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IVADAS

Esterazés (EC 3.1.1.x., kur x priklauso nuo substrato) yra hidrolaziy klasés fermentai,
katalizuojantys esteriniy jungciy skilimg ir susidarymg. Tikslesnis §iy fermenty pavadinimas buty
karboksirigi¢iy esteriy hidrolazés. Sie fermentai yra pladiai pritaikomi jvairiose pramonés bei
medicinos srityse dél jy gebéjimo vykdyti regio- ar enantio-selektyvias reakcijas, kuriy metu esterazés
gali selektyviai reaguoti su tam tikromis molekulémis ar junginiais. Tai suteikia galimybe gauti regio-
ar enantio-selektyvius produktus, kuriuos sunku ar net nejmanoma gauti cheminés sintezés badu. Taip
pat esteraziy pranasumas yra tame, kad jos nereikalauja kofaktoriy, be to turi daug jvairiy subtraty.
Sie faktoriai lemia didelj mokslininky susidoméjima esterazémis bei naujy tyrimy vykdyma, siekiant
atrasti naujas esterazes bei jy pritaikymo budus.

Sio darbo metu naudojamos esterazés, antinkros Molekulinés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriuje (VU, GMC) i§ zemés meéginiy paruoSus metogenomines bibliotekas.
Tolimesné esteraziy atranka buvo vykdoma uracilo auksotrofiniame kamiene, selektyvioje M9
terpéje, norint atrinkti esterazes, hidrolizuojanc¢ias modifikuotus uridino esterius. Toliau tyrime Sios
atrinktos esterazés buvo naudojamos nukleozidy modifikavimui, §iuo atveju uridino analogy. Kaip
substratai naudoti 2°,3¢,5¢-tri-O-acetiluridinas (TAU), 2°,3¢,5¢-tri-O-heksanoiluridinas (THU). TAU
yra vaistas, vartojamas pacienty, gavusiy per didel¢ doze¢ fluorouracilo arba kapecitabino, arba
kuriems pasireiSké toksinis poveikis SirdZiai ar centrinei nervy sistemai, arba kitas sunkus Salutinis
poveikis. Tuo tarpu THU funkcija nezinoma.

Darbo tikslas:

Ivertinti esteraziy regio-selektyvumg uridino esteriy atzvilgiu.
Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti uridino esterius hidrolizuojanciy esteraziy atrankg selektyvioje M9 terpéje E. coli
uracilo auksotrofo kamiene.

2. Klonuoti dviejy fermenty genus ir optimizuoti $iy geny raiska.

Optimizuoti trijy fermenty biosintezés salygas E. coli Igstelése.

4. Nustatyti esteraziy regio-selektyvuma su uridino esteriais.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Esterazeés
1.1.1 Esteraziy vykdomos reakcijos

Esterazés gali katalizuoti trijy tipy reakcijas: esterifikacijos, interesterifikacijos ir
transesterifikacijos reakcijas, bei gali pasizyméti regio- ir (arba) enantio-selektyvumu [1]. Sie
fermentai jdomis ir dé¢l to, kad jiems nereikia kofaktoriy, jie paprastai yra gana stabillis ir netgi
aktyvils organiniuose tirpikliuose. Pagal hidrolizuojamo substrato alifatinés grandinés ilgj
karboksirtig§¢iy esteriy hidrolazés salyginai skirstomos j esterazes ir lipazes. Esterazés hidrolizuoja
trumpos grandinés karboksirtig§¢iy esterius (C<12), o lipazés hidrolizuoja netirpius ilgos grandinés
(C>12) trigliceridus ir antrinius alkoholiy esterius [2]. Abi Sios klasés turi tam tikry bendry bruozy,
taciau taip pat pasizymi ir kai kuriomis unikaliomis savybémis. Pagal pirming ir tretines struktiiras
karboksirtig§¢iy esteriy hidrolazés gali priklausyti o/p hidrolazéms arba SGNH/GDSL hidrolazéms.

1.1.2 o/B hidrolaziy superSeima

o/B-hidrolazés yra spar€iai auganti fermenty Seima, kuriai biidinga bendra struktiira ir panasus
aktyvusis centras. a/B-hidrolazés struktiirg sudaro centriné B klosté, jsiterpusi tarp dviejy a-spiraliy
[3]. Katalizing triadg sudaro nukleofilas (serinas, aspartatas arba cisteinas), histidinas, katalitiné
rugstis (aspartatas arba glutamatas) ir dvi arba trys aminoriigstys, kurios sudaro oksianiono kiseng (1
pav.). Nepaisant didelio struktiirinio Serdies domeno ir katalitinio mechanizmo panasumo, o/p-
hidrolazés pasizymi didele seky jvairove ir apima fermentus, pasizyminius didele katalizinio
aktyvumo jvairove, pavyzdziui, acetilcholinesterazes, aciltransferazes, amidazes, dehalogenazes,
dienlaktono hidrolazes, epoksidy hidrolazes, hidroksinitrilo liazes, lipazes, peroksidazes, proteazes ir
tioesterazes [4].

1 pav. Schematiskai pavaizduota a/p hidrolazés struktira. -klostés (1-8) pavaizduotos kaip
mélynos rodyklés, a-spiralés (A-F) kaip raudoni stulpeliai. Katalizinés triados aminorugséiy
santykiné padétis pazyméta oranZziniais apskritimais [2].



Viena i§ o/f hidrolaziy Seimai priklausanti — acetilcholinesterazé (AChE) yra aptinkama
zmogaus nervy sistemoje [5]. Tai yra vienas svarbiausiy fermenty, lemian¢iy nervy reakcijg ir
funkcijg. AChE katalizuoja acilcholino esteriy hidrolizg, o jos specifiSkumas yra susijgs su
acetilcholinu. Acetilcholinas yra jprastas neuromediatorius, aptinkamas centrinéje ir periferinéje
nervy sistemoje. Kai acetilcholinas iSsiskiria i$ aksono galo, jis juda per sinapsinj ply$j ir prisijungia
prie kitoje sinapsés puséje esancio receptoriaus. Periferinéje nervy sistemoje acetilcholinas yra "nervy
ir raumeny jungtyje", kur jis kontroliuoja raumeny susitraukima. Acetilcholinas taip pat naudojamas
autonominéje nervy sistemoje. Acetylcholino vidulastelinj poveikij sukelia nikotininiy ir muskarininiy
acetilcholino receptoriy (AChR) aktyvinimas. AChE nutraukia neurony impulsy perdavima, greitai
hidrolizuodama acetilcholing [6].

1.1.3 SGNH/GDSL hidrolaziy superseima

SGNH hidrolaziy superseima buvo atrasta mazdaug pries 20 mety ir i§ pradziy pavadinta GDSL
Seima, atsizvelgiant | konservatyvy aktyviajame centre esancio serino motyva [7]. SGNH hidrolaziy
super$eimai priklauso 16 $eimy ir §iuo metu ji apima daugiau kaip 89 000 nariy. Siai didelei ir jvairiai
superSeimai priklauso jvairias funkcijas atliekantys fermentai, paplite visose gyvybés formose.
Pavadinimas "SGNH hidrolaziy superSeima" buvo pasiiilytas, atsizvelgiant j grieztai konservatyvias
serino (Ser), glicino (Gly), asparagino (Asn) ir histidino (His) amino ragsciy liekanas, esancias
atitinkamai I, 11, 111 ir V blokuose, kurie sudaro SGNH hidrolaziy katalizinj centrg per konservatyvy
vandeniliniy ry$iy tinkla, jungiantj katalizing triada, katalizinio centro liekanas ir aplinkines vandens
molekules [8], [9]. Bendrai suprantamas SGNH hidrolazés mechanizmas apima nukleofiling esterio
substrato karbonilo anglies atakg nukleofiline Ser liekana. Susidariusj tetraedrinj oksianiono tarpinj
junginj, kuris susidaro Siame mechanizmo etape, stabilizuoja teigiamai jkrauta kiSené, vadinama
oksianiono plysiu, kurig formuoja I bloko Ser ir II bloko Gly liekany griau¢iy amidai ir I1I bloko Asn
liekanos Soninés grandinés amidas. Pastebéta, kad susidaro kovalentinis fermentinis tarpinis junginys,
kuris paprastai laikomas SGNH hidrolazés mechanizmo pozymiu, o susidariusj oksianjono produkta
fermentas protonizuoja, tikétina, per katalizatoriy His, ir susidaro alkoholio koproduktas. Kitame
etape vandens molekulé laisvai priartéja prie kovalentinio acil-fermento tarpinio junginio ir yra
deprotonizuojama bazinio His, pradédama karbonilo anglies nukleofiling atakg. PanaSiai susidariusj
oksianjono tarpinj junginj stabilizuoja oksianjono plySys ir jis suyra, sudarydamas acilo koprodukta
ir laisva fermenta, taip uzbaigdamas katalizés cikla (2 pav.).
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2 pav. SGNH hidrolazés veikimo mechanizmas. Nukleofiliné esterio karbonilo ataka (raudona)
jvyksta veikiant Ser-His-Asp triadai (zalia), o susidariusj tarpinj oksianiong stabilizuoja teigiamai
ikrauta kiSené, daznai vadinama oksianiono plySiu (mélyna), ir kartu iS$siskiria alkoholio koproduktas.
Katalizés ciklo metu susidaro kovalentinis acetilo-fermento tarpinis junginys, kurj véliau atakuoja
vandens molekulé, kad susidaryty acetato koproduktas ir laisvas fermentas [9].

