VILNIAUS UNIVERSITETAS

ALEKSANDRAS KONOVALOVAS

Mieliy Saccharomyces sensu stricto Totiviridae Seimos virusy ciklo
lgsteléje molekulinés determinantés

Daktaro disertacija
Fiziniai mokslai, biochemija (04 P)

Vilnius, 2018



Disertacija rengta 2013 — 2018 metais Vilniaus universiteto Gyvybés moksly
centro Biomoksly institute Biochemijos ir Molekulinés Biologijos katedroje

Mokslinis vadovas:

prof. dr. Saulius Serva (Vilniaus universitetas, fiziniai mokslai, Biochemija —

04 P)



TURINYS

SANTRUMPOS ....oorrrrrrrririrenttninenitetttttttttttsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 6
L7 N D . N N 7
1 LITERATUROS APZVALGA.....cucveururinennsrsenscnsssssessessssssssessessses 10
1.1 Saccharomyces genties mieliu jvairoveé 10
1.1.1  Saccharomyces sensu stricto mieliy paplitimas ...........cccceeevveeerrrierenncvnenennns 10

1.1.2  Mieliy lytinio dauginimosi TeikSME.............eeeerrrieeerriiiireeriiieeeeiiee e 15

1.1.3  Saccharomyces mieliy geny Kintamumas .............cceeeevvereeriireeeniinieeesnnneeennns 15

1.2 Saccharomyces gentyje aptinkami dgRNR virusai 18
1.2.1  L-A ir M virusy genomy SANdara .............ccceeeerrurveeerriuveeeensureeesnsnneeessnneeennns 19

1.2.2  L-A VIruso Kapsid@.......ccccuiriiriiiieiiiiiee et e eeiieeeeite e eetree e e rneeeesenneaeeans 21

1.2.3  L-A Viruso repliKacija..........cooovviieerriiiieeiriiieeeeciieeeeiite e eeiieeeeerneeeeseeneee e 25

1.2.4  Lastelés baltymai, biitini virusui replikuotis 1astelé€je..........cccevvrvierenninennns 26

1.2.5 Endogeniniai virusiniai elementai............cccveerrvreeerrniieenriiieeesnieeeesnneeeenns 28

1.3 Virusy ciklas lasteléje 31
1.3.1  Lastelés-Seimininko baltymai, dalyvaujantys RNR virusy replikacijoje........ 31

1.3.2  Virusy jtaka Seimininko geny kintamumui..........ccocceerriiniirinieeinieenieeene 33

2 MEDZIAGOS IR METODAL ....ucuiurunincnensensencnsessensesssssssessssass 35
2.1 Medziagos 35

0 B R T 1o 05 1 PSPPSR 35

2.1.2 FeIMIENAT ...eeiiiiiiiiieiiie ettt ettt ettt e 35

2.1.3  Molekulinés biologijos rNKINIAL .........eeeerevieeeeririereeniiieeesieeeessnreeessnneeeenns 35

N B K iy o Tl RSP PPRRR PP 35

2.1.5  Mikroorganizmy Kamienai...........ccceevreeeiniieeeiriiiieeesiiieeessinieeessnneeesnnneeeenns 36

2.1.6  OligonUKICOtIAAI. ... .vvereiiiiieeeeiiieeeeiiee e eiiee e eeiieeeeetreeeeeiraeeeeseraeeessnneeeenns 37

2107 Plazmides ....oooueieiiiiiiiie et 38

2.1.8  Buferiniai tirpalai.........ccocvereiiiiiiieiiiiie et eanee e 41

2.2 Metodai 41
2.2.1  Suminés nukleoriigs¢iy frakcijos gryninimas i§ mielig..........cceevveeerrnverenns 41
2.2.2  Nukleortigs¢iy frakcionavimas licio chloridu..........cccoooeiiiiiiniiiniiiniene 42

2.2.3  Nuo sekos nepriklausomas dgRNR genomy DNR kopijy amplifikavimas .... 42

2.2.4  E. coli kompetentiniy lgsteliy paruoSimas ir transformacija.............cccccueeen.e. 45
2.2.5 Mazy plazmidinés DNR kiekiy i$skyrimas i§ E. coli lastelig ............ccccueee.e. 46
2.2.6 8. cerevisiae kompetentiniy lasteliy paruoSimas ir transformacija................. 46



2.2.7  Mieliy kileriSKumo teStaVimas ..........c.eeeerrvreeeeririereenirieeeeireeessrreeessnneeesnns 47

2.2.8  Mieliy lasteliyg ardymas...........cccveeerriieeeiniiieeeniiieeesiireeeerreeeesrreeessnneeeenns 47
2.2.9  Virusiniy daleliy gryninimas............cccveerreuveeeeroriereensinreeessnreeesssneessnssseeenns 48
2.2.10 Baltymy elektroforez¢ poliakrilamidiniame gelyje ir jo dazZymas ............. 48
2.2.11 Mieliy Iasteliy mikroSKopija........ccuvveeveiiieeiriiieeiriiiee e 49
2.2.12 Homologisky seky paieSka genomuose.........ccuvveevciiireeriiieeenniieeeerireeeenns 50
2.2.13 Daugybinio seky palyginio sudarymas ............ccceeevveeerrrieeennreeeenniineeennns 50
2.2.14 Filogenetinio medZio Konstravimas ...........ccocceerieeiiiieniieenieeenieeseeene 50
2.2.15 Nezinomy baltymy charakterizavimas ............ccceereeeriieeniiieinieenieeneens 51
2.2.16 De novo transkriptomy SUTINKIMAS ..........cccvveeerrriereersirreeensnieeessnneeesnnnns 51
2.2.17 Kita naudota programing JTanga ...........cccceeeeeuveeeerivereessinreeensnneeesssnseeenns 51
2.2.18 Bioinformatinei analizei naudoti duomenys ir duomeny bazés................. 52
3  TYRIMU REZULTATAL...nrrriiiiciiissnsnnnnereinccssssssssssssssssssssssssnns 55
3.1 DgRNR virusy ir jy palydovy genomu analizé 55
3.1.1  Naujy dgRNR L-A virusy ir M palydovy varianty identifikavimas............... 55
3.1.2  Filogeneting L-A virusy seky analizé...........cccccvvveviiiiieiniiireeniiee e eiieee s 59

3.1.3  L-A tipo virusy Gag baltymo struktiiros ir jj koduojanciy seky variabilumo
233 £ TSP SUPPPUPPPRR 61

3.1.4  L-A tipo virusy GagPol baltymo Pol domeno seky variabilumo ir funkcijy
233 £ TSP UUPPUPPPRR 63
3.1.5 Naujy L-A viruso M palydovy seky analizé ..............cccceeevvireennciineeniieeeens 64
3.1.6  L-A viruso M palydovas ir endogeniniai virusiniai elementai mielése........... 67
3.2 ScV-LA-1 viruso sgveikos su lastelés-Seimininko baltymais tyrimas................ 70
3.2.1  ScV-LA-1 viruso koduojamy baltymy raiskos tyrimas ............ccccceeeerrvrerenns 71
3.2.2  ScV-LA-1 viruso nukleokapsidés ir virusiniy daleliy gryninimas................. 74
3.2.3  ScV-LA-1 viruso baltymy sgveikos su lgstelés baltymais tyrimas................. 75
3.2.4  Seimininko baltymy jtaka L-A viruso replikacijai.............ccccocovevrrrrererrnnne 78
3.2.5 ScV-LA-1 koduojamy baltymy lokalizacijos lasteléje tyrimas...................... 81
3.3 Rezultaty aptarimas 85
ISVADOS c..ouininninsiscnnisssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 88
MOKSLINIU DARBU SARASAS .....cucuimnninnincsscnssisssssssssssssssssssssssens 89
FINANSINE PARAMA .....coevieeeererereneresesesesesessesesessssssesescssssssesessssssaseseseas 91
LITERATUROS SARASAS .....cvimnninincssinssisesssssssssessssssssssssssssssssess 92
i 20 D1 D - N R 105






SANTRUMPOS

a.r. — aminorugstis

BMV - dirsés mozaikos virusas (angl. Brome Mosaic Virus)

bp — baziy pora(os)

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin)
dgRNR — dvigrandininé¢ RNR

DMSO - dimetilsulfoksidas

DTT - ditiotreitolis

EDTA - etilendiamintetraacto rigstis

EVE — endogeninis virusinis elementas

GTC — Gamtos Tyrimy Centras (Vilnius, Lietuva)

kDNR — kopijiné DNR

LC-MS/MS - skysciy chromotografijos masiy spektrometrija

NatC — N galo acetiltransfereazés kompleksas

NDS — natrio dodecilsulfatas

nt — nukleotidas(ai)

PAGE — poliakrilamidinio gelio elektroforeze

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate buffer saline)
PEG — polietilenglikolis

PGR — polimerazes grandininé reakcija

PKR — proteinkinazé R

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas

RCNMYV — Raudonyjy dobily nekrozés virusas (angl. Red Clover Necrotic
Mosaic Virus)

RdRp — nuo RNR priklausoma RNR polimerazé

TBSV — pomidorus infekuojantis virusas (angl. Tomato Bushy Stunt Virus)
ToMV — pomidory moazaikos virusas (angl. Tomato Mosaic Virus)

vgRNR — viengrandininé RNR



IVADAS

Saccharomyces cerevisiae risies mielés yra vienas svarbiausiy eukariotiniy
organizmy atliekant biochemijos, molekulinés biologijos, Iastelés biologijos ar
sistemy biologijos tyrimus. Esant pla¢iam jvairiy genetiniy jrankiy
pasirinkimui, S. cerevisiae daznai naudojamos kaip modelinis organizmas
eukariotingje lastel¢je vykstanciy procesy tyrimui. Tiriant S. cerevisiae riiSies
mieles, gauta daug duomeny apie zmogaus lastelése vykstantj lipidy
metabolizmg (Petranovic et al., 2010), mitochondrijose vykstantj metabolizma
ir mitochondrines ligas (Rinaldi et al., 2010), eukariotiniy lgsteliy sen¢jimo
procesus (Barros et al., 2010), prionus (Wickner et al., 2018) ir priony
sukeliamy ligy mechanizmus (Fruhmann et al., 2017). Naudojant S. cerevisiae
mieles modeliniu organizmu, identifikuota daug lastelés-Seimininko baltymy,
svarbiy augaly RNR virusy replikacijai ir transkripcijai (Nagy ir Pogany,
2012). Paradoksalu, bet mieléms buidingo L-A viruso sgveika su

lastelés-Seimininko baltymais iki Siol praktiSkai netirta.

Mieliy virusologijos pradzia laikomi 1963 metai, kai Bevan ir Makower
nustaté, kad tam tikri mieliy kamienai pasizymi biocidiniu aktyvumu pries
kitas mieles (arba kileriniu fenotipu). Tolesniy tyrimy metu nustatyta, kad
Saccharomyces cerevisiae riisies mielése $j fenotipg dazniausiai saglygoja
biocidiniu aktyvumu pasizymintis sekretuojamas baltymas (kilerinis toksinas),
koduojamas Totiviridae Seimos dvigrandininio RNR (dgRNR) L-A viruso
dgRNR palydovo. DgRNR L-A virusas neturi tarplgstelinés stadijos ir yra
neinfektyvus. Ilgg laikg buvo zinomas tik vienas S. cerevisiae riiSies mieles
infekuojantis L-A tipo viruso variantas. TaCiau pastaraisiais metais pradéjus
tirti Saccharomyces sensu stricto grupei priskiriamas mieles, identifikuoti nauji
dgRNR tipo L-A virusai (Rodriguez-Cousino ef al., 2013; Konovalovas et al.,
2016; Rodriguez-Cousifio ir Esteban, 2017; Rowley et al., 2016).



Darbo tikslas

1. Nuskaityti dgRNR virusy, randamy Saccharomyces sensu stricto mielése,
genomy sekas ir atlikti jy tyrimg bioinformatinés analizés metodais.

2. Identifikuoti Seimininko baltymus, sgveikaujancius su ScV-LA 1 viruso
koduojamais baltymais ir nustatyti Siy baltymy reikSme viruso ciklui

lasteléje.
Mokslinis naujumas

Siame darbe pristatome i§vystyta ir mieliy dgRNR virusy genomo sekos
nustatymui pritaikytg metoda. Naudojantis Siuo metodu, pirmg kartg nustatéme
S. paradoxus riisies dgRNR virusy genomy sekas. Identifikavome naujus
dgRNR virusus, paplitusius S. cerevisiae riisies mielése. Analizuodami naujai
nustatyty ir paskelbty dgRNR L-A virusy koduojamy baltymy sekas,
nustatéme variabiliiis virusiniy Gag ir Gag-Pol baltymy motyvus. Aptikome,
kad Sie variabilus motyvai i$sidéste viruso replikacijai ir transkripcijai
svarbiuose regionuose arba erdviskai Salia jy. Nustatéme, kad L-A viruso Gag
baltymo C-galas yra biitinas virusiniy daleliy, galin¢iy vykdyti viruso
replikacija, susidarymui. Siame darbe pirma kartg identifikavome 15
lastelés-Seimininko baltymy, svarbiy viruso replikacijai, tarp kuriy 13,

sgveikaujanciy su viruso koduojamais baltymais.
Darbo reik§mé

Darbo metu nustatéme, kad L-A virusas aptinkamas ne tik tarp laukiniy
mieliy kamieny, taciau yra placiai paplites ir tarp populiariausiy, moksliniuose
tyrimuose naudojamy S. cerevisiae mieliy laboratoriniy kamieny. Nors L-A
viruso buvimas néra siejamas su lgstelés gyvybingumo ar augimo greicio
poky¢iais, taCiau pastaraisiais metais gauti duomenys rodo, kad viruso buvimas
lasteléje keicia didelés dalies Seimininko geny raiska (McBride et al., 2013;
Luksa et al., 2017). Zinoma, kad tam tikry geny delecijos gali pasalinti virusa
i§ lasteleés (Tercero ir Wickner, 1992), kitos gali aktyvinti viruso replikacijg ir

transliacija, o kartais virusinio baltymo kiekis mieliy lastel¢je gali siekti net iki



20 % visy lastelés baltymy (Dihanich ef al., 1989). Esant virusui,
transkriptominés ar proteomings analizés duomenys gali biiti klaidingai
interpretuojami, nes stebimi geny raiSkos pokyciai nebiitinai gali buti susij¢
vien su tiriamu procesu, taciau ir su viruso kiekio ir biivio pasikeitimu
lasteléje. Lastelés-Seimininko baltymy, sgveikaujanciy su dgRNR L-A virusu,
identifikuota vos keletas. Dazniausiai jie buvo identifikuoti tiriant nesusijusius
su L-A virusu procesus (Chong ef al., 2004). Siame darbe mes nustatéme
naujus, dar nepublikuotus Igstelés-Seimininko baltymus, sgveikaujancius su
L-A viruso koduojamais baltymais. Biocidiniu aktyvumu pasizyminciuose
kamienuose nuskaitytos naujy L-A viruso M palydovy genomy sekos.
Nustatytas tiesioginis skirtingy L-A viruso varianty sudaromy filogenetiniy
grupiy rysys su Seimininko riisimi bei smulkesniy filogenetiniy subgrupiy
atsiskyrimas pagal L-A kamieno, kuriame aptiktas L-A virusas, savybes: kilme

ir gebéjima uztikrinti konkretaus M palydovo replikacija.
Sio darbo ginamieji teiginiai

1. ISvystytas metodas, skirtas Saccharomyces sensu stricto aptinkamy pilno
ilgio dgRNR viruso seky identifikavimui, ir identifikuoti nauji S. cerevisiae
ir S. paradoxus dgRNR L A virusy ir jy M palydovy variantai.

2. Stebimas L-A dgRNR virusy kintamumas skirtinguose Saccharomyces
sensu stricto mieliy kamienuose — viruso ir Seimininko koevoliucijos
pasekme.

3. L-A dgRNR virusy M palydovy seky jterpimas j chromosomg galimai
susijes su transpozony aktyvumu mieliy 1gsteléje.

4. L-A viruso koduojamo Gag baltymo C galinis motyvas yra reikSmingas
virusiniy nukleokapsidziy vykdomai virusinio dgRNR genomo replikacijai.

5. Nustatyta 15 L-A viruso Igstelés Seimininko baltymy, moduliuojanciy
dgRNR replikacijos lygi, tarp jy 13, tiesiogiai sgveikaujanciy su L-A viruso
koduojamais baltymais ir du, dalyvaujantys signalo perdavime lasteléje.

6. Gag baltymo biogenezé galimai susijusi su baltymo transportu j branduolj.



1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Saccharomyces genties mieliy ivairové

Saccharomyces cerevisiae rusies mielés — vienas svarbiausiy modeliniy
organizmy eukariotiniy Igsteliy tyrimuose Igstelés biologijos, molekulinés
biologijos, biochemijos ir genetikos moksly srityse (Botstein ir Fink, 2011).
Kiek daugiau negu prie$ deSimtmetj buvo pradéta domeétis, kokia vieta mielés
uzima ekologinése nisose, ir kokia jy kilmés istorija (Liti, 2015). S. cerevisiae
rusies mielés galimai yra viena i$ anksCiausiai zmogaus prijaukinty rusiy.
Archeologiniai radiniai byloja, kad Zzmogus véliausiai 7000 m. pr. Kr. naudojo
mieles gérimy fermentavimui: 7000 m. pr. Kr. — Kinija, 5400-5000 m. pr. Kr.
Iranas, 3150 m. pr. Kr. Egiptas (Sicard ir Legras, 2011).

1.1.1 Saccharomyces sensu stricto mieliy paplitimas

Saccharomyces genties mieliagrybiai paplite visame pasaulyje, jie daznai
aptinkami su zmogaus veikla susijusiose niSose (pvz.: vyno, alaus ir kity
alkoholiniy gérimy gaminimas) ir gyvosios gamtos niSose (pvz.: augalai,
dirvozemis, vabzdziy virskinamasis traktas) (Liti ef al., 2009; Almeida et al.,
2014; Peter et al., 2018). Dar viena ekologing nisa, kurioje randamos
S. cerevisiae — zmogaus mikrobiomas (Angebault et al., 2013). Kai kurie
S. cerevisiae kamienai pasiZymi patogeniSkumu zmogui (Muller et al., 2011).
Su patogeniskumu susij¢ S. cerevisiae kamienai toleruoja auksta temperatiirg
(=40 °C) (Muller et al., 2011), kas galimai yra mielés adaptacijos prie zmogaus
organizmo kaip ekologinés niSos rezultatas (Liti, 2015). S. cerevisiae risies
mielés randamos ir sveiky zmoniy mikrobiomose, kas leidzia manyti, kad tai

oportunistinis patogenas (Strope et al., 2015).

Pastaraisiais metais intensyviai pradéta iSskirti naujas Saccharomyces
genciai priklausanc¢ias mieles i$ bukiniy Seimai priklausanciy medziy
(Quercus, Fagaceae ir kity Seimai priklausanciy genciy) sulos, zievés, lapy ir
Salimais esancio dirvozemio (Sniegowski et al., 2002; Sampaio ir Gongalves,
2008). Wang su kolegomis nustaté, kad skirtingose ekologinése nisose

S. cerevisiase rusies mieliy jvairove yra nejtikétinai plati. Ant jvairiy vaisiy,

10



medziy (3zuolai, kastonai, kriausés ir kt.), pivanciy medziy ir dirvozemyje
(sodo, misko) buvo identifikuota daug skirtingy S. cerevisiae rusiai
priklausanciy mieliy. Atlike filogeneting analize, tyrimo autoriai nustaté
aStuonias tik Kinijai biidingas S. cerevisiae subpopuliacijas (1.1 pav.) (Wang et
al., 2012). Gianni Liti ir Joseph Schacherer vadovaujamos mokslininky grupés
nustaté¢ 1011 mieliy kamieny, surinkty i§ visy pasaulio viety, genomy sekas ir
iSskyré 26 skirtingas S. cerevisiae rusies populiacijas (Peter et al., 2018).
Tyrimo autoriai nustaté, kad S. cerevisiae populiacijos koreliuoja su geografine
vietove, ekologine nisa ir zmogaus veiklos jtaka (Liti ez al., 2009; Peter et al.,

2018).

Sakeés

populiacija
Laboratoriniai — .
kamienai _Kinija-Vill Siaurés Amerikos
populiacija populiacija
Kinija-VII populiacija
Kinija-VI Kinija-I
populiacija populiacija
Vyno/Europos
populiacija
. Kinija-1l
Kinija-1ll populiacija
Malaizijos populiacia
populiacija
Vakary Afrikos
populiacija
0.002
Kinija-IV ! !
Kinjja-V populiacija
populiacija

1.1 pav. S. cerevisiae rusies filogenetinis medis. Pazymétos pagrindinés S. cerevisiae populiacijos
(Wang et al., 2012; Liti, 2015).

Artimiausia rasis S. cerevisiae yra S. paradoxus mielés. PrieSingai negu
S. cerevisiae, néra rasta fakty, kad S. paradoxus mielés biity prijaukintos, jos
néra siejamos su zmogaus veikla. S. paradoxus rusies mielés paplitusios
visame pasaulyje. Azuolynai, eglynai, vaisius nokinantys medziai ir Siy
vietoviy dirvozemis yra pagrindinés ekologinés niSos, kuriose aptinkamos
S. paradoxus riiSies atstovai (Sniegowski et al., 2002; Sampaio ir Gongalves,

2008; Brysch-Herzberg ir Seidel, 2017). Remiantis S. paradoxus risies
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palyginamosios genomy analizés rezultatais, iSskiriamos Europos, Tolimyjy
Ryty, Amerikos ir Havajy populiacijos (1.2 pav. B) (Liti et al., 2009). Lyginant
skirtingy populiacijy genomus, stebimi iki 5 % siekiantys seky skirtumai (Liti
et al., 2009), o tarp S. cerevisiae labiausiai nutolusiy risiy populiacijy stebimas
tik iki 1,1 % genomo variabilumas (Peter et al., 2018). Tokie duomenys
suteikia pagrindo jtarti ne tik labai ankstyva S. paradoxus rusies populiacijy

atsiskyrima, bet ir besiskiriancig nuo S. cerevisiae evoliucijos eiga.

A) B) Europos

populiacija
Rasis Hibridas
Vyno, alaus ir

sidro gamybos
hibridai

S. cerevisiae

S. paradoxus Tolimyjyryty 1977
s oo

(S. cariocanus) populiacija

Vyno ir sidro
S. mikatae gamybos hibridai

/

S. pastorianus A
S. kudriavzevii (S. carlsnergensis, S. paradoxus

S. monacensis) S. cerevisiae
S. arboricola .

) Vyno gamyboje
,-°/ naudojami hibridai

S. eubayanus / :

S. Bayanus 4000501 9171

(S. bayanus var. bayanus)
S. uvarum Havajy
(S. bayanus var. uvarum) populiacija

ormaoeie > i d
Amerikos i
populiacija

1.2 pav. Filogenetiniai Saccharomyces sensu stricto mieliy rysiai. A) Kladrograma vaizduoja
filogenetinius rysius tarp skirtingy Saccharomyces genties rusiy bei dazniausiai izoliuojamy hibridy.
Punktyru pazymeéti sarysiai vaizduoja aptinkamus hibridizacijos su kitomis rii§imis jvykius (Almeida et
al., 2014; Boynton ir Greig, 2014); B) S. paradoxus ir S. cerevisiae filogenetiniy medziy palyginimas.
Filogenetiniai medziai sudaryti remiantis nukleotidy polimorfizmu, naudojant artimiausiy kaimyny
jungimo metoda, ir pavaizduoti tame paciame mastelyje. Skirtumai, stebimi analizuojant S. cerevisiae
polimorfizma visoje populiacijoje, prilygsta S. paradoxus subpopuliacijoje stebimam polimorfizmui
(Liti et al., 2009).

Kryzminant skirtingy populiacijy S. paradoxus auksliaspores, gaunami
gyvybingi diploidai. Vis tik tokie diploidai yra sterilis, t.y. jy formuojamos
auksliasporés yra beveik negyvybingos (Liti et al., 2006). Steriliy haploidy
susiformavimg gali lemti jau minétas aukstas seky variabilumas tarp skirtingy

populiacijy (Liti et al., 2006; Liti et al., 2009). Naumov su kolegomis 2000

metais aprasé naujg Saccharomyces cariocanus ris] (Naumov et al., 2000),
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kuri i$skirta Piety Amerikoje i§ Drosophila riisies musiy (Morais et al., 1992).
Sios riisies mieles kryzminant su kity Zinomy rasiy mielémis, buvo gaunami
sterilts hibridai (Liti et al., 2006). Nustacius S. cariocanus genomo seka, ji
99,7 % sutapo su S. paradoxus Amerikos populiacijos mieliy genomy sekomis
(Liti et al., 2006; Liti et al., 2009). Buvo nustatyta, kad lyginant su

S. paradoxus, S. cariocanus turi keturias reciprokines chromosomy
translokacijas, ir dél iy genomo pokyciy S. coriocanus ir S. paradoxus 13
Amerikos populiacijos hibridai pasizymi sterilumu (Liti et al., 2006). Siai
dienai yra priimta neisskirti S. coriocanus risies mieliy kaip naujos rusies, bet

priskirti jas S. paradoxus mieliy rusiai (Liti e al., 2009).

ISskiriamos trys Saccharomyces uvarum risies populiacijos: Australazijos,
Piety Amerikos ir Siaurinio pusrutulio (Almeida et al., 2014). Tarp populiacijy
stebimi iki 4 % siekiantys genomy seky skirtumai. Kryzminant skirtingy
populiacijy S. uvarum mieles, gaunami hibridai formuoja mazai gyvybingas
sporas (iki 73 % auksliasporiy — negyvybingos) (Libkind et al., 2011; Almeida
et al., 2014). Siaurinio pusrutulio S. wvarum mieliy populiacijos genomuose
aptinkamos ivairaus ilgio insercijos, kildinamos i§ S. cerevisiae, S. kudriavzevii
ir S. eubayanus riisiy genomy. Tuo tarpu S. uvarum rusyse i§ Piety Amerikos
$iy insercijy nepatinkama. Remdamiesi Siomis jzZvalgomis Almeida su
bendraautoriais teigia, kad Siaurinio pusrutulio S. uvarum kilmé yra Piety

Amerika (Almeida et al., 2014).

