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DARBE NAUDOTOS SANTRUMPOS
APS — amonio persulfatas;

Asp — asparto rugstis;

Bp — baziy poros;

Cys — cisteinas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

GIn — gliutaminas;

Glu — glutamo ragstis;

His — histidinas;

HPLC-MS — auksto slégio skys¢iy chromatografija, kombinuota su masiy spektrometrija;
IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktozidas;

KmR — atsparumas kanamicinui;

KSV/ml — bakterijy kolonijas suformuojantys vienetai viename mililitre bakterijy inokuliato;
LC-MS/MS — skysc¢iy chromatografija, kombinuota su tandemine masiy spektrometrija;
LB — Luria-Bertani terpé;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

ppm — daliy skai¢ius milijone daliy;

PreQo — 7-ciano-7-deazaguaninas;

rRNR - ribosominé RNR;

Ser — serinas;

TAE buferinis tirpalas — buferinis tirpalas, naudojamas nukleortigs¢iy elektroforezéje, sudarytas is
Tris bazés, acto rugsties ir EDTA

TEMED — N, N, N¢, N‘— tetrametilendiaminas;
Tris — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;
UV-Vis — ultravioletinio ir regimojo diapazono bangos ilgiy intervalas;

6xHis-Tag — 6 histidiniy inkaras rekombianantinio baltymo C-gale, skirtas gryninimui afinine
kolonéle.



IVADAS

Pastaraisiais deSimtmeciais atradimai biotechnologijy ir genomikos srityse padéjo zmonijai sukurti
ir placiai taikyti nasigsias gyvybés moksly technologijas, tokias kaip in silico baltymy modeliavimas,
sintetiné biologija bei naujos kartos sekoskaita. Siuo metu jmanoma ypaé efektyviai nuskaityti keturiy
kanoniniy (A, T, G, C) nukleotidy seka bet kurio organizmo genome, sukurta daug efektyviy
bioinformatiniy priemoniy, kurios gali padéti jprasminti $ig nuskaitytg seka. Taciau gamtoje aptinkama
zymiai didesné gausa gyvybés funkcionalumg koduojancéiy nukleortig§¢iy monomery, nei visiems gerai
zinomi keturi pagrindiniai nukleotidai (Rios ir Tor, 2013).

Organizmy chromosominéje DNR daugiausiai aptinkami N-metilinti ir C-metilinti kanoniniai
nukleotidai, jy funkcionalumui tyrinéti jau sukurta nemazai efektyviy jrankiy (pvz., bisulfitinis
sekvenavimas, DNR molekuliy masiy spektrometrija, nanopory sekvenavimas), 0 naudojantis Siomis
technologijomis 1iSaiSkinta nepaprastai svarbi S§iy modifikuoty nukleotidy funkcija geny raiSkos
reguliacijoje bei kituose molekuliniuose procesuose (Schwartz ir Motorin, 2016; Jones, 2012). Taciau
didziausia natiiraliy modifikuoty nukleotidy jvairové aptinkama ne chromosominés DNR struktiiroje, 0
RNR molekuliy struktiirose, ypa¢ transportinéje RNR molekuléje, kuri yra viena pagrindiniy geny
transliacinio aparato komponenty (Helm, 2006). Skirtingose jvairias aminortgstis dekoduojan¢iose
tRNR bendrai randama vir§ 100 skirtingos struktiiros modifikuoty nukleotidy, kurie inkorporuojami j
tRNR po Sios molekulés transkripcijos ir gali sudaryti iki 17% bendros tRNR nukleotidy sekos (Jackman
ir Alfonzo, 2013). Tarp $iy nukleotidy sutinkamos jvairios chemiSkai unikalios struktiiros, tokios kaip
tiouridinas, 5-formilcitidinas, viozinas ar 7-deazaguanozinai. Manoma, kad Sie modifikuoti tRNR
nukleozidai lemia teisingg tRNR molekulés tretinés struktiros susiformavimg ir tinkamg sgveikg su
ribosoma baltymy sintezés metu, 0 ekstremofiluose tokie modifikuoti nukleozidai organizmams
reikalingi i§vengti tRNR denatiiracijos aukstoje temperataroje (Turner ir kt., 2020).

Modifikuoti nukleozidai svarbiis ne tik mikroorganizmams ar fenotipiSskai nereik§mingoms
molekulinéms funkcijoms, bet ir tiesiogiai Zmogaus sveikatai — mitochondrinéje DNR taskinés mutacijos
sukelia modifikuoty nukleozidy, tokiy kaip S-taurinometiluridino, stokg mitochondrinése tRNR
molekulése, dél ko kyla nepagydomas MELAS (mitochondriné encefalomiopatija, laktatiné acidozé ir
insulta primenantys epizodai) sutrikimas, labai neigiamai paveikiantis Zmoniy gyvenimo kokybe bei
trukme (Kirino ir kt., 2006). Nors modifikuoty tRNR nukleozidy prasmé ir funkcionalumas zmoniy
sveikatai bei kitiems organizmams yra aktyviai tyrinéjamas, tokie tyrimai trunka ilga laikg ir néra
efektyviis (Motorin ir kt., 2007). Taip yra dél dar neoptimizuoty tyrimy metody, plac¢ios modifikuoty
nukleotidy pasiskirstymo dinamikos nukleortigd¢iy molekulése ir fundamentaliy Ziniy stokos.
Pavyzdziui, per daugelj mety iSsiaiskinti beveik visy modifikuoty nukleozidy biosintezés keliai (El
Yacoubi ir kt. 2012), taciau beveik nieko néra nezinoma apie jy metabolizma ir apykaita, ypac triksta
7iniy apie minéty 7-deazaguanoziny degradacijos kelius. Sio darbo objektas — 7-ciano-7-deazaguaninas
— yra potranksripciSkai modifikuoty nukleozidy archeozino ir kuezino bei kity 7-deazaguanozino Seimos
modifikuoty nukleozidy, jeinanciy j archéjy ir bakterijy tRNR bei eukarioty tRNR sudétj, pirmtakas.
Kadangi $i molekulé yra bet kurio 7-deazaguanozino tipo nukleozido pirmtakas, Sios Seimos modifikuoty
nukleozidy metabolizmo ir degradacijos tyrimus nagrinéti pradéta biitent nuo Sios molekulés. Daugelis
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bakterijy baltymy pasizymi didele homologija su kity organizmy baltymais, tyrimai bakterinése
modelinése sistemose yra pakankamai pigiis ir nesudétingi, tad degradacijos keliy paieska verta pradéti
biitent nuo §iy moeliniy organizmy. Identifikuoti ir charakterizuoti degradacijos kelio fermentai padéty
gauti ne tik fundamentaliy ziniy apie modifikuoty nukleozidy metabolizma, taciau galéty biiti panaudoti
sintetingje biologijoje konstruojant sintetinius organizmus, kuriant alternatyvus sintetinius metabolinius
kelius bei pasitarnauti provaisty kiirime (Seo ir kt., 2009; Kazlauskas ir kt. 2019).

Remiantis minétomis modifikuoty nukleozidy degradacijos tyrimy ypatybémis, iSkeltas Sio darbo
tikslas — i§ dirvozemio méginiy i$skirti ir identifikuoti bakterija, atlickanciag PreQo transfomacija, bei
charakterizuoti vykstantj PreQo transformacijos procesa.

Darbo uzdaviniai:

1.  Atlikti 7-ciano-7-deazaguaning skaidanciy arba biotransformuojanciy bakterijy
paieSka ir gryninimg jvairiuose dirvoZzemio méginiuose.

2. Genetiskai identifikuoti atrinktus bakterinius kamienus, gebancius skaidyti arba
transformuoti 7-ciano-7-deazaguaning.

3.  Charakterizuoti vykstantj PreQo biotransformacijos arba degradacijos procesa(-
us).

4.  Atlikti PreQo skaidymg katalizuojanéiy fermento(-y) ir ji(-uos) koduojancio(-iy)
geno(-y) paieska ir charakterizavima.



1. LITERATUROS APZVALGA

Replikacijos ar transkripcijos metu § DNR ar RNR jjungami kanoniniai nukleotidai (A, T, G, C, U)
organizme gali biiti sintetinami de novo budu arba gaunami i§ aplinkos. Visi kiti nukleino ragséiy
monomerai lasteléje negali bati inkorpotuoti | RNR ar DNR polimeraziy pagalba, $ie monomerai
gaunami modifikuojant kanoninius nukleotidus nukleortigs¢iy sekoje po replikacijos arba po
transkribcijos, kuomet susintetinta A, T, G, C arba U turinti DNR arba RNR kovalentiSkai
modifikuojama lIgsteléje esanciy fermenty pagalba (McCown ir kt., 2020).

Tokios modifikacijos gali buiti deamininimai, izomerizacijos reakcijos, glikozilinimai, tiolinimai,
transglikozilinimai, metilinimai, sutinkama biochemiskai labai i$skirtiniy transformacijy — aminoriigstys
arba angliavandeniai gali bati prijungiami kovalentiSkai prie nukleoriig§ties bazés arba/ir prie ribozés
(Boccallettto ir kt., 2018). Sios modifikacijos praplecia tokiy nukleortigi¢iy, kaip chromosominés DNR,
iIRNR, tRNR, rRNR, ribozimy, reguliacine funkcija pasizymin¢iy RNR bei kity nukleortgsciy,
funkcionaluma, paveikdamos jy stabiluma, tretinés struktiiros jgavimo kelig, pernasa, brendima, sgveika
su nukleortigstis suriSanéiais baltymais ir kt. (Chen ir kt. 2016).

Pirmyjy atrasty nukleotidy modifikacijy, tokiy kaip pseudouridino (W), inozino (1) bei
dihidrouridino (D), funkcija organizmuose bei patologiuose susirgimuose tyrinéjama daugiau nei 60
mety (McCown ir kt., 2020). Dél sglyginai didelio $iy modifikuoty nukleotidy kiekio organizmuose ir
nesudétingos struktiiros, lyginant su kitais modifikuotais nukleotidais, pakankamai i§samiai iSnagrinéti
Sty modifikuoty nukleotidy biosintezés, metabolizmo keliai, identifikuota $iy modifikuoty nukleotidy
molekuliné ir fiziologiné funkcija, tiesiogiai lieCianti Zmones, pvz., pseudouridino kiekio RNR
maz¢jimas Hoyeraal-Hreidarsson sindromo atveju (Penzo ir kt., 2017). Inozino modifikacijos
identifikavimas DNR struktiiroje pasitarnavo biotechnologijos mokslo Sakai ir industrijai, atrasta
deaminaziy Seima ADAR, gebanti versti adenozing j inozing RNR sekoje (Song ir kt., 2016). Pakitusi
dihidrouridino modifikacijy ir kity metilinty kanoniniy nukleotidy dinamika Zzmogaus organizme buvo
tiesiogiai pritaikyta vézio diagnostikoje, pagal tai sukurtas Slapimo analizés metodas leido gana tiksliai
nustatyti, ar zmogus serga, ar neserga onkologinémis ligomis, ir leido prognozuoti véziniy ligy eiga
tirtoje pacienty imtyje (Seidel ir kt., 2006).

D¢l sudétingo tyrimy proceso ir nedidelio kiekio fundamentiniy Ziniy mazai zinoma apie
sudétingesnés struktiiros, reciau organizmuose pasitaikanciy modifikuoty nukleotidy reikSme gyvybei,
molekulinéms funkcijoms. Vieny maziausiai tyrinéty sudétingiausios struktiiros modifikuoty nukleotidy
— 7-deazaguanoziny Seimos atstovy, nagriné¢jamy daugiau nei 60 mety, iSsamiai charakterizuotas tik
biosintezés kelias (Hutinet ir Swarjo, 2016). Nors pavieniai tyrimai leidzia daryti prielaida apie Sios
Seimos modifikuoty nukleotidy reikSme transliacinio aparato mechanizmui, lieka neaisku, dél ko
evoliucijos eigoje organizmai jgavo galimybg inkorporoti biitent $ios Seimos modifikuotus nukleotidus j
savo nukleoriigitis (Hutinet ir kt., 2019). Siuo metu dar néra keliama konkre¢iy prielaidy, ta¢iau manoma,
kad dé¢l didelio skaiCiaus fermenty ir kity molekuliy, reikalingy susintetinti Siuos modifikuotus
nukleotidus, organizmai turéty apsunkinti savo anaboling masinerijg ne be reikalo (Vinayak ir Pathak,



2009). D¢l fundamentaliy tyrimy stokos neprieita prie vieningos nuomonés, kokia galéty biiti konkreti
7-deazaguanoziny reikSme bei panaudojimo galimybeés.

1.1 7-Deazaguanoziny jtaka tRNR bei kity nukleoriig§¢iy struktiirai ir fukcionalumui

Modifikuoty nukleotidy tyrimy sritis gyvuoja daugiau nei 50 mety, per §j laikg tRNR struktiirose
rasta daugiau nei 110 post-transkripciniy modifikacijy, naujy modifikacijy struktiiry atrandama ir $iais
laikais (Nishimura ir Watanabe, 2006; Boccallettto ir kt., 2018).

Nors pirmasis 7-deazaguanoziny Seimos nukleozidas kuezinas atrastas prie§ daugiau nei 50 mety,
Siuo metu organizmy tRNR struktiirose randami ne maZiau nei aStuoni 7-deazaguanino motyva turintys
nukleozidai (1.1 pav.), nulemiantys tRNR, jvairiy kity RNR molekuliy struktiiras bei funkcijas (Kasai ir
kt., 1975; Boccaletto ir kt., 2018; Thiaville ir kt., 2016). Dazniausiai sutinkami ir kartu labiausiai iStirti
7-deazaguanozino Seimos nukleozidai yra kuezinas ir archeozinas (Gregson ir kt., 1993; Kasai ir kt.,
1975).



7-ciano-7-deazaguanozinas 7-aminometil-7-deazaguanozinas

o

Kuezinas (Q)
He NH, o
HN NH 0 . HO\Q
Wo NH o >\ NH,

[N 7 + o

N NH
o >—*NH2

5 I\ /

HO N

H H

H H
OH OH

Glutamil-kuezinas (GluQ)

Epoksikuezinas (0Q)

OH OH
Manozil-kuezinas (ManQ) Galaktozil-kuezinas (GalQ)

1.1 pav. Pagrindiniai 7-deazaguanoziny $eimos nukleozidai (Boccaletto ir kt., 2018). Glutamil-
kuezino atveju ,,+* Zenklas naudojamas pavaizduoti bendrai struktiirai, nes néra zinoma, prie kurios
hidroksigrupés jungiasi glutamo aminortigstis, sudarydama estering jungti.

Kuezinas ir archeozinas savo struktiiry 7-oje heterociklo pozicijoje turi azoto atomg, pakeistg
anglies atomu, jy funkcionalumas ir prigimtis atskiriama dé¢l skirtingos $iy modifikuoty nukleozidy
padéties tRNR molekuléje bei pasiskirstymo skirtinguose organizmy duomenuose. Kuezinas randamas
eukarioty ir bakterijy tirozino, histidino, asparto ir asparagino aminoriigstis koduojan¢iy tRNR trecioje
antikodono (angl. wobble) pozicijoje (Katz ir kt., 1982; Kersten, 1988). Palyginimui, archeozinas
randamas tik archéjy domene, visas aminortigstis koduojanciy tRNR dihidrouridino kilpoje esanciose
15-oje arba (re¢iau) 13-oje pozicijose (Sprinzl ir kt., 1989). Siuo aspektu evoliucijos eigoje archéjinés
tRNR iSsiskyré — ne archéjiniy tRNR 15 pozicijoje modifikacijy neaptinkama, ¢ia jprastai vyrauja
guanozinas.
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Archeozinas aptiktas acidofilinés archéjos Thermoplasma acidophilum transportinés RNR 15-0je
bei 13-0je pozicijoje (Kawamura ir kt., 2016). Guanozino pakeitimo j archeozing tRNR 13-0je pozicijoje
prasmé ir jtaka tRNR struktirai iki §iol nebuvo pasitilyta iIr i$aiskinta, taciau pasitelkiant bioinformatinius
modelius, kristalografinius eksperimentinius duomenis buvo pasiiilytos 15 pozicijoje archeozing
turin¢ios tRNR (G*15) struktiirinés ypatybés — skirtingai nuo G15 tRNRpre, galingios suristi Mg?* jonus
(1.2 pav.), G*15 tRNRpne nebeturi Mg?* surisancio saito. Taip jvyksta dél to, kad fiziologinése pH
salygose bazinémis savybémis pasizymint] amidino motyva turintis archeozinas jonizuojasi ir jgauna
teigiama kriivj, taip pat ir dél steriniy trukdziy nebegali dalyvauti kaip magnio jony kompleksadarys
(Kawamura ir kt., 2016).

1.2 pav. tRNRphe molekulés, turincios G15 pozicijoje skirtingas nukleobazes, struktiira ir modelis
(Oliva ir kt., 2007). tRNRphe struktira (kairéje puséje) su G15 pozicijoje esaniu guanozinu. G*15
tRNRPhe modelis (deSinéje puséje), azoto atomas 7-0je guanozino pozicijoje pakeistas anglies atomu
bei amidino grupe.

Nors pastarosios salygos pagal teorinj model; gali biti interpretuojamos kaip tRNR
destabilizuojanc¢ios, manoma, kad struktiira yra stabilizuojama dél fiziologiniame pH esancio teigiamai
jonizuoto amidino fragmento, kuris dél savo elektroniniy savybiy pakei¢ia Mg?* koordinuota katijong
gali sudaryti intramolekulinius vandenilinius ry$ius, be to, struktiira stabilizuojama dél G*15-C48
susidaranc¢ios sgveikos (Oliva ir kt., 2007). Tai, kad archeozinas gali reik§Smingai stabilizuoti archéjy
tRNR ir aukStoje temperatiiroje lemti organizmo transliacinio aparato teisingg veikimag, rodo ir kitas
tyrimas, atliktas su Thermococcus kodakarensis ekstremofiline archéja (Turner ir kt., 2020). Sios
archéjos mutantai, turintys defektuotus archeozino inkorporavimo j tRNR genus, labai blogai augo 95°C
temperatiiroje, kuri normaliomis salygomis §iam ekstremofilui yra optimali. Sio organizmo tRNR
stabilizuojantis efektas buvo iSmatutotas ir in vitro salygomis — sintetiniai tRNRgn transkriptai su
inkorporuotu archeozinu arba PreQo turéjo 4-5°C aukstesng lydymosi temperatiira Tm, lyginat su
guanozing turin¢iais transkriptais.

