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SANTRUMPU SARASAS

(d)PAG(E) — (denatiiruojantis) poliakrilamidinis gelis (elektroforezé)
AA-bisAA — akrilamidas-bisakrilamidas
AdoHcy — S-adenozilhomocisteinas
AdoMet — S-adenozil-L-metioninas
Ago — Argonauty baltymy Seima
alil-SeHCys - Se-alil-L-selenohomocisteinas
APS — amonio persulfatas
ar. — aminorugstis
ASR - atviro skaitymo rémelis
AT — atvirkstiné transkripcija/atvirkstiné transkriptazé
AT-kPGR — atvirkstiné transkripcija-kiekybiné PGR
BSA -
cis-sSRNR — cis-veikianti SRNR
CPM — nuskaitymy kiekis milijonui (angl. Counts Per Million)
crRNR — CRISPR RNR
CTD - C-galinis domenas (angl. C-Terminal Domain)
CUuAAC — Cu (I) jony katalizuojama azidy-alkiny ciklo prijungimo reakcija
DMSO - dimetilsulfoksidas
dgRNR — dvigrandiné RNR
dsRBD — dgRNR surisantis domenas (angl. double stranded RNA Binding
Domain)
DTT — ditiotreitolis
EDTA — etilendiamintetraacto rugstis
egzo-SiRNR — egzogeniné siRNR
EMSA — RNR elektroforetinio judrumo gelyje poslinkio eksperimentas (angl.
Elecrophoretic Mobility Shift Assay)
endo-siRNR — endogeniné siRNR
EtBr — etidZio bromidas
FRET — Forsterio rezonansinés energijos pernasa (angl. FOrster Resonance
Energy Transfer)
GSH — redukuotas glutationas
GST — glutationo S-transferazé
hc-siRNR — heterochromatininé siRNR
HDV - hepatito D virusas
HPLC-MS — didelio nagumo skys¢iy chromatografija-masiy spektrometrija
(angl. High Performance Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry)
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iEDDA — invertuoto elektrony poreikio Diels-Alder reakcija (angl. inverse
Electron-Demand Diels-Alder)

IPTG - izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas

KDNR — kopijiné DNR

KPGR — kiekybiné¢ PGR

LAB — pienartigstés bakterijos (angl. Lactic Acid Bacteria, LAB)

LB — Luria-Bertani

LCD — La motyva turintis domenas (angl. La-motif Containing Domain)

LCG — Lactobacillus casei grupé

MAT — metionino adenoziltransferazé

mMDOT-seq — Henl metiltransferazés geba pazyméti vgRNR paremtas kDNR

bibliotekos paruosimo metodas (angl. methyltransferase
Directed Orthogonal Tagging and RNA sequencing)

MiRNR — mikroRNR; kreipian¢ioji miRNR/miRNR* duplekso grandiné

MiRNR*- lydinc¢ioji miRNR/miRNR* duplekso grandiné

MTAG — metiltransferaziy katalizuojama aktyvuoty grupiy pernasa nuo
sintetiniy kofaktoriaus analogy (angl. methyltransferase-directed
Transfer of Activated Groups)

MTazé — metiltransferazé

MTazinis — metiltransferazinis domenas

nat-siRNR — i$ natyviy prieSprasminiy transkripty susidaranti SIRNR

NDS — natrio dodecilsulfatas

NTD — N-galinis domenas (angl. N-Terminal Domain)

PAA — polikarilamidas

PEG — polietilenglikolis

PiRNR — su PIWI baltymais sgveikaujanti RNR (angl. PIWI interacting)

PLD - i peptidilprolino izomerazg, PPlazg, panasus domenas (angl. PPlase

Like Domain)

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas

prie-miRNR — miRNR pirmtakas (angl. precursor)

pri-miRNR — pirminis miRNR transkriptas (angl. primary)

propinil-SeHCys — Se-propinil-L-selenohomocisteinas

RARP — nuo RNR priklausoma RNR polimerazé (angl. RNA dependent RNA

Polymerase)
RISC — RNR indukuotas nutildymo kompleksas (angl. RNA Induced Silencing
Complex)

RNazé — ribonukleaze

RNR Pol — RNR polimerazé

scNRNR — mazoji skenuojancioji RNR (angl. scan)
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SD sritis — Saino-Dalgarno (angl. Shine-Dalgarno) sritis

siRNR — mazoji interferuojancioji RNR (angl. small interfering), kreipiancioji
siRNR/siRNR* duplekso grandiné

SIRNR*— lydin¢ioji siRNR/siRNR* duplekso grandiné

snoRNR — mazoji branduolélio RNR (angl. small nucleolar)

SPAAC - vario (I) jony nekatalizuojama jtempto Ziedo AAC reakcija (angl.

Strain-Promoted AAC)

SRNR — mazoji reguliaciné RNR (angl., small)

T4 Rnl — T4 RNR ligazé

T4 trRnl2 — sutrumpintas ir modifikuotas T4 RNR ligazés 2 variantas (angl.

truncated form of T4 RNA ligase 2)

TBTA —tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilJaminas

TEMED - tetrametiletilendiaminas

tmMRNR — transportiné-informaciné RNR (angl. transfer-messenger)

TSS — transkripcijos pradzios sritis (angl. Trascription Start Site)

trans-sRNR — trans-veikianti SRNR

UMI — unikalus molekulinis identifikatorius

UTR - netransliuojamas iRNR regionas (angl. UnTranslated Region)

VgRNR — viengrandiné RNR
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IVADAS

Siuo metu Zinoma apie 170 cheminiy RNR modifikacijy, uztikrinanéiy
funkcionalios tretinés RNR struktiiros susidaryma, stabilizuojanciy ir
nukreipian¢iy RNR jy funkcijy atlikimui (1). Viena placiausiai paplitusiy
RNR ribozés modifikacijy — tai RNR 2'-O-metilinimas, buidingas visiems
gyvybés domenams ir aptinkamas rRNR, tRNR, iRNR, mazosiose branduolio
ir branduolélio RNR bei mazosiose nekoduojanciose RNR. Dazniausiai RNR
metilinimg katalizuoja nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) priklausomos
metiltransferazés (2). Joms priskiriami ir Henl $eimos baltymai, perneSantys
metilo grupe nuo AdoMet ant modifikuojamos RNR 3'-galinio nukleotido 2'-
O-ribozés (3). Skirtingus RNR substratus modifikuojan¢iy Henl
metiltransferaziy Seima pagal domening struktiirg iSskiriama ] keturias
poseimes: (i) i§ N-galinio metiltransferazinio (MTazinio) domeno ir
variabilaus ilgio C-galinés srities sudarytas gyvuny, (ii) daugiadomenes, C-
ir C-galinio MTazinio domeno sudarytas bakterijy bei (iv) tik MTazinj
domeng turinéias bakterijy Henl metiltransferazes (4-8). Gyviny Henl
metiltransferazés modifikuoja viengrandines 21-30 nt ilgio, su PIWI
baltymais sgveikaujancias ir aktyviy transpozony kiekj reguliuojancias piRNR
(angl. PIWI interacting) ir mazasias interferuojanéias, organizmg nuo
endogeninés ir egzogeninés RNR apsaugancios, siRNR (angl. small
interfering) (5-7). Parodyta, jog metilinimas blokuoja $iy RNR uridilinimg
(nuo matricos nepriklausomg uridino 5'-monofosfaty prijungimg RNR 3'-gale)
ir degradacija, o Henl metiltransferazés trikumas vaisinése muselése yra
susijes su smegeny pazaidomis, pelése — patiny sterilumu, zebrazuvése —
sutrikusiu oocity vystymusi (9-11). Vis délto, kokiomis fermentinémis
savybémis pasizymi Sie, gyviinams itin svarbis baltymai, kol kas néra detaliai
iStirta. Triksta informacijos ir apie tai, kokig jtaka gyviiny Henl
metiltransferaziniam aktyvumui turi mazesniu konservatyvumu uz MTazinj
domeng pasizyminti C-galiné baltymo sritis (5-7).

Metiltransferazés, galin¢ios panaudoti sintetinius AdoMet analogus, t. y.
pernesti ne tik metilo, bet ir ilgesnes Sonines grupes, yra pritaikomos
kovalentiniam chemofermentiniam RNR zyméjimui (12). RNR zyméjimas
jgalina moksliniams ir praktiniams medicininiams tyrimams svarby RNR
molekuliy vizualizavima, praturtinimg, charakterizavimg ar net Kiekybinj
jvertinimg (13). Lyginant su nekovalentiniais metodais, pavyzdziui
hibridizacija su  komplementariais  oligonukleotidais,  kovalentinis
chemofermentinis RNR zym¢jimas issiskiria stabilumu, biosuderinamumu,
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selektyvumu ir efektyvumu — savybémis, jgalinan¢iomis RNR modifikavimg
ne tik in vitro, bet ir paciose lastelése (14). Chemofermentinis RNR
Zymgjimas gali baiti vykdomas vieno ar dviejy zingsniy metu. Pirmuoju atveju
prie RNR yra tiesiogiai prijungiama reporteriné molekulé, antruoju — ant RNR
pirmiausia yra perneSama funkciné grupé, prie kurios sekanciame zingsnyje,
daznai click reakcijos metu, prijungiamas pasirinktas zymuo (15). Siuo metu
RNR Zyméjimui yra pritaikytos trys RNR metiltransferaziy grupés: iRNR
kepurés struktiroje, RNR sekos viduje ir dvigranding RNR 3'-gale
modifikuojantys fermentai. Siy baltymy aktyvumas priklauso nuo konkre&ios
RNR modifikacijos, sekos konteksto, specifinés antrinés RNR strukttros ar
papildomy nukreipian¢iy ir modifikuojamai RNR komplementariy
oligonukleotidy (16-21). Tadiau iki 8$iol né viena RNR metiltransferazé
nebuvo pritaikyta nuo papildomy faktoriy nepriklausomam, gausiausios RNR
grupés — viengrandiniy RNR — 3'-galo zyméjimui. Biitent Siam tikslui galéty
buti pritaikytos gyviiny Henl metiltransfreazés, jy pagrindu sukuriant RNR
vizualizavimui ir praturtinimui skirtus metodus.

Be to, chemofermentinis, gyviny Henl metiltransferaziy kataliziniu
aktyvumu paremtas viengrandinés RNR Zyméjimas 3'-gale potencialiai galéty
biiti pritaikytas ir mazyjy RNR sekoskaitai. Siuo metu, ruosiant mazyjy RNR
kopijinés DNR (kDNR) biblioteka, 3'-adapteris prie RNR 3'-galo yra
prisiuvamas naudojant sutrumpinta ir modifikuotg T4 RNR ligazés 2 varianta,
T4 trRnl2 K227Q (angl. truncated form of T4 RNA ligase 2) (22). Detalas
pastarosios reakcijos tyrimai parodg, jog ji priklauso nuo RNR ir 3'-adapterio
sekos, jy vidinés ir tarpusavyje sudaromos strukttiros. Dél iSvardinty T4
trRnl2 K227Q saliskumy netolygiai nuskaitomos skirtingos sekos ir strukttiros
RNR, o po sekoskaitos gaunamy nuskaitymy kiekis neatspindi tikrojo RNR
raiskos lygio (23-29). Nuo RNR sekos ir struktiiros nepriklausomas dalinai
gyviny Henl metiltransferazés katalizuojamas 3'-adapterio prisiuvimas
galéty buti vienas i§ sprendimy, uZtikrinan¢iy tolygesnj RNR jtraukimg j
ruoSiamg kDNR biblioteka.

Siekiant uzpildyti ziniy apie gyviny Henl metiltransferazes ir jy
panaudojimo galimybes trikumg, iSkeltas TIKSLAS - charakterizuoti
Drosophila  melanogaster DmHenl ir Homo sapiens HsHenl
metiltransferaziy katalizuojamas fermentines reakcijas, ir pritaikyti gyviiny
Henl baltymg viengrandiniy RNR zZyméjimui reporterinémis grupémis ir
sekoskaitai.
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UZDAVINIAL:

1. [Istirti DmHenl ir HsHen1 metiltransferaziy substratinj ir kofaktoriaus
specifiSkumg, bei 8§iy fermenty katalizuojamos  reakcijos
priklausomybe nuo dvivalenciy metalo jony.

2. Pritaikyti DmHenl metiltransferaze RNR vizualizavimui ir
praturtinimui, panaudojant vieno ir dviejy Zzingsniy Zyméjimo
reakcijas.

3. Nustatyti C-galinés DmHenl1 dalies jtaka baltymo katalizuojamai
reakcijai, ir jvertinti atitinkamos srities neturin¢ios DmHenlAC
metiltransferazés pritaikymo RNR Zyméjimui galimybe.

4. Sukurti DmHenlAC paremta, viengrandinés RNR sekoskaitai skirta
kDNR bibliotekos paruoSimo metoda, ir pritaikyti ji mazZyjy
reguliaciniy RNR tyrimui.

MOKSLINIS NAUJUMAS

Pateikiamame darbe pirma kartg buvo iSsamiai charakterizuotos gyviny Henl
metiltransferaziy vykdomos fermentinés reakcijos: (i) atrasta, jog Drosophila
melanogaster DmHen1l ir Homo sapiens HsHenl metiltransferazés pasizymi
nuo Co?* ir Co** jony priklausomu fermentiniu aktyvumu; (ii) parodyta, jog
DmHenl vykdomos reakcijos greitis ir efektyvumas tik neZymiai priklauso
nuo konkretaus modifikuojamo nukleotido, o HsHenl atveju iSsidésto A = C
> U > G eile; (iii) nustatyta, jog in vitro sglygomis tiriami baltymai
modifikuoja ne tik gamtinius 22-28 nt, bet ir ilgesnius RNR substratus; (iv)
atrasta, jog ir HsHenl, ir DmHenl gali pernesti uz metilo grupe didesnes
Sonines grandines su reporterinémis ar funkcinémis grupémis nuo sintetiniy
kofaktoriaus analogy ant modifikuojamy RNR substraty. Taigi, gali buti
pritaikyti vieno ir dviejy zingsniy RNR Zyméjimo reakcijoms; (v) parodyta,
jog DmHenl C-galiné sritis néra bitina ir net slopina fermentinj baltymo
aktyvumg. C-galinés srities neturintis metiltransferazés variantas,
DmHen1AC, neisskiria RNR substraty pagal 3'-galinj nukleotida ir gali baiti
pritaikytas tolygiam RNR molekuliy Zyméjimui.

Atlikty tyrimy metu DmHenl ir DmHen1AC pirma karta buvo pritaikyti
viengrandinés RNR 3'-galo Zyméjimui vieno ir dviejy zingsniy metodu.
Fluoroforais modifikuotos RNR buvo vizualizuotos nustatant jy
fluorescencija ar Forsterio rezonansinés energijos pernasos, FRET (angl.
Forster Resonance Energy Transfer), signalg. Biotilintos RNR — iSgrynintos
i§ reakcijos misinio pasitelkus biotino-streptavidino saveika. Prie azido grupe
turin¢ios RNR prijungus oligonukleotida, susintetinta kopijiné DNR (kDNR).
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Remiantis  pastargja reakcija buvo sukurtas mDOT-seq (angl.
methyltransferase-Directed Orthogonal Tagging and RNA sequencing) —
viengrandinés RNR sekoskaitai skirtas KDNR paruo§imo metodas. Parodyta,
jog mDOT-seq gali biiti pasitelktas mazyjy RNR, pavyzdziui 21-24 nt ilgio
mikroRNR (miRNR) sekoskaitai. Pritaikius mDOT-seq pirma karta detaliai
charakterizuotos ir ilgesnés, 50-500 nt, probiotinés Lactobacillus casei BL23
bakterijos mazosios reguliacinés RNR, sRNR (angl. small).

GINAMIEJI TEIGINIAI

1.

In vitro Drosophila melanogaster DmHen1 ir Homo sapiens HsHen1
metiltransferazés modifikuoja viengrandinius 22-80 nt ilgio RNR
substratus metilo bei didesnémis perneSamomis grupémis, reakcija
katalizuojant Co?* ir Co®* jonams.

DmHenl metiltransferazé gali buti pritaikyta viengrandinés RNR
zyméjimui fluoroforais ir biotinu, kuriuos galima panaudoti RNR
vizualizavimui ir praturtinimui.

Didesniu skirtingg RNR substraty modifikavimo efektyvumu
pasizyminti, C-galinés dalies neturinti DmHen1AC metiltransferazé
gali buti pritaikyta RNR nustatymui FRET metodu ir sintetinio
oligonukleotido prijungimui prie modifikuotos RNR.

Sukurtas DmHenlAC geba modifikuoti bet kokios sekos
viengranding RNR paremtas, sekoskaitai skirtos KDNR bibliotekos
paruoSimo metodas mDOT-seq (angl. methyltransferase-Directed
Orthogonal Tagging and RNA sequencing).

mDOT-seq gali buti pritaikytas eukariotiniy mikroRNR, miRNR, ir
bakteriniy 50-500 nt mazyjy reguliaciniy RNR, sSRNR, sekoskaitai.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 MaZosios reguliacinés RNR

Funkciskai itin jvairios RNR ne tik koduoja informacija, bet ir ja perduoda,
katalizuoja chemines reakcijas bei reguliuoja biologiniy molekuliy — DNR,
kity RNR ar baltymy — funkcijas. Minéta reguliacija eukariotuose uztikrina
trims pagrindinéms klaséms priskiriamos 21-30 nt ilgio maZosios
nekoduojancios RNR (30,31), bakterijose — 50-500 nt ilgio maZosios
reguliacinés RNR, sRNR (angl., small RNA) (32). Eukariotuose mazosios
nekoduojanios RNR transkripciniu ir  potranskripciniu  lygmeniu
reguliuvodamos geny raiska, palaiko tinkama organizmo vystymasi, apsaugo
nuo virusy ir transpozony (30,31). Bakterijy sRNR, geny raiska
moduliuojancios daZniausiai potranskripciniame lygmenyje, yra ypac
svarbios mikroorganizmams prisitaikant prie besikei¢ianéiy aplinkos salygy
(33).

1.1.1 Eukariotinés mazosios nekoduojanc¢ios RNR

Eukariotinés mazosios nekoduojancios RNR pagal biogenezés kelig, saveika
su Argonauty (Ago) Seimos baltymais ir atlickamas funkcijas yra iSskiriamos
j tris grupes (Lentelé 1.1). 21-24 nt ilgio mikroRNR (miRNR) ir mazosios
interferuojan¢ios RNR (siRNR, angl. small interfering RNA) susidaro i$
dvigrandiniy pirmtaky veikiant II tipo RNazei Dicer bei funkcionuoja kartu su
Ago Seimos AGO poseimio baltymais (31,34). Tik gyviinuose (dazniausiai jy
lytinése liaukose ir ankstyvose vystymosi stadijose) sutinkamos 24-30 nt ilgio
su Ago Seimos PIWI poseimio baltymais sgveikaujancios piRNR (angl. PIWI
interacting RNA) kyla i$ viengrandiniy transkripty nuo RNazés Dicer
nepriklausomu keliu (31). Ago baltymy suristos mazosios nekoduojancios
RNR sudaro RNR indukuota nutildymo kompleksa (RISC, angl. RNA Induced
Silencing Complex) ir funkcionuoja saveikaudamos su komplementariais
RNR taikiniais, taip inicijuodamos jy degradacija, slopindamos transliacija ar
indukuodamos chromatino pokyc¢ius (31,34,35).
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Lentelé 1.1. Eukariotinés maZosios nekoduojanéios RNR ir pagrindiniai jy skirtumai.

Savybé miRNR siRNR piRNR
lgis, nt 21-24 21-24 23-30
Pirmtakas plauky segtuko dgRNR VvgRNR
struktiirg sudaranti
viengrandiné RNR
(VgRNR)
Dicer reikalingas reikalingas nereikalingas
Ago poseimé AGO AGO PIWI
Veikimo ® gyvinuose — e gyviinuose — RNR transkripcinis ir
mechanizmas transliacijos Kirpimas potranskripcinis
slopinimas e augaluose — RNR transpozony
® augaluose — kirpimas, transkripcinis raiskos
iIRNR Kirpimas kartotiniy genomo slopinimas
elementy raiskos
slopinimas
Funkcija baltymus e baltymus transpozony
koduojanciy geny koduojanciy geny ir raiskos
raiSkos reguliacija transpozony raiskos slopinimas
reguliacija
® apsauga nuo virusy
Organizmas gyvinai ir augalai gyvinai ir augalai gyvinai

1.1.1.1 miRNR

Pirminiai miRNR transkriptai, vadinami pri-miRNR (angl. primary), yra
nuskaitomi nuo savy promotoriy veikiant RNR polimerazei II (RNR Pol II)
(Pav. 1.1) (36). Viengrandinio, iki 1 kb ilgio pri-miRNR suformuotg stiebo-
kilpos struktiira gyvinuose atpazjsta mikroprocesoriaus kompleksas, kurj
sudaro trecio tipo RNazé Drosha ir pagalbiniai dvigranding RNR (dgRNR)
suriSantys baltymai — Zmogaus lgstelése — Pasha, vaisinéje museléje
Drosophila melanogaster — jo homologas DGCR8 (37-39). Sis kompleksas i3
pri-miRNR iskerpa 60-70 nt ilgio stiebo-kilpos struktiiros pre-miRNR (angl.
precursor), kurig i§ branduolio j citoplazma pernesa Exportino-5/RanGTP
baltymy kompleksas (40). Citoplazmoje, veikiant Dicer ir TRBP ar PACT (D.
melanogaster — Dicer homologui Dcr-1 ir Logs-PB) baltymams, i§ pre-
miRNR yra iSkerpamas dvigrandinis 5'-monofosfatg ir dviejy nt iSkysas 3'-
gale turintis miRNR/mMiRNR* dupleksas (41-43). Dupleksui sgveikaujant su
kataliziniu aktyvumu nepasizyminciu Agol baltymu, viena i§ grandiniy,
vadinama kreipiancigja (miRNR), sudaro miRISC kompleksg, kita —
lydinéioji (miRNR*) — yra paSalinama dupleksg iSvyniojant (44).
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Gyviny miRNR biogenezé
miRNR genas

JRNR Pal Il

= pri-miRNR

C pre-miRNR

| Branduolys

— Citoplazma
Exportinas-5* .
—— Pernasa |

RanGTP ycitoplazma
Dicerhmi
'Dor-1 agem
> TRBP/
Logs-PB
e
-
21-24 nt miRNR/mIRNR*

'

Aaol
—

Transliacijos slopinimas

A. thaliana miRNR biogenezé
miRNR genas

RNR Pal I
( :ntu,/

pri-miRNR
'

©cL

i

pre-miRNR

1}

21-24 nt miIRNR/miRNR*

|

11

Branduolys

“ Citoplazma
P Pemasa |
HASTY citoplazma

AGO1

" —

=

RNR taikinio kirpimas

Pav. 1.1. miRNR biogenezé gyvinuose (zmoguje ir D. melanogaster) ir augaluose
(A. thaliana). Tik augaly miRNR yra modifikuojamos dalyvaujant HENI
metiltransferazei. Modifikuota pagal (45).

Augaluose, pavyzdziui detaliai iStirtame A. thaliana, dvigrandinis miRNR
dupleksas susidaro dar branduolyje, specifiniuose jo kiineliuose (angl. Dicing
bodies), dalyvaujant DICER-LIKE 1 (DCL1) nukleazei, HYL1, SE ir
papildomiems baltymams (Pav. 1.1). DCL1 iskerpa miRNR dupleksa dviem
Zingsniais — pirmiausia paSalindama viengrandinius galus, véliau — kitoje
duplekso puséje esancig kilpos struktiirg (46-48). Tik augaluose susidariusio
MiRNR  duplekso  3'-galinés ribozés 2'-O-grupés yra papildomai
modifikuojamos metilo grupe veikiant HEN1 metiltransferazei (49-52).
Dalyvaujant HASTY baltymui metilintas miRNR dupleksas i$ branduolio yra
perneSamas | citoplazmg (53), kur, sgveikaujant su vienu i§ deSimties A.
thaliana identifikuoty AGO baltymy AGOI1, yra sudaromas kreipianciaja
miRNR granding turintis miRISC kompleksas (54).

Gyvinuose miRNR dazniausiai sgveikauja su iRNR taikiniais 2-8
nukleotidais — vadinama griido (angl. seed) seka. Dél trumpos sgveikos srities
jos daznai reguliuoja net keliy iRNR raiska (55). miRISC kompleksui
prisijungus prie 3'-netransliuojamy iRNR regiony (UTR, angl. UnTranslated
Region), yra slopinama iRNR transliacija, skatinamas jos deadenilinimas,
kepurés pasalinimas ir degradacija (56). IRNR taikiniams beveik idealiai
komplementarios ir paprastai su vieninteliu RNR taikiniu sgveikaujan¢ios
augaly miRNR tiesiogiai inicijuoja AGO1 katalizuojama iRNR hidroliz¢ tarp
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10-11 miRNR nukleotido (57). Ir augaluose, ir gyvanuose miRNR daZnai yra
konservatyvios ir kritiskai svarbios jy vystymuisi, o pakitusi miRNR raiska
Zzmoguje pasitelkiama kaip konkreéiai patalogijai, jos eigai ir prognozei
specifinis Zymuo (56-58).

1.1.1.2 siRNR

Pagal savo kilme gyviinuose siRNR yra i§skiriamos j endogenines, nuo paties
organizmo genomo, pavyzdziui transpozony seky, nuskaitomas, bei ilgas
dvigrandines struktiiras sudarancias, ir egzogenines, sintetines ar virusinés
kilmés, siRNR, endo- ir egzo-siRNR, atitinkamai (59,60). PrieSingai nei
miRNR, gyviny siRNR yra subrandinamos isskirtinai Igstelés citoplazmoje.
D. melanogaster atveju dalyvaujant Dicer endonukleazei Dcr-2 ir Logs-PD
baltymui i§ RNR Pol II susintetinty siRNR pirmtaky ar svetimos dgRNR yra
iSkerpamas dviejy nukleotidy iSkySas 3'-gale turintis SiRNR dupleksas (Pav.
1.2) (59,61). siRNR/siRNR* sgveikaujant su Ago2 baltymu, lydinc¢ioji
grandiné yra degraduojama (62), o komplekse likusig kreipian¢igjg siRNR
granding modifikuoja DmHen1 metiltransferazé (5,7).

D. melanogaster Augaly siRNR biogeneze
ENAO-SIRNR DIOOBNEZE oo e e e e e o e e s e st e
he-siRNR nat-siRNR antrinés siRNR
RNR Pol Il RNR Pol IV }RNR Pol v | RNR Pol 111V JRNR Pol It
| AGO1
RDR2 —RoRs
-~
Qa2 - ' — — '
LoasPD. e oL GCLIA
sIRNR/SIRNR* dupleksas 24 nt sIRNR/SIRNR* 21-24 nt siRNR/sIRNR* 21 nt siRNR/sIRNR*
Ago2 AHEN1 AHEN1 AHEN1
= DmHen | — — —
. .
Ago2 AGO4 AGO AGO1
DNR metilinimas
RNR taikinio kirpimas Chromatina pertvarka RNR taikinio kirpimas RNR taikinio kirpimas

Pav. 1.2. endo-siRNR biogenezé D. melanogaster ir A. thaliana. Raudonu apskritimu
pazyméta metilo grupé. Modifikuota pagal (30,31).

Kataliziskai aktyvus siRISC kompleksas funkcionuoja hidrolizuodamas
siRNR komplementarius iRNR taikinius tarp 10-11 siRNR nukleotido (63),
taip apsaugodamas organizmg nuo mobiliy genomo elementy, transpozony ir
svetimy nukleoriig§¢iy, pavyzdziui, virusy (31). Kitaip, nei vaisinés muselés,
zinduoliai neturi specializuoto siRNR brendime dalyvaujanéios Dicer
baltymo. Ir nors zinduoliuose taip pat susidaro siRNR, pagrindines jy

18



funkcijas atlicka transpozony raiSka slopinantis DNR metilinimas ar
dvigrandiniy RNR inicijuojamas interferony atsakas (64).

Augaluose  iSskiriamos trys pagrindinés endo-siRNR  klasés:
heterochromatininés hc-siRNR, 1§ patyviy prieSprasminiy transkripty
susidarancios nat-siRNR ir antrinés siRNR (30). Kaip ir augaly miRNR, visy
tipy siRNR dupleksai prie§ sudarydami saveikas su AGO baltymais yra
modifikuojami dalyvaujant HEN1 metiltransferazei (Pav. 1.2) (50,52,65).

hc-siRNR susidaro RNR Pol 1V nuskaitant heterochromatininius,
kartotinius, transpozonus koduojan¢ius genomo regionus (Pav. 1.2) (66).
Pirminis transkriptas funkcionuoja kaip matrica nuo RNR priklausomai RNR
polimerazei (RARP, angl. RNA dependent RNA Polymerase) RDR2, vgRNR
paverc¢ianciai dvigrandiniu transkriptu, kurj vienas i$ augaly Dicer baltymuy,
DCL3, hidrolizuoja iki 24 nt ilgio siRNR dupleksy (67). Komplekse su
lydincigja granding hidrolizuojanciais AGO4 grupés baltymais, kreipianc¢ioji
hc-siRNR grandiné inicijuoja DNR metilinimg ir chromatino modifikacijas,
taip uztikrindama jg koduojanc¢iy genomo sri¢iy raiskos slopinima (68).

Nuo RNR Pol Il ar IV priklausomi nat-siRNR pirmtakai susidaro
hibridizuojantis dviem nepriklausomai nuskaitomoms RNR, kuriy vienos
raiSka yra indukuojama augalui susiduriant su stresinémis salygomis (Pav.
1.2) (69-71). nat-siRNR pirmtakus hidrolizuojant DCL1 ir DCL2 ar DCL3
nukleazéms, i$ susidariusiy 21-24 nt ilgio RNR dupleksy, AGO baltyma
turin¢iame komplekse jsitvirtinusi kreipian¢ioji grandiné inicijuoja taikinio
RNR kirpima, taip reguliuvodama atsako j stresa geny raiska (69,71,72).

Antrinés siRNR susidaro po miRNR ar kity siRNR inicijuoto RNR taikinio
kirpimo RARP (dazniausiai RDR6) susintetinus taikiniui komplementaria
RNR granding, ir gauta dgRNR sukarpant DCL1 ar DCL4 nukleazei j keleta
vienas po kito sekan¢iy 21 nt RNR dupleksy (Pav. 1.2) (69,73,74).
Kreipianciosios antriniy siRNR grandinés sudaro kompleksus su AGOI
baltymu, inicijuojan¢iu komplementarios iRNR hidrolizg, taip reguliuodamos
augalo vystymasi (75). Antriniy RNR sintez¢é yra inicijuojama ir po DCL2/3/4
katalizuojamos egzogeninés RNR hidrolizés, taip reguliuojant, pavyzdziui,
virusinés RNR kiekj (76).

1.1.1.3 piRNR

piRNR pirmtakai — viengrandiniai RNR transkriptai — dalyvaujant RNR Pol

Il yra sintetinami nuo transpozonus koduojanciy genomo fragmenty,

vadinamy piRNR klasteriais, susidaro 1§ pavieniy transpozony, ilgy

nekoduojan¢iy RNR ar iRNR 3'-galy (77). Detaliai istirtoje D. melanogaster

PiRNR yra brandinamos citoplazmoje, dalyvaujant PIWI poSeimio Piwi, Aub
19



ir Ago3 baltymams (78). Somatinése kiauSidziy lgstelése Piwi baltymui
sgveikaujant su piRNR pirmtakais, Zucchini (Zuc) nukleazé juos hidrolizuoja
susidarant vienas po kito einanc¢ioms, 25 nt ilgio, 5'-U-nukleotida turinc¢ioms
PiIRNR (79). Gauti piRISC kompleksai yra pernesami j branduolj (80), kur,
piRNR saveikaujant su komplementariais transpozony transkriptais, yra
inicijuojamas heterochromatino susidarymas (81). Lytinése lastelése piRNR
susidaro trimis skirtingais keliais — de novo, ping-pong ciklo metu ir jau
aprasytu budu dalyvaujant Zuc nukleazei (78).
PIRNR kodugjanti seka

JRNR Pol Il
Nuo Zuc priklausoma Ping-pong ciklas
piRNR biogenezé Aub transpozony RNR
Piwi U_.. komplementari piRNR
Ul nspozony RN &
— transpozony RNR. 4oy prd
25nt 25 nt 25 nt Val \
b Aup A
Zuo)iue) U—DmHen? \
o b= A
Piwi Aub ! . tos Ago3
@ TnHend Urrrroshib
L \ - ~ —
(DmHenT'. A/
Piwi |r— S Ago3
U—s *
- Pernasa « 10 nt

. : transpozony RNR
| branduolj | j— g
DNR metilinimas trans R A Komplementar! RNR

Chromatino pertvarka ‘-nm‘(\uljjzl; tl ijj Ago3
Pav. 1.3. Du D. melanogaster piRNR biogenezés keliai. Modifikuota pagal (77).

Nors tikslus piRNR susidarymo de novo keliu mechanizmas $iuo metu néra
detaliai suprastas, biitent §iuo budu subrandintos, Aub baltymo suristos,
transpozony RNR komplementarios, U-nukleotidu prasidedanc¢ios piRNR
inicijuoja ping-pong ciklg specifinése lytiniy lasteliy granulése. Sios piRNR
nukreipia Aub transpozony iRNR nutildymui, inicijuodamos jy kirpima tarp
10 ir 11 kreipianciosios piRNR nukleotido, taip suformuojant naujos,
desimtoje pozicijoje A nukleotida turinCios bei pirmais deSimc¢ia nukleotidy
su Aub sgveikavusiai piRNR komplementarios naujos piRNR 5'-gala. Sis
kirpimo produktas yra suriSamas Ago3 baltymo (82), o piRNR galutinai
subrandinama jos 3'-gala hidrolizuojant 3'-5' egzonukleazei Nibbler (Nbr)
(83). Ago3 katalizuojamas piRNR lokuso transkripto kirpimas sukuria naujos,
originaliai piRNR tapacios sekos 5'-galg, kuri toliau yra suriSama Aub
baltymo ir galutinai subrandinama veikiant jau minétai Nbr (82,83). Taip
ping-pong ciklo metu vykdomas potranskripcinis geny raiskos slopinimas, tuo
paciu metu piRNR reguliuojamus transkriptus panaudojant papildomy piRNR
gamybai (77). Ago3/piRNR kompleksai ne tik dalyvauja ping-pong cikle, bet
ir inicijuoja nuo Zuc priklausomg piRNR biogeneze (84). Visy piRNR po Zuc
kirpimo ar Nbr hidrolizés susidar¢ 3'-galai yra modifikuojami dalyvaujant
DmHenl metiltransferazei (5,7).
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Pastarajj deSimtmet] parodyta, jog piRNR yra biitinos ne tik lytiniy lasteliy
vystymuisi, bet turi ir papildomy funkcijy, Zmogaus atveju susijusiy su
neurony augimu, metaboline homeostaze, kamieniniy lasteliy atsinaujinimu,
véziu ir neurodegeneracinémis ligomis (85,86).

1.1.2 Bakterinés mazosios reguliacinés RNR

Bakterinés mazosios reguliacinés RNR, sRNR, — tai 50-500 nt ilgio RNR
molekulés, sudarancios vieng didziausiy potranskripciniy reguliatoriy grupiy
(32). Nors kol kas detaliai istirtos yra tik keliy, daugiausia Gram neigiamy
bakterijy, sSRNR, manoma, kad vidutiniame bakterijos genome yra apie 100-
300 mazyjy reguliaciniy RNR (87). Kai kurios SRNR yra ekspresuojamos
nuolatos ir atlieka ,,namy tikio* funkcijas. Prie tokiy sSRNR priskiriamos tRNR
brendime dalyvaujancio ribonukleoproteininio RNazés P komplekso RNR ar
su sustojusiomis ribosomomis sgveikaujanti tmRNR (angl. transfer-
messenger), pasizyminti transportinés ir informacinés RNR savybémis (88).
Taciau didzioji dalis SRNR funkcionuoja tik tam tikromis sglygomis ir tampa
itin svarbios bakterijoms prisitaikant prie stresiniy ar pasikeitusiy mitybiniy
aplinkybiy, uztikrina kvorumo pojutj, moduliuoja biofilmy susidaryma,
reguliuoja judrumo ir patogenezés mechanizmus (33).

1.1.2.1 sSRNR veikimo mechanizmai

sRNR funkcionuoja sgveikaudamos su baltymais ar, dazniau, iRNR taikiniais.
Viena sSRNR gali reguliuoti net 1-2% visy iRNR transkripty, ir atvirk§éiai —
su viena iRNR gali sgveikauti kelios mazosios reguliacinés RNR (89).

Siuo metu Zzinomos vos kelios baltymus suridanéios ir taip juos
Lhutitruojancios® — nuo pagrindiniy funkcijy atitraukiancios — SRNR,
pavyzdziui konservatyvios Escherichia coli 6S RNR ar CsrB ir CsrC sRNR.
Lasteléms pereinant j stacionarig augimo faze, 6S RNR surisa ¢/°-RNR
polimerazés kompleksg, taip blokuodama jo sgveikg su nuo Sio sigma
faktoriaus priklausanciais promotoriais, taigi ir atitinkamy geny transkripcija
(90). CsrB ir CsrC sRNR surisa iki keliolikos transliacijos reguliatoriaus CsrA
homodimery. Kadangi CsrA sgveikauja su GGA motyva turin¢iomis RNR,
parodyta, jog ir kitos $ig sekg turinCios, taCiau paprastai iRNR taikinius
suriSanc¢ios SRNR, McaS ir GadY, taip pat gali sudaryti sgveikas su CsrA.
Susidarant minétiems kompleksams yra blokuojama CsrA saveika su
reguliuojamomis iRNR, o sSRNR sagveikos su CsrA sritims persidengiant su
taikiniy iRNR molekuléms komplementariais regionais — slopinamas
sRNR/iRNR dupleksy susidarymas (91).
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Su iRNR taikiniais sgveikaujan¢ios sRNR pagal jas koduojancio geno
padétj taikinio atzvilgiu yra iSskiriamos j dvi grupes: cis-veikiancias
(prieSprasmines) ir trans-veikian¢ias SRNR (dar vadinamas cis- ir trans-
koduojamomis sRNR; Pav. 1.4, 1.5) (92). Cis-veikian¢ios sRNR yra
nuskaitomos nuo taikiniui komplementarios DNR grandinés, todél bent dalimi
sekos yra idealiai komplementarios taikinio iRNR. Cis-sRNR/iRNR sgveika
gali sukelti iRNR degradacija, blokuoti jos transliacijg ar inicijuoti
transkripcijos terminacija. Parodyta, jog Sios sRNR slopina transpozaziy
raiSka, palaiko pastovy plazmidziy kopijy skaiciy, funkcionuoja kaip I tipo
toksino-antitoksino sistemos dalis ar, sgveikaudamos su policistroniniais
transkriptais, selektyviai reguliuoja dalies jy geny raiska (93).

Cis-veikianti sSRNR
taikinio genas
00

ool
sRNR genas

Trans-veikianti SRNR

taikinio genas

uu-u:m—ut:m

sRNR genas

5
pim > r=—> 3
s §

Pav. 1.4. Cis- ir trans-veikian¢iy sSRNR geny padétis taikinio geno atzvilgiu bei
saveika su jo iRNR. Modifikuota pagal (92).

Su iRNR taikiniu nesusijusioje genomo vietoje koduojamos trans-
veikian¢ios SRNR yra tik dalinai komplementarios taikiniui ir sgveikauja su
juo 7-12 nt apimancia sritimi, dazniausiai i$sidés¢iusia nestruktirizuotoje,
lengvai pasiekiamoje sSRNR dalyje (92) (Pav. 1.4). Biitent sgveikos su iRNR
sritys iSsiskiria didziausiu konservatyvumu paprastai ne itin konservatyviose
sRNR sekose. Dazniausiai sRNR saveikauja su 5'-netransliuojama iRNR
sritimi, ta¢iau gali jungtis ir prie koduojanéios jos sekos ar 3'-UTR regiono
(94). Priesingai nei taikiniui idealiai komplementarios prieSprasminés RNR,
trans-veikiancios sRNR neretai funkcionuoja kartu homoheksameriniu Hfq
Saperonu. Hfq stabilizuoja mazasias RNR bei, kartu prisijungdamas ir iRNR,
katalizuoja sgveikos tarp §iy molekuliy susidaryma (95).

Isskiriami keturi pagrindiniai trans-veikian¢iy sRNR potranskripcinés
iRNR reguliacijos mechanizmai: taikiniy geny raiSkos slopinimas arba
aktyvinimas, reguliuojant iRNR stabilumg ar transliacija (Pav. 1.5). (i) iRNR
transliacijos iniciacija slopinama sRNR saveikaujant su Saino-Dalgarno (SD,
angl. Shine-Dalgarno) sritimi ir blokuojant 30S ribosomos subvieneto
prisijungima. Neretai aktyvios transliacijos neapsaugota iRNR yra
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degraduojama. Degraduojant iRNR Kkartu degraduojamos ir kai kurios
nekataliziSkai funkcionuojanCios sRNR. (ii) Tiesiogiai iRNR degradacija
inicijuojama prie su iRNR saveikaujan¢io sSRNR/Hfq komplekso prisijungus
RNazei E. (iii) iRNR transliacija aktyvuojama sRNR sgveikaujant su SD sekg
blokuojanciomis iRNR sritimis. (iv) Taikinio iRNR yra stabilizuojama
sRNR/Hfq kompleksui blokuojant RNaziy vykdoma degradacija, kartu
paskatinant ir iRNR transliacija (96,97). Tai, koks bus SRNR-iRNR saveikos
rezultatas, priklauso nuo abiejy RNR molekuliy, jy tarpusavio sgveikos sri¢iy
ir pacios sgveikos stiprumo (98).

Transliacija iRNR stabilumas

(1) SD sekos uzdengimas (i) IRNR degradacijos iniciacija

i sRNR —ﬂ—
‘ Ribosoma /L
h v

23
©
£ Y —— —‘EII:I—
c
8 | |
L
0 RNazés E
j[e pritraukimas
Bt - CE— 1 o——
sD l l
RNazé E
(iii) SD sekos atidengimas (iv) iRNR stabilizavimas

Aktyvinimas

Pav. 1.5. Trans-veikianc¢iy sRNR vykdomos potranskripcinés geny raiskos
reguliacijos mechanizmai. Modifikuota pagal (96).

Siuo metu parodyta, jog trans-sSRNR gali funkcionuoti ir transkripciniame
lygmenyje. Saveikaudamos su sintetinama iRNR ir blokuodamos SD seka,
sRNR gali paskatinti terminacijos faktoriaus Rho prisijungima, taigi ir pacia
transkripcijos terminacijg. Arba prieSingai — aktyviai slopinti terminacija,
blokuodamos Rho sgveikos su iRNR sritj (99). Papildomai SRNR gali sudaryti
sgveikas ne tik su iRNR, bet ir su kitomis sSRNR, taip blokuodamos $iy SRNR
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saveikg su jy taikiniais ir/ar skatindamos juy degradacija (100). Nors SRNR
paprastai laikomos nekoduojanciomis, pastaruoju metu identifikuojama vis
daugiau ir su iRNR sagveikaujan€iy ir mazus reguliacinius baltymus
koduojanciy sRNR (87,101).

1.1.2.2 sRNR pasiskirstymas pagal jas koduojanciy geny padétj genome

Trans-veikianc¢ios sSRNR pagal koduojamo geno padétj genome skirstomos j 6
grupes: (i) intergenines, (ii) susidarancias i§ operony, (iii) 5'-UTR, (iv) 3'-UTR
ar (v) tRNR ir (vi) intragenines sSRNR (Pav. 1.6).

(i) Didziausiag dalj funkciskai charakterizuoty mazyjy reguliaciniy RNR
sudaro intergeninés SRNR. Jos yra nuskaitomos nuo savy promotoriy ir daznai
turi nuo Rho nepriklausomus terminatorius. Siy sSRNR transkripcija paprastai
yra grieztai regulivojama transkripcijos faktoriy ar dviejy komponenty
sistemy priklausomai nuo aplinkos signaly (102). Intergeninés Caulobacter
crescentus ChvR sRNR raiska yra indukuojama ChvI-ChvR dviejy
komponenty sistemos, kaip atsakas | DNR pazaidas, Zemg pH ar minimalig
augimo terpe, ir slopina iSorinés membranos baltymo chvT iRNR raiska (103).

(ii)) I8 policistroniniy transkripty iSkerpamos intergeninés sRNR
vadinamos i§ operony susidaran¢iomis mazosiomis reguliacinés RNR. Siy
SRNR 5'-galas visada yra iSkerpamas i§ pradinio transkripto, o 3'-galas gali
arba turéti savo transkripcijos terminatoriy, arba taip pat buti iSkerpamas
RNaziy pagalba. Pavyzdziui, Salmonella SroC sRNR susidaro i$
glutamato/aspartato ABC pernasos sistema koduojancios gltlJKL iRNR jos 5'-
galg iSkerpant RNazei E ir operono transkripcijai sustojus prie$ gltJ gena.
SroC sRNR saveikaudama su GevB sRNR inicijuoja pastarosios degradacija,
taip paskatindama GevB slopinamg aminoriig§éiy pernasos baltymy raiska
(100).

(iii) I8 5'-UTR susidaranc¢ios sRNR susidaro transkripcijos pradZioje
jvykus nuo Rho priklausomai ar nepriklausomai terminacijai, arba yra
iSkerpamos i§ iRNR transkripty veikiant RNazéms. 5'-UTR srityse daznai
sutinkami cis-reguliaciniai elementai — ribojungtukai, RNR termometrai ar
atenuatoriai, priklausomai nuo salygy generuojantys trumpus ir daznai
stabilius 5'-UTR apimancius transkriptus, taip blokuodami uz jy koduojamy
geny transkripcijg. Parodyta, jog dalis tokiy transkripty funkcionuoja ir kaip
savarankiskos trans-veikiancios sRNR. Lysteria monocitogenes AdoMet
ribojungtukas, lasteléje esant mazai AdoMet Kkoncentracijai, sudaro
antiterminatoriaus kilpa, jgalinancig uz ribojungtuko esancio aminorigsciy
ABC pernaSos sistemos transkripcijg. Tacéiau, i8augus AdoMet koncentracijai,
jis  sgveikauja su ribojungtuku pakeisdamas S§io konformacija.
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Antiterminatoriné kilpa yra destabilizuojama ir susidaro terminatoriaus
struktira, stabdanti transkripcijg ir kartu slopinanti uz ribojungtuko esanciy
geny raiska. Susidargs ribojungtuka apimantis 229 nt ilgio transkriptas,
vadinamas SreA, funkcionuoja kaip mazoji, trans-veikianti SRNR, ir slopina
bakterijy virulentiskumo faktoriaus prfA iRNR stabilumg ir transliacijg (104).
Dalis i§ 5'-UTR susidaran¢iy sSRNR néra susijusios nei su ribojungtukais, nei
su antiterminatoriais. Pavyzdziui, neseniai atrasta i§ chiP iIRNR 5-UTR
susidaranti ChiZ sRNR. ChiZ sgveikauja su kita mazgja ChiX sRNR, taip
skatindama jos degradacija. Savo ruostu ChiX sRNR surisa chiP,
inicijuodama $ios iRNR degradacija, taip susidarant abipusio reguliavimo
Kilpai (105).

(i) Intergeninés sRNR (iv) 1§ 3'-UTR susidaranéios sSRNR
—

-..-.-9 nepriklausomai e Q

auso 3
transkribuojamos

-.—.-9 5'-gale idkerpamos

(ii) 15 operony susidarancios sSRNR nepriklausomai
—

transkribuojamos

(v) I5 tRNR susidaranéios sRNR

—— i8kerpamos

S'-gale iSkerpamos, A iélkerpamns i§
J su savu pirmtaky

terminatoriumi

5'-gale iSkerpamos
i§ pirmtaky

—_—
(iii) 1 5’-UTR susidaran¢ios sRNR i i
iskerpamos i5 tRNR

ribojungtukai

(vi) Intrageninés sRNR

atenuatoriai

—— iskerpamos

transkripcijos % 5?

g &

terminacija 5'-gale iSkerpamos,
su savo terminatoriumi
3-gale e napriklausomai transkribuojamos

iskerpamos —— ir 3'-gale iskerpamos

il aavo tommnatorum
Pav. 1.6. Pagrindiniai SRNR $altiniai. Modifikuota pagal (102).

(iv) I8 3-UTR susidarancios sRNR gali bati nuskaitomos nuo savy
promotoriy ar iSkerpamos i§ pirminiy transkripty. Neretai Siy sSRNR ir jas
koduojanéiy geny funkcijos biina susijusios. 58 nt ilgio CpxQ sRNR yra
iSkerpama i§ cpxP iRNR. CpxP baltymas palaiko vidinés Salmonella enterica
membranos homeostazg, netinkama treting struktiira jgijusius baltymus
nukreipdamas degradacijai. RNazei E hidrolizuojant cpxP iRNR i§ karto uz
Stop kodono, susidaro stabilus CpxQ transkriptas, slopinantis vidinés
membranos stresg sukelianéiy baltymy raiska (106). IS 3'-UTR iSkerpamos
RNR neigiamu grjztamuoju rySiu gali reguliuoti jas koduojanciy iRNR
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transkripcijg. IS Vibrio cholerae oligopeptidy perna$g reguliuojanéius
baltymus koduojan¢io oppABCDF-oppZ policistroninio transkripto 3'-UTR
iSkerpama OppZ sRNR saveikauja su tarp oppA ir oppB esancia iRNR sritimi,
taip blokuodama kotranskripciSkai vykstanc¢ig oppB transliacijg ir
inicijuodama nuo Rho priklausancig transkripcijos terminacija (107).

(v) Neseniai buvo atrasta ir nauja bakterijy mazyjy reguliaciniy RNR klasé
— tai i§ pre-tRNR ir tRNR transkripty susidaranc¢ios 15-60 nt ilgio SRNR (32).
Pirmosios i§ tRNR susidaran¢ios sRNR funkcija buvo aprasyta tik 2015
metais nustacius, jog brestant policistroninei glyW-cysT-leuZ pre-tRNR jos
3'-galiné dalis, vadinama 3'-ETS"®"? yra iskerpama ir funkcionuoja kaip SRNR
kempiné suriSdama RyhB ir RybB sRNR, taip reguliuvodama Siy RNR
koncentracijg (108). Kai kurios i$ tRNR susidarancios sSRNR, dar vadinamos
tRNR fragmentais, tRF, susidaro hidrolizavus pacias tRNR. Parodyta, jog
Pseudomonas aeruginosa metionino tRNR fragmentas tRFM® 1-24 iSorinés
membranos puslelése yra pernesamas j zmogaus kvépavimo taky lasteles, kur
reguliuoja interleukino-8 raiska (109).

(vi) RNR transkripcijos pradzios sri¢iy (TSS, angl. Trascription Start
Sites) ir 3'-galy sekoskaitos duomenys rodo, jog net tre¢dalis RNR transkripty
galéty prasidéti ir baigtis koduojanciy seky viduje (105,110). Nepaisant
didelio kiekio potencialiy reguliaciniy intrageniniy RNR, §iuo metu yra
nustatytos tik vienos jy E. coli FtsO sRNR funkcijos. Si SRNR yra koduojama
su lastelés dalijimusi susijusio vidinés membranos baltymo ftsl atviro
skaitymo rémelyje. FtsO sgveikauja su lastelés membranos streso
indukuojama RybB sRNR, taip slopindama RybB inicijuojamg iSorinés
membranos porino ompC iRNR degradacija. Tikétina, jog reguliuodama
RybB, FtsO funkcionuoja kaip mediatorius tarp lgstelés dalijimosi ir atsako j
stresg moduliavimo (105).

