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ISRADIMO SRITIS

Sis i$radimas yra susijes su S-adenozil-L-metionino (AdoMet) analogy (nuo
AdoMet priklausomy metiltransferaziy kofaktoriy), turin€iy prailgintus struktdrinius
fragmentus, naudingus biotechnologiniams taikymams, gamyba chemofermentiniu
badu; batent susijes 5 su halogenidy metiltransferazés nukreipta stereomeriskai gryny
AdoMet analogy sinteze, naudojant atitinkamus alkilhalogenidus ir S-adenozil-L-

homocisteing.

TECHNIKOS LYGIS

DNR citoziny, histony aminortgs€iy ir RNR adeniny arba riboziy metilinimas
yra pagrindiniai epigenetiniai mechanizmai, dalyvaujantys daugelyje svarbiy biologiniy
procesy, jskaitant embriono vystymasi, transkripcijg, chromatino struktdrg, ligy
patogeneze ir kt. Sias fermentines reakcijas katalizuoja gausi klasé nuo S-adenozil-L-
metionino (AdoMet) priklausomy metiltransferaziy (MTaziy), kurios perneSa metilo
grupe i$ ko-substrato (kofaktoriaus) AdoMet ant N-, C-, O- arba S-nukleofily (Moore et
al. 2013). Pastaraisiais metais sukonstruotos MTazés, pasizymincios
alkiltransferaziniu aktyvumu, leidZia perkelti prailgintu struktdrinius fragmentus su
funkcinémis arba reporterinémis grupémis nuo AdoMet analogy ant specifiniy
molekuliy ar taikiniy ir turi didZiulj potencialg cheminés ir sintetinés biologijos srityse
(Struck et al. 2012; Tomkuviené et al. 2019). Sie fermentai naudojami kaip jrankiai
epigenetiniy/epitranskriptominiy/biologiniy procesy ir jy reguliavimo dekodavimui, ar
netgi ir mazy cheminiy junginiy, tokiy kaip vaistai, maisto produktai ir kiti natdralts
produktai, sintezei (Mickuté et al. 2021; StankeviCius et al. 2022; Mo et al. 2017;
Kunjapur et al. 2016).

Jvairlis funkciniai AdoMet analogai buvo sukurti ir panaudoti DNR, RNR,
baltymy ar mazy molekuliy Zyméjimui, kad bdty galima izoliuoti, vizualizuoti ir
analizuoti Sias pazymeétas biomolekules, naudojant naujos kartos sekoskaitg ir kitas
technologijas (Lukinavicius et al., 2012 ir 2013; StankeviCius et al. 2022; Mickuté et al.
2021; StaSevskij et al. 2017; Osipenko et al. 2017). Dauguma dabartiniy metody
naudoja AdoMet analogus su ilga perneSama dalimi su trigubuoju rySiu Salia
reaktyvaus anglies atomo, kad budty uZtikrinta efektyvi DNR MTazés reakcija

(Lukinavicius et al., 2013; Tomkuviené et al. 2019).
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Deja, negamtiniy AdoMet analogy cheminé sintezé yra brangi, daznai labai
sudeétinga ir pasizymi prastu stereoselektyvumu, maza iSeiga, o daugeliui biologiniy
taikymy reikia miligraminiy kiekiy. Dél cheminés sintezés metu kylanciy sunkumu,
chemofermentiné kofaktoriy gamyba baty pranasSesne, nes ji sitlo: geresnj saito-,
stereo- ir chemoselektyvumag; didesnj stabilumg dél aplinkos temperaturos, Svelniy ir
vandens aplinkos salygy, kurios yra labai svarbios ferment veikimui; didesnj tvarumg
ir bioortogonalumg; mazesnius kastus (Bennett et al. 2017; Mordhorst et al. 2017,
Zhang et al. 2021; Liao and Seebeck 2020; Doyon and 35 Narayan 2020).

Paskutiniu metu chemofermentinei sintezei buvo naudojami du skirtingi
fermentai. Metionino adenosiltransferazés gali pagaminti platy kofaktoriy asortiments,
naudodamos ATP ir L-metionino (L-Met) analogus (Huber et al. 2020; Shu et al. 2020;
Hartstock et al. 2018).

Halogenazés — adenosil-chlorido sintazé ir adenosil-fluorido sintazé -
katalizuodamos atvirkstine reakcijg gamina kofaktorius, naudojant L-Met arba jo
darinius ir 5'-chloro- arba 5'-fluoro-5'-deoksiadenozing (Davis et al. 2018; Bennett et
al. 2017; Thomsen et al. 2013).

Taciau Siy chemoenziminiai metodiky taikymas susiduria su reikSmingomis
kligtimis, jskaitant sudétingg chemine L-Met analogy sinteze; lIgstelinio L-Met
konkurencijg su L-Met analogais biologinéje aplinkoje, kuri reikalauja Igsteliy

kultivavimo nenataralioje metionino neturinCioje terpéje (Tang et al. 2021b).

Halidiniy metiltransferaziy (HMT) taikymas leidZia naudoti S-adenozil-L-
homocisteing (AdoHcy) ir haloalkanus, kuriy sintezé yra paprastesné (Liao and
Seebeck 2019); Bengel et al. 2021; Tang et al. 2021a; Hoffmann et al. 2023). Anksciau
skelbtame AdoMet analogy serijos kdrime, naudojant Aspergillus clavatus HMT
(Schilke et al. 2022) pademonstruota, kad alkilhalidams su ilgesnémis nei 5 anglies
atomy grandinémis konversijos iSeiga yra mazesné nei 10%. Artimiausiame Zinomame
iSradime (Hoffmann et al. 2023), alkilinimo iSeiga su benzilo jodidu pasieké 29%
(naudojant 2,5 ekvivalento haloalkano, 0,1 ekvivalento fermento AdoHcy atzvilgiu ir
inkubuojant 2 valandas 37°C temperatiroje), taiau junginys taip pat suteiké didel;
(10%) nespecifinj foninj reaktyvumg (cheminj nestereoselektyvy alkilinimg)
kontrolinése reakcijose. Bendrai, kiti ankstesni iSradimai pranesé apie kofaktoriy su
prie sulfonio prijungtomis ilgesnémis nei 5 anglies atomy grandinémis gamybg su

iSeigomis mazesnémis nei 50%.
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Sios techninés problemos sprendimas pasiekiamas pateikiant 1-5
paveiksluose parodytus pavyzdzius, kurie demonstruoja, kaip pagaminti funkciskai
aktyvius AdoMet analogy stereoizomerus su prailgintomis Soninémis grandinémis

ilgesnémis nei 5 anglies atomai, pasiekiant konversijos iSeigas, virSijanc¢ias 60-95%.

