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IVADAS

Natiiralis modifikuoti nukleotidai aptinkami jvairiose nukleoriigStyse, taciau jy
jvairové gausiausia transportinéje RNR. Nukleotidy modifikacijy funkcijos yra labai
jvairios: nuo nukleortig§tims teikiamo struktiirinio stabilumo ir atsparumo fermentinei
degradacijai iki dalyvavimo lgstelés reguliacijoje. Didziulé modifikacijy jvairové
apsunkina kiekvienos i§ jy konkrecios biozintezés ar funkcijos tyrimus. Nepaisant to,
modifikuotyjy nukleotidy biosintezes keliai §iuo metu jau yra gana placiai iSnagrinéti, nors
dar ne visi yra iki galo suprasti. Tuo tarpu modifikuotyjy nukleotidy biodegradacijos
tyrimai nukleoriigS§tyse yra labai skurdiis, dazniausiai apsiribojantys modifikuotyjy
nukleotidy susiformavimu. Netgi tolesnis jy skaldymas iki nukleozidy ir po to iki
heterocikliniy baziy ir cukry yra apraomas itin retai. Zvelgiant i§ fundamentiniy tyrimy
pusés bty logiska manyti, jog visi biosintezés procesai turi turéti atitinkamus skaidymo
ar sugrazinimo ] metabolizmg atitikmenis. Kaip tiksliai tai vyksta modifikuotyjy
nukleotidy, nukleozidy, heterocikliniy baziy ir cukry atveju — dazniausiai néra zinoma.
Nors §iuo metu dar tik pradedama suvokti tikraja modifikuotyjy nukleotidy fiziologing
svarbg Igstelése, jie jau yra naudojami medicinoje. Natiiraliai gamtoje randami nukleotidai
dalyvauja daugybé¢je biologiniy procesy, yra sudedamosios DNR ir RNR dalys. Svarbios
lastelei jy funkcijos suteikia unikalig galimybe kurti sintetinius nukleotidy analogus ir
naudoti juos kaip vaistus gydyti virusinéms infekcijoms ar véziui. Nukleotidy
modifikacijos ir jy metabolizmas — ypatingai plati tyrimy sritis. Todél $i disertacija
susideda i§ keleto daliy, kurios apima tiek sudétingo archéjy viozino dariniy biosintezés
kelio fermenty tyrimus, tiek naujy fermenty paieska, siekiant pagausinti duomenis apie

modifikuotyjy uridino dariniy biodegradacija.

Darbo uzdaviniai:
1. Parodyti aTrm5a baltymy i§ Pyrococcus abyssi and Nanoarchaeum equitans
metiltransferazinj aktyvuma.
2. Sukurti sistema, skirta naujy fermenty, dalyvaujanciy modifikuotyjy
uracilo/uridino dariniy virsme ] uracila, paieskai.
3. Aptikti fermentus, gebancius versti 2-tiouracilg  uracilg.
4. Aptikti fermentus, gebancius versti 2'-O-metiluriding j uracila.

5. Aptikti fermentus, vykdancius izocitozino deamininimo iki uracilo reakcija.



Mokslinis naujumas ir praktiné nauda

Sio darbo metu buvo parodyta, kad P. abyssi (PAB2272) ir N. equitans (NEQ228)
aTrm5a baltymai turi dvigubg tRNR*:m!G/imG2 metiltransferazinj aktyvumg. Anks¢iau
buvo pademonstruota, kad PAB2272 katalizuoja guanino metilinimg (de Crécy-Lagard et
al., 2010). Taip pat buvo spéjama, jog tas pats fermentas katalizuoja 4-demetilviozino
(imG-14) virsmg izoviozinu (imG2), tadiau Sie sp¢jimai nebuvo paremti eksperimentais.
Sudétingi viozino dariniy biosintezés keliai archéjose tapo aisSkesni gavus Siuos rezultatus.
Taip pat, remiantis bifunkciniy metiltransferaziy buvimo Igstelése jrodymais, galima
teigti, kad dvi metilinimo reakcijas vykdantys fermentai evoliucijos eigoje specializavosi
1 atskirus fermentus, o tai sudaré saglygas formuotis sudétingesniems metaboliniams

keliams (Urbonavicius et al., 2016).

Taip pat buvo sukurta naujy fermenty atrankos sistema, paremta E. coli uracilo
auksotrofija ir metagenominémis bibliotekomis. Naudojantis ja rasti devyni nauji
baltymai, kuriy fermentinis aktyvumas buvo tiriamas. Trys nauji DUF523 (ang/. Domain
of Uknown Function 523) Seimos atstovai vercia 2-tiouracilg i uracilg in vivo. Tikétina,
jog Siuose baltymuose egzistuoja Fe-S centrai, reikalingi jy funkcionalumui (Aucynaité et
al., 2018). Ieskant 2'-O-metiluridino skaidyme dalyvaujanciy fermenty buvo nustatytas
DNR fragmentas, koduojantis du $alia iSsidésCiusius aldolazés ir nukleozidy hidrolazés
genus. Tikétina, jog tai yra dalis operono, koduojancio 2'-O-metiluridino katabolizme
dalyvaujancius fermentus. 2'-O-metiluridino hidrolazés (RK9NH) fermentinis aktyvumas
buvo pademonstruotas tiek in vivo, tiek in vitro. RK9NH hidrolaz¢ gali buti pritaikyta
fermentinei 2'-O-metilinty nukleozidy sintezei. Tokiy nukleozidy poreikis yra didelis — jie
yra panaudojami gaminant nukleoriigs¢iy pagrindu kuriamus vaistus. Be to, RKONH
hidrolazé fluorintus substratus (5-fluorouriding, 5-fluoro-2'-deoksiuriding ir 5-fluoro-2'-
O-metiluriding) vercia 5-fluorouracilu, kuris nuo seno yra naudojamas chemoterapijoje
gydant vézinius susirgimus. Trijy naujy izocitozino deaminaziy aktyvumas buvo
nustatytas in vivo. Dvi deaminazés buvo iSgrynintos ir yra aktyvios in vitro. Kaip substratg
Sios deaminazeés naudoja ne tik izocitozing, bet ir 8-oksoguaning, kurj skaidanciy fermenty
néra zinoma daug. Dar vienas naujyjy deaminaziy substratas yra 5-fluoroizocitozinas, kurj
jos vercia S-fluorouracilu. Tai reiskia, kad RK9NH hidrolazé ir izocitozino deaminazés

gali buti pritaikytos vézio terapijai: ,Izocitozino deaminazés/5-fluorizocitozino



fermento/provaisto pora vézio geny terapijai“ patentiné paraiska (LT2017 533) buvo

pateikta 2017 m. lapkricio 8 d.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1.

Archéjy aTrm5Sa baltymai i§ P. abyssi (PAB2272) ir N. equitans (NEQ228) yra
bifunkcinés metiltransferazés, vykdanc¢ios guanozino ir 4-demetilviozino (imG-14)
nukleotidy metilinimg iki atitinkamai metilguanozino (m!G) ir izoviozino (imG2)
transportinéje tRNR.

E. coli uracilo auksotrofinis kamienas DHI10BApyr yra patogus jrankis, skirtas

naujy fermenty paieskai naudojantis metagenominémis bibliotekomis.

. Trys nauji DUF523 baltymy Seimos atstovai dalyvauja verciant 2-tiouracilg

j uracilg in vivo.
Nauja RK9NH hidrolazé¢ dalyvauja 2'-O-metiluridino ir jo dariniy skaidyme

iki uracilo.

. Dvi naujos deaminazés (Vcz ir URA3) verfia izocitozing ] uracila,

5-fluoroizocitozing j 5-fluorouracilg bei 8-oksoguaning j Slapimo ragst;.

Daktaro disertacijos turinys

Disertacija paraSyta angly kalba ir turi Sias dalis: [vada, Literatiiros apzvalga, Medziagas

ir metodus, Rezultatus ir jy aptarimg, ISvadas, Literattiros sarasg (132 vienetai), Prieda,

7 lenteles ir 38 paveikslélius. IS viso: 115 puslapiy.



MEDZIAGOS IR METODAI
Reagentai

Dr. Daiva Tauraité¢ susintetino 5-fluoroizocitozing, 5-fluorouriding, 5-fluoro-2'-

deoksiuriding, 5-fluoro-2'-O-metiluriding ir nustaté jy grynumg. Visi kiti Siame darbe

naudoti reagentai yra auksc¢iausios komerciskai prieinamos kokybes.

Bakterijos

1 lentelé. Darbe naudotos bakterijos.

