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IVADAS

Siuolaikiné medicina, pramoné ir gamtos mokslai biity nejsivaizduojami be
gausybés baltymy panaudojimo. Baltymai iSgaunami i§ paciy jvairiausiy
Saltiniy — nuo nelasteliniy virusiniy gyvybés formy iki zinduoliy. Nepaisant
to, gamtoje aptinkamas baltymy repertuaras néra pakankamas. Daugumai
metody, produkty ar technologijy, taikomy minétose srityse, reikalingi
baltymai, pasiZymintys pakeistomis ar pagerintomis savybémis, kurios
skiriasi nuo gamtiniy, o kartais reikalingos visiskai naujos savybés. Dél Sios
priezasties per keleta pastaryjy deSimtmeciy mokslininky pastangomis sukurta
gausybe baltymy savybiy keitimo biidy.

ISskiriamos dvi baltymy modifikacijos kryptys — cheminé ir genetiné.
Taikant cheminio tipo modifikacija, gali biiti panaudojamos kai kuriy
aminoriig§¢iy Soninés grandinés, taip pat baltymo N ir C galinés
aminoriig§tys. Tokiais buidais galima prijungti didele jvairove funkciniy
grupiy, kurios keicia baltymo biochemines savybes arba sudaro salygas
tolesnei modifikacijai prijungiant norimus ligandus. Bene dazniausiai
modifikuojama yra lizino, cisteino bei aromatiniy aminoriig§¢iy Soninése
grandinése esancios funkcinés grupés (1). Naudojant Sio tipo modifikacija gali
biiti sudétinga pazyméti tam tikras aminoriig§ciy pozicijas, ypac¢ kai
modifikuojamos daZznai pasitaikanc¢ios aminoriigS§tys. Cheminio tipo
modifikacijai taip pat priskiriamas baltymy savybiy keitimas jjungiant
nekanonines aminorfigstis. Siuo atveju pasitelkiamas baltymy transliacijos
mechanizmas. Pasirinktose pozicijose jvedus STOP kodonus, vietoje jy
jjungiamos gamtoje nesan¢ios aminoriigstys ir taip iSple¢iamas biocheminiy
savybiy spektras ar keiCiamas baltymy specifiSkumas. Visose kitose
pozicijose baltymg koduojancio geno seka lieka nepakitusi.

Genetinei baltymy modifikacijos kryp¢iai priskiriami visi metodai, kurie
pagristi baltyma koduojancio geno sekos pakeitimu. Egzistuoja dvi genetinio
baltymy savybiy keitimo strategijos — racionalus dizainas ir kryptinga
evoliucija. Racionalus dizainas, arba specifiné mutageneze (angl. site-specific
mutagenesis, site-directed mutagenesis) yra modifikacijos buidas, suteikiantis
galimybe pakeisti norimas i§ anksto numatytas pozicijas baltymo sekoje ir
gauti reikiamomis savybémis pasizymincius baltymus. Norint sékmingai
taikyti §] metoda, dazniausiai reikia turéti detalios informacijos apie tikslinio
baltymo ar jo homology strukttiros ir funkcijos rysj.

Pastaraisiais metais tobulinami maSininiu mokymusi pagrjsti
skai¢iuojamosios  biologijos  metodai  leidzia  sukurti = modelius,
prognozuojancius jvairiy aminorigsciy pakeitimy poveiki baltymo
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stabilumui, aktyvumui ar kitoms savybéms (2,3). Sékmingai veikiantiems
modeliams reikalingas didelis jau sukaupty ziniy bagazas, susidedantis i$
eksperimentiskai patvirtinty duomeny apie jvairiy taskiniy ir daugybiniy
mutacijy poveikj baltymy savybéms. Apie kai kuriuos baltymus tokios
informacijos néra daug, todél masininiu mokymusi paremtas baltymy savybiy
keitimas kol kas sunkokai realizuojamas. Vis délto tyrimai Sioje srityje vystosi
dideliais tempais ir tikétina, jog ateityje masininiu mokymusi pagristi metodai
taps pagrindiniu baltymy savybiy keitimo jrankiu. Kaip to patvirtinimas yra
2024 mety Nobelio chemijos srities premija, komiteto sprendimu paskirta D.
Baker uz indélj i baltymy skaiciuojamosios biologijos sritj bei D. Hassabis ir
J. Jumper uz baltymy struktiiry prognozavimo jrankj Alphafold (4).

Palyginus su racionaliu dizainu, visiSkai kitokiu principu yra pagrjsta
kryptingos evoliucijos, dar vadinamos in vitro evoliucija, strategija. Atliekant
kryptingos evoliucijos eksperimentg, daugeliu atvejy néra bitina detali
informacija apie baltymo struktiira ar funkciSkai svarbiy aminoriigsciy
pozicijas, o pagrindiné uzduotis yra sudaryti tokias salygas, kuriomis biity
iSlaikomas genotipo — fenotipo rySys ir sukeliamas evoliucinis spaudimas,
leidziantis atrinkti pageidaujamomis savybémis pasizymincius mutantus.
Tokiu biidu kryptingos evoliucijos eksperimentas atkartoja natiiraliai gamtoje
vykstancius evoliucijos procesus. Evoliucijos varomoji jéga yra
pasikartojantys kintamumo, atrankos ir paveldimumo ciklai. Sis principas
galioja ne tik klasikingje Darvinistinéje evoliucijos sampratoje, taciau gali buiti
perkeliamas ir j molekulinj lygj bei pritaikomas pageidaujamoms baltymy
funkcijoms atrinkti.

Istorinémis in vitro evoliucijos metodo iStakomis yra laikomas 1967
metais publikuotas Spygelmano (Sol Spiegelman) ir kolegy atliktas
eksperimentas, kurio metu buvo pademonstruotas molekuliy evoliucijos
principas. Daug sykiy kartojant bakteriofago RNR padauginimg in vitro
salygomis, RNR molekulé sutrumpéejo daugiau nei 20 karty, taciau islaiké
minimalig struktiira, buting amplifikacijai (5). Prabégus daugiau nei pusei
Simtmecio, sukurta gausybé kryptingos evoliucijos metody, kuriuos galima
i8skirstyti i dvi grupes — didelés apimties patikros (angl. high throughput
screening) ir atrankos (angl. selection).

Didelés apimties patikros metody pagrindinis bruozas yra visy biblioteka
sudaranéiy nariy patikrinimas, ieSkant reikalingomis savybémis pasizyminciy
mutanty. Anksciau tokio tipo patikra buvo daug reagenty ir laiko sagnaudy
reikalaujantis procesas, taciau pastaraisiais deSimtmeciais sparciai
besivystanti mikroskysCiy technologija leido reikSmingai atpiginti
mikrolaSeliy gamybos ir rii§iavimo jrangg bei padidinti jos efektyvuma (6,7).
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Alternatyva didelés apimties patikros principui yra atranka pagrjsti
metodai. Vykdant atrankos eksperimenta, néra reikalo tikrinti visus
mutantiniy baltymy biblioteka sudarancius narius, taCiau bitina sudaryti
tokias salygas, kad islikty reikiamomis savybémis pasiZymintys variantai.
I8skiriami trijy tipy atrankos metodai, priklausomai nuo to, kokiu principu yra
susiejamas genotipas ir fenotipas — kovalentiniu ry$iu, nekovalentiniu rysiu,
arba in vitro kompartmentalizacijos budu.

Tarp atrankos metody svarbig reikSme¢ uzima metodai, kuriems biidingas
mutantiniy  baltymy bibliotekos susiejimas su juos koduojanciais
genais kovalentiniu ar nekovalentiniu rySiu ir, daZznais atvejais, baltymy
bibliotekos eksponavimas ant biologiniy struktiiry pavirSiaus. Siai grupei
priskiriami fagy raiskos (angl. phage display), ribosominiy kompleksy arba
ribosomy raiskos (angl. ribosome display), mRNR ir DNR raiskos (angl.
mRNA display, DNA display) metodai. Siy technologijy reik§me liudija ir
2018 mety Nobelio premija chemijos srityje, paskirta F. Arnold uz didelés
apimties patikros principu pagristus tyrimus bei G. Smith bei G. Winter uz
fagy raiskos metodo iSvystyma (8).

Daug sékmingy kryptingos evoliucijos eksperimenty atlikta pasitelkiant
ribosominiy kompleksy metoda, kurio savybés gerai tinka atrinkti baltymams,
pasizymintiems padidintu sgveikos su taikiniu stiprumu ir specifiSkumu. Nors
naudojant ribosominiy kompleksy metoda buvo sukurta gausybé jvairios
paskirties antikiny, pasizyminéiy didelio stiprumo specifine sgveika su
antigenu (9), i§ esmés §] metoda galima taikyti jvairiy baltymy saveikos su
ligandais keitimui, jskaitant ir DNR ar RNR polimeraziy saveika su substratu.
Pastaruoju atveju svarbu pazymeéti, kad vien tik didinant fermento sgveikos su
nukleortig§timis stipruma, negalima tikétis atrinkti optimaliomis savybémis
pasizyminc¢io mutanto, kadangi tinkamas susiri§imas su substratu yra tik viena
i§ daugelio savybiy, reikalingy efektyviai veikianc¢iai polimerazei. Dél Sios
priezasties kryptingos evoliucijos eksperimentas turéty biiti vykdomas taikant
salygas, kuo tiksliau sutampancias su tomis, kuriose naudojamas tikslinis
baltymas.

Ribosominiy kompleksy metodo atveju, mutantinis baltymas yra
keturnario komplekso sudétyje susiriS¢s su ribosoma, tRNR bei baltymg
koduojancia mRNR, todé¢l jo sgveika su substratu gali bti stipriai apribota.
Norint pasiekti, kad baltymas galéty laisvai tirpale sgveikauti su substratu,
reikéty suardyti kompleksa, taciau tuomet biity prarasta sasaja tarp konkretaus
mutantinio baltymo ir jj koduojancios mRNR.

Sia uzduotj pavyko i3spresti Thermo Fisher Scientific Baltics
(tuometinés jmonés UAB ,,Fermentas‘) Moksliniy tyrimy ir eksperimentinés
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plétros centro mokslininky komandai, vadovaujant dr. R. Skirgailai.
Mutantiniy baltymy biblioteka, esanti keturnario komplekso sudétyje buvo
patalpinta | kompartmentus, suformuojant emulsija, sudaryta i§ vandens
laseliy alyvoje. Suformuojamy laseliy skai¢ius parenkamas taip, kad j viena
laselj patekty tik viena mutantinio baltymo molekulé, esanti komplekso
sudétyje, arba laselis likty tuscias. Suardzius keturnarj kompleksa, baltymas
gali laisvai sgveikauti su substratu, o genotipo — fenotipo rysys islaikomas
fizinio barjero déka. Tokiu btudu apjungiant auksciau apraSyta ribosomy
raiSkos metoda ir in vitro kompartmentalizacijos technologija, buvo sukurtas
kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas. Eksperimenty
rezultatus publikuojant tarptautinéje mokslingje spaudoje, metodui pavadinti
buvo pasirinktas CRD (angl. compartmentalized ribosome display)
pavadinimas.

Siame darbe buvo pademonstruotos kompartmentalizuoty ribosominiy
kompleksy metodo galimybés. Pirmiausia buvo istirtos paties metodo savybés
— iSbandytas ribosomy raiskos biidu paruosto keturnario komplekso
stabilumas jvairiose salygose bei nustatytas prasiturtinimo koeficientas,
parodantis, kuri dalis funkciskai neaktyviy atvirkStinés transkriptazés mutanty
paSalinama atliekant vieng atrankos cikla. Toliau buvo atliktas evoliucijos
eksperimentas, kiekvieno atrankos etapo metu didinant atvirksStinés
transkripcijos reakcijos temperatiirg. Tokiu biidu gauta termostabiliy M-
MuLV AT mutanty kolekcija, iStirtos atrinkty AT varianty biocheminés
savybés. Kitame evoliucijos eksperimente buvo sudarytos salygos, kuriose
turéjo biiti atrenkami AT variantai, efektyviai sintetinantys KkDNR molekulg,
esant mazoms dNTP koncentracijoms. Atlikus septynis atrankos ciklus buvo
iStirtos atrinkty mutanty biocheminés savybés ir nustatytas rySys tarp
eksperimento metu suformuoty evoliucinio spaudimo salygy ir jgyty mutacijy.
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DARBO TIKSLAS:

Pritaikyti kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metoda M-MuLV
atvirkstinés transkriptazés savybiy keitimui bei nustatyti rysj tarp sukuriamo
evoliucinio spaudimo ir atrenkamy mutanty savybiy.

UZDAVINIAL:

1. Istirti kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodo savybes:
nustatyti keturnario komplekso stabilumg ir praturtinimo koeficients.

2.  Ivykdyti termostabiliy M-MuLV AT mutanty atranka ir iStirti atrinkty
mutanty savybes.

3. Ivykdyti mazoje dNTP koncentracijoje veikianc¢iy M-MuLV AT mutanty
atranka ir iStirti atrinkty mutanty savybes.

GINAMIEJI TEIGINIAL:

1. Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas yra tinkamas
kryptingam M-MuLV atvirkstinés transkriptazés savybiy keitimui, nes
sudaro galimybes laisvai sgveikauti baltymui ir substratui eksperimento
metu bei leidzia analizuoti dideles mutanty bibliotekas.

2. Atrankos eksperimento metu mutanty biblioteka palaipsniui prasiturtina
labiausiai evoliucinio spaudimo sglygas atitinkanciais nariais. Tokiu
btdu vyksta prisitaikymas prie pasikeitusios aplinkos, panasus j gamtoje
vykstancius procesus.
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MOKSLINIS NAUJUMAS IR PRAKTINE VERTE

Siame darbe buvo naudojamas kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy
metodas, sukurtas Thermo Fisher Scientific Baltics (tuometinés jmonés UAB
»fermentas) Moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros centro
laboratorijoje, apjungiant dviejy i$ anks¢iau zinomy technologijy — ribosomy
raiskos ir in vitro kompartmentalizacijos savybes.

Vykdant §j darba, pademonstruotos metodo galimybés keisti M-MuLV
atvirkstinés transkriptazés, t.y. nuo RNR priklausomos DNR polimerazés
savybes. Ribosomy raiSkos technologija, kurios pagrindu buvo sukurtas
kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas, dazniausiai taikoma
baltymy, pasiZyminciy stipresne sgveika su substratu atrankai. Tuo tarpu
vykdant §j tyrima buvo pademonstruota galimybé keisti ne tik sgveikos su
substratu stipruma, bet ir kinetines fermento savybes, tokias kaip K verté.

Atlikus eksperimenta, skirta termostabiliy atvirksStinés transkriptazés
varianty atrankai, Salia Zinomy mutacijy buvo aptikta gausybé naujy iki Siol
neistyrinéty aminoriig§¢iy pakeitimy, i§ kuriy dauguma pasizyméjo padidinta
sgveika su RNR/DNR substratu ir tokiu btidu padidino baltymo stabiluma
aukstesnése temperatiirose. DidZiausig reik§me termostabilumui turinéios
mutacijos buvo panaudotos gerai zinomy ir placiai naudojamy komerciniy
atvirkstiniy transkriptaziy kiirimui.

Kitame eksperimente buvo sudarytos salygos, kuriose turéjo islikti
atvirkStinés transkriptazés mutantai, sugebantys sintetinti kDNR esant
mazoms dNTP koncentracijoms. Didzioji dalis eksperimento metu atrinkty
mutanty baltymo aktyviajame centre esanC¢iame motyve turéjo pakeitimus, dél
kuriy atvirkstiné transkriptazé efektyviai veikia net ir esant mazai dNTP
koncentracijai reakcijos misinyje. Dél iy mutacijy M-MuLV AT aktyvusis
centras tapo panasus j ZIV ir kai kuriy kity atvirkstiniy transkriptaziy aktyvyjj
centrg. Buvo parodyta, kad Sio atrankos eksperimento metu baltymas jgijo
tokius pokyc¢ius, kurie atkartojo gamtinés evoliucijos eigoje vykstancius
procesus.

Siame darbe aptiktos ir istirtos mutacijos buvo panaudotos ir kity
mokslininky grupiy. Kuriant vis naujesnius geny redagavimo jrankius, David
Liu vadovaujama mokslininky grupé sukonstravo molekulini kompleksa,
susidedantj i§ Cas9 nukleazés mutanto, turin¢io nikazés aktyvuma, M-MuLV
atvirkstinés transkriptazés ir RNR, nukreipiancios visag kompleksg link DNR
taikinio (10). Naudojant §j geny redagavimo jrankj néra jvedami dvigrandZiai
trukiai, todél nejjungiami DNR reparacijos mechanizmai. Pirmos kartos
kompleksas savo sudétyje tur¢jo laukinio tipo M-MuLV atvirksting
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transkriptaze. Véliau ] M-MuLV AT baltyma buvo jvesta sgveikg su substratu
stiprinan¢iy mutacijy, kurios aptiktos ir iStirtos vykdant bitent Sioje
disertacijoje apra$yta termostabiliy mutanty atrankg. Sitaip buvo sukurtas
didesniu efektyvumu pasizymintis antros kartos geny redagavimo (angl.
Prime Editing) irankis (10).

Vykdant tolimesnius geny redagavimo kompleksy tyrimus pastebéta, kad
ju veikimas didele dalimi priklauso nuo M-MuLV AT aktyvumo, kuris gali
biti nepakankamas lgstelése esant mazoms dNTP koncentracijoms. Tuo tikslu
M-MuLV AT buvo modifikuota jvedant aktyvaus centro mutacijas, aptiktas ir
iStyrinétas $ioje disertacijoje apraSomame atrankos eksperimente. Vienos i$
aktyvaus centro mutacijy jvedimas reikSmingai pagerino komplekso
efektyvuma (11). Tokie darbai parodo, kad Sioje disertacijoje aprasyti tyrimai
aktualds iki Siol.
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1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Peliy Moloney leukemijos viruso (M-MuLV) atvirkstinés transkriptazés
struktira ir funkcija

Atvirkstiné transkriptazé¢ yra DNR polimerazé, ypatingai svarbi retrovirusy
vystymosi cikle. Sio fermento atradimas 1970 metais pakeité iki tol
nusistovejusj mastymg, kad gamtoje genetiné informacija keliauja tik viena
kryptimi: i§ DNR i RNR transkripcijos metu, po to i baltymus transliacijos
metu (12,13). Atradimo reik§mé buvo jvertinta netrukus — jau 1975 metais jo
autoriams jteikta Nobelio premija (14). Atvirkstinés transkriptazes
pavadinimas, kurj jai suteiké atradéjai, nurodo viena i$ Sio fermento aktyvumy
- nuo RNR priklausomg DNR sinteze (RDDP, RNA - dependent DNA
polymerase). Véliau buvo parodyta, kad Sis fermentas turi ir kitus aktyvumus
—jis gali veikti kaip nuo DNR priklausoma DNR polimerazé (DDDP, DNA —
dependent DNA polymerase) ir kaip ribonukleazé H. Visi minéti aktyvumai
reikalingi retroviruso replikacijos metu virusine viengrande RNR paversti |
dvigrande DNR, kuri véliau integruojama j Seimininko genoma.

1.1.1 M-MuLV atvirkstinés transkriptazés vaidmuo viruso replikacijoje

Peliy Moloney leukemijos virusas (M-MuLV, Moloney Murine Leukemia
Virus) priskiriamas retrovirusy Seimos ortoretrovirusy poseimiui. Kartu su
bezdzioniy, peliy ir kitais leukemijos bei sarkomos virusais M-MuLV sudaro
gamaretrovirusy gentj. Peliy Moloney leukemijos viruso daleliy sandara yra
panasi | kity ortoretrovirusy poSeimiui priskiriamy virusy. Subrendes M-
MuLV yra 100 — 120 nm skersmens dalelé, turinti sferos forma, apgaubta
dvigubo fosfolipidy sluoksnio. M-MuLV dalelés néra rigidiskos — jy forma
gali keistis (15). Viruso iSor¢je yra glikozilinty pavirSiaus baltymy
kompleksas, susidedantis i§ susipynusiy trijy Env (Envelope) baltymo
molekuliy (1 pav.). Env baltymas yra heterodimeras, sudarytas i$
transmembraninio baltymo (TM, Transmembrane) ir pavirSinio baltymo (SU,
Surface). PavirSiaus baltymy kompleksas reikalingas viruso sgveikai su
neinfekuotos $eimininko lastelés paviriuje esanciais receptoriais. Si sgveika
vyksta déka SU baltyme esancio N — galinio RBD (Receptor Binding Domain)
domeno (16). SU ir TM baltymai yra M-MuLV Env geno produktai, kurie,
priesingai nei kiti M-MuLV baltymai, yra brandinami Seimininko lgstelés
Goldzio komplekse, panaudojant nevirusing proteaze (17).
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Atvirkstiné transkriptaze.

1 pav. M-MuLV dalelés sandara. Parengta pagal (18).

M-MuLV dalelés Serdyje yra taisyklingos struktiiros kapsidé, sudaryta i§
CA (Capsid) baltymo. Pagal paplitusj modelj, SesSios CA baltymo molekulés
sgveikauja N — galiniais domenais, sudarydamos groteliy pavidalo struktiiras,
kurios jungiasi tarpusavyje, suformuodamos kapsidg (19). Erdve tarp kapsidés
ir fosfolipidinés membranos uzima MA (Matrix) baltymas, kurio N — galinis
glicinas yra modifikuojamas prijungiant miristoilo (C14) granding¢ (20). Ilga
hidrofobiné¢ grandiné padeda baltymui prisijungti prie fosfolipidinés
membranos. Panasiai kaip ir kituose retrovirusuose, M-MuLV MA baltymui
biidinga aukStesné domeniné organizacija, kuri gali keistis viruso daleliy
brendimo metu (21). Viruso kapsidéje yra dvi viengrandés viruso genominés
RNR kopijos, kurias supakuoja NC (Nucleocapsid) baltymas, turintis viena
konservatyvy 14 aminoriig§¢iy cinko pirSty motyva. NC baltymas yra
specifiSkas M-MuLV genominés RNR sekai, jis saveikauja su ¥ (Psi —
packaging signal) seka (22). MA, CA ir NC baltymai susiformuoja
proteolitiskai skaidant Gag baltyma, kurj koduoja gag genas. Be iSvardinty
struktiiriniy baltymy, gag genas koduoja ir P12 baltyma, kuris dalyvauja
jvairiuose viruso gyvenimo ciklo etapuose. Sis baltymas kartu su CA ir kitais
virusiniais bei lastelés baltymais dalyvauja formuojant preintegracinj
kompleksa, kurio paskirtis yra virusinés dvigrandés DNR integravimas j
Seimininko genomg. P12 baltymo C — galinis domenas atsakingas uz
komplekso sgveikg su Seimininko lastelés chromosoma (23,24). P12 baltymas
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taip pat turi jtakos viruso kapsidés struktiirai ir stabilumui, taip pat atvirkstinés
transkripcijos komplekso aktyvumui, uz Sias savybes yra atsakingas baltymo
N — galinis domenas (25). Be to, P12 baltymas dalyvauja ir vélesniame viruso
gyvavimo ciklo etape, viruso daleléms iSsivaduojant i$ Seimininko lastelés
(26,27).

M-MuLV kapsidéje dar yra trys baltymai, turintys fermentinius
aktyvumus - proteazé (PR), integrazé (IN) ir atvirkstiné transkriptazé (AT).
Sie fermentai yra gag-pol geno ir, atitinkamai, Gag-Pol baltymo produktai.
Proteazés funkcija yra Gag ir Gag-Pol baltymy skaidymas virusinés dalelés
brendimo metu. Sis fermentas yra aspartato proteazé, funkciskai aktyvi ji biina
tik homodimero formoje (28). Kiti du viruso kapsidés baltymai turi po keleta
fermentiniy aktyvumy. Integraze, jeinanti j preintegracinio komplekso sudétj
turi nukleazinj aktyvuma, reikalingg virusinés DNR 3’ — galy suformavimui
ir grandinés perkélimo aktyvuma, kuris panaudojamas jstatant viruso DNR |
Seimininko chromosomg (29). Atvirkstiné transkriptazé turi jau aptartus du
polimerazinius ir RNazés H aktyvumus. M-MuLV atvirkstiné transkriptazé
yra 75 kDa molekulinés masés monomeras (30), nors daugumos retrovirusy
atvirkstinés transkriptazés yra heterodimerai, pavyzdziui, gausiai iStyrinéta
ZIV — 1 atvirkstiné transkriptazé yra heterodimeras, susidedantis i§ 66 kDa ir
51 kDa subvienety (31).

M-MuLV kapsidgje taip pat yra dvi kopijos ~8,3 kb ilgio virusinés RNR,
kuri koduoja paminétus viruso baltymus, o taip pat turi nekoduojancias
reguliatorines sekas, reikalingas atvirkstinés transkripcijos reakcijai, RNR
pakavimui j nukleokapside ir integravimui j Seimininko Igstelés chromosoma
(2 pav.). Abiejuose RNR galuose yra identiski 68 baziy ilgio R (Repeated)
regionai. Uz 5’ gale esancio R regiono yra US seka ir 18 baziy ilgio seka,
vadinama pradmens sédimo vieta (PBS — Primer Binding Site). PBS seka yra
vieta, nuo kurios prasideda atvirkstiné transkripcija, Si seka yra
komplementari 18 paskutiniy prolino tRNR baziy (32).

Retrovirusy genominé RNR turi tas pacias modifikacijas, kaip ir
Seimininko lastelés mRNR: 5’ gale nejprastu fosfotriesteriniu ry$iu prijungta
7-metilguanozing, vadinamg Cap modifikacija, ir poliadenilinj trakta 3’ gale.
Nepaisant to, j viruso daleles yra selektyviai pakuojama bitent viruso
genominé RNR, o Seimininko Igstelés RNR viruso dalelése aptinkami labai
nedideli kiekiai (33). Sj selektyvuma lemia ¥ (Psi — Packaging signal) seka,
esanti uz pradmens sédimo vietos PBS. ¥ seka turi nedidelj motyva, kuris
lemia viruso RNR molekuliy dimerizacija, dél kurios j viruso daleles patenka
po dvi RNR kopijas. Minétas motyvas sglygoja ir specifiSkos antrinés
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struktiiros susiformavimg, reikalingg sgveikai su NC baltymu formuojantis
viruso daleléms (34).

Virusinés RNR 3’ gale yra ~15 baziy ilgio polipurininis traktas PPT
(Polypurine tract), turintis svarbig funkcijg atvirkstinés transkripcijos metu.
Atvirkstinei transkriptazei susintetinus pirmaja (“minus”) DNR grandine,
likusi virusiné RNR yra suskaidoma déka atvirkstinés transkriptazés RNazeés
H aktyvumo, taciau polipurininis traktas yra atsparus RNazei H. Jis islieka
susiriSes su “minus® DNR grandine ir tarnauja pradmeniu antros grandinés
sintezei (35). I§ karto uz PPT sekos yra dar vienas nekoduojantis elementas,
448 baziy ilgio U3 regionas. Po atvirkstinés transkripcijos, kurios metu
viengrandé RNR yra paver¢iama dvigrande DNR, U3 regionas kartu su U5 ir
R sekomis sudaro LTR (Long Terminal Repeat) motyva (32).

5" LTR sa 3'LTR

SD
A ge | po
™

MA p12 CA NC PR RT

N
sD sa
B (Cap) us |—EBS gag | pol PPT (polyA)

MA plz CA NC PR_RT mNL_su ®™ 1m

2 pav. Peliy leukemijos proviruso dvigrandés DNR (A) ir viruso genominés
RNR (B) struktiira. (A) Proviruso dvigrandés DNR galuose yra pasikartojantys
regionai 5° LTR (long terminal repeat) ir 3° LTR, kuriuos sudaro U3, R ir U5
sekos. Reguliatorinés sekos — pradmens suri§imo vieta PBS (primer binding
site), brendimo (splaisingo) donoriné seka SD (splicing donor), splaisingo
akceptoriaus seka SA (splicing acceptor), pakavimo signalas y (Psi - packaging
signal) ir polipurininis traktas PPT (polypurine tract). Baltymus koduojancios
sekos - gag koduoja baltymus MA (matrix), pl2, CA (capsid), NC
(nucleocapsid), pol koduoja baltymus PR (protease), RT (reverse transcriptase)
ir IN (integrase), env koduoja pavirSiaus baltymus SU (surface) ir TM
(transmembrane). (B) Viruso viengrandé genominé RNR yra poliadenilinta 3’
gale ir turi Cap modifikacijg 5’ gale. Parengta pagal (32,35).

Centrin¢je RNR molekulés dalyje yra sekos, koduojancios tris M-MuLV
baltymy liejinius (polibaltymus) — Gag, kuris yra visy viruso dalelés
struktiriniy baltymy pirmtakas, Pol, i§ kurio virusinés proteazés déka
gaminami fermentinius aktyvumus turintys baltymai ir Env, i§ kurio
gaminami pavirSiniai M-MuLV baltymai (32). Pilno ilgio virusiné RNR yra
naudojama Gag-Pol ir Gag baltymy sintezei. Gag-Pol polibaltymas gaunamas
déka transliacijos supresijos, ignoruojant terminacijos kodong UAG — Sis
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kodonas palaikomas glutamino kodonu. Transliacijos supresija nulemia
specifiné RNR antriné struktiira, esanti uz UAG terminacijos kodono (36).
Env baltymas, prieSingai nei prie§ tai paminéti baltymai, yra transliuojamas
ne nuo pilno ilgio virusinés RNR, bet nuo splaisuotos RNR (35).

Peliy Moloney leukemijos viruso replikacijos ciklas prasideda, kai M-
MuLV infekuoja peliy ar ziurkiy T ir B limfocitus - lasteles, kurioms biidingas
dalijimasis. Nesidalijanciy, diferencijuoty lgsteliy §is virusas negali sekmingai
infekuoti (35). Infekcijos pradzioje subrendusios viruso dalelés prisitvirtina
prie Seimininko lgstelés receptoriy, panaudodamos pavirsiaus baltyma SU. Po
to vyksta transmembraninio TM baltymo konformaciniai pokyciai, kurie
lemia Seimininko lastelés ir viruso membrany susiliejima. Citoplazmoje esanti
viruso dalelé iSsivaduoja i$ kapsidés apvalkalo, o atvirkstinés transkripcijos
metu viengrandés ,,plius* RNR molekulés yra paver¢iamos j dvigrandés DNR
molekules. Viruso genominé DNR jterpiama j preintegracinio komplekso
sudét], kuris sgveikauja su Seimininko lgstelés chromosoma. Virusinés DNR
integracija | Seiminio lastele vyksta mitoz€s metu, nes preintegracinis
kompleksas, sudarytas i$ virusinés DNR ir baltymy nesugeba praeiti
branduolio membranos (24,37). Seimininko Igstelés branduolyje veikiantis
transkripcijos aparatas sintetina virusing RNR, kuri eksportuojama i
branduolio j citoplazma. Citoplazmoje vyksta viruso baltymy sintezé ir
virusiniy daleliy susirinkimas. 1§ lgstelés iSsivaduoja dar nepilnai
subrendusios M-MuLV dalelés, o brendimas vyksta virusinei proteazei
fragmentuojant virusiniy baltymy pirmtakus (polibaltymus) (35,38).

Atvirkstings transkripcijos metu, kaip minéta, virusiné viengrandé
,plius“ RNR paver¢iama j dvigrande DNR molekule (3 pav.). M-MuLV
infekcijos atveju, $is procesas prasideda, kai lastelés citoplazmoje esanti
prolino tRNR 3’ galu prisijungia prie 18 baziy ilgio PBS sekos (32,39,40).
Kiti virusai naudoja kitokias $eimininko Igstelés tRNR, pavyzdziui, Rouso
sarkomos viruso atvirkstiné transkriptazé DNR sintezés inicijavimui
pasitelkia triptofano tRNR (40). RNR 3°-OH galas prat¢siamas, tokiu budu
nukopijuojant viruso RNR 5 gale esancias U5 ir R sekas. Susiformaves
DNR/RNR hibridas yra hidrolizuojamas déka M-MuLV atvirkstinés
transkriptazés RNazés H aktyvumo. Susintetinta ~160 baziy ilgio ,,minus‘
viengrandé DNR turi R regiong, kuris komplementarus RNR molekulés 3’
gale esan¢iam R regionui. DNR — RNR hibrido susiformavimas yra kito
atvirkstinés transkripcijos etapo pradzia. Kadangi retrovirusai turi dvi
genominés RNR kopijas, Sis ,,minus® DNR grandinés perkélimas gali vykti
tieck nuo vieno tos pacios molekulés galo j kitg, tiek tarp skirtingyg RNR
molekuliy (tarpmolekulinis procesas). Grandinés perkélimas gali vykti dar
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tebesitgsiant pirmojo ,,minus®“ DNR fragmento sintezei (39). Susiformavus
naujam DNR — RNR hibridui, atvirkstiné transkriptazé sintetina ,,minus‘
DNR granding pradedant nuo RNR molekulés 3’ galo, tuo pat metu
fragmentuodama RNR granding déka RNazés H aktyvumo. RNazés H
aktyvumas visos RNR pilnai nepaSalina — iSlieka 13 nukleotidy ilgio
polipurininis traktas (PPT), susiriS¢s su susintetinta ,,minus‘ DNR. PPT seka
yra virusinés RNR molekulés 3” dalyje. Sio trakto atsparuma RNazés H
poveikiui lemia unikalios jo ir aplinkui esanciy seky struktiirinés ypatybés:
prie$ polipurininj trakta DNR/RNR hibrido molekuléje yra didelio laipsnio
linkis, o ties pacia PPT seka ir joje DNR/RNR hibridas jgyja dvigrandei DNR
budingg B forma, todél negali buti RNazés H substratu (41). ISlikes
polipurininis traktas yra pradmuo ,,plius“ DNR grandinés sintezei. ,,Plius®
grandinés sintezé vyksta kol pasiekiama PBS seka ir nukopijuojami 18
tRNRP™ nukleotidy, kurie buvo susiriS¢ su PBS seka sintetinant pirmg
granding, o likusi tRNRP® dalis yra paSalinama, nes susidares DNR/RNR
hibridas yra matrica RNazei H. Toliau vyksta atvirkStinés transkriptazés
katalizuojamas antrasis grandinés perkélimas. Sios reakcijos metu ,,plius®
grandinés fragmentas prisilydo prie komplementarios sekos, esancios beveik
pilno ilgio ,,minus* grandinés 3 gale. Tokiu btidu susidaro ziediné molekulé,
o nuo DNR priklausomo DNR polimerazés ir grandinés nustimimo aktyvumy
déka atvirkstiné transkriptazé suformuoja pilno ilgio dvigrande DNR
molekule, galuose turincig LTR sekas (32,39).
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3 pav. Atvirkstinés transkripcijos eiga. RNR pavaizduota juoda spalva, DNR
— pilka spalva. Rodyklémis pavaizduota DNR sintezés kryptis. Pilkos spalvos
cilindras Zymi M-MuLV atvirksting transkriptaze. Parengta pagal (39).
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1.1.2 M-MuLV atvirkstinés transkriptazés struktiirinés ypatybés

M-MuLV atvirkstiné transkriptazé, kaip ir kity retrovirusy polimerazés, yra
multifunkcinis fermentas, pasiZymintis nuo RNR priklausomos DNR
polimerazés, nuo DNR priklausomos DNR polimerazés, RNazés H
aktyvumais, o taip pat atliekantis grandinés perkélimo ir grandinés nustimimo
funkcijas. Sie aktyvumai, kaip aprasyta praeitame skyriuje, reikalingi viruso
viengrandés RNR pavertimui j dvigrande DNR. Natiiralu, kad daugiafunkciné
fermento prigimtis yra susijusi su griezta tretine baltymo struktiira.
M-MuLV atvirkstiné transkriptazé¢ yra 75 kDa dydzio monomeras,
turintis polimerazés domeng baltymo N — gale ir RNazés H domeng C — gale.
M-MuLV atvirkstiné transkriptazé, kaip ir MMTV (pelés kriities auglio
viruso, mouse mammary tumor virus) bei BIV (jaucio imunodeficito viruso,
bovine immunodeficiency virus) atitinkami fermentai priklauso monomeriniy
atvirkstiniy transkriptaziy grupei (42,43). M-MuLV AT baltymo atskiry
fragmenty kristalinés struktiiros pasirodé prie§ daugiau nei du deSimtmecius
(44,45), o pirmoji pilno M-MuLV atvirkstinés transkriptazés polimerazés
domeno struktiira buvo publikuota 2004 (30). Tiesa, norédami gauti baltymo
kristalus, tinkamus strukttiros nustatymui, autoriai turé¢jo padidinti atvirkstinés
transkriptazés tirpuma, nukirpdami 23-jy baltymo N - gale esanciy
aminoriig§ciy fragmenta ir jvesdami vieng mutacijg (L435K). Be to, tinkami
kristalai susidaré tik atvirkstinei transkriptazei saveikaujant su 14 bp ilgio
dvigrandés DNR fragmentu. Buvo parodyta, kad M-MuLV AT turi
polimerazéms bidingus pirSty, delno ir nyks¢io subdomenus, taip pat
jungiamajj subdomeng ir RNazés H domenga. Pirmiems keturiems domenams
sudaryti elektrony tankio Zemélapiai buvo geros kokybés, tuo tarpu detalaus
RNazés H domeno modelio sudaryti nepavyko (30). Kokybiska RNazeés H
domeno treting struktlirg nustatyti pasiseké kristalizuojant §j domeng atskirai
(46). Tiesa, tinkama kristaly kokybé pasiekta tik pasalinus svarby struktiirinj
elementa — vieng i§ penkiy a-spiraliy, vadinamg C — spirale. Véliau buvo
publikuota komplekso, kurj sudaro M-MuLV AT ir STOP kodonus
reguliuojantis veiksnys eRF1, struktiira (47). Sio komplekso kristalai susidaré
pasalinus jau minétg 23-jy aminortgscéiy fragments, esantj baltymo N — gale.
Vis délto tai yra pirmoji kristalografijos biidu gauta tretiné M-MuLV AT
baltymo struktiira, kurioje kartu yra ir polimerazes, ir RNazés H domenai (4
pav.). RNazés H domeno konformacinis lankstumas yra biidingas
monomerinéms atvirkstinéms transkriptazéms, prieSingai negu dimerinéms
(48). Dél Sios priezasties, gauti pilnos sudéties baltymo treting struktiirg
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pavyko tik M-MuLV atvirkstinei transkriptazei esant komplekso sudétyje, nes
tokiu btidu buvo sumazintas RNazés H domeno konformacinis judrumas (47).
M-MuLV atvirkstinés transkriptazés baltymo molekulé yra 90 x 45 x 50
A dydzio. Siam baltymui priklausantys pirsty, delno ir nyki¢io subdomenai
budingi daugeliui polimeraziy (4 pav.). Minéti subdomenai formuoja
savotiskos struktiiros plysj, kurio pavirSiuje dominuoja teigiamai jkrauty
aminoriig§ciy Soninés grandinés. PlySio funkcija yra sgveika su substratu ir
tinkamas jo nukreipimas | fermento aktyvyji centra (30).
o Pirstai

RNazé H

Delnas

4 pav. Pilno ilgio M-MuLV molekulés struktiira, nuspalvinta vaivorykstés
principu nuo mélynos spalvos N - gale iki raudonos spalvos C — gale. Pirsty
subdomenas nuspalvintas mélyna ir Zydra spalva, delno subdomenas — Zydra
ir zalia spalva, nyksc¢io subdomenas — zalia spalva, jungiamasis subdomenas
— geltona spalva ir RNazés H domenas — raudona spalva. PDB kodas SDMQ.
Paruosta pagal (47).

Pir§ty ir delno subdomenai yra maziausiai judrios baltymo molekulés
dalys, turinios nemazai konservatyviy ir struktiiriSkai svarbiy motyvy.
Aminortgsciy grandiné kelis kartus “perveria” abu $iuos domenus - pirS§tams
priskiriamos aminortigStys, esancios 41 — 124 ir 159 — 194 pozicijose, tuo
tarpu delnui priklauso 24 — 40, 125 — 158 ir 195 — 274 aminortgstys. Pirsty
subdomenas turi f — laksta, kuris sudarytas i§ penkiy stipriai persipynusiy § —
juosty, o aplink §j laksta iSsidésto trys a — spiralés (5 pav.). Delno subdomenas
taip pat turi § — laksta, kuris sudarytas i§ keturiy antiparaleliai i$sidésCiusiy 3
— juosty, o Salia yra dvi ilgos o — spiralés. Abu $ie struktiiriniai elementai yra
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centrinéje delno subdomeno dalyje, o juos supa plauky segtuka sudarancios
dvi B — juostos ir keturios nedidelés a — spiralés (S5pav.). Pirsty ir delno
subdomeny struktiiros sutvirtinamos vandeniliniais ryS$iais, susidaranciais tarp
pagrindinés aminortigsc¢iy grandinés atomy (44). Delno subdomene iSsidéstes
baltymo aktyvusis centras, kuriame yra atvirkS$tinéms transkriptazéms
budingas konservatyvus YXDD motyvas, uzimantis atitinkamai 222 — 225
pozicijas. Artimoje aktyviojo centro aplinkoje yra ir pir§ty subdomenui
priskiriamy aminortig§¢iy (R110, N119) Soniniy grandiniy (30).

Pirstai

5 pav. M-MuLV AT polimerazinio domeno pirsty ir delno subdomeny tretiné
struktiira. o — spiralés pazymétos zydra spalva, B — juostos — violetine spalva.
PDB kodas IMML. Parengta pagal (44).

Nykscio ir jungiamajam subdomenams priskiriamos atitinkamai 276 —
361 ir 362 — 474 aminoriigitys (30). Siuose struktiiriniuose elementuose
konservatyviy seky néra daug — tarp M-MuLV ir ZIV atvirkstiniy
transkriptaziy yra tik 10% identisky aminortig§¢iy. Nepaisant to, tretinés Siy
subdomeny struktiros yra gana konservatyvios, nes abiems minétoms
atvirkstinéms transkriptazéms budingi panasiis motyvai. Nykscio subdomenas
turi tris nedideles o — spirales — trijy, penkiy ir septyniy aminorigsciy ilgio.
Nykstys vaidina svarby vaidmenj suriSant atvirkstinés transkriptazés
substratg. Tiksliau, nykStyje yra mazojo griovio suri§imo motyvas, kuris
saveikauja su sintetinama DNR grandine, tai yra grandine, kurioje yra
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pradmuo (30,48). MaZojo griovio suri§imo motyvui priskiriamos R298, E302,
T306 aminortigstys. Jungiamasis subdomenas sudarytas i§ 17 aminoriig§¢iy
turinios a — spiralés, aplink kuriag yra keletas B — juosty. M-MuLV
atvirkstinés transkriptazés jungiamasis subdomenas turi net 32 aminoriigsciy
mobily jungtuka, kuris jungia RNazés H ir polimerazés domenus. Linkeris
suteikia RNazés H domenui didelj konformacinj lankstumag polimerazés
domeno atzvilgiu. D¢l §ios priezasties, nustatyti RNazés H domeno struktiirg
pavyko tik kristalizuojant §j domeng atskirai (46). Kaip jau minéta, buvo
publikuota ir pilnos M-MuLV atvirkstinés transkriptazés struktiira (47), taciau
pastarasis darbas labiau skirtas Sio baltymo sgveikai su STOP kodonus
reguliuojanciu veiksniu eRF1. Abiejy minéty RNazés H strukttiry centrinéje
dalyje néra svarbaus vienuolikos aminoriig§¢iy fragmento. Lim su kolegomis
publikuojamoje struktiiroje visai néra C a — spiralés, Tang su bendraautoriais
pateiktoje strukturoje tritksta didesnés C o — spiralés dalies ir dar keliy Salia
esanCiy aminoriigsciy (46,47). Tuo tarpu Zhou su kolegomis yra paskelbes
XMRYV (Ksenotropinio peliy leukemijos viruso, Xenotropic murine leukemia-
virus related virus) atvirkstinés transkriptazés pilno RNazés H domeno
struktiira, kurioje su gera skiriamaja geba matoma ir C a — spiralé (49).

Svarbu pazyméti, kad M-MuLV atvirksting transkriptaze yra labai artima
minétai XMRV atvirkitinei transkriptazei. Siy fermenty polimerazés ir
jungiamasis domenai yra beveik identiski — skiriasi tik penkios aminortigstys
(48), o RNazés H domenai labai panaSts — identiSky aminortigsciy yra vir$
80% (46,49). Zinoma, abiejy baltymy RNazés H domeny tretinés struktiiros
taip pat panasios. Jdomu tai, kad Lim su bendraautoriais publikuota M-MuLV
atvirkstinés transkriptazés RNazés H tretiné struktiira, nustatyta pasiekus 1,6
A skiriamaja geba, yra panasi j ZIV-1, E. coli, T. thermophilus HBS, B.
halodurans ir kity Zinomy DNR/RNR hibridg skaidan¢iy RNaziy struktiras,
nors seky panasumas yra mazas. Pavyzdziui, M-MuLV RNazé H turi 26% ir
18,5% identisky aminoriigi¢iy, lyginant atitinkamai su E. coli ir ZIV-1
RNazémis H (46). Be to, kai kurie kiti nukleazinj aktyvumag turintys baltymai,
tokie kaip 7. maritima UvrC endonukleazés domenas, P. furiosus argonauty
baltymo PIWI domenas ar E. coli Tn5 transpozazé, taip pat pasizymi tretine
struktiira, artima M-MuLV RNazei H (50). Visi Sie baltymai, nors ir
priklausantys evoliuciskai nutolusiems organizmams, pagal strukttrinius
pozymius priskiriami RNazés H Seimai.

Ne visos aminoriigstys M-MuLV RNazés H AC strukttiroje, publikuotoje
Lim ir bendraautoriy, yra matomos — néra atitinkamai keturiy ir SeSiy
aminoriig§ciy N — galinio ir C — galinio fragmento, bei penkiy aminorgsciy
kilpos, esancios regione P636 — K640, vadinamos H — kilpa. Si kilpa pasizymi

27



dideliu konformaciniu lankstumu, kuris apsunkina jos aptikimg kristalinéje
struktiiroje.

M-MuLV AT RNazés H centre yra miSraus tipo [ - lakStas, susidedantis
i§ penkiy P — juosty, apsuptas keturiy o — spiraliy. Kaip jau minéta, vienos i$
spiraliy, biitent C spiralés, néra Lim su bendraautoriais paskelbtoje struktiiroje
(PDB kodas 2HBS5), taciau apie Sios spiralés pozicijg galima spresti i§ XMRV
RNazés H strukturos (PDB kodas 3V10) (46,49) (6 pav.). M-MuLV RNazé
H turi hidrofobine Serdj, biidingg ir kitoms atvirkStinéms transkriptazéms,
kurig sudaro tiek § — juostose, tieck o — spiralése esan¢iy aminoriig§ciy Soninés
grandinés.

M-MuLV AT RNazés H sritis, atsakinga uz sgveika su substratu, turi
teigiamg kriivi. Sgveikos su RNR/DNR hibridu pavir§iy sudaro Soninés
grandinés, daugiausia ateinancios i$ lizino ir arginino — R534, Q559, R560,
R585, K609, K612, N613, K614. Sagveika tarp RNazés H ir RNR/DNR
substrato yra nespecifiska, nes aminortig§¢iy Soninés grandinés sudaro rysSius
su RNR arba DNR grandinés fosfatais ir RNR ribozés 2° — OH grupémis. Tuo
tarpu aktyvus centras, katalizuojantis substrato hidrolize, turi daugiau
neigiamg kruvj (46). M-MuLV AT RNazés H aktyvyji centra sudaro
konservatyvios aminoriigStys Asp524, Glu562, Asp583 ir Asp653,
priklausanc¢ios DEDD motyvui, kuris budingas Sio tipo nukleaziniams
fermentams. Aktyvusis centras koordinuoja du Mg?* jonus. Vienas i§ Mg*"
jony vadinamas aktyvuojanciu. Jo pagrindiné funkcija yra nukleofilinés OH~
grupés formavimas. Antrasis metalo jonas reikalingas pereinamosios biisenos
fermento substrato kompleksui stabilizuoti, taip pat jis skatina fosforilo grupés
pernesima (46,51).

=z

A AJ

ZIV-1 (1rTD) M-MulLV (2HB5) XMRYV (3v10)

6 pav. ZIV-1, M-MuLV ir XMRV atvirk§tinéms transkriptazéms
priklausanciy RNazés H domeny tretinés struktiiros.
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Jdomu tai, kad M-MuLV AT RNazés H domenas, atskirtas nuo
polimerazés domeno, sugeba vykdyti savo funkcija. Taip pat ir N-galinis
polimerazés domenas, atskirtas nuo RNazés H domeno, islaiko reikSminga
dalj polimerazés aktyvumo (52), o kai kuriais duomenimis, RNazés H domeno
paSalinimas netgi padidina polimerazés aktyvuma (53). AnksCiau paminéta
Ca spiralé taip pat néra biitina RNazés H nukleaziniam aktyvumui. Ca spiralés
neturi dimerinés atvirkStinés transkriptazés, tokios kaip Rouso sarkomos
viruso ar ZIV-1 atvirkstinés transkriptazés. Pasalinus Ca spiralg, M-MuLV
atvirkstiné transkriptazé iSlaiko RNazés H aktyvuma, taCiau atskyrus Sio
mutantinio baltymo polimerazés ir RNazés H AC domenus, pastarasis
praranda nukleazinj aktyvuma (53). Palyginimui, ZIV-1 RNazé H,
ekspresuojama atskirai nuo polimerazés, taip pat neturi nukleazinio
aktyvumo, o jj igyja tik jterpus C spirale (46). Sie tyrimai rodo, kad C spiral¢,
kuri yra i$sikiSusi i§ RNazés H struktiiros ir nepriklauso anks¢iau minétam
teigiamg kriivi turiniam sgveikos pavirsiui, atlicka svarby vaidmenj
sgveikaujant su substratu.

Kalbant apie M-MuLV AT polimerazinio domeno sgveika su substratu,
struktiirinés informacijos Siuo klausimu néra daug. Nors yra publikuota
keletas struktiiry, kuriose M-MuLV atvirkstinés transkriptazés N — galinis
domenas saveikauja su dvigrande DNR, taciau Siose struktiirose DNR aiskiy
kontakty su polimerazés aktyvaus centro aminortigStimis nesudaro. Be to,
substrato padétis aktyvaus centro atzvilgiu stipriai skiriasi, palyginus su ZIV-
1 — DNR kompleksu ar kitomis panaSiomis struktiiromis (48). Dél Siy
priezasCiy, apie M-MuLV AT saveika su substratu galima biity spresti
pasitelkiant jau minétos XMRV AT komplekso su RNR/DNR hibridu
struktirg (PDB kodas 4KHQ). XMRV AT polimerazés domenas ir
jungiamasis subdomenas nuo atitinkamy M-MulLV AT struktiiriniy daliy
skiriasi tik penkiomis aminortigstimis (P30L, [234Q, Q238R, D422N,
L463M), todéel Siuos fermentus galima laikyti beveik identiskais (48).

Minétoje struktiiroje RNR/DNR hibridas yra patalpintas teigiamai
ikrautame substrato suriSimui skirtame kanale, jis sudaro kontaktus su visais
baltymo subdomenais. Visi kontaktai, i§skyrus viena, yra sudaromi tarp
baltymo aminortgsciy ir RNR/DNR fosfodiesterinio karkaso, kas liudija apie
nuo sekos nepriklausomg atvirkstinés transkriptazés ir substrato sgveikos
pobiidj. Fermentas uzdengia 16 RNR grandinés (matricos) nukleotidy ir 14
DNR grandinés (pradmens) nukleotidy. Ties fermento aktyviu centru ir
nyk§¢io subdomenu esantis substratas turi A tipo konformacijg, ties
jungiamuoju domenu atsidiirusio substrato konformacija yra tarpiné tarp A ir
B tipy. RNR/DNR hibrido trajektorija ties fermento aktyviu centru Sioje
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struktiiroje visiskai persidengia su ZIV-1 — DNR komplekse esan¢io substrato
trajektorija, kas liudija apie tai, kad atvirkstiniy transkriptaziy aktyvusis
centras yra strukturiskai konservatyvus (48,54).

XMRYV ir RNR/DNR substrato komplekse esanti RNR grandiné turi
dviejy nukleotidy iSsikiSima, be to, 5° — gale esantis nukleotidas yra ,,iSsuktas*
(7 pav.). Sj nukleotida stabilizuoja stekingo saveika tarp Y64 aromatinio Ziedo
ir minéto nukleotido bazés, o taip pat L99 saveika su ribozés Ziedu. Buvo
parodyta, kad M-MuLV atvirkstinés transkriptazés Y64 aminoriigstis yra
atsakinga uz grandinés nustimimo aktyvumag (55,56).

7 pav. XMRYV atvirkstinés transkriptazés aminortigsciy saveika su RNR/DNR
hibridu. Mélynuose ovaluose yra pazyméti pirSty subdomenui priklausanciy
aminoriig§¢iy numeriai, violetiniuose — delno, geltonuose — nykscio, o
jungiamajam domenui priklausanéiy aminortig§iy numeriai pazZyméti
zaliuose ovaluose.

Su +2 pozicijoje esancio nukleotido ribozés 2’ — OH grupe saveikauja ir
D114 bei R116 aminortigsciy Soninés grandinés. R116 Soniné grandiné yra
i8sikisusi 1§ baltymo pavirsiaus ir formuoja savotiskg smaiga, kurio funkcija
yra nukreipti RNR (matricos) granding tinkama trajektorija taip, kad +1
nukleotido bazé atsidurty arti ateinan¢io dNTP. Sj smaiga stabilizuoja
tarpusavio sgveika tarp D114 ir R116. Su +1 nukleotido baze saveikauja V112
Soniné granding, o su 2’ — OH grupe rySius sudaro G191. J[domu tai, kad G191
i§ pirSty subdomeno, taip pat K193 ir P130 i§ delno subdomeno sudaro
vandenilinius rysius atitinkamai su +1, -1 ir -3 nukleotidy ribozés hidroksilo
grupémis. Minétos sgveikos apsprendZia savotiska atvirkstinés transkriptazés
specifiskumg — matrica pasirenkama ne DNR, o RNR grandiné, dél Sios
priezasties atvirkstinés transkriptazés turi didesnj giminingumg RNR/DNR
substratui, palyginus su dvigrande DNR. RNR grandinés nukleotidai, esantys
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pozicijose nuo -4 iki -8 sudaro nemazai kontakty su delno ir jungiamojo
domeny aminortgstimis (48).

DNR grandiné (pradmuo) sudaro kontaktus su trijy atvirkStinés
transkriptazés subdomeny aminoriigstimis. Saveikai su pradmeniu yra svarbus
guanidino grupés i§ R284 rysys su fosfato grupe, taip pat pradmens -3, -4 ir -
5 pozicijy nukleotidai daugiausia van der Valso tipo saveikomis siejasi su
nykstyje esancios alfa spiralés aminoriig§timis R298, R301, G305, T306, o -3
nukleotido ribozés ziedas pasizymi stekingo saveika su F309 aromatiniu
ziedu. Sios aminorfigstys jsiterpia j mazajj RNR/DNR hibrido griovj. Didelé
pradmens dalis nuo -6 iki -12 nukleotido nesudaro kontakty su
aminoriig§timis, taiau 5’ — gale esantys nukleotidai kontaktuoja su
jungiamojo subdomeno aminoriig§timis. Manoma, kad Sie kontaktai turi
reikSme atvirkstinei transkriptazei sgveikaujant su polipurininiu traktu (48).
Nors apraSyti aminortigd¢iy kontaktai su RNR/DNR hibridu yra nustatyti
XMRYV atvirkstinés transkriptazés komplekse su substratu, remiantis seky ir
struktiiry panaSumu galima daryti prielaida, kad daugelis jy budingi ir M-
MuLV atvirkstinei transkriptazei.

