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ISradimo sritis

ISradimas susijes su metiltransferazés orientuojamu anglies elektrofily, pavydzZiui aldehidy,
kovalentiniu prisijungimu prie biomolekulées bei po to sekanlio nuo metiltransferazés
priklausomo nukleofily, pavyzdziui tioliy, prijungimo prie biomolekulés, bitent apibldina
metiltransferazés orientuojama prisijungima prie biomolekulés bet kurio junginio, atitinkancio

formules (l) arba (l1),

R
>=o

o 7—QH
(1 ’ (1

kur R ir Z yra nepriklausomai pasirinkti i H, D, C,—C4,-alkilo, alkeno, alkino, fenilo arba -LX, kur
X zymi funkcine grupe arba reportering grupe, prijungtg per jungtukg L, ir QH yra pasirinktas i$
-SH, -SeH, -NHNH, arba -ONH,. Sis i$radimas taip pat apima biomolekules tikslinio
modifikavimo, derivatizacijos ir Zyméjimo bidus, taip pat nemetilinty atpazistamy seky
biomolekuléje nustatymo bldg ir rinkinj, skirtg Siems blidams atlikti. Visus minétus i$radimo
objektus jungia egzogeniniy nekofaktoriniy junginiy, atitinkangiy (1) ir (i) formules, kovalentinio

prijungimo prie biomolekules, esant metiltransferazéms, idéja.

Sitlomas iSradimas yra paai$kintas pavydZiais naudojant DNR metiltransferazes (MTazes).
Taciau, jis gali bati naudojamas su RNR ir baltymy metiltransferazémis, taip pat su
metiltransferazémis, kuriy substratai yra kitos biomolekulés.

Siame apraSyme terminas ,metiltransferaze* apibldina fermentus, kurie paprastai pernesa
metilo grupg nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant savo substraty. Metiltransferazé yra
fermentas, kuris geba metilinti DNR, RNR ar (poli)peptidus. Tiksliau, metiltransferazé yra DNR
citozino-5 metiltransferaze, kuri, naudodama kovalentino aktyvavimo mechanizma, pernesa
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 bazéje ir turin€ig deponavimo numerj P05102.
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Terminas ,prijungimas” reidkia cheminj junginiy prijungimg susidarant stabiliam kovalentiniam
rySiui (tokiam kaip C-C ry8ys, C-S ry8ys, C-Se ry8ys arba C-N ry8ys). Prijungimo reakcija gali
biti viso elektrofilo junginio (I) prijungimas taikinio biomolekuléje arba po to sekanti nukleofilo
junginio (Il) kondensacija, kai modifikuoto taikinio biomolekulgje hidroksilo grupé yra

pakeiCiama visa junginio () molekule.

Terminas ,biomolekule” reiSkia DNR, RNR arba (poli)peptidg. Terminas ,(poli)peptidas" nurodo
peptidg arba polipeptidg. Tiksliau, biomolekulé yra chromosominé arba genominé DNR.
Biomolekules gali bati visiskai natGralios (t. y. nemodifikuotos), sintetinés arba modifikuotos ir
gali egzistuoti kaip kompleksai. PavyzdZiui, terminas ,nukleoriigééiy molekulé" apima DNR ir
RNR molekules arba RNR/DNR hibridus bei modifikuotas DNR ir RNR molekules. DNR gali
bati, pavyzdZiui, cDNR arba genominé DNR. RNR gali biti, pavyzdziui, mRNR, hnRNR, tRNR
ir t.t.

Terminas ,derivatizacija“ reiSkia biomolekulés modifikavima, kovalentikai prijungiant cheminiy
junginiy fragmentus, pavyzdZiui anglies grandines, chemigkai aktyvias arba reporterines

grupes, prie biomolekuliy, pavyzdziui DNR, kitais atzvilgiais nepakeigiant taikinio biomolekulés.

18radimo technikos lygis

Daugumos gyvy organizmy DNR be pagrindiniy keturiy nukleozidy 2'-deoksicitidino (dC), 2'-
deoksiadenozino (dA), 2'-deoksitimidino (dT) ir 2'-deoksiguanosino (dG) dar randami nedideli
kiekiai metilinty nukleozidy: 5-metil-2'-deoksicitidino (dC™"), N4-metil-2‘-deoksicitidino ir N6-
metil-2'-deoksiadenozino. Sie metilinti nukleozidai atsiranda deka fermenty DNR
metiltransferaziy (MTaziy), kurios katalizuoja aktyvuotos metilo grupes pernasa nuo
kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant DNR atpaZinimo sekose, susidarant
minetiems nukleotidams (Cheng, (1995) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 24, 293-318).
DNR metilinimas yra svarbus biologinis mechanizmas, reguliucjantis geny raika stuburiniuose
gyvinuose, [skaitant 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.

AdoMet kofaktorius yra universalus daugumai gyvuose organizmuose vykstanéiy metilinimo
reakcijy. Sis biologiskai ir chemiskai aktyvus junginys yra sudarytas i$ teigiamai jkrauto suifonio
centro, kuris jungia tris | periferijg iSeinangias dalis: metilo grupe (kuri yra perneSama),
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adenozilo ir homocisteino fragmentus. Adenozilo ir homocisteino fragmentai tarnauja kaip
inkaras, kurio déka kofaktorius yra suriSamas konkregioje metiltransferazés vietoje su teisingai
orientuota metilo grupe. Sulfonio centras, kaip manoma, aktyvuoja metilo grupés perne$ima ant
nukleofiliniy taikiniy. Kai kurios metiltransferazés geba aktyvuoti taikinio molekules jvairiais
mechanizmais (Klimasauskas and Lukinavicius (2008) Wiley Encyclopedia of Chemical
Biology. DOI: 10.1002/9780470048672.wech335).

Metiltransferaziy gebejimas vykdyti sekai specifinj biopolimery kovalentinj modifikavimg gali
biti naudojamas biotechnologijoje. Neseniai buvo pranesta apie skirtingas Zymeéjimo strategijas
naudojant DNR metiltransferazes ir trijy tipy sintetinius kofaktorius (Klimasauskas and
Weinhold, (2007) Trends Biotechnol. 25, 99-104). Viena i$§ $iy strategijy paremta natGralaus
kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino (AdoMet) metilo ir homocisteino grupiy pakeitimu aziridino
grupe. Vykstant nuo metilazés priklausomam nukleofiliniam aziridino Ziedo atidarymui visa $iy
AdoMet analogy molekule yra prijungiama prie taikinio adenino ar citozino baziy DNR. Kai
kuriy floruofory prijungimas per lankscig jungti tam tikrose adenozilo fragmento padeétyse gali
netrukdyti metiltransferazei suriti kofaktoriy. Tokie kofaktoriai kaip 8-amino[1"-(N"-dansil)-4"-
aminobutil]-5'-(1-aziridin)-5'-deoksiadenozinas (Pljevaljcic ir kt., (2003) J. Am. Chem. Soc. 125,
3486-3492) arba  8-amino[1"-(N"-biotinil)-4"-aminobutil]-5'-(1-aziridin)-5'-deoksiadenozinas
(Plievaljcic ir kt., (2004) Methods Mol. Biol. 283, 145-161) gali bati naudojami biomolekuliy
zymejimui sekai specifiSkai (Pljevaljcic et al., (2004) ChemBioChem 5, 265-269). Taip pat yra
pasklebti aziridino dariniai (WO0003587, publ. 2000), kurie gali biti naudojami kaip kofaktoriai
S-adenozil-L-metionino metiltransferazéms. Zymejimas yra vykdomas naudojant nuo AdoMet
priklausomas metiltransferazes, o adenozino fragmentas tarnauja molekuliniu inkaru

kofaktoriaus surisime.

Antra klasé yra AdoMet N-haloetilo analogai, pavyzdziui 5'-(diaminobutirio rigsties)-N-jodoetil-
5'-deoksi-8-azido-adenozinas arba 5'-[(N-joéoetiI)propargilamino]-5’-deoksi-adenozinas (Zvag
ir kt., (2006) J. Am. Chem. Soc. 128, 2760-2761). Sie junginiai tiek struktariniu, tiek
mechanistiniu poZilriu yra pana$ls | aziridino analogus. Metiltransferazés perkelia visg
kofaktoriaus molekule ir prijungia jg per jodoetilo grupe prie taikinio citozino arba adenino DNR
(manoma, kad prijungimas vyksta per tarping stadija, atsidarant aziridino Ziedui). Sie analogai
turi inkarin| adenozino fragmentq ir gali turéti Sonine homocisteino grandine. Remiantis Siais
analogais buvo pasillyta keletas dviejy stadijy Zymeéjimo/konjugacijos metody. Pavyzdziui,
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US7465544, publ. 2007, atskleidZia reaktyvias grupes, kurios gali blti prijungtos prie
kofaktoriaus analogy ir taip pat gali btti panaudotos kaip detektuojamos Zymes.

Tre¢ia AdoMet analogy grupé prie sulfonio aktyvaus centro vietoje metilo grupés turi ilgesnes
alilo (-CH,CH=CH,) ar propargilo (-CH,C=CH) grupes. Sie kofaktoriai yra vadinami dvigubai
aktivuoti AdoMet analogai, nes jie turi aktyvuojantj dvigubg arba trigubag ry8j nutolusi nuo
perkeliamo anglies atomo per beta-pozicijg (Dalhoff ir kt., (2006) Nat. Chem. Biol. 2, 31-32).
Adenozino ir homocisteino fragmentai yra kofaktoriaus suri§imo molekuliniai inkarai, ir tik
kofaktoriaus analogo molekulés dalis (prie sulfonio centro prijungta aktyvuota Soniné grandine)
yra perkeliama ant taikinio molekulés. Sie kofaktoriai gali biti naudojami nuo metiltransferaziy
priklausomam dviejy stadijy plazmidinés DNR Zzyméjimui (Lukinavicius ir kt., (2007) J. Am.
Chem. Soc. 129, 2758-2759). Tokie analogai yra apradyti WO 2006/108678, publ. 2006, ir
suteikia galimybe, panaudojant metiltransferazes, perkelti trumpesnes linijines grupes
(molekulés dalis) ant taikiniy biomolekuliy, jgalinant paZymeéti DNR.

Tacgiau zymejimo strategijos panaudojant aprasytus kofaktoriy analogus (tame tarpe ir dvigubai
aktyvuotus kofaktorius) turi trakumy;

1) Zyméjimo reakcijy chemija riboja grupiy pasirinkima, ypa¢ mazy, kurios bus prijungtos prie
taikinio biololekuliy. Minimalus perneSamas vienetas yra visas kofaktorius naudojant N-
adenozilaziridino arba N-haloetilo analogus. Dvigubai aktyvuotiems kofaktoriams minimalus
perneSamas fragmentas yra 3 anglies atomy linijiné grandineé (alilo arba propargilo) plius
funkciné grupé; taciau dazniausiai naudojami didesni perkeliami fragmentai (Klimasauskas ir
Weinhold, (2007) Trends Biotechnol. 25, 99-104). Tai riboja Zyméjimo reakcijy galimybes tais
atvejais, kai reikalingi tik minimalls orginaliy biomolekuliy poky¢iai. Dar daugiau, nei dydzio
apribojimas, 2Zymint biomolekules yra svarbls tam tikri perkeliamos grupés struktiros
reikalavimai. Iki Siol nebuvo zinoma metodu, kurie leisty sekai specifiskai ant citoziny DNR
perkelti, pavyzdziui, hidroksimetilo, 1-hidroksietilo, 2-chior-1-hidroksietilo, 2-hidroksietiltiometilo
grupes. Taigi, zymeéjimo budai, kurie leisty prijungti dar trumpesnius fragmentus arba budai,
kurie iSplecia ekzistuojandiy linkeriy/funkciniy grupiy pasirinkima, yra labai reikalingi.

2) Visy AdoMet analogy tipai yra chemiskai sudétingos struktlros, o jy sintezé yra brangi
(daugiapakopés sintezeés procediros, jskaitant daug gryninimo stadijy (Pljevaljcic ir kt., (2003)
J. Am. Chem. Soc. 125, 3486-3492; Pljevaljcic ir kt., (2004) Methods Mol. Biol. 283, 145-161;
Lukinavicius ir kt., (2007) J. Am. Chem. Soc. 129, 2758-2759). Taigi, Zyméjimo reagenty
sukurimas gali bati ribotas dél didelés jy kainos.
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3) N-adenozilaziridino ir dvigubai aktyvuoti AdoMet analogai chemiSkai yra gana nestabills ir
fiziologinémis salygomis pasizymi trumpais gyvavimo laikais (C. Dalhoff, (2005) Dokt. Diss,
Aachener Beitrédger zur Chemie, Bd. 63; ISBN 3-86130-767-7). Tai gali riboti Zyméjimo reakcijy
produktyvy inkubacijos laikg iki 1-2 val. AdoMet kofaktoriy analogai turi bdti laikomi
specialiuose buferiuose Zemose temperatiirose (nuo -20°C iki -70°C). Sie apribojimai gali biti
lemiami, kai Zyméjimo reagentus reikia laikyti tam tikrg laikg aplinkos temperatiroje arba
neuzsaldytus (Saldytuve).

4) Visos ankséiau zinomos Zyméjimo reakcijos remiasi stipriu kofaktoriaus analogy susiriSimu
su metiltransferazémis. Taigi Zyméjimo reakcijos metu susidaro 3alutiniai produktai, kurie
slopina reakcija arba dél stipraus metiltransferaziy risimosi su substrato-kofaktoriaus
konjugatais (N-aziridino ir N-haloetilo analogai), arba dél natiralaus reakcijos produkto S-
adenozil-L-homocisteino (dvigubai aktyvuoti kofaktoriai) susidarimo. Metiltransferazés Siuos
Salutinius produktus risa neproduktyviai, o tai gali riboti fermento Zyméjimo reakcijos apsukas
iki vienos ar keliy atitinkamai (Klimasauskas ir Weinhold, (2007) Trends Biotechnol. 25, 99-
104). Tai savo ruoZtu sumazina Zyméjimo reakcijos efektyvuma ir reikalauja dideliy Zyméjimo
reagenty kiekiy (tiek kofaktoriaus analogy, tiek metiltransferaziy) bei prailgina inkubacijos
laikus.

