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ISradimo sritis

ISradimas susijes su RNR molekuliy Zyméjimo metodu ir Sio metodo
panaudojimu viengrandinés RNR (vgRNR) analizei jvairiuose biologiniuose

méginiuose.

ISradimo technikos lygis

Nekoduojanéios RNR, kurios néra transliuojamos yra daZnos ir svarbios,
eukariotiniuose ir prokariotiniuose organizmuose (Lalaouna et al., (2013) Biochim
Biophys Acta. 1829, 742-747).

Mazos nekoduojancios RNR, tokios kaip miRNR, siRNR ir piRNR, visos apie
21-32 nukleotidy ilgio, yra vienos i§ svarbiausiy potranskripciniy geny reguliatoriy
eukariotuose (Ghildiyal ir Zamore, (2009) Nat Rev Genet. 10, 94-108). Kadangi jy
gamyba stipriai reguliuojama vietos ir laiko atzvilgiu, maZzos nekoduojangios RNR
jtakoja visus organizmo biologijos aspektus, jskaitant jo vystymasi, metabolizmag ir
atsaka j aplinkos salygas (Planell-Saguer ir Rodicio, (2011) Anal Chim Acta. 699, 134-
152). Dél to, net maziausi sutrikimai jy raiSkos reguliacijoje sukelia patologinius
procesus, pavyzdZiui vézj, arba yra tokiy procesy indikatoriai (Jansson ir Lund, (2012)
Mol Oncol., 6, 590-610). Galimybé naudoti mazas RNR, ypa¢ miRNR, Zmoniy ligy
eigos/vystymosi stebéjimui ir jy gydymui yra gerai suprantama ir jau kartais taikoma
(Wang et al., (2013) Med Hypotheses. 81, 41-43; Zhao et al., (2013) Oncol. Rep. 30,
276-84). Dar didesnis potencialas siejamas su galimybe naudoti miRNR, kaip
neinvazinius bioZzymenis, kadangi laisvos stabilios miRNR kompleksai yra randami
Zmogaus kiino skysciuose (Zen ir Zhang, (2012) Med Res Rev. 32, 326-348).

Kitos klasés mazy nekoduojan¢iy RNR, bakteriniy mazy reguliaciniy RNR
(sRNR, 50-400 nt), svarba tapo akivaizdi visai neseniai dél intensyviy prokarioty
genetikos tyrimy, vykusiy pastarajj deSimtmetj (Lalaouna et al., (2013) Biochim
Biophys Acta. 1829, 742-727). Kaip viena pagrindiniy po-transkripciniy regulatoriy
grupiy, sRNRkontroliuoja gyvybisSkai svarbius fiziologinius procesus, tokius kaip
anglies metabolizmas ar membrany homeostazé, bei reaguoja | augimo fazes ir
aplinkos stresg (Mandin ir Guillier, (2013) Curr Opin Microbiol. 16, 125-132; Burke et
al., (2014) J Bacteriol. 196, 3756-3767). Kadangi nauji tyrimai pabréZia mazy
reguliaciniy RNR svarbg bakterijy virulentiSkumui, jy nustatymas ir apiblidinimas yra
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galimai naudingas naujos kartos antibiotiky gamybai (Harris et al., (2013) Virulence
15, 785-795).

DidzZioji dalis Siuolaikiniy mazy viengrandiniy RNR (vgRNR) risiy nustatymo
metody remiasi jy hibridizacija su oligonukleotidy zondais arbapadauginimu.
Dazniausiai naudojami metodai paremti Northern analize, oligonukleotidy
mikrogardeliy technologija arba atvirkstinés transkripcijos kiekybine polimerazine
grandinine reakcija ( AT-kPGR). Taciau visos $ios strategijos turi vidinius techninius

trGkumus ir apribojimus:

1. Northern analizé matuoja tiksling, ant kietos (nitroceliuliozinés membranos)
imobilizuota RNR, tiesiogiai hibridizuotg su Zymétu oligonukleotidu . Visa tai atliekama
pirmiausia RNR isfrakcionavus poliakrilamidiniame gelyje. Sis metodas yra sglyginai
nebrangus, jam reikalinga jprasta laboratoriné jranga. Tadiau Sis metodas daznai
nepasiteisina dél neefektyvaus trumpy RNR grandiniy perneSimo ant membranos ir
imobilizacijos. Kadangi nejmanomas tikslinis pagausinimas, analizei reikalingi gana
dideli pradinio RNR méginio kiekiai.

2. Nors mikrogardeliy hibridizacijos technologija suteikia galimybe atlikti
lygiagrecig jvairiy RNR analize viename méginyje su daugybiniais zondais, ji reikalauja
daug laiko, brangios jrangos, pazangiy profesiniy jgudZiy ir dideliy kiekiy tiriamosios
medziagos. Taipogi, méginiy Zyméjimas daznai yra sudétingas, o analizés rezultatus
nesunkiai gali iSkreipti méginyje uzsilikusi DNR. Kadangi 8i metodologija néra
standartizuota, atsiranda zymis eksperimentiniai skirtumai tarp skirtingy gamintojy ir
laboratorijy, kurie daznai sudaro Zenklius nesutapimus publikuojamuose rezultatuose
(Sato et al., (2009) PLoS ONE 4, €5540).

3. AT-kPGR atliekama su mazais kiekiais pradinés medziagos (naudojami
nanogramai totalinés RNR). Tadiau Sis metodas atima per daug laiko ir yra per daug
techniSkai sudétingas, jog bity pritaikytas kasdieniniams laboratoriniams tyrimams
(Planell-Saguer ir Rodicio, (2013) Clin Biochem. 46, 869-878). Mazy RNR trumpas
ilgis trukdo jy gausinimui ir analizei. Kadangi Sis metodas néra specifiS8kas nukleino

rag3¢iai (RNR ar DNR), visada iSlieka tikimybé, jog méginys bus uzkréstas genomine
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DNR.

Siuolaikiniai naujy nekoduojan¢iy RNR rasiy radimo metodai yra paremti
tiksliniy lgstelinés RNR frakcijy klonavimu ir tolimesne jy sekoskaita. Taciau Sie

metodai turi tokius trikumus:

1. MaZos viengrandinés Igstelinés RNR praturtinimas yra iimtinai paremtas
nuo dydZio priklausomu totalinés RNR frakcionavimu poliakrilamidiniame gelyje. Taigi
$iuo metodu nejmanoma atskirti, kur yra vgRNR, o kur uzterSimas trumpais DNR
segmentais. Sis Zymus trikumas stabdo naujy vgRNR atradima ir tinkama jy analize.
Taipogi, 3’ gale neapsaugota viengrandiné RNR yra labai jautri nukleaziy, kuriomis gali
biti uztertas méginys, ardandiajai veiklai, taigi kai kurios VQRNR frakcijos gali bati

visiSkai prarastos jprastai netrumpos RNR elektroforezés metu

2. Pradmenys turi bati prijungiami prie mazy RNR 3'- galo naudojant T4 RNR
ligaze1 arba 2 norint atlikti AT-PGR ir gausinimg. Kadangi abiejy fermenty vykdomos
reakcijos itin priklauso nuo substratinés RNR sekos ir struktdros, kai kurios mazos
Igstelinés RNR yra nepakankamai pagausinimos arba visi8kai prarandamos klonavimo
metu. Nors ir prisijungusios pradmenis, tatiau nepakankamai pagausinimos bina ir 3'
galinio nukleotido 2'-O padétyje metilintos RNR. Taip yra todél, kad T4 RNR ligazés
prisiuva DNR pradmenis prie 2’-O-metilinty RNR substraty ~1,5 karto maZesniu
efektyvumu, nei prie 2’-OH turin¢iy RNR (Munafo ir Robb, (2010) RNR 16, 2537-2552).
Kadangi abi T4 RNR ligazés geba naudoti 5-P DNR galus, kaip donorus, o ligazé1
taip pat naudoja 3-OH DNR, kaip akceptoriy, uZterSimas su DNR tampa
neiSvengiamas (Zhuang et al., (2012) J Nucleic Acids., epub Jun 20). Dar vienas RNR
ligaziy naudojimo 3’-pradmens prijungimui trikumas yra analizuojamos RNR ir

pradmens ciklizacija. Tapusios zZiedinémis, abi molekulés nebedalyvauja tolimesnéje
analizéje (Hafner et al.,, (2011) RNR 17, 1697-1712). Nors sekoskaitos metodus
sudaro daugybé fermentiniy Zingsniy, didelé dalis tyrimy nurodo, jog pradmens
prisiuvimas yra pagrindiné prieZastis, iSkreipianti skirtingy RNR raiSkos profilius —
skirtumas tarp del netolygaus pradmens prisiuvimo per daZnai ar per retai | meginj
pakliuvusiy, taCiau tokiu pat kiekiu realiai Igsteléje sintetinamy RNR gali siekti net
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keleta eiliy. (Raabe et al., (2013) Nucleic Acids Res. 42, 1414-1426).

