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ISradimo sritis

Sis igradimas susijes su metiltransferaziy orientuojama sekai specifine kovalentine alfa-
hidroksialkilinty liekany modifikuotoje biomolekuléje konversija, batent, iSradimas apima
iy metiltransferazés orientuojamg alfa-hidroksialkilinty grupiy pa$alinima, susidargnt
nemodifikuotoms liekanoms ir ii) metiltransferazés orientuojamg aifa-hidroksialkilinty
grupiy derivatizacija, prijungiant nekofaktorinius nukleofilinius junginius minétoje

modifikuotoje biomolekuléje.

Tiksliau, Sis iSradimas apima alfa-hidroksialkilinty liekany biomolekuléje tikslinés
konversijos buda, o taip pat alfa-hidroksialkilinty liekany biomolekuleje tikslinio
zyméjimo blda; alfa-hidroksialkilinty taikiniy biomolekuléje nustatymo (aptikimo) bidg ir
rinkinj, skirta Siems budams atlikti. Visus iSradimo objektus jungia alfa-hidroksialkilinty

liekany konversijos idéja, panaudojant kofaktoriaus neturin€ig metiltransferaze.

Sis isradimas yra paremtas pavyzdZiais, naudojant DNR metiltransferazes (MTazes).
Taciau jis gali bati naudojamas su RNR metiltransferazémis, arba metiltransferazémis,

kuriy substratai yra kitos biomolekuiés.

Siame apraSyme terminas ,metiltransferazé" apibldina fermentus, kurie paprastai
perneSa metilo grupe nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant savo’ substratu.
Metiltransferazé yra fermentas, kuris geba metilinti DNR, RNR ar (poli)peptidus.
Tiksliau, metiltransferazé yra DNR citozino-5 metiltransferaze, kuri, naudodama
kovalentino aktyvavimo mechanizma, perne$a metilo grupe ant taikinio citozino C5
atomo. Dar tiksliau, metiltransferazé yra pasirinkta i§ M.Hhal, M.Sssl, M.Hpall, M.Alul
arba jy dariniy. Terminas ,M.Hhal* nurodo DNR metiltransferaze, patalpintg Swissprot

duomeny bazeje ir turindig deponavimo numerj P05102. Visos $iame iSradime
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panaudotos MTazes yra neturinCios kofaktoriaus, t.y. MTaziy preparatai turi maziau

nei 2 mol.% suristo endogeninio kofaktoriaus AdoMet.

Terminas ,biomolekulé” reidkia DNR, RNR arba (poli)peptidg. Terminas ,(poli)peptidas”
nurodo peptidg arba polipeptida. Tiksliau, biomolekulé yra chromosominé arba
genominé DNR. Biomolekulés gali bati visiSkai natdralios (t. y. nemodifikuotos),

sintetinés arba modifikuotos ir gali egzistuoti kaip kompleksai. PavyzdZiui terminas

- ,nukleortigdé&iy molekulé* apima DNR ir RNR molekules arba RNR/DNR hibridus bei

modifikuotas DNR ir RNR molekules. DNR gali bati cDNR ar genominé DNR. RNR gali
bati, pavyzdziui, mMRNR, hnRNR, tRNR, rRNR ir t.t.

Terminas "modifikuota biomolekulé" reiSkia biomolekule, kuri turi modifikuoty liekanuy.
Modifikuotos liekanos yra tos, kurios turi papildomy modifikuojandiy cheminiy grupiy
(modifikuojanciy $oniniy grandiniy), lyginant su jprastais biomolekuliy pagrindiniais
komponentais. DNR normaliai susideda i§ keturiy pagrindiniy nemodifikuoty liekany (C,
T, A, G), nors tam tikra C ir A liekany dalis yra randama modifikuota ir natdralioje DNR.
Tokios modifikacijos daZniausiai atsiranda dél vidulgsteliniy fermenty veiklos (Ziaréti

Zemiau).

Terminas "modifikuotos liekanos konversija" reiskia arba modifikuojangios grupés
pasalinima, susidarant nemodifikuotai liekanai, arba tolimesne $ios modifikuojancios

grupes derivatizacijg (cheminj prailginima), susidarant derivatizuotai liekanai.

Terminas "paSalinimas" reiSkia cheminj junginio skilima, suardant stabilia kovalentine
jungt] (tokig kaip C-C arba N-C), susidarant nemodifikuotai liekanai ir mazai molekulei,

daZniausiai aldehidui.

Terminas "derivatizacija" reiSkia biomolekulés prailginima, prijungiant cheminiy junginiy

fragmentus, pavyzdziui, anglies grandines, chemigkai aktyvias grupes arba reporterines
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grupes, prie biomolekulés, pavyzdZiui DNR, kitais atzvilgiais nepakeiciant taikinio

biomolekulés.

Terminas ,prijungimas® reiSkia cheminj junginiq prijungimg, susidarant stabiliam
kovalentiniam rySiui (pavyzdziui C-C ry8ys, C-O rysys, C-S rysys, C-Se rysys arba C-N
rySys). Prijungimo reakcija gali biti viso egzogeninio junginio prijungimas prie taikinio
biomolekulés arba jo kondensacija, kai biomolekulés taikinio hidroksilo grupé yra

pakeiCima visa egzogeninio junginio molekule, atskylant vandens molekulei.

ISradimo technikos lygis

Daugumos gyvy organizmy DNR be tradiciniy, keturiy nukleobaziy (C, A, G ir T) dar

‘randami nedideli kiekiai metilinty nukleobaziy; 5-metilcitozino (5mC), N4-metilcitozino ir

N6-metiladenino.  Sie metilinti nukleozidai atsiranda  déka fermenty DNR
metiltransferaziy (MTaziy), kurios katalizuoja aktyvuotos metilo grupés pernasa nuo
kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant DNR atpaZinimo sekose, susidarant
pries tai paminétiems metilintiems nukleotidams (Cheng, (1995) Annu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct. 24, 293-318). Nustatyta, kad DNR metilinimas yra svarbus biologinis
mechanizmas, reguliucjantis geny raiSkq stuburiniuose gyvinuose, jskaitant Zmogy
(Bird, (2002) Genes Dev. 16, 6-21), Goll, M.G. & Bestor, T.H. Annu. Rev. Biochem. 74,
481-514 (2005). Bakterijose DNR metilinimas yra specifinis rasiai. Genominé DNR
kartais turi 5-hidroksimetilinty pirimidino nukleobaziy 5-hidroksimetilcitozino ir 5-
hidroksimetiluracilo (hmC ir hmU) (Gommers-Ampt, J.H. & Borst, P. (1995) FASEB J.
9, 1034-1042).

Tam tikry bakteriofagy ir Afrikinés tripanosomos 5-hidroksimetilo grupiy glikozilinimas
apsaugo Siy parazity genoma nuo $eimininko apsauginiy sistemu. Ankséiau hmC buvo
aptiktas ir gyviny smegeny DNR (Penn ir kt., (1972) Biochem. J. 126, 781-790).
Paskutiniai Zmogaus neurony ir smegeny (Kriaucionis, S. & Heintz, N. Science

publikuota Internete, doi:10.1126/science.1169786) bei pelés embrioniniy kamieniniy
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lasteliy (Tahiliani, M. ir kt. Science publikuota internete, doi:10.1126/science.1170116)
DNR tyrimai parodé, kad hmC radikalas yra CG sekose, ir jie atsiranda grei¢iausiai del
mC radikalo oksidacijos. DNR 5-hidroksimetilo grupés gali jtakoti lastelés baitymy, kurie
dalyvauja geny aktyvumo epigenetinéje kontroléje, sgveika su DNR (Valinluck, V. ir kt.,
(2004) Nucleic Acids Res. 32, 4100—4108), o didesni hmU kiekiai DNR koreliuoja su
padidejusiu kraties vézio dazniu (Djuric, Z. ir kt., (1996) Cancer 77, 691-696). Auk§&iau
paminety fakty visuma iSkelia prielaida, kad 5-hidroksimetilintos nukleobazés, o ypaé
hmC, gali dalyvauti svarbiuose biologiniuose procesuose, pavyzdZiui embrioniniame
vystyme, smegeny funkcijos uztikrinime, vézio genezéje. Taciau nei hmC lokalizacija
chromosomose, nei pagrindiniai biologiniai mechanizmai $iuo metu néra Zinomi ir yra
reikalingi tolimesni tyrimai, kad daugiau biity suZinota apie $ig fundamentine problema.
Svarbiausia, kad Sie tyrimai yra apriboti, nes triksta adekvagiy analitiniy metody, kurie

leisty nesunkiai iSanalizuoti hmC liekanas DNR.

Siuo metu egzistuojantys analitiniai metodai, kuriais galima tirti citozino modifikacijas
Zinduoliy DNR, yra paremti dviejy citozino padégiy buvimu CG sekose: nemodifikuoto
citozino (C) ir S-metilcitozino (5mC). lki dabar buvo idvystyta nemazai 5mC
identifikacijos ir lokalizacijos DNR metody (Schumacher et al. (2006) Nucleic Acids Res.
34, 528-542). Auksinis standartas, identifikuojant ir lokalizuojant indvidualias 5mC
padétis genominéje DNR, yra bisulfitinis sekos nustatymas (Frommer ir kt. (1992) Proc
Natl Acad Sci USA 89, 1827-1831) bei daugybé jo atmainy. Sis metodas yra paremtas
bisulfito ir C tarpinio produkto dezamininimu iki U; 5mC radikalas yra inertiskas $iai

reakcijai ir todel po bisulfitu veiktos DNR standartinio sekvenavimo matyti 5mcC leikanos

- C-takelyje, o T ir C liekanos - T-takelyje. Veikiant bisulfitu, hmC virsta citozino 5-

metilsulfonatu, kuris dezamininasi dar léciau nei 5mC (Hayatsu, M. & Shiragami, M.
(1979) Biochemistry 18, 632) ir todél atsiranda C-takelyje. Taigi hmC liekana negali bati
atskirta nuo mC liekanos, naudojant standartinj bisulfito sekos nustatymo protokola.
Panasiai, kitos auk$to nasumo viso genomo analizavimo technologijos, pavyzdziui
mDiP (methylated DNA immunoprecipitation, metilintos DNR imunoprecipitacija)
(Weber ir kt. (2005) Hum Mol Genet 14, R11-R18), kurios yra paremtos m5C turinCios
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DNR fragmenty specifiniu atpaZinimu ir suriSimu m5C specifiniais antikinais arba
metodai, paremti metilinimui jautriy restrikcijos endonukleaziy naudojimu, taip pat néra
tinkami hmC padétims aptikti. Apibendrinant, kadangi visos egzistuojangios

technologijos buvo sukurtos atskirti dviem skirtingoms citozino padétims (metilintas

- prie§ nemetilinta) (Schumacher ir kt., (2006) Nucleic Acids Res. 34, 528-542), jos

visiSkai nenustato arba labai prastai nustato hmC liekanas genominéje DNR.

