Latvijas Universitate
Biologijas fakultate

Molekularas biologijas katedra

Bakteriofaga Enc34 replikacijas modula proteinu

ekspresija, attiriSana un raksturoSana

Magistra darbs

Autore: Elina Cernooka

Stud. apl. Nr. ec11022

Darba vaditajs: BMC vad. pétnieks Dr. biol. Andris Kazaks

Recenzents: BMC pétnieks Dr. biol. Kalvis Brangulis

Katedras vaditajs: LU asoc. prof., BMC vad. pétnieks Dr. biol. Kaspars Tars

Riga 2016



Saturs

1T 11 1 U SRR 4
KOPSAVIIKUMS ...ttt st et e b e et e s seenteesaeeseesreeneeanaenneas 5
SUIMIMATY ottt bbbt et b e b e et et e bt e nbe et e e e 6
FEVAUS ... e 7
1. Literatliras aPSKALS............cooiiiiiiiiiiii et 8
| B 7 1 e W o) 2 LT PPUPRR PP 8
1.2. Bakteriofagu dzives cikli un DNS replikacijas mehanismi..........c.ccoviviiiieiiniinicnicienn 11
1.3. Bakteriofagu DNS replikacijas PrOteINI ........eereivereeriinriieesieere e 16
1.4. Enterobacter cancerogenus bakteriofags Enc34 un tam radniecigie fagi.........cc.ccoovvruennen. 22
1.5. Bakteriofagi ka antibakteriali ITdZeKIi ..........ccoooviiiiiiiiiie e 25

2. Materiali un Metodes............ccoiiiiiiiiiiii 27
B B\ 1 (<) o 1 T T TP PP PP PSPPSR 27

B R R T TS 11 TSP ST PP PR PR PP PP 27
2.1.2. SKIAUIM. ..ottt 28

B T T o 1 111 - H PP PPRRPPRRS 30
2.1.4. Darba izmantotie E. COlI CEIMI ... 32
2.1.5. BAIOINES ... e 33
2.1.6. Enzimi un to buferSKIdumi ..........ccooviiiiiiiiii 33
2.1.7. Oligonukleotidi un matricas DNS .........cccooiiiiiiiiii 33
2.1.8. VBKIOI ...ttt 34
2.1.9. Gl TRAKLTV ..ttt bbbttt bbbttt 34

2.2, IMIBTOUES ...t 35
2.2.1. Oligonukleotidu KiN@Sana ............coviiiiiiiiiiiiiiccs s 35
2.2.2. DNS fragmentu amplifikacija ar PCR ... 35
2.2.3. Elektroforéze agarozes Ela...........coooveiiiiiiiiiiii e 36
2.2.4. PCR fragmenta DNS precipitacija......ccoccveiiiiiiiieiiiiiiieniisic e 36
2.2.5. Vektora un PCR fragmenta DNS skelSana ar FastDigest restriktazém ...................... 36
2.2.6. DNS izdaliSana no agarozes g€la ar GeneJET Gel Extraction Kitu .............cc.cccevenennn. 36
2.2.77. DNS HZESANA ......eiiiieiii ettt n e 37
2.2.8. Plazmidu transformacija E. COlI STNAS..........cccoviiiiiiiiiiiicccc 37



2.2.9. E. coli $tnu kultivéSana plazmidu pavairoSanai..........ccccceeeeerveresiesieesesseeseesnsseesens 38

2.2.10. Plazmidu izdalisana ar GeneJET Plasmid Miniprep Kitu ..........ccccoovviiiiinininnicnenn 38
2.2.11. Pozitivo plazmidu DNS klonu atlase ar FastDigest restriktazeém ............c.cccveevenene 38
2.2.12. DNS SEKVENBSANA ......eeiieiiiiieieesiee ettt nne e 39
2.2.13. ssDNS sintéze ar asimetrisko PCR .........ccoiiiiiiiiie e 39
2.2.14. Bakteriofaga M 13 ssDNS genoma izdaliSana ............ccccoeviiiiiniinicnieic e 40
2.2.15. Transform&to E. coli $tnu kultivé$ana ekspresijas apstaklos ar “léno indukciju”.... 40
2.2.16. E. coli $inu liz€8ana ar ultraskanu ..........ccoceverereiinieninisieieie e 41
2.2.17. Elektroforéze denatur&josa poliakrilamida g€la..........cccocveriiiiiiiiiiiiiiie e 41
2.2.18. Proteinu attirisana ar HisTrap FF crude metalafinitates kolonnu................cccooveenne. 41
2.2.19. Denaturétu proteinu refoldings uz HisTrap FF crude kolonnas...........ccccoovvinenne 42
2.2.20. Protetnu attiriSana ar MBPTrap HP afinitates kolonnu.........cccccccovevviiiiiiiniiiiniiinnns 42
2.2.21. Proteinu atbrivo$ana no His-tag vai MBP ar rTEV proteazi..........c.ccceevevveivervrennenne. 42
2.2.22. Proteinu attiriSana ar augstas izskirtsp&jas Skiduma hromatografiju.............c.ceevenee. 43
2.2.23. Proteinu kristaliz€Sana un rentgenstaru difrakcijas datu iegliSana ...........c..cccovenenne. 43
2.2.24. Proteinu kristalu difrakcijas datu apsStrade ..........cocceveiiiieniciiiene e 43
2.2.25. Proteinu sekvencu bioinformatiska analize ...........cccooeeriiiiiiiiiii i 44
2.2.26. Protetna-DNS saistibas parbaude ar elektroforétiskas kustibas nobides analizi ....... 44

3. Rezultati un disKuSija..........cooiiiiiii 45
3.1. Bakteriofaga Enc34 replikacijas modula proteini ar prognoz€jamam funkcijam .............. 45
3.2. Bakteriofaga Enc34 proteins ORF3.......c.cccoiiiiiiiiiie s 48
3.3. Bakteriofaga Enc34 proteIns ORF4 ..o 53
3.4. Bakteriofaga Enc34 proteIns ORFS........coiiiiii e 55
3.5. Bakteriofaga Enc34 proteins ORFO...........ccooiiiiiiiiiiii e 60
3.6. Bakteriofaga Enc34 DNS replikacijas proteinu izpétes apkopojums..........ccceeevvrvervnnene. 66
S@CIMAJUIMI ... re e enne e e e 67
PateiCTDaS ... et 68
Literatliras SAraksts. ... 69
PIRITIKUMI ... 78



A

AEP
ATF
BLASTP

bp
DNS
ds
FDA
ICTV

IPTG
kDa
MBP
MWCO
OB folds

ORF
PAAG
PCR

PDB

PEG

Pfam
PSI-BLASTP
PSSM
rmsd

RNS

SF

SSB

SS

Tris
VRR-NUC

Saisinajumi

angstréms (Angstrom)
arheo-eikariotiska praimaze
adenozintrifosfats
pamata lokalu salidzinajumu mekl&sanas riks (Basic Local Alignment Search
Tool) proteinu sekvencém

bazu paris

dezoksiribonukleinskabe

divpavedienu (double-stranded)

ASYV Partikas un zalu parvalde (U.S. Food and Drug Administration)
Starptautiska virusu taksonomijas komiteja (International Committee on
Taxonomy of Viruses)

izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozids

kilodaltons

maltozi saistosais proteins (maltose-binding protein)

molekulara robezmasa (molecular weight cut-off)
oligonukleotidu/oligosaharidu saistisanas (oligonucleotide/oligosaccharide-
binding) folds

atvértas lasiSanas ramis (open reading frame)

poliakrilamida géls

polimerazes kédes reakcija (polymerase chain reaction)

proteinu datu banka

polietilenglikols

proteinu dzimtu datubaze (database of protein families)

pozicijas specifisku atkartojumu (Position-Specific Iterative) BLASTP
pozicijas specifisku veérté&jumu matrica (position-specific scoring matrix)
vidgja kvadratiska novirze (root-mean-square deviation)
ribonukleinskabe

superdzimta (superfamily)

ssDNS saistosais proteins (SSDNA-binding protein)

vienpavediena (single-stranded)

tris(hidroksimetil)aminometans

virusu tipa replikacijas-reparacijas nukleaze (nuclease)



Kopsavilkums

Darba tika veikta bakteriofaga Enc34 replikacijas modula proteinu sekven¢u analize un
hipotetisko protetnu ORF3, ORF4, ORF5 un ORF6 eksperimentala izpéte ar merki identificet to
funkcijas. Pétijumu rezultata praimazei ORF1 tika atklats iepriek$ neidentificéts helikazes doméns
un ORFS8 tika re-anotéts ka resolvaze. Rekombinanti producéts ORF4 bija neskistoss, savukart
ORF3 un ORF5 — skistosi, un to sekmiga attiriSana lauj darbu turpinat ar proteinu kristalizaciju.
ORF6 un delécijas variantam ORF6A21 tika noteiktas kristalstruktiiras, kuru analize kopa ar in
vitro eksperimentiem paradija, ka ORF6 ir ssDNS saistosais proteins (SSB). P&tijuma pirmoreiz
tika atklata SSB C-terminala regiona nozime ssDNS saistiSanas specifiskuma nodrosinasanai.

Darbs tika izstradats Latvijas Biomedictnas p&tijumu un studiju centra Dr. biol. A. Kazaka
vadiba.

Atslegvardi: bakteriofagi, DNS replikacija, rekombinantu proteinu ekspresija,

proteinu attiriSana, rentgenstaru Kristalografija, ssDNS saistoSie proteini.



Summary

This study reports sequence analysis of bacteriophage Enc34 replication module proteins and
experimental work on hypothetical proteins ORF3, ORF4, ORF5 and ORF6 to identify their
function. During the study, a previously undetected helicase domain was found in the primase
ORF1, and ORF8 was reannotated as resolvase. Recombinant ORF4 was insoluble, while ORF3
and ORF5 were soluble and successfully purified, allowing to proceed with their crystallization.
Crystal structures of ORF6 and a deletion variant ORF6A21 were determined, which together with
in vitro assays showed that ORF6 is a sSSDNA-binding protein (SSB). This is the first study that
demonstrates the role of the SSB C-terminal region for sSDNA binding specificity.

The work was conducted at the Latvian Biomedical Research and Study Centre under the
supervision of Dr. biol. A. Kazaks.

Keywords: bacteriophages, DNA replication, recombinant protein expression, protein

purification, X-ray crystallography, ssDNA-binding proteins.



levads

Bakteriofagi (fagi) ir visplasak parstavéta virusu grupa un izplatitakie paSreplic€joSie
“organismi” pasaules biosfeéra ar butisku ietekmi uz baktériju ekologiju un evoliiciju. Antibiotiku
rezistences génu izplatiba patogéno bakteriju populacijas rosinajusi interesi par fagiem ka
perspektiviem antibakterialiem agentiem medicina, lauksaimnieciba un partikas ripnieciba.
Bakteriofagu izp€tes neatnemama sastavdala ir genomika: kop$ pirma DNS genoma sekvences
noteikSanas 1977. gada fagam ®X174, turpmako sekvené$anas tehnogiju attistibas rezultata
paslaik datubazes deponéti gandriz 7000 fagu genomu secibu. Vairakums fagu génu kod@ protetnus
ar nezinamam funkcijam (t. s., hipotetiskos proteinus), tadejadi bakteriofagu sekvencu dati ir
lielakais, bet vismazak izpétitais genétiskas daudzveidibas resurss.

dsDNS fagu genomu modularitate un relativa vienkarSiba padara tos par nozimigam
modelsisttmam DNS metabolisma procesu molekularai izpétei. Dazadiem bakteriofagiem ir
evolucionari divergenti DNS genoma replikacijas mehanismi, kas ir labi izp@titi tikai loti nelielam
skaitam modelfagu. S1daudzveidiguma iemesls ir plasas variacijas un mozaicisms fagu replikacijas
proteinu repertuaros. Bakteriofagu replikacijas elementu sistematiska izpte ar genomikas,
biokimijas un struktiirbiologijas metodém lauj prognozét ieprieks neraksturotu proteinu funkcijas,
papildinot pasreizgjos priek$status par dazadu biologisko sistému DNS replikacijas stratégijam.

ST pétijuma modelsistéma ir Enterobacter cancerogenus bakteriofags Enc34, kas pieder
Siphoviridae dzimtai un jaunizveidotai Chi-lidzigo fagu gintij, kuru DNS replikacijas modula
kodetie proteini iepriek$ nav pétiti. Darba ietvaros tika veikta Enc34 DNS replikacijas proteinu
sekvencu analize un hipotetisko proteinu eksperimentala izpéte.

Darba merkis ir identificét E. cancerogenus faga Enc34 DNS replikacijas proteinu
funkcijas, bagatinot fundamentalas zinasanas par Enc34 faga replikacijas moduli, ka ar1 tam
radniecigo Chi- un Nazgul-lidzigo fagu replikacijas proteinu homologiem.

Darba uzdevumi:

o analizét visu Enc34 replikacijas proteinu sekvences ar salidzinos$as proteomikas
algoritmiem BLASTP, PSI-BLAST un HHpred;

o konstruét plazmidas, kas kodé Enc34 hipotétiskos proteinus;

o veikt mérka proteinu ekspresiju un attiriSanu,

o iegit mérka proteinu kristalus struktiiras noteikSanai.



1. Literaturas apskats

1.1. Bakteriofagi

9 ¢¢

Bakteriofagi jeb fagi (grieku val. “phagein” — “ap@st”, “aprit”) ir bakterijas infic&josi virusi
(Snyder, Champness, 2007). Fagi pirmoreiz identificéti 20. gadsimta sakuma divu zinatnieku
savstarpgji neatkarigos pétijumos (Monk et al., 2010). 1915. gada anglu bakteriologs Frederiks
Tvorts (Frederick Twort) atklaj nezinamu antibakterialu agentu, kas spgj lizét Micrococcus
kolonijas, bet plasaku izpéti neturpina (Twort, 1915). Divus gadus vélak francu izcelsmes
mikrobiologs Fe&likss d’Erels (Félix d'Herelle) izoleé Shigella $unas iznicinosu faktoru —
“dizent@rijas nlijinam antagonistisku mikrobu” — un ierosina, ka tas ir bakt&rijam parazitisks viruss
(d’Herelle, 1917). Deréls ir termina “bakteriofags” izveidotajs, ka ar1 fagu terapijas pamatlicgjs,
eksperimentgjot ar bakteriofagu izmantoSanu dizent€rijas un holéras arstéSanai (Calendar, 2006)
(sikak par fagu terapiju skat. apaksnodalu 1.5.). Ties$s pieradijums bakteriofagu eksistencei ir
pirmie fagu elektronmikroskopijas atteli, kas ieguti tikai 1940. gada. Tie parliecinosi parada, ka
bakteriolitiskais agents ir virusa dalina, nevis baktériju endogéni litiskie enzimi (Ackermann,

2011a).

1. attels. Pirmie bakteriofagu elektronmikroskopijas atteli. Escherichia coli fagi adsorbgjas uz §tinas virsmas (a) un

lize stnapvalku (b) (pielagots no Ruska, 1940).

Figure 1. The first electron micrographs of bacteriophages. Escherichia coli phages adsorb on the cell surface (a) and
lyse the cell wall (b) (adapted from Ruska, 1940).



1959. gada elektronmikroskopija tika ieviesta negativas krasoSanas metode, kas
revolucioniz&ja bakteriofagu u.c. virusu izpéti. Negativi krasoto att€lu augsta izSkirtsp&ja lava
noveérot un raksturot virusu dalinu (virionu) morfologiju (Ackermann, 2009). P&dgja uzskaite
elektronmikroskopiski izpétitajiem prokariotu virusiem veikta 2012. gada. Taja zinots, ka
morfologiski analizéti 6196 bakteriofagi, turklat jaunatklato fagu pieaugums ir konstants —
apméram 100 bakteriofagu morfologisku raksturojumu gada (Ackermann, Prangishvili, 2012).

Ka eikariotu, ta prokariotu virusu virionu veido: (1) vienpavediena (ss; single-stranded) vai
divpavedienu (ds; double-stranded) DNS vai RNS genoms un (2) proteinu apvalks — kapsida, kas
aptver un aizsarga genétisko materialu. Dalai virusu, t.sk., noteiktiem bakteriofagiem, kapsidu
apnem no lipidiem veidots ar&jais apvalks (Calendar, 2006). Virusa nukleinskabes ipasibas un
viriona morfologija ir galvenie kritériji, uz kuriem balstita bakteriofagu taksonomiska klasifikacija.
Par visparpienemtas virusu Kklasifikacijas sisteémas izstradi atbildiga Starptautiska virusu
taksonomijas komiteja (ICTV; International Committee on Taxonomy of Viruses) (Ackermann,
2011Db). Saskana ar ICTV zinojumu 2014. gada, Sobrid tiek atzita 1 bakteriofagu rinda, 11 dzimtas
un 92 gintis (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). Bakteriofagu dzimtu morfologiskas
un genomiskas ipasibas apkopotas 1. tabula. Sphaerolipoviridae un Tectiviridae dzimtai pieder ne

vien fagi, bet arT arhebaktgrijas inficgjosi virusi (King et al., 2011).

1. tabula. ICTV bakteriofagu klasifikacija (pielagota no King et al., 2011).

Table 1. ICTV classification of bacteriophages (adapted from King et al., 2011).

Rinda Dzimta Morfologija Nukleinskabe | Pieméri

Myoviridae ]:reioéé,?jk?ﬁzaal;?’ Lineara dsDNS T4

Caudovirales | Siphoviridae Ererfeélfgﬁraa%altkgéru ati Lineara dsDNS A
Podoviridae Bez e apvatla, Lineara dsDNS T7
Corticoviridae Bez argja apvalka, izometriska Cirkulara dsDNS PM2
Cystoviridae Ar argjo apvalku, sferiska Segmentéta dsSRNS | ¢6
Inoviridae Bez argja apvalka, pavedienveida | Cirkulara ssDNS M13

Nav Leviviridae Bez argja apvalka, izometriska Lineara ssRNS Qp

pieSkirta Microviridae Bez argja apvalka, izometriska Cirkulara ssDNS X174
Plasmaviridae Ar ar€jo apvalku, pleomorfa Cirkulara dsDNS MVL2
Sphaerolipoviridae | Bez argja apvalka, izometriska Cirkulara dsDNS IN93
Tectiviridae Bez argja apvalka, izometriska Lineara dsDNS PRD1




Parsteidzosam vairumam — 96% — izol&to bakteriofagu virions sastav no: (1) ikosaedriskas
galvas, kura ietverta lineara dsDNS un (2) caurulveida astes, caur kuru virusa genoms tiek ievadits
bakterijas $ana. Sie fagi apvienoti Caudovirales (latipu val. “cauda” — “aste”) rinda. Uz
Caudovirales fagu kopigu evolucionaro izcelsmi norada ne vien virusa dalinas specifiska
arhitektara, bet ar7 lidzibas genoma organizacija, ka ari proteinu sekvencu un strukttru homologija
(Veesler, Cambillau, 2011). Bakteriofagu astes struktiram ir tris morfologiskie tipi, kas nosaka
faga piederibu konkrétai dzimtai: kontraktilas astes — Myoviridae, garas nekontraktilas astes —
Siphoviridae un Tsas nekontraktilas astes — Podoviridae. Vairak neka puse (~62%) no fagiem ar
astem pieder Siphoviridae dzimtai. Izometriskie (daudzskaldnu), pavedienveida un pleomorfie
bakteriofagi ir ievérojami retaki, ka ari daudzveidigaki péc morfologijas un nukleinskabes veida,

tade] tos klasifice astonas mazas filogenétiski neradnieciskas fagu dzimtas (2. attels).

ssDNA :j e TR =

Microviridae : Inoviridae —
dsDNA ( { 3
Podoviridae |.\. )I
FPlasmaviridae
Myoviridae
Siphoviridae -
Tectiviridae
|
ssRNA dsRNA | L |
9 7
Leviviridae Cystoviridae

2. attels. Fagu dzimtu shematisks att€lojums (nav paradita Sphaerolipoviridae dzimta, kas izveidota un apstiprinata
2015. gada) (pielagots no Calendar, 2006).

