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SANTRUMPQOS

4-AAP — 4-aminoantipirinas

5-FC — 5-fluorocitozinas

5-FdUMP — 5-fluoro-2'-deoksiuridin-5'-
monofosfatas

5-FdUTP — 5-fluoro-2'-deoksiuridin-5'-
trifosfatas

5-FiC — 5-fluoroizocitozinas

5-FU — 5-fluorouracilas

5-FUDP — 5-fluorouridin-5'-difosfatas
5-FUTP — 5-fluorouridin-5'-trifosfatas
A — N2-acetil-izocitozinas
Adipil-7-ADCA — adipil-7-
aminodesacetoksicefalosporaniné riigstis
AHS — aminohidrolazé

B — N*-benzoil-2'-deoksicitidinas

C — citozinas

CD - citozino deaminazé

CDA — citidino deaminazé

CTP — citidino trifosfatas

dCt — deoksicitidinas

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DTT - ditiotreitolis

EDTA — etilendiamintetraacto ragstis

FLP — rekombinaze flipazé

FRT — flipazés atpazinimo taikinys

H — hibridas

HPLS-MS — didelio efektyvumo skysciy
chromatografija—masiy spektrometrija (angl.
high-performance liquid chromatography—
mass spectrometry)

IC/iC — izocitozinas

LB — Luria Broth

PGR — polimerazés grandininé reakcija

RE — restrikcijos endonukleazé

RNR — ribonukleoriigstis

SDS-PAGE - elektroforezé natrio
dodecilsulfato poliakrilamidiniame gelyje
(angl. sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis)

TAE — TRIS-acetatas-EDTA

TLC — plonasluoksné chromatografija (angl.
thin-layer chromatography)

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometanas
TRIS-HCL - tris(hidroksimetil)aminometano
hidrochloridas

U — uracilas

UTP — uridino-5'-trifosfatas

UV — ultravioletas



IVADAS

Besivystantys molekulinés biologijos tyrimy metodai jgalino ne tik jau gerai zinomy
bei iSanalizuoty fermenty savybiy tobulinima, bet ir palengvino naujy, pasiZyminciy
pageidaujamomis savybémis, atranky. Gamtoje ieSkoma nejprasty junginiy, savo savybémis
pranokstanciy jau zinomy fermenty katalizines charakteristikas. Tokius variantus galima
pritaikyti ne tik biotechnologijoje, bet ir pasitelkiant juos spresti medicinos srities problemas
(Gurung et al., 2013).

Vieni i§ fermenty, identifikuoty Vilniaus universiteto Biochemijos instituto
Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje, yra izocitozino deaminazés Vcz ir
KANOS. Vcz deaminazé jdomi tuo, jog citozinas néra jos substratas, taciau Sis fermentas
katalizuoja izocitozino virsma uracilu, o taip pat kaip substratg geba panaudoti 5-
fluoroizocitozing (5-FiC), susidarant 5-fluorouracilui (5-FU). 5-FU — jau ilgg laika pasaulyje
placiai taikomas chemoterapinis vaistas, taip pat naudojamas ir vézio tikslinéje terapijoje.

Vienas i$ tikslinés terapijos varianty yra fermento-provaisto poros panaudojimas
lokalizuotai naikinti véZines lgsteles. Tarp §iuo metu intensyviai tiriamy fermento-provaisto
pory yra ir citozino deaminazés/5-fluorocitozino (CD/5-FC) pora. Citozino deaminazé (CD)
yra nukreipiama ] véZzines lgsteles ir sistemiskai j organizmg teikiamas netoksiSkas provaistas
5-fluorocitozinas jos fermentinio aktyvumo déka virsta toksisku S-fluorouracilu tik prie
veziniy lgsteliy. Deja, i strategija turi trikumy. Vienas jy atsiranda dél to, kad natiirali
organizmo mikroflora taip pat turi Siuos fermentus ir 5-fluorouracilas gaminamas ne ten kur
skirta, todel patiriamas bendras toksiSkumas visam organizmui.

Vcz izocitozino deaminaze, pagerinus jos katalizines savybes, gali bti pritaikyta
efektyviai sintetinti 5-FU i8 5-FiC vézio tikslinéje terapijoje. Izocitozino deaminazés/5-FiC
fermento-provaisto pora yra pranasesné uz $iuo metu aktyviai kliniskai tyrinéjama klasiking
CD/5-FC porg jau vien dél to, jog nei $is substratas nei fermentas néra placiai paplit¢ gamtoje,
jy taip pat néra aptinkama ir Zzinduoliy lastelése. Siame darbe bandoma atrinkti geresnémis
fermentinémis savybémis pasizymincius Vcz izocitozino deaminazés variantus, panaudojant
evoliucijos in vitro metodus. Tikétina, jog padidinus VVcz deaminazés specifiSkuma
izocitozinui lygiagreciai padidéty ir 5-FiC deamininimo efektyvumas, kas leisty tokia
pagerintg Vcz izocitozino deaminazg pritaikyti tikslinei geny terapijai.

Tuo tarpu KANOS deaminazé kaip substrata geba naudoti tiek izocitozing, tiek

citozing. Pagal aminoriig8¢iy seka Sis fermentas artimiausias citozino deaminazéms, taciau



pirminiais duomenimis izocitozing kaip substratg naudoja efektyviau negu klasikiné E. coli
citozino deaminazé CodA. Dél Sios priezasties KANOS fermentas yra jdomus tarpinis
variantas tarp Vcz izocitozino deaminazés bei klasikiniy citozino deaminaziy. ISsamiau
iStyrus jo katalizines savybes ir substratinj specifiSkumg paaiskéty, ar KANOS deaminaze
galima panaudoti 5-fluorouracilo gavimui i§ 5-fluoroizocitozino ar 5-fluorocitozino.

Svarbu paminéti, jog tobulinant fermento-provaisto strategija substrato aktyvavimui
galima panaudoti daugiau nei vieng fermentg. Literattiroje yra keletas tokiy substraty
pavyzdziy, vienas i$ jy — provaistas kapecitabinas, i$ kurio 5-FU gaunamas veikiant net trims
fermentams: karboksilesterazei, citidino deaminazei bei timidino fosforilazei (Shimma et al.,
2000). Vcz izocitozino deaminazé kartu su D8 amidohidrolaze (Urbeliené et al., 2019;
nepublikuota) analogiskai gali buti pritaikytos 5-FU gavimui i§ kompleksiskesnio substrato —
5-fluoro-N2-acetilizocitozino. Vcz-D8 hibridinis baltymas, islaikantis abu fermentinius
aktyvumus, dar labiau padidinty tokio vézio terapijos varianto specifiskuma, t.y. leisty

minimalizuoti bendro toksiskumo organizmui problema.

Darbo tikslas buvo istirti izocitozing deamininanéius fermentus Vcz bei KANOS ir

jvertinti jy pritaikomumg véZio terapijai.

Tikslui pasiekti iskelti 3 pagrindiniai darbo uzdaviniai:

1. Atlikti izocitozino deaminaz¢ Vcz koduojancio geno mutageneze.
2. Nustatyti KANOS deaminazés katalizines savybes bei substratinj specifiskuma.

3. Sukurti veikianc¢ig Vcz-D8 fermenty hibriding sistema.



1. LITERATUROS APZVALGA

Literattiros apzvalgoje trumpai aprasomi citozing modifikuojantys fermentai —
citozino deaminazés. Taip pat aptariamas ir citozino izomeras — izocitozinas — bei pagrindinis
Sio darbo objektas — izocitozino deaminazés, galimas jy pritaikymas vézio terapijoje.
Paskutinés literatiiros apzvalgos dalys yra skirtos aptarti fermentiniy savybiy gerinimui
taikomg evoliucijg in vitro bei pagerinty fermenty atrankai ar naujy fermenty paieskai

naudojamas atrankos sistemas.
1.1. Citozino deaminazés

Citozinas yra viena i§ 5 nukleobaziy, esan¢iy nukleoriig§¢iy (DNR bei RNR)
sudétyje. Sis Iastelinis pirimidinas ne tik prisideda prie informacijos saugojimo genome, bet ir
yra citidino trifosfato (CTP) dalis, kuris organizme gali biiti naudojamas kaip energijos turinti
molekulé arba veikti kaip kofaktorius jvairiuose metaboliniuose procesuose (Aucynaite et al.,
2018a). Citozinas, kaip ir kitos nukleobazés, lgsteléje yra modifikuojamas jvairiais biidais:
deamininimo, metilinimo, oksidacijos bei demetilinimo procesy metu. Sie poky¢iai svarbiis
generuojant jvairius citozino analogus, kurie organizme gali turéti jtakos koduojanc¢ioms
sekoms, geny raiSkai bei lgsteliniam identitetui (Nabel et al., 2012). Uz citozino modifikacijas
yra atsakingi skirtingy organizmy lastelése randami fermentai, kurie keisdami atitinkamas
nukleobazés dalis suteikia jai ne tik akivaizdziy su paveldimos informacijos saugojimu
susijusiy funkcijy, bet ir tam tikry unikaliy Iastelei privaluma suteikianciy savybiy.

Citozino deaminazés yra fermentai, katalizuojantys hidrolizinj citozino deamininima,
dél kurio susidaro uracilas ir amoniakas (1.1 pav.). Sios deaminazés atsizvelgiant j
struktiirinius jy skirtumus gali biiti padalintos ] dvi pagrindines grupes: aminohidrolazés
(AHS) bei citidino deaminazés tipo (CDA) superSeimas. Skirtingoms grupéms priklausanéiy
fermenty kilmeé taip pat nevienoda — didzioji dalis CDA fermenty buvo rasta grybiniuose
organizmuose, 0 AHS Seimos deaminazés yra daugiausiai bakterinés kilmés. Ir nors abejose
Seimose esantys fermentai naudoja tapaty katalizés biida, kuomet katalizinis aktyvumas
priklauso nuo dvivalenciy metaly jony, deaminaziy seky bei struktiiros skirtumai yra ypac

ryskis (Gaded and Anand, 2018; Porter and Austin, 1993).



NH,
X Citozino
N deaminazé
| /g H0 ——> /&+ NH,
0
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H (Citozinas)
Citozinas Uracilas F (5-fluorocitozinas)

1.1 pav. Citozino deaminazés katalizuojama reakcija (Gaded and Anand, 2018)

ReikSmingi skirtumai tarp bakteriniy ir grybiniy fermenty buvo aptikti lyginant
Escherichia coli ir Saccharomyces cerevisiae citozino deaminazes. Besiskirianti pirminé
aminoriigsciy seka, ketvirting struktiira, molekuliné masé bei specifiskumas ir afinisSkumas
substratui parodé, jog Sie fermentai evoliucijos eigoje vystési nepriklausomai vienas nuo Kito.
Bakteriné citozino deaminazé, koduojama codBA operono, yra heksameras (1.2A pav.),
kiekviename subvienete turintis mazdaug 426 aminortig$¢iy radikalus, suteikiancius
aktyviajam fermento kompleksui 300 kDa masg, tuo tarpu FCY1 geno koduojamas mieliy
fermentas yra homodimeras (1.2B pav.), kurio kiekvieno subvieneto masé yra 17 kDa

(Hayden et al., 1998; Ireton et al., 2001; Portsmouth et al., 2007).

1.2 pav. Escherichia coli (A) ir Saccharomyces cerevisiae (B) citozino deaminaziy struktiira
(Ireton et al., 2002; Ko et al., 2003)

Idomu tai, jog citozino deaminazés tiek prokariotuose, tiek grybuose atlieka ypac

svarby vaidmenj pirimidiny atkiirimo keliuose, tac¢iau Zinduoliy l1astelése jos néra randamos.



Si ypatybeé suteiké galimybe vystytis tyrimams, kuriuose citozino deaminazes bandoma

panaudoti antimikrobiniy vaisty kiirimui bei geny terapijai (Ireton et al., 2002).

1.2. Izocitozino deaminazés

Plétojant nukleobaziy tyrimus buvo naudojamos ir izomerinés nukleobaziy formos,
viena i§ jy — izocitozinas (2-aminouracilas). Si netipiné nukleobazé, kartu su izoguaninu, buvo
naudinga pirmuosiuose tyrimuose, kurie padéjo i$siaiSkinti, jog bazés gali sékmingai poruotis
ir ne pagal tradicinj A-T bei G-C pory modelj. Nustatyta, jog nenatiirali izocitozino-
izoguanino pora gali stabiliai jsiterpti ] DNR bei RNR replikacijos ar transkripcijos procesy
metu. Taip pat kiek véliau $i pora panaudota ir in vitro transliacijos tyrimuose, kuriy metu
susintetinti nestandartiniy aminortig§¢iy turintys peptidai (Hirao et al., 2012). Galiausiali
izocitozinas buvo ir yra naudojamas daugelyje fizikiniy-cheminiy studijy, tokiy kaip
vandeniliniy ry$iy (Camacho-Garcia et al., 2015), metalo komplekso suri§imo nukleobazése
(Gupta et al., 2004) ar tautomerizacijos proceso tyrimuose (Delchev and Mikosch, 2007).

Naujy fermenty, kurie gebéty izocitozing paversti uracilu, paieskose svarby vaidmen;j
atliko metagenominés bibliotekos (Aucynaite et al., 2018a), kurios ne tik sudaro salygas
analizuoti nekultivuojamus mikroorganizmus, naudojantis aplinkos pavyzdziy visumine DNR
(Handelsman, 2004), bet ir yra puikus kitais biidais sunkiai pasiekiamy geny, kuriy produktai
turi naujy dar nezinomy kataliziniy aktyvumy, Saltinis (Popovic et al., 2015). Tyrimo metu
buvo aptikti keli fermentai, kurie sugeb¢jo tapaciai citozino deaminazéms produkuoti uracila,
taciau kaip substratag naudodami izocitozing (1.3 pav.). Atliekant seky analiz¢ nustatyta, jog
Sios deaminazés priklauso AHS fermenty superSeimai bei jy kataliziniam aktyvumui taip pat,

kaip ir citozino deaminazéms, reikalingi metaly jonai.

NH, 0
R Citozino Izocitozino
N deamlnazes deamlnazes NH
/& %J\
0 NH,
H
Citozinas Uracnas lzocitozinas
R=HarF

1.3 pav. Citozino ir izocitozino deaminaziy substratai bei produktas
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Idomu tai, jog atrasti baltymai pasizymi gebéjimu katalizuoti ne tik izocitozino, bet ir
5-fluoroizocitozino deamininimg. Pastarajj naudojant kaip substrata gaunamas 5-
fluorouracilas, kuris jau ilgg laikg yra pritaikomas kaip chemoterapijos agentas. Keletas 1§
naujy deaminaziy taip pat pasizymi dar vienu svarbiu privalumu — jos nekatalizuoja citozino
virtimo uracilu (Aucynaité et al., 2018a). Toks fermentinis specifiSkumas gali pasitarnauti
tobulinant tiksline vézio terapija, pavyzdziui, panaudojant Sias deaminazes ir 5-
fluoroizocitozing kaip naujg fermento-provaisto pora, kuri placiau aptariama Sio darbo 1.3.

poskyryje.
1.3. Deaminaziy pritaikymas vézio gydymui

Vézys pasauliniu mastu yra viena pagrindiniy visuomenés sveikatos problemy.
Remiantis demografinémis charakteristikomis prognozuojama, jog ateinanciais deSimtmeciais
véziniy susirgimy daznis ir toliau smarkiai didés — nuo 2025 mety tikimasi daugiau nei 20
milijony naujy vézio atvejy kasmet (1.4 pav.) (Zugazagoitia et al., 2016). Deja, Siuo metu
veézio gydymas yra tarsi Sventasis Gralis, kadangi dauguma esamy gydymo biidy néra
pakankamai veiksmingi ir negali uztikrinti visiskos apsaugos nuo $ios ligos (Chakraborty and
Rahman, 2012). Vézio terapija lyginant su kity pagrindiniy ligy gydymu kol kas turi
maziausig klinikiniy tyrimy pasisekimo daznj. Taigi akivaizdus veiksmingy prieSvéZiniy
vaisty trilkumas i§ dalies nulemia tai, jog véZys i8sivysciusiose Salyse greitai taps pagrindine

mir§tamumo priezastimi (Cagan and Meyer, 2017).

25 Pasaulyje
— 20
=
E
ERT Besivystanciose
3o salyse
S
w
=210 T
) ISsivysciusiose
5 Salyse

5 ™

0 .

2012 2015 2020 2025 2030 2035

1.4 pav. Prognozuojamas naujy vézio atvejy skai¢iaus pokytis iki 2035 mety (National
Academies of Sciences, 2017)
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Siekiant pakeisti dabartine situacijg visame pasaulyje skiriama vis daugiau démesio
bei 1é8y naujy vézio terapijos varianty kiirimui. Nepaisant to, pavienis ar kombinuotas
chemoterapijos, radioterapijos bei chirurgijos taikymas net ir $iuo metu vis dar islieka kertinis
akmuo vézio gydyme. Didziausia problema yra tai, jog paminéti biidai turi daugybe
nepageidaujamy poveikiy, neiSvengiamai padaranciy ganétinai daug papildomos zalos
organizmui (Zarogoulidis et al., 2013). Taciau kartu su greitu molekulinés biologijos
vystymusi atsiranda ir naujy strategijy, kurios progresuoja j daug patrauklesnius bei
saugesnius gydymo buidus. Vienas i§ pavyzdziy yra geny terapija, tikslingai sukelianti véziniy
lasteliy zatj (angl. suicide gene therapy, Gene-Directed Enzyme/Prodrug Therapy (GDEPT)).
Tokiai terapijai naudojami genai paprastai koduoja zinduoliy 1gstelése neaptinkamus
fermentus, galin¢ius netoksiSkus junginius (provaistus) paversti ypac toksiskais veikliais
metabolitais (vaistais). Provaisty ir §iy geny koduojamy fermenty panaudojimas navikiniame
audinyje nulemia aktyvaus vaisto susidaryma vézinése lastelése, dél ko jos zista (Lv et al.,
2009).