Sio isradimo tikslas ir yra i§spresti pries tai paminétus vgRNR analizés metody

trdkumus.
ISradimo esmé

Pirmiausia, $is iSradimas pateikia metodg vgRNR 3’ galo modifikacijai, kuri
remiasi RNR grandinés sujungimu su vgRNR 2’-O-metiltransferaze esant kofaktoriui,
tokiomis salygomis, kurios leisty pernesti dalj kofaktoriaus naudojant vgRNR 2'-O-
metiltransferaze ant vgRNR 3’ galo. Tokiu biidu sukuriama modifikuota vgRNR. Siam
metode naudojama ant 3’ galinio nukleotido 2'-OH grupe turinti vgRNR, o dalis
perneSamo kofaktoriaus yra sudaryta i$ reporterinés arba funkcinés grupés.

ISradéjai netikétai nustate, jog vgRNR 2'-O-metiltransferazés i§ Zmogaus ir
Drosophila melanogaster gali tiesiogiai pernesti prailgintas sulfoniu suristas grupes
nuo S-adenozil-L-metionino analogy ant natdraliy vgRNR substraty, gauty i$ virusy,
mikroorganizmy, augaly arba gyviny (jskaitant Zmogy) bei sintetiniy jvairaus ilgio
vgRNR grandiniy. Viename i§radimo jgyvendinimo pavyzdyje prailginta sulfoniu surista
grupé apima reportering grupe, kuri gali bati panaudota tiesioginei vgRNR analizei.
Alternatyviame i$radimo jgyvendinimo pavyzdyije, prailginta sulfoniu surista grupe, kuri
yra perne$ama, apima funkcine grupe, kuri gali bati antrame Zingsnyje panaudojama
siekiant prijungti reporterine grupe prie vgRNR.

Taigi, $is iSradimas taip pat suteikia galimybe analizuoti vgRNR, esancCig
jvairiuose biologiniuose meéginiuose, o Sis metodas apima tokius zingsnius:

(a) reporterinés grupés prijungimas prie vgRNR 3’ galo biologiniame meéginyje,
panaudojant metodg pagal pirmajj iSradimo aspekta;

(b) reporterinés grupés, prijungtos prie vgRNR, analizé pagal antrajj iSradimo
aspekta.

Taipogi, Sis idradimas pateikia rinkinj, skirtg vgRNR Zyméjimui, sudarytg i$
atskiruose konteineriuose esangiy: (a) kofaktoriaus, turin¢io reporterine arba funkcing
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grupes; ir (b) vgRNR 2'-O-metiltransferazés, gebancios pernesti reporterines arba
funkcines grupes ant vgRNR.

Sio isradimo metodas gali bati naudojamas mazy RNR transkriptomy paieskai
ir analizei, bei naujy mazy nekoduojan&iy RNR rasiy, Ziedinés RNR ir kity vgRNR
radimui visuose gyvuose organizmuose, jskaitant ir Zzmones.

Ypaé didelis $io iSradimo metodo privalumas yra auk$tas vgRNR 2'-O-
metiltransferaziy specifiSkumas vienam nukleino rigsties tipui, t.y. RNR ir jo galinei 2'-
OH grupei. Tokiu bidu panaikinama galimybé, jog bus pazyméti nepageidaujami RNR
irimo produktai turintys 2'-P, 3'-P arba 2'3'-ciklinius P galus, bei DNR, kas leidzia atlikti
RNR analize nukleino rags¢iy misinyje.

Dar daugiau, sukurtas metodas yra tinkamas jvairaus ilgio RNR Zyméjimui,
panaudojant vgRNR 2'-O-metiltransferaze, todél taikant jj galima analizuoti vgRNR i$
skirtingy organizmy, tokiy kaip gyvinai ar bakteriniai patogenai, kuriy vgRNR ilgis kinta
nuo 21-32 iki 50-400 nt ar netgi iki 81000 nt.

Taipogi, kadangi metodas leidZia Zyméti tik 3’ gale nemodifikuotas RNR, jis
puikiai tinka siekiant nustatyti patologijas organizmuose, audiniuose ar Igsteliy linijose,
kur vgRNR jprastomis sglygomis yra 3’ metilinta, pavyzdZiui augaluose ar gyviny
lytinése Igstelése, kurios turi piRNR.

Atsizvelgiant | visas iSvardintas aplinkybes, $io iSradimo metodas - naudingas
ir palankus biidas visuminei viengrandinés RNR analizei biologiniuose meginiuose.

Paveiksly apra§ymas

Sis iSradimas toliau detaliau apraSomas naudojant paveikslus, kuriuose
pateikta:
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Pav. 1. Drosophila melanogaster ir Homo sapiens vgRNR 2'-O-
metiltransferaziy, Dm-piRMT ir Hs-piRMT, atitinkamai, domeniné struktira (A) ir jy
vaidmuo piRNR biogenezéje (B). A. Dm-piRMT ir Hs-piRMT yra 391 ir 393 ar. ilgio
baltymai, sudaryti i§ metiltransferazinio (MTase) domeno N gale ir apie 100 ar. ilgio
nezinomos funkcijos C-galinés dalies (CTD). B. PIWI baltymo suri$tos piRNR yra
modifikuojamos 3’ gale veikiant vgRNR 2’-O-metiltransferazei. Tai yra paskutinis

piRNR biogenezés Zingsnis.

Pav. 2. Nattraliai Dm-piRMT ir Hs-piRMT vykdomos reakcijos bei iSradimo
jgyvendimo pavyzdyje pateikty vgRNR Zyméjimo strategijy palyginimas. Schema A
(virSuje) pabrézia natGraliai piRMT vykdomg reakcijg - metilo grupé perne$ama nuo S-
adenozil-L-metionino ant viengrandinés RNR (R=metilas). Schema B (viduryje)
iliustruoja dviejy pakopy zymeéjimo strategijg, kur funkciné grupe (pirminis aminas,
tiolis, alkinas, azidas, aziridinas, karboksilas, aromatinis angliavandenilis ir t.t.), esanti
sintetinio kofaktoriaus $oninéje grandinéje, R,, yra perneSama ant vgRNR 3' galo ir
sekanCiame Zingsnyje panaudojama norimos reporterinés grupés prijungimui.
Alternatyvi strategija - schema C (apacioje) - iliustruoja vienos pakopos RNR molekuliy
zymeéjima, pasitelkiant tiesioginj, nuo piRMT priklausoma, reporterinés grupés (pvz.,
biotino, fluoroforo ir t.t.), esancios sintetinio kofaktoriaus analogo Soninéjjé grandinéje,

R, pernesima,. Trikampiai Zymi funkcines grupes, 2vaigZdutés - reporterines grupes.