Figure 2. Schematic representation of phage families (Sphaerolipoviridae family is not shown, as it was created and
approved in 2015) (adapted from Calendar, 2006).
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Bakteriofagi ir visplasak parstaveta virusu grupa, un izplatitakie pasSreplic€josie “organismi”
uz Zemes. Paslaik precizakais fagu skaita novertgjums ir 103! virionu pasaules biosfera, kas parstav
vairakus desmitus miljonu sugu (Keen, 2015). Bakteriofagi mit visos baktériju apdzivotajos
salstidens, saldiidens un augsnes biotopos, ka ari dzivnieku organismos mikrobioma sastava. Tie
batiski ietekmé& baktériju populaciju dinamiku un evolaciju (Clokie et al., 2011). Bakteriofagu
izpétes integrala sastavdala ir genomika. Zimigi, ka pirmais sekven&tais DNS genoms ir
bakteriofaga ®X174 sekvence, ko noteicis Frederiks Sangers ar kolégiem 1977. gada.
Sekvenésanas tehnologijam attistoties, fagu pilnu genomu skaits datubazEés pieaudzis
eksponenciali, un Sobrid Nacionala biotehnologijas informacijas centra (NCBI; National Center
for Biotechnology Information) references sekvencu datubazé deponéti vairak neka 6500 fagu
genomi (saskana ar RefSeq 72. izlaidumu) (Mihara et al., 2016). Nozimigs bakteriofagu sekvencu
avots ir metagenomikas projekti un sekvenétie baktériju genomi, kas satur profagu DNS (sikak par
fagu dzives ciklu skat. apakSnodalu 1.2.). Vairakums fagu génu kod@ proteinus ar nezinamam
funkcijam, tadgjadi bakteriofagu sekvencu dati ir lielakais, bet vismazak izpétitais genétiskas
daudzveidibas resurss. Bakteriofagu ekologiska nozimiguma, ka ari terapeitiska un
biotehnologiska pielietojuma apzinasanai nepiecieSama fundamentalo zinasanu pilnveidosana ar

salidzinosas un funkcionalas (t. sk., strukturalas) genomikas integrétu pieeju (Hatfull, 2015).

1.2. Bakteriofagu dzives cikli un DNS replikacijas mehanismi

Bakteriofagi ir obligati iek$Stinas paraziti, kas vairojas baktérijas divos atskirigos veidos —
litiskaja vai lizogénaja cela (Reece et al., 2014). Abos gadijumos infekcija sakas ar virusa
adsorbciju uz baktérijas virsmas un faga genoma ievadiSanu $iina. Konkrétas sugas bakteriofagi
spgj inficet Sauru saimniekorganismu spektru — vienu vai dazas bakteriju sugas vai atseviskus
celmus vienas sugas ietvaros. Fagu — baktériju mijiedarbibas specifiskuma iemesls ir viriona (vai
ta struktiiru, pieméram, astes Skiedru) sp€ja saistit tikai noteiktu receptoru uz baktérijas Stnas
virsmas, vicinam vai pili (Rakhuba et al., 2010). Litiskaja cikla bakteriofaga nukleinskabe paklauj
bakterijas “metabolisma masinériju” (enzimus, ribosomas, tRNS) virusa proteinu sint€zei un
genoma replikacijai, izmantojot $tinas ATF, aminoskabes un nukleotidus. Virusa komponentu
biosintézei seko virionu passavaksanas, faga enzimu endolizinu medi€ta baktérijas Stinas sieninas
sagrausana un jaunizveidoto virusa dalinu atbrivoSana apkartgja vide (Reece et al., 2014) (3. attgls,
a). Bakteriofagus, kuri vairojas tikai litiskaja cela, sauc par litiskiem jeb virulentiem fagiem.
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Lizogéno jeb méreno bakteriofagu genoms spéj stabili integréties baktérijas hromosoma un
replicéties tas sastava ka latenta faga forma — profags (3. attéls, b). Lizogéno stavokli uztur integréta
genoma kodgti represorproteini, kas inhib€ pargjo viralo proteinu transkripciju. Profagu saturosais
baktérijas genoms tiek nodots abam meitStinam. Bakterialas DNS bojajumi vides stresa ietekmé
ierosina profaga “izSkel$anos” no hromosomas un litiska cikla uzsaksanu (Snyder, Champness,
2007). Alternativs bakteriofagu dzives cikls ir pseidolizogénija, kura virusa genoms ilgstosi pastav
ekstrahromosomala stavokli ka preprofags. Tas notiek baribas vielu triikuma apstaklos, kad $tina
nesp&j nodrosinat faga nukleinskabes replikaciju vai proteinu sintézi. Baktérijas Stinas daliSanas
laika preprofagu parmanto tikai viena no meit$iinam. S@inas badam beidzoties, tiek inicicts

bakteriofagu Ittiskais vai lizogénais cikls (3. attéls, c).

a Lytic

$Phage capsid

Bacterial f
genome | %/\
NN\ Phage genome ﬂf

l lCapsid and tail proteins

Dormant state

Non-replicating
preprophage

Nutrient-rich .y Lytic
conditions "
-

b
~

"*A Lysogenic

Starved cell

3. attels. Fagu dzives cikli: Iitiskais (a), lizogénais (b) un pseidolizogénais (c) (pielagots no Feiner et al., 2015).

Figure 3. Phage life cycles: lytic (a), lysogenic (b) and pseudolysogenic (c) (adapted from Feiner et al., 2015).
12



Pretstata ecikariotu un prokariotu genoma replikacijai, kas strikti koordinéta ar $iuinas
dali$anos, bakteriofagu genoma replikacijas vienigais mérkis ir iegiit lielako virusa nukleinskabes
kopiju skaitu Tsakaja laika intervala (Snyder, Champness, 2007). ST magistra darba p&tijumu
modelsistéma ir bakteriofags Enc34 ar dsSDNS genomu (skat. apaksnodalu 1.4.), tadél turpmak tiks
visparigi raksturoti tikai DNS fagu replikacijas principi. Dazadiem bakteriofagiem ir atSkirigi un
evolucionari divergenti DNS genoma replikacijas mehanismi. To daudzveidigumu nosaka plasas
variacijas un mozaicisms fagu replikacijas proteinu repertuaros, turklat nozimiga loma ir ari
saimniekorganisma kod&tajiem replikacijas faktoriem. Bakteriofagu DNS replikacijas secigas
norises un ar tam saistitie proteini ir labi izpétiti tikai loti nelielam skaitam mode]fagu. Sis zinasanas
veido pasreiz€jo priekSstatu par vismaz pieciem atskirigiem fagu replikacijas mehanismiem péc
DNS sintézes iniciacijas veida (2. tabula). Tomer lidzibas iniciacijas etapos nekada zina nav
universals raditajs citu replikacijas solu identiskumam vai bakteriofagu un to replikacijas proteinu
tuvai radniecibai. Lidz ar to fagu replikacijas mehanismu apkopojums ir sarezgits uzdevums, un to
detaliz&ts raksturojums, savstarpgjs salidzinajums un evolucionaro attiecibu analize ir apjomigs
temats ilgi gaiditai fundamentalai monografijai, kuras tapsana atkariga no jaunatklato bakteriofagu
replikacijas elementu sistematiskas izpétes ar genomikas, biokimijas un struktiirbiologijas

metodém (Weigel, Seitz, 2006).

2. tabula. Fagu DNS replikacijas mehanismi péc DNS sintézes iniciacijas veida (saskana ar Weigel, Seitz, 2006).

Table 2. Phage DNA replication mechanisms by initiation type (according to Weigel, Seitz, 2006).

Bakteriofagi Replikacijas mehanisms
oX174, fd, M13, P2, A | Iniciacija ar DNS parravumu: “ripojosa apla” tipa DNS replikacija
A, SPP1, N15 Iniciacija ar dSDNS denaturaciju: teta (0) tipa DNS replikacija
029 Iniciacija linearas dsDNS galos: proteina praiméta DNS replikacija
T4, T7 DNS replikacija, ko inicié transkripcija
Mu, T4 Rekombinacijas atkariga DNS replikacija

Divi no vislabak izpétitajiem bakteriofagiem ir A un T7. Abi pieder Caudovirales rindai un
inficé E. coli, tiem ir lidzigi genoma izméri (atbilstosi 48,5 un 39,9 kbp), bet principiali atskirigi
DNS replikacijas mehanismi (Weigel, Seitz, 2006). Bakteriofaga A genoms ir lineara dSDNS ar
komplementaram 12 nukleotidu SSDNS parkarém abos 5 galos — cos saitiem (cohesive end sites).
Litiskas infekcijas agrinaja fazé A genoms tiek ievadits bakterijas §tina, tam seko intramolekularo
Cos saitu saistisanas un E. coli ligazu mediéta DNS parravumu savienosana, izveidojot kovalenti
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noslégtu cirkularu dsDNS molekulu. Faga replikacijas iniciacijas proteini saistas pie AT-bagatas
ori (origin of replication) sekvences, lokali denaturé dSDNS un ierosina divvirzienu DNS
replikaciju. Tas starpprodukts ir teta (0) formas struktiira. Sekmiga replikacijas cikla rezultats ir
divas identiskas cirkularas A DNS molekulas (Lech, Brent, 2001). Vélinaja infekcijas fazé DNS
replikacija turpinas péc “ripojosa apla” principa, kuru inici€ parravums viena no dsDNS
pavedieniem. Endonukleaze, kas atbildiga par §1 parravuma veidoSanu, V€l joprojam nav
identificéta (Casjens, Hendrix, 2015). Briva hidroksilgrupa DNS 3’ gala kalpo ka praimeris gara
DNS poliméra — konkateméra (concatemer) — sintézei, kas satur vairakas A genoma kopijas (4.
attéls). Faga terminaze veic konkateméra skelSanu pa cos saitiem, genergjot 5’ parkares, un

nodrosina lineara monomériska genoma iepakosanu viriona kapsida (Catalano, 2005).

Linear DNA, with sticky ends, in phage particle

Injection into
cell followed
by circularization

DNA nicks sealed
in vivo by ligase

Theta replication / \

'

Rolling circle replication

Multiple length linear DNA
cos cos cos
o K = et

™~ -
Length of DNA packaged

4. attels. Faga A DNS replikacija ar teta (6) un “ripojosa apla” mehanismu (pielagots no Dale, Schantz, 2007).
Figure 4. Replication of phage A DNA in theta (6) and rolling circle mode (adapted from Dale, Schantz, 2007).
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Bakteriofaga A genoma sintéze atkariga no saimniekstinas DNS replikacijas masinérijas,
savukart T7 kodg pats savu RNS polimerazi, DNS polimerazi, ligazi, un praimazi-helikazi. Turklat
T7 genoms visos replikacijas solos saglabajas linears (Snyder, Champness, 2007). Paraléli T7
nukleinskabes injekcijai $tna, E. coli RNS polimeraze transkribé T7 agrinos génus, t. sk., T7 RNS
polimerazi. Faga RNS polimeraze saistas pie promotera 0ri saita, Veic dsSDNS denaturaciju un RNS
transkripciju. Sasniedzot AT-bagatu rajonu, RNS polimerazi nomaina T7 DNS polimeraze, kas
uzsak vadosa (leading) DNS pavediena sintézi no RNS transkripta 3’ gala. T7 praimaze-helikaze
sintezé RNS praimeri uz atpalickosa (lagging) DNS pavediena, inici¢jot divvirzienu DNS
replikaciju (Acheson, 2011). T7 DNS polimeraze veic DNS sintézi tikai 5°—3’ virziena un
replikacijas uzsaksanai nepiecieS$ams RNS praimeris, 1idz ar to DNS molekulas 5° galu sintéze ir
nepilniga un notiek genétiskas informacijas zaudésana. T7 faga risinajums ir ~160 bp gari tiesie
terminalie atkartojumi, kuru 3’ parkares spgj hibridiz&ties un tiek ligétas, veidojot konkateméru (5.
attels). DNS pakoSanas laika sekvences specifiska endonukleaze saskel konkateméru T7 genoma

monomeéros (Weigel, Seitz, 2006).

TR ori TR

TR TR
3 3
¥ 5
5 3!
3 5
TR TR
L 3

5. attels. Faga T7 DNS replikacija. Divvirzienu replikacija tiek iniciéta oridZina (ori) rajona. Replicéto DNS molekulu

terminalie atkartojumi (TR) hibridizgjas, veidojot garus konkatemerus (pielagots no Snyder, Champness, 2007).

Figure 5. Replication of phage T7 DNA. Replication is initiated bidirectionally at the origin (ori). The terminal repeats

(TR) of replicated DNA molecules pair to produce long concatemers (adapted from Snyder, Champness, 2007).
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1.3. Bakteriofagu DNS replikacijas proteini

Bakteriofagu genoma replikaciju nodroSina fagu un to saimniekorganismu replikacijas
proteinu saskanota darbiba. Mazakie un genoma organizacijas zina vienkarsakie fagi ir pilniba
atkarigi no Siinas DNS replikacijas protetniem. Vairumam dsDNS bakteriofagu ir kompleksa
genoma uzbiive ar daudziem DNS replikacijas géniem (Hyman, Abedon, 2012). Sie géni genoma
atrodas secigi viens aiz otra un veido t. s. replikacijas moduli (Weigel, Seitz, 2006). Galvenas
plasak parstavétas bakteriofagu DNS replikacijas proteinu grupas ir replikativas helikazes,
praimazes, ssDNS saistosie proteini (SSB; sSSDNA binding proteins), DNS polimerazes un to

paligproteini, ligazes, topoizomerazes un praimeru $kelSanas proteini (6. attels).
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6. attels. Virusu DNS replikacijas proteinu dzimtu sadalijums. Stabinu garums ir proporcionals proteinu dzimtu

parstavju skaitam reprezentativa dsDNS virusu kopa (pielagots no Kazlauskas et al., 2016).

Figure 6. Distribution of viral DNA replication protein families. Bar lengths are proportional to the number of protein

family members in the representative set of dsSDNA viruses (adapted from Kazlauskas et al., 2016).
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Helikazes ir motori proteini, kas izmanto nukleozidu trifosfatu (parasti ATF) hidrolizes
energiju, lai parvietotos pa nukleinskabes dupleksu un veiktu komplementaro pavedienu
atdalisanu. Helikazes piedalas visos divpavedienu nukleinskabju metabolisma procesos: DNS
replikacija, transkripcija, rekombinacija, reparacija u.c. (Briining et al., 2014). P&c sekvences,
struktiiras un darbibas mehanisma helikazes klasificé sesas superdzimtas (SF; superfamilies). SF1
un SF2 helikazes ir funkcionali monomeéri vai diméri, kuru koru veido divi tandémiski RecA folda
atkartojumi (7. att€ls, a). SF3-6 enzimi sastav no seSiem RecA vai AAA+ doméniem, kas organizgeti
heksameériska gredzenveida struktiira (7. attéls, b). Bakteriofagu replikativas helikazes pieder SF2,
SF3, SF4 vai SF6. Vairakiem fagiem (pieméram, T7 un P4) helikazes doméns ir savienots ar

praimazi, veidojot himéru multifunkcionalu proteinu (Kazlauskas et al., 2016).

7. attéls. S. aureus SF1 helikazes kora monomérs ar diviem RecA folda atkartojumiem (a) un T7 faga SF4 helikaze ar
seSu RecA doménu heksamérisku struktiru (b). AMP-PNP — nukleozidu trifosfata analogs; 1,2,6, R, H1, H2 —

helikazém konservativi motivi (pielagots no Singleton et al., 2007).

Figure 7. Monomeric core of SF1 helicase from S. aureus, composed of two RecA fold repeats (a) and SF4 helicase
from phage T7 with a hexameric structure containing six RecA domains (b) AMP-PNP — a nucleoside triphsophate

analogue; 1, 2, 6, R, H1, H2 — conserved helicase motifs (adapted form Singleton et al., 2007).

Praimazes ir DNS atkarigas RNS polimerazes, kas sintez€ Tsus oligoribonukleotidus
(praimerus) uz ssSDNS matricas. DNS polimerazém nepiecieSama praimeru 3’ hidroksilgrupa DNS
sintézes uzsaksanai (Weigel, Seitz, 2006). Bakteriofagu praimazes ir bakterialo DnaG vai arheo-
eikariotisko praimazu (AEP) homologi (Kazlauskas et al., 2016). DnaG praimazém ir divi
konservativi struktiras elementi: cinka saistiSanas doméns ar cinka pirkstu motivu un RNS

polimerazes doméns ar topoizomerazes-praimazes (TOPRIM) foldu (8. att€ls) (Zhu et al., 2010).
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AEP katalitiskais doméns satur RNS atpaziSanas motivu (RRM), bet Sobrid nav noteikta neviena

fagu AEP strukttra (Guilliam et al., 2015).
©

Zinc
binding
domain
(ZBD)

TOPRIM ) N-term
fold subdomain

1 |
RNA polymerase domain (RPD)

8. attels. Bakteriofaga T7 DnaG tipa praimaze ar konservativu cinka saistis$anas doménu (ZBD) un RNS polimerazes

doménu (RPD), kas satur topoizomerazes-praimazes (TOPRIM) folda subdoménu (pielagots no Zhu et al., 2010).

Figure 8. DnaG type primase of bacteriophage T7, containing zinc binding domain (ZBD) and RNA polymerase
domain (RPD) with a topoisomerase-primase (TOPRIM) fold subdomain (adapted from Zhu et al., 2010).

