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Santrumpos

GMC — Gyvybés moksly centras

VU — Vilniaus universitetas

CDA - citidino deaminaze

Dcd — dCTP deaminazé

dCTP — deoksicitidino trifosfatas
AraC — citarabinas

AML — timiné mieloidiné leukemija
ProA — y-glutamilfosfato reduktazé
ArgC — N-acetil-y-glutamilfosfato reduktaze
PLP — piridoksalio fosfatas

dTTP — deoksitimidino trifosfatas
dUMP — deoksiuridino monofosfatas
dTMP — deoksitimidino monofosfatas
UDP — uridino difosfatas

dUDP — deoksiuridino difosfatas
dUTP — deoksiuridino trifosfatas

FDA — JAV maisto ir vaisty administracija



Jvadas

Gaus¢jancios Zzmonijos gretos spartina jvairiy pramonés Saky procesus, reikalauja didesnés ir
greitesnés produkcijos. Dauguma industrijoje naudojamy metody yra cheminiai, tad nenuostabu, jog
dél intensyvaus jy taikymo kyla grésmé gamtai — didéja tarSos lygis, eikvojami natiiraliis gamtiniai
Saltiniai. Sie padariniai skatina ie§koti aplinkai draugiikesniy sprendimy ir vienas i3 tokiy yra biolo-
giniy katalizatoriy — fermenty — pritaikymas maisto, vaisty, detergenty bei kity, kasdienybéje svarbiy
junginiy sintezé¢je. Vis délto, natyviy fermenty naudojimas industrijoje yra apribotas, kadangi daznai
pramoniniai procesai vykdomi organiniuose tirpikliuose, aukstose temperatiirose, riigStinése ar Sar-
minése salygose, o tai néra natiirali aplinka fermento veikimui. Siuolaikiniai baltymy inZinerijos me-
todai leidzia sukonstruoti mutantinius fermentus su pagerintu kataliziniu efektyvumu, geresniu ter-
mostabilumu, platesniu substratiniu specifiSkumu bei kitomis naudingomis savybémis, kuriy déka
biokatalizatoriai yra labiau tinkami pramoninei sintezei (Kapoor ir kt., 2017).

Nukleozidy/nukleotidy analogai pla¢iausiai naudojami molekulinése terapijose (Abdullah Al
Awadh, 2022), vakciny kiirime (Ho ir kt., 2024), genetinio kodo praplétime (Feldman & Romesberg,
2018). Sintetiniy nukleozidy/nukleotidy jvairovei padidinti identifikuota ir sintezéje pritaikyta ne-
maza dalis fermenty. Tarp jy potencialo turi ir citidino deaminazés (CDA) — hidrolaziy klasés fer-
mentai. Tipinés citidino deaminazés katalizuoja citidino ar 2°-deoksicitidino deamininima atitinkamai
iki uridino ar 2°‘-deoksiuridino. Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje atrinktos
prokariotinés tetramerinés CDA, gebancios jvairius N*-acil, N*-/O?-/§*-alkil, and N*-/O*-/S*-arilpiri-
midino darinius paversti j uridino analogus. Ankstesniy tyrimy rezultatai parodeé, jog pastarosios CDA
sunkiau hidrolizuoja substratus su pakaitais 2¢, 3¢ ar 5° ribozés pozicijose, o kai kurie 1§ tokiy junginiy
gali biiti potencialiais vaistais prie§ vézj, virusines ar grybelines ligas.

Vienas 1§ atlikto tyrimo objekty yra CDA_F14 fermentas, kuris dél savo didelés substrato suri-
Simo kiSenés pasizymi placiu substratiniu specifiSkumu. Iki Siol daugiausiai duomeny surinkta apie
substraty, turin¢iy pakaitus N4 pozicijoje ar nukleobazes Ziede, hidroliz¢. Tad Sio darbo metu pasi-
rinkta analizuoti aminoriigstis, sgveikaujancias su ribozés Ziedu ir pritaikant baltymy racionalyjj di-
zaing, identifikuoti mutacijas, turinCias jtakos substratinio specifiSkumo pasikeitimui.

Kitas tyrimo objektas — E.coli dCTP deaminazé (Dcd) — pasirinktas tikintis i$siaiskinti, ar lau-
kinio tipo fermentas bei sukonstruoti mutantai gali deamininti modifikuotus nukleotidus, kadangi iki
Siol mokslinéje literattiroje yra mazai duomeny apie Dcd substratinj specifiSkuma.

Darbo tikslas:

Nustatyti tikslingai parinkty aminortigs¢iy jtaka citidino deaminazés CDA F14 specifiSkumui
nukleozidy dariniams su jvairiais pakaitais ribozes ziede ir £.coli wt dCTP deaminazeés specifiSkumui

modifikuotiems nukleotidams.



Darbo uzdaviniai:

1.

Remiantis CDA_F14 3D struktiira parinkti tikslines mutagenezés vietas, siekiant praplésti
fermento daugialypiSkuma ir jvertinti mutacijy jtaka fermentiniam aktyvumui;

Atlikti pasirinkty aminoriigs¢iy mutageneze CDA_ F14 gene ir i1§gryninti mutantinius fer-
mentus;

Ivertinti CDA_F14 mutanty katalizines savybes bei specifinius aktyvumus;

Atlikti pasirinkty pagal 3D struktiira aminorag$ciy mutagenezg E.coli wt dCTP deaminazés
gene ir iSgryninti mutantinius fermentus;

Ivertinti E.coli wt dCTP deaminazés ir mutanty katalizines savybes bei specifinius aktyvu-

mus.



1. Literaturos apzvalga

1.1. Baltymy inZinerijos metodai

Baltymy ar baltyminés kilmés medziagy — fermenty — inzinerija iSskiriama kaip nauja genetinés
inzinerijos disciplina (Wang ir kt., 2023). Ne vieng deSimt] skai¢iuojanti mokslo Saka leidzia keisti
fermenty savybes ir atrasti efektyvesnius jy variantus. Naudojantis baltymy inZinerija jau pavyko
sukurti fermentus su pagerintu kataliziniu aktyvumu, pakitusiu substratiniu specifiSkumu, stereose-
lektyvumu ar gebé&jimu veikti organiniuose tirpikliuose, aukStose temperatirose bei ypac riigStinése
ar bazinése terpése (Lutz & lamurri, 2018). ISskiriami trys pagrindiniai metodai, kuriuos taikant ies-
koma patobulinty biologiniy katalizatoriy — kryptingoji evoliucija, racionalusis modeliavimas (angl.
rational design) ir pusiau racionalusis modeliavimas (angl. semi-rational design). Be Siy techniky dar
naudojamas molekuline dinamika ir homologija paremtas modeliavimas, rii§iavimas tékmés citomet-

rija ar de novo fermenty sintezé (Kapoor ir kt., 2017).

1.1.1. Kryptingoji evoliucija

Kryptingosios evoliucijos tikslas — simuliuoti Darvino aprasyta evoliucijos procesa in vitro.
2018 — aisiais metais Nobelio premijg pelniusio metodo privalumas tas, jog kuriant mutantus néra
biitina zinoti fermento sekos, strukttiros iSsidéstymo ar katalizinio centro veikimo mechanizmo
(Xiong ir kt., 2021). I8skiriami du pagrindiniai kryptingosios evoliucijos Zingsniai. Pirmasis - atsi-
tiktiniy mutantiniy fermenty bibliotekos generavimas, pasitelkiant klaidingaj; PGR (angl. error-prone
PCR) ir homologinés rekombinacijos metodus. Antrasis — selektyvi atranka 1§ didZiulio kiekio mu-
tanty, kuri daZniausiai atliekama naudojant auksto nasumo skaitmeninj vaizdavima ant kietos fazés,
filamentinius fagus ar Iasteliy riSiavima fluorescencijos pagalba. Pagrindinis kryptingosios evoliuci-
jos trilkumas susijes biitent su selektyvios atrankos metodais, kadangi dazniausiai reikia iSanalizuoti
milZiniSkas mutanty bibliotekas, o tai iSeikvoja nemazas laiko sagnaudas. Tad stengiamas ieskoti biidy,
kaip procesus automatizuoti ir grei¢iau iSnagrinéti statistiSkai reikSmingas modifikacijas (Kapoor ir
kt., 2017). Kryptingosios evoliucijos taikiniai Siuo metu yra ne tik baltymai ir fermentai, taciau ir

metaboliniai keliai, genomai (Cobb ir kt., 2013).

1.1.2. Racionalusis modeliavimas

Kitam baltymy inzinerijos btidui — racionaliajam modeliavimui — jau reikalinga informacija
apie fermento aminortigsciy seka, trimate struktiirg ir atliekama funkcija. Dar 9-ajame deSimtmetyje
iSvystyta technika remiasi taikiniui specifine mutageneze (Lutz & lamurri, 2018). Visy pirma, suku-
riamas grafinis ir matematinis fermento erdvinés struktiiros modelis ir vertinamos aminorig§ciy po-
zicijos bei kokias funkcijas jos atlieka. Analizés rezultatai parodo, kurias aminortigstis j kokias keisti,

norint i§gauti pageidaujamg fermento savybe. Tuomet sukuriami pradmenys su norima jvesti mutacija,



vykdomas PGR ir mutantiniai fermentai iSgryninami, kad bty patikrinama, ar pavyko jgyvendinti
norima tiksla (Kapoor ir kt., 2017). Jeigu siekiamos savybeés iSgauti nepavyko, analiz¢ ir eksperimen-
tai kartojami, kas gali uzimti laiko. Taip pat, nors algoritmai, kuriy pagalba konstruojami baltymy
modeliai yra labai patobuléje, daznu atveju jiems triikksta tikslumo. Dirbtinio intelekto sukurtas struk-
tiiras galima lyginti su iSgautomis rentgeno struktiirinés analizés ar krio-elektroninés mikroskopijos
metu, taciau jas nustatyti pavyksta ne visiems baltymams. Tai rodo, kad racionalusis modeliavimas

gali biiti taikomas tik daliai baltyminés kilmés medziagy (Dinmukhamed ir kt., 2021).

1.1.3. Pusiau racionalusis modeliavimas

Kaip jau minéta, kryptingosios evoliucijos pagrindiné problema yra milziniSkos mutanty bib-
liotekos, kuriy patikrai reikia daug laiko resursy, o racionalusis modeliavimas reikalauja ypac tikslios
fermento struktiiros, kg gauti kai kuriais atvejais irgi gali biiti sudétinga. Abiejy Siy metodiky kombi-
nacija leido sukurti pusiau racionalyjj modeliavimg (Dinmukhamed ir kt., 2021). Jo metu pasirenka-
mas konservatyvus fermento sekos regionas, kaip, pavyzdziui, aktyvusis centras ar substrato suri§imo
vieta, ir soties mutagenezes pagalba jvedamos visos galimos aminortigstys toje pozicijoje. Tokiu biidu
generuojamos mazesnés ir tikslesnés mutanty bibliotekos, jy atrankai vykdyti reikia maziau laiko
(Kapoor ir kt., 2017; Xiong ir kt., 2021). Siomis dienomis pusiau racionalusis modeliavimas vykdo-
mas remiantis arba fermento seka, arba strukttira. Pirmuoju atveju sieckiama nustatyti svarbiausias
konservatyvigsias liekanas naudojant homologiniy baltymy daugybinius seky palyginius. Antruoju
atveju atlieckamas molekulinis dokinimas su substratu taip atrandant ,,karStuosius taskus* — radikali-
nes grupes, atsakingas uz sgveikas tarp fermento ir substrato ar kofaktoriaus (Xiong ir kt., 2021). 1

pav. galima matyti glaustg baltymy inZinerijos metody palyginimy schema.

Duomenys apie kristaling
struktirg, aminorigsciy seka,
funkcija

Racionalusis modeliavimas Pusiau racionalusis modeliavimas Kryptingoji evoliucija

Tikslinis taikinio parinkimas baltymo H
stukiliiole —QFH?
Soties mutagenezé

Atsitiktiné mutagenezé

In silico modeliavimas

l |

Taikiniui specifiné mutagenezé Analizé ir norimy mutanty atranka

|
\ \ p

Baltymy raiSka
Mutantinis baltymas

Analizé ir norimy mutanty atranka
Didelé biblioteka

%kslo nasumo atranka gl r

1 pav. Baltymy inzinerijos metody palyginimas Parengta pagal Pongsupasa ir kt., 2022



1.1.4. Baltymy inZinerija sukurty baltymy pavyzdziai

D¢l dideliy reakcijos greiciy ir produkty kiekiy, biidingo specifiSkumo bei veikimo Svelniomis
aplinkos salygomis, biologinés kilmés katalizatoriai uzima svarbig vietg jvairiose pramones srityse.
Nepaisant visy privalumy ir augancio susidoméjimo, kur pritaikyti konkrety fermenta, daznai lauki-
nio tipo fermentai neturi visy reikalingy savybiy, kad industrinis procesas vykty tinkamai. Baltymy
inzinerijos strategijy proverzis suteikeé galimybes ieskoti sprendimy $iai problemai, leisdamas tobu-
linti biologinius katalizatorius (Victorino Da Silva Amatto ir kt., 2022).

Ksilanazés plac¢iai naudojamos gyvuliy pasaro ir maisto priedy gamyboje. Mokslininkai pakeité
1,4-B-ksilanazés i3 T. reesei organizmo 2-osios ir 28-0sios pozicijos treoninus j cisteinus. Sios muta-
cijos padidino fermento termostabiluma — nuo 20 s iki 20 min 65 °C temperatiiroje ir nuo 10 s iki 6
min 70 °C temperatiiroje (Fenel ir kt., 2004). Maisto pramong¢je iSbandomos inzinerinés transgluta-
minazes, B-amilazés, kurioms taip pat reikalingas stabilumas aukStose temperatirose. Taikant kryp-
tingaja evoliucija pavyko iSgauti aktyvig f-amilazés formg 70 °C temperatiiroje (Zhou ir kt., 2015).
Mutantiniai fermentai paklausiis ir farmacijos srityje — vaisto nuo II tipo diabeto sitagliptino sintezéje
panaudota R-selektyvi transaminazg, atrinkta po kryptingosios evoliucijos, gebéjo asimetriskai ami-
ninti prositagliptino ketong iki sitagliptino siekiant 99,95 % enantiomerinj grynuma (Savile ir kt.,
2010). Racionaliojo modeliavimo metu gauta monoamino oksidazé, reikalinga vaisto nuo hepatito C
bocepreviro sintezei, padidino proceso iseiga 150 % (Li ir kt., 2012). Biologinés tar§os mazinimo
kontekste pasizymejo cianido hidratazés ir cianido dihidratazés, naudojamos industriniy vandeny va-
lyme nuo uZter§Simo cianidais. Pastarieji randami ypa¢ Sarminiame pH (>11), kuris riboja laukinio
tipo fermenty veikima. Klaidingojo PGR ir auk$to nasumo atrankos metodais iSskirti du mutantai -
C5 (Q86R, E96G, D254E) ir H7 (E35K, 322R, E327G) — galintys hidrolizuoti cianidg terpéje esant
aukstai pH vertei (Crum ir kt., 2016). Be minéty pramonés Saky, inZineriniai fermentai pritaikomi ir

biodyzelino, detergenty, dazy gamyboje (Victorino Da Silva Amatto ir kt., 2022).

1.1.5. InZinerinés citidino deaminazés

Vienas i§ inzinerings citidino deaminazés (CDA) pavyzdziy, deamininancios pavienius nukleo-
zidus, yra 2022 metais paskelbtas Burke et. al tyrimas, kurio metu sukurta modifikuota citidino dea-
minaze, skirta vaisto nuo COVID-19 — molnupiraviro - sintezei. [prastai §io vaisto kiirimas susideda
1§ 10 cheminiy reakcijy, o produkto galutine iSeiga daZnu atveju siekia maziau nei 10 %. N-hidroksi
grupés prijungimas kelia daugiausiai keblumy molnupiraviro sintez¢je, kadangi Siam etapui reikia
aukStos temperatiiros, blokavimo/deblokavimo Zingsniy (Ahlqvist ir kt., 2021). Mokslininkus sudo-
mino jau seniau pastebétas E.coli CDA gebéjimas deamininti N*-hidroksicitiding iki uridino (Trimble

& Maley, 1971). Nors aptiktas aktyvumas ir nebuvo didelis, taciau tai leido daryti iSvada, kad pakeitus



atitinkamas salygas galéty vykti atvirkStiné reakcija. Pusiau racionaliojo modeliavimo pagalba iden-
tifikuotos septyniy, aplink fermento aktyvyjj centrg i§sidés¢iusiy, aminortig§ciy mutacijos, leidusios
sukurti inzinering CDA, kuri gali citiding paversti N*-hidroksicitidinu terpéje esant net nedideliam
kiekiui NH2OH. Sis atradimas palengvina molnupiraviro sinteze - reakcijos optimizacijos rezultatai
parodé, jog N*-hidroksicitidinas i§ citidino gaunamas per kiek maziau nei 3 val. panaudojant 0,001
mol i§gryninto mutantinio fermento, o reakcijos iSeiga ir produkto grynumas siekia atitinkamai 85 %

ir 98 % (2 pav.) (Burke ir kt., 2022).

