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Pateiktas 5-hidroksimetilcitozino liekany viety nustatymo genominéje DNR metodas, kuris apima tiriamos

DNR veikimg DNR metiltransferaze ir selenoliu, kuomet DNR metiltransferazé prijungia selenolj prie 5-
hidroksimetilcitozino liekany, susidarant kovalentéms tarpnukleotidinéms jungtims, kurios lemia DNR grandinés
trokius minétose vietose, veikiant piperidinu.



DNR GRANDINES SKELIMO 5-HIDROKSIMETILCITOZINY ANALIZE

ISradimo sritis

Isradimas susijes su metiltransferaziy vykdoma sekai-specifine modifikacija ir 5-hidroksimetilcitozino
lickany analize DNR, konkregiai su metiltransferaziy vykdomu selenoliy prijungimu prie 5-
hidroksimetil grupeés minéetose liekanose, bei oksidatoriaus poveikyje vykstanCiu Siy liekany
kovalentiniu susiuvimu su gretimais nukleotidais ir DNR grandinés trikiy susidarymu susidty liekany
vietose veikiant piperidinui, kurie leidZia nustatyti 5-hidroksimetilcitozino liekany vietas genomineje
DNR.

ISradimo technikos lygis

Kovalentine citozino modifikacija 5-je padétyje yra viena i§ geriausiai iStirty epigenetiniy DNR
reguliacijos mechanizmy organizmuose nuo augaly iki Zinduoliy. Pirminé epigenetineé DNR
modifikacija yra 5-metilcitozinas (5mC), kuris susidaro perne$ant metilo grupe nuo kofaktoriaus SAM
DNR metiltransferaziy pagalba. Si DNR modifikacija yra pladiai paplitusi Zinduoliy genome CpG
sekose. Tadiau nauji tyrimai parodé, kad veikiant TET oksigenazéms 5mC gali biti paverstas | 5-
hidroksimetilcitozing (hmC) ir po to j 5-formilcitozing ar 5-karboksilcitozing. Nors hmC yra antra
labiausiai sutinkama modifikacija DNR (Tahiliani et al., 2009, Science, 324, 930-935; Kriaucionis &
Heintz, 2009, Science, 324, 929-930), jos biologiné reikSmé néra pakankamai istirta, didZia dalimi del
tyrimo metody netobulumo. Neseniai mes atradome netiping metiltransferazés vykdomg reakcija,
kurios metu susidaro hmC. hmC toliau gali bdti modifikuojamas metiltransferazés nesant jos
gamtiniam kofaktoriui SAM (Liutkeviciute et al, Nat Chem. Biol., 2009, 5: 400-402). Neseniai mes
atradome, kad hmC liekanos gali blti selektyviai modifikuojamos tioliais ar selenoliais, susidarant
atitinkamai 5-alkitiometilcitozinams arba 5-alkilselenometilcitozinams specifinése DNR sekose in vitro
(Liutkeviciute et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 2090-2093). Aprasyta, kad oksiduojant Svelnias
oksidantais, pvz, NaJO4, panasis 5-arilselenometilpirimidiny dariniai gali sudaryti kovalentinius
metileno tiltelius su gretimais toje pat ar kitoje grandinéje esanciais purinais (Peng ir kt., 2008, J Am
Chem Soc 130, 10299-10306; Ding ir kt,. 2008 J Am Chem Soc 130, 17981-17987); reakcija,
manoma, vyksta 5-arilseleno(oksi)metilpirimidiny sigmatropinio persigrupavimo keliu susidarant
elektrofiliniam 5-metilencitozino dariniui (IV, Pav. 1), kuris aktyviai reaguoja su kaimyninémis guanino
nukleobazémis (Romieu et al. 2000 Org Lett 2, 1085-1088.; Bellon et al. 2001 Nucleosides
Nucleotides & Nucleic Acids 20, 967-971; Zhang and Wang 2003, J Am Chem Soc 125, 12795-12802;



Belion et al. 2006, Org Biomol Chem 4, 3831-3837; Hong et al. 2006, J Am Chem Soc 128, 485-491;
Ding et al. 2008 J Am Chem Soc 130, 17981-17987; Peng et al. 2008; J Am Chem Soc 130, 10299-

