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(-) vgRNR —angl. negative-sense single-stranded RNA — neigiamos krypties viengrandiné RNR

(+) vgRNR — angl. positive-sense single-stranded RNA — teigiamos krypties viengrandiné RNR

+TIP — angl. plus-end tracking proteins — mikrovamzdeliy (+) galo baltymai

CA — angl. capsid — kapsidés baltymas

ConA — angl. concanavalin A — konkanavalinas A

cryo-EM — angl. cryogenic electron microscopy — kriogeniné elektroniné mikroskopija

dgRNR — angl. double-stranded RNA — dvigrandine RNR

DMSO — angl. dimethyl sulfoxide - dimetilsulfoksidas

DNR - angl. deoxyribonucleic acid — deoksiribonukleoriigstis

EDTA — angl. ethylenediaminetrtraacetic acid — etilendiaminintetraacto rigstis

ET — angl. endoplasmic reticulum — endoplazminis tinklas

FG — angl. phenylalanine-glycine repeats — fenilalanino-glicino pasikartojimai

FS — angl. frameshift — skaitymo rémelio poslinkis

GET — angl. guided entry of tail-anchored proteins — C-galo inkarinj motyva turin¢iy baltymy
nukreipimo kelias j ET

GFP — angl. green fluorescent protein — zaliai fluorescuojantis baltymas

HDR - angl. homology-directed repair — homologija paremtas DNR taisymas

HR — angl. homologous recombination — homologiné rekombinacija

iRNR — angl. messenger RNA — informaciné RNR

MA — angl. matrix — citoplazminis baltymas

MAK - angl. maintenance of killer — biocidinio fenotipo palaikymo genai

MIA — angl. mitochondrial intermembrane space import and assembly pathway — mitochond-
rijy tarpembraninés srities baltymy importo ir susirinkimo kelias

NC — angl. nucleocapsid — nukleokapsidés baltymas

ncRNR — angl. non-coding RNA — nekoduojanti RNR

NES — angl. nuclear export signal — branduolio eksporto signalas

NHEJ — angl. non-homologous end joining — nehomologiniy galy sujungimas

NPC — angl. nuclear pore complex — branduolio pory kompleksas

ORF — angl. open reading frame — atviras skaitymo rémelis

PBS — angl. phosphate-buffered saline — fosfatinis buferinis drusky tirpalas

PGR — angl. polymerase chain reaction — polimerazin¢ grandininé reakcija

Pol — angl. RNA-dependent RNA polymerase —nuo RNR priklausoma RNR polimerazé

RdRp — angl. RNA-dependent RNA polymerase — nuo RNR priklausoma RNR polimerazé
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RFP — angl. red fluorescent protein — raudonai fluorescuojantis baltymas

RNAI — angl. RNR interference — RNR interferencija

RNR — angl. ribonucleic acid — ribonukleortgstis

rRNR — angl. ribosomal RNA — ribosominé RNR

SND — angl. guided entry of tail-anchored proteins — nuo SRP nepriklausomas baltymy nukrei-
pimo kelias ] ET

SPB — angl. spindle pole body — mieliy centromera

SRP — angl. signal recognition particle — signalo atpazinimo baltymas

TEM — angl. transmission elektron microscopy — transmisiné elektroniné mikroskopija

tRNR — angl. transfer RNA — transportiné RNR

V —angl. volume — tiiris

VLP — angl. virus-like particle — | virusg panasi dalele
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Ivadas

Saccharomyces cerevisiae yra pla¢iai naudojamas organizmas jvairiose pramonés ir mokslo sri-
tyse. 2023 m. buvo parodyta, kad net pusé S. cerevisiae kamieny i$ jvairiy kolekcijy gali biiti aptin-
kami Totiviridae Seimos virusai, iskaitant ScV-LA, ScV-LBC ir nuo ScV-LA priklausomus ScV-M
palydovus. Sie virusai gali biiti susije su lastelés Seimininkés fenotipu ir daryti jtaka mieliy populia-
cijy evoliucinei dinamikai. Pavyzdziui, ScV-M palydovo ir ScV-LA koegzistavimas yra pagrindinis
veiksnys, lemiantis mieliy biocidinj aktyvuma (Crabtree et al., 2023).

Anksciau buvo teigiama, kad vien tik ScV-LA ir ScV-LBC virusai neturi aiSkaus poveikio
S. cerevisiae, taciau pastarojo desimtmecio tyrimai parodé, kad totivirusy sgveika su lgstele Seimi-
ninke yra sudétingesné. Su ScV-LA gali biiti siejamas S. cerevisiae geny raiSkos, medziagy apykaitos
ir antivirusiniy sistemy aktyvumas (Chau et al., 2023; Luksa et al., 2017; Mcbride et al., 2013). Tai
reiSkia, kad jvairts lgstelés kompartmentai galimai tiesiogiai arba netiesiogiai saveikauja su totiviru-
sais, taciau apie ScV-LA ir ScV-LBC translokacija Igsteléje iki Siol néra nezinoma.

Sio darbo metu siekiama nustatyti galimus ScV-LA ir ScV-LBC virusy kapsidés baltymy loka-
lizacijos veiksnius S. cerevisiae 1astelése. Tyrimams buvo pasirinkta analizuoti rekombinantiniy Gag
baltymy lokalizacija fluorescensinés mikroskopijos biidu, atsizvelgiant | galimg natyviy totivirusy
arba lgstelés ploidiSkumo jtaka. Gauti rezultatai gali suteikti naujy jzvalgy apie ScV-LA ir ScV-LBC

virusy evoliucija, plitima bei galimg saveika su Igstelés vidulgstelinémis struktiiromis.

Darbo tikslas: istirti ScV-LBC ir ScV-LA virusiniy kapsidziy lokalizacijos veiksnius Saccharomyces

cerevisiae lastelése.

Darbo uzdaviniai:

1. Jvertinti ribosominio rémelio poslinkio reik§me ScV-LA ir ScV-LBC virusy kapsidés baltymo
Gag aminoriigs¢iy sudéciai.

2. Nustatyti ScV-LA ir ScV-LBC kapsidziy lokalizacijg S. cerevisiae mielése fluorescensinés
mikroskopijos budu.

3. Palyginti rekombinantiniy ScV-LA ir ScV-LBC kapsidziy lokalizacijg S. cerevisiae haploidi-
niuose, diploidiniuose kamienuose bei sporose.

4. Jvertinti natyviy totivirusy reikSme¢ ScV-LA ir ScV-LBC kilmés kapsidziy lokalizacijai
S. cerevisiae mielése.

5. Nustatyti, kokiuose lastelés kompartmentuose lokalizuojamos ScV-LA kapsidées.
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1.1. Mieliy virusai

1.1.1. dgRNR virusai

Dvigrandinés RNR (dgRNR) virusai infekuoja platy spektra organizmy, jskaitant bakterijas,
vienalgscius eukariotus (pvz.: grybus arba protistus), taip pat augalus ir gyviinus (Luque et al., 2018).
ISskirtinai archéjose iki Siol dgRNR virusai néra aptikti (Le Lay et al., 2023). Nors dgRNR virusai
pasizymi didele jvairove, jiems budinga panasi architektiira (Luque et al., 2018). Kapsidés sandara
gali buti jvairi — vienasluoksne, daugiasluoksné arba koncentring. ISorinis apsauginis kapsidés sluoks-
nis siejamas su patekimu j lgstele, vidinis sluoksnis, kurj turi visi dgRNR virusai, susijes su genomo
ir virusinés polimerazés organizacija. Visy dgRNR virusy vidinis sluoksnis sudarytas i§ 120 baltymy
subvienety, kurie suformuoja T = 1 ikosoedring struktiirg. Struktiriniai baltymai sudaro 60 asi-
metriniy dimery, todé¢l dar vadinama pseudo T = 2 struktiira (CASPAR et al., 1962; Luque et al.,
2018). T =1 kapsidé dgRNR virusams yra kritiSkai svarbi replikacijai (neigiamos (-) grandinés sin-
tezei) ir transkripcijai (teigiamos (+) grandinés sintezei), nuo virusinés RNR priklausoma RNR poli-
meraz¢ (RdRp) dazniausiai integruojama j kapside kartu su genomu. T = 1 kapsidés poros leidZia
viengrandiniy RNR (vgRNR) transkripty patekimg i citoplazma, kad galéty vykti transliacija. Kapsi-
dés poros taip pat uztikrina nukleotidy patekima j vidy, kuris reikalingas RNR sintezei. Si kapsidés
struktura iSlaiko viruso genoma izoliuota, kas padeda iSvengti lastelés Seimininkés antivirusiniy gy-
nybos mechanizmy (Grybchuk et al., 2022a; Ilca et al., 2026; Luque et al., 2018; Pan et al., 2021;
Schmidt et al., 2024; Stevens et al., 2023).

1.1.2. Mikovirusai

Mikovirusai — tai grybus infekuojantys virusai, kurie paplite jvairiuose Seimininkuose: nuo siti-
liniy askomicety, bazidiomicety iki mieliy. Nors Siandien Zinoma, kad mikovirusy genomai gali biiti
ivairiis (dgRNR, (+) vgRNR), (-) vgRNR) ir ziedinés vgRNR), daugelis mikovirusy turi dgRNR ge-
noma. Mikovirusai skiriasi ir genomo organizacija: blina monopartitiniai arba segmentuoti genomai.
Grybus infekuojanciuose dgRNR virusuose aptinkami tiek vieno, tiek dviejy, tiek keturiy ar net dau-
giau segmenty genomai (Hough et al., 2023; Kondo et al., 2022). Daugumai mikovirusy nebtuidinga
ekstralasteline faze, todel jie perduodami vertikaliu buidu lastelei dalijantis arba sporuliuojant, taip
pat gali plisti horizontaliai per hify anastomozes. D¢l tokio perdavimo budo virusy plitimas yra prik-
lausomas nuo jy vidulastelinés sgveikos su Seimininko Igstele (Myers et al., 2022). Mikovirusy po-
veikis lgstelei Seimininkei yra jvairus: dalis virusy infekuoja nepastebimai, nesukeldami lgstelei ais-
kaus fenotipo, o kiti daryti jtaka lastelés medziagy apykaitai, augimui, sporuliacijai, konkurencijai ir

daugeliui kity vidulasteliniy mechanizmy (Galli et al., 2025; Myers et al., 2022).
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1.1.3. Orthototiviridae $eimos virusai

Orthototiviridae Seimai buidingi ikosaedrinj apvalkalg turintys dgRNR virionai, kuriy skersmuo
40-49 nm ir 3,9-5,6 kb dgRNR linijinis genomas (Family: Orthototiviridae (Interim Report) | ICTV,
n.d.), ankstesn¢je literatiiroje nurodomas 4,6-6,7 kb intervalas (7otivirus ~ ViralZone, n.d.).
Struktiiriniu pozitiriu Orthototiviridae kapsidés ne tik apsaugo genoma, bet susijusios ir su genomo
organizacija bei replikacijos kompleksu (Schmidt et al., 2024).

Pagal dabarting ICTV klasifikacijg buvusi Totiviridae Seima reorganizuota ir klasikiniai mieliy
virusai dabar priskiriami Orthototiviridae $eimai. Sios $eimos virusai priklauso Orthornavirae kara-
lystei, Duplornaviricota tipui, Chrymotiviricetes klasei, Ghabrivirales eilei, Alphatotivirineae poei-
liui, Siuo metu Seimoje pripazjstama 1 gentis ir 32 riiSys (Family: Orthototiviridae (Interim Report) |
ICTV, n.d.). Dalis literatiiros remiasi istoriniu terminu 7otiviridae arba “totivirusai” (Totivirus ~ Vi-
ralZone, n.d.). Totiviridae atstovai tradiciSkai siejami su grybais ir protistais, taiau pastaraisiais me-
tais filogenetiSkai giminingi totivirusams arba panasis ] totivirusus (toti-like) priskiriami dgRNR vi-
rusai aptikti augaly ir bestuburiy Seimininkuose pvz.: kukurtizuose, europiniuose berzuose, uoduose,
krevetése, skruzdélése, melynuosiuose krabuose ir kt. Toti-like virusai priskiriami Orthototiviridae
dél panasios kapsidés struktiiros, nesegmentuoto dgRNR genomo ir dviejy skaitymo rémeliy su per-
sidengianciais gag ir pol genais. Taip pat filogenetinés analizes parode¢, kad RdRp (angl. RNA depen-
dent RNA polymerase) koduojancios sekos grupuojasi su totivirusais (Akinyemi et al., 2018; Okada
et al., 2025; Reyes-Proano et al., 2024; Tang et al., 2008; Zhai et al., 2010; M. Zhao et al., 2022).
Biologiskai totivirusai virusai iSsiskiria, nes mielése neturi ekstralgstelinés fazés, todél plinta
vertikaliai lastelei dalijantis, sporuliuojant ar poravimosi metu per citoplazmos susiliejima. Dél tokio
gyvenimo ciklo totivirusai mielése tapo klasikiniu modeliu ilgalaikei viruso ir Seimininko sgveikai
tirti. Didel¢ dalis Ziniy apie totivirusus paremta klasikiniais S. cerevisiae L-A viruso tyrimais (Dinman
et al., 1991a). S. cerevisiae aptinkami L-BC, L-A bei nuo L-A priklausomi M palydovai, su kuriais
tiesiogiai siejamas biocidinio aktyvumo fenotipas (angl. killer). Plataus masto S. cerevisiae izoliaty
tyrime biocidinis fenotipas nustatytas 10,3 % kamieny (Magdalena D. Pieczynska et al., 2013). Si
sistema yra vienas i$ klasikiniy pavyzdziy, kaip mazas virusinis genomas gali iSplésti savo biologinj
poveikj pasitelkdamas palydovinj elementg ir iSnaudodamas Seimininko sekrecing sistemg. Plataus
masto S. cerevisiae genomy kolekcijos analize parode¢, kad M palydovai pasitaiko Zymiai reciau nei
koegzistuojantys L-A virionai. L-A nustatytas 30 i§ 100 izoleaty, kai M palydovai aptinkami: M1 —
5, M2 — 3, Mlus — 7, M28 — 0. Dazniausiai aptinkamais laikomi L-BC, nustatyti net 100 1§ 100 ka-
mieny (Ball et al., 1984; J C Ribas et al., 1996; Vijayraghavan et al., 2023).
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1.2. Saccharomyces cerevisiae virusinés sistemos

1.2.1. Mieliy biocidinis fenotipas

Daugiau nei prie§ 60 mety aprasytas biocidinis fenomenas, siejamas su totiviruso ir lastelés
Seimininkés abipusiu rySiu. Jis pasireiskia tuo, kad mielés sekretuoja toksinj baltyma, kuris selekty-
viai zudo jautrias tos pacios arba giminingy risiy Igsteles ir taip suteikia konkurencinj pranaSuma
esant ribotiems iStekliams aplinkoje (Bevan et al., 1973; Schmitt et al., 2002a). Biocidinj aktyvuma
turincios mielés yra placiai paplitusios gamtoje ir aptinkamos visuose Zemynuose (Boynton, 2019).
1987 metais buvo nustatyta, kad net 11 % mieliy surinkty i§ jvairiy pasaulio vietoviy skirtingy nisy
pasizymi biocidiniu fenotipu (Starmer et al., 1987). Sis fenotipas aptinkamas tokiose mieliy gentyse,
kaip Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyve-
romyces, Metschnikowia, Pichia, Ustilago, Torulopsis, Williopsis ir Zygosaccharomyces. Tarp mieliy
rusiy biocidiniy sitemy genetinis pagrindas skiriasi pvz. Kluyveromyces lactis, Pichia acaciae, Pichia
inositovora biocidinj fenotipg lemia koduojancios linijinés dgRNR plazmidés, prieSingai Pichia far-
inosa, Williopsis mrakii (senesnéje literatiiroje — Hansenula mrakii) toksininiy baltymy genai ko-
duojami chromosomose (Muccilli et al., 2015; Schmitt et al., 2002a). S. cerevisiae ir Saccharomyces
paradoxus kilerings sistemos susijusios su citoplazminiu biidu paveldimu 7otiviridae Seimos L-A vi-
rusu ir jo M palydovu. Totiviridae Seimos virusai ir nuo jy priklausomi M palydovai aptinkami ir
kitose mieliy ruSyse: Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces Bailii, Torulaspora delbruecki,
Pichia membranifaciens, Saccharomyces kudriavzevii. Totiviruso ir S. cerevisiae sistemos evoliucing
svarbg pabrézia ir tai, kad su dgRNR virusais susij¢ genai aptinkamos jvairiy eukarioty genomuose
pvz. augaly, antropody, gryby, nematody ir pirmuoniy. Tai laikoma horizontalaus geny perdavimo ir
vélesnés integracijos pédsakais (Liu et al., 2010; Wickner, 1996). Vélesni populiacijy tyrimai parode,
kad biocidinj fenotipg turintys kamienai kai kuriose kolekcijose yra filogenetiskai artimesni vieni
kitiems negu neturintys Sio fenotipo. Tai parodo, kad Seimininko ir viruso koevoliucija (M. D.

Pieczynska et al., 2017).

1.2.2. ScV-L-A virusas ir ScV-M palydovai

ScV-LA yra geriausiai iStirtas totivirusas mielése. Klasikinis S. cerevisiae ScV-LA genomas yra
4,6 kb ilgio dgRNR ir turi du persidengiancius atvirus skaitymo rémelius, koduojancius Gag ir Pol
baltymus (Pav.1. 1). Atviro skaitymo rémelio persidengimas yra 130 nt ilgio (Wickner, 1996a). gag
koduoja pagrindinj kapsidés baltyma, Sis baltymas yra ~680 a.r. ilgio ir jo molekulin¢ mas¢ 76-81
kDa, pol koduoja 868 a.r. nuo RNR priklausomg RNR polimeraz¢ (RdRp), kuri yr ~94 kDa (Luque
et al., 2018). Lasteléje RdRp néra transliuojamas kaip atskiras produktas, jis transliuojamas kartu su

Gag ir sudaro ~170-171 kDa Gag-Pol sulietinj baltyma (Dinman et al., 1991b). ScV-LA geny raiska
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remiasi programuotu -1 ribosominiu rémelio poslinkiu (angl. Frameshift). ScV-L-A gag-pol pasislin-
kimo vietoje yra slidus (angl. slippery) heptameras GGGUUUA, po kurio seka rémelio poslinkj sti-
muliuojantis RNR pseudomazgas. Rémelio poslinkio efektyvumas yra 1,8-1,9 %, tokiu atveju trans-
liuojamas sulietinis Gag-Pol baltymas, kitais atvejais transliacijos produktu tampa Gag baltymas
(Dinman et al., 1991b; Schmidt et al., 2024; Tzeng et al., 1992). Palyginti nedideli skaitymo rémelio
poslinkio daznio poky¢iai gali pakeisti Gag ir Gag-Pol santykj. Pagalbinio ScV-LA viruso gyvavimo
cikle labai svarbi ne vien Pol, bet ir tikslus jos stechiometrinis santykis su Gag 1:60, nes jei susin-
tetinama per daug arba per mazai Gag-Pol, sutrinka ScV-LA replikacijos ciklas (Dinman et al., 1992;
Schmidt et al., 2024). Pol srityje egzistuoja keli +RNR suriSimo taikiniai, reikalingi s¢kmingam vi-
rusinés RNR supakavimui j kapside. Siam procesui biitinas Pol N-galinis jpakavimo domenas apima
67-213 a.r., RNR suri§imo domenas 172-190 a.r. Sis jpakavimo domenas yra nutoles nuo RdRp ka-
talitiniy motyvy, todél jpakavimo ir katalitinés polimerazés funkcijos struktiiriSkai atskirtos (Tsutomu
Fujimura et al., 2019; Juan Carlos Ribas et al., 1994).