ISRADIMO ESME

Pristatomas iSradimas pateikia chemofermentinj bldg gamybai AdoMet
analogy su struktdriniais fragmentais, tinkamais efektyvioms modifikavimo reakcijoms,
naudojant AdoMet-priklausomas metiltransferazes. Biadas apima AdoMet analogy su
struktdriniais fragmentais, turinCiais reporterine grupe arba funkcine grupe, sinteze,
kurie gali bati naudojami tiksliniam DNR metiltransferazés nukreiptam specifiniy

taikiniy baltymuose, RNR ar DNR Zyméjimui;

Chemofermentinis S-adenozil-L-metionino  (AdoMet) analogy, turinCiy
struktdrinius fragmentus su funkcine grupe arba reporterine grupe, gavimo budas,

naudojant | ir Il formuliy junginius

l. Il.

X—(CHy XZ__ l; IL) x,(CHg},ﬁx\‘SZ@ f\)
ol S

HO  OH HO OH

blddas, apimantis Il formulés AdoMet pirmtako molekulés reakcijg

HoN . c:oszNH2
HO OH

su alkilhalogenidu R-Hal ir halidine metiltransferaze (HMT) tokiomis sglygomis,
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kurios tinkamos AdoHcy arba SeAdoHcy paversti ] AdoMet analogus,
kur
nyraO0, 1, 2,3 arba4
Zyra S arba Se

X yra funkciné arba reporteriné grupé: N3, C=CH, NH2, arba 4-Y-2,3,5,6-tetrazin-1-il,
4-(4’Y-2,3,5,6-tetrazin-1’-il)-W-1-il

kur

W yra para-arilenas, kurio struktirg sudaro bet koks skaicius ir bet koks Siy
struktdros elementy derinys: N, CH, C-Oalkil (C1-C12).

Y yra H, CHs, OCHs, NH2, NHCH3, N(CH3)2, CH2CH3, CH(CH3)2, CH2CH2CHs,
fenil, 4-CH3zOfenil, 3,4-diCH3Ofenil, arba 2,6-diCH3Ofenil.

R yra CH2-(CH2)n-X arba CH2-C=C-(CH2)n-X ir yra sujungtas su Z (I, I, llI
formulés junginiai). Mokslininkai parodé, kad grybo Aspergillus clavatus halidiné
metiltransferazé gali tiesiogiai pernesti ilgesnius struktdrinius fragmentus nuo tam tikry
halogenalkany (R-Hal) ant S-adenozil- L-homocisteino S atomo. Vienas i§ varianty
halogenidas R-Hal1, bromidas su 6-azidoheks-2-inilo fragmentu, turintis galine
funkcine azido grupe, kuri gali bati naudojama RNR arba DNR metiltransferaziy
ssRNR, dsRNR ir DNR taikiniy analizei, naudojant click chemijos reakcijas. Antras
variantas halogenidas R-Hal2, bromidas su prailgintu fragmentu, turintis galine 1,2,4,5-
tetrazino grupe. 1,2,4,5-tetrazinai tapo pladiai naudojami bioortogonaliose click

chemijos reakcijose (Oliveira ir kt., 2017).

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS

Paveikslai yra pateikiami kaip nuoroda | galimus jgyvendinimo planus ir néra
skirti apriboti iSradimo apimtj. Pateikti paveikslai ir grafikai neturéty bati interpretuojami

kaip ribojantys iSradimo apimtj, jie pateikiami kaip galimo jgyvendinimo pavyzdys.

1 pav. Bendra schema, kuri vaizduoja S-adenozil-L-homocisteino (AdoHcy)
stereoselektyvy S-alkilinimg arba Se-adenozil-L-homoselenocisteino (SeAdoHcy)
stereoselektyvy Se-alkilinimg, kurj katalizuoja grybo Aspergillus clavatus halidiné

metiltransferazé (HMT), panaudojant alkilhalogenidus (R-Hal), turinCius ilgesnius
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struktdrinius fragmentus.

2 pav. HMT Kkatalizuoja AdoMet kofaktoriaus analogo Ado-6-azido sinteze,
pernesant ilgesnj struktarinj fragmentg nuo halogeno atomo azido-1-bromheks-2-ine
(R-Hal1) ant AdoHcy sieros atomo. A. Ado-6-azido sintezé skirtingais laiko taskais,
panaudojant AdoHcy ir HMT sistemg, HPLC analizé. B. Chromatogramy AdoHcy,
C14H21N60O5S (teoriné 385,1294; nustatyta 385,1291) ir produkto Ado-6-azido,
C20H28N905S+ (teoriné 506, 1929; nustatyta 506,1929) MS analizé. C. HMT sintezé
iS AdoHcy | Ado-6-azida, turintj 6-azidoheks-2-inilo grupe, skirtingais laiko taskais.
Visos reakcijos buvo atliktos naudojant 1 mM AdoHcy, 10 mM R-Hal1 ir 100 uM
fermento 25 °C temperatiroje. Reakcijos inaktyvuotos 0,5 M fosforo ragstimi ir
centrifuguotos 20000 g 30 min. 4 °C temperatiroje. Paruosti méginiai buvo jnesti |
integruotg HPLC/ESI-MS/MS sistemg (Agilent 1290 Infinity/6410 Triple Quad LC/MS),
turin€ig Supelco Discovery®HS C18 kolonéle (7,5 cm x 2,1 mm, 3 um), ir eliuoti su
linijiniu tirpikliy gradientu (A) 0,02 % skruzdziy ragsties tirpale vandenyje ir (B) 0,02 %
skruzdZiy ragsties tirpale acetonitrile po 0-2 min., 0 % B; 2-8 min., 0-15 % B; 8-9 min.,
15-95 % B; 9-14min 100 % B; 14-15 min., 100-0 % B; 15-20 min., 0 % B. Masiy
spektrometras veiké teigiamy jony rezimu ir buvo uzfiksuoti Siy jony peréjimy MRM
skaiCiavimai: AdoHcy 385,1 — 136,1; Ado-6-azidas 506,2 — 250,1 arba 506,2 —
136,1.