Viena i§ geriausiai iStirty bei placiausiai naudojamy tokio tipo geny terapijos sistemy
yra fermento citozino deaminazés (CD) ir provaisto 5-fluorocitozino (5-FC) pora. Zinduoliy
lastelése ekspresuojamas CD fermentas geba paversti mazai toksiskg pirimiding — 5-FC,
daznai naudojamg grybelinéms infekcijos suvaldyti (Vermes et al., 2000), j placiai taikomag
chemoterapinj vaistg 5-fluorouracilg (5-FU). Tikslingai sukelta CD ekspresija vézinése
lastelése veikia kaip chemoterapija, nukreipta tiesiogiai j navikinj audinj (Negroni et al.,
2007). Sis procesas vyksta dél to, kad citozino deaminazés aktyvuotas 5-FU lasteliniy
fermenty yra toliau ver¢iamas j keleta metabolity, tokiy kaip 5-fluoro-2'-deoksiuridin-5'-
monofosfatg (5-FAUMP), pasiZymint] negrjZtamu timidilato sintazés slopinimu, ar 5-
fluorouridin-5'-trifosfatg (5-FUTP) (1.5 pav.). Dél 5-FAUMP sukelto timidilato sintazés
slopinimo atsiranda timidino trilkumas, kuris uZkerta kelig tolimesniems DNR sintezés
procesams. 5-FUTP yra linkes jsiterpti ] RNR vietoje uridino-5'-trifosfato (UTP), dél ko
slopinamas ribosominés bei informacinés RNR apdorojimas branduolyje. Be to, 5-FUTP
pirmtakas 5-fluorouridin-5'-difosfatas (5-FUDP) gali baiti metabolizuojamas j 5-fluoro-2'-
deoksiuridin-5'-trifosfata (5-FAUTP), kuris jsiterpdamas j besiformuojanc¢ig DNR lemia
pazaidy susidarymg (Portsmouth et al., 2007). Visi jvardinti procesai prisideda prie lgsteliy
augimo slopinimo bei galiausiai nulemia véziniy lasteliy apoptoze (Karjoo et al., 2016).
Tyrimais in vitro ir in vivo buvo parodyta, jog $io tipo terapija, pasitelkianti fermento-
provaisto strategija, gali biiti naudojama daugeliui navikiniy Igsteliy tipy, tarp juy ir storosios

zarnos, prostatos ar tiesiosios zarnos vézio gydymui (Gaded and Anand, 2018).
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1.5 pav. 5-fluorouracilo molekuliniai mechanizmai. 5-FU — 5-fluorouracilas; 5-FUTP — 5-
fluorouridin-5'-trifosfatas; 5-FAUMP — 5-fluoro-2’-deoksiuridin-5’-monofosfatas; 5-FAUTP —
5-fluoro-2’-deoksiuridin-5'-trifosfatas; TS — timidilato sintazé; dUMP — deoksiuridino
monofosfatas; dTMP — deoksitimidino monofosfatas (adaptuota pagal Ceilley, 2012).

Nepaisant to, jog daugelyje klinikiniy tyrimy CD/5-FC sistema buvo efektyvi, jos
taikymas visgi yra ribotas. Pirmiausia $io tipo terapija pasizymi stipriu ,,stebétojo efektu*
(angl. bystander effect), dél ko vaistas gali biiti nespecifiS$kai nukreipiamas j Salia véZiniy
esancias normalias lgsteles (Yata et al., 2012). D¢l Sios prieZasties tikslingas sistemos
pristatymas } navika tampa viena pagrindiniy terapijos problemy. Laimei, yra keletas
perspektyviy sprendimo biidy — fermento-provaisto sistemos nesikliais panaudoti
adenovirusus (Kambara et al., 2002) ar naviko tropizmu pasizymin¢ias mezenchimines
kamienines (Sage et al., 2016) bei nervines kamienines lgsteles (Aboody et al., 2013). Kita
CD/5-FC sistemos problema yra tai, jog bakterinés citozino deaminazés pasizymi gana zemu
specifiSkumu provaistui 5-FC, dél ko bendras terapinis atsakas yra ribotas. IS mieliy gautoms

citozino deaminazéms biidingas geresnis afiniSkumas substratui, taciau Sie baltymai maziau
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termostabiliis (Raza et al., 2015). 5-FC provaisto prieinamumg naviko vietoje dar labiau
apriboja greitas jo pusinés eliminacijos laikas (angl. half-life) kraujyje (Fuchita et al., 2009).
Viena rimciausiy kliti¢iy, su kuria susiduriama taikant CD/5-FC sistema paremtg gydyma, yra
tai, jog 5-FC néra visiskai nekenksminga molekulé. Atliekant klinikines studijas pastebétas
zalingas 5-FC poveikis pradedant nedideliais sutrikimais, kaip pykinimas, vémimas ar
viduriavimas, ir baigiant kepeny bei kauly ¢iulpy pazeidimais (Vermes et al., 2000). Manoma,
taip vyksta dél normalios zmogaus zarnyne esancios mikrofloros, kuri taip pat sintetina
citozino deaminazes ir geba 5-FC paversti j 5-FU, dél ko ir atsiranda Salutinis poveikis
organizmui (Malekshah et al., 2016). Sie CD/5-FC terapijos trikumai skatina ieskoti tam tikry
gydymo modifikacijy, galin¢iy padéti pasalinti efektyvuma ribojancius veiksnius bei sukurti
minimaly Salutinj poveiki turin¢ig gydymo strategija.

Viena naujausiy idéjy, kuria vadovaujantis biity galima modifikuoti bei, tikétina,
pagerinti CD/5-FC paremtg vézio gydymo biida, sitilo citozino deaminazes pakeisti
izocitozino deaminazémis (Kazlauskas et al., 2019). Atsizvelgiant j tai, jog izoCitozino
deaminaziy substratas yra ne tik izocitozinas, bet ir 5-fluoroizocitozinas (5-FiC), Sie fermentai
gali biiti greitai bei veiksmingai pritaikyti terapijos tobulinimui. Manoma, jog izocitozino
deaminazés/5-FiC fermento-provaisto poros panaudojimas turi geresnj gydymo potencialg dél
tam tikry priezas¢iy. Pirmiausia, tikétina, jog Zarnyno mikroflora nemetabolizuoja 5-FiC taip
efektyviai kaip 5-FC. Nors E. coli citozino deaminazés geba modifikuoti izocitozing,
Kinetiniai parametrai lyginant citozino bei izocitozino deamininimg skiriasi bent 10 karty
(Hall et al., 2011). Dar vienas privalumas yra tai, jog izocitozino deaminaziy homology
zmogaus lgstelése taip pat nebuvo rasta. Atlikti pirmieji tyrimai, kuriuose izocitozino
deaminaze koduojanciu lentivirusu transdukuotos peliy kauly ¢iulpy mezenchiminés Igstelés,
kartu su provaistu 5-FiC, buvo suleistos navikus turin¢ioms peléms. Terapijg patyrusiy
gyviny, lyginant su kontroliniais, iSgyvenamumas sieké daugiau nei 50 %. Tiesa, §is tyrimas
buvo jvardintas tik kaip bandomasis, kadangi egzistuoja labai daug eksperimentiniy salygy,
kurias pakeitus biity galima pasiekti kur kas geresnius rezultatus (Kazlauskas et al., 2019).
Todél tikimasi, jog Sios naujos fermento-provaisto poros panaudojimas vézio gydymui
(modifikavus keleta papildomy veiksniy) s€kmingai suSvelninty ar net visiskai eliminuoty
CD/5-FC sukeliamas problemas, kritiskai svarbias visapusiskam terapijos pritaikymui

(Aucynaite et al., 2018a).
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1.4. Fermenty evoliucija

Fermenty evoliucija yra atsitiktinis procesas, generuojantis jmanomus patobulinimus,
susijusius su organizmo patiriamais aplinkos sukeltais i$Stukiais (Tyzack et al., 2017). Kitaip
tariant, fermenty funkcijos atsiranda, keiciasi ar iSnyksta tuomet, kai organizmas turi
prisitaikyti prie cheminiy poky¢iy savo aplinkoje (Copley, 2012). Moksliniai tyrimai
atskleid¢, jog fermenty funkcijy kitimas — adaptacijg skatinanti genetiné jvairové — daugeliu
atvejy priklauso nuo taskiniy mutacijy kaupimosi. Nors dauguma jy yra neutralios ar zalingos,
funkcijos igijimo mutacijos gali sukurti naujg jau egzistuojancio fermento aktyvumga. Be to,
papildomos mutacijos gali padidinti naujo fermentinio aktyvumo lygij arba, pakaitoms
atsiradus reguliatoriniuose regionuose, sustiprinti geny raiska, dél ko fermento koncentracija
lasteléje gali pakilti iki fiziologinio lygmens (Schulenburg and Miller, 2014). Jei naujas
fermentinis aktyvumas organizmui suteikia selektyvy pranasumg atliekant svarby biologinj
procesa, pavyzdziui, gelbsti konkuruojant dél istekliy, tai jis jsitvirtins populiacijoje — t.y.,
tokia mutacija bus perduodama palikuoniui, o papildomy naudingy mutacijy kaupimasis
paspartins organizmo prisitaikyma prie naujy salygy. Taip atsiradusi funkcija gali i$likti kaip
daugiafunkcinio fermento aktyvumas arba atsiskirti kaip pagrindinis naujo fermento
veiklumas (Glasner et al., 2006).

AStuntajame deSimtmetyje jsigaléjusi modernioji fermenty evoliucijos teorija teigia,
jog evoliucija nesukuria naujoviy nuo nulio, prieSingai, ji veikia tai, kas jau egzistuoja (Jacob,
1977). Remiantis §iuo pozitiriu nauja fermento funkcija i$sivysto i$ jau egzistuojancio
fermento, atlickancio neselektyvius (angl. promiscuous) veiksmus, apibtidinamus kaip
antrinés, fermento natyvius ir fiziologinius aktyvumus papildancios funkcijos. Taigi, pirminiai
fermentai galimai buvo daugiafunkciniai (nespecializuoti) arba neselektyvis, o pasikeitus
aplinkos salygoms neselektyvus aktyvumas gal¢jo tapti tiksliniu atrankos atzvilgiu ir biiti
toliau gerinamas kaupiantis mutacijoms, suteikian¢ioms didesnj katalizinj aktyvuma Siai
funkcijai (1.6 pav.) (Baier et al., 2016). Galiausiai geny duplikacija (vykstanti prie$
adaptacines mutacijas ar po jy) ilgainiui lemia naujos fermento funkcijos jsitvirtinima (Innan
and Kondrashov, 2010). Pavyzdziui, keletas ksenobiotikus ardanéiy fermenty, tokiy kaip
organofosfato hidrolaz¢ ar atrazino chlorohidrolaze, i$sivyste 1§ fermenty pirmtaky, kurie
turéjo Sias funkcijas kaip neselektyvius aktyvumus (Afriat-Jurnou et al., 2012; Seffernick et
al., 2001). Be to, naujas katalizinis aktyvumas véliau taip pat gali pakisti — tai nulemia platy

fermentiniy funkcijy spektra, stebimg Siuolaikinése fermenty superseimose.
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1.6 pav. Evoliucijos metu teorinio fermento superSeimoje vykstantys funkciniai poky¢iai.
Apskritimai Zymi vieng seka (fermentg), spalvos — natyvia fiziologine funkcija, apskritimy
viduje esantis taSkas — neselektyvy aktyvuma. Funkcinis nukrypimas nuo bendro protévio
(Sviesiai mélyna spalva) atsiranda stiprinant neselektyvy aktyvuma ir dél evoliucinio Sios
funkcijos optimizavimo kuriant nauja specializuotg fermentg (pilka, tamsiai mélyna ir
alyvuogiy spalvos). Adaptacinio proceso ar geny dreifo metu gautoje Seimoje gali atsirasti
nauja neselektyvi funkcija, skatinanti tolimesnj funkcinio spektro plétimasi superSeimoje
(zalia, blyski mélyna, violetiné ir rausva spalvos) (Baier et al., 2016).

Siekiant suprasti seky ir funkcing jvairove superSeimoje bei evoliucinius rysius tarp
jos nariy ypac svarbios yra tikslios klasifikavimo sistemos, priskiriancios sekas funkcinéms
Seimoms (Brown and Babbitt, 2012). Tradiciné filogenetiné analizé yra naudojama nustatant
grupes, pagristas seky panasumu, kurios gali biiti klasifikuojamos remiantis ankstyvomis
Sakomis superSeimos filogenijoje (Dunwell et al., 2001). Taciau Sis budas gali bati
problemiskas, kadangi viena superSeima gali lengvai virSyti 10000 seky, o fermenty,
priklausanciy skirtingoms funkcinéms Seimoms, aminortig§ciy seky tapatumas gali biiti labai
mazas i§saugojant tik kelias konservatyvias katalizei svarbias aminoriig§¢iy liekanas. Taip pat
visos sekomis paremtos klasifikacijos yra tipiSkai naudojamos sugrupuoti Seimas,
atsiskyrusias ankstyvoje evoliucijos istorijos stadijoje, todél mazai tikétina, jog naujausi ar

tebevykstantys funkciniai skirtumai bus uZfiksuoti. Nepaisant to, filogenetiné analizé yra
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stiprus metodas i§samiam seky apibuidinimui — t.y., superSeimos nariy grupavimui pagal jy

seky gimininguma bei evoliucing funkciniy poky¢iy istorija (Brown and Babbitt, 2014).

1.5. Fermenty evoliucija in vitro

Ivairtis fermentai su naujomis ar pageidaujamomis savybémis gali biiti generuojami
laboratorinémis salygomis pasitelkiant evoliucija in vitro. Sis procesas jgyvendinamas, kai
naturaliai gamtoje vykstanti evoliucija yra paspartinama. Pasirinkto fermento aminorigsc¢iy
sekos jvairové sukuriama dirbtinai ir naudingos (sukeliancios pageidaujamg efekta) pakaitos
atrenkamos per Zymiai trumpesnj laikotarpj negu tai jvyksta gamtoje (Labrou, 2010). Tokia
kryptinga evoliucija paremta pasikartojanciu Darvino optimizavimo procesu, pagal kurj
didziausig tinkamumga turintis fermento variantas yra atrenkamas i§ atsitiktiniy mutacijy
visumos (Sen et al., 2007). Pastaruoju metu evoliucija in vitro yra tapusi ypa¢ naudingu
jrankiu baltymy inzinerijoje (Turner, 2009), kurio déka buvo pagerintos daugelio fermenty
savybés, tokios kaip aktyvumas (Giger et al., 2013) ar specifiSkumas substratui (Shaikh and
Withers, 2008).

Fermenty evoliucija in vitro leidZia konstruoti fermentus pasitelkiant milziniskas
skirtingy baltymy varianty bibliotekas, gerokai vir$ijancias in vivo metody galimybes
(Golynskiy et al., 2013). Vienos didziausiy publikacijose paskelbty in vitro biblioteky turi net
iki 10'* DNR seky (Cho et al., 2000), dél ko tampa jmanoma aptikti ypa¢ retas naudingg
pokytj fermentams suteikiancias mutacijas. Evoliucija in vitro pranasesné ir tuo, jog galima
naudoti jvairias salygas, kurios turi Zalingg poveikj gyvoms lgsteléms, jy iSgyvenamumui.
Taip gali buti atrinkti fermentai, pasiZymintys geresniu stabilumu prie ekstremaliy pH,
temperatiiros ar jony koncentracijos verciy, o, svarbiausia, galima naudoti substratus ar
fermentus, kurie lgsteléms bty toksiski (Renesto and Raoult, 2003). Galiausiai evoliucija in
vitro leidzia tiesiogiai manipuliuoti DNR biblioteka po kiekvieno evoliucijos etapo. PrieSingai
in vivo metodams, kuriems reikia daug laiko tikslinio geno gryninimui, per evoliucijg in vitro
DNR amplifikuojama tiesiogiai PGR biidu, o jvairovés jvedima zymiai palengvina tokie
metodai, kaip klaidinga PGR (angl. error-prone PCR) ar in vitro rekombinacija (Golynskiy et
al., 2013). Taigi, derinant atrankg su metodais, kuriais sukuriama genetiné jvairove, visa
Darvino evoliucija gali biti atlikta kur kas patogesniu keliu in vitro.