1.1.4 Esteraziy pritaikymas

Istoriskai esteraziy pavadinimai kilo pagal jy naudojama substratg. Yra daug skirtingy esteraziy
su savitais substratais, tod¢él pramonéje yra jvairiy jy pritaikymo bidy (1 lentel¢). Vienas iS
pagrindiniy pavyzdziy — platus naudojimas maisto pramonéje. Esterazés atlieka svarby vaidmenj
maisto produkty perdirbimo procese. Jos naudojamos jvairiy maisto produkty skoniui reguliuoti,
aromatui sustiprinti ir tekstiirai pagerinti. Siekiant mazos vertés riebalus ir aliejus paversti
vertingesniais, esterazés ir lipazés naudojamos kaip transesterifikacijos katalizatoriai. Pavyzdziui,
Lactobacillus casei CL96 esterazés ir lipazés yra placiai naudojamos pieno riebaly hidrolizei, siekiant
pagerinti skonj gaminant su stiriu susijusius produktus [10]. Jos taip pat naudojamos perdirbant vaisiy
sultis, kad iSskiriant lakiuosius esterius pagerinty aromatg ir skonj. Vaisinis braskiy aromatas buvo
sukurtas naudojant esterazes ir lipazes, gautas i§ Pseudomonas fragi [11]. Dideli kiekiai fruktozés
kukuriizy sirupo saldiklio gaminami i§ kukuriizy krakmolo, naudojant hidrolizinius fermentus. Taip
pat nustatyta, kad mieliy esteraz¢ atlieka svarby vaidmenj nustatant galutinj esterio kiekj tokiuose
produktuose, kaip membranomis filtruotas alus ir buteliuose fermentuotas alus [12]. Be
acetiltransferazés, Saccharomyces cerevisiae esterazé atlicka svarby vaidmenj gaminant izoamilo
acetatg, kuris turi didele reik§me nustatant sakés skonj [13]. Siose pramonés $akose polimery
junginiai taip pat naudojami kaip pakuotés arba kaip sudedamoji dalis jy gamyboje. Taip susidaro kai
kurie zmogaus sukurti terSalai, t. y. plastikai, poliuretanas, poliesteriai, polietilenglikolio adipatas ir
kt. Tokiems komponentams skaidyti pla¢iai naudojamos cholesterolio esterazé ir poliurctanazé [14].
Poliuretanazés i§ Pseudomonas chlororophis ir Pseudomonas aeruginosa, pla¢iai naudojamos
poliesteriams skaidyti, yra panasios j karboksilesterazes ir acetilcholinesterazes [15].



Kitas svarbus esteraziy pritaikymo budas yra vaisty pramonéje. Esterazé atlicka svarby
vaidmen] sintetinant chiralinius vaistus, kurie yra labai naudingi gydant tam tikras ligas [2].
Pavyzdziui, esterazé i§ Trichosporon brassicae buvo plac¢iai naudojama optiskai gryno (S)- ir (R)-
ketoprofeno [2(3-benzoilfenil) propiono riigsties] gamybai, kuris labai veiksmingai mazina uzdegima
ir malSina skausma, atsirandantj dél artrito, nudegimo sauléje, menstruacijy ir kar§¢iavimo [16]. Taip
pat Pseudomonas riSies esterazés gamina komerciskai prieinamus nesteroidinius priesuzdegiminius
vaistus, tokius kaip ibuprofenas [(R, S)-2(4-izobutilfenil) propiono riigstis] [17]. Zmogaus serumo
esteraze (karboksilesterazé) naudojama provaistui etopozidui hidrolizuoti ir jo toksiSkumui mazinti.
Etopozido dariniai placiai naudojami kaip labai veiksmingi prieSvéziniai vaistai nuo plataus spektro
naviky, iskaitant vaiky vézj, pavyzdziui, imines limfomas, rabdomiosarkomas ir neuroblastomas.
[18].

Esterazés gali biiti pritaikomos ir Zemés iikyje. Fosfotriesteriai, pavyzdziui, sintetiniai fosforo
organiniai junginiai, tokie kaip kumafosas ir jo oksono darinys kroksonas, placiai naudojami kaip
insekticidai ir nematicidai. Siy junginiy likugiai toksiskai veikia aplinka ir gali patekti j maisto
produktus. Todél fosfotriesterazés i§ Brevundimonas diminuta ir Alteromonas risiy buvo placiai
naudojamos Siems fosforo organiniams junginiams detoksikuoti ir (arba) skaidyti [19]. Esteriy
turintys organofosfaty, karbamaty ir piretroidy pesticidai naudojami visame pasaulyje siekiant
sumazinti kenkéjy poveikj ir padidinti Zzemés tukio produkcijos derlingumg. Apie Siy cheminiy
medziagy toksiskumg Zmonéms ir kitiems organizmams buvo placiai deklaruojama [20]. Cheminiu
pozitriu $iy pesticidy pirminés struktiiros jungtis yra esteriné, kurig gali hidrolizuoti tam tikros
esterazés, dél ko pagreitinamas minéty pesticidy galutinis skilimas [21].

Esterazés pla¢iai naudojamos ir kitose pramonés Sakose, pavyzdziui, celiuliozés, popieriaus,
tekstilés ir odos pramongje. Steroliy esterazé i§ Ophiostoma piceae naudojama popieriaus gamyboje,
nes ji veiksmingai hidrolizuoja trigliceridus ir steroliy esterius. Be to, sterilo esteraze ir cholesterilo
esterazé i§ Pseudomonas, Chromobacterium viscosum ir Candida rugosa taip pat atlicka svarby
vaidmenj mazinant dervos problemas popieriaus gamybos metu. Dervy nuosédos, darancios neigiama
poveikj popieriaus masiny nasumui ir popieriaus kokybei, susidaro gaminant spygliuoCiy ir
kietmedZio popieriaus masg¢ [22].

1 lentelé Esteraziy pritaikymo pavyzdziai [23]

Esterazés tipas Pritaikymo biidas Kilmé
Acetilcholinesterazé Naujy vaisty nuo Sistosomozés | Schistosoma rasiy, Mytilus
ktrimas, organofosfaty edulis, Drawida willsi kraujas

biomarkeriai jiiros aplinkoje,
pesticidy ir sunkiyjy metaly
sukelty apsinuodijimy

nustatymas.
Acetilo esterazé, metilo Acetilo ir metilo liekany Aspergillus, Trichoderma
esteraze, acetilgliukomanano iSsiskyrimas iS lgstelés rasys
esterazé ir acetil-ksilano sienelés, celiuliozés skilimas,
esterazé acto rugsties gamyba is O-
acetil-galaktogliukomanano ir
O-acetil-4-O-

metilgliukoronoksilano




Esterazés tipas

Pritaikymo biidas

Kilmeé

Arilo esterazé

Skirtas maisto produkty ir
alkoholiniy gérimy aromatui
kurti

Saccharomyces cerevisiae

Karboksilesterazés

Etilenglikolio dibenzoato
esterio skaidymas, malationo
toksiSkumo mazinimas,
aspirino ir fosforo organiniy
insekticidy hidrolize,
metabolinio atsparumo
pireteroidiniams insekticidams
nustatymas, 1,2-O-
izopropilideneglicerolio
esteriy racematy sinteze

Streptomyces lividans, ziurkiy
ir jiry kiaulytés kepenys,
Lucilia cuprina, Pediculus
capitis, Bacillus coagulans

Cefalosporino acetilo esteraze

Cefalosporino dariniy acetilo
grupiy nustatymas

Burkholderia gladioli

Cholesterolio esterazé ir

Poli(eterio-uretano)

Ziurkiy kepenys ir kiti $altiniai

pseudocholinesterazé, skaidymas, biitinas  natrio
cholinesteraze pompos veikimui jvairiuose
audiniuose
Cinamoloilo esterio hidrolazé¢ | Augaly lasteliy sieneliy | Piromyces equi
skaidymas

Eritromicino esterazé

Zmoniy, pauk$éiy ir Zuvy
klinikin¢ medicina

Pseudomonas rasys

Ferulo rugsties esterazé

Ferulo rugsties iSsiskyrimas i$
augaly lasteliy sieneliy

Asperqillus niger, Pencillium
rusys

Feruloilolio esterazé Kosmetikos ir kvepaly | Aspergillus niger,
pramongje naudojamo | Streptomyces avermitilis
pentilferulato esterio sintez¢je,
popieriaus fabriko nuoteky
nukenksminimui

Esterazés zmogaus organizme | Retinilo palmitato  virtimas

retinoliu, prie§  uzdegimo
lasteles atspariis lizosominiai

fermentai, danty kompozity
biodegradacija, aspirino ir
nenarkotiniy analgetiky

metabolizmas,

proparacetamolio virtimas
paracetamoliu, acetilsalicilato
hidrolizé iki salicilo rugsties
plazmoje, oseltamiviro fosfato

virtimas oseltamiviro
karboksilatu, etopozido
provaisty aktyvinimas,
sukcinilcholino ir prokaino
hidrolizé.
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Esterazés tipas Pritaikymo budas Kilmé

Metiljasmonato esterazé Abscizo rugsties, indolo-3-acto | Lycopersicon esculetum
rugsties ir riebaly riigSciy
metilo esteriy hidrolizé
Fosfotriesterazé Hidrolizuotas kumafoso ir | Pseudomonas monteilli
kroksono produktas

Kiauliy kepeny esterazé ir Centrosimetrinio
rekombinantiné kiauliy kepeny | cikloheksanediacetato
esteraze desimetrizacija,

enantioselektyvi
levofloksacino  gamyba  i$
ofloksacino butilo esterio

Poliuretanazé Poliesterio  poliuretano  ir | Comamonas acidovorans,
polieterio poliuretano | Pseudomonas chlororaphis
degradacija

Rekombinantiné esterazé (S)-flurbiprofeno paruosimas | Pseudomonas rasys

(PF1-K)