ScV-LA viruso T=1 ikosaedriné kapsidé i§ 60 asimetriniy dimery yra 37-40 nm skersmens su-
daryta i§ 120 Gag baltymy ir 1-2 Gag-Pol molekuliy (Tsutomu Fujimura et al., 2011a; Rodriguez-
Cousifio et al., 2013a; Schmidt et al., 2024). Klasikiniai biocheminiai tyrimai parode, kad ScV-LA
dalelé¢ talpina vieng dgRNR genomo kopija (T. Fujimura et al., 1986; Schmidt et al., 2024). Kapsidés
viduje nuo dgRNR genomo sintetinama teigiamos krypties virusiné RNR, kuri i§stumiama j citop-
lazmg ir tampa matrica gag arba gag-pol transliacijai (Pav. 1.1) (Ramirez et al., 2022a; Schmidt et
al., 2024). Po transliacijos Gag baltymui svarbus pirmy keturiy amino riigsciy motyvas (MLRF), kuris
susijes su N-galo acetilinimu. Acetilinimg atlieka acetiltransferazés kompleksas NatC, kurj koduoja
MAK3, MAK10, MAK31 (angl. maintenance of killer) genai (Luksa et al., 2022). Susiformave balty-
mai atpazjsta virusinés kilmés RNR ir dalyvauja naujy daleliy surinkime. L-A kapsidés stabilumg
lemia katijony-n sgveikos, taip pat nekovalentiniy sgveiky visuma, veikianti deSimtyje skirtingy Gag
baltymy saly¢io viety (Schmidt et al., 2024). Viruso replikacijos ciklas baigiasi tada, kai atstatoma
inkapsuliuotos RNR komplementari neigiama granding, taip suformuojanti nauja dgRNR genoma
(Ramirez et al., 2022a; Schmidt et al., 2024).

ScV-L-A virusiné RNR neturi iRNR biidingos kepurés struktiiros (angl. m’G cap), todél gali
biti degraduota egzoribonukleazés Xrnl (Skil). Xrnl 5°—3’ egzonukleazinj aktyvuma turintis Fis
fermentas geriausiai skaido 5’-monofosforilintg vgRNR, taciau 5’-difosforilinta RNR tampa blogu
substratu. Pastebéta, kad evoliucijos eigoje, pradedant nuo bakterijy ir pereinant prie zmogaus orga-
nizmo, antivirusiniai mechanizmai turi daug panaSumuy, todé¢l jvairiy tipy virusy strategijos siekian-
¢ios iSvengti antivirusings sistemos irgi turi sasajy (Chau et al., 2023). Viena i§ Siy strategijy yra 5’
galo maskavimas (angl. cap-snatching), tokiu biidu virusinés kilmés RNR 5’ galas tampa panasus j

lastelés Seimininkés iIRNR. ScV-LA yra taip pat buidingas RNR kepurés paSalinimo mechanizmas
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(angl. mRNA decapping) (Chau et al., 2023; Tsutomu Fujimura et al., 2011b; Rotsch et al., 2026).
ScV-LA biuidingas alternatyvus metodas, kai m7Gp kepurés fragmentas pasiskolinamas i§ 1gstelés Sei-
mininkés iRNR. Sio proceso katalizei reikalingas konservatyvus kapsidés Gag baltymo histidinas
(His154). Susidaro fosforimidazolinis rySys tarp kepurés a-fosfato ir gag baltymo His154 imidazolo
ziedo azoto. ScV-LA viruso RdRp sintetina transkriptus su 5’-difosforilintu galu, kuris tampa m7Gp
akceptoriumi. Kepurés perdavimo metu m7Gp nuo Gag per His154 perkeliama ant 5’-difosforilinto
viruso transkripto galo, suformuojant iRNR biidinga 5°-5¢ trifosfating jungtj (Pav. 1.1). Sio proceso
metu susidaro funckcionali capO tipo struktiira (Blanc et al., 1994). Tokia suformuota cap0 struktiira
yra labai stabili ir net 8-15 karty efektyviau padeda pritraukti transliacijos mechanizma. Tokiu btdu
m7Gp gala turintys viruso transkriptai iSvengia citoplazminés Xrnl (Tsutomu Fujimura et al., 2011;
Rowley et al., 2016). Net jei pavyksta iSvengti Xrnl, egzistuoja alternatyvus degradacijos kelias -

citoplazminis egzosomos kompleksas (SKI).

Pseudomazgas

..GGGUUUAGG

e == pol ORF

-1 Ribosominis
rémelio poslinkis Pakavimo
signalas

L-A (+) RNR
5 \J v
@
Kapsidés baltymas
Gag-Pol vgRNR prisiriS§imo sritis
sulietinis baltymas \(\
 JEEE £ X b\
RNR vgRNR _SG..T..NT.N--GDD vgRNR
pakavimas prisiriSimo Nuo RNR priklausomos prisiriS§imo

sritis RNR polimerazés sritis
konsensuso motyvas

Pav. 1.1. ScV-LA viruso genomas su ribosominio rémelio poslinio sritimis, vgRNR pakavimo
sritimis ir persidengianciu replikacijos sustiprinimo taikiniu 3’ gale. His154 kepurés prisi-
jungimo sritis m7Gp (pagal Wickner et al., 2013).

Kadangi ScV-L-A vgRNR neturi polyA uodegos, 3’ galas yra neapsaugotas nuo citoplazminés
3> — 5’ RNR degradacijos. Tokiu atveju su ribosomomis asocijuotas SKI kompleksas i§ Ski2, Ski3,

Ski8 subvienety veikia kartu su Ski7 ir citoplazmine egzosoma. Ski2, kaip DexH tipo RNR helikazé

gali iSvynioti RNR substratg. Ski3 ir Ski8 sudaro struktiirinj karkasg, kuris sgveikauja su ribosoma.
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Ski7 funkciSkai sujungia SKI kompleksg su egzosoma. RNR perduodama egzosomos katalitiniams
centrams ir degraduojama 3’ — 5’ kryptimi (Chau et al., 2023; Parker et al., 2007; Zinoviev et al.,
2020). Naujausiuose tyrimuose nustatytas mieliy antivirusinis mechanizmas susijes su mitochondri-
nés DNR/RNR endonukleaze Nucl. Nucl yra endonukleazés G (EndoG) homologas, randamas vi-
suose eukariotuose bei daugelyje prokarioty. Nucl daugiausiai siejamas su genomo fragmentacijos
skatinimu programuotos lgsteliy mirties metu. Programuota lgsteliy mirtis yra mieliy sporuliacijos
dalis ir literatiroje daznai apraSomas Nucl vaidmuo dalyvaujant DNR fragmentacijoje (Chau et al.,
2023). Todel ScV-LA viruso kontrolé gali biiti laikoma ,,daugiasluoksniu‘ procesu.

S. cerevisiae kilerinis fenotipas dazniausiai siejamas su M palydovais ir pagalbiniu L-A virusu
(Schmitt et al., 2006; Vijayraghavan et al., 2023). Nors M palydovy genome nekoduojami kapsidés
baltymai ar RdRp, todél jy palaikymas, replikacija ir enkapsidacija priklauso nuo ScV-LA kilmés Gag
ir Gag-Pol baltymy (Pav. 1. 2 ). M palydovai Siuos baltymus ,,skolinasi* i§ pagalbinio viruso (Aitma-
naité et al., 2021; Wickner et al., 2013). Taip pat pastebéta, kad pakitus -1 ribosominio rémelio pos-
linkio dazniui, kuris lemia Gag-Pol susidarymg, M palydovai Igstel¢je prarandami (Dinman et al.,

1992).

(J
VLP daleliy @
Inkapsuliavimas susirinkimas
- £

o
o o0®
D§ (M palydovinis virusas)
VngVR .
Prisjpjs: M (+) vgRNA
m ) ve

VWU Transliacija i— HDEL

vgRNR

°, o o0 ® prisiriSimo sritis \Af Inkapsuliavimas X m/\/\/\
(] o ® @
(@) Q s E
2
o O 33
C Pagalbinis virusas) N
- B
=
Transliacija -2
oA o (L o
L-A (+) vgRNR .' O © .0 <)
o (=]
VWWA\ — o o — o S
Transkripcija .. ® Replikacija 0. ®
® o0® o g0®

Pav. 1. 2 M28 palydovo ir pagalbinio L-A viruso replikacijos mechanizmai S. cerevisiae lastel¢je. L-
A (+) vgRNR transliacijos metu susidaro Gag ir Gag-Pol baltymai, kurie surisa ir inkapsu-
liuoja virusing RNR, kartu susiformuodami virusines dalelés. M palydovy (+) nekoduoja
kapsidés ir polimerazés baltymy, todél jy virusiniy daleliy susiformavimas, replikacija ir
transkripcija priklauso nuo L-A viruso koduojamy Gag ir Gag-Pol baltymy. M28 (+) vgRNR
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koduoja toksinio baltymo K28 prekursoriy, su kuriuo siejamas mieliy biocidinis fenotipas.
M28 replikacijos mechanizmas analogiSkas ir M1, M2, Mlus palydoviniams virusams (pa-

gal Becker et al., 2017).
Dazniausiai S. cerevisiae apraSomi M1, M2, M28, Mlus palydovai, kurie atitinkamai siejami su
K1, K2, K28 ir Klus toksinais. Sie virusai turi trumpas 1,5-2,4 kb ilgio dgRNR molekules, kurios
koduoja preprotoksing (Rodriguez-Cousifo et al., 2011; Schmitt et al., 2006). Jy genomo architektiira
panaSi: 5’ netransliuojama sritis, vienas atviras skaitymo rémelis, adeninais turtingas regionas ir 3’
terminalinés plauky segtuko struktiiros, svarbios replikacijai ir inkapsuliacijai (Pav. 1.3) (Aitmanaité
etal., 2021; Wickner et al., 2013b). Po transliacijos preprotoksinas perneSamas ] endoplazmin;j tinkla,

proteolitinio apdorojimo ir sekrecijos mechanizmai suformuoja aktyvy toksinj baltyma.

IRE

M1 (+) vgRNR 1801 bp -

M28 (+) veRNR 1748 bp

5’ GAAAAAUUUGA —( pptox ORF )—(poly-(A)

39

Pav. 1.3 M28 ir M1 palydovo dgRNR genomo architekttira. 5'-UTR trumpas netransliuojamas regio-
nas, atviras skaitymo rémelis koduojantis preprotoksing, adeninais turtinga seka (keli Simtai
nukleotidy) ir 3'- netransliuojamas regionas koduojantis VBS, IRE ir TRE palindromines
sekas, kurios suformuoja plauky segtuko struktiiras, svarbias viruso replikacijai ir inkapsu-
liacijai (pagal Schmitt et al., 2021).

K1 ir K2 toksinai siejami su membranos pazeidimu ir jony homeostazés sutrikdymu jautriose
lastelése, o K28 toksinas pasizymi i$skirtiniu vidulgsteliniu veikimo mechanizmu apimanciu endoci-
toze, retrogradinj transportg ir poveiki branduolio funkcijoms (Schmitt et al., 2006). Mlus laikomas
labiau divergentiSku genomo lygmenyje. Klus taip pat biidingas platesnis biocidinio aktyvumo spekt-
ras, kai K1, K2 ir K28 turi biocidinj poveikj tik S. cerevisiae kamienams neturintiems atitinkamai M1,
M2 ir M28 palydovo. Klus toksinis baltymas gali turéti fungicidinj poveikj ne tik skirtingiems S.
cerevisiae kamienams, bet ir kitos risies mieléms, tokioms kaip Kluyveromyces lactis ir Candida
albicans. 2011 m. tyrime buvo parodyta, kad Klus preprotoksino amino riigS¢iy seka panasi j S. cere-
visiae uzkoduotg chromosominj atviro skaitymo rémelj YFR020W. Tai leidzia manyti, kad tarp pal-
ydovinés virusinés RNR ir Seimininko genomo galéjo vykti genetinés medZiagos pernasa ir jsisitaty-
mas ] branduolj arba bendra evoliuciné kilmé. Taip pat Mlus siejamas ne su kanoniniu L-A, bet su L-
A-lus, kuris laitkomas nauju L-A viruso tipo variantu (Rodriguez-Cousiio et al., 2011, 2013). Yra
zinomi dar keli L-A variantai, tokie kaip LA-1, LA-2, LA-28, kurie pasizymi skirtingu suderinamumu
su M palydovais, kas apibrézia pagalbiniy virusy ir palydovy koevoliucijg lastel¢je (Aitmanaité et al.,

2021; Rodriguez-Cousifio et al., 2017).
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1.2.3. ScV-L-BC virusas

ScV-L-BC virusas yra S. cerevisiae dgRNR nesegmentuoto genomo totivirusas (J C Ribas et
al., 1996b). L-BC turi daugiausiai sekos ir genomo organizacijos panaSumy su L-A virusu, taciau
reprezentuoja savarankiskai persistuojancio mieliy dgRNR viruso modelj. Biologinémis funkcijomis
L-BC skiriasi nuo L-A, kadangi néra pagalbinis virusas M palydovams ir néra asocijuojamas su bio-
cidiniu fenotipu (Grybchuk et al., 2022a; Ramirez et al., 2022; Wickner et al., 2013). Nors iSimtinai
Torulaspora delbrueckii LBC virusy analizé parode, kad kai kurie L-BC tipo viursai gali atlikti pa-
galbing funkcija M palydovams, dél cis-reguliaciniy motyvy (Ramirez et al., 2022).

ScV-LBC genomas ~4,6 kb, kity tipy L-BC virusy genomy dydziai labiau varijuoja (4,5-5,1 kb).
L-BC virusams biidingas persidengiantys gag ir pol atviro skaitymo rémeliais. Gag-Pol sulietinio
baltymo transliacija lemia -1 rémelio poslinkis. Pirmasis atviro skaitymo rémelis koduoja Gag kapsi-
dés baltyma, antrasis — RARp. Rémelio poslinkio sritis lokalizuojama persidengimo regione su speci-
finiu GGAUUUU motyvu (Grybchuk et al., 2022; Ramirez et al., 2022).

ScV-L-BC kapsidé ikosaedriné ir jos skersmuo siekia 38,5 nm. Kapside sudaro 120 Gag
baltymy subvienety. 2022 m. atlikta Kryo-EM analiz¢ pavaizdavo, kad viruso kapsidé sudaryta i$
dviejy to paties tipo konformacijy, organizuoty j dimerus i§ A/B dimery (Pav. 1. 4) 5 dimerai for-
muoja dekamerus. Kapsidé sudaryta i$ 12 dekamery. 2022 m. tyrimo metu méginiuose buvo aptikta
ir atviry daleliy, kurioms triiko vieno dekamero. Toks vaizdas gali biiti interpretuojamas kaip galima
tarpiné viruso dalelés susirinkimo biisena. Sie duomenys leidzia manyti, kad L-BC kapsidés gali su-
sirinkti 1§ dekameriniy kapsidés baltymy vienety, taciau neatmetamas trumpalaikiy tarpiniy komp-
leksy arba papildomy susirinkimo veiksniy dalyvavimas viruso dalelés susiformavime (Grybchuk et
al., 2022a). Pastaraisiais metais buvo parodyta, kad L-BC Gag baltymas gali biiti ekspresuojamas tiek
E. coli, tiek S. cerevisiae mikroorganizmuose ir savarankiSkai formuoti j virusus panaSias daleles
(angl. Virus like particles, VLP). Gag baltymai savaime sékmingai susirenka j stabilig ~40 nm struk-
tira (VLP), nepriklausomai nuo viruso genomo. Sis fenomenas turi potencialo ateityje biiti taikomas

ir alternatyviy molekuliy pernaSos mechanizmy kiirimui lgstelése (Celitan et al., 2024).

160 m =220 A

Pav. 1. 4 Totivirusy molekuliniai pavirsiaus atvaizdai. Mastelio zyma — 200 A. a — L-BC viruso
dalelés pavirSius nuspalvintas pagal subvieneto tipa: A subvienetas pazymétas mélynai, B
subvienetas pazymétas raudonai. b — L-BC viruso dalelés ir ¢ — palyginimui L-A viruso
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dalelés, nuspalvintos vaivorykstinéje skal¢je, pagal atstuma nuo dalelés centro angstremais
(A) (Grybchuk et al., 2022).

Naujausi populiaciniai tyrimai parodé, kad L-BC yra itin daznas S. cerevisiae populiacijose.
IStyrus 100 genomy kolekeijy L-BC buvo aptiktas visuose kamienuose, taciau daleliy kiekis tarp skir-
tingy kamieny nevienodas. Tai gali reiksti, kad L-BC virusy plitimas yra priklausomas ir nuo Seimi-
ninko genetinio fono. Genetiniai tyrimai parodé kad dalis geny, buitiny L-A iSlaikymui lgstelése, néra
biitini L-BC, o kita dalis susijusi tik su L-BC stabilumu, pvz.: ScV-LA iSlaikymui Igsteléje Seiminin-
kéje biitini MAK3, MAK 10 ir MAK3 1, reikalingi N-galo acetilinimui, ta¢iau L-BC nuo jy nepriklauso.
Tuo tarpu clol mutacija lemia ScV-L-BC praradima, bet nedaro jtakos L-A (Grybchuk et al., 2022a;
Vijayraghavan et al., 2023c). Tuo tarpu SKI antivirusiné sistema bendrai kontroliuoja ScV-L-A ir
ScV-L-BC kopijy skaiciy Igsteléje (Wickner et al., 2013a; Widner et al., 1993). Apie L-BC ry§j su

lastelés Seimininkes vidulgsteliniais mechanizmais iki Siol néra Zinoma.

1.2.4. L-A ir M palydovy sisteminis poveikis S. cerevisiae

Saveika tarp viruso i$ lastelés Seimininkés yra dinamiskas ir ilgalaikis procesas, kuriame viruso
replikcaijg lemia ne tik jo paties genomas, bet ir Seimininko molekuliné aplinka. Kadangi virusy ge-
nomai yra zymiai mazesni uz Seimininko genoma, jy replikacijai, transliacijai ir i§laikymui reikalingi
Seimininko vidulgsteliniai mechanizmai. Virusai prisitaiko pasinaudoti jvairiomis vidulgstelinémis
sistemomis, o lgstelé Seimininké tuo pat metu vysto strategijas reguliuojancias virusy replikacija
(Grybchuk et al., 2022; Vijayraghavan et al., 2023).

Klasikinéje literatiiroje ScV-LA ir M palydovo sistema dazniausiai minima biocidinio fenotipo
kontekste, taciau naujesni darbai rodo, kad jos reikSmé yra Zymiai platesné ir apima ilgalaikj viruso
ir Seimininko koevoliucinj prisitaikyma. Svarbu paminéti, kad evoliucijos eigoje S. cerevisiae (jskai-
tant S. paradoxus, S. mikatae ir S. kudriavzevii ir kt.) iSnyko funkcionali RNR interferencijos sistema.
Su RNA1 sistema siejamas Dicer (DCRI) ir Argonaute (AGO1) geny praradimas ir genominis stabilu-
mas apsisaugant nuo virusy bei transpozony. Siuo atveju L-A ir M palydovy islikimas tampa ypaé
tinkamu modeliu tirti, kokiais alternatyviais keliais 1gstelé riboja, toleruoja ir funkciskai pasinaudoja
dgRNR virusais (Chau et al., 2023; Drinnenberg et al., 2011; Hsiao et al., 2025).