10306).
ISradimo esmé

Cia pirmakart pademonstruota, kad veikiant DNR alifatiniu selenoliu ir esant DNR C5-MTazei bei
toliau $velniai oksiduojant NaJO4, susidaro sekai-specifinés kovalentinés jungtys tarp hmC ir gretimo
guanino (intra-grandininis guanino-metilcitozino aduktas G*mC); susidariusi jungtis lemia DNR
grandinés trikj veikiant piperidinu, kas leidzia nustatyti hmC buvimo vieta DNR.

hmC modifikacijy analizei CG dinukleotiduose naudojome MTazes M.Hhal ir M.Sssl, kuriy
atpazinimo sekos yra GCGC ir CG (modifikuoja pabrauktg citozing). Demonstraciniuose
eksperimentuose naudojome modelinj DNR substrata, turintj hmC nucleotida, kuris buvo modifikuotas
selenoliu (2-aminoetanselenolis, R1-SeH; L-selenocisteinas, R2-SeH ir 2-(2-aminoetoksi)

etanselenolis, R3-SeH) esant vienai i§ MTaziy, bei veikiamas NalO4.

Kadangi guanino nukleozidy alkilinimas susilpnina N-glikozidine jungtj, galima buvo tikétis, kad
susiltieji guaninai nesunkiai atskils nuo DNR grandinés, susidarant chemiskai nestabiliam abaziniam
taikiniui. 1§ tiesy, po inkubacijos su piperidinu ir produkty analizés poliakrilamidiniame (PAA) gelyje
denatdruojangiomis ir nedenatlruojantiomis salygomis buvo stebimas DNR grandinés triikiy
susidarymas pozicijose, atitinkanciose prognozuojamas G"mC dinukleotidy vietas. Taigi,
eksperimentuose buvo stebimas padidintas DNR grandinés jautrumas trikiams vietose atitinkanciose
5‘- kaimyninius guaninus (pav. 2), tuo blidu parodant hmC buvimo vietas DNR. Grandinés skilimas

nebuvo stebimas kontroliniuose eksperimentuose, nesant selenolio ar nepaveikus NalO4.
Paveiksly aprasymai
Sis i$radimas toliau detaliau aprasomas naudojant paveikslus, kuriuose pateikta:

Pav. 1. Chemo-enzimatiniy reakcijy schema, apibudinanti MTaziy-salygota selenolio prijungima,
oksidacijg ir kovalentinj hmC liekany susiuvima, lemiantj DNR grandinés trikj ties gretimais guaninais.

Pav. 2, Sekai-specifinis hmC modifikacijy nustatymas DNR, naudojant piperidinu indukuotg grandines
skilimg. 24-merinis DNR dupleksas, turintis 5'-gale Zymeta tiksline grandine, po reakcijos su M.Hhal

ir selenoliu bei oksidacijos NalOs buvo inkubuotas su 1 M piperidinu, o po to analizuotas 15%



poliakrilamidiniame gelyje ir autoradiografijos metodu. Takeliuose 4, 6 ir 8, kuriuose buvo M.Hhal ir
perjodatas, aiskiai matomas trumpesniy DNR grandiniy, kurios baigiasi ties G-hmC dinukleotidais,
susidarymas.” Puriny’ G+A takelis pagal Maxam-Gilbert jgalina DNR sekos sugretinimg, GhmCGC

taikiniai yra paryskinti.
Detalus iSradimo aprasymas
DNR substraty paruosimas

Oligonukleotidai

DNR oligonukleotidai (gryninti HPLC biidu) gauti i$ IDT (JAV), IBA (Vokietija) ar Metabion (Vok.)

DNR substraty paruoSimas

24-meriniai DNR dupleksai 5'-33P-TAATAATGMGCTAATAATAATAAT/3-
ATTATTACGHGATTATTATTATTA paruosti “sulydant” atitinkamas oligonukleotidy grandines.

