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IVADAS

Nuo XX amziaus 7-tojo deSimtmecio, kai buvo atrastos ir charakterizuotos trys nuo
a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy oksigenazés, zinios apie $ig fermenty Seima
gerokai i$siplété. Siuo metu Interpro duomeny bazéje (Blum ir kt., 2021) identifikuojama apie
138 tukstancCius Siai oksigenaziy superSeimai priskiriamy baltymy seky, taip pat daugéja ziniy
apie funkcine nuo a-KG ir Fe(Il) jony priklausomy oksigenaziy jvairove. Zinoma, kad nuo
a-KG ir Fe(Il) jony priklausomos oksigenazés dalyvauja visuose molekulinés organizmo
genetinés informacijos perdavimo etapuose, kontroliuodamos chromatino modifikacijas, IRNR
transkripcijg, demetilinimg ir splaisinga, taip pat modifikuodamos tRNR, transliacijos
faktorius, ribosomas ir kitus baltymus (apzvelgta Herr ir Hausinger, 2018). Sios Seimos
oksigenazés taip pat dalyvauja lastelés metabolity biosintezéje ir prieSingame, neretai maziau

démesio sulaukian¢iame procese — biologiniy junginiy katabolizme.

Daugelis, jei ne visi, biologinés kilmés junginiai ir medziagos yra skaidomos kurio nors
i§ gausybés mikroorganizmuose randamy skirtingy geny koduojamo fermento. Prokariotiniai
organizmai pasizymi milZiniska dar nepakankamai iStirta genetine jvairove, kurios pazinima ir
biotechnologinj pritaikyma riboja tai, kad dauguma aplinkoje randamy mikroorganizmy
kultivavimo buidy dar neatrasti. Vienas i§ Sio ribojimo jveikimo biidy yra metagenominiy
biblioteky konstravimas ir  funkcinis tikrinimas. Buatent Siuo badu, vykdant
2'-O-metilnukleozidy biodegradacijoje dalyvaujanciy geny ir jy koduojamy baltymy paieska,
buvo atrasta siame darbe nagrinéjama nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausoma 2'-O

pozicijoje modifikuoty nukleozidy demetilazé FJS.

Pagal centring molekulinés biologijos dogma, gyvy organizmy genetinés informacijos
srautuose pagrinding vieta uzima didelés molekulinés masés polimerai, sudaryti iS$
3',5'-fosfodiesteriniu  rySiu sujungty nukleotidy, vadinamy nukleortig§timis. Genetinés
informacijos saugojimui svarbiausios chemiskai stabilesnés deoksiribonukleortigstys (DNR), 0
perdavimui (transkripcijai) — ribonukleortigstys (RNR), kurios pasizymi didesne funkcine ir
struktiirine jvairove. Galima i$skirti dvi svarbiausias $ios jvairovés priezastis —tai RNR ribozéje
esanti 2’ hidroksilo grupé bei didesnis RNR nukleozidy modifikacijy kiekis ir rasiy skaicius.
Zinoma mazdaug 170 skirtingy RNR nukleozidy modifikacijy (MODOMICS duomeny bazé,
Boccaletto ir kt., 2018), i$ kuriy dazniausiai pasitaikanti yra 2’-O-metilinimas. Metilo grupés
nukleozido 2'-O pozicijoje yra randamos transportinéje, ribosomingje, informacinéje bei

mazose nekoduojanciose RNR (Ayadi ir kt., 2019). Ir, nors skirtingai nei daugumos Kkity,
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2'-O-metilo grupés modifikacijos atveju pakei¢iama ne heterociklinés bazes, o ribozés chemine
sudétis, tai vis vien pakeicCia kai kurias RNR savybes, pavyzdziui, stabilumg ir struktiirg, Sios
modifikacijos sutrikimai taip pat yra siejami su ligomis (Dimitrova ir kt., 2019). Dél Sios
priezasties fundamentiniai baltymy, potencialiai susijusiy su Sia RNR modifikacija, tyrimai yra
aktualis. RNR 2'-O modifikacijas paSalinantys fermentai taip pat yra perspektyvus
biotechnologinis jrankis, kuris galéty biiti panaudotas RNR zymés 2'-O pozicijoje pasalinime.

Daugelio modifikuoty baziy, nukleozidy ir nukleotidy biosintezés keliai yra gerai zinomi
ir iSnagrinéti, taciau neiSsamus $iy junginiy katabolizmo supratimas, net tarp gerai istirty
organizmy, yra klittis kity fermenty funkcijos priskyrimui. Iki Siol literatiiroje néra apraSyty
fermenty, kurie katalizuoty 2'-O-metilnukleozidy demetilinimg 2'-O pozicijoje. Dél Sios
priezasties mano bakalauro darbo tyrimy metu atrasta FJS demetilazé, vykdanti nukleozidy
metilo ar alilo grupés pasalinimg 2'-O pozicijoje, yra unikalus fermentas Todél $io darbo tikslu
pasirinkta testi nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomos FJS demetilazés savybiy

tyrima bei plésti panasy aktyvuma turin¢iy oksigenaziy biblioteka.
Darbo uZdaviniai:

1. Nustatyti nuo o-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomos FJS demetilazés
termostabiluma, optimalig veikimo temperatiirg ir pH bei kiekybiskai nustatyti §io fermento

substratinj specifiSkuma.

2. Patikrinti, ar atrinkti FJS demetilazés homologai skaido 2’-O-metilnukleozidus bei
palyginti FJS demetilazés ir iSgryninty rekombinantiniy homologiniy baltymy aktyvuma

in vitro.

3. Nustatyti, ar FJS demetilazé ir atrinkti homologiniai baltymai saveikauja su

nukleortigs§timis.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Nuo a-ketoglutarato ir geleZies(II) jony priklausomy oksigenaziy superseima

Nuo a-ketoglutarato priklausomos oksigenazés (EC 1.14.11) yra neheminj dvivalentj
gelezies katijong aktyviajame centre turintys fermentai, aptinkami prokariotinése, archéjinése
bei eukariotinése lastelése ir dalyvaujantys daugelyje biosintezés bei katabolizmo reakcijy. Siai
fermenty superseimai budinga tai, kad jy katalitiniam aktyvumui oksidacijos molekuliniu
deguonimi ar halogeninimo reakcijose dalyvauja aktyviajame centre esantis Fe(ll) katijonas, o
be pirminio substrato papildomai reikalingas a-ketoglutaratas (a-KG), kuris reakcijos metu yra
dekarboksilinamas. Dekarboksilinant a-ketoglutaratg susidaro sukcinatas bei anglies dioksidas,
todel daugumos Sios Seimos oksigenaziy katalizuojamy reakcijy bendra lygtis (ar bent pirmasis

jos zingsnis) gali biiti uzrasomas taip:
R + a-KG + O, — R-OH + Sukcinatas + CO>

Kaip jau minéta, nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomy oksigenaziy Seima
pasizymi plagiu katalizuojamy reakcijy tipy spektru (apzvelgta Islam ir kt., 2018). Siy fermenty
Katalizuojamy reakcijy pavyzdziai apima hidroksilinimg, halogeninimg, cikliniy junginiy
susidarymg ir praplétimg, metilo grupiy pasalinimg (susidarant formaldehidui), atomy
persitvarkyma molekulése, taip pat dehidrinimo, epimerizacijos ar rysio tarp anglies atomy
nutraukimo ir kitas reakcijas (1.1 pav.). Tiesa, reikéty paminéti, kad gyviinuose (tarp jy ir
zmonése) zinomos tik a-KG-Fe(ll) oksigenaziy katalizuojamos C-H jung¢iy hidroksilinimo bei
N-metilo grupy demetilinimo reakcijos (McDonough ir kt., 2010). Vis délto, turint omenyje Siy
fermenty katalizuojamy reakcijy cheminj jvairiapusiskuma, nenuostabu, kad nuo a-KG ir Fe(ll)
priklausomos oksigenazés taip pat pasizymi modifikuojamy substraty, svarbiy skirtingoms
biologinéms funkcijoms, gausa (pavyzdziai pateikti 1.1 lenteléje). Modifikuojamy Substraty
gausa randama tiek prokariotiniuose, tiek ir eukariotiniuose organizmuose, ypac¢ augaluose, kur
nuo a-KG ir Fe(ll) priklausomos oksigenazés dalyvauja antriniy metabolity biosintezéje
(apzvelgta Kawai ir kt., 2014). Nuo o-ketoglutarato ir gelezies(I) jony priklausomos
oksigenazés taip pat yra svarbi Iastelés informacijos perdavimo grandinés (DNR —
RNR — baltymai) reguliacijos dalis, pavyzdziui, Sios superSeimos baltymai reguliuoja
hipoksijos indukuojamo faktoriaus (HIF) transkripcijos centrus, vykdo DNR reparacija,
dalyvauja epigenetinéje ir epistranskriptomingje reguliacijoje vykdydami histony demetilinima,

DNR ir RNR modifikacijy pasalinima, ir yra butini Kitiems gyvybiskai svarbiems procesams,



pavyzdziui, posttransliaciniam jvairiy baltymy ir peptidiniy antibiotiky prolilo grupiy
hidroksilinimui (apzvelgta Herr ir Hausinger, 2018; Islam ir kt., 2018).

Nustatyta, kad, be o-ketoglutarato, daugelio a-KG-Fe(ll) oksigenaziy kataliziniam
aktyvumui taip pat reikalingas ir askorbatas, nors gali biiti naudojami ir kiti redukuojantys
agentai, pavyzdziui, ditiotreitolis, tris(2-karboksietil)fosfinas ar 5,6,7-trihidroksiflavonas,
(Khan ir kt., 2020). Askorbato reik§me nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy
oksigenaziy veiklai puikiai iliustruoja kolageno prolilo grupiy 4-hidroksilazés (CP4H)
aktyvumas: esant vitamino C trikumui, sumazéja Sio fermento aktyvumas, tad sumazéja ir
kolageno struktiirg stabilizuojancio hidroksiprolino kiekis, todél pasireiskia skorbuto
simptomai (Myllyld ir kt., 1978). Manoma, kad askorbatas a-KG-Fe(ll) oksigenazéms
reikalingas kaip kofaktorius, padedantis palaikyti aktyviajame centre esantj gelezies katijong
dvivalenté¢je buisenoje — oksigenazés, aktyviajame centre turincios trivalentj gelezies katijona,

nebéra aktyvios.

Hidroksilinimas Ziedo susidarymas
Hapo X > HgoX — P He X r | L
Xy > 4 e
H > OH o] R_o
> R COH o
OJ\)\R' Ig
'y Y
R JOL HO. X R
HI Xy HOH T Ho_ 01
Br/Cl HX, 0 §N coH §N COH
7 [0 (o]
Halogeninimas Demetilinimas Palaipsné
oksidacija
R 8 OH
~ =0
R R R R’ i R
RHN RHN
Dehidrinimas Epoksidinimas o{}hs oX s
e e HO,C Hojc)_{
Taikiniai:

Ziedo praplétimas
—> Baltymai : prapiet!

—> Nukleoriigstys —> Lipidai

» - - ) - - - —> i i i
Mazamolekuliniai junginiai Angliavandeniai

1.1 pav. Nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy oksigenaziy katalizuojamy reakcijy
schematiné apzvalga (modifikuota i§ Islam ir kt., 2018).
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1.1 lentelé. Nuo a-KG ir Fe(Il) priklausomy oksigenaziy biologinés funkcijos ir konkreciy
katalizuojamy reakcijy pavyzdziai (parengta pagal Hausinger, 2015).
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1.1.1. Nuo a-KG ir Fe(II) priklausomy oksigenaziy struktiiriniai ypatumai

Nors katalitiskai ir jvairios, nuo o-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomos
oksigenazés tarpusavyije yra susijusios konservatyviu struktiiriniu motyvu. Sios §eimos baltymy
erdvinés struktiros Kristalografiniai tyrimai rodo, kad nuo o-KG ir Fe(ll) priklausomos
oksigenazés pasizymi konservatyviu i$  kloséiy sudarytos dvigrandininés spiralés (angl. DSBH
— double stranded S helix) erdvinés struktiiros motyvu. Sioje konservatyvioje DSBH struktiiroje
yra fermento aktyvusis centras (1.2 pav. A, B), o tarp B klosc¢iy esantys BII-BIII bei BIV-BV
intarpai kai kuriose a-KG-Fe(ll) oksigenazése svarbiis sgveikaujant su specifiniu substratu
(Clifton ir kt., 2006).

A.

)

aminorigstys g||-glll intarpas oksigenaziy
B klostés
20G surisancios bazinés aminorlgstys
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Paralelinés arba
antiparalelinés a )% % %
\ —— <7 { BIV-BV intarpas
BIV-BV intarpas R
HN
\ R
X
N

Mazesnioji B kloste
(I, 1V, V, VII)

Aktyvi(|)(jot centro Fe? l \\\\O (0]
atijonas i /\NH
H207Fe—N I
H,0 | R
H,0
BII-BlIl intarpas

Didesnioji B kloste
[(RIIRYRYI1)}

1.2 pav. Nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomy oksigenaziy struktiiriniai motyvai:

A. Bendra nuo o-KG/Fe(ll) priklausomy oksigenaziy dviejy dimensijy topologija
(Islam kt., 2018).

B. Tridimensé nuo o-KG/Fe(ll) oksigenazés PPHD i§ Pseudomonas putida struktira
(PDB ID:41W3), NOG — N-oksalilglicinas (Islam ir kt., 2018).

C. Nuo a-KG/Fe(ll) priklausomy oksigenaziy facialinés triados (His-X-Asp/Glu...His)
struktiiriné formulé.
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Daugumos nuo o-KG ir Fe(Il) priklausomy oksigenaziy aktyviuosiuose centruose
gelezies(Il) jona kompleksuoja trijy aminortig§iy Soninés grandinés — karboksilatas i$
aspartato ar glutamato ir dviejy histidiny imidazolai (1.2 pav. C). Toks His-X-Asp/Glu...His
struktdirinis motyvas vadinamas facialine triada. a-KG oksigenaziy halogenazése facialiné
triada skiriasi nuo randamy $ios fermenty Seimos oksigenazése: Asp/Glu biina pakeisti alaninu
arba glicinu, o vietoje karboksilato randamas Fe(ll) koordinuojamas halido jonas (Blasiak ir
Drennan, 2008).

Dazniausiai a-KG-Fe(ll) oksigenazés btina monomerinés arba dimerinés formos, 0
dimerizacijoje gali dalyvauti tiek N galo, tiek ir C galo terminaliniai domenai. Zinomos ir

oksigenazés, kuriy dimerizacijoje dalyvauja BIV-BV intarpas (apzvelgta Aik ir kt., 2015).

1.1.2. Nuo a-KG ir Fe(Il) priklausomy oksigenaziy veikimo mechanizmas

Pirmasis pakankamai tikslus a-KG oksigenaziy veikimo mechanizmas buvo pasitlytas dar
1982 m., aprasant kolageng veikiancios prolil-4-hidroksilazés aktyvumag (Hanauske-Abel ir
Giinzler, 1982). Véliau $is reakcijos mechanizmas buvo pritaikytas aiSkinant ir kity $ios $eimos
fermenty aktyvumus (1.3 pav.) bei patvirtintas jvairiy nuo a-KG priklausomy oksigenaziy
tyrimais (Bollinger ir kt., 2015).

J,,F ‘J.F
H,0”7 | Nhis | ~Nhis 07 | “Nuis
Asp H20 R-H 0Asp R-H OAsp
R-OH 3

+sukciantas a-KG

6
:
e

. «NHis 5 0. | Nhis \ | N
‘-Fe"l “Fel o 00 N |V WY His
H0j| “Nuis O:)/;I “Nuis 4 O,FT\NHiS
R' A Oagp R_(|:| Oasp R-H Oasp

1.3 pav. Nuo a-KG ir Fe(II) priklausomy oksigenaziy mechanizmas (Kal & Que, 2017). Tekste
i§skirti reakcijos etapai pazyméti mélynais skaiéiais. R’ pazyméta a-KG —CH,CH,COQO™ liekana.
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Galima i$skirti tokius a-KG oksigenaziy vykdomos hidroksilinimo reakcijos etapus:

1) prie aktyviojo centro, kuriame yra dvivalentés gelezies katijonas su dviem rysiais
prisijungusiu bidentatiniu ligandu a-ketoglutaratu (1.4 pav. A), prisijungia substratas, dél to
nuo aktyviojo centro Fe(ll) katijono disocijuoja viena H20 molekulé (1.4 pav. B);

2) prie facialinés triados aminortgsciy lickany, Fe(ll) ir a-KG komplekso prisijungia
molekulinis deguonis, susidaro Fe-O; tarpinis kompleksas;

3) nekoordinuojamasis deguonies atomas vykdo nukleofiline ataka j a-ketoglutarato C2
atomg, susidaro tarpinis biciklinis junginys;

4) a-ketoglutaratas dekarboksilinamas — atskyla CO2 molekulé, rySys tarp Oz atomy
nutriiksta ir gelezis tampa keturvalenté — susiformuoja tarpinis Fe(1V)=0 kompleksas;

5) Fe(1V)=0 tarpinis junginys nutraukia taikinio C-H ry$j, susidaro Fe(l11) ir hidroksido
kompleksas bei substrato radikalas;

6) katalitinio ciklo pabaiga: hidroksilo radikalas nueina nuo Fe(lll), susidaro
hidroksilintas produktas. Produktas disocijuojasi ir regeneruojamas Fe(ll) aktyvusis centras,
prie kurio vél gali jungtis a-ketoglutaratas (1.4 pav. C).

Nuo a-KG ir Fe(Il) priklausomy demetilaziy atveju, kai hidroksilinamas substrato
anglies atomas biina sudargs rysj su azoto ar deguonies heteroatomu (pvz., 1 pav. pateikty AlkB
katalizuojamy reakcijy metu), pirminis reakcijos produktas degraduoja, susidaro papildomas

produktas — formaldehido molekulé.

A H,O0 B C H,0
: - Taurine = Q
Asp146 ’ H
P : a-KG % Qter : H,0
. 2 -©
'o His99 °""
His144 §
. His155
= Asp101
5

His279
His287

His25

1.4 pav. Nuo a-ketoglutarato ir Fe(ll) jony priklausomy hidroksilaziy aktyviyjy centry struktira
katalitinio ciklo metu (Kal ir Que, 2017):

A. Klavaminato sintazés (CAS) aktyviojo centro Fe(ll) katijono ir a-KG kompleksas su viena
prisijungusia H,O molekule (PDB ID: 1DS1).