Pav. 3. Efektyviai Dm-piRMT ir Hs-piRMT katalizei batini metaly jony
kofaktoriai. A. 15 visy iSanalizuoty potencialiy metaly jony kofaktoriy, tik Co?* arba Co3*
reakcijos miSinyje padeda pasiekti pilng vgRNR substrato metilinimag. Siekiant patikrinti
piRMT vykdomos reakcijos priklausomybe nuo skirtingy metaly jony kofaktory, buvo
ruoSiami 20 pl reakcijos miSiniai, sudaryti i$ reakcijos buferio [10 mM Tris-HCI (pH 7,4),
50 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA, 5 % (v/v) glicerolio ir 0.05 u/ul RiboLock (Thermo
Scientific)], 0,2 uM 32P-Zymétos miR173.1 (5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC-3,
22 nt), 0,1 mM AdoMet, 10 mM metaly jony ir 1 yM piRMT baltymy. Po 30 min.
inkubacijos 37°C temperatiroje, modifikuotos RNR dalis nustatyta atlikus NalOa4/B-
eliminacijos reakcija, kurios metu RNR buvo inkubuota 0,2 mM NalOas borakso/boro
ragsties buferyje [0,06 M, pH 8,6] 15 min.bei 75 min. borakso/boro rlgsties buferyje Il
[0,06 M pH 9,6] esant 42°C. Reakcijos produktai buvo analizuoti 13 %
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poliakrilamidiniame gelyje (PAG) denatiruojanéiomis salygomis ir autoradiografuoti.
MazZesniu elektroforetiniu judrumo pasiZymeéjusios metilintos RNR dalis jvertinta
naudojant “Multi Gauge” (versija 3.0) programing jrangg (Fujifilm). Metalo jony
paSalinimas i§ reakcijos misinio  jj pridedeant EDTA bei méginio be pridéty metaly
kofaktoriy tyrimas papildomai patvirtino, kad veiksmingas piRMT metilinimas vyksta
dél Co?* ir Co®* jony. B. RNR metilinimo efektyvumo, naudojant skirtingus metaly
kofaktorius, stulpeliné diagrama. Pateikti rezultatai - dviejy nepriklausomy
eksperimenty vidurkis tvidutinis kvadratinis nuokrypis.

Pav. 4. Tinkamas metalo kofaktorius padidina vgRNR substraty su skirtingais
3 galiniais nukleotidais modifikavimo tolyguma. Naudojant Co?*, kaip metalo
kofaktoriy, Dm-piRMT vienodai efektyviai modifikuoja skirtingus 3' galinius nukleotidus
turingius RNR substratus,, nors yra Zinoma, kad kitos homologiskos piRNR
metiltransferazés, pvz., peliy piRMT, geriau modifikuoja A nei C, U ir G. A. RNR
modifikacijos eksperimentai buvo atliekami kaip apradyta Pav. 3., i8skyrus tai, kad
substratu naudota miR173.1 su skirtingais galiniais 3' nukleotidais, t.y. U, C, Air G, o
Dm-piRMT | reakcijos misinius déta 2 pM. B. Stulpeliné miR173.1 su skirtingais 3'
galiniais nukleotidais modifikavimo efektyvumo diagrama. Pateikti rezultatai — dviejy
nepriklausomy ekspreimenty vidurkis + vidutinis kvadratinis nuokrypis

Pav. 5. Dm-piRMT ir Hs-piRMT gali bati pritaikytos efektyviai jvairiy funkciniy
grupiy pernasai nuo sintetiniy kofaktoriy analogy ant vgRNR. A. vgRNR 2'-O-
metiltransferazés kovalentiS8kai modifikuoja miR173.1. Reakcijos buvo atliekamos
naudojant 2 uM piRMT metiltransferazés ir AdoMet arba sintetinius kofaktoriaus
analogus, Ado-6-aming arba Ado-6-azidg, su prailgintomis Soninémis grandinémis,
dviejy Zingsniy Zyméjimui. Visos eksperimentinés detalés pateikiamos 3-ame ir 4-ame
paveiksluose. B. Dm-piRMT modifikuoja RNR substratus su skirtingais 3' galiniais
nukleotidais esant sintetiniams kofaktoriaus analogams tuo paciu arba netgi didesniu
efektyvumu (kchem, min-') lyginant su AdoMet. Siekiant iSmatuoti modifikacijos reakcijos
greitj, 0,2 uM 32P-Zyméty miR173.1 su skirtingais 3' galiniais nukleotidais, 0,1 mM
AdoMet arba jo sintetiniy analogy, 10 mM Co?* ir 2 uM of Dm-piRMT buvo jdéta |
reakcijos buferj [10 mMTris-HCI (pH 7,4), 50 mM NaCl, 0.1 mg/ml BSA, 5 % (v/v)
glicerolis ir 0,05 u/pl RiboLock (Thermo Scientific)] ir inkubuota 37°C temperatiroje.
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Tam tikrais momentais reakcijos buvo sustabdytos jdedant Proteinaze K, ruoSiamg
buferyje [7 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,17 mM EDTA, 3 mM NaCl ir 0.5 % SDS}, iki galinés
0,4 mg/ml koncentracijos ir toliau inkubuojama 55°C 20 min. Po 8ito seké NalOa/B-
eliminacijos reakcija ir denatGruojanti PAG elektroforezé, apraSyta Pav. 3. Pateikti
rezultatai — dviejy nepriklausomy ekspreimenty vidurkis * vidutinis kvadratinis

nuokrypis

Pav. 6.Naudodama sintetinius kofaktoriaus analogus, Dm-piRMT gali alkilinti
jvairaus ilgio RNR substratus. A. Principiné 22-80 nt ilgio RNR modifikavimo schema,
pasitelkiant Dm-piRMT bei metilo grupe (CHs) arba prailgintg 3oning granding (X)
turinti AdoMet, arba sintetinius kofaktoriaus analogus (AdoX), atitinkamai. B. 6A
paveiksle pateiktos principinés schemos jrodymas. Eksperimentai buvo atliekami, kaip
nurodyta Pav. 3., i§skyrus tai, kad buvo panaudota 2 pM Dm-piRMT. 23nt ilgio RNR
substratu pasitelkta siR173.1 (5- UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'). Ta pati
siR173.1 seka sudaré ir 60 bei 80 nt ilgio RNR molekuliy 3' galine dalj.

Pav. 7. Su piRMT modifikuota RNR gali bati naudojama sekoskaitai prie jos
prijungus DNR oligonukleotidus bei vykdant atvirk3tine transkripcija. A. Nuo ligavimo
nepriklausoma RNR sekoskaita. Maziausiai 22-80 nt ilgio RNR (juodos linijos), veikiant
Dm-piRMT, gali bati modifikuota su pvz., 6-azidu (X), kaip parodyta Pav. 6., tada,
pasitelkus “click“ chemija, prijungta prie galinio alkino (Y) modifikacijg turinCio
dvigrandinés DNR oligonukleotido (pilka ir Sviesiai pilka linijos) ir, pasinaudojant
atvirkstine transkripcija, trankskribuota | komplementarig DNR (tadkuota juoda linija).
B ir C. Pav. 7A pateiktos koncepcijos jrodymas. B. DNR-alkinas gali bati sékmingai
prijungtas prie RNR-6-azido, gauto RNR modifikuojant Dm-piRMT metiltransferaze.
Vykdant "Click" reakcijg 10 uM alkilintos DNR buvo sumai8yta su 10 uM 32P-zymétos
modifikuotos RNR, ~ 60 % DMSO ir 3,3 mM CuBr-TBTA (3,3 mM CuBr, 3 % DMSO,
7 mM TBTA). Po 1 val. inkubacijos 45°C temperatiroje méginiai buvo analizuoti 13 %
PAGE. C. Nauja DNR grandiné, komplementari tiriamagjai RNR, gali bati susintetinta
nuo RNR-DNR hibrido. Po “click" reakcijos 0,08 yM RNR-DNR konjugato buvo
transkribuota atvirkstinés transkripcijos bldu naudojant 10 u/pl RevertAid RT (RT)
(Thermo Scientific) reakcijos misinyje su 0,4 mM dNTP, 1 u/pl RiboLock (Thermo

Scientific) ir 1x RevertAid RT reakcijos buferiu 30°C temperatiroje 2 val. 10 min.
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Pav. 8.Pavyzdinio kofaktoriaus, naudojamo dviejy Zingsniy Zymeéjimui,
struktdra; X = -NHz - Ado-6-aminas ir X = -N3 - Ado-6-azidas.