3 pav. HMT perneSa ilgesnj struktdrinj fragmentg nuo halogeno atomo 3-(2-
bromoetil)-6-metil-1,2,4,5-tetrazinas (R-Hal2) ant AdoHcy sieros atomo ir katalizuoja
AdoMet kofaktoriaus analogo Ado-2-Tet sinteze. A. Ado-2-Tet sintezé, panaudojant
AdoHcy ir HMT sistemg, HPLC analizé. Pateikta chromatograma rodo AdoHcy
konversijg | Ado-2-Tet per 60 min. B. Chromatogramy AdoHcy, C14H21N60O5S
(teoriné 385,1294; nustatyta 385,1291) ir produkto Ado-2-Tet, C19H27N1005S+
(teoriné 507,1881; nustatyta 507,1891) MS analizé. C. HMT sintezé iS AdoHcy j Ado-
2-Tet, turint] metil-tetrazino-etilo grupe, skirtingais laiko taskais. Visos reakcijos buvo
atliktos naudojant 1 mM AdoHcy, 10 mM R-Hal2 ir 100 pM fermento 25 °C
temperatiroje. Reakcijos inaktyvuotos 0,5 M fosforo rtagstimi ir centrifuguotos 20000 g
30 min. 4 °C temperatiroje. Paruosti méginiai buvo jnesti j integruotg HPLC/ESI-
MS/MS sistemg (Agilent 1290 Infinity/6410 Triple Quad LC/MS), turinCig Supelco
Discovery®HS C18 kolonéle (7,5 cm x 2,1 mm, 3 pm), ir eliuoti su linijiniu tirpikliy
gradientu (A) 0,02 % skruzdziy ragsties tirpale vandenyje ir (B) 0,02 % skruzdziy
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rugsties tirpale acetonitrile po 0-2 min., 0 % B; 2-8 min., 0-15 % B; 8-9 min., 15-95 %
B; 9-14min 100 % B; 14-15 min., 100-0 % B; 15-20 min., 0 % B. Masiy spektrometras
veiké teigiamy jony rezimu ir buvo uzfiksuoti Siy jony peréjimy MRM skaiciavimai:
AdoHcy 385,1 — 136,1; Ado-2-Tet 507,2 — 250,1 arba 507,2 — 136,1.

4 pav. HMT Ado-6-azido sintezé yra stereospecifiné, nes susidaro tik
funkciskai aktyvus S140 epimeras (sulfonio epimery pasiskirstymas remiasi AdoMet).
Chemofermentiné reakcija buvo atlikta naudojant 1 mM AdoHcy, 10 mM 6-azido-1-
bromheks-2-ino (R-Hal1), 100 uM AclHmt 25 °C temperatiroje 30 min. (2 eiluté).
Kontrolinis méginys — chemiskai susintetintas Ado-6-azido kofaktorius, turintis sulfonio
S- ir R-epimery misinj (Lukinavicius ir kt., 2013) (1 eiluté). Paruosti méginiai buvo jnesti
j integruotg HPLC/ESI-MS/MS sistema (Agilent 1290 Infinity/6410 Triple Quad LC/MS),
turinig Supelco Discovery®HS C18 kolonéle (7,5 cm x 2,1 mm, 3 um), ir eliuoti su
linijiniu tirpikliy gradientu (A) 0,0075 % skruzdziy ragsties tirpale vandenyje ir (B)
0,0075 % skruzdziy rugsties tirpale acetonitrile po 0-5 min., 0 % B; 5-15 min., 0-10 %
B; 15-20 min., 10-100 % B; 20-24 % min., 100 % B; 24-24,5 min., 100-0 % B; 24,5-30
min., 0 % B. Masiy spektrometras veiké teigiamy jony rezimu ir buvo uzfiksuoti Ado-6-

azido 506,2 — 250,1 jony perejimo skaiciai.

5 pav. HMT susintetintas Ado-6-azido kofaktorius in situ naudojamas eM.Hhal
DNR citozino-5 metiltransferazés specifinio GCGC taikino DNR sekoje alkilinimui, 2°-
deoksicitiding verciant 5-(6- azidoheksynyl)-2'-deoksicidinu (N3-m5dC). Kaskadinés
reakcijos buvo atliktos naudojant 50 yM AclHmt, 100 uM AdoHcy, 10 mM 6-azido-1-
bromheks-2-ino (R-Hal1), 500 ng pUC19 plazmidinés DNR, 1 uM eM.Hhal
(Q842A/Y254S/N304A Hhal DNR citozino-5 metiltransferazés 155 mutantas, kaip
apraSyta Lukinavicius ir kt., 2012) ir inkubuotos 1 val. 37 °C temperaturoje, inaktyvacija
kaitinant 10 min. 80 °C temperattroje (2 linija). Neigiama kontrolé atlikta be AclHmt
baltymo (3 linija); teigiama kontrolé atlikta naudojant tik 500 ng pUC19 plazmidinés
DNR, 1 yM eM.Hhal ir 100 pM chemiskai susintetinto Ado-6-azido (1 linija), kaip
apraSyta LukinaviCius ir kt. 2013. ISgryninus méginius, 500 ng modifikuotos DNR buvo
hidrolizuota iki nukleozidy su 0,01 U/uL P1 nukleazés 4 val. 50 °C temperataroje, po
to inkubuojama per naktj su 0,01 U/uL Sarmine fosfataze 37 °C temperatiroje.
Reakcijos buvo sustabdytos kaitinant 10 min. 80 °C temperatiroje ir centrifuguojant
20000 g 30 min. 4 °C temperatiroje. Paruosti méginiai buvo jnesti j integruotg
HPLC/ESI-MS/MS sistemg (Agilent 1290 Infinity/6410 Triple Quad LC/MS),
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sumontuotg su Supelco Discovery®HS C18 kolonéle (7,5 cm x 2,1 mm, 3 ym), ir eliuoti
linijiniu tirpikliy gradientu (A) 0,0075 % skruzdziy ragsties tirpale vandenyje ir (B)
0,0075 % skruzdziy rugsties tirpale acetonitrile po 0-5 min., 0 % B; 5-15 min., 0-10 %
B; 15-20 min., 10-100 % B; 20-24 % min., 100 % B; 24-24,5 min., 100-0 % B; 24,5-30
min., 0 % B. Masiy spektrometras veiké teigiamy jony rezimu ir buvo uzfiksuoti N3-

m5dC 349,2 — 233,1 jony peréjimo skaiCiai.

6 pav. HMT Ado-6-azido kofaktoriaus sintezé beveik 3 kartus efektyvesné, kai
buferio pH 6,5 lyginant su pH 7,4. Chemofermentiné sintezé buvo atlikta naudojant 1
mM SAH, 10 mM R-Hal1 ir 100 uM AclHmt 25 °C temperattroje 3 val., kai buferio pH
6,5 arba 7,4. Méginiai analizuoti naudojant HPLC-MS, kaip apraSyta 4 pav. Reakcijos
metu gauto Ado-6-azido kiekis vaizduojamas chromatogramoje 1 — kai pH 6,5, 2 — kai
pH 7.,4.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Kaip nurodyta auks$€iau, Sis iSradimas sidlo halidiniy metiltransferaziy
vykdomg chemofermentine sinteze AdoMet analogy biologi$kai aktyviy epimery, kurie
efektyviai veikia nuo AdoMet priklausomose fermentinése reakcijose, analizuojant
biomolekuliy modifikavimg in vitro ir in vivo, kur perneSama ilgesnio fragmento dalis

turi reporterine arba funkcine grupe.