B. Taurino hidroksilazés (TauD) kompleksas su a-KG ir substratu tautrinu, be prisijungusiy H20
molekuliy (PDB ID: 1GQW).

C. Asparagino oksigenazés (AsnO) aktyviojo centro Fe(ll) su 3 prisijungusiomis H.O
molekulémis (PDB ID: 20G6).
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ISgrynintos nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomos oksigenazés neretai yra
jautresnés aplinkos poveikiui nei dauguma kity gryninamy fermenty. Taip yra todél, kad Sios
baltymy Seimos oksigenaziy aktyvumo praradimas Salia jprasty priezasCiy vyksta ir dél
dvivalentés gelezies oksidacijos iki trivalentés formos (arba visisko Fe(ll) praradimo fermento
aktyviajame centre) bei katalizei reikalingy aminortig§¢iy Soniniy grupiy autooksidacijos
(apzvelgta Mantri ir kt., 2012). a-KG-Fe(I1) oksigenazése vykstancia autooksidacija iliustruoja
Liu et al., 2001 pateiktas pavyzdys: isgrynintos 2,4-dichlorofenoksiacetato oksigenazés (TfdA)
katalizuojamos reakcijos metu dél sgveikos su deguonimi hidroksilinama paties fermento
triptofano (Trp112) liekana. Sios reakcijos metus susidaro 3alutinis produktas HO-Trp112,
kuris koordinaciniu ry$iu susijungia su gelezies trivalenciu jonu — fermentas praranda aktyvuma
ir jgauna mélyna spalva. Sio tyrimo metu po saveikos su deguonimi TfdA oksigenazé nevykdé
fermentinés reakcijos net ir reakcijos miSinj papildzius askorbatu bei o-ketoglutarato
pertekliumi. Dalinis TfdA aktyvumas (~60 %, lyginant su pradiniu) buvo atkurtas fermenta
paveikus reduktoriumi ditionitu, fermentas tapo dar aktyvesnis (~81 % aktyvumas, lyginant su
pradiniu) po redukcijos ditionitu baltyma papildomai dializavus su EDTA ir painkubavus su

Fe(Il) jonais.

Panasiai vykstanc¢ia autooksidacijos reakcija taip pat pasizymi ir metilintas DNR beli
RNR bazes demetilinantis fermentas AlIkB. Kai §i oksigenazé inkubuojama be pirminio
substrato, o tik su Fe(ll) katijonais, a-ketoglutaratu, hidroksilinamas oksigenazés triptofanas
Trpl78 ir, kaip ir TfdA atveju, dél hidroksitriptofano koordinacinio rysio su Fe(lll) katijonu,
baltymas tampa neaktyviu mélynos spalvos chromoforu (Henshaw ir kt., 2004).

Nuo o-ketoglutarato ir gelezies(I) jony priklausomy oksigenaziy katalitinj efektyvuma
in vitro mazina dar ir tai, kad neprisijunge substrato fermentai vykdo Saluting a-ketoglutarato
dekarboksilinimo reakcija. Sis aktyvumas turi ypa¢ daug jtakos reakcijos iseigai tada, kai arba
reakcijos misinyje néra pakankamai pirminio substrato, arba esamas substratas néra
pakankamai giminingas oksigenazei (Luo ir kt., 2006). Tai trukdo norint nustatyti a-KG
oksigenaziy katalizuojamos fermentinés reakcijos konstantas matuojant reakcijos eiga
netiesiogiai, tai yra, zilirint ne specifinio substrato mazéjimg ar produkto susidaryma, bet
matuojant o-ketoglutarato ar deguonies suvartojimg arba sukcinato ar anglies dioksido

susidaryma reakcijos méginyje.
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1.1.3. Biodegradacijoje dalyvaujanc¢ios nuo a-KG ir Fe(Il) priklausomos oksigenazés

D¢l gebéjimo ] junginius jvesti deguonies atoma ir taip nutraukti termodinamiskai stipry
C-H rysj ir aktyvuoti anglies atomg tolesnéms reakcijoms, nuo a-KG ir Fe(ll) priklausomos
oksigenazés dalyvauja lasteléje skaidant junginius, kurie yra reikalingi lastelés procesy
reguliavimui (aprasyta 1.2.1 poskyryje) arba tolesniam $iy junginiy katabolizmui ir jy
jtraukimui j kity junginiy biosinteze (apzvelgta Herr ir Hausinger, 2018). PavyzdZziui, Zmogaus
organizme vykstan¢iame katabolizme svarbig funkcija atlieka nuo o-ketoglutarato ir

gelezies(II) jony priklausoma fitanoil-KoA hidroksilazé PhyH.

Fitanoil-KoA

R R RS z2
0
5
o)
i
-0,¢ + 0,
Flltanoﬂ'-Ko.A Fedl) o ©
hidroksilazé
/\)k + CO;
-0, o~
0
R R RIS
/CoA

2-Hidroksifitanoil-KoA e

1.5 pav. PhyH katalizuojama fitanoil-KoA hidroksilinimo reakcija
(McDonough ir kt., 2005).

Fitanoil-KoA hidroksilazé (PAHX, PhyH) yra Ilokalizuota Zmogaus lasteliy
peroksisomose, kur dalyvauja fitano rtigSties katabolizme. Fitano riigstis strukttiriSkai panasi |
kitas riebaly riigstis, taCiau negali buti skaidoma B-oksidacijos keliu dél Sios molekulés
struktiiroje esancios 3-metilo grupés. Todel pirmame fitano rtgsties skaidymo Zingsnyje Sis
junginys yra aktyvuojamas prijungiant kofermentag A, susidarant fitanoil-KoA molekulei,
kurios C2 atomg toliau hidroksilina PHYH oksigenazé (1.5 pav.). Sio fermento veikimui, kaip
ir kity nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy oksigenaziy atveju, reikalingas
a-ketoglutaratas bei molekulinis deguonis, reakcijos metu be pagrindinio produkto susidaro ir
sukcinatas bei anglies dioksidas (McDonough ir kt., 2005). Tinkamas PhyH hidroksilazés
veikimas yra gyvybiSkai svarbus Zzmogaus organizmui — dél mutacijy PhyH koduojan¢iame
gene ir §iy mutacijy sukelto fitano rigsties kaupimosi organizme pasireiskia Refsumo

sindromas, kurio simptomai yra tremoras, kurtumas ir periferiné neuropatija (Mukherji ir kt.,
2001).
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1.1.4. Nuo a-KG ir Fe(II) priklausomy oksigenaziy aktyvumo tyrimai ir biotechnologinis
pritaikymas

Kaip minéta praeitame poskyryje, dél o-KG oksigenaziy katalizuojamoms
fermentinéms reakcijoms reikalingy papildomy substraty ir i$ jy susidaranciy produkty galimi
universaliis Sios fermenty Seimos tyrimo metodai, 1§ kuriy, bendru atveju, daZniausiai
pritaikomi matuojant radioaktyviais izotopais pazyméto CO> ar sukcinato susidaryma, taip pat
nustatant likusio a-ketoglutarato kiekij, pavyzdziui, vykdant jo reakcijg su o-fenilendiaminu, ar
suvartoto deguonies kieki, o demetilaziy atveju — nustatant susidariusio formaldehido kieki
(apzvelgta Rose ir kt., 2011). Taip pat galima vykdyti ir kaskadines reakcijas su Kitais
fermentais, pavyzdziui, sukcinato dehidrogenaze¢ ar sukcinil-KoA sintetaz¢ kartu su piruvato
kinase ir laktato dehidrogenaze, ir tada tiriant jau $iy reakcijy produktus. Taip pat hidroksilintus
ar demetilintus specifinius reakcijos produktus galima nustatyti masiy spektrometrijos,
branduoliy magnetinio rezonanso ar antikiiniais paremtais metodais — zinoma, taip nustatomas
tikslesnis fermento aktyvumas, kadangi nevertinamas $alutiniy reakcijy indélis j susidarusio

sukcinato ar CO; kiekj.

Nuo o-KG ir Fe(ll) oksigenazés pasizymi sudétingesnémis tyrimo metodikomis uz
daugelj kity baltymy: daznai btina nestabilios in vitro, jy aktyvumui reikalingi papildomi
substratai. Nepaisant to, Sios Seimos oksigenazés, Kaip ir oksigenazés bendrai, yra patrauklios
biotechnologiniam pritaikymui. Oksigenazés patrauklios, nes naudodamos molekulinj deguonj
oksiduoja chemiskai jprastai inertiSkus C-H, C=C rysius, taip pat gali oksiduoti specifinius
heteroatomus, nepakeiciant likusios molekulés strukttiros. Termodinamiskai stipriy C-H rySiy
vykdyti chemo-, regio- ir stereoselektyviai negaunant salutiniy produkty, o pradinis substratas
yra sudétingos molekulinés struktiiros. Taip pat reakcijos metu reikalinga ne vien C-H rysio,
bet ir Oz molekulés aktyvacija, o Siam tikslui naudojami reagentai po reakcijos gali biiti sunkiai
utilizuojami ar ekologiskai zalingi (Roduner ir kt., 2013). a-KG oksigenazés gali biti
pritaikytos ne tik mazo mastelio struktariSkai sudétingy molekuliy sintezei, bet ir pramoninio
masto organiniy junginiy sintezei, dazniausiai kaip pradinius junginius naudojant aminoragstis,
pavyzdziui, cis bei trans 3 ir 4-hidroksiproliny stereospecifinei sintezei (apzvelgta Peters ir
Buller, 2019).
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1.2. Nukleozidy modifikacijos ir nukleoziduy analogai

Vykdant deoksiribonukleortigs¢iy (DNR) ar ribonukleortigsc¢iy (RNR) hidrolize
gaunama fosforo riigStis ir smulkesni struktiriniai vienetai: RNR atveju gaunami
ribonukleozidai, 0 DNR — deoksiribonukleozidai. DNR ir RNR S$ifruojamo universalaus
genetinio kodas neapsiriboja vien tik kanoniais nukleozidais. Salia jy taip pat randami ir §j koda
prapleciantys heterociklinése bazése ar ribozés ziede modifikacijas turintys nukleozidai, kurie
sudaro vis placiau nagriné¢jamy Saky — epigenetikos ir epitranskriptomikos — pagrindg. Kaip ir
funkcijos bei struktiiry atveju, RNR pasizymi didesne modifikuoty nukleozidy jvairove — Siuo
metu zinoma vir§ 150 skirtingy RNR randamy nukleozidy (MODOMICS duomeny bazé.
Boccaletto ir kt., 2018).

Nukleoriigséiy ir jy komponenty svarba biologinéms funckijoms pasinaudojama kuriant
chemiskai modifikuotus gamtoje randamy heterocikliniy baziy, nukleozidy ar nukleotidy
analogus ir juos pritaikant medicinoje bei biotechnologijoje. Citotoksiski nukleozidy ir
nukleobaziy analogai naudojami antivirusinéje ir prieSvézingje terapijoje (apzvelgta Jordheim
ir kt., 2013) ar kaip antibakteriniai junginiai (apzvelgta Thomson ir Lamont, 2019). Taip pat
technologiskai pritaikomos ir nukleozidy modifikacijos, didinan¢ios RNR ir DNR molekuliy
stabiluma, selektyvumg, atsparumg nukleazéms bei gerinancios farmakokinetines ir
farmakodinamines savybes. Puikus to pavyzdys — iRNR vakcinos, kuriy grandinése uridinas
pakeistas pseudouridinu, N1-metilpseudonuridinu bei 5-metilcitidinu, 0 5’ gale, kaip ir jprastai
eukariotinéje iRNR, biina 7-metilguanozinas, trifosfatu sujungtas su 2’-O-metilnukleozidu arba
kitaip modifikuota 5 kepuréle (apzvelgta Chaudhary ir kt., 2021 ir Choi ir kt., 2018).
Modifikuoti nukleozidai taip pat gali biiti naudojami tiriant, sintetinant ir tobulinant aptamery
molekules (Diafa & Hollenstein, 2015). Aptamerai formuoja stabilias ir unikalias erdvines
struktiiras bei pasiZymi dideliu giminingumu ir specifiSkumu jvairioms taikinio molekuléms,
pvz., baltymams, vaistams, gyvoms lgsteléms, mazoms organinéms ar neorganinéms
molekuléms (Patel ir Suri, 2000; Sun ir Zu, 2015). Nors aptamery pritaikymas apima jy
panaudojima nuo medicinos iki biotechnologijos, taciau pagrindinés naudojimo sritys siejamos
su klinikine terapija, pvz., aptamerai naudojami virusy ir bakterijy detekcijai, véZiniy Zymeny
aptikimui (Chang ir kt., 2013; Kiilerich-Pedersen ir kt., 2013; Rotherham ir kt., 2012).

17



1.2.1. RNR nukleozidy modifikacija ir modifikacijy pasalinimas

ISskiriamos trys fermenty grupés, dalyvaujancios epitranskriptominés informacijos
srautuose: raSantieji fermentai (writers), kurie atlieka chemines modifikacijas, skaitantieji
fermentai (readers), kurie turi specifinius domenus, dalyvaujancius atpaZjstant Sias
modifikacijas, bei trinantieji fermentai (erasers), kurie pasalina Sias chemines modifikacijas
(apzvelgta Biswas ir Rao, 2018, ir Lewis ir kt., 2017). Epitranskriptominj valdyma galima
iliustruoti remiantis labiausiai paplitusios ir geny ekspresijos reguliavimui svarbios eukariotiniy

lasteliy N8-metiladenozino (m®A) modifikacijos zinduoliy lastelése pavyzdziu.
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1.6 pav. iRNR adenoziny N°-metilinime ir demetilinime bei su §ia modifikacija susijusioje geny
ekspresijos reguliacijoje ir kituose biologiniuose procesuose dalyvaujantys baltymai (Batista, 2017).

iRNR adenoziny NS-metilinimg Zmogaus organizme atlicka i§ skirtingy baltymy
sudarytas kompleksas, kurio branduolyje yra stabilus METTL3 ir METTL14 heterodimeras, su
kuriuo sgveikauja heterodimero lokalizacijai ir efektyviam adenozino metilinimui reikalingas
WTAP baltymas (Ping ir kt., 2014), su METTL3-METTL14 heterodimeru taip pat sgveikauja
KIAA1429 (Schwartz ir kt., 2014) ir RBM15 (Patil ir kt., 2016) baltymai. Heterodimero
METTL3 baltymas atlieka katalizing funkcija — iIRNR RRACH motyvo (kur R — G arba A,
H-G, A arba C) adenoziny NOS-metilinimg kaip metilo grupés donora naudojant
S-adenozilmetioning. METTL14 metiltransferazés aktyvumu nepasiZymi, o stabilizuoja
heterodimero ir RNR saveika (Liu ir kt., 2014). N®-metilinimo kompleksas taip pat saveikauja
su RNR polimeraze Il (Slobodin ir kt., 2017), UV sukelty paZaidy reparacijas vykdancia
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DNR « polimeraze (Xiang ir kt., 2017), o reguliuoti N°-metilinimg slopinant METTL3
aktyvumg gali ZFP217 baltymas (Aguilo ir kt., 2015). m®A modifikacija taip pat atpaZjsta ir
tolesnj modifikuotos iRNR likimg lemia bei reguliacines funkcijas atlieka efektoriniai baltymai,
kuriy dauguma savo struktiiroje turi YTH domeng (apzvelgta He ir kt., 2019). Yra zinoma, kad
zinduoliy RNR (daugiausia iRNR) N°-metiladenozinai yra demetilinami Iastelés branduolyje
dviejy nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomy oksigenaziy — FTO (Jia ir kt., 2011)
bei AIKBH5 (Zheng ir kt., 2013). Abi Sios oksigenazés yra E. coli randamos nuo a-KG ir Fe(ll)
priklausomos oksigenazés AlkB homologai ir yra susijusios su fiziologiniais poky¢iais: FTO —
su zmoniy antsvoriu, AIkBH5 — su peliy vaisingumu. N®-metiladenozino modifikacija

atliekantys, atpazjstantys ir paSalinantys fermentai pateikti 1.6 pav.

1.3. 2'-O-metilnukleozidai ir ju biologiné reik§meé

2’-O-metilinimas yra po transkripcijos arba transkripcijos metu vykdoma RNR

modifikacija, pridedant metilo grupg (-CHa) prie ribozés 2’ hidroksilo (-OH) grupés (1.7 pav.).

1.7 pav. Bendra 2'-O-metilnukleozidy strukttiriné formulé.

Tai yra viena i§ dviejy placiausiai paplitusiy RNR modifikacijy, randama informacingje,
ribosominéje, transportinéje bei mazose nekoduojanciose (sNnRNR, snoRNR, siRNR, piRNR ir
mMIRNR) ribonukleortigstyse (MODOMICS duomeny bazé. Boccaletto ir kt., 2018). Kadangi,
skirtingai nei daugumos kity, $ios nukleozidy modifikacijos atveju pakei¢iama ne nukleozido
bazés, o ribozés cheminé sudétis, RNR 2'-O metilinimas tiesiogiai nekei¢ia kanoninio
Watson-Crick baziy poravimosi, taciau pakei¢iamos kitos RNR savybes: 2'-O-metilribozé
padidina RNR stabilumg (dél to $i modifikacija ypa¢ svarbi aukstose temperatiirose randamose
ekstremofilinése archéjose) bei turi jtakos RNR molekuliy struktiirai ir RNR sgveikai su

baltymy molekulémis (Ayadi ir kt., 2019). 2'-O-metilo grupé, prisijungusi prie ribozés 2'-OH
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pozicijos, stabilizuoja nukleozido ribozés C3'-endo konformacija bei daro jtaka RNR antrinei
struktirai (Abou Assi ir kt., 2020). Taipogi, RNR su 2'-O-metilnukleozidais stabilumas,
lyginant su nemodifikuota RNR, didesnis tiek RNR veikiant cheminiais reagentais (pvz.,
inkubacijos Sarminéje terpéje metu ar vykdant reakcijg su perjodato jonais, kai 2'-O-metilo
grup¢ yra grandinés 3’ gale), tiek veikiant kai kuriomis ribonukleazémis (pvz., RNazei T2,
RNAzei H ar MgR — RNaziy R $eimos narei). Atsparumas Sarminei terpei ir ribonukleaziy
veikimui atsiranda dél zymiai mazesnio 2'-OCH3 deguonies atomo nukleofiliSkumo, o 2'-OCHs
grupei esant RNR 3’ gale, metilo grupé trukdo prie terminalinés ribozés prisijungti
bidentatiniams oksidatoriams (pvz., perjodatui) ir taip pat mazina RNR ligazés ir poli(A)
polimerazés efektyvumus. Taip pat 2'-O-metilo grupés mazina nuo RNR priklausomos DNR
polimeraziy (atvirkstiniy transkriptaziy) efektyvuma pratesiant pradmenis, ypac esant zemoms
deoksinukleozidy trifosfaty koncentracijoms. Sias 2’-O-metilinty RNR molekuliy savybes ir jy
pritaikyma nustatant 2'-O-metilnukleozidy vieta RNR grandinéje aprasé Motorin ir Marchand,
2018, bei Huang ir kt., 2016.