Neseniai buvo apraSytas DNR derivatizacijos btdas, naudojant nekofaktorinius
junginius ir DNR metiltransferazes (patentiné paraidka LT2009023, paduota
02.04.2009). Si technologija, veikiant metiltransferazéms, leidzia sekai specifiskai
kovalentiSkai prijungti formaldehidg (arba kit alifatinj aldehida) metiltransferazes
taikinio citozino C5 padétyje, susidarant 5-hidroksimetilcitozinui (arba  5-
hidroksialkilintiems citozinams). Sioje paraigkoje taip pat yra aprasyti bldai, skirti
tolimesnei hmC liekany derivatizacijai jvairiose DNR molekulése, kai, veikiant

kreipianCiajai metiltransferazei, yra sekai specifikai kovalenti§kai prijungiami

~ nukleofiliniai junginiai, tame tarpe ir tioliai. Si reakcija i§ principo jgalina hmC liekany

derivatizacijg DNR molekuléje, prijungiant jvairias funkcines ir reporterines grupes,
numatant jy atsiradima kreipianciosios metiltransferazes taikiniuose. Kadangi stuburiniy
gyvuny, tame tarpe ir Zmoniy, genominégje DNR hmC liekanos yra randamos CG
sekose, kai kurios derivatizacijos reakcijos gali bati naudingos, vystant taip reikalingas
hmC analizés technologijas. Vis délto dar nebuvo jvertintas $iy derivatizacijos reakcijy
tinkamumas, chemi$kai manipuliuojant ir analizuojant hmC liekanas jvairiuvose DNR
tipuose, tame tarpe ir Zinduoliy gemoninéje DNR.

Aisku, jog yra labai reikalingi nauiji, patikimi ir patvirtinti hmC liekany genomineje DNR

analizés metodai.

. I8radimo esmé

Siy problemy sprendimas pasiekiamas, realizuojant sitlomo i$radimo apibrézties 1-14

punktus.
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Pagrindiné $io iSradimo idéja apima biomolekuléje esandiy hidroksialkilinty liekany
tiksling konversijg veikiant kreipian¢iajai metiltransferazei. Sio iSradimo autoriai parodé,
kad tokios hidroksialkilintos liekanos biomolekuléje, kurios yra kreipian&iosios
metiltransferazés taikiniai, yra selektyviai paver¢iamos j nemodifikuotas liekanas arba I
derivatizuotas  liekanas, veikiant metiltransferazei.  Substrata  aktyvuojangiy
metiltransferaziy pavyzdys yra pirimidinui-5 specifinés metiltransferazés, kurios

natlraliai katalizuoja metilo grupés pernesima | 5-ta citozino ar uracilo padétj DNR,

- RNR arba laisvuose nukleotiduose, susidarant tarpiniam kovalentiniam rySiui su 6-tgja

pirimidino Ziedo padétimi.

Sis iSradimas apima kofaktoriaus neturingios metiltransferazes panaudojimg
modifikuotos biomolekules tikslinei konversijai, kai modifikuojanti grupe formules —
CH(OH)-R, kur R yra vandenilis arba C—C,-alkilas, optimaliai vandenilis arba
Zzemesnysis alkilas, yra paveriama nemodifikuota biomolekule, pasalinant minetg

modifikuojancig grupe metiltranferazés taikinyje.

Sis idradimas taip pat apima modifikuotos biomolekulés tikslines konversijos biida,
apimant| modifikuotos biomolekules, turindios modifikuojancia grupe formulés -
CH(OH)-R, kur R yra vandenilis arba Ci—Cip-alkilas, optimaliai vandenilis arba
zemesnysis alkilas, inkubacijg su kofaktoriaus neturinéia metiltransferaze salygomis,
uztikrinanCiomis  metiltransferazés  fermentinj aktyvuma. Minéta modifikuotos
biomolekules tiksliné konversija vyksta: i) kovalentigkai pasalinant minétg
modifikuojancig grupe liekanose, kurios yra metiltransferazes taikiniai: arba ii} vykdant
minetos modifikuojancios grupés derivatizacijg liekanose, kurios yra metiltransferazés
taikiniai, kovalentiSkai prijungiant nekofaktorinius nukleofilinius junginius  bendros
formules  HQ-LX, kur X Zymi funkcine grupe ar reportering grupe, prijungta per
jungtuka L, ir Q yra pasirinktas i§ S, Se, O, N, C.

- Optimaliame $io i$radimo jgyvendinimo variante R yra vandenilis arba -CHj; ir Q yra S

arba Se. Biomolekulée yra nukleorligéties molekule, optimaliai DNR. Minéta
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metiltransferazé yra DNR citozino-5 metiltransferazé, pasirinkta S grupés,

susidedancios i§ M.Hhal. M.Sssl ir Hpall arba jy dariniu.

Siame iSradime naudojama modifikuota biomolekulé yra nattraliai ar dirbtinai

modifikuota biomolekulé, kuri turi auk§¢iau minetg modifikuojan&ig grupe taikinio vietoje.

Sio iSradimo biidas taip pat taikytinas modifikuotos biomolekulés tiksliniam zyméjimui,
apimant reporterinés grupés, kuri yra tinkama kaip Zymé ir kuri leidzia identifikuoti
pazyméta biomolekule tarp kity nezymeéty molekuliy, tiesioginj prijungimg arba

prijungima paeiliui

Sis i§radimas taip pat apima hidroksimetilinty taikiniy biomolekuléje nustatymo buda,
apimant] biomolekulés derivatizacijg arba Zyméjima, prijungiant nekofaktorinius
nukleofilinius junginius, apraSytus Siame iSradime, veikiant kofaktoriaus neturinciai
metiltransferazei ir nustatant ar minétos metiltransferazés taikiniai buvo modifikuoti, kur
metiltrasferazés taikiniy modifikavimas nurodo hidroksimetilinto taikinio buvima. Sio
iSradimo bldas apima atvejus, kur (modifikuojancio) junginio(-iy) prijungimas yra
galimas prie 5-hidroksimetilcitozino liekanos DNR, bet jo prijungimas yra negalimas prie

5-metilcitozino arba citozino liekany.

Galiausiai, $io iSradimo objektas yra rinkinys, skirtas atlikti bet kurj auk§¢iau paminetg

- bldg, kuris apima kofaktoriaus neturinéig kreipianciajg ~ metiltransferaze arba

kofaktoriaus neturincig kreipianciajg metiltransferaze ir nekofaktorinj nukleofilinj junginj(-
ius), tinkamus buferio komponentus ir papildomai gali turéti aldehidg suri$andius

junginius.

Bréziniu aprasymas

Siekiant iliustruoti pagrindinius $io iSradimo pozymius &is aprasymas apima :

Fig. 1: Fermentiskai sufragmentuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido, gauto po
inkubacijos su M.Hhal, atvirk§Cios fazés HPLC analizé. Dvigrandé DNR 1:ll (13 pM),
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turinti hmC, buvo inkubuojama su M.Hhal (15 pM) 2 val 37°C (takelis 2). | kontroline
reakcijg (takelis 1) nebuvo pridéta M.Hhal. Stagiakampiu apibréZtos smailés parodo dC
ir hmdC.

Fig. 2: FermentiSkai sufragmentuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido, gauto po
modifikacijos su M.Hhal, atvirk8&ios fazés HPLC analizé. hmC turinti dvigrandé DNR [:l1
(13 uM) buvo inkubuojama su 1 mM L-selenocisteinu (takelis 3) esant 15 yM M.Hhal 1
val kambario temperatiroje. Kontroliné reakcija (takelis 1) buvo inkubuojama be

egzogeninio junginio. Rodyklémis nurodyti nauji modifikacijos produktai.

Fig. 3: TLC analizé fermenti$kai sufragmentuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido

2'-deoksiribo-5'-mononukleotidy, Zymeéty *-P ir inkubuoty su M.Hhal, M.Hpall ir M.Sssl.

- 20 nM taikinyje turintis hmC dvigrandis oligodeoksiribonukleotidas buvo inkubuojamas

su katalitiSkai aktyviu arba neaktyviu C81S mutantiniu M.Hhal fermentu (takeliai 2, 3),
su katalitiSkai aktyviu arba karSCiu inaktyvuotu M.Hpall fermentu (takeliai 5, 6) arba
katalitiSkai aktyviu (mutantinis fermento variantas Q142A/N370A) arba karddiu

inaktyvuotu M.Sssl fermentu (takeliai 8, 9) vieng valandg kambario temperattroje.

Fig. 4: TLC analizé fermentiskai sufragmentuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido
2'-deoksiribo-5'-mononukleotidy, zymeéty *3-P  ir inkubuoty su cisteinu arba
selenocisteinu esant M.Hhal. 20 nM dvigrandis oligodeoksiribonukleotidas, GCGC
taikinio vietoje turintis C, 5mC arba hmC, o nespecifinéje sekoje CCGG turintis C arba
hmC buvo inkubuojamas su M.Hhal (takeliai 1-6) ir 50 mM L-cisteino (takeliai 1-5) arba

- 1 mM L-selenocisteino (takelis 6) 1 val. kambario temperattroje.