Bakteriofagu replikativas DNS polimerazes pieder A, B vai C DNS polimerazu dzimtai, kas
butiski atSkiras sekvences un struktiiras limeni (Kazlauskas et al., 2016). Visu DNS polimerazu
uzbtive atbilst t. s. “labas plaukstas modelim”, péc kura izskir pirkstu, delnas un 7kska subdoménus.
A un B dzimtas DNS polimerazes papildus satur doménu ar 3’-5’ eksonukleazes aktivitati
replikacijas klidu labosanai, bet C grupas DNS polimerazém ir polimerazes-histidinolfosfata
(PHP), oligonukleotidu/oligosaharidu saistiSanas (OB; oligonucleotide/oligosaccharide binding)
un dupleksu saistiSanas (DB; duplex binding) doméni (9. attéls). dsDNS bakteriofagu sekvencu
bioinformatiska izpé&te atklaj vairakas sakaribas starp genoma izméru un DNS polimerazu veidu:
(1) vairuma genomu, kas mazaki par 40 kbp, polimerazes génu nav; neliela dala kodg specifiskas
B dzimtas polimerazes, kas DNS sintézes uzsaksanai izmanto praimerproteinu hidroksilgrupas, (2)
fagiem ar 40-140 kbp garu genomu raksturigas A dzimtas polimerazes, (3) fagi ar genomu virs 140
kbp kodeé galvenokart B dzimtas RNS praimera atkarigas DNS polimerazes, (4) C dzimtas

polimerazes ir retak sastopamas (parasti genomos >70 kbp) (Kazlauskas, Venclovas, 2011).
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9. attéls. A (faga T7), B (faga Phi29) un C (G. kaustophilus) dzimtas DNS polimerazu doménu un subdoménu
organizacija. Pirkstu subdoméni — zali, delnas — zilzali, 1k§ka — oranzi, eksonukleazes doméni — roza. Ar lentveida
reprezentaciju attéloti C dzimtas polimerazu PHP (polimerazes-histidinolfosfata), OB (oligonukleotidu/oligosaharidu

saistiSanas) un DB (dupleksu saisti$anas) doméni (pielagots no Wu et al., 2014).

Figure 9. Domain and subdomain organization of the A (phage T7), B (phage Phi29) and C (G. kaustophilus) family
DNA polymerases. Finger subdomains — green, palm — cyan, thumb — orange, exonuclease domains — pink. Indicated
in ribbon representation are the PHP (polymerase-histidinol phosphate), OB (oligonucleotide/oligosaccharide-binding)
and DB (duplex-binding) domains of the C family polymerases (adapted from Wu et al., 2014).

Proteinus, kuri nodroSina DNS polimerazes stabilu asociaciju ar DNS matricu, sauc par
procesivitates faktoriem jeb DNS skavu proteiniem (DNA clamps). Tiem ir gredzenveida struktiira
(10. attels), kuras atvisanu un uzneSanu uz DNS pavediena veic skavu ladétajproteinu (clamp
loader) pentamériski kompleksi (Hedglin et al., 2013). Fagu kodg&tie procesivitates faktori un to

ladetajproteini ir E. coli vai bakteriofaga T4 attiecigo proteinu homologi (Kazlauskas et al., 2016).
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10. attels. Procesivitates faktoru struktiras. E. coli DNS skavu proteinam {3 ir homodiméra uzbiive (pa kreisi), bet T4

faga proteins gp45 ir homotrimérs (pa labi) (pielagots no Hingorani, O’Donnell, 2000).

Figure 10. Structures of processivity factors. E. coli  clamp has a homodimeric composition (left), whereas the gp45

protein of phage T4 is a homotrimer (right) (adapted from Hingorani, O’Donnell, 2000).
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SSB proteini kavé komplementaro DNS pavedienu hibridizaciju DNS replikacijas laika,
pasarga DNS vienpavediena regionus no nukleolitiskas degradacijas un novers sekundaro struktiiru
veidosanos, nodrosinot netraucétu DNS replikacijas, reparacijas un rekombinacijas norisi. Papildus
DNS saistiSanas aktivitatei, SSB tieSi mijiedarbojas ar citiem DNS metabolisma proteiniem un
koording to darbibu (Marceau, 2012). Visbiezak ssDNS saistiSanas funkciju veic viens vai vairaki
OB folda doméni. Minimals OB folds veidots no piecu virknu 3 mucas (4 barrel), kuras galu
noslédz a spirale (Theobald et al., 2003). P&c sekvences un struktiiras homologijas bakteriofagu
SSB pieder galvenokart E. coli SSB, faga T7 proteina gp2.5 vai T4 proteina gp32 SSB grupai
(Kazlauskas et al., 2016). E. coli SSB ir homotetramérs (11. attls, a), bet T7 gp2.5 — homodimeérs
(11. attels, b), tom&r abu proteinu monomériem ir lidziga uzbave ar N-terminalu OB folda doménu
un nestrukturgtu, negativi ladétu C-terminalo segmentu (Marintcheva et al., 2008). Faga T4 gp32
ir funkcionals monomérs (11. attéls, c), kas sastav no N-terminala doména ssDNS kooperativas
saistibas nodro§inasanai, skabajam aminoskabém bagata C-teminala doména un OB folda kora ar

iestarpinatu cinka pirkstu motivu (Shokri et al., 2009).

11. attels. Ar ssDNS saistits E. coli SSB homotetramérs (a), faga T7 gp2.5 homodimérs (b). Atseviski monoméri — zili
vai zali, ssDNS — sarkana (pielagots no Marceau, 2012). Faga T4 gp32 — monomérisks SSB (c), OB folda doméns —
dzeltens (pielagots no Shamoo, 2002).

Figure 11. E. coli SSB homotetramer bound to ssDNA (a), phage T7 gp2.5 homodimer (b). Single monomers are
colored in either blue or green, ssDNA — red (adapted from Marceau, 2012). Phage T4 gp32 — a monomeric SSB (c).
OB-fold domain — yellow (adapted from Shamoo, 2002).
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Pretstata vadosa DNS pavediena nepartrauktai sint€zei 5°—3’ virziena, atpaliekosSais
pavediens veidojas no diskrétiem DNS segmentiem — Okazaki fragmentiem. To proceséSanu un
vienlaidus DNS pavediena izveidosanu nodro$ina praimeru S$kelSanas proteinu un ligazu
koordinéta darbiba (Balakrishnan, Bambara, 2013). Bakteriofagu nukleazes, kas veic RNS
praimeru aizvakSanu, ir flap endonukleazu (FEN) vai ribonukleazes H (RNazes H) homologi, bet
fragmentu savieno$anu katalizé ATF vai NAD" atkarigas DNS ligazes (Kazlauskas et al., 2016).
Strukturali izpétita ir T4 faga 5°-3” FEN eksonukleaze (kliidaini saukta ari par RNazi H), kuras
aktivaja centra notiek divu magnija jonu katalizéta RNS praimeru skel$ana (Yang, 2011) (12. attéls,
a), un T7 DNS ligaze ar N-terminalu adenilacijas subdoménu, kas saista kofaktoru — ATF, un C-
terminalu OB folda subdoménu (Martin, MacNeill, 2002) (12. attéls, b).

12. attels. T4 faga FEN eksonukleaze ar diviem hidratétiem magnija joniem (zali) enzima aktivaja centra (a) (pielagots

no Mueser et al., 2010). T7 faga DNS ligaze kompleksa ar ATF (b) (pielagots no Martin, MacNeill, 2002).

Figure 12. Phage T4 FEN exonuclease, shown with two hydrated magnesium ions (green) in the active site (a) (adapted
from Mueser et al., 2010). Phage T7 DNA ligase complexed with ATP (b) (adapted from Martin, MacNeill, 2002).

Nedaudzi bakteriofagi ar lieliem genomiem (>130 kbp) kod€ topoizomerazes, kas pieder
galvenokart ITA tipa DNS topoizomerazu klasei (Kazlauskas et al., 2016). Sie enzimi atrisina DNS
mezglu struktiiras, atdala sakédétas cirkularas DNS molekulas un regulé DNS superspiralizaciju,
ievieSot un no jauna savienojot dsDNS parravumus ATF atkariga cela. T4 faga IIA topoizomeraze
it trTs polipeptidu — gp39, 52 un 60 — heteroheksamérs (Forterre et al., 2007), tomér So proteinu un

citu fagu topoizomerazu strukttras paslaik nav zinamas.
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1.4. Enterobacter cancerogenus bakteriofags Enc34 un tam radniecigie fagi

Bakteriofags Enc34 ir virulents Siphoviridae dzimtas viruss ar ikosaedrisku galvu apméram
60 nm diametra un garu nekontraktilu asti (13. att€ls). Tas izol&ts no Enterobacter cancerogenus
(syn. Enterobacter taylorae) (Kazaks et al., 2012), bet ar zemaku Iitisko aktivitati infic€ arT Hafnia
alvei (nepublicéti dati). E. cancerogenus ir Gram-negativa, fakultativi anaeroba
Enterobacteriaceae dzimtas baktérija, kas galvenokart tiek izoléta no augu materiala un ir saistita
ar fitopatogenitati (Abbott, 1999). Metagenomikas p&tijumi parada, ka E. cancerogenus ir cilvéka
mikrobioma simbionts (Graessler et al., 2012). Atseviskos kliniskajos gadijumos E. cancerogenus
identificéta ka oportiinistisku kaulu un briacu infekciju (Garazzino et al., 2005), urincelu iekaisuma
un bakterémijas (Rubinstien et al., 1993), ka arT pneimonijas (Demir et al., 2014) izraisitaja.
Infekciju arstéSanu ar antibiotiku terapiju apgrutina AmpC un plasa spektra p-laktamazu
producgjosu baktgriju prevalence Enterobacter ginti. Sie enzimi nodroina daudzu sugu, t. sk., E.

cancerogenus, rezistenci pret vairumu cefalosporinu un penicilinu (Demir et al., 2014).

13. attels. Enterobacter cancerogenus faga Enc34 morfologija (caurstarojosa elektronmikroskopija). Markieris —

100 nm. Att€ls: Dr. biol. V. Ose, nepublicéti dati.

Figure 13. Morphology of Enterobacter cancerogenus phage Enc34 (transmission electron microscopy). Scale bar —

100 nm. Image: Dr. biol. V. Ose, unpublished data.

Faga Enc34 genomu veido 60,364 kbp lineara dsSDNS ar 80 atvértas lasiSanas ramjiem (open
reading frames, ORFs). Genoms organizgts ¢etros funkcionalos modulos ar géniem, kas atbild par
(1) DNS replikaciju un pakosanu, (2) galvas un astes morfogenézi, (3) saimniekstnas lizi un (4)

DNS regulaciju un modifikaciju. Vairums Enc34 kodéto proteinu anotéti ka hipotétiski, un to
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funkcijas nav zinamas. P&c aminoskabju sekvenc¢u homologijas DNS replikacijas un pako$anas
modult konstatéti DNS praimazi, DNS polimerazi, DNS helikazi un terminazes kompleksu
kodgjosi géni; galvas un astes morfogenézes moduli ietilpst géni, kas kode galvas-astes konektoru,
portalproteinu, prokapsidas proteazi, sastatnu (scaffolding) proteinu, mazoro kapsidas proteinu un
viriona galvu un asti veidojoSos proteinus; saimniek$iinas lizes moduli kodéts endolizins, holins
un proteini Rz un Rz1 (Kazaks et al., 2012).

Faga Enc34 genoma analize atklaj batisku homologiju (73-74% identitate 33-47%
parklajuma) ar sekvenc€m no vairakiem Salmonella bakteriofagiem: 35 (GenBank No.
KR296689), 37 (GenBank No. KR296691) (Karpe et al., 2016), FSL SP-124 (GenBank No.
KC139515), FSL SP-088 (GenBank No. KC139512), FSL SP-030 (GenBank No. KC139519),
FSL SP-039 (GenBank No. KC139514) (Switt et al., 2013) Chi (GenBank No. KM458633)
(Hendrix et al., 2015), iEPS5 (GenBank No. KC677662) (Choi et al., 2013) un SPN19 (GenBank
No. JN871591) (Shin et al., 2012); ka ari lidzibu ar Providencia fagu Redjac (GenBank No.
JX296113) (Onmus-Leone et al., 2013). Bakteriofagu radniecibu uzskatami ilustré mazoro
kapsidas proteinu filogenétiska analize (14. attéls). Pamatojoties uz lidzibam genoma izmé&ros,
génu klasta un izkartojuma, ka ari homologiskam proteinu sekvencém, Hendrix et al., 2015,
ierosina Sos bakteriofagus apvienot Chi-/idzigo fagu ginti. Salmonella fags Chi (y) ir jaunizveidota

taksona pirmais izolats (atklats 1936. gada) un labak raksturotais parstavis.
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14. attels. MaZoro kapsidas proteinu filogenétiskais koks bakteriofagam Enc34 (pasvitrots ar sarkanu) radniecigu fagu

grupa (Ryu et al., 2013, ICTV taksonomiska pieteikuma anketa).

Figure 14. Phylogenetic tree of the major capsid proteins in a group of phages related to bacteriophage Enc34

(underlined in red) (Ryu et al., 2013, ICTV taxonomic proposal form).
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Enterobakérijas inficgjoso Chi-/idzigo fagu tuvakie zinamie radinieki ir Burkholderia
bakteriofagi BcepNazgul un AH2 un Xylella baktériju virusi Salvo un Sano, par ko liecina proteinu
sekvencu homologija, ka ari fagu genomu sint€nija — atsevisku génu un to bloku analogs
izkartojums (15. attéls). So radniecigo bakteriofagu kopu ieteikts apvienot augstaka

taksonomiskaja vieniba — Nazgul-/idzigo fagu tipa (Ahern et al., 2014).
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15. attels. Nazgul-/idzigo fagu sinténija. Geni paraditi ar taisnstariem, homologi fagu géni savienoti ar nepartrauktam
linijam. Funkcionalie moduli att€loti atSkirigas krasas: Iizes modulis — gaisi zils, astes morfogenézes modulis — gaisi
zal$, galvas morfogenézes modulis — tumsi zal§, DNS metabolisma modulis — violets (Ahern et al., 2014).

Figure 15. Synteny of Nazgul-like phages. Genes are shown as boxes, homologous phage genes are connected by solid
lines. Functional modules are represented by different colors: lysis module — light blue, tail morphogenesis module —

light green, head morphogenesis module — dark green, DNA metabolism module — violet (Ahern et al., 2014).

Magistra darba pétijjumam izvéléti Enc34 faga DNS replikacijas proteini, kuri kodéti
apméram 10 kbp segmenta DNS replikacijas un pakosanas moduli (16. attéls). Sos proteinus
iespgjams iedalit tris grupas: (1) proteini ar konservativiem doméniem, datu bazes detektetam
homologijam un prognoz€jamam funkcijam (DNS praimaze, transkripcijas regulators, DNS
polimeraze, helikaze un VRR-NUC doménu saturo$s proteins), (2) hipotétiski proteini ar
konservativiem doméniem, kuru funkcijas bakteriofagu DNS replikacija nav zinamas (ORF5 un
ORF6) un (3) hipotétiski proteini ar zemu sekvences homologiju un nezinamu funkciju (ORF3 un
ORF4). S darba ietvaros tika veikta visu Enc34 faga DNS replikacijas proteinu vispariga
raksturoSana un hipotétisko proteinu bioinformatiska un eksperimentala izp&te ar mérki identificét
to funkcijas, bagatinot fundamentalas zinasanas ne vien par Enc34 faga replikacijas moduli, bet art

tam radniecigo Chi- un Nazgul-/idzigo fagu replikacijas proteinu homologiem.
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16. attels. Bakteriofaga Enc34 DNS replikacijas un pako$anas modulis. TR — transkripcijas regulators, HP —
hipotétisks proteins, VN — VRR-NUC dom@nu saturo$s proteins, TerS — terminazes maza subvieniba, TerL —

terminazes liela subvieniba (veidots saskana ar GenBank No. JQ340774).

Figure 16. DNA replication and packaging module of bacteriophage Enc34. TR — transcriptional regulator, HP —
hypothetical protein, VN — VRR-NUC domain protein, TerS —terminase small subunit, TerL — terminase large subunit
(created according to GenBank No. JQ340774).

1.5. Bakteriofagi ka antibakteriali Indzekli

Antibiotiku rezistences génu strauja izplatiba patogéno baktériju populacijas rosinajusi
interesi par Iitiskajiem bakteriofagiem ka dabiskiem terapeitiskiem agentiem medicina,
veterinarija, lauksaimnieciba, ka ari partikas industrija (Kutter et al., 2010). Nozimiga fagu
terapijas priekSrociba ir bakteriolitiska efekta specifiskums — tiek iznicinats tikai patogéns,
nesagraujot organisma mikrobiomu (Viertel et al., 2014) (17. attéls, a). Bakteriofagiem, atskiriba
no kimiskiem preparatiem, piemit pasregulativa sp&ja savairoties mérka patogénu klatbtitng, turklat
tie sasniedz infekcijas izraisitaju ari audos ar apgriitinatu piekluvi (pieméram, smadzen€s un
kaulaudos) (Abedon et al., 2011). Fagu rezistences ierobezoSanai un terapeitiskas efektivitates
paaugstinasanai izmanto t. s. “fagu kokteilus” — patogénam litisku dazadu bakteriofagu
kombinaciju (Schmerer et al., 2014). Paslaik norit divu fagu preparatu kliniska izpéte, tresa — tiks

uzsakta drizuma (3. tabula).

3. tabula. “Bakteriofagu kokteili” kliniskajos pétijumos (veidots saskana ar Kingwell, 2015).

Table 3. “Phage cocktails” in clinical trials (created according to Kingwell, 2015).

Preparats Uzpémums ArsteSanas merkis Progress

Phagoburn | Pherecydes Pharma Apdegumu infekcijas ar Esc_herlchla I/ I_I ﬁz‘fs, ]
coli un Pseudomonas aeruginosa kliniska izpéte

AB-SA01 | AmpliPhi Biosciences Hronisks bakterials sinusits I fé_zes kliniska
(Staphylococcus aureus) izpéte

TP-102 TechnoPhage Hroniskas ¢ilas (Staphylococcus, FDA atlauja I
Pseudomonas) fazei
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Jau vairakus gadus komerciali pieejami “fagu kokteilu” lidzekli Listeria monocytogenes
biokontrolei partikas produktos (Mahony et al., 2012). Papildus fagu terapijai attistas ari citas
inovativas fagu tehnologijas, pieméram, bakteriofagu endolizinu (peptidoglikana hidrolazu)
pielietojums Gram-pozitivo baktériju apkaroSanai vai to kombin&ta izmantoS$ana kopa ar spaniniem
(Stinas ickSejas un argjas membranas sapludinoSiem proteiniem) Gram-negativo bakteriju
iznicinasanai (Roach, Donovan, 2015) (17. attéls, b). Bakteriofagu kodgtie polisaharidu
depolimerizacijas enzimi sp&j sagraut baktériju biopléves (17. attéls, ¢), samazinot to virulenci un
veicinot imiinsisteémas piekluvi un patogéna aizvaksanu (Drulis-Kawa et al., 2012). Modificeti
bakteriofagi var tikt izmantoti ka antibiotiku efektivitati uzlabojosi lidzekli (17. attels, d). “Principa
pieradiSanas” pétijuma, Edgar et al., 2012, streptomicina rezistentas E. coli §tinas inficg ar lizogénu

fagu, kas nes antibiotikas sensitivitates génu, un novero streptomicina uznémibas atjaunosanos.
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17. attels. Uz fagiem balstitas antimikrobialas pieejas. Fagu saimniekstinas specifiskumu izmanto fagu terapija (a), un
noteiktus fagu enzimus var pielietot bakteriju liz€Sanai (b) vai bioplévju noardisanai (c), turklat fagi var kalpot ka

sensitivitates génu piegades sist€émas antibiotiku rezistentas baktériju $anas (d) (pielagots no Salmond, Fineran, 2015).

