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Ivadas

Fermentai yra svarbus siuolaikinés biotechnologijos jrankis. Daugeliu
atvejy jprastiniy fermenty, kurie randami gamtoje, neuztenka. Siekiant
patenkinti vis augancius biotechnologijos poreikius, tenka juos tobulinti,
suteikiant jiems naujy savybiy, tokiy kaip atsparumas aukstai tempera-
turai ar didelei drusky koncentracijai. Visus taikomus metodus, kurie yra
naudojami keic¢iant fermento savybes norima linkme, galima buty suskirs-
tyti i dvi pagrindines grupes: i) evoliucija in vitro, ii) racionalus dizainas.

Evoliucija in vitro vyksta mégintuvélyje realizuojant atrankos sistema.
Sukuriamas geny bankas i$ atsitiktiniy geny varianty ir is daugybeés ga-
limy kombinacijy dél dirbtinai vykdomos atrankos atrenkamos pacios ge-
riausios baltymo mutacijos. Siuo atveju néra butina a priori zinoti, kokiu
principu reikia parinkti mutacijas norimoms fermento savybéms suteikti
ar pagerinti. Reikiamos mutacijos, jeigu tik jos bus pradiniame geny va-
rianty rinkinyje, bus atrinktos dél suteikiamo pageidaujamo baltymo feno-
tipo. Esminis uzdavinys evoliucijos in vitro atveju yra dirbtinio evoliucinio
spaudimo sukturimas. Evoliucinj spaudimg sukurti yra salygiskai paprasta,
kuomet yra evoliucionuojami fermentai, galintys padauginti genetine me-
dziaga, koduojancig juos pacius, pvz. DNR/RNR polimerazés. Taip pat
evoliucija in vitro realizuoti galima, kada reikiamo fenotipo baltyma, jvai-
riais budais apjungta su koduojanc¢ia DNR, jmanoma praturtinti fiziniais
metodais, pvz. remiantis afiniSkumu. Deja, situacija tampa komplikuota,
kuomet evoliucijos in vitro metodais bandoma pagerinti savybes fermenty,
kurie nespecifiskai skaldo genetinés informacijos neséja DNR/RNR, tokiu

kaip DNaze I, nes tampa sudétinga islaikyti susietus pasikeitusj baltymo
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fenotipa ir jj koduojancia informacija.

Kaip alternatyva evoliucijai in vitro daznai gali buti panaudotas racio-
nalus dizainas. Taikant racionaly dizaing esminé problema yra tai, kad
reikia tiksliai zinoti principus, kaip ir kodél reikia keisti baltyma, kad jo
savybeés pasikeisty norima linkme. Kuo maziau zinoma apie Siuos princi-
pus, tuo didesne imtj galimy geresniy baltymo mutanty reikia patikrinti
ir atvirksciai. Galima isskirti dvi grupes metody, leidzianciy issiaiskinti
siuos principus.

Pirmiausia, naudojantis skai¢iuojamosios biologijos metodais galime
kurti modelius, prognozuojancius, kaip konkreti mutacija keis baltymo sa-
vybes. Modeliui sukurti bei testuoti Siuo atveju reikia sukaupti daug duo-
meny, siejanciy konkrecias baltymo mutacijas ir pasireiskiantj eksperimen-
tiskai nustatyta baltymo fenotipa. Pavyzdziui, pagal literaturoje zinomas
jvairiy baltymy taskines mutacijas bei atitinkancius baltymo stabilumo
duomenis galima sukurti prognostinj modelj ir, remiantis juo, prognozuoti
baltymo, kurio savybes norima keisti, stabilizuojancias ar destabilizuojan-

¢ias mutacijas.

Antra metody grupé analizuoja naturalia mutageneze, kuri vyko evo-
liucijai baltyma pritaikant prie jvairiy aplinkos salygy. Biotechnologijoje
naudojamus fermentus daznai reikia adaptuoti prie nejprasty salygy ar su-
teikti netipines savybes, tokias kaip atsparumag joninei jégai, temperaturai
arba, atvirkscéiai, termolabilumg. Galima mokytis iS gamtos, kokiu princi-
pu jmanoma suteikti tokias savybes, bandydami suprasti, kuo ekstrema-
liose salygose galin¢iy gyventi organizmy fermentai skiriasi nuo fermenty,

randamy ne ekstremaliomis saglygomis gyvenanc¢iuose organizmuose.

Siame darbe prokariotai bei jy fermentai pagal atsparuma druskingu-
mui skirstomi j druskingumui pakancius (angl. halotolerant) ir halofili-
nius. Halofiliskumas Sio darbo kontekste reiskia, kad fermento veikimo /
organizmo augimo optimumas yra salygiskai dideléje druskos koncentra-

cijoje. Pakantumas druskingumui reiskia, kad, druskingumui didéjant iki
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salygiskai didelés druskos koncentracijos, fermento aktyvumas islieka arba
mikroorganizmas gali augti.

Siame darbe buvo stengiamasi perprasti, kaip evoliucija DNazés I Sei-
mos baltymus, kurie randami halofiliniuose / druskingumui pakanciuose

prokariotuose, adaptavo prie didelio druskingumo.

Darbo tikslas:

Istirti prokariotiniy DNazés I homology adaptacijos mechanizmus, lei-
dziancius prisitaikyti prie dideliy druskos koncentracijy, ir jrodyti, kad
atrasti désningumai gali buti pritaikomi praktikoje, siekiant gauti fermen-

ty variantus, pasizymincius padidintu atsparumu joninei jégai.

Tikslui jgyvendinti iskelti uzdaviniai:
1. Sudaryti prokariotiniy DNazés I homology filogenetinj med;.

2. Ivertinti galimas sasajas tarp DNazeés I prokariotiniy homology adap-

tacijos joninei jégai bei jyu domeninés organizacijos.

3. Eksperimentiskai patikrinti domeninés organizacijos bei atsparumo

joninei jégai sarysj.

4. Bioinformatiniais metodais palyginti jaucio DNazés I bei keleto ha-
lofiliniy / druskingumui pakanciy prokariotiniy DNazés I homology
pavirsiaus elektrostatines savybes bei jvertinti vieno homologo pavir-

Siniy aminorugsciy konservatyvuma.

5. Sudaryti dvigubg HhH motyva turinc¢iy bakteriniy domeny filoge-
netinj medj ir nustatyti domeno, randamo bakteriniuose DNazés 1

homologuose, kilme.

6. Parinkti domenus liejiniams su jauc¢io DNaze I konstruoti ir sukurti

chimerines DNazes.
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7. Eksperimentiskai jvertinti gauty liejiniy aktyvuma skirtingose joni-

nese jégose.

8. Bioinformatiniais metodais jvertinti domeny, naudoty chimeriniy DNa-

ziy kurimui, savybes bei saveikg su DNR.

Mokslinis naujumas ir praktiné verteé:

1. Nustatyta, kad DNazés I prokariotiniy homology adaptacijai prie di-

deliy drusky koncentracijy yra svarbi domeniné organizacija.

. Lyginant prokariotiniy DNazeés I homology domenines organizacijas,
parodyta, kad dvigubo HhH motyvo domenas randamas tik DNazés

I homologuose is halofiliniy / druskingumui pakanéiy bakteriju.

. Parodyta, kad dvigubo HhH motyvo domenas, prilietas prie DNazés

I, padidina atsparuma joninei jégai (pateikta patentiné paraiska).

. In wvitro imituotas evoliucinis zingsnis, kuomet, DNazés I Seimos bal-
tymams prisitaikant prie didelio druskingumo, buvo apjungti DNazés

I bei dvigubo HhH motyvo domenai.

Sio darbo ginamieji teiginiai:

. Papildomi su DNR saveikaujantys domenai prokariotinése DNazése
gali buti evoliuciné adaptacija, leidzianti islaikyti fermentinj aktyvu-

ma didelés joninés jégos salygomis.

. C-galinis su DNR saveikaujantis domenas yra esminis faktorius, le-
miantis DNazés iS Thioalkalivibrio sp. K90mizr pakantuma druskin-

gumui.

. DNazés is Thioalkalivibrio sp. K90mir DNazinio domeno pavirsiuje
yra daugiau rugstiniy aminorugscéiy lyginant su homologo, nepasizy-

mincio pakantumu druskingumui, pavirsiumi.
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4. Dvigubo HhH motyvo domenas Thioalkalivibrio sp. K90mix DNazé-
je yra giminingas ComE/ComEA Seimos baltymams, susijusiems su

bakterinés kompetencijos sistema.

5. Galima padidinti nepakancios druskingumui DNazeés I atsparuma jo-
ninei jégai, remiantis prokariotinés DNazes iS Thioalkalivibrio sp.

K90mir domenine organizacija ir kuriant analogiska liejinj.

6. Atsparumo didelei joninei jégai skirtumas tarp dviejy sukurty liejiniy

gali buti siejamas su priliety domeny ir DNR saveiky skirtumais.



Literaturos apzvalga

1.1. Bendrosios DNazés I savybés

Jaucio (jaucio kasos) deoksiribonukleazé I (DNazé I) yra geriausiai cha-
rakterizuota DNazé. Sis fermentas yra i virskinimo trakta sekretuojama
glikozilinta nukleazé [1,2]. Jos aktyvumui yra butini dvivalené¢iai metalo
jonai (CazJr ir Mg2+), pH optimumas yra tarp 7 ir 8, molekuliné masé yra
~31 kDa. Pagal kristalografing struktura [3] DNazé I yra kompaktiskas
a/ B susilankstymo (angl. fold) tipo baltymas.

DNaze I naudojama biotechnologijoje jvairiuose taikymuose, kuriuose
norima gauti RNR preparatus, neturin¢ius priemaisinés DNR, [4-6], pavyz-
dZiui, norint pasalinti genomine DNR pries RNR detekcija [4]. Jautinés
DNazés 1 aktyvumas yra stipriai slopinamas didinant buferio jonine jé-
ga. Tai yra didelis trukumas naudojant si fermenta biotechnologijoje, nes
dauguma buferiy, naudojamy gryninant ar analizuojant RNR, turi zenklius

drusky kiekius.

1.2. Katalizés mechanizmas

Siame skyrelyje nurodomi aminortigs¢iy numeriai bei pateikiamos cha-
rakteristikos atitinka jauc¢io DNaze I. DNaze I (EC 3.1.21.1) yra fermentas,
hidrolizuojantis tiek dvigrandés, tiek viengrandés DNR fosfodiesterines
jungtis. DNaze I dvigrande DNR hidrolizuoja 100 - 500 karty efektyviau
nei viengrandj substrata [8]. Katalizés metu susidaro oligonukleotidai, 3’
gale turintys hidroksilo grupe, o 5’ gale — fosfatine grupe. Fosfodiesterinés

jungties hidrolizei butina bazé - protony akceptorius, kuris galéty akty-
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1.2. Katalizés mechanizmas

1.1 pav. Galimas DNazés I veikimo mechanizmas. H134 ir H252 veikia kaip katalizinés
riigtis ir bazé. Mg?™ jonai stabilizuoja tarpinj junginj [7].

vuoti fosforg atakuojantj nukleofilg - vandens molekule, rugstis - protony
donoras, kuri stabilizuoja nueinancig 3’-O™ grupe ir, Lewis rugstis — teigia-
mai jkrautas elektrofilas, stabilizuojantis fosfoanijoninj tarpinés busenos
junginj [9].

Remiantis DNazeés 1 kristalografinémis strukturomis [10, 11] bei anali-
zuojant DNazés I homologus buvo isskirtos sSios konservatyvios aktyviojo
centro aminortigstys: E39, Y76, E78, H134, D168, D212 ir H252 [7]. Siy
aminorugsciy galimas vaidmuo katalizéje yra pavaizduotas 1.1 pav. ( [7]).

Manoma, kad H134 bei H252 yra atsakingi uz bendraja rugstine — bazi-
ne katalize. Sie du histidinai vandenilinémis jungtimis saveikauja atitinka-
mai su E78 bei D212. Siy aminortigs¢iy vaidmenj katalizéje istyré Chen ir
kit. [7]. Buvo sukonstruoti H134A bei H252A mutantai bei analizuotos ju
savybés. Faktiskai neaktyviy mutanty aktyvumag buvo méginama atstatyti
pridedant imidazolo ir varijuojant reakcijos pH. H134A mutantas buvo ak-
tyviausias ties pH 6,0, t.y. H134A mutanto aktyvuma atstaté protonuotas,
t.y teigiamo kruvio imidazolas. H252A mutantas buvo aktyviausias esant
pH 7.5, t.y. aktyvuma atstaté neutralus neprotonizuotas imidazolas. Taigi
E78-H134 tandemas veikia kaip protono donoras, o D212-H252 tandemas
veikia kaip protono akceptorius.

Buvo manoma, kad Lewis rugsties vaidmenj atlieka ir tarpine buseng

stabilizuoja du Mg?*" jonai, kuriuos koordinuoja E39 bei D168 karboksila-
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tai [12]. Molekulinis modeliavimas ir analizé atlikta Gueroult ir kit. [13]
parodé, kad tik vienas Mg*" (koordinuojamas E39) jonas veikia kaip Lewis

rugstis, o kitas jonas stabilizuoja aktyviojo centro struktura.

1.3. Saveika su DNR

1.2 pav. Erdviné DNazés I — DNR komplekso struktiuros schema. Virsutinéje dalyje
parodyta R41 ir Y76 sgveika su mazuoju DNR grioviu. Apatinégje dalyje pavaizduoti
baltymo — DNR kontaktai [14].

1.3.1. Kontaktai su DNR

Pagal DNR-DNazés kristalografines strukturas [11,15] DNazé saveikau-
ja su viena B tipo DNR spiralés puse ir sudaro sgveikas tik su fosfodieste-
riniu karkasu ir nukleorugstimis, esanciomis mazajame DNR griovyje (1.2
pav.) Saveika su DNR apima 4-6-ias fosfatines grupes. Mazesnio ilgio
nukleotidai karpomi neefektyviai [16]. Tuo tarpu kristalografine DNR-
DNazeés I komplekso struktura [14] akivaizdziai rodo, kad ilgesniems DNR
fragmentams saveikaujant su DNaze I, DNR konformacija keiciasi. [gau-
nant katalizei reikalinga DNR konfiguracija, lemiama vaidmenj atlieka dvi
pavirsinés aminorugstys: Y76 (stekingo saveika) ir R41 (saveika vandenili-

niais rysiais su priesinga grandine). Dél saveikos su DNaze, DNR dupleksas
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1.3. Saveika su DNR

palinksta 20° link didziojo griovio ir tokiu budu jvyksta fizinis jo susiaure-
jimas per 3 A ir praplatéja mazasis griovys. Tuo tarpu DNazé pati savaime
yra gana rigidiska — RMSD skirtumas tarp DNazés [ strukturos komplekse

su DNR ir laisvo baltymo strukturos yra tik 0,49 A, t.y. is esmés nesikeiéia.

1.3.2. Sasaja tarp sgveikos su DNR ir aktyviojo centro

Y76 aminoriigstis yra butina tinkamai sagveikai su DNR. Si aminoriigstis
tiesiogiai nedalyvauja pacioje rugstinéje-bazinéje katalizéje, bet uztikrina,
kaip Zemiau aptarta, tinkamg substrato orientacija.

Y76 funkcija buvo nustatyta remiantis taskinés mutagenezés rezulta-
tais. Analizuojant kristalografines strukturas [10,11] tampa aisku, kad Y76
dalyvauja vandeniliniais rysiais saveikaujanciy aminorugsciy Y76-E78-H134
triadoje, be to Y76 ziedas saveikauja su DNR mazojo griovio ribozés ziedu
per stekingo saveika. Y76 mutacijos | E, L, Q, W padidina gimininguma
DNR, bet zZenkliai sumazina aktyvuma, nes dél pakitusiy vandeniliniy ry-
siy tinklelio H134 bei E76 negali uzimti reikiamy pozicijuy katalizei. Taip
pat su aktyviuoju centru saveikaujanti DNR nejgauna katalizei optima-
lios konformacijos (islenkimas) [17]. Y76F mutacija sumazina aktyvuma
~20 % [18]. Sioje pozicijoje F kaip ir Y saveikauja su DNR, bet nege-
ba dalyvauti aktyvyji centra stabilizuojanc¢iame vandeniliniame rysyje su
E78-H134 [18].

Taigi, remiantis literaturiniais duomenimis, Y76 per aromatinio ziedo
stekingo saveika islenkia DNR struktiira ir dél to kerpama fosfatiné jungtis
yra tinkamai orientuojama aktyviajame centre. Be to, Y76 saveika su
E78-H134 uztikrina jy tinkama katalizei orientacija. Kaip matome, Y76
apjungia DNR saveika su baltymu ir fosfodiesterinio rysio hidrolize.

1.3.3. DNR lankstumo svarba

Taigi, saveikaujant su DNaze, DNR turi issilenkti. Buvo nustatyta, kad

srityse, kuriose gausu A, DNR savaime issilenkia link mazojo griovio [19] ir
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jis susiauréeja. Taigi tokiose srityse DNazes aktyvumas turéty buti mazes-
nis. Kelios studijos tai patvirtino. Sutton ir kiti [20] parodé, kad DNazés
I karpymui yra dalinai atsparios A/T turtingos sekos. Kuo ilgesné A/T
turtinga sritis — tuo mazesnis karpymo efektyvumas deél siauresnio mazo-
jo griovio bei mazesnio lokalaus DNR lankstumo. Taciau DNazé I gali
kirpti ties visomis 4-turiomis bazémis: efektyvumas, priklausomai nuo ba-
zés, skiriasi ne daugiau nei 3 kartus. Detaliau DNazeés specifiSkumas buvo
tirtas remiantis naujos kartos sekoskaitos duomenimis [21], kurie parodé,
kad DNazeés I katalizés greitj lemia trys bazés abipus kerpamo fosfatinio
rysio ir, priklausomai nuo mazojo griovio plocio, jis gali skirtis daugiau
nei du kartus. Studijoje, atliktoje Heddi ir kit. [22], buvo siejami BMR
oligonukleotidy spektro duomenys su tikimybe, kad DNazé I kirps konkre-
Gioje vietoje. Sie tyrimai, tai pat kaip ir ankstesnés studijos, parodé, kad
katalizés efektyvumas priklauso nuo DNR lankstumo.

Kaip matome, daug studijy parodé, kad DNazés I katalizés efektyvumas
yra atvirksciai proporcingas mazojo DNR griovio siaurumui bei lankstu-
mui ir tai gali buti siejama su palankesnémis salygomis Y76 saveikai su
DNR. Taip pat tai gali paaiskinti, kodel DNR DNR-RNR hibride yra la-
bai silpnai skaldoma [14]: DNR-RNR hibridas tirpale yra A tipo spiralinés
konformacijos, kuri turi zenkliai siauresnj mazaji griovi nei B tipo spiralé.

Kaip aptarta zemiau, DNazes I sgveikai su DNR yra itin svarbus metalo

jonai.

1.3.4. Metalo jony svarba

Yra zinoma, kad DNazeés I veikimui yra butini dvivalenciai kofaktoriai
ir aktyviausia DNaze I yra tada, kada reakcijos buferyje yra Mg*" arba
Mn?* jonai kartu su Ca®" jonais [23]. Esant tik vieno tipo kofaktoriams
(arba tik Mg?", arba tik Ca?") DNazés I aktyvumas yra ~100 karty ma-
zesnis nei tuomet, kai reakcijos buferyje yra abiejy jony. Nesant dvivalen-

¢iy katijony, fermento aktyvumas nedetektuojamas [24]. Remiantis egzis-
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tuojanciomis kristalografinémis strukturomis bei molekuliniu modeliavimu
dvivalenciy jony svarba iSsamiai aprasyta studijoje, atliktoje Gueroult ir
kit. [13].

Remiantis kristalografinémis strukturomis yra numanomos penkios jo-
ny risimo vietos (1.3 pav.). Nei vienoje kristalografinéje strukturoje nebuvo
aptikti Mg?* jonai aktyviajame centre. Literatiiroje yra tik daromos prie-
laidos apie jy buvima. Sios dvi jony buvimo vietos 1.3 pav. Zymimos kaip
IVa ir IVb. Uz aktyviojo centro kristalografinése strukturose yra nusta-
tytos trys dvivalenéiy jony risimo vietos: dvi risa Ca®*, viena Ca*" arba

Mg (I, II, III ri$imo vietos 1.3 pav.).

y Il vieta

| vieta p /

IVb
vieta

Il vieta

1.3 pav. DNazés I kofaktoriy surisimo sritys. Keturios katijony surisimo vietos pazymé-
tos nuo I iki IVa/b, jas Zymi raudonos sferos. Greta esancios kilpineés sritys pazymeétos
zalia spalva, disulfidiniai tilteliai — geltona. Greta IVa ir IVb esanciy kataliziniy histidi-
ny Soninés grupés pavaizduotos pilkais ir mélynais lazdeliy fragmentais). Saltinis: [13].

Gueroult ir kit. [13] atliktas molekulinis modeliavimas leido jvertinti vi-
sy penkiy galimy dvivalenciy jony risimo viety svarbg baltymo stabilumui
bei prieinamuma tirpikliui. Ca?" pagalinimas i$ esmés neturéjo jtakos bal-
tymo stabilumui, tuo tarpu II jony risimo vietoje Ca** pakeitus Na™ buvo

stebimas zenklus natyvios struktiros suardymas. Ca?" Sioje vietoje sta-
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bilizuoja kilpa ir palaiko natyvia konformacija. Mg** III vietoje baltymo
stabilumui jtakos neturéjo, ta¢iau mazino disulfidinio tiltelio prieinamuma
tirpikliui (C173 prieinamuma). Tai galimai lemia eksperimentiskai stebi-
ma intensyvesne redukcija merkaptoetanoliu, kuomet per mutacijag D210A
yra suardyta § metalo jony risimo vieta ir yra maza Ca?" koncentracija
(0,1 mM) [25].

Analize, atlikta Gueroult ir kit. [13], atskleidé, kad vienas i$ aktyviojo
centro Mg®T jony (1.3 IVa pav.), kuris yra koordinuojamas D168, D212,
H252 Soniniy grupiy, yra baltymo gilumoje ir yra neprieinamas tirpikliui.
Taigi yra labai maza tikimybe, kad $is Mg?" sgveikauja su kerpama fosfato
grupe, o katalizei yra svarbus tinkamai orientuojant aktyviajame centre
katalizinj histiding H252. Tuo tarpu kitas aktyviojo centro magnio jonas
(1.3 IVb pav.) yra koordinuojamas tik vienos aminorugsties (E39) ir yra
labai gerai prieinamas tirpikliui. Tai leisty Siam metalo jonui dalyvauti
katalizéje ir stabilizuoti tarpine busena.

Molekulinis modeliavimas [13] atskleidé dar viena, katalizei kritine, dvi-
valenciy kofaktoriy funkcija. DNazés I pavirsius be prijungty jony turi nei-
giama elektrostatinj potencialg (1.4 pav.) ir negali saveikauti su neigiamo
kruvio DNR. DNazés pavirsiui reikia papildomy astuoniy teigiamy kruviy
(keturiy jonu), kad jis tapty elektrostatiskai teigiamas ir galéty formuoti
kompleksa su DNR.

Taigi auksciau pateikti literaturiniai duomenys rodo, kad metalo jonai

yra svarbus keturiais aspektais:

1. stabilizuoja baltymo struktura;

2. vienas Mg?™ jonas dalyvauja kaip Lewis riigstis stabilizuojant tarpinj

junginj katalizeéje;
3. vienas Mg?* jonas stabilizuoja aktyviojo centro struktiira;

4. dalyvauja komplekso su DNR sudaryme.
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1.4 pav. Elektrostatinio potencialo poky¢iai esant ir ne metalo jonams DNazés I ir DNR
saveikos pavirsiuje. Raudona spalva pazymeétos neigiamo kruvio sritys, mélyna — tei-
giamo. Kairysis paveikslas rodo elektrostatinio potencialo zemélapj, nesant dvivalenciy
metalu jomy, desinysis — esant prijungtiems dvivalenciams katijonams. Saltinis: [13]

1.3.5. Bandymai taskinémis mutacijomis padidinti sagveikg su DNR

Akivaizdu, kad DNazé I be prijungty dvivalenciy jony néra giminin-
ga DNR, o sustiprinta saveika su DNR turéty padidinti DNazes katalizinj
efektyvumg ir atsparumg joninei jégai, kuri ekranuoja elektrostatines sa-
veikas ir itin apsunkina DNazés [-DNR komplekso formavimg. Remiantis
DNazeés 1 kristalografinémis strukturomis buvo bandoma j Zzmogaus DNa-
zés I DNR risant] pavirsiy jvesti papildomus teigiamus kruvius, galimai
padidinancius saveika su DNR [24,26,27]. Taip buvo sukurti joninei jégai
atsparesni ir aktyvesni zmogaus DNazés I variantai. Jdomu pastebéti, kad
ivedus papildomus teigiamus kruvius DNazés [ saveikos su DNR pavirsiu-
je, dalies tokiy mutanty Ca?* poreikis efektyviai DNR hidrolizei eliminuo-
tas. Tai paaiskinama tuo, kad esant papildomoms teigiamy aminorugsciy
Soninéms grupéms, jony prisijungimas saveikos su DNR pavirSiuje néra

butinas.

1.4. Bakterinés sekretuojamos nukleazeés

Siame darbe ieskant sasajy tarp domeninés struktiros ir adaptacijos

prie didelés joninés jégos buvo analizuojamos j eukarioting DNaze I pana-
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sios DNazeés is prokariotiniy mikroorganizmy ir ieSkoma sekrecijos signaly
ju sekose. Literaturoje nepavyko aptikti duomeny apie DNazés I homolo-
gus prokariotuose. Taigi Siame skyriuje apzvelgiami literaturoje prieinami
duomenys apie galimas sekretuojamy nukleaziy funkcijas ir apie charakte-

rizuotas halofilines / druskingumui pakancias nukleazes.

1.4.1. Galimos bakteriniy sekretuojamy nukleaziy funkcijos

Aptikta nemazai literaturos Saltiniy, kuriuose aptariama galima sekre-
tuojamy nukleaziy biologiné funkcija. Tyrimai rodo, kad tokios nukleazés
gali buti svarbios formuojantis ir irstant biopléveléms. Dauguma bakterijy
gyvena ne pavieniui, o grupémis — kolonijomis, kurias j visumag apjun-
gia bioplévelés. Esminiai bioplévelés komponentai: polisacharidai, balty-
mai, fimbrijos, pilés, Ziuzeliai ir uzlasteline DNR [28]. DNR yra vienas i$
svarbiausiy strukturiniy bioplévelés komponenty ir veikia kaip naturalus
Hklijai“, palaikantys bakteriniy lasteliy kontakta tarpusavyje ir su subst-
ratu [28].