IstoriSkai didzioji dalis ziniy apie L-A ir M palydovy sistemos sgveika su S. cerevisiae buvo
gauta atliekant tyrimus susijusius su biocidiniu fenotipu. Bitent tokiu biidu identifikuoti MAK genai,
kuriy produktai biitini biocidinés sistemos palaikymui (Wickner, 1996a; Wickner et al., 2013).
Naujausias 2025 m. tyrimas apimantis viso genomo analize parodé, kad lgstelés Seimininkés sgveika
su ScV-LA yra dar sudétingesné, negu manyta anksc¢iau (Hsiao et al., 2025). Tiriant ~93% anotuoty

mieliy geny, nustatyti 96 genai, veikiantys L-A virusiniy daleliy skaifiaus padidéjimg arba
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sumaz¢jima. Net 69 genus virusas iSnaudoja egzistavimui lgstel¢je ir tik 27 siejami su neigiamu po-
veikiu. Geny visuma susijusi su L-A virusu apima ~1,5 % visy zinomy S. cerevisiae baltymus koduo-
janciy geny (6275 geny anotacijos su nustatytomis funkcijomis). Toks mastas rodo, kad iki $iol placiai
neistirti L-A palaikymo Igsteléje mechanizmai yra jtraukti j platy Seiminkeés reguliaciniy ir metaboli-
niy tinkly konteksta. Net 69 genus virusas iSnaudoja persistavimui lastel¢je ir tik 27 siejami su
neigiama reguliacija. Kartu Siame tyrime pakartotinai patvirtinta, kad mutacijos SK/ regione gali 4-
10 karty padidinti L-A kopijy skaiCiy lagsteléje. Taip pat buvo parodyta, kad dalis nustatyty geny jau
buvo siejami ir su kity RNR virusy modeliais: OCA4 ir MET22 anksc¢iau sieti su BMV RNR replika-
cijos skatinimu arba slopinimu, DCI/] — su TBSV RNR rekombinacija, 0 RAD26 — su HCV infekcijos
metu aktyvinamu Zmogaus ERCC6 homologu. Vis d¢l to Siuos rysius tikslinga vertinti tik kaip uzuo-
ming j galimus bendrus Seimininko ir viruso sgveikos kelius (Hsiao et al., 2025; Wickner et al., 2013a).

Manoma, kad L-A buvima lastel¢je palaikantys genai néra atsitiktinis rinkinys. Remiantis
naujausiais geny ontologijos analizés duomenimis paaiskéjo, kad L-A viruso persistavimui naudingi
genai siejami su mazy molekuliy metabolizmo ir katabolizmo procesais. L-A kiekj lastel¢je ribojantys
genai siejami su Igstelés ciklu, dalijimusi, nukleoriigs¢iy bei RNR metabolizmu (Hsiao et al., 2025).
Taciau lgstelés ciklo, organeliy pasidalijimo ir su mikrovamzdeliais siejamy procesy itraukimas
nereiskia, kad virusas tiesiogiai jungiasi prie dalijimosi verpstés ar mikrovamzdeliy. Labiau tikétina,
kad Sie procesai turi jtakos viruso kopijy pasiskirstymui dukterinése Igstelése, veikdami persitvar-
kymo mechanizmus arba netiesiogiai kei¢iant sglygas virusiniy daleliy iSlaikymui lgsteléje (Hsiao et
al., 2025; Luksa et al., 2022; Schmidt et al., 2024).

2025 m. transkriptominés analizés rezultatai parodé, kad S. cerevisiae kamienai su L-A virusu
keicia Seimininko transkripty profilj, pokyc¢iai néra labai dideli, taciau atspindi viruso ilgalaikio pri-
sitaikymg (Hsiao et al., 2025). Didel¢ dalis geny yra susijusi su atsaku ] aplinkos stresg, o su tuo
siejamas geny raiSkos pokytis siekia apie keturis kartus. Stebint augima streso salygomis kamienai,
turintys L-A virusa, pasiZymi 1,4-3,5 karto geresniu konkurenciniu pranasumu, lyginant su kamienais
be L-A. Taciau esant per mazam gliukozeés trikumui Sis fenomenas prarandamas. Taigi L-A S. cere-
visiae lasteléms sukelia nedidelius, bet sistemiskai naudingus geny raiSkos pokycius (Hsiao et al.,
2025; Mcbride et al., 2013; Ravoityté et al., 2022).

Nagrinéjant S. cerevisiae L-A-lus pagalbinio viruso ir M-lus palydovo poveikj atskirai, paste-
béta, kad pasalinus M-2 palydova diferencijuotai jvyksta 486 geny raiska, o eliminavus abiejy tipy
virusus (L-A-lus ir M2) geny raiskos profilis prasiplecia iki 715 geny. Abiem atvejais dauguma po-
ky¢iy yra vidutinio dydzio (ne daugiau nei keturi kartai). Eliminavus M2 padidéja geny raiska susijusi
su RNR procesais: ribosomy biogeneze ir susirinkimu, rRNR, ncRNR (angl. non-coding RNR), tRNR

metabolizmu, RNR 5’ galo brendimu, GMP biosinteze, nukleozidy pernaudojimu (angl. nucleoside

16



Literatiiros apzvalga

salvage), taip pat RNR helikaziy, nuo RNR priklausomy ATPaziy, metiltransferaziy ir RNR polime-
raziy [ ir IIT komponenty raiska. Tai parodo, kad M palydovas Seiminkés lasteléje reikalauja dideliy
RNR metabolizmo ir ribosomy biogenezés resursy, o jo paSalinimas leidzia persiorientuoti j brandu-
olélio ir preribosominiy procesy aktyvinima (Luksa et al., 2017; Ravoityte et al., 2022).

Sumazejusios raiSkos genai po M2 pasalinimo daugiausiai susij¢ su energijos gamyba, mito-
chondrijy funkcijomis, lipidy biosinteze ir amino riigS¢iy sintezés keliais. Taip pat neigiamai pavei-
kiama geny raiska susijusi su elektrony pernasos grandinés, Igstelinio kvépavimo, steroliy metabo-
lizmo, sulfaty asimiliacijos, sieros aminoriigS¢iy biosintezés, acetil-CoA ir acil-CoA metabolizmo
keliais. Pastebimas ryskus mitochondrijy kvépavimo grandinés, citochromo komplekso, mitochond-
rijy apvalkalo ir III-IV kvépavimo kompleksy komponenty geny raiskos sumazéjimas. Tai leidzia
interpretuoti, kad M2 palydovo iSlaikymas yra metaboliskai brangus, ypa¢ mitochondrijy kvépavimo,
sieros apykaitos ir lipidy biosintezés keliy pozitiriu. M palydovo daroma jtaka neapsiriboja tik bioci-
dingje sistemoje, M palydovas galimai yra reikSmingas energetiniy ir anaboliniy resursy ,,vartoto-
jas“ (LukSa et al., 2017).

Eliminavus ir L-A-lus ir M2 bendras paveikty procesy spektras islieka panaSus, taciau atsakas
tampa platesnis ir labiau orientuotas j oksidacinj stresa, lastelés sienelés persitvarkymg ir aminoruigs-
¢iy biosintezés slopinima. Net 50 1§ 291 susijusiy geny iki Siol néra charakterizuoti, o i§ zinomy ka-
tegorijy siejama su: atsaku j oksidacinj stresa, oksidacijos-redukcijos procesais, angliavandeniy me-
tabolizmu ir UDP-N-acetilgliukozamino metabolizmu, kurie asocijuojamai su Igstelés sienelés bio-
geneze (chitino, GPI inkary ir manoproteiny sinteze) (Luksa et al., 2017).

Daugiau nei 50 % visy L-A-lus ir M2 palydovo neigiamai reguliuojamy procesy persidengia su
tais, kurie buvo stebimi pasalinus tik M-2, taiau iSskirtinai aminoriig§¢iy biosintezés slopinimas
tampa dar rySkesnis, ypa¢ arginino, histidino, leucino ir lizino keliuose. IS to galima daryti iSvada,
kad L-A-lus papildomai palaiko ir anaboling aminoriigs¢iy biosintezei reikalingg btiseng (LukSa et

al., 2017).

1.2.5. S. cerevisiae l3stelés ciklo jtaka totivirusy plitimui

S. cerevisiae gali egzistuoti tiek haploidingje tiek diploidingje biisenoje (Pav. 1.5). Nelytiniame
cikle haploidinés MATa ir MAT« lastelés vegetatyviai dauginasi pumpuravimosi biidu. S. cerevisiae
lytinis ciklas prasideda tada, kai prieSingy poravimosi tipy haploidinés MATa ir MAT«a 1astelés atpa-
zjsta feromonus: MATa per receptoriy Ste2 atpazjsta a-veiksnj, o MATa per Ste3 atpazjsta a-veiksnj.
Feromony signalas aktyvina MAP kinaziy kelig, kuriame svarbis Ste5, Stell, Ste7, Fus3/Kssl
baltymai. Vienas svarbiausiy Sio atsako taikiniy yra Farl, kuris sustapdo lastelés cikla G1 fazéje ir
nukreipia lastele¢ nuo vegetatyvinio augimo | poravimosi kelig. Toliau aktyvuojamas

Cdc42/Cdc24/Farl poliarizacijos kompleksas, jvyksta chemotropinis poliarizuotas augimas partnerio
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link, susilieja lasteliy plazminés membranos ir citoplazmos, o véliau jvyksta branduoliy susiliejimas

(kariogamija), taip susidaro MATa/MATa diploidas (Pav. 1.5) (Sieber et al., 2023).

Haplmdl

(IN) fazé
Sporuliacija  ,..-.,
l Kryzminimasis ..

@ v
@V @
@ }{?ﬁl)" fare. >

Dlplmdme

(2N) faze
Pav. 1.5 S. cerevisiae gyvenimo ciklas. Haploidinés mieliy lastelés biina dviejy tipy: a ir @. Haploi-
dinés Igstelés dalijasi nelytiniu biidu (1IN haploidiné faz¢). Kai susitinka prieSingy poravi-
mosi tipy (a ir @) lgstelés, jvyksta kryzminimasis ir susidaro diploidiné a/a lgstelé. Diploi-
diné lgstelé taip pat dalijasi pumpuruodama (2N diploidiné faze). Esant maisto medziagy
truktimui, diploidinése Iastelése jvyksta mejozé ir pereinama j sporuliacijos faze. Sporulia-
cijos metu susidaro 4 haploidinés sporos, kurios griZta | nelytinj ciklag (Wang et al., 2017).

Mejozé indukuojama esant azoto ir anglies Saltinio triikumui. Reaguodami j Siuos metabolinius
signalus MATa/MATa diploidinése 1astelése susidaro keturi haploidiniai chromosomy rinkiniai, ku-
rie véliau integruojami j sporas. Sporos formuojasi, kai nuo SPB susidaro iSoriné plokstelé¢, prie ku-
rios inicijuojama prosporiné membrana. Siai membranai augti nukreipiamos vélyvojo goldzio sekre-
cinés puslelés, todél sporuliacijos metu sekrecinis kelias perorganizuojamas i§ vegetatyvinés sekreci-
jos 1 naujy spory formavimg. Membranai pleciantis, apgaubiama po vieng haploidinj branduolj kartu
su dalimi citoplazmos. | besiformuojancias sporas patenka dalis motininés Igstelés citoplazmos ir
organeliy. Uzdarius prosporing membrang, aplinkui formuojama sporos sienel¢, sudaryta i$ speciali-
zuoty sluoksniy: manano, B-gliukano, chitino ir ditirozino. Susidaro askas su keturiomis askosporo-
mis, dazniausiai dvi a ir dvi a tipo (Durant et al., 2024; Neiman, 2011). Sporuliacijos metu dalis
motinings lgstelés struktiiry yra suardoma — jvyksta programuota lgstelés mirtis (Gao et al., 2019).

Diploidinéje biisenoje virusai gali biiti perduodami poravimosi metu, nes susiliejus 1asteléms
susimaiso citoplazma. Taip pat po mejozes virusinés dalelés gali patekti ] sporas kartu su citoplazma

(T. Fujimura et al., 1986; Park et al., 2012; Schmitt et al., 2002b) Tyrimai parodé, kad mielés turincios
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dgRNR L-A ir M palydovinius virusus, gali pasizyméti didesniu sporuliacijos efektyvumu (Travers
Cook et al., 2022). Sporuliacijos metu aktyvuojamas mitochondrinés EndoG homologas Nucl, kuris
kartu su SKI kompleksu prisideda prie mejotinio virusy slopinimo. Tyrimas parodé¢ kad i$jungus
NUCI ir SKI3 genus, pradeda kauptis M palydovy kilmés toksinai, kuriy perteklius slopina
gyvybinguma (Gao et al., 2019). Sie duomenys leidZia teigti, kad totivirusai gali bati priklausomi ir

nuo lgstelés ciklo.
1.3. Virusiniy baltymuy lokalizacijos veiksniai S. cerevisiae

1.3.1. S. cerevisiae virusologijoje

Saccharomyces cerevisiae yra vienas placiausiai naudojamy mikroorganizmy tiek pramongje,
tiek fundamentiniuose tyrimuose. D¢l gerai iStirto genomo ir palyginti paprastos eukariotinés Igstelés
sandaros S. cerevisiae tampa vertinga sistema jvairiems vidulasteliniams procesams nagrinéti. Sio
organizmo pritaikomumg dar labiau i$plecia kompaktiSkas genomas, didelio naSumo genetinés bib-
liotekos ir pazangiis genetiniy modifikacijy metodai (Sahaya Glingston et al., 2021).

S. cerevisiae genome koduojama apie 6000 geny, kurie buvo pilnai nusekvenuoti iki 1996 m.
Daugiau nei 60 % geny funkcijos yra Zinomos. 40 % iStirty geny yra konservatyviis tarp aukStesniyjy
eukarioty. D¢l didelés dalies konservatyviy biocheminiy keliy, S. cerevisiae yra placiai taikoma vi-
rusologiniuose tyrimuose (Galao et al., 2007; Goffeau et al., 1996; Parsons et al., 2003). Mielése
galima nustatyti virusy lokalizacijg ir sgveika su lgstelémis Seimininkémis (Lentelé 1.1) (Alves-Ro-
drigues et al., 2006; Sahaya Glingston et al., 2021). Pasitelkiant S. cerevisiae ir heterologines virusy
sistemas galima identifikuoti genomo sritis, virusinés kilmés baltymus, svarbius viruso replikacijai,
saveikai su vidulasteliniais komponentais taip pat nustatyti Siuos procesus reguliuojancius veiksnius.

(Sahaya Glingston et al., 2021; R. Y. Zhao, 2017).
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Lentelé 1.1 Viruso lastelés Seimininkés sgveikos ir lokalizacijos determinanciy tyrimai atlikti S. cere-
visiae (Sahaya Glingston et al., 2021; R. Y. Zhao, 2017)

Pavadinimas Seima Genomas Seimininkai
BMYV (Brome mosaic virus) Bromoviridae (+)vgRNA Augalai
CIRV (Carnation Italian ringspot vi- Tombusviridae (+)vgRNA Augalai
rus)
CNV (Cucumber necrosis virus) Tombusviridae (+)vgRNA Augalai
CymRSV (Cymbidium ringspot virus) | Tombusviridae (+)vgRNA Augalai
FHYV (Flock house virus) Nodaviridae (+)vgRNA Vabzdziai
HCV (Hepeatitis C virus) Flaviviridae (+)vgRNA Zmongés
HIV-1 (Human imunodeficiency virus) | Retroviridae Dimeriné Zmonés
(+)vgRNA
Influenza A (Influenza A virus) Orthomyxoviridae | (-)vgRNA Pauksciai,
zinduoliai
SYNV (Sonchus yellow net nucleo- Rhabdoviridae (-)vgRNA Augalai
rhabdovirus)
TBSV (Tomato bushy stunt virus) Tombusviridae (+)vgRNA Augalai
Adenovirus Adenoviridae Linijiné DNR | Stuburiniai
ASFV (African swine fever virus) Asfarviridae Linijiné DNR | Kiaulés, Sernai,
erkés
BPV (Bovine papillloma virus) Papillomaviridae | Ziediné DNR | Galvijai
HBYV (Hepatitis B virus) Hepadnaviridae | Ziediné DNR | Zmonés
HPV (Human papilloma virus) Papillomaviridae | Ziediné DNR | Zmonés
APMYV (Acanthamoeba polyphaga Mimiviridae Linijiné DNR | Amebos
mimivirus)
MpyV (Mouse Polyomavirus) Polyomaviridae Ziediné¢ DNR | Zinduoliai,
pauksdiai,
ZUvys

1.3.2. dgRNR virusy lokalizacija

Virusy translokacija lasteléje yra vienas i$ veiksniy lemianciy sékmingg viruso islaikyma Iaste-

1¢je. Virusiniai baltymai arba RNR-baltymy kompleksai nukreipiami j specifines lastelés strukturas,
kuriose gali vykti genomo replikacija, transkripcija, RNR pakavimas, kapsidziy formavimasis, sa-

veika su Seimininko gynybinémis sistemomis. Lokalizacija gali lemti tokie veiksniai kaip: trumpi

20



Literatiiros apzvalga

aminorigsciy sekos motyvai, potransliacinés modifikacijos, jvairtis baltymy struktiiriniai domenai,
baltymy oligomerizacija, RNR jungimosi sritys ir sgveika su lgstelés Seimininkés vidulasteliniais
komponentais.

HIV-1 atveju baziniy aminoriig§¢iy turintys regionai tarp dviejy cinko pirS$ty motyvy yra svar-
bis efektyviai lokalizacijai branduolyje arba branduolélyje. HIV-1 Gag -MA domenas reguliuoja Gag
prisijungimg prie plazminés mebranos, CA ir NC domenai prisideda prie Gag multimerizacijos, o NC
domenas tiesiogiai jungiasi su virusinés RNR pakavimo seka ir dalyvauja genomo pakavime j viru-
sin¢ dalele (Yu et al., 2016).

RSV Gag baltymas yra vienas geriausiai aprasyty branduolio importo ir eksporto pernasos pa-
vyzdziy. Sis baltymas turi branduolio importo signalus (Lys/Arg turtingg NLS sritj) ir nuo CRM1
priklausomg branduolio eksporto signalg. RSV Gag baltymas gali trumpam patekti j branduolj, sa-
veikauti su virusine RNR ir vel grjzti i citoplazma, kur vyksta virusiniy daleliy susirinkimas. Tai
parodo, kad Gag tipo baltymai gali turéti daugiafunkcinius regionus, kurie vienu metu lemia RNR
prisijungima, multimerizacija, kapsidés susiformavimg, genomo jpakavimg ir vidulgsteling organiza-

cija (Scheifele et al., 2002).

1.3.3. Totivirusy lokalizacija S. cerevisiae

Endogeniniy virusy kopijy skai¢ius yra nedidelis, tod¢l juos tirti yra sudétinga (Schmidt et al.,
2024). Iki Siol buvo manoma, kad L-A ir L-BC persistuoja citoplazmoje. Tiksli padétis lasteléje, rySys
su organelémis ar makromolekuliniais kompleksais iki Siol néra Zinomas (Grybchuk et al., 2022a).

Naujausi tyrimai susije su L-A vidulgsteline organizacija patvirtino, kad L-A virusai néra atsi-
tiktinai pasklide citoplazmoje. Remiantis cryo-EM duomenimis pastebéta, kad L-A sistemingai ap-
tinkami maZose grupése po 12+4 virionus, TEM analiz¢ nustaté didesnes grupes po 16+10 virusiniy
daleliy. Taip pat pastebéta, kad Sie virusai kolokalizuojasi su transliacijos mechanizmo komponentais
— iRNR, ribosomy sankaupomis ir neidentifikuotais baltymais. Tokios sankaupos yra biidingos dau-
geliui kity tipy virusy (jskaitant egzogeninius) ir daznai siejamos su membraniniais kompartmentais
arba citoskeleto komponentais pvz.: goldzio aparatu arba aktino filamentais. Kol kas aiSkus rySys tarp
L-A viruso, membraniniy sistemy arba citoskeleto néra zinomas. Manoma, kad L-A virusai sudary-
dami tokias grupes tarp ribosomy izoliuojasi nuo vidulgstelinés aplinkos, tokia lokalizacija galimai
padeda iSvengti degradacijos (Schmidt et al., 2024).