Evoliucijai in vitro naudojami du pagrindiniai metodai: geny rekombinacija bei
atsitiktiné mutagenezé. Atliekant geny rekombinacijg vykdomi tam tikry seky bloky mainai
tarp dviejy ar daugiau DNR grandiniy. Pirmasis rekombinacijos in vitro metodas, DNR
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maiSymas (angl. DNA shuffling), buvo pristatytas dar 1994 metais (Stemmer, 1994), po ko
seké spartus Sios metodikos vystymasis bei naujy rekombinacijos strategijy kiirimas. DNR
maiSymas remiasi tuo, jog keletas homologiniy geny DNR nukleazés yra sukarpomi j
nedidelius fragmentus, kuriuos galima i$ naujo surinkti j pilno ilgio geng pakartotiniais
hibridizacijos ciklais esant DNR polimerazei (1.7 pav.) (Arkin, 2001). Jei tarp skirtingos
kilmés DNR fragmenty persidengianciy regiony yra pakankamas seky panasumas, fragmentai
hibridizuojasi vienas su kitu formuodami grandinés pokytj ir taip sukurdami rekombinantinj
geng. Net ir naudojant didelio tikslumo polimeraze rekombinacijos metu atsiranda keletas
atsitiktiniy taskiniy mutacijy, todél mokslininkai daznai sgmoningai vietoje jprasto pasitelkia
klaidingg PGR taip dar labiau padidindami geny bibliotekos jvairove (Cirino and Qian, 2013).
Sis metodas buvo pritaikytas zmogaus interferono alfa genui: vykdyta atranka pagal
antivirusinius ir antiproliferacinius pozymius. Taip gauty signalinio baltymo varianty
aktyvumas padidéjo net 285 tiikstancius karty (Chang et al., 1999). Taip pat, sumaisius 26
homologinius proteazés genus buvo gauti chimeriniai fermentai, kuriy pozymiai reik§mingai
pageréjo lyginant su bet kuria pirmine proteaze net pagal 4 skirtingas savybes (Ness et al.,
1999). Galiausiai, DNR maiSymas buvo naudojamas siekiant optimizuoti ne tik pavieniy

baltymuy, bet ir visy operony ar net virusy aktyvumus (Arkin, 2001).
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1.7 pav. DNR maiSymo metodo eiga (adaptuota pagal Joern, 2003)

Kita evoliucijos in vitro strategija — atsitiktiné mutagenezé — paremta atsitiktiniy
taskiniy mutacijy jvedimu j tiriamus genus. Siuo biidu gaunamos DNR mutacijos, kurias
galima suskirstyti | 5 grupes: tranzicijas, transversijas, delecijas, insercijas bei inversijas
(Salazar and Sun, 2003). Atsitiktiné mutagenezé genetinés jvairovés kiirimui atlickama
pasitelkiant daugyb¢ metody, tokiy, kaip DNR ar net visy bakterijy apdorojimas jvairiais
cheminiais mutagenais (Deshler, 1992), klonuoty geny perkélimas j mutatorinius bakterijy
kamienus (Greener et al., 1996), klaidinga PGR (Patrick and Firth, 2005) ar jsotinamoji
mutagenezé (angl. saturation mutagenesis) (Kotzia and Labrou, 2009). Nepaisant metody
gausos eksperimentiné evoliucijos in vitro eiga naudojant atsitikting mutageneze remiasi
bendra procediiry schema (1.8 pav.). Pirmiausia j pasirinktg DNR seka, koduojancig tikslinj
baltyma, jvedamos atsitiktinés taskinés mutacijos taip sukuriant mutantiniy geny biblioteka.
Sie genai jterpiami j raikos vektoriy ir transformuojami j lasteles $eimininkes, kurios

sintetina mutantinj baltymga. AtsiZvelgiant | norimg savyb¢ baltymai yra atrenkami ir
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nustatomos juos koduojanciy geny sekos arba toliau atlieckami DNR mutagenezés bei atrankos
etapai (Tao and Cornish, 2002). Sio tipo mutagenezé naudojama pagerinti fermenty katalizinj
aktyvuma bei efektyvuma, modifikuoti (apriboti arba iSplésti) specifiSkumg substratui,
pakeisti specifiSkumg kofaktoriui bei pagerinti stabilumg jvairiomis sglygomis (Labrou,

2010).

|
: |
Mutagenezé
| > I

Tiriamasis genas

Mutantiniy geny biblioteka

Atrinkty varianty
geny sekoskaita

ar tolimesni Bal?qu
mutagenezés bei raiska
atrankos etapai

3

- ; Atranka .
-

Baltymai su norimomis Mutantiniy baltymy
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1.8 pav. Fermenty evoliucijos in vitro atsitiktinés mutagenezés metodu eiga (Tao and
Cornish, 2002)

Vienas 18§ konkre€iy pavyzdziy, parodantis atsitiktinés mutagenezeés veiksminguma,
yra jos panaudojimas kurti naujas bakterines citozino deaminazes, pasiZymincias didesniu
afiniSkumu 5-fluorocitozinui (5-FC) negu natiiraliam substratui citozinui. Tyrimo metu gautas
mutantas buvo net 10 karty jautresnis 5-FC, lyginant su laukinio tipo citozino deaminaze
(Mahan et al., 2004a). Si studija jrodo, jog naudojant atsitikting mutageneze ir tikslinga gauty
mutantiniy fermenty atranka galima zymiai pagerinti Kinetinius citozino deaminazés
parametrus. Tokios deaminazés gali biiti pritaikytos tobulinant fermento-provaisto vézio
terapijg. Tyrimai kaip Sis suteikia pagrindg manyti, jog izocitozino deaminaziy kinetiniai

parametrai taip pat gali biiti pagerinti pasitelkiant fermenty evoliucija in vitro. Patobulinto

20



izocitozino deaminazés varianto gavimas leisty greic¢iau vystytis naujam potencialiai

veiksmingesniam ir saugesniam vézio gydymo buidui.

1.6. Fermenty atrankos strategijos

Fermenty, turin¢iy pakitusj aktyvuma, specifiSkuma ar stabiluma, kiirimas
pasitelkiant evoliucijos in vitro metodus §iuo metu yra gana gerai iSanalizuotas bei i§vystytas.
Tokiy eksperimenty sékmé priklauso nuo dviejy pagrindiniy aspekty: genetinés jvairoveés ir
patikros (angl. screening) arba atrankos (angl. selection) sistemy. Molekulinés biologijos
pazanga padéjo sukurti tokias metodikas, kaip atsitiktiné mutagenezé bei geny rekombinacija,
kuriomis naudojantis galima nesunkiai sudaryti pakankama geneting jvairove (Ruff et al.,
2013). Taciau norimy mutanty identifikavimas kol kas yra labiausiai evoliucijos in vitro
eksperimentus ribojantis veiksnys (Yuan et al., 2005). Siekiant maksimaliai i$naudoti
evoliucijos in vitro galimybes yra kuriamos didelio nasumo patikros bei atrankos strategijos,
kuriy skai¢ius per pastaruosius kelerius metus gerokai padidéjo (van Rossum et al., 2013).

Visy patikros ir atrankos strategijy pagrindas yra rySys tarp geno, jo koduojamo
fermento ir produkto, gauto dél Sio fermento aktyvumo (Aharoni et al., 2005). Patikros metu
kiekvienas bibliotekoje esantis baltymas yra jvertinamas individualiai pagal pasirinkta savybe,
tuo tarpu atranka vienu metu veikia visg mutanty fondg ir savaime paSalina
nefunkcionuojancius variantus (Leemhuis et al., 2009). Nepaisant to, abi metodikos turi
atitikti tam tikrus bendrus reikalavimus. Pirmiausia, jeigu jmanoma, jos turi biiti tiesiogiai
nukreiptos ] dominancig savybg — ,,gauni tai, pagal kg rinkaisi* yra viena pagrindiniy
evoliucijos in vitro taisykliy (Schmidt-Dannert and Arnold, 1999). Tokiu atveju naudojamas
substratas turéty buti identiSkas arba kiek jmanoma artimesnis tiksliniam substratui. Taip pat
patikros ar atrankos procesas turi pasizyméti pakankamai dideliu nasumu (Boersma et al.,
2007).

Tarpusavyje lyginant patikra bei atranka, abi metodikos turi ir privalumy, ir trilkkumy.
Patikra gera tuo, jog skirtumas tarp fermentinés reakcijos substrato bei produkto gali biti
nustatomas tiesiogiai ar netiesiogiai beveik kiekvienu atveju. Dauguma patikros metody
remiasi fluorogeniniais ar chromogeniniais fermenty substratais, kurie reakcijos metu
paveréiami j spektroskopiSkai besiskirian¢ius produktus (Wahler and Reymond, 2001).
Taciau patikros metu dél norimos fermentinés reakcijos reikia patikrinti kiekvieng mutanta,
net ir tuos, kurie gali biiti neaktyviis ar neteisingai susilankste, o tokiy varianty, priklausomai
nuo genetings jvairovés sukiirimui naudojamy metody, bibliotekose galima aptikti 50—80 %

21



(Otten and Quax, 2005). Atrankos metodai reikalauja Siek tiek maziau darbo ir yra

efektyvesni, nes leidzia vienu metu analizuoti daugiau mutanty. Sioje strategijoje naudojamos

salygos i8skirtinai palankios tik pageidaujamiems variantams, todél netinkami ar nepakite
mutantai lieka visiSkai nepastebéti. Dauguma atrankos sistemy yra paremtos mutantiniais
organizmais — auksotrofais — negalin¢iais sintetinti tam tikry augimui biitiny junginiy.
Pavyzdziui, naudojant uracilo auksotrofus atrinkti bus tik tie fermentai, kurie sugebés
katalizuoti pateikto substrato virtimg uracilu (Kitamoto et al., 1990). Taciau visuomet
egzistuoja tikimybé gauti klaidingai teigiamus rezultatus, dél kuriy gali tekti panaudoti ir
efektyvy patikros zingsnj ar net pertvarkyti visg atrankos procediirg. Vis délto, vienas
didziausiy fermentinio aktyvumo atrankos minusy yra prastas genetinei komplementacijai
tinkamy auksotrofy prieinamumas (Taylor et al., 2001).

Siuo metu egzistuoja jvairios patikros bei atrankos strategijos, kurios gali biti
suskirstytos j in vivo bei in vitro sistemas. Svarbu paminéti, jog tokios metodikos yra
taikomos ne tik evoliucijos in vitro metu gauty mutanty bibliotekoms analizuoti, bet ir
dominanciu aktyvumu pasizymin¢iy naujy natiiraliai gamtoje egzistuojanciy fermenty
paieSkai metagenominése bibliotekose (Carrefio and de Lorenzo, 2010). In vivo sistemos
daugeliu atvejy yra bakterijy lastelés, gaminancios | jas transformuotg dominancio baltymo
varianty ar metagenoming biblioteka. Atranka §iuo atveju yra pagrjsta kataliziniu aktyvumu:
geriau auga tie mikroorganizmai, kurie gamina specifinj aktyvuma turintj fermenta.
Pagrindinis in vivo sistemy pranasumas yra funkcionuojanc¢iy baltymy gamyba, kadangi taip
gaunami fermentai yra teisingai susilankste ir turi reikalingus kofaktorius. Taciau in vivo
atranka daZnai riboja Zemas transformacijos efektyvumas, atrankos spaudimui
nepasiduodancios Igstelés ar substrato pateikimo fermentui problemos (Cipolla, 2004). Tuo
tarpu in vitro sistemose transformacija neatlickama, dél ko bibliotekos gali biiti kur kas
didesnés, atranka gali vykti grieZtesnémis salygomis, kadangi néra priklausoma nuo
gyvybingy lasteliy, taip pat nebelieka ir tam tikry membraniniy barjery tarp fermento ir
substrato (Dower and Mattheakis, 2002).

Vienas populiariausiy bei ilgg laikg visame pasaulyje naudojamy in vivo atrankos
metody yra genetiné arba augimo komplementacija. Si strategija paremta norimo aktyvumo
metabolinio poreikio jvedimu j Seimininko lgsteles (auksotrofija). Plazmidés, koduojancios
dominancio baltymo mutanty ar metagenoming bibliotekas, jterpiamos j atrankai tinkama
Seimininka, kuris dazniausiai biina gerai charakterizuoty bakterijy, pvz., E. coli, mutantinis
kamienas (1.9 pav.). Tokios lastelés auginamos ant minimalios sudéties terpés, kuri neturi

pasirinkto Igsteliy iSgyvenimui reikalingo junginio, bet turi substratg, kurj pageidaujamas
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fermentas versty j iSgyvenimui reikalingg junginj. Tokiu biidu (pagal augimo fenotipa)
atrenkamos tik aktyvius fermenty variantus sintetinancios bakterijos (van Sint Fiet et al.,
2006).

F——
TS s— Sekoskaita/tolimesni
L]

ey mutager'IEZéS etapai . .
— < Atrinkty varianty

Mutanty / metagenominé geny isskyrimas
biblioteka
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—

Augimui batinas
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Transformanty
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Fermentiné reakcija >
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Lastelé

Néra fermentinés
reakcijos

1.9 pav. Augimo komplementacijos metodo schema. Mutantiniy geny ar metagenominé
biblioteka transformuojama j Igsteles Seimininkes, kuriose aktyvus mutantinis baltymas
(Zalias ovalas) pavercia augimui biitino komponento pirmtako molekule (pilkas trikampis) }
augimui biiting komponentg (raudona Zvaigzde), tuo tarpu neaktyvus mutantinis baltymas
(rudas ovalas) to padaryti negali. Visus transformantus uzs€jus ant terpés, neturin¢ios augimui
biitino komponento, tik lastelés, turin¢ios aktyvy mutantinj baltyma, iSgyvens ir bus atrinktos.
Tuomet aktyvis genai yra iSgaunami bei nustatomos jy sekos arba naudojami tolimesniuose
mutagenezés etapuose (adaptuota pagal Xiao et al., 2015).

Vienas i$ daugelio $ios atrankos sistemos efektyvumo pavyzdziy — auksotrofijos
komplementacijos taikymas siekiant paversti Pseudomonas SY-77 glutarilo acilaze j adipilo
acilaze, pasizyminéig geresniu aktyvumu adipil-7-aminodesacetoksicefalosporaninés rtigsties
(adipil-7-ADCA) atzvilgiu. Sis fermentas galéty biti pritaikytas atliekant paprastesne bei

ekologiskesne (lyginant su Siuo metu taikoma) vieno zingsnio adipil-7-ADCA biokonversijg |
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7-aminodesacetoksicefalosporaning riigsti, kuri yra ypac¢ svarbi pusiau sintetiniy cefalosporiny
— vieny i§ pladiausiai pasaulyje naudojamy antibiotiky — sintezei. Siame tyrime substrato
komponentas -laktamas buvo pakeistas kitu panaSiu komponentu leucinu taip sukuriant
atrankos sglygas. Tuomet leucino auksotrofinés E. coli Igstelés, vykdancios glutarilo acilazés
bibliotekos, gautos klaidingos PGR metodu, raiska, augintos terpéje esant adipil-leucino —
vienintelio leucino $altinio. Tokiu biidu tik fermentin¢ adipil-leucino hidroliz¢ leidzia
bakterijoms augti minimalios sudéties terpéje. Be to, mutantai, geriau augantys esant adipil-
leucinui taip pat pasizymeéjo ir padidéjusiu aktyvumu savo tikrojo substrato — B-laktamo —
atzvilgiu (Otten et al., 2002). Sis bei kiti panasis tyrimai ne tik jrodé metodo nasuma, bet ir
atskleidé jo privalumus: galimybe dirbti su didelémis bibliotekomis ir paprastumg — nereikia
jokios specialios jrangos, be to, gaunami tik pageidaujami fermenty variantai (Leemhuis et al.,
2009).

Be atrankos sistemy, fermenty identifikavimui mokslininkai ne reciau naudoja ir
patikros strategijas. Viena populiariausiy yra mikrotitro ploksteliy patikra — metodas remiasi
transformanty auginimu mikrotitro plokstelése: Sulin¢liuose vykdoma pavieniy fermenty
varianty raiSka (1.10 pav.) (Leemhuis et al., 2009). Véliau lizavus lasteles fermentinis
aktyvumas yra vizualizuojamas ir pageidaujamomis savybémis pasiZymintys variantai gali
buti nesunkiai atrinkti, o i$skirti genai toliau analizuojami (Xiao et al., 2015). Pagrindinis
metodo reikalavimas — dominancio baltymo savybé mikrotitro ploksteléje turi biti tiesiogiai
ar netiesiogiai iSmatuojama. Tipiskai Sis metodas atliekamas standartinése 96 Sulinéliy
plokstelése, taciau egzistuoja ir kur kas daugiau Sulinéliy turin€iy ploksteliy (384, 1536), dél

kuriy pageré¢ja metodo nasumas.
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1.10 pav. Mikrotitro ploksteliy patikros metodo schema. Geny biblioteka transformuojama j
lasteles Seimininkes, galincias vykdyti fermenty varianty raiskg. Pavienés kolonijos
(reprezentuojancios pavienius klonus) uzséjamos j atskirus mikrotitro ploksteliy Sulinélius.
Paruosiama tokios 1€kstelés kopija, kuri bus saugojama bei véliau naudojama atrinkty varianty
1§skyrimui. Sukuriamos baltymy raikai tinkamos auginimo salygos ir po kurio laiko lasteliy
lizatas perkeliamas j kita mikrotitro plokstele, kurioje matuojamos su baltymo funkcija
susijusios savybés (adaptuota pagal Leemhuis et al., 2009).

Mikrotitro ploksteliy patikrai jmanoma pasitelkti platy analitiniy metody spektra —
naudojama kolorimetrija, skys¢iy ar dujy chromatografija, branduoliy magnetinis rezonansas
bei masiy spektrometrija (van Rossum et al., 2013). Strategija leidzia tikrinti ir mutanty, ir
metagenomines bibliotekas (Dietrich et al., 2010). Ta¢iau metodas yra tinkamas tik nedideliy
biblioteky, turinéiy iki ~10* varianty, patikrai bei yra apribotas reakcijy, kuriose produktas
turi keletg iSmatuojamy charakteristiky. Ir nors nenattiraliis substratai gali padidinti
pritaikomuma, taciau, kadangi jie visgi skiriasi nuo tikryjy substraty, atsiranda tikimybeé
aptikti kitus fermentus vietoje pageidaujamy, kurie nekatalizuos norimy substraty konversijos
(van Rossum et al., 2013). Vis délto mikrotitro plokstelémis paremta patikra buvo pritaikyta
daugelyje tyrimy. Vienas i$ jy — citochromo P450 BM3 varianty, galin¢iy hidroksilinti
antiuzdegiminj vaista naprokseng, paieskos. Siuo atveju klaidingos PGR metodu gauti
fermento variantai buvo transformuoti j E. coli kamiena, atskiros kolonijos auginamos 96

Sulinéliy mikrotitro plokstelése, lastelés lizuojamos bei lizatai kartu su substratu perkelti j
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nauja plokstele. Véliau hidroksilintas naproksenas buvo aptiktas pasitelkiant 4-
aminoantipirino (4-AAP) detekcijos sistema (Otey and Joern, 2003), leidziancig aptikti
hidroksilintus aromatinius junginius, bei matuojant absorbcija ploksteliy skaitytuve (Bloom et
al., 2006). Taip pat mikrotitro plokstelés buvo panaudotos ir ciklodekstrino
gliukanotransferazés, nejautrios inhibitoriui akarbozei, patikrai (Kelly et al., 2008) bei
glikoziltransferazés substraty gausos praplétimui (Williams et al., 2007).