E. coli Genotipas Saltinis
DH5a F~endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG | Pharmacia, JAV
purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hSdR17(I”K_mK+), A
DHI10B F~endAl deoR" recAl galE15 galK16 nupG rpsL A(lac) | Invitrogen, JAV
X74 ¢80lacZAM15 araD139 A(ara,leu) 7697 mcrA A(mr
r-hsdRMS-mcrBC) St A~
BL21(DE3) | E. coli str. B ¥ ompT gal dem lon hsdSp(rz mp) MDE3 | Avidis, Pranciizija
[lacl lacUV5-T7p07 indl sam7 nin5]) [malB Jk-12(\%)
BW25113 lacI'rrnBt1a AlacZwyis hsdR514 AaraBADan33 Keio kolekecija,
ArhaBADvprg rph-1 A(araB-D)567 A(rhaD— Japonija
B)568 AlacZ4787(::rrnB-3) hsdR514 rph-1
Plazmidiniai vektoriai
2 lentelé. Darbe naudoti plazmidiniai vektoriai.
Plazmidinis Savybés Saltinis
vektorius
708-FLPe FLPe ekspresijai skirtas plazmidinis vektorius, Cm® | GeneBridges,
Vokietija
pET21b Vektorius, skirtas indukuojamai C-gale 6-His zyméty | Novagen, Vokietija
rekombinantiniy baltymy raiskai, Amp®
pET21b- DUF523Vcz genas padaugintas PGR naudojant | Sis darbas
DUF523Vcz DUFVcz 21b Fw ir DUFVcz 21b Rv pradmenis,
hidrolizuotas Ndel bei Xhol ir jterptas i atitinkamg
pET21b vektoriaus vieta.
pET21b- RKONH genas padaugintas PGR naudojant NH 21b | Sis darbas
RKONH FW ir NH 21b RV pradmenis, hidrolizuotas Ndel bei
Hindlll ir jterptas j atitinkamg pET21b vektoriaus
vieta.
pET21b-URA3 | URA3 deaminazés genas padaugintas PGR | Sis darbas
naudojant URA3 21b FW ir URA3 21b his RV
pradmenis, hidrolizuotas Ndel bei Xhol ir jterptas |
atitinkama pET21b vektoriaus vieta.




pET28a Vektorius, skirtas indukuojamai C-gale 6-His zyméty | Novagen, Vokietija
rekombinantiniy baltymy raiskai, Kan®
pET28a-Vcz Vcz deaminazés genas padaugintas PGR naudojant | Sis darbas
Vez 28a FW it Vez 28a his RV pradmenis,
hidrolizuotas Ncol and Xhol ir jterptas i atitinkama
pET28a vektoriaus vieta.
pQE70 Vektorius, skirtas indukuojamai C-gale 6-His zyméty | Qiagen, Germany
rekombinantiniy baltymy raiskai, Amp®
pQE70- DUF523Vcz genas padaugintas PGR naudojant | Sis darbas
DUF523Vcz DUFVcz pQ Fw ir DUFVcz pQ Rv pradmenis,
hidrolizuotas Sphl bei Bg/II ir jterptas  atitinkamag
pQE70 vektoriaus vieta.
pQE70- Mutuotas DUF523Vcz genas padaugintas PGR | Sis darbas
DUF523Vcz127 | naudojant DUFVez pQ Fw it DUFVez pQ Rv
pradmenis, hidrolizuotas Sphl bei Bg/ll ir jterptas |
atitinkama pQE70 vektoriaus vieta.
pQE70- Mutuotas DUF523Vcz genas padaugintas PGR | Sis darbas
DUF523Vcz28 | naudojant DUFVez pQ Fw it DUFVez pQ Rv
pradmenis, hidrolizuotas Sphl bei Bg/ll ir jterptas |
atitinkama pQE70 vektoriaus vieta.
pQE70- Mutuotas DUF523Vcz genas padaugintas PGR | Sis darbas
DUF523Vcz310 | naudojant DUFVcz pQ Fw it DUFVez pQ Ry,
hidrolizuotas Sphl bei Bg/II ir jterptas  atitinkamag
pQE70 vektoriaus vieta.
pQE70-RK9NH | The RKONH gene was amplified by PCR using | Sis darbas
primers NH pQ Fw and NH pQ Rv, digested with
BamHI and Hindlll and cloned into the
corresponding site of pQE70 vector.
pRed-ET Red/ET raiskos plazmidinis vektorius, Amp® GeneBridges,
Vokietija
pUCI19 Daugiakopijinis klonavimo vektorius, Amp® Thermo
Scientific™
Oligonukleotidy pradmenys
3 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidy pradmenys.
Pavadinimas Seka 5'->3' Tikslas
pyrF_kan Rv TTTACCTGTTTCGCGCCACTTCCGGTGCC | Prideda 50 bp
CATCATCAAGAAGGTCTGGTCAATTAAC | homologijos
CCTCACTAAAGGGCG regionus Red/ET
pyrF_kan Rv AATACGTCCGGTTTCCGTTGAGTAGACCA | rekombinacijai |
GACGGCTGTTGGAATCACTCATAATACG | FRT-PGK-gb2-
ACTCACTATAGGGCTC neo-FRT kasete
pyrE_kan Fw ATGAGTCGCCTTTTTTTTGTCTGTAGAAA

AGTAAGATGAGGAGCGAAGGCAATTAAC
CCTCACTAAAGGGCG




pyrE _kan Rv

CACAGTTGCAGTAATATGACGCCGGATG
ACTTTTCATCCGGCGAGTTTCTTAATACG
ACTCACTATAGGGCTC

pyrC _kan Fw CGAAAGGCATTGAAGTGAAGCCAGGCGA
AATTGTCATTCCATTTACTGATAATTAAC
CCTCACTAAAGGGCG

pyrC kan Rv GAATACGGCGGGAAAGTTCGCCAGCCAG
GGCGTCAATAGCCCCAGCTGGCTAATAC
GACTCACTATAGGGCTC

Primer 2 CGAGACTAGTGAGACGTGCTAC Genomo

pyrF US Fw CTTCAGCGTCATCCGACCAT modifikacijos

pyrF DS Rv CGCCTGCGAGTTTTACCTTC tikrinimui PGR

pyrE US Fw ATGAAAGGGATGGTAGCCGC

pyrE DS Rv CCCAGTAAGACCCGCATGTT

pyrC US Fw CTAACCGGAGACGCCAATCT

pyrC DS Rv ATTCGCTGCGGCATAACGTA

DUFVez pQ Fw TATATGCATGCAGGAAAAAATCATAGTC | DUF523Vez geno
AGC klonavimui j

DUFVcez pQ Rv TTTTTAGATCTGGAGCCCGCTGC pQE70 vektoriy

DUFVcz 21b Fw ATATACATATGAAGGAAAAAATCATAGT | DUF geny
CAGCGCCTGC klonavimui j

DUFVcz 21b Rv TGGTGCTCGAGGGAGCCCGCTGCGGTGG | pET21b vektoriy
CCACCAGGGAGAG

DUFVcz 28t->g | GCTGACCCAGCAGGGCGGCGCTGACTAT | DUF523Vez geno
GA mutagenezei

DUFVcez 28t->g Il | TCATAGTCAGCGCCGCCCTGCTGGGTCAG
C

DUFVcz 127t->g 1 | GCCACCTCGGGGGCGAACGCCAGCGC

DUFVcz 127t->g Il | GCGCTGGCGTTCGCCCCCGAGGTGGC

DUFVcez 310t->g 1 | CGGCCACTGCCGGCGGAGGGACTCCC

DUFVcz 310t->g I1 | GGGAGTCCCTCCGCCGGCAGTGGCCG

URA3 21b FW ATATACATATGGCCAAAACACTCTTGG Izocitozino

URA3 21bhisRV | TATATCTCGAGTTCACCCATGACC deaminaziy geny

Vcz 28a FW ATATACCATGGACAAAAGAACGCTGC klonavimui j pET

Vcz 28a his RV TATATCTCGAGCAGCCGATGCCGGTT raiSkos vektorius

NH pQ Fw AATAAGGATCCATGCCGACCCCGTTC RK9NH geno

NH pQ Rv TATTAAGCTTTCAGTCGAGACCGGAAGT | klonavimui |
GAAC pQE70 vektoriy

NH 21b FW AAAACATATGCCGACCCCGTTCATC RK9NH geno

NH 21b RV TTTTAAGCTTGTCGAGACCGGAAGTGAA | klonavimui |
C pET21b raiskos

vektoriy

pQE-F CCCGAAAAGTGCCACCTG pQE70 vektoriaus

pQE-R GTTCTGAGGTCATTACTGG sekoskaitai

T7promoter TAATACGACTCACTATAGGG pET vektoriy

T7terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG sekoskaitai
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Rekombinantiniai baltymai.

4 lentelé. Rekombinantiniai baltymai naudoti Siame darbe.

Pavadinimas Teorinis dylilli)sabe Zymens, Zymuo
PAB2272 38.5 6-His C gale
NEQ228 36.3 6-His C gale
DUF523Vcz 16.5 6-His C gale
RK9NH 34.9 6-His C gale
RK9DPA 24.3 6-His C gale
Vez 48.9 6-His C gale
URA3 49.5 6-His C gale

Bakteriju terpés ir augimo salygos

LB: 1 % triptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 0,05 % NaCl.

M9: 2 mM MgSOq4, 100 uM CaCl, 1.5 % agaras (ruoSiama atskirai kaip ,,M9 agaras*), 50
mM Na;HPO4, 20 mM KH>PO4, 10 mM NaCl, 20 mM NH4ClI (,,5 x M9 druskos®, pH 7,4

ruoSiamos atskirai), 2 % gliukoz¢ (40 % tirpalas ruoSiamas atskirai), 0,2 % kazamino

rugstys (10 % tirpalas ruoSiamas atskirai).
NA: Ox0id™ Nutrient Agar (Thermo Scientific™).