DNR yra itin svarbi pradiniais bioplévelés brendimo etapais, kuomet
lasteles isskiria vidulasteline DNR j iSore, kur ji funkcionuoja kaip struk-
turinis bioplévelés komponentas bei dalyvauja keic¢iantis genetine infor-
macija [29,30]. Yra parodyta, kad sekretuojamos nukleazés yra svarbios
bioplévelés formavimuisi: pastaryjy neturintys S. aureus, N. gonorrhoeae
ir V. cholerae mutantai pasizymi tankesnémis bei storesnémis bioplévele-
mis lyginant su laukinio tipo atstovais [29,31]. Buty galima iSskirti bent
tris biologines funkcijas, kurias gali atlikti sekretuojamos bakterinés nu-

kleazeés:
« subrendusios bioplévelés suardymas ir lasteliy islaisvinimas [32];

» apsauga nuo konkuruojanciy mikroorganizmy kolonijy kaimynysteés,

neleidziant formuoti bioplévelés [32];

« ckstralgstelinés DNR hidrolize, jgalinant jos panaudojima kaip mais-
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tiniy medziagy saltinj [33].

1.4.2. Halofilinés / druskingumui pakancios nukleazés

Literaturoje pavyko rasti duomeny apie keleta charakterizuoty nukle-
aziy i$ halofiliniy / druskingumui pakanciy organizmy. Pirmoji zinoma
halofiliné nukleazé buvo isskirta is halofilo Micrococcus sp. — nukleazé
H [34,35]. Sios nukleazés optimali NaCl koncentracija 2,9 M. Tai 99 kDa,
fermentas, kuriam budingas ribonukleazinis ir deoksiribonukleazinis akty-
vumai. Parodyta, kad $io fermento aktyvumui reikalingi Mg** ir Mn?".
Kita 138 kDa halofiliné nukleaze, gebanti hidrolizuoti tiek RNR tiek DNR,
buvo i$skirta i§ halofilinés bakterijos Bacillus sp. [36]. Si nukleazé yra
kiek atsparesné joninei jégai nei anksciau aptartoji. NaCl koncentraci-
jos optimumas yra 1,4-3,2 M NaCl, o aktyvumui reikalingi Ca?" ir Mg?".
Literaturoje minima ir viena ribonukleazé, pasizyminti halofilinémis savy-
bémis. Tai 61 kDa fermentas, gautas i$ halofilo Pseudomonas sp., kuriam
budingas didziausias aktyvumas esant 3 M NaCl [37].

Aukscéiau minéty nukleaziy atvejais literaturoje buvo tiesiog nurodo-
ma, kad nukleazés yra halofilinés, bet tai jgalinantis mechanizmas nebuvo
tirtas. Pavyko rasti informacijos tik apie vieng druskingumui pakancig
nukleaze, kurios atsparumo mechanizmas buvo tirtas — endonukleazé is
Vibrio salmonicida [38]. Sios nukleazés veikimo optimumas stebimas ties
0,5 NaCl. Lyginant su mezofiliniu homologu is Vibrio cholerae bei tiriant
taskinius mutantus buvo parodyta, kad esminis adaptacijos prie druskingu-
mo mechanizmas Sios nukleazés atveju yra labiau teigiamas elektrostatinis

pavirsiaus potencialas, sgveikos su DNR pavirsiuje.

1.5. Halofiliniy / druskingumui pakanciy fermenty sa-

vybés

Sekretuojamos prokariotinés DNazés turéty buti prisitaikiusios prie

druskingos aplinkos taip kaip ir kiti druskingumui atspariy organizmy fer-
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mentai. Gerai zinoma, kad daugelis fermenty is itin halofiliniy ar dru-
skingumui pakanciy organizmy yra stabilus ir islieka aktyvus net ir esant
didelei drusky koncentracijai. Yra gerai zinoma, kad didelé jonine jéga
slopina elektrostatines saveikas ir stiprina hidrofobines. Didéjant joninéms
elektrostatinio atostumio jéegoms tarp atskiry mezofilinio baltymo moleku-
liy, mazéja tirpumas ir energetiskai palankesnis tampa baltymo agregaci-
jos procesas. Tuo tarpu druskingumui pakantus baltymai, esant dideléms

druskos koncentracijoms, neagreguoja [39-41].

Buvo nustatyta, kad prisitaikant prie didelio druskingumo, baltymy
aminorugsciy sudétis kinta: daugéja rugstiniy, neigiama kruvi turinciy
aminorugsciy liekany, ir mazéja hidrofobiniy, ypac¢ aromatiniy, aminorugs-
¢iy [39,42-44]. Lyginant halofiliniy ir nehalofiliniy organizmy proteomus
tapo akivaizdu, kad halofiliniy organizmy baltymuose yra zenkliai daugiau
aspartato ir glutamato ir maziau lizino (ji daugeliu atvejy keicia argini-
nas) [45,46]. Baltymo pavirsiuje susikaupe karboksilatai (aspartato ir glu-
tamato Soninés grupeés) jungia hidratuotus katijonus ir taip lemia didesne
baltymo pavirsiaus solvatacija. Taip iSvengiama sgveikos tarp hidrofobiniy

pavirsiaus fragmenty bei agregacijos [47,48].

Kaip prie dideliy druskos koncentracijy prisitaiko su DNR sgveikaujan-
tys baltymai? Literatura nepateikia vienareiksmisko atsakymo. Analizé,
atlikta Becker ir kit. [49], rodo, kad lyginant halofilinius ir mezofilinius
organizmus, saveikos su nukleorugstimis pavirSiuje neigiamo kruvio ami-
norugstys nesikaupia. Toks efektas buvo stebétas analizuojant su TA-
TA dézute saveikaujancius baltymus (angl. TATA-binding) ir ribosomos
pratesimo faktoriy a-1. Sios studijos autoriai rago, kad galima neigiamy
rugstiniy aminorugscéiy nesikaupimo priezastis yra ta, kad nukleino rugstis
risSanc¢ius baltymus veikia evoliucinis spaudimas, siekiantis islaikyti efekty-

vig saveikg su DNR.

Kiti tyrimai vis délto rodo, kad ir sgveikos su nukleorugstimi pavirsiuje

gali buiti kaupiamos neigiamo kruivio aminorugstys. Lyginant hiperhalofi-
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lo Haloferaz volcanii PCNA baltyma su mezofiliniu homologu [50] DNR
saveikos srityse yra stebimas akivaizdus neigiamo kruvio aminorugsc¢iy pa-
daugéjimas. Tai aiskinama tuo, kad sgveikai su DNR tarpininkauja su
karboksilatais saveikaujantys katijonai. Taip pat analizuojant su TATA
dézute saveikaujantj baltyma iS Pyrococcus woesei [51] buvo parodyta,
kad atsparumg druskingumui lemia sgveikos su DNR pavirsiuje esantys
karboksilatai, risSantys katijonus. Juos pasalinus, atsparumas joninei jégai

sumazejo.

Viena studija leidzia teigti, kad vykstant adaptacijai prie didéjancios
joninés jégos, saveikos su DNR pavirsiuje gali padaugéti ne neigiamo, bet
teigiamo kruvio aminorugsciy, didinanciy teigiamo kruvio pavirsiaus po-
tenciala [38]. Reikéty pabrézti, kad Sios studijos atveju fermentas (endo-
nukleazé I) buvo ne halofiliné, o pakanti druskingumui — organizmas buvo

prisitaikes prie salygiskai mazo juros vandens druskingumo.

Taigi pagal literaturos duomenis néra aisku, ar prisitaikant prie dide-
liy druskos koncentracijy neigiamo kruvio aminorugstys kaupiasi sgveikos
su DNR pavirsiuje. Tikétina, kad karboksilaty kaupimasis apsunkina sa-
veikg su DNR dél neigiamo kruvio, bet — jei katijony koncentracija yra
pakankama — katijonai tampa saveikos su DNR tarpininkais. Tokiu budu
DNR komplekso formavimas tampa suderinamas su neigiamo kruvio pa-
virSinémis aminorugstimis. Taciau tokia adaptacija buty netinkama dru-
skingumui pakanciy (nehalofiliniy) organizmy atveju: patekus j mazai ka-
tijony turincia aplinka karboksilatai saveikos su DNR pavirsiuje trukdyty
formuoti kompleksg su DNR. Taigi tikétina, kad druskingumui pakantus
fermentai prie didesnés joninés jégos prisitaiko per papildomas teigiamo
kruvio aminorugstis ir didesnj teigiamg sgveikos su DNR pavirsiaus poten-

ciala taip, kaip Vibrio salmonicida nukleazé [38].
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1.6. HhH motyvas

Siame skyrelyje aptariami literatiros duomenys apie HhH motyva bei
B. subtilis ComEA baltyma, kurio dvigubo HhH motyvo domenas Siame

darbe buvo prilietas prie DNazes 1.

1.6.1. HhH motyvas ir ComEA baltymas

B. subtilis kompetencijos sistema ir baltymas ComEA buvo analizuoti
dvejose studijose [52,53]. Buvo nustatyta, kad Bacillus subtilis pasizymi
naturalia kompetencija — gebéjimu is aplinkos jsisavinti ekstralasteline ge-
neting medziagg ir realizuoti jos koduojamg informacija. Vienas esminiy
B. subtilis baltymy, atsakingy uz naturalia kompetencija, yra baltymas
ComEA. Sis baltymas sudarytas i§ dviejy domeny. N-galinis domenas sa-
veikauja su plazmine membrana ir jtvirtina baltyma lastelés pavirsiuje.
C-galinis domenas veikia kaip dvigrandés DNR receptorius ir saveikauja
su uzlasteline DNR, kuri, veikiant kitiems naturalios kompetencijos sis-
temos komponentams, yra pernesama j lastelés vidy. Yra nustatyta, kad
C-galinio domeno saveikos su DNR Ky yra ~500 nM ir jis yra zenkliai gimi-
ningesnis dvigrandei DNR nei viengrandei [52]. Sis domenas yra sudarytas
is dvieju spiralé — plauky segtukas — spirale (HhH) (angl. heliz-hairpin-
heliz), motyvy (kiekvienas ~30 aminorugsciy ilgio).

HhH yra nespecifiskai su DNR sgveikaujantis motyvas, aptinkamas
daugelyje baltymy Seimy. Dauguma jy — jvairus su DNR sgveikaujan-
tys fermentai. HhH motyvas baltymo sekoje aptinkamas pavieniui arba
kaip du ar keturi i$ eilés einantys tandeminiai pasikartojimai [54]. Dau-
guma HhH motyvy aptinkami dvigubg HhH motyva turinciuose dome-
nuose [55], kurie apima penkis spiralinius fragmentus: po du kiekviename
HhH motyve ir vieng — motyvus jungiancioje srityje. Kai kuriose nukleazé-
se aptinkamuose HhH motyvuose ,plauky segtuko® sritis yra ilgesné nei
tipiniame HhH ir vadinama ,linkiu“ (angl. turn). Tokiais atvejais moty-

vas vadinamas H3TH motyvu (du papildomi linkiai vietoj vieno linkio nei
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tipiniame HhH). Nepaisant tokio skirtumo H3TH ir HhH yra akivaizdus
homologai [55].

Pagal literaturos duomenis skirtingi dvigubo HhH motyvo domenai sg-
veikauja su DNR skirtingai. Pagal apibendrinimus, pateiktus studijoje at-
liktoje Shao ir kit. [55], HhH motyvas saveikauja su DNR per vandenilines
jungtis tarp DNR fosfatiniy grupiy ir baltymo pagrindinés grandinés azoty.
Analizuojant dvigubo HhH motyvo domeng ComEA baltyme is Vibrio cho-
lerae ir modeliuojant galima kompleksa su DNR [56] buvo parodyta, kad
pirmojo HhH motyvo lizinai (K62 ir K63) savo Soninémis grandinélémis
saveikauja su DNR fosfatinémis grupémis. Tac¢iau ComEA homologiniuo-
se baltymuose né vienas is siy liziny néra absoliuciai konservatyvus [56].
Remiantis turimais literaturiniais duomenimis dvigubo HhH motyvo do-
meno sgveikoje su DNR esminés yra vandenilinés jungtys su DNR fosfatais
— taip uztikrinamas saveikos nepriklausomumas nuo DNR sekos. Sias van-
denilines jungtis su DNR gali formuoti arba baltymo karkaso pagrindineés

grandinés azotai, arba teigiamy aminorugsciy Soninés grupes.

1.6.2. Dvigubo HhH motyvo domeno panaudojimas baltymy in-

Zinerijoje

Daug biotechnologijoje naudojamy fermenty saveikauja su DNR ir na-
turalu tiketis, kad bent dalies i jy aktyvuma ar kitas savybes galima
pagerinti sustiprinant / stabilizuojant saveikg su DNR. Vienas i$ budy tai
padaryti — prilieti papildomus DNR ri$imo domenus. Sis metodas yra pla-
¢iai naudojamas tobulinant biotechnologijoje svarbias DNR polimerazes.
HhH motyvus turintys domenai buvo prilieti prie jvairiy DNR polimeraziy:
i) Thermus aquaticus (Taq) DNR polimerazes [57], ii) Pyrococcus furiosus
(Pfu) DNR polimerazés [57], iii) Phi29 DNR polimerazés [58] iv) Bacillus
stearothermophilus (Bst) DNR plimerazés [59]. Visais Siais atvejais pri-
lietas domenas buvo paimtas i$ topoizomerazés V, aptiktos hipertermofilo

Methanopyrus kandleri genome. Si topoizomerazé turi 12 dvigubg HhH
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motyva turinciy domeny.

Pavlov ir kit. atlikty tyrimy metu buvo sukurti liejiniai su Pfu ir Taq
polimerazémis priliejant fragmentus, turinc¢ius 10-21 HhH motyvy [57].
Kuo daugiau motyvy buvo prilieta — tuo procesyvesnés ir atsparesnés dru-
skingumui buvo sukurtos chimerinés polimerazés [57]. Bst polimerazés
atveju buvo prilieti 8-niy HhH motyvy fragmentai [59]. Tuo tarpu Phi29
polimerazes atveju prilieti buvo vienas arba du dvigubo HhH motyvo do-
menai, o geriausiai praktiniams taikymams tiko liejinys su vienu dvigubo
HhH motyvo domenu, nes, autoriy manymu, dviejy domeny sukuriama sa-
veika su DNR apsunkina polimerizacija, esant dideliems matricinés DNR
kiekiams [58]. Prie polimeraziy priliejus HhH domenus buvo: i) padidin-
tas procesyvumas, ii) padidintas atsparumas inhibitoriams, iii) padidintas
atsparumas joninel jegail.

Reikéty pabrézti, kad literaturoje nebuvo aptikta jokiy uzuominy, kad
priliejant DNR risanc¢ius domenus pavyko pagerinti savybes kity su DNR
saveikaujanciy fermenty (ne DNR polimeraziy). Nagrinéjant paviesinta
Bio-Rad patentine paraiska (9-10 apibréztys, [60]) yra akivaizdu, kad buta
bandymy pagerinti DNazés I savybes priliejant DNR riSanc¢ius domenus,

bet nepavyko gauti ir pademonstruoti sekmingy rezultaty.

1.7. DNR risanciy baltymuy saveikos su DNR analizé

molekulinio modeliavimo metodais

Vienas is darbe naudoty metody yra saveikos tarp baltymo ir DNR
energetikos vertinimas molekulinio modeliavimo metodais. Siame skyrely-
je trumpai apzvelgiami Siy metody principai bei literaturoje pateikiamos

sgsajos tarp sgveiky energetikos ir joniné jégos poveikio aktyvumui.

1.7.1. Laisvosios energijos dedamosios

Siame darbe baltymo ir DNR saveika buvo vertinama naudojant patj

bendriausia laisvosios saveikos apskaiciavimo metoda [61], kuris laisvaja
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saveikos energija skirsto j dvi dedamasias: i) solvatacijos procesy energe-
tika (AG sowatacija), i) Kulono (angl. coulombic) saveika (AG kyiono):

AG = AGsoatacija + AGKuiono- (1)

Siuo atveju neatsizvelgiama j daugybe entropiniy bei kity nekovalen-
tiniy saveiky dedamyjy. Siame darbe buvo eksperimentiskai vertinama
joninés jégos jtaka fermentiniam aktyvumui, dél to esminis démesys Sia-
me skyrelyje ir visame darbe yra kreipiamas j laisvosios energijos polinés
solvatacijos dedamaja, kurios sarysis su jonine jéga turi aisky teorinj pag-
rindima [61,62].

Zemiau aptariama, kokie laisvosios energijos komponentai palaiko DNR-

baltymo kompleksy stabiluma.

Studijoje atliktoje Jayaram ir kit. [63] molekulinio modeliavimo meto-
dais buvo vertinami 40-ties baltymo-DNR kompleksy laisvosios energijos
dedamosios. Buvo aptikta, kad dauguma atvejy polinés solvatacijos deda-
moji buvo energetiskai nepalanki ir savo verte didesné uz visais atvejais
palankig Kulono (angl. coulombic) baltymo-DNR saveika. Studijoje tei-
giama, kad baltymo-DNR kompleksa palaiko van der Vals’o saveikos bei
kavitacijos (angl.cavitation) (hidrofobiné saveika) laisvosios energijos de-
damosios. [domu pastebeti, kad polinés solvatacijos dedamoji buvo ener-
getiskai palanki tik dviejy kompleksy atvejais.

Auksc¢iau minimu atveju [63] poliné solvatacija buvo vertinama naudo-
jantis apibendrintu Born’o metodu (angl. generalised Born), kuris yra ma-
ziau tikslus nei daugiau skaic¢iavimo resursy reikalaujantis Poisson-Boltzman’o
metodas [64]. Pastaraji metoda taikeé studija [65], kurioje buvo vertinama
polinés solvatacijos saveikos su DNR dedamoji skirtingiems domenams is
11-0s baltymy (po domeng i§ C bei N galy). Suo atveju keturiy domeny (is
22-ju) polinés solvatacijos dedamoji buvo artima 0 arba teigiama. Pasta-
rosios studijos publikuotuose duomenyse, deja, néra duomeny apie pilno

baltymo saveikos su DNR laisvosios energijos dedamaja.

Kitoje studijoje [62] poliné solvatacija, teoriskai ja skai¢iuojant Poisson-
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Boltzman’o metodu, buvo dar papildomai padalinta j nuo jonineés jégos
priklausancig ir nepriklausancia dedamasias. Buvo tirta 20 baltymo-DNR
kompleksy. Siuo atveju buvo nustatyta, kad nuo joninés jégos priklausanti
poliné solvatacija susidarant kompleksams yra energetiskai palanki tik vie-
nu atveju (is 20), o nuo joninés jégos nepriklausanti solvatacijos dedamoji
(solvatacija apskaiciuota teoriniame tirpiklyje be jony) energetiskai palan-
ki buvo daugiau nei pusei atveju. Tuo tarpu Kulono (angl. coulombic) bei

hidrofobiné sgveikos visy kompleksy atveju buvo palankios.

Apibendrinant dvi studijas [62,63] yra aisku, kad: i) Kulono (angl.
coulombic) saveika yra energetiskai palanki absoliu¢ios daugumos baltymo-
DNR kompleksy atvejais, ii) poliné solvatacija daznai gali buti nepalanki
komplekso palaikymui. Ankstesni mazo ligando bei A cl represoriaus ir
DNR tyrimai [66,67] taip pat rodo, kad kompleksg stabilizuoja Kulono

(angl. coulombic) saveikos, o poliné solvatacija yra energetiskai nepalanki.

Bent dalies tirty kristalografiniy baltymo-DNR kompleksy atvejais [62,
63] energetiskai nepalanki polinés solvatacijos laisvosios saveikos energijos
dedamoji gali buti dél to, kad kristalografiné struktura, turinti nespecifinés
sekos DNR, galimai atitinka tarpine konformacija tarp baltymo sgveikos su
specifiskai atpazjstama seka ir nespecifinés sagveikos. Tokj atvejj iliustruoja
BamHI-DNR saveikos modeliavimas [68]. Siuo atveju pagal kristalografine
struktura apskaiciuota polinés solvatacijos energija buvo 70,98 kJ/mol, o
biocheminius eksperimentinus duomenis (saveikos priklausomybé nuo jo-
ninés jégos) labiau atitinkanc¢io modelio polinés solvatacijos energija buvo
-24,7 kJ/mol (pateiktos vertes atitinka 100 mM vienvalentés druskos ap-
linka).

Daugelis su DNR sgveikaujanciy baltymy, kuriy strukturos yra zino-
mos, yra sekai specifinés. Galbut saveikos su DNR laisvosios energijos
solvatacijos dedamoji skiriasi saveikaujant su specifine ir nespecifine DNR
seka? Laktozés represoriaus saveikos su DNR modeliavimo tyrimai [69]

parodé, kad poliné solvatacija islieka energetiskai nepalanki tiek specifi-
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nio, tiek nespecifinio komplekso atvejais, o specifinis kompleksas ,atpa-
zistamas® per papildomas polines saveikas [70]. Nebuvo aptikta studijuy,
rodanciy, kad specifinés sekos atpazinimas vykty per energetiskai palan-
kesne solvatacijos energija.

Taigi polinés solvatacijos energija saveikaujant baltymui ir DNR ga-
li buti energetiskai tiek palanki, tiek nepalanki, o bendroji elektrostati-
nés prigimties laisvoji energija (poliné solvatacija + Kulono saveika (angl.
coulombic)) daugeliu atvejy yra energetiskai palanki dél stipriai neigiamy

Kulono (angl. coulombic) saveikos verciy.

1.7.2. Polinés solvatacijos ir joninés jégos rysys

Biomolekuliy saveikoje priklausomybé tarp druskos koncentracijos ir
bendrosios saveikos laisvosios energijos gali buti isreiksta koeficientu (S K.,,),
kuris atitinka nuokrypio koeficienta linijiniame sarysyje tarp saveikos kons-
tantos K., ir druskos koncentracijos logaritmy [71]:

SK,,, = _dinKeap . (2)

din([M+1])?

kur K., — kinetiné konstanta, kuri gali buti iSmatuojama eksperimen-
tiskai, esant jvairioms vienvalentés druskos koncentracijoms [M 1.

Eksperimentine S K., galima apskai¢iuoti ir gauti teoring verte S Ko,
remiantis molekulinio modeliavimo metu gautomis teorinémis polinés sol-

vatacijos laisvosios energijos dedamosios (Gsolvatacija) vertémis [68, 72][:

1 dAGsolvatacija
SKieor = _k;T x din([M*1]) 7 (3)

kur k — Boltzmano konstanta, T- absoliuti temperatura. Daugeliu atve-

ju S'Kyeor yra artima SK,,, [68,72,73], taciau, jei komplekso susidarymo
metu DNR ar baltymas patiria Zenkliy konformaciniy pakitimy, SK;.,
gali neatitikti SK,,, ir buti net priesingo zenklo [72]. Teigiama S K., ar
SK.., verte reiskia, kad didéjant joninei jegai saveika su DNR didéja, o
neigiama verté rodo, kad didéjanti joniné jéga silpnina saveikg su DNR.
Dauguma atvejy nagrinéjant baltymus iS mezofiliniy organizmy nuo-

krypio koeficientai, atitinkantys S K., ir S K.z, rodo joninés jégos silp-
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ninantj poveikj saveikai su DNR, t.y. vertés yra neigiamos [68, 72,74, 75].
Literaturoje pavyko aptikti tik viena atvejj, kai molekulinio modeliavimo
metodais buvo analizuojamas priesingas atvejis [72]. Pastarojoje studijo-
je buvo nagrinéjami su TATA dézute sgveikaujantys baltymai ir lyginami
mezofiliniai baltymai su baltymu is halofilinio organizmo Pyrococcus woe-
sei. Teigiama S K., verte (2,1) buvo stebima tik baltymo i$ Sio halofilinio
organizmo aveju. Teigiamos S K., vertés (0,16-0,73) buvo gaunamos tik
sio baltymo atveju, taciau tik su dalimi struktury, kurios buvo naudotos
modeliavimui. Buvo pademonstruota, kad SK,.,, Zenklas priklauso nuo
i skaic¢iavimus jtraukiamo DNR fragmento dydzio: jam didéjant, jvertis
tampa vis labiau teigiamas. Taip pat jdomu pastebeéti, kad ir Sio halo-
filinio baltymo saveikos su DNR atveju poliné solvatacijos energija buvo
destabilizuojanti — teigiama (~ 251 kJ/mol).

Taigi baltymo is halofilinio organizmo atveju, jam sgveikaujant su DNR,
gali buti stebima tokia polinés solvatacijos laisvosios energijos dedamosios
priklausomybé nuo jonineés jégos, kuri skiriasi nuo tipinés priklausomybeés,

stebimos baltymy i$ mezofiliniy organizmy atvejais.
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2.1. Prietaisai

Darbui naudoti Sie prietaisai: spektrofotometras ,,NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific), PGR aparatas ,, The Verity Thermal Cycler* (Applied
Biosystems), fosforescentiniy ekrany blukintojas ,Image eraser* (Amers-
ham Biosciences), fosforescentiniai ekranai ,Imaging Plate“ (FujiFilm),
skeneris ,, Typhoon TRIO“ (GE Healthcare) su ,Image Quant TL*“ prog-
ramine jranga, geliy dziovintuvas ,GD4534“ (SCIE-PLAS), nukleorugs-
¢iy elektroforezés aparatai ,HU13“ ir JHU20“ (SCIE-PLAS), ,,DCode*
(Bio-Rad), Ultra-Lum geliy dokumentavimo sistema, baltymy elektrofo-
rezés sistema ,Mini-PROTEAN® Tetra Cell“ (Bio-Rad), baltyminiy geliy
ruosimo sistema ,Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems® (Bio-Rad),
baltymy pernasos is gelio ant membranos aparatas ,, The Mini Trans-Blot
Cell“ (Bio-Rad), slapios baltymo pernasos i gelio ant membranos rinkinys
»The Mini Trans-Blot Cell* (Bio-Rad), ,,Synergy 2 Multi-Mode Reader*
fluorimetras (BioTek) su programine jranga ,,Gen5™ Reader Control and

Data Analysis Software®.