Sterolio esterazé, sterilo Popieriaus gamyba, siekiant | Ophiostoma piceae,

esteraze ir cholesterilo esterazé | sumazinti dervos sukeliamas | Pseudomonas rasys,

problemas gaminant popieriy | Chromobacterium

1.2 Nukleotidai ir nukleozidai
1.2.1 Uridino biologiné svarba

Uridinas kaip ir citidinas ar timidinas yra N-glikozilintas pirimidinas ir atlicka daug svarbiy
funkcijy zmogaus organizme. Uridino biologinis prieinamumas ypa¢ svarbus RNR ir biomembrany
sintezei, susidarant pirimidino nukleotidy ir lipidy konjugatams, todél yra bitinas lasteliy funkcijoms
ir augimui. Pirimidinai, giminingi purinams, gali biiti sintetinami de nNoOvo visuose organizmuose.
Eukariotuose uridino 5°-monofosfatas (UMP) sintetinamas de novo i§ glicino arba fosforilinant
uriding uridinkinaze. Anabolizavus uriding, susidaro uridino 5°‘-difosfatas (UDP), kuris gali buti
konjuguotas su jvairiais cukrais, pavyzdziui, UDP-gliukoze ir UDP-galaktoze, kurie yra svarbis
baltymy glikozilinimui taip pat UDP gali buti paver¢iamas deoksipirimidinais, kurie prisideda prie
DNR sintezés. Pridéjus trecig fosfating grupe, susidaro uridino 5 ‘-trifosfatas (UTP). UTP gali biiti
naudojamas RNR sintezei. UTP taip pat gali buiti paver¢iamas | citidino 5°‘-trifosfatg (CTP), kuris
konjugaves su jvairiais lipidais sudaro citidino 5°-difosfato (CDP)-lipidus, pavyzdziui, CDP-
etanolaming, i§ kuriy susidaro lgsteliy membrany sudedamosios dalys. Uridino katabolizmo metu
susidaro uracilas ir beta-alaninas, kurie gali patekti j Krebso cikla [24] (3 pav.).
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B-alaninas

!
4

Krebso
ciklas
3 pav. Schema, vaizduojanti uridino ir kai kuriy jo dariniy metabolizma. Kelios rodyklés Zymi
kelis fermentinius procesus, o pavienés rodyklés - pavienes fermentines reakcijas [24].

1.3.2 Modifikuoty nukleozidy pritaikymas

Nukleozido darinj sudaro nukleobazé, sujungta su cukraus ziedu, kurio modifikacijos skiriasi
nuo natiiraliy nukleozidy modifikacijy. Nukleobazés modifikacijos apima acilinima, halogeninimg ir
azido grupiy pridéjima, o cukraus modifikacijos apima Ziedo atidaryma, halogeninima, acilinimg ir
hidroksilinimg arba dehidroksilinimg [25],[26],[27] (4 pav.). Cukraus komponento modifikacijos
daugiausia yra nukleozidy ribofuranozés arba deoksiribofuranozeés, jskaitant cukraus komponento
kitimg, deguonies pakeitimg kitu atomu, heteroatomy jterpimag i cukraus molekule, ziedo dydzio
pakeitimus ir pakeitimg acikliniais komponentais [28]. Dél cheminiy ir fizikiniy savybiy S$ios
variacijos lemia reik§mingus molekuliy funkcinius pasikeitimus [29]. Nustatyta, kad modifikuoti
uridino dariniai yra farmakologiSkai placiai panaudojami, kuriems priklauso citotoksiniai junginiai,
antibakteriniai ir prieSgrybeliniai vaistai bei imunitetg slopinancios molekulés [30],[31]. Nukleozidy,
analogy modifikacijos kelia ilgalaikj susidoméjima dél svarbios mokslinés reikSmeés ir jvairiy taikymo
sri¢iy. Chemiskai modifikuoti nukleozidy analogai klinikin¢je praktikoje daznai naudojami kaip
prie$véziniai ir antivirusiniai vaistai [32], skirti véziui ir virusy sukeltoms ligoms, pavyzdziui, herpeso
virusui, hepatito virusui ar AIDS gydyti. StruktiiriSkai naujy ir jvairiy nukleozidy analogy junginiy
biblioteky sukiirimas selektyviai modifikuojant nattralius nukleozidus gali paspartinti inovatyviy
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vaisty kiirimo ir atradimo procesa. Ir Siam procesui labai svarbis selektyvis fermentai, tame tarpe ir
esterazes.

Nukleotidas 1

4 pav. Nukleozidy ir nukleotidy analogy bendrosios struktiirinés ir cheminés modifikacijos
[32].

Koronavirusas (SARS-CoV-2; Seima: Coronaviridae) yra atsakingas uz neseniai jvykusig
COVID-19 pandemijg. Nuo 2019 m. gruodzio mén. buvo uZregistruota daugiau kaip 676 min.
koronaviruso atvejy. Be to, XXI amziuje atsirado vis daugiau naujy arba vél pasikartojanéiy virusiniy
infekcijy, kurios taip pat toliau daro negatyvy poveikj Zzmoniy sveikatai. Pavyzdziui, dengé virusas
(DENV; Sseima: Flaviviridae) sukelia didelio masto epidemijas Azijoje, kasmet pasaulyje
uZregistruojama 390 min. atvejy [33]. Siy virusy genomus sudaro teigiamo poveikio viengrandé RNR
(ssRNA+). Nors buvo atlikta daug tyrimy, skirty vaisty nuo $iy virusy atradimui, ta¢iau dar néra
patvirtintas né vienas virusams budingas ir visiSkai veiksmingas gydymas. Kalbant apie SARS-CoV-
2, neatidéliotino naudojimo leidimo suteikimas neutralizuojantiems antikiinams labai padéjo
sumazinti ligos sunkuma, taciau jie yra brangis ir veiksmingi tik SARS-CoV-2 infekcijos susiliejimo
etape. Tod¢l butina kurti naujus veiksmingus terapinius preparatus, visy pirma mazy molekuliy
junginius, skirtus kovai su COVID-19 ir daugeliu kity virusiniy ligy.

Teigiamos viengrandés RNR (ssRNA+) virusai, tokie kaip Dengé virusas (DENV) ir
koronavirusas 2 (SARS-CoV-2) turi nuo RNR priklausomg RNR polimerazg, kuri yra perspektyvus
taikinys plataus spektro antivirusiniams vaistams. Vienas i§ ty vaisty yra 2-tiouridas, kurio
veiksmingumas buvo nustatytas prie§ ssSRNA+ virusus, jskaitant Zikos virusa, geltonosios karstinés
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virusa, japoniskojo encefalito virusa, Vakary Nilo virusa, Cikungunijos virusg ir kitus Zmogaus
koronavirusus. Buvo nustatyta, kad 2-tiouridinas kaip plataus spektro antivirusinis ribonukleozido
analogas, pasizymi antivirusiniu aktyvumu prie§ DENV. Be to, 2-tiouridinas slopino SARS-CoV-2
infekcija, jskaitant Siuo metu cirkuliuojané¢ius Omicron subvariantus. Taip pat atliktas tyrimas,
kuriame DENV arba SARS-CoV-2 uzkrésty peliy organizmas buvo gydymas 2-tiouridinu, kuris
Zymiai sumazino viruso dauginimasi bei pagerino i§gyvenamuma [34].

Nukleozidy analogy panaudojimy pavyzdziy, gydant véziu sergancius pacientus, yra nedaug.
Citarabinas, kuris klinikingje praktikoje vartojamas jau daugelj mety, padeda i§gydyti maziau nei 30
% visy suaugusiy pacienty, o 6-merkaptopurinas, vartojamas gydant iming¢ limfoblasting leukemija,
padeda iSgydyti Sig liga. Kiti citotoksiniai nukleozidy analogai suteikia laiking atsakg arba prailgina
iSgyvenamuma, taciau visiskai neiSgydo. Tod¢l labai reikia pagerinti Siuo metu turimy citotoksiniy
nukleozidy analogy veiksmingumg. Kai kuriy naujy nukleozidy analogy citotoksiSkumo
mechanizmai yra originaliis, palyginti su jprastais nukleozidy analogais. CNDAC ((1-(2-C-ciano-2-
deoksibeta-d-arabino-pentofuranozil) citozinas) i§ pradziy buvo susintetintas kaip citarabino
analogas, galintis sukelti DNR grandinés luzius po inkorporavimo j DNR dél cianogrupiy
nukleofilinés atakos. Tiek CNDAC, tiek geriamasis CNDAC darinys sapacitabinas pasizyméjo geru
tyrimai su pacientais, pavieniui arba kartu su Kkitais prieSvéziniais vaistais, serganciais létine
limfocitine leukemija, iimine mieloidine leukemija (UML) [36], nesmulkialgsteliniu plauciy véziu ir
kitais pazengusiais kietaisiais navikais, taip pat pradétas pagrindinis III fazés sapacitabino tyrimas su
pagyvenusiais pacientais, kuriems naujai diagnozuota UML. Dar vienas vaistas, pla¢iai naudojamas
véziniams susirgimams gydyti, yra kapecitabinas. Kapecitabinas buvo sukurtas kaip fluorouracilo
provaistas, siekiant pagerinti vaisto toleravima bei koncentracija naviko viduje. Fluorouracilas yra
antimetabolitas, pasizymintis aktyvumu prie§ daugelio riiSiy navikus, jskaitant kriities, stemplés,
gerkly, virSkinamojo trakto ir Slapimo taky navikus. D¢l citotoksinio neselektyvumo dazZnai
pasireiSkia sisteminis toksiSkumas, jskaitant nentropenija, stomatitg ir diaréja [37].