5) Dvigubai aktyvuoty kofaktoriy su ilgomis perneSamomis Salutinémis grandinémis naudojimas
daznai néra efektyvus su laukinio tipo metiltransferazémis dél perneSamos Salutinés grandinés
padidinty erdviniy trukdZiy. Vienas i§ problemos sprendimo bady gali bati kryptinga
metiltransferaziy kofaktoriaus suri§imo kiSenés mutagenezé (Lukinavicius ir kt., (2007) J. Am.
Chem. Soc. 129, 2758-2759). Vis délto néra aisku ar Sis metodas bus sékmingas su kitais
fermentais, nes jis kol kas yra sékmingai iSbandytas tik su vienos kiasés metiltransferazémis.
Tai gali riboti Sio metodo taikymag, ypa€ jo iSpletimg kitoms nuo AdoMet priklausangiy

metiltransferaziy klaséms.

Taigi, yra pageidaujama sukurti metodus, kurie (i) leisty prie biomolekuliy sekai specifiSkai
kovalentikai prijungti trumpas funkcines grupes (C4—C, grandines) ir (ii) naudoty chemiskai
paprastus ir nebrangius junginius.

ISradimo esmeé

Siy problemy sprendimas pasiekiamas, realizuojant sicilomo i$radimo apibrézties 1-19 punktus.
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Pagrindine iSradimo idéja yra panaudoti nekofaktorinius junginius, kuriy formules (1) arba (lI),

R

/Eo Z—QH

H
(1 (I

kur R ir Z yra nepriklausomai pasirinkti i8 H, D, C{—~Cyz-alkilo, optimaliai C,~C,-alkilo, alkeno,
alkino, fenilo arba -LX , kur X zymi funkcing arba reporterine grupe, prijungta per jungtuka L,
bei QH yra pasirinktas i§ -SH, -SeH, -NHNH, arba -ONH,, biomolekulés tiksliniam
modifikavimui arba derivatizacijai, kovalentiS8kai prijungiant prie biomolekulés, esant

nukreipinaciajai metiltransferazei.

Optimaliai R yra pasirinktas i§ grupés, susidedan&ios i§ -H, -CH,, -CH,CH,; -CH,CI,
-CH,N*(CH3)5Cl, -CH,OCH,CgHs; QH optimaliai yra —~SH, ir Z yra pasirinktas i§ grupes,
susidedancios i§ —CH,CH,OH, -CH,CH(CO,H)NH, ir -5'-adenozilo. '

Buvo atrasta, jog Sie junginiai, esant metiltransferazei, yra selektyviai prijungiami specifiniuose
biomolekuliy lokusuose, kurie yra natdralls Sias reakcijas atliekanéiy metiltransferaziy taikiniai.
Vienas i§ substratg aktyvuojanios metiltransferazés pavyzdiiq yra pirimidino-5 specifinés
metiltransferazés, kurios katalizuoja metilo grupés pernesima | 5-tg citozino ar uridino liekanos
padet] DNR, RNR arba laisvose nukleotiduose, susidarant laikinam kovalentiniam rysiui tarp

baltymo ir 6-to C atomo pirimidino Ziede.

Sidlomo i$radimo objektas yra biomolekulés tikslinio modifikavimo bidas, apimantis
biomolekulés inkubavimg su junginiu (I) arba paeiliui su junginiais () ir (Il), esant
metiltransferazei ir salygomis, kuriomis vyksta $io junginio/junginiy prisijungimas prie taikinio
molekulés.

Sis isradimas taip pat apima tikslinio biomolekulés Zymejimo ir tikslines modifikacijos badus,

kuriuose naudojama Siame iSradime aprasyta biomolekulés tikslinio modifikavimo stadija.

Sililomas iSradimas taip pat susijes su nemetilinty taikiniy biomolekuléje nustatymo bidu,
apimanciu biomolekulés tikslinio modifikavimo stadija, kovalentiskai prijungiant nekofaktorinj
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junginj (I) arba paeiliui junginius (1) ir (Il) prie minétos biomolekulés, esant nukreipianciajai
metiltransferazei.

Galiausiai, $io iSradimo objektu yra rinkinys, apimantis metiltransferaze ir nekofaktorinj junginj
(1) arba junginj (1) ir junginj (I1), skirtas atlikti bet kurj ankséiau paminéty budy.

Bréziniy apraSymas

Siekiant iliustruoti pagrindinius Sio iSradimo poZymius $is aprasymas apima:

Fig. 1: Fermentiskai sufragmentuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido atvirks&iy faziy
HPLC analizé po inkubacijos su M.Hhal ir junginiu (1). 13 pM LIl dvigrandés DNR ir 15 yM
M.Hhal buvo inkubuota su 13 mM R1-CHO (takelis 4), 800 mM R2-CHO (takelis 3), 200 mM
R3-CHO (takelis 6), 200 mM R4-CHO (takelis 2) or 200 uM AdoMet (takelis 1) 1 valandg
kambario temperaiﬁroje. Kontrolinés reakcijos (takeliai 5 ir 7) buvo inkubuojamos be reagento
ir M.Hhal. deA takelyje 2 Zenklina N6-eteno-2'-deoksiadenozing. HPLC eliucijos tirpalas A buvo
20 mM amonio formiatas, pH 3.5. Smailes nurodangios rodyklés pazymi naujus modifikacijos
produktus. Cheminé grupé -CH(R)OH yra prijungta prie citozino C5 atomo, kur R1 =-H, R2 = -
CHjs, R3 = -CH,CHj;, R4 = -CH,CI. '

Fig. 2. Fermentiskai sufragmentuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido atvirk$¢iy faziy
HPLC analizé po inkubacijos su M.Hhal ir junginiais (1) ir (I). 13 pM 1:ll dvigrandés DNR ir 15
KM M.Hhal buvo inkubuota su 13 mM R1-CHO 40 min (takelis 2) ir po to pridéta junginio (1) iki
galutinés koncentracijos 300 mM Z1-SH (takelis 3), 50 mM Z2-SH (takelis 4) arba 400 uyM Z3-
SH (takelis 5) ir inkubuota 1 val kambario temperatdroje. Kontroliné reakcija (takelis 1) buvo
inkubuota be M.Hhal. HPLC eliucijos tirpalas A buvo 20 mM amonio acetatas, pH 5.5. Smailes
nurodancios rodyklés pazymi naujus modifikacijos produktus. Cheminés grupés -CH(R)OH ir
~CH(R)SZ yra prijungtos prie citozino C5 atomo, kur R1=-H, Z1= -CH,CH,0OH, Z2 = -
CH,CH(CO,H)NH,, Z3 = -5'-adenozilas.

Fig. 3: FermentiS8kai sufragmentuoty specifinio, metilinto ir nespecifinio dvigrandziy
oligonukleotidy 2'-deoksicitidin-5'-monofosfaty Zyméty **P TLC analizé po inkubacijos su
M.Hhal. 20 nM dvigrandés DNR LIV su pazymétu **P taikinio citozinu (specifing, takeliai 1, 4,
7), M.Hhal uZmetilintos lll:IV (metilinta, takeliai 2, 5, 8) arba nespecifinés dvigrandés DNR
VIEVII (nespecifing, takeliai 3, 6, 9) buvo inkubuojama su 125 nM M.Hhal (takeliai 1-9) ir 13
mM R1-CHO (takeliai 4-6) arba 800 mM R2-CHO (takeliai 7-9) 1 val kambario temperatiroje.
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Pilkos rodyklés nurodo taikinio nukleotido naujus modifikacijos produktus. Cheminé grupé —
CH(R)OH yra prijungta prie dCMP C5 atomo, kur R1 = -H, R2 = -CH,.

Fig. 4: FermentiSkai sufragmentuoto dvigrandzZio oligonukleotido taikinio 2'-deoksicitidin-5'-
monofosfaty Zzymétu **P TLC analizé po inkubacijos su M.Hhal. 20 nM dvigrandes DNR 111V ir
125 nM M.Hhal buvo inkubuota su 200 uM AdoMet (takelis 3), 13 mM R1-CHO (takelis 4), 800
mM R2-CHO (takelis 5), 200 mM R3-CHO (takelis 6), 100 mM R5-CHO (takelis 8) arba 100
R6-CHO (takelis 7) 1 valandg kambario temperatlroje. Kontroliniuose takeliuose nebuvo
pridéta M.Hhal (takelis 1) arba reagento (takelis 2). Rodykiés nurodo naujus modifikacijos
produktus. Cheminé grupé yra prijungta prie dCMP C5 atomo, kur R1=-H, R2=-CH;, R3 =
-CH,CH3;, R4 =-CH,CI, R5 =-CH,N*(CH,);, R6 = -CH,OCH,CgHs.

Fig. 5. Fermentiskai sufragmentuoto dvigrandZio oligonukleotido taikinio 2'-deoksicitidin-5'-
monofosfaty Zymety **P TLC analizé po inkubacijos su M.Hhal ir junginiais (I) ir (II). 40 nM
dvigrandés DNR LIV ir 250 nM M.Hhal buvo inkubuota su 13 mM R1-CHO 1 valandg
kambario temperatiiroje (pirmas Zingsnis). R1-CHO modifikuota DNR buvo inkubuojama su
750 nM M.Hhal 2 val be (takeliai 3 ir 4) arba su reagentais: 300 mM Z1-SH (takelis 4), 50 mM
Z2-SH (takelis 5) arba 400 uM Z3-SH (takelis 8) (Zingsnis 2). Kontrolinis takelis 1 buvo
inkubuojamas be M.Hhal. Rodyklés nurodo naujus modifikacijos produktus. Cheminé grupés —
CH(R)OH arba ~CH(R)SZ yra prijungiamos prie dCMP C5 atomo, kur R1=-H, Z1=-CH,CH,OH,
Z2 = -CH,CH(CO;H)NH,, Z3 = -5'-adenozilas.

Fig. 6: FermentiSkai sufragmentuoto dvigrandzio oligonukleotido taikinio 2'-deoksicitidin-5'-
monofosfaty Zymety **P TLC analizé po inkubacijos su M.Sssl, M.Hpall ar M.Alul ir junginiu (1).
20 nM (a), 40 nM (b) arba 105 nM (c) dvigrandés DNR VII:VIll (a, b) arba IX:X (c) ir 0.8 u/yl
M.Sssi (a), 600 nM M.Hpall (b) arba 10 u/ul M.Alul (c) buvo inkubuojama su 200 uM AdoMet
(a, takelis 3), 13 mM R1-CHO (a, takelis 4; b, takelis 2), 800 mM R2-CHO (a, takelis 5; b,
takelis 3; takelis 2), 200 mM R3-CHO (a, takelis 6) arba 100 mM R6-CHO (a, takelis 7) vieng
valandg kambario temperatdroje. Kontroliniuose takeliuose nebuvo pridéta MTazés (a-c, takelis

1) arba reagento (a, takelis 2). Rodyklémis parodyti nauji modifikacijos produktai. Chemine

grupe —CH(R)OH yra prijungta prie dCMP C5 atomo, kur R1 = -H, R2 = -CH,3, R3 = -CH,CH,,
R4 = -CH,Cl and R6 = -CH,0CH,C4Hs.

Fig. 7: 618 bp PGR fragmento, inkubuoto su metiltransferazés ir junginiy (1), restrikcine
analizé. 100 nM 618 bp PGR fragmento (1 M.Hhal atpaZinimo taikinys, 32 M.Sss| atpazinimo
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taikiniai, 2 M.Hpall atpaZinimo taikiniai) ir 50 nM M.Hhal (takeliai 2, 4), 500 nM M.Sssl (takelis
5) arba 1000 M.Hpall (takelis 7) buvo inkubuota su 13 mM R1-CHO (takeliai 3-7) arba 800 mM
R2-CHO (takeliai 1, 2) 1 valanda kambario temperatiroje. Po to modifikuota DNR buvo
fragmentuota su restrikcijos endonukleaze R.Hin6l (takeliai 1-5) arba R.Hpall (takeliai 6, 7) ir
analizuota agaroziniame gelyje. Kontroliniai takeliai buvo inkubuojami be MTaziy (takeliai 1, 3,
6) arbe be MTazeés ir reagento (takelis 8)

Fig. 8. Bakteriofago A DNR restrikciné analizé po metiltransferazes modifikacijos su reagentu
(). A DNR (0.82 uM M.Hhal taikiniy), M.Hhal (4 uM), kofaktorius ((200 UM AdoMet, takelis 5)
arba 13 mM R1-CHO (takeliai 6-9) buvo inkubuoti 1 valandg kambario temperatiroje. Po to,
modifikuota DNR buvo hidrolizuota restrikcijos endonukleazémis R.Hin6l (takeliai 1, 5, 6),
RAlul (takeliai 2, 7), R.Mspl (takeliai 3, 8) arba R.BsuRl (takeliai 4, 9) ir analizuota
agaroziniame gelyje. Takelis M, DNR ilgio Zymuo (GeneRulerTM DNA Ladder, Fermentas Life
Sciences), takelis C, bakteriofago A DNR kontrolé. M.Hhal modifikuoja DNR reagentu HCHO
savo atpazinimo sekose, nes hidrolize Yra blokucjama GCGC taikiniuose (takelis 6), bet ne
AGCT, CCGG ar GGCC sekose (takeliai 7—9).