1.1.3 M-MuLV atvirkstinés transkriptazés biocheminés savybés

M-MuLV atvirkstiné transkriptazé yra daugiafunkcinis fermentas, turintis nuo
RNR priklausomos DNR polimerazés, nuo DNR priklausomos DNR
polimerazés, terminalinés transferazés, RNazés H, grandinés nustimimo
(angl. strand displacement) ir grandinés perkélimo (angl. strand transfer)
aktyvumus, kurie panaudojami atvirkstinés transkripcijos metu.
Polimerazinis M-MuLV AT aktyvumas apibtidinamas tokiomis
savybémis kaip specifiSkumas substratui, sintezés tikslumas, greitis,
procesyvumas. Kadangi M-MuLV AT turi dvejopa polimerazinj aktyvuma,
i8vardintos savybés gali skirtis, priklausomai nuo matricos — DNR ar RNR.
M-MuLV atvirkstiné transkriptazé yra DNR polimerazé, kuri savo
struktirinémis ir katalizinémis savybémis turi daug panasumy i kitus §io tipo
fermentus. M-MuLV AT substratas yra matricos — pradmens dupleksas. DNR
sintezés metu pradmuo yra pratgsiamas déka polimerazinio aktyvumo,
formuojant 3° — 5° fosfodiesterinj rysj tarp pradmens 3’ — gale esancios
hidroksilo grupés ir j grandine jtraukiamo nukleotido. Kaip jprasta, sintezé
vyksta 5° — 3’ kryptimi, nukleotidai j ilgéjancia granding jtraukiami pagal
komplementarumo principa. Polimerazés reakcija vyksta esant dvivalencio
metalo jony. Nors dazniausiai in vitro reakcijose naudojami Mg*" katijonai,
tatiau M-MuLV atvirkstinés transkriptazés polimerazinis aktyvumas yra
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stipresnis esant Mn?" jony (57,58). Katalizei reikalingi du katijonai, kuriuos
koordinuoja fermento aktyviajame centre esanciy trijy asparto rigsciy D150,
D224 ir D225 Soniniy grandiniy karboksilo grupés (58). Metalo jonai
aktyvuoja 3’ — OH grupe, kuri vykdo jeinan¢iame dNTP esancio a — fosfato
nuleofiling ataka. Sintetiniai pradmenys, neturintys 3° — OH, negali biti
pratesiami, tai pat kaip ir natyvios DNR molekulés, kuriy gale yra jtrauktas
nukleotidy analogas, neturintis hidroksilo funkcinés grupés. Sia savybe
paremtas nukleotidy analogy panaudojimas ZIV-1 atvirkitinés transkriptazés
blokavimui (39). Nors natiiralus M-MuLV AT substratas yra viruso genominé
RNR, taciau Sio fermento aktyvumui jvertinti daznai naudojami poli(rA)—
oligo(dT), poli(dA)—poli(dT), poli(rC)—oligo(dG) ir kitokie homopolimeriniai
substratai (39,58,59). Kaip ir kitos DNR polimerazés, M-MuLV AT gerai
diskriminuoja ribonukleozidy trifosfatus, j sintetinama granding jtraukdama
tik deoksiribonukleotidus. Tokj specifiSkuma lemia netoli aktyvaus centro
esancio fenilalanino F155 Soninés grandinés aromatinis ziedas, kuris sudaro
erdvinius trukdzius ribozés zieda turintiems nukleozidy trifosfatams patekti |
aktyvyjj centra. Ivedus vieng mutacijg, pavyzdziui, F155V, M-MulLV
atvirkstine transkriptazg galima paversti gana efektyvia RNR polimeraze, kuri
turéty ir DNR polimerazés aktyvuma (60). F155 atitikmenj turi ir kity virusy
atvirkstinés transkriptazés (39).

Kaip ir daugeliui polimeraziy, neturin¢iy 3’ — 5’ egzonukleazinio
aktyvumo, M-MuLV atvirkstinei transkriptazei budingas polimerazinis
aktyvumas, kurio déka modifikuojamas susintetintos kDNR grandinés 3° —
galas, pridedant i§ keleto nukleotidy sudaryta ,,uodega“ be matricos. M-MuLV
atvirk§tiné transkriptazé yra linkusi pridéti 1 — 2 deoksicitidinus, taciau
reakcijos miSinyje esant Mn*" jony terminalinés transferazés aktyvumas
stipréja ir prie KDNR prijungiami dazniausiai 3 — 4 deoksicitidinai (61). Déka
§io stipraus nuo matricos nepriklausomo polimerazinio aktyvumo M-MuLV
AT gali modifikuoti ir dvigrandés DNR molekules, suformuodama
i8sikiSusius 3° — galus. Efektyviausiai yra prijungiami dA, maziau efektyviai
dG, dT ir dC nukleotidai. Jdomu tai, dC, dG ir dT prijungimo aktyvuma
stimuliuoja komplementaraus nukleotido, atitinkamai dGMP, dCMP ir dAMP
buvimas reakcijos miSinyje (62). Terminalinés transferazés aktyvumas kartu
su grandinés perkélimo savybe yra placiai pritaikomas vienos lgstelés RNR
sekoskaitos eksperimentuose ruosiant kDNR grandine. Siuo atveju
naudojamos patobulintos atvirkstinés transkriptazés, tokios kaip Superscript
IV ar Maxima H Minus. Reikia pastebéti, kad $iy fermenty terminalinés
transferazés aktyvumui Mn?" jonai néra reikalingi ir todél nenaudojami
(63,64,65)
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Svarbiausios polimeraz¢ apibtidinancios savybés yra procesyvumas,
sintezés greitis ir tikslumas. M-MuLV atvirk§tiné transkriptazé néra
procesyvus fermentas. SusiriSusi su matrica ir pradmeniu, M-MuLV AT vieno
sintezés ciklo metu generuoja 20 — 40 nukleotidy ilgio granding, po to
disocijuoja nuo substrato (66). Palyginimui, AMV atvirkstinés transkriptazés
procesyvumas, nustatytas naudojant tg pacia matrica siekia 400 nukleotidy ir
daugiau, tai yra net keliasde§imt karty didesnis (66). Sj skirtuma daugiausia
lemia didesnis AMV atvirkstinés transkriptazés giminingumas substratui, nuo
kurio tiesiogiai priklauso fermento procesyvumas. Vienoda RNR matrica taip
pat yra svarbi, norint palyginti skirtingy atvirkstiniy transkriptaziy
procesyvumus, nes RNR molekuléje susidarancios antrinés struktiiros gali
stipriai nulemti vieno susiri§imo metu susintetinamy nukleotidy skaiciy (39).
Kitas veiksnys, turintis jtakos nustatytam atvirkStiniy transkriptaziy
procesyvumui, yra reakcijos temperatiira. Placiai Zinoma apie temperattiros
poveikj RNR antriniy struktiry susiformavimui (67,68). Taip pat jtakos turi
buferio sudétis, ypa¢ vienvalenciy ir dvivalen¢iy jony koncentracija, kuri
veikia ne tik antriniy RNR struktiiry susidarymg (69), bet ir baltymo saveikos
su substratu stipruma (70). M-MuLV AT procesyvumas yra panasus |
daugelio termofiliniy (71,72) ir kai kuriy mezofiliniy (73) polimeraziy,
taikomy jvairiose molekulinés biologijos srityse, procesyvuma.

Vertinant sintezés greitj, svarbu atkreipti démesj j tai, kokiomis
saglygomis jis nustatytas ir kokiais parametrais apibiidinamas. Polimerazinj
aktyvumg turinCiy fermenty sintezés greitis dazniausiai yra iSreiSkiamas j
sintetinamg granding jtraukiamy nukleotidy skai¢iumi per laiko vieneta. Tokia
iSraiSka yra lengvai suprantama ir patogi, taCiau skirtingomis salygomis
nustatyty fermenty sintezés greiiai yra sunkiai palyginami. Si fermento
savybé dazniausiai nustatinéjama optimaliomis salygomis, todél nustatytas
greitis turéty biiti artimas maksimaliam sintezés grei€iui Vmax, kuris parodo,
kiek moliy substrato fermentas paverc¢ia produktu per laiko vieneta. Vis délto
tikraja Vmax reikSme galima tik apskaiciuoti teoriskai, iSmatavus reakcijos
greitj esant didéjancioms substrato koncentracijoms ir pritaikius Lineweaver-
Burk transformacija (74). Sis parametras rodo maksimaly jmanomg reakcijos
greit], esant didelei substrato koncentracijai ir visoms fermento molekuléms
susiriSus su substratu. Polimeraziniu aktyvumu pasiZyminciy fermenty
substratu gali buti laikoma tiek matrica, tiek jeinantys deoksinukleozidy
trifosfatai. Pavyzdziui, Arezi ir Hogrefe yra iSmatave M-MuLV AT
maksimaly sintezés greitj, didindami matricos koncentracija reakcijos
misinyje (75).
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Kadangi maksimalus reakcijos greitis Vmax priklauso nuo baltymo
koncentracijos Vmax = Kea[E]woat (74), tiksliausiai fermento viding savybe —
kataliziniy jvykiy skai¢iy per sekunde nurodo kataliziné konstanta k., kartais
vadinama baltymo apsisukimy skai¢iumi. Priklausomai nuo eksperimento
salygy, M-MuLV atvirkstinés transkriptazés ke, nustatyta substratu
naudojant dTTP, gali svyruoti gana plac¢iame intervale nuo 0,13 (s™') (76) iki
2,5 (s (58). Palyginimui, M-MuLV AT apsisukimy skai¢ius yra didesnis uZ
ZIV-1(76,77), bet panasus j kai kuriy kity fermenty apsisukimy skai¢iy (78).

M-MuLV atvirkstiné transkriptazé, kaip ir kity retrovirusy atitinkami
fermentai, pasizymi mazu tikslumu. Didelis klaidy daznis yra budingas
daugumai polimeraziy, priklausan¢iy RNR genoma turintiems virusams. Tuo
tarpu DNR virusy, tokiy kaip bakteriofagas A, polimerazés yra tikslesnés
(79,80). Netiksliai vykstanti replikacija lemia didelj mutacijy kiekj virusy
genomuose, kartu tai yra viena i$ pagrindiniy savybiy, suteikianti virusams
atsparumg evoliuciniam spaudimui. M-MuLV AT neturi klaidy taisymui
skirto 3> — 5’ egzonukleazinio aktyvumo, taciau klaidingy nukleotidy
jtraukima j sintetinama grandine galéty lemti ir kitos baltymo savybés (39).
AtvirkStiniy transkriptaziy tikslumas matuojamas naudojant jvairius
fermentinius in vitro arba genetinius metodus. Populiariausi fermentiniai
metodai yra inkubavimas naudojant tik vieng arba tris i§ keturiy nukleozidy
trifosfaty reakcijos miSinyje (58,59), taip pat pradmens, turin¢io nesuporuota
nukleotida, pratgsimo reakcija (76). Vykdant Sio tipo eksperimentus, reakcijos
produktai analizuojami vykdant elektroforeze poliakrilamidiniuose geliuose.
Genetinio tipo metodas yra placiai Zinomos /acZo komplementacijos sistemos
panaudojimas (81).

Pastarajame deSimtmetyje placiai iSplitus naujos kartos sekoskaitos
metodams atsiranda jvairiy jy taikymy. Didelio nasumo sekoskaitos
platformos ir analizés algoritmai leidzia identifikuoti retas mutacijas,
atsirandancias polimerazéms sintetinant nukleorfigstis, todél yra kuriamos
jvairios metodikos, pritaikancios §ias galimybes fermenty tikslumui matuoti
(82,83). Panaudodami naujos kartos sekoskaitos galimybes Ellefson su
kolegomis i$matavo, kad M-MuLV atvirkstiné transkriptazé jveda vieng
klaidinga nukleotida kas 11000 — 48000 nukleotidy, priklausomai nuo
matricos (83). Kiti autoriai, pritaikydami klasikinj /acZa komplementacijos
testg nustaté, kad M-MuLV AT tikslumas yra 1 klaida i§ 36000, esant 0,24
mM laisvy Mg*" jony koncentracijai reakcijos misinyje (81). Verta paminéti,
kad M-MuLV AT tikslumas nepriklauso nuo Mg*" jony koncentracijos -
padidinus Mg?" koncentracija iki 5,6 mM, fermento tikslumas islicka
nepakites. Tuo tarpu ZIV atvirkstinés transkriptazés tikslumg stipriai lemia
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metalo jony koncentracija reakcijos misinyje — esant 5,6 mM Mg
koncentracijai, klaidy daznis yra 1/12000, o sumaZinus Mg** koncentracijg iki
0,24 mM, klaidy daznis sumazéja 9 kartus (81). Sis skirtumas tarp paminéty
fermenty paaikinamas tuo, kad M-MuLV ir ZIV atvirkitinés transkriptazés
priklauso skirtingy genciy retrovirusams. M-MuLV yra onkoretrovirusas,
infekuojantis lasteles, kurioms btidingas intensyvus dalijimasis, todél jose yra
dideles dNTP ir Mg®>" jony koncentracijos. Tuo tarpu ZIV infekuoja
susiformavusias imuninés sistemos lgsteles, kurioms nereikalinga daug ANTP
ir metalo jony, todél ZIV atvirksting transkriptazé tiksliai DNR sinteze vykdo
tik esant mazoms Mg?* koncentracijoms (76,81). Kitaip tariant, fiziologinémis
salygomis nustatytas ZIV AT tikslumas yra panasus arba dar didesnis nei M-
MuLV AT tikslumas.

M-MuLV atvirkstiné transkriptazé, kaip ir kity retrovirusy analogiski
fermentai, dalyvauja grandinés perkélimo (angl. strand transfer, strand
switch) procese. Grandinés perkélimu vadinamas jvykis, kurio metu
sintetinama DNR grandiné¢ yra perkeliama j kita vieta, esancig arba toje
pacioje matricos molekuléje arba kitoje molekuléje. Kadangi Moloney peliy
leukemijos virusas turi dvi “plius” RNR molekules, perkélimas gali biti tiek
vidumolekulinis, tiek tarpmolekulinis. Sintetinant viruso dvigrandés DNR
genomg vyksta du grandinés perkélimai (3 pav.), kuriuos sglygoja atvirkstinés
transkriptazés pristabdymas ties antrinémis struktiiromis ir RNazés H
aktyvumas. Grandinés perkélimai sintezés metu gali vykti ir atsitiktinai,
spontaniskai. Tokiais atvejais jie gali buti insercijy, delecijy, duplikacijy
priezastimi (39,84).

M-MuLV atvirks$tinei transkriptazei taip pat budingas grandinés
nustimimo (angl. strand displacement) aktyvumas, kuris, kaip ir grandinés
perkélimo aktyvumas, yra panaudojamas viruso RNR genomg paverciant |
dvigrande DNR. Atvirkstinés transkripcijos metu RNazés H aktyvumo déka
generuojami RNR fragmentai; kai kurie i§ jy dél ilgio ne visada lengvai
disocijuoja nuo matricos, todél sintetinant DNR granding §ie fragmentai turi
biti nustumiami. Taip pat nuo matricos grandinés gali buti pasalinami ir DNR
fragmentai. M-MuLV atvirkstinei transkriptazei sintetinant DNR molekule in
vivo salygomis, grandinés nustimimo procese dalyvauja ir paties viruso
nukleokapsidés baltymas NC (nucleocapsid). Cinko pir§ty motyvy déka Sis
baltymas sgveikauja su nukleorigs¢iy grandinémis ir palengvina grandinés
nustimimo procesg. NC baltymo pridéjimas j reakcijos miSinj in vitro
pagerina DNR ir RNR grandinés nustimimo greitj atitinkamai 1,7 ir 2 kartus
(85). Nenaudojant pagalbinio baltymo, M-MuLV atvirkstiné transkriptazé taip
pat gana efektyviai sugeba nustumti tiek RNR, tiek DNR fragmentus. Nors
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reakcijos greitis, nustatytas atvirkStinei transkriptazei vykdant grandinés
nustimimg yra gerokai mazesnis nei nustatytas nesant kliti¢iy ant matricos,
vis délto fermentas vykdydamas grandinés nustimima sugeba susintetinti
ilgesnius nei 0,5 kb ilgio fragmentus. I[domu pastebéti, kad sintezé vykdoma
nustumiant RNR granding vyksta 5 — 6 kartus 1éCiau palyginus su reakcija,
kurios metu nustumiama DNR grandiné (85). Su DNR ar RNR fragmentais,
atsidiirusiais prie§ atvirksting transkriptazg, sgveikauja baltymo pirsSty
subdomenui priklausancios aminortigstys. Buvo parodyta, kad Siam
subdomenui priklausancios Y64 aminoriigSties pakeitimas panaikina
grandinés nustimimo aktyvuma (55,56).

Atvirks$tiniy transkriptaziy RNazés H aktyvumas yra lokalizuotas
atskirame domene (4 pav.). Sio endonukleazinio aktyvumo déka atvirkstinés
transkriptazés skaido RNR granding, esan¢iag DNR — RNR heteroduplekse.
RNR skaidoma j trumpesnius oligoribonukleotidus, paliekant 5° — fosfato ir
3> — hidroksilo grupes. Tokie oligoribonukleotidai yra atvirkstinés
transkriptazés substratas vykdant ,,plius* grandinés sinteze (3 pav.). Kaip jau
minéta, RNazés H aktyvumui yra butini dvivalen¢io metalo jonai, kuriuos
koordinuoja domeno aktyviame centre esanCiy asparto ir glutamo
aminoriig§¢iy liekanos. RNazé H atsitiktinai jveda triikkius tarp bet kuriy
ribonukleotidy RNR grandinéje, o RNR-DNR jungtj hidrolizuoja dazniausiai
palikdama viena ribonukleotidg (86). Pavyzdziui, paSalinant tRNR pradmenj
M-MuLV RNaz¢ H daznai palieckg vieng ribonukleotida susintetintos plius
DNR grandinés 5’ gale. Tuo tarpu M-MuLV atvirkstinei transkriptazei
pratesus PPT pradmenj (3 pav.), susidariusi RNR-DNR jungtis yra
hidrolizuojama tiksliai, nepaliekant ribonukleotido DNR grandinéje (87).

Yra i$skiriami trys RNazés H veikimo biidai, priklausantys nuo to, kaip
atvirk$tiné transkriptazé sgveikauja su DNR/RNR hibridu. Vykstant DNR
grandinés sintezei, atvirkStinés transkriptazés polimerazés domenas
sgveikauja su DNR pradmens 3’ — galu. Tokiu atveju RNazés H domenas
atsiduria 15 — 20 nukleotidy atstumu nuo pradmens 3’ galo ir jveda triikius
RNR grandinégje (8 pav.). Vykstant DNR sintezei, trikiai RNR grandinéje
jvedami retai, vidutiniskai kas 100 nukleotidy. Tokio RNazés H aktyvumo
nepakanka, kad RNR grandiné biity pilnai suskaidyta, nes susidare RNR
fragmentai nedisocijuoja nuo DNR. Zinoma, susidaran¢iy RNR fragmenty
ilgis priklauso nuo RNR molekuléje esanciy antriniy struktiry, kurios gali
pristabdyti atvirksting transkriptaze sintezés metu (86). Vykdant atvirkstinés
transkripcijos reakcija susidarantys ilgi RNR fragmentai, nedisocijuojantys
nuo susintetintos DNR grandinés, gali biiti pasalinti pasitelkiant nuo RNR 5°-
galo priklausomg RNazés H veikimo biidg (8 pav.). Siuo atveju M-MuLV AT
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polimerazinis domenas sgveikauja su DNR grandine ties RNR fragmento 5’ —
galu, o RNazés H domenas jveda triikius 13 — 19 nukleotidy atstumu nuo
polimerazés domeno, nors aptinkama ir trumpesniy hidrolizés produkty,
atsirandaciy greiciausiai dél fermento pasislinkimo link DNR grandinés 3’ —
galo. Atvirkstinés transkriptazés saveikai su RNR fragmento 5° — galu
reikalingas bent dviejy nukleotidy ilgio tarpas tarp RNR fragmenty. RNazés
H aktyvumui i§ dalies biidingas ir specifiSkumas sekai, teikiama pirmenybé
tam tikriems nukleotidams, esantiems +1 ir -2 pozicijose hidrolizuojamos
jungties atzvilgiu (88). Salia $iy dviejy RNazés H veikimo biidy yra ir vidinés
hidrolizés budas (8 pav.). Atvirkstinei transkriptazei nebitina sgveikauti su
DNR pradmeniu ar RNR fragmento galu, ji gali susiristi ir su pilnai
dvigrandziu DNR-RNR hibridu ir RNazés H aktyvumo déka hidrolizuoti RNR
granding (86).

Vidinis fragmentavimas _-,' I 5
DNR
0_ 1520 Atvirkstiné transkriptazé
Nuo DNR 3’ —galo 52 RNR 3 CB
priklausomas aktyvumas ¥ DNR > DNR RNazé H
;)_#_)]\.9 RNR polimerazé

Nuo RNR 5’ - galo 2 SE—7) 3

. L DNR

priklausomas aktyvumas

8 pav. Trys veikimo aktyvumai, buidingi atvirkstiniy transkriptaziy RNazés H
domenui. RNR grandiné gali biiti skaidoma atsitiktinai sekos viduje, taip pat
RNazés H domenas gali buiti nukreipiamas j RNR granding priklausomai nuo
“paslépto” DNR 3’ — galo arba RNR 5’ — galo. Parengta pagal (39).

Apibidinant M-MuLV atvirkstine transkriptaze svarbu paminéti ir kitas
baltymo savybes, nesusijusias su polimerazés aktyvumu — tai saveikos su
substratu stiprumas ir termostabilumas. M-MuLV atvirkstiné transkriptazé yra
mezofilinis baltymas. Naudojant laukinio tipo ferments, atvirkstiné
transkripcija in vitro vykdoma daZniausiai 37°C arba 42°C temperatiroje
(85,89,90). Didziausig polimerazinj aktyvumg laukinio tipo fermentas,
vykdydamas kDNR sinteze, pasiekia 42 — 43 laipsniy temperatiiroje (66,91).
Tuo tarpu mutantinés atvirkstinés transkriptazés, neturin¢ios RNazés H
aktyvumo, optimali reakcijos temperattira yra keturiais laipsniais aukstesneé.
Parodyta, kad laukinio tipo M-MuLV AT gyvavimo puslaikis 50°C
temperatiroje nesiekia né 3 minuéiy ir praktiSkai nepriklauso nuo to, ar
reakcijos miSinyje yra matricos. RNazés H ,,minus“ mutanto gyvavimo
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puslaikis nesant matricos yra labai panaSus j laukinio tipo baltymo, taciau j
reakcijos misinj pridéjus DNR-RNR hibrido, gyvavimo puslaikis pailgé¢ja 3
kartus (66). Termostabilumo padidéjimas sgveikaujant su ligandu ar substratu
yra biidingas daugumai baltymy (92), o sgveikos stiprumas turéty koreliuoti
su termostabilumo padidéjimu. Taciau abiejy M-MuLV AT varianty saveikos
su substratu stiprumas yra panasSus, todél termostabilumy skirtumas
paaiskinamas tuo, kad laukinio tipo fermentas RNazés H aktyvumo déka
skaido DNR-RNR hibride esan¢ia RNR granding, kitaip tariant, sunaikina
substratg (66). M-MuLV atvirkstiné transkriptazé sgveikauja ne tik su DNR-
RNR hibridu, bet ir su kity tipy nukleoriig§timis — RNR, viengrande ir
dvigrande DNR. Stipriausia §io baltymo sgveika yra su RNR pradmens — RNR
matricos sistema, o silpniausia sgveika yra su viengrande RNR - Kg
atitinkamai yra 1 nM ir 22 nM (66).

1.2 Baltymy in vitro evoliucijos metody apzvalga

Gamtoje randami baltymai ilgus metus trukusios evoliucijos déka yra gerai
prisitaike vykdyti savo biologines funkcijas. Dalis is jy, daugiausia fermentai,
naudojami jvairiose Siuolaikinés biologijos, medicinos, biotechnologijos,
diagnostikos srityse. Vis délto gamtoje randamy baltymy charakteristikos
daznai néra optimalios minétiems taikymams. Be to, did¢jant metody ir
taikymy jvairovei, reikalingos ir visiSkai naujos, gamtoje iki Siol
neaptinkamos savybés.

Svarbig reikSme¢ Siuolaikiniuose gamtos moksluose uzima DNR
polimerazés, naudojamos sintetinti DNR ar RNR kopijas. Daugybé metody
nejsivaizduojami be polimerazés grandininés reakcijos, kuriai reikalingos
termofilinés nuo DNR priklausomos DNR polimerazés. DNR polimerazés
placiai taikomos molekuliniuose klonavimuose, klasikinéje ir naujos kartos
sekoskaitoje, vieno nukleotido analizés metoduose, diagnostikoje (93).
Atvirkstinés transkriptazés, sintetinan¢ios DNR kopijas nuo RNR,
naudojamos tiek kokybin¢je RNR analizéje, tiek kiekybinéje AT-PGR.

Ivairiems metodams reikalingos skirtingos DNR polimeraziy savybés —
tikslumas, procesyvumas, termostabilumas. Molekulinio klonavimo
eksperimentuose naudojami fermentai turéty pasizyméti dideliu tikslumu
padauginant ilgas DNR matricas. Kitiems metodams gali buti reikalingos
DNR polimerazés, pasizymincios stipriu DNR grandinés nustimimo
efektyvumu ar procesyvumu, taip pat pakeistu specifiSkumu substratui. Dél
Sios priezasties yra iSvystyta jvairiy metody, skirty modifikuoti baltymus,
tokiu biidu tobulinant jy savybes.
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1.2.1 In vivo ir in vitro atrankos metody samprata

Egzistuoja dvi pagrindinés baltymy modifikacijos kryptys: cheminé ir
genetiné. Cheminés modifikacijos principas — jvairiy funkciniy grupiy
prijungimas prie baltymo aminoriigsiy Soniniy grandiniy keicia baltymo
savybes. Cheminés modifikacijos metu baltymo aminortigs¢iy seka iSlieka
nepakitusi. Tuo tarpu vykdant geneting modifikacija atlieckamas baltyma
koduojancio geno sekos pakeitimas, kuris lemia baltymo aminoriigs¢iy sekos
poky€ius. Gauti baltymai pasizymi kitokiomis savybémis, palyginti su
laukinio tipo baltymu.

Vienas i$ genetinés baltymy modifikacijos biidy yra racionalus dizainas,
arba kryptinga mutagenezé, kurig vykdant jvedamos mutacijos i tam tikras i$
anksto numatytas baltyma koduojanCio geno vietas. Vis délto, norint
s¢kmingai keisti baltymo savybes S§iuo metodu, daznai reikalinga geros
skiriamosios gebos baltymo tretiné struktiira, kurioje baltymas turéty biiti
uzfiksuotas sgveikaujantis su substratu, produktu ar inhibitoriaus molekule.
Pastaraisiais metais populiaréja jvairiis kompiuterinio modeliavimo metodai,
kuriais remiantis galima pagrjstai numatyti, kokius pakeitimus baltymo sekoje
ir struktiiroje reikia atlikti, norint pagerinti tam tikras savybes (2,3,94,95,96).

Salia kryptingos mutagenezés yra ir kitas baltymy tobulinimo bidas,
vadinamas kryptinga evoliucija, arba in vitro evoliucija. Pla¢igja prasme, in
vitro evoliucija vadinami bet kokie laboratorijoje taikomi metodai, skirti
atrinkti  pageidaujamomis savybémis pasizyminéius baltymus arba
nukleortigstis (97). PrieSingai nei kryptingos mutagenezés atveju, kryptingos
evoliucijos metody taikymui dazniausiai nebiitinas nuodugnios tretinés
struktliros turéjimas ar gilus supratimas apie baltymo struktiiros ir funkcijos
rySj. Kryptingos evoliucijos metodai pasizymi tuo, kad leidzia i§ didelés
atsitiktinai sugeneruoty mutantiniy baltymy jvairovés atrinkti tinkamiausius
konkrecioms sglygoms variantus.

Evoliucija galima apibuidinti kaip laipsniska procesa, kurio metu dél
iSorinio poveikio kinta populiacijos nariy, turinéiy tam tikrus paveldimus
bruozus, daznis. Evoliucijos varomoji jéga yra pasikartojantys kintamumo,
paveldimumo ir atrankos ciklai. Sis principas galioja ne tik klasikingje
Darvinistinéje evoliucijos sampratoje, taciau gali buti perkeliamas ir j
molekulinj lygj bei pritaikomas tam tikroms molekuliy funkcijoms
evoliucionuoti. Evoliucijos metodais modifikuojamos DNR, RNR ir baltymy
molekulés (97).

Baltymy evoliucijos eksperimentas susideda i§ dviejy pagrindiniy etapy:
mutanty bibliotekos gavimo ir atrankos. Sékmingam evoliucijos
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eksperimentui reikalinga tokia mutanty biblioteka, kurioje yra pakankamai
baltymo varianty, atitinkan¢iy atrankos reikalavimus. Kita sékmingai
evoliucijai biitina salyga — efektyvus atrankos metodas, leidziantis atrinkti
norimy savybiy baltymus, susietus su juos koduojanciomis nukleoriig§timis.
Kitaip tariant, atrankos metu turi iSlikti genotipo-fenotipo rysys
(98,99,100,101). Genotipo-fenotipo rySys yra biitinas evoliucionuojant
baltymus, nes baltymai negali buti amplifikuojami, galima amplifikuoti tik jy
genus.

Gamtoje genotipas ir fenotipas yra susij¢ dél to, kad tiek genai, tiek
baltymai yra lastelés viduje, nuo aplinkos fiziskai atskirti lastelés membrana.
Sia salyga remiasi in vivo metodai — bakterijy kolonijy atrinkimas pagal jy
iSorinius pozymius arba pagal augimg ant auksotrofinés terpés. Taciau tokiy
in vivo metody nejmanoma naudoti kai kuriomis sglygomis, pavyzdziui,
nejmanoma vykdyti atrankos tokiomis salygomis, kokiomis neauga Iastelés,
sudétinga atrinkinéti baltymus, kurie yra toksiski, o ypa¢ in vivo metody
galimybes riboja Zemas lasteliy transformacijos efektyvumas (bibliotekos
dydis dazniausiai biina ne didesnis negu 107) (102).

D¢l Siy priezasCiy pastaraisiais metais dazniau naudojami in vitro
evoliucijos metodai, galintys iSspresti minétus trikumus. In vitro sagvoka $iuo
atveju vartojama siaurgja prasme, pabréziant, kad Siems metodams
nebiidingas transformacijos etapas. I/n vitro metody pagrindinis bruozas yra
tas, kad mutantiniy baltymy sintezei naudojamos ne lastelés, o transliacijos,
arba kartais transkripcijos - transliacijos sistemos, pagamintos i§ E. coli,
mieliy ar kvieciy gemaly ekstrakty. Pagrindinis in vitro metody privalumas
yra tas, kad, iSvengiant lgsteliy transformacijos, galima analizuoti Zymiai
didesnes bibliotekas — kartais net iki 10'' - 10'* molekuliy (101,102).
Bibliotekos dydj riboja nebent tirpalo tiris, telpantis ] mégintuvélj. Be to,
atrankg galima vykdyti tokiomis sglygomis, kurios netinka lgsteléms augti —
galima naudoti minorines aminortgstis, ekstremalias temperatiras, pH
reikSmes. Taciau Siomis salygomis genotipo-fenotipo rySys turi buti
pakankamai atsparus ir nesuirti (99,101).

1.2.2 Bibliotekos ruo$imo budai

Evoliucijos eksperimentas prasideda geny bibliotekos, koduojancios
mutantinius baltymus, ruosSimu. Kadangi aminortigs¢iy jvairové yra didelg,
palyginus su nukleotidy jvairove, nejmanoma paruosti bibliotekos, kuri turéty
visas galimas baltyma sudaranciy aminoriig¢iy kombinacijas. Be to, i§
visi§kai atsitiktiniy seky sudaryta biblioteka turéty nykstamai mazg dalj
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mutanty, pasizyminéiy fermentiniu aktyvumu ir dar maziau mutanty,
tenkinan¢iy atrankos salygas. Dél Sios priezasties yra sukurta keletas
strategijy, kaip paruosti optimalia geny biblioteka, kurioje biity tiek uztikrintas
didelis variantiSkumas, tick pakankamas aktyviy mutanty kiekis.

Zvelgiant istoriskai, seniausi budai, skirti mutacijy jvedimui yra
cheminiai reagentai arba fizinis poveikis. Pagrindiniai cheminiai junginiai,
naudojami $iuo tikslu yra alkilinantys reagentai poliamidai (103), etilo metano
sulfonatas (104), deamininantis reagentas azoto riigstis, depurininatis
reagentas skruzdziy riigstis ir kiti jungiai - hidrazinas, natrio bisulfitas (105).
I$ fiziniy poveikiy stiprig reikSm¢ DNR mutacijy jvedimui turi ultravioletiné
spinduliuot¢ (106). Sie klasikiniai mutacijy jvedimo metodai vis délto
pasizymi tam tikru mutacijy spektro tendencingumu (103,104).

Pastaruoju metu dazniausiai naudojami biblioteky ruoSimo buidai remiasi
ne cheminémis, o fermentinémis reakcijomis. Siai kategorijai galima priskirti
in vivo mutagenezés metodus, kuriuos taikant pasinaudojama replikacijos
fermenty jvedamomis klaidomis. Siuo tikslu yra sukurta specialiy
mikroorganizmy kamieny, pasiZyminciy dideliu spontanisky mutacijy dazniu.
Pavyzdziui, E. coli XL-1 red kamienas sukurtas taip, kad replikacijos metu
ivedamy klaidy daznis daugiau nei 3000 karty didesnis, palyginus su laukinio
tipo kamienu (107). Pagrindinis §io mutagenezés biido trikumas yra tas, kad
replikacijos metu klaidos jvedamos ne tik i geny biblioteka, bet ir j Seimininko
genoma. Seimininko lastelé gali toleruoti tik tam tikro lygio mutacinj fona,
todél taikant $i metoda galima pasiekti salyginai nedidelj pakeitimy kiekj
tikslingje bibliotekoje (101).

Minétus in vivo metody trikumus daugeliu atvejy kompensuoja in vitro
mutagenizacijos budai, kuriy jvairtis variantai buvo sukurti po polimerazés
grandininés reakcijos atradimo. Siy metody principas — PGR salygy
pakeitimas, padidinantis j sintetinama DNR granding klaidingai jtraukiamy
nukleotidy kiekj. PGR salygos gali biiti kei¢iamos jvairiopai — didinant Mg?*
jony koncentracija, pridedant kito dvivalen¢io metalo Mn?* jony, didinant
polimerazés koncentracija, prailginant reakcijos laika, iSbalansuojant dNTP
sudétj (108) ar naudojant ANTP analogus (109). Kadangi reakcijos metu
mutacijos kaupiasi sulig kiekvienu ciklu, klaidy kiekj bibliotekoje galima
padidinti ir vykdant daugiau PGR cikly (101). RuoSiant geny bibliotekas,
daznai svarbu yra tolygus mutacijy pasiskirstymas per visa geno seka, o taip
pat optimalus tranzicijy ir transversijy santykis. Biblioteky ruoSimui
naudojamos DNR polimerazés pasizymi tam tikru tendencingumu jvedant
mutacijas, todél optimaliam mutacijy spektrui daznai parenkamas
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,iSbalansuotas® reakcijos miSinys, kuriame dNTP koncentracijos néra
vienodos (101).

Naudojant jvairius mutagenizacijos btidus paruostos bibliotekos yra
sudarytos i§ nariy, kuriy didzioji dalis turi Zzalingas mutacijas — koduoja
netirpius, nestabilius ar funkciskai neaktyvius baltymus, turi jvestus STOP
kodonus ar skaitymo rémelio poslinkio mutacijas. Dél Sios priezasties, norimy
savybiy baltymams atrinkti daznai reikalingos didelés bibliotekos. Norint
sukurti mazesnes savo apimtimi, taCiau kokybiSkesnes bibliotekas,
praturtintas aktyviais baltymo variantais, pries vykdant atrankos eksperimentg
yra patikrinamas bibliotekos nariy funkcionalumas. Tiriamajj baltyma
koduojanciy geny biblioteka suliejama su reporterio, dazniausiai GFP (green
fluorescent protein) genu. Ivykdzius transkripcijg ir transliacija, pagal GFP
fluorescencija atrenkami tik aktyviis bibliotekos nariai, kurie nuo laukinio tipo
baltymo skiriasi tuo, kad turi sukaupe jvairiy neutraliy mutacijy. Keleta karty
pakartojant mutagenizacijos ir atrankos etapus, gaunama biblioteka,
praturtinta neutraliomis mutacijomis, kurios padés baltymui ,,i$gyventi®
taikant evoliucinj spaudimg atrankos eksperimento metu (110).

Idealiu atveju, atsitiktinés mutagenezés metu jvedamos taskinés
mutacijos, tam tikru dazniu tolygiai pasiskirsciusios per visa gena. Tokio tipo
bibliotekos dazniausiai kuriamos, kai yra nedaug informacijos apie tiriamojo
baltymo struktiirines ir biochemines savybes. Vis délto kai kurie baltymai gali
biiti pakankamai gerai charakterizuoti, todél jmanoma nesunkiai nusakyti
aminoriigstis, kurios jeina j aktyvyji centrg ar atsakingos uz saveika su
substratu. Pagrjstai manant, kad norimas savybes evoliucijos eksperimente
dalyvaujanciam baltymui galima suteikti kei¢iant butent Sias aminorfigstis,
kartais tikslinga sukurti didesne mutacijy jvairove atitinkamuose kodonuose.
Siuo tikslu naudojami jvairis kryptingos mutagenezés biidai. Papras¢iausias
metodas kryptingai mutagenezei yra oligonukleotidy, savo sekoje turiniy
jvairiy kodony miSinj, panaudojimas. Oligonukleotidai, turintys pakeistus
kodonus, gali biti jterpiami tiek taikant klasikinius metodus, kuriuose
naudojamos restrikcijos endonukleazés ir ligazés (111), tiek jvairius in vitro
rekombinacija ar PGR pagrjstus metodus (112,113).

Kryptingos mutagenezés metodai yra skirti praturtinti biblioteka potencialiai
naudingomis mutacijomis, kurios gali biiti numatomos ne tik turint baltymo treting
struktiira, bet ir lyginant tiriamajj baltyma su jo seky homologais. Homologiskuose
baltymuose esancios mutacijos yra gamtinés evoliucijos rezultatas, $iy mutacijy
jvedimas ] tiriamojo baltymo bibliotekg padidina baltymo evoliucinj potencialg ir
leidzia tikétis sékmingos atrankos eksperimento baigties. Pavyzdziui, buvo
pademonstruota, kad kombinuojant homologisky mezofiliniy baltymy sekas,
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galima sukurti fermenta, kurio lydymosi temperatiira (Tn), palyginus su laukinio
tipo baltymu yra didesné 16°C (114). RuoSiamas bibliotekas praturtinti
mutacijomis, kurios galéty suteikti baltymui naujy savybiy galima ir atliekant
filogeneting analize (115). Be Siy biidy pastaraisiais metais sparciai tobuléjantys
molekulinio modeliavimo metodai taip pat gali sékmingai prognozuoti, kurie
aminoriigSciy pakeitimai galéty stabilizuoti baltymo treting struktiira, suteikti
termostabilumo ar keisti specifiskuma substratui. Sie metodai pagristi hidrofobinés
ir elektrostatinés saveikos, vandeniliniy rySiy ir erdviniy efekty skaic¢iavimu (116).

Vienas i§ svarbiausiy gamtoje vykstancio evoliucijos proceso veiksniy
yra homologiné rekombinacija, kurios déka vyksta mutacijy persiskirstymas
tarp DNR molekuliy. Homologinés rekombinacijos principu remiasi ir
nemaza dalis mutanty biblioteky ruosimo budy. Atliekant homologing
rekombinacijg in vitro salygomis, reikia sukurti DNR fragmenty jvairove, i$
kurios galima gauti naujus geno variantus. Vienas i$ buidy jvairovei sukurti
yra DNR fragmentavimas naudojant fermenta deoksiribonukleaze 1. Gauti
DNR fragmentai naudojami vykdant PGR, kurios metu susirenka pilno ilgio
genas (9 pav.). Toks in vitro rekombinacijos budas, vadinamas DNR
kortavimu (angl. DNA shuffling), buvo panaudotas ruoSiant biblioteka pries
antibiotikui  atsparesniy [ — laktamazés varianty atranka. Buvo
pademonstruota, kad bibliotekos konstravimui pasitelkiant DNR kortavima,
galima gauti B — laktamazés mutantus, kurie iki 32000 karty atsparesni
antibiotikui, palyginus su laukinio tipo baltymu. Naudojant klaidingos PGR
btdu paruosta biblioteka, atrinkti fermentai buvo tik iki 16 karty atsparesni,
palyginus su pradiniu variantu (117).

DNazé naudojama ir taikant kita homologine rekombinacija pagrista
metoda — atsitikting chimeragenezg¢ (RACHITT, angl. random
chimeragenesis on transient templates). RuoSiant bibliotekas $iuo metodu,
dvigrandé tikslinj baltyma koduojanti DNR paverciama j viengrandg; apatinei
grandinei suskaidyti naudojama lambda egzonukleaz¢. Susidariusi viengrande
DNR fragmentuojama naudojant DNaze I. Fragmentai prilydomi prie
komplementarios grandinés, kuri prieS tai paruoSiama jvedant uriding.
Komplementari grandiné tarnauja kaip griauciai pilno ilgio geno susirinkimui.
Prie komplementarios grandinés nesihibridizuojantys fragmenty 5’ ir 3’ galai
suskaidomi naudojant Taq DNR polimerazés 5° — 3° egzonukleazinj ir Pfu
DNR polimerazés 3’ — 5’ egzonukleazinj aktyvumus. Pfu DNR polimerazé
taip pat panaudojama atsirandanCiy tarpy uzpildymui, o fragmentai
sujungiami naudojant Taq DNR ligaze. Apatiné grandiné suskaidoma
naudojant uracil — DNR glikozilazg, po to vykdant PGR padauginami susidare
chimeriniai geno variantai (118).
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Ruosiant bibliotekas atsitiktinés chimeragenezés metodu, naudojama
daug fermentiniy stadijy. Be to, fragmentavimui naudojant DNaze¢ gana sunku
kontroliuoti susidaranciy fragmenty dydj, todél yra sukurta metody, kuriuos
taikant iSvengiama Sio fermento naudojimo. Pavyzdziui, ruosiant bibliotekas
NEXT (angl. nucleotide exchange and excision technology) budu, tikslinis
genas amplifikuojamas | PGR miSinj dedant nedidele dalj uridino trifosfato.
PGR produktas fragmentuojamas naudojant uracil DNR glikozilaz¢ ir veikiant
piperidinu arba NaOH tirpalu. Susidaran¢iy fragmenty ilgis priklauso nuo
uridino trifosfato dalies PGR metu. ISgryninti fragmentai naudojami vykdant
PGR, kurios metu susirenka pilno ilgio tikslinio geno biblioteka (119).
Ivairaus ilgio fragmenty miSinj galima gauti ir modifikuojant PGR
temperattrinj rezimg (120). Taikant §] metoda (StEP, angl. staggered
extension process), elongacija vykdoma labai trumpa laikg (~5 sekundes), per
kurj DNR polimerazé nespéja susintetinti pilno ilgio geno kopijos.
Denatiiracijos ir prilydymo etapai kei¢iami, kol susintetinamas pilno ilgio
genas. Kiekvieno PGR ciklo metu fragmentai prisilydo prie kitos matricos
molekulés, dél to sukuriama mutantiniy geny jvairove.

I atskira grupe reikéty iSskirti biblioteky ruoSimo metodus, kuriuose,
priesingai nei auksciau aptartuose, neiSlaikoma seky homologija. Taikant
Siuos budus ruosiamos radikalios baltymus koduojanéiy geny bibliotekos,
nesilaikant baltymo domeny ilgio ir i§déstymo tvarkos. Pavyzdziui, naudojant
Siai grupei priskiriamg ITCHY (angl. incremental truncation for the creation
of hybrid enzymes) metoda, tikslinis genas fragmentuojamas veikiant
egzonukleaze III, turin¢ia 3°-5° egzonukleazinj aktyvuma, S1 nukleaze, kurios
substratas yra viengrandé DNR ir Klenovo DNR polimeraze. Tokiu budu
gaunami bukagaliai dvigrandés DNR fragmentai, kurie atsitiktinai sujungiami
naudojant DNR ligaze. Taip paruoSiama chimerinius baltymus koduojanciy
geny biblioteka (121). Suprantama, kad ITCHY metodu paruostoje
bibliotekoje didziausia geny dalis koduoja neaktyvius ar nestabilius baltymus.
Dél Sios priezasties, verta atkreipti démesj | bioinformatikos duomenis ir,
fragmentuojant genus, iSlaikyti struktiiriSkai ir funkciskai sveikus baltymo
domenus, kuriuos sujungiant galima gauti geny biblioteka, koduojancia
zymiai daugiau aktyviy baltymy (122).

Pastaruoju metu stipriai atpigus DNR sintezés kastams vis dazniau
pasirenkama uzsakyti geny bibliotekos paruo$img kompanijose, kurios teikia
geny sintezés paslaugg. Siuo atveju jmanoma iSvengti spontanisko STOP
kodony atsiradimo, taip pat galima tiksliai kontroliuoti mutacijy daznj ir
spektra. Pagrindinés biblioteky ruosimo strategijos apzvelgtos 9 pav.
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9 pav. Homologine rekombinacija paremti biblioteky ruoSimo bidai.
A — DNR kortavimo metodas. Genai fragmentuojami naudojant DNazg I, po
to vykdoma PGR, naudojant gautus DNR fragmentus. Prilydymo metu
fragmentai hibridizuojasi tarpusavyje ir tarnauja kaip pradmenys. Sios
reakcijos metu susidaro pilno ilgio rekombinantiniai genai. B — Atsitiktiné
chimeragenezé. Dvigrandé DNR paverciama j viengrandg, suskaidant apatine
granding. VirSutiné grandiné fragmentuojama naudojant DNaze I, o susidare
fragmentai prilydomi ant matricos, kuri paruoSta jvedant uridina.
Prisilydziusiy fragmenty nekomplementarlis matricai galai apdorojami
panaudojant Taq DNR polimerazés 5’ — 3’ egzonukleazinj bei Pfu polimerazés
3’ — 5’ egzonukleazinj aktyvumus. Fragmentai sujungiami naudojant Taq
DNR ligazg. Apatiné grandiné, tarnaujanti kaip matrica, suskaidoma
naudojant uracil — DNR glikozilaze, po to vykdant PGR padauginami pilno
ilgio rekombinantiniai genai. C — Dalinio prat¢simo metodas. PGR metu
pratesimo stadija vykdoma labai trumpai, dél ko DNR polimerazé nespéja
susintetinti pilno ilgio geno. Po denatiiracijos, susidar¢ fragmentai prilydomi
prie kitos matricos molekulés, dél to sukuriama mutantiniy geny jvairové. D
— domeny perskirstymo metodas. Genai fragmentuojami naudojant
egzonukleazés III ir S1 nukleazés fermentinius aktyvumus. Susidare
bukagaliai fragmentai liguojami atsitiktine tvarka, sukuriant mutantinius
genus, kuriuose pakeista domeny iSsidéstymo tvarka. Parengta pagal
(101,117,118,120,121).
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1.2.3 Baltymy in vitro evoliucijos pagrindinés strategijos

Kaip minéta 1.2.1. skyrelyje, baltymy evoliucijos metodus galima skirstyti
keleriopu pagrindu. Vyraujantis skirstymo btidas remiasi tuo, kokiomis saglygomis
yra uztikrinamas genotipo — fenotipo rysys. In vivo metodams biidingas genotipo
— fenotipo rysio islaikymas lastelés viduje, o in vitro (siauraja prasme) metodams
biidinga tai, kad genotipo — fenotipo rysys iSlaikomas nelastelinése sistemose,
kitaip tariant, mégintuvélyje. Kitas skirstymo biidas yra skirstymas tarp atrankos
ir patikros. Tiek in vivo, tiek in vitro principais iSlaikant genotipo — fenotipo rysj,
galima vykdyti ir atranka, ir patikra.

Baltymy, pasizyminCiy pageidaujamomis savybémis, paieska galima
vykdyti dviem biidais: tikrinti visus bibliotekos narius, ieSkant tarp jy tokiy
mutanty, kurie turéty tinkamas savybes arba sudarant tam tikras salygas
atmesti netinkamus mutantus, paliekant nedidelj geriausiomis savybémis
pasizymin¢iy varianty kiekj. Visy bibliotekos varianty tikrinimo budas
vadinamas didelés apimties patikra (high-throughput screening, HTS), kitas
biuidas vadinamas atranka arba selekcija. Skirtumga tarp $iy strategijy galima
pavaizduoti paprastu pavyzdziu — atranka bty vadinamas toks metodas, kuris
leidzia ant Petri 1ékstelés augti toms lasteléms, kurios skaido terpéje esantj
augimo inhibitoriy, o patikra biity vadinamas metodas, kurio metu i§ visos
lasteliy populiacijos ieSkoma tam tikrg pozymj turinciy lasteliy (10 pav.).

10 pav. Atrankos (selekcijos) ir patikros skirtumy iliustracija. Vykdant
atranka, ant selektyvios terpés uzauga tik reikiamas savybes turintj baltyma
ekspresuojancios lgstelés (kair¢je). Vykdant patikra, tarp visy lasteliy ieSkoma
ty, kurios ekspresuoja reikiamas savybes turintj baltymg (deSinéje). Parengta
pagal (99).
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Salygy, reikalingy atrankai, suktirimas vadinamas evoliuciniu spaudimu.
Spaudimu gali biiti reakcijos temperatiiros keélimas, laiko trumpinimas,
inhibitoriaus koncentracijos didinimas. Didelés apimties patikros istorine
pradzia galima laikyti 96 Sulinéliy ar didesnio formato plokstelés naudojima,
taip pat leksteliy su agarizuota terpe tikrinima. Sie metodai reikalauja daug
ranky darbo ir néra tinkami didelés apimties biblioteky tikrinimui, todél
pasitelkiant Siuolaikinius inZinerinius sprendimus buvo iSplétotos modernius
robotus ir programing jranga naudojancios automatinés patikros sistemos,
sugebancios iSanalizuoti milijonus bibliotekos varianty per valanda.

Didelés apimties biblioteky automatizuotam tikrinimui pirmiausia buvo
pritaikyta FACS (angl. fuorescence-activated cell sorting) technologija.
FACS naudojimui yra biitina sukurti reakcijy grandine, kurios rezultatas biity
fluorescencinio signalo atsiradimas. Naudojant FACS jmanoma rti§iuoti ne tik
lasteles, taCiau ir emulsijas (11 pav.). Tai reiskia, kad iSvengiant
transformacijos etapo ir atsisakant nepatogiy eksperimenty su lastelémis
Imanoma patikrinti didesnes bibliotekas (100,123).

Pagrindiniai FACS technologijos taikymo trikumai yra didelé aparatiiros
bei programinés jrangos kaina. Be to, naudojant lasteliy rasiuoklius galima
tirti tik hidrofilines vanduo/alyva/vanduo tipo emulsijas (7).

Tas pats FACS technologijos principas, t.y. reakcijos miSinyje esan¢io
fluorogeninio substrato pavertimas fluoroforu ir laseliy atrinkimas nuskaitant
susidarant] signala, buvo perkeltas | mikroskys¢iy gardeles ir pritaikytas
laseliy, kuriuose jkapsuliuoti biblioteka sudarantys genai ir jy produktai,
ruSiavimui. Sukurta technologija vadinama FADS (angl. fluorescence-
activated droplet sorting). Pastaruoju metu konstruojamuose FADS
jrenginiuose galima raSiuoti jvairiy tipy emulsijas (vanduo/alyva,
alyva/vanduo, vanduo/alyva/vanduo), didelio grei¢io kameromis galima
uzfiksuoti kiekvieng laSelj, be to, FADS jrenginiai yra Zymiai pigesni uz
lasteliy rusiuoklius (7).

I mikroskys¢iy gardele integravus opting sistema, galima registruoti
laseliuose susidariusiy reakcijy produkty absorbcija. Siuo principu pagrjsta
AADS (angl. Absorption-activated droplet sorting) technologija buvo
pritaikyta didesnio aktyvumo fenilalanino dehidrogenaziy atrankai (124,125).
Kadangi daugumai organiniy junginiy biidinga ultravioletinio arba regimojo
ruozo bangy sugertis, §i technologija ateityje gali jgyti platy pritaikyma (7).

Pastaruoju metu kuriamos naujos emulsijy risiavimo technologijos,
pagrijstos laseliuose vykstanciy reakcijy metu susidaranciy produkty
fizikinémis ar cheminémis savybémis. Taikant §j principg, néra reikalo sukurti
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specialias reakcijy grandines, kuriu déka atsirasty fluorescencinis signalas ar
tam tikro ilgio bangas sugeriantis junginys.

Pavyzdziui, | mikroskysciy gardelg jmontavus elektrodus, mazesnius nei
rusivojamy laSeliy dydis, laseliuose galima iSmatuoti elektros jtampos
pokyéius, kurie atsiranda susikaupiant reakcijos produktams. Sis
elektrocheminiu principu pagristas metodas buvo pritaikytas nuo NADP
priklausomy oksidoreduktaziy, pasizymin€iy didesniu aktyvumu, atrankai
(126).

Kuriant Siuolaikinius emulsijy riiSiavimo prietaisus, mikroskysciy
gardelés taip pat buvo suderintos su masiy spektrometrijos, Ramano sklaidos
ir branduolio magnetinio rezonanso metodais. Visais S§iais atvejais
nereikalingas specifinio fluorescencinio signalo sukiirimas laselio viduje,
rusiavimas atliekamas remiantis susidaranciy reakcijos produkty fizikinémis
savybémis (7).

Didelés apimties patikra yra vienas pagrindiniy fermenty evoliucijos
metody, kadangi raiskos (pavyzdziui, fagy ar mRNR raiskos) metodai
pritaikomi ne visose salygose. Be to, evoliucionuojant fermentus svarbu, jog
vienu metu fermentas biity atrenkamas pagal visas katalizei svarbias savybes:
substrato atpazinima, tarpinio komplekso formavima, reakcijos vykdymo bei
atsistatymo greitj (angl. turnover), kas yra jmanoma taikant didelés apimties
patikra (100).
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atrinkti genai atrinkimas  iSmetimas

11 pav. Mikrolaseliy atranka FACS riiSiuokliu. Geny biblioteka, koduojanti
mutantinius baltymus, sumaiSoma su in vitro transkripcijos/transliacijos
miSiniu ir emulsifikuojama tokiomis sglygomis, jog statistiSkai | vieng
kompartmenta patekty tik vienas genas (1). Po transkripcijos ir transliacijos
reakcijy laSeliuose gaunamas baltymas (2). Jei baltymas aktyvus, jis
katalizuoja nefluorescuojan¢io substrato virtimg fluorescuojanciu produktu
(3). Fluorescuojantys laSeliai atskiriami nuo nefluorescuojanciy (arba nuo
kitokia spalva fluorescuojanciy) FACS raSiuokliu (4). IS atskirty
kompartmenty iSvalomi ir PGR biidu padauginami genai, kurie gali biiti dar
kartg panaudojami atrankos procese.

