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[VADAS

Genetiné informacija yra uzkoduota DNR sekoje keturiy baziy pagalba:
adenino (A), citozino (C), guanino (G) ir timino (T). Epigenetinés DNR baziy
modifikacijos nepakeisdamos esamos genomo sekos dalyvauja geny raiskos
reguliacijoje, judriyjy genomo elementy ir X chromosomos inaktyvacijoje,
genominiame imprintinge, apsprendzia lasteliy ir audiniy skirtumus
(Greenberg ir Bourc’his, 2019; Titcombe et al., 2022). Seniausiai zinoma ir
todél geriausiai iStirta Zzinduoliy DNR epigenetiné modifikacija yra
5-metilcitozinas (5mC), susidarantis DNR metiltransferazéms DNMT
metilinant citozing 5-oje pozicijoje. SmC gali biiti pasalinamas aktyvaus DNR
demetilinimo keliu, paremtu TET (angl. Ten-eleven translocation) $eimos
baltymy vykdoma S5mC oksidacija iki 5-hidroksimetilcitozino (5hmC),
5-formilcitozino bei 5-karboksicitozino (Lio et al., 2020). 5SmC yra slopinanti
zymé promotoriuose ir lemia transkripcijos inaktyvacija, o ShmC zymi
aktyvius genomo lokusus — jis aptinkamas aktyviy geny kiinuose ir
stiprikliuose (Skvortsova et al., 2019). Tac¢iau ShmC yra ne tik aktyvaus DNR
demetilinimo tarpininkas, bet ir galimai stabili, savita epigeneting funkcija
turinti Zymé (Bachman et al., 2014). PrieSingai nei SmC, kurio kiekiai panasts
visose lastelése, ShmC mastas jvairiose lgstelése yra skirtingas, pavyzdziui,
daugiausiai ShmC aptinkama smegeny Igstelése (Nestor et al., 2012). Dél savo
i§skirtinio, audiniams budingo kiekio ir iSsidéstymo bei dar mazai iStirtos
epigenetinés funkcijos, 5-hidroksimetilcitozinas yra jdomus ir svarbus
epigenetiniy tyrimy objektas.

Siuo metu esamus 5-hidroksimetilcitozino tyrimo genomo mastu metodus
galima suskirstyti | kelias grupes pagal ShmC nustatymui pritaikomas
chemines ar fermentines reakcijas, antikiny panaudojimg (Zeng et al., 2019).
Taciau tik nedidelé dalis Siy metodiky leidzia sudaryti ShmC genolapius
vienos bazés tikslumu. Populiariausi tokie metodai yra paremti bisulfitine
konversija, kuriy didelis trikumas — DNR degradacija (Zeng et al., 2019).
Taip pat svarbi §iy metody taikymo silpnybé yra didelés sekoskaitos kainos
dél nuskaitomy visy genomo seky, net ir tokiy, kuriose néra tiriamosios ShmC
modifikacijos. Naudojant afiniSkumu paremtus metodus yra nuskaitomi tik
praturtinti ShmC modifikacijg turintys DNR fragmentai, taciau jiems biidinga
maza, ~200-400 bp skiriamoji geba (Hofer et al., 2019). Misy tyréjy grupé
anksCiau buvo sukirusi bisulfitinés konversijos nenaudojantj, didelés
skiriamosios gebos nemodifikuoty CG seky profiliavimo metoda uTOP-seq
(angl. unmodified CG-specific tethered oligonucleotide-primed sequencing)
(Stasevskij et al., 2017). Todél atsizvelgiant j esamy ShmC profiliavimo
metody trikumus buvo iskelta idéja sukurti uTOP-seq giminingg viso genomo
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ShmC analizés metodg, pagrista DNR Zyméjimu paremta DNR sekoskaita —
hmTOP-seq (angl. ShmC-specific TOP seq). S¢kmingai sukiirus §] metoda,
sickéme jo veikimg pademonstruoti analizuojant zmogaus véziniy lasteliy
epigenetines transformacijas bei istirti epigenetinés Zmogaus genetiniy ligy
analizés galimybes.

DNR epigenetinés modifikacijos kinta organizmy vystymosi ir lgsteliy
diferenciacijos metu, taip pat vystantis jvairioms patologinéms blisenoms.
Pavyzdziui, véziniams susirgimams biidingas lokalus DNR hipermetilinimas,
lemiantis navikg slopinan¢iy geny nutildyma, ir globalus genomo
hipometilinimas, siejamas su onkogeny aktyvinimu ir genomo nestabilumu
(Fetahu ir Taschner-Mandl, 2021). [vairiy tipy vézio atvejais taip pat stebimas
sumazejes ShmC kiekis ir pakites jo pasiskirstymas genome, kuris gali biiti
panaudojamas kaip bioZymuo §iy ligy detekcijai (Yang et al., 2013; Xu ir Gao,
2020). Be to, DNR metilinimas ir hidroksimetilinimas kinta kompleksiniy
ligy, pavyzdziui, Alzheimerio, atvejais ir yra susieti su neurodegeneraciniais
procesais (Perkovic et al., 2021). Svarbu tai, kad pakite¢ DNR epigenetiniy
modifikacijy profiliai stebimi net esant genetinéms ligoms, pavyzdziui,
21-o0sios chromosomos trisomijai — Dauno sindromui (Yu et al., 2020).

Neuroblastoma (NB) yra pediatrinis simpatinés nervy sistemos vezys,
kuriam budinga didelé¢ klinikiné ligos eigos variacija nuo savaime
sunykstanciy augliy iki placiai metastazavusiy gydymui atspariy naviky (Otte
et al., 2021). Taip pat NB stebimas reikSmingas lastelinis heterogeniskumas —
NB auglio lastelés, biidamos genetiSkai vienodos, pasizymi jvairialypémis
morfologinémis ir biocheminémis savybémis. NB lasteliy jvairove yra labai
svarbu suprasti, nes ji galimai nulemia NB gydymo nesé¢kmes dél skirtingy
lasteliy atsparumo mechanizmy (Campos Cogo et al., 2020). Be to, jvairiy
veéziy navikuose daznai stebimos hipoksinés, deguonies stygiaus, zonos,
kurios yra susietos su padidéjusiu vézio agresyvumu. Hipoksija nulemia
maziau diferencijuoty NB lasteliy fenotipa ir skatina jy metastazavima
(Huertas-Castafio et al., 2020). Jdomu tai, kad mazos deguonies
koncentracijos salygomis NB lastelése daugéja ShmC ir jis buvo susietas su
lasteliniu atsaku i hipoksija (Mariani et al., 2014; Thienpont et al., 2016).
Taciau vis dar triksta duomeny apie ShmC genominj pasiskirstyma ir jo jtaka
skirtingy NB tipy Igsteliy susiformavimui. Manoma, kad NB vézio vystymasis
ir fenotipas didele dalimi yra nulemiami epigenetiniu perprogramavimu, todél
yra svarbu iSanalizuoti epigenetinius NB bioZymenis, nes tai gali padéti
ateityje sukurti naujas terapines strategijas (Durinck ir Speleman, 2018).

Kaupiantis zinioms apie plataus masto epigenetinius pokycius Zzmogaus
ligy atvejais buvo iskelta idéja, kad Siy pakitimy tyrimas gali biiti svarbus net
ir genetiniy ligy diagnostikoje. Viena i§ potencialiy DNR epigenetiniy
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zymeny pritaikymo sri¢iy yra vaisiaus neinvaziniai prenataliniai tyrimai
(NIPT). Zmogaus kraujo plazmoje yra aptinkama laisvai cirkuliuojanti
nelasteliné (angl. cell-free) DNR (cfDNR), susidaranti apoptozés metu i$
jvairiy kino audiniy, daugiausiai i kraujo lasteliy (Moss et al., 2018). [domu
tai, kad néStumo atveju moters kraujyje aptinkama ne tik jos pacios, bet dar ir
vaisiaus cfDNR (Dennis Lo et al., 1997). Tai suteikia galimybe atlikti
neinvazinius vaisiaus DNR tyrimus. Placiausiai vaisiaus NIPT taikomi dél
chromosomy aneuploidijos, i§ kuriy dazniausia yra 21-osios chromosomos
trisomija — Dauno sindromas (Hui ir Bianchi, 2017). Sie tyrimai paprastai yra
atliekami cfDNR visuminés ar selektyvios, tam tikry chromosomy praturtinty
DNR fragmenty, sekoskaitos biidu (Skrzypek ir Hui, 2017). Taciau 10-21
néStumo savaitémis, kai yra atliekami vaisiaus kariotipo tyrimai, vaisiaus
cfDNR kiekis sudaro vidutiniskai tik 10-20 % visuminés motinos kraujo
plazmos cfDNR (Taglauer et al., 2014). Todé¢l patikimam NIPT atlikimui
norima surasti ir panaudoti vaisiui specifinius epigenetinius biozymenis, pagal
motinos ir vaisiaus ¢cfDNR skirtingai metilintus regionus. Tokiai analizei jau
yra pasiiilyti metodai, paremti bisulfitine konversija, DNR imunoissodinimu
ir metilinimui jautriomis restrikcijos endonukleazémis, i§ kuriy pastarieji gali
praturtinti vaisiaus cfDNR. Taciau Siems metodams yra budingi nemenki
trukumai: bisulfitas sukelia DNR degradacija, ypa¢ Zalinga maziems vaisiaus
cfDNR kiekiams; antikinams biidingas CG seky tankio SaliSkumas (angl.
bias); o restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekos apriboja analizei tinkamy
genomo regiony skaiciy (Papageorgiou et al., 2011, 2014). Taigi, patikimiems
vaisiaus neinvaziniams prenataliniams tyrimams yra reikalingi nauji
technologiniai sprendimai. Taip pat svarbu pazyméti, kad dar néra istirtos
vaisiaus kariotipo epigenetiniy NIPT, paremty ShmC analize, galimybés, nors
del savo specifiskumo audiniams ShmC potencialiai galéty biiti panaudotas
jautriam prenataliniam testavimui.

DARBO TIKSLAS:

Sukurti naujg, ekonomiSka, bisulfitinés konversijos nenaudojantj, bet
didelés skiriamosios gebos S5ShmC analizés metoda ir jj, kartu su
nemodifikuoty CG seky uTOP-seq sekoskaitos metodu, pritaikyti
epigenetiniams tyrimams jvairiuose biologiniuose kontekstuose.
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UZDAVINIAL:

1. Sukurti nauja DNR Zymé¢jimu paremta sekoskaitos metoda,
hmTOP-seq, skirtg didelés skiriamosios gebos ShmC analizei.

2. Ivertinti hmTOP-seq metodo veikima pelés embrioniniy kamieniniy
lasteliy genomingje ShmC analizéje.

3. Panaudojant hmTOP-seq ir RNR sekoskaitos metodus nustatyti
zmogaus neuroblastomos Igsteliy atsakg | hipoksija.

4. Pagal hmTOP-seq ir uTOP-seq suteikiamg epigenetinio DNR
modifikavimo bei geny raiskos informacija parodyti neuroblastomos
skirtingy lasteliy identitetus.

5. Ivertinti hmTOP-seq ir uTOP-seq metody arba juose naudojamo
citozino zyméjimu paremtos DNR sintezés technologijos pritaikomuma
neinvaziniam prenataliniam vaisiaus kariotipo tyrimui, nustatant vaisiaus
lytj ir 21-osios chromosomos trisomijg.

MOKSLINIS NAUJUMAS:

Siame darbe aprasytas naujo 5-hidroksimetilcitozino profiliavimo metodo
hmTOP-seq sukiirimas. hmTOP-seq metodas pagristas DNR zyméjimu
paremta sekoskaita, kaip ir miisy grupés anksciau sukurtas uTOP-seq metodas
(Stasevskij et al., 2017), skirtas nemodifikuoty CG seky analizei. hmTOP-seq
atveju, ShmC  pazymimas azido grupe glikozilinant su T4
B-gliukoziltransferaze, reakcijoje naudojant uridino difosfato 6-Ns-gliukozés
(UDP-6-N3-Glc) kofaktoriy. ,,Click” reakcijos metu prie 6-N3-Glc-5ShmC
prijungiamas DNR oligonukleotidas ir naudojant jam komplementary
pradmenj vykdoma naujos DNR grandinés sintezé nuo Zyméto ShmC. Tuomet
amplifikavus naujgsias DNR grandines ir atlikus jy sekoskaita, galima
suzinoti tikslias ShmC genomines pozicijas.

hmTOP-seq metodo privalumai buvo jrodyti analizuojant pelés
embrioniniy kamieniniy lasteliy genoming DNR. Tyrimai pademonstravo, kad
hmTOP-seq yra labai didelés, beveik vienos bazés skyros metodas,
suteikiantis galimybe tyrimus atlikti placiose (5-500 ng) pradinés DNR kiekio
ribose. Naujasis metodas pasizymi specifiskumu ShmC ir geru
atsikartojamumu. Taip pat buvo parodyta auksta hmTOP-seq koreliacija su
etaloniniu bisulfitinés sekoskaitos TAB-Seq (angl. TET-assisted bisulfite
sequencing) metodu, bet lyginant su juo, hmTOP-seq pasizymi dideliu
pranaSumu — analizés ekonomiskumu, nes yra nustatomas ne visas tiriamasis
genomas, o tik DNR pozicijos, turinc¢ios ShmC modifikacija, kuriy paprastai
genome yra labai mazas kiekis.
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Panaudodami sukurta hmTOP-seq metoda, pirma kartg atlikome detalia
multi-oming (ShmC, transkriptoming ir nemodifikuoty CG seky) skirtingy
neuroblastomos lasteliy tipy analize. Buvo istirti NB Iasteliy geny
hidroksimetilinimo ir raiSkos pokyciai hipoksijos saglygomis ir nustatytos jy
sasajos su lasteliy vystymosi ir diferenciacijos procesais. Siame darbe
kompleksiskai tyréme NB tarplastelinius skirtumus. Geny ShmCG kiekiy ir jy
rySio su geny raiSka bei dalinai metilinty DNR domeny (angl. partially
methylated domains, PMD) is$sidéstymo duomenys parodé ne tik to paties
N-tipo BE(2)-M17 ir LA1-55n Igsteliy, bet ir skirtingiems tipams priskiriamy
I-tipo BE(2)-C ir S-tipo LA1-5s Iasteliy tarpusavio panaSumus. Taip pat miisy
analizé atskleidé galimg ShmC ir Igsteléms specifiniy PMD rysj su NB Iasteliy
identiteto reguliacija. Tirdami ShmC, esancius ne CG sekose, parodéme jy
reikSme¢ PMD slopinamy geny raiskos aktyvinimui bei BE(2)-C ir LA1-5s
lasteliy specifiniy geny sgsajai su auksta NB klinikine rizika.

Taip pat Siame darbe pirmg karta parodyta, kad hidroksimetilinty arba
nemodifikuoty CG seky analizé gali buti pritaikoma vaisiaus neinvaziniam
prenataliniam tyrimui, siekiant nustatyti 21-osios chromosomos trisomija
(Dauno sindromg). I§ besilaukian¢iy motery kraujo plazmoje laisvai
cirkuliuojancios nelastelinés DNR paruosus hmTOP-seq ir uTOP-seq
bibliotekas, tiksli vaisiaus 21-0sios chromosomos trisomijos detekcija galima
tiek sekoskaitos, tiek placiau mokslinéms bei klinikinéms laboratorijoms
prieinamo tikro laiko PGR metodais.

GINAMIEJI TEIGINIALI:

1. Sukurtas didelés skiriamosios gebos genominio
5-hidroksimetilcitozino (ShmC) profiliavimo metodas hmTOP-seq.

2. hmTOP-seq veikimas ir patikimumas jrodytas pelés embrioniniy
kamieniniy lasteliy DNR epigenetinéje ShmC analizéje, duomenis lyginant
su informacija, gauta kitais metodais.

3.  hmTOP-seq ShmCG ir RNR sekoskaitos duomenys leidzia jvertinti
hipoksijos saglygomis vykstancius neuroblastomos lgsteliy geny aktyvumo
poky¢ius ir stebéti Igsteliy atsaka i hipoksija.

4. Neuroblastomos lasteliy identitetus padeda geriau atskleisti jy multi-
ominé — ShmC, transkriptomikos ir nemodifikuoty CG seky — analizé.

5. Panaudojant hmTOP-seq ir uTOP-seq metodais nustatyta epigeneting
CG seky modifikavimo informacijg galima net vaisiaus genetiniy ligy,
pavyzdziui, 21-osios chromosomos trisomijos, detekcija, tiriant
besilaukian¢iy motery laisvai cirkuliuojancia nelasteling kraujo plazmos
DNR.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. DNR citozino epigenetinés modifikacijos

Zinduoliy DNR citozino epigenetinés modifikacijos atlicka svarbias geny
reguliacines funkcijas vystymosi, diferenciacijos ir patologijy formavimosi
metu (Bhattacharyya et al., 2017). Seniausiai zinoma ir geriausiai iStirta
citozino modifikacija — 5-metilcitozinas (SmC), susidarantis DNR citozino C5
metiltransferaziy katalizuojamos fermentinés reakcijos metu (Jurkowska et
al., 2011). Véliau DNR buvo atrastos TET baltymy oksiduotos SmC formos —
5-hidroksimetilcitozinas, 5-formilcitozinas ir 5-karboksicitozinas
(Kriaucionis ir Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009; He et al., 2011;
Pfaffeneder et al., 2011).