Fig. 9: pUC19 plazmidinés DNR Zymeéjimas sekai specifiskai (pagrindinio principo jrodymas).
pUC19 plazmide buvo modifikuota su R1-CHO ir Z2-SH veikiant metiltransferazei ir po to
inkubuota su fluoresceinu N-hidroksisukcinimodo esteriu (Fluoresceinas-NHS). Zymeta DNR
buvo hidrolizuota R.FspBl endonukieaze bei 4 hidrolizés fragmentai F1-F4 analizuoti 2%
agaroziniame gelyje. Gelis buvo nuskanuotas naudojant 473 nm lazerj (kairé puse), taip
visualizuojant fluoresceing,o po to DNR fragmentai buvo nudazyti etidzio bromidu (desine
puse). Takelis 1, kontrolé be M.Hhal. Takelis 2 kairéje puséje rodo, jog fluorescencijos
intensyvumas keturiuose fragmentuose pasiskirto pagal M.Hhal taikiniy kiekj (7, 7, 1 ir 2
atitinkamai; taikiniai parodyti pilkais rutuliukais). Tai parodo sekai specifinj plazmides
pazyméjima.

Detalus iSradimo apradymas

Pagrindinis Sio isradimo objektas yra nekofaktoriniy junginiy, kuriy formulés (1) ir (I1),

R

H>:O Z—QH

(0 (1
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kur R ir Z yra nepriklausomai pasirinkti i§ H, D, C4—C.-alkilo, optimaliai C,~C,-alkilo arba -LX ,
kur X Zzymi funkcine grupe arba reporterine grupe, kuri prijungta per jungtukg L, ir QH yra
pasirinktas i§ -SH, -SeH, -NHNH, arba -ONH,, panaudojimas biomolekules tiksliniam
modifikavimui arba derivatizacijai, kovalentiSkai prijungiant juos prie biomolekulés, esant

nukreipianciajai metiltransferazei.

Sio iSradimo taikinio molekulés sekai specifinio modifikavimo bendras principas yra aiskus i$
Schemos 1 (Zemiau), kuri parodo citozino liekany DNR tikslinio modifikavimo galimybes, esant
DNR citozino-5 metiltransferazéms (MTazéms).

Shema 1. Siame idradime apraSytas sekai specifinis DNR modifikavimas nekofaktoriniu
junginiu (1) arba paeiliui junginiais (1) ir ().

(R6-CHO)

Junginys | : Junginys i
NH, o NH, R NH, R
NZ l R ZH NZ OH HS—Z N s—z
)\ )\ >
B ———
o T MTaze 0 T MTaze o N
|
DNR DNR DNR
R= (R1) QH=SH
-CH, (R2) -
-CH,CH, (R3) Z = -CH,CH,0H 1)
-CH,CI (R4) -CH,CHCOHINH,  (22)
-CH,N*(CH,), CI- (RS5) -5'-adenozinas (Z3)
-CH,0CH,C,H;  (RS)
NH,
° ° OH HS_ _A
H—< He—4 Hs” N ~~"cooH
H H (Z1-SH) (Z2-5H)
{R1-CHO) (R2-CHO)
0
\%o CI\% Y /:N
" H HS/\LfN%/NHz
(R3-CHO) {R4-CHO) o ~ |
) HO oH N N
\ ¢ o o]
__N,\/( H (Z3-SH)
/ H
(R5-CHO)
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Si nauja sekai specifingé biomolekuliy modifikacijos reakcija turi keletg privalumy, lyginant su
anksciau apra8ytais bidais:

- Siame iSradime aprasyti junginiai uztikrina naujas DNR modifikavimo galimybes, jterpiant
jvairias funkcines ir reporterines grupes (ypa¢ mazas grupes), kuriy jterpimas nejmanomos,
naudojant ankséiau aprasytus Zinomus AdoMet analogus;

- 8io iSradimo junginiai chemiskai yra paprasti ir Zymiai pigesni;

- §ie junginiai yra Zymiai stabilesni ir dél savo mazos kainos ir prieinamumo, jei reikia, gali bati
greitai pristatyti dideliais kiekiais; ‘

- prijungimo reakcijos metu nesusidaro slopinantys Salutiniai reakcijos produktai, kurie galéty
sudaryti stabilius kompleksus su metiltransferazémis ;

- Sie junginiai yra paprasti bei nedidéli ir reikalauja mazesnio arba i§ viso nereikalauja

nukreipiangiosios metilatransferazés modifikavimo.

Pagrindziant Sio iSradimo naujumg ir iSradimo lygj, pazymétina, kad:

1) Junginiai, kuriy formulés (1) ir (Il), néra panaSus né | vieng Zinomg AdoMet analogy klase ir
néra bona fide nuo AdoMet priklausomy metiltransferaziy kofaktoriai; jie neturi inkariniy
fragmenty, tokiy kaip adenozinas ar homocisteinas, del kuriy formuojasi diskretus specifinis
kofaktoriaus ir metiltransferazés kompleksas (Pignot ir kt., (2000) Eur. J. Org. Chem. 549-555;
Merkiene ir Klimasauskas (2005) Nucleic Acids Res. 33, 307-315; Klimasauskas ir Weinhold,
(2007) Trends Biotechnol. 25, 99-104). Junginiy, kuriy formulés (1) ir (II) (atitinkamai, aldehido
ir tiolio), reaktyvi grupé skiriasi nuo visy ankséiau aprasyty AdoMet analogy klasiy (aziridino,
haloetilamino, alkilsulfonio).

2) Siame isradime aprasyta pirminé reakcija yra nauja ir néra akivaizdi Sios srities
specialistams, nes reakcijos tipas (nukleofilinis prijungimas) yra kitoks nei Sy2 reakcijos
(nukleofilinis pakeitimas), kuris ir yra natiraliai naudojamas visy metiltransferaziy, jskaitant visy
Zinomy AdoMet analogy reakcijas. Antriné kondensacijos reakcija su nukleofilais, pavyzdziui
tioliais (QH = SH), yra visiSkai nauja reakcija su DNR.

3) Reakcijos metu DNR molekuléje susidaranlios funkcinés grupés (5-alfa-
hidroksialkilcitozinas ir 5-alkiltiometilcitozinas) yra naujos ir negali bti jvestos sekai specifiskai
jokiais kitais zinomais bldais. 5-hidroksimetilcitozinas (HMC) gali biti jterptas | DNR atsitiktinai,
naudojant DNR polimeraze ir atinkamo nukleozido 5'-trifosfatg (Kutter ir Wiberg (1969) J. Virol.
4, 439-453), arba gali biti jterptas specialiose padétyse trumpose DNR chemiskai sintetinant
oligodeoksiribonukleotidus de novo (Tardy-Planechaud ir kt., (1997) Nucleic Acids Res. 25,
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553-558). HMC jterpimas specifinése sekose ilgose gamtinése DNR gali biti pasiektas tik

naudojant Siame iSradime apra8yta blda.

Sio iSradimo optimaliame jgyvendinimo variante R apima vandenilj, D, -CH,, -CH,CHj3, -CH,CI,
-CH,N*(CHj3); ir -CH,OCH,C¢Hs, ir Z apima -CH,CH,OH, -CH,CH(CO,H)NH, ir -5’-adenozing.
Taciau Sios srities specialistams yra aidku, kad R taip pat lengvai gali apimti C{—C;, alkila,
alkeng, alking, fenilg ar LX, o Q — maziausiai -SeH, -NHNH, ir -ONH,.

Kitame $io iSradimo jgyvendinimo variante L yra -CH,- arba -CH,OCH,- junginyje (I) bei L yra -
CH,CH,-, -CH,CH(CO,H)- ar -5-adenozinas junginyje (Il). Tacgiau Sios srities specialistams
turéty bati aiSku, kad L taip pat apima ir kitas tinkamas jungianéias grupes, tokias kaip
linijjinius, ciklinius ar aromatinius fragmentus ir kombinacijas, nebdtinai prijungtus per -NHCO-,
-O- ar -S- jungtukus, (poli)etilenglikolines grandines -(CH,CH,0),-, n= 1-100, ir t.t.

Shemoje 2 Zemiau yra iSvardinti keturi bendri sekai specifinés DNR derivatizacijos ir Zyméjimo
principai (A-D).

Schema 2: Bendri sekai specifinio metilazés orientuoto DNR Zyméjimo ir derivatizacijos,
principai (A-D), panaudojant junginius (1) ir (I1), pagal siGloma i$radima.
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Metodas A: Veikiant DNR formaldehidu (junginys (l), R=H) ir esant nukreipianéiajai DNR
citozino-5 metiltransferazei, DNR sekai specifiSkai gaunamas 5-hidroksimetilcitozinas (hmC).
Sis unikalus DNR modifikavimas gali biti daug kur naudingai pritaikomas. Pirmiausiai, $is
modifikavimas gali blti naudingas, jei formaldehidas yra izotopiskai Zymeétas, pavyzdziui **C,
3C, *H (T), H (D) arba 'O branduoliu. ™C ir *H branduoliai yra radioaktyvis ir gali bdti
detektuojami beta emisijos skaigiuotuvais, autoradiografija ar fluorografija. '*C ir/arba 2H
branduoliy jterpimas | DNR gali bati naudojamas DNR molekuliy, turin€iy gamtinj izotopy
pasiskirstyma, BMR tyrimuose. 5-hidroksimetilo grupés gali bati redukuotos NaBH, ar
Na(CN)BH; (arba jy izotopiSkai modifikuotais dariniais) iki 5-metilo grupiy. Tokiu bldu
gaunamos jvairios izotopinés kombinacijos, tinkamos biomolekuliy BMR analizei. Visi anksciau
minéti branduoliai gali bati naudojami izotopiniam biomolekuliy Zymejimui masiy
spektrometrijos tyrimuose.

Be to, hmC radikalai DNR gali bati toliau modifikuojami, naudojant keleta fermentiniy sistemy.
Pavyzdziui:

1) BGT ir AGT gliukoziltransferazés, i8skirtos i8 T4 bakteriofagu, ir kiti panasis fermentai gali
katalizuoti gliukozés liekanos pernesima nuo kofaktoriaus uridino-difosfogliukozés (UDPG)
(Lariviere ir Morera (2002) J. Mol. Biol. 324, 483-490; Lariviere ir kt., (2005) J. Mol. Biol. 352,
139-180). Tokie glikozilinti fragmentai gali biti detektuojami naudojant specifinius antikiinus
(lgnashov, (1976) Mol. Biol. (Mosk),10, 682-685).

2) hmC specifiné glikozilaze, kuri rasta zinduoliy Igstelése, gali iSkirpti hmC baze, susidarant
abaziniam DNR taikiniui. Veikiant piperidinu, ties tokiomis abazinémis paZaidomis, DNR
grandingje yra jvedamas trikis arba abaziniai taikiniai gali bdti derivatizuoti aldehidams
specifiniais junginiais (Cannon ir kt., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 151, 1173-
1179).

3) apie lIgsteliniy fermenty, kurie katalizuoja hmC hidrolitinj deamininimg DNR iki 5-
hidroksimetiluracilo, egzistavima byloja keletas straipsniy (Rusmintratip and Sowers (2000)
PNAS 26, 14183-14187). Apdorojimas tokiais fermentais ir po to einantis DNR sekos
nustatymas duoty informacijos apie hmC liekany padétis DNR, lyginant T ir C nemodifikuotos ir
modifikuotos DNR takelius (Schema 2A).

Metodas B. Galima paruosti junginj (1), kuris turéty tinkama funkcine arba reporterine grupe X,
prijungtg per jungtukg L (R=-LX). Toks junginys (I) galéty bati prijungtas prie taikinio molekules
esant nukreipianciajai metiltransferazei (Schema 2B). Chemine reaktyvi grupé X tuomet gali
bati naudojama kovalentiniam tinkamy, junginiy, turingiy reportering grupe, prijungimui (dviejy
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modifikavimg DNR molekulés taikinio vietoje arba greta modifikuotos bazés. Naudingas antrinis
modifikavimas apima baziy poravimosi savybiy pasikeitimg, bazés iSkirpimg, grandinés
perkirpimg arba grandiniy skersinj susiuvima,

Metodas C. Veikiant acetaldehidu arba formaldehidu (junginys (I), R= CH,, arba H) ir esant
DNR citozino-5 metiltransferazei, DNR vyksta sekai specifinis 5-(1-hidroksi)etilo arba 5-
hidroksimetilo grupiy susidarymas, atitinkamai taikinio citozinuose DNR. Modifikuotos DNR
antrinis modifikavimas, veikiant $velniu oksidatoriumi, pavyzdziui MnO, (LaFrancois ir kt.
(1998) Chem. Res. Toxicol., 11, 75-83), konvertuoty jas atitinkamai | 5-acetilo ir 5-formilo
grupes. Antraip, veikiant glikolio aldehidu (junginys (), R=-CH,OH) ir esant nukreipianciajai
metiltransferazei, sekai specifiSkai ant taikinio citoziny DNR susidaro 5-(1,2-dihidroksi)etilo
grupeés. Sios 1,2-diolinés funkcines grubés gali bati naudojamos cheminio ligavimo reakcijose
(ziaréti toliau). Modifikuotos DNR antrinio modifikavimo perjodato rlgstimi (HIO,) arba Svino
tetraacetatu (Pb(OAc),) déka vyksta oksidacinis diolio skaldymas (House H.O. Modern
synthetic reactions, 2™ ed., W.A. Benjamin, NY, 1972), kurio metu susidaro 5-formilo grupes.
Karbonilo grupés néra sutinkamos gamtineéje DNR, dél to 5-acetilo ir 5-formilo grupés gali bati
naudojamos selektyviam chemoligavimui su junginiais, turiniais pirminiy aminy, hidrazino,

hidroksilamino ar 1,2-aminothiolio grupes (Schema 2C).