Pav. 9.Nuo Dm-piRMT priklausomo, Pav. 2C aspradyto, vieno Zingsnio
vgRNR Zyméjimo poliakrilamidiniame gelyje analizé. Viengrandinés miR173.1
biotilinimas buvo atliktaskaip nurodyta Pav. 3. i§skyrus tai, kad buvo naudojama 2 pM
Dm-piRMT reakcijos modifikavimo etape ir nebuvo vykdyta NalO4/B eliminacija.

Detalus iSradimo apraSymas

Kaip paaiSkinta anksgiau, $is iSradimas pateikia metodg vgRNR 3’ galo
modifikacijai, kuris apima grandinés sujungimg su vgRNR 2'-O-metiltransferaze, esant
kofaktoriui, tokiomis salygomis, kurios leisty pernesti dalj kofaktoriaus, naudojant
vgRNR 2'-O-metiltransferaze ant vgRNR 3’ galo. Tokiu bldu sukuriama modifikuota
vgRNR. Siame metode naudojama vgRNR, kurios 3 galinis nukleotidas turi 2'-OH
grupe, o perne$ama kofaktoriaus dalj sudaro reportering arba funkcine grupe.

Fermentas

ISradéjai netikétai nustaté, jog vgRNR 2'-O-metiltransferazé gali pernesti
reporterine arba funkcine grupe nuo kofaktoriaus ant vgRNR. PaZymeétina, jog $i
vgRNR néra natiralus $io fermento substratas, ji néra Zmogaus arba D. melanogaster
piRNR ir yra, pageidautinai, iki 2,5 karto ilgesné nei jprasta. Naudojant Co?*, kaip
metalo kofaktoriy, pasiekiamas auk$tas modifikacijos reakcijos efektyvumas, net ir
modifikuojant skirtingfus galinius nukleotidus turin€ius substratus.

vgRNR 2'-O-metiltransferazés i§skirtinai modifikuoja tik vgRNR (Saito et al.,
(2007) Genes Dev. 21, 1603-1608). Pagrinde taip yra todél, kad joms trlksta
dvigrandine RNR surigangiy sri¢iy, prieSingai nei jy augaly homologams (Huang,
(2012) Biochemistry 51, 4087-4095) ir, tikriausiai, skiriasi metiltransferazinio domeno
savybémis (Vilkaitis et al., (2010) RNR 16, 1935-1942). Manoma, kad vgRNR 2'-O-
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metiltransferazés substrato ilgis yra apsprendziamas vykstant sgveikai su fermento
partneriais, PIW| baltymais (Horwich et al., (2007) Curr Biol. 17, 1265-1272).

Kadangi vgRNR 2-O-metiltransferazés homologai naudoja ir Mn?*, ir Mg?*
jonus, kaip metalo kofaktorius, yra parodyta, kad ir Hs-piRMT modifikuoja RNR esant
Mn?*, tadiau gana mazu efektyvumu (Huang, (2012) Biochemistry 51, 4087-4095;
Chan et al., (2009) Proc Natl Acad Sci U S A. 106, 17699-17704).

vgRNR 2‘-O-metiltransferazés fermentai yra tokie, kurie daZniausiai naudoja
(arba geba naudoti) S-adenozil-L-metioning (SAM arba AdoMet), kaip kofaktoriy
(Huang, (2012) Biochemistry 51, 4087-4095).

Gyviiny piRNR, o augaly miRNR ir siRNR biogenezéje neiSvengiamai vyksta
ju modifikacija 3' gale (Kim et al., (2010) Cell 143, 703-709). Viengrandiniy RNR 2‘-O-
metiltransferaziy Seima, vykdanti 8ig modifikacijg gyvinuose, turi konservatyvy
katalizinj domeng, aptinkama ir augaly bei bakterijy atitinkamuose RNR modifikacijos
fermentuose. Zmogaus ir D. melanogaster vgRNR 2‘-O-metiltransferazés, piRMT,
katalizuoja metilo grupés perna$g nuo S-adenozil-L-metionino ant piRNR (Saito et al.,
(2007) Genes Dev. 21, 1603-1608). Kitaip nei augaly metiltransferazés, kurios suri§a
iSimtinai dvigrandine RNR (dgRNR) ir veiksmingai metilina abi jos grandines (Vilkaitis
et al., (2010) RNR 16, 1935-1942), Sie gyviny homologai modifikuoja viengrandinés
RNR substratus, kurie yra 21-38 nt ilgio (Saito et al., (2007) Genes Dev. 21, 1603-
1608). Sis metilinimas yra kritiSkai svarbus piRNR stabilumo ir funkcijos palaikymui
(Horwich et al., (2007) Curr Biol. 17, 1265-1272).

RNR 2'-O-metiltransferazés fermentas, naudojamas Siame metode, gali bati
gaunamas i§ gyvuny ir pageidautina jog baty Hs-piRMT (gautas i§ Zmogaus) arba Dm-
piRMT (gautas i8 vaisinés muselés), katalizinis piRMT domenas arba piRMT
homologas (ar jo katalizinis domenas), kaip pvz., pelés piRMT (Kirino ir Mourelatos,
(2007) RNR 13, 1397-1401). Laukiniy Hs-piRMT ir Dm-piRMT tipy sekos yra
randamos GenBank, Accession Nos NP_653185.2 ir NP_610732.1, atitinkamai. Siy
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baltymy sekos yra tokios:

SEQ ID Nr: 1 Hs-piRMT:

MEENNLQCSSVVDGNFEEVPRETAIQFKPPLYRQRYQFVKNLVDQHEPKKVADLGCGDTSLLRL
LKVNPCIELLVGVDINEDKLRWRGDSLAPFLGDFLKPRDLNLTITLYHGSVVERDSRLLGFDLITCIELIEHLDS
GDLARFPEVVFGYLSPSMIVISTPNSEFNPLFPSVTLRDSDHKFEWTRMEFQTWALYVANRYDYSVEFTGV
GEPPAGAENVGYCTQIGIFRKNGGKATESCLSEQHDQHVYKAVFTTSYPSLQQERFFKLVLVNEVSQQVES
LRVSHLPRRKEQAGERGDKPKDIGGSKAPVPCFGPVFTEVEKAKIENSPTPFCVGDKFFVPLQRLLAYPKL
NRLCANEEMMRSVIADSIPLSSDGSAVVADLRNYFDEQFEF

SEQ ID Nr: 2 Dm-piRMT:

MFSHKFICGSLTKMTETGITFDPPVYEQRYCATIQILEDARWKDQIKKVVEFGCAEMRFFQLMRRI
ETIEHIGLVDIDKSLLMRNLTSVNPLVSDYIRSRASPLKVQILQGNVADSSEELRDTDAVIAIELIEHVYDDVLA
KIPVNIFGFMQPKLVVFSTPNSDFNVIFTRFNPLLPNGFRHEDHKFEWSRDEFKNWCLGIVEKYPNYMFSLT
GVGNPPKEYESVGPVSQIAIFVRKDMLEMQLVNPLVSKPNIDKESIPYKLIHTVEYPFYVDTRTEKEKLWTEV
QIELQRFKRQFESSEIEEGTYQDTCNMPIAFLLDRLEHVGATKERIEELLLENNLTVENECVLIVSSDQESEW
SDPYKFSDRSSQDDALVDQEQEEERWDQGPES

Pageidautina, kad vgRNR 2'-O-metiltransferazés seka baty bent 70% panasi,
o dar geriau, bent 80% panasi, arba, geriausiai, baty bent 90% panasi j SEQ ID Nr: 1
arba SEQ ID Nr: 2.

RNR 2-O-metiltransferazés fermentas, naudojamas Siame iSradime
apraSsomame metode, taip pat gali bGti patobulinta (modifikuotas, sutrumpintas ar
pailgintas) natdralaus baltymo versija, kuri yra i8laikiusi didZigjg dalj laukinio tipo
baltymo katalizinio domeno. Kataliziniai Hs-piRMT ir Dm-piRMT domenai apima 22-
280 ar. SEQ ID Nr: 1 ir 16-291 ar. SEQ ID Nr: 2, atitinkamai.