1.2 Henl RNR metiltransferazés

Henl metiltransferaziy Seima pasizymi konservatyviu metiltransferaziniu
(MTaziniu) domenu, taciau turi skirtingus papildomus domenus, pagal
kuriuos yra isskiriamos j keturias poseimes (Pav. 1.7) (3). (i) Pirmai poSeimei
priskiriami dideli (810-970 ar.), i$ keliy domeny sudaryti augaly baltymai su
C-gale i8sidésciusiu metiltransferaziniu domenu (4). (ii) Antra poSeimg sudaro
mazesnés gyviny Henl metiltransferazés (apie 400 ar.). Jy MTazinis domenas
yra N-gale, o C-gale nustatoma maziau konservatyvi, variabilaus ilgio sritis
(5-7). (iii) Treciai poSeimei priskiriami Pnkp/Henl RNR reparacijos sistemg
sudarantys bakteriniai Hen1 baltymai (460-500 ar.). Jy MTazinis domenas yra
C-gale, 0 N-gale issidésto ligaze aktyvuojantis domenas (8). (iv) Ketvirtai, kol
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kas detaliau netirtai Henl baltymy grupei, priskiriamos bakterinés Henl
metiltransferazés, sudarytos tik i§ MTazinio domeno. Manoma, jog
skirtingoms poseiméms priskiriami Henl baltymai galéjo atsirasti evoliucijos
eigoje metiltransferaziniam domenui susiliejant su papildomais, specifines
funkcijas uZtikrinanéiais domenais (3).

Hen1 RNR substratas

poseimé Augaly AHEN1

(U] dsRBD1[] LCD [JdsRBD2]| PLD  [[  MTazinis__| |(942ar) 21-24 nt dgRNR e
(miRNR ir siRNR) su 2 nt iskySomis

Gyviiny HsHen1

(ii) (1 MTazinis | ] (391ar) 23-30ntvgRNR

{PiRNR, kai kurios siRNR)
Bakterijy AvaHen1
(i) [ NTD I MTazinis (461 ar.) ribotoksiny hidrolizuctos tRNR

Bakterijy LveHen1

{iv) (200 ar) ?

Pav. 1.7. Keturios Henl baltymy poseimés ir jy modifikuojami RNR
substratai. At — Arabidopsis thaliana, Hs — Homo sapiens, Ava — Anabaena
variabilis, Lve — Loktanella vestfoldensis; dsRBD1 ir dsSRBD2 — pirmasis ir
antrasis dvigranding RNR suriSantys domenai (angl. double stranded RNA
Binding Domain), LCD — La motyva turintis domenas (angl. La-motif
Containing Domain), PLD — j peptidilprolino izomeraze¢, PPlazg, panaSus
domenas (angl. PPlase-Like Domain), NTD — N-galinis domenas (angl. N-
Terminal Domain), MTazinis — metiltransferazinis domenas. Modifikuota

pagal (3).

1.2.1 Pirma poseimé — didziosios augaly HEN1 metiltransferazés

Pirmoji aprasyta ir detaliausiai iStirta buvo pirmai poSeimei priskiriama
baltaziedzio vairenio Arabidopsis thaliana HEN1 metiltransferazé, AtHENT.
AtHEN1 modifikuoja 21-24 nt ilgio miRNR ir siRNR dupleksus (65). Sis
RNR metilinimas nepriklauso nuo konkretaus galinio nukleotido (52) ir
vyksta prie§ vienai i§ duplekso grandiniy sudarant RISC kompleksa su Ago
Seimos baltymais (Pav. 1.1, 1.2) (34). Fermentinis AtHEN1 specifiskumas yra
nulemiamas RNR suri§imo zingsnyje (52) N-gale iSsidésCiusiy dgRNR
suriSanéiy dsRBD1, dsRBD2 (angl. double stranded RNA Binding Domain),
LCD (angl. La-motif Containing Domain) ir paties metiltransferazinio
domeno (Pav. 1.8) (4,50). Metilinimas apsaugo mazasias RNR nuo HESOI1
galinés nukleotidiltransferazés katalizuojamo uridilinimo ir degradacijos, o
kartu ir iSaugusio miRNR ar siRNR slopinamy taikiniy kiekio (111). Visuose
augalo organuose ekspresuojamas AtHEN1 yra bitinas normaliam
baltaziedzio vairenio brendimui — baltymo raiskos nevykdantys augalai
pasizymi pleotropiniais vystymosi sutrikimais — zemu figiu, mazesniais lapais
ir Ziedais, pakitusia skrotelés lapy forma, vélyvu Zydéjimu, sumazéjusiu
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moterisky ir vyriSky augaly vaisingumu dél sutrikusiy kuokeliy ir piesteliy
funkcijy (112).

2 W
= . A CRAARTS
L,}'/ dsRBD1 O \j L7

Pav. 1.8. AtHENI1 komplekso su dgRNR struktiira. Modifikuota pagal (4).

HENT1 homologai bei jy modifikuojamos mazosios RNR yra nustatytos ir
pirmuonyse (konkreciai zaliadumbliuose) bei kituose augaluose, pavyzdziui,
kukuriizuose ar azijiniuose ryziuose Oryza sativa (111,113,114). Cia HEN1
homologas WAF1 metilina miRNR ir siRNR dupleksus, taip apsaugodamas
juos nuo degradacijos. Sutrikus $io baltymo raiSkai miRNR ir siRNR pailgéja,
tikétina yra uridilinamos, sumazéja bendras jy kiekis, sutrinka iRNR taikiniy
reguliacija. Kadangi, kaip ir AtHEN1, WAF1 yra ekspresuojamas visuose
augalo organuose, baltymo trikumas sukelia daugybinius — daigy, Sakny,
lapy, ziedyno — vystymosi sutrikimus (9).

1.2.2 Antra poSeimé — gyviiny Henl baltymai

Gyviiny Henl metiltransferazés modifikuoja viengrandines mazasias RNR —
dazniausiai su Ago Seimos PIWI poSeimio baltymais sgveikaujancias 23-30 nt
piRNR (5-7). Tikétina, jog bitent Henl-PIWI baltymy sgveika uztikrina
substratinj, RNR suriSan¢iy domeny neturin€iy, gyviiny metiltransferaziy
specifiskuma (5,115).

Vaisinés muselés D. melanogaster DmHen1 metiltransferazé saveikauja su
PIWI baltymais ir in vivo metilina biitent jy suristas viengrandines piRNR
(Pav. 1.3) (5) ir isskirtinai su AGO poSeimio Ago2 baltymu kompleksus
sudarancias kreipiancigsias SIRNR (Pav. 1.2) ir miRNR grandines (7). Tai, jog
bity modifikuojamos subrandintos, funkcionalaus ilgio piRNR, su Ago3 ir
Aub baltymais sgveikaujanciy RNR atveju uztikrinama Igsteléje palaikant
balansg tarp DmHen1 metiltransferazes ir RNR hidrolizuojancios Nibbler 3'-
5' egzonukleazés veiklos (116). Parodyta, jog DmHenl mutante sumazéja
bendras modifikuojamy RNR kiekis, jos tampa trumpesnés, sutrinka piRNR
taikiniy slopinimas. Séklidése ir kiauSidése ekspresuojamos DmHenl
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trikumas neturi jtakos D. melanogaster vaisingumui (5,7,116), taciau tokios,
aktyvaus baltymo nesintetinan¢ios muselés trumpiau gyvena, yra
pazeidZiamos jy smegenys (9).

Zmogaus HsHenl metiltransferazés raiska vyksta ne tik lytinése liaukose
(séklidése), bet ir dar bent devyniuose skirtinguose audiniuose, ir priklauso
nuo jy patologijos. Pavyzdziui, nesmulkiy lasteliy plauciy karcinomos
lastelése HsHenl raiska yra reikSmingai didesné nei sveikuose plauciuose
(117). Taip placiai ekspresuojama HsHenl modifikuoja ne tik piRNR, bet ir
dalj somatiniy lgsteliy miRNR, kuriy metilinimo lygis skiriasi priklausomai
nuo audinio tipo. Pavyzdziui, miR-26a-5p yra modifikuojama sveikose, o0
vézio progresavima skatinanti miR-21-5p — nesmulkiy lasteliy plauciy
karcinomos lastelése. HsHenl vykdomas metilinimas padidina miRNR
afiniSkuma Ago2 baltymui, apsaugo miRNR nuo 3'-5' egzonukleazés PNPT1
bei uztikrina miRNR reguliuojamy taikiniy raiskos slopinimag (117).

Pelés mHenl (angl. mouse) metiltransferazés yra ekspresuojamos
séklidése ir modifikuoja Cia aptinkamas tradicines bei i$ ribosomy, mazyjy
branduolio RNR ar tRNR susidarancias piRNR bei piRNR nepriskiriamus 31-
33 nt ilgio tRNR fragmentus (6,10). mHen1 raiskos nevykdanciose lastelése
piRNR sutrumpéja vidutiniskai vienu nukleotidu ir dvigubai iSauga piRNR su
papildomais nukleotidais (dazniausiai vienu U arba A) dalis, sumazéja
bendras piRNR kiekis, sutrinka iRNR, transpozony slopinimas, mejotinése
lastelése vykstant ankstyvai transkripcijai iSauga DNR pazaidy kiekis, dél
sutrikusio spermatozoidy vystymosi bei mazesnio jy kiekio patinai tampa
sterilas (10,118,119). Naujausi tyrimai rodo, jog mHenl raiska gali vykti ne
tik séklidése, bet ir peliy plauciuose, kuriuose baltymas modifikuoja bent
vieng miRNR (117).

Zebrazuviy Henl metiltransferazé yra ekspresuojama séklidése ir
kiausidése, kur déka C-galinés srities lokalizuojasi lytiniy lgsteliy granulése.
Sis baltymas yra bitinas oocity, bet ne vyrisky lytiniy lasteliy vystymuisi.
Zebrazuviy Henl vykdomas metilinimas apsaugo piRNR nuo uridilinimo,
degradacijos ir susilpnéjusio transpozony slopinimo (11).

Kaip ir kity gyviiny Henl metiltransferaziy atveju, apvaliosiose kirmélése
Caenorhabditis elegans HENN-1 metilina tik su konkre¢iais AGO Seimos
baltymais kompleksus sudarancias mazasias RNR. HENN-1 modifikuoja
embrioninése, bet ne suaugusiy organizmy vyriskose ir moteriskose lytinése
lastelése esancias, su PIWI baltymu PRG-1 sgveikaujancias piRNR (jos C.
elegans yra 21 nt ilgio ir prasideda U nukleotidu, todél dar vadinamos 21U
RNR), isskirtinai moteriskose lytinése Igstelése ir embrionuose sutinkamas

26G (26 nt ilgio, G nukleotidu prasidedancias) PIWI baltymo ERGO-1
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suriSamas endogenines siRNR ir su RDE-1 kompleksus sudarancias
somatines egzogenines siRNR, bei tik §io baltymo suriSamy miRNR ir
endogeniniy siRNR subpopuliacijas (120-122). Nors didesni HENN-1 kiekiai
nustatomi embrionuose, metiltransferazé yra ekspresuojama visy amziy C.
elegans individuose, hermafrodituose ir vyriskuose organizmuose, jy lytinése
ir somatinése lgstelése (120). Baltymas yra biitinas piRNR inicijuojamam su
RDE-1 sgveikaujan¢iy 22G RNR susidarymui viso apvaliosios kirmélés
gyvenimo ciklo metu (122), ta¢iau paciy piRNR stabilumas nuo HENN-1
suaugusiuose C. elegans individuose nebepriklauso (121,122). HENN-1
mutantuose sumazéja modifikuojamy mazyjy RNR kiekis, jos sutrumpéja,
sutrinka iRNR taikiniy reguliacija, palaipsniui mazéja individy lytinés
lastelés, jy vaisingumas, ~30 kartoje HENN-1 baltymo nesintetinancios C.
elegans tampa visiskai sterilios (120-122).

Aktinijos Nematostella vectensis Henl homologas modifikuoja ne tik
viengrandines piRNR, bet ir miRNR molekules, kurios Siuose duobagyviuose
su iRNR taikiniais daznai sudaro beveik visiSkai komplementarias sgveikas
(123). HEN1 yra ekspresuojamas visame aktinijos kiine (124) ir modifikuoja
piRNR bei miRNR viso N. vectensis gyvenimo ciklo metu. Trukstant HEN1
sumazgja bendras mazyjy RNR kiekis, jos sutrumpéja, aktinijos vystymasis
sustoja planulés stadijoje (123).

Antrajai Henl metiltransferaziy poSeimei priskiriami ir pirmuoniy
Trypanosoma brucei bei Tetrahnymena thermophila Henl baltymai. T. brucei
Henl metiltransferazé modifikuoja siRNR (125), T. thermophila — lytinio
dauginimosi (konjugacijos) metu ekspresuojamas ~28-29 nt ilgio mazas
skenuojan¢ias RNR — scnRNR (angl. scan). Vykstant konjugacijai T.
thermophila mikrobranduoliai suformuoja naujus mikro ir makro branduolius.
Formuojantis naujam makrobranduoliui pasalinama didelé dalis vidiniy DNR
seky. Siame gyvybingy palikuoniy susidarymui biitiname procese ir dalyvauja
scnRNR. ScnRNR saveikauja su makrobranduolyje aptinkamu PIWI1 baltymu
Twilp. Bitent makrobranduolyje kaupiasi tik konjugacijos metu
ekspresuojamas HEN1 homologas Henlp. Henlp saveikauja su Twilp ir po
lydinCiosios grandinés pasalinimo metilina su Twilp susijungusia
kreipiancigjg scnRNR granding. Henlp metilinimas palaiko stabily scnRNR
kieki ir ilgj, uztikrina DNR pasalinima, lytiniy palikuoniy susidaryma (115).

Kodél augaluose metilinamos visos mazosios RNR, o gyviinuose tik kai
kurios jy grupés? Pirmiausia, svarbu pastebéti, jog visais atvejais
modifikuojamos yra reguliuojamoms iRNR itin komplementarios maZzosios
nekoduojan¢ios RNR. Pasak vienos teorijos, su visiSkai komplementariu
taikiniu sgveikaudama mazoji RNR isStraukia savo 3'-gala i$ ji suriSan¢io Ago
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baltymo PAZ domeno ir, jei néra metilinta, tampa neapsaugota nuo
nukleotidiltransferaziy ir egzonukleaziy veiklos. Idealaus komplementarumo
nebuvimas tarp gyviing miRNR ir jy iRNR taikiniy nereikalauja pirmyjy
metilinimo (119,126). Kita, taip pat jrodymais pagrista teorija, taikiniams
komplementariy mazyjy RNR metilinimg ir jo suteikiama apsauga aiSkina Siy
RNR saveika su silpniau 3'-galg suriSanciais Ago Seimos baltymais. Tokiuose,
net ir su iRNR taikiniais nesgveikaujan¢iuose, mazyjy RNR/Ago baltymy
kompleksuose tik metilintas mazyjy RNR 3'-galas yra apsaugotas nuo lengvai
ji pasiekianciy bei degradacijg skatinan¢iy baltymy poveikio (127).

1.2.3 Trecia poseimé — bakterinés Henl metiltransferazés

Tarp bakteriniy Henl metiltransferaziy $iuo metu detaliausiai iStirti yra
Clostridium thermocellum ir Anabaena variabilis baltymai — CthHenl ir
AvaHenl — atitinkamai (3). Kaip ir didzioji dalis, mazdaug 250-yje bakterijy
rusiy aptinkamy Henl fermenty, jie yra koduojami tame pac¢iame operone su
polinukleotidkinaze-fosfataze, Pnkp (Pav. 1.9 A) (128). Saveikaudami abu
baltymai sudaro Henl/Pnkp kompleksa, gebantj susititi ribotoksiny kirpta
tRNR.
A

Pnkp C Pnkp1-b _ _ :‘Pnkp1-a

Ligazinis (L)

Hen1

B RNRO B ANRO. RNRO- B
:o: F o :o:
| o\p/o OH OH ?

OH
L

o” % ATP
! o SAM[M
3'-galas
? H B

0=P=0

RNRO  OH RNRO  OH

5'-galas

Pav. 1.9. Bakteriniy Henl metiltransferaziy sudaromi kompleksai ir jy funkcijos. A.
A. variabilis Pnkp/Henl RNR reparacijos komplekso schema. NTD — N-galinis
domenas (angl. N-Terminal Domain) B. Ribotoksiny hidrolizuotos RNR reparacijos
schema. C. C. gingivalis Pnkp1-Rnl-Henl komplekso struktiira. D. Keturiy aktyviyjy
centry, dalyvaujanciy RNR reparacijoje, schema. A ir b Zymi skirtingy monomery
baltymus. Modifikuota pagal (128).

Ribotoksinams hidrolizuojant tRNR, gaunami du RNR fragmentai su 3'-
ciklofosfatu ir 5'-OH grupe triikio galuose (Pav. 1.9 B). Prie§ susiuvant §iuos
RNR fragmentus Pnkp kinazinis domenas fosforilina 5'-galinj nukleotida, o

fosfatazinis pasalina 3'-ciklofosfatg palikdamas laisva cis-diolj. Vis délto
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tre¢iojo, adenilintransferaziniu aktyvumu pasiZzyminéio Pnkp domeno
neuztenka dviejy RNR grandiniy susiuvimui (8). Tam bitinas Henl N-galinis
domenas kartu su Pnkp C-galiniu adenililtransferaziniu domenu sudarantis
ligazés kiseng, talpinancig po du dviejy RNR grandiniy nukleotidus ir AMP
jos gale. Iprasta RNR susiuvimo reakcijg sudaro trys zingsniai: (i) ligazés
sgveika su ATP susidarant tarpiniam ligazés-AMP junginiui, (ii) AMP
pernasa ant RNR 5'-fosfato ir (iii) ligazés katalizuojama 3'-OH grupés
nukleofiliné ataka j 5'-fosfatg susidarant fosfodiesteriniam rySiui. N-galinis
Henl domenas yra biitinas tre¢iam susiuvimo reakcijos etapui bei padidina
antro zingsnio efektyvuma (8,129). Privalomas Henl metiltransferazés
dalyvavimas tRNR susiuvimo procese uztikrina, jog defosforilintas RNR 3'-
galas  prie§ susiuvimg bty papildomai  metilinamas Henl
metiltransferaziniame domene, taip apsaugant tRNR nuo pakartotinos
ribotoksiny hidrolizés ankstesnio triikio vietoje (8).

Desimtyje bakterijy rasiy, tarp jy ir Capnocytophaga gingivalis, sutinkama
kiek kitokia sistema, susidedanti i§ trijy baltymy — Pnkpl, pasizymincios
kinaziniu ir fosfataziniu aktyvumu, ligazinj domeng turin¢ios Rnl ir Henl
metiltransferazés (Pav. 1.9 C, D). Pnkpl ir Rnl baltymai yra koduojami
viename operone, o Henl iSsidésto kitoje, nutolusioje genomo vietoje.
Saveikaudami tarpusavyje trys baltymai sudaro heterotrimerg su rombo
formos centrine anga, turin¢ia keturis aktyviuosius centrus. Pnkp
dimerizuojantis susidaro heteroheksamerinis kompleksas. Kiekvienas Rnl
monomeras Siame komplekse saveikauja su vienu Pnkpl monomeru, o
kiekvienas Henl monomeras sudaro sgveikas su abiem Pnkpl monomerais.
Biitent heteroheksameringje struktiiroje palankiausia orientacija iSsidésto
vieno heterotrimero kinazinis ir fosfatazinis bei kito metiltransferazinis ir
ligazinis aktyvieji centrai. Toks aktyviyjy centry iSsidéstymas, kuomet
metiltransferazinis domenas jsiterpia tarp fosfatazinio ir ligazinio, bei
santykinai nedidel¢ vidiné Ziedo erdvé, kurioje daugeliu atveju turéty pritrikti
vietos RNR 3'-galo judéjimui nuo fosfatazinio tiesiai prie ligazinio domeno,
papildomai uztikrina susiuvamos RNR 3'-galo metilinima (128).

1.2.4 Katalizinés Hen1 metiltransferaziy savybés

Kaip katalizuojama Henl vykdoma reakcija buvo nustatyta iSsprendus

pirmoms trims poseiméms priklausanciy Henl metiltransferaziy ar tik jy

kataliziniy domeny struktiiras ir patvirtinus konkre¢iy aminorig§éiy svarbg

biocheminiais eksperimentais. Pagrindinés jzvalgos buvo gautos nustacius

pilno ilgio AtHenl (kartu su kofaktoriaus AdoMet hidrolizés produktu S-

adenozilhomocisteinu, AdoHcy, ir dgRNR) struktiirg, kurig papildé MTaziniy
32



HsHenl, CthHenl ir AvaHenl domeny (iSkristalinty su AdoHcy) analizé.
Remiantis Siais strukttiriniais tyrimais, buvo nustatyta, kad pirmos klasés nuo
AdoMet priklausan¢iy metiltransferaziy Seimai  priskiriama Henl
metiltransferazés MTazinj domeng sudaro 7-8-io0s B-klostés, apsuptos 5-10 a-
spiraliy (4,10,130). Parodyta, jog itin dideliu konservatyvumu pasiZymi ne tik
Henl Seimos fermenty MTazinio domeno pirminé aminortgsciy seka, bet ir
tretiné struktiira — palyginus AtHEN1 ir AvaHenl bei AtHENL1 ir HsHenl
MTaziniy domeny Co atomy i$sidéstyma erdvéje, buvo nustatyta, jog abiem
atvejais vidutinis kvadratinis nuokrypis tarp $iy domeny pory tesiekia 1.4 A
(3,10).

Su hidrolizuotu AdoMet kofaktoriumi Henl MTazinis domenas saveikauja
sudarydamas vandenilinius rySius su AdoHcy karboksigrupe, riboze bei
adeninu, ir hidrofobines sgveikas su indolo Ziedu (Pav. 1.10 A) (10). sgRNR
surisanc¢io AtHEN1 struktiiroje AdoHcy ribozé iSsidésto tiesiai vir§ pirmojo
nemodifikuojamos grandinés nukleotido tarp jy susidarant stekingo saveikai
(4). Pakeitus AdoHcy suri§ime dalyvaujancias konservatyvias aminoraigstis,
pavyzdziui, CthHen1 vandenilinius rySius su ribozés OH grupémis sudarantj
D316 (D745 AtHenl baltyme, atitinkamai) prarandamas MTazinis baltymo
aktyvumas (131).

Nemodifikuojamos miRNR grandinés 5'-fosfato grupé AtHENI sudaro
vandenilinius rysius su S747 Sonine grandine (Pav. 1.10 A). Sia saveika
sustiprina  su  dgRNR substrato didziuoju grioviu sgveikaujancios
konservatyviy K749, R753 ir K756 Soninés grandinés. Visos keturios
paminétos aminortigStys yra konservatyvios tik augaly HEN1 baltymuose, kas
rodo, jog tik Sios metiltransferazés yra prisitaikiusios atpazinti dgRNR
substratus (4). Tai, jog ne tik papildomi dgRNR suriSantys domenai nulemia
AtHENL1 substratinj specifiskuma, patvirtina modifikavimo eksperimentai
atlikti su tik i§ MTazinio AtHEN1 domeno sudarytu baltymo. Kaip ir pilno
ilgio AtHENI, tik i§ MTazinio domeno sudarytas fermentas praktiskai
nemodifikuoja vgRNR (51).

F692-Q700 aminoriigstis apimanti MTazinio domeno sritis jtvirtina du
paskutinius ~ modifikuojamos  grandinés  nukleotidus, sudarydama
vandenilinius rysius su fosfodiesteriniu karkasu (Pav. 1.10 B). Didzioji dalis
§iy ar. yra konservatyvios visuose Henl homologuose, tad, tikétina, uztikrina
ir kity Henl baltymy sgveikg su RNR substratu (4). I8 tiesy, HsHen1 1-30 ar.
delecija, atitinkanti AtHEN1 692-697 pozicijose esancias aminorugstis,
drasti§kai sumazina baltymo aktyvuma (10). IKi 4% nukrenta ir CthHenl
MTazinis aktyvumas aptariamoje srityje esantj leucing (L697 AtHEN1)

pakeitus alaninino aminortgstimi (130). PrieSpaskutinis modifikuojamos
33



grandinés nukleotidas yra iSsukamas ir sudaro stekingo sgveikas su pora
konservatyviy ar., R856 ir L835, o paskutinis yra jsukamas atgal ir AtHEN1
atveju i$sidésto vir§ paskutmes dgRNR baziy poros (Pav. 1.10 B) (4).
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Pav. 1.10. AtHEN1 MTazinio domeno saveika su RNR ir jos metilinimas. A.
MTazinio domeno saveika su AdoHcy ir nemodifikuojama RNR grandine.
Modifikuojamos RNR grandinés nukleotidai pazyméti ,,m*, nemodifikuojamos — ,,u*
raide. B. MTazinio domeno sgveikos, sudaromos su paskutiniais modifikuojamos
grandinés nukleotidais. C. Mg?* koordinacinés saveikos aktyviajame MTazinio
domeno centre. D. Sitilomas nuo Mg?* jony priklausomo AtHEN1 vykdomo 2'-O-
ribozés metilinimo mechanizmas. Modifikuota pagal (4).

Tai, jog tarp paskutiniy modifikuojamos RNR grandinés baziy ir MTazinio
domeno néra vandeniliniy ry$iy, patvirtina nuo sekos nepriklausomg AtHEN1
aktyvuma (52). Vis délto $iuo metu istirty antros ir trecios poseimés Henl
metiltransferaziy efektyvumas priklauso nuo modifikuojamo substrato 3'-
galinio nukleotido — CthHenl fermento aktyvumas 3'-galinio nukleotido
atzvilgiu i$sidésto tokia eile G >>U > A = C (132), o pelés mHenl — A >C >
U > G (6). Paskutinio nukleotido fosfodiesterinio karkaso fosfatas, déka
dviejy arginino liekany, R856 ir R701, taip pat jtvirtinamas
metiltransferaziniame domene (Pav. 1.10 B). Sios, visuose HENI
homologuose aptinkamos argininy poros mutacijos slopina AtHENI
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aktyvuma. Atitinkamy arginino mutacija CthHenl - visi§kai inaktyvuoja
metiltransferaze (130,132).

Metiltransferazés aktyviajame centre modifikuojamos RNR grandinés 3'-
galinio nukleotido 2'-OH ir 3'-OH grupiy pagalba yra koordinuojamas
fermento vykdomai reakcijai biitinas metalo jonas (Pav. 1.10 C). Metalo jono
poreikis iSskiria Henl fermentus i§ kity Siuo metu apraSyty RNR 2'-O-
metiltransferaziy. Vis délto, koks metalo jonas uztikrina Henl vykdoma
katalize, atrodo, priklauso nuo konkrecios poseimés ar net konkretaus baltymo
— AtHENI Kkataliziniam aktyvumui biatini Mg?* jonai (4). Zmogaus
metiltransferazés efektyviau modifikuoja RNR substratg miSinyje esant Mn?",
o ne Mg?* jonams (10). Mn?" uztikrina ir bakterinés Henl katalizinj aktyvuma,
0, reakcijos miinyje esant Mg?* jony, fermentas tampa visiskai neaktyvus
(131). Metalo jong koordinuojanéios dvi glutamato (E796, E799) bei dvi
histidino liekanos (H800, H860) yra konservatyvios visose metiltransferaziy
poseimése. Tikétina, jog H860 galéty buti bendrgja baze RNR metilinimo
reakcijoje ir deprotonizuoti 2'-OH grupe, taip inicijuodamas Sn2 tipo
nukleotiflinio pakeitimo reakcija 2'-OH grupés deguoniui atakuojant metilo
grupe (Pav. 1.10 D). Metalo jona koordinuojanciy aminoriigs¢iy mutacijos
visiskai panaikina MTazinj AtHEN1 (4) ir CthHenl (130,132) bei sumaZina
HsHenl aktyvuma (10). Henl struktiirose be RNR substrato néra ir metalo
jono, kurio koordinacijai, kaip minéta, buitinos RNR 2'-OH ir 3'-OH grupés.
Biitent Siy grupiy poveikis ir apsprendzia Henl metiltransferaziy substratinj
specifiskumg — modifikuojami yra tik 3'-galiniai RNR nukleotidai (3).

Nors iSvardinti struktiiriniai faktoriai, atrodyty, gana grieztai apibrézia
Henl substratinj specifiskuma, in vitro salygomis metiltransferazés gali
modifikuoti kur kas platesnj RNR substraty spektra. Pavyzdziui, pradiniai
biocheminiai eksperimentai ir strukttirinés analizés metu nustatytos baltymo-
RNR saveikos patvirtino in vivo stebimg AtHENI1 polinkj efektyviausiai
modifikuoti 21-24 nt ilgio dviejy nukleotidy iSkysas turincius RNR substratus
(4,65). Vis délto tikétina, jog lasteléje butent $iy RNR modifikacija yra
uztikrinama kity su mazosiomis RNR sgveikaujanciy baltymy, mat parodyta,
jog in vitro AtHEN1 gali modifikuoti ir i8ky$y neturin¢ius RNR/RNR ar net
RNR/DNR dupleksus (19). I CthHen1 aktyvyjj centra, remiantis modeliavimo
duomenimis, patenka du viengrandinés RNR nukleotidai (130). Taciau $is
fermentas modifikuoja ne tik viengrandines 12-24 nt RNR, bet ir dvigrandines
struktiiras sudarancias, iSsikiSusj, buka ar net jtraukta 3'-galg turinc¢ias RNR
(132,133). Tai, jog gyviny ir pirmuoniy Henl metiltransferazés lasteléje
modifikuoja konkretaus ilgio RNR, tikétina taip pat uZtikrina jy sgveika su

papildomais baltymais. Parodyta, jog in vitro sie fermentai gali modifikuoti
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uz nattralius substratus trumpesnes ir ilgesnes 16-40 nt, taciau iSskirtinai
viengrandines RNR molekules (5-7,115,116,134-136).

1.3 RNR metiltransferaziy pritaikymas RNR zyméjimui

Metiltransferazés, galinCios panaudoti sintetinius AdoMet analogus, t. y.
pernesti ne tik metilo, bet ir ilgesnes Sonines grupes, yra pritaikomos
chemofermentiniam biomolekuliy Zyméjimui (Pav. 1.11). Kai kuriais atvejais
tokiam pritaikymui prireikia aktyviojo centro mutagenezés, jgalinancios
efektyvesng Soninés grupés pernasa, ar net padidinancios metiltransferazés
selektyvumg sintetinio kofaktoriaus atzvilgiu (16). Savo ruoztu, efektyvia
RNR modifikacijg uztikrinantys AdoMet analogai turi vadinama ,,aktyvuotg®
perneSama grupe su nesociuoju rysiu Salia reaktyviojo anglies atomo, kuris
stabilizuoja tarping reakcijos biisena, taip paskatindamas galutinio produkto
susidarymg (137). Dalyje kofaktoriy sieros atomas yra pakei¢iamas selenu,
stabilizuojanciu patj kofaktoriy ir, kai kuriais atvejais, padidinanciu reakcijos
efektyvuma déka silpnesnio seleno-reaktyviosios anglies rysio (138).
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Pav. 1.11. RNR zyméjimui naudojamy AdoMet analogy jvairové. Modifikuota pagal
(139).

Chemofermentinis RNR zyméjimas veikiant metiltransferazei paprastai
susideda i§ dviejy Zingsniy. Pirmojo metu metiltransferazés pagalba nuo
AdoMet analogo ant RNR yra pernesama bioortogonali funkciné grupé, prie
kurios sekanc¢iame zingsnyje, daznai click reakcijy pagalba, yra prijungiama
reporteriné molekulé (12). Click reakcijos — tai stereoselektyvios, greitos,
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Svelniomis sglygomis (kambario temperatiiroje) vykstancios cheminés
reakcijos, pasizymincios didelémis iSeigomis vandeniniuose tirpaluose. RNR
Zyméjimui naudojamos bioortogonalios — su biologiniais procesais
neinterferuojancios — ir, pageidautina, biosuderinamos (netoksiskos) click
reakcijos. Pacios populiariausios yra trys $iy reakcijy grupés (Pav. 1.12): vario
(D jony katalizuojamos azidy-alkiny ciklo prijungimo reakcijos (CuAAC),
vykstancios tarp galiniy azidy ir galiniy alkiny, vario (I) jony
nekatalizuojamos jtempto zZiedo AAC reakcijos (SPAAC, angl. Strain-
Promoted AAC), vykstancios tarp galiniy azidy ir jtempto ciklooktano ziede
esancio alkino, ir invertuoto elektrony poreikio Dielso-Alderio reakcijos
(iEDDA, angl. inverse Elcetron-Demand Diels-Alder), vykstancios tarp
tetrazino ir jtempto alkeno (13). Dviejy zingsniy RNR zZyméjimo reakcijomis
apjungiamas aukstas fermentinis specifiSkumas ir platus cheminiy grupiy
pasirinkimas. Didelis kai kuriy RNR metiltransferaziy substratinis labilumas
jgalina ir greitesnes, vieno zingsnio reakcijas, RNR molekules i§ karto
paZymint norima reporterine grupe. Neturint fermentiniy apribojimy
pagrindinis pastarosios prieigos minusas — mazesnis reporteriniy grupiy
pasirinkimas, lyginant su dviejy zingsniy reakcijomis (12).
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Pav. 1.12. Dazniausiai RNR Zyméjimui naudojamos click reakcijos.
Modifikuota pagal (140).

RNR Zym¢jimas metiltransferazémis jgalina jos vizualizavima,
praturtinimg, charakterizavimg ar net kiekybinj jvertinima, geny raiSkos
reguliavimg, vidulastelinés lokalizacijos nustatymg, sgveiky su baltymais
identifikavimg, padeda nustatyti ir tirti RNR modifikacijas. Placias
perspektyvas atveria potranskripcinis metabolinis zyméjimas pasiekiamas
lasteles auginant terpéje su metionino analogais, i§ kuriy veikiant metionino
adenoziltransferazei (MAT) yra susintetinami AdoMet analogai. Analizuojant
RNR gyvose Iastelése, metabolinis zyméjimas iSsprendzia zemo membrany
laidumo AdoMet analogams ir mazo jy stabilumo (Siuo atveju susintetinti

AdoMet analogai yra i§ karto sunaudojami) problemas (141).
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1.3.1 Informacinés RNR kepure¢ modifikuojan¢ios RNR metiltransferazés

5'-5'-trifosfatiniu ry$iu prie eukariotiniy iRNR 5'-galo prijungta m’G
modifikacija, dar vadinama iRNR kepure, apsaugo RNR nuo degradacijos, yra
bitina tiksliam RNR splaisingui, pernasai i§ branduolio i citoplazma,
transliacijos uztikrinimui. Taigi, iRNR kepurés Zyméjimas galéty pasitarnauti
minéty iRNR funkcijy reguliavimui ir nustatymui, iRNR sekimui ir
lokalizacijai lastel¢je. Tam Siuo metu bandoma pritaikyti dvi RNR
metiltransferazes — Gardia lambia trimetilguanozino sintetazés variantg
GlaTgs2-V34A, modifikuojantj m’G kepure N2 pozicijoje (20), ir
Encephalitozoon cuniculi Ecm1 iRNR kepurés guanino N7 metiltransferazg
(142) (Pav. 1.13 A). Didziaja dalj su $iais fermentais atlikty eksperimenty $iuo
metu sudaro jy pritaikomumo in vitro demonstracijos su placiu spektru
skirtingy funkciniy grupiy turin¢iy AdoMet analogy. Pavyzdziui, parodyta,
jog in vitro lasteliy lizatuose GlaTgs2-V34A ir Ecml modifikuoja kepurés
analogus — m’GpppA ir GpppA dinukleotidus — bei m’G ir G kepures turingias
RNR, atitinkamai, alkeno, alkino, azido funkcines grupes turiniomis
perneSamomis grandinémis, prie kuriy sekan¢iame etape pasitelkiant CuAAC,
SPAAC ar iEDDA reakcijas gali biiti prijungiamas biotinas ar pasirinktas
fluoroforas (20,142-148). Tik i§ G nukleotido sudaryta kepuré gali biti
modifikuojama ir abiem fermentais — pirmiausia Ecm1, tada GlaTgs2-V34A
(Sis baltymas toleruoja ne tik metilo, bet ir didesnes grupes guanino N7
pozicijoje) susidarant N2, N7-dialilmodifikuotam produktui. Pastaroji
reakcija gali buti atlickama viename mégintuvélyje su zmogaus metionino
adenoziltransferazés variantu (MAT-Var) tuo pat metu sintetinan¢iu AdoMet
analogg i§ atitinkamy metionino pirmtaky (Pav. 1.13 B, metabolinis
Zymgjimas). Dviem vienodomis funkcinémis grupémis modifikuota RNR gali
biti vizualizuojama ir identifikuojamos kur kas didesniu jautrumu. O iRNR
kepure modifikavus skirtingomis grupés, ji gali buti sekama Forsterio
rezonansinés energijos pernasos, FRET (angl. Forster Resonance Energy
Transfer), pagalba, ar turéti visiSkai skirtingas reporterines grupes,
pavyzdziui, — bioting ir fluorofora. Dvi skirtingas modifikacijas turintis iRNR
kepurés analogas N2-propinil-N7-azido-GpppG yra panaudojamas ir in vitro
transkripcijos reakcijose (149).

Siekiant pademonstruoti aprasyty modifikacijy pritaikomumg, HeLa
lastelés buvo transfekuotos Ecml modifikuota N7-azidobut-2-enil-eGFP
iRNA, kuri SPAAC reakcijos metu buvo pazyméta fluorescuojanciu
sulforodaminu B, SRB (Pav. 1.13 B, vizualizavimas) (142). Pritaikant Ecm1
iRNR funkcijos tyrimams, buvo parodyta, jog iRNR kepurés modifikavimas
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gali biti panaudotas ir iRNR-baltymy sgveikos nustatymui — aril-azidu ar
aziridinu modifikuota RNR buvo susiiita su prie kepurés prisijungianciu
transliacijos iniciacijos veiksniu elF4E (147). Siekiant reguliuoti RNR
funkcijas lasteléje, iRNR kepuré, dalyvaujant Ecml, buvo modifikuota
benzeno zieda turiniomis S$viesai jautriomis grupémis, paSalinamomis
molekules apS$vietus 365 nm ilgio banga (Pav. 1.13 B, transliaciné kontrol¢)
(151,152). Buvo parodyta, jog Sviesai jautrios grupés paSalinimas ir po jos
sekantis kepurés metilinimas, veikiant Ecml, atstato iRNR sgveikg su
transliacijos iniciacijos faktoriumi eIF4E ir kepure nuimanciu baltymu DcpS
(152). Siekiant vienu metu reguliuoti keleta iRNR molekuliy ir iSvengti
modifikuoty RNR sintezés, buvo sukurtas ir alternatyvus iRNR raiskos
moduliavimo metodas. Ecm1 aktyviojo centro tirozinas buvo pakeistas jo
analogu su §viesai jautria orto-nitro-benzilo grupe. Pridéjus tokio baltymo j in
vitro transliacijos mi$inj kartu su GpppG-iRNR, baltymo sintezé buvo
aktyvuota tik apSvietus 365 nm banga, taip ,,jjungiant Ecm1 metiltransferaze,
modifikuojancia kepurés guaning N7 pozicijoje, biitinoje transliacijos
iniciacijai (153).
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Pav. 1.13. GlaTgs-V34A ir Ecml metiltransferaziy pritaikymas RNR Zyméjimui. A.
RNR kepurés metiltransferaziy vykdomos reakcijos. R — CHs ar didesné pernesama
grupé. B. Chemofermentinio RNR zyméjimo lasteléje galimybés. Parengta pagal
(150).

1.3.2 Vidinés RNR metiltransferazés

IS mazdaug 170 Modomics duomeny bazéje uzregistruoty RNR modifikacijy

didziaja dalj sudaro biitent vidinés RNR modifikacijos (1). Atitinkamai, $ias

modifikacijas uztikrinanCiy metiltransferaziy pritaikymas galéty suteikti

daugiausiai informacijos apie nuo metilino priklausomus biologinius

procesus. Vidiniy RNR taikiniy analizei ir Zymé¢jimui Siuo metu yra

pritaikytos trys fermenty klasés — tai tRNR, maZyjy branduolélio RNR
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(snoRNR, angl. small nucleolar) ir N6-metiladenozino m°A metiltransferazés
(17,18,21).

Pyrococcus furiosus tRNRP™:m?,G26 ir P. abyssi tRNR:m?G10
metiltransferazés Trm1 ir Trm11, atitinkamai, pirmosios buvo panaudotos
RNR Zymé¢jimui alking turin€ia funkcine grupe ir tolimesniam jos
vizualizavimui prijungus fluorofora (17). Potencialiai placiai pritaikomas
programuojamas RNR zyméjimas buvo atliktas pasitelkus P. abyssi C/D
dézutés ribonukleoproteininj kompleksa, specifiSkai modifikuojant; RNR
substratg ribozés 2'-O-pozicijoje. KeiCiant kreipianCiosios RNR seka
komplekso metiltransferazé buvo nukreipta j skirtingas tRNR ir iRNR
pozicijas, kurias RNR misinyje modifikavo nuo sintetinio kofaktoriaus
analogo perne$dama galinj alking turincias Sonines grandines. Taip pazyméta
RNR véliau buvo vizualizuota click reakcijos pagalba prijungus fluoroforg
(18).

Bene daugiausiai naujy RNR zyméjimo bei analizés metody Siuo metu yra
sukurta atliekant m®A RNR metiltransferaziy ir jy taikiniy tyrimus (21,154—
157). Zmogaus m°A  RNR  metiltransferaziy  heterodupleksas
METTL3/METTLI14 katalizuoja RNR adenino metilinimg N6 pozicijoje
susidarant m°A. Tai dazniausia eukariotiniy iRNR modifikacija, uztikrinanti
geny raiskos reguliacija ir susijusi to tokiais svarbiais biologiniais procesais
kaip neurony vystymasis, lasteliy diferenciacija, cirkadiniai ritmai bei jvairios
patologijos, jskaitant ir vézj (158). Vis délto, m®A modifikacija yra sunkiai
identifikuojama dél jos cheminio inertiSkumo ir mazo poveikio atvirkstinei
transkriptazei (kopijinés DNR (KDNR) sintezé nei sustoja ties Sia
modifikacija, nei jos sekoje yra jvedamos mutacijos). Taciau tai pasikeicia
metila  pakeitus  didesnémis, fermenty veikla  apribojancCiomis
modifikacijomis. Pavyzdziui, buvo parodyta, jog METTL3/METTLI14
heterodupleksas gali pernesti alilo grupe nuo sintetinio AdoMet analogo ant
RNR substrato susidarant N6-aliladenozinui, a®A (Pav. 1.14 A). Pastarajam
reaguojant su jodu susidaro N1, N6-ciklinis adenozinas, kurio vietoje 7 i§ 10
karty atvirkStiné transkriptazé jterpia ne T, o A/G ar C nukleotidus.
Analizuojant sekoskaitos duomenis mutacijas turinfios sritys yra
interpretuojamos kaip a®A pozicijos — METTL3/METTL14 taikiniai (21).
Toks METTL3/METTL14 taikiniy nustatymo metodas, pridéjus papildoma
a®A  taikiniy praturtinimg antikiinais, pavadintas m°®A-label-seq, buvo
pritaikytas zmogaus HeLa, HEK293T ir pelés H2.35 Igsteliy m®A sekoskaitai
(Pav. 1.8 A). Sias lasteles auginant terpéje su Se-alil-L-selenohomocisteinu
(alil-SeHCys), jose susintetintas AdoMet analogas buvo panaudotas RNR
Zyméjimui alilo grupe bei a®A modifikacija turéjusiy RNR ir konkreciy
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nukleotidy identifikavimui. Jdomu pastebéti, jog autoriai teigia, kad jy
eksperimento metu alilo grupé nebuvo pernesta ant kity daznai metilinamy
nukleotidy, t. y. AdoMet analogai buvo naudojami tik METTL3/METTL14
heterodimero (154).
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Pav. 1.14. Metabolinis RNR zyméjimas lasteléms mintant metionino analogais. A.
Atvirkstinés transkripcijos mutacijas sukeliandio m®A-label-seq schema. Alil-
SeHCys — Se-alil-L-selenohomocisteinas, propinil-SeHCys —  Se-propinil-L-
selenohomocisteinas. IP — imunoprecipitacija. B. Atvirk$ting transkripcija (AT)
sustabdantis RNR modifikavimas alilgrupe. Modifikuota pagal (12).

ReikSmingy rezultaty buvo pasiekta ir METTL3/METTL14 kompleksui
adening N6 pozicijoje modifikavus propinilgrupe (Pav. 1.13 B). Prie
propinilRNR per click reakcija prijungus bioting ir imobilizavus ant
streptavidinu dengty magnetiniy daleliy, 68% atvejy kDNR sintezé sustojo
likus 1 ar 2 nt iki modifikuoto nukleozido, taip jgalindama m°A identifikavima
dviejy nukleotidy tikslumu (155). Bitent §i prieiga buvo pritaikyta ir
metaboliniam RNR zyméjimui gyvose lastelése. Siuo atveju AdoMet analogas
buvo sintetinamas paciose HelLa lastelése jas auginant terpéje su metionino
analogu propinil-L-selenohomocisteinu, o iSgryninta visuminé RNR
pirmiausia prijungta prie biotin-azido, tada streptavidinu dengty magnetiniy
daleliy ir nuskaityta. Sio eksperimento metu pavyko patvirtinti dalj Zinomy
rRNR metilino sriciy, vis délto, buvo akivaizdu, jog gauti rezultatai atspindi
ne tik METTL3/METTL14, bet ir kity metiltransferaziy modifikavimo sritis
(155). Metabolinis RNR zyméjimas propinilgrupe buvo pasitelktas ir
sukuriant meCLICK-Seq metodg skirtg METTL3/METTL14 ir kitos m®A
metiltransferazés, METTL16, taikiniy identifikavimui. Pagal §] metodg prie
mSA metiltransferaziy pernesty propinilgrupiy click reakcijos metu yra
prijungiamas RNR degradacijg inicijuojantis darinys, vadinamos ,,click-
degrader*. Po visuminés RNR sekoskaitos modifikacijos vietos nustatomos
pagal sumazéjusi nuskaitymy kieki konkreciose pozicijose, o konkrecios
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modifikuojancios metiltransferazés identifikuojamos palyginus sekoskaitos
rezultatus tarp laukinio tipo ir atitinkamy metiltransferaziy raiskos
nevykdanéiy lasteliy (156). Nors pastarasis metodas neleidzia nustatyti
konkretaus modifikuojamo adenozino, vis délto, jo pagalba buvo ne tik
patvirtintas zinomy METTL3/METTL14 ir METTL16 iRNR bei ilgy
reguliaciniy RNR metilinimas, bet ir parodyta, jog m°A metilinimas yra
paplites ir intronuose bei tarpgeniniuose regionuose. Tai, jog meCLICK-Seq
signalas buvo uzfiksuotas ir potencialioje m’G aplinkoje, rodo, jog Sis
metodas galéty buti pritaikytas ir kity metiltransferaziy taikiniy nustatymui
(156).

Tiriant skirtingy m®A metiltransferaziy gebg pernesti ilgesnes Sonines
grupes, buvo parodyta, jog tik METTL3/METTL14, bet ne METTL16 gali
modifikuoti RNR vinilbenzilo, orto-nitrobenzilo ir 6-nitropiperonilo
grupémis. Prie METTL3/14 propinil-grupe pazymétos RNR per click reakcija
gali buti prijungtas fluoroforas ar biotinas, orto-nitrobenzilo ir 6-
nitropiperonilo grupés gali buti panaudotos atvirkStinés transkripcijos
stabdymui. Be to, abi pastarosios modifikacijos yra jautrios Sviesai ir gali biiti
pasalintos nuo modifikuotos RNR S§ig apsvietus atitinkamai 365 ir 405 nm
ilgio bangomis. Kombinuojant metiltransferazes ir sintetinius AdoMet
analogus tiriamas RNR galima pazyméti skirtingomis grupémis, taip
pritaikant skirtingus tyrimo metodus (157).

1.3.3 3'-galus modifikuojancios RNR metiltransferazés

Specifiniam RNR 3'-galy modifikavimui iki $io darbo buvo pritaikyta
vienintelé AtHEN1 metiltransferazé. Dviejy zingsniy reakcijose, pasitelkus
AtHENL1 ir AdoMet analogus su galinj aming, alking ar azidg turincia
perneSama grupe, buvo modifikuoti skirtingu komplementarumu
pasizymintys augaly ir gyviiny miRNR bei siRNR dupleksai. Sekanciu etapu
prijungus fluorescuojancias grupes, RNR dupleksai buvo vizualizuoti, o
bioting — i§gryninti i§ reakcijos miSinio. Vieno zingsnio Zymeéjimo reakcijose
pirma karta buvo pernesta ir didziulé bioting turinti grupé nuo Ado-18-biotino
kofaktoriaus (19,52). Stebétinai AtHEN1 pasirodé gebas modifikuoti ne tik
natliralius ar juos primenancius RNR substratus, bet ir RNR molekules
RNR/DNR duplekse, sudarytame i§ nemodifikuotos ar net papildomas
modifikacijas turinCios DNR grandinés, be jokios neigiamos jtakos
modifikavimo reakcijos grei¢iui ar efektyvumui (Pav. 1.15). Taip buvo
sukurtas itin jautrus dviem reporterinémis grupémis paremtas RNR Zyméjimo
metodas. Vienoje jo variacijoje streptavidino aptamerg 3'-gale turintis DNR
oligonukleotidas, komplementarus vienai misinio RNR, buvo pasitelktas
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adresuotam RNR Zyméjimui ir gryninimui. Kitoje — modifikavus RNR
duplekse su fluoroforu Zyméta DNR, ji buvo vizualizuota reakcijos misinyje
FRET metodu (19).
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Pav. 1.15. Selektyvus pasirinktos mazosios RNR zyméjimas RNR/DNR duplekse
pasitelkiant AtHEN1 metiltransferaz¢. Modifikuota pagal (19).

Nors dél minéto cheminio metilo grupés inertiSkumo didzioji dalis
metiltransferaziy RNR tyrimams pritaikytos pasitelkus sintetinius AdoMet
analogus, batent AtHEN1 buvo panaudota ir visai kitokiai, unikaliai RNR
analizei sekoskaitos metodu — mime-seq (angl. microRNome by methylation-
dependent sequencing). Mime-seq remiasi nataralia AtHENI1 savybe
modifikuoti maZgsias RNR jprasta metilo grupe, tik pats baltymas yra
ekspresuojamas ne jprastinése baltaziedzio vairenio, o tiriamo organizmo,
Siuo atveju apvaliosios kirmélés ar vaisinés muselés lastelése (159). Po
AtHENI raiskos i$skirta visuminé RNR yra paveikiama natrio perjodatu, taip
tik modifikuotg 2'-O-grupe turin¢ia RNR paliekant nehidrolizuotg ir
nuskaitant sekanciu etapu. Patvirtinus, jog C. elegans ir D. melanogaster
ekspresuojama AtHENI i§ tiesy modifikuoja jy miRNR, autoriams pavyko
vykdyti metiltransferazés raiska konkreCiuose $iy gyviny audiniuose ir net
lastelése bei identifikuoti tik joms biidingus miRNR rinkinius (159).

1.4 RNR sekoskaita

Nors pirmoji bakteriné sSRNR buvo atrasta dar aStuntajame deSimtmetyje
(160), o pirmoji eukariotiné mazoji nekoduojanti RNR — 1993 metais (161),
Sio SimtmecCio pradzioje suklestéjusios naujos kartos sekoskaitos
technologijos mazyjy RNR pasaulj praplété neatpazjstamai (162,163). Siuo
metu miRNR duomeny bazéje miRBase v22.1 yra uzregistruotos 38589
miRNR sekos, priskiriamos 271 organizmui. I§ jy Zmoguje nustatyta 1917
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MIiRNR (164). Viename pla¢iausiai tyrinéjamy prokariotiniy organizmy E.
coli siuo metu patvirtinta apie 100 funkcionaliy sSRNR molekuliy (88).