Kaip minéta, alternatyva daZznai gana brangiam ir daug sgnaudy
reikalaujanéiam didelés apimties patikros procesui yra atranka. Vykdant
atrankos eksperimenta, i§ pradinés mutanty bibliotekos evoliucinio spaudimo
déka atrenkami ieSkomomis savybémis pasiZymintys variantai. Viena
pagrindiniy atrankos eksperimento ypatybiy yra ta, kad evoliucinis spaudimas
turi bati sukonstruotas taip, kad atsirinkty tik uzduotas salygas atitinkantys
baltymai, o juos koduojancius genus biity jmanoma padauginti ir pereiti j kita
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atrankos etapa. Norint iSpildyti Sias sglygas, sukuriamos jvairios specifinés
atrankos schemos, kuriy taikymo sritis pakankamai ribota — dazniausiai
tokiais budais jmanoma atrinkti DNR modifikuojancius fermentus
(restrikcijos endonukleazes ar metiltransferazes, taip pat polimerazes) arba
baltymus, saveikaujancius su kitais baltymais bei peptidais (pavyzdziui,
antikinais) ar organiniais ligandais (pavyzdziui, fermenty inhibitoriais).
Palyginus su didelés apimties paieskos biidais, kai kurie atrankos metodai turi
didelj privaluma tuo atzvilgiu, kad vieno eksperimento metu leidzia patikrinti
Zymiai didesnés apimties bibliotekas, turin¢ias iki 10'! — 10'? nariy (93).

Baltymy atrankos metodai dazniausiai klasifikuojami pagal tai, kokiu
bidu islaikomas genotipo — fenotipo rysys. /n vivo metodams budinga tai, kad
genotipas su fenotipu susiejamas lastelés viduje, tuo tarpu in vitro metoduose
gali buti naudojami keliy tipy rysiai — kovalentinis, nekovalentinis arba rysys
gali buti i§laikomas in vitro kompartmentalizacijos déka.

In vivo atrankos buidai gali biiti panaudojami jvairioms DNR ar RNR
polimeraziy savybéms atrinkti. Tokie metodai pagrjsti mutantiniy polimeraziy
bibliotekos praturtinimu variantais, kurie yra aktyviis gyvose lastelése.
Vykdant atranka in vivo, specifiniai E. coli kamienai transformuojami
naudojant plazmides su jterptais mutantiniy polimeraziy genais. Auginant
bakterijas tam tikromis saglygomis, uzauga tik aktyvius fermenty variantus
turintys transformantai.

In vivo atrankos eksperimentuose daznai pritaikomas genetinés
komplementacijos principas. Vykdant atranka Siuo buidu, parenkami tokie .
coli kamienai, kuriuose Pol I DNR polimerazé yra neaktyvi, o genomo
replikacijos funkcija gali atlikti tik fermentas i§ mutantiniy polimeraziy
bibliotekos, taciau tik tuo atveju, jeigu jis aktyvus parinktose saglygose. Vienas
i§ genetinés komplementacijos pavyzdziy galéty buti aktyviy Taq DNR
polimerazés mutanty atranka, panaudojant temperatiirai jautria DNR
polimeraze Pol I ekspresuojancias E. coli lasteles. Minéta Pol I polimeraze
turintis E. coli kamienas recA718 polA12 gali augti tik Zemose temperatiirose
—1iki 30°C. Todé¢l 37°C temperatiiroje uzaugo tik tos lastelés, kurios turéjo
funkciSkai aktyvius Taq DNR polimerazés variantus, galinCius pakeisti
neaktyvig Pol I (127).

Genetiné komplementacija buvo pritaikyta ir RNR polimeraziy
savybéms keisti. Atlickant atrankos eksperimentg, ruo$iamos dviejy tipy
plazmidés: vienoje i§ jy patalpinama T7 RNR polimerazés geny biblioteka,
kitoje chloramfenikolio acetilazés genas. Abiejose plazmidése geny
transkripcijg kontroliuoja T7 RNR polimerazés promotorius. Transformavus
E. coli DH5Alac lasteles ir indukavus tikslinio baltymo sinteze, auginama ant
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chloramfenikolio terpés. Tokiu biidu auginant lgsteles, atrenkamos tik tos,
kurios turi aktyvia T7 RNR polimeraze, nes ji biitina atsparumag
chloramfenikoliui koduojancio fermento sintezei (128).

Kita mokslininky grupé panasiu principu atrinko T7 DNR polimerazés
variantus, kurie turi sumazinta tiksluma, palyginus su laukinio tipo baltymu
(129). Siuo atveju, vienoje plazmidéje buvo patalpinta T7 DNR polimerazés
didjjj subvieneta koduojanti mutantiniy geny biblioteka, o kitoje, reporterinéje
plazmidéje buvo B — laktamazés genas su jvestu STOP kodonu (12 pav.).
Auginant bakterijas terpéje, turinioje ampicilino, islieka tik tos Iastelés,
kuriose déka T7 polimerazés jvesty klaidy buvo panaikintas STOP kodonas
arba dél jvykusios mutacijos atitinkamos tRNR geno antikodono kilpoje.

B laktamazé

T7 mutanty
biblioteka

pSC101 ori ColE1 ori ampicilino terpé

12 pav. Netiksliy T7 DNR polimerazés varianty atranka. Plazmidéje pSC101
ori yra T7 DNR polimerazes didjjj subvieneta koduojanciy geny biblioteka,
jterpta po TS promotoriumi. Kitoje plazmidéje (ColE1 ori) yra  — laktamazés
genas inaktyvuotas jvedant STOP kodona. T7 DNR polimerazés variantai,
pasizymintys padidintu klaidy dazniu, gali panaikinti STOP kodong. Tokiu
atveju, lastelése kaupiasi p — laktamazé, skaidanti terpéje esantj ampiciling.
Evoliucijos eksperimente naudojamas J200 kamienas, turintis temperatiirai
jautrig DNR polimerazg 1. Parengta pagal (129).

Aptarti in vivo atrankos metodai s¢kmingai taikomi mutanty bibliotekos
praturtinimui aktyviomis polimerazémis, taciau eksperimentg vykdant gyvose
lastelése, nejmanoma atrinkti fermenty, pasizyminciy naujais aktyvumais,
tokiais kaip nenatiiraliy substraty atpazinimas (93). Siam tikslui gali biti
panaudojamas fagy raiSkos metodas, kadangi taikant §j atrankos biida
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mutantiniai baltymai yra ekspresuojami Igstelése, o po to vykdoma atranka in
vitro salygomis.

Eksperimento pradzioje i fago raiSkos wvektoriy jterpiama geny,
koduojanc¢iy mutantinius baltymus, biblioteka, o bakteriofagui infekavus E.
coli lasteles, sintetinama mutantiniy baltymy biblioteka. Nuo jprastiniy
baltymy ekspresijos sistemy fagy raiska skiriasi tuo, kad tikslinis baltymas yra
sulietas su bakteriofago pavirSiniu (kapsidés) baltymu. Tokiu biidu mutantinis
baltymas, sulietas su fago pavirSiniu baltymu, eksponuojamas viruso dalelés
iSoréje (13 pav.).

Remiantis tuo, kad baltymy tarpusavio sgveika ar saveika su organinémis
molekulémis vyksta kontaktuojant tik nedidelei daliai aminoriigsc¢iy, teigiama,
kad baltymo suliejimas su fago pavirSiniais baltymais neturi didelés jtakos
baltymo savybéms, t.y. baltymas, prijungtas prie viruso pavir§iaus, su ligandu
sgveikauja panasiai, kaip jis sgveikauty budamas laisvas tirpale (130).

Fagy raiskos eksperimentuose gali biiti naudojami bakteriofagai T4 ir A
(131,132), taciau daugiausiai publikuojama darby, atlikty naudojant
filamentinius fagus M13, fd ir f1. Filamentiniai fagai yra ~1 um ilgio ir ~6 nm
skersmens struktiiros, sudarytos daugumoje (~87% pagal masg) i§ pavirSinio
baltymo. Fagas MI13 turi penkis skirtingus pavirSiaus baltymus, taiau
pagrindinis yra g8p, kuris sudarytas i§ 50 aminortigs¢iy liekany. Viruso dalele
sudaro apie 2700 Sio baltymo kopijy. Kiti baltymai — minoriniai, iSsidéste
viruso dalelés galuose (13 pav.). M13 turi viengrande¢ DNR, kurios ilgis 6,4
kb. Sios DNR pagrindu yra konstruojami vektoriai, kuriuose
evoliucionuojama baltyma koduojantys genai suliejami su pavir§inio baltymo
genais. Dazniausiai suliejimui naudojamas baltymas g3p, taCiau kartais
suliejimui naudojami ir kiti baltymai - gbp bei pagrindinis kapsid¢ sudarantis
baltymas g8p. Bakteriofago M13 dalelé turi nuo 3 iki 5 g3p baltymo kopijy,
tiek pat ir mutantinio baltymo kopijy ir biina eksponuojama ant virusinés
dalelés pavirSiuje (130). Virusai, turintys tiriamuosius mutantinius baltymus
i§ bakterijy gryninami naudojant polietilenglikolj ir panaudojami atrankoje.
Fagy raiska dazniausiai taikoma didinant baltymy gimininguma substratui, t.y.
atrenkami viruso pavir§iuje esantys mutantai, pasiZymintys stipriausia
sgveika.

Metodo privalumas yra tas, kad iSlaikomas stiprus genotipo-fenotipo
ry$ys (130). Siuo metodu atranka galima vykdyti naudojant bibliotekas, kuriy
dydis ~10%, taCiau apraSyta keletas atvejy, kai buvo iStirtos ir didesnés
bibliotekos (99). Sio metodo trikumu galima vadinti tai, kad fagy raiska
paremti evoliucijos eksperimentai dazniausiai skirti mazos molekulinés masés
baltymy ir peptidy tyrimams (130,133).
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signalinis peptidas jungtukas

13 pav. Filamentinio Dbakteriofago, naudojamo baltymy raiSkos
eksperimentuose ir DNR vektoriaus, skirto mutantinio baltymo ekspresijai ant
viruso daleliy, schema (133).

Panaudojant fagy raiska, buvo atlikta keletas darby, daugiausia skirty
DNR polimeraziy substraty spektro praplétimui (134,135,136). Siuo metodu
buvo atrinkti Stofelio fragmento (Taq polimerazés, neturinios 5°-3’
egzonukleazinio domeno) variantai, kurie ] sintetinamg nukleoriig§ciy
granding jjungia ribonukleotidus (136) ir 2’-O-metilintus nukleotidus (135).
Modifikuotus nukleotidus atrinktas fermentas jjungia 10000 karty efektyviau
negu laukinio tipo fermentas (135).

Evoliucionuojant minétus DNR polimeraziy variantus, konstruojamos
tokios fagemidés, kuriose mutantines polimerazes koduojantys genai
suliejami su filamentinio bakteriofago M13 pavirsiaus baltymo gIII genu.
Fagemidés, kuriose yra E. coli ir fago replikacijos pradzios elementai,
transformuojamos j E. coli lasteles, paskui lastelés uzkreciamos pagalbiniu
fagu, kuriame gIII genas yra sulietas su ,,riigstiniu“ peptidu. Tada infekuotose
E.coli lastelése vyksta virusiniy daleliy susirinkimas. Kiekviena
susiformuojancio fago dalelé eksponuoja mutantinés polimerazés molekules,
sulietas su pllI (gIII geno produktu). Likusios plIl baltymo molekulés, kuriy
ant vieno fago biina 3-5, sulietos su riigstiniu peptidu (14 pav.) Riigstinis
peptidas saveikauja su baziniu peptidu, susidarant disulfidiniams tilteliams ir
leucino uztrauktuko strukttrai. Tokiu budu prie fago daleliy yra prijungiama
matricos-pradmens sistema, kuri biina surista su baziniu peptidu.
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14 pav. Fagy raiskos pritaikymo DNR polimeraziy atrankai schema.
Fagemide¢ transformavus j E. coli ir lasteles uzkrétus pagalbiniu virusu,

turin¢iu riigstinio peptido geng, sulieta su glIl, formuojasi viruso dalelés,
eksponuojancios polimerazg ir riigstinj peptida. Riigstinis peptidas jungiasi su
baziniu peptidu ir tokiu biidu prie fago dalelés prijungiama matricos —
pradmens sistema. Aktyvi DNR polimerazé pratgsia pradmenj, jjungdama
modifikuotus nukleotidus ir biotin-UTP. Biotinu Zymétos viruso dalelés
i8gryninamos naudojant streptavidinu padengtas magnetines daleles. Parengta
pagal (135).

Taip paruostos fago dalelés naudojamos atrenkant aktyvius DNR
polimerazés mutantus. | reakcijos misSinj dedama modifikuoty ar natiiraliy
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NTP ar ANTP ir biotinu Zyméto UTP. Jeigu polimerazé aktyvi, ji sugeba
pratesti pradmenj ir | sintetinamg granding jjungia biotinilinta UTP.
Pasinaudojant streptavidino — biotino sgveika, atrenkamos fagy dalelés,
eksponuojancios aktyvias polimerazes (134,135,136).

Fagy raiskos metodg galima biity laikyti tarpiniu tarp in vivo ir in vitro
metody, nes eksperimento metu yra naudojama lasteliy transformacija, taciau
atranka vykdoma in vitro salygomis. Tuo tarpu taikant evoliucijos metodus,
kurivose nenaudojama transformacija, yra visiSkai iSpildomos in vitro
salygos. Kaip minéta, Sie metodai skirstomi pagal tai, kokiu principu yra
sudaromas genotipo — fenotipo rySys, kuris gali biti kovalentinis,
nekovalentinis arba i$laikomas in vitro kompartmentalizacijos déka.

Nekovalentiniu genotipo — fenotipo rysiu pasizymi du atrankos biidai —
ribosomy raiska ir DNR raiska (dar vadinama cis raiska).

Ribosomy raiska yra toks atrankos buidas, kuriame genotipo - fenotipo
rySys iSlaikomas ribosomy déka. Tiksliau, genotipas ir fenotipas jeina j vieng
struktiirg, vadinamg keturnariu kompleksu. Keturnarj kompleksa sudaro
mRNR, ribosoma, baltymas, kurj koduoja mRNR, ir paskutinés baltymo
aminoriig§ties tRNR. Toks kompleksas susidaro tuo atveju, kada
transliuojama mRNR, neturinti transliacijos terminacija uztikrinan¢io STOP
kodono. Si mRNR pasibaigus baltymo sintezei nedisocijuoja nuo ribosomos,
o baltymas taip pat iSlieka susiriSgs su ribosoma. Prie tikslinj baltyma
koduojancio geno 3’ — galo daZniausiai dar yra prijungiama seka, koduojanti
keliasdeSimties aminortig§¢iy ilgio peptida, kuris pasibaigus transliacijai licka
ribosomos tunelyje ir taip uztikrina tikslinio baltymo eksponavima viso
komplekso iSoréje. Keturnarj kompleksa stabilizuoja Zema temperatiira ir
didelés Mg?* jony koncentracijos (99,137).
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15 pav. Principiné ribosomy raiskos eksperimento schema. Geny biblioteka
transkribuojama (1), gauta mRNR naudojama transliacijos reakcijoje (2),
kurios metu susidaro keturnaris kompleksas. Toliau vykdomas susiri$§imo su
ligandu eksperimentas (3), kurio metu i§ baltymy bibliotekos atrenkami
stipriausiai su ligandu sgveikaujantys mutantai. Specifiniai keturnariai
kompleksai atplaunami (4a) arba suardomi paSalinant Mg?* jonus (4b). Tada
panaudojant atvirksting transkriptazg, sintetinama kDNR nuo mRNR matricos
(5), o vykdant PGR, kDNR paverc¢iama dvigrande DNR (6), kuri yra
praturtinta genais, koduojanciais baltymus, stipriai saveikaujanciais su
ligandu. Atrankos ciklai kartojami keleta karty grieztinant spaudimo salygas,
kol atrankami pakankama gimininguma ligandui turintys baltymai. Parengta
pagal (138).

Taikant ribosomy raiSkos metoda, galima naudoti dideles mutanty
bibliotekas, turin¢ias iki 2-3x10'* nariy. DNR fragmentai, koduojantys
tikslinio baltymo mutantus yra paverc¢iami } mRNR vykdant transkripcija.
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Keturnariai kompleksai formuojami vykdant in vitro transliacijg, naudojant
belgstelinius ekstraktus, kuriuose turi biiti pakankamas kiekis funkcionaliy
ribosomy ir kuo mazesnis nukleazinis aktyvumas. Gana daznai ribosomy
raiSkos eksperimentuose naudojamas E. coli S30 ekstraktas, taip pat gali biti
naudojamos ir eukariotiniy lasteliy pagrindu paruosti transliacijos misiniai (139).

Ribosomy raiSkos metodas dazniausiai naudojamas atrenkant mutantus,
stipriau besiriSanCius su substratu. Pavyzdziui, i§ atsitiktiniy peptidy seky
bibliotekos galima atrinkti tokius variantus, kurie sgveikauja su norima baltymy,
DNR ar RNR seka arba su kokiu nors organiniu ligandu, o kartojant keleta
atrankos cikly atrenkami mutantai, pasizymintys stipriausia sgveika (139).

DNR raiSka yra kitas atrankos metodas, kuriame genotipo — fenotipo
rySys iSlaikomas pasinaudojant baltymo saveika su DNR, pavyzdziui, RepA
baltymo sgveika su ji koduojancio geno DNR (140). RepA baltymas yra DNR
replikacijos iniciatorius, stipriai besiriSantis su DNR, tokiu biidu
suformuojamas nekovalentinis genotipo — fenotipo rysys.

Kalbant apie kovalentiniu genotipo — fenotipo rysiu pagrjstus metodus,
zinomiausias i§ jy yra mRNR raiska. Vykdant mRNR raiskos eksperimentus,
mutantiniai baltymai yra sujungiami su juos koduojanc¢ia RNR transliacijos
pabaigoje. Tokiam genotipo — fenotipo rySiui suformuoti yra naudojama
modifikuota mRNR, kurios 3’ gale prisiuvamas oligonukleotidas, turintis
prijungta antibiotika puromicing (16 pav.). Transliacijos pabaigoje mRNR 3’ gale
esantis puromicinas kovalentiskai sujungiamas su baltymo C galine amino
ragstimi. Kovalentinio rySio formavimas néra labai efektyvus, kadangi ~3%
naudojamos mMRNR yra suligjama su koduojamu baltymu, todél didelé
bibliotekos dalis atrankos eksperimente nepanaudojama (141). Pagrindiniai
veiksniai, lemiantys Sios reakcijos efektyvumg yra biblioteka sudaranciy
mutantiniy baltymy aminortig§¢iy seka ir mRNR tretiné struktiira. Buvo parodyta,
kad prie mRNR pridedant papildomas trumpas atsitiktines sekas, galima pagerinti
mRNR suliejimo su koduojamu baltymu iseigg iki ~20% (142).

mRNR raiska panasi j ribosomy raiSkos metoda pritaikymo galimybémis
ir atlikimo technika. Pagrindinis skirtumas tarp Siy metody yra skirtingais
biidais iSlaikomas genotipo-fenotipo rySys. Kovalentinis rySys yra zymiai
stabilesnis, todél mRNR raiSkos biidu paruosta biblioteka galima naudoti
tokiomis salygomis, kuriose ribosomy raiskos metodu paruostas genotipo —
fenotipo rysys suirty (143).
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16 pav. RNR ir jos koduojamo baltymo susiuvimas. A — mRNR transliacija ir
baltymo sintezé. B — ribosomai pasiekus RNR atviro skaitymo rémelio
pabaiga, transliacija sustoja ties RNR-DNR jungtimi. Puromicinas (pazyméta
P raide apskritime) patenka j aminoacil-tRNR suri§imo sritj ir suformuoja
jungtj su polipeptidu. C — mRNR ir polipeptido junginys iSgrynintas i$
transliacijos reakcijos. Parengta pagal (141).

Dar vienas budas suformuoti genotipo — fenotipo rysj yra in vitro
kompartmentalizacija. Sio metodo principas yra genotipo ir fenotipo
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uzdarymas tame pac¢iame emulsijos laselyje, panaSiai kaip gyvose Igstelése §j
ry$] sukuria plazminé membrana. Tam tikromis sglygomis sukuriamos
emulsijos, sudarytos i$ laseliy, kuriy dydis, priklausomai nuo eksperimento
paskirties, varijuoja nuo femtolitry iki pikolitry eilés. Vykdant in vitro
kompartmentalizacija pagrjstus eksperimentus daZniausiai sukuriama iki 10
laseliy, tokiu biidu sukuriama galimybé vieno eksperimento metu patikrinti
didelés apimties bibliotekas (99). Naudojant in vitro kompartmentalizacija,
kiekvienu atveju dazniausiai taikoma individuali atrankos strategija, kuri
pasirenkama atsizvelgiant | fermento funkcija, pavyzdziui, restrikcijos
endonukleaziy ar metiltransferaziy sgveika su atpazjstama seka. In vitro
kompartmentalizacijos metodai daznai taikomi vykdant DNR polimeraziy
evoliucijos eksperimentus.

Vienas i§ svarbiausiy kompartmentalizacija pagristy metody yra
autoamplifikacija  kompartmentuose (CSR, compartmentalised self
replication). Atranka taikant CSR vykdoma keliais etapais (zr. 17 pav.).
Pirmiausia, mutantines polimerazes koduojanciy geny biblioteka klonuojama
1 ekspresijos vektoriy, kuriuo transformuojamos E. coli lastelés.
Transformantai auginami ir indukuojama tikslinio baltymo sintezé. Antrame
etape lastelés resuspenduojamos PGR miSinyje, i kurio sudéti jeina
polimerazés genui specifiniai pradmenys, dvivalen¢io metalo druska, dNTP ir
RNazé, kuri suskaido RNR, patenkancig j reakcijos misinj suyrant lasteléms.
Toks reakcijos miSinys sumaiSomas su aliejine faze, kurioje pridedama
detergenty, pasiskirstanc¢iy faziy sgveikos riboje. SumaiSius vandening ir
aliejing fazes gaunama termostabili emulsija, sudaryta i§ didelio kiekio
(dazniausiai 10°-10%ml) kompartmenty, kuriy skersmuo ~I15um. LaSeliai
vidutiniskai talpina po vieng E. coli lastele. Toliau vykdoma polimerazés
grandininé reakcija, kurios metu E. coli suyra ir i§ bakterijy | kompartmenty
tiirj patenka DNR polimerazés ir jas koduojantys genai. Kompartmentuose,
kurivose DNR polimerazés yra aktyvios tam tikromis atrankos salygomis,
vyksta autoamplifikacija, polimerazés padaugina jas koduojancius genus.
Tokiu budu pradiné geny biblioteka praturtinama tais mutantais, kurie aktyviis
tam tikromis sglygomis. Gauta geny biblioteka vél transformuojama j E. coli
lasteles ir atranka kartojama grieztinant evoliucinio spaudimo sglygas
(134,144).
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17 pav. CSR metodo principiné schema. 1 — Paruosta mutantiniy geny
biblioteka naudojama E. coli lasteliy transformacijai, kuriose indukuojama
DNR polimerazés sintezé. 2 — Lastelés dedamos | PGR misinj ir vykdoma
kompartmentalizacija. 3 — PGR metu emulsijoje padauginami genai, kurie
koduoja DNR polimerazés mutantus, aktyvius atrankos sglygose. Parengta
pagal (144).

Autoamplifikacijos kompartmentuose autoriai §ig atrankos strategija
s¢kmingai pritaiké Taq DNR polimerazés savybiy keitimui. Atliekant vos tris
atrankos ciklus, i§ pradinés mutanty bibliotekos, turingios ~2x10% mutanty
buvo atrinkti DNR polimerazés variantai, kuriy gyvavimo puslaikis 97,5°C
temperatiroje yra 11 karty ilgesnis nei laukinio tipo fermento, o atsparumas
inhibitoriams yra atitinkamai didesnis 130 karty (144). Véliau dr. Holliger
vadovaujama grupé sukiré truputj modifikuota autoamplifikacijos
kompartmentuose metoda, vadinama spCSR (short-patch compartmentalised
self replication). Taikant §j metods, amplifikuojamas ne visas DNR
polimeraze koduojantis genas, o tik nedidelis geno fragmentas, tokiu biidu
sumazinant evoliucin] spaudimg pirmame atrankos cikle. Atlikdami du
atrankos etapus, metodo kuiré¢jai atrinko DNR polimerazés mutantg, kuris PGR
metu | sintetinamg granding efektyviai jtraukia cianino dazais Cy3 ar Cy5
zymétus nukleotidus. Sis fermentas sugeba susintetinti iki 1kb ilgio DNR
fragmentus, kuriuose visi dC nukleotidai pakeisti j Cy3-dC ar Cy5-dC. Gauta
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“CyDNR” pasizymi kitokiomis tiek fizinémis, tiek optinémis savybémis,
palyginus su jprasta B tipo DNR (145). Atskirai grupei priskirtinas metodas,
kurj galima biity pavadinti pagalbine amplifikacija kompartmentuose (CPR,
compartmentalized partnered replication). Naudojant §] metoda, in vitro
kompartmentalizacijos technologija galima panaudoti ne tik DNR
polimerazés savybiy keitimui. Pagalbine amplifikacija §is atrankos biidas
vadinamas todél, kad eksperimento metu atrinkinéjami tam tikromis
savybémis pasiZymintys baltymai, esantys E. coli lastelése, o Taqg DNR
polimerazé yra naudojama §iy baltymy genams padauginti. Tokiu atveju Taq
DNR polimerazés ekspresija turi buti priklausoma nuo tikslinio baltymo,
kurio tam tikros savybés atrinkingjamos. Pagalbinés amplifikacijos
kompartmentuose metodg sukiirusi mokslininky grupé atrinko grupe T7 DNR
polimerazés mutanty, kurios atpaZzjsta joms specifinius promotorius. Po to
buvo  pademonstruota, kad naudojant pagalbing  amplifikacija
kompartmentuose galima gauti fermento aminoacyl — tRNR sintetazés
mutantus, kurie veikia poroje su atitinkama tRNR ir sugeba i sintetinamo
baltymo grandine jjungti modifikuotas aminoraigstis. Siuo atveju, Taq DNR
polimerazeés sekoje buvo jvestas STOP kodonas TAG (vadinamasis ,,amber*
kodonas), kurio supresijai buvo reikalinga mutantiné triptofano tRNR
sintetazé, sugebanti susieti triptofano tRNR su atitinkama modifikuota
aminoriig§timi 5 — hidroksi L-triptofanu (146,147).

Tradicinj baltymy evoliucijos eksperimentg sudaro pradinés geny
bibliotekos ruosimas ir po to vykdomi pasikartojantys transformacijos arba in
vitro kompartmentalizacijos, tiksliniy baltymy sintezés, atrankos arba
patikros, atrinkty geny gryninimo etapai, kuriems reikia tiek laiko, tiek darbo
jégos istekliy.

Pastaruoju metu yra sukurta nuolatinés baltymy evoliucijos metody,
kuriuose pasikartojantys atrankos ciklai vyksta be papildomo jsikiS§imo, todél
naudojant tokius metodus galima atlikti Zymiai daugiau atrankos etapy. Si
nuolatiné, nenutrukstama evoliucija yra panaSi ] gamtoje vykstancius
procesus.

Nuolatinés evoliucijos principas jau kur] laika sékmingai taikomas
bakterijy populiacijy, pasizyminéiy norimomis savybémis selekcijai (148),
taip pat buvo pademonstruotas $io metodo pritaikymas RNR ligazés aktyvuma
turin¢iy ribozimy atrankai (149), kuris vis délto negali buti tiesiogiai
pritaikytas baltymy atrankai. Tuo tarpu didelj baltymy evoliucijos potencialg
turi metodas, sukurtas panaudojant bakteriofagy infekcija geny bibliotekos
perneSimui, vadinamas PACE (phage — assisted continuous evolution).
Taikant §j metoda, atrankos metu pasikeicia daug fago generacijy, nuolatos
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taikant vis stipréjantj spaudimg. Eksperimentg galima vykdyti kelias dienas ar
net savaites, beveik iSvengiant eksperimentatoriaus jsikiS$imo. Sékmingu
pavyzdziu, charakterizuojanciu nuolatinés evoliucijos galimybes, galima biity
jvardinti Liu su kolegomis atlikta eksperimentg, kurio metu i§ pradinés T7
RNR polimerazés mutantus koduojanciy geny bibliotekos buvo gauti
variantai, atpazjstantys nenattiraly promotoriy, taip pat pradedantys RNR
sinteze jjungdami ne GTP, bet ATP ir CTP.

\[tekéjimas

N

plil genas * N,

o= ——
Infelkci]
A /‘ B Ne"vksﬂ plll sintezé

Indukuojama plil sintezé
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Nefunkcionaliis fagai

18 pav. PACE metodo principiné schema. Seimininko Igstelés parinktu
pastoviu  grei¢iu  pateikiamos ] reakcijos kamerg (A), kur jas

18leidimas

infekuoja bakteriofagai, turintys evoliucionuojamus mutantinius baltymus
koduojancias plazmides SP (selekcijos plazmides). Infekcijos metu SP
plazmidés patenka j Seimininko lastele (B). Evoliucinio spaudimo salygas
atitinkantys mutantai indukuoja pllI baltymo, kurio genas yra PP plazmidéje,
gamybg (C), o Siose salygose neaktyviis baltymai plll sintezés indukuoti
negali (D). Infekcijos metu, Seimininko Ilasteléje esancioje mutagenezés
plazmidéje (MP) koduojami reparacijos sistemos baltymai lemia papildomy
mutacijy jvedimg. Formuojasi funkcionallis bakteriofagai, turintys pavirsinj
baltyma plllI (E). Panaudotos lgstelés ir neaktyviis bakteriofagai pasalinami i$
reakcijos kameros (F). Parengta pagal (150).
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Atrinkingjant Siomis savybémis pasizymincius mutantus, per 8 dienas
ivykdyta apie 200 atrankos cikly (150). Dar vienas puikus praktinis PACE
pritaikymas pateiktas 1.2.4 skyrelyje aptariant PE (angl. Prime Editing)
fermenty atrankas (151).

Vykdant eksperimenta pagal PACE metodika, tam tikro tankio E. coli
lasteliy suspensija leidziama j reakcijos inda, kuriame auginamas filamentinis
bakteriofagas M13 (18 pav.). Bakteriofago dalelés buina paruostos taip, kad
turéty mutantiniy geny biblioteka koduojancia plazmide, taCiau neturéty fagy
infekcijai butino geno gllI, koduojancio baltyma plll. Baltymas plIl sudaro
jungtis su bakterijy F pilémis (lytinémis ataugomis) ir sglygoja patekimg |
Seimininko Igstele, Sio baltymo neturintis fagas praktiSkai negali infekuoti
Seimininko lagstelés (152). Dél Sios priezasties, plll baltymg koduojantis genas
yra jterpiamas j pagalbing plazmidg, esancia E. coli lasteléje. Tokiu atveju,
tikslinio baltymo, kurio savybés atrinkinéjamos, aktyvumas turi biti
susiejamas su plll baltymo ekspresija.
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19 pav. [vairiy baltymy aktyvumy susiejimo su plll baltymo sinteze budai.
plII baltymo ekspresija aktyvuojama T7 RNR polimerazei sgveikaujant su T7
promotoriumi (A), pasinaudojant baltymy tarpusavio sgveika tarp Galllp
domeno, kuris sulietas su cinko pir§ty motyvu ir tarp LGF2 domeno, sulieto
su RNR polimeraze (B), rekombinazei katalizuojant geno inversija (C),
proteazei pasalinant T7 polimerazés aktyvuma blokuojantj T7 lizocimg (D).
Parengta pagal (150,153).
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Vykstant bakteriofaginei infekcijai, plazmidé, koduojanti tikslinj
baltyma, patenka j Igstele. Pasinaudojant lgstel¢je veikianciu transkripcijos —
transliacijos mechanizmu, sintetinami mutantiniai baltymai, kurie turi
aktyvuoti plll baltymo sintezg. Tik esant plIl baltymui, infekcijos metu
susiformuojantys bakteriofagai galés infekuoti naujas Seimininko lasteles.
Kuo aktyvesné tikslinio baltymo raiska, tuo daugiau susintetinama plll
baltymo, tuo didesnes galimybes infekuoti lgsteles turi bakteriofagas.

Kadangi viena i§ evoliucijos salygy yra kintamumas, Seimininko lastelése
vykstancios fago replikacijos metu tikslinj baltymg koduojantis genas turi
igyti naujy mutacijy. David Liu su bendradarbiais sukurtoje schemoje tam
tikslui panaudojama mutagenezés plazmidé, kuri koduoja E. coli reparacijos
sistemos baltymus su pakeistomis savybémis, taip uztikrinant didesnj klaidy
skai¢iy replikacijos metu (150).

Naudojant PACE metodika, plll baltymo sintezé E. coli 1astelése turi biti
susieta su tikslinio evoliucionuojamo baltymo aktyvumu. Susieti Siuos du
baltymus galima jvairiais buidais — pasinaudojant polimeraziniu ar kitokiu
fermentiniu aktyvumu, baltymy tarpusavio saveika arba susiri§imu su DNR ar
RNR (19 pav.), todél PACE metodas gali biiti panaudotas jvairiais aktyvumais
pasizyminciy baltymy atrankai.

Vykdant eksperimenta pagal PACE metodika, turi buti i§laikoma svarbi
salyga - Seimininko lastelés reakcijos kameroje turi iSbuti ne ilgiau, nei
uztrunka vienas jy gyvavimo ciklas. Tokiu biidu, reakcijos kameroje nevyksta
Seimininko lasteliy replikacija, jos naudojamos tik evoliucionuojanciy
bakteriofagy populiacijai palaikyti, kurioje ir kaupiasi mutacijos. Taip pat
svarbu parinkti tinkamg sistemos cirkuliacijos greitj, kuris turi bati
pakankamas, norint iSvengti jau minétos E. coli replikacijos, bet ne per greitas,
kad i$ reakcijos kameros nebiity iSplauti bakteriofagai.

1.2.4 Kryptingas atvirkstiniy transkriptaziy savybiy keitimas

Siuolaikingje molekulingje biologijoje atvirkstinés transkriptazés yra
ypatingos svarbos fermentai, kuriuos pagal savo reik§Sme galima palyginti su
PGR naudojamomis DNR polimerazémis. Praktiskai visi RNR tyrimams skirti
metodai prasideda nuo atvirkstinés transkripcijos stadijos. Tokiu biidu RNR
paverCiama j zymiai stabilesng kopijing DNR, kuri yra tinkama tolimesnéms
procediiroms.

Nenuostabu, kad gausybei laboratorijoje naudojamy metody reikalingos
atvirkstinés transkriptazés, pasizymincios savybémis, kurios skiriasi nuo
laukinio tipo fermento. Siekiant sukurti tokius fermentus su pakeistomis
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savybémis, buvo pritaikytos tiek racionalaus baltymy dizaino, tiek jvairios
kryptingos evoliucijos strategijos.

I8 atvirkstiniy transkriptaziy placiausig praktinj pritaikyma turi M-MuLV
AT, todél daugiausia darby buvo nuveikta siekiant pakeisti butent Sio
fermento savybes. Vienas elementariausiy atvirkStinés transkriptazés
patobulinimo pavyzdziy yra RNazés H aktyvumo panaikinimas, jvedant
mutacijas RNazés H domeno aktyviajame centre (66). Nors §is pakeitimas
neturi jtakos fermento sgveikos su substratu stiprumui, tac¢iau termostabilumo
verté padidéja apie 4°C, palyginus su laukinio tipo baltymu. Sis pokytis
paaiskinamas tuo, kad H minus mutantas negali suskaidyti RNR grandinés,
esanc¢ios RNR/DNR hibrido sudétyje, dél ko baltymas iSlieka susiriSes su savo
substratu (66).

Biitent termostabilumas yra viena iS labiausiai pageidaujamy atvirkstinés
transkriptazés savybiy. Reakcijas vykdant auksStesnése temperatirose,
susilpnéja RNR antrinés struktiiros, o tai padeda fermentui efektyviai sintetinti
ilgesnes kopijinés DNR molekules (154,155).

Yra nemazai pavyzdziy, kaip baltymo termostabilumas buvo didinamas
pasitelkus racionalaus dizaino principg — konstruojant numatytus mutantus,
tikrinant jy savybes ir atrenkant tinkamiausius (156,157,158). Mutagenezés
taikiniais daznai pasirenkamos tos aminortigstys, kurios pacios arba netolima
ju aplinka sudaro kontaktus su substratu (156). Taip pat tiriamos ir kitos
struktiiriSkai reikSmingos pozicijos, tokios kaip hidrofobiniy aminortigsciy
klasteriai, polinés aminortigstys, ar disulfidinius rySius sudarantys cisteinai
(157,158). Daugumoje atvejy geriausiy rezultaty pasiekiama apjungiant po
keletg mutacijy, turin¢iy didziausig jtakg baltymo termostabilumui.

Vis délto reikSmingiausi darbai keiciant atvirksStiniy transkriptaziy
savybes buvo atlikti naudojant jvairius kryptingos evoliucijos metodus — tiek
didelés apimties patikros (angl. screening), tiek atrankos (angl. selection).
Pavyzdziui, Arezi ir Hogrefe paruose ir i$tyre sglyginai nedidele 5 x 10* nariy
M-MuLV AT biblioteka aptiko aminoriig§iy pakeitimy, kurie pagerino
baltymo termostabiluma, reakcijos miSinyje esant substrato. Mutacijy
poveikis buvo adityvus, todél sukonstravus penkis aminoriig§¢iy pakeitimus
turintf M-MuLV AT mutantg (E69K/E302R/W313F/L435G/N454K),
saveikos su substratu stiprumas padidéjo 10 karty, o gyvavimo puslaikis 55°C
temperattiroje padidéjo nuo 5 iki 30 minuciy, palygus su laukinio tipo baltymu
(75). Taip pat buvo pademonstruota, kad §is mutantas pasizymi padidéjusiu
atsparumu jvairiems inhibitoriams, galintiems patekti j AT reakcijos miSinj
(159).

66



Siekiant atrinkti jvairiomis naujomis savybémis pasizymincias atvirkstines
transkriptazes, kartais kaip pradinis (laukinio tipo) baltymas pasirenkamos nuo
DNR priklausomos DNR polimerazes, kurios natiiraliai pasizymi silpnu AT
aktyvumu. Atlikus atrankos eksperimentg gaunami fermentai, kuriy savybés labai
stipriai skiriasi nuo jprasty M-MuLV ar AMV AT.

Pavyzdziui, Ellefson ir kolegos pristaté darba, kuriame pademonstravo,
kaip i§ archéjinés Thermococcus kodakarensis polimerazés panaudodami
autoamplifikacijos kompartmentuose (CSR) metodg iSvysté termostabilig
atvirkStine transkriptaze, pasizyminéia 3° — 5° egzonukleaziniu (klaidy
taisymo) aktyvumu. I$ 10° dydZio mutanty bibliotekos buvo gautas fermentas,
turintis nuo RNR priklausomos DNR polimerazés aktyvuma, kurio pakanka
bent 0,5 kb ilgio RNR kopijavimui. Sis fermentas taip pat islaiké prigimtinj
termostabiluma ir nuo DNR priklausomos DNR polimerazés aktyvuma, todeél
yra tinkamas naudoti PGR temperatiiriniame rezime, o egzonukleazinio
aktyvumo déka j sintetinamg kopijinés DNR granding jvedama bent 10 karty
maziau klaidingy nukleotidy, palyginus su M-MuLV AT (83). Minétos
savybés leidzia §j fermentg sékmingai panaudoti vieno etapo AT-PGR.

Dalis mokslininky pastangy buvo skirta siekiant sukurti atvirkstinés
transkripcijos fermentus, sugebancius ] sintetinama grandine efektyviai
jtraukti nenatiiralius nukleotidus arba atpazinti ir kaip matrica naudoti
modifikuotas nukleoriigstis. Tokie fermentai dazniausiai reikalingi jvairiems
sintetinés biologijos metodams.

Dr. Holigerio (Philipp Holliger) vadovaujami mokslininkai i§ Thermus
aquaticus DNR polimerazés geno paruo$é bibliotekg ir pasitelke
autoamplifikacijos kompartmentuose (angl. CSR) metoda atrinko mutantus,
sugebancius ] sintetinamg granding jtraukti ne tik jprastus dNTP, bet ir NTP.
Tai reiskia, kad atrinkti mutantai pasizymi RNR polimerazés aktyvumu. Taip
pat pademonstruota, kad tokiu biidu susintetinta hibridiné RNR-DNR
grandiné gali biiti padauginama vykdant PGR, tod¢l tie patys mutantai turi ir
atvirkstinés transkriptazés aktyvuma. Po to parodyta, kad gautieji mutantai
atpazjsta dar didesnj substraty spektra, kadangi j sintetinama grandine gali
jtraukti modifikuotus nukleozidy trifosfatus (2° — fluoro, 2 — azido). Jdomu
tai, kad tokiems pokycCiams jgyti uztenka 3 — 4 mutacijy netoli Taq
polimerazés aktyvaus centro. Po Sio atrankos eksperimento gauti AT
aktyvumu pasiZymintys mutantai yra stabiltis PGR temperatiiriniame rezime,
ko negali pasiekti jprastos mezofilinés atvirkstinés transkriptazeés (160).

Ta pati mokslininky grupé pristaté ir kitg atrankos eksperimenta, kurio
metu gauti atvirkstinés transkripcijos aktyvumg turintys fermentai,
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atpazjstantys didelj spektrg ksenonukleortigs¢iy, t.y. sintetiniy nukleortigsciy,
kuriose jprastos heterociklinés bazés, fosfodiesterinis karkasas, ribozés ar
deoksiribozés ziedai yra pakeisti ] nenatiiralius. Mutanty biblioteka buvo
sukonstruota naudojant gena, koduojantj Thermococcus gorgonarius DNR
polimerazés mutantg, kuris jau pasizymi atvirkstinés transkriptazés aktyvumu.
Po to vykdyta keletas atrankos eksperimenty, kuriy metu gauti Sios
polimerazés variantai, sugebantys kaip matrica naudoti modifikuotas
nukleortigstis.

Pirmiausia atrinkti AT aktyvumg turintys mutantai, atpazjstantys 2°-O-
metil modifikuota RNR. Si modifikacija yra aptinkama gamtoje ir kai kurios
atvirkstinés transkriptazes ja toleruoja, taciau Siuo atveju tokia nauja savybe
buvo atrinkta naudojant archéjing DNR polimeraze, kas suteikia galimybe AT
reakcija vykdyti temperatirose, sickianciose iki 90°C. Kitame atrankos
eksperimente sukurti mutantai, sugebantys kaip matrica naudoti 2‘-metoksi
bei 2‘-metoksietii RNR — visiSkai nenatiiralius substratus. Polimerazes
tobulinant toliau, buvo atrinkti mutantai, sugebantys vykdyti AT reakcija
naudodami tokias dirbtines nukleortigstis, kuriose penkianaris ribozés ziedas
pakeistas | SeSianarj heksitolio arba D-altritolio Zieda. Véliau iSbandZzius
keletg atrankos strategijy buvo atrinkti fermento variantai, pasizymintys
padidintu tikslumu, netgi kai substratas yra aukSCiau paminétos
ksenonukleortigStys (161).

Sie jspudingi in vitro evoliucijos eksperimentai buvo atlikti taikant
daleliy pazyméjimo kompartmentuose (angl. CBL, compartmentalized bead
labeling) technologija, kuri sukurta patobulinus autoamplifikacijos
kompartmentuose metoda ir pridéjus Iasteliy rasiavimo galimybe (zr. 20 pav.).
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Fluorescencija

20 pav. Atvirkstiniy transkriptaziy, atpazjstan¢iy nekanonines nukleoriigstis
atrankos eksperimento schema. A — E. coli lastelés transformuojamos
naudojant mutantinius baltymus koduojanc¢ig geny biblioteka, o magnetinés
dalelés paruoSiamos prie pavirSiaus prijungiant pradmenj ir matrica bei
specialy oligonukleotida, su kuriuo hibridizuojasi plazmidé. B — ruoSiama
vanduo/alyva tipo emulsija, j laselj patalpinant po vienag mutantinius baltymus
ekspresuojancig E. coli lastele kartu su specialiai paruoStomis magnetinémis
dalelémis ir kitais reakcijos misinio komponentais. C — suirus lgsteléms,
plazmidiné DNR hibridizuojasi su specialiu inkaru, esanciu ant magnetiniy
daleliy pavirSiaus, o atrankos sglygas atitinkantys mutantai sugeba pratgsti
pradmenj ir susintetinti nukleoriig§¢iy fragmentus. D — suardzius emulsija
surenkamos magnetinés dalelés ir vykdoma papildoma hibridizaciné
grandininé reakcija, kurios metu fluorescenciniu dazu pazymimos magnetinés
dalelés, bet tik tos, ant kuriy pavirSiaus yra laseliuose vykusios reakcijos
didele fluorescencijg turincios dalelés. F — vykdoma izoterminé amplifikacija,
padauginant plazmiding DNR, kuri buvo prijungta prie magnetiniy daleliy.
Parengta pagal (161).
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Kryptingas atvirkstiniy transkriptaziy savybiy keitimas buvo atlickamas
ir tobulinant naujos kartos geny redagavimo jrankius. David Liu
vadovaujamos laboratorijos mokslininkai pritaiké savo sukurta PACE metoda
(zr. 1.2.3 skyrelj) evoliucionuojant PE (angl. Prime Editing) kompleksus. PE
komplekso sudétyje esanti atvirkstiné transkriptazé veikia kartu su Cas9
nikaze bei RNR, nukreipiancia kompleksa | atitinkamg vieta genome.
Pazangiis fagy raiska pagristi nuolatinés (PACE) ir nenuolatinés (PANCE)
evoliucijos metodai suteikia galimybe kryptingai keisti visus komplekso
narius. Atlikus eksperimenta, skirtg M-MuLV AT atrankai, Salia kity baltymo
varianty buvo aptikta mutanty, kurie déka STOP kodono atsiradimo
jungiamajame subdomene prarado RNazés H domeng. Tai rodo, kad
efektyviau veikia genomo redagavimo jrankiai, turintys mazesnj,
kompaktiskesnj atvirkstinés transkriptazés baltyma. Dél Sios priezasties buvo
sukurti PE kompleksai, turintys mazesnio dydzio AT aktyvumu pasizymin¢ius
baltymus — intronin¢ AT i§ G. stearothermophilus, Tf1 retrotranspozong i$ S.
pombe bei Ec48 AT, koduojama E. coli retroelementy seky. Visi Sie sukurti
kompleksai buvo gerokai patobulinti pritaikius auksciau paminétus
evoliucijos metodus ir atrinkus tinkamiausius atvirkStiniy transkriptaziy
mutantus (151).
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2 MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Prietaisai ir priemonés

Staliné purtyklé, staliné centrifuga 5415D, termocikleris Mastercycler (visi -
Eppendorf), spektrofotometras Nanodrop 2000, sekoskaitos aparatas lon
PGM, sckoskaitos gardelé ir rinkinys Ion 316 v2 (visi - Thermo Fisher
Scientific), ultracentrifuga TL-100, fiksuoto kampo rotorius TLA100.2, 1ml
ultracentrifugavimo mégintuvéliai (visi - Beckman), nitroceliuliozés
membrana Protran BA 85 (Schleicher & Schuell), kriogeniniai mégintuvéliai
(Corning), Typhoon Trio skeneris (GE Healthcare), ABI PRISM 3100
(Applied Biosystems), Realaus laiko PGR aparatas Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research), Agilent 2100 bioanalyzer kapiliarinés elektroforezés jranga
(Agilent Technologies).

2.2 MedzZiagos

Agarozé, 50x TAE buferis, DTT, EDTA, BSA, Bredfordo reagentas,
poli(rA)/oligo(dT)12-13, ANTP, rfNTP, vanduo be nukleaziy, 3M Na acetatas
(pH 5,0 esant 25°C) (visi — Thermo Fisher Scientific), dPTP, 8-oxo-dGTP
(TriLink BioTechnologies), etilo alkoholis (Vilniaus degtiné), DMSO,
fenolis, chloroformas, NaH,POs, NaCl, LiCl, KCI, imidazolas,
merkaptoetanolis, Triton X-100, glicerolis, ampicilinas, anhidrotetraciklinas,
celiuliozés fosfatas P11, amonio persulfatas, etidzio bromidas, magnio
acetatas, spermidinas, KOH, HEPES, mineraliné alyva, formamidas,
trichloracto  rtigstis (visi - SIGMA), Ni-NTA (Qiagen),
akrilamidas/bisakrilamidas 39:1 ir TEMED (ROTH), [3H]-dTTP
(PerkinElmer), DE-81 popierius (Whatman), 2,5°,8 — *H adenozino 5° —
trifosfatas (295,2 Ci/mmol, GE Healthcare), sacharozé (Fluka), mieliy tRNR
(Roche), ABIL EM 90 (Goldschmidt), karbamidas (AMRESCO), GeneScan
500 ROX ir GeneScan LIZ1200 dydziy standartai (Applied Biosystems),
Luria-Bertani (LB) terpé (Difco).

Baltymai (Thermo Fisher Scientific): restrikcijos endonukleazés XmalJl
(#ER1561), Ncol (#ER0572), EcoRI (#ER0271), Esp31 (#£ER0451), HindIII
(#ER0505), Taq DNR polimerazé (#EP0402), Pfu DNR polimerazé
(#EP0502), T7 RNR polimerazé (#EPO111), ribonukleaziy inhibitorius
RiboLock (#EO0381), DNazé¢ 1 (#EN0521), T4 DNR ligazé¢ (#EL0014),
RevertAid atvirkstiné transkriptazé (#EP0441), T4 polinukleotidy kinazé
(#EK0031), Phusion Hot-Start II High Fidelity DNR polimerazé (#F549L),
egzonukleazé I (#EN0581).
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Oligodeoksiribonukleotidai (Metabion): pro-pIVEX 5’-GCG
AGCCCGATCTTCCCCATCG-3’, pD-ter 5’-AAGAAGACACGAT
CCACCG-3’, RD Nde 5 -CTTTAAGAAAGAGGAGAAATTACATA
TG-3’, pD_55 5’-GCCGGGCGCGGTTG-3’, pD_42 5*-TTACGGCTGGAG
GTG-3°, M_F 5’-GATCAAGCCCCAC ATACAGAGAC-3’,M 2R 5’-GCC
CTGCTTCTCGTCGACA-3’, M _Esp 5>~ ATCGTCTCCCATGGGCATGAC
CCTAAATATAGAAGATGAG-3’, M _Eri 5 -AATGAATTCATTAATT
AAGCGGGAATTGGGTG-3’, M_IR 5’-CAGGGCCCGAGTACC TTG-3’,
M 3F 5’-CCAGTTCGGACCGGTGG-3’, M _Hind3+ 5’-CGGATCAAGC
TTAATTAATTAAGCGGGAATTGGGTG-3’, assrA 5’-TTAAGCTGCTA
AAGCGTAGTTTTCGTCGTTTGCGACTA-3°, EMI 5'-GGTTGAG
CACAGGGTACTTTATTGATGG-3', LA-237 5*-CGGGAUACCGUCCAG
CGACAUUCUUCCUCGGUACAUAAUCUCCUUUGG-3¢, JV-08 5°-
CCAAAGGAGATTATGTACCGAGGAAGAATG TCGCTG-3¢, Eco31I
rev 5°“CACGCTCACCGGCTCCAGAT-3‘, FAMECO 5’-CACGCTCACC
GGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCG
A-3°, NL RT 5-CGCGAACTATCATGGGGTGC-3', NLq FWD 5'-
TTCGTGGAACACCGCAGCGCGA-3!, NLq REV 5'-
TTCGATCCGCGCGTTGAGTGGC-3', BARI fwd 5-CCATCTCATCC
CTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCAGTTNNNNNNNNNNNNNNG
GGTCACGTTCGATAATCGACA-3',BAR2 fwd 5'-CATCTCATCCCTGC
GTGTCTTCGTGCGTCAGTTCAACCNNNNNNNNNNNNNNGGGTCA
CGTTCGATAATCGACA-3', BAR3 fwd 5'-CCATCTCATCC
CTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCATTTNNNNNNNNNNNNNNGGG
TCACGTTCGATAATCGACA-3', BAR4 fwd 5'-CCATCTCATCC
CTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCACCCNNNNNNNNNNNNNNGG
GTCACGTTCGATAATCGACA-3' BARS fwd 5'-CCA
TCTCATCCCTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCAGGTNNNN
NNNNNNNNNNGGGTCACGTTCGATAATCGACA-3' BAR6 fwd 5'-CC
ATCTCATCCCTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCAGGGNNNNNNNN
NNNNNNGGGTCACGTTCGATAATCGACA-3'" BAR7 fwd 5'-CCA
TCTCATCCCTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCAAAANNNNNNNNN
NNNNNGGGTCACGTTCGATAATCGACA-3', BARS8 fwd 5'-CCAT
CTCATCCCTGCGTGTCTTCGTGCGTCAGTTCATTCNNNNNN
NNNNNNNNGGGTCACGTTCGATAATCGACA-3', BAR rev 5-CCAC
TACGCCTCCGCTTTCCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTTCGTGCGT
CAGTTCAGGGGTGCTCGCGATATGCTC-3', A primer 5'-CCAT
CTCATCCCTGCGTGTC-3', P _primer 5-CCACTACGCCTCCGCT
TTCCTCTCTATG -3'.
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Rinkiniai (Thermo Fisher Scientific): PGR fragmenty gryninimo
rinkinys (GeneJET PCR purification kit, #K0701), plazmidziy gryninimo
rinkinys (GeneJET plasmid purification kit, #K0502), gryninimo i§ gelio
rinkinys (GeneJET gel extraction kit, #K0691), RNR gryninimo rinkinys
(GeneJET RNA purification kit, #K0731), pirmos grandinés sintezés rinkiniai
(RevertAid First Strand cDNA synthesis kit, #K1621 ir Maxima H Minus First
Strand cDNA synthesis kit, #K1652), kPGR rinkinys (Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix (2x), #K0251), dvigrandés DNR sintezés rinkinys
(RevertAid Premium double-stranded cDNA synthesis kit, #K2561),
klonavimo rinkinys (CloneJET PCR cloning kit, #K1231), nukleoriig§¢iy
gryninimo sekoskaitai rinkinys (MagJET NGS cleanup and size selection kit,
#K2821), sekoskaitos rinkinys (Ion PGM sequencing 200 kit V2), sekoskaitos
gardelé (Ion 316 V2). Kity gamintojy rinkiniai: in vitro transliacijos rinkinys
(RTS100, E. coli HY kit, Roche), kapiliarinés elektroforezés rinkinys (Agilent
High Sensitivity DNA Kit, #5067-4626, Agilent Technologies).

Mikroorganizmy kamienai: E. coli ER2566, DH10B.

Programiné jranga: Prism 4 (GraphPad Inc), Vector NTI (Life
Technologies), MultiProt serveris (2011m. versija), MODELLER 9.9,
PyMOL, I-Tasser serveris (2011m. versija), PDB, TotalLab, ABI PRISM
GeneMapper 3.0.