2.2. Medziagos

2.2.1. Reagentai

Naudoti reagentai yra nurodyti 2.1 lent.
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2.1 lentelé. Naudoti paruosti reagentai

Gamintojas Medziagos

Amresco CaCly, glicerolis, glicinas, karbamidas, KHy;PO4,
MgCl,, NaCl, NagHPOy,4, SDS, Tris, Tween 20

AppliChem Karbenicilinas, imidazolas

Calbiochem 50 % eliugent, KCI

Conda agaras, mieliy ekstraktas, peptonas

Difco Nugriebto pieno milteliai

Merck Lizocimas

PAA BSA milteliais

Perkin Elmer 7-3P ATP

Roth 100 % acto rugstis, amonio peroksodisulfatas, drus-

kos rugstis, etidzio bromidas, izopropanolis, Ratipho-
rese® Gel30 (37:1), Ratiphorese® Gel40 (29:1), TE-
MED

Sigma Gliukoze, 100 % metanolis, Triton X-100

Thermo Fisher Scientific 2 M DTT, 0,5 M EDTA, 100 mM IPTG, 24
% (svoris/turis) PEG 6000, Top Vision™ agarozeé,
BCIP/NBT, vanduo be nukleaziy

Vilniaus degtiné 96 % etanolis

2.2.2. Buferiniai tirpalai

Visi buferiniai tirpalai ruosiami ir kitos manipuliacijos vykdomos, jei
nenurodyta kitaip, naudojant Milli-Q™ vandenj (Milli-Q — Type 1 Ultra-
pure Water).

Buferiai kompetentiniy lasteliy gavimui

»Na‘“. 5 mM Tris - HCL, pH 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM MgCls,.

»Ca‘“. 5 mM Tris - HCI, pH 8,0, 100 mM CaCly, 5 mM MgCls.
Terpé bakterijy auginimui

LB terpé. 1 % peptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 0,5 % NaCl.

Agarizuota LB terpé. 1,5 % agaras, 1 % peptonas, 0,5 % mieliy ekstrak-
tas, 0,5 % NaCL
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Baltymy gryninimo tirpalai

Lizés buferis. 0,1 % Triton X-100, 3 mg/ml lizocimo (dedama pries nau-
dojima), 50 mM Tris - acetatinis buferinis tirpalas, pH 8, 20 mM
NaCl, 2 mM CaCls.

Plovimo buferis. 2 % Triton X-100, 20 mM Tris-HC1, pH 7,5, 0,5 M NaCl,
5 mM CaCly, 20 mM imidazolo, pH 7,8.

Eliucijos buferis. 2 % Triton X-100, 20 mM Tris - HCIL, pH 7,5, 0,5 M
NaCl, 5 mM CaCl,, 250 mM imidazolo, pH 7,8.

DNazés saugojimo buferis. 50 mM Tris-acetatas, pH 7,5, 10 mM CaCls,
50 % glicerolio. Eksperimentuose, kuriuose buvo vertinamas dviva-

lenc¢iy metaly poreikis, buferis buvo ruosiamas be CaCls.

Tirpalai naudoti aktyvumo matavimuose

Skiedimo buferis. 50 mM Tris - HCI1, pH 7,5, 0,5 % Triton X - 100, 0,5
mg/ml BSA, 50 mM CaCl,. Eksperimentuose, kuriuose buvo verti-

namas dvivalen¢iy metaly poreikis, buferis buvo ruosiamas be CaCls,.

Reakcijos buferis naudojant radioaktyvy / nezyméta substrata (5X). 50
mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM (DNazei I ir jos liejiniams) arba 50 mM
(DNazei TA ir jos mutantams) CaCly, 12,5 mM (DNazei I ir jos
liejiniams) arba 50 mM (DNazei TA ir jos mutantams) MgCl,. Eks-
perimentuose, kuriuose buvo vertinamas dvivalenc¢iy metaly poreikis,

buferis buvo ruosiamas be CaCly ir MgCls,.

Reakcijos buferis naudojant fluorogeninj substrata (5X). 50 mM Tris-HCl,
15 mM EDTA, 5 % Triton X-100, 5 mg/ml BSA.

Startinis tirpalas naudojant fluorogeninj substrata (10X). 40 mM CaCl,,
100 mM Mg acetato.

Veikimo DNaze buferis gryninant RNR. 225 mM Tris-HCIL, pH 7,5, 1,125
M NaCl, 10 mM MnCls.
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Tirpalai naudoti baltymy elektroforezei

Elektroforezés buferis (Thermo Fisher Scientific). 25 mM Tris, 192 mM
glicinas, 0,1% SDS, pH 8,3.

Buferis gelio ruosimui (4X). 1,5 M Tris - HCI, pH 8,8 (frakcionuojanciai
daliai) arba pH 6,8 (koncentruojanciai daliai), 0,4 % SDS.

10 % APS.

Gelio fiksavimui. 25 % izopropanolio, 10 % acto rugsties.

Western Blot tirpalai

Pernasos buferis. 25 mM Tris - HCI, pH 8,3, 192 mM glicino, 10 % meta-

nolio.

PBS buferis. 50 mM Tris - HCl, pH 7,3, 3,2 mM NayHPO4, 0,5 mM
KH,POy4, 1,3 mM KCI, 135 mM NaCl (pH 7,3).

PBS-T buferis. PBS buferis + 0,1% Tween 20.

Blokavimo tirpalas. PBS buferis su 1 % (svoris/turis) BSA (milteliais) ir

5 % (svoris/turis) nugriebto pieno milteliais.

Tirpalai naudoti DNR elektroforezei

TAE (50X) (Thermo Fisher Scientific). 1X buferio sudétis: 40 mM Tris,
20 mM acto rugstis, 1 mM EDTA, pH 8,4.

TBE (10X) (Thermo Fisher Scientific). 1X buferio sudétis: 89 mM Tris,
89 mM boro rugstis, 2 mM EDTA, pH 8,3.

10 % acto rugstis. .
Komerciniai rinkiniai / tirpalai
o GeneJET™ Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0691).

o GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, #K0502).
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o aLICator™ LIC Cloning and Expression system (Thermo Fisher Sci-
entific, #K1271).

« 4x DualColor™ Protein Loading Buffer Pack (Thermo Fisher Scien-
tific, #R1011)

« PageBlue™ Protein Staining Solution (Thermo Fisher Scientific, #24620)
« 2X RNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, #R0641)

o DNA Loading Dye & SDS Solution (6X) (Thermo Fisher Scientific,
#R1151)

« Orange DNA Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific, #R0631)

o ZipRuler™ Express DNA Ladder Set, ready-to-use (Thermo Fisher
Scientific, #SM1373)

« PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific,
#26614)

Komerciniai baltymy preparatai

o 2x Phusion™ Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, #F-5488).

o T4 polinukleotidy kinazé (Thermo Fisher Scientific, #EK0031).
« 0,125 mg/ml BSA standartas (Thermo Fisher Scientific, #R1281).
e 20 mg/ml BSA preparatas (Thermo Fisher Scientific, #B14).

e ,Monoclonal Anti - polyHistidine - alkaline Phosphatase antibody

produced in mouse“ (Sigma).

Komercinés vienkartinés priemonés naudotos baltymuy gryninime

o Ni-NTA kolonés (Thermo Fisher Scientific, #88224).

o ElutaTube™ midi (Thermo Fisher Scientific).

31



Medziagos ir metodai

Oligonukleotidai

Visy oligonukleotidy sintezé buvo uzsakyta Metabion kompanijoje (HPLC
Svarumo lygmuo). Naudoty pradmeny sekos yra nurodytos 2.2 bei 2.3 len-
telése. Oligonukleotidai, kurie buvo naudoti kaip fluorogeninis substratas

aktyvumo matavimams, yra nurodyti skyrelyje 2.3.4.

DNR

v

 Bacillus subtilis 168 chromosominé DNR (koncentracija nezinoma) is

UAB , Thermo Fisher Scientific Baltics“ vidiniy kolekcijy.

e Laukinio tipo jauc¢io DNazé I jklonuota j pBR322 tipo plazmide iS
UAB , Thermo Fisher Scientific Baltics“ vidiniy kolekcijy.

o pLATE31 vektorius (Thermo Fisher Scientific, #K1261).
» pLATES1 vektorius (Thermo Fisher Scientific, #K1271).

« linearizuota pUC19 DNR (Thermo Fisher Scientific, #SD0401).

2.2.3. Bakteriniai kamienai

E. coli ER2267 (New England Biolabs). Sis kamienas naudotas plazmi-
dinés DNR padauginimui bei klonavimo manipuliacijoms. Genotipas:
F’ proA+B+ laclqg A(lacZ)M15 zzf::mini-Tn10 (KanR) / A(argF-
lacZ)U169 ginV44 elf-(McrA-) rfoD1? recAl relA1? endAl spoT1?
thi-1 A (merC-mrr)114::1510.

E. coli ER2566 (New England Biolabs). Sis kamienas naudotas baltymy
raiskai. Genotipas: F- A- fhud2 [lon] ompT lacZ::T7 gene 1 gal
sulA11 A (merC-mrr)114::1S10 R(mer-73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-
210::Tn10)(TetS) endA1 [dem).
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2.3. Metodai

Siame skyrelyje aprasomi metodai, kurie buvo taikomi atliktame dar-
be. Taikyti bendrieji metodai, tokie kaip kompetentiniy lasteliy gavimas,
yra aprasyti paskutiniuose skyreliuose. Visi buferiniai tirpalai ruosiami ir
kitos manipulicijos vykdomos, jei nenurodyta kitaip, naudojant Milli-Q™

vandenj (Milli-Q - Type 1 Ultrapure Water).

2.3.1. Bakteriniy j DNaze I panasiy prokariotiniy baltymy seky

analizé ir sgsaja su prokarioty pakantumu druskingumui

Seky rinkinio sudarymas ir kategorizavimas pagal pakantumg druskingumui

Pradzioje IPR016202 baltymy seimos sekos buvo paimtos is InterPro
duomeny bazés (2014 m. birzelis) [76]. Gauto rinkinio seky buvo ieSkoma
UniRef90 grupése [77] ir vélesné analizé atlikta naudojant Siy grupiy repre-
zentatyviasias sekas. Visos ne prokarioty sekos buvo pasalintos. Likusios
sekos buvo naudojamos filogenetinéje analizéje bei baltymy duomeny apti-
kimui. Remiantis InterPro duomenimis buvo sudarytas sekas atitinkanciy
mikroorganizmy sarasas ir buvo siekiama suskirstyti Siuos mikroorganiz-
mus pagal maksimalia NaCl koncentracija (M), kurioje vis dar vyksta ju

augimas.

Baltymy domeny detekcija

Domenai bakteriniy DNaziy sekose buvo aptikti naudojant InterProS-
can 5.4-47.0 [78] programa. Atitinkamy seky filogenijos analizé buvo atlie-
kama naudojant Phyrn 1.7.2 programinj paketa [79]. 5000 atstumo mat-
ricy replikos buvo naudotos savirankos (angl. bootstrap) analizéje. Atitin-
kami kaimyny sujungimo (angl. neighbour-joining) medziai apskaiciuoti
ir vidutinis medis gautas naudojant NEIGHBOR ir CONSENS programas
is PHYLIP paketo [80]. ETE 2.2 programinis paketas buvo naudojamas

vidutinio medzio ir papildomos informacijos vizualizacijai [81].
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Sekrecijos signalinés sekos detekcija

Sekrecijos signalinés sekos paieska buvo atlikta ty DNaziy sekose, ku-
rios yra i$ organizmy, galin¢iy augti esant 1,5 M arba didesnéms NaCl
koncentracijoms. Sekrecijos signalinés sekos buvo ieskoma naudojant tris
programas: 1) SignallP 4.1 [82] buvo naudojamas gramneigiamy bakterijy
sekoms, 2) PRED-SIGNAL [83] buvo naudojamas archéjinei sekai (Met-
hanohalobium evestigatum), 3) Philius [84] buvo naudojamas prognozuoti

baltymo tipa kartu su sekrecijos signalinés sekos buvimu.

2.3.2. Rekombinantiniy baltymy producenty gavimas

DNazés is Thioalkalivibrio sp. K90mix klonavimas bei jos mutanty konstravi-

mas bei klonavimas

DNazés 18 Thioalkalivibrio sp. K90mix (DNazé TA) geno DNR buvo
uzsakyta is DNA 2.0 kompanijos, kodonai sekoje buvo optimizuoti ekspre-
sijai E. coli. Baltymo seka atitiko UniProt jrasa (prieigos kodas D3SGB1)
atmetus sekrecijos signalg atitinkantj sekos fragmenta. DNR klonavimui
buvo padauginta naudojant pradmeny pora, nurodyta 2.2 lent. PGR atlik-
ta naudojant 2x Phusion™ Flash High-Fidelity PCR Master Mix. Genas
buvo klonuotas j pLATE31 vektoriy. C-galinio Hisg-Zzymens koduojanti
seka buvo vektoriuje ir prijungta prie geno klonavimo metu.

Buvo sukurti du sios Hisg-Zymeniu pazymétos DNazés TA mutantai:

i) DNazinio domeno aktyvaus centro mutantas (H134A [7]), kuris toliau

2.2 lentelé. Oligonukleotidy sekos, kurios buvo naudojamos konstruojant DNazés TA
bei jos mutanty producentus

DNazés TA mutantas PGR zingsnis Seka

GCCGCCACGGTTGCAATCACCTACGG

1
DNazeé TA H134A GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCGGCTCGATGCAGGCCTCAC
2 AGAAGGAGATATAACTATGCTGCGCCTGGCAAGCTGG
. GTGGTGGTGATGGTGATGGCCACCTTCGAACAGTACA TAAACCGG
DNazée TA A C 1

AGAAGGAGATATAACTATGCTGCGCCTGGCAAGC

GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCGGCTCGATGCAGGCCTCAC
AGAAGGAGATATAACTATGCTGCGCCTGGCAAGCTGG

DNazeé TA 1
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zymimas kaip DNazé TA H134A, ii) mutantas su pasalintu C-galiniu do-
menu, kuris toliau Zymimas kaip DNazé TA AC. DNazés TA H134A DNR
klonavimui buvo padauginta dviejy zingsniy megapradmeny PGR. Mutan-
to DNazé TA AC DNR klonavimui buvo buvo padauginta per vieng PGR
zingsnj. Abu mutantai buvo klonuoti j pLATE31 vektoriy, kuriame buvo
klonavimo metu prijungto C-galinio Hisg-zymens koduojanti seka. Klo-
navimui reikalingos PGR reakcijos atliktos naudojant 2x Phusion™ Flash
High-Fidelity PCR Master Mix.

Tikslinés DNazés TA bei jos mutanty sekos, kurias buvo siekiama su-
kurti klonavimy metu, yra pateiktos 2.1 pav.

Naudotos pradmeny sekos yra pateiktos 2.2 lent. Pries klonavima gauti
DNR fragmentai buvo gryninti i§ 1 % agarozinio gelio naudojant GeneJE-
T™ Gel Extraction Kit.

DNR konstruktai gauti bei padauginti naudojant E.coli ER2267 ka-
mieng. Bakterijos po transformacijos buvo auginamos ant LB agarizuotos
terpés su gliukoze (2 % (svoris/turis)) bei karbenicilinu (50 pg/ml). Plaz-
midziy gryninimui bakterijos buvo auginamos skystoje LB terpéje su to-
kiais paciais priedais. Plazmidés grynintos naudojant GeneJET™ Plasmid

Miniprep Kit.
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DNazéTA ATGCTGCGCCTGGCAAGCTGGAACATCCAGCACCTGGGCTGGAACGTCGGTAAGGACTAC
DNazéTA H134A ATGCTGCGCCTGGCAAGCTGGAACATCCAGCACCTGGGCTGGAACGTCGGTAAGGACTAC
DNazéTA AC ATGCTGCGCCTGGCAAGCTGGAACATCCAGCACCTGGGCTGGAACGTCGGTAAGGACTAC
DNazéTA CCGGCCGTCGCACGCATCGCGGCGCAGTTCGACTTTCTGGCGATCCAAGAAGTCATGAAC
DNazéTA HI134A CCGGCCGTCGCACGCATCGCGGCGCAGTTCGACTTTCTGGCGATCCAAGAAGTCATGAAC
DNazéTA AC CCGGCCGTCGCACGCATCGCGGCGCAGTTCGACTTTCTGGCGATCCAAGAAGTCATGAAC
DNazéTA GCCGAGGGTATTTACCGCCTGCGTGACACCCTGGAAGACGCGACCGGTGCCGAGTGGTCC
DNazéTA HI134A GCCGAGGGTATTTACCGCCTGCGTGACACCCTGGAAGACGCGACCGGTGCCGAGTGGTCC
DNazeéTA AC GCCGAGGGTATTTACCGCCTGCGTGACACCCTGGAAGACGCGACCGGTGCCGAGTGGTCC
DNazéTA GTTCTGTACTCCGACGCGCTGGGCCGCAACACCTATCGTGAAARAGTACGCGTTCCTGTGG
DNazéTA H134A GTTCTGTACTCCGACGCGCTGGGCCGCAACACCTATCGTGAAAAGTACGCGTTCCTGTGG
DNazéTA AC GTTCTGTACTCCGACGCGCTGGGCCGCAACACCTATCGTGAAAAGTACGCGTTCCTGTGG
DNazéTA CGTGAGGCCGCAGTTGAGTATGTCGGTGGTGCGCTGACCTACATCGACGAGGCCGACCGT
DNazéTA H134A CGTGAGGCCGCAGTTGAGTATGTCGGTGGTGCGCTGACCTACATCGACGAGGCCGACCGT
DNazéTA AC CGTGAGGCCGCAGTTGAGTATGTCGGTGGTGCGCTGACCTACATCGACGAGGCCGACCGT
DNazéTA TTTGCCCGTGAGCCGTTCTCCGCGGTCTTTCGTTCCCGTGGCACGGATCAGCATTTCCTG
DNazéTA H134A TTTGCCCGTGAGCCGTTCTCCGCGGTCTTTCGTTCCCGTGGCACGGATCAGCATTTCCTG
DNazeTA AC TTTGCCCGTGAGCCGTTCTCCGCGGTCTTTCGTTCCCGTGGCACGGATCAGCATTTCCTG
DNazéTA GCCGCCACGGTTCACATCACCTACGGCGACCGTGTTGCGGATCGTGTCGAGGAGATCGAG
DNazéTA H134A GCCGCCACGGTT-ATCACCTACGGCGACCGTGTTGCGGATCGTGTCGAGGAGATCGAG
DNazéTA AC GCCGCCACGGTTCACATCACCTACGGCGACCGTGTTGCGGATCGTGTCGAGGAGATCGAG
DNazéTA GCACTGCGTCGTTACTGGGACTGGCTGGCGGACGTCATGCCGGAGTACGCCGGCGAACGC
DNazéTA H134A GCACTGCGTCGTTACTGGGACTGGCTGGCGGACGTCATGCCGGAGTACGCCGGCGAACGC
DNazéTA AC GCACTGCGTCGTTACTGGGACTGGCTGGCGGACGTCATGCCGGAGTACGCCGGCGAACGC
DNazéTA ATCCTGTTCGGCGACTTCAATCTGCCGCCGCACCACGACGGTTGGGCCTCGATGCGTGCG
DNazéTA H134A ATCCTGTTCGGCGACTTCAATCTGCCGCCGCACCACGACGGTTGGGCCTCGATGCGTGCG
DNazéTA AC ATCCTGTTCGGCGACTTCAATCTGCCGCCGCACCACGACGGTTGGGCCTCGATGCGTGCG
DNazéTA GTTGCCGAACCGCTGGTCACCGAGGGCGCCACCACCCTGTCCACGCATGACCGTCGCTAC
DNazéTA H134A GTTGCCGAACCGCTGGTCACCGAGGGCGCCACCACCCTGTCCACGCATGACCGTCGCTAC
DNazeTA AC GTTGCCGAACCGCTGGTCACCGAGGGCGCCACCACCCTGTCCACGCATGACCGTCGCTAC
DNazéTA GCGAATCTGTACGACAATCTGTGGGTTCCGAAGGATCACACGCTGCCGCTGGGTGATGCC
DNazéTA H134A GCGAATCTGTACGACAATCTGTGGGTTCCGAAGGATCACACGCTGCCGCTGGGTGATGCC
DNazeTA AC GCGAATCTGTACGACAATCTGTGGGTTCCGAAGGATCACACGCTGCCGCTGGGTGATGCC
DNazeéTA GGCATCCTGCCGTTCCCGGTCGTTCTGAGTGAGGTAACCGGTGTCTACTGGGATCACGAA
DNazéTA HI134A GGCATCCTGCCGTTCCCGGTCGTTCTGAGTGAGGTAACCGGTGTCTACTGGGATCACGAA
DNazéTA AC GGCATCCTGCCGTTCCCGGTCGTTCTGAGTGAGGTAACCGGTGTCTACTGGGATCACGAA
DNazeTA AAGGCCCGCGACCGTGTCTCCGACCATGCCCCGGTTTATGTACTGTTCGAAGGTAACACG
DNazéTA H134A AAGGCCCGCGACCGTGTCTCCGACCATGCCCCGGTTTATGTACTGTTCGAAGGTAACACG
DNazéTA AC AAGGCCCGCGACCGTGTCTCCGACCATGCCCCGGTTTATGTACTGTTCGAAGGT--—--~
DNazéTA CTGCACGACGCGGTTGTCGCGGAGATCGCCGATCAAGAAGCGGGCTGCATCGATCTGAAT
DNazéTA H134A CTGCACGACGCGGTTGTCGCGGAGATCGCCGATCAAGAAGCGGGCTGCATCGATCTGAAT
DNazéTA AC == -= == -==
DNazéTA CGCGCCTCGGTAAGCGAACTGACCGCCCTGCCGCATATTGGCGAGGCACGTGCGGAGGCG
DNazéTA H134A CGCGCCTCGGTAAGCGAACTGACCGCCCTGCCGCATATTGGCGAGGCACGTGCGGAGGCG
DNazéTA AC - -= - -
DNazeTA ATCAAGGACGGTCGTCCGTGGAATGCCGTTCGTGACCTGAAAGAGATTCGCGGTATCGGT
DNazéTA H134A ATCAAGGACGGTCGTCCGTGGAATGCCGTTCGTGACCTGAAAGAGATTCGCGGTATCGGT
DNazeTA AC - - - -
DNazéTA GCTGGTCGTCTGGAGGAGATCAAGGCGCGTGGTGAGGCCTGCATCGAGCCGGGCCATCAC
DNazéTA H134A GCTGGTCGTCTGGAGGAGATCAAGGCGCGTGGTGAGGCCTGCATCGAGCCG ATCAC
DNazéTA AC - == - —GGCCA"
DNazéTA C G

DNazéTA H134A C G

DNazéTA AC C G

2.1 pav. Klonuotos DNazés is Thioalkalivibrio sp. K90miz bei jos mutanty koduojan-
Cios sekos. Raudona spalva zymi DNazés domeno aktyviojo centro inaktyvuojancios
mutacijos sritj (DNazé TA H134A). Zydra spalva zymi C-galine dalj su Hisg Zymeniu.
»-—- Zymi sritj, kuri pasalinta mutante DNazé TA A C.

Jaucio DNazés I bei jos liejiniy konstravimas ir klonavimas

Subrendusios (be sekrecijos signalo) laukinio tipo jaucio DNazés I ko-
duojanti DNR buvo klonuota j vektoriy pLATE51 (NCBI referentiné seka
NM_ 174534.2) naudojant rinkinj aLICator™ LIC Cloning and Expres-

sion system. Klonavimo metu buvo prijungta vektoriuje esanti N-galinio
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2.3 lentelé. Pradmenys, kurie buvo naudojami klonuojant jauéio DNazés 1 gena bei
konstruojant jos liejinius koduojancius genus

Fermentas PGR zZingsnis Pradmens seka
CGGTGGAGGTGACGCTGACAGGTAACACGCTGCACGACGC

DNazé DT ! GGAGATGGGAAGTCATTACTCGATGCAGGCCTCACCAC
2 GGTGATGATGATGACAAGCTGAAGATAGCAGCCTTCAACATCCG
1 CGGTGGAGGTGACGCTGACAGGAGAGGAAACAGCAGTGCAGC

DNaze BS GGAGATGGGAAGTCATTACTTTACTGTAATGGAAGACTTTATTTTCTCA
2 GGTGATGATGATGACAAGCTGAAGATAGCAGCCTTCAACATCCG

GGAGATGGGAAGTCCTTATGTCAGCGTCACCTCCACC

DNaze I 1
ase GGTGATGATGATGACAAGCTGAAGATAGCAGCCTTCAAC

Hisg-Zymens ir trumpo saito koduojanti seka. Pradmeny sekos vienam
reikalingam PGR Zingsniui yra pateiktos 2.3 lent.
Buvo sukurti du liejiniai prie jaucio DNazés C-galo prijungiant siuos

domenus:

1. C-galinj domenga i§ DNazés TA ( Thioalkalivibrio sp. K90miz). Sis

domenas toliau zymimas DT, o liejinys — DNazé DT.

2. ComEA baltymo C-galinis domenas (Bacillus subtilis). Sis domenas

toliau zymimas BS, o liejinys — DNazé BS.

DNR fragmentai klonavimui abiems liejiniams buvo gauti dviejy zings-
niy megapradmeny PGR budu. Naudotos pradmeny sekos yra pateiktos
2.3 lent. PGR produktai buvo klonuoti j pLATES51 vektoriy naudojant
alLICator™ LIC Cloning and Expression system. Klonavimo metu buvo
prijungta vektoriuje esanti N-galinio Hisg-Zymens ir trumpo saito koduo-
janti seka.

Plazmidé, turinti DNazé TA seka (zr. ankstesnj skyrelj), buvo naudota
kaip matriciné DNR vykdant 1-ajj PGR Zingsnj konstruojant DNaze¢ DT.
Tuo tarpu konstruojant DNaze BS kaip matriciné DNR vykdant 1-ajj PGR
zingsnj buvo naudojama Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 (ATCC
23857) genominé DNR.

PGR reakcijos atliktos naudojant 2x Phusion™ Flash High-Fidelity
PCR Master Mix. Gauti DNR fragmentai gryninti i 1 % agarozinio ge-
lio naudojant GeneJET™ Gel Extraction Kit. DNR konstrukcijos gautos
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bei padaugintos naudojant FE.coli ER2267 kamiena. Bakterijos po trans-
formacijos buvo auginamos ant agarizuotos LB terpés su gliukoze (2 %
(svoris/turis)) bei karbenicilinu (50 pg/ml). Plazmidziy gryninimui bak-
terijos buvo auginamos LB terpéje su tokiais paciais priedais. Plazmidés

grynintos naudojant GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit.

2.3.3. Baltymuy raiska ir gryninimas

Ekspresija

Baltymy ekspresijai sukonstruotomis rekombinantinémis plazmidémis
buvo transformuojamas E.coli ER2566 kamienas. Bakterijos buvo augina-
mos LB terp¢je, papildytoje 1 % (svoris/tiiris) gliukozés bei karbenicilinu
(50 pg/ml). Uzséjus viena kolonija inokuliatas (angl. pre-culture) buvo
auginamas iki ODggy 0,3 37 °C temperaturoje ir tuojau pat naudojamas
pagrindinei kulturai uzséti (1/40 pagrindinés kulturos turio). Iki induk-
cijos pagrindiné kultura buvo auginama 37 °C temperaturoje. Baltymo
ekspresija buvo indukuojama pridedant IPTG (1 mM), kai ODgyy pasiek-
davo 0,8-0,9. Pries indukcija kultura budavo atsaldoma ledy vonioje (10

min) ir véliau auginama 16 val. 23 °C temperaturoje.