AdoMet analogy, kuriy | ir I formulés pateiktos 1 pav., chemofermentiné
sintezé remiasi bendra schema, naudojant AdoHcy ir atitinkamg alkilhalogenidg R-
Hal1 arba R-Hal2. Epimeriskai gryno AdoMet analogo, kuris pavaizduotas | formuléje,
sintezés pavyzdys yra Ado-6-azidas, kuris gaunamas iS§ AdoHcy ir 6-azido-1-
bromheks-2-ino, kaip pavaizduota 2 ir 4 pav. Tokiu badu susintetintas Ado-6-azidas
panaudotas metiltransferaziy nukreiptai DNR derivatizacijai pavaizduotas 5 pav.
AdoMet analogo, kuris pavaizduotas Il formuléje, sintezés pavyzdys yra Ado7 2-Tet,
kuris gaunamas i§ AdoHcy ir 3-(2-bromoetil)-6-metil-1,2,4,5-tetrazino, kaip
pavaizduota 3 pav. pavyzdziai rodo, kad pasirenkant tinkamus bromidy pirmtakus ir
tinkamas reakcijos sglygas, kurios pateiktos 2 ir 3 pav. (10 ekvivalenty alkilbromido,
0,1 ekvivalento fermento 190 AdoHcy atzvilgiu ir inkubuojant 0,5-1 val. 25 °C
temperatiroje), Ado-6-azido ir Ado-2-Tet kofaktoriai gali pasiekti iSeigg >90% ir >60%,

atitinkamai. Vykdomos reakcijos atsizvelgia j Siuos 3 veiksnius:
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1) AdoMet ir jo analogai greitai skyla po ilgos inkubacijos priklausomai nuo
temperatiros.Kaip apraSyta pateiktuose pavyzdziuose, trumpesnis inkubacijos laikas

(0,5-1 val.), zemesne cheminj skylimg ir padidina kofaktoriaus iSeigg.

2) Alkiljodidai, naudoti ankstesniuose tyrimuose (Bengel ir kt. 2021; Tang ir kt.
2021a; Hoffmann it kt. 2023; Schilke ir kt. 2022) paprastai yra labiau reaktyvis
abejose, tiesioginéje ir atvirkstinéje, reakcijose, dél to gali atsirasti nespecifiniy
alkilinimo produkty (nestereoselektyviy produkty (Hoffmann ir kt., 2023) ir mazZesné
iSeiga deél atvirkStinés reakcijos metu susikaupusio jodido anijono. Norédami iSvengti

Siy trokumuy, reakcijos substratu pasirinkome alkilbromidus.

3) Atlikta zinomy baltymy kristaly struktiros analizé parodé, kad AdoMet
analogai su ilgesniais struktdriniais fragmentais gali bati suristi AclHmt baltymo
aktyviajame centre. Manome, kad ilgesniy fragmenty aukstg perneSimo efektyvumag
galima pasiekti derinant SN2 reakcijos tinkamg elektroninj aktyvavimg (dél Salia
esancios trigubos jungties (I formulé) arba tetrazino ziedo (Il formulé) su sulfoniu

sujungtoje dalyje).

Fermentas

ISradéjai parodé, kad halidinés metiltransferazés gali pernesti ilgus
struktdrinius fragmentus, turinCius reporterine ar funkcine grupe nuo alkilhalido ant
AdoHcy. Halidines metiltransferazes, naudojamas Cia apraSytu budu, galima rasti
augaluose, grybuose, bakterijose ir pageidautina, kad AclHmt koduoty genas i$
Aspergillus clavatus. Laukinio tipo metiltransferazés AclHmt sekas galima rasti

GenBank, prieigos Nr. XP_001272206 (tiolo metiltransferazé, tariama).

Metiltransferazés geno nukleotidy seka optimizuota remiantis kodony

naudojimo dazniu E. coli, nekei€iant koduojamy aminorigsciy:

CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCAT
ATGTCTACTCCCTCACTGATTCCGAGCGGTGTGCACGAGGTTCTTGCAAAGTAT
AAGGATGGGAATTACGTGGACGGCTGGGCGGAATTGTGGGATAAATCTAAGGG
TGATCGCCTGCCGTGGGACCGTGGCTTTCCGAATCCGGCACTTGAGGATACAC
TTATTCAAAAGCGTGCCATTATTGGCGGGCCGTTAGGTCAGGATGCCCAAGGTA
AAACTTATCGTAAGAAAGCCCTCGTTCCTGGGTGTGGGCGTGGCGTCGATGTAC
TTTTACTGGCATCGTTTGGTTATGACGCGTACGGGCTGGAATATTCAGCAACCG
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CCGTTGACGTTTGCCAAGAAGAACAAGCCAAGAATGGCGACCAGTATCCAGTCC
GCGACGCAGAAATTGGTCAAGGTAAAATTACGTTCGTTCAAGGGGACTTCTTCG
AAGACACGTGGTTAGAGAAATTGAACCTTACCCGTAATTGTTTTGATGTTATCTA
TGACTATACCTTCTTTTGTGCTCTGAATCCGAGCATGCGTCCTCAGTGGGCGCT
GCGCCATACCCAACTTTTAGCGGACAGCCCGCGTGGCCATCTGATTTGTCTGGA
GTTCCCGCGCCATAAAGACCCGAGTGTGCAGGGCCCGCCCTGGGGATCGGCA
AGTGAAGCCTATCGTGCGCACCTCAGTCATCCTGGTGAAGAGATTCCGTATGAC
GCGTCTCGCCAGTGTCAATTCGATTCTTCCAAAGCACCGTCCGCGCAAGGGCT
GGAACGCGTGGCCTACTGGCAGCCAGAACGCACTCACGAGGTCGGCAAGAAC
GAGAAAGGCGAAGTGCAGGACCGCGTGTCAATCTGGCAACGTCCCCCGCAGTC
TAGCCTGTAA

AclHMT amino rugsc€iy seka turi prijungtg N-galinj HisTag (paryskinta) ir yra

tokia:

HHHHHHSSGLVPRGSHMSTPSLIPSGVHEVLAKYKDGNYVDGWAELWDK
SKGDRLPWDRGFPNPALEDTLIQKRAIIGGPLGQDAQGKTYRKKALVPGCGRGVDV
LLLASFGYDAYGLEYSATAVDVCQEEQAKNGDQYPVRDAEIGQGKITFVQGDFFED
TWLEKLNLTRNCFDVIYDYTFFCALNPSMRPQWALRHTQLLADSPRGHLICLEFPRH
KDPSVQGPPWGSASEAYRAHLSHPGEEIPYDASRQCQFDSSKAPSAQGLERVAY
WQPERTHEVGKNEKGEVQDRVSIWQRPPQSSL

Alkilbromidai, skirti naudoti Cia aprasSytuose buduose, turi funkcine arba
reporterine grupe, kuri gali bati pernesta auksciau aprasyto fermento ant AdoHcy arba
Se-AdoHocy.