Figure 17. Phage-inspired antimicrobial approaches. The host-specificity is explored in phage therapy (a), and isolated
phage enzymes can be used for bacteria lysis (b) or disruption of biofilms (c), furthermore phages can be employed to

deliver antibiotic sensitivity genes in resistant bacteria cells (d) (adapted from Salmond, Fineran, 2015).
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2. Materiali un metodes

2.1. Materiali

2.1.1. Reagenti

Agaroze, TopVision — Fermentas, Lietuva

Akrilamids — Prolabo, Belgija

Amonija citrats (di-bazisks) — AppliChem, Vacija
Amonija persulfats — Sigma, ASV

-merkaptoetanols — Prolabo, Belgija

Citronskabe — AppliChem, Vacija

Ditiotreitols (DTT) — Fermentas, Lietuva

Etanols (EtOH) — Jaunpagasts Plus, Latvija
Etiléndiaminotetraacetats (EDTA) — Sigma, ASV

Etidija bromids (EtBr) — AppliChem, Vacija

Glicerols — Sigma, ASV

Glicins — Stanlab, Polija

Guanidina hidrohlorids (GuHCI) — Sigma, ASV
Hloroforms — Barta a Cihlaf, Cehija

Formamids, Hi-Di — Applied Biosystems, ASV
Imidazols — Aldrich, Vacija

Izopropanols — Stanchem, Polija

Izopropil B-D-1-tiogalaktopiranozids (IPTG) — Fermentas, Lietuva
Kalija dihidrogénfosfats (KH2PO4) — AppliChem, Vacija
KumasT briljantzilais G-250 — Serva, Vacija

Ledus etikskabe — Stanchem, Polija

Maltoze — Sigma, ASV

N,N’-metilén-bis-akrilamids — Sigma, ASV
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamins (TEMED) — AppliChem, Vacija
Natrija acetats — Alfa Aesar, Vacija

Natrija dodecilsulfats (SDS) — Serva, Vacija



Natrija hidroksids (NaOH) — Lach-Ner, Cehija

Natrija hlorids (NaCl) — Prolabo, Belgija

Rauga ekstrakts — Difco, ASV

Salsskabe (HCI) — Stanlab, Polija

Tetrabromofenolsulfonftaleins (bromfenolzilais) — Merck, Vacija
Trihloretikskabe (TCA) — AppliChem, Vacija

Triptons — Difco, ASV

Tris(hidroksimetil)aminometans (Tris) — Prolabo, Belgija

Urinviela — Fluka, Vacija

2.1.2. Skidumi

1 M amonija citrats (di-bazisks)

10% amonija persulfats

1 M citrats

1MDTT

125 mM, 500 mM EDTA

20%, 50%, 70%, 96% EtOH

10 mg/mL EtBr

Fenola skidums, stabilizéts — AppliChem, Vacija
80% glicerins

2 M imidazols

100 mM IPTG

1M KH2PO4

3 M natrija acetats pH 5,2

5 M NaCl

50% wi/v polietilenglikols (PEG) 3350, 6000, 8000 — Molecular Dimensions, ASV
10% SDS

50% TCA

1 M Tris-HCI pH 6,8

1 M Tris-HCI pH 8,0

1,25 M Tris-HCI pH 6,8
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1,875 M Tris-HCI pH 8,8

8 M urinviela

TE buferskidums: 10 mM Tris-HCI pH 8,0 1ImM EDTA.

LizeSanas (lizes) buferSkidums: 20 mM Tris-HCI pH 8,0 300 mM NacCl.

HisTrap FF crude kolonnas eluesanas bufer§kidums I: 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NacCl
20 mM imidazols.

HisTrap FF crude kolonnas eluésanas buferskidums I1: 20 mM Tris-HCI pH 8,0 300 mM NacCl
300 mM imidazols.

MPBTrap HP eluésanas buferskidums: 20 mM Tris-HCI pH 8,0 300 mM NaCl 10 mM maltoze.

Skidumi elektroforézei agarozes gela:

50x TAE buferSkidums: 242 g Tris, 57,1 mL ledus etikskabes, 100 mL 500 mM EDTA pH 8,0,
lidz 1 L destiléta tdens (dH20). Elektroforézei lieto 1x TAE buferskidumu.

1% agarozes gels ar EtBr: 1 g agaroze, 2 mL 50x TAE buferSkidums, 6 uL EtBr skiduma (10
mg/mL), Iidz 100 mL dH>0.

Skidumi elektroforezei poliakrilamida gela (PAAG):
PAAG elektroforézes 10x buferSkidums: 30,3 g Tris, 144,2 g glicins, 10,0 g SDS, lidz 1 L dH20.

Elektroforgzei lieto 1x buferskidumu.
30% poliakrilamida pamatSkidums: 29,1 g akrilamids, 0,9 g N,N’-metilén-bis-akrilamids, lidz
100 mL dH-O.
mL dH20, 0,5 mL 1,25 M Tris-HCI pH 6,8, 0,05 mL 10% SDS,; tiesi pirms lietosanas pievieno 50
pL 10% amonija persulfata un 5 pL TEMED.
15% akrilamida sadaloSais Skidums 2 geliem: 5 mL 30% akrilamida pamatSkiduma, 2,9 mL
dH20, 2 mL 1,875 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1 mL 10% SDS; tiesi pirms liecto$anas pievieno 100 puL
10% amonija persulfata un 7,5 u. TEMED.
Laemmli paraugu uznesanas buferSkidums: 6 mL 1 M Tris-HCI pH 6,8, 2 g SDS, 5 mL
B-merkaptoetanols, 4 mg bromfenolzilais, 10 mL 80% glicerins, [idz 100 mL dH2O.
PAAG fiksésanas Skidums: 50% EtOH skidums.
Kumasi zila $kidums PAAG Kkraso$anai: 0,8 g Kumasi briljantzilais G-250, 10 mL 50% TCA,
41,7 mL 96% EtOH, Iidz 200 mL dH:O.
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2.1.3. Aparatiira

Afinitates kolonnas:

o HisTrap FF crude (1 mL) — GE Healthcare, Zviedrija

e« MBPTrap HP (1 mL) — GE Healthcare, Zviedrija
Agarozes gelu fotografeésanas iekarta:

o C-80 Epi lllumination UV Darkroom — UVP Cambridge, Lielbritanija
Biociklizators:

o Thermal Cycler Biocycler TC-S — BIOSAN, Latvija
Centrifuigas:

e Centrifuge 5415 R — Eppendorf AG, Vacija

o Centrifuge 5810 R — Eppendorf AG, Vacija

o Janetzki K26 — VEB MLW Zentrifugenbau Engelsdorf, Vacija
Elektroforézes ickartas:

o HUG6 — Roth Karlsruhe, Lielbritanija

o Mighty Small Il For 8x9cm Cells — Amersham Biosciences, ASV
Elektroforézes iekartu stravas avoti:

o Electrophoresis Power Supply EPS 301 — Amersham Biosciences, ASV

e Mini Electrophoresis Power Supply E143 — Consort, Belgija
Elektroniskie svari:

o« KERN EW420-3NM — Kern & Sohn GmbH, Vacija
Hromatografijas kolonnas:

o HiTrap Desalting (5 mL) — GE Healthcare, Zviedrija

o HiPrep DEAE FF (20 mL) — GE Healthcare, Zviedrija

e MonoQ 5/50 GL (1 mL) — GE Healthcare, Zviedrija

e Superdex 200 10/300 GL (20 mL) — GE Healthcare, Zviedrija

Hromatogratijas sistéma:

o« AKTA FPLC augstas izskirtspgjas proteinu Skiduma hromatografs — Amersham

Biosciences, Zviedrija
Kelvinators:

o Ultra Freeze — Heto, Turcija
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Kratitajs g€lu atkrasoSanai:

e Shaker PS-4 — Labotek, Latvija
Kristalizacijas robots:

o Freedom EVO — Tecan, Sveice
Ledusskapji:

e Snaigé, Lietuva
Magneétiskais maisitajs:

o Labmixer Magneticstirrer — Labotek, Latvija

Mikroskops

e Leica 110/120 — Leitz Wetzlar, Vacija
pH-metrs:

e pH meter AD 1405 — Adrona, Latvija
Pipetes:

e 10 puL, 20 uL, 100 pL, 200 ul, 1000 uL reguléjamas — Gilson, Francija
e Masterpette, 5 mL regulgjama — LMS Consult GmbH & Co., Vacija
Spektrofotometri:
o Kanopumerp goroanexkrpuueckuit KOK-2MII — Ananut-Hesa, Krievija
o NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer — NanoDrop Products, ASV
Stinu kultivésanas iekarta:
« Infors CH-4103 Bottmingen — Infors AG, Sveice
Termobloks:
e Thermo Block TDB-120 — BIOSAN, Latvija
Termostats:
« TCH 100 — Laboratorni Pfistroje Praha, Cehija
Ultraskanas dezintegrators:
e Soniprep 150 — MSE, Lielbritanija
Udens termostats:
o Thermostat U10 — Priifgerdte-Werk Medingen GmbH, Vacija
Vortekss iekartas:
« Disruptor Genie™ — Scientific Industries, ASV
e V-01/3 — Labotek, Latvija
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Citi materiali:

Cimdi:

e Nitrila cimdi — Klinion Protection, Niderlande
Kristalizacijas plates:

e 96-well MRC Crystallisation Plate — Molecular Dimensions, ASV
Kristalizacijas plaSu uzlimes:

o ClearVue Sheets — Molecular Dimensions, ASV
Pipesu uzgali

e 10 uL — Deltalab, Spanija

e 250 pL — Sarstedt, Vacija

e 1000 uL — Biosigma, Italija

e 10 mL — Sarstedt, Vacija
Proteinu koncentratori:

e Vivaspin 500 (3 000 MWCO) — Sartorius Stedim, Vacija

e Vivaspin 500 (10 000 MWCO) — Sartorius Stedim, Vacija
Slirces:

e 5mL, 10 mL — Chirana, Slovakija
Stobrini:

e 1,5 mL centrifugéSanas stobrini — Biosigma, Italija

e 2,0 mL centrifugéSanas stobrini — Biosigma, Italija

e 3,5 mL stobrini ar vacinu — Sarstedt, Vacija

e 12 mL stobrini — Sarstedt, Vacija

e 50 mL stobrini — Sarstedt, Vacija
Stikla trauki un Petri plates

2.1.4. Darba izmantotie E. coli celmi

E. coli BL21(DE3): fhuAd2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS 2 DE3 = ) sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

E. coli XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB lacl9ZAM15
Tn10 (Tet")]
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2.1.5. Barotnes

LB skidra barotne: 10 g/L triptons, 5 g/L rauga ekstrakts, 10 g/L NaCl. Selektivai barotnei
pievieno ampicilinu 50 pg/mL.

LB agarizéta barotne: Uz 1 L LB skidras barotnes pievieno 15 g Bakto-agara. Selektivai barotnei
pievieno ampicilinu 100 pg/mL.

2x TY S$kidra barotne: 16 g/L triptons, 10 g/L rauga ekstrakts, 5 g/L. NaCl. Selektivai barotnei

pievieno ampicilinu 50 pg/mL.

2.1.6. Enzimi un to buferSkidumi

FastDigest (FD) restriktazes (BamHI, BspTIl, EcoRl, Ncol, Stul, Xbal),10x FD buferskidums —

Thermo Scientific, Lietuva

Pfu DNS polimeraze, 10x Pfu buferskidums ar MgSO4 — Fermentas, Lietuva

rTEV proteaze — produkciju un attirisanu veica BMC darbiniece S. Kotelovi¢a péc Tropea et al.,
2009, protokola

Tag DNS polimeraze, 10x Taq buferskidums — Fermentas, Lietuva

T4 DNS ligaze, 10x DNS ligazes buferskidums — Fermentas, Lietuva
T4 polinukleotidu kinaze (PNK), 10x PNK buferskidums A — Fermentas, Lietuva

2.1.7. Oligonukleotidi un matricas DNS

Oligonukleotidi faga Enc34 génu amplifikacijai un klonéSanai — sintezéti Metabion, Vacija

Enc_ORF3_Fw 5’-CTCACAAGGTATCTTAGAAACTATC-3
Enc_ORF3_Rv 5’-GTGCTTAAGTTAAACTTCTTCTTCTTCGCCTG-3’
Enc_ORF3nat_Fw 5’-TTACATGTCACAAGGTATCTTAGAAAC-3’
Enc_ORF4_Fw 5’-CAAAAAATTTCCTAAATTCAGCGTTATG-3’
Enc_ORF4_Rv 5’-GTGCTTAAGTTACGAGTACCTTTTGACGGC-3’
Enc_ORF5_Fw 5’-CCGAGAATTCGGATTTGGCAATC-3’
Enc_ORF5_Rv 5’-GTGCTTAAGTTACACTTCGTCGTCATCTTCG-3’
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PETDuet-1 inserta regiona sekvenésanas oligonukleotidi — Novagen, Vacija

PET Upstream 5’-ATGCGTCCGGCGTAGA-3’
DuetDOWN1 5’-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3’

Faga Enc34 genomiska DNS — no laboratorijas kolekcijas
No pETDuet-1 atvasinatas plazmidas pETDt_Enc_HisORF6 un pETDt_Enc_HisORF6del, kas

tika konstruétas bakalaura darba ietvaros

2.1.8. Vektori

pETDuet-1 — Novagen, Vacija
pETDt_MalE — no laboratorijas kolekcijas

2.1.9. Citi reaktivi

DNS uznesanas buferskidums paraugu analizei agarozes géla:

e 6X Mass Loading Dye Solution — Fermentas, Lietuva
Molekulmasas markieris DNS elektroforézei agarozes géla:

e GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder — Fermentas, Lietuva
Molekulmasas markieris proteinu elektroforézei PAAG:

« Unstained Protein Molecular Weight Marker — Fermentas, Lietuva
Kits DNS izdali$anai no agarozes géla:

o GeneJET Gel Extraction Kit — Thermo scientific, Lietuva
Kits plazmidu izdali$anai no E. coli $tinam:

o GeneJET Plasmid Miniprep Kit — Thermo scientific, Lietuva
Kristalizacijas Skidumu Kkiti:

e JCSG-plus HT-96 — Molecular Dimensions, ASV

e PACT premier HT-96 — Molecular Dimensions, ASV
SekvengSanas maisijums:

o BigDye Terminator v3.1 — Applied Biosystems, ASV
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2.2. Metodes

2.2.1. Oligonukleotidu kinéSana

o Pagatavo kingSanas maisijumu:
o 50 pmol — oligonukleotids;
o 2 pL —10x PNK buferskidums A;
o 2uL—-10mM ATF;
o 1 pL — T4 polinukleotidkinaze (10 u/pL);
o pievieno dH20 lidz 20 pL.

o Reakcijas maistijumu Tsi vorteksé un inkub€ 20 miniites +37°C temperatiira un 10 miniites
+75°C temperatiira.

o Kingto oligonukleotidu turpmak izmanto PCR vai uzglaba -20°C temperatiira.

2.2.2. DNS fragmentu amplifikacija ar PCR
o Sagatavo PCR reakcijas maisijumu:
o 1 puL — DNS matrica;
o 50 pmol — tiesais oligonukleotids;
o 50 pmol — reversais oligonukleotids;
o 1 puL—10 mM dNTP maisijums;
o 5 pL —10x Pfu buferskidums ar MgSOg;
o 1 pL — Pfu polimeraze;
o pievieno dH20 lidz 50 pL.
e PCR maisijumu Tsi vorteks€ un ievieto biociklizatora, iestatot Pfu programmu ar seSiem
reakcijas soliem, no kuriem 2. — 4. tiek atkartots 30 reizes:
1. 3 min +95°C temperatiira;
0,5 min +95°C temperatiira;
0,5 min +55°C temperatiira;
2 min +72°C temperatiira (~1000 bp garam fragmentam);

7 min +72°C temperatira,

S e

l1dz parauga iznemsanai +4°C temperatiira.
e PCR produktu parbauda agarozes géla.
e Amplificéto DNS attira ar precipitaciju.
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2.2.3. Elektroforeze agarozes gela

Sagatavo 1% agarozes g€lu ar EtBr 1x TAE buferskiduma.

Ggelu izkaus€ +100°C temperatira, nedaudz atdzese un lej elektroforézes iekartas karietg.

Analiz€jamajam paraugam pievieno 6x DNS uzneSanas buferSkidumu, resuspende.
G¢la bedrités ienes markieri un sagatavotos paraugus.

Veic elektroforézi pie 80 V 40-50 min.

DNS vizualizeé UV gaisma.

2.2.4. PCR fragmenta DNS precipitacija

Paraugam pievieno 1/10 tilpuma 3 M natrija acetata pH 5,2 un 3 tilpumus 96% EtOH.

Precipitacijas maisijumu inkub€ ledus vanna 15 min.
Paraugu centrifugg 15 min pie 13 000xg. Supernatantu nolej.
Nogulsnes skalo ar 200 pL. 70% EtOH.

Paraugu centrifugg 5 min pie 13 000xg. Supernatantu nolej.
Nogulsnes zave termobloka 30 min +37°C temperattra.

DNS izskidina 50 puL dH-O.

2.2.5. Vektora un PCR fragmenta DNS $kelSana ar FastDigest restriktazem

Pagatavo SkelSanas maisijumu:

o 1-5ug—DNS;

o 2 pL —restriktaze(s) (10 u/uL);

o 8 puL —10x FD buferskidums;

o pievieno dH20 lidz 80 pL.

Skelanas maisTjumu inkub& 30 min +37°C temperatiira.

Skelto DNS analize agarozes géla.

2.2.6. DNS izdalisana no agarozes géla ar GeneJET Gel Extraction kitu

Visus centrifugacijas solus veic 1 min pie 13 000xg.

Zonu ar nepiecieSamo DNS izgrieZ un nosver.
Gelam pievieno saistiSanas buferSkidumu attieciba 1 pL buferskiduma uz 1 mg géla.

Gélu izkausg, karsgjot 10 min +60°C temperatiira.

legiito Skidumu ienes GeneJET attirisanas kolonna. Centrifugg, caurplides frakciju izle;.
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Kolonna iepilda 700 pL mazgasanas buferskiduma. Centrifugg, caurpliides frakciju izle;.
Atkartoti centrifugé tuksu kolonnu, lai pilniba atbrivotos no mazgasanas buferskiduma.
Kolonnu ievieto jauna 1,5 mL stobrina. Membranas centra uznes 50 plL elu&$anas
buferSkiduma.

Kolonnu centrifuge attiritas DNS elu&sanai.

DNS eluacijas frakciju parbauda agarozes ggla.

Izdalito mérka DNS izmanto turpmakam manipulacijam vai uzglaba -20°C temperatiira.

2.2.7. DNS ligéSana

Sagatavo ligéSanas maisijumu ar kopgjo tilpumu 10 pL:

o 20-100 ng/pL — saSkeltais vektors;

o 20-100 ng/uL — saskeltais DNS fragments;

o 1 pL —10x DNS ligazes buferskidums;

o 1 uL—T4 DNS ligaze.