Metodas D. DNR paeiliui veikiant formaldehidu ar acetaldehidu (junginys (I), R= H ar CHj3), o
po to tinkamu junginiu (I} (Z = LX, kur LX apima chemiskai aktyvig grupe arba reporterine
grupe X prijungta per jungtukg L) ir esant nukreipianciajai DNR citozino-5 metiltransferazei,
sekai specifiSkai prijungiami du junginiai, ko pasékoje prie taikinio citozino liekanos per
tiometilo inkarg (kai QH=-SH) yra jterpiama LX grupé (schema 2D). Po to chemi$kai aktyvi
grupe X gali bati panaudota, kovalenti$kai prijungiant reikiama junginj, turintj reporterine grupe
(dviejy stadijy Zymejimas, zidréti toliau). Sékmingg Sio metodo jgyvendinimg jrodo pavyzdys
18. ChemiSkai aktyvi grupé LX gali bdti veikiama kitu reagentu, inicijuojant taikinio DNR
molekules antrinj vidin] modifikavimg modifikuotos bazés vietoje arba greta jos. Naudingas
antrinis modifikavimas apima baziy poravimosi pakeitimg, bazés iskirpima, grandinés
perkirpimg arba grandiniy skersinj susiuvima. Kai QH = SeH, veikiant analogikai, LX grupé
tikslingai jterpiama | biomolekulg per selenometilo inkarg. Po to chemiskai aktyvi grupe X gali
bati naudojama reikiamam junginiui su reporterine grupe kovalenti§kai prijungti. [Kadangi

selenidai lengvai oksiduojasi nutrikstant Se-C jungéiai, selenometilo inkaras gali bati
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naudojamas kaip salyginai lengvai perkerpamas kovalentinis jungtukas Zymety biomolekuliy
gryninimui, naudojant giminingumo gryninimo metodus.] Seleno buvimas inkarinéje grupeje, i$
kitos pusés, taip pat gali bati naudojamas fazéms surasti i$ rentgeno spinduliuotés difrakcijos

duomeny, kai yra sprendziamos biomolekuliy struktlros.

Atitinkamai, siGlomas biomolekuliy tikslinés derivatizacijos biidas apima biomolekulés pirminj
modifikavimg esant metiltransferazei nekofaktoriniu junginiu (I) arba paeiliui junginiu (1) ir
junginiu (I) pagal i8radima, ir po to sekantj:
a) kovalentinj ligavimg su junginiu, turiniu chemine reaktyvig grupe, prie kurios gali

bti kovalentiskai prijungiama modifikuotos biomolekulés funkciné grupé X; arba

b) antrinj cheminj biomolekulés modifikavimag modifikuoto taikinio bazés vietoje, kur

antrinis modifikavimas apima, be funkcinés grupés X, dar kity prijungty grupiy

reakcijas; arba

tolimesne chemine reakcijg su taikinio baze arba greta esangiomis bazémis; arba

d) modifikuotos molekulés 5-hidroksimetilcitozino liekanos fermentinj antrinj

modifikavimg;
kur, pirminis biomolekulés modifikavimas yra atliekamas pagal Siame i8radime aprasytg buda.
Siame tikslinés derivatizacijos blde minéto biomolekulés antrinio cheminio modifikavimo
stadija b) modifikuotoje taikinio bazéje apima apdorojimg Svelniu oksidatoriumi, pavyzdZiui
MnO, arba perjodato rugstimi, po kurio seka susidariusios karbonilo grupés tolesnis selektyvus
cheminis prijungimas prie junginiy, turin€iy grupe, reaguojancia su karbonilo grupe, pasirinktg
i$ pirminiy aminy, hidrazino, hidroksilamino arba 1,2-aminotiolio.

Atitinkama minéto biomolekulés antrinio vidinio modifikavimo stadija c¢) apima prijungtos
funkcines grupés X tolimesne chemine reakcijg su taikinio baze arba 3alia esanéiomis bazémis,
del ko galimi bazés poravimosi savybiy pakitimai, taikinio bazés iSkirpimas, grandinés
perkirpimas arba grandiniy skersinis susiuvimas (metodai, Zinomi Sios srities specialistams).

Sio iSradimo modifikuotos biomolekulés 5-hidroksimetilcitozino liekanos fermentinio antrinio
modifikavimo stadijos d) optimalls jgyvendinimo variantai vykdomi bet kuriuo i$ toliau nurodyty
metoduy;
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i) apdoroja su UDP-gliukose: DNR D-gliukoziltransferaze ir UPD-gliukoze arba
Ju dariniais, kuriy poveikyje D-gliukozé arba jos darinys yra tikslingai
iterpiamas | biomolekules taikinj; arba

ii) apdoroja su 5-hidroksimetilcitozino-DNR deaminaze, 5-hidroksimetilcitozing
pavergiant 5-hidroksimetiluridinu, o §i konversija yra nustatoma, nuskaitant
DNR sekg; arba

iii) apdoroja su S5-hidroksimetilcitozino-DNR glikozilaze, modifikuotoje DNR
formuojant abazinj taikinj, kuris gali biti toliau modifikuotas kitais Zinomais
metodais.

Tolimesnis tikslinés derivatizacijos bldo plétojimas yra biomolekulés tikslinio Zyméjimo biidas,
apimantis biomolekulés modifikavimg pagal §j iSradima, toliau jterpiant grupe, kuri baty tinkama
kaip Zymuo ir leisty identifikuoti Zymetas biomolekules tarp kity neZzymety molekuliy.

Kitame Sio iSradimo jgyvendinimo variante, DNR Zymeéjimas sekai specifiskai pasiekiamas,
paeiliui prijungiant junginj (I) (aldehida) ir junginj (Il) (tiolj), esant nukreipian&iai DNR
metilstransferazei, po kuriy seka chemoselektyvus Zymiuy, pavyzdziui fluorescuojanéiy Zymiy,
gebanciy reaguoti su amino grupémis, prijungimas.

Schema 3: Sekai specifinis DNR Zymejimas, paeiliui prijungiant junginj (I) (R1-CHO) ir junginj
(I) (Z2-SH), esant DNR metiltransferazei (M.Hhal).
5, 51 5_1

oo s huient sumere fomens s

P sw— pusane Sm— p— O
cal thoro Lol NHS-@ Lol H
o RTINS gg/\s/\(N'J(_@

LGcH s
-CG]  MHhal LCGH COH > LG COH
lged LGC- poy
» 5_’ 5.’

S DNR

DNR-Fluoresceinas

AuksCiau pateikta schema 3 demonstruoja $io sekai specifinio DNR Zyméjimo principg,
paaiskintg (pavyzdyje 18) plazmidinés DNR Zymejimu. Plazmidineé DNR yra pazymeéta
fluoresceinu sekai specifi§kai, veikiant DNR paeiliui (i) pirmiausiai formaldehidu, o po to L-
cisteinu, esant Hhal metiltransferazei. Po to seka (i) amino selektyvus fluoresceino-NHS
esterio prijungimas .
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Sio isradimo optimaliame jgyvendinimo variante (a) formules (1) junginys arba po to veikiantis jo
darinys turi fluorescuojanéia zyme; ir (b) nemetilinti taikiniai yra nustatomi déka fluorescencijos
buvimo minetoje nukleorgsties molekuléje (kaip pavyzdyje 18).

Sio isradimo kitame optimaliame jgyvendinimo variante minéto analizuojamo junginio Zyme yra
aptinkama (a) naudojant antikinius, kurie specifi$kai jungiasi prie detektuojamo junginio Zymes
arba (b) naudojant aviding ar streptavidina, kurie specifiSkai jungiasi prie detektuojamo junginio

Zymes.

Kaip anks&iau minéta, remiantis $iuo i$radimu atsiveria daugybe tikslinio biopolimery taikinio
2ymejimo arba tikslinés derivatizacijos galimybiy. Siam tikslui pasiekti junginys (I) arba junginys
(11) turi turéti cheminj fragmenta LX (R= LX arba Z= LX), kuriame X apima funkcing grupg arba
reporterine grupe, kuri yra prijungta per jungtuka L.

Yra zinoma daug chemoselektyviy grupiy, kurios apibrézia reaktyvig grupe X ir yra naudojamos
fymés prijungimui prie modifikuoty biomolekuliy vandeniniuose tirpaluose. Klasikinés
priemoneés (Garman, (1997) Non-radioactive labeling: A practical introduction, Academic Press)
apima pirminiy aminy grupes, kurios gali reaguoti su aminy reaktyviomis grupémis, pavyzdziui
tokiomis kaip hidroksisukcinimido esteris, acilo azidas, acilo nitrilas, acilo chloridas,
pentafluorfenilo esteris, tioesteris, sulfonilo chloridas, izotiocianatas, imidoesteris, aldehidas ar
ketonas, kurie duoda stabilius amidus, sulfonamidus, tiokarbamidus, imino eterius ar iminus,
kurie gali bati 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 blti modifikuojami su arilboroninémis ragstimis. Hidrazinai
ar hidroksilaminai gali kondensuotis su aldehidais ar ketonais, susidarant hidrazonams ir
oksimams. 1,2-aminotioliai selektyviai reaguoja su aldehidais ar tioesteriais, sudarydami
tiazolidinidus (pavyzdziui polipeptidy N-galinés cisteino liekanos, 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 mateimidy, Graham ir kt.,
(2002) Tet. Lett. 4785-4788) yra imanomas vandeniniuose tirpaluose. Kita moderni technika
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remiasi paladZio katalizuojama arilhalogenidy ir galiniy alkiny kryZminio prijungimo 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 arilhalogenidy ir arilboroniniy ragséiy (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 $iy grupiy Zymejimui.
Nukleorg$tys paparastai neturi labai nukleofiliniy ar elektrofiliniy centry, Taigi, 3alia ciklo
prijungimo reakcijy, paladzio katalizuojamy kryZminiy prijungimo reakcijy ar vario katalizuojamy
alkiny prijungimo reakcijy, daugybe kity reakcijy tarp nukleofily ir elektrofily su pakei&iama
reaktyvia grupe X gali b(ti naudojama nukleorigstims sekai specifiSkai pazyméti.

Kitame sidlomo iSradimo jgyvendinimo variante, X apima bent vieng funkcing grupe, pasirinktg
i§ pirminio amino grupés, tiolio grupés, 1,2-diolio grupés, haloacetamido grupés, maleimido
grupés, aldehido grupés, ketono grupés, azido grupés, alkino grupés, 1,3-dieno funkcinés
grupes, dienofilo funkcineés grupés, arilhalido grupés, galinés alkino grupés, arilboronines
rligsties grupes, galinés haloalkino grupés ir galinio silicio alkino grupés bei apsaugoty amino,
tiolio, 1,2-diolio, hidrazino, hidroksiamino, aldehido, ketono ir 1,2-aminotiolio grupiu. Del tikslinio
biopolimery, Zymejimo, X taip pat apima sunkiuosius atomus ar sunkiyjy atomy grupes,
tinkamas X spinduliy difrakcijos duomeny fazéms nustatyti; radioaktyvius ar stabilius retuosius
izotopus; fluorofuory, fluorescencijos gesintoju, chromofory, afinigky uodegy, sukinio Zymiy
(stabilios paramagnetinés grupes) radikalus; tarpgrandinines sagsajas formuojanéius agentus,

grupes, karpancias nukleorlgstis, haptenus, nanodaleles ir rutuliukus.

Sis igradimas taip pat susijes su nukreipianCiosios metiltrasferazés nemetilinty taikiniy
biomolekuléje nustatymo bldu, apimanéiu: (a) biomolekulés modifikavimg su nekofaktoriniu
junginiu (I} arba paeiliui su junginiu (1) ir junginiu (I) esant minétai metiltransferazei: ir (b)
junginiu(iais) arba jy dariniais, kai metiltransferazes taikininio modifikacija nurodo nemetilinto
taikinio buvima.



10

15

20

25

30

LT 5708 B

20

dariniu" reiskia jvertinimg ar nekofaktorinis junginys (l) arba paeiliui junginiai (I) ir (ll) ar jy
dariniai yra prijungti prie biomolekulés. Teikiama pirmenybé detekcijos metodams, kurie apima
konkreCios bazés metiltransferazés taikinio sekoje identifikavima, kuris prieS tai buvo
modifikuotas nekofaktoriniu junginiu (I) arba junginiais (1) ir (I1).

Sio idradimo autoriai pastebéjo, kad nekofaktorinio junginio, kurio formules (I) arba (il),
prijungimas pagal §j iSradima atpazinimo sekos akceptoriniame taikinyje blokuoja DNR
skaldyma restrikcijos fermentais su persidengian€ia arba identiSka atpaZinimo seka.
Restrikcijos fermenty skaldymo blokavimas, naudojamas ¢&ia, reiSkia, kad restrikcijos
endonukleazés nehidrolizuoja DNR savo taikiniuose (pavyzdziai 14-17).

Kitame $io iSradimo jgyvendinimo variante (a) nekofaktorinis junginys, kurio formulé (1) arba (II)
pagal §j iSradima, trukdo nukleorligéiy padauginimui metiltransferazés atpazinimo sekose; ir (b)
nemetilinti taikiniai nustatomi testuojant, ar nukleorig3€iy molekulés padauginimas
metiltransferazés atpazinimo sekose yra uZdelstas. Padauginimo uZdelsimas galimas dél

pradmeny prisijungimo arba grandinés ilginimo trukdzZiy padauginimu reakcijos metu.

Taikant $io iSradimo bldus gali bati atliekamas nukleorlig&iy sekos nustatymas. Gali biti

naudojami visi Zinomi sekos nustatymo metodai.

Sio iSradimo optimaliame jgyvendinimo variante, PGR yra tikro laiko PGR. Kitame $io i$radimo
jgyvendinimo variante nukleortg€iy padauginimui naudojamas tikro laiko PGR metodas.

Sio igradimo kitame optimaliame jgyvendinimo variante, (a) nukleorigé&iy molekulés,
modifikuotos metiltransferaziy atpaZinimo sekose, yra gryninamos giminingumo gryninimo

bddais; ir (b) junginiai (l) ir (1) arba jy dariniai turi giminingumo Zymeni.

Optimaliame jgyvendinimo variante Sio iSradimo bidai po biomolekuliy tikslinio modifikavimo
stadijos turi papildoma DNR molekulés sekos nustatymo stadijg. Gali bditi naudojami visi Zinomi
sekos nustatymo metodai.