6-azido-1-bromheks-2-ino (R-Hal1) sintezé

6-chlorheks-2-in-1-olis. MaiSomas sauso THF (120 ml) ir 5-chlor-1-pentino (10 ml,

94,4 mmol) tirpalas argono aplinkoje atS8aldomas iki -78 °C. Tada pridedama 2,5 M
butiliCio tirpalo heksanuose (37,8 ml, 93 mmol) ir maiSoma 30 min. Po to j reakcijos
miSinj suberiamas paraformas (3,36 g, 104 mmol) ir maiSoma dar 30 min. Tada

ausSinimo vonia paSalinama ir reakcijos indas paliekamas susilti iki kambario
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temperatiros. Reakcija sustabdoma jpylus 100 ml Salto (0 °C) vandens. MiSinys
supilamas | dalijamajj piltuvg, organiné fazé atskiriama. Vandeninis sluoksnis
ekstrahuotas dietileteriu (2 x 40 ml). Organiniai sluoksniai sujungiami, dziovinami natrio
sulfatu ir iSgarinami. Produktas buvo gryninamas distiliuojant vakuume. Gaunama
bespalvé alyva (9,51 g; 76 %). '"H BMR (400 MHz, CDCI3): 1,98 (m, 3H, CH2CH2CH:
+ OH); 2,44 (tt, 2H, 3J = 6,3 Hz, °J = 2,1 Hz, C=CCH®2); 3,67 (t, 2H, 3J = 6,3 Hz, CH2Cl);
4,27 (t, 2H, °J = 2,1 Hz, CH20H).

6-azidoheks-2-in-1-olis. | maiSomg 6-chlorheks-2-in-1-olio (2,266 g, 2 ml,
17,1 mmol, 1 ekv.) tirpalg DMF (15 ml) suberiama natrio azido (3,33 g, 51,3 mmol; 3
ekv.) ir tetrabutilamonio bromide (0,551 g, 1,71 mmol).

%N\/\%\ on
eN'PN@

Reakcijos misinys buvo maiSomas 24 valandas 80 °C temperataroje (smélio
vonia). Tada sumazintame slégyje pasalinamas DMF ir jpilama 20 ml vandens.
Produktas ekstrahuotas dietilo eteriu (3 x 30 ml), organiniai sluoksniai sujungiami,
dZiovinami natrio sulfatu ir tirpiklis iSgarinamas. Produktas gryninamas sausos
kolonélinés vakuuminés chromatografijos badu (DCVC), i§ pradziy eliuuojant CH2Clz,
o po to CH2Cl2:EtOAc (20:1). Gaunama bespalvé alyva (2,13 g; 90%). 'H BMR (400
MHz, CDCl3): & 1,78 (m, 3H, CH2CH2CH2 + OH); 2,34 (tt, 2H, 3J = 6,9 Hz, °J = 2,4 Hz,
C=CCHy2); 3,41 (t, 3J = 6,9 Hz, 2H, CH2N3); 4,24 (t, 2H, 5J = 2,4 Hz, CH20H). *C NMR
(100 MHz, CDCls): 6 16,04; 27,69; 50,16; 51,12; 79,49; 84,36.

NﬁN\/\/\ ® D
@

e N"

6-azidoheks-2-in-1-ilo  4-metilbenzensulfonatas. Argonu uZpildytoje
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apvaliadugnéje kolboje 6-azidoheks-2-in-1-olis (800 mg; 5,75 mmol; 1 ekv.)
itirpinamas 15 ml THF ir miSinys atSaldomas iki 0 °C (ledo vonia). Jberiama kalio tret-
butoksido (632 mg; 5,63 mmol; 0,98 ekv.), tada po 5 min. jberiama 4-
metilbenzensulfonilchlorido (1,10 g; 5,75 mmol; 1 ekv.) ir maiSoma. Po 1 valandos
tirpiklis iSgarinamas rotaciniu garintuvu. | likutj jpilama 40 ml dietileterio, organinis
sluoksnis plaunamas 20 ml sotaus NaHCOs, tada 20 ml sociojo natrio chlorido tirpalu.
Organiné faze dziovinama bevandeniu Na2SOs, filtruojama ir iSgarinama rotaciniu
garintuvu. Likutis gryninamas kolonélinés chromatografijos bidu, naudojant tolueng
kaip eliuentg. '"H BMR (400 MHz, CDCls): & 2,46 (s, 3H, CHs); 3,48 (t, J = 5,1 Hz, 2H,
CH2N3); 5,16 (t, J = 5,1 Hz, 2H, CH20); 7,37 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar3-H); 7,81 (d, J =
8,2 Hz, 2H, Ar2-H) NMR (100 MHz, CDCls): 6 21,8; 49,7, 68,2; 280 128,1; 130,1; 132,7;
145,4.

N:‘ +
N‘}N\/\/ ol

6-azido-1-bromheks-2-inas. 6-azidoheks-2-in-1-il-4-metilbenzensulfonatas
(1,40 g; 4,71 mmol; 1 ekv.) ir li¢io bromidas (2,07 g; 23,8 mmol; 5 ekv.) istirpinami 50
ml acetono apvaliadugnéje kolboje. Reakcijos miSinys virinamas 18 valandy esant
griztamajam Saldytuvui. Po reakcijos acetonas rotaciniu garintuvu iSgarinamas
sumazintame slégyje, ne Zemiau 100 mbar. | likutj jpilama 30 ml vandens ir
ekstrahuojama dietileteriu (3 x 20 ml), organiniai sluoksniai apjungiami, dziovinami
bevandeniu MgSOa, filtruojama, dietileteris iSgarinamas sumazintame slégyje.
Produktas gryninamas sausos kolonélinés vakuuminés chromatografijos bidu
(DCVC), naudojant petrolio eterj, po to produktas eliuuojamas PE:DCM (3:1).
Frakcijos, kuriose yra produktas, apjungiamos, o tirpikliai iSgarinami sumazintame
slégyje naudojant rotacinj garintuvg. Produktas dziovinamas 50 mbar slégyje.
Gaunama bespalvé alyva (810 mg; 84%). '"H BMR (400 MHz, CDCI3): 6 1,79 (q, J =
6,8 Hz, 2H, CH2CH2CH2); 2,32-2,41 (m, 2H, CECCH2CH2); 3,41 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
CH2N3); 3,88-3,95 (m, 2H, CH2Br). '3C BMR (100 MHz, CDCl3): 3 15,2; 16,3; 27,6; 295
50,1; 76,5; 86,1.
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3-(2-brometil)-6-metil-1,2.4 ,5-tetrazino (R-Hal2) sintezé.