Gryninimas

Gryninant baltymus buvo naudojama cheminé lizé ir vieno zZingsnio
gryninimas su afininés chromatografijos (Ni-NTA) kolonélémis.

Lizé buvo atliekama resuspenduojant biomase (gauta i 100 ml) 2,4
ml lizés buferio ir paliekama 30 min. kambario temperaturoje. Po to
uzpilama 2,4 ml plovimo buferio (2X) ir 15-30 min. paliekama 4 °C. Visos
kitos manipuliacijos atliekamos stengiantis preparatus laikyti ledy vonioje
ir naudojant iki 0 °C atsaldyta centrifuga.

Po lizés centrifuguojama (10 min. 12000 x g) ir supernatantas neSamas
ant kolonélés, kuri buvo pries tai buvo praplauta 600 pl plovimo buferiu

(centrifuguojant 2 min. 700 x g). Supernatantas neSamas per kelis kartus
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po ~500 pl dalimis, po kiekvienos porcijos centrifuguojant 5 min. 200-300
x g. Po uznesimo plaunama du kartus po 600 pl plovimo buferiu, centri-
fuguojant 2 min. 700 x g. Eliucija vykdoma per du plovimus naudojant

po 200 pl eliucijos buferio.

Eliuatai buvo dializuojami per naktj (~16 val.) pries saugojimo buferj

(eliuato ir buferio turiy santykis 1:200.) naudojant ElutaTube™ midi.

Tiksliniy baltymy detekcija ir koncentracijy nustatymas

Tikslinio baltymo koncentracijos buvo nustatomos vykdant SDS-PAGE
ir gauty elektroforegramy densitometrijg. Kaip standartai buvo naudoja-
mas zinomy koncentraciju jaucio serumo albumino (BSA) méginiai. BSA
kalibraciniai méginiai buvo gauti saugojimo buferiu skiedziant 0,125 mg/ml
BSA standartg 1, 2, 4, 8, 16, 32 kartus. Kaip molekulinio svorio standartas

buvo naudojamas PageRuler™ Unstained Protein Ladder.

Western Blot analizé buvo naudojama jvertinti tiksliniy baltymu (tu-
rin¢iy Hisg-Zymenj) pasiskirstyma tirpioje ir netirpioje lizato frakcijose.
Pernasa po SDS-PAGE buvo atliekama ant PVDF membranos. Zymens
atpazinimui buvo naudoti Hisg specifiniai antikuniai, konjuguoti su Sarmi-

ne fosfataze.

2.3.4. DNazinio aktyvumo vertinimas

Aktyvumo vertinimas buvo atlieckamas stebint keliy DNR substraty
hidrolize: vieno ilgo DNR substrato bei dviejy trumpy. Noréta patikrinti,
ar tos pacios tendencijos stebimos naudojant skirtingo ilgio DNR subst-
ratus. Ilgas substratas buvo nezymétas. Vienas trumpas substratas buvo
pazymeétas radioaktyvia, o kitas — fluorescencine zyme. Zemiau pateikia-

mos detalés.
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Ilgo nezyméto dvigrandés DNR fragmento hidrolizé

2 ng linearizuotos pUC19 DNR buvo hidrolizuojama naudojant 2,5 nM
tiriamos nukleazés. Buvo tirti du NaCl koncentracijy intervalai: 0 — 1 M
su 0,1 M zingsniu ir 0 — 4 M su 0,4 M zingsniu. Reakcijos buvo atliekamos
10 min. 37 °C temperaturoje 100 pl reakcijos turyje. Reakcijos buferio
sudétis: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM (DNagzei I ir jos liejiniams) arba
10 mM (DNazei TA ir jos mutantams) CaCly, 2,5 mM (DNazei I ir jos lieji-
niams) arba 10 mM (DNazei TA ir jos mutantams) MgCl,. Eksperimente,
kuriame buvo tiriami dvivalenc¢iy metalo jony poreikiai, buvo naudojamos
ir kitokios MgCl, bei CaCl, drusky koncentracijos — jos pateikiamos kartu
su atitinkamais rezultatais.

Reakcijos produktai buvo analizuojami vykdant elektroforeze 1 % aga-
rozés gelyje 1x TAE buferyje su etidzio bromidu. ZipRuler™ Express DNA
Ladder 2 is ZipRuler™ Express DNA Ladder Set, ready-to-use buvo nau-
dojamas kaip dydzio standartas vertinant gauty DNR hidrolizés produkty

ilgius.

Trumpo radioaktyvaus DNR duplekso hidrolizés analizé

Dvigrandés DNR substratas gautas hibridizuojant du oligonukleotidus:
o 5-AATAATGCGCTAATAA-3’,

o 5-TTATTAGCGCATTATT-3..

Hibridizacija vykdyta esant Siy oligonukleotidy koncentracijoms santy-
kiu 1:1,1 (verdancio vandens vonioje paliekant atvésti iki kambario tem-
peratiiros). Pirmasis i$ iy oligonukleotidy buvo pazymétas *P naudojant
T4 polinukleotidy kinaze remiantis gamintojuy rekomendacijomis. Reko-
menduojamas protokolas buvo modifikuotas: reakcijos buferyje buvo 4,8

% (svoris/tiiris) PEG 6000 ir nebuvo pagalintas nejjungtas v->P ATP.

40



2.3. Metodai

10 nM 16 bp dvigrandzio substrato (2 nM buvo pazyméti su *P 5’
gale) buvo karpomi su 0,66 nmol tiriamo fermento 37 °C temperaturoje
100 pl reakcijos turyje. Reakcijos buvo vykdomos j reakcijos buferj pride-
dant NaCl iki 0, 0,5, 1,2, 4 M. Po 9 pl méginiy is reakcijos misinio buvo
paimta praéjus 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 192 minutéms po reakcijos pra-
dzios. Meéginiai iS karto po paémimo buvo sumaisyti su 9 nl 2X RNR
loading Dye, pakaitinti 5 min. 95 °C temperaturoje ir veliau analizuo-
ti denaturuojancia PAGE. Substrato karpymo puslaikis buvo nustatomas
atliekant atitinkamo fragmento densitometrine analize: substrato mazéji-
mas kiekybiskai jvertintas naudojant TotalLabQuant programine jranga,
o atitinkami hidrolizés puslaikiai buvo apskaic¢iuoti naudojant GraphPad

Prism programine jranga.

Trumpo fluoroforu Zzyméto DNR duplekso hidrolizés analizé

DNazés I bei jos liejiniy DNR aktyvumas esant salygiskai mazoms NaCl
koncentracijoms (0, 50, 100 mM) buvo analizuotas stebint fluorogeninio 30
bp DNR duplekso hidrolize. Dupleksas gautas hibridizuojant Siuos oligo-

nukleotidus:
¢ H-GTTGGTGGGTTTGGGTGTGGGTTTGTGTTT-BHQ1-3’

o 5-FAM-AAACACAAACCCACACCCAAACCCACCAAC-3

Reakcijos buvo vykdomos Sios sudéties buferyje: 10 mM Tris-HCI, 3
mM EDTA, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml BSA, 0,2 pM DNR duplekso bei
0,044 nM tiriamos nukleazés. Reakcijos buvo pradedamos 10X startinu
tirpalu (40 mM CaCl, ir 100 mM Mg acetato). Pries pradedant fluores-
cencijos matavimg 25 nl Sio tirpalo buvo pridedama prie 225 jl paruosto
reakcijos misinio. Fluorescencija buvo matuojama kas 12 sekundziy 10
min. ir pagal kiekvieng gauta kreive buvo apskaic¢iuojamas maksimalus
fluorescencijos kitimo greitis, kuris yra proporcingas enzimatiniam akty-

vumui. Reakcijos misiniai buvo paruosti ir matavimai atlikti kambario
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temperaturoje (~23 °C). Tokie eksperimentai buvo atliekami keiciant ga-
lutine NaCl koncentracija reakcijos misinyje (0, 50, 100 mM) siekiant jver-

tinti fermentinio aktyvumo slopimg didéjant druskos koncentracijai.

2.3.5. DNazés TA DNazinio domeno strukturos modeliavimas ir

analize

DNazés TA baltymo seka buvo paimta i§ Uniprot [77] jraso (prieigos
kodas D3SGB1). Programa HHblits [85] i§ paketo HH-suite 2.0 buvo pa-
naudota baltymy domeny detekcijai. DNazinio domeno trimateé struktura
buvo modeliuojama naudojant I-Tasser serverj [86]. Gautas modelis buvo
optimizuotas ir patikslintas naudojant programa Kobamin. [87]. Elekt-
rostatinis pavirsiaus potencialas buvo analizuotas su programiniu paketu
APBS tools 1.4.0 [61] ir vizualizuotas su programa Pymol [88]. Elekt-
rostatiniams skaiciavimams struktura buvo paruosta naudojant programa
PDB2PQR [89] pagal Amber jégu lauka [90]. Elektrostatinio potencialo
intervalas nuo -5 kT/e (raudona) iki +5 kT /e (mélyna) buvo parinktas
pavirSiaus spalvoms perteikiant elektrostatinio potencialo intensyvumg.
Analogiskai buvo analizuota ir DNazino domeno struktura is Methano-
halobium evestigatum.

Vertinant pavirSiniy aminorugsciy variabilumg DNazés TA homologai
buvo identifikuoti naudojant programag PSI-Blast [91] ir programg Jack-
hammer [92]. Surinkty homologiniy baltymu seky daugybinis palyginys
buvo gautas naudojant programa MAFFT [93] su L-INS-i [94] algoritmu.
Gautas daugybinis palyginys toliau buvo analizuotas su programa Con-
surf [95] identifikuojant konservatyvias aminorugstis.

Siekiant identifikuoti aminorugstis, galimai sgveikaujancias su DNR ar
metalo jonais, DNazés TA sumodeliuota struktura buvo perklota su Siomis
DNazés I strukturomis i§ PDB (pateikiami PDB ID numeriai): 4AWN,
2A37, 3DNI (nustatytos dvivalenc¢iy jonuy pozicijos), IDNK (kompleksas
su DNR). Struktury perklojimas buvo atliktas naudojant Dali server [96]
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tinklapj (prieiga 2014 m. gruodzio mén.) ir susietas su sekomis naudojant

programa Jalview 2.8.2 [97].

2.3.6. DNazés TA DNR risancio domeno filogenezé

Seky analizei surinkimas

Buvo siekiama issiaiskinti DNR risanc¢io motyvo i§ DNazés TA kilme.
Pradzioje buvo surinktos sekos, atitinkancios bakterinius baltymus, kurie
sudaryti is j DNaze panasaus domeno (EEP superseima, CDD v3.12 [98]) ir
DNR risancio domeno, turinéio dviguba HhH motyva (H3TH__StructSpec-
5-nucleases superseima, CDD v3.12 [98]). Siy seky fragmentai, atitin-
kantys dvigubo HhH motyvo domeng, buvo iSskirti ir pagal atitinkamas
sekas buvo sudarytas pasléptasis Markovo modelis (PMM) naudojant HM-
MER v3.1b1 programinj paketa [99]. Pagal $j modelj buvo atlikta paieska
UniProtKB [77] duomeny bazéje per HMM webserver [100] tinklapj (pri-
eiga 2014 m. gruodzio meén.). Bakterinés sekos, kurios patikimai atitiko
PMM (e jvertis mazesnis nei 107?), buvo suklasterizuotos pagal identis-
kuma (70 % sekos identiskumo lygmuo) naudojant CD-HIT programinj
paketa [101,102] ir tolesnei analizei buvo naudotos klasteriy reprezenta-
cinés sekos. Identiskumo lygmuo, naudotas klasterizavimui, bei e jvertis,
naudotas seky paieskoje, buvo parinkti siekiant gauti ~100 seky tolimes-
nei analizei. Sis seky rinkinys buvo papildytas vienu baltymu i§ kininio
ziurkéno Cricetulus griseus (UniProt prieigos kodas G3HTJ3), kuris yra
sudarytas iS vieno ] DNaze¢ panasaus domeno ir dviejy dvigubg HhH mo-
tyva turin¢iy domeny. Sis baltymas buvo panaudotas filogenetinei analizei
kaip Salutinés grupés (angl. outgroup) baltymas Saknies pozicijos parin-

kimui.
Filogenetinio medzio konstravimas

Filogenetinis medis buvo kuriamas pagal tik tuos gauto rinkinio seky

fragmentus, kurie atitiko PMM (Zr. aukséiau). Sie fragmentai buvo suly-
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ginti naudojant PROMALS3D tinklapj [103,104] (prieiga 2014 m. gruodZio
mén.). Remiantis gautu daugybiniu seky palyginiu buvo sukonstruotas
filogenetinis medis naudojant RAxML 8.1.22 programa [105]. Aminorugs-
¢iy kaitos modelis buvo parinktas automatiskai naudojant maksimalios
tikimybeés (MT) kriteriju. Konstruojant medj pirmiausiai buvo atlickama
savirankos paieska (angl.  bootstrap search) naudojant iSpléstinj daugu-
mos nulemto konsensuso medzio (angl. extended majority-rule consensus
tree) kriterijy. Po Sio etapo buvo atlieckama MT medzio paieska. Rastas

maksimalios tikimybeés medis buvo naudojamas tolimesnéje analizéje.

Filogenetinio medzio anotavimas

Duomeny bazé CDD v3.12 [98] buvo naudota ieskant sekose atitikimy
baltymy domeny superseimoms arba atitikimy kelis domenus apimantiems
(angl. multidomain hits) domenines strukturos tipams. Paieska buvo at-
liekama pilno ilgio sekose — tuo tarpu filogenetinis medis buvo sudarytas
tik pagal sekos fragmentus atitinkancius dvigubo HhH motyvo domeng.
ETE 2.2 programinis paketas [81] buvo naudotas filogenetinio medzio vi-
zualizacijai bei rasty atitikmeny CDD v3.12 [98] pavaizdavimui. Medzio
saknies pozicija buvo parinkta remiantis baltymu i$ eukarioto (Cricetulus

griseus).

2.3.7. DNR risanc¢iy domeny molekulinis modeliavimas

Homologinis struktury modeliavimas

Domeny BS (is Bacillus subtilis) ivr DT (i8 Thioalkalivibrio sp. K90mix)
erdvinés strukturos buvo sumodeliuotos naudojant I-Tasser 3.0 progra-
ma [86] ir geriausi modeliai (C-jvercio aspektu) buvo panaudoti tolimesnei
analizei. Dvi sekos, pazymeétos zaliu rémeliu 3.7 pav., buvo modeliavimo
taikiniai. Gautuose modeliuose zemos kokybés N-galiniai nestrukturizuoti
fragmentai (tarpdomeniné sritis) buvo pasalinti remiantis tikétinu modelio

tikslumu, pateikiamu kiekvienai sekos pozicijai (I-Tasser 3.0 isvestis). N-
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galinés ir C-galinés sritys buvo papildomai ,apkarpytos® siekiant pasalinti
tas nestrukturizuotas galines vijas, kurios nesutapatinamos perklojant BS
ir DT strukturas. Struktury perklojimas, vizualinis vertinimas bei frag-

menty pasalinimas buvo atliekamas naudojant Pymol programa [88].

Domeny — DNR kompleksy modeliavimas

Sumodeliuotos dvieju domeny strukturos buvo perklotos (naudojant
MultiProt 1.6 [106]) su homologiniu domenu i$ kristalografinés strukturos
PDB ID: 3E0D [107] (vienas i$ sablony naudoty homologiniame mode-
liavime) ir 19 bp ilgio dvigrandé DNR is Sios kristalografinés strukturos,
kuri po perklojimo atsiduré greta DT bei BS struktury, buvo ,iskirpta‘“
is kristalografinés strukturos. DNR geometrija buvo optimizuota naudo-
jant 3D-DART tinklapj [108] (prieiga 2014 m. gruodzio mén.). Tuomet Si
DNR buvo kompleksuota (angl. docked) su domeny strukturomis naudo-
jant HADDOCK tinklapj (prieiga 2014 m. gruodzio meén.) per ,Refine-
ment* sasaja [109]. Gautos strukturos buvo panaudotos elektrostatiniams

skaic¢iavimams.

Elektrostatiniai skai¢iavimai

Du sumodeliuoti baltymo-DNR kompleksai buvo perkloti naudojant
Pymol [88] ir analizuoti su APBS tools 1.4.0 elektrostatiniy skaiciavi-
muy programiniu paketu [61]. Rezultatai buvo vizualizuoti su Pymol [88].
Strukturos buvo paruostos elektrostatiniams skaic¢iavimams su PDB2PQR
2.0.0 [89] programa taikant Amber jégy lauka [90]. APBS programinis pa-
ketas buvo naudotas prognozuojant galima laisvosios energijos pokyti (po-
linés solvatacijos dedamaja), kuris susidaro baltymo-DNR, saveikos metu.
Skaic¢iavimams buvo naudota netiesiné Poisson-Boltzmann lygtis, visi ki-
ti skaic¢iavimy parametrai buvo savaiminés parinkties. Skaiciavimai buvo
atlikti analogiskai skai¢iavimams analizuojant RNR-baltymo saveika [73].
APBS isvesties failai (tankio Zemélapiai) buvo panaudoti analizuojant ir

vaizduojant galimg lokaly jony koncentracijos bei kruvio pasiskirstymo
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pokyti, ivykusj formuojantis DNR bei DT ir BS kompleksams. Tai buvo

atlikta naudojant pagalbines programas is APBS programinio paketo.

2.3.8. Naudoti standartiniai eksperimentiniai metodai

Kompetentiniy lasteliy gavimas

5 ml LB terpés aseptiskai inokuliuojami reikiamu FE. coli kamienu ir
inkubuojami 37 °C purtant (~200 aps./min) tol, kol ODgg pasiekdavo
~0,5. Kultura atsaldoma (~5 min) ledo vonioje ir visos kitos manipulia-
cijos atliekamos stengiantis kuo trumpiau laikyti ne ledo vonioje bei naudo-
jant i$ anksto atsaldytus iki 0 °C ,,Ca*“ bei ,Na*“ tirpalus. Taigi po kulturos
atsaldymo lastelés surenkamos centrifuguojant (10 min, 1200 x g) atsaldy-
toje iki 0 °C centrifugoje. Nupylus supernatanta lastelés suspenduojamos
puséje pradinio turio ,Na“ tirpalo ir pakartotinai centrifuguojamos tomis
paciomis salygomis. Nupylus supernatanta lastelés suspenduojamos puse-
je pradinio turio Ca tirpalo inkubuojamos 15-30 min. ledo vonioje. Po
to vél centrifuguojama tomis paciomis salygomis. Nupylus supernatantg
lastelés suspenduojamos ~1/20 pradinio turio ,,Ca“ tirpalo ir naudojamos

transformacijai.

Transformacija

1 ul DNR preparato pridedama prie ~50 pnl paruosty kompetentiniy
lasteliy. MiSinys ~10 min. inkubuojamas ledo vonioje. Po to lygiai 1 min.
pernesamas | vandeninj termostata (42 °C). IS karto po to skiedziama
(37 °C) temperatiros LB terpe (papildyta 1 % (svoris/turis) gliukozés)
santykiu 1:100. Inkubuojama 30 min. 37 °C temp. vandens vonioje.
Po inkubacijos ~200 pl transformacijos misinio iSséjama ant agarizuotos

mitybinés terpés. Lékstelés inkubuojamos 37 °C temperaturoje ~16 val.
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DNR denaturuojanti elektroforezé

ParuoSiama ir uzpildoma 15 % poliakrilamidinio gelio miSiniu gelio ruo-
simo forma bei jstatomos Sukos. Vieno gelio misinio (30 ml) sudétis: 11,25
ml Ratiphorese® Gel40 (29:1), 3 ml TBE buferio (10X), 12,6 g karbami-
do ir vandens iki reikiamo turio. Pries pat pylimg pridedama 300 pl 10 %
APS ir 25 pl TEMED. Polimerizacija vykdoma 20 - 30 min. Pagal gaminto-
jo rekomendacijas paruosiamas vertikalus elektroforezés aparatas DCode
(Bio-Rad). Elektroforezé vykdoma 1x TBE buferiniame tirpale. Paren-
giamoji elektroforezé vykdoma esant 600V jtampai, kol aparate esanciy
buferiniy tirpaly temperatura pasiekia 50 °C temp. Tuomet nesama po 3
nl paruosto meéginio. Toliau elektroforezé vykdoma esant 600 V jtampai.
Po elektroforezés gelis fiksuojamas 10 % acto rugsties tirpale (~15 min),
praplaunamas dejonizuotu vandeniu (~5 min) ir dziovinamas (~1 val.)
Po to gelis eksponuojamas ant fosforescentinio ekrano 10-14 val (pries tai
ekranas iSblukinamas). Ekranas skenuojamas su Typhoon TRIO skaitytu-

vu.

DNR elektroforezé

Agarozeés gelis ruosiamas ir elektroforezé vykdoma naudojant TAE bu-
ferj su etidzio bromidu (0,5 pg/ml). Elektroforezé buvo vykdoma 30-60
min. 5-7 V/cm. [ Sulinélius buvo uznesama po 10 pl paruosty meégi-
niy. Méginiai buvo paruosiami naudojant DNA Loading Dye & SDS Solu-
tion (6X) (Thermo Fisher Scientific, #R1151) arba Orange DNA Loading
Dye (6X) laikantis gamintojo rekomendaciju. DNA Loading Dye & SDS
Solution (6X) buvo naudojamas analizuojant DNR hidrolizés produktus.
Orange DNA Loading Dye (6X) buvo naudojamas vykdant genu inzine-
rijos eksperimentus. Po elektroforezées DNR fragmentai analizuojami ir

dokumentuojami Ultra-Lum sistema.
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Baltymy elektroforezeé

SDS-PAGE buvo atlickama 12 % poliakrilamidiniame gelyje. UZnegi-
mui méginiai (po 20 pl) buvo ruosiami naudojant 4x DualColor™ Protein
Loading Buffer Pack laikantis gamintojo rekomendacijy. UzZneSama buvo
po 5 ul méginio j Sulinélj.

Geliai elektroforezei (0,75 mm storio) buvo ruosiami naudojant Mini-
PROTEAN® Tetra Handcast Systems laikantis gamintojo rekomendacijy
isskyrus tai, kad ruosiant frakcionuojantj gelj ant jo misinio formoje pa-
liekant polimerizacijai vietoj vandens buvo uzpilamas izopropanolis. Ruo-
siant frakcionuojantj gelj kartu su atitinkamu buferiu j galutinj misinj buvo
pridedama Rotiphorese® Gel30 (37,5:1), 10 % APS bei TEMED (i 5 ml
atitinkamai 1,25 ml, 30 pl, 6,5 ul). Analogiskai ruosiant koncentruojantj
gelj kartu su atitinkamu buferiu j galutinj misinj buvo pridedama Rotip-
horese® Gel30 (37,5:1), 10 % APS 1,25 ml bei TEMED (j 5 ml atitinkamai
0,625 ml, 12,5 ul, 10 pl).

Elektroforezé buvo vykdoma naudojant Mini-PROTEAN® Tetra Cell.
Ji budavo pradedama esant 13 mA srovés stipriui, kuris budavo padidina-
mas iki 25 mA, kai méginiai pereina ] frakcionuojantj gelj. Baigus elektro-
foreze geliai praplaunami Milli-Q™vandeniu ir laikomi fiksavimo buferyje
(~100 ml 1-nam geliui) 30 min. Gauty geliy dazymas buvo atliekamas
naudojant PageBlue™ Protein Staining Solution laikantis gamintojo re-
komendacijy.

Geliy vaizdai buvo analizuojami naudojant TotalLLab Quant programine

lranga.

Western Blot analizé

Po baltymy elektroforezés baltymai buvo pernesami is gelio ant memb-
ranos naudojant The Mini Trans-Blot® Cell. Is pradziy PVDF membrana
veikiama 5 min. 100 % metanoliu ir laikantis gamintojo rekomendaci-

ju surenkamas pernesimo ,sumustinis® bei pripildoma pernesimo buferio.
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PerneSimas vykdomas ~1 val. palaikant 100 V. Po to membrana 1 val.
laikoma (purtant) blokavimo buferyje. Po blokavimo 1 val. inkubuojama
su antikunu pries Hisg zymenj (2000 skiestas su blokavimo tirpalu). Po Sios
inkubacijos seka 3 plovimai po 15 min. su PBS-T buferiu ir 2 plovimai
po 5 min. su PBS buferiu. Po §iy manipuliacijy membrana inkubuoja-
ma su Sarminés fosfatazeés chromogeniniu substratu BCIP/NBT (tableté
iStirpinama 30 ml. vandens). Susidarius violetinéms nuosédoms reakcija

stabdoma membrang plaunant vandeniu.
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Rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Hipotezés bei tiksly formulavimas

Darbo pradzioje buvo analizuojami duomenys viesai prieinamose duo-
meny bazése. Buvo tikimasi rasti prokariotiniy DNazeés I Seimos (IPR016202,
[76]) baltymy i$ halofiliniy / druskingumui pakanciy organizmuy. Buvo da-
roma prielaida, kad jie gali buti daug atsparesni joninei jégai lyginant
su eukariotinémis DNazémis. Preliminari analizé parode, kad dalis to-
kiy baltymy turi ir papildomy domeny greta nukleazinio. Tai leido daryti
prielaida, kad domeniné organizacija yra susijusi su baltymo adaptacija,

leidzianc¢ia DNR hidrolize vykdyti esant aukstai joninei jégai.

3.2. Halofiliniy / druskingumui pakanéiy mikroorga-
nizmy, turinéiy DNazés I Seimos baltymus, duo-

meny bazés kurimas

Norint susieti baltymo domenine organizacijg su jo adaptacija veikti
didelés joninés jeégos salygomis reikéjo surinkti du pradiniy duomeny rin-

kinius:

1. DNazés I prokariotiniy homology seky rinkinj ir informacija apie jy

domenine organizacija.

2. Informacija apie atitinkamy prokarioty, kuriy genomuose rasti DNa-

zés I homologai, pakantuma druskingumui.
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3.2. Halofiliniy / druskingumui pakanciy mikroorganizmy, turin¢iy DNazés 1
seimos baltymus, duomeny bazés kurimas

3.2.1. DNazés I homology rinkinys

Buvo analizuojamos sekos i$ InterPro 4.6 duomeny bazés [76], kurios
sioje duomenu bazéje buvo priskirtos DNazés [ seimai (IPR016202, [76])
ir yra rastos prokariotiniy organizmy genomuose. Tokiy seky buvo ras-
ta ~300. Kartu analizuoti labai panasias sekas néra prasmés, todél bu-
vo panaudoti UniRef90 klasteriai, kuriuose j klasterius apjungtos 90 %
identiskos ir panasesnés sekos. Tokiy klasteriy gauta 86-i. Siy klasteriy
reprezentacines sekos buvo naudotos tolesnéje analizéje.