Visi tirpalai autoklavuojami 20 min. 121 °C temperatiiroje. Kazamino rags¢iy tirpalas ir
kiti darbe minimi M9 terpés priedai sterilinami filtruojant. Bakterijos augintos 37 arba 30

°C temperatiiroje arba kaip apraSyta.
DNR manipuliacijos

Naudotos standartinés metodikos (Sambrook and Russell, 2001), Thermo Scientific™
TopVision Agarose, GeneRuler DNA Ladder Mix, DNR restrikcijos endonukleazes, T4
ligaze, FastAP, Phusion High-Fidelity PCR Master Mix, DreamTaq Green PCR Master
Mix ir Thermo Scientific™ GeneJET Plasmid Miniprep Kit bei GeneJET Gel Extraction

and DNA Cleanup Micro Kit rinkiniai pagal gamintojo rekomendacijas.
Bakteriju transformacija

Bakterijy transformacijai naudoti standartiniai elektroporacijos arba cheminés

transformacijos metodai.
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Bioinformatiné analizé

Plazmidiniy vektoriy sekoskaita atlikta Macrogen (Piety Kor¢ja). DNR sekos analizuotos
BLAST (Altschul et al., 1990), ApE (A plasmid Editor by M. Wayne Davis), Clustal
Omega (Sievers et al., 2011) ir ESPript (Robert and Gouet, 2014). Filogenetiné analizé
atlikta naudojantis MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Rekombinantiniy baltymuy raiSka

Reikiami genai buvo klonuoti j pET28a ar pET21b vektorius ir transformuoti ] BL21(DE3)
lasteles. Gautos bakterijos augintos LB terpéje su 50 mg/L. kanamicino (pET28a) arba
100 mg/L. ampicilino (pET21b) (papildomai 20 mM FeSO4 buvo pridedama auginant
lasteles, gaminancias rekombinantinj DUF523Vcz baltymg). Kultiiroms, auginamoms
37 °C, pasiekus OTsoo 0,5-0,6, jos budavo atvésinamos lede ir pridedama izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozido (IPTG) nuo 0,1 iki 1 mM galutinés koncentracijos. Indukuotos
lastelés augintos optimalioje geriausiai raiSkai gauti temperatiiroje 3 val. arba per naktj.
Optimalios salygos buvo: DUF523Vcz — 0,1 mM IPTG, augimas per nakt] 20 °C;
RK9NH — 1 mM IPTG, augimas 3 val. 37 °C temperatiiroje; URA3 ir Vcz deaminazés —
0,5 mM IPTG, augimas per naktj 20 °C. Lastelés surinktos centrifuguojant, suspenduotos
50 mM TRIS-HCI, pH 8 (papildomai pridedama 150 mM NaCl ir SmM ditiotreitolio
(DTT) gryninant DUF523Vc¢z), ir suardytos ultragarsu 750 W 1 min VC-750 procesoriuje

(Sonics & Materials, Inc.). Lasteliy nuolauzos pasalintos centrifuguojant 16000xg 10 min.
Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Belasteliniai ekstraktai buvo uzneSami ant Ni-NTA (GE Healthcare) baltymy gryninimo
kolonélés, pries tai nulygsvarintos 50 mM TRIS-HCI, pH 8 (papildomai pridedama
150 mM NaCl ir SmM ditiotreitolio (DTT) gryninant DUF523Vcz). Adsorbave baltymai
nuo kolon¢lés pasalinti naudojant linijinj 0-500 mM imidazolo gradienta. Frakcijos,
turinCios reikalingg baltymg surinktos ir dializuotos pries S0 mM TRIS-HCI, pH 8 bufer;.
Rekombinantiniy baltymy grynumas patikrintas SDS-PAAG elektroforeze. Baltymy

koncentracija nustatyta naudojantis Lowry metodu.
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Metiltransferazinio aktyvumo tyrimas in vitro

Nustatant tRNR metiltransferaziy aktyvumus, rekombinantiniai NEQ228 ir
PAB2272 fermentai buvo inkubuojami su tRNR substratais. Naudota standartiné 100 pl
galutinio tiirio reakcijos miSinio sudeétis: 1 pg iSgryninto rekombinantinio fermento,
50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM MgCl, 0.5 mM DTT, 5% glicerolio, 100 nCi [metil-
14C]-SAM (Perkin Elmer) ir 40 ug tRNR, isskirtos i S. enterica AtrmD27 mutanto (turinti
G37 savo tRNR sudétyje) arba S. cerevisiae Atyw2 mutanto (turinti imG-14 savo tRNRP

sudétyje) mutanty. Reakcijos miSiniai inkubuoti 30 min. 50 °C ir tirti, kaip apraSyta toliau.

Po inkubacijos reakcija sustabdyta pridedant 200 pl Salto 0,3 M natrio acetato (pH
5,3), po ko nedelsiant pridétas lygus tiris fenolio/chloroformo (24:1) miSinio. Denatiirave
baltymai paSalinti centrifuguojant 13000%xg 3 min. kambario temperatiiroje.
Nukleortigstys, buvusios virSutingje fazéje, iSsodintos 96 % etanoliu, surinktos
centrifuguojant, praplautos 70 % etanoliu, i8dziovintos ir hidrolizuotos iki nukleotidy
5'-monofosfaty inkubuojant per naktj 37 °C su 1U nukleazés P1 (Sigma Aldrich)
galutiniame 10 pl toryje 50 mM amonio acetato/acto riigsties buferio (pH 5,3). Gauti
hidrolizatai toliau analizuoti dviejy krypc¢iy plonasluoksne chromatografija ant 10x10 cm
celiulioziniy ploksteliy (Merck). Naudoti N1 (Nishimura 1) ir R2 (Rajbhandary 2)
migravimo tirpalai atitinkamai pirmai ir antrai plonasluoksnés chromatografijos kryp¢iai.
N1 tirpalo sudétis: izobutyriné rugstis/konc. NH4OH/vanduo (66:1:33), 1 mM EDTA.
R2 tirpalo sudétis: 0,1 M natrio fosfatinis buferis, pH 6,8/ (NH4)2SO4/1-propanolis
(100:60:2). Taip pat naudoti orientaciniai nukleotidy migravimo Zemélapiai, apraSyti
Grosjean et al.,, 2004. Radioaktyviy démiy detekcija atlikta po maziausiai 3 dieny
eksponavimo Fujifilm FLA-5100 vaizdinimo sistemoje. Naudota Multigauge 3.0

programa.

Mutantiniy E. coli kamieny kiirimas ir metagenominés bibliotekos

Atitinkami pyrF, pyrE ir pyrC genai DHI0B E. coli kamiene buvo pakeisti
atsparumo kanamicinui genu, naudojantis The Quick and Easy E. coli Gene Deletion Kit
(Gene Bridges) rinkinj pagal gamintojo techninj protokola (2.3 versija, 2012 m. birzelis).
Atsparumo kanamicinui genai paSalinti naudojantis 708-FLPe (Gene Bridges) plazmidiniu

vektoriumi pagal gamintojo rekomendacijas. Metagenomines bibliotekas kiir¢ Rita

Cv—
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pavyzdziy, nepilnai hidrolizuota restrikcijos endonukleazémis, jterpta j daugiakopijini
pUC19 vektoriy ir iSséta ant NA terpés. [§ uzaugusiy kolonijy i$skirta bendra plazmidiné
DNR naudota DH10BApyr kamieno transformacijai.

Spektroskopiniai matavimai
UV-matomos Sviesos sugerties spektrai registruoti Helios Gamma UV-Visible

spektrofotometru (Thermo Scientific™), naudojant kvarcine kiuvete (1 cm).

Gelezies jony pasalinimas i§ DUF523Vcz baltymo
Gelezies jonai i§ DUF523Vcz baltymo pasSalinti pagal metodika, aprasyta Bouvier
et al., 2014.

Tiksliné DUF523Vcz mutagenezé
Mutagenez¢ atlikta naudojantis QuikChange™ Lightning Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) pagal gamintojo rekomendacijas. Mutacijy

buvimas patvirtintas sekoskaita.

Fermentinio aktyvumo nustatymas

Standartiné RKONH fermentiné reakcija vykdyta 1 val. 37°C temperatiiroje.
Sudétis (pateiktos galutinés koncentracijos): 30 mM (uridino, deoksiuridino, 2'-O-
metiluridino, 5-fluorouridino, 5-fluorodeoksiuridino, 5-fluoro-2'-O-metilurino) substrato,
0.025 mg/mL rekombinantinio RKONH fermento galutiniame 40 pL tiirio 50 mM Tris-
HCI pH 8,0 buferyje. Kity substraty pradinés koncentracijos (ir atitinkamai naudotas
RK9NH kiekis) buvo sumazintos dél jy riboto tirpumo: naudota 20 mM citidino,
deoksicitidino, 5-metiluridino, timidino; 10 mM adenozino, deoksiadenozino ir <5 mM
guanozino, deoksiguanozino, inozino. Naudotos atitinkamai 0,017 mg/mL, 0,008 mg/mL,

0,004 mg/mL galutinés RK9NH baltymo koncentracijos.