RNR 2'-O-metiltransferazés fermentas, naudojamas 3iame metode, gali bati
gaunamas i$ bakterijy, archeéjy ir virusy. Sis fermentas turi pasiZyméti nuo AdoMet-
priklausomu vgRNR 2‘-O-metiltransferaziniu aktyvumu ir priklausyti ,Nuo S-adenozil-
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L-metionino priklausomy metiltransferaziy® superseimai
(http://supfam.ora/SUPERFAMILY/cgi-bin/scop.cgi?sunid=53335), kaip apibldinta
Super$eimy duomeny bazéje HMM bibliotekoje ir genomy paskyrimo serveryje
(http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILYY/)

NR

ISradime aprasSytame metode RNR, kuri yra modifikuojama, yra viengrandiné
molekulé. Pazymétina, kad RNR grandiné néra gyvino piRNR su 2’-O-metilintu 3’
galiniu nukleotidu.

Si RNR grandiné gali biti i$ viruso, mikroorganizmo, augalo arba gyvino
(jskaitant Zmogy), jei tik ji turi nemetilintg 3’ galing 2’-OH grupe. Taipogi, Sio iSradimo
metodas gali turéti papildoma Zingsnj, kurio metu RNR grandiné yra iSgaunama i$
biologinio méginio paimto i§ viruso, mikroorganizmo, augalo arba gyvino (jskaitant
Zmogy).

RNR grandiné gali bati nuo 20 iki 81000 nukleotidy ilgio. Tai atitinka
trumpiausiag VgRNR, kurig gali modifikuoti piRMT ir ilgiausia koduojanéig seka
zmogaus genome (titino geng); pageidautina, kad seka baty 20-400 nt ilgio, kas
atitinka trumpiausig Hs-piRMT modifikuojamg vgRNR ir ilgiausig bakterine vgRNR;
geriausia, kad seka baty 22-80 nt ilgio, kaip pavaizduota 2 pavyzdyje Zemiau.

Viengrandinés RNR, kurios gali bati modifikuotos naudojant iSradimo sitilomag
metodg, gali bati eukariotinés ilgos nekoduojancios RNR, maZos nekoduojanéios
RNR, tokios kaip miRNR, siRNR, piRNR; bakterinés maZos reguliatorinés RNR;
virusinés RNR; iRNR arba sintetinés vgRNR.

Viename i§ iSradimo jgyvendinimo pavyzdziy RNR grandiné yra miRNR,
siRNR arba piRNR. Pageidautina, kad miRNR, siRNR arba piRNR bty i§ biologinio
méginio paimto i gyvino (pvz., Zmogaus) arba augalo. Pageidautina, kad RNR
grandineé baty 21-36 nt ilgio. Pageidautina, kad RNR grandiné turéty nemodifikuotg 3’
galino nukleotido 2'-OH grupe
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Kitame iSradimo jgyvendinimo pavyzdyje RNR grandiné yra sRNR.
Pageidautina, kad Si sRNR badty iSskirta i§ biologinio méginio, paimto i§ bakterijy.
Geriau, kai sSRNR yra 50-400 nt ilgio.

Apibendrinant, Sis metodas yra pritaikomas i$ jvairiy organizmy i$skirty RNR
Zyméjimui, i8skyrus tuos, kurie turi 2’-O modifikuotus 3’ nukleotidus.

Kofaktorius

Kofaktoriaus, skirto naudoti Siame metode, pagrindg sudaro S-adenozil-L-
metionino (SAM arba AdoMet) molekulé - tai yra S-adenozil-L-metionino analogas,
turintis funkcine grupe arba reportering grupe prailgintoje Soninéje grandinéje, kuri gali
bati perneSama ant vgRNR panaudojant auk$¢iau aprasytg fermenta.

Konkrediu atveju, AdoMet analogas gali turéti formule I

kur

X1ir X2 yra -OH, -NHz, -SH, -H arba -F;

X3 yra -O-, -NH-, -CHz-, -S-, arba -Se-;

X4, X5, X7, X8 yra -N-, arba -CH-;

X6 yra -NHz, -OH, -OCHs, -H, -F, -Cl, -SH arba -NHCH3;
X9 yra -CO2H, -POsH, -H, -CHO, -CHs, arba -CH20H;
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X10 yra -NHz, -OH, -H, -CHs, arba -NHCH3;

X-yra organinis arba neorganinis anijonas, paimtas i$ trifluoroacetato, formato,

halogenido ar sulfonato;
Z yra S arba Se;

Su C suridti H atomai, esantys adenozino grupéje, gali bati pakeisti j -F, -OH,
-NHz2, arba -CHs;

R yra prailginta $oniné grandiné, apimanti funkcine grupe arba reportering
grupe.

Pageidautina, jog R apima -CH=CH- , -C=C- arba —-C(=0)- B-pozicijoje nuo
Z+ centro ir yra atskirtas nuo jo per CR1R2-, kur R1 ir R2 yra, nepriklausomai, H arba
D.

Tinkami kofaktoriai, apimantys funkcines grupes ir reporterines grupes, yra
aprasyti WO 2006/108678.

Kofaktoriaus, apimanéio funkcines grupes ir reporterines grupes,
panaudojimas leidzia Zyméti vgRNR dviem skirtingais budais, kaip parodyta 2-ame
paveiksle schemose B ir C. Schema A (virSuje) parodo natlralig RNR 2'-O-
metiltransferazés reakcijg — metilo grupé yra perneSama nuo S-adenozil-L-metionino
ant viengrandinés RNR (R=metilas). Schema B (viduryje) parodo dviejy Zingsniy RNR
Zymeéjimo blda, kur funkciné grupé (pirminis aminas, tiolis, alkinas, azidas, aziridinas,
karboksilas, aromatinis angliavandenilis ir pan.), jterpta j sintetinio AdoMet analogo
Sonine granding, yra perneSama ant vgRNR 3’-galo ir tada ji naudojama norimos
reporterinés grupés prijungimui antrame Zingsnyje. Alternatyvi schema C (apacioje)
vaizduoja vieno Zingsnio RNR molekuliy Zyméjimg tiesioginiu, nuo RNR 2'-O-
metiltransferazés priklausomu, reporterinés grupés perneSimo metodu (pvz., biotino,
fluoroforo ir pan.), kuomet reporteriné grupé yra Soninéje kofaktoriaus analogo
grandinéje (R).
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Atitinkamai, kai kofaktorius turi funkcine grupe, ji turi bati tinkama tolimesniam
norimos reporterinés grupés prijungimui  antrame Zingsnyje. Siame i$radimo
jgyvendinimo pavyzdyje metodas gali apimti papildoma Zingsnj, kurio metu funkciné
grupé, prijungta prie vgRNR, yra sujungiama su junginiu, apimandiu reaktyvig grupe
(ar antrg funkcine grupe), prijungtg prie reporterinés grupés, esant sglygoms, kurios
leisty pernesti reporterine grupe ant vgRNR.

Funkciné grupé apima reaktyvig grupe (grupé X), kuri gali apimti amino grupe,
tiolio grupe, hidrazino grupe, hidroksilamino grupe, 1,2-aminotiolio grupe, azido grupe,
dieno grupe, alkino grupe, arilhalogenido grupe, galine sililalkino grupe, N-
hidroksisukcinimidilo esterio grupe, tioesterio grupe, izotiocianato grupe, imidoesterio
grupe, maleimido grupe, haloacetamido grupe, aziridino grupe, arilborono ragsties
grupe, aldehido grupe, ketono grupe, fosfano esterio grupe, dienofilo grupe arba galine
haloalkino grupe.

Grupé X tada gali bati sujungiama su junginiu, apimanciu antrg reaktyvig grupe
(grupé Y), kuri yra prijungta prie reporterinés grupés. Tinkamos X ir Y grupés ir jy
sudaromos jungtys, kurios atsiranda vykstant reakcijai tarp vgRNR ir reporterinés
grupés yra parodytos 1-oje lenteléje. Tinkamos reporterinés grupés yra fluoroforai,
kvantiniai tadkai, oligonukleotidai, DNR aptamerai, RNR aptamerai, ribozimai, DNR su
specifiniais baltymy taikiniais, arba sekos skirtos analizei (barkodai), giminingumo
Zzymenys, antiklnai, peptidai, baltymai, glikanai arba nanodalelés.