. o H OH
O [ N NH2 o O s N N
o Y rN= & ~ OaN.
HO OH - S BH L
.o jg‘ Y
Citidinas InZineriné J .

N-hidroksicitidinas
Molnupiraviro tarpininkas

2 pav. N-hidroksicitidino sintezé i citidino, pasitelkiant inZzinering CDA. Parengta pagal Burke ir
kt., 2022

Citarabinas (AraC) yra citidino nukleozido analogas, taikomas gydant imin¢ mieloiding leuke-
mijg (AML) ir Zmogaus CDA (hCDA) substratas. Lasteliy méginiai i§ AML pacienty parodé ry$j tarp
hCDA koncentracijos kraujyje ir AraC veiksmingumo — tiriamieji, kuriems pastebéta didelée hCDA
raiSka, yra atspartis gydymui Siuo vaistu. Savo ruoztu kauly ¢iulpy lastelése aptiktas nedidelis hCDA
aktyvumas nulemia AraC hematopoetinj toksiSkuma, galintj sukelti gyvybei pavojinga mielosupresija
(Nygaard & Sundstrom, 1987). Kad biity iSvengiama atsparumo gydymui, daznai AraC paskiriamas
kartu su hCDA slopikliais, tokiais kaip zebularinas, tetrahidrouridinas, diazepinono ribozidas (Lali-
bert(] ir kt., 1992). Tandeminé hematopoetiniy kamieniniy lasteliy transplantacija ir kombinuotoji
zebularino ir AraC chemoterapija turéty uztikrinti véZiniy audiniy Zitj, ta¢iau daznu atveju pasireiskia
citotoksiSkumu dél per didelés AraC koncentracijos (Lachmann ir kt., 2013). Pasitelke kryptingaja
evoliucijg ir pritaike kelis jos raundus, mokslininkai sukiiré mutantinius, zebularinui atsparius, bet
aktyvius prie§ AraC hCDA variantus, su 8-15 aminortig§¢iy pakeitimais atvirame skaitymo rémelyje.
Siy unikaliy inZineriniy hCDA sukirimas ir jy panaudojimas kartu su genetiskai modifikuoty hema-
topoetiniy kamieniniy Igsteliy transplantacija yra naujas biidas iSvengti agresyviy padariniy sveikatai
gydant AML (Ruan ir kt., 2016).

Kiek kitokiy inzineriniy CDA pavydziy galima sutikti kalbant apie APOBEC Seimos deamina-
zes (placiau apie jas — 1.4.3. skyriuje). Daugumg genetiniy ligy sukelia atsitiktiniai vieno nukleotido

polimorfizmai. Dabartinés genomo redagavimo technologijos jveda dvigubus trukius taikinio DNR
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grandinéje, o dazniausias lgstelés atsakas j Sias pazaidas yra atsitiktinés delecijos ar insercijos dél
nehomologinio galy sujungimo (Yang ir kt., 2016). Tad nors mokslininkams ir pavyko atrasti biidy,
kaip padidinti homologinés rekombinacijos nasumg prie$ nehomologiniy galy sujungima, vis délto,
Sios strategijos dar néra pakankamai veiksmingos norint iStaisyti taSkines mutacijas (Ran ir kt., 2013).
Susidomé¢jimg sukélé APOBEC Seimos fermenty vykdomas citozino deamininimas DNR grandinéje
iki uracilo, kuris, jeigu pries replikacija néra sutvarkomas reparacijos masinerijos, replikacijos metu
laikomas timinu ir jvyksta baziy pory konversija i§ C:G | T:A [21]. D¢l Sios priezasties, APOBEC
deaminazés turi potencialo biiti genomo modifikavimo jrankiais jy efektyvuma iSbandant konstruo-
jant liejinius su redaguojanc¢iomis nukleazémis (Yang ir kt., 2016). Vienas pirmyjy tokiy jrankiy su-
kurtas prie pelés APOBECI prijungus katalitiSkai neaktyvy Cas9 baltyma ir uracilo glikozilazés slo-
piklj, kad biity i§vengta baziy ekscizijos reparacijos. Rezultatai parod¢, jog Sis jrankis iStaiso nuo 15 %
iki 75 % taikiniy, kuriuose yra citozinas su mazesne nei 1 % insercijy ar delecijy tikimybe (Komor
ir kt., 2016). Kitai mokslininky grupei pavyko patobulinti $ig sistema, jvedus tris taSkines mutacijas
APOBECI gene - W90Y, R126E ir R132E. Trigubas mutantas islaiké aktyvuma, taciau redaguojamo
regiono, dar kitaip vadinamo lango, ilgis sumazéjo nuo 5 nt iki 1-2 nt, kas leidzia pasiekti didesnj
tiksluma (Kim ir kt., 2017). APOBEC Seimos deaminazés gali biiti suliejamos ir su cinko pirstais ar
TALE transkripcijos faktoriais, o tokie konstruktai gali biiti panaudojami tiek eukariotuose, tiek pro-
kariotuose — redagavimo efektyvumas E.coli 1astelése sieké 13 %, zmogaus lastelése — 2,5 % panau-

dojus minétas sistemas (Yang ir kt., 2016).

1.2. Fermenty aktyvumo jvairoveé

Fermentai domina tyréjus nuo paciy pirmyjy atradimo dieny — i$skirtiné baltyminés kilmés me-
dZiagy grupée spartina bene visas gyvajame pasaulyje vykstancias chemines reakcijas. Nors jprastai
fermentai laikomi kaip ypac specifiski substratui ir reakcijai, dauguma jy per paskutiniuosius du de-
Simtmecius pradeda keisti pastargja sampratg (Gupta, 2016). Pasirodo, kad gamtoje jie gali biiti saviti
keletui ar net keliasdeSimc¢iai nekanoniniy substraty ir katalizuoti nebiidingus virsmus (Copley, 2017).
Lietuviy kalboje dar néra jvesta tinkama savoka Siai savybei jvardinti, taciau tolimesniuose skyre-
livose ji bus vadinama fermenty daugialypiu aktyvumu, remiantis angly kalbos atitikmeniu ,,enzyme

promiscuity* (Hult & Berglund, 2007).

1.2.1. Fermenty daugialypio aktyvumo skirstymas

Mokslinéje literatiiroje jau galima rasti nemazai straipsniy, pristatan¢iy ir apibendrinanciy, kas
tai yra fermenty daugialypis aktyvumas. Ganétinai naujos enzimologijos mokslo srities pavyzdziy
galima sutikti dar XX amziaus pradzioje, kuomet netipiniai aktyvumai pastebéti tiriant maltazg, kiau-
lés kasos lipaze ir piruvato dekarboksilaze (Hult & Berglund, 2007). Sis fenomenas daZniausiai api-

budinamas kaip fermento gebéjimas vykdyti funkcija, kurios jis neturéty atlikti, taciau tuo paciu tai
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laikoma ir pranasiu evoliuciniu pozymiu, leidZianc¢iu atsirasti naujiems biologiniams katalizatoriams.
Nors daznai toks antrinis fermento aktyvumas yra maziau efektyvus nei pirminis, pastebima, kad
netipiniy reakcijy kataliziniy efektyvumo konstanty vertés (kea/Km) gali siekti 10° M s, o greiciai
((kea/ Km)/k2) net 10'8, kas yra palyginama su jprastai vykstanéiy reakcijy konstantomis (Babtie ir kt.,
2010). Reikia pabreézti, kad fermenty daugialypis aktyvumas gali biiti ne tik natiiralus, bet ir prapléstas
dirbtinai, taikant jvairius baltymy inzinerijos metodus.

Fermenty daugialypis aktyvumas klasifikuojamas j tris pagrindines grupes — salygy, substratinj
ir katalizinj. Pirmai grupei priskiriami fermentai, gebantys katalizuoti reakcijas esant nenatiiralioms
salygoms, kaip, pavyzdziui, bevandenei aplinkai, ekstremalioms temperatiiroms ar pH. Daugialypiu
substratiniu aktyvumu pasizymi biologiniai katalizatoriai, galintys tg patj chemin]j virsma vykdyti su
Jvairiais substratais — tai biidinga plataus substratinio specifiSkumo fermentams. Tre€ios grupés fer-
menty aktyvieji centrai gali greitinti visiSkai skirtingas reakcijas, su tarpusavyje nepanasiomis perei-
namosiomis biisenomis. MiSrus katalizinis aktyvumas dar gali buti atsitiktinis, kuomet Saluting reak-
cijg atlieka laukinio tipo fermentas, arba sukeltas, kai naujas aktyvumas atsiranda dél jvestos vienos

ar keliy mutacijy baltymo gene (Hult & Berglund, 2007).

1.2.2. Daugialypis salygy aktyvumas

Fermento aktyvumas, keiCiant jprastas salygas, tikrintas dar 1930 metais, kai panaudojus kiau-
1és kepeny ir kasos lipazes bandyta organiniuose tirpikliuose atskirti chiralinius alkoholius ir esterius
(Hult & Berglund, 2007). Tarp $iy dieny pavydziy galima sutikti sausos formos fermenty imobiliza-
vimg ant kiety pavirSiy bioreaktoriuose, leidziant dujinés fazés substratg. Tokiose sistemose galima
operatyviai reguliuoti termodinaminj aktyvuma, o tai jgalina efektyvig komercing esteriy sinteze pa-
sitelkus lipazes (Lamare ir kt., 2004). Pastarieji fermentai néra vieninteliai, galintys toleruoti pasikei-
tusig aplinkg — tai galima pasiekti ir mutuojant natyvaus fermento struktiirag. XX amzZiaus paskutinia-
jame deSimtmetyje analizuota serino proteaze subtilizinas E, jprastai veikianti tik vandeninéje aplin-
koje. Pritaikius tris kryptingosios evoliucijos ciklus jvyko deSimties aminortigsciy pasikeitimai, kurie
nuléme 256 kartus didesnj subtilizino E aktyvumg organiniame tirpiklyje DMF uz laukinio tipo fer-
mento aktyvuma. Susidariusios naujos sgveikos gali pasitarnauti kaip Sablonas ieSkant potencialiy
mutacijos viety kitiems fermentams, kuriy modifikacijos leisty juos geriau panaudoti pramonés srityje

(Chen & Arnold, 1993).

1.2.3. Daugialypis substratinis aktyvumas

Siuo metu vyrauja dvi nuomonés apie daugialypio substratinio aktyvumo savokos pritaikyma
atitinkamam fermentui. Vieni linke fermentui priskirti daugialypio substratinio aktyvumo savybe,
jeigu vykdoma reakcija yra fiziologiskai nereik§minga — tarkime, egzistuoja kitas fermentas, gebantis

efektyviau tg patj substratg paversti produktu. Pavyzdziui, E.coli y-glutamilfosfato reduktaze (ProA)
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gali katalizuoti N-acetilglutamilfosfato redukcija, nors organizmas ir turi Siai reakcijai specializuota
fermentg — N-acetil-gama-glutamilfosfato reduktaze (ArgC). ProA vykdoma redukcija létesné, be to,
pastarasis fermentas negali kompensuoti ArgC praradimo (Copley, 2017). Vis délto daugelis, kaip jau
minéta, daugialyp] substratinj aktyvuma priskiria fermentams, kurie turi placius modifikuojamy
substraty spektrus. Tai dazniausiai biidinga detoksikacijos procesuose dalyvaujantiems fermentams,
kaip glutationo-S-transferazei ar citochromui P450, kurie privalo sugebéti apsaugoti organizmg nuo
nenuspéjamy toksiny. Plataus specifiSkumo esterazés, amidazés ar fosfatazés naudingos ir mikroor-
ganizmams, kuomet hidrolizuojant gamtoje sutinkamas medziagas galima iSgauti augimui biitino a-
moniako ar fosfaty (Copley, 2015). Substratinio specifiSkumo keitimas yra populiarus fermenty ak-
tyvumo tyrimy taikinys. Iprastai lipazés, kurios hidrolizuoja didele¢ jvairove esteriy, néra enantiose-
lektyvios, o tai neleidzia atskirti raceminiy rigs$¢iy misiniy. Pasitelkus atsitikting mutagenez¢ moks-
lininkams pavyko iSgauti lipaze, kuri tapo 51 kartg specifiSkesné S-enantiomerui (Hult & Berglund,
2007). Drosophila melanogaster deoksiribonukleozido kinaze taip pat Zinoma dél savo plataus subst-
ratinio specifiSkumo — ji gali fosforilinti visus keturis deoksiribonukleozidus. Strukturinis palygini-
mas su zmogaus deoksiguanozino kinaze leido identifikuoti aminoriig§¢iy liekanas, atsakingas uz
specifiSkumg. [vestos mutacijos tose pozicijose sukiirée deoksiribonukleozido kinaze, savitg tik puri-

nams (Jestin & Vichier-Guerre, 2005).

1.2.4. Daugialypis katalizinis aktyvumas

Daugialypis katalizinis aktyvumas apibtidina fermentus, katalizuojan¢ius chemisSkai skirtingus
virsmus. Pastarieji gali skirtis pagal dalyvaujancig funkcing grupe, t. y. reakcijos metu susidariusio ar
nutriikusio ryS$io tipa, ir/arba skirtis pagal katalizin] mechanizmg arba rySio susidarymo ir nutrikimo
kelig. Dauguma atvejy stebimi abu pozymiai. Klasikinis tokio fermento pavyzdys — mieliy piruvato
karboksilaze, kuri gali ne tik dekarboksilinti piruvata, bet ir déka liazés aktyvumo sujungti acetal-
dehida ir benzaldehida, o susidares (R)-fenilacetilkarbinolis yra efedrino sintezés prekursorius. Si
kondensacija apima papildomg etapg — C-C rySio susidaryma, kuris natiiralioje reakcijoje nevyksta
(Bornscheuer & Kazlauskas, 2004). Daugialypiu kataliziniu aktyvumu pasizymi ir chimotripsinas.
Jis hidrolizuoja amidus, esterius, tioliy esterius, riig§¢iy chloridus bei anhidridus ir aktyviajame centre
dar vykdo amidazés ir fosfotriesterazés reakcijas. Savo ruoztu receptoriné baltymy tirozino fosfataze,
kuri skaido fosfomonoesterinius rysius, gali, nors ir nedideliu kataliziniu efektyvumu, hidrolizuoti
glikozidinius rySius (Kreis & Munkert, 2019). Daugialypis katalizinis aktyvumas gali atsirasti ir lau-
kinio tipo fermentuose jvedus vieng ar keleta mutacijy. Riebiyjy rugsciy desaturazés sekoje atlikus
keturiy aminoriig§¢iy pakeitimus gauta enantioselektyvi hidroksilazé (Broun ir kt., 1998). Kitai moks-

lininky komandai pavyko Geobacillus stearothermophilus nuo PLP-priklausoma racemaze paversti |
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aldolaze, kuomet 265 pozicijos tirozinas pakeistas ] alaning. Lyginant su laukinio tipo fermentu, mu-
tacija 3x10°* karty sumaZino racemazinj aktyvumg ir 2x10° karty padidino retroaldolinj aktyvuma su
D-fenilserinu (Seebeck & Hilvert, 2003). Akivaizdu, kad tiek atsitiktinis, tiek sukeltas daugialypis
katalizinis aktyvumas, suteikia puikias galimybes kurti ir vystyti stabilius fermentus su naujomis ka-
talizinémis funkcijomis, kas leisty praplésti fermenty pritaikyma Siy dieny pramong¢je (Hult & Berg-

lund, 2007).