Selenoliy paruosimas

Selenoliai (R-SeH) paruosti prie$ pat naudojima i$ atitinkamy diselenidy (R-Se-Se-R) pastaruosius
redukuojant ditiotreitoliu (DTT). Diselenidai R1-Se-Se-R1 ir R2-Se-Se-R2 yra komerciskai prieinami
junginiai, tuo trarpu diselenidas R3-Se-Se-R3 (6) buvo susintetintas pagal Zemiau aprasytas

metodikas:
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2-(2-chloretoksi)etanamino hidrochioridas (2)
Dietilenglikolaminas (3,0 g, 30 mmol) istirpintas 150 ml 1,2-dichloretano, tirpalas prisotintas vandenilio
chlorido dujomis. | gautg suspensijg at$aldytg ledy vonioje supiltas sulfiniichloridas (6 ml, 81 mmol).
Misinys paliktas susilti iki kambario temperatlros, véliau misinys kaitintas 65 °C (smélio vonios)

temperatlroje 1 val. Tada tirpalas atSaldytas iki kambario temperatiiros, tikslinis produktas i§sodintas



80 ml dietileterio. Nuosedos filtruotos, iSeiga 3,8 g (83%). Balta kristaliné medziaga, higroskopiné
(lyd.t. 86-89°C).

'H BMR (300 MHz, DMSO-Ds): 6 = 2,97 (pl s, 2H, CH:N); 3,67 (t, J = 5,4Hz, 2H, NCH.CH0); 3,70-
3,80 (m, 4H, CICH.CH0); 8,15 (p! s, 3H, CH2NH3).

13C BMR (75 MHz, DMSO-Dq¢): & = 39,0; 44,1; 67,1, 71,05.

Tret-butil 2-(2-chloretoksi)etilkarbamatas (3)

] 2-(2-chloretoksi)etanamino hydrochlorido (2) (1,1 g, 6,88 mmol) suspensijg dichlorometane (15 ml)
supiltas trietilaminas (0,955 ml, 6,87 mmol). Tirpalui iSskaidréjus | misinj subertas di-tret-butil
karbonatas (1,35 g, 6,19 mmol). Reakcijos misinys maisytas 3 dienas kambario temperatlroje (argono
atmosfera). Tada 15 mi 0,5 M HCI supilta j reakcijos misinj, organinis sluoksnis atskirtas, plautas
srymu ir dZiovintas natrio sulfatu. Nugarinus dichlormetang gautas 1 g (70%) tikslinio produkto
bespalvés alyvos pavidalu. ‘

"H BMR (300 MHz, CDCl3): & = 1,47 (s, 9H, C(CHa)s); 3,30-3,40 (m, 2H, CH2N); 3,59 (t, J = 5,1Hz, 2H,
NCH2CH0); 3,60-3,77 (m, 4H, CICH,CH-0); 4,95 (pl s, 1H, NHBoC).

3C BMR (75 MHz, CDCls): 6 = 28,6; 40,5; 43,1; 70,5; 71,2; 79,6; 156,2.

N, N*-bis-Boc-bis[2-(2-aminoetoksi)etil]diselenidas (5)

| tret-butil 2-(2-chloretoksi)etilkarbamato (3) (0,5 g, 2,23 mmol) tirpalg dimetilformamide (5 mi)
subertas kalio selenocianatas (1,3 g, 9,03 mmol). Reakcijos misinys kaitintas 90°C (smélio vonios)
temperaturoje 8 val. Tada tirpalas at$aldytas iki kambario temperatdros, j misinj jpiltas vanduo (10 ml).
Tikslinis produktas ekstrahuotas dietileteriu, organinis sluoksnis du kartus praplautas vandeniu (2 x 10
ml) ir dZiovintas natrio sulfatu. Nugarinus dietileterj gautas Bis-Boc diselenido 5 ir pakeitimo produkto
4 miginys. Sie junginiai jy neatskiriant i&tirpinti etanolyje (0,5 ml), j §j misinj supiltas 6M NaOH (0.1 ml)
vandeninis tirpalas. Reakcijos miSinys uzvirintas ir i$ karto atSaldytas iki kambario temperatiros.
Produktas ekstrahuotas dietileteriu, organinis sluoksnis dziovintas natrio sulfatu. Nugarinus dietileter]
gauta 0,41 g (69%) tikslinio produkto gelsvos alyvos pavidalu.

'H BMR (300 MHz, CDCls): & = 1,48 (s, 9H, C(CH3);); 3,13 (t, J = 6,9 Hz, 2H, SeCH,CH_0); 3,29-3,40
(m, 2H, CH:N); 3,56 (t, J = 5,1Hz, 2H, NCH,CH:0); 3,77 (t, J = 6,9 Hz, 2H, SCH.CH:0); 5,00 (pl s,
1H, NHBoc).