1.3.3 Esteraziy panaudojimas nukleozidy modifikacijai

Nukleozidy analogai dazniausiai sintetinami cheminiais metodais, kuriems reikia naudoti
organinius tirpiklius, kelis reakcijos etapus ir papildomai pasalinti chemines grupes, todél susidaro
nepageidaujami raceminiai miSiniai, kurie pasunkina tolimesnj gryninima [38]. Todél dél didelio
katalizinio efektyvumo, budingo selektyvumo ir paprasto tolesnio apdorojimo, alternatyva tapo
fermenty naudojimas $iy nukleozidy sintezei. Biokatalizés naudojimo privalumai yra labai §velnios
reakcijos salygos, didelis regio- ar enantio-selektyvumas ir nekenksminga aplinkai [39], [40].

Per pastarajj laika buvo paskelbta keletas tyrimy apie fermentais katalizuojama uridino esteriy
sinteze [41], [42]. Kai kurios lipazés, pavyzdziui, CAL-B22 ir Pseudomonas Cepacia lipazé, buvo
naudojamos uridino esteriy sintezei, taciau norimam rezultatui pasiekti reikia ilgesnio reakcijos laiko
(24 wval.). Nepetraukiama katalizatoriaus ir substrato sgveika srauto sistemose, gali padidinti
reaktyvumg ir selektyvumg [43]. Mokslininkai sickdami sukurti labai veiksmingg uridino esteriy
sintezés metoda, sugalvojo panaudoti, nepertraukiamo srauto mikroreaktorius uridino esteriy
sintezei. Kaip katalizatorius naudotas Thermomyces lanuginosus lipazé TL IM (5 pav.) [44].
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5 pav. Fermentiné uridino esteriy (3) sintezé i§ uridino dariniy (1) ir vinilo esteriy (2)
nepertraukiamo srauto mikroreaktoriuose [44].

Taip pat buvo atlikta regio selektyvi tri-O-acetilinty esteriy hidrolizé, naudojant kiauliy kepeny
esteraze (PLE) fosfatiniame buferiniame tirpale su etanoliu kaip papildomu tirpikliu, todél buvo gauta
2<-0O-monoacetilinti nukleozidai (6 pav.). Siy arabinonukleozidy 2°-O-acetilo esteriy hidrolizés
greitis yra labai sulétéjes, todel galima manyti, kad jie gali veikti kaip 1étai i8siskiriantys lipofiliniai
pro-vaistai, kuriy gyvavimo trukmeé serume yra ilga. Taciau jy tirpumas vandenyje yra didesnis nei
triesteriy, o farmakokinetinés savybés stabilesnés nei visiS$kai deproteinuoty arabinonukleozidy [45].

O O
BN NH BNAN SNH
I
- A
RO oN "0 HO RON "O
B PLE b 0
fosfato buferis pH 7.4
OR OH
1 R= alkil, fenil 2

6 pav. tri-O-acetilinty esteriy hidrolizé naudojant kiauliy kepeny esteraz¢ (PLE). 1 — tri-O-
acetilintas nukleozidas, 2 — 2°-O-monoacetilinti nukleozidas [45].
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2. PRIETAISAI IR MEDZIAGOS
2.1 Prietaisai

e Centrifugos ,,Centrifuge 5415C%, ,,Centrifuge 5810P*, ,,Centrifuge 5420%, ,,Centrifuge
5415R*, ,,Centrifuge 5415D* (Eppendorf).

e Elektroporatorius ,,Electroporator 2510 (Eppenforf).

o Kratyklés kompleksas ,,Orbital Shaker-Incubator ES-20° (Biosan).

¢ Dziovinimo spinta ,,Incubator Plus* (Gallenkamph).

¢ Spektrofotometras ,,BioPhotometer (Eppendorf).

e UV lempa,,ENF-260C/FE* (Spectroline).

¢ Plonasluoksnés chromatografijos plokstelés ,,TLC Silica Gel 60 (Merck Milipore).

e Termocikleris ,,Thermal Cycler TI0O0TM* (Bio-Rad).

e Mazo tirio spektrofotometras ,,NanoPhotometer NP80* (Implen).

e Termopurtykles ,,Thermomixer comfort” (Eppenford), ,,Thermo-Shaker* (BioSan).

e Horizontaliosios elektroforezés aparatas ,,Scientific Ltd — NanoPAC — 300P* (Cleaver).

e Transiliuminatorius ,,UVT-28 ME* (Herolab).

e Centrifuga su vorteksu ,,FVL — 2400N* (BioSan).

e pHmetras ,, Orion 320 Perphect LogR* (ThermoFisher Scientific*).

e Svarstyklés ,,KERN ABT*, ,,KERN PLJ* (Kern and Sohn).

e Vertikaliosios elektroforezés aparatas ,,Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell*
(Bio-Rad).

e Mikroploksteliy skaitytuvas ,,PowerWave XS (BioTek).

e Inkubatorius-kratyklé ,,InnovaTM* (Eppendorf).

e Ultragarsinis dezintegratorius ,,UZDN-2T* (22000 Hz daznis).

e Chromatografijos sistema ,,AKTApurifier” (GE Healthcare Life Sciences).

¢ Baltymo gryninimo kolon¢l¢ su nikeliu ,,HiTrapTM Chelating HP* (GE Healthcare Life
Sciences).

e Vaizdinimo kompleksas ,,Azure C280* (Azure Biosystems).

o Auksto slégio skys¢iy chromatografas (CBM-20A, Shimadzu).

e Masiy spektrofotometras (LCMS-2020, Schimadzu).

2.2 Rinkiniai

e« PGR fragmento gryninimo rinkiniai ,,GeneJet PCR Purification Kit“ ir ,,GeneJET Gel
Extraction Kit* (ThermoFisher Scientific).

e PlazmidZziy gryninimo rinkinys ,,ZR Plasmid MiniprepTM — Classic* (Zymo Research).

o Baltymy koncentracijos nustatymo rinkinys ,, PierceTM Coomassie (Bradford) Protein Assay
Kit*“ (ThermoFisher Scientific).

e Ligavimo rinkinys ,, alLICator LIC Cloning and Expression Kit 3* (ThermoFisher Scientific).

« Baltymy koncentravimo rinkinys ,,Amicon Ultra — 0.5 mL* (Merk Milipore)

2.3 Tirpalai ir reagentai

* 50 mM kalio fosfatinis buferis — 1 M fosforo ragstis 20 karty praskiedziamas dejonizuotu
vandeniu, tada palaipsniui jpilamas sotus NaOH tirpalas, kad pH pasiekty 7,5.
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* TAE buferis — 500 mL distiliuoto vandens istirpinkite 121 g Tris (Roth), 28,5 mL acto riigsties
ir EDTA (Sigma-Aldrich).

* DNR elektroforezés buferis — TAE buferis 50 karty praskiedziamas distiliuotu vandeniu.

* Baltymy elektroforezés buferis — 2000 mL distiliuoto vandens istirpinkite 6 g Tris (Roth), 2
g natrio dodecilsulfato (Roth) ir 28,8 g glicino (Merck).

* 0,5 M imidazolo buferis — 50 ml kalio fosfatiniame buferyje istirpinamas imidazolas, pH 7,5.

* Ampicilinas — vandeninis tirpalas, koncentracija 100 mg/mL (Carl Roth).

* IPTG - vandeninis tirpalas, koncentracija 100 mM (Thermo Scientific).

* Ramnozés 20 % tirpalas — vandeninis tirpalas, autoklavuota 30 min. 0,5 atm. slégyje.

* Agarozés gelis - ,,TopVision Agarose Tablets* (Thermo Scientific).

* Baltymy elektroforezés gelis — vieno gelio sudétis pateikta 2-oje lenteléje.

2 lentelé. Baltymy elektroforezés gelio sudétinés dalys.

Koncentruojamasis gelis (4,5 %) 2 ml
Distiliuotas vanduo 1233 uL
40 % Akrilamidas/bisakrilamidas (29:1) 225 uL
0,5 M Tris buferinis tirpalas (pH 6,8) 500 pL
10 % Natrio dodecilsulfatas (SDS) 20 uL
10 % Amonio persulfatas (APS) 20 pL
Tetrametiletilendiaminas (TEMED) 2 uL

Skirstomasis gelis (14 %) 4 ml

Skirstomasis gelis (14 %) 4 ml 1516 puL
40 % Akrilamidas/bisakrilamidas (29:1) 1400 pL
0,5 M Tris buferinis tirpalas (pH 6,8) 1000 pL
10 % Natrio dodecilsulfatas (SDS) 40 uL
10 % Amonio persulfatas (APS) 40 uL
Tetrametiletilendiaminas (TEMED) 4 uL

* 6X pavyzdZzio buferis DNR elektroforezei - ,DNA Gel Loading Dye* (ThermoFisher
Scientific).

* DNR molekulinés masés standartas - ,,GeneRuler 1 kb DNA ladder (ThermoFisher
Scientific).

* Restrikcijos endonukleazés - Xbal, Eco1471 (Thermo Scientific).

* Restrikcijos endonukleaziy buferis - ,,10X FastDigest buffer” (ThermoFisher Scientific).

* Pavyzdzio buferis baltymuy elektroforezei —j 1 ml ,,Loading Dye Solution* (Sorpo) jpilama
57 puL 2-merkaptoetanolio ir 230 uL. 10 % SDS tirpalo.

* Baltymy molekulinés masés standartas - ,,PageRuler Prestained Protein Ladder* (Thermo
Fisher Scientific).

* Bradfordo reagentas - ,,Coomasie Protein Assay Reagent™ (Thermo Scientific).

* Fermentai ir ju buferiai — T4 polinukleotidkinazé (T4PNK) 10 U/uL (ThermoFisher
Scientific), T4PNK buferis ,,10X reaction buffer A for T4 polynucleotide kinase® (ThermoFisher
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Scientific), T4 DNR ligazeé 5 U/uL (ThermoFisher Scientific), T4 DNR ligazés buferis ,,10X T4 DNA
Ligase Buffer” (ThermoFisher Scientific).