1.1.1. DNR metilinimas ir DNMT baltymai

S-metilcitozinas (SmC) — pirmoji surasta ir geriausiai iStirta zinduoliy DNR
epigenetiné modifikacija. SmC susidaro DNR metiltransferaziy (MTaziy)
katalizuojamos metilgrupés pernasos nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet)
kofaktoriaus ant citozino bazés 5-oje padétyje metu (zr. 1.1 pav.). Zmogaus
lastelése de novo DNR metilinimg vykdo DNMT3A ir DNMT3B
metiltransferazés, o replikacijos metu metilinimo profilius iSsaugo
palaikanc¢ioji DNMT1 MTazé (Jurkowska et al., 2011). Kanoniniai DNMT
Seimos baltymai yra sudaryti i§ daugiadomeninés reguliacinés N-galinés
dalies ir katalitinés C-galinés dalies, kurioje yra aktyvusis fermento centras
(zr. 1.2 pav.). DNMT3L yra nekanoninis baltymas, neturintis fermentinio
DNMT aktyvumo, ta¢iau jis yra svarbus kofaktorius, stimuliuojantis DNMT3
metiltransferaziy aktyvumg (Lyko, 2018).

N—\\
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HO,C
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DNR
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1.1 pav. DNR metilinimo fermentinis mechanizmas. Reakcijos metu vyksta
DNMT aktyviojo centro cisteino nukleofiliné ataka j citozino 6-3j3 padétj ir
aktyvinama citozino 5 0ji padétis ant kurios yra pernesama AdoMet

[V
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DNMT3A/B turi konservatyvy metiltransferazinj domeng ir du su
chromatinu saveikaujancius domenus: cisteiny turtingg ADD (ATRX-
DNMT3-DNMT3L) ir PWWP domena, turintj Pro-Trp-Trp-Pro motyva
(Lyko, 2018). ADD domenas jungiasi prie histony H3K4, tac¢iau nesijungia
esant lizino trimetilinimui (H3K4me3). Kai ADD nesaveikauja su H3K4, tada
jungiasi prie MTazés domeno ir autoslopina DNMT?3 aktyvuma, ir prieSingai,
ADD prisijungus prie nemetilinto H3K4 yra stebimas MTazinis aktyvumas.
Atitinkamai yra parodyta, kad aktyviy geny CG seky turtingi promotoriai
dazniausiai yra nemetilinti ir turi H3K4me3 zymes (Greenberg ir Bourc’his,
2019). Tuo tarpu aktyviai transkribuojamy geny kiinai yra stipriai metilinti ir
turi H3K36me3 zymes, prie kuriy jungiasi DNMT3 PWWP domenas
(Greenberg ir Bourc’his, 2019).

N-galiné dalis C-galiné dalis
DMAPD RFTS CXXC BAH1 BAH2 Katalitinis domenas
Nt ([ ] =1 [ [ 1 |
TRD
PWWP ADD
DNMTS | 1T |
DNMT3L | 1 |

1.2 pav. Zinduoliy DNR metiltransferaziy domening struktiira. DNMT $eimos
baltymams budingas katalitinis domenas baltymo C-galinéje dalyje.
N-galinéje dalyje yra iSsidéste reguliaciniai DNMT domenai: nezinomos
funkcijos BAH (angl. bromo-adjacent homology) domenai, cinko pirsty
CXXC domenas, RFTS (angl. replication foci targeting sequence) domenas,
DMAPD - DMAP1 (angl. DNMT1-associated protein 1) jungiantis domenas,
svarbus sgveikai su transkripcijos slopikliu DMAPI ir histony deacetilaze
HDAC2, cinko pirsty ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) domenas,
Pro-Trp-Trp-Pro (PWWP) domenas (pagal Lyko, 2018).

Replikacijos metu epigenetiniy DNR metilinimo Zzymiy perdavima
dukterinéms lasteléms uztikrina DNMT1 palaikomasis DNR metilinimas.
Ubikvitino (Ub) E3 ligazé UHRF1 specifiskai jungiasi prie susidariusiy
hemimetilinty CG seky, ubikvitilina H3 histonus ir taip pritraukia DNMT1
prie replikacinés Sakutés, kur MTazé metilina naujai susidariusias
hemimetilintas CG sekas dukterinéje DNR grandinéje (Qin et al., 2015).
Ubikvitilintus H3 atpazjsta RFTS (angl. replication foci targeting sequence)
domenas, kuris, nesant H3Ub Zymiy, jungiasi prie katalitinio MTazés domeno
ir palaiko DNMT 1 autoslopinancioje padétyje (Greenberg ir Bourc’his, 2019).
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Katalitinis DNMT1 domenas yra dalinamas j du subdomenus: kataliting
Serd; ir taikinio atpazinimo domena TRD (angl. target recognition domain).
Kristalografiniai duomenys rodo, kad produktyviajame DNR-DNMTI
komplekse TRD saveikauja su hemimetilinta CG seka ir skatina jos
metilinima (Song et al., 2012). Tuo tarpu neproduktyviajame nemetilintos
DNR-DNMT1 komplekse TRD jgauna nepalankig konformacija, o cinko
pirsty CXXC domenas saveikauja su nemetilintu CG dinukleotidu ir
pozicionuoja CXXC-BAHI1 jungtuka tarp DNR ir fermento aktyviojo centro.
Toks DNMTI1 autoslopinantis mechanizmas apsaugo nuo de novo DNR
metilinimo (Song et al., 2011b). Taciau naujausi duomenys rodo, kad DNMT1
atlieka ir nekanoning DNR de novo metilinimo funkcijag retrotranspozonuose,
dalyvaujant anks¢iau minétam baltymui UHRF1 (Haggerty et al., 2021).

1.1.2. Oksiduoty 5SmC formy susidarymas ir TET baltymai

Prie§ desimtmetj zinduoliy DNR buvo atrastos naujos DNR modifikacijos
— 5-hidroksimetilcitozinas (ShmC) (Kriaucionis ir Heintz, 2009; Tahiliani et
al., 2009), S5-formilcitozinas (5fC) (Pfaffeneder et al., 2011) ir
5-karboksicitozinas (5caC) (He et al., 2011). Visos $ios naujosios citozino
modifikacijos susidaro TET Seimos baltymams oksiduojant 5SmC (zr. 1.3
pav.).

Pasyvus DNR demetilinimas

TIQE,QLQE,Q
fl \& kfl lﬁx’ x

Aktyvus DNR demetilinimas

1.3 pav. DNR citozino modifikacijos ir DNR demetilinimas. TET Seimos
baltymai 5SmC oksiduoja iki ShmC, 5fC ir 5caC. Visos Sios trys oksiduotos
5SmC formos yra pasyvaus DNR demetilinimo tarpiniai junginiai. 5fC ir ScaC
gali biiti paSalinami timino DNR glikozilazés TDG aktyvaus DNR
demetilinimo metu (modifikuota pagal Lio et al., 2020).
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TET $eimos baltymai, kuriems priklauso TET1, TET2 ir TET3, yra nuo o-
ketoglutarato, Fe(Il) ir deguonies priklausomos dioksigenazés. TET
baltymams biuidingas konservatyvus C-galinis katalitinis domenas, sudarytas
i DSBH (angl. double-stranded B-helix) domeno, dalyvaujancio substrato
oksidacijoje, cisteiny gausaus domeno, svarbaus sgveikai su chromatinu, ir
didelio, mazo kompleksiskumo intarpo, atliekancio reguliacing funkcija dél
potransliaciniy TET modifikacijy (Yang et al., 2020; Matuleviciute et al.,
2021) (zr. 1.4 pav.). Taciau TET Seimos baltymy N-galinis domenas yra
maziau konservatyvus. TET1 ir TET3 turi CXXC cinko pirSty domena,
dalyvaujantj prisijungime prie DNR CG seky, o TET2 sudaro kompleksg su
IDAX — atskiru CXXC domeng turin¢iu baltymu (Yang et al., 2020;
Matuleviciute et al., 2021).

Katalitinis domenas

TET1 T T

TET2 e EY 5 Y i I
TET3 Y 0 AN 5 I ) —
IDAX S m—
CXXC Cisteiny gausus DSBH MaZo kompleksis-
== domenas — domenas L domenas D kumo intarpas

1.4 pav. TET Seimos baltymy domeniné struktiira. TET baltymy C-galinéje
dalyje yra katalitinis domenas, sudarytas i§ cisteiny gausaus ir DSBH (angl.
double-stranded B-helix) domeny bei mazo kompleksiskumo intarpo. TET1 ir
TET3 N-galinéje dalyje yra CXXC domenas, kurio neturi TET2, todél jam
reikalinga saveika su IDAX baltymu (modifikuota pagal Yang et al., 2020).

TET2-5hmC/5fC-DNR kompleksy kristalografiné analizé rodo, kad ShmC
ir 5fC C5 grupés nepalankiai iSsidésto fermento aktyviajame centre, todél Sios
bazés yra blogesni substratai TET baltymams nei SmC (Hu et al., 2015).
Taciau TET2 fermentas vienu prisijungimu prie SmC gali jj oksiduoti iki galo,
t. y. iki 5caC, nedisocijuodamas nuo DNR (Crawford et al., 2016), todél turéty
biti biologinis mechanizmas, nulemiantis TET baltymy aktyvumo sustojima
ties ShmC, kurio DNR yra daugiausiai i§ visy oksiduoty 5SmC formy (zr.
1.1.3.1 skyrelj). Svarstoma, kad TET baltymy aktyvumas galéty buti
reguliuojamas kintanc¢iu metabolity (pavyzdziui, a-ketoglutarato) lygiu ar
lemiamas TET nekatalitiniy domeny bei kity su jais sgveikaujan¢iy baltymy
(Crawford et al., 2016), nors detaliau tai dar néra apibtidinta.
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1.1.3. DNR citozino modifikacijy pasiskirstymas genome ir biologiné
reikSme

1.1.3.1. DNR citozino modifikacijy paplitimas

5SmC visuose zinduoliy audiniuose randamas panasiais kiekiais, paprastai
4-6 % nuo visy C (Lister et al., 2009; Globisch et al., 2010). Tuo tarpu
globalus ShmC kiekis yra priklausomas nuo audinio tipo — jo kiekis varijuoja
nuo 0,03 % iki 1,2 % ShmC/C (Globisch et al., 2010; Szwagierczak et al.,
2010; Nestor et al., 2012), taip pat didéja su amziumi (Wagner et al., 2015).
ShmC yra iki 10 ir daugiau karty daugiau smegenyse nei kituose audiniuose ir
yra daugiau embrioninése kamieninése lgstelése (ESC, angl. embryonic stem
cells) nei neembrioniniy lasteliy linijose (Tahiliani et al., 2009; Globisch et
al., 2010; Nestor et al., 2012). Vidutiniai ShmC kiekiai aptinkami inkstuose ir
plauciuose, maziausi kiekiai — gaubtinéje zarnoje ir bluznyje (Globisch et al.,
2010; Nestor et al., 2012; Margalit et al., 2020).

Tolimesnio SmC oksidavimo formy, 5fC ir 5caC, kiekiai DNR yra 100-
1000 karty mazesni nei ShmC. 5fC kiekiai zZinduoliy audiniuose varijuoja nuo
0,00002 iki 0,002 % nuo C, o 5caC aptinkama tik iki 0,0003 % (Ito et al.,
2011; Bachman et al., 2015; Tang et al., 2015).

1.1.3.2. DNR demetilinimo keliai

Iki atrandant oksiduotas 5-metilcitozino (oksi-5mC) modifikacijas, buvo
zinomas tik pasyvus DNR demetilinimas (zZr. 1.3 pav.), kai replikacijos metu
susintetinus naujg DNR granding néra i$saugomi pradiniai metilinimo
profiliai dél aktyvios DNMT1 trikumo lastelése (Hofer et al., 2019). Véliau
S5ShmC, 5fC ir 5caC atradimas leido papildyti §§ modelj] — kai
hemimodifikuotame CG taikinyje yra oksi-SmC bazés, tada stipriai krenta
DNMT1 reakcijos efektyvumas dél nesusidaranciy hidrofobiniy sgveiky tarp
TRD aminortgséiy ir oksiduoty 5mC formy, todél vyksta pasyvus
demetilinimas (Seiler et al., 2018).

Be to, zinduoliy DNR aptikus oksi-5mC, buvo pasiiilytas aktyvaus, nuo
replikacijos nepriklausomo, DNR demetilinimo kelias (zr. 1.3 pav.).
Aktyviame DNR demetilinime pirmiausiai TET oksiduoja SmC iki ShmC,
5fC ar 5caC. Tuomet 5fC ir ScaC yra atpazjstami ir pasalinami timino DNR
glikozilazés TDG, katalizuojancios jy N-glikozidinés jungties hidroliz¢. Taip
DNR susidaro abaziné sritis, kuri yra uztaisoma nemodifikuotu citozinu baziy
ekscizinés reparacijos (BER) mechanizmu (Hofer et al., 2019; Pfeifer et al.,
2020).

19



Siuo metu daugéja duomeny, rodangiy hipotetinius alternatyvius aktyvaus
DNR demetilinimo kelius. Pelés ir zmogaus DNMT fermentai in vitro gali
tiesiogiai dehidroksimetilinti ShmC (Chen et al., 2012). Taip pat nustatyta,
kad 5fC yra tiesiogiai deformilinamas iki C in vivo pelés ESC, nors tai
atliekantys fermentai dar nerasti (Iwan et al., 2018). Be to, parodytas S5caC
tiesioginis dekarboksilinimas in vitro su Zmogaus DNMT baltymais
(Liutkeviciute et al., 2014) ir in vivo vykstantis procesas jvairiose Zmogaus
lasteliy  linijose, nors wuz dekarboksilinimg atsakingas fermentas
neidentifikuotas (Feng et al., 2021). Kadangi TDG veikimas sukuria abazines
sritis, kurios potencialiai gali tapti viengrandiniy ar dvigrandiniy DNR trikiy
vietomis ir sukelti genomo nestabiluma, tiesioginis oksi-5SmC C5 grupiy
pasalinimas vykdant C-C jungCiy nutraukima biity saugesnis 5SmC
demetilinimo kelias (Iwan et al., 2018).

Nors oksi-5SmC bazés yra pasitlytos kaip DNR demetilinimo tarpiniai
junginiai, taciau daug duomeny rodo, kad tai ir savitg epigeneting reikSme
turin¢ios modifikacijos, ypa¢ ShmC, kurio didelis kiekis yra randamas
smegenyse ir kuris yra susietas su biologinémis funkcijomis (Nestor et al.,
2012; Lister et al., 2013; Bachman et al., 2014). Taip pat yra parodyta, kad
ShmC ir 5fC yra stabilios epigenetinés zymés (Bachman et al., 2014, 2015),
kartu su ScaC turincios specifinius jas atpazjstancius baltymus (Spruijt et al.,
2013; Pfeifer et al., 2020). Kadangi TET baltymai efektyviau oksiduoja SmC
nei ShmC ar 5fC (Hu et al., 2015) ir néra koreliacijos tarp SmC ir jo oksiduoty
formy kiekiy (Bachman et al., 2015; Wilkins et al., 2020), tai galéty reiksti,
kad visy oksi-5mC susidarymas in vivo yra grieztai kontroliuojamas procesas,
vykstantis tik specifinése genomo sekose ir turintis savitas geny reguliacijos
funkcijas (Pfeifer et al., 2020; Wilkins et al., 2020).

1.1.3.3. DNR citozino modifikacijy reikSmé ir genominis pasiskirstymas

Labiausiai iStirta DNR citozino modifikacija — SmC, kuris yra siejamas su
geny raiskos slopinimu, pasikartojanc¢iy DNR seky ir transpozony nutildymu,
X chromosomos inaktyvacijos ir genominio imprintingo apsprendimu
(Schiibeler, 2015; Greenberg ir Bourc’his, 2019). Tuo tarpu oksi-SmC,
priesingai, yra labiau siejami su geny raiskos aktyvinimu (Lu et al., 2015; Cui
et al., 2020). Daugiausiai duomeny yra sukaupta apie SmC ir ShmC, jy
biologiné reikSmé yra geriausiai atskleista, todél toliau Siame darbe biitent
Sioms epigenetinéms modifikacijoms bus skiriamas didziausias démesys.

Ivairtis in vitro tyrimai nurodo galimus citozino modifikacijy dalyvavimo
geny reguliacijoje mechanizmus. Susiejant su geny slopinimu parodyta, kad
SmC didina dvigrandinés DNR stabilumg ir jos lydymosi temperatiira, o
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S5hmC ir 5fC jj sumazina ir tokiu bidu galéty paskatinti geny raiSka
(Rodriguez Lopez et al., 2012; Sanstead et al., 2020). Taip pat 5fC pakeicia
DNR spiralés konformacija, o tai galéty turéti jtakos chromatino
susipakavimui ir geny raiskai (Raiber et al., 2015). Be to, 5fC gali suformuoti
Sifo bazes in vivo su histony baltymy liziny Soninémis grandinélémis,
padidindamas nukleosomy stabilumg, ir tai yra pasiilyta kaip nukleosomy
pozicionavimo reguliacijos mechanizmas (Ji et al., 2017; Raiber et al., 2018).
Nors 5caC fiziologinémis sglygomis reikSmingos jtakos DNR stabilumui
neturi lyginant su nemodifikuota DNR (Sanstead et al., 2020), bet 5fC ir ScaC
yra atpazjstami RNR polimerazés II ir létina jos aktyvumg, galimai taip
dalyvaudami transkripcijos reguliacijoje (Wang et al., 2015). Modifikuoti
citozinai i$laiko galimybe formuoti vandenilinius ry$ius su guanino bazémis,
todél sékmingai dalyvauja DNR replikacijoje. O C5 Soninés grupés yra
prieinamos su DNR sgveikaujantiems baltymams didziajame DNR griovyje,
todél SmC ir oksi-SmC gali dalyvauti biologiniuose procesuose (Wang et al.,
2022).

