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Pateiktas 5-hidroksimetilinty CG seky viety nustatymo genominéje DNR metodas, kuris apima tiriamos
DNR veikimg nukleortgsties polimeraze, kuomet nukleoriigities polimeraze sintetina nukleorigsties molekule nuo
matricos, turintios kovalentines tarpnukleotidines jungtis minéty 5-hidroksimetilinty CG seky vietose.
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ISradimo sritis

ISradimas susijes su metiltransferaziy vykdoma sekai-specifine modifikacija ir
5-hidroksimetilcitozino liekany analize DNR, konkrec¢iai su metiltransferaziy vykdomu
selenoliy prijungimu prie 5-hidroksimetil grupés minétose liekanose, bei oksidatoriaus
poveikyje vykstanciu $iy liekany kovalentiniu susiuvimu su gretimais nukleotidais ir
DNR polimerazés grandinés sintezés nutraukimu susidty liekany vietose, kurios

atskleidzia 5-hidroksimetilcitozino liekany vietas genominéje DNR.
ISradimo technikos lygis

Kovalentiné citozino modifikacija 5-je padétyje yra viena i§ geriausiai istirty
epigenetiniy DNR reguliacijos mechanizmy organizmuose nuo augaly iki zinduoliy.
Pirminé epigenetiné DNR modifikacija yra 5-metilcitozinas (5mC), kuris susidaro
perne$ant metilo grupe nuo kofaktoriaus SAM DNR metiltransferaziy pagalba. Si DNR
modifikacija yra placiai paplitusi zinduoliy genome CpG sekose. Tadiau nauji tyrimai
parodé, kad veikiant TET oksigenazéms 5mC gali bati paverstas | 5-
hidroksimetilcitozing (hmC) ir po to j 5-formilcitozing ar 5-karboksilcitozing. Nors hmC
yra antra labiausiai sutinkama modifikacija DNR (Tahiliani et al., 2009, Science, 324,
930-935; Kriaucionis & Heintz, 2009, Science, 324, 929-930), jos biologiné reikSme
néra pakankamai iStirta, didZia dalimi dél tyrimo metody netobulumo. Neseniai mes
atradome netiping metiltransferazés vykdomg reakcijg, kurios metu susidaro hmC.
hmC toliau gali bati modifikuojamas metiltransferazés nesant jos gamtiniam kofaktoriui
SAM (Liutkeviciute et al, Nat Chem. Biol., 2009, 5: 400-402). Neseniai mes atradome,
kad hmC liekanos gali biti selektyviai modifikuojamos tioliais ar selenoliais, susidarant
atitinkamai 5-alkitiometilcitozinams arba 5-alkilselenometilcitozinams specifinése DNR
sekose in vitro (Liutkeviciute et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 2090-2093).
ApraSyta, kad oksiduojant S$velnias oksidantais, pvz, NaJO4, panasis 5-
arilselenometilpirimidiny dariniai gali sudaryti kovalentinius metileno tiltelius su
gretimais toje pat ar kitoje grandinéje esandiais 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; Bellon et al. 2006, Org Biomol Chem
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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 esmeé

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 polimerazés vykdomos
dukterinés DNR grandinés sintezés nutrikima, kas leidZia nustatyti hmC buvimo vietg
DNR.

hmC modifikacijy analizei CG dinukleotiduose naudojome MTazes M.Sssl ir
M.Hhal, kuriy atpaZinimo sekos yra CG ir GCGC (modifikuoja pabrauktag citozing).
Demonstraciniuose eksperimentuose naudojome modelinj DNR substratg, turintj hmC
nucleotidg, 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.

Yra zinoma, kad DNR polimeraziy vykdoma DNR grandinés pratgsimo reakcija
stringa ties susiGtais nukleotidais matricinéje grandinéje, susidarant trupesnei
dukterinei DNR grandinei. IS tiesy, vykdant grandinés pratesimo reakcijas su T4 DNA
pol. (Pav. 2) arba Taq DNA pol. (Pav. 3), naudojant DNR matricomis perjodatu veiktus
pavyzdZius, buvo stebimas DNR grandinés sintezés nutrikimas pozicijose,
atitinkandiose selenoliu modifikuotas hmC liekanas, tuo bldu parodant hmC buvimo
vietas DNR. Grandinés nutrikimas nebuvo stebimas kontroliniuose eksperimentuose,
nesant MTazés ar nepaveikus NalO4.