Libkind su kolegomis Saccharomyces eubayanus riisies mieles pirmg kartg
identifikavo 2011 metais Argentinoje (Patagonijoje) (Libkind et al., 2011).
Nuskaicius S. eubayanus genomo seka paaiskéjo, kad S. pastorianus yra S.
cerevisiae ir S. uvarum mieliy hibridas. S. pastorianus mielés (dar zinomas
kaip S. carlsbergensis arba S. monacensis) yra vienos pagrindiniy, naudojamy
alaus gamyboje. Kad S. pastorianus yra dviejy Saccharomyces genciai
priklausanciy mieliy hibridas, buvo Zinoma kurj laikg. Nustatyta, kad vienas i$
téviniy kamieny yra S. cerevisiae, tuo tarpu kitas tévinis kamienas ilgus metus

buvo mijslé. Buvo méginama atrasti sgsajas tarp jvairiy skirtingy tai dienai
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zinomy Saccharomyces sensu stricto padermei priklausanc¢iy mieliy rusiy
(Nguyen ir Gaillardin, 2005; Nguyen et al., 2011). S. eubayanus riisies
genominé DNR 99 % sutapo su nezinomos kilmés S. pastorianus genomo
dalimi (Libkind et al., 2011; Bing et al., 2014). 2014 metais S. eubayanus rusis
buvo identifikuota Kinijoje. Kinijos populiacijos S. euabyanus genomo seka
99.8% sutapo su S. pastorianus hibrido S. eubyanus kilmés genomo dalimi
(Bing et al., 2014). Intriguojantis faktas, kad S. eubayanus rusies mieliy
Europoje dar néra aptikta. Antropologiniai tyrimai byloja, kad Europoje jau
XVI amziuje alaus gamybai buvo naudojamos S. pastorianus kilmés mielés.
Kyla klausimas, ar S. pastorianus hibridas susidaré Europoje, ar buvo
atgabentas Silko keliu? Yra tikimybé, kad S. eubayanus mielés egzistuoja
kazkur Europoje savitoje ekologingje niSoje ir laukia jy atradimo (Gibson ir

Liti, 2015).

Saccharomyces kudriavzevii mieliy riisis pirmg karta izoliuota Japonijos
teritorijoje i$ nukritusiy lapy (Naumov et al., 2000). Netrukus po
S. kudriavzevii atradimo Japonijoje, jos buvo identifikuotos Portugalijoje
(Sampaio ir Gongalves, 2008) ir Ispanijoje (Lopes et al., 2010).
Saccharomyces mikatae ir Saccharomyces arboricolus yra maziausiai istirtos
Saccharomyces sensu stricto mieliy rusys. Abiejy Siy riusiy genomy sekos yra
nuskaitytos (Scannell et al., 2011; Liti et al., 2013). Dél mazo informacijos
kiekio, sukaupto apie Sias mieles, iSsami fenotiping ir genotipiné analizé néra
atlikta. S. mikatae rusies mielés aptinkamos iSskirtinai Japonijoje (Scannell et
al., 2011). Tuo tarpu S. arboricolus rusies atstovai randami Kinijoje (Naumov
et al., 2010) ir Naujoje Zelandijoje (Gayevskiy ir Goddard, 2016). Manoma,
kad S. arboricola yra Saccharomyces 1isis, labiausiai paplitusi Naujoje
Zelandijoje, su zmogaus veikla nesusijusiose niSose (Gayevskiy ir Goddard,

2016).
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1.1.2 Mieliy lytinio dauginimosi reikSmé

Ilga laikg manyta, kad pagrindiné S. cerevisiae riisies mieliy uzimama
ekologingé nisa yra uogos ir vaisiai. TaCiau uogy ir vaisiy sezonas yra gana
trumpas ir kyla klausimas, kas Saltuoju mety periodu tampa mieliy buveine.
Esant maisto triitkumui arba stipriai pakitus aplinkos salygoms, Saccharomyces
genties mielés pakeic¢ia dauginimosi programa — pradeda daugintis lytiniu budu
(Goddard ir Greig, 2015). Prasidéjus mieliy lytinio dauginimosi ciklui susidaro
auksliai, o juose susiformuoja keturios haploidinés auksliasporés. Aplinkos
salygoms tapus palankioms, auksliasporés subrgsta ir gali susiliedamos grijzti |
diploiding biiseng. [prastai stebimas auksliasporiy susiliejimas j diploida
paciame aukslyje. Kad vykty kryzminimuisi su kitomis mieliy ri§imis, turi biiti
suardytas aukslio apvalkalas (Reuter et al., 2007). Laboratorijoje atlickant
skirtingy rusiy mieliy kryzminimo eksperimentus, apvalkalo suardymui
naudojami specialus fermentai. Pademonstruota, kad Drosophila melanogaster
virSkinimo trakte gali biiti suardytas aukslio apvalkalas, taciau pacios
auksliasporés lieka nesuardytos. Yra manoma, kad Drosophila genties individy
virskinimo traktas yra ta vieta, kurioje vyksta skirtingy riiSiy mieliy

kryzminimasis (Reuter et al., 2007).

Mieliy pernasa tarp skirtingy ekologiniy nisy gali atlikti jvairiausi vabzdziai
(Gilbert, 1980). S. cerevisiae rusies mielés yra aptiktos Drosophila genties
individuose (Buser et al., 2014), vapsvose, kuriy virskinimo trakte islicka
gyvybingos ziemos metu (Stefanini ir Dapporto, 2012), bi¢iy aviliuose
(Goddard et al., 2010). Nustatyta, kad S. cerevisiae rusSies mielés geba
sintetinti tam tikras lakias medziagas, kuriomis viliojamos Drosophilidae
Seimos musés (Becher ef al., 2012). Manoma, kad tokiu biidu musés gali buti

mieliy pernasos nuo vieno augalo ant kito vektoriumi (Buser et al., 2014).

1.1.3 Saccharomyces mieliy genu kintamumas
Atliekant skirtingy Saccharomyces sensu stricto miely palyginamaja
genomy seky analize¢, stebimas geny seky kintamumas, o jy santykinis

evoliucijos greitis yra susijes su rusies adaptaciniu potencialu (Scannell et al.,
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2011). Saccharomyces rusies mielés aptinkamos jvairiose ekologinése nisose,
kur vyrauja skirtingi aplinkos faktoriai. Skirtingoms rtSims priklausancios
mielés pasizymi skirtingu temperatiiros toleravimu (1.3 pav. A). S. cerevisiae
ir S. paradoxus riiSies mielés laikomos termotolerantinémis (Sweeney ef al.,
2004; Gongalves et al., 2011), tuo tarpu S. kudriavzevii pasizymi
kriotolerantiSkumu (Gongalves et al., 2011). Nustatyta, kad esant Zemai
gamyba (Arroyo-Lopez et al., 2010). Kitame tyrime analizuojant geny sekas,
koduojancias glikolizéje dalyvaujancius baltymus, buvo nustatyta, kad dalis Siy
geny statistiSkai patikimai pasizymi auks$tesniu nesinoniminiy mutacijy dazniu
tarp termotolerantiniy ir kriotolerantiniy Sacchoromyces genties rusiy

(Gongalves et al., 2011).

Kitas kryptingos atrankos veikiamy Sacchaomyces sensu stricto mieliy
pavyzdys yra XRN1 geno kitimas (Rowley et al., 2016). XRN1 genas
aptinkamas visuose eukariotiniuose organizmuose ir pasizymi aukstu sekos
konservatyvumu. Geno koduojamas baltymas Xrnl Igstel¢je atsakingas uz
transkripcijos klaidy Salinima, vykdydamas ,,kepurés* neturin¢iy RNR
transkripty hidrolize 5'—3' kryptimi (Parker, 2012). Mielése Xrnl baltymas
yra antivirusinés SKI sistemos dalis, reguliuojantis dgRNR virusy kopijy
skai¢iy (Wickner, 1996; Fujimura ir Esteban, 2010). Paul Rowley su
kolegomis pademonstravo, kad XRN1 genas skirtinguose Sacharomyces sensu
stricto padermés mielése konkreciose pozicijose kaupia nesinonimines
mutacijas. Tyrimo autoriai pademonstravo, kad turin¢iam dgRNR virusg
mieliy kamiene pakeitus XRN/ geng kitos riiSies XRN/ genu, stebimas viruso
kopijy padidéjimas. Pastarasis rezultatas pademonstruoja, kad vienas skirtingy
rusiy virusinés sistemos baltymas néra prisitaikes prie kito Saccharomyces
rusies viruso (Rowley et al., 2016). Taciau pademonstruota, kad pakeitus
S. kudriavzevii XRNI gene D1, D2 ir D3 domenus (1.3 pav. C) koduojancia
seka S. cerevisiae XRN1 geno ty paciy regiony koduojancia seka, gautas

chimerinis Xrnl baltymas pasizyméjo tokiu pat antivirusiniu aktyvumu pries§
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S. cerevisiae dgRNR L-A virusa, kaip ir natyvus S. cerevisiae Xrnl baltymas
(Rowley et al., 2016).

A) Maksimali augimo
temperatura

S. cerevisiae 41-42°C
S. paradoxus 37 -38 °C
S. cariocanus 37 -38 °C

S. mikatae 36-37°C

S. arboricolus 34 —35 °C

S. kudriavzevii 33 —34 °C

S. bayanus 34-35°C

S. uvarum 34-35°C

o

1 200 400 600 800 1000 1200 1400 1528

Konservatyvumas
(%)

Aminoragsies pozicija polipeptidinéje grandinéje

1.3 pav. Saccharomyces sensu stricto mieliy geny seky kintamumas. A) Saccharomyces sensu stricto
padermes filogenetinis medis. Kartu pavaizduota maksimali kiekvienos rusies augimo temperatiira
(Gongalves et al., 2011); B) RNR interferencijos ir dgRNR virusy nesuderinamumas. Filogenetinis
medis reprezentuoja jvairias gryby rasis, kuriose rasti dgRNR virusai (pazyméta mélynai)

(S. kudriavzevii rusyje identifikuotas dgRNR virusas (Rowley et al., 2016), kuris Siame
filogenetiniame medyje néra pazymétas), kuriose aptikta RNR interferencijos sistema (pazyméta
zaliai). Filogenetiniame medyje pazyméti gryby risiy protéviai, prarad¢ RNR interferencijos
mechanizmg (pazyméta raudonu x) (Drinnenberg et al., 2011); C) Xrnl baltymo domeniné
organizacija ir variabilumas tarp skirtingy Saccharomyces sensu stricto padermés rusiy. Trikampiais

pazymétos baltymo aminoriig§¢iy pozicijos, veikiamos kryptingos atrankos (Rowley et al., 2016).
Tiriant skirtingy rtusiy Saccharomyces sensu stricto mieles, nustatyta virs
40 savity riisiai iSkrity (Scannell et al., 2011). Taip pat nustatyta, kad Sios
genties mielés yra praradusios RNR interferencijos mechanizma, kai tuo tarpu
artima Saccharomyces sensu stricto padermei rusis Saccharomyces castellii
RNR interferencijos mechanizmg yra i$laikiusi (Drinnenberg et al., 2009;
Drinnenberg et al., 2011). S. uvarum ir S. eubayanus risyse aptinkamas Dicer

baltyma koduojantis genas savo seka artimas S. castellii Dicer baltymui
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(Drinnenberg et al., 2009; Peris et al., 2014). Tyrimo autoriai nustaté, kad
RNR interferencijos praradimas sutampa su dgRNR virusy palydovy,
koduojanciy kilerinj toksing, egzistavimu konkrecioje rusyje (1.3 pav. B)
(Drinnenberg et al., 2011). Manoma, kad tam tikrame Saccharomyces sensu
stricto mieliy evoliucijos etape tapo naudingiau uztikrinti dqgRNR viruso
replikacija, negu turéti RNR interferencijos mechanizmg (Drinnenberg et al.,

2009; Drinnenberg et al., 2011).

1.2 Saccharomyces gentyje aptinkami dgRNR virusai

Pirmos uzuominos apie virusines mieliy sistemas siekia 1963 metus, kai
Bevan ir Makower nustaté, kad tam tikri mieliy kamienai pasizymi biocidiniu
aktyvumu pries kitas mieles. Sis fenotipas buvo apibiidintas kaip S. cerevisiae
savybé gaminti ir sekretuoti toksiSkumu pasizymintj baltyma — kilerinj toksing,
kuris geba zudyti jam jautrias mieliy Igsteles. Atliekant tolimesnius tyrimus
paaiskejo, kad $is fenomenas yra placiai paplitgs ir daznai aptinkamas kitose
mieliy ruSyse (Schmitt ir Breinig, 2002). Genetinés determinantés, lemiancios
kilerinio fenotipo pasireiskima, gali buti jvairios: Totiviridae virusy Seimai
priklausancio dgRNR viruso palydovai (Bostian et al., 1984; Schmitt ir Tipper,
1990; Dignard et al., 1991; Park et al., 1994; Schmitt ir Neuhausen, 1994;
Schmitt et al., 1997; Rodriguez-Cousiio et al., 2011; Ramirez et al., 2015;
Rodriguez-Cousifio ir Esteban, 2017), linijinés DNR plazmidés (Gunge et al.,
1981; Hayman ir Bolen, 1991; Worsham ir Bolen, 1990) arba chromosominiai

genai (Goto et al., 1990a; Goto et al., 1990b; Goto et al., 1991).

Daugiausia tyrimy atlikta tiriant Saccharomyces genties virusinés kilmeés
kilerines sistemas. Kilering sistemg sudaro du komponentai: L-A virusas ir jo
M palydovas (Magliani et al., 1997). Totiviridae dgRNR virusy Seimai
priskiriamo L-A viruso genome koduojami du baltymai: viruso kapsidés
baltymas ir nuo RNR priklausoma RNR polimerazé. L-A viruso dgRNR
palydovas koduoja preprotoksing, kuris vykstant potransliacinéms
modifikacijoms subresta j kilerinj toksing (Wickner, 1996; Schmitt ir Breinig,

2006). Kilerinj toksing produkuojancios mielés pasizymi atsparumu jam, taciau
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daznu atveju yra jautrios kity mieliy produkuojamiems toksinams (Schmitt ir

Breinig, 2006).

1.2.1 L-A ir M virusy genomy sandara

L-A dgRNR viruso 4,6 kb didzio genome koduojami du persidengiantys
atviro skaitymo rémeliai. Pirmasis atviro skaitymo rémelis koduoja 76 kDa
kapsidés baltymg Gag. Antrasis skaitymo rémelis yra transliuojamas
vykstant -1 rémelio poslinkiui transliacijos metu ir yra iSreiSkiamas kaip
171 kDa dydzio sulietinis baltymas Gag-Pol (Wickner, 1996). Sis rémelio
poslinkis transliacijos metu vyksta dél savitos RNR strukttiros gag ir pol atviro
skaitymo rémeliy persidengimo vietoje. Transliacijos metu vykstantj -1
rémelio poslinkj lemia susidares RNR pseudomazgas, ties kuriuo vykstant
transliacijai ribosoma trumpam sustoja (1.4 pav. A ir C) (Lopinski et al.,
2000). Nustatytas rémelio poslinkio daznis siekia apie 2% nuo visy
transliuojamy viruso nuorasy (Icho ir Wickner, 1989; Dinman et al., 1991).
Visy $iai dienai Zinomy L-A virusy varianty rémelio poslinkio regionas yra
konservatyvus (1.4 pav. C). Dar vienas ypatingai konservatyvus regionas,
pasizymintis 100% identiSkumu tarp visy zinomy L-A virusy varianty,
randamas polimerazés domeng koduojancio atviro skaitymo rémelio 3'-galinéje
dalyje (1.4 pav. C). Sis regionas yra biitinas sekmingam koduojanéios
grandinés pakavimui j virusing kapside (Fujimura et al., 1990).
Viengrandininés RNR (vgRNR) pakavimg atlieka Gag-Pol baltymo Pol

domeno N-gale esanti sritis (Fujimura et al., 1992).

Literatiiroje apraSyti astuoni Saccharomyces cerevisiae ir Saccharomyces
paradoxus rusyse aptinkami L-A viruso M palydovai. M palydovo genomas
yra 1,6 - 2,4 kb dgRNR. Genoma sudaro 4 struktiiriniai elementai: trumpas
5'-netransliuojamas regionas, uz jo esantis atviro skaitymo rémelis, koduojantis
preprotoksing. Uz preprotoksing koduojancio atviro skaitymo rémelio
i8sidésciusi keliy Simty nukleotidy ilgio adeninu turtinga seka. Likusi genomo
dalis yra ilgas 3'-netransliuojamas regionas (Bostian ef al., 1984; Schmitt ir

Tipper, 1990; Dignard et al., 1991; Rodriguez-Cousifio et al., 2011; Ramirez et
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al., 2015; Rodriguez-Cousiio ir Esteban, 2017). M palydovy genomy 3'-gale
aptinkamos plauky segtuko struktiiros, manoma, biitinos palydovo pakavimui j

virusing kapside (Rodriguez-Cousiio et al., 2017).

A)
1ssSlippery site
..GGGUUUAGG
> pol ORF
-1 ribosominis
réemelio (+) vgRNR
. poslinkis enkapsidacijos
L-A viruso signalas
koduojanti grandiné
5’
N X
o gag ORF - pol ORF N Replikacijos
™ 1 Zi
mG prat.izws
? Gag . vgRNR surisimo sritys
Viruso apvalkalo baltymas motyvai
Sulietinis Gag-Pol baltymas ‘ \(\
Y / N\ \
RNR pakavimo vgRNR Nuo RNR vgRNR
motyvas suri§imo  priklausomos RNR  surigimo
motyvas polimerazés motyvas
B) motyvas
1’ 37;) 1‘;’1? 10‘341 1‘1‘?6 (Q’fm ‘0‘-1(7 1“‘417 1‘\:-141 1‘]:10 Wl’nlﬁ ";’,ﬂ 140:{17 1')?5\1 VV’EG 1'!}8 “';O'v" 1‘\}17 1‘1‘(}41 1‘;{?6 1 Vv\ ) 1 -’18‘0
SkV-LA-1802 TTTA AlGT ccal@cc AlGA A
ScV-LA-1 TTTAGGAGT ccafflcT AlGAA
ScV-LA-s288¢ TTTAGGAGT ccal@cT AlGA A
ScV-LA-k7 TTTAGGAGT ccafflcT AlGAA
ScV-LA-sk1 TTTAGGAGT ccAaGeT AlGAA
ScV-LA-2 TTTAGGAGT ccal@cc AlGA A
ScV-LA-rom TTTA AGT CCAECC AGAA
ScV-LA-m437 TTTAGGAGT ccAaGcc AlGA A
ScV-LA-lus TTTA AGT CCAGCC AGAA
ScV-LA-4 TTTAGGAGT ccal@cc AlGA A
SpV-LA-45 TTTA T ccalgcc AlGAA
SKV-LA-591 TTTAGGAGT CCAGCA AlGA A
SpV-LA-1939 TTTAGGAGT ccal@cc AlGA A
SpV-LA-74 TTTAGGAGT ccaflce AlGAA
SuV-LA-10560 TTTAGGAGT ccal@cc AlGA A
SpV-LA-4650 TTTAGGAGT ccalgcc AGAA
SpV-LA-1143 TTTAGGAGT ccal@cc AlGA A
SpV-LA-62 TTTAGGAGT ccalgcc AlGAA
SpV-LA-64b TTTAGGAGT ccaf@lcc AlGA A
SpV-LA-66 TTTAGGAGT ccal@cc AlGA A
SpV-LA-21 TTTAGGAGT ccaf@lce AlGAA
SpV-LA-28 TTTAGGAGT ccalglcc AlGA A

1.4 pav. DgRNR virusy genomy ypatybés. A) Pagrindiniai L-A viruso genomo koduojancios grandinés
regionai. Pazymétas -1 ribosominio rémelio poslinkio regionas, pakavimo signalas ir 3’ gale esantis
esminis nekoduojancios grandinés replikacijos pradzios regionas. Pazyméti gag ir pol atviro skaitymo
rémeliai bei transliacijos metu gaunami viruso kapsidés baltymas Gag ir sulietinis Gag-Pol baltymas.
Gag-Pol baltyme pazyméti domenai, kurie surisa vgRNR (Wickner, 1996); B) Skirtingy L-A virusy

konservatyvaus ribosominio rémelio poslinkio regiono palyginys.
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L-A viruso ir jo M palydovo dgRNR genomy ir jo nuorasy 5'-galuose
aptinkamas guanozindifosfatas (Nemeroff ir Bruenn, 1987; Masison et al.,
1995; Fujimura ir Esteban, 2010). Manoma, kad tokia struktiira padeda viruso
genomui ir nuoraSams iSvengti egzonukleazés Xrnl (Fujimura ir Esteban,
2010). Xrn1 baltymas pasizymi stipriu 5'—3" egzonukleaziniu aktyvumu
5’-monofosforilintai RNR. Esant RNR 5’ galui trifosforilintam arba turint
,kepurés® struktiirg, Xrnl pasizymi labai silpnu 5'—3' egzonukleaziniu
aktyvumu (Fujimura ir Esteban, 2010). Xrnl egzonukleazé neatpazjsta ir
nehidrolizuoja RNR molekulés, 5'-gale esant guanizinodifosfatui (Fujimura ir

Esteban, 2010).

1.2.2 L-A viruso kapsidé

Ikosaedriné L-A viruso kapsidé yra 39 nm skersmens, T = 1 ikosaedro
simetrijos, sudaryta i§ 60 asimetriniy Gag baltymo dimery (1.5 pav.) (Cheng et
al., 1994; Naitow et al., 2002). Kapsidés viduje yra supakuotas dvigrandininis
RNR genomas. Remiantis krioelektroninés (Castoén et al., 1997) ir
rentgenostruktiirinés analizés (Naitow et al., 2002) metu gautomis
struktiiromis, nustatyta, kad virusingje kapsidéje yra 60 nedideliy 10-15 A
skersmens ertimiy. Sios ertmés yra pakankamai didelés, kad j vidy galéty
patekti RNR sintezei reikalingi trifosfatai, o j iSor¢ galéty iSeiti tik
viengrandininé RNR (Caston et al., 1997). Taciau Sios ertmés yra pakankamai
mazos, kad i kapsidés vidy galéty patekti lastelinés nukleazés ir kiti fermentai,
galintys stabdyti RNR sinteze arba degraduoti nukleortigstis (Caston et al.,
1997). 1§ 120 virusine dalel¢ sudaran¢iy Gag baltymy, 1-2 Gag molekulés turi
prie C-galo prilieta nuo RNR priklausomg RNR polimeraze. Gag-Pol baltymas
sintetinamas transliacijos metu vykstant rémelio poslinkiui (1.4 pav. A) (Ribas
ir Wickner, 1998). Gag-Pol baltymas L-A virusui yra ir replikaze, ir
transkriptazé. Viruso replikacija ir transkripcija vyksta viriono viduje (Caston
et al., 1997). Manoma, kad viruso RNR polimerazé yra iSsidésciusi kapsidés

viduje, ties viena i§ 5-to laipsnio simetrijos aSimi. Taip i§sidésciusi polimerazé
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gali tiesiogiai eksportuoti naujai sintetinamg nuorasa i§ nukleokapsidés (Caston

et al., 1997; Naitow et al., 2002).

C)

Kapsidés
iSoriné dalis

Kapsidés
vidiné dalis

1.5 pav. DgRNR L-A viruso kapsidés struktiira. A) Nukleokapsidés strukttira. Raudona ir violetine
spalvomis Zymimi skirtingi asimetrinio dimero Gag baltymo monomerai. Pilkomis linijjomis pazymétas
ikosaedras; B) Asimetrinis Gag baltymo dimeras. Asimetrinis dimeras formuoja ikosaedrine kapside.
Spalvinis gradientinis spalvy parinkimas: nuo N—galo (mélyna spalva) iki C—galo (raudona spalva).
Meélynomis figliromis pazymétos asimetrinio dimero simetrijos asys (atitinkamai penkiakampiu — 5-to
laipsnio simetrijos asis, trikampiu — trecio laipsnio simetrijos asis, ovalu — antro laipsnio simetrijos
asis); C) Gag baltymo monomeras. Spalvinis gradientinis spalvy parinkimas: nuo N—galo (mélyna
spalva) iki C—galo (raudona spalva) (Naitow et al., 2002).