Kiekvieng RNR sekoskaitos eksperimenta, tarp jy ir mazyjy RNR
sekoskaita, sudaro keturi pagrindiniai etapai: tiksliniy RNR paruoSimas,
kDNR bibliotekos paruosSimas, jos sekoskaita bei gauty duomeny analizg.
Biitent nuo RNR ir kDNR bibliotekos paruo$imo priklauso, kokie rezultatai
bus gauti atlikus sekoskaitos eksperimentag. RNR paruosimo etapas apima
RNR i$gryninimg i§ tiriamo biologinio méginio ir, neretai, analizuojamos
RNR frakcijos praturtinimg: DNR priemaiSy, gausiy, nepageidaujamy RNR
klasiy, pavyzdziui, rRNR, pasalinimg, konkretaus ilgio ar tam tikrai grupei
priklausanéiy RNR i$gryninimg. Nors fenoliu paremtas RNR gryninimas ir
fermentinis DNR pasalinamas jau yra tape rutininémis procediiromis,
selektyvaus konkre¢iy RNR praturtinimo metodai varijuoja ir nuolat pasipildo
naujomis technologijomis (165).

kDNR bibliotekos paruo$imas mazyjy RNR atveju susideda i§ 3'- ir 5'-
adapteriy prisiuvimo, atvirkstinés transkripcijos ir KDNR padauginimo PGR
metodu. Adapteriy prisiuvimas tiesiai prie RNR uZztikrina grandinei specifing
sekoskaitag bei tiksly RNR galy nustatyma. Taciau pastargjj deSimtmetj atlikti
tyrimai parodé, jog Si RNR ligaziy katalizuojama reakcija pasiZymi bene
didziausiais SaliSkumais visame kDNR bibliotekos paruo§imo procese. Biitent
neefektyvus adapteriy prisiuvimas yra pagrindiné netolygaus skirtingy seky
RNR nuskaitymo priezastis. Dél netolygaus RNR jtraukimo j kDNR
biblioteka po sekoskaitos gaunamas nuskaitymy kiekis gali neatspindéti
tikrojo sSRNR raiskos lygio, santykinio jy kiekio, o negausios RNR gali likti ir
visai neidentifikuotos. Ne veltui §is etapas yra nuolat tobulinamas ir
optimizuojamas (23,24,26,27,166,167).

1.4.1 Mazyjy reguliaciniy RNR paruosimas — rRNR pasalinamas ir
selektyvus tiriamy RNR praturtinimas

Ruosiantis 50-500 nt ilgio bakteriniy mazyjy RNR sekoskaitai, biitina
pasalinti apie 120 nt 5S rRNR ir ilgyjy rRNR degradacijos produktus.
Nepasalintos, didziaja dalj visy lastelés transkripty apimancios rRNR, ypac
visuminés RNR sekoskaitos metu, gali sudaryti net iki 98% po sekoskaitos
gaunamy nuskaitymy (168-171). Bene labiausiai paplite specifiniai rRNR
pasalinimo metodai yra paremti jy hibridizacija su komplementariais
oligonukleotidais, sgveikaujanciais su magnetinémis dalelémis ir, pavyzdziui,
pritaikyti placiai naudojamuose RiboMinus (Thermo Fisher Scientific) ir
Ribo-Zero (lllumina) rinkiniuose (169,172). Kito tipo metoduose su
komplementariais DNR oligonukleotidais hibridizuota rRNR pasalinama
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RNazei H degraduojant susidariusius heterodupleksus (Ribo-Zero Plus,
[llumina; NEBNext rRNA Depletion Kit, NEB) (173). Kadangi ribosominés
RNR yra iskerpamos i§ pirminiy transkripty ir 5'-gale turi monofosfato grupe,
rRNR gali biiti pasalintos méginj veikiant ir 5'-P-RNR specifine egzonukleaze
(170,174,175). rRNR pasalinamas gali biti vykdomas ir vélesniuose
bibliotekos paruosimo etapuose — rRNR KDNR sudarant dupleksus su
komplementariais nukleotidais jie yra hidrolizuojami dupleksams specifine
nukleaze (176,177). Naujame, DASH (angl. Depletion of Abundant Sequences
by Hybridization) metode pasitelkiama Cas9 nukleazé ir sgRNR (angl. single-
guide) rinkinys, kartu pasalinantys rDNR po poros PGR cikly (168).
Priklausomai nuo eksperimento tikslo, RNR paruoSimo etape galima
papildomai praturtinti ir konkrecia modifikacija, taigi daznai ir specifinémis
funkcijomis, pasizymin¢ias RNR (165). Visos eukariotinés mazosios
reguliacinés RNR 5'-gale turi 5'-P modifikacijg, o 3'-galinio nukleotido ribozé
3'-padétyje gali biti papildomai modifikuotos metilo grupe (31,34).
Bakterinés sSRNR 5'-gale gali turéti keleta skirtingy cheminiy modifikacijy: 5'-
PPP, bidingg pirminiams transkriptams, 5-P ar 5-OH, bidingus
hidrolizuotoms RNR, dar vadinamoms antriniais transkriptais, ar prijungta
didesn¢ cheming grupe — RNR kepure (32,178,179). Kai kurios maZosios
bakterinés antrinés RNR, pavyzdziui CRISPR RNR (crRNR), 3'-gale turi ir
2'-fosfato ar 2'-3'-ciklo fosfato grupes (180). Kadangi, naudojant pradmeny
prisiuvimo prie RNR strategijg (detaliau aptariamg sekanciame poskyryje) i
kDNR biblioteka yra jtraukiamos tik 5'-monofosfatg ir 3'-OH grupes turin¢ios
RNR, siekiant nuskaityti bet kurig i§ iSvardinty RNR grupiy prie§ ruoSiant
kDNR bibliotekg jos turi jgyti aptartas modifikacijas. Kuri konkreti RNR
grupé bus praturtinta ir nuskaityta, priklauso nuo pasirinktos fermentiniy
reakcijy sekos bei jy kombinacijos (Pav. 1.16). Siekiant identifikuoti 5'-PPP
ar 5-kepure turin¢ias RNR, jos yra paveikiamos 5-PPP iki 5'-P
hidrolizuojan¢iomis polifosfatazémis, pirofosfohidrolazémis ar specifines
kepures nuimanciais baltymais. 5'-OH turin¢ios RNR yra fosforilinamos
veikiant T4 polinukleotidkinazei (T4 PNK), kuri taip pat defosforilina 3'-RNR
galus (165). O isskirtinai 3'-OCHs grupes turin¢ios RNR yra nuskaitomos
selektyviai oksiduojant ir i§ tolimesnio KDNR bibliotekos paruosimo etapo
pasalinant nemetilintas, 2',3'-OH grupes turin¢ias RNR molekules (159).
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Pav. 1.16. Mazyjy reguliaciniy RNR 5'- ir 3'-galiniy modifikacijy jvairové ir
selektyvaus jy jtraukimo j ruoSiamg kDNR bibliotekg galimybés. T4 PNK — T4
polinukleotidy kinazé, TEX —nuo 5'-P priklausoma galiné egzonukleazé. Modifikuota
pagal (165).

Per pastarajj deSimtmetj buvo sukurti ir placiai ne tik mazyjy RNR, bet ir
viso transkriptomo sekoskaitai, pritaikyti net keli selektyviu RNR
praturtinimu paremti metodai. Pavyzdziui — diferenciné RNR sekoskaita,
dRNA-Seq, jgalinanti transkripcijos pradZios sri¢iy identifikavima palyginus
dviejy — 1) tik i§ 5'-PPP-RNR ir ii) i§ 5'-PPP- bei 5'-P-RNR sudaryty — KDNR
biblioteky sekoskaitos rezultatus (181). Tik i§ 5'-PPP-RNR sudarytas méginys
yra paruo$iamas nuo 5'-P priklausomai egzonukleazei (TEX, angl. 5'-P-
Terminal Exonuclease) degraduojant 5'-monofosfatg turinius RNR
transkriptus (Pav. 1.6). Vis délto, svarbu pazyméti, jog itin struktarizuotos 5'-
P-RNR, pavyzdziui tRNR ar rRNR, néra efektyviai degraduojamos, tad
neretai dARNA-Seq méginiuose lieka neatskirtos nuo pirminiy transkripty bei
gali sudaryti didele dalj nuskaitymy, taip iSkreipdamos sekoskaitos rezultatus
(182). Cappable-Seq metodas veikia pagal kitg principg ir ne paSalina
antrinius, o praturtina iSskirtinai pirminius transkriptus. Tam pasitelkiamas
Vaccinia viruso kepure uzdedanti baltymas, 3'-biotilinta GTP perneSantis tik
ant 5'-PPP-RNR. Déka biotino-streptavidino sgveikos modifikuota RNR yra
praturtinama ir, pasalinus kepurés struktiirg, jtraukiama j ruoSiamg kDNR
bibliotekg. Lyginant su dRNA-Seq, Cappable-seq pasizymi didesniu
selektyvumu 5'-PPP-RNR atzvilgiu, tad tiksliau identifikuoja TSS vietas bei
iSvengia klaidingo TSS priskyrimo antriniams ribosominiy RNR
transkriptams (183). Pritaikant kita TagRNA-Seq metoda prie 5'-P yra
prisiuvamas vienos sekos 5'-adapteris, o prie sekanciame etape iki 5'-P
defosforilintos 5'-PPP-RNR — kitos sekos 5'-adapteris, taip jgalinant skirtingy
transkripty atskyrima sekoskaitos rezultaty analizés metu. PrieSingai nei pries§
tai aptarty metody atveju, TagRNA-Seq uztenka paruosti vieng sekoskaitos
biblioteka, taip sumazinant eksperimento kastus (184).
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Ilga laikg manyta, jog prieSingai nei eukariotinés, bakterinés RNR be 5'-P
ir 5'-PPP nepasizymi specialia 5'-galo modifikacija. Tac¢iau 2009 m. buvo
atrasta, jog bakterinés RNR 5'-gale taip pat gali buti modifikuojamos i
eukarioty m’G kepur¢ panaSia struktira — 5-NAD molekule (178).
Selektyviam 5'-NAD-(s)RNR praturtinimui ir sekoskaitai buvo sukurti net 5
metodai: naujajg kepure hidrolizuojancius fermentus pasitelkiantis CapZyme-
seq (185) ir adenozino difosfato-ribozilciklazés (ADPRC) geba nikotinamida
pakeisti nukleofilais paremti NAD captureSeq, SPAAC-NAD-seq, NAD
tagSeq bei NAD tagSeq Il (Pav. 1.17) (186-189). Kadangi 5'-adapterio
prijungimas tiesiogiai prie 5'-NAD-RNR néra jmanomas, selektyviam $iy
RNR jtraukimui j ruo$iamg KDNR bibliotekg, pasitelkus NudC ar Rail
fermentus, CapZyme-seq metodu 5'-NAD-RNR yra hidrolizuojama iki 5'-P-
RNR (185).
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Pav. 1.17. 5-NAD-RNR sekoskaitos metoduose pritaikytos ADPRC katalizuojamos
reakcijos. Modifikuota pagal (188).

NAD CaptureSeq metodu 5-NAD modifikacijg turin¢ios RNR yra
praturtinamos ADPRC fermentui nikotinamida pakei¢iant 4-pentin-1-oliu,
prie susidariusiy produkty CuAAC reakcijos metu prijungiant azido grupe
modifikuotg bioting, bei i§gryninant su streptavidinu dengtomis magnetinémis
dalelémis (186). Panasiu principu yra paremtas ir SPAAC-NAD-seq metodas,
tik Siuo atveju 5'-NAD modifikacijg turin¢ios RNR yra modifikuojamos 3-
azido-propilu, prie kurio SPAAC reakcijy metu yra prijungiamas jtempto
ciklooktano ziede alkino grupe¢ turintis biotinas (187). Siekiant ne tik
praturtinti 5-NAD-RNR, bet ir i§ karto pazyméti jas KDNR bibliotekos
paruoSimui, NAD tagSeq atveju, pasitelkiant NAD CaptureSeq pritaikyta
ADPRC katalizuojama reakcijg, prie alkino grupe turin¢ios RNR CuAAC
reakcijos metu yra prijungiamas azido modifikacijg turintis 5'-adapteris (189).
Analogiskai, NAD tagSeq II, remiantis SPACC-NAD-Seq principais, prie
azido grupe turinéios RNR SPAAC reakcijos metu yra prijungiamas alkino
grupe ciklooktano ziede turintis 5'-adapteris (188).
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1.4.2 Kopijinés DNR bibliotekos paruoSimas — netolygus adapteriy
prisiuvimas

3'-adapterio prisiuvimas daznai yra pirmasis mazyjy RNR KDNR bibliotekos
paruosimo etapas. Jo metu, reakcijg katalizuojant T4 RNR ligazei (T4 Rnl),
prie RNR yra prisiuvamas 5'-adenilintas bei 3'-blokuotas DNR pradmuo
(190). T4 RNR ligazés sujungia gretimus 3'-OH ir 5-PO4 grupes turinCius
polinukleotidus (Pav. 1.18). Si susiuvimo reakcija susideda i3 trijy etapy: (i)
pirmajame fermentui sgveikaujant su ATP jo aktyvusis centras yra
adenilinamas — baltymas prisijungia AMP, (ii) antruoju etapu. AMP yra
perkeliamas ant 5'-fosforilintos nukleorfigsties, susidarant 5'-adenilintam
polinukleotidui, (iii) treciojo etapo metu 3'-OH grupg turintis polinukleotidas
yra susiuvamas su 5'-adenilintu polinukleotidu, tarp jy susidarant
fosfodiesteriniam ry$iui ir atsipalaiduojant AMP (191). Siekiant iSvengti RNR
tarpusavio susisiuvimo, prie RNR prisiuvant 3'-adapterj reakcija yra
pradedama nuo treciojo etapo, naudojant jau adenilintg 3'-adapterj. Tam, kad
tarpusavyje nebiity susiiiti keli adapteriai, jy 3'-galai yra blokuojami jjungiant
dideoksinukleotida ar riboz¢ modifikuojant, pavyzdziui, propanolio grupe
(angl. C3 spacer) (23). 3'-adapterio prisiuvimui yra naudojamas sutrumpintas
ir modifikuotas T4 RNR ligazés 2 variantas, T4 trRnl2 (angl. truncated form
of T4 RNA ligase 2), turintis pakaita 227 pozicijoje — K227Q. T4 trRnl2
K227Q ne tik naudoja preadenilinta 3'-adapterj, bet ir néra linkusi jo
deadenilinti (22), todél 3'-pradmens prisiuvimo reakcijos metu praktiskai
nesusidaro pasaliniai RNR tarpusavio susiuvimo produktai (23,166). Kadangi
T4 trRnl2 K277Q vienodai efektyviai prie RNR prisiuva tiek 5'-gale
ribonukleotidg, tiek ir deoksinukleotidg turin¢ius 3'-adapterius (166), dél
didesnio stabilumo kDNR bibliotekos paruosimui dazniausiai naudojamas 3'-
DNR adapteris.
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Pav. 1.18. 3'-adapterio prisiuvimo reakcija. Modifikuota pagal (165).

Vis délto, net ir modifikuotos T4 trRnl2 K227Q vykdomo RNR susiuvimo

su 3'-adapteriu efektyvumas néra tolygus. Hafner su kolegomis parodé, jog
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Sios reakcijos efektyvumas priklauso nuo konkreéiy RNR (23,24). Atlikus i$
24 atsitiktiniy nukleotidy sudarytos RNR, N24 RNR, sekoskaita, buvo
nustatyta, jog i kDNR biblioteka dazniau jtraukiamos sekos trecioje nuo galo
pozicijoje turi G arba A nukleotidus (25). Susiuvimo efektyvumo
priklausomybés nuo 3'-adapterio tyrimai atskleidé, jog §i reakcija priklauso ir
nuo adapterio sekos, ypa¢ pirmy 2-jy jo nukleotidy (24,26). Kadangi
nukleoriig§Ciy seka yra tampriai susijusi su jy struktiira, siekiant jvertinti jos
jtakg 3'-adapterio prisiuvimui, 770 sintetiniy nuskaityty miRNR sekos buvo
suskirstytos j 5 grupes pagal galimas sudaryti vidines struktiiras bei sgveikas
su 3'-adapteriu. Palyginus skirtingoms grupés priskirty miRNR nuskaitymy
kiekj, buvo nustatyta, jog i$ tiesy skirtinga RNR bei RNR ir 3'-adapterio
struktiirizacija nulemia nevienodus RNR kiekius kDNR bibliotekose. Vidiniy
ar su 3'-pradmeniu struktiry nesudarancios miRNR sudaro maziausig dalj
nuskaitymy, o stabilias vidumolekulines ir su 3'-pradmeniu strukttras
turinios RNR yra kur kas efektyviau jtraukiamos j KDNR biblioteka (23).
Atlikus detalesng 3'-adapterio prisiuvimo analize ir iStyrus 4?! skirtingy RNR
seky, nebuvo nustatyta, jog T4 trRnl2 K227Q biity linkusi prisititi konkrecios
sekos RNR, taiau parodyta, jog tiriama RNR ligazé kur kas efektyviau
susiuva tris ir daugiau nesuporuoty nukleotidy 3'-gale turincias sekas. Dar
daugiau, patyrinéjus RNR ir 3'-pradmens sudaromas struktiiras buvo dar kartg
patvirtinta, jog biitent nuo jy priklauso konkrec¢ios RNR nuskaitymy kiekis. 1§
8 skirtingy RNR-3'-pradmens sudaromy struktiiry tipy, trys jy uZztikrino
palankesnj nei vidutini sRNR susiuvimg ir didesnj atitinkamy RNR
nuskaitymy kiekj. Tai, jog susiuvimo efektyvumas priklauso ir nuo paties 3'-
pradmens struktiiros, autoriai parodé pasitelke du 21 nt pradmenis, sudarytus
i§ 12 vienody ir 9 skirtingy 3'-galo nukleotidy, ir jgyjanciy skirtingas
vidumolekulines struktiiras (27). Pana$is rezultatai buvo gauti ir iSanalizavus
beveik 1000-¢io miRNR-3'-adapterio struktiiras — §iuo atveju i$ 9-iy skirtingy
struktiiry tipy, 3 uztikrino daznesnj RNR jtraukima § kDNR biblioteka, 5
turéjo prieSingg efekta (28). Kito tyrimo metu, nuskai¢ius RNR sudarytas i$
10 vienody ir 10 atsitiktiniy nukleotidy, taip pat buvo nustatyta, kad itin daug
nuskaitymy turéjusios sekos formavo stabilesnes antrines struktiiras ir su
didesne tikimybe sudaré struktiiras su 3'-adapteriu (29).

Sekantj, i§ ribonukleotidy sudaryto 5'-adapterio prisiuvima, paprastai
katalizuoja kitas fermentas — T4 RNR ligazé 1 (T4 Rnll). Kaip minéta
anksciau, Siai reakcijai butina, jog susiuvama RNR 5'-gale turéty monofosfato
modifikacija (192). T4 Rnll vykdoma reakcija taip pat nepasizymi vienodu
efektyvumu skirtingy substraty atzvilgiu. Kaip ir 3'-adapterio prisiuvimo
atveju, buvo parodyta, jog T4 Rnll katalizuojamas 5'-adapterio prisiuvimas
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priklauso ir nuo konkre¢ios RNR, ir nuo pradmens sekos, ypa¢ paskutiniy 2-
ju jo nukleotidy (26). Taciau patyrinéjus detaliau ir 5'-adapterio prisiuvima
jvertinus su RNR rinkiniu, sudarytu i§ 21 atsitiktinio nukleotido, buvo
nustatyta, jog vis délto ne seka, o RNR ir RNR-5"-adapterio struktiira turi
lemiama reikSme. Efektyviam 5'-adapterio prisiuvimui biitinas bent vienas
nesuporuotas 5'-RNR nukleotidas. Ir nors did¢jant nesuporuoty nukleotidy
skaiCiui didéja ir konkreCiy RNR praturtinimas, visiSkai nestruktiirizuotos
RNR yra reiau jtraukiamos j kKDNR biblioteka (28,193). 962 skirtingas
miRNR suskirs¢ius j 12 grupiy pagal su 5'-adapteriu sudaromas struktiiras
buvo parodyta, jog nuo to taip pat priklauso konkrecios RNR nuskaitymy
Kiekis — 8-ioms grupéms priskirty mazyjy RNR nuskaitymy dalis virsijo
teoriskai apskaiCiuotaja, 4-ioms — buvo mazesné nei tikétasi (28).

1.4.3 Adapteriy prisiuvimo reakcijos tolygumo didinimas

Sekoskaitos rezultatus iSkreipianti netolygaus adapteriy prisiuvimo problema
sprendziama optimizuojant prisiuvimo reakcijos sglygas — laika, temperatiira,
reagenty koncentracijas, pridedant papildomy komponenty, pavyzdziui
polietilenglikolio, PEG, kuris naudojamas NEBNext (New England Biolabs)
ir NEXTFLEX (PerkinElmer) rinkiniuose (23-25,166), — kei¢iant adapterio
seka taip, jog susidaryty palankios RNR-adapterio strukttros (27) ar
naudojant adapterius prie RNR prisiuvamuose galuose turin¢ius 2-6 nt ilgio
atsitikting sekg (2-6N adapterius) (24-27,167). Atsitiktiniai nukleotidai su
RNR sgveikaujan¢iuose adapteriy galuose uztikrina, jog kiekviena RNR biity
prisitita prie jai optimaliausios pradmens sekos, taip sumazinant susiuvimo
Saliskumus. Pavyzdziui, nuskaiéius i§ 9 ar 21 atsitiktinio nukleotido sudarytas
RNR, buvo parodyta, jog pasitelkus 4N adapterius, RNR identifikavimo
jautrumas padidéja 2 kartus, o nuskaityty RNR struktiiros tampa panasesnés |
atsitiktines. Atitinkamai, po biologiniy méginiy miRNR sekoskaitos gauti
rezultatai pasizyméjo stipresne Koreliacija su Northern hibridizacijos
duomenimis (167). Itin didelis palyginamasis tyrimas buvo atliktas nuskai¢ius
kDNR bibliotekas, ruostas devyniose skirtingose laboratorijose, naudojant 9
skirtingus protokolus — tris pasitelkiancius konkrecios sekos adapterius ir Sesis
su 4N adapteriais. Palyginus skirtingais metodais paruosty kDNR biblioteky
rezultatus, buvo parodyta, jog ekvimoliarinio RNR misinio kiekiai po
sekoskaitos konkreCios sekos adapterius naudojanciuose protokoluose
varijavo net milijong karty, o 4N adapterius naudojusiose bibliotekose
maksimali variacija buvo 100 karty mazesné (194). Daugiau nei 10 k. nuo
teorinés vertés besiskirian¢iy nuskaitymy kiekis konkrecios sekos adapterius
turin¢iose bibliotekose sudaré 41-56%, 4N — tik 5-23%. Vis délto, svarbu
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pazyméti, jog visi metodai galéjo tiksliai atskirti skirtingus tos pa¢ios RNR
kiekius jiems besiskiriant vos 1,5 karto. Tai rodo, jog santykinis konkrecios
RNR kiekio nustatymas yra tikslus naudojant bet kurj protokolg. Atlikus
biologinio méginio — kraujo plazmos miRNR - seckoskaita, didziausias
skirtingy miRNR kiekis taip pat buvo nustatytas su 4N adapteriais paruosStuose
méginiuose (194). Nustacius, jog tarpusavyje dalinai komplementartis 3'- ir
5'-adapteriai dél sudaromos struktiiros taip pat padidina susiuvimo reakcijos
efektyvuma, 962 unikaliy sintetiniy miRNR rinkinio sekoskaitai buvo
pasitelkti 6 atsitiktinius nukleotidus sekos viduryje ir 7 komplementarius
nukleotidus nuo susiuvimo srities nutolusiuose galuose turintys adapteriai.
Sios sekoskaitos rezultatus palyginus su gautais naudojant konkre&ios sekos
adapterius, buvo nustatyta, jog, pritaikius aptarta strategija, nuo teorinio
kiekio 2 kartus nukrypstané¢iy miRNR skai¢ius sumazéja 2-3 kartus, o daugiau
negu 10 karty — net 4-10 karty (28).

Is komerciskai platinamy kDNR bibliotekos paruo$imo rinkiniy 4N
adapteriai Siuo metu yra naudojami tik NEXTFLEX rinkinyje. IS tiesy, $iuo
rinkiniu paruo$ty kDNR biblioteky sekoskaitos rezultatai, lyginant su vienos
sekos adapterius naudojanciu TrueSeq (Illumina) rinkiniu, pasizymi geresne
koreliacija su atvirkstinés transkripcijos-kiekybinés PGR, AT-kPGR,
duomenimis (195). Pasitelkiant NEXTFLEX gaunami ir tiksliausi
ekvimoliarinio miRNR rinkinio  sekoskaitos rezultatai  (196,197).
NEXTFLEX rinkiniu paruostuose smegeny, kepeny ir placentos miRNR
kDNR bibliotekose identifikuojama daugiausiai ir jvairiausiy miRNR lyginant
su konkrecCios sekos adapterius turin¢iy TrueSeq bei NEBNext rinkiniy
bibliotekomis (196,198). | TrueSeq rinkinj jkomponavus NEXTFLEX
rinkinio privalumus — pasitelkus 4N adapterius, bei | susiuvimo reakcijas
pridéjus PEG — sumazéja TrueSeq nuskaitomy RNR nuokrypis nuo tikrojo jy
kiekio. O abiejy rinkiniy tikslumg papildomai padidina vienas kitam dalinai
komplementariy, sekos viduje N nukleotidy turin¢iy adapteriy pasitelkimas
(199).

Siekiant tolygesnio RNR jtraukimo j ruosiamg kDNR biblioteka, ne tik
optimizuojamos esamy reakcijy salygos, bet ir ieSkoma alternatyvy. Kai
kuriuose kDNR bibliotekos paruosimo rinkiniuose 3'-adapterio prisiuvimas
yra pakeic¢iamas poli(A) sekos pridé¢jimu naudojant poli(A) polimerazg (D-
plex, CATS, Diagenode, SMARTer, Takara). Vis délto, Sios reakcijos
efektyvumas taip pat priklauso nuo RNR 3'-galo struktiiros, o pati poli(A) seka
komplikuoja tiksliy maZosios RNR riby nustatyma (165). Termostabilios, 1l
grupés introny koduojamos retrovirusinés atvirkstinés transkriptazés

pasitelkiamos TGIRT-Seq (angl. Thermostable Group Il Intron Reverse
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Transcriptase Sequencing) protokole. TGIRT saveikauja su 3'-RNR
adapterio/DNR  dupleksu, turin€iu vieng atsitiktinj nesuporuotg RNR
nukleotida. Pastarajam hibridizuojantis su analizuojama RNR, yra
inicijuojama matricos pakeitimo reakcija ir kDNR sintezé. Vis délto Sis
metodas taip pat pasizymi RNR jtraukimo j kDNR biblioteka netolygumais —
didesng¢ dalj jy sudaro 3'-gale G, mazesn¢ — U nukleotidus turincios sekos
(200).

Kadangi vidumolekuliné susiuvimo reakcija yra efektyvesné uz
tarpmolekuling, vienas i§ 5'-adapterio prisiuvimo optimizavimo buidy — su 3'-
DNR adapteriu sulietas 5'-RNR adapterio naudojimas pritaikomas RealSeg-
AC protokole. Siuo metodu prie RNR prisiuvus 3'-adapterio-5'-adapterio seka,
vykstant vidumolekulinei susiuvimo reakcijai susidaro ziedo formos
strukttira, toliau naudojama kaip matrica kKDNR sintezei (201). Paruosus
kDNR bibliotekas RealSeg-AC metodu bei penkiais komerciskai platinamais
rinkiniais, buvo parodyta, jog Sis metodas jgalina tiksly kiekybinj net 71,8%
visy meéginyje buvusiy sintetiniy RNR identifikavima. Palyginimui,
kiekybiskai tiksliy nuskaitymy dalis NEXTFLEX rinkiniu paruosStose
bibliotekose sieké 35,7%, NEBNext — 19,2%, o TrueSeq — tik 12,9%.
Pasitelkus RealSeq-AC buvo nustatytas ir didziausias kiekis skirtingy
zmogaus smegeny miRNR bei gauta didZiausia koreliacija tarp sekoskaitos ir
AT-kPGR rezultaty (201). 5'-adenilintas ir 3'-blokuotas 5'-adapteris gali bati
prisititas ne tik prie RNR, bet ir prie kDNR, tam dazniausiai pasitelkiant
termostabilios RNR ligazés Mth K97A variantg (202). Vis délto, $is fermentas
dazniau kaip substratus naudoja kDNR treCioje pozicijoje nuo 3'-galo
turinCius A arba C nukleotidus (200). 5'-pradmuo kDNR stadijoje gali biiti
prisititas ir pritaikant jau minéta vidumolekuling susiuvimo reakcija. Prie
RNR prisiuvus i$ suliety 3'- ir 5'-adapteriy sudarytg DNR oligonukleotida, po
atvirkstinés transkripcijos gautas produktas gali bati susiuvamas tarpusavyje
naudojant CricLigaze (203). Tac¢iau duomenys apie $io fermento substratinj
specifiskumg kol kas yra priestaringi — remiantis vienais tyrimais CircLigazé
efektyviau susiuva pirmoje pozicijoje A arba T, antroje — C arba T nukleotidus
turinéias RNR (204,205), kituose teigiama, jog fermentas nepasizymi
identifikuojamais SaliSkumais (193).

Siekiant visiskai atsisakyti 5'-adapterio prisiuvimo yra pasitelkiamos
atvirkstiniy transkriptaziy matricos pakeitimo reakcijos (165). SMART
technologijoje naudojama galinés transferazés ir matricos pakeitimo
aktyvumu pasizyminti M-MulV AT. Pasickus RNR matricos gala, Sis
fermentas papildomai prideda keletag C nukleotidy. Reakcijos miSinyje esant
su pastaraisiais hibridizuotis galin¢iam, keliy G nukleotidy seka turin¢iam, 5'-
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adapteriui  komplementariam oligonukleotidui, M-MulV pakei¢ia kDNR
sintezés matricg ir prie jau susintetintos KDNR prideda 5'-adapterio seka
(206). Sis principas pritaikomas komercigkai platiname SMARTer, CATS ir
ji Siuo metu pakeitusiame D-plex rinkinyje. IS N21 RNR miSinio ir 6-iy
konkrecios sekos RNR paruosus kDNR biblioteka TrueSeq, NEBNext,
NEXTFLEX, SMARTer ir CATS rinkiniais, buvo parodyta, jog identifikuoti
ju kiekiai nuo teoriniy maziausiai nukrypsta butent SMARTer ir CATS
bibliotekose, nors jose ir susidaro daugiausiai trumpy nuskaitymy. [vertinus
HeLa miRNR sekoskaitos rezultatus pagal tai, kiek nuskaitymy atitiko pacias
miRNR ir kiek konkre¢iy miRNR buvo identifikuota, SMARTer protokolg vis
délto pranoko TrueSeq ir NEXTFLEX rinkiniai (199). Svarbu pazyméti, jog
vykdant kDNR sintezg prie§ 5'-adapterio prisiuvimg dél ne iki galo jvykusios
atvirkstinés transkripcijos ar galinio transferazinio fermenty aktyvumo tampa
sudétinga nustatyti tikslig nuskaitytos RNR 5'-galo seka (25,200,205).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos
2.1.1 Reagentai

10 mg/ml etidzio bromidas (EtBr), 5% Roti-Nanoquant, akrilamido-
biskarilamido (AA-bisAA) tirpalai Rotiphorese gel 30 (37,5:1) ir Rotiphorese
gel 40 (19:1), ampicilino natrio druska, amonio persulfatas (APS), Brillant
Blue R 250, chloramfenikolis, chloroformas, CoCl,, [Co(NHs)s]Cls,
etilendiamintetraacto riigstis (EDTA), fenolio/chloroformo/izoamilalkoholio
miSinys, glicerolis, redukuotas glutationas (GSH), H3BO0s;, kanamicino
sulfatas, KCIl, KH,PO,, KOH, Na,HPO4, NaCl, natrio citratas, natrio
dodecilsulfatas (NDS), NiSO., Rotiphorese 10x NDS-PAGE buferis,
tetrametiletilendiaminas (TEMED), triptofanas, Tris, Triton X-100, Tween-
20, uréja, Zn(OAc)z, ZnCl, — Carl Roth.

2% RNR leidimo dazas, 20 mg/ml glikogenas, 3M NaOAc (pH 5.2), 4% 2,5
pmol dNTP misinys, 6x DNR leidimo dazas, agaras, ditiotreitolis (DTT),
HEPES, izopropil-p-tiogalaktozidas (IPTG), 1M MgCl,, MnCl,, TOPVision
agarozé, vanduo be nukleaziy — Thermo Fisher Scientific.

CaCl,, Complete EDTA-free proteaziy inhibitoriy kokteilis, CuBr,
formamidas, NalO4,  pepstatinas,  tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metilJaminas (TBTA) — Merck.

CH3COOH, EtOH, fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF), HCI, mieliy tRNR,
Na>B4O7 — Honeywell.

Lactobacilli MRS Broth, mieliy ekstraktas, triptonas — BD-Difco.

Sacharozé — Polskie Odczynniki chemiczne S. A.

RNazol RT — Molecular Research Center, Inc.

ATP, [y-32P] (6000Ci/mmol) — PerkinElmer.

Cy5-649/670-NHS-esteris — GE Healthcare.

50 mg/ml jaucio serumo albuminas (BSA, angl. Bovine Serum Albumin),
fenolis pH 4,5 — Ambion.

Cy5.5-673/707-alkinas — Lumiprobe.

Bromfenolio mélis — AppliChem.

2.1.2 Kofaktoriai

AdoMet 1 (A. Osipenko papildomai iSgrynintas nuo AdoHcy), AdoHcy —
Sigma-Aldrich.

Ado-6-aminas 2, Ado-6-azidas 3, Ado-13-biotinas 4, Ado-14-Cy3 — dr.
Viktoro Maseviciaus grupés susintetinti AdoMet analogai.
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2.1.3 Pradmenys, vektoriai ir molekulinés masés Zymenys

GeneRuler 1 kb ir Ultra Low Range DNR molekulinés masés zymenys —
Thermo Fisher Scientific.

Low Range vgRNR molekulinés masés zymuo — New England Biolabs.

miRXplore RNR — Miltenyi Biotec.

43, 60 ir 80 nt ilgio RNR koduojanciy vektoriy konstravimui naudoti
oligonukleotidai — Metabion

T71-Fw CAGTAATACGACTCACTATTAGGAAAGC

siR-HDV-Rv GCCATGCCGACCCGTGATTCTCTCTGCAAGCGTT
AAC

HDV-Fw GGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCC
GACCTGGGCTA

HDV-Rv CTTCTCCCTTAGCCTACCGAAGTAGCCCAGGTCG
GACCGCGAGGA

pUC-Fw GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

pUC-Rv GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

FRET eksperimentuose naudoti oligonukleotidai — Metabion
DNR GTGATTCTCTCTGCAAGCGTTAA
DNR-2Cy5 G(Cy5-dT)GATTCTCTCTGCAAGCGTTAA
DNR-5Cy5 GTGA(Cy5-dT)TCTCTCTGCAAGCGTTAA

RNR oligonukleotidai — Metabion
miR173-C/U/AIG  UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC/UIAIG

miR173* GAUUCUCUGUGUAAGCGAAAG

miR26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU

let-7a2 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

N21 RNR NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

piR3 UGAGAGUGGCAUCUAAAUGUUUAGUGGA
siR23 UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC

Darbo metu susintetinti RNR oligonukleotidai

siR43  AGGAAAGCUUCGAUCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGA
GAAUCAC

siR60  AGGAAAGCUUUGAAGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUU
GUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC

siR80 AGGAAAGCUUACCAUGUACACAAGACGUAGUACCGA
UUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAG
AGAAUCAC
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kDNR bibliotekos paruosimui naudoti oligonukleotidai
Exigon
55komp.1 T+TCTGTGTTCGG/ACA+TGGGAACAGG+TGTATC-

Biotin-TEG

Metabion
5S komp.2 CCACCAACTACTCTCGGCGTGAAGA-Biotin-TEG
5Skomp.3 AGCTTCCTACCCTCGCAGGCAGTTT-Biotin-TEG
AT pradmuo GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

Baseclick

PT
PC
1U
1C
2U
2C
U

C

hTNNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
hCNNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
aUNNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
aCNNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
NaUNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
NaCNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
CaUCCNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC
AaCTCNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC

Vektoriai
pGEX-DmHenl — Mikiko C. Siomi dovana. Keio University School of

Medicine, Tokijas, Japonija.

pGEX-DmHen1AC — sukonstruota VU GMC BTl DMTS Linos

Vasiliauskaités.

pGEX-HsHenl — sukonstruota VU GMC BTl DMTS Viliaus Kurausko.
pTZ19-siR43/60/80 — sukonstruota VU GMC BTI DMTS Linos

Vasiliauskaités.

pUC19/Smal — Thermo Fisher Scientific.
pUC19-T711-siR43/60/80-HDV - sukonstruotos $io darbo metu.

2.1.4 Baltymai ir fermentai

Phusion™ High-Fidelity DNR polimerazé, T4 polinukleotidy kinazé,
FastAP temperattrai jautri Sarminé fosfatazé, T4 DNR ligazé, Taq DNR
polimerazé, DNaz¢ [ be RNaziy priemaisy, PageRuler™ Plus dazytas baltymy
molekulinés masés zymuo, RiboLock RNaziy slopiklis, proteinazé¢ K,
RevertAid atvirkstiné transkriptazé (AT) — Thermo Fisher Scientific.

M-MulV AT, RNR 5'-Pirofosfohidrolazé (RppH) — New England Biolabs.

P1 nukleazé — Merk.

HsHenl, DmHenl, DmHen1AC — iSgryninta $io darbo metu.
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2.1.5 Rinkiniai

GeneJET Gel Extraction Kit, GeneJET Plasmid Miniprep Kit,
TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit, Qubit RNA HS Assay Kit,
Ribominus Transcriptome Isolation Kit, bacteria — Thermo Fisher Scientific.

Agilent High Sensitivity DNA kit, Agilent RNA 600 Nano Kit — Agilent
Technologies.

KAPA Library Quantification Kits - Complete Kit (universal) — Roche.

RNA Clean & Concentrator-25 Kit — Zymo Research.

NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3 — PerkinElmer.

2.1.6 Bakterijy kamienai ir 1gsteliy linijos

Escherichia coli BL21(DE3)RIL — Agilent Technologies.

Escherichia coli ER2267 — New England Biolabs.

Lactobacillus casei BL23 — Marie-Pierre Chapot-Chartier ir Saulius
Kulakausko i§ Micalis Instituto, INRA, Pranciizija, dovana.

HCT116 zmogaus storosios zarnos vézio lgsteliy linija — dr. L. Gasiulés
dovana.

2.1.7 Tirpalai ir terpés

Darbui su bakterijomis naudoti tirpalai ir terpés

LB terpé 1% triptono, 0,5% mieliy ekstrakto, 0,5% NaCl
Agarizuota LB terp¢ LB terpé, 2% agaro
HMCK buferis 10 mM HEPES, 55 mM MnCl;, 15 mM CacCl,, 250
mM KCI
Baltymy gryninimui naudoti tirpalai
Lasteliy ardymo 50 mM NaHPO., 10% sacharozés, 250 mM
buferis, pH 7,6 NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100, 1 uM

pepstatino, 0,5 mM PMSF, 1 tablet¢é Complete
EDTA-free proteaziy inhibitoriy kokteilio
Baltymy gryninimo 140 mM NacCl, 10 mM NazHPO,, 2,7 mM KClI,
buferis 1, pH 7,3 1,8 MM KH;PO4,1 mM EDTA
Baltymy gryninimo 50 mM Tris-HCI, 10 mM GSH, 1 mM DTT
buferis 2, pH 8,0
Baltymy gryninimo 50 mM Tris-HCI
buferis 3, pH 8,0
Baltymy gryninimo 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCl
buferis 4, pH 8,0
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Baltymy dializés
buferis, pH 8,0

2,5x NDS-PAGE
elektroforezés
méginio dazas, pH 6,8
4x Tris/NDS buferis,
pH 6,8

4x Tris/NDS buferis,
pH 8,8

25 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
0,1% Triton X-100

0,25 M Tris-HCI, 12% glicerolio, 2% NDS, 1,5%
DTT, 0,0005% bromfenolio mélio

0,5 M Tris-HCl, 0,4% NDS

1,5 M Tris-HCI, 0,4% NDS

0,05% Brillant Blue R 250, 50% etanolio, 10%

Kumasi R-250 tirpalas

CH3;COOH

RNR modifikavimui ir analizei naudoti tirpalai

1x Boratinis buferis, pH
8,2
5x TBE, pH 8,0

RNR eliucijos buferis

Baltymy skiedimo
buferis, pH 7,4

Modifikavimo reakcijos
buferis, pH 7,4

Cy3 reakcijos buferis, pH
7,0
Stabdymo buferis, pH 7,5

Boratinis buferis, pH 8,6
Boratinis buferis, pH 9,5
P1 buferis, pH 6,5

Surisimo buferis, pH 7,4

5% TB buferis, pH 7,5
2x Suri§imo ir plovimo
buferis, pH 7,5

100 mM HsB0;, 2 mM EDTA, 15 mM
CHsCOOH

445 mM Tris-HCI, 445 mM H3;BO3, 10 mM
EDTA

0,5 M CH3COONH,, 0,1% NDS, 0,1 mM
EDTA

10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 0,1 mg/ml
BSA, 0,1% Triton X-100, 2 mM DTT, 50%
glicerolio, 0,02 a.v./ul RiboLock RNaziy
slopiklio

10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 5% glicerolio,
10 mM CoCl,, 0,2 mM DTT, 0,1 mg/ml BSA,
0,04 a.v./ul RiboLock RNaziy slopiklio

0,1 M Tris-HCI, 0,2 mM DTT, 0,1 mg/ml
BSA, 10 mM CoCly, 50 uM triptofano

20 mM Tris-HCI, 10 mM NacCl, 0,5 mM
EDTA, 0,5% NDS

4,375 mM NazB407, 50 mM HgBO:;

33.75 mM Na;B407, 50 mM H3;BO;3

10 mM NaOAc, 1mM Zn(OAc);

10 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, 0,1 mg/ml
BSA, 5% glicerolio

445 mM Tris-HCI, 445 mM H3;BO;

10 mM Tris-HCI, 2 M NaCl, 1 mM EDTA,
0,2% Tween-20
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4x SSC-formamido 0,6 M NaCl, 0,06 M natrio citratas, 50%

buferis, pH 7,0 formamido
Sulydymo buferis, pH 7,4 7,5 mM HEPES-KOH, 25 mM KCI, 0,5 mM
MgCl,
TE buferis, pH 7,0 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
STORP tirpalas 95% etanolio, 5% ruigstinio fenolio
2.2 Metodai

2.2.1 Henl metiltransferaziy gryninimas
2.2.1.1 E. coli kompetentiniy lgsteliy paruoSimas ir transformacija

Kompetentiniy lasteliy paruosimas

Kompetentiniy lgsteliy paruo$imui vienos kolonijos E. coli BL21(DE3)RIL
bakterijos 18°C temperatiroje 200 ml LB terpéje, 200 rpm greiciu
besisukanciame termostate, uzaugintos iki OTeoonm = 0,6. Bakterijos surinktos
centrifuguojant 10 min. 4°C 1500xg greiciu ir 10 min. inkubuotos 80 ml ledo
Saltumo HMCK buferyje. Dar karta surinkus minétomis saglygomis, po 10 min.
inkubacijos 20 ml ledo Saltumo HMCK buferyje su 7% DMSO, lastelés
iSpilstytos po 200 pl ir uzsaldytos skystame azote.

Bakterijy transformacija

Su GST suliety metiltransferaziy raiskai E. coli BL21(DE3)RIL kamieno
bakterijos transformuotos pGEX-DmHenl, pGEX-DmHenlAC ar pGEX-
HsHenl vektoriais. E. coli transformacija vykdyta 0,2 ml paruosty
kompetentiniy lgsteliy sumaisius su 0,1 pg vektoriaus, 30 min. inkubavus ledo
vonioje ir 1,5 min. 42°C temperatiroje. Pridéjus 1,3 ml LB terpés,
transformuotos bakterijos 1 val. inkubuotos 37°C 1400 rpm greiciu
besisukanciame termostate. Bakterijos uzsétos ant 100 pg/ml ampicilino ir 10
pg/ml chloramfenikolio turinéios agarizuotos LB terpés ir 16 val. augintos
37°C temperatiiroje.

2.2.1.2 Rekombinantiniy baltymy raiska ir gryninimas

Rekombinantiniy baltymy raiskos indukcija

I 5 ml skystos LB terpés, su 100 pg/ml ampicilino ir 10 pg/ml
chloramfenikolio, perkelti transformuoty bakterijy klonai per naktj auginti
37°C temperatiiroje 200 rpm grei¢iu besisukan¢iame termostate. 100 karty
skiestos naktinés bakterijy kultiiros 500 ml skystos LB terpés 37°C 200 rpm
greiciu besisukanCiame termostate augintos iki OTeoo nm = 0,6. Temperatiirg
sumazinus iki 16°C, baltymy raiSka indukuota pridéjus 0,1 mM IPTG. Po 18

59



val. auginimo bakterijos surinktos 15 min. centrifuguojant 4°C 400xg greiciu,
suspenduotos vandenyje ir dar kartg surinktos po 15 min. centrifugavimo 4°C
500%g greiciu.

Bakterijy biomasés paruoSimas

Lasteliy ardymo buferyje suspenduota bakterijy biomasé suardyta per 6 min.
ultragarsu naudojant pulsinj 1 sek. trukmés 60% amplitudés rezima. Tirpi
baltymy frakcija surinkta po 20 min. centrifugavimo 4°C 45000xg greiciu ir
perfiltruota per 0,2 pum filtra.

Pirmasis gryninimo etapas — afininé chromatografija

Siekiant iSvengti nukleaziy priemaisy, baltymai gryninti dviem zingsniais
pasitelkiant afining ir jony mainy chromatografijy AKTA purifier (GE
Healthcare) sistema. Pirmajame etape tirpi, filtruota baltymy frakcija uznesta
ant pagal gamintojo rekomendacijas paruostos 5 ml GSTrap HP (GE
Healthcare) kolonélés. Su sorbentu nesaveikave ir silpnas saveikas sudare
baltymai pasalinti kolonéle plaunant Baltymy gryninimo buferiu 1 ir 1-10%
10 mM GSH turinciu Baltymy gryninimo buferiu 2. Su GST sulieti tiksliniai
baltymai iSgryninti naudojant 100% Baltymy gryninimo buferio 2.

Natrio dodecilsulfato-piliakrilamidiné gelelektroforezé — NDS-PAGE
Tikslinio baltymo kiekis po pirmojo gryninimo gautose frakcijose jvertintas
NDS-PAGE metodu. 5 min. 95°C temperatiroje su NDS-PAGE
elektroforezés méginio dazu pakaitinti méginiai iSfrakcionuoti i§ 4%
koncentruojanciojo (4x Tris/NDS pH 6,8, 4% AA-bisAA (37,5:1), 0,04%
APS, 0,02% TEMED) ir 10% frakcionuojanciojo (4x Tris/NDS pH 8,8, 10%
AA-bisAA (37,5:1), 0,04% APS, 0,02% TEMED) gelio sudarytoje NDS-
PAGE sistemoje, uzpildytoje 1x NDS-PAGE buferiu, naudojant tokius srovés
parametrus: 10 min. 100 V, 10 min. 100 V-200 V gradienta ir 25 min. 200 V.
NDS-PAG nudazytas ji 2 min. pakaitinus 500 W galia mikrobangy krosneléje
su Kumasi R-250 tirpalu ir 3 min. 700 W galia su H20. Po abiejy kaitinimy
gelis 10 min. inkubuotas 150 rpm grei¢iu besisukancioje horizontalioje
purtykléje.

Antrasis gryninimo etapas — jony mainy chromatografija
Didziausig tikslinio baltymo kiekj turéjusios frakcijos sujungtos ir uznestos
ant pagal gamintojo rekomendacijas paruostos 5 ml HiTrap Q HP (GE
Healthcare) anijony mainy kolonélés. Po plovimo Baltymy gryninimo buferiu

3ir 1-5% 1M NaCl turin¢iu Baltymy gryninimo buferiu 4, tiksliniai baltymai
iSgryninti naudojant 5-100% Baltymy gryninimo buferio 4 gradients.
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Didziausig tikslinio baltymo kiekj turéjusios, NDS-PAGE metodu jvertintos
frakcijos sujungtos ir du kartus — 2 ir 16 val. — dializuotos mazesnius uz 14
kDa dydzio baltymus praleidziancioje dializés zarneléje, Baltymy dializés
buferyje be ir su 50% glicerolio, atitinkamai.

Baltyminiy preparaty koncentracijos ir grynumo jvertinimas

Po gryninimo gauty baltyminiy preparaty koncentracija jvertinta Bredfordo
metodu naudojant Roti-Nanoquant (Carl Roth) daza Synergy H4 (Biotek)
ploksteliy skaitytuvu pagal gamintojo rekomendacijas. Grynumas — NDS-
PAGE metodu Kumasi R-250 dazyta gelj nuskenavus Fujifilm FLA-5100
skeneriu ir atskiry juosteliy intensyvumg jvertinus MultiGauge v.3.0
programa.

2.2.2 RNR substraty paruoSimas
2.2.2.1 43, 60 ir 80 nt ilgio RNR koduojanciy vektoriy konstravimas
PGR produkty gavimas

In vitro transkripcijos metu siekiant gauti homogeniskas 43, 60 ir 80 nt ilgio
RNR — siR43, siR60 ir siR80, atitinkamai, — jas koduojancios sekos buvo
sulietos su T7 II klasés promotoriumi 5'-gale ir hepatito D viruso (HDV)
ribozimu 3'-gale (207) trijy PGR reakcijy metu. Pirmoje PGR reakcijoje T7 11
klasés promotoriaus, konkre¢ios RNR, bei HDV ribozimo 5'-galo seka buvo
padauginta kaip matrica naudojant atitinkamg RNR koduojantj pTZ19-
siR43/60/80 vektoriy, T7 II klasés promotoriaus seka turintj T7II-Fw ir RNR
3'-galui bei HDV ribozimo 5'-daliai komplementary siR-HDV-Rv pradmenis.
Antroje PGR reakcijoje HDV ribozimo seka gauta pasitelkus dalinai
komplementarius HDV-Fw ir HDV-Rv pradmenis. Tre¢ioje PGR reakcijoje,
sumaiSius pirmy dviejy reakcijy metu padaugintus PGR produktu, ir
naudojant T7IlI-Fw bei HDV-Rv pradmenis, gauti visas reikiamas sekas
turintys 143, 160 ir 180 nt ilgio fragmentai. Visos PGR reakcijos atliktos
naudojant Phusion™ High-Fidelity DNR polimeraze (Thermo Fisher
Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas.

Elektroforezé agaroziniame gelyje

PGR produkty dydis jvertintas méginius sumaisius su 6x DNR leidimo dazu
ir i8frakcionavus 2,5% agaroziniame gelyje, 1x Boratiniame buferyje, 45
V/cm elektriniame lauke. DNR vizualizuota gelj 7 min. inkubavus su 2 pg/ml
EtBr tirpalu ir ap$vietus 312 nm ilgio banga, naudojant Biometra TI 1
transiliuminatoriy.
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PGR fragmenty paruosimas susiuvimui
Tikslinio dydzio PGR produktai i§gryninti i§ 2,5% agarozinio gelio naudojant
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). Jy koncentracija
nustatyta NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotometru, galai
fosforilinti pasitelkus T4 PNK (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
rekomendacijas.

Vektoriaus ir PGR fragmenty susiuvimas

Paruosti PGR fragmentai susiiiti su Smal restrikcijos endonukleaze kirptu,
defosforilintu pUC19 vektoriumi (Thermo Fisher Scientific) naudojant T4
DNR ligaze (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas.
Gauti pUC19-T711-siR43/60/80-HDV vektoriai transformuoti j E. coli
ER2267 kamieno bakterijas (2.2.1.1 skyrius) ir uzséti ant 100 pg/ml
ampicilino ir 15 pg/ml kanamicino turin€ios agarizuotos LB terpés.

Po transformacijos gauty kolonijy ir vektoriy analizé

Tai, jog po transformacijos uzaugusios kolonijos turi vektorius su jsititais PGR
fragmentais, patvirtinta atlikus diagnosting PGR reakcijg su pUC-Fw ir pUC-
Rv pradmenimis, naudojant Taq DNR polimeraze (Thermo Fisher Scientific)
pagal gamintojo rekomendacijas, ir gautus fragmentus iSfrakcionavus
agaroziniame gelyje. Pasirinktas kolonijas per naktj uzauginus 5 ml skystos
LB terpés su ampicilino ir kanamicino antibiotikais, plazmidés iSskirtos
naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific). Jy seka
nuskaityta VU GMC BTI Sekvenavimo centre.

2.2.2.2 43, 60 ir 80 nt RNR in vitro transkripcija

In vitro transkripcija

In vitro transkripcijai matrica naudoti nuo sukonstruoty vektoriy su T7II-Fw
ir HDV-Rv pradmenimis padauginti ir i§ 1% agarozés gelio GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkiniu i§gryninti PGR produktai.
Reakcijos atliktos pasitelkus TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific) rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. Po 4 val.
inkubacijos 37°C, DNR matrica paSalinta veikiant RNaziy priemaisy
neturintia DNaze 1 (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
rekomendacijas.