LigeéSanas maistijumu 1si vorteks€ un inkub& 20-30 min istabas temperatiira.

Maisijumu transformé E. coli XL-1 blue §iinas.

2.2.8. Plazmidu transformacija E. coli Sanas

Stobrinu ar sasaldétam E. coli kompetentajam $tinam atkausé ledus vanna.

LigéSanas maisijumam (vai 1 pL ar parbauditu plazmidu retransformacijas gadijuma)
pievieno 100 pL §tnu un inkubg ledus vanna 10 min.

Udens termostata veic siltuma Soku +42°C temperatira: ar PEG pagatavotam $tinam —
2 min, sint€zes kompetentam $inam — 35 s.

Stinas inkubg ledus vanna 2 min.

Stinam pievieno 900 uL LB kidras barotnes un inkubg 1 h +37°C temperatiira uz kratitaja
ar iestatitiem 60 apgr./min.

100 pL sonu kultiiras izs€j uz Petri plates ar selektivu (ampicilinu saturosu) LB agarizétu
barotni.

Stinu suspensiju koncentrg, centrifuggjot 2 min pie 6800xg. 800 uL supernatanta nolej, 100
pL resuspend€ un izs€j uz otras Petri plates.

Petri plates inkubg termostata ~16 h +37°C temperatiira.
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2.2.9. E. coli stinu kultivé$ana plazmidu pavairoS$anai

2.2.10.

Atseviskas kolonijas no Petri plates parnes uz mégeném, kuras iepilditi 4 mL ar selektivu
LB skidro barotni.

Mg&genes ievieto kratitaja pie 140-160 apgr./min un inkubé ~16 h +37°C temperatira.
Stinu suspensiju iepilda 1,5 mL stobrinos un centrifugé 2 min pie 6800xg. Supernatantu

nolej.

Plazmidu izdalisana ar GeneJET Plasmid Miniprep kitu

Visus centrifugéSanas solus veic pie 13 000xg.

2.2.11.

Savaktajam $tinam pievieno 250 pL resuspendéSanas buferskiduma un vorteksé lidz
maisijums kluvis homogeéns.

Suspensijai pievieno 250 pL lizésanas buferskiduma, stobrinus inverte 6 reizes.

Lizatam pievieno 350 puL neitralizacijas buferskiduma, stobrinus invertg 6 reizes.

Stobrinu saturu centrifugé 5 min.

Supernatantu parnes GeneJET kolonna. Centrifugé 1 min, caurpliides frakciju izlej.
Kolonna iepilda 500 pL mazgasanas $kiduma. Centrifugé 1 min, caurpliides frakciju izlej.
So soli atkarto.

Tuksu kolonnu centrifugé papildus 1 min, lai pilniba atbrivotos no mazgasanas $kiduma.
Kolonnu ievieto jauna 1,5 mL stobrina. Membranas centra uznes 50 pL elu€Sanas Skiduma.
Inkubg 2 min. Centrifugé 2 min plazmidas DNS eluésanai.

Attirito plazmidu izmanto turpmakam manipulacijam vai uzglaba -20°C temperatiira.

Pozitivo plazmidu DNS klonu atlase ar FastDigest restriktazem
Pagatavo SkelSanas maisijumu:

o 2 uL —plazmidas DNS;

o 0,5 uL — restriktaze(s) (10 u/uL);

o 2 pL—10x FD buferskidums;

o pievieno dH20 lidz 20 pL.

Skelanas maisTjumu inkubé 15 min +37°C temperatiira.

DNS 3kelSanu analize agarozes géla.
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2.2.12.

2.2.13.

DNS sekvenéSana
Pagatavo sekveng&Sanas maisjjumu:
o 5 pmol — sekvenésanas oligonukleotids;
o 1 pL — DNS matrica (50-500 ng/uL);
o 1 uL —BigDye v3.1 terminatoru maisijums;
o 3,5 uL - 5x BigDye sekven&Sanas buferskidums;
o pievieno dH20 lidz 20 pL.
SekvenéSanas maistijumu 1si vorteksé un ievieto biociklizatora, iestatot sekvenéSanas
reZimu ar seSiem reakcijas soliem, no kuriem 2. — 4. tiek atkartots 30 reizes:
1. 3 min +96°C temperatiira;
2. 10 s +96°C temperatiira,
3. 5s+50°C temperatura,
4. 4 min +60°C temperatiira;
5. 5 min +72°C temperatiira;
6. lidz parauga iznemsanai +4°C temperatiira.
PCR produkta precipitacijai un attirisanai pievieno 5 pL 125 mM EDTA un 70 pL 96%
EtOH, maisijumu vortekse un inkube 15 min istabas temperatiira.
Paraugu centrifugé 10 min pie 16 000xg. Supernatantu nolej.
Nogulsnes skalo ar 250 uL 70% EtOH.
Paraugu centrifugé 3 min pie 16 000xg. Supernatantu nolej.
Nogulsnes zave termobloka 7 min +65°C temperatiira.
Precipitéto DNS izskidina 11 pL Hi-Di formamida.
Paraugu karseé 5 min +95°C temperatira un atdzesg, ievietojot ledus vanna.

Iegtito maisijumu parnes sekvenésanas stobrina un ievieto sekvenéSanas iekarta.

ssDNS sintéze ar asimetrisko PCR
Sagatavo reakcijas maisijumu:
o 1 uL — DNS matrica;

o 50 pmol — tiesais oligonukleotids;

O

0,5 pmol — reversais oligonukleotids;
o 1 pL—10 mM dNTP maisijums;
o 5uL-25mM MgCl;
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2.2.14.
Virusu

2.2.15.

o 5 puL —10x Tag buferskidums;

o 1 uL —Taq polimeraze;

o pievieno dH20 lidz 50 pL.

Maistjumu 1si vorteks€ un ievieto biociklizatora, iestatot Tag programmu ar seSiem
reakcijas soliem, no kuriem 2. — 4. tiek atkartots 60 reizes:

1. 1 min +95°C temperatiira;

0,5 min +94°C temperatiira;

0,5 min +55°C temperatiira;

1 min +72°C temperatiira;

10 min +72°C temperatiira;

o oA W N

l1dz parauga iznemsanai +4°C temperatura.

Asimetriska PCR produktu parbauda agarozes géla.

Bakteriofaga M13 ssDNS genoma izdaliSana

producgja un dalgji attirija Dr. biol. A. Dislers.

Ar PEG izgulsnétas faga dalinas (no ~600 mL E. coli lizata) resuspendé 500 pL TE
buferskiduma.

Suspensijai pievieno 500 pL fenola skiduma, vorteksé 15-20 s.

Maisijumu centrifugé 5 min pie 16 000xg istabas temperatira.

Virsgjo $kiduma fazi parnes jauna stobrina. Ekstrakciju atkarto ar 500 uL hloroforma.
Skidumam pievieno 55 puL 3 M natrija acetata pH 5,2 un 1250 pL 96% EtOH un inkubg 20
min -70°C temperatira.

Maisijumu centrifugé 10 min pie 16 000xg +4°C temperatiira, supernatantu nolej.
Nogulsnes skalo ar 500 pL ledus auksta 70% EtOH, centrifugé 10 min pie 16 000xg +4°C
temperatiira, supernatantu nolej. So soli atkarto vélreiz.

Nogulsnes zavé termostata 30 min +37°C temperatiira.

DNS iz8kidina 100 pL TE buferskiduma un parbauda agarozes géla.

Transforméto E. coli §unu kultivé$ana ekspresijas apstaklos ar “léno indukciju”
Atseviskas kolonijas no Petri plates parnes uz mégeném, kuras iepilditi 5 mL ar selektivu
LB skidro barotni. NepiecieSamo koloniju skaitu aprékina ta, lai s€jmaterials veidotu ne

vairak ka 10% no kopg€ja ekspresijas kultiiras tilpuma.
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2.2.17.

2.2.18.

Sgymaterialu inkub€ termostata ~16 h +37°C temperatiira bez aeracijas.

2 L Erlenmeijera kolba(s) ielej 400 mL selektivas 2x TY $kidras barotnes un iepilda 40 mL
ieglita s¢jmateriala.

Stinu kultdiras inkubé +25°C temperatiira pie 200 apgr./min lidz §tnu optiskais blivums
sasniedz 0,6-0,8 (aptuveni 3-4 h).

Ekspresiju E. coli BL21(DES3) stinas inducé ar 0,01 mM IPTG. Kultivésanas temperatiiru
pazemina lidz +22°C. Sinas turpina kultivét vél ~16 h.

Stinu kultdiru centrifugé 15 min +4°C temperattira pie 5000xg. Supernatantu nolej.

Stinas nekavéjoties lize vai uzglaba -20°C temperatira.

E. coli $iinu lizé$ana ar ultraskanu

~1 g Stnu ievieto 50 mL stobrina un resuspendé 6 mL liz€Sanas buferskiduma.

Stinu suspensiju inkubé 30 min ledus vanna un parnes uz 12 mL stobrinu, kuru ievieto
varglazg ar ledus tideni.

Stinas apstrada ar ultraskanu 20 s, atdzesé — 40 s. So procesu atkarto 10 reizes.

Lizatu frakciong, centrifuggjot 35 min +4°C temperatira pie 13 000xg.

Elektroforéze denaturejosa poliakrilamida gela

Paraugiem pievieno Laemmli buferSkidumu:

o 2 optiskajam vienibam E. coli §tnu pievieno 200 uL Laemmli buferskiduma;

o mérka proteinu attiriSanas frakcijam — tilpuma attieciba 1:1.

Maistjumu vortekse un karsé 8 min +100°C temperatira.

G¢la bedrites ienes 5 pL. markiera un 6 vai 10 pL parauga (atkariba no bedrisu izméra).
Elektroforézi veic pie 190 V, Iidz Laemmli krasviela sasniedz g€la apaksu.

Gglu fikse ar 50% EtOH, inkubgjot uz kratitaja vismaz 20 min

Gelu kraso ar Kumast zila $kidumu, inkubgjot uz kratitaja 15 min.

Gelu atkraso udeni.

—-—V

Proteinu attiriSana ar HisTrap FF crude metalafinitates kolonnu

Visus Skidumus kolonna ievada manuali ar Slirci.

Kolonnu skalo ar 5 mL dH20 un lidzsvaro ar 5 mL lizésanas buferskiduma.

Cauri kolonnai izlaiz $tinu lizata $kistoSo frakciju ar atrumu ~1 mL/min.
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2.2.19.

Kolonnu skalo ar 2 mL lizéSanas buferSkiduma.
Pie kolonnas saistitos protetnus vispirms elu€ ar 2 mL kolonnas elu€sanas buferskiduma I,
turpinot ar 2 mL kolonnas eluéSanas buferskiduma II.

Kolonnu skalo ar 5 mL dH20 un 5 mL 20% EtOH, uzglaba +4°C temperatiira.

Denaturétu proteinu refoldings uz HisTrap FF crude kolonnas

Visus Skidumus kolonna ievada manuali ar §lirci.

2.2.20.

Kolonnu skalo ar 5 mL dH20 un lidzsvaro ar 5 mL lizé$anas buferskiduma, kuram
pievienots denatur&joss agents (4 M vai 8 M urinviela vai 6 M GuHCl).

Cauri kolonnai izlaiz §tinu lizata neSkistosas frakcijas urinvielas/GUHCI ekstraktu ar atrumu
~1 mL/min.

Kolonnu skalo ar 2 mL lizé$anas buferskiduma ar urinvielu/GuHCI.

Proteinus elué ar 2 mL kolonnas eluéSanas buferSkiduma I ar urinvielu/GuHCI.

Kolonnu skalo ar 2 mL lizé$anas buferskiduma bez urinvielas/GuHCI.

Proteinus elu€ ar 2 mL kolonnas elug$anas buferskiduma II bez urinvielas/GuHCI. Mérka
proteina detekcija caurpliides frakcija liecina par refoldinga sekmigumu.

Kolonnu skalo ar 2 mL lizéSanas buferSkiduma ar urinvielu/GuHCI.

Protenus elué ar 2 mL kolonnas eluésanas buferskiduma II ar urinvielu/GuHCIL.

Kolonnu skalo ar 2 mL lizésanas buferskiduma bez urinvielas/GuHCI.

Kolonnu skalo ar 5 mL dH20 un 5 mL 20% EtOH, uzglaba +4°C temperatiira.

Proteinu attiriSana ar MBPTrap HP afinitates kolonnu

Visus Skidumus kolonna ievada manuali ar Slirci.

Kolonnu skalo ar 5 mL dH20 un lidzsvaro ar 5 mL lizé€Sanas buferskiduma.
Cauri kolonnai izlaiZ Stinu lizata SkistoSo frakciju ar atrumu ~1 mL/min.
Kolonnu skalo ar 5 mL lizésanas buferskiduma.

Pie kolonnas saistitos proteinus elué ar 5 mL kolonnas elugSanas buferskiduma.

Kolonnu skalo ar 5 mL dH>0 un 5 mL 20% EtOH, uzglaba +4°C temperatira.

Proteinu atbrivosana no His-tag vai MBP ar rTEV proteazi
Ar HisTrap FF crude vai MBPTrap HP attiritam protetnam pievieno 1 mM DTT un 100 puL
rTEV proteazes (ar koncentraciju ~2 mg/mL).

Inkub& pa nakti +4°C temperatiira.
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2.2.22. Proteinu attiriSana ar augstas izSkirtspéjas Skiduma hromatografiju

AKTA FPLC sistéma tika izmantota saskana ar lietoSanas instrukciju “AKTA FPLC System

Manual (2003)”. Darba izmantotas kolonnas un to parametri apkopoti 4. tabula.

4. tabula. Mérka proteTnu attiriSana un izp&te pielietoto hromatografijas kolonnu parametri.

Table 4. Specifications of chromatography columns employed for the target protein purification and investigation.

Kolonna F rakcio_n?%anas Tilpums lilﬁsmas F'rakf:ij u
Kriterijs atrums izmers
HiTrap Desalting Proteina 5mL 2,0 mL/min Savac manuali
Superdex 200 10/300 GL | molekulmasa 20 mL 0,5 mL/min 1mL
HiPrep DEAE FF Protetna virsmas | 20 mL 4,0 mL/min 3mL
MonoQ 5/50 GL ladins 1mL 1,0 ml/min 1mL

2.2.23. Proteinu kristalizéSana un rentgenstaru difrakcijas datu iegiSana

Kristalizacijas parbaudi veic ar Tecan Freedom Evo kristalizacijas robotu, izmantojot
kristalizacijas Skidumu kitus.

Kristalizacijas plati noslédz, un reakciju bedrites vélak izskata, izmantojot gaismas
mikroskopu.

Izveletos kristalus panem ar specialu cilpinu, iemérc krioprotekcijas Skiduma
(kristaliz€Sanas apstaklos ar pievienotu ~30% glicerinu) un sasaldé skidraja slapekli.
Proteinu kristalu difrakcijas datus ievaca Dr. biol. K. Tars MAX-Lab sinhrotrona Lunda,

Zviedrija.

2.2.24. Proteinu kristalu difrakcijas datu apstrade

Difrakcijas datu apstradei tika izmantota programmatiira CCP4 (Collaborative Computational
Project No. 4) (Winn et al., 2011).

Difrakcijas att€lus indeksé ar programmu Mosflm (Leslie, Powell, 2007).

Datus mérogo ar programmu Scala (Evans, 2006).

Molekularo aizvietosanu veic ar programmu Molrep (Vagin, Teplyakov, 2010).

Fazu uzlabosanai izmanto programmu Refmac (Murshudov et al., 1997).

Struktiiru manuali uzlabo ar programmu Coot (Emsley, Cowtan, 2004), ar vairakiem
sekojosiem Refmac cikliem.

Struktiiru valid€ ar programmu Coot.
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Struktiiras vizualiz€Sanai, izp€tei un attelu veidoSanai izmanto programmu PyMOL

(DeLano, 2002).

2.2.25. Proteinu sekvencu bioinformatiska analize

Lidzigas proteinu un atsevisSku doménu sekvences tika detektétas ar algoritmiem BLASTP
un PSI-BLAST, salidzinot ar RefSeq datubazé deponétajam sekvencém (Altschul et al.,
2005).

Identificéto doménu funkcionalas nozimes izpétei tika izmantota konsevarivo domé&nu
datubazes informacija (Marchler-Bauer et al., 2015).

Uz sekvences sekundaras struktiiras prognozi balstitas homologijas tika noteiktas ar
algortimu HHpred, salidzinot ar proteinu datu banka (PDB) deponéto struktiiru sekvencém
(Hildebrand et al., 2009).

Konservatitvi aminoskabju atlikumi tika identificéti ar ConSurf serveri (Ashkenazy et al.,

2016).

2.2.26. Proteina-DNS saistibas parbaude ar elektroforétiskas kustibas nobides analizi

Metode turpmak ir apziméta ar visparpienemtu saisinajumu EMSA (electrophoretic mobility shift

assay).

Izveletas DNS koncentraciju nosaka spektrofotometriski.

Merka proteinu koncentré ar 10 kDa molekulmasu ierobeZojosSu proteinu koncentratoru lidz
5000 molarajam parakumam (pret DNS).

Sagatavo koncentréta proteina divkarSu atSkaidijumu sériju.

Jauna stobrina parnes 5 pL no katra proteinu atskaidijuma, pievieno 5 pL. DNS, resuspendé
pipetgjot.

Maistjumu inkub@ 20 min istabas temperatiira un parbauda agarozes gela.
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3. Rezultati un diskusija

3.1. Bakteriofaga Enc34 replikacijas modula protelni ar prognozéjamam funkcijam

Salidzinot Enc34 replikacijas modula kod&tos proteinus ar sekvencu datubazém, iesp&jams

prognozét piecu proteinu funkciondlo nozimi (5. tabula). Sie proteini uzrada augstu sekvences

lidzibu (68-77% identitate 98-100% parklajuma) ar vairaku radniecisku Chi-/idzigo Salmonella

fagu kod&tiem proteiniem, kas liecina par Enc34 faga un Chi-lidzigo virusu replikacijas génu

relativi nesenu divergenci no kopiga senca. Saskana ar fagu modularas evolicijas teoriju,

parmantojamibas un mainibas pamatvieniba ir tieSi funkcionali saistttu génu modulis (Hendrix et

al., 2000). Uz enterobaktériju Chi-/idzigo fagu nesenu evolucionaru divergenci norada ari bitiskas

homologijas strukturalo proteinu moduli (Lee et al., 2013).

5. tabula. Enc34 DNS replikacijas proteinu BLASTP analize. Funkcionali anotéti ORF izcelti ar dzeltenu krasojumu,

HP — hipotgtisks proteins.

Table 5. BLASTP analysis of Enc34 DNA replication proteins. Functionally annotated ORFs are highlighted in

yellow, HP — hypothetical protein.