2.3 Metodai
2.3.1 Vektoriaus konstravimas

Vektorius pET his MLV pD, turintis M-MuLV atvirkstinés transkriptazés
gena, buvo konstruojamas pET tipo plazmidéje su modifikuotu T7
polimerazés promotoriumi ir Shine — Dalgarno seka (21 pav.). I plazmide
buvo jterptas M-MuLV genas, turintis histidino inkarag N — gale. Per glicino ir
serino aminoragstis koduojantj jungtuka atvirkstinés transkriptazés genas C —
gale sulietas su lambda bakteriofago D baltymo dalimi, uz kurios jterptas
antras glicino ir serino aminoriigstis koduojantis jungtukas. Neaktyvy M-
MuLV atvirkstinés transkriptazés varianta koduojantis vektorius ruo$iamas
pET his MLV pD fragmentuojant restrikcijos endonukleaze Xmall ir
liguojant susidariusius lipnius galus. Susidares vektorius
pET his MLV _del pD turi 171 nukleotidu trumpesnj M-MuLV gena, kuris
koduoja atitinkamai 57 aminoriig§timis trumpesnj M-MuLV baltyma,
nepazeidziant skaitymo rémelio. DNR sekos pateiktos publikacijoje (162),
papildomy duomeny skyriuje.
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21 pav. M-MuLV atvirksting transkriptaze koduojancio vektoriaus schema.
M-MuLV atvirkstinés transkriptazés genas apsuptas histidino inkaro N — gale,
o C — gale per glicino — serino jungtuka prilietas lambda bakteriofago D
baltymas. DNR fragmentai, pazyméti START ir END prie M-MuLV geny
bibliotekos i§ naujo priliguojami po kiekvieno atrankos etapo, siekiant
apsaugoti reguliatorines sekas nuo mutacijy atsiradimo fermentiniy reakcijy
metu. His — histidino inkaras, T7 — T7 RNR polimerazés promotorius, SD —
Shine — Dalgarno seka, GS — glicino ir serino jungtukas, pD — lambda
bakteriofago D baltymas.

2.3.2 mRNR ruosimas in vitro transliacijai

Fragmentai mRNR sintezei buvo paruosti vykdant PGR, matrica naudojant
pET his MLV pD plazmide, koduojancia laukinio tipo atvirkstine
transkriptaze ir pradmenis pro-pI VEX bei pD-ter. Reakcija vykdyta Taq DNR
polimerazeés buferyje (10 mM Tris-HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50 mM KCl,
0.08% (v/v) Nonidet P40), esant 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP miSinio, 8%
DMSO, 0,04 vnt/pl Taq DNR polimerazés, 0,01 ng/pl plazmidés, taikant
temperatiry rezima 3 min. 94°C, 30 cikly (45 sek. 94°C, 45 sek. 53°C, 4 min.
72°C), 6 min. 72°C. In vitro transkripcija vykdoma 3 val. 37°C temperatiiroje
100 pl tiryje, naudojant 20 pul PGR produkto, T7 RNR polimerazés buferyje
(200 mM HEPES-KOH pH 7,6 esant 25°C, 30 mM Mg acetato, 2 mM
spermidino; 40 mM DTT), esant 7 mM kiekvieno rNTP, 80 vnt. ribonukleaziy
inhibitoriaus RiboLock ir 80 vnt. T7 RNR polimerazés. Reakcijos produktai
gryninami pridedant 100 pl +4°C temperatiros vandens be nukleaziy ir 200
ul 6 M LiCl, inkubuojant 30 min +4°C ir centrifuguojant 30 min +4°C
temperattiroje 25000 x g. RNR nuosédos plaunamos naudojant 500 pl 75%
etanolio ir centrifuguojama 5 min +4°C temperatiiroje 25000 x g. Toliau
nuosédos dziovinamos 12 min kambario temperatliroje ir istirpinamos
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naudojant 200 pl vandens be nukleaziy, purtant 1400 apsisukimy greiciu
stalinéje purtykléje +4°C temperatiroje. NeisStirpusi RNR paSalinama
centrifuguojant 5 min +4°C temperatiiroje 25000 x g ir perkeliant 180 pl
supernatanto ] kita mégintuvélj. Pridedama 20 pl 10x DNazés I buferio su
Mg*, 1 vnt. DNazés 1 ir inkubuojama 20 min. 37°C temperatiiroje. RNR
gryninama pridedant 20 pl Na acetato (pH 5,0 esant 25°C) ir 500 pl 96%
etanolio. Inkubuojama 30 min -20°C temperatiiroje ir centrifuguojama 30 min
(+4°C) 25000 x g. RNR nuosédos plaunamos du kartus naudojant 500 pl 75%
etanolio, RNR dziovinama ir istirpinama naudojant 40 ul vandens be
nukleaziy ir purtant 15 min +4°C temperatiiroje stalinéje purtykléje. RNR
koncentracija nustatyta spektrofotometriSkai ir vykdant -elektroforeze
agarozés gelyje, lyginant su dydziy standartu RiboRuler™ RNA Ladder
(#SM1823).

2.3.3 kDNR padauginimas ir PGR fragmenty ruoSimas atrankos
eksperimentui

Kopijiné DNR buvo padauginama vykdant dviejy etapy “lizding” PGR.
Pirmoji amplifikacija vykdoma naudojant 0,5 pM koncentracijos pradmenis
RD_Nde ir pD_55 Taq DNR polimerazes buferyje (10 mM Tris-HCI, pH 8,8
esant 25°C, 50 mM KCI, 0.08% (v/v) Nonidet P40), esant 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTP misinio, 0,02 vnt/ul Taq DNR polimerazés ir 0,02 vnt/pl Pfu DNR
polimerazés koncentracijai bei taikant temperatiiry rezima: 3 min. 94°C, 25
ciklai (45 sek. 94°C, 45 sek. 58°C, 2 min. 72°C), 5 min. 72°C. Antroji
amplifikacija vykdant principinj eksperimenta buvo atliekama naudojant 0,5
uM koncentracijos pradmenis M_F ir M_2R tokios pacios sudéties misinyje
kaip apraSyta anks¢iau, taikant temperatiiry rezima 3 min. 94°C, 23 - 30 cikly
(45 sek. 94°C, 45 sek. 57°C, 1 min. 72°C), 5 min. 72°C. Antroji amplifikacija
ruosiant pilno ilgio fragmentus atrankos eksperimento metu vykdoma tokios
paCios sudéties misSinyje kaip apraSyta anksCiau, naudojant 0,5 pM
koncentracijos pradmenis M_Esp ir M_Eri ir taikant temperatiiry rezima 3
min. 94°C, 23 - 30 cikly (45 sek. 94°C, 45 sek. 55°C, 2 min. 72°C), 5 min.
72°C. PGR produktai, atitinkantys pilno ilgio fragmentus buvo gryninami i$
gelio naudojant gryninimo rinkinj (GeneJET gel extraction kit). ISgryninti
PGR produktai fragmentuojami naudojant EcoRI ir Esp3Il restrikcijos
endonukleazes ir pergryninami i§ gelio. Pilno ilgio konstrukcija ruosiama prie
Siy produkty priliguojant START (244 bp) ir END (398 bp) fragmentus.
Ligavimo reakcija vykdoma T4 DNR ligazés buferyje (40 mM Tris-HCI,
pH7.,8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 5 mM ATP), naudojant 2 vnt. T4 DNR
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ligazés, 200 ng paruosto bibliotekos fragmento, 35 ng START fragmento ir
60 ng END fragmento, 1 val. kambario temperatiiroje. START fragmentas
prie§ tai paruoSiamas vykdant PGR, naudojant pET his MLV del pD
plazmidg ir pradmenis pro-PIVEX bei M_1R, PGR produktg fragmentuojant
restriktaze Ncol ir gryninant i§ gelio 244 bp ilgio fragmentg. END fragmentas
prieS  tai  paruoSiamas  vykdant PGR, naudojant  plazmide
pET his MLV del pD ir pradmenis M_3F ir pD-ter, PGR produkta
fragmentuojant restrikcijos endonukleaze EcoRI ir gryninant i§ gelio 398 bp
ilgio fragmenta. Po ligavimo reakcijos pilna konstrukcija padauginama
vykdant PGR 100 pl tiryje, naudojant Taq polimerazes buferj su DMSO (10
mM Tris-HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50 mM KCl, 0.08% (v/v) Nonidet P40, 8%
DMSO0), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP misinio, 1,25 vnt. Taqg DNR
polimerazés, 1,25 vnt. Pfu DNR polimerazés, pradmenis pro-pI VEX ir pD-ter
ir 3 pl ligavimo reakcijos miSinio, taikant temperatiiry rezima 3 min. 94°C, 30
cikly (45 sek. 94°C, 45 sek. 53°C, 4 min. 72°C), 6 min. 72°C.

2.3.4 M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty bibliotekos ruosimas

Mutanty biblioteka buvo ruosiama naudojant plazmid¢ pET his MLV _pD ir
vykdant klaidinga PGR. Mutacijy jvedimui pritaikyti nukleotidy analogai
dPTP ir 8-0x0-dGTP (109). Klaidinga PGR vykdoma 100 pl reakcijos tiiryje
Taq DNR polimerazés buferyje (10 mM Tris-HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50 mM
KCl, 0.08% (v/v) Nonidet P40) naudojant 0,5 uM koncentracijos pradmenis
M_Espir M _Eri, esant 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP misinio, 100 nM dPTP,
5 uM 8-0x0-dGTP, 2 vnt. Tag DNR polimerazés ir 150 ng plazmidées, taikant
temperatiry rezima 3 min. 94°C, 30 cikly (30 sek. 94°C, 30 sek. 55°C, 2 min.
72°C), 5 min. 72°C. PGR produktas iSgrynintas naudojant PGR fragmenty
gryninimo rinkinj (GeneJET PCR purification kit), fragmentuotas naudojant
restrikcijos endonukleazes Esp3I ir EcoRI ir pergrynintas i§ agarozés gelio
naudojant rinkinj (GeneJET gel extraction kit). Produkto koncentracija ir
grynumas jvertintas spektrofotometriSkai. PGR produktas, fragmentuotas
REazémis naudojamas ligavimo reakcijoje, kuri vykdoma 150 pl tiryje T4
DNR ligazés buferyje (40 mM Tris-HCL, pH7,8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT,
0,5 mM ATP), esant 1300 ng (5,9x10'! molekuliy) produkto, 330 ng START
fragmento, 550 ng END fragmento ir 15 vnt. T4 DNR ligazés. Reakcija
vykdoma 16 val. +4°C temperatiiroje, baltymai paSalinami naudojant
ekstrakcijg fenoliu ir chloroformu, reakcijos produktai iSsodinti naudojant
etanolj ir istirpinti 53 pl vandens. Gauta M-MuLV mutanty biblioteka toliau
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padauginta vykdant PGR, kaip aprasSyta 2.3.3 skyrelyje, o DNR koncentracija
nustatyta vykdant elektroforeze agarozés gelyje.

Mutagenezés efektyvumas ir bibliotekos kokybé jvertinama liguojant
gautg produkta j pET his MLV pD plazmide, fragmentuotg restrikcijos
endonukleazémis Ncol ir EcoRlI, ligatu transformuojant E. coli lasteles bei
nuskaitant 10 atsitiktinai parinkty individualiy klony sekas. Mutacijos buvo
tolygiai pasiskirsciusios per visa geng. ISanalizavus 10 mutanty, aptikta 20
tranzicijy, 1 transversija ir 2 delecijos, lemiancios 15 aminorigsciy
pasikeitimy, 5 tylin¢ias mutacijas, 1 STOP kodono atsiradimg ir 2 skaitymo
rémelio poslinkio mutacijas.

2.3.5 M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty seky nustatymas

Po paskutinio atrankos etapo, atrinktus M-MuLV atvirkstinés transkriptazés
mutantus koduojantys genai padauginami vykdant PGR jprastos sudéties Taq
DNR polimerazés reakcijos misinyje, naudojant 0,5 uM M_Esp ir M_Hind3+
pradmeny koncentracijas ir taikant temperatiry rezimg 3 min. 94°C, 10-30
cikly (30 sek. 94°C, 30 sek. 53°C, 2 min. 72°C), 5 min. 72°C. Reakcijos
produktai gryninami vykdant elektroforez¢ agarozés gelyje ir naudojant
rinkinj (GeneJet gel extraction kit). ISgryninti produktai fragmentuojami
naudojant restriktazes HindIIl ir Esp3I ir dar karta gryninami i§ gelio bei
liguojami j vektoriy, kuris buvo paruostas fragmentuojant plazmidg
pET his MLV pD restriktazémis Ncol ir HindIll bei iSgryninant ilgesnj
produkta. Po ligavimo reakcijos gaunama nauja plazmidé pET his MLV
(7474 bp), koduojanti M-MuLV atvirksting transkriptaze be suliety
Gauta plazmidé naudojama E. coli ER2566 kamieno bakterijy transformacijai.
IS atsitiktinai parinkty individualiy klony uZauginamas nedidelis tiiris (5 ml)
biomasés, iSgryninama plazmidiné DNR naudojant rinkinj (GeneJET plasmid
purification kit) ir taikant kapiliaring (Sengerio) sekoskaitg nustatomos M-
MuLV AT mutanty sekos.

2.3.6 Taskiniy ir daugybiniy M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty
ruoSimas

Taskinés ar daugybinés mutacijos | M-MuLV AT geng buvo jterpiamos

naudojant megapradmeny metoda (163). Pirmiausia vykdoma PGR,

paruoSiant geno fragmenta, turintj tiksling mutacijg. ISgrynintas fragmentas

naudojamas vykdant kitag PGR, kurioje jis tarnauja kaip megapradmuo, tokiu

blidu susintetinant pilno ilgio geng su tiksline mutacija. Jprastai buvo
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vykdoma 25 — 30 PGR cikly 100 ul reakcijos tiiryje naudojant 2 vnt. Phusion
Hot-Start I DNR polimerazés Phusion HF buferyje, 0,25 mM dNTP ir 0,4
UM tiesioginio ir atvirk$tinio pradmeny arba 0,02 uM megapradmens ir 0,4
uM atvirkstinio pradmens antros PGR metu.

2.3.7 Baltymy gryninimas ir charakterizavimas

E. coli ER2566 kamieno biomasé, turinti plazmide su atitinkamu M-MuLV
AT mutantu, auginama 37°C temperatiiroje 200 ml tiryje LB terpés su 50
pg/ml ampicilino, kol pasiekiamas 0,7 optinio vieneto tankis, matavimui
naudojant 590 nm bangos ilgj. Baltymy raiska indukuota pridedant izopropil
B-D-1-tiogalactopyranozido (IPTG) iki 1 mM koncentracijos ir auginama dar
3 valandas. RuoSiant preparatus preliminariam atvirk$tinés transkriptazés
mutanty charakterizavimui, baltymai gryninti taikant giminingumo
chromatografija. Nuosédos, gautos nucentrifugavus biomasg, uzpilamos 10
tiriy ardymo buferio (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazolo,
pH 8.0 esant 25°C, 10 mM - B-merkaptoetanolio, 0.1% Triton X-100) ir
ardomos ultragarsu ledy vonioje, lasteliy nuolauzos pasalinamos
centrifuguojant +4°C temperatiiroje, supernatantas uzne$amas j kolonéle,
kurioje yra 2 ml Ni-NTA sorbento, nulygsvarinto naudojant uznesimo buferj.
Praplovimas vykdomas naudojant 10 kolonélés tiriy praplovimo buferio,
eliucija atliekama naudojant 2 kolonélés tarius eliucijos buferio. Praplovimo
ir eliucijos buferiai paruosti j ardymo buferj pridedant imidazolo atitinkamai
iki 20 mM ir 250 mM koncentracijos. ISgryninti baltymai dializuojami pries
50 tiiriy saugojimo buferio (50 mM Tris-HCl, pH 8,3 esant 25°C, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 5mM DTT, 0,1% (v/v) Triton X-100 ir 50% (v/v)
glicerolio). Ruosiant preparatus biocheminei baltymy analizei, reikalingas
didesnis grynumas, todél gryninimui naudotos dvi stadijos. Biomasé iki
indukcijos auginama kaip aprasyta auks$iau, baltymy raiSka indukuota
pridedant IPTG iki 0,1 mM koncentracijos ir papildomai auginta 6 val. 27°C.
Giminingumo chromatografija vykdoma kaip apraSyta auksciau, jony mainy
chromatografija atlickama apjungiant baltymy frakcijas, gautas gryninant su
Ni-NTA sorbentu, ir praskiedziant jas 9 tliriais uznes§imo buferio (25 mM
Tris-HCI, pH 8,0 esant 25°C, 20 mM NaCl, 0,2% (v/v) Triton X-100).
Praskiestas preparatas uzne$amas ant kolonélés, kuri buvo uzpildyta P11
sorbentu ir nulygsvarinta naudojant uzne§imo buferj. Baltymo eliucija atlikta
naudojant tiesinj 20 mM — 1000 mM NaCl gradienta uzne$imo buferyje.
ISgryninti baltymai dializuojami naudojant 50 ml saugojimo buferio ir
saugomi -20°C temperatiiroje. Baltymy grynumas nustatytas vykdant
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elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje, o koncentracija nustatyta naudojant
Bredfordo reagentg ir BSA standarta.

2.3.8 M-MuLV atvirkstinés transkriptazés aktyvumo matavimas

M-MuLV atvirkstinés transkriptazés preparato skiedimai vykdomi buferyje
(30 mM HCI, pH 8,3 esant 25°C, 10 mM DTT, 0,5 mg/ml BSA). Fermento
aktyvumo vienetai nustatyti naudojant reakcijos misinj su tri¢iu zymétu dTTP
(50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 6 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 mM
KCl, 0,5 mM dTTP, 0,4 MBg/ml (~ 1-2,7 pM; ~370-925 GBg/mmol) [3H]-
dTTP, 0,4 mM poli(rA)/oligo(dT)i2-15. Reakcija vykdoma 10 min. 37°C arba
50°C temperatiiroje, reakcijos produktai uzneSami ant DE-81 popieriaus.
Popieriaus lapeliai plaunami 7,5 % NaH,PO, tirpalu, iSdZiovinami ir
matuojamas j polinukleotiding grandine jjungto [3H]-dTMP kiekis. Vienu
atvirkstinés transkriptazés vienetu laikomas fermento kiekis, reikalingas 1
nmol dTMP jjungti j polinukleotiding grandine per 10 min. 37°C arba 50°C
temperatiroje.

2.3.9 Kopijinés DNR sintezes skirtingose temperatiirose matavimas

Kopijinés DNR sintezés rinkinys (RevertAid First Strand cDNA synthesis kit)
buvo panaudotas tikrinant iSgryninty termostabiliy M-MuLV atvirkstinés
transkriptazés mutanty pajéguma sintetinti kopijing DNR skirtingose
temperatirose. Reakcija vykdyta gamintojo rekomenduojamomis sglygomis,
termocikleryje taikant temperatiiry gradients, matrica naudojant rinkinyje
pateikiamg 1,1 kb ilgio poliadenilintag RNR ir oligo(dT):s pradmen;j. Reakcijos
produktai analizuoti vykdant Sarming elektroforeze ir analizuojami dazant
etidzio bromidu.

2.3.10 Kopijinés DNR sintezés greic¢io matavimas

Atrinkty termostabiliy M-MuLV mutanty kDNR sintezés greitis buvo
jvertintas matuojant [3H]-dTTP jjungima j sintetinamg grandine. | AT buferj
(50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 10mM DTT,
ImM dNTP) esant 1 uM dTTP koncentracijai (2,805 TBg/mmol) pridedama
sulydytos su EM1 pradmeniu 1,3 kb RNR matricos iki 200 nM koncentracijos
ir fermento iki 10 nM koncentracijos. Reakcijos vykdomos 37°C arba 50°C
temperattroje ir stabdomos po 0, 8, 15, 30, 60, 120, 240 bei 300 min
inkubavimo pridedant EDTA iki 20 mM galutinés koncentracijos. Reakcijos
produktai uznesami ant DE-81 popieriaus. Popieriaus lapeliai plaunami 7,5 %
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NaH,PO, buferiu, iSdZiovinami ir matuojamas lapeliy radioaktyvumas.
Ljungto dTMP kiekis apskaiiuojamas lyginant iSmatuotg lapeliy
radioaktyvuma su viso reakcijos misinio radioaktyvumu. Apskaiciuota bendro
jungty nukleotidy kiekio priklausomybé nuo reakcijos laiko. Pradinio
reakcijos greiCio reikSmés apskaicCiuotos i§ gauto grafiko tiesinés dalies
polinkio kampo.

2.3.11 Tric¢iu Zymétos RNR sintez¢ ir gryninimas

M-MuLV AT baltyma koduojanti mRNR buvo sintetinama in vitro reakcijos
miSinyje (200 mM HEPES-KOH, pH 7,6 esant 25°C, 30 mM magnio acetato,
40 mM DTT, 2 mM spermidino, 7 mM kiekvieno rNTP, 1 vnt/ul RiboLock
ribonukleaziy inhibitoriaus, 0,8 vnt/pl T7 RNR polimerazés) esant 10 ng/ul
DNR fragmento, koduojancio atvirkstine transkriptaze ir 180 pCi 2,5°,8 — °*H
adenozino 5’ — trifosfatas (295,2 Ci/mmol). Reakcija vykdoma 37°C 3val,
radioaktyvi mRNR iSsodinama naudojant 3M LiCl, nuosédos plaunamos 75%
etanoliu, iStirpinamos vandenyje, DNR likuciai pasalinami naudojant DNazg
I, RNR iSsodinama naudojant etanolj ir iStirpinama vandenyje. RNR
analizuojama  vykdant elektroforeze,  koncentracija  iSmatuojama
spektrofotometriskai, nustatytas specifinis radioaktyvumas 704000 cpm/pg.

2.3.12 Keturnario komplekso sintez¢ ir gryninimas

Keturnaris kompleksas sintetinamas naudojant RTS 100 in vitro transliacijos
rinkinj. Reakcija vykdoma 25 pl tiiryje, prie rinkinyje pateikiamy komponenty
pridedant 25 vnt. RiboLock ribonukleaziy inhibitoriaus, 10 mM DTT, 200 uM
assrA oligo ir 1,2 pg mRNR be STOP kodono. Tiriant keturnario komplekso
stabilumg, naudojama tri¢iu Zyméta RNR, Zr. 2.3.12. Reakcija vykdyta 20
min. 30°C ir sustabdoma pridedant 155 pl +4°C buferio WBKsoo (50 mM Tris-
acetato, pH 7,5 esant 25°C, 50 mM NacCl, 50 mM Mg acetato, 500 mM KCIl)
su 10 mM DTT, 0,1% (v/v) Triton X-100. Paimama 160 pl reakcijos miSinio,
uzpilama ant 840 pl 35% sacharozés tirpalo WBKsoo buferyje su 10 mM DTT
ir 0,1% (v/v) Triton X-100 Iml ultracentrifugavimo mégintuvéelyje. Keturnaris
kompleksas gryninamas ultracentrifuguojant 100000 rpm greic¢iu 9 min +4°C
temperattiroje, naudojant TL-100 ultracentrifugg ir TLA100.2 fiksuoto kampo
rotoriy. ISgrynintas keturnaris kompleksas iStirpinamas 30 pl to paties
WBKs0o buferio su DTT ir Triton X-100.
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2.3.13 Keturnario komplekso disociacijos matavimas

Siekiant sumazinti nespecifing RNR sorbcija, nitroceliuliozés lapeliai
inkubuojami 0,5 M NaOH tirpale 30 minuciy ir plaunami su dideliu
dejonizuoto vandens pertekliumi, siekiant sumazinti nespecifing RNR
sorbcija (164).

Tiriant keturnario komplekso stabiluma pries termostabiliy M-MuLV AT
mutanty atranka, lapeliai lygsvarinami plaunant dideliu pertekliumi AT
reakcijos buferio (50 mM Tris-HCIL, pH 8,3 esant 25°C, 50 mM KCl, 4 mM
MgCl,, 10 mM DTT) su 10 ng/pl mieliy tRNR, po to 1 pl tri¢iu zyméto
keturnario komplekso (~8x10° molekuliy) dedama j 50 ul 1x atvirkstinés
transkriptazés buferio su 1 mM kiekvieno dNTP ir inkubuojama jvairiose
temperatiirose skirtingg laikag. Po inkubavimo, komplekso disociacija
stabdoma atSaldant reakcijos misinj iki +4°C ir pridedant MgCl, iki 50 mM
koncentracijos, taip pat pridedama mieliy tRNR iki 50 ng/ul. Reakcijy
miSiniai filtruojami per nitroceliuliozés filtrus, kurie po to praplaunami
naudojant 200 pl of 1x atvirkstinés transkriptazés buferio su 50 mM MgCl,,
dziovinami ir matuojamas jy radioaktyvumas.

Tiriant keturnario komplekso stabiluma prie§ M-MuLV AT mutanty
atrankg Taq buferyje, nitroceliuliozés lapeliai lygsvarinami naudojant 1x Taq
buferj (10 mM Tris-HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl.,
0,08% Nonidet P40) su 10 ng/pl mieliy tRNR, 1 ul tri¢iu zyméto keturnario
komplekso (~8x10° molekuliy) dedama j 50 ul 1x Taq buferio su 0,2 mM
kiekvieno dNTP ir inkubuojama jvairiose temperattirose. Stabdant reakcijas ir
praplaunant lapelius naudotas 1x Taq buferis su 50 mM MgCl,.

Tiriant komplekso stabilumg esant 50 mM Mg** jony, visuose etapuose
naudotas 1x AT buferis su 50 mM MgCl; koncentracija.

2.3.14 Emulsijos ruoSimas ir KDNR sintezé

Ruosiama 50 pl atvirkstinés transkripcijos reakcijos misinio, j reakcijos buferj
pridedant ribonukleaziy inhibitoriaus RiboLock iki 1 vnt/ul koncentracijos,
pradmens pD_42 iki 1 mM koncentracijos ir 0,3 ul (~2,7x10%) keturnario
komplekso. Reakcijos buferis pasirenkamas priklausomai nuo atrankos
eksperimento: vykdant termostabiliy mutanty atranka, naudotas jprastas M-
MuLV AT buferis (50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 50 mM KCl, 4 mM
MgCl, 10 mM DTT, 1 mM dNTP), vykdant mazoje dNTP koncentracijoje
veikian¢iy mutanty atrankg, naudotas Taq polimerazés buferis (10 mM Tris-
HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,08%

Nonidet P40). Neigiamos kontrolés vykdomos j reakcijos misinj nededant
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dNTP, teigiamos kontrolés ruoSiamos pridedant 200 vnt. RevertAid
atvirkstinés transkriptazés. Alyvos fazé su detergentais ruoSiama j mineraling
alyva pridedant ABIL EM 90 detergento iki 4% (v/v) (165). Emulsijos
ruoSiamos +4°C temperatiiroje, 5 ml kriogeniniuose mégintuvéliuose
suplakant 950 pl alyvos fazés ir 50 pl reakcijos miSinio. Reakcijos miSinys
sulasinamas po 10 ul kas 30 sekundziy, toliau plakama dar dvi minutes.
Vykdant termostabiliy mutanty atrankg, atvirkstiné transkripcija atliekama 1
val. 42 — 60 °C temperatiiroje, reakcijos stabdomos atSaldant reakcijos misinj
iki +4°C temperatiros. Vykdant mazoje dNTP koncentracijoje veikianCiy
mutanty atranka, reakcijos vykdomos 42°C temperatiroje trumpinant
reakcijos laikg (60, 40, 25, 15, 10 ir 5 min) ir stabdomos atSaldant reakcijos
miSinj +4°C temperatiiroje bei pridedant EDTA iki 50 mM galutinés
koncentracijos.

2.3.15 kDNR gryninimas

Po kDNR sintezés, emulsijos perkeliamos | 1,5 ml tirio mégintuvélius ir
centrifuguojamos 1 minutg 25000 x g greiciu. Alyvos fazé pasalinama,
nepalieCiant emulsijos nuosédy, kurios uzpilamos 250 ul surisimo buferio (i$
PGR fragmenty gryninimo rinkinio GeneJET PCR purification kit, #K0701).
Emulsijos buvo suardytos ekstrahuojant 0,9 ml vandeniu prisotinto eterio, 0,9
ml vandeniu prisotinto etilo acetato ir pakartotinai 0,9 ml vandeniu prisotinto
eterio. PaSalinus alyvos fazg, vandening¢ fazé dziovinama 5 minutes vakuume
kambario temperatiiroje. Susintetinta kDNR gryninama naudojant PGR
fragmenty gryninimo rinkinj (GeneJET PCR purification kit, #K0701),
eliucijai naudojama 30 pl eliucijos buferio.

2.3.16 Atvirkstiniy transkriptaziy tikslumo matavimas

Matuojant termostabilaus M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanto mut5
preliminary tiksluma, kDNR sintezé vykdyta atvirkstinés transkriptazés
buferyje (50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 10
mM DTT, ImM dNTP) 37°C ir 50°C temperatiiroje, naudojant 1,3 kb
GAPDH mRNR. Dvigrandé DNR buvo paruosta naudojant RevertAid
dvigrandés DNR sintezes rinkinj (#K2561), jterpta j pJET1.2/blunt vektoriy
(rinkinys CloneJET PCR cloning kit, #K1231) ir transformuota |
kompetentines E. coli ER2566 lasteles ir nuskaityti individualts klonai. I8
viso nuskaityti 15347 nukleotidai, susintetinti naudojant laukinio tipo
fermentg ir 21437 nukleotidai, susintetinti naudojant mut5 fermenta.
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Matuojant M-MuLV AT mutanty, gauty atlickant atrankg Taq buferyje,
tikslumg, buvo naudojama in vivo susintetinta 250 nukleotidy ilgio RNR.
Ruosiant RNR, pirmiausia buvo sukonstruota pASK NL plazmidé, j pASK
tipo vektoriy, turinj tetraciklino promotoriy, jterpiant NL250 seka. Siuo
vektoriumi transformuotos E. coli IM109 kamieno lastelés, kurios toliau
augintos 37°C temperatiiroje LB terpéje su ampicilinu (100 pg/ml) iki optinio
tankio ODsgo = 0,5. RNR sintez¢ pradéta indukuojant anhidrotetraciklinu (0,2
mg/ml). Po indukcijos lgstelés paaugintos 2 valandas ir surinktos
centrifuguojant 2000 x g 10 minuciy 4°C temperatiiroje. ISkart po to, RNR
iSgryninta naudojant gryninimo rinkinj (GeneJET RNA purification kit). RNR
koncentracija nustatyta ir kokybé jvertinta naudojant Nanodrop 2000
spektrofotometrag. NL_250 RNR molekuliy kiekis nustatytas naudojant AT-
kPGR. kDNR sintez¢ atlikta 60°C temperatiroje 20 minuciy, naudojant
pirmos grandinés sintezés rinkinj (Maxima H Minus First Strand cDNA
synthesis kit) ir oligonukleotida NL RT (0,5 uM galutiné koncentracija).
kPGR naudotas rinkinys Maxima SYBR Green qPCR Master Mix ir 0,6 uM
pradmeny NLq_fwd bei NLq_rev koncentracija. Reakcijos atliktos naudojant
Corbett Rotor-Gene 6000 aparatg ir taikant tokj temperatiiry rezima: 10 min.
95°C, 40 cikly (15 sek. 95°C, 30 sek. 60°C, 30 sek. 72°C). Kopijy kiekis
apskaiciuotas naudojant zinomos koncentracijos DNR standartus.

Prie§ atliekant reakcijas, skirtas tikslumo matavimams, paruoStas
substratas, prie 0,1 pg NL 250 RNR pridedant 0,2 pul 100 uM NL RT
oligonukleotido, 0,4 pl 10 mM dNTP ir vandens be nukleaziy iki 14,8 pl
bendro tiirio. MiSinys pakaitintas 65°C 5 minutes ir patalpintas j atSaldyta
(+4°C) stovelj. Po to pridéta 2 ul 10 x Taq buferio (10 mM Tris-HCI, pH 8,8
esant 25°C, 50 mM KCl, 0,08% Nonidet P40), 1,2 ul 25 mM koncentracijos
MgCl, ir po 2 pl baltymy preparaty, skiesty Taq buferyje iki 50 vnt/pl
koncentracijos. Reakcijos vykdytos 37°C 20 minuéiy ir sustabdytos
pakaitinant reakcijos miSinius 5 minutes 85°C.

Po to kiekviena susintetinta KDNR molekulé pazyméta 14 nukleotidy
ilgio unikaliu molekulés identifikatoriumi (UMI, angl. unique molecular
identifier). Atlickant Zyméjima, pirmiausia nustatytas susintetinty kKDNR
molekuliy kiekis vykdant kPGR, kaip apraSyta anks¢iau. Po to 1,2 x 10*
kDNR molekuliy paimta j reakcija, kuri vykdyta 200 pl tiryje 1x Phusion HF
buferio, pridedant 4 vnt. Phusion Hot-Start II High Fidelity DNR polimerazés,
0,25 mM dNTP, po 0,05 uM tiesioginio ir atvirkStinio pradmens (BARI-
BARS, ir BAR rev). Atlikta PGR, taikant tokj temperatiiry rezima: 30 sek.
98°C, 2 ciklai (10 sek. 98°C, 20 sek. 62°C, 10 sek. 72°C). Po PGR pasalinti
pradmenys, i mégintuvélius jdedant po 10 pl (200 vnt.) egzonukleazés I ir
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inkubuojant 30 min. 37°C temperatiiroje. Egzonukleazé denatiruota
pakaitinant reakcijos miSinj 5 minutes 98°C. Toliau pridéta pradmeny A ir P
iki 0,5 pM koncentracijos ir PGR vykdyta dar 19 cikly tokiomis pat
salygomis. Reakcijos produktai iSgryninti naudojant nukleortig§¢iy gryninimo
sekoskaitai rinkinj (MagJET NGS cleanup and size selection kit), jy
koncentracija ir kokyb¢ jvertinta vykdant kapiliarine elektroforezg, naudojant
Agilent rinkinj (High Sensitivity DNA Kit) ir Agilent kapiliarinés
elektroforezes jranga. PGR produktai atskiesti vandeniu be nukleaziy iki 100
pM koncentracijos ir sumaiSyti vienodais turiais. Sekoskaita vykdyta
naudojant lon PGM aparata ir rinkinj (Ion PGM sequencing 200 kit V2) bei
gardele (Ion 316 V2).

Nustatytos sekos prilygiuotos prie teorinés sekos naudojant lon Torrent
PGM sistemos serverj. Prilygiuoty seky analizé atlikta taikant Python
programa parasytas uzduotis ir HTseq jrankj (166). Analizei naudotos
kokybés analizés reikalavimus atitinkancios geros kokybés sekos, turinCios
ivestus UMI fragmentus. Mutacija sekoje buvo laikoma tikra, jei kokybés
koeficientas toje pozicijoje buvo didesnis arba lygus 20. Maziausiai trys
sekos, turincios identiSkus UMI, buvo grupuojamos | seky Seimas. Buvo
laikoma, kad mutacija atsirado kDNR sintezés metu, jei visos tos pac¢ios UMI
sekos Seimos nariai turi §ig mutacija. Klaidy skai¢ius buvo apskaiciuotas
sumuojant mutacijy kiekj ir ji padalinant i§ visy UMI Seimy seky ilgiy sumos.

2.3.17 Atvirkstiniy transkriptaziy termostabilumo matavimas

M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty termostabilumas buvo
jvertinamas matuojant liekamgjj aktyvumg po inkubavimo 50°C
temperattroje kartu su substratu. Reakcijos miSinys, sudarytas i§ 2,4 nM
baltymo ir 6 pM substrato poli(rA)/oligo(dT)i»-1s atvirkstinés transkriptazes
buferyje (50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 50 mM KCl, 4 mM MgCl.,
10mM DTT) inkubuojamas 50°C temperatiiroje. Praéjus 0, 8, 15, 30, 60, 120,
240 ir 300 minuciy po inkubavimo paimama po 10 pl reakcijos miSinio ir
sumai$oma su tokiu paciu tiiriu zyméto misinio, sudaryto i§ 6 uM substrato
poli(rA)/oligo(dT)i2-15, 0,5 mM dTTP ir 0,365 uM (0,555 GBg/mmol) [3H]-
dTTP atvirkstinés transkriptazés buferyje ir pakaitinto iki 37°C temperatiiros.
Reakcija vykdoma 20 min 37°C temperatiiroje ir sustabdoma pridedant 5 pl
100 mM EDTA. Reakcijos produktai uzneSami ant DE-81 popieriaus.
Popieriaus lapeliai plaunami 7,5 % NaH,PO, tirpalu, iSdZiovinami ir
matuojamas ] polinukleotiding granding jjungto [3H]-dTMP kiekis.
Liekamojo aktyvumo priklausomybé nuo inkubavimo aukstoje temperatiiroje
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laiko analizuojama naudojant GraphPad Prism programg. Inaktyvavimo
greitis Kinaet buvo apskaiCiuotas taikant pirmo laipsnio eksponentinio nykimo
lygti. Inaktyvavimo puslaikiai apskai¢iuoti pagal formule In(2)/ Kinact.

2.3.18 Saveikos su substratu stiprumo nustatymas

Oligoribonukleotidas LA-237 buvo pazymétas naudojant [y-*’P]-ATP ir T4
polinukleotidy kinaze, baltymai pasalinti taikant ekstrakcijg fenoliu —
chloroformu. Tiriant termostabiliy M-MuLV AT mutanty saveikos su
substratu stipruma, Zymétas LA-237 oligoribonukleotidas buferyje (50 mM
Tris-KCl, pH 8,3 esant 25°C, 10 mM EDTA, 20 mM KCl) prilydytas prie
DNR oligonukleotido JV-08, pastarojo imant 1,2 karto pertekliy. Atvirkstinés
transkriptazés baltymy preparatai skiesti naudojant skiedimo buferj (10 mM
Tris—HCI (pH 8.3 esant 25°C), 20 mM NaCl, | mM DTT, 0.2% Triton X-100)
ir sumaisyti su 2 pM koncentracijos Zymétu substratu 20 pl reakcijos tiryje
suri§imo buferyje (50 mM Tris-KCl, pH 8,3 esant 25°C, 10 mM EDTA, 20
mM KCIl, 10 % glicerolio ) ir inkubuota 30 min kambario temperattroje.
Laisvas ir susiriSgs su baltymu RNR-DNR dupleksai atskiriami vykdant
elektroforeze 8 % nedenattiruojanciame poliakrilamidiniame gelyje naudojant
40 mM Tris-acetato, pH 8,3 esant 25°C ir 1 mM EDTA buferinj tirpala.
Elektroforezé vykdyta 2 valandas kambario temperatiiroje, taikant 10 V/cm
jtampg. Radioaktyviai Zzymétos zonos gelyje, atitinkancios laisvg substratg ir
substrato — baltymo kompleksa, nustatytos naudojant Typhoon Trio skener;.
Moliniai abiejy formy santykiai suskaiciuoti naudojant TotalLab programa.
Pusiausvyrinés disociacijos konstantos (Kg) nustatytos prie eksperimentiniy
duomeny pritaikant lygtj, [E'S] = {Kp + [E]o + [S]o — [(Kp + [E]o + [S]0)> — 4
= [E]o = [S]o] *}/2, kur [E]o ir [S]o yra fermento ir substrato koncentracijos, o
[E-S] yra fermento — substrato komplekso koncentracija.

Tiriant M-MuLV AT mutanty, gauty vykdant atrankg Taq buferyje,
sgveikos su substratu stiprumg, oligoribonukleotidas LA-237 su DNR
oligonukleotidu JV-08 sulydytas buferyje (50 mM Tris—HCI, pH 8.8 esant
25°C, 10 mM EDTA ir 20 mM KCl), naudojant JV-08 1,2 karto pertekliy. AT
baltymy preparatai skiesti 1x Taq buferyje be MgCl, (10 mM Tris-HCI, pH
8,8 esant 25°C, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P40) ir sumaiSyti su 10 pM
koncentracijos Zymétu substratu 20 ul taryje 1x Taq buferyje be MgCl.
Misinys inkubuotas 30 min. kambario temperatiiroje. Elektroforezés salygos
iSlaikytos tokios pacios kaip tiriant termostabilius AT mutantus.
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2.3.19 kDNR sintezés efektyvumo matavimas

Vykdant termostabiliy M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty
charakterizavima, RNR/DNR substratas buvo paruostas sumaisant 1 pg 1,1
kb ilgio RNR su 1 ul 100 uM oligo(dT):s oligonukleotido arba 1 pg 7,5 kb
ilgio RNR su 1 pl 100 uM Eco3 11 rev oligonukleotido, pridedant 2 ul 10 mM
koncentracijos dNTP iki vandens be nukleaziy iki 13,5 pl galutinio tdrio.
Misinys buvo inkubuojamas 65°C temperatiiroje 5 minutes ir patalpintas j +
4°C 8aldoma stovelj. | reakcijos miSinj pridéta atvirkStinés transkriptazes
buferio iki galutinés koncentracijos (50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 50
mM KCl, 4 mM MgCl,, 10 mM DTT) ir ribonukleaziy inhibitoriaus RiboLock
iki 1 vnt/pl. AtvirkStinés transkriptazés fermentai skiedziami iki 100 vnt/pl
koncentracijos naudojant skiedimo buferj (10 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant
25°C, 20 mM NaCl, 1 mM DTT, 0,2% Triton X-100). 2 ul (200 vnt.) fermento
dedama j 20 pl tirio reakcijos misinj. Reakcijos vykdomos 1 val. taikant
temperatiry  gradienta. Reakcijos stabdomos pridedant Sarminés
elektroforezés dazo. Reakcijy produktai analizuoti vykdant Sarmine
elektroforeze ir analizuojami dazant etidzio bromidu.

Tiriant M-MuLV AT mutantus, gautus atliekant atranka Taq buferyje,
substratas buvo paruostas sumaiSant 2 pg 7,5 kb ilgio RNR su 1 pl 10 uM
Eco31I rev oligonukleotido 1x Taq buferyje be MgCl, (10 mM Tris-HCI, pH
8,8 esant 25°C, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P40). Po to pridéta 0,4 ul 10 mM
koncentracijos ANTP ir vandens be nukleaziy iki 15,3 pl tirio. MiSinys buvo
inkubuojamas 65°C temperattiroje 5 minutes ir patalpintas j + 4°C Saldoma
stovelj. | reakcijos mi$inj pridéta 3,7 pul 1 x Taq buferio kartu su MgCl;
(galutiné koncentracija 1,5 mM) ir RiboLock ribonukleaziy inhibitoriumi
(galutiné koncentracija 1vnt/ul). Baltymy preparatai skiesti 1x Taq buferyje
be MgCl, iki 100 vnt/ul koncentracijos, 1 ul baltymo jdéta j reakcijos misinj.
Reakcijos vykdomos 42 °C temperatiroje 10, 20, 30, 40 ir 60 minuéiy ir
stabdomos pridedant Sarminés elektroforezés dazo. Po to vykdoma Sarminé
elektroforezé ir reakcijy produktai analizuojami dazant etidzio bromidu.

2.3.20 Procesyvumo matavimas

Vykdant termostabiliy M-MuLV AT mutanty procesyvumo matavimus,
substratas paruostas prilydymo buferyje (50 mM Tris-KCl, pH 8,3 esant 25°C,
1 mM EDTA, 40 mM KCl) prie 7,5 kb ilgio RNR (200 nM koncentracijos)
prilydant 5° gale FAM zymétg oligonukleotida FAMECO (100 nM
koncentracijos). Prie§ vykdant reakcijas, 10 nM koncentracijos fermenty

preparatas inkubuojamas su 2 nM koncentracijos substratu 10 pl reakcijos
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buferio (50 mM Tris-HCI, pH 8,3 esant 25°C, 50 mM KCl, 10mM DTT) kartu
su 5 mM dNTP 30 minuciy kambario temperatiiroje, kad susiformuoty
fermento — substrato kompleksas. Reakcijos pradedamos pridedant 40 pl
reakcijos buferio kartu su poli(A)/oligo(dT):s balastu (50 mM Tris-HCI, pH
8,3 esant 25°C, 50 mM KCl, 10 mM DTT, 5 mM MgCl,, 8 mg/ml poli(A),
0,32 mg/ml oligo(dT)is), vykdomos 37°C temperatiiroje 30, 40, 50 ir 60
minuciy ir stabdomos pridedant EDTA iki 100 mM galutinés koncentracijos.
Kontroliniai eksperimentai atlikti pridedant fermenta ] substrato ir
poli(A)/oligo(dT)s balasto misinj ir inkubuojant 37°C temperatiiroje 60
minuciy.

Susintetinta kDNR atlaisvinama i§ kKDNR-RNR-AT komplekso pridedant
ur¢jos iki 3 M koncentracijos ir proteinazés K iki 0,5 mg/ml koncentracijos
bei inkubuojant 3 valandas 37°C. Proteinazé K denatiiruojama kaitinant 65°C
temperattroje 30 minuciy bei atlickant ekstrakcijg fenolio ir chloroformo
misiniu. Reakcijos produktai iSsodinami naudojant etanolj ir iStirpinami 10 pl
vandens. SumaiSoma 1 pl reakcijos produkto, 0,24 ul GeneScan 500 ROX
dydziy standarto ir 9 pl formamido. DNR fragmentai frakcionuojami vykdant
kapiliarine elektroforeze ABI PRISM 3100 sekoskaitos aparate, naudojant
POP7 polimera bei 50 cm ilgio kapiliarus ir analizuojami naudojant ABI
PRISM GeneMapper 3.0 programing jrangg. Plotas po smailémis, esanciais
kapiliarinés elektroforezés profilyje integruojamas apskaiciuojant kiekvieno
zyméto kDNR fragmento intesyvuma, o produkto fragmenty ilgis nustatytas
naudojant programoje esantj fragmenty ilgio polimorfizmo analizés modulj.
Procesyvumas apskaic¢iuojamas taikant formule P = X(L, « 1n)/2(I,), kur Ly yra
kiekvieno kDNR fragmento ilgis, o I, yra kiekvieno fragmento fluorescencijos
intensyvumas.

Dél riboto GeneScan 500 ROX dydziy standarto fragmenty ilgio ir
sekoskaitos gelio savybiy, auks¢iau apraSyta procediira tinkama fragmenty,
trumpesniy nei 500 baziy analizei. Kadangi kai kurie M-MuLV AT mutantai
vieno susiri§imo su substratu jvykio metu susintetindavo Zymiai ilgesnius
produktus, §iy mutanty procesyvumo matavimui naudotas skirtingas metodas.
DNR oligonukleotidas Eco31Irev pazymétas naudojant [y->*P]-ATP ir T4
polinukleotidy kinaze ir prilydytas prie 7,5 kb RNR. Reakcijos buvo
vykdomos kaip apraSyta aukSCiau, o produktai analizuoti vykdant
elektroforeze Sarminiame gelyje, kartu praleidziant **P Zyméty DNR dydZio
standarty misinj. Gelius iSdziovinus, DNR fragmentai vizualizuojami
naudojant radioaktyviai zymei jautrius ekranus. Fragmenty ilgiai ir
intensyvumai, reikalingi procesyvumo nustatymui, buvo apskaiciuoti
naudojant TotalLab programing jranga.
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Vykdant M-MuLV AT mutanty, gauty atlickant atrankg Taq buferyje,
procesyvumo matavimus, substratas buvo paruoStas naudojant kitokios
sudéties buferj (50 mM Tris—HCI, pH 8,8 esant 25°C, 40 mM KCl ir 1 mM
EDTA). Pries vykdant reakcijas, 125 nM koncentracijos fermenty preparatas
sumaisytas su 25 nM koncentracijos substratu 10 pl 1 x Taq buferio be MgCl,,
(10 mM Tris-HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P40),
pridedant 0,5 mM dNTP ir 30 minuciy inkubuotas kambario temperatiiroje,
kad susiformuoty fermento — substrato kompleksas. Reakcijos pradedamos
pridedant 15 pl 1 x Taq buferio su 2,5 mM MgCl, (galutiné koncentracija 1,5
mM) kartu su poli(A)/oligo(dT)s balastu (8 mg/ml poli(A), 0,32 mg/ml
oligo(dT)i3). Reakcijos vykdomos 42°C temperatiroje 30, 40, 50 ir 60
minuciy ir stabdomos pridedant EDTA iki 20 mM galutinés koncentracijos.
Reakcijos produktai frakcionuoti ir analizuoti taip pat, kaip tiriant
termostabilius AT mutantus.

2.3.21 Kinetiné polimerazés reakcijos analizé

Kinetinés M-MuLV AT mutanty, atrinkty trumpinant reakcijos laika, savybés
buvo istirtos naudojant substrata, kuris gautas sulydant 1 uM koncentracijos
5’-FAM zyméta oligonukleotida FAMGAPDH su 1,5 puM koncentracijos 1,3
kb ilgio GAPDH RNR sulydymo buferyje (50 mM Tris-HCL, pH 8,8 esant
25°C, 40 mM KCI, 0,2 mM EDTA). AT mutantiniai baltymai skiedziami
naudojant 1 x Taq buferj be MgCl, (10 mM Tris-HCI, pH 8,8 esant 25°C, 50
mM KCI, 0,08% Nonidet P40) ir sumaiSomi su paruostu substratu (galutiné
baltymy koncentracija 1 pM, o substrato 40 nM) bei jvairiomis dNTP
koncentracijomis (20 uM, 8 uM, 3,2 uM, 1,28 uM kiekvieno dNTP). MiSiniai
inkubuojami 5 minutes 42 °C temperatiiroje, reakcijos pradedamos pridedant
MgClziki 1,5 mM koncentracijos, o stabdomos pridedant EDTA iki 20 mM
koncentracijos po 1 — 12 minuciy nuo reakcijos pradzios. Susintetintos KDNR
molekulés analizuojamos 0,5 pl reakcijos produkty sumaiSant su 0,5 pl
GeneScan LIZ1200 dydziy standarto ir 9,5 pl formamido. Vykdoma
kapiliariné elektroforezé ABI PRISM 3100 sekoskaitos aparate, naudojant
POP7 polimera bei 50 cm ilgio kapiliarus, rezultatai analizuojami naudojant
ABI PRISM GeneMapper 3.0 programing jrangg. Vidutinis produkto ilgis
apskai¢iuojamas taip pat, kaip ir matuojant procesyvuma (zr. skyrelj 2.3.21).
Zinant vidutinj produkto ilgj, apskai¢iuojamas jjungty dNTP kiekis ir
koncentracija. Km ir Vmax reik8més apskaiCiuotos pritaikant kinetinius
duomenis prie Eadie - Hofstee lygties, ke reikSmé apskaiciuota pagal formule
Vimax/[ E Jtotal, kur [E]ewotal yra viso fermento koncentracija.
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2.3.22 RNazés H aktyvumo matavimas

Baltymai skiesti naudojant 1 x Taq buferj be MgCl, (10 mM Tris-HCI, pH 8,8
esant 25°C, 50 mM KCI, 0,08% Nonidet P40) iki 0,2 mg/ml koncentracijos. 5
ul substrato (240 mM [*H]-poli(A):poli(dT), santykis 1:2) sumaiSoma su 1 mg
baltymo 50 pl reakcijos tiryje 1 x Taq buferyje su 1,5 mM MgCl, ir
inkubuojama 20 minuciy 37°C temperatiiroje. Reakcijos stabdomos méginius
perkeliant j ledus bei pridedant 50 pl BSA (10 mg/ml) ir 100 pl 10 %
trichloracto riigSties. Méginiai inkubuojami leduose 10 minuciy ir
centrifuguojami 10 minuciy 12000 x g. 100 pl supernatanto paimta misinio
radioaktyvumo skaiCiavimui. AtvirkStiniy transkriptaziy RNazés H
aktyvumas apskaiCiuotas laikant, kad 1 wvnt. fermento per 20 minuciy
hidrolizuoja 1 nmol RNR, esan&ios [*H]-poli(A):poli(dT) substrate.

2.3.23 Duomeny analizé

Netiesinés regresijos analizé buvo atlikta naudojant GraphPad Prism 4
programa. Eksperimenty, vykdyty naudojant replikatus, rezultatai pateikiami
kaip bent dviejy matavimy vidurkis + vienas standartinis nuokrypis.

2.3.24 Pilno ilgio M-MuLV atvirkstinés transkriptazés modelio kiirimas ir
validavimas

Pilno ilgio RNazés H domenas buvo sukonstruotas naudojant MultiProt
server] (167), superpozicijos principu sugretinant PDB strukttiras 2hb5 (46) ir
2qk9 (168). Superpozicija atlikta taikant 3 A skiriamaja geba, atsizvelgiant j
baltymy sekas. Atlikus vizualig analizg, tolimesniam konstravimui pasirinkta
2hb5 struktira be H96 — 1104 seky ir A93 — 1239 regionas iS 2qk9 struktiiros.
Naudojant MODELLER 9.9 programa (169) sugeneruota 300 struktiry
modeliy, i§ kuriy tolimesniam darbui i$sirinkta struktiira, turinti maZiausig
jvertj.

Pradinis pilno ilgio M-MuLV AT baltymo modelis gautas naudojant I-
Tasser server] (170) ir PDB struktiira 2fjw:A (171) kaip Sablong, kartu
panaudojant PDB M-MuLV struktiiras 1rw3:A (30), Imml:A (44) bei ZIV
atvirkstinés transkriptazés struktiras 1mu2:A (172), 1vrt:A (173) ir 2zd1:A
(174). Pradinio M-MuLV AT modelio RNazés H domeno orientacija ir
struktiira buvo parinkta pagal ZIV RNazés H domeno struktira. C-a. RMSD
tarp pradinio modelio ir struktiiros 1rw3 buvo 1,09 A. Galutinis pilno ilgio M-
MuLV AT baltymo modelis gautas pradinio modelio RNazés H domenag
pakeitus | MODELLER programa sukurta domeng. Sukeitimas atliktas
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naudojant PyMOL programing jrangg. Struktiira optimizuota pasSalinant
erdvinius trikdZius, naudojant I-Tasser serverj. Gautas C-o RMSD tarp
galutinio modelio ir struktiiros 1rw3 buvo 1,04 A, C-a RMSD tarp galutinio
modelio ir struktiiros 2hb5 buvo 1,27 A.

Po M-MuLV AT modelio sukiirimo Tang su bendraautoriais paskelbé
pirma eksperimentiskai nustatytg pilno ilgio M-MuLV AT struktira (PDB
5dmq (47)), tod¢él atsirado galimybé palyginti sumodeliuotg ir
eksperimentiS$kai nustatyta struktiras. Sugretinimas atliktas naudojant
PyMOL programa parodé¢, kad C-a RMSD tarp dviejy minéty struktiiry yra
2,74 A. Atlikus vizualing analize pastebéta, kad polimeraziniai domenai
persikloja labai tiksliai, o RNazés H domeny pozicijos kazkiek nesutampa. I3
palyginio pasalinus RNazés H domena, nustatytas labai glaudus abiejy
struktiiry persidengimas, pasizymintis C-o. RMSD 0,83 A. Taip pat atliktas
sukurto modelio sugretinimas su XMLV AT tretine struktiira (PDB 5khq
(48)), pries tai pasalinus RNazés H domeng i§ modelio, kadangi XMLV AT
struktiiroje §io domeno néra. Siuo atveju nustatytas C-o. RMSD 2,84 A.