1.3.1. Biologinis RNR 2'-O-metilinimas

Nukleozidai su 2'-O-metilo grupémis randami visuose trijuose gyvybés domenuose,
taciau skiriasi tai, kaip §i modifikacija gali biti atlickama. Tiek bakterijose, tick archéjose, tiek
ir eukariotinése lgstelése RNR riboziy 2'-O-metilinimg atlieka pavieniui veikiancios
metiltransferazés, o archéjose ir eukariotuose $ig funkcijg papildomai atlieka ir Siose lastelése
randami C/D ribonukleoproteininiai kompleksai. Sios, kaip ir dauguma kity metiltransferaziy,
kaip metilo grupés donora naudoja SAM — S-adenozilmetioning (apzvelgta Ayadi ir kt., 2019).
C/D ribonukleoproteininiai (RNP) kompleksai yra sudaryti i$ Kkatalitinj aktyvuma turin¢io
subvieneto, kreipian¢iosios snoRNR (small nucleolar RNA — mazosios branduolélio RNR,
eukariotuose) arba SRNR (small RNA — mazosios RNR, archéjose) ir struktiiriniy baltymy.
Eukariotinés lgstelés ar archéjinés lastelés C/D ribonukleoproteininiai kompleksai atpazjsta
RNR substratg dél komplekse esancios mazosios nekoduojancios RNR sekos — ¢ia randamos
specifiniam taikiniui komplementarios 11-20 nukleotidy grandinés, kuriy sekose yra
C(5'-RUGAUGA-3") ir D (5'-CUGA-3") motyvai (1.8 pav.). Be kreipian¢iyjy RNR, archéjinio
C/D sRNP branduolj taip pat sudaro metiltransferazé fibrilarinas (Fib) ir Nop5 bei L7ae
struktiiriniai baltymai, o eukariotinio snoRNP — eukariotinis fibrilarinas, Nop56, Nop58 ir
Snul3 (15,5 kDa) struktiiriniai baltymai (Motorin ir Helm, 2011).
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Archéjinis sSRNP Eukariotinis snoRNP

1.8 pav. I§ kreipian¢iyjy RNR (paZyméty juodai) ir baltymy sudaryti 2'-O-metilinimo kompleksai. RNR
substratas pazymeétas raudonai, jo 2'-O-metilinimo pozicija — zvaigzdute (Motorin ir Helm, 2011).

Anksciausiai tyrinéti buvo pradétas transportiniy ir ribosominiy ribonukleoruigsciy
2'-O-metilinimas — 8iy modifikacijy kiekis lastelé¢je priklauso nuo organizmo tipo ir
2'-O-metilinimo mechanizmo. Pavyzdziui, E. coli lasteliy rRNR 2’-O-metilnukleozidai
aptinkami vos keturiose pozicijose, 0 Stai RNP kompleksus turin¢iuose sudétingesniuose
organizmuose rRNR ribozés yra zymiai labiau metilintos: Saccharomyces cerevisiae — 55
pozicijose, Homo sapiens — 110 pozicijose, daugiausia svarbiausiuose rRNR funkcijai
regionuose — peptidiltransferaziniame ir dekodavimo centruose (apzvelgta Ayadi ir kt., 2019).
Tiesa, bakterijoms rRNR 2'-O-metilinimas svarbus dél kitos priezasties, tai yra, atsparumo
antibiotikams, kurie veikia prie bakterijy 23S rRNR V domeno. Taip paaiSkinamas bakterijy
atsparumas tokiems antibiotikams kaip chloramfenikolis, klindamicinas ir florfenikolis
(Kehrenberg ir kt., 2005). Daugiau 2'-O-metilinty pozicijy, palyginus su E. coli, aptinkama
2'-0-metilinimo funkcijg atlickan¢ius RNP kompleksus turin¢iy organizmy tRNR (1.10 pav.) —
Sios modifikacijos hipertermofilinése archéjose atlieka tRNR struktiiros stabilizavimo funkcija

(Kowalak ir kt., 1994).

Ribozes 2'-O-metilinimas taip pat vyksta eukariotiniy lgsteliy iRNR brendimo metu
(apzvelgta Dimitrova ir kt., 2019). IRNR brendimo metu pirmiausia prie 5’ terminalinio
nukleotido 5'-5' rySiu prijungiamas guanozinas (capG), tada S$io invertuoto nukleotido

heterocikliné bazé metilinama N”-metiltransferazés (CapO struktiira). Sudétingesniyjy
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organizmy lastelése CapO struktiira toliau modifikuojama metilinant pirmojo transkribuojamo
nukleotido riboze (Capl), o kartais metilinama ir antrojo transkribuojamo nukleotido ribozé
(Cap2, 1.9 pav.). Sis 2'-O metilinimas 5’ iRNR kepurélése lastelei naudingas, nes leidZia
endogening IRNR atskirti nuo egzogeniniy, pvz., virusiniy, IRNR (Daffis ir kt., 2010). Taciau
dauguma citoplazmoje savo genomo replikacija atliekanc¢iy RNR virusy (flavivirusai,
koronavirusai, paramiksovirusai, reovirusai ir rabdovirusai) yra prisitaik¢ prie Sio gynybinio
mechanizmo — jie koduoja 2'-O-metiltransferazes, kurios katalizuoja Seiminko iRNR kepuréle
atitinkancios struktiiros sinteze. O kai Kkurie virusai (ortomiksovirsai, arenavirusai bei
bunijavirusai) geba apsisaugoti ir nekoduodami 2'-O-metiltransferaziy — jie iRNR kepuréles
jgauna nuskeldami nuo $eimininko iRNR ir perkeldami ant savosios RNR (apzvelgta Hyde ir
Diamond, 2015). Atsiradus pakankamai jautrioms 2’-O-metilnukleozidy nustatymo
metodikoms, Sios modifikacijos rastos ne tik eukariotiniy Igsteliy iRNR 5’ kepuré¢lése, bet ir
tiksliai identifikuotos iRNR vidiniuose regionuose, pirmiausia zmogaus HeLa ir HEK Iastelése
(Dai ir kt., 2017).

5°-5" trifosfatas

HO OH 1 Pirmas
transkribuojamas
nukleotidas

I 9 I
H2NY N O-P-O-P-O-P- o, B
HN | N’+
O CHg — R1
L - ] O_—|J|:EO
m'G 0 B2 Antras
O transkribuojamas
nukleotidas
‘ R2
iRNR

Cap0 Capl Cap2

R1=H R1=CH, R1=CH,

R2=H R2=H R2 =CH,

1.9 pav. iRNR 5’ galo struktiira (pagal Dimitrova, Teysset, ir Carré 2019).

2'-O-metilinimas taip pat svarbus ir eukariotiniy Igsteliy mazy nekoduojan¢iy RNR
stabilizavimui — metilo grupés pridéjimas prie $iy RNR 3’ galo 2'-OH grupés apsaugo jas nuo
3'-5' degradacijos ir 3’ uridilinimo (MIRNR su polyU uodega yra degraduojamos). Sia
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modifikacija baltaZziedyje vairenyje (Arabidobsis thaliana) atlieka metiltransferazé HEN1
(Yuir kt., 2005), o kituose eukariotuose — HEN1 homologai (apzvelgta Ji ir Chen, 2012).
Zinomas ir bakterinis HEN1 homologas, kurj koduoja dviejy geny operonas, taip pat
koduojantis RNR repararacijoje dalyvaujantj fermentg polinukleotidy kinaze-fosfataze Pnkp
(Jain ir Shuman, 2010).

1.3.2. E. coli tRNR 2’-O-metilinimas

tRNR 2'-O-metilinimas yra pladiai apraSytas tiek prokariotiniuose, tiek ir
eukariotiniuose organizmuose — zinomos tRNR metilinimo pozicijos ir jas atliekancios
metiltransferazés (1.10 pav., apzvelgta Ayadi ir kt. 2019). E. coli lastelése Zinomos tik trys
2'-O-metilinamos tRNR pozicijos, kiekvieno i$ $iy nukleozidy ribozés metilinimg atlieka viena
i§ trijy specifiniy metiltransferaziy. Dazniausiai pasitaikantis 2’-O-metilinamas nukleozidas,
randamas 12 i§ 35 skirtingy E. coli tRNR, yra 18 pozicijoje (D kilpoje) esantis konservatyvus
guanozinas — jj i 2'-O-metilguanozing konvertuoja SPOUT klasés metiltransferazé TrmH. Kiti
du E. coli tRNR 2'-O-metilnukleozidai randami 8 i§ 35 tRNR antikodono kilpoje — 32 ir 34
(,,kliban¢iojoje*)  pozicijose. 32 pozicijoje gali buti 2'-O-metilcitidinas  arba
2'-O-metiluridinas (Cm32/Um32), o 34 pozicijoje randamas 2'-O-metilcitidinas arba
5-karboksimetilaminometil-2'-O-metiluridinas (Cm34/cmnm5Um34) — S$iuos nukleozidus
metilina atitinkamai TrmJ ir TrmL metiltransferazes (1.10 pav.). Sios metiltransferazés néra
butinos E. coli lastelés gyvybingumui: mutantinés lgstelés, kuriose TrmH, TrmJ ar TrmL
metiltransferazes koduojantys genai po vieng pakeisti atsparumo kanamicinui kasete,

sukonstruoti ruoSiant Keio kolekcija (Baba ir kt., 2006).

TRMT13
Trm13
/\_l Trm3 o TARBP1
18
TymHv_I aTrmJ wiwse Trei7 732 Trmdd TRMT44
i / FTSH
Temd 3\2 & aFibisRNA
) 34
Trmi aFib/sRNA Trm7/Trm734
Bakteriné tRNR Archéjiné tRNR Eukariotineé tRNR Eukariotiné tRNR
(Escherichia coli) (Haloferax volcanii) (Saccharomyces cerevisiae) (Homio sapiens)

1.10 pav. [ skirtingy organizmy tRNR 2’-O-metilo grupes jvedancios
metiltransferazés (pagal Ayadi ir kt. 2019).
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1.3.3. 2'-O-metilnukleozidus degraduojantys fermentai

2'-O-metilintus nukleozidus degraduojantys fermentai néra placiai iSnagrinéti —
literatiiroje aprasyti vos keli atvejai, kai $ie junginiai yra nukleozidy hidrolaziy substratai. Si
sritis nagrin¢jama ne vien dél fundamentiniy tyrimy prasmés, bet ir dél galimybés Siuos
fermentus pritaikyti biotechnologinéje 2'-O pozicijoje modifikuoty nukleozidy sintezéje — toks
sintezés budas dél galimy maZesniy gamybos kasSty ir mazesnio poveikio aplinkai turi
potencialo pakeisti cheming sintezg. Pirmasis toks apraSytas atvejis — nukleozidy hidrolazé
LbNH i§ gramteigiamy bakterijy Lactobacillus buchneri LBK78 kamieno, atrasta vykdant
2'-O-metiluriding skaidanciy fermenty paieska tarp 267 kultivuojamy bakterijy kamieny
(Mitsukawa ir kt., 2016). Si nukleozidy hidrolazé katalizuoja dviejy tipy — hidrolizés bei
transribozilinimo — reakcijas, todél tyréjai pabandé pritaikyti §j fermenta 2'-O-metiladenozino
sintezei kaip pradinius substratus naudojant adening ir 2’-O-metiluriding. Deja, $is méginimas
nebuvo itin sékmingas — reakcijos iSeiga sieké vos 1 %, o transribozilinimas vyko tik su adeninu
— su kitomis nukleobazémis aktyvumas nepastebétas (Mitsukawa ir kt., 2017). Véliau ta pati
tyréjy komanda atliko dar vieng panasy tyrimg — Sjkart su didesniu aktyvumu pasizymincia, |
LbNH panasia 2'-O-metilnukleozidy hidrolaze AgNH, kuri taip pat Salia hidrolazinio aktyvumo
pasizymi ir transriboziliniu aktyvumu. Sis fermentas buvo pritaikytas chemiskai sudétingiau
susintetinamo junginio 2'-O-metil-6-chloroguanozino sintezei, taciau buvo pasiekta tik 2,3 %
iSeiga (Mitsukawa ir kt., 2018).

Kita charakterizuota 2'-O-metilnukleozidy hidrolazé — RKONH — buvo atrasta vykdant
funkcing paieSkg DNR metagenominése bibliotekose naudojant Escherichia coli
DH10BApyrFEC auksotrofinj kamieng (Aucynaité ir kt., 2018). Didziausias RKONH katalitinis
aktyvumas stebétas su pirimidinus turinéiais 2'-O-ribonukleozidais ir ribonukleozidais,
Zemesnis — SU purinus turinéiais 2'-O-ribonukleozidais ir ribonukleozidais, o reakcijy su
deoksiribonukleotidais iSeiga buvo dar mazZesné: 2'-deoksiadenozinas, 2'-deoksicitidinas ir
timidinas buvo neskaidomi i§ viso. Hidrolizés reakcija taip pat nevyko su 3'-O pozicijoje alilo

ar metilo grupe ir 2'-O pozicijoje alilo grupe modifikuotais nukleozidais.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Reagentai Gamintojas
Tris, TCEP, kanamicinas, adenozinas, guanozinas, inozinas, citidinas. AppliChem
Chloroformas, boro riigstis Avantor
TEMED, Coomassie brilliant blue R-250 Bio-Rad
Metanolis, glicerolis (bevandenis) Chempur
Bacto kazamino riigsStys Difco .
Laboratories
B-merkaptoetanolis Ferak
4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazolis Fluka

2'-0-metilATP, 2'-O-metilGTP, 2'-O-metilUTP, 2'-O-metilCTP,
2'-O-metilcitidinas, 2'-O-metil-5-metilcitidinas, 2'-O-metiluridinas,
3'-O-metiluridinas, 2'-O-metil-5-metiluridinas, , 2'-O-aliluridinas,
3'-O-aliluridinas, 2'-O-metilguanozinas, 2'-O-metiladenozinas,
2'-O-metilinozinas, 2',3'-O-izopropilidenuridinas, 5-metilcitidinas,
5-metiluridinas

Jena Bioscience

99,8 % acto riigstis Lach-Ner
LB terpés misinys Liofilchem
Glicinas, hidroksimetilceliuliozé Merck
[y-32P]-ATP (6000 Ci/mmol) PerkinElmer
Agaras, ampicilinas, EDTA, NaCl, ROTIPHERESE Gel 40 (29:1) ir (19:1)
akrilamido/bisakrilamido tirpalai, ROTI Aqua-Phenol ragstinis ir Roth

Phenol (pH 7,5-8,0) fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio tirpalai

tRNR (i$ E. coli MRE 600 kamieno) Roche

Amonio persulfatas, PageRuler Prestained Protein Ladder, RiboRuler Low
Range RNA Ladder ir GeneRuler 50 bp DNA Ladder molekulinés masés
zymenys, IPTG, TopVision agarozé, SYBR Green I nukleortigs¢iy dazas,
FastAP termojautri Sarming¢ fosfatazeé, T4 polinukleotidy kinazé (PNK), PNK
10X Reaction Buffer A, RNA Gel Loading Dye (2X) RNR dazas, Zymuo,
RNaz¢ A, DNaz¢ |, ATP

Thermo Fisher
Scientific

Etidzio bromidas

Serva

Imidazolas, DMSO, FeSO,-7H,0, MgCl,-6H,0, NiSO4-7H.0, MgSQ4-7H:0,
C&Clz, COC|2'6Hzo, MnSO4-5H20, ZnSO4-7H20, CUC|2'2H20 natrio
askorbatas, 5-metilcitidinas, 5-metiluridinas, uridinas, chloroformas, metanolis,
formaldehidas, jaucio serumo albuminas, dietilpirokarbonatas (DEPC), PMSF,
DTT, B-ciklodekstrinas, kofermento A S-(3,7,11,15-tetrametilheksadekanoato)
trietilamonio druska

Sigma-Aldrich

Etanolis

HoneyWell

Plasmid Miniprep Classic plazmidziy skyrimo rinkinys

Zymo Research

a-ketoglutaro riigstis

Reahim

2'-O-metil-5-fluoruridinas, 5-fluoruridinas

VU GMC BCHI
Molekulinés
mikrobiologijos ir
biotechnologijos
skyrius (MMBS)

2.1 lentelé. Darbo metu naudoti reagentai ir jy gamintojai.
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2.1.2. Mitybinés terpés

1. LB (Luria-Bertani) (pH 7,0) — 10 g/L triptono, 5 g/L NaCl, 5 g/L mieliy ekstrakto. Terpé
agarizuota pridedant 15 g/L agaro. Terpés autoklavavimas vykdomas 30 min 1 atm slégyje
121°C temperatiiroje.

2. M9 agarizuota terpé (25 mL) gaminama maiSant 5,0 mL 5x M9 drusky tirpalo pH 7,4
(35 g/L Na:HPOg4, 15 g/L KH2POs4, 2,5 g/L NaCl, 5,0 g/L NH4CI), 0,5 mL 100 g/L (50x)
kazamino rugsc¢iy tirpalo, 125 pL 40 % gliukozés tirpalo, 125 pL 20 % ramnozés (galutiné
konc. 1 g/L), 12,5 uL 1 M IPTG tirpalo (galutiné konc. 0,5 mM), 2,5 uL 15 g/L kanamicino
(galutiné konc. 0,015 g/L), 2,5 uLL 100 g/ ampicilino (galutin¢ konc. 0,1 g/L), 125 uL 2 g/L
2'-O-metilinto substrato (galutiné koncentracija 0,01 g/L) ir iki 25 mL atzZymos uzpilant M9
agarizuotos terpés (0,2 g/L MgSQs, 0,01 g/L CaCly, 15 g/L TopVision agaro). 5x M9 drusky
tirpalas ir agarizuota terpé buvo autoklavuojami atskirai 30 min 1 atm slégyje 121°C
temperattiroje, 40 % gliukozés tirpalas autoklavuojamas 0,5 atm slégyje 121°C temperatiiroje,

50x kazamino riig8ciy tirpalas sterilizuotas 0,22 pm dydzio pory filtru (Millipore).

2.1.3. Buferiniai tirpalai

Darbo metu buferiniai tirpalai, skirti RNR skyrimui i§ Igsteliy, laikymui, analizei bei
inkubavimui su baltymais, i$skyrus vykdant formaldehido nustatymg Purpald reagentu,
ruosiami naudojant vandenj, papildyta 0,1 % DEPC ir autoklavuota 30 min 1 atm slégyje 121°C
temperatiiroje. Naudojant su DEPC autoklavuotu vandenj paruosti buferiai, skirti darbui su
RNR ir sudétyje neturintys baltymy ar kity autoklavuojant degraduojanciy junginiy

(pavyzdziui, ditiotreitolio), dar kartg autoklavuojami tomis paciomis salygomis.

2.1.4. Plazmidés, vektoriai ir bakteriniai kamienai

Plazmideés ir vektoriai Savybés

L ATE31-FIS pLATE31 indukuojamas raiskos vektorius su jterptu genu,
P koduojanciu FJS oksigenaze su Hiss fragmentu C gale. Amp..