_— Aminoskabju Homologa
%‘;?:4 Anotéta funkcija Auglsltoali(:)gos‘) i!?:ll(_gSTP sekvences proteina
gy identitate (%) | GenBank No.
. Salmonella faga iEPSS5 praimaze AGO15226
OIRIEL DN i e Salmonella faga BP12C praimaze | 020004 (72) | AjT13799
ORE?2 Transkripcijas Salmonella faga Chi transkripcijas 72193 (77) AlU37932
regulators regulators
ORF3 | HP Providencia faga Redjac HP 67/124 (57) AFU62990
Salmonella faga FSL SP-030 HP AGF87918
ORF4 | HP Salmonella faga BP12C HP 42/99 (42) AIT13796
Salmonella faga FSL Chi HP AIU37934
Salmonella faga FSL SP-124 HP AGF88050
ORF5 | HP Salmonella faga BP12C HP 311/434 (71) AIT13795
Salmonella faga iEPS5 HP AGO015222
Salmonella faga FSL SP-099 HP AGF89722
ORF6 | HP Salmonella faga SPN19 HP 166/187 (89) AEZ66137
Salmonella faga FSL SP-088 HP AGF87824
ORF7 | DNS polimeraze1 | Saimonellafaga FSL SP-088DNS | 5nq/60q (75) | AGFa7823
polimeraze I
ORFg | YRR-NUC domeénu | o\ onella faga FSL SP-030 HP | 64/94 (68) | AGF88269
saturoSs proteins
ORF9 | DNS helikaze SALIE 6t FIANLE) RN 354/491 (72) | AEZ66134
domenu satuross proteins
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Enc34 faga ORF1 praimazes analize atklaj divus konservativus struktiiras elementus: Prim-
Pol doménu ar antiparalélu B-plaksnu koru (Pfam ID: PF09250) un a-spiralu veidotu PriCT 2
doménu (Pfam ID: PF08707). So doménu klatbitne liecina par proteina piederibu divergentai
arheo-cikariotisko praimazu (AEP) dzimtai, kura parstavéta arhebaktériju un retak bakteriju
plazmidas, ka ari bakteriofagu genomos (Iyer et al., 2005). Prim-Pol doménam piemit gan DNS
polimerazes, gan praimazes aktivitate, kas norada uz senu izcelsmi no agrinas DNS replikazes ar
apvienotu sintézes iniciacijas un elongacijas funkciju (Lipps et al., 2004). PriCT_2 ir AEP C-gala
domeéns, kas nodroSina replikacijas iniciacijas sekvences atpaziSanu un saistiSanu. Asociacija ar
DNS helikazi Prim-Pol AEP veido kompleksu DNS replikacijas uzsaksanai (Iyer et al., 2005).

Enc34 Prim-Pol ir lokaliz&ts proteina N-gala, tam seko PriCT 2 doméns, bet turpmakais C-
terminalais segments satur neraksturotu ~550 aminoskabju garu sekvenci. Analize ar augstas
sensitivitates HHpred algoritmu C-terminalaja regiona parliecinosi identificé helikazes doménu,
kas homologisks ar cilvéka papilomas virusa (HPV), adeno-asociéta virusa (AAV) un vairaku
prokariotu AAA+ folda helikazém (18. attéls). Radnieciskie HPV un AAV proteini ir
heksamériskas SF3 helikazes (Abbate et al., 2004, James et al., 2003). C-terminala helikazes
doména atklasana ORF1 sekvencé ir nedaudz parsteidzoSa, tade] ka replikativas DNS helikazes
funkcija Iidz §im anotéta Enc34 ORF9, tom&r multifunkcionali praimazes-helikazes proteini, it

1pasi AEP un SF3 helikazu kombinacija, ir izplatiti dSsSDNS fagu grupa (Kazlauskas et al., 2016).

1 100 200 300 400 500 600 700 800 aa
e e e S el

Domens | PrimPol |  PriCT 2 AAA+ helikaze

18. attels. Enc34 ORF1 kodgtas praimazes-helikazes Prim-Pol, PriCT_2 un AAA+ folda helikazes doménu atraSanas
vieta proteTna aminoskabju (aa) seciba.

Figure 18. Location of Prim-Pol, PriCT_2 and AAA+ fold helicase domains in the amino acid (aa) sequence of the
Enc34 ORF1 encoded primase-helicase.

Faga ORF2 kode XRE dzimtas proteinu ar cro/C1 tipa spirales-pagrieziena-spirales motiva
doménu (Pfam ID: PF13443), kas veic sekvences specifisku DNS saistiSanu un transkripcijas
regulaciju. Cro/Cl1 tipa transkripcijas regulatori ir identificjami daudzos bakteriofagu un
prokariotu genomos, tomér to specifiskas funkcijas virulentu fagu replikacija nav pétitas. Enc34

faga ORF2 neuzrada sekvences homologiju ar nevienu no labi raksturotiem XRE proteiniem.

46



Analize ar HHpred atklaj attalu, bet statistiski batisku (E vértiba = 4,3E-11, p-veértiba = 1,2E-15)
lidzibu ar E. coli transkripcijas represoru CytR (Moody et al., 2011), kas lauj spekulét par Enc34
transkripcijas regulatora lomu saimnieksStinas génu ekspresijas inhibicija, tome&r precizai funkcijas
pieradiSanai nepiecieSama proteina eksperimentala izpéte.

Enc34 replikacijas modula ORF7 proteins ir A dzimtas DNS polimeraze I, kas raksturiga
vairumam fagu ar 40-140 kbp dsDNS genomu (Kazlauskas et al., 2016). Enzims veidots no
polimerazes un 3’-5’ eksonukleazes doména (PSSM ID: 176479). E. coli A dzimtas DNS
polimerazei I piemit ari 5’-3° eksonukleazes aktivitate, kas nepiecieSama RNS praimeru
aizvakSanai (Cooper, 2000), bet Enc34 DNS polimerazei sads doméns netiek prognozéets. Tadgjadi
Enc34 ORF7 funkcionali ir analogs E. coli polimerazes Klenova fragmentam, ko apstiprina ari ar
HHPred detektéta abu proteinu pilna garuma sekvences homologija. Lidz ar to RNS praimeru
SkelSanu veic vai nu atsevisks Enc34 kod@ts proteins, vai saimnieksiinas nukleazes.

Bakteriofaga ORF8 proteins ir DNS endonukleaze ar virusu tipa replikacijas-reparacijas
nukleazes (VRR-NUC) doménu. VRR-NUC kodgjosas sekvences sakotngji tika identificgtas
vairaku bakteriofagu genomos, terminazes un DNS replikacijas proteinu gé€nu tuvuma, ka tas
noveérojams ari Enc34 ORF8 gadijuma. Lidzigi proteini ir atklati ar1 prokariotu un eikariotu
proteomos (lyer et al., 2006). Paslaik strukturala un funkcionala izpéte ir veikta VRR-NUC doména
proteiniem no Psychrobacter sp. (PDB ID: 4QBL), Streptococcus faga P9 (PDB ID: 4QBO) un
Salmonella faga SETP3 (PDB ID: 4QBN). Sie enzimi ir funkcionali diméri, kas ar augstu afinitati
saista un $kel sazarotas, “+” veida DNS strukttiras — Holideja savienojumus (Holliday junctions),
atjaunojot DNS linearitati (Pennell et al., 2014). Holideja savienojumi veidojas DNS
rekombinacijas un reparacijas procesa, un tos Skelosas nukleazes sauc par resolvazém (Aravind et
al., 2000). Ar HHpred tika noskaidrots, ka ORF8 viennozimigi ir izpétito VRR-NUC proteinu
homologs, turklat BLASTP analize uzrada butisku sekvences lidzibu ar resolvazém no
Burkholderia faga AH2 un Xylella virusiem Sano un Salvo (ar 44-47% identitati).

Enc34 ORFY helikazi veido (1) N-terminals DEXDc doméns (PSSM ID: 238005) ar ATF un
magnija jonu saistiSanas saitiem un (2) C-terminals HELICc doméns (PSSM ID: 238034) ATF un
nukleotidu saisti§anas funkcijai. So struktiiras elementu klatbitne lauj identificst ORF9 ka SF2
helikazi, kas pieder DEAD-veida DNS vai RNS helikazu grupai. Saskana ar to, ka Enc34
replikativo helikazi kodeé ORF1 un dsDNS bakteriofagiem nav zinamas RNS helikazes, ORF9

actmredzot ir papildus DNS helikaze, kas iesaistita Enc34 DNS replikacijas, rekombinacijas vai
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reparacijas procesos. Papildus DNS helikazu bitiska funkcija ir replikazes cela esoSo proteinu

atbrivosana no DNS pavediena, nodrosinot DNS replikacijas nepartrauktibu (Briining et al., 2014).

3.2. Bakteriofaga Enc34 proteins ORF3

Sakotn€ji ORF3 izpéetei tika izveidota no pETDuet-1 atvasinata rekombinanta plazmida
pETDt_Enc_HisORF3 (2. pielikums, a) — ar His-tag ieziméta ORF3 (HisORF3) proteina
ekspresijai (19. attels). ORF3 géns tika amplificéts no faga genomiskas DNS, izmantojot kin&tu
tieSo oligonukleotidu un reverso oligonukleotidu, kas sekvence ievies BSpTI SkelSanas saitu. Ar
BspTTI skelts ORF3 PCR fragments tika ligéts His-tag un ta atSkelSanas sekvenci kod&josa vektora,
kas iegiits no bakalaura darba ietvaros veidotas plazmidas pETDt _Enc_HisORF6 (2. pielikums, g).
Proti, ar Stul un BspTI izskelot ORF6 génu, vektora tika saglabata rTEV proteazes skelSanas vietas
sekvence un izveidoti atbilstosi saiti ORF3 géna klon&Sanai. ORF3 saturoSas plazmidas tika
atlasitas ar BamHI un BspTI restrikcijas analizi. Vektora klongtas un GenBank datubazé deponétas

ORF3 sekvences identitate tika apstiprinata ar sekvenésanu.

His- rTEV
—e=—  lacI e oi  ORF3 AmpR ——---

19. attels. pETDt_Enc_HisORF3 plazmidas elementu shematisks att€lojums (mérogs netiek ievérots). Rekombinanta
plazmida paredzéta T7 promotera (T7p) kontrolétai ar His-tag ieziméta ORF3 proteina ekspresijai. lacl — laktozes
operona represora géns, AMPR — ampicilina rezistences géns.

Figure 19. A schematic representation of pET_Enc_HisORF3 plasmid components (not to scale). The recombinant
plasmid allows for T7 promoter-controlled expression of His-tagged ORF3 protein. lacl — lactose operon repressor

gene, AmpR — ampicillin resistance gene.

Veicot sakotn&ju ekspresiju analitiska 100 mL ekspresijas Stinu kulttra, tika noskaidrots, ka
HisORF3 proteinam ir augsts sint€zes limenis. P&c liz€Sanas ar ultraskanu un frakcionésanas tas
identificgjams galvenokart $iinu lizata skistoSaja frakcija, no kuras mérka proteins tika attirits ar

HisTrap FF crude metalafinitates kolonnu (20. attéls, a). Tacu turpmaka HisORF3 attiriSana bija
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nesekmiga, jo p&c SkelSanas ar rTEV proteazi nebija iesp&jams atdalit His-tag nesaturos$o proteinu
no nesaskelta (20. att€ls, b), kas liecingja par Skelta un neskelta proteina ko-agregaciju. Turklat
rTEV SkelSanas reakcija notika ar zemu efektivitati, kuru nebija iesp&jams biitiski uzlabot ar ilgaku

inkubacijas laiku vai papildus proteazes pievienosanu.
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20. attels. HisORF3 proteina (15,3 kDa) sakotngjas (a) un pecskelsanas (b) attirisanas analize ar Kumasi krasota
PAAG. M — markieris, 1 — HisORF3 producgjoso $tnu lizats, 2 — lizata nogulsnes, 3 — lizata supernatants, 4 — HisTrap
caurplides frakcija (CF), 5 —eluacijas bufer§kiduma I CF, 6 — eluacijas buferskiduma II CF, 7 —ar rTEV $kelts proteins,
8 — pecskelsanas HisTrap CF, 9 — pie kolonnas saistito proteinu frakcija. Ar bultinam noradits neskelts un skelts ORF3

proteins un rTEV proteaze.

Figure 20. Coomassie-stained PAAG analysis of the initial (a) and rTEV protease-treatment (b) stages in the
purification of the HiSORF3 protein (15,3 kDa). M — marker, 1 — lysate of HiSORF3 producing cells, 2 — cell debris, 3
— supernatant from the lysate, 4 — HisTrap flow-through (FT), 5 — FT of elution buffer solution I, 6 — FT of elution
buffer solution Il, 7 — protein after treatment with rTEV, 8 — post-cleavage HisTrap FT, 9 — column-bound protein

fraction. The location of uncleaved and cleaved ORF3 protein and rTEV protease is indicated by arrows.

Ta ka His-tag iezime neatviegloja proteina attiriSanu, turpmakajiem pétijjumiem tika
izveidota jauna plazmida neiezim&ta (nativa) ORF3 ekspresijai — pETDt_Enc_ORF3nat (2.
pielikums, b). Tas konstruéSanai ORF3 géns tika amplificéts no bakteriofaga genomiskas
sekvences ar oligonukleotidiem, kas satur restrikcijas enzimu Pscl un BspTI atpaziSanas vietas.
Vektors klongsanai tika iegiits no pETDt_Enc_HisORF6, plazmidu skelot ar restriktazi Ncol, kas
veido ar Pscl savietojamas parkares, un BSpTI. ORF3 sekvenci saturoSie kloni tika identificéti ar
Xbal un BspTI restrikcijas analizi un sekvenéti inserta sekvences atbilstibas parbaudisanai.
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ORF3nat proteins tika producéts 400 mL kultiira, iegtistot apméram 3 g ekspresijas Stinu. No
tam ~1 g tika resuspendéts 6 mL 20 mM Tris-HCI pH 8,0 100 mM NacCl $kiduma un liz&ts ar
ultraskanu, ar sekojosSu lizata Skisto$as un neskistosas frakcijas atdaliSanu centrifuggjot. ORF3nat
proteina produkcija un $kidiba bija lidziga ka HisORF3 (nav paradits). Proteina attiriSana no Stinu
lizata tika uzsakta ar anjonu apmainas hromatografiju, izmantojot HiPrep DEAE kolonnu, no kuras
piesaistito proteinu maisijums tika eluéts ar 100 MM — 1 M NaCl gradientu (21. attéls, a). Svarigi
piebilst, ka ORF3nat proteinam nav UV gaismas absorbcijas 1pasibu pie 280 nm vilnu garuma, jo
tas nesatur tirozina vai triptofana atlikumus. ST iemesla dé] proteina identifikacijai nepieciesama

visu iegiito frakciju parbaude PAAG. ORF3nat tika detektéts frakcijas A12-A15 (21. attéls, b).
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21. attels. ORF3nat proteina attiriSana ar HiPrep DEAE anjonu apmainas kolonnu. Att€lota hromatogramma (a) un
frakciju analize ar Kumasi krasota PAAG (b). Ar zilu likni att€lota absorbcija pie 280 nm, ar briinu — konduktivitate,
kas atbilst sals koncentracijai, ar dzeltenu taisnstiiri att€lots A12-A15 frakcijam atbilstosais regions. Ar bultinu noradita

ORF3nat atraSanas vieta gela.

Figure 21. Purification of ORF3nat protein on a HiPrep DEAE anion-exchange column. Figure shows chromatogram
(a) and fraction analysis in Coomassie-stained PAAG (b). Absorption at 280 nm is represented as a blue line,
conductivity (salt concentration) as a brown line and the area coresponding to fractions A11-A15 is highlighted by a

yellow rectangle. The position of ORF3nat in the gel is indicated by an arrow.
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legtto frakciju analize PAAG liecindja, ka $ads sakotngjas attiriSanas solis lauj ORF3nat
dalgji, tomeér efektivi atdalit no citu SkistoSo proteinu piemaisijuma. Mérka proteinu saturosas
frakcijas A12-A14 tika apvienotas un atsalotas ar HiTrap Desalting gélfiltracijas kolonnu lidz 20

mM Tris-HCI pH 8,0 100 mM NacCl. AttiriSana tika turpinata ar stipru anjonu apmainas kolonnu
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MonoQ 100 mM — 1 M NaCl gradienta un visu iegiito frakciju parbaudi PAAG (22. attéls, a).
Lielakais ORF3nat proteina daudzums tika konstatéts frakcijas A8 un A9, no kuram p&dgja proteins
bija ieverojami tiraks. A9 frakcija tika izmantota turpmakai mérka proteina attiriSanai ar Superdex
200 gelfiltracijas kolonnu, ar kuru ORF3nat tika attirits Iidz kristalizacijai pietiekamai

homogenitatei (22. attéls, b).
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22. attels. Frakciju analize Kumast krasota PAAG p&c ORF3nat proteina attiriSanas uz MonoQ (a) un Superdex 200
(b) kolonnam. Bultinas norada uz ORF3nat proteinu.

Figure 22. Fraction analysis in Coomassie-stained PAAG after ORF3nat purification on MonoQ (a) and Superdex 200
(b) columns. The arrows indicate ORF3nat in the gels.

Ta ka ORF3nat koncentraciju nav iesp€jams noteikt spektrofotometriski, ta tika novertéta
vizuali péc zonas izméra PAAG ka apméram 2 mg/mL gélfiltracijas frakcija A7. Mérka proteins
tika koncentréts ar 3 kDa molekulmasu ierobezojosu proteinu koncentratoru 1idz ~10 mg/mL un
atkartoti analizéts PAAG, koncentracijas aptuvenai novertéSanai (nav paradits). Ar koncentréto
proteinu tika veikti kristaliz€Sanas méginajumi, izmantojot JCSG-plus HT-96, ka ari PACT
premier HT-96 kristalizacijas skidumu kitu, tomé&r pagaidam proteina kristalus nav izdevies iegiit.
Turpmak planots veikt ORF3nat kristalizacijas izpéti ar kitiem Structure Screen 1 & 2 HT-96,
MIDAS HT-96 un Morpheus HT-96.

Zinamu interesi izraisa g€lfiltracijas hromatografija giitais novérojums, ka ORF3nat proteins
20 mM Tris-HCI pH 8,0 200 mM NaCl $kiduma, tatad fiziologiskajai sals koncentracijai tuvos
apstaklos, pastav augsti oligomerizéta, bet ne agregéta forma. ORF3nat monoméra molekulmasa ir
13,0 kDa, savukart no Superdex 200 kolonnas tas elugjas plasa molekulmasu diapazona (péc

51



kolonnas kalibracijas Iiknes 23. attéla, a) ar vismaz pentamérisku multimerizaciju (23. attéls, b).
Vairakam DNS replikacijas proteinu grupam raksturiga oligom&ru uzbiive, un no tam labak
izpétitas ir helikazes, procesivitates faktori un DNS skavu ladeétajproteini, tomer sekvences lidziba

ar So grupu parstavjiem netika atklata.
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23. attels. Superdex 200 kolonnas kalibracijas Iikne (a) un ORF3nat gélfiltracijas hromatogramma (b), kura ar zilu
likni paradita absorbcija pie 280 nm un ar dzeltenu taisnstiiri izcelts A6-A9 frakcijam atbilstosais regions.

Figure 23. Calibration curve of the Superdex 200 column (a) and gelfiltration chromatogram of ORF3nat protein (b),
in which protein absorption curve is shown in blue and the region of ORF3nat elution fractions A6-A9 is highlighted
by a yellow rectangle.