2-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)etan-1-olis. 3-hidroksipropannitrilas (2,00 g;
1,87 ml; 28,1 mmol; 1 ekv.), acetonitrilas (9,24 g; 11,8 ml; 0,255 mol; 8 ekv.), 3-
merkaptopropano rigstis (2,99 g; 2,45 ml; 28,1 mmol; 1 ekv.) ir hidrazino hidratas
(22,54 g; 21,84 ml; 0,450 mol; 16 ekv.) sumaiSomi apvaliadugnéje kolboje ir tirpalas
maiSomas 18 valandy. Po to miSinys supilamas j 500 ml apvaliadugne kolba,
atSaldomas ledo vonioje iki O °C ir jpilama natrio nitrito (29,12 g; 0,422 mol; 15 ekv.)
tirpalo vandenyje (80 ml). Stipriai maisant, lasintuvu létai pilama 3M HCI (apie 250 ml
per 2 valandas), kol nutriksta dujy iSsiskyrimas ir reakcijos pH nukrenta Zemiau <3.
Vandeninis tirpalas iSgarinamas rotaciniu garintuvu 55 °C temperatiroje sumazintame
slégyje. Like rausvi kristalai plaunami DCM (4 x 50 ml). Organinis sluoksnis
dZiovinamas bevandeniu Na2SOs, filtruojamas, tirpiklis iSgarinamas rotaciniu
garintuvu. Likutis gryninamas kolonéline chromatografija, eliuentu naudojant
DCM:MeOH (40:1) misinj. Gaunama purpuriné alyva (1,48 g; 37%). '"H BMR (400 MHz,
CDCls): 6 2,37 (pl. s, 1H, OH); 3,05 (s, 3H, CH3); 3,55 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH2CH20H);
4,24 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH2CH20H). 3C BMR (100 MHz, CDClz): & 21,1; 37,4; 60,0;
167,8; 168,3.

2-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-il)etiimetansulfonatas. 2-(6-metil-1,2,4,5-
tetrazin-3-il)etan-1-olis (782 mg; 5,58 mmol; 1 ekv.) ir metansulfonilchloridas (1 28 g;
864 pl; 11,2 mmol; 2 ekv.) idtirpinami 30 ml DCM apvaliadugnéje kolboje. Paruostas
tirpalas atSaldomas iki 0 °C ledo vonioje, jpilama trietilamino (1,13 g; 1,56 ml; 11,2
mmol; 2 ekv.) ir maiSoma ledo vonioje 10 minuciy. Po to ledo vonelé pasalinama ir

miSinys papildomai maiSomas 20 min. kambario temperatiroje. Reakcijos miSinys
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plaunamas 20 ml sotaus NaHCO3 ir 20 ml sotaus natrio chlorido tirpalais. Organiné
faze dziovinama bevandeniu MgSOs, filtruojama. Organiné fazé supilama |
apvaliadugne kolbg ir jberiama 10 ml silicio dioksido. MiSinys rotaciniu garintuvu
iSgarinamas, produktas lieka absorbuotas ant silicio dioksido. Produktas gryninamas
sausos kolonélinés vakuuminés chromatografijos badu (DCVC), pirmiausia eliuuojant

Salutinj produktg DCM, po to tikslinj produktg eliuuojant

N B
L

DCM:MeOH (50:1) miSiniu. Gaunama purpuriné alyva (1,08 g; 89 %). '"H BMR
(400 MHz, CDCI3): & 3,02 (s, 3H, SCHs); 3,07 (s, 3H, CCHs); 3,76 (t, J = 6,2 Hz, 2H;
CCH2); 4,87 (t, J = 6,2 Hz, 2H, OCH2). '3C NMR (100 MHz, CDCl3): & 21,3; 34,7; 37,7;
66,1; 166,2; 168,3.

3-(2-brometil)-6-metil-1,2,4,5-tetrazinas. 2-(6-metil-1,2,4,5-tetrazin-3-
iletilimetansulfonatas (208 mg; 0,953 mmol; 1 ekv.), liCio bromidas (414 mg; 4,77).
mmol; 5 ekv.) iStirpinamas 10 ml acetone apvaliadugnéje kolboje. MiSinys virinamas 3
valandas esant grjZztamajam S$aldytuvui, po to rotaciniu garintuvu paSalinamas
acetonas. ] likutj jpilama 20 ml dietileterio, organinis sluoksnis plaunamas 10 ml sotaus
NaHCOs ir 10 ml sotaus natrio chlorido tirpalais. Organiné faze dziovinama bevandeniu
Na2S0Oq, filtruojama, o tirpiklis iSgarinamas rotaciniu garintuvu. Produktas gryninamas
kolonélinés chromatografijos budu, naudojant DCM kaip eliuentg. Gaunama purpuriné
alyva (181 mg; 95%). 'H BMR (400 MHz, CDCI3): & 3,07 (s, 3H, CH3); 3,89 (t, J = 6,2
Hz, 2H, CCH); 3,97 (t, J = 6,2 Hz, 2H, CH2Br). *C NMR (100 MHz, CDCls3): & 21,3;
28,2; 37,8;167,4; 168,2.

Chemofermentiniu metodu susintetinti kofaktoriai

Cia apras$ytais budais pagaminti kofaktoriai yra pagrjsti S-adenozil-L-metionino
(AdoMet) molekulés struktira ir yra S-adenozil-L-metionino arba Se-adenozil-L-

selenometionino analogai, turintys funkcine grupe struktiriniame fragmente, kuris gali
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bati pernestas ant taikinio.
Sie AdoMet analogai gali turéti tokig struktdrine formule:
I I
HEN'-. .-f{:'OZH NHz H2M'.- Cl:le NH‘
,N =N M =
oy T e G 1 . ¢
X—(CHy), *-“:H_fz“] SN e 28 P
HO  OH HO OH
n=04
Z=S, Se

X= N3, C=CH, NH2, 4-Y-2,3,5,6-tetrazin-1-il, 4-(4°Y-2,3,5,6-tetrazin-1’-il)-W-1-il
kur

W= para-arilenas, kurio struktlirg sudaro bet koks skaiCius ir bet koks Siy
struktdros element derinys: N, CH, C-Oalkil (C1-C12).