Tiriant Saccharomyces cerevisiae baltymus, sgveikaujancius su
informacinés RNR metilinta 5" kepurés struktiira, buvo pastebéta, kad su
specifiniu m’GDP sorbentu geba ristis L-A viruso koduojamas Gag
baltymas (Blanc et al., 1992). Vélesniy tyrimy metu identifikuota, kad Gag
baltymas geba atpazinti endogeniniy informacinés RNR molekuliy 5' kepurés
strukturg ir jg hidrolizuoti (Blanc et al., 1994; Masison ef al., 1995). Buvo
nustatyta, kad kepurés nuskélimui (angl. cap-snatching) yra biitina Gag
baltymo 154 pozicijoje esanti histidino aminoriigsties (His154) Soniné grupé¢ ir
pasitlytas kepurés strukttiros nuskélimo mechanizmas (1.6 pav.) (Blanc et al.,

1994; Naitow et al., 2002; Tang et al., 2005). His154 yra biitinas M1 palydovo
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koduojamo toksino transliacijai. Kei¢iant His154 kitomis amino rtigstimis,
buvo stebimas M1 palydovo koduojamo baltymo fenotipinés iSraiskos
iSnykimas, nors M palydovo genomo replikacijai His154 pakeitimas kita
amino riigstimi jtakos nedaré¢ (Blanc ef al., 1992). Tac¢iau kamienuose,
kuriuose atlikta Xrn1/Skil baltyma koduojancio geno delecija, buvo stebimas
M1 palydovo koduojamo toksino suteikiamo Igsteléms kilerinio fenotipo
grizimas, net ir esant L-A viruso koduojamo Gag baltymo His154 mutacijai
(Masison et al., 1995). Fujimura ir Esteban pademonstravo, kad esant savitoms
reakcijos saglygoms, in vitro L-A viruso Gag baltymas gali nuo Igstelés
endogeninés informacinés RNR nuskelta m’GpppGp kepure perkelti ant
susintetinto virusinio transkripto (Fujimura ir Esteban, 2012). Taip pat
nustatyta, kad in vitro kepurés perkélimo reakcijai biitinas akceptoriaus 5" GDP
galas. Jei akceptoriaus 5'-gale yra GTP arba GMP, kepurés perkélimo reakcija

in vitro nevyksta (Fujimura ir Esteban, 2012).

Rentgenostruktiirinés analizés metu nustatytoje Gag baltymo struktiroje
His154 issidéstes kapsidés iSoréje (1.5 pav. C) ir yra struktiiroje matomo
iSorinio griovio dalis (1.5 pav. C). Nustatyta, kad strukttiriSkai panaSus griovys
yra RNR guanililtransferazés, kuri pasizymi kepurés nuskélimo aktyvumu,
aktyviajame centre (Naitow ef al., 2002). Atliekant iSsamy
rentgenostruktiirinés analizés metu gauty duomeny jvertinima, nustatytas
elektrony tankio padidéjimas griovyje, esanCiame ties His154 (Naitow et al.,
2002; Tang et al., 2005). Stebimas elektrony tankio padidéjimas sutampa su
galima m’GDP kepurés pozicija, kuomet m’GDP fosfato grupés iSsidés¢iusios
ties His154, o guanino bazé yra jsiterpusi griovio viduje ir sgveikauja su
Tyrd52 ir Tyr538 stekingo sgveika (1.6 pav.) (Tang et al., 2005). Baltymy,
atpazjstanciy ir sgveikaujanciy su 5’ kepure, i$skirtinis bruozas yra tai, kad jie
turi po dvi aromatines amino rugstis kepures suriSimo kisenéje (Wickner et al.,
2013). Autoriai pasitlé L-A viruso Gag baltymo vykdoma kepurés nuskélimo
mechanizmg (1.6 pav.) (Tang et al., 2005).
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paruosia 5'-kepurés o fosfating grupe nukleofilinei atakai, kurig vykdo His154. Tyr538, Tyr150
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saveikauja su 7-metilguanizino nukleobaze, tuo tarpu Lys536, Arg568 ir Arg570 yra prisijungusios
prie informacinés RNR (Tang et al., 2005).
1.2.3 L-A viruso replikacija

L-A viruso koduojama nuo RNR priklausoma RNR polimeraz¢ yra viruso
replikaze ir transkriptazé (Wickner, 1996). Viruso replikacija vyksta kapsidés
viduje, koduojancios grandinés sintezé vyksta konservatyviu biidu — nuo
virusinio dgRNR genomo susintetinama koduojanti vgRNR molekulé
(Fujimura et al., 1986). Naujai susintetinta koduojanti RNR molekul¢, 3'-gale
turinti pakavimo signala, gali biiti atpazinta L-A viruso Gag-Pol baltymo
(Fujimura ir Wickner, 1988; Fujimura et al., 1992). In vitro pademonstruota,
kad Gag-Pol baltymo Pol dalyje yra trys domenai (172-190, 374-432, 770-819
a.r.), specifiskai suriSantys virusing vgRNR (1.4 pav. A) (Ribas, et al., 1994a;
Ribas et al., 1994b) Darby autoriai mano, kad sulietinio Gag-Pol baltymo ir jo
atpazjstamos VgRNR kompleksas inicijuoja kapsidés susidaryma. Tokiu
mechanizmu uztikrinamas bendras koduojancios grandinés ir nuo RNR
priklausomos RNR polimerazés pakavimas | naujai besiformuojancig kapside
(Fujimura et al., 1992; Ribas et al., 1994b). Susidariusioje kapsidéje, turincioje
Gag-Pol baltymg ir vgRNR, pradedama nekoduojancios grandinés sintezé —
replikacijos zingsnis (Fujimura et al., 1986). Nustatyta, kad kapsidéje yra tik
viena dgRNR genomo kopija (Fujimura et al., 1990). DgRNR turincioje
kapsidéje pradedama koduojancios grandinés sintezé — vykdoma transkripcija

(1.7 pav.) (Fujimura et al., 1986).

L-A viruso M palydovo replikacijos ciklas yra tapatus paties L-A genomo
replikacijos ciklui (1.7 pav.), taiau L-A ir M dgRNR replikacija ir
transkripcija vykdoma skirtingose kapsidése (Bostian et al., 1980). M
palydovo kapsidése randamos 1 — 2 dgRNR molekulés. Nustatyta, kad
kapsidés, turin¢ios dvi M palydovy dgRNR, vykdo tik koduojancios grandinés
sinteze. Tuo tarpu kapsidése, turin€iose vieng M palydovo dgRNR molekule,
pirmiausia susintetinama nauja koduojanti granding, kuri lieka kapsidéje ir yra
paverc¢iama dgRNR (Esteban ir Wickner, 1986). Toks replikacijos biidas

vadinamas ,,headful replication®.
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pakavimas; (b) kapsidés susidarymas; (c) replikacija — (-) grandinés sintezé; (d) transkripcija — (+)
grandinés sintez¢; (e) (+) grandinés, koduojamy baltymy transliacija; (f) Gag-Pol baltymas atpaZjsta
(+) vgRNR (Schmitt ir Breinig, 2006).
1.2.4 Lastelés baltymai, butini virusui replikuotis 1asteléje

Aprasyta keletas Igstelés-Seimininko baltymy, daranciy esming jtakg L-A
viruso ir jo M palydovo replikacijai, koduojamy baltymy transliacijai ir
potransliacinéms modifikacijoms (Wickner, 1996). Atliekant S. cerevisiae
deleciniy mutanty tyrimus, nustatyta astuoniy geny grupé — SK/ genai (angl.
superkiller). Virusa turin¢iame kamiene paSalinus Siuos genus, stebimas L-A
viruso ir jo M palydovo genomo kopijy skai¢iaus padidéjimas lgsteléje, taip pat
stebimas kilerinio fenotipo sustipréjimas (Toh et al., 1978; Ridley et al., 1984;
Masison et al., 1995). Sios geny grupés koduojami baltymai sudaro
antivirusine SKI sistema. Si sistema sudaryta i§ 5'—3' egzonukleazés Xrnl
(Skil) ir 3'—>5' egzonukleaziniu aktyvumu pasizymincio daugiadomenio
komplekso, kurj sudaro: Ski kompleksas (Ski2, Ski3, Ski8) (Brown et al.,
2000) ir egzosoma (deSimties baltymy kompleksas, tarp kuriy yra Ski4/Csl4,
Ski6) (van Hoof et al., 2000; Mitchell ir Tollervey, 2000), Ski kompleksg su
egzosoma jungia baltymas Ski7 (Araki ef al., 2001). Xrnl baltymas degraduoja
kepurés neturin¢ig informacing RNR 5'—3’ kryptimi (Hsu ir Stevens, 1993).
Rowley su kolegomis pademonstravo Xrnl ir L-A viruso Gag baltymy fizing
sgveika. Néra aiSku, ar Xrnl geba atpazinti Gag ir su juo sgveikaudamas

uzsiima pozicijas L-A virusiniy transkripty neutralizavimui, ar L-A viruso Gag
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baltymas (ar jo dalis) atpazjsta Xrnl, tokiu budu deaktyvuodamas Xrnl
egzonukleaze (Rowley et al., 2016).

Kita geny grupé, kuriy koduojami baltymai yra svarbiis viruso ir jo
palydovo replikacijai ir M palydovo koduojamo baltymo fenotipiniam
pasireiskimui, vadinami MAK genais (angl. maintenance of killer). Nustatyta
apie 30 geny, reikalingy stabiliai M1 ir M2 palydovy replikacijai ir kilerinio
fenotipo iSraiskai (Wickner, 1996). Visi MAK genai, i8skyrus MAK3, MAKI10
ir MAK31, manoma, yra svarbiis tik M palydovo replikacijoje, taciau ne paties
L-A viruso genomo replikacijai. Esant MAK3, MAK10 arba MAK31 geny
delecijoms, L-A virusas nebegali replikuotis (Sommer ir Wickner, 1982).
Lastel¢je sagveikaudami Mak3, Mak10 ir Mak31 baltymai sudaro N-galo
acetiltransfereazés kompleksg (NatC) (Rigaut et al., 1999) ir esant bent vieno
i$ Siuos baltymus koduojancio geno delecijai, kompleksas néra
sudaromas (Polevoda ir Sherman, 2001). Tiriant rekombinantinio L-A viruso
raiSka nustatyta, kad esant MAK3 geno delecijai nevyksta L-A viruso
koduojamo Gag baltymo N-galo acetilinimas ir viruso kapsidés nesusidaro

(Tercero ir Wickner, 1992).

I8skyrus MAK1 gena, kuris koduoja DNR topoizomeraze I, ir jau minétus
MAK3, MAK10 ir MAK31 genus, visi like MAK geny koduojami baltymai yra
susije su ribosomos 60S subvieneto biogeneze bei yra svarbis M palydovo
replikacijai. Tiriant kamienus, turin¢ius $iy MAK geny delecijas, nustatyta, kad
juose esantis L-A virusas nebevykdo M palydovo replikacijos. Daznu atveju
stebimas ir L-A viruso genomo kopijy skaiciaus sumazé¢jimas 2—4 kartus
(Ohtake ir Wickner, 1995; Edskes et al., 1998). Manoma, kad tai vyksta dél
mutantiniuose kamienuose stebimo dramatisko laisvy 60S ribosomy kiekio
sumaz¢jimo, dél ko sintetinama maziau L-A viruso koduojamy baltymy, kuriy
neuztenka uztikrinti tiek L-A, tiek M palydovo palaikyma (Ohtake ir Wickner,
1995).

Kaip minéta, yra gauta informacijos apie jvairius baltymus, dalyvaujancius

dgRNR L-A viruso ir jo palydovo replikacijoje ir transliacijoje. Taciau
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tiesioginé L-A viruso koduojamo baltymo sgveika su lgstelés-Seimininko
baltymais yra pademonstruota tik su jau minéta (1.1.3 skyrius) Xrnl
egzonukleaze (Rowley et al., 2016) ir Ded1 helikaze (Chong et al., 2004).
Chong su bendraautoriais pademonstravo, kad Ded1 baltymas sgveikauja su L-
A viruso kapsidés baltymu. Taip pat tyrimo metu buvo pademonstruota, kad
Ded]1 baltymas paspartina L-A viruso nekokuojamos RNR grandinés sintezg¢ in

vitro (Chong et al., 2004).

1.2.5 Endogeniniai virusiniai elementai

Retrovirusai yra vieninteliai zinomi eukarioting lastele infekuojantys
virusai, kuriy dauginimosi ciklui biitina integracija i lastelés-Seimininko
genoma. Seky, panasiy j retrovirusus — endogeniniy retrovirusy — aptikimas
eukarioty genomuose néra netikétas (Feschotte ir Gilbert, 2012). Tuo tarpu i
neretrovirusinius RNR virusus panasiy seky aptikimas eukarioty genomuose
tapo netikétu posiikiu virusologijos tyrimuose, kadangi pastarieji virusai
nekoduoja atvirkstinés transkriptazes ir integravimo mechanizmui reikalingy
baltymy (Crochu et al., 2004). Siuose genomuose nustatomos sekos skirtingy
autoriy vadinamos jvairiai: NIRV (angl. non-retroviral integrated genome
RNA virus) (Taylor ir Bruenn, 2009), NERVE (angl. non-retroviral
endogenous RNA viral element) (Taylor et al., 2014) ir EVE (angl. endogenous
viral element) (Katzourakis ir Gifford, 2010) — pastarasis pavadinimas yra
dazniausiai vartojamas, kalbant apie endogeninius virusinius elementus.
Vystantis genomo sekoskaitos technologijoms ir atsirandant vis daugiau
organizmy, kuriy genomy sekos yra nustatytos, kartu auga ir aptikty EVE
elementy kiekis. Augaly genomuose randami Geminiviridae (Bejarano et al.,
1996; Liu et al., 2011), vabzdziy genomuose — Flaviviridae (Katzourakis ir
Gifford, 2010; Belyi et al., 2010), grybuose — Totiviridae (Taylor ir Bruenn,
2009; Frank ir Wolfe, 2009; Liu et al., 2010) virusy Seimy EVE elementai.

Kokiu biidu ne retrovirusinés kilmés RNR ir DNR virusai jsiterpia i
lastelés-Seimininko genetinj koda, néra iki galo aiSku. Yra uzuominy, kad

viruso perkélimas j lgstelés genoma gali biiti susijes su transpozony,
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koduojanciy atvirkstine transkriptaze, aktyvumu (1.8 pav. B ir C) (Geuking et
al., 2009; Taylor ir Bruenn, 2009; Horie et al., 2010; Grybchuk et al., 2018).
Ne retrovirusy kilmés DNR virusams pademonstruotas EVE formavimo
mechanizmas susijes su Igstelés-Seimininko dgDNR trukiy reparacija, kuomet
dél dgDNR trikiy vyksta nehomologinis galy sujungimas; tokiu biidu virusing
DNR gali biti integruojama  Seimininko genomg (Bill ir Summers, 2004).
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1.8 pav. Endogeniniai virusy elementai genomuose. A) EVE elementy, koduojamy Shefferomyces
stipitis it Debaryomyces hansenii, identiSkumas. S. stipitis ir D. hansenii seky panasumo palyginimas.
x asyje atidétos S. stipitis 7-tos chromosomos koordinatés (Bruenn, 2012); B) Leptomonas pyrrhocoris
chromosomoje esantys EVE elementas. Sis EVE elementas yra $alia tripanosomoms biidingo TATE
transpozono, kas daznai sutampa su galimu viruso genomo segmenty endogenizavimu. (Grybchuk et
al., 2018); C) Virusinio LeppyrTLV1 viruso genomo segmento RNA-T1 organizacijos palyginimas su
L. pyrrhocoris identifikuotu EVE elementu (Grybchuk et al., 2018).

Totiviridae Seimos virusy EVE elementai aptinkami grybuose, augaluose,
vabzdziuose ir nematoduose. Kiekvienu atveju konkretus EVE elementas yra
artimiausias konkrecios Seimos virusui: augaluose randami EVE elementai
panasiausi | augaluose randamus 7otiviridae $eimos virusus, grybuose randami
EVE elementai panas$iausi j grybuose aptinkamus 7otiviriade Seimos virusus ir
t.t. (1.9 pav.) (Liu et al., 2010). Dalis EVE elementy yra transkribuojami ir
vyksta jy koduojamy baltymy transliacija (Bruenn, 2012). S. cerevisiae L-A

viruso EVE elementai randami Pichia stipitis, Shefferomyces stipitis ir
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1.9 pav. Totiviridae Seimos virusy ir jy infekuojamuose organizmuose sutinkamy EVE elementy filogenetiné analizé. (A) Nuo RNR priklausomos RNR polimerazés

filogenetinis medis. (B) Kapsidés baltymo filogenetinis medis. Abu filogenetiniai medziai sukonstruoti naudojant amino rigsciy sekas. Juodai zymimos viruso koduojamy

baltymy sekos, raudonai — EVE elementy Sakos (Liu ef al., 2010).



Debaryomyces hansenii mieliy rasyse (Liu et al., 2010). Analizuojant Siuos
EVE elementus nustatyta, kad labiausiai konservatyvi seka yra islikusi nuo
RNR priklausomg RNR polimeraze koduojanciame atviro skaitymo rémelyje
(1.8 pav. A). Tai leidzia manyti, kad Sio EVE elemento koduojama nuo RNR
priklausomos RNR polimerazé gali biti svarbi Igstel¢je vykstantiems

procesams (Bruenn, 2012).

1.3 Virusy ciklas Igsteléje
1.3.1 Lagstelés-Seimininko baltymai, dalyvaujantys RNR virusy
replikacijoje

Visuose viruso vystymosi Igsteléje etapuose dalyvauja Igstelés-Seimininko
baltymai. [Ssamiai istirtas QP bakteriofago replikazés kompleksas. (+) vgRNR
genoma turintis bakteriofagas QP infekuoja E. coli bakterijas (Blumenthal ir
Carmichael, 1979). QP replikazés kompleksas atlieka bakteriofago genomo
replikacijg ir transkripcija (Blumenthal ir Carmichael, 1979). Qp replikazés
kompleksg sudaro Qp bakteriofago koduojama nuo RNR priklausoma RNR
polimeraz¢ (vadinama B-subvienetu) ir trys lastelés-Seimininko baltymai:
transliacijos elongacijos faktoriai EF-Tu, EF-Ts ir ribosominis baltymas S1
(Blumenthal ir Carmichael, 1979). Pastaraisiais metais atlikti kristalografiniai
QP replikazeés komplekso tyrimai atskleidé Iastelés-Seimininko baltymy
funkcija QP replikazés komplekso susidaryme ir sintezés vykdyme.
Kristalografiné analizé atskleideé, kad EF-Tu ir EF-Ts atlieka Saperono
funkecijas ir kartu su B-subvienetu suformuoja Qp replikazes serdj (Takeshita ir
Tomita, 2010). Pademonstruota, kad EF-Tu dalyvauja motininés ir naujai
susintetintos grandiniy atskyrime, kartu su B-subvienetu sudarydamas tunelj,
pro kurj nukreipiama motinin¢ grandiné, taip uzkirsdamas keliag dgRNR
molekulés susidarymui (Takeshita ir Tomita, 2012). Ribosominis baltymas S1
yra biitinas Qp bakteriofago nekoduojancios grandinés sintezei, matrica
naudojant koduojancia granding. Taciau S1 baltymas néra reikalingas
koduojancios grandinés sintezei, matrica naudojant nekoduojancig granding

(Tomita, 2014). EF-Tu, EF-Ts ir S1 yra bitini baltymai E. coli baltymy
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transliacijai — tai puikus pavyzdys, iliustruojantis kaip panaudodamas esminius

lastelés-Seimininko baltymus virusas uzsitikrina savo replikacijg ir transliacija.

Viruso baltymy pernasa lgsteléje i viruso replikacijos vieta, viruso
replikacija, persijungimas iS replikacijos j transkripcija, genomo pakavimas yra
iprastos (+) vgRNR virusy ciklo Igsteléje stadijos, kuriose virusai intensyviai
naudojasi lgstelés-Seimininko baltymais (Nagy ir Pogany, 2012). Augaluose
aptinkami (+) vgRNR virusai evoliucijos eigoje nejtikétinai prisitaike prie
lastelés-Seimininko. Sie virusai savo replikacijai i$naudoja lastelés baltymus,
membranas, lipidus ir kitus metabolitus (Hyodo ir Okuno, 2014). Visi
charakterizuoti eukarioty (+) vgRNR virusai replikacijos kompleksa sudaro ir
pacia replikacija vykdo vidinése lgstelés membrany invaginacijose:
endoplazminio tinklo, Goldzio aparato, chloroplasty, peroksisomy, vakuoliy
bei plazminés membranos (Miller ir Krijnse-Locker, 2008; Nagy ir Pogany,
2012). Naudojant skirtingas technikas, identifikuota nuo desim¢iy iki Simty
lastelés-Seimininko baltymy, sgveikaujanciy su viruso baltymais ir daranciy
itakg viruso ciklui lgstel¢je. Naudojant S. cerevisiae deleciniy kamieny
biblioteka, nustatyta apie 130 geny, kuriy nebuvimas veikia TBSV viruso
(angl. Tomato bushy stunt virus) replikacijg (Panavas et al., 2005; Jiang et al.,
2006), 30 geny, kurie turi jtakos TBSV viruso rekombinacijai (Serviene ef al.,
2005; Serviene et al., 2006) ir 146 genai, kuriy padidintas sintezés lygis
moduliuoja TBSV viruso replikazés aktyvuma (Shah Nawaz-ul-Rehman et al.,
2012). Taikant analogiSkus metodus nustatyti genai, kuriy koduojami baltymai
turi jtakos BMV (angl. Brome mosaic virus) viruso replikacijai (Kushner ef al.,
2003; Gancarz et al., 2011). Kitas placiai naudojamas metodas yra proteominé
analiz¢, kuomet identifikuojami baltymai, kurie gryninasi kartu su viruso
replikacijos-transkripcijos kompleksu. Tokiu metodu nustatyti
lastelés-Seimininko baltymai, sgveikaujantys su viruso replikaciniu kompleksu
Siuose virusuose: TBSV (Serva ir Nagy, 2006), ToMV (angl. Tomato Mosaic
Virus) (Nishikiori et al., 2006), potyvirus genties virusai (Dufresne et al., 2008;
Hafren et al., 2010) ir RCNMYV (angl. Red Clover Necrotic Mosaic Virus)
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(Mine et al., 2010). Didziosios dalies identifikuoty baltymy konkrecios

funkcijos viruso replikacijoje iSlieka nezinomos ir reikalauja iSpléstiniy tyrimy.

1.3.2 Virusy jtaka Seimininko geny kintamumui

Didel¢ nekoduojancio genomo dalis vystosi veikiama neutralios atrankos
(angl. neutral selection). Nesinoniminés (kei¢iancios amino riigstj) ir
sinoniminés mutacijos pseudogenuose pasizymi tokiu paciu dazniu (Duggal ir
Emerman, 2012). Didzioji dalis baltymus koduojanciy geny vystosi veikiami
stabilizuojancios atrankos (angl. negative (purifying) selection) —
nesinoniminiy mutacijy eliminavimas i§ populiacijos, siekiant islaikyti
nepakitusig baltymo funkcijg (Duggal ir Emerman, 2012). | Seimininko Iastele
pateke virusai sgveikauja su Simtais lgstelés baltymy. Dalis Siy baltymy yra
lastelés antivirusinés sistemos baltymai, kurie pasizymi aukstu evoliucijos
greiiu ir yra veikiami kryptingos atrankos (angl. positive selection) — viruso ir
lastelés-Seimininko baltymy koevoliucijos pasekmés (Meyerson ir Sawyer,
2011; Daugherty ir Malik, 2012; Duggal ir Emerman, 2012). Lastelés
antivirusinj baltyma koduojantj gena, veikiamg stiprios kryptingos atrankos dél
viruso evoliucinio spaudimo, galima atpazinti stebint nesinoniminiy mutacijy
akumuliacijg (dN), lyginant su sinoniminémis (dS) mutacijomis konkre¢iame
kodone. Nesinoniminiy ir sinoniminiy mutacijy daznio jvertis, didesnis uz 1
(dN/dS > 1), leidzia daryti prielaida, kad stebimoje pozicijoje galimai gal¢jo
vykti kryptinga atranka (Hurst, 2002).

Vienas geriausiai iStirty kryptingos atrankos pavyzdziy yra proteinkinaz¢ R
(PKR) koduojantis genas. Sis genas patiria bene didZiausius poky¢ius
veikiamas kryptingos atrankos. Proteinkinazé R pasizymi vienu didZiausiu
adaptaciniu potencialu tarp zinduoliy baltymy (Elde et al., 2009). PKR
represuoja daugybés virusy replikacija, inicijuodamas lgstelés-Seimininko
transliacijos iniciacijos faktoriaus elF2a fosforilinima, taip sustabdydama
lastelés-Seimininko baltymy sinteze (Langland et al., 2006). Evoliucijos eigoje
Poxviridae Seimos virusai, gripo virusas A (angl. influenza virus A), Herpes

simplex virusas ir hepatito C virusas (angl. hepatitis C virus) iSvysté
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antagonistus PKR baltymui (Langland et al., 2006). Vaccinia viruso
koduojamas baltymas K3L yra elF2a transliacijos faktoriaus homologas, kurio
PKR nefosforilina. Tokiu biidu K3L baltymas inaktyvuoja PKR, taip
suteikdamas galimybe¢ Vaccinia virusui s€ékmingai vykdyti savo transkripcija.
Elde su kolegomis pademonstravo, kad PNK sekoje stebimas konkre¢iy amino
rugsciy kitimas yra lemiamas baltymo adaptacijos prie virusy koduojamy

baltymy kintamumo (Elde et al., 2009).

PKR @. . elF20. dN/dS=0.00 Baltymy

_~ LS - . .
S j‘[ﬁ, sintezés
“.-V’ —— blokavimas
dN/dS
PKR 2.01

HRI 0.27} _________ phay K3L - dN/dS=2:80

PERK 0.21
GCN2 0.11

1.10 pav. PKR kinazés atsako j virusing infekcija schema. PKR, elF2a struktiiros (PDB archyvas:
2A1A), K3L baltymo struktiira (PDB archyvas: 1LUZ). PKR, HRI, PERK, GCN2 yra kinazés
fosforilinan¢ios elF20. Siy kinaziy santykinis nesinoniminiy ir sinoniminiy (dN/dS) jvertis
apskaiciuotas naudojant Homo sapiens it Macaca mullata kinaziy sekas. Pagal dN/dS jvertj vienintelé

PKR kinazé veikiama kryptingos atrankos (dN/dS > 1) (Elde et al., 2009).