Fig. 5: 618 bp DNR fragmento, turin¢io 5-hidroksialkilcitozing, restrikciné analize, po
nuo metiltransferazés priklausomos modifikacijos. DNR fragmentas (100 nM), turintis
hmC (kairé puse) arba heC (desiné pusé) taikinio GCGC sekoje, buvo inkubuojamas su
M.Hhal (laukiniu tipu arba mutantiniu C81S baltymo variantu) 2 val. 37°C. Modifikuota
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DNR buvo sufragmentuota su restrikcijos endonukleze R.Hin6l ir analizuota agarozés

gelyje.

Fig. 6: 618 bp DNR fragmento, turinCio 5-hidroksialkilcitozing, restrikciné analizé, po

- nuo metiltransferazés priklausomos modifikacijos. DNR fragmentas (100 nM), turintis

hmC CG taikinyje, buvo inkubuojamas su M.Sssl (Q142A/N370A mutantinis baltymas)
(takeliai 1, 2) arba Hpall (takeliai 3, 4) 2 val 37°C. MTaze veikti méginiai (takeliai 2 ir 4)
arba neveiktos kontrolés (takeliai 1, 3) buvo sufragmentuotos su restrikcijos

endonukleaze R.Hin6l (takeliai 1, 2) arba R.Hpall (takeliai 3, 4) ir analizuotos agarozés

gelyje.

Fig. 7: TLC analizé fermentiskai sufragmentuoty genominés DNR 2'-deoksiribo-5'-
mononukleotidy, Zymeéty *P ir inkubuoty su M.Sssl. Zmogaus genominé DNR buvo
inkubuojama su M.Sssl (mutantinis baltymo Q142A/N370A variantas) 2 val 37°C, po to

sufragmentuota su restrikcijos endonukleazémis R.Hpall arba R.Mspl, 5' gale pazymeéta

3P, sufragmentuota iki 5'-mononukleotidy ir analizuota TLC (takelis 3). Kontroliniai

meéginiai (takeliai 1 ir 2) nebuvo veikti M.Sssl.

Detalus iSradimo aprasymas

Pagrindinis 8io iSradimo objektas yra metiltransferaziy panaudojimas alfa-
hidroksialkilinty liekany modifikuotoje biomolekuleje tikslinei konversijai, kovalenti§kai
pasalinant arba prailginant alfa-hidroksialkilintas Sonines grandines biomolekulés

taikiniuose.

Pagrindinis $io iSradimo alfa-hidroksialkilinty liekany biomolekuléje tikslinés konversijos
principas yra paaiSkintas Zemiau pateiktoje Schemoje 1, kuri parodo 5-alfa-
hidroksialkilcitozino liekany DNR konversijos galimybes, veikiant DNR citozino-5

metiltransferazéms (MTazéms).
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Schema 1. Sekai specifiné alfa-hidroksialkilinty liekany DNR konversija, veikiant DNR
metiltransferazéms pagal §j iSradima. Reakcija 1: alfa-hidroksialkilo grupiy tikslinis
pasalinimas taikinio citozino liekanose DNR; Reakcija 2: taikinio citozino liekany DNR

alfa-hidroksialkilinty grupiy tiksliné derivatizacija.

NH, R NH,
1.
= OH N 0o
)\ T MTase )\ I * R_<
MTase H
o ° T
DNR DNR
R= -H, -CHJ QH = SH, SeH
2 LX = -CH,CH(CO,H)NH,
NH, R
HQ—LX N Q—LX
. )\ +  HO
MTase 0 'i‘
DNR

Pagrindziant $io iSradimo naujuma ir i§radimo lygj pazymétina, kad:

1) alfa-hidroksialkilo grupiy pasalinimo nuo citozino liekany reakcija pagal §j iSradimg

(Reakcija 1 Shemoje 1) yra nauja ir néra akivaizdi $ios srities specialistams. Si reakcija
yra nebldinga MTazéms, kurios natiraliai katalizuoja nuo kofaktoriaus priklausomg
taikiniy transmetilinima (nukleofilinis pakeitimas Sy2), jskaitant ir reakcijas su AdoMet

analogais.

2) 5-alfa-hidroksialkilo grupiy, tame tarpe ir 5-hidroksimetilo grupiy,tikslinis pasalinimas
nuo citozino liekany DNR (Reakcija 1 Shemoje 1), negali bati pasiekimas jokiomis

kitomis Zinomomis priemonémis.

3) citozino 5-alfa-hidroksialkilo (jskaitant hmC) derivatizacija DNR, tikslingai prijungiant
nukelofilinius junginius (Reakcija 2 Shemoje 1) buvo apraSyta ank$ciau kaip dviejy

stadijy proceduros, skirtos nemodifikuotos DNR sekai specifinei derivatizacijai, antra
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stadija (LT2009023). Siame i§radime yra parodyta, kad natdraliai esanc¢ios DNR hmC

liekanos taip pat gali bati derivatizuotos ir po to pazymeétos panasiu bidu.

Sio i$radimo optimaliame igyvendinimo variante R apima H ir -CHs, o -QH apima -SH ir
SeH. Taciau Sios srities specialistams yra aisku, kad R gali bati lengvai prapléstas iki
C1—C12 alkilo, alkeno, alkino, o -QH - apimty maziausiai -OH, -NH,, -NHNH, arba -
ONHz, N3H, NCH (arba atitinkamas druskas, kuriose vandenilio atomas yra pakeistas
jonu, pavyzdZiui metalo ar amonio jonu), o taip pat ir kitus tinkamus nukleofilus, kurie
yra pakankamai aktyvis vandeniniuose buferiniuose tirpaluose pH intervale 4-10. Sio
iSradimo optimaliame jgyvendinimo variante, L yra -CH2CH(COZH)-, bet kvalifikuotiems
srities specialistams suprantama, kad L taip pat apima kitas tinkamas grupes,
pradedant nuo vien kovalentiniy junggiy ir baigiant linijiniy, cikliniy ir/arba aromatiniy
radikaly kombinacijomis, nebltinai sujungtais su -NHCO-, -O-, -S- jungtukais,
(poli)etilenglikolio grandinémis —(CH,CH30),- n = 1-100, ir t.t.

S-hidroksialkilcitozino turingios DNR reakcija su egzogeniniu nukleofiliniu junginiu HQ-
LX (kur LX yra chemikai aktyvi arba reporterine grupe X, prijungta per jungtukg L)
veikiant kreipianéiajai DNR citozino-5 metiltransferazei leidzia sekai specifiSkai prijungti
minétg junginj, jterpinat LX grupe prie taikinio citozino liekany per tiometilo inkarg (kai
QH = -SH). Chemigkai aktyvi grupé X po to gali bt naudojama kovalentiniam

~ prijungimui tinkamy junginiu, turin€iy reporterine grupe (Ziaréti Zemiau).

Kai QH = SeH, analogiskai pasiekamas LX grupés jterpimas DNR taikiniuose per
selenometilo inkara, kaip pademonstruota pavyzdziuose 2 ir 5. Chemigkai aktyvi grupé
X gali blti po to naudojama tinkamo junginio, turingio reporterine grupe kovalentiniam
prijungimui. Selenidai, kurie yra selenometilo inkaro dalis, gali bati lengvai oksiduojami
H2O, arba NalO, iki selenoksidy. Kadangi su selenoksidais gali bati atliekama
eliminacijos reakcija, skylant Se-C junggéiai (Wirth, T. (2000) Angew. Chem. Int. Ed. 39,
3740-3749; Gieselman ir kt. (2002) ChemBioChem 3, 709-716), selenometilo inkaras
gali biti naudojamas kaip chemigkai nukerpamas kovalentinis jungtukas zymeéty

biomolekuliy giminingumo gryninime. 15 kitos pusés, dél zymaus rentgeno spinduliy
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anomalaus iSbarstymo Se atomo buvimas prijungtoje grupéje gali bati naudingas,
pavyzdziui, biomolekuliy struktdry kristalografiniuose tyrimuose, taikant daugybinio
bangos ilgio anomalaus i§sklaidymo (MAD) metoda. "’Se branduolio buvimas (natdralus
paplitimas 8%), kurio magnetinis sukinys yra S=1/2, taip pat gali bati pritaikomas BMR ir
EPR spektroskopijoje (Zelakiewicz ir kt. J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 8112-81 13).

Tolimesnis hmC liekany DNR sitlomo tikslinés konversijos bado vystymas yra
biomolekules tikslinio Zymeéjimo biidas, apimantis biomolekules derivatizacijg
(modifikavima) pagal LT2009023 apra8yma ir toliau vykdant tinkamos zyméjimui ir

leidzianCios identifikuoti Zymétas biomolekules tarp kity nezymety molekuliy grupés

prijungima.

- Sio i$radimo optimaliame lgyvendinimo variante sekai specifinis DNR Zyméjimas buvo

pasiektas déka DNR metiltransferazés orientuojamo L-cisteino (tiolio) prijungimo, po
kurio seka chemoselektyvus prijungimas, pavyzdziui giminingumo Zymiy, tokiy kaip su

aminais reaguojancio biotino.

Schema 2. Selektyvus sekai specifinis kovalentinis hmC liekany DNR Zyméjimas,
naudojant DNR metiltransferazes pagal silomg iSradima. Prijungta reporteriné grupé

parodyta rutuliuku.