StruktiriSkai analizuojant eukarioty ar bakterijy tRNR molekule, kaip jau minéta, savo struktiiroje
turinig kuezing (Q) trecioje antikodono wobble pozicijoje (34 tRNR pozicijoje), galima teigti, kad Sio
modifikuoto nukleozido funkcija turéty biiti dar svarbesné organizmui ir jo transliaciniam aparatui nei
atitinkamai archeozino, kuris néra aptinkamas Sioje svarbiausioje tRNR struktirinéje dalyje, tiesiogiai
susijusioje su geny dekodavimu. Wobble pozicijose esantys nukleotidai gali atpazinti ne viena, o kelis
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nukleotidus, taip sumazindami reikalingg tRNR molekuliy skaiciy lgsteléje ir transliacijos proceso
jautrumg DNR mutacijoms (Rozov ir kt.,, 2016). Meier ir kolegos (1985) parodé, kad tokia
komplementarumo saveikos dinamika pasizymi ir wobble pozicijoje esantis kuezinas — Q-modifikuotas
Drosophila tRNAwis Xenopus laevis oocituose kartu su transliacinio aparato pagalba efektyviau transliavo
NAU nei NAC kodonus (N — bet kuris nukleotidas), nors kuezinas struktiriskai palankiau turéty sudaryti
Watson-Crick porg su citozinu (trys vandeniliniai ry$ai) nei su uracilu (du vandeniliniai rysiai). Taip pat
Q-modifikuota tRNR turi didesnj gimininguma ribosomai eukariotinése ir bakterinése sistemose
(Noguchi ir kt., 1982). Spéjama, kad tRNR modifikavimas kuezinu suteikia tRNR atsparumo
endonukleaziniam poveikiui lastelése (Muller ir kt., 2015), in vivo Dictyostelium discoideum kuezing
turinios tRNRasp I tRNRtyr tampa atsparesnés fermentinei degradacijai (Ott ir Kersten, 1985).
Substratas kuezino modifikacijai yra ne tik citozolings eukariotinés tRNR, taciau ir mitochondrinés tRNR
— kepeny lasteliy mt-tRNRasp aptinkama kuezino modifikacija, taciau del neaiskiy prieZzas¢iy véziniy
kepeny lgsteliy mt-tRNRasp randama kuezino hipomodifikacija (Randerath ir kt., 1984).

7-Deazaguanoziny Seimos modifikuoti nukleotidai neseniai aptikti ir bakterijy DNR struktiirose.
Masiy spektrometrijos pagalba tiriant fragmentuotg patogeninés bakterijos S. enterica ser. Montevideo
ir ekstremofilinés bakterijos K. radiotolerans genomine DNR, aptikti nedideli 2’-deoksiPreQo ir
reikSmingai didesni 2’-deoksi-7-amido-7-deazaguanozino (dADG) kiekiai (Thiaville ir kt., 2016).
Remiantis $iais duomenimis ir atlikus kiekybine analize, autoriai teigia, kad S. enterica ser. Montevideo
genominéje DNR gali biati ~1,600 dADG modifikacijy 10° bp, o K. radiotolerans organizme -
~1,300/10° bp, dPreQo — vidutiniskai 10-30 modifikacijy milijone baziy pory. Siuose organizmuose taip
pat aptikti galimi 2’-deoksi 7-deazaguanoziny biosintezés bei jy inkorporavimo j tRNR fermenty
homologai, kurie gali biiti atsakingi uz $iy 2’-deoksi-7-deazaguanoziny inkorporavimg j bakterijy DNR
struktirg (Thiaville ir kt., 2016). Neaiski iSlicka ne tik iy modifikuoty nukleotidy prasmé bei funkcija
genominei bakterijy DNR, taciau ir paciy modifikuoty nukleotidy numanomi biosintezés ir
inkorporavimo j DNR struktiirg fermenty funkcija — jiems budingas sglyginai mazas panaSumas j kitus
zinomos sekos fermentus, taip pat jie pasiZzymi nezinomos funkcijos domeny (angl. DUF) gausa.
Manoma, kad K. radiotolerans atveju toks didelis modifikacijy daznis gali buti svarbus §io organizmo
gebéjimui i8gyventi patyrus didelj radioaktyvios apSvitos kiekj — bakterija iSgyvena, paveikta 20000 Gy
y-tipo radiacijos, zmogus per porg savaiCiy mir$ta patyres 5 Gy ar didesne apSvitg (Bagwell ir kt,. 2008).

PreQo, archeozino biosintezés ir inkorporavimo j DNR homologai bei pacios 7-deazaguanozino
tipo modifikacijos nustatytos ir bakteriofagy, tokiy kaip Mycobacteriophage Rosebush, Streptococcus
Dp-1 ir E. coli 9g, genominéje DNR (Pedulla ir kt., 2003; Sabri ir kt., 2011; Kulikov ir kt., 2014).
Pastarojo bakteriofago fragmentuotoje genominéje DNR LC-MS/MS metodu nustatytas ypa¢ didelis
archeozino modifikacijy skaiCius, ¢ia vidutiniskai 25-27% 2'-deoksiguanozino pakeista 2°-
deoksiarcheozinu (Thiaville ir kt., 2016). Sio bakteriofago DNR aptinkama ir dPreQo bei dPreQ:
modifikiacijos (Hutinet ir kt., 2019). Tokios 2 -deoksi-7-deazaguanozino modifikacijy gausos ir
dinamikos prasmé bakteriofaguose néra aiSkiai suprasta ar jrodyta, taiau manoma, kad evoliuciojos
eigoje bakteriofagai tokiu biidu prisitaiké apsisaugoti nuo bakterijy gynybiniy sistemy, E.coli 9g fago
genominé DNR atspari daugeliui restrikcijos fermenty (Kulikov ir kt., 2014). Taip pat manoma, kad 7-
deazaguanozino modifikacijos gali padéti apsisaugoti bakteriofagams pries CRISPR-Cas sistemas, nes
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Sios sistemos fermentai, jprastai sgveikaudami su DNR, saveikauja su 7-0je pozicijoje guanozino
molekuléje esanciu azoto atomu, kurio 7-deazaguaniny Seimos modifikuoty nukleotidy atveju néra
(Hutinet ir kt., 2019).

1.2 7-Deazaguanoziny jtaka organizmy fioziologinéms funkcijoms

Nors 7-deazaguanozino Seimos modifikuoti nukleotidai organizmy tRNR ir fenotipui suteikia
naujy sgvybiy ir pranaSumy, organizmai gali iSgyventi be Siy modifikacijy (ypac tai pasireiskia
primityvesniuose organizmuose), taciau tokie organizmai pasidaro jautresni aplikos poveikiui. T.
kodakarensis archéjos bei E.coli bakterijos mutantai, pasiZymintys mutantiniais 7-deazaguaniny
biosintezés ir inkorporavimo j tRNR genais, gali gyvuoti ir daugintis auginant jprastomis laboratorinémis
saglygomis, taciau abiejy organizmy gyvybingumas reikSmingai sumaZéja auginant juos nepalankiose
salygose, pvz., aukStesnéje temperatiiroje arba tokiose salygose, su kuriomis Sie organizmai susiduria
natliraliose savo buveinése (Turner ir kt. 2020; Noguchi ir kt., 1982). Perséjant bakterijy E. coli CA274
ir E. coli B105 maisyta kulttra, bégant laikui, E. coli CA274 kamienas, gebantis biosintetinti ir j savo
tRNR struktiirg inkorporuoti kuezing, nukonkuravo (1.3 pav.) kitg kartu augantj E. coli kamieng B105,
kuris pasizyméjo mutantiniu defektyviu PreQo sintezés genu ir negalé¢jo savo tRNR struktiiroje turéti
kuezino (Dineshkumar ir kt., 2002).

Kai kurie primityvieji eukariotai, neturintys jy tRNR randamo kuezino ir jo analogy biosintezés
geny, kuezino nukleozido nukleobaze kueing inkorporuoja j tRNR jsisaving nukleobaze¢ i§ maistiniy
medziagy arba mikrobiome esancy bakterijy (Fergus ir kt., 2015). Papras¢iausias daugialgstelinis
eukariotas D. discoideum puikiai auga E. coli kultiiroje, kurioje gali jsisavinti Kueing, taciau aseptinése
salygose S§is oganizmas pradeda vegetuoti kaip vienalgstelinis organizmas. Organizmui augant
aseptinémis sglygomis, Igstelés sintetino dvigubai maziau tRNRasp it tRNRTyr, nei kueino gaunantis
organizmas (Kersten ir Kersten, 1990).
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1.3 pav. E.coli CA274 kamienas, perséjant bendra E.coli CA274 ir E.coli B105 bakterijy kultiira,
bégant laikui, nukonkuruoja mutantinj E. coli kamieng B105, negalintj sintetinti ir j savo tRNR
inkorporuoti kuezino (Dineshkumar ir kt., 2002).

Kuezinas labai svarbus zinduoliy fiziologinéms funkcijoms — kueino negavusios ir dél Qtrtl geno
mutacijos negalin¢ios kueino pasisavinti pelés pasizyméjimo neigiamai paveikta tirozino biosintezes
kaskada (1.4 pav.) (Rakovich ir kt. 2011). Kueino stoka neigiamai paveiké tirozino biosintezg i$
fenilalanino, kuomet buvo slopintas fenilalanino hidroksilazés PAH fermento veikimas dél padidéjusios
oksiduotos tetrahidrobiopterino (BH2) formos koncentracijos, kuri yra PAH slopiklis (Rakovich ir kt.
2011). Laiku negavusios kueino ir tirozino, kaip maisto papildo, pelés gali patirti letargija, konvulsijas
bei mirti keliy deSim¢iy dieny eigoje (Marks ir Farkas, 1997).
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1.4 pav. Pelés su iSveiklintu Qtrtl genu pasiZzymi kompromituota fenilalanino konversija j tirozing
(Rakovich ir kt. 2011). Fenilalanino tirpalas injekuotas peléms (1mg/kg), atitinkamais laiko tarpais
registruota tirozino koncentracija (a) arba tirozino/fenilalanino santykis (b) kraujyje. +/+ — laukinio tipo
genotipas; +/- — heterozigotinis mutantinis Qtrtl genotipas; -/- — homozigotinis mutantinis Qtrtl
genotipas.

Sveikame Zmogaus organizme kuezino koncentracija svyruoja nuo 1 iki 10 nM (Katze ir kt., 1983).
Manoma, kad kuezino modifikacijy skaiCius organizme gali biiti latkomas svarbiu biomarkeriu vézio
diagnostikoje. tRNR hipomodifikavimas kuezinu pastebétas plau¢iy (Huang ir kt., 1992), storosios
zarnos (Giindiiz ir kt., 1992), smegeny (Aytag ir kt., 1994), limfomos bei leukemijos vézinése lgstelése
(Emmerich ir kt., 1985). Nors $is fenomenas néra stebimas kai kuriose véziy rasSyse (Emmerich ir kt.,
1985), daznai tRNR kuezino hipomodifikavimo intensyvumas koreliuoja su pazengusia ligos stadija (1.5
pav.) ir, atitinkamai, blogomis prognozémis — pastebéta, kad kuo mazesnis paciento Q-tRNR Kkiekis, tuo
mazesnis pacienty i§gyvenamumas (Baranowski ir kt,. 1994). Sios véZio ir kuezino kiekio audinyje
sgsajos priezastis néra iSaiSkinta, taCiau pastebéta, jog sumazéje kuezino kiekiai aptinkami ne tik
véziniuose, tatiau ir nepiktybiniuose, greitai auganciuose audiniuose, pvz., retikulocituose arba po
traumos ar chirurginés operacijos ataugan¢iame kepeny audinyje (Dubrul ir kt., 1976; Jackson ir kt.,
1970), taip pat Q kiekis kinta organizmy tRNR priklausomai nuo vystymosi stadijos ir amziaus (White
ir kt., 1973).
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1.5 pav. Kuezino kiekio tRNR priklausomybé nuo motery reprodukcinés sistemos audiniy véZinés
stadijos (Baranowski ir kt,. 1994). Kuezino trikumas konkre¢ioje tRNR pozicijoje buvo iSmatuotas
naudojant radioaktyvaus guanino inkorporavimo j tRNR metodikg, pasinaudojant tRNR guanino
transglikolaze. A — nepiktybinis miometriumas; B — mioma; C — germinogeniniai navikai; D — epiteliniai
navikai; E — metastatiniai navikai.

Tyrimai, panaudojant kueing bei PreQo kaip galimus prieSvézinius vaistus, parodé, kad kueinas
sulétina véziniy lasteliy augimg hipoksinése salygose, slopina laktato dehidrogenzés, vieno svarbiausiy
fermenty hipoksinio tipo véziuose, raiska, o PreQo in vitro sglygose yra net labiau citotoksiSkas vézinéms
Igsteléms nei standartinis chemoterapinis vaistas 5-fluorouracilas (Xu ir kt. 2015; Reisser ir kt., 1994;
Pathak ir kt., 2005; Fergus ir kt., 2015). 7-Deazaguanozinai ar Kiti modifikuoti nukleotidai ar jy
nukleobazés iSlieka perspektyvi sritis vézio gydyme — tokie junginiai gali biiti panaudoti kaip tiesioginiai
DNR replikacijos inhibitoriai véZinése lastelése, taip pat gali buiti inkorporuoti j prieSprasmés (angl.
antisense) RNR bei iRNR sekas, kurios gali biiti priesvéziniy terapijy veikliosios medziagos, ypac
tuomet, kai kliniking funkcijg turin¢ig prieSprasm¢ RNR arba terapinj baltymg koduojanéig iRNR
siekiama padaryti atsparesn¢ organizmo nukleaziy poveikiui arba pagerinti tokios terapijos
farmakokinetines savybes (Bartosik ir kt., 2020). Tac¢iau butent 7-deazaguaniny Seimos modifikuoti
nukleotidai reikalauja daugiau fundamentaliy moksliniy tyrimy, kadangi Sioje tyrimy srityje skirtingy
moksliniy grupiy rezultatai ir i§vados kartais prieStarauja viena kitai, néra vieningos nuomonés apie $iy
modifikuoty nukleotidy fiziologine bei struktiiring prasme (Fergus ir kt., 2015).
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1.3 7-Deazaguanoziny biosintezé ir biosintezés reguliacija

Nors kuezino (Q) ir archeozino (G+) biosintezés kelias visuose organizmuose prasideda nuo
guanozino vertimo j esminj PreQo intermediata QueCDE fermenty komplekso pagalba, tolimesnis $iy
modifikuoty nukleozidy i§ PreQo biosintezés kelias skiriasi skirtinguose duomenuose biocheminiy
reakcijy bei produkty atzvilgiu (1.6 pav.) (Phillips ir kt., 2008). Bakterijose PreQo molekulés nitrilo
grupé, retai gamtoje pasitaikancios 4 elektrony redukcijos metu, kurig katalizuoja QueF fermentas,
redukuojama iki amino, susidarant PreQ: junginiui (Van Lanen ir kt., 2005). PreQ inkorporuojamas j
tRNR struktiiros 34-aja pozicija TGT sintetazés fermento pagalba (Iwata-Reuyl, 2008). Si struktira
veréiama | 0Q34, prie terminalinio amino kovalenti§kai prijungiant ciklopentano zieda su dviem
hidroksilo grupémis ir epoksido grupe, reakcijg katalizuoja QueA. Tuomet epoksido Ziedas pasalinamas
QueG arba jam nehomologinio fermento QueH pagalba suformuojant Q34 tRNR (Miles ir kt., 2011;
Zallot ir kt., 2017). Bakterijos E.coli ir S. Flexneri geba modifikuoti Q34 tRNR iki §iuo metu Zinomo
galutinio 7-deazaguanoziny nukleotidy produkto — GluQ, kuomet prie Q34 kovalenti§kai prijungiama
glutamo aminortigstis, taciau §io aminoriigSties prisijungimo regioselektyvumas dar néra isaiskintas (1.6
pav.) (Dubois ir kt., 2004; Caballero ir kt., 2012).

Eukariotai, neturintys kuezino de novo biosintezés geny, inkorporave j savo tRNR kuezing i$
maisto arba mikrobiomo, jj gali toliau modifikuoti iki GalQ ir ManQ, atitinkamai prie Q prijungiant
monosacharidus galaktoze arba manozg¢ (Okada ir Nishimura, 1977). Manoma, kad augalai pasizymi
kueino de novo biosintezés genais, laisvo kueino aptinkama kvie¢iy grudy gemaluose, kokosuose ir
pamidoruos (Katze ir kt., 1982). Siuo metu néra tiksliai Zinoma, kokiy pernaos sistemy pagalba ir kokiu
mechanizmu 7-deazaguanino $eimos nukleozidai bei jy pirmtakai patenka j eukariotines lgsteles, taciau
zinoma, kad eukariotai 7-deazaguaniny modikuoty nukleotidy biosintezei gali pasisavinti ne tik Q, bet ir
PreQo ir PreQ: (McCown ir kt., 2020).

Archéjy domene sutinkamas tik archeozinas, Siuose organizmuose PreQq inkorporuojamas j tRNR
molekule 15 pozicijoje vietoje guanozino, archeozinas susintetinamas modifikuojant nitriling grupe iki
amidino fragmento ArcS/arcTGT bei ReSEA fermenty kaskados pagalba (Mohammad ir kt., 2017).
Crenarcheota tipo archéjos neturi iy fermenty, taciau geba sintetinti archeozing GAT-QueC arba QueF-
tipo baltymy pagalba (Phillips ir kt., 2012).
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1.6 pav. 7-Deazaguanoziny Seimos modifikuoty nukleozidy bei ju pirmtaky biosintezés schema
(Phillips ir kt., 2008). Raudona spalva zZymimi kickvienos molekulés motyvai, besiskiriantys nuo
guanozino. GluQ atveju sudéties zenklu pazymima, jog néra zinoma, prie kurios hidroksilo grupés
glutamo riigstis prisijungia prie kuezino, sudarant GluQ. Geltona, raudona ir mélyna rodykliy spalvos
nurodo, kokios 7-deazaguanoziny nukleozidy biosintezés reakcijos vyksta atitinkamai archéjy, bakterijy
bei eukarioty domenuose.