Kadangi L-A ir M palydovy buvimas sistemingai keicia su branduoléliu, ribosomomis, mito-
chondrijy kvépavimo aparatu, 1gstelés sienelés biogeneze, RNR metabolizmu, Igstelés ciklu ir streso
atsaku susijusiy geny raiska, tai gali tapti uzZuomina ieskant veiksniy lemianciy totivirusy lokalizacija.

(Hsiao et al., 2025; Mcbride et al., 2013; Ravoityte et al., 2022).

21



Literatiiros apzvalga

1.4. 8. cerevisiae baltymu lokalizacijos veiksniai

1.4.1. Branduolio lokalizacijos veiksniai S. cerevisiae

Didesniems baltymams arba baltymy kompleksams paprastai reikalingi aktyvios pernaSos me-
chanizmai. S. cerevisiae branduolio pory kompleksai sudaryti i§ nukleoporiny, o fenilanino ir glicino
pasikartojimus turintys nukleoporinai yra selektyviis barjerai, per kuriuos pernesSamos su karioferinais
suriStos molekulés (Dekker et al., 2025; Kozai et al., 2025). | branduolj baltymai dazniausiai nukrei-
piami lokalizacijos signalais — NLS (angl. Nuclear Localisation Signal, NLS) kuriems biidingos trum-
pos bazinés sritys i$ lizino ir arginino pvz.: K-K/R-K/R, K-R-R, R-K-R. Klasikiniai NLS gali buti
sudaryti 1§ vieno arba dviejy amino rigsciy klasteriy. Esant dviems klasteriams su 10—12 a.r. tarpu
bazines sritis atpazjsta importinas o Kap60/Srp1 (Breckel et al., 2024; Budenholzer et al., 2020). o
Kap60/Srp1 atpazjsta NLS, B Kap95 saveikauja su FG nukleoporinais ir pernesa baltyma per pora |
branduolio vidy (Breckel et al., 2024; Dekker et al., 2025). Branduolyje Ran-GTP (Gsp1-GTP mielése)
prisijungia prie importino ir paskatina baltymo atsiriSimg. Ne visi S. cerevisiae baltymai naudoja
Kap60/Kap95 kelig, dalis importuojami tiesiogiai -karioferiny, be a jungties (Breckel et al., 2024;
Stochaj, 2023; Wendler et al., 2019). Vienas i§ alternatyviy keliy — Psel/Kap121 kelias. Pavyzdziui
S. cerevisiae transkripcijos faktorius Pho4 patenka j branduolj per Psel/Kap121. Fosforilinimas reg-
uliuoja jo sgveika su Siuo importinu pvz.: esant fosfato trikumui citoplazmoje Pho4 kaupiasi bran-
duolyje, o fosfato perteklius lemia Pho4 lokalizacija citoplazmoje. Tai parodo, kad baltymo pernaSai
svarbils neigiamai reguliuojantys fosforilinimo taikiniai, nes jie gali uzmaskuoti arba susilpninti im-
portino prisijungima (Fung et al., 2025; Kaffman et al., 1998). Kitas alternatyvus kelias yra nuo Mtr10
priklausomas importas. Mtr10 importuoja iRNR suriSant] baltyma Npl3, kuris neturi NLS signalo,
bet turi arginino/glicino sritj ir trumpg C-galing seka. RGG, RG, GAR amino riig8¢iy motyvai budingi
iRNR surisantiems baltymams (Chowdhury et al., 2023; Querl et al., 2024). Dar vienas retesnis im-
porto biidas — PY-NLS, kuris atpazjsta Kap104 (mieliy transportino tipo kariofering). Siam signalui
budingas C-galinis R/H/K-X2-5-PY motyvas, o pries jj daznai biina baziniy, hidrofobiniy aminortigs-
¢iy (Lange et al., 2008).

Pernasa j branduolj gali lemti ir ,,piggyback® mechanizmas, §iuo atveju baltymas prisijungia
prie kito baltymo, kuris turi stipry NLS ir importuojamas kartu j branduolj. Tokiai sgveikai svarbiis
baltymy sgveikos domenai: superspiralé, leucino uztrauktukai, RING/PHD pirstai, cinko pirstai, spi-
ralés-kilpos-spiralés domenai arba nukleortig§¢iy suriSimo domenai (Breckel et al., 2024).

Branduolio lokalizacijg gali reguliuoti ir SUMOilinimas ir ubikvitilinimas, taciau Sios modifi-

kacijos néra laikomos universaliais branduolio importo signalais. SUMOilinimas veikia dazniau kaip
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branduolio kompleksy stabilumo, reparacijos, chromatino sgveiky reguliatorius. SUMO taikiniai daz-
nai turi yKxE tipo motyva, kur y — hidrofobiné a.r., K — modifikuotas lizinas, x — bet kuri a.r., E —

glutamatas (Cheng et al., 2006; Frani¢ et al., 2021; Kumar et al., 2024).

1.4.2. Endoplazminio tinklo lokalizacijos veiksniai S. cerevisiae

I endoplazminj tinkla (ET) baltymai nukreipiami hidrofobinémis signalinémis sekomis,
transmembraniniais segmentais ir C-galiniais membraniniais inkarais (Aviram et al., 2016; Merkas et
al., 2025; Ng et al., 1996; Young et al., 2001). N-galinés sekos paprastai turi teigiamai jkrautg N-srit],
hidrofobing sritj ir signalinés peptidazés atpazjstamg C-sritj. Patekus j ET sekos hidrolizuojamos.
Hidrofobing sritj atpazjsta SRP (angl. Signal Recognition Particle) baltymas, kuris kotransliacijos
metu nukreipia ribosomos-peptido kompleksa prie Sec61 translokono. Kita dalis baltymy j ET pa-
tenka po transliacijos per Sec62/Sec63 kompleksa. Siuo atveju Saperonai nukreipia baltyma translo-
kacijai, ET translokacijg paskatina Kar2/BiP (Merkas et al., 2025; Ng et al., 1996; Young et al., 2001).
Lygegriaciai SRP, mielése taip pat veikia alternatyvus SND (angl. SRP-independent targeting pat-
hway) kelias, kuriame dalyvauja Snd1, Snd2, Snd3 (Aviram et al., 2016). Taip pat egzistuoja GET
(angl. Guided Entry of Tail-anchored proteins) keliai, kurie | ET membrang jterpia C-galinj
transmembraninj segmentg turin¢ius inkarinius baltymus per Sgt2-Get3-Get1/Get2 sistemg. Tirpiems
baltymams biidingas HDEL motyvas, kurj atpazjsta Erd2, o ET membranos baltymy citoplazminése
uodegose dazni KKXX arba KXKXX tipo motyvai, lemiantys i§ GoldZzio aparato grizima i ET (Gay-
nor et al., 1994; Townsley et al., 1994; Zhang et al., 2016).

1.4.3. Mitochondrijy lokalizacijos veiksniai S. cerevisiae

I mitochondrijas S. cerevisiae baltymai dazniausiai nukreipiami N-galinés pre-sekos. Paprastai
S1 seka yra 10-120 a.r. ilgio, teigiamai jkrauta ir linkusi sudaryti amfipating a-spirale (Boob et al.,
2025). Dauguma pre-seka turin¢iy baltymy pirmiausia atpazjstami iSorinés membranos TOM kom-
plekso ir véliau per TIM23 kompleksa nukreipiami j mitochondrijy matriksa. Siam importui svarbus
vidinés membranos elektrocheminis potencialas ir motoriniai importo baltymai. Taip pat su importu
siejami vidiniai amino riig§ciy sekos hidrofobiniai signalai. Tokiu atveju citoplazminiai baltymai yra
importuojami per TOM-mazyjy ir TIM22 baltymy kompleksus (Gomkale et al., 2020, 2021). Tarp-
membraninése erdvése esantiems baltymams daznai biidingi konservatyvis cisteiny motyvai, tokie
baltymai importuojami per MIA (angl. mitochondrial intermembrane space import and assembly pat-

hway) kelia, kur importas siejamas su oksidaciniu baltymo susilankstymu (Mordas et al., 2015).

1.4.4. Vidulastelinio transporto veiksniai S. cerevisiae
S. cerevisiae lastelés baltymy transportg gali lemti sgveika su citoskeleto komponentais, SPB ir

motoriniais baltymais. SPB (angl. spindle pole body) yra dalijimosi verpstés kiinelis ir pagrindinis
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mikrovamzdeliy organizavimo centras, kuris yra jterptas j branduolio apvalkalg. SPB sudarytas i§
struktiriniy baltymy pvz.: Spc42, Spc29, Spcll0, Spc72 ir y-tubulino komplekso komponenty
(Viswanath et al., 2017). Su mikrovamzdeliais susijusiy baltymy pasiskirstymg gali lemti su
mikrovamzdeliais sgveikaujantcios susisukusiy a-spiraliy struktiiros (angl. coiled-coil) , +TIP (angl.
plus-end tracking proteins), motoriniai baltymai arba oligomerizacija. Mielése svarbi Bim1-Kar9-
Myo2 sistema, Bim1 jungiasi su mikrovamzdeliy (+) galais, Kar9 veikia kaip jungtis, Myo2 padeda

orientuoti vamzdelius j mitoting verpste (Horak, 1991; Hwang et al., 2003; Manatschal et al., 2016).

1.4.5. Baltymy degradacijos veiksniai S. cerevisiae

S. cerevisiae baltymy stabiluma reguliuoja dvi pagrindinés degradacijos sistemos: ubikvitino ir
proteosomos arba autofagijos. Pazeisti, neteisingai susilankste baltymai daznai pazymimi ubikvitinu
per E1-E2-E3 fermenty kaskadg ir nukreipiami j 26S proteosomg. ET arba branduolio membranose
esancios kokybés kontrolés E3 ligazés (DoalO ir Hrd1) atpazjsta hidrofobines arba neteisingai sul-
ankstytas sekas ir skatina substraty ubikvitilinimag bei degradacija proteosomomis (Finley et al., 2012).

Didesni baltymy kompleksai, agregatai, organelés gali buti Salinami makroautofagijos kelyje.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Reagentai ir gamintojai

Carl Roth: acto riigstis, D-gliukozé, etilendiamintetraacto rtgstis (EDTA) , etidzio bromidas
(EtBr), izopropanolis (IPA), kalio acetatas (KAc), li¢io acetatas (LiAc), magnio chloridas (MgClz),
dinatrio vandenilio fosfatas (Na2HPO4), PEG-4000, Tris-HCI, cinko acetatas (ZnAc), mieliy azoto

bazé (YNB), paraformaldehidas (PFA), natrio acetatas (NaAc), kalio hidroksidas (KCI)

Liofilchem: agaras, bakteriologinis peptonas, mieliy ekstraktas

Merck: druskos riigstis (HCI), kalcio chloridas (CaClz), etanolis, kalio divandenilio fosfatas
(KH2POs4), chloroformas (CHCIl3), natrio hidroksidas (NaOH), natrio chloridas (NaCl)

Sigma-Aldrich: agarozé, dimetilsulfoksidas (DMSO), ampicilinas, geneticinas (G418), konka-
navalinas A (ConA)
Thermo Fisher Scientific: DAPI, Hoechst 33342, ProLong Diamond Antifade Mountant

2.1.2. Tirpalai

Naudoti tirpalai aprasyti Lentelé 2. 1.

Lentelé 2. 1 Tirpalai ir jy paskirtis

Pavadinimas Cheminé sudétis pH Paskirtis

,Natrio tirpa- | 5 mM Tris-HCI, 100 mM pH=28,0 | E. coli kompetentiniy lgsteliy

las* NaCl, 5 mM MgClz paruo$imas

»Kalcio tirpa- | 5 mM Tris-HCI, 100 mM pH=28,0

las* CaClz, 5 mM MgClx

1 xTE 10 mM Tris-HCI, 1 mM pH="7,5 | S. cerevisiae kompetentiniy
EDTA lasteliy paruosimas ir transfor-

1 x LiAc/0,5x | 100 mM LiAc, 5 mM Tris- pH=17,5 | macija

TE HCIL, 0,5 mM EDTA

1 x LiAc/1x 100 mM LiAc, 10 mM Tris- pH=17,5

TE/PEG HCIL, 1 mM EDTA, 40 %
PEG-4000

1 x TAE 40 Mm Tris, 40 mM acto rugs- | pH=28,5 | DNR elektroforez¢ agaroziniame

tis, 1 mM EDTA

gelyje

25



Medziagos ir metodai

Etidzio bromi- | 0,5 pg/ml EtBr -

das

2 xTE 20 mM Tris-HCI, 2 mM pH=7,5 | Plazmidinio vektoriaus
EDTA i§skyrimas i§ E. coli lasteliy su

,,.Lizés buferi- | 100 mM NaOH, 1 % SDS - chloroformu

nis tirpalas*

NaAc 3 M NaAc pH=7,0

Izopropanolis | 100 % izopropanolis -

Chloroformas | 100 % chloroformas -

Etanolis 75 % etanolis -

1x PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, |pH=7,4 |S. cerevisiae fiksuoty méginiy
10,1 mM Na:HPOs4, 1,8 mM paruoSimas
KH2PO4

PFA 3,7 % Paraformaldehidas, pH=74
1x PBS

Konkanavali- | 2,5 % ConA -

nas A

Hoechst 33342 | 0,5 pg/ml Hoechst 33342, -
1 x PBS

DAPI 0,5 pg/ml DAPI, 1x PBS -

2.1.3. Augimo terpés

Naudotos Escherichia coli ir S. cerevisiae auginimo terpés parodytos Lentelé 2.2-2.3.

Lentelé 2.2 E. coli augimo terpés

Pavadini-

mas

Cheminé sudétis

Komentarai

LB

1 % bakteriologinis peptonas, 0,5 % | RuoSiant

mieliy ekstraktas, 1 % NaCl % agaras

agarizuotg terpe nauodojamas 2

Lentelé 2.3 S. cerevisiae augimo terpés

Pavadinimas

Cheminé sudétis

YPD

1% mieliy ekstraktas, 2% bakteriologinis pepto-

nas, 2% gliukoze (sterilinama atskirai)

Ruosiant agarizuotg terpe
nauodojamas 2 % agaras,

sterilinamas atskirai.
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SD 60 pg/ml metionino, 120 pg/ml leucino, 20 pg/ml | RuoSiant agarizuoty terpe
histidino, 240 pg/ml lizino, 20 pg/ml uracilo, naudojamas 2 % agaras, ste-
4 mg/ml adenino, 6,7 % YNB (sterilinama atski- rilinamas atskirai.
rai), 2 % gliukoze (sterilinama atskirai) Ruosiant agarozés ,,pagal-
véle* mikroskopavimui nau-
dojama 1 % agarozés
GNA 1% mieliy ekstraktas, 3% bakteriologinis pepto- Ruosiant agarizuotg terpe
nas, 5% gliukozé¢ (sterilinama atskirai) naudojamas 2 % agaras, ste-
rilinamas atskirai.
»oporuliaci- | 0,005 % ZnAc, 1% KAc Ruosiant agarozés ,,pagal-
jos terpe* vele* mikroskopavimui nau-
dojama 1 % agarozes

2.1.4. Fermentai ir molekulinés biologijos rinkiniai

FastDigest restrikcijos endonukleazés (Notl, Aatll, Sdal, Xbal, Xhol, Ecl136II), Phusion Plus,
Sarminé fosfatazé FastAP, T4 DNR ligaz¢, 10 mM ATP, 50 % PEG, 10 x B Buffer, 10 x Fast Digest
Buffer, 10 mM dNTP, DNR dydZzio standartas GeneRuler Ladder Mix, Gel Loading Dye (6x). Isigyta

1§ ,,Thermo Fisher Scientific* ir naudota laikantis gamintojo rekomendacijy.

GenelJet Miniprep Kit, GeneJet Gel Extraction Kit jsigyta i§ ,,Thermo Fisher Scientific* ir nau-

dota laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.1.5. Bakterijy ir mieliy kamienai

Naudoti Escherichia coli ir S. cerevisiae kamienai apraSyti Lentelése 2.4-2.5.

Lentelé 2.5 E. coli kamienas su nuorodomis

Kamieno pavadi- Genotipas Nuoroda
nimas
DHI10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS- mcrBC) (Durfee et al., 2008)

D80dlacZAM15 AlacX74 endAl recAl deoR
A(ara,leu)7697 araD139 gal U galK nupG
rpsL A-
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Lentelé 2.6 S. cerevisiae kamienai su nuorodomis

Kamieno pavadi- Genotipas Nuoroda
nimas
BY4741 MATa his3A41 leu2A0 met1540 ura340, ScV-LA- | (Brachmann et al.,
1, ScV-L-BC-1 1998)
BY4742 MATa his341 leu2A0 lys240 ura3A0, ScV-LA-1, | (Brachmann et al.,
ScV-L-BC-1 1998)
BY4741 ALA MATa his3A41 leu2A0 met1540 ura340 I8 bendros laboratorijos
ALBC ScV-LA-0, ScV-L-BC-0 kolekcijos
BY4742 ALA MATa his341 leu2A0 lys240 ura340 I8 bendros laboratorijos
ALBC ScV-LA-0, ScV-L-BC-0 kolekcijos
DBY4975 AM MATo ade 2 his3-200 leu2-3-112 lys2-801 ura3- | 1S bendros laboratorijos
ALA ALBC 52 gal kolekcijos
ScV-M-0, ScV-LA-0, ScV-L-BC-0
DBY4975 MATo ade 2 his3-200 leu2-3-112 lys2-801 ura3- | (Elena Serviené, nepub-
52 gal likuota)
ScV-M-1, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1 540 ura340, IS bendros laboratorijos
(HTA2+mCherry) | HTA2+GFP::his3, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1 kolekcijos
BY4741 ALA MATa his341 leu240 met1 540 ura340, Sis darbas
ALBC HTA2+mCherry::his3, ScV-LA-0, ScV-L-BC-0
(HTA2+mCherry)
BY4742 MATa his341 leu2A0 lys2A40 ura3A0, Sis darbas
(HTA2+mCherry) | HTA2+mCherry::his3, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1
BY4742 ALA MATa his341 leu2A0 lys2A40 ura340, Sis darbas
ALBC HTA2+mCherry::his3, ScV-LA-0, ScV-L-BC-0
(HTA2+mCherry)
BY4743 MATa/o his341/his341 leu2A0/leu2A0 Sis darbas
(HTA2+mCherry) | LYS2/lys240 met1540/MET15 ura340/ura340,
HTA2+mCherry::his3, ScV-LA-1, ScV-L-BC
BY4743 ALA MATa/o his341/his341 leu2A0/leu2A0 Sis darbas
ALBC (HTA2 LYS2/lys2A40 met15A40/MET15 ura340/ura340,
+mCherry) HTA2+mCherry::his3
ScV-LA-0, ScV-L-BC-0
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1540 ura340, Sis darbas
(Rpc19+RFP) Rpcl9+RFP, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1540 ura340, Sis darbas
(Spc42+RFP) Spc42+RFP, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1540 ura340, Sis darbas
(Tub1+RFP) Tubl+RFP, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1540 ura3A0, Sis darbas
(Scs2tmh+RFP) Scs2tmh+REP, ScV-LA-1, ScV-L-BC-1
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1 540 ura340, Snf7+RFP | Sis darbas
(Snf7+RFP) ScV-LA-1, ScV-L-BC-1

28




Medziagos ir metodai

2.1.6. Plazmidinés DNR
Naudotos plazmidinés DNR Lentelé 2. 7.

Lentelé 2. 7 Plazmidinés DNR su nuorodomis

Plazmidiné DNR

ApraSymas

Nuoroda

pYM44-mCherry

Plazmidinis vektorius koduojantis mCherry bal-
tyma. pAgTEFI promotorius, mCherry, ADHI
terminacijos sritis. Atrankos Zymenys: AmpR
zymo E. coli, SpHISS5 Zymuo mieléms. E. coli ori
replikacijos pradzios seka.