* Mastermiksai — ,,2X PhusionTM Plus Master Mix“ (Thermo Fisher Scientific), ,,2X
DreamTaq Green PCR Master Mix* (Thermo Fisher Scientific).

* Uridinas — vandenins tirpalas, koncentracija 20 mg/ml

* Triacetiluridinas

* Triheksanoiluridinas

* Glicerolis (Chempur).

* DMSO (Serva).

* Chloroformas (Honeywell).

* Metanolis (Chempur).

2.4 Kamienai

* Escherichia coli KRX: F', traD36, DompP, proA+B+, laclg, D(lacZ)M15] DompT, endAl,
recAl, gyrA96 (Nalr), thi-1, hsdR17 (rK—, mK+), el4— (McrA-), relAl, supE44, D(lac-proAB),
D(rhaBAD)::T7 RNR polimerazé (Promega); mutantas KRXApyrF::Km ruostas Molekulinés
mikrobiologijos ir biotechnologijos (MMB) skyriuje

* Escherichia coli HMS174(DE3): FrecAl hsdR(rkiz mki2*) (DE3) (Rif R) (Novagen);
mutantas HMS1744pyrAcdd ruostas MMB skyriuje..

* Escherichia coli LOBSTR: fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 = A sBamHIo
AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i2/Anin5 arnA(H359S, H361S, H592S, H593S)slyD(1-
150)

2.5 DNR vektoriai
Raiskos vektorius pLATE11 i§ ,,aLICator Ligation Independent Cloning and Expression
System* rinkinio (Thermo Scientific).

2.6 Esterazés

e PCLD420CE1 (Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus (Bchi, GMC, VU)
darbuotojy paruosta) genas yra vektoriuje — PLATE11

e PCLD1E1l (Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus (Bchi, GMC, VU)
darbuotojy paruosta) genas yra vektoriuje — PLATE11

e PETase075 (Addgene) genas yra vektoriuje — pET21 (pEEQ75 padovanojo Greggas
Beckhamas (Addgene plazmidé Nr. 176832 ; http:/n2t.net/addgene:176832 ;
RRID:Addgene_176832).)

e PCLD3E2 (Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus (Bchi, GMC, VU)
darbuotojy paruosta) genas yra vektoriuje — PLATE11

e PCLDK29_3 (Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus (Bchi, GMC, VU)
darbuotojy paruosta) genas yra vektoriuje — PLATE11

e PCLD5BE1 (Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriaus (Bchi, GMC, VU)
darbuotojy paruosta genas yra vektoriuje — PLATE11
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2.7 Terpés

* Luria — Bertami (LB) terpé — pH 7,2-7,3, 0,3 % mieliy ekstrakto, 0,5 % peptono ir 0,5 %
NaCl. Viskas istirpinama distiliuotame vandenyje, 30 min. autoklavuojama 121 °C temperatiiroje 1
atm slégyje.

* SOC terpé — 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCly, 0,5 % mieliy ekstrakto ir 2 % triptono.
Viskas istirpinama distiliuotame vandenyje, 30 min. autoklavuojama 121 °C temperatiiroje 1 atm
slegyje. Po autoklavavimo j terpg pridedama 20 mM gliukozés.

* M9 agarizuota mineraliné terpé — 33,9 g/l Na;HPO4, 15 g/l KH2PO4, 5 g/l NH4CI, 2,5 g/l
NaCl, 1 mM MgSOs, 0,1 mM CaCly, 0,2 % (w/v) gliukozés, 0,2 % kazamino rigséiy, 1 mM IPTG,
15 g/l agaro, 0,2 mg/ml uridino arba jo analogo ir 0,1 mg/ml ampicilino. I§tirpinus agara, MgSOg4 ir
CaCl; misinj distiliuotame vandenyje, terpé 30 min. autoklavuojama 121 °C temperatiroje 1 atm
slégyje. Likusios druskos autoklavuojamos bei pridedamos j terpe pries naudojima, jos gaminamos
atskirai kaip 5x drusky miSinys. PrieS naudojant terp¢ reikia sumaiSyti su aminoriagstimis,
antibiotikais, IPTG ir uridinu arba jo analogu.

* Pusiau sintetiné terpé — pH 7, 1 % glicerolio, 0,268 % (NH4)2SO4, 0,15 % NH4CI, 0,6 %
K2HPO4, 1 % triptono ir 0,5 % mieliy ekstrakto. Viskas istirpinama distiliuotame vandenyje, 30 min.
autoklavuojama 121 °C temperatiiroje 1 atm slégyje.

2.8 Pradmenys

3 lentelé. Tiesioginiy ir atvirkStiniy pradmeny sekos.

Pradmuo Seka
pPCLD1El F AGAAGGAGATATAACTATGGCCAGCGAAC
P420CEl1 F AGAAGGAGATATAACTATGCTCCGCAACC

pPCLD1E1_His_R | GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTGCGCCGAAGC
P420CE1_His R | GGAGATGGGAAGTCATTAGCGATGTTTCTC

3. METODAI
3.1 Kompetentiniy Iasteliy paruosimas

E. coli bakterijos auginamos 50 ml BHI arba LB terpés 37°C temperatiiroje, kol jy optinis tankis,
esant 600 nm bangos ilgiui, pasiekia 0,5-0,7. Lastelés centrifuguojamos 4000*g greic¢iu 4 °C
temperatiroje 10 min. Nucentrifuguotos lastelés resuspenduojamos tame pac¢iame kiekyje Salto 10 %
glicerolio tirpalo, kuriame jos buvo auginamos. Po resuspensijos 10 minuciy centrifuguojamos
4000*g 4 °C temperatiiroje. Sis veiksmas atlickamas maziausiai tris kartus. Lastelés
resuspenduojamos 1 ml $alto 10 % glicerolio tirpalo ir j atskirus mégintuvélius ispilstoma po 95 pl.
Kompetentinés lastelés gali buti panaudotos is karto arba uzsaldytos -80 °C temperatiiroje vélesniam
naudojimui.

3.2 Tikslinio geno padauginimas PGR metodu

Méginio taris - 25 pl. PGR misinj sudaro: ,,2X PhusionTM Plus Master Mix*, 0,5 uM
tiesioginio ir atvirkstinio pradmeny (sekos pateiktos 2-0je lentel¢je), 30-100 ng plazmidinés DNR.
Likes taris uzpildomas vandeniu. PGR cikly trukmé ir temperatira:
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1) Pradiné denatiiracija: 98°C 30 sekundziy;
2) Pakartotiné denatiiracija: 98°C 10 sekundziy;
3) Pradmeny prilydymas: 60°C 20 sekundziy;
4) llginimas: 72°C 15 sekundziy/kilobazei;
Galy ilginimas (sutvarkymas): 72°C 3 minutés.
2-5 etapai kartojami 30 cikly.

3.3  DNR Elektroforezeé

DNR fragmento elektroforez¢ atliekama 1 % agarozés gelyje TAE buferiniame tirpale 120 V
jtampoje. Méginiai gaunami sumaisius juos su 6X meginiy buferiu. | kiekvieng Sulin¢lj jterpiama po
0,1-0,5 pg DNR. Supylus meéginius, pridedamas DNR molekulinés masés standartas. Po
elektroforezés gelis mazdaug 5 min. daZzomas etidZio bromido tirpalu. Rezultatai analizuojami
transiliuminatoriuje, naudojant ultravioleting Sviesa.

3.4  DNR fragmento gryninimas i§ agarozés gelio

DNR fragmentas i§ agarozés gelio gryninamas naudojant "GeneJET Gel Extraction Kit" rinkinj.
Reikiamo dydzio fragmentas iSpjaunamas i$ agarozes gelio ir uzpilamas suriSimo buferiu (,,Binding
Buffer) tokiu santykiu: 100 mg agarozés gelio ir 100 plL tirpalo. Inkubuojama 50-60°C
temperatiiroje, kol gelis iStirpsta. Tirpalas perkeliamas j "GeneJET" gryninimo kolon¢lg ir 1 min.
centrifuguojama >12000*g. PaSaling skysti, | kolon¢le jpilama 700 pL plovimo buferio (,,Wash
Buffer®) ir centrifuguojama 1 minute esant >12000*g. ISpylus nuotekas, centrifuguojama dar 1 min.
Kolonélé perkeliama j $vary 1,5 mL mégintuvélj, tada jpilama 50 pL eliucijos buferio (,,Elution
Bufer). Centrifuguoti 1 min., >12000*g. Po gryninimo koncentracija nustatoma naudojant mazo
turio spektrofotometra.

3.5 DNR fragmento gryninimas i§ PGR misinio

Naudojant "GeneJET PCR Purification KIT", i§ PGR miSinio i§skiriamas DNR fragmentas.
Tada j PGR miSinj jpilama suriSimo buferio (,,Binding Buffer) santykiu 1:1. MiSinys perkeliamas j
"GeneJET" gryninimo kolonél¢ ir centrifuguojamas 1 min., >12000*g. ISleidus skysti, 1 kolonéle
jpilama 700 pl plovimo buferio (,,Wash Buffer) centrifuguojama 1 min., >12000*g. iSpylus
nutekeéjusj skysti, centrifuguoti dar 1 min. Perkélus kolongle 1 sterily 1,5 ml meégintuvélj, jpilama 50
ulL eliucijos buferio (,,Elution Bufer). centrifuguojama 1 min., >12000*g. Po gryninimo
koncentracija nustatoma naudojant mazo turio spektrofotometra.

3.6 Tikslinio geno ir vektoriaus ligavimas

"aLICator LIC Cloning and Expression Kit 3" rinkinys naudojamas PGR amplifikuotam ir
iSgrynintam DNR fragmentui klonuoti j pLATE31l. SumaiSomas reakcijos miSinys, Kkurio
sudedamosios dalys pateiktos 4-oje lenteléje. MiSinys sumaiSomas ir centrifuguojamas 3-5 s
>12000*g. 5 min. inkubuojama kambario temperatiroje (20-25°C). Jpilama 0,6 pul EDTA, kad
reakcija sustoty, jpilama 1 pl pLATE31 vektoriaus ir 5 min. inkubuojama kambario temperatiiroje.
Gautas liginimo misinys naudojamas transformacijai.
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4 lentelé. Fragmento paruosimo ligavimui reakcijos miSinio sudétis.