NH i
c us : Coi~ .
Gc] o /\go,ﬁ 6] 7Y
CG Ty, c ¢
GC M. Hhal [GC

5
hmC turinti
DNR Zyméta DNR

Schema 2 aukséiau virSuje parodo pagrindinj hmC turintios genominés DNR sekai

specifinio Zyméjimo principa, kur Zyméjimas yra pasiekiamas (1) apdorojant hmC



10

15

20

LT 5706 B

13

turinCia DNR su L-cisteinu esant Hhal metiltransferazei, po kurio seka (2) amino

selektyvus reporterinés grupés prijungimas su N-hidroksisukcinimido esteriu.

Sio i$radimo optimaliame jgyvendinimo variante (a) nekofaktorinis nukleofilinis junginys

- arba jo tolimesni dariniai turi fluorescuojancia Zzyme; ir (b) hidroksimetilinti taikiniai yra

aptinkami déka minétos nukleorigsties molekulés fluorescencijos.

Kitame $io iSradimo optimaliame jgyvendinimo variante, minéta analizuojamo junginio
zymé yra aptinkama (a) déka antikGno specifinio jungimosi prie minéto analizuojamo
junginio Zymeés arba (b) naudojant avidino arba streptavidino specifinj jungimasi prie

analizuojamo junginio Zzymes.

Kaip minéta, remiantis Siuo iSradimu atsiveria daug bady, tikslinio biopolimery Zymeéjimo
arba derivatizacijos galimybiy. Siam tikslui pasiekti nekofaktorinis nukleofilinis junginys
turi tureti cheminj fragmentg LX (R= LX or Z= LX, Ziuréti Schemg 2 ir 3), kur X apima

- funkcine grupe arba reporterine grupe, kuri yra prijungta per jungtuko grupe L.

Yra Zinoma daug chemoselektyviy grupiy, kurios apibréZia reaktyvig grupe X ir yra
naudojamos zymes prijungimui prie modifikuoty biomolekuliy vandeniniuose tirpaluose.
Klasikinés priemonés (Garman, (1997) Non-radioactive labeling: A practical
introduction, Academic Press) apima pirminiy aminy grupes, kurios gali reaguoti su
aminy reaktyviomis grupemis, pavyzdZiui tokiomis kaip hidroksisukcinimido esteris,
acilo azidas, acilo nitrilas, acilo chioridas, pentafluorfenilo esteris, tioesteris, sulfonilo
chloridas, izotiocianatas, imidoesteris, aldehidas ar ketonas, kurie duoda stabilius
amidus, sulfonamidus, tiokarbamidus, imino eterius ar iminus, kurie gali buti
redukuojami  iki  stabiliy antriniy aminy. Tioliai specifiSkai reaguoja su

halogenacetamidais, maleimidais, aziridinais arba kitais tioliais, susidarant tioeteriams

~ ar bisulfidy junginiams, o 1,2-tioliai gali bGti modifikuojami su arilboroninemis ragstimis.

Hidrazinai ar hidroksilaminai gali kondensuotis su aldehidais ar ketonais, susidarant
hidrazonams ir oksimams. 1,2-aminotioliai selektyviai reaguoja su aldehidais ar

tioesteriais, sudarydami tiazolidinus (pavyzdZiui polipeptidy N-galinés cisteino liekanos,
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Liu ir Tam, (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 6584-6588) arba stabilias amino
jungtis (pavyzdziui polipeptidy N-galinés cisteino liekanos, gamtinis cheminis peptidy
sujungimas, Dawson ir kt., (1994) Science 266, 776-779), azidai gali reaguoti su
alkinais (Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition, Lewis ir kt. (2002), Angew. Chem. Int. Ed.
41, 1053-1057) arba su fosfiny esteriais (Staudinger ligation, Saxon ir Bertozzi, (2000)
Science 287, 2007-2010), sudarydami 1,2,3-triazolus arba amidus; Diels-Alder ciklo

prijungimas tarp aktyvuoty dieny ir dienofily (pavyzdziui furany ir maleimidy, Graham ir

- kt., (2002) Tet. Lett. 4785-4788) yra imanomas vandeniniuose tirpaluose. Kita moderni

technika remiasi paladZio katalizuojama arilhalogenidy ir galiniy alkiny kryZminio
kopuliavimo reakcija (Sonogashira coupling, Casalnuova ir Calabrese, (1990) J. Am.
Chem. Soc. 112, 4324-4330; Dibowski ir Schmidtchen, (1998) Angew. Chem. Int. Ed.
37, 476-478; Bong ir Ghaderi, (2001) Org. Lett. 3, 2509-2511), arba reakcija tarp
arithalogenidy ir arilboroniniy rags¢€iy (Suzuki coupling, casalnuova and Calabrese,
(1990) J. Am. Chem. Soc. 112, 4324-4330; DeVasher at al., (2004) J. Org. Chem. 69,
7919-7927), susidarant arilalkinams ar biarilams. Be to, vario katalizuojamos alkiny
prisijungimo reakcijos tarp galiniy halogenalkiny, galiniy alkiny arba galiniy silicio alkiny,
susidarant konjuguotiems dienams, gali vykti vandeniniuose tirpaluose. Galiausiai fluoro

turintys derivatizavimo reagentai, pavyzdziui 4-halogen-7-nitrobenzofurazanas, N-

* metilizotoinis anhidridas arba aktyvuoti bimanai, reaguoja su tioliais, aminais ir

hidroksilo grupémis ir gali bati naudojami tiesioginiam iy grupiy Zymejimui.

Nukleortugstys paparastai neturi labai nukleofiliniy ar elektrofiliniy centry, Taigi, $alia
cikio prijungimo reakcijy, paladzio katalizuojamy kryZzminiy kopuliavimo reakcijy ar vario
katalizuojamy alkiny prijungimo reakcijy, daugybé kity reakcijy tarp nukleofily ir
elektrofily su pakeiiama reaktyvia grupe X gali blti naudojama nukleortigétims sekai

specifiSkai pazymeéti.

Kitame sillomo iSradimo [gyvendinimo variante, X apima bent vieng funkcine grupe,

pasirinktg i§ pirminio amino grupés, tiolio grupés, 1,2-dioclio grupés, haloacetamido

~ grupes, maleimido grupés, aldehido grupés, ketono grupés, azido grupeés, alkino

grupés, 1,3-dieno funkcinés grupés, dienofilo funkcinés grupés, arilhalido grupés,
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galineés alkino grupes, arilboroninés rugsties grupés, galinés haloalkino grupés ir galinio
silicio alkino grupés bei apsaugoty amino, tiolio, 1,2-diolio, hidrazino, hidroksiamino,
aldehido, ketono ir 1,2-aminotiolio grupiy. Dél tikslinio biopolimery Zyméjimo, X taip pat
apima sunkiuosius atomus ar sunkiyjy atomy grupes, tinkamas X spinduliy difrakcijos

duomeny fazéms nustatyti; radioaktyvius ar stabilius retuosius izotopus; fluorofory,

- fluorescencijos gesintojy, chromofory, giminingumo Zymeny, sukinio zymiy (stabilios

paramagnetinés grupés) radikalus; tarpgrandinines sasajas formuojanéius agentus,

grupes, karpancias nukleorligstis, haptenus, nanodaleles ir rutuliukus.

Dvi pagrindinés strategijos gali bati naudojamos hmC liekany identifikavimui

genominéje DNR (Schema 3).

Schema 3. Sekos specifiné natiralios DNR konversija pagal §j iSradimg analitiniam
hmC liekany nustatymui, veikiant DNR metiltransferazems.
A. hmC liekany konversija | nemodifikuotus citozinus;

B. hmC liekany derivatizacija arba Zyméjimas.

NH»

0 x Ha=LX N%lw/\e:»uc
Al B. B )\ v
¥ /ﬁ N
hHe NH; DNA
£Hy

HCH

NH,

,J\_ 27 OH b
1 ] .‘;JY WY dCCHzQ“Lx
Oﬁ\rg/ 0)\!'4 P
i

\>,_
Mol

o
DMR DNR DNR
< hmC 5mC
\ ‘ J
v’

Citozino {C) ir jo C-5 rodifikacijos produktai DNR
(hmC ir 5mC)
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A. Viena strategija yra paremta selektyvia hmC liekany konversija | nemodifikuotas
citozino liekanas. Sis bidas gali biti naudojamas kartu su egzistuojandiais analizés
metodais, kurie normaliai gali parodyti 5mC ir nemodifikuoto C padétis DNR, bet
neatsikiria hmC nuo 5mC. PavyzdZiui, bisulfitinis sekvenavimas parodyty 5mC + hmC
liekany padétis C-takelyje ir nemodifikuoty citoziny padétis T-takelyje. Selektyvi MTazés
nukreipiama hmC konversija | C ir tolesnis konvertuotos DNR bisulfitinis sekvenavimas

tada parodyty 5mC liekany padétis C-takelyje ir hmC + C liekany padétis T-takelyje.

Dviejy duomeny pakety palyginimas parodyty hmC liekanas kaip juosteles, migravusias

i C-takelio | T-takelj dél fermentinés konversijos.

?

B. Kita strategija yra paremta tokia selektyvia hmC liekany derivatizacija, kad jas galima
baty tiesiogiai atskirti nuo 5mC ir C liekany. PavyzdZiui, selektyviai prijungus tiolius arba
selenolius veikiant nukreipianiajai DNR MTazei, susidaro atitinkamai tiometilo ar
selenometilo dariniai. Tokie dariniai gali bdti naudojami reporterinés ar giminingumo

grupés prijungimui (ziaréti Schema 2).

Kitame 3io iSradimo optimaliame igyvendinimo variante, (a) prijungta grupé trukdo

nukieorigsCiy padauginimui  metiltransferazés atpazinimo taikiniuose; ir (b)

~ hidroksimetilinti taikiniai yra aptinkami testuojant, ar nukleortgsciy molekuliy

padauginimas metiltransferaziy atpaZinimo taikiniuose yra uZdelstas. Padauginimo
uzdelsimas galimas dél pradmeny prisijungimo arba grandinés ilginimo trukdZiy

padauginimo reakcijos metu.