PET-21a indukuojamas raiskos vektorius su jterptu genu,

PET-21a-PHYA koduojanciu PHY A oksigenaze su Hise fragmentu C gale. Amp..

pET-21a indukuojamas raiskos vektorius su jterptu genu,

PET-21a-PHYF koduojan¢iu PHYF oksigenaze su Hiss fragmentu C gale. Amp..

ET-21a-PHYP pET-21a indukuojamas raiskos vektorius su jterptu genu,
P koduojan¢iu PHYF oksigenaze su Hiss fragmentu C gale. Amp..

pET-21a Amp,

2.2 lentelé. Darbo metu naudotos plazmidés ir plazmidiniai vektoriai.
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Bakterinis kamienas

Genotipas

Saltinis

E. coli KRX

[F’ traD36, AompP proA*B* laclq
A(lacZ)M15] AompT endAl recAl gyrA96
(Nalr) thi-1 hsdR17 (rk-, mk*) e14- (McrA")
relAl supE44 A(lac-proAB)
A(rhaBAD)::T7 RNR polimerazé

Promega

E. coli KRX ApyrF

[F" traD36, AompP proA*B™ laclq
A(lacZ)M15] AompT endAl recAl gyrA96
(Nalr) thi-1 hsdR17 (rk-, mk®) e14~ (McrA")
relAl supE44 A(lac-proAB)

VU GMC BCHI
Molekulinés
mikrobiologijos ir
biotechnologijos

ArcticExpress

Hte [cpn10 cpn60 Gentr] [argU ileYleuW
Strr]

A(rhaBAD)::T7 RNR polimerazé ApyrF::kan | skyrius (MMBS)
E. coli BL21 (DE3) F-ompT hsdSg (rs- ms~) gal dcm (DE3) Novagen
E.coli HMS174 (DE3) | F recAl hsdR(rkz mki2*) (DE3) (RifR) NEB
E coli F ompT hsdS(rs-mB-) dcm+ Tetr gal endA Agilent

Technologies

E. coli BW25113

F A(araD-araB)567 lacZ4787::rrnB-3 LAM-
rph-1 A(rhaD-rhaB)568 hsdR514

Keio kolekcija

E. coli JW3626-1

F-, A(araD-araB)567 AlacZ4787(::rrB-3) A
rph-1 AtrmH755::kan A(rhaD-rhaB)568
hsdR514

Keio kolekcija

E. coli JW2516-2

F- A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3), A”
, AtrmJ778::kan, rph-1, A(rthaD-rhaB)568,
hsdR514

Keio kolekcija

E. coli JW3581-1

F-, A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rrnB-3),
A, AtrmL790::kan, rph-1, A(rhaD-rhaB)568,
hsdR514

Keio kolekcija

F A(araD-araB)567 lacZ4787::rrnB-3 LAM-

AtrmHAtrmJAtrmL::kan

itgg; i\t’ﬁ?m rph-1 A(thaD-rhaB)568 hsdR514 \I\//IL:AEQAC BCHI
AtrmHAtrmJ::kan

E. coli BW25113 F- A(araD-araB)567 lacZ4787::rrB-3 LAM- VU GMC BCHI

AtrmE AtrmL rph-1 A(rhaD-rhaB)568 hsdR514 MMBS
AtrmHAtrmL::kan

E. coli BW25113 F- A(araD-araB)567 lacZ4787::rrnB-3 LAM- VU GMC BCHI

Atrm] AtrmL rph-1 A(rhaD-rhaB)568 hsdR514 MMBS
AtrmJAtrmL::kan

E. coli BW25113 rF_ﬁi?&?f&i;ggﬁg%ﬂ”B'3 LAM™ 1 VU eMmc BeHI

AtrmH AtrmJ Atrm] ph-1 Alrha MMBS

2.3 lentelé. Darbo metu naudoti bakteriniai kamienai ir jy genotipai.
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2.1.5. Prietaisai

AKTA purifier 900 baltymy frakcionavimo aparatas (GE Healthcare)

AKTA pure baltymy frakcionavimo aparatas ir chromatografijos kolonélés: 1 ir S mL HiTrap Chelating
HP, HiTrap Q XL ir HiTrap Desalting su Sephadex G-25 geliu (Cytiva)

5430 R ,5810 R, 5415 R, 54145 D centrifugos (Eppendorf)

Orion 320 pH matuoklis (Thermo Electron Corporation)

Vandens gryninimo jrenginys Milli-Q Integral (Merck Millipore)
New Brunswick Innova rotaciné purtyklé su platforma (Eppendorf)
Helios v spektrofotometras (Thermo Electron Corporation)
Mikroploksteliy skaitytuvas PowerWave XS (BioTek Instruments)

Auksto slégio skys¢iy chromatografijos ir masiy spektrometrijos sistema: dvi LC-2020AD pompos,
CBM-20A valdymo blokas, SIL-30AC automatinis bandiniy émiklis, CTO-20AC kolony termostatas,
SPD-M20A fotodiody gardelés detektorius, LCMS-2020 masiy spektrometras su ESI Saltiniu
(Shimadzu), YMC-Pack Pro C18 150x3 mm kolonélé (YMC)

MicroPulser elektroporacijos aparatas (Bio-rad)

TLC Silica gel 60 Fass plonasluoksnei chromatografijai skirtos plokstelés (Merck Millipore)
Thermomixer Comfort termomikseris su 1,5 mL blokais (Eppendorf)

UV-1 S/M ultravioletinés $viesos lempa (Herolab)

UVT-28 ME transiliuminatorius (Herolab)

nanoPAC-300P horizontaliosios ekeletroforezés sistema (Cleaver Scientific)
Mini-PROTEAN ir PROTEAN Il xi (Bio-rad) vertikaliosios elektroforezés sistemos
E832 ir EV231 elektroforezés maitinimo blokai (Consort)

TV100Y baltymy elektroforezés aparatas (Scie-Plas)

UZDN-2T ultragarso aparatas (SPE Academprylad)

Nanofotometro komplektas Implem NP80-Touch (Implem)

Amicon Ultra-0.5, Ultra-4 ir Ultra-15 centrifuguojamos filtravimo kolonélés su 10 kDa pralaidumo
membrana (Merck)

Vaizdinimo sistemos GelDoc GO (Bio-Rad), Azure C280 (Azure Biosystems) ir FLA-5100 (Fujifilm)

BAS-MS 2340 radiacinei spinduliuotei jautrios plokstés (Fujifilm)
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2.2. Metodai
2.2.1. Elektrokompetentiniy Escherichia coli 1asteliy ruosimas

I5 mL skystos LB terpés sterilia mikrobiologine kilpele uzs¢jamas reikiamas kamienas ir toliau
lastelés augintos per naktj 30 °C temperattroje 180 aps./min greiciu aeruojant. 1 mL i$ per naktj
uzaugintos kulttiros buvo uzs¢jamas j 50 mL LB terpés ir auginta 3—4 valandas minétomis
saglygomis, kol kultiiros optinis tankis pasieké mazdaug 0,5-0,6 (ODsoo). Tuomet lasteliy
augimas sustabdomas kolbutes atvésinant lede, bakterijos surenkamos ir centrifuguojamos 4 °C
temperatiiroje. Gauta lgsteliy biomasé tris kartus praplaunama 4 °C temperatiiros steriliu 10 %
glicerolio tirpalu. Po paskutinio centrifugavimo gautos lgstelés resuspenduojamos 1 mililitre
4 °C 10 % glicerolio tirpalo. Gauta suspensija po 100 pL i$pilstoma j sterilius mégintuvélius,

lastelés laikomos —80 °C temperatiiros Saldiklyje.

2.2.2. Bakterijy transformacija elektroporacijos metodu

Bakterijy transformacijos metu j 100 pL elektrokompetentiniy lasteliy dedama ~1 pL
plazmidinés DNR tirpalo, pamaiSoma pipetuojant, tada porag minuc¢iy palaikoma lede. Po to
bakterijos suspenduojamos ir perkeliamos j atSaldyta sterilig elektroporacijos kiuvete. Kiuvetg
jstacius ] elektroporacijos aparatg su nustatyta 1,8 kV/cm jtampa, apie 5 ms vykdomas elektros
impulsas. I§émus kiuvete, lgstelés perkeliamos | mégintuvél] su 1 mL LB terpés ir
inkubuojamos 37 °C nuo 30 min iki 1valandos. Po inkubacijos lgstelés surenkamos
centrifuguojant 1 minutg 16000 aps./min grei¢iu greiéiu ir i§séjamos ant pasirinktos agarizuotos

terpés su atitinkamu antibiotiku.

2.2.3. Demetilaziy aktyvumo nustatymas in vivo

2'-O-metilnukleozidy skaidymo aktyvumo jvertinimui in vivo baltymy ekspresijai skirtos
plazmidés su FJS, PHYA, PHYF ir PHYP koduojanciais genais buvo panaudotos
transformuojant Escherichia coli KRX ApyrF kamiena, uracilo auksotrofg. Po elektroporacijos
transformuotos Igstelés iSs¢jamos ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu ir kanamicinu.
Susiformavusios kolonijos lygiagreciai buvo perséjamos ant M9 terpés praturtintos
2'-O-metilnukleozidais (1 pg/mL 2'-O-metilcitidino arba 2'-O-metiluridino) bei kontroliniy

lekstuciy su nukleozidais (1 pg/mL citidino arba uridino).
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2.2.4. Rekombinantiniy baltymy sintezé Escherichia coli ekspresijos kamienuose

Darbe naudoty FJS, PHYA, PHYF ir PHYP rekombinantiniy baltymy sintezé buvo vykdoma
ekspresijai skirtuose E. coli bakteriniuose kamienuose: FJS — E. coli HMS174 (DE3), PHYA ir
PHYF —E. coli BL21(DE3) kamiene, PHYP — E. coli ArcticExpress kamiene. E. coli bakterijy,
transformuoty plazmidémis su tikslinj baltymg koduojan¢iu genu, naktinés kultiros
skiedZiamos norimu tiiriu sterilios LB terpés taip, kad optinis tankis, esant bangos ilgiui 600 nm
(ODeoo), biity ~0.02, tada bakterijos auginamos tol, kol ODeoo pasieks 0,4-0,5, baltymy sintezé
indukuojama IPTG ir Igstelés inkubuojamos tirpaus baltymo sintezei tinkamomis sglygomis.
FJS indukcija buvo vykdoma su 0,2 mM IPTG, po indukcijos lgstelés inkubuojamos 30 °C
temperattiroje 4 h, PHY A — indukuojant 0,2 mM IPTG ir inkubuojant 16 °C pernakt, PHYF —
indukuojant 0,5 mM IPTG ir inkubuojant 4 h 30 °C, PHYP — indukuojant 0,05 mM ir po

indukcijos inkubuojant 12 °C temperattiroje pernakt.

2.2.5. Belastelinio ekstrakto ruosimas

UZzaugintos lastelés buvo surenkamos centrifuguojant 10 min 4 °C temperatiiroje 4000 aps./min
greiciu. Gauta lgsteliy biomasé suspenduojama 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferyje su 300 mM
KCI, 1 mM PMSF ir 10 % glicerolio ir 15 sekundziy intervalais 2 min ardoma ultragarsiniu
dezintegratoriumi (22 kHz, 50 % amplitude) ledo vonioje. Po ardymo netirpi frakcija atskiriama
centrifuguojant 15 min 16000 aps./min greiciu 4 °C temperatiiroje, supernatantas surenkamas

ir naudojamas baltymy gryninimui.

2.2.6. Rekombinantiniy baltymy gryninimas

FJS, PHYA, PHYF ir PHYP rekombinantiniai baltymai su Hise fragmentais C gale buvo
gryninami i§ belastelinio ekstrakto giminingumo chromatografijos btidu, naudojant Ni%* jony
pripildyta HiTrap Chelating HP kolonélg, kuri buvo i anksto paruos$iama jg plaunant 50 mM
Tris-HCI buferiu pH 8,0 su 300 mM KCI ir 10 % glicerolio. Tiksliniai baltymai turintys
histidiny inkarg buvo surenkami taikant gradienting baltymy eliucijg didéjancia imidazolo
(0—-0,35 M) koncentracija. Imidazolas ir KCI buvo paSalinami méginj su tiksliniu baltymu
leidziant per HiTrap desalting kolonéle, naudojant 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferj su 10 %
glicerolio. Po nudruskinimo baltymy preparatai buvo koncentruojami centrifuguojant Amicon
Ultra-0.5, Ultra-4 arba Ultra-15 filtravimo kolonélése su 10 kDa pralaidumo membrana.
Siekiant didesnio baltymy grynumo, PHYA ir PHYP baltyminiai preparatai po gryninimo Ni?*

giminingumo chromatografijos budu buvo papildomai gryninami HiTrap Q XL jony mainy
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kolonéle, taikant gradienting baltymy eliucijg didéjanc¢ia NaCl (0 — 0,7 M) koncentracija ir
pakartojant baltymy nudruskinimg 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferiu su 10 % glicerolio.

2.2.7. Baltymy elektroforeze

Baltymy eclektroforezé buvo atlickama pagal standartines metodikas (Laemmli, 1970),
naudojant 5 % koncentruojamajj ir 14 % skirstomajj gelius, PageRuler Prestained Protein

Ladder molekulinés masés zymenj ir dazant Coomasie Briliant Blue R-250 dazais.

2.2.8. Baltymy koncentracijos nustatymas

Darbo metu baltymy koncentracija buvo nustatoma Lowry (Lowry ir kt., 1951) metodu arba
pagal UV spinduliy sugertj naudojant nanofotometro Implem NP80-Touch baltymy
koncentracijos nustatymo funkcijg. Sugertis buvo lyginama su 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 %
glicerolio buferiu. Baltymy sugerties koeficientai skai¢iuoti pagal amino ragsciy sudétj,

naudojant ProtParam bioinformatin;j jrankj (Gasteiger ir kt., 2005).

2.2.9. 2'-O-metil-5-metilcitidino monofosfato fermentiné sintezé

2'-O-metil-5-metilcitidino monofosfato sintezé vykdyta 1,5 mL 50 mM kalio fosfato pH
buferyje, papildytame 50 mM 2'-O-metil-5-metilcitidino, 5 MM GTP, 7 mM MgClz, 300 mM
acetilfosfato, 0,1 mg/mL deoksinukleozidy kinazés (Dm-dNK) i§ Drosophila melanogaster ir
0,25 mg/mL acetato kinazés i$ E. coli. Reakcijos miSinys buvo inkubuojamas 500 apsisukimy
per minute grei¢iu 24 h37°C temperatiiroje, po sintezés 2'-O-metil-5-metilcitidino
monofosfatas miSinyje kokybiskai ir kiekybiskai nustatytas vykdant analizes TLC ir HPLC-MS
metodais.

2.2.10. Plonasluoksné chromatografija (TLC)

Plonasluoksné chromatografija vykdyta su fluorascencinio Fas« dazo turin¢iomis silikageliu
degtomis aliuminio plokstelémis. Ant plokstelés buvo uzlasinamas 1 pL reakcijos miSinio, jis
gerai i8dziovinamas ir toliau plokstelé patalpinama j stiklo kamera su mobilia faze (7:3

chloroformo ir metanolio misinys).
2.2.11. Formaldehido nustatymas Purpald reagentu

2'-O-metilcitidino demetilinimo reakcijos metu susidariusio formaldehido kiekis buvo
nustatytas naudojant Purpald reagentg (4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazolas).
Reakcijos misinys po inkubacijos su fermentu praskiedziamas 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferiu
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tiek, kad substrato pradiné koncentracija miSinyje biity buvusi 0,1 mM, tada méginys
sumaiSomas su 250 pL Purpald reagento (0,5 M natrio Sarmo tirpale isStirpinto 30 mM
4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazolo), gautas miSinys paliekamas inkubuotis
30 min 30 °C temperatiroje. Susidares formaldehidas reakcijos miSinyje buvo nustatomas
spektrofotometriskai matuojant sugerties intensyvuma, esant 550 nm bangos ilgiui. Teigiamai

kontrolei buvo naudojamas reakcijos misinys su zinoma (5 mM) formaldehido koncentracija.

2.2.12. 2'-0 pozicijoje modifikuoty nukleozidy fermentinio aktyvumo nustatymas

Standartinj reakcijos miSinj (40 uL) sudaré 10 pl. 20 mM atitinkamo substrato (galutiné
konc. 5 mM), 10 uL ar 20 uL fermentinio preparato, 4 pL. 100 mM a-ketoglutarato (10 mM),
1 uL 20 mM FeS04 (0,5 mM), 2 ul 20 mM askorbato (1 mM), distiliuotas H2O ir tiek 500 mM
Tris-HCI pH 8,0 buferio, kad galutiné koncentracija bty 50 mM.

Reakcijos, kuriy miS$iniai véliau analizuoti HPLC-MS metodu, buvo sustabdomos reakcijos
misinius sumaisant su 40 pL acetonitrilo ir pipetuojant, kol baltymai denattruos. Denatiirave
baltymai nusodinami centrifuguojant méginj 20 min 16000 aps./min greiciu, 0 supernatantas

naudojamas analizei.

2.2.13. Tandeminé¢ auksto efektyvumo skysciy chromatografija ir masiy
spektrometrija
Meéginiy jneSimui | sistemg naudotas vandeninis 0,1 % skruzdziy riigsties tirpalas (analizuojant
méginius su citidinu, 2'-O-metilcitidinu, 5-metilcitidinu, 2'-O-metil-5-metilcitidinu naudotas
0,1 % skruzdziy rugsties, 2% metanolio tirpalas, 0 su 2'-O-metilnukleozidy trifosfatais bei
fitanoil-KoA — 0,1% amonio karbonato tirpalas), chromatografinis frakcionavimas vykdytas
40 °C temperatiiroje acetonitrilo koncentracijai didéjant linijiniu gradientu nuo O iki 60 %
(citidino ir 2'-O-metilcitidino atvejais didinant metanolio koncentracijg linijiniu gradientu nuo
2% iki 10 % su 3 min atidéjimu). Masiy spektrai fiksuoti 350 °C temperatiiroje ir esant
+4500 V jtampai, purSkimui ir dziovinimui naudojant azoto dujas, analizés metu taikyti
teigiamos ir neigiamos jonizacijos rezimai. Gauti duomenys analizuoti LabSolutions LC/MS

programine jranga.