Paveiksly aprasymai

Sis iSradimas toliau detaliau aprasomas naudojant paveikslus, kuriuose
pateikta:

Pav. 1. Chemo-enzimatiniy reakcijy schema, apibudinanti MTaziy-sglygota
selenolio prijungima, oksidacijg ir kovalentinj hmC liekany susiuvima, lemiantj DNR
polimerazeés uZstrigimus ties susidtais nukleotidais.

Pav. 2. Sekai-specifinis hmC modifikacijy nustatymas DNR, naudojant
polimerazés grandinés pratesimo reakcijg. DNR turintis hmC modifikacijas GCGC
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sekose buvo inkunbuota su M.Hhal ir selenoliu, oksiduota su NalOas ir analizuota
polimeraziy pagalba. Pradmens pratgsimo reakcijos naudojant naudojant DNR
matricomis perjodatu veiktus pavyzdzZius (takeliai 2, 4 ir 6) buvo stebimas DNR
grandinés sintezés nutriikimas pozicijose, atitinkanciose selenoliu modifikuotas hmC
liekanas. Sanger'io sekoskaitos takeliai (G, C, T, A) jgalina DNR sekos sugretinima,
GCGC taikiniai yra pary3kinti.

Pav.3. Hidrokslimetilinty CG taikiniy nustatymas DNR, naudojant polimerazes
grandinés pratesimo reakcijg. 618 bp DNR fragmentas, kuriame visi citozinai pakeisti
j hmC, buvo inkubuotas su M.Sssl ir selenoliu, oksiduotas natrio perjodatu, ir galop
analizuotas Tag polimerazés pradmens pratesimo reakcijose. Pradmens pratgsimo
reakcijos naudojant perjodatu oksiduotus pavyzdZius (takeliai 3 ir 5) aiSkiai matomas
trumpesniy DNR grandiniy, kurios baigiasi ties hmC nukleotidais, susidarymas.
Sanger’io sekoskaitos takeliai (G, C, T, A) jgalina DNR sekos sugretinimg, CG taikiniai
yra paryskinti.

Detalus iSradimo apraSymas
DNR substraty paruosimas
Oligonukleotidai

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

DNR substraty paruoSimas

618 bp ir 1252 bp DNR fragmentai paruosti standartiniu PGR metodu
naudojant pUC19 plazmidés matricg ir, atitinkamai, pradmeny poras 5'-
AACGTTGTTGCCATTGCTAC, 5-GCTCATGAGACAATAACCCTGA arba 5'-
CTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTG, 5-GATACCGCTCGCCGCAG. Po PGR
amplifikacijos, DNR fragmentai iSgryninti naudojant QlAquic PCR Purification kit
(Qiagen). DNR, turinti hmC liekanas GCGC sekose, paruosta pagal (Liutkeviciute et
al, Nat Chem. Biol., 2009, 5: 400-402) inkubuojant 120 ng/pl DNR su 8 pM M.Hhal ir
13 mM formaldehido 1 val. kambario temperatiroje reakcijos buferyje (10 mM Tris-HCI
(pH 7.4), 50 mM NacCl, 0,5 mM Na2EDTA 0,2 mg/ml BSA) bei iSgryninant susidariusig
DNR su QlAquick PCR Purification Kit.

Sekai-specifinis hmC modifikacijy nustatymas DNR naudojant pradmens
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pratesimo reakcijg

hmC analizé GCGC sekose (reakcijos su M.Hhal). 1252 bp PGR fragmentas
(38 ng/l, 0,44 uM taikiniy konc) veikiamas M.Hhal (5 uM) ir 12,5 mM selenoliu
reakcijos buferyje (15 mM Na-citratas pH 5,5, 0,2 mg/ml BSA) 1 val. kambario

temperatiroje. DNR i§gryninama naudojant QIAquick PCR Purification Kit ir
inkubuojama su 10 mM NalO4 (10 mM Na-PO4 pH 7,5 buferyje) 1 val. kambario

temperatiroje, ir gryninimas rinkiniu pakartojamas.