1.2.5. Daugialypio aktyvumo priezastys

Vienas i pagrindiniy klausimy, kurj kelia daugialypio aktyvumo apraiskos gamtoje, yra, kaip
tas pats aktyvusis centras ir ta pati kataliziné masinerija gali biiti specifiSki natyviam substratui, bet
taip pat katalizuoti ir tarpusavyje visiSkai nesusijusias reakcijas. Vis délto, mokslininkams pavyko
i$skirti keletag esminiy tokio reiskinio priezas¢iy. Visy pirma, nepaisant to, jog rentgeno spinduliy
kristalografijos metu gaunami struktiiry vaizdai daro jspiidj, jog fermentai yra ypac fiksuoti erdvéje,
realioje aplinkoje aktyvieji centrai ir baltyminiai karkasai yra nepaprastai judriis. Substrato suriSimo
kilpy mobilumas dazniausiai nulemia aktyviojo centro konformacinius skirtumus tarp natyvios ir ne-
budingos reakcijy, kas jgalina daugialypio aktyvumo atsiradima. Jtakos Siam reiskiniui turi ir sudaro-
mas nevienodas vandeniliniy ry$iy tinklas. D-2-keto-3-deoksiglukonato aldolaz¢ panasiu greiciu gali
vykdyti reakcija tiek su D-2-keto-3-deoksiglukonatu, tiek su D-2-keto-3-deoksigalaktonatu. Mecha-
nizmas su abiem substratais yra panasus — Sifo bazés susidarymas, po to sekanti hidratacija ir skilimas,
taciau skiriasi D-2-keto-3-deoksiglukonato aldolazés aktyviojo centro aminortiig8ciy sukuriami rySiai
su 5° ir 6° hidroksilo grupémis (Khersonsky & Tawfik, s.a.). Skirtis gali ne tik vandeniliniai rySiai,
bet ir tai, kurios aminoriigstys dalyvauja katalizés procese. Serumo paraoksonazé PONI1, dar Zinoma
kaip Zinduoliy laktonaze, gali elgtis ir kaip esteraze, ir kaip fosfotriesterazeé. Nustatyta, jog laktony ir
esteriy hidrolize vykdo His115-His134 diada, o fosfotriesterazinj aktyvumg nulemia nukleofiline
Asp269 ataka. Candida antarctica lipazés B (CAL-B) natyvus aktyvumas — lipidy hidrolizé — katali-
zuojamas Serl05-His224-Aspl187 katalitinés triados, taCiau fermento sudaromas oksianijoninis
plysys gali pasitarnauti ir vykdant Michaelio prijungima ar aldolines kondensacijas. Siose reakcijose
Ser105 jau neatlieka jokio vaidmens ir riigSties-bazés pernasa atliekama per His224-Asp187 sajunga.
Daugialypio aktyvumo atsiradima taip pat gali nulemti kofaktoriy keitimas. Farnezilo difosfato sin-
tazé, pagrindinis izoprenoidy biosintezés fermentas, generuoja farnezilo difosfata terpéje esant Mg?*
jonams, ta¢iau pakeitus juos j Co?* sintetinamas geranilo difosfatas (Gupta, 2016). Kai kuriems hid-
rolaziy klasés fermentams pridéjus vario jony atsirado oksidazinis aktyvumas, o karboninés anhid-
razés aktyviajame centre esantj Zn>* pakeitus | Mn?" fermentas pradéjo vykdyti stireno epoksidacija.
Manoma, kad reikSmés netipiniy reakcijy eigai turi ir vandens molekuliy formuojami vandeniliniy

ry$iy tilteliai tarp substrato ir aktyviojo centro. Nors pavyzdziy apie pastarajj veikimg néra daug,
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tac¢iau vandens efektg gerai iliustruoja Bacillus subtilis esterazé, galinti hidrolizuoti ne tik esterius,
bet ir amidus. Molekulinés dinamikos rezultatai parodeé, jog fermentas amidus hidrolizuoja susidarant

vandeniliniy rysiy tinklui, kuris néra biidingas esteriy hidrolizés metu (Khersonsky & Tawfik, s.a.).

1.3. dCTP deaminazé

Vienas 18 dTTP sintezés keliy yra timidilato sintazés vykdoma dUMP redukcija iki dTMP. Las-
tel¢je dUMP kiekis gali buti uztikrinamas dviem buidais. Pirmuoju atveju, ribonukleotido reduktaze
redukuoja UDP iki dUDP, kuris veliau fosforilinamas iki dUTP ir hidrolizuojamas iki dUMP. Vis
délto, didzioji dalis pastarojo substrato gaunama deamininant deoksicitidino nukleotidus (Johansson
ir kt., 2007). Gram-teigiamose bakterijose ir eukariotuose randama nuo cinko jono priklausanti dCMP
deaminazé deaminina dCMP iki dUMP. Gram-neigiamose bakterijose, tarp jy ir E.coli, dAUMP gau-
namas per dvi stadijas — i§ pradziy veikiant dCTP deaminazei dCTP virsta dUTP, o §j dUTPaz¢ hid-
rolizuoja iki dUMP ir pirofosfato. E.coli dCTP deaminazé (Dcd; EC 3.5.4.13) yra homotrimerinés
struktiiros fermentas, priklausantis hidrolaziy klasei. Sio fermento vykdomai deamininimo reakcijai
nereikalingas metalo jonas, nors daugumos kity deaminaziy katalizei biitinas Zn**, Mg?*, Fe*" ar kitas
kofaktorius (Johansson ir kt., 2005). Neseniai archéjoje Methanocaldococcus jannaschii identifikuota

bifunkciné Dcd, kurios polipeptidas koduoja ir Ded, ir dUTPazes aktyvumus (Thymark ir kt., 2008a).

1.3.1. dCTP deaminazés struktira ir veikimo mechanizmas

Dcd subvienetg sudaro 193 aminoriigstys, kurio molekuliné mase apie 21,2 kDa. Struktiirinés
analizés rezultatai parodé, jog tikrasis fermento substratas yra dCTP-Mg**, kur magnio jonai, kaip
manoma, reikalingi fosfaty stabilizacijai. Vienas subvienetas formuojamas i$ keturiolikos B-gijy, trijy
a-spiraliy ir keturiy 3'° spiraliy, o susijungiant trims subvienetams gaunamas kompaktigkas trimerinis
baltymas. Monofunkcinés ir bifunkcinés Dcd yra strukttiriSkai panasios j trimerines dUTPazes ir prik-
lauso tai paciai superSeimai (Johansson ir kt., 2007).

Magnio jonas oktaedriSkai koordinuojamas nukleotido a, B ir y-fosfaty bei trijy vandens mo-
lekuliy. Teigiamas Mg?" kriivis neutralizuoja neigiamai jkrautas fosfatines grupes, o tai leidzia fer-
mento C-galo klostei uzdengti dCTP-Mg?", taip jgalinant pilng aktyviojo centro susidarymg. Nukleo-
tido prisijungimo vieta yra tarp dviejy subvienety, tad homotrimeras formuoja tris aktyviuosius cent-
rus. RySius su fosfatinémis grupémis dar sudaro Argl26 ir Serl11 (a-fosfatu), Ser112 ir Argl10 (B-
fosfatu), Lys178 ir Tyr171 (y-fosfatu). Su substrato nukleobaze sgveikauja GIn182, Argl15, Vall36,
o vandenilinius ryS$ius su deoksiribozés 3 ‘-OH grupe sudaro Asp128. dCTP atskyrimui nuo CTP svar-
bus Trp131, kurio didelé hidrofobiné Soniné grupé nepalieka vietos CTP 2°-OH grupei (Johansson ir
kt., 2005). Laukinio tipo Dcd kompleksas su dUTP ir neaktyvaus mutantinio baltymo su Glul38Ala

mutacija kompleksas su dUTP ir dCTP atskleide, kad aktyviajame centre randama dinamiska 120-
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125 pozicijy aminoriigs¢iy kilpa. Iki Siol sukonstruoti fermentai su His121Ala ir Val122Gly mutaci-
jomis, kurios nors inaktyvavo fermenta, ta¢iau parodé jvairius konformacijy bei atstumy pasikeitimus
ir leido patvirtinti 120-125 aminoriig§¢iy kilpos mobiluma. Tyrimo metu nebuvo nagrinétas mutanti-
niy fermenty likutinis aktyvumas su modifikuotais nukleotidais, o detalesné pastaryjy aminortigsciy
analiz¢ leisty jvertinti, ar jmanoma keisti Dcd substratinj specifiSkumg (Johansson ir kt., 2007).

Dcd katalizés metu dCTP pirimidino Ziedg aktyviajame centre palaiko sudaromi vandeniliniai
ry$iai su Val136 ir GIn182. Glul138 i§ vandens molekulés H>O(5) atplésia protong taip susiformuojant
hidroksido jonui, kuris tuomet atakuoja 4-oje pozicijoje esancig anglj pirimidino ziede. Susidaro
tetraedrinis reakcijos tarpininkas, o atakuojamos vietos aminogrupé prisijungia protong i§ vandens
molekulés H>O(251) ir atskyla amoniakas. Jis patenka j hidrofobing kiSene, apsuptg Leul07, Ile127
ir Leul58 $oniniy grupiy. Sios aminoriigitys randamos priesingoje pirimidino Ziedo puséje atakuo-

janc¢ios H>O(5) molekulés atzvilgiu (3 pav.) (Johansson ir kt., 2005; Thymark ir kt., 2008b).
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3 pav. E.coli dCTP deaminazeés katalizés mechanizmas (Thymark ir kt., 2008a)

1.3.2. dCTP deaminazés reikSmeé

Jau minéta, kad gamtoje Dcd atsakinga uZ nukleotidy balanso lgstel¢je palaikyma — ji yra viena
1§ esminiy dalyviy dTTP sintezés kelyje. Deoksinukleotidy trifosfaty (ANTP) pusiausvyra svarbu pa-
laikyti norint uztikrinti replikacijos tiksluma, o sutrikes santykis gali privesti prie padidéjusio muta-
cijy daznio. Pastebéta, kad Dcd geno iSveiklinimas lemia dCTP kaupimasi bei dTTP kiekio sumaze-
jima E.coli 1astelése, dél ko jos tampa jautrios iSoriSkai teikiamiems citozinui, adenozinui bei guano-
zinui (Kang ir kt., 2014). Be to, nustatyta, jog nukleotidy trifosfaty disbalansas Iasteléje slopina ribo-
nukleotido reduktazés aktyvumg ir taip sutrikdomi abu dTTP sintezés keliai (Hofer ir kt., 2012). Dcd
neturintys mutantai taip pat pasiZymi padidéjusiu jautrumu antibiotikui vankomicinui — glikopeptidui,

kuris jprastai negali prasiskverbti pro Gram-neigiamy bakterijy iSoring membrang. dTTP pridéjimas
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sugrazina atsparuma Siam antibiotikui, tad jdomu, kas sglygoja tokj aktyvuma. Viena i$ teorijy teigia,
jog dCTP koncentracijos padidéjimas sukelia nepataisomus chromosomy pazeidimus, kurie veikdami
sinergistiSkai, padeda patekti vankomicinui j lastele (Kang ir kt., 2014). Vankomicinas yra bakterio-
cidinis antibiotikas, kuris, kaip manoma, sukuria hidroksilo radikalus ir bakterija sunaikinama dél
padarytos zalos jos DNR (Kohanski ir kt., 2007). Kita teorija susieja dCTP pertekliy su metaboliniu
disbalansu, galintj turéti jtakos iSorinés membranos struktiiros pokyciams. Pastebéta, jog Dcd netu-
rin¢iy mutanty fenotipas panasus | mutanty su iSveiklintu SurA genu. SurA yra svarbus Saperonas, be
kurio tinkamai nesusidaryty -statinés struktiiros baltymai iSorin¢je membranoje (Kang ir kt., 2014).
Dcd aktyvumas svarbus ir bakterijy apsaugos nuo bakteriofagy susidaryme. Ilgg laikg restrikcijos
modifikacijos ir CRISPR-Cas sistemos laikytos svarbiausiomis apsauginémis priemonémis pries bak-
teriofagy sukeltas infekcijas. Vis délto, per pastaruosius metus paaiskéjo aibé kity budy, kuriais bak-
terijos uztikrina savo imuniteto veiksnumg. Vienas i§ jy yra Dcd suaktyvéjimas jvykus infekcijai.
ISanalizavus keleto E.coli kamieny lasteliy ekstraktus po T7 fago infekcijos skys¢iy chromatografijos
ir masiy spektrofotomerijos pagalba, pastebétas beveik visiSkas dCTP nebuvimas ir zymus dUMP
kiekio padidéjimas. dCTP triikkumas sutrikdo fago replikacijos procesa, dél ko jis nebegali tinkamai

pasidauginti ir infekuoti kity lasteliy (Tal ir kt., 2022).

1.4. Citidino deaminazeés

CDA (EC 3.5.4.5), dar Zinomos kaip citidino aminohidrolazés, atsakingos uz citidino ar 2°-
deoksicitidino pavertima atitinkamai j uriding ar 2°-deoksiuridina. Sis fermentas priklauso citidino ir
deoksicitidilato deaminaziy Seimai, kuriy veikimui reikalingas cinko jonas (Frances & Cordelier,
2020). Svarbiausia beveik visuose organizmuose randama fermento funkcija yra jo dalyvavimas pi-
rimidiny kiekio lasteléje atstatyme, kadangi de novo pirimidino nukleotidy sintezé yra energetiSkai
nenaudinga (Liu ir kt., 2019). Citidino deamininimas iki uridino ne tik prisideda prie nukleotidy ba-
lanso palaikymo DNR bei RNR sintezei, taciau biitinas ir pirimidiny katabolizmui, kurio metu for-

muojamas B-alaninas (Frances & Cordelier, 2020).

1.4.1. Citidino deaminaziy klasifikacija

Viena i$ citidino deaminaziy Seimy veikia pavienius nukleozidus, t.y., nejsiterpusius i DNR ar
RNR granding. Ji dar gali biiti i1§skirstyta struktiriSkai ; homodimerines (E. coli, A. thaliana, K. pneu-
moniae) ir homotetramerines (B. subtilis, H. sapiens, M. musculus) CDA. Homodimeriniy CDA mo-
nomero dydis yra apie 32 kDa, homotetrameriniy CDA — apie 15 kDa, kas abejais atvejais sudaro 60-
64 kDa dydzio baltymg (Moro-Bulnes ir kt., 2019). E. coli ir B. subtilis CDA palyginimas atskleidé
esminj skirtumg tarp homodimeriniy ir homotetrameriniy CDA. 3D E.coli CDA struktiiros modelis
su pereinamosios biisenos analogu parodé, jog cinko jong koordinuoja His102, Cys129 ir Cys132,

tuo tarpu B.subtilis cinko jong palaiko trys cisteino liekanos — Cys53, Cys86 ir Cys89 — kas jprastai
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néra budinga hidroliziniams fermentams (Carlow ir kt., 1999). APOBEC/AID citidino deaminaziy
Seima — kita CDA superSeimos grup¢, randama stuburiniuose gyviinuose, o jy substratas — citidinas,
esantis vgDNR ar RNR struktiiroje. Imunoglobuliny brendime ar apsisaugojime nuo virusy dalyvau-
jantys fermentai savo struktiiroje taip pat turi cinko jong, kuris dazniausiai sudaro rysius su histidinu

ir dviem cisteinais (Conticello, 2008).

1.4.2. Homodimerinés ir homotetramerinés CDA

E.coli CDA subvienetg sudaro trys domenai — nezinomos funkcijos N-galinis domenas, katali-
zinis domenas, kuriame prisijunges cinko jonas ir C-galinis domenas, tretine struktiira primenantis
katalizinj domeng. Toks dviejy domeny panasumas rodo galimg homodimeriniy CDA evoliucijg i§
homotetrameriniy CDA d¢l geny duplikacijos. Fermente randami du aktyvieji centrai, kadangi C-
galinis domenas neturi cinkg koordinuojanciy liekany (Johansson ir kt., 2002). Aktyviajame centre
i§skiriamos trys aminortig§¢iy grupés — sgveikaujancios su pirimidino zZiedu, riboze ir amoniaku. A-
romatiniy aminortig§¢iy Phe71, Tyr126 ir Phe165 liekanos sudaro stekingo rySius su pirimidino ziedu
90° kampu, kas, manoma, turi jtakos ir baltymo stabilizavimui. Amoniako i$siskyrimui reikalingas
Glu104, perduodantis protong amino grupei bei Pro128, kuris apriboja amoniako i§skyrimo erdve ir
palaiko tinkama orientacija aminortigsciy, sudaran¢iy vandenilinius ry$ius su pereinamosios biisenos
tarpininko C4 atomo amino grupe. Ribozés ziedo 3‘-OH grupe koordinuoja Asn89 ir Glu91, taciau
kas galéty saveikauti su 2°-OH ir 5°-OH grupémis informacijos néra (Carlow ir kt., 1999). Kita deta-
liau iSnagrinéta homodimeriné CDA priklauso Klebsiella pneumoniae bakterijai. E.coli ir K. pneu-
moniae CDA struktiiry superimpozicija parodé didelj fermenty tarpusavio panaSumga — nustatyta 0,8
A RMSD verté. Atlikus seky palyginima paaiskéjo, jog Glul04 ir cinkg koordinuojantys His102,
Cys129 ir Cys132 yra konservatyviosios aminoriigstys. Vis délto, skiriasi aminoriigstys, dalyvaujan-
¢ios dimero formavimesi (Liu ir kt., 2019). Homodimeriniy CDA deamininimo procese svarbiis jau
min¢tas Glul04, vandens molekulé ir cinko jonas (4 pav.). Dél pastaryjy dviejy komponenty sgveikos
1vyksta heterolitiné H>O disociacija ir atskilusj protong prisijungia Glu104 (E-A Zingsniai). Ant cinko
atomo susiformaves hidroksilo anijonas atakuoja citidino C4 atoma, o protonas nuo Glu104 pernesa-
mas ant N3 atomo. Taip susidaro tetraedrinis reakcijos tarpininkas (B zingsnis), o protonas nuo hid-
roksilo anijono migruoja ant C4 atomo amino grupés — iSsiskiria amoniakas ir uridinas (C-D zingsniai)
(Matsubara ir kt., 2006). Sis reakcijos mechanizmas biidingas tiek homotetramerinéms, tieck APO-

BEC/AID Seimos deaminazéms.
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4 pav. Citidino deaminazés katalizuojamos reakcijos ciklas (Matsubara ir kt., 2006)