Somatiniuose zinduoliy audiniuose ~70-80 % CG seky yra metilintos,
i8imt] sudaro CG salos ir kitos geny reguliacinés sritys — promotoriai,
stiprikliai — kuriose stebimas mazesnis DNR metilinimas (Zr. 1.5 pav.) (Lister
etal.,2009; Luo et al., 2018; Greenberg ir Bourc’his, 2019). Zmogaus genome
yra apie 30 000 CG saly, 500-1000 bp ilgio auksto GC sgstato regiony, i§ kuriy
50-60 % yra iSsidésCiusios promotoriuose (Papageorgiou et al., 2014;
Skvortsova et al., 2019). Neaktyviis CG saly promotoriai dazniausiai yra
nutildomi Polycomb baltymy kompleksy vykdomu histony metilinimu
H3K27 padétyse (Greenberg ir Bourc’his, 2019). Regionai 2 kb atstumu nuo
CG saly yra vadinami CG saly krantais, kurie taip pat paprastai yra nemetilinti
ir turi Zema GC tankj (Skvortsova et al., 2019).

L
0o L0 e i eees o

Stipriklis Promotorius Geno kinas

? Metilinta CG seka CPNemetnima CG seka

1.5 pav. CG seky metilinimas zinduoliy genome. Didzioji dalis genomo CG
seky yra metilintos, iSskyrus stipriklius ir promotorines CG salas (pagal
Skvortsova et al., 2019).
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Transpozonai, mobillis genomo elementai, uzima apie 46 % Zmogaus
genomo (Jain et al., 2017). Jie kelia grésm¢ genomo stabilumui ir kaip
apsaugos mechanizmas jie yra metilinami tam, kad biity stabdoma jy raiska ir
mobilumas (Greenberg ir Bourc’his, 2019). Taip pat genominis stabilumas
palaikomas metilinant DNR subtelomerinivose ir centromeriniuose
regionuose (Greenberg ir Bourc’his, 2019).

DNR metilinimas yra praturtintas geny egzonuose lyginant su intronais.
Manoma, kad 5SmC geny kiinuose reikalingas dél dviejy priezasCiy. Pirma,
metilinimas geny kéinuose reguliuoja transkripcijos elongacija ir
kotranskripcinj splaisingg per poveikj RNR polimerazei I (Pol IT) (Greenberg
ir Bourc’his, 2019). Prie egzono prisijunges CTCF (CCCTC jungiantis
veiksnys) sulétina Pol II ir tai lemia egzono jtraukima i transkripta, taciau
esant metilintai DNR, CTCF nesijungia ir egzonas yra nejtraukiamas.
Priesingai, kituose lokusuose DNR metilinimas lemia MeCP2 (angl. methyl
CG binding protein 2) prisijungimg ir egzono jtraukimg, o tai sutinka su
pastebéjimu, kad alternatyvis egzonai turi mazesnj DNR metilinimo lygj nei
konstitutyviis egzonai (Gelfman et al., 2013). Antra, SmC gali slopinti
intrageninius alternatyvius ar audiniui specifinius promotorius bei apsaugoti
geno kiinus nuo klaidingo Pol II prisijungimo ir klaidingos transkripcijos
iniciacijos (Greenberg ir Bourc’his, 2019; Skvortsova et al., 2019).

Nors i§ pradziy galvota, kad ShmC téra DNR demetilinimo tarpinis
junginys, jau yra parodyta, kad jis turi savita role geny transkripcijos ir
chromatino prieinamumo reguliacijoje (Bhattacharyya et al., 2017; Wilkins et
al., 2020). ShmC, esantis geny ktinuose ir stiprikliuose, yra Zinomas kaip
aktyvios transkripcijos Zymé (Tsagaratou ir Rao, 2014; Pfeifer et al., 2020;
Wilkins et al., 2020), o promotoriuose — paprastai kaip slopinanti Zymé (Wu
et al., 2011; Huang et al., 2014). ShmC truksta aktyviy geny promotoriuose,
bet jis zymi promotoriniy CG saly kra$tus (Skvortsova et al., 2019; Wilkins et
al., 2020) ir yra praturtintas geny egzonuose (Cui et al., 2020; He et al., 2021a).
Be to, ShmC genominis iSsidéstymas koreliuoja su atviromis chromatino
sritimis  (Bhattacharyya et al., 2017). Idomu tai, kad ankstyvojoje
embriogenezéje dauguma ShmC modifikacijy susidaro ne i$ jau esamy SmC,
bet i§ de novo metilinty C, kas galéty reiksti, kad ShmC turi labai specifing
funkcijg vystymuisi (Amouroux et al., 2016). Taip pat konstitutyvis egzonai
pasizymi didesniais ShmC lygiais nei alternatyviis egzonai (Khare et al., 2012)
ir 5ShmC rodo stiprig lokalizacijg kartu su RNR polimeraze I, todél manoma,
kad ShmC dalyvauja transkripcijos procese (Zeng et al., 2018).

Padidéjes ShmC kiekis aptinkamas sustojusios replikacinés Sakutés vietose
ir yra susietas su padidéjusiu jos nestabilumu (Kharat et al., 2020). Taip pat
ShmC yra praturtintas replikacijos pradzios srityse ir yra svarbus replikacijos
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pradzios veiksniy pritraukime (Prikrylova et al., 2019). Idomu tai, kad ShmC
yra aptinkamas DNR pazaidy vietose ir skatina DNR reparacija somatinése
lastelése (Kafer et al., 2016) bei yra stebimas mejoziniy dvigrandiniy DNR
trukiy srityse gametose (Imai et al., 2020). Neseniai buvo parodyta, kad
oksidacinés alkilintos DNR reparacijos fermentai ALKBH2 ir ALKBH3,
kurie anksciau buvo zinomi kaip galintys oksiduoti N-metilintas bazes, gali
oksiduoti ir SmC, ShmC bei 5fC in vitro. Tai rodo galimai esantj rysj tarp
DNR reparacijos ir epigenetinés geny reguliacijos (Bian et al., 2019).

Prie 5SmC besijungiantys baltymai turi metil-CG jungiantj domeng MBD
(angl. methyl-CpG binding domain), kurio jungimasi prie DNR slopina
oksiduotos 5SmC formos (Pfeifer et al., 2020). MBD turintys baltymai daznai
jeina | slopinancius chromatino kompleksus, kurie deacetilina histonus ir
pertvarko chromating. Prie metilintos DNR taip pat jungiasi cinko pirsty,
BTB/POZ ir homeodomenus turintys transkripcijos veiksniai, kurie paprastai
slopina transkripcija (Pfeifer et al., 2020). Yra parodyti keli baltymai,
specifiskai sgveikaujantys su ShmC, pavyzdziui, UHRF2 ir SALL4A. UHRF2
sgveikauja su hidroksimetilintomis CG sekomis didesniu afiniSkumu nei su
metilinta DNR (Zhou et al., 2014). UHRF2 yra alosteriskai aktyvinamas
5hmC ir skatina TDG-BER baltymy komplekso susiformavima, kas nulemia
pilng aktyvy DNR demetilinimg (Liu et al., 2021a). Afininis baltymy
gryninimas ir proteominé analizé parodé daugiau baltymy, sgveikaujanciy su
5fC ir 5caC nei su 5ShmC, bet detalesnés informacijos apie jy biologine
reikSm¢ néra. Nors 5fC ir 5caC kiekiai DNR yra Zymiai mazesni nei ShmC,
daugiau baltymy gauta galimai dél to, kad 5fC ir 5caC turi didesnj
poliariSkumga ar neigiama krtvj (Pfeifer et al., 2020).

1.1.3.4. 5mC ir ShmC s3saja su geny raiska

DNR metilinimas +1 kb regione aplink transkripcijos pradzios vieta
koreliuoja su geny slopinimu (Tirado-Magallanes et al., 2017), o geny
kiinuose — teigiamai koreliuoja su geny raiska (Greenberg ir Bourc’his, 2019).
Taip pat geny kiiny ShmC lygis teigiamai koreliuoja su geny, ypac¢ audiniui
specifiniy, raiska, ir ShmC duoda stipresne koreliacija nei SmC (Li et al.,
2019; He et al., 2021a). ShmC labiau linkes i$sidéstyti geny regionuose nei
intergeninése srityse, kuriose stebimas ShmC trikumas, ir tai paremia
hipoteze, kad ShmC svarbus geny raiskos reguliacijoje (Cui et al., 2020).

ShmC yra praturtintas bivalentiniuose geny promotoriuose, turin¢iuose
H3K4me3 ir H3K27me3 histony modifikacijas, atitinkamai siejamas su
transkripcijos aktyvinimu ir slopinimu. Toks dvilypis zZymé¢jimas nurodo
promotorius geny, kurie yra ,,pasirenge” tapti aktyvintais esant tinkamam
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iSorés signalui (Tsagaratou ir Rao, 2014). Be to, ShmC gali buti audiniui
specifinis bioZymuo, nes geriau atspinti audiniui specifinius genus nei
aktyvios transkripcijos histony H3K36me3 zymé geny kiinuose ir audiniui
specifinius geny stipriklius nei H3K27ac zymé (Cui et al., 2020). Audiniams
specifiniai skirtingai hidroksimetilinti regionai persidengia su transkripcijos
veiksniy prisijungimo vietomis, kas galéty lemti audiniams specifing geny
raiSkg (He et al., 2021a).

Manoma, kad transkripcijos veiksniy prisijungima prie atpazjstamos DNR
sekos moduliuoja citozino modifikacijos, pavyzdziui, vieni transkripcijos
veiksniai jungsis prie metilintos, kiti — tik prie nemetilintos DNR sekos. Ir i$
tiesy, net 61 % tirty Zzmogaus transkripcijos veiksniy jungimuisi prie DNR
itaka (teigiama arba neigiamg) daro SmC ir tik nedidelés dalies, 6 %,
jungimuisi priec DNR 5mC jokios jtakos neturi (likg 33 % neturéjo CG
dinukleotido atpazinimo sekoje) (Yin et al., 2017). Be to, yra rasti zmogaus
transkripcijos veiksniai, specifiSkai besijungiantys prie atpazinimo seky,
turin¢iy SmC, ShmC, 5fC ar 5caC (Bai et al., 2021; Song et al., 2021). Taciau
transkripcijos veiksniy Seimos viduje buvo stebima variacija ir nebuvo
patikimos pirmenybés vieno tipo DNR modifikacijai (zr. 1.6 pav.) (Yin et al.,
2017; Song et al., 2021). Vis tik manoma, kad transkripcijos veiksniy
jungimosi prie DNR specifiskumas gali biiti nulemtas jy biologinés funkcijos
(Yin et al., 2017). Taip pat jdomu, kad kompleksuose su transkripcijos
veiksniais randamas TET, kas rodo sasajas su 5SmC dinamika po transkripcijos
veiksniy prisijungimo (Luo et al., 2018).

bHLH I | -7
bZIP | 16
E2F/DP 4
ETS |25 G
HMG box K 5mCG
Homeo B 5hmCG
HEX il | o 51CG
TFII B
T-box 8 . 5caCG
ZNF B | o1
Kiti B 142
0 25 50 75 100 (%)

1.6 pav. Transkripcijos veiksniy, priskiriamy jvairioms jy Seimoms, saveika
su skirtingomis DNR citozino modifikacijomis, esanCiomis atpazinimo
sekose. Desinéje puséje nurodytas transkripcijos veiksniy skaiCius
atitinkamoje veiksniy grupéje (modifikuota pagal Song et al., 2021).
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1.1.3.5. NesimetriSkas DNR metilinimas ir hidroksimetilinimas

Nors DNR citozino modifikacijos pagrinde stebimos CG sekose, taciau
mazesniais kiekiais jos yra aptinkamos ir nesimetriskose ne CG sekose (CH,
kur H — A, T arba C bazé), kuriy Zmogaus genome yra 556 milijonai
(Titcombe et al., 2022). Zmogaus neuronuose yra metilinti 2-7 % CH seky
(Lister et al., 2013; Luo et al., 2017), jy metilinimo lygis yra iki 20-25 %
(Kinde et al., 2015). Nors kituose audiniuose tik labai nedidelé dalis CH seky
yra metilintos (iki 0,4 % (Schultz et al., 2015)), jy metilinimo profiliai néra
atsitiktiniai — jie specifiski audiniui (Titcombe et al., 2022). Idomu, kad
zmogaus embrioninése lastelése SmCH geny kiinuose teigiamai koreliuoja su
geny raiSka (Lister et al., 2009), o subrendusiuose audiniuose — neigiamai
(Lister et al., 2013; Schultz et al., 2015).

TET baltymai efektyviau oksiduoja SmC CG nei CH pozicijose (Hu et al.,
2013; DeNizio et al., 2021) ir tai galéty paaiskinti labai nedidelj ShmCH kiekj.
Pagal kristaling TET:DNR strukttirg baltymo aktyviajame centre matoma
sgveika su G baze, esancia Salia SmC (Hu et al., 2013), todél su kitomis DNR
sekomis krenta TET 5mC oksidacijos aktyvumas. Esant ShmC, dél papildomy
vandeniliniy jungc¢iy susidarymo, saveika su G nebéra bitina, todél tolimesné
S5hmC oksidacija minimaliai priklauso nuo DNR sekos (Hu et al., 2015;
DeNizio et al., 2021). 5ShmC kiekis ne CG sekose varijuoja nuo 0,96 % iki
4,1 % skirtinguose audiniuose, o didziausias yra smegenyse ir ESC (Sun et al.,
2013; Schutsky et al., 2018; He et al., 2021a), tuo tarpu neuronuose net ~38 %,
0 zmogaus embrioninése kamieninése lgstelése ~24 % visy SmC aptinkama
CH pozicijose (Lister et al., 2009; DeNizio et al., 2021). Tai biity galima
paaiskinti santykiu tarp ShmC susidarymo ir pasalinimo — CH pozicijose 5SmC
retai oksiduojamas i ShmC, bet po tokio virsmo, jis toliau efektyviai
oksiduojamas ir susidarg 5fC ir ScaC pasalinami TDG (DeNizio et al., 2021).

IS ne CG seky dazniausiai DNMT metilina CA pozicijas (Jurkowska et al.,
2011; Lister et al., 2013), turbiit todél jose dazniausiai aptinkamas ir ShmC
(Sunetal.,2015; He et al., 2021a). Jdomu tai, kad ShmCG ir ShmCA skirtingai
sgveikauja su MeCP2 ir lemia prieSingg geny reguliacijos baigt] neuronuose —
stipriai ekspresuojamy geny kiinuose yra aptinkamas ShmCG ir mazai
prisijungusio MeCP2 baltymo, tuo tarpu uZslopintuose genuose aptinkamas
didesnis ShmCA kiekis ir prisijunges MeCP2 (Mellén et al., 2017). PanasSiai
SmCA yra praturtintas geny kiinuose ir slopina jy transkripcijg per MeCP2
prisijungimg (Kinde et al., 2016).

SmC CG sekose yra beveik visada simetriskas dél DNMT1 palaikanciojo
metilinimo (92-99 % 5mCG seky yra simetriskos) (Lister et al., 2009; Yu et
al., 2012). Nesimetri§kai metilintos CG sekos pasiskirsto tolygiai, tuo tarpu
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SmCH dazniau stebimos matricinéje DNR grandinéje (Kyriakopoulos et al.,
2022). Nedidelé dalis hemimetilinty CG seky, kurias tikétina, kad sukuria
DNMT3A, gali buti stabilios paveldimos epigenetinés zymés, sicjamos su
transkripcijos reguliacija (Xu ir Corces, 2018; Liang et al., 2021). Prie
hemimetilinty DNR viety jungiasi transkripcijos reguliatorius CTCF ir
kohezinas, kurie reikalingi chromatino sgveikoms ir geny raiskos kontrolei
(Xu ir Corces, 2018). PrieSingai nei SmC atveju, tik 13-21 % ShmCG seky yra
simetrisky (Yu et al., 2012; He et al., 2021a), nors yra rizika, kad dél mazo
S5hmC kiekio, toks rezultatas gal¢jo buti iSkreiptas esant nepakankamam
sekoskaitos gyliui (Yu et al., 2012). Jdomu tai, kad ShmC asimetriSkumo
tendencija yra stebima G-turtingoje grandingje, nors to biologiné funkcija néra
zinoma (Yu et al., 2012).

1.1.3.6. Epigenomo topologija ir dalinai metilinti DNR regionai

DNR metilinimas yra intensyviai tyrin¢jamas epigenetinis geny raiskos
reguliacijos mechanizmas, dazniausiai analizuojamas nedideliuose genomo
elementuose, tokiuose kaip CG salos, promotoriai ar stiprikliai. Taciau taip
pat zinduoliy lgsteliy genomuose pastebétos didelés epigenetinés DNR
struktiiros — dalinai metilinti domenai, PMD (angl. partially methylated
domains) (Lister et al., 2009). PMD pasizymi mazesniu DNR metilinimo lygiu
nei likgs genomas, jy dydis svyruoja keliy Simty ar net tikstan¢iy kilobaziy
ribose ir jie gali uzimti net apie pus¢ genomo (Lister et al., 2009; Salhab et al.,
2018).