IS bendros laboratorijos
kolekcijos

pYAK3-K7-
gag+msGFP2

Plazmidinis vektorius, koduojantis ScV-LA vi-
ruso Gag baltymg, kurio C-gale prilietas fluo-
rescensinis GFP baltymas. PTEFI promotorius,
gag+GFP, TCYCI terminacijos sritis. Atrankos
zymenys: AmpR, URA3. pUC ori ir 2u ori rep-
likacijos pradzios sekos.

IS bendros laboratorijos
kolekcijos

pYAK3-LA-gag-
CFS+GFP

Plazmidinis vektorius, koduojantis ScV-LA vi-
ruso Gag baltymg su C-gale esancia ribosominio
rémelio poslinkio sritimi (CFS), GFP fluorescen-
sinis baltymas prijungtas uz S7TOP kodono.
PTEFI promotorius, gag-CFS+GFP, TCYCI ter-
minacijos sritis. Atrankos Zzymenys: AmpR,
URA3. pUC ori ir 2u ori replikacijos pradzios
sekos.

IS bendros laboratorijos
kolekcijos

pYAK3-LBC-
gag+mCherry

Plazmidinis vektorius, koduojantis ScV-LBC vi-
ruso Gag baltyma, kurio C-gale prilietas fluo-
rescensinis mCherry baltymas. PTEFI promo-
torius, gag+mCherry, TCYCI terminacijos sritis.
Atrankos zymenys: AmpR, URA3. pUC ori ir 2u
ori replikacijos pradzios sekos.

IS bendros laboratorijos
kolekcijos

pYAK3-LBC-gag-
CFS+mCherry

Plazmidinis vektorius, koduojantis ScV-LBC vi-
ruso Gag baltyma su C-gale esancia ribosominio
rémelio poslinkio sritimi (CFS), mCherry fluo-
rescensinis baltymas prijungtas uz STOP kodono.
PTEF] promotorius, gag-CFS+mCherry, TCYCI
terminacijos sritis. Atrankos Zymenys: AmpR,
URA3. pUC ori ir 2u ori replikacijos pradzios
sekos.

IS bendros laboratorijos
kolekcijos

pYAK3-LBC+GFP

Plazmidinis vektorius, koduojantis ScV-LBC vi-
ruso Gag baltyma, kurio C-gale prilietas fluo-
rescensinis GFP baltymas. PTEF1 promotorius,
gag+GFP, TCYCI terminacijos sritis. Atrankos
zymenys: AmpR, URA3. pUC ori ir 2u ori rep-
likacijos pradzios sekos.

Sis darbas

pYAK3-LBC-
CFS+GFP

Plazmidinis vektorius, koduojantis ScV-LBC vi-
ruso Gag baltyma su C-gale esancia ribosominio
rémelio poslinkio sritimi (CFS), GFP fluorescen-
sinis baltymas prijungtas uz STOP kodono.
PTEF I promotorius, gag-CFS+GFP, TCYCI ter-
minacijos sritis. Atrankos Zymenys: AmpR,

Sis darbas
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URA3. pUC ori ir 2u ori replikacijos pradzios
sekos.

pBBK67

Donorinis plazmidinis vektorius skirtas CRISPR
/Cas9 sistemai. Tarp HomL/HomR homologiniy
sriciy koduojama integraciné kaseté: RLPISB
promotorius, RPC19-Link-Scarlet(RFP) ir SSAI
terminatorius. Kaseté skirta branduolélio Zymai
Rpcl19+RFP integruoti | FF18 taikinj homologi-
nés rekombinacijos budu. Plazmidéje yra AmpR ir
E. coli ori sekos.

(Bean et al., 2022)

pBBK69

Donorinis plazmidinis vektorius skirtas CRISPR
/Cas9 sistemai. Tarp HomL/HomR homologiniy
sri¢ly koduojama integraciné kaseté: RLPISB
promotorius, SPC42-Link-Scarlet(RFP) ir SSAI
terminatorius. Kaset¢ skirta SPB  Zymai
Spc42+RFP integruoti | FF18 taikinj homologi-
nés rekombinacijos biidu. Plazmidéje yra AmpR ir
E. coli ori sekos.

(Bean et al., 2022)

pBBK70

Donorinis plazmidinis vektorius skirtas CRISPR
/Cas9 sistemai. Tarp HomL/HomR homologiniy
sricly koduojama integraciné kaseté: RLPISB
promotorius, TUBI-Link-Scarlet(RFP) ir SSAI
terminatorius. Kaseté skirta mikrovamzdeliy zy-
mai Tubl+RFP integruoti | FF18 taikinj homolo-
ginés rekombinacijos budu. Plazmidéje yra AmpR
ir E. coli ori sekos.

(Bean et al., 2022)

pBBK78

Donorinis plazmidinis vektorius skirtas CRISPR
/Cas9 sistemai. Tarp HomL/HomR homologiniy
sricly koduojama integraciné kaseté: RLPISB
promotorius, SCS2tmh-Link-Scarlet(RFP) ir
SSA1 terminatorius. Kaseté skirta endoplazminio
tinklo Zymai SCS2tmh+RFP integruoti | FFI8
taikinj homologinés rekombinacijos budu. Plaz-
midéje yra AmpR ir E. coli ori seKos.

(Bean et al., 2022)

pBBKS2

Donorinis  plazmidinis  vektorius  skirtas
CRISPR/Cas9 sistemai. Tarp HomL/HomR ho-
mologiniy sri¢iy koduojama integraciné kasete:
RLP18B promotorius, SNF7-Link-Scarlet(RFP) ir
SSA1 terminatorius. Kaseté skirta goldZio komp-
lekso/ESCRT-III Zymai Snf7+RFP integruoti |
FF18 taikinj homologinés rekombinacijos biidu.
Plazmidéje yra AmpR ir E. coli ori sekos.

(Bean et al., 2022)

pBBK11

pCAS plazmidinis vektorius. Koduoja SpCas9 ir
gRNR. gRNR nukreipia Cas9 j FFI18 taikinj
chrXV chromosomoje, kur Cas9 jveda dvigrand;j
DNR triikkj, S8is trukis skatina donorinés
HomlL/HomlL kasetés integracijag homologingés re-
kombinacijos biidu. Plazmidiame vektoriuje yra
koduojamas laikinas atrankos Zymuo SplitKanR,
naudojamas G418 atrankai mielése ir AmpR
atrankai E. coli.

(Bean et al., 2022)
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2.1.7. Oligonukleotidai
Naudoti oligonukleotidai Lentelé 2. 8.

Lentelé 2. 8 Pradmeny 5’—3’ sekos branduolio kompartmento Zyméjimui S. cerevisiae.

Pavadinimas Nukleotidy seka 5°—3° Nuoroda

HFO011 CTTGTTGCCAAAGAAGTCTGCCAA- Sis darbas
GACTGCCAAAGCTTCTCAAGAACTGCG-
TACGCTGCAGGTCGAC

HF012 CCCCAAATGACAAGAATGTTT- Sis darbas
GATTTGCTTTGTTTCTTTTCAACT-
CAGTTCTTAATCGATGAATTCGAGCTCG

2.2. Metodai

2.2.1. Plazmidinés DNR skyrimas i$ E. coli

Uzs¢jama naktiné kultiira  skystg LB terpe su 100 png /ml ampicilino. Ryte centrifuguojama
kambario temperatiiroje 5 min, 2000 x g. Plazmidinés DNR gryninimas atliekamas naudojant GeneJet
Plasmid Miniprep Kit ,,Thermo Fisher Scientific” rinkinj remiantis gamintojo rekomendacijomis.
Plazmidinés DNR koncentracija nustatoma spektrofotometru NanoDropTM 2000 ,,Thermo Fisher

Scientific”.

2.2.2. DNR gryninimas i§ agarozinio gelio
DNR fragmentai i§ gelio gryninami naudojant GeneJET Gel Extraction Kit ,,Thermo Fisher

Scientific* rinkinj remiantis gamintojo rekomendacijomis.

2.2.3. Plazmidinio vektoriaus iSskyrimas i$ E. coli lasteliy su chloroformu

Nuo Iéksteliy kilpele paimtas nedidelis kiekis biomasés resuspenduojama 100 pl 2x TE ir su-
purtoma purtykléje (MicroShaker Type MS1 ,MLW Labortechnik®). Ipilama 200 pl ,,Lizés buferi-
niame tirpale. Létai vartant 5-6 kartus pamaiSoma, jpilama 150 pl NaAc. Létai vartant 5-6 kartus
pamaiSoma ir jpilama 450 pl chloroformo. Centrifuguojama 10 min 20 000 x g. Nusiurbiama virSutiné
frakcija, pripilamas toks pats turis izopropanolio, supurtoma purtykléje. Centrifuguojama 5 min max
g. Nupilama. UZpilama 150 pl 75 % etanolio, centrifuguojama 5 min max g, nusiurbiama. Dziovi-
nama 20-30 min. traukos spintoje. UZpilama 20 pl vandens be nukleaziy. Paruosti méginiai uzsaldomi

-20 °C.

2.2.4. Nukleortugsciy restrikcija endonukleazémis
Naudojamos ,,Thermofisher Scientific* restrikcijos endonukleazés pagal gamintojo nurodytas

rekomendacijas. Reakcijos produktai tikrinami atliekant DNR elektroforezg agaroziniame gelyje.
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2.2.5. Nukleoriigsciy elektroforez¢ agaroziniame gelyje

100 ml 1 % TAE buferinio tirpalo iStirpinamas 1 g agarozés. MiSinys i§lydomas mikrobangy
krosnel¢je ,,Samsung®, atvésinus supilama ] elektroforezés formelg. Sustingus gelis perkeliamas
vonele su 1 % TAE buferiniu tirpalu. | Sulin¢lius leidziamas DNR dydzio standartas (GeneRuler
Ladder Mix ,,Thermo Fisher Scientific*) ir paruosti méginiai su DNA Gel Loading Dye (6%) ,,Thermo
Fisher Scientifc*. PaleidZziama DNR elektroforezés sistema ,,BioRad‘ nustacius 140 V, 25 min. Gelis
dazomas 2 min etidzio bromido voneléje (1 pg/ml) ir plaunamas 20 min dejonizuotame vandenyje.

Gelis fotografuojamas prietaisu Molecular Imager Gel Doc XR+ ,,.BioRad*.

2.2.6. Plazmidinés DNR vektoriy konstravimas

pYAK3-LBC-gag+msGFP2 ir pYAK3-LBC-CFS-gag+GFP plazmidinés DNR buvo sukonst-
ruotos derinant restrikcijg ir ligavima lipniais galais. Visy pirma atliekama restrikcija endonukleazé-
mis: pYAK3-K7gag+msGFP2 bei pYAK3-LBCgag+mCherry plazmidiniai vektoriai paveikiami Notl
ir Xhol, pYAK3-K7-gag-CFS+msGFP2 bei pYAK3-LBC-gag+mCherry plazmidiniai vektoriai
paveikiami Notl ir Ecl136II. Su gautais DNR produktais atliekama nukleortigsciy elektroforeze (2.2.5.
skyrius), pasvietus UV lempa ,,UVP* i§ gelio iSpjaunami vektoriaus bei inserto fragmentai, atlieka-
mas DNR gryninimas i§ agarozinio gelio (2.2.2. skyrius). Pamatuojama DNR koncentracija
NanoDropTM 2000. Vektorius defosforilinamas 20 min 37 °C ir FastAP inaktyvavuojama 5 min
37 °C (Lentelé 2. 9). Atlickamas defosforilinto vektoriaus ir inserto ligavimas 3 val. 22 °C tempera-
tiroje (Lentelé 2. 10).

Lentelé 2. 9 Defosforilinimo reakcijos misSinys

Pavadinimas Kiekis
DNR 200 ng
10 x B Buffer 2ul
FastAP 0,5 ul
H>O Iki V=20 ul

Lentelé 2. 10 Ligavimo reakcijos miSinys

Pavadinimas Kiekis
DNR (vektorius) 50 ng
DNR (insertas) 3:1 molinis santykis su vektoriumi
10 x B Buffer 2ul
10 Mm ATP 2ul
50 % PEG 2ul
T4 DNR ligaz¢ 1l
H>O Iki V=20 pl
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2.2.7. Polimerazin¢ grandinin¢ reakcija (PGR)

Mikrocentrifuginiuose mégintuvéliuose paruosiamas PGR miSinys su pradmenimis (Len-
telé 2. 8) pagal Phusion Plus ,,Thermo Fisher Scientific* nurodymus. Méginiai perkeliami j termo-
cikleri ,,Biometra“ (Tpersonal Thermocycler). Paleidziami PGR ciklai (Lentelé 2. 11). Méginiai lai-
komi -20 °C.
Lentelé 2. 11 PGR ciklai

Reakcija Temperatira (°C) Trukmé (s) Ciklai
Pradiné denatiiracija 98 30 1
Denatiiracija 98 5 30
Pradmeny prilydymas 60 15
Grandinés ilginimas 72 40
Galutinis grandings il- 72 300 1
ginimas

2.2.8. Kompetentiniy E. coli lasteliy paruosimas ir transformacija plazmidine DNR

I skysta LB terpe uzs¢jama biomasé. Auginama naktiné kulttra 16 val. purtant vandens purtyk-
l¢je Thermo Shaker TS-100 ,,Biosan* 200 aps/min greiciu, +37 °C temperattiroje. Naktiné¢ kultira
skiedziama LB terpe santykiu 1:50 ir auginama kol pamatavus kulttiros optinj tankj spektofotometru
BioPhotometer ,,Eppendorf* gaunami atitinkamai 0,5-0,6 optiniai vienetai 600 nm bangos ilgio Svie-
soje. Eksperimentas tesiamas laikant mégintuvélius ledy voneléje. Lastelés surenkamos centrifuguo-
jant 5804 R ,,Eppendorf* centrifuga 10 min, 1000 x g grei¢iu, 4 °C temperatiiroje. Pasalinus super-
natantg resuspenduojama puséje pradinio tiirio atSaldyto ,,Natrio tirpalo®. Resuspenduotos lastelés
centrifuguojamos 10 min, 1000 x g, 4 °C. PaSalinus supernatantg resuspenduojama puséje pradinio
tirio atSaldyto ,,Kalcio tirpalo®. Lastelés inkubuojama ledy voneléje 30 min. Lastelés surenkamos
centrifuguojant 10 min, 1000 x g, 4 °C. Pasalinus supernatanta pridedama 1/20 pradinio tiirio ,,Kalcio
tirpalo®. 50 ul kompetentiniy Iasteliy Svelniai sumaiSomos su 1-50 ng plazmidinés DNR. MiSinys
inkubuojamas 15 min leduose. Po to miSinys inkubuojamas 2 min, 42 °C termostate Thermo Shaker
TS-100 ,,Biosan®. Méginys inkubuojamas lédy vonel¢je 2-3 min. Lastelés sumaiSomos su 450 pl
Sviezia LB terpe ir inkubuojamos 60 min, 37 °C. 50 pl transformacijos misinio uzséjama ant agari-
zuotos LB terpés su ampicilinu ir auginama 16-20 val 37 °C termostate Biological Thermostat BT

120M ,,Laboratorni pfistroje Praha®.
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2.2.9. Kompetentiniy S. cerevisiae lasteliy paruoSimas ir transformacija plazmidine DNR

I skysta YPD terpe uzséjama mieliy biomasé. Auginama naktiné kulttra 16-20 val. purtant Sil-
domoje vandens purtykléje 200 aps/min, 30 °C temperatiroje. Kultiira skiedZiama 1:25 santykiu su
skysta YPD terpe. Auginama dienin¢ kulttra kol optinis tankis atitinka 1 optinj vienetag 600 nm ban-
gos ilgio Sviesoje. Centrifuguojama kambario temperatiiroje 10 min, 1000 x g. Pasalinus supernatanta
lastelés resuspenduojamos puséje pradinio tiirio 1 xTE buferinio tirpalo. Centrifuguojama kambario
temperatiiroje 10 min, 1000 x g. PaSalinus supernatanta resuspenduojama 1/30 pradinio tiirio
1xLiAc/0.5xTE buferiniame tirpale. MiSinys inkubuojamas kambario temperatiiroje 10 min. Mieliy
transformacijai — 100 pl kompetentiniy lgsteliy sumaiSoma su 1 pg plazmidinés DNR. | miSin; pride-
dama 700 pl 1xLiAc/40%PEG/1XTE. MiSinys jnkubuojamas 30 min, 30 °C termostate. Pridedama
88 ul DMSO ir inkubuojama 7 min, 42 °C termostate. Centrifuguojama centrifuga Centrifuge 5424
»~Eppendorf kambario temperatiiroje 10 s, 6000 x g. Pasalinus supernatanta biomasé resuspenduo-
jama 14 ml 1x TE buferiniame tirpale. Centrifuguojama kambario temperatiiroje 10 s, 6000 x g. Su-
pernatantas pasalinamas ir biomasé resuspenduojama 50 pl 1xTE buferiniame tirpale. Transformaci-
jos miSinys i$séjamas ant selektyvios agarizuotos SD terpés. Lastelés auginamos apie 3-4 paras 30 °C

temperatiiroje.

2.2.10.Homologine rekombinacija pagrjsta mieliy transformacija

Homologinei rekombinacijai 1,5 mL mégintuvélyje sumaiSoma 1 ug PGR produkto ir 1 pl la-
SiSos spermos DNR, siekiant padidinti transformacijos efektyvuma. MiSinys resupenduojamas 100 pl
kompetentiniy S. cerevisiae lasteliy ir atlieckami DNR transformacijos Zingsniai, kaip aprasyta 2.2.9

skyriuje.

2.2.11. S. cerevisiae genomo modifikacija paremta CRISPR-Cas9 sistema

Fluorescensiniy lokalizacijos zymeny integracijai | S. cerevisiae FF18 lokusg naudotas MyLO
CRISPR-Cas9 plazmidziy rinkinys (Bean et al., 2022). Donoriné plazmid¢ (100 ng/ul), koduojanti
lokalizacijos Zyma, paveikiama Notl restrikcijos endonukleaze. Vektoriné plazmidé (100 ng/ul), ko-
duojanti Cas9 ir gRNR sistema, paveikiama Aatll bei Sdal restrikcijos endonukleazémis. Restrikcijos
endonukleazes inaktyvuojamos 5 min 80 °C temperattiroje. Po restrikcijos 1,5 mL mégintuvélyje do-
norings ir vektorinés plazmidés sumaisomos 4:3 santykiu kartu su 2 ul lasiSos spermos DNR.

Kompetentiniy S. cerevisiae lasteliy paruoSimas vyksta tuo paciu buidu. Transformacija skiriasi
dél lasteliy auginimo ant atrankios terpés su Geneticinu (G418). Sio pobiidzio transformacijai reika-
lingas papildomas zingsnis - po temperatiirinio Soko centrifuguojama 10 s, 6000 x g, 13stelés resus-
penduojamos 1 mL YPD terpé¢je ir gaivinamos 2 val. 30 °C temperattiroje. Lastelés surenkamos cent-
rifuguojant 10 s, 6000 x g ir i§s¢jamos ant agarizuotos YPD terpés su 300 pg/ml G418. Léeksteles

inkubuojamos 72 val. 30 °C temperatiiroje. Uzaugusios kolonijos mikrobiologine kilpele perséjamos
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ir inkubuojamos 72 val. 30 °C temperatiiroje ant neselektyvios agarizuotos YPD terpés, kad buty
paskatintas vektoriniy plazmidziy praradimas. Atskiros kolonijos pers¢jamos ant YPD ir selektyvios
YPD su 300 pg /ml G418 ir inkubuojamos 72 val. 30 °C temperatiiroje. Atrenkamos kolonijos, kurios

neauga ant selektyvios terpés.