Homotetramerinés CDA yra placiau paplitusios tarp skirtingy rasiy. Keturi B.subtilis CDA
subvienetai strukturiskai panasus | E.coli CDA katalizinius domenus. Su cinku sgveikaujanciy trijy
cisteiny sukuriamg neigiamg kriivi neutralizuoja a spiraliy dipoliy teigiami galai ir teigiamg kriiv]
turintis Arg56, sudarantis rySius su Cys53 ir Cys89. Saveika su slopikliu tetrahidrouridinu parode,
kuriy aminoriig§¢iy Soninés grupés dalyvauja rySiy su substratu sudaryme — tai Phe24 (E.coli Phe71),
Val26, Asnd2 (E.coli Asn&9), Glud4 (E. coli Glu91), Phel25 ir Tyr48. Pastarosios aminortgsties pag-
rindinés grandinés NH grupé sudaro vandenilinius rySius su ribozés 5°-OH grupe. Kitose homotetra-
merinése CDA S§ig pozicijg uzima fenilalaninas, o homodimerinése CDA Sis tirozinas i§vis neaptin-
kamas. Su 3°-OH grupe saveikauja Asn42 ir Glu44, o 2°-OH grupei aiSkiis partneriai néra identifi-
kuoti. Katalizés procese kaip protono donoras/akceptorius veikia konservatyvusis GluS5 (E.coli
Glul104) (Carlow ir kt., 1999; Johansson ir kt., 2002). Pirmoje Zzmogaus chromosomoje lokalizuotas
hCDA genas, kurio raiSka didziausia kauly Ciulpuose, kepenyse, baltuosiuose kraujo kiineliuose.
Kiekvienas i§ keturiy baltymo monomery taip pat koordinuoja cinko jona, padedant Cys65, Cys99 ir
Cys102, o substrato suriSime dalyvauja Ala66, saveikaujantis su pirimidino ziedo O2 atomu, Asn54
ir Glu56 — su ribozés 2°-OH grupe, ir Tyr60 — su ribozés 5°-OH grupe. Phel37 sukuria uridino i$sky-
rimo kiSeng, tuo tarpu konservatyviajam Glu67 atitenka esminis vaidmuo katalizés mechanizme
(Costanzi ir kt., 2003). hCDA turi didel¢ fiziologing reikSm¢ Zmogaus organizmui. Istoriskai, ilga
laikg CDA baltymo tritkumas sietas su Bloom sindromu — reta autosomine liga, sukeliancia genetinius

sutrikimus, o pacientai, turintys $j sindroma, linke j didesne tikimybeg susirgti véziu. Svarbus funkcinis
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hCDA aspektas yra gebéjimas deamininti sintetinius ar natiiralius citidino analogus, taikomus vézio
gydyme. Jau nuo XX amziaus septintojo deSimtmecio CDA koncentracijos stebéjimas yra reikSmin-
gas zymuo analizuojant naviky chemorezistentiSkumg (Frances & Cordelier, 2020). Kol kas placiau-
siai naudojami tokiy vaisty pavyzdziai biity gemcitabinas, azacitidinas, decitabinas, citarabinas — j-
vykus deamininimui jie paverciami ] neaktyvius metabolitus. Vis délto, preparato kapecitabino atveju
stebimas atvirkScias efektas, kadangi jo veikimui reikia, kad ji hidrolizuoty CDA ir jis, sekanciy
virsmy pagalba, tapty 5-fluorouracilu (Serdjebi ir kt., 2015). Skirtinguose véziniuose navikuose esan-
¢ios CDA koncentracijos labai varijuoja, tad j tai labai svarbu atsizvelgti norint parinkti tinkamiausig
gydyma, o CDA koncentracijos stebéjimas galéty tapti viena i$ personalizuotos medicinos sriciy (Ma-

meri ir kt., 2017).

1.4.3. APOBEC/AID seimos deaminazés

Pirmas identifikuotas ir charakterizuotas APOBEC/AID $eimos atstovas yra apolipoproteing B
modifikuojantis kompleksas 1 — APOBECI baltymas. Laikui bégant nustatyta dar deSimt $iai Seimai
priklausanciy nariy, o bendriné visy baltymy struktiira primena kity nuo cinko jono priklausomy dea-
minaziy strukttirg. Pagal selektyvumg substratui APOBEC/AID fermentai dar skirstomi j ,,bendruo-
sius specialistus® (angl. generalists), kurie deaminina DNR ir RNR citidinus, ir ,,specialistus (angl.
specialists), kurie deaminina tik § DNR jsiterpusj citiding ,,Bendriesiems specialistams* priskiriami
APOBECI, APOBEC3A ir APOBEC3G fermentai, kuriy vykdomai katalizei svarbios aromatinés a-
minoriigstys. Pastebéta, jog APOBEC3A Tyr130 pakeitimas } alaning panaikino deaminazinj akty-
vuma, o seky palyginys parode, jog APOBECI toje pacioje pozicijoje turi fenilalaning, o APOBEC3G
— taip pat tirozing. UZ substrato atpazinimg atsakingas U formos substrato prisijungimo griovelis,
sudarytas 1§ keturiy kilpy, supanciy aktyvyjj centrg. APOBEC] baltymo prisijungimo griovelyje labai
svarbi Trpl121 aminortgstis, kadangi variantas su Trpl21Ala mutacija prarado gebéjima atpazinti
RNR, taciau i$laike aktyvuma su DNR. Molekulinio dokinimo rezultatai atskleidé Trp121 sgveika su
ribozés 2°-OH grupe, o tai ir nulemia ,,bendryjy specialisty nespecifiSkuma. ,,Specialistams* prik-
lausanc¢ios AID deaminazés substrato atpazinimo griovys Sakotos formos, taciau konkrecios ami-
noriigstys, atsakingos uz savituma tik DNR, dar néra nustatytos. Jdomu tai, jog nors AID baltymas ir
nedeaminina RNR, taciau gali §ig molekulg prisijungti. APOBEC?2 yra kitas ,,specialisty* grupés fer-
mentas, evoliucijos eigoje prarades deaminazés aktyvumg ir galintis tik prisijungti DNR. Kol kas
mokslingje literatiiroje triksta duomeny apie prisijungimo griovelio konformacija ir uz saveikas at-
sakingas aminortgstis (Pecori ir kt., 2022).

APOBEC/AID deaminaziy atliekamy funkcijy spektras labai platus. AID didziausia raiska ap-
tinkama aktyvintose B Igstelése, kur katalizuojamas imunoglobuliny geny deamininimas, taip padi-

dinant antiktiny jvairove organizme. APOBECI randamas Zzmogaus plonajame Zarnyne ir kepenyse.
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Jis atsakingas uz baltymo apolipoproteino B (ApoB) iRNR redagavimg — 6666 pozicijos citidino dea-
mininimas nulemia glutamino kodono pasikeitimg j STOP kodong ir susidaro trumpesnis ApoB48
baltymas, jeinantis j chilomikrony sudétj. Sirdies ir skeleto raumenyse aptinkamas APOBEC?2. Nors,
kaip jau minéta, Sis fermentas neatlicka deamininimo, taciau gyviiny modeliams su iSveiklintu APO-
BEC2 genu pasireiSské miopatija, taip pat pastebétas APOBEC?2 kaip transkripcijos represoriaus vaid-
muo. Septyni APOBEC3 subSeimos baltymai atsakingi uz virusy ir mobiliy genomo elementy rest-
rikcija — deaminintos virusy nukleortigd¢iy grandinés nukreipiamos degradacijai. Kai kurie Sios
subSeimos baltymai skatina naviky heterogeniskuma, sukeldami taskines mutacijas, DNR trikius ir
chromosominj nestabilumg. Maziausiai duomeny Siuo metu turima apie APOBEC4 fermenta — jis
identifikuotas zinduoliy séklidése, tac¢iau dar neturi priskirtos konkrecios fiziologinés prasmeés (Con-

ticello, 2008; Pecori ir kt., 2022).

1.5. Daugialypés CDA reakcijos

Nustatyta, kad beveik 10 % visy fermenty, esanciy bakterijose ar arché¢jose, buidingos daugia-
lypés reakcijos (Singla & Bhardwaj, 2020). Nors jau minéta, jog CDA substratas yra ne tik citidinas,
bet ir 2°-deoksicitidinas bei jvairiis nukleozidy analogai naudojami vézio gydyme, vis délto, tai ne
vieninteliai CDA hidrolizuojami junginiai. Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje
(VU, GMC), pasitelkiant uridino auksotrofinius kamienus, identifikuotos metagenominés CDA, ge-
bang¢ios deamininti iki uridino ar jo dariniy jvairius N*-acil-, N*-/O*-/S*-alkil- it N*-/O*-/S*-arilcitidino
nukleozidus (Urbeliené ir kt., 2023). ki Sio atradimo nebuvo Zinoma, jog CDA galéty deamininti
substratus su tokiais dideliais pakaitais, o vienintelis panasaus aktyvumo pavyzdys — dar 1971 metais
apraSytas E.coli CDA N*-metilcitidino deamininimas (Cohen & Wolfenden, 1971). Atrinktas 41 CDA
fermentas, kuriy daugialypio substratinio aktyvumo analiz¢ atskleid¢, kad dauguma atvejy 2°-deok-
sicitidino dariniai buvo hidrolizuojami Siek tiek grei¢iau nei analogiski ribonukleozidai. Ribozés mo-
difikacijas toleravo tik keletas fermenty, taciau substratus su pakaitais bazés ziedo C5 pozicijoje hid-
rolizavo beveik visos metagenominés CDA nepaisant to, ar prie N4 atomo buvo prijungtas pakaitas
ar ne. Nei viena i§ analizuoty CDA nekatalizavo citozino ar jo analogy deamininimo. N4 pozicijos
pakaito tipas leido i$skirstyti fermentus j dvi grupes — pirmoji grupé naudojo substratus, kuriuose prie
N4, O4 ar S4 atomo buvo prijungta tik metilo grupé, o antroji galé¢jo deamininti ir su prijungtomis
ilgomis alifatinémis ar aromatinémis grupémis. Pastarajai grupei priklausancio CDA_F14 fermento
specifinio aktyvumo rezultatai parodé, jog substratai, turintys N4 pozicijoje pakaita yra verc¢iami ]
uridino analogg 1€¢iau nei neturintys. Be to, pastebétas specifinio aktyvumo maz¢jimas didéjant prie

N4 atomo prijungtai grupei (Urbeliené ir kt., 2023).
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1.5.1. CDA_F14 struktiira ir metagenominiy CDA racionalusis dizainas

Placiausiu substratiniu specifiSkumu pasizymintis CDA_F14 —homotetramerinis fermentas, tu-
rintis deaminazéms biidingg o/B/o. domeng. Molekulinis dokinimas su N*-benzoil-2¢-deoksicitidinu
leido identifikuoti su substratu sgveikaujancias bei katalizei reikalingas aminoriigstis. Su ribozés 3°-
OH grupe vandenilinius rysius sudaro Asn42 ir Glu44, o su 5°-OH — Ala46 ir Tyr48. 2°-OH grupés
pozicionavimui jtakos galimai turi Asn52 ir Gly54, o pastarasis dar koordinuoja ir heterociklinés
bazés ziedo C2 atoma. Molekulinés dinamikos simuliacijos parod¢, jog ribozés ziedo prisijungimui
gali biiti svarbus ir Thr51. Konservatyvusis Glu55 atsakingas uz katalizés procesg, o visose CDA
randamas Phe126 biitinas aktyviojo centro susidarymui. Reakcijai reikalingg cinko jong palaiko Cy53,
Cys88 ir Cys91, o Arg56 sudaro vandenilinius rySius su minétais cisteinais. Substrato suriSimo kise-
nés dydziui jtakos turi Bsaz kilpos aminoriigstys (79-88 a.r.) bei Val26, Ile77, Leul07, Leul31.

B33 kilpa pasizymi judrumu, o 81-oje ir 85-0je pozicijose esantys glicinai neuzima daug vietos,
del ko CDA_F14 gali hidrolizuoti platy spektra jvairiy substraty. Abiejy aminoriig§¢iy pakeitimai |
leucinus drastiskai sumazino katalizinio efektyvumo konstantas su N*-benzoil-2¢-deoksicitidinu, o tai
jrodo pastaryjy gliciny svarbg CDA_F14 aktyvumui. Kilpos jtaka substratiniam specifiSkumui ver-
tinta kitoms metagenominéms CDA — CDA_Lsp Ala82Ile mutantas nebegal¢jo deamininti substraty
su dideliais acil- ar aril- pakaitais prie N4 atomo, tac¢iau CDA_Tar Ile§85Ala mutantas prad¢jo hidro-
lizuoti tokius junginius kaip 5-fluoro-N*-(4-morfolinil)-2¢-deoksicitidinas ir N*-[(1H-indol-6-il)me-
til]-2‘deoksicitidinas. C-galo aminoriigs¢iy pakeitimai taip pat nulémé CDA F14 selektyvumo po-
ky¢ius. CDA_F14 Phel26Ala, CDA F14 Phel26Trp mutantai ir mutantas su 127-130 aminortigsciy
delecija po ilgos inkubacijos prad¢jo deamininti CMP. Savo ruoztu CDA F14 Thr51Gly mutantas
irgi parodé nedidelj aktyvumag su CMP, taciau nebehidrolizavo tokiy substraty kaip 2¢,3‘-dideoksici-
tidinas, N*-benzoil-2¢-deoksicitidinas, S*-benziluridinas, N*~(4-morfolinil)-2¢-deoksicitidinas ir ka-
pecitabinas (Urbelien¢ ir kt., 2023). Tad CDA_F14 racionaliojo dizaino tyrimai ateityje leis identifi-
kuoti dar didesnj skai¢iy galimy ,,karStyjy tasky“ mutacijoms atlikti, kurios turéty jtakos fermento
substratiniam specifiSkumui. Daugialypiy reakcijy spektro praplétimas atverty naujus terapinius ke-

lius, 1eskant potencialiy prieSvézZiniy/prieSvirusiniy vaisty.

1.6. Nukleozidy analogai

2019-aisiais metais FDA patvirtinus remdesivirg kaip vaista prie§ COVID-19 infekcija, nukleo-
zidy analogai i§ naujo jgavo démesj medicinos srityje. Dél savo geb&jimo biiti fermenty slopikliais ar
DNR grandinés terminatoriais, jie pasiZymi efektyviomis prieSvirusinémis ir prie§véZinémis savybe-
mis (Lin ir kt., 2021). Siuo metu uZregistruota kiek daugiau nei 30 nukleozidy/nukleotidy analogy,
kurie yra tinkami gydant virusy, parazity, gryby sukeltas infekcijas, taip pat vézj, o dar didesnis jy

skaiCius yra klinikiniy tyrimy stadijoje. Vis délto, daznéjantys susirgimy atvejai ir Salutiniy poZymiy
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tikimybés skatina konstruoti ir sintetinti vis daugiau nukleozidy analogy. Potencialiomis nukleozidy
modifikacijy vietomis dazniausiai tampa ribozés/deoksiribozés Ziedas, aromatiné heterocikliné bazé
ar fosfatinés grupés, kiek reciau gali buti kei¢iamos ir glikozidinio rySio pozicijos. Vienuose i$ anks-
tyviausiy nukleozidy analogy pavyzdziy, struktiiriniai pakeitimai prasidéjo bitent nuo cukraus dalies
poky¢iy (Seley-Radtke & Yates, 2018). Siomis dienomis yra taikomasi j 2¢, 3¢, 5°, kiek rediau 4° ir
1 pozicijy modifikacijas, kei¢iamas cukraus ziedo dydis, deguonies atomas (Yates & Seley-Radtke,

2019; Seley-Radtke & Yates, 2018).

1.6.1. Ribozés ziedo modifikacijos

Arabinozés nukleozidy analogai laikomi pirmaisiais antimetabolitais, pasiZyminciais terapiné-
mis savybémis. Juose 2°-OH grupé yra invertuota, anaiptol nei ribozés Ziede. Septintajame ir aStun-
tajame deSimtmeciuose susidométa fluoro jtaka. Pastebéta, jog dél savo didelio elektroneigiamumo,
jis keicia cukraus konformacija, o tai yra vienas i$ esminiy faktoriy, paveikianciy, kokie fermentai
atpazins ir metabolizuos tokj substrata (Seley-Radtke & Yates, 2018). Kai kuriy nukleozidy analogy
atveju, fluoro prijungimas sumazino citotoksiSkma (Lin ir kt., 2021), be to padidino glikozidinio rySio
stabilumg (Seley-Radtke & Yates, 2018). 2° pozicijoje bandoma prijungti ir metilo, ciano bei etinilo
grupes. Nors 2‘-metil dariniams reikalingi iSsamesni tyrimai ieSkant biidy padidinti jy efektyvuma,
savo ruoztu 2‘-ciano analogai, kaip ir fluoro, tinkami gydant kietuosius navikus (Lin ir kt., 2021), o
modifikacija etinilo pakaitu padidino prieSvirusines savybes (Yates & Seley-Radtke, 2019).