Nors 7-deazaguanoziny ir jy pirmtaky biosintezés reguliacijos mechanizmai néra gerai suprasti,
manoma, kad kaip ir dauguma mazamolekuliniy heterocikliniy junginiy biosintezé, taip ir 7-
deazaguanoziny biosintezé daugiausia reguliuojama alosteriniu biosintezés fermenty aktyvumo
reguliavimo biidu, kuomet biosintetinéje grandinéje vieny fermenty produktai saveikauja su kity ar ty
paciy fermenty funkciniais motyvais ir daro jtaka $iy fermenty katalitinéms funkcijoms (Spitale ir kt.,
2009). Taciau neseniai identifikuoti PreQo bei PreQ: ribojungikliai, transkripciniame bei transliaciniame
lygyje galintys reguliuoti 7-deazaguanoziny biosintezés bei transporto fermenty kiekj, atitinkamai
reaguliuoja 7-deazaguanoziny nukleozidy bei jy pirmtaky koncentracijos dinamika/pasiskirstymag
audiniuose priklausomai nuo PreQq ir PreQ: koncentracijos ir santykio lasteléje (Eichhorn ir kt., 2014).
Sie ribojungikliai unikaliis tuo, jog jy aptamering, t.y. substrata (PreQo, PreQ1) surisanti sekos dalis yra
trumpiausia i§ visy zinomy ribojungikliy, taip pat, aptamero giminingumas substratui, lyginant PreQq ir
PreQs skiriasi tik 5 kartus (Spitale ir kt., 2009; Eichhorn ir kt., 2014). Biosintezés, reaguliacijos, o ypac
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7-deazaguanoziny pernaSos mechanizmai bei juose dalyvaujantys fermentai yra nepilnai iStyrinéti ir
charakterizuoti, tad tolimesni tyrimai reikalingi iSiaiskinti 7-deazaguanoziny biosintezés ir transporto
reguliacijos mechanizmus, placiau suprasti PreQo, PreQ: ir kity antriniy 7-deazaguaniny metabolity
funkcijas.

1.4 7-Deazapuriny struktiira pasiZymintys antriniai metabolitai ir juy ypatybés

7-Deazapurino struktiiros aptinkamos ne tik nukleino rugstyse, ta¢iau gamtoje sutinkamos ir
mazamolekuliniuose junginiuose, pasizymin&iuose jvairiomis fiziologinémis funkcijomis. Siuo metu i§
mikroorganizmy, randamy antZemynin¢je dalyje ir vandenynuose, aptikta ir iSskirta vir§ 30 7-
deazapuriny motyva turin¢iy maZamolekuliniy antriniy metabolity (1.7 pav.), pasiZyminciy jvairiomis
fiziologinémis ypatybémis (McCarty ir Bandarian, 2012).
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1.7 pav. 7-Deazapuriny motyva turintys antriniai metabolitai ir jy struktiros (McCarty ir
Bandarian, 2012).

Pirmasis fiziologing reikSme ir potencialig naudg zmogui 7-deazaguanino struktiira pasizymintis
antibiotikas tojokamicinas i$skirtas i§ Streptomyces toyocaensis kultiiros 1955 metais. Dél savo nitrilinés
grupées (1.7 pav.) i8io darbo tyrimy objekta PreQo strukturiSskai panaSus antibiotikas pasizymi geb¢jimu
slopinti Mycobacterium tuberculosis ir Candida rasies patogeny augimg (Nishimura ir kt., 1956;
Ohkuma, 1961). Be Sios antibiotinés funkcijos tojokamicinas gali bati inkorporuotas j zinduoliy 45S
rRNR (Tavitian ir kt., 1969).

7-Deazaadenozinas (tubercidinas), i$skirtas i§ Streptomyces tubercidicus pasizymi plataus spektro
antibakteriniu poveikiu, taip pat pasizymi fungicidinémis, prieSvirusinémis, prieSvéZinémis savybémis,
nes struktiiriSkai yra artimas adenozinui, tad sgveikauja su daugybe fermenty adenozino de novo
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biosintezés keliuose, adenozino fosforilaze ir sudaro nikotinamido-deazaadenino dinukleotido
(modifikuota NADH) kofermenta, taip pat inkorporuotas i DNR, stabdo DNR replikacija (Bloch ir kt.,
1967; Acs ir kt., 1964). Sis modifikuotas nukleozidas ar jo analogai iki $iol laikomi perspektyvia
aktyvigja farmacine medziaga (API) tripanosomozés bei kity jvairiy patogeniniy susirgimu atvejy, kuriy
sukéléjai negali de novo sintetinti adenozino dariniy ir turi jsisavinti purinus ar jy nukleozidus i$
uzsikrétusiojo jvairiy pernaSos sistemy pagalba (Hulpia ir kt., 2019). Tubercidinas yra puikus tokiy
pernaSos sistemy inhibitorius, be to, jis néra metabolizuojamas iki neaktyviy 7-deazainozino dariniy
((Acs ir kt., 1964).

7-Deazapuriny analogas sangivamicinas pasizymi stipriu priesvéziniu poveikiu peliy leukemijai ir
HelL a lasteliy linijai (Rao, 1968) veikdamas Siy véziniy lgsteliy baltymy kinaz¢ C (Loomis ir kt., 1988),
pirmoje klinikinéje fazéje patvirtintas §io prieSvézinio vaisto kandidato (Cavins ir kt., 1967) tinkamumas
zmonéms. Sutinkama sudétingesnés struktiiros 7-deazapuriny motyva turin¢iy antriniy metabolity,
glikozilinty disacharidais (pvz. dapiramicinas A) arba savo struktiiroje turin¢iy halogeno atomy (pav.
1.7), tadiau jy funkcija, poveikis fiziologinis poveikis modeliniams organizmams bei Zzmogui yra menkai
iStyrinétas (McCarty ir Bandarian, 2012).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos, bakterijy kamienai, jranga

2.1.1 Medziagos

Reagentai: Restrikcijos endonukleazés Ncol, Hindlll, T4 DNR ligazé, molekuliniy masiy standartai
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, GeneRuler™ loading dye, PageRuler ™
Prestained Protein Ladder, fermenty buferiniai tirpalai: FastDigest Green Buffer (10X), Phusion™ High-
Fidelity PCR Master Mix (2x), DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2x), T4 DNR ligazés buferinis
tirpalas; GenelJet Gel Extraction Kit DNR gryninimo reagentai; lzopropil-p-D-galaktopiranozidas
(IPTG) (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva). Kanamicinas (AppliChem, Vokietija). Etanolis
(Vilniaus degtiné, Lietuva). ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit plazmidziy skyrimo rinkinys, Zymo
Quick-DNA Miniprep Kit chromosominés DNR skyrimo rinkinys (Zymo Research Corporation, JAV).
Pradmenys (Metabion, Vokietija). pET28a-Vcz (Aucynaité ir kt., 2018). 7-Ciano-7-deazaguanozinas
(PreQo) (Advanced ChemBlock Inc., JAV). NaCl, MgSO4, HCI, KoHPO4, NH4sHPO4, MnSQO4, FeSOa,
CaCl; (Reachim, Rusija). Acto rugstis, ortofosforo ragstis (Chempur, Lenkija). Etidzio bromidas, EDTA
(Serva, JAV). Imidazolas, gliukozé, NaOH, p-merkaptoetanolis (Fluka, Vokietija). Acetonitrilas,
metanolis, dimetilsulfoksidas, d6-dimetilsulfoksidas, agaras, natrio dodecilsulfatas (NDS), izocitozinas.
(Sigma, JAV). Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris) (AppliChem, Vokietija). Mieliy ekstraktas,
triptonas (Oxoid, Anglija).

Terpés:

Kozero mineraliné terpé: 5 g/L NaCl; 1 g/L KoHPOgs; 1 g/L NH4sHPO4; 0,2 g/L MgSO4 x 7H20; 10 mL
/L drusky tirpalo, terpés pH 7,2.

LB terpé: 10 g/L triptono, 5 g/L mieliy ekstrakto, 10g/L NaCl, terpés pH 7,2.

Drusky tirpalo sudétis: 1 g/ MnSO4 X 4H,0, 0,5 g/L FeSO4 x 7H;0, 2 g/L CaCl, x 2H20. Drusky
tirpalas, MgSO; tirpalas, gliukozé ir PreQo j sterilia Kozero mineraling terpe ar LB terpe jdedami po
autoklavavimo.

Tirpalai:

Tirpalai skirti terpiy ruo$imui (medziagos istirpintos vandenyje, iSskyrus PreQo): 40 mg/mL
kanamicinas, galutiné konc. 40 pg/mL; 1 M IPTG, galutiné konc. terpéje 0,2 mM; PreQo 40 mg/mL,
iStirpinta DMSO, galutiné konc. terpéje 0,5 mg/mL.

2.1.2 Naudoti pradmenys

Geny fragmenty padauginimui nuo genominés DNR naudoti pradmenys:
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CMP tiesioginis 5" — GAA TCC ATG GCG CTC GCC ACC GGC TAC AC

CMP atvirkstinis STOP 5° — CTG TTA AGC TTT CAC GAG GTC ACG GCC CCG C

CMP atvirkstinis HIS 5° — CTG TTA AGC TTC GAG GTC ACG GCC CCG CGT G

CYDEL1 tiesioginis 5° — GAA TCC ATG GCG CTC CTC GTC ACG CAT GC

CYDEI atvirkstinis STOP 5° — CTG TTAAGC TTT CAG TGC GGA TGC CCG CGC

CYDEI atvirkstinis HIS 5 — CTG TTA AGC TTG TGC GGA TGC CCG CGC AG

CYDE2 tiesioginis 5° — GAA TCC ATG GGC CGC GCT CGC CTG CTG

CYDEZ2t tiesioginis 5 — CAA TCC ATG GAC GAT GAC AACAGCGTTC

CYDE2 ir CYDE2t atvirkstinis STOP 5" — CTG TTA AGC TTT CAT GCC GGG AAC AGACCC G
CYDE2 ir CYDE2t atvirkstinis HIS 5° — CTG TTA AGC TTT GCC GGG AAC AGA CCC GCA G
Kolonijy PGR atveju transformantams atrinkti naudoti pradmenys:

T7ter5 — GCT AGT TAT TGC TCAGCG G

T7pro5 — TAATAC GAC TCACTATAG GG

16s rRNR geno padauginimui naudoti pradmenys:

Wo0015 —AGAGTT TGATCATGG CTC

Wo0025 —-GGT ACCTTGTTACGACTT

2.1.3 Bakterijy kamienai ir plazmidés

Bakterijy kamienai: Escherichia coli BL21 (genotipas: (DE3) [F ompT gal hsdSy (rs-ms-) dcm lon
(DE3)] (Avidis, Pranciizija); Escherichia coli DH5a (genotipas: [¢80dlacZAM15 A(lacZY-argF)U169
deoR recAl endAl hsdR17(rk mk )sup E44 thi-1 gyrA96 relAl] (Pharmacia, Pranctizija).

Klonavimui naudotos plazmidés: pET21(b) (KmR, 5368 bp) (Novagen, DidZioji Britanija)

Sio darbo metu sukonstruotos plazmidés: pCMPSTOP (CMP deaminazé su STOP kodonu, KmR, 5842
bp); pPCMPHIS (CMP deaminazé su 6xHis-tag zymeniu, KmR, 5839 bp); pCYDE1STOP (CYDEL su
STOP kodonu, KmR, 6616 bp); pCYDE1HIS (CYDE1 su 6xHis-tag zymeniu, KmR, 6613 bp);
pCYDE2STOP (CYDE?2 ilgesnis geno variantas su STOP kodonu, KmR, 6622 bp); pCYDE2HIS
(CYDE?2 ilgesnis geno variantas su 6xHis-tag Zymeniu, KmR, 6619 bp); pCYDE2tSTOP (CYDE2
trumpesnis geno variantas su STOP kodonu, KanR, 6580 bp); pCYDE2tHIS (CYDE2 trumpesnis geno
variantas su 6xHis-tag zymeniu, KmR, 6579 bp).
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2.1.4 Jranga

Baltymy gryninime naudota aparatiira: Akta Purifier 100 FPLC baltymy gryninimo chromatografas;
HiTrap™ DEAE FF, HiTrap™ Phenyl HP, HiTrap™ chelating IMAC HP chromatografijos kolonélés
(GE Healthcare, Svedija).

Aparatira: ploksteliy skaitytuvas BIOTEK PowerWave XS (BioTek Instruments Inc., JAV),
spektrofotometras Eppendorf BioPhotometer (OD 600) (Eppendorf AG, Vokietija), ultragarsinis
dezintegratorius VC750 (Sonics ir Materials Inc., JAV), didelés talpos $aldanti centrifuga Eppendorf
5804R (Marshall Scientific, JK), staliné centrifuga Eppendrof (Thermo Fisher Scientific, JAV), vertikali
baltymy elektroforezés sistema Bio-Rad, (JAV), elektros saltinis elektroforezei Pharmacia EPS 400/500,
autoklavas Raypa AES — 75 (Raypa, Ispanija), pH matuoklis Orion 320 PerpHect LogR (Thermo Fisher,
JAV), termostatas Binder FD 23 (Binder, Vokietija), didelés talpos termostatuojamos, rotacinés
purtyklés Innova 44 (Biocompare, JAV), termocikleris SensoQuest Labcycler Basic (SensoQuest GmbH,
Vokietija) ir Mastercycler epgradient S (Eppendrof AG, Vokietija), elektroporatorius Eppendorf
electroporator 2510 (Eppendorf AG, Vokietija), rotacinis garintuvas IKA (IKA Works Inc., JAV).

2.2 Geny inZinerijos metodai

2.2.1 Bakterijy chromosominés DNR skyrimas

Microbacterium sp. SINO2 genominé DNR buvo skiriama ,,Zymo Research Quick-DNA Miniprep Kit”
pagal gamintojy pateikiamg instrukcija. DNR gryninta pagal 2.2.3 metodika.

2.2.2 Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR buvo skiriama naudojant ,,ZymoPURE™ Plasmid Miniprep Kit* pagal gamintojy
rekomendacijas arba pagal Molekulinés Mikrobiologijos ir Biotechnologijos skyriuje taikomg Sarminés
lizés metoda (Birnboim ir Doly, 1979). Bakterijy kultiira auginama LB terpéje 30°C temperatiiroje
termostatuojamoje purtykléje. Suspensija centrifuguojama (10 min x 4000 aps/min), nupilamas terpés
perteklius, lgstelés suspenduojamos vorteksuojant viename tiiryje I-o tirpalo (50 mM gliukozé, 25 mM
Tris- HCI pH 8,0, 10 mM EDTA). Suspensija uzpilama dvejais tariais II-0 tirpalo (1% NDS, 0,2 N
NaOH) ir méginys atsargiai iSmaiSomas ir paliekamas kambario temperatiiroje, iki kol tirpalas
nuskaidrés. Tuomet jpilama 1,5 turio 7,5 M amonio acetato (pH 6,0) tirpalo ir laikoma lede iki kol
iSkrenta nuosédos. Méginys centrifuguojamas (5 min X% 16200 aps/min), gautas supernatantas
surenkamas ] kita mégintuvélj. Tuomet j mégintuvélj su supernatantu pridedami 2 tariai etilo alkoholio
ir tirpalas atSaldomas -20°C temperatiiroje 10 min. NeZymimioms nuosédoms susidarius tirpalas
centrifuguojamas 5 min x 16200 aps/min. Supernatantas atsargiai nupilamas, ant mégintuvélio sieneliy

susidariusos nuosédos buvo dziovinamos ir iStirpinamos nedideliame kiekyje vandens. Plazmidinés DNR
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koncentracija po skyrimo nustatoma DNR elektroforezés pagalba naudojant GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder masés zymenj.

2.2.3 DNR gryninimas

PGR reakcijos metu gauta arba i§ agarozés gelio iSpjauta plazmidiné DNR gryninta GeneJet Gel
Extraction Kit DNR gryninimo rinkiniu (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva). IS agarozinio gelio
iSpjauto fragmento atveju gryninama pagal gamintojo rekomendacija. Gryninant PGR reakcijos miSinj,
praleidziamas tre€ias protokolo punktas (PGR rekacijos ir ,,Binding Buffer komponento miSinys
neinkubuojamas aukstoje temperatiroje), gryninant 10-20 uL PGR reakcijos miSinio, dedama 500 pL
,Binding Buffer* komponento.

2.2.4 Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Atliekant DNR fragmenty padauginimo PGR reakcijas naudoti SensoQuest Labcycler Basic
(SensoQuest GmbH, Vokietija) ir Mastercycler epgradient S (Eppendrof AG, Vokietija) PGR aparatai,
2x Phusion™ High-Fidelity PCR Master Mix ir 2x DreamTaq™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific Baltics, Lietuva) PGR buferiniai tirpalai su polimerazémis ir 2.1.3 skyriuje aprasyti pradmenys.
Polimerazés grandininé reakcija buvo atlickama vadovaujantis polimeraziy gamintojo
rekomendacijomis. Tiksliniams genams padauginti gradientinés PGR reakcijos, panaudojant abi
polimerazes, atliktos Siose temperatiirose: 57.6°C, 61.6°C, 65.9°C, 69.4°C, 71°C, pradmeny
koncentracija — 0.2 uM.

DreamTaq™ polimerazés atveju PGR programa - 95°C 2 min, [95°C 30 s; gradiento temperatiira
30's; 72°C 1 min] x 30 cikly, 10 min 72°C.

Phusion™ polimerazés atveju PGR programa - 98°C 30 s, [98°C 10 s; gradiento temperatiira 30 s;
72°C 45 s] x 30 cikly, 5 min 72°C.

Atliekant geny padauginimo eksperimentus su Phusion™ polimeraze, kuomet reakcijos misinys
praturtintas 3% (w/v) DMSO, matricos sulydimo temperatiiros (angl. annealing temperature) naudotos
tokios pat, kaip pries tai vykdytose gradientinés PGR reakcijose, naudota 40 arba 400 karty skiesta
chromosominé DNR (skiedimas atliktas skiedziant pradinj i§ Microbacterium sp. SINO2 lasteliy
i8skirtos genominés DNR méginj). Pradmeny koncentracija naudota ta pati, kaip pries tai vykusiose
gradientinés PGR reakcijose, reakcijos miSinys praturtintas 3% DMSO, reakcijos vykdytos pagal
gamintojo rekomendacijas.