RNR analizé denatiiruojan¢iame poliakrilamidiniame gelyje — dPAG

In vitro transkripcijos miSinys sumai$ytas su 2x RNR leidimo dazu, 10 min.
pakaitintas 70°C temperatiiroje ir iSfrakcionuotas 13% denatliruojanciame
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poliakrilamidiniame gelyje (1x TBE pH 8,3, 13% AA-bisAA (19:1), 40%
uréjos, 0,03% APS ir 0,03% TEMED), 1x TBE buferyje, naudojant tokius
srovés parametrus: 5 min. 45 W ir 55 min. 65W.

RNR gryninimas i§ dPAG

RNR meéginiai vizualizuoti gelj perkélus ant UV §viesoje fluorescuojancios
TLC-PET celiuliozés plokstelés bei apsvietus jj 254 nm Sviesa. Tikslines RNR
atitinkancios juostelés iSpjautos i§ gelio, susmulkintos ir 2,5 val. inkubuotos
RNR eliucijos buferyje 37°C 600 rpm greiciu besisukanciame termostate.
Gautas eliuatas sumaisytas su 1/10 jo tiirio 3M NaOAc (pH 5,2) ir 20 mg/ml
glikogeno miSiniu, paruostu nurodytus komponentus sumaisius santykiu 19:1,
bei 3 tiriais 96% EtOH. RNR issodinta po 1 min. inkubacijos skystame azote
ir 15 min. centrifugavimo 4°C 16000%g grei¢iu. RNR nuosédos nuplautos 1
tiriu 75% EtOH, 3 min. centrifuguojant 4°C 16000xg grei¢iu. RNR istirpinus
nukleaziy neturin¢iame vandenyje, jos koncentracija jvertinta NanoDrop 2000
spektrofotometru.

2.2.2.3 32P-zyméty RNR substraty paruo$imas

In vitro transkripcijos metu susintetintos RNR 30 min. 37°C defosforilintos
naudojant 0,1 a.v./ul FastAP temperatiirai jautrig Sarming fosfatazg, 7,5 uM
RNR ir 0,5 a.v./ul RiboLock RNaziy slopiklio. Reakcija sustabdyta méginj 5
min. inkubavus 75°C. 5 puM defosforilintos RNR radioaktyviu fosforu
pazyméti 15 min. 37°C temperatiiroje reakcijos misinyje su 1 a.v./ul T4 PNK,
0,2 uM [y-**P]ATP, 0,5 a.v./ul RiboLock RNaziy slopiklio, naudojant T4
PNK B buferj. T4 PNK inaktyvuota méginj 10 min. pakaitinus 70°C.
Sintetinés RNR *?P pazymétos atlikus tik jy fosforilinimo reakcijg T4 PNK A
buferyje.

2.2.3 Henl metiltransferaziy fermentinio aktyvumo tyrimas

2.2.3.1 RNR modifikavimas ir analizé denatliruojan¢iame
poliakrilamidiniame gelyje

RNR modifikavimas

0,02-0,2 uM *2P-RNR modifikuota Modifikavimo reakcijos buferyje su 1-20
mM CoClz, 37°C temperattiroje 30 min. reakcijos miSinyje esant 1-2 uM
Baltymy skiedimo buferyje skiestos metiltransferazés, 0,1 mM AdoMet
1/Ado-6-amino 2/Ado-6-azido 3 ar 0,05 mM Ado-13 biotino 4. Tiriant
skirtingy metalo kofaktoriy jtaka modifikavimo reakcijos efektyvumui, CoCly
buvo pakeistas atitinkamo metalo chlorido druska (Co** atveju naudotas
[Co(NHz3)e]Cla), isskyrus nikelio sulfatg. Reakcijose su 3-6 uM Ado-14-Cy3
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5, RNR modifikuota 1 val. Cy3 reakcijos buferyje. Modifikavimo reakcijos
sustabdytos jas sumaiSius su lygiu tiriu 2 mg/ml proteinazés K turinCiu
Stabdymo buferiu ir 20 min. pakaitinus 55°C.

104 oksidacijos/B-eliminacijos reakcija

Reakcijose su AdoMet 1, Ado-6-amino 2 ir Ado-6-azido 3 modifikuotos RNR
dalis nustatyta atlikus 107 oksidacijos/B-eliminacijos reakcijas (208). Siuo
tikslu RNR pirmiausia buvo i$sodinta naudojant 1/10 tirio 3M NaOAc (pH
5,2) ir 20 mg/ml glikogeno, sumaisyty santykiu 19:1, bei 3 tiirius 96% EtOH,
30 sek. atSaldzius skystame azote ir 12 min. kambario temperatiiroje
centrifuguojant 16000xg greic¢iu. RNR nuosédos plautos keturiais tiiriais 75%
EtOH 5 min. centrifuguojant 16000xg grei¢iu. RNR istirpinta 17 pl 60 mM
Boratiniame buferyje (pH 8,6) ir, pridéjus 3 pl 0,2 M NalO4, 15 min.
inkubuota tamsoje kambario temperatiiroje. IO7s oksidacijos reakcija
sustabdyta pridéjus 3 pl 67% glicerolio po 10 min. inkubacijos. I§sodinus
RNR, B-eliminacijos reakcijai RNR istirpinta 20 ul 60 mM Boratinio buferio
(pH 9,5) ir 1,5 val. inkubuota 45 °C.

Modifikuotos RNR analizé dPAG

Sumaisius su lygiu tiiriu 2x RNR leidimo daZo ir 5 min. pakaitinus 85°C, RNR
meéginiai iSfrakcionuoti 10-13% dPAG kaip aprasyta 2.2.2.2 skyriuje.
Vakuuminiame geliy dziovinimo aparate 1 val. 65°C iSdziovintas gelis
eksponuotas ant radiacijai jautraus ekrano, kuris nuskenuotas Fujifilm FLA-
5100 skeneriu, naudojant 635 nm lazerj ir IP filtrg. Gauti rezultatai
iSanalizuoti MultiGauge v.3.0 programa.

2.2.3.2 RNR modifikavimo reakcijy greicio nustatymas vienos apsukos
salygomis

Vienos apsukos modifikavimo reakcijos buvo atliktos Modifikavimo
reakcijos buferyje, naudojant 0,2 uM **P-RNR, 2 uM Henl metiltransferaziy,
0,1 mM AdoMet 1/Ado-6-amino 2/Ado-6-azido 3 ar 0,05 mM Ado-13-biotino
4. Po 0-60 min. inkubacijos 37°C, reakcijos sustabdytos proteinaze K ir
i8analizuotos dPAG kaip apraSyta 2.2.3.1 skyriuje. Modifikavimo reakcijy
grei¢iy konstantos, Kchem, nustatytos naudojant vienos eksponentés lygti GraFit
5.0.6 programa, eksperimentg pakartojus bent du kartus.

2.2.3.3 RNR modifikavimo analizé reakcijos miSinyje su dviem kofaktoriais

DmHen1 polinkis modifikuoti RNR pernesant Sonines grandines nuo AdoMet

1 ar Ado-6-azido 3 kofaktoriy reakcijoje esant abiejy jy miSiniui buvo istirtas

modifikavimo reakcijos buferyje naudojant 0,2 uM *2P-siR23, 2 uM DmHen1
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ir 0,1 mM kofaktoriy misinio, konkretaus kofaktoriaus daliai méginiuose kas
10 uM kintant nuo 0 iki 0,1 mM. 30 min. 37°C inkubuoti méginiai
i§frakcionuoti dPAG kaip apraSyta 2.2.3.1 skyriuje.

2.2.3.4 Modifikuoty nukleozidy analizé¢ HPLC-MS metodu

2 puM miR173 RNR modifikuoti reakcijos miSinyje esant 1 pM
metiltransferaziy Modifikavimo reakcijos buferyje su 0,1 mM AdoMet
1/Ado-6-amino 2/Ado-6-azido 3 ar Ado-13-biotino 4 kofaktoriais arba Cy3
reakcijos buferyje naudojant 6 uM Ado-14-Cy3 5. Po 1,5 val. inkubacijos
37°C, RNR isskirta pridéjus 1 tiirj chloroformo ir 2 min. centrifugavus
16000xg greiciu. RNR i$sodinta kaip aprasyta 2.2.3.1 skyriuje ir iStirpinta P1
buferyje. Pridéjus 0,01 a.v./ul P1 nukleazés, méginys 2 val. inkubuotas 50°C
ir per naktj defoforilintas 37°C su 0,02 a.v./ul FastAP fosfatazés. 15 min. 70°C
inaktyvuoti fermentai i§sodinti méginj centrifugavus 20000xg grei¢iu 40 min.
4°C. Nukleozidy analize¢ didelio naSumo skysciy chromatografijos-masiy
spektrometrijos  HPLC-MS  (angl. High  Performance  Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) metodu atliko Audroné RukS$énaiteé.
HPLC chromatogramos ir teigiamos jonizacijos salygomis gauti masiy
spektrai iSanalizuoti naudojant Agilent MassHunter Workstation B.08.00
programa.

2.2.3.5 RNR elektroforetinio judrumo poky¢io poliakrilamidiniame gelyje
nustatymas

0,2 UM 32P-miR 173 30 min. 37°C inkubuota su 1 uM Hen1 metiltransferaziy
SuriSimo buferyje, turin¢iame 0,1 mM AdoHcy be ar su 1, 5 ir 10 mM
nurodyty metaly drusky. Meéginiai analizuoti natyviame 8%
poliakrilamidiniame gelyje (8% AA-bisAA (19:1), 0,5x TB buferis (pH 7,5),
0,04% APS, 0,02% TEMED), 0,5% TB buferyje (pH 7,5) 50 min. esant 200 V
jtampai. Kaip ir dPAG atveju, iSdZiovintas gelis eksponuotas ant radiacijai
jautriy ekrany, kurj nuskenavus, gauti rezultatai jvertinti MultiGauge v.3.0
programa.

2.2.4. Henl metiltransferaziy pritaikymas RNR zyméjimui
2.2.4.1. Dviejy zingsniy RNR Zyméjimas
Dviejy zingsniy RNR zyméjimo reakcijos
0,2 uM RNR modifikavimo reakcijos buferyje 30 min. 37 °C inkubuota su 1

UM DmHenl ir 0,1 mM Ado-6-amino 2/Ado-6-azido 3 ar AdoMet 1
(kontroliné reakcija). Reakcijos sustabdytos proteinaze K kaip aprasyta
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2.2.3.1 skyriuje. RNR i8skirta pridéjus 1 tirj fenolio/chloroformo/izoamilo
alkoholio misinio, 2 min. centrifugavus 16000xg greiciu, surinkta vandening
faze sumaiSius su 1 tiirio chloroformo ir dar karta centrifugavus minétomis
salygomis. RNR issodinta kaip aprasyta 2.2.3.1 skyriuje centrifuguojant 4°C
temperatiroje. 4 uM amino grupe turinfia perneSama Sonine grandine
modifikuotos RNR sumaiSyta su Cy5-649/670-NHS-esteriu ir 1 val.
inkubuota 60 mM Boratiniame buferyje (pH 8,6) kambario temperattroje. 4
UM azido grupe turinCia perneSama Sonine grandine modifikuotos RNR 1 val.
40°C inkubuota su 0,5 mg/ml Cy5.5-673/707-alkinu, 60% DMSO ir 3.3 mM
Svieziai paruosto CuBr-TBTA.

Zyméty RNR analizé dPAG

Zymétos RNR i$sodintos kaip aprasyta 2.2.3.1 skyriuje. Vandenyje iitirpinta
RNR sumaisyta su lygiu tiriu 95% formamido ir 10 mM EDTA (pH 8.2)
turin¢iu RNR leidimo dazu, 5 min. pakaitinta 85°C ir iSanalizuota 10% dPAG
kaip aprasyta 2.2.2.2 skyriuje. Cy5 ir Cy5.5 fluorescencija nustatyta Fujifilm
FLA-5100 skeneriu, naudojant 635 ir 670 nm lazerius bei ilgesnei nei 665 ir
705 nm bangas praleidzianc¢ius LPR ir LPFR filtrus, atitinkamai. Bendras
RNR kiekis jvertintas gelj 7 min. nudazius 2 ug/ml EtBr tirpalu bei
nuskenavus naudojant 473 nm lazer] ir ilgesnes nei 510 nm bangas
praleidziantj LPB filtra.

2.2.4.2 Vieno zingsnio RNR zyméjimas

RNR Zzymeéjimas biotinu ir i§gryninimas
0,05 mM Ado-13-biotino 4 (kontroliniuose méginiuose — 0,1 mM AdoMet)
buvo panaudota sickiant pazyméti 0,01 uM 3P-RNR, 1 pM DmHenl
turin¢iame modifikavimo reakcijos buferyje, méginj 30 min. inkubuojant
37°C temperatiroje. Kaip aprasSyta 2.2.4.1 skyriuje, po poveikio
fenolio/chloroformo/izoamilo alkoholio misiniu i§gryninta ir i§sodinta RNR,
i$tirpinta vandenyje iki 0,2 uM. 0,1 mg Dynabeads MyOne Streptavidin C1
(Thermo Fisher Scientific) magnetinés dalelés paruoStos pagal gamintojo
rekomendacijas ir suspenduotos 10 ul 2x SuriS§imo ir plovimo buferyje.
Dalelés uzblokuotos pridéjus 5 pl 0,4 mg/ml mieliy tRNR, 15 min. inkubavus
kambario temperatiiroje méginiui sukantis pastoviu 70 rpm greiciu. Pridéjus
5 ul 0,2 uM biotinu Zymétos RNR, inkubacija pratesta dar 15 min. 23 ir 43 nt
ilgio su magnetinémis dalelémis nesgveikavusios RNR atplautos pagal
gamintojo rekomendacijas, ilgesnés — du kartus su 1x SuriS§imo ir plovimo
buferiu, kartg su 4x SSC-formamidu ir kartg su 2x SSC-formamidu. Biotinu
zyméta RNR nuo magnetiniy daleliy nuimta po 10 min. inkubacijos 70 °C su
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95% formamido ir 10 mM EDTA (pH 8,2). Su magnetinémis dalelémis
sgveikavusios RNR ir tarpiniy eksperimento stadijy méginiai iSanalizuoti 10-
13% dPAG, kaip apraSyta 2.2.3.1 skyriuje.

RNR analizé Forsterio rezonansinés energijos pernasos, FRET, metodu
tirpale
1 uM DmHen1AC buvo pasitelktas siekiant pazyméti 1 uM siR23 reakcijos
miSinyje su 3 uM Ado-14-Cy3 5 ar AdoMet 1 (kontroliné reakcija), Cy3
reakcijos buferyje, méginj 1 val. inkubuojant 37°C temperatiiroje. 0,2 UM
modifikuotos RNR buvo sulydyta su 0,2 pM komplementarios DNR, turin¢ios
Cy5 modifikacija antroje arba penktoje pozicijoje (kontrolinése reakcijose —
nemodifikuota DNR), Sulydymo buferyje méginj 3 min. inkubavus 85°C ir
atSaldzius iki 4°C, temperatiira mazinant 0,01°C/sek. greiciu. ki 15 nM TE
buferyje skiesty RNR méginiy fluorescencija jvertinta FluoroMax-3 (Horiba)
spektrofluorimetru.  Méginius suzadinus 500 nm ilgio banga, emisija
registruota 520-800 nm intervale, 0 590 nm banga — 610-800 nm intervale.
Abiem atvejais bangos ilgis keistas kas 1 nm, naudotas 0,2 sek. signalo
integracijos laikas ir 5 nm suzadinimo/emisijos pralaidumas. siR23-
CH3/DNR-Cy5,  siR23-Cy3/DNR,  siR23-Cy3/DNR-Cy5  dupleksy
fluorescencijos intensyvumas jvertintas atémus foning siR-CHz/DNR méginio
fluorescencija. Gauti duomenys iSanalizuoti naudojant GraphPad Prism
programa.

Konkrecios RNR identifikavimas FRET metodu tirpale

Analizuojant Cy3 fluoroforu Zymétas siR23 ir let-7a2 RNR visuminés RNR
méginyje, Ado-14-Cy3 5 kiekis padidintas iki 10 uM ir j reakcijas pridéta 0,5
ug/ul visuminés RNR, iSgrynintos i§ HCT116 zmogaus storosios zZarnos vézio
lasteliy linijos naudojant RNazol RT (Molecular Research Center, Inc.) pagal
gamintojo rekomendacijas.

RNR analizé FRET metodu gelyje

RNR analizei FRET metodu gelyje anks¢iau apraSytomis sglygomis buvo
paruosti 3 méginiai: siR23- CH3/DNR, siR23-Cy3/DNR ir siR23-Cy3/DNR-
2CyS5. Santykiu 7:3 sumaiSyti su 66,6% glicerolio, méginiai i$frakcionuoti
12% poliakrilamidiniame gelyje, kaip apraSyta 2.2.3.5 skyriuje. Gelis
nuskenuotas Fujifilm FLA-5100 skeneriu, naudojant 532 nm lazerj ir ilgesnes
uz 570 nm bangas praleidziantj LPG filtrg bei ilgesnes uz 662 nm bangas
praleidziantj LPRF filtra. Gauti duomenys iSanalizuoti MultiGauge v.3.0
programa.
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2.2.5. DmHen1AC baltymo pritaikymas RNR sekoskaitai

2.2.5.1 N21 RNR modifikavimas, CuAAC reakcija ir atvirkstiné
transkripcija

N21 RNR modifikavimas

0,2-10 uM %P-N21 RNR 30-60 min. 37°C modifikuota Modifikavimo
reakcijos buferyje, turin¢iame 0,1-0,2 mM Ado-6-azido ir 2 pyM DmHen1AC.
Reakcija sustabdyta paveikus proteinaze K, RNR iSsodinta NaOAc-
glikogeno-96% EtOH misiniu ir po 1074 oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos
i§frakcionuota dPAG, kaip aprasyta 2.2.3.1 skyriuje, arba panaudota CuAAC
reakcijai.

CUAAC reakcija

CuAAC reakcija atlikta 55% DMSO reakcijos misinyje esant 0,025-0,2 pM
$2P-RNR-azido, 1,25-10 uM alkilinto 3'-adapterio/AT pradmens (sulydyty
kaip aprasyta 2.2.4.2 skyriuje) ir 3.3 mM Svieziai paruosto CuBr-TBTA 30
min. 45°C temperattroje. ISsodintas meéginys isfrakcionuotas dPAGE metu
(2.2.3.1 skyrius). Ruosiant méginj atvirkstinei transkripcijai, 45 min. trukusiai
CuAAC reakcijai naudota 20 puM RNR-azido ir 5 pM alkilinto 3'-
adapterio/*?P-AT pradmens, pazyméto kaip apraSyta 2.2.2.3 skyriuje.
Meéginys iSsodintas (2.2.3.1 skyrius) ir iStirpintas vandenyje.
Atvirkstiné transkripcija

Kopijinés DNR, kDNR, sintezé vykdyta reakcijos miSinyje su 10 nM RNR-
3'-adapterio/*?P-AT pradmens, 1 a.v./ul RiboLock RNaziy slopiklio, 0,25 mM
dNTP ir 10 a.v./ul RevertAid (Thermo Fisher Scientific) ar M-MulV (New
England Biolabs) atvirkstinés transkriptazés, pagal gamintojy rekomendacijas
méginius inkubuojant 38°C 2 val. arba 42°C 1 val. ir fermentus inaktyvuojant
10 min. pakaitinus 70°C ar 90°C, atitinkamai. Reakcijos efektyvumas
jvertintas méginius iSfrakcionavus 13% dPAG, kaip aprasyta 2.2.3.1 skyriuje.

2.2.5.2 miRXplore kDNR bibliotekos paruosimas ir jvertinimas

miRXplore KDNR bibliotekos paruosimas
2,5 pM miRXplore RNR buvo sumaisyta su 0,1 mM EDTA, 2 min. pakaitinta
82,5°C ir 5 min. atSaldyta lede. Méginj padalinus j dvi dalis, paruosta po dvi
eksperimentines kDNR biblioteky replikas su kiekvienu i§ alkilinty 3'-
adapteriy. 0,2 uM miRXplore RNR 30 min. 37°C modifikuota Modifikavimo
reakcijos buferyje esant 2 uM DmHen1AC ir 0,1 mM Ado-6-azido. Reakcija
sustabdyta proteinaze K ir RNR i8sodinta kaip aprasyta 2.2.3.1 skyriuje. RNR
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koncentracija nustatyta Qubit fluorimetru naudojant Qubit RNA HS Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. CUAAC reakcija
atlikta naudojant 0,4 UM RNR-azido ir 10 uM alkilinto 3'-adapterio/AT
pradmens, kaip aprasyta 2.2.5.1 skyriuje, ir i§sodinta (2.2.3.1 skyrius). 0,35
pmol RNR-3'-adapterio/AT pradmens panaudota KDNR bibliotekos
paruoSimui su NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3 (PerkinElmer) pagal
gamintojo rekomendacijas, pradedant nuo B zingsnio ir taikant Sias
modifikacijas: D Zingsnyje naudotas 4x skiestas NEXTFLEX 5'-4N adapteris,
G zingsnyje atlikta 18 PGR cikly, po H1 Zingsnio atliktas H2 Zingsnis.

miRXplore kDNR bibliotekos jvertinimas ir sekoskaita

Paruostos kDNR bibliotekos dydis jvertintas kapiliarinés elektroforezés metu
naudojant Agilent High Sensitivity DNA kit (Agilent technologies), Agilent
2100 Bioanalyzer aparatu pagal gamintojo rekomendacijas. KDNR bibliotekos
kiekis iSmatuotas atlikus kiekybinés PGR (kPGR) reakcija naudojant KAPA
Library Quantification Kits - Complete Kit (universal) (Roche) pagal
gamintojo rekomendacijas Rotor-Gene Q (Qiagen) aparatu.

Iki 4 nM praskiestos miRXplore kDNR bibliotekos sumaisytos lygiomis
dalimis ir nuskaitytos Lexogen padalinyje, naudojant NextSeq 500/550 High
Output Kit (Illumina) rinkinj ir nuskaitant 75 nukleotidus nuo vienos i§ kDNR
grandiniy.
3'-galiniy miRXplore RNR nukleotidy seky LOGO buvo paruostas naudojant
WEBLOGO jrankj (209).

2.2.5.3 Lactobacillus casei BL23 sRNR kDNR bibliotekos paruo$imas

L. casei biomasés paruosimas

Trys i$ pavieniy kolonijy uzsétos L. casei BL23 naktinés kulttiros uzaugintos
40 ml Lactobacilli MRS Broth terpéje 37°C temperatiiroje. [Smatavus jy optinj
tankj ties 600 nm, naktinés kultiiros 200 ml minétos terpés atskiestos iki 0,1
OV ir augintos kas 1,5 val. matuojant OT iki vienos i§ SeSiy augimo stadijy
ankstyvoje (OT600 nm = 0,2), vidurinéje (OTeo0nm = 0,9) ir vélyvoje (OTeoonm =
3,1; 6,0) eksponentingje bei stacionarioje augimo fazéje (OTso0nm = 8,5; 10,0).
Lygus kiekis bakterijy sumaiSytas su 1/8 tiirio dalimi ledo saltumo STOP
tirpalu. Bakterijos surinktos centrifuguojant 1800xg grei¢iu 20 min. 4°C ir
laikytos -80°C.
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L. casei visuminés RNR i$skyrimas ir kokybés jvertinimas

Vieno biologinio pakartojimo visy SeSiy augimo stadijy uzSaldytos lastelés
sumaisytos ir sutrintos naudojant skysta azotg. IS 100 mg sutrinty lasteliy
visuminé RNR iSgryninta RNazol RT (Molecular Research Center, Inc.)
reagentu pagal gamintojo rekomendacijas. ISskirtos RNR koncentracija
jvertinta NanoDrop 2000 spektrofotometru, kokybé — Kkapiliarinés
elektroforezés metu naudojant Agilent RNA 600 Nano Kit (Agilent
Technologies) pagal gamintojo rekomendacijas.

RNR paruoSimas kDNR bibliotekos ruoSimui

Visuminé RNR paveikta RNaziy priemaiSy neturin¢ia DNaze I (Thermo
Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas ir i$gryninta naudojant
RNA Clean & Concentrator-25 Kit (Zymo Research). rRNR pasalintos
pasitelkus Ribominus Transcriptome Isolation Kit, bacteria, (Thermo Fisher
Scientific) naudojant 2 pl rinkinyje pateikty, 23S ir 16S rRNR
komplementariy pradmeny ir 2 pul 100 pM koncentracijos 5S rRNR specifiniy,
trijy biotinu modifikuoty pradmeny (5S komp. 1-3) miSinj. Ribosominiy RNR
pasalinimo efektyvumas jvertintas atlikus kapiliarinés elektroforeze Agilent
RNA 600 Nano Kit (Agilent Technologies) rinkiniu pagal gamintojo
rekomendacijas. Po i$sodinimo etanoliu, 50-500 nt ilgio RNR i$grynintos i$
8% dPAG. IS piestele sutraiSkyty gelio gabaléliy RNR eliuota naudojant 500
ul RNR eliucijos buferj, 4 val. inkubuojant 25°C 300 rpm greiciu
besisukanciame termostate. Gautas eliuatas surinktas 10 min. centrifuguojant
16000xg grei¢iu naudojant Corning Costar Spin-X 1,5 ml mégintuvéliams
pritaikytus filtrus (Merk). RNR issodinta kaip aprasyta 2.2.2.2 skyriuje, pirma
kartg centrifuguojant 30 min., o su 75% EtOH — du kartus po 5 min. 5'-PPP-
RNR hidrolizuota iki 5'-P-RNR pasitelkus RppH (New England Biolabs)
pagal gamintojo rekomendacijas ir i§ reakcijos miSinio iSgryninta naudojant
RNA Clean & Concentrator-25 Kit (Zymo Research).

kDNR biblioteky paruosimas mDOT-seq metodu

1,6 uM RNR 2 min. pakaitinus 82,5°C su 0,1 mM EDTA ir 5 min. atSaldzius
ledo vonioje, 0,2-0,3 uM RNR modifikuota azido grupe turinéia perneSama
grandine ir 0,2 pM RNA-azido panaudoti CuAAC reakcijai kaip apraSyta
2.2.5.2 skyriuje. 2 pmol RNR-3'-adapterio pradedant nuo B Zingsnio toliau
paruosti pagal NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3 (Perkin Elmer) protokola
pagal gamintojo rekomendacijas pradedant nuo B Zzingsnio, pritaikius
nurodytas modifikacijas: D Zingsnyje naudotas 4x skiestas NEXTFLEX 5'-
4N adapteris, E zingsnyje méginio inkubacija 42°C pratesta iki 60 min., G
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zingsnyje atlikta 15 PGR cikly, o F ir H1 Zingsniai atlikti pagal alternatyvy
Preparing Libraries without Size Selection protokola.

kDNR biblioteky paruosimas standartiniu metodu

N bibliotekos paruostos naudojant 2 pmol RppH paveiktos RNR pagal
NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3 protokola (Perkin Elmer), remiantis
gamintojo rekomendacijomis, E, F ir H1 zingsnius modifikavus kaip mDOT-
seq biblioteky paruosimo atveju, o G zingsnyje atlikus 12 PGR cikly.

kDNR biblioteky jvertinimas ir sekoskaita

Abiem metodais paruosty biblioteky koncentracija ir kokybé jvertinta kaip
nurodyta 2.2.5.2 skyriuje. Iki 4 nM skiestos ir lygiomis dalimis sumaisytos
bibliotekos nuskaitytos Lexogen padalinyje, naudojant NextSeq 500/550 Mid
Output Kit (lllumina), nuskaitant po 75 nukleotidus nuo abiejy kDNR
grandiniy.

Sekoskaitos duomeny analizé

L. casei sRNR sekoskaitos duomeny analize atliko K. Kvederavidiate.
Nuskaitymai buvo vizualizuoti ir analizuoti naudojantis Integrative Genomic
Viewer programa (210). APERO v1.0.3 nuspétos potencialios sRNR
papildomai jvertintos tolimesnei analizei paliekant tik tas, kuriy nuskaitymy
kiekis ties 5'- ir 3'-ribomis 2 nt intervale iSaugo daugiau nei 3 kartus bent
viename i§ biologiniy pakartojimy. Tais atvejais, kai remiantis minétu
reikalavimu didzigja sekos dalimi persidengianC¢ioms sRNR skirtingose
bibliotekose buvo priskirtos skirtingos koordinatés, bendram sRNR sarasui
pasirinktas ilgiausias sRNR variantas ir jo koordinatés. Nuspéty sRNR
pasiskirstymo genome zemélapis sugeneruotas DNAPIotter jrankiu (212),

Veno diagrama - Venn Diagram Plotter programa
(https://omics.pnl.gov/software/venn-diagram-plotter), SRNR
konservatyvumo zemélapis - Heatmapper programa
(http://www.heatmapper.ca/expression/). Skirtingose bibliotekose

identifikuoty sSRNR savybés statistiskai jvertintos past3 programa (213).
Potencialias SRNR Northern hibridizacijos metodu patvirtino R.
Mineikaité.
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3. REZULTATAI

3.1 Henl metiltransferaziy fermentinio aktyvumo tyrimas

Henl metiltrasferazés — tai bakterijose ir eukariotuose sutinkami fermentai,
pasizymintys konservatyviu metiltransferaziniu (MTaziniu) domenu bei
pernesantys metilo grupe nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) kofaktoriaus
ant 3'-galinio RNR nukleotido 2'-O-ribozés. Pagal domening struktirg ir
modifikuojamus RNR substratus Sie baltymai iSskiriami j keturias poseimes:
(i) daugiadomenes miRNR ir siRNR dupleksus metilinancias augaly
metiltransferazes, po papildoma sritj C- ir N-galuose, atitinkamai, turin¢ias
(ii) viengrandines piRNR ir su specifiniais baltymais sgveikaujanc¢ias siRNR
ir miRNR  modifikuojancius gyviny baltymus ir (iii) ribotoksiny
hidrolizuotas tRNR metilinanc¢ius bakterijy fermentus bei (iv) tik i§ katalizinio
domeno sudarytas bakterijy metiltransferazes, apie kuriy substratinj
specifiSskumg $iuo metu néra duomeny (3). Dar prie§ deSimtmetj buvo
parodyta, jog gyviny Henl metiltransferazés lastelése modifikuoja 21-33 nt
ilgio viengrandines mazasias RNR, taip apsaugodamos pastargsias nuo
uridilinimo  ir degradacijos (11,126). Apie fermentines gyviny
metiltransferaziy savybes Sio darbo pradzioje nebuvo beveik jokiy duomeny.
Uzsibréze uzpildyti egzistuojancia ziniy spraga, iSgryninome su glutationo S-
transferaze (GST) sulietus Drosophila melanogaster DmHen1 ir Zmogaus
HsHenl baltymus ir pradéjome jy tyrimg siekdami nustatyti metalo
kofaktoriaus poreikj, substratinj ir kofaktoriaus specifiskuma bei jy vykdomos
metilinimo reakcijos greit].

3.1.1 RNR metilinimo reakcijos priklausomybé nuo metalo kofaktoriaus

Detaliau iStirtos Henl metiltransferazés pasizymi skirtingu metalo jony
specifiSskumu, pavyzdziui, 21-24 nt miRNR ir siRNR dupleksus
modifikuojanti Arabidopsisi thaliana AtHEN1 metiltransferazé funkcionuoja
reakcijos miinyje esant Mg?* jonams (4), taciau pastarieji slopina bakterinés
Clostridium thermocellum CtnHenl metiltransferazés aktyvuma, kuriam
bitini dvivalenéiai mangano jonai (131). Siekdami nustatyti efektyviausia
DmHenl ir HsHenl katalizuojama modifikacijga uztikrinantj metalo
kofaktoriy, atlikome RNR metilinimo eksperimentus reakcijos miSiniuose su
baltymo ir metalo jony pertekliumi. Modifikuotos 22 nt viengrandiné 32P
zymétos miR173 RNR dalj nustatéme atlike 104 oksidacijos/B-eliminacijos
reakcijas. Jy metu nuo nemetilintos RNR buvo nuskeltas 3'-galinis
nukleozidas, todél denattiruojanciame poliakrilamidiniame gelyje (dPAG)
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i8frakcionuota nemodifikuota RNR pasizyméjo didesniu, o modifikuota —
atvirksc¢iai, mazesniu elektroforetiniu judrumu (208). Pradiniai eksperimentai
atlikti su DmHen1 ir HsHenl metiltransferazémis parodé, jog nei mangano,
nei magnio jonai neuztikrino efektyvios RNR modifikacijos (Pav. 3.1).
Metilintos RNR dalis reakcijose su Mn?* ir Mg?* tesieké atitinkamai 39 ir 33%
bei 11 ir 3% DmHenl ir HsHenl atvejais. Vis délto, tai, jog metaly jonai yra
butini tiriamy metiltransferaziy katalizuojamai reakcijai, patvirtinome
reakcijomis be pridéto metalo kofaktoriaus ir su metaly jonus suriSanciu
EDTA — abiem atvejais visa reakcijos miSinyje buvusi *?P-miR173 liko
nemodifikuota.

A miR173 5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC-3' B 100 DmHen1

Metalyjonai - - - g™cS o8 W WS 8 28 W = go
Hen1 - -+ o+ o+ o+ o+ 4+ o

NalO, - + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ é 60
)

modifikuota | - —— DmHen1 é "
nemodifikuota 5
S

modifikuota | .= —— HsHen1 =2

nemodifiku

o

Co” Mn” Mg“ Ca” zZn" NI

Metaly jonai
100 100 HsHen1
. ¥ DmHen1
s 80 HsHen1 = g0 |
o ['4
b4 z
@ 60 © 60
8 ]
S 3
2 40 2 40
= ]
3 3
= 20 = 20
0 . 0 .
Co” Co” Mn" Mg® Ca” 2Zn" NI Co” Mn” Mg® Ca” 2Zn" N
Metaly jonai Metaly jonai

Pav. 3.1. DmHenl ir HsHen1 katalizuojamo vgRNR metilinimo priklausomybé nuo
metalo kofaktoriaus. A. Co?* ir Co®* jonai uztikrina efektyvy vgRNR metilinima. 0,2
UM 22 nt ilgio *?P-miR 173 buvo modifikuota reakcijos misinyje, turin¢iame 100 uM
AdoMet 1, 10 mM nurodyty metaly chloridy drusky (CoCly ir [Co(NH2)¢]Cls, Co?* ir
Co%* atveju, atitinkamai), i8skyrus nikelio sulfatg, ir 1 uM Hen1 metiltransferaziy. Po
30 min. inkubacijos 37°C modifikuotos RNR dalis buvo nustatyta atlikus 104
oksidacijos/B-eliminacijos reakcija (208), isfrakcionavus méginj 13% dPAG ir
vizualizavus radiacijai jautriy fotoekrany pagalba. B. Metilinimo reakcijos
efektyvumo priklausomybé nuo skirtingy jony koncentracijos. Histogramose pateikta
modifikuotos RNR dalis jvertinta eksperimentg atlikus bent du kartus.

Efektyvy tiriamy metiltransferaziy vykdoma modifikavima uztikrinancius
metalo jony paieska pratgséme iStyre keleta placiau paplitusiy metalo
kofaktoriy: Ca?" ir tris pereinamyjy metaly jonus — Co?*, Ni?" ir Zn?* (Pav.
(Pav. 3.1). Siuo atveju misy pa¢iy nuostabai gauti rezultatai parodé, jog
reakcijg katalizavus ir DmHenl, ir HsHenl visa reakcijos miSinyje buvusi
VORNR buvo visiskai modifikuota naudojant dvivalencius kobalto jonus.
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Panasus, daugiau nei 90% reakcijos miSinyje buvusios miR173 metilinimas
nustatytas ir su Co®" jonais. Tokie pat rezultatai gauti su Co?" ir Co® reakcija
atlikus argono atmosferoje, apsaugancioje Co®* nuo papildomos oksidacijos
(rezultatai nepateikti) patvirtino, jog i§ tiesy dviejy skirtingy oksidaciniy
laipsniy kobalto jonai geba katalizuoti DmHen! ir HsHenl metiltransferaziy
vykdoma reakcija. Itin aukstas modifikavimo efektyvumas su DmHen1 buvo
pasiektas j reakcijos misinj pridéjus Ca?* jony (79%), taciau HsHenl
metiltransferazés vykdomos reakcijos jie nekatalizavo.

Taigi, gauti rezultatai rodo, jog tiriamos metiltransferazés in vitro pasizymi
Siai baltymy klasei nebiidingu nuo Co?* ir Co®" priklausomu fermentiniu
aktyvumu. HsHen1 efektyvumas yra grieztai nulemtas Siy metaly kofaktoriy.
DmHenl RNR modifikuoja ir pasitelkdamas Ca?*, Mn?* ir Mg?* jonus, nors
tirtomis salygomis pastarosios reakcijos néra efektyvios.

Isskirtinis antros poseimés Henl metiltransferaziy specifiskumas butent
viengrandinei RNR in vitro reakcijose yra parodytas tik su Mg?* jonais (5—
7,115). Nustate, jog Mg?* neuztikrina visiskos RNR substrato modifikacijos,
nusprendéme patikrinti, ar reakcija papildomai katalizuojantys Co?" jonai
nepakei¢ia Henl metiltransferaziy substratinio specifiSkumo biitent
viengrandinés RNR atzvilgiu. Eksperimentai atlikti DmHenl baltymui
modifikuojant miR173 ar i§ Sios RNR bei jai visiSkai komplementarios
miR173k sudarytg dupleksa patvirtino, jog metilinimo reakcijg katalizuojant
Co?*, Mn?* ar Mg?" jonams, visais atvejais efektyviau modifikuojama yra
bitent viengrandiné RNR (Pav. 3.2).

Metaly jonai Co™ Mn* Mg™
RNR vg dg vg dg vg dg
Hent - - + + - - + + - - + 4
NalO, - + + + - + + + -+
modifikuota | e ‘-’ ‘-
. . - ew ey e
modifikuota, % 9% 7 48 0 24 0

Pav. 3.2. Viengrandinés ir dvigrandinés RNR metilinimas veikiant DmHenl
metiltransferazei ir reakcijos miSinyje esant skirtingiems metaly jonams. Reakcija
atlikta kaip apragyta Pav. 3.1, i§skyrus tai, jog buvo naudota 0,2 uM %2P-miR173 arba
2P-miR73/miR173k RNR. vg — viengrandiné¢ miR173, dg — dvigrandiné RNR,
sudaryta i§ miR173 ir jai komplementarios miR173k.

Henl metiltransferazéms nebiidingo metalo kofaktoriaus poreikis
paskatino atsakyti ir j dar vieng klausima — ar sgveikaudamos su Co?®* jonais
gyviiny metiltransferazés sudaro stabilius kompleksus su modifikuojama
RNR. Nors gyvuny Henl polipeptidinéje sekoje, prieSingai nei jy augaly
homology atveju, neiSskiriamas RNR suri$antis domenas (3), vis délto, iKi
Siol nebuvo patikrinta ar tikrai toks suriSimas néra galimas, ar ir kaip jis
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priklauso nuo metalo kofaktoriaus. Atlike RNR elektroforetinio judrumo
gelyje poslinkio eksperimentus (angl. Elecrophoretic Mobility Shift Assay,
EMSA) nustatéme, jog nei reakcijos miSinyje esant Co?*, nei mazesnj
modifikavimo efektyvumg uztikrinantiems Mn?* ar Mg?* jonams tiriami
fermentai nesudaro stabilaus komplekso su RNR substratu (Pav. 3.3).
Remdamiesi gautais rezultatais mes manome, jog lasteléje DmHenl ir
HsHenl galéty modifikuoti RNR molekules sgveikaudami su kitais, mazyjy
RNR biogenezéje dalyvaujanciais baltymais.
Metaly jonai - - Co™ Mn** Mg*

Metaly jonaimM - - 1 1 5 10 1 1 5 10 1 1 5 10

Hen1 - + - + + + - + + + - + + +

O—
DmHen1

LY - —

HsHen1

ow - OoOO®ee e

Pav. 3.3. Henl metiltransferaziy sagveikos su miRNR analizé EMSA metodu. 0,2 uM
%P-miR173 buvo sumaidyta su 100 uM S-adenozilhomocisteino (AdoHcy,
demetilinto AdoMet kofaktoriaus), nurodytu kiekiu metaly chloridy ir 1 uM Henl
baltymy. Po 30 min. inkubacijos 37°C temperatiiroje méginys buvo i§frakcionuotas
natyviame poliakrilamidiniame gelyje (PAG).

3.1.2 Skirtingus 3’-galinius nukleotidus turin¢iy RNR modifikavimas

Skirtingiems poSeimiams priklausancios Henl metiltransferazés nevienodai
efektyviai modifikuoja skirtingus galinius nukleotidus turin¢ius RNR
substratus. Pelés mHenl aktyvumas 3'-galinio nukleotido atzvilgiu iSsidésto
tokia eile A> C > U > G (6), bakterinio CthHen1 - G>>U> A= C (132), 0
baltaziedzio vairenio AtHENI in vitro vienodai efektyviai modifikuoja bet
kurj galinj nukleotida turin¢ias RNR (52). Siekdami nustatyti ar ir jei taip,
tuomet kokiu specifiskumu modifikuojamo galinio nukleotido atzvilgiu
pasizymi tiriamos gyviny metiltransferazés, atlikome RNR metilinimo
eksperimentus su miR173 3'-gale turinéia U, C, A arba G nukleotidus.
[3analizave gautus rezultatus nustatéme, jog naudojant Co?* kaip metalo
kofaktoriy DmHen! metilinimo efektyvumas tik neZymiai priklauso nuo 3'-
galinio nukleotido — visais atvejais reakcijas vykdzZius 30 min. esant baltymo
pertekliui buvo modifikuota daugiau nei 90% konkrecios RNR (Pav. 3.4 A).
Tirtomis salygomis HsHenl pasizyméjo labiau iSreiksta modifikavimo
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efektyvumo priklausomybe nuo galinio nukleotido — mazesniu nei 90%
efektyvumu buvo modifikuojami U (80%) ir G (38%) nukleotidai, o baltymo
vykdomos reakcijos efektyvumas iSsidésté tokia eile A =~ C > U > G.
ISmatuotos DmHen1 vienos apsukos salygomis, t. y. esant fermento pertekliui,
vykdomy metilinimo reakcijy grei¢iy konstantos, Kehem, taip pat tik nezymiai
priklausé nuo modifikuojamo substrato galinio nukleotido (varijavo nuo 0,80
iki 0,28 min.t), o HsHenl atveju tesieké 0,08 min.™ baltymui modifikuojant
mMiR173-G (Pav. 3.4 B, Lentelé 3.1).

A 100

» DmHen1

HsHen1
miR173-X 5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAX-3'

baltymas - - DmHen1 HsHen1
3t C C U C A G UC A G

NalO, - + + + + + o+ o+ o+ o+

modifikuota |NENP S —— gy —
nemodifikuota = — 20

Modifikuota RNR, %

B DmHen1 HsHen1

Metilinta miR173
Metilinta miR173

5
Reakcijos laikas, min. Reakcijos laikas, min.

Pav. 3.4. RNR metilinimo priklausomybé nuo 3'-galinio nukleotido. A. Skirtingus
galinius nukleotidus turinios miR173-X metilinimas. 30 min. vykdytos reakcijos
atliktos kaip aprasyta Pav. 3.1. Histogramoje pateikta modifikuotos RNR dalis
jvertinta eksperimentg atlikus bent du kartus. B. Skirtingus galinius nukleotidus
turincios miR173 modifikavimo greiCio, apraSyto vienos eksponentés lygtimi,
grafikai. Metilinimo reakcijos greitis buvo iSmatuotas vienos apsukos salygomis,
esant fermento pertekliui — 0,2 uM *?P-RNR 0-60 min. buvo modifikuota reakcijos
misinyje su 100 pM AdoMet 1, 10 mM CoCl; ir 2 pM Henl metiltransferaziy. Viso
buvo atlikti bent du pakartojimai. Skaitinés iSmatuoty reakcijos grei¢iy konstantos
pateikiamos 3.1 lenteléje.

Apibendrindami galime teigti, jog panasiai kaip AtHEN1, DmHen1 beveik
neiSskiria RNR substraty pagal jy galinius nukleotidus, o HsHenl pasizymi
aiSkiai iSreik§tu substratiniu specifiSkumu. Nustatytos gyviny Henl
metiltransferaziy vykdomy reakcijy greicio konstantos, siekiancios 0,08-0,8
min?, yra panaSios j iSmatuotas bakterinés CthHenl vykdomo vgRNR ir
AtHEN1 katalizuojamo dgRNR metilinimo — 0,11 min.! (132) ir 2,0 £ 0,1
min. (51) — atitinkamai.
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Lentelé 3.1. ISmatuotos skirtingus galinius nukleotidus turin¢ios miR173
modifikavimo grei¢io konstantos, Kenem.

3'-galinis nt DmHenl HsHen1
Kechem, (min-_l) Kchem, (min.'l)
U 0,80+ 0,02 0,16 £ 0,01
C 0,61 + 0,04 0,33+0,03
A 0,46 + 0,02 0,68 + 0,06
G 0,28 + 0,02 0,08 £ 0,01

3.1.3 Skirtingo ilgio RNR substraty modifikavimas

Lastelése antrajai poSeimei priklausancios Henl metiltransferazés
modifikuoja 21-33 nt ilgio RNR molekules. Taciau in vitro reakcijose Sie
fermentai gali metilinti ir kitokio ilgio RNR: tetrahymena Henlp MTazé
modifikuoja 16-32 nt (115), pelés mHen1 — 20-40 nt ilgio RNR substratus (6).
Norédami nustatyti ar ir kaip efektyviai tiriamos Henl metiltransferazés
modifikuoja ir gerokai ilgesnes RNR, in vitro transkripcijos budu
susintetinome 43, 60 ir 80 nt ilgio transkriptus. Siekdami jvertinti
modifikavimo efektyvumo priklausomybe tik nuo RNR substrato ilgio ir
minimizuoti RNR sekos jtaka, uztikrinome, jog visi RNR substratai turéty
vienodg, 23 nt apimanéig seka, 3'-gale. 3'-galy homogeniskumo pasiekéme
substraty gamybai pritaike hepatito D viruso (HDV) ribozimu paremtg in vitro
transkripcijos sistema, t. y. j in vitro transkripcijos matricg jtrauk¢ HDV
ribozimo seka. Kadangi RNR polimerazés yra linkusios susintetinti uz matrica
trumpesnes ar kiek ilgesnes RNR molekules, i§ karto uz RNR sekos
koduojamas ir pats sintezés metu iSsikerpantis HVD ribozimas padeda
i§spresti $ig problema (207).

Atlikus metilinimo eksperimentus paaiskéjo, jog ir DmHenl, ir HsHenl
vykdomos reakcijos efektyvumas mazai tepriklauso nuo RNR substrato ilgio
ir siekia 94-98% bei 83-92%, atitinkamai (pav. 3.5).

siR23 5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR43 5-GGGAAAGCUUCGAUCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR60 5-GGGAAAGCUUUGAAGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR80  5-GGGAAAGCUUACCAUGUACACAAGACGUAGUACCGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

RNR siR23 (23 nt) siR43 (43 nt) siR60 (60 nt) siR80 (80 nt)
N A N A N A N A
e et e e et e e
baltymas - - O«x\'\ Y\c,\)\e’ - 0@‘(\(\9\)\‘?’ - - 0«\\’\\,\&9 - 0«\‘?‘ \)\5\/\0
Nalo, - + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+ -+ o+ o+
modifikuota | . [rp—
oo — -_“"’-__-n—-'___-.\..

modifikuota, % 100 96 98 83 97 87 94 85
Pav. 3.5. Skirtingo ilgio vienodg 3'-galine sekg turiniy RNR substraty metilinimas
DmHenl ir HsHenl metiltransferazémis. Modifikavimo reakcijos atliktos kaip
aprasyta Pav. 3.1.
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Taigi, atlikti RNR metilinimo eksperimentai parodé, jog reakcijos miSinyje
esant Co?* jonams abi Henl metiltransferazés efektyviai modifikuoja
skirtingus galinius nukleotidus turincius jvairaus ilgio RNR substratus.
Nustatytas platus substratinis Henl specifiSkumas paskatino iskelti hipoteze,
jog tiriami fermentai potencialiai galéty pasizymeéti ir platesniu kofaktoriaus
specifiskumu bei pernesti ne tik metilo, bet ir ilgesnes Sonines grupes, t. y.
biti pritaikyti metiltransferaziy katalizuojamai aktyvuoty grupiy pernasai nuo
sintetiniy kofaktoriaus analogy, mTAG (angl. methyltransferase directed
Transfer of Activated Groups) reakcijoms.

3.1.4 Aktyvuoty grupiy pernasa nuo sintetiniy S-adenozil-L-metionino
analogy

IS turimos sintetiniy AdoMet 1 analogy bibliotekos mTAG reakcijai
pasirinkome dr. V. Maseviciaus susintetitus Ado-6-amino 2 ir Ado-6-azido 3
kofaktorius (Pav. 3.6 A). Funkcinés amino ir azido grupés yra placiai
pritaikomos dviejy zingsniy molekuliy zyméjimui pirminiams aminams
sgveikaujant su NHS esteriais bei galiniams azidams dalyvaujant
bioortogonaliose,  fiziologinémis  salygomis  vykstan¢iose  Cu(l)
katalizuojamose azidy-alkiny 1,3-ciklo prijungimo (CuAAC) reakcijose (52).

Atlike modifikavimo eksperimentus su sintetiniais AdoMet 1 analogais
nustatéme, jog abi metiltransferazés Sonines grupes ant galinio miR173
nukleotido pernesa didesniu nei 87% efektyvumu (Pav. 3.6 B). Misy
nuostabai DmHen1 visiskai modifikavo substrating RNR bet kuria perne$ama
grupe. HsHenl vykdomo alkilinimo efektyvumas iSaugus perneSamai grupei
taip pat nesumazgjo. Vis délto, kadangi lyginant su DmHenl, HsHenl
pasiZzyméjo mazesniu RNR modifikavimo efektyvumu bei nevisiskai metilino
skirtingos sekos ir ilgio RNR substratus, pastarosios metiltransferazés
galimybés panaudoti mTAG reakcijoms detaliau netyréme.

Tai, jog RNR i$ tiesy buvo modifikuota pilno ilgio Soninémis sintetiniy
AdoMet 1 analogy grandinémis, patvirtinome RNR degradave P1 nukleaze
(Sigma-Aldrich), defosforiling Sarmine fosfotaze (FastAP, Thermo Fisher
Scientific) ir gauta nukleozidy misinj iSanalizave didelio nasumo skysciy
chromatografijos-masiy spektrometrijos (angl. High Performance Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC-MS) metodu. Sia ir kitas HPLC-
MS analizes atliko Audroné Ruk$énaité. DmHenl modifikavus 3'-galinj
miR173 C nukleozidg atitinkamomis perneSamomis grandinémis HLPC
chromatogramose tarp didziausia sugertimi pasizyminciy keturis pagrindinius
nukleozidus atitinkané¢iy smailiy, lyginant su kontroliniu méginiu, i$ry$kéjo
papildomos, lé¢iau uz nemodifikuotg citozino nukleozida chromatografine
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kolonéle judanc¢iy junginiy smailés (Pav. 3.6 C). Nustatyti §iy junginiy masés-
kriivio santykiai buvo itin panasiis | atitinkamus teoriSkai apskaiciuotus
modifikuoto citidino ir jo skilimo produkty santykius (Pav. 3.6 D, Lentelé
3.2). Taigi, ir RNR analizés dPAG, ir HPLC-MS eksperimento rezultatai
patvirtino, jog DmHenl i§ tiesy modifikuoja miR173 galinj nukleozidg nuo
sintetiniy kofaktoriy perneSamomis pilno ilgio Soninémis grandinémis.