Lentelé 1

Abipusiai reaktyvios funkcinés grupés X ir Y, tinkamos konjugacijai

Reaktyvioji grupé X arba Y Reaktyvioji grupé Y arba X Suformuojama jungtis

Pirminis aminas N-hidroksisukcinimidilo esteris amidas

Pirminis aminas tioesteris amidas

Pirminis aminas isotiocianatas tiokarbamidas
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imidoesteris

Pirminis aminasaldehidas, ketonas

aminas po redukcijos
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imidatas

iminas/antrinis

Tiolis maleimidas tioeteris
Tiolis haloacetamidas tioeteris
Tiolis aziridinas tioeteris
Tiolis tiolis disulfidas
Hidrazinas aldehidas, ketonas hidrazonas
Hidroksilaminas aldehidas, ketonas oksimas
1,2-Aminotiolis aldehidas, ketonas tiazolidinas
1,2-Aminotiolis tioesteris amidas
Azidas alkinas 1,2,3-triazolis
Azidas fosfano esteris amidas
Dienas dienofilas cikloheksenas
Galinis alkinas arilhalogenidas arilalkinas
Arilhalidas arilborono rugstis biarilas
Galinis sililalkinas galinis haloalkinas diinas

Pageidaujant, funkciné kofaktoriaus grupé gali bati apsaugotoje formoje, pvz.,

apsaugota amino grupé, apsaugota tiolio grupé, apsaugota hidrazino grupé,
apsaugota hidroksiamino grupé, apsaugota aldehido grupé, apsaugota ketono grupé
ir apsaugota 1,2-aminotiolio grupé. Taigi, reaktyvioji grupé X pirmiausia gali bati
perneSama nuo kofaktoriaus ant vgRNR apsaugotoje formoje, o véliau paverciama j
aktyvig funkcine forma, atskiru Zingsniu. Pavyzdziui, tioliai gali bGti perneSami su
acetilo apsaugandia grupe (apsaugotas F1= -S-COCHs), kuri gali bdti greitai
pasalinama norint iSgauti tiolj (F1 = -SH) naudojant modifikuotg DNR su 20 %
amoniaku arba pernestas 1,2-diolis gali bati veriamas j aldehidg vykdant oksidacijg
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su natrio perjodatu.

Alternatyviai, vieno Zingsnio Zyméjimo procediroje prailginta Soniné AdoMet
analogo grandiné R apima reportering grupe. Tinkamos reporterinés grupés gali bati
fluoroforai, kvantiniai taskai, giminingumo zymenys, oligonukleotido pradmuo, DNR
aptameras, RNR aptameras, ribozimai arba DNR su specifiniais baltymy taikiniais,
arba sekos skirtos analizei (barkodai). Giminingumo Zymuo gali bati biotinas, maltozeé,
c-myc zymuo, HA Zymuo, digoksigeninas, flag zymuo, dinitrofenolis, His Zymuo, strep
Zymuo, glutationas arba nikelio-nitrilotriacto rGgstis (NTA).

Analizés metodai

Kaip apraSyta anksCiau, Sio iSradimo metodas yra itin naudingas mazZos
viengrandinés RNR analizei biologiniuose méginiuose, jskaitant ir mazy RNR
identifikavimg konkre€iame meéginyje, ir naujy mazy vgRNR risiy tyrinéjimg ir radimg
RNR transkriptomo méginiuose. Atitinkamai, auk3¢iau aprasytas metodas papildomai
gali apimti Zingsnius reporterinés arba funkcinés grupés prijungimui, kurios yra skirtos
pagausinti, klonuoti ir/ar nuskaityti RNR grandine bei aptikti arba kiekybiSkai
identifikuoti maZzas vgRNR.

Ypatingai, 8io iSradimo metodas gali bdti naudojamas viengrandinés RNR
analizei biologiniuose méginiuose. Atitinkamai, visi ¢ia aprasyti metodai gali apimti
papildomus Zingsnius biologinio méginio paémimui ir/ar paruo$imui. Konkregiu atveju,
biologinis méginys gali bati pavienés Iastelés, Iasteliy kultiros, audiniai (diferencijuoti
ar embrioniniai), biopsijos, kiino skys¢iai (pvz., kraujas, $lapimas, asaros, seilés), pilni
organizmai (pvz., augalai), bakterijy arba virusy padermés. Tokiy meéginiy paruo$imo
bldai, tam kad jie tikty tolimesnei vgRNR analizei, yra Zinomi $ios srities specialisty.

Konkre€iame S$io iSradimo metodo jgyvendinimo pavyzdyje, jis naudojamas
mazy viengrandiniy RNR telkinio, paimto i§ biologinio méginio tyrimui, naudojantis
schemomis apraSytomis Pav. 7. ir 9.: nuo vgRNR 2'-O-metiltransferazés priklausomu

alkilinimu siekiant prijungti giminingumo reporterj (pvz., bioting) selektyviam gausinimui
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ir klonavimui (Pav. 9., schema A) arba nuo RNR 2’-O-metiltransferazés priklausomu
alkilinimu siekiant prijungti oligonukleotido pradmenj, nuo pradmens vykstanciai

atvirkstinei transkripcijai ir sekoskaitai (Pav. 7., schema B).

Metodas pagal schema A gali apimti tokius Zingsnius:

(a) vgRNR 3’ galo Zyméjimas biologiniuose méginiuose, panaudojant auksciau

aprasSytg metoda, siekiant prijungti giminingumo grupe;

(b) Zymeéty vgRNR suri§imas, panaudojant giminingumo grupe, ir

pagausinimas; ir

(c) pagausinty vgRNR klonavimas ir sekoskaita.

Metodas pagal schema B gali apimti tokius Zingsnius:

(a) funkcinés grupés prijungimas prie vVgRNR 3’ galo biologiniame méginyje
naudojantis aukS¢iau apraSytais metodais;

(b) funkcinés grupés reakcija su reaktyvigja grupe, prijungta prie
oligonukleotido, esant sglygoms, kurios uZztikrinty oligonukleotido perneSimg ant
vgRNR 3’ galo;

(c) vgRNR sekoskaita naudojant oligonukleotida.

Kadangi vgRNR 2’-O-metiltransferazé modifikuoja tik nemetilintg 3’ galinio
nukleotido 2’-OH grupe turin€iag vgRNR, (masinés paralelinés) sekoskaitos rezultatai
baty neuztersti DNR bei leisty atskirti modifikuotas RNR nuo nemodifikuoty RNR bei
Ziedineg, viengrandine ar dvigrandine RNR.

Sio iradimo metodas apima vgRNR 2-O-metiltransferazés vykdomg
iSskirtinai RNR molekuliy modifikacijg, jy tolimesnj pagausinimg, klonavimg ir/ar
sekoskaitg. Kadangi tiksliné vgRNR modifikacija gali bati atliekama net DNR
turin€iuose méginiuose, sumazinamas papildomy Zingsniy (pvz., DNR pasalinimo)
kiekis, norint iSgryninti vgRNR tolimesnei analizei. Tai veda prie mazesniy vgRNR
meginio nuostoliy ir leidZia pradéti eksperimentus su maZesniais jos kiekiais. Sis badas

gali bati labai naudingas biologiniy méginiy analizei, kur vgRNR kiekis yra labai mazas,
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pvz., kiino skyséiuose (Sterling et al., (2014) Nucleic Acids Res., epub Jul 23).

Sio isradimo metodas apima ir vgRNR 3’ galinio nukleotido 2'-OH grupés
modifikacijos lygio analize. Kadangi 2-O-metilinta RNR yra vgRNR 2'-O-
metiltransferazés modifikacijos reakcijos produktas, ji negali bati naudojama, kaip
substratas. Toks metodas, kuriuo specifi$kai identifikuojamos 2'-O-nemetilintos
vgRNR, gali bati naudojamas patologijos nustatymui gyvany (pvz., Zmogaus) lytinése
lastelése, kur jprastai piRNR yra metilintos, arba augaluose, kur maZos vgRNR yra
modifikuojamos normaliomis sglygomis (Lozsa eta la., (2008) Nucleic Acids Res. 36,
4099-4107). Tokiais atvejais nemetilintos vgRNR aptikimas ir identifikavimas
pasitarnauty ir kaip ligos indikatorius, ir kaip taikinys gydymui.