Taikant Sio iSradimo bldus gali bati atliekama nukleortigéiy sekoskaita. Gali bati

naudojami visi Zinomi sekoskaitos metodai.

Sio idradimo optimaliame jgyvendinimo variante, PGR yra tikro laiko PGR. Kitame §io
isradimo jgyvendinimo variante nukleortg€iy padauginimui naudojamas tikro laiko PGR

metodas.
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Sio isradimo kitame optimaliame jgyvendinimo variante, (a) nukleorig3éiy molekulés,
modifikuotos metiltransferaziy atpazinimo sekose, yra gryninamos giminingumo
gryninimo bidais; ir (b) Sio iSradimo junginiai, kuriy formules (1) arba jy dariniai, turi

giminingumo Zymenj.

Optimaliame jgyvendinimo variante 8io isradimo blidai po biomolekuliy tikslinio
modifikavimo stadijos turi papildoma DNR molekulés sekos nustatymo stadijg. Gali bati

naudojami visi zinomi sekos nustatymo metodai.

Sio i$radimo pavyzdziuose (Pavyzdys 4, Fig. 4) parodyta, kad egzogeninio nukleofilinio
junginio arba jo darinio prijungimas yra galimas prie 5-hidroksimetilcitozino liekany

DNR, bet prijungimas negalimas prie 5-metilcitosino liekanos arba citozino liekanos.

Dar kitame S§io i8radimo optimaliame jgyvendinimo variante, DNR molekules
identiSkumas yra nustatomas DNR sekos nustatymo, hibridizacijos, MALDI-TOF
metodais arba analizuojant nukleozidy sudétj po fermentinés fragmentacijos ir

chromatografijos.

Galiausiai, viename i8 optimaliy jgyvendinimo varianty rinkinys pagal sililoma iSradima
apima metiltransferaze arba metiltransferaze ir nekofaktorinj nukleofilinj junginj
atskiruose konteineriuose ir gali turéti papildomai informacinj lapelj ar naudojimo

instrukcija.

Tam tikri suriSantys junginiai taip pat gali bati rinkinio dalimi, kurie galéty chemiskai
suristi reakcijoje iSsilaisvinusius aldehidus, taip, kad neleisty jiems vel dalyvauti
griztamoje reakcijoje. Visos klasés vandenyje tirpiy junginiy, kurie reaguoja su
aldehidais (tioliai, pirminiai aminai, hidroksilaminai, hidrazinai) gali bdti naudojami. Sie
junginiai taip pat gali bati pateikti chemiSkai pakeista forma, pavyzdZiui modifikuoti

apsaugine grupe, turintys erdviSkai dideles grupes (uzkertant kelig aktyviy nukleofily
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reaktyvumui biomolekulés atZvilgiu), oligomerinéje arba polimerinéje formoje,
iSsilaisvinant junginj (-ius), patalpinus tinkamoje terpéje, pavyzdziui metiltransferazés
buferyje, arba imobilizuojant polimere arba rutuliukuose. Pavyzdziui, tioliai egzistuoja
oksiduotose formose kaip disulfidai arba polisulfidai ir t.t., kurie lengvai ver&iami | tiolius
redukcinémis sglygomis. Pagalbinés biomolekulés, turinCios aukSciau minétas
funkcines grupes (pavyzdZiui tokie baltymai kaip jaucio serumo albuminas ir kt.) taip pat

gali bati suriSanciais agentais, jei jie neturi kreipianCiosios MTazés taikiniu.

Kitas Sio iSradimo optimalus jgyvendinimo variantas taip pat apima rinkinj, turintj
metiltransferaze ir/arba diagnostinj preparatg(-us), paruostg auksciau aprasyto
pagrindu. Diagnostinio preparato skysta kompozicija yra vienas i$ $io iSradimo optimaliy
igyvendinimo varianty. Diagnostinés kompozicijos optimalus tirpiklis paprastai yra
vandeninis. Be to, preparatas gali turéti kity ingredienty ar nesikliy, kurie modifikuoty ar
palaikyty pH, osmosinj slégj, klampuma, skaidruma, spalva, steriluma, stabiluma,
tirpumo greitj ar kvapg. Panasiai, preparatas gali turéti dar kity farmakologigkai priimtiny
ingredienty, kurie modifikuotq arba palaikyty diagnostinés kompozicijos stabiluma,
tirpimo greitj, atpalaidavima ar absorbcija. Kai diagnostinis preparatas yra paruostas, jis
gali bati laikomas steriliuose indeliuose tirpalo, suspensijos, gelio, emulsijos, kietu arba
dehidratuotu ar liofolizuoty milteliy pavidalu. Sie preparatai gali bati laikomi i$kart

naudojimui tinkamose formose arba rekonstruojami prie§ pat naudojima.

Praktikoje ruoSiant nemodifikuotas biomolekulés pagal §j iSradimg atlieka tokias
stadijas,:

a) sumaiso (kartu sudeda) modifikuotg biomolekule ir kofaktoriaus neturingig MTaze,
tinkamame vandeniniame buferyje, kuriame metiltransferazeé yra fermentiskai aktyvi
(pavyzdziui: 50 mM MOPS, 50 mM MES pH 7.5, 1 mM Na,EDTA, 15 mM NaCl, 0.2
mg/ml jaucio serumo albumino, 5% glicerolio; arba 10 mM Tris-HC| pH 7.4, 50 mM
NaCl, 0.5 mM Na;EDTA 0.2 mg/mi jaugio serumo albumino, 5% glicerolio; arba kitas

panasus buferis, rekuomenduojamas MTaziy gamintojy);
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b) 5-120 min inkubuoja reakcijos miSinj temperatidroje, kuri yra tinkama metiltransferaziy
fermentiniam aktyvumui (pagal MTazés gamintojo rekomedacija);

c) sustabdo reakcijg (pridedant slopinanéio junginio, skiedzZiant reakcijg tinkamu tirpikliu,
staigiai atSaldant iki - 20°C arba zemesnés temperatliros ar inaktyvuojant
metiltransferaze, pasildzius 40°C auk3tesnéje nei optimali reakcijos temperatira 5-20
min);

d) iSskiria nemodifikuotg biomolekule, jei reikia.

Derivatizuotos biomolekulés paruoSimui pagal 5j iSradima atlieka tokias stadijas,:

a) sumaido (kartu sudeda) biomolekule, neturinlig kofaktoriaus MTaze ir nekofaktorinj
nukleofilinj junginj tinkamame vandeniniame buferyje (Zilréti auk3¢iau),

b) 5-120 min inkubuoja reakcijos misinj temperatiroje, kuri yra tinkama metiltransferaziy
fermentiniam aktyvumui,

c) sustabdo reakcijg (Zilréti aukSciau);

d) iSskiria nemodifikuotg biomolekule, jei reikia.

Paprastai kreipianciosios MTazes yra pridedami ekvimoliariniai kiekiai, lyginant su

* biomolekulés taikiniy kiekiu. Nekofaktorinio nukleofilinio junginio koncentracijos

paprastai yra milimoliarinés.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdZziai

Toliau pateikiami iSradimo jgyvendinimo konkretls pavyzdziai. |$radimo apimtis

neapribojama, bet tik iliustruojama Siais pavyzdziais.

Pavyzdys 1-2. Sekai specifiné dvigrandziy oligodeoksiribonucleotidy, turinciy hmC,
modifikacija veikiant DNR citozino-C5 metiltransferaze Hhal

Modifikacija pirmiausiai buvo atliekama, naudojant DNR citozino-C5 metiltransferaze

- Hhal (M.Hhal) ir trumpus dvigrandzius oligodeoksiribonukleotidus. M.Hhal atpazjsta

DNR sekg 5'-GCGC-3' ir natdraliai perne$a metilo grupe nuo S-adenozil-L-metionino

(SAM arba AdoMet) ant vidinio citozino liekanos (pabrauktas) C5 atomo. Po



10

20

25

LT 5706 B

20

fermentinés modifikacijos reakcijos, dvigrandis oligodeoksiribonukleotidas buvo
fermentiSkai sufragmentuotas iki 2'-deoksiribonukleozidy ir analizuotas atvirkscios fazés

HPLC aparatira, sujungta su ESI-MS.

- Dvigrandis  oligodeoksinukleotidas I:Il buvo paruostas, vandenyje sumaisant
komplementarius  viengrandZius  oligonukleotidus | (SEQ ID NO:1) (5-
TAATAATGCGCTAATAATAATAAT) ir I (SEQ iD NO:2) (3'-