PMD regionuose buvo pastebétas geny trilkumas (mazesnis jy kiekis nei
tikimasi teoriskai) ir jie paprastai blina visai neaktyviis ar tik labai silpnai
reiSkiami (Salhab et al., 2018; Decato et al., 2020). PMD yra siejami su
transkripciskai neaktyviais heterochromatino regionais, kuriems biidingos
histony H3K9me3 ir H3K27me3 Zymés, ir jie yra linke iSsidéstyti vélyvosios
replikacijos genomo srityse (Berman et al., 2012; Salhab et al., 2018; Decato
et al., 2020). Be to, PMD vietos gerai atitinka su branduolio lamina susijusius
domenus (angl. lamina-associated domains, LAD), kas taip pat rodo jy rysj su
geny slopinimo reguliacija (Berman et al., 2012; Zhou et al., 2018).

Nustacius koreliacijg tarp Zmogaus amziaus ir jo audiniuose stebimo PMD
5mC lygio, buvo pasiiilyta, kad DNR hipometilinimas atspindi Iasteliy
mitoting istorijg — lasteliy pasidalinimy kiekj (Zhou et al., 2018). Tai patvirtina
palyginimo tarp augliy méginiy ir to paties tipo audinio véziniy lgsteliy
kultiiry rezultatai, rodantys, kad pastarosioms budingas mazesnis PMD
metilinimas (Decato et al., 2020). Jdomu, kad kuo vélyvesné genomo regiono
replikacija, tuo mazesnis SmC lygis stebimas PMD viduje, ir §is skirtumas
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atsiranda galimai dél nevienodo laiko, per kurj turi buti jvykdytas dukterinés
DNR grandinés metilinimas replikacijos metu (Zhou et al., 2018; Decato et
al., 2020). Svarbu paminéti, kad PMD atspinti lasteléms specifiska epigenomo
topologija — pagal PMD duomenis skirtingy lasteliy méginiai susiklasifikuoja
pagal audinio tipg (Salhab et al., 2018).

1.1.3.7. 5mC ir ShmC poky¢iai zmogaus patologijy atvejais

Ivairiy Zmogaus patologijy atveju stebimas genomo metilinimo profiliy
pokytis, pavyzdziui, véziniams susirgimams biidingas globalus genomo
hipometilinimas ir lokalus sri¢iy hipermetilinimas, ypac¢ su vézj slopinanciais
genais susijusiose CG salose (Luo et al., 2018). Gausiis tyrimai rodo, kad
DNMT gali elgtis dvejopai — jie gali bti ir vézio slopintojai, ir onkogeniniai
baltymai, o tai gali buti nulemta skirtingos lgstelinés aplinkos ir jvairiy
papildomy kity geny mutacijy (Zhang et al., 2020). Nors kepeny ir gaubtinés
zarnos véziniuose audiniuose stebima DNMT3B perraiska ir jvairiy geny
metilinimas, skatinantis vézio vystymasi, taip pat yra apibiidinta DNMT3B
priesvéziné funkcija limfomos atveju (Zhang et al., 2020).

Vézinéms ir sveikoms lasteléms yra biidinga tik dalis persidengianciy jose
identifikuoty PMD ir, svarbiausia, juose yra stebimi DNR metilinimo
skirtumai — vézinése lastelése aptinkamas mazesnis PMD regiony SmC lygis,
kas galimai paaiskina jose stebima globaly DNR hipometilinima (Zhou et al.,
2018; Brinkman et al., 2019; Zhao et al., 2020b). Pabréztina, kad nors véziniy
lasteliy PMD metilinimo lygis nepriklauso nuo audinio, bet PMD
i$sidéstymas genome asocijuojasi su audinio tipu (Brinkman et al., 2019).
Tyrimai rodo, kad PMD metilinimo variacijos reik§mingai nulemia stebima
véziniy lasteliy epigenetinj heterogeniskuma ir manoma, kad véZiniuose PMD
yra toleruojamas epigenominis ir transkriptominis nestabilumas (Brinkman et
al., 2019; Gull et al., 2022).

Sukaupti duomenys taip pat rodo TET baltymy dvilypumg — jie gali bati
onkogeniniai arba vézj slopinantys baltymai. TET funkcinés mutacijos
stebimos eiléje véziniy susirgimy tipy, pavyzdziui, TET2 yra vienas i§
dazniausiai mutavusiy geny mielomos atveju (Matuleviciute et al., 2021).
Ivairiuose véziniuose audiniuose stebimas TET raiskos ir globalaus ShmC
lygio sumazéjimas lyginant su sveiku audiniu (Yang et al., 2013). Taciau kiti
tyrimai nurodo padidéjusius TET raiska ir aktyvuma vézinése lastelése, ypac
hipoksijos saglygomis (Matuleviciute et al., 2021). Pavyzdziui, glioblastomos
hipoksinése lastelése stebima padidéjusi TET baltymy raiska ir
pliuripotentiniy geny OCT4 ir NANOG indukcija, siejama su ShmC
pagauséjimu $iy geny promotoriy lokusuose (Prasad et al., 2017). ShmC
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pokyciai stiprikliuose, promotoriuose ir geny kiinuose yra susij¢ su geny
raiskos kitimu ir yra specifiski vézio tipui (Xu ir Gao, 2020). Be to, pastebétos
ShmC sasajos su vézio stadijomis, metastazavimu bei pacienty
iSgyvenamumu. Todél ShmC yra pasitlytas kaip potencialus prognostinis ir
diagnostinis vézio biozymuo (Xu ir Gao, 2020; Shekhawat et al., 2021).

Epigenetiniai DNR poky¢iai stebimi esant ne tik véziniams susirgimams,
bet ir jvairioms kompleksinéms, neurodegeneracinéms ligoms. Alzheimerio,
Parkinsono ligy atvejais smegeny lasteliy DNR metilinimo ir
hidroksimetilinimo kitimas susietas su atminties formavimosi, uzdegiminiais
ir neurogenezes procesais (Ghosh ir Saadat, 2021; Perkovic et al., 2021). Taip
pat zinomas SmC sary$is su Zzmogaus sené¢jimu ir ilgaamziskumu bei nuo
amziaus priklausomomis Sirdies ir kraujagysliy ligomis (Xiao et al., 2019).
Pakite DNR epigenetiniy modifikacijy profiliai aptinkami net genetiniy ligy,
pavyzdziui, Dauno sindromo (21-osios chromosomos trisomijos), atvejais.
Dauno sindromg turin¢iy asmeny smegeny, placentos ir kraujo lasteliy DNR
tyrimai rodo, kad SmC ir ShmC poky¢iai galimai yra susij¢ su smegeny
vystymusi ir jy funkcijomis bei autoimuninés sistemos sutrikimais (Ciccarone
etal., 2018; Yu et al., 2020).

1.1.4. 5mC ir ShmC genominio profiliavimo metodai

Siekiant iSsiaiSkinti DNR citozino modifikacijy epigenetines funkcijas,
reikalingi specifiski ir jautriis metodai, leidZiantys tiksliai nustatyti citozino
modifikacijy pozicijas genome ir sudaryti jy pasiskirstymo genolapius. Siame
skyrelyje bus apzvelgti pagrindiniai viso genomo SmC ir ShmC profiliavimo
metodai.

1.1.4.1. Metodai, paremti restrikcijos endonukleaziy savybémis

Pirmasis zmogaus lgsteliy viso genomo metilinimo genolapis buvo
sudarytas Methyl-seq metodu, panaudojant DNR metilinimui jautrias
restrikcijos endonukleazes (REazes). Methyl-seq metodas apjungé naujos
kartos DNR sekoskaitos technologijas ir gerai Zinomus REaziy izoSizomerus
Hpall ir Mspl, atpaZjstancius ta pacig DNR seka 5°-CCGG, taciau turincius
skirtingg jautrumg DNR metilinimui (Brunner et al., 2009). Hpall hidrolizuoja
tik nemodifikuota atpazjstamg DNR seka, o Mspl jg hidrolizuoja
nepriklausomai nuo metilinimo biisenos (zr. 1.7 A, B pav.). Todél
sekoskaitoje sekos, esanCios bibliotekoje, ruostoje su Mspl hidrolize, bet
nesancios bibliotekoje, ruostoje su Hpall, nurodo metilintas DNR sekas
(Brunner et al., 2009). Véliau buvo parodyta, kad R.Mspl yra nejautri ir naujai
zinduoliy DNR nustatytai ShmC modifikacijai (Kinney et al., 2011), todél i§
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tikryjy bibliotekose stebimas bendras SmC ir ShmC signalas (zr. 1.7 A, B
pav.). Pritaikius 5hmC glikozilinimg (Glc-5hmC) galima analizuoti
specifiskai tik hidroksimetilintas DNR sekas — Glc-5hmC blokuoja Mspl
atpazjstamos DNR sekos hidrolize (zr. 1.7 C pav.) (Kinney et al., 2011).
Metilinimui jautriy REaziy atpazjstamy seky kiekis genome apriboja SmC ir
ShmC analize bei galimi klaidingi DNR modifikavimo jverciai dél nepilnos
DNR hidrolizés (Serre et al., 2010). Vis tik pabréztina, kad biblioteky ruo§imo
metu prie hidrolizuoty DNR fragmenty yra prijungiami adapteriai, atpazjstami
sekoskaitoje ir leidziantys nustatyti tikslias DNR hidrolizés vietas, taip
suzinant SmC ir ShmC genomines pozicijas vienos bazés tikslumu (Gao et al.,

2013).
© 9999
?C ?Smc ?5th ?G'C'Shmc 6 6 6 6
J’BGT

1.7 pav. DNR hidrolizés schemos, vaizduojan¢ios REaziy Hpall ir Mspl
jautrumg citozino modifikacijoms. A) Hpall hidrolizuoja tik nemodifikuota
citozing turinc¢ias DNR atpazinimo sekas. B) Mspl hidrolizuoja taikinio DNR
sekas, kuriose yra nemodifikuoti C, SmC ar ShmC. C) Mspl nehidrolizuoja
atpazjstamos DNR sekos, kai joje yra Glc-5hmC, susidargs po T4
B-gliukoziltransferazés (BGT) katalizuojamo ShmC glikozilinimo (pagal Gao
et al., 2013).

Véliau specifiskai ShmC analizei buvo pasitlyti sekoskaitos metodai,
paremti nuo ShmC priklausomomis REazémis. Aba-seq metode naudojama
AbaSI restrikcijos endonukleazé, atpazjstanti glikozilinta ShmC ir
hidrolizuojanti DNR 11-13 nukleotidy atstumu nuo jo (Zr. 1.8 A pav.), todél
sekoskaitos duomenyse nusta¢ius DNR hidrolizés vietas, ShmC pozicijas
galima jvertinti beveik vieno nukleotido tikslumu (Sun et al., 2013). Taciau
Aba-seq metodas turi SaliSkumg tam tikriems DNR regionams — AbaSI
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efektyviau hidrolizuoja sekas, abipus kuriy yra simetriski citozinai, ypac
Glc-5hmC (zr. 1.8 A pav.) (Sun et al., 2013). Tode¢l buvo pasiiilytas panaSus
metodas Pvu-Seal-seq, paremtas PvuRts1l restrikcijos endonukleaze, kuri
atpazjsta ShmC ir hidrolizuoja DNR 11-12 nukleotidy atstumu pasroviui (Zr.
1.8 B pav.). PvuRts1I nereikia C simetrijos aplink DNR hidrolizés vieta, bet
ji turi nestipry aktyvuma atpazjstamoms sekoms su 5SmC, todél specifiSkumo
didinimui yra naudojamas ShmC turinc¢iy DNR fragmenty praturtinimas po
REazés hidrolizés (Sun et al., 2015). Nors Pvu-Seal-seq jautriai nustato ShmC
lokusus, tac¢iau kadangi yra naudojamas DNR fragmenty praturtinimas, tai
metodas néra kiekybinis ir gali nustatyti tik santykinius ShmC lygius (Sun et
al., 2015).

A AbaSI B PvuRts1l
v Vv
5h‘mC 11-13 nt IJ| 9-11 nt G 5hmC 11-12 nt|J|
G X G

9-11nt | 11-13nt [

X = Gle-5hmC > 5hmC > 5mC > C

1.8 pav. 5ShmC pozicijy nustatymui naudojamy REaziy atpazinimo ir DNR
hidrolizés seky schemos. A) R.AbaSI atpazjsta Glc-5hmC ir hidrolizuoja
DNR 11-13 nt atstumu. Efektyviai hidrolizei reikalinga C simetrija, ypa¢ Glc-
ShmC (pagal Sun et al., 2013). B) R.PvuRts1I atpazjsta ShmC ir hidrolizuoja
DNR 11-12 nt atstumu (pagal Sun et al., 2015).

1.1.4.2. Citozino cheminio deamininimo metodai

Istoriskai pirmasis detalus, vienos bazés skyros zmogaus lasteliy viso
genomo metilinimo genolapis buvo sudarytas panaudojant citozino cheminj
deamininima (Lister et al., 2009). Viengranding DNR paveikus natrio bisulfitu
(NaHSOs, BS), citozino bazé yra deamininama iki uracilo, o 5-metilcitozinas
lieka nepakites (zr. 1.9 pav.). Atlikus DNR deamininimg natrio bisulfitu ir
vykdant jos padauginimg PGR, DNR polimerazé¢ SmC atpazjsta kaip C, o i§
C susidariusj U — kaip T (Frommer et al., 1992). Tuo remiantis buvo sukurtas
klasikinis bisulfitinés konversijos metodas, pradéjus taikyti naujos kartos
sekoskaitos platformas pavadintas BS-seq (angl. bisulfite sequencing). Dél
5mC nustatymo individualiose DNR grandinése vienos bazés tikslumu,
nepriklausomai nuo DNR sekos konteksto (Frommer et al., 1992), BS-seq
buvo jvardytas auksiniu DNR metilinimo sekoskaitos standartu.

Zinduoliy DNR nusta¢ius 5hmC, buvo parodyta, kad veikiant BS jis néra
deamininamas — su bisulfitu ShmC sudaro citozin-5-metilensulfonatg (CMS)
(zr. 1.9 pav.). DNR amplifikacijos metu CMS poruojasi su G, todél bisulfitinés
konversijos metodu ShmC tampa neatskiriamas nuo 5SmC (Huang et al., 2010).
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Véliau buvo issiaiskinta, kad 5fC ir ScaC po BS poveikio yra deamininami ir
DNR polimerazé juos atpazjsta kaip T, t.y. taip pat kaip nemodifikuota
citozing (He et al., 2011; Booth et al., 2012). Visa tai paskatino klasikinio
BS-seq metodo variacijy kiirima.

1) NH, NH,

o] 0
= HSO: = H,0
N YN O HN _, HN
4¢i\\ 4¢i\\ o 4¢i\\ O 441\\
o] r? o r? SO; O ITI SO0; O rlu v
DN DNR DNR
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R DNR
) NH, 3)  NH, OH NH,
= - =z _ = S
N | HSO, N [ 50 N | SOs
o N 07 DN o N
| smC | ShmC | CMs
DNR DNR DNR

1.9 pav. Natrio bisulfito poveikis nemodifikuotam citozinui (1), SmC (2) ir
S5hmC (3), CMS - citozin-5-metilensulfonatas (pagal Kriukiené et al., 2012).

oxBS-Seq (angl. oxidative bisulfite sequencing) — selektyvus 5mC
profiliavimo metodas. Jame naudojamas kalio perrutenatas (KRuOs)
selektyviai oksiduoja ShmC iki 5fC, todél tik SmC lieka inertiSkas toliau
sekan¢iam BS deamininimui ir sekoskaitoje identifikuojamas kaip C (zr. 1.10
pav.) (Booth et al., 2012). Taip pat galima identifikuoti ShmC, bet tik
bioinformatiskai i§ BS méginio bibliotekos (SmC + ShmC signalo, matomo
kaip C) atémus oxBS bibliotekos duomenis (tik SmC signalg, matoma kaip C)
(Booth et al., 2012).

TAB-Seq (angl. TET-assisted bisulfite sequencing) metodas leidzia
tiesiogiai i$ vienos bibliotekos identifikuoti ShmC (zr. 1.10 pav.). ShmC yra
glikozilinamas ir taip apsaugomas nuo TET vykdomos oksidacijos, kurios
metu tik SmC virsta 5fC arba 5caC. Todél toliau DNR paveikus natrio
bisulfitu tik originaliai buve ShmC lieka atspartis deamininimui ir sekoskaitoje
tik jie yra perskaitomi kaip C (Yu et al., 2012).

Nors BS-seq ir jam giminingi variantai yra vertinami dél DNR
modifikacijy analizés vienos bazés skiriamaja geba, tac¢iau BS sukelia net iki
99 % DNR degradacija (Zeng et al., 2019). Sulfoninant citozino bazes
susidaro nestabilils tarpiniai junginiai ir susiformuoja abazinés DNR vietos,
kuriy daznis gali virSyti net 1 i§ 200 DNR baziy, o tai sukelia DNR grandiniy
trukius (Wang et al., 2022). Tod¢l BS-seq reikia daug pradinés DNR ir
metodas ne visada pritaikomas klinikiniams méginiams su labai ribotu DNR
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kiekiu. Mazy DNR kiekiy problemos sprendimui buvo pasiiilytas naujas SmC-
WGA (angl. SmC-retained whole-genome amplification) DNR amplifikavimo
metodas, i§saugantis originalias SmC genomines vietas (Liu et al., 2020a).
Vykdant izoterming DNR amplifikacija su phi29 DNR polimeraze, naujai
susidariusius hemimetilintus CG taikinius metilina DNMT1, tokiu biidu
iSlaikant metilinimo informacijg padauginant prading DNR >100 karty (Liu et
al., 2020a).