Sio iSradimo metodas gali biiti pritaikomas naujos nekoduojanéiy RNR klasés,
Ziediniy RNR (circRNR), aptikimui ir analizei (Salzman et al., (2012) PLoS ONE 7,
e30733). Manoma, kad circRNR veikia kaip miRNR kempinés eukariotuose, tokiu budu
kontroliuodamos aktyviy miRNR molekuliy kiekj ir, didesniu mastu, viso organizmo
fiziologijg (Kosik, (2013) Nature 495, 322-324). Siuo metu circRNR yra nustatomos
lyginant RNaze R ir niekuo neapdorotus meéginius, priimant kad egzonukleaze
paveiktuose meginiuose turéty bati likusi tik circRNR (Jeck et al., (2013) RNR 19, 141-
157). Pagrindiniai $ito metodo trikumai yra Sie: (1) reikia ganétinai daug medziagos
norint paruosti du skirtingus méginius, (2) naudojama egzonukleazé negali pa$alinti
laso struktiros RNR, kuri véliau apsunkina analize.

Remiantis misy iSradimu, ziedinés RNR identifikavimo ir analizés metodas
gali apimti tokius Zingsnius:

viengrandinés RNR pas8alinimas ir analizé: vgRNR Zyméjimas, |skaitant
laisvus 3’ galus turingias laso struktiros RNR; giminingumu paremtas suriSimas ir

zymétos RNR pagausinimas; pagausinty RNR grandiniy klonavimas ir sekoskaita;

meéginyje likusios circRNR analizé: circRNR linerizacija, jos modifikavimas ir
sekoskaita.
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Apra8ytas metodas, skirtingai nuo $iuo metu taikomy, leidZia lygiagreciai atlikti
viengrandinés ir Ziedinés RNR analize. Taipogi, jo metu nuo circRNR atskiriama laso
struktiros RNR ir linijiniai transkriptai su sumaiSytais egzonais, o tai padeda
identifikuoti tikrgsias Ziedines RNR.

Sis isradimas, apimantis vgRNR 2'-O-metiltransferaziy katalizuojamag vgRNR
modifikacijg, gali bati tinkama alternatyva 3' pradmens prisiuvimui ir ypa¢ T4 RNR
ligazéms. Kadangi, sekoskaitos metodai sunkiai susidoroja su pradmens prisiuvimu
vykstant RNR bibliotekos paruo$imui, Sis iSradimas pristato alternatyvy metoda
jprastiniam 3’ pradmens prijungimui, konkreciai -RNR grandinés 3’ galinio nukleotido
2'-OH grupés modifikacijg funkcine grupe, po kurios seka 3' pradmens prijungimas
naudojant ,click* chemijg (Pav. 7.). Sis metodas apeina neveiksmingus, nuo RNR
sekos priklausomus ir DNR bei 2'-O-metilinty RNR neskirianéius 3' pradmens
prisiuvimo zingsnius RNR bibliotekos paruosime (Raabe et al., (2013) Nucleic Acids
Res. 42, 1414-1426). Sujungtas su CircLigase naudojanciais metodais (Jackson et al.,
(2014) BMC Genomics 15), misy metodas gali pilnai iSlaisvinti RNR bibliotekos
paruosima nuo pradmens prisiuvimo procediros.

Kadangi iSradimo metodas apima vgRNR 3‘ galo modifikacija, jis gali bati
naudojamas tiksliam vgRNR sekos nuskaitymui Sia kryptimi. 70 % Zmogaus geny yra
apibddinami pagal alternatyvias poliA sritis, dél ko atsiranda skirtingos transkripty
izoformos su skirtingo ilgio ir skirtingy seky 3’ netransliuojamomis sritimis (UTR) (Xia
et al., (2014) Nat Commun. 5, 5274). Kadangi, 3'UTR turi miRNR komplementarius
seky motyvus, Sios vietos yra paveikiamos vykstant alternatyviam poliadenilinimui
(APA). Kadangi kai kurie APA jvykiai pasireiSkia konkre€iy véziniy susirgimy metu, jy
nustatymas tampa potencialiu prognozavimo instrumentu. Naudojant iSradimo
metoda, miRNR aptikimas ir tikslus iIRNR 3’ galy identifikavimas gali bdti sujungtas j
vieng galingg jrankj.

Sio idradimo metodas leidZia aptikti mazas lastelines nekoduojandias RNR,
kuriy rai8kos lygis yra pakites dél aplinkos salygy ar kaip atsakas j gydyma.

Prie vgRNR prijungto reporterio nustatymas gali biti atliekamas naudojant
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emisine fluorescensijg arba testus, specifiSkus naudojamai reporterinei grupei (pvz.,
avidinui arba streptavidinui, konjuguotam su peroksidaze arba Sarmine fosfataze,
antigenams, aptamerama, spalva koduotiems maZyCiams rutuliukams -

mikrosferinéms daleléms, rutuliukams ir pan.).

Sis iSradimas leidZia kurti jrankius klinikinei diagnostikai, remiantis paraleliniu
visy tipy vgRNR matavimu.

Nuo vgRNR 2'-O-metiltransferazés priklausomas RNR Zyméjimas leidzZia kurti
jrankius moksliniams tyrimams ir klinikiniam pritaikymui: analizei ir aptikimui skyscCiy
sistemose, kietuose substratuose, in situ, naudojantis konfokaline fluorescencine

mikroskopija ir t.t.

Rinkinys

Papildomai, §j i8radimg sudaro rinkinys, skirtas vgRNR Zyméjimui, apimantis
(a) kofaktoriy, apimantj reporterine arba funkcing grupe; ir (b) vgRNR 2'-O-
metiltransferaze, gebancig pernesti reporterine arba funkcine grupe ant vgRNR.

Kiekviena rinkinio dalis yra atskirame konteineryje.

Rinkinyje gali bati pateiktos instrukcijos, kaip naudoti rinkinio komponentus,
norint pazyméti vgRNR. Instrukcijos baty pateiktos tinkamu formatu, pvz., popierinés
arba elektroninéje laikmenoje.

Sio iSradimo metodo apradymas, taip pat galioja ir idradimo rinkinio
elementams.

Sis iSradimas dabar bus apraytas i§samiau, pateikiant pavyzdZius ir

atsizvelgiant j anksciau atskleistus jgyvendinimo pavyzdzius ir susijusius paveikslus.

Pavyzdziai
1 pavyzdys. Efektyvus trumpos vgRNR 3’-nukleotido metilinimas.

1 pavyzdZio rezultatai yra parodyti Pav. 3. ir 4., kuriuose atsispindi
priklausomybé nuo metaly jony ir reakcijos salygy, jgalinanciy tolygig skirtingy 3’
galiniy nukleotidy modifikacijg, vykdant nuo piRMT priklausomg viengrandinés RNR
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substrato (miR173.1 grandiné), pana$aus j augaly miRNR, metilinima.

2 pavyzdys. Nuo piRMT priklausomas vgRNR alkilinimas ir Zyméjimas.

Pav. 5-7 pademonstruota, kad piRMT vykdomas viengrandinés RNR ir Soniniy
grandiniy susijungimas tinka dviejy Zingsniy Zyméjimui naudojant pirminj aming i§ Ado-
6-amino. Eksperimentai, naudojant 0,2 uM sintetiniy 22-80 nt ilgio viengrandiniy RNR,
pazymeéty radioaktyviu fosforo-33 izotopu, buvo atliekami 30 min. 37°C temperatiroje
su 100 pM sintetinio kofaktoriaus, esant arba 2 pM piRMT, arba be baltymo (Pav. 5. ir
6.). Méginiai buvo i§frakcionuoti 13 % poliakrilamidiniame gelyje denatiruojanciomis
salygomis (esant 7M uréjos).