NH, N D 280.0896 AdoMet 1
2 5 r
o g i
4
0 i, oy N N E 807 1150507
g 60 258.1075 537.1894
M= “cH, AdoMet1 o 401
c
_ g 515,206
w= \/’t\’/\NH2 Ado-6-aminas 2 fg- 204 520 gl
g ol |
NN i w0 - .
x= N, Ado-6-azidas 3 100 200 300 400 500 600 700 80O 900
Masés-krivio santykis, m/z
B baltymas - - DmHen1 HsHen1 339165
kofaktorius - - 1 2 3 1 2 3 5100+ 1661 Ado-6-aminas 2
NalO, - + + + + + + 4 é SD:
" = -— 2
modifikuota | g - - = % 60:
nemodifikuota - — g 40.
modifikuota, % 98 100 100 89 87 96 £ 228.1223
2 207 4150508 361.1466
c c 4 ot _t"_t———
100 200 300 400 500 600 700 800 900
Masés-krlvio santykis, m/z
100
G 65,1569 387.1383 Ado-6-azidas 3
° a2 100
§ u ] 7512881
< A £ 80
=2 mC @
S 50 ¥ 2 60
) - =]
= ‘WC 1 «w 40
E S 12.0507
g 2 i‘* 20 ars
i 5 1 I |
0 '3 @ 0 L .
2 4 6 8101214 16 18 20 22 24 26 28 30 100 200 300 400 500 600 700 800 900
I15&jimo laikas, min Masés-krivio santykis, m/z

Pav. 3.6. Gyviiny Henl metiltransferaziy vykdoma aktyvuoty grupiy pernesa nuo
sintetiniy AdoMet 1 analogy ant viengrandinés RNR. A. AdoMet 1 ir jo sintetiniy
analogy struktiira. B. DmHen1 ir HsHenl metiltransferaziy katalizuojamas miR173
modifikavimas metilo ir ilgesnémis perneSamomis grupémis. 0,2 uM 3?P-miR173
buvo modifikuota reakcijos misinyje su 100 uM AdoMet 1, Ado-6-amino 2 ar Ado-
6-azido 3, 10 mM CoCl; ir 2 uM DmHen1 ar HsHen1 30 min. 37°C temperatiiroje.
C. Modifikuoty nukleozidy HPLC chromatograma. 2 pM miR 173 buvo modifikuoti
reakcijos miSinyje esant 100 uM AdoMet 1, Ado-6-amino 2 ar Ado-6-azido 3, 10 mM
CoCly ir 1 uM DmHenl. Po 1,5 val. inkubacijos 37°C temperatiroje RNR buvo
degraduota iki pavieniy nukleotidy veikiant P1 nukleazei, defosforilinta iki
nukleozidy su FastAP fosfataze ir iSanalizuota HPLC-MS metodu. D. Modifikuotiems
nukleozidams specifiniy smailiy spektrogramos. Identifikuoty 2'-O-alkilinty citidino
junginiy sarasas pateikiamas 3.2 lenteléje.

79



Lentelé 3.2. 2'-O-alkilinty citidino junginiy, identifikuoty MS analizés metu, sarasas.

Modifi- Jozinuotas Formulé Apskaicdiuota Nustatyta
kuotas junginys m/z m/z
nukleo-
zidas
C-CHs [citozinas + H]*  [C4HsNsO]* 112,0505 112,0507
[citidino-CHz +  [C10H16N3Os]* 258,1084 258,1075
H]*
[citidino-CH3 +  [C10H1sN3OsNa]*  280,0904 280,0896
Na]*
[2citidino-CH3 +  [C2oH31N6O10]* 515,2096 515,2069
H]*
[Zcitidino—CH3 + [CzoH30N5010N(:1]+ 537,1916 537,1894
Na]*
C-6- [citozino+ H]* [C4HeN3OT* 112,0505 112,0508
aminas ' [ribozés-6- [C11H18NO4]* 228,1230 228,1223
aminas]*
[citidino-6- [C15H23N40s]* 339,1663 339,1661
aminas + H]*
[citidino-6- [CisH22N4OsNa]t  361,1482 361,1466
aminas + Na]*
C-6- [citozinas + H]*  [C4HsN3O]* 112,0505 112,0507
azidas [citidino-6- [C15H21N6Os]* 365,1568 365,1569
azidas + H]*
[citidino-6- [CisH20NgOsNa]*  387,1387 387,1383
azidas + Na]*
[2citidino-6- [Cs0HaoN12010Na]  751,1883 751,2881

azidas + Na]*

3.1.5 Aktyvuoty grupiy pernasa ant jvairaus ilgio ir sekos RNR substraty

Nustatg, jog DmHenl i§ tiesy gali buti pritaikytas mTAG reakcijoms,
nusprendéme patikrinti, ar sintetiniai AdoMet 1 analogai nepakeicia
metiltransferazés substratinio specifiSkumo galinio RNR nukleotido ir jos
ilgio atzvilgiu. Siekdami palyginti skirtingus galinius nukleotidus turinciy
RNR substraty modifikavimo metilo ir didesnémis perneSamomis grupémis
greicius, atlikome vienos apsukos reakcijos grei¢io konstanty (Kchem)
nustatymo eksperimentus. Miisy nuostabai iSmatuotos RNR modifikavimo
grei¢io konstantos naudojant sintetinius kofaktoriaus analogus buvo panasios
ar net Siek tiek didesnés uz anksc¢iau nustatytas metilinimo reakcijos greicio
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konstantas DmHenl modifikuojant visus keturis galinius nukleotidus
turinCius RNR substratus (Pav. 3.7).
A I

3'-galinis nt Kehem, (min.*) Kchem, (min. )
(Ado-6-aminas2)  (Ado-6-azidas 3)
u 1,08 £0,09 1,17£0,12
C 0,91 0,09 1,03 £0,05
A 0,54 + 0,05 0,82 +0,05
G

0,29 0,02 0,47 £0,02

B 1 Ado-B-azidas, 3
——u
08 - C
2 2 ——A
- p- —_—G
14 24
£ £ 06
@ £
5 =]
2 2 04
ES £
o [=3
= = 0.2
0 0
0,2 1 5 25 0,2 1 5 25
Reakcijos laikas, min. Reakcijos laikas, min.

Pav. 3.7. RNR alkilinimo grei¢io priklausomybé nuo 3'-galinio nukleotido. A.
miR173 alkilinimo grei¢io konstantos (Kchem), iSmatuotos vienos apsukos saglygomis,
esant fermento pertekliui ir atlikus bent du eksperimentus. Reakcijos atliktos kaip
apraSyta Pav. 3.4 B. Metilinimo reakcijos grei¢iy konstantos paimtos i§ 3.1 lentelés.
B. Skirtingus galinius nukleotidus turin¢ios miR173 alkilinimo greicio, apraSyto
vienos eksponentés lygtimi, grafikai.

DmHen1 geba alkilinti skirtingo ilgio substratus jvertinome pasitelke pora
ne tik ilgiu, bet ir seka besiskirian¢iy RNR molekuliy — 22 nt zmogaus let-7a2
miRNR, 28 nt piR3 piRNR ir jau minétas siR23/43/60/80 RNR (Pav. 3.8 A).
Reakcijos miSinyje esant Ado-6-amino skirtingi RNR substratai buvo
modifikuoti didesniu nei 69% efektyvumu, o Ado-6-azido — 87-100%
efektyvumu nepriklausomai nuo modifikuotos RNR ilgio. [Smatave siR23 ir
siR43 alkilinimo greicio konstantas vienos apsukos saglygomis, nustatéme, jog
jie taip pat nepriklauso nuo modifikuojamo substrato ilgio ar perneSamos
grupés dydzio (Pav. 3.8 B). Taigi, jverting gautus rezultatus galime uztikrintai
teigti, jog DmHen1 gali biiti pritaikytas efektyviam jvairaus ilgio ir sekos
RNR substraty modifikavimui funkcines amino ar azido grupes turin¢iomis
perneSamomis grandinémis bent jau in vitro salygomis.
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A piR3 5-UGAGAGUGGCAUCUAAAUGUUUAGUGGA-3'
let-7a2 5-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3'

siR23 5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR43 5-GGGAAAGCUUCGAUCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR60 5-GGGAAAGCUUUGAAGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR80 5-GGGAAAGCUUACCAUGUACACAAGACGUAGUACCGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

RNR piR3 (28 nt) let-7a2 (22 nt) siR23 (23 nt) siR43 (43 nt) siR60 (60 nt) siR80 (80 nt)
kofaktorius . . ¢ 2 3 . - 1 2 3 - . 1 2 3 1.2 3 - - 1 2 3 - - 1 2 3
NalO, - + 4+ + + - 4 4+ + 4+ - 4 4+ + + - 4+ 4+ o+ 4 -+ o+ 4+ o+ -+ o+ 4+
modifikuota | e R T — -
rodi | - -— - --.—:q—_,—:—
nemod N . - == |
modifikuota, % 84 91 87 9 96 98 97 92 97 99 96 100 100 88 94 100 69 98
B 1 siR23
—— AdoMet
o— Ado-6-azidas
L 08 T =
E siR43 Kofaktorius k?'"" (i) k‘.“'" i}
E o6 —a— AdoMet (siR23, 23 nt)  (siR43, 43 nt)
% ! +— Ado-6-azidas AdoMet 1 0,78 +0,04 0,85 0,05
S
= 04 Ado-6-azidas3 0,99 £0,05 0,66 +0,12
o

0,2

Reakcijos laikas, min.

Pav. 3.8. DmHenl katalizuojamas skirtingos sekos ir ilgio RNR alkilinimas. A.
Ivairiy RNR substraty modifikavimas metilo ir didesnémis perneSamomis grupémis.
Reakcijos atliktos kaip apraSyta Pav. 3.6 B. B. siR23 ir siR43 alkilinimo greicio,
iSmatuoto vienos apsukos salygomis ir aprasyto vienos eksponentés lygtimi, grafikai
ir skaitinés grei¢io konstanty (Kenem) vertés gautos eksperimentg atlikus bent du kartus
kaip apraSyta Pav. 3.4 B.

3.1.6 RNR alkilinimas kofaktoriy miSinyje

Siekiant pazyméti RNR funkcinémis grupémis ne tik kontroliuojamose in
vitro reakcijose, bet ir Igsteliy lizatuose ar paciose eukariotinése lgstelése,
DmHenl turéty perneSti Sonines grandines nuo sintetiniy kofaktoriaus
analogy aplinkoje su natiiraliu AdoMet 1 kofaktoriumi. Norint iSsiaiskinti ar
tokia reakcija bty jmanoma, buvo atliktas kofaktoriy konkurencijos
eksperimentas, jdéjus j reakcijas ir AdoMet 1, ir Ado-6-azido 3. Visais atvejais
buvo iSlaikyta pastovi bendra kofaktoriy koncentracija palaipsniui kintant tik
santykiniam jy kiekiui. Atlike aprasyta eksperimenta nustatéme, jog ilgesne
perneSama grupe modifikuojamos RNR kiekis tiesiogiai koreliuoja su
sintetinio kofaktoriaus dalimi reakcijos misinyje (Pav. 3.9). Tai rodo, jog
DmHenl1 nepasizymi didesniu polinkiu naudoti vieng ar kita kofaktoriy.
Reakcijos aplinkoje esant pakankamam Ado-6-azido 3 kiekiui, net ir AdoMet
1 turin¢iuose méginiuose, RNR substratai turéty biiti modifikuojami ilgesne,
galinj azida turincia perneSama grupe.
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[10_20 30 40 50 60 70 80 90 100 100 100] Ado-6-azidas 3, uM
AdoMet 1, M [100°100 100 9080 70 60 50 40 30 20 10]

DmHen1 - - + + + + + + + + + + +

NalO, - + + + + + + + + + + + + - +
» -M | RNR-6-azidas
RNR-CH, | G N ————
RNR-6-N,, % 19 28 38 48 60 70 78 79 86 100

Pav. 3.9. siR23 modifikavimas reakcijos mi$iniuose su skirtingu santykiniu AdoMet
1 ir Ado-6-azido 3 kiekiu. 0,2 uM 32P-siR23 buvo 30 min. modifikuoti 37°C reakcijos
misinyje su 100 pM kofaktoriy (AdoMet 1 ir Ado-6-azidui 3 esant santykiu 10:0, 9:1,
8:2,7:3,6:4,5:5,4:6, 3.7, 2:8, 1:9 ir 0:10), 10 mM CoCl; ir 2 um DmHen1.

3.2 DmHenl1 pritaikymas RNR Zymé¢jimui

Charakterizave DmHenl vykdomas reakcijas bei pademonstrave tiriamos
metiltransferazés geba ant RNR pernesti Sonines grandines su funkcinémis
grupémis, nusprendéme pritaikyti pastaraja technologija vgRNR Zyméjimui.
Pasitelkus sintetinius AdoMet 1 analogus RNR substratai gali biiti pazyméti
vieno ar dviejy zingsniy reakcijose (Pav. 3.10). Vieno zingsnio reakcijose nuo
dvigubai aktyvinto sintetinio kofaktoriaus analogo ant modifikuojamos RNR
i§ karto yra perneSama reporterine grupe (pavyzdziui, bioting ar fluorofora)
turinti Soniné grandiné. Kadangi $iuo atveju yra vykdoma tik viena reakcija,
iki minimumo sumazinamas su RNR atliekamy manipuliacijy kiekis, o tai
sumazina ir pacios RNR degradacijos ar praradimo rizika. Vis délto, dél
paprastai didesnés perneSamos grupés S$ios reakcijos daznai pasizymi
mazesniu efektyvumu. Taip pat vieno Zingsnio zymejimui reikalingi didelés
molekulinés masés reporterines grupes turintys kofaktoriai, kuriy sintezé
neretai yra itin sudétinga ir reikalauja daug laiko. Dviejy zingsniy zyméjimo
metu ant RNR pirmiausia yra perneSama santykinai nedidelé funkcine grupe
turinti Soniné grandiné, prie kurios sekancCioje reakcijoje yra prijungiama
reporteriné molekulé. Siuo atveju atliekamas didesnis manipuliacijy su tiriama
RNR kiekis, taciau galima RNR pazyméti skirtingomis reporterinémis
grupémis neapsiribojant turimy sintetiniy AdoMet 1 analogy pasirinkimu
(52).

AdoMet 1
EE—— NCH‘ metilinimas

Ado-6-aminas 2/ Cy5-NHS esteris/
Ado-6-azidas 3 Cy5.5-alkinas RNR funkcionalizavimas
@ —_—» LJ\/\_( _—> ir fluoroforo prijungimas
dviejy Zingsniy Zyméjimu
VgRNR Ado-14-Cy3 5 N fluoroforo prijungimas
= vieno Zingsnio Zyméjimu
Ado-13-biotinas 4 + streptavidinas -~ x{( vieno zingsnio Zymajimas
o biotinu ir isgryninimas

Pav. 3.10. DmHen1 pritaikymas vgRNR Zyméjimui vieno ir dviejy zingsniy metodu.
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3.2.1 Dviejy zingsniy zyméjimas

Galimyb¢ RNR pazyméti dviejy Zzingsniy reakcijose pademonstravome
pasitelke 23-80 nt RNR. Modifikave RNR substratus perneSamomis
grandinémis su galinémis amino ar azido grupémis, sekan¢iame etape prie jy
pirminiam aminui reaguojant su NHS esteriu prijungéme Cy5-NHS-esterj, o
vykstant CUAAC reakcijai — Cy5.5-alking (Pav. 3.11). RNR isfrakcionave
dPAG ir suzading kiekvieng i§ fluorofory, jy emisija uzfiksavome tik
funkcines grupes turin¢iomis perneSamomis grandinémis, bet ne metilo grupe
modifikuotose RNR méginiuose. Gauti rezultatai patvirtino, jog DmHen1 gali
biti puikiai pritaikytas dviejy zingsniy RNR zyméjimui.

|
DmHen1
‘ RNR _siR23 siR43 siR60  _siR80 siR23 _siR43 siR60_ _siR80
7 N ) 5 3 1 3
AdoMeti  Ado-G-aminas2  Ado-G-azidas3 Kofaktorius 12 1 2 1 2 1 2 1 3 1.3 1 3 1 3
14 v X
NH N - -
VAVATERVAVA CLENUAVA cvs I - ‘ - . = cys5
| | nustatymas - nustatymas
Cy5-NHS Cy5.5-alkinas
(reakeija su (CUAAC) e =
pirminiais aminais)
v [ b ‘- - o= RNR

nustatymas — nustatymas

VAVASIRVAVA. RVAVA. 3

Néra Cy5 nustatymas Cy5.5 nustatymas
fluorescencijos

Pav. 3.11. [vairaus ilgio vgRNR zymé&jimas dviejy zingsniy metodu. 0,2 pM vgRNR
30 min. 37°C temperatiiroje buvo inkubuota su 100 uM AdoMet 1, Ado-6-aminu 2 ar
Ado-6-azidu 3, 10 mM CoCl; ir 1 pM DmHen1. Amino ir azido funkcinéms grupéms
reagavus su Cy5-649/670-NHS esteriu ar Cy5.5-673/707-galiniu alkinu, pazyméta
RNR buvo isfrakcionuota dPAG ir vizualizuota fluorescuojanéius dazus suzadinus
635 ar 670 nm lazeriais bei registruojant jy emisijg su ilgesnes nei 665 nm ar 705 nm
ilgio bangas praleidzianc¢iais LPR ir LPFR filtrais, atitinkamai. Bendras RNR kiekis
vizualizuotas gelius nudazius etidZio bromidu.

3.2.2 Vieno zingsnio zyméjimas

Vieno zingsnio Zzyméjimui nusprendéme panaudoti Ado-13-bioting 4 ir
specialiai Siam eksperimentui dr. V. Maseviciaus susintetintag Ado-14-Cy3 5
kofaktoriy (Pav. 3.12 A). Abiejy jy Soninés grandinés su reporterinémis
grupémis buvo pernestos ant skirtingo ilgio RNR substraty (Pav. 3.12 B, C).
Biotinu pazymétos vgRNR dalis visais atvejais virSijo 90%, o Cy3 turinios
Soninés grupés pernasos efektyvumas buvo kiek mazesnis (> 55%). Svarbu
pastebéti, kad toks modifikavimo efektyvumas buvo pakankamas skirtingo
ilgio RNR fluorescencijos nustatymui dPAG.
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A NH, N H
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NG N/ =
M= cH, AdoMet 1 24 ~N\
Ado-14-Cy3 5
= = NH J
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N ).H
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B RNR nustatymas c RNR nustatymas
RNR siR23  siR43  siR60  siR80 RNR _siR23 siR43 siR60 siR80 _siR23 siR43 siR60 siR80
kofaktorius - 4 . 4 - 4 - 4 kofaktorius 1 5 151 5 1 5 15 15 1 51 5
-3 —
—
- o
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@
- b e s -
‘ = "
- | -
RNR-biotinas, % 100 97 91 93 RNR-Cy3, % 81 66 73 55

Pav. 3.12. Ivairaus ilgio vgRNR Zyméjimas vieno zingsnio metodu. A. Ado-13-
biotino 4 ir Ado-14-Cy3 5 cheminé struktiira. B. vgRNR Zymeéjimas pasitelkiant Ado-
13-biotino 4 ir C. Ado-14-Cy3 5 kofaktorius. 0,1 uM 32P-RNR 30 min. buvo
modifikuotas 37°C temperatiroje reakcijos miSinyje esant 50 uM Ado-13-biotino 4
ar 6 uM Ado-14-Cy3, 10 mM CoCl; ir 1 uM DmHenl. Méginius i$frakcionavus
dPAG, 532 nm lazeris ir ilgesnes nei 575 nm bangas praleidziantis LPG filtras buvo
panaudoti Cy3 fluorescencijos nustatymui. Bendras RNR Kkiekis vizualizuotas
pasitelkus radiacijai jautrius fotoekranus.

Tai, jog Sios didelés Soninés grupés i§ tiesy buvo pernestos ant RNR
patvirtinome atlik¢ HPLC-MS analize. Abiem atvejais HPLC
chromatogramoje identifikavome papildomas sugerties smailes, atitinkancias
lé¢iau uz nemodifikuota citozino nukleozida kolonéle judancdius junginius
(Pav. 3.13 A). Cy3 fluoroforu modifikuota citiding atitinkanti smailé itin
i8rySkéjo matuojant Siam fluoroforui biidinga 545 nm ilgio bangos sugert;.
Nustatyti modifikacijos produkty masés-kriivio santykiai atitiko teoriskai
apskaiciuotus, taip papildomai patvirtindami pilno ilgio bioting ir Cy3
fluorofora turin¢iy grandiniy pernasa ant 3'-galinio RNR nukleotido (Pav. 3.13
B, Lentelé 3.3).

Atlike vienos apsukos RNR modifikavimo reakcijos bioting turincia Sonine
grandine greiCio matavimus identifikavome, kad nustatytos reakcijy greicio
konstantos (Kchem) praktiskai nepriklauso nuo modifikuojamo RNR substrato
dydzio ir yra tik 3-4 kartus maZesnés uz iSmatuotas metilinimo reakcijos
greicio konstantas (Pav. 3.13 C ir 3.8).
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Pav. 3.13. DmHen1 katalizuojamas RNR Zyméjimas Ado-13-biotino 4 ir Ado-14-Cy3
5 kofaktoriais. A. Modifikuoty miR173 nukleozidy HPLC chromatogramos.
VirSutinéje pavaizduota 280 nm bangos ilgio sugertis, apatinéje — prie perne$amos
Soninés grandinés prijungtam Cy3 fluoroforui biidinga 545 nm sugertis. 2 uM miR 173
buvo 1,5 val. modifikuota 37°C temperatiiroje reakcijos misSinyje su 100 pM AdoMet
1, 50 uM Ado-13-biotino 4 ar 6 pM Ado-14-Cy3 5. Tada hidrolizuoti iki nukleotidy,
defosforilinti ir iSanalizuoti HPLC-MS metodu. B. Modifikuotiems nukleozidams
specifiniy smailiy spektrogramos. Identifikuoty 2'-O-alkilinty citidino junginiy
saraSas pateikiamas 3.3 lentel¢je. C. siR23 ir siR43 alkilinimo greiio, iSmatuoto
vienos apsukos salygomis ir aprasyto vienos eksponentés lygtimi, grafikai ir skaitinés
grei¢io konstanty (Kehem) vertés gautos eksperimenta atlikus bent du kartus. Reakcijos
atliktos kaip aprasyta Pav. 3.4 B, i§skyrus tai, jog buvo naudota 50 pM Ado-13-biotino
4,
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Lentelé 3.3. 2'-O-alkilinty citidino junginiy, identifikuoty MS analizés metu,
sarasas.

Modifikuotas Jonizuotas Formulé Apskaid¢iuota  Nustatyta
nukleozidas  junginys m/z m/z
C-CHjs [citozinas + [C4HeN3O]* 112,0505 112,0503
H]*
[citidino- [C10H16N30s]* 258,1084 258,1101
CHs + H]*
[citidino- [CioH1sNsOsNa]*  280,0904 280,0910
CHs + Na]*
[2citidino- [C20H31N6O10]* 515,2096 515,2094
CHs + H]*
[Zcitidinas- [Con3oNaoloNa]+ 537,1916 537,1905
CHs + Na]*
C-13- [citidino-13-  [C2gH41NgO7S]?* 323,6420 323,6427
biotinas biotinas +
2H]2+
[ribozés-13-  [C23C*H3sNeOsS]  535,2333 535,2307
biotinas*]
[citidino-13-  [CasHoNyO7S]* 646,2766 646,2775
biotinas +
H]
[citidino-13-  [CasH39NgO7SNa]*  668,2585 668,2594
biotinas +
Na]*
C-14-Cy3 [citozinas + [C4HeN3O]* 112,0505 112,0506
H]
[citidino-14-  [CasHs1NsNOg]* 429,7367 429,7397
Cy3* + H]*
[C-l‘ibOZéS- [C44H55N5N+05] 747,4228 747,4185
14-Cy3*]
[citidino-14-  [CasHsoNsN*Og] 858,4661 858,4627
Cy3*]

Pernestos biotino grupés funkcionalumg jvertinome atlike RNR gryninimo
i8 reakcijos miSinio eksperimentg (Pav. 3.14). Jo metu 23-80 nt ilgio biotinu
zymétg RNR inkubavome su streptavidinu dengtomis magnetinémis dalelémis
ir susidarius biotino-streptavidino sgveikai, iSgryninome i$ reakcijos miSinio
bei jvertinome eksperimento rezultatus dPAG. Visais atvejais biotilintg RNR
identifikavome su magnetinémis dalelémis sgveikavusioje frakcijoje (Md).
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Likusi nebiotilinta RNR dalis bei metilinta RNR su magnetinémis dalelémis
nesgveikavo ir buvo pasalinta i§ reakcijos su supernatanto frakcija (Sn).

kofaktorius AdoMet 1 Ado-13-biotinas 4

méginys P Sn Pl Md P Sn Pl Md
AdoMet 1 N Ado-13-biotinas 4 o
' DmHen1 W SiR23 = & | biotilinta
(UAVA Y lN\-UTCl nas - - )
* streptavidinu dengtos +
magnetinés dalelés siR43 — ‘- | biotilinta
(WAVA ") NS il nemodifik
Laisva RNR Su magnetinémis dalelémis ., RN
supernatante (Sn) saveikaujanti RNR (Md) SIRE0 et s - - blol‘\llm.la
SIRB0 ‘el et — e | bictilinta
nemodifik

Pav. 3.14. Vieno Zingsnio RNR Zyméjimas ir gryninimas. 0,01 uM *?P-RNR 30 min.
buvo inkubuota 37°C temperatiiroje reakcijos misinyje su 100 uM AdoMet 1 ar 50
UM Ado-13-biotino 4, 10 mM CoCl; ir 1 uM DmHenl. Pradinis biotino grupg
turincios RNR misinys (P) buvo sumaisytas su streptavidinu dengtomis magnetinémis
dalelémis. Su jomis nesgveikavusi RNR dalis pasalinta kartu su supernatantu (Sn) bei
plovimo méginiu (PI). Su streptavidinu sgveikavusi RNR dalis (Md) nustatyta
magnetines daleles 10 min. pakaitinus 70°C temperatiiroje su 95% formamido, 10
mM EDTA miSiniu ir i§frakcionavus méginius dPAG.

Taigi, atlikti eksperimentai parodé, jog DmHen1 gali biiti panaudotas RNR
zyméjimui vieno bei dviejy zingsniy metodu. Dviejy zingsniy zyméjimo
reakcijose pernesdamas nedideles funkcines grupes DmHenl jgalina
tolimesnj RNR Zyméjimg norimomis reporterinémis grupémis (Cy5 ar Cy5.5)
ir jy vizualizavimg. O pritaikytas vieno Zingsnio Zymeéjimo reakcijoms
DmHenl pernesa ir itin dideles reporterines grupes tiesiai ant modifikuojamos
RNR ir taip jgalina jos vizualizavimg (Ado-14-Cy3 5 atveju) ar praturtinima
(su Ado-13-biotinu 4).

3.3 DmHen1AC pritaikymas RNR zZyméjimui

DmHenl polipeptidingje grandinéje be konservatyvaus N-galinio MTazinio
domeno iSskiriama ir nenustatytos funkcijos C-galiné sritis. Parodyta, jog
efektyviam RNR modifikavimui bakterinei CthHenl metiltransferazei
papildomas domenas néra reikalingas (130-132), taciau pavienio AtHEN1
katalizinio domeno aktyvumas kai kuriy substraty atzvilgiu nukrenta iki vos
iSmatuojamo lygio (51). Kadangi platesniam DmHenl pritaikymui,
pavyzdziui RNR Zzyméjimui lgstelése, biity paranku turéti kuo mazesnés
molekulinés mases, potencialiai stabilesnj baltyma, nusprendéme sukonstruoti
ir iSgryninti trumpesnj, metiltransferazinj fermento domeng apimantj
DmHenl1 variantg, DmHenlAC (Pav. 3.15 A). Mums buvo jdomu jvertinti,
ar C-galiné baltymo dalis yra reikalinga metiltransferaziniam DmHenl
aktyvumui, ar ir kaip C-galinés dalies trikumas kei¢ia metiltransferazés
vykdomos modifikavimo reakcijos efektyvumg ir specifiSkumg galiniam
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nukleotidui, galiausiai, ar sutrumpintas baltymas gali biiti pritaikytas RNR
Zyméjimui.
3.3.1 DmHenlAC fermentinio aktyvumo tyrimas

C-galinés baltymo dalies jtaka DmHen1 vykdomai RNR metilinimo reakcijai
nustatéme atlike RNR metilinimo eksperimentus su penkiais skirtingais RNR
oligonukleotidais (Pav. 3.15 A). Gauti rezultatai parode, jog lyginant su pilno
ilgio baltymu DmHenlAC pasizyméjo net didesniu modifikavimo
efektyvumu. Dar daugiau, DmHenlAC vienodai efektyviai modifikavo ir
skirtingus galinius nukleotidus nei$skirdamas né vieno i$ jy (Pav. 3.15 B), nors
pilno ilgio baltymui buvo biidingas neigiamas SaliSkumas 3'-galinj G
nukleotida turincio substrato atzvilgiu (Pav. 3.4).

A 1 391 miR173* 5-GAUUCUCUGUGUAAGCGAAAG-3'
DmHen1 [ | MTazinis [ | miR173 5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC-3'
1 miR26a 5-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3'
DmHentac [T ARSI i . siR23 5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3
piR3 5-UGAGAGUGGCAUCUAAAUGUUUAGUGGA-3'
RNR miR173* (21 nt) miR173 (22nt) miR26a (22nt) _ siR23 (23 nt) piR3 (28 nt)
baltymas . . A FL - - A FL - - A FL - - A FL - - A FL
Nalo, - + + + - + o+ o+ -+ o+ =+ o+ 4+ -+ o+ 4+
' S | modifikuota
- - | nemodifikuota
modiﬁkuota’ - * e T - '-
nemodifikuota . . = -
modifikuota, % 96 81 100 100 98 93 99 95 98 84
B baltymai - - DmHen1AC C kofaktorius  _  _ 4 2 3 4
Xnt C C U C A G NalO, -+ o+ o+ o+
NalO, -+ o+ o+ 4 -
modifikuota | (N A modifikuota -
modifikuota, % 100 99 98 99 -
modifikuota, % 98 99 99 87

Pav. 3.15. DmHenlAC katalizuojamo vgRNR modifikavimo analizé. A. Skirtingo
ilgio ir sekos RNR substraty metilinimas pilno ilgio ir C-galinés srities neturinéiu
DmHenl ir DmHenlAC baltymais, atitinkamai. 0,2 pM *2P-RNR buvo 30 min.
modifikuota 37°C temperatiiroje reakcijos misinyje su 100 uM AdoMet 1, 10 mM
CoCly ir 2 um DmHenl (FL) ar DmHen1AC (A). B. Skirtingus galinius nukleotidus
turinéiy RNR modifikavimas. C. [vairaus ilgio Soniniy grandiniy pernasa nuo
sintetiniy AdoMet 1 analogy ant miR173. Reakcijai naudota 100 uM AdoMet 1, Ado-
6-amino 2, Ado-6-azido 3 ir 50 uM Ado-13-biotino 4.

Tik 1§ metiltransferazinio domeno sudarytas DmHenl variantas
pasizyméjo ir efektyvesne aktyvuoty Soniniy grandiniy pernasa ant
modifikuojamo RNR substrato — >98% visos reakcijos misinyje buvusios
RNR buvo modifikuota funkcinémis, dviejy zingsniy zyméjimui mTAG
metodu skirtomis amino ir azido grupémis (Pav. 3.15 C). DmHenlAC
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efektyviai pritaikéme ir vieno zingsnio Zymeéjimo reakcijai RNR modifikave
reporterine biotino grupe.

Didziausias pokytis, lyginant su pilno ilgio baltymu, buvo nustatytas kitos
vieno zingsnio zymé&jimo reakcijos metu pasitelkus Ado-14-Cy3 5 kofaktoriy.
Sia reakcijg katalizuojant DmHen1AC skirtingy ilgiy RNR buvo pazymétos
didesniu nei 83% efektyvumu (pilno ilgio baltymo vykdytos modifikacijos
efektyvumas sieké 55-81% (Pav. 3.12 C)) bei vizualizuotos gelyje matuojant
Cy3 fluorescencija (Pav. 3.16).

RNR nustatymas Sty
RNR _siR23 siR43 _siR60 _siR80 siR23 siR43  siR60 _siR80

kofaktorius 1 5 15 1 5 1 5 15 1 56 15 15

-~ L-
= )
=4
e Cm
o ~
== o
RNR-Cy3,% 100 98 83 90

Pav. 3.16. Jvairaus ilgio RNR substraty zyméjimas Cy3 fluoroforu vieno zingsnio
mTAG metodu. 0,1 pM 32P-RNR buvo 30 min. modifikuota 37°C temperatiiroje
reakcijos miSinyje su 100 uM AdoMet 1 ar 6 uM Ado-14-Cy3 5, 10 mM CoCl; ir 1
pM DmHen1AC. Méginius isfrakcionavus dPAG, jie vizualizuoti kaip aprasyta Pav.
3.12 C.

Taigi, gauti rezultatai rodo, jog C-galiné DmHen1 sritis néra batina ir, kai
kuriais atvejais, net gi neigiamai veikia fermento vykdomag RNR modifikacija,
jos efektyvuma ir tolyguma skirtingy RNR substraty atzvilgiu. Tik i§ DmHen1
metiltransferazinio domeno sudarytas baltymas gali buti puikiai pritaikytas
chemofermentiniam RNR zyméjimui.

3.3.2 DmHen1AC pritaikymas RNR nustatymui FRET metodu

Biomolekuliy zyméjimui reikalingi specifiski ir jautrts, aukstu signalo/fono
santykiu pasiZymintys metodai. Biitent tokiems metodams yra priskiriama
Forsterio rezonansinés energijos pernasos, FRET (angl. FOrster Resonance
Energy Transfer), technologija. FRET — tai suzadinto fluoroforo donoro
energijos perdavimas maziau nei 10 nm atstumu esanciam fluoroforui
akceptoriui, kurio sugerties spektras persidengia su donoro emisijos spektru.
FRET rezultatas — po donoro suzadinimo registruojamas sumazéjes jo
fluorescencijos intensyvumas ir iSaugusi specialiai nesuzadinto akceptoriaus
fluorescencija (149).

Siekdami iSsiaiSkinti, ar DmHenlAC galéty buti pritaikytas RNR
nustatymui FRET metodu, nusprendéme jvertinti FRET signalg tarp vienu
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zingsniu Cy3 fluoroforu, FRET donoru, pazymétos RNR (RNR-Cy3) ir jai
komplementarios Cy5 fluorofora, FRET akceptoriy, turin¢ios DNR (DNR-
Cy5). Prie ilgos Soninés grandinés prijungto Cy3 fluoroforo sugerties
maksimumas — 545 nm, emisijos — 570 nm. Cy5 sugertis maksimumg pasiekia
ties 646 nm, emisija — 662 nm. Kadangi Cy3 emisijos spektras persidengia su
CyS5 sugerties spektru, suzadintas Cy3 dazas gauta energija gali perduoti Salia
esanCiam Cy5 fluoroforui ir taip jj suzadinti. Taigi, jvykus Forsterio
rezonansinés energijos pernasai suzading Cy3 turétume registruoti Cy5
emisija.

RNR nustatymui FRET metodu paruo$éme keturis méginius: i) FRET
signalo registravimui — panaudojant DmHenlAC Cy3 fluoroforu pazyméta
RNR, RNR-Cy3, sulydéme su Cy5 zymétu komplementariu DNR
oligonukleotidu, DNR-Cy5, ii) donoro emisijos nustatymui — RNR-Cy3
sulydéme su komplementaria neZyméta DNR, iii) nesuzadinto akceptoriaus
emisijos registravimui — nezyméta RNR sulydéme su DNR-CyS5, iv) foninj
fruorescencijos signala matavome naudodami DmHenlAC metilintos
RNR/komplementarios DNR dupleksa (Pav. 3.17 A). Eksperimentg atlikome
naudodami penktoje pozicijoje Cy5 fluorofofu zyméta DNR, DNR-5Cy5.
Kaip galime matyti i§ 3.17 paveiksle, B dalyje, virSuje, pateikty tirpale
iSmatuoto fluorescencijos intensyvumo spektry, gauty méginius suzadinus
500 nm ilgio banga ir i$ jy atémus foninj fluorescencijos signala, tik FRET
donorg turin¢iame méginyje buvo registruotas jo fluorescencijos pikas. Cy5
sugerties spektro nesiekiantis suzadinimas 500 nm ilgio banga praktiskai
nesukéle Sio dazo fluorescencijos — gauta itin zemo intensyvumo CyS5
fluorescencijos smailé. O méginyje, turin¢iame ir fluorescencijos donora, ir
akceptoriy, buvo uZregistruotas FRET signalas — Cy3 suzadinimo sukelta Cy5
fluorescencija ir kartu sumazéjegs paties Cy3 fluorescencijos intensyvumas.
Neigiamg donoro emisijos signalo pokytj ir iSaugusig akceptoriaus emisija
vaizdZziai iliustruoja $iy dviejy emisijos signaly skirtumas (Pav. 3.17 B,
apacioje).

Kadangi FRET efektyvumas yra atvirk$ciai proporcingas atstumui tarp
FRET donoro ir akceptoriaus SeStuoju laipsniu, iStyréme, ar dvigrandinéje
struktiiroje aréiau Cy3 turin¢io RNR 3'-galo atsiduriantis, prie antro DNR T
nukleotido prijungtas Cy5 fluoroforas galéty garantuoti intensyvesnj FRET
signalg (Pav. 3.17 C). Vis délto, Siuo atveju donoro fluorescencijos
intensyvumas po akceptoriaus suzadinimo buvo net mazesnis nei DNR-5Cy5
atveju. Tikétina, jog prie ilgos pernestos grandinés prijungto Cy3 ir penktoje
DNR pozicijoje esancio Cy5 iSsidéstymas erdvéje yra palankesnis suzadinto
akceptoriaus energijos perdavimui.
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Pav. 3.17. Specifiné DmHenlAC Zzymétos vgRNR nustatymas FRET metodu. A.
FRET eksperimento schema. B. siR23-Cy3/DNR-5Cy5 poros FRET signalo
nustatymas tirpale. vps — registruoty fotono vienety per sekunde skai¢ius. 1 uM siR23
buvo modifikuota naudojant 100 uM AdoMet 1 ar 3 uM Ado-14-Cy3 5, 10 mM CoCl;
ir 1 uM DmHenlAC reakcija vykdant 1 val. 37°C temperatiiroje bei sulydyta su
komplementaria DNR. VirSutiniame grafike pavaizduotas siR23-Cy3/DNR-5Cy5 —
FRET poros — ir dviejy kontroliniy méginiy siR23-Cy3/DNR bei siR23-CH3/DNR-
5Cy5 emisijos spektras méginius suzadinus 500 nm banga bei atémus siR23/DNR
fluorescencijg. Apatiniame grafike pateikta iSgautoji akceptoriaus fluorescencija,
gauta i§ FRET fluorescencijos spektro atémus donoro fluorescencija. C. I8gaut0osios
akceptoriaus fluorescencijos palyginimas po siR23-Cy3/DNR-2Cy5 ir siR23-
Cy3/DNR-5Cy5 proty FRET signalo nustatymo. Apacioje pateikiamas siR23/DNR
duplekso modelis gautas naudojant 3D-Nus programa (214). Zalia sfera — 2'-O-
ribozés atomas ant kurio DmHenlAC pernesa Cy3 fluorofora turincig Soning
sintetinio kofaktoriaus granding; raudonos sferos — timino metilo grupés DNR-2Cy5
ir DNR-5Cy5 oligonukleotiduose pakeistos Cy5 fluoroforu. D. FRET signalo
nustatymas natyviame PAA gelyje. Cy3 ir FRET signalai buvo iSmatuoti suzadinus
fluoroforus 532 nm lazeriu ir registruojant jy emisijg su ilgesnes nei 575 nm ar 665
nm ilgio bangas praleidzianciais LPG ir LPR filtrais, atitinkamai.

Atlike papildomg tiriamyjy méginiy analiz¢ nedenatiruojanciame PAA
gelyje patvirtinome FRET nustatymo tirpale rezultatus (Pav. 3.17 D).
Apsviete geli 532 nm ilgio bangos lazeriu ir naudodami ilgesnes nei 575 nm
bangas praleidziantj filtra Cy3 fluorescencijg nustatéme dviejuose
méginiuose: méginyje su RNR-Cy3/DNR bei RNR-Cy3/DNR-2Cy5. Svarbu
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pastebéti, jog pastarajame Cy3 fluorescencija buvo itin silpna, mat didZioji
dalis suzadinimo energijos buvo perduota Cy5 fluoroforui, kurio
fluorescencija, t. y. patji FRET signalg, iSmatavome naudodami ilgesnes nei
665 nm bangas praleidziant] filtra.
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Pav. 3.18. Specifiné DmHenlAC pazymétos siR23 nustatymas FRET metodu
visuminés RNR misinyje. A. Eksperimento schema. B. siR23 ir let-7a2 zyméjimas
Cy3 fluoroforu visuminés RNR misinyje. 1 pM *?P-RNR buvo pazyméta reakcijos
misinyje su 100 uM AdoMet 1 ar 10 uM Ado-14-Cy3 5, 10 mM CoCl, 0,5 mg/ml
visuminés RNR ir 1 puM DmHen1AC reakcija vykdant 1 val. 37°C temperatiiroje ir
iSfrakcionuota dPAG. Cy3 fluorescencija ir bendras RNR kiekis nustatyti kaip
aprasyta Pav. 3.12 C. C. siR23 nustatymas FRET metodu visuminés RNR misinyje
tirpale. VirSutiniame grafike — let-7a2, viduriniame — siR23 ir, abiem atvejais, siR23
komplementaria DNR turin¢iy visuminés RNR méginiy emisijos spektrai.
Apatiniame grafike — iSgautoji akceptoriaus fluorescencija abiejuose méginiuose.
Fluorescencijos intensyvus uzregistruotas ir apskaiciuotas kaip aprasytas Pav. 3.17 B.

Siekdami jvertinti DmHenlAC zyméjimu paremto FRET metodo
selektyvumg, nusprendéme iStirti galimyb¢ visuminés RNR miSinyje
specifiskai nustatyti DmHen1AC pazymétg konkre¢ig RNR ja hibridizuodami
su komplementariu DNR-5Cy5 oligonukleotidu (Pav. 3.18 A). Siuo tikslu j
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HCT116 visuming RNR pridéjome siR23 arba let7a-2 RNR. DmHenlAC
efektyviai modifikavus abi mazasias RNR (Pav. 3.18 B), j reakcijos miSinius
papildomai pridéjome tik siR23 komplementarios, Cy5 fluoroforu zZymétos
DNR. Kiekvienam tiriamajam méginiui paruo$éme ir po tris skyriaus
pradzioje apraSytus kontrolinius méginius. Nors FRET pora — donorg ir
akceptoriy — turin¢iame méginyje su pridéta let-7a2 registravome tik Cy3
fluorescencija, méginyje su siR23 buvo matuojamas aiskus akceptoriaus
fluorescencijos signalas (Pav. 3.19 C). Svarbu pastebéti, jog Sis signalas buvo
registruotas net ir esant dideliam Cy3 fluoroforo pertekliui. Taigi, gauti
rezultatai rodo, jog DmHenlAC gali buti pritaikytas konkre¢iy molekuliy
nustatymui ir kompleksiniuose visuminés RNR méginiuose.

3.4 DmHen1AC pritaikymas RNR sekoskaitai

Pastargjj deSimtmetj RNR sekoskaita tapo vienu pagrindiniy jrankiy
transkriptomo tyrimuose, padéjusiy atskleisti eukariotiniy ir bakteriniy
mazyjy reguliaciniy RNR jvairoveg (88,162-164). Mazosios RNR reguliuoja
tokius svarbius procesus kaip lasteliy diferenciacija, vystymasis, augimas,
atsakas | stresg ar net zatis (30,31,33). Dazniausiai minéta reguliacija yra
vykdoma mazajai RNR sgveikaujant su bent dalinai komplementariais iRNR
taikiniais, o Sioje saveikoje, pavyzdziui, eukariotiniy mazyjy RNR atveju,
dalyvauja konkreioje pozicijoje nuo 5'-galo esantys nukleotidai (55,57,92).
Taigi, siekiant adekvaciai jvertinti mazyjy RNR sekoskaitos metu gaunama
informacija, itin svarbu Zzinoti, nuo kurios DNR grandinés buvo nurasyta
analizuojama RNR ir kokios yra tikslios jos ribos. Abu Sie reikalavimai yra
iSpildomi kDNR bibliotekos paruos$img pradedant nuo 3'- ir 5-adapteriy
prisiuvimo. 3'-adapterio prisiuvimas yra atliekamas pasitelkiant sutrumpinta
ir modifikuota T4 RNR ligazés 2 varianta — T4 trRnl2 K227Q (22). Deja,
daugybé tyrimy rodo, jog T4 trRnl2 K227Q vykdoma reakcija yra itin
netolygi, mat jos efektyvumas priklauso nuo RNR ir adapterio sekos, vidinés
ir su adapteriu sudaromos struktiiros. D¢l §ios priezasties ne visos RNR yra
vienodai efektyviai jtraukiamos j ruoSiamg kDNR biblioteka, galiausiai
nuskaitomos, identifikuojamos ir jvertinamos kiekybiskai (23,25-29).
Nustate, jog C-galinés dalies neturintis DmHen1 variantas DmHen1AC
efektyviai modifikuoja RNR substratus nepriklausomai nuo jy sekos bei gali
buti pritaikytas RNR zyméjimui dviejy zingsniy metodu, nusprendéme sukurti
nauja, T4 trRnl2 K227Q bidingais SaliSkumais nepasizymintj kDNR
bibliotekos paruo$imo metoda — mDOT-seq (angl. methyltransferase-
Directed Orthogonal Tagging and RNA sequencing). mDOT-seq metodu,
pasitelkiant DmHen1AC ir Ado-6-azida 3, ant RNR 3'-galo pirmiausia bty
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perneSama azido funkcing grupe turinti aktyvuota grandiné (Pav. 3.19). Prie
modifikuotos RNR, trumpiau vadinamos RNR-azidu, sekan¢ios, CuAAC
reakcijos metu, biity prijungiamas alkilintas 3'-DNR adapteris sulydytas su
atvirkstinés transkripcijos (AT) pradmeniu. Prie gauto RNR-3'-adapterio
junginio tradiciniu metodu prisiuvus 5'-adapterj toliau bity vykdoma
kopijinés DNR (kDNR) sintez¢ ir jos padauginimas PGR metodu.

vgRNR
N‘F N \\\‘
J
L
"—N\ o
"~ Ado-6-azidas 3
ENPae)
i) L
N T ©
o ;Na
RNR-azidas
ii) CuAAC
AT pradmuo
RNR-

iii) i 5'-adapterio prisiuvimas

RNR- e

I
atvirksting
v) transkriptaze
kDNR

v) padauginimas ir sekoskaita

Pav. 3.19. mDOT-seq metodo schema.

3.4.1 mDOT-seq metodo sukiirimas

Siekdami pritaikyti DmHen1 AC RNR sekoskaitai, pirmiausia jvertinome ir
optimizavome unikalius mDOT-seq metodo etapus: RNR azidinimo (i),
alkilinto 3'-adapterio/AT pradmens prijungimo (ii) ir KDNR sintezés (iii)
reakcijas.
(i) RNR azidinimas

DmHenlAC pritaikomumg KDNR bibliotekos paruosimui, konkreciai
gebéjimg modifikuoti bet kokios sekos, o tuo paciu ir vidumolekulinés
struktiiros RNR azido funkcine grupe turin¢ia perneSama grandine, jvertinome
pasitelke mazdaug i§ 4,4 x 10'? seky varianty sudarytg 21 nt ilgio RNR rinkinj
— N21 RNR (Pav. 3.20 A). Miisy nuostabai milziniskas RNR seky rinkinys
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buvo modifikuotas net 96% efektyvumu. Gautas rezultatas leidZia teigti, jog
DmHenlAC i§ tiesy gali biiti pritaikytas bet kokios sekos ir jvairios
vidumolekulinés struktiiros RNR sekoskaitai.

A N21 RNR 5-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3' C
DmHen1AC - - +
NalO, - + +
[ W < RNR-azidas
W <«RN\R
modifikuota, % 96

B alkilintas nukleotidas
irjo
aplinka NEXTFlex 3'-4N-adapteris o 3-adapteris

PT-5-hT N NNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC-3' N
PC-5-hC N NNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC-3' alkilintas —  prpcqy 1 20 2

1U-5"-aU N NNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC-3' 3-adapteris

1C-5-aC N NNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC-3' ST e e < RNR-
2U-5- NaUNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC-3' 3"-adapteris
2C-5- NaCNNNNNNTGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-ddC-3'

umi

heksinil-T (hT) PT adapteryje Ccs8 alkllmtas dU (aU) 1U/2U adapteryje

o}
x

N

o - < RNR-
OH/DNR o CuAAC azidas
efektyvumas, % 87 89 90 90 89 89
DNR E

,alkilintas —_ p7 pg 1y 1C 20 2C
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. . W < ONR
heksinil-C (hC) PC adapteryje  C8 alkilintas dC (aC) 1C/2C adapteryje

NH, S\ NH,
X
_ Q I
= N N
KO\ 0 I N/K | N/& dalinai
4 (] o -— «— pratestas
0 © 1 :O OH/DNRT o. AT pradmuo
DNR DNR
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N21 RNR-azidas, tM qSUSPS® © 1998 ¢ 40 g o 0 o° o 9
W < RNR-
<4—RNR-azidas

CuAAC
efektyvumas, % 90 92 93 92 88 88 89 89 82 86 85 87 73 79 83

Pav. 3.20. DmHen1AC pritaikymas RNR sekoskaitai. A. DmHenl vykdomas i§ 21
atsitiktinio nukleotido sudaryto RNR substrato, N21 RNR, modifikavimas naudojant
Ado-6-azido 3 kofaktoriy. 0,2 uM 32P-N21-RNR buvo 30 min. inkubuota 37°C
reakcijos miSinyje su 100 uM Ado-6-azido 3, 10 mM CoCl; ir 2 uM DmHen1AC. B.
Alkilinti 3'-adapteriai. hT/C — heksinil-T/C, aU/C — C8 alkilintas dU/dC, UMI —
unikaliy molekuliniy identifikatoriy seka. C. Alkilinty 3'-adapteriy prijungimas prie
RNR-azido vykstant CUAAC reakcijai. VirSuje — tarp RNR ir 2C 3'-adapterio po
CuAAC reakcijos susidaranti triazolo Ziedg turinti struktiira. 0,2 pM *?P-RNR-azido
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ir 10 uM alkilinto 3'-adapterio/AT pradmens duplekso buvo 30 min. inkubuoti 45°C
55% DMSO reakcijos miinyje su 3,3 mM CuBr-TBTA. D. PC alkilinto 3'-adapterio
prijungimas prie RNR-azido esant skirtingoms oligonukleotidy koncentracijoms. E.
Atvirksting transkripcija nuo skirtingy RNR-3'-adapterio matricy. Atvirkstinés
transkripcijos vizualizavimui CUAAC reakcija buvo atlikta naudojant 20 pM RNR-
azido ir 5 uM alkilinto 3'-adapterio/®?P-AT pradmens, po kurios 10 nM gauto junginio
buvo sumaisSyta su 10 a.v./ul RevertAid atvirkstinés transkriptazés ir 0,25 mM dNTP
turin¢iu reakcijos misiniu.
(i) Alkilinto 3'-adapterio/AT pradmens prijungimas

Iskélus hipoteze, jog nuo alkilo grupés padéties 3'-adapteryje, alkilinto
nukleotido bei artimiausiy jj supanéiy nukleotidy gali priklausyti 3'-adapterio
prijungimo ir/ar kDNR sintezés efektyvumas, sekancios kKDNR bibliotekos
paruo$imo stadijos optimizavimui — alkilinto 3'-adapterio/AT pradmens
prijungimui — pasirinkome 6 alkilinto 3'-adapterio variantus (Pav. 3.20 B).
Alkilintuose 3'-adapteriuose alifatiné, galinj alking turinti grandiné buvo
prijungta prie pirmojo nukleotido fosfato grupés ar C5 bazés pozicijos arba
prie antro nukleotido bazés. Modifikuojamas buvo U (alking jungiant prie
fosfato grupés — T) arba C nukleotidas, trijose alkilintui nukleotidui
artimiausiose pozicijose adapterio sintezés metu buvo jterpiamas bet koks
nukleotidas. Likusi pradmens dalis sutapo su komercinio bibliotekos
paruo$imo rinkinio NEXTFLEX (PerkinElmer) 3'-4N adapteriu ir buvo
sudaryta i§ unikaliy molekuliniy identifikatoriy (UMI) sekos — keturiy bet
kokiy nukleotidy — bei AT pradmeniui komplementarios srities.