Prie 3 pozicijos taip pat gali buti prikabinamos fluoro, metilo grupés, o taip pat sutinkamas ir
azido pakaitas. Pastarasis yra linijinés struktiiros, kas nulemia maZzg elektroneigiamuma ir nedidelius
sterinius trikdZius, o tai stabilizuoja nukleozido struktiirg ir pavercia jj ne taip lengvai atpazjstamu
virusams (Lin ir kt., 2021). 3¢ pozicijy modifikacijos jprastai kombinuojamos kartu su 2¢ pozicijos
modifikacijomis — susintetintas nemazas skaicius nukleozidy analogy, kuriuose prie cukraus 3¢ ang-
lies atomo prijungiamas pakaitas, o nuo 2° anglies atomo pasalinama hidroksilo grupé. DidZiulio de-
mesio atradus susilauké junginys 2¢, 3 — dideoksicitidinas, tac¢iau dél véliau identifikuoty Salutiniy
poveikiy jis jau nebéra naudojamas gydyti virusinius ar véZinius susirgimus. Nepaisant to, pastarojo
junginio potencialas skatina ieSkoti daugiau panaSaus tipo dariniy, kaip, pavyzdziui, tarp 2¢ ir 3° po-
zicijy jvesti dvigubg ry$j (Seley-Radtke & Yates, 2018).

Daugumos nukleozidy analogy aktyvios formos Igsteléje yra fosforilintos 5¢ pozicijoje, o mo-
nofosfaty susidarymas yra greitj limituojantis procesas. Tiesioginis fosfaty prijungimas prie kuriamo
nukleozido analogo leisty iSvengti pastarojo apribojimo, ta¢iau nukleozidy monofosfatai yra fosfata-
ziy taikiniai. D¢l Sios priezasties, dauguma vykdomy 5° pozicijos modifikacijy yra orientuotos ]

fosforilinimo procesg pacioje lasteléje ir labiau veikia junginio biologinj jsisavinimg ir efektyvuma.
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Vis délto, 5 padéties variacijos gali paversti nukleozidy analogus nebetinkamus fosforilinimui ir at-
verti naujg kelig jy aktyvumo pasireiskimui, veikiant puriny ar pirimidiny nukleozidy fosforilazéms.
Vienas i§ tokio junginio pavyzdziy — 5°-deoksi-5-fluorouridinas, kurj Zzmogaus uridino fosforilaze
pavercia S-fluorouracilu, pasizyminciu placiu aktyvumu gydant Zarnyno vézj, leukemija, melanomas.
Prie 5°-OH ar vietoj 5°-OH grupés taip pat gali biiti prijungiamos ir jvairios fosforamidatinés grupés
su fenilu, ureido pakaitai, riebiyjy rugsciy liekanos, terpenai (Lin ir kt., 2021).

Kaip jau minéta, gali buiti modifikuojamos ir 1° bei 4‘padétys, bandoma keisti furanozes ziedo
deguonj ] siera, seleng, azota, o pentoze - j ciklobutang ar epoksida. Nepaisant jau ir taip esancios
didelés nukleozidy analogy jvairovés, gaus€janti Zzmoniy populiacija ir daznéjantys susirgimy atvejai

skatins ir toliau plésti pastaryjy junginiy gausa.

1.6.2. Nukleozidy analogy sintezé

Nuo nukleozidy analogy atsiradimo 6-ajame deSimtmetyje iki pat Siy dieny, nuosekliai tobuli-
nami seni arba ieSkomi nauji sintezés btidai. Tai stengiamasi pasiekti taikant tiek cheminius, tiek bio-
katalizinius metodus (Cosgrove & Miller, 2022). Pagrindiniai du keliai, naudojami susintetinti nuk-
leozidy analogus chemiskai, yra divergentinis ir konvergentinis. Divergentiniame metode paimamas
natiiralus nukleozidas ir modifikuojamas norimoje vietoje. Svarbus §ios technikos privalumas yra
reikiamos stereochemijos iSlaikymas, kadangi glikozidinis rySys, prie§ jvedant modifikacijas, jau yra
fiksuotas erdvéje. Vis délto, keblumy sukelia hidroksiliniy grupiy buvimas — jos yra tarpusavyje pa-
nasaus cheminio aktyvumo, kas reikalauja divergentiniame metode naudoti blokuojancias/deblokuo-
jan¢ias grupes. Savo ruoztu konvergentiniame metode heterocikliné bazé glikozilinimo reakcijos
metu sujungiama su atitinkamu modifikuotu cukrumi. Nors toks biidas leidzia iSgauti didesn¢ nuk-
leozidy analogy jvairoveg, taciau, kitaip nei divergentiniame metode, Cia gali atsirasti nepageidauja-
mos konformacijos glikozidinis rySys. Placiausiai naudojama Silil-Hilberto-DZonsono reakcija, ku-
rios metu silanintos heterociklinés bazés sujungiamos su acilintomis pentozés liekanomis, naudojant
Friedelio-Krafto katalizatorius aukStose temperattirose. Kitg taikomg sintezés biidg apras¢ FiSeris ir
Helferichas — §iuo atveju purinai sudaro ry$j su acetobromogliukoze, katalizuojant sidabro ar gyvsi-
dabrio druskoms (Liang ir kt., 2017; Shelton ir kt., 2016). Nepaisant $iy i§vystyty technologijy, reikia
atrasti aplinkai draugiSkesnes strategijas, kurios nereikalauty daug laiko ar brangiy bei kenksmingy
reagenty. Problemai spresti pasitelkiami fermentai — puriny ir pirimidiny fosforilazés yra dazniausiai
nukleozidy sintezei pritaikomi biokatalizatoriai. Kaip alternatyva fosforilaziy naudojimui, gali biti
pasitelkiamos 2‘-deoksiriboziltransferazes. Svarbu pabrézti, kad abi fermenty grupés toleruoja modi-
fikacijas 2 pozicijoje. 2024-aisiais metais atliktas tyrimas parode, jog Lactobacillus leichmannii 2°-
deoksiriboziltransferazé gali katalizuoti transglikozilinimo reakcijg su jvairiomis nenatiiraliomis nuk-

leobazémis. Vis délto, pastebétos didesnés iSeigos su puriny, bet ne pirimidiny analogais (Salihovic
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irkt., 2025). Be minéty fermenty sukonstruoti sintezes keliai, kuriuose sutinkamos ribokinazés, fosfo-
pentomutazes, deoksiribozés 5-fosfato aldolazés, galaktozés oksidazes, peroksidazes (Cosgrove &
Miller, 2022). Ateityje tikimasi, jog tobuléjantys baltymy inzinerijos metodai ir bioinformatiniai jran-

kiai padés atrasti dar didesn;j skaiciy efektyvesniy biokatalizatoriy nukleozidy analogy sintezei.
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2. Medziagos ir metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Pradmenys

1 lentelé. Eksperimenty metu naudoty pradmeny sekos.

Mutacija Tiesioginis pradmuo (5->3¢) Atvirkstinis pradmuo (5‘2>3¢)
H121A (Dcd) gatggtggccgtcaccgegeaccge gtgacggccaccatcagccccagac
H121G (Dcd) gatggtgggcgtcaccgegeaccge gtgacgcccaccatcagecccagac
L107A (Dcd) ggctgggcggacgggegttectcac ccgteecgeccageccaccagatcgg

N42A (CDA_F14)

ggcgcagctatcgaaaatgcettcttac

ttcgatagetgcgcectaaaaacgtegt

E44A (CDA F14)

aatatcgcaaatgcttcttacggageg

agcatttgcgatatttgcgectaaaaa

Y48NNN (CDA _F14)

caaatatcgaaaatgcttctnnnggagega

cattttcgatatttgcgcctaaaaacgtcg

N521 (CDA_F14)

gcgaccatttgecggtgaaagaagtgcc

accgcaaatggtcgctccgtaagaagce

G54A (CDA_F14)

aattgcgctgaaagaagtgecattttc

tctttcagcgcaattggtcgetecgta

N521/G54A (CDA_F14)

gegaccatttgegetgaaagaagtgce

tctttcagcgcaaatggtcgetecgta

2.1.2. Substratai

2 lentelé. Substratinio specifiSkumo analizei naudoty substraty saraSas.

Substratas

Gamintojas

2¢,3“- dideoksicitidinas

2°5¢- dideoksicitidinas

2°-O-metilcitidinas

3‘-azido-N?-benzoil-2°,3-dideoksicitidinas

3‘-amino-2°‘3‘-dideoksicitidinas

Carbosynth (JK)

2°-deoksicitidinas

5¢-levulinil-N*-benzoil -2 ‘-deoksicitidinas

3¢-levulinil-N*-benzoil -2 ‘-deoksicitidinas

3‘-acetil-N*-benzoil-2‘-deoksicitidinas

N*-benzoil-2‘-deoksicitidinas

3‘-azido-2,3°-ddCTP

5-metil-dCTP

2‘-fluoro-dCTP

5-propargilamino-dCTP

5-hidroksimetil-dCTP

Jena Bioscience (Vokietija)
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Substratas Gamintojas

Citidinas Sigma-Aldrich (Vokietija)
Kapecitabinas

CMP

N*-benzoil-2-O-metilcitidinas BLDpharm (Indija)

N-acetil-2°-O-metilcitidinas

N*-2°-O-dimetilcitidinas

N*-benzoil-2¢-deoksi-2°,2¢-difluorocitidinas Biosynth (Sveicarija)

N*-acetil-2°-deoksi-2‘-fluorocitidinas
3¢5°-di-O-benzoil-2°¢,2‘-difluorocitidinas
N*-3-0O-dibenzoil-2‘-deoksicitidinas
3°,5’-di-O-acetil-O*-benzil-5-fluoro-2’-deoksicitidinas Susintetinti MMB skyriuje

3°,5°-di-O-acetil-O*-propargil-5-fluoro-2’-deoksicitidinas
3’,5’-di-O-acetil-O*-n-butil-5-fluoro-2’-deoksicitidinas

2.1.3. Kamienai

Escherichia coli HMS174: F-recA1 hsdR(rK12- mK12+) (DE3) (Rif R) (Novagen); mutantas
HMS1744pyrAcdd sukonstruotas MMB skyriuje.

Escherichia coli DH10B:— mcr4A A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80dlacZAM15 AlacX74 endAl
recAl deoR A(ara, leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL A— (ThermoFisher Scientific); mutantas
DHI10BA4pyrFEC sukonstruotas MMB skyriuje.

2.1.4. Terpeés

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

SOB terpé — distiliuotame vandenyje iStirpinama 2% triptono, 0,5% mieliy ekstrakto, 10 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 20 MgSOs. Autoklavuojama 30 min, 121 °C, 1 atm slégyje.

SOC terpé — prie$ naudojima i norimg SOB terpés kiekj ipilama 10 mM MgCl ir 20 mM
gliukozes.

M9 selektyvi agarizuota mineraliné terpé — distiliuotame vandenyje iStirpinama 1 mM
MgSOs4, 0,1 mM CaCl, ir 15 g/L agaro. Autoklavuojama 30 min., 121 °C, 1 atm slégyje. Atskirai
ruoSiamas 5X drusky miSinys - 33,9 g/l NaxHPOys, 15 g/L KH2POy4, 5 g/L NH4Cl, 2,5 g/ NaCl - ir
pilamas ] terpg prie§ naudojima kaip ir 0,2 % (w/v) gliukozés, 0,2 % kazamino riigs¢iy, | mM IPTG

ir 0,02 mg/ml uridino ar jo analogo.
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2.1.5. Vektoriai

pLATE31 — raiskos vektorius (ThermoFisher Scientific);
pLATES?2 — raiskos vektorius (ThermoFisher Scientific).

2.2. Metodai

2.2.1. Kompetentiniy lgsteliy paruosSimas elektroporacijai

Pasirinktas E.coli kamienas augintas 25 mL LB terpés 37 °C su aeracija, kol optinis tankis ties
600 nm pasieké 0,6-0,7. Lastelés nucentrifuguotos 4000xg 4 °C 10 min., supernatantas nupiltas ir
lastelés resuspenduotos 25 mL atSaldyto 10% glicerolio tirpalo. Vél centrifiguota 4000xg 4 °C 10
min., nupiltas supernatantas. Plovimas 10% glicerolio tirpalu kartotas maziausiai tris kartus. Nucent-
rifugavus paskutinj kartg Igstelés resuspenduotos 1 ml 10 % glicerolio tirpalo ir iSpilstytos po 95 pL.
Siuo biidu paruostos kompetentinés lastelés gali biti transformuotos i§ karto arba laikomos -80 °C

Saldiklyje iki naudojimo.

2.2.2. Kompetentiniy Igsteliy paruoSimas cheminei transformacijai

Pasirinktas E.coli kamienas augintas 25 mL LB terpés 37 °C su aeracija, kol optinis tankis ties
600 nm pasieké 0,6-0,7. Lastelés nucentrifuguotos 4000xg 4 °C 10 min., supernatantas nupiltas ir
lastelés resuspenduotos 25 mL atSaldyto 0,1 M CaCl; tirpalo. Vél centrifiguota 4000xg 4 °C 10 min.,
nupiltas supernatantas. Plovimas 0,1 M CacCl; tirpalu kartotas maZziausiai tris kartus. Nucentrifugavus
paskutinj kartg lgstelés resuspenduotos 1 ml 0,1 M CaCl, tirpalo su 15 % glicerolio ir i$pilstytos po
95 uL. Siuo biidu paruostos kompetentinés Iastelés gali biti transformuotos i§ karto arba laikomos -

80 °C Saldiklyje iki naudojimo.

2.2.3. PGR metodas tikslinio geno amplifikacijai
Pasirinktas 25 pL vienos reakcijos tiris, kurios komponentai ir kiekiai pateikti 3-oje lenteléje.
PGR reakcijos Zingsniy temperatiiros ir laikai pateikti 4-oje lenteléje.

3 lentelé. PGR reakcijos miSinys
Komponentas Kiekis

,,2X Phusion™ Plus Master Mix* (ThermoFisher Scientific) | 12,5 pL

Tiesioginis ir atvirkStinis pradmenys Po 0,1-0,5 uM
Plazmidiné¢ DNR 30-100 ng
DMSO (ThermoFisher Scientific) 0,75 uL

H>O Iki 25 pL
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4 lentelé. PGR reakcijos salygos

Zingsnis Temperatiura Laikas Cikly skaicius
Pradiné denaturacija 98 °C 30s 1

Pakartotiné denatiiracija | 98 °C 10s

Pradmeny prilydymas 60 °C 20 s 25

Ilginimas 72 °C 20 s/kb

Galy ilginimas 72 °C 3 min 1

2.2.4. DNR elektroforezé
DNR elektroforezei naudotas 1 % agarozinis gelis su TAE (Tris-acetatas-EDTA) buferiu. Elekt-

roforeze vykdyta esant 120 V jtampai ir | Sulinélius uznesant apie 0,1-0,5 pg DNR. Po elektroforezes
gelis dazytas 0,05 % etidZio bromido tirpale apie 5 min. Fragmenty dydziams jvertinti naudotas DNR
molekulinés masés standartas ,,GeneRuler 1 kb DNA Ladder” (ThermoFisher Scientific), o gelio re-

zultatai analizuoti apSvietus UV spinduliais transiliuminatoriuje.

2.2.5. Tikslinio DNR fragmento gryninimas iS agarozés gelio
IS agarozés geliy DNR fragmentai iSgryninti naudojantis ,,GeneJET Gel Extraction Kit™ (Ther-
moFisher Scientific) rinkiniu pagal nurodyta instrukcija. Su mazo tiirio spektrofotometru nustatyta

iSgrynintos DNR koncentracija.

2.2.6. Tikslinio DNR fragmento gryninimas i$ PGR misinio
IS PGR miSinio DNR fragmentai iSgryninti naudojantis ,,GeneJET PCR Purification
KIT* (ThermoFisher Scientific) rinkiniu pagal nurodytg instrukcija. Su mazo tiirio spektrofotometru

nustatyta i§grynintos DNR koncentracija.

2.2.7. Tikslinio geno ligavimas j pLATE vektoriy
Tikslinis DNR fragmentas, amplifikuotas PGR metu, jklonuotas j pPLATE31/pLATES2 vektoriy
naudojantis ,,al.ICator LIC Cloning and Expression Kit 3“ (ThermoFisher Scientific) rinkiniu pagal

nurodytg instrukcijg. Gautas ligatas toliau naudotas transformacijai j pasirinktg E.coli kamieng.

2.2.8. Elektroporacija
95 uL elektrokompetentiniy lgsteliy sumaisyta su 1 uLL plazmidinés DNR arba 2 pL ligato ir

inkubuota ant ledo kelias minutes. Viskas perpilta j tam skirtg atSaldyta kiuvete ir elektroporatoriuje
(Electroporator 2510 Eppendorf) atlikta elektroporacija esant 1800 mV/cm jtampos srovei, o impulso
trukmé 4-5,8 ms. Po elektroporacijos Iastelés nedelsiant uzpiltos 900 pL. SOC terpés ir gaivintos 37
°C 30 min. Pra¢jus gaivinimo laikui 1gstelés nucentrifuguotos, resuspenduotos 100-200 pL superna-

tanto ir i§sétos ant agarizuotos LB terpés.
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2.2.9. Cheminé transformacija

95 uL cheminei transformacijai paruosty kompetentiniy Iasteliy sumaisSyta su 1 pL plazmidinés
DNR arba 2 pL ligato ir inkubuota ant ledo 30 min. Praéjus inkubacijos laikui lastelés perkeltos j 42
°C termostatg 45 s. Po karscio Soko nedelsiant uzpilta 900 uL SOC terpés ir gaivinta 37 °C 30 min.
Po inkubacijos Igstelés nucentrifuguotos, resuspenduotos 100-200 pL supernatanto ir iSsétos ant aga-

rizuotos LB terpés su antibiotiku.