Apibendrinant, literatiros apZvalgoje buvo apraSyti metagenominése bibliotekose
aptikti fermentai — izocitozino deaminazés. Dél jy gebéjimo katalizuoti 5-fluoroizocitozino
virtimg 5-fluorouracilu, Sie fermentai galéty biiti panaudoti modifikuojant aptartg vézio
gydymo variantg — fermento-provaisto terapijg. Pastebétas izocitozino deaminazés/5-FiC
poros pranasumas CD/5-FC poros atzvilgiu galimai padéty pasalinti bent vieng i§ daugelio
problemy, trukdanciy visapusiskam terapijos pritaikymui. Pagerinus analizuojamy
deaminaziy katalizines savybes fermentus panaudoti terapijoje biity dar paprasciau — dél to ir
fermenty evoliucijos in vitro metodai bei efektyvios atrankos sistemos tolimesniuose
tyrimuose gali praversti. Atsizvelgiant j tai, jog izocitozino deaminazés gali tapti naudingu
jrankiu vézio gydymui, $io darbo tikslas yra iStirti izocitozing deamininancius fermentus Vcz

bei KANOS ir jvertinti jy pritaikomuma véZio terapijai.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Fermentai ir reagentai

DNR polimerazé (Phusion High-Fidelity Glicerolis (Thermo Scientific)

DNA Polymerase, Thermo Scientific) Fenolis-chloroformas (Carl Roth)
Restrikcijos endonukleazés BamHl, Natrio acetatas (Thermo Scientific)
Hindlll, EcoRlI, Nhel, Ncol ir Xhol IPTG (lzopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas)
(Thermo Scientific) (Thermo Scientific)

T4 DNR ligazé (Thermo Scientific) TRIS (Sigma-Aldrich)

Etidzio bromidas (Thermo Scientific) Imidazolas (Carl Roth)

Agaroze (TopVision Agarose Tablets, »Coomassie Brilliant Blue R-250* daZas
Thermo Scientific) (Thermo Scientific)

DNR fragmenty molekuliniy masiy ,PageRuler™ Prestained Protein Ladder*
standartas (,,GeneRuler DNA Ladder Mix“, standartas (Thermo Scientific)

#SMO0333, Thermo Scientific) Natrio karboksimetilceliuliozé (Sigma-
Kalcio chloridas (CaClz, Thermo Scientific) Aldrich)

Ampicilinas (Thermo Scientific) Acetonitrilas (Sigma-Aldrich)

Kanamicinas (Thermo Scientific)

2.1.2. PGR naudoti pradmenys

VczICD pQ-FW: 5-TATAGGATCCCACAAAAGAACGCTGC-3’

VczICD pQ-RV: 5'-AATTAAGCTTTTACAGCCGATGCC-3’

Vez Q79N: 5'-CTGATCAACACGCATCATCATATGTTTNNKTCTTTGACGCGAGT-3’
Vez Y136N: 5'-CCTCCAGCGATCATCTCNNKGTTTACCCAAACGGTTG-3'

Vcz C213N: 5'-GTATCGCGTTGGCACCTNNKTCGCCTTTCTCCGTT-3'

Vcz S214N: 5-CGCGTTGGCACCTTGCNNKCCTTTCTCCGTTAGC-3'

Vez C213N S214N: 5'-GTATCGCGTTGGCACCTNNKNNKCCTTTCTCCGTTAGC-3’
KANOS pQ FW: 5'-TCAGTGCATGCAAACGAAAGCGTTAC-3’

KANOS pQ RV: 5-ACTGTAGATCTCTATTCGCCCTGCGA-3’

KANOS pET FW: 5-AGTCACCATGGAAACGAAAGCGTTAC-3'
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KANOS pET RV: 5-TGACCTCGAGTTCGCCCTGCGATTTGC-3’

PQE-F: 5-CCCGAAAAGTGCCACCTG-3’

PQE-R: 5-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3’

T7 promoter: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3

T7 terminator: 5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3’

pyrF_kan Fw: 5-TTTACCTGTTTCGCGCCACTTCCGGTGCCCATCATCAAGAAGGTC
TGGTCAATTAACCCTCACTAAAGGGCG-3’

pyrF_kan Rv: 5-AATACGTCCGGTTTCCGTTGAGTAGACCAGACGGCTGTTGGAAT
CACTCATAATACGACTCACTATAGGGCTC-3’

dCodAF: 5-CGCTATGAGCACTTTGCGAC-3'

dCodAR: 5-TGTTGCGGCGGAAAAATAGC-3'

1 Vez FW: 5'-TGACCCATGGGAGGATCCATAGGATC-3’

1 3 Vcz RV: 5-TGACAAGCTTAGAACCACCACCCAGCCGATGCCGGTTCAC-3’
1 3 D8 FW:5-TGACAAGCTTGAACAATTAAAATTTCAAAAG-3’

1 D8 RV:5-TGACCTCGAGGCCATCGTGTGCT-3’

2 Vez FW: 5'-TGACAAGCTTGGTGGTGGTTCACGAGGATCCATAGGATC-3’

2 Vcz_RV: 5-TGACCTCGAGCAGCCGATGCCGGTTCACTAA-3’

2 D8 FW: 5-TGACCCATGGAACAATTAAAATTTCAAAAG-3’

2 D8 RV:5-TGACAAGCTTGCCATCGTGTGCT-3'

3 Vez FW: 5'-TGACATGGCACATCATCATCATCTCACCGAGGATCCATAG
GATC-3'

3 D8 RV:5-TGACCTCGAGTTAGCCATCGTGTGCT-3’

4 Vcz_FW: 5'-TGACAAGCTTCGAGGATCCATAGGATC-3'

4 Vcz RV: 5'-TAGCCTCGAGTTACAGCCGATGCCGGTT-3'

4 D8 FW: 5'-TGACATGGCACATCATCATCATCATCACGAACAATTAAAATTTC
AAAA-3’

4 D8 RV:5-TGACAAGCTTAGACCCACCACCGCCATCGTGTGCT-3'
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2.1.3. Bakteriju kamienai

2.1 lentelé. Tyrimo metu naudoti Escherichia coli kamienai

E. coli

Kamienai Genotipas Saltinis
amienai

E. coli str. B F ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg") Avidis
BL21(DE3) MDES3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) Prancﬁ’zija

[malB*] K.12(7»S)

F~endAl deoR" recAl galE15 galK16 nupG rpsL A
DH10B (lac)X74 @80lacZ4M15 araD139 A(ara,leu)7697 m | Invitrogen, JAV
crA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR A~

lacl+rrnBT14 AlacZWJ16 hsdR514 AaraBADAH33
BW25113 ArhaBADLD78 rph-1 A(araB-D)567 A(rhaD-

Keio kolekcija,

B)568 AlacZ4787(::rrnB-3) hsdR514 rph-1 Japonija
HMS174(DE3) | F recAl hsdR(rkiz— mkiz+) (DE3) (Rif¥) \N/g\éﬁir;

DH10B4pyr, negalintis augti ant terpés, neturin¢ios uracilo Saltinio, kadangi jo
pirimidiny de novo biosintezés kelias buvo sutrikdytas (Aucynaité et al., 2018b)

HMS174ApyrFAcodA su sutrikdytu pirimidiny de novo biosintezés keliu bei neturintis
citozino deaminazés (sukurtas §io darbo metu)

2.1.4. Bakterijuy auginimo salygos, terpés bei plazmidés

Tyrimo metu bakterijos buvo auginamos agarizuotoje, skystoje LB (Luria Broth)
terpéje arba M9 minimalioje terpéje 37 °C temperatiiroje. Transformanty atrankai ir auginimui
] terpes pridedama 0,1 g/l ampicilino bei 0,015 g/l kanamicino, taip pat M9 terpé papildoma
20 g/l leucino bei 0,00625 g/l substrato (izocitozino, citozino, uracilo, N*-acetil-izocitozino
arba N*-benzoil-2"-deoksicitidino priklausomai nuo tyrimo tiksly) ir 0,02338 g/1 IPTG,
reikalingo pQE70 bei pET28a vektoriuose esancio baltymg koduojancio geno raiskos
indukcijai.

e LB terpé: 10 g/l peptonas, 5 g/l mieliy ekstraktas, 7,5 g/l NaCl.

e Agarizuota LB terpé: 20 g/l agaras, 10 g/l peptonas, 5 g/l mieliy ekstraktas, 7,5 g/l NaCl.

e MO terpé: M9 agaras, 5% M9 druskuy, gliukozeés tirpalai ruoSiami atskirai. M9 agaras —
0,2 g/l MgSOs, 0,01 g/l CaCly, 15 g/l agarozé; 5x M9 drusky (pH 7,4) tirpalas — 35 g/l
NaxHPO4, 15 g/l KH2PO4, 2,5 g/l NaCl, 5 g/l NH4CI; 20 g/l gliukozé.

e SOB: 20 g/l triptonas, 5 g/l mieliy ekstraktas, 1 g/l NaCl, 0,25 g/l KCl, 1 g/l MgClo.
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e SOC: SOB, 1 g/l MgSOs4, 2 g/l gliukozé.

Skysta ir agarizuota LB, SOB terpés, M9 agaras, 5x M9 drusky, gliukozés tirpalai,
leucinas sterilinami 30 min 121 °C temperatiiroje esant 1 atm slégiui.

Rekombinantiniy DNR kiirimui naudoti Molekulinés mikrobiologijos ir
biotechnologijos skyriuje i$ metagenominiy biblioteky atrinkti pUC19 vektoriai su Vez ir
KANOS deaminazes koduojanciais DNR fragmentais (Aucynaité et al., 2018a), pQE70
(Qiagen) raiskos vektorius, pET28a bei pET21b (Novagen) indukuojamos raiskos vektoriai.

2.1.5. Tirpalai

TAE buferis (pH 8,3): 0,04 M TRIS-acetatas, 0,1 mM EDTA.

HA mutagenezés tirpalas: 50 mM NasP.O7, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 M
hidroksilamino-HCI (NH2OH - HCI).

2x SDS-PAGE baltymy elektroforezes pavyzdziy buferis (pH 6,8): 8 % SDS (natrio
dodecilsulfatas), 20 % glicerolis, 75 mM DTT, 0.01 % bromfenolio mélis, 0,25 M TRIS-HCI.
SDS-PAGE baltymy elektroforezés buferis: 0,3 % TRIS, 1,44 % glicinas, 0,1 % SDS.
Kumasi mélis: 40 % etanolis, 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % acto rtigstis.
Blukinantis tirpalas: 5 % acto rigstis.

50 mM TRIS-HCI (pH 8)

2.2. Metodai
2.2.1. DNR amplifikacija PGR metodu

Amplifikacijos miSiniai bei reakcijos sglygos sudarytos pagal gamintojo pateikiamag
protokola (Thermo Scientific). Vcz ir KANOS deaminaziy geny pagausinimui buvo naudota
,Phusion” DNR polimeraz¢, tiesioginiai bei atvirkstiniai pradmenys. PGR vykdyta

,»Eppendorf* amplifikatoriuje atsizvelgiant ] gamintojo rekomendacijas.

2.2.2. DNR iSskirstymas agarozés gelyje vykdant elektroforeze

DNR elektroforezé vykdyta 0,8—1,0 % agarozés, kaitinant iStirpintos TAE buferyje,
geliuose, turinciuose 1 pg/ml etidzio bromido. Geliai ruoSiami naudojant gelio liejimo rémelj
bei jvairaus dydzio Sulin¢lius formuojancias Sukas. Metodui naudota horizontalaus lauko
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elektroforezés vonelé (,,Mupid-One electrophoresis system®), uzpildyta TAE buferiu. DNR
méginiai suleidziami j gelio Sulinélius ir iSskirstomi esant 100 V elektros jtampai. Pasibaigus
elektroforetiniam frakcionavimui geliai analizuoti UV Sviesoje transiliuminatoriuje (,,Herolab

MiniDoc*).

2.2.3. DNR fragmenty iSskyrimas i$ agarozés gelio

Norint i§ gelio iSskirti DNR fragmentus agarozés gelis (0,8 %) paruos$iamas
naudojant placius Sulinélius formuojancias Sukas. | vieng i$ Sulinéliy jpilama DNR fragmenty
molekuliniy masiy standarto, like uzpildomi analizuojamais DNR méginiais. Po
elektroforezés naudojant sterily skalpelj agarozés gelyje iSskirstyti DNR fragmentai,
apsvieciant juos silpna UV Sviesa, iSpjaunami (atsizvelgiant | jy teorinius dydzius), sudedami
1 1,5 ml tirio mégintuvélius ir pasveriami. Tolimesnis fragmenty i§skyrimas i$ gelio
vykdomas pagal ,,GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit* rinkinio (Thermo
Scientific) protokola.

2.2.4. Escherichia coli chemokompetentiniy 1asteliy paruosimas ir
transformacija

E. coli kolonija uzséjama j 5 ml skystos LB terpés ir inkubuojama 37 °C
temperatiiroje, purtykléje (,,Eppendorf Innova 44 Incubator Shaker*), kratant
180 apsisukimy/min greiciu. Po tam tikro laiko auganti bakterijy kultiira pradedama
periodiskai tikrinti spektrofotometru (,,Eppendorf BioPhotometer*) pagal gamintojo
rekomendacijas — laukiama, kol ODeoo (Optinis tankis prie 600 nm bangos ilgio) pasieks 0,5
0,7. Auginimg nutraukus tolimesnés procediiros vykdomos ledo vonel¢je. 1,5 ml bakterijy
kulttros perkeliama j centrifugavimui tinkamg mégintuvélj ir centrifuguojama 10000x g
pagreic¢iu 1 min. Supernatantas nupilamas, bakterijos resuspenduojamos 750 pl atvésinto
0,1 M CaCl ir laikomos 20 min. Bakterijos pakartotinai centrifuguojamos, pasalinus
supernatantg resuspenduojamos 100 pl 0,1 M CaClo.

Paruostos kompetentinés bakterijos sumaiSomos su 1 pug plazmidinés DNR arba
20 pl ligavimo miSinio ir inkubuojamos ledo voneléje 30 min. Atliekamas temperatiirinis
Sokas — bakterijos inkubuojamos 42 °C temperatiiroje 1,5 min, po to nedelsiant perkeliamos |

ledo vonelg ir laikomos 3 min. Galiausiai bakterijos i$séjamos ant agarizuotos LB terpés,
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priklausomai nuo tyrimo tikslo, papildytos arba nepapildytos atrankos antibiotikais, ir

inkubuojamos 37 °C temperatiiroje, inkubatoriuje (,,BINDER®), per naktj (arba kiek reikia).

2.2.5. Escherichia coli elektrokompetentiniy lasteliy paruosimas ir
elektroporacija

Siekiant kuo didesnio transformacijos efektyvumo, E. coli kamienai transformuoti
pasitelkiant elektroporacijos metoda. Bakterijy kolonija uzsé¢jama j 10 ml skystos LB terpés
bei inkubuojama per naktj 37 °C temperatiiroje, purtykléje kratant 180 apsisukimy/min
greiciu. 2 ml naktinés kulttiros uzséjama j 200 ml skystos LB terpés ir auginama tomis
paciomis salygomis iki kol bakterijy ODeoo pasieks 0,5-0,7. Augimas stabdomas kultiirg
vésinant ledo voneléje 15 min, toliau visos procediiros atliekamos lede. Bakterijos
centrifuguojamos 4000x g pagrei¢iu 15 min. Supernatantas nupilamas ir lastelés
suspenduojamos 50 ml sterilaus atvésinto 10 % glicerolio, vél centrifuguojama tomis
paciomis saglygomis. Taip bakterijos plaunamos dar du kartus vis mazinant glicerolio kiekj
pusiau. Galiausiai lgstelés suspenduojamos 1 ml 10 % glicerolio ir elektroporuojamos arba
saugomos —80 °C temperatiiroje.

Elektroporacijai j 90 ul elektrokompetentiniy lasteliy pridedama 1 pg plazmidinés
DNR ir inkubuojama lede 30 min. MiSinys perkeliamas j i§ anksto atSaldyta 1 mm Eppendorf
elektroporacijos kiuvete, ji patalpinama j Eppendorf 2510 elektroporatoriy, méginys
paveikiamas 1,8 kV/cm elektros impulsu. | kiuvete nedelsiant pridedama 910 pl SOC terpés,
miSinys perkeliamas j 1,5 ml tirio mégintuvelj bei inkubuojamas 37 °C temperatiiroje 1 val.
Centrifuguojant pasalinama SOC terpé¢, bakterijos pagal poreikj plaunamos 0,9 % NaCl
tirpalu, s¢jamos ant léksteliy su agarizuota M9 arba LB terpe bei inkubuojamos per naktj

(arba kiek reikia) 37 °C temperatiiroje.

2.2.6. Plazmidinés DNR skyrimas i$ E. coli Iasteliy

Tiriamoji kolonija uzsé¢jama j 5 ml skystos LB terpés ir inkubuojama 37 °C
temperatiirg palaikancioje purtykléje per naktj. Gauta bakterijy kultira centrifuguojama
14000% g pagrei¢iu 1 min, pasalinamas supernatantas. Tolimesnis plazmidinés DNR
i$skyrimas vykdomas pagal ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*“ (Thermo Scientific) rinkinio
protokola.
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2.2.7. Rekombinantinés DNR konstravimas

PGR metodu pagausintas DNR fragmentas bei vektorius, ] kurj norima jterpti gauta
fragmentg, hidrolizuojami restrikcijos endonukleazémis. DNR i§valoma nuo reakcijos misinio
komponenty pasitelkiant 2.2.2. ir 2.2.3. skyreliuose aprasytas metodikas. Toliau DNR
fragmentai naudojant T4 DNR ligaze¢ yra sujungiami ir gautas ligavimo miSinys
transformuojamas j kompetentines bakterijas (zitréti 2.2.4. skyrelj). ISaugusios E. coli
kolonijos tikrinamos PGR naudojant jterptg fragmentg apsupancius pradmenis (pQE-F ir
PQE-R (klonuojant j pQE70 vektoriy) arba T7 promoter ir T7 terminator (klonuojant j
pET28a vektoriy). I$ kolonijy, turinéiy reikiamo dydzio DNR fragmenta, i$skiriama
plazmidiné¢ DNR (lygiagrec¢iai PGR metodui tos pacios kolonijos yra uZsé¢jamos ant
agarizuotos LB terpés su antibiotikais), padauginama (zitiréti 2.2.6 sk.) ir siun¢iama j
Macrogen firmos sekoskaitos centrg (Piety Koréja). DNR hidrolizé restrikcijos
endonukleazémis bei ligavimo reakcija atlickama pagal gamintojo (Thermo Scientific)

pateiktus protokolus. DNR sekos analizuojamos naudojant ,,Benchling* platforma.