Atlik¢ CuAAC reakcijg su azidinta RNR ir visy Sesiy tipy 3'-adapteriais
nustatéme, jog $i reakcija nepriklauso nuo 3'-adapterio ir visais atvejais vyksta
87-90% efektyvumu (Pav. 3.20 C). Panasus reakcijos efektyvumas islieka
1,25 -10 pM alkilinto 3'-adapterio prijungiant prie vos 25 nM azidintos RNR
(Pav. 3.20 D). Tai rodo, jog kKDNR biblioteka mDOT-seq metodu biity galima
paruosti net ir turint itin maza pradinés medziagos kiekj, su kuo daznai
susiduriama vykdant biologiniy méginiy sekoskaitg.

(iv) kDNR sintezé

Vykstant CUAAC reakcijai tarp RNR ir DNR susidaro 14-a anglies atomy,
iskaitant ir triazolo Ziedg apimanti jungtis (Pav. 3.20 C, virSuje), kurig turi
jveikti atvirkstiné transkriptazé kDNR sintezés metu. Optimizave AT
reakcijos salygas parodéme, jog ir NEXTFLEX kDNR bibliotekos paruoSimo
rinkinyje naudojama M-MulV (duomenys nepateikti), ir modifikuota
RevertAid (Thermo Fisher Scientific) atvirk$tiné transkriptazé gali apeiti $ig
jungtj ir susintetinti pilno ilgio kDNR (Pav. 3.20 E). Si reakcija yra itin
efektyvi naudojant C5 bazés pozicijoje alkilintus 1U, 1C, 2U ir 2C 3'-
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adapterius. Kadangi PT ir PC adapteriy atveju nepriklausomai nuo atvirkstinés
transkriptazés dalis kDNR sintezés nutriko ties DNR-RNR jungtimi, Sie
adapteriai tolimesniuose eksperimentuose nebuvo naudojami.

3.4.2 mDOT-seq metodo jvertinimas - miRXplore RNR sekoskaita
3.4.2.1 Identifikuojamy miRNR kiekio ir tolygumo nustatymas

Siekdami jvertinti mDOT-seq metodo tinkamuma didelio naSumo mazyjy
RNR sekoskaitai, nusprendéme $iuo metodu nuskaityti miRXplore (Miltenyi
Biotec) RNR rinkinio sekas. miRXplore RNR rinkinj sudaro 1005 unikalios
sintetinés 16-28 nt ilgio sekos, atitinkancios Zmogaus, peliy, Ziurkiy ir virusy
miRNR. Sudarytas $iy seky paskutiniy 16-os nukleotidy LOGO rodo, jog
rinkinio sekose skirtingi nukleotidai yra pasiskirste gana tolygiai ir adekvaciai
atspindi natiraliai egzistuojancig seky jvairove (Pav. 3.21 A). Papildomas §io
RNR rinkinio privalumas — vienodas kiekvienos i§ seky kiekis jame,
leidziantis tiksliai jvertinti skirtingy RNR jtraukimo j kDNR biblioteka
tolyguma.

Ruosiant miRXplore kDNR biblioteka pirmiausia, pasitelkus DmHen1AC
ir Ado-6-azido 3 kofaktoriy, RNR buvo modifikuotos azido funkcing grupe
turin¢ia perne$ama grandine. Sekanciame etape, vykstant CUAAC reakcijai,
prie modifikuoty RNR buvo prijungtas vienas i$ keturiy anksciau pasirinkty
alkilinty 3'-DNR adapteriy — 1C, 1U, 2C ar 2U, sulydyty su atvirkstinés
transkripcijos pradmeniu. Tolimesni kDNR bibliotekos paruoSimo etapai
atlikti pagal standarting procediira, pritaikius NEXTFLEX mazyjy RNR
KDNR bibliotekos paruo$imo rinkinj: prie RNR-3"-adapterio prisittas 5'-
adapteris, susintetinta ir padauginta kKDNR. Viso buvo paruostos 8 kDNR
bibliotekos — po dvi eksperimentines replikas kiekvienam alkilintam 3'-
adapteriui — ir Lexogen padalinyje atlikta lllumina sekoskaita. Sekoskaitos

Iverting konkreciy miRNR nuskaitymy kiekj eksperimentinése replikose,
pirmiausia parodéme, jog jos pasizyméjo praktiskai idealia koreliacija — visais
atvejais apskaiCiuotas Spearman koreliacijos koeficientas sieké vieneta
(p<0,001). Tai rodo, jog KDNR biblioteky paruosimo procediira buvo puikiai
standartizuota ir nepriklausé nuo pasaliniy veiksniy. D¢l itin aukStos
koreliacijos  tolimesné duomeny analizé buvo atlikta apjungus
eksperimentiniy repliky sekoskaitos rezultatus. Palyginus po sekoskaitos
gautus nuskaitymus tarp biblioteky ruo$ty naudojant skirtingus 3'-alkilintus
adapterius, buvo nustatyta didesn¢ koreliacija tarp su 2C ir 2U adapteriais
ruosty biblioteky (R = 0,98, p<0,001) nei tarp kity biblioteky (Pav. 3.21 B; ¢ia
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ir toliau paprastumo délei bibliotekos vadinamos pagal jy paruo§imui naudotg
alkilinta 3'-adapterj). Sie rezultatai rodo, jog naudojant pirmoje pozicijoje
alkilintus 3'-adapterius buvo gauti kiek kitokie rezultatai, nei 2C ir 2U atveju.
Palyginus skirtingose bibliotekose identifikuoty miRNR dalj paaiskéjo, jog
analizuojant pilno ilgio RNR 2U ir 2C bibliotekose bent po vieng nuskaityma
turéjo 98,3-98,7% meéginyje buvusiy seky, o 1C ir 1U bibliotekose jy aptikta
kiek maziau — 97,3% (Pav. 3.21 C, Lentelé 3.4, nuo 3'-galo nukirpti nt — 0).
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Pav. 3.21. miRXplore sekoskaita mDOT-seq metodu. A. 16-0s 3'-galiniy miRXplore
RNR nukleotidy seky LOGO, paruostas naudojant WEBLOGO jrankj (209). B.
Spearman koreliacijos koeficientas tarp skirtingy KDNR biblioteky paskai¢iuotas
vertinant pilno ilgio miRNR nuskaitymus. p<0,001. C. Kiekvienoje i§ biblioteky bent
vieng nuskaityma turin¢iy miRNR dalis, jvertinta neatsizvelgiant j nurodyta kiekj 3'-
galiniy kiekvienos miRNR nukleotidy. Konkretus skaiciai pateikti 3.4 lenteléje. D.
Identifikuoty miRNR dalis vertinant tik nurodytg kiekj nuskaitymy turinc¢ias miRNR
neatsizvelgiant j paskutinius du jy nukleotidus. CPM — nuskaitymy kiekis milijonui
(angl. Counts Per Million). E. Kiekybinis miRNR nuskaitymy jvertinimas.
Analizuotos bent 1 CPM turinios miRNR, identifikuotos neatsizvelgiant j
paskutinius du jy nukleotidus. Pilkos vertikalios punktyrinés linijos Zymi dviejy karty
nuokrypj nuo teorinés vertes.

Vykstant kDNR sintezei atvirkstiné transkriptazé turi ne tik jveikti jungtj
tarp RNR ir 3'-adapterio, bet ir j sintetinama kKDNR granding jterpti tiksliai
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paskutiniam RNR nukleotidui komplementary deoksiribonukleotidg. [verting
keliamos uZzduoties sudétinguma, patikrinome kaip pakinta identifikuojamy
miRNR kiekis skaic¢iuojant 1-5 nukleotidais 3'-gale trumpesnius nuskaitymus.
IS tiesy, jtraukus vieno ar dviejy paskutiniy nukleotidy neturin¢ias RNR,
nustatomy miRNR kiekis visose bibliotekose iSaugo iki 99,0-99,1% (Pav. 3.21
C, Lentelé 3.4). Papildoma 3-5 nukleotidais trumpesniy nuskaitymy analizé
identifikuojamy miRNR kiekio reikSmingai nepadidino. Taigi, gauti rezultatai
rodo, jog kai kurios miRNR mDOT-seq metodu yra nuskaitomos be
paskutinio ar prie§ paskutinio nukleotido ir tai, jog $ie netikslumai daznesni
1C ir 1U bibliotekose. Sis skirtumas tarp biblioteky dar labiau isryskéja
vertinant tik tam tikrg kiekj nuskaitymy turin¢ias RNR, identifikuotas
neatsizvelgiant j du paskutinius jy nukleotidus — skai¢iuojant tik 5 ir daugiau
nuskaitymus milijonui turin¢ias sSRNR 2U ir 2C bibliotekose identifikuojama
91,0-91,1% miRNR, 0 1C ir 1 U bibliotekose — 89,2-89,6% miRNR (Pav. 3.21
D).

Lentelé 3.4. Kiekvienoje i$ biblioteky bent vieng nuskaityma turéjusiy miRNR kiekis,
jvertintas neatsizvelgiant j nurodytg skai¢iy 3'-galiniy kiekvienos miRNR nukleotidy.

Biblioteka —

Nuo 3'-galo nukirpti nt | 2 U2v

0 871 878 872 882
1 882 883 882 884
2 885 884 884 885
3 887 886 885 886
4 887 886 885 886
5 887 888 887 888

Atlikus sekoskaitos eksperimentg svarbu ne tik identifikuoti konkrecias
RNR, bet ir jvertinti santykinj juy kiekj. Siekdami nustatyti miRNR kiekybinio
jvertinimo tikslumg skirtingose bibliotekose, kiekvienu atveju jvertinome
miRNR nuskaitymy kiekio nuokrypj nuo teoriskai paskai¢iuotos jo vertés
(Pav. 3.21 E). 2U ir 2C bibliotekos issiskyré ir Siuo atveju — jose nustatéme
didziausig dalj tiksliai identifikuojamy, t. y. maziau nei du kartus nuo teorinio
kiekio nukrypstanciy (28), miRNR. Taigi, abiem aspektais — identifikuojamy
miRNR jvairovés ir jy kiekybinio jvertinimo — mDOT-seq metodu geriausi
rezultatai gaunami naudojant 2C ir 2U 3'-adapterius.
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3.4.2.2 Netolygy miRNR jtraukimg j kKDNR biblioteka nulemianciy faktoriy
jvertinimas

Siekdami suprasti, kodél dalies miRNR nuskaitymy kiekis mDOT-seq
metodu paruostose kKDNR bibliotekose nesutapo su teoriskai paskaiciuotu,
detaliau paanalizavome keturias miRNR grupes — 10% gausiausiy, vidutinio
gausumo bei re€iausiy ir visai neidentifikuoty seky kiekvienoje i$ biblioteky
bei palyginome gautus rezultatus su visomis pradiniame miRXplore rinkinyje
buvusiomis RNR. Skirtingy seky parametry analizé atskleidé, jog visose
bibliotekose neidentifikuotos, arba maZzesniais kiekiais uz teorinj aptiktos
RNR 3'-gale turéjo patikimai maziau nesuporuoty nukleotidy (p<0,01-0,05,
Pav. 3.22). Sis rezultatas sutampa su anks¢iau apradytu DmHen! polinkiu
modifikuoti i$skirtinai viengrandines RNR molekules. 10% gausiausiy
miRNR buvo biidinga patikimai didesné lydymosi temperattira, didesnis A ir
G nukleotidy kiekis (p<0,5-0,0001). Didesne lydymosi temperatiira (iSskyrus
2U bibliotekg) bei didesniu guaniny kiekiu iSsiskyré ir 10% vidutiniu
gausumu pasizyméejusiy miRNR seky (p<0,05-0,01). miRNR nuskaitymy
kiekis visiskai nepriklaus¢ nuo jy ilgio, citoziny ir timiny (1C ir 1U
bibliotekose) kiekio.

Detali visy identifikuoty miRNR paskutiniy 16-0s 3'-galo nukleotidy
sudéties analizé atskleidé, jog 2C ir 2U bibliotekose nuskaitomos KDNR
paskutinéje pozicijoje reciau turi A nukleotida, o 1C ir 1U pasizymi
papildomais SaliSkumais antroje nuo galo pozicijoje, kur re¢iau sutinkamas G,
dazniau T nukleotidas (1C atveju — ir C nukleotidas) (Pav. 3.23). Gausiau
identifikuojamos G nukleotidais 9-16 pozicijose nuo 3'-galo turtingos sekos.

Svarbu pabrézti, jog detaliai istirtas HenlAC polinkis modifikuoti
skirtingos sekos RNR neparodé aptarty SaliSkumy — nepriklausé nuo visos
RNR sekos ar konkreciy galiniy jos nukleotidy. Pastarieji veiksniai neturéjo
jokio poveikio ir CuAAC reakcijai. Taigi, galime daryti prielaida, jog
stebimas netolygus skirtingy miRNR identifikavimas galéty biiti po RNR
azidinimo ir alkilinto 3'-adapterio prijungimo sekanéiy kDNR bibliotekos
paruosimo stadijy, pavyzdziui, atvirkstinés transkripcijos, rezultatas. Tikétina,
jog optimizavus Sias stadijas ir atlikus sekoskaitos eksperimentg biity gauti
tikslesni, realius miRNR kiekius pradiniame méginyje atitinkantys rezultatai.
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Pav. 3.22. miRNR parametry analizé skirtingu gausumu pasiZyméjusiose seky
grupése. Skirtumas tarp kiekvienos seky grupés ir pradinio miRXplore RNR rinkinio
jvertintas pasitelkus T-testg. Analizei naudotos miRNR sekos, identifikuotos
neatsizvelgiant j paskutinius du jy nukleotidus.
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Pav. 3.23. Nustatyto nukleotidy daznio, D nust., nuokrypis nuo teorinés vertés, D
teor., 16-oje 3'-galiniy miRNR pozicijy. Analizei naudotos miRNR sekos,
identifikuotos neatsizvelgiant j paskutinius du jy nukleotidus.

3.4.2.3 Konkrecios sekos 2C ir 2U oligonukleotido pasirinkimas

Siekdami tolimesniam mDOT-seq metodo pritaikymui pasirinkti
konkrecig seka 5'-gale turintj 3'-adapterj, jvertinome alkilinta nukleotida
supancios sekos jtaka miRXplore sekoskaitos rezultatams. Identifikave visus
konkre¢ig seka 5'-gale turin¢ius 2C ir 2U 3'-adapterius atitinkamose
bibliotekose, nustatéme su kiekvienu jy susijusiy miRNR nuskaitymy kiekj.
Atliktos analizés rezultatai parodé, jog miRNR nuskaitymy kiekis tarp
skirtingos sekos adapteriy pasiskirsto itin netolygiai ir gali skirtis net keturis
kartus tarp daugiausiai nuskaitymy generuojanciy ir, pavyzdziui, trisdesimtoje
pozicijose pagal §j parametrg esanciy 3'-adapteriy (Pav. 3.24 A).

Abigjose bibliotekose detaliau iSanalizave po 30 daugiausiai miRNR
nuskaitymy turin¢iy konkrec¢ios sekos 3'-adapteriy pastebéjome, jog didzioji
dalis jy pirmoje pozicijoje turi A arba C nukleotidus ir nepasizymi didesniais
SaliSkumais trecios ir ketvirtos pozicijy atzvilgiu. Jverting penkiais daugiausiai
nuskaitymy turinCiais 3'-adapteriais identifkuojamy konkre¢iy miRNR
kiekius, nustatéme, jog abiejy biblioteky atveju daugiausiai nuskaitymy
generave adapteriai 5'-gale turintys ACTC ir CUCC sekas pasiZyméjo ir
didziausiu skirtingy miRNR jtraukimo j kDNR bibliotekg tolygumu (Pav. 3.24
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B). Biitent Sios 3'-adapteriy sekos buvo pasirinktos kaip tinkamiausios
efektyviai sekoskaitai naujuoju mDOT-seq metodu.
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Pav. 3.24. Konkrecig sekg 5'-gale turindiy alkilinty 3'-adapteriy generuojamy miRNR
nuskaitymy jvertinimas. A. 2C ir 2U alkilinti 3'-adapteriai, kuriems priskiriamas
didziausias kiekis miRNR nuskaitymy. [terpta — gausiausiy adapteriy seky LOGO. B.
Kiekybinis miRNR nuskaitymy jvertinimas. Analizuotos bent 1 CPM turincios
miRNR, identifikuotos neatsizvelgiant i paskutinius du jy nukleotidus. Pilkos
vertikalios punktyrinés linijos Zymi dviejy karty nuokrypi nuo teorinés vertés.

Taigi, mDOT-seq metodu atlikta miRXplore sekoskaita parodé, jog misy
sukurtas metodas gali biti panaudotas miRNR sekoskaitai bei padéjo
pasirinkti 3'-alkilintus adapterius platesniam mDOT-seq pritaikymui.

3.4.3 mDOT-seq pritaikymas Lactobacillus casei BL23 sSRNR sekoskaitai

Siekdami jvertinti ar mDOT-seq galéty buti pritaikytas ilgesniy biologiniy
RNR sekoskaitai, nusprendéme nuskaityti ir identifikuoti probiotinés
bakterijos L. casei BL23 mazgsias reguliacines RNR, sRNR (angl. small). L.
casei BL23 — tai viena i§ natiralia zarnyno mikroflorg sudaranciy,
naudingomis fermentacinémis ir probiotinémis savybémis pasizyminciy
pienartig§¢iy bakterijy (angl. Lactic Acid Bacteria, LAB) (215-217). LAB
pritaikymas maisto ir biomedicinos pramonéje yra susij¢s su daugybe stresiniy
veiksniy, kuriuos bakterijos turi jveikti tiek jy paruoSimo procese, tiek ir
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patekusios j virskinamajj trakta. Zinoma, jog kai kuriose geriau itirtose
bakterijose prisitaikyti prie besikeicianciy aplinkos salygy bei patiriamo streso
padeda bitent maZosios reguliacinés RNR (33). Tikétina, kad ir L. casei SRNR
galéty reguliuoti bakterijy atsakg j biotinius ir abijotinius stresg sukeliancius
veiksnius tiek jas paruosiant, tiek prisitaikant prie vir§kinimo trakto salygy.
Siekdami identifikuoti viso L. casei BL23 augimo ciklo metu
ekspresuojamas mazasias RNR, visuming RNR i$skyréme i$ SeSiose augimo
stadijose surinktos bakterijy biomasés (Pav. 3.25 A). DNR priemaiSas
pasalinome visuminés RNR méginj paveikg DNAze I (Thermo Fisher
Scientific). Kadangi ribosominés RNR gali sudaryti net iki 98% visy po RNR
sekoskaitos gaunamy nuskaitymy (168-171), 16S ir 23S ribosomines RNR
pasalinome hibridizave jas su komerciniais, o 5S — misy sukurtais
komplementariais biotilintais oligonukleotidais, $iam tikslui pritaike
Ribominus Trancriptome Isolation Kit, bacteria (Thermo Fisher Scientific)
rinkinj. Norédami tirti butent mazgsias reguliacines RNR, i§ denatiiruojancio
poliakrilamidinio gelio iSsigryninome 50-500 nt ilgio, apimanc¢io mazyjy
RNR dydzio intervalg (32), RNR. Kadangi j ruosiamg kDNR biblioteka gali
biti jtrauktos tik 5'-gale monofostata turin¢ios RNR, siekdami nuskaityti ir 5'-
monofosfatg turinias, i$ ilgesniy transkripty iSkirptas SRNR, ir 5'-trifosfatus
turinius pirminius transkriptus, turimg RNR rinkinj paveikéme RNR 5'-
pirofosfohidrolaze  (RppH, New England Biolabs) 5-PPP-RNR
hidrolizuojancia iki 5'-P-RNR. Viso buvo paruostos devynios kDNR
bibliotekos — po 3 biologinius méginius trimis skirtingais metodais: C ir U
bibliotekos buvo paruostos mDOT-seq metodu, pasitelkus anksciau
pasirinktus 5'-gale ACTC ir CUCC sekas turincius alkilintus 3'-adapterius bei
N biblioteka, kuri buvo paruoSta naudojant standartinj NEXTFLEX Small
RNA-seq Kit v3 (PerkinElmer) metoda. Paruosus kDNR bibliotekas buvo
atlikta abiejy kDNR grandiniy (angl. paired-end) Illumina sekoskaita, taip
vienu metu identifikuojant abu sRNR galus. Sekoskaitos duomeny analizg
Iverting po sekoskaitos gauty nuskaitymy koreliacija biologiniuose
pakartojimuose, pirmiausia dar kartg patvirtinome, jog ir mDOT-seq, ir
NEXTFLEX metodu yra uZztikrinamas itin stabilus kDNR bibiliotekos
paruos$imas — Visais atvejais Spearman koreliacijos koeficientas buvo lygus
0,96-0,98. Tai, jog Spearman koreliacijos koeficientas tarp skirtingy
biblioteky taip pat buvo itin aukstas — > 0,93, rodo, jog i kiekvieng jy buvo
jtrauktos panaSios RNR sekos ir gauti panaSiis sekoskaitos rezultatai.
Potencialias SRNR nuspéjome pasitelke APERO algoritmg (211), kurio

rezultatai siekiant didesnio tikslumo buvo papildomai jvertinti remiantis
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keletu kriterijy: pirma, potencialiomis sRNR laikyti tokie transkriptai, uz
kuriy riby nuskaitymy kiekis bent viename i§ biologiniy pakartojimy 2 nt
intervale sumazéjo daugiau kaip 2 kartus, antra, potencialios SRNR
nuskaitymy kiekis konkrecioje bibliotekoje vidutiniskai turéjo buti didesnis
uz 15 CPM.

AI 0.0 L. casei BL23 visumines RNR isskyrimas C g Mb
! P o0 veikimas DNaze | "
> et
3 ] —» RNR pasalinimas
/
s 7 50-500 nt RNR praturtinimas
210
= 4 veikimas RppH s
o} # biomasés surinkimas 248 Mbf ~ = . 062 Mb
B-iuose taskuose ‘ ¥ ==
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0 4 B 12 16 20 (C ir U bibliotekos)  bibliotekos paruosimas E
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Pav. 3.25. L. casei BL23 sRNR sekoakaita mDOT-seq metodu. A. C, U ir N
biblioteky paruo$imo schema. B. sSRNR suskirstymas j grupes pagal jas koduojanc¢io
geno padétj aplinkiniy geny atzvilgiu. Zaliomis rodyklémis pazymétos sSRNR,
pilkomis — anotuotus genus koduojancios sekos. C. Numanomy SRNR pasiskirstymo
genome Zemélapis, sugeneruotas DNAplotter jrankiu (212). Pradedant nuo iSorés
juodame apskritime nurodytos atitinkamos L. casei BL23 genomo pozicijos, antrame
ir treCiame apskritimuose Zzaliais briikSneliais pazymétos prasminéje ir
prieSprasminéje grandinéje identifikuotos SRNR, atitinkamai, ketvirtame ir penktame
apskritimuose pilkais briikSneliais pazyméti ARS esantys prasminéje ir
prieSprasmingje grandingje, atitinkamai, SeStajame apskritime storesniais oranziniais
bruks$niais pazymétos profagy sritys, vienu siauresniu kairéje — CRISPR regionas,
septintajame apskritime nurodytas GC sgstatas (%), aStuntajame — GC pasiskirstymas
apskaiciuotas pagal formule (G - C)/(G + C) naudojant 10000 bp lango dydj ir 200 bp
ilgio zingsnj (abiejuose centriniuose apskritimuose roziné spalva zymi uz vidurkj
didesnes, zaliai geltona — mazesnes reikSmes).

I§ viso trijose bibliotekose identifikavome 307 potencialias SRNR, kurias
pagal genominj konteksta suskirstéme j penkias grupes: 86 tarpgenines SRNR
nuo artimiausiy geny nutolusias daugiau kaip per 50 nt, 65 prieSprasmines
sRNR, bent dalinai persidengiancias su prieSingoje grandinéje koduojamais
genais ar uZz jy arba prie§ juos esanciais 50 nt intervalais, 47 i§ 5'-
netransliuojamy regiony (angl. UnTranslated Region, UTR) susidarancias
sRNR, dalinai persidengiancias su toje pacioje grandinéje koduojamy geny 5'-
galinémis dalimis ar prie§ juos esanciais 50 nt intervalais, 60 i§ 3'-UTR
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susidaran¢iy sRNR, dalinai persidengian¢iy su toje pacioje grandinéje
koduojamy geny 3'-galinémis dalimis ar uz jy esanciais 50 nt intervalais bei
12 intrageniniy, geny viduje koduojamy, sRNR (Pav. 3.25 B, Lentelé pl,
priedai). Dar 37 sRNR galéjo buti priskirtos dviem grupéms, tad mes
pavadinome jas ,,misriomis“ SRNR. Be mazyjy reguliaciniy RNR sekoskaitos
duomenyse galéjome i$skirti ir II-A tipo CRISPR-Cas sistemos transkriptus —
trans-koduojama mazaja RNR (tractrRNR) ir keletg iskirpty CRISPR RNR
(crRNR). Sios sekoskaitos analizés metu identifikuotas potencialiy sSRNR
kiekis sutapo su kitose bakterijose gaunamais sekoskaitos eksperimenty
rezultatais (102,218). DNAplotter jrankiu sudarg¢ potencialiy SRNR bei atviro
skaitymo rémeliy (ASR) pasiskirstymo L. casei BL23 genome zemélapj,
pastebéjome, jog pirmaujancioje grandinéje yra koduojama 72% ARS, taciau
tik 56% tarpgeniniy (60% visy) sRNR (Pav. 3.25 C). Kadangi ant
atsiliekanc¢ios grandinés koduojami genai dazniau mutuoja (219), tikétina, jog
sRNR $ios mutacijos yra maziau zalingos, o gal net ir naudingos sSRNR bei
paciy bakterijy adaptacijai

I$ 307 L. casei identifikuoty potencialiy SRNR, 235, 226 ir 257 nustatéme
C, U ir N bibliotekose, atitinkamai (Pav. 3.26 A). 186 sRNR identifikavome
visose kDNR bibliotekose. Palyging skirtingose bibliotekose nuspétus Siy
RNR 5'-galus, pamatéme, jog didzioji dalis jy sutampa (Pav. 3.26 B). Didesng
variacija nustatéme tik 3'-galy atzvilgiu — 26-32% sRNR buvo btidingos vienu,
reciau keliais nukleotidais trumpesnés sekos. Svarbu pastebéti, jog panasius
kiekius trumpesniy sSRNR identifikavome visose bibliotekose, nepriklausomai
nuo jy paruosimo biido.

201 bendra sRNR buvo nustatyta tarp jprastu metodu paruostos N
bibliotekos ir mDOT-seq metodu paruosty abiejy C ir U biblioteky (C+U)
(Pav. 3.26 A). 56 ir 50 sRNR identifikavome tik N ir C+U bibliotekose.
Palyging $ias, tik konkre¢iose bibliotekose nuspétas SRNR pastebéjome, jog
C+U bibliotekose, lyginant su N biblioteka, identifikuojami panasts ar kiek
didesni kiekiai visos grupéms priskiriamy sRNR, iSskyrus i§ 3'-UTR
susidarancias sRNR. Pastaryjy net 3x daugiau nustatéme isskirtinai N
bibliotekoje nei C+U bibliotekose — 22 ir 7 sSRNR, o jtraukiant miSriai grupei
priskirtas, bet taip pat i§ 3'-UTR susidaran¢ias sSRNR — 37 ir 13 sRNR,
atitinkamai (Pav. 3.26 C). Pasitelke logistinés regresijos analizg palyginome
tik N ir C+U bibliotekose randamas mazgsias RNR pagal keleta parametry —
ilgj, sudaromy antriniy strukttiry stabiluma ir laisvy nukleotidy 3'-gale kiekj.
Atliktos analizés rezultatai parodé, jog tik N bibliotekoje identifikuojamos
sRNR formuoja stabilesnes antrines struktiiras (p<0,05) ir turi trumpesnius
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nestrukttrizuotus 3'-galus (p<0,001) lyginant su C+U bibliotekose
identifikuotomis SRNR.
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Pav. 3.26. C, U ir N bibliotekose identifikuotos L. casei BL23 sRNR. A. Trijose
bibliotekose identifikuoty SRNR Veno diagrama. B. Trumpesnius 5'- ir 3'-galus
turinéiy SRNR kiekis skirtingose bibliotekose. C. Unikaliy —tik C+U ir N bibliotekose
identifikuojamy — SRNR pasiskirstymas pagal grupes.

Potencialiy sSRNR raiska lastelése patikrinome Northern hibridizacijos
metodu (Pav. 3.27, eksperimentus atliko Raminta Mineikaité). Mums pavyko
patvirtinti visy analizuoty, visos trijose bibliotekose identifikuoty sRNR
raiSka. Taciau tik 3 i§ 8 i§ 3'-UTR susidaranciy ir tik N bibliotekose nuspéty
SRNR buvo patvirtintos Northern hibridizacijos metodu. Gauti rezultatai
leidzia daryti prielaida, jog dauguma tik N bibliotekose aptinkamy i$ 3'-UTR
susidaranciy transkripty yra klaidingai priskiriami SRNR. mDOT-seq metodu
paruostos kDNR bibliotekos nepasizymi Siuo SalisSkumu.

Siekdami nustatyti nuspéty sRNR funkcijas, atlikome jy paieskg Rfam
RNR $eimy duomeny bazéje (220). Didzioji dalis nuspéty L. casei BL23
sRNR pasirodé¢ esancios unikalios ir nepanasios j n¢ vieng anksciau apraSyta
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RNR S$eima. 3 potencialios SRNR buvo panasios j detaliau charakterizuotas
»hamy tkio* (angl. housekeeping) SRNR, 14 buvo priskirta cis reguliaciniams
elementams, 2 buvo homologiskos Enterococcus sRNR §eimy transkriptams
(Lentelé p1, priedai).
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Pav. 3.28. Potencialiy sSRNR patvirtinimas Northern hibridizacijos metodu. Tais
atvejais, kai matomos kelios juostelés — Zvaigzdutémis pazymétos tikslinés RNR. 5S
rRNR nurodo bendra analizuotos RNR kiekj. 10 pg visuminés RNR buvo
israkcionuota 8% dPAG, pernesta ant nailono membranos, hibridizuota su 2P
pazymeétu, pasiriktai RNR komplementariu DNR oligonukleotidu ir vizualizuota
radiacijai jautriy fotoekrany pagalba.

Siekdami jvertinti taksonominj nuspéty sRNR konservatyvuma, atlikome
BLAST paieska SeSiuose gimininguose L. casei grupés (LCG) bakterijy
genomuose bei devyniuose evoliuciskai labiau nutolusiy Lactobacillaceae
Seimos bakterijy genomuose. Kaip ir buvo galima nuspéti, didziausia dalis
homologisky seky buvo identifikuota LCG bakterijose, konkreciai L.
paracasei LcA ir L. paracasei LcY, isskirtuose i§ probiotikais praturtinty
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Actimel ir Yakult produkty (Pav. 3.29). Visos L. casei BL23 identifikuotos
SRNR buvo nustatytos ir L. paracasei LcA kamiene ir, iSskyrus viena,
pasizyméjo > 99% tapatumu. Panasiis rezultatai buvo gauti ir analizuojant L.
paracasei LcY genomg — tik dviejy L. casei BL23 sRNR sekos panasumas
buvo mazesnis uz 99% ir né vienos panaSios sekos nebuvo nustatyta
analizuojant 8-ias SRNR (tikétina, dél nepilnos duomeny bazése esancio L.
paracasei LcY genomo sekos). Sie rezultatai patvirtina didelj trijy kamieny
giminingumg, rodantj, jog atliktos SRNR sekoskaitos metu gauti rezultatai
galéty biiti pritaikomi ir Siems, placiai naudojamiems probiotikams. Nuspéty
SRNR homologai taip pat buvo nustatyti ir L. paracasei ATCC 334 (246-ioms
SRNR), L. paracasei subsp. paracasei 8700:2 (242), L. rhamnosus GG (81) ir
L. casei DSM 20011 =JCM 1134 = ATCC 393 (76) kamienuose. Taciau tik j
9-ias sSRNR panasios sekos buvo identifikuotos kitose Lactobacillacea seimos
kamienuose (dviejuose jy nenustatéme né vienos didesniu nei 40% tapatumu
pasizyméjusios sekos). Gauti rezultatai rodo, jog dauguma potencialiy L. casei
BL23 sRNR yra santykinai unikalios ir sutinkamos tik LCG grupés
genomuose.

50 70 90% tapatumas

sRNR

(LeA)

(LcY, Shirota)
ATCC 334
DSM 20011
GG

R0052

JCM 1112
ATCC 33323
IFO 3956
TMW 2.53
WCFS1

Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus paracasef
Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei 8700:2
Lactobacilius casel
Lacfobacillus rhamnosus
Lactobacilius helveticus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus jinshani
Pediococcus claussenii
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei grupés
(LCG) kamienai
Pav. 3.29. L. casei BL23 identifikuoty potencialiy sRNR pasiskirstymas
Lactobacillaceae seimos kamienuose. Tapaéiy sSRNR paieska buvo atlikta BLASTN
jrankiu, vizualizuota Heatmapper programa. Baltai pazymétos sRNR, kurioms
tapacios sekos atitinkamuose genomuose nebuvo nustatytos.
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4. APTARIMAS

4.1 DmHenl ir HsHenl — in vitro nuo kobalto priklausomos RNR
metiltransferazés

Nepaisant to, kad j keturias poseimes pagal domeny i$sidéstyma iSskiriamos,
specifinius RNR substratus modifikuojancios Henl metiltransferazés (Pav.
1.7) turi konservatyvias metalo jonus koordinuojan¢ias aminoriigstis, jos
pasizymi skirtingu metalo kofaktoriy specifisSkumu (3). Mg?* jonai katalizuoja
augaly AtHEN1 vykdomg reakcijg (Huang et al. 2009), o Mn?* uztikrina
efektyvy bakterinés Henl katalizuojamg metilinima (132). Musy atlikti
eksperimentai netikétai parodé, jog vaisinés muselés ir zmogaus Henl
metiltransferazés gali buti priskirtos nedidelei, nuo kobalto jony priklausomy
fermenty grupei (221). Mes nustatéme, jog ir Co?*, ir Co® jonai katalizuoja
metiltransferaziy vykdomas modifikacijos reakcijas. Vis délto, dvivalenté ar
trivalenté kobalto forma uztikrina efektyvy modifikavimg, vienareikSmiskai
atsakyti kol kas negalime. Tikétina, jog nepaisant to, kokiy drusky buvo
pridéta j reakcijos misinj, dél cheminés konversijos tarp Co?* ir Co®* jony
vandeniniame, DTT (0,2 mM) turinCiame tirpale abiejy jy koncentracija
galéjo biiti pakankama fermentinés reakcijos katalizei. Kita vertus, negalime
atmesti, jog reakcijas mégintuvéliuose i§ tiesy katalizavo Co®* jonai, mat
[Co(NH2)s]** komplekse elektrony donoriniai ligandai sumazina teigiama
heksakoordinacinio centro kriivj ir elektroniskai jis tampa panasesnis j Co?".
Vis délto, itin konservatyvios dvivalen¢ius metalo jonus koordinuojancios
Henl metiltransferaziy aminortigstys (3) bei redukciné citozolio aplinka (222)
leidzia numanyti, jog tikrasis metalo kofaktorius galéty biiti butent
dvivalenciai kobalto jonai.

Siekdami paaiskinti didesnj metilinimo efektyvumga reakcijg katalizuojant
kobalto, bet ne magnio ar mangano, jonams, pateikiame sitilomg nuo Co?
priklausomg RNR metilinimo mechanizmg (Pav. 4.1). Mes manome, kad
aktyviajame fermento centre Co?* jonai galéty ne tik koordinuoti
reaguojancias grupes, bet ir pa¢ios metilinimo reakcijos metu galéty pereiti i8
oktaedrinés j energetiSkai palankesne tetraedring konfigiiracija. Tetraedriné
Co?* koordinacija vyrauja metalo jonams sgveikaujant su sieros atomu, $iuo
atveju — i§ demetilinto kofaktoriaus AdoHcy. Toks koordinacinés geometrijos
pokytis paskatinty pagrindinio reakcijos produkto — metilintos vgRNR
paleidima, uztikrindamas didesn;j fiksuojama reakcijos efektyvuma.
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A Nuo Mg**-priklausomas dgRNR metilinimas B Nuo Co*-priklausomas vgRNR metilinimas

dalyvaujant augaly HEN1 metiltransferazéms dalyvaujant gyviiny Hen1 metiltransferazei
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Pav. 4.1. Sialomas gyviiny Henl metiltransferaziy vykdomo RNR 2'-O-metilinimo
mechanizmas reakcijg katalizuojant skirtingiems metaly kofaktoriams. A. Nuo Mg?*
priklausomas metilinimas galéty vykti kaip pasiiilyta AtHEN1. Siuo atveju pagrindiné
metalo jony funkcija buty tikslus reaguojanciy grupiy iSdéstymas fermento
aktyviajame centre (4). B. Co?" jonai galéty paskatinti metilinimo reakcijg
palengvindami pagrindinio reakcijos produkto — metilintos viengrandinés RNR —
paleidima. Co?* galéty ne tik koordinuoti reaguojancias grupes aktyviajame fermento
centre, bet ir aktyviai dalyvauti metilinimo reakcijoje po metilo grupés pernasos
pereidami i§ oktaedrinés ir tetraedring konfigiiracija, taip paleidziant metilinta RNR
ir vieng i§ koordinuojanciy glutamaty pakeiciant AdoHcy sieros atomu. Metalo jonus
koordinuojanciy aminortigi¢iy numeriai atitinka AtHEN1 ir DmHenl ar. augaly ir
gyviny metiltransferazése, atitinkamai.

Tirty gyviny Henl metiltranferaziy vykdomos reakcijos gali buti
katalizuojamos dalyvaujant ne tik kobalto, bet ir kitiems metaly kofaktoriams,
pavyzdziui Ca?* DmHenl atveju. Tokia situacija néra nejprasta, mat yra
parodyta, jog ir Kiti nuo Co?" priklausomi fermentai gali funkcionuoti su
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papildomais metaly kofaktoriais. Pavyzdziui, ziurkiy DL-metilmalonil-KoA
racemazé kaip kofaktorius mazéjancio efektyvumo tvarka be Co?* naudoja ir
Co%*, Fe?* ir Mn?* jonus (223), zmogaus histony deacetilazé 8 — Fe*, Zn?* ir
Ni2* (224), o Trypanosoma brucei metionino aminopeptidazé 1 — Ni?*, Mn?*,
Fe?" ir Zn?* (225).

4.2 Gyviuny Henl metiltranferazés pasiZzymi placiu substratiniu specifiSkumu

Atlikty eksperimenty rezultatai atskleidé, jog HsHenl ir DmHenl
metiltransferazés in vitro gali modifikuoti net tik trumpas, natiiraliai
metilinamas 21-32 nt ilgio RNR, bet ir kur kas ilgesnius 20-80 nt ar net
visuming RNR sudarancius substratus. Kadangi prieSingai nei augaly
metiltransferzése (4) Siy baltymy antrinéje strukttroje neisskiriami papildomi
RNR suriSantys domenai, gyviiny Henl metiltransferazés nesudaro stabiliy
kompleksy su modifikuojama RNR ir, atrodo, neturi jokiy papildomy
apribojimy jos ilgio atzvilgiu. I$ tiesy, kompiuterinio modeliavimo pagalba
parodyta, jog papildomy RNR surisan¢iy domeny neturinti bakteriné CthHen1
metiltransferazé MTaziniu domenu galéty sgveikauti su vos 3-4
modifikuojamo substrato nukleotidais, tolimesnei RNR sekai neturint jtakos
substrato suri§imui ir modifikavimui (130). Vis délto, tikétina, kad gyviinuose
in vivo konkre¢iy RNR metilinimas yra uztikrinamas Henl
metiltransferazéms sudarant kompleksus su PIWI poseimio baltymais bei
modifikuojant batent jy suriStas visiskai subrandintas ir ilgesnes pre-piRNR
(5,7,117). Uz funkcionalias piRNR ilgesniy (iki 40 nt) jy pirmtaky
metilinimas yra nustatytas pelése (135), C. elegans (134), D. melanogaster
(116) ir tiriant Silkverpiy piRNR biogenezés baltymy funkcijas. Pastaruoju
atveju parodyta, jog metilinami piRNR pirmtakai negali virSyti tam tikro ilgio
limito (136), kas rodo, jog Henl modifikuojamy substraty dydj nulemia
metiltransferazés-RNR  suriSanciy baltymy saveika, jos konformacinés
galimybés. Svarbu pastebéti, jog jprastomis sglygomis funkcionaliy, reikiamo
ilgio piRNR metilinimas papildomai yra uztikrinamas RNR brendime
dalyvaujanciai 3'-5' egzonukleazei konkuruojant su Henl metiltransferaze
(Wang et al. 2016).

Ankstesniuose antrai ir treCiai poSeimei  priskiriamy Henl
metiltransferaziy tyrimuose, buvo nustatyta, jog juy metilinimo efektyvumas
priklauso nuo galinio nukleotido (6,132). I§ tiesy ir misy tirta HsHenl
metiltransferazé pasizyméjo ryskiu polinkiu nevienodu efektyvumu
modifikuoti skirtingus 3'-galinius nukleotidus. Kaip ir pelés mHen1 atveju, 3'-
galiniai nukleotidai pagal modifikavimo efektyvuma pasiskirsté tokia eile A

> C > U > G (6). Kas nulemia skirtingg metiltransferaziy polinkj netolygiai
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modifikuoti konkrecius galinius nukleotidus, kol kas néra Zinoma. Stebimy
SaliSkumy nepaaiskina ir turimi struktdriniai duomenys — metiltransferazei
nesaveikaujat su modifikuojamo nukleotido baze, bet kuris galinis nukleotidas
turéty biti metilinamas panasiu efektyvumu (4). Kadangi $iy metiltransferaziy
modifikuojamy mazyjy, dazniausiai piRNR, 3'-gale vienodu daznumu
sutinkami taip pat visi nukleotidai (226), tikétina, jog in vivo papildomi
faktoriai uztikrina tolygy skirtingy RNR substraty modifikavimg. Lyginant su
HsHenl, DmHenl pasizyméjo tik itin nedideliu modifikavimo netolygumu,
tuo labiau primindamas atitinkamais SaliSkumais neissiskiriancia AtHEN1
(52). Net menkiausi netolygumai buvo panaikinti reakcijoms pasitelkus
sutrumpinta, C-galinés srities neturintj, DmHenl varianta — DmHen1AC.
DmHen1AC pasizyméjo ir bendru didesniu jvairios sekos bei ilgio substraty
modifikavimo efektyvumu ir efektyviai modifikavo net i$ 4,4 x 102 skirtingy
seky varianty sudaryta RNR rinkinj. Gauti rezultatai leidzia daryti prielaida,
jog C-galiné DmHenl dalis neigiamai veika katalizinio domeno-RNR
substrato sgveikg ir/ar pacig metilinimo reakcija.

Parodyta, jog i§ keliy domeny sudaryty Henl metiltransferaziy baziniy
kataliziniy funkcijy wuztikrinimui pakanka ir vieno metiltransferazinio
domeno. AtHenl MTazinis domenas, kaip ir pilno ilgio baltymas, islaiko
specifiSkumg konkrec¢iai dgRNR, taciau priklausomai nuo substrato pasizymi
sumazéjusiu metilinimo efektyvumu (51). Bakterinio CthHenl MTaziniam
domenui biidingas didesnis aktyvumas lyginant su pilno ilgio baltymu, nors
jie abu vienodai netolygiai modifikuoja skirtingus galinius nukleotidus
turin¢ius substratus (130-132). Neseniai nustatyta, jog ir HsHenl tik i$
metiltransferazinio domeno sudarytas baltymas yra aktyvesnis uz pilno ilgio
metiltransferaze (10). Eksperimentai atlikti naudojant sutrumpinta DmHen1
metiltransferazés variantg, DmHenl1AC, papildo aktyvy pavienj MTazing
domeng turinéiy fermenty sarasa bei sustiprina hipotezg, jog i$ keliy domeny
sudaryti Henl fermentai galéjo atsirasti MTazinj domeng koduojan¢iam genui
susiliejant su papildomy domeny genais, taip konkreciai metiltransferazei
prisitaikant prie specifiniy funkcijy (3).

4.3 DmHen1 pritaikymas RNR zZyméjimui mTAG metodu

Kartu su dideliu DmHen1 modifikavimo efektyvumu naudojant Co?* kaip

metalo kofaktoriy bei tolygiu skirtingos sekos ir ilgio RNR substraty

modifikavimu, fermento geba pernesti ilgas Sonines grandines nuo dvigubai

aktyvuoty sintetiniy AdoMet analogy leido pritaikyti Sig metiltransferaze

placiam spektrui mTAG reakcijy. Dviejy zingsniy mTAG reakcijomis vgRNR

modifikavome amino ir azido funkcinémis grupémis, kurioms sgveikaujant su
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NHS esteriais pirminiy aminy-NHS esteriy reakcijoje ir galiniais alkinais
Cu(l) katalizuojamoje azidy-aliky 1,3-ciklo prijungimo reakcijoje (CUAAC),
atitinkamai, RNR buvo pazyméta fluoroforais ir vizualizuota. Parode, jog
DmHenl1 geba pernesti ir itin dideles Sonines grandines, atlikome ir vieno
zingsnio Zyméjimo reakcijas — prie RNR prijungéme bioting ir Cy3 fluorofora
bei panaudojome juos RNR zyméjimui ir gryninimui, atitinkamai. Potencialy
platesnj DmHen1 pritaikomumg, galbiit net ir RNR Zyméjimui Igstelése,
parodéme nustate, jog pirma, sintetiniai kofaktoriai neturi neigiamos jtakos
metiltransferazés vykdomos RNR modifikacijos greiciui, kuris visais atvejais
yra artimas metilinimui, ir antra, jog reakcijos miSinyje esantis AdoMet
nesudaro konkurencijos RNR modifikavimui didesne pernesama grupe —
reakcijoje su AdoMet ir Ado-6-azido kofaktoriais, azido funkcine grupe
turin¢ios modifikuotos RNR kiekis yra tiesiogiai proporcingas sintetinio
kofaktoriaus daliai miSinyje.

Didelei miisy nuostabai vieno Zingsnio reakcijose sutrumpintas DmHen1
metiltransferazés variantas, DmHenlAC, lyginant su pilno ilgio baltymu,
pasizyméjo kur kas didesniu RNR substrato modifikavimo naudojant Ado-14-
Cy3 kofaktoriy efektyvumu. Mes manome, kad taip galéty bati dél
panaikintos inhibitorinés saveikos tarp C-galinés baltymo dalies ir Cy3
fluoroforo indolo Ziedo. Pasitelke DmHen1AC ir Ado-14-Cy3 kofaktoriy mes
pademonstravome, jog Cy3 fluoroforu zyméta RNR gali biiti specifiskai
vizualizuota reakcijos miSinyje ar visuminéje RNR ir Forsterio rezonansinés
energijos pernasos, FRET (angl. EOrster Resonance Energy Transfer), metodu
net ir nepasalinus nesureagavusio sintetinio kofaktoriaus analogo.

Siuo metu RNR Zzyméjimas ir vizualizavimas yra atlickamas pasitelkiant
dvi pagrindines strategijas: (I) hibridizacija ar sintetiniy arba paciose lastelése
koduojamy zymeny prisijungima ir (I) tiesioging chemine arba fermenting
RNR modifikacijg RNR sintezés metu ar po jos. IS jy antrojo tipo kovalentiniai
fermentiniai RNR Zyméjimo metodai iSsiskiria stabilumu, biosuderinamumu,
selektyvumu ir efektyvumu — savybémis, jgalinan¢iomis RNR Zyméjima ne
tik in vitro, bet ir paciose lastelése (14). Butent fermentiniam
potranskripciniam RNR zyméjimui yra pritaikomos ir kelios grupés RNR
metiltransferziy, perneSanéiy dvigubai aktyvuotas Sonines grandines nuo
sintetiniy AdoMet analogy (Pav. 4.2). Tai iRNR 5'-gale modifikuojantis
Gardia lambia trimetilguanozino sintetazés variantas GlaTgs2-V34A (20) ir
Encephalitozoon cuniculi Ecm1 iRNR kepurés guanino N7 metiltransferazé
(142), pritaikytos plataus spektro funkciniy grupiy pernasai bei RNR
vizualizavima ir praturtinimg jgalinusiy Zymeny prijungimui (227). RNR
sekos viduje konkreéioje pozicijoje modifikuojanéios Pyrococcus furiosus
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tRNRP"®:m2,G26 ir P. abyssi tRNR:m?G10 metiltransferazés Trm1 ir Trm11,
atitinkamai (17), m®A metiltransferazés METTL3/METTL14 ir METTL16
(157) bei riboze 2'-O-pozicijoje modifikuojantis programuojamas P. abyssi
C/D dézutés ribonukleoproteininis kompleksas (18), panaudoti dviejy
zingsniy RNR zyméjimui fluorofory ar biotino grupémis. Ir trumpas dgRNR
3'-gale modifikuojanti A. thaliana AtHEN1 metiltransferazé, kurios pagrindu
buvo sukurti adresuoto miRNR ir siRNR Zyméjimo RNR/RNR bei RNR/DNR
dupleksuose metodai (19). Siame kontekste DmHenl vykdomas vgRNR
zyméjimas iSsiskiria kaip vienintelis metiltransferaze paremtas vgRNR 3'-
galinio nukleotido modifikavimo metodas, nepriklausantis nuo RNR kepurés
modifikacijos, konkretaus nukleotido, nereikalaujantis papildomy
nukreipian¢iy ar modifikuojamai RNR komplementariy oligonukleotidy.

DmHen1 R
— vgRNR Zymejimas

22-80 nt vgRNR

RO

AtHEN1 21-23 nt miRNR/miRNR* RNR Zyméjimas RNR/RNR

ar RNR/DNR duplekse
2 S'as

21-23 nt miRNR/DNR

NH, o T Hy GlaTgs-V34A,
Hi . 7 5-MTazés Ecm1 R
$ \ L iRNR kepures Zymejimas
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sintetiniai AdoMet analogai METTL3/METTL14,

3-MTazéas
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sekos Zyméjimas
Pav. 4.2. RNR zyméjimui pritaikytos RNR metiltransferazés.
4.4 Naujas kDNR bibliotekos paruo§imo metodas — mDOT-seq
Siame darbe DmHen1 gebg pazyméti vgRNR dviejy Zingsniy mTAG metodu
pritaikéme ne tik RNR praturtinimui ir vizualizavimui, bet ir 16-28 nt

sintetiniy miRNR bei 50-500 nt L. casei sSRNR sekoskaitai. Mes parodéme,
jog DmHen1AC gali biiti panaudotas selektyviam nuo sekos nepriklausomam
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RNR 3'-galo modifikavimui azido funkcing grupe turinéia Sonine grandine, po
jo sekanéiam alkilinto 3'-adapterio prijungimui CUAAC reakcijos metu, 5'-
adapterio prisiuvimui, AT ir PGR reakcijoms, t. y. kDNR bibliotekos
paruoSimui mDOT-seq (angl. methyltransferase-Directed Orthogonal
Tagging and RNA sequencing) metodu. Nuo sekos, o tuo pa¢iu ir RNR
struktiiros, nepriklausomas 3'-adapterio prijungimas mDOT-seq metodu yra
puiki alternatyva mazyjy RNR sekoskaitai naudojamam T4 RNR ligazés 2
variantui — T4 trRnl2 K227Q. Parodyta, jog T4 RNR ligaziy katalizuojamas
adapteriy prijungimas yra viena pagrindiniy netolygaus RNR jtraukimo j
ruoSiamg kDNR bibliotekg priezasCiy. Naudojant T4 trRnl2 K227Q
konkrecios RNR dalis kDNR bibliotekoje, taigi ir nuskaitymy kiekis,
priklauso nuo RNR ir 3'-adapterio sekos, jy vidiniy ir tarpusavyje sudaromy
struktiry (23-29,167). IS tiesy, ir misy atliktos sekoskaitos metu, tik
standartiniu, T4 RNR ligaze¢ 2 naudojaniu protokolu, nuskaitytos
potencialios L. casei sRNR, turéjo stabilesnes antrines struktiiras ir
trumpesnius nestruktirizuotus 3'-galus, lyginant su sRNR nuskaitytomis
mDOT-seq metodu paruostose kDNR bibliotekose. Toks nuo struktiiros
priklausomas, netolygus RNR jtraukimas | kDNR biblioteka atitinkamai lémé
i8 3-URT susidaranciy fragmenty praturtinima, dalies kuriy kaupimosi
lasteléje nepavyko patvirtinti Northern hibridizacijos metodu. Svarbu
pazyméti, kad tai, jog mDOT-seq metodu RNR jtraukimas j ruoSiamg kDNR
bibliotekg nepriklauso ir nuo 3'-adapterio sekos, suteikia galimybe j i adapterj
iterpti méginiui specifing barkodo seka bei ankstyvose kDNR bibliotekos
paruoSimo stadijose apjungti keleta skirtingy méginiy. Tai leisty ne tik
padidinti sekanciy reakcijy efektyvumg dél didesnés bendros reaguojanciy
molekuliy koncentracijos, bet ir sumazinty sekoskaitos eksperimento kastus.