2.2.10. PlazmidzZiy gryninimas

Atrinktos kolonijos persétos | 5 mL skystos LB terpés ir augintos per nakti su aeracija 37 °C.
Lastelés nucentrifuguotos ir plazmidiné DNR iSskirta naudojantis ,,ZymoPURE II Plasmid Miniprep
Kit“ (Zymo Research) pagal nurodytg instrukcija. Sekoskaitai méginiai i$siysti  ,,Azenta* (Vokietija),
kaip pradmenj naudojant T7 promoterj, kurio seka: 5‘-TAATACGACTCACTATAGGG-3".

2.2.11. Baltymuy raiska ir gryninimas

Atrinktos lgstelés augintos LB terpéje, kol optinis tankis OD600 pasieké 0,6-0,8, tuomet bal-
tymy raiska indukuota jpylus 0,25 mM IPTG ir auginimas perkeltas j 30 °C temperatiirg 18-24h. Po
indukecijos lasteleés nucentrifuguotos 4000xg 4 °C 10 min. ir resuspenduotos kalio fosfatiniame bu-
feryje (50 mM, pH 7,5). Lastelés sulizuotos ultragarsu — ciklo laikas 5 min., i§ kuriy 3 s vyksta ardy-
mas, 5 s vésinimas esant 30 % jégai (Branson Digital Sonifier SFX 250 (Emerson)). Lizatas nucent-
rifuguotas 10000xg 4 °C 10 min. ir likgs supernatantas naudotas baltymy gryninimui.

Visi darbe gryninti baltymai turéjo 6xHis-Tag Zyme. Gryninimas vykdytas naudojant ,,AktaPu-
rifier” (GE Healthcare) chromatografijos sistemg ir nikelio chelating kolonéle ,,HiTrap™ Chelating
HP* (GE Healthcare). Pirmojo gryninimo etapo metu uzneStas méginys ir prie sorbento neprisijunge
baltymai nuplauti kalio fosfatiniu buferiu (50 mM, pH 7,5). Antrojo etapo metu prie sorbento prisi-
junges tikslinis baltymas i§ koloné¢lés eliuuotas kalio fosfatiniu buferiu (50 mM, pH 7,5) su 0,5 M
imidazolo. Po gryninimo apjungtos baltymo frakcijos dializuotos kalio fosfatiniame buferyje (50 mM,

pH 7,5) 4 °C, 18-24h.

2.2.12. Baltymy molekulinés masés nustatymas SDS-PAGE

Baltymy méginiai po dializés sumaiSyti su pavyzdzio dazu, turin¢iu 5 % 2-merkaptoetanolio ir
2 % natrio dodecilsulfato ir kaitinti verdanc¢io vandens vonioje 7 min. Naudotas SDS-poliakrilamido
gelis su 4,5 % koncentruojamuoju ir 14 % skiriamuoju geliais. Elektroforeze sudaré du etapai — 20
min. esant 64 V galiai ir 20 mA srovés stipriui bei 40 min. esant 200 V galiai ir 22 mA sroves stipriui.
Po elektroforezés gelis nudaZytas su ,,Coomassie Brilliant Blue G-250* (ThermoFisher Scientific)

dazu ir nublukintas Siltame vandenyje.
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2.2.13. Bradfordo testas baltymy koncentracijos nustatymui

Kalibracinés kreivés sudarymui naudoti ,, PierceTM Coomassie (Bradford) Protein Assay
Kit* (ThermoFisher Scientific) rinkinio 0,125 mg/mL, 0,250 mg/mL ir 0,500 mg/mL jauc¢io serumo
albumino etaloniniai tirpalai. Ant 4 pL kiekvieno tirpalo uzpilta 200 pL Bradfordo reagento ir matuota
optin¢ sugertis ties 595 nm. Baltymo koncentracija nustatyta analogiSkai matuojant opting sugert]

tikslinio baltymo méginiui.

2.2.14. Plonasluoksné chromatografija aktyvumo su substratais jvertinimui

20 pL reakcijos misinj sudaré 2 uL fermento (CDA_F14 mutanty atveju 0,498 — 1,948 mg/ml),
4 mM atitinkamo substrato ir likusi dalis kalio fosfatinio buferio (50 mM, pH 7,5). Kontrolinius ban-
dinius sudaré reakcijos miSiniai be fermento. Méginiai inkubuoti 1 val. 37 °C ir rezultaty analizei
ant ,,TLC Silica gel 60 (Merck Millipore) plokstelés perkelta po 0,7 uL kiekvieno méginio. Mobi-
ligja faze sudaré chloroformo:metanolio tirpalas santykiu 5:1. Reakcijos produktai vertinti apSvietus
plokstele 254 nm ultravioletine Sviesa. Po analizés méginiai palikti inkubuotis kambario temperatu-

roje per naktj ir reakcijos produktai dar papildomai vertinti po paros.

2.2.15. HPLC-MS metodas aktyvumo su substratais jvertinimui

HPLC-MS analizei atlikti | reakcijy miSinius jpilta acetonitrilo (50% galutinio tiirio) tuomet
méginiai centrifuguoti 13800%g 10 min. HPLC-MS aparatiirg sudaré auksto slégio skys¢iy chroma-
tografas (CBM-20A, Shimadzu) ir masiy spektrofotometras ((LCMS-2020, Schimadzu). Atskyrimas
vykdytas esant 40 °C temperatiirai bei naudojant chromatografing 150%3 mm koloné¢le YMC-Pack
Pro ir mobiligja faze, sudarytg i§ skruzdziy riigsties ir acetonitrilo. Gauti rezultatai pateikti teigiamos

ir neigiamos jonizacijos reZimuose ir analizuoti LabSolutions LC/MS programinés jrangos pagalba.

2.2.16. Fermentinio aktyvumo matavimas

Mutantiniy baltymy aktyvumas tirtas spektrofotometriSkai, matuojant absorbijos sumaz¢jima
290 nm bangos ilgyje, stebint 2¢-deoksicitiding (Ae = 1600 M"' cm™) arba 310 nm, stebint N*-benzoil-
2¢-deoksicitiding (Ae = 11000 M cm™). Naudotos tokios 2°-deoksicitidino koncentracijos — 0,05
mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,25 mM, 0,4 mM, 0,5 mM, 0,8 mM ir | mM, o N*-benzoil-2‘-deoksicitidino
—-0,0125 mM, 0,025 mM, 0,0375 mM, 0,05 mM, 0,075 mM, 0,1 mM, 0,15 mM ir 0,3 mM. Minéty
koncentracijy substraty tirpalai ruosti kalio fosfatiniame buferyje (50 mM, pH 7,5). Kiuvetéje sumai-
Syta 3-12 uL ( CDA_F14 mutanty atveju 0,0330 — 0,1706 mg/mL) fermento bei 588-597 uL atitin-
kamo substrato ir absorbcijos maz¢jimas registruotas 30 s — 1 min., atsizvelgiant j reakcijos greit].
Matavimai su kiekviena koncentracija pakartoti po 3 kartus. Kinetinés konstantos nustatytos Grap-

hPad Prism 10 programine jranga, pritaikius Michaelis-Menten lygti.
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2.2.17. Taikiniui specifinés ir atsitiktinés mutagenezés pradmeny kurimas
,,Benchling* internetinéje platformoje sukurti ~30 nt. ilgio pradmenys su ~10 nt. persidengimu.
46-oje pozicijoje vietoje alanino ir 48-o0je pozicijoje vietoje tirozino CDA_ F14 atveju norint jvesti
atsitikting aminoriigstj, sukurti pradmenys su NNN kodonu pastarojoje pozicijoje, kuris apima visus
64 kodonus. Taikiniui specifinés mutagenezés atveju, pasirinktoje pozicijoje jvestas pageidaujamos
aminorugsties kodonas. Gavus susintetinus pradmenis, jie fosforilinti pagal 2.2.18. punkte pateikta

metodika.

2.2.18. Taikiniui specifinés ir atsitiktinés mutagenezés

Pries§ atliekant mutagenezés PGR, paruosti pradmeny fosforilinimo miSiniai, kuriy sudétis pa-
teikta 5-oje lenteléje. Reakcijos miSinys inkubuotas 37 °C 30 min., o po fosforilinimo reakcijos T4
polinukleotidkinazé inaktyvuota palaikius reakcijos misinj 75 °C 10 min. Fosforilinti pradmenys nau-
doti PGR reakcijoje, kaip nurodyta 2.2.3. punkte. Po PGR méginai inkubuoti su 1 uL Dpnl (Thermo-
Fisher Scientific) restrikcijos endonukleaze, kad buty pasalinta matriciné plazmidé. Inkubacijos tem-
peratiira ir laikas — 37 °C 15 min. Pageidaujamo dydZio padauginta plazmidé gali biiti iSgryninta 18
agarozeés gelio pagal 2.2.5. metodikg arba 1§ PGR miSinio pagal 2.2.6. metodika. AtsiZvelgiant j trans-
formacijos efektyvuma ir sekoskaitos rezultatus, iSgryninta plazmidé gali buti papildomai suliguota,
kaip nurodyta 2.2.19. punkte.

5 lentelé. Pradmeny fosforilinimo reakcijos miSinys

Komponentas Kiekis, pLL
T4 polinukleotidkinaze (ThermoFisher Scientific), 10 U/uL 1
Pradmuo, 100 uM 1,25

ATP, 10 mM 2,5

,,10X reaction buffer A for T4 polynucleotide kinase* (Ther- 0,75
moFisher Scientific) buferis
H>O 17,75

2.2.19. Linijiniy DNR fragmenty ligavimas

Taikiniui specifinés ir atsitiktinés mutageneziy metu gautos padaugintos plazmideés liguotos 18-
24 h, 4 °C. Reakcijos miSinio komponentai pateikti 6-oje lentel¢je. Po ligavimo, plazmidiné DNR

gali biiti 1§ karto naudojama transformacijai arba saugoma -20 °C.
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6 lentelé. Ligavimo reakcijos miSinys

Komponentas Kiekis
,,10X T4 DNA Ligase Buffer (ThermoFisher Scientific) 1 uL

T4 DNR ligazé (ThermoFisher Scientific), 5 U/uL 0,5 uL.
PEG 4000 1 uL
DNR 10 ng
H>O Iki 10 pL
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3. Rezultataiir jy aptarimas

Sio tyrimo objektai yra pirimidiny metaboliniai fermentai — E.coli dCTP deaminazé Dcd ir
metagenoming citidino deaminazé¢ CDA_F14. Pirmoje rezultaty aptarimo dalyje pateikiami duome-

nys, susij¢ su CDA F14, antroje — su dCTP deaminaze.

3.1. CDA_F14 mutanty substratinio specifiSkumo rezultatai

MMB skyriuje atrasta prokariotiné deaminaz¢ CDA_F14 (PDB 7Z0OB) pasizymi plac¢iu dau-
gialypiu substratiniu aktyvumu. Atlikty tyrimy déka padaryta prielaida, kad tai lemia didelé substrato
suriSimo kiSené. CDA F14 yra homotetrameras, 132 aminortig§¢iy baltymas, kurio aktyviajame
centre esantis cinko jonas yra koordinuojamas trijy cisteiny. Iki Siol daugiausiai tyrimy atlikta norint
i$siaiskinti, kokios aktyviojo centro aminoriigStys yra svarbios koordinuojant substratus, turin¢ius
ivairius pakaitus heterociklinés bazés N4 padétyje. Tad susidoméejima kelia aminoriigStys, dalyvau-
jancios ribozés ziedo koordinavime, kadangi kai kurie substratai su modifikuota riboze/deoksiriboze
pasizymi vaistinémis savybémis.

Molekulinio dokinimo ir kristalo struktiiros analizés rezultatai parodeé, jog substrato suriSime ir
koordinavime dalyvauja Ala46 ir Tyr48, sudarantys vandenilinius rySius su ribozés 5°-OH grupe,
Asn42 ir Glu44 sudarantys vandenilinius rySius su ribozés 3°-OH grupe bei Asn52 ir Gly54, kurie
nesudaro tiesioginiy rysiy su ribozés ziedu, bet galimai turi jtakos substrato suriSimui, kai pakaitai

yra 2¢ pozicijoje (5 pav.).

o
Gly 85

5 pav. CDA_F14 aktyviojo centro 3D schematinis vaizdas su prisijungusiu N*-benzoil-2'-deoksiciti-
dinu. Su riboze sgveikaujanc¢ios aminoriig§tys paryskintos (Urbelien¢ ir kt., 2023)

Taigi, Sio darbo metu, pasitelkiant racionalyjj dizaing, buvo siekta jvertinti, kokj efekta katali-

zuojamai reakcijai turi atitinkamy aminoriigsciy, atsakingy uz substrato koordinavima aktyviajame
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centre, mutacijos, kai jvairiis pakaitai yra ribozés ziede. Taip pat tikétasi, jog gauti rezultatai padés
jvertinti ne tik CDA_F14 substraty spektra, bet ir placigja prasme leis prognozuoti galimus kity citi-
dino deaminaziy deamininamus darinius bei bus naudingi kuriant naujus pries§vézinius/priesvirusinius

preparatus.

3.1.1. 2‘-OH grupe koordinuojanciy aminorugsciy mutacijos

Kaip jau buvo minéta 1.4.2. skyriuje, hCDA saveikai su 2°-OH grupe svarbiis Asn54 ir Gly56.
Diffdock internetinio jrankio pagalba | CDA F14 aktyvyjj centrg jstacius citiding taip pat matoma,
jog arciausiai 2°OH grupés yra Asn52 ir Gly54 (6 pav.). Potencialig pastaryjy aminorigsciy jtaka
parodé¢ ir CDA F14 daugybinis seky palyginys su kitomis metagenominémis CDA (Urbeliené ir kt.,
2023). Iki Siol buvo patikrinta tik vieno, 2° pozicijoje pakaitg turin¢io substrato hidrolizé — 2°-O-
metilcitidino. Pastebéta, jog $i substrata deamininantys fermentai 52-oje pozicijoje dazniau turi as-
paraging, leucing arba izoleucing, o 54-oje — alaning. Savo ruoztu 2‘-O-metilcitidino nehidrolizuoja
deaminazés, kuriy 52-oje pozicijoje sutinkamas valinas, o 54-oje — alaninas arba glicinas. Atsizvelgus
1 8ia informacija, nuspresta sukonstruoti tris mutantinius fermentus:

1. 52-osios pozicijos asparaging pakeisti j izoleucing — F14 N52I mutantas;

2. 54-osios pozicijos glicing pakeisti j alaning — F14_ G54 A mutantas;

3. Ivykdyti abi mutacijas viename gene — F14 N52I/G54 A mutantas.

NS52

citidinas
G54

6 pav. | CDA_F14 aktyvyji centrg jstatytas citidinas ir galimai su 2°-OH grupe sgveikaujancios a-
minoriigS§tys — N52 ir G54. Paveikslélis ruoStas Pymol programa (Schrodinger, LLC,
2015), struktiiros gautos naudojantis AlphaFold2 (Jumper ir kt., 2021)

Atlikus taikiniui specifing mutagenezg (2.2.18. skyrius), pagausinta linijiné plazmidé i§gryninta
tiesiai i§ PGR miSinio (2.2.6. skyrius) ir transformuota i E.coli DH10BApyrFEC kamieng (2.2.8. ir
2.2.9. skyriai). Atlikus sekoskaitos analizg ir jvertinus, jog mutacijos jvykdytos teisingai, i§gryninto-

mis plazmidémis (2.2.10. skyrius) buvo transformuotos E.coli HMS1744pyrAcdd raiSkos kamieno
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kompetentinés lgstelés. Tuomet iSgryninti baltymai (2.2.11. skyrius) ir nustatytos jy koncentracijos
(2.2.13. skyrius): F14 N52I — 7,78 mg/mL (iSeiga — 23,34 mg baltymo i§ 200 mL LB terpés),
F14 G54A - 6,57 mg/mL (iSeiga — 19,71 mg baltymo i§ 200 mL LB terpés), F14 N52I/G54A — 4,49
mg/mL (iSeiga — 13,47 mg baltymo i§ 200 mL LB terpés). Nustatyti kinetiniai parametrai (2.2.16.

skyrius) pateikti 7-oje lenteléje.

7 lentelé. F14 wt, F14 N52I, F14 G54A ir F14 N52I/G54A kinetiniy konstanty palyginimas.

2¢-deoksicitidinas

Fermentas Kv, M Vmax, M/min keat, 1/s keat/ Km, 1/Mxs
Fl4 wt (1,2+0,3)x10* (3,1£0,2)x10* | (0,33x0,01)x10" | (3,1£0,4)x10*
F14 N521 (1,7£0,7)x1073 (2,94£0,9)x107 (7,3+2,4)x10! (4,2+1,1)x10*
F14 G54A (5,2+0,1)x10* (6,8+0,1)x10™ (1,9+0,02)x10" | (3,8+0,04)x10*

F14 N521/G54A

(3,3+0,0004)x 10"

(4,7+0,01)x10*

(1,0+£0,003)x10!