2.2.8. DNR iSsodinimas

Siekiant sukoncentruoti DNR, ji i§sodinama bei vél iStirpinama kelis kartus
mazesniame uz pradinj tiiryje vandens. Pirmiausia turimas méginys papildomas steriliu H20
iki 150 pl tario, pridedama tiek pat fenolio-chloroformo, supurtoma bei centrifuguojama
16000 g pagrei¢iu 7 min. Taip gaunamas susisluoksniaves méginys, kurio virSutiné frakcija
(joje yra iStirpusi DNR) perkeliama j kita mégintuvel; atsikratant méginyje buvusiy baltymy
priemaiSy. Pridedama ~17 pl (1/10 dalis surinkto tiirio) 3M natrio acetato (pH 5,2), 1 ml
atvésinto 96 % etanolio, supurtoma bei laikoma 20 min —20 °C temperatiiroje. Méginys
centrifuguojamas tomis paciomis saglygomis, pasalinus supernatantg pridedama 1 ml 70 %
atvésinto etanolio, supurtoma bei vél centrifuguojama. PaSalinus visg supernatantg pradaryti

mégintuveliai dziovinami 10—15 min. DNR nuosédos tirpinamos reikalingame kiekyje H20.

2.2.9. Atsitiktiné plazmidinés DNR mutagenezé

Protokolas adaptuotas remiantis Sikorski ir Boeke (Sikorski and Boeke, 1991).

Atsitiktiné plazmidinés DNR mutageneze atliekama naudojant mutagenizuojantj agenta
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hidroksilaming. ] 250 pl $vieziai paruosto HA mutagenezés tirpalo pridedama 5 pg
plazmidinés DNR, misinys inkubuojamas 75 °C temperatiiroje. Praéjus 60 min 50 pl reakcijos
miSinio perkeliama j kitg mégintuvélj ir laikoma lede. Procediira pakartojama po 90 bei

120 min. Naudojant ,,GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit“ rinkinj skirtingu
laiku gauta plazmidiné DNR i§valoma nuo reakcijos misinio komponenty ir visi 3 jos
variantai transformuojami j atskiras kompetentines bakterijas (zitiréti 2.2.5. sk.) bei i$séjami

ant M9 terpés su izocitozinu.

2.2.10. Tiksliné plazmidinés DNR mutagenezé

Tiksliné sukonstruotos rekombinantinés pQE70-Vcz plazmidinés DNR mutagenezé
vykdyta naudojantis ,,QuikChange™ Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit*
(Agilent Technologies) rinkiniu, remiantis gamintojo rekomendacijomis. Naudojant ciklinius
temperatiiros pokycius nuo dvigrandininio DNR $ablono susintetinama viengrandining
mutantiné DNR. Mutacijos sugeneruojamos tikslinéje vietoje pasinaudojant sintetiniais
oligonukleotidy pradmenimis. Rinkinyje esantis fermenty miSinys pasizymi Pfu DNR
polimerazés savybémis, taip pat geba suliguoti sintezés metu DNR grandingje atsiradusius
trikius. Temperaturiniy cikly metu sugeneruotas produktas veikiamas metilintoms ir
hemimetilintoms DNR specifiska Dpnl restrikcijos endonukleaze, kuri hidrolizuoja $abloning,
pageidaujamy mutacijy neturinc¢ig DNR granding. Likusi mutacijas turinti viengrandininé
DNR pagal poreikj sukoncentruojama (zitréti 2.2.8. skyrelj) arba iSkart transformuojama j
rinkinyje esan¢ias XL10-Gold kompetentines bakterijas pagal gamintojo rekomendacijas.
Siose lastelése mutanting Ziediné viengrandininé DNR konvertuojama j dvigrandinine ir
padauginama. Gauta Igsteliy biomasé surenkama, i$ jos jvairias mutacijas turinti plazmidiné
DNR bendrai i$skiriama (pagal 2.2.6. sk.) bei sukoncentruojama (2.2.8.sk.). Koncentruota
mutantine plazmidine DNR transformuojamas DH10BApyr kamienas, bakterijos i§séjamos

ant M9 terpés su izocitozinu.

2.2.11. E. coli kamieny konstravimas

PyrF ir codA genai i§ E. coli HMS174 kamieno pasalinti naudojant ,,The Quick and
Easy E. coli Gene Deletion Kit*“ (Gene Bridges) remiantis gamintojo pateikiamu protokolu

(2.3 versija, birzelis, 2012). Rinkinys paremtas fagy gaminamy baltymy poromis (RecE/RecT
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arba Redo/Redp), valdanciomis homologing rekombinacija tarp pasirinkto taikinio E. coli
chromosomoje ir atsparumg kanamicinui suteikiancios kasetés, kurig supa flipazés atpazinimo
taikinio (FRT) sekos. Rinkinyje naudojami trumpi homologiniai fragmentai (50 bp), ilgais
PGR pradmenimis (Salinant pyrF geng — pyrF_kan_Fw ir pyrF_kan_Rv) pridedami prie
atsparumg kanamicinui suteikianc¢ios kasetés (COdA geno atveju kanamicino kaseté su ja
supanciais homologiniais fragmentais buvo pagausinta (naudojant dCodAF ir dCodAR
pradmenis) nuo BW25133 codA::kan kamieno (Keio kolekcija)). Véliau pagal gamintojo
pateikiamg protokolg kanamicino atrankos Zymuo pasalinamas pasitelkiant 708-FLPe
plazmide (Gene Bridges). Si plazmidé leidzia vykdyti taikiniui specifinés rekombinazés
flipazés (FLP) raiska, kuri i$ tikslinio lokuso pasalina su FRT sekomis apsupta kanamicino

atrankos Zymenj.

2.2.12. Rekombinantiniy 6% His Zyme turin¢iy baltymy sintezé

Rekombinantiniy baltymy sintezei naudotas pET28a vektorius, koduojantis C galing
6 histidiny Zyme turin¢ius deaminaziy baltymus. Vektorius transformuojamas j E. coli
BL21(DE-3) arba HMS174ApyrFAcodA kamienus (pagal 2.2.4. sk.). Viena i§ transformanty
kolonijy uzséjama j 10 ml skystos LB terpés, turin¢ios 50 mg/l kanamicino, bei inkubuojama
per naktj 37 °C temperatiiroje, purtykléje kratant 180 apsisukimy/min grei¢iu. 2 ml naktinés
kultiiros uzs¢jama j 200 ml skystos LB terpés ir kultiira auginama tomis paciomis saglygomis
iki kol ODeoo pasieks 0,5-0,6. Kultiira atSsaldoma ledo voneléje, pridedama galutiné 0,1—
1 mM induktoriaus IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozido) koncentracija ir inkubuojama
purtykléje 20 °C temperatiiroje per naktj. Bakterijos surenkamos centrifuguojant 4000x g
pagrei€iu 15 min, supernatantas nupilamas, gauta biomasé uzSaldoma —20 °C temperattiroje

arba ruoSiama ardymui ultragarsu.

2.2.13. Bakteriju ardymas ultragarsu

Po rekombinantiniy baltymy sintezés surinkta bakterijy biomasé suspenduojama 5 ml
50 mM Tris-HCI (pH 8) buferio, perkeliama j ardymui skirtag metalinj mégintuvélj, kuris
merkiamas ] ledo vonele. Bakterijos, naudojant VC-750 ultragarso procesoriy (Sonics &

Materials, Inc.), 2 minutes ardomos ultragarsu kas 20 sekundziy siun¢iant trumpus 2—3 s
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750 W impulsus. Lasteliy nuolauzos paSalinamos centrifuguojant 4 °C temperattroje 20 min

16000x% g pagreiciu. Gautas E. coli lizatas naudojamas rekombinantiniy baltymy gryninimui.

2.2.14. 6x His Zyme turin¢iy rekombinantiniy baltymy gryninimas

E. coli lizatuose esantys baltymai gryninti metaly chelatinés giminingumo (afininés)
chromatografijos metodu naudojant Ni-NTA koloné¢le (GE Healthcare), skirta bakterijose
sintetinty 6x His zyme turin¢iy rekombinantiniy baltymy gryninimui. Kolonélé
nulygsvarinama 50 mM TRIS-HCI (pH 8) buferiu, j ja jneSamas E. coli Igsteliy lizatas,
adsorbave baltymai nuo kolonélés pasalinami naudojant linijinj 0-500 mM imidazolo
gradientg. Frakcijos surenkamos, gryninimo efektyvumas tikrinamas baltymy elektroforezés

metodu. Tikslinj baltyma turin¢ios frakcijos apjungiamos.

2.2.15. Baltymu elektroforezé

Baltymy elektroforezé natrio dodecilsulfato poliakrilamidiniame gelyje (angl. SDS-
PAGE) atlickama pagal standartinj protokolg (Laemmli, 1970) elektroforezés sistemoje
(Thermo Scientific). Tyrimo metu naudojamas 4,5 % koncentruojantysis bei 12 %
skirstantysis geliai. Méginiai prie§ elektroforeze paruoSiami: sumaiSoma 10 pl méginio su
10 pl baltymy elektroforezés pavyzdziy buferio (sudétj zitréti 2.1.5.), kaitinama 5 min
verdanc¢io vandens voneléje. Gelis su iSskirstytais méginiais daZzomas ,,Coomassie Brilliant
Blue R-250% dazu ~5 min, po to blukinamas 5 % acto riigstyje. Baltymy dydzio nustatymui

naudojamas ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder* (Thermo Scientific) standartas.

2.2.16. Baltymy dializé

Po rekombinantiniy baltymy gryninimo gautame tirpale be tiksliniy baltymy lieka ir
metodui naudoto imidazolo, galin¢io trukdyti tolimesniems eksperimentams. Siekiant jj
pasalinti vykdoma méginiy dializé. 12 kDa dydzio poras turinti dializés zarnelé (Carl Roth)
sudrékinama distiliuotu H20, vienas jos galas uzspaudziamas spaustuku, zarnel¢é atsargiai
nepaliekant oro burbuliuky uzpildoma baltymo tirpalu bei uZspaudziamas kitas jos galas. Taip
paruoStas maiSelis merkiamas ] 50 mM TRIS-HCI (pH 8) buferj, kurio tiiris yra bent 100 karty

didesnis uz dializuojamo tirpalo tiirj. Dializé vykdoma 12-16 val. 4 °C temperatiiroje 2—3
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kartus pakeiciant buferj. Po dializés siekiant sukoncentruoti baltymo tirpala, maiselis
apibarstomas natrio karboksimetilceliuliozés milteliais bei laukiama, kol tirpalo ttris sumazés
iki norimos ribos. Rekombinantinio baltymo koncentracija tirpale iSmatuojama pasitelkiant

Lowry metoda (Lowry et al., 1951), jaucio serumo albuming naudojant kaip standarta.

2.2.17. Substratinio specifiSkumo tyrimas

Siekiant patikrinti, ar iSgrynintas rekombinantinis baltymas yra aktyvus ir sékmingai
atlieka savo fermentin¢ funkcija, bei norint suzinoti galimus tiriamojo baltymo substratus
atliekami substratinio specifiSkumo matavimai. Paruosiami 20 mM substraty tirpalai miltelius
tirpinant 50 mM TRIS-HCI (pH 8) buferyje bei kiekvienas jy sumaiSomas su 1 pg
rekombinantinio fermento galutiniame 20 pl tiiryje. Reakcija vykdoma 1 val 37 °C

temperatiiroje, rezultatai analizuojami plonasluoksnés chromatografijos metodu.

2.2.18. Plonasluoksné chromatografija

Plonasluoksnés chromatografijos (angl. TLC) analizei ant aliuminio plokstelés,
padengtos silikageliu 60 F254 (Merck Millipore, MA, JAV), uzdedama po 1 ul analizuoti
norimy meéginiy (Ziuréti 2.2.17. sk.) bei gerai iSdZiovinama. Plokstelés apatinis krastas
merkiamas ] tirpikliy misinj — judrig faze — taip, kad nesiekty uznesty méginiy, bei laukiama,
kol skystis pakils iki plokstelés virSaus. Vcz ir KANOS baltymy analizés atveju judriai fazei
naudota metanolio:chloroformo (santykiu 1:9) sistema. Rezultatai analizuojami vizualizuojant

plokstele 254 nm UV Sviesoje.

2.2.19. Fermentinio aktyvumo matavimai

KANOS baltymo aktyvumas tirtas spektrofotometriSkai 22 °C temperatiiroje
matuojant absorbcijos sumaz¢jimg 285 nm bangos ilgyje, stebint izocitozing
(e =3918,75 Mt cm™) arba 275 nm, stebint citozing (¢ = 5090,67 M~! cm™?). Matavimai
atlikti kvarcinése kiuvetése (optinio kelio ilgis = 1 cm) naudojant Helios Gamma UV-Vis
spektrofotometra (Thermo Scientific). Reakcijos (V = 1 ml) inicijuojamos pridedant
atitinkama kiekj (izocitozino atveju 0,0002 puM, citozino atveju 0,0001 uM) fermento j
50 mM TRIS-HCI (pH 8) buferj, kuriame yra substraty izocitozino (30—450 uM) arba citozino

37



(25400 uM). Substraty sugerties pokytis registruojamas tam tikrame laiko intervale.
Kinetiniai parametrai (Kcat ir Km) nustatyti remiantis trijy nepriklausomy eksperimenty
duomenims, pritaikant Michaelis—Menten lygtj, naudojantis GraphPad Prism 6 programine

Jranga.

2.2.20. Didelio efektyvumo skysc¢iy chromatografija—masiy
spektrometrija

Didelio efektyvumo skys¢iy chromatografijos—masiy spektrometrijos (HPLC-MS)
tyrimai atlieckami naudojant didelio efektyvumo skys¢iy chromatografijos sistema, turin¢ig
fotodiody detektoriy (SPD-M20A), bei masiy spektrometrg (LCMS-2020) su elektrinio
purskimo jonizacijos (ESI) saltiniu (Shimadzu, Japonija). Chromatografinis atskyrimas
atliekamas naudojant YMC Pack Pro kolonéle (YMC, Japonija), 3 masiy spektrometrg
x150 mm esant 40 °C temperaturai, ir mobilig faze, susidedancia i§ 0,1 % skruzdziy riigsties
vandeninio tirpalo (A tirpiklis) bei acetonitrilo (B tirpiklis). Masiy spektrometrijos duomenys
gaunami ir teigiamos, ir neigiamos jonizacijos biidu bei analizuojami naudojant LabSolution

LCMS programing jrangg.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame skyriuje aprasomi bei aptariami eksperimentai, skirti i$analizuoti bei
modifikuoti metagenominése bibliotekose aptikty izocitozino deaminaziy savybes ir jvertinti
Jju pritaikomuma vézio geny terapijoje. Visa darbo eiga yra suskirstyta j 3 pagrindines dalis:
Vcz izocitozino deaminazés kinetiniy parametry gerinimas, siekiant §j fermentg ateityje
panaudoti fermento-provaisto vézio terapijos tyrimuose (1), KANOS izocitozino/citozino
deaminazés kinetiniy parametry nustatymas, leidziantis jvertinti jos pritatkomuma vézio
gydymui, palyginti deaminazes tarpusavyije ir galimai nuspéti jy evoliucinius rysius (2) bei
dviejy fermenty hibridinés sistemos kiirimas siekiant patobulinti fermento-provaisto terapija

@).
3.1. Plazmidinio vektoriaus pQE70-Vcz konstravimas

Pradiniame tyrimo etape darbui reikalingas vektorius pQE70-Vcz buvo virtualiai
sukonstruotas naudojantis ,,Benchling® platforma Vcz izocitozino deaminaze koduojantj geng
jiterpiant § pQE70 plazmidge. ISanalizavus teorinj vektoriaus modelj darbas toliau buvo
vykdomas pagal 2.2.7. skyrelyje apraSyta metodika. Vcz geno DNR seka gauta PGR metodu
1§ metagenomings bibliotekos naudojant specifinius oligonukleotidy pradmenis (VczICD pQ-
FW ir VczICD pQ-RV), 5" DNR gale sukurianc¢ius BamHI bei 3" gale — Hindll1 restrikcijos
endonukleaziy (RE) atpazinimo sekas (3.1 pav.).

BamHI
5’-—|> -3
e -
Ksantino-uracilo Vcz izocitozino deaminazé  3‘-{mm-5° Apvalkalo
permeazé biogenezés

Hindilll faktorius ElyC

3.1 pav. Vcz izocitozino deaminazés geng koduojantis fragmentas i§ Vcz metagenominés
bibliotekos. Zaliai pazyméta Vez deaminaze, pilkai — kity fragmente esanéiy geny dalinés
sekos, mélynai — schematiskai pavaizduota Vcz geno pagausinimui naudoty PGR pradmeny,
turin¢iy RE atpazinimo sekas, prikibimo vieta.

Pagausintas VVcz DNR fragmentas hidrolizuotas BamHI bei HindIII restriktazémis,
vektorius pQE70 lygiagreciai paveiktas tomis pac¢iomis RE. Po hidrolizés abu produktai
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atliekant elektroforezg¢ i§valyti nuo priemaisy (pagal 2.2.2. ir 2.2.3. metody skyrelius) ir dé¢ka
T4 ligazés, skatinancios fosfodiesterinio rysio tarp 5'-fosfato ir 3'-hidroksi grupiy susidaryma,
sujungti. Tikétina, jog po Sio Zingsnio ligavimo miSinyje esantis konstruktas, kuriuo
transformuojamos kompetentinés DH10BApyr bakterijos, atitinka 3.2 paveiksle pavaizduota

schema.

T5 promoter || RBS

N, \ _BamHI

, pQE70-Vcz
Il 4772 bp

_Hindlll

[ lambda t0 terminator ]

3.2 pav. Vektoriaus pQE70-Vcz schema. VVcz — j vektoriy jterptas Vcz deaminazés genas;
AmpR — bakterijy atsparumo ampicilinui genas; CmR — atsparumo chloramfenikoliui genas;
ori — didelio kopijy skai¢iaus plazmidziy ColE1/pMB1/pBR322/pUC replikacijos pradzios
seka; RBS — stipri bakteriné ribosomos prisijungimo vieta; T5 promoter — bakteriofago T5
promotorius E. coli RNR polimerazei; lambda t0 terminator — lambda fago transkripcijos
terminacijos seka; BamHI, Hindlll — restrikcijos endonukleaziy sekos, per kurias j vektoriy
iterptas Vcz genas.