Kolonijy tikrinimo PGR reakcijos buvo atliktos DreamTaq™ polimerazés pagalba, naudoti T7 ter
ir T7 pro pradmenys. PGR programa - 95°C 2 min, [95°C 30 s; 50°C 30 s; 72°C 1 min] x 30 cikly, 10
min 72°C.
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2.2.5 DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis buvo vykdoma naudojant Thermo Fisher Fast Digest
restrikcijos endonukleazes Ncol ir Hindlll ir Fast Digest Green 10x buferinj tirpalg laikantis gamintojo
nurodyty rekomendacijy. Hidrolizé buvo vykdoma 60 min esant 37°C temperatiirai. Po hidrolizés
reakcijos miSinys kaitinamas 80°C 10min siekiant inaktyvuoti restrikcijos endonukleazes pries ligavimo
reakcijg arba valomas GenelJet Gel Extraction Kit DNR gryninimo rinkiniu.

2.2.6 DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé buvo atlickama 1x TAE buferiniame tirpale 120V jtampoje 1% agarozés gelyje
(Russell ir Sambrook, 2001). Gelis buvo dazomas 10-15 min 0,005% etidZio bromido tirpale ir
analizuojamas apSvietus UV spinduliais. DNR fragmenty molekulinés masés buvo nustatomos
naudojantis GeneRuler™ 1kb DNA Ladder arba GeneRuler™ DNA Ladder Mix. Jei pries DNR
elektroforeze nebuvo naudojami ,,Green serijos reagentai ar buferiniai tirpalai, DNR méginiai dazyti
naudojant GeneRuler™ Loading Dye.

2.2.7 DNR fragmenty gryninimas i$ gelio

PGR reakcijos metu padauginti DNR fragmentai buvo frakcionuojami DNR elektroforezés
pagalba. Gelis buvo dazomas etidzio bromido tirpalu 10-15 min ir analizuoajmas apSvietus UV
spinduliais. Tiksliniai fragmentai, nustatyti pagal dydj, iSpjauti i$ gelio pipetés antgalio pagalba ir
gryninti GeneJet Gel Extraction Kit rinkiniu, laikantis gamintojo nurodyto protokolo.

2.2.8 DNR klonavimas

Restrikcijos endonukleazémis hidrolizuoti DNR fragmentai klonuojami | pET28(b) vektoriy,
hidrolizuotag Ncol ir HindIII restrikcijos endonukleazémis pagal 2.2.5 metodika, naudojant T4 DNR
ligazg. Reakcija vykdyta 4°C temperatiiroje 12-16 valandy. Po ligavimo reakcijos, ligavimo miSinys
valomas i$sodinant DNR etanolio ir natrio acetato pagalba (Green ir Sambrook, 2016). 10-20 uL
ligavimo miSinio uzpilama 500 uL -20°C etilo alkoholio ir 50ul 5M natrio acetato, miSinys 2-16h
laikomas -20°C temperatiiroje. Centrifuguojama 4°C temperatiiroje (15min % 16200 aps/min), atsargiai
nupilamas etanolis. Mégintuvélis dziovinamas, kol nebelieka etanolio. Mégintuvélyje esantis ligavimo
mi§inys uZpilamas 10 pL sterilaus vandens. Siuo miSiniu transformuojamos paruoitos bakterijy
lastelelés.
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2.2.9 Elektrokompetentiniy lasteliy ruoSimas ir elektroporacija

E. coli DHSa arba E. coli BL21(DE3) bakterijos uzséjamos j 5 mL LB terpés ir auginamos per
nakti. 200 pL naktinés kultiros uzséjamos 1 20 mL LB terpés ir auginama, iki kol lasteliy kultura pasiekia
ODsoo 0,5-0,8 optinj tankj. Tuomet Igstelés atvésinamos iki 4°C ir centrifuguojamos (15 min x 4000
aps/min) 4°C temperatiiroje. Nupylus supernatanta, lastelés buvo du kartus plaunamos 20 mL 4°C
temperattiiros 10% glicerolio tirpalu. Nucentrifugavus lasteles (15 min x 4000 aps/min) 4°C
temperatiiroje, jos resuspenduojamos 2 mL 4°C 10% glicerolio tirpale ir iSpilstomos 90 pl porcijomis |
1,5 ml mégintuvélius. Lastelés laikomos -80°C temperatiiroje.

Elektroporacijai naudojamos lgstelés atSildomos lede, o kiuvetés atSaldomos -20°C. I 90 nl
elektrokompetentiniy lasteliy jdedama 1 pl plazmidinés DNR ir miSinys kelias minutes inkubuojamas
lede. Lasteliy suspensija su DNR perkeliama j atSaldytg kiuvete. Elektroporavimas vykdomas aparate
Eppendorf electroporator 2510 (Eppendorf AG, Vokietija) 2 kV/cm jtampoje, elektros impulso trukmé,
priklausomai nuo lgsteliy suspensijos paruosimo, 3,0-5,5 ms. Po elektros impulso, nedelsiant, ant lasteliy
uzpilama 100 puLL LB terpés ir lasteliy suspensija perkeliama j mégintuveélj su 0.7 mL LB terpés. Lastelés
gaivinamos inkubuojant 37°C termostate 30 min, centrifuguojamos 3 min x 16200 aps/min,
sumazinamas terpés turis iki 50 pL ir lastelés uzséjamos ant LB terpés su kanamicinu. Cirkuliarizuotos
plazmidés suteikia bakterijoms antibiotiko atsparumo sgvybe, tad tokios bakterijos uzauga ant
agarizuotos terpés su kanamicinu. Tiksliniy konstrukty paieskai atlickama uzaugusiy bakterijy kolonijy
PGR reakcija pagal 2.2.4 metodika.

2.3 Biocheminiai metodai
2.3.1 Mikroorganizmy, biodegraduojanéiy 7-ciano-7-deazaguaning (PreQo), paieska

Sio darbo metu mikroorganizmy atranka 7-ciano-7-deazaguanino biodegradacijos tyrimui buvo
vykdoma naudojant dirvozemio méginius, kurie buvo surinkti jvairiose Vilniaus ir Utenos rajony vietose,
15-20 cm gylyje. 130 dirvozemio méginiy surinkta j 1,5 mL plastikinius mégintuvélius. Laboratorijoje
Zemes meginiai vorteksuojant suspenduoti 1 mL 0,9% NaCl tirpalo. 100 pL Sios suspensijos uzséjama |
900 pL Kozero mineraling terpe, kuri pries tai praturtinta 0,05% (w/v) PreQo i§ 40 mg/mL pradinio PreQo
tirpalo DMSO tirpiklyje. Neigiama Sio eksperimento kontrolé buvo Kozero mineraliné terpée, praturtinta
PreQo, sumaisyta su 100 pL 0,9% NaCl tirpalo be bakterijy. Méginiai inkubuojami 30°C. Kas 3-7 paras
atlickami reakcijos miSiniy supernatanty UV-Vis sugerties spektro matavimai — méginiai
centrifuguojami 5 min x 16200 aps/min, 100 puL supernatanto perkeliama j 96 Sulinéliy mikroplokstele
(Greiner, JAV). Atlickami méginiy supernatanty UV-Vis sugerties spektro, nuo 200 nm ik 400 nm
diapazone, matavimai. Esant neaiSkiems arba iSsiskiriantiems spektrams, méginio supernatantas du
kartus praskiedZiamas acetonitrilu, nucentrifuguojamas ir gautas méginys analizuojamas HPLC-MS
metodu. Méginiai, kuriuose uzfiksuojamas UV-Vis sugerties spektro pokytis, lyginant su neigiamos
kontrolés méginiu, perséjami ant agarizuotos LB terpés, agarizuotos Kozero terpés, praturtintos 0,05%
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PreQo arba agarizuotos Kozero terpés, praturtintos 1% gliukozés ir 0,05% PreQo. Uzaugusiy
mikroorganizmy kolonijos perséjamos atskirai | Kozero mineraling terpg, praturtinta 0,05% PreQo
substratu. Po 3-7 dieny $ie méginiai vél paruoSiami matavimams pagal virSuje apraSyta metoda,
matavimai atlieckami ploksteliy skaitytuvo pagalba arba HPLC-MS metodika.

2.3.2 E. coli kultivavimas ir eksperimentai su E.coli intaktinémis lastelémis bei lizatais

PET28a-Vcz arba tikslinius CMP deaminazés, CYDEL ir CYDE2 geny fragmentus turinCios
plazmidés transformuotos E. coli BL21(DE3) bakterijos nuo standzios LB terpés uzséjamos j 5 mL LB
terpés su atitinkama kanamicino koncentracija ir auginamos 30°C temperattiroje per naktj. IS uZzaugusios
naktines kultiiros 200 pL bakterijy suspensijos panaudojama inokuliuoti 20 mL LB terpés su kanamicinu,
30°C auginama iki kol lasteliy kultiira pasiekia 0,5-0,8 optin; tankj (ODsoo). Tuomet rekombinantiniy
baltymy biosintezé buvo indukuojama 30°C (pET28a-Vcz atveju indukcijos tempratiira 20°C) 0,2 mM
IPTG ir inkubavimas tesiamas per nakt] 16-18 valandy. UZzaugintos lgstelés buvo surenkamos
centrifuguojant $altoje centrifugoje (15 min x 4000 aps/min), 3 kartus praplaunamos 20 mL 0,9% NacCl
tirpale ir resuspenduojamos 5 mL pH 7,2 50 mM kalio fosfatiniame buferiniame tirpale.

Atliekant CMP deaminazés baltymo raiSkos optimizavimo eksperimentus, Isteliy auginimo ir
indukcijos eksperimentas atlickamas taip pat, tik pakei¢iama indukcijos temperatiira (16°C, 30°C arba
37°C) ir IPTG koncentracija (0,1 mM, 0,2 mM arba 0,4 mM).

Vykdant PreQo konversijos reakcijas su intaktinémis E. coli lgstelémis, reakcijos misSinys sudarytas
i§ 20 pL pradinés lasteliy suspensijos, 0,05% (w/v) PreQo (i§ 40mg/ml PreQo tirpalo DMSO) ir 0,2%
gliukozés, galutinis reakcijos tiiris 500 pL. Si lasteliy suspensija buvo inkubuojama 30°C temperatiroje.
Tam tikrais laiko intervalais paémus suspensijos méginj ir jj nucentrifugavus 3 min x 16200 aps/min,
100 pL supernatanto buvo perkeliamas j plokstelg ir matuojamas UV-Vis sugerties spektras 200-400 nm
diapazone.

Atlickant eksperimentus su rekombinantiniy baltymy E. coli lizatais, Iasteliy suspensija 5 mL pH
7,2 50 mM Kkalio fosfatiniame buferiniame tirpale 4°C temperatiiroje ardomos ultragarsiniu
dezintegratoriumi S5s ardant ir 10 sekundziy darant pauz¢ 5 min bendro ardymo laiko. Centrifuguojama
15 min x 4000 aps/min.

2.3.3 Eksperimentai su Microbacterium sp. SINO2 intaktinémis lgstelémis

Microbacterium sp. SINO2 bakterijos nuo agarizuotos LB terpés uzséjamos j skysta 5 mL LB terpe
ir auginamos 30°C temperatiiroje para laiko. IS gautos naktinés kulttiros uzs¢jama 20 mL LB terpés,
bakterijos auginamos 30°C temperatiiroje parg laiko. Atliekant indukcijos eksperimenta su PreQo
indukuotomis intaktinémis lgstelémis bei jy lizatu, Igstelés augintos LB terpéje arba LB terpeje su 0.05%
PreQo substratu. Uzaugusios Igstelés centrifuguojamos (15 min x 4000 aps/min), tris kartus plaunamos
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0.9% NacCl tirpalu, suspenduojmos 5 mL 50mM pH 7,2 kalio fosfatiniame buferiniame tirpale.
Biokonversijos eksperimentas vykdomas su 500 pL buferiniame tirpale suspenduoty Microbacterium sp.
SINO2 Iasteliy ir 3mM substrato (PreQo arba izocitozino). Reakcijos miSinys inkubuojamas 30°C
temperatiiroje. Tam tikrais laiko intervalais nucentrifugavus dalj Igsteliy suspensijos, 100 pL
supernatanto analizuojama HPLC-MS metodika arba matuojamas UV-Vis sugerties spektras 200-400
nm intervale.

2.3.4 Biokonversijos eksperimentai su rekombinantine Vcz deminaze

Siekiant pagaminti didesnj kiekj deamininto PreQo produkto, atliekama PreQo deamininimo
reakcija su gryninta Vcz rekombinantine deaminaze. Reakcijos pavyzdys: 1 50 ml pH 7,2 kalio fosfatinio
buferinio tirpalo buvo jdéta 5 mg PreQo (i§ 40 mg/mL PreQg tirpalo DMSO) ir jpilta 500 uL Vcz gryninto
rekombinantinio fermento. Monitorizuojant reakcijos eigg ploksteliy skaitytuvu registruojant UV
absorbcijos spektra, po 4h reakcijos miSinys praturtintas 5 mg PreQo. Po 24h, 32h bei 40h nuo reakcijos
pradzios reakcijos miSinys praturtintas dar po 5 mg PreQo . Po 50h nuo reakcijos pradzios jneSta Smg
PreQO ir jpilta 250 uL baltymo. Po 54h nuo reakcijos pradzios reakcijos turinys nugarintas rotaciniu
garintuvu, praplautas 3 x 5 mL 8alto distiliuoto vandens, centrifuguotas 20 min x 4000 aps/min, gauti
smélio spalvos vienaly¢iai milteliai, jy mase¢ 19,82 mg (65,7% iSeiga).

2.3.5 Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Vcz deaminazé bei CMP deaminazé su 6xHis-tag inkaru gryninta i§ centrifuguoto lizato 1 mL arba
5 mL Ni** HiTrap IMAC HP kolon¢le ((GE Healthcare, Svedija) giminingumo chromatografijos bidu
Akta Purifier baltymy chromatografijos aparatiiros pagalba. Kolonélé buvo i§ anksto paruosiama ja
uzpildant 50 mM pH 7,2 kalio fosfatiniu buferiniu tirpalu su 0,5M NaCl (A buferinis tirpalas). Ant
kolon¢lés uzneSus baltymy ekstrakta, visi kolon¢lei giminingumo neturintys baltymai iSplauti A
buferiniu tirpalu, o frakcijos su tiksliniu baltymu, turinéiu histidiny inkarg surenkamos taikant
gradienting eliucijg buferiniu tirpalu B (0,5M imidazolu praturtintas A buferinis tirpalas). Frakcijos su
tiksliniu baltymu buvo surinktos pagal iSmatuotg absorbcijg ties 280 nm. Imidazolas paSalinamas
atliekant tikslinio baltymo méginio dialize buferiniame tirpale A (tiiris 50 karty didesnis, nei méginio)
per naktj 4°C. Eliucijos frakcijos analizuojamos NDS—PAGE metodu, tikrinamas frakcijy fermentinis
aktyvumas.

2.3.6 Eksperimentai su Microbacterium sp. SINO2 belasteliniu ekstraktu ir Microbacterium sp.
SINO2 baltymy gryninimo eksperimentai

Uzauginty Microbacterium sp. SINO2 lasteliy suspensija ardyta ultragarsiniu dezintegratoriumi

4°C temperatiiroje 5 min aktyvaus ardymo laiko (15 min bendro ardymo laiko) 5 s ardant ir 10 s darant
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pauze. Gautas belgstelnis ekstaktas centrifuguotas (15 min x 4000 aps/min). Eksperimentai su PreQo bei
izocitozino substratais atliekami panaudojant 50 pL belgstelinio lgsteliy ekstrakto, 3mM substrato,
galutinis reakcijos tiiris 500 pL. Tam tikrais laiko intervalais nucentrifugavus dalj reakcijos miSinio, 100
ML supernatanto analizuojama HPLC-MS metodika arba matuojamas UV-Vis sugerties spektras 200-
400 nm intervale.

Microbacterium sp. SINO2 belasteliniame ekstrakte esanciy baltymy gryninimas atliktas HiTrap
DEAE FF bei HiTrap Phenyl HP (GE Healthcare, Svedija) kolonéliy pagalba atitinkamai jony mainy
chromatografijos arba hidrofobinés sgveikos chromatografijos budu. Prie§ gryninimo eksperimenta,
lastelés augintos LB terpéje be papildomy priedy. Gryninant baltymy ekstrakta HiTrap DEAE FF
kolonéle, kolonélé buvo paruosiama jg uzpildant 50 mM pH 7,2 kalio fosfatiniu buferiniu tirpalu (A
buferinis tirpalas). Ant kolonélés uzneSus baltymy ekstrakta, visi kolonélei giminingumo neturintys
baltymai iSplauti A buferiniu tirpalu, o frakcijos su baltymais, pasizyminciais giminingumu kolonéliy
sorbentui surenkamos taikant gradienting eliucijg buferiniu tirpalu B (1M NacCl praturtintas A buferinis
tirpalas). HiTrap Phenyl HP kolonélés atveju A buferinis tirpalas buvo 50 mM pH 7,2 kalio fosfatinis
buferinis tirpalas praturtintas 1M NaCl, o B buferinis tirpalas — be NaCl. Frakcijos su baltymais buvo
surinktos pagal iSmatuotg absorbcijg ties 280 nm. Eliucijos frakcijos analizuojamos NDS—-PAGE metodu,
tikrinamas frakcijy fermentinis aktyvumas.

2.3.7 Baltymy natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé (NDS—-PAGE)

Baltymy elektroforezé natrio dodecilsulfato denattiruojancuiomis sglygomis poliakrilamidiniame
gelyje buvo atlickama pagal standartines metodikas naudojant 5% koncentruojamaji ir 12% skirstomajj
gelius.