Galiausiai grupei mokslininky pristacius dirbtiniu intelektu pagrjsta
AlphaFold 3 serverj (175), atsirado galimybé sukurti alternatyvy pilno ilgio
M-MuLV AT modelj. Palyginus abi struktiiras pastebéta, kad RNazés H
domeny padétys gana skirtingos. Tuo tarpu j palyginimg nejtraukus Siy
domeny, nustatytas labai geras sutapimas tarp abiejy modeliy (C-a RMSD
1,19 A). Naudojant AlphaFold 3 serverj sukurtas dar vienas modelis, kuris
panaudotas Siame darbe vizualizuojant jvairiy M-MuLV AT motyvy ir
mutacijy padétis. Sis modelis pasirinktas dél to, kad reprezentuoja visiskai
pilno ilgio M-MuLV AT, sgveikaujanc¢ia su RNR/DNR hibridu. Tuo tarpu
pirmajame modelyje, sukurtame naudojant I-Tasser serverj, yra panaudota
dvigrandés DNR molekulé bei truksta 24 aminortigs¢iy ilgio N-galinés
baltymo dalies.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Metodo savybiy tyrimas

Thermo Fisher Scientific Baltics (tuometinés jmonés UAB , Fermentas‘)
moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros centre vadovaujant dr. R.
Skirgailai buvo iSvystytas baltymy atrankos budas, pavadintas
kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodu (162). Publikuojant
tyrima tarptautinéje mokslinéje spaudoje metodui pavadinti buvo pasirinktas
CRD (compartmentalized ribosome display) pavadinimas. Sis metodas
apjungia auks$c¢iau apraSytg ribosomy raiSkos metoda ir in vitro
kompartmentalizacijos technologija (22 pav.).

Palyginus su ribosomy raiska, kompartmentalizuoty ribosominiy
kompleksy metodas turi tokj pranasuma, kad tikslinio baltymo molekulé
laisvai sgveikauja su substratu, nebiidama keturnario komplekso sudétyje, o
genotipo — fenotipo rysiui iSlaikyti pasitelkiama kompartmentalizacijos
technologija. Tokiu budu yra sudaromos salygos efektyviai pageidaujamu
kataliziniu aktyvumu pasizyminéiy baltymy selekcijai.

Vykdant eksperimenta, ruo§iama geny biblioteka, mutantinius baltymus
koduojancius genus patalpinant uz T7 RNR polimerazés promotoriaus. Po to
sintetinama ir gryninama RNR, nustatoma jos koncentracija ir vykdoma in
vitro transliacija. Kadangi transliacijos metu naudojamos mRNR molekulés,
neturin¢ios STOP kodony, transliacijos pabaigoje mRNR nedisocijuoja nuo
ribosomos, tokiu biidu susiformuoja keturnaris kompleksas.
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22 pav. Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodo schema.
Ruosiami M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty biblioteka
koduojantys PGR fragmentai ir vykdoma in vifro transkripcija (1).
Susintetinta mRNR transliuojama in vitro, susidargs keturnaris kompleksas
stabilizuojamas Zemoje temperatiroje ir dideléje Mg>" jony koncentracijoje
bei gryninamas naudojant ultracentrifugavimag sacharozés tirpale (2).
Keturnaris kompleksas sumaiSomas su atvirkstinés transkripcijos reakcijos
miSinio komponentais ir formuojama emulsija, sudaryta i§ 10" ~2 pm
skersmens laseliy. Tokiu budu suformavus emulsija, didzioji dalis laseliy yra
arba tusSti arba turi vieng keturnarj kompleksa. Pakélus temperatiira,
keturnariai kompleksai suyra, aktyviis atvirkStinés transkriptazés sintetina
juos koduojancig kDNR (3). Suardzius emulsija, kDNR gryninama ir
amplifikuojama naudojant PGR, gauti fragmentai ruoSiami kitam atrankos
etapui.

Ivykus transliacijos reakcijai, susidargs keturnaris kompleksas
stabilizuojamas atSaldant buferiniame tirpale bei pridedant Mg>" jony (138).
Gryninimas vykdomas centrifuguojant sacharozés tirpale, tokiu bidu
pasalinami in vitro transliacijos sistemos komponentai, taip pat keturnaris
kompleksas sukoncentruojamas.

Emulsijos ruoSiamos sumaiSant keturnarj kompleksa su reakcijos miSinio
komponentais ir gauta vandening faz¢ laSinant j alyva. Tokiu biidu gaunama
emulsija sudaryta i§ jvairaus dydzio laseliy — jy skersmuo varijuoja nuo 0,5
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iki 10 um, vidutinis laselio skersmuo yra apie 2 pm, tai atitinka mazdaug 4-5
femtolitry turj. Tokiu bidu reakcijos miSinys yra paskirstomas j 10'
vandeninés fazés alyvoje kompartmenty, i§ kuriy dalis turi po viena keturnarj
kompleksg. Emulsijg inkubuojant reakcijos temperatiiroje, kompleksas suyra,
todél mutantinis baltymas gali laisvai sgveikauti su substratu ir vykdyti
reakcija. IvykdZzius reakcija, emulsija suardoma, gauti produktai iSgryninami
ir naudojami ruo$iant mutanty biblioteka, skirtg kitam atrankos etapui. Tokie
atrankos ciklai kartojami, kol i$ pradinés didelés mutanty jvairovés gaunama
biblioteka, koduojanti baltymus, labiausiai prisitaikiusius iSgyventi sukurto
evoliucinio spaudimo sglygomis.

3.1.1 Keturnario komplekso stabilumo tyrimas

Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy (CRD) metodas pirmiausia
buvo numatytas taikyti jvairiomis savybémis pasiZyminiy polimeraziy
atrankai. Taip pat buvo numatyta, kad Sis atrankos metodas galéty biiti
taikomas ir kitiems nukleortigstis modifikuojantiems fermentams. Viena
pagrindiniy metodo savybiy yra galimybé kompartmenty viduje esantiems
substratui ir fermentui sgveikauti be erdviniy trukdziy, naudojant norimos
sudéties reakcijos misinj. Tam reikalingas pilnas komplekso iSirimas reakcijos
salygomis. Kita vertus, ruoSiant reakcijos miSinj ir jj emulsifikuojant,
keturnarj kompleksa bitina i$laikyti nesuirusj, prieSingu atveju nukleortigstis
ir baltymas patekty i skirtingus kompartmentus ir genotipo — fenotipo rysys
bty prarastas.

D¢l Sios priezasties prie§ pradedant termostabiliy M-MuLV mutanty
atrankg buvo istirtas keturnario komplekso stabilumas galutinés sudéties
atvirkstinés transkriptazés buferyje, esant 4 mM bendrai ANTP koncentracijai.
Prie§ pradedant didesniu sintezés greiCiu pasizyminciy mutanty atranka,
atliktas analogiskas tyrimas naudojant Taq polimerazés buferj, kuriame buvo
bendra 0,8 mM bendra dNTP koncentracija. Palyginimui istirtas keturnario
komplekso stabilumas AT buferyje esant 50 mM MgCl; koncentracijai.
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23 pav. Keturnario komplekso stabilumas jvairiose sglygose. A — keturnaris
kompleksas inkubuojamas AT buferyje su 50 mM MgCl,, B — Taq
polimerazés buferyje su 1,5 mM Mg?* ir 0,8 mM bendra dNTP koncentracija,
C — AT buferyje su 4 mM Mg*" ir 4 mM bendra dNTP koncentracija.

Nustatyta, kad AT buferyje esant 50 mM MgCl, koncentracijai,
keturnaris kompleksas +4°C temperatiiroje iSlieka stabilus visg tyrimo laika,
t.y. bent 1 valandg (23 pav. A). Galima numatyti, kad Siomis salygomis
keturnaris kompleksas iSlieka stabilus Zzymiai ilgiau, nes jo saugojimo
buferyje (50 mM Tris-acetato, pH 7,5 esant 25°C, 50 mM NaCl, 50 mM Mg
acetato, 500 mM KCI, 10 mM DTT, 0,1% (v/v) Triton X-100) kompleksas yra
stabilus kelias paras (duomenys nepublikuoti).

Tiriant komplekso stabiluma Taq polimerazés ir M-MuLV atvirkstinés
transkriptazés buferiuose, nustatyta aiski priklausomybé nuo temperatiros.
Parodyta, kad temperatiira yra kritinis veiksnys, lemiantis komplekso
stabilumg (23 pav. B ir C).

Inkubuojant keturnarj kompleksg 50°C temperatiiroje gaunami netikéti
rezultatai, nes nesuirusio komplekso dalis laikui bégant didéja nuo ~2 iki ~13
procenty, nors turéty mazéti (23 pav. C). Sio reiskinio interpretacija galéty
buti tokia, jog M-MuLV AT denatiiruodama auks$toje temperatiroje
,»uzsilydo® ant substrato, o kadangi baltymas saveikauja su nitroceliuliozés
lapeliais, kartu prikimba ir radioaktyvi RNR. Sias prielaidas galima pagrjsti
kity tyréjy gautais rezultatais, liudijanciais apie M-MuLV AT savybe sukibti
su substratu terminés denattracijos metu (176,177,178).
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Galima pastebéti, kad Taq polimerazés buferyje keturnaris darinys yra
stabilesnis, palyginus su M-MuLV AT buferiu. Taq polimerazés buferyje po
8 minuciy 42°C temperatiiroje iSlieka trecdalis nesuirusio komplekso, tuo
tarpu AT buferyje analogiSkomis salygomis lieka tik 3 9% nesuirusio
komplekso. Sj skirtumg galima baty paaiskinti Mg?* jony ir juos
chelatuojanciy dNTP santykiu. Skai¢iuojant, kad viena dNTP molekulé surisa
vieng Mg?" jong (179), Taq buferyje su 1,5 mM MgCl, ir 0,8 mM dNTP licka
0,7 mM laisvy Mg?" jony, tuo tarpu M-MuLV AT buferyje su 4 mM MgCl, ir
4 mM dNTP laisvy metalo jony néra.

Svarbu pazyméti, kad reikSminga keturnario komplekso dalis, ypac
vykdant tyrima AT buferyje, suyra per pirmaja inkubavimo minutg ar netgi
pries inkubavima, ruosiant reakcijos misinius. Sis rezultatas rodo, kad ruosiant
vandeninés fazés emulsijg alyvoje tam tikra mutanty bibliotekos dalis
praranda biiting genotipo — fenotipo rysj. Tai sumazina metodo potenciala, nes
sumazéja mutanty bibliotekos variantiSkumas, kitaip tariant, sumazéja
atrankos eksperimente dalyvaujan¢iy mutanty kiekis. Be to, padidéja
klaidingai teigiamo jvykio tikimybé, kuomet funkciskai aktyvus fermentas
patenka j vieng kompartmentg kartu su neaktyvy fermenta koduojanciu genu.

3.1.2 Principinis atrankos eksperimentas

Siekiant pademonstruoti, kad sukurtas metodas yra tinkamas taikant
evoliucinj spaudimg i§ mutanty bibliotekos atrinkti tinkamiausius variantus,
buvo atliktas eksperimentas, imituojant atrankos sglygas, kuomet bibliotekoje
koduojami aktyvis ir neturintys aktyvumo fermentai. Buvo paruosta mRNR,
koduojanti laukinio tipo baltyma ir 171 nukleotidu trumpesné mRNR,
koduojanti neaktyvy M-MuLV mutanta. Naudojant neaktyvy atvirkstinés
transkriptazés mutantg ir aktyvy laukinio tipo fermenta koduojan¢iy mRNR
misinj buvo pademonstruota, kad vieno atrankos ciklo metu sistema apie 50
karty prasiturtina aktyvius fermento variantus koduojanciais genais (24 pav.).
SumaiSius atitinkamai deletanto ir laukinio tipo mRNR santykiu 50:1, po
vieno atrankos etapo geny santykis tapo 1:1 (24 pav. 2 takelis). Tyrimas
pakartotas atliekant tris nepriklausomus eksperimentus. Vykdant kontroling
reakcija, kuri imituoja salygas kai atranka nevyksta, ] miSinj pries
emulsifikavima pridedama papildomai atvirkstinés transkriptazés baltymo, o
po atrankos padauginamas tik trumpesnis neaktyvy baltyma koduojantis genas
(24 pav. 3 takelis). Neigiama kontrolé, paruosta j reakcijos miSinj nededant
dNTP, parodo, kad PGR metu amplifikuojami tik kDNR sintezés produktai
(24 pav. 1 takelis).
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Idealiu atveju galima tikétis, kad vykdant atrankos eksperiments, po
vieno etapo iSlikty tik aktyvy M-MuLV baltymg koduojanti mRNR. Vis délto
neaktyvy baltymo variantg koduojantys genai vykdant atranka taip pat
padauginami ir nedidelé $iy geny dalis patenka j kit atrankos etapa. Sis
reiSkinys galéty turéti keleta priezasCiy. Pirmiausia, kaip parodyta 3.1.1
skyrelyje, ruoSiant emulsijas dalis komplekso skyla, tod¢l jimanoma, kad M-
MulLV laukinio tipo baltymas patekty j vieng laSelj kartu su neaktyvy
deletantg koduojancia mRNR. Tokiu atveju aktyvus baltymas susintetina
deletanta koduojancios mRNR kopija, todél po vieno atrankos ciklo
bibliotekoje yra ir dalis neaktyvy trumpesnj baltyma koduojanciy geny. Be to,
vykdant kompartmentalizacijg j kai kuriuos, ypatingai j didesnio tiirio laselius
gali patekti po kelis keturnarius kompleksus, todél egzistuoja tikimybé, kad
atvirk§tiné transkriptazé susintetins atsitiktinai j laselj kartu patekusios
deletantag koduojanc¢ios mRNR kopija. Jvertinant tai, kad nustatytas
praturtinimo aktyviais bibliotekos nariais koeficientas yra 50, galima
numatyti, kad i§ pradinés 2,7 x 10° mutanty bibliotekos norint atrinkti kelis
Simtus geriausiy mutanty reikéty 4 atrankos cikly.
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24 pav. Atrankos principg demonstruojancio eksperimento rezultatai. Pirmieji
du takeliai atitinka neigiamg (be DNR) ir teigiamg (DNR miSinys santykiu
1:1) kontroles. Didesnysis 907 bp ilgio fragmentas gaunamas dauginant
laukinio tipo fermentg koduojant] geng, trumpesnysis 736 bp fragmentas
gaunamas dauginant deletantg koduojantj geng. 1, 2 ir 3 reakcijos buvo
atliktos emulsijose naudojant laukinio tipo ir deletanto mRNR miSinj santykiu
1:50 ir vykdant kDNR sintezg 1 val. 42°C temperatiiroje. Susintetinta KDNR
padauginta vykdant PGR.
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3.2 Termostabiliy M-MuLV AT mutanty atranka ir savybiy tyrimas

Atvirkstinés transkriptazés yra svarbig taikomajg reikSme turintys
fermentai. Didzioji dalis bet kokiy procediry, susijusiy su RNR tyrimais,
prasideda nuo RNR pavertimo j stabilesne kDNR formg, naudojant
atvirkStines transkriptazes. Savo ruoztu RNR molekulés daZniausiai yra
viengrandés ir formuoja jvairias antrines bei tretines strukturas, kuriy
sudétingumas labiausiai priklauso nuo tirpale esanc¢iy drusky koncentracijos
ir ypa¢ nuo temperatiiros (180). RNR struktiiroje esancios kilpos ir mazgai
gali buti rimtos klititys atvirkStinei transkriptazei kDNR sintezés metu.
Pagrindinis biidas sumazinti struktiiry jtaka ir palengvinti kDNR sinteze yra
reakcijos temperatiros kélimas, taCiau galimybés tai daryti yra ribotos,
kadangi M-MuLV AT yra mezofilinis fermentas, gaunamas i$ viruso,
parazituojancio Siltakraujus gyviinus. Termostabili AT bity labai
pageidaujamas fermentas, todél pirmasis atrankos eksperimentas buvo atliktas
siekiant atrinkti mutantus, galin¢ius vykdyti sintez¢ aukstoje temperatiiroje.

Atlikus atrankos eksperimenta gaunama geny biblioteka, koduojanti
mutantinius baltymus, kurie turéty biiti geriausiai prisitaike atlikti savo
funkcija sukurto evoliucinio spaudimo saglygomis. Absoliuti dauguma atrinkty
baltymy turéty biiti daugybiniai mutantai, sukaupe tam tikra kiekj palankiy
mutacijy. Kazkuri dalis mutacijy galéty buti neutralios, o kai kurios netgi
turinCios neigiama poveikj. Pastarosios mutacijos greifiausiai atsitiktinai
atsiranda paskutiniame DNR padauginimo etape, kuris atlickamas jau po
atrankos.

Mutantiniy baltymy analiz¢ atliekama po atrankos eksperimento turi
atsakyti | klausimg, kokiu biidu baltymas prisitaiké prie kintanciy aplinkos
salygy. Kitaip tariant, kokie poky¢iai turéjo jvykti ir kokias naujas savybes
baltymas turéjo jgyti, kad i§gyventy didéjantj evoliucinj spaudima. Analizé
atlickama keliais etapais, laikantis tokios strategijos:

1. Daugybiniy mutanty, gauty atrankos eksperimento metu analize.
Siame etape tiriama daugybiniy mutanty imtis siekiant jsitikinti, kad
jie pagal tam tikras savybes pranasesni uz laukinio tipo baltymga ir
parodyti, kad atranka jvyko sékmingai.

2. Taskiniy mutanty analizé. Konstruojami mutantai turintys po vieng
aminoriigsties pakeitima ir tiriamos jy savybés. Pasirenkamos
dazniausiai pasikartojancios arba kokiu nors kitu pozitiriu jdomios
mutacijos. Siame etape siekiama nustatyti, kurios individualios
mutacijos tur¢jo didziausiag poveikj pasikeitusioms baltymo
savybéms ir jo i§gyvenimui evoliucinio spaudimo salygomis.
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3. Sukonstruoty daugybiniy mutanty analizé. IStyrus pavieniy mutacijy
itaka baltymo savybéms, svarbiausios mutacijos apjungiamos
jvairiomis kombinacijomis konstruojant daugybinius mutantus.
Tiriama, ar mutacijy poveikis adityvus. Tikimasi gauti geriausiomis
savybémis pasizymincius baltymus, pranokstancCius atrankos
eksperimento metu gautus mutantus, istirtus 1 etape.

3.2.1 Termostabiliy M-MuLV AT mutanty atrankos rezultatai

Naudojant M-MuLV atvirkstinés transkriptazés mutanty biblioteka, gauta
vykdant klaidingg PGR, buvo ruoSiamas keturnaris kompleksas i§ baltymo,
ribosomos, baltyma koduojan¢ios mRNR ir tRNR. Vykdant eksperimenta,
2,7x10° isgryninto keturnario komplekso molekuliy buvo naudojama ruosiant
emulsijas, po to 1 valanda vykdyta kKDNR sintez¢, kiekvieno atrankos etapo
metu keliant temperatiira. Pirmasis atrankos ciklas atliktas 50°C
temperatiroje, vélesni ciklai vykdyti 52,5°C, 55°C, 57,5°C, 60°C
temperatiiroje. Ivykdzius atranka, gauti genai jterpti i plazmide ir nuskaitytos
103 individualiy mutanty sekos, i$ kuriy 97 sekos buvo unikalios, penkios
sekos pasikartojo po du kartus, o taip pat aptikta 1 laukinio tipo seka.
Mutantiniuose baltymuose buvo aptikta nuo 1 iki 12 aminoriigs¢iy pakeitimy,
vidutiniSkai 5 pakeitimai baltymo molekulei. Dauguma mutanty (70/102)
turéjo 3 — 6 aminoriig§¢iy mutacijas. Palyginimui, pradinéje bibliotekoje
vidutinis aminoriig§¢iy pakeitimy kiekis baltymo molekuléje buvo 1,5.
Nukleotidy pakeitimy kiekis, palyginus su pradine biblioteka, taip pat
padidéjo reikSmingai — nuo vidutiniSkai 2,3 pradinés bibliotekos nariuose iki
8,1 nukleotido pakeitimy mutantuose, gautuose po atrankos. Transversijy ir
tranzicijy santykis taip pat rySkiai pakito vykdant atrankos eksperimenta — nuo
1:20 pradinéje bibliotekoje iki 1:4,5 galutinéje. I$analizuoty M-MuLV AT
mutanty sarasas pateiktas publikacijos (162) prieduose S2 ir S3.

Atliekant eksperimento metu atrinkty daugybiniy mutanty analize,
pastebéta, kad nemaza dalis aminortig§¢iy mutacijy buvo istirtos jau anksé¢iau.
Mokslinése publikacijose ir patentuose buvo apraSytas Siy aminortigSciy
pakeitimy poveikis jvairioms M-MuLV AT savybéms — RNazés H
aktyvumui, terminalinés deoksinukleotidy transferazés aktyvumui,
padidintam  termostabilumui, tikslumui, procesyvumui, atsparumui
inhibitoriams, saveikos su substratu stiprumui
(75,181,182,183,184,185,159,156). Minéty fermento savybiy patobulinimas
suderinamas su padidéjusiu fermento stabilumu ir pageréjusiu reakcijos
efektyvumu aukstesnéje temperatiiroje. Prielaidas apie atrankos eksperimento
s¢kminga baigtj patvirtina ir tai, kad tarp iSanalizuoty daugybiniy mutanty
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aptikta tokiy, kurie turi po tris anks¢iau literatiroje apraSytas mutacijas,
padidinancias fermento termostabilumg, saveikos su substratu stipruma,
tikslumg bei panaikina RNazés H aktyvuma. Tokie atrinkti M-MuLV AT
variantai yra mutantas nr. 30 (D200N, T306M, D524N, D583G) bei mutantas
L5 28 (T306A, F309S, D524A, H594R, F625S; literatiiroje minimos
mutacijos pabrauktos) (182,184). Dazniausios atrankos eksperimento metu
aptiktos taskinés mutacijos aprasytos 1 lentel¢je. Pateiktas mutacijas pagal
gausuma galima suskirstyti j keleta grupiy. Pirmajai grupei priklausyty D200,
esanti Salia polimerazés aktyvaus centro ir D524, D583 bei D653, esancios
RNazés H domene. M-MuLV AT RNazés H aktyviame centre yra
konservatyvus DEDD motyvas, kurj sudaro D524, E562, D583 ir D653
aminoriigstys (31,46). Karboksilo grupés, esancios $iy aminoriigs¢iy Soninése
grandinése, reikalingos hidrolizéje dalyvaujanciy metalo jony koordinavimui.
Mutantai D524G, E562Q, D583N ir D653N buvo panaudoti RNazés H
aktyvumui panaikinti, taip pat buvo parodyta, kad Sie mutantai padidina AT
termostabiluma, reakcijos miSinyje esant substrato (66,182,183). Idomu tai,
kad in vitro evoliucijos eksperimento metu buvo atrinkti ne tik baltymo
variantai, turintys mutacijas atitinkamose RNazé¢s H aktyvaus centro
pozicijose, taciau ir bitent tokie patys aminortigiiy pakeitimai, kurie
literattiroje aprasSyti kaip labiausiai padidinantys baltymo termostabilumg.
Negalima atmesti ir to, kad pilno ilgio mRNR islikimas atrankos eksperimento
metu vykdant KDNR sintez¢ taip pat buvo svarbus veiksnys, 1émes bibliotekos

prasiturtinima $iais mutantais. Sig prielaida patvirtina faktas, kad 64 i§ 103
iSanalizuoty mutanty turéjo po vieng ar du pakeitimus RNazés H domeno
aktyviame centre.

Salia RNazés H aktyvumg panaikinanéiy aminoriigiciy pakeitimuy,
aptiktos dar dvi literatiiroje aprasytos mutacijos — H204R ir H638R (1 lentelé).
Buvo parodyta, kad H204R mutacija padidina M-MuLV AT termostabiluma
bei sumazina terminalinés deoksinukleotidy transferazés aktyvuma (182), tuo
tarpu H638R mutacija padidina fermento aktyvuma (183).

Atrankos eksperimento metu taip pat buvo aptikta naujy, daznai
pasikartojanéiy, prie§ tai nezinomy mutacijy (1 lentelé). Sie naujai aptikti
aminoriig§¢iy pakeitimai susikaupé D200, L603, T330, L139, Q221, T287 ir
kitose pozicijose (1 lentelé). IS viso 103 nuskaitytuose klonuose aptiktos 28
mutacijos, susijusios su M-MuLV AT padidintu termostabilumu, i§ kuriy 17
buvo apibidinta kity mokslininky grupiy darbuose
(75,181,182,183,184,185,159,156), o 11 mutacijy buvo naujy. Sios mutacijos
charakterizuojamos 3.2.4 — 3.2.5 skyreliuose.
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1 lentelé. Dazniausi M-MuLV AT aminoriigsciy pakeitimai, aptikti po
termostabiliy mutanty atrankos

Pozicija Pakeitimy Mutacija Pakeitimy
kiekis kiekis
D524 (66,182) 31 G 20
A 10
N 1
D200 30 N 25
A 3
G 2
D653 (183) 23 N 10
G 5
A 4
H 3
\Y% 1
D583 (66,182) 21 N 10
G 7
A 3
E 1
L603 w 17
M 1
T330 15 P 15
L139 14 P 14
H204 (182) 7 R 7
Q221 6 R 6
T287 6 A 6
149 5 A% 4
T 1
N479 5 D 5
H594 5 R 4
Q 1
F625 5 S 3
L 2
P65 4 S 4
H126 4 R 2
S 2
L333 4 Q 3
P 1
A502 4 A% 4
E607 4 K 2
A 1
G 1
H638 (183) 4 R 4
K658 4 R 3
Q 1
P130, Q237, Y344, 3
M428, D449, A644,
N649, L671
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3.2.2 Atrinkty mutanty aktyvumo skirtingose temperatiirose palyginimas

Siekiant istirti atrinkty M-MuLV AT mutanty savybes, pirmiausia jvertintas
ju termostabilumas. I8 istirty 103 mutantus koduojanciy geny (3.2.1 skyrelis)
atsitiktinai pasirinkti 55 genai, kurie jterpti i baltymo ekspresijai skirtg
plazmid¢ i§ karto uz histidino inkara koduojancios sekos. Mutantiniai
baltymai buvo susintetinti £. coli lastelése ir i§gryninti naudojant histidino
inkaro ir Ni-NTA sorbento sgveikg. 39 mutantiniai baltymai i$ visy analizuoty
pasizymeéjo atvirkstinés transkriptazés aktyvumu, kuris buvo istirtas jvairiose
temperattrose ir saglygose.

Buvo istirtas mutantiniy baltymy AT aktyvumas, nustatytas jprastoje
37°C temperatiiroje ir palygintas su aktyvumu 50°C temperatiiroje, taip pat
lieckamuoju aktyvumu 37°C temperatiiroje, pries tai painkubavus 5 min 50°C
be RNR/DNR substrato (25 pav.).

Aktyvumai, %

8 Aktyvumy santykis 50°C/37°C, %
@ Liekamasis aktyvumas 37°C (po 5 min inkubavimo 50°C), %

25 pav. Laukinio tipo ir mutantiniy M-MuLV AT baltymy atvirkstinés
transkriptazés aktyvumai. Sviesesni stulpeliai Zymi fermenty aktyvuma 50°C,
normalizuotg pagal aktyvumg 37°C, tamsesni stulpeliai Zymi lickamaji
aktyvumg po inkubavimo 5 min 50°C.

Apie % tirty mutanty pasizymeéjo bent dvigubai didesniu aktyvumu 50°C
temperattiroje, palyginus su laukinio tipo fermentu. Inkubuojant mutantinius
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baltymus 5 min reakcijos misinyje be RNR/DNR substrato, daugumos jy
aktyvumas stipriai sumazéjo. Vis délto, daugiau nei trecdalis i$ jy pasizyméjo
didesniu likutiniu aktyvumu, palyginus su laukinio tipo fermentu. Galima
pastebéti, kad daugumai atrinkty mutanty, palyginus su laukinio tipo
fermentu, biidingas padidéjes aktyvumas 50°C temperatiiroje, nors aptinkama
ir nedidelé dalis tokiy, kuriy aktyvumas aukstesnéje temperatiiroje sumazeéjes,
taciau padidéjes vidinis baltymo termostabilumas (pavyzdziui, L5 1, LS 8,
L5 29). Sie rezultatai leidzia teigti, kad atrankos eksperimento metu taikant
evoliucinj spaudimg isliko daugiausia tie mutantai, kuriec buvo stabilesni
saveikoje su RNR/DNR substratu, o ne tie, kurie turé¢jo padidéjusj vidinj
termostabiluma. Atvirkstiniy transkriptaziy termostabilumo padidéjimas
saveikaujant su substratu buvo pademonstruotas jvairiy mokslininky grupiy
tyrimuose (66,91). Taip pat parodyta, kad AT mutantai, stipriau susiriSantys
su substratu, pasizymi didesniu termostabilumu, palyginus su laukinio tipo
fermentu (75,158). Tolimesni taskiniy mutanty tyrimai parodé, kad
evoliucinis spaudimas, sukurtas eksperimento metu, sudaré salygas atsirinkti
beveik isskirtinai tik tokioms mutacijoms, kurios lemia padidéjusj sgveikos su
RNR/DNR substratu stiprumg (zr. 3.2.4 — 3.2.5 skyreliai).

3.2.3 kDNR sintezé skirtingose temperatiirose naudojant atrinktus mutantus

Kai kurie didZiausiu termostabilumu pasiZymintys mutantai buvo palyginti su
laukinio tipo fermentu vykdant 1,1 kb ilgio kDNR sinteze. Buvo parodyta, kad
mutantai 20, L5 35, L5 64, L5 65, L5 43 gali susintetinti pilno ilgio kDNR
53°C — 58°C temperatiiroje, t.y. 5°C - 10°C aukStesn¢je temperatiiroje nei
laukinio tipo AT (26 pav.). Sis tyrimas patvirtino, kad evoliucijos
eksperimento metu buvo atrinkti termostabiltis mutantiniai baltymai.
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26 pav. 1,1 kb kDNR sintezés, atliktos naudojant daugybinius mutantus,
produkty elektroforezé. Reakcija atlikta tokiose temperatiirose: 1 —41,9°C, 2
—43,6°C, 3 —45,5°C, 4 — 47,8°C, 5 — 50,4°C, 6 — 53,1°C, 7 — 55,8°C, 8 —
58,1°C, 9 - 60,1°C, 10 — 62,1°C. M - dydziy standartas.

3.2.4 Taskiniy mutanty aktyvumo skirtingose temperattirose palyginimas

Vykdant atrankos eksperimenta buvo aptikta naujy, prie§ tai
necharakterizuoty M-MuLV AT mutacijy (Zr. 1 lentelg). Pasirinktos 28
dazniausiai pasikartojan¢ios mutacijos, darant prielaida, kad jos turi jtaka
fermento termostabilumui. Siekiant istirti Siy individualiy aminoriigsciy
pakeitimy reik§m¢ M-MuLV AT savybéms, buvo sukonstruoti, susintetinti ir
i8gryninti mutantiniai baltymai.

Taskiniy mutanty termostabilumas buvo jvertintas tiriant atvirkstinés
transkriptazés aktyvumg 37°C ir 50°C temperatiirose ir apskaiCiuojant
aktyvumy santykj 50°C/37°C. Tyrimo rezultatai pateikti 27 paveiksle.
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Termostabiliausiems taskiniams mutantams D200N, L603W, T330P, Q221R,
N479D, H594R, E607K, P130S, D449G, M66L, W388R nustatytas
50°C/37°C aktyvumy santykis buvo daugiau nei 70 % (27 pav.) Palyginimui,
laukinio tipo baltymui nustatytas analogiskas aktyvumy santykis buvo 50 %.
Toliau visi taskiniai mutantai su laukinio tipo baltymu buvo palyginti vykdant
kDNR sinteze jvairiose temperatiirose. Eksperimentas atliktas naudojant 1,1
kb ilgio sinteting RNR ir taikant temperatiiry gradients, o reakcijos produktai
analizuoti vykdant Sarming elektroforeze. Siame tyrime didZiausia
termostabilumg parodé L603W mutantas, susintetings kDNR 53°C
temperattroje (nepublikuoti duomenys). D200N, Q221R ir E607K mutantai
susintetino produkta 50°C temperatiiroje (nepublikuoti duomenys) tuo tarpu
kity mutanty termostabilumas buvo panasus j laukinio tipo baltymo, nepaisant
to, kad dauguma jy rodé didesnj 50°C/37°C aktyvumy santykj (27 pav.).

Aktyvumy santykis 50°/37°C,%
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27 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir mutanty aktyvumy santykis
50°C/37°C temperatiirose. Pateikti maziausiai dviejy nepriklausomy
matavimy vidurkiai. Rodyklémis pazyméti mutantai, sintetinantys kDNR
molekules aukstesnéje nei 50°C temperatiroje. Apibrauktos aminoriigsciy
pozicijos, pasirinktos pilnesnei mutagenezei ir analizei.

Atliekant atrankos eksperimenta, pradiné mutanty biblioteka buvo
paruosta vykdant klaidingg PGR (2.3.4 skyrelis). Galima numatyti, kad tokiu
biidu sukurtoje bibliotekoje yra ribotas konkreciose pozicijose esanciy
aminoriigs¢iy pakeitimy skaicius ir pilnai jsotinanti mutagenezé nepasiekta.
Atlikus atranka jvairiose baltymo vietose nustatyti dazniausi aminoriigsciy
pakeitimai nebitinai suteikia baltymui didZiausig termostabilumg. Dél Sios
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priezasties atrankos eksperimento metu identifikuotus “karStuosius taskus”,
kuriuose susikaupia mutacijos, nuspresta paanalizuoti atidziau, sukuriant
daugiau jvairiy aminortgs¢iy pakeitimy tose pozicijose. Tokiam
eksperimentui pasirinktos baltymo pozicijos, kuriose pakeitimy daznis buvo 6
ar daugiau (D200, L603, T330, L139, Q221, T287), taip pat prijungtos
pozicijos, kuriose nustatytas didziausias 50°C/37°C aktyvumy santykis
(N479, H594, E607, D449, M39, M66). Konstruojant mutantus, konkrecioje
pozicijoje buvo jvedamos visos atrankos eksperimento metu gautos mutacijos
(pavyzdziui, D200N, D200A, D200G), taip pat pridedamos mutacijos, kuriose
atrinktos aminortigStys papildomos panaSiomis (D200Q, D200E), taip pat
prieSingomis pagal savybes (pavyzdziui, prieSingai jkrautomis D200K,
D200R, D200H) ir visiskai nepanasiomis (D200W, D200P). Daugiau
pakeitimy buvo sukurta tose M-MuLV AT geno pozicijose, kurios dazniau
atrinktos eksperimento metu. Visi sukonstruoti mutantiniai baltymai buvo
ekspresuoti E. coli lastelése, iSgryninti ir iStirti nustatant auksciausig
temperatiira, kurioje sintetinama 1,1 kb ilgio kDNR bei 50°C/37°C aktyvumy
santykj (28 pav.).
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28 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir mutanty aktyvumy santykis
50°C/37°C temperatiirose. Pateikti maziausiai dviejy nepriklausomy
matavimy vidurkiai. Skirtingy spalvy stulpeliai (juodi arba pilki) Zymi
skirtingy baltymo pozicijy mutantams nustatytas aktyvumy vertes.
Rodyklémis pazyméti mutantai, sintetinantys 1,1 kb kDNR molekules
aukstesnéje nei 50°C temperatiiroje.
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Kaip ir tikétasi, mutantai, gauti aminoriigStis keiCiant j panasias,
pasizyméjo panaSiomis savybémis. Pavyzdziui, L603W, L603F ir L603Y
biidingas 50°C/37°C aktyvumy santykis artimas 100%, taip pat Sie mutantai
sintetino kKDNR 50°C temperatiiroje. Kiti L603 mutantai pasizyméjo mazesniu
50°C/37°C aktyvumy santykiu nei laukinio tipo fermentas, i§skyrus L603M
pakeitimg, kurj tur€¢jo vienas i§ atrankos eksperimente aptikty mutanty.
Vadinasi baltymo termostabilumg padidina aromatinés ir didelés hidrofobinés
aminoriigstys 603 pozicijoje. Idomu tai, kad beveik visi D200 pozicijoje jvesti
pakeitimai, iSskyrus visiskai neaktyvy D200P mutantg, pasizyméjo didesniu
50°C/37°C santykiu, palyginus su laukinio tipo fermentu (28 pav.).
Pavyzdziui, neigiama kravj turin€ia asparto aminortigst] pakeitus didele
hidrofobine triptofano aminortig§timi, nustatytas 50°C/37°C aktyvumy
santykis yra 100%, o jvedus pakeitimg | panasig glutamo aminoriigsti,
atitinkamas santykis yra 80%. Sis eksperimentas leido aptikti keleta naujy
aminoriigsciy pakeitimy, kurie padidina atvirkstinés transkriptazés aktyvuma:
Q221K/Y, E607A/G, H594K/Q, D449E/N/A/V, M39N, M66V/I. Taciau i$ 84
sukonstruoty ir iStirty taskiniy mutanty tik 9 mutantai 5 pozicijose buvo
tinkami kDNR sintezei aukstesnéje nei 48°C temperatiiroje (28 pav. pazyméti
rodyklémis). Dar vienas jdomus rezultatas yra tas, kad tik H594 pozicijoje
buvo atrasti aminoriig§iy pakeitimai (H594K ir H594Q), kuriy déka
atvirkstiné transkriptazé sintetino kDNR aukStesnéje temperatiiroje, palyginus
su atrankos eksperimento metu aptiktu H594R variantu. Rezultaty visuma
leidzia manyti, kad atrankos eksperimento metu naudota mutanty biblioteka
pasizyméjo pakankamu variantiSkumu ir kad evoliucinio spaudimo salygos
buvo tinkamos termostabiliausiy mutanty atrankai.

3.2.5 Taskiniy mutanty biocheminiy savybiy palyginimas

Siekiant detaliau iStirti, kokios atvirkstinés transkriptazés savybés keitési
baltymui patiriant evoliucinj spaudimg atrankos eksperimento metu, buvo
atliktas didziausiu termostabilumu pasizyméjusiy taskiniy mutanty D200N,
L603W, T330P, L139P, Q221R, T287A, N479D, H594K, E607K, D449G,
M66L, W388R biocheminiy savybiy tyrimas. Sukonstruoti mutantiniai
baltymai buvo susintetinti £. coli lastelése ir i§gryninti panaudojant N — gale
jterpta histidino aminoriig§ciy inkarg ir jony mainy chromatografija naudojant
P11 sorbentg. Apibiidinant $iy mutanty biochemines savybes, buvo istirtas
baltymy atsparumas temperatiirinei inaktyvacijai, saveikos su substratu
stiprumas, procesyvumas.
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Nors dauguma atrinkty taskiniy mutanty pasizyméjo gana dideliu aktyvumu
50°C temperatiiroje (27 pav.), paaiskéjo, kad reakcijos miSinyje nesant substrato Siy
fermenty termostabilumas yra gana mazas. Daugumos fermenty polimerazinis
aktyvumas, nustatytas juos pries tai painkubavus 5 minutes 50°C temperatiiroje be
substrato buvo panasus j laukinio tipo fermento (duomenys nepublikuoti). Kadangi
vykdant atvirksting transkripcija reakcijos miSinyje visada yra ir pradmuo bei
matrica, labiau realias salygas atitinkantis termostabilumo parametras yra fermento
aktyvumo puslaikis, nustatytas inkubuojant fermenta kartu su matrica. Mutantiniai
baltymai buvo inkubuojami 50°C temperattiroje su substratu jvairius laiko tarpus,
po to nustatytas jy aktyvumas 37°C temperatiiroje. Didziausiu dazniu atsirinke
taskiniai mutantai D200ON (ti» = 183 min) ir L603W (ti2 = 154 min) buvo keturis
kartus termostabilesni uz laukinio tipo baltyma (ti» = 40 min), o T330P ir L139P
buvo du kartus termostabilesni (ti» atitinkamai 94 ir 97 min) uz laukinio tipo
atvirkstine transkriptaze (29 pav.). Kity istirty fermenty aktyvumo puslaikis buvo
45-76 minutés. Idomu tai, kad kai kurie mutantai pasirodé gana atspariis
temperatiiriniam inaktyvavimui, nors jy aktyvumy santykis 50°C/37°C nebuvo
labai didelis. Pavyzdziui, L139P mutanto aktyvumo puslaikis daugiau nei du kartus
virsijo laukinio tipo fermento atitinkama parametra, nors jy aktyvumy santykis
50°C/37°C buvo panasus (27 pav.). Kai kuriems kitiems mutantams pastebéta
priesinga tendencija. Pavyzdziui, Q221R fermento aktyvumo puslaikis buvo toks
pats kaip laukinio tipo baltymo, tac¢iau 50°C/37°C santykis du kartus virsija laukinio
tipo aktyvumy santykj.
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29 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir mutanty aktyvumo puslaikis 50°C
temperatiroje. Pateikti maZiausiai trijy nepriklausomy matavimy vidurkiai
(£1 SD). Apibrauktos aminoriig§iy pozicijos, pasirinktos daugybiniy
mutanty konstravimui.
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Galimai svarbiausia fermento savybé, turinti jtakos jo termostabilumui,
yra sgveikos su substratu stiprumas. AtvirksStiniy transkriptaziy mutanty
termostabilumo padid¢jimas déka stipresnés sgveikos su matrica buvo
pademonstruotas kity mokslininky grupiy darbuose (75,186). D¢l Sios
priezasties taikant elektroforetinio judrumo poslinkio metoda buvo iStirta
dazniausiai atrinkty taskiniy mutanty sgveikos su RNR/DNR substratu
pusiausvyriné disociacijos konstanta. Laukinio tipo baltymo Kg, nustatyta $io
eksperimento salygomis, buvo 1,5 nM (30 pav.). Si baltymo saveikos su
substratu stiprumo reikSmé patenka | literatliroje pateikiamy skirtingo
pobudzio eksperimentuose (elektroforetinio judrumo poslinkio, pavirSiaus
plazmony rezonanso, suriS§imo ant filtro) naudojant jvairius substratus
(DNR/DNR, RNR/DNR, RNR/RNR, RNR) nustatyty M-MuLV AT
disociacijos konstanty intervala, kuris yra nuo 1 nM iki 152 nM
(58,66,187,188,189,157). Eksperimentas parodé, kad tiriamieji AT taskiniai
mutantai su RNR/DNR hibridu susirisa 2-5 kartus stipriau, palyginus su
laukinio tipo baltymu (30 pav.), kas gali turéti jtakos ir padidéjusiam baltymy
atsparumui temperatiirinei inaktyvacijai bei iSaugusiam aktyvumy santykiui
50°C/37°C.
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30 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir mutanty pusiausvyriné
disociacijos konstanta. Pateikti maziausiai dviejy nepriklausomy matavimy
vidurkiai (£1 SD). Apibrauktos aminoriig§iy pozicijos, pasirinktos
daugybiniy mutanty konstravimui.

Saveikos su substratu stiprumas yra tiesiogiai susijes ir su fermenty
procesyvumu, kuris reikalingas efektyviai ilgy kDNR molekuliy sintezei,
todél buvo istirtas ir pagrindiniy tagkiniy mutanty procesyvumas. Siame
eksperimente buvo naudojamas FAM dazu Zymétas DNR pradmuo, prilydytas
prie ilgos RNR molekulés ir nezymeto substrato perteklius. Vykstant reakcijai
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vieno pratgsimo akto metu susidar¢ produktai buvo analizuojami vykdant
elektroforeze kapiliarinés sekoskaitos aparate. Siame eksperimente nustatytas
laukinio tipo AT procesyvumas yra 24 (+12) nukleotidai (31 pav.). Sis
rezultatas gerai sutampa su Gerard ir kolegy nustatytu M-MuLV AT
procesyvumu (~ 30 nuleotidy, (66)), nepaisant Siek tiek skirtingy reakcijos
salygy. Kopijinés DNR fragmentai, kuriuos susintetino tiriami taskiniai
mutantai D200N, L603W, E607K, Q221R ir L139P buvo nuo 2 iki 4 karty
ilgesni, palyginus su laukinio tipo fermento susintetintais fragmentais (31
pav.). Padidéjes Siy mutanty procesyvumas teigiamai koreliuoja su stipresne
substrato — fermento sgveika (30 pav.). Taip pat galima pastebéti, kad kai kurie
mutantai (N479D, H594K, D449G), nepaisant stipresnio susiriSimo su matrica
ir pradmenimi, nepasiZymeéjo zymiai didesniu nei laukinio tipo fermentas
procesyvumu.
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31 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir mutanty procesyvumas. Pateikti
maziausiai dviejy nepriklausomy matavimy vidurkiai (=1 SD). Apibrauktos
aminoriig§ciy pozicijos, pasirinktos daugybiniy mutanty konstravimui.

3.2.6 Daugybiniy M-MuLV AT mutanty konstravimas ir apibtidinimas

Istirtos individualios mutacijos, padidinan¢ios M-MuLV atvirkstinés
transkriptazés  susiri§imo  su  substratu  stiprumg, procesyvuma,
termostabiluma, buvo apjungtos sukonstruojant daugybinius mutantus. Buvo
siekiama patikrinti, ar sudedant kelias fermento savybes pagerinancias
mutacijas, sumuojasi ir atitinkamy savybiy stiprumas. Siam eksperimentui
pasirinkti pakeitimai D200N ir L603W, kaip pasiZymintys geriausiomis
savybémis ir dazniausiai pasitaikantys atrankos eksperimente, taip pat T330P
ir L139P (trecia ir ketvirta mutacija pagal daznj atrankos eksperimente) ir
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E607K, kuri buvo viena i§ mutacijy, suteikusiy fermentui savybe sintetinti
kDNR aukstesnéje nei 50°C temperatiiroje (27 pav.). Q221R mutantas, kuris
taip pat sugebéjo sintetinti kDNR aukStoje temperatiiroje, buvo mazai stabilus
reakcijos miSinyje nesant substrato, nes pilnai inaktyvavosi per 5 min 50°C
temperatiroje (duomenys nepublikuoti), todél Sis pakeitimas nebuvo
naudojamas konstruojant daugybinius mutantus.

Palaipsniui pridedant pasirinktas mutacijas buvo sukonstruoti $ie mutantai:
dvigubas mutantas mut2 (D200N; L603W), trigubas mutantas mut3 (D200N;
L603W; T330P), keturgubas mutantas mut4 (D200N; L603W; T330P; E607K) ir
penkiagubas mutantas mut5 (D200N; L603W; T330P; E607K; L139P). Taip pat
1 analize buvo jtrauktas evoliucijos eksperimento metu atrinktas mutantas
mutd_S, turintis tris i§ penkiy analizuojamy pakeitimy (L139P; D200N; E607K)
ir papildoma W388R mutacija. Visi sukonstruoti baltymai buvo susintetinti £.
coli lastelése ir iSgryninti naudojant histidino aminoriigé¢iy inkaro, jterpto
baltymo N — gale sgveika su Ni-NTA sorbentu bei P11 jony mainy kolonéle.
Nustatyti iSgryninty baltymy specifiniai aktyvumai 37°C temperattiroje buvo
truputj didesni nei laukinio tipo baltymo: mut2 specifinis aktyvumas buvo 20 %
didesnis, mut3 - mut 5 ir mut4 S aktyvumai buvo iki 50 % - 60 % didesni nei
laukinio tipo M-MuLV AT.

Charakterizuojant iSgrynintus mut2 — mut5 ir mut4_S baltymus buvo
nustatytos tos pacios savybés, kaip ir taSkiniy mutanty atveju — temperatiirinis
stabilumas, sgveikos su substratu stiprumas ir procesyvumas. Fermenty
inaktyvavimo puslaikiai inkubuojant juos 50°C su substratu pateikti 32 pav.

Dvigubo mutanto, gauto apjungus didziausia termostabilumg baltymui
suteikian¢ius aminortigs¢iy pakeitimus L603W ir D200N aktyvumo puslaikis
buvo 364 (£32) minutés — devynis kartus didesnis, palyginus su laukinio tipo
AT. Pridéjus T330P mutacijg, baltymo termostabilumas dar padidéja iki 427
(£45) minuciy.
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32 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir daugybiniy mutanty aktyvumo
puslaikis 50°C temperatiiroje. Palyginimui pateikta ir taskiniy mutanty, i$
kuriy buvo sukonstruoti daugybiniai, aktyvumo puslaikiai. Pateikti maziausiai
trijy nepriklausomy matavimy vidurkiai (£1 SD).

Keturgubo mutanto, gauto pridedant E607K mutacija, termostabilumas
yra panaSus ] mut2 baltymo. Mut4 baltyma papildzius L139P mutacija,
gaunama atvirkStin¢ transkriptazeé, kurios termostabilumas dvylika karty
virSija laukinio tipo fermento stabilumg. Evoliucijos eksperimento metu
atrinkto mutanto mut4 S termostabilumas buvo apie 1,5 karto mazesnis nei
racionaliai sukonstruoto mut5 (32 pav.). Visy §iy mutanty termostabilumas
reakcijos misinyje nesant substrato buvo nedidelis. Po 5 minuciy inkubacijos
50°C temperatiroje nustatytas liekamasis aktyvumas buvo iki 2 karty
didesnis, palyginus su laukinio tipo fermentu (duomenys nepublikuoti).

Nustacius tiriamyjy AT mutanty saveikos su substratu stipruma
paaiskéjo, kad j vieng baltymg sujungus D200N ir L603W pakeitimus, Sio
baltymo sgveikos su substratu stiprumas iSlicka panasus kaip atskiry mutanty
(33 pav.). Mut2 baltyma papildant kitomis mutacijomis, gaunami AT
variantai, kuriy sgveika su RNR/DNR hibridu palaipsniui stipréja. Pridedant
vieng pakeitimg, disociacijos konstanta sumazéja du arba tris kartus.
Stipriausiai su substratu susiriSan¢io mut5 baltymo disociacijos konstanta
buvo ~50 karty mazesné, palyginus su laukinio tipo baltymu. PanaSiu ] mut5
saveikos su RNR/DNR hibridu stiprumu pasizymi ir atrankos eksperimento
metu aptiktas mut4_S baltymas.
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33 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir daugybiniy mutanty pusiausvyriné
sgveikos su RNR/DNR hibridu disociacijos konstanta. Palyginimui pateikta ir
taskiniy mutanty, i$ kuriy buvo sukonstruoti daugybiniai, disociacijos konstantos.
Pateikti maziausiai dviejy nepriklausomy matavimy vidurkiai (1 SD).

Aptiktas tiesioginis rySys tarp taskiniy mutanty saveikos su substratu
stiprumo ir procesyvumo atsikartojo ir tiriant daugybinius M-MuLV AT
mutantus. Kopijinés DNR fragmentai, kuriuos susintetino mut2 — mut5 ir mut4_S
baltymai vieno susiri§imo su substratu metu buvo nustatyti naudojant
radioaktyviai Zyméta RNR/DNR hibridg. Fermentas mut2, gautas apjungus
D200N ir L603W mutacijas pasizymejo 25 kartus didesniu procesyvumu,
palyginus su laukinio tipo baltymu (34 pav.). M-MuLV AT varianty, gauty mut2
baltymg papildant kitais aminoragséiy pakeitimais, procesyvumas didéja.
Prijungus mutacija T330P, procesyvumas iSauga iki 960 (£64) nukleotidy;
pridéjus mutacijg E607K, procesyvumas siekia beveik 1500 nukleotidy. Toliau
pasiekiamas tam tikras “jsotinimas”, kadangi mut4 baltyma papildzius L139P
mutacija, gauto mut5 baltymo procesyvumas tik nezymiai virSija 1500
nukleotidy. Atrankos eksperimento metu gauto mut4 S fermento procesyvumas
panasus ] racionaliai sukonstruoty AT varianty (34 pav.).
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34 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento ir daugybiniy mutanty nuo RNR
priklausomos DNR sintezés procesyvumas. Palyginimui pateikta ir taskiniy
mutanty, i§ kuriy buvo sukonstruoti daugybiniai, procesyvumo reikSmés.
Pateikti maziausiai dviejy nepriklausomy matavimy vidurkiai (£1 SD).

Apibendrinant disociacijos konstantos, termostabilumo ir procesyvumo
matavimy rezultatus galima daryti prielaida, kad biitent sgveikos su substratu
stiprumas yra tas veiksnys, kuris lemia mutantiniy baltymy termostabilumg ir
padidéjusj procesyvuma.

Siekiant istirti, ar atrankos eksperimento metu aptiktos mutacijos neturi
itakos DNR sintezés greiciui, buvo nustatytas nukleotidy jtraukimo greitis,
naudojant 10 nM baltymo koncentracijg ir 200 nM RNR/DNR substrato
koncentracijg, reakcijos misinyje esant 1 mM koncentracijai kiekvieno dNTP.
Pradinis nuleotidy jtraukimo greitis nustatytas laukinio tipo baltymui, taip pat
taskiniams mutantams D200N ir L603W bei visiems daugybiniams
mutantams, reakcijas atliekant 37°C ir 50°C temperattroje (35 pav.). Reakcijy
greitis 50°C temperatliroje visais atvejais buvo 1,5-2 karto didesnis nei 37°C
temperatiroje. Sis skirtumas gali biti paaikinamas padidéjusiu cheminés
reakcijos greiciu ir sumazéjusiu RNR antriniy strukttiry stabilumu.

Idomu pastebéti, kad dirbtinai sukonstruoty mutanty reakcijos greitis tolygiai
mazéja pridedant po naujg mutacija (35 pav.). Si tendencija priesinga minéty
mutanty sgveikos su substratu stiprumo poky¢iui, nes disociacijos konstanta
pridedant naujas mutacijas mazéja (33 pav.). Tuo tarpu atrankos metu gauto
keturgubo mutanto mut4_S atveju nustatytas reakcijos greitis yra didZiausias,
nors $is baltymas su substratu sgveikauja taip pat stipriai kaip mut5. Taskiniy
D200N ir L603W mutanty sagveikos su substratu stiprumas yra panasus j mut2
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baltymo, ta¢iau kKDNR sintezés reakcijos grei¢iai skiriasi — L603W mutanto
atveju reakcijos greitis panaSus ] laukinio tipo baltymo, D200N — | mut2
baltymo (35 pav.). IStirty mutanty reakcijos greicio ir sgveikos su substratu
stiprumo rySj sunku vertinti vienareikSmiskai. Nors stipresné sgveika su
substratu galéty padidinti nukleotidy jtraukimo j grandine greitj dél greitesnio
susiri§imo ir mazesnio disociacijos/asociacijos jvykiy skai¢iaus sintezés metu,
ta¢iau mut2 - mut5 baltymy atveju matoma priesinga tendencija, galbiit dél
letesnés disociacijos nuo susintetintos pilno ilgio kDNR molekulés.
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35 pav. M-MuLV laukinio tipo fermento bei taskiniy ir daugybiniy mutanty
nukleotidy jtraukimo greitis 37°C temperatiiroje (pilki stulpeliai) ir 50°C
temperattroje (juodi stulpeliai). Pateikiami maziausiai trijy nepriklausomy
matavimy vidurkiai (=1 SD).

Laukinio tipo M-MuLV AT ir sukonstruoty mutanty termostabilumas
buvo palygintas sintetinant 7,5 kb ilgio kDNR temperatiiry intervale nuo 37°C
iki 69°C. Laukinio tipo baltymas pilno ilgio kDNR molekule susintetina 45°C
arba zemesnéje temperatiroje (36 pav.). Palyginimui, 1,1 kb ilgio kDNR
sintezés auki¢iausia temperatiira yra 48°C (26 pav.). Sis rezultatas rodo, kad
efektyviai ilgy molekuliy sintezei reikalingi termostabilesni fermentai.