Standartiné Vcz ir URA3 deaminaziy reakcija vykdyta 1 val. 37 °C temperatiiroje.
Sudétis (pateiktos galutinés koncentracijos): 15 mM (citozino, izocitozino ar
5-fluoroizocitozino) substrato; 0,0125 mg/mL rekombinantiniy URA3 ir Vcz fermenty

galutiniame 40 pL tario 50 mM Tris-HCI pH 8,0 buferyje.
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Tandeminé auksto slégio skys¢iu chromatografija ir masiy spektrometrija (HPLC-
MS)

Naudota auksto slégio skysciy chromatografijos ir masiy spektrometrijos (HPLC-
MS) sistema, turinti SPD-M20A fotodiody gardelés detektoriy ir LCMS-2020 masiy
spektrometra su ESI Saltiniu (Shimadzu, Japonija). Chromatografinis frakcionavimas
vykdytas naudojant YMC Pack Pro kolonéle (YMC, Japonija), 3x150 mm 40 °C
temperatiiroje. Naudojama mobili faz¢ sudaryta i§ vandeninio 0,1 % skruzdziy rtgsties
tirpalo (A tirpiklis) ir acetonitrilo (B tirpiklis). Masiy spektrometrijos analizé atlikta tiek
teigiamu, tiek neigiamu jonizacijos rezimu ir analizuota naudojant LabSolutions LCMS

programing jrangg.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Disertacijos darbo rezultatai susideda i$ keliy daliy: metiltransferazinio archéjy
PAB2272 ir NEQ228 baltymy aktyvumo tyrimo; sistemos, skirtos naujy fermenty
paieskai, kiirimo; DUF523 baltymy ir 2-tiouracilo metabolizmo tyrimo; RK9NH

hidrolazés ir 2'-O-metiluridino metabolizmo tyrimo; izocitozino deaminaziy tyrimo.

Metiltransferazinis NEQ228 ir PAB2272 baltymy aktyvumas

ISgryninty rekombinantiniy PAB2272 ir NEQ228 baltymy (dr. R. Rutkien¢)
fermentinis aktyvumas buvo matuojamas panaudojant du substratus. Pirmasis — tRNR,
turinti nemodifikuota Gs37; nukleotida, buvo iSskirta i§ S. enterica AtrmD27 mutanto;
antrasis — tRNR, turinti demetilviozing (imG-14), buvo isskirta i§ S. cerevisiae Atyw?2
mutanto (Sioje darbo dalyje naudota tRNR gauta i§ dr. J. Urbonavic¢iaus). Po mutantinés
tRNR inkubacijos su PAB2272 ir NEQ228 fermentais bei zymétu [metil-'*C]SAM
(S-adenozil metioninu), tRNR buvo hidrolizuota iki pavieniy nukleotidy 5'-monofosfaty

ir analizuota dviejy krypc¢iy plonasluoksne chromatografija bei autoradiografija (1 pav.).

Naudojant S. enterica AtrmDZ27 mutanto tRNR, abiejy tirty fermenty atveju
susiformavo 1-metilguanozino 5'-monofosfatas (pm!G) (1 pav., A ir E); nepridéjus
fermenty jo neaptikta (1 pav. B ir F). Kai identiSkomis sglygomis fermentai buvo inkubuoti
su S. cerevisiae Atyw2 mutanto tRNR, buvo aptikta papildoma démé chromatografinése
plokstelése (1 pav., C ir G), kurios nebuvo aptinkama nepridéjus fermenty (1 pav., D
ir H). Anksciau literatiiroje buvo minima, jog tai galéty biiti izoviozino-adenino
5'-monofosfaty (pimG2pA) dinukleotidas, kuris gali atsirasti dél nepilnos tRNR hidrolizés
(Droogmans and Grosjean, 1987; Grosjean et al., 1990; de Crécy-Lagard et al., 2010).
Papildomi HPLC-MS eksperimentai, apraSyti Urbonavicius et al., 2016 straipsnyje,
patvirtino, jog iSties plonasluoksnéje chromatografijoje atsirandanti démé yra pimG2pA

dinukleotidas.

Sprendziant i§ gauty rezultaty, NEQ228 ir PAB2272 katalizuoja metil- grupés
perkélimg nuo [metil-'*C]SAM ant dviejy skirtingy nukleotidy 37-ojoje tRNRPhe
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pozicijoje: 1§ guanozino yra gaunamas l-metilguanozinas (m'G), o i§ 4-demetilviozino

(imG-14) yra gaunamas izoviozinas (imG2).

NEQ228 + NEQ228 - PAB2272 + PAB2272 -
A s. en trmD27 B. semtrmb27 E s.em rmD27 s.em. trmD27
tRNR (G37) tRNR (G37) L tRNR (G37) tRNR (G37)
- o
(oR (b8 ) )
=) {pC} (pC
l‘\p.(.:f':l 1 e pm1G "“‘:- pm1G 7N
1 {pu’ {(pU}
bl ey ) .kPGft- e 6y

o @ ¢S

NEQ228 + NEQ228 - PAB2272 + PAB2272 -
3 s. cer. tyw2 s. cer. tyw2 G s. cer. tYW2 H s. cer. tyw2
C » tRNR (i‘;nyG-14) D‘ tRNR (imG-14) tRNR (imG-14) tRNR (imG-14)
*
o~ -
(A} ; (pR) 5
(pA} {pA} - {pC} : {pC}
PIMG2pA {pC) pIMG2pA (pc) e S P
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Pm‘?_\ ‘fb'a\' pmiG oy 7 U pm'G ,pq. by ‘P_G‘
e o) B 3 :
N1 | | / |t ‘|‘

R2

1 pav. Dviejy krypciy plonasluoksnés chromatografijos ir autoradiografijos rezultatai. (A)
NEQ228 + S. enterica AtrmD27 tRNR(G3s7). (B) S. enterica AtrmD27 tRNR(Gs7), inkubuota be
fermento. (C) NEQ228 + 8. cerevisiae Atyw2 tRNR(imG-14). (D) S. cerevisiae Atyw2 tRNR(ImG-
14), inkubuota be fermento. (E) PAB2272 + S. enterica AtrmD27 tRNR(G37). (F) S. enterica
AtrmD27 tRNR(Gs7), inkubuota be fermento. (G) PAB2272 + §. cerevisiae Atyw2 tRNR(imG-
14). (H) S. cerevisiae Atyw2 tRNR(imG-14), inkubuota be fermento. Nukleotidy 5’-monofosfatai
(pA, pG, pC ir pU), matomi UV Sviesoje ir naudojami orientacijai, pazymeti apskritimais.
Nedideli pm'G kiekiai C ir G plokstelése matomi dél to, kad S. cerevisiae tyw2 mutanto tRNRPP
pasitaiko ir nemetilinto G37. Ploksteliy virSuje matomos démés atsiranda dél nespecifinés [metil-
14C]SAM degradacijos. N1 ir R2 yra atitinkami kiekvienoje plonasluoksnés chromatografijos
kryptyje naudoti tirpalai.

Tikétina, jog dvigubg metiltransferazinj aktyvumga turin¢iy fermenty yra sutinkama
ir daugiau, ypa¢ tokiuose organizmuose, kuriy genomas yra palyginti mazas — juose
fermentai, turintys daugiau funkcijy, atsveria tam tikry geny nebuvimg (Kelkar and
Ochman, 2013). Be to, tiriant tokius fermentus galima pastebéti, kaip evoliucijos eigoje
jie specializavosi, tapo atskirais ir kaip susiformavo sudétingi daug skirtingy fermenty

reikalaujantys biosintezes keliai (Urbonavicius et al., 2016).
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Naujuy fermentiniy aktyvumy paieskos sistema

Pateikiama sistema sukurta geny, kurie koduoja fermentus, dalyvaujancius
modifikuotyjy nukleozidy ar heterocikliniy baziy metabolizmo procesuose, paieskai.
Buvo padaryta prielaida, kad E. coli uracilo auksotrofinis kamienas (neturintis pirimidiny
de novo biosintezés kelio komponenty) galéty augti minimalioje terpéje tik tuo atveju,
jeigu joje esantis modifikuotasis nukleozidas arba heterocikliné bazé (t. y., vienintelis
uracilo Saltinis) buity ver¢iamas uracilu. Tai galéty atlikti nezinomi fermentai, koduojami
geny, esanciy metagenominése bibliotekose (2 pav.). Metagenominés bibliotekos,
turincios atsitiktinius dirvozemio mikroorganizmy genominés DNR fragmentus, yra geras
Saltinis geny, kurie kitais buidais nebtity paprastai prieinami tyrimams (apzvelgta Popovic

etal., 2015).

O/)m

C : m—— \I‘
Q‘> L = M

Metagenominés E. coli DH10BApyr M9 minimali terpé

bibliotekos (uracilo auksotrofas) su pasirinktu substratu
(vieninteliu uracilo 3altiniu)

|

% _
*
Geny klonavimas, DNR analizé Plazmidinés DNR
baltymy sekoskaita

charakterizavimas

2 pav. Strategijos, naudotos naujus fermentus koduojanciy geny paieskai metagenominése
bibliotekose, schema.

Uridino monofosfato (UMP, visy pirimidino nukleotidy pirmtako) sintezei
reikalingi fermentai E. coli yra koduojami SeSiuose operonuose (carAB, pyrBI, pyrC,
pyrD, pyrE, pyrF), kurie yra skirtingose chromosomos vietose (Neuhard and Nygaard,
1987). Norint sumazinti aplinkoje esanciy pyr geny atrankos tikimybe, i§ E. coli DH10B
kamieno genomo buvo paSalinti net trys uridino de novo sintezei reikalingi genai: pyrF
(koduojantis  orotidino-5'-fosfato  dekarboksilazg), pyrE  (koduojantis  orotato
fosforiboziltransferazg), pyrC (koduojantis dihidroorotaze). Gautas galutinis DH10BApyr

kamienas, kuris negali augti minimalioje M9 terpéje be uracilo 3altinio. Sis kamienas buvo
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naudojamas transformacijai metagenominémis bibliotekomis tolesniuose §io darbo

etapuose.