C 5mC 5hmC
1 1 1
NaHSO, > r ¢ ¢ BS-seq
KRuO, > NaHSO, > r ¢ T oxBS-Seq
BGT > TET >NaHSOS) T r ¢ TAB-Seq
TET > boranas > (13 'lr T TAPS
BGT y, _ TET >boranas> c T C TAPSB
KRuO, o, boranas > e ¥ T CAPS

1.10 pav. 5SmC ir ShmC genominio profiliavimo metody, paremty cheminiu
deamininimu, schemos (modifikuota pagal Wang et al., 2022).

Taip pat BS konversija d¢l nemodifikuoty C virsmo j T sumazina DNR
seky kompleksiskumg ir didina sekos skirtumy kiekj tarp tiriamojo ir
referentinio genomo, kas sumazina atpazinty ir sugretinty DNR seky kiekj
sekoskaitos analizéje (Zeng et al., 2019; Beck et al., 2022). Todél buvo
pasitilyti metodai, kuriuose chemiskai deamininami tik modifikuoti citozinai.
Pavyzdziui, TAPS (angl. TET-assisted pyridine borane sequencing) metode
TET katalizuojamos oksidacijos metu SmC ir ShmC virsta j 5fC arba ScaC,
kurie paveikus su piridino boranu virsta dihidrouracilais, sekoskaitoje
perskaitomais kaip T (zr. 1.10 pav.) (Liu et al., 2019b). Giminingas TAPSf
(angl. TAPS with B-glucosyltransferase blocking) metodas yra specifiskas
5mC, nes ShmC yra apsaugomas nuo TET oksidacijos jj glikozilinant, todél
po borano poveikio tik su SmC yra stebimas C>T virsmas (Zr. 1.10 pav.) (Liu
et al, 2019b, 2021b). CAPS (angl. chemical-assisted pyridine borane
sequencing) metodas leidzia nuskaityti tik ShmC, ji atrankiai oksiduojant su
K>RuOy4 iki 5C, ir tokiu biidu po borano deamininimo tik ShmC modifikacijos
yra nuskaitomos kaip T (zr. 1.10 pav.) (Liu et al., 2019b, 2021b).
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1.1.4.3. Citozino fermentinio deamininimo metodai

Siekiant iSvengti BS sukelto DNR degradavimo, buvo pasiilytas
fermentinis DNR deamininimas su AID/APOBEC citidino deaminaziy Seimos
baltymais. ACE-seq (APOBEC-coupled epigenetic sequencing) metodas yra
skirtas specifiSkam ShmC profiliavimui vieno nukleotido tikslumu (Schutsky
et al., 2018). Jame ShmC yra glikozilinami, taip dél steriniy efekty apsaugant
nuo APOBEC3A deamininimo iki U, kuris paveikia nemodifikuotg C ir SmC,
o tai leidzia sekoskaitoje kaip C perskaityti tik ShmC (zr. 1.11 pav.) (Schutsky
etal.,2018; Lietal., 2021b). bACE-seq (angl. bisulfite ACE-seq) yra jungtinis
BS-seq ir ACE-seq metodas (zr. 1.11 pav.), kuriame DNR pirmiausiai
paveikiama natrio bisulfitu, o tuomet deaminazés fermentu (Caldwell et al.,
2021; Fabyanic et al., 2021). To privalumas — nuo BS poveikio i§ karto
sufragmentuojama DNR ir paver¢iama viengrandine, kurios reikia
APOBEC3A aktyvumui. Tada panaudojus deaminaze, C ir SmC virsta j U, o
18 ShmC susidargs CMS tam yra atsparus, todé¢l Sis metodas yra skirtas butent
S5hmC analizei (Caldwell et al., 2021).

C 5r|;1C 5h||'nC
NaHSO, . T C C BS-seq
BGT _y, APOBEC3A o T T G ACE-seq
TET/BGT > APOBEC3A > T c c EM-seq
NaHSO, y, APOBECIA y, T T ¢ bACE-seq

1.11 pav. 5mC ir 5hmC nustatymo metody, paremty fermentiniu
deamininimu, schemos; palyginimui pateiktas cheminio deamininimo —
bisulfitinés konversijos BS-seq (modifikuota pagal Wang et al., 2022).

EM-seq (angl. enzymatic methyl-seq) leidzia kartu analizuoti SmC ir
ShmC — tai atitinka BS-seq duomenis (zr. 1.11 pav.), taciau yra visiskai
fermentinis metodas, i§vengiantis DNR degradacijos, todél gaunami tolygesni
genomo padengimai su maZesniais pradinés DNR kiekiais. Siame metode
5mC ir ShmC yra apsaugomi nuo deamininimo: TET oksiduoja SmC iki 5caC,
kuris néra APOBEC3A substratas, o 5ShmC yra glikozilinamas, todél
APOBEC3A deaminina tik nemodifikuotus C ir pastarieji sekoskaitoje yra
atpazjstami kaip T, o SmC ir ShmC — kaip C (Vaisvila et al., 2021).
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1.1.4.4. Baltymy afiniSkumu paremti metodai

Visi citozino deamininimu paremti metodai DNR modifikacijy
profiliavimui naudoja viso genomo sekoskaita, kuri Siuo atveju yra labai
neekonomiska, nes, pavyzdziui, BS-seq net ~65 % nuskaitymy neturi CG seky
(Ziller et al., 2013). Todél nuo pat Siy metody atsiradimo buvo kuriami jiems
alternatyvis pigesni metodai, kuriuose dominancias C modifikacijas turintys
DNR fragmentai yra praturtinami, kas leidzia nuskaityti ne visg tiriamaji
genoma, o tik informatyvias DNR sekas. Tiesa, tokios metodikos negali
suteikti informacijos apie individualiy CG modifikavimo lygj — praturtinimu
paremtais metodais sudarytiems DNR modifikavimo genolapiams biidinga
maza, ~200-400 bp, skiriamoji geba (pagal naudojamos fragmentuotos DNR
dydzius) (Hofer et al., 2019).

(h)MeDIP-Seq (angl. (hydroxy)-methylated DNA immunoprecipitation
followed by sequencing) metode fragmentuota DNR yra praturtinama su SmC
arba ShmC specifiniais IgG antiktinais ir nuskaitoma, kas leidzia atlikti Siy
modifikacijy genominj profiliavima (Ficz et al., 2011). Taciau 5mC
specifiniai antiktinai geriau praturtina zemo CG tankio regionus (Nair et al.,
2011), o 5ShmC specifiniai antikiinai turi polinkj praturtinti stipriai
modifikuotus regionus (Ko et al., 2010). Taip pat yra pasiiilytos metodikos,
panaudojancios antiklinus prie§ glikozilintus ShmC ir CMS - citozin-5-
metilensulfonata, kuris susidaro ShmC paveikus natrio bisulfitu (zr. 1.9 pav.)
(Hofer et al., 2019). Deja, visi IgG antikiinai turi tendencija jungtis prie
nemodifikuoty trumpy tandeminiy pasikartojimy (Lentini et al., 2018) ir jiems
budingas kryZzminis aktyvumas, duodantis didelius foninius signalus, bei
efektyvumo skirtumai tarp gamybos partijy (Zeng et al., 2019).

Kaip alternatyva antiktinams yra naudojami MBD §eimos baltymai arba tik
juy metil-CG jungiantys domenai. Pavyzdziui, MBD-seq metode metilintos
DNR sekos yra praturtinamos pritaikant rekombinantinj metil-CG jungiantj
domeng i§ MBD2 baltymo (Serre et al., 2010). Ta¢iau MBD prie DNR
didesniu afiniSkumu jungiasi esant keliems 5mC S$alia, todé¢l labiau
praturtinami stipriau metilinti DNR regionai (Serre et al., 2010).

1.1.4.5. Fermentinio kovalentinio modifikavimo ir praturtinimo metodai

Siekiant iSvengti citozino modifikacijas atpazjstanciy afininiy baltymy
Saliskumy, yra kuriami metodai, kuriuose dominancias C modifikacijas
turintys DNR fragmentai yra praturtinami prie§ tai juos specifiskai
kovalentiskai pazyméjus. Pavyzdziui, hMe/hmC-Seal (angl. ShmC selective
chemical labeling) metode S5hmC yra glikozilinamas su chemiskai
modifikuota gliukoze, turinia aziding grupg (6-Ns-gliukoze, Ns-Glc).
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Pritaikius Huisgen azido-alkino ciklizacija (angl. vadinama ,,click* reakcija),
yra jvedamas biotinas, leidziantis praturtinti ir véliau nuskaityti
hidroksimetilintas DNR sekas (Zr. 1.12 pav.) (Song et al., 2011a).

A N3
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o] NH
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N,-Glc-5hmC click® alkin-biotinas
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DNR
B G 5mC 5hmC
streptavidino mag. dalele
BGT + _P
UDP-N,-Glc alkin-biotinas ®! biotin-N.-Glc-5hmC
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1.12 pav. ShmC turin¢iy DNR fragmenty praturtinimas po kovalentinio ShmC
zyméjimo. A) ,,Click® reakcijos schema. Prie azidine gliukoze modifikuoto
ShmC (N3-Gle-5hmC) yra prijungiamas alkin-biotino reagentas, pavyzdziui,
DBCO-PEGs-biotinas (pagal Song et al., 2011a). B) hmC-Seal metodo
schema. Azidine gliukoze ir biotinu zymétus ShmC (biotin-N3-Glc-5hmC)
turintys DNR fragmentai praturtinami su streptavidinu  dengtomis
magnetinémis dalelémis (modifikuota pagal Wang et al., 2022).

Kadangi zinduoliy genome 70-80 % CG seky yra metilintos (zr. 1.1.3.
skyrelj), alternatyvi SmC tyrimy koncepcija yra mazesniosios dalies, t.y.
nemodifikuoty CG sri¢iy, analizé (Kriukiené et al., 2013). mTAG-Seq (angl.
methyltransferase-directed transfer of activated groups followed by
sequencing) metodas paremtas mutantinés metiltransferazés Sssl vykdomu C
alkilinimu (Siuvo atveju, azidinimu) CG sekose, panaudojant sintetinj
kofaktoriaus AdoMet analogg Ado-6-Njs, turintj Sonin¢ granding su azido
grupe (zr. 1.13 A pav.). Tai leidzia prie azidinto citozino ,,click® reakcijos
metu prijungti biotino reagentg ir praturtinti bei nuskaityti nemodifikuotas
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genomines CG sekas turincius DNR fragmentus (zr. 1.13 B pav.) (Kriukiené
etal., 2013).
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1.13 pav. Nemodifikuoty CG seky analizé. A) Mutantinés MTazés Sssl
(eM.Sssl, angl. engineered M Tase Sssl) vykdoma citozino azidinimo reakcija
CG sekose, naudojant sintetinj kofaktoriy Ado-6-N; (modifikuota pagal
Kriukiené¢ et al., 2013). B) Nemodifikuoty CG seky tyrimo metody schemos.
Biotin-N3-C — citozinas, prie kurio kovalentiskai prijungta azido grupé ir
biotinas, alkin-ODN — alkino grupe turintis oligodeoksiribonukleotidas
(modifikuota pagal Wang et al., 2022).

Taciau visiems DNR modifikacijy genolapiams, sudarytiems naudojant
praturtintus DNR fragmentus, buvo biidinga maza skiriamoji geba. Todél
siekiant DNR nemodifikuotas CG sekas tirti vienos bazés tikslumu, miisy
tyréjy grupé pasitlé uTOP-seq (angl. unmodified CG-specific tethered
oligonucleotide-primed sequencing) metoda, pagrista DNR zyméjimu
paremta sekoskaita (Zr. 1.14 pav.) (Stasevskij et al., 2017). Pritaikant mTAG
strategija yra azidinamos CG sekos, prie kuriy ,.click” reakcijos metu
prijungiamas oligodeoksiribonukleotidas (ODN) (zr. 1.13 B, 1.14 pav.).
Panaudojant jam komplementary pradmenj vykdoma naujos DNR grandinés
sintezé nuo zZyméto C. Naujagsias DNR grandines amplifikavus ir atlikus jy
sekoskaitg, nustatomos tikslios nemodifikuoty CG seky genominés pozicijos
(StaSevskij et al., 2017). Tiesa, uTOP-seq, nors pasizymi labai didele
skiriamaja geba, kaip ir kiti DNR praturtinimo metodai leidzia nustatyti tik
santykinius C modifikavimo lygius (Stasevskij et al., 2017; Wang et al., 2022).
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1.14 pav. Detali uTOP-seq metodo schema. 1) Azidinama nemodifikuota CG
(angl. unmodified, uCG) seka, 2) prisiuvami Al/A2 adapteriai, 3)
prijungiamas alkino grupe turintis ODN, 4a) prijungtas ODN (angl. tethered
oligodeoxyribonucleotide, TO) naudojamas DNR sintezei nuo zymétos CG
sekos, 4b) naujai susintetinta DNR pagausinama naudojant pradmenis,
komplementarius A2 ir TO sekoms (modifikuota pagal StaSevskij et al.,
2017).

1.1.4.6. Vienos molekulés metodai

Pastaruoju metu vis didesnis démesys skiriamas DNR modifikacijy
nustatymui trecios kartos tiesioginés DNR sekoskaitos metodais: SMRT
(angl. single-molecule real-time) ir nanopory sekoskaita (zr. 1.15 pav.).
SMRT sekoskaitoje yra stebima gardeléje imobilizuota DNR polimerazés
molekulé, katalizuojanti DNR grandinés sintezg, kurios metu yra jjungiami
skirtingy spalvy fluorescuojantys nukleotidai ir pagal tai nustatoma DNR
seka. SMRT leidzia aptikti C modifikacijas remiantis DNR polimerazés
kinetikos poky¢iu DNR sintezés metu (Zeng et al., 2019; Liu et al., 2021c).
Nanopory sekoskaitos metodas pagal elektros srovés jtampos svyravimus
tiesiogiai detektuoja viengrandinés DNR seka, jai keliaujant per nanoporos
jutiklj. DNR modifikacijas galima aptikti pagal elektros srovés pokycius tarp
nemodifikuotos ir modifikuotos bazés (Zeng et al., 2019; Liu et al., 2021c).
Sékmingai modifikuotos zmogaus DNR sekoskaitai yra pritaikomi statistiniai
ir maSininio mokymosi modeliai, leidziantys vienos molekulés SmC ir ShmC
analiz¢ vienos bazés tikslumu (Simpson et al., 2017; Liu et al., 2021c¢). Nors
SMRT ir nanopory sekoskaitos metodai kol kas pasizymi mazu naSumu ir
dideliu klaidy skai¢iumi, jy privalumas —nevykdoma DNR amplifikacija prie$
sekoskaitg, todél galimi ilgy seky nuskaitymai bei genomo ir epigenomo
analizé vienu metu (Zeng et al., 2019; Liu et al., 2020b).
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1.15 pav. Vienos molekulés DNR sekoskaitos metodai. A) SMRT metode

nukleotidy jjungimo j sintetinamg DNR granding metu registruojama

fluorescencija. Citozino modifikacijos pakeicia trukme tarp stebimy

fluorescencijos signaly. B) Nanopory sekoskaitos metode DNR bazés

identifikuojamos pagal skirtingus elektros srovés pokycius DNR molekulei
keliaujant per pora (modifikuota pagal Du et al., 2020).

Srovés stipris

luorescencija

1.2. Neuroblastoma

Neuroblastoma (NB) susidaro besivystancioje simpatinéje nervy sistemoje
ir yra dazniausias bei mirtingiausias ne kaukoléje aptinkamas (nekranialinis)
navikg formuojantis vaiky vézys (Johnsen et al., 2019). Neuroblastomos
i§skirtiniai bruozai yra klinikinis heterogeniskumas nuo spontaniniy naviky
regresijy iki sunkios biiklés stipriai iSplitusiy augliy, fenotipiné jvairové bei
plastiskumas tarp skirtingy NB lasteliy buiseny (Gautier et al., 2021).

1.2.1. Neuroblastomos apibrézimas ir kilmeé

Neuroblastoma yra agresyvus pediatrinis periferinés simpatinés nervy
sistemos vézys. Nors NB yra santykinai reta liga, paveikianti 1 i§ 8 000
kiudikiy, kas sudaro 6-10 % visy pediatriniy véziniy susirgimy, taciau
mirtingumas vaiky tarpe siekia net 12-15 % atvejy, siejamy su véziu (Johnsen
et al., 2019; Gautier et al., 2021; Otte et al., 2021). 40 % pacienty NB
diagnozuojama iki 1 mety amziaus, mediana yra 17-18 ménesiy, ir tik maziau
nei 5 % pacienty yra vyresni nei 10 mety amziaus (Johnsen et al., 2019; Otte
etal., 2021).