2.2.14. E. coli tRNR skyrimas

Darbo metu tRNR i§ E. coli bakterijy buvo skiriama, remiantis Edmonds ir kt. aprasyta

metodika. Skirtingy kamieny E. coli bakterijos po auginimo 18 valandy 30 °C temperatiiroje
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aeruojant, buvo centrifuguojamos, o surinkta biomasé suspenduojama 10 mM Tris-HCI pH 7,5
buferyje su 10 mM MgCl: ir lizuojama pridedant natrio dodecilsulfato (galutiné koncentracija
0,2 %). Nukleortgsciy ekstrakcija i§ gauto lizato vykdyta naudojant ROTI Aqua-Phenol
ragstinj fenolio tirpalg ir iSsodinant nukleortigstis etanoliu, 0 gautas nuosédas suspenduojant
1 M natrio acetato pH 7,0 tirpale. IS gauto tirpalo didelés molekulinés masés nukleorfigStys
pasalinamos jas i$sodinant pridéjus 0,54 pradinio tiirio izopropanolio. Gautos nuosédos vél
suspenduojamos 1 M natrio acetato pH 7,0 tirpale ir dar kartg iSsodinamos izopropanoliu. I$
gauty apjungty supernatanty tRNR iSsodinama pridedant 0,98 tiirio izopropanolio. Gautos
tRNR nuosédos toliau gryninamos vykdant ekstrakcija fenoliu, iSsodinant tRNR etanoliu,
resuspenduojant nuosédas natrio acetato tirpale ir galiausiai i$sodinant izopropanoliu (0,98

tiirio).

2.2.15. Nukleoraigséiy elektroforezé agarozés gelyje

Nukleoriigséiy elektroforezé atlickama horizontaliame 2 % agarozés gelyje, patalpintame j ant
ledo vésinama TBE buferj bei dazant su SYBR Green I dazu, dazo dedant j gelj ir elektroforezés
buferj. Vykdant elektroforetinio poslinkio analiz¢, naudota 1 pL. 1 mg/mL tRNR, 15 arba
14 uL FJS arba PHYF fermentinio preparato, 0 arba 1 uL. 100 mM o-ketoglutarato, ir 4 uL
RNR dazo.

2.2.16. Nukleortagsciy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Zyméty nukleoriigiciy elektroforezé buvo atlickama 8 % arba 15 % poliakrilamidiniame
(19:1 akrilamido:bisakrilamido) gelyje denatiiruojanciomis (su 8M karbamido) arba
nedenatiiruojan¢iomis sglygomis, naudojant TBE buferj. Gauti geliai i§dziovinti ir vizualizuoti
naudojant radiacinei spinduliuotei jautrius ekranus, gauti vaizdai analizuoti naudojant

elektroforegramy analizés programa Image Reader FLA-5000.

2.2.17. Nukleoriigs¢iy zyméjimas radioaktyviu *2P izotopu

Darbo metu isskirta tRNR (tiek i$ E. coli 1asteliy, tiek iSgryninty i§ baltymy) pries jos Zyméjima
radioaktyviuoju 2P izotopu pirmiausia buvo defosforilinama FastAP $armine fosfataze (0,5x
PNK A buferyje). Po reakcijos fosfatazé inaktyvuojama pridedant 5 mM EDTA ir palaikant
reakcijos mis§inj 10 min 75°C temperatiroje. Tuomet vykdomas gauty defosforilinty
nukleoriigd¢iy kinavimas, naudojant T4 polinukleotidy kinaze (PNK) ir [y-*2P]-ATP
(Ix PNK A buferyje), reakcija atliekant 37 °C temperatiiroje 30 min. Galiausiai PNK

33



inaktyvuojama pridedant 10 mM EDTA ir inkubuojant 10 min 75 °C temperatiiroje. Zymétos
nukleortigstys iki panaudojimo laikomos -20 °C saldiklyje.

2.2.18. Baltymy saveikos su nukleorigstimis tyrimas elektroforetinio poslinkio metodu

Radioaktyviuoju 2P izotopu pazymétos tRNR buvo inkubuotos su tiriamais isgrynintais
baltymais 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferyje su 10 % glicerolio arba nespecifing sgveika
mazinan¢iame (50 mM Tris-HCI pH 8,0, su 150 mM NaCl, 2 mM MgCl», 10 % glicerolio ir
0,2 mg/ml BSA) buferyje 30 °C temperatiiroje 10 min. Gauty méginiy elektroforezé vykdyta
1-3 valandas 1x TBE buferyje 8 % arba 15 % poliakrilamido gelyje nedenatiiruojan¢iomis

salygomis, esant 200-300 V jtampai.

2.2.19. Nukleoriugsciy skyrimas i§ iSgryninto baltyminio preparato ir analizé

ISgrynintas FJS baltyminis preparato buvo padalintas j keturias dalis, gauti méginiai sumaiSomi
su distiliuotu vandeniu ir 10x reakcijos buferiu taip, kad galutiniame méginyje (0,5 mL) biity
50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 10 mM MgClz ir 1 mM ditiotreitolio. Tada j vieng i§
gauty méginiy pridedma 2 uL 20 mg/mL RNazés A, | antrg — 2 uL. 20 mg/mL DNazés I,
reakcijos misiniai inkubuojami 40 min 37 °C temperatiiroje. Tada j visus Keturis méginius buvo
pridedama po 2 uL 20 mg/mL proteinazés K, reakcijos mi$iniai inkubuoti 40 min 37 °C
temperatiiroje, hidrolizuoti baltymai pasalinami vykdant nukleortig§¢iy ekstrakcija rigstiniu
arba baziniu fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio tirpalu, fenolio likuc¢iy pasalinimui
vandeniné fazé papildomai sumaisoma su chloroformu ir dar karta centrifuguojama. I$skirty
nukleortigsciy tirpalai pakartotinai veikiami su 2 nL. 20 mg/mL RNazés A bei 2 pL 20 mg/mL
DNazés | (40 min 37 °C), tuomet nukleortigstys i$ jy vél skiriamos vykdant ekstrakcijg fenoliu.
Gauti méginiai zymimi radioaktyviu 32P izotopu ir analizuojami TBE-PAGE metodu

denatiiruojanciomis salygomis.

2.2.20. Fitanoil-KoA hidroksilinimo nustatymas

Fitanoil-KoA hidroksilinimo aktyvumo nustatymas vykdytas remiantis Mukherji ir kt.
aprasytais PhyH aktyvumo matavimais. ISgryninti FJS (4 mg/mL), PHYF (4 mg/mL), PHYA
(0,25 mg/mL) ir PHYP (0,25 mg/mL) fermentiniai preparatai buvo inkubuojami 1 ir 12 valandy
30 °C temperatiiroje 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferio (50 pL taris) su 1 mM FeCly,
2 mM a-ketoglutarato, 10 mM askorbato, 4 mM ATP, 0,05 mM fitanoil-KoA (kofermento A
S-(3,7,11,15-tetrametilheksadekanoato) trietilamonio druskos), 10 uM TCEP, 0,44 mM
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B-ciklodekstrino. Reakcijos buvo stabdomos 150 pL acetonitrilo, tada vykdoma HPLC-MS
analiz¢, gautos chromatogramos ir masiy spektrogramos lyginamos su kontroliniais méginiais,
paruoStais tomis pacios sglygomis, tik | reakcijos miSinj vietoj fermento arba vietoj

fitanoil-KoA dedant tokj pat ttrj buferio.

2.2.21. Skaitiniy duomeny apdorojimas ir grafiky braizymas.

Visi darbe pateikti duomeny grafikai ir skai¢iavimai, i$skyrus atliekant FJS demetilazés
Kinetinius matavimus, atlikti naudojant Microsoft Excel programine jranga (2205 versija),
skaiCiuojant optimalig veikimo temperatiira, modelis pritaikytas naudojant Solver plétinj.
Kinetiniy matavimy duomenys, perskai¢iavus juos j molines vertes, naudojant kalibracines
kreives ir Excel programing jranga, toliau apdoroti ir vizualizuoti naudojant GraphPad Prism
programinés jrangos (9.3.1 versija) nelijinés regresijos pagal Michaelis-Menten kinetikos lygtis

funkcija. Pateiktuose duomenyse po + Zenklo pateiktos standartinés paklaidos reikSmés.

Buferiy pH skirtumas tarp 20 ir 37 °C temperatiry buvo suskaiciuotas, haudojant van 't Hoff

lygties iSraiska:
d(pKa%)/dt = - AH%(2.3RT?)
¢ia: R —universalioji dujy konstanta, 8,314 J/(mol K);
AHC — buferiy disociacijos reakcijos moliné entalpija 298,25K temperatiiroje, J/mol;
T — temperatiira, Siame skai¢iavime 298,25 K.

Atliekant skai¢iavimus, padaryta prielaida, kad d(pKa)/dt dydis Siame intervale yra konstanta.
d(pKa)/dt dydis kiekvienam buferiui buvo apskai¢iuotas remiantis buferiy disociacijos molinés
entalpijos dydziais i§ literatiros (Goldberg ir kt., 2002), gauta d(pKa)/dt reik§mé Tris-HCI
buferiui lygi —0.028, kalio fosfatiniam buferiui lygi —0.0022, Hepes-KOH buferiui lygi —0.012.
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3. REZULTATAI

FJS yra nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy oksigenaziy superSeimos
fermentas, atrastas vykdant fermenty, dalyvaujanéiy 2'-O-metilcitidino biodegradacijoje,
paieska. Si paieska buvo atlikta ankstesnio darbo metu, naudojant metagenomines bibliotekas
ir mutantinj E. coli DH10B ApyrFEC kamieng (Stonkus Justas. Geny, koduojanciy
2'-O-metilcitidino  biodegradacijos fermentus, paieska metagenominése bibliotekose
[bakalauro darbas]. Vilnius: Vilniaus universitetas; 2020). Neturintis uracilo sintezei de novo
reikalingy geny E. coli DH10B ApyrFEC kamienas gali augti tik tada, kai aplinkoje yra uracilo
Saltinis arba kai ] Igstele patenka komplementarus genas, kurio koduojamas baltymas leidzia
lastelei transformuoti kokj nors mitybingje terpéje esantj junginj iki uracilo. Tokiu biidu vienoje
i$ biblioteky pavyko identifikuoti nezinomg gena, koduojantj 2'-O-metilcitidino katabolizme
dalyvaujantj fermentg. Gavus $io geno sekoskaitos rezultatus, jo koduojamo baltymo sekos
bioinformatiné analizé parodé, kad tai yra 32,04 kDa molekulinés masés nuo a-ketoglutarato ir
gelezies(I) jony priklausoma oksigenazé. Kaip aprasyta literatiringje dalyje, nuo
a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomos oksigenazés katalizuoja organiniy molekuliy
oksidacija molekuliniu deguonimi, kaip papildoma substratag reakcijos metu naudodamos
a-ketoglutarata. Reakcijos metu a-ketoglutaratas dekarboksilinamas, susidarant sukcinatui bei
anglies dioksidui. Demetilaziy atveju, kai hidroksilinamas substrato anglies atomas biina
sudares ry$j su azoto ar deguonies heteroatomu, pirminis reakcijos produktas degraduoja,

susidarant papildomam produktui — formaldehidui.

3.1. FJS oksigenazés aktyvumo tyrimai

Ankstesniy darby metu, FJS oksigenaze koduojantis genas buvo s€¢kmingai klonuotas }
pLATE31 raiSkos vektoriy, nustatytos optimalios baltymo biosintezés ir gryninimo salygos.
[$gryninus rekombinanting FJS oksigenazg, buvo nustatytas jos aktyvumas in vitro, reakcijos
misinius po inkubacijos su fermentu analizuojant TLC ir HPLC-MS metodais. Zinant, kad FJS
oksigenazé priklauso nuo a-ketoglutarato ir gelezies(I) jony priklausomai oksigenaziy Seimai,
kurios atstovams katalizuojant reakcijas be tikslinio substrato reikalingi papildomi kosubstratai
ir kofermentai, pirmiausia buvo patikrinta, ar FJS oksigenazés aktyvumui turi jtakos
a-ketoglutarato (10 mM), Fe(Il) jony (0,5 mM) ar askorbato (1 mM) buvimas reakcijos
misinyje. Reakcijos buvo vykdomos 2 h 37 °C temperataroje Tris-HCI pH 8,0 buferyje su5 mM
2'-O-metilcitidino ir 2 mg/mL FJS oksigenazés fermentinio preparato. Kaip matyti i§ 3.1 pav.

A dalies, FJS yra nuo o-KG ir Fe(Il) jony priklausoma oksigenazé — nevykdo reakcijos nesant

36



a-ketoglutarato bei, kaip ir dauguma kity Sios superSeimos oksigenaziy, pasizymi zemesniu

aktyvumu, kai reakcijos misinyje néra papildomo Fe(II) jony Saltinio ir askorbato.

Siekiant jsitikinti, kad reakcijos metu tikrai susidaro citidinas, o ne deoksicitidinas,
citozinas ar kitas produktas, reakcijos miSinys buvo patikrintas tandeminés auksto efektyvumo
skys¢iy chromatografijos ir masiy spektrometrijos metodu, kaip kontrole naudojant reakcijos
misSinj be fermento. 3.1 pav. B dalyje pateikta reakcijos miSinio analizé¢ rodo, kad FJS
oksigenaz¢ katalizuoja 2'-O-metilcitidino demetilinimo reakcijg susidarant citidinui —
chromatogramoje matomos dvi smailés, junginio eliucijos laikais sutampancios su kontroliniy
2'-O-metilcitidino ir citidino smailémis, o teigiamos jonizacijos masiy spektrogramoje matyti,
kad reakcijos metu 2'-O-metilcitidino masé (masés/krtvio santykis 258, dimero m/z santykis

515) sumazéja per 14 vienety, o tai atitinka metilo grupés praradima.

Kaip minéta, nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy oksigenaziy
superSeimos fermentams vykdant demetilinimo reakcijas, kartu su demetilintu produktu,
sukcinatu ir anglies dioksidu, kaip vienas i§ produkty turéty susidaryti ir formaldehidas.
Siekiant nustatyti, ar formaldehidas susidaro ir FJS demetilazés katalizuojamo
2'-O-metilcitidino demetilinimo reakcijos metu, buvo atliktas formaldehido nustatymas
reakcijos misinyje, naudojant Purpald reagentg (3.1 pav. C). Purpald reagente esantis junginys
4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazolis reaguoja su aldehidines grupes turinéiais
junginiais, tarp jy ir su formaldehidu. Reakcijos su formaldehidu metu susidaro oksiduotas
violetinés spalvos produktas, kuris gali biiti nustatomas matuojant optinj tankj, esant 550 nm
bangos ilgiui (ODss0). Reakcijos, pries pridedant Purpald reagento, buvo vykdytos Tris-HCI
pH 8,0 buferyje, esant dviem skirtingoms fermento koncentracijoms (9 ir 18 mg/mL), 5 mM
2'-O-metilcitidino, 10 mM o-KG ir 1 mM askorbato. D¢l Salutinés sgveikos ir gaunamo
teigiamo signalo j reakcijos misinj nebuvo papildomai dedamas FeSOs, todél, zinant, kad be
papildomo Fe(II) jony Saltinio FJS katalitinis aktyvumas néra optimalus, reakcijos vykdytos
ilgesn] laika, t. y. 4 h 30 °C temperatiiroje. Reakcijos analizé vykdoma lyginant neigiamas
kontroles (reakcijos miSinj be fermento bei tirpalg su fermentu) bei teigiamg kontrole (5 mM

formaldehido tirpala).

FJS demetilazés katalizuojamos reakcijos lygtis su 2'-O-metilcitidinu, sudaryta
remiantis pateiktais fermentinio aktyvumo tyrimais in vitro ir bendromis nuo a-ketoglutarato ir
gelezies(Il) jony priklausomy oksigenaziy superSeimos fermenty savybémis, pateikta

3.1 pav. D dalyje.
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3.1 pav. FJS demetilazés katalizuojamos reakcijos schema ir reakcijosprodukty nustatymas:

A. FJS aktyvumo analizé TLC metodu. Cm — 2'-O-metilcitidinas, Asc — askorbatas, a-KG —
a-ketoglutaratas;

B. FJS aktyvumo nustatymas HPLC-MS metodu. Pateiktose chromatogramose sugertis
matuota esant 279 nm bangos ilgiui, pateikti masiy spektrai matuoti esant teigiamai jonizacijai.

C. Formaldehido nustatymas FJS demetilazés katalizuojamos reakcijos misinyje Purpald
reagentu. ODsso— optinis tankis, esant 550 nm bangos ilgiui.

D. FJS demetilazés katalizuojamos reakcijos schema. Schema sudaryta remiantis nuo a-KG
ir Fe(Il) jony priklausomy oksigenaziy katalizuojamy reakcijy bendrais bruozais ir 3.1 pav. A, B ir
C dalyse pateiktais FJS demetilazés aktyvumo tyrimais.
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Kaip minéta literatiirinéje dalyje, 2’-O-metilnukleozidy katabolizmas néra placiai
iSnagrinétas — yra zinomos tik kelios $iy modifikuoty nukleozidy hidrolazés, kuriy
katalizuojamy reakcijy metu susidaro heterocikliné baz¢ ir ribozé. Taigi, FIS demetilazé yra
unikalus fermentas, turintis anksc¢iau literatiiroje neaprasyta aktyvuma, todél tolesnio darbo
metu buvo tiriamos tiek potencialiam biotechnologiniam pritaikymui reik§mingos fermentinés
savybés, tiek savybés, svarbios pleciant fundamentines zinias apie 2'-O-metilnukleozidy

katabolizmg ir 2'-O-metilnukleozidy demetilinimg katalizuojanc¢iy fermenty biologine funkcija.

3.1.1. Dvivalenc¢iy metalo jony, buferio prigimties ir pH jtaka FJS demetilazés aktyvumui

Charakterizuojant nuo o-KG ir Fe(II) jony priklausomg demetilaze FJS, buvo patikrinta
skirtingy dvivalenciy metaly jony jtaka FJS demetilazés aktyvumui — fermentas valandg buvo
inkubuojamas lede su 5 mM Fe?*, Ni?*, Mg?*, Ca®*, Co?*, Mn?*, Zn%", Cu?* ir be papildomy
dvivalen¢iy metalo katijony, tada, miSinj papildzius 1 mM askorbato bei 5 mM substrato
2'-O-metilcitidino, vykdyta fermentiné reakcija (1 h 37 °C), po kurios reakcijos miSiniai
analizuoti HPLC-MS metodu. Kaip ir buvo galima tikétis, po inkubavimo lede FJS aktyvumas
stebétas tik su Fe?* jonais — kiti dvivalen¢iai metaly jonai nuo o-KG ir Fe(II) jony priklausomy
oksigenaziy fermentinj aktyvuma jprastai slopina (Rose ir kt., 2011). Reakcijos iSeiga taip pat
sumazgjo apie 90 % o-ketoglutarata reakcijos miSinyje pakeitus vienu anglies atomu
trumpesniu piruvatu.

