Роль гена HPODL_00678 в системе эпигенетической модификации дрожжей O. parapolymorpha
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Эпигенетические модификации ДНК играют ключевую роль в регуляции экспрессии генов и поддержании стабильности генома, однако у многих групп микроорганизмов, включая дрожжи, их разнообразие и функциональное значение остаются малоизученными. Объектом данного исследования являются термотолерантные метилотрофные дрожжи Ogataea parapolymorpha широко востребованные в биотехнологии. Несмотря на их прикладное значение, эпигенетический ландшафт этих дрожжей долгое время оставался неизученным.
 Нами была секвенирована ДНК O. parapolymorpha DL-1 с использованием технологии Oxford Nanopore. Остатки 5mC в ядерном геноме не были обнаружены, что подтверждено данными ВЭЖХ-МС/МС. При этом были обнаружены m6A, равномерно распределённые в геноме (~2 остатка 6mA на 1 кб) и ассоциированные с мотивом TCCACCA (мотив выявлен в окрестности 6mA-сайтов) [1]. Наличие 6mA представляет интерес, поскольку считается, что m6A ДНК-метилтрансферазы и соответствующее метилирование у Dikarya утрачены [2].
Таким образом, цель данной работы - охарактеризовать ДНК-метилирование у O. parapolymorpha и выявить фермент(ы), потенциально ответственные за N6-метиладенин (m6A), а также оценить связь m6A со стресс-ответом.
Поиск канонических ДНК-метилтрансфераз по гомологии (BLASTp) не выявил 5mC-специфических ферментов, но позволил идентифицировать предполагаемую 6mA-метилтрансферазу (AMtase), кодируемую геном HPODL_00678. Анализ доменов, множественных выравниваний на последовательности известных метилтрансфераз (CDD/COBALT), а также анализ геномного окружения подтверждает метилтрансферазную функцию белка, однако не позволяет однозначно определить его субстрат (ДНК/РНК/Lys-остатки белков. Рамках работы при помощи dot-blot с 6mA-специфичными антителами показано, что уровень m6A в ДНК значимо понижается при окислительном стрессе (H2O2) и повышается при тепловом шоке, что указывает на вовлеченность этой модификации в стресс-ответ. На основе кДНК получена последовательность полноразмерного фермента. Получены кассеты для нокаута HPODL_00678, получена конструкция для экспрессии белка в клетках E. coli.
Дальнейшая работа будет направлена на подтверждение функции AMtase: выделение и очистку фермента для in vitro-характеризации активности и специфичности, а также сравнение профилей метилирования и стресс-фенотипов у штаммов O. parapolymorpha (WT и ΔHPODL_00678), выращенных в стрессовых условиях, чтобы определить роль предполагаемой метилтрансферазы в механизмах ответа на стресс.
Исследование выполнено при поддержке гранта РНФ (проект № 25-74-00071).
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