Y= H, CHs, OCHs, NH2, NHCH3s, N(CH3)2, CH2CH3, CH(CH3s)2, CH2CH2CHs,
fenil, 4-CH3Ofenil, 3,4-diCH3Ofenil, 2,6-diCH3Ofenil.

Vienas i$ varianty yra | formulés junginys, kur n=2, Z= S ir X= N3 (Ado-6-azido

kofaktorius
aprasytas Pav. 2).
Kiti | formulés junginiy variantai, kur n=2, Z= S ir X= C=CH arba NHo..

Kito | formulés junginio variantas yra, kur n=0, Z= S ir X= 4-(4'Y-2,3,5,6-
tetrazin-1’-il)-W-1-il, W=

para-fenil ir Y= CHs.

Vienas i$ Il formulés junginio varianty yra, kur n= 1, Z= S, X= 4-Y-2,3,5,6-
tetrazin-1-il ir Y= CH3

(Ado-2-Tet kofaktorius aprasSytas Pav. 3).

Kitas Il formulés junginio variantas yra, kur n= 1, Z= S, X= 4-(4'Y-2,3,5,6-
tetrazin-1’-il)-W-1-il, W=



para-fenil ir Y= CHs.

Lentelé 1. Seky sarasas

15

LT 7144 B

SEQID

Nr:

Aprasymas

Molekulé

s tipas

Organizmo

pavadinimas

Molekuliy

kvalifikatoriaus

tipas

Seka

SEQID
Nr. 1.

4703853

tiolio
metiltransferazeé,

numanoma

DNA

Aspergillus

clavatus

Genominé
seka

prieinama
GenBank,

prisijungimo

Nr. 4703853

ATGTCCACGCCT
TCTCTCATCCCCT

CCGGCGTCCACG
AAGTCCTCGCCA

AATACAAAGACG
GAAACTATGTCGA

TGGATGGGCCGA
GCTCTGGGACAA

GAGCAAAGGCGA
CCGTCTACCCTG

GGATAGAGGATT
CCCCAACCCCGC

GCTGGAAGACAC
CCTGATCCAGAA

ACGCGCGATCAT
CGGCGGCCcCeCT

CGGCCAAGACG
CACAGGGCAAGA
CGTACCGCAAGA
AGGCGCTGGTAC
CGGGCTGCGGTC
GCGGTGTGGACG
TGTTGCTGTTGG
CGAGCTTCGGGT
ACGATGCCTATG
GTTTGGAGTACA
GCGCCACTGCGG
TGGATGTGTGTC
AGGAGGAGCAGG
CGAAGAACGGGG
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ATCAATACCCCGT
GCGGGATGCGGA
GATCGGACAGGG
CAAGATCACCTTT
GTGCAGGGTGAT
TTCTTCGAGGATA
CATGGTTGGAGA
AGCTAAATCTGAC
GCGGAACTGCTT
CGACGTGATTTAC
GATTACACGTTTT
TCTGCGCGTTGA
ACCCCTCAATGC
GCCCACAATGGG
CCCTCAGACACA
CTCAGCTACTCG
CAGATTCACCCC
GCGGGCACCTCA
TCTGCCTTGAATT
TCCAAGACACAA
GGATCCATCCGT
TCAAGGACCTCC
GTGGGGTTCAGC
TCGGAGGCTTAC
CGGGCACATCTG
AGCCACCCGGGC
GAGGAAATCCCC
TACGATGCCAGC
CGTCAATGCCAG
TTTGACTCCTCAA
AGGCCCCAAGCG
CACAGGGACTTG
AGCGAGTCGCGT
ATTGGCAACCAG
AGCGGACCCATG
AAGTTGGGAAGA
ATGAGAAGGGGG
AGGTTCAAGATC
GGGTTTCGATATG
GCAGC
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GTCCTCCTCAATC
GTCTCTTTAG

SEQ ID
Nr 2.
Optimizuota

4703853

tiolio
metiltransferazeé,

numanoma

DNA

sintetiné

XP_0012722
06 geno
nukleotidy
seka, kuri
buvo

optimizuota

coli

pageidaujamus

kodonus,
nekeiciant

aminorugsciy

naudojant E.

CATCATCATCATC
ATCACAGCAGCG
CCTGGTGCCGCG
CGGCAGCCATAT
GTTACTCCCTCAC
TGATTCCGAGCG
GTGTGCACGAGG
TTCTTGCAAAGTA
TAAGGATGGGAAT
TACGTGGACGGC
TGGGGGAATTGT
GGGATAAATCTAA
GGGTGATCGCCT
GCCGTGGGACCG
TGGCTTTCCGAAT
CCGGCACTTGAG
GATACACTTATTC
AAAAGCGTGCCA
TTATTGGCGGGC
CGTTAGGTCAGG
ATGCCCAAGGTA
AAACTTATCGTAA
GAAAGCCCTCGT
TCCTGGGTGTGG
GCGTGGCGTCGA
TGTACTTTTACTG
GCATCGTTTGGTT
ATGACGCGTACG
GGCTGGAATATTC
AGCAACCGCCGT
TGACGTTTGCCA
AGAAGAACAAGC
CAAGAATGGCGA
CCAGTATCCAGT
CCGCGACGCAGA
AATTGGTCAAGG
TAAAATTACGTTC
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GTTCAAGGGGAC
TTCTTCGAAGACA
CGTGGTTAGAGA
AATTGAACCTTAC
CCGTAATTGTTTT
GATGTTATCTATG
ACT

ATACCTTCTTTTG
TGCTCTGAATCC
GAGCATGCGTCC
TCAGTGGGCGCT
GCGCCATACCCA
ACTTTTAGCGGA
CAGCCCGCGTGG
CCATCTGATTTGT
CTGGAGTTCCCG
CGCCATAAAGAC
CCGAGTGTGCAG
GGCCCGCCCTGG
GGATCGGCAAGT
GAAGCCTATCGT
GCGCACCTCAGT
CATCCTGGTGAA
GAGATTCCGTATG
ACGCGTCTCGCC
AGTGTCAATTCGA
TTCTTCCAAAGCA
CCGTCCGCGCAA
GGGCTGGAACGC
GTGGCCTACTGG
CAGCCAGAACGC
ACTCACGAGGTC
GGCAAGAACGAG
AAAGGCGAAGTG
CAGGACCGCGTG
TCAATCTGGCAA
CGTCCCCCGCAG
TCTAGCCTGTAA