(3,1+0,005)x10*

N*-benzoil-2¢-deoksicitid

inas

F14 wt (9,842,6)x10° (2,4+0,2) x 105 | (1,3£0,1)x10" | (1,3%0,1)x103
F14 N52I (1,9+0,1)x10" (2,240,1) x10% | (0,3£0,02)x10" | (1,4+0,1)x10*
F14 G54A (3,140,2)x 10" (2,240,1) x10% | (0,3£0,02)x10" | (1,0+0,1)x10*
F14 N52I/G54A | (4,2%0,9)x10" (2,0£0,4) x10% | (0,4%0,1) x10' | (1,0£0,3)x10*

IS 7 lentelés duomeny galima matyti, jog su 2‘-deoksictidinu N52I mutacija padidina Km verte
14 karty, G54 A — 4 kartus, o dviguba N521/G54A mutacija — 3 kartus. Katalizinio efektyvumo kons-
tanty kea/Kwm atveju, asparagino pakeitimas ] izoleucing padidino minétg konstantg apie 1,5 karto,
taciau G54A ir N52I/G54A mutacijos neturéjo zymaus efekto. Kuomet kaip substratas naudotas N?-
benzoil-2°-deoksicitidinas, N52I ir G54A mutacijos padidino Km konstantg 2 kartus, o N52I/G54A —
4 kartus. Savo ruoZtu visos trys mutacijos pagerino kca/Km konstantg - N52I pakeitimas padidino ja
11 karty, G54A ir N521/G54A padidino 8 kartus. Tai rodo, kad pastarieji mutantiniai fermentai yra
labiau specifiski N*-benzoil-2¢-deoksicitidinui nei laukinio tipo fermentas. PrieZastis, kodél taip j-
vyksta, galéty biiti ta, jog minétas substratas yra suriSamas arciau katalizinio centro, dél ko greiciau

gali jvykti deamininimo reakcija.

3.1.2. 3‘-OH grupe koordinuojanciy aminoriigs¢iy mutacijos

Su 3°-OH grupe sgveikaujancius 42-o0sios pozicijos asparaging ir 44-osios pozicijos glutamatg
nuspresta pakeisti j alaninus ir sukonstruoti viengubus F14 N42A ir F14 E44A mutantus. Darby ei-
lisSkumas vykdytas kaip nurodyta 3.1.1. skyriuje. Gautos baltymy koncentracijos: F14 N42A — 8,36
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mg/mL (iSeiga — 20,9 mg baltymo 1§ 200 mL LB terpés), F14 E44A — 7,36 mg/mL (iSeiga — 18,4 m
g g g balty p _ g g g

baltymo i§ 200 mL LB terpés). 8-oje lentel¢je apskaiciuotos kinetiniy konstanty vertés.

8 lentelé. F14 wt, F14 N42A ir F14 E44A kinetiniy konstanty palyginimas.
2¢-deoksicitidinas

Fermentas Kv, M Vmax, M/min keat, 1/ keat/ Km, 1/MXs
F14 wt (1,2£0,3)x10% | (3,1£0,2)x10* | (0,3+0,01) x 10! (3,1£0,4) x 10*
F14 N42A | (2,9£0,6) x 10° | (1,1£0,1) x 10* (6,3+0,8) x 10! (2,2+0,3) x 102

F14 E44A Likutinis aktyvumas
N*-benzoil-2‘-deoksicitidinas

F14 wt (9,8+2,6)x10° | (2,4+0,2)x10° | (1,3+0,1)x 10! (1,3+0,1) x 10°

F14 N42A Likutinis aktyvumas

F14 E44A Likutinis aktyvumas

Kinetiniy parametry matavimai parod¢, jog 42-0sios pozicijos asparagino mutacija j alaning
24 kartus padidino Kwm verte su 2°-deoksicitidinu ir 140 karty sumazino kca/Km konstanta. Dél per
mazy absorbcijos veréiy nepavyko jvertinti veréiy F14 N42A mutantui su N*-benzoil-2¢-deoksiciti-
dinu ir F14 E44A mutantui su abiem substratais. Gauti rezultatai patvirtina N42 ir E44 svarbg koor-
dinuojant substratus. Sie rezultatai rodo perspektyva analizuojant §iy aminoriigi¢iy liekany jtaka
substraty suriSimui keiciant jas kitomis polinémis aminortig§timis, taip tikintis fermento specifiSkumo

kitimo jvairiems modifikuotiems nukleozidams ar net nukleotidams.

3.1.3. 5’-OH grupe koordinuojanciy aminorugs¢iy mutacijos

Ankstesniy tyrimy metu jau analizuoti A46 ir Y48 poky¢iai } glicinus (Skrodenyte, 2023), tad
Siuo atveju nuspresta atlikti atsitikting mutagenezg Siose pozicijose. Ivykdzius atsitikting mutageneze
ir i§gryninus sumine¢ plazmide 1§ PGR misinio, vykdyta papildoma ligavimo reakcija (2.2.19. skyrius)
ir ligavimo mi$inys cheminés transformacijos biidu transformuotas j E.coli DH10BApyrFEC kamiena.
Aktyviis klonai atrinkti ant selektyvios M9 minimalios agaro terpés su N?-benzoil-2‘-deoksicitidinu.
Sekoskaitos rezultatai parode¢, jog 46-osios pozicijos aktyviis mutantai gauti su alaninu ar glicinu, o
48-0sios pozicijos — su fenilalaninu arba triptofanu. Atsizvelgiant j Siuos duomenis, pasirinkta toliau
patikrinti F14 Y48F ir F14 Y48W mutanty aktyvumus. ISgryninty baltymy koncentracijos:
F14 Y48F — 17,54 mg/mL (iSeiga — 52,62 mg baltymo i§ 200 mL LB terpés), F14 Y48W — 16,11
mg/mL (iSeiga — 48,33 mg baltymo i§ 200 mL LB terpés). 9-oje lentel¢je palygintos mutantiniy bal-

tymy kinetinés konstantos.
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9 lentelé. F14 wt, F14 Y48F ir F14 Y48W kinetiniy konstanty palyginimas.

2¢-deoksicitidinas
Fermentas Kv, M Vmax, M/min keat, 1/ keat/ Km, 1/MXs
F14 wt (1,2+0,3) x 10* | (3,1 +£0,2)x10* | (0,33+0,01)x 10" | (3,1 +£0,4) x 10*
Fl4 Y48F | (2,7+0,5)x 107 | (2,8+0,5)x10% | (3,1£0,6) x 10" (1,1 £0,3) x 10*
F14 Y48W | (6,1 +0,2) x 10* | (8,8+0,2) x 10* | (1,1+0,02)x 10" | (1,7+0,03) x 10*
N?-benzoil-2¢-deoksicitidinas
Fl4 wt (9,8+2,6)x10° | (2,4+02)x10° | (1,3+0,1)x 10! (1,3£0,1) x 103
F14 Y48F | 29+ 1,5)x10* | (1,2+0,6) x 10* | (0,1 £ 0,06) x 10 (4,6 £0,2) x 103
F14 Y48W | (8,7 1,1) x 10* | (7,7+2,1)x 10 | (4,6+1,2) x 10! (5,3 +2,6) x 102

Tirozino pasikeitimas j fenilalaning 23 kartus padidino Kw ir 3 kartus sumazino kca/Km reikSmes

su 2‘-deoksicitidinu. Triptofano atsiradimas padidino Km verte 5 kartus bei taip pat 2 kartus sumazino

katalizinio efektyvumo konstanta su tuo paciu substratu. Kuomet kaip substratas naudotas N*-benzoil-

2°-deoksicitidinas, F14 Y48F mutantui apskaiciuota 3 kartus mazesné Ku verté lyginant su laukinio

tipo fermentu bei 4 kartus didesné kca/ Km konstanta. Y48W mutacija su pastaruoju substratu 9 kartus

padidino Michaelio konstanta, ta¢iau ir 2,5 karto sumazino katalizinio efektyvumo konstanta.

7 pav. Struktiirinis F14_wt (zZalias), F14 Y48F (geltonas) ir F14 Y48W (roZinis) palyginys. Pa-
veikslélis ruostas Pymol programa (Schrodinger, LLC, 2015), strukttiros gautos naudojan-
tis AlphaFold2 (Jumper ir kt., 2021)
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F14 wt,F14 Y48F ir F14 Y48W strukturinio palyginio modelis atskleidzia substrato suriSimo
kiSenés dydzio pasikeitimus bei atsizvelgiant | aminortig§¢iy dydj ir i§sidéstyma leidzia jvertinti, ko-
del buvo gauti butent tokie kinetiniai parametrai (7 pav.). Visy pirma, nors abi mutacijos pablogino
Kwmvertes, lyginant su F14 wt, vis délto fenilalanino jvedimas j 48-3j3 pozicija padidino kca/ Km kons-
tanta su N*-benzoil-2¢-deoksiciditinu. Kaip galima matyti i§ 7 pav., fenilalaninas pasisuka kitu kampu
nei tirozinas, i$ ko perSasi i§vada, jog Y48F mutacijos atveju, suriSimo centre geriau i§laikomas subst-

ratas ir efektyviau nukreipiamas j katalizés centra.

3.1.4. Substratinio specifiSkumo analizei naudoty substraty apzvalga

Po kinetiniy parametry nustatymo, analizuoti visy septyniy mutantiniy baltymy aktyvumai su
atitinkamais substratais pagal 2.2.14. ir 2.2.15. metodikas. IS viso patikrintas aktyvumas su 20 subst-
raty, kurie turéjo modifikacijas ribozes, heterociklinés bazés zieduose arba abiejose vietose. 1 priede
pateiktos nagrinéty dariniy struktiiros su pavadinimais. 10-oje lenteléje galima matyti, kuriuos jungi-
nius deaminina mutantiniai baltymai.

10 lentelé. CDA F14 wt ir mutantiniy baltymy aktyvumai su substratais, turinciais jvairias modifi-
kacijas ribozés ziede. 1 — F14 N42A,2 —F14 E44A,3 —F14 Y48F,4 —F14 Y48W, 5 —
F14 N52I, 6 — F14 G54A, 7 — F14 N521/G54A; Zalia spalva — deaminina pilnai, geltona

spalva — deaminina dalinai, pilka spalva — aktyvumas neaptiktas.
Substratas wt 1 2 3 4 5 6 7

2‘-deoksicitidinas (1)

2¢ 3°-dideoksicitidinas (2)
2¢,5¢-dideoksicitidinas (3)
2°-O-metilcitidinas (4)
N*-benzoil-2-O-metilcitidinas (5)
N*-acetil-2-O-metilcitidinas (6)
N*-2-O-dimetilcitidinas (7)

N*-acetil-2*-deoksi-2‘-fluorocitidinas (8) -

N*-benzoil-2*-deoksi-2‘2¢-difluorocitidinas (9)

3'-amino 2',3'-dideoksicitidinas (10)
3¢-levulinil-N*-benzoil-2‘-deoksicitidinas (11)
3'-acetil-N*-benzoil- 2'-deoksicitidinas (12)
3'-azido-N*-benzoil-2',3'-dideoksicitidinas (13)
N*-3¢-O-dibenzoil-2‘-deoksicitidinas (14)
3¢,5°-di-O-benzoil-2‘-deoksi-2°,2 ‘-difluorocitidinas (15)
3”,5’-di-O-acetil-O*-benzil-5-fluoro-2’-deoksicitidinas (16)

3°,5°-di-O-acetil-O*-propargil-5-fluoro-2’-deoksicitidinas (17)
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Substratas wt 1 2 3 4 5 6 7
3°,5°-di-O-acetil-O’-n-butil-5-fluoro-2’-deoksicitidinas (18)
5¢-levulinil-N?-benzoil-2°-deoksicitidinas (19)

Kapecitabinas (20) !

Lentel¢je substratai iSskirstyti j tris didesnes grupes — ] pirmgja grup¢ patenka junginiai, modi-
fikuoti 2°-OH ir/arba N* pozicijose ((1) — (9) substratai), j antraja — modifikuoti 2‘-OH, 3‘-OH ir/arba
N* pozicijose ((10) — (14) substratai), o j tre¢igja — modifikuoti 2°-OH, 3°-OH, 5‘-OH ir/arba N* po-

zicijose ((15) — (20) substratai). Paskutiniajai grupei priskiriamas kapecitabinas, arba kitaip 5°-de-
oksi-5-fluoro-N?-pentiloksikarbonilcitidinas, yra jau chemoterapijoje pritaikomas antimetabolitas,
parduodamas Xeloda® vardu. CDA_F14 hidrolizuoja §j vaistg iki aktyvios jo formos — 5°-deoksi-5-
fluorouridino. 3°-azido-2°,3‘-dideoksicitidino deamininimo produktas 3‘-azido-2°,3‘-dideoksiuridi-
nas, zinomas kaip zidovudinas, naudojamas gydyti ZIV. Dalies kity, 10 lenteléje pateikty substraty,
produktai kol kas dar yra tik klinikiniy tyrimy stadijose. Substrato (2) produktas 2°,3‘-dideoksiuridi-
nas pasizymi prieSvirusinémis ir prie§vézinémis savybémis, lygiai taip pat kaip ir 2°-O-metiluridinas
(substraty (4), (5), (6), (7) produktas), 3¢,5°-di-O-benzoil-2‘-deoksi-2‘,2‘-difluorouridinas (substrato
(15) produktas) ar 3°-O-benzoil-2°-deoksiuridinas (substrato (14) produktas). Substratas (9) yra
vaisto gemcitabino analogas, o kaip minéta 1.4.2. skyriuje, gemcitabino deamininimas iki 2°-deoksi-

2¢,2*-difluorouridino pavercia jj neaktyviu.

3.1.5. CDA_F14 mutanty substratinis specifiSkumas

Sukonstruoti mutantiniai baltymai buvo aktyviausi su junginiais i§ pirmosios substraty grupés
— hidrolize aptikta su 8 1§ 9 substraty. 2° pozicijos mutantai F14 N52I, F14 E44A, F14 N52I/G54A
ir 48-0si0s pozicijos tirozino mutantas F14 Y48F deaminino daugiausiai Sios grupés citidino dariniy.
F14 Y48W mutantas prasciau nei F14 Y48F hidrolizavo 2°,3‘-dideoksicitiding bei nebuvo aktyvus
su N*-benzoil-2°-deoksi-2°,2¢-difluorocitidinu, nors fenilalanino mutantas gebéjo tai padaryti. Prie-
zastis, kodel gal¢jo taip nutikti, galimai slypi tarp skirtingy triptofano, fenilalanino ir tirozino jgyjamy
konformacijy baltyme (7 pav.). Triptofanas sukuria kiek mazesn¢ substrato prisijungimo kisen¢ lygi-
nant su tuo, kai toje pacioje pozicijoje yra fenilalaninas ar tirozinas, todé¢l citidino darinys, turintis du
fluoro pakaitus, prijungtus ribozés ziede, tokio mutanto néra deamininamas, kadangi mazesné subst-
rato suriSimo kiSené apsunkina substrato nukreipimg j katalizés centra.

Po ilgesnés inkubacijos F14 E44A mutantas parodé aktyvuma su 4 1§ 8 pirmosios grupé€s subst-
raty, nors kinetiniy konstanty iSmatuoti ir nepavyko (8 lentel¢). Kiek daugiau — 5 i§ 8 substraty —
deaminino F14_N42A baltymas, be to, jis pilnai hidrolizavo N*-acetil-2¢-deoksi-2‘-fluorocitiding, ko
negaléjo padaryti F14 E44A, F14 Y48F ir F14 Y48W deaminazés. Pastebétas désningumas su 2°¢-
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O-metilcitidino dariniais, turin¢iais pakaitus N’ pozicijoje — didéjant pakaitui pasunkéja tokio subst-
rato atpazinimas. Tad nei laukinio tipo fermentas bei nei vienas i§ mutanty nedeaminino N*-benzoil-
2¢-O-metilcitidino, nors 2¢ ir 5¢ ribozés pozicijy mutantai hidrolizavo N-acetil-2‘-O-metilcitiding ir
N*-2¢-O-dimetilcitidina.

Apzvelgiant antrosios grupés substraty atpazinimg, laukinio tipo fermentas deaminino tik vieng
junginj - 3‘-amino-2°,3-dideoksicitiding. Like $ios grupés dariniai nebuvo deamininami, o ir sukonst-
ruoti mutantiniai baltymai nerodé¢ aktyvumo su (10) — (14) substratais. IS treCiosios grupés substraty
aktyvumas aptiktas su kapecitabinu — jj deaminino laukinio tipo fermentas, taip pat F14 Y48F,
F14 Y48W, F14 N52I, F14 G54A ir F14 N52I/G54A mutantai. Pastarieji penki baltymai gebéjo
deamininti 5‘-levulinil-N*-benzoil-2°-deoksicitiding, kas prie$ tai nebuvo biidinga tiek F14 wt fer-
mentui, tiek kitoms 23 su Siuo substratu tikrintoms metagenominéms citidino deaminazéms (Urbe-

liené ir kt., 2023).