Taskiniai mutantai D200N, L603E, E607K ir L139P reakcija vykdo
48,5°C — 50°C temperatiiroje, t.y. iki 5°C aukstesnéje, palyginus su laukinio
tipo fermentu. Apjungiant $ias mutacijas gaunami daugybiniai mutantai, kuriy
auksciausia kDNR sintezés temperatiira palaipsniui didéja iki 62°C (36 pav.).
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36 pav. M-MuLV wt fermento bei mutanty maksimali 7,5 kb kDNR sintezés
temperatira (virSuje) ir wt bei mut5 mutanty auksciausios reakcijos
temperatiiros palyginimas (apacioje).

Idomu tai, kad T330P mutanto atveju auksCiausia sintezés temperatiira
yra 42°C, ty. zemesné nei laukinio tipo fermento, taciau tai neturéjo
neigiamos jtakos mut3 baltymo savybéms (36 pav.). Atrankos eksperimento
metu gauto mut4 S mutanto maksimali kDNR sintezés temperatiira buvo
truputj Zemesné uz geriausiy taskiniy mutanty mut4 ir mut5.

Sukonstruoty naujy mutanty, efektyviai sintetinan¢iy kDNR praktinis
pritaikymas biity jmanomas tik tuomet, jei biity iSlaikytas pakankamas jy
tikslumas. Siekiant jsitikinti, kad daugybinius pakitimus turinéiy baltymy
tikslumas nenukencia, naudojant laukinio tipo ir mut5 atvirkstines
transkriptazes buvo susintetintos KDNR molekulés, po to jos buvo paverstos |
dvigrandes DNR ir jterptos i plazmide. NuskaiCius daugiau nei 20000
nukleotidy, buvo parodyta, kad mut5 mutanto daromas klaidy daznis yra
mazesnis nei 1/10000 nukleotidy. Apytikslis laukinio tipo baltymo klaidy
daznis, nustatytas nuskai¢ius daugiau nei 15000 nukleotidy, buvo mazesnis
nei 1/15000.
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3.3 Mazose dNTP koncentracijose veikian¢iy M-MuLV mutanty atranka ir
savybiy tyrimas

Vienas i§ aktualiausiy M-MuLV AT taikymy yra AT-PGR metodas.
Naudojant §] metodg atvirkstiné transkriptazé susintetina kDNR, kuri po to
padauginama vykdant PGR. AT reakcija ir PGR daznai vykdomos paeiliui
viena po kitos atskiruose mégintuveliuose, bet taip pat abi reakcijos gali biiti
atlickamos ir tame pacCiame mégintuvélyje. Pastarasis metodo variantas
vadinamas vieno Zingsnio AT-PGR. Siuo atveju abiem reakcijoms reikalingi
fermentai ir kiti komponentai dedami ] tg patj reakcijos misinj. Kadangi
fermenty savybés skiriasi, reikia parinkti abu fermentus bent i§ dalies
tenkinantj buferin;j tirpalg. Svarbu pastebéti, kad vykdant AT-kPGR kDNR
grandiné yra sintetinama vieng karta, tuo tarpu DNR polimerazé amplifikuoja
DNR apie 20-40 karty. D¢l Sios priezasties racionalu buity naudoti optimaly
PGR buferj. Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas kaip tik
suteikia galimybe nekeiciant kKPGR buferio sudéties, bet pasitelkiant in vitro
evoliucijos technologija, atrinkti atvirkStine transkriptaze, geriausiai
veikiancig kPGR buferiniame tirpale.

3.3.1 Mazose dNTP koncentracijose veikian¢iy M-MuLV mutanty
atrankos rezultatai

Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodika buvo pritaikyta M-
MuLV baltymo mutanty, efektyviai veikian€iy esant mazoms dNTP
koncentracijoms, atrankai. Atrankos eksperimento metu reakcijos buvo
vykdomos Taq polimerazés buferyje, kuriame dNTP koncentracija yra penkis
kartus mazesné, palyginus su jprastiniu AT buferiu. Eksperimento metu buvo
pakartoti septyni atrankos ciklai AT reakcijos laikg palaipsniui trumpinant nuo
60 iki 5 minuciy (zr. 2.3.14 skyriy), tokiu biidu siekiant i$ pradinés mutanty
bibliotekos atrinkti variantus, pasizymincius greita kDNR sinteze. Reakcijos
buvo vykdomos 42°C temperatiiroje.

Po atrankos atsitiktinai pasirinkti 29 genai ir nustatytos jy sekos. Visi
nuskaityti genai buvo unikaliis ir kodavo mutantinius baltymus, turin¢ius nuo
2 iki 10 aminortigsciy pakeitimy. Palyginus su pradine mutanty biblioteka,
kurioje vienam genui vidutiniskai teko 1,5 aminortigs¢iy pakeitimy, mutacijy
kiekis padidé¢jo daugiau nei 3 kartus iki vidutini$kai 5,2 mutacijy genui.
Dazniausiy atrankos metu aptikty mutacijy apraSymas pateiktas 2 lentel¢je.
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2 lentelé. Dazniausi M-MuLV AT aminoriigs¢iy pakeitimai, aptikti atlikus
mazose dNTP koncentracijose veikianc¢iy M-MuLV mutanty atranka

Pozicija Pakeitimy Mutacija Pakeitimy
kiekis kiekis
V223 (58,190,191) 10 M 6
A 4
Q221 (192) 8 R 8
C635 (193) 7 Y 6
R 1
E12 4 G 3
D 1
L10 3 P 3
L139 (192) 3 P 3
V418 3 I 3
D583 (66,182) 3 G 1
A 1
N 1
1597 (194) 3 A% 2
M 1
K628 3 T 3
G637 3 R 2
E 1
S643 3 G 2
N 1
S675 3 P 3
K15, M39 (162), E201, K274, 2
Q277, E282, T306 (182), E319,
P431, V433 (157), N454 (75),
L491, D524 (66,182), T567, L603
(192), H638 (182,183)

Detali atrinkty baltymy seky analizé parodé vyraujancius mutacijy
susikaupimus tam tikrose baltymo vietose. Net 2/3 i§analizuoty mutanty turéjo
aminoriigsciy pakeitimus fermento aktyviajame centre, t.y. V223 pozicijoje,
priklausancioje konservatyviam YVDD motyvui (44,58) arba $alia esancioje
Q221 pozicijoje. Taip pat galima pastebéti didelj kiekj aminortg$ciy
pakeitimy baltymo C gale, ypa¢ RNazés H domene (C635Y/R, D583G/A/N,
I597V/M, K628T, G637R/E, S643G/N, S675P, D524G/N, L603S, H638R),
kas leidzia daryti prielaidg, jog ribonukleazinio aktyvumo pokytis turéjo tam
tikra vaidmenj atrankos eksperimento metu. Baltymo N gale taip pat
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pastebima nedidelé iki tol neaptikty aminoriigséiy pakeitimy sankaupa
(E12G/D, L10P, K15R, M39V).

Siekiant istirti, kokia jtaka atrinkty baltymy savybéms turi pavienés
mutacijos, buvo sukurti taSkiniai mutantai, turintys dazniausiai atrankos
eksperimento metu pasitaikiusius aminortgsciy pakeitimus (zr. 2 lentele,
pakeitimy kiekis 3 ir daugiau). Norint patikrinti, ar biocheminés taskiniy
mutacijy savybés galéty sumuotis, papildomai buvo sukurti du dvigubi
mutantai kombinuojant aktyviajame centre esancias Q221R ir V223A bei
V223M mutacijas.

Rekombinantiniai baltymai buvo paruosti susintetinant juos E. coli
lastelése ir iSgryninti naudojant giminingumo bei jony mainy
chromatografijos stadijas. Baltymy preparaty grynumas buvo jvertintas
vykdant elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje. Buvo iStirtas mutantiniy
baltymy atvirkstinés transkriptazés aktyvumas ir apskaiciuotas specifinis nuo
RNR priklausomos DNR sintezés aktyvumas (37 pav.), kuris daugumos
mutanty atveju buvo panasus j laukinio tipo baltymo, i§skyrus aktyvaus centro
mutantus Q221R ir V223A bei L139P. [domu tai, kad Q221R pakeitimui
budingas padidéjgs specifinis aktyvumas néra adityvi savybé, kadangi
dviguby mutanty Q221R/V223A bei Q221R/V223M savitasis aktyvumas
i8liko toks pats, kaip ir taskiniy mutanty V223A ir V223M (37 pav.).
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37 pav. M-MuLV taskiniy ir dviguby mutanty specifinis nuo RNR
priklausomos DNR sintezés aktyvumas. kU — 1000 polimerazés aktyvumo
vienety. Pateikiami maziausiai dviejy matavimy vidurkiai (+1SD).
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3.3.2  Atrinkty M-MuLV mutanty RNazés H aktyvumas

Gerai zinoma, kad M-MuLV AT RNazés H aktyvumo iSjungimas gali padidinti
baltymo stabiluma ir kDNR sintezés efektyvuma (66,195). Atlikus mutantiniy
baltymy seky analize, RNazés H domenas buvo viena i§ AT baltymo sriciy,
kuriose aptikta didelé aminoriig§¢iy pakeitimy sankaupa, todél buvo patikrintas
taskiniy mutanty RNazés H aktyvumas. Kaip ir tikétasi, RNazés H centre esancio
aspartato D583 pakeitimas | kriivio neturint] asparaging visiskai iSjungia
nukleazinj aktyvuma. D583 yra Sio domeno aktyviajame centre ir kartu su D524
bei E562 koordinuoja Mg?* arba Mn?* jonus (46).

Salia D583N mutacijos, buvo pademonstruota, kad S643G, C635Y bei
G637R aminoriig§€iy pakeitimai taip pat rySkiai sumazina RNazés H
aktyvuma, atitinkamai iki 58%, 19% ir 7% pradinés vertés. Kitos mutacijos
RNazés H domene (I1597V, K628T bei S675P), taip pat baltymo N — gale ir
polimerazés aktyviajame centre ribonukleazés aktyvumui jtakos neturi.
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38 pav. M-MuLV AT taskiniy ir dviguby mutanty RNazés H aktyvumas.
Pateikiami maziausiai dviejy matavimy vidurkiai (=1SD).

3.3.3 Atrinkty M-MuLV mutanty kinetiné analizé pusiausvyros saglygomis

Pradiné mutantiniy baltymy savybiy analizé parod¢, kad aktyvaus centro
mutantai V223A, V223M bei Salia esantis Q221R esant mazoms dNTP
koncentracijoms kDNR sinteze vykdo efektyviau, palyginus su laukinio tipo
baltymu. Dél Sios priezasties nutarta detaliau iSnagrinéti minéty taskiniy
mutanty bei dviguby mutanty Q221R/V223A bei Q221R/V223M kinetines
savybes. Substratu naudojant RNR su prilydytu oligonukleotidu ir reakcijas
vykdant 1x Taq polimerazés buferyje su skirtingomis dNTP koncentracijomis
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(20 uM, 8 uM, 3,2 uM, 1,28 uM kiekvieno dNTP, zr. 2.3.22 skyrelj), buvo
nustatyta maksimalaus reakcijos greicio verté Vmax, Michaelio konstanta Ky,
bei apskaiciuota katalitiné konstanta ke.. Parodyta, kad visi trys taskiniai ir
abu dvigubi aktyvaus centro mutantai pasizyméjo 4-5 kartus mazesne Kn
verte, palyginus su laukinio tipo baltymu (3 lentelé ir 39 pav.). Taip pat
nustatyta, kad dvigubas aktyvaus centro mutantas Q221R/V223A turéjo ~2,5
karto maZesnes katalitinés konstantos ke ir maksimalaus reakcijos greicio
Vmax vertes. Vykdant kDNR sintezés reakcijas Taq polimerazés buferyje 42
°C temperatiiroje buvo nustatytas ir $iy fermenty procesyvumas (zr. 2.3.21), o
naudojant Taq buferj be MgCls (Zr. 2.3.19) nustatytas ir sgveikos su substratu
stiprumas (Kq). Visy matavimy rezultatai pateikiami 3 lenteléje.

3 lentelé. M-MuLV AT laukinio tipo baltymo ir aktyvaus centro mutanty
kinetinés savybés, procesyvumas ir disociacijos konstanta. Pateiktos trijy
nepriklausomy matavimy vidutinés =1 SD.

Baltymas K (ANTP),  Kea, 57! Vmax, 1M/s  Procesyvumas, Kg, pM
uM nt

WT 703 +£259 8,2+28 327+114 22+5 772 £172
Q221R 146 +£55 5,1+1,1 204=+46 10£2 407 £ 205
V223A 167+26 5,0+£0,2 201+7 39+5 1051 + 166
V223M 134+14 6,4+£0,5 257+20 20+ 6 785 +£361
Q221R/V223A 191+50 29+0,8 115+33 15+3 466 + 89
Q221R/V223M 178 +5 7,6 £0,1 303+£5 15+5 5554103

3.3.4 Polimerazés aktyvaus centro mutanty procesyvumas ir sgveikos su
substratu stiprumas

Laukinio tipo fermento ir aktyvaus polimerazés centro mutanty
pusiausvyrinés  disociacijos  konstantos buvo nustatytos taikant
elektroforetinio judrumo poslinkio poliakrilamidiniame gelyje metoda.
Nustatyta, kad Q221R pakeitima turinCio baltymo varianto, kaip ir dviguby
aktyvaus centro mutanty, turiniy Sig mutacija (Q221R/V223A ir
Q221R/V223M) Ky reikSmés yra beveik du kartus mazesnés nei laukinio tipo
baltymo (3 lentele). Kity dviejy taskiniy mutanty saveikos su substratu
stiprumas, lyginant su laukinio tipo baltymu, iSliko beveik nepakites.

Q221R bei laukinio tipo M-MuLV AT disociacijos konstantos buvo
nustatytos ir analizuojant temperatiirai atspariy mutanty sgveikos su substratu
stiprumg — gautos atitinkamai 0,8 nM 1,5 nM Ky reiksmeés (3.2.5 skyrius, 30
pav.). Siame eksperimente baltymy saveikos su substratu stiprumas buvo
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tiriamas 1 x Taq polimerazés buferyje, grei¢iausiai dél to K4 reikSmés gautos
mazdaug du kartus mazesnés (0,4 nM ir 0,77 nM), taciau jy santykis isliko
toks pat.

1
200 I r I

146 167 134 191 178

wt Q221R V223A V223M Q221R/V223A Q221R/V223M

39 pav. M-MuLV AT laukinio tipo ir aktyvaus centro mutanty Michaelis
konstantos (Km) reik§més. Pateikiami maziausiai dviejy matavimy vidurkiai
(x1SD).

Toliau tgsiant baltymy biocheminiy savybiy tyrimg, buvo nustatytas
pavieniy ir dviguby aktyvaus centro mutanty procesyvumas, naudojant
zyméta DNR/RNR substrata ir pridedant pertekliy nezyméto oligodT/poliA.
Nepaisant skirtumy tarp reakcijose naudoty buferiniy tirpaly sudéciy,
nustatyta laukinio tipo polimerazés procesyvumo vert¢é buvo panaSi j
ankstesniame eksperimente charakterizuojant termostabilius M-MuLV
mutantus nustatytg verte, atitinkamai 22 (£5) ir 24 (£12) nukleotidai (3 lentelé
ir 31 pav.). Tuo tarpu Q221R mutanto atveju skirtinga buferiy sudétis turéjo
reik§meés, kadangi procesyvumas, nustatytas Siame eksperimente naudojant 1
x Taq buferj, pasirodé 5 kartus maZesnis nei nustatytas anksciau (3 lentelé ir
31 pav.). V223A mutantas pasizyméjo didziausiu procesyvumu (39
nukleotidai), tuo tarpu V223M pakeitimas Siai fermento savybei jtakos
neturé¢jo (20 nukleotidy). Jdomu tai, kad abiejy dviguby mutanty
procesyvumas buvo mazesnis nei pavieniy V223A ir V223M mutanty,
greiciausiai dél neigiamos Q22 1R pakeitimo jtakos.

3.3.5 7,5 kb ilgio kDNR sintezés tyrimas

Geriausi M-MuLV AT baltymo variantai efektyviai sintetina ~3 kb ilgio
kDNR fragmentus, nes tokio ilgio konstrukcija naudojama vykdant
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evoliucijos eksperimentg. Siekiant patikrinti, ar atrinkti aktyvaus centro
mutantai tinkami didesnio ilgio kDNR sintezei, atliktas atvirkstinés
transkripcijos eksperimentas, naudojant 7,5 kb ilgio RNR. Reakcijos vykdytos
1x Taq polimerazés buferyje 42°C temperatiroje 10 — 60 min, produktai
iSanalizuoti atliekant Sarming elektroforeze agarozés gelyje.

Pastebéta, kad laukinio tipo baltymas nedidel;j kiekj pilno ilgio produkto
susintetina per 30 min (40 pav.). V223A bei Q221R mutantai (40 pav.), kaip
ir dvigubi aktyvaus centro mutantai (duomenys nepublikuoti) pasizyméjo
panasiu j laukinio tipo baltymo sintezés efektyvumu. Tuo tarpu tiriant V223M
baltymo variantg pastebéta, kad gana didelis pilno ilgio produkto kiekis
susintetinamas per 20 min nuo reakcijos pradzios, o per 60 minuciy susikaupia
kelis kartus daugiau kDNR, palyginus su laukinio tipo baltymu (40 pav.).

M 10 20 30 40 60 10 20 30 40 60 M

10kb : o .
akb 1 ' ' —
2kb _—

1kb
0,5kb WT V223A

M 10 20 30 40 60 10 20 30 40 60 M
10kb === e g
== " LI EEER-

2kb

1kb
0,5kb WT V223M

M 10 20 30 40 60 10 20 30 40 60 M

10kb

v JEN.

i — EW | oo . -
2Kkb e -
1kb

0,5kb WT Q221R

40 pav. 7,5 kb ilgio kDNR sintezés produkty elektroforezés Sarminiame
gelyje rezultatai. Reakcijos atliktos naudojant M-MuLV AT laukinio tipo
baltyma ir aktyvaus centro taskinius mutantus.
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3.3.6 kDNR sintezés tikslumas

M-MuLV AT aktyvaus centro mutanty tikslumas nustatytas atlikus atvirkstine
transkripcija, gauty produkty sekas nustacius naujos kartos sekoskaitos
metodais ir jvertinus kDNR sintezés reakcijos metu jvesty klaidingy
nukleotidy kiekj. Kiekviena unikali kDNR molekulé pries padauginima
vykdant PGR ir sekoskaitg buvo pazymeéta unikaliu 14 atsitiktiniy nukleotidy
indeksu, kurio déka nustatyta, ar sekoje esancios klaidos buvo jterptos kDNR
sintezés metu, ar vélesniuose bibliotekos ruosimo etapuose arba sekoskaitos
metu. Si metodika anks&iau buvo pritaikyta tiek nuo DNR priklausomy DNR
polimeraziy, tiek atvirkstiniy transkriptaziy tikslumui jvertinti (82,83,196).
Palyginus su kDNR klonavimu ir klony sekoskaita pagrjstu metodu, aprasytu
2.3.16 skyrelyje, §is metodas zymiai patikimesnis, kadangi leidzia iSanalizuoti
didelius susintetinty molekuliy kiekius. Galimybé panaudoti toki metoda
atsirado todél, kad Taq buferyje veikian¢iy mutanty atranka buvo atlikta keleta
mety véliau ir todél nuspresta pasinaudoti greitai besivystanc¢ios naujos kartos
sekoskaitos galimybémis. Atsizvelgiant j tai, kad E. coli lastelése vykstancios
RNR sintezés metu jterpiamy klaidingy nukleotidy skai¢ius (1 i§ 103,
(197,198)) mazesnis uz T7 polimerazés padaroma klaidy skaiciy vykdant
reakcijg in vitro (2 1§ 104, (199)), buvo pasirinkta RNR matricg susintetinti in
Vivo.

Naudojant laukinio tipo ir aktyvaus centro mutanty baltymy preparatus
ivykdyta 0,21 kb ilgio kDNR sintezé, po to i§ kiekvieno reakcijos miSinio
paémus po ~1,2 x 10* susintetinty KDNR molekuliy, vykdant du PGR ciklus
jos pazymimos unikaliu 14 nukleotidy ilgio indeksu. Tokiu btidu sekoskaitai
paruosiama po ~2,5x10° nukleotidy, kurie susintetinti naudojant kiekvieng i3
tiriamyjy baltymy. Atlikus sekoskaita gauti DNR fragmentai pagal indeksus
sugrupuoti j Seimas, laikant, kad unikaly indeksg turintys fragmentai yra gauti
i§ tos pacios kDNR molekulés. SkaiCiuojant fermenty tiksluma daroma
prielaida, kad visuose ta patj indeksa turincios Seimos nariuose esancios
mutacijos atsirado kDNR sintezés metu (200).

ISmatavus penkiy aktyvaus centro mutanty bei laukinio tipo M-MuLV
AT tikslumg paaiskéjo, kad wt baltymo ir V223A bei V223M pakeitimus
turin¢iy varianty tikslumas yra panasus (1 klaida i§ ~40000, 41 pav.). Tuo
tarpu kito taskinio mutanto Q221R tikslumas buvo ~5 kartus mazesnis nei wt
baltymo (1 klaida i§ ~8600). Jdomu tai, kad abu dvigubi mutantai, gauti
kombinuojant Q221R mutacija su pakeitimais V223 pozicijoje pasizymejo 2-
3 kartus mazesniu tikslumu, palyginus su laukinio tipo baltymu.
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41 pav. M-MuLV AT laukinio tipo baltymo ir aktyvaus centro mutanty
tikslumas, iSreikStas teisingai jterpty nukleotidy skai¢iumi 1 klaidai.
Pasikliautiniai intervalai yra paskaiciuoti binominei proporcijai pagal (201).

3.4 Rezultaty aptarimas

Thermo Fisher Scientific Baltics moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros
centre sukurtas kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas yra
naujas atrankos biidas, priklausantis grupei metody, kuriuos taikant visos
eksperimento stadijos atlickamos tik in vitro. Sis metodas suteikia galimybe
vykdyti atranka tokiomis salygomis, kuriose fermentas gali laisvai sgveikauti
su substratu.

Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodo efektyvumas
pirmiausia buvo pademonstruotas vykdant termostabiliy M-MuLV AT
varianty atrankg. Parodyta, kad mutantai, gauti atlikus penkis atrankos ciklus,
sugeba efektyviai vykdyti kDNR sinteze aukstesnéje temperatiiroje, palyginus
su laukinio tipo fermentu (zr. 3.2.3 skyrelj). Sukurto evoliucinio spaudimo
sglygas tenkinantiems baltymams taip pat biidingas ir padidintas aktyvumas
50°C temperatiiroje (zr. 3.2.2 skyrelj). Analizuojant atrinktas taskines
mutacijas parodyta, kad didelé jy dalis yra apraSytos literatiiroje, kaip
didinancios baltymo termostabiluma, reakcijos efektyvuma ir kitas savybes.
Salia §iy mutacijy, gausiai aptikta ir naujy, pries tai neaprasyty aminoraigséiy
pakeitimy, kurie taip pat didina baltymo termostabiluma ir efektyvuma
aukstoje temperattroje (zr. 3.2.4 skyrelj).

Atrankos eksperimento metu gauti M-MuLV AT mutantai turéjo po
keletg aminoriig§¢iy pakeitimy. Dalis mutacijy yra galimai atsitiktinés ir
neutralios, pasikartojancios po vieng ar du kartus. Kita dalis aminoraigsciy
pakeitimy yra palankiis termostabilumui. Siy pakeitimy daZnis yra didesnis,
ju indéelis j termostabiluma parodytas arba literatiiroje, arba Siame tyrime (Zr.
3.2.2 ir 3.2.4 skyrius). Daznai aptinkami variantai, turintys daugiau nei po
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vieng palankig mutacija (zr. publikacijos (162) priedus S2 ir S3). Kai kurie
eksperimento metu atrinkti mutantai turéjo net po penkias - SeSias palankias
mutacijas.

Baltymo variantai, kurivose sukombinuota daug palankiy mutacijy,
atsirinkti galéjo keliais budais. Pirmiausia, tokie mutantai galéjo egzistuoti
pradinéje bibliotekoje ir iSlikti bei biiti padauginti vykdant atranka. Taip pat
labai tikétina, kad dalis pakeitimy buvo jvesti atrankos metu vykstant
fermentinéms reakcijoms — kDNR sintezei, transkripcijai ir PGR.
Atsizvelgiant | tai, kad kiekvieno atrankos etapo metu vykdomos kelios PGR
paremtos bibliotekos amplifikacijos, galima teigti, kad §i reakcija turéty buti
svarbiu veiksniu padidinant bibliotekos variantiSkumg. Atlieckant PGR,
polimerazé retkarciais jterpia klaidingus nukleotidus, todél mutacijos kaupiasi
kiekvieno padauginimo metu. Taip pat klaidos atsiranda dél grandinés
perSokimo ties antrinémis struktliromis ir rekombinacijos, vykstancios
nepilnai pratestiems pradmenims nuo vienos matricos patenkant ant kitos ir
susiformuojant chimerinéms molekuléms (202,203). Tokiu biidu mutanty
biblioteka, praturtinta palankias savybes jgijusiais nariais, po kiekvieno
atrankos ciklo vykdant manipuliacijas su nukleortig§timis papildoma naujais
variantais, atsirandanciais daugiausia dél PGR artefakty, Sitaip sumazinant
tikimybe eksperimento metu atsirinkti vienintelj genotipa.

Zinoma, atsitiktinai atsirandanéios mutacijos gali bati ne tik palankios,
taiau ir turéti neigiamg poveikj. Pavyzdziui, analizuojant daugybinius
mutantus, gautus po penkiy atrankos cikly, aptikta tokiy, kurie Salia teigiama
poveikj turin¢iy aminoriigsciy pakeitimy, i§jungianc¢iy RNazés H aktyvuma,
kartu turi ir baltymo aktyvumag panaikinanciy arba termostabiluma
sumazinanciy mutacijy (zr. publikacijos (162) prieda S2). Labai tikétina, kad
Sios mutacijos jsivedé atlickant manipuliacijas su DNR po paskutinio atrankos
ciklo. Atrankos eksperimento metu taikant evoliucinj spaudimg tokie mutantai
turéty biiti pasalinami i$ bibliotekos. Taip pat gali biiti, kad neigiama poveikj
turin¢ios mutacijos galutinéje bibliotekoje atsirado déka E. coli lastelése
veikiancio reparacijos mechanizmo. Vykdant bibliotekos padauginimui skirta
PGR, dalis DNR fragmenty galéjo susiformuoti kaip heterodupleksai, turintys
po vieng ar kelis nesuporuotus nukleotidus. Siuos PGR fragmentus jterpus j
plazmide ir ja panaudojus E. coli transformacijai, bakterijose veikiant
nesuporuoty nukleotidy taisymo fermentams, galéjo buti atsitiktinai
pasirinktas ir iStaisytas vienas i$ netinkanciy nukleotidy. Nepaisant tikétino
nedidelio  atsitiktiniy  mutacijy  skaifiaus, atsirandan¢io  vykdant
manipuliacijas su bibliotekos DNR po paskutinio atrankos ciklo, atlikus
nuskaityty 103 klony seky analiz¢ galima teigti, kad CRD metodas yra

126



tinkamas daugybiniy mutanty atrankai. Sj teiginj patvirtina gauti rezultatai,
jog mutacijos atrankos metu kaupiasi tam tikrose baltymo vietose, be to,
atrenkamos literattiroje apraSytos mutacijos, kuriy reik§mé baltymo savybéms
parodyta.

Siekiant iStirti, kokig jtaka pavienés mutacijos turi M-MuLV AT
savybéms ir kDNR sintezei aukstoje temperatiiroje, buvo sukonstruoti 28
taskiniai mutantai, turintys daZniausiai atrankos eksperimento metu
pasitaikiusias ir naujas, anks¢iau neaprasSytas mutacijas. Buvo nustatyti Siy
fermenty aktyvumai jprastoje 37°C bei 50°C temperatiirose (27 pav.), taip pat
iStirta, kaip vyksta kDNR sintezé aukstose temperattirose.

Kitam eksperimentui buvo pasirinktos 6 baltymo pozicijos, kuriose
atrankos eksperimento metu susikaupé daugiausia mutacijy bei kitos 6
pozicijos, kuriose jvestos mutacijos nulémé didziausig aktyvumy santyki
50°C/37°C. Siose M-MuLV AT baltymo vietose buvo jvesta daugiau jvairiy
aminoriig§ciy pakeitimy, atliekant i$ dalies jsotinan¢ig mutageneze ir istirti
gauty mutanty aktyvumai 37°C bei 50°C. Tokiu budu Salia atrankos
eksperimento metu gauty mutacijy buvo aptikta ir kity tos pacios baltymo
pozicijos pakitimy, kurie turi teigiama jtaka atvirkStinés transkriptazes
baltymo termostabilumui.

Norint atlikti detaliag biocheminiy savybiy analizg, buvo istirta dvylika
geriausiy taskiniy mutanty. Baltymy termostabilumo tyrimas, atliktas
inkubuojant juos aukstoje temperatiiroje su DNR/RNR hibridu parodé, kad
taskiniy mutanty D200N, L603W, T330P ir L139P inaktyvacijos puslaikis
50°C temperatiiroje yra 2 — 4 kartus didesnis, palyginus su laukinio tipo
atvirkstine transkriptaze (29 pav.). Sios keturios M-MuLV AT mutacijos yra
kaip tik daZniausiai atrankos eksperimento metu aptiktos mutacijos,
neskai¢iuojant trijy jau senokai zinomy ir gerai iSanalizuoty RNazés H
aktyvumg i$jungianéiy aminoriig§¢iy pakeitimy (1 lentelé). Idomu tai, kad
visy tirty mutanty termostabilumas nesant substrato beveik nesiskyré nuo
laukinio tipo baltymo (duomenys nepublikuoti). Tolimesni tyrimai parodé,
kad mutantams, pasizymintiems didziausiu termostabilumu, biidingas
padidéjes sgveikos su substratu stiprumas — disociacijos konstanta sumazéja
1,5 — 5 kartus (30 pav.). Taip pat $ie mutantai pasizyméjo ir 2 — 4 kartus
padidéjusiu procesyvumu (31 pav.). Baltymy biocheminio tyrimo rezultatai
leidzia daryti pagrjsta iSvada, kad tiriamyjy mutanty termostabilumas padidéja
del sustipréjusios sgveikos su substratu. Toks atvirkStinés transkriptazés
baltymo stabilizavimo biidas yra gerai Zinomas, aprasytas literatiiroje (66,75).
Vykdant in vitro M-MuLV mutanty atranka, evoliucinis spaudimas buvo
taikomas kDNR sintezés reakcijos metu, t.y. tuo metu, kai vyksta fermento ir
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substrato sgveika. Todél nenuostabu, kad atrinkti mutantai termostabiluma
igyja déka stipresnés sgveikos su substratu. Galima numatyti, jog norint
atrinkti atvirkstinés transkriptazés mutantus, pasizymincius vidiniu baltymo
stabilumu ir atsparumu temperatiirinei denatiiracijai, reikéty sukurti tokias
salygas, kuriomis baltymy biblioteka galima buty painkubuoti aukstesnéje
temperatiiroje dar prie$ baltymams sgveikaujant su substratu.

Siekiant suprasti, kokie struktiiriniai baltymo pokyciai lemia pageréjusias
biochemines jo savybes, buvo sukurtas pilno ilgio M-MuLV modelis (42
pav.). Pagal § modelj, vienas i§ atrankos metu aptikty geriausiomis savybémis
pasizymin¢iy mutanty D200 yra o — spiraléje netoli fermento aktyvaus centro
(42 pav. B). Atstumas nuo Sios aminortigsties Soninés grandinés iki katalizine
funkcija vykdangiy aspartaty D224 ir D225 Soniniy grandiniy yra 7 — 9 A.
D200 Soninés grandinés jsiterpimas j atvirkStinés transkriptazés aktyvyji
centrg paaiskina tai, kad aminoriig§¢iy pakeitimai Sioje pozicijoje turi didele
jtakg fermento savybéms. Pastebéta, kad jvairtis aminortig§¢iy pakeitimai
D200 pozicijoje, iSskyrus aktyvuma iSjungiantj pakeitima D200P, pagerina
fermento aktyvuma 50°C temperattiroje, palyginus su 37°C temperatura (28
pav.). Be to, D200N mutantas, sugebantis sintetinti KDNR aukstesnéje nei
50°C temperatiiroje, pasizymi ryskiai padidéjusiu termostabilumu, saveikos
su substratu stiprumu, procesyvumu ir nukleotidy jjungimo j grandine greiciu,
palyginus su laukinio tipo fermentu (29, 30, 31 ir 35 pav.).

Netoli nuo fermento aktyviojo centro, delno subdomeno Serdyje yra L139
aminoriigstis, kuri formuoja hidrofobinj klasteri su keletos aminoriigsciy
Soninémis grandinémis (42 pav. C), tarp kuriy yra ir aktyviojo centro motyvui
B juosta — kilpa — B juosta priklausantios aminoragstys. Sis klasteris
suardomas L139 pozicijoje jterpiant polines aminortigstis, dél ko stipriai
sumazéja baltymo termostabilumas (28 pav.). Tuo tarpu L139P mutantas
pasizymi padidéjusiu termostabilumu, sgveikos su substratu stiprumu ir
procesyvumu (29, 30, 31 pav.). Kaip zinoma, dél unikalios ciklinés struktiiros
prolinas apriboja Co grandinés sukimgsi ir tokiu biidu stabilizuoja baltymo
strukttira, be abejo, jei toks judrumo apribojimas nepakenkia fermento
funkcijai. Galima numatyti, kad 139 pozicijoje esantis prolinas stabilizuoja
hidrofobinj klasterj, sudaryta i§ 1218, L220 ir L273 aminoriigs¢iy liekany,
padidindamas $ios strukttiros stabiluma (204,205).

Kaip ir L139P mutacijos atveju, T330 aminoriigsties pakeitimas j proling
pagerina atvirkStinés transkriptazés saveikos su substratu stipruma,
termostabiluma ir procesyvuma (29, 30, 31 pav.). Pagal pilno ilgio M-MuLV
AT modelj, T330 pozicija yra nedidelés spiralés, esancios nykscio
subdomene, gale (42 pav. D). Si spiralé yra netoli numatomos baltymo
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sgveikos su substratu vietos, o $alia T330 esancios K329 aminoriigsties Soniné
grandiné galimai sudaro sgveikg su fosfodiesteriniu karkasu. Pagal analogija
su L139P mutacija, prolino jvedimas 330 pozicijoje padidina spiralés motyvo
rigidiskuma, tokiu biidu stabilizuodamas baltyma ir padidindamas sgveikos su
substratu stiprumg.

L603W pakeitimui taip pat gali biiti pritaikytas struktiiros stabilizavimo
mechanizmas, panasus ] auks$ciau aprasyta. L603 pozicija yra RNazés H
domene esancios vadinamosios ,,C — spiralés® gale, uz kurios prasideda
aiskios strukttiros neturinti kilpa (46). Pagal sudarytag modelj, L603 kartu su
1617 ir Y598 sudaro hidrofobinj klasterj ir yra toje pacioje kilpoje, kaip ir
K609 bei K612 aminoriigStys (42 pav. E), kurioms priskiriama sgveika su
substrato fosfodiesteriniu karkasu (46). Tiriant L603 mutanty aktyvuma
skirtingose temperatiirose pastebéta, kad 603 pozicijoje jvedus aminoriigstis,
turinCias dideles hidrofobines ar aromatines Sonines grandines, padidéja
50°C/37°C aktyvumy santykis (28 pav.). Tokie duomenys leidzia manyti, kad
minéti aminoriig§¢iy pakeitimai stabilizuoja hidrofobinj klasterj, taip pat
galimai stabilizuojama ir ,,C — spiralé* bei visa kilpa, sudaranti kontaktus su
substratu. D¢l Sios priezasties padidéja mutanty termostabilumas, sagveikos su
substratu stiprumas ir procesyvumas (29, 30, 31 pav.). Toje pacioje RNazés H
domeno kilpoje yra ir E607 pozicija. Buvo parodyta, kad glutamo rugsties
pakeitimas j lizing Sioje pozicijoje (E607K) padidina sgveikos su substratu
stipruma ir procesyvuma (30 ir 31 pav.). Tokj savybiy pasikeitimg galima
paaiskinti neigiamo kriivio pakeitimu j teigiama, kas Zymiai sustiprina sgveika
su neigiamai jkrautu substrato fosfodiesteriniu karkasu. Tiriant 50°C/37°C
aktyvumy santykj (28 pav.) nustatyta, kad baltymo aktyvumg aukstesnéje
temperattiroje padidina ir glicino bei alanino jvedimas Sioje pozicijoje (E607G
bei E607A). Tai reiskia, kad baltymo savybes reikSmingai pakeiCia tick
neigiamo kriivio panaikinimas E607 pozicijoje, tiek pakeitimas teigiamu.

Aukscéiau apraSytos penkios pagrindinés aminoriig8¢iy mutacijos,
aptiktos atrankos eksperimento metu, yra i$sidésciusios skirtinguose baltymo
subdomenuose. Dél to galima tikétis, kad apjungiant $iuos aminoriigsciy
pakeitimus, teigiamos baltymo savybés taip pat sumuosis. Norint patikrinti
Sig prielaidg, buvo sukurti daugybiniai M-MuLV AT mutantai. Kaip ir
tikétasi, aminortig§ciy pakeitimy jvedimas palaipsniui didino mutantiniy
baltymy termostabiluma, sgveikos su substratu stiprumg ir procesyvuma.
Geriausiomis savybémis pasiZzymé&jo mutantas, gautas apjungiant visas
penkias mutacijas. Palyginus su laukinio tipo fermentu, mut5 atvirkstinés
transkriptazés termostabilumas inkubuojant 50°C temperatiiroje padidéjo ~12
karty, sgveika su substratu pagéréjo ~50 karty, procesyvumas padidejo ~65
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kartus (zr. 32, 33, 34 pav.). Iki 1,5 kb iSauges procesyvumas leidzia $§j
fermentg panaudoti ilgos kDNR sintezei, kas buvo parodyta vykdant 7,5 kb
ilgio RNR atvirksting transkripcijg jvairiose temperatiirose (36 pav.).

Idomu pastebéti, kad pageréjusias biochemines savybes demonstrave ir
efektyvia kDNR sinteze pasiZyméje mutantai mutl — mut5 turéjo laukinio tipo
RNazés H domenui budinga aktyvyji centra ir iSlaiké ribonukleazinj
aktyvuma. Sie duomenys suteikia papildomos informacijos apie atvirkstiniy
transkriptaziy savybes, reikalingas efektyviai ilgos kDNR sintezei, kadangi
anksciau buvo pademonstruota, kad atvirksting transkripcija efektyviau vykdo
ribonukleazinio aktyvumo neturintys mutantai (66). Vykdant atrankos
eksperimenta, RNazés H aktyvuma panaikinanciy aktyvaus centro mutacijy
D524, D653 ir D583 daznis buvo panasus j mutl — mut5 mutantams konstruoti
panaudoty mutacijy daznj (1 lentel¢). Sis rezultatas rodo, kad efektyviai
kDNR sintezei aukstoje temperatiiroje stipresnis susiri§imas su matrica yra
toks pats svarbus kaip ir RNazés H aktyvumo i§jungimas. Pagal analogija su
tyrimais, padarytais su ZIV RT (206) , galima daryti prielaida, kad M-MuLV
AT su substratu taip pat galéty ristis dviem budais. Sintetinamos kDNR
grandinés 3° gale atsidiirus pirSty subdomenui vykty grandinés pratgsimas, o
fermentui apsisukus prieSinga kryptimi — RNR grandinés skaidymas. Tokiu
biidu, polimerazinis ir RNazés H aktyvumai konkuruoja tarpusavyje. Laukinio
tipo M-MuLV fermento atveju abu Sie aktyvumai yra suderinti efektyviam
genomo padauginimui ir viruso plitimui uztikrinti. Tuo tarpu, norint turéti in
vitro salygomis efektyviai auksStoje temperatiiroje kDNR  sintetinantj
fermentg, galima arba iSjunti RNazés H aktyvuma, arba stiprinti baltymo
susiri§img su substratu.

Atrankos eksperimentas padéjo atrasti nemazai naujy mutacijy,
suteikian¢iy M-MuLV AT termostabilumo, tuo pacéiu pagerinanciy ir kitas
savybes. Analizuojant po atrankos gautus daugybinius mutantus nebuvo
aptikta né vieno, apjungiancio geriausiomis savybémis pasiZymincias
mutacijas D200N, L603W, T330P, E607K ir L139P. Tris i$ $iy mutacijy
tur¢jo daugybinis mutantas mut4 S. Nustatyti §io mutanto sgveikos su
substratu stiprumo, procesyvumo, termostabilumo parametrai neprilygo
geriausiomis savybémis pasizyméjusio dirbtinai sukonstruoto mutanto mut5
savybéms. Sis rezultatas rodo, kad gauty taskiniy mutanty analizé ir dirbtiné
ju kombinacija gali duoti geresnius rezultatus nei naudojant tiesiogiai atrankos
eksperimente aptiktus daugybinius mutantus.
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42 pav. Atrankos eksperimento metu aptikty mutacijy padétis M-MulLV
baltymo struktiiroje. A) Pilno ilgio M-MuLV AT struktiiros modelis. B)
Aktyvaus centro struktiira, kurioje D200 amino riigsties Sonin¢ grandiné yra
Salia aktyvaus centro aminoriig§¢iy D224 ir D225 Soniniy grandiniy. C) L139
aminoriigstis jeina j hidrofobinio klasterio sudétj. D) T330 ir K329
aminoriigs¢iy padétis nykscio subdomene. E) RNazés H domeno struktiira,
kurioje L603 aminoriigstis kartu su K609, K612 ir E607 aminoriigstimis
sudaro kilpa, galimai sgveikaujancig su substratu.
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Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas, i§ pradziy
panaudotas termostabiliy M-MuLV AT mutanty atrankai, buvo sé¢kmingai
pritaikytas ir kinetinéms Sio fermento savybéms keisti. Atrankos eksperimento
metu buvo siekiama atrinkti AT mutantus, Taq polimerazei skirtame buferyje
efektyviai sintetinanc¢ius kDNR. Efektyvi kDNR sintezé yra svarbus vieno
zingsnio AT-PGR (angl. One-Step RT-PCR) etapas. Parenkant optimalias
vieno zingsnio AT-PGR salygas, dazniausiai sickiama surasti tokios sudéties
buferinj tirpala, kuriame efektyviai veikty tiek AT, tiek termofilineé DNR
polimerazé. Iprastai AT reakcijoje ir PGR naudojami buferiniai tirpalai
skiriasi pH reikSmémis, vienvalen¢iy ir dvivalenciy jony bei dNTP
koncentracijomis (zr. 2.3.14 skyrelj). AT buferyje, palyginus su Taq
polimerazés buferiu yra didesné drusky koncentracija, taip pat reikSmingas
skirtumas tarp optimaliy dNTP koncentracijy — atitinkamai 1 mM ir 0,2 mM.
Optimizuojant reakcijos salygas, dNTP koncentracija AT buferyje galima
biity parinkti tokia, kuri reikalinga M-MuLV AT fermentui, tac¢iau padidintos
dNTP koncentracijos mazina DNR polimeraziy tiksluma, ypac¢ ty, kurios
pasizymi 3’-5” egzonukleaziniu aktyvumu (207,208). Be to, esant didesnéms
dNTP koncentracijoms, reakcijos miSinyje atitinkami turi bati daugiau Mg**
jony, kas irgi galéty mazinti DNR polimeraziy tikslumg. Norint klonuoti AT-
PGR metu padaugintas sekas, reakcijos tikslumas gali bti svarbus.

Aptartg fermenty ir buferinio tirpalo suderinamumo klausima galima
bandyti spresti kompromiso biidu parenkant abu fermentus tenkinancig
buferio sudétj. Vis délto svarbu atkreipti démesj j tai, kad vykdant AT-kPGR,
kDNR grandiné yra sintetinama tik vieng karta, tuo tarpu DNR polimerazé
amplifikuoja DNR apie 20-40 karty. Dél Sios priezasties dazniausiai
pirmenybé teikiama optimaliam kPGR buferiui. Nekeic¢iant kPGR buferio
sudéties, bet pasitelkiant in vitro evoliucijos technologija, galima biity atrinkti
atvirkstine transkriptaze, geriausiai veikianc¢ig kPGR buferiniame tirpale.

Pasirinkus pastarajj variantg, atranka buvo vykdoma Taq polimerazei
skirtame buferyje, kurio pagrindinis skirtumas nuo M-MuLV AT fermentui
optimalaus buferinio tirpalo yra maza dNTP koncentracija. Iprastai
atvirkstinés transkripcijos reakcija vykdoma miSinyje esant 0,5 mM - 1 mM
dNTP koncentracijai, o standartinis Taq polimerazés buferis turi 0,2 mM
dNTP koncentracijg. Tokiu budu buvo tikimasi atrinkti Taq polimerazés
buferyje efektyviai veikian¢ius M-MuLV AT variantus, kurie be papildomo
reakcijos salygy optimizavimo galéty tikti vieno zingsnio AT-PGR.

Vykdant atrankos eksperimenta buvo atlikti septyni atrankos ciklai,
kDNR sintezés laika palaipsniui trumpinant nuo 60 minuciy iki 5 minuéiy. I§
atrinktos mutanty bibliotekos atsitiktinai paimti 29 genai ir nustatytos jy
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sekos, siekiant iSaiSkinti, kokie aminoriig§ciy pakeitimai susikaupé atrankos
eksperimento metu.

Paaiskéjo, kad 26 1§ 29 atrinkty M-MuLV AT varianty turéjo pakeitimus
baltymo RNazés H domene (2 lentel¢). Kai kurios mutacijos, tokios kaip
pakeitimai D524 ir D583 pozicijose, yra gerai zinomos dél savo savybeés
isjungti RNazés H aktyvuma (66,182). Salia jy buvo aptikta kity mutacijy,
kurios i§ dalies sumazina RNazés H aktyvuma (C635Y, G637R ir S643G).
Mutacijos C635 pozicijoje poveikis buvo Zinomas i§ ankstesniy tyrimy (193),
pagal kuriuos C635V mutantas islaiko 84 % RNazés H aktyvumo. Siame
atrankos eksperimente aptiktas mutantas C635Y islaiko tik 19 % RNazés H
aktyvumo (38 pav.). C635 ir G637 pozicijos yra iSsidésCiusios RNazés H
domene esancioje kilpoje, vadinamoje H — kilpa (arba His-kilpa), kurios seka
yra CPGHQK, o aminortigstys nuo P636 iki K640 yra konservatyvios tarp
visy RNaziy H (31). Si kilpa yra vienas i§ trijy regiony M-MuLV struktiiroje,
kuriy padétis néra aiskiai iSspresta (46). Miusy sukurtas pilno ilgio M-MuLV
AT modelis rodo, kad C635 pozicija galéty biti Salia konservatyvios H638,
kuri jeing § RNazés H aktyvyjj centrg (43pav.). Tokiu biidu pakeitimai C635
pozicijoje galéty turéti jtakos RNazés H saveikai su DNR/RNR hibridu. Taip
pat galima numanyti, kad panasiu bidu M-MuLV AT ijtakoja ir G637R
mutacija, sumazinanti RNazés H aktyvuma iki 7 % (38 pav.).

Viena i§ jdomesniy mutacijy, aptikty atlikus atrankos eksperimentg, yra
1597V (2 lentelé). 1597 pozicija yra teigiama kruvj turincioje kilpoje, kurios
neaptinkama ZIV RNazés H struktiiroje, tadiau ji badinga E. coli RNazei H,
kur kilpos sudétyje esancios bazinés aminoriigStys sudaro kontaktus su
RNR/DNR hibridu. Panasig funkcijg Sis struktiirinis elementas atlieka ir M-
MuLV AT RNazés H saveikoje su substratu (46).
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A Delno subdomenas B RNazés H domenas

43 pav. Atrankos eksperimento metu aptikty aktyvaus centro (zalia spalva) ir
RNazés H domeno (raudona spalva) mutacijy padétis M-MuLV AT baltymo
strukttroje. A) Polimerazés aktyviajame centre esanciy Q221, V223, D224 ir
D225 aminoriigsciy liekanos pavaizduotos kartu su jeinanciu nukleozido
trifosfatu. B) C635, G637 ir H638 aminoriigs¢iy lickanos pavaizduotos
RNazés H domene esancioje kilpoje.

Buvo parodyta, kad M-MuLV AT, pasalinus bazinémis aminortgstimis
pasizymincia kilpa, netenka beveik viso RNazés H aktyvumo, o polimerazinis
aktyvumas taip pat susilpnéja (209). Minétos kilpos sudétyje yra nedidelé
aStuoniy aminortigsciy struktira, pavadinta C a-spirale, kurios jtaka fermento
aktyvumui detaliai i$nagrinéta tiriant taskinius mutantus. Sios spiralés
sudétyje jvedus mutacijg 1597A, RNazés H aktyvumas islieka beveik toks
pats, kaip ir laukinio tipo fermento (194). PanaSiai ir mutacija I597V, gauta
atliekant atrankos eksperimentg, beveik neturi jtakos fermento aktyvumui, nes
izoleucinas ir valinas yra pana$ios hidrofobinés aminoriigstys (38 pav.).

D. Lim ir kolegy atliktas in vivo tyrimas parodé¢, kad 1597A mutacija
sutrukdo viruso replikacijos ciklg, kadangi mutantinio viruso daleliy plitimas
1§ lasteliy véluoja 14 dieny, palyginus su laukinio tipo baltymu. Tai reiskia,
kad Sios mutacijos jvedimas sukuria evoliucinj spaudimag, kurio metu turéty
atsirinkti viruso mutantai, pasiZzymintys greitesniu replikacijos ciklu.
Atliekant in vivo eksperimentg gauti DNR sekoskaitos rezultatai parode, kad
replikacijos ciklas sutrumpéjo tiems viruso mutantams, kuriy atvirkstinés
transkriptazés 597 pozicijoje esantis alaninas déka spontanisky mutacijy
pasikeité biitent | valing. Tokiu budu 1597V mutacijos atsiradimas in vitro
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evoliucijos eksperimento metu netikétai sutampa su natiralios viruso
evoliucijos in vivo rezultatu.

Didzioji dalis mutacijy, aptikty atlikus Taq polimerazés buferyje
efektyviai veikian¢iy M-MuLV AT varianty atrankos eksperimentg, buvo
susikaupe polimerazés aktyviame centre. Mutacijy susikaupimas konkreciame
baltymo motyve dazniausiai rodo, kad atrankos eksperimentas jvyko
sékmingai ir tiriamasis baltymas jgijo reikSmingy poky¢iy, padedanciy islikti
evoliucinio spaudimo sglygomis.

Daugiausia aminortig§¢iy pakeitimy aptikta baltymo 223 pozicijoje, kuri
priklauso aktyviame centre esanc¢iam konservatyviam YVDD motyvui.
Valinas yra vienintelé variabili Sio atvirkstinéms transkriptazéms btdingo
YXDD motyvo aminoriigstis, kuri atrankos metu mutavo j metioning arba
alaning (zr. 2 lentele). [domu pastebéti, kad metioning YXDD motyvo sekoje
turi dauguma atvirks$tiniy transkriptaziy — Zmogaus imunodeficito viruso
(angl. HIV) AT, kaciy imunodeficito viruso (angl. FIV) AT, bezdzioniy
imunodeficito viruso (angl. SIV) AT (210) ir pauksciy mieloblastozés viruso
(angl. AMV) (211) AT. YADD seka pasizymi kai kurie atvirkstinés
transkriptazés aktyvuma turintys fermentai, kuriy genus koduoja
retroelementams priskiriamos sekos (212) taip pat CRISPR-Cas sistemos
baltymai (213). Tuo tarpu tiriamoji peliy leukemijos viruso AT ir kaciy
leukemijos viruso (angl. FLV) AT aktyviojo centro motyvo seka yra YVDD
(210).

Nustacius, kad evoliucijos eksperimento metu gausiai aptinkami
aktyvaus centro mutantai, buvo istirtos jy savybeés — polimerazinis aktyvumas,
baltymo ir substrato disociacijos konstanta, kinetiniai parametrai,
procesyvumas, tikslumas. Taip buvo siekiama atsakyti j klausima, kokiu biidu
fermentas prisitaiké prie kintanCiy aplinkos salygy atrankos eksperimento
metu.

Kadangi valino, esan¢io M-MuLV AT aktyviame centre, pakeitimy j
metioning, alaning, izoleucing ir sering reikSmé baltymo savybéms buvo
tiriama ir kity mokslininky grupiy (58,190,191,214), atsirado galimybé
palyginti minétose publikacijose ir Siame tyrime gautus rezultatus.

Lyginant laukinio tipo M-MuLV AT ir tagkiniy aktyvaus centro mutanty
V223A, V223M, Q221R bei dviguby mutanty Q221R/V223A ir
Q221R/V223M sgveikos su substratu stiprumag, reik§mingy skirtumy
nenustatyta (3 lentel¢). Galima pastebéti, kad saveika tarp M-MuLV AT ir
DNR/RNR hibrido yra gana stipri, kadangi nustatyta disociacijos konstanta
K4 = 0,8 nM. Palyginimui, kity mokslininky grupiy nustatytos Kq reik§més
kinta placiose ribose nuo 1 nM iki 152 nM (58,66,187,188,189,157). gi platy
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Kaq reikSmiy intervalg galima biity paaiskinti eksperimenty salygy skirtumais,
iskaitant substratg ir buferio sudét;.

Aktyvaus centro mutanty V223A ir V223M saveikos su RNR/DNR
hibridu stiprumas, kaip minéta, yra panaSus j laukinio tipo fermento (3
lentelé). Si saveika yra zymiai stipresné, nei nustatyta kity tyréjy, naudojant
dvigrandés DNR substrata. Laukinio tipo fermentui nustatyta saveikos su
DNR K4 buvo 151,7 nM, V223A ir V223M mutantams atitinkamai 159,2 nM
ir 142,8 nM (58). Nepaisant truput] besiskirianciy buferiniy tirpaly sudéciy,
galima daryti iSvada, kad AT ir jos mutantai Zymiai stipriau riSasi su
RNR/DNR hibridu, kuris yra pagrindinis substratas, nei su dvigrande DNR.

NustaCius aptariamy mutanty ir laukinio tipo M-MuLV AT
procesyvumg, neZymiai i$siskiria Q221R variantas, kurio procesyvumas yra
~2 kartus mazesnis nei WT baltymo. Atitinkamai ir dviguby mutanty, i kuriy
sudét] jeina Q221R pakeitimas, procesyvumai truputj mazesni (3 lentelé).

Apibendrinant galima teigti, kad aktyvaus centro mutanty sgveikos su
substratu ir procesyvumo tyrimai neparodé akivaizdziy ir reikSmingy
skirtumy, lyginant su laukinio tipo fermentu. Tokie rezultatai leidzia daryti
prielaida, kad Sio atrankos eksperimento metu sukurto evoliucinio spaudimo
déka isliko mutantai, turintys kitokias savybes negu mutantai, gauti atliekant
3.2 skyriuje aprasytg termostabiliy fermenty atranka.