Enard su kolegomis nustaté 1256 zmogaus baltymus (~13 % i$ visy tyrime
naudoty 9900, kuriy konservatyvios sekos randamos visuose Zinduoliy
genomuose), kurie tiesiogiai sgveikauja su jvairiy virusy baltymais arba virusy
genetine medziaga (Enard et al., 2016). Tyrimo autoriai pademonstravo, kad
didesn¢ dalis lgstelés-Seimininko baltymy, su kuriais sgveikauja virusai,
Iasteléje atlieka konservatyvias funkcijas. Sie baltymai pasizymi dideliu
adaptaciniu potencialu, lyginant su virusais nesgveikaujanciy baltymy grupe
(Enard et al., 2016). Apibendrindami gautus rezultatus autoriai teigia, kad
virusai yra pagrindinis adaptaciniy mutacijy zmogaus (ir zinduoliy) genome

variklis (Enard et al., 2016; Wilke ir Sawyer, 2016).
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2 MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

2.1.1 Reagentai
Visi Siame darbe naudoti reagentai buvo auksc¢iausio grynumo (molekulinés

biologijos) laipsnio.

2.1.2 Fermentai

Restrikcijos endonukleazés, FastDigest restrikcijos endonukleazés, Sarminé
fosfataze FastAP, T4 polinukleotidkinaze, T4 DNR ligaz¢, DNasel, T4 RNR
ligaz¢, Maxima atvirkStiné transkriptaze, Phusion ir DreamTaq DNR
polimerazés, DNR dydzio standartas O’GeneRuler Ladder Mix, baltymy
dydzio standartas PageRuler Unstained Protein Ladder buvo jsigyti i§ ,,Thermo

Fisher Scientific* ir naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.1.3 Molekulinés biologijos rinkiniai
Genelet Gel Extraction Kit, GeneJet Miniprep Kit buvo jsigyti i§ ,,Thermo

Fisher Scientific* ir naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

2.1.4 Terpés

Lentelé 2.1. Tyrimams naudotos mitybinés terpés ir jy sudétis.

Terpé Sudétis

LB 1 % peptono; 0,5 % mieliy ekstrakto; 0,5 % NaCl. | agarizuotg terpe pridedama 2 %
agaro.

YPD 2 % peptono; 1 % mieliy ekstrakto; 2 % gliukozés. | agarizuotg terpe pridedama 2 %
agaro.

SD 0,67 % Yeast Nitrogen Base; Pagal poreikj pridedama uracilo (10 pg/ml)
2 % gliukozés. ir reikalingy aminortig§¢iy: L-leucinas

SR 0,67 % Yeast Nitrogen Base; (60 pg/ml), L-metioninas (10ug/ml), L-
2 % rafinozés. histidinas (10 ug/ml).

SG 0,67 % Yeast Nitrogen Base; I agarizuotg terpe pridedama 2 % agaro.
2 % galaktozes.

MD 0,5 % peptonas; 0,5 % mieliy ekstrakto; 2 % gliukozés; 1,05 % citrinos rugsties;
3,53 % NaxHPO4 x 12H20; 0,003 % metileno mélio; 2 % agaro.
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2.1.5 Mikroorganizmy kamienai

Lentelé 2.2. Tyrimams naudoti mikroorganizmy kamienai.

Kamieno pavadinimas

Riisis

Genotipas

Nuoroda

DH10B

E. coli

F~endAl deoR" recAl galE15 galK16 nupG rpsL A(lac)X74 ¢80lacZAM15
araD139 A(ara,leu)7697 merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Stk A~

Invitrogen

BY4741 S. cerevisiae MATa his341 leu240 met1540 ura340, ScV-LA-1 Brachmann et al., 1998
BYALA S. cerevisiae MATa his341 leu2A0 met1540 ura3A0, LA-0 Sis darbas

BYER S. cerevisiae MATa leu240 meti1540 ura340 sec61-EGFP::HIS3, ScV-LA-1 Sis darbas

o1 S. cerevisiae MATa, leu2-2 Citavicius ir Inge-Veétomov, 1972
21PMR S. cerevisiae MATa, leu2 ura3-52 Jokantaité ir Melvydas, 1996
K7 S. cerevisiae MATa, arg9, kil-K1 Somers ir Bevan, 1969

M437 S. cerevisiae ScV-LA-lus, M-2 Naumova ir Naumov, 1973
Rom K-100 S. cerevisiae ScV-LA-2, M-2 Jokantaité et al., 1982

KE S. cerevisiae ScV-LA-lus, M-lus Dr. E. Serviené, nepublikuota
K28 S. paradoxus SpV-LA-28, M-28 Pfeiffer ir Radler, 1984

64b S. paradoxus SpV-LA-64b, M-64b Dr. E. Serviené, nepublikuota
66 S. paradoxus SpV-LA-66, M-66 Dr. E. Serviené, nepublikuota

Darbe naudoti BY4741 kamieno deleciniai mutantai, kuriuose homologinés rekombinacijos biidu konkretus genas yra pakeistas j

KanMX4 kasete, 1sigyti 1§ Open Biosystems.
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2.1.6 Oligonukleotidai

Lentelé 2.3. Tyrimams naudoti oligonukleotidai.

Pavadinimas | Geka (5" — 3') ApraSymas

AK-14+P ggatcccgggaattcggtaatacgactcactatatttttatagtgagtcgtatta Pradmuo skirtas prisiuvimui prie dgRNR (Potgieter et al., 2009)

AK-15 ccgaattccegggatec Pradmuo skirtas dgRNR genomo kDNR amplifikacijai (Potgieter et al., 2009)

AK-60 cgccaaggaaggtgggtttactaagaacctcgttccaggattttctgat Oligonukleotidai skirti BYER kamieno konstravimui, homologinés
ttgatgegtacgetgcaggtegac rekombinacijos btdu priliejant prie Sec61 baltymg koduojancio geno GFP

AK-61 gtgtggctaaatgcegattttttttttctitggatattattttcattttatattcaatcgatgaattcgagceteg baltyma koduojancia kasete

AK-62 ccgggctagetccageaccageaccage Pradmeny pora skirta pYM44 vektoriaus amplifikavimui

AK-63 gactcgagtgcgcgcecacttctaaataage

AK-65 cactcgagttacttgtacagctcgtceatge Pradmenys skirti skirtingus REaziy taikinius turin¢ios mCherry baltyma

AK-66 gagcggecgegtecggageaggtgetggtg koduojancios sekos amplifikacijai

AK-67 tcacgcggecgcectctactaaaacattgtee

AK-69 ctactagttaaaaatgctgaagcttcgtacgetge

YCFH-AK-1 Gatccatggeggecgetgattacaaagacgatgacgataagggttctggtogatctcatcate Sulydzius pradmenis gaunamas adaptorius, koduojantis FLAG ir HIS
atcatcatcatta afininius inkarus, tinkamas klonavimui j pYES2 plazmide

YCFH-AK-2 Ggcctaatgatgatgatgatgatgagatccaccagaacccttatcgtcategtctttgtaatcag
cggeegecatg

YCFH-AK-3 gcggatccttaaaaatgttgagattcgttaccaaaaactctcaag Pradmuo skirtas Gag baltymo amplifikavimui

YCFH-AK-4 | ctcacgcggecgeagatctgaaaccectgetgegtacggegtacactac Pradmuo skirtas Gag baltymo amplifikavimui
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2.1.7 Plazmidés

Lentelé 2.4. Tyrimams naudotos plazmidés.

Plazmidé ApraSymas Nuoroda

pUCI19 Klonavimo vektorius Thermo Fisher Scientific

pUC19-k7L DgRNR L-A viruso i§ S. cerevisiae K7 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 vektoriy Sis darbas

pUCI19-romL DgRNR L-A viruso i§ S. cerevisiae Rom K-100 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 Sis darbas
vektoriy

pUC19-m437L DgRNR L-A viruso i§ S. cerevisiae M437 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 Sis darbas
vektoriy

pUCI19-m4L DgRNR L-A viruso i§ S. cerevisiae KE kamieno DNR kopija, jterpta | Smal REaze linerizuotg pUC19 vektoriy Sis darbas

pUC19-64bL DgRNR L-A viruso i§ S. pradoxus 64b kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuotag pUC19 vektoriy Sis darbas

pUCI19-66L DgRNR L-A viruso i§ S. pradoxus 66 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 vektoriy Sis darbas

pUCI19-28L DgRNR L-A viruso i§ S. pradoxus 28 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 vektoriy Sis darbas

pUC19-k7TM DgRNR M palydovo i§ S. cerevisiae K7 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 vektoriy | Sis darbas

pUC19-romM DgRNR M palydovo i§ S. cerevisiae Rom K-100 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 | Sis darbas
vektoriy

pUC19-m437M DgRNR M palydovo i§ S. cerevisiae M437 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuotg pUCI19 Sis darbas
vektoriy

pUC19-m64bM DgRNR M palydovo i§ S. pradoxus 64b kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 vektoriy | Sis darbas

pUC19-m66M DgRNR M palydovo i§ S. pradoxus 66 kamieno DNR kopija, jterpta j Smal REaze linerizuota pUC19 vektoriy Sis darbas

pYES2 Baltymus koduojanciy geny raiskos mielése vektorius Invitrogene

pYM-N20 Plazmide, PTEF! (konstitutyvinio promotoriaus) donoras Janke et al., 2004
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PYAK3

GALI TEF1
P P

Vektorius sukonstruotas pYES2 (Invitrogen) plazmidéje pakeitus — promotoriy — promotoriumi i§
pYM-N20 plazmidés ir pakeitus klonavimo regiong naujai sukonstruotu klonavimo regionu, turin¢iu FLAG ir

HIS afininius inkarus koduojancias sekas

Sis darbas

pYAK3-GagWT+CFH

Amplifikuota LA-k7 viruso Gag baltyma koduojanti seka (amplifikacijai matrica naudota pUC19-k7L plazmide
ir AK-67, YCFH-AK-3 pradmeny pora), suformavus lipnius galus (BamHI ir Notl REazemis) jterpta j pY AK3
raiSkos vektoriy (linerizuota BamHI ir Notl REazemis) prie Gag baltymo C-galo priliejant FLAG ir HIS

afininius inkarus

Sis darbas

pYAK3-LAcds

LA-k7 viruso Gag ir Gag-Pol baltymus koduojanti seka iSkirpta (Psyl ir Ecl1136I1 REazés, 4315 bp fragmentas)
i§ pUC19-K7L plazmidés ir jklonuota j pY AK3-GagWT+CFH plazmidg (plazmidé kirpta Psyl ir Mssl
REazémis, naudojamas 5978 bp fragmentas). Gauta plazmidé, koduojanti pilno ilgio Gag ir Gag-Pol baltymus

Sis darbas

pYAK3-GagWT

I8 pY AK3-LAcds plazmidés iskirptas PTEF! promomtorius ir Gag baltyma koduojanti seka (plazmidé kirpta
Ecl13611 ir Eco471 REazemis ir galai uzbukinti naudojant T4 DNR polimeraz¢, naudojamas 2492 bp
fragmentas) iterpiamas j paruosta pY AK3 vektoriy (vektoriy kerpant Ec1136I1 ir MssI REazémis, suformuojami
buki galai). Gauta plazmidé koduoja pilno ilgio LA-k7 LA viruso Gag baltyma.

Sis darbas

pYAK3-GagA

Amplifikuota LA-k7 viruso Gag baltyma koduojanti seka iki rémelio poslinkio regiono (amplifikacijai matrica
naudojama pUC19-k7L plazmidé¢ ir YCFH-AK3, YCFH-AK4 pradmeny pora. PGR produktas klonavimui
paruostas kerpant BamHI ir Pf1231 REazémis) jterpta j paruosta pY AK3 raiskos vektoriy (vektorius karpomas
BamHI ir MssI REazémis). Gauta plazmidé koduojanti LA viruso Gag baltyma be C-galinio domeno (1 — 642

a.r.)

Sis darbas

pYM44

Plazmidé skirta kasetés, turinCios zaliai florescuojancio baltymg koduojancia seka ir koduojanti histidino
selektyvumo markerj, paruoSimui PGR metodu. Paruosta kaseté homologinés rekombinacijos biidy

inkorporuojama prie pasirinkto endogeninio baltymo koduojancios sekos C-galo. Tokiu biidu gaunama genetiné

Janke et al., 2004

39




konstrukcija, koduojanti chromosomoje endogeninj lastelés-Seimininko baltyma su prilietu zaliai florescuojanciu

baltymu.

pHR-SFFV-KRAB-
dCas9-P2A-mCherry

Plazmidé, mCherry amplifikacijai naudota matrica

Gilbert et al., 2014

pYM44-mCherry

pYM44 plazmidés pagrindu sukonstruota plazmidé. pYM44 plazmidéje pakeitus GFP baltyma koduojancia seka
mCherry baltyma koduojancia seka.

Sis darbas

pYAK3-GagWT+mCherry

Amplifikuota mCherry koduojanti seka (amplifikacijai matrica naudojama pYM44-mCherry plazmidé ir AK-65,
AK-66 pradmeny pora) jsiuvama j paruosta pY AK3-GagWT+CFH plazmidg (vektorius paruosiamas pasSalinant
FLAG ir HIS afininius inkarus atliekant karpima NotI ir Xhol REazémis). Sukonstruota
pYAK3-GagWT+mCherry plazmidé koduoja pilno ilgio LA viruso Gag baltymg su C-gale prilietu mCherry

domenu

Sis darbas

pYAK3-GagWT-CFS-
mCherry

pYAK3-GagWT+CFH plazmidéje pakeitus FLAG ir HIS afininius inkarus koduojancia seka (FLAG ir HIS
inkarus koduojanti seka paSalinama kerpant Notl ir Xhol REazémis), i§ pYM44-mCherry plazmidés Notl ir
Xhol REazémis iskirpta seka, sukonstruojama plazmidé — pY AK3-GagWT-CFS-mCherry. Si plazmidé koduoja
pilno ilgio Gag baltyma, o jvykus transkripto ribosominio rémelio poslinkio mutacijai koduoja Gag baltyma
C-gale turintj ribosominio rémelio poslinkio regione koduojamo Pol domeno N-gala, prie kurio prilietas

mCherry domenas

Sis darbas

pYAK3-mCherry

Amplifikuota mCherry baltyma koduojanti seka (kaip matrica naudojama pY AK3-GagWT-CFS-mCherry
plazmide ir AK-69, AK-65 pradmeny pora) klonuojama j paruosta pY AK3 vektoriy (vektorius kerpamas Beul ir
Xhol REazémis). Gauta pY AK3-mCherry plazmidé koduoja mCherry baltyma

Sis darbas
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2.1.8 Buferiniai tirpalai

Lentelé 2.5. Tyrimams naudoti tirpalai ir jy sudétis.

Tirpalo pavadinimas

Sudétis

TB buferinis tirpalas 50 mM Tris-HCI (pH 9,3), 1% B-merkaptoetanolis
TES buferinis tirpalas 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,2 %
NDS
PBS buferinis tirpalas 80 mM Na;HPO4, 20 mM NaH>PO4 (pH 7,4), 200 mM NaCl
IxXTE tirpalas 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), | mM EDTA (pH 8)
1xLiAc/0.5xTE tirpalas 100 mM licio acetatas (pH 7,5), 5 mM Tris-HCI (pH 7,5),
0,5 mM EDTA
1xLiAc/40%PEG/1xTE 100 mM licio acetatas (pH 7,5), 40 % PEG-4000, 10 mM Tris-HCI
tirpalas (pH 7,5), 1 mM EDTA
,,Natrio tirpalas‘ 5 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl, 5 mM MgCl»
,,Kalcio tirpalas® 5 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM CaClz, 5 mM MgCl,
NaOH/SDS tirpalas 100 mM NaOH, 1 % SDS

Mieliy ardymo buferinis
tirpalas (ardant stiklo

rutuliukais)

50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 200 mM NaCl, | mM PMSF

Mieliy ardymo buferinis

tirpalas (ardant skystu azotu)

10 mM PBS (pH 7,4): 80 mM Na>HPO4, 20 mM NaH:POsx,
200 mM NaCl; 2 mM PMSF, 1 mM EDTA

5 x Baltymy uznesimo

tirpalas

0,313 M Tris-HCI (pH 6,8), 10 % SDS, 0,05 % bromfenolio mélis,
50 % glicerolis, 100 mM DTT

2.2 Metodai

2.2.1 Suminés nukleorugsciy frakcijos gryninimas i§ mieliy

Nuo lekstelés paimta mieliy kolonija uzs¢jama j 50 ml YPD terpg ir

auginama purtant 20 val, 30 °C temperatiroje. Biomasé surenkama

centrifuguojant 5 min, 6000 x g, kambario temperatiiroje. PaSalinus

supernatantg, nuosédos resuspenduojamos 4 ml 50 mM EDTA tirpalo ir

centrifuguojamos 5 min, 6000 x g, kambario temperatiiroje. Pasalinus

supernatantg, lastelés resuspenduojamos 4 ml TB buferinio tirpalo ir

inkubuojamos 15 min kambario temperatiiroje. Lastelés centrifuguojamos

5 min, 6000 x g, kambario temperatiiroje. PaSalinus supernatanta, lIastelés

resuspenduojamos 8 ml TES buferinio tirpalo ir pridedama riigstinio fenolio
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(pH 5,2). Méginiai inkubuojami 45 min purtant. | méginius pridedama po 8 ml
chloroformo ir suplakama. Méginiai centrifuguojami 45 min, 18000 x g, 4 °C
tempertatiiroje. 9 ml vandenings frakcijos perkeliama j naujg mégintuvelj ir
pridédamas 1 ml 3 M natrio acetato tirpalo (pH 5,2), sumaiSoma. | méginj
ipilama 10 ml 100 % izopropanolio ir méginiai gerai iSmaiSomi. Méginiai
centrifuguojami 10 min, 18000 x g, kambario temperatiiroje. PaSalinus
supernatantg, nuosédos plaunamos 70 % etanoliu, dziovinamos ir tirpinamos

200 pl vandens.

2.2.2 Nukleorugsciy frakcionavimas li¢io chloridu

Suminés nukleortig§¢iy frakcijos misinys maiSomas su 4 M LiCl, kad
galutine LiCl koncentracija méginyje biity 2,8 M. Méginiai 16 val inkubuojami
4 °C temperatiiroje. Méginiai centrifuguojami 45 min, 20000 x g, 4 °C
temperatiiroje. Supernatante lieka iStirpusios dvigrandining struktiirg turincios
nukleortigStys, tuo tarpu nuosédas formuoja viengrandining struktiirg turin¢ios
nukleortigStys. Supernatantas, kuriame iStirpusios dvigrandininés
nukleoriigstys, perkeliamas j naujg mégintuvelj. Pridedamas lygus turis 100 %
izopropanolio ir 1/10 pradinio méginio ttrio 3 M NaCl. Méginiai gerai
iSmaiSomi ir centrifuguojami 10 min, 20000 x g, kambario temperatiiroje.
Supernatantas pasalinamas ir nuosédos plaunamos 70 % etanoliu, dziovinamos

ir tirpinamos vandenyje.

2.2.3 Nuo sekos nepriklausomas dgRNR genomuy DNR Kkopiju
amplifikavimas

Viengrandininio DNR pradmens prisiuvimas prie dvigrandininés RNR

Prie i8grynintos dgRNR prisiuvamas fosforilintas AK-14+P pradmuo.
Ligavimo miS$inys (Lentel¢ 2.6) inkubuojamas 16 val, 37 °C temperatiiroje.
Meéginys praskiedziamas iki 200 pl ir sumaiSomas su 200 pl ,,.Binding buffer*
i§ GenelJet Gel Extraction Kit. Nukleortigstys 1§ miSinio iSgryninamos
naudojant GeneJet Gel Extraction Kit rinkinio kolonéle ir remiantis gamintojo
pateiktomis rekomendacijomis. Nuo kolon¢lés membranos nukleoriigstys

nuplaunamos 30 pl vandens.
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Lentelé 2.6. AK-14+P pradmens lygavimo prie dgRNR reakcijos miSinys

Regentai Kiekis
50 % PEG6000 12 pl
10x RNR ligazés buferinis tirpalas 3ul

100 % DMSO 3ul
dgRNR 250 ng
100 uM AK-14+P pradmuo 0,6 pl
RiboLock™ (25 u/ul) 0,4 ul
BSA (1 mg/1 ml) 3ul

T4 RNR ligaze (5 U/pl) 3ul
Vanduo be nukleaziy iki 30 pl

Atvirkstiné transkripcija

DgRNR su prisiiitais AK-14+P pradmenimis grandings i§lydomos, i misinj
pridedant DMSO iki 15 % galutinés koncentracijos, ir inkubuojamos 2 min,
98 °C temperatiiroje. Po inkubacijos méginiai 5 min perkeliami j ledo vonelg.
ISlydytos grandinés naudojamos atvirkstinés transkripcijos reakcijos misinio
ruoSimui (Lentelé 2.7). Atvirkstine transkripcija vykdoma 30 min, 50 °C.

Reakcija stabdoma, inkubuojant méginius 5 min, 85 °C.

Lentelé 2.7. Atvirkstinés transkripcijos reakcijos miSinys.

Regentai Kiekis

dgRNR su prisititu AK14+P pradmeniu 12 pl

5x atvirkstinés transkriptazés buferinis tirpalas 3ul

10 mM dNTP miksas 3ul

RiboLock™ (25 u/pl) 0,4 pl

Maxima atvirkstiné transkriptaze 3ul

T4 RNR ligaze (5 U/pl) 3ul

Vanduo be nukleaziy iki 20 pl galutinio reakcijos miSinio tiirio

RNR hidrolizé ir kKDNR grandiniy sulydymas

IS kKDNR misinio RNR pasalinama, j atvirkstinés transkripcijos méginius
pridéjus 2 ul 1 M NaOH (100 mM NaOH koncentracija galutiniame misinyje)

ir inkubavus 30 min, 65 °C temperatiiroje. Po inkubacijos méginiai atvésinami
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ledo vonel¢je. NaOH neutralizuojamas, | meéginj pridedant 6 pul 0.5 M Tris-HCI
(pH 7,5) ir 2 ul 1 M HCI. Po atvirkstinés transkripcijos susidariusios
komplementarios kDNR grandinés (2.1 pav.) sulydomos inkubuojant méginius

150 min, 65 °C.

s 5 5 e— s AK-14+P pradmuo
———— RNR
l AK-14+P DNR pradmens —— DNR
ligavimas priedgRNR | .. AK-15 pradmeniui
komplementari seka
p 3 5 . — AK-15 pradmuo
5 3

l DgRNR grandiniy atskyrimas
Atvirkstiné transkripcija

3
C 5

!

1 RNR hidrolizé
kDNR grandiniy sulydimas

s e ¢ s CDNA

ST eelelelallelelelelas H
l PGR
5 —  —————————————————————— A AR EEEEEEEE 3
—
A
3 N N N N NN NN N N N —————————————————— 5

2.1 pav. Nuo sekos nepriklausomas dgRNR amplifikavimo metodas (Potgieter et al., 2009).
kDNR padauginimas PGR metodu

Lentelé 2.8. PGR reakcijos miSinys.

Regentai Kiekis

kDNR S5ul

5x HF buferinis tirpalas 10 pl

10 mM dNTP 1 ul

10 uM AK-15 4ul

Phusion DNR polimerazé (2U/ul) 0,5ul

Vanduo be nukleaziy Iki 50 pl galutinio reakcijos misinio
turio
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Gauta kDNR padauginama PGR buidu, naudojant Phusion DNR polimerazg.
Lentelé¢ 2.8 pateikti naudoti reakcijos misiniai. Naudota PGR programa:

72 °C, 1 min (uzpildomi kKDNR vgDNR galai, taip suformuojant AK-15
pradmeniui komplementarias sekas (2.1 pav. kDNR galy uzpildymas));

98 °C, 30s; [98 °C, 10s; 68 °C, 30 s; 40 s/1 kb ]x25-30 ciktai; 72 °C, 5 min.

2.2.4 E. coli kompetentiniy 1asteliy paruoSimas ir transformacija

I skysta LB terpe uzséjamas transformacijai pasirinktas bakterijy kamienas.
Lastelés auginamos, kol lgsteliy kultiiros tankis pasiekia apie 0,6 optinius
vienetus 600 nm bangos ilgio Sviesoje. Kuomet lasteliy kultiira pasiekia
reikiamg tankj, Igsteliy auginimas stabdomas, perkeliant jas j ledo vonia.
Lastelés surenkamos centrifuguojant iki 4 °C atSaldytoje centrifugoje 10 min,
1000 x g. Supernatantas nupilamas ir 1astelés resuspenduojamos puséje
pradinio tiirio atSaldyto ,,natrio tirpalo“. Resuspenduotos lastelés
centrifuguojamos tomis paciomis sglygomis. Supernatantas nupilamas ir
lastelés resuspenduojamos puséje pradinio tirio atSaldyto ,kalcio tirpalo®.
Resuspenduotos Igstelés laikomos 20 min 4 °C temperaturoje. Lastelés
surenkamos centrifuguojant tomis paciomis saglygomis. Supernatantas
nupilamas ir 1astelés resuspenduojamos likusiame supernatante (~100 pl). Taip

paruostos lgstelés iki transformacijos laikomos 4 °C temperatiiroje.

Vykdant E. coli lasteliy transformacija, imama 1-50 ng rekombinantinés
DNR ir sumaiSoma su 50 pl paruostos kompetentiniy lasteliy suspensijos.
Transformacijos misinys inkubuojamas 15 min 4 °C temperatiiroje. Po to DNR
ir 1gsteliy miSinys perkeliamas j 42 °C termostatg ir inkubuojamas 2 min. Po
temperatiirinio Soko transformacijos misinys skiedziamas kambario
temperatiiros skysta LB terpe santykiu 1:10 ir inkubuojamas 15-60 min 37 °C
temperatiiroje, priklausomai nuo plazmidés koduojamo atsparumo konkreciam
antibiotikui. Atlikus lgsteliy gaivinima, 1:10 méginio iSs¢jama ant agarizuotos
LB terpés su pasirinktu atibiotiku. Jeigu transformacijai naudojama
mazakopijiné plazmidé arba kompetentinés lgstelés yra transformuojamos

ligavimo miSiniu, i§s¢jamos visos lasteles.