Sio isradimo pavyzdZiuose (Pavyzdys 8, Fig. 3) parodyta, kad junginys formules (I) pagal
sililomg iSradimg arba jo darinys yra prijungiamas prie citozino liekanos ir negali biti prijungtas
prie 5-metilcitozino liekanos DNR molekuléje.
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Dar kitame $io iSradimo optimaliame jgyvendinimo variante, DNR molekulés identiSskumas yra
nustatomas DNR sekos nustatymo, hibridizacijos, MALDI-TOF metodais arba analizuojant

nukleozidy sudetj po fermentinés fragmentacijos ir chromatografijos.

Galiausiai, viename i§ optimaliy jgyvendinimo varianty rinkinys pagal siilomg iSradimg apima
metiltransferaze ir nekofaktorinj junginj (1) arba junginius (1) ir (1) kaip apibrézta Siame iSradime,
atskiruose konteineriuose. Rinkinys taip pat gali turéti informacinj lapeli ar naudojimo

instrukcija.

Junginiai (I) ir (I1) gali bati taip pat pateikti chemiskai pakeista forma, pavyzdziui modifikuoti
apsauginémis grupémis, oligomerinéje ar polimerinéje formoje, i$ kuriy junginys(iai) iSsiskiria
nedelsiant arba i$ léto, patalpinus tinkamoje aplinkoje, pavyzdziui metiltransferazés buferyje.
Pavyzdziui, yra zinoma, kad aldehidai egzistuoja dimerinése (glicerolio aldehido dimeras,
glikolio aldehido dimeras), trimerinese (formaldehido trimeras arba 1,3,5-tricksanas),
polimerinese (paraformas arba paraformaldehidas) arba apsaugotose formose (urotropinas,
mono- ir diacetaliai, Sifo bazés ir t.t.). Sie junginiai i$ léto yra hidrolizuojami vandeniniuose
tirpaluose (o greiciau — rigstinémis saglygomis), susidarant atitinkamiems aldehidams. Panasiai,
tioliai egzistuoja oksiduotose formose kaip bisulfidai arba polisulfidai ir t.t., kurie lengvai virsta |
tiolius redukcijos saglygomis. Sios ir panasios chemigkai pakeistos junginiy (1) ir (Il) formos taip

pat gali bati naudojamos modifikavimo reakcijose, apradytose Siame iSradime.

Sis isradimas taip pat apima rinkinj, kuriame yra abu junginiai (1) ir (Il), aprasyti Siame i$radime,
ir metiltransferaze arba diagnostinj preparatg, auks¢iau apradyto metodo pagrindu. Viename i$
Sio iSradimo optimaliy jgyvendinimo varianty diagnostinis preparatas yra sudarytas i$ skysty
komponenty. Pirmenybé teikiama vandeniniams tirpalams. Be to, preparatas gali tureti kity
ingredienty arba neSikliy, kurie modifikuoja arba palaiko preparato pH, osmosinj sleg,
klampuma, skaidruma, spalva, steriluma, stabiluma, tirpumo greitj ar kvapa. Panasiai,
preparatas gali turéti kitokiy farmakologiskai priimtiny ingredienty, modifikuojanciy ar
palaikanciy, diagnostinio rinkinio komponenty stabiluma, tirpimo greitj, atpalaidavimg ar
absorbcijg. Kai diagnostinis preparatas yra paruostas, jis gali bati laikomas steriliuose induose
tirpalo, suspencijos, gelio, emulcijos, kietu, arba dehidratuotu ar liofolizuoty milteliy pavidalu.
Sie rinkiniai gali biti laikomi i$kart naudojimui tinkamose formose arba rekonstruojami pries pat

naudojima.
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Nauji junginiai, kurie susidaro DNR apdorojant junginiu (I) arba paeiliui junginiu (1) ir (1I) ir esant
MTazei, taip pat yra apimti Siuo iSradimu.

Praktikoje Siame iSradime aprasyty modifikuoty biomolekuliy paruodimas yra vykdomas per
kelias stadijas:

a) kartu sudedant biomolekule, neturingig kofaktoriaus MTaze ir junginj (I) tinkamo buferio
vandeniniame tirpale (kuriame metiltransferaze yra fermentiskai aktyvi);

b) inkubuojant reakcijq kambario temperatiroje (arba kitoje temperatlroje, kurioje
metiltransferazé yra aktyvi) 5-120 min;

c) sustabdant reakcijg (pridedant slopinanéiy junginiu, skiedZiant reakcijg tinkamu tirpikliu,
atsaldant iki Zemos temperatlros ar inaktyvuojant metiltransferaze, pasildzius aukStesnéje
temperatGroje 5-20 min);

d) iSskiriant modifikuotg biomolekule, jei reikia.

Biomolekulés modifikacija paieliui su junginiu (1), o po to su junginiu (ll) atliekama per tokias
stadijas:

a) sudédant biomolekule, neturinlig kofaktoriaus MTaze ir junginj (I) tinkamame vandeniniame
buferyje;

b) inkubuojant reakcijos misinj kambario temperatiroje (arba kitoje temperatiiroje, kurioje
metiltransferazé yra aktyvi) 5-120 min;

¢) (nebdtinai) sustabdant reakcijg kaip apradyta auksCiau (pridedant slopinancio junginio,
skiedziant reakcijg tinkamu. tirpikliu, atSaldant iki Zemos temperatlros ar inaktyvuojant
metiltransferaze, pasildzius aukstesnéje temperatlroje 5-20 min);

d) (nebdtinai) i8skiriant modifikuotg biomolekule;

e)  reakcijos misinj, gautg stadijoje b) pridedant junginio (ll) (arba sudedant biomolekule, gauta
stadijoje d), neturin¢ig kofaktoriaus MTaze ir junginj () tinkamame vandeniniame buferyje);

f) inkubuojant reakcijos misinj kambario temperatiroje (ar kitoje MTazés veikimui tinkamoje
temperatQroje) 5-120 min;

g) sustabdant reakcijg (pridedant slopinanéiy junginiy, skiedZiant reakcijg tinkamu tirpikliu,
atSaldant iki Zemos temperatliros ar inaktyvuojant metiltransferaze, pasildzius aukstesnéje
temperatiroje 5-20 min);

h) i8skiriant biomolekule, jei reikia.
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Paprastai nukreipianciosios MTazés yra pridedama ekvimoliariniai kiekiai lyginant su
biomolekules taikininiu kiekiu; junginiy (1) ir (Il) koncentracijos paprastai yra milimoliarines.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdZiai

Toliau pateikiami iSradimo jgyvendinimo konkretlis pavyzdziai. I§radimo apimtis neapribojama,
bet tik iliustruojama Siais pavyzdziais. .

Pavydziai 1-7. Sekos specifinis dvigrandziy oligodeoksiribonukleotidy modifikavimas,
naudojant junginj (l) arba paeiliui junginius (1) ir (Il) ir esant DNR citozino-C5 metiltransferazei
Hhal

Citozino C5-pozicijos modifikavimas junginiu (I) (R1-CHO = formaldehidas, R2-CHO =
acetaldehidas, R3-CHO = propionaldehidas, R4-CHO = 2-chloracetaldehidas) arba paeiliui
junginiu (I) (R1-CHO = formaldehidu) ir junginiu (Il) (Z1-SH = 2-merkaptoetanolis, Z2-SH = L-
cisteinas arba Z3-SH = 5'-tio-5'-deoksiadenozinas) pirmiausiai buvo atliekamas, naudojant
DNR  citozino-C5  metiltransferazg  Hhal (M.Hhal) ir trumpus  dvigrandzius
oligodeoksiribonukleotidus. M.Hhal atpaZista DNR sekg 5'-GCGC-3' ir natiraliai perneda metilo
grupg nuo S-adenozil-L-metionino (SAM arba AdoMet) ant vidinio citozino (pabrauktas) C5
atomo. Po fermentinés modifikacijos reakcijos, dvigrandis oligodeoksiribonukleotidas buvo
fermentiSkai sufragmentuotas iki 2'-deoksiribonukleozidy ir analizuotas atvirkégios fazés HPLC
aparatlra, sujungta su 'ESI-MS.

Dvigrandis oligodeoksiribonukleotidas I:Il buvo paruostas lygiais moliniais kiekiais (150 pM)
vandenyje sumai$ant komplementarius viengrandzius oligodeoksiribonukletidus | (SEQ ID

NO:1) (5-TAATAATGCGCTAATAATAATAAT) ir Il (SEQ ID NO:2) (3-
TTATTACGCGATTATTATTATTA), pakaitinus 95°C 5 min ir letai atdaldant iki kambario
temperatiros. Fermentiné modifikacija buvo atlikta inkubuojant dvigrandj

oligodeoksiribonukleotida I:1l (13 uM) su junginiu (I) (R1-CHO, 13 mM; R2-CHO, 800 mM, R3-
CHO ir R4-CHO, 200 mM) ir M.Hhal (15 pM) buferiniame tirpale (200 pL, 50 mM MOPS, 50
mM MES pH 7.0, 1 mM Na,EDTA, 15 mM NaCl, 0.2 mg/m! jaudio serumo albumino, 5%
glicerolio) 20°C temperattroje 1 val. Vieno po kito junginiy, (1) ir (If) prijungimas buvo atliekamas
pirmiausiai inkubuojant dvigrandj oligodeoksiribonukleotida I:1l (13 uM) su junginiu (1) (R1-CHO
= 13 mM) 40 min auk&Ciau aprasytomis salygomis ir po to pridedant junginio (Il) iki nurodytos
koncentracijos (Z1-SH (300 mM), Z2-SH (50 mM) arba Z3-SH (400 pM)) ir inkubuojant 1 val
kambario temperatiroje.
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Po to DNR buvo i8sodinta 3 tariais etanolio, iSdziovinta ir istirpinta buferiniame tirpale (100 I,
10 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM magnio chlorido, 1 mM cinko acetato). Méginiai veikiami
nukleaze P1 (2 vnt, Sigma, Vokietija) 2 val 60°C temperatlroje ir verSiuko Zarnyno $armine
fosfataze (30 u, Fermentas Life Sciences, Lietuva) per naktj 37°C. Gauti nukleozidai buvo
analizuojami atvirk$¢iy faziy HPLC (Discovery C18 75 x 2.1 mm, 3 um kolonélé 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), plaunant 0.3
ml/min greiCiu esant 30°C temperatirai; 0-20 min, 0-20% B; 20~22 min, 20-100% B; 22-27
min, 100% B. I$ kolonéles iSplaunami junginiai detektuojami UV absorbciniu diodines matricos
detektoriumi. UV absorbcijos spektrai buvo uZrasyti (190-400 nm bangos ilgiy intervale) smailiy
virstinese, o tirpiklio indélis epadalintas atémus fono spektrus prie$ ir po smailiy. 1$ kolonos
iStekantis srautas buvo nukreipiamas | masiy spektrometra, 2‘-deoksicitidiny ir jo dariniy
jonizacijos padidinimui buvo naudojamas tirpalas C (96 %, metanolio, 4 % skruzdziy rigsties ir
1 mM natrio formiato; tekejimo greitis 0.3 ml/min) Masiy spektrometre analizuojami susidare
teigiamai ikrauti jonai esant kapiliaro jtampai - 5000 V, fragmentacijos jtampai 100-120 V,
dziovinaniy dujy tekeéjimo greiciui 10-12 I/min ir temperatdrai 300-350°C. Masiy spektrai
matuojami intervale 50-600 m/z, 0.05 tikslumu. Didelés skiriamosios gebos masiy spektrai
gauti atitinkamas HPLC frakcijas i8analizavus LTQ Orbitrap masiy spektrometru (Thermo
Electron), kuris sujungtas su nanoelektroi$purskimo jtaisu (Proxeon NanoSpray ESI).

Pavyzdys 1. Dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties analize po inkubacijos
su formaldehidu ir M.Hhal

Formaldehidu (R1-CHO) modifikuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido (i:1) nukleozidy
sudéties HPLC analizé parodé, kad $alia natdraliy nukleozidy dC, dG, dT ir dA randamas
naujas produktas, kurio i$&jimo laikas yra 3.3 min (eliucijos buferis 20 mM amonio formiatas pH
3.5) arba 4.2 min (eliucijos buferis 20 mM amonio acetatas pH 5.5). Toks produktas
nesusidaro, kai néra M.Hhal arba formaldehido. Sis naujas produktas buvo i§analizuotas ESI-
MS (m/z: 280 [M + NaJ*, 164 [5-hidroksimetilcitozinas + Na]") ir HR-MS (m/z rasta: 258.1085;
suskaiciuota [M + H]" C4oHN3;Os: 258.1084). Nustatytos mases ir UV absorbcijos spektras
(Amax = 282 nm, pH 3.5) leidZia teigti, kad susidares naujas junginys yra 5-hidroksimetil-2"-
deoksicitidinas dC*"°""", Taigj, junginys R1-CHO yra prijungiamas DNR citozino C5 pozicijoje
veikiant M.Hhal. Zidréti Fig. 1, takelis 4 ir Fig. 2, takelis 2.
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Pavyzdys 2. Dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties analizé po inkubacijos
su acetaldehidu ir M.Hhal

Acetaldehidu (R2-CHO) modifikuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido (I:1l) nukleozidy
sudeties HPLC analizé parode, kad $Salia natdraliy nukleozidy dC, dG, dT ir dA randamas
naujas produktas, kuris iSeina dviejose HPLC smailése (du a-anglies chiralinio centro
izomerai). Naujo produkto i$&jimo laikai yra 6.5 ir 8.3 min (eliucijos buferis 20 mM amonio
formiatas pH 3.5). Sie nauji produktai buvo i$analizuoti ESI-MS (m/z: 294 [M + Na]*, 178 [5-(1-
hidroksietil)citozinas + NaJ*) ir HR-MS (m/z rasta: 272.1243; suskai&iuota [M + H]* C4,HsN3Os:
272.1241). Nustatytos mases ir UV absorbcijos spektras (Anax = 282 nm, pH 3.5) leidzZia teigti,

(CCH(OH)R2

kad susidares naujas junginys yra 5-(1-hidroksietil)-2'-deoksicitidinas d . Taigi, junginys

R2-CHO yra prijungiamas DNR citozino C5 pozicijoje veikiant M.Hhal. Zitréti Fig. 1, takelis 3.