SEQ ID

AclHMT

Baltymas

Aspergillus

Aminorugsciy

MSTPSLIPSGVHE
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Nr 3. AclHMT

clavatus

seka

VLAKYKDGNYVD
GWAELWDKSKGD
RLPWDRGFPNPA
LEDTLIQKRAIGG
PLGQDAQGKTYR
KKALVPGCGRGV
DVLLLASFGYDAY
GLEYSATAVDVCQ
EEQAKNGDQYPV
RDAEIGQGKITFV
QGDFFEDTWLEK
LNLTRNCFDVIYD
YTFFCALNPSMRP
QWALRHTQLLAD
SPRGHLICLEFPR
HKDPSVQGPPWG
SASEAYRAHLSHP
GEEIPYDASRQCQ
FDSSKAPSAQGLE

RVAYWQPERTHE
VGKNEKGEVQDR
VSIWQRPPQSSL

SEQ ID Nr 4.
HisTag-

AclHMT

AclHMT
aminortgsciy
seka (tiolio
metiltransferaze,
numanoma)

su N-galo

HisTag

Baltymas

rekombinantin

é

Aminorags¢iy

seka

HHHHHHSSGLVP
RGSHMSTPSLIPS
GVHEVLAKYKDG
NYVDGWAELWDK
SKGDRLPWDRGF
PNPALEDTLIQKR
AlIGGPLGQDAQG
KTYRKKALVPGCG
RGVDVLLLASFGY
DAYGLEYSATAVD
VCQEEQAKNGDQ
YPVRDAEIGQGKI
TFVQGDFFEDTW
LEKLNLTRNCFDVI
YDYTFFCALNPSM
RPQWALRHTQLL
ADSPRGHLICLEF
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PRHKDPSVQ

GPPWGSASEAYR
AHLSHPGEEIPYD
ASRQCQFDSSKA
PSAQGLERVAYW
QPERTHEVGKNE
KGEVQDRVSIWQ
RPPQSSL
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Chemofermentinis S-adenozil-L-metionino (AdoMet) analogy, turinCiy
prailgintus struktdrinius fragmentus su funkcine grupe arba reporterine grupe, gavimo

blddas, naudojant | ir Il formuliy junginius

LI NH. COH NH;
N

st (I Gf
x—qcm;,%z N— 7 J

,[CHJ z?

HO OH HO OH

badas, apimantis Il formulés AdoMet pirmtako molekulés reakcijg

HoN.., COzH NH,

o)
“og ™

HO OH
su alkilhalogenidu R-Hal ir halidine metiltransferaze (HMT) tokiomis sglygomis, kurios
tinkamos AdoHcy arba SeAdoHcy paversti j AdoMet analogus,
kur
nyra0,1, 2,3 arba4
Z yra S arba Se
X yra funkciné arba reporteriné grupé

R yra CHa-(CH2)n-X arba CHz-C=C-(CHa)n-X.

2. Budas pagal 1 punkta, kur X yra N3, C=CH, NH2 arba 4-Y-2,3,5,6-tetrazin-
1-il, 4-(4’Y-2,3,5,6-tetrazin-1’-il)-W-1-il
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kur

W yra para-arilenas, kurio struktirg sudaro bet koks skaicius ir bet koks Siy
struktdros elementy derinys: N, CH, C-Oalkil (C1-C12),

Y yra H, CHs, OCHs, NH2, NHCH3s, N(CH3)2, CH2CH3, CH(CH3)2, CH2CH2CHs,
fenil, 4-CH3zOfenil, 3,4-diCH3Ofenil arba 2,6-diCH3Ofenil.

3. Bldas pagal 1 punktg, kur AdoHcy arba SeAdoHcy modifikacija yra

katalizuojama Aspergillus clavatus halidine metiltransferaze (HMT).

4. Budas pagal 1 punktg, kur R-Hal yra alkilbromidas.

5. Budas pagal 1 punktg, kur R-Hal yra 6-azido-1-bromheks-2-inas (R-Hal1)
arba 3-(2-bromoetil)-6-metil-1,2,4,5-tetrazinas (R-Hal2).

6. Budas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, kur badas apima 10 moliniy ekvivalenty
alkilhalogenido, 0,1 moliniy ekvivalenty HMT ir 1 moliniy ekvivalenty AdoMet pirmtako

molekulés inkubavimg 25°C temperatdroje ir 6,5 pH nuo 0,5 iki 1 h.

7. Budas pagal bet kurj i$ 1-3 punkty, kur badas apima 10 moliniy ekvivalenty
alkilbromido, 0,1 moliniy ekvivalenty HMT ir 1 moliniy ekvivalenty AdoMet pirmtako

molekulés inkubavimg 25°C temperattroje ir 6,5 pH nuo 0,5 iki 1 h.

8. AdoMet analogas, pagal formule I

kur
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nyra0,1,2,3arba4
Zyra S arba Se

X yra N3, C=CH, NH2, arba 4-Y-2,3,5,6-tetrazin-1-il, 4-(4'Y-2,3,5,6-tetrazin-1’-
il)-W-1-il

kur

W yra para-arilenas, kurio struktiirg sudaro bet koks skaicius ir bet koks Siy
struktdros elementy derinys: N, CH, C-Oalkil (C1-C12),

Y yra H, CHs, OCHs, NH2, NHCH3s, N(CH3)2, CH2CH3, CH(CH3s)2, CH2CH2CHs,
fenil, 4-CH3Ofenil, 3,4-diCH3sOfenil, arba 2,6-diCH3Ofenil.

9. AdoMet analogas, gautas bldu pagal vieng i§ 1-7 punkty, ir turintis

struktdrine formule II,
kur
a)nyra1,Zyra$S, Xyra4-Y-2,3,56-tetrazin-1-il ir Y= CHs; arba

b)nyra1, Zyra S, X yra 4-(4'Y-2,3,5,6-tetrazin-1’-il)-W-1-il, W= para-fenil ir
Y= CHs.

10. AdoMet | ir Il analogai pagal 1-9 punktus naudojami kaip nuo AdoMet-

priklausomy metiltransferaziy kofaktoriai.

11. AdoMet Il analogai pagal 1-10 punktus naudojami specifiniy taikiniy ant
baltymy, RNR ar DNR selektyviam Zyméjimui, naudojant atitinkamas nuo AdoMet-

priklausomas metiltransferazes.



LT 7144 B

M. .C

HsM., .COH NH b (r ek NH,

L :
NN @ BB
z ¢ f R- z ¢ IL;J

0 M Nﬁj —I-hll.. R™ fo) NN
HMT
HO OH HO OH
AdoHey ar SeAdoHey

AdoMet analogas | ar |l
(£=3S)  (Z=Se)
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