Reagentas Tiris, pL
5X LIC buferis 2
ISgrynintas PGR produktas (koncentracija 20-35 ng/uL) | 4

T4 DNR polimeraze, 1U/uL 1

Vanduo Iki 10

3.7 Elektroporacija

Elektroporacijai skirtoje kiuvetéje sumaiSoma 95 pL. kompetentingy lasteliy su 2 pL liginimo
misinio arba 0,5 pL plazmidinés DNR, dedama j elektroporatoriy. Elektroporacija atliekama
naudojant 4-5,8 ms trukmés impulsg ir 1800 mV/cm jtampg. Lastelés elektroporuojamos, tada
atgaivinamos 1 ml SOC terpés ir mazdaug 30 min. inkubuojamos 37 °C. Po gaivinimo lastelés
nucentrifuguojamos, resuspenduojamos mazdaug 200 pL supernatanto ir i§s¢jamos agarizuotoje LB
terpéje, papildytoje ampicilinu.

3.8 Kolonijy PGR

Vieno méginio tiris — 10 pL. PGR misinio sudétinés dalys — Nedidelis kiekis pasirinktos
atitinkamos kolonijos, ,,2X DreamTaq Green PCR Master Mix“, PO 0,5 uL LIC tiesioginio ir
atvirk$tinio pradmeny ir likgs turis, uzpildomas vandeniu. PGR reakcijos cikly trukmés ir
temperaturos:

1) Pradiné denatiracija: 95°C 3 min.

2) Pakartotiné denatiiracija: 94°C 30 s.

3) Pradmeny prilydymas: 58°C 30 s.

4) llginimas: 72°C 30 s.

2-5 etapai kartojami 25 ciklus. PGR rezultatai analizuojami elektroforezés metu.

3.9 Plazmidinés DNR gryninimas ir sekoskaita

I8 1eksteliy atrenkami reikiami transformantai, tada kiekvienas jy perséjamas j S ml skystos LB
terpés su ampicilinu. Inkubacija vykdoma per nakt] 37 °C temperatiiroje. Po inkubacijos per naktj
lastelés nucentrifuguojamos, o plazmidinei DNR atskirti naudojamas "ZymoPURE II Plasmid
Miniprep Kit" rinkinys. Nucentrifuguota biomasé resuspenduojama 200 pL P1 buferio. Svelniai
1SmaiSoma su 200 pL. P2 buferinés terpés ir paliekama inkubuotis 2 min. kambario temperatiiroje (15-
30°C). Ipilama 400 pL P3 buferio, §velniai iSmaiSoma ir inkubuojama 2 min. kambario temperatiiroje.
Pasibaigus inkubavimo laikui, mazdaug 4 min. centrifuguojama >11000*g. Perkélus supernatanta |
"Zymo-SpinTM IIN" kolon¢lg jstatyta 1 surinkimo mégintuvelj, 30 sekundziy centrifuguojama
>11000*g. Istekéjes skystis iSpilamas ir j kolonéle jpilama 180 ul plovimo buferio ("Endo-Wash
Buffer"). 30 s centrifuguojama >11000*g. Kolon¢leé pripildoma 400 pL plazmidés plovimo buferio
(,,Plasmid Wash Buffer) ir centrifuguojama 1 min. >11000*g. Kolon¢l¢ perkeliama j Svary 1,5 ml
meégintuvelj ir jpilama 30 pL DNR eliucijos buferio (,,DNA Elution Buffer). Po 1 min. inkubacijos
kambario temperatiroje 30 s. centrifuguokite >11000*g grei¢iu. Po gryninimo DNR tirpalo
koncentracijai matuoti naudojamas mazo tirio spektrofotometras. Plazmidziy sekoskaita atlikta
naudojant pradmenis pateiktus 2.8 skyrelyje "Azenta" (\Vokietija) kompanijoje.
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3.10 Plazmidinés DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

Ruosiamas bendras reakcijos misinys jpilant ,,10X FastDigest™ buferj, po 1 pl Xbal ir Eco1471
restrikcijos endonukleaziy ir likusj kiekj vandens. | atskirus mégintuvélius iSpilstoma po 9 ul ir
jpilama po 1 pl atitinkamos plazmidés. Hidrolizuojamy plazmidziy kiekis lemia, bendrg reakcijos
misinio turj. Méginiai inkubuojami 15 min. 37 °C. Po inkubacijos atlickama DNR elektroforeze ir
analizuojami rezultatai.

3.11 Biomaseés auginimas ir geny raiska

Tiksliniai E. coli klonai i§ standzios LB terpés perkeliami j 20 mililitry skystos LB terpés su
ampicilinu. 18-24 valandas kultivuojami aeruojant 37 °C. Kitg dieng 2 ml iSauginty lasteliy (terpéje)
ipilama j 200 ml skystos LB terpés su ampicilinu. Auginama 37 °C, kol optinis tankis esant 600 nm
bangos ilgiui tampa 0,6-0,8. Geny rai$ka indukuojama 0,25 mM IPTG (HMS174(DE3), KRXApyrF
ir LOBSTR kamienams), iSauginus iki reikiamo optinio tankio, o T7 RNR polimerazés raiska
skatinama 0,1 % ramnoze KRXApyrF kamiene. Po indukcijos lastelés auginamos 18-24 valandas 30
°C temperatiiroje.

3.12 Lasteliy ardymas ultragarsu

E. Coli Igsteliy biomasé buvo centrifuguojama 10 min. 4 °C, 4000*g. ISpylus supernatantg,
biomasé¢ vél suspenduota 50 mM kalio fosfato buferiniame tirpale pH 7,5, masés santykis - 1 g
biomasés ir 20 ml buferinio tirpalo. Ardymui naudojamas ultragarsinis dezintegratorius ledo vandens
voneléje, procesas kartojamas penkis kartus po 20 s. ardant ir po 20 s. atvésinant. Suardytos Iastelés
7 min. centrifuguojamos 10 000*g 4 °C. Netirpts baltymai, like ant dugno po centrifugavimo,
iSsaugomi patikrinti baltymy elektroforezés metodu, o supernatantas panaudojamas tolesniems
gryninimo procesams.

3.13 Tiksliniy fermenty gryninimas giminingumo Ni-NTA chromatografijos buadu

Fermentams gryninti giminingumo chromatografijos metodu naudojama nikelio sorbento
gryninimo kolonél¢ ir "AKTApurifier" chromatografijos sistema. Kalio fosfato buferinis tirpalas 50
mM, kurio pH 7,5, naudojamas prie sorbento neprisijungusiems baltymams i§ kolon¢lés iSplauti. Po
plovimo j kolon¢lg jSvirks¢iama 0,5 M imidazolo buferinio tirpalo pH 7,5, kad biity jvykdyta tikslinio
fermento eliucija. Gryniausios frakcijos su dominanciu baltymu apjungiamos, atsiZvelgiant j aparato
rodomg chromatograma ir tolimesnius baltymy elektroforezés rezultatus.

3.14 Baltymy elektroforezé denataruojan¢iomis (SDS-PAGE) salygomis

Po gryninimo méginiai sumaiSomi su pavyzdzio dazu, kurj sudaro natrio dodecilsulfatas ir 2-
merkaptoetanolis santykiu 1:1, ir apie 7 min. pakaitinami 90-100 °C. Supils¢ius méginius bei baltymo
molekulinés masés standartus, elektroforezé vykdoma 14 % poliakrilamido skirstomajame gelyje. Po
elektroforezés gelis nudazomas Coomassie G-250 dazu bei gerai nuplaunamas vandens ir acetono
misiniu. Rezultatai stebimi gelj padéjus ant transiliuminatoriaus.

3.15 Baltymo koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Naudojant zinomas 0,125, 0,25 ir 0,5 mg/ml BSA tirpaly koncentracijas i§ "PierceTM
Coomassie (Bradford) Protein Assay" rinkinio, 4 pl paruosto tirpalo jpilama j 96 duobucliy
mikroplokstelg, jpilama 200 pl Bradfordo reagento ir spektrofotometru iSmatuojamas optinis tankis
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esant 595 nm bangos ilgiui, kad biity sudaryta kalibravimo kreivé. [Smatuojamas optinis tankis esant
595 nm bangos ilgiui ir 4 puL iSgryninto baltymo sumaiSoma su 200 uLL Bradfordo reagento, kad bty
nustatyta tikslinio baltymo koncentracija. Baltymy koncentracija nustatoma pagal kalibracine kreive.

3.16 Hidrolizés reakcijos produkty nustatymas plonasluoksnés chromatografijos metodu

Ruos$iami 20 pl reakcijos miSiniai su 2 ul fermento (0,176-0,724 mg/ml), 4 mM pasirinkto
substrato ir likusi dalis 50 mM kalio fosfato buferino tirpalo, pH 7,5. Reakcijos miSiniai be fermento
naudojami kaip kontrolés. Méginiai 37 °C inkubuojami 30 min. Po inkubacijos laikotarpio 0,9 ul
kiekvieno reakcijos misinio uzpilama ant plonasluoksnés chromatografijos plokstelés, pagamintos i$
,»TLC Silica gel 60. Plokstelés panardinamos j 5:1 chloroformo ir metanolio judrigja faze ir

VVVVV

apSvieCiant plokstele ultravioletine 254 nm bangos ilgio Sviesa.