Pavyzdys 3. Dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy, sudéties analizé po inkubacijos
su propionaldehidu ir M.Hhal

Propionaldehidu (R3-CHO) modifikuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido (I:1l) nukleozidy
sudéties HPLC analizé parode, kad 3alia natdraliy nukleozidy dC, dG, dT ir dA susidaro naujas
produktas, kuris iSeina dviejose HPLC smailése (du a-anglies chiralinio centro izomerai). Naujo
produkto iSéjimo laikai yra 16.1 ir 16.8 min (eliucijos buferis 20 mM amonio formiatas pH 3.5).
Sie nauji produktai buvo i$analizuoti ESI-MS (m/z: 308 [M + NaJ’, 192 [5-(1-
hidroksipropil)citozinas + Na]) ir HR-MS (m/z rasta: 286.1398; suskaiGiuota [M + HJ*
C12H20N30s: 286.1397). Nustatytos masés leidZia teigti, kad susidares naujas junginys yra 5-(1-
hidroksipropil)-2‘-deoksicitidinas dC®"°™R®  Taigi, junginys R3-CHO yra prijungiamas DNR
citozino C5 pozicijoje veikiant M.Hhal. ZiGreti Fig. 1, takelis 6.

Pavyzdys 4. Dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties analizeé po inkubacijos
su 2-chloracetaldehidu ir M.Hhal

2-chloracetaldehidu  (R4-CHO) modifikuoto dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido  (1:1)
nukleozidy sudéties HPLC analizé parode, kad éalia'natﬂraliq nukleozidy dC, dG, dT ir dA
randamas naujas produktas, kurio iS¢jimo laikas yra 13.5 (eliucijos buferis 20 mM amonio
formiatas pH 3.5). Sis naujas produktas buvo iSanalizuotas ESI-MS (m/z: 328 [M + NaJ*, 212
[5-(1-hidroksi-2-chloretil)citozinas + Na]*) ir HR-MS (m/z rasta: 306.0852; suskaiciuota [M + H]" -
C11H17N3OsCl: 306.0851). Nustatyta mase ir UV spektras leidZia teigti, kad susidares naujas
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junginys yra 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-2'-deoksicitidinas dC°"°"®. Taigi, junginys R4-CHO yra
prijungiamas DNR citozino C5 pozicijoje veikiant M.Hhal. Ziareti Fig.. 1, takelis 2.

Pavyzdys 5. Dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties analizé po inkubacijos
su formaldehidu, 2-merkaptoetanoliu ir M.Hhal

Formaldehidu (R1-CHO, 13 mM) ir 2-merkaptoetanoliu (Z1-SH, 300 mM) modifikuoto
dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido (I:1f) nukleozidy sudéties HPLC analizé parodé, kad Salia
natdraliy nukleozidy dC, dG, dT ir dA randami du nauji produktai, i$ kuriy vieno i3&jimo laikas
sutampa su 5-hidroksimetil-2'-deoksicitidinu (Pavyzdys 1), o kito i$éjimo laikas yra 16.8 min
(eliucijos buferis 20 mM amonio acetatas pH 5.5). Sis naujas produktas buvo i$analizuotas
ESI-MS (m/z: 340 [M + Na]*, 224 [5-(2-hidroksietiltio)metilcitozinas + Na]*) ir HR-MS (m/z rasta:
318.1118; suskaiiuota [M + H]* Cy,Hz0N305S: 318.1119). Nustatyta masé leidzia teigti, kad
susidares naujas junginys yra 5-(2-hidroksietiltio)metil-2'-deoksicitidinas dC®H®"S2" " Taigi,
junginiai R1-CHO ir Z1-SH yra vienas po kito prijungiami DNR citozino C5 pozicijoje veikiant

M.Hhal. Ziaréti Fig. 2, takelis 3.

Pavyzdys 6. Dvigrandzio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties analizé po inkubacijos
su formaldehidu, L-cisteinu ir M.Hhal

Formaldehidu (R1-CHO, 13 mM) ir L-cisteinu (Z2-SH, 50 mM) modifikuoto dvigrandzio
oligodeoksiribonukleotido (I:ll) nukleozidy sudéties HPLC analizé parodé, kad 3alia natdraliy
nukleozidy dC, dG, dT ir dA randami du nauji produktai, i$ kuriy vieno i$éjimo laikas sutampa
su 5-hidroksimetil-2'-deoksicitidinu (Pavyzdys 1), o kito i8é&jimo laikas yra 2.7 min (eliucijos
buferis 20 mM amonio acetatas pH 5.5). Sis naujas produktas buvo i$analizuotas HR-MS (m/z
rasta: 361.1176; suskaitiuota [M + H]" Cy3H2N,OsS: 361.1176). Nustatyta mase leidzia teigti,
kad susidares naujas junginys yra 5-(S-cistein)metil-2'-deoksicitidinas dC®"R"S22 Tajgj,
junginiai R1-CHO ir Z2-SH yra vienas po kito prijungiami DNR citozino C5 pozicijoje veikiant

M.Hhal. Zidreti Fig. 2, takelis 4.

Pavyzdys 7. DvigrandZio oligodeoksiribonukleotido nukleozidy sudéties analizé po inkubacijos
su formaldehidu, 5'-tio-5'-deoksiadenozinu ir M.Hhal

Formaldehidu (R1-CHO, 13 mM) ir 5'-tio-5'-deoksiadenozinu (Z3-SH, 400 puM) modifikuoto
dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido (I:I}) nukleozidy sudéties HPLC analizé parode, kad $alia
natOraliy nukleozidy dC, dG, dT ir dA randami du nauji produktai, i$ kuriy vieno i$&jimo laikas
sutampa su S-hidroksimetil-2'-deoksicitidinu (Pavyzdys 1), o kito i$&jimo laikas yra 27.5 min
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(eliucijos buferis 20 mM amonio acetatas pH 5.5). Sis naujas produktas buvo i$analizuotas
ESI-MS (m/z: 545 [M + NaJ*, 429 [5-(5'-adenozil)tiometil-2'-deoksicitidinas + NaJ*) ir HR-MS
(m/z rasta: 523.1718; suskaiciuota [M + H]" CyH»NsO;S: 523.1718). Nustatyta mase leidZia
teigti, kad susidares naujas junginys yra 5-(5'-adenozil)tiometil-2'-deoksicitidinas dC®MR"S%,

Taigi, junginiai R1-CHO ir Z3-SH yra vienas po kito prijungiamai DNR citozino C5 pozicijoje,
veikiant M.Hhal. ZiGréti Fig. 2, takelis 5.

Kaip pademonstruota auksciau, $io iSradimo bidas leido efektyviai gauti naujus produktus,

nurodytus Lenteléje 1.

Lentelé 1

Egzogeninis Reakcijos produktas
reagentas (-ai) A
Zymeéjimas Formulé Pavadinimas
R1-CHO dCHRTIOR CioH1sN3Os | 5-hidroksimetil-2'-deoksicitidinas
R2-CHO dCEHRACH C1H47N3Os | 5-(1-hidroksietil)-2'- deoksicitidinas
R3-CHO dCEHRAIOR T C,,HeN3Os | 5-(1-hidroksipropil)-2'- deoksicitidinas
R4-CHO dCCHROOH | o H,N,0sCl | 5-(2-chlor-1-hidroksietil)-2'- deoksicitidinas
R1Z-(13lé% (a)nd dCCHRNSZI | CyHigN;OsS | 5-(2-hidroksietil)tiometil-2'- deoksicitidinas
5-(2-amino-2-karboksietil)tiometil-2'-
R1-CHO and | cHruszz | CygHpoNeOsS ( mino rboksietil)tiometi
Z2-CHO deoksicitidinas
R17:(3:'_c|:(|)4 gnd dCCHRNSZY | CaoHaeNgO;S | 5-(5-adenozil)tiometil-2'- deoksicitidinas

Nauji 2'-deoksicitidino dariniai susidare DNR deka apdorojimo su junginiu (l) arba paeiliui

junginiais (1) ir (1), esant metiltransferazei, gauti pavyzdziuose 1-7, yra:
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Cl
NHz NHZ NHZ
N | OH NT | OH NT | OH
HO o)\N HO o)\N HO o)\N
OH OH OH
dCCHIOHIR2 yCH(OHICH JCCHOHIR3; o CHORICH,CH, dCCHOHIRA 4~ CH(OH)CH,CI
5-(1-hidroksietil)- 5-(1-hidroksipropil}- 5-(2-chlor-1-hidroksietil)-2*-
2-deoksicitidinas 2'-deoksicitidinas deoksicitidinas
NH, NH

OH OH
JCCHRNSZ! = JGCH,SCH,CH,OH JCCHR1SZ2 _ 3CH,SCH,CHICOOHINH,
5-(2-hidroksietil)tiometii-2'- 5-(2-amino-2-karboksietil{tiometil-2'-
deoksicitidinas deoksicitidinas
NH, NH;

N/ N \N
| v
HO O)\N s <N lN/)
o

S

OH OH OH

0

dCCHRNSZ3 — yCH,S-Ado

5-(5'-adenoziltiometil-2'-deoksicitidinas

Pavyzdziai 8-13. Zymeéto dvigrandZio oligodeoksiribonukleotido sekos specifinis
modifikavimas, naudojant junginj (I) arba junginius (1) ir (Il) ir DNR citozino-C5 metiltransferaze.
DNR modifikacija junginiu (I) (R1-CHO = formaldehidas, R2-CHO = acetaldehidas, R3-CHO =
propionaldehidas, R4-CHO = 2-chloracetaldehidas, R5-CHO = betaino aldehidas, R6-CHO =
benziloksiacetaldehidas) arba paeiliui junginiu (1) (R1-CHO = formaldehidas) ir junginiu (Il) (Z1-
SH = 2-merkaptoetanolis, Z2-SH = L-cisteinas, Z3-SH = 5-tio-5'-deoksiadenozinas) buvo
vykdoma esant DNR citozino-5 MTazéms M.Hhal, M.Sssl, M.Hpall arba M.Alul. M.Hhal
atpaZjsta dvigrande DNR sekg 5-GCGC-3’ ir natUraliai perne$a metilo grupe nuo S-adenozil-L-
metionino (SAM arba AdoMet) ant vidinio citozino (pabraukta). Atitinkamai, kitos DNR
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metiltransferazés atlieka panaSig reakcija, bet atpa3jsta skirtingus DNR taikinius: M.Sssl
(atpazinimo taikinys CG), M.Hpall (atpaZinimo taikinys CCGG) arba M.Alul (atpazinimo taikinys
AGCT). Taikinio citoziny modifikacija buvo analizuojama, naudojant dvigrandj
oligodeoksiribonukleotida, kuriame taikinio citozinas buvo pazymetas 33P (M.Hhal atveju buvo
pazyméti abu taikinio  citozinai). Po  modifikacijos  reakcijos, dvigrandis
oligodeoksiribonukleotidas buvo fermentiskai sufragmentuojams iki 2'-deoksiribonuclezid-5-
monofosfaty, kurie analizuoti TLC ir autoradiografija, kas leidzia atrankiai stebeti tik taikinio
nukleotida ir jo modifikacijas.

Dvigrandziai oligodeoksiribonukleotidai 1.V (nemetilintas M.Hhal DNR substratas), V:VI
(hemimetilintas M.Hhal DNR substratas), VII:VIIl (DNR substratai M.Hpall ir M.Sssl) ir IX:X
(DNR substratas M.Alul) buvo paruosti sumaigius lygius molinius kiekius (150 uM) atitinkamy
komplementariy  viengrandZiy oligodeoksiribonukleotidy: 1l (SEQ ID NO:3) (5-
TCGGATGTTGTGGGTCA) ir WV (SEQ ID NO:4) (3-
GCCTACAACACCCAGTCGCGTACTATCACAT); V (5-TCGGATGTTGTGGGTCAG) (SEQ ID
NQ:5) ir VI (SEQ ID NO:6) (3-GCCTACAACACCCAGTCGMGTACTATCACAT); VI (SEQ ID
NO:7) (5-TGACCCACGCTCGCC) ir Viil (SEQ ID NO:8) (3-
ACTGGGTGCGAGCGGGCCTCTATTTAATACA); IX (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 temperatdros.

Zyméti DNR substratai buvo paruosti sumaisant dvigrandZius DNR substratus (400 nM), dATP,
dGTP ir dTTP (kiekvieno 33 uM), [0-33P]JCTP (1.5 uM, Hartmann Analytic, Vokietija) ir Klenow
Fragmentg (0.16 u/pL, Fermentas Life Sciences) ir inkubuojant 37°C temperatlroje 30 min
Klenow reakcijos buferyje; po to seke polimerazes inaktyvacija 75°C temperatiroje 15 min.
Meginiai su 125 nM M.Hhal, 1000 nM M.Hpall, 510 u/ul M.Alul arba 0.4-0.8 u/pl M.Sssl ir 20—
100 nM Zymeto dvigrandzio DNR substrato buvo inkubuojami 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/mi jaugio serumo albumino, 5% glicerolio) su junginiu () (R= R1-R86, R1-
CHO - 13 mM, R2-CHO - 800 mM, R3-CHO, R4-CHO - 200 mM, RS-CHO, R6-CHO ~ 100
mM) 1 val kambario temperatiiroje. Viena po kitos einanti modifikacija junginiais (1) ir (Il) buvo
atliekama pirmiausiai inkubuojant dvigrandj DNR substrata, DNR metiltransferaze ir junginj (1)
(R1-CHO 13 mM) 30 - 40 min kambario temperatdroje, o po to, pridejus junginio (Il) (Z1-SH =
2-merkaptoetanolio (300 mM), Z2-SH = L-cisteino (50 mM) arba Z3-SH = 5'-tio-5-
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deoksiadenozino (400 pM)), inkubacija pratesiama dar 1 val. Po rekacijos DNR buvo i8sodinta
3 tdriais etanolio, istirpinta nucleazés BAL31 buferyje (5 plL) su nukleaze BAL31 (0.4
u)(Fermentas Life Sciences). Reakcija inkubuota 2 val 30°C temperatiroje, o po to 0.5-3 pl
tirpalo buvo uznesta ant TLC plokstelés (PEI CelluloseF, 20 x 20 cm, Merck). Naudotas TLC
kilimo tirpalas: izosviesto rligstis/ vanduo/ konc. amoniakas (66:17:4, vol/vol/vol). Plokstelés
buvo dzZiovinamos per naktj, radioaktyvios démeés eksponuotos su fotoekranu (Fujifilm, Japan),
kuris nuskanuotas skaitytuvu FLA-5100. Santykinis radioaktyvumo kiekis démelése iSmatuotas
MultiGauge programa (Fujifiim). Modifikuoti 2'-deoksiribocitidino-5-monofosfatai (dXMP) buvo
detektuojami  atsiradus naujoms radioaktyvumo déméms Salia pagrindinés 2'-
deoksiribocitozino-5'-monofosfato (dACMP) déemes. Modifikuoto nukleotido (dMXP) pozicija buvo
nustatoma iSmatuojant jo nueitg kelig TLC ploksteléje ir palyginus jj su citozino (dCMP) nueitu
keliu (Re(X) = R(dAXMP)/R{(dCMP)).