2.2.12. Mieliy kryZminimas

Vieno kryzminimosi tipo mieliy kolonija perneSama ant kietos YPD ir i§s¢jamos horizontalia
linija. Kito kryzminimosi tipo mielés i§s¢jamos vertikalia linija taip, kad kirsty pirmajj bruksnj. Leéks-
telé inkubuojama apie 24 val. 30 °C termostate. Po inkubacijos nuo briksniy susikirtimo vietos uzau-

gusios kolonijos perneSamos ant selektyvios SD-LU terpés ir inkubuojamos 48 val. 30 °C termostate.

2.2.13.Sporuliacijos indukcija

Svieziai ant agarizuotos YPD terpés uzaugintos mieliy lastelés perséjamos ant kietos GNA pre-
sporuliacijos terpés. Inkubuojame 24 val. 30 °C termostate. Po inkubacijos nedidelis kiekis resuspen-
duojamas 2 ml ,,Sporuliacijos terpéje*. Suspensija inkubuojama maisant 2-3 paras 25 °C temperati-

roje.

2.2.14. Gyvy lasteliy méginiy paruoSimas mikroskopavimui

Svieziai uzauginamos mieliy kolonijos ant selektyvios agarizuotos SD terpés. Mikrobiologine
kilpele nedidelis kiekis biomasés resuspenduojamas 10 pl selektyvios SD terpés. Ant objektinio stik-
liuko uzlasinama i§lydytos SD terp¢je su 1 % agarozés (65 °C). Uzdengiama kitu stikliuku ir Saldoma
ant ledo 30 s. Stikliukai atsargiai atskiriami. Suformuotg agarozés ,,pagalvele” paliekame dziiiti 2 min

ir uzlaSiname 2 pl méginio. Uzdengiame dengiamuoju stikliuku.

2.2.15. Fiksuoty lgsteliy mégniy paruosimas mikroskopavimui

Naktiné S. cerevisiae kultura inokuliuojama selektyvioje SD terp¢je ir auginama 30 °C purtyk-
1¢je 250 aps/min. Dienin¢ kulttira praskiedziama SD terpéje iki 0,1 optinio tankio vienety ir auginama
30 °C purtant purtykléje 250 aps/min. Auginama iki 0,5-0,8 optinio tankio vienety. Surenkama 1 mL
kulttros i 1,5 ml mégintuvelj ir centrifuguojama 1 min, 3000 x g. Supernatantas pasalinamas ir mé-
ginys resuspenduojamas 500 pl 1x PBS. Centrifuguojama 1 min, 3000 x g. Supernatantas pasalinamas
ir kartojamas lasteliy plovimas 1x PBS 2 kartus. Resuspenduojama 1 mL $vieZio 3,7 % PFA. Inku-
buojama 50-60 min 30 °C purtykléje 200 rpm. Centrifuguojama 5 min, 1000 x g. Supernatantas pa-
Salinamas, resuspenduojama 500 ul 1x PBS. Centrifuguojama 1 min, 3000 x g. Kartojame lasteliy

plovimg 1x PBS 2 kartus.
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Branduoliy dazymui fiksuotos lastelés resuspenduojamos 5 pg/ml Hoechst 33342 arba 5 pg/ml
DAPI. Inkubuojama 15 min kambario temperatiiroje tamsoje. Centrifuguojame 1 min, 3000 x g. Pa-
Salinamas supernatantas ir resuspenduojama 500 ul 1x PBS. Lasteliy plovimas 1x PBS kartojamas 2
kartus. Resuspenduojama 30 pl 1x PBS.

Ant dengiamojo stiklelio uzlasinama 20 pl ConA. Inkubuojama 30 min drégme palaikancioje
kameroje. Stiklelis 2 kartus plaunamas steriliu H20O. Stiklelis dZziovinamas >10 min. 30 pl fiksuoty
lasteliy suspensijos lasinama ant dengiamojo stiklelio. Inkubuojama 15 min tamsioje drégmes
kameroje. Stiklelis 3-4 kartus plaunamas steriliu H20O. Paliekama dzititi >10 min tamsoje. Ant objek-
tinio stikliuko uzlaSinama 7,5 pl ProLong Diamond, tokiu bidu méginiai apsaugomi nuo isblukimo.
Apverstas dengiamasis stiklelis iSkart uzdedamas ir Svelniai prispaudziamas ant objektinio stikliuko.

Paruosti méginiai laikomi bent 12 val. 4 °C temperatiiroje prie§ mikroskopuojant.

2.2.16. Meéginiy analizé fluorescensiniu mikroskopu

Meéginiai analizuojami naudojant AX70 ,,Olympus” fluorescensinj mikroskopa su UplanApo
100%/1,35 ,,Olympus” Oil Iris objektyvu ir imersiniu aliejumi. Vaizdai fotografuojami Hamamatsu
CCD Orca 4742-95 ,,Artisan* kamera. Lasteliy morfologijos ir padéties vertinimui registruojami
Sviesaus lauko vaizdai. Fluorescensiniams signalams detektuoti naudojami skirtingi filtrai. GFP sig-
nalas registruojamas naudojant U-MWIBA filtrus: suzadinimo filtras yra BP460-490, o emisijos fil-
tras BA515-550. Atitinkamai GFP fluorofory suzadinimo maksimumas 587 nm ir emisijos maksi-
mumas 610 nm. mCherry ir RFP signalams registruoti naudoti U-MWG filtrai: suzadinimo filtras
BP510-550, o emisijos BA590. Atitinkamai mCherry suzadinimo maksimumas 587 nm, emisijos
maksimumas 610 nm. Hoechst 33342 signalams registruoti naudojmi U-MWU filtrai: suzadinimo
filtras BP330-385 ir emisijos BA420. Hoechst 33342, DAPI suzadinimo maksimumas 350-361 nm,
emisijos maksimumas 461 nm. Mikroskopijos nuotraukos analizuojamos ,,Fiji* programa (Schindelin

etal., 2012).
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3. Rezultatai

Sio tyrimo tikslas — nustatyti ScV-LA ir ScV-LBC virusiniy kapsidziy lokalizacija ir galimus
veiksnius S. cerevisiae 1astelése. Totivirusy lokalizacijos determinanciy paieskos tyrimai buvo pradéti
nuo plazmidiniy DNR vektoriy konstravimo, siekiant pazyméti totivirusy kapsidziy baltymus GFP.
ScV-LA ir ScV-LBC virusiniy kapsidziy lokalizacijos nustatymui S. cerevisiae mielése buvo optimi-
zuotas fiksuoty méginiy paruoSimo metodas. Haploidiniy ir diploidiniy lgsteliy bei natyviy totivirusy
jtakai ScV-LA ir ScV-LBC kilmés daleliy lokalizacijos tyrimams buvo sukonstruoti S. cerevisiae ka-
mienai su skirtingy kompartmenty lokalizacijos Zymomis (branduolio, ET, SPB ir kt.). Diploidiniy
lasteliy tyrimams buvo sukryzminti haploidiniai kamienai. Taip pat buvo atlikta sporuliacijos in-

dukcija siekiant nustatyti ScV-LA ir ScV-LBC baltymy lokalizacijg sporose.

3.1. Totivirusy kapsidziy baltymy Zyméjimas GFP ir skirtingy konstrukty
analize

Totivirusy lokalizacijos S. cerevisiae veiksniy paieskai prie Gag buvo prilietas Zaliai fluo-
rescuojantis GFP baltymas. Pirmuoju atveju GFP prijungiamas prie Gag baltymo C-galo. Siam tyri-
mui naudoti du plazmidiniai vektoriai su ScV-LA ir ScV-LBC kilmés Gag baltymais: pYAK3-LA-
gag+GFP (paimta 1§ bendros laboratorijos kolekcijos) ir pYAK3-LBC-gag+GFP (sukonstruota Siame
darbe) (Pav. 3.1a). Transliacijos metu buvo sintetinami pilno ilgio Gag baltymai su C-gale prilietais
GFP fluoroforais.

Ribosominio rémelio poslinkio jtakos Gag baltymo lokalizacijai tirti buvo naudoti pYAK3-LA-
gag+CFS-GFP (paimta 1§ bendros laboratorijos kolekcijos) ir pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP (sukonst-
ruota Siame darbe) (Pav. 3.1b) plazmidiniai vektoriai, prie gag prijungiamas GFP uz STOP kodono.
Daugeliu transliacijos atvejy (98 %) sintetinamas laukinio tipo Gag baltymas. [vykus rémelio poslin-
kiui, sintetinamas Gag baltymas su Pol domeno N-galo motyvu, prie kurio prilietas GFP. Rémelio
poslinkis jvyksta tik ~2 % transliacijy (Dinman et al., 1991), todél atitinkamai sulietinio baltymo
(gag-CFS+GFP) transliacijos pasitaiko reciau.

Siekiant nustatyti skirtumus tarp Gag domeny C-galo motyvy buvo analizuojamos pYAK3-LA-
gag+CFS-GFP ir pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP vektoriuose koduojami Gag C-galiniai fragmentai
(Pav. 3.2). ,,Jalview* programiniu jrankiu buvo analizuojami gag transliacijos produktai uz rémelio
poslinkio taikinio — ScV-LA atveju iRNR GGAUUU motyvo ir ScV-LBC atveju iRNR GGAUUUU
motyvo (Dinman et al., 1991b; Ramirez et al., 2022a).
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a) Gag+GFP b) Gag-CFS+GFP

PTEF1 TCYCl1 PTEF1 TCYC1

L | L

LA
s Bl B B

;

Gag GFP Pol >ag Pol GFP
C-galas N-galas C-galas N-galas

Ivykus -1 ribosominio Ivykus -1 ribosominio

rémelio poslinkiui rémelio poslinkiui

Pav. 3.1 Siame darbe naudoty plazmidiniy vektoriy schemos ir jy koduojami transliuojami baltymai.
a) Konstrukte pYAK3-LBC-gag+GFP seka koduoja ScV-LBC viruso kilmés Gag baltyma C-
gale sulietg su GFP. b) pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP konstrukte Gag baltymas su C-gale uz
STOP kodono prilietu GFP. pYAK3-LA-gag+GFP ir pYAK3-LA-gag+CFS-GFP konstruktai
yra analogiski pYAK3-LBC-gag+GFP ir pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP variantams.

Be rémelio poslinio ScV-LA-gag C-galo aminortigS§¢iy regionas pasiZzymejo didesniu hidrofo-
biskumu. Jvykus -1 ribosominiam rémelio poslinkiui transliacijos produktas pasikeité j Arg/Ser tur-
tinga regiong. Siame regione atsirade motyvai pasizyméjo labiau bazinémis, polinémis savybémis.
ISskiriami atsikartojantys RS, SR ir RR regionai gali biiti svarbiis sgveikoms su kitais baltymais arba
potencialiis fosforilinimo taikiniai, nes serino liekanos daznai dalyvauja baltymy modifikacijose.
ScV-LBC-gag C-galo regionui taip pat buidingi neigiamai jkrauty aminortig§¢iy motyvai, po rémelio
poslinkio C-galo transliacijos produktas pasikei€ia ir regiong praturtina aromatinémis, bazinémis arba
polinémis savybémis pasizymin¢iomis aminoragstimis.

SeV-LAgagf1-42
SeV-LA-CFSgagl1-42

SeV-LBCgag/1-57
SeV-LBO-GF Sgag/1-58

Pav. 3.2 Siame paveiksle pavaizduotas ScV-LA ir ScV-LBC Gag C-gale esancio regiono amino riigs-
¢iy seky palyginimas (CFS zymi transliacijos produkta jvykus -1 ribosominio rémelio poslin-
kiu). Spalvos grupuoja amino riigstis pagal jy biochemines savybes: violetiné — teigiamai jk-
rautos Lys/Arg/His, raudona — neigiamai jkrautos Asp/Glu, Sviesiai roziné — hidrofobinés ir
alifatinés Ile/Leu/Val/Ala/Met, rozin¢ — strukturiskai iSsiskirian¢ios Gly/Pro, geltona — Cys,
zalia — polinés Ser/Thr/Asn/Gln , oranziné — aromatinés Phe/Trp/Tyr .

3.2. Fiksuoty lasteliy paruoSimo metodo optimizavimas

Siekiant optimizuoti S. cerevisiae fiksuoty lasteliy paruosimo metoda mikroskopavimui buvo
tikrinamos méginiy paruosimo salygos. Ivertinta skirtinga konkanavalino (ConA) koncentracija ir
meéginiy inkubacijos salygos. Pirmiausia BY4741 (HTA2+mCherry) kamieno Iastelés buvo imobili-
zuojamos ant stikleliy, padengty 0,5 mg/ml ConA tirpalu, taciau Siomis sglygomis preparato pavirsius

atrodé netolygus, lastelés pasiskirs¢iusios nevienodai ir buvo pastebimos dehidratacijos zonos
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(Pav. 3.3a). ConA tirpalo dehidratacija galéjo lemti netolygy pavirSiaus padengima — galimai dalis
baltymo susikoncentravo krastuose, todél 1gstelés negaléjo tolygiai prisitvirtinti. Tikétina, kad inku-
bacija dréegméje padeda ConA islaikyti hidratuota, kas yra svarbu tolygiai baltymo adsorbcijai prie
stiklo pavirSiaus. Atsizvelgiant j Siuos pastebéjimus mikroskopavimo meéginiy paruo§imo metodas
buvo papildytas inkubacija drégmés kameroje. Atlikus eksperimentg buvo nustatyta, kad lasteliy mo-
nosluoksnio susidaryma ir tolygy méginio pavirsiy uztikrina 2 mg/ml ConA koncentracija ir méginiy
inkubacija drégmés kameroje (Pav. 3.3a).

Taip pat buvo vizualiai jvertinta skirtumai tarp genetinio HTA2-mCherry branduolio Zymejimo
bei DNR dazymo Hoechst 33342 ir DAPI (Pav. 3.3b). Visi trys zyméjimo budai leido aptikti brandu-
olio lokalizacijg fiksuotose S. cerevisiae lastelése. HTA2-mCherry signalas paremtas H2A lokaliza-
cija chromatine. Hoechst 33342 dazai jungiasi prie DNR mazojo griovelio AT turtingy regiony, todél
daugiausiai i8ryskina branduolio DNR, bet gali biiti ir matomas silpnesnis mitochondrijy DNR sig-
nalas. DAPI taip pat jungiasi prie DNR mazojo griovelio ir taip pat gali nudazyti mitochondrijy DNR.
Atlikus eksperimentg DNR dazai Hoechst 33342 pasizymeéjo Siek tiek didesniu kontrastu ir geresne
raiSka lyginant su HTA2-mCherry ir DAPI, todél tolimesniems darbams pasirinkta vizualizuoti gyvy
lasteliy nuotraukas HTA2-mCherry ir fiksuoty lasteliy nuotraukas su Hoechst 33342 dazais
(Pav. 3.3b).

ConA 0.5 mg/ml ConA 2 mg/ml ConA 2 mg/ml
Inkubacija drégmes
kameroje

HTA2+mCherry Hoechst 33342 DAPI
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Pav. 3.3 Paveiksle pateiktos fiksuoty S. cerevisiae BY4741 (HTA2+mCherry) kamieno lgsteliy
mikroskopavimo nuotraukos. a) Fiksuoty Iasteliy imobilizavimo ant ConA padengty stikleliy
palyginimas naudojant 0,5 mg/ml ConA, 2 mg/ml ConA ir 2 mg/ml ConA kartu su inkubacija
drégmés kameroje. b) Branduolio zyméjimo palyginimas naudojant HTA2+mCherry, Hoechst
33342 ir DAPI. Tolimesniems eksperimentams parisirinktos 2 mg/ml ConA koncentracija
kartu su inkubacija drégmés kameroje, o fiksuoty lgsteliy branduoliy vizualizavimui —
Hoechst 33342 dazymas.

3.3. ScV-LA ir ScV-LBC kapsidziy baltymuy lokalizacijos palyginimas

Rekombinantiniy baltymy lokalizacijos tyrime buvo atliktas Iastelés branduolio Zyméjimas
fluoroforais. Mieliy branduolio Zym¢jimui PGR metodu padaugintas pYM44-mCherry plazmidés
fragmentas. PGR metu buvo naudojami pradmenys su HTA2 homologinémis sekomis. Susidares lini-
jinis PGR produktas (homologinés sekos prilietos prie mCherry sekos ir HISS auksotrofiné Zymos),
homologinés rekombinacijos biidu integruotas i S. cerevisiae BY4741 genoma.

Siekiant jvertinti ScV-LA ir ScV-LBC kilmés kapsidés baltymy lokalizacijg S. cerevisiae
lastelése buvo naudojami haploidiniai BY4741 (HTA2-+mCherry) kamienai su natyviais ScV-LA ir
ScV-LBC virusais. Sie kamienai buvo transformuojami pYAK3-LA-gag+GFP, pYAK3-LBC-
gag+GFP, pYAK3-LA-gag+CFS-GFP ir pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP plazmidiniais vektoriais. Vé-
liau ruoSiami gyvy bei fiksuoty lgsteliy méginiai (po 3 pakartojimus) ir atlieckama kokybiné
fluorescensinés mikroskopijos analizé. Nuotraukose registruoti: Gag-GFP signalai per U-MWIBA
filtrus, HTA2+mCherry signalai per U-MWG filtrus, Hoechst 33342 signalai per U-MWU filtrus,
taip pat buvo fotografuojami Sviesaus lauko vaizdai. Véliau ,,Fiji* programa analizuojamas kanaly
persidengimas.

ScV-LA-gag+GFP atveju BY4741 kamiene buvo stebimas rySkus Gag+GFP signalas (Pav. 3.4).
Fluorescuojantys baltymai formavo sankaupas citoplazmoje. Sie baltymai neatrodé tolygiai pasklide
visoje citoplazmoje. ScV-LBC-gag+GFP baltymy atveju, zalias GFP signalas buvo difuziskai
pasiskirstes citoplazmoje. (Pav. 3.4).
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Sviesus laukas Branduolys Perdengta
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Pav. 3.4 ScV-LA ir ScV-LBC Gag+GFP baltymy lokalizacijos palyginimas gyvose haploidinése
BY4741 (HTA2+mCherry) S. cerevisiae kamieno lastelése. Fluorescensinés mikroskopijos
nuotraukose pateikiami lasteliy Sviesaus lauko, Gag-GFP, branduolio Zymos ir perdengimo
kanalai. Zalia spalva Zymi ScV-LA arba ScV-LBC kilmés Gag+GFP, raudona spalva Zymi
branduolius, atzymétus mCherry.

Tuomet buvo jvertinti konstruktai, kuriuose sulietiniai baltymai buvo transliuojami tik jvykus
ribosominiam rémelio poslinkiui, kuris pasitaiko tik 2% transliacijy (Pav. 3. 4). Kaip ir buvo tikétasi,
ScV-LA-gag-CFS+GFP baltymo signalas pasirodé¢ silpnesnis lyginant su konstruktais be rémelio
poslinkio. Buvo pastebimi pavieniai zali taSkiniai signalai, esantys arti branduolio srities arba
persidengiantys su juo. Kiekvienoje Iasteléje buvo matoma tik viena lokali baltymy sankaupa. Sie
rezultatai parodé, kad susidares transliacijos produktas su Pol N-galo fragmentu galimai lemia
baltymy lokalizacijg Salia branduolio arba net persidengiant su branduolio zyma.