45



2.2.5 Mazy plazmidinés DNR Kkiekiu iSskyrimas iS E. coli 1asteliy
Nuo lekstelés paimamas nedidelis kiekis biomasés ir resuspenduojamas
100 pl 2xTE buferiniame tirpale. Pridedama 200 pl NaOH/SDS tirpalo ir
atsargiai sumaiSoma. Méginiai iki 5 min inkubuojami kambario temperatiiroje.
I méginius pridedama 150 pl 3 M natrio acetato (pH 7,0), 450 ul CHCls ir
Svelniai sumaiSoma. Méginiai centrifuguojami 10 min, 20000 x g, kambario
temperattiroje. Vandeniné faz¢ perkeliama j naujg mégintuvélj ir pridedamas
lygus turis izopropanolio, supurtoma ir centrifuguojama tomis paciomis
salygomis. Nuosédos praplaunamos 75 % etanoliu, i§dziovinamos ir

tirpinamos minimaliame vandens kiekyje.

2.2.6 S. cerevisiae kompetentiniy lasteliy paruosSimas ir
transformacija

I 10 ml YPD terpés uzs¢jamas transformacijai pasirinktas mieliy Iastelés ir
auginamas per naktj 30 °C termostatuojamoje purtykléje. Naktiné kulttira
skiedziama YPD terpe santykiu 1:25, auginimas tgsiamas apie 3-5 val 30 °C
temperattiroje, kol lasteliy kultiiros tankis pasiekia apie 1,0 optinj vienetg
600 nm bangos ilgio Sviesoje. Lastelés surenkamos centrifuguojant
10 min, 1000 x g, kambario temperattiroje. Supernatantas paSalinamas ir
lastelés resuspenduojamos 25 ml 1xTE tirpalo. Lastelés centrifuguojamos
tomis paciomis sglygomis. Pasalinus supernatanta, Iastelés resuspenduojamos
1,5 ml 1xLiAc/0.5xTE tirpale ir inkubuojamos 10 min kambario

temperatiiroje.

1 100 pl paruosty kompetentiniy 1gsteliy pridedama ~1pg plazmidinés DNR
(atliekant homologing rekombinacijg — ~1pg linearizuotos DNR), 700 pl
1xLiAc/40%PEG/1xTE ir gerai iSmaiSoma pipetuojant. Transformacijos
miSinys inkubuojamas 30 min, 30 °C temperatiiroje. | méginius pridedama po
88 ul DMSO ir gerai iSmaiSoma. Méginiai inkubuojami 42 min, 42 °C
temperattiroje. Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 s, 6000 x g, kambario
temperatiiroje. Supernatantas pasalinamas, lastelés resuspenduojamos 1ml

IxTE buferiniame tirpale ir centrifuguojamos tomis paciomis saglygomis.
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Pasalinus supernatanta, lastelés resuspenduojamos 50 pl I1xTE ir i§s¢jamos ant

selektyvios terpés.

2.2.7 Mieliy kileriSkumo testavimas

Apie 10° BY4741 mieliy kamieno lgsteliy, transformuoty pY AK3
plazmide, sumaiSoma su 20-25 ml MD terpe ir uzpilama j Petri 1ekstele.
Sustingus terpei, uznesama po 1,5 pl 20 val auginto testuojamo kamieno.
Leksteles inkubuojamos kambario temperattiroje 3 paras. Aplink kilerinj

toksing produkuojancius kamienus susidaro skaidrios lizés zonos.

2.2.8 Mieliy lasteliy ardymas

Grubiy mieliy lizaty paruoSimas $§arminés lizés biidu

Paimamas 1ml tiirio per naktj skystoje auginimo terpéje uzaugusios
biomasés méginys. Lastelés surenkamos centrifuguojant 1 min, 6000 x g,
kambario temperatiiroje. Pasalinus supernatanta, 1astelés resuspenduojamos
100 pl vandens. I méginius pridedama 0.2 M natrio Sarmo, sumaiSoma ir
inkubuojama 5 min kambario temperattroje. Méginiai centrifuguojami 2 min,
20000 x g, kambario temperatiiroje. PaSalinus supernatanta, nuosédos
resuspenduojamos 50 pl 1 x Baltymy uznesimo dazo ir méginiai inkubuojami
3 min, 95 °C temperatiiroje. Méginiai centrifuguojami 2 min, 20000 x g.
Poliakrilamidiniame gelyje analizuojama 2 — 10 pl paruosto baltyminio
meéginio.

Mieliy lizaty paruoSimas skystu azotu

Per naktj uzaugusios mieliy lgstelés surenkamos centrifuguojant 10 min,
5000 x g, 4 °C. Lastelés resuspenduojamos 0,1 pradinio tiirio vandens ir
centrifuguojamos tomis paciomis saglygomis. Supernatantas pasalinamas ir
lastelés resuspenduojamos mieliy ardymo buferiniame tirpale (1g biomasés — 5
ml ardymo buferinio tirpalo). Lastelés perpilamos j skystu azotu atSaldyta tiglj
ir uzpylus papildomai skysto azoto intensyviai trinamos 15 min. Sutrinti mieliy

milteliai perkeliami j mégintuvélius ir centrifuguojami 10 min, 12 000 x g,
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4 °C. Supernatantas perkeliamas | naujag mégintuvélj ir centrifuguojamas tomis

paciomis sglygomis. Gautas supernatantas yra tinkamas tolimesnei analizei.
Mieliy lizaty paruoSimas ardant stiklo rutuliukais

Per naktj uzaugusios mieliy lgstelés surenkamos centrifuguojant 10 min,
5000 x g, 4 °C. Lastelés resuspenduojamos 0,1 pradinio tiirio vandens ir
centrifuguojamos tomis paciomis saglygomis. Supernatantas pasalinamas ir
lastelés resuspenduojamos mieliy ardymo buferiniame tirpale (1 g biomasés —
1 ml ardymo buferinio tirpalo) ir pridedamas lygus biomasés svoriui stiklo
rutuliuky (300 um diametro). Lastelés ardomos, stipriai plakant 10 karty po
30 s, pries kiekvieng plakimg perkeliant mégintuvélius 30 s  ledo vonele. Po
ardymo méginiai centrifuguojami 10 min, 12000 x g, 4 °C temperatiiroje.

Supernatantas naudojamas tolimesnei analizei.

2.2.9 Virusiniy daleliy gryninimas

Suardzius mieliy lgsteles skystu azotu (2.2.8 skyrius), gauto supernatanto
turis naudojant ardymo buferinj tirpalg padidinamas iki 23 ml. MiSinys
uzneSamas ant 15 ml 45 % sacharozés (sacharoze tirpinama ardymo
buferiniame tirpale be PMSF) tirpalo ir centrifuguojamas 16 val, 70000 x g,
4 °C tempertiiroje (naudojamas Kontron TST 28.38 rotorius ir Sanyo MSE
MS60 centrifuga). Po centrifugavimo atsargiai pasalinamas sacharozés

gradientas ir nuosédos tirpinamos 500 pl ardymo buferiniame tirpale be PMSF.

2.2.10 Baltymu elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje ir jo
daZymas

Baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis sglygomis atlieckama Laemmli
sistemoje 1§ 5 % koncentruojancio ir 8 % frakcionuojancio geliy. Ruosiami
baltyminiai méginiai sumaiSomi su baltymy uznesimo tirpalu ir inkubuojami
5 — 10 min, 95 °C temperatiiroje. Atvésinti baltyminiai méginiai jneSami j gel;.
Elektroforezés pradzioje meéginiai frakcionuojami esant 15 mA srovés stipriui
vienam geliui, kol pasiekia frakcionuojantj gelj. Frakcionuojan¢iame gelyje

baltymai atskiriami padidinus srovés stiprj iki 25 mA vienam geliui. Pasibaigus
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elektroforezei, geliai kelis kartus plaunami dejonizuotu vandeniu ir dazomi

pasirinktu biidu.
Baltyminiy geliy daZzymas PageBlue™ dazu

Atliekant baltymy dazyma PageBlue™ (Thermo Fisher Scientific) dazu,

laikomasi gamintojo rekomendacijy.
Baltyminiy geliy dazymas SYPRO™ Ruby Protein Gel Strain dazu

Dejonizuotu vandeniu praplautas gelis perkeliamas j naujg indelj ir
uzpilamas 10 gelio tiriy SYPRO™ Ruby dazymo tirpalo. UZzdengus indelj
folija, gelis Svelniai purtomas 150 min, 50 aps/min greic¢iu. Perkélus gelj i
nauja dézute, uzpilama 100 ml plovimo buferinio tirpalo (10 % metanolio, 7 %
acto rugsties). Gelis purtomas 30 min, 50 aps/min greic¢iu. Pasalinus plovimo
buferin;j tirpala, gelis du kartus plaunamas 100 ml dejonizuoto vandens, purtant
po 15 min tomis paciomis saglygomis. Gelis vizualizuojamas UV §viesoje arba
skanuojamas skaitytuvu FujiFilm FLA-5100, suzadinimui naudojant 473 nm

bangos ilgio lazer].

2.2.11 Mieliy lasteliy mikroskopija
Lasteliy fiksacija formaldehidu

Atliekant lasteliy fiksacija, 1astelés surenkamos i§ 500 pl per naktj auginto
méginio. Lastelés kelis kartus plaunamos 1 x PBS (pH 7,4) buferiniu tirpalu.
Resuspendavus lasteles 450 pL. PBS tirpalu, pridedama 50 pl
37 % formaldehido (iki galutinés 3,7 % koncentracijos) ir Svelniai sumaiSoma
(vykdant DNR dazyma, prie§ formaldehidg jdedama Hoechst 33342 dazo iki
galutinés 5 pg/ml koncentracijos ir iSmaiSoma). Méginiai inkubuojami
kambario temperattiroje 15 min. Lastelés surenkamos centrifuguojant 5 min,
1000 x g, kambario temperatiiroje. Pasalinus supernatanta, 1astelés
praplaunamos PBS buferiniu tirpalu. Pasalinus supernatanta, 1astelés
resuspenduojamos 50 — 100 ul PBS buferiniame tirpale ir saugomos 4 °C

temperatiiroje iki mikroskopavimo.
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Objektiniy stikliuky paruoSimas

Ant Svaraus objektinio stikliuko suformuojamas apie 0,5 mm storio
agarozés pavirSius. 1 % agarozé ruoSiama iSlydzius reikiamg kiekj agarozés SD

terpéje ir pridéjus lasteliy auginimo uztikrinimui reikiamy aminoragsciy.
Méginiy mikroskopavimas

Nedidelis kiekis Svieziai iSaugusiy lasteliy paimamos nuo lékstelés ir
resuspenduojamos 10 ul SD terpéje. Atliekant tiek fiksuoty, tiek gyvy lasteliy
mikroskopija, 1l Iasteliy suspensijos uzneSamas ant suformuoto agarozes
pavirSiaus, méginys uzdengiamas dengiamuoju stikleliu ir analizuojamas
Olympus AX70 mikroskopu. Naudotas 100 x aliejaus imersijos objektyvas.
Vaizdai skaitmeninami nespalvine Hamamatsu CDD kamera ,,Orca 4742-95%.
Tolesnis vaizdy apdorojimas vykdomas ImageJ programa (Schneider ef al.,
2012). Stebint su mCherry suliety baltymy lokalizacija, naudota U-MWG
filtras, suliety su GFP -U-MWIBA filtras.

2.2.12 Homologisky seky paieSka genomuose

Homologisky seky paieska, naudojant baltymo ar geno seka, vykdyta
BLAST+ programa (Camacho et al., 2009). Seky paieska buvo atlieckama 1.1.1
skyriuje pateiktuose genomuose, surinktose transkriptomose. Taip pat
paieskoms naudotos NCBI ,,Nepasikartojanciy nukleotidy seky (angl.
nucleotide collection (nr/nt)) ir ,,Nepasikartojanciy baltymy seky* duomeny

bazés (angl. non-redundant (nr)).

2.2.13 Daugybinio seky palyginio sudarymas

Daugybiniai aminortgs¢iy ir baltymy seky palyginiai sudaromi naudojant
MUSCLE (Edgar, 2004) programa, paliekant standartinius nustatymus arba
MAFFT v7.313 programos versija (Katoh ir Standley, 2013) naudojant

automatinj parametry parinkima.

2.2.14 Filogenetinio medzio konstravimas
Baltymy sekos iSlygintos MAFFT programa. Filogenetinis medis
konstruotas naudojant IQ-Tree v1.6.3 programos versija (Nguyen ef al., 2015),

50



automatiskai atliekant visy programos palaikomy aminoriigsciy kaitos modeliy
patikra. Remiantis Bajeso informaciniu kriterijumi, geriausiai modelj
atitinkantys parametrai buvo: LG+R3. Sukonstruoto filogenetinio medzio
patikimumo jvertinimas vykdomas atliekant savirankos analize¢ (angl.
bootstrap analysis). Sudarytas medis visualizuojamas FigTree v1.4.3

programos versija (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.2.15 Nezinomy baltymuy charakterizavimas

Transmembraniniai motyvai ir signalinés sekos baltymy sekose
identifikuotos naudojantis Phobius internetiniu serveriu (Kéll ez al., 2007)
N-glikozilininmo vietos baltymy sekose identifikuotos naudojantis NetNGlyc

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) internetiniu serveriu.

Konservatyviy domeny baltyme paieska vykdyta Pfam duomeny bazéje (Finn
et al., 2016).

2.2.16 De novo transkriptomuy surinkimas
Visi transkriptomo surinkimo veiksmai buvo atliekami atviros prieigos,

didelio nasumo reikalaujanciy skai¢iavimy platformose https://usegalaxy.org/

ir https://usegalaxy.eu/ (Afgan et al., 2016). Pries atlickant surinkima, i$

pradiniy RNR sekoskaitos duomeny pasalinami sekoskaitos adapteriai,
naudojantis Trimmomatic jrankiu (Bolger et al., 2014). De novo transkriptomo

surinkimas vykdomas naudojantis Trinity jrankiu (Grabherr et al., 2011).

2.2.17 Kita naudota programiné jranga
Baltymo struktiiros vizualizuotos naudojant UCSF Chimera vizualizavimo
programa (Pettersen et al., 2004). Statistiniy skai¢iavimy atlikimui ir grafiky

braizymui naudotas R v3.5.1 programos versija (https://www.r-project.org/).

Daugybiniam seky palyginiui skai¢iuojama Senono entropija, naudojant Bio3D
v2.2 R programos paketg (Grant et al., 2006) ir pasirinkus PAM30 baltymy

panasumo matricg.
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2.2.18 Bioinformatinei analizei naudoti duomenys ir duomenu bazés

Lentelé 2.9. Tyrimams naudotos mieliy genomy sekos.

Kamieno pavadiniams Aprasas Nuoroda

SK-1 S. cerevisiae kamienas. Izoliuotas JAV i§ dirvozemio. Yue et al., 2017
S288c S. cerevisiae kamienas. Izoliuotas JAV i§ ptvanciy figy. Yue et al., 2017
UWOPS03-461.4 S. cerevisiae kamienas. Izoliuotas Malaizijoje i§ palmiy nektaro. Yue et al., 2017
Y12 S. cerevisiae kamienas. Izoliuotas Dramblio kaulo krante. Kamienas naudojamas palmiy vyno gamyboje. Yue et al., 2017
Y55 S. cerevisiae kamienas. Izoliuotas Prancuzijoje i§ vynuogiy. Liti et al., 2009
BC187 S. cerevisiae kamienas. Izoliuotas JAV i$ fermentavimo statiniy. Liti et al., 2009
CBS5829 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Danijoje i§ dirvozemio. Liti et al., 2009
CBS432 S. paradoxus kamienas. Izoliuotas Rusijoje (Maskvos apskrityje) i$ gzuolo kamieno. Liti et al., 2009
T21.4 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Didziojoje Britanijoje i§ azuolo kamieno. Liti et al., 2009
Q62.5 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Didziojoje Britanijoje i§ gzuolo kamieno. Liti et al., 2009
Q74.4 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Didziojoje Britanijoje i§ gzuolo kamieno. Liti et al., 2009
DBVPG4650 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Italijoje i§ dirvozemio. Liti et al., 2009
N-45 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Rusijoje (Ryty Azija) i§ azuolo kamieno. Liti et al., 2009
Y8.5 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Didziojoje Britanijoje i§ gzuolo kamieno. Liti et al., 2009
N-17 S. paradoxus kamienas. 1zoliuotas Rusijoje (Tatarstane) i§ gzuolo sulos. Liti et al., 2009
ZP591 S. kudriavzevii kamienas. Izoliuotas Portugalijoje i§ 3zuolo kamieno. Scannell et al., 2011
IFO1802 S. kudriavzevii kamienas. Izoliuotas Japonijoje i$ ptivanciy lapy. Scannell et al., 2011
IFO1815 S. mikatae kamienas. Izoliuotas Japonijoje i$ dirvozemio. Scannell et al., 2011
H6 S. arboricolus kamienas. Izoliuotas Kinijoje i$ azuolo kamieno. Liti et al., 2013
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Be Lentel¢ 2.9 paminéty genomy, naudotos genomo sekos, publikuotos Siuose straipsniuose: Liti et., 2009; Scannell et al., 2013; Yue

et al., 2017; Parker et al., 2018.

Lentelé 2.10. De novo transkriptomo surinkimui naudoti pradiniai RNR sekoskaitos duomenys i§ SRA duomeny archyvo.

Kamienas SRA duomeny bazés ID Identifikuoti virusai

S288C SRX495158 ScV-LA-1

BY4741 ERR1742857, SRX342373 ScV-LA-1

BY4742 ERR 1742859 ScV-LA-1, L-BC

BY4743 SRR1002819 ScV-LA-1, L-BC

FY4 SRX521598 ScV-LA-1,L-BC

W303 SRX682812, SRX2742200 ScV-LA-1, L-BC, M-1 palydovas
YPH499 SRX3605780 ScV-LA-1

21278b SRR2069955, SRR2069956 ScV-LA-1, L-BC, M-1 palydovas
CEN.PK SRX1898675 ScV-LA-1, M-1 palydovas

SK1 SRX672216 ScV-LA-1, M-1 palydovas

N17 SRR3481648 M-64b palydovas

YIMA453 SRX2153027 M-2 palydovas

YJM1307 SRX2152996 M-1 palydovas

YIM1341 SRX2152987 M-2 palydovas

YIM1273 SRX2152982 M-1 palydovas

YIM1387 SRX2152910 M-1 palydovas
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YJM280 SRX342370 ScV-LA-1
YJM1307 SRX342426 M-1 palydovas
DBVPG6044 SRX2486594 ScV-LA-1
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3 TYRIMU REZULTATAI
3.1 DgRNR virusy ir jy palydovy genomy analizé

Pirminis Sio darbo tikslas buvo identifikuoti lgstelés-Seimininko baltymus,
dalyvaujancius S. cerevisiae L-A viruso replikacijos ir transkripcijos cikluose.
Tyrimams pasirinktas M437 kamienas (Naumova ir Naumova, 1973), turintis
dgRNR L-A virusg ir M-2 palydova, koduojantj K2 kilerinj toksing. Taciau
klonavus Siame kamiene esantj L-A virusa, paaiskejo, kad tai ne tikétasis ScV-
LA-1, 0 ScV-LA-lus (Rodriguez-Cousiio et al., 2013) panasus viruso
variantas (ScV-LA-m437), pasizymintis 98% nukleotidy i 99 % aminortigsciy
seky panasumu. Nustacius Siame kamiene esanc¢io M palydovo genomo seka
patvirtinta, kad jame esantis atviro skaitymo rémelis koduoja K2 toksing. Gauti
rezultatai nesutapo su literatiiroje publikuotais rezultatais, kuriuose buvo
teigiama, kad ScV-LA-lus viruso variantai negali uztikrinti M2 palydovo
replikacijos (Rodriguez-Cousifio et al., 2013). Nusprendéme identifikuoti L-A

virusus prieinamuose laboratoriniuose ir gamtiniuose kamienuose.

Pirmoji dgRNR L-A viruso genomo seka nuskaityta 1989 metais (Icho ir
Wickner, 1989) (Siame darbe §i konkreti seka vadinama ScV-LA-1). Ilgus
metus tai buvo vienintelé¢ Zinoma L-A tipo viruso seka, kol 2013 metais Rosa
Esteban vadovaujama grupé¢ atrado naujg dgRNR L-A viruso variantg ir
nuskaité jo genoma (Rodriguez-Cousiiio et al., 2013). Pastaraisiais metais
literatiiroje publikuoti 11 naujy L-A virusy varianty (Konovalovas et al., 2016;
Rowley et al., 2016; Rodriguez-Cousifio ir Esteban, 2017; Rodriguez-Cousiiio
et al., 2017), aptikty jvairiuose S. cerevisiae, S. paradoxus, S. kudriavzevii ir
S. uvarum kamienuose. Sio darbo 3.1 skyriuje pristatomas dgRNR virusy ir jy
palydovy tyrimas, kuris apima tiek literatiiroje publikuoty, tiek naujai
nuskaityty L-A viruso varianty genomy analize.

3.1.1 Naujy dgRNR L-A virusy ir M palydovy varianty
identifikavimas

Norédami identifikuoti naujus dgRNR virusus ir jy palydovus bei nustatyti

genomy sekas Saccharomyces sensu stricto mielése, iSvystéme virusy seky
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nustatymo algoritma (3.1 pav. A). Algoritma sudaro keturi principiniai mtodai:
dgRNR isskyrimas (2.2.1 ir 2.2.2 skyriai), nuo sekos nepriklausomas dgRNR
virusy genomy pavertimas DNR ir padauginimas (2.2.3 skyrius), gauty
genomy DNR kopijy klonavimas ir klony atranka, virusiniy genomy DNR
kopijos sekoskaita ir gauty genomo seky bioinformatiné analizé. Naudojantis
Siuo metodu, buvo analizuojami Gamtos tyrimy centro Genetikos laboratorijos
kolekcijoje turimi, kileriniu fenotipu pasizymintys kamienai (K7, Rom K-100,
M437, K28, KE) ir gamtoje identifikuoti, biocidiniu aktyvumu pries kitas

mieles pasizymintys S. paradoxus kamienai (64b, 66) (Dr. E. Servien¢,

nepublikuota).
A)
Suminés ]
nukleorugsciy Virusinis dgRNR Atvirksting transkripcija 'g
frakcijos genomas e
iSskyrimas W S -©
W Klonavimo "E N
l /\/\/W— vektorius C_) ﬁ
Viengrandinés + —_— , ot — % 98§
RNR i$sodinimas Ligavimas prne e = S
ey . -
licio chloridu Plauky segtuko l PGR % 8
l struktarg turintis X~
crandine VGDNR pracmuo XOORIIX 8
Dvigrandinés X
RNR frakcijos 3
iSsodinimas
dgRNR Nuo sekos nepriklausoma dgRNR amplifikacija Klonavimas ir
paruosimas atranka
B) S. cerevisiae KE S. paradoxus K28 S. paradoxus 66 S. paradoxus 64b
LA— i —

AL LIS

3.1 pav. DgRNR virusy identifikavimas. A) DgRNR L-A virusy ir jy M palydovy genomo seky
identifikavimo schema. B) Li¢io chloridu frakcionuota suminé RNR i$ skirtingy kamieny. I$skirtos tris

frakcijos: suminé RNR, viengrandininé RNR (vgRNR) ir dvigrandininé RNR (dgRNR).

Visuose tirtuose kamienuose aptikti L ir M dgRNR segmentai (3.1 pav. B).

Nuskaicius visy L segmenty genomy sekas nustatéme, kad tai skirtingi
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Totiviridae Seimai priklausancio L-A viruso variantai. Lyginant Siy virusy
genomo sekas ir viruso koduojamy baltymy aminoriigs¢iy sekas su literatiiroje
minimais L-A viruso variantais, identifikuota, kad dalis jy pasizymi aukstu
seky panasumu. S. cerevisiae K7 kamiene aptikto L-A viruso (ScV-LA-k7)
genomo seka beveik sutampa su ScV-LA-1 viruso genomo seka. Rom K-100
kamiene aptikto L-A viruso (ScV-LA-rom) genomo seka yra labai panasi |
ScV-LA-2 viruso genomo seka. Kaip minéta anksc¢iau, nuskaicius M437
kamiene aptikta LA viruso genomo sekg (ScV-LA-m437), nustatéme, kad jo
genomo seka panasi | ScV-LA-lus viruso genomo seka. KE, K28, 64b ir 66
kamienuose rasty L-A virusy (atitinkamai ScV-LA-4, SpV-LA-K28, SpV-LA-
64b ir ScV-LA-66) genomy seky panasumo lygis buvo Zymiai mazesnis (3.2
pav.).