NB yra kliniskai heterogeniska liga, kuriai budingas platus spektras
patologijy, varijuojan¢iy nuo augliy, kurie spontaniskai sunyksta arba
diferencijuoja be jokio gydymo, iki gydymui atspariy metastazuojanciy augliy
net taikant multimodaline terapija (Gautier et al., 2021; Otte et al., 2021). Sis
heterogeniSkumas atsispindi ir pacienty iSgyvenamume: mazos ir vidutinés
rizikos NB ligoniams biidingas 85-90 % iSgyvenamumas, o aukstos rizikos
pacientams — tik iki 50 % (Johnsen et al., 2019; Otte et al., 2021).
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Neuroblastoma iSsivysto i§ nervinés keteros — trumpalaikés struktiiros
embriogenezés metu, sudarytos i§ multipotentiniy pirmtakiniy lgsteliy (zr.
1.16 pav.). Nervinés keteros lastelése vyksta epiteliné-mezenchiminé
tranzicija (EMT) ir jos migruoja i tolimesnes embriono vietas, kur
diferencijuoja j jvairius lgsteliy tipus: periferinés nervy sistemos, odos
pigmentines, lygiyjy raumeny, priekinés kaukolés dalies kauly lasteles,
odontoblastus, adipocitus (Huertas-Castafio et al., 2020; Otte et al., 2021).
Nors tiksli NB Iastelé-pirmtaké dar nenustatyta, bet pagal dabar turimus
duomenis manoma, kad tai galéty biiti simpatoadrenalinés pirmtakinés
lastelés, kurios gali diferencijuoti j simpatines nervines Igsteles ir antinksc¢iy
katecholaming i$skiriancias chromafino lasteles (zr. 1.16 pav.) (Jansky et al.,
2021; Otte et al., 2021). O spontaniné NB naviko regresija primena
simpatoadrenalinio vystymosi pabaigoje vykstancig pertekliniy nervinés
keteros pirmtakiniy lasteliy apoptoze (Johnsen et al., 2019).

A
Nerviné ketera ———=»

p ) \W@m/ N

Nervinis
vamzdelis

Mlgruolanmos
nervinés
keteros lastelés

Simpatoadrenalinés
pirmtakings lastelés

|

D S — S

Chromafino Igstelés Simpatinés nervines Igstelés Neurob\astoma

1.16 pav. Neuroblastomos iSsivystymas i§ nervinés keteros. Embriogenezéje
i$ nervinio vamzdelio susiformuoja nerviné ketera, kurios lastelés migruoja ir
diferencijuoja | jvairius lasteliy tipus, pavyzdziui, simpatoadrenalines
pirmtakines Igsteles. Manoma, kad i8 jy dél genetiniy ir epigenetiniy poky¢iy
i8sivysto neuroblastoma (modifikuota pagal Johnsen et al., 2019).

Klinikinéje praktikoje NB diagnozuojama atliekant laboratorinius kraujo
ir Slapimo testus (pavyzdziui, katecholamino metabolitai aptinkami beveik
visy serganciyjy Slapime), radiologinius naviko tyrimus ir biopsijy histo-
patologinius bei genetinius jvertinimus (Matthay et al., 2016; Qiu ir Matthay,
2022). NB augliai dazniausiai aptinkami antinksciuose, taciau taip pat gali
susidaryti bet kur nuo kaklo iki dubens palei simpatiniy nervy grandinéle, o
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metastazés paprastai stebimos limfiniuose mazguose, kauly Cciulpuose,
kepenyse ir odoje (Matthay et al., 2016).

Tarptautiné neuroblastomos rizikos vertinimo sistema NB navikus skirsto
1 labai Zemos, Zemos, vidutinés ir aukstos rizikos pagal vézio stadija, paciento
amziy diagnozés metu, auglio histologijg ir genetines mutacijas (Cohn et al.,
2009). NB yra klasifikuojama i subtipus pagal histologinius duomenis, kur
labai svarbus yra lasteliy diferenciacijos jvertinimas — mazo laipsnio
diferenciacija yra siejama su prasta klinikine prognoze (Campos Cogo et al.,
2020). Ir 18 tiesy, aukstos rizikos NB augliuose dominuoja nesubrendusios, o
zemos rizikos — labiau subrendusios neuroblastus primenancios Igstelés
(Jansky et al., 2021; Kameneva et al., 2021).

1.2.2. Molekuliniai NB patogenezés mechanizmai

Chromosomy analizé — vienas i§ svarbiausiy kriterijy, skirstant NB
pacientus j mazos ir didelés rizikos grupes. Zemos rizikos NB augliuose
daznai stebimos visos chromosomos amplifikacijos — hiperploidinés
(triploidinés-heksaploidinés) chromosomos, o aukstos rizikos NB biidingi
segmentiniai chromosomy pakitimai, i§ kuriy dazniausi yra 17q jgijimas, 1p
ir 11q delecijos, 2p amplifikacija, kuriame yra N-MYC transkripcijos veiksnio
MYCN ir tirozino kinazés ALK (angl. anaplastic lymphoma kinase) genai
(Johnsen et al., 2019; Otte et al., 2021).

Viena i§ NB vystymosi hipoteziy nurodo, kad vykstant segmentiniams
chromosomy praradimams yra inaktyvinami vézj slopinantys genai.
Pavyzdziui, 1p regione yra chromatino pertvarkos baltymo ARID1A genas,
kurio sutrikusi funkcija paspartina N-MYC nulemta naviko formavimasi
(Durinck ir Speleman, 2018; Qiu ir Matthay, 2022). Taip pat 1p regione yra
kitas svarbus NB véZzj slopinantis genas CHDJ, koduojantis chromatino
pertvarkos baltyma, siejamg su nervy sistemos vystymusi (Campos Cogo et
al., 2020).

Taip pat manoma, kad chromosomy struktiiriniai pertvarkymai gali
pakeisti stiprikliy architekttira. PavyzdZziui, genominiai persigrupavimai 5p
regione nulemia super-stipriklio pozicionavima Salia TERT (telomerazés
atvirkstinés transkriptazés) geno, ir tampa TERT perraiskos priezastimi (Otte
et al., 2021; Qiu ir Matthay, 2022). Idomu tai, kad spontaniné NB regresija
yra stebima galimai dél nevykstancio telomery palaikymo (George et al.,
2020).

MYCN geno amplifikavimas, vienas i§ stipriausiy NB prognoziniy
zymeny, stebimas 20-30 % pacienty ir jy iSgyvenamumas yra maziau nei 50 %
(Otte et al., 2021). Taciau yra ir kity reik§Smingy amplifikacijy: Sp regiono,
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kuriame yra TERT genas, 12q regiono, lemiancio protoonkogeny CDK4 (nuo
cikling priklausomos kinazés) ir MDM?2 (ubikvitino ligazés) perraiska ir
siejamo su ypac prasta klinikine baigtimi (Depuydt et al., 2018; Qiu ir
Matthay, 2022).

Taciau nevisy chromosominiy aberacijy molekuliniai mechanizmai,
lemiantys NB vystymasi, yra tiksliai Zinomi. Pavyzdziui, néra aisku dél daznai
aptinkamos 11q delecijos, nors manoma, kad poveikis galéty biiti stebimas dél
histony varianto H2AX geno delecijos, lemianc¢ios chromosomy nestabiluma,
arba SDHD (sukcinato dehidrogenazés subvieneto D), kurio delecija sutrikdo
Krebso ciklg (Fieuw et al., 2012).

Pediatriniai véziai, prieSingai nei suaugusiyjy, iSsivysto per trumpa laikg ir
turi Zenkliai maZziau chromosominiy aberacijy bei DNR mutacijy. NB
vidutinis mutacijy daznis yra 0,23 mutacijos per 1 Mb, o suaugusiyjy
navikuose — 1,8 (Oh et al., 2019). Tiesa, jivykus NB atkryciui, stebimas
padidéjes genetiniy aberacijy ir mutacijy kiekis (Schramm et al., 2015;
Fransson et al., 2020).

Pirminiy NB naviky lastelése dazniausiai aptinkamos ALK geno mutacijos
— kinaze aktyvinan¢ios mutacijos stebimos 6-12 % NB atvejy. ALK
stimuliuoja lgstelés ciklo progresavimg veikdama MAPK signalin;j kelig ir taip
skatina NB proliferacija (Qiu ir Matthay, 2022). Chromatino pertvarkos
baltymo ATRX inaktyvinanc¢ios mutacijos, nulemiancios telomery ilgéjima,
yra aptinkamos ~2.,5 % visy ir ~10 % aukstos rizikos NB atvejy (Johnsen et
al., 2019; Qiu ir Matthay, 2022). Funkcijos praradimg lemian¢ios PHOX2B,
transkripcijos veiksnio, reguliuojan¢io neurony diferenciacija, mutacijos
randamos 4 % aukstos rizikos NB. Taip pat 1-2 % visy NB atvejy sutinkamos
vézj slopinancio p53 TP53 geno mutacijos (Johnsen et al., 2019). Taciau néra
né vienos DNR mutacijos, kuri galéty paaiskinti visy NB naviky i$sivystyma
(Otte et al., 2021), ir tik 40 % NB atvejy yra aptinkama ,,varan¢ioji“ geno
mutacija ar aberacija, todél manoma, kad lik¢ NB atvejai galéty buiti nulemti
epigenetiniy mechanizmy (Huang et al., 2021).

1.2.3. Neuroblastomos epigenomo pokyciai

Zmogaus augliuose labai daZnai stebimi jvairis epigenomo pokyéiai
(Baylin ir Jones, 2016), ne iSimtis yra ir neuroblastoma. Manoma, kad NB
vézio vystymasis ir fenotipas didele dalimi yra nulemiami epigenetiniu
perprogramavimu (Durinck ir Speleman, 2018).

Vézio epigenomo pokycCiai paprastai siejami su lokaliu DNR
hipermetilinimu, lemian¢iu vézj slopinan¢iy geny nutildymg, ir globaliu
hipometilinimu, aktyvinanc¢iu onkogenus ir sukelianciu genomo nestabiluma
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(zr. 1.17 pav.) (Fetahu ir Taschner-Mandl, 2021). Pavyzdziui, CHDS
promotoriaus hipermetilinimas lemia Sio NB slopinancio geno raiskos
sumaz¢jimg, o onkogeny ciklino CCNDI ir helikazés DDX43 raiskos
padidéjimas yra susietas su DNR hipometilinimu (Gémez et al., 2015;
Henrich et al.,, 2016). Taip pat DNR metilinimo pokyciai stebimi NB
vystymuisi svarbiuose TERT ir ALK genuose (Gomez et al., 2015; Olsson et
al., 2016). Panaudojant NB naviky DNR metilinimo informacijg, galima
atlikti pacienty skirstymg ] rizikos grupes, kas ateityje gali pasitarnauti
veiksnaus gydymo skyrimui (Henrich et al., 2016; Zhao et al., 2020a).

Normalus epigenomas

Heterochromatinas Euchromatinas Heterochromatinas
L — L —

Neuroblastomos epigenomas

Euchromatinas Heterochromatinas Euchromatinas
) /"—\___
Onkogeny aktyvinimas Vézj slopinanéiy geny Genomo nestabilumas
nutildymas

1.17 pav. NB lasteliy epigenomas. NB Iastelése pakinta DNR metilinimas,
euchromatino ir heterochromatino i$sidéstymas, kas nulemia pakitusia geny
raiSka ir prisideda prie NB lgsteliy proliferacijos (modifikuota pagal Fetahu ir
Taschner-Mandl, 2021).

Taip pat NB vézio reguliaciniy baltymy raiska kinta dél chromatino
struktiiros pokycCiy, nulemty sutrikusio histonus (de)acetilinanciy ir
(de)metilinanciy fermenty aktyvumo (Durinck ir Speleman, 2018; Fetahu ir
Taschner-Mandl, 2021). Be to, geny reguliacijoje dalyvauja maZosios
nekoduojanciosios RNR (miRNR), kuriy analizé¢ leidzia klasifikuoti NB
auglius | rizikos grupes ir nuspéti pacienty iSgyvenamuma (Fetahu ir
Taschner-Mandl, 2021). NB iSsivystymui yra svarbios ir ilgosios
nekoduojanciosios RNR (IncRNR), kurios gali atlikti tieck onkogenines
(pavyzdziui, MALATI), tiek ir vézj slopinancias (kaip NBAT!) funkcijas (Chi
etal., 2019).
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Miisy vykdomy NB lgsteliy tyrimy metu pasirodé duomenys, kad mazos
klinikinés rizikos NB augliams budingas didesnis ShmC kiekis nei didelés
rizikos navikams (Applebaum et al., 2019). Taip pat apibiidintas ShmC
prognostinis potencialas — pagal jo profilius NB auglius galima suskirstyti |
palankios ir nepalankios klinikinés baigties grupes. Funkciné geny
praturtinimo analiz¢ atskleidé, kad pirmajai grupei budingi stipriau
hidroksimetilinti genai buvo praturtinti neurony diferenciacijos procesuose,
kurie siejami su zema NB rizika, o antrajai grupei — uzdegiminio atsako
keliuose (Applebaum et al., 2019). Taciau dar labai truksta duomeny apie
detalesng ShmC reikSme NB patogenezéje, kuri vis dar néra atskleista.

Siuo metu NB pacienty klinikiné rizika vertinama pagal augliy fenotipinius
ir genetinius bruozus. Taciau tai paciai rizikos grupei priskiriami NB atvejai
pasizymi skirtingomis baigtimis, kas rodo, kad esami kriterijjai yra
nepakankami (Zhao et al., 2020a). Besikaupiantys duomenys rodo, kad NB
patogenezei buidingi epigenomo pokyciai, ir biitent jie galéty tapti jautriais NB
diagnostiniais ir prognostiniais biozymenimis (Durinck ir Speleman, 2018;
Zhao et al., 2020a).

1.2.4. Neuroblastomos gydymas

Neuroblastomos gydymo strategija tiesiogiai priklauso nuo to, kokiai
rizikos grupei yra priskiriamas navikas. Mazos rizikos NB atveju gali biiti
paskirtas tik paciento stebéjimas, nestipri chemoterapija arba tik operacinis
gydymas (Johnsen et al., 2019; Qiu ir Matthay, 2022). Vidutinés ir aukstos
rizikos NB pacientams skiriama chemoterapija, po kurios atlickamas
operacinis likusio naviko pasalinimas (Johnsen et al., 2019). Aukstos rizikos
pacientams papildomai taikoma radioterapija, imunoterapija ir gydymas 13-
cis-retinoine rugstimi (RA) (Johnsen et al., 2019). Nors NB terapijai tikty ir
13-cis-retinoing, ir trans-retinoiné riigStys, taciau klinikoje naudojama tik 13-
cis RA dél mazesnio lipofiliskumo ir ilgesnés gyvavimo trukmés in vivo
(Halakos et al., 2019).

RA yra gerai zinomas diferenciacijos agentas, mazinantis lgsteliy
kamieniskuma (Halakos et al., 2019; Campos Cogo et al., 2020). RA stabdo
NB lgsteliy proliferacijg ir sukelia neurity susiformavimg ir augima, kas
laikoma labai svarbiu neuroninés diferenciacijos pozymiu (Bayeva et al.,
2021; Zimmerman et al., 2021). RA poveikyje stebima jvairiy geny
promotoriy metilinimo ir jy raiskos poky¢iai (Durinck ir Speleman, 2018). RA
lemia NB proliferacijos MYCN, GATA3, PHOX2B geny slopinimg ir
diferenciacijos zymeny MEIS1, SOX4, ACHE (acetilcholinesterazés), RAR
(RA receptoriaus) raiskos padidéjimg (Bayeva et al., 2021; Zimmerman et al.,
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2021). Taip pat RA slopina HDAC veikimg (Bahmad et al., 2019) ir padidina
CHDS5 raiska (Higashi et al., 2015), kas prisideda prie NB diferenciacijos. Be
to, RA poveikyje padaugéja baltymy, susijusiy su lgsteliniu senéjimu, o
sumazéja dalyvaujanciy kolageno metabolizme, kuris yra susietas su vézio
vystymusi (Halakos et al., 2019).

Tyrimai su NB lagsteliy linijjomis parod¢, kad DNR metilinimo
sumazgjimas dél poveikio DNMT slopikliais, pavyzdziui, 5-aza-dC, slopina
lasteliy proliferacijg ir padidina chemoterapiniy bei retinoidiniy vaisty poveikj
(Fetahu ir Taschner-Mandl, 2021; Hattori et al., 2021). Analogiski rezultatai
gauti slopinant histony deacetilaziy (HDAC) aktyvuma, todél Siuo metu yra
vykdomi DNMT ir HDAC slopikliy klinikiniai tyrimai (Fetahu ir Taschner-
Mandl, 2021). Taip pat NB klinikiniai tyrimai vykdomi su ALK, MDM2,
netiesioginiais MY C ir N-MYC reguliaciniy keliy slopikliais (Qiu ir Matthay,
2022).

Taciau dél didelés NB genetinés ir lastelinés jvairovés standartinis
gydymas gali biiti neefektyvus, todél labai svarbu suprasti neuroblastomos
heterogeniskuma ir jvairius atsparumo mechanizmus, lemiancius gydymo
nes¢kmes (Campos Cogo et al., 2020).