Ruosiant kKDNR biblioteka mDOT-seq metodu, RNR su 3'-adapteriu yra
sujungiama i§ 14 anglies atomy, jskaitant ir triazolo zieds, sudaryta alifatine
grandine, neiSvengiamai interferuojancia su atvirkstinés transkripcijos
reakcija. Vis délto, tiek abi Siame darbe tirtos, tieck papildomai laboratorijoje
analizuotos atvirkstinés transkriptazés (tarp kuriy ypatingu efektyvumu
i8siskyré RNazés H aktyvumo neturintys fermentai; rezultatai nepateikti),
pasirodé sugebancios jveikti minétg jungtj. Efektyvig KDNR sintezg, o kartu
ir tiksliausia miRNR kiekybinj jvertinimg uztikrino antroje pozicijoje
alkintinti 3'-adapteriai. Antroje pozicijoje alkilintas oligonukleotidas buvo
pasitelktas ir sekos viduje esanc¢io DNR 5-hidrioksimetilcitozino sekoskaitai
hmTOP-seq metodu jungtj tarp hmC ir oligonukleotido jveikiant DNR
polimerazei. Sumodeliave galimg trinario komplekso struktiirg autoriai

parodé, jog per antrg pozicija su matricine grandine sujungtas DNR
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oligonukleotidas erdvéje iSsidésto taip, jog yra sudaroma stekingo sgveika tarp
modifikuoto hmC ir 3'-galinio DNR adapterio nukleotido, taip uztikrinant
butent ties hmC prasidedancig komplementarios grandinés sinteze (228).
Tikétina, jog panasi kDNR sintezei palanki struktiira galéty susidaryti ir RNR-
3'-adapterio atveju. Tai, jog miRXplore sekoskaitos metu dalis RNR buvo
nuskaityta ne nuo pirmo, o nuo antro ar tre¢io nukleotido nuo 3'-galo, tikétina,
bent dalinai nulémé ne tikslaus pozicionavimo tarp RNR ir 3'-adapterio
nebuvimas, bet nepilna iy RNR sintezé. Baroin-Tourancheau su kolegomis
taip pat pastebéjo, jog apie 10% nuskaitymy po miRXplore sekoskaitos btina
vienu ar dviem nukleotidais trumpesni (229). Tai, jog didziaja dalj atvejy
mDOT-seq metodu i$ tiesy yra identifikuojami tikslais RNR 3'-galai, patvirtina
ir L. casei SRNR sekoskaitos rezultatai, rodantys, jog standartiniu metodu
paruostose kDNR bibliotekose nuskaityty RNR 3'-galinés ribos pasizymi
tokia pacia variacija.

Mes parodéme, jog efektyvus skirtingy RNR jtraukimas j KDNR biblioteka
po alkilinto 3'-adapterio prijungimo sekanciose stadijose priklauso ne tik nuo
alkilinto nukleotido pozicijos DNR grandinéje, bet ir nuo jo aplinkos,
konkreciai 5'-galinio 3'-adapterio nukleotido. C ir A galinius nukleotidus
turéje 3'-adapteriai pasizyméjo didziausiu miRNR nuskaitymy kiekiu.
Tikétina, jog i didjjj griovj nukreiptos egzociklinés amino grupés Siuo atveju
galéjo sudaryti palankias sgveikas su triazolu ziedu, taip palengvindamos
efektyvig KDNR sinteze uztikrinancig sgveika tarp galiniy RNR ir 3'-adapterio
nukleotidy.

Kadangi miRNR ir bakteriniy sSRNR sekoskaitos rezultatai gauti naudojant
2U ir 2C alkilintus 3'-adapterius yra itin panasus, bet kuris jy, o gal net abu
galéty biiti naudojami sekanciy mDOT-seq eksperimenty metu. Papildomai
metodas galéty buti optimizuotas pasirinkus efektyvesne atvirkstine
transkriptaze. Kadangi pries Sig reakcijg esancios kKDNR paruosimo stadijos
nepasizyméjo identifikuojamais SaliSkumais, tikétina, kad pakeitus AT
fermentg galéty buti eliminuoti po miRNR sekoskaitos gauti netolygumai.

Nuo 2017 mety RNR sekoskaitai buvo pritaikytos ir mSA
METTL3/METTL14 ir METTL16 metiltransferazés dviem zingsniais RNR
pazyméjus atvirkStine transkripcija blokuojanéia (21,154), jos mutacijas
sukeliancia (155) ar pa¢iag RNR degraduojan¢ia (156) grupe. Siame kontekste
mDOT-seq iSsiskiria kaip pirmasis metodas panaudojantis RNR
metiltransferazg 3'-adapterio prijungimui. Laboratorijoje atlikty eksperimenty
metu alkilinto 3'-adapterio prijungimas mDOT-seq metodu buvo
pademonstruotas ir su A. thaliana AtHEN1, taip parodant, jog $is metodas gali

buti pritaikytas ir 21-24 nt dgRNR sekoskaitai. Mes manome, jog abi
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metiltransferazés galéty biti panaudotos transkriptomo analizei ir in situ ar,
pasitelkus metabolinj Zyméjima, in vivo eksperimentuose, o Siame darbe
s¢kmingai pademonstruoti pagrindiniai mDOT-seq metodo principai galéty
biti pritaikyta ir kitoms RNR metiltransferazéms. Kadangi, i§skyrus GlaTgs2-
V34A, né viena iki $iol istirta aktyvuotas Sonines grupes nuo sintetiniy
AdoMet analogy pernesanti metiltransferazé pastarosios reakcijos katalizei
nereikalauja papildomy mutacijy (17,18,20,21,52,142), tikétina, jog net kelios
ju galéty buti pritaikytos lygiagreéiam skirtingy RNR profiliavimui mDOT-
seq metodu.

4.5 Lactobacillus casei BL23 sSRNR sekoskaita mDOT-seq metodu

Pritaikius mDOT-seq metodg miisy ziniomis Siame darbe pirma kartg buvo
detaliai charakterizuotas L. casei BL23 mazyjy reguliaciniy RNR
transkriptomas, mat iki $iol tik vieno tyrimo metu buvo identifikuota keletas
Lactobacillus genties SRNR fragmenty (230). I$ viso mes identifikavome 307
potencialias sRNR, i§ kuriy daugiau negu trec¢dalis buvo priskirtos i§ 5'-
netransliuojamos iRNR srities (UTR, angl. UnTranslated Region), 3'-UTR ir
intrageniniy sri¢iy susidaran¢ioms sRNR. Sie rezultatai sutampa su
naujausiais kity laboratorijy atliktais tyrimais, patvirtinanciais, jog i§ tiesy
didelé dalis potencialiy SRNR yra koduojamos minétuose genomo regionuose
(102,105,231)

Kadangi daugiau nei penktadalis L. casei BL23 identifikuoty potencialiy
sRNR pasirodé besancios konservatyvios analizuotuose Lactobacillus casei
grupés (LCG) kamienuose, mes manome, jog Sio tyrimo rezultatai galéty
pasitarnauti geresniam paciy LCG bakterijy fiziologijos supratimui ar net
platesniam jy pritaikymui medicinoje ir maisto pramonéje. LCG — tai vienos
placiausiai tyrinéjamy bei sveikatos palaikymui ir gydymui pritaikomy
probiotiniy bakterijy. Parodyta, jog LCG vartojimas subalansuoja Zarnyno
mikrobiota, teigiamai veikia psiching sveikats, sumazina alergijy rizika,
padeda suvaldyti infekciniy ar net autoimuniniy ligy, tarp jy ir véZio,
vystymasi. Pacios LCG tiek jy paruoSimo metu, tiek ir virSkinamajame trakte
susiduria su daugybe stresiniy faktoriy, ] kuriuos reaguoja moduliuvodamos
lastelés sienelés sudétj, metabolizma, Saperony raiska (217,232). Parodyta, jog
kitose, detaliau iStirtose bakterijose atsaka j stresg reguliuoja mazosios RNR
(33). Mes tikimés, jog $io tyrimo metu surinkti duomenys bus naudingi SRNR
vaidmens LCG patiriamo streso metu supratimui ir galbiit net platesniam $iy
bakterijy pritaikymui.

119



ISVADOS

Nuo Co?" ir Co** jony priklausancios Drosophila melanogaster DmHen1
ir Homo sapiens HsHenl RNR metiltransferazés in vitro gali pernesti ne
tik metilo, bet ir didesnes Sonines grandines nuo sintetiniy AdoMet
analogy ant gamtiniy 22-28 nt ir ilgesniy viengrandinés RNR substraty.
DmHen1 metiltransferazé gali biti pritaikyta 22-80 nt ilgio RNR vieno ir
dviejy zingsniy zymeéjimui fluoroforais ir biotinu, kurie gali bti
s¢kmingai panaudoti RNR vizualizavimui ir praturtinimui.

C-galinés dalies neturintis DmHenl variantas, DmHenlAC, pasizymi
didesniu RNR substraty modifikavimo efektyvumu ir mazesniu Saliskumu
skirtingy 3'-galiniy nukleotidy atzvilgiu, bei gali buti pritaikytas RNR
vizualizavimui FRET metodu visuminés RNR méginyje.

Sukurtas naujas, viengrandinés RNR sekoskaitai skirtos kopijinés DNR
bibliotekos paruos§imo metodas mDOT-seq (angl. methyltransferase-
Directed Orthogonal Tagging and RNA sequencing), panaudojantis
DmHen1AC geba azido grupe turincia perneSama grandine modifikuoti
bet kokios sekos viengranding RNR. Nustatyta, jog mDOT-seq
nepasiZymi standartinei RNR sekoskaitai budingu strukttrizuoty RNR 3'-
galy nustatymo SaliSkumu.

Parodyta, jog mDOT-seq gali biiti pritaikytas eukariotiniy mikroRNR,
miRNR, ir bakteriniy mazyjy reguliaciniy RNR, sRNR, identifikavimui
sekoskaitos metu. Pasitelkus mDOT-seq pirma kartg charakterizuotos
probiotinés Lactobacillus casei BL23 bakterijos maZosios reguliacinés
RNR.
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SANTRAUKA

Gyviny Henl metiltransferazés — tai i§ N-galinio metiltransferazinio
(MTazinio) domeno ir variabilaus ilgio C-galinés srities sudaryti fermentai,
katalizuojantys nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) priklausomg dalies
mazyjy nekoduojan¢iy RNR 3'-galinio nukleotido 2'-O-ribozés metilinima. Si
modifikacija apsaugo mazasias RNR nuo uridilinimo ir degradacijos, o Henl
baltymo trikumas jo nesintetinanCiuose organizmuose sukelia Zalingus
fenotipinius poky¢ius. Vis délto, kokiomis fermentinémis savybémis pasizymi
Sie, gyviinams itin svarbiis baltymai, kol kas néra detaliai iStirta. Triksta
informacijos ir apie tai, kokia jtaka gyviiny Henl metiltransferaziniam
aktyvumui turi C-galiné baltymo sritis. Iki $iol néra tirta ir galimybé pritaikyti
gyviiny Henl metiltransferazes kovalentiniam chemofermentiniam RNR
Zyméjimui reporterinémis grupémis pernesant uz metilg didesnes, aktyvuotas
Sonines grandines nuo sintetiniy AdoMet analogy ant modifikuojamos RNR.
Kovalentinis chemofermentinis RNR Zyméjimas iSsiskiria stabilumu,
biosuderinamumu, selektyvumu ir efektyvumu — savybémis, jgalinanéiomis
RNR modifikavima ne tik in vitro, bet ir paciose Igstelése. Ir nors §iuo metu
kelios RNR metiltransferaziy klasés jau yra pritaikytos RNR Zyméjimui,
taciau kol kas né viena jy neuztikrina nuo papildomy faktoriy nepriklausomo,
selektyvaus gausiausios RNR grupés — viengrandiniy RNR — 3'-galo
modifikavimo. Be to, chemofermentinis, gyviiny Henl metiltransferaziy
kataliziniu aktyvumu paremtas, nuo sekos ir struktiiros nepriklausantis
viengrandinés RNR zyméjimas 3'-gale potencialiai galéty buti pritaikytas ir
mazyjy RNR sekoskaitai. Gyviiny Henl metiltransferazés galéty biti
alternatyva Siuo metu mazyjy RNR kopijinés DNR (kDNR) bibliotekos
paruoSimui naudojamai T4 RNR ligazei 2, neuztikrinanciai tolygaus 3'-
adapterio prijungimo prie skirtingos sekos ir struktiiros RNR molekuliy.

Taigi, Sio darbo tikslas buvo charakterizuoti Drosophila melanogaster
DmHenl ir Homo sapiens HsHenl metiltransferaziy katalizuojamas
fermentines reakcijas, ir pritaikyti gyviny Henl baltyma viengrandiniy RNR
Zyméjimui reporterinémis grupémis ir sekoskaitai.

Pateikiamame darbe pirmg karta iSsamiai apraséme gyviny Henl
metiltransferaziy vykdomas fermentines reakcijas: atradome, jog D.
melanogaster DmHenl ir H. sapiens HsHen1 metiltransferazés pasizymi nuo
Co? ir Co* jony priklausomu fermentiniu aktyvumu; parodéme, jog DmHen1
vykdomos reakcijos greitis ir efektyvumas tik neZymiai priklauso nuo
konkretaus modifikuojamo nukleotido, o0 HsHenl atveju i$sidésto A =~ C > U
> @ eile; nustatéme, jog in vitro salygomis tiriami baltymai modifikuoja ne tik

121



gamtinius 22-28 nt, bet ir ilgesnius RNR substratus; atradome, jog ir HsHenl,
ir DmHenl gali pernesti uz metilo grupe didesnes Sonines grandines su
reporterinémis ar funkcinémis grupémis nuo sintetiniy kofaktoriaus analogy
ant modifikuojamy RNR substraty. Taigi, gali bati pritaikyti vieno ir dviejy
zingsniy RNR zymeéjimo reakcijoms; parodéme, jog DmHen1 C-galing sritis
néra bitina ir net slopina fermentinj baltymo aktyvuma. C-galinés srities
neturintis metiltransferazés variantas, DmHen1AC, neisskiria RNR substraty
pagal 3'-galinj nukleotidg ir gali bati pasitelktas tolygiam RNR molekuliy
Zymejimui.

Atlikty tyrimy metu DmHenl ir DmHenlAC pirma kartg pritaikéme
viengrandinés RNR 3'-galo Zyméjimui vieno ir dviejy zingsniy metodu.
Fluoroforais modifikuota RNR vizualizavome nustate jy fluorescencija ar
Forsterio rezonansinés energijos pernasos, FRET (angl. Forster Resonance
Energy Transfer), signalg, biotilinta RNR i$gryninome i§ reakcijos misinio
pasitelke biotino-streptavidino sgveika, o prie azido grupe turin¢ios RNR
prijunge oligonukleotidg, susintetinome kopijing DNR. Remdamiesi pastaraja
reakcija sukiréme mDOT-seq (angl. methyltransferase-Directed Orthogonal
Tagging and RNA sequencing) — viengrandinés RNR sekoskaitai skirta KDNR
paruoS§imo metoda. Parodéme, jog mDOT-seq gali buti pasitelktas mazyjy
RNR, pavyzdziui 21-24 nt ilgio mikroRNR (miRNR) sekoskaitai. Pritaike
mDOT-seq pirmg kartg detaliai charakterizavome ir ilgesnes, 50-500 nt,
probiotinés Lactobacillus casei BL23 bakterijos maZgsias reguliacines RNR,
SRNR (angl. small).
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PRIEDAI

Lentelé p1. Potencialiy sSRNR sgrasas ir jy pagrindinés savybés. sSRNR pavadine "s"
reiskia sSRNR, "LCB" - Lactobacillus casei BL23, skai¢iai - kilobaze, kurioje yra
pirmasis sSRNR nukleotidas (jei daugiau nei viena sRNR prasideda toje pacioje
kilobazéje, po kilobazés yra padétas taskas ir uz jo nurodytas SRNR pradzios Simtas),
"+" arba "-" — kurioje grandinéje koduojama sRNR. sRNR kodojuomos keliose
genomo vietose yra pavadintos pagal pirmajj gena ir turi prierasa "a".

s &
2%
o)
32
e Z o
g
Pavadinimas Grupé 5' 3 nt T cuUN
i$ 3-UTR
sLCB3+ susidarandios 2717 2817 101 - -+
i§ 3-UTR
sLCB38+ susidarandios 37449 37524 76 - -+
sLCB38- prie§prasminés 37565 37485 81 + + +
sLCB44- prie$prasminés 43917 43809 109 + + -
SLCB46- tarpgeninés 45734 45275 460 + + +
i§ 3-UTR
SLCB47- susidarandios 46644 46485 160 - -+
i§ 3-UTR
sLCB48- susidarandios 47783 47710 74 + - -
sLCB72+ tarpgeninés 71177 71410 234 + + +
SLCB72- tarpgeninés 71471 71376 96 + + +
SLCB77- tarpgeninés 76470 76145 326 + + +
sLCB80- tarpgeninés 79174 78844 331 + + +
i§ 5-UTR
sLCB100- susidarandios 99829 99589 241 + + + +
sLCB100+ tarpgeninés 99854 99987 134 + + +
i§ 3-UTR
susidarancios/
sLCB118- prieSprasminés 117183 117063 121 + + -
sLCB135+ prieSprasminés 134543 134615 73 + + +
sLCB148a+ prieSprasminés 147296 147367 72 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
sLCB164- prieSprasminés 163970 163877 94 + + -
sLCB221+ intrageninés 220359 220573 215 + + -
i$ 3-UTR
sLCB229+ susidarancios 228999 229123 125 + - -
sLCB250- tarpgeninés 249472 249188 285 + + +
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i§ 5'-UTR

sLCB261a+ susidarancios 260533 260642 110 -+ -
i$ 3'-UTR

sLCB266.5+ susidarandios 265486 265672 187 + + +

sLCB266.9+ tarpgeninés 265883 266096 214 + + +

sLCB273- intrageninés 272596 272543 54 + + +

SLCB277+ intrageninés 276613 276716 104 + + +
i§ 5'-UTR

sLCB293+ susidarancios 292297 292426 130 - -+

sLCB316- tarpgeninés 315803 315669 135 + + +

sLCB317- tarpgeninés 316107 315976 132 + + +

sLCB317+ tarpgeninés 316266 316432 167 + + +
i$ 3'-UTR

sLCB325+ susidarancios 324957 325090 134 - -+
i$ 5'-UTR

sLCB326+ susidarancios 325375 325552 178 + - -
i§ 3'-UTR

sLCB353+ susidarancios 352422 352698 277 + + +

sLCB363+ tarpgeninés 362623 362723 101 + + +
i§ 3'-UTR

sLCB379+ susidarancios 378429 378687 259 + + +
i§ 3'-UTR
susidarancios/

sLCB383- prieSprasminés 382677 382613 65 - -+
i§ 5-UTR

sLCB387+ susidarancios 386349 386782 434 + + 4

sLCB391+ tarpgeninés 390526 390587 62 + - -
i§ 3'-UTR

sLCB411+ susidarandios 410188 410376 189 - -+

sLCB413a- prie$prasminés 412733 412656 78 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
i$ 5'-UTR

SLCB421+ susidarandios 420222 420368 147 - -+

SLCB445.5+ tarpgeninés 444402 444534 133 + + +

SLCB445.7+ tarpgeninés 444695 444828 134 + + +
i$ 5'-UTR

sLCB457- susidarancios 456091 455806 286 + + +
i$ 3-UTR

sLCB462+ susidarancios 461549 461624 76 - -

sLCB468- tarpgeninés 467834 467726 109 + + +

sLCB481.2- tarpgeninés 480164 480002 163 - -+

sLCB481.7- prieSprasminés 480612 480485 128 + + +
i§ 3'-UTR

sLCB488- susidarandios 487426 487336 91 + + -

sLCB493- prieSprasminés 492221 492148 74 + + -
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1§ 3'-UTR

sLCB518- susidarandios 517567 517471 97 - -
i$ 3'-UTR
SLCB527+ susidarandios 526544 526624 81 + + +
sLCB561+ prie§prasminés 560453 560529 77 + + +
i§ 3'-UTR
susidarancios/
i§ 5'-UTR
sLCB562- susidarandios 561864 561685 180 + - -
sLCB568- prie§prasminés 567710 567652 59 + + +
sLCB573.2- prieSprasminés 572199 572093 107 + + 4+
sLCB573.5- tarpgeninés 572422 572227 196 + + +
sLCB573.6- prieSprasminés 572551 572435 117 + + 4+
i$ 3-UTR
sLCB574.1+ susidarancios 573065 573191 127 + + +
i$ 5-UTR
sLCB574.4+ susidarancios 573395 573523 129 + + +
sLCB577.1- tarpgeninés 576011 575911 101 + + +
SLCB577+ tarpgeninés 576101 576185 85 + + +
sLCB577.2- tarpgeninés 576126 576048 79 + + +
sLCB577.3- prieSprasminés 576248 576163 86 + + 4+
sLCB581- prieSprasminés 580178 579749 430 + + 4+
sLCB588+ intrageninés 587257 587522 266 - -+
sLCB603- prieSprasminés 602640 602528 113 + + +
i$ 5'-UTR
sLCB615- susidarancios 614362 614273 90 + + +
sLCB616- prieSprasminés 615633 615407 227 + + +
i$ 5'-UTR
sLCB616+ susidarancios 615845 615939 95 - -+
SLCB626- prieSprasminés 625601 625527 75 - -+
sLCB638- prieSprasminés 637318 637252 67 + + +
sLCB644.5+ tarpgeninés 643489 643560 72 + + +
sLCB644.7+ tarpgeninés 643681 643871 191 + + +
sLCB648+ prieSprasminés 647805 647942 138 + + +
sLCB649- tarpgeninés 648171 647891 281 + -+
sLCB652- tarpgeninés 651587 651321 267 + + +
sLCB657+ tarpgeninés 656325 656573 249 + + +
sLCB671- tarpgeninés 670419 670135 285 + + +
i$ 3-UTR
sLCB691- susidarandios 690595 690422 174 + o+ +
sLCB704+ prie$prasminés 703968 704054 87 + + -
SLCB711+ tarpgeninés 710029 710162 134 + + +
i$ 5'-UTR
SLCB724+ susidarandios 723792 723899 108 + + +
i$ 3-UTR
sLCB740+ susidarandios 739267 739454 188 - -+
sLCB761- tarpgeninés 760766 760622 145 + + +
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sLCB764- prieSprasminés 763836 763742 95 + + +
sLCB766+ tarpgeninés 765025 765235 211 + + +
sLCB773+ tarpgeninés 772472 772562 91 + + +
i§ 5-UTR
sLCB813- susidarandios 812104 811913 192 + - -
sLCB829- tarpgeninés 828882 828729 154 + + +
sLCB843+ tarpgeninés 842247 842431 185 + + +
sLCB868+ prieSprasminés 867888 867955 68 + + +
i§ 5-UTR
sLCB884- susidarandios 883047 882964 84 - -
i§ 3-UTR
sLCB886+ susidarandios 885811 885908 98 + + +
i$3-UTR
sLCB899+ susidarandios 898766 898980 215 + + 4+
sLCB906- prie$prasminés 905157 905028 130 + + -
i§ 5-UTR
sLCB922+ susidarancios 921406 921626 221 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
sLCB928- prieSprasminés 927149 927074 76 + - -
sLCB930+ prieSprasminés 929979 930066 88 - -+
i$ 3-UTR
susidarancios/
i$ 5-UTR
sLCB932- susidarancios 931232 931145 88 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
i$ 5-UTR
sLCB946+ susidarandios 945699 945814 116 + + +
sLCB963.1+ intrageninés 962058 962182 125 + + +
sLCB963.7+ tarpgeninés 962677 962923 247 + + +
sLCB970.5+ prie$prasminés 969443 969494 52 + + +
sLCB970.7+ prie$prasminés 969611 969665 55 + + +
sLCB975+ prie$prasminés 974638 974719 82 -+ -
i§ 5-UTR
sLCB976+ susidarandios 975582 975769 188 + - -
sLCB979+ prie$prasminés 978783 979099 317 -+ +
i$3'-UTR
sLCB987+ susidarandios 986399 986518 120 + + +
i§ 5-UTR
sLCB988+ susidarancios 987813 987929 117 + -+
intrageninés
i$ 5-UTR
sLCB1028+ susidarancios 1027149 1027279 131 + + +
i$ 3-UTR
sLCB1044+ susidarancios 1043259 1043320 62 + -+
sLCB1045+ prieSprasminés 1044674 1044750 77 - -+
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sLCB1051- prieSprasminés 1050284 1050220 65 + + +
i§ 3-UTR
susidarancios/
i§ 5-UTR
sLCB1061+ susidarandios 1060882 1060998 117 + + +
i§ 3-UTR
sLCB1131+ susidarandios 1130544 1130676 133 + -+
i§ 3-UTR
sLCB1160+ susidarandios 1159414 1159519 106 + + +
sLCB1161- tarpgeninés 1160523 1160163 361 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
sLCB1185+ prieSprasminés 1184572 1184816 245 - -+
i$ 3-UTR
sLCB1192- susidarancios 1191343 1191253 91 - -+
sLCB1226- tarpgeninés 1225591 1225493 99 + + +
sLCB1258- prieSprasminés 1257789 1257735 55 + + 4+
sLCB1264.7- prieSprasminés 1263609 1263499 111 + - -
sLCB1264+ tarpgeninés 1263693 1263855 163 + + +
sLCB1264.9- prieSprasminés 1263880 1263637 244 + + +
i$ 3-UTR
sLCB1265.4+  susidarancios 1264395 1264522 128 - -+
i$ 3-UTR
susidarancios/
i§ 5-UTR
sLCB1265.7+  susidarangios 1264657 1264818 162 + + +
sLCB1266+ tarpgeninés 1265679 1265770 92 + + +
SLCB1266.7- tarpgeninés 1265699 1265637 63 + + +
sLCB1266.9- prie§prasminés 1265810 1265736 75 + + +
sLCB1277- prie§prasminés 1276410 1276330 81 + + -
i§ 3-UTR
sLCB1292- susidarandios 1291769 1291695 75 - -+
sLCB1296- tarpgeninés 1295931 1295833 99 + - -
sLCB1299+ tarpgeninés 1298410 1298504 95 + + +
sLCB1299- tarpgeninés 1298700 1298412 289 + -+
i§ 5-UTR
sLCB1305+ susidarandios 1304220 1304569 350 + + +
i§ 3-UTR
susidarancios/
i$ 5-UTR
sLCB1312+ susidarancios 1311774 1311948 175 + + +
i$ 3-UTR
sLCB1313+ susidarancios 1312860 1312978 119 + - -
sLCB1334+ tarpgeninés 1333186 1333471 286 + + +
sLCB1336+ tarpgeninés 1335089 1335355 267 + + +
sLCB1349- tarpgeninés 1348341 1348108 234 + + +
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1§ 3'-UTR
susidarancios/

sLCB1367+ prie§prasminés 1366192 1366268 77 - -
i§ 3'-UTR

sLCB1371+ susidarancios 1370532 1370648 117 + +
i§ 3'-UTR
susidarancios/
i§ 5'-UTR

sLCB1376- susidarancios 1375514 1375347 168 + +
i$3-UTR

sLCB1378- susidarancios 1377448 1377191 258 - -
i$ 5-UTR

sLCB1387a- susidarancios 1386528 1386425 104 + +
i$3-UTR

sLCB1390- susidarancios 1389442 1389271 172 - -
i$3-UTR

sLCB1398+ susidarancios 1397018 1397168 151 - -
i$3-UTR

sLCB1401+ susidarancios 1400344 1400559 216 + +

sLCB1404- prie$prasminés 1403384 1403214 171 + +

sLCB1405+ tarpgeninés 1404259 1404480 222 + +

SLCB1415+ tarpgeninés 1414499 1414761 263 + +
i$ 3'-UTR

sLCB1418+ susidarancios 1417049 1417262 214 - -
i$ 3'-UTR
susidarancios/
i$ 5'-UTR

sLCB1434+ susidarancios 1433338 1433525 188 - -
i$ 3'-UTR
susidarancios/

sLCB1455- prieSprasminés 1454945 1454686 260 + +
i$3-UTR

sLCB1467+ susidarancios 1466873 1466977 105 -+
i$ 5-UTR

sLCB1468+ susidarancios 1467134 1467208 75 - -
i$ 3-UTR
susidarancios/

sLCB1483+ prieSprasminés 1482531 1482636 106 -+
i 5-UTR

sLCB1485+ susidarancios 1484412 1484577 166 + -
i$ 5'-UTR

sLCB1528+ susidarancios 1527885 1528084 200 + +

sLCB1538- prie§prasminés 1537659 1537587 73 - -
i§ 3'-UTR

sLCB1552- susidarancios 1551794 1551671 124 + +

sLCB1553.8+  prieSprasminés 1552743 1552827 85 + +
i 5-UTR

sLCB1553.9+  susidarancios 1552862 1552956 95 + +
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1§ 3'-UTR

sLCB1586- susidarandios 1585198 1584937 262 - -

sLCB1595- tarpgeninés 1594908 1594611 298 + + +
i§ 3-UTR

sLCB1622- susidarandios 1621254 1621096 159 + -+

sLCB1627- tarpgeninés 1626264 1626177 88 + + -

sLCB1631+ tarpgeninés 1630132 1630204 73 + + +

sLCB1642- prieSprasminés 1641637 1641222 416 + + +

sLCB1660- intrageninés 1659111 1659033 79 + + -
intrageninés/
i§ 5-UTR

sLCB1663+ susidarandios 1662319 1662419 101 + + +
i§ 3-UTR

sLCB1674- susidarancios 1673762 1673700 63 + + +
i$ 5-UTR

sLCB1678- susidarancios 1677015 1676815 201 + + +
i$ 3-UTR

sLCB1679- susidarancios 1678023 1677826 198 + + +

sLCB1691- tarpgeninés 1690472 1690290 183 + + +
i$ 3-UTR

sLCB1702- susidarancios 1701604 1701451 154 + + +
i$ 5-UTR

sLCB1706- susidarancios 1705851 1705801 51 - -+

sLCB1710+ prieSprasminés 1709946 1710051 106 -+ -
i$ 5-UTR

sLCB1713- susidarancios 1712170 1712088 83 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/

sLCB1718- prie§prasminés 1717251 1716977 275 - -+

sLCB1735- tarpgeninés 1734351 1734303 49 - -+

SLCB1743+ prie§prasminés 1742023 1742097 75 + + -

sLCB1794- prieSprasminés 1793928 1793836 93 + - -

sLCB1806- tarpgeninés 1805754 1805542 213 + + +

sLCB1819- tarpgeninés 1818506 1818431 76 + + +

sLCB1835- tarpgeninés 1834137 1833891 247 + + +
i§ 5-UTR

sLCB1856- susidarandios 1855113 1855005 109 + + +
i§ 3-UTR

sLCB1860- susidarandios 1859315 1859095 221 + o+ +
i§ 5-UTR

sLCB1872- susidarandios 1871408 1871186 223 + - -
i§ 5-UTR

sLCB1875- susidarancios 1874793 1874657 137 + - -
i$ 5-UTR

sLCB1915- susidarancios 1914489 1914332 158 + + +

sLCB1919+ prieSprasminés 1918634 1918735 102 + + +
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1§ 3'-UTR
susidarancios/

sLCB1933- prie§prasminés 1932945 1932803 143 - -
sLCB1934+ prie§prasminés 1933586 1933731 146 - -+
sLCB1954- tarpgeninés 1953544 1953356 189 + + +
i§ 5-UTR
sLCB1958- susidarancios 1957004 1956884 121 + + +
i$ 3-UTR
sLCB1968- susidarancios 1967504 1967446 59 - -
i§ 3-UTR
sLCB1971- susidarandios 1970419 1970297 123 -+ -
i$ 5'-UTR
sLCB1983- susidarancios 1982612 1982559 54 + - -
i$ 5-UTR
sLCB1994- susidarancios 1993415 1993201 215 + + +
sLCB1999- tarpgeninés 1998846 1998602 245 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
i$ 5-UTR
sLCB2012- susidarancios 2011307 2011249 59 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
sLCB2033- prie$prasminés 2032530 2032363 168 + + -
sLCB2037+ prie§prasminés 2036066 2036164 99 + + +
i§ 5-UTR
sLCB2043- susidarandios 2042544 2042349 196 -+ 4
sLCB2048- tarpgeninés 2047831 2047640 192 + + +
i$3-UTR
sLCB2050- susidarangios 2049047 2048801 247 - -+
sLCB2059- prie§prasminés 2058535 2058271 265 + + +
sLCB2060- prie$prasminés 2059777 2059663 115 + + +
sLCB2064+ prie$prasminés 2063816 2063887 72 -+ -
i$3-UTR
susidarancios/
i$ 5-UTR
sLCB2067+ susidarancios 2066856 2066949 94 - -+
i$ 3-UTR
susidarancios/
sLCB2083+ prieSprasminés 2082202 2082285 84 + + +
sLCB2084- tarpgeninés 2083961 2083837 125 + + +
i$ 3-UTR
sLCB2095- susidarancios 2094284 2094091 194 + -+
i$ 5-UTR
sLCB2097+ susidarancios 2096955 2097032 78 + + +
i$ 3-UTR
sLCB2105- susidarandios 2104504 2104327 178 + + +
sLCB2126- tarpgeninés 2125992 2125779 214 + + +
sLCB2142- tarpgeninés 2141190 2141091 100 - -+
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sLCB2150- tarpgeninés 2149669 2149576 94 + + +
sLCB2157+ prieSprasminés 2156652 2156891 240 + + +
sLCB2189- tarpgeninés 2188680 2188278 403 + -
i§ 3'-UTR
sLCB2213- susidarancios 2212784 2212497 288 - -+
sLCB2227+ intrageninés 2226986 2227099 114 + + +
sLCB2236- tarpgeninés 2235667 2235532 136 + + +
sLCB2253+ tarpgeninés 2252764 2252861 98 + 4+ -
sLCB2253- prieSprasminés 2252934 2252663 272 + + +
sLCB2279- intrageninés 2278043 2277804 240 + + +
sLCB2288- tarpgeninés 2287654 2287444 211 + + +
sLCB2292- tarpgeninés 2291943 2291842 102 - -+
sLCB2294+ tarpgeninés 2293061 2293271 211 + + +
i$ 3'-UTR
sLCB2317- susidarancios 2316796 2316494 303 + + +
i$ 3'-UTR
sLCB2321- susidarancios 2320403 2320301 103 + + +
i$ 3'-UTR
susidarancios/
sLCB2349.3- prieSprasminés 2348211 2348091 121 + 4+ -
sLCB2349.7- intrageninés 2348652 2348574 79 + + +
i§5'-UTR
sLCB2356- susidarancios 2355690 2355578 113 -+ o+
i§5'-UTR
sLCB2383+ susidarancios 2382473 2382679 207 - -+
sLCB2390+ tarpgeninés 2389856 2389931 76 + + +
i§3-UTR
sLCB2400- susidarancios 2399246 2399173 74 + 4+ -
i§5'-UTR
sLCB2414- susidarancios 2413762 2413652 111 + + +
i§3-UTR
susidarancios/
i$ 5'-UTR
sLCB2434- susidarancios 2433526 2433453 74 - -+
sLCB2442+ tarpgeninés 2441292 2441341 50 + + 4
i$ 3'-UTR
susidarancios/
sLCB2445+ prieSprasminés 2444668 2444799 132 - -+
i$ 5'-UTR
sLCB2451- susidarancios 2450784 2450479 306 + + +
i$ 5'-UTR
sLCB2499- susidarancios 2498609 2498427 183 + + +
i$ 5-UTR
sLCB2502- susidarancios 2501112 2500971 142 + - -
sLCB2515+ intrageninés 2514221 2514277 57 -+ -
i§3'-UTR
sLCB2533- susidarangios 2532804 2532589 216 + + +
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i§ 5'-UTR

sLCB2543+ susidarandios 2542026 2542083 58 - -+
sLCB2543- prieSprasminés 2542212 2542107 106 + + -
sLCB2545+ tarpgeninés 2544843 2544923 81 + + +
SLCB2547- intrageninés 2546714 2546549 166 + + +
sLCB2571- tarpgeninés 2570801 2570724 78 + + +
sLCB2572+ prieSprasminés 2571115 2571209 95 + + +
i§ 3-UTR
susidarancios/
i§ 5-UTR
sLCB2574+ susidarandios 2573209 2573276 68 - -+
sLCB2601+ prieSprasminés 2600014 2600192 179 + + -
sLCB2636- tarpgeninés 2635362 2635251 112 + + +
i§ 5-UTR
SLCB2667- susidarancios 2666012 2665871 142 + + +
sLCB2671- prieSprasminés 2670909 2670685 225 + + -
i§ 3'-UTR
susidarancios/
SLCB2675- prieSprasminés 2674799 2674682 118 - -+
i§ 5-UTR
sLCB2689- susidarancios 2688227 2688152 76 + + -
sLCB2691- prieSprasminés 2690434 2690194 241 + + +
i§ 5-UTR
sLCB2695- susidarancios 2694392 2694323 70 + + 4
sLCB2706+ prieSprasminés 2705829 2705885 57 + + +
i§ 3'-UTR
susidarancios/
sLCB2710+ prie$prasminés 2709489 2709584 96 - -+
i§ 5-UTR
sLCB2715- susidarandios 2714847 2714794 54 -+ -
SLCB2747- tarpgeninés 2746183 2745976 208 + + +
i§ 5-UTR
sLCB2749- susidarancios 2748560 2748501 60 + + +
i§ 3-UTR
susidarancios/
sLCB2764+ prie$prasminés 2763194 2763403 210 - -+
SLCB2773+ prieSprasminés 2772058 2772195 138 + + +
SLCB2775- prie$prasminés 2774661 2774556 106 + + +
sLCB2779+ tarpgeninés 2778208 2778343 136 + + +
i§ 3-UTR
sLCB2779- susidarancios 2778434 2778378 57 -+ 4
sLCB2784+ tarpgeninés 2783989 2784076 88 + + +
sLCB2785+ prieSprasminés 2784137 2784260 124 + + +
i§ 3'-UTR
sLCB2790+ susidarandios 2789603 2789687 85 + + +
sLCB2808+ tarpgeninés 2807494 2807637 144 + + +
sLCB2809.7+  tarpgeninés 2808687 2808842 156 + + +

151



sLCB2809.10+ tarpgeninés 2808944 2809066 123 + + +
sLCB2810+ prie§prasminés 2809149 2809274 126 + + +
sLCB2826+ prieSprasminés 2825802 2825874 73 - -+
i$ 3-UTR
sLCB2837- susidarandios 2836897 2836776 122 - -+
i§ 3-UTR
susidarancios/
sLCB2850- prie§prasminés 2849821 2849755 67 + + +
sLCB2852.4+  tarpgeninés 2851385 2851509 125 + + +
sLCB2852.6+  prie$prasminés 2851570 2851693 124 + + +
i§ 3-UTR
sLCB2854- susidarandios 2853587 2853440 148 + + +
sLCB2862+ prie$prasminés 2861601 2861906 306 - -+
sLCB2877+ prie§prasminés 2876667 2876752 86 + + +
sLCB2897.6- tarpgeninés 2896572 2896472 101 + + +
i$3-UTR
sLCB2897.8- susidarancios 2896717 2896586 132 + -+
i$ 3-UTR
susidarancios/
i$ 5-UTR
sLCB2911- susidarancios 2910578 2910333 246 + + +
i$ 5-UTR
sLCB2917+ susidarancios 2916124 2916263 140 -+ -
sLCB2938+ tarpgeninés 2937601 2937668 68 + + +
sLCB2938- tarpgeninés 2937844 2937626 219 + + +
i$ 3-UTR
susidarancios/
i§ 5-UTR
sLCB2940- susidarandios 2939008 2938918 91 + + +
i$3-UTR
susidarancios/
i§ 5-UTR
sLCB2941- susidarandios 2940669 2940481 189 + + +
sLCB2947- intrageninés 2946708 2946585 124 + + +
i§ 5-UTR
sLCB2948+ susidarancios 2947561 2947648 88 -+ +
sLCB2951+ tarpgeninés 2950709 2950778 70 + + +
sLCB2956- tarpgeninés 2955300 2954987 314 + + +
i$ 3-UTR
sLCB2960- susidarancios 2959281 2959133 149 - -+
sLCB2995- prieSprasminés 2994555 2994458 98 + + -
i$ 3-UTR
susidarancios/
sLCB3031- prie§prasminés 3030478 3030292 187 - -+
sLCB3035- prieSprasminés 3034551 3034491 61 + + +
i$ 3-UTR
sLCB3045+ susidarancios 3044292 3044533 242 + + +
sLCB3046+ tarpgeninés 3045664 3045731 68 + + -
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sLCB3062+

1§ 3'-UTR
susidarancios

3061068 3061142 75

sLCB3076-

1§ 3'-UTR
susidarancios

3075838 3075754 85
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SUMMARY OF DOCTORAL DISERTATION
LIST OF ABBREVIATIONS

AdoMet — S-adenosyl-L-methionine

cDNA — copy DNA

dPAG — denaturing polyacrylamide gel

FRET - Forster Resonance Energy Transfer

LAB — Lactic Acid Bacteria

LCG - Lactobacillus casei group

mDOT-seq — methyltransferase-Directed Orthogonal Tagging and RNA
sequencing

miRNA — microRNA

mTAG — methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups

MTase — methyltransferase

piRNA — PIWI-interacting RNA

gPCR — quantitative PCR

SiIRNA — small interfering RNA

SRNA — small regulatory RNA

SSRNA — single-stranded RNA

154



INTRODUCTION

About 170 distinct modifications have been identified in RNA, that ensure the
formation of a functional tertiary structure, stabilize and direct RNA to the
particular cellular compartments (1). 2’-O-methylation is one of the most
common RNA modifications, which is found in all life domains in rRNAs,
tRNAs, mRNAs, small nuclear and nucleolar RNAs, as well as small non-
coding RNAs. In general, RNA methylation is catalyzed by S-adenosyl-L-
methionine (AdoMet)-dependent RNA methyltransferases (2). Henl
methyltransferases are one class of such proteins as it transfers methyl group
from AdoMet onto a 2'-O-ribose of a 3’-terminal nucleotide (3). Henl
enzymes modify different RNA substrates and, based on the arrangement of
their domains, are grouped into four subfamilies: (i) animal Henl proteins
with a N-terminal methyltransferase (MTase) domain and a variable-length C-
terminal region, (ii) multidomain Henl enzymes from plants with a C-terminal
MTase domain, (iii) bacterial Henl methyltransferases containing a N-
terminal ligase-activating and a C-terminal MTase domains and (iv) bacterial
Henl proteins composed only of MTase domain (4-8). Animal Henl
methyltransferases modify 23-30 nt long single-stranded PIWI-interacting
RNAs (piRNAs) — a type of non-coding RNAs that associate with PIWI
proteins and regulated the amount of active transposons — as well as small
interfering RNAs (SiRNAs), that mediate the silencing of endogenous and
exogenous RNAs (5-7). It is demonstrated that methylation blocks the
uridylation and degradation of these RNAs, and that the deficiency of Henl
methyltransferase results in brain damage in fruit flies, male sterility in mice
or impaired oocyte development in zebrafish (9—11). However, the enzymatic
properties of these crucial animal proteins have not yet been studied in detail.
In addition, there is a lack of information on the effect of the less conserved
C-terminal region on the activity of animal Henl methyltransferases (5-7).
Methyltransferases that use the synthetic AdoMet analogues, that is
transfer not only methyl, but also larger side chains, are applicable to covalent
chemoenzymatic RNA labelling (12). RNA labelling is important for
scientific and practical medical research as it enables the visualization,
enrichment, characterization and even quantification of specific RNA
molecules (13). Compared to non-covalent methods, such as hybridization to
complementary oligonucleotides, covalent chemoenzymatic RNA labelling
stands out for its stability, biocompatibility, selectivity and efficiency,
properties that allow RNA modification not only in vitro but also in cells (14).
Chemoenzymatic RNA labelling can be accomplished in one or two steps. In
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the first case, a reporter molecule is attached directly to the RNA, in the second
one, a functional group is first transferred to the RNA, to which the selected
reporter is appended in the next step, often during the click reaction (15).
Currently, three groups of RNA methyltransferases have been applied for
RNA labelling: enzymes that modify the mRNA in the cap structure, within
the RNA sequence, and at the 3'-end of the double-stranded RNA. The activity
of these proteins depends on the specific modification of the RNA, the context
of the sequence, the particular secondary structure or additional targeting
oligonucleotides and their complementary to the modifiable RNA (16-21).
However, so far no RNA methyltransferase has been adapted for additional
factor-independent labelling of the 3'-end of the most abundant RNA group —
the single-stranded RNAs (ssSRNAS). It is for this purpose that animal Henl
methyltransferases could be applied and methods for RNA visualization and
enrichment could be developed.

In addition, chemoenzymatic labelling of the 3'-end of sSRNA based on the
catalytic activity of animal Henl methyltransferase could potentially be
adapted for sequencing of small RNAs. Currently the preparation a small RNA
copy DNA (cDNA) library depends on the activity of truncated form of T4
RNA ligase 2, bearing a K227Q point mutation. T4 trRn12 K227Q catalyses
the addition of the 3'-adapter to the 3'-end of RNA (22). Detailed studies of
this particular reaction have shown that it depends on the sequence, secondary
intra- and inter-molecular structure of both RNA and the 3'-adapter. The listed
biases of T4 trRnl2 K227Q impedes the even inclusion of RNAs of different
sequence and structure to the cDNA library so that the number of reads
obtained after the sequencing does not reflect the true level of RNA expression
(23-29). RNA sequence and structure-independent addition of a 3'-adapter in
part catalysed by the animal Henl methyltransferase could be one of the
solutions ensuring more uniform inclusion of different RNAs in the cDNA
library.

In pursuance to fill the existant knowledge gap related to animal Henl
methyltransferases and their applicability THE AIM OF THIS STUDY was
formulated in the following way — to characterize the enzymatic reactions
catalysed by Drosophila melanogaster DmHenl and Homo sapiens HsHen1
methyltransferases, and to apply the animal Henl protein for single-stranded
RNA labelling with reporter groups and their sequencing.
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THE MAIN TASKS OF THE STUDY:

1. To investigate the substrate and cofactor specificity of DmHenl and
HsHenl methyltransferases and to determine the dependence of their
reaction on bivalent metal ions.

2. To adapt DmHenl methyltransferase for RNA visualization and
enrichment using one-step and two-step RNA labelling reactions.

3. To determine the influence of C-terminal region of DmHenl on the
protein-catalysed reaction and to evaluate the possibility of RNA
labelling using DmHen1 methyltransferase without the corresponding
sequence, DmHen1AC.

4. To develop the DmHen1AC-based method for the preparation of a
cDNA library for single-stranded RNA sequencing and to apply it for
the study of small regulatory RNAs.

SCIENTIFIC NOVELTY OF THE STUDY

Current work presents the first detailed characterization of the enzymatic
reactions catalysed by animal Henl methyltransferases: (i) it was found that
the enzymatic activity of Drosophila melanogaster DmHenl and Homo
sapiens HsHen1 methyltransferases depends on Co?* and Co®* ions; (ii) it was
shown that the rate and efficiency of the reaction performed by DmHenl only
slightly depends on the particular modifiable nucleotide, while in the case of
HsHenl the preference of modification of different 3'-terminal nucleotides
falls into the following sequence A = C > U > G; (iii) in vitro analysed proteins
were found to modify not only natural 22-28 nt but also longer RNA
substrates; (iv) it was discovered that compared to methyl group, both HsHen1
and DmHen1 can carry larger side chains with reporter or functional groups
from synthetic cofactor analogues onto modifiable RNA substrates, thus, they
can be applied for one-step and two-step RNA labelling; (v) it was shown that
C-terminal region of DmHen1 is unnecessary or even inhibits the enzymatic
activity of the protein, implying that the enzyme without its C-terminal
sequence, DmHen1AC, that does not discriminate RNA substrates based on
the identity of their 3'-terminal nucleotide, can be adapted for the uniform
labelling of a wide spectrum of RNA molecules.

In the performed study, for the first time DmHenl and DmHen1AC were
applied for the one-step and two-step labelling of the 3’ end of ssRNAs.
Fluorophore-modified RNAs were visualized by detecting their fluorescence
or Forster Resonance Energy Transfer (FRET) signal. Biotinylated RNAS
were purified from the reaction mixture by biotin-streptavidin interaction.
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Oligonucleotides were attached to the RNA appended with azide group for the
synthesis of copy DNA. Based on the latter reaction, mDOT-seq
(methyltransferase-Directed Orthogonal Tagging and RNA sequencing)
method was developed for the cDNA library preparation for ssRNA
sequencing. It was shown that mDOT-seq can be applied for the identification
of small eukaryotic RNAs, for example 21-24 nt long microRNAs (miRNAS).
Additionally, mDOT-seq was adapted for the first characterization of the 50—
500 nt small regulatory RNAs (sRNAs) from probiotic bacteria Lactobacillus
casei BL23.

STATEMENTS TO BE DEFENDED

1.

In vitro, Drosophila melanogaster DmHenl and Homo sapiens
HsHenl methyltransferases modify single-stranded 22-80 nt long
RNA substrates with methyl and larger transferable groups in the
reactions catalyzed by Co?* and Co®* ions.

DmHenl methyltransferase can be used to label single-stranded RNA
with fluorophores and biotin, which in turn can be applied for RNA
visualization and enrichment.

DmHenl methyltransferase without the C-terminal region,
DmHenlAC, demonstrates the higher efficiency of modification of
different RNA substrates and can be applied for the detection of RNA
by FRET or for the coupling of a synthetic oligonucleotide to the
modified RNA.

The mDOT-seq (methyltransferase-Directed Orthogonal Tagging and
RNA sequencing) method for cDNA library preparation, that exploits
the ability of DmHenlAC to modify single-stranded RNAs of any
sequence, was created.

mDOT-seq can be adapted for sequencing of eukaryotic microRNAs,
mMiRNAs, and bacterial 50-500 nt small regulatory RNAs, SRNAs.
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MATERIALS AND METHODS

Analyses of the enzymatic activity of Henl methyltransferases

0.02-0.2 uM **P-RNA was modified in the Modification reaction buffer (10
mM Tris-HCI (pH 7.4), 50 mM NaCl, 5% glycerol, 10 mM CoCl;, 0.2 mM
DTT, 0.1 mg/ml BSA, 0.04 u/ul RiboLock RNase inhibitor (Thermo Fisher
Scientific)), containing 1-2 uM of Henl methyltransferases, 0.1 mM AdoMet
1/Ado-6-amine 2/Ado-6-azide 3 or 0.05 mM Ado-13-biotin 4 for 30 min at
37°C. Where indicated, CoCl, was replaced with the corresponding chloride
salts ([Co(NH3)s]Cls was used for Co®*) except for nickel sulfate. In cases
where 3-6 uM of Ado-14-Cy3 5 was used, RNA was modified in the Cy3
reaction buffer (0.1 M Tris-HCI (pH 7.0) 0.2 mM DTT, 0.1 mg/ml BSA, 10
mM CoCl,, 50 uM tryptophan) for 1 h. Modification reactions were stopped
by the addition of an equal volume of 2 mg/ml proteinase K (Thermo Fisher
Scientific)-containing Quenching buffer (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM
NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5% SDS) and 20 min incubation at 55°C.