Skirstomasis 12% gelis: Koncentruojantis 4,5 % gelis:
3,10 ml H.O 3,10 ml H20
2,8 ml 40 % Akrilamido 562 ul 40 % Akrilamido
2,0 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,25 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 6,8
80 ul 10 % NDS 50 pul 10 % NDS
80 ul 10 % APS 50 ul 10 % APS
8 ul TEMED 5 ul TEMED

Pries elektroforeze, baltymai buvo daZomi su Coomasie Briliant Blue R-250 daZzais su 4 % NDS ir
6 % B-metkaptoetanolio. Méginiai 2—4 min inkubuojami verdanc¢io vandens voneléje. | elektroforezés
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aparato Sulinélius po 5—15 pl jneSami pavyzdziai ir PageRuler TM Prestained Protein Ladder baltymy
molekulinés masés zymuo. Elektroforezé vykdoma esant 70 mA stiprumo srovei 1 val. 20 min. Gelis po
dazymo blukinamas su 7% acto ruigsties vandeniniu tirpalu ir skalaujamas vandeniu (Leammli, 1970).

2.4 Analiziniai metodai

2.4.1 Tandeminé skys¢iy chromatografija ir masiy spektrometrija

Tandeminé skysCiy chromatografija ir masiy spektrometrija (HPLC-MS) buvo atlikta naudojant
moduline sistema, sudaryta i§ CBM-20A valdymo bloko, SIL-30AC automatinio bandiniy émiklio,
dviejy LC-2020AD pompy ir CTO-20AC termostato, naudojant SPD-M20A PDA detektoriy ir LCMS-
2020 masiy spektrometrg su ESI $altiniu (Shimadzu, Kioto, Japonija).

Chromatografinis frakcionavimas atliktas naudojant YMC Pack Pro C18, 150 x 3 mm
chromatografing kolonéle (YMC, Kioto, Japonija), esant 40°C temperatiirai. Mobilioji fazé sudaryta i§
0,1% vandeninio skruzdziy rtgsties tirpalo (tirpalas A) ir acetonitrilo (tirpalas B) gradiente nuo 5% iki
60%.

Masiy spektrai buvo registruoti m/z 50 iki m/z 700 intervale, esant 350°C temperatirai, 250°C DL
temperattrai ir £4500 V jtampai (neutrali DL/Qarray jtampa), naudojant N> kaip dziovinamagsias ir
purSkiamgsias dujas. Masiy spektrometrijos analizé buvo atlikta taikant teigiamos ir neigiamos
jonizacijos rezimusS. Duomenys analizuoti naudojant LabSolutions LC/MS programing jranga.

2.4.2 Branduoliy magnetinio rezonanso eksperimentai

BMR spektrai gauti atlikus matavimus su 7-ciano-7-deazaguaninu bei 2,4-diokso-2,3,4,7-
tetrahidro-1H-pirolo[2,3-d]pirimidino-5-karbonitrilu, iStirpintuose DMSO-d6 (Sigma, JAV). Naudota
Bruker Ascend 400 jranga (Bruker, Billerica, MA, JAV), H BMR spektras uZregistruotas 400 MHz
daznyje, 1*C BMR spektras — 101 MHz daznyje. Cheminiai poslinkiai (8) nurodomi ppm skaléje lyginant
su tetrametilsilano standartu. Piky multipletisSkumai: s = singletas.

7-Ciano-7-deazaguaninas nupirktas kaip rudi, vienaly¢iai milteliai. *H BMR (400 MHz, DMSO-d6): §
=11.99 (s, 1H), 10.72 (s, 1H), 7.61 (s, 1H), 6.39 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, DMSO-d6): § = 158.05,
154.21, 152.15, 128.26, 116.36, 99.21, 86.02.

2,4-Diokso-2,3,4,7-tetrahidro-1H-pirolo[2,3-d]pirimidino-5-karbonitrilas  gautas kaip smélio
spalvos, vienaly¢iai milteliai. 3C BMR (101 MHz, DMSO-d6): & = 159.65, 153.11, 145.82, 132.47,
117.47,98.24, 85.47.

2.5 Kompiuteriniai metodai ir programiné jranga
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Duomeny apdorojimo programos: Paveikslai sumodeliuoti BioRender (www.biorender.com, 2021) ir
ChemDraw v19.0 (PerkinElmer Informatics, JAV). Duomeys analizuoti ir grafikai sudaryti Microsoft
Excel 2016 programa. Ploksteliy skaitytuvo pagalba iSmatuoti duomenys apdoroti BioTEK Gen5

programine jranga. Baltymy filogenetiné analiz¢ buvo atlikta naudojantis MEGA X programine jranga
(Kumar ir kt., 2018). Homology paieska atlikta NCBI BLAST programine jranga. Microbacterium sp.
SINO2 bakterijos surinktas genomas analizuotas Unipro UGENE v36.0 programa (Okonechnikov ir kt.,
2012).

Bioinformatiniy baltymy tretiniy struktiiry modeliavimo bei fermento-substrato kompleksavimo
(angl. docking) eksperimentai: Baltymy seky homology paieska vykdyta NCBI BLAST duomeny
bazéje  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Daugybinis palyginys sukurtas naudojant
ClustalOmega algoritmg (Sievers ir kt., 2011), palyginio apipavidalinimas atliktas naudojantis ESPript
serveriu (Robert ir Gouet, 2014). Struktiiriniy homology (Sablony) paieska vykdyta PDB duomeny
bazéje. Tiksliniy baltymy struktiiry modeliai sugeneruoti HHpred (Gabler ir kt., 2020) bei Swiss-Model
algoritmy pagalba (Waterhouse ir kt., 2018). Gauty modeliy struktiiros tikslintos Galaxy Refine
algoritmo pagalba (Heo ir kt., 2013). Gauty modeliy kokybé buvo jvertinta ProSA serveryje (Wiederstein
ir Sippl, 2007), palyginta su Sablony jverciais, taip pat ir netikslinty modeliy jverciais. Fermento-
substrato kompleksacijos in silico eksperimentai vykdyti naudojant AutoDock Vina (Trott ir Olson,
2010) bei SwissDock algoritmus (Grosdidier ir kt., 2011). Baltymy ir ligandy tretinés struktiiros
paruostos fermento-substrato kompleksacijos eksperimentams UCSF Chimera programos pagalba
(Pettersen ir kt., 2004), pagal standartinj sitilomg parametry rinkinj, j baltymo modelio struktiirg
jkomponuoti vandenilio atomai, paskirstytas teorinis kriivis. Prie§ fermento-substrato kompleksacijos
eksperimentg dél kompiuterinés galios resursy stokos nebuvo atliktos aktyviojo centro molekulinés
dinamikos optimizacijos. Struktiiriniy modeliy analizei ir palyginimui su zinomomis struktiiromis
naudota PyMOL programa (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC).

31


http://www.biorender.com/
https://d.docs.live.net/ce7f304ba537c291/Stalinis%20kompiuteris/(http:/www.nc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)

3. REZULATATAI IR JU APTARIMAS

Vykdant mikroorganizmy, biodegraduojanéiy 7-ciano-7-deazaguaning (PreQo), paieskg, buvo
atsizvelgta i tai, kad didelé tikimybé organinius junginius biodegraduojancias bakterijas rasti dirvozemio
méginiuose, gautuose i§ pavirSiniy dirvozemio sluoksniy. Pavir§iniai dirvoZzemio sluoksniai pasizymi
didele bakterijy dinamika, dél tiesioginio rySio su atmosfera, biosfera bei dél zmogaus veiklos
pavirSiniuose dirvozemio sluoksniuose aptinkama didelé organiniy cheminiy junginiy gausa, kuriuos
bakterijos evoliucijos eigoje yra prisitaikiusios biodegraduoti (Singh, 2008). Nesusijusiy eksperimenty
metu Molekulinés Mikrobiologijos ir Biotechnologijos skyriuje i$ pavir§inio dirvozemio zemés méginiy
buvo isskirti Arthrobacter bei Burkholderia genciy atstovai, gebantys skaidyti bei transformuoti gamtoje
natiiraliai nesutinkamus hidroksipiridinus bei piridiny darinius (Gasparaviciaté ir kt., 2006; Stankeviéitité
ir kt., 2016). Sio darbo metu 7-ciano-7-deazaguanino biodegradacijos tyrimui naudoti dirvoZemio
méginiai buvo surinkti jvairiose Vilniaus ir Utenos rajony vietose, 15-20 cm gylyje (3.1 pav.).
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3.1 pav. Vilniaus ir Utenos rajony vietos, kuriose buvo surinkti Zemés méginiai.

Surinkta 130 dirvoZemio méginiy 10-tyje skirtingy viety, su pastaraisiais méginiais nedelsiant
pradeéti bakterijy atrankos eksperimentai.
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3.1 7-Ciano-7-deazaguaning skaidanciy bakteriju, esan¢iy dirvoZemio méginiuose, atranka ir
iSskyrimas

Pirminis darbo uzdavinys buvo suzinoti, ar surinktuose dirvoZzemio méginiuose yra bakterijy,
gebanciy vartoti 7-ciano-7-deazaguaning kaip vienintelj anglies Saltinj arba galin¢iy metabolizuoti PreQo
intaktiniy lasteliy pagalba j kitus organinius junginius. Pagal darbe apraSyta metodika (2.3.1), surinkti
dirvozemio méginiai buvo suspenduoti 0,9% NaCl tirpale, Siais méginiais uzséta neagarizuota Kozero
mineraliné terpé, praturtinta 0,05% galutinés koncentracijos (w/v) PreQo. Méginiai inkubuoti 30°C. Si
atranka paremta PreQo kaip vieninteliu anglies Saltiniu. Pokyc¢iai PreQo praturtintoje terpéje tikrinti kas
3-7 paras centrifuguojant méginius ir matuojant supernatanto UV-Vis sugerties spektrg 200-400 nm
diapazone ploksteliy skaitytuvu.

Bakterijy atrankos pradzioje, po 7 dieny, UV-Vis sugerties spektro poky¢iai buvo uZfiksuoti 6
méginiuose i§ 130 (~4,6%), kai daugeliu pirmyjy ir kity matavimy metu uzfiksuoti neaiskis bei PreQo
degradacijos neatspindintys supernatanto UV-Vis sugerties spektro pokyc¢iai (3.1.1 pav.). Kai kuriy
spektry sugertis didé¢ja 260 nm ir 280 nm srityje, nes bakterijos lizuojasi ir iSskiria ] suspensijg
nukleortigstis bei baltymus (3.1.1 pav. A). Daznai bakterijos laikui bégant nedaro jtakos PreQo budingam
UV-Vis sugerties spektrui, suspensijoje nevyksta jokie biocheminiai procesai, kuriuos biity galima
uzfiksuoti ploksteliy skaitytuvu (3.1.1 pav. B).

Siekiant praturtinti méginius bakterijomis, kurios galéty biodegraduoti PreQo, iki tol, kol su PreQo
vykstanéig konversijg biity galima uzregistruoti HPLC-MS metodais arba pagal pakitusj UV-Vis
sugerties spektrg ploksteliy skaitytuvo pagalba, dirvozemio meéginiais uzséta mineraliné terpé buvo
perséta ant agarizuotos LB terpés, agarizuotos Kozero terpés, praturtintos 0,05% (w/v) PreQo arba
agarizuotos Kozero terpés, praturtintos 1% gliukozés ir 0,05% PreQo. Uzaugus kolonijoms, jos buvo
atskirai persétos j neagarizuotg mineraling Kozero terpg su 0,05% PreQo ir Sio supernatanto UV-Vis
spektro arba/ir molekuliy masiy poky¢iai vél registruojami kas 3-7 paras.
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3.1.1 pav. Bakterijuy, inkubuoty su PreQo, supernatanty UV-Vis sugerties spektrai.

UZzfiksavus spektro pokytj, bakterijy suspensija vél perséjama ant agarizuoty terpiy, tgsiant
bakterijy atrankg. Si gryninimo strategija (3.1.2 pav.) reikalinga taip pat tam, kad iSgryninti tik vieng
bakterija, be to, jsitikinti, kad bakterija galima kultivuoti laboratorinémis salygomis ant agarozinés
terpés.
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3.1.2 pav. Bakteriju, gebanciy biodegraduoti PreQo substratg, atrankos schema.

Naudojant skysta Kozero mineraling terp¢ ir agarizuotaS terpes, tikrinant skystos terpés
supernatanto pokytj dviem jvardintais metodais pavyko gauti gryng bakterijy kultirg SINO2, kuri keicia
PreQo UV-Vis sugerties spektrg (3.1.3 pav.).
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3.1.3 pav. PreQo UV-Vis sugerties spektro pokytis inkubuojant PreQo su i§ dirvoZemio méginiy
iSgryninta bakterija. Eksperimentai atlikti pagal 2.3.6 metodika.

3.1.3 paveiksle galima matyti,kad pagal UV-Vis sugerties spektrg su intaktinémis lastelémis
inkubuojamas PreQo substratas bégant laikui keicia PreQo biidingg sugerties spektra, inkubavimoo metu
vieno piko sugertis mazéja 255-265 nm srityje, kito piko sugertis iSlicka beveik nepakitusi 285-290 nm
srityje. Laikui bégant sugerties intensyvumas stipriai nesumazéja, ~27h nuo inkubavimo pradzios
pakites spektras nebesikeicia. ISkelta prielaida, kad PreQo néra biodegraduojamas iki galo, o
transformuojamas iki tam tikro produkto. Tolimesni PreQo transformacijos tyrimai atlikti su §ia
bakterija.

3.2 SINO2 lasteliy katalizuojamos PreQo biodegradacijos produkto struktiiros nustatymas

Atlikus SINO?2 lasteliy suspensijos Kozero terpéje, inkubuotos su PreQo, supernatanto analizg
HPLC-MS metodika, pastebéta, jog iS tiesy PreQo yra transformuojmas j kitg produkta, o ne
biodegraduojamas iki galo. 7-ciano-7-deazaguanui bidingas chromatogramos smailé sunyko,
chromatogramoje atsirado kito junginio smail¢, kurio uzlaikymo laikas labai panaSus j PreQo i$é¢jimo
laika, taciau iSanalizavus jo masiy spektrograma, atitinka 176 Da molekuling mas¢ (3.2.1 pav).
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3.2.1 pav. PreQo (A) bei SINO2 intaktiniy lasteliy pagalba gauto metabolito (B) masiy
spektrogramos. Spektrai registruoti teigiamos jonizacijos rezime, dél to PreQo (175 Da) masés smailé
atitinka 176 m/z, o PreQo metabolito (176 Da) atitinka 177m/z. PreQo masiy spektrogramoje 351 masés
bei kriivio santykis greiCiausiai atitinka PreQo dimerg. PreQo metabolito masiy spektrogramoje 194 masés
bei kravio santykj atvaizduojantis smailé néra susijes su vykusios reakcijos produktais, toks pats
smailéregistruotas ir kitose, su PreQo reakcija nesusijusiose masiy spektrogramose.

Pagal turimus duomenis iSkelta hipotezé, kad SINO2 bakterijy pagalba vykstanti PreQoq
biotransformacija yra deamininimo reakcija, nes PreQo deaminintas produktas pasizymi 176 Da
molekuline mase, t.y. 1 Da mazesnis, nei PreQo (3.2.2 pav.)
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N /kNH v b H N 0
H N 2 H
PYE:QO 2.,4-Diokso-2,3,4,7-tetrahidro-171-pirolo[2,3-

d|pirimidino-5-karbonitrilas
3.2.2 pav. Reakcijos schema, atvaizduojanti galimai vykstancia PreQo substrato transformacija.

Remiantis iskelta PreQo transformacijos j deaminintg produkta hipoteze, pabandyta atlikti PreQo
deamininimo reakcija su deaminazémis i§ laboratorijos kolekcijos. Pastebéta, kad viena i
rekombinantiniy izocitozino deaminaziy Vcz (Aucynaité ir kt., 2018) vercia PreQo ] tokj patj junginj
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(patvirtinta HPLC-MS metodu, nepateikta), kaip ir i§ dirvozemio méginiy izoliuota SINO2 bakterija.
Tiek eksperimenty metu su intaktinémis SINO2 lastelémis, tiek su SINO2 belgsteliniu ekstraktu nebuvo
uzfiksuotas reik§mingas izocitozino skaidymas ar reakcija su izocitozinu.

Siekiant identifikuoti ir patvirtinti naujo produkto struktiirg ir, atitinkamai, hipotez¢ apie PreQo
deamininimg, atlikti struktiros nustatymo eksperimentus branduoliy magnetinio rezonanso
spektroskopijos pagalba, didesniam Kiekiui tikslinio produkto gauti pasitelkta Vcz izocitozino
deaminazé. Kadangi inkubuojant PreQo su SINO2 intaktinémis lgstelémis bei atliekant deamininimo
reakcija su Vcz gaunamas tas pats produktas, o Vcz deaminazés pagalba §] produkta galima gauti
efektyviau bei grei¢iau (pav. 2.3.3) nei su SINO2 bakterijomis, PreQo transformacijos reakcija atlikta
pasitelkiant Vcz izocitozino deaminaze, gautas produktas panaudotas BMR spektroskopijos
eksperimentams.

—— VCZ PreQ0 po Omin
VCZ PreQO po 4min
VCZ PreQ0 po 120min
VCZ PreQO po 160min

——VCZ PreQQ po 12h

0
200 250 300 350 400

3.2.3 pav. Vcz rekombinantinés deaminazés katalizuojamos PreQqo konversijos reakcijos
supernatanto UV-Vis spektro pokytis bégant laikui. Pildant reakcijos miSinj PreQo substrato
porcijomis ir rekombinantiniu Vcz fermentu sékmingai atliktos PreQo konversijos 50 mg mastu. Dél
efektyvios ir greitai vykstanCios konversijos buvo galima sékmingai atlikti produkto struktiiros
nustatymg branduoliy magnetinio rezonanso spektroskopijos pagalba.