Reikia pabrézti, kad analizei naudota InterPro 4.6 versija. Vélesnése
InterPro versijose, seky priskiriamy DNazeés I seimai (IPR016202), skaic¢ius
augo: 4.9 versijoje jau yra 524-ios prokarioty sekos, priskiriamos DNazeés I
Seimai. Vis délto analizés tikslas buvo rasti galimas sgsajas tarp domeni-
nés organizacijos ir organizmy pakantumo druskingumui, todél absoliucios

daugumos j DNazes panasiy seky analizuoti nebuvo butina.

3.2.2. Prokarioty tolerancijos druskingumui duomenys

Kiekvienam atrinktg analizei sekg atitinkanc¢iam organizmui reikéjo su-
rinkti informacija apie atsparuma joninei jégai. Deja, nepavyko rasti vie-
sai prieinamos duomeny bazeés, kurioje buty buve galima surasti reikiamus
duomenis. Buvo surinkta publikacijose prieinama informacija apie mikro-
organizmy, kuriy genomuose buvo rastos 86-ios analizei parinktos sekos,
tolerancijg druskingumui. Jei literatiroje nebuvo tiesiogiai pateikta in-
formacija apie mikroorganizmy pakantuma druskingumui, tuomet buvo
remiamasi netiesioginiais duomenimis, tokiais kaip gyvenamoji aplinka ar
meéginio paémimo vieta, ir pagal juos buvo sprendziama apie mikroorga-
nizmo atsparuma druskingumui. Surinkti duomenys pateikiami 3.1 lent.
Sioje lenteléje pateikiama informacija apie tiesiogiai literatiiroje cituota ar
numanomay is netiesioginiy duomeny mikroorganizmy atsparuma druskin-

gumui, baltymy seky prieigos kodai, naudoti literaturos saltiniai.
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3.1 lentelé. Mikroorganizmy, kurie turi § DNaze I panasius baltymus, pakantumas druskingumui

Reprezentaciné rusis / Filogenetinio medzio lapo UniRef90 klasteris Maks. Salyginis Duomeny saltiniai
pavadinimas (reprezentacinés sekos  NaCl pakantumo
prieigos kodas) konc., M druskingu-
mui
lygis
Bizionia argentinensis JUB59 G2EGF9 1,00 vidutinis [110]
Blastopirellula marina DSM 3645 A3ZMZ4, A37S40 1,00 vidutinis [111]
Cetobacterium somerae ATCC BAA-474 U7VDD6 0,00 nezymus / [112]
nezinomas
Corallococcus coralloides ATCC 25202 H8MMN3 0,17 nezZymus [113]
nezinomas
Deinococcus deserti VCD115 C1D1Q7 0,10 nezymus [114]
nezinomas
Deinococcus geothermalis DSM 11300 Q1IZR2 0,00 nezymus [115]
nezinomas
Deinococcus maricopensis DSM 21211 E8U979 0,00 nezymus [116]
nezinomas
Deinococcus proteolyticus ATCC 35074 FORL87 0,85 vidutinis [117]
Deinococcus radiodurans ATCC 13939 QIRZQ3 0,00 nezymus / [118]
nezinomas
Fibrisoma limi BUZ 3 [I2GRNO 0,34 silpnas [119]
Flavobacterium branchiophilum FL-15 G2Z3P7 0,00 nezymus / [120]
nezinomas
Flavobacterium frigoris PS1 H7FLG2 0,85 vidutinis [121]
Flavobacterium indicum DSM 17447 H8XPU7 0,34 silpnas [122]
Flavobacterium johnsoniae ATCC 17061 ASFNZ6 0,00 nezymus / [123]
nezinomas
Flavobacterium sp. CF136 J3BY94 0,00 nezymus [124]

nezinomas

Tesinys kitame lape
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Flavobacterium sp. F52 JORRS2 0,00 nezymus / 1124]
nezinomas

Flexibacter litoralis ATCC 23117 I4ALP5 0,00 silpnas [125]

Formosa sp. AK20 M7MKE5 0,00 silpnas [126]

Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 C3WAK9 0,00 nezymus / [127]
nezinomas

Fusobacterium necrophorum 1 1 36S H1D400 0,00 nezymus [128]
nezinomas

Fusobacterium necrophorum ATCC 51357 I3DDW2 0,00 nezymus [128]
nezinomas

Fusobacterium necrophorum D12 E5BLB3 0,00 nezymus [128]
nezinomas

Fusobacterium nucleatum 4 8 RIR DT2 0,00 nezymus [129]
nezinomas

Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 Q8R5P1 0,00 nezymus [129]
nezinomas

Fusobacterium periodonticum 21 31 C3WGZ0 0,00 nezymus [129]
nezinomas

Fusobacterium sp. F0437 G6COF0 0,00 nezymus [130]
nezinomas

Fusobacterium varium ATCC 27725 C6JIF4 0,00 nezymus [130]
nezinomas

Gillisia limnaea DSM 15749 H2BXJ8 0,85 vidutinis [131,132]

Halomonas sp. ASH3 T2LFY5 1,50 vidutinis [133]

Halomonas sp. HAL1 G4F511 2,00 vidutinis [134]

Halomonas sp. PBN3 U7P800 0,00 silpnas [135]

Halomonas sp. TDO1 F7SPZ3 3,42 didelis [136,137]

Ilyobacter polytropus DSM 2926 E3H9Z7 0,00 nezymus / [138]
nezinomas

Kordia algicida OT-1 A9DNFO 0,85 vidutinis [139]

Leptospira interrogans str, FPW2026 J4U625 0,00 nezymus / [140]

nezinomas

Tesinys kitame lape
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Leptotrichia buccalis ATCC 14201 C7N942 0,00 nezymus / [141]
nezinomas

Leptotrichia goodfelnezZymusii F0264 D0GJB4 0,00 nezZymus [142]
nezinomas

Leptotrichia hofstadii F0254 CIMV 32 0,00 nezymus [142]
nezinomas

Leptotrichia sp. FO557 U2Q3RS8 0,00 nezymus [130]
nezinomas

Leptotrichia sp. WI9T75 U2SK95 0,00 nezZymus [142]
nezinomas

Leptotrichia wadei F0279 U2PRB5 0,00 nezymus [142]
nezinomas

Meiothermus silvanus ATCC 700542 D7BD91 0,20 nezymus [138]
nezinomas

Methanococcoides burtonii DSM 6242 QI2YY7 0,50 silpnas 143

Methanohalobium evestigatum DSM 3721 DT7E828 5,10 didelis 144

Methanoplanus limicola DSM 2279 H17285 0,92 vidutinis 145

Methanoplanus petrolearius DSM 11571 E1RKG68 0,85 vidutinis 146

Methanosarcina barkeri Fusaro Q467S8 0,00 nezymus / 147
nezinomas

Myroides odoratimimus CCUG 3837 K1HGBS 1,03 vidutinis [148]

Myroides odoratus DSM 2801 H1Z8R7 0,86 vidutinis 148

Myxococcus sp. U2SKR7 0,26 nezymus / 149
nezinomas

Muricauda ruestringensis DSM 13258 G2PLU4, G2PQ99 1,54 vidutinis [150]

Nitrosococcus halophilus Nc4 D5C5F3 1,60 vidutinis [151,152]

Nitrosococcus watsoni C-113 DS8KCF8 0,80 vidutinis [151]

Nonlabens dokdonensis DSM 17205 L7TWAP7 1,37 vidutinis [153, 154]

Pedobacter sp. BAL39 A6EH02 0,50 silpnas [155]

Pirellula staleyi ATCC 27377 D2R4L4 0,30 nezymus / [111]
nezinomas

Planctomyces brasiliensis ATCC 49424 FOSFA3 1,70 vidutinis [156]

Tesinys kitame lape
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Planctomyces maris DSM 8797
Pseudomonas aeruginosa 39016

Pseudomonas putida S12
Pseudomonas syringae ES4326

Pseudomonas sp. M47T1

Psychrofiexus torquis ATCC 700755
Rhodopirellula baltica SH1
Rhodopirellula baltica WH4T
Rhodopirellula maiorica SM1
Rhodopirellula sallentina SM41
Rhodopirellula sp. SWKT

Salipiger mucosus DSM 16094
Sebaldella termitidis ATCC 33386

Simiduia agarivorans DSM 21679
Streptobacillus moniliformis ATCC 14647

Thaumarchaeota archacon SCGC AB-539-E09
Thermus sp. CCB_US3 UF1

Thermus thermophilus HB8

Thermus thermophilus J1-18

Thioalkalivibrio sp. K90mix
Treponema azotonutricium ATCC BAA-888

Treponema primitia ATCC BAA-887
unidentified eubacterium SCB49

A6CT18
E27ZVFE4

V4H6S52
F3HKS83

4MVP4

K4IGL3
Q7UV93
F2AS22

MBHRCH5, M5S411

M5UEDA4

Mb5T112, M5TELS

SIQWK2
DI1AKL2

K4KHZ4
D1AYT4

M7TTD1
G8N853
G9MB9I3
HI9ZV47

D3SGB1
F5YE44

F5YJE1
A6EMT3

0,70
0,00

0,50
0,00

0,00

0,80
1,20
1,20
0,00
0,00
0,00
3,42
0,00

1,19
0,00

0,00
0,00
0,36
0,00

4,00
0,00

0,00
0,00

silpnas
nezymus /

nezinomas
silpnas

nezymus /

nezinomas
nezymus

nezinomas
vidutinis
vidutinis
vidutinis
silpnas
silpnas
silpnas
didelis
nezymus /
nezinomas
vidutinis
nezymus /

nezinomas
silpnas
silpnas
vidutinis
nezymus /
nezinomas
didelis
nezymus /

nezinomas
nezymus /

nezinomas
silpnas

[172,173]
[173,174]
[175]
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Rezultatai ir jy aptarimas

Kaip atspirties taskas ieskant sgsajy tarp domeninés organizacijos ir
atsparumo druskingumui buvo pasirinkta maksimali druskos (NaCl) kon-
centracija (M), kuriai esant dar yra stebimas mikroorganizmo augimas.
Si informacija visoms 86-ioms sekoms i$ 82-jy mikroorganizmy yra vizua-
liai pateikta 3.1 pav. Atlikta analizé parodé, kad 49-ios iS 86-iy analizei
parinkty seky yra randamos halofiliniuose / druskingumui pakanciuose or-
ganizmuose. 3.1 pav. mikroorganizmy pavadinimy fono spalva nurodo
maksimaly druskingumg, kuriam esant mikroorganizmai dar gali augti.

Buvo naudotos SeSios pakantumo druskingumui kategorijos:

»~0% Atitinka mikroorganizmus, kurie literaturoje buvo nelaikomi dru-
skingumui pakanciais ar halofiliniais arba ju augimo aplinka/naudota
auginimo terpé neleidzia daryti prielaidy apie atsparumg druskingu-

mui. Priskirtos 39-nios rusys (48 %).

»<0,8% Atitinka silpnai halofilinius / druskingumui pakancius organiz-
mus. Organizmas buvo priskirtas siai kategorijai, jei literaturoje bu-
vo tiesiogiai nurodyta atitinkama maksimali organizmo toleruojama
NaCl koncentracija arba mikroorganizmas buvo aptiktas jurinéje ap-
linkoje. Tokiy silpnai halofiliniy / druskingumui pakanc¢iy mikroor-

ganizmy aptikta 16-ka (20%)

,,0,8-0,9%, ,,1,0-1,4%, ,.1,5-2,0%, ,,3,4-5,1% Sioms kategorijoms buvo priski-
riami mikroorganizmai remiantis literaturoje konkreciai nurodytomis
maksimaliomis NaCl koncentracijomis. Nurodyti intervalai (imtinai)
atitinka maziausia ir didziausia koncentracija iS grupei priskirty mik-
roorganizmy maksimaliy NaCl koncentracijy, kurioms esant dar ga-
limas augimas. 23-ys rusys (28%) buvo priskirtos prie vidutiniskai
halofiliniy / druskingumui pakanciy ([0,8-2,0] M NaCl) ir 4-turios
rusys (5%) buvo priskirtos prie itin halofiliniy / druskingumui pa-
kanciy organizmy (= 3,4 M NaCl).
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baltymus, duomeny bazés k

3.2. Halofiliniy / druskingumui pakanciy mikroorganizmy, turin¢iy DNazés 1
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Rezultatai ir jy aptarimas

3.3. DNazés I homology filogenetiné bei domeninés

strukturos analizé

Sekantis zingsnis buvo atlikti pasirinkty tyrimams seky domeninés struk-
turos analize. Filogenetiné bei domeninés strukturos analizé buvo atlieka-
ma siekiant identifikuoti konkrecius domenus, kurie galimai leidzia DNagzi-
niam domenui islaikyti aktyvuma esant dideléms drusky koncentracijoms.

Kaip aptarta auksciau, buvo analizuojamos 86-ios bakteriniy DNaziy
sekos (atitinkamy UniRef90 klasteriy reprezentacinés sekos). Filogenetinei
analizei naudotos buvo tik nukleazinio domeno sekos. Gauto filogenetinio
medzio topologija pateikta 3.1 pav. Atlikta analizé parodé, kad proka-
riotinés DNazés I Seimos baltymuose greta nukleazinio domeno aptinkami

bent 5-iy tipy domenai:
1. Lamino uodegos domenas (angl. Lamin. tail Domain);
2. PKD / Chitinazés domenas (angl. PKD / Chitinase domain);

3. Ada DNR taisos / metalo surisimos domenas (angl. Ada DNA repair

/ metal binding domain);
4. Panasus j RuvA domeng 2 (angl. RuvA domain 2-like);

5. DNR polimerazés lambda pirsty domenas (angl. polymerase lambda

fingers domain).

Lamino uodegos fragmentg turi DNazeés is trijy atskiry mikroorganiz-
my grupiy: aukséiau jau minétos DNazés is Deinococcus- Thermus tipo, dvi
DNazés is Nitrosococcus genties bei trys DNazés iS Methanomicrobia klasés
(Methanoplanus ir Methanohalobium gentys). Du i$ atitinkamy Sesiy mik-
roorganizmy, priklausanciy Deinococcus-Thermus klasei, yra vidutiniskai
druskingumui pakantus ir vienas — silpnai druskingumui pakantus. Tuo
tarpu visi atitinkami organizmai iS Nitrosococcus genties ir Methanomic-

robia klasés yra druskingumui pakantus.
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3.4. Sekrecijos signalo paieska DNaziy is labiausiai halofiliniy / druskingumui
pakanciy mikroorganizmy sekose

Analizé parodé, kad domeninés organizacijos aspektu i$ visy prokario-
tiniy DNagziy issiskiria baltymai iS Deinococcus-Thermus tipo organizmy.
Sie baltymai turi arba PKD / Chitinazés, arba Lamino uodegos domena,
arba abu. PKD / Chitinazés domenai yra isskirtinai aptinkami tik DNa-
zése iS Deinococcus- Thermus tipo organizmy. Dvi iS astuoniy Siy rusiy yra
vidutiniskai druskingumui pakancios.

Ada DNR taisos / metalo suriSimo domenai yra randami tik DNazése
is keturiy Pseudomonas rusiy. Tik viena iS juy yra silpnai druskingumui
pakanti.

Paskutiniai du domeny tipai (panasus | RuvA domena 2 bei DNR po-
limerazés lambda pirsty domenas), kuriuos 3.1 pav. Zymimi raudonas
bei zalias apskritimai, yra panasus. Jie atitinka dviguba spiralé-segtukas-
spiralé (angl. heliz-hairpin-helix) motyva, kuris zymimas santrumpa
HhH. Tokie domenai aptinkami 5-iose bakterijy rusyse is dviejy genciy

Thioalkalivibrio ir Halomonas ir jos visos yra druskingumui pakancios.

3.4. Sekrecijos signalo paieska DNaziy iS labiausiai ha-
lofiliniy / druskingumui pakanciy mikroorganiz-

muy sekose

Betarpiskai dideléje joninéje jeégoje atsiduria tik j aplinka patenkan-
tys halofilinio / druskingumui pakantaus mikroorganizmo baltymai. Tai-
gi, vertinant domeny jtaka baltymo adaptacijai prie didelés jonines jégos
salygy, yra prasminga atsizvelgti ir | tai, ar analizuojami baltymai yra

nukreipiami j sekrecinj kelia (angl. secretory pathway).
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3.2 lentelé. Sekrecijos signalo detekcija DNaziy, i§ labiausiai druskingumui pakanciy prokarioty, sekose. Sie mikroorganizmai gali augti NaCl
koncentracijai esant 1,5 M arba didesnei. Sekrecijos signalo buvo ieSkoma naudojant tris programas. Rezultatai, gauti naudojant SignallP
4.1 [82] gram-neigiamoms bakterijoms ir PRED-SIGNAL [83] archéjinei sekai (Methanohalobium evestigatum), yra nurodyti kaip programos
suformuluojama isvada apie sekrecijos signalo buvima arba nebuvimg baltymo sekoje. Pateikiant programos Philius rezultatus buvo nurodytas
prognozuojamo baltymo tipas bei prognozés patikimumo jvertis. Nurodant papildomo domeno tipa, panasus j RuvA domeng 2 bei DNR polimerazés
lambda pirsty domenas yra zymimi (HhH)s.

Sekrecinio signalo Baltymo tipo”
prognoze * prognozé pagal
Philius

UniRef90 Rausis SignallP  PRED- Tipas™ Patikimumo Papildomas domenas Maksimali
klasterio rep- SIGNAL iver- augimo
rezentacine tis [NaCl], M
seka
D7E828 Methanohalobium evestigatum DSM 3721 - T GS 0,99 Lamino uodegos 5,11
D3SGB1 Thioalkalivibrio sp. K90mix T - GS 0,99 (HhH), 42
F7SPZ3 Halomonas sp. TDO1 T - GS 0,98 (HhH), 3,423
SIQWK?2 Salipiger mucosus DSM 16094 N - GS 0,71 - 3,424
G4F511 Halomonas sp. HAL1 T - GS 0,99 (HhH), 25
FOSFA3 Planctomyces brasiliensis ATCC 49424 N - T 0,68 - 1,726
D8KCF8 Nitrosococcus halophilus Nc4 T - GS 0,99 Lamino uodegos 1,607
G2PLU4 Muricauda ruestringensis DSM 13258 N - G 0,99 - 1,548
G2PQ99 Muricauda ruestringensis DSM 13258 N - GS 0,99 - 1,548
T2LFY5 Halomonas sp. A3H3 N - GS 0,91 (HhH), 1,5°

" T- sekrecinis signalas detektuotas, N — sekrecinis signalas nedetektuotas.
" GS — globulinis su signaliniu peptidu, G — globulinis, T — transmembraninis. ! [144] 2 [171] 3 [137] 4 [163]  ° [134]
6 [156) 7 [152] 8 [150]  ° [133]
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3.5. Domeninés organizacijos bei atsparumo druskingumui sarysis

Remiantis surinktais duomenimis (3.1 pav.) galime suskaiciuoti desimt
DNaziy is druskingumui pakanciy mikroorganizmy, kurie gali augti esant
1,5 M arba didesnei NaCl koncentracijai. Siy baltymy sekose buvo ieskota
sekrecinio signalo — rezultatai pateikti 3.2 lent. Rezultatai, gauti nau-
dojant Philius ir SignallP /PRED-SIGNAL programas, i$ esmés sutampa.
SignallP /PRED-SIGNAL programy rezultatai rodo, kad i$ keturiy mik-
roorganizmy, kurie gali augti NaCl koncentracijai esant 3,4 M ir daugiau,
vienas mikroorganizmas (Salipiger mucosus) turi DNaze be sekrecinio sig-
nalo, o kity trijy mikroorganizmy baltymai jj turi. Philius programos
atveju, visuose keturiuose baltymuose sekrecinis signalas randamas, bet,
Salipiger mucosus aveju, $i detekcija yra nepatikima (patikimumo jvertis
0,71). Taigi trys is keturiy DNaziy, aptinkamy ekstremaliai halofiliniuo-
se / druskingumui pakanciuose organizmuose (> 3.4 NaCl), turi sekrecinj
signalg ir Sie trys baltymai turi papildomg DNR risantj domeng (Lamino
uodegos arba dvigubo HhH motyvo), sulieta su nukleaziniu domenu.

Analizuojant DNazes i maziau pakanciy druskingumui organizmuy (>
1,5 M ir < 3,4 M NaCl) SignallP ir Philius prognozés nesutampa. Baltymai
is Muricauda ruestringgensis (dvi DNazés), Halomonas sp. A3H3 ir Planc-
tomyces brasiliensis neturi sekrecinio signalo remiantis SignallP /PRED-
SIGNA. Tuo tarpu Philius nurodo, kad tik du is siy keturiy baltymy turi

sekrecinj signalg.

3.5. Domeninés organizacijos bei atsparumo druskin-

gumui sarysis

PKD / Chitinazés ir Lamino uodegos domenai aptinkami DNazése i3
mikroorganizmy, priklausanciy Deinococcus- Thermus tipui. IS kity bak-
teriniy DNaziy sie fermentai iSsiskiria tuo, kad turi daugiau nei vieng do-
menyg ir gan didele sekos sritj, kurioje neaptinkama zinomy domeny. Taip
pat tik du is astuoniy atitinkamy mikroorganizmy pasizymi atsparumu

joninei jégai. Taigi labai mazai tikétina, kad atitinkama multidomenineé
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Rezultatai ir jy aptarimas

fermenty architektura yra susijusi su prisitaikymu veikti didelés jonineés
jégos salygomis.

Like keturi domeninés architekturos tipai turi tik po vieng papildoma
domeng prie DNazinio domeno. Sie domenai yra Ada DNR taisos / metalo
surisimo, Lamino uodegos, panasus j RuvA domeng 2 bei DNR polimerazeés
lambda pirsty domenai. Ada DNR taisos / metalo suriSimos domenas
aptinkamas keturiose DNazése i keturiy Pseudomonas rusiy. IS jy tik
viena rusis yra silpnai pakanti druskingumui. Taigi ir $i architektura negali
buti susijusi su adaptacija didelei joninei jéegai.

Panasus ] RuvA domeng 2 bei DNR polimerazeés lambda pirsty domenai
yra labai panasus ir atitinka dvigubg HhH motyva. Taigi belieka tik dvi
prokariotiniy DNaziy architekturos, kurios gali buti susijusios su adapta-
cija prie didelés joninés jégos: i) nukleazés domenas, sulietas su domenais
turin¢iais HhH dviguba motyva, ii) nukleazés domenas, sulietas su Lamino

uodegos domenu.

Visos analizuotos nukleazes turincios domeng su dvigubu HhH motyvu
yra aptinkamos halofiliniuose ar druskingumui pakanc¢iuose mikroorganiz-
muose. Vienas is jy yra ekstremaliai druskingumui pakantus mikroorga-
nizmas Thioalkalivibrio sp. K90mix, kiti keturi mikroorganizmai priklauso
keturioms Halomonas genties rusims, is kuriy tik viena yra silpnai pakanti
joninei jegai.

Lamino uodegos domenas randamos dviejose DNazése iS Nitrosococcus
genties bei trijose DNazeése is Methanomicrobia klasés. Visos atitinkamos
bakterijos yra halofilinés arba pakancios druskingumui, o viena jy Metha-

nohalobium evestigatum yra ekstremalus halofilas.

Taigi matome, kad remiantis analizuotais duomenimis, dvi domenines
architekturos yra aptinkamos tik halofiliniuose ar druskingumui pakan-
¢iuose prokariotuose. Siais atvejais DNazés domenas yra sulietas su dome-
nu, turinéiu dviguba HhH motyva, arba su Lamino uodegos domenu. Sie

du domenai néra vienas kito homologai, bet gali buti funkciniai analogai.
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3.5. Domeninés organizacijos bei atsparumo druskingumui sarysis

HhH dvigubo motyvo domenai yra gerai zinomi, kaip domenai riSantys
DNR ir randami daugelyje baltymu, saveikaujanciy su DNR [54]. Lamino
uodegos domenas buvo pirma kartg aptiktas eukariotiniy lasteliy branduo-
lio apvalkalélio baltymuose ir taip pat dalyvauja saveikoje su DNR [176].
Taigi abu Sie domeny tipai turéty saveikauti su DNR. Gerai zinoma, kad
joniné jéga silpnina specialiai prie didelés joninés jégos neprisitaikiusio bal-
tymo saveikg su DNR, nes kartu su didéjancia jonine jéga didéja dielektriné
konstanta ir silpnéja elektrostatinés saveikos. Taigi su DNR saveikaujantis
domenas galéty funkcionuoti kaip pagalbinis sagveikos su DNR pavirsius ir

igalinty vykdyti DNR hidrolize didelés joninés jégos salygomis.

Analizuojant DNazes i$ prokarioty, kurie gali augti esant ~1,5 M ir
daugiau NaCl (3.1 pav.), buvo aptikta desimt DNaziy i$§ devyniy mikroor-
ganizmy. IS siy baltymy penkios DNazés savo sekose turi sekrecinj signala,
kurj detektuoja dvi programos (3.2 lent.). Visos sios DNazeés (3.2 lent.) tu-
ri su DNR sgveikaujancius domenus. Taigi turimi duomenys leidzia jzvelgti
galima sarysj: jei vidutiniskai/stipriai druskingumui pakantaus mikroor-
ganizmo DNazé yra sekretuojama j iSore — tuomet ji turés DNR risantj
domeng. Vis délto Sis désningumas yra gana spekuliatyvus. Sekrecinio
signalo detekcija Siuo metu, deja, yra riboto patikimumo. Be to, tai, kad
fermentas patenka j sekrecinj kelig, reiskia tik baltymo galimybe buti sek-
retuojamu per Secll kelig, o ne patj sekrecijos fakta. Taip pat baltymas

gali buti sekretuojamas ir neklasikiniu keliu [177].

Siekiant jrodyti, kad DNR risantis domenas gali buti evoliucijos eigo-
je issivysciusi adaptacija jgalinanti DNR hidrolize esant dideléms druskos
koncentracijoms, buvo nuspresta parinkti vieng tokig DNaze ir eksperi-
mentiskai patikrinti DNR riSanc¢io domeno svarba. IS penkiy galimai sek-
retuojamy DNaziy, randamy vidutiniskai/stipriai pakanciy druskingumui
miroorganizmy genomuose, trys DNazeés greta nukleazinio domeno turi do-
mena su dvigubu HhH motyvu (3.2 lent.). Eksperimentinei analizei buvo

parinkta DNazé isS ekstremaliai druskingumui pakantaus mikroorganizmo
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Thioalkalivibrio sp. K90mix su domenu, turin¢iu dvigubag HhH motyva.