1.2.5. NB lasteliy jvairové

Neuroblastomos heterogeniskumas pradétas tyrinéti prie§ 4 deSimtmecius,
pastebéjus, kad i pacienty NB iSvestos lasteliy linijos sudarytos i$
fenotipiskai skirtingy lasteliy in vitro. Tuomet buvo i8skirti trys lasteliy tipai:
N-tipas (pagal angl. neuroblast), S-tipas (pagal angl. substrate-adherent) (zr.
1.18 A pav.) ir I-tipas (angl. intermediate) (Ross et al., 1983, 1995). N-tipo
lastelés yra mazos ir apvalios, turi ilgas plonas ataugas, auga silpnai
prikibusios prie pavirSiaus ir yra apibtidinamos kaip nesubrendusios nervinés
lastelés. S-tipo lastelés yra didelés ir plokscios, auga stipriai prikibusios prie
pavirsiaus, nesuformuoja augliy imunodeficitinése pelése (Ross et al., 1995,
2003; Spengler et al., 1997) ir apibiidinamos kaip panasios | melanocitus,
Svano, glijos, smegeny dangaly, lygiyjy raumeny ar mezenchimines lasteles
(Gautier et al., 2021). I-tipas yra agresyviausios tarpiniy charakteristiky
lastelés, galincios virsti j N- ir S-tipus ir atspindincios tarping lasteliy bliseng
tarplasteliniuose virsmuose, arba tai galéty biiti NB kamieninés Igstelés (zr.
1.18 B pav.) (Ciccarone et al., 1989; Ross et al., 2003; Walton et al., 2004).

N-tipo lagsteléms budinga neuroniniy filamenty raiSka ir aktyvis
neurosiuntikliy fermentai dopamino [-hidroksilazé (DBH) ir tirozino
hidroksilazé (TH). S-tipas pasizymi mezenchiminiy lasteliy citoskeleto
baltymo, svarbaus migracijai, vimentino (VIM), glikobaltymo CD44 ir
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fibronektino, atsakingy uz lasteliy adhezijg ir saveika su tarplasteliniu uzpildu,
raiska (Campos Cogo et al., 2020; Gautier et al., 2021). Taip pat N- ir S-tipo
lastelés skiriasi jvairiy miRNR raiska, kurios galimai nulemia Igsteliy
identitetus ir reguliuoja jy véziskuma (Samaraweera et al., 2014).

S
G928 arba @/
&

1.18 pav. NB lasteliy tipai. A) N-tipo lasteléms biudingi neuritai, jos yra mazos
ir apvalios; S-tipo lgstelés yra didelés ir plokscios, panaSios ] mezenchimines
lasteles, mastelis — 10 um (pagal Foley et al.,, 1991). B) I-tipo lasteléms
budingos N- ir S-tipo savybés. Manoma, kad jos gali virsti j kitus tipus ir yra
tarplasteliniy virsmy tarpininkés. Kita vertus, jos gali biiti kamieninés lastelés,
18 kuriy kyla N- ir S-tipai (modifikuota pagal Ciccarone et al., 1989).

I-tipo lasteléms budingi kamieniniy lasteliy Zymenys CD133, c-KIT,
NOTCHI, ir pazengusios stadijos aukstos rizikos bei atkry¢io NB navikuose
randama daugiau lgsteliy, atitinkanciy I-tipo charakteristikas, nei Zemos
rizikos auglivose (Walton et al., 2004; Ross et al., 2015; Veschi et al., 2019).
Idomu tai, kad I-tipo lasteles veikiant su RA pasiekiama terminaliné neuroniné
diferenciacija, o veikiant su bromodeoksiuridinu (BrdU) — indukuojamas
S-tipo fenotipas (Ross et al., 1995; Walton et al., 2004), kas parodo I-tipo
lasteliy multipotentiSkuma, biidinga kamieninéms lasteléms (Farina et al.,
2021).

Naujausi transkriptominiai ir epigenetiniai super-stiprikliy tyrimai i$skiria
tik du pagrindinius NB lasteliy tipus — noradrenerginj/adrenerginj (ADRN) ir
1 nervinés keteros lasteles panaSy mezenchiminj (MES) tipus (Boeva et al.,
2017; van Groningen et al., 2017). Lasteliy fenotipinés ir geny raiskos
informacijos analizé, kartu su misy turimais transkriptominiais ir ShmC
duomenimis, rodo, kad N- ir I-tipai atitinka ADRN, o S-tipas — MES lasteles
(Yuetal., 2021).

Idomu tai, kad NB lasteléms yra biidingas plastiSkumas: N-/ADRN ir
S-/MES tipy lastelés gali spontaniskai transdiferencijuoti ir virsti vienos
kitomis in vitro ar net in vivo, kai peléms suleidus atriiSiuotas vieno tipo
lasteles, po kiek laiko susiformavusiame NB auglyje stebimas abiejy lasteliy
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tipy misinys (Ross et al., 1983; van Groningen et al., 2017; Thirant et al.,
2021). Tokiai NB lasteliy transdiferenciacijai yra svarbi hipoksijos veiksniy,
NOTCH signaliniy keliy, transkripcijos veiksniy, pavyzdziui, GATA3,
telomeraziy ar chromatino pertvarkos baltymy, pavyzdziui, ARID1A, geny
aktyvacija, uzlasteliniy veiksniy, TNF-a ir EGF, poveikis (Cimmino et al.,
2015; van Groningen et al., 2019; Shi et al., 2020; Huang et al., 2021; Thirant
etal., 2021; Yuetal., 2021).

MES tipo lastelés yra maziau agresyvios, bet labiau atsparios
chemoterapiniams vaistams in vitro nei ADRN tipas (Boeva et al., 2017; van
Groningen et al., 2017). Gydymo metu NB naviko lastelése mazéja ADRN
zymeny informacinés RNR (iRNR) kiekis, o MES iRNR kiekis didéja ir
siejasi su vélesniais atkryCio atvejais (van Wezel et al., 2019). Taip pat po
chemoterapijos recidyviniuose augliuose aptinkama daugiau MES tipo
lasteliy (van Groningen et al., 2017; Gartlgruber et al., 2021). Tai galimai
rodo, kad ADRN ir MES neuroblastomos lastelés skirtingai reaguoja i
terapija, kuri sukelia selektyvig atrankg, ir atsparios MES lastelés i§gyvena
gydyma (van Wezel et al., 2019; Gautier et al., 2021).

Zmogaus NB augliuose in vivo yra aptinkami iskart keliy lasteliy tipai, kas
rodo, kad yra intranavikinis heterogeniSkumas (Boeva et al., 2017; van
Groningen et al., 2017; Gartlgruber et al., 2021). Taip pat NB naviko
nevienalytiSkumas atskleistas gavus paciento ksenograftus i§ skirtingy vieno
auglio biopsijy — blidami genetiSkai vienodi, ksenograftai skyrési savo
transkriptomika ir proteomika, ypa¢ neurogenezés ir EMT procesuose
(Braekeveldt et al,, 2018). D¢l Sio heterogeniskumo nesékmingas NB
gydymas galéty biiti efektyvesnis nusitaikius j konkrecius skirtingiems NB
subtipams buidingus metabolinius procesus (Kimura et al., 2021).

1.2.6. Hipoksija ir NB

Hipoksija yra per Zzemas ir nepakankamas pricinamo deguonies lygis
(McKeown, 2014). Si bisena bidinga daugeliui véziniy naviky dél prastai
i8sivysCiusiy vézio indukuoty kraujagysliy, kurios neuztikrina reikiamos
kraujo cirkuliacijos, ir sparCiai besidalinanéiy veéziniy lgsteliy didelio
deguonies poreikio (Jogi et al., 2004; Bhaskara et al., 2012). Daugelyje augliy
deguonies lygis siekia tik 0,3-4,2 %, ir dazniausiai nukrenta Zemiau 2 %
(McKeown, 2014).

Normaliose Igstelése hipoksija sukelia lgsteliy zutj, taciau vézinés lastelés
taip prisitaiko prie hipoksijos, kad ji stimuliuoja auglio augima (Al Tameemi
etal., 2019). Tai reguliuojama hipoksijos indukuojamais veiksniais HIF (angl.
hypoxia-inducible factor), kurie inicijuoja raiskg geny, padedanciy iSgyventi
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hipoksijos salygomis, pavyzdziui, gliukozés neSiklio GLUT3 ir glikolizés
fermenty, reikalingy apripinimui energija, kraujagysliy endotelio augimo
veiksnio VEGF, sukeliancio neovaskuliarizacija (Jogi et al., 2004; Al
Tameemi et al., 2019).

Dabar jau daug Zinoma apie tai, kad lasteliy atsakas j hipoksijg yra susijes
ir su epigenomo pertvarkymu. Hipoksijos metu kinta histonus ir DNR
modifikuojanciy fermenty, KDM (histony lizino demetilazés), HDAC,
DNMT, TET, aktyvumas (Matuleviciute et al., 2021). Parodyta, kad
hipoksijoje pakitusi geny raiska yra susijusi su DNR metilinimo poky¢iais.
Pavyzdziui, HIF /A promotoriaus demetilinimas lemia HIF1 veiksnio ir HIF
taikiniy-geny aktyvinimg vézio metu (Matuleviciute et al., 2021). J[domu tai,
kad 5SmC tiesiogiai trukdo HIF transkripcijos veiksniy prisijungimui prie jy
atpazjstamy DNR seky ir audiniui/lgsteliy tipui specifiniai DNR metilinimo
profiliai nulemia skirtingg ty lasteliy atsakg j hipoksija (D’ Anna et al., 2020).

NB lastelése hipoksijos metu padidéja globalus ShmC lygis lgsteliy DNR
dél HIF1 indukuojamos TET] raiskos. Tuo tarpu lokalus ShmC padaugéjimas
HIF jungimosi vietose arba Salia jy buvo susietas su HIF taikininiy geny
indukecija hipoksijos salygomis taip parodant ShmC svarbg NB Iasteliy atsake
1 hipoksija (Mariani et al., 2014). Nors TET fermentams reikalingas deguonis,
taCiau jie iSlieka katalitiSkai aktyviis net ir hipoksijos salygomis dél mazos
deguonies Km (30 uM) (Laukka et al., 2016). In vitro tyrimai rodo, kad esant
0,5 % O, TET aktyvumas sumaz¢ja tik dalinai — apie 50 % (Thienpont et al.,
2016).

Hipoksija yra glaudZziai susijusi su NB progresavimu (zr. 1.19 pav.). NB
lastelése, auginamose hipoksijos salygomis, padidéja jy proliferacija ir
metastazinis potencialas (Chen et al., 2015; Herrmann et al., 2015). Hipoksija
lemia agresyvesnj, maziau subrendusiy ir diferencijuoty NB Iasteliy fenotipa
— indukuojama c-KIT, NOTCHI raiska, sumaz¢ja neuroniniy zymeny,
pavyzdziui, neurofilamenty, ir geny, dalyvaujan¢iy neuroninéje
diferenciacijoje, raiska (Jogi et al., 2002, 2004), padidéja j kamienines lasteles
panasiy NB lasteliy populiacija (Bhaskara et al., 2012; Veschi et al., 2019).
Cisplatina yra pagrindinis NB terapinis junginys, taciau hipoksijos metu
padaugéja metalotioneiny, kurie gali suriSti platinos junginius ir taip gali
padidéti hipoksiniy NB lgsteliy atsparumas chemoterapijai (Jogi et al., 2004;
Applebaum et al., 2016). Hipoksija yra prastos klinikinés baigties prognostinis
veiksnys — hipoksijos atsako geny aktyvinimas yra susietas su neigiamomis
NB pacienty iSgyvenamumo prognozémis (Fardin et al., 2010; Applebaum et
al., 2016; Cangelosi et al., 2020).
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1.19 pav. Hipoksijos reik§mé neuroblastomai. Hipoksija skatina NB augliy
piktybéjima — aktyvinama angiogenez¢, pakinta lasteliy diferenciacija ir
daugéja NB kamieniniy lasteliy, didéja metastazavimas (modifikuota pagal
Huertas-Castafio et al., 2020).

1.3. Nelasteliné laisvai cirkuliuojanti DNR, jos reikSme¢ ir pritaikymas
vaisiaus neinvaziniam prenataliniam tyrimui

1.3.1. Nelasteliné DNR kraujo plazmoje

Nelasteliné laisvai cirkuliuojanti dvigrandiné DNR (cfDNR, angl. cell-
free) kraujo plazmoje buvo aptikta dar 1948 metais (Jiang ir Lo, 2016). cfDNR
budingi jvairiis DNR fragmentai nuo ~143 bp su dominuojancia ~166 bp ilgio
DNR fragmenty frakcija. Manoma, kad 166 bp fragmenty frakcija atspinti
DNR, apsivyniojusia aplink nukleosomos Serdj (apytiksliai 146 bp) su
jungtuko DNR seka (apie 20 bp). Taip pat mazesniais kiekiais randama ir
ilgesniy DNR fragmenty — nukleosominiy kartotiniy (zr. 1.20 pav.). Tai rodo,
kad cfDNR susidaro Iasteliy apoptozés metu, o nukleosominis DNR
supakavimas lemia DNR degradavimo profilius (Jiang ir Lo, 2016).

Kadangi skirtingiems audiniams budingi skirtingi DNR metilinimo
profiliai (Fernandez et al., 2012), pagal juos galima nustatyti cfDNR kilme.
Pagrindinis cfDNR S$altinis yra hematopoetinés (kraujodaros) Iastelés, 1§ kity
audiniy — kraujagysliy endotelio lgstelés (10 %) ir kepeny hepatocitai
(~1,3 %), o likusiy kiino audiniy indélis labai menkas — jy lasteliy DNR sudaro
labai nedidele dalj cfDNR, po <1 % (Moss et al., 2018; Liu et al., 2019a).

cfDNR kiekis varijuoja tarp sveiky individy, bet jis retai biina didesnis nei
30 ng/ml, o dazniausiai btina iki 10 ng/ml kraujo plazmos. Padidéjusj cfDNR

48



kiekj gali lemti tokie faktoriai kaip jvairios ligos, traumos, uzdegimas, net
sportavimas (Johansson et al., 2019). Tod¢l cfDNR kiekio tyrimai gali buti
pritaikomi medicinoje. Donoro DNR kiekis kraujyje gali buti naudojamas
kaip transplanto atmetimo Zymuo — kuo daugiau organo DNR, tuo didesné
tikimybé, kad vyksta uzdegimas ir organo atmetimas (Snyder et al., 2011).
Taip pat cfDNR gali buiti taikoma véZziniy susirgimy diagnostikoje ir
prognozéms — véziu serganciy pacienty kraujyje yra aptinkamas padidéjes
bendras cfDNR kiekis, teigiamai koreliuojantis su metastazémis, bet
sumazejantis po sekmingos terapijos (Yan et al., 2021). Pasinaudojant cfDNR
epigenetiniais SmC (Guo et al., 2017; Moss et al., 2018) ir ShmC (Li et al.,
2017; Song et al., 2017) profiliais galima nustatyti vézinio susirgimo kilmés
audinj.

A Mono-nukleosominé
sl cfDNR 163,3 +/- 1,8 bp

Di-nukleosominé
cfDNR
3074 +/- 3 bp

c¢fDNR koncentracija, pg/ul

104

Tri-nukleosominé cfDNR

73%

75 250 425 600 1649
P S—— cfDNR, bp
144 bp

nukleosomos Serdis
1.20 pav. cfDNR dydziy profilis. Grafike nurodyti pagrindiniai cfDNR
fragmenty pikai ir jy dydziai, stebimi DNR elektroforegramoje, bei jvertinti
DNR kiekiai (modifikuota pagal Pedini et al., 2021).

1.3.2. Vaisiaus cfDNR motinos kraujo plazmoje

Zmogaus kraujo plazmoje randama laisvai cirkuliuojanéios ne tik jvairiy
jo paties organy nelgstelinés DNR, bet ir vaisiaus DNR néStumo atveju.
Besilaukianc¢iy motery kraujo plazmoje vaisiaus cfDNR pirma kartag buvo
nustatyta pagal Y chromosomos DNR fragmentus, kai buvo laukiamasi
berniuky (Dennis Lo et al., 1997). Vaisiaus ¢fDNR j motinos kraujg patenka
i§ placentos choriono gaureliy (zr. 1.21 pav.). Vaisiaus cfDNR kilmé jrodyta
tiriant néStumus, kuriems budingas placentos mozaikizmas — bisena, kai
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placentos ir vaisiaus genotipai yra skirtingi. Tokiu atveju motinos plazmos
cfDNR aptiktos chromosomy anomalijos koreliavo su placentos, o ne paties
vaisiaus kariotipu (Masuzaki et al., 2004). Papildomas jrodymas, kad vaisiaus
cfDNR susidaro i§ placentos, yra jos aptikimas plazmoje anembrioninio
néStumo metu, kai yra tik amniono maiselis, bet néra embriono (Alberry et al.,
2007). Taip pat buvo parodyta, kad vaisiaus cfDNR j motinos krauja patenka
i§ placentos choriono gaureliy trofoblasty, kai esant skirtingam trofoblasty ir
mezenchiminiy lasteliy genotipui plazmos cfDNR aptiktas tik trofoblasty
DNR genotipas (Faas et al., 2012).