Pradmens pratesimo reakcijos naudojant T4 DNR polimeraze. Modifikuota

DNR pakaitinta 3 min. 95°C ir po to staigiai perkelta ant ledo. 20 nM &' Zymetas
pradmuo (5'-GATACCGCTCGCCGCAG), 0,2 mM dNTP ir buferis (T4 polymerase
buffer, Thermo Fisher Scientific) pridéti j denatlruotg Saltag DNR tirpalg. Pradmens
hibridizacija vykdyta 3 min. 54 °C temp., po to vél perneSant meéginj ant ledo. Pridéjus
T4 polimerazés (0.031 vnt/ul), méginiai inkubuoti 20 min. 37 °C temp. Reakcija
sustabdyta pridedant 1/3 ttrio STOP solution (Thermo Fisher Scientific).

DNR sekoskaitos reakcijas (palyginamiesiems takeliams) vykdytos naudojant
CycleReader™ DNA Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific).

hmC analizé CG sekose (reakcijos su M.Sssl). 618 bp PGR fragmentas (63

ng/ul, 5 uM taikiniy konc.) veikiamas M.Sssl (10 pM) ir 12,5 mM selenolio reakcijos
buferyje (50 mM Na-acetatas pH 6,0, 0,2 mg/ml BSA) 1 val. kambario temperatiroje.
DNR isgryninama naudojant QIAquick PCR Purification Kit ir inkubuota su 10 mM
NalO4 (10 mM Na-PO4 pH 7,5 buferyje) 1 val. kambario temperatiroje, ir gryninimas
rinkiniu pakartojamas.

Pradmens pratesimo reakcijos naudojant Tag DNR polimeraze. Modifikuotos

DNR ir kontroliniai pavyzdziai buvo sekvenuojami naudojant 0.2 mM dNTP, 130 ng
DNR, 50 nM 5 Zyméto pradmens 5- AACGTTGTTGCCATTGCTAC ir 0,125 vnt./ul
Taq pol. 8 ul reakcijos tlryje su Sequencing buffer. PGR reakcijos salygos: 1) 95 °C 3
min., 2) 95 °C 1 min, 3) 49 °C 1 min., 4) 72 °C 1 min; zingsniai 2-4 kartojami 25 kartus.
PGR reakcija sustabdyta pridedant 4 yl STOP solution (Thermo Fisher Scientific).

Selenoliy paruodimas
Selenoliai (R-SeH) paruosti prie$ pat naudojimg 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
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buvo susintetintas pagal Zemiau aprasytas metodikas:
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Bldas, skirtas 5-hidroksimetilinty CG seky nustatymui DNR, besiskiri
antis tuo, kad bidas apima matricos nukleorigsties sekos veikimg nukleortgsties
polimeraze, esant sglygoms, kurios leidZia nukleorligsties polimerazei produkuoti
nukleoriigéties molekule nuo matricos, kur matricos nukleorlgsties seka turi

tarpnukleotidines kovalentines jungtis minétos 5-hidroksimetilintos CG vietos padétyje.

2. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta tarpnukleotidineg
kovalentiné jungtis 5-hidroksimetilintos CG vietos padeétyje yra pasiekiama DNR
veikiant alifatiniu selenoliu, dalyvaujant metiltransferazei, po to sekanc¢iam oksidavimui
Svelniais reagentais.

3. Budas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad alifatinis selenolis yra
parinktas i§ 2-aminoetilselenolio, L-selenocisteino ir 2-(2-aminoetoksi)etilselenolio.

4. Budas pagal 2 arba 3 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta
metiltransferazé yra DNR citozino-5 metiltransferazé, geriau M.Hhal arba M.Sssl.

5. Bldas pagal bet kurj i$ 2-4 punkty, besiskiriantis tuo, kad minétas
Svelnus reagentas yra NalOa.
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