TTATTACGCGATTATTATTATTA) kaip apradyta LT2009023. hmC modifikacijos
[vestos fermentiniu bddu kaip aprasyta LT 2009023. Modifikacijos pasalintos
inkubuojant hmC-modifikuotg dvirdandj oligonukleotida I:1l (13 pM) su M.Hal (15 pM) 2
val 37°C temperatlroje. Derivatizacijos reakcijos vykdytos, inkubuojant modifikuotg
dvigrandj oligonukleotida I:ll (13 uM) su 1 mM L-selenocisteino esant M.Hal (15 uM) 1
val 20°C temperaturoje. Nukleozidy sudéties nustatymui DNR buvo i$skirta kaip
aprasyta LT2009023 ir veikiama nukieaze P1 (2 vnt, Sigma, Vokietija) 2 val 60°C
temperatdroje ir ver$iuko Zarnyno $armine fosfataze (30 u, Fermentas Life Sciences,
Lietuva) per naktj 37°C. Gauti nukleozidai buvo analizuojami atvirksgiy faziy HPLC
(Discovery C18 75 x 2.1 mm, 3 um koloneélé sujungta su Supelguard Discovery C18 20
X 2.1 mm, 5 pm prieskoloniu, Supelco, Vokietija) sujungtu su masiy spektrometriniu
detektoriumi (HP 1100 series ESI-MS sujungtas su vienu gvadrupoliu). Junginiai buvo
eliuojami linijiniu A ir B tirpaly gradientu (A: 20 mM amonio formiatas pH 3.5 arba 20
mM amonio acetatas pH 5.5; B: 80% metanolio vandeninis tirpalas), eliujuojant 0.3
mi/min grei€iu esant 30°C temperatirai; 0-20 min, 0-20% B: 20-22 min, 20-100% B;
22-27 min, 100% B. IS kolonéles isplaunami junginiai detektuojami UV absorbciniu
diodinés matricos detektoriumi. UV absorbcijos spektrai buvo uzrasyti (190-400 nm
bangos ilgiy intervale) smailiy virdlinése, o tirpiklio indélis eliminuotas atémus fono
spektrus prie$ ir po smailiy. 18 kolonos iStekantis srautas buvo nukreipiamas | masiy
spektrometra. 2‘-deoksicitidiny ir jo dariniy jonizacijos padidinimui buvo naudojamas
tirpalas C (96 %, metanolio, 4 % skruzdziy ragsties ir 1 mM natrio formiato: tekéjimo
greitis 0,3 ml/min). Masiy spektrometre analizuojami susidare teigiamai jkrauti jonai,
esant kapiliaro jtampai — 5000 V, fragmentacijos jtampai 100-120 V, dZiovinan¢iy dujy
tekéjimo greiCiui 10-12 U/min ir temperatirai 300-350°C. Masiy spektrai matuojami
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intervale 50-600 m/z, 0.05 tikslumu. Didelés skiriamosios gebos masiy spektrai gauti
atitinkamas HPLC frakcijas iSanalizavus LTQ Orbitrap masiy spektrometru (Thermo

Electron), kuris sujungtas su nanoelektroiSpurskimo jtaisu (Proxeon NanoSpray ESI).

Pavyzdys 1: hmC turinio dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties
analizé po inkubavimo su M.Hhal
Modifikuoto dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido (l:1l) nukleozidy sudéties HPLC

analizé parodé, kad $alia dG, dT ir dA nukleozidy randami taip pat dC ir dC®"*2°" (hmC
2'-deoksinukleosidas), kuriy i8éjimo laikai yra atitinkamai 3.7 ir 4.2 min. (ziaréti Fig. 1).
Sie junginiai buvo i$analizuoti ESI-MS (m/z: 250 [M + NaJ*, 134 [citosinas + Na]" ir m/z:
280 [M + Na]*, 164 [5-hidroksimetilcitozinas + Na]’). Nustatytos masés leidzia teigti, kad
atitinkamai susidaro 2'-deoksicitidinas dC ir 5-hidroksimetil-2'-deoksicitidinas dC©H2°",
Pastarasis junginys buvo beveik visiSkai konvertuotas | nemodifikuotg dC, inkubuojant
su M.Hhal (Fig. 1, lyginti santykinius C ir hmC smailiy didzius takeliuose 1 ir 2). Taigi,
hidroksimetilo grupe yra pa$alinama nuo 5-hidroksimetilcitozino liekany DNR, veikiant

M.Hhat .

Pavyzdys 2. HmC turinCio dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties
analizé po inkubacijos su L-selenocisteinu ir M.Hhal

HmC turinCio dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido (I:1l) nukleozidy sudéties HPLC
analizé parode, kad 8alia dC, dG, dT ir dA nukleozidy randamas dar vienas pikas, kurio
iSejimo laikas yra 4.2 min, atitinkantis hmC (Zitréti Fig. 2, takelis 1). Po inkubacijos su
M.Hhal ir L-selenocisteinu, Sis naujas produktas buvo i§ dalies konvertuotas | naujg
jungini xC, Kkurio i8¢jimo laikas yra 3.1 min. Sis naujas produktas buvo idanalizuotas
HR-MS (rasta m/z: 409.0621, suskaiCiuota [M + H]", Cy3Hy1N4OsSe: 409.0621).
Nustatyta masé leidZia teigti, kad susidares naujas junginys yra 5-(Se-
selenocisteinil)metil-2'-deoksicitidinas dCCH25¢CH2CHCOHNH, Taigi | -selenocisteinas yra

prijungiams prie 5-hidroksimetilcitozino liekany DNR, veikiant M.Hhal.
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Pavyzdziai 3-7. Sekai specifiné viduje zymeéto ir hmC turinio dvigrandZio
oligodeoksiribonukleotido modifikacija buvo .tirta veikiant DNR citozino-5 MTazéms
M.Hhal, M.Sssl arba Hpall. M.Hhal atpaZjsta dvigrande DNR sekg 5-GCGC-3’ ir
natdraliai perneSa metilo grupe nuo S-adenozil-L-metionino (SAM arba AdoMet) ant
vidinio citozino (pabraukta). Atitinkamai, kitos DNR metiltransferazés atlieka panadig
reakcija, bet atpaZjsta skirtingus DNR taikinius: M.Sss! (atpaZinimo taikinys CG) arba
M.Hpali (atpazinimo taikinys CCGG). Taikinio citoziny modifikacijos analizé, esant DNR
citozino-C5 metiltransferazems, buvo atlikta, naudojant viduje pazyméta dvigrandj
oligodecksiribonukleotida. Viduje pazymeétas dvigrandis oligodeoksiribonukleotidas turi
DNR metiltransferaziy atpaZinimo sekas, kuriose taikinio citozinas buvo pazymetas *°p
(M.Hhal atveju buvo pazyméti abu taikinio citozinai). hmC modifikacija buvo atlikta
fermentiskai, inkubuojant dvigrandj oligodeoksiribonukleotidg su formaldehidu (13 mM)
ir atitnkama MTaze.

Siekiant iSanalizuot] sudétj, dvigrandis oligodeoksiribonukieotidas buvo fermentiskai
sufragmentuojams ki 2'-deoksiribonukleozid-5'-monofosfaty, kurie analizuoti TLC ir
autoradiografija, kas leiZia atrankiai stebéti tik taikinio nukleotido modifikacijas.
Dvigrandziai oligodeoksiribonukleotidai II:IV (nemetilintas M.Hhal DNR substratas),
V:Vl (hemimetilintas M.Hhal DNR substratas), VII:VIIl (DNR substratai M.Hpall ir
M.Sssl) ir IX:X (DNR substratas M.Alul) buvo paruosti sumai$ius lygius molinius kiekius
(150 uM) atitinkamy komplementariy viengrandziy oligodeoksiribonukleotidy: 1l (SEQ
ID  NO:3) (5-TCGGATGTTGTGGGTCA) ir IV (SEQ ID NO4) (3-
GCCTACAACACCCAGTCGCGTACTATCACAT);, V (5-TCGGATGTTGTGGGTCAG)

(SEQ ID NO:5) ir VI (SEQ ID NO:6) (3'-
GCCTACAACACCCAGTCGMGTACTATCACAT), VI (SEQ ID  NO:7)  (5-
TGACCCACGCTCGCC) ir VIl (SEQ ID NO:8) (3'-
ACTGGGTGCGAGCGGGCCTCTATTTAATACA);, X (SEQ ID  NO:9) (5-
CGCGCCATTCCTGCGA) ir X (SEQ ID NO:10) (3

GCGCGGTAAGGACGCTCGAAATCCTAT) vandenyje, pasildzius 95°C temperatiroje 5
min ir létai atvesinus iki kambario temperatiros. Zyméti DNR substratai buvo paruoti
sumai8ant dvigrandzius DNR substratus (400 nM), dATP, dGTP ir dTTP (kiekvieno 33
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MM, [0-33P]CTP (1.5 uM, Hartmann Analytic, Vokietija) ir Klenow Fragmentg (0.16 u/pl,

Fermentas Life Sciences) ir inkubuojant 37°C temperatiiroje 30 min Klenow reakcijos
buferyje; po to seké polimerazés inaktyvacija 75°C temperattroje 15 min. 20 - 100
dvigrandzio DNR substrato buvo inkubuojama su 125 nM M.Hhal, 1000 nM M.Hpall
arba 120 nM M.Sssl (variantas Q142A/N370A) buferiniame tirpale (5 -20 pL, 50 mM
MOPS, 50 mM MES pH 7.0 (M.Hhal) ir pH 7.5 (kitos metiltransferazés), 1 mM
Na;EDTA, 15 mM NaCl, 0.2 mg/ml jauéio serumo albumino, 5% glicerolio) su 13 mM
formaldehido 1 val kambario temperatiroje. Modifikacijos nuemimo reakcijos buvo
atliktos inkubuojant 20 nM dvigrandzio oligodeoksiribonukieotido su atitinkama DNR
metiltransferaze (2 yM M.Hhal, 2 yM M.Hpall arba 1.2 pM M.Sssl) 2-5 val 37°C
buferiniame tirpale (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl, 0.5 mM Na,EDTA 0.2 mg/ml
jaucio serumo albumino, 5% glicerolio). Po reakcijos DNR buvo i§sodinta 3 tiriais
etanolio, istirpinta nukleazés BAL31 buferyje (5 ML) su nukleaze BAL31 (0.4
u)(Fermentas Life Sciences), inkubuota 1 val 30°C temperatiiroje, o po to 0.5-3 yl
tirpalo buvo uZnesta ant TLC plokstelés (PE| CelluloseF, 20 x 20 cm, Merck). Naudotas
TLC kilimo tirpalas: izosviesto riigtis/ vanduo/ konc. amoniakas (66:17:4, volivol/vol).
Ploksteles buvo dZiovinamos per naktj, radioaktyvios demes eksponuotos su fotoekranu
(Fujifilm, Japan), kuris nuskanuotas skaitytuvu FLA-5100. Radioaktyvumo kiekis
démelése kiekybiskai jvertintas, naudojant MultiGauge programa (Fujifilm). Modifikuoti
2'-deoksiribocitidino-5'-monofosfatai (dXMP) buvo detektuojami atsiradus naujoms
radioaktyvumo démems $alia pagrindinés 2‘-deoksiribocitozino-5'-monofosfato (dCMP)
démes. Modifikuoto nukleotido (dMXP) padétis buvo nustatoma idmatavus jo nueitg
kelig TLC ploksteléje ir palyginus jj su citozino (dCMP) nueitu keliu (Re(X) =
Ri(dXMP)/R{(dCMP)).