ORF3 proteina PSI-BLAST analize uzrada attalu homologiju (26% sekvences identitate 68%
parklajuma) ar Pseudoalteromonas faga B8b proteinu RecT — ssDNS saisto$u un hibridiz&josu
proteinu ar iesp&jamam funkcijam homologaja rekombinacija un DNS reparacija (Lara et al.,
2015). Savukart E. coli profaga Rac kodéts RecT ir pétits elektronmikropiski, paradot, ka skiduma
tas veido gredzenveida oligom&rus no septiniem vai astoniem RecT proteina monomeériem
(Thresher et al., 1995). Lai gan vilinosi spekulét par ORF3 iesp&jamo lomu DNS rekombinacija,

pasreiz&jie dati nav pietieckami secinajumu izdariSanai par ORF3 proteina funkcijam.
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3.3. Bakteriofaga Enc34 proteins ORF4

Ar His-tag ieziméta ORF4 (HisORF4) ekspresijai tika konstruéta rekombinanta plazmida
pETDt Enc HisORF4 (2. pielikums, c) tapat ka aprakstits ieprieck§ HisORF3 gadijuma. Ar
izveidoto plazmidu transform@tas ekspresijas Stinas tika kultivétas proteina produkcijai analitiska
100 mL tilpuma, sekojosi veicot to liz€Sanu. HisORF4 proteinam tika konstatéts saméra augsts
sinte€zes limenis (24. att€ls, a), tomer tas izradijas neSkistoSs. Tapeéc nogulsnes péc lizata
centrifuggSanas tika skidinatas denatur&josos apstaklos — pakapeniski ar 2 M, 4 M un 8§ M urinvielu

saturoSu lizes buferskidumu, un ekstrakcijas paraugi tika analizéti PAAG (24. attéls, b).
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24, attels. HisORF4 proteina (14,3 kDa) produkcija (a) un ekstrakcija no lizata nogulsném (b), kas analiz&ta ar Kumasit
krasota PAAG. M — markieris, 1 — HisORF4 producgjoso $iinu lizats, 2 — lizata supernatants, 3 — lizata nogulsnes, 4 —
nogul$nu 2 M urinvielas ekstrakts, 5 — nogul$nu 4 M urinvielas ekstrakts, 6 — nogul$nu 8 M urinvielas ekstrakts, 7 —

lizata nogul$nu saturs ekstrakcijas procesa beigas. Bultinas norada uz HiSORF4 proteinu.

Figure 24. Production (a) and extraction (b) of the HiSORF4 protein (14,3 kDa), analysed by Coomassie-stained
PAAG. M — marker, 1 — lysate of HisSORF4 producing cells, 2 — supernatant from the lysate, 3 — cell debris, 4 —2 M
urea extract from debris, 5 — 4 M urea extract from debris, 6 — 8 M urea extract of debris, 7 — contents of insoluble

debris at the end of the extraction process. The arrow indicates HiSORF4 protein.

Lai gan 8 M urinvielas ekstrakta ir lielaks mérka proteina daudzums, HisORF4 §kidinasanai
pietiek ar vajak denatur&joSu 4 M urinvielas koncentraciju. Turpmakai izpétei tika iegtti vél ~3 ¢
ekspresijas Stnu, no kuram ~1 g tika liz€ts un frakcionéts tapat ka ieprieks. Lizata nogulsnes tika

skidinatas 4 M urinviela, un iegitais ekstrakts tika izmantots HisORF4 attirisanas un refoldinga
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eksperimentam ar HisTrap FF crude kolonnu. Caurpliides frakciju vizualizacija PAAG paradija,
ka lielaka dala mérka proteina pie kolonnas nepiesaistas (25. attels, a). Acimredzot HisORF4
agregatu dalgja denaturacija 4 M urinvielas buferSkiduma nenodroSina histidinu iezimes
eksponéSanu uz proteinu virsmas, tadel kolonnas caurpliides frakcijai tika pievienota urinviela Iidz
8 M koncentracijai, lai atkartotu refoldinga procediiru augsti denatur&joSos apstaklos. Visas
frakcijas tika analizétas PAAG tapat ka ieprieks, tomér, lai ar1 HisORF4 nedaudz labak saistijas
pie kolonnas, refoldings nedenaturgjosos apstaklos nenotika (25. attéls, b).
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25. attels. HiSORF4 refoldinga analize ar Kumasi krasota PAAG péc neskistosa proteina denaturacijas ar 4 M (a) un
8 M (b) urinvielu. M — markieris, 1, 10 — nogul$nu urinvielas ekstrakts, 2,11 — HisTrap CF, 3, 12 — lizes buferskiduma
ar urinvielu CF, 4, 13 - eluacijas buferskiduma I ar urinvielu CF, 5, 14 — Iizes buferskiduma bez urinvielas CF, 6, 15 —
eluacijas buferskiduma II bez urinvielas CF (refoldinga frakcija), 7, 16 — lizes bufer§kiduma ar urinvielu CF, 8, 17 —
eluacijas buferskiduma II ar urinvielu CF, 9, 18 — kolonnas skalosanas frakcija ar lizes buferskidumu. Bultinas norada
uz HisORF4 proteinu.

Figure 25. HisORF4 refolding analysis by Coomassie-stained PAAG after denaturation of the insoluble protein with
4 M (a) and 8 M (b) urea. M — marker, 1,10 — urea extract from debris, 2,11 — HisTrap FT, 3, 12 — FT of lysis buffer
solution with urea, 4, 13 — FT of elution buffer solution I with urea, 5, 14 — FT of lysis buffer solution without urea, 6,
15 — FT of elution buffer solution 11 without urea (the refolding fraction), 7, 16 — FT of lysis buffer solution with urea,
8, 17 — FT of elution buffer solution Il with urea, 9, 18 — column wash fraction with lysis buffer solution. The arrows

point to HiSORF4 protein.

Turpinot darbu, augstas imidazola koncentracijas eluacijas frakcija ar 8 M urinvielu (25.
attéls, 17. celins) tika dializéta pret 20 mM Tris-HCI pH 8,0 300 mM NacCl, tacu nedenaturgjosos
apstaklos mérka proteins veidoja nogulsnes. Refoldinga eksperimenti tika atkartoti, lidzigi ka

aprakstits ieprieks, denaturacijai izmantojot 6 M guanidina hidrohloridu (GuHCl), tomér HisORF4
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refoldings netika panakts un renaturacija ar dializi bija nesekmiga ari $aja gadijuma (nav paradits).
Turpmakie eksperimenti tiks vérsti uz ORF4 proteina $kidibas uzlabosanu. Sim noliikam tiks veikta
(1) ar maltozes saistoSo proteinu (MBP) sapludinata ORF4 izveide un/vai (2) ORF4 proteina
koekspresija ar molekularajiem Saperoniem. Ja izdosies ieglt pietickamu SkistoSa proteina
daudzumu, tiks veikta ta attiriSana un kristalizacijas parbaude.

ORF4 sekvences analize ar BLASTP uzrada homologiju ar Chi-/idzigo Salmonella fagu
hipotétiskajiem proteiniem un loti attalu Iidzibu starp ORF4 C-terminalo ~100 aminoskabju
segmentu un Pseudolabrys sp. metiltransferazes (MTazes) doménu, lai gan pilna garuma sekvences
identitate ir tikai 38%. MTaZu géni identificeti ir vairaku litisko un lizogéno bakteriofagu (t. sk.,
enterobaktgriju virusu) genomos. Sie enzimi nodrogina faga DNS aizsardzibu pret saimnieks@nas
restrikcijas endonukleazém (Murphy et al., 2013). Atseviskiem Lactococcus lactis fagiem tie
lokalizgeti tieSi DNS replikacijas moduli (Murphy et al., 2014). Tom&r ORF4 proteina gadijuma

sekvences lidziba nav pietiekami parliecinoSa proteina funkcijas prognozesanai.

3.4. Bakteriofaga Enc34 proteins ORF5S

Uzsakot magistra darba pétijumus, GenBank datubazé ORFS5 tika anotéts ka hipotétisks
proteins ar nezinamas funkcijas konservativu doménu DUF2800. Tacu saskana ar pedejo NCBI
(National Center for Biotechnology Information) konservativo doménu datubazes atjauninajumu,
DUF2800 ir ieguvis funkcionalu anotaciju — ar CRISPR/Cas sistéemu asociéta proteina Cas4
doméns (PSSM ID: 275638) (Marchler-Bauer et al., 2015). Cas4 proteini ir ssDNS eksonukleazes
ar RecB foldu un dzelzs-séra klasteri, kuru koording Cetri konservativi cisteina atlikumi (Zhang et
al,, 2012). Enc34 ORFS5 proteina aminoskabju analiz€ ar ConSurf serveri ka atbilstoSie
konservativie atlikumi tika atklati Cys23, Cys239, Cys242 un Cys248. Sobrid strukturali ir izpétiti
divi Cas4 proteini no baktérijam Pyrobaculum calidifontis (PDB No. 4R5Q; Lemak et al., 2014)
un Sulfolobus solfataricus (PDB No. 4IC1; Lemak et al., 2013), turklat abu proteinu sekvences
uzrada bitisku homologiju ar bakteriofaga Enc34 ORFS5 analizé ar programmu HHpred. P.
calidifontis Cas4 nukleaze ir monomeérs, bet S. solfataricus proteina kristalstruktiirai ir dekameriska
gredzenveida uzbiive no pieciem ciesi saistitiem dimériem (Lemak et al., 2013).

Klasteréti regulari iestarpinati isi palindromiskie atkartojumi (CRISPR; clustered regularly

interspaced short palindromic repeats) un ar tiem asociétie proteini (Cas) ir nesen atklatas
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prokariotu adaptivas imunsistémas komponenti. To darbiba pasarga $tnu no sveSa gené&tiska
materiala — bakteriofagiem un plazmidam, Skelot invazivo DNS atkartotas infekcijas gadijuma
sekvences specifiska veida (Wiedenheft et al., 2012). Cas4 proteina loma ir svesas DNS skelSana,
sekmgjot tas fragmentu ieklausanu CRISPR regiona turpmakai sekvences atpazisanai. Lidz $im
raksturots tikai viens bakteriofagu kodéts Cas4 proteins no Campylobacter jejuni inficjosa virusa.
P&tijuma autori parada, ka faga Cas4 darbibas rezultata C. jejuni CRISPR lokusa tiek integrétas
saimniekorganisma sekvences un ierosina diskusiju par bakteriofagu izraisitu “autoimunitati”
(Hooton et al., 2016). Tomér ORF5 funkcijas saistiSana ar CRISPR/Cas mehanismu bez
strukturaliem pieradijumiem biitu parsteidziga, jo DNS eksonukleazes ir iesaistitas dazados DNS
metabolisma procesos, galvenokart, homologaja rekombinacija dsDNS parravumu labosanai.
Proteina ORFS pétijumiem in vitro péc ieprieks aprakstitas kloné$anas shémas tika izveidota
plazmida pETDt Enc HisORF5 (2. pielikums, d), ar kura transformétas ekspresijas $tnas tika
kultivétas ar His-tag ieziméta ORF5 (HisORFS) ieguvei. Ar $unu lizata parbaudi PAAG tika
noskaidrots, ka meérka protetnam ir vidgji augsts sint€zes limenis (26. attels, a), tacu péc

frakcion@Sanas tas atrodas neskistosaja frakcija (26. attéls, b).
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26. attels. HisORFS5 proteina (52,1 kDa) produkcijas (a) un $kidibas parbaude (b) ar Kumast krasota PAAG. M —
markieris, 1 — par negativo kontroli izmantots HisORF4 producgjosu §tnu lizats, 2 — HisORFS5 producgjosu $iinu lizats,

3 — lizata supernatants, 4 — lizata nogulsnes. Bultinas norada uz mérka proteinu.

Figure 26. Coomassie-stained PAAG analysis of production (a) and solubility (b) of the HiSORF5 (52,1 kDa) protein.
M — marker, 1 — lysate of HisSORF4-producing cells as a negative control, 2 — lysate of HisSORF5-producing cells, 3 —

supernatant of the lysate, 4 — cell debris. The arrows point to the target protein.
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Lizata nogul$nu Skidinasanas eksperimentos tika izpétits, ka efektivai HisORFS5 ekstrakcijai
nepiecieSams 6M GuHCI (nav paradits). Tapat ka HisORF4 gadijuma, darbs tika turpinats ar mérka
proteina refoldinga analizi: (1) ~1 g ekspresijas Stnu tika liz€ts un frakcionéts, (2) iegutas
nogulsnes tika resuspendétas lizes buferskiduma ar 1 M urinvielu vieglak ekstragéjamu proteinu
atdaliSanai, un (3) neskistosa frakcija tika ekstragéta ar 6 M GuHCI, proteinu ekstraktu talak
izmantojot refoldinga eksperimentam. Iegiito frakciju analize PAAG parada, ka neliela dala mérka
proteina saglabajas SkistoSaja frakcija péc denaturgjoSu apstaklu novérSanas (27. attéls).
Turpmakajos pétijumos tika veikta renaturéta HisORFS5 analitiska gglfiltracija, noveérojot, ka
HisORF5 pastav augsti oligomerizeta vai, iespejams, agregéta forma (nav paradits, bet raksturots
turpmak).
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27. attels. HisORF5 proteina refoldinga analize ar Kumasi krasota PAAG péc neskistosa proteina denaturacijas ar 6
M GUHCI. M — markieris, 1 — §@inu lizata supernatants, 2 — lizata nogulsnes, 3 — nogul$nu 1 M urinvielas ekstrakts, 4
—HisTrap CF, 5 — lizes buferskiduma ar GuHCI CF, 6 - eluacijas bufer§kiduma I ar GuHCI CF, 7 — lizes bufer§kiduma
CF, 8 — eluacijas buferskiduma Il CF, 9 — lizes buferskiduma ar GuHCI CF, 10 — eluacijas buferskiduma II ar GuHCI

CF, 11 — kolonnas skalo$anas frakcija ar lizes buferskidumu. Bultina norada uz renaturétu HisORF5 proteinu.

Figure 27. Coomassie-stained PAAG analysis of HisORF5 refolding after denaturation of the insoluble protein with
6 M GUuHCI. M — marker, 1 — cell lysate supernatant, 2 — debris, 3 — 1 M urea extract from debris, 4 — HisTrap FT, 5 -
FT of lysis buffer solution with GUHCI, 6 — FT of elution buffer solution | with GuHCI, 7 — FT of lysis buffer solution,
8 — FT of elution buffer solution Il, 9 — FT of lysis buffer solution with GuHCI, 10 — FT of elution buffer solution I1

with GUHCI, 11 — column wash fraction with lysis buffer solution. The arrow points to the refolded HisORF5 protein.

Paraléli darbam ar HisORF5 tika izveidota plazmida pETDt Enc MBP-ORFS5 (28. attéls; 2.
pielikums, e), kura kodé ar MBP sapludinatu ORFS5 proteinu (MBP-ORFS5). Tas konstrukcijai tapat

ka ieprieks amplificets ORFS fragments tika Skelts ar restriktazém Stul un BspTI un klonéts
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atbilstoSi skelta vektora pETDt MalE (no laboratorijas kolekcijas), kas satur MBP un rTEV

proteazes $kelSanas sekvenci (2. pielikums, f).

MBP "V ORF5

- — lacl i

AmpR ——---

28. attels. pETDt_Enc_MBP-ORF5 plazmidas elementu shematisks att€lojums (meérogs netick ieverots).
Rekombinanta plazmida paredzéta T7 promotera (T7p) kontrol€tai ar maltozi saistoS0 proteinu (MBP) sapludinata

ORFS5 ekspresijai. lacl — laktozes operona represora géns, AMpR — ampicilina rezistences géns.

Figure 28. Schematic representation of pET_Enc_MBP-ORF5 plasmid components (not to scale). The recombinant
plasmid allows for T7 promoter-controlled expression of ORF5 protein fused with the maltose binding protein (MBP).

lacl — lactose operon repressor gene, AmpR — ampicillin resistance gene.

Veicot MBP-ORF5 ekspresijas $tinu lizatu analizi PAAG, tika noskaidrots, ka mérka proteins
ir SkistoSs. P&c lizata §kistosas frakcijas attiriSanas ar MBP saistoSu afinitates kolonnu MBPTrap
HP sapludinatais proteins tika Skelts ar rTEV proteazi. Turpmaka attiriSana tika veikta ar
gelfiltraciju, noverojot divus gandriz vienada augstuma absorbcijas pikus, kas péc Superdex 200
kolonnas kalibracijas Iiknes (skat. 23. attélu, a) atbilst apméram 500-600 kDa un 30-40 kDa

molekulmasas regionam (29. attéls).
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29. attels. MBP un ORFS5 protetna maisijuma gelfiltracijas hromatogramma. Ar zilu Iikni att€lota proteTnu absorbcija.

Figure 29. Gelfiltration chromatogram of MBP and ORF5 protein mixture. Curve in blue represents protein absorption.
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Absorbcijas maksimumiem atbilstoSo frakciju — A5 un Al3 — parbaudé ar PAAG tika
noskaidrots, ka pirma satur attiritu ORFS, bet otra — MBP (30. attéls). Tapat ka ieprieks tika
novérots HisORF5 gadijuma, arT no MBP atSkeltais ORF5 proteins ir augsti oligomerizéts/
agregéts. Tomér sekmiga abu proteinu atdaliSana péc sapludinata MBP-ORF5 S$kelSanas ir
iesp&jama norade tam, ka mérka proteins neveido SkistoSus agregatus, bet var biit funkcionals
oligomers, lidzigi ka tiek noveérots homologam protetnam no S. solfataricus ar gredzenveida
dekaméru ceturtgjo struktiiru (Lemak et al., 2013). ST hipotéze tiks parbaudita ar ORF5 proteina

struktiiras elektronmikroskopisku izpéti.
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30. attels. MBP-ORF5 p&cskel$anas maisijuma gélfiltracijas frakciju analize ar Kumasi krasota PAAG. M — markieris,
1 — frakcija A5, 2 — frakcija A13. Bultinas norada uz ORF5 (50,0 kDa) un MBP (40,3 kDa).

Figure 30. Coomassie-stained PAAG analysis of selected fractions from MBP-ORF5 post-cleavage mixture
gelfiltration. M — marker, 1 — fraction A5, 2 — fraction A13. The arrows point to ORF5 (50,0 kDa) and MBP (40,3

kDa).

Abas parbauditas ORF5 izoléSanas metodes — refoldings un ekspresija sapludinata proteina
veida — lauj iegut nelielu Skistosa proteina daudzumu, tacu nedaudz efektivaka, ka arm mazak
laikietilpiga ir MBP-ORFS5 ekspresijas un attiriSanas platforma, jo sakotngji tiek iegits SkistoSs
proteins. Ja elektronmikroskopijas rezultati liecinas, ka ORFS5 pastav strukturali organizeétu
oligomeéru veida, darbs tiks turpinats ar preparativu mérka proteina attiriSanu kristalizacijas

eksperimentiem.
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3.5. Bakteriofaga Enc34 proteins ORF6

Bakalaura darba ietvaros tika noteikta ORF6 proteina kristalstruktiira un veikta tas detaliz&ta
analize. Proteina monoméru veido N-terminals OB folda doméns un nestrukturéts, negativi ladéts
C-terminalais segments (31. attéls, a). Neraugoties uz zemu sekvences Iidzibu, strukturala

homologija parliecinos$i parada, ka ORF6 proteins pieder T7 faga gp2.5 SSB grupai (31. attéls, b).