3.1.6. 5‘-levulinil-N*-benzoil-2‘-deoksicitidino atpaZinimas fermento aktyviajame centre

Aptikus, kad keli 1§ sukonstruoty mutantiniy baltymy geba hidrolizuoti (19) substratg, nuspresta
patikrinti galimas Sio aktyvumo priezastis. Atliktas molekulinis dokinimas su internetinio jrankio Di-
ffdock (Ketata ir kt., 2023) pagalba — j fermenty aktyviuosius centrus su cinko atomu jstatytas (19)
substratas. Gavus modelius pasirinkta paanalizuoti trijy tipy atstumus juose — atstuma tarp Zn>* atomo
ir N4 pozicijos substrate, tuomet tarp Zn>* atomo ir katalizei reikalingo Glu55 bei tarp Glu55 ir N4
pozicijos. 11-oje lentel¢je pateikta, kaip vienas nuo kito yra nutol¢ pastarieji objektai. F14 N52I mo-
delio pavyzdj galima pamatyti 2 priede.

11 lentelé. F14 wt ir sukonstruoty mutantiniy baltymy atstumai tarp atitinkamy atomy, kuomet ak-
tyviajame centre koordinuojamas 5‘-levulinil-N?-benzoil-2‘-deoksicitidinas; * - stul-
pelyje ,, Tarp Zn*" ir Glu55, A“, pirmas skai¢ius yra atstumas tarp Zn>" ir COOH grupés
karbonilinio deguonies atomo, o skai¢ius skliaustuose — atstumas tarp Zn>" ir COOH gru-
pés hidroksilo liekanos.

Baltymas Tarp Zn*"ir ~ Tarp Zn*'ir  Tarp Glu55 ir
N4 atomo, A Glu55, A* N4 atomo, A

F14 wi 53 3.6 (4.3) 5.1 (5.3)

F14 N521 5.7 3.4 (43) 7,0 (7,1)

Fl4_G54A 53 4,1 (41) 6,3 (6,3)

F14 N52UGS4A | 5.5 3.5 (4.4) 43 (4.7)

Fl14_Y48F 5.4 4,1(42) 49(52)

F14_Y48W 6.4 3.5 (4.3) 7.8 (7.8)

Panagrin¢jus 11-os lentelés duomenis galima pastebéti, jog nuotolis tarp cinko ir N4 atomo
nepasikeite arba padidéjo, lyginant su laukinio tipo fermentu. Savo ruoZtu cinko atomas ir Glu55
karbonilinés grupés deguonis F14 N52I fermente atsirado per 0,2 A ar&iau, o F14 N52I/G54A ir
F14 Y48W fermentuose - per 0,1 A ar¢iau. F14 Y48F mutantas pasizyméjo pailgéjusiu atstumu tarp
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pastaryjy dviejy objekty, taciau jo struktiiroje 0,2 A sumazéjo atstumas tarp Glu55 karbonilinés gru-
pés deguonies ir N4 atomo. Tokie désningumai rodo galimg (19) substrato pozicionavimg arciau ka-
talizinio centro, lengvesnj atpazinima, kas ir nulemia naujai atsirandantj specifiSkumg lyginant su
F14 wt. Vis délto, F14 (G54 A mutanto atveju atstumai tarp cinko ir Glu55 bei tarp Glu55 ir N4 atomo
kaip tik pailgéjo, dé¢l ko sunku pasakyti, kodél Sis baltymas taip pat pradéjo deamininti (19) junginj.
Planuojami molekulinés dinamikos tyrimai ateityje galéty padéti sukurti tikslesnius modelius, atsk-

leidziancius detalesng informacija.

3.2. dCTP deaminazés substratinio specifiSkumo rezultatai

Iki Siol mokslinéje literatiiroje néra daug duomeny apie E.coli dCTP deaminazés (Dcd) subst-
ratinj specifiSkumg modifikuotiems nukleotidams. Kol kas zinoma tik tiek, kad Dcd nedeaminina
dCDP, dCMP, deoksicitidino, CTP, CDP, CMP, citidino bei citozino (Beck ir kt., 1975). Dcd speci-
fiSkumo tyrimai svarbis dél keliy dalyky. Visy pirma, tai padéty iSsiaiskinti, ar Dcd galéty dalyvauti
natiiralaus ar nenatiiralaus deoksinukleotido katabolizme ir atstatyme. Be to, leisty jvertinti, ar fer-
mentas turi potencialo metabolizuoti deoksinukleotidus, kurie turi prie§véziniy ar prieSvirusiniy sa-
vybiy. Tad atsizvelgiant ] mokslinése publikacijose jau apraSytas mutacijas (1.3.1. skyrius), nuspresta
atlikti 107-oje pozicijoje esancio leucino pakeitimg j alaning (Dcd _L107A) ir 121-0je pozicijoje e-
sancio histidino pakeitimus j glicing (Dcd_H121G) arba alaning (Dcd_H121A), tikintis, jog $ios mu-

tacijos tures jtakos fermento substratiniam specifiSkumui.

3.2.1. Dcd_wt ir mutantiniy baltymy gryninimas

Po tikslinio geno taikiniui specifinés mutagenezés (2.2.18. skyrius), i8gryninti Dcd_wt ir trys
mutantiniai baltymai — Dcd L107A, Decd H121G ir Ded H121A — pagal 2.2.11. metodika su keletu
pakeitimy. Baltymy raiSka indukuota jpylus 0,5 mM IPTG ir po indukcijos lastelés augintos 30 °C
temperattiroje 3 val. Lasteliy ardymui naudotas kalio fosfatinis buferis pH 7,2, o baltymy gryninimo
metu prie sorbento neprisijunge baltymai nuplauti kalio fosfatiniu buferiu pH 7,2 su 0,1 M NacCl bei
eliucijai naudotas tokios pat sudéties buferis su 0,3 M imidazolo. Baltymai dializuoti 50 mM HEPES
buferyje pH 6,8 su 2 mM DTT. Gautos tokios baltymy koncentracijos: Dcd_wt—0,534 mg/mL (iSeiga
— 1,60 mg baltymo i§ 50 mL LB terpés), Dcd H121A - 0,213 mg/mL (iSeiga — 0,43 mg baltymo i$
50 mL LB terpés), Dcd HI121G — 0,8041 mg/mL (iSeiga — 2,41 mg baltymo i§ 50 mL LB terpés),
Dcd L107A - 0,852 mg/mL (iSeiga — 2,56 mg baltymo 1§ 50 mL LB terpés).

3.2.2. Dcd_wt ir mutantiniy baltymy aktyvumo nustatymas

Fermentinis aktyvumas matuotas pagal 2.2.16. metodika ir atsizvelgiant ] mokslines publikaci-
jas (Johansson ir kt., 2005; Thymark ir kt., 2008b) naudotas 50 mM HEPES buferis pH 6,8 su 2 mM
DTT ir 2 mM MgCl. 291 nm bangos ilgyje matuota dCTP sunaudojimo sugertis, esant tokioms
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substrato koncentracijoms — 0,1 mM, 0,15 mM, 0,2 mM, 0,25 mM, 0,3 mM, 0,35 mM, 0,4 mM, 0,5
mM (Ae = 1340 M cm™). Vieninteliam Dcd_wt baltymui pavyko imatuoti aktyvuma ir apskaiciuoti
kinetines konstantas, mutantiniai baltymai buvo neaktyvis. 12-oje lenteléje pateiktos gautos Ded wt
konstanty vertés.

12 lentelé. Dcd wt kinetiniy konstanty vertés.

Konstanta Verté
Kv, mM (2,0£0,4) x 10!
Vnax, mM/min (3,0+0,3) x 102
Kkeat, 1/s (0,27 £ 0,03) x 10!
keavKw, 1/Mxs (1,4£0,2) x 10*

Kadangi mokslinéje literatiroje néra daug informacijos apie Sio fermento Km, Vmax, kcat it
kea/ KM vertes, §iuo metu gautus duomenis galima palyginti tik su B.subtilis dCTP deaminazés Ky
verte — 0,05-0,36 mM (Chang ir kt., 2021) bei su vieno 1§ tyrimy metu nustatyta E. coli kcat reikSme
—1,24 £ 0,09 s™! (Thymark ir kt., 2008b).

3.2.3. Dcd_wt substratinis specifiSkumas

Visy pirma nuspresta patikrinti, ar iSgryninti mutantiniai baltymai nerodo hidrolizinio akty-
vumo po ilgesnés inkubacijos. Ruosti 50 pL reakcijos miSiniai, kuriuose 5 mM sudaré dCTP, 5 uL
fermento, 5 mM MgCl; ir likusi dalis 50 mM kalio fosfatinio buferio pH 7,5 su 1 mM DTT. IS pradziy
méginiai inkubuoti 2 val. 37 °C temperatiiroje, tuomet apie 18 val. kambario temperatiiroje. Reakcijy
produktai analizuoti pagal 2.2.15. metodika, kaip tirpikli naudojant amonio karbonatg. Rezultatai pa-
rode, jog tik laukinio tipo fermentas deaminino dCTP. Tai leidZia daryti iSvada, jog buvo identifikuo-
tos dvi substrato suriSimui svarbios aminortigStys — Leul07 ir His121.

Sekantis Zingsnis buvo nustatyti, ar Dcd_wt ir mutantiniai baltymai gali deamininti keleta at-
rinkty modifikuoty dCTP nukleozidy. Pasirinkta substratinj specifiSkuma vertinti su Siais substratais:
3‘-azido-2°3°-ddCTP, 5-metil-dCTP, 2‘-fluoro-dCTP, 5-propargilamino-dCTP ir 5-hidroksimetil-
dCTP (substraty struktiiros pateiktos 3 priede). Reakcijy miSiniai ruosti kaip ir dCTP atveju, tadiau
aktyvumas su minétais substratais nebuvo aptiktas. Tad bent jau i§ pirminiy duomeny galima teigti,
jog E.coli wt dCTP deaminazé yra specifiskas dCTP fermentas, vis délto, Siam rezultatui patvirtinti

ateityje reikéty atlikti iSsamesnj tyrimg nusitaikant j kity aminoriigsciy liekany keitima.
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IsSvados

1.

CDA F14 aktyvumg ir specifiSkumg veikian¢ios aminortigsciy liekanos keicia substraty
suriSimo kiSenés konfigiiracija, tokiu biidu keisdamos substrato atpazinima.

N42 ir E44 pakeitimai j alaninus sumazina katalizinj aktyvumag ir hidrolizuojamy substraty
skaiCiy, Y48 aminoriigSties pakeitimai ] fenilalaning ar triptofang padidina Km vertes, o
Y48F mutacija padidina katalizinio efektyvumo konstanta su N?-benzoil-2°-deoksicitidinu;
N52I, G54A ir N52I/G54A mutacijos padidina ne tik Km vertes, bet ir katalizinio efekty-
vumo konstantg su N*-benzoil-2‘-deoksicitidinu.

CDA_F14 daugialypiSkumui svarbios aminortigstys yra Y48, N52 ir G54, jy mutacijos kei-
Cia substratinj specifiSkuma nukleozidams su pakaitais 5°-OH ir N4 pozicijose.

dCTP deaminazés (Ddc) L107A, H121A H121G mutacijos pilnai inaktyvuoja fermenta.
Laukinio tipo Ddc_wt ir jos mutantai L107A, H121A H121G nekatalizuoja C5, 2°ir 3 po-

zicijose modifikuoty nukleotidy deamininimo.
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Kryptingas dCTP ir citidino deaminaziy specifinio aktyvumo keitimas
SANTRAUKA

Sio darbo metu nagrinéti du hidrolaziy klasiy fermentai — metagenominé citidino deaminazé
CDA F14, atrasta MMB skyriuje, bei E.coli dCTP deaminazé Dcd. Pritaikius racionalyjj dizaing —
atsitikting ir tiksling mutagenezes — abiejy fermenty atveju analizuota, kokj poveikj atitinkamy ami-
noriig§¢iy mutacijos turi tiek kataliziniam, tiek substratiniam aktyvumui. CDA_F14 analizés metu
keistos N42, E44, Y48, N52 ir G54 aminortugstys, kadangi jos visos sgveikauja su substrato ribozés
ziedu, o tyrimo metu domino substratai su pakaitais ribozes ziede, nes kai kurie 18 jy gali biiti poten-
cialiais prieS§veziniais/prieSvirusiniais vaistais. Rezultatai parod¢, jog N42 ir E44, kurios turi jtakos
ribozés 3°-OH grupei, yra fermento aktyvumui biitinos aminortigstys — jy pakeitimai j alaninus
zenkliai sumazino kataliziniy konstanty vertes bei deamininamy substraty skai¢iy. Su 5°-OH grupe
sgveikaujancio Y48 atsitiktinés mutacijos j fenilalaning ar triptofang pablogino Kv vertes su 2‘-de-
oksicitidinu ir N*-benzoil-2‘-deoksicitidinu. Vis délto, Y48F mutantas pasizyméjo padidéjusia kata-
lizinio efektyvumo konstanta su N*-benzoil-2¢-deoksicitidinu. N52 ir G54 aminoriigstys, kaip ma-
noma, sudaro rysius su 2‘-OH grupe, kuriy mutacijos — N52I, G54A ir dviguba mutacija
NS52I/G54A — taip pat padidino katalizinio efektyvumo konstantg su pastaruoju substratu. Visy sep-
tyniy mutantiniy baltymy substratinio specifiSkumo apZzvalga parodé, jog geriausiai deamininami
substratai su pakaitais 2°-OH pozicijoje, o pras€iausiai — su pakaitais 3°-OH pozicijoje. Vieno subst-
rato atzvilgiu — 5‘-levulinil-N*-benzoil-2‘-deoksicitidino — pastebétas pasikeites substratinis speci-
fiSkumas. Laukinio tipo fermentas nehidrolizavo $io junginio, tuo tarpu Y48F, Y48W, N52I, G54A
ir N52I/G54A mutantai pradéjo deamininti 5¢-levulinil-N*-benzoil-2‘-deoksicitiding. Dcd tyrimo
metu, atsizvelgiant ] mokslingje literatiiroje rastg informacija, sukonstruoti trys mutantai — L107A,
H121A ir H121G - tikintis, jog §ios mutacijos turés jtakos Dcd aktyvumui. Vis délto, pakeitimai pil-
nai inaktyvavo fermenta, o tai rodo, jog abi aminoriigsStys yra reikalingos Dcd veikimui. Kadangi iki
Siol nebuvo publikacijy, apie laukinio tipo Dcd aktyvuma su modifikuotais nukleotidais, $io darbo
metu patikrintas ir Dcd veikimas pastaryjy substraty atzvilgiu. Rezultatai parode, jog Dcd nedeami-
nino dCTP su pakaitais ribozes ar heterociklinés bazés zieduose. Ateityje planuojama iSsamesné

Dcd analiz¢ su jvairesniais substratais leisty patikimiau patvirtinti, ar Ded yra specifiskas tik dCTP.
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Directed Modification of the Specific Activity of dCTP Deaminase and Cytidine Deaminases
ABSTRACT

Two classes of hydrolase enzymes, the metagenomic cytidine deaminase CDA_F14, discovered
in the MMB compartment, and the E.coli dCTP deaminase Dcd, have been investigated in the course
of this work. By applying a rational design - random and targeted mutagenesis - to both enzymes, the
effect of mutations in the corresponding amino acids on both catalytic and substrate activity was
analysed. In the CDA_F14 analysis, amino acids N42, E44, Y48, N52 and G54 were changed as they
all interact with the ribose ring of the substrate, while the study was interested in substrates with
substituents in the ribose ring as some of them may be potential anticancer/antiviral agents. The re-
sults showed that N42 and E44, which affect the 3'-OH group of the ribose, are essential amino acids
for the enzyme activity, and that their substitution by alanines significantly reduced the values of the
catalytic constants as well as the number of substrates that they can deaminate. Random mutations of
Y48 interacting with the 5'-OH group to phenylalanine or tryptophan impaired Kv values with 2'-
deoxycytidine and N*-benzoyl-2'-deoxycytidine. However, the Y48F mutant showed an increased
catalytic efficiency constant with N*-benzoyl-2'-deoxycytidine. The amino acids N52 and G54 are
thought to form bonds with the 2'-OH group, and mutations in N52I, G54 A and the double mutation
N52I/G54A also resulted in an increased catalytic efficiency constant with the latter substrate. A re-
view of the substrate specificity of all seven mutant proteins showed that substrates with substituents
at the 2'-OH position were the most tolerated, whereas substituents with substituents at the 3'-OH
position were the least hydrolysed. For one substrate, 5'-levulinyl-N*-benzoyl-2'-deoxycytidine, a
change in substrate specificity was observed. The wild-type enzyme did not hydrolyse this compound,
whereas the Y48F, Y48W, N521I, G54A and N52I/G54A mutants started to deaminate 5'-levulinil-N*-
benzoyl-2'-deoxycytidine. Three mutants, L107A, H121A and H121G, were constructed in the Dcd
assay in the light of the information available in the scientific literature, with the expectation that
these mutations would have an effect on the activity of Dcd. However, the changes fully inactivated
the enzyme, indicating that both amino acids are required for Dcd to function. Since no publications
have been published on the activity of wild-type Dcd with modified nucleotides, the present work
also tested the activity of Dcd on the latter substrates. The results showed that Dcd did not deaminate
dCTPs with substituents on ribose or heterocyclic base rings. Future plans for a more detailed analysis
of Dcd on a wider range of substrates would allow a more reliable confirmation that Dcd is specific

only for dCTP.
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