Dar viena svarbi polimeraziy savybé, galinti pasikeisti atrankos
eksperimento metu, yra DNR sintezés tikslumas. Kaip ir kity dazniausiai
tyrimuose naudojamy atvirkstiniy transkriptaziy, M-MuLV AT tikslumas yra
gerai iStyrinétas naudojant klasikinius LacZo komplementacijos (81),
pradmens pratgsimo taikant jvairius dNTP misinius (58,81) metodus.
Pastaraisiais metais tokiuose eksperimentuose pasitelkiamos naujos kartos
sekoskaitos galimybés (83,196,212), sékmingai pritaikytos ir Siame tyrime,
nustatant M-MuLV AT ir jos mutanty tikslumg. Nepaisant skirtumy tarp
metody, nustatytas wt fermento tikslumas, siekiantis 1 klaidg i§ 4x10* j
granding jtraukty nukleotidy (41 pav.), yra artimas kity mokslininky grupiy
pateikiamam rezultatui.

Lyginant nustatytg aktyvaus centro mutanty tikslumg su literatiiros
duomenimis galima pastebéti, kad kity tyréjy teigimu V223A ir V223M
mutantai turéty biiti maziau tikslis, palyginus su wt fermentu (58). Misy
atliktas tyrimas rodo, kad konservatyviame motyve YVDD valing pakeitus
alaninu arba metioninu, fermento tikslumas praktiskai nenukencia (41 pav.).
Sj nesutapima galima baty paaiskinti reakcijos salygy skirtumu. Atliekant
tyrimg 1x Taq buferyje buvo naudota vos 1,5 mM Mg*" jony koncentracija,
kas gal¢jo turéti teigiamos jtakos minéty mutanty tikslumui. Destefano
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vadovaujamos grupés atlikti tyrimai parodé, kad ZIV AT, aktyviame centre
turinti YMDD seka, vykdo kDNR sintez¢ 4 - 9 kartus tiksliau reakcijos
miSinyje esant 0,5 mM ar 0,25 mM Mg?" jony koncentracijai, palyginus su 6
mM Mg?" koncentracija (81,215). Tuo tarpu laukinio tipo M-MuLV AT
tikslumui Mg?* koncentracija jtakos neturi.

ReikSmingas klaidy skaiCiaus padid¢jimas kDNR sintezés metu
pastebétas tiriant Q221R variantg (41 pav.). I[domu tai, kad dvigubi mutantai
Q221R/V223M ir Q221R/V223A, turintys tiksluma mazinanciag mutacija, yra
apie 2 kartus tikslesni nei Q221R mutantas. I§ §iy rezultaty galima daryti
prielaida, kad arginino Soniné granding, atsiradusi fermento katalitiniame
centre (43 pav.) sukelia erdvinius trukdzius, kas sumazina fermento tiksluma.
Tuo tarpu greta esancio valino, turin¢io $akotg Soning grandine, pakeitimas j
metioning arba alaning sumazina erdvines sgveikas ir tokiu biidu i$ dalies
kompensuoja tikslumo praradimg.

Svarbiausius fermento pokycius, jvykusius atrankos eksperimento
eigoje, atskleidé aktyvaus centro mutanty kinetiniy savybiy tyrimas.
Pusiausvyros sglygomis nustatytas M-MuLV AT ir jos mutanty K ir kea
konstantas yra publikave daug tyréjy grupiy (58,76,91,189,209). Tyrimai
buvo atliekami jvairiy sudéciy ir pH reikSmiy buferiniuose tirpaluose, taikant
skirtingas reakcijos salygas. Dél Sios priezasties nustatytos K reikSmés
varijuoja placiose ribose nuo 3,3 uM (189) iki 232 pM (91). Dazniausiai
eksperimentuose buvo naudojami homopolimeriniai substratai, kurie suteikia
galimybe jvertinti vieno konkretaus nukleotido jtraukimo j grandine kinetika.
Atliekant §j tyrima, siekiant sukurti aktualias kDNR sintezés salygas,
reakcijos misinyje buvo nattirali RNR/DNR matrica ir visi keturi nukleotidai.
PanasSiomis salygomis wt fermento veikimas buvo patikrintas kity tyréjy,
kurie parodé, kad kDNR sintezés efektyvumas susilpnéja reakcijoje esant
mazesnei nei 0,25 mM dNTP koncentracijai, ta¢iau Ky, reikSmés nepateiké
(76). Miisy eksperimente nustatyta M-MuLV AT K, reik§mé dNTP miSinio
kaip substrato atzvilgiu lygi 0,7 mM. Sis skai¢ius yra gerokai didesnis, nei
pateikiama  anksCiau = paminétuose  tyrimuose, kuriuose  buvo
homopolimeriniai substratai. K, reik§miy skirtumg galima paaiskinti
atsizvelgiant j tai, kad realiomis KDNR sintezés sglygomis j fermento aktyvyjj
centrg gali patekti visi keturi nukleotidai, taciau i sintetinama granding turi
biti jjungiamas tik vienas teisingai suporuotas nukleotidas.

Taskiniy M-MuLV mutanty kinetiniai tyrimai atskleidé, kad pakeitimai
aktyviajame centre lemia K, reik§més sumazéjima 4-5 kartus. Tai reiskia, kad
minéti mutantai pus¢ maksimalaus reakcijos grei¢io pasiekia reakcijos
miSinyje esant Zymiai maziau nukleotidy, palyginus su wt baltymu.
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Atrankos eksperimento metu AT reakcija buvo vykdoma Taq
polimerazés buferyje, kuriame nukleotidy koncentracija yra 0,2 mM, t.y.
Zymiai maZesné nei nustatyta laukinio tipo baltymo K. reik§mé. Tokios
aplinkos salygos sukiiré aisky evoliucinj spaudima, kurio metu buvo atrinkti
mutantai, galintys efektyviai veikti esant mazoms dNTP substrato
koncentracijoms.

Maza dNTP koncentracija ir trumpinamas reakcijos laikas veiké kaip
evoliucinis spaudimas, kurio metu fermentas pakeité savo aktyvyji centra, kad
prisitaikyty prie pasikeitusiy aplinkos salygy. Igijus V223M mutacija,
onkoretrovirusinés M-MulLV AT aktyvusis centras tapo panasus |
lentivirusinés AT aktyvyji centra. Lentivirusai, tokie kaip Zmogaus,
bezdzioniy arba kaciy imunodeficito virusai, infekuoja diferencijuotas,
nesidalijancias lasteles, tuo tarpu onkoretrovirusai dauginasi naudodami
aktyviai besidalijancias lasteles (76). Nattiralu, kad besidalijan¢iose Iastelése
yra Zymiai didesné dNTP koncentracija, palyginus su nesidalijan¢iomis
lastelémis. Pavyzdziui, aktyviuose T limfocituose dNTP koncentracija yra
daugiau nei 20 karty didesné, palyginus su zmogaus makrofagais, kurie yra
ZIV taikinys (216). Tokiu bidu, onkoretrovirusiné M-MuLV atvirkstiné
transkriptazé evoliucijos eksperimento metu supanas¢jo su lentivirusine tam,
kad galéty vykdyti polimerazing reakcijg terpéje, kurioje yra mazai dNTP
substrato. Apibendrinant atrinkty M-MuLV mutanty savybes galima
pastebéti, kad Sio atrankos eksperimento metu baltymas jgijo tokius poky¢ius,
kurie atkartojo gamtinés evoliucijos eigoje vykstancius procesus.

Galima numatyti, kad kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy
metoda jmanoma pritaikyti jvairioms atvirkstinés transkriptazés savybéms
keisti. Pavyzdziui, evoliucinj spaudima galima bty panaudoti atrinkti AT
mutantus, sintetinancius ilgas kDNR molekules, jveikiancius antrines
struktiiras zemoje temperatiiroje arba ] sintetinamg granding jtraukian¢ius
modifikuotus nukleotidus. Taip pat galima bty keisti ir fermento aktyvumus,
tokius kaip terminalinés transferazés ar grandinés nustimimo.

Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metodas galéty biiti
taikomas ne tik atvirkStinés transkriptazés, bet ir kity nukleortgstis
modifikuojanciy fermenty, pavyzdziui DNR ir RNR ligaziy, savybéms keisti.
Pasinaudojus ta savybe, kad genetin¢ informacija koduojama mRNR, §j
metodg taip pat galima buty panaudoti jvairiomis savybémis pasizyminciy
DNaziy mutanty atrankai. Ribosominiy kompleksy technologija gali turéti
tam tikry apribojimy kalbant apie kity fermenty atranka, ypac ty, kuriy
veikimas ne visada gali biti suderinamas su Mg?" jony buvimu reakcijos
miSinyje. Nesant stabilizuojanciy jony, keturnaris kompleksas gali suirti pries
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suformuojant emulsijg, todél esminis genotipo — fenotipo rySys biity prarastas.
Tokiu atveju atrankos eksperimentg galima vykdyti pasitelkiant mikroskysciy
technologija, suliejant i§ anksto suformuotus laselius, turinius stabily
keturnarj kompleksa su laSeliais, kuriuose patalpintas substratas. Mg?" jony
koncentracija galéty biiti reguliuojama naudojant chelatuojancius reagentus
arba pasirenkant skirtingo dydzio laSelius ir stipriai praskiedziant metalo
jonus. Siuo biidu ruosiant emulsija, keturnaris kompleksas suirty tik suliejus
laselius. Tokia galimybé kontroliuoti keturnario komplekso stabiluma ir
reikiamu momentu sukelti jo disociacija galéty stipriai praplésti metodo
galimybes. Be to, naudojant vienodo dydzio laSelius atsiranda galimybé
kontroliuoti fermento koncentracija eksperimento metu. Tuo tarpu taikant
kitokias in vitro kompartmentalizacija pagrjstas atrankos schemas fermento
koncentracija laselyje reguliuoti sudétinga, nes baltymo molekuliy kiekis,
susintetinamas  transkripcijos — transliacijos miSiniu  uzpildytuose
kompartmentuose sunkiai kontroliuojamas.

Atvirkstinés transkriptazés yra fermentai, turintys didele taikomaja verte.
Tai liudija jvairiy kompanijy démesys Siems fermentams ir patenty bei sukurty
komerciniy produkty gausa. Vienas i§ pirmyjy tokiy produkty buvo M-MuLV
AT mutantas su paSalintu RNazés H domenu, gaves pavadinima Superscript
II (217). Véliau $is fermentas buvo patobulintas palickant RNazés H domena,
bet panaikinus aktyvuma, jvedant keleta mutacijy Sio domeno aktyviajame
centre (218). Toliau tyrinéjant jvairiy mutacijy jtaka M-MuLV AT
biocheminéms savybéms buvo sukurti ir uzpatentuoti Superscript III ir
Superscript IV produktai (219), vis délto laikotarpis tarp pradinés ir paskutinés
produkto versijos iSleidimo yra daugiau nei du deSimtmeciai.

M-MuLV AT intensyviai stengési tobulinti ir kitos kompanijos.
Tuometinés kompanijos Stratagene mokslininkai pritaike didelés apimties
patikros metodg aptiko naujy mutacijy, pagerinan¢iy fermento
termostabiluma ir procesyvuma (75). PanasSiu metu M-MuLV AT mutacijy
rinkinj uzpatentavo ir Applied Biosystems kompanija (220), kiek véliau New
England Biolabs (221).

Bandymai tobulinti M-MuLV AT ir kitas atvirkstines transkriptazes
atliekami iki Siol. Per porg pastaryjy deSimtmeciy jvairiy mokslininky grupiy
vykdyti AT tyrimai parodé, kad pagrindinis mechanizmas, pagerinantis
labiausiai pageidaujamas AT savybes (termostabilumg, procesyvuma) yra
sgveikos su substratu padidinimas (75,91,156,219). Ivairiais buidais sukurtas
ir iStirtas didelis kiekis taskiniy ir daugybiniy mutanty suteikia daug
informacijos apie M-MuLV AT ir kity atvirkstiniy transkriptaziy pozicijas,
kuriose jvedus pakeitimus galima tikétis pagerinti minétas savybes. Uzduotj
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palengvina ir nauja informacija apie struktiirines baltymo ypatybes (47).
Pasitelkiant Sias Zinias ir taikant kryptinga mutagenez¢ galima surasti naujy
mutacijy ir jy kombinacijy, kurios reikSmingai pagerina AT savybes
(222,223,224). Tokie tyrimai parodo, kad galimybés tobulinti M-MuLV AT
ir panasias atvirkstines transkriptazes dar néra iSsemtos.

Sioje disertacijoje aprasomi darbai taip pat turéjo reik§mes M-MuLV AT
tobulinimo lenktynése. Atlikus termostabiliy mutanty atranka aptiktas didelis
rinkinys naujy iki §iol neiStirty mutacijy, kurias apjungus gauti fermentai,
tinkami kDNR sintezei auks$toje temperatiiroje ir pasizymintys dideliu
procesyvumu, todél galintys gaminti ilgas kDNR grandines. Dalis $iy
mutacijy buvo panaudotos kuriant atvirkstinés transkriptazés produkty linija,
galin¢ig sékmingai konkuruoti su kity jmoniy atitinkamais produktais.

M-MuLV AT populiarumas paskatino mokslininkus ieSkoti ir kity
fermenty, galin¢iy RNR granding paversti j viengrandg DNR. Atvirkstinés
transkriptazés aktyvumas gamtoje néra retas, jis aptinkamas ne tik
retrovirusuose, bet ir bakterijose, archéjose ir eukariotuose. Keletas
nevirusinés kilmeés atvirkstiniy transkriptaziy taip pat tapo komerciniais
produktais. Viena i$§ Zinomiausiy yra Marathon AT, kurios genas koduojamas
Eubacterium rectale 11 tipo introny sekose. Pagrindinis Sio fermento bruozas
yra didelis procesyvumas salyginai nedidelése (37°C — 42°C) temperatiirose
(212). Neseniai buvo pristatyta ir patobulinta fermento versija UltraMarathon.
Deklaruojama, kad Sis fermentas gali sintetinti daugiau nei 20 kb ilgio KDNR
fragmentus, vykdant reakcijas 20°C - 42°C temperatiirose (225). Rinkoje yra
ir termostabiliy introninés kilmés atvirkstiniy transkriptaziy, tokiy kaip NEB
kompanijos produktas Induro, kurio savybé sintetinti ilgas kKDNR kopijas
buvo pritaikyta nanopory tipo sekoskaitoje (226). Sie pavyzdziai liudija, kad
pastangos tobulinti atvirkStines transkriptazes nesustoja ir ieSkoma vis
naujesniy galimybiy, stengiantis Sio tipo fermentus panaudoti jvairiuose
taikymuose.

Pastaruoju metu naujg postimj atvirkstiniy transkriptaziy tyrimams
suteiké genomo redagavimo jrankiy sukiirimas ir vystymas. 2019 metais dr.
Liu su kolegomis pristaté kompleksinj jrankj, sudarytg i§ nikazés aktyvuma
turin¢io Cas9 nukleazés mutanto, sulieto su M-MulLV atvirkStine
transkriptaze bei RNR, kuri nukreipia §ig sistemg link taikinio genome (10).
Pirmos kartos PE (angl. Prime Editing) kompleksas buvo sukonstruotas
naudojant laukinio tipo M-MuLV atvirksting transkriptaze, taciau iskart po to
buvo sutelktas démesys j AT tobulinima. Stengiantis padidinti M-MuLV AT
sgveikos su substratu stipruma, jvestos mutacijos (D200N, L603W, T330P),
kurios aptiktos vykdant biitent Sioje disertacijoje aprasyta termostabiliy M-
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MuLV AT mutanty atranka. Sis pokytis keleta karty padidino PE komplekso
efektyvumg. Po to jvestos dar dvi mutacijos (T306K/W313F), dé¢l ko
redagavimo efektyvumas padidéjo 5 kartus, palyginus su pradiniu PE variantu
(10). Tolimesnés PE tobulinimo pastangos buvo nukreiptos j kitus komplekso
narius (227), o atvirkstiné transkriptazé iSliko nepakitusi, turinti auksciau
iSvardintas mutacijas. Patobulintas kompleksas, vadinamas PEmax, tapo
populiariu geny redagavimo jrankiu, kurj klientams sitilo keletas kompanijy —
Genscript, Intact Genomics (228,229).

Tolimesni PEmax komplekso tyrimai parodé, kad geny redagavimo
efektyvumas lgstelése gali buti prislopintas dél mazos ANTP koncentracijos.
Dél Sios priezasties buvo iSbandyta M-MuLV AT su pakeistu aktyviuoju
centru, jvedant mutacijas, kurios aptiktos vykdant mazose dNTP
koncentracijose veikian¢iy mutanty atranka (Q221R, V223A, V223M), taip
pat i§ kity tyrimy Zinoma pakeitimg V223Y. Parodyta, kad V223M mutantas
pasizymi padidintu genu redagavimo efektyvumu (11).

Atrinkti optimaliausius geny redagavimo jrankius buvo bandoma ir
panaudojant in vitro evoliucijos metodus. Dr. Liu su kolegomis pristaté darba,
kuriame Salia kity PE jrankiy tobulinimo bandymy buvo méginama keisti ir
PE2 komplekso savybes, taikant paciy autoriy anksc¢iau sukurta fagy raiSka
pagristos nuolatinés evoliucijos metoda (PACE) (151). ISanalizavus atrankos
eksperimento metu gautus mutantus, pasizymincius geriausiu geny
redagavimo efektyvumu, nustatytos pagrindinés M-MuLV AT baltymo
pozicijos, kuriose susikaupé daugiausia mutacijy. Jdomu pastebéti, kad dalis
pozicijy sutampa su Sioje disertacijoje apraSomomis — tai V223, priklausanti
aktyvaus centro motyvui YVDD bei D200, kuri buvo ypac¢ daznai aptinkama
vykdant termostabiliy mutanty atrankg. Atrinkti PE kompleksai turéjo
pakeitimus V223A/M/L/E, o 200 pozicijoje esantis asparaginas (N), kuris
buvo jvestas vietoje asparto rugsties (D) konstruojant PE2 kompleksg, buvo
pakeistas j N200S/Y (151). Sis panasumas tarp skirtingy atrankos
eksperimenty rezultaty rodo, kad kai kurios baltymo mutacijos gali buti
universalios ir turéti platesnj pritaikyma, ne tik atitikti evoliucinio spaudimo
salygas konkreciame eksperimente.
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ISVADOS

Kompartmentalizuoty ribosominiy kompleksy metode naudojamo
keturnario komplekso stabilumui kriti$kai svarbi Mg?* jony koncentracija
ir temperatira. Mg®>" jony koncentracijos ir temperatiiros pokytis
destabilizuoja kompleksg, todél atrankos eksperimento sglygomis
keturnaris ribosomos, baltymo, mRNR ir tRNR kompleksas suyra labai
greitai ir reakcijos prasideda realiu laiku.

Kontroliniame atrankos eksperimente naudojant aktyvy ir neaktyvy
fermenta nustatytas 50 karty prasiturtinimo koeficientas rodo, kad
atrankos eksperimento metu mutanty biblioteka efektyviai prasiturtina
aktyviais nariais.

IvykdZzius termostabiliy M-MuLV AT mutanty atrankg ir iStyrus atrinkty
baltymy biochemines savybes nustatyta, kad M-MuLV AT mutanty
atsparumg aukstai temperatiirai daugiausia lemia padidéjes saveikos su
substratu stiprumas. Kai kuriy mutanty atsparuma temperattirai padidina
bendras paties baltymo stabilizavimas. Taip pat atrankos metu stebimas
ir RNazés H aktyvumo panaikinimas.

Ivykdzius Taq polimerazés buferyje efektyviai veikian¢iy M-MuLV AT
mutanty atrankg ir iStyrus atrinkty baltymy biochemines savybes
nustatyta, kad padidéjusj kDNR sintezés efektyvuma lemia padidéjgs
afiniSkumas dNTP substratui (sumazéjusi K, dNTP). Atrankos metu
taip pat yra stebimi kity baltymo savybiy pokyciai — bendras paties
baltymo stabilizavimas bei RNazés H aktyvumo panaikinimas arba
stiprus sumazinimas.
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PADEKA

Noréciau padékoti darbo vadovui dr. Remigijui Skirgailai uz galimybe dirbti
jo vadovaujamoje grupéje ir tobuléti vykdant baltymy in vitro evoliucijos
tyrimus. Acitl uz jkvépimg mokytis, uz perduotas zinias ir patirtj, patarimus ir
idéjas bei nuoSirdzig ir geranoriSka pagalbg vykdant tyrimus, juos
publikuojant ir ruoSiant §ig disertacija.

Acit buvusiems bendradarbiams i§ moksliniy tyrimy ir eksperimentinés
plétros centro, ypa¢ Renatai, Ramunei, Dangirai, Audrai, Aurimui, Tadui,
Gediminui uz draugiska atmosfera, diskusijas moksliniais ir gyvenimiskais
klausimais ir visus grazius prisiminimus.

Dékoju moksliniam konsultantui dr. Giedriui Sasnauskui uz vadovavima
studijuojant Biotechnologijos institute ir prof. Arvydui Janulaiiui uz
paskatinima studijuoti doktorantiiroje.

Dékoju Thermo Fisher Scientific Baltics jmonei uz galimybe vykdyti
mokslinius tyrimus ir juos publikuoti. Dékoju kolegoms i§ UAB “Diagnolita”
uz draugiska palaikyma ir optimizma.

Dékoju savo mokytojams ir déstytojams uz jy kasdienj pasiaukojantj ir
kantry darbg. Acit draugams ir Seimai, ypa¢ Laurutei, uz palaikymg ir
supratima.
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INTRODUCTION

Reverse transcriptase (RT) is a retroviral RNA-dependent DNA polymerase
that has a crucial role in the multiplication of viruses. The RT transforms viral
ssRNA into dsDNA using RNA-dependent DNA polymerase, DNA-
dependent DNA polymerase, and RNase H activities. Since its discovery in
1970, the reverse transcription reaction has gained significant importance in
modern molecular biology. The combination of reverse transcription and
quantitative or endpoint PCR enables the detection of low copies of RNA in
biological samples. The copy DNA (cDNA) generated by RTs is used for
cloning, gene expression analysis, and next-generation sequencing (1).

Many techniques of present-day biology require enzymes to function
under conditions far or distinct from natural ones. The knowledge of the
structure-function relationship of proteins and particular enzymes enables
targeted protein engineering called ‘rational design’, which is used to alter a
specific enzyme's behavior and force it to perform in a desired manner.

However, this approach is information-demanding since a high-
resolution 3D structure of the enzyme is typically necessary to make a
reasonable guess about which amino acids need to be changed. In addition, a
deep understanding of kinetic parameters and mechanistic data is required to
alter the enzyme properties successfully. In contrast to the rational design,
directed evolution is an approach that is used to change the properties of the
enzymes even without preliminary knowledge of the protein structure and the
catalysis mechanism. The ability of biomolecules to evolve by mimicking
Darwinian evolution was introduced by Spiegelman and colleagues (2). In the
five decades since the first experiment, researchers have demonstrated many
successful examples of protein in vitro evolution. Several methodologies of
directed evolution have been demonstrated using DNA polymerases. An in
vivo assay, known as the genetic complementation assay, was developed to
select the active variants of Thermus aquaticus DNA (Taq DNA) polymerase,
HIV RT, and T7 DNA polymerase (3,4,5). However, the complementation
assay is limited, especially when selecting the polymerases that incorporate
unusual substrates. For this purpose, Holliger and colleagues introduced a new
technique, the compartmentalized self-replication assay (CSR), and used this
approach to alter the properties of a DNA polymerase (6). In this method, a
library of polymerase-encoding genes is cloned and expressed in Escherichia
coli, and the cells are encapsulated in a water-in-oil emulsion.
Compartmentalization ensures an essential relationship between the mutated
polymerase (‘phenotype’) and the gene encoding that mutant (‘genotype’). An
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evolutionary pressure, such as increased temperature or inhibitor
concentration, is applied, and the selection of the most suitable protein is
performed in vitro. Various display systems, e.g., a phage display and a cell
display, in which the mutant protein library is expressed on the cell's surface
or the coat of a filamentous phage, could also be used for in vitro evolution of
polymerases. Romesberg and colleagues employed the page display technique
to broaden the substrate spectra of the DNA polymerase and convert the DNA
polymerase into RNA polymerase (7). The main disadvantage of CSR and
phage or cell display is the transformation step, which significantly restricts
the library size. This particular issue could be solved using molecular display
techniques, which are believed to be the most powerful tools suitable for
changing the properties of proteins. A ribosome display, mRNA display, and
CIS display are carried out entirely in vitro and could be used to explore much
larger libraries compared to other methods, where the mutant protein synthesis
occurs in vivo (8). Molecular display methods have been successfully
employed to increase the affinity of binding proteins and peptides, especially
antibodies. However, the adaptation of these techniques for the in vitro
evolution of enzymes, particularly DNA polymerases, is limited.

An in vitro evolution method based on a ribosome display was developed
a decade ago in the R&D laboratory of Thermo Fisher Scientific Baltics
(legacy Fermentas). This assay enables the alteration of the catalytic
properties of enzymes. This has been achieved by the in vitro
compartmentalization of the enzyme—mRNA-ribosome ternary complex (TC)
in the water-in-oil emulsion, which ensures a free intermolecular interaction
between the enzyme and substrate after dissociation of TC and preserves the
connection between the phenotype and the genotype (Fig.1). In contrast to the
other molecular display techniques, the compartmentalized ribosome display
(CRD) is suitable for in vitro evolution of multiple enzymatic properties in a
desirable environment (9).
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Fig. 1. The schematic representation of the CRD selection procedure: (1) the
PCR fragments encoding the mutant library of M-MuLV RT are transcribed
in vitro, (2) synthesized mRNAs are translated in vitro. The TCs of the
enzyme—mRNA-ribosome are formed in the translation mixture and
stabilized by low temperature (+4°C) and 50 mM concentration of Mg?" ions.
The mixture of TCs is purified by ultracentrifugation on sucrose cushions; (3)
the precipitated TCs are dissolved in the ice-cold buffer containing 50 mM
Mg?" and added to a reverse transcription reaction mix, supplemented with the
external ANTP set and a primer for cDNA synthesis; (4) the ice-cold RT
reaction mixture is emulsified in such a way that every compartment (~10'°
water-in-oil compartments ~2 pm in size) on average contains no more than
one TC. The emulsion temperature is raised, and TCs dissociate. Only the
active mutant enzyme molecules synthesize full-length cDNA encoding them;
(5) A PCR is used to amplify the full-length cDNA, and the initial CRD
construct is restored.

The CRD process begins with a translation of the mRNA library and the
formation of TC. The TC is stabilized by low temperature and high
concentration of Mg?* ions (10), followed by purification using
ultracentrifugation. The purified TC is dissolved, added to a particular reaction
mixture, and emulsified to obtain the water-in-oil compartments.
Compartmentalized TC dissociates after the temperature of the emulsion is
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raised, and active thermostable enzyme molecules are released to reverse
transcribe and synthesize the full-length cDNA that encodes them.
Subsequently, the cDNA is amplified using a PCR to generate a mutant library
for the next selection round (9).

Every selection method has its features; among them, the enrichment
factor is one of the most important. In the first stage of this research,
characterization of the CSR method was performed by analyzing the thermal
stability of the TC and the detection of the enrichment factor by running one
round of selection using the gene library, which consists only of the wild-type
reverse transcriptase gene and the truncated gene, encoding the inactive
enzyme. The aforementioned proof-of-principle experiment showed an
approximate enrichment factor of 50.

Later, a mutant library of M-MuLV RT was constructed, and five
selection rounds were performed, increasing the RT reaction temperature with
every subsequent selection round. During this experiment, a final pool of
thermostable M-MuLV RT mutants was selected, and tens of mutations
associated with the increased thermal stability of the enzyme were identified.
After that, various biochemical properties of the selected multiple mutant RT
variants, as well as constructed point and combinatorial mutants, were
examined. The analysis showed that mutations selected during the experiment
were associated with increased protein—-DNA binding affinity and, as a
consequence, processivity of the DNA synthesis.

The second evolution experiment was conducted to select M-MuLV RT
mutants that can synthesize cDNA faster and more efficiently compared to the
wild-type enzyme. The selection was performed by placing the RT mutant
library into a Taq DNA polymerase buffer for PCR and shortening the reverse
transcription reaction time with every selection round.

The optimal buffer for M-MuLV RT contains up to | mM concentration
of each ANTP and 5 mM concentration of Mg*" ions. In contrast, the Tag DNA
polymerase buffer contains only 0,2 mM of each dNTP and 1,5 mM of Mg?*
ions. Thus, the buffer in the selection experiment was relatively poor
regarding substrate for DNA synthesis. This selection experiment resulted in
a set of M-MuLV RT mutants having substitutions near the active center.
Mutant variants of the RTs containing the substitutions mentioned above
exhibit a 4-5 fold decrease in K, for ANTPs, as shown by kinetic experiments.

Taking together the results of the two selection experiments, the
biochemical analysis of the selected enzyme variants is the key to explaining
the most intriguing question, how the enzyme has survived the evolutionary
pressure during the CRD-driven selection process.
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THE AIM AND THE TASKS

This work aimed to perform the directed evolution of M-MuLV reverse

transcriptase using a novel CRD technique and to explore the link between the

evolutionary pressure generated in the experiment and the properties of the
selected enzymes. The following tasks were set:

1. To investigate the properties of the CRD method by determining the
enrichment factor and the stability of the ternary complex under various
conditions.

2. To carry out the selection of thermostable M-MuLV RT mutants and
investigate their properties.

3. To carry out the selection of M-MuLV RT mutants active at low dNTP
substrate concentrations and investigate their properties.
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SCIENTIFIC NOVELTY

A novel compartmentalized ribosome display method, developed in the R&D
center of Thermo Fisher Scientific Baltics, was used in this work for the
directed evolution of the M-MuLV RT. This method encompasses well-
known strategies of the ribosome display as well as the compartmentalization
technique, which serves for the retention of the phenotype—genotype linkage.

The first experiment was carried out by increasing the reverse
transcription reaction temperature stepwise. As a result, a collection of
thermostable mutants with a number of previously unknown M-MuLV RT
mutations that enable cDNA synthesis at elevated temperatures was identified.
Detailed biochemical analysis revealed that the thermostability of the mutants
is associated with tighter substrate binding. The most prominent mutations
were selected when designing the new generation of commercial reverse
transcriptases.

The second directed evolution experiment was built by shortening the
reverse transcription reaction time. Additionally, the reaction mixture
containing a low dNTP concentration was used. After seven rounds of
selection, a group of mutants with an altered active center motif was found.
Biochemical analysis showed that the K., value of the selected mutant RTs
decreased significantly compared to the wild-type enzyme. The results of this
in vitro evolution experiment were in surprising agreement with the process
of natural evolution because the active center of oncoretroviral RT was
rendered to resemble the active center of the lentiviral RT. Additionally, this
experiment proves that the kinetic properties of the enzyme could be changed
using the CRD technique.

Other research groups have used the results of this study. Recently, a
new type of genome editing method emerged, using a complex consisting of
a Cas9 endonuclease mutant fused to a reverse transcriptase along with a
prime editing guide RNA. Initially, the prime editing complex was
constructed using the wild-type M-MuLV RT. Later on, some of the mutations
described in this dissertation were introduced into the M-MuLV RT to achieve
a tighter binding to the substrate. This change resulted in increased efficiency
of the second-generation prime editing complex (11). Furthermore, some
active center mutations were inserted into the M-MuLV RT. As a result, the
efficiency of genome editing in particular cell types, having low dNTP levels,
increased (12). The examples above highlight the value of the research
presented in this dissertation.

170



METHODS

Plasmid construction

The initial plasmid pET his MLV _pD was constructed in the pET type
plasmid with the modified T7 polymerase promoter and Shine-Dalgarno
sequence region by inserting the M-MuLV reverse transcriptase coding
sequence with the N-terminal His-tag and a fusion with glycine-serine linker,
part of protein D from phage lambda and a second glycine-serine (gs) linker
at the C terminus. A deletant plasmid was constructed by digesting the initial
plasmid with the restriction endonuclease Xmall and removing a gene
fragment of 171 bp. The digested plasmid was self-ligated, yielding a plasmid
pET his del pD with the reverse transcriptase gene shorter by 171
nucleotides or exactly 57 amino acids (without the disruption of the original
protein translation frame), encoding an inactivated enzyme (9).

Preparation of mRNA for in vitro translation
PCR fragments encoding the wt and deletant M-MuLV RT’s were synthesized
using pro-pIVEX 5’-GCGAGCCCGATCTTCCCCATCG-3’ and pD-ter
5’-AAGAAGACACGATCCACCG-3* primers and the corresponding
plasmid. The amplification was performed using Taq DNA polymerase in the
presence of 8 % DMSO (Sigma). The transcription was performed for 3 h at
37°C using 20 pl of the unpurified PCR product per 100 ul of the reaction
mixture, containing 1x T7 transcription buffer (200 mM HEPES-KOH pH 7,6
at 25°C, 30 mM Mg acetate, 2 mM spermidine, 40 mM DTT) with 7 mM of
each NTP, 80 U of RiboLock RNase inhibitor and 80 U of T7 RNA
polymerase. After the reaction, 100 pl of the ice—cold nuclease-free water and
200 pl of 6 M LiCl solution were added. The mixture was incubated for 30
min at +4 °C and centrifuged for 30 min at +4 °C in a cooling centrifuge at
maximal speed (25000 g). The RNA pellet was washed with 500 pl of ice-
cold 75% ethanol and centrifuged again for 5 min (+4 °C) at 25000 g, the
supernatant was discarded. The RNA pellet was dried for 12 min at room
temperature and resuspended in 200 ul of nuclease-free ice-cold water. The
tubes were centrifuged again for 5 min at +4°C. 180 pl of the supernatant was
transferred to a new tube with 20 ul of 10x DNase I buffer with Mg**, 1 U
DNasel (Thermo Fisher Scientific), and incubated for 20 min at +37°C. RNA
was precipitated by adding 20 pl of 3 M Sodium acetate, pH 5.0 at 25°C, and
500 Wl of ice-cold 96% ethanol, incubating for 30 min at -20 °C, and
centrifugation for 30 min (+4 °C) at 25000 g. The supernatant was discarded,
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and the RNA pellet was washed, dried, and resuspended in water as described
above. The concentration of mRNA was measured spectrophotometrically,
confirmed using agarose gel electrophoresis (9).

c¢DNA amplification and PCR fragment recovery
The first PCR was performed wusing RD Nde 5’-CTTTA
AGAAAGAGGAGAAATTACATATG-3> and pD 55 5°-GCCGGG
CGCGGTTG-3’ primers. The second PCR was performed using M_Esp
5’-ATCGTCTCCCATGGGCATGACCCTAAATATAGAAGATGAG-3’
and M_Eri 5’-AATGAATTCATTAATTAAGCGGGAATTGGGTG-3" for
the whole gene amplification in every selection round. The final PCR
fragment of the selection sample was agarose-gel purified using a gel
extraction kit (Qiagen), digested with EcoRI and Esp31, and again agarose-gel
purified. The recovered MLV reverse transcriptase library was ligated with
the START (244 bp) and the END (398 bp) fragments to restore the PCR
fragment suitable for the CRD selection, as described (9).

Preparation of mutant M-MuLV reverse transcriptase library
The mutagenic PCR (30 cycles; 100 ul) was performed using
pET his MLV _pD plasmid (~150 ng), M_Esp, M_Eri primers (Tax=55°C),
100 nM dPTP (TriLink BioTechnologies), 5 uM 8-0xo-dGTP (TriLink
BioTechnologies), and 2 u Taq DNA Polymerase. The PCR fragment was
purified using a Qiagen PCR purification kit, digested with Esp3I, EcoRI, and
finally purified from the agarose gel using a Qiagen Gel extraction kit, giving
a DNA concentration of ~50 ng/ul. The mutagenesis efficiency and the library
quality were assessed by sequencing the individual clones, subcloned back
into the original pET his MLV _pD plasmid, and digested with Ncol and
EcoRI. The mutated library was ligated with the START (244 bp) and the
END (398 bp) fragments to get a PCR fragment suitable for the CRD
selection. The reaction mixture contained (150 pl): 1x ligation buffer, 15 u of
T4 DNA Ligase, ~1300 ng of the mutated library digested with Esp3I and
EcoRI (~5.9*%10'"! molecules); ~330 ng of the START fragment (Ncol end)
(~1.2*10'> molecules), ~550 ng of the END fragment (EcoRI end) (~1.2%10'?
molecules). The ligation reaction was carried out overnight at +4 °C, then
treated once with phenol and twice with chloroform, precipitated, and
dissolved in 53 pl of water. The approximate ligation yield of ~20 % (data not
shown) was determined by comparing the amplification efficiency of the
ligation mixture and the known amount of the plasmid pET his MLV pD.
Considering the 20% of the ligation yield, the diversity of the MLV RT
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mutants library was defined as ~1.2*10'! molecules. The ligated M-MuLV RT
library was amplified for 15 cycles in 1 ml of PCR mixture (Taq buffer with
KCl, 20 U Taq DNA Polymerase, 8 % DMSO (Sigma), pro-pIVEX and pD-
ter primers (T.,=53°C) and 20 ul (out of 50 ul) of the ligated M-MuLV RT
library, ~5*10'° molecules). The mutant library was amplified ~200 times to
produce ~30 pg of PCR product (2702 bp in length), which was then used
directly for the in vitro transcription. The quality of the library was evaluated
by sequencing of 10 randomly picked clones. As expected, the mutations were
distributed randomly all over the amplified gene sequence. Among the 10
sequenced genes, 23 nucleotide mutations (20 transitions, 1 transversion, 2
deletions) were found, giving 15 amino acid changes, 5 silent mutations, 1
STOP codon, and 2 frameshift mutations — on average 1.5 amino acid
substitutions per gene.

Sequencing of the M-MuLV RT mutant genes

The genes encoding the M-MuLV RT mutant proteins, obtained after the last
selection round, were amplified by the nested PCR using M_Esp and
M_Hind3+ 5’-CGGATCAAGCTTAATTAATTAAGCGGGAATTGGG
TG-3’ primers (Tan=53°C). The synthesized PCR fragment was purified from
the agarose gel using a Qiagen gel extraction kit, subsequently digested with
HindIII and Esp3I for 1 hr at 37 °C, and again purified from the agarose gel.
The recovered M-MuLV reverse transcriptase library after the 5™ selection
round was ligated into the plasmid vector prepared from the
pET his MLV _pD digested with Ncol and Hindlll, giving a new plasmid,
pET his MLV (7474 bp), encoding the M-MuLV reverse transcriptase
without the pD fusion on the C terminus, but with the N-terminal his-tag used
for affinity purification. The ligated M-MuLV reverse transcriptase library
was electroporated into the T7 expression strain ER2566. The individual
clones were sequenced using a capillary sequencer and analyzed.

Construction of the single and multiple M-MuLV RT mutants
Single and double mutations were introduced into the M-MuLV RT gene
using the megaprimer method (13). The first PCR was performed to generate
a gene fragment containing the specific mutation. Afterwards, the generated
fragment serves as a megaprimer for the second PCR, enabling the
amplification of a gene with the desirable mutation. Usually, 25-30 cycles of
PCR were performed in 100 pl volume using 2U of Phusion Hot-Start II High-
Fidelity DNA polymerase in Phusion HF buffer, containing 0.25 mM of
dNTPs, 0.4 uM of forward and reverse primer each (during the first PCR), or
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0.02 uM of megaprimer and 0.4 uM of reverse primer (during the second
PCR).

Protein purification

The genes of all M-MuLV reverse transcriptase variants, along with the wt
protein encoding gene, were cloned into the pET21b plasmid, containing N-
terminal His-tag for affinity purification (Novagen). The reverse
transcriptases were expressed in E. coli ER2566 cells and purified using
affinity chromatography (Ni-NTA Superflow resin; Qiagen) as described (14).
RT mutant enzymes intended for the detailed biochemical analysis
experiments were additionally purified using ion exchange (P11 resin;
Whatman) chromatography as described (14). Protein concentrations were
determined using Bradford reagent and BSA standard. The homogeneity of
the purified proteins was >90%, as judged by SDS-PAGE.

RT activity measurement
The reverse transcriptase activity of the purified enzymes was determined
using poly(rA)/oligo(dT)12-18 substrate, incubating reaction mixtures for 10
min at 37°C, as described (14). Additionally, the enzymatic activity of the
thermostable mutants was measured at 50°C. The specific activity of reverse
transcriptases was obtained by dividing reverse transcriptase activity by the
total protein concentration.

c¢DNA synthesis at different temperatures

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) and
its control RNA of 1.1 kb with a 3’-poly(A) tail, in combination with the
oligo(dT)s primer, was used to check the ability of the purified reverse
transcriptases to synthesize cDNA at different temperatures. cDNA was
synthesized using the kit’s components and following the provided protocol
with only some minor modifications (the reverse transcription reactions were
performed in a 96-well PCR plate in Eppendorf Mastercycler gradient PCR
machine, applying the temperature gradient from 41.9 °C to 62.1 °C, without
5 min preincubation at 37 °C). The synthesized cDNA was analyzed using
alkaline agarose gel electrophoresis and stained with ethidium bromide.

c¢DNA synthesis reaction rate
The reaction rates were determined by measuring the [3H]-dTTP
incorporation rate on a 28 nt DNA primer / 1.3 kb RNA template. The
reactions were carried out in the RT buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C),
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50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 10 mM DTT) containing 200 nM primer-template,
1 mM of each dNTP, 1 uM 2.805 TBg/mmol [3H]-dTTP (PerkinElmer) and
10 nM enzyme at either 37° or 50°C. After 0, 8, 15, 30, 60, 120, 240, and 300
min of incubation, aliquots were taken from the reaction mixture and stopped
by the addition of an ice-cold EDTA to a final concentration of 20 mM. The
incorporation of [3H]-dTMP into the polynucleotide fraction was measured,
and the amount of incorporated dTMP was calculated by comparing the
radioactivity of the DE-81-bound cDNA to the radioactivity of the reaction
mixture. The total number of incorporated nucleotides was determined by
considering the sequence of the 1.3 kb RNA used as a template and plotted as
a function of time. The initial velocity values were determined from the slope
of the linear part of the graph.

Stability evaluation of ribosome-mRNA-reverse transcriptase ternary
complexes
Synthesis and purification of tritium-labeled mRNA

The M-MuLV reverse transcriptase encoding mRNA was synthesized in vitro
under the following conditions: 200 mM HEPES-KOH (pH 7,6 at 25°C)
buffer, 30 mM magnesium acetate, 40 mM DTT, 2 mM spermidine, 7 mM of
each NTP, 1 U/ul of Ribolock ribonuclease inhibitor (Thermo Fisher
Scientific), 0,8 U/ul of T7 RNA polymerase (Thermo Fisher Scientific), and
10 ng/pul of DNA fragment encoding the wt RT in the presence of 180 pnCi of
2,5>,8 —3H Adenosine 5’ — triphosphate (GE Healthcare, 295,2 Ci/mmol). The
transcription reaction was carried out at 37°C for 3 hours. The radioactive
mRNA was precipitated using 3 M LiCl and washed with 75% ethanol. The
pellet was suspended in water, and DNase I was applied to digest the residual
DNA template. Additional purification of mRNA was carried out using
ethanol precipitation. The concentration of mRNA was determined
spectrophotometrically and confirmed by gel analysis. The specific
radioactivity of the RNA transcript was 704000 cpm/pg.

Synthesis and purification of ternary complexes
The in vitro translation reaction was performed in 25 pl total volume, using
all the necessary components from the Roche RTS100, E. coli HY kit in the
presence of 25 U of Ribolock (Thermo Fisher Scientific), 10 mM DTT, 200
uM of assrA oligo and 1,2 pg (~10'> molecules) of mRNA, radioactive or non-
radioactive, lacking a STOP codon. The reaction was carried out for 20
minutes at 30°C and stopped by adding 155 ul of ice-cold stopping buffer
WBKso0 (50 mM Tris-acetate pH 7.5 at 25°C; 50 mM NaCl; 50 mM Mg-
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acetate; 500 mM KCI) with 10 mM DTT, 0.1% (v/v) Triton X-100 (Sigma).
The ternary complexes were purified by ultracentrifugation at 100’000 rpm
for 9 min at +4 °C (TL-100 ultracentrifuge; TLA100.2 fixed angle rotor;
transparent 1 ml ultracentrifugation tubes; all from Beckman) using 35%
sucrose solution in buffer WBKspp+DTT+triton and dissolved in 30 pl of the
same WBK;soo+DTT+triton buffer.

Measurement of a ternary complex dissociation

To reduce the nonspecific binding of RNA to the leaflets of a nitrocellulose
membrane (Protran BA 85; Schleicher & Schuell), the leaflets were treated
with 0,5 M NaOH for 30 min and washed with an excess of nuclease-free
water (15). Dissociation of the ternary complex was measured using 1x RT
buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.3 at 25°C, 50 mM KCl, 4 mM MgCl,, 10 mM
DTT) supplied with 1 mM of each ANTP or using 1x Taq buffer (10 mM Tris-
HCI, pH 8,8 at 25°C, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,08% Nonidet P40)
supplied with 0,2 mM of each dNTP. The nitrocellulose membrane leaflets
were equilibrated against the appropriate buffer in the presence of 10 ng/ul of
yeast tRNA (Roche). The reaction mixtures, containing 1 pl of radioactive
ternary complex solution (~8x10° molecules) in 50 ul of RT or Taq buffer
supplied with dNTPs, were incubated at different temperatures for varying
reaction times. After incubation, the ribosomal complex dissociation was
stopped by chilling the reaction tubes on ice and adding MgCl, to a final 50
mM concentration. Furthermore, unlabeled yeast tRNA (Roche) was added to
the final concentration of 50 ng/pl to reduce the nonspecific binding of RNA
to the nitrocellulose filter. Stopped reaction mixtures were filtered through the
nitrocellulose leaflets using the laboratory vacuum pump. The leaflets were
additionally washed with 200 pl of RT or Taq buffer supplemented with
MgCl, to 50 mM concentration. Later, the leaflets were dried, and the
radioactivity of each leaflet was measured.

Preparations of emulsions and cDNA synthesis
The reverse transcription reaction (50 ul volume) was held in RT buffer or
Taq polymerase buffer, supplemented with RiboLock RNase inhibitor to
1U/ul concentration, pD 42 (5’-TTACGGCTGGAGGTG-3’) primer to 1
mM concentration and 0,3 ul (2,7x10° molecules) of TC. The oil-surfactant
mixture for emulsification was prepared by mixing ABIL EM 90
(Goldschmidt) into mineral oil (Sigma) to a final concentration of 4% (v/v)
(6). The emulsions were prepared at +4°C in 5 ml cryogenic vials (Corning)
by mixing 950 pl of oil-surfactant mixture with 50 pl of RT reaction mix. The
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RT mix was added in 10 pl aliquots every 30 s, continued mixing for two more
minutes (total mixing time 4 min). This procedure generates 10'° water-in-oil
compartments with one TC per 3-4 compartments. During the selection of the
thermostable mutants, reverse transcription was performed for 1 h by
increasing the temperature from 42°C to 60°C. Reactions were stopped by
cooling the mixture to +4°C. During selection in the Taq buffer, reverse
transcription was performed at 42°C by decreasing the reaction time from 1h
to 5 min. Reactions were stopped by cooling the mixture to +4°C and adding
EDTA to 50 mM final concentration.

Isolation of cDNA
After the cDNA synthesis, emulsions were moved to 1,5 ml tubes, centrifuged
for 1 min at room temperature and at 25000 x g speed. The oil phase was
removed, leaving a concentrated but still intact emulsion at the bottom of the
tube, and 250 pl of binding buffer (PCR purification kit, Thermo Fisher
Scientific) were added. Finally, the emulsions were broken by extracting them
with 0,9 ml water-saturated ether, 0,9 ml water-saturated ethyl acetate, and
again, 0,9 ml water-saturated ether. The water phase was dried for 5 minutes
under vacuum at room temperature.

The synthesized cDNA was purified with a PCR purification kit (Thermo
Fisher Scientific) and eluted in 30 pl of elution buffer.

Fidelity analysis
Fidelity comparison of the thermostable multiple mutant mut5 and wild type
enzyme was performed by synthesis of 1.3 kb cDNA from GAPDH mRNA at
37°C and 50°C, conversion of cDNA into double-stranded DNA (RevertAid
Premium Double-Stranded cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific),
cloning of the resultant DNA into the pJET1.2/blunt cloning vector (CloneJET
PCR Cloning Kit, Thermo Fisher Scientific) and sequencing of the individual
clones (15347 nucleotides in total were sequenced for the wt enzyme and
21437 nucleotides for the mut5 mutant).

The fidelity of the M-MuLV RT mutants obtained after selection in the
Taq reaction buffer was measured using the massive parallel sequencing
approach, as described (16). Briefly, control RNA was purified from E. coli
JM109 cells, a DNA primer was annealed to the RNA, and cDNA was
synthesized in a Taq reaction buffer. cDNA was quantified using qPCR and
prepared for sequencing by adding unique molecular identifiers (UMIs).
Sequencing was performed using the lon PGM™ Sequencing 200 Kit V2, Ion
316™ Chip V2, and lon PGM system, as specified by the manufacturer. Only
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the reads that passed platform QC requirements and had an expected length of
14nt bases before the template matching region were used for analysis. A
mutation in a read was analyzed only if the base calling quality at a position
site was >20. At least three reads with identical 14 nt length random sequence
barcodes were required to be grouped into a valid read family. A mutation was
considered to be of the enzyme origin and included in fidelity analysis only if
it was present in all members of the family. The shortest length of the family
members was used for analysis. The corresponding error rate was calculated
by summing up the counts of mutations and the lengths of all read families.

Thermostability measurement of the M-MuLV RT mutants

The stability of RT mutants was determined by measuring the residual activity
of the enzymes at 37°C after preincubation at 50°C in the presence of the
template—primer substrate. The reaction mixture containing RT (1.85 ng/10
ml, 2.4 nM) and poly(rA)/oligo(dT)18 substrate (6 mM) in the RT reaction
buffer (50 mM Tris—HCI (pH 8.3 at 25°C), 50 mM KCl, 4 mM MgCl,, 10 mM
DTT) was incubated at 50°C. The aliquots of 10 ml were taken after 0, 8, 15,
30, 60, 120, 240 and 300 min and mixed with an equal volume of additional
reaction mixture (RT buffer supplemented with 6 mM poly rA/oligo dT18, 0.5
mM dTTP and 0.365 uM 0.555 TBg/mmol [3H]-dTTP) preincubated at 37°C.
The reaction was carried out for 20 min at 37°C and stopped by adding 5 ml
of ice-cold 100 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The activity
units were determined by measuring the [3H]-dTMP incorporation into a
polynucleotide fraction adsorbed on DE-81 filter paper (Whatman). The
dependencies of the residual activity on the preincubation time were plotted
using the Prism 4 program (GraphPad Software Inc.). The thermal inactivation
rates Kinact Were determined by fitting single exponentials to the experimental
data. The thermal inactivation half-life values ti», were calculated from the
ratio In(2)/Kinact.

Measurement of the DNA/RNA substrate binding
The RNA oligonucleotide 5’-CGGGAUACCGUCCAGCGACAUUCU
UCCUCGGUACAUAAUCUCCUUUGG-3° was labeled wusing T4
polynucleotide kinase (Thermo Fisher Scientific) and [y-32P]-ATP (6000
Ci/mmol; Perkin Elmer) and annealed with a 1.2 - fold excess of the
complementary DNA oligonucleotide 5°-CCAAAGGAGATTATGTACC
GAGGAAGAATGTCGCTG-3¢ in 50 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C or 8.8 at
25°C), 10 mM EDTA, 20 mM KCI. The RTs were diluted with the dilution
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buffer (10 mM Tris—HCI (pH 8.3 at 25°C), 20 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.2%
Triton X-100 or 1x Taq buffer without MgCl,), mixed with the radiolabeled
primer—template substrate in 20 pl of the binding buffer (50 mM Tris—HCI
(pH 8.3 at 25°C), 50 mM KCIl, 10 mM DTT or 1x Taq buffer without MgCl»)
supplemented with 10 % glycerol and incubated for 30 min at room
temperature. Free and protein-bound RNA-DNA heteroduplexes were
separated on the 8% non-denaturing polyacrylamide gels. Radiolabeled bands
were detected using a Typhoon Trio imager (GE Healthcare) and quantified
using TotalLab software. The equilibrium dissociation constants (Kq) were
determined by fitting equation [E-S] = {Kp + [E]Jo + [S]o — [(Kb + [E]o + [S]o)?
—4 = [E]o = [S]0]>°}/2 to the experimental data. [E]o and [S]o are total enzyme
and template—primer concentrations, respectively, and [E'S] is the
concentration of the enzyme—substrate complex.

Measurement of the DNA synthesis effectivity
When measuring the cDNA synthesis using thermostable mutants, the
RNA/DNA substrate was prepared by mixing 1 ug of 1.1 kb or 7.5 kb target
RNA and 1 pl of 100 mM oligo(dT)s or 0.1 pl of 100 mM Eco31lrev 5°-
CACGCTCACCGGCTCCAGAT-3" oligonucleotide, respectively. The
mixture was supplemented with 2 pl of 10 mM dNTP mix and nuclease-free
water to a final volume of 13.5 pl, heated at 65°C for 5 min, and placed in a
cold rack. After that, RT buffer (final composition 50 mM Tris—HCI (pH 8.3
at 25°C), 50 mM KCI, 10 mM DTT, 4 mM MgCl,) and RiboLock RNase
Inhibitor to 1 U/ul were added. RTs were diluted in the dilution buffer (10
mM Tris—HCI (pH 8.3 at 25°C), 20 mM NaCl, 1 mM DTT, 0.2% Triton X-
100) to a 100 pl concentration. 2 pl (200 U) of each enzyme were added to 20
ul of the reaction mixture. Reactions were performed in the Mastercycler
gradient PCR machine (Eppendorf) under a wide range of temperatures (37—
69°C) for 1 h. The reactions were stopped by adding 4 pl of 6x alkaline
electrophoresis loading buffer (180 mM NaOH, 6 mM EDTA, 18% Ficoll 400,
0.05% bromecresol green) and incubated at 80°C for 10 min, chilled on ice,
and loaded onto a 1% alkaline agarose gel. Electrophoresis was performed,
and the gel was stained in ethidium bromide solution and visualized.

After the selection experiment in 1x Taq buffer, cDNA synthesis of the
M-MuLV mutants was performed by annealing 2 pug of 7.5 kb RNA and 1 pl
of 10uM Eco31lrev oligonucleotide along with 0.4 pl of 10 mM dNTPs in
15.3 pl of 1x Taq buffer without MgCl,. The mixture was heated at 65°C for
5 min, placed in a cold rack (+4°C) for 10 min, and supplemented with 3.7 pl
of 1x Taq buffer with RNase inhibitor (Thermo Scientific), MgCl; to a final
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concentration of 1.5 mM, and 1 U/ul of RNase inhibitor. RTs were diluted in
1x Taq buffer without MgCl, to 100 U/ul, and 1 pl of each enzyme was added
to the final reaction volume of 20 pl. Synthesis of cDNA was performed at
42°C in a water bath and stopped after 10, 20, 30, 40, and 60 min by adding 4
pl of 6x alkaline electrophoresis buffer (180 mM NaOH, 6 mM EDTA, 18%
Ficoll 400, and 0.05% bromcresol green). The reaction products were
analyzed as described above.