ScV-LBC-gag-CFS+GFP konstrukto atveju baltymai sudaré sankaupas primenancias ptsleles
(Pav. 3.4). Sankaupos buvo pasklidusios po citoplazma, bet pastebétas pasiskirstymas ir aplink
branduolj ar net persidengiant su juo. Kadangi §io konstrukto baltymy lokalizacija skyrési nuo ScV-
LBC-gag+GFP baltymy, tai parode, kad ScV-LBC tipo transliacijos produktas su Pol N-galo

fragmentu taip pat funkciskai gali biiti susij¢s su baltymo translokacija.
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3.4. ScV-LA ir ScV-LBC kapsidziy baltymuy lokalizacijos palyginimas hap-

loidiniuose, diploidiniuose kamienuose ir sporose

Toliau buvo lyginama ScV-LA ir ScV-LBC kilmés kapsidés baltymy lokalizacijg tarp
haploidiniy ir diploidiniy S. cerevisiae kamieny. Diploidiniy lgsteliy tyrimui buvo kryZminamos a
tipo BY4741 (HTA2+mCherry) ir a tipo BY4742 (HTA2+mCherry) lastelés. Po kryZzminimo gautas
BY4743 (HTA2+mCherry) kamienas su fluorescensinémis branduolio Zymomis. BY4743
diploidiniai kamienai buvo transformuojami pYAK3-LA-gag+GFP, pYAK3-LBC-gag+GFP, pYAK3-
LA-gag+CFS-GFP ir pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP plazmidiniais vektoriais ir analogiSkai haploidiniy
kamieny tyrimui ruoSiami méginiai mikroskopavimui.

Diploidiniame BY4743 kamiene ScV-LA Gag+GFP signalas buvo aptinkamas citoplazmoje,
taciau skyrési nuo BY4741 nes atrodé labiau difuziskai pasklidegs po Igstelés citoplazma ir maziau
sutelktas j atskiras lastelés sritis. ScV-LBC-gag+GFP konstrukto atveju diploidiniame kamiene zalias
signalas buvo difuziSkai pasiskirstgs citoplazmoje, primenantys ScV-LA-gag+GFP baltymy
sankaupas diploidiniame ir ScV-LBC-gag+GFP baltymy haploidiniame kamiene. (Pav. 3. 5).

Sviesus laukas Gag Branduolys Perdengta
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Pav. 3.5 ScV-LA ir ScV-LBC Gag+GFP baltymy lokalizacijos palyginimas fiksuotose haploidinése
BY4741 ir diploidinése BY4743 S. cerevisiae kamieny lastelése. Fluorescensinés
mikroskopijos nuotraukose pateikiami lgsteliy Sviesaus lauko, Gag-GFP, branduolio Zymos
ir perdengimo kanalai. Zalia spalva zymi ScV-LA arba ScV-LBC kilmés Gag+GFP, roziné
spalva zymi branduolius, nudazytus Hoechst 33342.

N
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Taip pat buvo jvertinti konstruktai, kuriuose sulietiniai baltymai transliuojami tik jvykus -1
ribosominiam rémelio poslinkiui (Pav. 3.6). ScV-LA-gag-CFS+GFP atveju tiek haploidiniame, tick
diploidiniame kamiene buvo pastebimi pavieniai zali taSkiniai signalai, esantys branduolio
periferijoje arba Salia jos. ScV-LBC-gag-CFS+GFP atveju taip pat analogiskai kaip ir haploidiniuose

kamienuose baltymai kaupési citoplazmoje pasiskirs¢iusiose puslelése.

Sviesus laukas ~ Gag-CFS Branduolys Perdengta
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Pav. 3.6 ScV-LA-gag-CFS+GFP ir ScV-LBC-gag-CFS+GFP koduojamy baltymy lokalizacijos
palyginimas fiksuotose haploidiniy BY4741 ir diploidiniy BY4743 S. cerevisiae lasteliy
kamienuose. Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukose pateikiami lasteliy Sviesaus lauko,
Gag-CFS, branduolio Zymos ir perdengimo kanalai. Zalia spalva Zzymi ScV-LA arba ScV-
LBC kilmés Gag-CFS+GFP baltymus, roziné spalva zymi branduolius, nudazytus
Hoechst 33342.

Siekiant nustatyti ScV-LA ir ScV-LBC baltymy lokalizacijg sporose buvo naudojamas sukryz-
mintas BY4743 (HTA2+mCherry) kamienas, transformuotas pYAK3-LA-gag+GFP, pYAK3-LA-
gag-CFS+GFP ir pYAK3-LBC-gag+GFP plazmidiniais vektoriais. Diploidinés Igstelés buvo
auginamos ,,sporuliacijos terp¢je® su azoto ir fermentuojamos anglies Saltinio trikumu. Véliau atlik-
tas gyvy lagsteliy mikroskopijos méginiy paruosSimas ir analizé fluorescensinés mikroskopijos biidu
(Pav. 3.7).

ScV-LA-gag+GFP baltymai grupavosi prieSinguose sporuliuojancios lastelés poliuose ir atski-

rai 4 taskinése sankaupose. ScV-LA-CFS+GFP baltymai kaupési 4 poliuose, vienas i$ jy persidenge
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su branduoliu. Tikétina, kad ScV-LA-CFS+GFP baltymai pateko j sporas kartu su branduolio aplinka.
ScV-LBC-CFS+GFP atveju grupavosi atskirose sankaupose.

Analizés metu buvo tikimasi, kad HTA2+mCherry baltymai bus paskirstyti j sporas. Analizuo-
jant perdengtas Sviesaus lauko ir branduolio Zymos nuotraukas atrodo, kad mCherry fluoroforu zy-
méti histonai j sporas nepateko. Todél gauti rezultatai (Pav. 3.7) kelia abejoniy dél interpretacijos
patikimumo. Siam fenomenui patikrinti, buvo paruosti fiksuoty BY4743 (HTA2+mCherry) lIasteliy
meéginiai DNR dazant Hoechst 33342. TaCiau sporose fluorescensinis signalas vis tiek nebuvo aptik-
tas.

Sviesus laukas ~ Perdengta Branduolys Perdengta
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Pav. 3.7 ScV-LA-gag+GFP ir ScV-LA-gag-CFS+GFP ir ScV-LBC-gag+GFP koduojamy baltymy
lokalizacijos palyginimas BY4743 (HTA2+mCherry) lasteliy sporose. Fluorescensinés
mikroskopijos nuotraukose pateikiami Sviesaus lauko, Gag, branduolio Zymos ir perdengimo
kanalai. Zalia spalva zymi ScV-LA arba ScV-LBC kilmés sulietinius Gag+GFP ir Gag-
CFS+GFP baltymus, raudona — branduolius, nudazytus Hoechst 33342.

Taigi, vizualiné fluorescensiniy baltymy lokalizacijos analizé parod¢, kad ScV-LA ir ScV-LBC
kilmés Gag baltymai skiriasi savo lokalizacijos pobtdziu (Pav. 3.4-3.7). ScV-LA ir ScV-LBC
gag+GFP kaupiasi difuziskai pasklid¢ citoplazmoje ir haploidinése, ir diploidinése lastelése, su viena
iSimtimi - ScV-LA kilmés gag baltymai haploidiniame kamiene labiau linke sudaryti sankaupas. ScV-
gag-CFS-LA baltymai lokalziuojasi viename zidinyje branduolio periferijoje. Sporuliacijos tyrimy
metu buvo pastebimas Gag baltymy paskirstymas ] atskirus taikinius skirtinguose lgstelés poliuose,

kas taip pat gali biiti siejama su Gag baltymy patekimu j sporas.
3.5. Natyviy totivirusy jtaka rekombinantiniy ScV-LA ir ScV-LBC bal-
tymuy lokalizacijai

Siekiant istirti totivirusy jtaka rekombinantiniy ScV-LA ir ScV-LBC baltymy lokalizacijai, a-

nalogiskai haploidiniy ir diploidiniy lgsteliy tyrimui homologinés rekombinacijos metodu buvo pa-

Zymimams mCherry baltymas. Haploidiniy lasteliy tyrimui pYM44-HTA2+mCherry plazmidiniu
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vektoriumi buvo transformuoti kamienai su eliminuotais natyviais ScV-LA ir ScV-LBC totivirusais —
BY4741 ALA ALBC (HTA2+mCherry) ir BY4742 ALA ALBC (HTA2+mCherry).

Diploidiniy lagsteliy tyrimui be natyviy virusy buvo kryZminamos BY4741 ALA ALBC
(HTA2+mCherry) ir BY4742 ALA ALBC (HTA2+mCherry). Po kryZzminimo gautas BY4743 ALA
ALBC (HTA2+mCherry) kamienas su fluorescensinémis branduolio Zymomis.

Siekiant jvertinti, ar natyvis S. cerevisiae totivirusai turi jtakos rekombinantiniy ScV-LA ir
ScV-LBC kilmés baltymy lokalizacijai, GFP signalai buvo lyginami tarp kamieny, kuriuose
palaikoma natyviy virusy replikacija (Pav. 3.5-3.6) ir kamieny, kuriuose ScV-LA, ScV-M ir ScV-
LBC virusai buvo eliminuoti (Pav. 3.8-3.9). Siam tyrimui BY4741 ALA ALBC ir BY4743 ALA
ALBC kamienai transformuoti pYAK3-LA-gag+GFP, pYAK3-LBC-gag+GFP, pYAK3-LA-
gag+CFS-GFP ir pYAK3-LBC-gag+CFS-GFP plazmidiniais vektoriais. Véliau atliktas fiksuoty mik-
roskopijos méginiy paruoSimas ir analizé fluorescensinés mikroskopijos bidu.

BY4741 ALA ALBC ir BY4743 ALA ALBC atvejais ScV-LA-gag+GFP ir ScV-LBC-gag+GFP
baltymai buvo pasklide po citoplazma (Pav. 3.8). Eliminavus virusus i§ BY4741 kamieno atsirado

pokytis, nes ScV-LA-gag+GFP atveju citoplazminiai baltymai neformavo sankaupy (Pav. 3. 8).

Sviesus laukas Branduolys Perdengta
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Pav. 3. 8 ScV-LA-gag+GFP ir ScV-LBC-gag+GFP koduojamy baltymy lokalizacijos palyginimas
BY4741 ALA ALBC ir BY4743 ALA ALBC S. cerevisiae kamieny fiksuotose Igstelése.
Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukose pateikiami lgsteliy Sviesaus lauko, Gag,
branduolio Zymos ir perdengimo kanalai. Zalia spalva Zzymi ScV-LA arba ScV-LBC kilmés
Gag+GFP baltymus, roziné¢ zZymi branduolius, nudazytus Hoechst 33342.
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Toliau buvo lyginama ScV-LA-gag-CFS+GFP baltymy fluorescensija tarp analogisky kamieny.
Tiek virusus neSiojanciuose kamienuose (Pav. 3.6), tick kamienuose be virusy (Pav. 3.9) nebuvo
pastebimas signalo pokytis. Baltymai kaupési viename zidinyje Salia branduolio arba persidengiant
su juo. Tai galéty reiksti, kad natyviy totivirusy persistencija nedaro jtakos nuo Pol N-galo fragmento
priklausomai ScV-LA-gag baltymy translokacijai.

Lyginant ScV-LBC-gag-CFS+GFP baltymy lokalizacija BY4741, BY4743 (Pav. 3.6) su
BY4741 ALA ALBC ir BY4743 ALA ALBC kamienais (Pav. 3. 9) pastebéta iSimtis. Diploidiniame
kamiene be virusy fluorescensija buvo silpna arba i§vis neregistruojama. PrieSingai haploidiniame
kamiene be natyviy virusy Gag-CFS+GFP baltymai lokalizavosi sankaupose primenanciose pusleles

ir didesnése sankaupose, kurios panasios j vakuoles.

Sviesus laukas ~ Gag-CFS Branduolys Perdengta
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Pav. 3.9 ScV-LA-gag-CFS+GFP ir ScV-LBC-gag-CFS+GFP koduojamy baltymy lokalizacijos
palyginimas fiksuotose BY4741 ALA ALBC ir BY4743 ALA ALBC S. cerevisiae lasteliy
kamienuose. Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukose pateikiami Igsteliy Sviesaus lauko,
Gag-CFS, branduolio Zymos ir perdengimo kanalai. Zalia spalva Zymi ScV-LA arba ScV-
LBC kilmés Gag-CFS+GFP baltymus, roziné Zymi branduolius, nudazytus Hoechst 33342.

Siekiant iStirti ScV-M palydovo jtaka totivirusy gag+GFP ir gag-CFS+GFP baltymy

lokalizacija buvo naudojami DBY4975 ir DBY4975 AM ALA A LBC kamienai (Pav. 3. 10-3. 11).

Nustatyta, kad ScV-LA ir ScV-LBC gag+GFP baltymams biidinga lokalizacija citoplazmoje

(Pav. 3.10), DBY4975 ir DBY4975 AM ALA ALBC kamieny lastelése Sie baltymai buvo pasklide

difuziskai. Nepriklausomai nuo ScV-M palydovo ScV-LA ir ScV-LBC tipo Gag+GFP baltymy

lokalizacija iSliko nepakitusi (Pav. 3. 11). ScV-LA atveju baltymo sankaupos susirinko viename taske
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Salia branduolio arba persidengiant su juo. ScV-LBC atveju baltymai kaupési mazose piislelése
pasklidusiose citoplazmoje arba didesnése struktiirose primenanciose vakuoles. Tai parodé, kad ScV-
M palydovas ScV-LA-gag-CFS+GFP ir ScV-LBC-gag-CFS+GFP baltymy lokalizacijai jtakos

nedaro.

Sviesus laukas Gag Branduolys Perdengta
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Pav. 3.10 ScV-LA-gag+GFP ir ScV-LBC-gag+GFP koduojamy baltymy lokalizacijos palyginimas
fiksuotose DBY4975 ir DBY4975 AM ALA ALBC S. cerevisiae lasteliy kamienuose.
Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukose pateikiami lasteliy Sviesaus lauko, Gag-CFS,
branduolio Zymos ir perdengimo kanalai. Zalia spalva Zymi ScV-LA arba ScV-LBC kilmés
Gag+GFP baltymus, roziné Zymi branduolius, nudazytus Hoechst 33342.

Apibendrinant, natyviy S. cerevisiae virusy eliminavimas i§ BY4741 ir BY4743 kamieny aki-
vaizdzios jtakos rekombinantiniy ScV-LA ir ScV-LBC lokalizacijai netur¢jo. ScV-LA-gag+GFP ir
ScV-LBC-gag+GFP baltymai lokalizavosi citoplazmoje, o ScV-LA-gag+GFP baltymai nepriklauso-
mai nuo natyviy totivirusy kaupési viename taske Salia branduolio arba persidengiant su juo. ScV-

LBC-gag+GFP baltymai galimai lokalizavosi atskirose sankaupose, kurios pasklidusios po

citoplazma, iSimtinai diploidiniame kamiene be virusy Gag baltymy lokalizacijos nepavyko nustatyti.



Rezultatai

Sviesus laukas ~ Gag+CFS  Branduolys Perdengta
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Pav. 3.11 ScV-LA-gag-CFS+GFP ir ScV-LBC-gag-CFS+GFP koduojamy baltymy lokalizacijos
palyginimas fiksuotose DBY4975 ir DBY4975 AM ALA ALBC S. cerevisiae lasteliy
kamienuose. Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukose pateikiami lgsteliy Sviesaus lauko,
Gag-CFS, branduolio zymos ir perdengimo kanalai. Zalia spalva zymi ScV-LA arba ScV-
LBC kilmeés Gag-CFS+GFP baltymus, roZin¢ Zymi branduolius, nudazytus Hoechst 33342.

3.6. ScV-LA rekombinantiniy baltymy kolokalizacija su lastelés kompart-

mentais

Platesniam kolokalizacijos tyrimui buvo pasirinkta pazyméti daugiau Igstelés kompartmenty
fluorescensinémis Zymomis. Siam tikslui pasirinkta naudoti CRISPR/Cas9 sistema ir atlikti S. cere-
visiae genomo redagavimg. BY4741 kamieno transformacijai buvo naudojamas linearizuotas
pBBKI11 plazmidinis vektorius ir atitinkama donoriné DNR kaseté koduojanti lastelés kompartmento
baltyma sulieta su RFP Zyma (pBBK67, pBBK69, pBBK70, pBBK77, pPBBK78, pBBKS82). Vekto-
riaus koduojamas SpCas9 ir gRNR nukreipia donorine kasete j tikslinj FF18 genomo taikinj chrXV
srityje. Donorinéje kasetéje koduojamos trumpos homologinés sritys HomL/HomR leidzianCios ho-
mologinés rekombinacijos biidu integruotis j genoma. Sio tyrimo metu buvo pazyméti: endoplazminis
tinklas (Scs2tmh), SPB (Spc42), vélyvojo goldzio/ESCRT-III komplekso komponentai (Snf7), bran-
duolélis (Rpcl9), mikrovamzdeliai (Tubl) RFP fluorescuojanciais baltymais. Po transformacijos
gauti BY4741 (Scs2tmh+RFP), BY4741 (Spc42+RFP), BY4741 (Snf7+RFP), BY4741
(Rpc42+RFP), BY4741 (Tubl+RFP), kamienai. Sie kamiena transformuoti ScV-LA-gag-CFS+GFP
plazmidine DNR. Fluorescensinés analizés metu registruoti: Gag-CFS+GFP signalai per U-MWIBA
filtrus, RFP signalai per U-MWG filtrus.
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Interpretuojant ankstesnius rezultatus buvo pastebéta, kad ScV-LA-gag-CFS+GFP baltymams
biidinga lokalizacija viename Zidinyje. Sio baltymo signalas susitelké $alia branduolio arba persiden-
giant su jo zyma (Pav. 3.4, Pav. 3.6, Pav. 3. 9, Pav. 3.11). Siekiant nustatyti su kuriuo 1gstelés kom-
partmentu galéty biti susijusi $i lokalizacija buvo atlikta kokybine kolokalizacijos analizé (Pav. 3.12-
3.13).

Sviesus laukas  Gag-CFS Perdengta
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Pav. 3.12 ScV-LA-gag-CFS+GFP koduojamy baltymy kolokalizacijos su Scs2tmh+RFP kokybine
analiz¢ fiksuotose ir gyvose BY4741 (Scs2tmh+RFP) kamieno Igstelése. Fluorescensinés
mikroskopijos nuotraukose pateikiami Sviesaus lauko, Gag-CFS, ET Zymos ir perdengimo
kanalai. Zalia spalva Zymi ScV-LA-Gag+GFP, raudona — Scs2tmh+RFP.

a

Scs2tmh-RFP atveju Gag baltymas buvo aptinkamas dviem biidais: persidengiant su ET
struktliromis arba apsuptas ET aplinkos (Pav. 3. 12). Lyginat Gag-CFS+GFP signalg su Spc42-RFP
baltymo zyma, pasitaiké atvejy kai Zalias signalas buvo arti SPB Zymos, taciau stabilaus ir aiSkaus
Siy signaly sutapimas nenustatytas (Pav. 3. 13). Snf7-RFP atveju Gag dalinai persidengé su vélyvojo
goldzio komplekso ECRT-III baltymais. Rpc19-RFP pazyméto branduolélio atveju Gag+CFS sig-

nalas taip pat buvo matomas Salia arba persidengiant su juo (Pav. 3. 13).

49



Rezultatai

Organele Perdengta
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Pav. 3.13 ScV-LA-gag-CFS+GFP koduojamy baltymy kolokalizacijos su lastelés kompartmentais
kokybiné¢ analizé gyvose Iastelése: BY4741 (Spc42+RFP), BY4741 (Snf7+RFP),
BY4741 (Rpc19+RFP), BY4741 (Tub1+RFP). Fluorescensinés mikroskopijos nuotraukose
pateikiami §viesaus lauko, Gag-CFS, Organeliy ir perdengti vaizdai. Zalia spalva zymi ScV-
LA-Gag+GFP, raudona — SPB (Spc42), vélyvaji goldzio kompleksa (Snf7), branduolélj
(Rpc19), mikrovamzdelius (Tubl).