Naudodamiesi iSvystytu dgRNR virusy seky nustatymo algoritmu,
nustatéme K7, Rom K-100, M437 kamienuose identifikuoty dgRNR M
palydovy genomy sekas. K7 kamiene nustatytas M-1 palydovas, koduojantis
K-1 toksing. Tuo tarpu Rom K-100 ir M437 kamienuose pirmg kartg nustatéme
pilno ilgio M-2 palydovo genomo seka: iki tol buvo nustatyta tik K-2 kilerinj
toksing koduojancio atviro skaitymo rémelio seka (Dignard et al., 1991;
Meskauskas ir Citavi¢ius, 1992). Ramirez su kolegomis 2017 metais taip pat
pavyko nuskaityti pilno ilgio M-2 palydovo genomo seka (Ramirez et al.,
2017), kuri sutampa su miisy identifikuotomis sekomis. KE kamiene nuskaityta
M palydovo K-lus kilerinj toksing koduojancios genomo dalies seka, o K28
kamiene — K28 kilerinj toksing koduojanti seka. Taip pat nustatéme M
palydovy genomy sekas S. paradoxus 64b ir 66 kamienuose (atitinkamai SpV-
M64 ir SpV-M66). Nustatéme, kad SpV-M64 genomo seka yra unikali,
neturinti panasumy j jokius zinomus M palydovus. Tuo tarpu SpV-M66 seka
turi panaSumo (3.1.5 skyrius) su 2017 mety pabaigoje Rosa Esteban grupés

publikuota M-21 palydovo genomo seka (Rodriguez-Cousifio ef al., 2017).
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3.2 pav. Zinomy dgRNR L-A virusy pana$umai. Aptatiniame grafiko trikampyje vaizduojami
nukleotidy seky panasumai tarp skirtingy L-A virusy genomy koduojanciy seky. VirSutiniame grafiko
trikampyje vaizduojami L-A viruso genomo koduojamy baltymy skirtumai tarp skirtingy L-A virusy
genomuy.

Analizuodami prieinamus laboratorinius S. cerevisiae kamienus (BY4741,
a’'l, 21PMR), visuose juose identifikavome L-A viruso variantus, genomo
sekomis labai artimus ScV-LA-1 virusui. Nusprendéme jvertinti L-A viruso
paplitimg dazniausiai naudojamuose S. cerevisiae kamienuose, kurie minimi
Louis apzvalgoje (Louis, 2016). Analizuodami M437 kamieno informacinés
RNR sekoskaitos (RNA-Seq) duomenis (LukSa et al., 2017) ir i jy de novo
atkurdami lgstelés transkriptoma, jame identifikavome pilno ilgio L-A viruso ir
M palydovo genomy sekas. Todél nusprendéme analizuoti vieSai prieinamus

S. cerevisiae laboratoriniy kamieny RNR sekoskaitos duomenis i§ NCBI SRA
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(angl. Sequence Read Archive) duomeny bazés, nes pradiniai naujos kartos

sekoskaitos technologijy duomenys yra saugomi Sioje duomeny bazéje.

Siekdami nustatyti, kaip L-A virusas paplites tarp S. cerevisiae
laboratoriniy kamieny, NCBI SRA duomeny bazéje ieskojome Siy kamieny
RNR sekoskaitos pradiniy duomeny. Keturiolikoje kamieny buvo rastas bent
vienas duomeny rinkinys — puséje tarp Louis iSskirty 28 dazniausiai
naudojamy laboratoriniuose tyrimuose S. cerevisiae mieliy kamieny (Louis,
2016). Verta paminéti, kad ne visy kamieny RNR sekoskaitos duomeny
rinkiniai buvo rasti SRA duomeny bazg¢je. Kiekvienam RNR sekoskaitos
duomeny rinkiniui de novo rekonstruotas transkriptomas ir jame vykdoma j
L-A virusg panasiy seky paieska. Vienuolikoje kamieny: S288C, BY4741,
BY4742, BY4743, FY4, W303, YPH499, YPH500, £1278b, CEN.PK, SK1
aptiktos ScV-LA-1 viruso genomo sekos. Tyrimo metu gauti duomenis leidzia
itarti, kad didelé dalis laboratorijose naudojamy mieliy yra infekuotos dgRNR

viruso ScV-LA-1 variantu.

3.1.2 Filogenetiné L-A virusy seky analizé

Filogenetinio medzio konstravimui naudojome visas analizes dienai
prieinamas L-A viruso sekas: publikuotas literatiiroje (Konovalovas ef al.,
2016; Rowley et al., 2016, Rodriguez-Cousifio ir Esteban, 2017; Rodriguez-
Cousifo et al., 2017) ir Siame darbe identifikuotas (3.1.1 skyrius).
Filogenetinis medis konstruojamas naudojant virusy koduojamy Gag ir
Gag-Pol baltymy sekas. Sekos, 100 % sutapusios aminorigsciy lygmenyje
(pvz.: S288c kamienui giminingy BY4741, BY4742, BY4743 L-A viruso
sekos aminortig§¢iy lygmenyje sutapo, analizei palikta tik S288c kamiene rasto

viruso seka), arba esancias nepilno ilgio, i§ analizés buvo pasalintos.

Atlike filogenetinio medzio analiz¢ nustatéme, kad virusy sekos formuoja
dvi filogenetines grupes, iSsiskiriancias pagal priklausomuma S. cerevisiae
arba S. paradoxus mieliy risiai. Abejose Siose grupése stebimas auksta
tikimybine verte paremtas grupavimasis j smulkesnes filogenetines grupes (3.3

pav.). S. cerevisiae rusies virusai formuoja dvi atskiras grupes: M-1 palydovo
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replikacijg uztikrinanciy Scer-1 grupg ir M-2/M-lus palydovy replikacija

uztikrinan€iy Scer-2 grupg.
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3.3 pav. Saccharomyces sensu stricto mielése aptinkamy dgRNR L-A virusy varianty filogenetinis
medis. Raudonomis rodyklémis pazymétos L-A viruso genomo sekos nuskaitytos §io darbo metu, be
$iy seky filogenetingje analizéje naudotos sekos publikuotos Siuose straipsniuose Icho ir Wickner,
1989; Rowley et al., 2016; Rodriguez-Cousiiio ir Esteban, 2017; Rodriguez-Cousifio et al., 2017.
Skirtingomis spalvomis pazymétas L-A viruso gebéjimas uztikrinti sgvito M palydovo replikacija.
ISpV-LA-1939 ir SpV-LA-1143 kamienuose néra identifikuota M28 palydovo seka, taciau Sie
kamienai pasizymi kil-K28 kileriniu fenotipu, budingu K28 kamienui (Rodriguez-Cousifio et al.,
2017).

2SpV-LA-21 ir SpV-LA-66 virusus turin¢iuose kamienuose nustatyti M palydovai koduoja 92 % seky

panasumu ir kileriniu aktyvumu pasizymintj baltyma.
IstoriSkai K28 kamienas buvo priskirtas S. cerevisiae riisiai (Pfeiffer ir
Radler, 1984). Siame kamiene buvo aptiktas L-A tipo virusas ir nustatyta jo
genomo seka (Konovalovas et al., 2016). Nuskaicius L-A virusy genomy sekas
i$ S. paradoxus 64b ir 66 kamieny ir atlikus jy filogeneting analizg, nustatyta,
kad jie kartu su L-A-28 formuoja atskirg filogeneting grupe, kuri patikimai
atsiskiria nuo S. cerevisiae rusies mielése aptinkamy L-A tipo virusy grupés.

ISkelta hipotezé, kad K28 kamienas yra klaidingai priskirtas S. cerevisiae
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rusiai, o i$ tiesy yra S. paradoxus mieliy rusies. Atlikus K28 kamieno
ribosominés DNR konservatyviy regiony (ITS1, 5.8S, ITS4) regiono
restrikcijos fragmenty polimorfizmo analiz¢ bei atlikus Sio regiono sekoskaita,
K28 kamienas buvo priskirtas S. paradoxus risiai (Dr. E. Serviené,
nepublikuota). Rosa Esteban tyrimy grupé, 2017 mety pabaigoje atlikusi
analogiska tyrima, K28 kamieng irgi priskyre S. paradoxus risiai (Rodriguez-
Cousifio et al., 2017). Tarp S. paradoxus virusy taip pat stebimas patikimas
grupavimasis j dvi grupes: Spar-1 ir Spar-2, taciau nestebimas grupavimasis,
paremtas konkretaus M palydovo replikacijos palaikymu, kaip S. cerevisiae
rusies virusy atveju.
3.1.3 L-A tipo virusu Gag baltymo struktiros ir ji koduojanciy seku
variabilumo rysys

Saccharomyces sensu stricto mielése aptinkami L-A virusai yra labai
konservatyviis savo sekomis. Labiausiai nutol¢ viruso variantai pasizymi apie
70 % nukleortigs¢iy seky sutapimu, tuo tarpy analizuojant L-A virusy
koduojamy baltymy aminoriigs¢iy sekas, stebimas 85 % ir aukstesnis seky
identiskumo lygis (3.2 pav.). Analizuodami palyginius nustatéme, kad tam
tikros L-A viruso genomo vietos yra ypatingai variabilios: jose stebimi
drastiSki aminortig§¢iy pokyciai, kuomet viena aminoriigstis kei¢iama kita,
turincia visai kitas fizikochemines savybes (3.4 pav. B pav.). Nustatéme, kad
iSoringje kapsidés pavirSiuje iSsidésCiusios maziausiai konservatyvumu
pasizymincios aminorigstys, tuo tarpu vidinis kapsidés pavirSius sudarytas i$

konservatyviy aminortigsciy (3.4 pav. A).

Gag baltyme nustatéme regionus, kuriose tarp L-A virusy stebimas aukstas
aminoriigsciy variabilumas. Pirmasis regionas, apimantis 160—184 a.r.,
nepasizymi konkrec¢ios antrinés struktiiros elementais ir yra iSsidéstes kapsidés
pavirsiuje. Stebimi seky skirtumai pasiskirste pagal L-A viruso filogenetines
grupes (3.4 pav. B). Tokios sandaros domenai daznai aptinkami
baltymas-baltymas sgveikos pavirSiuose. Antrasis variabilus regionas — 524—

531 a.r. kilpa ties kepurés nuskélimo (angl. cap-snatching) vieta. Scer-1 grupei
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A)

B)
Gag
B I R ) Wo 635 6w 680
Senono
Skv-LA-1802 u entropijos jvertis
ScV-LA-1 Y
ScV-LA-s288c Y
ScV-LA-k7 A 1.00
ScV-LA-sk1 Y
ScV-LA-2 Y 075
ScV-LA-rom Y D
ScV-LA-m437 Y D 050
ScV-LA-lus Y D
ScV-LA-4 Y D H IO.25
SpV-LA-45 Y [ Y
0.00
SkV-LA-591 Y D Y
SpV-LA-1939 D Y D Y
SpV-LA-74 D 7 ) Y
SuV-LA-10560 D i D Y
SpV-LA-4650 D Y D Y
SpV-LA-1143 D Y D Y
SpV-LA-62 D Y ) Y
SpV-LA-64b D Y E Y
SpV-LA-66 D Y D I+
SpV-LA-21 D Y D F
SpV-LA-28 D Y D F

3.4 pav. L-A tipo virusy Gag baltymo struktiiros ir jj koduojanciy seky variabilumo rysis. A) Gag
baltymo struktiira (pdb archyvas: 1IM1C): virusiné dalelé; kapsidés asimetrinio dimero iSoriné ir vidiné
kapsidés pusés. Geltonai pazymétos kepurés nuskélime dalyvaujanéios amino rigstys, baltos-raudonos
spalvos gradientas Zymi Senono entropijos jvertj, kuris apskai¢iuojamas naudojant daugybinj Gag
baltymo seky i§lyginima (Senono jvertis, lygus 1, Zymi pozicijos konservatyvuma (balta spalva), tuo
tarpu reikSme artéjantis prie nulio — variabilumo didé¢jimas (raudona spalva)); B) Gag baltymo sekos
konservatyviy-variabiliy pozicijy grafikas ir variabiliy regiony daugybiniai palyginiai.

priskirty virusy seka 438458 a.r. isskiria juos i$ visy kity L-A virusy (3.4 pav.
B), kuriy sekos §iame regione pasizymi aukstu konservatyvumo laipsniu. Sis
regionas i$sidéstes kapsidés pavirsiuje ties kepurés nuskélimo vieta. Stebimas
aminoriigsciy variabilumas ties kepurés skélimo aktyviuoju centru gana
netikétas. Kepurés nuskélime dalyvaujancios aminortigstys (Tang et al., 2005)
tarp visy zinomy L-A viruso varianty yra konservatyvios. Galima jtarti, kad
kepurés nuskélimo procese gali dalyvauti 1gstelés-Seimininko baltymai, kurie
sgveikauja su Siuo variabiliu regionu, arba Sie variabiliis regionai uztikrina tam

tikry RNR atpazinima.
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Vidingje kapsidés dalyje, ties antro laipsnio simetrijos asimi (481-508 a.r.)
stebimas seky variabilumas. Sioje baltymo dalyje aminoriigiéiy sudétis
pasiskirsciusi pagal filogenetines grupes.

3.1.4 L-A tipo virusy GagPol baltymo Pol domeno seky variabilumo
ir funkciju rySys

L-A tipo virusy koduojamo sulietinio Gag-Pol baltymo Pol domene
stebimas aukstesnio lygio seky variabilumas, lyginant su viruso koduojamu
Gag baltymu. Analizuodami daugybinius Gag ir Pol domeny seky palyginius
nustatéme, kad 14 % aminoriig§¢iy padéciy Gag baltyme yra bent vienas
pakitimas, tuo tarpu Pol domene tokiu padéciy yra 30 %, o nekonservatyviis
aminortg$ciy pakitimai Pol domene bent du kartus daznesni. Pol domene yra
identifikuoti trys viengrandining RNR suriSantys motyvai: N-galinis RNR
suriSantis domenas 711-834 a.r., centrinis RNR suriSantis domenas 1016-1076
a.r., ir C-galinis domenas 1414—1463 a.r. (Ribas et al., 1994a; Ribas et al.,
1994b). Motyvas 711-834 a.r. pasizymi aukStu konservatyvumu, jis yra
C-galinis RNR suriSantis domenas, atsakingas in vivo uz L-A viruso ir M
palydovo koduojancios grandinés pakavimg j kapside (Ribas et al., 1994b).
Siame domene yra du motyvai: 670-677 a.r. ir 693—701 a.r. pasizymintys
aukstu variabilumo lygiu, o variabilios aminortigSys pasiskirs¢iusios pagal
viruso filogenetines grupes. Pol domeno C-gale iSsidéstes viengrandininés
RNR pakavimo domenas; manoma, kad jis atlieka pagalbing funkcijg, vykstant
koduojancios grandinés pakavimui ir dalyvauja viruso replikacijos ciklo
iniciacijoje (Ribas ef al., 1994b). Pastarajame domene 14361444 a.r.
pozicijose stebimas seky variabilumas, pasiskirstes pagal filogenetines grupes.
Centrinis suriSantis RNR domenas pasizymi aukstu konservatyvumo laipsniu,
prieSingai nei C- ir N-galiniai RNR suriSantys domenai. Visy L-A virusy RNR

polimerazés katalitinio domeno sekos yra konservatyvios (3.5 pav.).
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3.5 pav. L-A viruso koduojamo sulietinio Gag-Pol baltymo Pol domeno seky konservatyviy-variabiliy
pozicijy grafikas ir variabiliy regiony daugybiniai palyginiai. Mélyni staciakampiai vir§ grafiko zymi
viengrandininés RNR suri§imo domenus, o geltonas staciakampis — nuo RNR priklausomos RNR

polimerazés katalitinj domena.

Dar bent du regionai, kuriuose stebimas aukstas seky variabilumas,
nustatyti sulietinio Gag—Pol baltymo Pol domene. Tarp RNR polimerazés
katalitinio centro ir C-galinio RNR suriSanc¢io domeno jsiterpgs 1321-1352 a.r.
regionas aukstu variabilumo lygiu iSsiskiria tarp kity variabiliy regiony (3.5
pav.). Sio regiono funkcija kol kas néra zinoma. Kitas regionas, kuriame
stebimas aukstas variabilumo lygis, yra i$sidéstes tarp N-galinio ir centrinio

RNR suriSan¢iy domeny.

3.1.5 Naujy L-A viruso M palydovu seku analizé

Anksciau GTC Genetikos laboratorijoje aptiktuose biocidiniuose
S. paradoxus kamienuose, taikant dgRNR genomo seky nustatymo metoda
(2.2.3 skyrius), nuskaityti dviejy naujy M palydovy — SpV-M66 ir SpV-M64
genomai. Jy genomo architekttira sutampa su kity Saccharomyces sensu stricto
mieliy dgRNR L-A virusy M palydovams biidinga genomo organizacija.
SpV-M66 palydovas sudarytas i§ 4 nt ilgio 5'-galinio netransliuojamo regiono,
1038 nt ilgio atviro skaitymo rémelio, apie 100 nt ilgio adeninu turtingos sekos
ir 322 nt ilgio 3’-galinio netransliuojamo regiono. SpV-M66 genomo seka
86 % sutampa su dgRNR viruso SpV-LA-21 viruso SpV-M21 palydovo
(Rodriguez-Cousifno et al., 2017) genomo seka, Siy palydovy koduojamy
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baltymy panasumas yra 92 %. Klonave Sio M palydovo genomg | mieliy
raiskos vektoriy ir transformave juo S. cerevisiae BY4741 mieliy kamiena,
patvirtinome, jog M palydovo genomo koduojamas baltymas suteikia mieléms
kilerinj aktyvuma (neparodyta). Analizuodami seka, baltymo N-gale nustatéme
tris transmembraninius motyvus (3.6 pav. A). Atliekant SpV-M66 palydovo
koduojamo baltymo konservatyviy domeny paieskg Pfam baltymy Seimy
duomeny bazéje, identifikuotas DUF5341 konservatyvus domenas baltymo
190-343 a.r padétyse. DUF5341 domeng turinCiy baltymy funkcija Iasteléje
néra zinoma, §] domeng turintys baltymai aptinkami is$skirtinai Ascomycota
gryby skyriui priskiriamose rusyse. Atlikus SpV-M66 palydovo koduojamo
346 a.r. baltymo homology paieska, nustatyti baltymo homologai skirtingose
Saccharomycetaceae mieliy Seimai priklausanciose riiSyse, tarp jy
Saccharomyces sensu stricto grupei priklausanciy S. cerevisiae ir S. eubayanus

rusyse. Homologija stebima tik DUF5341 Pfam Seimos domene.

SpV-M64 palydovo genomg sudaro 16 nt ilgio 5'-galinis netransliuojamas
regionas, 912 nt ilgio atviro skaitymo rémelis, 170 nt ilgio adeninu turtinga
seka ir 988 nt 3'—galinis netransliuojamas regionas. SpV-M64 palydovo
genomui homologiniy seky nebuvo rasta. Atlik¢ homology M64 genome
koduojamam baltymui paieska, Schizosaccharomyces genciai priklausanciy
mieliy rtsiy genomuose ir Saccharomyceyaceae $eimai priskiriamy mieliy
rusiy genomuose identifikavome nezinomos funkcijos baltymus koduojancias
sekas. S. paradoxus rusies mieliy N-17 kamieno transkriptome (transkriptomas
rekonstruotas i§ SRA duomeny baz¢je rasty RNR sekoskaitos duomeny
rinkiniy) identifikavome du nuorasus. Vienas i$ jy sutampa su M64 genomo
dalimi iki polyA sekos, kitas sutampa su genomo dalimi, esanc¢ia uz polyA
sekos. Identifikuoty nuorasy (toliau N17-M64) sutapimas su SpV-M64
palydovo genomo seka yra 83 %, o koduojamo baltymo panaSumas sudaro
89 %. Norint jsitikint, kad rastos sekos Saltinis néra Seimininko genomo seka,
atlikta N17-M64 sekos paieska S. paradoxus N-17 genomo sekoje. N17-M64
seka nebuvo aptikta. [verting, kad SpV-M64 palydovo genomo pradzia ir
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pabaiga sutampa su nustatytos N17-M64 sekos pradzia ir pabaiga, manome,

kad tai yra nezinomo L-A viruso varianto dgRNR palydovas.

A) Transmembraniniai
motyvai
»" ' v < ' '
DUF5341 >
16 21 42 6062 85 97 119 141 182191 231235 240 343
° o o 00 SpV-M66
® ® ® o SpV-M21
B) ' ' v N17-M64
Y Y SpV-M64
A
1 | 24 374754 104 126 154158 200 254 SoV-M64
“ (Y1) ° ° V-
[ 1) ® O o N17-M64

Signaliné seka

3.6 pav. SpV-M66 ir SpV-M64 palydovy koduojamy baltymy ypatybés. A) SpV-M66 palydovo
koduojamo baltymo schema, pazymeéti transmembraniniai motyvai ir konservatyvus DUF5341
domenas; B) SpV-M64 palydovo koduojamo baltymo schema, pazyméta: N-gale esanti signaliné seka,
trikampiais pazymeéti Kex2 proteazés taikiniai SpV-M64 ir N17-M64 palydovy koduojamuose
baltymuose, apskritimais pazymeétos galimos N-glikozilinimo vietos (raudonu apskritimu pazymétos
labai auksto spéjimo patikimumo glikozilinimo vietos, rausvu — zemesnio patikimumo glikozilinimo
vietos).

SpV-M64 palydovo koduojamame baltyme nustatyta hidrofobiné signaliné
sritis, i§sidésciusi baltymo N—gale (1-24 aminoriigstys). Nustatytos keturios
galimos glikozilinimo sritys: 47, 54, 104 ir 154 baltymo pozicijose. Nustatytos
ir dvi galimos Kex2 proteazés hidrolizés vietos: 200 padétyje (atpazjstama
seka Lys!'”?Arg?®) ir 254 padétyje (Pro?*>Arg?** ). N17-M64 nuoraso
koduojamame baltyme be iSvardinty pozicijy identifikuota papildoma Kex2
proteazés hidrolizés vieta, esanti 37 padétyje (Arg*®Arg3”) (3.6 pav. B).
SpV-M64 genome koduojamo baltymo 37 pozicijoje yra ivykes aminortigsties

pokytis Arg — Gln, kuris lemiamas genome jvykusios mutacijos CGG —
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CAG. Tai gali buti prieZastis, kodél S. paradoxus M64 palydovo koduojamas
baltymas nepasizymi kileriniu fenotipu: klonavus j mieliy baltymy raiSkos
plazmide ir ja transformavus S. cerevisiae mieles, kilerinis fenotipas
nestebimas (rezultatai neparodyti). Kex2 proteazé yra butina M-1, M-2 ir
M-28 palydovy koduojamy kileriniy toksiny brendimui (Schmitt ir
Breinig, 2006). SpV-M64 palydovui praradus Kex2 proteazés
atpazinimo/hidrolizés vietg, galimai todél nestebimas M palydovo
koduojamo baltymo kilerinis aktyvumas. Vis tik jmanoma, kad M64
palydovo koduojamas baltymas néra biocidiniu aktyvumu pasiZymintis

baltymas ir dalyvauja neZinomuose lgstelés procesuose.

Tarp S. paradoxus aptinkamy homologisky M palydovy stebimas didesnis
seky kintamumas, negu S. cerevisiae riiSies mielése aptinkamy M palydovy.
Kaip minéta, tarp SpV-M66 ir SpV-M21 palydovy stebimas 86 % genomo
(nukleoriigsciy) ir 92 % koduojamo baltymo (aminoriig§¢iy) seky panasumai, o
SpV-M64 ir N17-M64 83 % genomo ir 89 % koduojamo baltymo seky
panasumas. Tuo tarpu tarp S. cerevisiae M-1 tipo palydovy labiausiai
besiskiriancios sekos pasizymi 98,73 % baltyma koduojanciy seky panasumu,
o tarp M2 tipo palydovy — 97,5 % baltyma koduojanciy seky panasumu.

S. paradoxus riiSies mielése aptinkamy baltymy M palydovy variabilumas gali

biiti rasies prisitaikymo prie besikei¢ianciy aplinkos salygy veiksnys.

3.1.6 L-A viruso M palydovas ir endogeniniai virusiniai elementai
mielése

Frank ir Wolfe nuskaité Vanderwaltozyma polyspora mieliy genomo seka ir
jame identifikavo 10 kb regiona, kuriame aptiko penkis pseudogenus,
homologiskus mieliy kileriniams toksinams ir virusinés kilmés baltymams
(Frank ir Wolfe, 2009). Literatiiroje minimas ir Mlus palydovo koduojamo
Klus toksino homologas, paglites tarp S. cerevisiae riisies mieliy (Rodriguez-
Cousifio et al., 2011). Charakterizuodami naujus M palydovus ir jy
koduojamus baltymus, skirtingose mieliy rii§iy genomuose identifikavome jy

homologus. Todél buvo atlikta visy zinomy M palydovy koduojamy baltymy i$
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Saccharomyces sensu stricto mieliy homology paieska skirtingy rtisiy mieliy

genomuose.

Atlike analizg, skirtingose mieliy riiSyse aptikome homologus visiems
zinomiems Saccharomyces sensu stricto mieliy M palydovy koduojamiems
toksinams. S. cerevisiae M1 ir M2 bei S. paradoxus M45 ir M74 palydovy
koduojami baltymy homologai aptinkami jvairiose mieliy rasyse, iSskyrus
Saccharomyces sensu stricto mieles. Tuo tarpu S. cerevisiae Mlus palydovo ir
S. paradoxus M64, M66, M62 palydovy koduojamy baltymy homologai
identifikuoti ir Saccharomyces sensu stricto mielése. ReikSmingas seky
panasumas baltymy lygmenyje leidzia daryti prielaidg dél bendros $iy baltymy
kilmés. Visgi koduojanciy seky panaSumas nukleotidy lygmenyje

iSvardintuose variantuose yra nestebimas.

S. paradoxus M28 palydovo koduojamo kilerinio toksino (K28) homologus
aptikome tiktai S. paradoxus riiSies mieliy Europos populiacijoje. Stebimas
~88% seky panaSumas tiek nukleotidy, tiek aminortigs¢iy lygmenyje.
Ypatingai aukstas seky panasumas bei jy aptikimas tiktai Europos
populiacijoje leidzia daryti prielaida, kad M28 palydovo integracija i
chromosomg evoliuciniu pozitriu jvyko neseniai. Norédami nustatyti galima
integracijos mechanizma, atlikome genetinés aplinkos analize tarp skirtingy

zinomy Saccharomyces sensu stricto mieliy genomy.