31. attels. Enc34 ORF6 proteina kristalstruktiira (a) un tas superimpozicija ar T7 gp2.5 (b). ORF6 — violets, attéla pa
kreisi ar sarkanu izcelts proteina C-terminalais regions, gp2.5 — zils. Attéli veidoti ar PyMOL (DeLano, 2002).

Figure 31. Crystal structure of the Enc34 ORF6 protein (a) and its superimposition onto the gp2.5 protein from phage
T7 (b). ORF6 is shown in purple, with the C-terminal region in red in the left panel, and the T7 gp2.5 protein in blue.
The figures were created using PyMol (DeLano, 2002).

Pamatojoties uz T7 gp2.5 mutagenézes eksperimentiem, §im proteinam ir identificéti vairaki
DNS saistibai obligati nepiecieSami aminoskabju atlikumi un izveidots teor€tisks ssDNS
saistiSanas modelis (Hyland et al., 2003), tom&r proteina-DNS kompleksa struktiira ta

apstiprinaSanai un/vai pilnveidoSanai vél joprojam nav noteikta. Lidz ar to par turpmako prioritati
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ORF6 pétijumos tika izvirzita $1 proteina struktliras noskaidroSana kompleksa ar ssDNS
oligonukleotidu, tomér sakotngjie kokristalizacijas méginajumi bija nesekmigi. T7 gp2.5, ka ar1 E.
coli SSB gadijuma ir zinams, ka proteina C-terminalais segments mijiedarbojas ar OB folda
doménu ssDNS saistibai konkuréjosa veida (Marintcheva et al., 2008; Shishmarev et al., 2014).
Homologija ar gp2.5 lauj prognozet lidzigu ORF6 proteina C-terminala segmenta mijiedarbibu ar
§T protetna ssDNS saistiSanas virsmu, tadel kristalizacijas eksperimentiem tika izveidots mutants
proteins ORF6A21 ar 21 aminoskabes deléciju no sekvences C gala fleksibla regiona.

Visiem eksperimentiem mérka proteins tika izol€ts pec parbauditas shémas, kas piemé&rota
gan ORF6A21, gan ORF6 proteina efektivai attiriSanai: (1) produc€Sana ar atbilstoSajam
plazmidam (2. pielikums, g un h) transformétas ekspresijas $iinas, (2) attiriSana no S$tnu lizata
Skistosas frakcijas ar HisTrap FF crude, (3) skelSana ar rTEV proteazi, (4) imidazola atdaliSana no
preparata ar HiTrap Desalting kolonnu, (5) atkartota attiriSana ar metalafinitates kolonnu, (6) mérka
proteinu saturosas frakcijas bufer§kiduma nomaina uz 20 mM Tris-HCI pH 8,0 100 mM NacCl, un
(7) MonoQ jonapmainas hromatografija 100 mM — 1 M NaCl gradienta, attiriSanas solu norisi
parbaudot PAAG (32. attels). Ar sadu metodiku no 1 g ekspresijas Stinu iesp&jams iegit 4-5 mg
augsti attirita mérka proteina.
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32. attels. ORF6A21 proteina attirisanas analize ar Kumasi krasota PAAG. M — markieris, 1 — no HisTrap eluéts
HisORF6A21, 2 — ar rTEV proteazi $kelts proteins, 3 — pecskelsanas HisTrap CF, 4 — ar MonoQ attirits proteins.

Bultina norada uz mérka protetnu.

Figure 32. Purification analysis of ORF6A21 protein by Coomassie-stained PAAG. M — marker, 1 — HiSORF6A21
eluted from HisTrap, 2 — protein cleaved by rTEV protease, 3 — HisTrap FT post-cleavage, 4 — protein purified by

MonoQ. The arrow points to the target protein.
61



Attirits ORF6A21 tika koncentréts ar 10 kDa molekulmasu ierobezojosu proteinu
koncentratoru lidz 10 mg/mL un sakotngji kristalizets bez ssDNS, izmantojot JCSG-plus HT-96
skidumu Kitu. Kristali tika ieguti apstaklos ar 0,04 M kalija dihidrogénfosfatu 16% w/v PEG 8000
20% glicerinu un analizéti MAX-lab sinhrotrona Lunda, Zviedrija. Tika savakti nedaudz augstakas
iz8kirtsp&jas dati neka pilna garuma ORF6 proteinam, kuri paradija, ka ORF6A21 proteins
kristaliz€jas savadaka telpas grupa ar atSkirigiem vienibas Siinas izm&riem. ORF6A21 proteina
struktiira tika noteikta ar molekularas aizvietoSanas metodi, ka mekléSanas modeli izmantojot
iepriek$ noteikto ORF6 struktiiru. Kristalografiskaja asimetriskaja vieniba ietilpst tris ORF6A21
molekulas, kuru struktiira ir loti Iidziga (rmsd atkiribas pamatkédes atomiem 0,62 — 0,76 A) nativa
ORF®6 struktiirai ar minimalam atSkiribam dazu cilpu konformacija. ORF6 un ORF6A21 datu

ievaksanas, fazu uzlabosanas un modela kvalitates statistika ir apkopota 6. tabula.

6. tabula. ORF6 un ORF6A21 kristalografisko datu ievakSanas paramentri un fazu uzlaboSanas statistika. Iekavas
Table 6. Crystallographic data collection parameters and refinement statistics of ORF6 and ORF6A21. Values in
parentheses are given for the highest-resolution shell, Ramachandran analysis was performed using MolProbity (Chen
et al., 2010).

ORF6 ORF6A21
Telpas grupa P2:212; P2,
Siinas parametri a=38.06 A a=50,77 A
b=67.16 A b=103,59 A
c=76.80 A c=5927 A
p=111,08°
Iz8kirtspéeja (A) 23,93 -1,50 24,6 1,34
Rmerge 0,104 (0,774) 0,048 (0,364)
I/o(I) 6,7 (2,6) 12,7 (2,8)
Datu pilniba (%) 99,4 (100,0) 99,3 (99,3)
Datu daudzkartiba 3,6 (3,6) 3,1(2,7)
Rwork 0,219 0,202
Rfree 0,262 0,235
B faktors (A?), vidéjais 22,3 18,8
Atomu skaits
proteins 1400 4089
iidens 116 403
Ramacandrana diagramma
atlikumi vélamajos regionos (%) 97,1 98,2
atlikumi atlautajos regionos (%) 100,0 100,0
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Kokristalizacijai ar ssDNS ORF6A21 proteins tika koncentréts tapat ka ieprieks un sajaukts
ar 18 timidinu oligonukleotidu — 0ligo(dT)18 — molaraja attieciba 1:2. Kristalizacijas parbaude tika
veikta ar JCSG-plus HT-96 skidumu kitu. Nedg€las laika tika novérota kristalu veidosanas apstaklos
ar 0,2 M amonija citratu (di-bazisku) 20% w/v PEG 3350 (33. attéls, a) un 0,1 M citratu pH 5,0
20% w/v PEG 6000 (33. attels, b).

33. attels. ORF6A21-0ligo(dT)18 maisijuma kristali 0,2 M amonija citrata (di-baziska) 20% w/v PEG 3350 (a) un 0,1
M citrata pH 5,0 20% w/v PEG 6000 (b) kristalizacijas $kiduma.

Figure 33. Crystals of ORF6A21 mixed with oligo(dT)18 obtained in 0,2 M ammonium citrate (dibasic) 20% w/v
PEG 3350 (a) and in 0,1 M citrate pH 5,0 20% w/v PEG 6000 (b).

Iegitie kristali tika analizéti BESSY II sinhrotrona, Berling, tomér kristali difraggja tikai lidz
loti zemai izskirtsp&jai, un dati netika savakti. Sobrid nav zinams, vai iegiitajos kristalos ir notikusi
mérka protetna un ssDNS saistiba, tomer zZimigi, ka ORF6A21 proteins bez DNS $ajos apstaklos
kristalus neveido. Turpmak tiks veikta noteikto kristalizacijas apstaklu optimizacija ar merki iegtit
ORF6AZ21-0ligo(dT)18 kristalus ar labaku difrakciju.

Papildus kristalizacijas pétijjumiem tika veikti vairaki secigi elektroforgtiskas kustibas
nobides (EMSA) eksperimenti ORF6/ORF6A21 un DNS mijiedarbibas kvalitativai analizei un
nativa ORF6 proteina ssDNS saistiSanas funkcijas apstiprinaSanai. P&tfjuma gaitd pieaugosas
koncentracijas ORF6 vai ORF6A21 proteina paraugi (~0,4 — 7,0 mg/mL) tika inkubgti ar fiks&tas
koncentracijas DNS noteiktas molarajas attiecibas (skat. attelus zemak) ar sekojoSu DNS analizi
agarozes géla. Darbam tika izv€l&tas Cetru veidu DNS: (1) ~750 nukleotidu ssDNS sekvence, kas
sintez€ta no Enc34 genoma asimetriskaja PCR, izmantojot ORF3 géna tieSo un ORF4 reverso

oligonukleotidu, (2) atbilsto$s dsDNS fragments, kas amplificéts ar standarta PCR, (3) bakteriofaga
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M13 cirkulars ssDNS genoms (izdalits no virusa dalinam péc metozu sadala aprakstita protokola)
un (4) audz&ju antigéna NY-ESO-1 ~700 bp PCR produkts (no laboratorijas kolekcijas). Sada veida
nukleinskabes saistiSanas eksperimentos tika izp&tita ORF6 un ORF6A21 afinitate pret faga
genoma vai tam nespecifisku (“svesu”) vienpavediena vai divpavedienu DNS.

ORF6 EMSA eksperimentu sé€rija parada, ka proteins saista ssDNS, veidojot agarozes g€la
lenak migréjoSus molekulu kompleksus un to, ka sekvences ssDNS saistiba ir sekvences
nespecifiska un neatkariga no tas izcelsmes — Enc34 vai M13. Parliecinosa dsDNS saistiSanas
aktivitate petijumos netika novérota, tomér pielaujams, ka ta notiek ar zemu afinitati un tadé] nav
viennozimigi detekt&jama ar etidija bromida krasojumu (34. attéls). Sie rezultati ir atbilstosi

ipasibam, ko novéro SSB (Dickey et al., 2013).

ssDNS dsDNS

Enc34
DNS

«Svesay
DNS

34. attels. ORF6-DNS saistibas eksperimenti ar EMSA agarozes géla. Pirmais celin§ aiz DNS molekulmasas markiera
— tikai ORF6 proteins, otrais — tikai DNS. Turpakajos celinos parbauditi proteina un DNS maisTjumi atbilstosi
molarajam attiectbam, kas noraditas apaksdala.

Figure 34. ORF6-DNA binding experiments by EMSA in agarose gel. DNA ladder is followed by a track with the
ORF6 protein only, the next track contains DNA only. Subsequent tracks examine protein and DNA mixtures in molar

ratios shown below.
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At8kiriba no nativa ORF6 proteina, ORF6A21 veido kompleksus gan ar vienpavediena, gan
divpavedienu DNS (35. att€ls). P&tijumos ar T7 proteinu gp2.5 paradits, ka SSB C-gala saisinasana
paaugstina ssDNS saistiSanas afinitati (Hyland et al., 2003), tomér $ajos p&tijumos proteina sp&ja
saistit dsDNS netika parbaudita. ORF6A21-dsDNS EMSA eksperimenti parada, ka proteina C-
terminala regiona delécija samazina specifiskumu, ar kadu proteins saista sSDNS salidzinajuma ar
dsDNS. Zinatniskas literatiras analizé par lidzigas uzbives SSB funkcionalu izpéti $ads

noveérojums netika atklats.

ssDNS
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DNS
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35. attéls. ORF6A21-DNS saistibas eksperimenti ar EMSA agarozes géla. Pirmais celin$ aiz DNS molekulmasas
markiera — tikai ORF6A21 proteins, otrais — tikai DNS. Turpakajos celinos parbauditi proteina un DNS maisfjumi
atbilsto$i molarajam attiecibam, kas noraditas apaksdala.

Figure 35. ORF6A21-DNA binding experiments by EMSA in agarose gel. DNA ladder is followed by a track with the

ORF6A21 protein only, the next track contains DNA only. Subsequent tracks examine protein and DNA mixtures in

molar ratios shown below.
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3.6. Bakteriofaga Enc34 DNS replikacijas proteinu izpétes apkopojums

ST pétijuma gaita tika veikta visu bakteriofaga Enc34 replikacijas proteinu sekvenéu analize,
ka ar Cetru hipotétisko proteinu in vitro izp&te ar mérki noskaidrot to funkcijas ar struktiirbiologijas
pieeju. legiitie rezultati ir perspektivi darba turpinaSanai. PaSreiz€jais mérka proteinu izpéetes
progress un turpmakas darbibas uzdevumi apkopoti 7. tabula. Enc34 proteina ORF6 strukturalo un

funkcionalo petijumu rezultati paslaik tiek sagatavoti zinatniskajai publikacijai.

7. attels. Enc34 replikacijas modula hipot&tisko proteinu analizes progress. Ar dzeltenu izcelti turpmakie uzdevumi.

Table 7. Advances in Enc34 replication module hypothetical protein analysis. Further tasks are highlighted in yellow.

ORF3 ORF4 ORF5 ORF6
Sekvences analize v v v v
Ekspresija v v v v
Uzlabot skidibu:
Attirisana v MBP-ORF4 / v v
Saperoni
Kristalizet ar Parbaudit
Kristalizacija citiem Skidumu agregaciju ar v
kitiem EM; kristalizéet
Struktiiras noteik§ana v
Funkcijas apstiprinasana v

PaSreiz€jie rezultati lauj papildinat tris iepriek§ prognozetu Enc34 DNS replikacijas proteinu

anotaciju, ka ar1 pieskirt funkcionalu nozimi diviem hipotétiskajiem proteiniem (36. attéls).

|1 12 |3 |4 5 |6 [7 '8 |9 |10 11 |12 kbp
E < < @ [ 2 (——— ®__> (O—— (@]
Praimaze- ORF3 HP, Eksonukleaze _ DNS polimeraze I Papildus TerL
helikaze o b, gl helikize
—_ TR ORF4HP SSB Resolvaze TerS

36. attels. Pasreiz&jais funkcionalais priekSstats par Enc34 DNS replikacijas un pako$anas moduli. TR — transkripcijas
regulators, HP — hipotétisks proteins, TerS un TerL — terminazes maza un liela subvieniba Proteini, kuru funkcija tika

noskaidrota 1 darba gaita, ir izcelti ar pasvitrojumu.

Figure 36. The current functional view of the Enc34 DNA replication and packaging module. TR — transcriptional
regulator, HP — hypothetical protein, TerS and TerL — terminase small and large subunit. Proteins with their function

determined during this work are underlined.
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Secinajumi

. Enc34 ORF1 praimazes C-terminala regiona homologija ar citu virusu un prokariotu AAA+
folda helikazes doménu liecina, ka Sis replikacijas proteins ir multifunkcionala praimaze-
helikaze. Faga DNS replikacijas procesam nepiecieSama papildus DNS helikaze, ko kodé
ORF9.

. Augsta homologija ar eksperimentali izp&titajiem fagu un prokariotu VRR-NUC doménu

saturoSiem protetniem norada, ka Enc34 ORFS ir Holideja savienojumus skelosa resolvaze.

. ORF3 proteinu ir iesp&jams attirit ar anjonu apmainas hromatografijas un gelfiltracijas
kombingtu pielietojumu. Attirits ORF3 ir oligomeérs, kas neveido kristalus JCSG-plus HT-
96 un PACT premier HT-96 reakciju apstaklos.

. Rekombinanti producéts ORF4 proteins ir neSkisto$s un nav ieglistams Skistosa veida ar

parbauditajam proteina renaturacijas metodém.

Rekombinanti producéts ORF5 proteins ir neSkistoSs, bet ar MBP sapludinata ORF5
ekspresija uzlabo proteina $kidibu. Attirits ORF5 proteins pastav strukturali organiz&tu

oligoméru vai agregatu veida.

. ORF6 proteina strukturala un funkcionala izpéte parliecinosi parada, ka 11dz $im nezinamas
funkcijas DUF2815 (PSSM ID: 256231) ir OB folda doméns ar ssDNS saistisanas funkciju.
Bakteriofaga Enc34, ka ari tam radniecigo Chi- un Nazgul-/idzigo fagu homologie
hipotetiskie proteini ir SSB.

. ORF®6 proteina C-terminalais regions ir izSkiroSais faktors, kas nosaka ssDNS saistiSanas

specifiskumu.
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PETDuet-1 vektora ir divi multi-klon&Sanas saiti (MCS, multiple cloning sites). Pirms katra

MCS lokalizéts T7 promoters/lac operators. ORF6 géns tika klongts MCS-1. Vektors satur His-tag

kodgjosu sekvenci un ampicilina rezistences génu.
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pBR322 ori pBR322 ori

C pT7-1 D pi-

Xbal (31) His Tag
His Tag
/ Xbal (323) = EcoRI (138)

HisORF4 HisORFS

lacl EcoRI (936)
lacl BspTI (456)
A BspTI (1446)
S Tag s:_, 2144
p -
. 17 terminator ETDt_Enc_HisORF5 =
PETDt_Enc_HisORF4 ; RelEh e ——STag
1 ori 6702 bp —
5712 bp k T7 terminator
f1ori
’ ApR
pBR322 ori
ApR

pBR322 ori
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2. pielikums

P&tijuma izmantoto plazmidu kartes (turpinajums)

lacl

EcoRI (1236)

pETDt_Enc_MBP-ORF5
7800 bp

ORF5
~ EcoRI(2034)
BspTI (2544)
DuetDown1 Rv
B\ DuetUP2 Fw
/ pT7-2
S Tag

T7 terminator

T7 Rv
1 ori

pBR322 ori

ApR

pT71
Neol (70)
| His Tag

BamHI (107)
Stul (133)
HisORF6
lacl Nt (582)
/\{sp'ﬂ (728)
pT7-2

/\S Tag

T7 terminator

1 ori

pETDt_Enc_HisORF6
5994 bp

s

ApR

pBR322 ori

lacl

PET Ups Fw

.

pBR322 ori

lacl

pBR322 ori

pT7-

rz\<

pETDt_MalE
6493 bp

pT7-1
Neol (70)
' His Tag

pETDt_Enc_HisORF6del
5931 bp

A

'Stul (1231)

" BepT1 (1237)
DuetDown1 Rv

—’\

P

DuetUP2 Fw

T7 terminator

' ori

ApR

BamHI (107)
Stul (133)

S
f

ApR

I‘%:’:;:

T7Rv

~ HisORFé6del
Neol (582)

BspTI (675)
N
/\p'n.z
\ Tag

ori

T7 terminator
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