3C BMR (75 MHz, CDCls): § = 28,7; 29,4, 40,6; 70,1; 71,0; 79,6; 156,2.

bis[2-(2-aminoetoksi)etil]ldiselenido hidrochloridas (6)



| N, N-bis-Boc-bis[2-(2-aminoetoksi)etilldiselenido (5) (0.18 g, 0.34 mmol) tirpalg acetono (2 ml) ir
vandens (2 ml) midinyje supilta konc. HCI (0.28 ml, 3.4 mmol). Reakcijos misinys kaitintas 60°C
temperatiroje 24 val. Tirpikliai nugarinti sumazintame slégyje, gauta 0.07 g (85%) tikslinio produkto
bespalviy kristaly pavidale. ‘

'H BMR (300 MHz, DMSO-Ds): 8 = 2.95-3.05 (m, 2H, CH:N); 3.15 (t, J = 6,6 Hz, 2H, SeCH.CH0);
3.65 (t, 2H, J = 5,4 Hz, CH.0); 3.73 (t, 2H, J = 6,6 Hz, OCH.); 8.05 (p! s, 3H, CH:NH3).

3C BMR (75 MHz, DMSO-De): 8 = 29.2; 39.1; 66.8; 71.0.

Sekai-specifinis hmC modifikacijy nustatymas DNR naudojant grandinés skélimo piperidinu

reakcijg

DNR (30 nM taikiniy konc.) veikiama 200 nM M.Hhal (taikinio seka GCGC) ir 12.5 mM selenolio
reakcijos buferyje (15 mM Na-citratas pH 5.5, 0.2 mg/mL BSA) 1 val. kambario temperatiroje. DNR
isgryninama naudojant Oligo Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research) ir Oligo Clean-Up and
Concentration (Norgen Biotek Corp.) rinkinj ir inkubuota su 20 mM NalO4 (10 mM Na-PO4 pH 7.5
buferyje) 1 val kambario temperaturoje. Pridéjus oiperidino iki 1M koncentracijos reakcija inkubuota
30 min 90°C temp., ir po to liofilizuota. Likutis suspenduotas gelio uznesimo tirpale (STOP solution,
Thermo Fisher Scientific), denatiiruotas 3 min 95°C temp. ir uznestas | 15% PAA gelj su 7 M dréja.
Elektroforezé vykdyta 1-4 val 90 mM Tris-borato (pH 8.3), 2 mM Na2EDTA buferyje 60 W pastovaus
galingumo rezime. Geliai nusausinti Whatman 3MM popieriumi ir radioaktyvios juostos
autoradiografuotos su vaizdinimo plokste (Fujifilm) bei skanuotos su FLA-5100 vaizdintuvu. Puriny
(G+A) takeliai paruosti naudojant tradicines Maxam-Gilbert cheminés sekoskaitos reakcijas
(Sambrook and Russell, 2001). Sangerio sekoskaitos reakcijas vykdytos naudojant CycleReader™
DNA Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific).



ISRADIMO APIBREZTIS

1. Badas, skirtas 5-hidroksimetilinty DNR CG viety padégiy modifikavimui, kur bidas apima
DNR paveikimo alifatiniu selenoliu Zingsnj, dalyvaujant metiltransferazei, po to sekanciu oksidavimu
$velniais reagentais, besiskiriantis tuo, kad Sio poveikio pasekoje susidaro kovalentinis rySys

tarp taikinio 5-hidroksimetilcitozino (hmC) liekanos ir gretimo guanino liekanos.

2. Bidas pagal 1 punkta, kur alifatinis selenolis yra parinktas i§ 2-aminoetilselenolio, L-

selenocisteino ir 2-(2-aminoetoksi)etilselenolio.

3. Bludas pagal 1 arba 2 punkta, kur minéta metiltransferazé yra DNR citozino-5

metiltransferazé, geriau M.Hhal arba M.Sssl.
4. Budas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, kur minétas $velnus reagentas yra NalO4.

5. Budas pagal bet kurj ankstesnj punktg, papildomai apimantis modifikuotos DNR sekos
paveikimo piperidinu pakopa, kur piperidinu indukuotas DNR grandinés skilimas rodo hmC liekanos
buvimo DNR vieta.
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