Pavyzdys 3. HmC turinio dvigrandzio oligodeoksiribonucleotido nukleotidy analizé po
inkubavimo su DNR citozino-5 metiltransferaze (M.Hhal)

Modifikacijos produkty, gauty po hmC turindios DNR inkubavimo su M.Hhal, TLC
analizé parodé, kad hmC ir C nukleotidy santykis maZéja (Rc verte 0.85 ir 1.0,
atitinkamai) (zidreti Fig. 3, takeliai 1 ir 2). Kontroliné reakcija (takelis 3) buvo
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inkubuojama su katalitiS8kai neaktyviu M.Hhal mutantiniu baltymu (C81S). Taigi, 5-
hidroksimetilo grupé yra paSalinama nuo taikinio hmC liekanos, susidarant

nemodifikuotam citozinui, veikiant katalitiSkai aktyviai M.Hhal.

Pavyzdys 4. DvigrandZio oligodeoksiribonucleotido taikinio nukleotido analizé, taikinyje
turin€io hmC, C arba 5mC, po inkubacijos su L-cysteinu ir DNR citozino-5
metiltransferaze (M.Hhal)

20 nM dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido V:V! (specifinis-C), V:Vi-metilintas
(specifinis-5mC), V:VI-hidroksimetilintas (specifinis-hmC), VI:VIll (nespecifinis-C) arba
Vil:VHi-hidroksimetilintas (nespecifinis-hmC) (Fig. 4, takeliai 1-5, atitinkamai) buvo
inkubuojama su 50 mM L-cisteino ir M.Hhal (120 nM) 1 val kambario temperatiroje. Dar
viena radioaktyvi démé (Rc=0.55), atitinkantj prijungta produkta Cys-hmC, buvo
matoma (takelis 3) tik, kai substratu buvo naudota specifiné hidroksimetilinta DNR. Taigi
M.Hhal prijungia egzogeninj nukleofilg sekai specifiskai prie hmC, bet ne prie C, arba
5mC.

Pavyzdys 5. HmC turinCio dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido taikinio nukleotidy
analizé po inkubavimo su su L-selenocisteinu ir DNR citozino-5 metiltransferaze
(M.Hhal)

Modifikuoty produkty, gauty po hmC turinCio specifinio dvigrandZio DNR substrato
inkubavimo su L-selenocisteinu ir M.Hhal, TLC analizé parodé, kad atsiranda naujas
modifikuotas nukieotidas SeCys-hmC (Rc reik§meé 0.6; Fig. 4, lyginti takelius 6 ir 7).
Taigi L-selenocisteinas yra prijungiamas prie taikinio 5-hidroksimetilcitozino liekany
DNR, veikiant M.Hhal.

Pavyzdys 6: HMC turinCio dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido taikinio nukleotidy
analizé po inkubacijos su DNR citozino-5 metiltransferaze (M.Sssl)

Modifikacijos produkty, gauty po hmC turin¢ios DNR inkubavimo su M.Sss| (variantas
Q142A/N370A), TLC analizé parodé, kad hmC ir C nukleotidy santykis mazéja (Zidreti
Fig. 3, palyginti takelius 7-8). Kontroliné reakcija (takelis 9) buvo inkubuojama su
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termiskai inaktyvuotu M.Sssl. Taigi, 5-hidroksimetilo grupé yra pa$alinama nuo taikinio

hmC liekanos, susidarant nemodifikuotam citozinui, veikiant katalitiSkai aktyviai M.Sssl.

Pavyzdys 7: HMC turinCio dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido taikinio nukleotidy
analize po inkubacijos su DNR citozino-5 metiltransferaze (M.Hpall) |

Modifikacijos produkty, gauty po hmC turinCios DNR inkubavimo su M.Hpall, TLC
analizé parodé, kad hmC ir C nukleotidy santykis mazeja (Fig. 3, palyginti takelius 4-5).
Kontroliné reakcija (takelis 6) buvo inkubuojama su termidkai inaktyvuotu M.Hpall.
Taigi, 5-hidroksimetilo grupé yra pasalinama nuo taikinio hmC liekanos, susidarant

nemodifikuotam citozinui, veikiant katalitiSkai aktyviai M.Hpall.

Pavyzdys 8-11. Dideliy DNR molekuliy, turingiy 5-hidroksialkilinta taikinio citozing,
sekai specifiné modifikacija veikiant DNR citozino-C5 metiltransferazemis

Sekai specifiné modifikacija veikiant DNR citozino C5 metiltransferazems Hhal, Sss! ir
Hpall buvo tirta, naudojant DNR apsaugojimo metoda. Sis metodas paremtas tuo, kad
DNR metiltransferaziy katalizuojama nukleobaziy modifikacija tam tikrame taikinyje,
kuris yra atpaZjstamas restrikcijos endonukleaziy, apsaugo DNR nuo Siy fermenty
hidrolizes. Nemodifikuoti taikiniai DNR yra greitai fragmentuojami restrikcijos
endonukleaziy, tuo tarpu kovalentiné taikiniy modifikacija blokuoja DNR skelima. Po to
fragmentacijos pobidis yra analizuojamas agaroziniame gelyje.

DNR substratui buvo naudotas 618 bp plazmidés pUC19 (pUC-618) fragmentas su
vienu M.Hhal taikiniu, 2 M.Hpall taikiniais ir 32 M.Sss! taikiniais. pUC-618 buvo
paruostas PGR padauginimo metodu naudojant pUC19 plazmide (Fermentas Life
Sciences), du pradmenis Dir (5-AACGTTGTTGCCATTGCTAC) (SEQ ID No:11) ir Rev
(5-GCTCATGAGACAATAACCCTGA) (SEQ ID No:12) ir Tag DNR polimeraze
(Fermentas Life Sciences). PGR fragmentas buvo iSgrynintas sefakrilu S-400 (GE

Healthcare) ir i§sodintas etanoliu.

- HmC modifikacijos GCGC atpazinimo sekose buvo [vestos inkubuojant. 100 nM pUC-

618 ir 50 nM M.Hhal buferiniame tirpale (50 mM MOPS, 50 mM MES pH 7.0, 1 mM
Na;EDTA, 15 mM NacCl, 0.2 mg/ml jaugio serumo albumino, 5% glicerolio) su 13 mM
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formaldehido 1 val kambario temperatiroje. 5-hidroksietilcitozino (heC) modifikacijos
GCGC atpazinimo sekose buvo jvestos inkubuojant 100 nM pUC-618 su 50 nM M.Hhal
su 800 mM acetaldehido 1 val kambario temperatiroje kaip aprasSyta aukscéiau. hmC
modifikacijos CG atpazinimo sekose buvo jvestos inkubuojant 200 nM pUC-618 su
1200 nM M.Sssl (Q142A/N370A) ir 13 mM formaldehido 1 val kambario temperatiroje
kaip apradyta auk3Ciau. hmC modifikacijos CCGG taikinyje buvo jvestos inkubuojant
200 nM pUC-618 su 2000 nM M.Hpall ir 13 mM formaldehido 1 val kambario
temperatiroje kaip apraSyta auk3&iau. Reakcijos buvo sustabdytos, pasildant 75°C
temperatiroje 20 min. DNR po to buvo iSsodinta 3 tlriais etanolio ir vieng kartg
perplauta 75% etanoliu. Modifikacijos nuémimo reakcijos buvo atliktos inkubuojant
pUC-618 su atitinkama DNR metiltransferaze 2 — 5 val 37°C buferyje (10 mM Tris-HClI
pH 7.4, 50 mM NaCl, 0.5 mM Na;EDTA 0.2 mg/ml jau€io serumo albumino, 5%
glicerolio).

DNR karpymas restrikcijos endonukleazémis buvo atliktas pagal gamintojo
rekomendacijas (Fermentas Life Sciences). Méginiai buvo praskiesti 1/6 tirio 6x
uzneSimo dazu (Loading Dye Solution, Fermentas Life Sciences) ir analizuoti 2%

agarozes gelyje.

Pavyzdys 8. 618 bp DNR fragmento, turinio hmC, sekai specifiné modifikacija, esant
M.Hhal

Fig. 5 (takeliai 1-4) rodo, kad dél hmC madifikacijos pUC-618 fragmentas yra
nekarpomas R.Hin6l (takeliai 1 ir 2). Inkubuojant §j fragmentg su laukinio tipo M.Hhal,
GCGC taikiniai yra karpomi R.Hin6l (takelis 3), taciau inkubuojant su kataliti$kai
neaktyviu M.Hhal mutantu C81S, DNR ir toliau yra nekarpoma (takelis 4). Taigi, 5-
hidroksimetilo grupés yra efektyviai paSalinamos nuo GCGC taikiniy DNR fragmente,
veikiant katalitiSkai aktyviai M.Hhal.

Pavyzdys 9. 618 bp DNR fragmento, turin€io 5-hidroksietilcitozing, sekai specifine

modifikacija, esant M.Hhal
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Fig. 5 (takeliai 5-8) rodo, kad dél heC modifikacijos pUC-618 fragmentas yra
nekarpomas R.Hin6l (palyginti takelius 5 ir 6). Inkubuojant §j fragmentg su laukinio tipo
M.Hhal, GCGC taikiniai yra karpomi R.Hin6l (takelis 7), taCiau inkubuojant su
katalitiSkai neaktyviu M.Hhal mutantu C81S, DNR ir toliau yra nekarpoma (takelis 8).
Taigi, 5-hidroksietilo grupés yra efektyviai pasalinamos nuo GCGC taikiniy DNR
fragmente, veikiant kataliti8kai aktyviai M.Hhal.