3.6. DNazés TA mutantai ir jy gryninimas

Buvo siekiama eksperimentiskai jrodyti, kad DNazés is Thioalkalivib-
rio sp. K90mir atsparuma joninei jégai lemia domenas su dvigubu HhH

motyvu. Dél to buvo sukonstruoti du DNazés TA mutantai:

e DNazés TA mutantas su pasSalintu C-galiniu domenu paliekant tik

DNazinj domena (DNazé TA AC);

e DNazés TA mutantas, kurio DNazinio domeno aktyviajame centre
jvesta inaktyvuojanti mutacija pakeic¢iant vieng is katalitiniy histidi-

ny alaninu (DNazeé TA H134A).

Siy dviejy mutanty bei laukinio tipo DNazés TA savybés buvo tirtos
naudojant preparatus, gautus po vienos gryninimo stadijos. DNazés TA
mutanty ir laukinio tipo DNazés TA preparaty SDS-PAGE elektroforeg-

ramos bei Western Blot analizés rezultatai pateikti 3.2 pav.

A B
NS - Apasahilg B
s | BSA ’ 0] z
(- & . & - (b mr T N
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40 - — — — 4 5
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3.2 pav. DNazeés i§ Thioalkalivibrio sp. K90miz bei jos mutanty, iSgryninty per Ni?t -
NTA koloneéle SDS - PAGE (A) bei Western Blot analizés (B) nuotraukos. A paveiksle
parodyti BSA standartai kalibracinei tiesei (atitinkamai 437,5 ng, 218,8 ng, 109,4 ng,
54,7 ng, 27,3 ng, 13,7 ng), kuri buvo naudota densitometrinei analizei nustatant baltymy
koncentracijas. 1 — DNazé TA (DNazé i§ Thioalkalivibrio sp. K90miz), 2 — DNazé TA
su pasalintu C-galiniu domenu (DNazé AC) , 3 — katalitinio centro mutantas DNazé
TA H134A. B dalyje pateikti Western Blot (antikunai pries poly-His): 4 — DNazé TA
i$ netirpios frakcijos, 5 — DNazé TA iS tirpios, 6 — DNazé TA AC i$ netirpios frakcijos,
7 — DNazé AC iS tirpios.
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3.7. DNazés TA katalizuojama DNR hidrolizé bei kofaktoriy poreikis

Kadangi gautuose baltyminiuose preparatuose buvo priemaisiniy balty-
my, tiksliniy baltymy koncentracija buvo nustatyta atliekant densitometri-
ne analize. IS Western Blot duomeny akivaizdu, kad DNazé TA ir DNazés
TA AC mutantas yra i$ dalies tirpus baltymai. Taciau, kaip matome SDS-
PAGE elektroforegramose 3.2 pav., pavyko gauti tirpaus baltymo kiekius,
leidziancius vertinti jo savybes. Pirminé uzuomina apie tai, kad DNazé TA
yra aktyvi, buvo gauta auginant biomase ir gryninant baltymus. Lyginant
DNaze TA ir DNaze TA H134A (katalizinio centro mutantas) mutanto at-
veju kulturos optinis tankis (600 nm) didéjo Zenkliai greiciau (duomenys
nepateikti), ir, kaip matome i$ pav. 3.2, mutanto gauname daugiau. Jei
DNazé TA yra aktyvi, o mutacija H134A yra aktyviajame centre, taip ir
turéty buti, nes DNazinis rekombinantinio baltymo aktyvumas yra toksinis

Escherichia coli [178].

3.7. DNazeés TA katalizuojama DNR hidrolizé bei ko-
faktoriy poreikis

Kaip jau aptarta literatuiros apzvalgoje, DNazés I kataliziniam veikimui
yra butini dvivalenc¢iai katijonai. Taigi, pavykus gauti tirpaus baltymo
preparatus, kitais eksperimentinés analizés zingsniais buvo siekiama: 1)
jvertinti, ar laukinio tipo DNazé TA apskritai pasizymi DNaziniu aktyvu-
mu; ii) jvertinti, kokie yra jos poreikiai dvivalenciy metaly jonams. Gauti
rezultatai pateikiami 3.3 pav.

Vertinant plazmidés karpyma (3.3 pav.) buvo jrodyta, kad DNazé TA
turi DNazinj aktyvuma. Literaturoje nepavyko aptikti publikacijos, kurio-
je buty eksperimentiskai pademonstruotas DNazés I bakterinio homologo
aktyvumas — Siame darbe pateiktais tyrimais tai buty padaryta pirma kar-
ta.

Taip pat is 3.3 pav. pateikty rezultaty matome, kad abiem lygintiems
fermentams, vykdant DNR hidrolize, reikia dvivalenc¢iy metaly: katalizé

vyksta esant tik Ca?' arba Mg?*" jonams, arba jy kombinacijai. Tadiau
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3.3 pav. Skirtingi dvivalenciy katijony poreikiai lyginant jauc¢io DNaze I (B) ir DNaze
i§ Thioalkalivibrio sp. (A). Buvo jvertinta keletas skirtingy Ca?* ir Mgt koncentra-
cijuy bei jy kombinacijy siekiant jvertinti optimuma. Kaip substratas buvo naudojama
linearizuota pUC19 plazmidé.

poreikis yra skirtingas. DNazei TA reikia zenkliai didesniy katijony kon-
centracijy lyginant su jaucio DNaze 1. DNazés TA atveju apytiksliai nusta-
tyta optimali katijony kombinacija yra ~10 mM Ca?" ir ~10 mM Mg*"
(3.3 A pav.). Tuo tarpu jauc¢io DNazeés I atveju atitinkamos koncentraci-
jos yra ~1 mM and ~2,5 mM (3.3 B pav.). Taigi, geriausiai Sie fermentai
veikia esant Ca*" ir Mg*" jonams. 3.3 pav. pateikiami rezultatai, gauti
analizuojant ilga DNR substrata (plazmide).

16 bp DNR duplekso karpymo duomenys (3.3 lent.) taip pat rodo,
kad buferyje esant optimaliai Ca®" ir Mg*" kombinacijai, katalizé vyksta

efektyviau nei esant atitinkamoms tik vienos rusies jony koncentracijoms.
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3.8. DNazés TA bei jos mutanty atsparumas joninei jégai, rezultatai

3.3 lentelé. Dvivalenciy katijony poveikis DNazés TA ir DNazés I aktyvumui.

DNazé TA DNazeé 1
Kofaktoriy 10 mM 10 mM 10 mM ImM 25mM 1mM
konc. Ca’t Mg+t Ca?t, 10 Ca?t Mg?*+ Ca’t, 2,5
mM Mg?* mM Mg?*
Hidrolizées 12,75 45,26 9,43 3,86 5,51 0,61

. *
T /2, min.

" matavimai atlikti viena karta, todél paklaidos nepateikiamos. Siuo atveju
hidrolizés puslaikiy patikimumas laikomas pakankamu, kadangi duomenys

atitinka 3.3 pav. pateiktus rezultatus.

3.8. DNazés TA bei jos mutanty atsparumas joninei

jégai, rezultatai

Taigi nustatéme, kad DNazé TA i§ Thioalkalivibrio sp. K90mix néra
pseudogenas, o pasizymi DNaziniu aktyvumu. Sekantis zingsnis — jvertinti,
ar iSties DNazé TA yra atspari joninei jégai, ir pagal DNazés TA mutanty
savybes patikrinti, ar atsparumg joninei jégai lemia C-galinis domenas.

Rezultatai, gauti vertinant ilgo substrato (plazmidés) hidrolize esant
jvairioms NaCl koncentracijoms reakcijos misiniuose, yra pateikti 3.4 pav.
Rezultatai, rodantys DNazés TA savybes, yra pateikti 3.4 pav. A,Bir C,D
dalyse. Sie du atskiri eksperimentai skiriasi naudotomis skirtingomis dvi-
valenc¢iy katijony koncentracijomis. Pirmuoju atveju (3.4 pav. A, B) buvo
naudotos optimalios Ca?" ir Mg?" jony koncentracijos. Antruoju atveju
buvo naudota mazesné dvivalenciy jony koncentracija (3.4 C,D pav.), kuri

atitinka koncentracijas, optimalias jaucio DNazei I.

Kaip matome elektroforegramose, esant 4 M NaCl, DNazé TA geba
pastebimai hidrolizuoti DNR esant abiem tirtoms dvivalenciy jony kon-
centracijoms. Tuo tarpu dvivalenciy katijony koncentracijy jtaka tampa
akivaizdi esant maZesnei joninei jégai (iki ~1 M NaCl). Siame NaCl kon-

centracijos intervale, esant optimalioms dvivalenciy kofaktoriy koncentra-
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1mM Ca®, 2.5 mM Mg®

10 mM Ca*, 10 mM Mg**

3.4 pav. DNazés i8 Thioalkalivibrio sp. K90mix (DNazé TA) bei jos mutanty veikimas skirtingose joninése jégose. Elektroforegramos kairéje puséje
rodo, kaip DNR karpoma nuo 0 iki 1 M NaCl, druskos koncentracijai didéjant po 0,1 M. Elektroforegramos desinégje puséje rodo aktyvumo kitima
nuo 0 iki 4 M NaCl, druskos koncentracijai didéjant po 0,4 M. Kontrolinés reakcijos, kuriose nebuvo déta fermento preparato, dviejose skirtingose
NaCl koncentracijose pazymétos raide K.
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3.8. DNazés TA bei jos mutanty atsparumas joninei jégai, rezultatai

cijoms, DNazé TA karpo DNR ir, didinant druskos koncentracija, didéja
stebimas reakcijos produkty ilgis (taigi ir mazesnis numanomas aktyvu-
mas). Visiskai kitaip yra esant suboptimaliai (mazesnei) dvivalenciy kati-
jony koncentracijai: didéjant jonine jéga iki ~0,4 M NaCl, DNR hidrolize
yra zenkliai slopinama. Siuo atveju elektroforegramoje ties 0,4 M NaCl
galime stebéti net iki galo nesukarpyta pilno ilgio plazmide. Taciau, toliau
didinant jonine jéga, DNR degradacija vel sustipréja ir reakcijos produktai
yra mazesni nei pilno ilgio plazmidé net ir esant 4 M NaCl.

Rezultatai, gauti analizuojant DNazé TA AC' (pasalintas C-galinis do-
menas) mutanta, yra pateikti 3.4 pav. E ir F dalyse. Taigi $is mutantas
yra aktyvus iki ~0,6 M NaCl ir elektroforegramoje DNR hidrolizés neste-
bima, kuomet NaCl koncentracija virsija 1,2 M NaCl. Tuo tarpu DNazés
TA H134A mutantas, kurio DNazinio domeno katalizinis centras turéty
buti neveiklus, neskaldo DNR esant bet kuriai tirtai NaCl koncentracijai
(3.4 G, H pav.).

Duomenys, gauti karpant trumpa 16 bp DNR dupleksa esant optima-
lioms Ca*" ir Mg?" jony koncentracijoms, yra pateikti 3.4 lent. Sie duo-
menys papildo jau aptartus duomenis, gautus skaldant ilgg plazmidineés
DNR substrata, ir rodo, kad DNazé TA geba hidrolizuoti DNR iki 4 M
NaCl, DNazés TA AC mutantas be C-galinio domeno yra aktyvus tik
esant zemai joninei jégai, o DNazés TA DNazés domeno aktyviojo centro

mutantas yra neaktyvus esant bet kuriai tirtai NaCl koncentracijai.
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3.4 lentelé. Radioaktyvaus trumpo DNR substrato (16 bp) hidrolizés puslaikis nutatytas
DNazei TA (DNazé i§ Thioalkalivibrio sp. K90mix) ir jos mutantams.

DNaze DNazeé DNazé
TA TA AC TA
H134A
NaCl, M Substrato karpymo puslaikis

T /2,min
0 9,43 31,29 ND!
0,5 43,39 ND! ND!
1,2 60,18 ND! ND!
4,0 47,66 ND!? ND!

IND - DNR hidrolizé nedetektuojama

3.9. DNazés TA bei jos mutanty atsparumas joninei

jégai, aptarimas

Eksperimentiniai duomenys rodo, kad prokariotiné DNazé TA yra at-
spari joninei jégai ir geba vykdyti DNR hidrolize. Tuo tarpu, DNazes
TA variantas be C-galinio domeno yra zenkliai maziau atsparesnis joninei
jégai. Akivaizdu, kad sio domeno buvimas baltymui leidzia vykdyti hidro-
lize ir aukstoje, ir zemoje joninéje jégoje. Taigi yra dvi galimybés: i) jis
pats vykdo DNR hidrolize, kuomet DNazinis domenas yra nebeaktyvus, ii)
padeda DNaziniam domenui ,atsispirti“ joninei jégai ir katalizés centras
islieka tas pats. Kaip matéme, DNazés TA variantas su aktyviojo centro
mutacija nekatalizuoja DNR hidrolizés esant bet kuriai tirtai joninei jégai,
o mutantas be C-galinio domeno maziau toleruoja jonine jéga nei laukinio
tipo DNazé TA. Taigi tai leidzia teigti, kad C-galinis domenas DNazéje
TA nepasizymi nukleaziniu aktyvumu, o ,padeda“ DNaziniam domenui

vykdyti DNR hidrolize, esant didelei joninei jégai.

Taip pat buvo nustatytas faktas, kad DNazés TA atsparumas joninei
jégai priklauso nuo dvivalenc¢iy jony. Esant mazai dvivalenc¢iy jony kon-
centracijai ir palaipsniui didinant jonine jéga, isryskéja du aktyvumo pi-

kai: vienas ties 0 mM NaCl, o kitas virs 1,2 M NaCl (3.4 C,D pav.). Toks
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3.10. DNazés TA strukturinio modelio analizé

dvigubas aktyvumo pikas néra artefaktas — jis buvo kelis kartus stebé-
tas pakartotineése elektroforegramose (duomenys nepateikiami). Tuo tarpu
esant optimalioms dvivalenciy jony koncentracijoms jokio dvigubo aktyvu-
mo piko nestebime. Remiantis Siais duomenimis galime daryti prielaida,
kad NaCl koncentracijoms esant iki ~1,2 M NaCl, didesnés dvivalenciy
jony koncentracijos padidina DNazés TA aktyvuma ir leidzia jj iSlaikyti
didéjant joninei jégai.

Deja, nepavyko issiaiskinti, kodél, palaipsniui didinant druskos kon-
centracija ir esant mazoms dvivalenc¢iy jony koncentracijoms, stebimi du
DNazés TA aktyvumo pikai. Galima tik bandyti daryti prielaidas remian-
tis turimais duomenimis. Kaip jau parodéme, C-galinis domenas DNazéje
TA leidzia vykdyti DNR hidrolize esant itin aukstai joninei jégai (bent iki
4 M NaCl). Be to, pagal literaturos duomenis Thioalkalivibrio sp. K90mix
auga itin druskingoje aplinkoje [171]. Todél DNazés TA C-galinis domenas
turéty buti prisitaikes jungti DNR esant itin aukstai joninei jégai. Tokiu
atveju tikétina, kad esant buferyje NaCl, sis domenas saveikauty su DNR
stipriau nei buferyje be NaCl. Taigi, esant mazoms druskos koncentraci-
joms, joniné jéga slopinty DNazés TA nukleazinio domeno saveika su DNR
ir, atitinkamai, jos vykdoma katalize, o C-galinis domenas pradéty ,,pagel-
béti* DNaziniam domenui tik dar labiau pakelus jonine jéga. Toks modelis
leidzia paaiskinti stebimus du aktyvumo pikus palaipsniui didinant jonine

jéga.

3.10. DNazeés TA strukturinio modelio analizé

3.10.1. DNazés TA pavirsiaus elektrostatinio potencialo sgsaja su

optimaliomis kofaktoriy koncentracijomis

Taigi, eksperimentiskai tiriant DNagze iS Thioalkalivibrio K90miz buvo
pastebéta, kad optimalios kofaktoriy koncentracijos yra didesnés lyginant
su jaucio DNagze 1. Siekiant issiaiskinti galimas to priezastis buvo sukurtas

DNazés TA DNagzinio domeno strukturinis modelis ir jvertintas jo konser-
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Bz : 4 5 ¢ 7IEHIE
Variabilu Konservatyvu

Jaucio DNazé |

3.5 pav. Pavirsiaus elektrostatinis potencialas ir evoliuciskai konservatyvios amino-
rugstys. (A) DNazés TA (DNazés iS Thioalkalivibrio sp. K90mix) DNazinio domeno
ir jauc¢io DNazés 1 elektrostatinis pavirsiaus potencialas baltymo pavirsiuje, kuris sa-
veikauja su DNR. DNR pozicija vizualiam vertinimui pavaizduota pagal jauc¢io DNa-
zés ir DNR komplekso kristalografine struktura (PDB ID: 1DNK). (B) Elektrostatinis
pavirsiaus potencialas tos baltymo pusés, kuri nugrezta nuo DNR: itin druskingumui
pakantaus organizmo Methanohalobium evestigatum DNazés (DNazés ME) DNazinio
domeno, maziau pakantaus druskingumui mikroorganizmo Thioalkalivibrio sp. K90mix
DNazés (DNazé TA) DNazinio domeno, jauc¢io DNazés I. Juoda linija su pertrukiais
vaizduoja baltymo molekulés uzstota DNR. (C) Pateikiamas evoliucinis pavirsiniy ami-
norugscéiy konservatyvumas tos DNazés TA DNazinio domeno pusés, kuri turéty buti
atsukta i DNR. Konservatyvumas pateikiamas spalvinéje skaléje: itin variabilias sritis
zymi zydra, labai konservatyvias zymi tamsiai violetiné.

vatyvumas bei elektrostatinis pavirsiaus potencialas (3.5 pav.). Analizuo-
jant zmogaus DNaze I buvo parodyta, kad dvivalenciai jonai yra butini
DNazés saveikai su DNR, nes DNazés pavirsius be prijungty dvivalenciy
metalo jony yra elektroneigiamas ir dél to negali jungtis su elektroneigiama

DNR [179)].

Vizualizavus eukariotinés DNazés I bei DNazes is Thioalkalivibrio sp.
K90miz elektrostatinj pavirsiaus potenciala (3.5 A pav.) akivaizdu, kad
pastarosios DNazés (DNazés TA) DNazinis domenas turi didesnius pavir-
Siaus plotus, kuriy elektrostatinis potencialas yra neigiamas. Sis skirtumas

yra itin akivaizdus ties aktyviuoju centru ir Mg?" surisimo vieta. Logiska
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3.10. DNazés TA strukturinio modelio analizé

manyti, kad DNazé TA, taip pat kaip ir eukariotiné DNazé I, gali sgveikau-
ti su DNR tik tuomet, kada dvivalenciai katijonai neutralizuoja neigiama
pavirsiaus potencialg. Atsizvelgiant j didesnj neigiama pavirsiaus plota yra
labai tikétina, kad ir daugiau dvivalenciy metalo jony reikia DNazei TA
prisijungti, lyginant su eukariotine DNaze I, ir, atitinkamai, optimaliam

veikimui gali reikeéti didesniy dvivalenciy jony koncentracijy.

3.10.2. DNR risantis domenas — dviejy evoliuciniy spaudimy pa-

sekmeé

Elektrostatinis pavirsiaus potencialas katalizinio centro srityje (3.5 pav.)
yra neigiamas tiek DNazés TA, tiek jaucio DNazeés I baltymuose. Akivaiz-
du, kad DNazés TA saveikos su DNR pavirsius turi zZenkliai didesnes nei-
giamo elektrostatinio potencialo sritis nei jauc¢io DNazeés I pavirsius (3.5 A
pav.). Analogiskas skirtumas yra akivaizdus ir DNazinio domeno pavirsiu-
je tos baltymo pusés, kuri yra nugrezta nuo DNR (3.5 B pav.). Taigi, visas
DNazés TA nukleazinio domeno pavirsSius yra labiau elektroneigiamas nei
atitinkamas jauc¢io DNazeés I pavirsius.

Palyginimui, kartu su DNaze TA bei jauc¢io DNaze I 3.5 pav. B dalyje
yra pavaizduotas elektrostatinis su DNR nesgveikaujancios baltymo pavir-
siaus potencialas, apskaiciuotas strukturiniam DNazinio domeno modeliui
DNazés i§ prokarioto Methanohalobium evestigatum (DNazés ME). Sios
DNazés elektrostatinis potencialas yra labiausiai neigiamas is visy pavir-
Slaus potencialy pavaizduoty 3.5 B pav. Sio paveikslo B dalyje baltymas
is labiausiai druskingumui atsparaus organizmo yra pavaizduotas kairéje
(DNazé ME), atitinkamas potencialas maziau druskingumui pakantaus or-
ganizmo yra pavaizduotas per vidurj (DNazé TA) ir jauc¢io DNaze I yra
pavaizduota desinéje. Siuo atveju, kuo labiau druskingumui pakantus or-
ganizmas yra, tuo atitinkamos DNazeés pavirsius yra labiau elektroneigia-
mas. Siy DNazés I homology atveju stebime tendencijg, kuri stebima

ir kity baltymy is halofiliniy / druskingumui pakané¢iy organizmy atve-
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jais [39,42-44].

Tai, kad DNazés TA DNazinio domeno DNR saveikos pavirsiuje stebi-
me daugiau neigiamo kruvio aminorugsciy lyginant su DNaze I yra gana
stebétinas faktas. Studijoje, atliktoje Becker ir kit. [49], nebuvo stebima
neigiamo kruvio aminorugséiy padaugéjimo tose baltymo pavirsiaus sri-
tyse, kurios saveikauja su nukleorugstimis, TATA dézute risanciy (angl.
TATA-binding) baltymuy bei ribosomos pratesimo faktoriaus (angl. ribo-
some elongation factor) atvejais lyginant homologus is halofiliniy ir me-
zofiliniy organizmy. Taip pat neigiamo kruvio aminorugscéiy padaugéjimo
nebuvo stebéta lyginant druskingumui pakancia endonukleaze I is Vibrio

salmonicida su homologu i Vibrio cholerae [38].

Galima buty teigti, kad toks nejprastas DNR riSanc¢io pavirsiaus ,,pa-
rugstéjimas® DNazés I atveju yra dél prisitaikymo veikti itin didelése drus-
kos koncentracijose — taip kaip yra PCNA i§ Haloferaz volcanii atveju [180].
Taciau siuo atveju PCNA yra sudétingas DNR slystantis trimerinis bal-
tymas ir jo saveikos su DNR pobudis turéty smarkiai skirtis nuo fermen-
ty. Be to, remiantis eksperimentiniais duomenimis (3.4 pav., 3.4 lent.),
DNazés TA DNazinis domenas be DNR risancio C-galinio domeno néra
pakantus joninei jégai. Taigi, mazai tikétina, kad neigiamy aminorugsciy
padaugéjimas DNazés TA DNR saveikos su DNR srityje yra dél prisitai-
kymo saveikauti su DNR didelés joninés jégos salygomis. Tikétina, kad
atsirandant DNazei TA evoliucija vyko veikiant dviems, i$ pirmo zvilgs-
nio nederantiems, evoliuciniams spaudimams ir buvo rastas kompromisas
tarp butinybés apsaugoti saveikos su DNR sritj nuo ,rugstéjimo” (angl.
acidification), kuris potencialiai galéty apsunkinti saveika su DNR, bei
butinybés pritaikyti baltymo pavirsiy aukStoms druskos koncentracijoms

per papildomas rugstines aminorugstis, apsaugancias nuo agregacijos.

Vykstant adaptacijai prie aukstos joninés jégos ir priesinantis galimai
baltymo molekuliy agregacijai, baltymo pavirSiuje kaupiasi neigiamo kru-

vio aminorugstys ir pavirsiaus elektrostatinis potencialas tampa vis labiau
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3.10. DNazés TA strukturinio modelio analizé

neigiamas. Taciau, daugéjant baltymo pavirSiuje neigiamy aminorugsciy,

gali buti apsunkinta saveika su stipry neigiamg kruvj turinc¢ia DNR.

Taigi adaptacija, vykstanti vengiant baltymo agregacijos, gali slopinti
katalizinj efektyvuma ir evoliucija turéjo ,iesoti kompromiso* tarp dviejy
evoliuciniy spaudimy. DNazeés iS Thioalkalivibrio sp. K90mir domeniné
architektura ir DNazinio domeno pavirsiaus savybés iliustruoja kaip ap-
tartoji dilema buvo isspresta. Kartu su elektrostatinio potencialo analizés
rezultatais yra pateikti duomenys ir apie pavirsiniy aminorugsciy konser-
vatyvuma (3.5 C pav.). Galime aiskiai matyti, kad aktyvaus centro bei su
DNR saveikaujanciy (pagal jaucio DNaze 1) aminorugsciy Asn94, Argl26,
His149, Asn191, Tyr228, His273 pozicijos kartu su aminorugsciy risanciy
Mg*™ (Asn32, Glu61) pozicijomis yra konservatyvios. Tuo tarpu kitos pa-
virsinés aminorugstys yra nekonservatyvios ir tai leido, vystantis DNazei
TA ir adaptuojantis prie didelés joninés jégos, baltymo pavirsiuje kaupti
neigiamo kriivio aminortgstis. Sio proceso rezultatas — didelés neigiamo
pavirsiaus potencialo sritys. Kaip tai suderinti su galimai apsunkinama
saveika su neigiamo kruvio DNR? Labai tikétina, kad veikia du mecha-
nizmai. Pirmiausia, pavirsiaus elektrostatiskai neigiamos sritys (Soniniy
grupiy karboksilatai) gali ristis su katijonais taip jas neutralizuojant ir
jigalinant saveikg su DNR (DNazei TA reikia didesniy katijony koncentra-
ciju nei eukariotinés DNazeés I atveju, zr. 3.3 pav.). Antras mechanizmas
— DNazinio domeno saveikos su DNR ,trikdziy“ dél besikaupianciy nei-
giamy kruviy kompensacija papildomu DNR risanc¢iu C-galiniu domenu.
Eksperimentiniai duomenys leidzia spresti, kad butent jis Thioalkalivib-
rio sp. K90mix DNazés atveju leidzia vykdyti DNaziniam domenui DNR

hidrolize esant dideléms druskos koncentracijoms.