2-tiouracilo skaidymas: DUF523

Naudojantis auks$¢iau apraSyta strategija, kaip uracilo Saltinis buvo naudojama
modifikuotoji heterocikliné bazé 2-tiouracilas. Pastarojo nukleozidas 2-tiouridinas ir jo
dariniai yra aptinkami daugelyje tRNR molekuliy, dazniausiai antikodono kilpoje, kur
dalyvauja kodono-antikodono saveikoje ar stabilizuoja tRNR struktiira. Siy dariniy
biozintez¢ yra gana gerai iStirta (Shigi, 2014), ta¢iau nedaug zinoma apie tai, kas vyksta

po to, kai tRNR yra suskaidoma iki pavieniy nukleotidy.

(0] 0]
I ? |
’ NH ‘ NH
N) Ng NJ No
H H
2-Tiouracilas Uracilas

3 pav. Nezinomo fermento vykdoma 2-tiouracilo vertimo uracilu reakcija.

Dar maziau zinoma apie 2-tiouracilo bazés tolesnj likimg lgstelése — ar ji
paSalinama, kaip nereikalingas pasSalinis produktas, ar yra panaudojama darkart, ar
suskaidoma atveriant ziedg. Mes tyréme vieng i§ galimy skaidymo varianty ir ieSkojome

fermento (desulfurilazés), gebancio versti 2-tiouracilg j uracilg (3 pav.).

M9 M9 + 2-TU

DH10BApyr | DH10BApyr
tuscias GRY
vektorius fragmentas

DH10BApyr | DH10BApyr
Ci Vcz

fragmentas fragmentas

4 pav. Baltymy, koduojamy GRY, Vcz ir Ci DNR fragmentuose, in vivo veikimas. Tuscias
vektorius naudotas kaip neigiama kontrolé. Naudota M9 terpé su 100 mg/L ampicilino, 15 mg/L
kanamicino ir 20 mg/L 2-tiouracilo (M9 + 2-TU), uracilo (M9 + U, teigiama kontrol¢) arba be
jokio uracilo Saltinio (M9, neigiama kontrol¢). DHI0BApyr lasteliy augimas su vektoriumi,
koduojanciu GRY DNR fragmentg yra létesnis, lyginant su Vcz ir Ci.
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Metagenominése bibliotekose buvo aptikti trys plazmidiniai vektoriai, kuriuose
koduojami DNR fragmentai (GRY (geny banko prieigos Nr. MG027704), Vcz (geny
banko prieigos Nr. MG027705), Ci (geny banko prieigos Nr. MG027703)) atstato
DHI10BApyr lasteliy augimg ant minimalios terpés su 2-tiouracilu (4 pav.). Visuose
trijuose DNR fragmentuose aptikti trumpi (~500 bp) atviro skaitymo rémeliai (ASR),
kuriuose koduojami baltymai priklauso DUF523 (angl. Domain of Uknown Function 523)
Seimai. Jvedant delecijas GRY, Vcz ir Ci DNR fragmentuose, buvo jsitikinta, jog butent
DUF523 ASR yra reikalingi DH10BApyr lasteliy augimui, naudojant 2-tiouracila kaip

uracilo Saltinj.

Mazdaug 20% i$ zinomy baltymy domeny yra anotuojami kaip nezinomos
funkcijos (angl. Domain of Unknown Function) (Bateman et al., 2010). Tarp jy nemaza
dalis yra bitini bakterijoms iSgyventi (Goodacre et al., 2013). Tiek kompiuteriniais, tiek
eksperimentiniais metodais yra intensyviai bandoma priskirti Siems domenams biologines
funkcijas (Mudgal et al., 2015; Jankevicius et al., 2016; Luo et al., 2016). Nepaisant
mokslininky pastangy, kolkas nei vienam i§ mazdaug 1350 zinomy DUF523 Seimos nariy
dar nebuvo priskirta jokia funkcija. Baltymai, sudaryti i§ vieno DUF523 domeno, yra
labiausiai paplite bakterijose: 2018 m. liepos mén. buvo zinomi 1292 baltymai i§ 849
bakterijy rusiy; arch¢jose aptiktas 41 baltymas 28 skirtingose riiSyse; eukariotuose — vos
12 baltymy i$ 9 riisiy organizmy. DUF523 taip pat aptinkamas sulietas su nemazai kitokiy
domeny, dalis tokiy baltymy yra fermentai, susije su nukleoriigi¢iy metabolizmu, pvz.,
nukleozidy 2-deoksiriboziltransferazé, aminoacil-tRNR hidrolazé ar purino nukleozidy
fosforilazé. Siuo metu Zinoma 14 skirtingy rasiy baltymy seky, turin¢iy DUF523 domena
savo sudétyje (Finn et al., 2016).

Norint patikrinti DUF523 aktyvuma in vitro, buvo bandoma iSgryninti
rekombinantinius baltymus. Du i§ jy (DUF523GRY ir DUF523Ci) jokiomis bandytomis
salygomis nebuvo pakankamai tirpiis, tod¢l gautas tik rekombinantinis DUF523Vcz
baltymas. Eksperimenty metu buvo pastebéta, jog iSgryninto DUF523Vcz baltymo tirpalo
spalva yra ruda, tod¢l buvo manoma, jog baltymo sudétyje galéty biiti Fe-S centras(ai). Be
to, minéta ruda spalva greitai nyksta aerobinémis saglygomis (pvz., ilgesnj laikg (2-3 sav.)
laikant 4 °C arba keletg karty pakartotinai atSildzius ir vél uzsaldzius baltymo tirpalg). Dél
to 1§ iSgryninto DUF523Vcz baltymo buvo pasalinti gelezies jonai, kaip apibudinta
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anks¢iau Bouvier et al., 2014. Gauto bespalvio baltymo tirpalo UV-matomos Sviesos
sugerties spektras palygintas su Svieziai iSgryninto baltymo, kuris parodé Fe-S centrus
turintiems baltymams biidingg spektra (5 pav.). Gauti rezultatai patvirtina prielaida, jog
Fe-S centras(ai), esantis DUF523Vcz baltyme (Zr. 5 pav. “Svieziai iSgrynintas” spektra ties
400-450 nm), sparciai suyra aerobinése sglygose (zr. 5 pav. “paSalinti gelezies jonai”
spektra ties 400-450 nm) ir tikriausiai tai turi jtakos jo funkcijai, kurios in vitro aptikti

nepavyko.

R N P
DI S S R dEC

Bangos ilgis (nm)

Svieziai i8grynintas

- Pasalinti gelezies jonai

5 pav. UV-matomos Sviesos sugerties spektrai. Vientisa linija: Svieziai iSgrynintas
rekombinantinis 6-His Zymétas DUF523Vcz baltymas; taskuota linija: DUF523Vcz po gelezies
jony pasalinimo.

Tyrimo metu atrasty DUF523 ir jy artimiausiy homology baltymy seky analizé
atskleidé, jog visy jy sekose randamos trys konservatyvios cisteino aminoriigsties
(toliau — a. r.) liekanos, kurios galéty formuoti Fe-S centrg. DUF523Vcz baltymo sekoje
kiekviena i§ Siy cisteino a. r. lieckany buvo pakeista alanino a. r. lickana, gauti trys
DUF523Vcz genai, atitinkamai su C10A, C43A arba C104A pakaitais. Visi trys mutuoti
DUF523Vez genai koduoja bespalvius ir netirpius rekombinantinius baltymus, kas tik dar
kartg patvirtina konservatyviy cisteino a. r. liekany jtakg teisingam baltymo struktiiros
formavimuisi, gelezies jony jungimuisi ir, tikétina, pac¢iai DUF523Vcz funkcijai. Norint

patikrinti, ar mutuoti DUF523Vcz genai koduoja in vivo veiklius baltymus, Sie buvo
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perkelti | vektorius, skirtus raiSkai DH10BApyr lastelése. Kaip matyti 6 pav., nei vienas i$
mutuoty geny nekoduoja veiklaus DUF523Vcz baltymo. Sie duomenys patvirtina
prielaida, jog DUF523Vcz baltymas savo sudétyje turi Fe-S centra, kurj formuoja Cys10,
Cys43 ir Cysl04 aminortugséiy liekanos. Fe-S centro integralumas yra reikalingas

DUF523Vez baltymo funkcijai in vivo.

M9 + 2-TU

DH10BApyr
DUF523Vcz
WT

DH10BApyr
DUF523Vcz
C104A

DH10BApyr
tuscias
vektorius

DH10BApyr | DH10BApyr
DUF523Vez | DUF523Vcez

6 pav. Laukinio tipo ir mutuoty DUF523Vcz baltymy aktyvumas in vivo. Laukinio tipo (WT)
DUF523Vcz ir jo C10A, C43A bei C104A mutantai (cisteino a.r. liekana pakeista j alanino) yra
koduojami pQE70 plazmidiniame vektoriuje. Tus¢ias vektorius naudotas kaip neigiama kontrolé.
Naudota M9 terpé su 100 mg/L ampicilino, 15 mg/L kanamicino ir 20 mg/L 2-tiouracilo (M9 +
2-TU), uracilo (M9 + U, teigiama kontrol¢) arba be jokio uracilo Saltinio (M9, neigiama kontrol¢).