Toliau charakterizuojant FJS demetilazg, matuota Sio fermento priklausomybé nuo
buferio prigimties ir jo pH vertés. IS literatiiros Zinoma, kad nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II)
jony priklausomy oksigenaziy optimalaus pH veikimo intervalas dazniausiai bina tarp 7,0 ir
8,0 (McNeill ir kt., 2005). Todél buvo pasirinkti buferiai, kuriy pKareik§més yra mazdaug 8,0:
TRIS-HCI (20 °C pKa = 8,30), kalio fosfato (20 °C pKa = 7,21) ir HEPES-KOH (20 °C
pKa =7,55). Reakcijos miSinys buvo sudarytas i§ 100 mM atitinkamo buferio, 0,5 mg/mL FJS
demetilazés, 5 mM 2'-O-metilcitidino, 1 mM askorbato ir 0,5 mM FeSOs. Reakcijos vykdytos
15 h 37 °C temperatiiroje, po reakcijos sustabdymo acetonitrilu gautas supernatantas

analizuotas HPLC-MS metodu. Gauti duomenys pateikti grafike (3.2 pav. A).
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3.2 pav. FJS demetilazés aktyvumo priklausomybés nuo buferio prigimties ir pH vertés
tyrimas:

A. FJS aktyvumo priklausomybé nuo buferio prigimties ir pH, X aSyje atidedant buferiy
pH vertes 20 °C temperatiiroje;

B. Modifikuotas FJS priklausomybés nuo buferio prigimties ir pH vertés grafikas, X aSyje
atidedant perskaiCiuotas teorines pH vertes 37°C temperatiiroje.

DidZziausias FJS aktyvumas stebétas TRIS-HCI pH 8,0 (esant 20 °C) ir HEPES-KOH
pH 7,5 (esant 20 °C) buferiuose. Perskai¢iavus buferiy pH ir patikslinus, koks jis i$ tiesy buty
reakcijg vykdant 37 °C temperatiiroje, buvo gauta, kad FJS demetilazés optimalus aktyvumas
yra TRIS-HCI ar HEPES-KOH buferyje, kai buferio pH reik§mé apytiksliai lygi 7,5 (3.2 pav.
B dalis).
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3.1.2. FJS optimalios veikimo temperatiiros ir termostabilumo matavimas

Norint issiaiskinti, kokioje temperattiroje vykdant 2'-O-metilnukleozidy biokonversija
FJS oksigenaze metu gaunamas didziausius demetilinto (dealilinto) produkto kiekis, buvo
tiriama optimali fermentinio aktyvumo temperatiira ir termostabilumas. Optimali FJS veikimo
temperatira buvo nustatoma vykdant reakcijas 30 min 10-60 °C temperataroje 10 °C
intervalais (3.3 pav.). Bandymo metu stebéta daugeliui fermenty budingos varpo formos
aktyvumo priklausomybés nuo temperatiros kreive, o didziausias aktyvumas nustatytas 50 °C
temperattroje. Toliau analizuojant duomenis, gautiems eksperimentiniams rezultatams buvo
panaudotas Wojcik ir Mitek (2016) apraSytas matematinis modelis, kurj pritaikius gauta
51,3°C fermento veikimo optimalios temperatiiros verté. Zinoma, dél riboto fermenty
termostabilumo, norint gauti kuo didesnj kiekj produkto, tokioje temperatiroje vykdyti

reakcijas néra optimalu, todél toliau buvo matuotas FJS oksigenazés termostabilumas.

o Eksperimentiniai duomenys = «seee Modelis
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3.3 pav. FJS demetilazés optimalios veikimo temperatiiros nustatymas.

Jau 1§ ankstesniy tyrimy metu padaryty empiriniy jzvalgy buvo pastebéta, kad FJS
oksigenazé yra labilus fermentas. ISgryninta baltyma pakartotinai uzSaldant ir atSildant,
dializuojant 4 °C temperatiiroje pernakt ar tiesiog ilgesnj laiko tarpa iSgryninta fermenta
saugant —20 °C temperatiiros Saldiklyje, stebimas fermentinio aktyvumo praradimas, o ilgai
(pvz., 4 h ar pernakt) vykdant reakcijas 37 °C temperatiiroje susidaro baltos nuosédos —

baltymas agreguoja. Siekiant kvantifikuoti §j pastebéjima, temperatiirinis FJS stabilumas buvo
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tiriamas inkubuojant fermentinj preparatg 4, 20, 30, 37 ir 50 °C temperatiirose. Fermentg
inkubavus atitinkamoje temperatiiroje 1, 3,6 ir 24 valandas, j méginj buvo pridedama
2’-O-metilcitidino, askorbato bei FeSQOs4, gautas reakcijos miSinys buvo inkubuojamas
30 min 50 °C temperatiiroje. I$ Sio bandymo rezultaty, pateikty 3.4 pav., matyti, kad empiriniai
pastebéjimai pasitvirtino — FJS demetilazé néra termiskai stabilus fermentas. I$laikius fermenta
6 valandas 4 °C temperatiiroje, FJS demetilazés aktyvumas sumazéjo 14,5 %, 20 °C — 53,8 %,
30 °C - 91,3%, 37 °C — 95,0 %. Po inkubacijos 50 °C temperatiroje, kurioje buvo iSmatuotas
didziausias FJS demetilazés veikimo greitis, fermentinis aktyvumas krito labiausiai: po vienos

valandos inkubacijos stebétas 89,5 % mazesnis fermetinis aktyvumas, o po trijy valandy

aktyvumas sumazgjo 99,6 %.
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3.4 pav. FJS demetilazés termostabilumo tyrimas. Tyrimas atliktas 50 mM Tris HCI pH 8,0 buferyje

su 10 % glicerolio, pries reakcija skirtingose temperattarose inkubuojant 4 mg/mL FJS demetilazés.

Tai, kad FJS demetilazé yra nestabilus fermentas rodo ir sekos analizé¢ ProtParam
bioinformatiniu jrankiu: §io jrankio apskai¢iuotas rekombinantinio FJS nestabilumo indeksas
yra 41,40 (be Hiss fragmento nestabilumo indeksas dar didesnis — jo reiksmé lygi 42,05), o

didesné nei 40 nestabilumo indekso reikSmé rodo, kad baltymas yra termodinamiSkai nestabilus
(Gasteiger ir kt., 2005).
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3.1.3. FJS substratinio specifiSkumo kiekybinis jvertinimas

Viena i§ svarbiausiy fermento savybiy yra jo substratinis specifiSkumas, dar vadinamas
savitumu. Kadangi ankstesniy tyrimy metu FJS demetilazés substratinis specifiSkumas buvo
nustatytas tik kokybiskai, todél Sio darbo metu buvo nuspresta HPLC-MS metodu kickybiskai
(skaiCiuojant integruota plota po chromatogramy smailémis ir lyginant jj su substraty ir
produkty kalibracinémis kreivémis) jvertinti, su kuriais modifikuotais nukleozidais
rekombinantinés FJS demetilazés fermentinis aktyvumas yra didziausias, 0 su kuriais —
maziausias. IS viso buvo patikrinti astuoni 2'-O pozicijoje metilinti, po vieng 2'-O-alilinta,
3’-O-metilintg ir 3’-O-alilintg uridino junginj (3.1 lentel¢). Taip pat buvo patikrintas ir FJS
fermentinis aktyvumas su 2’-O-metilnukleozidy trifosfatais bei naudojant Dm-dNK nukleozidy
kinaze ir 2'-O-metil-5-metilcitiding (m5Cm) susintetintu  2'-O-metil-5-metilcitidino

monofosfatu (M5CmMMP) — po sintezés buvo gautas ~19 % grynumo m5Cm ir m5CmMP

misinys.

Substratas Sﬁgﬁ'ﬁigtﬁizli?;tgo Produktas
2'-O-Metil-5-metilcitidinas 100 5-Metilcitidnas
2’-O-Metiluridinas 90,3+2,5 Uridinas
2'-O-Metil-5-metiluridinas 85,7+5,0 5-Metiluridinas
2'-O-Metilcitidinas 84,7+0,9 Citidinas
2'-O-Metiladenozinas 83,3+ 1,7 Adenozinas
2'-O-Metil-5-fluoruridinas 82,0+2,9 Fluoruridinas
2'-O-Metilguanozinas 69,3+ 6,6 Guanozinas
2'-O-Metilinozinas 63,3+ 2,6 Inozinas
2'-O-Aliluridinas 69,721 Uridinas
3’-O-Metiluridinas 0 -
3’-O-Aliluridinas 0 -
2'-O-Metiladenozino 5'-trifosfatas 0 —
2'-O-Metilguanozino 5'-trifosfatas 0 -
2'-O-Metilcitidino 5'-trifosfatas 0 -
2'-O-Metiluridino 5'-trifosfatas 0 -
2'-O-Metil-5-metilcitidino 0 B
5'-monofosfatas*

3.1 lentelé. FJS demetilazés substratinis specifiskumas. Suskaidyto substrato kiekis pateiktas procentais
su Salia nurodytu standartiniu nuokrypiu (atlikti 3 pakartojimai), * Zymi naudotg negryna substratg.
Reakcijos buvo vykdytos 1 h 37 °C standartinémis sglygomis su 0,5 mg/mL FJS.
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I§ rezultaty, pateikty 3.1 lenteléje, matyti, kad fermentas demetilinimo reakcijas vykdé
su visais iSbandytais 2'-O-metilnukleozidais. Su 2'-O-metilnukleozidy trifosfatais FJS
demetilazés fermentinis aktyvumas nebuvo stebétas, o vykdant reakcijg sSu m5CmMP ir m5Cm
miSiniu aktyvumas stebétas tik su 2'-O-metilintu nukleozidu — demetilinto monofosfato
produktas nesusidaré. FJS fermentinis aktyvumas taip pat nebuvo uzfiksuotas ir su
3'-0 pozicijoje modifikuotais nukleozidais. ISanalizavus rekombinantinio FJS substratinj
specifiSkuma, galima teigti, kad FJS geba katalizuoti 2'-O-metilnukleozidy demetilinimg 2'-O
pozicijoje, jei Sie nukleozidai néra fosforilinti, bei 2’-O aliluridino dealilinimg. Didziausias
fermentinis aktyvumas stebétas su m5Cm (visy 3 pakartojimy metu suskaidyta 100 %

substrato), o maziausias — su 2’-O-metilguanozinu, 2’-O-aliluridinu bei 2’-O-metilinozinu.

3.1.4. KIS demetilazés kinetiniai tyrimai

Norint jvertinti fermento vykdoma katalize, svarbu jvertinti ne vien substratinj
specifiSkumg, bet ir Michaelis-Menten kinetines konstantas. Nustacius, kad nukleozidy ir
2'-O-metilnukleozidy UV spektrai yra identiski, FJS demetilazés kinetiniai matavimai vykdyti
HPLC-MS metodu, reakcijas stabdant acetonitrilu. Sio darbo metu FJS demetilazés
katalizuojamos reakcijos Kinetiniai paramaterai buvo nustatyti su dviem substratais —
2" -O-metilcitidinu, kurj naudojant matuotos ir kitos FJS demetilazés charakteristikos, bei
2'-O-metil-5-metilcitidinu, su kuriuo stebétas didziausias fermentinis aktyvumas. Reakcijos
vykdytos 30 °C temperatiiroje standartiniuose reakcijos miSiniuose, pridedant 1 mg/mL FJS
demetilazés. Pradinis reakcijos greitis jvertintas bent i§ trijy atlikty bandymy (N = 3),
Michaelis-Menten kinetiniai parametrai buvo apskaiCiuoti vykdant nelinijing regresija,
naudojant GraphPad Prism programinés jrangos 9.3.1 versija, analizés vizualizacija pateikta
3.5 pav.

Kaip matome i§ 3.5 pav., gautos fermentams tipinés formos reakcijos greicio
priklausomybés nuo pradinio greiio kreivés, stebimas fermento jsotinimas substratu.
Eksperimentiniams taskams pritaikius nelinijing regresija, reakcijai su 2’-O-metilcidinu
gauta teoriné maksimalaus grei¢io verté Vmax = 0,063 = 0,003 mM/min (Kcat = 250 + 12 s,
Michaelis konstantos verté Km = 0,370 £ 0,070 mM. Kaip buvo galima tikétis i§ substratinio
specifiskumo tyrimo, reakcijai su 2'-O-metil-5-metilcitidinu gauta didesné maksimalaus
greidio verté: Vmax = 0,148 + 0,010 mM/min (Keat = 586 = 40 s1), reakcijos Michaelis konstanta
Km=0,513 + 0,101 mM.
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3.5 pav. FIS demetilazés reakcijos su 2'-O-metilcitidinu ir 2'-O-metil-5-metilcitidinu kinetiniy
parametry nustatymas. Reakcijos vykdytos 30 °C, reakcijos miSiniai (40 pL) sudaryti i 1 mg/mL FJS
demetilazés, 10 mM o-KG, 1 mM askorbato ir 0,5 mM FeSO.,.

3.2.  FJS demetilazés homology atranka ir tyrimas

Kadangi daugiau fermenty, pasiZymin¢iu tokiu katalitiniu aktyvumu kaip FJS
demetilazé, literatliroje néra aprasyta, buvo nuspresta praplésti zinomy nuo o-ketoglutarato ir
gelezies(II) jony priklausomos oksigenaziy, demetilinanciy 2'-O-metilnukleozidus, biblioteka.
Tai buvo atlikta vykdant baltymy seky paieska, naudojant NCBI pBLAST (Altschul ir kt., 1990)
bioinformatinj jrankj, kaip paieSkos uzklausa naudojant FJS seka, paieSka vykdyta visy
nepasikartojan¢iy baltymy seky duomeny bazéje. Taip buvo atsirinktos dvi artimos FJS
demetilazei homologinés sekos: viena i§ neklasifikuoty Acidosoma bakterijy (RefSeq ID:
WP _158801103.1, siame darbe baltymas vadinamas PHYA), kita i§ Candidatus Poribacteria
bakterijos (GenBank ID: MYC78019.1, siame darbe baltymas vadinamas PHYP). Baltymy
seky paieska naudojant pPBLAST taip pat buvo vykdyta ir tarp virusy (taxid:10239) koduojamy
baltymuy, taip atrinktas artimiausias FJS virusinis homologas, kurio seka rasta 1,5 Mb dydZio
1452 baltymy koduojan¢iame (Andreani ir kt., 2021) ameby viruse Fadolivirus 1 (GenBank
ID: QKF94680.1, Siame darbe baltymas vadinamas PHYF). Idomu tai, kad visi trys Sie
baltymai dél savo sekos panasumo j zmogaus fitanoil-KoA dioksigenazés PHYH seka NCBI
GenBank (Clark ir kt., 2016) ir RefSeq (O’Leary ir kt., 2016) duomeny bazése jvardyti kaip
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fitanoil-KoA dioksigenazés. Atrinkus sekas, buvo atlikta FJS demetilazés ir atrinkty jos
homology seky palyginamoji analizé (3.6 pav.). Lyginant sekas poromis, artimiausia rasta
homologiné seka yra PHYA, kurios sutapimas su FJS demetilazés seka yra 76,43 %, PHYP su
FJS —52,71 %, PHYF su FJS — 22,50 %.
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3.6 pav. FJS, PHYA, PHYF ir PHYP baltymy aminoriigs¢iy seky palyginimas, atliktas naudojant
Clustal Omega algoritma (Sievers ir kt., 2011) ir SeaView programing jranga (Gouy ir kt., 2010).

3.2.1. FJS,PHYA, PHYF ir PHYP seky palyginimas su zZinomos struktiiros baltymais

Vykdant tolesng¢ FJS, PHYA, PHYF ir PHYP seky analizg ir siekiant nustatyti
oksigenaziy katalitinés triados ir struktiiriniy elementy pozicijas, haudojant Expresso algoritma
(Armougom ir kt., 2006) buvo atliktas $iy baltymy seky palyginimas su nustatytos struktiiros
panasios sekos nuo a-ketoglutarato ir gelezies(I) jony priklausomomis oksigenazémis
PHYDI1A (PDB ID: 30BZ, struktiiriniai elementai identifikuoti remiantis Zhang ir kt., 2011)
ir SNOK (PDB ID: SEPA, struktiiriniai elementai identifikuoti remiantis Siitonen ir kt., 2016).
PHYD1A, KIS, PHYA, PHYF, PHYP ir SnoK konservatyvaus DSBH domeno seky
palyginimas pateiktas 3.7 pav. — didziausi skirtumai tarp seky matyti BII-BIII bei BIV-BV

intarpuose, kurie gali biiti skirtingy substratiniy specifiSkumy priezastimi.
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3.7. pav. Zmogaus PHYDI1A, FJS, PHYA, PHYF, PHYP ir SnoK (Streptomyces nogalater) amino
rugsciy seky palyginimas, atliktas naudojant Expresso algoritma (Armougom ir kt., 2006) ir
vizualizuotas naudojant ESPript programing jranga (Robert & Gouet, 2014). VirSuje nurodyti PHYDI1A,
apacioje — SnoK struktiiriniai elementai, i§ kuriy raidémis nurodytos konservatyviam DSBH domenui
priklausancios B klostés, mélynais kvadratéliais pazymétos His-X-Asp/Glu...His katalitinés triados
aminorfigStys.  Geltonai  pazymétos dideliu  panasumu  pasizyminlios, 0  raudonai—
sutampanc¢ios aminorigstys.
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3.2.2. Charakterizuoty nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomy oksigenaziy
filogenetinis medis

Toliau vykdant nuo 2'-O-metilnukleozidy demetilazés FJS ir jai homologiniy seky
analize, buvo atlikta filogenetiné S$iy ir kity duomeny bazéje patikrinty (reviewed)
a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy oksigenaziy superSeimos baltymy seky, rasty
UniProtKB duomeny bazéje (The UniProt Consortium, 2021), analizé. Taip i§ viso buvo
atsirinktos 808 unikalios baltymy sekos, jy palyginys atliktas naudojant Clustal Omega
algoritma (Sievers ir kt., 2011), o filogenetinis medis konstruotas naudojant PhyML Maximum
Likelihood algoritmg (Guindon & Gascuel, 2003) ir MEGA X programing jranga (Kumar ir kt.,
2018), o gautas filogenetinis medis atvaizduotas pasitelkiant iTOL bioinformatinj jrankj
(Letunic ir Bork, 2021), gauta filogenetinio medzio kladograma (3.8 pav.), prieinama internete,
adresu: https://itol.embl.de/tree/7863697304671653558748.

Remiantis filogenetinés analizés rezultatais galima teigti, kad FJS oksigenazés ir jos
homology PHYA, PHYF ir PHYF sekos yra artimos nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony
priklausomy fitanoil-KoA hidrosilaziy PAHX (PhyH) sekoms, o didziausiu panasumu
fitanoil-KoA hidroksilazéms pasizymi PHYF seka. Atliekant filogeneting analize, PHYF
oksigenazé buvo sugrupuota su PHYD1 oksigenazémis. Todé¢l nenuostabu, kad PHYA, PHYP
ir PHYF duomeny bazése buvo automatiskai anotuotos kaip fitanoil-KoA hidroksilazés. Tiesa,
nors PHYD1 oksigenazés priskiriamos fitanoil-KoA hidroksilazéms, tiriant isgrynintg
rekombinanting Zzmogaus PHYD1 baltymo A izoformg (PHYHD1A), sis fermento aktyvumas
tiesiogiai nustatytas nebuvo, tai yra, po fermento inkubacijos su fitanoil-KoA reakcijos misinyje
nerasta susidariusiy hidroksilinty produkty (Zhang ir kt., 2011). Idomu tai, kad, tikrinant FJS
demetilazés aktyvumg su fitanoil-KoA, po reakcijos stebétas hidrolizuotas junginys

(1 priedas), taciau Siam aktyvumui patvirtinti reikalingi tolesni tyrimai.