Atlikus BMR eksperimentus (2.4.2 metodika) ir iSsprendus gautus PreQo ir rekombinantinés Vcz
deaminazés katalizuotos PreQo biokonversijos produkto C BMR spektrus, patvirtinta, jog tiek
rekombinantinis fermentas Vcz, tiek intaktinés SINO2 lastelés katalizuoja PreQo deamininimo reakcija
susidarant 2,4-diokso-2,3,4,7-tetrahidro-1H-pirolo[2,3-d]pirimidino-5-karbonitrilui. Miisy Ziniomis,
pastarasis junginys literatliroje néra apraSytas ar charakterizuotas, tad S$iy eksperimenty metu
identifikuotas naujas PreQo degradacijos produktas.
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Kaip minéta, tolimesniai deamininto produkto biovirsmai, inkubuojant ji su SINO2 intaktinémis
lastelémis, nebuvo uzfiksuoti. Nors tikétasi i$ bakterijy miSiniy i$skirti bakterija, gebancig degraduoti 7-
ciano-7-deazaguaning keliy reakcijy pagalba iki pirminiy metabolity, atrasta bakterija SINO2 atlieka tik
vieng biocheming¢ PreQo konversijos reakcija. Yra zinoma, kad bakterijos biina prisitaikiusios i$ aplinkoje
cirkuliuojanéiy junginiy jsisavinti ne tik anglies atomus, ta¢iau ir pasisavinti azotg amoniako pavidalu
(Stal ir kt., 2008). Pasisavinti molelulinj azotg mikroorganizmams yra sudétinga, tad tokiu budu jie
prisitaiko paprasCiau jsisavinti vieng pagrindiniy elementy, reikalingy organizmo gyvavimui ir
dauginimuisi (Stal ir kt., 2008). Be to, yra zinoma, kad visiskg organiniy junginiy degradavimg vykdo ne
tik pavienés bakterijos, taciau ir bakterijy konsorciumai (Patowary ir kt., 2016), tad Sios atrankos metu
pavyko 18skirti tik dalj junginio metabolinio kelio turint] organizma.

3.3 SINO2 bakterijos genties identifikavimas bei giminingiausiy atstovy paieska

Nustacius, kokig biodegradacing transformacijg atlicka SINO2 bakterijy intaktinés lastelés su
PreQo substratu, nuspresta iSsiaiskinti, kokiai bakterijy genciai priklauso $i bakterija. PGR biidu
padauginus ir nusekvenavus SINO2 bakterijos 16S rRNR gena, atlikus sekos filogeneting analize su
panasSiausiomis sekomis iSsiaiskita, kad SINO2 bakterija pagal §io geno sekg artimiausia Microbacterium
genties bakterijoms, konkrec¢iai Microbacterium genties KAR67 atstovui (3.3.1 pav.)

7 MG232350.1 Microbacterium sp. strain Gl Sw1 3a 7 165 ribosomal RNA gene partial sequence
J'E LC148835.1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 165 ribosomal RNA partial cds strain: T6220-7-3b
LC148836.1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 163 nbosomal RNA partial cds strain: T6517-1-3b
LC148837_1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 165 ribosomal RNA partial cds strain: T7410-1-6b
LC148838.1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 165 ribosomal RNA partial cds strain: T7417-2-4b
LC148839.1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 165 ribosomal RNA partial cds strain: T7510-3-5b
LC148841_1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 165 ribosomal RNA partial cds strain: K13218-1-2b

28

23

az

SINO2
10 \_|: KR055027 1 Microbacterium sp. KARG7 165 ribosomal RNA gene complete sequence
93 AB042082.1 Microbacterium sp. VKM Ac-2047 gene for 16S rnbosomal RNA partial sequence

LC148842 1 Microbacterium sp. T6220-7-3b gene for 165 ribosomal RNA partial cds strain: K13218-3-2b

3.3.1 pav. Filogenetinis medis, reprezentuojantis artimiausias Zinomas SINO2 bakterijai 16S rRNR
geno sekas. Visos sekos, artimiausios SINO2 bakterijos tikslinio geno sekai, priklauso Microbacterium
genciai. Prie§ sekos pavadinimg pateiktas NCBI duomeny bazéje esantis originalus nukleotidy sekos
numeris.

3.4 Microbacterium sp. SINO2 fermento, atsakingo uZ PreQo deamininima, paieska baltymy
chromatografijos budu

Siekiant i$siaiskinti, kuris Microbacterium sp. SINO2 bakterijos baltymas bei jj koduojantis genas
atsakingas uz 7-ciano-7-deazaguanino deamininima, bandyta gryninti tikslinj baltyma chromatografijos
biidu. Pries tai nuspresta patikrinti, ar Microbacterium sp. SINO2 bakterijos fermento, katalizuojancio
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PreQo deamininima, raiska yra indukuojama, ar nuolatiné. Bakterijos uzaugintos LB terpéje, praturtintoje
arba nepraturtintoje 0,05% PreQo, nucentrifuguotos, praplautos 0,9% NaCl tirpalu ir lastelés ardytos
ultragarso aparatu. Atliktos PreQo konversijos reakcijos su Siomis saglygomis auginty lasteliy lizatais bei
intaktinémis lastelémis. Po 26-27h nuo reakcijos pradzios ploksteliy skaitytuvu registruota PreQo
deamininimo reakcija, katalizuota LB terpéje auginty lgsteliy, LB terpéje, praturtintoje PreQo auginty
lasteliy, LB terpéje, praturtintoje PreQo auginty lasteliy lizato bei LB terpéje auginty Iasteliy lizato
katalizuota reakcija. Visy keturiy reakcijy metu PreQo deamininimas registruotas panasiu laiku. Tai davé
pagrindo manyti, jog fermento, katalizuojan¢io PreQo deamininimo reakcijg, raiska yra nuolatiné.

ISkelta hipotezé, jog tikslinj fermentg biity galima iSgryninti jony mainy chromatografijos arba
hidrofobinés sgveikos chromatografijos budu i§ Microbacterium sp. SINO2 lgsteliy lizato. Lyginant
trapusavyje PreQo deaminaziniu aktyvumu pasizyminciy bei nepasizyminciy frakcijy baltymy sgstatus
akrilamidinio gelio pagalba nustatyti fermentg(-us), kuris(-ie) galéty buti atsakingas(-i) uz PreQo
deamininimg. ISpjovus i§ akrilamidinio gelio potencialaus(-iy) fermento(-y) fragmentus bei juos
nusekvenavus biity galima suZinoti mus dominancio fermento sekg bei susintetinus §j baltyma, patikrinti
jo fermentinj aktyvumg. Jony mainy bei hidrofobinés sgveikos chromatografijos metu naudojant
atitinkamai HiTrap DEAE FF bei HiTrap Phenyl HP kolonéles buvo gautos PreQo deamininimo
aktyvumu pasizymincios frakcijos, taCiau Sios frakcijos turimy baltymy sastatu neiSsiskyré i§ frakcijy,
nepasizymin¢iy fermentiniu aktyvumu. Aktyviy frakcijy gavimas suardzius 7-ciano-7-deazaguaninu
neindukuotas lasteles patvirtina, kad fermento, atlickan¢io PreQo deamininimg raiSka lgsteléje yra
nuolatiné. Tolimesn¢ fermento, katalizuojanc¢io PreQo deamininimg, paieSka nuspresta atlikti pasitelkus
geny inzinerijos ir rekombinantiniy baltymy technologijos metodus.

3.5 Microbacterium sp. SINO2 geno bei fermento, atsakingo uz PreQo deamininima, paieSka
panaudojant bioinformatinius, geny inZinerijos bei rekombinantiniy baltymy
technologijos metodus

Ankstesnis eksperimentas parod¢, kad tikslinés Microbacterium sp. SINO2 deaminazés gryninimas
1§ lgsteliy lizato komplikuotas, ir, galimai, sunkiai jgyvendinamas, tod¢l tikslinio geno ir baltymo
identifikavimui nuspresta pasitelkti genomo sekoskaitg. ISanalizavus bakterijos genoma ir klonavimo bei
rekombinantiniy baltymy technologijos budu susintetinus pasirinkty deaminaziy geny produktus, bus
bandomas $iy rekombinantiniy fermenty aktyvumas su PreQo substratu.

Uzauginus Microbacterium sp. SINO2 bakterijos biomasés, i§skyrus genoming bakterijos DNR, §i
DNR buvo sekvenuota. Atlikus genomo anotavima, pasirinkti trys galimi genai, atsakingi uz PreQo
substrato deamininima — CMP deaminazé, CYDE1 ir CYDE2 (3.5.1 pav.). Sie genai randasi operone,
kuriame koduojami ir kiti guaniny ir  juos panaSiy molekuliy skaidymo kelyje galintys dalyvauti
fermentai — HpxO urato oksidazé, alantoinazé ir alantoato amidohidrolazé, ksantino dehidrogenazés
domeng turintis baltymas XdhC, be to, keletas ATP suriSan¢iy kaseCiy (angl. ABC) transporteriy
superSeimos baltymy, kurie teoriSkai gali buti atsakingi uz PreQo substrato patekima j bakterijos citozolj
(Vogels ir Van der Drift, 1976; Xi ir kt., 2000).
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3.5.1 pav. Anotuota Microbacterium sp. SINO2 bakterijos surinkto genomo (angl. contig) iStrauka.
Schemoje pavaizduotos trijy pasirinkty geny padétys vienas kito atzvilgiu.

Atliktos visy trijy geny in-silico nutransliuoty baltymy homology paieskos bei filogenetinés
analizes.

Atlikta CMP deaminazés homology paieska ir filogenetiné analizé parodé (3.5.2 pav.), jog Sis
baltymas yra artimas citidino monofosfato (CMP) deaminazéms, nukleozidy deaminazéms, kurios
katalizuoja tokiy nukleozidy, kaip citidino, guanozino heterociklinés dalies deamininimg bei pasizymi
panaSumu tRNR adenozino deaminazéms. Artimiausi homologai priklauso Microbacterium genties
bakterijoms. Remiantis filogenetiniu medziu galima teigti, kad tikétina, jog Sis pasirinktas genas gali bti
atsakingas uz PreQo deamininima.

68 TQJ71031.1 citidino/decksicitidilato deaminazel giminingas baltymas Acidovorax sp. SLBN-42
i 4‘——&2‘3{53431,1 tRNA(Arg) A34 adenozino deaminazé TadA Agromyces ramosus
53 SDT30438.1 tRNA(Arg) A34 adenozino deaminazé TadAv Agromyces flavus
% ,7 WP 137416764.1 nukleozidy deaminazé Microbacterium sp. RG1
50 PVWO03453.1 CMP deaminaze Microbacterium sp. Gd 4-13

WP 207225470.1 nukleozidy deaminazé Microbacterium sp. BKG64

r WP 194384275 1 nukleozidy deaminazé Microbacterium sp. A18JL200

100 |: WP 194423294 1 nukleozidy deaminazé Microbacterium aguimaris
97 MAPE4684 1 CMP deaminazé Microbacterium sp.

Hipotetiné CMP deaminazé Microbacterium sp. SINO2
100 | MBN8202252 1 nukleozidy deaminazé Microbacterium chocolatum
B WP 053546612.1 nukleozidy deaminazé Microbacterium chocolatum

WP 195692730.1 nukleozidy deaminazé Microbacterium schleiferi

70
QJV93466.1 CMP deaminazé Microbacterium sp. 67-17
" HCM50658.1 CMP deaminazé Microbacterium sp.
93 ' MBU21167.1 CMP deaminazé Microbacterium sp.
|

(0.050

3.5.2 pav. CMP deaminazés i§ Microbacterium sp. SINO2 filogenetinis medis. Filogenetiné analizé
atlikta panaudojant artimiausias rastas sekas NCBI duomeny bazéje pritaikius didziausio tikétinumo
metoda. Analizé atlikta MEGAX programa. Prie§ baltymo pavadinimg pateiktas jo sekos numeris geny
banke. Skaiciai prie Saky rodo grupiy i$skyrimo patikimuma procentais.
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Atlikta Microbacterium sp. SINO2 bakterijos CYDEI baltymo homology paieska parodé, kad
CYDEI yra panasi | kitas Pseudoclavibacter ir Microbacterium seimos bakterijy amidohidrolazes, taip
pat pasizymi maZesniu panasumu ] jvairias bakterines citozino deaminazes. Panaudojus filogenetinés ir
molekulinés evoliucijos analizés programa MEGAX, buvo sudarytas Siy baltymy filogenetinis medis
(3.5.3 pav. A). Filogenetiné analizé parodé, kad CYDEI teoriskai galéty buti Microbacterium sp. SINO2
bakterijos baltymas, gebantis katalizuoti PreQo deamininimg. Atlikus Microbacterium sp. SINO2
bakterijos CYDE2 fermento, pasirinkto patikrinti fermentinj deaminazés aktyvuma su PreQo, homology
paieska ir filogeneting analiz¢ (3.5.3 pav. B), galima teigti, kad Sis baltymas labiausiai giminingas
Microbacterium ir Dietzia genéiy bakterijy amidohidrolazéms, taip pat citozino deaminazéms. Si
hipotetiné deaminazé maziau artima 5-metiltioadenozino/S-adenozilhomocisteino deaminazei.
Remiantis Siais duomenimis, galima teigti, jog visi homologai pagal seka pasiZymi deaminaziniu
fermentiniu aktyvumu, artimiausias CYDE2 fermento homologas pasizymi 80% sekos panaSumu, tad
CYDE2 teoriskai gali katalizuoti PreQo deamininima.

41



MBN9215204.1 amidohidrolaziy Seimos baltymas Microbacterium sp.

MBD3757387.1 amidohidrolaziy Seimos baltymas Microbacterium sp A
WP 1963235221 amidohidrolaziy Seimos baltymas Microbacterium lacticum
WP 076688373.1 amidohidrolaziy Seimos baltymas Microbacterium aurum
Hipoteting aidohidrolazé CYDE1 Microbacterium sp. SINO2
— WP 104286975.1 amidohidrolaziy Seimos baltymas Pseudoclavibacter sp. AY1F1

100 L WP 068495290.1 amidohidrolaziy $eimos baltymas Pseudoclavibacter helvolus

WP 2064953321 amidohidrolaziy Seimos baltymas Microbacterium sp. KRD174

PZU46983.1 citozino deaminaze Microbacterium sp.
- 0DT23660.1 citozino deaminazé Microbacterium sp. SCN 69-37
;I: PZU33267.1 citozino deaminazé Microbacterium sp.
35 PZU36798.1 citozino deaminazé Microbacterium sp.
{ HAQS9633.1 citozino deaminazé Microbacterium sp

r HIEBOT733.1 citozino deaminazé Microbacterium sp

100 | HAJ17964.1 citozino deaminazé Microbacterium sp.

0050

99 | PVWD5529 1 citozino deaminazé Microbacterium sp, Gd 4-13 B

1o WP 2057812241 amidohidrolaziy $eimos baltymas Microbacterium sp. Gd 4-13

THXK10467.1 amidohidrolazé Microbacterium hatanonis

45

PZU38580.1 citozino deaminaze Microbacterium sp

WP 150970485.1 amidohidrolazé Microbactenium caowuchunii

WP 2028768141 amidohidrolaziy Seimos baltymas Microbacterium sp. RG1
WP 125130127 1 amidohidrolaze Microbacterium sp. 10M-3C3

WP 061228864 1 amidohidrolazé Dietzia cinnamea

— MAMS53452.1 citozine deaminazé Microbacterium sp

MAPE4704 1 citozino deaminazé Microbacterium sp.

MAOZBE58.1 citozino deaminazé Zunongwangia sp

HBR90118.1 citozino deaminazée Microbactenum sp.

MAY49838 1 citozino deaminazé Microbacterium sp.

Hipateting amidohidrolaze CYDE2 Microbacterium sp. SINO2

RKRT5161.1 5-metiltioadenozino/S-adenozilhomocisteino deaminazé Frondihabitans australicus

100 GGB30532.1 5-metitivadenozino/S-adenozilhomocisteino deaminaze Gordonia jinhuaensis

0050

3.5.3 pav. Microbacterium sp. SINO2 bakterijos CYDE1 (A) ir CYDE2 (B) baltymy
filogenetiniai medziai Filogenetiné analiz¢ atlikta panaudojant artimiausias rastas sekas NCBI
duomeny bazgje pritaikius didZiausio tikétinumo metoda. Analizé atlikta MEGAX programa. Prie$
baltymo pavadinimg pateiktas jo sekos numeris geny banke. Skaic¢iai prie Saky rodo grupiy iSskyrimo
patikimuma procentais.
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Siekiant patikrinti trijy pasirinkty geny produkty fermentinj deaminazés aktyvuma su PreQo
substratu, sukonstruotos plazmidés, turincios klonuota tikslinio geno atvira skaitymo rémelj. Kiekvieno
geno klonavimo darbams PGR biidu buvo pagausinta po du fragmentus — vieny pradmeny pagalba geno
atviras skaitymo rémelis padauginamas su natyviu STOP kodonu, kity — STOP kodonas pakei¢iamas
kodonu, koduojanciu aminoriigstj, kurios pagalba baltymo seka bus pratgsta ir pasizymés 6xHis-tag
zymeniu C gale, véliau naudojamu rekombinatinio baltymo gryninimui. CYDE2 geno atveju
sukonstruotos dvi tiesioginiy (angl. forward) pradmeny sekos, kiekviena pradmeny pora padaugina
skirtingo ilgio geno atvirg skaitymo rémelj dél dviejy skirtingy iniciacijos kodony pradzios, kadangi néra
zinoma, ar CYDE 2 geno seka gali prasidéti nuo tolimesnio, ar artimesnio iniciacijos kodono.

Geny pagausinimas atliktas naudojant ThermoFisher Phusion™ arba ThermoFisher DreamTaq™
polimeraze, taikant gradientinés PGR metodika tam, kad gauti didZiausig kiekj Svariausio tikslinio geno
produkto. Padauginty geny 5° ir 3" galai paruosti klonavimui Ncol ir HindIIl restrikcijos
endonukleazémis. Klonavimui naudotas vektorius pET28b, jis taip pat paruostas ligavimui Ncol ir
HindIII restrikcijos endonukleazémis. Baigus klonavimo darbus, gautos 8 plazmidés (1 lentel¢).

1 lentelé. Sukonstruoty plazmidZiy pavadinimai, klonuoty gany skaitymo rémeliai bei jy ilgiai.