Pavyzdys 8: DvigrandZiy DNR substraty su specifiniu, metilintu specifiniu ir nespecifiniu
taikiniais modifikacija aldehidais esant M.Hhal

Nespecifinis dvigrandis DNR substratas (VII:VIll) buvo naudojamas istirti aldehidy prijungimo
prie metiltransferaziy taikiniy reakcijos specifiSkumg. Tuo tarpu specifinis metilintas DNR
substratas (metilintas 1ll:IV) buvo naudotas siekiant iSsiaiskinti ar reakcija vyksta tik su
citozinais, o ne su 5-metilcitozinais. Naujas produktas, kurio Rc = 0.85, buvo aptiktas naudojant
specifini DNR substratg, manoma, kad tai 5-hidroksimetilcitozinas, kuris susidaro i$ taikinio
citozino (takelis 4). Naujy produkty nebuvo pastebéta naudojant nespecifini DNR substrata, kas
rodo, jog prijungimo reakcija yra specifiné ir vyksta tik esant taikiniui (Pav. 3, takeliai 6, 9).
Esant specifiniam metilintam taikiniui (taikinys uzmetilintas M.Hhal, naudojant AdoMet),
junginio (1) prijungimas, esant M.Hhal, nevyksta (Pav. 3, palyginti takelius 4 ir 5, 7 ir 8). Taigi,
aldehido prijungimas M.Hhal pagalba gali bati naudojamas nemetilinty taikinio citoziny

modifikavimui, o su metilintais taikiniais modifikacija nevyksta.

Pavyzdys 9. Dvigrandzio DNR substrato taikinio nukleotido analizé po inkubacijos su aldehidu
ir DNR citozino-5 metiltransferaze (M.Hhal)

Reakcijos produkty TLC analizé po DNR-M.Hhal komplekso inkubavimo su formaldehidu (R1-
CHO), acetaldehidu (R2-CHO), propionaldehidu (R3-CHO), betaino aldehidu (R5-CHO) ir
benziloksiacetaldehidu (R6-CHO) parodé, jog susidaro nauji produktai, kuriy Rc atitinkamai yra
0.85, 1.1, 1.5, 1.9 ir 1.7. Naujy produkty nesusidaro kai néra M.Hhal arba junginio (l). Taigi,
aldehidai R-CHO (R=R1-R8) yra prijungiami taikinio citozinuose esant M.Hhal.
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Pavyzdys 10. DNR substrato taikinio citozino analizé po reakcijos su formaldehidu ir junginiu
(II) esant DNR citozino-5 metiltransferazei Hhal (M.Hhal)

Reakcijos produkty, gauty po DNR-M.Hhal komplekso inkubacijos su formaidehidu (R1-CHO)
ir po to 2-merkaptoetanoliu (Z1-SH), L-cisteinu (Z2-SH) arba 5'-deoksi-5'-tioadenozinu (Z3-SH),
TLC analize parodeé, kad susidaro nauji modifikuoti nukleotidai, kuriy Rc yra atitinkamai 1.1,
1.5, 0.55 (Pav. 5). Nauji produktai nesusidare, jei nebuvo prideta junginio (I), junginio (l) ar
M.Hhal. Taigi, sekai specifiné taikinio citozino modifikacija formaldehidu (R1-CHO) ir junginiu
(I) (Z=Z1-Z3) vyksta esant M.Hhal.

Pavyzdys 11. DNR substrato taikinio nukleotido analizé po inkubavimo su aldehidu ir DNR
citozino-5 metiltransferaze Sssl (M.Sssl)

Reakcijos produkty TLC analizé po DNR-M.Sssl komplekso inkubavimo su formaldehidu (R1-
CHO), acetaldehidu (R2-CHO), propionaldehidu (R3-CHO) ir benziloksiacetaldehidu (R6-CHO)
parodé, jog susidaro nauji produktai, kuriy Rc atitinkamai yra 0.85, 1.1, 1.5 ir 1.7 (Pav. 6a).
Naujy produkty nesusidaro kai néra M.Sssl arba junginio (I). Taigi, aldehidai R-CHO (R=R1-

R3, R6) yra prijungiami taikinio citozinuose esant M.Sssl.

Pavyzdys 12. DNR substrato taikinio nukleotido analizé po inkubavimo su aldehidu ir DNR
citozino-5 metiltransferaze Hpall (M.Hpall)

Reakcijos produkty TLC analizé po DNR-M.Hpall komplekso inkubavimo su formaldehidu (R1-
CHO) ir acetaldehidu (R2-CHO) parodé, jog susidaro nauji produktai, kuriy Rc atitinkamai yra
0.85 ir 1.1 (Pav. 6b). Naujy produkty nesusidaro kai néra M.Hpall arba junginio (l). Taigi,
aldehidai R-CHO (R=R1, R2) yra prijungiami taikinio citozinuose esant M.Hpall.

Pavyzdys 13. DNR substrato taikinio nukleotido analizé po inkubavimo su aldehidu ir DNR
citozino-5 metiltransferaze Alul (M.Alul)

Reakcijos produkty TLC analizé po DNR-M.Alul komplekso inkubavimo su acetaldehidu (R2-
CHO) ir propionaldehidu (R3-CHO) parodé, jog susidaro nauji produktai, kuriy Rc atitinkamai
yra 1.1 ir 1.5 (Pav. 6c). Naujy produkty nesusidaro kai néra M.Alul arba junginio (l). Taigi,
aldehidai R-CHO (R=R2, R3) yra prijungiami taikinio citozinuose esant M.Alul.

Pavyzdziai 14-17. Dideliy DNR molekuliy sekai specifinis modifikavimas junginiu () ir esant
DNR citozino C5 metiltransferazei
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Sekai specifiné modifikacija formaldehidu (R1-CHO) ir acetaldehidu (R2-CHO) veikiant DNR
citocino C5 metiltransferazems Hhal, Sssl ir Hpall buvo tirta, naudojant DNR apsaugojimo
metoda. Sis metodas paremtas tuo, kad DNR metiltransferaziy katalizuojama nukleobaziy
modifikacija tam tikrame taikinyje, kuris yra atpazistamas restrikcijos endonukleaziy, apsaugo
DNR nuo &iy fermenty hidrolizés. Nemodifikuoti taikiniai DNR yra greitai fragmentuojami
restrikcijos endonukleaziy, tuo tarpu kovalenting taikiniy modifikacija blokuoja DNR skelima,

Fragmentacijos pobldis yra analizuojamas agaroziniame gelyje.

Pavyzdys 14. 618 bp DNR fragmento sekai specifinis modifikavimas formaldehidu arba
acetaldehidu esant M.Hhal

DNR substratui buvo naudotas 618 bp plazmides pUC19 (pUC-618) fragmentas su vienu
M.Hhal taikiniu. 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. pUC-618 fragmentas turi viena M.Hhal atpazinimo taikinj.
Modifikacijos reakcijos su 100 nM pUC-618 ir 50 nM M.Hhal buvo inkubuocjamos buferiniame
tirpale (50 mM MOPS, 50 mM MES pH 7.0, 1 mM Na,EDTA, 15 mM NaCl, 0.2 mg/mi jaucio
serumo albumino, 5% glicerolio) su 13 mM formaldehido (R1-CHO) arba 800 mM acetaldehido
(R2-CHO) 1 val kambario temperatiroje. Reakcijos buvo sustabdytos, pasildant 75°C
temperatdroje 20 min, ir inkubuotos su R.Hin6! restrikcijos endonukleaze pagal gamintojo
rekomendacijas (Fermentas Life Sciences). Méginiai buvo praskiesti 1/6 trio 6x uznesimo
dazu (Loading Dye Solution, Fermentas Life Sciences) ir analizuoti 2% agarozes gelyje.

Fig. 7 rodo, kad formadehidas (R1-CHO) (takeliai 2, 3) arba acetaldehidas (R2-CHO) (takeliai
1, 2) veikiant M.Hhal pilnai (formaldehido atveju) arba beveik pilnai (acetaldehido atveju)
apsaugo DNR nuo karpimo R.Hin6l. Taigi, dél aldehidy prijungimo veikiant M.Hhal, GCGC
taikiniai DNR fragmente yra efektyviai modifikuojami.

Pavyzdys 15. 618 bp DNR fragmento sekai specifinis modifikavimas formaldehidu esant
M.Sssl

DNR substratu buvo naudotas pUC-618 fragmentas (Zidréti auk$diau), turintis 32 M.Sssl
atpazinimo taikinius. Modifikacijos reakcijos su 100 nM pUC-618 ir 500 nM M.Sssl buvo
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inkubuojamos buferyje (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 13 mM formaldehido (R1-CHO) 1 val
kambario temperatiroje. Reakcijos buvo sustabdytos, pasildant 75°C temperatGroje 20 min, ir
inkubuotos su R.Hin6l restrikcijos endonukleaze pagal gamintojo rekomendacijas (Fermentas
Life Sciences). Méginiai buvo praskiesti 1/6 tlrio 6x uzneSimo dazu (Loading Dye Solution,
Fermentas Life Sciences) ir analizuoti 2% agarozés gelyje

Fig. 7 rodo, kad formadehidas (R1-CHO) veikiant M.Sssl (atpazinimo seka GC) apsaugo 70%
DNR nuo karpimo R.Hin6l (atpazinimo seka GCGC) (takeliai 3, 5). Taigi, dél aldehidy
prijungimo veikiant M.Sssl, GCGC taikiniai DNR fragmente yra efektyviai modifikuojami.

Pavyzdys 16. 618 bp DNR fragmento sekai specifinis modifikavimas formaldehidu esant
M.Hpall

DNR substratu buvo naudotas pUC-618 fragmentas (zilreti auk$ciau), turintis 2 M.Hpall
atpazinimo taikinius. Modifikacijos reakcijos su 100 nM pUC-618 ir 1000 nM M.Hpall buvo
inkubuojamos buferyje (50 mM MOPS, 50 mM MES pH 7. 5, 1 mM Na,EDTA, 15 mM NaCl, 0.2
mg/ml jau€io serumo albumino, 5% glicerolio) su 13 mM formaldehido (R1-CHO) 1 val
kambario temperatlroje. Reakcijos buvo sustabdytos, pasildant 75°C temperatdroje 20 min, ir
inkubuotos su R.Hpall restrikcijos endonukleaze pagal gamintojo rekomendacijas (Fermentas
Life Sciences). Méginiai buvo praskiesti 1/6 tlrio 6x uznesimo dazu (Loading Dye Solution,
Fermentas Life Sciences) ir analizuoti 2% agarozés gelyje

Fig. 7 rodo, kad formadehidas (R1-CHO) veikiant M.Hpall apsaugo 70% DNR nuo karpimo
R.Hpall (takeliai 7, 8). Taigi, dél aldehidy prijungimo veikiant M.Hpall, CCGG taikiniai DNR
fragmente yra efektyviai modifikuojami.

Pavyzdys 17. Sekai specifinis dideliy natdraliy DNR modifikavimas su formaldehidu esant
M.Hhal

DNR substratu buvo naudota bakteriofago A DNR (48502 bp, 215 GCGC taikiniy). Modifikacijos
reakcijos su 0.12 mg/ml A DNR (817 nM GCGC taikiniy koncentracija) ir 4 uM M.Hhal buvo
inkubuojama su 13 mM formaldehido (R1-CHO) arba 200 uM AdoMet (kontrol¢) 1 val kambario
temperatlroje kaip apraSyta auksCiau. Reakcijos buvo sustabdytos pasildzius 75°C
temperatlroje 20 min. Po to meéginiai inkubuoti su restrikcijos endonukleazemis (R.Hin6l,

R.Alul, R.Mspl arba R.BsuRI) pagal gamintojo rekomendacijas (Fermentas Life Sciences).
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Reakcijos buvo sustabdytos, inkubuojant su proteinaze K (0.1 mg/ml) ir NDS (0.5%) 55°C
tamperattroje 1 val. Méginiai buvo praskiesti 1/6 6x DNR uzZneSimo dazu (Loading Dye
Solution, Fermentas Life Sciences) ir analizuoti 1% agarozés gelyje.

Fig. 8 rodo, kad GCGC taikiniy modifikacija formaldehidu veikiant M.Hhal, vyksta efektyviai
(GCGC taikiniai tampa atsparls GCGC specifinés restrikcijos endonukleazés (R.Hin6l)
fragmentacijai). Taciau DNR buvo fragmentuojama kity restrikcijos endonukleaziy,
atpazjstanciy kitus taikinius. Tai rodo sekai specifine DNR modifikacijg. Taigi, DNR modifikacija
formaldehidu (R1-CHO) veikiant M.Hhal vyksta sekai specifiSkai; GCGC taikiniai yra
blokuojami nuo restrikcijos endonukleaziy veikimo (takelis 6), taciau AGCT, CCGG ir GGCC

taikiniai i8lieka hidrolizuojami restrikcijos endonukleaziy (takeliai 7-9).