Processivity measurement

The processivity of the thermostable point mutants was measured as follows:
100 nM 5‘-FAM-labeled primer FAMECO (5°-CACG
CTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAG
GGCCGA-3°) was annealed to the synthetic 7.5 kb RNA (200 nM) in the
annealing buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25°C), 40 mM KCl, and 1 mM
EDTA). The enzyme (10 nM) was preincubated for 30 min at room
temperature with the substrate (2 nM) in 10 pl of the reaction buffer (50 mM
Tris—HCI (pH 8.3 at 25°C), 50 mM KCl, and 10 mM DTT) supplemented with
dNTPs to a final concentration of 1 mM. The reactions were started by adding
40 pl of the reaction buffer (50 mM Tris—HCI (pH 8.3 at 25°C), 50 mM KCl,
10 mM DTT and 5 mM MgCl, supplemented with a trap (8 mg/ml poly(A)
RNA and 0.32 mg/ml oligo(dT)18), incubated at 37°C for 30, 40, 50 or 60
min and stopped by adding EDTA to 100 mM. The control experiments were
performed by adding the enzyme to the reaction mixture containing both the
substrate and the trap and incubating the mixture at 37°C for 60 min. The
synthesized cDNA was released from the RNA-cDNA-RT complex by
treating the reaction mixture with proteinase K (0.5 mg/ml) in the presence of
3 M urea. After 3 h at 37°C, proteinase K was inactivated by heating at 65°C
for 30 min, followed by phenol-chloroform extraction. The reaction products
were ethanol-precipitated and dissolved in 10 pl of nuclease-free water. One
microliter of reaction products was mixed with 0.24 ul of GeneScan 500 ROX
size standard (Applied Biosystems) and 9 pl of formamide. DNA fragments
were fractionated using a sequence analyzer (Applied Biosystems) and
analyzed with ABI PRISM GeneMapper Software version 3.0. The peaks with
a signal level above the background were integrated to obtain the intensity at
each position, and the product length for each position was determined by
applying the amplified fragment length polymorphism analysis pattern. The
processivity was calculated using the equation P = }'(L, x I,)/P(l,), where L,
is the length and In is the intensity of each analyzed cDNA fragment.
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When measuring the processivity of the multiple thermostable mutants,
DNA primer Eco31Irev was 5°-labeled using T4 PNK and [y-33P]ATP and
annealed to the 7.5 kb synthetic RNA, yielding the radiolabeled primer—
template substrate. Reactions were performed as above; the products were
analyzed by alkaline agarose gel electrophoresis along with the 5°-**P
phosphorylated DNA size markers. The DNA fragments in dried gels were
visualized by a phosphoimager. The approximate fragment lengths and
intensities required for processivity determination were quantified using
TotalLab software.

The substrate for the processivity measurement of the mutants, selected
in 1x Taq buffer, was prepared by annealing the DNA oligonucleotide to
synthetic RNA as described above with minor modifications in annealing
buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 40 mM KCl and 1 mM EDTA).
The RTs were diluted to 125 nM concentration using 1xTaq buffer (without
MgCl,) and preincubated for 30 min at room temperature with 25 nM substrate
in 10 pl of 1xTaq buffer without MgCl,, supplemented with 0.5 mM of each
dNTP. The reactions were started by adding 15 ul of 1x Taq buffer with 2.5
mM MgCl, (final concentration after mixing 1.5 mM), along with a trap, as
described above. Reactions were incubated at 42°C for 30, 40, 50, and 60 min
and stopped by adding EDTA solution to 20 mM. The reaction products were
fractionated using a sequence analyzer, and the average length of the product
was calculated.

Kinetic analysis of the polymerase reaction
The substrate for kinetic analysis was prepared by annealing 5-FAM labeled
oligonucleotide FAMGAPDH (1 uM) to 1.3 kb GAPDH RNA (1.5 puM) in the
annealing buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C), 40 mM KCl, and 0.2 mM
EDTA). The RTs were diluted in 1x Taq buffer without MgCl, (10 mM Tris-
HCI, pH 8.8 at 25°C, 50 mM KCI, 0.08% Nonidet P40). Prior to the reactions,
the mutant enzymes (1 uM) were preincubated with the RNA/DNA substrate
(40 nM) along with the variable concentrations of dNTPs (20 uM, 8 uM, 3.2
uM, and 1.28 uM of each dNTP) in 1x Taq buffer without MgCl, for 5 min at
37°C. The reactions were started by adding MgCl, to a 1.5 mM concentration
and terminated by adding EDTA solution to a 20 mM concentration after 1—
12 min of incubation. For cDNA analysis, 0.5 pl of the reaction products was
mixed with 0.5 pl of GeneScan LIZ1200 size standard (Applied Biosystems)
and 9.5 ul of formamide. The DNA fragments were fractionated using a
sequence analyzer ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (POP7, 50 cm, Applied
Biosystems) and analyzed with ABI PRISM GeneMapper Software version
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3.0. The peaks with a signal level above the background were integrated to
obtain the intensity at each position, and the product length for each position
was determined by applying the amplified fragment length polymorphism
analysis pattern. The average length of the reaction product was calculated
using the equation P = X(L, x 1,)/X(l,), where Ln is the length and In is the
intensity of each analyzed cDNA fragment. The amount and the concentration
of incorporated dNTPs were calculated from the average reaction product. The
Km and Vimax values were estimated by fitting the Q4 kinetic data to Eadie—
Hofstee plots, and ket was calculated by dividing Vmax/[ EJeotal.

Measurement of RNase H activity

To measure the RNase H activity of M-MuLV RT, the enzymes were diluted
with 1x Taq buffer (without MgCl,) to a concentration of Q5 0.2 mg/ml.
About 5 pul of reaction substrate (240 mM [*H] — poly(A):poly(dT) (1:2)) was
mixed with 1 mg of the enzyme and incubated for 20 min at 37°C in 50pl of
1x Taq buffer, supplemented with 1.5 mM MgCl,. The reactions were stopped
by placing the tubes on ice and adding 50 ul of BSA (10 mg/ml) and 100 pl
of 10% trichloroacetic acid (Sigma) to precipitate all proteins and nucleic
acids. Reaction mixtures were incubated on ice for an additional 10 min and
centrifuged for 10 min at 12000x g. About 100 pl of the supernatant
containing the acid-soluble fraction were taken for radioactivity
measurements. The RNase H activity of RTs was calculated, considering that
1 U of the enzyme hydrolyzes 1 nmol of RNA in 3H-labeled poly(A):poly(dT)
substrate to acid-soluble material in 20 min at 37°C.

Data analysis
Nonlinear regression for dissociation constant and kinetic analysis was
performed using GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software Inc.). The
results from repeated experiments are presented as the average value £1SD
unless otherwise noted.

The model of the full-length M-MuLV reverse transcriptase
The model of the full-length RNase H domain was produced using the PDB
structures 2hb5 and 2qk9 (17,18) as templates. The structural superposition
was performed using the MultiProt server (19). The superposition was done
at 3 A resolution by considering the sequence order. After visual examination
of the superimposed structures, it was decided to use the 2hb5 structure with
excluded H96-1104 residues and the C-helical region comprising the residues
from A93 to 1239 from the 2qk9 structure for further modeling. 300 model
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structures were generated using the MODELLER 9.9 program (20) with
default parameters for the automodel class. The model having the lowest
DOPE score was selected for further work. The initial full-length M-MuLV
RT model was generated using the I-Tasser server (21) (version available on
the 23rd of August, 2011), using the PDB structure 2fjw: A as a template (22).
I-Tasser modeling engine additionally used the M-MuLV RT structures
Irw3:A (23) and Imml:A (24), and the HIV reverse transcriptase structures
Imu2:A (25), 1vrt:A (26), and 2zd1:A (27). Therefore, the initial model of the
RNase H domain and its orientation was generated entirely based on the
structures of the HIV RT. The C-alpha RMSD between the initial model and
the M-MuLV structure 1rw3 was 1.09 A (421 residues were aligned by the
Multiprot server). The final full-length model was produced by replacing the
RNase H domain in the initial full-length model with the model of the RNase
H domain described above using PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 1.4.1, Schrodinger, LLC). To remove the steric clashes, the
resultant structure was supplied as a user-specified template for the I-Tasser
server (version available on the 5th of September, 2011). The RMSD between
the final model and the PDB structure 1rw3 of the M-MuLV polymerase
domain was 1.04 A (421 residues aligned), and the RMSD between the final
model and the PDB structure 2hb5 of the RNase H domain was 1.27 A (132
residues aligned).

RESULTS

Thermostability of the ribosomal ternary complex
An in vitro evolution method based on the compartmentalization of the ternary
complex (TC), consisting of mRNA, protein, ribosome, and tRNA, was
developed in the R&D center of Thermo Fisher Scientific Baltics. This method
allows the selection for catalytic activity under the conditions of free
intermolecular interaction between the enzyme and a substrate. The selection
experiment using bulk solutions of TCs is only possible if, during incubation,
the TCs maintain their integrity and the product of the reaction catalyzed by
the enzyme molecule of each TC becomes physically linked to the mRNA of
the same TC. Otherwise, the genotype—phenotype linkage would be lost.
Because of this, in the first stage of this research, the properties of the TC were
investigated. The nitrocellulose filter binding assay was employed to measure
the thermostability of the ribosomal ternary complex, consisting of M-MuLV
reverse transcriptase, E. coli ribosome, and mRNA encoding the reverse
transcriptase. The radioactively labeled mRNA was synthesized using [*H]-
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ATP, and in vitro translation reaction was performed to obtain the ternary
complexes. After that, TCs were purified and resuspended in the reverse
transcription buffer with 50 mM MgCl,. Such a mixture was incubated at
+4°C for 8§ to 64 minutes and filtered through specifically prepared leaflets of
a nitrocellulose membrane. Nitrocellulose binds proteins but does not bind
nucleic acids. Tritium-labeled mRNA is retained on a nitrocellulose filter only
if a ternary complex is undisrupted. The amount of intact TCs was revealed
by measuring the radioactivity of nitrocellulose leaflets. As expected, TCs
appeared to be stable at high magnesium concentration and low temperature
(Fig. 1A). Reverse transcription reaction buffer with 4 mM of MgCl, and 1
mM of each dNTP and Taq buffer with 1.5 mM MgCl, and 0.2 mM of each
dNTP were used to evaluate TC stability at different temperatures. It was
shown that TCs decay rapidly at higher temperatures; however, they are a bit
more stable in the Taq buffer (Fig. 1B, C). It should be noted that the amount
of intact TC unexpectedly increases during incubation at 50 °C (Fig. 1C). This
could be explained by considering the property of M-MuLV RT to melt on the
substrate during thermal denaturation (28,29,30).
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Fig. 2 Stability of TC in various conditions. A — TC was incubated in RT
buffer supplemented with 50 mM MgCl,, B — Taq polymerase buffer with 1.5
mM MgCl; and 0.2 mM of each dNTP, C — RT buffer with 4 mM MgCl, and
1 mM of each ANTP.
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Proof of principle experiment
To demonstrate the power of selection, a mixture of mRNA’s encoding the
wild type and deletant variants of RT at the ratio 1:50 was prepared and
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subjected to one round of selection according to the CRD scheme shown in
Fig. 1. Three independent experiments resulted in a final gene ratio roughly
1:1 (Fig. 3, lane 2) that corresponded to the enrichment factor of 50, defined
as a ratio between the final and initial ratios of wt/del. Several control
experiments performed in parallel indicated that the obtained result was
dependent on the selection and was not an artifact. The band corresponding to
the wt M-MuLV gene was not observed in the gel when the reaction mixture
was supplemented with the active RT before emulsification (Fig. 3, lane 3) or
dNTPs were omitted during the cDNA synthesis step (Fig. 3, lane 1).

PCR controls
= + 1 20 5

e

0.9 kb

N

Negative control (-dNTP)

0.7 kb

DNA ladder mix

After CRD selection
Without selection

Fig. 3 Single-round selection for active RT. All CRD selection reactions,
performed in emulsions, were set up with a 1:50 ratio of the wt M-MuLV:del
M-MuLV mRNA and incubated for 1 h at 42°C. A nested PCR was used to
amplify the region of synthesized cDNA, within which the deletion of del M-
MuLV variant was located. The positive (the DNA target was a mixture of the
1:1 wt and del genes of M-MuLV RT) and negative (no DNA) PCR controls
are given on the left side of the gel for the reference. The expected length of
the PCR fragments is 907 bp for the wt and 736 bp for the del variants of M-
MuLV. Lane l—a negative control of the reverse transcription reaction
(performed without dNTP) used to control for the DNA contamination and
sample cross-contamination; lane 2—cDNA amplification after the CRD
selection; lane 3—the control of the cDNA amplification without selection
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pressure applied (cDNA is synthesized in emulsion, using the reverse
transcription reaction supplemented with the RevertAid H minus RT).

Selection and characterization of thermostable M-MulLV
transcriptase variants
The efficiency of cDNA synthesis is highly dependent on RNA secondary
structures. Elevated temperature is a key factor required to destabilize these
structures. Therefore, a thermostable reverse transcriptase that functions
effectively at elevated temperatures is a highly desirable enzyme.

Results of selection of thermostable M-MuLV mutants
The mutant library of M-MuLV RT was constructed by the error-prone PCR
of the whole gene. The final in vitro amplified M-MuLV RT library was used
to generate TCs. Formed TCs (<2.7x10° molecules) were emulsified in the
reverse transcription reaction mixture and incubated for 1 h at temperatures
increasing with every subsequent selection round: 50°C, 52.5°C, 55°C,
57.5°C, and 60°C. The library of genes after the last selection round was
cloned into the expression vector. Among 103 randomly picked and
sequenced genes, we have found 97 unique mutated sequences and 1 wild-
type sequence. Five sequences were repeated twice. Mutational load in
selected genes as compared with the initial library was substantially increased,
on average 8.1 nucleotide mutations per gene versus 2.3, correspondingly. The
ratio of transversions to transitions after the selection (1:4.5) was also
substantially increased compared with the initial library (1:20). The number
of amino acid changes in selected mutants varied from 1 to 12, with an average
of 5 amino acid substitutions per gene (1.5 in the initial library). Most mutants
(70/102) had 3—6 amino acid substitutions per sequence.

After multi-round selection, we have identified mutations at amino acid
positions, which were already known to affect the different properties of the
M-MuLV RT: turn off the RNase H activity, increase thermostability, fidelity,
processivity, resistance to common reverse transcription-quantitative PCR
inhibitors, affinity for the template-primer, decrease the terminal
deoxynucleotidyl transferase activity (31,32,33,34,35,36,37,38). According to
the literature, all these mutations contributed to the thermostability and/or
improved enzyme performance at elevated temperature in one way or another.

In addition, we have identified many previously unknown “hot spots” in
the RT at positions D200, L603, T330, L139, Q221, and T287. The most
frequently mutated positions of the M-MuLV found in our selection are
presented in Table 1.
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Table 1. The most frequently found mutations of M-MuLV RT after selection
of thermostable mutants

Position Number of Mutation Number of
clones substitutions
D524 (39,32) 31 G 20
A 10
N 1
D200 30 N 25
A 3
G 2
D653 (33) 23 N 10
G 5
A 4
H 3
A% 1
D583 (39,32) 21 N 10
G 7
A 3
E 1
L603 W 17
M 1
T330 15 P 15
L139 14 P 14
H204 (32) 7 R 7
Q221 6 R 6
T287 6 A 6
149 5 A% 4
T 1
N479 5 D 5
H594 5 R 4
Q 1
F625 5 S 3
L 2
P65 4 S 4
H126 4 R 2
N 2
L333 4 Q 3
P 1
A502 4 A% 4
E607 4 K 2
A 1
G 1
H638 (33) 4 R 4
K658 4 R 3
Q 1
P130, Q237, Y344, 3
M428, D449, A644,
N649, L671
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Thermostability testing of the selected mutants

To assess the phenotype of the selected clones, 55 randomly picked genes
from the pool of sequenced genes were expressed in E. coli and purified using
single-step His-tag affinity chromatography. Over 70% of tested variants
revealed RT activity, which was evaluated at different temperatures. The RT
activity at 50°C (shows stability with substrate) and residual activity at 37°C
after 5 min of preincubation without a substrate in RT buffer at 50°C (shows
intrinsic stability) were normalized to the activity of the enzyme at 37°C,
designated to be 100% (Fig. 4). The average value of the wt M-MuLV RT
activity at 50°C reached almost 50% of the activity at 37°C.

180
160
140
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80

RT activity, %

60

40

20

Fig. 4 Normalized RT activities of the wt and mutant RT variants. Two types
of columns show the percent of RT activity at 5S0°C normalized to the activity
at 37°C (light columns) and the residual RT activity at 37°C after 5 min
incubation without the substrate at 50°C (dark columns).

Three-quarters of the tested mutants were, on average, twice more active at
50°C when compared with the wt enzyme, while the activity of some mutants
exceeded 3-fold increase (Fig. 4). Less than half of the tested enzymes showed

increased residual activity compared with the wt variant when pre-incubated at
50°C for 5 min without a substrate.
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Some enzymes with higher RT activity at 50°C, with or without improved
intrinsic stability, were present in the screened pool of clones, as well as enzymes
with reduced RT activity at 50°C but higher intrinsic stability.

Our results imply that CRD selection was predominantly directed towards
increased thermostability of the enzyme in the complex with a substrate and not
necessarily towards increased intrinsic thermostability of the enzyme alone. This
notion is supported by previous reports showing that RT bound to a substrate is
stabilized against heat inactivation, and mutants with increased binding affinity to
primer template are preferentially selected (32,33,39,40).

Some of the best-performing enzymes were tested for their ability to
synthesize a 1.1 kb cDNA from the RNA template at different temperatures (Fig.
5). Mutants 20, L5 35,15 64,15 65,and L5 43 could accomplish the synthesis
of the full-length 1.1 kb ¢cDNA at 53—58°C. In contrast, the synthesis by the wt
enzyme could not occur above 48°C. Activity testing and ability to synthesize 1.1
kb cDNA at increased temperatures show that in vitro evolution of M-MuLV
using the CRD approach resulted in the selection of thermostable RT mutants.

M-MulV(wt) L5_64
M 1 234 5 6 7 8 9 10M M 1 2 3 45 6 7 89 10M

.wew ans
-
20 L5_65
M1 2 3 4 5 6 7 8 910M M 12 3 4 56 7 8 %910 M
- .. - - -
'.......
e LD

L5_35 L5_43
M 12 3 4 56 7 8 910 M M 12 3 4 5 6 7 8 910 M
-—--- - - -

et i, . L) L

Fig. 5 Synthesis of the 1.1 kb cDNA at different temperatures. Alkaline
agarose gel electrophoresis was performed with the L5 64, 20, L5 65,L5 35,
L5 43 mutants of the M-MuLV RT and the wt enzyme. M—marker; lanes 1—
10 cDNA synthesized at different temperatures: 41.9°C, 43.6°C, 45.5°C,
47.8°C, 50.4°C, 53.1°C, 55.8°C, 58.1°C, 60.1°C, 62.1°C, respectively.
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Thermostability testing of the point mutants

M-MuLV RT single point mutants, containing the 28 most frequent mutations
obtained in the selection experiment, were constructed, and the enzymes were
expressed and affinity-purified. The thermostability of the RT point mutants
was evaluated by measuring the RT activities on a synthetic
poly(rA):oligo(dT)is substrate at 37°C and 50°C, and calculating the
50°C/37°C activity ratio. The best performing mutants (D200N, L603W,
T330P, Q221R, N479D, H594R, E607K, P130S, D449G, M66L and W388R)
exhibited a substantially higher 50°C/37°C activity ratio (=70%, Fig. 6) than
the wt M-MuLV RT (~50%). The wt RT and all mutant enzymes were also
tested in a reverse transcription reaction for the ability to synthesize 1.1 kb
cDNA at elevated temperatures. The reactions were performed on a synthetic
RNA substrate in a temperature gradient using a PCR instrument, and the
highest temperature of the 1.1 kb cDNA synthesis was determined by
analyzing the reaction products on an alkaline agarose gel. The maximum
temperature determined for the wt RT was 48°C (data not shown). Despite the
significantly increased 50°C/37°C activity ratio of many point mutants, only
four RT variants were able to accomplish full-length 1.1 kb cDNA synthesis
at higher temperatures than the wt enzyme: L603W (<53°C), and D200N,
Q221R, E607K (<50°C).
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Fig. 6. The 50°C/37°C activity ratio of the wt enzyme (white column) and
point mutants (gray columns). The average values of at least two independent
measurements are given. Gray arrows above the columns indicate RT variants
synthesizing 1.1 kb cDNA at >50°C. Amino acid positions selected for partial
site-saturation mutagenesis are denoted by gray rectangles.
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Furthermore, the partial site-saturation mutagenesis at the most
frequently mutated amino acid positions D200, L603, T330, L139, Q221, and
T287 was performed. This group was also supplemented with N479, H594,
E607, D449, M39 and M66 amino acids, as their mutations resulted in a higher
50°C/37°C activity ratio (Fig. 6). Typically, the set of mutations at each amino
acid position included all the mutations selected during the original in vitro
evolution experiment (e.g. D200N, D200A, D200G), similar amino acids (e.g.
D200Q, D200E), amino acids with the opposite properties (e.g. negatively/
positively charged—D200K, D200R, D200H, polar/ non-polar—D200V) and
completely different amino acids (D200W, D200P). The best-performing
amino acid positions were mutagenized more extensively (D200 — 11 variants;
L603 — 8 variants) than the others (M39 — 4 variants, M66 — 3 variants). All
the mutants were constructed, expressed, affinity-purified, and examined for
the 50°C/37°C activity ratio and the maximum 1.1 kb cDNA synthesis
temperature. Results of the measurement are shown in Fig. 7.
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Fig. 7. The 50°C/37°C activity ratio (expressed in percentage) of the wt
enzyme and point mutants. The average values of at least two independent
measurements are given. The mutant groups with substitutions at the same
amino acid position are denoted in alternating grey and black colors. The grey
arrows above the columns indicate reverse transcriptase variants that
synthesize 1.1 kb cDNA at >50°C.
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Biochemical characterization of the point mutants
To understand the mechanism behind the beneficial effect of individual
mutations, the detailed biochemical characterization of the wt enzyme and the
best-performing point mutants D200N, L603W, T330P, L139P, Q22IR,
T287A, N479D, H594K, E607K, D449G, M66L, and W388R was done.

The thermal inactivation rates of the wt enzyme and purified point
mutants at 50°C in the presence of the template-primer were measured. The
t12 values obtained for the mutants D200N (~180 min), L603W (~150 min),
L139P (~100 min) and T330P (~90 min) exceeded the ti» of the wt enzyme
(40 min) up to 4-fold (Fig. 8A). The ti» values of the other mutants fell within
the range of 45—76 min. Intriguingly, a decreased thermal inactivation rate at
50°C of some mutants did not result in a higher 50°C/37°C activity ratio. For
example, despite the longer ti» of the L139P mutant, its 50°C/37°C activity
ratio (~60%) was only slightly higher in comparison with the wt enzyme
(~50%, Fig. 6). On the contrary, the ti» of the Q221R mutant (~50 min) was
comparable to the wt enzyme. Still, the 50°C/37°C activity ratio was
significantly higher (~94%, Fig. 6).

Additionally, the equilibrium dissociation constants (Kg) for the
interaction of the wt and mutant RTs with the RNA-DNA substrate were
determined using the electrophoretic mobility shift assay. The substrate-
binding affinity of the D200N, L603W, L139P, N479D, H594K, E607K, and
D449G mutants was 2- to 5-fold increased in comparison with the wt enzyme
(Fig. 8B). This may account for the slower thermal inactivation (Fig. 8 A) and
higher 50°C/37°C activity ratio (Fig.6) of these RT variants.

The processivity of the wt and mutant RTs was tested using an FAM-
labeled DNA primer annealed to a long RNA transcript in the presence of a
substrate trap. The elongated primer was analyzed on a sequencing machine
along with the 35-500 nt ROX-labeled DNA ladder and quantified. The
stretches of cDNA synthesized by the E607K, Q221R, L139P, L603W, and
D200N mutants during a single polymerization event were 2- to 4-fold longer
in comparison with the wt enzyme (Fig. 8C). Increased processivity of these
mutants correlates with tighter substrate binding (Fig. 8B). However, mutants
N479D, H594K, and D449G, despite their improved affinity to the substrate
(Fig. 8B), displayed comparable processivity to the wt enzyme (22-32 nt, Fig.
8C).
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Fig. 8 Biochemical characterization of the M-MuLV RT point mutants. (A)
Thermal inactivation half-life of point mutants at 50°C. (B) Substrate-binding
affinity. (C) Enzyme processivity in nucleotides at 37°C. The average values
of at least three (A) or two (B and C) independent measurements +1 SD are
given. Mutations selected for the construction of multiply-mutated RTs are
denoted by gray rectangles.

Construction and characterization of the multiple mutants
New previously uncharacterized point mutations were combined to generate
the following multiple mutants: double mutant mut2 (D200N; L603W); triple
mutant mut3 (D200N; L603W; T330P); quadruple mutant mut4 (D200N;
L603W; T330P; E607K); and quintuple mutant mut5 (D200N; L603W;
T330P; E607K; L139P). The multiple mutant mut4_S identified during the in
vitro evolution procedure that contains three of the five mutations selected for
the rational construction (L139P; D200N; E607K) and an additional W388R
mutation was also characterized.

The thermal inactivation of the multiply-mutated variants was analyzed
in the presence of the substrate at 50°C. The experiment shows that the
combination of the beneficial D200N and L603W mutations in the double
mutant mut2 increased the half-life of the enzyme to ~360 min (Fig. 9A). The
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addition of the T330P mutation in the triple mutant mut3 further increased the
half-life to ~430 min. The E607K mutation slightly decreased the half-life of
the quadruple mutant mut4 to ~360 min, but the fifth replacement L139P
yielded the most thermostable RT variant mut5, with a 12-fold higher t,, value
than the wt enzyme and a 1.5-fold higher ti» value than the multiple mutant
mut4_S identified in the evolution in vitro experiment (~310 min).

Substrate binding affinity measurement revealed that the double mutant
mut2 binds the primer—template with comparable affinity (Kq ~ 500 pM) to
the mutants bearing the individual D200N and L603W mutations (Fig. 9B).
However, the addition of the T330P mutation in the triple mutant mut3
increased the affinity 3-fold (Kq ~ 150 pM); further addition of the E607K and
L139P mutations in the multiple mutants mut4 and mut5 resulted in even
higher DNA-binding affinities (Fig. 9B). The K4 of the best-performing
variant mut5 (~30 pM) was 50-fold higher in comparison with the wt enzyme
(~1500 pM, Fig. 9B) and was similar to the K4 of the multiple mutant mut4 S
identified in the original selection (36 pM).

The processivity measurement showed that the combination of the
beneficial D200N and L603W mutations acted cooperatively in the mut2
double mutant, increasing its processivity to 610 (+14) nt; a stepwise addition
of the T330P, E607K and L139P mutations in the mut3, mut4 and mut5
variants led to the processivity values of ~1000 — 1500 nt, up to 64-fold higher
in comparison with the wt enzyme (Fig. 9C). The processivity of the multiple
mutant mut4_S identified in the selection experiment was ~1000 nt and fell
within the processivity range (~600-1500 nt) of the rationally designed
mutants mut2-mut5. As expected, the processivity of the mutants correlated
with increased affinity for the substrate (Fig. 9B and C), suggesting that a
tighter substrate binding is the primary mechanism behind the higher
thermostability and processivity of the multiply-mutated RTs.
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Fig. 9. Biochemical characterization of the multiple M-MuLV RT mutants.
(A) Thermal inactivation half-life at 50°C. (B) Affinity to substrate. (C)
Enzyme processivity in nucleotides at 37°C. The average values of at least
three (A) or two (B and C) independent measurements +1 SD are given. For
clarity, all graphs contain data for the multiple mutants (black columns), the
wt enzyme (white column), and point mutants used for the rational design of
the multiple mutants mut2-mut5 (gray columns).

Additionally, the DNA synthesis rate for the wild-type and mutant
enzymes was determined using RNA substrate. The initial reaction rate
measurements were performed using the wt enzyme, single (D200N and
L603W), and multiple mutants at 37°C and 50°C. The initial nucleotide
incorporation rate, corresponding to the reaction Vmax, of all RT variants at
50°C was about 1.5- to 2-fold higher than at 37°C. Interestingly, the reaction
rates of multiple mutants slightly decreased with the number of point
mutations introduced when constructing the particular mutant (Fig. 10).
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Fig. 10. The rate of DNA synthesis. The average rate of nucleotide
incorporation was measured for the wild-type reverse transcriptase, point
mutants, and multiple mutants at 37°C (gray columns) and 50°C (black
columns). The average values of at least three independent measurements +1
SD are given.

To compare the performance of the wt M-MuLV RT and the newly
generated variants in real-life applications, the highest temperature suitable
for the synthesis of 7.5 kb cDNA was determined. The reactions with the wt
enzyme, single mutants used to generate the multiple mutants, and all the
multiply-mutated variants were carried out at 37°C—69°C for 1 h using a 7.5
kb-long RNA transcript as a template. The wt RT could accomplish synthesis
of the full-length 7.5 kb ¢cDNA only at 45°C (Fig.11). Single amino acid
mutants, except T330P, could synthesize 7.5 kb cDNA at higher temperatures
than the wt enzyme. The multiple mutants mut2, mut3, mut4, and mut5
showed a further increase in the maximum synthesis temperature (56°C, 59°C,
62°C, and 62°C, respectively, Fig.11), while the multiple mutant mut4 S
could synthesize 7.5 kb cDNA at >59°C. Thus, the best-performing multiple
mutant mut5 was able to accomplish synthesis of the full-length 7.5 kb cDNA
at 17°C higher temperature than the wt enzyme.
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column), the multiple mutants mut2-mut5 (black columns), and the point
mutants used for the rational design of the mut2—mut5 multiple mutants (gray
columns).

Selection and characterization of M-MuLV RT variants, effective at
low dNTP concentrations

Results of M-MuLV RT mutant selection, performed using low
dNTP concentrations
The CRD assay was employed to select M-MuLV RT variants capable of
efficient cDNA synthesis in Taq DNA polymerase buffer, thus making them
suitable for the one-step RT-PCR technique. The concentration of ANTPs in
the Taq polymerase buffer is five times lower compared to that in a typical RT
buffer. Since the M-MuLV RT wild-type enzyme showed substantial activity
in Taq buffer, a stepwise adaptation to the reaction buffer during the selection
was not necessary. For the first selection round, the reverse transcription
reaction was performed for 1 h at 42°C. The incubation time was decreased
stepwise down to 5 min. After the seven rounds of selection, 29 randomly
picked genes of selected M-MuLV RT were sequenced and analyzed. All the
encoded mutant proteins were unique, having 2—10 amino acid substitutions,
with an average of 5.2 amino acid changes per gene, indicating an
accumulation of mutations during the selection process as compared to the
initial mutant library of RT.

Among all the genes analyzed, 2/3 of them appeared to have mutations
in the active site of the enzyme: either in the V223 position of the active site
motif YVDD (24,41) or in the Q221 position nearby this motif (Table 2).
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Table 2. The most frequently found mutations of M-MuLV RT after selection
of mutants, functional at low dNTP concentrations

Position Number of Mutation Number
clones of clones
V223 (41,42,43) 10 M 6
A 4
Q221 (14) 8 R 8
C635 (44) 7 Y 6
R 1
El12 4 G 3
D 1
L10 3 P 3
L139 (14) 3 P 3
V418 3 I 3
D583 (39,32) 3 G 1
A 1
N 1
1597 (45) 3 \'% 2
M 1
K628 3 T 3
G637 3 R 2
E 1
S643 3 G 2
N 1
S675 3 P 3
K15, M39 (9), E201, K274, 2
Q277, E282, T306 (32), E319,
P431, V433 (46), N454 (36),
L491, D524 (39,32), T567, L603
(14), H638 (32,33)

A significant number of mutations was found in the C-terminal part of
the enzyme, mainly in the RNase H domain (C635Y/R, D583G/A/N,
1597V/IM, K628T, G637R/E, S643G/N, S675P, D524G/N, L603S and
H638R), suggesting that specific alteration of the present domain was
favorable for the in vitro selection. In addition, some previously unidentified
mutations have been found in the N-terminus of the polymerase (E12G/D,
L10P, K15R, and M39V).

For the detailed analysis, individual mutants of RT containing a single
amino acid change identified three or more times in the selection were
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constructed. In addition, two double mutants, combining the most frequent
mutations Q221R and V223A or V223M, were constructed to elucidate
whether the biochemical properties of these mutations are synergistic and
additive.

RNase H activity of the mutant enzymes

It is well known that elimination or significant decrement of the RNase H activity
could have a positive impact on enzyme stability and cDNA synthesis efficiency
(39,47). Thus, the RNase H activity of all the constructed mutants was measured
(Fig. 12). Aspartate D583 is a part of the highly conserved motif, forming the
catalytic triad of acidic residues that coordinate one or two Mg?" or Mn*" ions in
the RNase H active center (17). As expected, and referenced before, mutation
D583N disrupts the RNase H active center and has no detectable RNase H
activity. In addition to the DS83N mutation, we have found that mutations S643G,
G637R, and C635Y reduce RNase H activity significantly. Other mutations
identified in the RNase H domain (1597, K628T, and S675P), as well as mutations
in the N-terminal part of the protein, have not shown any significant impact on
the RNase H activity (Fig. 12).
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Fig. 12 RNase H activity of the M-MuLV RT variants carrying the most
frequent point mutations and two double mutants. The average values of three
independent measurements £1 SD are given.
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Steady-state Kinetic analysis of the mutant enzymes

Mutant RT’s, containing amino acid substitutions V223A and V223M in the
conserved motif of the active center and neighboring replacement Q221R,
along with the double mutants Q221R/V223A and Q221R/V223M have been
subjected to detailed biochemical characterization in order to estimate the K,
keat and Vimax values of those enzymes. The synthesis of cDNA was performed
using different concentrations of dNTPs. A 4-5-fold decrease in the Ky, to
dNTPs was observed for all three single and two double mutants (Table 3).
Furthermore, the double mutant Q221R/V223 A had ~2.5-fold lower values of
kear and Vimax, meanwhile, all other analyzed mutant enzymes performed like
the wild-type enzyme (Table 3).

Table 3. Kinetic properties, processivity, and dissociation constant of the
wild-type M-MuLV RT and the active site mutants. The average values of
three independent measurements +1 SD are given.

Enzyme K (ANTP), ke, 57! Vmax, 1M/s  Processivity, nt ~ Kg, pM
uM

WT 703 £259 8,2+28 327+114 22+5 772 £ 172
Q221R 146 £55 51+1,1 204+46 10£2 407 £ 205
V223A 167+26 5,0+0,2 201+7 39+5 1051 £ 166
V223M 134+14 6,4+0,5 257+20 20£6 785 £ 361
Q221R/V223A 191+50 29+0,8 115+33 15+3 466 + 89
Q221R/V223M 178 +5 7,6 0,1 303+£5 15+5 555+103

Substrate binding affinity and processivity of the active site mutants
The equilibrium dissociation constant K4 for the active site mutants, along
with the wild-type enzyme, was measured using the RNA-DNA substrate and
applying the electrophoretic mobility shift assay. The estimated Kq value of
the Q221R mutant enzyme was twofold lower in comparison to the wild-type
enzyme (0.77 nM for the wild-type enzyme and 0.4 nM for Q221R, Table 3).
Both double mutants, containing the above-mentioned amino acid
replacement, showed Kq values similar to those of the Q221R. Single amino
acid replacements V223A and V223M do not affect the enzyme's affinity to
the substrate and have dissociation constants similar to the wild-type enzyme
(Table 3).

As anext step in the biochemical characterization of mutant polymerases,
we tested the processivity of the wild-type enzyme and single and double
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mutants. The determined processivity value for the wild-type enzyme was 22
(£5) nucleotides. Surprisingly, the Q221R mutant displayed the processivity
of only 10 nucleotides (Table 3). The longest cDNA fragments synthesized in
a single polymerase binding event were obtained for the V223 A mutant (~39
nucleotides), whereas the processivity of the V223M mutant was similar to
that of the wild-type (~20 nucleotides). Interestingly, the double mutants
combining Q221R and V223A or V223M mutations had decreased
processivity (~15 nucleotides) compared to the wild-type or the corresponding
single amino acid mutants, V223 A and V223M (Table 3). It is very likely that
the low processivity of the Q221R mutation has a dominating effect and
decreases the processivity of double mutants as well.

Synthesis of the full-length 7.5 kb cDNA

The wild-type and active center mutant M-MuLV variants were tested by
performing reverse transcription of the synthetic 7.5 kb RNA for 10—60 min.
Synthesized cDNA was analyzed using alkaline agarose electrophoresis. A
very faint zone indicating the full-length product was detected after 30 min of
synthesis using the wild-type enzyme (Fig. 13). A 60 min incubation was
required to obtain a clearly visible cDNA band of 7.5 kb. Mutants V223 A and
Q221R performed similarly to the wild-type, meanwhile the V223M variant
generated a substantial accumulation of the specific reaction product already
after 20 min, with the yield increasing significantly during the 60 min of
incubation, as judged from the cDNA band intensity (Fig. 13).
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Fig. 13. 7.5 kb cDNA synthesis performed in 1x Taq buffer at 42°C by the wt
M-MuLV RT enzyme and the active site mutants at various time points.

Fidelity of cDNA synthesis

The fidelity of cDNA synthesis was measured for the wild-type and five
mutants of M-MuLV RT with the amino acid changes in the active center of
the polymerase (Fig. 14). The experimental data indicates mutants V223 A and
V223M having the same accuracy of cDNA synthesis as the wild-type RT (~1
error per 40 000 nucleotides). M-MuLV RT mutant Q221R had ~5-fold lower
fidelity (1 error per 8600 nucleotides) compared to the wild-type enzyme.
Interestingly, the fidelity of the double mutants Q221R/V223A and
Q221R/V223M was also compromised (2—3-fold decrease), though not as
much as in the case of the individual Q221R mutant (Fig. 14)
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Fig. 14 Fidelity rate values (correct bases/l error) with the confidence
intervals are given for the wild-type and mutant enzymes. Confidence
intervals are based on the Agresti—Coull confidence intervals for the binomial
proportion (48).

DISCUSSION

The CRD represents a valuable addition to the repertoire of completely in vitro
directed evolution methods, which provides the opportunity for the selection
of the enzymes under conditions when an enzyme and its substrate can interact
freely in solution. Another key advantage of this technique is the possibility
to remove the components from the transcription - translation mixture and to
perform the selection in desired buffer conditions.

In the first stage of this research, the viability and efficiency of the CRD
were illustrated by a proof-of-principle experiment using the M-MuLV RT as
a model, which resulted in the selection of numerous RT mutants capable of
synthesizing cDNA at increased temperatures. By employing CRD-based
selection, a significant number of mutations, already described in previous
publications and patents, contributing to the thermostability of the enzyme
and/or improving enzyme performance at elevated temperatures were
identified. In addition, many new previously unknown mutations at positions
200, 603, 330, 139, 221, 287, 49, 479, 594, 625, 65, 126, 333, 502, 607, 658,
etc. were found (Table 1).

The enzyme variants obtained from CRD-based selection contained
multiple mutations. Many of these variants carried more than one beneficial
mutation, accompanied by diverse and random amino acid substitutions
representing a valuable pool of unique genotypes. Some variants contain up
to 5-6 beneficial mutations that could cumulatively contribute to the
thermostability of the enzyme.
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The selection of clones carrying multiple beneficial mutations could be
partly explained by their presence in the initial library. Furthermore, it is likely
that some mutations are generated during the cDNA synthesis, as well as PCR
amplification and transcription of genes by T7 RNA polymerase, which is
performed after every round of selection. Given that three separate multi-cycle
PCR amplifications were carried out after each round of selection, the highest
input to diversification of the individual genes is likely coming from PCR
artifacts, such as reshuffling of mutations located in different genes due to
chimera formation from incompletely extended primers (49,50).
Recombination could contribute to the generation of rare clones with multiple
beneficial mutations.

Obviously, the effect of some new mutations is inevitably deleterious and
may inactivate the enzyme or decrease thermostability even if the clone
possesses beneficial mutations. This is illustrated, for example, by the
observation that beneficial mutations abolishing ribonuclease H activity were
found among the variants that show no increased thermostability or were
inactive (Fig. S2 in (9)). Such errors are likely to arise during post-selection
manipulations: cDNA synthesis and PCR after the last selection step, as well
as the mismatch repair stage (system) occurring in E. coli cells, in which
various heteroduplexes generated during PCR are converted to homoduplexes
(51). This could result that some clones, isolated and sequenced after the final
round of selection, will not represent the exact genotypes encoding the
selected phenotypes. However, all mentioned artifacts do not represent a
significant drawback to the CRD technique since the ‘hot-spot” mutations of
selected genotypes can be easily tackled by DNA sequencing. Indeed, the
most frequent point mutations enriched during the selection procedure were
successfully identified after sequencing 103 clones.

To investigate the impact of individual mutations on the ability of M-
MuLV RT to synthesize cDNA at elevated temperatures, RT point mutants
that carried substitutions at a number of previously uncharacterized amino
acid positions were constructed and characterized.

In the first set of experiments, 28 M-MuLV RT point mutants were
constructed and their activity ratio at 50°C/37°C as well as the ability to
synthesize full-length cDNA at elevated temperatures was measured (Fig. 6).
After that, 12 amino acid positions were selected for partial site-saturation
mutagenesis (Fig.7). Twelve best-performing point mutants were subjected to
a more detailed biochemical characterization. Heat inactivation experiments
in the presence of a substrate-primer revealed that the life time of the point
mutants D200N, L603W, T330P and L139P at 50°C increased 2.5- to 4-fold
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in comparison with the wt enzyme (Fig. 8). The higher thermostability in all
cases was accompanied by the 1.5- to 5-fold improved substrate binding and
increased processivity (Fig. 8). However, the thermal inactivation rates in the
absence of template—primer remained largely unchanged. This suggests that
all newly identified mutations increase enzyme thermostability primarily
through tighter substrate binding; a similar mechanism for the RT stabilization
was reported previously (36,39,52,53).

The full-length homology model of the M-MuLV RT was created to
understand the structural mechanism behind the improved performance of the
D200N, L603W, L139P, and T330P point mutants (14). The model suggests
that the D200 residue is in close vicinity to the catalytic aspartates D224 and
D225 (Fig. 15). Therefore, mutations at the 200th position may cause
structural rearrangements of the catalytic and neighboring residues that, in
turn, may alter the substrate-binding affinity and the rate of catalysis.

The L139 amino acid is located at the core of the palm domain. It forms
a hydrophobic cluster with the residues of aliphatic amino acids 1218, L220,
and L273. Because of this, large and polar substitutions of the L.139 drastically
diminished the 50°C/37°C activity ratio of mutant enzymes (Fig. 7). On the
contrary, the L139P mutation had a positive effect on the thermostability,
substrate-binding affinity and processivity of the enzyme, suggesting that a
proline residue at the 139 position stabilizes the hydrophobic cluster through
increased backbone rigidity (54,55).

Similarly, the structure of M-MuLV RT is stabilized by the insertion of
proline in position 330. According to the model, the T330 residue is located
at the terminus of a small helical fragment of the thumb domain (Fig. 15). This
M-MuLV RT helix presumably is near the substrate, and the neighboring
residue of T330, the lysine K329, may form direct contact with the
phosphodiester backbone. The backbone rigidity provided by the T330P
substitution should stabilize the DNA
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Fig. 15. Structural context of the identified thermostable mutations. (A) The
model of the full-length M-MuLV RT (see 2.3.17) is colored in a rainbow
mode, ranging from blue (N-terminus) to red (C-terminus). (B) The D200
amino acid (sticks) is located on the H-helix in the vicinity of the polymerase
active site; the active site residues D224 and D225 are shown as sticks. The
L139 residue (sticks) forms a hydrophobic cluster with the aliphatic amino
acids 1218, 1.220, and L.273 shown as spheres. (C) The T330 residue (sticks)
is located at the terminus of a small helical fragment of the thumb subdomain.
The neighboring residue K329 (sticks) may form direct contact with the
phosphodiester backbone of the substrate. (D) The RNase H domain residue
L603 (sticks) forms a hydrophobic cluster with the 1617 and Y598 residues
(spheres) and together with K609, K612, and E607 residues (sticks) is located
on the putative substrate-binding loop.
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Contacting helical motif, again resulting in a stabilized protein and
enhanced primer—template binding.

A similar stabilization mechanism can be proposed for the L603W
mutant. According to the model of the full-length RNase H domain, L603
forms a hydrophobic cluster together with the 1617 and Y598 residues and is
located on the same loop as the putative substrate phosphate backbone-
interacting lysines K609 and K612 (17,45). All large hydrophobic and
aromatic substitutions of L603 improved the 50°C/37°C activity ratio (Fig. 7).
Presumably, large side chains stabilize the hydrophobic cluster. This, in turn,
may stabilize the neighboring C-helix and the loop with the DNA/RNA
contacting residues.

Regarding the E607K substitution, the model shows that introduction of
the extra positive charge into the putative DNA-interacting loop (Fig. 15)
should facilitate binding of the negatively charged RNA-DNA heteroduplex.
Indeed, the substrate binding of the said mutant increases 5-fold (Fig. 8B).

By combining the best-performing point mutations, multiple M-MuLV
RT mutant variants were generated. As expected, a stepwise addition of
beneficial mutations had an incremental effect on the thermostability,
substrate-binding affinity, and processivity of the multiple mutants (Fig.9).
The best-performing RT variant was mutant mut5, having all five beneficial
mutations. In comparison with the wt enzyme, it showed a 12-fold higher
thermostability (half-time at 50°C), 50-fold higher substrate-binding affinity,
and 65-fold higher processivity (Fig. 9). As a result, the best-performing
multiple mutant mut5 was able to synthesize full-length 7.5 kb cDNA even at
62°C, that is 17°C higher temperature than the wt enzyme.

Along with the rationally designed mutants mut2-mut5, the RT variant
mut4-S, selected in the original evolution experiment, was analyzed. Mutant
mut4-S carried three of five mutations selected for the rational design (L139P,
D200N, and E607K), and only a single additional mutation, W388R. The
thermostability of the mut4-S is close to the rational design mutant mut4, and
the dissociation constant is close to mut5. However, the highest 7.5 kb cDNA
synthesis temperature and processivity of the mut4-S is equal to mut3 (Figures
9 and 11). This means that the combination of the best-performing individual
mutations may yield a better end-product than screening of multiple mutants
isolated directly in the in vitro evolution experiment.

Another successful example of the CRD evolution experiment is the
selection of M-MuLV RT mutants having altered kinetic properties (16).
During the experiment, evolutionary pressure was applied to select M-MuLV
RTs that can synthesize cDNA faster than the wild-type enzyme.
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Seven rounds of selection were performed, starting with a 1 h incubation
time and ending up with 5 min incubation. Finally, 29 randomly picked genes
of selected RTs have been sequenced to identify which mutations have been
enriched during CRD selection.

Data analysis showed that 90% (26/29) of the mutant variants carried
mutations in the RNase H domain. In addition to well-known RNase H
inactivating mutations at positions D524 and D583, several novel
replacements (C635Y, G637R, and S643G) significantly reducing the RNase
H activity were found.

Amino acid residues C635 and G637 belong to the His-loop of the RNase
H domain. His-loop encompasses the sequence CPGHQK, and residues from
P636 to K640 of this functionally important loop are conserved in all RNases
H (56). Since this loop is located in one of the three unresolved regions of the
M-MuLV structure (17), the structural properties of this region were proposed
using the full-length homology model (2.3.17). This model supports the
presumption that C635 is in proximity to the putative position of highly
conserved active site residue H638 (Fig. 16), thus affecting the interaction of
the RNase H domain and DNA/RNA substrate (44). This explains the reduced
RNase H activity of the C635Y mutant. Moreover, significantly decreased
RNase H activity of G637R also suggests that this residue, located in the His-
loop, might be involved in contacts like those mentioned above.

The highest number of M-MuLV RT modifications was found to be
concentrated in the active site of the polymerase (Table 2). The most
frequently mutated position appeared to be valine 223 in the YVDD motif
(Fig. 16). Valine was replaced by methionine (6 out of 10 replacements) and
alanine (4 out of 10, Table 2). Methionine is a prevalent amino acid in the
YXDD motif found in the RTs of human immunodeficiency virus (HIV),
feline immunodeficiency virus (FIV), simian immunodeficiency virus (SIV),
and avian myeloblastosis virus (AMV), whereas the M-MuLV and feline
leukemia virus (FLV) RTs have the sequence YVDD (57,58).
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Fig. 16. Structural context of mutations, identified after selection of M-MuLV
RT variants with altered kinetic properties. The palm subdomain (A) is
colored in green and the RNase H domain (B) is in red.

The active center substitutions of valine to methionine and alanine,
together with another mutation Q221R, found during the selection, along with
double active center mutants, were analyzed in detail by determining
processivity, fidelity, affinity to the DNA/RNA substrate, as well as kinetic
properties (Km, ket and Vmay). It was shown that substrate affinity and
processivity of the active center mutants Q221R, V223A, and V223M, as well
as double mutants, were very similar to the corresponding characteristics of
the wild-type enzyme and fall within the range of a 2-fold difference (Table
3). This could suggest that the aforesaid features do not explain how the
enzyme has survived the evolutionary pressure during the selection
experiment.

The error rate measurement experiment revealed that the effect of
mutations V223 A and V223M in the active site motif YXDD is negligible. On
the contrary, another most frequently identified mutation Q221R results in ~5-
fold decrease of enzyme fidelity (Fig. 14). Interestingly, double mutants
Q221R/V223A and Q221R/V223M have up to two times better fidelity
compared to the single point mutant Q221R. This observation suggests, that
substitution of glutamine to arginine side chain at Q221 results in some steric
hindrance at catalytic center of RT, which could be partially compensated by
second replacement of neighboring branched side chain of V221 to the small
side chain of alanine (V221A) or unbranched side chain of methionine
(V223M) (Fig. 16).
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However, the most intriguing changes were found during the analysis of
the steady-state kinetics of the mutant enzymes. The experiment shows that
the steady-state Ky, value of the wildtype M-MuLV RT is 0.7 mM, whereas
the mutant variants of RTs containing substitutions Q221R, V223A, and
V223M, along with the double mutants, exhibit a 4-5-fold decrease in K, for
dNTPs (Table 3). The 0.2 mM dNTP concentration in the conventional Taq
buffer used during the in vitro evolution experiment was significantly lower
than the K, value of the wild-type enzyme (0.7 mM) and presented a certain
evolutionary force for mutants to be selected. Combined with a stepwise
shortening of the reverse transcription time during the screening cycles, this
has led to the selection of mutant enzymes that are able to synthesize cDNA
faster and at a lower concentration of ANTP substrate. The K, value of the
selected mutant RTs was found to be < 0.2 mM (Table 3). The selection of RT
mutants with a lower K, value is an obvious adaptation of enzymes to specific
screening conditions.

Taken together, this in vitro evolution experiment is in surprising
agreement with the natural process of evolution. The lower dANTP
concentrations and shortened reaction times acted as an evolutionary force. In
order to survive under these new circumstances, the M-MuLV RT has
modified its active centers. In the case of mutation V223M, the active center
of oncoretroviral M-MuLV RT was rendered to resemble the active center of
the lentiviral RTs. Lentiviruses, such as human, feline, or simian
immunodeficiency viruses, are able to infect nondividing terminally
differentiated cells (macrophages), whereas the oncoretroviruses, such as M-
MuLV, replicate in dividing cells. It is known that the dividing cells have a
relatively high ANTP concentration, contrary to the nondividing cells (59). For
example, the cellular AINTP concentration in human macrophages is ~20 times
lower than in activated T cells (60). Thus, the oncoretroviral M-MuLV RT
changed its phenotype to lentiviral RT-type and became able to replicate in
low dNTP concentration, as a result of selection during the in vitro evolution
experiment.
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CONCLUSIONS

The stability of the ternary complex used in the CRD method critically
depends on the concentration of Mg?" ions and temperature. The change
in the optimal Mg?" concentration and temperature leads to
destabilization and disassembly of the TC. This indicates that during the
selection experiment, reactions start in real time and without steric
restrictions.

The control experiment, performed using a mixture of active and inactive
enzyme variants, showed that the enrichment factor during one selection
cycle is ~50-fold. This suggests that the library of mutants could be
efficiently enriched with active members during the selection
experiment.

The selection of thermostable M-MuLV AT mutants and subsequent
analysis of their biochemical properties revealed that thermostability is
achieved due to tighter binding between the protein and the DNA/RNA
substrate. Some mutants also showed an increase in the intrinsic stability
of the protein. Additionally, the elimination of RNase H activity was
observed during the selection experiment.

The selection of M-MuLV AT mutants efficiently synthesizing cDNA in
Taq polymerase buffer and subsequent analysis of their biochemical
properties revealed that selected mutants exhibited significantly lower K,
values for the dNTP substrate. Furthermore, the elimination or reduction
of the RNase H activity was predominant. Additionally, the internal
stabilization of some of the proteins was observed.
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DISERTACIJOS TEMA PASKELBTU DARBU SARASAS

1. A. Baranauskas*, S. Palik§a*, G. Alzbutas, M. Vaitkeviéius, J. Lubiené,
V. Letukiené, S. Burinskas, G. Sasnauskas ir R. Skirgaila, ,,Generation
and characterization of new highly thermostable and processive M-
MuLV reverse transcriptase variants,” Protein Eng Des Sel, t. 25, nr. 10,
pp. 657-668, 2012.

S. Paliksa atliko dalies taSkiniy ir daugybiniy mutanty konstravima, baltymy
gryninimg ir iStyré Sias baltymy savybes — sgveikos su substratu stipruma,
procesyvumg, aktyvuma bei kDNR sintezg jvairiose temperatiirose ir
tikslumg. S. PalikSa ir A. Baranauskas yra Sios publikacijos pirmieji
bendraautoriai.

2. R. Skirgaila, V. Pudzaitis, S. PalikS§a, M. Vaitkevicius ir A. Janulaitis,
,Compartmentalization of destabilized enzyme-mRNA-ribosome
complexes generated by ribosome display: a novel tool for the directed
evolution of enzymes,” Protein Eng Des Sel, t. 26, nr. 7, pp. 453-461,
2013.

S. Paliksa pritaiké baltymy saveikos su nitroceliuliozés membrana metoda
ribosominio komplekso stabilumo tyrimams ir atliko stabilumo tyrimus.

3. S. PalikSa, G. Alzbutas ir R. Skirgaila, ,,Decreased Ky, to dNTPs is an
essential M-MuLV reverse transcriptase adoption required to perform
efficient cDNA synthesis in One-Step RT-PCR assay,* Protein Eng Des
Sel, t. 31, nr. 3, pp. 79-89, 2018.

S. Palik$a jvykdé in vitro evoliucijos eksperimentg, sukonstravo visus
taskinius ir daugybinius mutantus, atliko baltymy gryninimg ir iStyré visas

publikacijoje aprasytas baltymy savybes.

* - pirmieji bendraautoriai
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Disertacijoje aprasyti darbai pristatyti Siose mokslinése konferencijose:

S. Paliksa. Decreased Kn to dNTP’s is an essential M-MuLV reverse
transcriptase adoption required to perform efficient cDNA synthesis in one-
step RT-PCR assay. The COINS, 2018 vasario 28 —kovo 2, Vilnius. Stendinis
pranesimas.

S. Paliksa ir A. Baranauskas. Generation of new highly thermostable and
processive M-MuLV reverse transcriptase variants. Day of Science, Thermo
Fisher Scientific, 2013 spalio 7-8, Vilnius. Stendinis praneSimas.
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