Ant agarizuotos LB terpés su antibiotiku ampicilinu uZaugusioms transformuoty
bakterijy kolonijoms atlickama dviguba patikra, kadangi néra aisku, ar j plazmidg, kuri ir
lemia atsparumg ampicilinui, jsiterpé Vcz genas bei ar gauto vektoriaus konstrukcija tikrai
atitinka teorinj modelj. Pirmiausia naudojant jterpta fragmentg apsupancius pradmenis (pQE-
F ir pQE-R) atlikta PGR (zitiréti 2.2.1. sk.) — jei tiriamoji kolonija turéjo reikiamo dydzio
fragmentg, jos plazmidiné DNR buvo i$skirta bei padauginta (pagal 2.2.6. sk.). Toliau gautas

konstruktas patikrintas atliekant restrikcing analize (3.3 pav.).
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3.3 pav. Plazmidinio vektoriaus pQE70-Vcz restrikciné analizé (Molekuliniy masiy
standartas: ,,GeneRuler DNA Ladder Mix“, #SM0333, Thermo Scientific).

Plazmide hidrolizavus EcoRI bei Nhel RE gauti fragmentai, elektroforetiskai
18skirstyti 1 % agarozés gelyje (pagal 2.2.2. sk.), atitiko teorinius dydzius (3242 bp ir
1530 bp), nustatytus vektoriy virtualiai hidrolizuojant tomis paciomis RE kompiuterine
,Benchling* platforma. Tai patvirtina, jog vektoriaus konstravimas atliktas sé¢kmingai.
Patikrinti, ar geno seka atitinka teorine, gautas vektorius pateiktas j Macrogen firmos
sekoskaitos centrg (Piety Koréja).

Galiausiai siekiant jsitikinti, kad i vektoriy jterptas Vcz izocitozino deaminazés genas
atlieka savo funkcija, gauta konstrukcija transformuota j uracilo auksotrofinj DH10BApyr
kamieng. Sios bakterijos negali augti be uracilo $altinio, nes jy pirimidiny de novo biosintezés
kelias yra sutrikdytas paSalinant pyrF, pyrE ir pyrC genus, kurie atitinkamai koduoja
orotidino-5'-fosfato dekarboksilaze, orotato fosforibosiltransferaze bei dihidrorotaze
(Aucynaité et al., 2018b). DH10BApyr bakterijos, turin¢ios pQE70-Vcz plazmidinj vektoriy,
18sé€tos ant M9 terpés (sudét] ziureti 2.1.4. sk.), kurioje vienintelis galimas uracilo Saltinis yra
izocitozinas. Vcz deaminazé izocitozing vercéia uracilu, dél ko bakterijos geba augti tokioje
terpéje (3.4 pav.).
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DH10BApyr | DH10BApyr

pQE70 pQE70-Vcz

3.4 pav. Vcz izocitozino deaminazés veiksmingumo tyrimas. Tus¢ias pQE70 vektorius
naudotas kaip neigiama kontrolé. Bakterijos augintos ant minimalios terpés be substrato (M9),
su izocitozinu (M9 + IC) bei su uracilu (M9 + U, teigiama kontrolé).

Taip jsitikinta, jog gautas plazmidinis vektorius koduoja aktyvig izocitozino

deaminaze ir yra tinkamas naudoti tolimesniuose darbuose.

3.2. Atsitiktiné Vcz izocitozino deaminazés mutagenezé

Vcz izocitozino deaminazés kinetiniy parametry gerinimui pasitelktas vienas i§
evoliucijos in vitro metody — atsitiktiné mutagenezé. Daroma prielaida, jog jeigu plazmidés
koduojamame Vcz gene atsirasty mutacija, dél kurios pageréty fermentinés Sios deaminazes
savybés (efektyvumas), tokig deaminaze turinCiy E. coli bakterijy kolonijos augty greiciau
(buty didesnés) lyginant su laukinio tipo deaminaze turin¢iomis kolonijomis.

Poky¢iy jvedimui j ankstesniuose darbuose sukonstruota plazmidinj vektoriy pQE70-
Vcz, koduojantj aktyvig izocitozino deaminazg, naudotas mutagenizuojantis agentas
hidroksilaminas. Siai medZiagai reaguojat su dvigrandinine DNR susidaro N*-
hidroksicitozinas, linkes formuoti rySius su adenozinu. Tai galiausiai nulemia tranzicijos
mutacijy plazmidinéje DNR atsiradima: citozino bazés pakeitimg | timino, o guanino — |
adenino (Sikorski and Boeke, 1991).

Tyrimo metu hidroksilaminu paveikta plazmidin¢ DNR (Ziiiréti 2.2.9. sk.) buvo
transformuota j uracilo auksotrofini DH10BApyr kamieng ir bakterijos i§sétos ant M9 terpés,
kurioje vienintelis galimas uracilo Saltinis yra izocitozinas. Po 4-5 dieny l¢ksteléje uzaugo
bakterijy kolonijos, tarp kuriy buvo galima pamatyti ir vieng kita, iSsiskirian¢ig savo dydziu.
Buvo atrinktos 3 didesnés kolonijos, 1§ kuriy i$skirta plazmidiné DNR. Siekiant jsitikinti, jog

vektoriuje esan¢iame Vcz gene tikrai atsirado mutacija, dél kurios $i deaminazé galimai
42



pasizymi geresnémis fermentinémis savybémis, buvo nustatytos konstrukty nukleotidy sekos.

Gauti rezultatai patvirtino, jog visy tikrinty vektoriy Vcz genuose yra po vieng mutacijg, dél

kuriy pakito baltymo aminoriigStys: E188K pirmame, A335T antrame bei G293R treciame

klone (3.5 pav.).
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3.5 pav. Vcz izocitozino deaminazés (1 eil.) ir mutantiniy jos varianty (2—4 eil.) seky
palyginimas. Raudonai pazymétos po mutagenezés pakitusios aminortigstys.
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Vis délto, nepaisant jrodyto mutavimo metodo veiksmingumo ir, atrodyty,
s¢kmingos pradinés mutanty atrankos, pakartotina analizé neparodé reikSmingy augimo
skirtumy tarp laukinio tipo Vcz ir mutantinius Vcz genus turiniy bakterijy. Vcz deaminazés
gene atsiradusios mutacijos greiciausiai neturi jtakos fermento aktyvumui dél to, jog ju
sukeltos aminortig§¢iy pakaitos néra nei prie numanomo aktyvaus fermento centro, nei prie

galimy substrato jungimuisi svarbiy viety (zr. 3.3 sk., 3.7 pav.).

3.3. Tiksliné Vez izocitozino deaminazés mutagenezé

Kitas fermenty evoliucijos in vitro metodas, pasitelktas, siekiant pagerinti Vcz
izocitozino deaminazés kinetinius parametrus — tiksliné §io baltymo mutageneze. Atlikus Vez
ir kity anksc¢iau laboratorijoje aptikty izocitozino deaminaziy seky analize (Aucynaite et al.,
2018a) buvo pastebéta, jog tiriamoji Vcz deaminazé yra artima 8-oksoguanino deaminazéms
(3.6 pav.). Sie fermentai néra plagiai iStyrinéti, ta¢iau dviejy tokiy fermenty aktyvumas yra
jrodytas, vieno i3 jy struktiira yra i§spresta (Hall et al., 2010). Siame straipsnyje yra
demonstruojamas Pseudomonas aeruginosa 8-oksoguanino deaminazés (Pa0142, gi|9945972
(Berman et al., 2000)) fermentinis aktyvumas. Taip pat skelbiamas homologiskos Siam
fermentui deaminazés (3HPA, gi|44264246 (Berman et al., 2000)), aptiktos Sargaso juros
metagenomo pavyzdyje, aktyvumas bei tretiné struktiira. Straipsnyje taip pat yra apzvelgtas
galimas aktyvusis 8-oksoguanino deaminaziy centras bei numatytos substrato suriSimui
svarbios aminoriigstys.

8-oksoguanino deaminazé, metagenomo pavyzdys {pdb 3HPA)
64 URA3

100 URA4

Vez

5-metilcitozino deaminazé, Klebsiella pneumoniae (pdb 4R85)

100

Citozino deaminazé, Escherichia coli (pdb 1K6W)

99

- KANOS

DNR citozino deaminazé, Homo sapiens {pdb 3V4lJ)
—i
0.20
3.6 pav. Evoliuciniai deaminaziy rysiai (Aucynaité et al., 2018a)
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3.7 pav. Daugybinis deaminaziy seky palyginimas. Vcz izocitozino deaminazés seka lyginta

su Sargaso jiiros méginiuose rastos 8-oksoguanino deaminazés (3HPA) ir P. aeruginosa 8-

oksoguanino deaminazés (Pa0142) sekomis. Mélynai pazymétos galimos 8-oksoguanino

deaminaziy aktyviojo centro aminoriigStys, raudonai — numanomos substrato suriS§imui

svarbios aminornigsStys (remiantis Hall et al., 2010).
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ISanalizavus Vcz deaminazés ir straipsnyje paskelbty baltymy sekas pamatyta, jog 8-
oksoguanino deaminazés substrato suriSimo vietose esancias aminoriigstis analogiskose
vietose turi ir Vcz deaminazé (3.7 pav.). Remiantis Siomis ziniomis daroma prielaida, jog
pakitus substrato suriSimo vietoje esan¢ioms aminortigS§tims Vcz fermentas galéty efektyviau
deamininti savo substratg ir tokj mutantinj baltyma turin¢ios bakterijos ant terpés su
izocitozinu augty grei¢iau. Nuspresta pakeisti atsitiktinémis Sias aminortigstis: Q79, Y136,
C213ir S214.

Siuo atveju poky¢iy jvedimui j pQE70-Vcz plazmidinj vektoriy naudotas
,»QuikChange™ Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit* rinkinys (ziairéti 2.2.10. sk.),
kurio pagalba naudojant specifinius pradmenis tikslinése baltymo sekos vietose esancig
aminortigstj galima pakeisti bet kokia kita. Kadangi nezinoma, kuri aminortigstis yra tinkama
gauti pageidaujamus rezultatus, nuspresta taip sukurti pradmenis, jog norimose vietose biity
sugeneruoti visi jmanomi nattraliai aptinkamy aminoriig§¢iy variantai. Po tokios mutagenezés
gautas produktas yra daug skirtingy konkrec¢ioje numatytoje vietoje atsitikting mutacija
turinéiy pQE70-Vcz vektoriy kopijy. Sis vektoriy misinys transformuojamas j komercines
rinkinyje esancias E. coli XL10-Gold Iasteles pagal gamintojo rekomendacijas. Siekiama
gauti kuo daugiau kolonijy, kad bendrai uzaugusiuose transformantuose esanc¢ios mutacijos
apimty visas 20 aminoriigd¢iy. Siame darbe mutacijy generavimui naudojama NNK (N —
adeninas/citozinas/guaninas/timinas; K — guaninas/timinas) kodony sistema, kuri apima 32
kodonus, leidZiancius sugeneruoti 20 skirtingy aminortig§¢iy. Norint gauti transformantus,
kurie 95 % padengty galimus kodonus, teoriskai reikia iSauginti bent 94 mutanting plazmiding
DNR turinc¢ias bakterijy kolonijas keiiant vieng aminoriigst] ir net 3066 transformantus
kei¢iant dvi (Reetz et al., 2008).

Tyrimo metu buvo gauti 5 mutantiniy plazmidziy miSiniy variantai su atitinkamai
pakeistomis aminortigStimis Vcz sekoje: Q79N, Y136N, C213N, S214N bei dvigubas
mutantas C213NS214N (N — bet kokia aminoragstis). Sios plazmidinés DNR buvo
sukoncentruotos ir jterptos j uracilo auksotrofinji DH10BApyr kamiena, gauti transformantai
i1§séti ant M9 terpés su izocitozinu. Po 4-5 dieny lékstelése augancios kolonijos palygintos su
kontroliniu pQE70-Vcz vektoriumi transformuoty bakterijy kolonijomis.

Mutantinémis plazmidémis transformuoty kolonijy dydis toje pacioje 1éksteléje buvo
jvairus. Stebimos ypac mazos kolonijos, kurios plazmidéje galimai turi mutacijas,
sutrikdancias Vcz deaminazés aktyvuma, bei vidutinio dydzio kolonijos. Deja, jokie ryskiis
skirtumai tarp mutantiniy ir kontroling plazmidg turin¢iy bakterijy augimo nebuvo pastebéti.

Sie rezultatai taip pat liudija apie pasirinktos efektyvesniy mutanty atrankos sistemos
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trakumus, kurie neleidzia visiskai eliminuoti nereikalingy ar nepakitusios funkcijos Vcz
deaminazés varianty. Norint efektyviai atrinkti pakeistos funkcijos fermentus reikalinga
griezta atrankos sistema, kurios §io fermento atveju sukurti nepavyko.

Be to, analizuoty pavieniy aminortig§¢iy pokyciy gali nepakakti pagerinti Vcz
fermento gebéjimo suristi izocitozing bei efektyviau katalizuoti jo deamininimg. Nereikia
atmesti galimybés, jog vertéty vienu metu mutuoti kelias substrato suriSimui svarbias
aminortgstis bei nustatyti aplinkines vietas aminoriigs¢iy sekoje, galimai svarbias Siam

procesuli.

3.4. KANOS deaminazés aminoriig§ciy sekos analizé

Paraleliai Vcz deaminazei Siame darbe nuspresta iSanalizuoti ir kitos anks¢iau
laboratorijoje aptiktos, taciau detaliau nenagrinétos, KANOS izocitozino/citozino deaminazés
savybes. Sis fermentas jdomus tuo, jog, kaip ir Vcz izocitozino deaminazé, i§ metagenominiy
biblioteky buvo atrinktas naudojant substrata izocitozing, taciau tolimesni tyrimai parodé, kad
citozinas taip pat yra KANOS deaminazés substratas. Pasteb&jus §j dvigubg substratinj
KANOS specifiSkumg nuspresta palyginti Vez bei KANOS deaminaziy savybes tarpusavyje,
taip pat galimai nustatyti jy evoliucinius ry$ius bei KANOS pritaikomumg véZio geny
terapijai.

Atlikus KANOS bei kity laboratorijoje aptikty deaminaziy seky analiz¢ (Aucynaité
et al., 2018a) nustatyta, jog Sis fermentas yra artimas klasikinei E. coli citozino deaminazei
CodA (3.6 pav.). Nepaisant to, vertinant pirminius duomenis, panasu, jog KANOS izocitozing
deaminina efektyviau, nei tai galéty daryti CodA sprendZiant i$ literattiroje pateikty pavyzdziy
(Hall et al., 2011). Toks pastebéjimas paskatino iSsiaiskinti, ar KANOS savybés atitinka
literattiroje apraSytas CodA charakteristikas. Siekiant tai patikrinti pirmiausiai (naudojantis
Clustal Omega (Sievers et al., 2011) bei ESPript (Robert and Gouet, 2014) platformomis)
atliktas CodA bei KANOS aminortigs¢iy seky sulyginimas (3.8 pav.). Nors $iy fermenty
sekos néra identiskos, CodA sekoje esancios aminortigstys, formuojancios $io fermento
aktyvyjj centra (Ireton et al., 2002), sutampa su KANOS sekoje analogiskose vietose

esan¢iomis aminortigstimis.
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3.8 pav. KANOS ir CodA deaminaziy aminoriigiéiy seky sulyginimas. Zaliais taskais

pazymeétos CodA citozino deaminazés aminortigStys, formuojancios Sio fermento aktyvyjj
centrg (Ireton et al., 2002). Labai panaSios aminortigstys pazymétos raudona spalva mélyname
rémelyje, identiskos — balta spalva raudoname fone.
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Vis délto, E. coli CodA bei Cedecea genties bakterijose (BLAST analizé, Altschul et
al., 1990) randamos KANOS deaminazés seky panaSumai nesuteikia pakankamai
informacijos apie $iy fermenty ry$ius. Jeigu KANOS deaminazé tikrai pasiZymi geresnémis
savybémis katalizuojant izocitozino ir 5-fluoroizocitozino deamininima, tai leisty jg naudoti
tolimesniuose vézio geny terapijos tyrimuose kaip alternatyva Vcz izocitozino deaminazei.
Svarbu palyginti ir deaminaziy geb¢jima katalizuoti citozino vertimg uracilu — jeigu KANOS
fermentas pasizymi geresniu aktyvumu, jj bity galima naudoti vietoje klasikinés citozino
deaminazés CD/5-FC pora paremtame terapijos variante, kuris Siuo metu vis dar uzima
svarbig vietg tiriant vézio gydymo buidus. Norint tai i§siaiSkinti nuspresta iSsamiau
iSanalizuoti KANOS savybes bei jvertinti jos tinkamumg bei galimg panaudojimg véZio geny

terapijos tyrimuose.

3.5. E. coli HMS174ApyrFAcodA kamieno konstravimas

Siekiant supaprastinti tolimesng KANOS bei kity deaminaziy tyrimy eigg, nuspresta
sukonstruoti tokj bakterinj kamieng, kuris biity tinkamas ne tik analizuojamy deaminaziy
poveikio auganc¢ioms kolonijoms stebéjimui ar jvairiy DNR manipuliacijy atlikimui, bet ir
leisty tiesiogiai vykdyti norimy rekombinantiniy baltymy sinteze. Pirmiausiai buvo
pasirinktas iskeltus kriterijus atitinkantis E. coli kamienas — HMS174. Kadangi naudojama
deaminaziy atrankos sistema reikalauja, jog bakterijose biity sutrikdytas pirimidiny de novo
biosintezes kelias, Siame kamiene esantis pyrF genas pasitelkiant homologine rekombinacija
(ziareti 2.2.11. sk.) pakeistas atsparumg kanamicinui suteikiancia kasete. Tokiu buidu gautas
HMS174ApyrF::kan kamienas patikrintas atlickant PGR, nes §is pokytis nulemia ilgesnio
PGR produkto susidaryma nei gausinant natyvy geng. Atsparuma kanamicinui suteikianti
kaseté buvo pasalinta bakterijas transformuojant FLP rekombinazés raiSkos vektoriumi
(2.2.11. sk.) bei gautas HMS174ApyrF kamienas taip pat patikrintas PGR metodu bei
fenotipiSkai (auginant ant terpés, turincios bei neturin¢ios kanamicino). AnalogisSkai buvo
pasalintas ir citozino deaminaz¢ koduojantis genas codA, kuris galéty trukdyti tolimesniuose
eksperimentuose analizuojant KANOS deaminazés, gebancios katalizuoti ir citozino
deamininima, savybes. Galiausiai gauto HMS174ApyrFAcodA kamieno augimas lygintas su
pirminiu (HMS174) bei tarpiniu (HMS174ApyrF) kamienais iSs¢jant bakterijas ant M9 terpés
(3.9 pav.).
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M9 M9 +C M9+U

HMS174

HMS174 | HMS174
ApyrF ApyrF

AcodA

3.9 pav. HMS174ApyrFAcodA kamieno patikra. Palyginimui naudoti pirminis (HMS174) bei
tarpinis (HMS174ApyrF) kamienai. Bakterijos augintos ant minimalios terpés be substrato
(M9), su citozinu (M9 + C) bei su uracilu (M9 + U, teigiama kontrol¢).