Fermentai, katalizuojantys panasSias reakcijas, ta¢iau vykstancias i prieSingg puse
yra sutinkami tiriant tRNR modifikacijy biosinteze¢. Pvz., TtcA yra tRNR-tioltransferaze,
kuri katalizuoja 2-tiocitidino formavimasi (Jager et al., 2004) ir turi savo sudétyje [4Fe-
4S] centra, reikalingg deguonies atomy pakeitimui  sieros atomus (Bouvier et al., 2014).
PanasSiai, [3Fe-4S] centras yra reikalingas 2-tiouridino modifikacijos formavimuisi
archéjose ir eukariotuose (Liu et al., 2016). Yra du budai, kaip Fe-S centrai gali buti
panaudojami tokiose reakcijose. Pirmas biidas — Fe-S centras atlieka struktiiring funkcija,
kuri veikia fermento tretinés struktiiros formavimasi ir substrato atpazinimg (Lee et al.,
2005; Stiebritz, 2014), taciau ne pacig katalize tiesiogiai. Antras variantas — Fe-S centras
tiesiogiai dalyvauja katalizéje, kaip TtcA fermento atveju: teigiama, jog sieros atomas,
prisijunges prie Fe-S centro, yra nukleofiliSkai atakuojamas ATP-aktyvuoto citidino
nukleotido, dél ko susidaro AMP ir yra gaunama s*C3> modifikacija tRNR molekuléje
(Bouvier et al., 2014). Vis délto, DUF523 atrasti Sio darbo metu, yra gerokai mazesni negu
dauguma RNR modifikacijos fermenty ir neturi nei PP kilpos, reikalingos prisijungti ATP,
nei CXXC motyvy, kurie biidingi daugumai tRNR modifikuojanciy fermenty, susijusiy su
s?U ar s’C biosinteze (Cavuzic and Liu, 2017). Koks yra DUF523 baltymy veikimo
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mechanizmas, kolkas néra aiSku. Nepaisant iSbandytos didziulés jvairovés buferiy, pH,
priedy, temperatiry ir inkubacijos laiko, in vitro nebuvo nustatyta 2-tiouracilo konversija
1 uracila musy taikytais plonasluoksnés ir auksto slégio skyscCiy chromatografijos
metodais. Vienas i§ paaiSkinimy, kodél buvo gauti tokie rezultatai, yra tai, kad
DUF523Vez sudétyje esantis Fe-S centras lengvai suyra aerobinémis sglygomis, o be jo

baltymas funkcionuoti negali. 7 pav. pateikiamas galimas DUF523Vcz baltymo veikimo

<@

H,O

mechanizmas.

o]

gLJ\ - "
NH NZ \SH

7 pav. Galimas DUF523 baltymy veikimo mechanizmas.

Remiantis S§iuo modeliu, Fe-S centra DUF523 baltymuose sudaro trys
konservatyvios cisteino aminortigSties liekanos, todél jis turi laisvg sieros atomo
koordinacijos vieta ties ketvirtuoju gelezies jonu, kurig gali uzimti hidrosulfidinis
substratas, kaip sitiloma straipsnyje apie tRNR tiouridino sintetaze¢ TtuA ir kitus [4Fe-4S]
centrus turinius fermentus, aptartus tame paciame straipsnyje (Arragain et al., 2017).
Sitlomame DUF523 veikimo modelyje tiolin¢ 2-tiouracilo forma jungiasi prie DUF523
suformuodama Fe-S rysj. Po to sekanti nukleofilin¢ ataka vandens molekulés hidroksilo
grupe suformuoja adukta, kuris virsta uracilu ir DUF523 tarpininku, turin¢iu hidrosulfido
ligandg. DUF523 aktyvi forma atstatoma praradus hidrosulfiding grupe. Vis délto,
reikalingi papildomai tyrimai norint patvirtinti arba paneigti §j ir suzinoti tikrajj DUF523
baltymy veikimo mechanizmg. Nors in vivo DUF523 baltymy funkcija atrodo akivaizdi,
in vitro ji yra tik spéjama ir galbiit reikalauja papildomy baltyminiy partneriy. Be to,
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DUF523 Seimos baltymai gali turéti ne vieng funkcijg ir buti skirtingi, be to dar ir

priklausyti nuo kity domeny, su kuriais, kaip jau minéta, kartais yra aptinkami.

Apibendrinant, buvo atrasti trys nauji DUF523 bakteriniy nezinomos funkcijos
baltymy Seimos atstovai. Buvo parodyta, jog in vivo jie yra reikalingi 2-tiouracilo
konversijai | uracilg. Tai yra pirmieji duomenys apie DUF523 baltymy Seimos funkcijas.
Siuose baltymuose yra Fe-S centras, reikalingas jy funkcionalumui in vivo. Tolesni
tyrimai bus skirti iSsiaiSkinti, koks yra DUF523 baltymy vykdomos reakcijos

mechanizmas.

2'-0O-metiluridino metabolizmo fermentai

Ribozés metilinimas — viena i$ labai paplitusiy nukleotidy modifikacijy, aptinkama
daugelyje RNR rusiy. 2'-O-metiluridinas (toliau — meUrd) aptinkamas archéjy, bakterijy
ir eukarioty rRNR, snRNR, snoRNR bei tRNR. Be to, 2'-O-metilribonukleozidai yra
medziagos, 1§ kuriy galima susintetinti panasius | nukleortigstis vaistus.

o

NH
LA i
HO N" 0 HO oH
(0] ? NH (0]
- | /g +
NH o
OH O

OH O
SCH, CH,

2'-O-metiluridinas Uracilas 2'-O-metilribozé

8 pav. Nezinomo fermento substratas 2'-O-metiluridinas bei galimi produktai — uracilas
ir 2'-O-metilriboze.

Si darbo dalis tiria galima 2'-O-metiluridino metabolizma lasteléje (8 pav.).
Nepaisant placiy praktinio pritaikymo galimybiy, metilintus nukleozidus kaip substratus
naudojantys fermentai ar $iy molekuliy skaidymo keliai néra placiai iStyrinéti. Naudojant
DH10BApyr kamieng ir metagenomines bibliotekas, buvo atrinktas vienas transformantas;
i§ jo iSskirtame plazmidiniame vektoriuje buvo 2 kb dydzio DNR fragmentas. Atlikus
sekoskaitg, paaiskejo, jog Siame DNR fragmente yra du atviro skaitymo rémeliai, kuriuos
skiria vos 15 bp (9 pav.). Pirmasis ASR koduoja baltyma, homologiska deoksiribozés
fosfaty aldolazei (RK9DPA), o antrasis — baltyma, homologiska nukleozidy hidrolazéms
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(RK9NH). Geny grupavimas (angl. clustering) yra gerai iStirtas prokariotinése lgstelése —
jis padeda gaminti metabolizmo fermentus teisinga tvarka. Dél to, yra tikétina, jog
metagenominése bibliotekose aptikome dalj nezinomos dirvozemio bakterijos geny
sankaupos, susijusios su 2'-O-metiluridino metaboliniais keliais Iastel¢je. Sis RK9 DNR
fragmentas yra labiausiai homologiskas Gram-teigiamy Intrasporangium sp. bakterijy
genomo (geny banko prieigos Nr. NZ AWQS01000091.1) sekai, taciau jame tarp
deoksiribozés aldolazés ir nukleozidy hidrolazés yra jsiterpes GntR transkripcijos

reguliatoriaus genas, o pries aldolaze koduojantj geng yra ribokinaze koduojantis genas.

Kaip ir tikétasi, uz DH10BApyr lasteliy augima atsakingas RK9NH — nukleozidy
hidrolaze koduojantis genas (9 pav). Nukleozidy hidrolazé skelia N-glikozidinj rysj,

atpalaiduodama uracilg ir, tikétina, 2'-O-metilribozg.

M9 M9 + meUrd M9 +U

tuscias

9 pav. RK9NH nukleozidy hidrolazés aktyvumas in vivo. Tuscias pQE70 vektorius naudotas kaip
neigiama kontrolé. ] M9 terpe¢ pridéta 100 mg/L ampicilino, 15 mg/L kanamicino, 20 mg/L 2'-O-
metiluridino (M9 + meUrd) arba uracilo (M9 + U, teigiama kontrol¢).

Filogenetiné RK9NH analizé nepriskiria Sio fermento prie jokiy konkreciy zinomy
hidrolaziy. Ypa¢ netikéta yra tai, jog RKONH néra labai panasus | neseniai atrastg tokia
pacia funkcijg atliekantj fermentg i$ Lactobacillus buchneri (Mitsukawa et al., 2016), kuris
jau yra naudojamas fermentinei 2'-O-metilribonukleozidy sintezei (Mitsukawa et al.,
2017). Taip pat aiSku, jog RK9NH néra purinams ar pirimidinams specifiSka hidrolazg,
taCiau ji nepriskiriama net ir prie zinomy nespecifiniy hidrolaziy. Remiantis filogenetine
analize, galima teigti, jog RK9NH yra unikalus fermentas ir kad egzistuoja plati jvairové

fermenty, kuriy substratais gali biiti 2'-O-metilribonukleozidai.