FJS demetilazé bei jos homologai taip pat dalinasi ta pacia monofiletine grupe su
antriniy metabolity alkaloidy (pvz., loleiny, svainsonino) sintezéje dalyvaujanciais fermentais
bei ektoino dioksigenazémis (EctD), kurios fiziologinémis salygomis katalizuoja ektoino
hidrolizg, taciau gali katalizuoti ir prolino hidroksilinimo reakcija, kurios metu gaunamas
trans-3-hidroksiprolinas (Hara ir kt., 2019). Tai rodo, kad ta pati nuo a-ketoglutarato ir

gelezies(II) jony priklausoma oksigenaze gali pasizyméti gan jvairiu substratiniu specifiSkumu.
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3.8. pav. FIS, PHYA, PHYP ir PHYF oksigenaziy filogenetiné analizé:

A. FJIS, PHYA, PHYP ir PHYF palyginio su Zinomos funkcijos zZinomy nuo a-ketoglutarato ir
gelezies(II) priklausomy oksigenaziy filogetinio medzio kladograma.

B. Kladogramos Saka, kurioje yra FJS, PHYA, PHYP ir PHYF oksigenazés, Salia esantys
baltymai grupémis suskirstyti pagal UniProtKB duomeny bazéje pateiktus duomenis.
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3.2.3. PHYA, PHYF ir PHYP fermenty aktyvumo tyrimas in vivo

Kadangi nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomy oksigenaziy superseimos
fermentai pasizymi didele katalizuojamy reakcijy jvairove, tai, kad PHYA, PHYF ir PHYP
baltymy sekos yra artimos FJS demetilazés sekai, dar nereiSkia, jog jos biitinai pasizymés tokiu
pa¢iu aktyvumu. Siekiant nustatyti, ar PHYA, PHYF ir PHYP baltymai tikrai gali vykdyti
2'-O-metilnukleozidy biodegradacija in vivo, buvo pasirinktas E. coli KRX ApyrF auksotrofinis
kamienas, neturintis pirimidino nukleotidy biosintezéje dalyvaujancio pyrF geno (3.9 pav. A),

kuris yra butinas lgsteliy augimui (Samant ir kt., 2008).

A.

M9 + M9 +
2'-O-Metilcitidinas Citidinas
HCO3 " .
y corhcas
e
* pyrD .
E. coliKRX K ¢ +FJS ¢ +PHYA¢ +PHYF¢ +PHYP¢
Y ApyrF - ,
o O
| \ //

3.9 pav. Oksigenaziy aktyvumo nustatymas in vivo, naudojant auksotrofinj E. coli KRX ApyrF
kamieng:

A. E. coli pirimidiny biosintezei reikalingi genai (Samant ir kt., 2008). Genai, reikalingi lastelés
gyvybingumui, pabraukti dviem briik$niais, pyrF genas apibrauktas raudonai.

B. FJS demetilaz¢ koduojancio geno komplimentarumas E. coli KRX ApyrF kamienui.

C. PHYA, PHYF ir PHYP oksigenaziy aktyvumo nustatymas in vivo. Cm — 2’-O-metilcitidinas,
Um — 2'-O-metiluridinas.

50



FJS demetilaze¢ koduojancio geno komplimentarumas E. coli KRX ApyrF kamienui
buvo patikrintas vykdant FJS aktyvumo nustatyma in vivo. Transformavus E. coli KRX ApyrF
lasteles pLATE-FJS plazmide, bakterijos buvo iSsé¢jamos ant LB terpés. Uzaugus
transformantams, atrinkta viena kolonija, kuri lygiagre€iai perséjama ant trijy skirtingy Petri
leksteliy su agarizuota M9 minimalia terpe: be jokio pirimidiny Saltinio, su 1 pg/mL
2'-O-metilcitidino ar 1 pg/mL citidino. Kaip matyti i§ 3.9. pav. B dalies, kontrolinés
KRX ApyrF lastelés gali augti vieninteliu atveju — kai terpéje yra citidino. Tuo tarpu
KRX ApyrF bakterijos, vykdancios FJS sinteze, gali augti tiek terpéje su citidinu, tiek ir su
2'-O-metilcitidinu.

Isitikinus E. coli KRX ApyrF kamieno auksotrofinémis savybémis, toks pats
eksperimentas buvo atliktas E. coli KRX ApyrF lasteles transformuojant j pET-21a vektoriy
jiterptais PHYA, PHYF ir PHYP baltymus koduojanciais genais ir kontroline plazmide —
pET-21a vektoriumi. Transformuotos E. coli KRX ApyrF lastelés buvo persétos ant M9 terpés
su 2'-O-metilcitidinu (Cm) ir 2’-O-metiluridinu (Um). Rezultatas, pateiktas 3.9 pav. C dalyje,
rodo, kad tiek PHYA, tiek PHYF, tiek PHYP, kaip ir FJS, yra aktyviis fermentai in vivo — visais
atvejais, kai E. coli KRX ApyrF lastelés vykdé Siy baltymy sinteze, vyko ir 2’-O-metilcitidino
bei 2'-O-metiluridino biodegradacija. Taciau $iuo metodu neparodoma, ar PHYA, PHYF ir
PHYP oksigenaziy katalizinis aktyvumas sutampa su FJS oksigenazés demetilaziniu

aktyvumu — siam tikslui turéjo bati iSgryninti visi homologai ir jy aktyvumas nustatytas in vitro.

3.2.4.Rekombinantiniy PHYA, PHYF ir PHYP fermenty gryninimas ir aktyvumo tyrimas
in vitro

Siekiant nustatyti, ar pagal sekas atrinktos nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony
priklausomos oksigenazés yra aktyvios in vitro ir palyginti jy katalizinj aktyvuma su
FJS demetilaze, buvo atlikta Siy fermenty biosintezés optimizacija ir rekombinantiniy PHYA,
PHYF ir PHYP baltymy su Hiss fragmentu C gale gryninimas i§ E. coli lasteliy. PHYF
rekombinantinio baltymo sintezé buvo vykdoma E. coli BL21(DE3) kamiene, indukuojant su
0,5 mM IPTG ir toliau lasteles auginant 4 h 30 °C temperattroje. Dél mazo baltymy tirpumo
auginant siomis saglygomis PHY A ir PHYP sintezés buvo vykdomos Zemesnése temperatiirose
ilgesnj laikg: PHYA — E. coli BL21(DE3) kamiene, indukuojama su 0,2 mM IPTG ir po
indukcijos auginant 16 °C temperatiroje pernakt, PHYP — E. coli ArcticExpress (DE3)
kamiene, indukuojant 0,05 mM IPTG ir po indukcijos bakterijas auginant 12 °C temperatiiroje
pernakt. Maza PHYA ir PHYP baltymy dalis supernatante ir didelé nuosédose gali buti
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paaiskinta mazu §iy baltymy stabilumu — pagal seky analiz¢ ProtParam bioinformatiniu jrankiu,
rekombinantinio PHYA nestabilumo indeksas yra 48,94, rekombinantinio PHYP — 42,67.
Teoriniu stabilumu i§ Siame darbe tirty oksigenaziy pasizymi tik PHYF — Sio baltymo

nestabilumo indekso reikSmé yra 38,53 (baltymas klasifikuojamas kaip stabilus).

Rekombinantiniai baltymai su Hise fragmentu C gale buvo gryninti i$ belastelinio
ekstrakto Ni** giminingumo chromatografijos biidu, KCI ir imidazolas i§ méginiy buvo
pasalinami méginius su tiksliniais baltymais leidZiant per HiTrap Desalting kolonéle, naudojant
50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferj su 10 % glicerolio. Po nudruskinimo PHYA ir PHYP
fermentiniai preparatai buvo papildomai gryninami jony mainy chromatografijos metodu ir dar
kartag nudruskinami. Gryninimo etapy analizé pateikta 2 priede. Po koncentravimo vykdyta
PHYA, PHYF ir PHYP fermentiniy preparaty analizé¢ PAGE metodu su ir be natrio
dodecilsulfato (NDS) pateikta 3.10 pav., rekombinantiniy baltymy molekulinés masés (MW)
ir izoelektrinio tasko pl vertés apskaiCiuotos pagal aminortgsciy sudétj: FIS — 32,87 kDa,
pl =5,70; PHYA — 32,60 kDa, pl = 6,00; PHYF — 34,44 kDa, pl = 4,97, PHYP — 30,15 kDa,
pl =5,68. Kaip matome i§ 3.10 pav A dalies, pasiektas pakankamai didelis fermentiniy
preparaty grynumas, o baltymy pasiskirstymas denatiiruojaniame gelyje atitinka pagal
aminortgsciy sekg apskaiCiuotas vertes. Kadangi ankstesniy tyrimy metu gelfiltracine
chromatografija nustatyta, kad FJS yra dimerinis baltymas, o FJS, PHYA ir PHYP baltymy
pl vertés yra panasios ir juda gelyje panasiai, i§ 3.10 pav B dalyje pateikto rezultato galima

numanyti, kad PHYA ir PHYP taip pat yra dimeriniai baltymai.

A. B. FJs IPHYA |PHYF|PHYP| M
M| Fus | PHva|PHYE|PHYP — B - 2500
_— — S —~ 130 kDa
— 7o . & — ~70kDa

— AN - A :
~ 55 kD& e -, = — ~55kDa
~ 40 KD el ® — ~ 40kDa
~ 35 kD m—— S oy ” :~:23§l|:8:

~ 25 KDQ s | — -

— ~15kDa
~ 15 KD s — ~10kDa

3.10 pav. Isgryninty FJS, PHYA, PHYF ir PHYP fermentiniy preparaty analizé PAGE metodu 14 %
poliakrilamido gelyje:

A. Denatiiruojanciomis saglygomis (su NDS). M — molekulinés masés zZymuo.

B. Natyviomis salygomis.
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ISgryninus PHYA, PHYF ir PHYP baltymus, buvo nustatomas jy aktyvumas in vitro,
vykdant standartines reakcijas su 2’-O ir 3'-O pozicijose modifikuotais nukleozidais. Po
2 valandy (PHYP atveju, 2 ir 20 h) inkubacijos 37 °C temperatiiroje, reakcijos miSiniy sudétis
tikrinta HPLC-MS metodu. Pavyzdinés reakcijy analizés su 2'-O-metiluridinu pateiktos
3.11 pav. Kaip matyti i$ §io paveikslélio, aktyvumas stebétas, 2'-O-metiluriding inkubuojant
su FJS, PHYA bei PHYF oksigenazémis, reakcijos metu gauto junginio m/z santykis 14 vienety

mazesnis uz 2'-O-metiluridinu, tai indikuoja metilo grupés atskilima.
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3.11 pav. Isgryninty PHY A, PHYF ir PHYP fermenty aktyvumo nustatymas in vitro HPLC-MS metodu,
kai substratu buvo 2'-O-metiluridinas. Reakcijos su FJS, PHYA ir PHYF vykdytos 2h 37 °C
temperattroje, su PHYP — 20 h 30 °C.

Atlikus kokybing PHYA ir PHYF oksigenaziy substratinio specifiskumo analiz¢
paaiskéjo, kad abiejy oksigenaziy aktyvumai sutapo su FJS demetilazés aktyvumu in vitro —
buvo demetilinti 2’'-O-metilnukleozidai bei 2’-O-aliluridinas ir, kaip ir FJS demetilazés atveju,

aktyvumas nebuvo stebétas su 3'-O-metiluridinu, 3'-O-aliluridinu, 2',3'-O-izopropilidenuridinu
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bei 2'-O-metil-5-metilcitidino monofosfatu. Taciau jokio fermentinio aktyvumo su i§grynintu
PHYP preparatu nepavyko uzfiksuoti in vitro: aktyvumas nebuvo stebétas nei su vienu tikrintu

substratu, net ir po 20 valandy reakcijos laiko.

3.3. 2'-O-metilnukleozidy demetilaziy saveikos su nukleoriig§timis tyrimas

Kadangi Siame darbe aprasytos nuo a-ketoglutarato ir gelezies(II) jony priklausomos
oksigenazés skaido 2'-O-metilnukleozidus, kurie randami jvairiose lasteliy RNR, buvo
nuspresta analizuoti, ar Sios oksigenazés saveikauja su E. coli tRNR, turincia tris skirtingas
2’-O-metilintas pozicijas. E. coli tRNR taip pat buvo pasirinkta, nes visas tris 2'-O-metilo
grupés modifikacijas atlieka skirtingos metiltransferazés. Dél SioS prezasties galima
sukonstruoti mutantinius E. coli kamienus, kuriuose tRNR néra 2'-O-metilinta kurioje nors
vienoje, dviejose ar visose trijose pozicijose. Taip pat, ieSkant galimo FJS ar kity
2'-O-metilnukleozidy demetilaziy biotechnologinio pritaikymo, svarbu nustatyti, ar

ribonukleortigstys yra $iy fermenty substratai.

3.3.1. RIS ir PHYF sgveikos su E. coli tRNR tyrimas 2 % agarozés gelyje

Didziausiu stabilumu ir aktyvumu pasizyminciy nuo a-KG ir Fe(Il) jony priklausomy
FJS ir PHYF demetilaziy ir E. coli tRNR saveikos tyrimas pirmiausia buvo atliekamas taikant

elektroforezinio judrumo poslinkio analize 2 % agarozés gelyje.

1M 1|2|3|4|5|6|7]|8
2. tRNR K G
3.FJSK .
4. FJS +tRNR
5. FJS + {RNR + a-KG - .-
6. PHYF K
7. PHYF + tRNR
8. PHYF + tRNR + a-KG
100
baziy

Dazas — SYBR Green | Dazas — Coomasie Briliant Blue R-250

3.12 pav. FJS ir PHYF oksigenaziy su E. coli tRNR saveikos tyrimas 2 % agarozés gelyje. M — RNR
molekulinés masés zymuo, a-KG — a-ketoglutaratas.

Si poslinkio analizé buvo atlikta FIS ir PHYF demetilazes inkubuojant 10 min 30 °C
temperatiiroje Su komercine E. coli tRNR, | reakcijos mi$inj pridedant arba nededant

a-ketoglutarato. Po inkubacijos j saveikos tyrimo miSinj pridéjus RNR elektroforezés dazo
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vykdoma gauto misinio elektroforezé agarozés gelyje, dazant SYBR Green I nukleortigsciy
dazu, 0 po to su Coomasie Briliant Blue R-250 baltymy dazu (3.12 pav.). Kaip matyti i§ 3.12
pav. pateikto rezultato, kuriame gelis dazytas SYBR Green | dazu, tre¢iame ir SeStame
takeliuose su kontroliniais FJS ir PHYF méginiais, matyti juostelés, kuriy vieta gelyje sutampa
su FJS ir PHYF demetilaziy, dazyty Coomasie dazais. Todél tikétina, kad iSgrynintos FJS ir
PHYF demetilazés yra prisijungusios DNR arba RNR fragmentg (-us), taciau teigti, kad Sios
oksigenazés sgveikauja su tRNR, negalima. Taip pat svarbu tai, jog gelio, dazyto SYBR Green
| dazu penktame takelyje (FJS + tRNR + a-KG) nematyti virSutinés juostelés, o gelio, dazyto
Coomasie briliantiniu méliu, penktame takelyje baltymo koncentracija yra zymiai mazesné nei
tre¢iame ir ketvirtame. Tai gali baiti paaiSkinta tuo, kad su a-ketoglutaratu inkubuojama FJS

oksigenazé agreguoja ir uzstringa Sulinélyje (3.13 pav.).

M

.tRNR

.tRNR + Proteinazé K
FJS

FJS + a-KG

. FJS + Proteinazé K

. FJS +tRNR

. FJS +{RNR + a-KG
. FJS + {RNR + Proteinazé K
10. FJS + tRNR+ a-KG

+ Proteinazé K 100
baziy

1|2|3]4|5]6|7|8|a10

CONODUTAWN =

Dazas — SYBR Green | Dazas — Coomasie Briliant Blue R-250

3.13 pav. FJS ir PHYF demetilaziy sgveikos su nukleortigstimis tyrimas, inkubuojant $iuos baltymus
su proteinaze K. M — RNR molekulinés masés zymuo, a-KG — a-ketoglutaratas.

3.13 pav. pateiktoje gelio nuotraukoje taip pat matyti, kad méginiy, kuriuose FJS ir
PHYF demetilazés buvo inkubuotos su proteinaze K (40 min 37 °C), takeliuose nematyti nei
DNR/RNR nei baltymy juosteliy. Padarius prielaida, kad FJS ir PHYF fermentai gryninasi su
prisijungusiais nukleorigs¢iy fragmentais, tokj rezultatg paaiskinty tai, kad Sie DNR ir/arba

RNR fragmentai yra arba labai trumpi, arba stabilizuojami sgveikos su $iais baltymais.
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3.3.2. Nukleortugciy skyrimas i FJS demetilazés fermentinio preparato

D¢l ankstesniame poskyryje apraSytos priezasties buvo atliktas nukleoriigs¢iy (NR)
skyrimas i§ FJS demetilazés fermentinio preparato, fermentg reakcijos buferyje (30 mM
Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl;, 1 mM DTT) veikiant proteinaze K, toliau
vykdant nukleortig¢iy ekstrakcija ragstiniu (pH ~4,5) arba baziniu (pH~ 7,5-8,0)
fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio tirpalu. Siekiant nustatyti iSskirty nukleortigsciy
prigimtj, ragstiniu fenolio tirpalu skirtos NR toliau buvo veikiamos Dnaze I, o baziniu fenolio
tirpalu — Rnaze A. Reakcijos laikui pasibaigus i§ méginiy dar karta buvo ekstrahuojamos
nukleoriig§tys, naudojant tokj pat fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio tirpalg. Tada
vykdytas gauty nukleoriigiéiy Zyméjimas [y->2P]-ATP ir analizé, vykdant elektroforeze
poliakrilamido gelyje TBE buferyje denatiiruojan¢iomis salygomis su 8 M karbamido. Kaip
matyti i§ 3.14 pav. FJS demetilazé tikrai gryninasi kartu su mazesniu nei 17 nukleotidy ilgio
DNR fragmentu. Penktame takelyje, kuriame buvo tirtas sis méginys, matoma aiski juostelé.
Taip pat tikétina, kad FJS demetilazé gryninasi ir su ribonukleortig§timis, ta¢iau tikétina, kad

stebima RNR degradacija.