Pavyzdys 10. 618 bp DNR fragmento, turinio hmC, sekai specifiné modifikacija, esant
M.Sssl

Fig. 6 rodo, kad dél hmC modifikacijos pUC-618 fragmentas yra i$ dalies nekarpomas
R.Hin6! (takelis 1). Inkubuojant §j fragmentg M.Sss! (variantas Q142A/N370A), GCGC

~ taikiniai yra daugiau karpomi R.Hin6! (padaugéja karpymo produkty takelyje 2). Taigi, 5-

hidroksimetilo grupés yra paSalinamos nuo GCGC taikiniy DNR fragmente, veikiant
M.Sssl.

Pavyzdys 11. 618 bp DNR fragmento, turinio hmC, sekai specifiné modifikacija, esant
M.Hpall

Fig. 6 rodo, kad dél hmC modifikacijos pUC-618 fragmentas yra i$ dalies nekarpomas
R.Hpall (takelis 3). Inkubuojant §j fragmentg su M.Hpall, CCGG taikiniai yra daugiau
karpomi R.Hin6! (padaugéja karpymo produkty takelyje 4). Taigi, 5-hidroksimetilo
grupés yra pasalinamos nuo CCGG taikiniy DNR fragmente, veikiant M.Hpall.

Pavyzdys 12. Sekai specifiné hmC konversija  citozinus Zmogaus genomingje DNR,
naudojant DNR citozino-5 metiltransferaze M.Sss!

90 ng Zmogaus genomineés DNR (gDNA) (izoliuotos i§ mirusiy Zmoniy smegeny) buvo
inkubuota 25 ul buferiniame tirpale { 50 mM MOPS, 50 mM MES pH 7.5, 1 mM
Na;EDTA, 15 mM NaCl, 0.2 mg/ml jaucio serumo albumino, 5% glicerolio) su 1200 nM
M.Sssl (variantas Q142A/N370A) per naktj 37°C. DNR buvo i§gryninta naudojant rinkinj
(Qiagen Nucleotide Removal Kit) ir fragmentuota su R.Msp! arba R.Hpall (20 u)
(Fermentas Life Science) 3 val 37°C. Tada buvo pridéta RnazesA (5 ug) ir FastAP (0.5



10

20

25

LT 5706 B

28

u) ir inkubacija pratgsiama dar vieng valandg. DNR vél buvo iSvalyta per rinkinj (Qiagen
Nucleotide Removal Kit) ir paZyméta, naudojant T4 polinukleotidkinaze (Fermentas Life
Science) ir [y->*]JATP (Hartmann Analytic). Po to DNR buvo iSsodinta 3 triais etanolio ir
degraduota su Lambda egzonukleaze (5 u) 1 val 37°C. 0.5-3 ul meéginio buvo uZnesta
ant TLC leksteliy (PEI CelluloseF, 20 x 20 cm, Merck), naudotas TLC kilimo tirpalas
izosviesto rlgstis/ vanduo/ konc. amoniakas (66:17:4, vol/vol/vol). Plokstelées buvo
dziovinamos per naktj, o radioaktyvios démelés autografuotos, naudojant fotoekranus
(Fujifilm, Japan), kurie nuskanuoti su FLA-5100 fotoskaitytuvu. Vaizdai apdoroti
Multigauge programa (Fujifilm). Fig. 7 rodo, kad genominéje Zmogaus smegeny DNR
yra hmC ir 5mC antrame citozine CCGG taikinyje (pabrauktas), nes hmC ir 5mC
turintys taikiniai yra perkerpami R.Mspl ir pazymimi ties antru nukleotidu (Zidiréti takelj 2
ir atitinkamai juodg radioaktyvumo profili deSingje), tuo tarpu R.Hpall nekerpa tokiy
taikiniy, todel jie nepasizymi (Kriaucionis, S. & Heintz, N. Science published online,
doi:10.1126/science.1169786). Genoming DNR inkubuojant su M.Sssl, detektuojamas
hmC kiekis CCGG sekose sumazéja (takelis 3 ir atiitnkamai pilkas radioaktyvumo
profilis deSinéje). Taigi 5-hidroksimetilo grupé yra paSalinama nuo taikinio citozino

CCGG sekose zmogaus genominéje DNR, veikiant M.Sssl.
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ISRADIMO APIBREZTIS:

1. Kofaktoriaus neturinCios metiltransferazeés panaudojimas modifikuotos biomolekulés,
turinCios modifikuojancig grupe formulés -CH(OH)-R, kur R yra vandenilis arba C1—C12-
alkilas, optimaliai vandenilis arba Zemesnysis alkilas, geriausiai vandenilis arba —CHj,
tikslinei konversijai | nemodifikuotg biomolekule, pasalinant minétg modifikuojancia

grupe metiltransferazés atpazinimo taikiniuose.

2. Modifikuotos biomolekulés tikslinés konversijos bldas, apimantis modifikuotos
biomolekulés, turinCios modifikuojandiag grupe formulés —-CH(OH)-R, kur R yra
vandenilis arba C1—Cyz-alkilas, optimaliai vandenilis arba Zemesnysis alkilas, geriausiai
vandenilis arba —CHj, inkubacijg su kofaktoriaus neturinlia kreipiancigja metiltrasferaze
salygomis, uztikrinanliomis metiltransferazés fermentinj aktyvumag, kur minéta tiksliné

konversija vyksta:

i) kovalentiS8kai paSalinant minétg modifikuojancia grupe liekanose, kurios yra

metiltransferazés taikiniai; arba

i) vykdant minétos modifikuojanios grupés derivatizacija liekanose, kurios yra
metiltransferazés taikiniai, kovalentiSkai prijungiant nekofaktorinius nukieofilinius

junginius bendros formulés
HQ-LX,

kur X zymi funkcing grupe ar reporterine grupe, prijungta per jungtukg L, ir Q yra
pasirinktas i5 S, Se, O, N, C.

3. Bidas pagal 2 punktg arba panaudojimas pagal 1 punkta, kur minéta biomolekulé yra

nukleorugsties molekule, optimaliai DNR, ir minéta metiltransferazé yra DNR citozino-5

- metiltransferaze, pasirinkta i§ grupés susidedancios i§ M.Hhal, M.Sssl ir M.Hpall arba

jy dariniy.
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4. Budas pagal 2 arba 3 punktg, kur modifikuota biomolekulé yra natdraliai ar dirbtinai
modifikuota biomolekulé, turinti modifikuojancig grupe, apibréztg 2 punkte, kur R yra

vandenilis arba —CHj; ir Q yra S arba Se.

5. Modifikuotos biomolekulés tikslinio Zymeéjimo bldas, apimantis reporterinés grupés,
kuri yra tinkama kaip Zymé ir kuri leidZia identifikuoti pazymétg biomolekule tarp kity

nezymety molekuliy, tiesioginj prijungima arba prijungima paeiliui.

6. Budas pagal 5 punktg, kuriame Zymé yra pasirinkta i§ fluorofory, fluorescencijos
gesintoju, chromofory, giminingumo Zymeny, stabiliy paramagnetiniy grupiu,
radioaktyvius arba retus stabilius izotopus turiniy grupiy, grupiy, turinéiy sunkiuosius
atomus, tinkamus kristalografiniy difrakcijos duomeny fazéms gauti, tarpgrandininius
rySius formuojanciy agenty, nukleorigstis karpanciy grupiy, hapteny, nano-daleliy ir

rutuliuky.

7. Hidroksimetilinty taikiniy biomolekuléje nustatymo bldas, apimantis biomolekulés
derivatizacijg arba Zyméjima, prijungiant nekofaktorinj junginj, apibrézta 2 punkte, esant
kofaktoriaus neturinCiai metiltransferazei ir nustatant, ar minétos metiltransferazés
taikiniai buvo modifikuoti, kur minétos metiltransferazés taikiniy modifikavimas nurodo

hidroksimetilinto taikinio buvima.

8. Bldas pagal 7 punkta, kuriame prijungiamas junginys trukdo nukleori$ciy
padauginimui metiltransferazés atpaZinimo sekose; ir hidroksimetilinti taikiniai yra
nustatomi testuojant, ar bdta nukleorligs¢iy molekulés padauginimo uZdelsimo

metiltransferazés atpazinimo sekose.

9. Blidas pagal 7 ar 8 punktus, kuriame prijungiamas junginys turi fluorescencine Zyme,
ir hidroksimetilinti taikiniai yra nustatomi, matuojant fluorescencijos buvimag arba kiekj
minétoje nukieoriigsties molekuléje. |
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- 10. Budas pagal bet kurj i§ 7-9 punkty, kur junginio prijungimas yra galimas prie 5-

hidroksimetilcitozino liekanos DNR, bet jo prijungimas yra negalimas prie 5-

metilcitosino ar citozino liekanuy.

11. Badas pagal bet kur{ i§ 5-6 arba 7-10 punkty, kur prijungiamas junginys ar Zymeé
derivatizuotojoje biomolekuléje, optimaliai DNR molekuléje, yra identifikuojamas DNR
sekoskaita, hibridizacija, masiy spektrometrija arba nukleozidy sudéties analize po

fermentinés fragmentacijos ir chromatografijos.

12. Rinkinys, skirtas atlikti bidg pagal bet kurj iS punkty 2-4, 5-6 arba 7-11, apimantis

kofaktoriaus neturinCig kreipianCigjg metiltransferaze arba kofaktoriaus neturincig

~ kreipianCiajg metiltransferaze ir nekofaktorinj (-ius) junginj (-ius) atskiruose

konteineriuose.

13. Rinkinys pagal 12 punkta, papildomai turintis pasSalintg grupe surisantj junginj(-ius)

atskiruose konteineriuose ir, nebatinai, naudojimo instrukcija.

14. 2'-deoksicitidino darinys susidares DNR, kuris yra 5-(Se-selenocisteinil)metil-2'-

deoksicitidinas.
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