Dél sutrikdyto pirimidiny de novo biosintezés kelio kolonijos neauga be uracilo, o
pasalintas COdA neleidZia bakterijoms katalizuoti citozino virtimo uracilu. Taip jsitikinta, jog
sukonstruotas kamienas atitinka nusistatytus reikalavimus bei gali biiti naudojamas

tolimesniuose eksperimentuose.

3.6. Plazmidinio vektoriaus pET28a-KANOS konstravimas

Tolimesnei KANOS izocitozino/citozino deaminazes analizei reikalingas vektorius
pPET28a-KANOS buvo sukonstruotas atliekant analogiSka procediirg kaip ir pQE70-Vcz
vektoriaus konstravimo atveju (zitréti 3.1 poskyrj). KANOS geno DNR seka gauta PGR
metodu, padauginant metagenominéje bibliotekoje aptiktg ja koduojantj geng. Naudoti
specifiniai oligonukleotidy pradmenys (KANOS pET FW bei KANOS pET RV), DNR

galuose sukuriantys Ncol bei Xhol restrikcijos endonukleaziy (RE) atpazinimo sekas (3.10

pav.).

Ncol
5‘-|- -3¢
— e
Nitrito reduktazés KANOS izocitozino/citozino deaminazé 3'-dmm 5

didysis subvienetas |
Xhol

3.10 pav. KANOS izocitozino/citozino deaminazés geng koduojantis fragmentas i§ KANOS
metagenominés bibliotekos. Zaliai pazyméta KANOS deaminaze, pilkai — kita fragmente
esanti dalin¢ geno seka, mélynai — schematiSkai pavaizduotos KANOS geno pagausinimui
naudoty PGR pradmeny, turin¢iy RE atpazinimo sekas, prikibimo vietos.
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PGR metodu pagausintas KANOS DNR fragmentas hidrolizuotas Ncol bei Xhol
restriktazémis, pET28a vektorius lygiagreciai paveiktas tomis pac¢iomis RE. Po hidrolizés
gauti produktai iSvalyti nuo priemaisy (analogiskai 3.1 poskyryje pateiktam apraSymui) bei

sujungti j bendrg konstrukta, kuris, tikétina, atitinka 3.11 paveiksle pavaizduotg schema.

T7 terminator

pET28a-KANOS
6556 bp

T7 promoter

3.11 pav. Vektoriaus pET28a-KANOS schema. KANOS — j vektoriy jterptas KANOS
deaminazes genas; ori — didelio kopijy skaiciaus plazmidziy ColE1/pMB1/pBR322/pUC
replikacijos pradzios seka; RBS — stipri bakteriné ribosomos prisijungimo vieta; 6x His —
Sesiy histidiny Zzymé; Ncol, Xhol — restrikcijos endonukleaziy sekos, per kurias j vektoriy
jterptas KANOS genas; KanR — atsparumo kanamicinui genas; lacl — lac represorius; T7
promoter — promotorius T7 bakteriofago RNR polimerazei; T7 terminator — transkripcijos
terminacijos seka T7 bakteriofago RNR polimerazei.

Ant agarizuotos LB terpés su antibiotiku kanamicinu uzaugusioms $iuo konstruktu
transformuoty bakterijy kolonijoms atliekama patikra. Pirmiausia naudojant jterpta fragmenta
apsupancius pradmenis (T7 promoter ir T7 terminator) atlikta PGR, i$ reikiamo dydzio
fragmentg turiniy kolonijy iSskirta plazmidiné DNR bei gauti konstruktai patikrinti atliekant

restrikcing analize (3.12 pav.).
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3.12 pav. Plazmidinio vektoriaus pET28a-KANOS restrikciné analizé (Molekuliniy masiy
standartas: ,,GeneRuler DNA Ladder Mix“, #SM0333, Thermo Scientific).

Plazmides hidrolizavus Ncol bei Xhol RE gauti fragmentai, elektroforetiskai
iSskirstyti 1 % agarozés gelyje, atitiko teorinius dydzius (5231 bp ir 1325 bp). Taip
patvirtinus, jog vektoriy konstravimas atliktas sekmingai, gauti konstruktai pateikti

sekoskaitai. Atlikus sekoskaitg jsitikinta, jog pET28a-KANOS seka atitinka teoring.

3.7. Rekombinantinés KANOS deaminazés gryninimas bei substratinio

specifiSkumo tyrimai

Siekiant i§samiai iSanalizuoti KANOS deaminazés katalizines savybes bei jvertinti
galimg substraty spektra, nuspresta §j fermentg iSgryninti. Pirmiausiai pET28a-KANOS
plazmidine DNR transformuotas HMS174ApyrFAcodA kamienas. Gauti transformantai
auginti dideliame kiekyje LB terpés ir po tam tikro laiko (zitréti 2.2.12. sk.) juose indukuota
KANOS geno raiSka. Bakterijy susintetintas KANOS baltymas i$grynintas i8 lasteliy
biomasés metaly chelatinés giminingumo (afininés) chromatografijos metodu (Zr. 2.2.14. sk.)

pasinaudojant prie C galinés baltymo dalies esancia 6x His Zyme. Gryninimo sékmingumas
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patikrintas atliekant baltymy elektroforeze¢ (3.13 pav.). Elektroforezés gelyje matomas i$
lasteliy lizaty (3.13 pav., 2 takelis) iSgrynintas ~50 kDa (teorinis dydis: 48,095 kDa) masés
tikslinis KANOS baltymas (3.13 pav., 5-9 takeliai).
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3.13 pav. KANOS baltymo gryninimo analiz¢ baltymy elektroforezés metodu. Paveiksle
pavaizduoti gryninimo Zingsnius atitinkantys méginiai (1: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific; 2: lasteliy lizatas; 3, 4: prie kolonélés nesijungianciy baltymy
frakcijos; 5-9: tikslinio KANOS baltymo frakcijos).

[Sgryninus KANOS baltyma, atliktas substratinio specifiSkumo tyrimas (2.2.17. sk.),
leidziantis jsitikinti, jog gautas rekombinantinis baltymas yra aktyvus, bei jvertinti galimus $io
fermento substratus. Rekombinantiné KANOS deaminazé inkubuota in vitro su Siais
junginiais: citozinu, izocitozinu, 5-fluorocitozinu bei 5-fluoroizocitozinu. Reakcijy produktai
analizuoti HPLS-MS metodu. Gauti rezultatai parod¢, jog KANOS efektyviai skaido citozing
(3.14 pav.) bei izocitozing (priedai, 1.1 pav.) iki uracilo, bei 5-fluorocitozing (priedai, 1.2
pav.) iki 5-fluorouracilo. Nustatyta, kad 5-fluoroizocitozinas taip pat yra KANOS substratas
(priedai, 1.3 pav.), taciau reakcija vyksta ne taip greitai, kaip anks¢iau paminéty junginiy

atveju.
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3.14 pav. UV chromatogramos bei MS spektrai, atitinkantys substrato citozino (mélynas),
KANOS fermentinés reakcijos miSinio (geltonas) bei produkto uracilo (zalias) pikus. MS
spektrai (m/z) atitinka [M+H]" molekuliy jony aptikima.

KANOS deaminazés substratinis specifiSkumas buvo patikrintas naudojant ir kitus
junginius, pateiktus 3.1 lenteléje. Kadangi Sie substratai struktiiriSkai panasis j pirimidinus,
tikétina, jog KANOS deaminazé taip pat galéty juos skaidyti. Taciau iSanalizavus HPLC-MS

duomenis nei viename reakcijos miSinyje nebuvo pastebéti jokie reikSmingi pokyciai.
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3.1 lentelé. Junginiai, tikrinti kaip galimi KANOS deaminazés substratai

Substratas Struktiira Aktyvumas
NH,
2,4-Diaminopirimidinas | S Neaptiktas
f?l\
N MH,
Cl
2-amino-4-chloropirimidinas | j\ Neaptiktas
N/ NH,
OH
2-amino-4,6-dihidroksipirimidinas | “j\ Neaptiktas
HO N/ NH,
=~
2-aminopirimidinas | ’7]\ Neaptiktas
N NH,,
NH,
6-metil-1,3,5-triazino-2,4-diaminas N|)"“\‘~N Neaptiktas
/j\*?j\
H.C M HH;
NH,
Melaminas N)‘“\‘“N Neaptiktas

Vis délto, gauti rezultatai patvirtina, jog iSgrynintas KANOS baltymas yra aktyvus.

Sio fermento gebéjimas katalizuoti ne tik citozino bei izocitozino virtima uracilu, bet ir 5-

fluorocitozino bei 5-fluoroizocitozino konversijg j placiai naudojama chemoterapinj vaistg 5-

fluorouracilg leidZzia manyti, jog KANOS deaminazé gali buti pritaikyta vézio geny terapijoje.
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3.8. Rekombinantinés KANOS deaminazés fermentinio aktyvumo

matavimai

Siekiant jvertinti KANOS efektyvuma deamininant citozing bei izocitozing atlikti $io
fermento aktyvumo matavimai. ParuosSus substraty bei KANOS reakcijy miSinius
spektrofotometriskai prie atitinkamo bangos ilgio (zitiréti 2.2.19. sk.) stebétas absorbcijos
pokytis laiko atzvilgiu: mazéjanti absorbcija nurodo reakcijos misinyje bégant laikui
mazéjant] substrato citozino/izocitozino kiekij, kuris KANOS deaminazés yra ver¢iamas |
uracilg. Gauti duomenys leidzia apskai¢iuoti kinetinius fermento parametrus: Kcat — substrato
molekuliy, kurias kiekvienas fermento aktyvusis centras pavercia | produkta, skaiciy per laiko
vieneta, Km — substrato koncentracija, leidzianc¢ig fermentui pasiekti pus¢ Vmax (didziausia
reakcijos greitj, kuomet fermentas yra prisotintas substratu) bei keat/ Km — katalizinj
efektyvuma. Nustatyti parametrai, pateikti 3.2 lentel¢je, palyginti su klasikinés citozino
deaminazés CodA (Hall et al., 2011) bei VVcz izocitozino deaminazés (Aucynaité et al., 2018a)

charakteristikomis.

3.2 lentelé. Kinetiniai CodA, KANOS bei Vcz deaminaziy parametrai.

Fermentas Substratas Keat (572) Km (mM) Keat/Km (M1 s71)
CodA citozinas 132+ 2 0,97 £ 0,03 (1,440,1)x10°
CodA izocitozinas 51401 0,46 + 0,04 (1,14+0,1)x 104
KANOS citozinas 13,16 + 0,29 0,18 £ 0,01 (7,3 +0,4) x 10
KANOS izocitozinas 5,04 + 0,25 0,31 + 0,03 (1,6 £0,2) x 104
Vcz izocitozinas 1,64 + 0,06 1,86 + 0,05 (8,8 +0,3) x 102

Gauti rezultatai parodeé, jog KANOS bei CodA fermentinis aktyvumas skiriasi. Nors

citozing CodA deaminina ~2 kartus geriau, taciau KANOS pasizymi geresniu efektyvumu

izocitozino atzvilgiu — ~1,5 karto lyginant su CodA ir net ~18 karty lyginat su Vcz. Sie

duomenys jrodo, jog, nepaisant KANOS ir CodA seky panasumo bei aktyviajam centrui

svarbiy aminortigsciy visiSko sutapimo, fermentai néra vienodi.




Rezultatai patvirtina, jog KANOS deaminaz¢ yra tinkamas objektas tolimesniems
tyrimams. Sukiirus efektyvig atrankos sistema biity galima pagerinti Sio fermento kinetinius
parametrus citozino, izocitozino ir fluorinty jy varianty atzvilgiu. Geresnémis savybémis
pasizymintis KANOS, tikétina, jgauty pritaikomuma vézio geny terapijoje. Vis délto,
KANOS aktyvumas deamininant 5-fluoroizocitozing yra daug zemesnis lyginant su Vcz

deaminaze, kuri §iuo metu tolimesniems miisy tyrimams yra tinkamesnis variantas.

3.9. Dviejy fermenty-vieno provaisto sistemos analizé

Nors Vcz izocitozino deaminazés kinetiniy parametry pagerinti nepavyko dél 3.3.
poskyryje paminéty priezasciy, $io fermento panaudojimas fermento-provaisto terapijoje visgi
yra daug Zadantis. Manome, jog $io tipo vézio gydymo strategija buty dar efektyvesne, jeigu
kaip provaista buty galima panaudoti specifiskesnj junginj. Tikétina, jog sudétingesnés
struktiiros medziaga gamtoje néra paplitusi, kaip ir fermentai, galintys katalizuoti tokio
substrato pokycius tiesiogiai iki terapijoje naudojamos vaisto molekulés. Taip gydymo metu
atsirandantis Salutinis poveikis organizmui gali biiti sumazintas iki minimalios ribos.

Viena i$ idéjy, leidzianti patobulinti vézio geny terapija, yra sudétingesnio substrato
pritaikymas, kurio konversijai iki uracilo (ar 5-fluorouracilo) reikéty dviejy fermenty. Tyrimo
metu, kartu su Vcz izocitozino deaminaze, nuspresta panaudoti D8 amidohidrolaze. Tai
metagenominéje bibliotekoje aptiktas fermentas (Urbeliené et al., 2019; nepublikuota), kaip
substrata naudojantis N*-benzoil-2"-deoksicitidina, kurj veréia j deoksicitiding. Geriau
isanalizavus fermentg pastebéta, jog N?-acetil-izocitozinas (ar 5-fluoro-N?-acetilizocitozinas)
taip pat yra jo substratas. D8 amidohidrolazé katalizuoja §io junginio deacetilinima, po kurio
gaunamas izocitozinas — Vcz deaminazés substratas (3.15 pav.). Kartu veikiant VVcz bei D8
fermentams i§ provaisto 5-fluoro-N2-acetilizocitozino chemoterapinj vaistg 5-fluorouracilg

galima gauti kur kas kompleksiskesniu budu.
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R D8 R NH Vcz R
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N N CH, NH, N 0
H H
NZ2-acetil-izocitozinas lzocitozinas Uracilas
R=HarF

3.15 pav. Vcz ir D8 fermenty katalizuojamy reakcijy schema.

Siekiant patikrinti, ar Vcz bei D8 gali veikti kartu, HMS174ApyrFAcodA kamienas
transformuotas anksc¢iau laboratorijoje sukonstruotais pET28a-Vcz (Aucynaité et al., 2018a)
bei pLATE31-D8 (Urbeliené et al., 2019; nepublikuota) vektoriais, atitinkamai koduojanciais
aktyvius Vcz bei D8 fermentus. Bakterijos iSsétos ant M9 terpés su substratais: izocitozinu,
N*-benzoil-2'-deoksicitidinu bei N?-acetil-izocitozinu (3.16 pav.). Vcz deaminazé izocitozina
veréia uracilu, dél ko bakterijos geba augti terpéje esant izocitozino; D8 amidohidrolazé N*-
benzoil-2"-deoksicitiding verc¢ia deoksicitidinu, kuris dél aktyvaus citidino deaminazés cdd
geno bakterijy genome gali biiti naudojamas kaip uracilo 3altinis; leksteléje su N2-acetil-
izocitozinu augancios kolonijos parodo, jog veikiant fermentams kartu uracilas gali biiti

gaunamas i§ N2-acetil-izocitozino.

M9

3.16 pav. Vcz bei D8 fermentus koduojanciais vektoriais transformuoty bakterijy augimo
patikra. Bakterijos augintos ant minimalios terpés be substrato (M9), su izocitozinu (M9 +
IC), su N*-benzoil-2'-deoksicitidinu (M9 + B), su N2-acetil-izocitozinu (M9 + A) bei su
uracilu (M9 + U, teigiama kontrolé).

Gaulti rezultatai patvirtina, jog vienu metu veikiantys du skirtingi fermentai — Vcz bei

D8 — gali pagaminti produkta uracila i§ specifiskesnio substrato. Sios reakcijos sekmingumas
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atskleidzia dviejy fermenty-vieno provaisto terapijos potencialg vézio gydyme. Taciau
atsiranda papildoma problema — vietoje vieno fermento  vézines lgsteles ar jy aplinkg reikia
nugabenti du. Norint to iSvengti galima sukonstruoti hibridinj baltymg — Vcz ir D8 fermentus

koduojancius genus sujungti j bendrg konstruktg islaikant abiejy fermenty aktyvumus.