Pav. 7. pademonstruota, kad veikiant piRMT gautas RNR-6-azidas gali bati

prijungtas prie DNR-alkino (B) ir komplementari DNR gali bati nuskaitoma nuo $io
RNR-DNR konjugato siekiant atlikti RNR sekoskaitg (C).

Pav. 9.Nuo piRMT priklausomas tiesioginis trumpy RNR grandiniy Zymeéjimas
Ado-biotinu.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Viengrandés RNR (ssRNR) modifikavimo 3’ gale metodas, kur minétas
metodas apima grandinés kontaktavimg su 2'-O-metiltransferaze, dalyvaujant
kofaktoriui, tokiomis salygomis, kurios leidZia ssRNR 2’-O-metiltransferazei pernesti
dalj kofaktoriaus ant RNR grandinés 3’ galo, kad susidaryty modifikuota RNR grandine,
kur ssRNR pernesa nemetilinta 2’-OH grupe ant 3’-galinio nukleotido ir kur dalis
pernesto kofaktoriaus apima reportering grupe ir funkcine grupe.

2. Metodas pagal 1 punkta, kur ssRNR yra nuo 20 iki 81000 nukleotidy ilgio.

3. Metodas pagal 2 punkta, kur ssRNR yra 20-400 nukleotidy ilgio.

4. Metodas pagal 3 punkta, kur ssRNR yra 22-80 nukleotidy ilgio.

5. Metodas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, kur viengrandé RNR yra
eukariotiné ilga nekoduojanti RNR ir maza nekoduojanti RNR, tokia kaip miRNR,
siRNR, piRNR; bakteriné maza reguliatoriné RNR; virusiné RNR; mRNR arba sintetiné
ssRNR.

6. Metodas pagal bet kurj i3 ankstesniy punkty, kur ssRNR 2’-O-metiltransferazé

apima aminorags¢iy seka, turin€ig bent 70 % sekos identiskumg su SEQ ID Nr: 1 arba
SEQ ID Nr:2.

7. Metodas pagal bet kurj i$ ankstesniy punkty, kur kofaktorius yra S-adenozil-L-
metionino analogas.

8. Metodas pagal bet kurj i$ ankstesniy punkty, kur kofaktorius apima funkcine

grupe, kuri yra amino grupé, tiolio grupé, hidrazino grupé, hidroksilamino grupé, 1,2-
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aminotiolio grupé, azido grupé, dieno grupé, alkino grupé, arilhalogenido grupe, galiné
sililalkino grupe, N-hidroksisukcinimidilo esterio grupé, tioesterio grupe, izotiocianato
grupé, imidoesterio grupé, maleimido grupé, halogenacetamido grupé, aziridino grupe,
arilborono ragsties grupé, aldehido grupé, ketono grupé, fosfano esterio grupe,

dienofilo grupé ir galiné halogenalkino grupe.

9. Metodas pagal bet kurj i$ ankstesniy punkty, kur kofaktorius apima funkcing
grupe ir metodas papildomai apima funkcinés grupés reagavimo su junginiu,
apimanéiu reporterine grupe, pakopg, esant sglygoms, kurios leidZia pernesti
reporterine grupe ant RNR grandinés.

10. Metodas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, kur reporterio grupé yra
fluoroforas, kvantinis taskas, giminingumo zymuo, oligonukleotidas, DNR aptameras,
RNR aptameras, antikiinas, peptidas, baltymas, glikanas, nanodalelé.

11. Metodas pagal 10 punktag, kur gimingumo Zymuo yra biotinas, c-myc Zzymuo,
HA Zymuo, digoksigeninas, flag Zymuo, dinitrofenolas, His Zymuo, strep Zymuo,
glutationas, nikelio-nitrilotriacto rligstis (NTA) arba maltozeé.

12. Metodas pagal bet kurj i§ 1-8 punkty, kur kofaktorius apima funkcine grupe ir
metodas papildomai apima funkcinés grupés reagavimo su reaktyvia grupe, prijungta
prie oligonukleotido pakopa, esant sglygoms, kurios leidZia pernesti oligonukleotida
ant ssRNR 3’ galo.

13. Metodas pagal 12 punkta, kur minéta funkciné grupé yra azidas ir minéta
reaktyvi grupé yra alkinas.

14. Metodas pagal 12 arba 13 punktg, kur metodas papildomai apima ssRNR
sekoskaitos pakopa, panaudojant oligonukleotidus.
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15. Metodas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, apimantis papildoma pakopg
ssRNR paruosimo i§ méginio, paimto i$ viruso, mikroorganizmo, gyvino arba augalo.

16. Metodas, skirtas ssRNR, esangios biologiniame pavyzdyje, analizavimui, kur

minétas metodas apima:

(a) prijungima reporterinés grupés prie ssRNR 3’ galo biologiniame pavyzdyje,
panaudojant metodg pagal bet kurj i§ 1-15 punkty;

(b) analizavima reporterinés grupés, prijungtos prie ssRNR.

17. Metodas pagal 16 punktg, kur reporteriné grupé yra giminingumo Zymuo ir (b)
pakopa apima giminingg prisiri§img ir praturtinimg RNR grandiniy, prijungty prie
giminingumo 2ymens.

18. Metodas pagal 17 punktg, papildomai apimantis praturtinty RNR grandiniy
klonavimo pakopa.

19. Metodas pagal 18 punkta, papildomai apimantis klonuoty RNR grandiniy
sekoskaita.

20. Metodas pagal 16 punkta, kur (b) pakopa apima reporterinés grupes,
prijungtos prie ssRNR aptikima ir kiekio nustatyma.

21. Metodas pagal bet kurj i§ 16-20 punkty, apimantis biologinio pavyzdZio
paruoSimo pakopa.

22. Rinkinys, skirtas panaudoti ssRNR Zymeéjimui, apimantis atskirose talpose (a)
kofaktoriy, apimantj reporterine grupe arba funkcinge grupe; ir (b) ssRNR 2'-O-
metiltransferaze, gebancig pernesti reportering grupe arba funkcine grupe ant ssRNR
3’ galo, kur ssRNR turi 2’-OH grupe ant 3’ galinio nukleotido.
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23. Rinkinys pagal 22 punkta, kur ssRNR 2-O-metiltransferazé apima
aminorigs&iy seka, turinéig bent 80 % sekos identiSkuma su SEQ ID Nr. 1 arba SEQ
ID Nr. 2, arba katalitiniais domenais fermenty, koduojamy SEQ ID Nr. 1 arba SEQ ID
Nr. 2.

24. Rinkinys pagal bet kurj i§ 22-23 punkty, kur kofaktorius yra S-adenozil-L-

metionino analogas.

25. Rinkinys pagal bet kurj i§ 22-24 punkty, kur kofaktorius apima funkcine grupe,
kuri yra amino grupé, tiolio grupé, hidrazino grupé, hidroksilamino grupe, 1,2-
aminotiolio grupé, azido grupé, dieno grupé, alkino grupé, arilhalogenido grupé, galiné
sililalkino grupé, N-hidroksisukcinimidilo esterio grupé, tioesterio grupé, izotiocianato
grupé, imidoesterio grupé, maleimido grupé, halogenacetamido grupé, aziridino grupe,
arilborono rgsties grupé, aldehido grupé, ketono grupé, fosfano esterio grupé,
dienofilo grupé ir galiné halogenalkino grupé.

26. Rinkinys pagal bet kurj i§ 22-24 punkty, kur kofaktorius apima reporterio
grupe ir reporterio grupé yra fluoroforas, kvantinis taskas, oligonukleotido pradmuo,
DNR aptameras, RNR aptameras arba giminingumo Zzymuo.

27. Rinkinys pagal 26 punktg, kur giminigumo Z2ymuo yra biotinas, c-myc Zymuo,
HA Zymuo, digoksigeninas, flag Zymuo, dinitrofenolas, His Zymuo, strep Zymuo,
glutationas, nickelio-nitrilotriacto ragstis (NTA) arba maltozé.
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