Kaip jau aptarta, galima analogiska adaptacija prie jonineés jégos, kuo-
met prie DNazinio domeno naturalioji atranka prilieja DNR risancius do-
menus, yra stebima ir kity druskingumui pakanciy prokariotiniy DNaziy

atvejais. Literaturoje yra aprasyti atvejai, kuomet panasus principas buvo
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naudojamas tikslingai keic¢iant DNR polimerazés savybes. Prie polimera-
zinio domeno buvo prilietas HhH motyva turintis DNR surisimo domenas
iS topoizomerazeés V [58,59]. Literaturoje nepavyko aptikti aprasyty mé-
ginimy analogiskai pasielgti su eukariotine DNaze ir prilieti prie jos DNR
riSant]j motyva. Galbut ,mégdziojant® gamta ir priliejant prie DNazés su
DNR saveikaujantj domeng pavykty padidinti eukariotines DNazés atspa-
rumg joninei jégai? Bandymas tai daryti ir aprasomas tolimesnése darbo

dalyse.

3.11. Jaucio DNazés I racionalus dizainas

Remiantis DNazés TA domenine struktura buvo sukurti analogiski euka-

riotinés DNazés I liejiniai ir jvertintas jy pakantumas joninei jégai.

3.11.1. DNazés TA C-galinio domeno homology analizé

Buvo norima imituoti gamtos atlikta ,jinzinerija“, vykusig issivystant
DNazei TA ir | ja panasioms nukleazéms, ir padidinti DNazés I atsparuma
joninei jégai. DNazés TA atveju DNR risantis domenas veikiant naturaliai
atrankai buvo prilietas prie | eukarioting DNaze I panasaus domeno. Pir-
miausia buvo tirta DNazés TA C-galinio domeno kilmé siekiant parinkti
DNR risancius domenus suliejimui su jaucio DNaze I. Gautas filogenetinis
medis pateiktas 3.6 pav. Visi analizuoti baltymai turi domeng su dviem
HhH motyvais, kurie CDD v3.12 duomeny bazéje [98]) priskiriami prie
H3TH_ StructSpec-5’-nucleases superseimai (H3TH).

Kaip minéta literaturinéje analizéje, H3TH ir HhH motyvai yra homolo-
giniai ir daugelis juy baltymy H3TH__ StructSpec-5-nucleases superseimoje
turi dvigubo HhH motyvo domenus [98]. Ties gauto filogenetino medzio
(3.6 pav.) pagrindu yra grupé baltymu, kurie turi po keleta H3TH domeny
is Thermotogae tipo ir atitinka daugiadomeninj taikinj (angl. hit) ComEA
CDD v3.12 duomeny bazéje [98]). Sia grupe 3.6 pav. zymi ,A“ Visi kiti

analizuoti baltymai atsiSakoja nuo seserinés grupés (angl. sister group).
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Si grupé, sekant kilmeés linija iki DNazés TA, toliau skyla j dvi seserines
grupes ,,B“ ir ,C“ | B® grupéje yra du eksperimentiskai charakterizuoti
bakteriju kompetencijos baltymai: i) ComE is Neisseria gonorhoeae [181],
kuris turi viena H3TH domena; ii) ComEA i8 Bacillus subtilis [53], kuris
pagal CDD v3.12 [98] yra sudarytas i$ SLBB superseimos domeno ir vieno
H3TH domeno. Be Siy baltymy ,,B“ grupéje yra daugybeé baltymy turin-
¢iy jvairius domenus greta H3TH. Ties grupés ,,C* pagrindu aptinkame
baltymus, turincius vieng H3TH domena is Thioalkalivibrio ir Halomonas
genciy. Tiketina, kad tai yra kompetencijos sistemos baltymai, panasus j
ComkE i§ Neisseria gonorhoeae). Nuo siy baltymy, sekant filogenezés lini-
ja iki DNazés TA, sutinkame baltymus i§ Bacillales biirio (3.6 C! pav.),
kurie turi H3TH domeng prilieta prie metallo-3-lactamase superseimos
(Lactamase_ B, CDD v3.12 [98]). Zemiau $ie baltymai yra vadinami (-
laktamazés-H3TH baltymais. Toliau sekant filogenetine linija link DNazés
TA galime isskirti dvi seserines grupes: i) vienoje i$ ju (3.6 C* pav.) yra [3-
laktamazés-H3TH baltymai i§ Bacillaceae $eimos ; ii) kitoje (3.6 C* pav.)
yra DNazé TA ir kiti baltymai turintys tokig pacig domenine organizacija
(EEP ir H3TH superseimy domenai pagal CDD v3.12 [98]). Pastarojoje
grupéje (3.6 C? pav.) be nukleaziy turin¢iy H3TH domena (tame tarpe
DNazé TA), aptinkame ir vieng [-laktamazés-H3TH baltyma, kurio H3TH
domenas yra artimesnis homologiskam domenui minétose nukleazése nei

homologiskam domenui kituose (-laktamazes-H3TH baltymuose.

Taigi, labai tikétina, kad evoliucijos eigoje H3TH domenas kilo iS su
bakterine kompetencija susijusiy baltymy ir buvo jungtas } S-laktamazés-
H3TH baltymus, o Sie baltymai savo ruoztu ,,perdave” DNR riSantj domeng

bakterinéms DNazéms (tame tarpe ir DNazei TA).

[-laktamazés domeno galimybeé katalizuoti DNR hidrolize buvo pade-
monstruota eksperimentiskai [182-184]. Taigi yra tikétina, kad [-laktamazés-
H3TH baltymuose (-laktamazés domenas katalizuoja DNR hidrolize, o
H3TH DNR risantis domenas palengvina/sustiprina saveikg su DNR — pa-
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nasiai kaip DNazés TA atveju. Kininio ziurkéno baltymas, kuris buvo nau-
dojamas kaip iSorinés grupés atstovas Saknies parinkimui filogenetiniame
medyje (3.6 pav.), yra kitas galimos evoliucinés konvergencijos pavyzdys:
sis baltymas sudarytas i§ EEP domeno ir dviejy H3TH domeny, o DNazé
TA turi vienu H3TH domenu maziau. Taigi evoliucijos eigoje keleta karty
DNR risantis domenas buvo sulietas su skirtingy tipy domenais, galimai
katalizuojanciais DNR hidrolize.

Atlikta filogenetiné analizé parodé, kad dvigubo HhH motyvo domenas,
esantis DNazéje TA, kilo is baltymy, susijusiy su bakterinés kompetencijos
mechanizmu. Kaip jau minéta auksciau, gautame filogenetiniame medyje
yra jtraukti du eksperimentiskai analizuoti tokie baltymai. IS jy buvo pasi-
rinktas baltymas ComEA is B. subtilis kaip dviguba HhH motyva turincio
domeno ,,donoras®. Sis baltymas pasirinktas dél to, kad jis yra sudarytas is
dviejy domeny ir saito, kurj galima panaudoti konstruojant DNR risancio
domeno ir DNazés I liejinj. Atitinkamas liejinys zymimas DNazé BS, o pri-
lietas domenas — BS. Kitas DNR risanc¢io domeno ,,donoras“ eukariotinei
DNazei I buvo parinkta DNazé TA. Atitinkamas liejinys Zzymimas DNazé
DT, o prilietas domenas — DT. Sekanc¢iame skyrelyje aptarsime, kaip buvo

parinktos konkrecios siy dviejy chimeriniy baltymy sekos.

3.11.2. DNazés I liejiniy seky parinkimas

Tinkamy saity parinkimas yra komplikuotas uzdavinys kuriant baltymy
liejinius ir paprastai reikia isbandyti daug skirtingos aminorugsciy sekos
bei ilgio varianty. Aptariamu atveju buvo galima racionaliai parinkti sai-
tines sekas, nes abu pasirinkti domenai yra i$ baltymy, kurie yra multido-
meniniai. Siuose baltymuose tarp DNR risanciy C-galiniy (HhH), domeny
N-galinés dalies ir N-galiniy domeny yra naturalus saitai. Buvo nuspresta
juos ir naudoti chimerinéms DNazéms.

Parenkant konkrecias saitines sekas pagrindinis uzdavinys buvo tin-

kamai parinkti konkrecig pozicija DNazéje TA (liejinys DNazeé DT) bei
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DNazel L e SRR SRR I SRS §46
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3.7 pav. Liejiniy seky parinkimas. Sekos palyginime yra pazymeétos taip: DNazé I — jauc¢io DNazé I (iSskyrus N-galinj sekrecijos signala), DNazé
TA — DNazé is Thioalkalivibrio sp. K90miz, ComEA — kompetencijos baltymas is Bacillus subtilis. Fono spalvos zymi CDD v3.12 [98] superseimy
(angl.  superfamily) domenus: raudona spalva zymi nukleazinj domena (EEP superSeima, prieigos kodas cl00490 [98]), juoda spalva zZymi sritj,
kuri atitinka tirpy liganda surisantj domena (angl.  soluble ligand binding domain) (SLBB superSeima, prieigos kodas cl114799 [98])), violetiné
spalva atitinka DNR risantj domena su dviem HhH motyvais (H3TH superSeima, prieigos kodas cl14815 [98]). Zalias rémelis Zymi fragmentus i$
DNazés TA ir ComEA, kurie buvo prijungti prie jauc¢io DNazés C-galo. Geltonas ir mélynas ovalai zymi tekste aptariamas aminorugstis.
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ComEA (liejinys DNazé BS) baltyme iS Bacillus subtilis, nuo kurios link
C-galo einancios sekos fragmenta (naturalia saitine seka su (HhH)y do-
menu) buty galima tiesiog prilieti prie jau¢io DNazés I C-galo. Tai buvo

atlikta remiantis seky palyginiu, pateiktu 3.7 pav.

Kaip akivaizdu is jau aptarty eksperimentiniy duomeny, naturalus sai-
tas aptinkamas DNazéje TA leidzia DNaziniam bei (HhH); domenams tin-
kamai susivynioti ir nukleaziniam domenui vykdyti katalize. Taigi konst-
ruojant analogiska liejinj su jauc¢io DNazés domenu saito ilgj parinkti gali-
ma remiantis DNaze TA. Parinkta pozicija DNazés TA sekoje, nuo kurios
dalis link C-galo buvo jtraukta j liejini DNazé DT (3.7 pav.), yra viena
aminorugstimi arciau C-galo nei DNazinio domeno riba. Buvo nuspres-
ta nekeisti Sio treonino (mélynas ovalas 3.7 pav.) | atitinkama DNazés
TA aminorugstj (glutamata), nes remiantis jaucio DNazés kristalografine
struktura [15], C-galiné aminorugstis T260 vandeniliniais rysiais saveikau-
ja su atokiai sekoje esancCiomis aminorugstimis V125 bei S224 (analizé
naudojant PyMOL [185]) ir jos pakeitimas glutamatu galéty sutrukdyti

tinkamam baltymo susivyniojimui.

Fragmento is Bacillus subtilis ComEA baltymo pasirinkimas liejinio
(DNazé BS) konstravimui taip pat pateiktas 3.7 pav. ComEA baltyma
sudaro du domenai: vienas is jy yra dvigubo HhH motyvo domenas, o
kitas — SLBB superseimos domenas ( [98], CDD v3.12). Remiantis litera-
turos duomenimis, pastarasis domenas turéty buti atsakingas uz sio DNR
receptoriaus jtvirtinima bakterijos sieneléje [53]. Taigi stebimas naturalus
saitas tarp siy domeny turéety buti pakankamo ilgio, kuris leisty jiems tin-
kamai susivynioti ir jj galima panaudoti konstruojant DNaze BS. Siame
baltyme néra DNazinio domeno, taigi tinkamas saito ilgio konstruojant
liejinj DNaze BS buvo galima gauti analizuojant bendrg ComEA, DNazés
I bei DNazés TA seky palyginj (3.7 pav.). Liejinio DNazés DT atveju sai-
tiné sritis tarp DNazinio bei (HhH)y domeny buvo 19 aminorugsciy ilgio,

DNazés BS aveju saitas parinktas 1 aminorugstimi trumpesnis — noréta
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isvengti didelés aminorugsties lizino (geltonas ovalas 3.7 pav.) jtraukimo j

saitg.

3.11.3. DNazés I liejiniy gryninimas
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3.8 pav. Jaucio DNazés I liejiniy bei jaucio DNazeés I preparaty gauty gryninant per
Ni?T - NTA kolonéle SDS - PAGE (A, B) bei Western Blot analizés (C). 1 — jauéio
DNazés 1 liejinys (DNazé DT) su dviguba HhH motyva turinéiu domenu is DNazés
is Thioalkalivibrio sp. K90miz , 2 — jaucio DNazeés I liejinys (DNazé BS) su dviguba
HhH motyva turinéiu domenu i$ Bacillus subtilis ComEA baltymo, 3 — jauc¢io DNazé
I. Western Blot analizés (antikuniai prieS Hisg zymenj) : 4 — DNazé DT i$ netirpios
frakcijos, 5 — DNazé DT is tirpios, 6 — DNazé BS is netirpios frakcijos, 7 — DNazé BS is
tirpios.

Sukonstruoti jauc¢io DNazés I ir (HhH), turinciy motyvy liejiniai DNazé
DT ir DNaze BS buvo klonuoti ir ekspresuoti F. coli. Pavyko gauti pakan-
kamg kiekj tirpaus baltymo liejiniy savybiy jvertinimui. Gauty preparaty
SDS-PAGE elektroforegramos pateiktos 3.8 pav. Vertinant analizuojamy
baltymy savybes, juy koncentracijos preparatuose buvo nustatytos atliekant

densitometrine analize.

3.11.4. DNazés liejiniy atsparumo joninei jégai vertinimas

Taikant tam tikrus molekulinés biologijos metodus reikia hidrolizuoti
DNR buferiuose, kuriuose yra pridéta drusky. Kartais naudojama itin
didelés joninés jégos buferiai, pavyzdziui, hidrolizuojant DNR priemaisas
RNR gryninimo metu didelé joniné jéga neleidzia veikti RNazéms. Tai-

gi, pirmiausia ir buvo istirtas gauty liejiniy gebéjimas hidrolizuoti DNR
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3.5 lentelé. Radioaktyvaus trumpo substrato (16 bp) hidrolizés puslaikis nustatytas
jaucio DNazei I bei jos liejiniams DNazei DT ir DNazei BS.

DNazeé 1
DT BS
NaCl, M Substrato karpymo puslaikis

DNaze | DNazé

T /2,min
0 0,61 0,41 0,70
0,5 732,7! 64,41 448 61
1,2 ND? ND? ND?
4,0 ND? ND? ND?

IND - prognozuojama verté (eksperimento
trukmé mazesné nei puslaikis).
2ND - DNR hidrolizé nedetektuojama

substratus jvairios joninés jégos buferiuose. Buvo vertinama dviejy DNR
substraty hidrolizé. Plac¢iame joninés jégos intervale buvo tiriamas gebéji-
mas hidrolizuoti: i) ilgg plazmiding DNR (3.9 pav.), ii) radioaktyvy 16 bp
substrata (3.5 lent.).

Analizuojant radioaktyvaus trumpo substrato hidrolizés duomenis (3.5
lent.) matome, kad tik liejinio DNazés DT atveju stebimas akivaizdus at-
sparumo didelei joninei jégai padidéjimas: esant 0,5 M NaCl sio domeno
puslaikis yra ~11 karty trumpesnis nei DNazés 1. Tuo tarpu liejinio DNaze
BS atveju atitinkamas puslaikis yra tik ~1,5 karto trumpesnis nei DNazés
[. Didesnéje joningje jégoje, esant trumpam substratui, aktyvumai buvo
itin mazi ir puslaikiy apskaiciuoti nebuvo galima. Daugiau informacijos
suteikia duomenys pateikti 3.9 pav. Akivaizdu, kad esant 1 M NaCl kon-
centracijai laukinio tipo DNazeé I is esmés yra neaktyvi. Tuo tarpu liejinys
DNazé TA (prilietas domenas is itin druskinguma toleruojanc¢io mikroor-
ganizmo Thioalkalivibrio sp. K90miz) pastebimai degraduoja DNR net ir
reakcijos buferyje esant 4 M NaCl. DNazé BS (domenas i$ ne itin dru-
skingumui pakantaus organizmo Bacillus subtilis) atveju DNR pastebimai
degraduojama iki 1,6 M NaCl. Taigi DNazé DT yra aktyvesné nei DNazé

BS esant aukstoms druskos koncentracijoms.
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3.9 pav. Jaucio DNazés I bei jos liejiniy DNazé DT ir DNazé BS veikimas skirtingose joninése jégose. Elektroforegramos kairéje puséje rodo, kaip
linearizuota plazmidé karpoma nuo 0 iki 1 M NaCl, druskos koncentracijai didéjant po 0,1 M. Elektroforegramos desinéje puséje rodo aktyvumo
kitimg nuo 0 iki 4 M NaCl, druskos koncentracijai didéjant po 0,4 M. Kontrolinés reakcijos, kuriose nebuvo déta fermento preparato, dviejose
skirtingose druskos koncentracijose pazymétos raide K.
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Analizuojant DNazés BS aktyvuma mazose NaCl koncentracijose, si-
tuacija yra kitokia. Esant 200 mM NaCl koncentracijai (3.9 C, E pav.)
DNazé DT DNR nesuskaldo iki galo (elektroforegramose pastebimas pro-
dukty sesélis), o DNazé BS DNR suskaldo iki elektroforegramoje nestebimuy
produkty. Taigi Siuo atveju galime daryti prielaida, kad, esant mazoms
druskos koncentracijoms, DNazée BS yra aktyvesné nei DNazé DT. Siekiant
patikrinti Sig prielaidg buvo atlikta liejiniy aktyvumy vertinimas stebint
fluoroforu zymeéto duplekso hidrolize mazos joninés jégos salygomis (0, 50
ir 100 mM NaCl). Rezultatai pateikiami 3.10 pav. Kartu su fluorescenci-
jos kreivémis siame paveiksle pateikiamas ir aktyvumo pokytis, stebimas
esant padidintai druskos koncentracijai, palyginus su aktyvumu esant 0
mM NaCl. Remiantis gautomis fluorescencijos kreivémis, galime teigti,
kad DNazés BS aktyvumas i esmés yra neslopinamas, kuomet NaCl kon-
centracija yra iki 100 mM NaCl. Tuo tarpu laukinio tipo DNazé bei DNazé
DT yra Zenkliai slopinamos net ir esant 50 ar 100 mM NaCl. Siame druskos
koncentracijos intervale DNaze DT yra tik Siek tiek maziau inhibuojama

jonineés jegos nei laukinio tipo DNaze I.

Taigi eksperimentiskai buvo patvirtinta prielaida, kad DNazé BS esant
mazai druskos koncentracijai yra atsparesné jos inhibuojanc¢iam poveikiui
nei DNazé DT. Kodél taip yra, atsakyti remiantis turimais eksperimen-
tiniais duomenimis yra gana keblu. Tam tikry prielaidy, kodél skiriasi
DNazés BS ir DNazés DT atsparumas joninei jégai, galime padaryti ana-
lizuodami liejiniuose panaudoty domeny kilme. Liejinio DNazés BS C-
galinis domenas yra i§ ComEA baltymo (Bacillus subtilis), kuriame jis yra
nukreiptas j lastelés iSore ir tiesiogiai susiduria su mikroorganizmo aplin-
ka bei veikia kaip dvigrandés DNR receptorius [52,53]. Yra zinoma, kad
Bacillus subtilis gali toleruoti druskingumo svyravimus, bet Sis mikroorga-
nizmas geriausia auga esant mazoms druskos koncentracijoms ir jo tipiné
aplinka yra dirvozemis. Taigi Sis domenas turéety buti prisitaikes savei-

kauti su DNR esant vidutinéms ar mazoms druskos koncentracijoms. Tuo
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3.10 pav. Mazos druskos koncentracijos poveikis jauc¢io DNazés I ir jos liejiniy, turinéiy
dvigubo HhH motyvo domeng, aktyvumams. Aktyvumas buvo vertinamas esant trim
skirtingoms NaCl koncentracijoms galutiniame reakcijos misinyje : 0, 50, 100 mM. Ak-
tyvumas buvo nustatomas spektrometru stebint fluoresceinu zyméto DNR duplekso (30
bp) hidrolize. Kuomet DNazé karpo DNR, fragmentas su fluoroforu nutolsta j buferj
nuo slopiklio ir stebima intensyvéjanti fluorescencija. Fluorescencija buvo registruoja-
ma kas 12 sekundziy ir kiekvienai kreivei apskai¢iuojamas maksimalus fluorescencijos
kitimo greitis, kuris yra proporcingas fermentiniam aktyvumui. Tokie eksperimentai bu-
vo atliekami keic¢iant NaCl koncentracijas reakcijos buferyje kiekybiskai vertinant kaip
aktyvuma slopina joniné jéga.
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tarpu DNazés DT atveju domenas yra is mikroorganizmo, kuris gali augti
druskos koncentracijai esant net 4 M NaCl [171] ir Sio mikroorganizmo
tipiné aplinka yra itin druskingi ezerai. Taigi Sie domenai ir turéty buti
prisitaike saveikauti su DNR esant atitinkamoms aplinkos salygoms. Tai
paaiskina, kodél liejinys DNazé DT yra zZenkliai atsparesné didelei joninei

jégai nei liejinys DNazé BS.

3.12. Domeny, kurie naudoti kuriant DNazes I lieji-

nius, strukturos modeliavimas ir analizé

Eksperimentiniais metodais istyrus du liejinius paaiskéjo, kad liejinys
DNazé DT yra zenkliai atsparesnis didelei joninei jéga, nei liejinys DNazé
BS. Tai néra netikétas rezultatas, nes, kaip jau aptarta, DNazés BS atveju
prilietas dvigubo HhH motyvo domenas yra is isskirtiniu pakantumu dru-
skingumui nepasizyminc¢io mikroorganizmo Bacillus subtilis genomo. Tuo
tarpu DNazés DT atveju atitinkamas domenas yra kiles is ekstremaliai
joninei jégai pakantaus mikroorganizmo Thioalkalivibrio sp. K90mix. Ta-
¢iau tai nepaaiskina mechanizmo, lemiancio skirtingg siy liejiniy atsparu-
ma joninei jégai. Koks yra esminis skirtumas tarp Siy dviejy HhH dviguba

motyva turinciy domeny? Tai iSsiaiskinti bus bandoma Siame skyriuje.

3.12.1. Struktury modeliavimas

Abiejy domeny erdvinés strukturos buvo sumodeliuotos naudojanti I-
Tasser 3.0 programiniu paketu. Kartu su domeno seka buvo modeliuo-
jamas ir atitinkamas saitas. 3.11 pav. pateikti gauty modeliy tikslumo
profiliai (is I-Tasser 3.0 ataskaitos). VirSutinis grafikas atitinka DNazés
BS C-galinj domeng, grafikas apacioje — DNazés DT C-galinj domeng.
Punktyriné horizontali linija Zymi ribine patikimumo verte. Ja virsijant,
atitinkamos sekos fragmento modeliu pasitikéti negalima. Kaip matome,
N-galiniai fragmentai yra sumodeliuoti nepatikimai. To ir buvo galima

tikétis, nes Sie fragmentai atitinka saitines sekas, kurios liejiniuose HhH
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3.11 pav. Gauty strukturiniy modeliy tikétinas tikslumas. Tikétino tikslumo grafikai
gauti I-Tasser 3.0 programa [86] atliekant struktury modeliavima. Buvo modeliuoti
du domenai, naudoti liejiniams konstruoti, kartu su atitinkanc¢iomis tarpdomeninémis
sritimis. Profilis, atitinkantis domena i$ Bacillus Subtilis, yra pateiktas virsuje (A).
Profilis, atitinkantis domena is Thioalkalivibrio sp. K90mix, yra pateiktas apacioje
(B). Raudona linija zZymi pozicija ties kuria mazos kokybés N-galinis fragmentas buvo
pasalintas i$ struktirinio modelio ir tolimesnés analizés.
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3.12 pav. Strukturiniy modeliy antrinés strukturos. Grafikai gauti su PDBsum [186].
Schema, atitinkanti domena is Bacillus Subtilis, yra pateikta virsuje (A). Schema, ati-
tinkanti domena i$ Thioalkalivibrio sp. K90miz, yra pateikta apacioje (B).

dviguba motyva turinc¢ius domenus jungia su DNazés domenu. Saitinés
sekos jungia baltymo domenus tarpusavyje ir del to neturéty turéti speci-
finio joms budingo susilankstymo (angl. fold) ir apibréztos erdvinés struk-
turos. Naudojantis PyMol 1.4 ir vizualiai analizuojant gauty struktury
superpozicijas buvo parinktos N-galiniy seky sritys, kuriose abiejy mode-
liy grandinés erdvéje suartéja ir identifikuotos atitinkamos pozicijos. To-
limesnei analizei buvo naudotos tik tos strukturiniy modeliy dalys, kurios
atitinka sekas link C-galo nuo minéty pozicijy. Sios pozicijos 3.11 pav. yra
pazymétos vertikaliais raudonais bruksniais. Tokiu budu is erdviniy mo-
deliy buvo pasalintos maziausiai tikslios sritys. Tolimesnei analizei atlikti
tai buvo butina, nes Sie nekokybiskai sumodeliuoti N-galiniai fragmentai

buvo greta DNR risancio pavirsiaus ir buty trukde analizei.

Gauty modeliy antrinés strukturos pateikiamos 3.12 pav. Kaip ir bu-
vo galima numanyti iS ankscéiau pateikty duomeny, abiejy domeny antri-
né struktura atitinka dviguba HhH motyva: keturi spiraliniai fragmentai,
kuriuos jungia linkiai. Abiejy domeny atveju pirmo HhH motyvo (spirale-
linkis-spiralé) antras spiralinis fragmentas (H2) yra ilgiausias i$ visy ketu-

riy spiraliniy fragmenty. Sis domeno fragmentas Bacillus subtilis atveju
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yra ilgesnis nei atitinkamas fragmentas iS Thioalkalivibrio sp. K90mix.
Taip pat skirtumas tarp Siy domeny akivaizdus antrajame HhH motyve
ties antraja spirale (H4): ji yra ilgesné domene i$ Bacillus subtilis, o do-
mene iS Thioalkalivibrio sp. K90mix vietoje ~ puses spiralinés vijos yra
trumpas linkis, po kurio yra mazas (3-klostés motyvas. Taigi abiejy dome-

ny atveju du HhH pakartojimai gana zenkliai skiriasi.

Esminiai skirtumai tarp siy dviejy homologisky domeny atsiskleidzia
lyginant juy strukturas. Sumodeliuoty struktury superpozicija pateikiama
pav. 3.13. Kartu su superpozicija pateikiama ir preliminari DNR spi-
ralés pozicija remiantis strukturiskai panasia HhH motyva turincia PDB
struktura su homologiniu domenu is kristalografines strukturos PDB ID:
3EOD [107]. Taip pat 3.13 pav. pateikiamas ir strukturine superpozicija
atitinkantis seky palyginys. Matome, kad siy dviejy domeny strukturos
yra is esmeés panasios — RMSD tarp 42-juy sutapatinty C, atomy (abi struk-
tiros turi po ~60 C, atomy) yra tik 0,87 A. Sekos skiriasi gana zenkliai
— identiskumas 28 %. Taigi, nors strukturos yra panaSios, zZenklus sekos

skirtumai turéty atsispindéti strukturoje. Tai dabar ir bus aptarta.