Nustatéme, kad M28 palydovui homologiska seka (EVE-M28) aptinkama
visuose Europos populiacijos S. paradoxus kamienuose, kuriy genomy sekos
yra nustatytos. Ji iSsidésciusi tarp PEX1 ir YKT6 baltymus koduojanciy geny;
tarp Siy geny nustatyta ir Tyl transpozono integracijos vieta, tuo tarpu visose
kitose Saccharomyces sensu stricto mielése, kuriy genomy sekos (1.1.1
skyrius) buvo analizuotos, §is regionas pasizymi seky konservatyvumu ir Tyl
transpozono integracija nestebima (3.7 pav. A). [vairiuose organizmuose
identifikuojamy EVE elementy atsiradimas chromosomoje dazniausiai
siejamas su atvirkstine transkripcija ir integracija | genoma, kurig vykdo

transpozonai (Feschotte, 2008; Bruenn et al., 2015; Geuking et al., 2009).
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EVE-M28 atveju mes stebime biitent tokio tipo integracija. Nagrinédami Tyl
transpozono sekg nustatéme, kad joje yra susikaupe daug rémelio poslinkio bei
non-sense tipo mutacijy. Stebimas aukstas EVE-M28 seky panaSumas su M28
palydovu leidzia jtarti, kad EVE elemento koduojamas baltymas gali buti
svarbus lgstelés vykstantiems procesams ir dél Sios priezasties koduojanti seka
lieka konservatyvi.

A)

S. paradoxus (Europos populiacija)

E\{E—M28 {RNA

PEX1 ﬂ Tyl Gag-Pol .

6-LTR 6-LTR

S. paradoxus (kitos populiacijos)
tRNA

PEX1 . YKT6

B)
K28 Y ! Y !
a | Y | B |

3.7 pav. M28 palydovo analogai — endogeniniai virusiniai elementai. A) S. paradoxus Europos

N- | pre | pro

populiacijos ir kity populiacijy XI chromosomos regiono tarp PEX1 ir YKT6 baltymus koduojanciy
geny palyginimas; B) M28 palydovo koduojamo K28 toksino palyginimas su EVE-M28 koduojamu

baltymu. Mélynais trikampiais pavaizduotos KEX2 proteazés kirpimo vietos.

Atlik¢ EVE-M28 koduojamo baltymo ir K28 kilerinio toksino seky
palyginimg nustatéme, kad EVE-M28 koduojamas baltymas sutampa su K28
toksino 34—152 padétyse esanciomis aminortigstimis — kilerinio toksino a
subvienetu (3.7 pav. B). K28 toksino a subvienetas yra atsakingas uz K28
toksino biocidinj aktyvuma, tuo tarpu  subvienetas — uz pateikima i lastele
(Schmitt ir Breinig, 2006). Pademonstruota, kad vykdant rekombinantinio o
subvieneto baltymo biosinteze¢, mielés tampa zymiai atsparesnés K28 toksinui
(Breinig et al., 2006). Surinke S. paradoxus N17 kamieno (priklausantj
Europos populiacijai (Liti et al., 2009)) transkriptoma, jame identifikavome
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EVE-M28 nuorasa, kas leidzia daryti pagrista prielaidg apie vykstancig Sio

endogeninio virusinio elemento raiska lasteléje.

3.2 ScV-LA-1 viruso saveikos su 1astelés-Seimininko baltymais
tyrimas

BY4741 kamienas yra vienas pagrindiniy mieliy kamieny, naudojamy
laboratoriniuose tyrimuose. Sio kamieno pagrindu yra sukurta daug jvairiy
jrankiy, skirty genetikos, proteomikos, lastelés biologijos didelés apimties
tyrimams atlikti. Tarp $iy jrankiy verta paminéti mieliy iSkrity kolekcija (angl.
YKO — Yeast Knock-Out Collection), kurig sudaro ~5000 kamieny, turinciy
pavieng atviro skaitymo rémelio iSkritg (Winzeler et al., 1999), padidintos
raiSkos kamieny kolekcijas (Mnaimneh et al., 2004) ir Igstelinés lokalizacijos
kolekcija (Huh et al., 2003). BY4741 kamiene, kaip ir dideléje dalyje kity
laboratoriniy kamieny (3.1.1 skyrius), identifikuotas ScV-LA-1 tipo dgRNR
virusas. Sio viruso buvimas lasteléje jprastai yra ignoruojamas, nors
pastaraisiais metais mokslinéje literatiiroje publikuoti duomenys demonstruoja,
kad L-A tipo virusai moduliuoja Iastelés geny raiska (McBride et al., 2013;
LukSa et al., 2017).

Yra zinomi tik keli su L-A virusu galimai sgveikaujantys baltymai,
lemiantys L-A dgRNR genomo replikacija ir baltymg koduojanciy atviro
skaitymo rémeliy transkripcija (Chong ef al., 2004; Rowley et al., 2016).
Norédami iSplésti zinias apie L-A viruso koduojamy baltymy saveika su
lastelés-Seimininko baltymais, atlikta virusiniy daleliy proteominé analizé ir
identifikuoti su L-A virusu sgveikaujantys baltymai. Siame skyriuje pristatomi
Sio tyrimo rezultatai, pradedant nuo ScV-LA-1 viruso baltymus koduojanciy
geny raiskos vektoriy konstravimo ir raiskos tyrimo, baigiant virusiniy daleliy
proteomy charakterizavimu ir tolimesnés Seimininko baltymy, dalyvaujanciy

viruso replikacijoje, analizés.
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3.2.1 ScV-LA-1 viruso koduojamy baltymy raiskos tyrimas
Norédami nustatyti rekombinantiniy ScV-LA-1 tipo viruso koduojamy
baltymy poveiki natyviam BY4741 kamiene esan¢iam L-A virusui,
sukonstravome keturias plazmides, koduojancias skirtingus L-A viruso
genomo koduojamy baltymy (Gag ir Gag-Pol) domenus. pY AK3-LAcds
plazmidéje uz TEF1 konstitutyvaus promotoriaus (PTEF!) jterpta pilno ilgio
L-A viruso koduojanti seka. Transformavus $ia plazmide BY4741 kamiena,
stebimas aukstas Gag baltymo biosintezés lygis, taip pat yra matomas ir
Gag-Pol baltymo sintezés lygio padidéjimas, lyginant su kamienu,
transformuotu tusciu raiSkos vektoriumi — pYAK3 (3.8 pav.). Analizuodami
suming RNR nustatéme, kad rekombinantiniy Gag ir Gag-Pol (baltymas
sintetinamas vykstant ribosominio rémelio poslinkiui) baltymy Igsteléje kiekio
padidéjimas skatina natyvaus L-A viruso genomo replikacija. DgRNR
virusinio genomo replikacijos skatinimas taip pat buvo stebimas,
transformavus BY4741 kamieng pY AK3-GagWT plazmide, koduojancia
ScV-LA-1 viruso tipo Gag baltymg (1-680 a.r.). Duomenys, gauti atlikus Siuos
eksperimentus, leidzia daryti prielaida, kad virusinio dgRNR genomo
akumuliacijai l1gstel¢je pakanka padidéjusio rekombinantinio Gag baltymo
biosintezes kiekio. Gag baltymas gali sgveikauti su lastelés antivirusinés
sistemos baltymais, kurie kontroliuoja viruso dgRNR kopijy skai¢iy (Rowley
et al., 2016). BY4741 kamiene, transformuotame pY AK3-LAcds arba
pYAK3-GagWT, yra padidéjes Gag baltymo kiekis. Jis sumazina lgstelés
antivirusinés sistemos baltymy kiekj, tenkantj L-A viruso nukleokapsidei,
kurioje vykdoma genomo replikacija arba transkripcija. Kitas galimas
paaiskinimas galéty biiti susijes su greitu viruso genomo pakavimu. Yra
nustatyta, kad viruso koduojamas sulietinis Gag-Pol baltymas, susiriS¢s su
koduojanciag L-A viruso genomo grandine, inicijuoja nukleokapsidés
susidaryma (Ribas et al., 1994b). Taigi, esant dideliam laisvy Gag baltymo
molekuliy kiekiui Igsteléje, nukleokapsidé gali biiti sudaroma zymiai greiciau,
tokiu biidu viruso replikacija pagreitéja ir dél to stebima dgRNR genomo

replikacijos stimuliacija.
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3.8 pav. Rekombinantiniy ScV-LA-1 tipo baltymus koduojanciy geny raiska BY4741 kamiene ir
koduojamy baltymy biosintezés jtaka natyviam L-A virusui lgstel¢je. A) Baltyminiai geliai — skirtingy
ScV-LA-1 viruso baltymus koduojanciy geny raiska BY4741 kamiene (virSutinés nuotraukos, desingje
nuotraukoje frakcionuotas 10 karty skiestas méginys, norint pademonstruot Gag-CFH viruso sintezés
lygj) ir iSskirta suminé RNR i$ §iy kamieny (apatinés nuotraukos); B) ScV-LA-1 viruso, baltymus

koduojanciy geny raiskos kasetés pY AK3 raiskos vektoriuje. PTEF! — TEF1 promotorius.

TCYC! — CYC1 terminatorius, Zaliai pazyméta Gag domena koduojanti dalis, geltonai — Pol domena,

raudonai — ribosominis rémelio poslinkio regionas, CFH — Zymi afininj inkarg sudarytg i§ FLAG ir His
afininiy inkary; C) Gag ir sulietinio Gag-Pol transliuojamos baltymy sekos 644—680 a.r. rémelio

poslinkio regione (Siame regione persidengia viruso Gag ir Pol domenus koduojancios sekos).

L-A viruso atviro skaitymo rémeliai, koduojantys Gag ir Gag-Pol baltymus,
turi bendra 108 bp konservatyy ribosominio rémelio poslinkio regiona. Sis
regionas, priklausomai nuo to, kuris baltymas yra transliuojamas, koduoja du
fizikocheminémis savybémis besiskirian¢ius polipeptidus. Vykstant Gag
baltymo transliacijai, Gag C-gala (644-680 a.r.) sudaro hidrofobinés ir
neigiamai jkrautos aminorigstys, o transliacijos metu jvykus ribosominiam
rémelio poslinkiui — transliuojamo Gag-Pol sulietinio baltymo Gag domeno
C-galg (644-680 a.r.) sudaro polings ir teigiamai jkrautos aminortgstys (3.8
pav. C). Toks aminortigsc¢iy pasiskirstymas Gag ir sulietinio Gag-Pol baltymo
644-680 motyve ir ypatingai aukstas sekos konservatyvumas tarp skirtingy
L-A virusy varianty leidzia daryti prielaida, kad motyvas turi svarbig paskirtj
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viruso replikacijos ir/arba transliacijos cikluose. Norédami patikrinti Sia
hipotezg, sukonstravome pY AK3-GagA plazmidg, kuri koduoja Gag baltyma
su C-gale paSalintomis 34 a.r. (toliau GagA). Atlikus suminés RNR 1§ mieliy
lasteliy, transformuoty pY AK3-GagA plazmide, analize, nustatéme, kad GagA
baltymo sintezé slopina natyvaus dgRNR L-A viruso genomo replikacija (3.8
pav. A). Remiantis gautais duomenimis galime daryti prielaida, kad L-A viruso
ribosominio rémelio poslinkio regiono koduojamas motyvas yra biitinas

natyvaus L-A dgRNR viruso genomo replikacijai.

Norédami patikrinti Gag baltymo tolerancijg ir geb¢jima skatinti dqgRNR
viruso genomo akumuliacija, esant prie baltymo C-galo prilietam afininiam
inkarui, sukonstravome pYAK3-Gag+CFH plazmide. Si plazmidé koduoja
pilno ilgio Gag baltyma (1-680 a.r.) prie kurio prilietas 23 a.r. ilgio fragmentas,
sudarytas i§ FLAG (a.r. sska DYKDDDDK) ir HIS (6 x His) afininiy inkary
(3.8 pav. B). Sia plazmide transformavus BY4741 kamiena, buvo stebima
koduojamo baltymo sintez¢ (3.8 pav. A). [Sgryninus suming nukleortig§ciy
frakcija, buvo stebimas natyvaus L-A viruso genomo replikacijos skatinimas
(3.8 pav. A). Apibendrinant galime daryti iSvada, kad padidéjus pilno ilgio Gag
baltymo kiekiui lastel¢je, vyksta natyvaus L-A viruso dgRNR genomo kopijy
akumuliacija ir biitina to saglyga — ribosominio rémelio poslinkio koduojami
motyvai (3.8 pav. C). Kol kas néra aisku, ar Gag baltymo hidrofobinis ir
neigiamai jkrautas C-galas, ar polinis ir teigiamai jkrautas sulietinio Gag-Pol
baltymo Gag domeno C-galas, kuris sintetinamas jvykus ribosominiam rémelio
poslinkiui, yra biitinas natyvaus viruso genomo akumuliacijai. Teoriskai abu
variantai gali biiti transliuojami, esant tik pilno ilgio Gag baltyma koduojanciai
sekai, nes Gag baltyma koduojan¢iame atviro skaitymo rémelyje yra seka, kuri
natyviame viruse sudaro pseudomazga, dél kurio vyksta ribosominis rémelio
poslinkis (Lopinski ef al., 2000). Tokiu budu gali biti transliuojami dvejy tipy
Gag baltymai, turintys arba hidrofobinj, arba hidrofilinj C-gala. Norint tiksliai
nustatyti, kuris koduojamas motyvas yra atsakingas uz natyvaus viruso

genomo kopijy akumuliacija, reikty sumodeliuoti tokias koduojancias sekas,
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kurios jvykus jy transkripcijai nesudaryty pseudomazgo struktiros ir todél

nevykty ribosominis rémelio poslinkis transliacijos metu.

3.2.2 ScV-LA-1 viruso nukleokapsidés ir virusiniy daleliy
gryninimas

Norint jvertinti sukonstruoty plazmidziy koduojamy baltymy (3.2.1
skyrius) gebéjima sudaryti j virusus panasias daleles, buvo atlickamas aukstos
molekulinés masés baltyminiy kompleksy iSskyrimas ultracentrifuguojant.
Skystame azote sutrynus Igsteles ir pasalinus lasteliy nuolauzas, aukstos
molekulinés masés dariniai frakcionuojami centrifuguojant 45 % sacharozés
gradiente. Po ultracentrifugavimo kamiene, kuriame buvo vykdoma pilno ilgio
Gag baltymo raiska, stebimas zymus Gag baltymo kiekio padid¢jimas (3.9 pav.
A), o iSskyrus nukleortigstis i$ baltyminio preparato, méginyje nustatytas
viruso dgRNR genomas (3.9 pav. B). Tuo tarpu kamiene, kuriame vykdyta
GagA baltymo raiSka, nustatyta, kad jame formuojasi virusinés RNR
neturincios virusinés dalelés (3.9 pav. A ir B) — §io baltymo biosinteze lgsteléje

pasalina L-A viruso genoma.

Remiantis gautais rezultatais, manome, kad Gag baltymo C-galas yra
atsakingas uz sgveikg su Gag-Pol sulietiniu baltymu. Literatiiroje minima, kad
i§ Gag baltymo pasalinus C-gala, formuojamos tokio pacios struktiiros
virusinés dalelés, kaip ir pilno ilgio Gag baltymo (Fujimura ef al., 1992). Esant
GagA baltymo pertekliui 1astel¢je, jis galimai sudaro asimetrinius dimerus su
natyvaus L-A viruso koduojamais Gag baltymais, taip suformuodamas
virusines daleles, neturin¢ias Gag-Pol sulietinio baltymo. Literatiiroje minima,
kad Gag baltyme pasalinus C-gale 33 a.r., toks baltymas neformuoja virusiniy
daleliy su Gag-Pol sulietiniu baltymu (Ribas ir Wickner, 1998). To pasekmeé —
natyvaus L-A viruso genomo eliminavimas i$ lastelés, kadangi néra uztikrintas
Gag-Pol jtraukimas j kapside. Tuo tarpu esant pilno ilgio Gag baltymo
pertekliui, vyksta natyvaus L-A viruso replikacijos skatinimas.
Rekombinantinis pilno ilgio Gag baltymas, C-gale turintis uz sgveika atsakingg

seka, gali formuoti asimetrinius dimerus su Gag-Pol baltymu, taip

74



uztikrindamas virusiniy daleliy su inkorporuotu Gag-Pol sulietiniu baltymu

susidarymg ir tolesne viruso replikacija bei transkripcija.

A Lizatas % B) 0
sacharozé
&
Sy & SIS
O D
i il & i

NE
I

l

i

!

|

N

3.9 pav. L-A viruso nukleokapsidés ir kity aukstos molekulinés masés dariniy gryninimas ir
asimetrinio Gag baltymo dimero struktira. A) Baltyminis gelis: lizatas — baltyminiai méginiai prie§
ultracentrifugavima, 45 % sacharozés — baltyminiai méginiai po ultracentrifugavimo. LAcds — BY4741
kamienas transformuotas pY AK3-LAcds plazmide, GagA — BY4741 transformuotas pY AK3-GagA
plazmide. B) Nukleortigstys, iSskirtos i§ baltyminiy méginiy po ultracentrifugavimo; C) Gag
asimetrinio dimero struktiira (pdb archyvas: IM1C). Geltonai ir zaliai pazyméti Gag baltymo
monomerai sudarantys asimetrinj homodimera, raudinai pazymétos 641-651 padétyse esancios Gag

baltymo aminoraigitys.
3.2.3 ScV-LA-1 viruso baltymy saveikos su lgstelés baltymais
tyrimas

Norédami identifikuoti Igstelés-Seimininko baltymus, sgveikaujancius su
L-A viruso koduojamais baltymais ir virusiniu dgRNR genomu, BY4741
kamieno pagrindu sukonstravome keturis S. cerevisiae kamienus. BY4741
GagWT — BY4741 kamienas, transformuotas pY AK3-GagWT plazmide.
Siame kamiene stebima auksta Gag baltymo raiska ir padidéjes dgRNR L-A
viruso genomo kopijy skaicius (3.8 pav. A ir 3.10 pav.); BYALA GagWT —
BYALA kamienas, transformuotas pY AK3-GagWT plazmide. BYALA

kamienas sukonstruotas transformavus ji pY AK3-GagA plazmide, kurios
koduojamas GagA baltymas eliminuoja BY4741 kamiene esantj viruso
genoma. I§ gauto kamieno pasalinta pY AK3-GagA plazmidé (plazmidés

pasalinimg atliko L. Aitmanaite), tokiu biidu gaunamas mieliy kamienas,
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neturintis virusinés kilmeés genetinés medziagos; BY4741 GagA — BY4741
kamienas, transformuotas pY AK3-GagA plazmide; BYALA pYAK3 —

BYALA kamienas, transformuotas tus¢iu pY AK3 baltymy raiSkos vektoriumi.
IS Siy kamieny sacharozés gradiente iSgryninome aukstos molekulinés maseés
lastelinius kompleksus (3.10 pav. A ir B). Kompleksus sudarantys baltymai
identifikuoti, atlikus LC-MS/MS proteoming analiz¢ (proteoming analize atliko
Dr. A. Kaupinis ir Dr. M. Valius, VU GMC BChl Proteomikos centre).

Keturiuose méginiuose proteomings analizés metu identifikuoti 864
unikaltis baltymai. IS tolimesnés analizés pasalinti baltymai, identifikuoti
BYALA pYAK3 kamiene. Sis kamienas neturi jokios L-A viruso kilmés
genetinés medziagos ir atliekant palyginamajg proteoming analize nustatyti
baltymai traktuojami kaip su virusu nesgveikaujantys aukstos molekulinés
mases baltyminiai kompleksai. Like 329 identifikuoti baltymai paskirstomi |
tris sgveikos grupes: su Gag baltymu sgveikaujanciy, su Gag baltymo C-galu
sgveikaujanciy ir su viruso nukleokapsidés vidaus struktiromis sgveikaujanciy

baltymy grupés.

3.10 pav. Proteominei analizei naudoty méginiy baltyminé ir nukleortigsciy sudétys. A) Baltyminis
gelis dazytas PageBlue™ dazu; B) Baltyminis gelis dazytas SYPRO™ Ruby dazu; C) nukleoriigstys

iSgrynintos i§ méginiy po ultracentrifugavimo.

Su Gag baltymu sgveikaujanciais baltymais laikomi tie, kurie sutampa

kiekviename proteome, nustatytame i§ BY4741 GagWT, BYALA GagWT ir
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BY4741 GagA kamieny paruosty méginiy. | $ig grupe patenka tie baltymai,
kurie galimai sgveikauja su Gag baltymo formuojama kapside. Identifikuota 70
tokiy baltymy (3.11 pav. A). Tarp Siy baltymy nustatyti 52 susije¢ su
membranomis baltymai, tarp kuriy 35 baltymai yra susij¢ su endoplazminiu
tinklu. Taip pat identifikuoti keturi Ty1 transpozono Gag-Pol baltymai
(YER138C, YDR365W-B, YBLO05SB-W ir YNL284C-A).

Su Gag baltymo C-galu sgveikaujanciais baltymais laikomi tie, kurie
nustatyti BY4741 GagWT ir BYALA GagWT, tac¢iau neidentifikuoti BYALA
GagA kamieny proteomuose (3.11 pav. A). Nustatyti 24 tokia salyga
tenkinantys baltymai. Tarp $iy baltymy nustatyti trys Ino80 komplekso
baltymai (ARP8, IES1 ir INO8O0). Like baltymai neturi bendry funkciniy
bruozy. Dalies identifikuoty baltymy molekulin¢ funkcija Igsteléje nezinoma.
Kaip ir su Gag baltymy sgveikaujanciy baltymy grupéje, identifikuotas Tyl
transpozono Gag-Pol baltymas (YPR137C-B).

A) B)
Ino80 kompleksas
Ubikinino biosinteze

BY4741 GagWT BY4741 GagA

ARF2

SS02 O
KDX1
: RHO1 ‘
RHOS
SSO1 O

SNC2

Ino80 kompleksas
Necharakterizuoti

baltymai
Ty1 transpozonas

Membranos baltymai
Endoplazminio tinklo
baltymai

Ty1 tipo transpozonai

BYALA GagWT BYALA GagA

3.11 pav. Palyginamoji proteominé¢ analiz¢ ir sgsajos su transkriptominés analizés duomenimis. A)
Veno diagrama pavaizduoti keturiuose tirtuose kamienuose identifikuoti aukstos molekulinés mases
baltyminiai dariniai ir jy sarySiai. Rodyklémis iSskirtos trys su L-A viruso koduojamais baltymais ar
nukleortigstimis saveikaujanciy baltymy grupés; B) Su KDX1 baltymy saveikaujanciy baltymy tinklas
(tinklas sudarytas remiantis https:/string-db.org/ duomeny bazés 10.5 versija). Zaliai pazyméti su L-A

virusy galimai sgveikaujantys baltymai, identifikuoti proteominés analizés mety; Raudonai pazymétas
KDXI1 baltymas, kurio koduojamo geno raiska nesant virusui padidéja; Geltonai pazymeéti baltymai,

galimai dalyvaujantis sgveikoje tarp KDX1 baltymo ir su virusu sgveikaujanc¢iy baltymuy.

Su viruso nukleokapsidés vidaus struktiiromis sgveikauja tie baltymai, kurie

aptikti tik BY4741 GagWT kamiene (3.11 pav. A). Pastarasis kamienas yra
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vienintelis, kuriame vyksta dgRNR viruso replikacija. Atmetus baltymus,
sutampancius su kituose kamienuose identifikuotais, laikome, kad like
baltymai galimai saveikauja su LA viruso sulietinio GagPol baltymo Pol
domenu ir/arba dgRNR viruso genomu. IS viso Siai grupei priskirti 46
baltymai. Tarp $iy baltymy identifikuoti keturi baltymai, sudarantys Ino80
kompleksg (IES3, IESS, NHP10 ir TAF14), taip pat su ubikinono biosinteze
susijusiy baltymy grupé (COQ3, COQS5, COQ6, COQ11 ir CATS). Likusiems

baltymams bendry funkciniy ar molekuliniy bruozu neaptikta.

Ankstesniuose tyrimuose nustatéme, kad L-A tipo viruso buvimas ar
nebuvimas lgstel¢je keicia daugelio lgstelés geny raiska (Luksa ef al., 2017).
Pasirinke genus, kuriy raiSka tarp mieliy, turin¢iy L-A virusg ir neturinciy,
skiriasi daugiau negu keturis kartus, atlikome sgveikos tinkly analizg, ieSkant
bendry determinanciy su identifikuotais su L-A virusu sgveikaujanciais
lastelés-Seimininko baltymais. Nustatéme patikimg sgveikos tinklg su KDX1
baltymu (3.11 pav. B), kuri koduojancio geno raiska, esant pasalintam L-A
virusui, padidé¢ja apie 12 karty. KDX1 baltymas yra baltymy kinazé, kuri esant
lastelés stresui, susijusiam su Igstelés sienelés pazaidomis, aktyvuoja streso
atsako baltymus, fosforilindama uz $iy baltymy koduojamy geny raiska
atsakingus transkripcijos faktorius (Chang et al., 2013; Garcia et al., 2004).
Nustatéme, kad sgveikoje tarp KDX1 lgstelés-Seimininko baltymy gali
dalyvauti penki tarpiniai baltymai: SSO1 ir SSO2 — t-SNARE baltymai,

SCS2 v-SNARE baltymas ir du GTP suriSantys RAS-Seimos baltymai RHO1 ir
RHOS. Sie baltymai taip pat buvo jtraukti j tolimesnei analizei naudojamy

baltymy grupe, kurie gali turéti jtakos L-A viruso replikacijai.