Plazmidés pavadinimas Tikslinis genas Tikslinio geno fragmento
ilgis, bp
pCMPSTOP CMP deaminazé su STOP 594
kodonu
pCMPHIS CMP deaminazé su 6xHis-tag 630
Zymeniu
pCYDE1STOP CYDEL su STOP kodonu 1368
pCYDE1HIS CYDE 1 su 6xHis-tag 1404
Zymeniu
pCYDE2STOP CYDE?2 ilgesnis geno 1374
variantas su STOP kodonu
pCYDE2HIS CYDE?2 ilgesnis geno 1410
variantas su 6xHis-tag
Zymeniu
pCYDE2tSTOP CYDE2 trumpesnis geno 1332
variantas su STOP kodonu
pCYDE2tHIS CYDEZ2 trumpesnis geno 1368
variantas su 6xHis-tag
Zymeniu
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pCMPSTOP ir pCMPHIS klonai gauti su CMP deaminazés geno fragmentu, padaugintu ypac
tikslia ThermoFisher Phusion™ polimeraze. Si polimerazé sékmingai padaugino CMP deaminazés geno
fragmenta, kuris yra trumpesnis, lyginant su CYDE1 ir CYDE2 geny fragmentais (1 lentelé), nors vienoje
gradientinés PGR temperatiiroje, kaip matrica naudojant genoming DNR, nesusidaré¢ papildomy
nespecifiniy PGR produkty. Nuskevenavus ir iSanalizavus $iy plazmidziy sekas jsitikinta, kad klonuotose
geny fragmentuose néra klaidy.

Gradientinio PGR biidu kilo problemy ThermoFisher Phusion™ polimerazés pagalba padauginti
nuo genominés DNR likusius CYDE1 bei CYDE2 geny fragmentus, turincius tick STOP kodona, tieck
6xHis-tag Zymen;.

Siuos genus pavyko sékmingai padauginti ThermoFisher DreamTaq™ polimerazés pagalba
gradientinio PGR metu, gauti klonai pCYDE1STOP-pCYDE2tHIS (imtinai). Paveiksle pavaizduotas
gradientiniy PGR reakcijy produkty palyginimas CYDEI geno atveju, kuomet naudota polimerazé
ThermoFisher Phusion™ arba ThermoFisher DreamTaq™ (3.5.4 pav). Atlikus fragmenty klonavima j
pET28b vektoriy ir nusekvenavus gautas plazmides, daugelis jy vidutiniskai pasizyméjo 2-3 neteisingai
] seka inkorporuotais nukleotidais, keli jy pasizyméjo iSankstinio STOP kodono (angl. nonsense)
mutacija.

bpM

3.5.4 pav. ThermoFisher Phusion™ ir DreamTaq™ polimeraziy pagalba gradientinés PGR
reakcijos metu padaugintas CYDE1 genas. Phusion™ polimerazés pagalba gradientinés PGR rakcijos
metu buvo gauta mazai tikslinio fragmento, susidaré Salutiniy PGR fragmenty, kurie gali trukdyti gauti
reikalingas plazmides klonavimo metu. DreamTaq™ polimerazé padaugino tikslinj geng efektyviau,
PGR produktai buvo gryninti bei panaudoti klonavimui. | Sulin¢lius uznestas vienodas tiris PGR
reakcijos misinio — po 3 ul. CYDELSTOP — CYDEL fragmentas su STOP kodonu, CYDE1HIS — CYDE1
fragmentas su 6xHis-tag Zzymeniu. M — ThermoFisher GeneRuler™ 1kb DNA Ladder masiy standartas.
Paveikslo apacioje suzymétos temperatiiros nurodo pradmeny ir matricos sulydimo temperatiirg (angl.
annealing temperature) PGR metu.

[Sanalizavus plazmidziy sekoskaitos duomenis, gilintasi, kodél galéjo ivykti Sios mutacijos
tiksliniuose genuose atlickant jy PGR padauginimo reakcijas su komercine ThermoFisher DreamTaq™
polimeraze. Pastebéta, kad visi trys tiksliniai genai pasizymi nejprastai didele GC nukleotidy procentine
sudétimi. CMP deaminazé¢, CYDE1 bei CYDE2 genai pasiZzymi vidutiniSkai ~68% GC sudétimi.
Palyginimui, pET28b klonavimo vektorius pasizymi 52,79% GC sudétimi, E.coli chromosominé DNR -
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~50% GC sastatu (Muto ir Osawa, 1987). Tikétina, kad dél Sios priezasties atleikant geny CYDE]1 bei
CYDE2 padauginimo reakcijas panaudojant ThermoFisher DreamTagq™ polimeraze, jvyko geny
mutacijos. Nagrinéjant ThermoFisher DreamTaq™ gamintojo pateikta informacija nurodoma, kad Sios
polimerazés charakteristikos néra geros esant dideliam GC santykiui
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1081#/K1081, Thermo Fisher, JAV, 2021).

Zinoma, kad GC turtingy seky padauginimo PGR bidu efektyvuma bei specifiskuma gali pagerinti
PGR reakcija, kurioje naudojama maza genominés DNR koncentracija bei 1-5% DMSO koncentracija
(https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MAN0012393_Phusion_HighFidelity DNAPolymerase_UG.pdf, Thermo Fisher,
JAV, 2021). Isitikinus, kad miisy pasirinkty geny atveju ThermoFisher DreamTaq™ jveda j geny
skaitymo rémelius nepageidaujamy mutacijy, dé¢l kuriy negalima atlikti tolimesniy eksperimenty, o CMP
deaminazés geno fragmentuose, padaugintuose ThermoFisher Phusion™ polimerazés pagalba, nebuvo
klaidy, bandyta CYDE!1 ir CYDE2 geny fragmentus padauginti panaudojant ThermoFisher Phusion™
polimeraze, atlieckant PGR gradienting reakcija, praturtintg 3% DMSO.

Atlikus eksperimentus ir iSanalizavus rezultatus DNR agaroziniame gelyje pastebétai, kad DMSO
bei chromosominés DNR skiedimas nepadidina PGR reakcijos specifiSkumo, tikslinio PGR produkto
kiekio. Negavus Svariy tiksliniy PGR produkty klonavimo darbams ateityje nusprgsta susidariusius
fragmentus gryninti i§ gelio ir panaudoti klonavimui tikslinéms plazmidéms gauti, tikintis, kad Siy PGR
reakcijy metu padaugintuose geny skaitymo rémeliuose nebus mutacijy.

Transformavus pCMPSTOP ir pCMPHIS plazmides j kompetentines BL21(DE3) Igsteles
elektroporacijos biidu, atrinktus klonus skystoje LB terpéje uzauginus ir indukavus 30°C temperatiiroje
su 0,2 mM IPTG, baltymy analizé denattruojan¢iomis sglygomis parodé, kad abiem atvejais yra tiek
tirpaus, tiek netirpaus tikslinio baltymo (3.5.5 pav.).
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3.5.5 pav. CMP deaminazés E. coli BL21(DE3) kamiene tyrimas. 1 — plazmidémis netransformuoty
E. coli BL21(DE3) Iasteliy lizatas; 2 - E. coli BL21(DE3), trasformuoty pCMPSTOP, lasteliy lizatas, 3
- E. coli BL21(DE3), transformuoty pCMPSTOP, lasteliy lizato centrifugatas; 4 — E. coli BL21(DE3),
trasformuoty pCMPHIS, lasteliy lizatas, 5 - E. coli BL21(DE3), transformuoty pCMPHIS, lasteliy lizato
centrifugatas; M — molekulinis zymuo.

Nors pCMPSTOP ir pCMPHIS baltymai Siomis raiskos salygomis gauti i§ dalies tirpts, buvo
ieSkomos salygos optimalesnei pCMPHIS plazmidés koduojamos CMP deaminazés su 6xHis-tag Zyme
raiSkai, nes su Siuo grynintu fermentu ateityje bus atliekami substraty specifiSkumo tyrimai. Fermento
raiskos salygos tirtos pritaikant skirtingas indukcijos temperatiiras bei IPTG koncentracijas (3.5.6 pav.).
Atlikus eksperimenta galima matyti, [IPTG induktoriaus koncentracija baltymo raiSkai ir tirpumui neturi
didelés jtakos, didinant temeratiirg indukcijos metu gaunama vis maziau baltymo. Optimaliausios saglygos
— 16°C temperatiira indukcijos metu bei 0,1mM IPTG koncentracija.
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3.5.6 pav. CMP deaminazés, turinCios 6xHis-tag Zymenj, batymy raiskos E. coli BL21(DES3)
kamiene tyrimas skirtingomis salygomis. Sulin¢liy numeriai atitinka: 1-6 — 16°C indukcijos
temperatiira; 7-12 — 30°C indukcijos temperatiira; 13-18 — 37°C indukcijos temperatira; 1, 2, 7, 8, 13,
14 -0.1 mM IPTG; 3, 4, 9, 10, 15,16 - 0.2 mM IPTG; 5, 6, 11, 12,17, 18 - 0.4 mM IPTG; 1, 3,5, 7, 9,
11, 13, 15, 17 — Iasteliy lizato centrifugato frakcijos; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 — Iasteliy lizato frakcijos.
M — baltymy molekulinis zymuo.

Siekiant iSsiaiSkinti, kuris i§ turimy baltymy pasizymi savybe katalizuoti PreQo substrato
deamininimg, visy turimy indukuoty E.coli BL21(DE23) Iasteliy, transformuoty pCMPSTOP, pCMPHIS
bei mutantinémis pCYDETHIS, pCYDE2tSTOP, pCYDE2tHIS plazmidémis bei indukuoty IPTG lizatai
bei intaktinés lgstelés inkubuotos su PreQo substratu 30°C 24h. Po 24 valandy, monitorizuojant reakcijas
ploksteliy skaitytuvu PreQo substrato UV-Vis sugerties spektro pokytis nebuvo registruotas nei vienoje
reakcijoje.

Atliktas pCMPHIS indukuoty lasteliy lizato gryninimas Ni?* afinine kolonéle buvo nesékmingas,
i8gryninti CMP deaminazés su 6xHis-tag Zyma nepavyko (3.5.7 pav). Nesékmingo gryninimo prieZastis
galéjo biti techniné arba jvykti dé¢l to, kad 6xHis-tag Zyma, reikalinga gryninimui ir turinti afiniSkuma
Ni?* jonams galéjo saveikauti su baltymo vidine globuline struktiira ir nebiiti prieinama Ni?* katijonams
(Janknecht ir kt., 1991).
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3.5.7 pav. Rekombinantinés CMP deaminazés su 6 histidiny inkaru gryninimo elektroforezés
rezultatas. 1 — E.coli BL21(DE3) lasteliy, transformuoty pCMPHIS plazmide bei indukuoty IPTG, tirpi
frakcija; 2 — CMP deaminazé po Ni?* chelatinés kolonélés gryninimo, 1 frakcija; 3 — CMP deaminazé po
Ni?* chelatinés kolonélés gryninimo, 2 frakcija. M — baltymy molekulinis Zymuo.

Nepavykus susintetinti visy 8 plazmidziy koduojamy rekombinatiniy fermenty bei charakterizuoti jy
fermentinio aktyvumo PreQo atzvilgiu, pereita prie bioinformatiniy baltymy tretiniy struktiiry
modeliavimo bei fermento-substrato kompleksavimo (angl. docking) eksperimenty, siekiant patyrinéti,
kuri i§ trijy pasirinkty deaminaziy teoriSkai labiausiai tikétinai galéty biiti atsakinga uz PreQo
deamininimg.
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3.6 Tiksliniy deaminaziy erdviniy struktiiry modeliavimo ir baltymo-ligando kompleksavimo
tyrimai

Bioinformatiniy eksperimenty pagalba patyrinéti pasirinkti CMP deaminazés, CYDE1 bei CYDE2
fermentai.

I$sikelti du bioinformatiniy eksperimenty darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti, kuris i§ trijy pasirinkty Microbacterium sp. SINO2 bakterijos fermenty — CMP
deaminazé, CYDEI ar CYDE?2 labiausiai tikétinai galéty katalizuoti PreQo deamininimo reakcija.
2. Teoriskai i$siaiSkinti, kodél Vcz fermentas atlicka tiek PreQo, tiek izocitozino deamininimo
reakcija, o nezinomas Microbacterium sp. SINO2 bakterijos fermentas geba deamininti tik PreQo.

Atliekant §; bioinformatin; eksperimentg, kuomet pagrindinis tikslas siejasi su biokatalitine
baltymo funkcija ir substrato specifiSkumui, svarbiausia tiriamyjy baltymy struktiiriné dalis yra aktyvusis
centras, kuriame vyksta substrato suri§imas, biitinas vykstanciai deamininimo reakcijai (Hall ir kt., 2010).
Pastaruoju metu, pasitelkiant masininio mokymosi algoritmus sukurta nemazai metody jvertinti baltymy
aktyviojo centro substratinj specifiskuma, nezinant jo konkrecios tretinés struktaros (Shen ir kt., 2019;
Stokes ir kt., 2020). Sie didziasiais duomenimis paremti metodai taikomi daugiausia tokiems baltymams,
kaip, pavyzdZiui, proteazés, t.y. baltymams, kuriy Zinomy tretiniy struktiiry gausa leidZia i§ didZiulio
turimo informacijos (angl. pool) kiekio prognozuoti aktyvigjame centre uz substrato suri§img atsakingy
aminoragsciy iSsidéstymg ir substrato suriSimo tendencijas esant vis kitokiam substratui (Fan ir kt.,
2019).

Misy atveju, eksperimentiskai nustatyty amidohidrolaziy tretiniy struktiiry Baltymy Duomeny
Banko (angl. PDB) duomeny bazéje néra daug, ypa¢ truksta struktirinés informacijos apie
nukleozidy/nukleotidy/nukleobaziy amidohidrolaziy tretines struktiiras ir saveikas su substratais. Dél
Sios priezasties bioinformating baltymy aktyviyjy centry analize atliksime rankiniu buidu analizuojant
pagal giminingiausius $ablonus sugeneruoty modeliy aktyviuosius centrus ir j juos algoritmo pagalba
kompleksuojant (angl. docking) izocitozino ir PreQo molekules.

Visy pirma sudarytas daugybinis baltymy seky palyginys tarp Vcz ir CMP deaminazés, CYDEI ir
CYDE2. | seky palyginj jtrauktos Molekulinés Mikrobiologijos ir Biotechnologijos skyriuje atrasty
izocitozino deaminaziy URA3, URA4, izocitozino ir citozino substratiniu specifiSkumu pasizymincios
citozino deaminazés KANOS, citozino deaminazés CodA, 8-oksoguanino deaminazés sekos, taip pat
misy tiksliniams baltymams artimiausiy amidohidrolaziy i§ PDB duomeny bazés sekos (Aucynaité ir
kt., 2018). Siy baltymy sekos sulygintos naudojant ClustalOmega algoritma (3.6.1 pav.).

Sios sekos palyginiui pasirinktos dél to, nes izocitozino ir 8-oksoguanino deaminazés surisa
salyginai struktiiriSkai panaSius substratus, lyginant su 7-ciano-7-deazaguaninu, pakankamai detaliai
charakterizuoti jy aktyvigjame centre deamininimo metu vykstantys procesai, yra struktiiriniy duomeny
apie $iuos baltymus ir jy aktyviuosius centrus (Manta ir kt., 2014; Hall ir kt., 2010).
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Remiantis minéta literatiira, Siame daugybiniame seky palyginyje (pav. 3.6.1) po sekomis
suzymétos citozino deaminaziy (zaliai) ir 8-oksoguanino deaminaziy (mélynai) aktyviojo centro
aminortigstys. Dalis vienos grupés fermenty aktyviojo centro aminortig§¢iy persikloja su kitos grupés
fermenty aktyviojo centro aminortigStimis, tad abu aktyvieji centrai erdviskai yra vienas Salia kito, o tai
gali daryti jtaka placiam substraty specifiSkumui (Seibert ir Raushel, 2005).

Pagal gauta palyginj galima teigti, kad dauguma sulyginty fermenty pasizymi salyginai
konservatyviu aktyviuoju centru, fermentai savo sekose turintys atitinkamas aminortgstis His- 93, His-
95, His-259, His-296 ir Asp-347 vietose (pagal PDB — 3HPA) yra metalo katijong (cinka 8-oksoguanino
deaminaziy atvejy) suriSantys baltymai (Seibert ir Raushel, 2005).
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3.6.1 pav. Daugybinis pasirinkty fermenty seky palyginys (1 dalis). Palyginys sudarytas i$ citozino,
izocitozino, 8-oksoguanino deaminaziy bei tiksliniy fermenty CMP deaminazés, CYDEI bei CYDE2,
taip pat jiems artimiausiy PDB duomeny bazéje esanciy amidohidrolaziy struktiry. Palyginio
apipavidalinimas atliktas naudojantis ESPript serveriu (Robert ir Gouet, 2014).
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3.6.1 pav. Daugybinis pasirinkty fermenty sekuy palyginys (2 dalis). Palyginys sudarytas i§
citozino, izocitozino, 8-oksoguanino deaminaziy bei tiksliniy fermenty CMP deaminazés, CYDE] bei
CYDE2, taip pat jiems artimiausiy PDB duomeny bazéje esanciy amidohidrolaziy strukttiry. Palyginio
apipavidalinimas atliktas naudojantis ESPript serveriu (Robert ir Gouet, 2014).

52



Nustacius, kad palyginyje pavaizduoty baltymy aminoriigsciy sekos pasizymi konservatyvumu,
ypac aktyvigjame amidohidrolazés centre, nuspresta sugeneruoti CMP deaminazés, CYDE1, CYDE2
ir Vcz baltymy tretinés struktiiros modelius pagal kiekvienam baltymui panaSiausius struktiirinius
homologus, esanc¢ius PDB duomeny bazéje.

CMP deaminazés atveju kaip struktiirinis homologas buvo panaudota cinkg suriSanti citidino ir
deoksicitidilato deaminazé i§ Nitrosomonas europaea (PDB — 2G84), pasizyminti 46% sekos
panaSumu } Microbacterium sp. SINO2 CMP deaminazg.

CYDEI ir Vcz izocitozino deaminazés atvejais kaip struktiirinis homologas buvo panaudota 8-
oksoguanino deaminazeé, izoliuota i§ metagenominiy biblioteky (PDB — 3HPA). Sis fermentas
pasizymejo ~30% sekos panaSumu ;] CYDEI1 fermentg bei ~70% sekos panaSumu j Vcz izocitozino
deaminaze, struktirinio homologo seka padengia beveik visg abiejy baltymy ilgi.

CYDE2 fermento atveju kaip struktiirinis homologas buvo panaudota adenozino deaminazé,
suriSanti cinko jong i§ Xanthomonas campestris (PDB — 4DZH). CYDE2 pasizyméjo ~33% sekos
panaSumu ] Sio struktiirinio homologo seka, daugiau nei 90% padengia struktiirinio homologo
grandings ilgj.