RK9DPA aldolazes filogenetiné analize taip pat nepriskyre $io fermento prie jokiy

gerai zinomy aldolaziy. RK9DPA yra i§ dalies homologiska deoksiribozés-fosfato
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aldolazéms (E. coli DERA), kurios katalizuoja griztama aldoling reakcijg tarp acetaldehido
ir D-gliceraldehido 3-fosfato, i§ kuriy gaunamas 2-deoksi-D-ribozés 5-fosfatas. Genetinés
komplementacijos biidu, naudojant atitinkamus E. coli mutantus (Baba et al., 2006) ir
RK9DPA pQE70 plazmidiniame vektoriuje, buvo jsitikinta, jog RK9DPA aldolazé
neatlieka E. coli DERA fermento funkcijos in vivo. Taip yra tikriausiai todél, kad
deoksiribozés fosfatas néra RK9DPA substratas.

| © RKODPA O\P OH
OH ~ 0
— ud © + Hscxo/\/
OH O o/
SCH,
2'-O-metilribozés-5-fosfatas Gliceraldehido-3-fosfatas 2-Metoksiacetaldehidas

10 pav. Tikétina RK9DPA aldolazes katalizuojama reakcija.

Jeigu isties RK9 operone koduojami 2'-O-metiluridino metabolizmo fermentai,
tuomet RKO9DPA substratas (arba produktas) yra 2'-O-metilribozés 5-fosfatas,
kurio skaidymo metu turéty susidaryti 2-metoksiacetaldehidas ir gliceraldehido-3-fosfatas
(10 pav.).

1 lentelé. RKONH substratinis specifiSkumas. Santykinis aktyvumas apskaiiuotas i§ auksto

slégio skys€iy chromatografijos-masiy spektrometrijos duomeny: gauto produkto (heterociklinés
bazes) molekulinés mases kiekis, padalintas i§ substrato ir produkto molekuliniy masiy sumos.

Santykinis RK9NH

Substratas akt):,yvumas (%)
Uridinas (Urd) 100
Deoksiuridinas (dUrd) 0
2'-O-metiluridinas (meUrd) 100
5-fluorouridinas (5-FUrd) 100
5-fluorodeoksiuridinas (5-FdUrd) 4
5-fluoro-2'-O-metiluridinas (5-FmeUrd) 100
Citidinas 65
Deoksicitidinas 0
S-metiluridinas (ribotimidinas) 100
Timidinas 0
Adenozinas 10
Deoksiadenozinas 0
Guanozinas 100
Deoksiguanozinas 3
Inozinas 22
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Rekombinantiné RK9NH hidrolazé buvo iSgryninta bei iStirtas jos fermentinis
aktyvumas ir substratinis specifiSkumas in vitro (1 lentelé, 11 pav., 12 pav.). Paaiskéjo,
jog RKONH yra ribonukleozidy hidrolaze, taip pat Siek tiek veikianti 5-
fluorodeoksiuriding ir deoksiguanozing. 2'-O-metiluridinas (11 pav.) ir 5-fluoro-2'-O-
metiluridinas (12 pav.) taip pat yra RKONH substratai. Gauti rezultatai leidzia daryti
prielaida, jog RK9NH atpazjsta 2'-hidroksi arba 2'-metoksi grupe substrato ribozéje.
Pirmenybé teikiama uracilo (11 pav.), 5-fluorouracilo (12 pav.) ir guanino heterociklinéms
bazéms, taciau inozinas ir adeninas (1 lentelé) taip pat yra tinkami RK9NH hidrolazés

substratai.

Remiantis §iais duomenimis, galima teigti, jog RK9NH substratinis specifiSkumas
yra platus bei tarpinis tarp nespecifiniy ir pirimidinams specifiniy nukleozidy hidrolaziy.
RKI9NH geriau hidrolizuoja substratus, kuriy sudétyje yra pirimidiny heterociklinés bazés.
Metilinti ribonukleozidai Siuo metu yra paklausts dél to, kad juos galima panaudoti
sintetinant nukleortig§timis paremtus vaistus. DNR ar RNR oligomerai, savo sudétyje
turintys metilinty nukleotidy yra termostabilesni ir atsparesni nukleazéms negu
nemodifikuoti. Todél modifikuotieji nukleotidai yra reikalingi gaminant DNR ar RNR
oligomerus, skirtus naudoti kaip prieSprasminius (ang/. antisense) vaistus, ribozimus,
siRNR paremtus vaistus ir aptamerus (Mikhailopulo ir Miroshnikov, 2011). Neseniai buvo
parodyta, jog nukleozidy hidrolazes galima panaudoti fermentinei metilinty nukleozidy
sintezei (Mitsukawa et al., 2017 ir 2018), todé¢l galima teigti, jog RKONH turi placias
praktinio panaudojimo galimybes. Be to, RKONH substratai taip pat yra 5-fluorouridinas,
5-fluorodeoksiuridinas ir 5-fluoro-2'-O-metiluridinas (12 pav.), i§ kuriy gaunamas
produktas 5-fluorouracilas yra seniai zinomas ir klinikoje naudojamas priesvézinis vaistas.

Tai reiskia, jog RK9NH taip pat gali biti pritaikyta naudojimui vézio terapijoje.

Izocitozino deaminazés

Citozinas — viena i§ standartiniy genetinio kodo heterocikliniy baziy, randama tiek
DNR, tiek RNR. Jj uracilu ver¢ia gerai istirtas klasikinis fermentas — citozino deaminaze.
Izocitozinas (2-aminouracilas) yra citozino izomeras. Kartu su izoguaninu jie buvo vieni

i§ pirmyjy nenatiiraliy baziy pory tyrimuose naudoty heterocikliniy baziy. 1zocitozinas
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naudojamas struktiriniams nukleorigi¢iy tyrimams (Yang et al, 1998), taip pat
fizikocheminiams metalo kompleksy tyrimams (Gupta et el., 2004), vandenilio rySiy
tyrimams (Camacho-Garcia et al., 2015), tautomerizmo ir protony perdavimo tyrimams
(Delchev and Mikosch, 2007). Iki Siol nebuvo atkreiptas démesys | fermentus, gebancius

izocitozing versti uracilu (13 pav.).

O
| " |
NH ’ NH
P
A
N NH, NH SO
Izocitozinas Uracilas

13 pav. Izocitozino deaminazés veikimo schema.

Remiantis citozino deaminazés ir 5-fluorocitozino kaip vézio geny terapijoje
naudojamos fermento-provaisto poros pavyzdziu, izocitozinas galéty biiti pagrindu
naujam provaistui 5-fluoroizocitozinui, jei biity atrastas fermentas, gebantis efektyviai

versti izocitozing uracilu ir 5-fluoroizocitozing 5-fluorouracilu.

Izocitozinas buvo panaudotas kaip uracilo Saltinis ieSkant naujy fermenty anksc¢iau
apibudintu budu. IS metagenominiy biblioteky buvo atrinkti keturi DNR fragmentai
(14 pav.): KANOS (geny banko prieigos Nr. MH015237), URA4 (geny banko prieigos
Nr. MHO015235), URA3 (geny banko prieigos Nr. MHO015234) ir Vcz (geny banko prieigos
Nr. MH015236).

M9 M9 + izoC M9 + U

DH10BApyr
tuscias
vektorius

DH10BApyr DH10BApyr
Vez KANOS

DH10BApyr | DH10BApyr

14 pav. Baltymy, koduojamy KANOS, URA4, URA3 ir Vcz DNR fragmentuose, in vivo
veikimas. Tus¢ias vektorius naudotas kaip neigiama kontrolé. Naudota M9 terpé su 100 mg/L
ampicilino, 15 mg/L kanamicino ir 20 mg/L izocitozino (M9 + izoC), uracilo (M9 + U, teigiama
kontrol¢) arba be jokio uracilo Saltinio (M9, neigiama kontrol¢).
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Kiekviename i§ aptikty DNR fragmenty yra ASR, koduojantis deaminaze.
Filogenetiné analizé (15 pav.) atskleid¢, jog Sie fermentai priklauso dviems grupéms:
KANOS fragmente koduojama deaminaz¢ yra klasikiné citozino deaminazé, o URA4,
URA3 ir Vcz izocitozino deaminazés yra homologiskos 8-oksoguanino deaminazéms.
Naujai atrastos izocitozino deaminazés skiriasi nuo Zzinomy adenino ir citozino
deaminaziy, kas leidzia daryti prielaida, jog 2-amino padétis yra reikalinga Siy fermenty
veikimui.