3.17 Hidrolizés reakcijuy produkty nustatymas HPLC-MS metodu

Analizuojant hidrolizés reakcijos produktus naudota auksSto slégio skysc¢iy chromatografas
(CBM-20A, Shimadzu) bei masiy spektrofotometras (LCMS-2020, Schimadzu). Prie$ leidziant
méginius HPLC-MS analizei pradinis méginio tiriS praskiedziamas acetonitrilu santukiu 1:1 po
skiedimo méginiai centrifuguojami 10 min, 14200*g. Rezultatai analizuojami naudojant
LabSolutions LC/MS programing jranga.

4. REZULTATAI

Siame darbe tirtos $eSios esterazés: PCLD420CE1l, PCLD1E1l, PETase075, PCLD3E2,
PCLDK29 3, PCLD5BE1 (2.6 skyrius). Esterazés buvo atrinktos i§ zemés méginiy paruoSus
metogenomines arba genomines bibliotekas Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyriaus (Bchi, GMC, VU) darbuotojy, i§skyrus PETase075 [46]. Sios esterazés tiriamos siekiant
jvertinti gebéjima regio-selektyviai modifikuoti uridino analogus.

4.1 Esteraziy atranka M9 terpéje

Modifikuotus uridino analogus hidrolizuojanciy esteraziy atranka buvo vykdoma selektyvioje
M9 terpéje uracilo auksotrofo kamiene E. coli KRX4pyrF. Buvo pasirinkti du skirtingi substratai —
2,3 5¢tri-O-acetiluridinas (TAU) ir 2¢,3¢,5¢-tri-O-heksanoiluridinas (THU), kurie buvo jdéti j
selektyvig M9 terpe kaip vieninteliai uridino Saltiniai. Tokiu atveju gali augti tik tie klonai, kurie
produkuoja esterazes, gebancias uridino esterj hidrolizuoti iki uridino, kas lemia kompensuojama
uridino auksotrofo fenotipg (7 pav.), (8 pav.).
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7 pav. Petri léksteliy nuotraukos su KRXApyrF kultiromis selektyvioje M9 terpéje, kurioje
idétas TAU, turin¢iomis plazmides su skirtingomis esterazémis: 1-pET21b (K-); 2-pLATE31_SVG1
(K+); 3,4- pLATE11l_PCLDk29-3; 5,6-pLATE11 PCLD1E1; 7,8-pLATE11 PCLD3EZ2; 3a4a-
pLATE11l _PCLD420CE1; 5a,6a-pLATE11_PCLD5BEL1,; 7a,8a-pET21_PETase075

8 pav. Petri 1éksteliy nuotraukos su KRXApyrF kultiromis, selektyvioje M9 terpéje, kurioje
jdétas THU, turin¢iomis plazmides su skirtingomis esterazémis: 1-pET21b (K-); 2-pLATE31_SVG1
(K+); 3,4-pLATE11 k29 3; 5,6-pLATE1l1_PCLD1E1l; 7,8- pLATE1l PCLD3E2; 3ad4a-
pLATE11l _PCLD420CE1; 5a,6a- pLATE11l PCLD5BEL; 7a,8a-pET21_PETase075.

Atrankos selektyvioje M9 terpéje su uridino analogais rezultatai rodo, kad TAU iki uridino
hidrolizuoja PCLD1E1, o THU iki uridino hidrolizuoja PCLD1E1, PCLD420CE1, PETase075
esterazés. SVG1 esterazé buvo naudojama kaip teigiama kontrolé. Sis fermentas buvo identifikuotas
jau anks¢iau MMB skyriuje kaip uridino esterius hidrolizuojantis fermentas [47]. Atrinktos esterazés
pazymétos raudonais trikampiais (7 pav.), (8 pav.). Tai leido atrinkti esterazes tolimesniems
tyrimams.
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4.2 Atrinkty esteraziy klonavimas ir biomasés auginimas

Siekiant i$gryninti atrinktas TAU ir THU hidrolizuojanc¢ias PCLD1E1 ir PCLD420CE1
esterazes, pirmiausia jy genai buvo klonuoti j pLATE31 vektoriy, turintj 6X-His-Taq C gale.
Esteraziy genai buvo pagausinti pagal metoda pateikta 3.2 skyrelyje, naudojant pradmenis, pateiktus
2.8 skyrelyje. Po pagausinimo iSgryninti i§ agarozés gelio kaip pateikta 3.4 skyrelyje ir suliguoti su
pLATE31 vektoriumi pagal 3.6 skyriaus metodikg. Turimos plazmidés elektroporacijos budy
transformuotos j E.coli KRXA4pyrF lasteles, i§ atsirinkty klony iSskirtos plazmidinés DNR (3.9
skyrius). Sangerio sekoskaitos biidu nustatytos DNR sekos, kurios patvirtino sékmingg klonavimo
rezultatg.

Po gryninimo seké biomasiy auginimas, lasteliy suardymas ir fermenty gryninimas (3.11 - 3.13
skyriai). Pirmiausia pLATE11_ PCLD1E1l, pLATE11l_PCLD420CE1l bei pET21_ Petase075
plazmidémis buvo transformuotos E. coli HMS174 (DE3) kamieno Igstelés. Kulttiros su skirtingomis
esterazémis buvo auginamos LB terpéje, PCLD1El ir Petase075 esteraziy kultiiros buvo augintos 18
°C, o PCLD420CE1 30 °C temperatiroje. ISgryninus fermentus su ,AKTA purifiere
chromatografijos sistema buvo atlikta baltymy elektroforezé denatiiruojan¢iomis (SDS-PAGE)
saglygomis bei vizualiai jvertintas esteraziy fizinis grynumas (8 pav.) Remiantis 3.15 skyrelyje
pateikta metodika, nustatytos iSgryninty fermenty koncentracijos: PCLDIE1 — 0.24 mg/ml,
PCLD420CE1 — 1.76 mg/ml, PETase075 — 0.21 mg/ml. Atitinkamai buvo suskai¢iuoti baltymy
kiekiai gauti i§ biomasés uzaugintos 20 mL LB terpés: PCLD1E1 — 0.024 mg, PCLD420CE1 - 0.176
mg, PETase075 — 0.627 mg.
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9 pav. Baltymy elektroforezés gelis su iSgrynintais fermentais. M —baltymy molekulinés masés
standartas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder), P — nesisorbavusiy baltymy frakcija, F1 —
PETase075 (27 kDa), F2 — PCLD1E1 (31.5 kDa), F3 — PCLD420CE1 (32 kDa).

SDS-PAGE analizé parodé, kad gauti didelio grynumo PETase075 ir PCLD420CE1 esteraziy
preparatai. Tuo tarpu PCLD1E1 grynumas buvo nepakankamas. Be to visy trijy baltymy iSeigos
gautos ganétinai mazos (9 pav.).



4.3 Biomaseés auginimo salygu optimizavimas

Kadangi gautos fermenty iSeigos buvo gan mazos, bandyta pakeisti biomasiy auginimo salygas
norint padidinti tiksliniy fermenty iSeiga. Tuo tikslu pET21 PETase075 kamienas buvo pakeistas |
E. coli LOBSTR kamieno Igstelés. Tuo tarpu PCLD1E1 bei PCLD420CE1 kamienas isliko toks pat
esteraziy biosintez¢ buvo vykdoma tame pa¢iame HMS174(DE3) kamiene, taciau kei¢iant biomasés
auginimo salygas. ISeigai padidinti buvo iSbandytos tokios terpés: buvo pakeista auginimo terp¢ i
LB i pusiau sinteting bei pasirinkti trys skirtingi priedai atskiriems biomasés auginimams tai yra — 0.5
M sacharozés, 0.7 M manitolio ir 0.5 M arginino [48]. I§ literatiiros duomeny yra Zinoma, kad Sie
priedai gali padidinti tirpaus baltymo biosintezés lygj. Suardzius biomases pagal metoda pateikta 3.12
skyrelyje buvo atskirtos bendra frakcija bei tirpi frakcija ir atlikta baltymy elektroforezé
denatiiruojan¢iomis (SDS-PAGE) salygomis, norint jvertinti, kuriomis sglygomis gaunama
daugiausiai tirpaus fermento (10 pav.).
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10 pav. Baltymy elektroforezés gelis su fermenty bendromis ir tirpiomis frakcijomis bei
skirtingais anglies Saltiniais. M — baltymy molekulinés masés standartas (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder), T — tirpi frakcija, B — bendra frakcija, PCLD420CEL1 (32 kDa) (1,2 — argininas, 3,4
— manitolis, 5,6 — sacharoz¢); PCLDI1E1 (31.5 kDa) (7,8 — argininas, 9,10 — manitolis, 11,12 —
sacharoze). Raudoni staciakampiai Zymi tikslinj balyma.

I§ elektroforezés duomeny matoma, kad tirpaus baltymo daugiausia matoma 5T variante tai yra
PCLD420CE1 su sacharoze bei 11T variante, tai yra PCLD1E1 su sacharoze, jie pazyméti raudonais
staciakampiais (10 pav.). Sie variantai buvo pasirinkti gryninimui.

ISgryninus fermentus su ,,AKTA purifier chromatografijos sistema, buvo atlikta baltymy
elektroforezé denatiiruojanciomis (SDS-PAGE) salygomis bei vizualiai buvo jvertintas jy fizinis
grynumas (9 pav.). Remiantis 3.15 skyrelyje pateikta metodika, nustatytos i§gryninty fermenty tirpaly
koncentracijos: PCLD1E1 — 3.2 mg/ml, PCLD420CE1 — 0.19 mg/ml, PETase075 — 1.3 mg/ml.
Atitinkamai buvo suskaiciuotos baltymy kiekiai gauti i$ biomasés uzaugintos 20 mL pusiau sintetinés
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terpés PCLDIE! — 0.161 mg, PCLD420CE1 — 0.186 mg ir 200 mL LB terpés PETase075 — 0.665
mg.
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11 pav. Baltymy elektroforezés gelis su iSgrynintais fermentais. M — baltymy molekulinés
masés standartas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder), P — nesisorbavusiy baltymy frakcija, F1
— PCLD420CEL1 (32 kDa) eliucijos frakcijos, F2 — PCLD1E1 (31.5 kDa) eliucijos frakcijos, F3 —
PETase075 (27 kDa) eliucijos frakcijos.