Sugeneravus baltymy tretiniy struktiry modelius pagal viSuje aprasytus struktirinius
homologus, baltymy struktiiry kokybé buvo jvertinta ProSA jrankiu. Pagal geriausig ProSA jvertj
pasirinkta po vieng kiekvieno fermento model] (2 lentel¢), su kuriais véliau testi substrato
kompleksacijos (angl. protein-ligand docking) eksperimentai.

2 lentelé. Sugeneruoty baltymy modeliy jverciai pagal ProSA algoritma.
Baltymo erdvinés struktiiros modelis ProSA jvertis

CMP deaminazés  modelis, sugeneruotas Swiss-Model serveryje,

stuktiira tikslinta e
CYDE1 modelis, sugeneruotas HHpred serveryje, stukttra _8.88
tikslinta '
CYDEZ2 modelis, sugeneruotas Swiss-Model serveryje, stuktiira 10
tikslinta

Vcz  modelis, sugeneruotas Swiss-Model serveryje, stuktiira

- -11.22
tikslinta

Sugeneravus keturiy pasirinkty baltymy modelius, vykdyti fermento-substrato kompleksacijos
in silico eksperimentai.AutoDock Vina bei SwissDock algoritmai po sugeneruoty kompleksacijos
modeliy pateikia jy kokybe iSreik§dami teoring baltymo-ligando sgveikos Gibso laisvaja energija
(AG). Pagal maZiausia Gibso laisvaja energija 1§ daugybés gauty molekuliy dokingo modeliy atrinkta
po keleta geriausiai jvertinty dokingo modeliy su kiekvienu fermentu ir kiekvienu substratu, saveikos
toliau analizuotos rankiniu budu PyMOL programos pagalba.

Isanalizavus Vcz izocitozino deaminazés model] kompleksacijoje su PreQo, identifikuota
nemazai vandeniliniy rySiy sgveiky (pav. 3.6.2). Gauto modelio atveju parodyta, kaip PreQo
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molekulés heteroatomai galéty saveikauti su aktyvigjame centre iSsidéscCiusiomis Gln-75, Cys- 210,
Glu-240, Asp-325 bei Ser-329.

3.6.2 pav. Vcz fermento ir PreQ0 saveikos modelis. Violetinés spalvos sfera pavaizduotas cinko
atomas. Geltonos spalvos briik$niné linija atvaizduoja teoriSkai galimas sgveikas tarp substrato ir
sumodeliuoty aktyviojo centro aminorugsciy.

Panasiai Vcz modelio aktyviojo centro aminoriigStys sgveikauja ir su izocitozinu. Patikrinus
daugeli kompleksacijos modeliy, viename i§ $iy modeliy izocitozino molekule erdviskai iSsidesto
labai panasiai, kaip PreQo, saveikauja su beveik tomis paciomis aminortgstimis (3.6.3 pav.).
TeoriSkai, izocitozinas nebesgveikauja su Cys-210, nes neturi nitrilo grupés, taciau §] substratg
aktyvigjame centre teoriskai stabilizuoti padeda GlIn-75, kuris sgveikauja su izocitozino N1 azotu.
Panasus j §j erdvinis izocitozino iSsidéstymas sugeneruotas ir CYDEI bei CYDE2 fermenty atveju.

Dél susidariusios sgveikos, izocitozinas ir PreQo guanidino fragmentas deamininimo reakcijos

metu gali biti atakuojamas vandens molekulés, kuri aktyvuojama cinko jono pagalba (violetinés
spalvos sfera) (Hall ir kt. 2010).
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3.6.3 pav. Vcz fermento ir izocitozino saveikos modelis. SkaiCiai paveikslélyje nurodo atstuma tarp
dviejy erdveés tasky angstremais (1072° m). Geltona briik§niné linija atvaizduoja teoriskai galimas
sgveikas.

CYDEI1 aktyvaus centro sgveikos su substratu modelio atveju aminortig§¢iy iSsidéstymas néra
palankus nei PreQo, nei izocitozino suri§imui. Vcz Cys-210 aminoragstis $io fermento modelio atveju
erdvéje pakeiiamas hidrofobisku valinu (pav. 3.6.4, kair¢je virSuje), kuris teoriSkai pagal
pavaizduotg PreQo iSsidéstymo modelj negali saveikauti su $io substrato nitriline grupe. Tai galéty
nulemti, kad CYDEL fermentas negali deamininti PreQo substrato. Vcz GIn-75 CYDE1 modelio
atveju erdvéje pakeiCiamas treoninu (pav. 3.6.4; deSin¢je virSuje). Nors pagal savo elektroning
prigimtj treoninas galéty sgveikauti su tretiniu azoto atomu ir jo elektrony pora, treonino hidroksilo
grupés konformacija nepalanki sgveikai su PreQo bei su izocitozino molekulés N1 azoto atomu (pav.
3.6.; desingje virSuje). Butent gliutamino pakeitimas erdveje treoninu teoriskai nebeleidzia saveikauti
CYDEL fermentui su izocitozinu.
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3.6.5 pav. Vez ir CYDEI1 fermenty aktyviuju centry saveikos su substratu modelis. Zalia spalva
pazymeta Vcz treting struktiira, ciano spalva— CYDE1. Oranzinés/mélynos aminoriigsStys atvaizduoja
Vcz izocitozino deaminazés aktyiojo centro modelio aminoriigstis, rozinés — CYDEL fermento
aminorigstis. Skai¢iai paveikslélyje nurodo atstuma tarp dviejy erdvés tasky angstremais (10720 m).
Geltona briikSniné linija atvaizduoja teoriSkai galimas sgveikas, raudona — teoriskai negalimas
sgveikas tarp aminortigsciy ir substrato.

CYDE2 fermento atveju iSanalizavus substrato-fermento kompleksacijos modelj galima
1zvelgti, kad CYDE2 teoriskai galéty sgveikauti su PreQoq ir negali sgveikauti su izocitozinu, su ta
salyga, jei izocitozino kompleksacijos vieta fermento aktyvigjame centre nelabai skiriasi nuo PreQo.
Kaip ir CYDEL atveju, substrato ir CYDE2 fermento sgveikg nulemia dvi erdvéje pasikeitusios
aminoriigStys. Vcz deaminazeés Cys-210 aminoriigStis erdvéje CYDE2 modelio atveju pakeista
gliutamo riigStimi (pav. 3.6.6; virSuje kairéje), kuri per drusky tilteli gali sgveikauti su PreQo
molekulés nitrilo grupés azoto atomu ir taip padidinti $io substrato afiniskumg. CYDE2 aktyvigjame
centre Vcz deaminazés Gln-75 aminoriigstis erdvéje pakeista metioninu (pav. 3.6.6; virSuje kair¢je).
Metioninas negali sgveikauti su tretiniu azoto atomu izocitozino molekuléje, nes fiziologinése
salygose néra pakankamai aktyvus, kad galéty sudaryti drusky tiltelj. Remiantis modeliy
duomenimis, biity galima teigti, kad Sio fermento atveju pakakty trijy aminoriigsciy sgveiky su PreQo,
kad Sis substratas galéty biiti deamininamas, taciau nepakanka dviejy aminoriigs¢iy saveikos su
izocitozinu, kad $is substratas galéty biiti deamininamas.
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3.6.6 pav. Vez ir CYDE2 fermenty aktyviuju centry saveikos su substratu modelis. Zalia spalva
pazyméta Vcz tretiné struktiira, ciano spalva — CYDE2. Oranzinés/mélynos aminoragstys atvaizduoja
Vcz izocitozino deaminazés aktyiojo centro modelio aminoriigstis, rozinés — CYDEL fermento
aminorigstis. Skai¢iai paveikslélyje nurodo atstuma tarp dviejy erdvés tasky angstremais (10720 m).
Geltona briksniné linija atvaizduoja teoriSkai galimas sgveikas, raudona — teoriSkai negalimas
sgveikas tarp aminortigsciy ir substrato.

3.5 dalyje pavaizduoti trijy tiksliniy deaminaziy filogenetiniai medziai pademonstruoja Siy
deaminaziy sgsajas su Kiekvienam fermentui artimiausiomis sekomis. Filogeneti§kai analizuojant
CMP deaminazg, CYDEI1, CYDE2, Vcz ir keletg kity deaminaziy trapusavyje, galima matyti, kad
batent Microbacterium sp. SINO2 CYDE2 fermentas yra artimiausiais Vcz izocitozino deaminazei
bei 8- oksoguanino deaminazei (3.6.7 pav.). Remiantis $ia informacija taip pat galima teigti, kad
labiausiai tikétina, jog CYDEZ2 i§ Microbacterium sp. SINO2 yra atsakingas uz PreQo deamininima.
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100 Vcz izocitozino deaminazé

60

8-oksoguanino deaminazé

48

SINO2 CYDE 2

SINO2 CYDE 1

SINO2 CMP deaminazé

5-metilcitozino deaminazé

KANOS citozino deaminazé

100

100 Citozino deaminazé E.coli

0.20

3.6.7 pav. Filogenetinis medis, vaizduojantis Microbacterium sp. SINO2 bakterijos tiksliniy
deaminziy trapusavio gimininguma. Filogenetiné analizé didZiausio tikétinumo metodq.
Analizé atlikta MEGAX programa. Skaiciai prie Sakuy rodo grupiy iSskyrimo patikimuma
procentais.

Sugeneravus CMP deaminazés modelj bei atlikus komplementacijos eksperimentus, gauti
pakankamai dideli teoriniai laisvosios Gibso enerijos pokyciai (AG > -6 kcal/mol). Tai néra geras
komplementacijos eksperimenty jvertis, lyginant su kity dviejy fermenty modeliy atveju
komplementacijos biidu gautais AG (¢ia vidutiniS8kai AG < -7 kcal/mol). Analizuojant daugybinj
palyginj galima matyti, kad Sio fermento aktyvusis centras sudarytas i§ kitokiy aminoriigs¢iy, nei
budinga citozino, izocitozino bei 8-oksoguanino deaminazéms. Analizuojant substraty ir CMP
deaminazés fermenty sgveikas, nepastebéta modeliy, kuriuose substratas reik§mingai sgveikauty su
aminorigstimis, dél to CMP deaminazés ir ligandy kompleksavimo modeliai Siame darbe
nepavaizduoti.

Pagal Siuos atliktus prognostinius bioinformatinius modeliavimus bei filogeneting analizg
galima buty teigti, kad i$ trijy pasirinkty tiksliniy Microbacterium sp. SINO2 fermenty labiausiai
tikétina, kad uz PreQo deamininimg bus atsakingas CYDE?2 fermentas. Vcz deaminazé deaminina
PreQo ir izocitozing, o SINO2 bakterijos deaminina tik PreQo. Jeigu paaiskés, kad uz § virsmag
atsakinga CYDE2, tai galéty buti paaiSkinama pagrinde dél dviejy iSsidésCiusiy aminorigsciy
aktyvigjame centre — su PreQo saveikaujantis fermento aktyvusis centras turi turéti pakankamai ilgos
grandinés poling aminortigst], gebancia saveikauti su Sios molekulés nitrilo grupe, o su izocitozinu
sgveikaujantis fermentas turi turéti hidrofiling aminortigstj, kad tinkamai sgveikauty Su izocitozino
N1 azoto atomu.
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Atliktas bioinformatinis eksperimentas tik teoriskai atvaizduoja galimas substraty sgveikas su
fermenty aktyviaisiais centrais. Biitent §is atliktas eksperimentas néra tikslus, kadangi i§ eiles atlikti
du predikcinio tipo eksperimentai — tiksliniy baltymy tretinés strukttiros nustatymo eksperimentas bei
pats substrato-fermento komplementacijos eksperimentas, kurio tiklumas priklauso nuo to, kaip
tiksliai prie§ tai buvo sugeneruotas(-i) tiriamo(-y) baltymo(-y) modelis(-iai). Baltymy
komplementacijos tyrimas su placiu substraty spektru tiksliau bty atliktas tuo atveju, jei tiksliniy
baltymy struktiiros prie$ tai biity nustatytos eksperimentiskai. Siuos bioinformatiniy tyrimu metu
gautus teorinius duomenis bei hipotezes biity tikslinga patikrinti eksperimentiSkai, pavyzdziui,
tikslinés mutagenezés budu gavus Vcz arba CYDE2 fermentus su pakeistomis tikslinémis
aminortigstimis, biity galima patikrinti Siy mutantiniy fermenty fermentinj aktyvuma su izocitozinu
bei PreQo.

Apibendrinant viso darbo rezultatus galima teigti, kad 7-ciano-7-deazaguaning skaidanciy
bakterijy paieSkos i§ dirvozemio méginiy metu buvo atrasta SINO2 bakterija, gebanti katalizuoti
pirmaji PreQo degradacijos etapg — deamininimo reakcijg. Misy Ziniomis, §io tyrimo metu pirma
kartg pademonstruota, kaip biologinéje aplinkoje gali vykti 7-ciano-7-deazaguanino deaminimo
reakcija, susidarant naujam PreQo skaidymo produktui. Pagal 16S rRNR geno sekg bakterija
priklauso Microbacterium genciai. Atlikus genomo sckoskaitg, identifikuotos trys deaminazés —
CMP deaminazeé, CYDEI1 ir CYDE2. Sékmingai klonuota CMP deaminaze, optimizuota Sio fermento
sintezé. Tgsiant darbus planuojama Klonuoti CYDEL bei CYDE2 genus j raiskos vektoriy ir atlikus
analogiska eksperimenty seka, kaip buvo atlikta CMP deaminazés atveju, patikrinti visy 8 plazmidziy
koduojamy fermenty fermentinius aktyvumus PreQo atzvilgiu.
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ISVADOS

. Dirvozemio bakterija SINO2 katalizuoja pirmg PreQo transformacijos reakcija.

. Naujai atrinkta ir i§gryninita SINO2 bakterija yra Microbacterium sp. genties atstové.
Microbacterium sp SINO2 bakterija PreQo vercia j 2,4-diokso-2,3,4,7-tetrahidro-1H-pirolo[2,3-
d]pirimidino-5-karbonitrilg, t.y. katalizuoja PreQo deamininimo reakcija.
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»7-Ciano-7-deazaguaning skaidanciy bakterijuy paieska ir tyrimas“
Darbo vadové dr. Jonita Stankevic¢itité

Vilniaus Universitetas

Chemijos ir geomoksly fakultetas

Vilnius, 2021

7-Ciano-7-deazaguaninas yra potranskripciSkai modifikuoty 7-deazaguanoziny Seimos nukleotidy
bei gamtiniy junginiy (sangivamicino, tojokamicino) pirmtakas. Si grupé modifikuoty nukleotidy bei
gamtiniai junginiai pasiZymi jJdomiomis fiziologinémis bei funkcinémis sgvybémis. NemaZai Zinoma
apie $iy modifikuoty nukleotidy bei gamtiniy junginiy biosintezés kelius, taciau nieko néra Zinoma
apie jy skaidyma.

Sio darbo metu buvo tirtas 7-ciano-7-deazaguanino (PreQo) skaidymas bakterijose. I§ dirvozemio
méginiy buvo identifikuota SINO2 bakterija, transformuojanti PreQo UV-Vis sugerties spektrg.
ISsiaiSkinta, kad i bakterija geba katalizuoti pirma PreQo biodegradacijos etapg — PreQo
deamininimo reakcijg iki 2,4-diokso-2,3,4,7-tetrahidro-1H-pirolo[2,3-d]pirimidino-5-karbonitrilo.
Pagal 16S rRNR geno sekg SINO2 bakterija priklauso Microbacterium genciai. Nusekvenavus
Microbacterium sp. SINO2 bakterijos genoma ir pasirinkus tris deaminazes CYDE1, CYDE2 bei
CMP deaminaze, bandyta rekombinatiniy baltymy sintezés biidu susintetinti $iuos tris tikslinius
fermentus bei jy pagalba atlikti PreQo deamininimo eksperimentus. Pagal Microbacterium sp.
SINO2 bakterijos deaminaziy CMP deaminazés, CYDEI bei CYDE2 sekas sumodeliavus Siy
fermenty tretines struktiras bei atlikus ligando-fermento kompleksavimo tyrima, galima bty teigti,
kad labiausiai tikétinai uz PreQo deamininimg atsakingas CYDE2 fermentas, taciau §j teiginj reikéty
patvirtinti eksperimentiskai. Misy ziniomis, $io tyrimo metu pirmg karta pademonstruota, kaip
biologinéje aplinkoje gali vykti 7-ciano-7-deazaguanino deaminimo reakcija.
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7-Cyano-7-deazaguanine is a biosynthetic precursor of the modified nucleotides of the 7-
deazaguanosine-family as well as precursor to several natural products, such as sangivamycin and
toyocamycin. The latter group of modified nucleotides and both sangivamycin and toyocamycin are
characterized as widely distributed functional molecules of life and therapeutically-interesting
compounds. The metabolic pathways of these molecules are extensively studied for many years but
almost nothing is known about degradation pathways of the 7-deazaguanines.

In this study we examined the degradation processes of 7-cyano-7-deazaguanine (PreQo) in soil
bacteria. From the soil samples we have isolated SINO2 bacterium that could transform the UV-Vis
absorbance spectrum of the PreQo. We have identified that SINO2 is capable to deaminate PreQo to
2,4-dioxo-2,3,4,7-tetrahydro-1H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidine-5-carbonitrile, which might be the first
biodegradation step of PreQo. Based on 16s rRNA gene sequence, SINO2 could be attributed as the
bacterium of the genus Microbacterium. By sequencing and analysing the genome of the bacterium,
we chose three target deaminases CYDEL, CYDE2 and CMP deaminase. We have tried to
synthesize these three recombinant deaminases and tried to perform PreQo deamination experiments
with these enzymes. By modeling the structures of deaminases CYDEL, CYDEZ2 and CMP
deaminase of Microbacterium sp. SINO2 bacterium and by performing protein-ligand docking
experiments we speculate that CYDE2 may be the most feasible enzyme to catalyze the
deamination of PreQo although this hypothesis should be tested experimantally. To the best of our
knowledge, this is the first-time demonstration of how the 7-cyano-7-deazaguanine can be
transformed to other compound while in biological setting.
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