3.10. Plazmidiniy vektoriy, koduojanciy Vcz-D8 baltymy hibridus, kiirimas

Tolimesniems Vcz ir D8 dviejy fermenty-vieno provaisto strategijos tyrimams
nuspresta sukurti 4 konstruktus, besiskirian¢ius Siuos fermentus koduojanciy geny bei 6
histidiny Zymés padétimi vektoriuje. Skirtingi variantai konstruojami siekiant iSvengti ateityje
galimai iSkilsian¢iy sunkumy gryninant hibridus, taip pat geny padétis gali turéti jtakos
teisingam baltymy susilankstymui. Pirmiausiai vektoriai buvo virtualiai sukonstruoti
naudojantis ,,Benchling* platforma j pET28a plazmide paeiliui jterpiant Vcz bei D8 (ir
atvirksciai) genus bei numatant 6x His zymes hibridy N ir C galuose. Vcz bei D8 genai
atskirti 4 aminorigséiy ilgio jungtuku, kurj sudaro 3 glicinai ir 1 serinas (Gly-Gly-Gly-Ser).
Tokiame intarpe esan¢ios mazos aminortigStys uztikrina struktiiry lankstuma, kuris padidina
teisingos baltymy konformacijos susidarymo bei saveikos su substratais tikimybe (Chen et al.,
2013). Taip gauti 4 teoriniai vektoriy modeliai: pET28a-Vcz-D8-His (toliau hibridas #1),
pET28a-D8-Vcz-His (hibridas #2), pET28a-His-Vcz-D8 (hibridas #3) bei pET28a-His-D8-
Vcz (hibridas #4). Toliau darbas buvo vykdomas pagal 2.2.7. skyrelyje apraSyta metodika.
Vcz bei D8 geny DNR sekos gautos PGR metodu naudojant specifinius oligonukleotidy
pradmenis, DNR galuose sukuriancius atitinkamas restrikcijos endonukleaziy (RE)
atpazinimo sekas (bei jungtuka vieno i§ geny 3’ gale). Pagausinti fragmentai ir vektorius
hidrolizuoti restriktazémis bei vienas po kito sujungti j bendrus konstruktus, atitinkanc¢ius

3.17 paveiksle pavaizduotas schemas.
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3.17 pav. Vcz ir D8 baltymy hibridus koduojanciy vektoriy schemos. Vcz ir D8 — | vektoriy
jterpty Vcz izocitozino deaminazes ir D8 amidohidrolazés genai; ori — didelio kopijy
skai¢iaus plazmidziy ColE1/pMB1/pBR322/pUC replikacijos pradzios seka; RBS — stipri
bakteriné ribosomos prisijungimo vieta; 6x His — $esiy histidiny zymé; Ncol, Hindlll, Xhol —
restrikcijos endonukleaziy sekos, per kurias j vektoriy jterpti Vcz bei D8 genai; KanR —
atsparumo kanamicinui genas; lacl — lac represorius; T7 promoter — promotorius T7
bakteriofago RNR polimerazei; T7 terminator — transkripcijos terminacijos seka T7
bakteriofago RNR polimerazei.

Atlikus restrikcing analizg bei konstrukty sekas pateikus sekoskaitai jsitikinta, jog
vektoriy konstravimas atliktas sékmingai. Toliau siekiant nustatyti, ar j vektorius jterpti Vcz
bei D8 fermenty genai atlieka savo funkcijg, gautos konstrukcijos transformuotos |
HMS174ApyrFAcodA kamieng. Bakterijas iSséjus ant M9 terpés su skirtingais galimais
uracilo Saltiniais (3.18 pav.) stebétas bei tarpusavyje lygintas kolonijy gebéjimas augti tokioje

terp¢je.
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3.18 pav. Hibridy poveikio bakterijy augimui tyrimas. pET21b — neigiama kontrolé D8
fermentui; pLATE31-D8 — teigiama kontrolé hibriduose esan¢iam D8 fermentui; pET28a —
neigiama kontrolé Vez fermentui; pET28a-Vcz — teigiama kontrolé hibriduose esan¢iam Vez
fermentui; pLATE31-D8 pET28a-Vcz — teigiama kontrolé hibridams. Bakterijos augintos ant
minimalios terpés be substrato (M9), su izocitozinu (M9 + IC), su N*-benzoil-2'-
deoksicitidinu (M9 + B), su N?-acetil-izocitozinu (M9 + A) bei su uracilu (M9 + U, teigiama
kontrole).
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Rezultatai parod¢, jog visuose 4 hibridiniuose konstruktuose koduojamos ir Vcz
izocitozino deaminazés, ir D8 amidohidrolazés yra aktyvios in vivo. Tai rodo bakterijy
gebéjimas augti ant izocitozino bei N*-benzoil-2'-deoksicitidino atskirai vertinant Vcz ir D8
aktyvumus, bei N?-acetil-izocitozino vertinant fermenty poveikj kartu. Lyginant konstruktus
tarpusavyje, geriausiai auga bakterijos, turincios hibridg #1 — augimas panasus kaip teigiamos
kontrolés (bakterijy, transformuoty pET28a-Vcz bei pLATE31-D8 kartu). Sie skirtumai jrodo,
jog fermentus koduojanciy geny padétis konstrukte yra svarbi bei turi jtakos jy aktyvumui.
Svarbu pabrézti, jog pET28a-Vcz kontrolinj vektoriy turincios bakterijos taip pat gali augti
ant N2-acetil-izocitozino. Taip yra todél, kad miisy turimas substratas turi iek tiek izocitozino
priemaisy. Nepaisant to, stebimas augimas yra kur kas silpnesnis lyginant su teigiama hibridy
kontrole ar hibridu #1, taciau likusius hibridus reikéty vertinti atsargiai. Norint gauti
tikslesnius rezultatus reikéty i§gryninti rekombinantinius hibridinius baltymus, patikrinti jy

aktyvuma in vitro bei palyginti gautus duomenis su $iais rezultatais.

3.11. Rekombinantinio Vcz-D8 baltymo gryninimas bei fermentinio

aktyvumo analizé

Aktyvaus Vcz-DS baltymo gryninimui nuspresta pasirinkti hibrida #1, parodZiusj
geriausius rezultatus analizuojant konstrukty poveikj bakterijy augimui. Siuo hibridu
transformuotos HMS174ApyrFAcodA bakterijos augintos dideliame kiekyje LB terpés, jose
indukuota VVcz-D8 geno raiska ir i$ 1gsteliy biomasés §is baltymas iSgrynintas metaly
chelatinés giminingumo (afininés) chromatografijos metodu pasinaudojant prie C galinés
baltymo dalies esancia 6x His Zyme. Gryninimo sékmingumas patikrintas atliekant baltymy
elektroforeze (3.19 pav.). Elektroforezés gelyje matomas 18 lgsteliy lizaty (3.19 pav., 2 takelis)
iSgrynintas ~65 kDa (teorinis dydis: 65,491 kDa) masés tikslinis Vcz-D8 baltymas (3.19 pav,
5-9 takeliai).
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3.19 pav. Vcz-D8 baltymo gryninimo analiz¢ baltymy elektroforezés metodu. Paveiksle
pavaizduoti gryninimo zingsnius atitinkantys méginiai (1: PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific; 2: lasteliy lizatas; 3, 4: prie kolonélés nesijungianciy baltymy
frakcijos; 5-9: tikslinio Vcz-D8 baltymo frakcijos).

Nors i$gryninto Vcz-D8 baltymo kiekis yra nedidelis bei gryninimas nebuvo
ypatingai efektyvus, gautos koncentracijos visiSkai uZtenka Sio rekombinantinio baltymo
fermentinio aktyvumo patikrinimui. Siekiant jsitikinti, jog gautas baltymas atlieka savo
funkcija, atliktas substratinio specifiskumo testas. Rekombinantinis Vcz-D8 fermentas
inkubuotas in vitro su substratais (koncentracijos nurodytos 2.2.17 sk.): izocitozinu, N*-

benzoil-2'-deoksicitidinu bei N2-acetil-izocitozinu. Reakcijy produktai analizuoti

plonasluoksnés chromatografijos metodu vizualizuojant plokstele UV Sviesoje (3.20 pav.).
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3.20 pav. Hibridinio baltymo Vcz-D8 aktyvumo tyrimas (plonasluoksné chromatografija). 1:
izocitozinas (IC); 2: izocitozinas su Vcz-D8 fermentu (IC + H); 3: N2-acetil-izocitozinas (A);
4: N2-acetil-izocitozinas su Vcz-D8 fermentu (A + H); 5: uracilas (U); 6: N*-benzoil-2'-
deoksicitidinas (B); 7: N*-benzoil-2’-deoksicitidinas su VVcz-D8 fermentu (B+ H); 8:
deoksicitidinas (dCt).

Ploksteliy vaizdinimas parode, jog hibridinis Vcz-D8 fermentas sékmingai
izocitozing vercia uracilu (2 takelis). Tai jrodo, jog hibride esanti Vcz izocitozino deaminazé
po baltymy sujungimo islaiké savo aktyvuma. Priedingai, D8 amidohidrolazé neverdia N*-
benzoil-2"-deoksicitidino j deoksicitiding (7 takelis). N?-acetil-izocitozino atveju susidaro
nedidelis kiekis uracilo (4 takelis), ta¢iau tik tiek, kiek substrate yra matoma izocitozino
priemaisy (3 takelis), kas tik dar kartg jrodo Vcz deaminazés aktyvumg. Lyginant $ig analize
kartu su hibridy poveikio bakterijy augimui tyrimu (3.18 pav.) sunku pasakyti, kodél D8
amidohidrolazé prarado aktyvuma in vitro. Tam tikri poky¢iai grei¢iausiai jvyksta gryninimo
metu. Viena i$ iSei¢iy — panaudoti ilgesnj jungtuka, dél kurio galimai padidéty teisingo
baltymo susilankstymo tikimybé¢ bei jo stabilumas. Tokiu biidy galbiit pavykty islaikyti abiejy
baltymy aktyvumus.

Toliau nuspresta patikrinti ir kitus likusius hibridus — nors poveikio bakterijy
augimui tyrime jie pasizymeéjo silpnesniu aktyvumu, taéiau, kaip pastebé&jome analizuojant
hibridg #1, in vivo ir in vitro tyrimy rezultatai skiriasi. Taip pat manome, jog skirtinga
baltymus koduojanéiy geny padétis vektoriuje turi jtakos jy stabilumui bei, galimai,
aktyvumui. AnalogiSkai hibridui #1, hibridais #2, #3 ir #4 transformuotose
HMS174ApyrFAcodA bakterijose indukuota VVcz-D8 geno raiska. Ultragarsu suardzius gautg
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lasteliy biomasg¢ indukcija patikrinta atliekant baltymy elektroforezg (3.21 pav.).
Elektroforezés gelyje matomas gausus Vcz-D8 baltymo kiekis Igsteliy nuosédose (3.21 pav.
7-9 takeliai), taciau tirpiose frakcijose jo aptikti nepavyko (3.21 pav. 3-5 takeliai).

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
180—-_-_—
100w
70
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40—

3.21 pav. Vcz-D8 baltymo indukcijos analizé baltymy elektroforezés metodu. 2-5 takelyje —
tirpios frakcijos, 6-9 takelyje — Iasteliy nuosédos. 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder;
2, 6: tusciu vektoriumi pET28a transformuoty bakterijy méginiai (kontrol¢); 3; 7: hibridas #2;
4, 8: hibridas #3; 5, 9: hibridas #4.

Rezultatai patvirtina, jog hibridiniy Vcz-D8 geny raiSka bakterijose vyksta, tatiau
pagamintas baltymas yra netirpus. Siekiant hibridus gauti tirpiose frakcijose i$mégintos kelios
skirtingos salygos, keiciant induktoriaus IPTG kiekj, indukcijos trukme bei temperatiira,
taCiau visais atvejais gauti duomenys buvo panasts. Nepaisant to, jsitikinta, jog naudojant
tokio tipo konstrukcijas jmanoma susintetinti sulietg baltyma, kuris islaiko abiejy komponenty
aktyvumus in vivo.

Apibendrinant, Siame darbe atlikti tyrimai parodé, jog analizuotos Vcz ir KANOS
deaminazeés gali buti pritaikytos tikslinéje vézio terapijoje. Nors Vcz izocitozino deaminazés
kinetiniy parametry pagerinti nepavyko, jrodéme, jog pasitelkti fermenty evoliucijos in vitro
metodai yra veiksmingi. Panasus tyrimas buvo atliktas ir su klasikine E. coli citozino
deaminaze — aspartatg 314 baltymo pozicijoje pakeitus alaninu mutantinio fermento

aktyvumas deamininant provaistg 5-fluorocitozing padidéjo 2 kartus, ko uztenka, jog Sis
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fermento variantas buty tinkamesnis geny terapijai (Mahan et al., 2004b). Vcz deaminazés
atveju, sukiirus tinkama atrankos sistemg arba nustacius substrato atpazinimui svarbias
aminortgstis, geresnémis savybémis pasiZzyminti Vcz deaminazé buty nesunkiai atrinkta.
Pagerintos Vcz deaminazés ir 5-FiC fermento-provaisto pora leisty sumazinti toksiska poveikj
visam organizmui, patiriamg taikant CD/5-FC pora paremtg gydymo btida (Malekshah et al.,
2016). Taip pat Siame darbe buvo jvertintos ir niekur kitur neanalizuotos KANOS deaminazés
savybés. Jrodyta, jog nepaisant seky panasumo, KANOS kinetiniai parametrai deamininant
izocitozing yra geresni lyginant su klasikine E. coli citozino deaminaze CodA. Sis pranasumas
leidzia tiketis, jog KANOS, s¢kmingai modifikavus kinetinius parametrus, kaip ir Vcz
deaminazé galéty biiti panaudota izocitozino deaminazés/5-FiC poroje. Vis délto, nustatytas
KANOS aktyvumas 5-FiC atzvilgiu §iuo metu yra per mazas ir Vcz deaminazé yra kur kas
tinkamesné tolimesniems tyrimams. Galiausiai Siame darbe buvo sukurta hibridiné Vcz
izocitozino deaminazés ir D8 amidohidrolazés fermenty sistema, leidzianti chemoterapinj
vaista 5-FU gauti atliekant dviejy Zingsniy reakcija i§ kompleksiskesnio junginio N2-acetil-
izocitozino, kuris, tikétina, gamtoje néra paplites. Su panaSaus tipo provaistu kapecitabinu,
kurio vertima 5-FU katalizuoja net 3 fermentai, jau gana ilgg laikg sékmingai atliekami
Klinikiniai tyrimai (Dooley and Goa, 1999). Tolimesné Vcz-D8 hibridy analizé leisty sukurti
efektyvesne vézio gydymo strategija, padésiancia sumazinti ar net visiSkai pasalinti fermento-

provaisto terapijos metu patiriamus Salutinius poveikius.
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ISVADOS

1. Atlikus atsitikting ir tiksling izocitozino deaminaze Vcz koduojancio geno mutageneze
geresnémis katalizinémis savybémis pasizyminciy mutanty atrinkti nepavyko todél, kad
naudota mutantiniy Vcz fermenty atrankos sistema yra neefektyvi.

2. KANOS citozino deaminazés kinetiniai parametrai naudojant izocitozing kaip substratg yra
geresni negu CodA ir Vcz deaminaziy, taciau reikéty papildomy eksperimenty norint
pagerinti 5-fluoroizocitozino kaip substrato panaudojima, siekiant pritaikyti §j fermenta
ve€Zio terapijai.

3. Vcz deaminazés—D8 amidohidrolazés hibridiniai fermentai in vivo veréia N2-
acetilizocitozing uracilu. Atlikus papildomus eksperimentus, tokia hibridiné sistema gali

biiti pritaikyta 5-fluorouracilo gavimui i§ 5-fluoro-N?-acetilizocitozino.
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SANTRAUKA

Sio darbo pagrindinis objektas yra Vilniaus universiteto Biochemijos instituto
Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos skyriuje tiriamos metagenominése
bibliotekose aptiktos deaminazés Vez ir KANOS. Atsizvelgiant j tai, kad deaminaziy
katalizuojamy reakcijy metu galima gauti chemoterapinj vaistg 5-fluorouracila, nuspresta
iSanalizuoti Vcz bei KANOS pritaikomuma tikslinéje vézio terapijoje. Darbo metu pasitelkus
fermenty evoliucijos in vitro metodus bandyta pagerinti Vcz deaminazés kinetinius
parametrus kaip substratg naudojant izocitozing. Parodytas taikyty metody veiksmingumas,
taciau Vcz deaminazés Kinetiniai parametrai nebuvo pagerinti dél to, kad néra efektyvios
mutuoty fermenty atrankos sistemos. KANOS deaminazés gebéjimas katalizuoti tiek citozino,
tiek izocitozino deamininimg palygintas su klasikinés E. coli citozino deaminazés CodA
savybémis. Nustatyta, jog KANOS kinetiniai parametrai izocitozino atzvilgiu yra ~1,5 karto
geresni uz CodA. KANOS fermentas yra tinkamas tolimesniems tyrimams ir gali baiti
pritaikytas tikslinei vézio terapijai. Taip pat parodyta, jog hibridiniame fermente kartu
veikiant Vcz deaminazei bei D8 amidohidrolazei uracilas gali biiti gautas i§ substrato N-
acetilizocitozino in vivo, kas atveria galimybe kurti dviejy fermenty (\Vcz ir D8) hibrido-vieno
provaisto (5-fluoro-N2-acetilizocitozino) vézio terapijos sistema. Galimybé naudoti
sudétingesnés struktiiros provaista, kurio virtimui j vaista 5-fluorouracila reikalinga dviejy

zingsniy fermentiné reakcija, sumazinty tikslinés vézio terapijos Salutinio poveikio tikimybe.
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SUMMARY

The two main objects of this master’s thesis are enzymes VVcz and KANOS —
deaminases from the metagenomic libraries, discovered at the Department of Molecular
Microbiology and Biotechnology, Institute of Biochemistry, Vilnius University. It is a well-
known fact that the chemotherapeutic drug 5-fluorouracil can be a product of a deaminase-
catalyzed reaction. Hence, it was decided to investigate the applicability of Vcz and KANOS
deaminases for targeted cancer therapy. In vitro enzyme evolution methods were used to
improve the kinetic parameters of VVcz deaminase using isocytosine as its substrate. The
effectiveness of the methods applied has been demonstrated, but due to the lack of a proper
mutant enzyme selection system, the improved variant of VVcz deaminase could not be
obtained. The ability of KANOS deaminase to catalyze the deamination of both cytosine and
isocytosine was compared with that of a typical cytosine deaminase CodA from E. coli. The
kinetic parameters of KANOS for isocytosine deamination were ~1.5 times higher than those
of CodA, suggesting that this enzyme is suitable for further application in targeted cancer
therapy. Also, a hybrid system that uses a two-enzyme (Vcz deaminase and D8
amidohydrolase) hybrid and a single prodrug (5-fluoro-N?-acetylisocytosine) is proposed. It
was shown in vivo that uracil can be obtained from N2-acetylisocytosine in a two-step
reaction, using both VVcz deaminase and D8 amidohydrolase in a hybrid enzyme. Using
complex prodrugs that need several enzymatic steps to be converted into the active anti-
cancer drug (5-fluorouracil) should reduce the severity of the side effects that accompany
enzyme-prodrug cancer therapies such as cytosine deaminase / 5-fluorocytosine in their

clinical application.
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