1 2 3 4 5

1. vgDNR 17-meras
2. FJS NR (RF)

3. FJS NR (BF)

4. FJS NR + Dnazé |
5. FJS NR + Rnazé A

3.14 pav. I3 FJS isskirty y-3*P Zyméty nukleoriigi¢iy méginiy TBE-PAGE analizé denattiruojan¢iomis
salygomis, kaip molekulinés masés zZymenj naudojant 17 nukleotidy ilgio DNR grandinge. NR — i§
baltyminio preparato i$skirtos nukleortig§tys, RF — nukleortigstys, skirtos ragstiniu (pH ~ 4,5) fenolio
tirpalu, BF — nukleortigstys, skirtos baziniu (pH ~ 7,5-8,0) fenolio tirpalu.
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3.3.3. FJS,PHYA, PHYF ir PHYF elektroforezinio judrumo poslinkio analizé su
Zymétomis tRNR

3.3.1. poskyryje aprasyto tyrimo metu FJS ir PHYF oksigenaziy sgveikos su tRNR,
tolesniems bandymams buvo pasirinktas jautresnis metodas — poslinkio analizé su radioaktyviu
3P jzotopu pazymétomis tRNR molekulémis, elektroforeze vykdant 15 % poliakrilamido
gelyje nedenatiiruojan¢iomis sglygomis, TBE buferyje. Pries elektroforez¢ baltymai su tRNR
inkubuoti 10 min 30 °C temperatiiroje (3.15 pav. A). Sio bandymo metu stebéta FIS, PHYA ir
PHYP saveika su tRNR. Sie baltymai sgveikavo su tRNR nepriklausomai nuo to, ar j miginj
buvo pridéta a-ketoglutarato. Taciau sgveika tarp tRNR ir PHYF uzfiksuota nebuvo. Toliau
tiriant FJS oksigenazés saveika su tRNR, §is bandymas buvo pakartotas islaikant ta pacig tRNR
(InM) ir varijuojant FJS koncentracija méginyje nuo 0 iki 100 uM (3.13 pav. B). Kaip ir buvo

galima tikétis, nustatyta, kad didéjant FJS koncentracijai suriSama vis daugiau tRNR.

A. B. & —]

' i.“
—— PHYA:tRNR '
kompleksas ."

. PHYP:tRNR
] kompleksai

tRNR

+FJS + a-KG
+ PHYA
| +PHYA + a-KG
" + PHYF

+ FJS
' + PHYF + a-KG

! + PHYP
1 + PHYP + a-KG

FJS:tRNR
kompleksas

Vil

| e
B
Y.;A ’P.

3.15 pav. FJS oksigenazés bei jos homology saveikos su E. coli tRNR elektroforetinio poslinkio
analizés tyrimai. tRNR koncentracija méginyje buvo 1 nM.

A. 15 % poliakrilamido gelyje su 3P-tRNR (1 nM), 0-KG — a-ketoglutaratas.

B. 15 % poliakrilamido gelyje su **P-tRNR, didinant FJS demetilazés koncentracijg méginyje.
FJS koncentracijos: 0, 2, 4, 10, 20, 80, 100 uM.
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Siekiant patvirtinti, kad FJS demetilazé tikrai saveikauja su tRNR ir nustatyti, ar si
sgveika yra susijusi su tRNR esanciais 2'-O-metilnukleozidais, buvo atlikta FJS elektroforetinio
poslinkio analizé su ¥P-tRNR, isskirtomis i§ E. coli mutanty su skirtingose 2'-OH pozicijose
tRNR metilinancias 2'-O-metiltransferazes (3.14 pav. A) koduojanciy geny delecijomis. Prie$
vykdant zyméjima [y-32P]-ATP, isgryninty tRNR kokybé buvo patikrinta 2 % agarozés gelyje,
lyginant su komercine tRNR (3.14 pav. B).

A. B. 1]2[3]|4]|s5]|6[7[8|9]10

- LT LT B

1. Komerciné tRNR (~ 500 ng)
2. Molekulinés mases zymuo
TrmJ 3. tRNRiS$ E. coli
4. tRNR S E. coli AtrmH
5. tRNRi§ E. coli AtrmJ
6
7
8
9
1

TrmL

E. coli tRNR
2'-O-metiltransferazeés

tRNR i$ E. coli AtrmL
tRNR i$ E. coli AtrmH, AtrmJ
tRNR i§ E. coli AtrmH, AtrmL
. tRNRi$ E. coli AtrmJ, AtrmL
0. tRNR i$ E. coli AtrmH, Atrmd, AtrmL

3.14 pav. E. coli tRNR 2'-O-metiltransferazés ir skyrimo rezultatas:

A. E. coli tRNR 2'-OH pozicijas metilinancios 2'-O-metiltransferazés.

B. I§ skirtingas 2'-O-metiltransferazes koduojanéiy geny delecijas turinéiy E. coli kamieny
iSskirty tRNR analizé 2 % agarozés gelyje.

Kad bty gautas aiSkesnis FJS demetilazés ir tRNR sgveikos rezultatas, elektroforetinio
poslinkio analizé (3.15 pav.) vykdyta naudojant 8 % poliakrilamido gelj, méginius pries analize
inkubuojant 10 min 30 °C temperatiiroje su 0,2 nM 32P-tRNR nespecifing baltymy ir
nukleortig§¢iy saveika mazinan¢iame (50 mM Tris-HCI pH 8,0, papildytame 150 mM NaCl, 2
mM MgCl2, 10% glicerolio ir 0,2 mg/ml BSA) buferyje. Gautame gelyje stebima FJS sgveika
su visomis tirtomis tRNR. Tai rodo, kad FJS oksigenazés sgveika su tRNR néra susijusi su

tRNR esanciy 2'-O-metilnukleozidy buvimu.
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tRNR WT AtrmH | AtrmJ | AtrmL
K|+[#+| K[+}++ | K[+[++ | K|+[++
¥ o ¥ o ¢  <«——FJS:tRNR
kompleksai
: Nesurista
. tRNR
AtrmH
tRNR AtrmH AtrmH AtrmJ AtrmJ
AtrmJ AtrmL AtrmL | AtrmL
K|+|++ K|+|++ K]+|++ K|+|++
o ; . <«——FJS:tRNR
G kompleksai
: Nesurista
tRNR

3.15 pav. FJS ir tRNR i$ skirtingas 2'-O-metiltransferazes koduojanéiy geny delecijas turinéiy E. coli

kamieny saveikos tyrimas, vykdant elektroforetinio mobilumo poslinkio analize.

3.3.4. FJS, PHYA ir PHYF demetilaziy aktyvumo tyrimas su tRNR

Nustacius, kad FJS demetilazé sgveikauja su tRNR, toliau buvo tikrinama, ar FJS
demetilazé ir jos in vitro aktyviis homologai PHY A ir PHYF gali demetilinti tRNR. Reakcijos
misiniy analizé atlikta naudojant Purpald reagenta (3 priedas). Deja, bet aktyvumas nebuvo
stebétas. Idomu tai, kad sugertis, esant 550 nm bangos ilgiui, buvo didesné kontroliniuose
baltymy méginiuose, nei ten, kur baltymai inkubuoti su tRNR, — tai gali biiti paaiskinta Purpald
reagento ir tRNR sgveika su méginyje esanciy oksigenaziy katalitiniuose centry gelezies(ll)
katijonais. Tai, kad demetilinimas nestebimas vykdant reakcija su Purpald, dar nepatvirtina,
kad §i reakcija nevyksta, — tam reikalingi jautresni 2'-O-metilnukleozidy tRNR nustatymo
budai. Taip pat galimai yra nepakankamas 2'-O-metilnukleozidy kiekis tRNR: Zinoma, kad
tRNR metilinimas bakterijose yra dinamiSkas procesas ir priklauso nuo bakterijy auginimo

salygy (Galvanin ir kt., 2020).
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe tiriamos nuo a-ketoglutarato ir gelezies(I) jony priklausomy oksigenaziy
superSeimai priklausancios 2'-O-metilnukleozidy demetilazés pasizymi mokslingje literatiiroje
iki Siol dar neapraSytu aktyvumu — tai patvirtina $iy fermenty aktyvumo tyrimai in vivo ir in
vitro. Tai, kad atrinkti FJS demetilazés homologai, duomeny bazése jvardyti kaip fitanoil-KoA
hidroksilazés, pasizymi visai kitu aktyvumu, reiskia, kad ir daugiau tokio tipo fermenty galéty
pasizymeéti panaSiu aktyvumu. Taip pat tai rodo didziausig automatiniy anotacijy duomeny
bazése trikuma — $ie algoritmai fermentus gali kategorizuoti tik j nuosekliausiai kategorizuotas
fermenty grupes, todél, dar neiStobuléjus S$iai technologijai, anotacijos gali bati arba
klaidinancios, arba nepakankamai informatyvios. Tai rodo ir Kiti literatiiroje aprasyti tyrimai,
kuriy metu vykdant reakcijas su rekombinantine zmogaus PHYD1 oksigenazés A izoforma
nebuvo stebimas 2-hidroksilfitanoil-KoA susidarymas (Zhang ir kt., 2011).

Sis darbas neatsaké j klausima, ar 2-O-metilnukleozidy demetilazés saveikauja su
nukleortgstimis todél, kad gali demetilinti Sias modifikacijas turin¢ias RNR 2'-O pozicijas.
Bandant atsakyti j $j klausimg ir 2’-O-metilnukleozidy demetilazéms atrasti biotechnologinj
pritaikyma, buvo bendradarbiaujama su VU GMC DNR modifikacijos tyrimy skyriumi. Siame
skyriuje buvo atlikti tyrimai, kuriy metu analizuota, ar 2'-O-metilnukleozidy demetilazés FJS
ir PHYF ogali nuskelti viengrandininés RNR (miR173), dvigrandininés RNR
(MiR173/miR173*) ar RNR/DNR heteroduplekso (turin¢io 2 nt RNR grandinés 3'-i$siki$img ir
2 nt DNR grandinés 3'-iSikiS§img) 3’-galy citidino ar guanozino nukleotiduose esancias
2'-O-metilo grupes. Siuos darbus atliko dr. Aleksandr Osipenko. Deja, $iy eksperimenty metu

nebuvo gautas teigiamas rezultatas.

Nors pirmyjy nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausomy demetilaziy aktyvumo
nustatymo su 2’-O-metilnukleozidy turin¢iomis RNR tyrimy rezultatai yra neigiami, tai, kad
FJS demetilazé gryninasi prisijungusi nukleortigs¢iy fragmentus, ir gauti EMSA analizés
rezultatai gali biiti nuoroda i $iy fermenty atrankumga specifiniam taikiniui. Tiksliai atpazinus
Sio taikinio seka, tolesniy tyrimy metu biity galima nustatyti ir tikslig 2’-O-metilnukleozidy
demetilaziy funkcija, tai yra, kam Sie fermentai reikalingi prokariotiniams organizmams ar,

PHYF oksigenazés atveju, virusui.

Dalis Siame darbe apraSyty rezultaty buvo pristatyta 2022 m. balandzio 28—29 dienomis
vykusioje konferencijoje ,,Mikrobiologija 2022*.
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DARBO ISVADOS

1. Nuo a-ketoglutarato ir gelezies(Il) jony priklausoma oskigenazé FJS yra aktyvi in vivo
ir in vitro. Fermentas katalizavo visy tirty 2'-O pozicijoje modifikuoty nukleozidy demetilinima
ir dealilinimg 2'-O pozicijoje, susidarant atitinkamam nukleozidui ir formaldehidui.
Fermentinis aktyvumas nestebétas su fosforilintais 2'-O-metilnukleozidais bei 3’-O pozicijoje
modifikuotais nukleozidais.

2. Rekombinantiné FJS demetilazé yra termolabilus fermentas, kurio didziausias
aktyvumas stebétas 7,5 pH reikSmés TRIS-HCI ir HEPES KOH buferiniuose tirpaluose bei
esant 50 °C temperaturai. IS tikrinty substraty FJS demetilazé efektyviausiai demetilino
2'-O-metil-5-metilcitiding, nustatyta katalazinés konstantos reik§meé Keat= 586 + 40 s,

3. Pagal FJS demetilazés aminortigsciy sekg atrinkti homologai PHYA, PHYP ir PHYF
yra 2'-O-metilnukleozidus in vivo skaidantys fermentai. Nustatytas PHY A ir PHYP oksigenaziy
substratinis specifiSkumas in vitro sutampa su FJS demetilazés — vyksta 2’-O pozicijoje
modifikuoty nukleozidy metilo ir alilo grupiy pasalinimas.

4. FIJS demetilazé saveikauja su nukleortig§timis — gryninasi prisijungusi RNR ir DNR
fragmentus, o vykdant elektroforetinio mobilumo poslinkio analiz¢ stebéti FJS:tRNR
kompleksai. Baltymo:tRNR sgveika taip pat stebéta tiriant PHY A ir PHYP oksigenazes.
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Nuo a-ketoglutarato ir geleZies(II) jony priklausomy 2'-O-metilnukleozidy demetilaziy

tyrimas
SANTRAUKA

Fe(Il) katijong aktyviajame centre turin€ios ir nuo a-ketoglutarato priklausanéios oksigenazés
katalizuoja daugybe skirtingy reakcijy ir dalyvauja lasteléje vykstanciuose biosintezés,
katabolizmo bei reguliaciniuose procesuose. Siame darbe nagrinéta prie§ tai neaprasyta
aktyvuma turinti nuo a-KG ir Fe(II) jony priklausoma 2'-O-metilnukleozidy demetilazé FJS ir
jos homologai. Darbo metu jvertintos FJS demetilazés savybés: optimalus veikimo pH,
aktyvumo priklausomybé nuo temperattiros ir termostabilumas, substratinis specifiSkumas, su
dviem substratais iSmatuotos katalizinés konstantos. Taip pat buvo nustatyta, kad FJS
demetilazé sgveikauja su nukleoriigstimis — gryninasi prisijungusi RNR ir DNR fragmentus, o
vykdant elektroforetinio mobilumo poslinkio analize stebéti FIS:tRNR kompleksai. Sio tyrimo
metu visos trys FJS demetilazei homologiSkos oksigenazés, atrinktos pagal aminoriigsciy sekos
panaSuma, buvo aktyvios in vivo, dvi i§ jy aktyvios ir in vitro, stebéta homologiniy oksigenaziy

katalizuojama reakcija sutapo su FJS demetilazés.
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Investigation of 2-Oxoglutarate and Iron(ll) Dependent 2'-O-Methylnucleoside

Demethylases
SUMMARY

2-Oxoglutarate and Fe(1l) dependent oxygenases catalyze a wide array of reactions that play a
role in the biosynthesis of new compounds, catabolism, and regulation of cellular processes.
This thesis delves into a metagenomic-derived 20G/Fe(ll) oxygenase with a novel activity of
2'-O-methylated nucleoside demethylation at the 2'-O position. During this study, pH and
thermal optimum, thermal stability, substrate specificity, and kinetic parameters of FJS
demethylase were measured. Also, interaction between FJS demethylase and nucleic acids is
investigated. Small nucleic acid fragments, bound to FJS, are extracted, moreover, EMSA
results showed FJS-tRNA complexes. In addition to this, oxygenases with sequences
homologous to that of FJS demethylase were studied. It is shown, that all three selected
homologous 20G/Fe(11) oxygenases are active in vivo and two of them are shown to catalyze
the demethylation of 2'-O-methylated nucleosides in vitro.
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Padéka

Uz nuosekly vadovavima, rupestj ir skatinimg tobuléti noréciau padékoti savo vadovei
dr. Rasai Rutkienei. Uz suteiktg galimybe atlikti darbg Molekulinés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriuje, idéjas ir puikius patarimus, tikslias bei motyvuojancias jzvalgas
dékoju skyriaus vadovui prof. Rolandui MeSkiui. Dékoju ir visam Sauniam Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijy skyriaus kolektyvui, o ypa¢ dokt. Robertai Statkeviciutei
uz pagalbg su elektroforetinio poslinkio analizés tyrimais, dr. Agotai Aucynaitei uz
sukonstruotus mutantinius kamienus, Justui Vaitekiinui ir dr. Jonitai Stankevicitutei uz
pagalbg su HPLC-MS analizémis, dokt. Martynai Koplanaitei uz vykdyta
2'-O-metil-5-metilcitidino monofosfato biosinteze, dr. Daivai Tauraitei uz susintetintus

fluorintus junginius.
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1 priedas.

FJS oksigenazés reakcijos su fitanoil-KoA analizé HPLC-MS metodu

Chromatogramos (254 nm)
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1 priedo pav. FJS oksigenazés reakcijos su fitanoil-KoA HPLC-MS analizé. Reakcijos metu susidares
junginys (teigiamos jonizacijos m/z = 1078) 16 m/z vienety didesnis uz fitanoil-KoA.
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2 priedas

FJS, PHYA, PHYF ir PHYP baltymy gryninimo zingsniy analiz¢ NDS-PAGE metodu

FJS
34 |5

L
0 e~
[
|
WL

i

RN IR

1 — belgstelinio ekstrakto nuosedos;

2 — belgstelinio ekstrakto supernatantas;

3 — méginys po Ni?* chelatinio gryninimo;

4 — meginys po nudruskinimo;

5 — meéginys po koncentravimo;

6 — meginys, po papildomo gryninimo jony mainy
kolonéle (atliktas PHYA ir PHYP atveju).

2 priedo pav. FJS, PHYA, PHYF ir PHYP baltymy gryninimo etapai.
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3 priedas

FJS, PHYA ir PHYF demetilaziy reakcijos misiniy su tRNR analiz¢, naudojant Purpald

reagentg
+ FJS | + PHYA |+ PHYF
Baltymuy -
kontrolé be
) oo
substrato o w
OD550 0,038 0,083 0,145
tem @O O
OD550 0,152 0,196 0,279
| O O ®
OD550 0,024 0,028 0,045

3 priedo pav. 2'-O-metilnukleozidy demetilaziy fermentinio aktyvumo su tRNR tyrimas,
naudojant Purpald reagentg. Reakcijos buvo vykdytos 17 h 30 °C temperatiiroje, TRIS-HCI pH

“»  Cmkontrolé
= S i
% ob,,=0,077

tRNR kontrolé
oD,,, = 0,027

Formaldehido

oD, = 0,462

550

(teigiama) kontrolé

8,0 buferyje, reakcijos miSiniuose (200 pL) buvo 2 mM tRNR i$ E. coli MRE 600 kamieno

(Roche) arba 2 mM 2'-O-metilcitidino (teigiama kontrolé), 3 mg/mL FJS, 2,5 mg/mL PHYA
arba 2,3 mg/mL PHYF baltymy, po reakcijos | miSinj buvo pridedama 50 uL. 30 mM Purpald

reagento. Cm — 2'-O-metilcitidinas, ODsso — optinis tankis, esant 550 nm ilgio §viesos bangai.
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