Pavyzdys 18. Plazmidinés DNR sekai specifinis DNR zyméjimas fluorescuojandia Zyme,
naudojant formaldehidg ir L-cisteing ir esant M.Hhal

Plazmidineés pUC19 DNR Zymejimas fluorescuojanéia Zyme buvo atliktas naudojant vieng po
kito formaldehidg (R1-CHO) ir L-cisteing (Z2-SH) ir veikiant metiltransferazei. Po to prie amino
grupeés buvo prijungta su amino grupe reaguojanti fluorescuojanti Zymeé (Schema 2).
Plazmidiné pUC19 DNR (30 pL, 0.21 mg/ml, 2 uM M.Hhal atpazinimo taikiniy), M.Hhal (8 uM)
ir formaldehidas (R1-CHO, 13 mM) buvo inkubuojami 1 val kambario temperatiiroje; $vieziai
istirpintas L-cisteinas (Z2-SH) buvo pridétas iki 50 mM galutinés koncentracijos ir toliau
inkubuojama 1 val. Meéginiai buvo praskiesti iki 200 uL ir modifikuota DNR i$gryninta
fenoliu/chloroformu (1 x 200 uL fenolis; 2 x 200 pL 25:24:1 fenolis : chloroformas : izoamilo
alkoholis; 3 x 200 pL chloroformas). DNR i$sodinta izopropanoliu, istirpinta 30 pl 0.15 M
NaHCO; pH 8.8 ir inkubuota su 300 uM 6-[Fluorescein-5(6)-karboksamido]heksanoines
ragsties N-hidroksisukcinimido esteriu (istirpintu dimetilsulfokside, Fiuka) 1 val kambario
temperatlroje tamsoje. Po to DNR buvo isgryninta su nukleotidy pa$alinimo rinkiniu
(Nucleotide Removal Kit (Qiagen), sukarpyta su R.FspBl (Fermentas Life Sciences) ir
analizuota 2% agarozés gelyje (10 V/iem) be etidZzio bromido. Geliai pirmiausiai buvo
nuskanuoti su skaneriu Fuji FLA-5100, naudojant 473 nm lazerj Po nuskanavimo geliai
nudazyti etidZio bromidu. Kontrolinése reakcijose be M.Hhal nebuvo matyti DNR fragmenty
prie$ nudazant etidZio bromidu. Fluorescencijos intensyvumo pasiskirstymas keturiose pUC19-
FspBl fragmentuose atitinka M.Hhal taikiniy pasiskirstyma, kas rodo plazmidinés DNR
pazymeéjima sekai specifiS$kai (Lentelé 2).
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Lentele 2
Fluorescencijos intensyvumo pasiskirstymas R.FspBl-pUC19 fragmentuose
Fragmentas (dydis, M.Hhal taikiniy Apskaidiuotas ISmatuotas
bp) skaicius fluorescencijos fluorescencijos
P intensyvumas, % intensyvumas, %
F1(1221) 7 41 4042
F2 (877) 7 41 4313
F3 (335) 1 6 61
F4 (253) 2 12 11¢1
Kaip matyti Lenteléje 2, fluorescencijos intensyvumo pasiskirstymas R.FspBl-pUC19

fragmentuose (Fig. 9) rodo, kad sekai specifinis plazmidinés DNR Zymejimas yra pasiektas,
paeiliui DNR veikiant formaldehidu ir L-cisteinu ir esant metiltransferazei. Fluoresceinas yra
prijungiamas paciame gale, fluoresceinu-NHS esteriu modifikuojant DNR, kuri jau buvo
pazymeéta amino grupe.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Nekofaktoriniy junginiu, kuriy formulés (I) arba (I1),

R
>=o Z—QH

H

() (I

kur R ir Z yra nepriklausomai pasirinkti i§ H, D, C1—C4,-alkilo, optimaliai C1—C,-alkilo,
arba —-LX , kur X Zymi funkcine grupe arba reporterine grupe, prijungta per jungtuka L, ir
QH yra pasirinktas i§ -SH, -SeH, -NHNH, arba -ONH,, panaudojimas biomolekulés
tiksliniam modifikavimui arba derivatizacijai, kovalentiskai prijungiant prie biomolekules,

esant nukreipianciajai metiltransferazei.

Biomolekulés tikslinio modifikavimo biddas, apimantis biomolekulés inkubavimg su
modifikuojané&iu junginiu(-iais), esant nukreipianéiajai metiltransferazei, salygomis,
uztikrinanéiomis metiltransferazés fermentinj aktyvumg, besiskiriantis tuo,
kad mineétg tikslinj modifikavimg vykdo, kovalentiskai priijungiant prie biomolekules
nekofaktorinj modifikuojantj junginj, kurio formule (1) arba (Il) arba paeiliui junginius (1)
ir (1N,

R

>=o Z—QH

H
(1) (I

kur R ir Z yra nepriklausomai pasirinkti i§ H, D, C,—C,-alkilo, optimaliai C,~C,-alkilo,
alkeno, alkino, fenilo arba —LX grupés, kur X Zymi funkcine grupe arba reporterine
grupe, prijungta per jungtukag L, ir QH yra pasirinktas i§ -SH, -SeH, -NHNH, arba -ONH..

Bldas pagal 2 punktg arba panaudojimas pagal 1 punkta, kur R yra pasirinktas i$
grupes, susidedanéios i§ vandenilio, -CHs, -CH,CHj, -CH,Cl, -CH,N*(CH3):CI ir
-CH,OCH,CeHs ; QH optimaliai yra —SH; ir Z yra pasirinktas i§ grupés, susidedancios i$
-CH,CH,OH, -CH,CH(CO,H)NH, ir -5'-adenozilo.
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4. Bldas pagal 2 arba 3 punktg arba panaudojimas pagal 1 arba 3 punktg, kuriame X yra

nepriklausomai pasirinktas i$ pirminio amino grupés, tiolio grupés, 1,2-diolio grupés,
halogenacetamido grupés, maleimido grupés, aldehido grupes, ketono grupes, azido
grupés, alkino grupes, 1,3-dieno funkcijos, dienofilo funkcijos, arilhalogenido grupes,
arilboroninés ragsties grupés, galinés halogenalkino grupés, galinés silicio alkino
grupés ir apsaugotos amino, tiolio, 1,2-diolio, hidrazino, hidroksilamino, aldehido,
ketono ir 1,2-aminotiolio grupés.

Blidas pagal bet kurj i§ 2-4 punkty arba panaudojimas pagal 1 arba 3-4 punkta, kur
minéta biomolekulé yra nukleorig$Ciy molekule, optimaliai DNR, ir mineta
metiltransferazé yra DNR citozino-5 metiltransferazé, optimaliai pasirinkta i$ grupés,
susidedancios i$§ M.Hhal, M.Sssl, M.Hpall ir M.Alul arba jy dariniy,

Biomolekulés tikslinés derivatizacijos bldas, apimatis pirminj biomolekules
modifikavima ir bet kurig i$ tokiy stadijy;
a) kovalentinj ligavimg su junginiu, turin€iu chemiskai aktyvig grupe, prie kurios gali
biti kovalenti$kai prijungiama modifikuotos biomolekules funkciné grupé X; arba
b) antrinj cheminj biomolekulés modifikavimg modifikuoto taikinio bazés vietoje, kur
antrinis modifikavimas apima, be funkcinés grupés X, dar kity prijungty grupiy
reakcijas; arba
tolimesne chemine reakcijg su taikinio baze arba gretimomis bazémis; arba
d) modifikuotos biomolekulés 5-hidroksimetilcitozino liekanos fermentinj antrinj
modifikavima;
besisikiriantis tuo,kadbiomolekulés pirminis modifikavimas yra vykdomas
bldu pagal 2-5 punktus.

Tikslinés derivatizacijos bldas pagal 6 punkta, kuriame minéto biomolekulés antrinio
cheminio modifikavimo stadija b) modifikuotoje taikinio bazéje apima apdorojimg
Svelniu oksidatoriumi, pavyzdziui MnO, arba perjodato ragstimi, po kurio seka
susidariusios karbonilo grupés tolesnis selektyvus cheminis prijungimas prie junginiy,
turin€iy grupe, reaguojancia su karbonilo grupe, pasirinkta i$ pirminiy aminy, hidrazino,
hidroksilamino arba 1,2-aminotiolio.
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Tikslinés derivatizacijos bldas pagal 6 punkta, kuriame minéto biomolekulés antrinio
vidinio modifikavimo stadija c) apima prijungtos funkcinés grupés X tolimesne cheming
reakcijg su taikinio baze arba gretimomis bazémis, dél kurios modifikuotoje
biomolekuléje Zinomais metodais pakeiiamos taikinio bazés baziy poravimosi savybes,
vykdomas taikinio bazeés iSkirpimas, grandinés perkirpimas arba grandiniy skersinis
susiuvimas.

Tikslines derivatizacijos bldas pagal 6 punktg, kuriame minetos modifikuotos
biomolekulés 5-hidroksimetilcitozino liekanos fermentinio antrinio modifikavimo stadija
d) vykdo bet kuriuo i$ toliau nurodyty metody;

i) apdoroja su UDP-gliukose: DNR D-gliukoziltransferaze ir UDP-gliukoze arba
ju dariniais, kuriy poveikyje D-gliukozé arba jos darinys yra tikslingai
iterpiamas | biomolekulés taikinj; arba

i) apdoroja su 5-hidroksimetilcitozino-DNR deaminaze, 5-hidroksimetilcitozing
paveréiant 5-hidroksimetiluridinu, ir 8i konversija yra nustatoma, nuskaitant
DNR sekg; arba

iii) apdoroja su 5-hidroksimetilcitozino-DNR glikozilaze, modifikuotoje DNR
formuojant abazinj taikinj, kuris gali bdti toliau modifikuotas kitais Zinomais
metodais.

Biomolekules tikslinio Zymejimo bldas, apimantis biomolekulés modifikavima, jterpiant
reporterine grupe, kuri yra tinkama zyme ir kuri leidzia identifikuoti pazymeéta molekule
tarp kity nezyméty molekuliy, besiskiriantis tuo, kad biomolekulé yra
modifikuota pagal bet kurj i$ 2-9 punkty.

Bldas pagal 10 punktg, kuriame Zymé yra pasirinkta i§ fluorofory, fluorescencijos
gesintojy, chromofory, giminingumo Zymeny, stabiliy paramagnetiniy grupiy,
radioaktyvius arba retus stabilius izotopus turinéiy grupiy, grupiy, turinéiy sunkiuosius
atomus, tinkamus kristalografiniy difrakcijos duomeny fazéms gauti, tarpgrandinines
sgsajas formuojandiy agenty, nukleorGstis karpanéiy grupiy, hapteny, nano-daleliy ir
rutuliuky.

Nemetilinty taikiniy biomolekuleje nustatymo bilidas apimantis biomolekulés

modifikavima esant metiltransfrazei ir nustatyma, ar minétos metiltransferazés taikinys
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buvo modifikuotas, kur metiltransferazes taikinio modifikavimas nurodo nemetilinto
taikinio buvima, besiskiriantis tuo, kad biomolekulé yra modifikuota bldu

pagal 2-5 punktus.

Bldas pagal 12 punkta, kuriame prijungtas junginys trukdo nukleori$giy padauginimg
metiltransferazeés atpazinimo sekose; ir nemetilinti taikiniai yra nustatomi testuojant, ar
bata nukleortig$¢iy molekulés padauginimo uZdelsimo metiltransferazés atpaZinimo

sekose.

Bldas pagal bet kurj vieng i§ 12 ar 13 punkty, kuriame prijungiamas junginys(iai) turi
fluorescencine Zyme, ir nemetilinti taikiniai yra nustatomi matuojant fluorescencijos
buvimg arba kiekj minétoje nukleoriiy molekuigje.

Budas pagal bet kurj vieng i§ 12-14 punkty, kuriame modifikuojantis(ys) junginys(iai)
yra prijungiami prie DNR citozino liekanos ir negali bati prijungti prie 5-metilcitozino
liekanos.

Bldas pagal bet kurj i§ 10-11 arba 12-15 punkty, kuriame Zymé biomolekuléje,
optimaliai DNR molekuléje, yra identifikuota DNR sekos nustatymu, hibridizacija,
MALDI-TOF arba nustatant nukleozidy sudetj po fermentinés fragmentacijos ir
chromatografijos.

Rinkinys, skirtas atlikti bldg pagal bet kurj vieng i§ 2-5, 6-9, 10-11 arba 12-15 punkty,
apimantis nukreipiancigjg metiltransferaze ir nekofaktorinj junginj (1) arba junginius (1) ir

(.

>=O Z—QH
() ()

kur R ir Z yra nepriklausomai pasirinkti i§ H, D, C, — Cy,-alkilo, optimaliai C,-C,-alkilo
arba -LX, kur X yra funkciné grupé arba reporteriné grupé, prijungta per jungtukg L, ir
QH yra pasirinktas i§ SH, -SeH, -NHNH, arba -ONH,, patalpintus skirtinguose
konteineriuose ir, nebdtinai, naudojimo instrukcija.
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18. Sekai specifinio 2'-deoksicitidino darinio DNR gamybos bldas, besiskiriantis
t u o, kad jis apima biida pagal 2-5 punktus, ir 2'-deoksicitidino darinys DNR yra 5-(W)-
2'-deoksicitidinas, kur W yra pasirinktas i§ -CH(OH)R, -CH(R)QZ arba jy darinio, ir R, Q
ir Z yra tokie, kaip nurodyta 1 punkte.

19. Susidares DNR 2'-deoksicitidino darinys, kuris yra 5-(W)-2'-deoksicitidinas, kur W yra
pasirinktas i§ grupés, susidedancios i§ 1-hidroksipropilo, 2-chlor-1-hidroksietilo, (2-

hidroksietil)tiometilo, (2-amino-2-karboksietil)tiometilo, (§'-adenozil)tiometilo.
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