3.2.4 Seimininko baltymy jtaka L-A viruso replikacijai

IS proteominés analizés metu identifikuoty baltymy, kurie galimai
sgveikauja su L-A koduojamais virusiniais baltymais (3.2.2 skyrius),
pasirinkome 27 baltymus-kandidatus (zr. Priedas 1). Norédami jvertinti Siy
baltymy poveikj L-A viruso replikacijai, atlikome BY4741 kamieno pagrindu

sukonstruoty kamieny, kuriuose yra pasalinti pavieniai, baltymus koduojantys
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atviro skaitymo rémeliai, analiz¢. [Sgryninus suming RNR, buvo palygintas
dgRNR L-A viruso kiekis su kamienais, kuriy dgRNR kopijy pokytis esant tam
tikro geno pasalinimui yra zinomas. Palyginimui naudojami kamienai: BY4741
— turintis L-A dgRNR virusag; BYALA — kamienas, kuriame eliminuotas L-A
virusas; BY4741 ASKI3 — kamienas, kuriame paSalintas SKI3/XRN1 baltyma
koduojantis genas: remiantis literatiiros duomenimis, §io geno delecija
stimuliuoja dgRNR viruso replikacija (Masison et al., 1995); BY4741 AMAK3
— kamienas, kuriame pasalintas N-galo acetiltransferazes katalitinj subvieneta
koduojantis genas: Sis baltymas yra biitinas L-A viruso replikacijai, o jo
delecija slopina viruso replikacijg (Tercero et al., 1993); BY4741 APORI1 —
kamienas, kuriame pasalintas mitochondrijos poring koduojantis genas:
remiantis literatiiros duomenimis, $io geno delecija stimuliuoja L-A viruso

replikacijg (Dihanich et al., 1989).
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3.12 pav. Su L-A virusu sgveikaujanciy lastelés-Seimininko baltymus koduojanciy geny delecijy jtaka
natyvaus dgRNR viruso replikacijai. Kamienai pavadinti pagal deletuoto geno koduojamo baltymo
pavadinima. Deleciniy kamieny pavadinimy spalva parinkta pagal deletuoto geno koduojamo baltymo
priklausyma vienai iS trijy iSskirty 1gstelés-Seimininko baltymy grupiy: zalia — su Gag baltymy
saveikaujanciy baltymy-kandidaty grupé, geltona — su Pol domenu ir/arba dgRNR genomu
saveikaujanti baltymy-kandidaty grup¢, raudona — su Gag baltymo C-galu saveikaujanciy
baltymy-kandidaty grupé. Mélyna spalva pazyméti jungting proteomikos ir transkriptomikos duomeny

analizg atlickant identifikuoti baltymai.

Atlikus analize 15-oje tirty kamieny nustatéme, kad konkretaus geno
pasSalinimas moduliuoja dgRNR L-A viruso kiekj pokytj lasteléje. Keturiuose
kamienuose buvo stebimas dgRNR L-A viruso genomo kopijy skai¢iaus

sumazgjimas, tuo tarpu likusiuose buvo stebimas visiskas viruso eliminavimas
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(3.11 pav.). Natyvaus L-A viruso sumazéjimas stebétas esant SSO1, RHOS,
YNKI1 ir CATS baltymus koduojanc¢iy geny iskritoms. SSO1 ir RHOS
baltymai identifikuoti, atlickant proteomings ir transkriptominés sgveikos
tinklo analiz¢. Abu Sie baltymai galimai yra reguliuojami KDX1 baltymy
kinazés. Stebima dgRNR viruso replikacijos represija gali biiti susijusi su
lastelinio signalo perdavimo sutrikimais, kas duoda uzuoming  tai, kad
lastelé-Seimininkas gali nezinomu biidu koordinuoti L-A viruso replikacija.
Like du baltymai, kuriuos koduojanciy geny iskritos mazina dgRNR kiekj,
nustatyti su viruso nukleokapsidés vidaus struktiiromis sgveikaujanciy baltymy
grupéje. Sie baltymai yra YNK1 — nukleozidy difosfat-kinazé, dalyvaujanti
DNR pazaidy taisyme (Yang et al., 2009) ir CAT5 — mitochondrinis baltymas.
Su viruso nukleokapsidés vidaus struktiiromis sgveikaujanciy baltymy grupéje
nustatytas RPL26B, kurj koduojancio geno iskrita slopina natyvaus L-A viruso
replikacijg. RPL26B — ribosominis baltymas, kuris yra vienas i§ 60S ribosomos
subvienetg sudaranciy baltymy. Remiantis literatiiros duomenimis, Sis
baltymas nedaro jtakos nei mieliy lasteliy augimui, nei daro didele jtaka
ribosomy susirinkimui ir veiklai (Babiano et al., 2012). Taciau atlikus RPL.26B
baltymo seky palyginima tarp visy Saccharomyces sensu stricto mieliy
nustatéme, kad Sio baltymo sekos yra ypatingai konservatyvios — identiskos.
Aukstas seky konservatyvumas jprastai yra susij¢s su ypatingai konservatyvia
baltymo funkcija lastel¢je. Mes manome, kad Sis baltymas, sgveikaudamas su
virusinio genomo konservatyviomis vietomis (rémelio poslinkio regionas,
pakavimo signalas — konservatyvios (identiskos) sekos tarp visy zinomy L-A
virusy) ir/arba su Gag-Pol virusinio baltymo Pol domenu, dalyvauja viruso

replikacijos cikle.

Like 10 baltymy, kuriy koduojanc¢iy geny delecija lemia natyvaus L-A
viruso replikacijos slopinima, yra i§ su Gag baltymu sgveikaujanciy ir su Gag
baltymo C-galu sgveikaujanciy grupiy. Penki i$ $iy baltymy literatiiroje
apibudinami kaip su endoplazmidniu tinklu ir transportu Igsteléje susije

baltymai: RCR1, TCB1, SSH1, YET1 ir YPT1. Trys i$ Siy baltymy sgveikauja
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su nukleortigStimis: HEF3 — transliacijos elongacijos faktorius, MBF1 —
transkripcijos koaktivatorius, SRP40 — RNR suriSantis baltymas. Be iSvardinty
baltymy, dar dviejy baltymy nebuvimas lgstel¢je nebeuztikrina dgRNR L-A
viruso replikacijos: SER33 — fosfoglicerato dehidrogenazé ir nezinomos
funkcijos baltymas YKL361C-A. Pastarojo baltymo homologus aptikome

tiktai Saccharomycetaceae Seimoje.

3.2.5 ScV-LA-1 koduojamy baltymy lokalizacijos lasteléje tyrimas
Dauguma RNR virusy savo replikacijg bei virusiniy daleliy surinkimag
atlieka lgstelés-Seimininkés membranose, suformuodamos daugiabaltyminius
kompleksus, zinomus kaip virusy fabrikai (angl. virus factories) ar viruso
replikacijos kompleksai (angl. viral replication complex) (Nagy ir Pogany,
2012; de Castro et al., 2013). Nustacius, kad nemaza dalis su Gag
sgveikaujanciy baltymy, kuriy pasalinimas i§ lgstelés eliminuoja dgRNR viruso
genoma, yra susij¢ su endoplazminiu tinklu ir transportu lastel¢je, buvo
nuspresta patikrinti Gag baltymo sudaromy virusiniy daleliy lokalizacija
lasteléje. Norédami tai jvertinti, prie Gag baltymo priliejome raudonai
florescuojantj baltymg (mCherry). Baltymas prijungtas dviem skirtingais
biidais. Pirmuoju biidu mCherry prie Gag baltymo C-galo prijungiamas taip,
kad vykstant Sio konstrukto transliacijai sintetinamas pilno ilgio Gag baltymas
su C-gale prijungtu mCherry baltymu (toliau Gag+mCherry) (3.13 pav. Al).
Antruoju budu prie Gag baltymo mCherry prijungiamas uz jo koduojamo
STOP kodono (3.13 pav. A2). Vykstant pastarosios konstrukcijos informacinés
RNR transliacijai, sintetinamas pilno ilgio Gag baltymas. Transliacijos metu
ivykus ribosominiam rémelio poslinkiui (angl. ribosomal frameshift), vyksta
Gag baltymo, C-gale turin¢io Pol domeno N-galo motyva, sulieto su mCherry
baltymu (3.13 pav. A2) sintezé (Gag-CFS-mCherry). Remiantis literatura,

rémelio poslinkio daznis siekia 1,8 % (Dinman et al., 1991).

Atliekant Siy dviejy konstrukcijy raiSkos BY4741 kamiene tyrimus
nustatyta, kad vykstant Gag+mCherry baltymo sintezei dgRNR L-A virusas i§
lasteliy yra eliminuojamas (3.13 pav. B). Tuo tarpu vykdant
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Gag-CFS-mCherry baltymo sintezés eksperimentg, stebimas L-A viruso
dgRNR genomo replikacijos stimuliavimas (3.13 pav. B). Pastarasis rezultatas
buvo tikétasis, kadangi 98 % atveju vykdoma pilno ilgio Gag baltymo raiska,
tuo tarpu Gag-CFS-mCherry teoriSkai sintetinamas tik ~2 % atveju. Svarbu
paminéti, kad vykstant tik mCherry baltymo sintezei, L-A dgRNR genomo
kiekis Igsteléje nekinta, lyginant su L-A dgRNR kiekiu raiSkos vektoriumi
transformuotame kamiene. Kolokalizacijos analizei naudojamas BYER
kamienas, kuriame prie Sec61 baltymo C-galo prilietas Zaliai florescuojantis
baltymas. Sec61 baltymas yra vienas dazniausiai naudojamy endoplazminio

tinklo zymeny S. cerevisiae risies mielése (Schmid et al., 2006).
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3.13 pav. Genetiniy konstrukcijy, koduojanciy skirtingais biidais prie Gag baltymo prilieta mCherry
florescuojantj baltyma, schemos ir poveikis natyvaus L-A viruso dgRNR genomo replikacijai. A1)
Gag baltymo su C-gale prilieto mCherry genetiné schema ir transliuojami baltymai; A2) Gag baltymo
C-gale uz STOP kodono prilieto mCherry sulietinio baltymo genetiné schema ir transliuojami
baltymai; B) Gag+mCherry ir Gag-CFS-mCherry koduojamy baltymy poveikis natyvaus L-A viruso
dgRNR genomo replikacijai.

Nustatéme, kad Gag+mCherry baltymas lokalizuotas citoplazmoje. Si
lokalizacija stebima tiek gyvy (3.14 pav. A), tiek fiksuoty (3.14 pav. B) Iasteliy
florescencinés mikroskopijos metu. Si lokalizacija sutampa su literatiiroje

apraSyta Gag baltymo lokalizacija (Dihanich et al., 1989). Stebimas natyvaus

dgRNR LA viruso genomo eliminavimas grei¢iausiai vyksta tokiu pat
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principu, kaip ir GagA baltymo raiskos atveju (3.2.2 skyrius). Mes manome,
kad Gag-Pol baltymas negali sgveikauti su rekombinantinio Gag+mCherry
baltymo Gag domeno C-galu dél prie jo esancio prilieto mCherry domeno.
Literatiiroje apraSyta, kad priliejus prie Gag baltymo C-galo nedidelés
molekulinés masés baltyma, toks chimerinis baltymas formuoja j virusus
panasias daleles (Powilleit et al., 2007). Taigi Gag+mCherry baltymas sudaro
virusines daleles, i kurias inkorporuojamas ir natyvaus L-A viruso koduojamas
Gag baltymas (kaip pademonstruota GagA baltymo atveju (3.2.2 skyrius),
virusinio genomo nepakuojanciy virusiniy daleliy susidarymui Gag baltymo
C-galas néra reikalingas). Tokiu biidu Gag-Pol baltymui nebelieka tinkamy
Gag baltymy virusiniy daleliy susidarymui, kuriuose galéty vykti viruso

genomo replikacija.

Atliekant Gag-CFS-mCherry baltymo lokalizacijos tyrima nustatyta,
kad $is baltymas lokalizuotas branduolyje (3.14 pav.). Branduolio lokalizacija
patvirtinta, endogenines lgstelés nukleoriigstis (genoming DNR ir
mitochondring DNR) nudazius florescuojanc¢iu dazu Hoechst 33342 (3.14 pav.
B). Gag-CFS-mCherry baltymas nuo Gag+mCherry baltymo skiriasi tik
rémelio poslinkio regione koduojamy aminortigsciy seka (3.8 pav. C), tuo
tarpu jy lokalizacija Igsteléje kardinaliai skiriasi. Remiantis gautais rezultatais
darome prielaida, kad C-gale esantis motyvas, kuris transliuojamas jvykus
ribosominiam rémelio poslinkiui transliacijos metu, nezinomu biidu nukreipia
toki Gag baltymg j branduolj. Proteolitinio mCherry baltymo nuskélimo nuo
Gag baltymo scenarijus, kuomet nuskeltas mCherry baltymas dél savo mazo
dydzio pasyvios pernasos biidu perneSamas j branduol;j ir jame kaupiasi, yra
maziau tikétinas, nes tokiu atveju esant tik mCherry baltymo sintezei
turétuméme stebéti jo lokalizacijg branduolyje. Gyvose lastelése mCherry
baltymas stebimas visose Igstelés vietose, iSskyrus vakuole, ir yra pasklides po

visg lastele fiksuotose Igstelése (3.14 pav.).
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3.14 pav. Gag baltymo varianty lokalizacijos lastel¢je tyrimas. A) Gyvy lasteliy florescenciné analiz¢; B) Fiksuoty Igsteliy florescenciné analizé. GagW T+mCherry — Igstelés
transformuotos plazmide, koduojancia L-A viruso Gag baltyma su prie C-galo prilietu mCherry; GagW T-CFS-mCherry — lastelés transformuotos plazmide, kuri koduoja
Gag pilno ilgio baltymga ir Gag baltyma su prie C-galo prilietu mCherry baltymu, kuris yra transliuojamas tik jvykus ribosominiam rémelio poslinkiui. mCherry — lgsteliy
lokalizacija naudojant U-MWG filtra, GFP — U-MWIBA filtra, Hoechst33342 — U-WU filtra.
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3.3 Rezultaty aptarimas

Sio darbo tiriamasis objektas — Totiviridae $eimos virusai ir jy palydovai,
aptinkami Saccharomyces sensu stricto mielése. Darbe pademonstruota, kad
Totiviridiae Seimos dgRNR L-A virusai yra paplite tarp Saccharomyces sensu
stricto mieliy bei kad jy kintamumas koreliuoja su Seimininko genomo
kintamumu (3.1.1 ir 3.1.2 skyriai). Analizuodami L-A viruso genomy sekas
nustatéme, kad juose yra fragmenty, pasizyminciy identiskumu tarp visy
zinomy virusy, o atskiros sritys pasizymi ypatingai dideliu variabilumu.
Nustatéme, kad labiausiai kintami L-A viruso Gag baltyma koduojanciy seky
regionai yra i$sidéste viruso kapsidés iSoréje, tuo tarpu viruso kapsidés vidy
sudarancios aminortgstys pasizymi ypac dideliu konservatyvumu (3.1.3
skyrius). Mes manome, kad toks kapsidés pavirSiuje stebimas variabilumas yra
viruso prisitaikymo prie lastelés-Seimininko koduojamy baltymy kintamumo
iSraiSka. Konservatyvis regionai yra kritinés viruso sritys, dalyvaujancios
replikacijos cikle. Mes pademonstravome, kad vienas tokiy regiony, Gag ir Pol
atviro skaitymo rémelio persiklojimo regionas, yra ypatingai svarbus dgRNR
viruso replikacijos uztikrinimui (3.2.1 ir 3.2.2 skyriai). Taip pat
pademonstravome, kad Sis regionas galimai yra susijes su Gag baltymo
translokacija j branduolj (3.2.5 skyrius) bei nustatéme tris Seimininko
baltymus, kurie galimai sgveikauja su §iuo regionu ir yra biitini viruso
replikacijai ir/arba transliacijai (3.2.3 ir 3.2.4 skyriai). Konkretus
mechanizmas, kaip Gag baltymo C-galas uztikrina viruso replikacijg ir ar
Siame procese dalyvauja su C-galus sgveikaujantys lgstelés baltymai, turéty

paaisketi papildomy tyrimy metu.

RNR virusai savo replikacija bei virusiniy daleliy surinkimg atlieka
lastelés-Seimininkés membranose — viruso replikacijos kompleksuose (Nagy ir
Pogany, 2012; de Castro et al., 2013). Pastaraisiais metais gauta daug
informacijos apie RNR virusy sgveikg su lgstelés branduolio struktiiromis
(Rawlinson ir Moseley, 2015). DgRNR virusy sgsaja su membranomis

pademonstruota tiktai Reoviridae Seimai priskiriamy virusy atveju (Fernandez
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de Castro et al., 2014; Fernandez de Castro ef al., 2015; Romero-Brey ir
Bartenschlager, 2016). Siame darbe gauti duomenys, kad dalis
lastelés-Seimininko baltymy, sgveikaujanciy su viruso kapside ir biitiny viruso
replikacijai uztikrinti, susije su endoplazminiu tinklu (3.2.3 ir 3.2.4 skyriai) ir
kad viruso Gag baltymas gali buti lokalizuotas branduolyje (3.2.5 skyrius),
atveria naujus horizontus L-A viruso ciklo Igsteléje tyrimams. Remiantis
gautais rezultatais darome prielaida, kad L-A virusas replikacijos kompleksus

sudaro endoplazminiame tinkle, kuriuose vykdo savo biogenezg.

S. paradoxus riiSyje nuskaitéme dviejy unikaliy dgRNR palydovy genomy
sekas (3.1.5 skyrius). Patvirtinome, kad vienas i8 jy koduoja biocidiniu
aktyvumu pries kitas mieles pasizymintj baltymg bei pasiiiléme, kodél galimai
kito dgRNR palydovo koduojamas baltymas nepasizymi biocidiniu aktyvumu
pries kitas mieles (3.1.5 skyrius). Atlike de novo mieliy transkriptomy
surinkima, juose identifikavome dgRNR L-A viruso ir jo M-palydovo
nuorasus. Didéjant mieliy RNR sekoskaitos duomeny kiekiui, ypatingai
gamtiniy kamieny su geografine ir kilmés nuorodomis, bus galima jvertinti
skirtingy L-A virusy ir jy M palydovy paplitimg bei Sio paplitimo ir kilmés
désningumus. Butent taip iSanalizave dazniausiai naudojamus laboratorinius
S. cerevisiae mieliy riiSies kamienus, juose aptikome iSskirtinai ScV-LA-1
viruso varianta (3.1.1 skyrius). Sis atradimas yra ypatingai svarbus, nes
lasteléje esant L-A virusui, transkriptominés ar proteominés analizés duomenys
gali biiti klaidingai interpretuojami: stebimi geny raiskos pokyciai nebiitinai
gali biiti susije¢ vien su tiriamu procesu, taciau ir su viruso kiekio ir biivio

pasikeitimu Igstel¢je.

Nustatytas EVE-M28 endogeninis virusinis elementas atveria perspektyva
plataus masto EVE elementy, kuriy kilmé Totiviridae virusy M palydovai,
tyrimams. Mes manome, kad §io EVE elemento atsiradimas chromosomoje yra
galimai susij¢s su transpozony vykdoma integracija. Remiantis Saccharmyces
sensu stricto genomy palyginiais nustatéme, kad EVE-M28 elementas

aptinkamas tiktai S. paradoxus mieliy rusies Europos populiacijoje. Jo seka
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nukleoriigsciy lygmenyje bei koduojamo baltymo seka pasizymi ypatingai
aukstu panasumu su M28 dgRNR palydovo koduojamu kileriniu toksinu, kas
leidzia daryti prielaida, kad §is integracijos jvykis evoliuciniu poziiiriu jvyko
neseniai. Tuo tarpu kiti Saccharomyces sensu stricto mieliy M palydovy
koduojamy baltymy homologai, aptinkami kity mieliy riiSiy chromosomose,
pasizymi reikSmingu panaSumu tik analizuojant jy koduojamy baltymy sekas.
Vis tik nagrinéjant §iy homology genetine aplinka, taip pat identifikuojama
transpozony fragmenty apsuptis, taciau ji yra ne tokia akivaizdi, kaip EVE-
M28 atveju ir reikalauja papildomy tyrimy patvirtinimui. Ateities tyrimai
turéty patikslinti turimus duomenis apie EVE elementus mielése: ar visi
stebimi dgRNR palydovo EVE elementai mielése yra susij¢ su transpozony

aktyvumu ir kokig funkcijg jie atlieka mieliy lasteléje.
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ISVADOS

. I8vystytas metodas, skirtas pilno ilgio dgRNR viruso genomo seky
nuskaitymui, kurj pritaikius atrasti 8 nauji S. cerevisiae ir S. paradoxus
virusai.

. L-A dgRNR virusy genomo seky kintamumas skirtinguose Saccharomyces
sensu stricto kamienuose reikSmingai koreliuoja su Seimininko genomo
kintamumu ir nurodo virusy ir lgstelés koevoliucijos galimybe.

. Identifikuoto S. paradoxus endogeninio virusinio elemento EVE-M28
formavimasis galimai susijes su mieliy endogeniniy retrotranspozony
aktyvumu.

. ScV-LA-1 viruso koduojamo Gag baltymo C-galinis motyvas yra bitinas
virusiniy nukleokapsidziy, galin¢iy uztikrinti dqgRNR virusinio genomo
replikacija, susidarymui.

. Nustatyta 15 naujy L-A viruso Seimininko baltymy, moduliuojanciy
dgRNR replikacijos lygij, tarp kuriy 13 sgveikauja su L-A viruso
koduojamais baltymais, o du susije su signalo perdavimu lgsteléje.

. ScV-LA-1 viruso koduojamo GagPol baltymo Gag domeno C-galinis
motyvas yra Gag-CFS-mCherry baltymo translokacijos j branduolj

determinanté.
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PRIEDAI

Priedas 1. Baltymai galimai sgveikaujantys su L-A virusu.

Balt,ylfm Dydis (kDa) Aprasas Saveikos su virusu grupé Ger.lo 1skryt0? pm./.e1¥<1s
pavadinimas viruso replikacijai
SNC2 12.95 v-SNARE baltymas Su Gag baltymu Pokytis nestebimas
MBF1 16.39 RNR polimerazes I transkripcijos koaktivatorius Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
ARF? 20.64 Ras Seimos GTPaze, dalyvgujar}ti pernasos pisleliy Su Gag baltymu Pokytis nestebimas

formavimesi
PHOSS 21.12 Baltymas dalyvaujantis baltymy nukreipime j Su Gag baltymu Pokytis nestebimas
endoplazminj tinkla
YPT10 21.82 Rab baltymy Seimai priskiriamas, GTP suriSantis baltymas Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
Nezinomos funkcijos baltymas. Lokalizuojasi
YETI1 23.44 endoplazminiame tinkle $alia ribosomy, Zzmogaus BAP31 Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
baltymo homologas
RCR1 23.87 Endoplazminio tinklo membranos baltymas Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
RSR1 30.37 Ras superseimai priskiriamas GTP suriSantis baltymas Su Gag baltymu Pokytis nestebimas
SRP40 40.99 Branduolélyje aptinkamas su RNR saveikaujantis Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
baltymas, struktiiriSkai panasus j ziurkiy Nopp140 baltyma
SSH1 53.28 Baltymas, dalyvaujantis baltymy translokacijoje Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
HXTS 66.21 Heksozés transporteris Su Gag baltymu Pokytis nestebimas
TCB3 170.97 Endoplazminio tinklo membranos baltymas Su Gag baltymu Replikacija nevyksta
YLR361C-A 11.04 Nezinomos funkcijos baltymas Su Gag baltymo C-galu Replikacija nevyksta
SER33 5116 3-fosfoglicerato dehidrogenaz.é ir alfa-ketogluterato Su Gag baltymo C-galu Replikacija nevyksta
reduktazé

HEF3 115.80 Tik grybuose aptinkamas tr]z;r;sl;acijos elongacijos faktorius Su Gag baltymo C-galu Replikacija nevyksta
RPL22B 13.82 60S ribosomos subvieneto baltymas Su nukleokapside Pokytis nestebimas
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RPL26B 14.23 60S ribosomos subvieneto baltymas Su nukleokapside Replikacija nevyksta
YNK1 17.16 Nukleozid-difosfato kinazé Su nukleokapside Replikacijos slopinimas
NHP10 23.84 INOS80 komplekso baltymas Su nukleokapside Pokytis nestebimas

GTP surisantis baltymas. Dalyvauja koordinuojant
GSP2 24.97 branduolio organizacija; dalyvauja RNR molekuliy Su nukleokapside Pokytis nestebimas
brendime ir transportavime
Mitochondrijos vidinés membranos baltymas, pasizymintis
CATS 26.04 monooksigenazés aktyvumu, dalyvauja ubikinono Su nukleokapside Replikacijos slopinimas
biosintezéje
COQ3 36.31 O-metiltransferaze Su nukleokapside Pokytis nestebimas
HSP42 42.79 Mazas karsc¢io Soko baltymas, turintis Saperono aktyvuma Su nukleokapside Pokytis nestebimas
Nuo DNR priklausoma DNR polimerazé, dalyvaujanti
POL4 67.48 dvigrandininiy DNR trakiy reparacijoje, vykstant Su nukleokapside Pokytis nestebimas
nehomoginiam galy sujungimu
SCS2 2691 Endoplazminio tinklo membranos baltymas Saveika su KDX1 baltymu Pokytis nestebimas
SSO1 33.09 t-SNARE baltymas Saveika su KDX1 Replikacijos slopinimas
RHOS 36.80 Ras baltymy Seimai priskiriama GTPazé Saveika su KDX1 Replikacijos slopinimas
Zinomas geno delecijos
XRN1 175.45 5'—3' egzonukleazé poveikis L-A viruso Replikacijos stimuliavimas
replikacijai
Zinomas geno delcijos
Katalitinis NatC N-galo baltymy acetiltransferazés
MAK3 20.45 poveikis L-A viruso Replikacijos slopinimas
subvienetas
replikacijai
Zinomas geno delecijos
PORI1 30.42 Porinas, aptinkamas mitochondrijose poveikis L-A viruso Replikacijos stimuliavimas

replikacijai
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