Mikrovamzdeliy zyméjimo Tub1+RFP atveju Gag-CFS signalas taip pat persidengé su mikro-
vamzdeliy struktiromis. Gautus kolokalizacijos rezultatus reikia vertinti kritiSkai, nes silpnas GFP
signalas buvo registruojamas ir naudojant RFP filtrus (Pav. 3. 14). Kontrolei buvo mikroskopuojamas
ir BY4741 kamienas be RFP zymos transformuotas ScV-LA-gag-CFS+GFP plazmidiniu vektoriumi.
Rezultatai parodé¢, kad GFP signalas registuojamas ir per U-MWG filtra, kas galimai iSkrepé Rpc19
ir Snf7 kolokalizacijos rezultatus. Jei signalai persidengia, néra aiSku ar registruojami toje pacioje
plokstumoje.

Apibendrinant, kokybiné ScV-LA-gag+GFP baltymo analiz¢ BY4741 lastelése tikslios koloka-
lizacijos su tiriamomis kompartmenty Zymémis nebuvo nustatyta. Tac¢iau buvo pastebéta kolokaliza-
cija su branduoliu, ET ir mikrovamzdeliais. Siy rezultaty patikslinimui biity galima taikyti kitus mik-
roskopinés analizés metodus pvz.: konfokaling mikroskopija siekiant iSgauti detalesnius 3D vaizdus.

Taip pat biity galima panaudoti papildomas lastelés kompartmenty Zymas.



Rezultatai

U-MWG U-MWIBA

ScV-LA-gag-CFS+GFP
BY4741

Pav. 3.14 BY4741 kontrolé su ScV-LA-gag+CFS+GFP baltymu. Registruojamas signalo persisviet-
imas per U-MWG filtrus. Palyginima su GFP signalui registruoti naudojamais U-MWIBA
filtrais.
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S. cerevisiae yra ne tik placiai naudojamas modelinis organizmas, bet ir endogeniniy dgRNR
virusy Seimininké. Dauguma laboratoriniy ar laukinio tipo mieliy kamieny aptinkami totivirusai, ta-
¢iau jy vidulasteliniai mechanizmai néra placiai iStyrinéti. Todél Sio tyrimo metu buvo siekiama nus-
tatyti galimus veiksnius lemiancius totivirusy ScV-LBC ir ScV-LA virusiniy daleliy lokalizacija
S. cerevisiae lastelése. Tyrimo metu taip pat buvo analizuojami gag transliacijos produktai jvykus
rémelio poslinkiui. ScV-LBC ir ScV-LA virusiniy kapsidziy lokalizacijos nustatymui S. cerevisiae
mielése buvo optimizuotas fiksuoty méginiy paruo$imo metodas. Lasteliy ploidiSkumo bei natyviy
totivirusy jtakos ScV-LBC ir ScV-LA kilmés daleliy lokalizacijai tirti buvo sukonstruoti S. cerevisiae
kamienai su skirtingy kompartmenty lokalizacijos zymomis (branduolio, ET, SPB, v¢élyvojo goldzio
komplekso, branduolélio, mikrovamzdeliy). Diploidiniy Igsteliy tyrimams buvo sukryzminti haploi-
diniai kamienai. Taip pat buvo atlikta sporuliacijos indukcija siekiant nustatyti ScV-LA ir ScV-LBC
baltymy lokalizacijg sporose.

Pirmiausia buvo nustatyta, kad ScV-LA Gag+GFP baltymai lokalizuojasi citoplazmoje. Sie re-
zultatai dera su literatiiros duomenimis — Gag baltymai néra pasyviis struktiiriniai komponentai, jie
gali savarankiskai formuoti kapsides be virusinio genomo. Literatiiroje yra minima, kad prie Gag
baltymo C-galo priliejus nedidelés molekulinés masés baltyma, citoplazmoje formuojasi j virusus
panasiy daleliy (VLP) strukttros (Celitan et al., 2024; Powilleit et al., 2007). Taciau remiantis $io
eksperimento rezultatais jy pasiskirstymo btidas gali biiti susij¢s ir su haploidine Igstelés biisena. ScV-
LA-gag+GFP haploidiniame BY4741 kamiene buvo susidariusios sankaupos, o diploidiniame
BY4743 kamiene arba kamienuose be natyviy totivirusy pasiskirstymas labiau difuzinis. Literatiiroje
minimas atvejis, kad ScV-LA tipo baltymai gali lokalizuotis grupése ir galimai sgveikauti su translia-
cijos mechanizmo komponentais — iRNR, ribosomy sankaupomis ir neidentifikuotais baltymais
(Schmidt et al., 2024), tod¢l Sie rezultatai neprieStarauja apraSytoms tendencijoms. Diploidinése
lastelése galimai pakitusi transliaciné ir metaboliné aplinka netiesiogiai veikia ir ScV-LA daleliy
iSsidéstymg Iasteléje taip pat gali biiti siejama ir su natyviais virusais ar nezinomomis rekombi-
nantiniy baltymy sgveikomis su virusinés kilmeés citoplazimine RNR. PrieSingai, ScV-LBC daleliy
lokalizacija lastel¢je iki Siol literatiiroje néra aprasyta, taciau remiantis gautais rezultatais pirmga karta
nustatyta, kad ] virusus panaSios dalelés kaupési citoplazmoje nepriklausomai nuo lastelés
ploidiskumo ar natyviy virusy eliminavimo.

Lokalizacijos skirtumai buvo pastebéti ScV-LA-gag-CFS+GFP ir ScV-LBC-gag-CFS+GFP
baltymy analizés metu, taciau iSliko panaSiis nepriklausomai nuo haploidinés arba dilploidinés

biisenos ir natyviy virusy aplinkos. Siy baltymy fluorescensijos signalas buvo silpnesnis, kas atitinka
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literatiiroje minima gag-pol raiSkos mechanizma: tik ~ 2 % transliacijy biidingas -1 ribosominis réme-
lio poslinkis, lemiantis Gag-Pol produkto susidarymg (Dinman et al., 1991).

ScV-LA-gag-CFS+GFP signalas dazniausiai telkési viename zidinyje Salia branduolio arba per-
sidengiant su juo. Susigrupavimas viename taSke funkciSkai turéty biiti reikSmingas. Literattiroje ap-
raSoma, kad L-A viruso Pol N-galin¢ sritis yra reikalinga virusinés RNR atpazinimui ir pakavimui,
todel tiketina, kad Sis fragmentas gali sgveikauti su RNR arba nezinomais baltymy kompleksais (Tsu-
tomu Fujimura et al., 2019; Juan Carlos Ribas et al., 1994). Kokybiniai branduolio ir endoplazminio
tinklo kolokalizacijos eksperimentai parod¢, kad Gag translokacija j branduolj tikétina, nes buvo pa-
vaizduotas endoplazminio tinklo iSsidéstymas aplink Gag sankaupas. Po rémelio poslinkio Pol N-
galingje srityje hidrofobinius motyvus pakei€ia Arg ir Ser motyvai (RS). RS motyvai gali biiti svarbiis
translokacijai j branduolj, pavyzdziui: importiny-p Seimos baltymas transportinas-SR2 sgveikauja su
fosforilintais RS motyvais ir dalyvauja HIV-1 viruso dalelés translokacijoje i branduolj (Lai et al.,
2001; Tabasi et al., 2021). Arginino motyvai didina teigiama krtvj, todél §is regionas gali sgveikauti
su neigiamai jkrautomis molekulémis pvz.: RNR, DNR (Bayer et al., 2005). Jei Gag kaupiasi Salia
branduolio galimas ir kitas mechanizmas, kai j branduolj perduodamas tik viruso genomas. Literatii-
roje yra apra$omi totivirusy integracijos j lastelés genoma atvejai (Huang et al., 2023; Ramirez et al.,
2017; Taylor et al., 2009). Lokalizacija $alia branduolio arba persidengiant su juo gali turéti panasumy
ir su S. cerevisiae Tyl retrotranspozono replikacijos ciklu. Literatiroje apraSoma, kad Tyl Gag
baltymai lokalizuojasi viename taske Salia ET, §i lokalizacija susijusi su SRP ir gali inicijuoti retro-
somy susidaryma (Doh et al., 2014; Pachulska-Wieczorek et al., 2016). Informacija apie Tyl sutampa
ir su §iame darbe gautais kolokalizacijos rezultatais. Siy rezultaty patvirtinimui ateityje biity galima
pritaikyti tikslesnj mikroskopijos metoda pvz.: konfokaling mikroskopija.

ScV-LBC-gag-CFS+GFP lokalizacija skyrési nuo ScV-LA-gag-CFS+GFP. ScV-LBC atveju
Gag baltymai buvo pasklide po citoplazmg mazose puslelése. Tai reiskia, kad ScV-LA ir ScV-LBC
Pol N-galo fragmentai gali nevienodai veikti baltymy organizacija lasteléje. Tai neprieStarauja su lit-
eratiiroje aprasytomis Siy virusy funkcinémis savybémis: L-A veikia kaip pagalbinis virusas M paly-
dovams, o L-BC funkcionalumas néra zinoma, taciau L-BC pasizymi savarankiska replikacija
lasteléje (Grybchuk et al., 2022b; Ramirez et al., 2022a; Wickner et al., 2013a). Tai gali reiksti, kad
ScV-LA ir ScV-LBC lokalizacija gali lemti skirtingi vidulasteliniai veiksniai. Tiriant rekombinantin-
ius baltymus Siuos rezultatus reikéty vertinti kritiskai, nes ScV-LBC-gag-CFS+GFP baltymy loka-
lizacija panasi ir | baltymy kokybés kontrolés/agregacijos keliams budingas sankaupas. Mielése
neteisingai susilankst¢ arba linke agreguotis baltymai gali biiti nukreipiami link kokybés kontrolés
mechanizmy (Miller et al., 2015).

Gauti rezultatai taip pat suteikia naujy jzvalgy apie ScV-LA viruso plitimg. Nes buvo pastebétas

ScV-LA-gag-CFS+GFP persidengimas su mikrovamzdeliy baltymais (Tubl). Galimai ScV-LA-Gag
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baltymai gali buiti perduodami j dukterines lasteles arba sporas, prisijungus prie lastelés skeleto arba
kartu su ET ir branduolio periferija.

Deja, tyrimo metu sporose nepavyko identifikuoti branduolio (HTA2+mCherry) kolokalizaci-
jos zymos. Tai galéjo lemti storesné spory sienelés struktiira — ditirozino sluoksnis. Visy pirma sub-
rendusios sporos turi storesn¢ ir maziau pralaidzig sienelg, todél silpnesni fluorescensiniai signalai
gal¢jo nesimatyti, tokiu atveju biitu galima banduti optimizuoti §j metoda, padidinant spory pralai-
dumg arba pasirenkant kitokio tipo kolokalizacijos zymas (Suda et al., 2009).

Taigi, rezultatai suteikia naujy jzvalgy apie veiksnius lemiancius ScV-LA ir ScV-LBC vidulas-
teling organizacija, nezinomas saveikas ir plitima. Galimai totivirusy ir S. cerevisiae evoliucinis rysys
yra zymiai kompleksiskesnis nei buvo manyta iki iol. Sie tyrimai i§ple¢ia mieliy totivirusy samprata
ir prisideda prie platesnio supratimo, kaip dgRNR virusai gali prisitaikyti prie eukariotiniy lasteliy

vidulastelinés aplinkos.
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1. Palyginus ScV-LA ir ScV-LBC Gag sekas nustatyta, kad -1 ribosominio rémelio poslinkis pakei-
¢ia baltymo C-galo aminoriig§ciy sudétj bei fragmento fizikochemines savybes.

2. ScV-LA ir ScV-LBC kapsidés lokalizuotos citoplazmoje, taciau jvykus -1 ribosominio rémelio
poslinkiui ScV-LA kapsidés kaupiasi viename zidinyje branduolio periferijoje, o ScV-LBC for-
muoja granuliuotas struktiras citoplazmoje.

3. ScV-LA ir ScV-LBC Gag baltymy lokalizacija nepriklauso nuo S. cerevisiae haploidinés ir
diploidinés biisenos, taciau sporuliacija galimai paveikia Gag baltymy pasiskirstyma Iasteléje.

4. Natyvis totivirusai nedaro jtakos ScV-LA ir ScV-LBC virusiniy daleliy lokalizacijai S. cerevisiae.

5. ScV-LA Gag baltymai galimai sgveikauja su endoplazminiu tinklu ir mikrovamzdeliy struktiiro-

mis bei patenka i branduol;.
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Santrauka

VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

Elzbieta Zukaité
Magistro baigiamasis darbas
Totivirusy lokalizacijos Seimininko 1gsteléje veiksniy paieska
SANTRAUKA

Saccharomyces cerevisiae yra placiai naudojomas organizmas jvairiose pramonés ir mokslo
srityse. Daugelyje S. cerevisiae kamieny gali biiti aptinkami Orthototiviridae Seimos virusai, jskaitant
ScV-LA, ScV-LBC ir nuo ScV-LA priklausomus ScV-M palydovus. Sie virusai gali biti susije su
lastelés Seiminkeés fenotipu ir daryti jtakg mieliy populiacijy evoliucinei dinamikai. Pavyzdziui, ScV-
M palydovo ir ScV-LA koegzistavimas yra pagrindinis veiksnys, lemiantis mieliy biocidinj aktyvuma.
Sie virusai neturi ekstralastelinés fazés ir gali plisti tik lastelés pasidalijimo metu.

Anksciau buvo manoma, kad ScV-LA ir ScV-LBC virusai neturi aiSkaus poveikio S. cerevisiae,
taCiau pastarojo deSimtmecio tyrimai parodeé, kad totivirusy sgveika su lgstele Seimininke yra sudé-
tingesné. ScV-LA gali biiti susijes su S. cerevisiae geny raiskos, medziagy apykaitos ir antivirusiniy
sistemy pokyciais. Tai reiSkia, kad jvairts lgstelés kompartmentai galimai tiesiogiai arba netiesiogiai
sgveikauja su totivirusais, taciau apie ScV-LA ir ScV-LBC translokacijg lastelése iki $iol néra zinoma.

Sio darbo metu siekiama nustatyti galimus ScV-LA ir ScV-LBC viruso kapsidés baltymy loka-
lizacijos veiksnius S. cerevisiae lastelése. Tyrimams buvo pasirinkta atlikti rekombinantiniy ScV-LA
ir ScV-LBC Gag baltymy lokalizacijos analize¢ fluorescensinés mikroskopijos biidu. Tyrimo metu
buvo nustatyta, kad -1 ribosominio rémelio poslinkis pakei¢ia ScV-LA ir ScV-LBC Gag baltymo C-
galo fragmenty amino riigs¢iy sudét] bei biochemines savybes. Galimai Sie poky¢iai gali biiti susije
su baltymy translokacija. Nejvykus ribosominiam rémelio poslinkiui Gag baltymai kaupiasi citoplaz-
moje, taciau jvykus -1 ribosominiam rémelio poslinkiui ScV-LA Gag baltymai lokalizuojasi branduo-
lyje arba Salia jo persidengiant su endoplazminiu tinklu, mikrovamzdeliy struktiiromis. Skirtingai nuo
ScV-LA, ScV-LBC Gag baltymai jvykus -1 ribosominiam rémelio poslinkiui lokalizuojasi piisleles
primenanciose struktiirose, pasklidusiose citoplazmoje. Taip pat nustatyta, kad natyviy totivirusy bu-

vimas ir S. cerevisiae ploidiSkumas nedaro jtakos ScV-LA ir ScV-LBC Gag baltymy lokalizacijai.
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Search for Factors of Totivirus Localization in the Host Cell
ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae 1s a widely used organism in various industrial and scientific fields.
Viruses of Orthototiviridae family, including ScV-LA, ScV-LBC and ScV-M satellites can be found
in many S. cerevisiae strains. These viruses may be associated with the host cell’s phenotype and
influence the evolutionary dynamics of yeast populations. For example, the coexistence of the ScV-
M satellite and helper ScV-LA is a key factor determining the yeast’s killer activity. Totiviruses lack
an extracellular phase and can only replicate during cell division.

It was previously thought that ScV-LA and ScV-LBC viruses had no clear effect on S. cere-
visiae, but over the past decade it was shown that the interaction of Totiviruses with the host cell is
more complex. ScV-LA may be associated with changes in S. cerevisiae gene expression, metabolism
and antiviral systems. This implies that various cellular compartments may directly or indirectly in-
teract with Totiviruses. However, the translocation of ScV-LA and ScV-LBC within cells remains
unknown.

The aim of this study is to identify potential factors influencing the localization of ScV-LA and
ScV-LBC viral capsid proteins in S. cerevisiae cells. The study involved an analysis of the localization
of recombinant ScV-LA and ScV-LBC Gag proteins using fluorescence microscopy. This study re-
vealed that a shift in the -1 ribosomal frame alters the amino acid composition and biochemical prop-
erties of the C-terminal fragments of the ScV-LA and ScV-LBC Gag proteins. These changes may be
related to protein translocation. In the absence of a -1 ribosomal frameshift, Gag proteins accumulate
in the cytoplasm. However, upon occurrence of a -1 ribosomal frameshift, ScV-LA Gag proteins lo-
calize in or near nucleus in addition overlapping with endoplasmic reticulum and microtubule struc-
tures. Unlike ScV-LA, ScV-LBC Gag proteins following -1 ribosomal frameshift localize in vesicle-
like structures scattered throughout the cytoplasm. It has also been found that the native Totiviruses

or ploidy in S. cerevisiae does not affect localization of ScV-LA and ScV-LBC Gag proteins.
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Autoriaus asmeninis indélis

Autoriaus asmeninis indélis

Tyrimy krypti sugalvojo darbo vadove dokt. Gerda Jasineviciené, dr. Aleksandras Konovalovas
ir prof. Saulius Serva. Darbo pavadinima, tikslg, uzdavinius ir analizés metodus padéjo parinkti
dokt. Gerda Jasineviciene.

Sio darbo metu buvo savarankiskai atlikta: literatiiros analizé, tirpaly ir terpiy gamyba, S. cere-
visiae kamieny konstravimas BY4741 ALA ALBC (HTA2+mCherry), BY4742 (HTA2+mCherry),
BY4742 ALA ALBC (HTA2+mCherry), BY4743 (HTA2+mCherry), BY4743 ALA ALBC
(HTA2+mCherry), BY4741 (Rpc19+RFP), BY4741 (Spc42+RFP), BY4741 (Tub1+RFP), BY4741
(Scs2tmh+RFP), BY4741 (Snf7+RFP), plazmidiniy vektoriy konstravimas (pYAK3-LBC+GFP ir
pYAK3-LBC-CFS+GFP), metoduose iSvardyti eksperimentai, ScV-LA ir ScV-LBC Gag baltymy C-
galo amino riig§¢iy analizé, rezultaty analiz¢ ir interpretavimas.

Eksperimenty metodai ir jy salygos buvo parinktos kartu su dokt. Gerda Jasineviciene i§ bend-

ros laboratorijoje optimizuoty darby kolekcijos.
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Padéka

Padéka

Dékoju prof. Sauliui Servai uz suteiktg galimybe atlikti tyrimus mokslingje laboratorijoje ir
kuriamg komanding¢ atmosferg. Taip pat dékoju uz taiklius pasteb&jimus ir nuoSirdzius patarimus.

Labai nuosirdziai dékoju savo darby vadovei dokt. Gerdai Jasinevicienei uz suteikta galimybe
kartu bendradarbiauti mokslinése paieskose. Taip pat labai aciti uz gelezing kantrybe, riipestj, pasi-
tikéjima, palaikyma, supratingumg ir svarbiausiai konstruktyvig kritikg.

Dékoju laboratorijos kolegoms, dr. Enrikai Celitan, dr. Algirdui Mikalkénui, dr. Aleksandrui
Konovalovui, Kamilei VaiSaitei, Laurai Plakytei ir visai Biochemijos ir molekulinés biologijos kat-

edrai uz praktines pamokas, pagalbg ir riipest].
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