IS gauty rezultaty matoma, kad iSeigos padide¢jo tik PCLD1E1, o PCLD420CE1 ir PETase075
atveju liko mazdaug panasios. Taip pat didelis grynumas buvo pasiektas tik PCLD420CEl atveju (11
pav.). Taciau pakeitus HMS174 (DE3) kamieng PETase075 biosintezei | LOBSTR, gautas mazesnis
fermento grynumas.

4.4  Hidrolizés reakcijos

Su atrinktomis esterazémis PCLD420CE1, PETase075 ir PCLDI1E1 atliktos uridino esteriy
hidrolizés reakcijos bei rezultatai tiriami apSvieCiant plonasluoksn¢ chromatografing plokstele
ultravioletine 254 nm bangos ilgio $viesa. (12 pav.) pagal metodg pateiktg 3.16 skyrelyje.

TAU THU

12 pav. Plonasluoksnés chromatografinés plokstelés apsviestos ultravioletine 254 nm bangos
ilgio Sviesa. Vienoje ploksteléje atvaizduotos hidrolizés reakcijos 2°,3¢,5¢-tri-O-acetiluridinas (TAU)
kitoje su 2°,3¢,5°-tri-O-heksanoiluridinas (THU). K — kontrolé¢ be fermento, 1 — PETase075, 2 —
PCLD_420CE1, 3—-PCLD1E1, U — uridinas.
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Hidrolizés reakcijy méginiai taip pat buvo analizuoti HPLC-MS analizatoriumi pagal 3.17
skyrelyje pateikta metoda. Rezultatai atvaizduoti chromatogramoje (13 pav.), (14 pav.).

TAU PCLD1E1
TAU PCLD_420CE1
= TAU Petase075

e Jridinas

1 —
(1) (4)| TAU K

@ @
b .‘\‘ ;3(——~ p J L
LA, M "X
, AL
0 2 4 6 8 10 12

13 pav. Chromatograma, kurioje atvaizduota hidrolizés reakcijy metu iSsiskyre produktai. 1 —
uridinas, 2 — 5°-mono-O-acetiluridinas, 3 —3°,5°-di-O-acetiluridinas, 4 — 2¢,3¢,5¢-tri-O-acetiluridinas
(TAU).

(1) e THU K
~=THU PCLD1E1
THU PCLD_420CE1
==THU Petase075
= ridinas

2
() 3)
(4)

A A
1} 7 3
0 2 4 6 8 10 12

14 pav. Chromatograma, kurioje atvaizduota hidrolizés reakcijy metu i$siskyre¢ produktai. 1 —
uridinas, 2 —2°,3,5¢-tri-O-heksanoiluridinas (THU), 3 — 3¢,5°-di-O-heksanoiluridinas (DHU), 4 — 5°-
mono-O-heksanoiluridinas (MHU). Siuo atveju galima pastebéti, kad pradinis substratas THU suskilo
iki DHU ir MHU.
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I§ gauty uridino esteriy hidrolizés reakcijy rezultaty galima pastebéti skirtingus susidariusius
produktus. PETase075 esterazé hidrolizavo 2°,3¢,5¢-tri-O-acetiluriding (molekuliné jono masé 371
(+)) iki 3¢,5°-di-O-acetiluridino (molekuliné jono masé¢ 329 (+)) bei 5°-mono-O-acetiluridino
(molekuliné jono masé 287 (+)), o 2,3,5°-tri-O-heksanoiluriding (molekuliné jono masé 371 (+))
hidrolizavo iki 5°-mono-0O-heksanoiluridino (molekuliné jono masé 343 (+)). PCLD_420CEL1 atveju
hidrolizé pastebima tik 2°,3°,5°-tri-O-heksanoiluridino (molekuliné jono masé 371 (+)) atveju,
kuomet matoma hidrolizé iki 3¢,5°-di-O-heksanoiluridino (molekuliné jono masé¢ 441 (+)) ir 5°-mono-
O-heksanoiluridino (molekuliné jono masé 343 (+)). Tuo tarpu PCLD1E1 abu uridino esterius
hidrolizuoja iki uridino (molekuliné jono masé 245 (+)). PETase075 bei PCLD_420CEL1 esterazés
pasizymi daliniu regio-selektyvumu hidrolizuojant substrata3, o PCLDIEI selektyvumas
nepasireiskia.
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5. ISVADOS

Atlikus uridino esterius hidrolizuojanciy esteraziy atranka selektyvioje M9 terpéje E. coli
uracilo auksotrofo kamiene, identifikuotos trys aktyvios nukleozidy analogy atzvilgiu
esterazes.
Nustatyta, kad regio-selektyvumu pasizyméjo esterazés PETase075 ir PCLD420CE1.
PCLD1EZ1 hidrolizavo uridino esterius iki uridino ir regio-selektyvumu nepasizyméjo.
Lyginant hidrolizés produktus, PCLD420CEl efektyviau hidrolizavo ilgesnés alifatinés
grandings esterius (THU) lyginat su trumpos grandinés esteriais (TAU)
PETase075 taip pat geriau hidrolizavo ilgesnés alifatinés grandinés esterius (THU). (TAU)
atveju hidrolizé vyko iki 3°‘,5°-di-O-acetiluridino ir 5°‘-mono-O-acetiluridino, pradinis
substratas pilnai nebuvo hidrolizuotas, (THU) atveju hidrolizé vyko iki 5°‘-mono-O-
heksanoiluridino, pradinis substratas buvo pilnai hidrolizuotas.
Optimizuojant fermenty augimo sglygas nustatyta kad:

o Fermenty PCLD1E1 ir PCLD420CEL1 tirpuma padidino j terp¢ pridéta sacharozé.

o PCLD1E1 fermento iSeiga pageréjo apie septynis kartus.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

Kipras Cekanauskas

Regio-selektyviy esteraziy taikymas nukleozidy modifikavimui

Siame darbe buvo analizuojamos SeSios esterazés: PCLD420CE1, PCLD1EI1, PETase075,
PCLD3E2, PCLDK29 3, PCLD5BE1, kurios buvo atrinktos i§ Zemés méginiy paruoSus
metogenomines arba genomines bibliotekas Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyriaus (Bchi, GMC, VU) darbuotojy, i$skyrus PETase(075.

Atrinktoms esterazéms toliau tyrime buvo vykdoma uridino esterius hidrolizuojanciy esteraziy
atranka selektyvioje M9 terpéje E. coli uracilo auksotrofo kamiene. Pagal §j atrankos metoda i$ SeSiy
esteraziy buvo atrinktos trys: PCLD420CE1, PCLDI1E]1 ir PETase075. Sekantis tyrimo Zingsnis buvo
atrinkty esteraziy klonavimas bei His-tag seky pridéjimas prie PCLD 420CEI bei PCLDI1EIl. Pirmu
biomasés auginimo buvo gautos nedidelés iSeigos, todél buvo bandyta optimizuoti auginimo sglygas
keiciant auginimo terpe. PCLD1E]1 atveju iSeiga padidéjo apie septynis kartus. Kity fermenty iseigy
padidéjimas nebuvo nustatytas.

Toliau su atrinktomis esterazémis buvo vykdomos uridino esteriy tai yra 2°¢,3°,5°-tri-O-
acetiluridino (TAU) ir 2¢,3°,5°-tri-O-heksanoiluridinas (THU) hidrolizés reakcijos, norint i$siaiskinti
esteraziy regio-selektyvumg. Atlikus reakcijas nustatyta, kad PCLD_420CEL ir PETase075 vykdo
uridino esteriy hidroliz¢ iki tarpiniy junginiy, tuo tarpu PCLD1E1 hidrolizuoja iki uridino. Tai leido
padaryti i§vada, kad PCLD420CEl ir PETase075 selektyviai hidrolizuoja substrata, o PCLD1E1
selektyvumu nepasiZymi.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
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Kipras Cekanauskas

Application of regioselective esterases for nucleoside modification

Six esterases, PCLD420CE1, PCLD1E1, PETase075, PCLD3E2, PCLDK29 3, PCLD5BE]1,
were analysed in this work, which were selected from ground samples after preparation of
metogenomic or genomic libraries by scientists of the Department of Molecular Microbiology and
Biotechnology (BCHI, GMC, VU), except PETase075.

For the selected esterases, the study further involved the screening of esterases hydrolyzing
uridine esters on selective M9 medium in the E. coli uracil auxotroph strain. Three of the six esterases,
PCLD420CE1, PCLD1E1 and PETase075, were selected by this screening method. The next step in
the study was to clone the selected esterases and add His-tag sequences to PCLD420CE1 and
PCLD1EL. Low yields were obtained in the first biomass cultivation and therefore attempts were
made to optimise the cultivation conditions by changing the cultivation medium. For PCLD1E1, the
yield increase was about seven times. For the other enzymes, no increase in yield was detected.

The selected esterases were further used in the hydrolysis reactions of the uridine esters 2',3',5'-
tri-O-acetyl uridine (TAU) and 2',3',5'-tri-O-hexanoyl uridine (THU) in order to investigate the
regioselectivity of esterases. The reactions showed that PCLD420CE1 and PETase075 hydrolysed
uridine esters to intermediates whereas PCLD1E1 hydrolysed to uridine. This led to the conclusion
that PCLD420CE1 and PETase075 selectively hydrolyse the substrate, whereas PCLD1E1 does not.
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