After the reactions with AdoMet 1, Ado-6-amine 2 and Ado-6-azide 3, the
proportion of modified RNA was determined by 107 oxidation/B-elimination
(30) and analysed on 10-13% dPAG. Dried gels were exposed to radiation-
sensitive screens, which were later scanned with a Fujifilm FLA-5100 scanner
using a 635 nm laser and an IP filter.

RNA modification reactions under the single-turnover conditions were
performed with 0.2 uM ¥P-RNA, 2 uM Henl methyltransferases, 0.1 mM
AdoMet 1/Ado-6-amine 2/Ado-6-azide 3 or 0.05 mM Ado-13-biotin 4 for O-
60 min. at 37 ° C. The rate constants of the modification reactions, Kchem, Were
determined by the single-exponential equation from at least two replicates.

The preference of DmHen1 for AdoMet 1 or Ado-6-azide 3 was evaluated
in the reaction containing 0.2 uM *?P-siR23, 2 uM DmHen1 and 0.1 mM of a
cofactor mixture, composed of AdoMet 1 and Ado-6-azide 3, the proportion
of which was changed from 0 to 100% in a 10 uM steps.

Application of Henl1 methyltransferases for RNA labelling

Two-step RNA labelling

0.2 uM of RNA were incubated with 1 uM DmHenl1, 0.1 mM Ado-6-amine

2/Ado-6-azide 3 or AdoMet 1 (control reaction) for 30 min at 37°C. 4 uM of

amine-modified RNA was mixed with Cy5-649/670-NHS-ester in 60 mM

Borate buffer (pH 8.6) and incubated for 1 h at room temperature. 4 UM of

azide-modified RNA was added to 0.5 mg/ml Cy5.5-673/707-alkyne and
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incubated for 1 h at 40°C with 60% DMSO and 3.3 mM CuBr-TBTA.
Modified RNA was analysed on 10% dPAG. The fluorescence of Cy5 and
Cyb5.5 was detected using a 635 or 670 nm laser and a LPR or LPFR filter,
accordingly. The bulk RNA was visualized after the staining with ethidium
bromide with a 473 nm laser and a LPB filter.

One-step RNA labelling

RNA labelling with biotin and affinity purification

0.05 mM Ado-13-biotin 4 (0.1 mM AdoMet in control samples) was used to
label 0.01 pM **P-RNA in the presence of 1 uM DmHenl. After 30 min of
incubation at 37°C, 5 ul of 0.2 uM biotinylated RNA was mixed with 0.1 mg
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Thermo Fisher Scientific) magnetic
beads resuspended in 10 pl of 2x B&W Buffer and blocked with 5 pl 0.4
mg/ml yeast tRNA. After 15 min of incubation at room temperature, 23 and
43 nt RNA-bound beads were washed according to the manufacturer's
recommendations, while 60 and 80 nt RNA-bound ones were washed twice
with 1x B&W Buffer, once with 4x SSC-50% formamide, pH 7.0 and once
with 2x SSC-formamide. Biotinylated RNAs were eluted from and analysed
on a 10-13% dPAG.

RNA analysis by the Forster resonance energy transfer (FRET)

1 uM DmHen1AC was used to label 1 uM of siR23 or let-7a2 with 10.3 uM
Ado-14-Cy3 5 or AdoMet 1 (control reaction) in a reaction with 0.5 pg/pl of
total RNA from the HCT116 human colon cancer cell line for 1 h at 37°C. 0.2
uM of modified RNA was annealed to 0.2 uM of siR23 complementary DNA
containing Cy5 modification at the fifth position (unmodified DNA in a
control reaction). Fluorescence of RNA in solution was evaluated with a
FluoroMax-3 (Horiba) spectrofluorometer with excitation set at 500 or 590
nm and the registration of the emission from 520 or 610 to 800 nm.

Application of DmHen1AC for RNA sequencing

Modification of N21 RNA, CuAAC reaction and reverse transcription

0.2-10 uM of *2P-N21 RNA was modified in the presence of 0.1-0.2 mM Ado-
6-azide and 2 UM DmHen1AC for 30-60 min at 37°C.

The CuAAC reaction was performed in a 55% DMSO in the presence of
0.025-0.2 uM *P-RNA-azide, 1.25-10 uM 3'-alkyne-adapter/RT primer and
3.3 mM CuBr-TBTA for 30 min at 45°C. For reverse transcription 20 uM of
RNA-azide was incubated with 5 uM of 3'-alkyne-adapter/*>P-RT primer for

45 min.
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cDNA was synthesized in a reaction mixture containing 10 nM RNA-3'-
adapter/*?P-RT primer, 0.25 mM dNTP and 10 u/ul RevertAid reverse
transcriptase (Thermo Fisher Scientific) for 2 h at 38°C.

Preparation of the miRXplore cDNA library

0.2 pM of miRXplore RNA was modified in the presence of 2 pM
DmHenlAC and 0.1 mM Ado-6-azide for 30 min at 37°C. The CuAAC
reaction was performed using 0.4 uM of RNA-azide and 10 uM 3'-alkyne-
adapter/RT primer. 0.35 pmol of resulting RNA-3'-adapter/RT primer was
used to prepare a cDNA library with NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3
(PerkinElmer), starting from Step B and applying the following
modifications: adding 1/4 of NEXTFLEX 5'-4N adapter at Step D, performing
18 PCR cycles at Step G and both Step H1 and H2.

The size of the prepared cDNA library was estimated by capillary
electrophoresis using Agilent High Sensitivity DNA kit (Agilent technologies)
and the concentration was measured by a quantitative PCR (qPCR) with
KAPA Library Quantification Kits - Complete Kit (universal) (Roche).

Pooled miRXplore cDNA libraries were sequenced at Lexogen facilities
using the NextSeq 500/550 High Output Kit (Illumina) to obtain 1 x 75 nt
single-end reads and the obtained data was analysed by K. Kvederavi¢iateé.

Preparation of cDNA library of Lactobacillus casei BL23 sSRNA

Extraction of total RNA
Total RNA from L. casei BL23 cells collected at six different growth points
was extracted using RNazol RT (Molecular Research Center, Inc.) and its
quality was evaluated with the Agilent RNA 600 Nano Kit (Agilent
Technologies).

RNA preparation

Total RNA was treated with RNase-free DNase | (Thermo Fisher Scientific)
and rRNAs were depleted using the Ribominus Transcriptome Isolation Kit,
bacteria (Thermo Fisher Scientific) supplemented with custom designed
probes. 50-500 nt long RNAs were purified from 8% dPAG and 5'-PPP-RNA
was hydrolysed to 5'-P-RNA using RppH (New England Biolabs).

Preparation of cDNA libraries

For mDOT-seq, 0.2-0.3 uM of RNA was modified with an azide group and
0.2 uM RNA-azide was used for the CUAAC reaction. 2 pmol of RNA-3'-
adapter was further processed according to the NEXTFLEX Small RNA-seq
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Kit v3 (Perkin Elmer) starting from step B and applying the following
modifications: adding ¥ of NEXTFLEX 5'-4N adapter in Step D, incubating
for 60 min. at 42°C in Step E, performing 15 PCR cycles in Step G, and
carrying out Steps F and H1 as described in the alternative protocol for
Preparing Libraries without Size Selection.

N libraries were prepared using 2 pmol of RppH-treated RNA according
to the NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3 (Perkin Elmer), with Steps E, F,
and H1 modified in the same way as for mDOT-seq library preparation, except
for 12 PCR cycles in Step G.

The concentration and quality of libraries prepared by both methods were
assessed as described earlier. The pooled libraries were sequenced at Lexogen
facilities using the NextSeq 500/550 Mid Output Kit (Illumina) to obtain 2 x
75 nt reads. Sequencing data analysis was performed by K. Kvederaviciiité
and the predicted SRNAs were crosschecked manually. Potential SRNAs were
confirmed by R. Mineikaité by Northern hybridization.
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RESULTS AND DISCUSSION

Analysis of the enzymatic activity of Henl methyltransferases

At the beginning of this work almost no data was available on the enzymatic
properties of animal Henl methyltransferases. To fill the existing knowledge
gap, we started this study with the analysis of Drosophila melanogaster and
Homo sapiens proteins DmHen1 and HsHen1, respectively.

Bivalent metal ions and modifiable RNAs

Previously characterized Henl methyltransferases show different metal ion
specificities (4,31) and varying preferences for the 3'-terminal nucleotides
(6,32,33). The performed metal-screening experiments revealed that in vitro
the enzymatic activity of DmHen1 and HsHen1 is uniquely dependent on Co?*
and Co* ions (Fig. 1 A).

A WMetalion - - - P8 o8 W WS 08 1€ B miR173-X 5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAX-3'
Hen1t - - + + + + + + + + + protein - - DmHen1 HsHEN1
Nalo, - + + + + + + + + + + Xnt C C U C A G U C A G
NalO, -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
modified | - —— o — DmHen1
unmodified | —— —— —— modified | D A gyt
modified | HSHEN1 unmodified | e=p  —— -

nodified | -—

& DmHen1
& HsHEN1

1 & DmHen1
HsHEN

Modified RNA, %
Modified RNA, %

Co™ Co" Mn* Mg" Ca* zn* N u C A G
Metal ion Xnt

Fig. 1. Factors influencing the efficiency of DmHen1 and HsHen1 catalyzed ssSRNA
methylation. A. Co?* and Co** ions ensure the efficient methylation of ssRNA. 0.2
uM of 22 nt 32P-miR173 was modified in the reaction mixture containing 100 pM
AdoMet 1, 10 mM of the indicated metal ion and 1 pM Henl methyltransferases. The
proportion of modified RNA was determined by an 104 oxidation/B-elimination
reaction (30) and evaluated on a 13% dPAG. B. Methylation of miR173 with different
3'-terminal nucleotides. Modification reactions were performed as described earlier
with the exception that 2 uM of DmHen1 or HsHenl was used.

Additionally, RNA methylation analysis of miR173 RNA bearing different
3'-terminal nucleotides showed that with Co?" as a metal cofactor, the
methylation efficiency of DmHen1 as well as the modification rate constant,
Kehem, under the single-turnover conditions only slightly depends on the
identity of the 3'-terminal nucleotide. All nucleotides were modified by
DmHen1 with higher than 90% efficiency and Kcrem Varying from 0.80 + 0.02
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to 0.28 + 0.02 min®. Meanwhile, HsHenl had a more pronounced
modification bias with a variation in modification efficiency from 80 to 38%
and kerem of MiR173-G modification reaching only 0.08 + 0.01 min (Fig. 1
B, Table 1).

Table 1. Methylation rate constants, kenem, Of different 3'-terminal nucleotides.
Reactions were performed as described in Figure 1 B.

3'-nt DmHenl HsHenl
Kehem, (Min'1) Kehem, (Min™t)
U 0.80 + 0.02 0.16 £0.01
C 0.61 +0.04 0.33+0.03
A 0.46 + 0.02 0.68 + 0.06
G 0.28 + 0.02 0.08 +£0.01

In cells, animal Henl methyltransferases modify RNA substrates of 23-30
nt in length (5-7). RNA methylation experiments performed with 23-80 nt
long RNAs containing the identical sequence at the 3'-end, revealed that the
efficiency of DmHen1 and HsHen1 reaction had no significant dependence on
the length of the RNA substrate and reached 94-98% and 83-92%, respectively

(Fig. 2).

siR23 5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR43 5-GGGAAAGCUUCGAUCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR60 5-GGGAAAGCUUUGAAGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR80  5-GGGAAAGCUUACCAUGUACACAAGACGUAGUACCGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

RNA siR23 (23 nt) siR43 (43 nt) siR60 (60 nt) siR80 (80 nt)
) Qo Y PR A
protein - - P - L @S L L 0 L e

Nalo, - + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+ -+ o+ o+

modified | — -
nmodifi -— -

‘ ke ‘_.——. e
modified, % 100 96 98 83 97 87 94 85

Fig. 2. Methylation of RNA substrates of different length. Reactions were performed
as described in Fig. Al

Synthetic AdoMet analogues

To test the applicability of Henl for the methyltransferase-directed Transfer
of Activated Groups — mTAG reactions — we selected two synthetic AdoMet
1 analogues — Ado-6-amine 2 and Ado-6-azide 3, with primary amine and
azide groups, respectively, in the transferable side chain (Fig. 3 A). After
performing modification experiments, we found that both enzymes transferred
the side chains with greater than 87% efficiency (Fig. 3 B). To our surprise,
DmHenl completely modified the RNA substrate. As HsHenl displayed
lower RNA modification efficiency, it was not considered for further mTAG
applications.
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Fig. 3. Transfer of activated groups from synthetic AdoMet 1 analogues onto sSRNAs
by animal Henl methyltransferases. A. Structure of AdoMet 1 and its synthetic
analogues. B. DmHenl and HsHenl methyltransferase-catalyzed modification of
miR173 with methyl and longer transferrable groups. C. Alkylation rate constants
(Kehem) Of miR173 measured under single-turnover conditions. Reactions were
performed as described in Fig. 1 B.

To determine whether the synthetic AdoMet 1 analogues can alter the
substrate specificity of DmHenl, we compared the rates of modification of
RNA substrates with different terminal nucleotides with methyl and larger
transferable groups. Unexpectedly, the kehem Values identified under single-
turnover conditions were similar or even slightly higher compared to the ones
determined for RNA methylation of all four 3'-terminal nucleotides (Fig. 3 C,
Table 1).

The ability of DmHenl to alkylate substrates of different length was
evaluated using a set of RNA molecules varying not only in length but also in
sequence (Fig. 4).

piR3 5-UGAGAGUGGCAUCUAAAUGUUUAGUGGA-3'

let-7a2 5-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3'

siR23 5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR43 5-AGGAAAGCUUCGAUCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR60 5-AGGAAAGCUUUGAAGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

siR80 5-AGGAAAGCUUACCAUGUACACAAGACGUAGUACCGAUUAAGAUUAGAAUGCCAAUUGUUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

RNA piR3 (28 nt) let-7a2 (22 nt) siR23 (23 nt) siR43 (43 nt) siR60 (60 nt) siR80 (80 nt)
cofactor -1 2 -123--123 123--123--123
NalO, -+ 4+ 4+ + o+ o+ + o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ + - + +
modified | —— T —
i ‘| - r— P ﬂ- -‘- ...--‘—_—-—-—-
unmodified = =
modified, % 84 91 87 9 96 98 97 92 97 99 96 100 100 88 94 100 69 98

Fig. 4. DmHenl catalyses the alkylation of RNAs of various sequence and length.
Reactions were performed as described in Fig. 1 B.
In the presence of Ado-6-amine 2, different RNA substrates were modified
with greater than 69% efficiency, while modification with Ado-6-azide 3
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reached 87-100%, regardless of the length of the RNA modified (Fig. 4). In
addition, the alkylation rate constants of siR23 and siR43 under single-
turnover conditions showed no dependence on the length of the modified
substrate or the size of the group transferred (Table 2).

Table 2. Alkylation rate constants, Kehem, measured under single-turnover conditions.
Reactions were performed as described in Fig. 1 B.

Cofactor Kehem (MiN?)  Kchem (Mint)
(siR23,23 nt) (siR43, 43 nt)
AdoMet 1 0.78 £ 0.04 0.85+0.05

Ado-6-azide 3 | 0.99 £0.05 0.66 £0.12

What is more, the performed cofactor selectivity assay with AdoMet 1 and
Ado-6-azide 3 in the modification reaction, revealed that the amount of RNA
modified with a longer transferable group directly correlated with the
proportion of synthetic cofactor in the reaction mixture (Fig. 5). The results
obtained demonstrate that DmHen1 has no preference for the natural cofactor
and can be adapted for efficient modification of RNA substrates of various
length and sequence not only in vitro, but even in complex samples containing
AdoMet 1.

[10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 100 100] Ado-6-azide 3, uM
AdoMet 1, yM [100°100 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10]

DmHen1 - - + + + + + + + + + + +
NalO, - + + + + + + + + + + + + - +

- M | RNA-6-azide
RNA-CH, | QD R S S
n =3 Bl
RNA-6-N, % 19 28 38 48 60 70 78 79 86 100

Fig. 5. Modification of siR23 in the reaction mixture with varying relative amount of
AdoMet 1 and Ado-6-azide 3. Reactions were performed as described in Fig. 1 B.

Application of DmHen1 for RNA labelling

The applicability of DmHen1 for mTAG reactions prompted us to adapt this
protein for one-step and two-step RNA labelling (Fig. 6). In one-step
reactions, a side chain containing a reporter group is directly transferred from
the double-activated synthetic cofactor analogue to the modified RNA, thus
minimizing the amount of manipulations. In two-step labelling, RNA is first
modified with a relatively small functional side chain, to which a reporter
molecule is attached in a subsequent reaction. In this case, RNA can be
labelled with different reporter groups with no limitations to the choice of the
available synthetic AdoMet 1 analogues (33).
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Fig. 6. Application of DmHen1 for one-step and two-step sSRNA labelling.

Two-step labelling

The ability to label RNA in two-step reactions was demonstrated using 23-80
nt RNA. After modifying the RNA substrates with transferable chains
containing amine or azide terminal groups, the fluorophores were conjugated
using NHS-ester or alkyne reagents, respectively (Fig. 7).

N

I
DmHen1
> | N RNA _siR23 _siR43 _siR60 _siR80 siR23 _siR43 _siR60 _siR80
Adolet { Adobamine2  Ado-azide 3 cofactor 1 2 1 2 1 2 1 2 1 3 1 3 1 3 1 3

NH, N,
NS eH,  N\SX NSX cys TR - - - 455
| | detection - detection
Cy5-NHS Cy5.5-alkyne
(reaction of amines) (CuAAC) —

RNA - -w RNA
detection — - e detection

VVATRVVA: BVVa: 1

No signal Cy5 detection Cy5.5 detection

Fig. 7. Two-step labelling of ssSRNAs. RNA was modified as described in Fig. 1 A,
treated with Cy5-649/670-NHS ester or Cy5.5-673/707-alkyne and visualized on
dPAG.

One-step labelling

For one-step labelling we decided to use Ado-13-biotin 4 and Ado-14-Cy3 5,
the latter of which was synthesized specifically for this experiment by prof.
V. Masevicius (Fig. 8 A). Both of their side chains were efficiently transferred
onto RNA substrates of different length (Fig. 8 B, C). The proportion of
biotinylated sSRNA exceeded 90% in all cases. While the efficiency of RNA
modification with the Cy3-containing transferable group was slightly lower
(> 55%), it was sufficient to detect the fluorescence of labelled RNAs.
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Fig. 8. Single-step labelling of sSRNAs of various lengths. A. Chemical structure of
Ado-13-biotin 4 and Ado-14-Cy3 5. B. ssRNA labelling using Ado-13-biotin 4 and
C. Ado-14-Cy3 5. RNA was modified as described in Fig. 1 B with the exception that
0.1 uM of ¥P-RNA and 50 uM Ado-13-biotin 4 or 6 uM Ado-14-Cy3 was used.
The functionality of the transferred biotin group was confirmed by
purifying the RNA from the reaction mixture as 23-80 nt long biotinylated
RNA was efficiently bound to streptavidin-coated magnetic beads (Fig. 9).

cofactor 1 4
sample In Sn SI Bd In Sn SI Bd
AdoMet 1 N Ado-13-biotin 4
» DmHen1 . SiR23 - -
WAVA TR W‘F}fﬂlma e
+ streptavidin-coupled 4
magnetic beads — -—
N\ en, NS SFE
Free RNA in RNA bound :
supernatant (Sn) to beads (Bd) CLC U — - -
SIRB0 e et = St

Fig. 9. One-step RNA labelling and purification. RNA modification was performed
as described in Fig. 1A except that 0.01 pM of 3?P-RNA and 100 uM AdoMet 1 or 50
uM Ado-13-biotin 4 was used. In — the initial mixture of modified RNA, Sn — free
RNA in the supernatant, SI —washed RNA, Bd — streptavidin-bound RNA.

Thus, the experiments performed showed that DmHen1 can be used for
RNA labelling in one-step and two-step approaches, which in turn enable its
visualization and purification.

Application of DmHen1AC for RNA labelling

Since for a wider application of DmHen1 it would be convenient to have a

protein of the lowest possible molecular weight, we decided to purify a shorter
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variant of DmHen1, DmHen1AC (Fig. 10 A). We were interested in assessing
if the C-terminal region of yet unknown function (3) is required for the activity
of DmHenl and whether the truncated protein can be adapted for RNA
labelling.

Enzymatic activity of DmHen1AC

The results of RNA modification experiments revealed that DmHen1AC had
even higher methylation efficiency compared to the full-length protein (Fig.
10 A), was equally effective in modifying different 3'-terminal nucleotides
(Fig. 10 B) and showed more efficient transfer of activated side chains to the
RNA substrate (Fig. 10 C). Indeed, >98% of RNA was modified with
functional amino and azide groups applicable for two-step RNA labelling,
while 87% of miR173 was biotinylated in a single-step reaction.

A 1 391 miR173* 5-GAUUCUCUGUGUAAGCGAAAG-3'
DmHent [ | MTase I J miR173 5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC-3'

. 281 miR26a 5-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3'

DmHen1aC [ | Vi i SiR23 5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3'

PR3 5-UGAGAGUGGCAUCUAAAUGUUUAGUGGA-3'

RNA miR173* (21 nt) miR173(22nt) miR26a (22nt) _ siR23 (23 nt) piR3 (28 nt)
protein . . . A P - - AF - - AF - - A FL - - AFL
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B protein - - DmHen1AC C cofactor . -1 2 3 &
Xnt C C U C A G Nalo, - &+ + + + +
NalO, + o+ o+ o+ o+ -
modified | (- A——— modified A
- W
mnmodifiec (=53
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Fig. 10. Analysis of DmHen1AC-catalyzed ssSRNA modification. A. Methylation of
RNA substrates of different length and sequence. FL — DmHen1, A— DmHen1AC. B.
Modification of RNA with different 3'-terminal nucleotides. C. Transfer of side chains
of various lengths from synthetic AdoMet 1 analogues onto miR173. Reactions were
performed as described in Fig. 1B, except that 100 uM AdoMet 1, Ado-6-amine 2,
Ado-6-azide 3 and 50 uM Ado-13-biotin 4 were used.

The largest improvement in the alkylation reaction was observed with
Ado-14-Cy3 5 as DmHen1AC catalysed the modification of RNA with greater
than 83% efficiency (Fig. 11) compared to 55-81% determined for the full-

length protein (Fig. 8).
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Fig. 11. Labelling of RNA substrates of different length with Cy3 fluorophore in a
one-step reaction. Reactions were performed as described in Fig. 1 A.

Thus, we discovered that the C-terminal region of DmHenl is not
necessary and, in some cases, even negatively affects the efficiency and
uniformity of RNA modification, indicating that the protein composed of only
the methyltransferase domain is well suited for chemoenzymatic RNA
labelling.

Application of DmHen1AC for RNA detection by FRET

To test whether DmHen1AC could be applied for the specific detection of
particular RNA by Forster Resonance Energy Transfer (FRET), a mixture of
total RNA with siR23 and let7a2 RNAs in it was modified with Cy3
fluorophore, and annealed to the Cy5 labelled DNA complementary only to
the siR23 RNA (Fig. 12 A).
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Fig. 12. Specific detection of DmHen1AC-labelled ssSRNA by FRET. A. The scheme
of the experiment. B. The specific detection of DmHen1AC-labelled siR23 by FRET
in the mixture of total RNA. 1 uM siR23 was modified in the presence of 100 uM
AdoMet 1 or 10.3 uM of Ado-14-Cy3 5, 1 uM DmHen1AC, 0.5 mg/ml of total RNA
and annealed to the siR23 complementary DNA. cps — count of registered photon units
per second. C. The extracted acceptor fluorescence of both samples.
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Even though the DmHenl1AC efficiently modified both RNA samples, as
a clear donor fluorescence with a peak at 570 nm was detected in both cases
(Fig. 12 B), FRET signal — the decreased and increased fluorescence at 570
and 662 nm, respectively, was registered only in the sample containing siR23
RNA (Fig. 12 B, C). Thus, the results obtained confirm that DmHen1AC can
be applied for the detection of specific RNA molecules in a complex sample
of total RNA.

Application of DmHen1AC for RNA sequencing

In the past decade, RNA sequencing has become one of the major tools in the
transcriptome studies of eukaryotic and bacterial small regulatory RNASs (34—
37). The preparation of small RNA for sequencing usually starts with the
addition of the 3" adapter to the 3'-end of RNA by the truncated variant of T4
RNA ligase 2, T4 trRnl2 K227Q (22). However this reaction is strongly
impacted by the sequence and structure of particular RNAs, thus
compromising their detection and quantification (23,25-29).

ssRNA
N

TNy

N"'*‘;’N
"7N‘\ o
%~ Ado-6-azide 3
0. g
i L
5 e
i I
N ‘,.,,o
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RNA-azide
\\2 3'-alkyne-adapter
) CuAAC ——
RT primer
o RNA-
iii) l ligation of 5'-adapter
RNA- O,

I
reverse
v} transcription

cDNA

!

V) amplification and sequencing
Fig. 13. The principal scheme of mDOT-seq.

To bypass this limitation, we decided to develop the new T4 trRnl2 K227Q
free cDNA library preparation method mOTD-seq (methyltransferase-
Directed Orthogonal Tagging and RNA sequencing), which would include the
DmHenlAC catalysed RNA functionalization with the azide group and the
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attachment of the 3'-alkyne-adapter/RT primer through CUAAC reaction (Fig.
13).

Development of the mDOT-seq

In order to apply DmHenl1AC for RNA sequencing, we first evaluated and
optimized the unique steps of the mDOT-seq.

(i) The applicability of DmHenl to modify RNA substrates of any
sequence and structure with an azide containing transferable group was
demonstrated after enzyme modified the RNA pool consisting of 4.4 x 10%?
sequence variants of 21 nt with 96% efficiency (Fig. 14 A).
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efficiency, % 87 89 90 90 89 89

Fig. 14. Application of DmHenlAC for RNA sequencing. A. Alkylation of
randomised 21 nt RNA substrate, N21 RNA, by DmHen1AC using Addo-6-azide 3.
Reaction was performed as described in Fig. 1B. B. Coupling of 3'-alkyne-adapters to
RNA-azide by CuUAAC. hT/C — hexinyl-T/C, aU/C — C8 alkylated dU/dC, UMI —
unique molecular identifiers. On the right — the linker between the RNA and the 2C
3'-adapter formed after the CuAAC reaction for which 0.2 uM 32P-RNA-azide and 10
uM 3'-alkyne-adapter/RT primer was used. C. Reverse transcription from different
RNA-3'-adapter templates. For the reverse transcription, the CUAAC reaction was
performed using 20 pM RNA-azide and 5 pM 3'-alkyne-adapter/*?P-RT primer and
10 nM of the resulting compound was mixed with 10 u/pl RevertAid reverse
transcriptase.

(i1) Hypothesizing that the position of the alkyl group in the 3'-adapter, the

alkylated nucleotide and its surrounding may influence the efficiency of 3'-

adapter attachment and/or cDNA synthesis, we chose to test six 3'-alkyne-
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adapters differing by indicated parameters for the next step of cDNA library
preparation (Fig. 14 B). The CUAAC reaction appeared to be independent of
these factors as excellent yields (87-90%) of RNA-DNA conjugates were
obtained in all cases.

(iv) The CuUAAC reaction between RNA and DNA results in the formation
of a linker of 14 carbon atoms (Fig. 12 B, right), which must be traversed by
the reverse transcriptase during the cDNA synthesis. After optimizing the
conditions of RT reaction, we showed that RevertAid reverse transcriptase
(Thermo Fisher Scientific) could bypass this linker and synthesize a full-
length cDNA (Fig. 12 C). This reaction was particularly efficient with 1U, 1C,
2U and 2C 3'-adapters, which were selected for the further analysis.

Evaluation of the mDOT-seq with the miRXplore RNA

To evaluate the suitability of the mDOT-seq for a high-throughput small RNA
sequencing, we decided to test it with the miRXplore (Miltenyi Biotec) RNA
pool composed of 1005 16-28 nt long miRNAs of equimolar concentration.
Using mDOT-seq and applying the NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3
(PerkinElmer) from the 5'-adapter ligation step, we prepared 8 cDNA libraries
— 2 experimental replicates for each of the selected 3'-alkyne-adapters. A
comparison of the amount of miRNAs identified after lllumina sequencing
revealed, that in 2U and 2C libraries (for simplicity henceforth cDNA libraries
are referred by the 3'-alkyne-adapter used for their preparation) 98.3-98.7% of
miRNAs were detected by at least one read, while in 1C and 1U libraries this
number was smaller and reached 97.3% (Fig. 15, A, 3'-cropped nt = 0).
Hypothesizing that DNA-RNA linker could impact the precision of cDNA
synthesis from the 3'-end of RNA, we quantified the amount of shorter reads
in each library. Indeed, the inclusion of RNAs lacking up to two nucleotides
at the 3'-end increased the portion of miRNAs detected in all libraries to 99.0—
99.1% (Fig. 15 A). Thus, the results obtained indicated that some miRNAS in
mDOT-seq library were read without the last or penultimate nucleotide
especially in 1C and 1U libraries. Then the accuracy of miRNA quantification
was evaluated again 2U and 2C libaries showed the largest number of
precisely measured miRNAs (Fig. 15 B). Thus, judging by the diversity of
identifiable miRNAs and the accuracy of their quantification — the best results
were obtained with mDOT-seq using 2C and 2U 3’ alkyne-adapters.

In order to select the optimal sequence surrounding the alkylated
nucleotide, we determined the amount of reads obtained with each of 2C and
2U 3'-alkyne-adapters. We found that in both libraries, the ACTC and CUCC
adapters, generated the highest amount of reads (Fig. 15 C). It was these
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particular 3'-alkyne-adapters that were selected for the cDNA library
preparation and sequencing by the new mDOT-seq technique.

Hence, miRXplore sequencing by mDOT-seq showed that the method we
developed can be used for miRNA sequencing and helped us to select the 3'-
alkyne-adapters for wider application of mDOT-seq.
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Fig. 15. miRXplore RNA sequencing by mDOT-seq. A. The amount of miRNAs with
at least one read in each library. B. Quantitative evaluation of miRNA reads. miRNAs
with at least 1 count per million. and regardless of their last two nucleotides were
analysed. Vertical dotted lines indicate two times the deviation from the theoretical
value. C. 2C and 2U 3'-alkyne-adapters with the highest number of miRNA reads.
Embedded are the LOGOs of the most abundant adapter sequences.

Application of mDOT-seq for L. casei SRNA sequencing

In order to evaluate whether mDOT-seq could be adapted for the sequencing
of longer biological RNAs, we decided to identify the small regulatory RNAs,
SRNAs, of the probiotic Lactic Acid Bacteria (LAB) Lactobacillus casei BL23
widely applied in the food and biomedical industry (38).

SRNAs expressed throughout the whole growth cycle of L. casei BL23
were used to prepare 9 cDNA libraries — 3 biological replicates with each of
3 different methods: the C and U libraries, prepared by mDOT-seq with 3'-
alkyne-adapters bearing ACTC and CUCC nucleotides at the 5'-ends,
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respectively, and the N library prepared using the standard protocol of
NEXTFLEX Small RNA-seq Kit v3 (PerkinElmer) (Fig. 16 A).
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Fig. 16. Sequencing of L. casei BL23 sSRNAs by mDOT-seq. A. Workflow of cDNA
library preparation. B. Group distribution of predicted SRNAs. The portion of SRNAs
verified by Northern hybridization is indicated. C. Venn diagram of sSRNAs identified
in three libraries. D. Group distribution of unique sRNAs, identified only in C + U
and N libraries. E. Confirmation of potential SRNAs by Northern hybridization.
Asterisk marks SRNAs where multiple bands are visible.
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After Illumina sequencing a total of 307 potential SRNAs were identified,
which were divided into six groups based on their genomic context (Fig. 16
B). 186 sRNAs were detected in all cDNA libraries (Fig. 16 C). 26-32% of
them lacked 1, less often several nucleotides at the 3'-end. However, it is
important to note, that similar amount of shorter SRNAs were identified in all
libraries, regardless of their preparation technique.

201 sRNAs overlapped then N library prepared by the conventional
method was compared to both C and U libraries (C + U) prepared by the
mDOT-seq (Fig. 16 C). Meanwhile, 56 and 50 SRNAs were identified only in
N and C + U libraries. Among them, 3 times more SRNAs derived from the
3’-UTRs were detected exclusively in the N library (Fig. 16 D).

Using Northern hybridization, we were able to confirm the expression of
23 sRNAs predicted in all three libraries (Fig. 16 E, experiments were
performed by R. Mineikait¢). However, only 3 out of 8 of the 3'-UTR-derived
SRNAs, that were detected only in the N library, were confirmed, suggesting
that most of the transcripts derived from the 3’ UTRs identified exclusively in
the N library were incorrectly assigned to SRNAs. cDNA libraries prepared
by mDOT-seq did not exhibit this particular bias.

To assess the taxonomic conservatism of predicted SRNA, we performed a
BLAST search on 6 related genomes of Lactobacillus casei group (LCG) and
9 genomes of evolutionarily more distant Lactobacillaceae strains. The
majority of the homologous sequences (76-307) were identified in LCG
bacteria, suggesting that the results obtained from the L. casei BL23 sRNA
sequencing could be applied to these widely used probiotics. However,
sequences similar to only 9 sRNAs were detected in other strains of the
Lactobacillacea family, demonstrating that most of the potential L. casei
BL23 sRNAs are relatively unique and found only in the genomes of the LCG
bacteria.
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CONCLUSIONS

Drosophila melanogaster DmHenl and Homo sapiens HsHenl RNA
methyltransferases are Co?* and Co** dependent enzymes which in vitro
can transfer not only methyl, but also larger side chains from synthetic
AdoMet analogues onto natural 22-28 nt and longer substrates of single-
stranded RNA.

DmHenl methyltransferase can be adapted for the single-step and two-
step labelling of 22-80 nt long RNA with fluorophores and biotin, which
in turn can be successfully applied for RNA visualization and enrichment.
The variant of DmHen1 without the C-terminal region, DmHen1AC, has
a higher RNA modification efficiency, does not discriminate RNA
substrates based on the 3'-terminal nucleotide and can be adapted for RNA
visualization by FRET in a sample of total RNA.

mDOT-seq (methyltransferase-Directed Orthogonal Tagging and RNA
sequencing) — the new method for cDNA library preparation for single-
stranded RNA sequencing — was created. mDOT-seq exploits the ability
of DmHen1AC to modify the single-stranded RNAs of any sequence with
an azide group containing transferable chain resulting in reduced bias in
the detection of structured 3'-ends of RNA molecules as compared to the
standard technique.

It was shown that mDOT-seq can be applied for the identification of
eukaryotic microRNAs, miRNAs, and bacterial small regulatory RNAs,
SRNAs as potential SRNAs in the probiotic Lactobacillus casei BL23 was
characterized for the first time.
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12. (IF — 16,97). *These authors contributed equally to the paper as first
authors; (ii) Mickuté M, Nainyté M, Vasiliauskaité L, Plotnikova A,
Maseviéius V, KlimaSauskas S, Vilkaitis G. Animal Henl 2'-O-
methyltransferases as tools for 3'-terminal functionalization and labeling of
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single-stranded RNAs. Nucleic Acids Research. 2018 09 28;46(17):e104—
el04. (IF — 16,97); (iii) Tomkuviené M, Mickute M, Vilkaitis G,
KlimaSauskas S. Repurposing enzymatic transferase reactions for targeted
labeling and analysis of DNA and RNA. Current Opinion in Biotechnology.
2019 02 1;55:114-23. (IF — 9,74); (iv) Mickute M, Kvederaviciaté K,
Osipenko A, Mineikaité R, KlimaSauskas S, Vilkaitis G. Methyltransferase-
directed orthogonal tagging and sequencing of miRNAs and bacterial small
RNAs. BMC Biology. 2021 06 22;19(1):129. (IF — 7,43).

INTERNATIONAL CONFERENCES:

2013 — FEBS Congress ,,Mechanisms in Biology*, Saint Petersburg, Russia.
2015 — ,,7th New England Biolabs Meeting on DNA Restriction and
Modification*, Gdansk, Poland; “The Non-Coding Genome”, Heidelberg,
Germany; 2016 - “Vita Scientia”, Vilnius, Lithuania; ,,81st Harden
Conference: RNA and Disease”, Winchester, UK; 2017 — ,,The Non-Coding
Genome”, Heidelberg, Germany; 2020 —,, The complex life of RNA“, on line;
2021 — ,, The 26th Annual Meeting of the RNA Society’, on line; “13" LAB
Symposium”, on line.

MAIN RESEARCH INTEREST:
Small non-coding RNAs, their biogenesis and functions; RNA
methyltransferases and their application.

TEACHING:
Supervision on 6 Bachelor’s and consulting on 3 Master’s degree research
projects. Assistance on student’s laboratory training.

AWARDS AND DISTINCTIONS:

2008, 2009, 2010 — Research Council‘s of Lithuania Student‘s Scientific
Research Project participant; 2013 — FEBS scholarship for participation in
FEBS Congress; 2015 — Research Council‘s of Lithuania grant for Academic
mobility; 2016 - Lithuanian Biochemical Society‘s (LBS) grant for
participation in the LBS conference; 2021 — Vilnius University award for
significant scientific achievements in 2020 in the category of Best applied
work.
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CURRICULUM VITAE

Milda Mickuté

DNR modifikacijos tyrimy skyrius

Biotechnologijos institutas, Gyvybés moksly centras, Vilniaus universitetas
Saulétekio al. 7, LT-10257 Vilnius

Tel. nr.: +370 623 79436; el. adresas: milda.mickute@bti.vu.lt

ISSILAVINIMAS:

2007-2011 m. — bakalauro studijos Vilniaus universitete (biomedicinos
mokslai, Molekuliné biologija); 2011-2013 m. — magistro studijos Vilniaus
universitete (fiziniai mokslai, Biochemija); 2012 m. — 5 ménesiy trukmés
studijos Kopenhagos universitete (Danija) pagal Erasmus mainy programa;
2013-2017 m. — biochemijos doktoranttros studijos Vilniaus universiteto
Biotechnologijos institute.

DARBINE VEIKLA:

Valstybinis moksliniy tyrimy institutas, Inovatyvios medicinos centro,
Eksperimentinés ir klinikinés medicinos departamentas: 2009-2010 m. —
laboranté; Vilniaus universitetas, Biotechnologijos institutas, DNR
modifikacijos tyrimy skyrius: 2011-2014 m. — laboranté; 2013-2017 m. —
biologé tyréja; nuo 2017 m. — jaunesnioji mokslo darbuotoja.

STAZUOTES:

2013 m. — Makso Planko augaly selekcijos institutas, Vokietija; 2014 m. —
Life Technologies klienty mokymo centras, Vokietija; 2014 m. — INRA
institutas, Pranciizija; 2016 m. — COST veiklos CM1303 ,,Systems
Biocatalysis“ mokykla, Italija.

PASKELBTI MOKSLINIAI DARBAI:

Patentas — Klimasauskas S, Vilkaitis G, Mickuté¢ M. “Analysis of single-
stranded RNA”. EP3271478B1, US11008605B2, WO2016148556A1.
Publikacijos: (i) Baranauské S*, Mickuté M*, Plotnikova A, Finke A,
Venclovas C, Klimasauskas S, ir Vilkaitis G. Functional mapping of the plant
small RNA methyltransferase: HEN1 physically interacts with HYL1 and
DICER-LIKE 1 proteins. Nucleic Acids Research. 2015 m. kovo 11
d.;43(5):2802-12. (Cituojamumo rodiklis — 16,97). *Abi autorés vienodai
prisidéjo prie straipsnio paruosimo; (ii) Mickuté M, Nainyté M, Vasiliauskaité
L, Plotnikova A, Masevic¢ius V, KlimaSauskas S, Vilkaitis G. Animal Henl
2'-O-methyltransferases as tools for 3'-terminal functionalization and labeling
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of single-stranded RNAs. Nucleic Acids Research. 2018 m. rugséjo 28
d.;46(17):e104—e104. (Cituojamumo rodiklis — 16,97); (iii) Tomkuviené M,
Mickuté M, Vilkaitis G, KlimaSauskas S. Repurposing enzymatic transferase
reactions for targeted labeling and analysis of DNA and RNA. Current
Opinion in Biotechnology. 2019 m. vasario 1 d.;55:114-23. (Cituojamumo
rodiklis — 9,74); (iv) Mickuté M, Kvederaviciité K, Osipenko A, Mineikaité
R, KlimasSauskas S, Vilkaitis G. Methyltransferase-directed orthogonal
tagging and sequencing of miRNAs and bacterial small RNAs. BMC Biology.
2021 m. birzelio 22 d.;19(1):129. (Cituojamumo rodiklis — 7,43).

TARPTAUTINES KONFERENCIJOS:

2013 m. — FEBS kongresas ,,Mechanisms in Biology*, Sankt Peterburgas,
Rusija. 2015 m. — ,,7th New England Biolabs Meeting on DNA Restriction
and Modification”, Gdanskas, Lenkija; “The Non-Coding Genome”,
Heidelbergas, Vokietija; 2016 m. — “Vita Scientia”, Vilnius, Lietuva; ,,81st
Harden Conference: RNA and Disease”, Vincesteris, Jungtiné Karalysté;
2017 m. — ,,The Non-Coding Genome”, Heidelbergas, Vokietija; 2020 m. —
,»The complex life of RNA®, virtuali; 2021 m. —,,The 26th Annual Meeting of
the RNA Society’, virtuali; “13"" LAB Symposium”, virtuali.

PAGRINDINIAI MOKSLINIAI INTERESAL:

Mazosios reguliacinés RNR, jy biogenez¢ ir funkcijos; RNR metiltransferazés
ir jy pritaikymas RNR Zymé&jimui.

MOKYMAS:

Vadovavimas ruoSiant 6 baigiamuosius bakalauro darbus; konsultavimas
ruosiant 3 baigiamuosius magistro darbus; laboratoriniy darby vedimas.

APDOVANOIJIMAI:

2008, 2009 m. — LMT Studenty moksliné praktika; 2010 m. — LMT Studenty
moksliniai tyrimai; 2013 m. — FEBS stipendijos dalyvauti tarptautiniame
kongrese; 2015 m. — LMT stipendija dalyvauti tarptautinéje konferencijoje;
2016 m. — Lietuvos biochemiky draugijos stipendija dalyvauti tarptautinéje
konferencijoje; 2021 m. — Vilnaius universiteto apdovanojimas uz
reikSmingus mokslinius pasiekimus 2020 m. geriausio taikomojo darbo
kategorijoje.
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DALYVAVIMAS MOKSLINIUOSE PROJEKTUOSE

,Biotechnologija ir biofarmacija: fundamentiniai ir taikomieji
tyrimai®, VP1-3.1-SMM-08-K-01-005/KS-560000-1757.
Zmogiskyjy istekliy plétros veiksmy programos projektas,
finansuotas i§ ES struktiirinés paramos 1é8y. Projekto vadovas — prof.
dr. K. Sasnauskas, veiklos vadovas — prof. dr. G. Vilkaitis. Tyréja —
2013 m., jaunesnioji mokslo darbuotoja — 2014-2015 m.
“Molekulinés jrankinés epigenomikai ir RNomikai", VP1-3.1-SMM-
07-K-01-105. Visuotinés dotacijos projektas i§ ES struktiiriniy fondy
lésy. Projekto vadovas — prof. habil. dr. S. KlimaSauskas. Jaunesnioji
mokslo darbuotoja 2013-2015 m.

»Mazyjy nekoduojan¢iy RNR, reguliuojanciy Gram-teigiamy
pienartig§¢iy bakterijy atsaka j antimikrobiniy veiksniy poveik]j,
nustatymas ir analizé”, MIP-059/2015. LMT Moksliniy grupiy
projektas. Projekto vadovas — prof. dr. G. Vilkaitis. Biologé tyréja
2015-2016 m., jaunesnioji mokslo darbuotoja — 2017-2018 m.
Advanced Grant ,,Single-cell temporal tracking of epigenetic DNA
marks - Epitrack®. ES programos "Horizontas 2020" Europos mokslo
tarybos dotacijy programa patyrusiems mokslininkams. Projekto
vadovas prof. habil. dr. S. KlimaSauskas. Jaunesnioji mokslo
darbuotoja nuo 2018 m.

“5'-gale modifikuoty RNR ir jas moduliuojanciy baltymy tyrimas E.
coli ir probiotinése pienartig§tése bakterijose”, S-MIP-19-31. LMT
Jaunesnioji mokslo darbuotoja nuo 2019 m.
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PEDAGOGINE IR MOKSLO POPULIARINIMO VEIKLA

Vadovavimas ruo$iant bakalauro baigiamuosius darbus: Dominyka
Grigaité (genetika) — 2013-2014 m., Indré Kirilauskaité (biochemija)
—2015-2016 m., Monika Jazdauskaité (molekuliné biologija) — 2016-
2018 m., Oskaras Safinas (biochemija), Gyté Tupikaité (genetika) —
2019-2021 m., Gabrielé Olendraité (molekuliné biologija) — nuo 2020
m.

Konsultavimas ruoSiant magistro baigiamuosius darbus: Gabrielé
Treciokaité (genetika) — 2016-2018 m., Monika Jazdauskaité
(biochemija) — 2018-2020 m., Raminta Mineikait¢ (molekuliné
biologija) — nuo 2020 m.

Molekulinés  Biotechnologijos laboratoriniy darby vedimas
Medicinos genetikos magistro studijy studentams — 2014-2017 m.
Ekskursijy vedimas mokiniams ir mokytojams Vilniaus universiteto
Gyvybés moskly centro Biotechnologijos instituto DNR
modifikacijos tyrimy skyriuje — 2018-2019 m.

Savanoriavimas organizuojant  Xlll-gja tarptauting Lietuvos
biochemiky draugijos konferencijg, 2014 birzelio 17-20 d., BirStonas,
Lietuva.
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DISERTACIJOS TEMA PARENGTI MOKSLINIAI DARBAI

Paskelbti moksliniai straipsniai:

Mickuté M, Kvederaviciuté K, Osipenko A,
Mineikaité R, KlimaSauskas S, Vilkaitis G

Methyltransferase-directed orthogonal tagging and sequencing of
miRNAs and bacterial small RNAs

BMC Biology

2021 10 22;19(1):129
d0i:10.1186/s12915-021-01053-w

(Cituojamumo rodiklis — 7,43)
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Mickuté M, Nainyté M, Vasiliauskaité L, Plotnikova A,
Masevicius V, Klimasauskas S, Vilkaitis G

Animal Henl 2’-O-methyltransferases as tools for 3'-terminal
functionalization and labeling of single-stranded RNAs

Nucleic Acids Research

2018 09 28;46(17):e104-e104
doi: 10.1093/nar/gky514

(Cituojamumo rodiklis — 16,97)
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Tarptautinis patentas — KlimaSauskas S, Vilkaitis G, Mickuté M. “Analysis

of

single-stranded RNA”. EP3271478B1, US11008605B2,

WO02016148556A1.

Pristatyti pranesimai:

1.

Mickuté M, Osipenko A, Masevic¢ius V, KlimaSauskas S, Vilkaitis
G. Application of small RNA methyltransferases for diverse RNA
labeling, 7th New England Biolabs Meeting on DNA Restriction and
Modification, 2015 m. rugpjucio 24-29 d., Gdanskas, Lenkija
(stendinis praneSimas).

Mickuté M, Osipenko A, Masevicius V, Klimasauskas S, Vilkaitis
G. Small non-coding RNA methyltransferases as a tool for diverse
RNA labeling, The Non-Coding Genome, 2015 m. spalio 18-21 d.,
Heidelbergas, Vokietija (stendinis pranesimas).

Mickuté M, Osipenko A, Masevicius V, Klimasauskas S, Vilkaitis
G. mTAG labeling of single and double-stranded RNAs using HEN1
methyltransferases, Vita Scientia, 2016 m. sausio 4 d., Vilnius,
Lietuva (stendinis pranesimas).

Mickuté M, Osipenko A, Masevicius V, Klimasauskas S, Vilkaitis
G. mTAG as an efficient molecular tool for selective small RNA
labeling, 81st Harden Conference: RNA and Disease, 2016 m. rugs¢jo
4-7 d., Vincesteris, Jungtiné Karalysté (trumpas Zodinis ir stendinis
praneSimai).

Mickuté M, Osipenko A, Masevicius V, Klimasauskas S, Vilkaitis
G. mTAG as an efficient molecular tool for selective small RNA
labeling, COST action CM1303 "Systems Biocatalysis" Training
School, 2016 m. balandzio 27 d. — geguzés 1 d., Siena, Italija (trumpas
zodinis ir stendinis pranesimai).

Mickuté M, Osipenko A, Jazdauskaité M, Grigaityté S, Masevicius
V, KlimaSauskas S, Vilkaitis G. Functionalization of small RNAs
through covalent 3' end labelling — the case of HEN1
methyltransferases, The Non-Coding Genome, 2017 m. rugséjo 13-
16 d., Heidelbergas, Vokietija (stendinis pranesimas).

O, Kulakauskas S, Vilkaitis G. The identification and functional
analysis of small non-coding RNAs in probiotic Lactobacillus casei.
The Complex Life of RNA, 2020 m. spalio 7-9 d., virtuali (stendinis
pranesSimas).
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8. Mickuté M, Kvederaviciaté K, Osipenko A, Mineikaité R, Olendraité
G, Tupikaité G, Kulakauskas S, Vilkaitis G. Application of Henl 2'-
O-methyltramsferase for sequencing of bacterial small non-coding
RNAs in probiotic Lactobacillus casei. The 26th Annual Meeting of
the RNA Society, 2021 m. geguzés 25 d. — birzelio 4 d., virtuali
(stendinis pranesimas).
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PADEKA

Dékoju darbo vadovui prof. dr. Giedriui Vilkai¢iui uz pasitilyta darbo tema,
pagalbg planuojant eksperimentus, interpretuojant jy rezultatus ir
neissenkancia idéjy galybe. Dékoju uz pasitikéjimag ir paramg kritiniais
momentais. Dékoju uz sudarytas salygas visapusiSkam mano, kaip
mokslininkés, tobulé&jimui.

Dékoju prof. habil. dr. Sauliui KlimaSauskui uz suteiktg galimybe vykdyti
mokslinius tyrimus jo vadovaujamoje laboratorijoje, uz visas jzvalgas ir
patarimus jgyvendinant mokslines idéjas.

Dékoju disertacijos tema rengty publikacijy koautoriams: dr. Linai
Vasiliauskaitei ir Alexandrai Plotnikovai, pradéjusioms gyviiny Henl
metiltransferaziy tyrimus ir svariai prisidéjusioms prie jy fermentiniy savybiy
nustatymo; dr. Aleksandr Osipenko, kurio darbai ir patirtis tiriant baltaziedzio
vairenio AtHEN1 metiltransferaze buvo tvirtas kelrodis atliekant gyviiny
baltymy tyrimus; uz sintetinius AdoMet analogus, be kuriy taikomoji Sio
darbo dalis buty tiesiog nejmanoma; dékoju dr. Mildai Nainytei ir prof. dr.
Viktorui Maseviciui, kuriam esu dékinga ir uz suteiktas konsultacijas bei
patarimus perprantant cheminius S§io darbo aspektus; Kotrynai
Kvederaviciutei uz atlikta bioinformating analiz¢ ir produktyvy bei
konstruktyvy bendradarbiavima; Ramintai Mineikaitei uz atliktus Norther
hibridizacijos eksperimentus.

Dékoju Audronei Ruksénaitei uz atliktas HPLC-MS analizes, dr. Viliui
Kurauskui uz suklonuota HsHenl metiltransferaze, dr. Sauliui Kulakauskui
uz L. casei BL23 kamieng.

Dékoju savo pirmajai vadovei dr. Simonai Baranauskei uz suteiktas zinias
ir iSugdytus darbo jgiidZius.

Dékoju visiems laboratorijos kolegoms, ypa¢ Janinai Li¢ytei, dr. Liepali
Gasiulei, Giedrei Urbanaviéititei, dr. Vaidotui Stankevi¢iui uz vertingas
mokslines diskusijas ir patarimus.

Dékoju savo buvusiems ir esamiems studentams, kuriy déka augu ne tik
kaip mokslininké, bet ir kaip vadové.

Dékoju draugams ir Seimai uz nuolatinj palaikyma. ACit mociutei, tévams
ir broliams, atlaikiusiems ilgas mano mokymosi valandas dar mokykloje. Aciti
vyrui uz paramg visy studijy universitete metu. A¢iti uz rodoma pavyzdj, j kurj
norisi lygiuotis.
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