92 r 8-0ksoguanino deaminazé Pseudomonas resinovorans (WP 077520989.1)
8-oksoguanino deaminazé Pseudomonas sp. TCU-HL1 (WP 069083032.1)

izocitozino deaminazé URA3 (MH015234)
8-oksoguanino deaminazé Pseudornonas putida (WP 012314902.1)

8-oksoguanino deaminazé Pseudomonas alcaligenes (WP 021220537.1)

8-oksoguanino deaminazé i§ Sargaso joroje gauto DNR pavyzdzio (3HPAA) +

8-oksoguanino deaminazé Pandoraea (WP 036642179.1)

8-oksoguanino deaminaze Edwardsiella (WP 045424514.1)

guanino deaminazé, hidroksidechloroatrazino etilaminohidrolazé Enterobacteriaceae (AJQ98703.1)
izocitozino deaminazé Vcz (MH015236)

100 | 8-oksoguanino deaminazé Hafniaceae (WP 046457965.1)

100 8-oksoguanino deaminazé Rhodoferax saidenbachensis (WP 029705436.1)
8-oksoguanino deaminazé Curvibacter sp. AEP1-3 (WP 087494773.1)
ool 1% izocitozino deaminazé URA4 (MH015235)
8-oksoguanino deaminazé Hydrogenophaga pseudoflava (WP 066156140.1)
100| | 8-oksoguanino deaminazé Burkholderiales bacterium GWE1 65 30 (OGA77069.1)

100 L8-oksoguanino deaminazé Betaproteobacteria bacterium HGW-Betaproteobacteria-15 (PKO78538.1)

8-oksoguanino deaminazé Pseudomonas aeruginosa (WP 003112635.1) +
citozino deaminazé Proteobacteria (WP 001301240.1) +

citozino deaminazeé Buttiauxella ferragutiae (WP 064542894.1)
100 r citozino deaminazé KANOS (MH015237)
citozino deaminazé Cedecea neteri (WP 038478137.1)

100

72

citozino deaminaze Erwinia teleogrylli (WP 058910363.1)
citozino deaminazé Klebsiella pneumoniae (WP 040243614.1)
citozino deaminazé Raoultella terrigena (WP 045854050.1)

15 pav. KANOS, URA3, URA4 ir Vcz deaminaziy filogenetinis medis. Medis sudarytas
artimiausiy grupiy sujungimo metodu, naudojant artimiausiy BLAST analizés pateikiamy
homology sekas ir patvirtintos funkcijos deaminaziy sekas (pazyméta +). Salia atsiSakojimy
nurodyta procentiné jkélos sutapimo su tiriamuoju baltymu israiSka. Mastelis atitinka pakeisty
aminorigsciy skaiCiy, tenkant] vienai pozicijai. Seky geny banko prieigos numeriai pateikti
skliaustuose.

0.20 99

Dvi rekombinantinés deaminazés (URA3 ir Vcz) buvo iSgrynintos, tirtas jy
fermentinis aktyvumas in vitro ir substratinis specifiSkumas inkubuojant su citozinu,
izocitozinu, 5-fluoroizocitozinu, guaninu ir 8-oksoguaninu. Kaip matyti 16 pav., né viena
i$ $iy deaminaziy nenaudoja citozino kaip substrato, taciau vercia izocitozing uracilu,

o 5-fluoroizocitozing 5-fluorouracilu.
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Gauti rezultatai patvirtina prielaidg, jog Vez ir URA3 deaminazés atpazjsta 2-
amino grupe substratuose. Prastas guanino ir 8-oksoguanino tirpumas naudotame buferyje
apsunkino jonizacijg ir molekuliniy masiy nustatyma, taciau gauti rezultatai patvirtino, jog
8-oksoguaninas URA3 ir Vcz deaminaziy yra verciamas Slapimo riigS§timi, o guaninas —
ksantinu. Sie duomenys patvirtina filogenetinés analizés rezultatus, kad naujai atrastos
izocitozino deaminazés priklauso 8-oksoguanino deaminaziy Seimai, kuri kolkas neturi
daug nariy su patvirtintomis funkcijomis, nors jy genai yra placiai paplite, randama daug

galimy 8-oksoguanino deaminaziy vykdant bioinformating paieska.

Nors svarbiy izocitozino deaminaziy substraty yra ne vienas, $io darbo tikslas buvo
rasti fermenta, gebantj katalizuoti 5-fluoroizocitozino vertimag S-fluorouracilu, kas gali
biti panaudota vézio geny terapijai. Klasikin¢ citozino deaminazés/5-fluorocitozino
fermento/provaisto pora yra labai placiai tiriama pastaraisiais metais, taciau susiduria su
problemomis dél kylan¢io nemazo sisteminio toksiskumo organizmui. Zarnyno mikroflora
geba versti 5-fluorocitozing i 5-fluorouracilg todél, kad citozino deaminazés yra paplite
bakteriniai fermentai (Harris et al., 1986; Malet-Martino et al, 1991; Longley et al., 2003;
Malekshah et al., 2016). Vcz ar URA3 izocitozino deaminazés, kartu su 5-
fluoroizocitozinu, galéty biiti naudojamos kaip nauja provaisto/fermento pora vézio geny
terapijai. Zarnyno mikroflora neturéty metabolizuoti 5-fluoroizocitozino taip gerai, kaip
5-fluorocitozino todél, kad izocitozinas néra gamtoje sutinkama medziaga. Nors citozino
deaminazés geba hidrolizuoti izocitozing, kinetiniai $iy reakcijy parametrai yra deSimt
karty didesni kai substratas yra citozinas, lyginant su izocitozinu (Hall et al., 2011). Taigi,
5-fluoroizocitozino/izocitozino deaminaziy provaisto/fermento pora galéty palengvinti

sisteminio vézio geny terapijos toksiskumo problemos sprendima.
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APIBENDRINIMAS

Sio darbo metu buvo jrodyta, jog archéjy PAB2272 ir NEQ228 fermentai yra
bifunkcinés metiltransferazés, galin€ios metilinti tiek guanina, tiek 4-demetilviozing. Tai
yra fermentai, dalyvaujantys sudétinguose archéjy viozino dariniy biosintezés keliuose,
kurie, gavus Siuos duomenis, tapo dar labiau istirti. Be to, buvo sukurta sistema naujy
fermenty paieskai metagenominése bibliotekose. Naudojantis ja atrasti nauji baltymai,
dalyvaujantys 2-tiouracilo, 2'-O-metiluridino ir izocitozino metabolizme bakterijose.
Pirmg kartg pademonstruota trijy naujy DUF523 nezinomos funkcijos domeny funkcija in
vivo: 2-tiouracilo vertimas uracilu. Siy baltymy veikimui lastelése yra reikalingas Fe-S
centras. Taip pat atrasta dalis genetinio fragmento, dalyvaujancio 2'-O-metiluridino
metabolizme lastel¢je. Jame koduojama nukleozidy hidrolazé RKONH yra funkcionali in
vitro ir gali biiti pritaikyta tiek 2'-O-metilinty nukleozidy sintezei, tiek vézio geny
terapijoje. Atrastos trys naujos izocitozino deaminazés, kurios vercia 5-fluoroizocitozing
1 5-fluorouracilg. 5-fluoroizocitozinas ir izocitozino deaminazes gali biiti panaudotos kaip

nauja provaisto/fermento pora vézio geny terapijoje.
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ISVADOS

. Pyrococcus abyssi PAB2272 ir Nanoarchaeum equitans NEQ228 baltymai turi
dvigubg tRNAP*:m'G/imG2 metiltransferazinj aktyvuma.

. E. coli uracilo auksotrofinis kamienas DH10BApyr yra patogus jrankis naujy
fermenty paieSkai metagenominése bibliotekose.

. Trys nauji DUF523 nezinomos funkcijos baltymy Seimos nariai yra susij¢
su 2-tiouracilo virsmu j uracilg in vivo. Sie baltymai turi Fe-S centrus.

. 2'-O-metiluridinas ir jo dariniai yra naujos nukleozidy hidrolazés RKONH
substratai. Tai yra ribonukleozidy hidrolaz¢, kuri taip pat verc¢ia fluorintus uridino
darinius j 5-fluorouracila.

. Izocitozinas yra dviejy naujy (URA3 ir Vcz) deaminaziy substratas.
Sios deaminazés taip pat verdia S5-fluoroizocitozing j S5-fluorouracila

ir 8-oksoguaning j Slapimo rugst;.
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SUMMARY

During the span of the work presented in this thesis, it was established that the
PAB2272 and NEQ228 proteins are bifunctional archaeal methyltransferases that produce
both in the isowyosine (imG2) and methylguanosine (m'G) in the archaeal biosythetic
pathway for wyosine derivatives, further elucidating its constitutive parts. Also, a new
strategy for the search of novel enzymatic activities was successfully employed in the case
of enzymes that metabolize 2-thiouracil, 2'-O-methyluridine and isocytosine. For the first
time, 2-thiouracil desulfuration function in vivo has been demonstrated for three novel
members of the DUF523 family of domains of unknown function. Also, these proteins
appear to have a Fe-S cluster that is required for their activity in vivo. A part of a genetic
unit that is involved in the metabolism of 2'-O-methyluridine has been found. A nucleoside
hydrolase, which is a part of aforementioned genetic unit and acts on 2'-O-methyluridine,
has been tested for enzymatic activity and substrate specificity in vitro. This enzyme could
be used not only for the enzymatic synthesis of methylated ribonucleosides, but also for
the targeted cancer therapy as an enzyme producing 5-fluorouracil from 5-fluorouridine
and 5-fluoro-2'-O-methyluridine. Three novel isocytosine/8-oxoguanine deaminases have
been found, two of which have been tested for in vitro enzymatic activity and substrate
specificity. Novel Vcz and URA3 deaminases convert S5-fluoroisocytosine into
5-fluorouracil; therefore this novel enzyme-prodrug pair is proposed for the targeted

cancer gene therapy.
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