Kaip matome, remiantis pavaizduota DNR 3.13 pav. galime isskirti
aminoriigstis, kurios priartéja prie DNR fosfaty. Sios aminoriigitys 3.13
pav. pazymeétos raudona spalva sekose bei lazdelémis strukturiniuose mo-
delivose. 3.12 pav. Sios aminorugstys atitinkamai zZymimos raudonais
taskeliais. Kaip matome, domeno is Bacillus subtilis atveju tai yra du
lizinai, o domeno i Thioalkalivibrio sp. K90mix atveju tai yra du argini-
nai. Remiantis 3.12 pav. matome, kad Sios aminorugstys iSsidésto pirmojo
HhH motyvo antros H2 spiralés pradzioje ir antrojo HhH motyvo antros
spiralées H4 pradzioje. Pirmo HhH motyvo atveju lizino (Bacillus subti-
lis) ir arginino ( Thioalkalivibrio sp. K90mix) pozicijos seky palyginyje ir
pagrindinés grandinés fragmentai baltymo erdvinéje strukturoje sutampa.
Tuo tarpu zZenklus skirtumai stebimi antrojo HhH motyvo atveju. Domeno

is Bacillus subtilis atveju, kaip matome i$ 3.13 pav., spiralé H4 prasideda
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3.13 pav. Dviejyu DNR risanc¢iy domeny, turin¢iy dviguba HhH motyva, struktiriniy
modeliy superpozicija ir atitinkamas seky palyginys. Vienas domenas yra is Bacillus
subtilis kompetencijos baltymo ComEA, kitas domenas — is Thioalkalivibrio sp. K90mix
nukleazés. Aminorugstys, kuriy Soninés grandinélé priartéja prie DNR fosfaty, struk-
turose yra pavaizduotos lazdelémis, o palyginyje — raudona spalva. Geltona spalva tiek
palyginyje, tiek strukturose zymi domeno is Bacillus subtilis sritj, kuri neturi atitinkan-
¢iy aminorugsciy domene i§ Thioalkalivibrio sp. K90mizx. Tiesiogiai su DNR saveikau-
jancios aminorugstys pavaizduotos lazdelémis. ,,H* Zymi spiralinius fragmentus.
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santykinai kiek arc¢iau N-galo nei domeno is Thioalkalivibrio sp. K90mix
atveju ir yra ilgesné. Dél to antroji su DNR sgveikaujanti teigiamai jkrauta
aminorugstis lizinas (Bacillus subtilis) yra aréiau N-galo (per vieng pozi-
cija seky palyginyje) nei atitinkamas argininas domene i3 ( Thioalkalivibrio
sp. K90mix). Sis skirtumas akivaizdus tiek seky palyginyje, tiek struktiiry
erdvinéje superpozicijoje (3.13 pav.). Sis antrasis lizinas (Bacillus subtilis)
yra pacioje H4 spiraléje, o antrasis aptariamas argininas ( Thioalkalivibrio
sp. K90miz) yra pacioje H4 spiralés pradzioje — ties riba su linkiu.

Taigi lyginant dvi sumodeliuotas strukturas matome, kad skiriasi ami-
norugstys, galimai sagveikaujancios su DNR, bei jy tarpusavio issidéstymas.
Taigi turéty skirtis ir sudaromi kontaktai su DNR. Tai bus aptariama ki-

tame skyrelyje.

3.12.2. Saveika su DNR

Gauti DNR bei analizuojamy dviejy dvigubus HhH motyvus turinciy
domeny kompleksy su DNR modeliai leidzia detaliau pazvelgti j susida-
rancias sgveikas tarp baltymo bei DNR. Kaip aptarta auksé¢iau, naudojant
vien tik ,gruby“ DNR modelj galime identifikuoti esmines aminorugstis,
kurios gali sgveikauti su DNR.

Analizuojant DNR kompleksacijos modeliavimo rezultatus galime iden-
tifikuoti esminius skirtumus tarp analizuojamy dviejy domeny sgveikos
su DNR. Akivaizdziausias skirtumas yra galimos skirtingos nekovalentineés
saveikos. 3.6 lent. pateikiami galimi vandeniliniai rysiai tarp analizuoja-
my baltymo domeny bei DNR. Atitinkamos erdvinés strukturos pateiktos
3.14 pav. — vandeniliniuose rysiuose dalyvaujancios aminorugstys vaizduo-
jamos lazdelémis. Kaip matome, vandenilinius rysius sudaro tos amino-
rugstys, kurios ir buvo preliminariai identifikuotos , grubiame® modelyje
(3.13 pav.). Akivaizdziai skiriasi sudaromy vandeniliniy rysiy skaic¢ius tarp
baltymo ir DNR lyginant domeng is Bacillus subtilis bei domena is Thio-
alkalivibrio sp. K90mix.
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3.14 pav. Vandeniliniai rysiai tarp dviguba HhH motyva turinc¢iy domeny ir DNR
remiantis strukturiniais modeliais. Buvo analizuoti du domenai. Vienas domenas yra
iS Bacillus subtilis kompetencijos baltymo ComEA (A), kitas — i8 Thioalkalivibrio sp.
K90mix nukleazeés (B).

Kaip matome i$ duomeny, pateikty 3.6 lent., abiejy domeny atveju van-
deniliniai rysiai sudaromi su dviejy nukleorugsciy fosfatinémis grupémis.
Domeno is Bacillus subtilis atveju detektuojame tris galimus vandenili-
nius rysius tarp DNR ir baltymo: vienas su viena fosfatine grupe ir du
su kita fosfatine grupe. Domeno is Thioalkalivibrio sp. K90miz atveju
aptinkame is viso SeSis galimus vandenilinius rysius — atitinkamai po tris
kiekvienai fosfatinei grupei. Taigi akivaizdu, kad domeno is Thioalkalivi-
brio sp. K90mizr atveju sudaroma zenkliai daugiau vandeniliniy rysiy su
fosfatinémis grupémis nei domeno i$ Bacillus subtilis atveju. Akivaizdi to
priezastis yra tai, kad domeno is Bacillus subtilis atveju, kaip vandenili-
nés jungties donorai, dalyvauja du lizinai, o domeno i Thioalkalivibrio sp.
K90mix atveju saveikoje dalyvauja du argininai.

Taigi vandenilinése jungtyse dalyvaujancios dvi fosfatinés grupés dome-
no iS Thioalkalivibrio sp. K90mix atveju buty maziau prieinamos tirpikliui
ir tirpiklyje esantiems jonams lyginant su domenu is Bacillus subtilis. Ar-
gininas geba sudaryti daugiau vandeniliniy rysiy, bet jie buina silpnesni nei
lizino sudaromi vandeniliniai rysiai [187]. Taciau jis labiau nei lizinas gali
pakeisti baltymo pavirsiaus elektrostatines savybes ir dalyvauti didesniame

elektrostatiniy saveiky skaiCiuje dél guanidino grupés [188]. Taigi, galbut
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arginino elektrostatinés savybés ir sgveikaujancio fosfato mazesnis priei-
namumas tirpikliui lemia tai, kad domenas is Thioalkalivibrio sp. K90mix
labiau padidina DNazinio domeno atsparumg didelei joninei jégai nei do-
menas iS Bacillus subtilis. Tai labai tikétina, nes modelinéje sistemoje,
tiriant poliargininy bei poliliziny saveika su DNR, [189] suardyti poliargi-
nino ir DNR kompleksa reikéjo didesnés jonineés jégos nei polilizino atveju.
Taciau faktas, kad DT domene su DNR kontaktuoja argininai, o BS do-
mene — lizinai pats savaime nepateikia paaiskinimo, kodél liejinys DNazé
DT yra atsparesnis didelei joninei jégai lyginat su liejiniu DNaze BS. Vis
dar lieka neaisku, kuo i$ esmeés skiriasi domeny DT bei BS saveika su DNR
esant didelei monovalenciy katijony koncentracijai.

Siekiant atsakyti j §j klausima ir buvo atliekamas elektrostatinés savei-

kos tarp baltymo ir DNR modeliavimas, aptariamas sekanciame skyrelyje.

3.12.3. Elektrostatinés sgveikos modeliavimas

Kaip aptarta auksciau, DNazé DT pastebimai degraduoja DNR esant
itin aukstai joninei jégai (4 M NaCl), kurioje DNazé BS yra neaktyvi.
Elektrostatines saveikos modeliavimas gali atskleisti galimus atitinkamy
domeny sgveikos su DNR skirtumus. Deja, Siuo atveju susiduriame su
egzistuojanciy modeliavimo metody ribotumais. Idealiu atveju domeno ir
DNR saveika reikéty modeliuoti esant 4 M NaCl koncentracijai. Deja, Siuo
atveju didziausig galimg modeliuoti jonine jéga apsprendzia APBS progra-
mos bei joje realizuotos Poisson-Boltzmann teorijos ribotumas [61]. Néra
aiSkios maksimalios jony koncentracijos, kuriai esant jau negalima pasiti-
kéti modeliavimo rezultatais — APBS autoriai rekomenduoja skaic¢iavimus
iki 500 mM vienvalendiy jony koncentracijos. Siame skyrelyje pateikiami
duomenys gauti naudojant dvi druskos koncentracijas: 150 mM ir 400 mM
(ties patikimumo riba).

Taigi liejiniams buvo naudoti du panasus domenai: vienas iS ekstrema-

liai druskingumui pakantaus mikroorganizmo Thioalkalivibrio sp. K90miz,
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o kitas is itin dideliu druskingumui atsparumu nepasizymincios bakterijos
Bacillus subtilis. Radome, kad abu domenai sgveikauja su DNR fosfatais
per teigiamai jkrautas aminorugsciy Sonines grandinéles. Jau nustatéme,
kad argininai sukuria tankesnj vandeniliniy rysiy saveiky tinkla su DNR
fosfatinémis grupémis ir tokiame DNR-baltymo komplekse yra numano-
mai mazesnis Siy fosfaty prieinamumas tirpikliui. Siekiant suprasti, kaip
tai gali lemti atitinkamo liejinio didesn] atsparuma joninei jégai, buvo at-

likta sumodeliuoty struktury elektrostatinés saveikos analizé.

Elektrostatinés saveikos su DNR pavirsiaus potencialas siems dviems
domenams yra pavaizduotas 3.15 pav. Kaip matome, vizualiai vertinat
joniné jéga neturi didelés jtakos elektrostatiniam pavirSiaus potencialui.
Akivaizdu, kad saveikos su DNR pavirsius domeno is Thioalkalivibrio sp.
K90miz atveju yra akivaizdziai maziau teigiamas nei atitinkamas domeno
is Bacillus subtilis pavirSius. Tai atitinka tendencijas, stebimas daugelyje
baltymuy i$ halofiliniy / druskingumui pakanciy organizmy, kuomet stebi-
ma, kad prisitaikant prie dideliy druskos koncentracijy daugéja rugstiniy,

neigiama kruvj turinc¢iy aminorugsciy liekany [39,42-44].

Susidarant kompleksui su DNR teigiamo kruvio aminorugstys, kaip ap-
raso Fenley ir kit. [190], turi jsiterpti § DNR gaubiantj katijony sluoksnj,
isstumdami katijonus j tirpiklj. Domeno is Bacillus subtilis atveju kon-
taktuoja su DNR karkasu lizinai, domeno is Thioalkalivibrio sp. K90mix
atveju — argininai. Atsizvelgiat j §j skirtuma bei skirtingg pavirsiaus elekt-
rostatinj potenciala galima kelti prielaida, kad saveikos su DNR metu skir-

tingai keiciasi jony koncentracijos saveikos su DNR pavirsiuje.

Remiantis APBS skaiciavimo rezultatais buvo jvertinta, kaip pakin-
ta jony tankis, sgveikaujant analizuojamiems domenams ir DNR. Gauti
rezultatai pateikiami 3.16 pav. Jony tankio pokytis vaizduojamas izopa-
virsiais, kuriy mato vienetas M, t.y. izopavirsius atitinka sritj, kurioje
jony koncentracija lokaliai pasikeité vienodg moliy skaiciy. Paveiksle vie-

nu metu vaizduojami keturi izopavirsiai. Izopavirsiai atitinkantys -2 ir 2
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3.15 pav. DNR risanc¢io domeno pavirsiaus, saveikaujanc¢io su DNR, elektrostatinis
potencialas. Domeno i Bacillus subtilis elektrostatinis pavirsiaus potencialas yra pa-
vaizduotas kairéje: virsutinis paveikslas atitinka 150 mM NaCl (A), apatinis — 400 mM
NaCl (C). Domeno i§ Thioalkalivibrio sp. K90miz atveju atitinkami potencialai pateik-
ti desinéje: virSutinis paveikslas atitinka 150 mM NaCl (B), apatinis — 400 mM NaCl
(D). Mélyna spalva atitinka teigiama, raudona spalva — neigiama pavirsiaus potenciala
intervale nuo -1,5 iki 1,5 kT/e. PavirSius yra pusiau permatomas: su DNR fosfatais
saveikaujanciy dvieju aminorugsciy (liziny — Bacillus subtilis atveju, argininy — Thio-
alkalivibrio sp. K90miz atveju) Soninés grandinés vaizduojamos baltomis lazdelémis.
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Rezultatai ir jy aptarimas

M gaubia izopavirsius atitinkanc¢ius -3 ir 3 M. Pastarieji (tamsiai mély-
nas ir tamsiai raudonas) yra matomi, nes juos gaubiantys izopavirsiai yra
pusiau skaidrus: lizino bei arginino, kurie sgveikauja su DNR fosfatais,
Soninés grupeés vaizduojamos baltomis lazdelémis. Matome, kad, domenui
sudarant kompleksa su DNR, yra sri¢iy, kuriose jony koncentracija suma-
zéja abiejy domeny atveju. Lyginant abiejy domeny atitinkamas sritis,
kuriose jony lokali koncentracija stipriai sumazéja (izopavirsius -3, tamsiai
meélynas), akivaizdu, kad domeno i§ Thioalkalivibrio sp. K90miz atveju §i
sritis yra Zenkliai didesné nei domeno i§ Bacillus subtilis atveju. Sis skir-
tumas akivaizdus esant tick 150 mM (virsutinés dalys) tiek 400 mM NaCl

(apatines dalys) koncentracijoms.

Taip pat iS duomeny, pateikty 3.16 pav. akivaizdu, kad domeno is
Thioalkalivibrio sp. K90mix atveju sric¢iy, kuriose padaugéja jony (raudo-
nos sritys), taip pat yra zenkliai daugiau nei kito domeno atveju. Domeno
is Bacillus subtilis atveju tokiy sri¢iy beveik neaptinkame. Tai yra na-
turalu: jeigu iS vienos vietos iSstumiami jonai — jie niekur nedingsta, o
turi issidéstyti kitur stipriai padidindami lokalig koncentracija. Taigi, do-
menui iS Thioalkalivibrio sp. K90mix saveikaujant su DNR, yra zZenkliai

pakei¢iama lokali jony koncentracija sgveikos su DNR srityje.

Kokiy jony lokali koncentracija yra sumazinama, vykstant analizuo-
jamy domeny saveikai su DNR? Vizualus jrodymas, kad tai yra DNR
supantys katijonai, yra pateiktas 3.17 pav. Siame paveiksle pavaizduoti
pokyciai, kurie stebimi jony tankyje formuojantis analizuojamy dviejy do-
meny ir DNR kompleksams. Baltas vielinis karkasas perteikia duomenis
apie teigiama krivi turindiy jony pasiskirstyma aplink DNR molekule. Sis
baltas vielinis karkasas atitinka izopavirsiy ties sritimis, kur lokali teigia-
mo kruvio koncentracija yra +3 Me,. Geltona spalva vaizduoja pokycius
jony lokalioje koncentracijoje po komplekso susiformavimo. Geltonas izo-
pavirsius atitinka lokaly jony koncentracijos sumazéjimg 3 M. Ji atitinka

tamsiai melynos spalvos izopavirsiy 3.16 pav. Tik Siuo atveju izopavirsius
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3.16 pav. DNR risanc¢io domeno pavirsiaus, saveikaujan¢io su DNR, lokalus jony kon-
centracijos pokytis sagveikaujant su DNR. Domeno is Bacillus subtilis atveju Sis pokytis
yra pavaizduotas kairéje: virSutinis paveikslas atitinka 150 mM NaCl (A), apatinis —
400 mM NaCl (C). Domeno i§ Thioalkalivibrio sp. K90mix atveju atitinkami poky¢iai
pateikti desingje: virSutinis paveikslas atitinka 150 mM NaCl (B), apatinis — 400 mM
NaCl (D). Tamsiai meélynos spalvos izopavirsius atitinka -3 M pokytj, Sviesiai mélynos
spalvos izopavirsius — -2 M pokytj. Raudonas ir rausvas pavirsiai atitinka +3 M ir +2
M poky¢cius.
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Rezultatai ir jy aptarimas

vaizduojamas is kitos — DNR, o ne baltymo — puseés.

Matome, kad po komplekso formavimo lokali jony koncentracija zen-
kliai nukrenta srityse, kuriose aplink DNR kaupiasi teigiamo kruvio jonai.
Kaip matome, Na™ koncentruojasi ties mazuoju DNR grioviu, ertméje ski-
riancioje fosfatinio karkaso vijas. Molekulinés dinamikos simuliacijos taip
pat parodé, kad Na™ jonai kaupiasi mazajame griovyje [191]. Kaip matome
3.17 pav., geltonai pazymétos sritys, kuriose sumazéja lokali jony koncent-
racija formuojantis kompleksui, persidengia su vieliniu karkasu, zyminc¢iu
teigiamy jony pasiskirstyma aplink DNR. Tai reiskia, kad formuojantis
analizuojamy domeny ir DNR kompleksams dalis Na™ jony, kurie kaupia-
si aplink DNR, yra ,nustumiami“ nuo DNR. Sie jonai, besikaupdami apie
DNR fosfatus, yra tik dalinai prieinami tirpikliui — ir juos po komplekso
formavimo vanduo turéty pilnai solvatuoti. Taigi matome, kad Sie du do-
menai zenkliai skiriasi galimybe nustumti j tirpiklj katijonus, sgveikaujant

su DNR.

Kaip toks skirtingas gebéjimas keisti DNR gaubianciy katijony sluoksnj
atsispindi polinés solvatacijos dedamojoje? Pagal APBS skaic¢iavimo duo-
menis polinés solvatacijos laisvosios energijos dedamoji buvo apskaiciuota
skirtingose jonineése jégose intervale nuo 0 iki 400 mM NaCl. Gauti rezulta-
tai pateikti 3.18 lent. Kaip matome, nesant vienvalenciy jony solvatacijos
energija yra teigiama abiejy kompleksy atveju, t.y. polinés solvatacijos
aspektu susidarymas yra energetiskai nepalankus. Tuo tarpu esant mono-
valenc¢iams jonams komplekso susidarymo metu polinés solvatacijos ener-
gijos pokytis tampa neigiamas. Visose tirtose joninése jégose energetiskai
palankesné saveika yra su domenus i§ Thioalkalivibrio sp. K90miz. Sio do-
meno atveju taip pat galime pastebéti, kad didinant jonine jéga saveikos
energija eksponentiskai mazéja iki ekstremaliy verciy. Kaip tai galima pa-
aiskinti? Galbut butent Sioje sistemoje taip pasireiskia Poisson-Boltzman’o
teorijos trukumai esant didelei joninei jégai, nors kiti tyréjai naudoja ana-

logiskas druskos koncentracijas [68,72]. Galbut realiausias paaiskinimas
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3.18 pav. Polinés solvatacijos energijos pokytis formuojantis domeno ir DNR komplek-
sui esant skirtingoms NaCl koncentracijoms. Du domenai buvo modeliuoti: vienas i$
ekstremaliai druskingumui atsparios bakterijos Thioalkalivibrio sp. K90miz (DT), kitas
is Bacillus subtilis (BS).

yra toks, kad didéjant joninei jégai, keiciasi komplekso konformacija ir ap-
skai¢iavimams naudojant struktura, optimizuotg neatsizvelgiant j jonine
jéga, gaunami artefaktiniai gebéjimai nustumti katijonus nuo DNR kar-
kaso ir pervertinamos energijos reikSmeés. Taip pat, artefaktinés laisvosios
energijos vertes gali buti tuomet, kai vyksta zenklus DNR konformacijos

poky¢iai, susidarant kompleksui su baltymu [72].

Kaip matome paveiksluose 3.16 bei 3.17 | skirtumas tarp liejiniy DNa-
zés DT ir DNazés BS yra akivaizdus tiek mazoje, tiek didesnéje joninéje
jégoje. Tai leidzia teigti, kad domenas DT tikrai pasizymi didesniu gebé-
jimu nustumti katijonus nuo DNR lyginant su domenu BS.

Pagal tris joninés jégos vertes (10, 100, 150 mM) — srityje, kurioje poli-
né solvatacijos energijos vertes mazéjimas yra ~ linijiniame intervale, buvo
apskaiciuota S Ky, vertée (zr. 1.7.2 skyrelj). Domeno i§ Thioalkalivibrio
sp. K90miz atveju S K., buvo gauta lygi 9.6, o domeno is Bacillus sub-
tilis atveju — 3.2. Tai rodo, kad abiejy domeny afiniSkumas DNR didéja,
didéjant joninei jégai — panasiai kaip ir su TATA dézute sgveikaujancio
halofilinio baltymo atveju (eksperimentiné analogiska verté 2.1) [72].

Taigi, remiantis gautais analizuojamy dviejy domeny ir DNR modeliais,

galime aiskinti, kodél is esmés skiriasi eksperimentiskai jvertintas DNazés
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BS bei DNazés DT gebéjimas hidrolizuoti DNR esant didelei (> 1,6 M)
NaCl koncentracijai. DNazés DT atveju domenas ir du su DNR savei-
kaujantys argininai stipriau saveikauja su DNR fosfatais nei atitinkamas
DNazés BS domenas, turintis du lizinus. Dél to, formuojantis komplek-
sui su DNR, sie fosfatai yra stipriau ekranuojami nuo tirpiklyje esanciy
jony ir daugiau jy turety buti ,nustumiami“ nuo DNR vykstant energe-
tiskai palankiai jony solvatacijai. Literaturoje aprasomas panasus atvejis,
kuomet buvo eksperimentiskai analizuotos dvi polimerazés [192]. Siame
straipsnyje aprasomu atveju viena polimerazé po saveikos su DNR | tir-
piklj atpalaidavo 2-3 jonus, kita — 4-5. Ta polimerazé, kuri atpalaidavo
daugiau jony, zenkliai stipriau sgveikavo su DNR ir buvo atsparesné joni-
nei jégai. Taigi auksciau iSdéstytas paaiskinimas remiantis tik molekuliniu

modeliavimu dera su kity tyréjy eksperimentiniais duomenimis.

3.13. Galimos ateities tyrimy kryptys

Lieka neatsakyta gana daug klausimy. Teiginj, kad argininai yra lem-
tingi jgalinant DNazés DT aktyvuma dideléje joninéje jégoje, patvirtinti
galéty papildomi taskiniy DNazés DT bei DNazés BS mutanty tyrimai
(pakeiciant argininus lizinais ir atvirkscéiai). Aiskumo apie ekstremaliai
didelius polinés solvatacijos jvercius domeno DT atveju bei vertingy pa-
pildomy duomeny (Siame darbe nelyginty laisvosios energijos dedamuju)
duoty molekulinés dinamikos skaic¢iavimai ir trajektorijy analizé. Taip pat
buty labai jdomu atlikti nedomeniniy DNaziy is druskingumui pakanciy
mikroorganizmy homologinj modeliavima bei saveikos su DNR laisvosios
energijos dedamyjy analize. Dabar dauguma literaturos, susijusios su at-
sparumu druskingumui, koncentruojasi ties halofiliniais fermentais, o pa-

kantumo joninei jégai mechanizmai iS esmeés néra analizuojami.
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ISvados

1. Papildomi su DNR saveikaujantys C-galiniai domenai, esantys gre-
ta nukleazinio N-galinio domeno prokariotinése DNazése, gali buti
evoliuciné adaptacija, leidzianti islaikyti fermentinj aktyvuma didelés
joninés jégos salygomis. DNazes I Seimos baltymai, kuriuose nukle-
azinis domenas yra sulietas su dvigubg HhH motyva turinc¢iu dome-
nu, yra randami isskirtinai tik halofilinése / druskingumui pakanciose

bakterijose.

2. C-galinis su DNR sgveikaujantis domenas, turintis dvigubag HhH mo-
tyva, yra esminis faktorius, lemiantis DNazeés is Thioalkalivibrio sp.

K90mix pakantuma druskingumui.

3. DNazés is Thioalkalivibrio sp. K90mix DNazinio domeno pavirsiuje
yra daugiau rugstiniy aminorugsc¢iy lyginant su homologo, nepasizy-
minc¢io pakantumu druskingumui, pavirsiumi. Tikétina, kad papil-
domas C-galinis DNR risantis domenas palengvino neigiamo kruvio
aminorugsciy kaupimasi saveikos su DNR pavirsiuje, evoliucijos eigo-

je prisitaikant prie druskingos aplinkos.

4. Dvigubo HhH motyvo domenas druskai pakanciy bakterijy DNazés 1
Seimos baltymuose yra giminingas ComE/ComEA Seimos baltymams,
susijusiems su bakterinés kompetencijos sistema. Tikétina, kad evo-
liucijos eigoje Sis domenas kilo i§ ComE/ComEA Seimos baltymuy:
is pradziy jis galéjo buti jungtas | [S-laktamazés domeng turincius
baltymus, o Sie baltymai savo ruoztu galéjo ,,perduoti“ DNR risantj

domeng bakterinéems DNazéms.
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5. Pavyko padidinti nepakancios druskingumui DNazés I atsparuma jo-
ninei jégai priliejant dvigubo HhH motyvo domeng. Taip buvo imi-
tuotas evoliucinis zingsnis, kuomet, vykstant bakteriniy DNazés I
Seimos baltymy adaptacijai prie didelio druskingumo, susiliejo keli

domenai.

6. Atsparumo didelei joninei jégai skirtuma tarp dviejy sukurty lieji-
niy paaiskina molekulinis modeliavimas, prognozuojantis skirtinga
vandeniliniy rysiy skaiciy tarp priliety domeny ir DNR bei skirtinga

gebéjima nustumti jonus j tirpiklj, formuojantis kompleksui su DNR.
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