@
A, Motinos kraujas
| e T W Sincitiotrofoblastas
Virkstele "“-\\—‘--70itotrofoblastas
* = Stroma
=4 = \ 2
kraujas Ee —— Endotelis
: &—=—Vaisiaus kraujas
Choriono N4 '3
gaurelis (3 3 Hofbauerio Iastelé
x Fibroblastas
O gl
' 2

1.21 pav. Placentos ir choriono gaureliy sandara. Vaisius per virkstele jungiasi
prie placentos, sudarytos i$ vaisiaus choriono gaureliy, tarp kuriy yra motinos
krauju uzpildyta erdvé. Desinéje pusé€je pavaizduotas choriono gaurelio
skerspjiivis. Choriono gaurelio iSorinj sluoksnj sudaro sincitiotrofoblastas,
susiformaves i§ susiliejusiy citotrofoblasty. Po citotrofoblasty sluoksniu yra
choriono gaurelio stroma, turinti vaisiaus makrofagy — Hofbauerio lasteliy,
fibroblasty, vaisiaus kraujagysliy (modifikuota pagal Bongaerts et al., 2021).

Vaisiaus cfDNR kiekio dalis motinos plazmos visuminéje cfDNR yra
vadinama vaisiaus frakcija:
vaisiaus frakcija = vaisiaus cfDNR / (vaisiaus cfDNR + motinos cfDNR).
10-21 néstumo savaitémis vaisiaus cfDNR kiekis sudaro vidutiniSkai 10-20 %
visuminés motinos plazmos cfDNR (Taglauer et al., 2014) ir tik 1-3 %
néstumy atvejais vaisiaus frakcija yra mazesné nei 4 % (Drury et al., 2016).

Vaisiaus cfDNR frakcija priklauso nuo tokiy biologiniy veiksniy kaip
vaisiaus gestacinis amzius ir aneuploidija (chromosomy skai¢iaus pokytis),
motinos kiino masé. Vaisiaus cfDNR gaus¢ja plazmoje su néStumo trukme —
10-21 néStumo savaitémis vaisiaus frakcija padidéja po 0,1 % per savaite, o
po 21 savaités — net po 1 % (Wang et al., 2013a). Taciau jdomu tai, kad
vaisiaus cfDNR labai greitai pasalinama i§ moters kraujo po gimdymo —
pragjus vos 1 parai vaisiaus cfDNR nebeaptinkama, o nustatyta vidutiné
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puséjimo trukmé yra 16 min (Dennis Lo et al., 1999). Vaisiaus aneuploidijos
tyrimai parodé, kad 21-osios chromosomos trisomijos (T21) atveju padidéja
vaisiaus frakcija, o 13-osios ir 18-osios chromosomy trisomijos atvejais —
sumazgéja (Rava et al., 2014; Suzumori et al., 2016). Galimas to paaiSkinimas
remiasi ziniomis, kad esant T21 yra stebima intensyvesné trofoblasty
apoptozé¢ (Taglauer et al.,, 2014), o 13-osios ir 18-osios chromosomy
trisomijos atvejais yra stebimas sumazgjes placentos tiiris (Drury et al., 2016).
Taip pat yra nustatyta, kad motinos kiino masé¢ neigiamai koreliuoja su
vaisiaus frakcija (Wang et al., 2013a; Suzumori et al., 2016), manoma, kad dél
c¢fDNR ,,atskiedimo efekto* padidéjusiame moters kraujo tiiryje (Wang et al.,
2013a).

1.3.3. Vaisiaus cfDNR panaudojimas neinvaziniam prenataliniam tyrimui

Siais laikais yra jprasta vykdyti besilaukian¢iy motery vaisiaus
prenatalinius tyrimus jvairiy galimy apsigimimy jvertinimui. Placiausiai
vaisiaus prenataliné diagnostika taikoma dél chromosomy aneuploidijos, kuri
sudaro 80-90 % visy chromosominiy defekty ir yra daZzniausia apsigimimy
priezastis (Qi et al., 2021). 21-osios chromosomos trisomija (T21) — Dauno
sindromas — yra daZniausiai tarp naujagimiy pasitaikanti chromosomy
mutacija, kurios daznis yra 1 i§ 700 gimdymy (Mai et al., 2019). Pagrindinis
T21 rizikos veiksnys yra motinos amzius — nuo 40 mety rizika pagimdyti
kidikj su Dauno sindromu siekia 1 % (Hui ir Bianchi, 2017). Klinikose
rutini$kai atlieckamo neinvazinio vaisiaus ultragarsinio ir motinos kraujo
plazmos bioZymeny testavimo T21 detekcijos daznis yra 90-95 %, taciau
klaidingai teigiamos detekcijos daznis siekia net 2,5-5 %, todél per daznai
nereikalingai paskiriamas invazinis testas diagnozés patvirtinimui (Bedei et
al., 2021).

Ankstyvas prenatalinis lyties nustatymas yra biitinas esant néStumui su
genetinés ligos, paveikiancios tik tam tikrag lytj, rizika. Pavyzdziui, tikslus
vaisiaus lyties Zinojimas reikalingas esant su X chromosoma susijusiy ligy
rizikai, kai buty paveiktas tik berniuko vaisius. Taip pat tai reikalinga vaisiui
jtariant jgimtg antinksCiy hiperplazija, nes medikamentinis gydymas nuo 9
néstumo savaités reikalingas tik laukiantis mergaités, siekiant sumazinti jos
iSoriniy lytiniy organy virilizacijg (panasuma j berniuky). Vaisiaus lytj galima
nustatyti ultragarsinés patikros metu, kuri paprastai atlickama tik nuo 18
néStumo savaités, arba anksciau invaziniais tyrimo metodais (Drury et al.,
2016).

Vaisiaus invaziné prenataliné diagnostika atlickama paimant choriono
gaureliy méginj, vykdant amniocentezg (amniotinio skyscio Igsteliy tyrima)

51



ar kordocentezg (virkstelés kraujo tyrimg) (Tsaliki et al.,, 2012). Taciau
invaziniai metodai turi iki 1-2 % persileidimo, kaip tyrimo komplikacijos,
tikimybe (Mujezinovic ir Alfirevic, 2007). Todél pageidautina atlikti tikslius
ir saugius neinvazinius prenatalinius tyrimus (NIPT), kuriems buvo pasitilyta
panaudoti cfDNR analize.

Plataus cfDNR pritaikymo NIPT galimybe atvéré jrodymas, kad motinos
plazmoje yra aptinkamas visas vaisiaus genomas (Lo et al., 2010). NIPT
pasizymi keliais svarbiais privalumais. Pirmiausia, tai yra motinai ir vaisiui
saugus, vaisiui neinvazinis tyrimas. NIPT galima vykdyti ankstyvu gestaciniu
periodu, pavyzdziui, vaisiaus lytj galima nustatyti jau nuo 7 néStumo savaités
— zenkliai anksc¢iau nei ultragarsiniu tyrimu (Drury et al., 2016). Be to, cfDNR
pritaikymas NIPT pagerina tradicinio neinvazinio T21 tyrimo pagal kraujo
baltymus ir ultragarsu rodiklius. Duomenys rodo, kad pagal vaisiaus cfDNR
motinos kraujyje Dauno sindromas nustatomas >99 % dazniu tik su <0,5 %
klaidingai teigiamy rezultaty (Taylor-Phillips et al., 2016; Qi et al., 2021).

Vaisiaus kariotipo, pavyzdziui, 21-osios chromosomos trisomijos, NIPT
tyrimai atliekami trimis pagrindiniais genetiniais metodais: atliekant cfDNR
visuming sekoskaita, taikining ar chromosomai specifing sekoskaita arba
sekoskaitg, paremta vieno nukleotido polimorfizmais (VNP):

*  Visuminés sekoskaitos metodu yra jvertinamos kiekvienos
chromosomos DNR seky proporcijos. Nesilaukian¢iy motery su normaliu
kariotipu mazdaug 1,3 % cfDNR fragmenty yra i§ 21-osios chromosomos
(t. y. 21-0ji chromosoma sudaro ~1,3 % zmogaus genomo) (Samura, 2020).
Néstumo metu, jeigu vaisiaus kariotipas yra nepakites, chromosomos DNR
fragmenty proporcija iSlieka tokia pati. Taciau jeigu vaisius turi T21, tada §ios
chromosomos DNR fragmenty kiekis padidéja (zr. 1.22 pav.). Statistiskai
kiekvienai chromosomai suskai¢iuojamas nuskaitymy kiekio standartinis
nuokrypis nuo teorinio dydzio ir priskiriamas z-jvertis. Jeigu 21-osios
chromosomos DNR fragmenty skai¢ius yra daugiau nei trimis standartiniais
nuokrypiais didesnis nei tikimasi, t.y. z-jvertis > 3, tai laikoma didele
trisomijos rizika (Skrzypek ir Hui, 2017).

» Selektyvios sekoskaitos metodu yra praturtinami tik konkreciy
chromosomy DNR fragmentai i§ visy plazmos cfDNR fragmenty, PGR metu
padauginant specifinius unikalius DNR taikinius. Chromosomos trisomijos
rizika jvertinama atsizvelgiant j konkre¢iy chromosomy DNR seky
nuskaitymy kiekj ir vaisiaus ¢cfDNR frakcijg. Kadangi galutiné sekoskaitos
biblioteka yra praturtinta tiriamyjy chromosomy fragmentais, tai leidzia
sumazinti sekoskaitos kaing ir tyrimo trukme (Skrzypek ir Hui, 2017). Taciau
visuminés ir selektyvios sekoskaitos metodai, dar vadinami ,,skaiiavimo*
metodais, yra labai jautris vaisiaus ¢cfDNR frakcijai. Pastarajai esant mazai,
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negalima patikimai nustatyti chromosomy trisomijos, todél NIPT paprastai
atliekamas ne anksc¢iau nei 10 néstumo savaite (Goldwaser ir Klugman, 2018)
ir vaisiaus cfDNR frakcijai esant ne mazesnei nei 4 % (Skrzypek ir Hui, 2017).

* VNP paremtame NIPT analizuojamos dominanciy chromosomy tam tikry
DNR seky vienos baziy poros variacijos, kurios pasireiskia >1 % populiacijos.
Siuo atveju tiriama ne tik i§ motinos plazmos i3skirta cfDNR, turinti motinos
ir vaisiaus DNR misinj, bet ir leukocity DNR — gryna motinos DNR. Vaisiaus
genotipas nustatomas lyginant VNP lokusus plazmos ir leukocity DNR, ir
lyginant stebimy VNP pasiskirstymus (Skrzypek ir Hui, 2017; Samura, 2020).
Tyrimo, paremto VNP, iSskirtinumas tas, kad jame yra atskiriamos motinos ir
vaisiaus DNR (Skrzypek ir Hui, 2017). Taciau $io metodo trikumas, kad jis
negali buti taikomas kai moters plazmoje galima aptikti tre¢io genotipo DNR,
pavyzdziui, atlikus pagalbinj apvaisinimg naudojant donoro kiausialgstes arba
po organo transplantacijos (Goldwaser ir Klugman, 2018).

Motinos kraujo meginys
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GAGAGAGGTTCTTTAGGCTCGAATGCGCTTAAGG cfDNR sekoskaita
TAGCTCCTAGATCTGAATCTCGAGCTTGATCGACCTAAAC

|
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- . - . DNR seky sugretinimas
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21 chromosoma 21 chromosoma
Aneuploidijos néra Aneuploidija

1.22 pav. Vaisiaus 21-osios chromosomos trisomijos detekcija cfDNR
visuminés sekoskaitos biidu. Vaisiaus aneuploidija nustatoma pagal
padidéjusj tiriamosios chromosomos DNR fragmenty kiekj (pagal Drury et
al., 2016).
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1.3.4. Vaisiaus T21 neinvazinis prenatalinis tyrimas pagal epigenetinius
biozymenis

Kadangi visuminéje motinos plazmos ¢cfDNR tik maza dalis yra vaisiaus
DNR, tai kad jg biity lengviau atskirti nuo motinos DNR ir patikimai atlikti
NIPT, vaisiaus cfDNR gali biiti praturtinama. Vienas tokiy buidy — skirtingai
metilinty DNR regiony tarp vaisiaus ir motinos cfDNR tyrimas (Papageorgiou
et al., 2011). Tokie genominiai regionai paprastai nustatomi lyginant motinos
kraujo lasteliy ir placentos genominés DNR (gDNR) metilinimo genolapius.
Taciau placentos biopsijos metu gali biiti paimamos heterogeniskos lasteliy
populiacijos, nes choriono gaureliai yra sudaryti i§ sincitiotrofoblasty,
citotrofoblasty, mezenchiminiy ir endoteliniy lgsteliy (zr. 1.21 pav.) (Hatt et
al., 2015), o tuo tarpu j motinos kraujag DNR patenka tik i$ trofoblasty (Faas
et al,, 2012). Taip pat placentai specifiniai skirtingai metilinti regionai
paprastai identifikuojami lyginant sveiko vaisiaus ir motinos gDNR, ta¢iau
Dauno sindromo atveju yra stebimas pakitgs 21-osios chromosomos
metilinimas (Lee et al., 2016; Yu et al., 2020).
metilintus DNR taikinius jau yra pasitlytos dvi 5SmC analizés metody grupés,
leidziancios vaisiaus cfDNR praturtinimg: imunoissodinimas ir DNR analizé
restrikcijos endonukleazémis (Zr. 1.23 pav.):

* Panaudojant 5SmC specifinius antikiinus pagaunami metilinti cfDNR
fragmentai ir praturtinami vaisiaus specifiniai metilinti DNR lokusai. T21
atveju yra stebimas padidéjes tiriamyjy vaisiaus specifiniy metilinty 21-osios
chromosomos DNR regiony kiekis (Papageorgiou et al., 2011; Tsaliki et al.,
2012). Imunoi$sodinimas yra ekonomiskas T21 tyrimo variantas, nes yra
nuskaitomos ne visos cfDNR sekos, taiau §io metodo efektyvumas ir
tikslumas labai priklauso nuo naudojamy antikiiny specifiSkumo ir tikslaus jy
kiekio parinkimo (Papageorgiou et al., 2014).

* Metilinimui jautrios restrikcijos endonukleazés hidrolizuoja tik
nemetilintas taikinio DNR sekas. Tai leidzia metilinty vaisiui specifiniy
cfDNR seky praturtinima, nes motinos nemetilinta cfDNR yra hidrolizuojama
(Zhang et al., 2019). Taciau metilinimui jautriy REaziy panaudojimui reikia,
kad tiriamasis DNR lokusas turéty fermenty atpazjstama seka, o tai mazina
testavimui  pritaikomy  skirtingai metilinty DNR regiony skaiciy
(Papageorgiou et al., 2011) (pavyzdziui, su R.Hpall taikiniais Zzmogaus DNR
persidengia tik apie 8,6 % genomo CG seky (Schumacher et al., 2006)).
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1.23 pav. Vaisiaus metilinti cfDNR fragmentai i§ motinos kraujo visuminés
cfDNR gali buti praturtinti panaudojant 5SmC specifinius antikiinus ar
metilinimui  jautrias restrikcijos endonukleazes, jomis hidrolizuojant
nemetilintus motinos cfDNR fragmentus.

Tiesa, vaisiaus T21 detekcija taip pat galima 21-osios chromosomos
metilinimo skirtumy tarp vaisiaus ir motinos cfDNR analizei naudojant
bisulfitinés konversijos sekoskaitg (Lun et al., 2013; Jensen et al., 2015).
Taciau Siuo metodu yra nuskaitoma visuminé kraujo plazmos cfDNR ir norint
padidinti T21 detekcijos jautruma, vaisiaus cfDNR praturtinimui reikalingas
kity technologijy pritaikymas (Jensen et al., 2015). Be to, DNR veikimas
natrio bisulfitu sukelia jos degradacija iki 96-99 %, todél tai yra sunkiai
pritaikomas metodas tirti maziems vaisiaus cfDNR kiekiams motinos
plazmoje (Zeng et al., 2019; Zhang et al., 2019).

Apibendrinant, epigenetiniy DNR metilinimo skirtumy tarp vaisiaus ir
motinos DNR analizé gali buti pritaikoma vaisiaus NIPT 21-osios
chromosomos trisomijos detekcijai ir tai turi kelis labai svarbius privalumus.
Visy pirma, tai yra nuo DNR polimorfizmy nepriklausomas tyrimas. Tuo
tarpu genetiniu VNP paremtu testavimu galima analizuoti tik i§ tévo
paveldétus vaisiaus polimorfinius alelius ir tyrimas yra netikslus, kai motina
yra heterozigota pagal tiriamuosius alelius (Poon et al., 2002; Papageorgiou et
al., 2014). Be to, epigenetiniai tyrimai leidzia negausios vaisiaus cfDNR
praturtinimg i§ motinos kraujo plazmos visuminés cfDNR miSinio, taip
padidinant ,.efektyviajg* vaisiaus frakcijg ir todél pakeliant T21 detekcijos
jautruma (Jensen et al., 2015).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai

,,Carl Roth*: CH;COOH, CH3;COONa, EDTA, fenolis:chloroformas:izoamilo
alkoholis (25:24:1), HCI, izopropanolis, NaHCOs, natrio dodecilsulfatas
(NDS), Tris, Tween 20, Zn(OAc),.

,Corning Life Sciences®: fosfatinis buferinis tirpalas (PBS).

,,Glen Research®: DBCO-sulfo-NHS esteris.

,Honeywell“: etanolis.

,,Jena Bioscience‘: UDP-6-N3-Glc.

»Molecular Research Center”: RNR skyrimo tirpalas ,,RNAzol RT*.

»Sigma-Aldrich“: chloroformas, CuBr, DMSO, NaCl, SYBR Green I dazas,
THPTA (tris-hidroksipropiltriazolilmetilaminas).

»Thermo Fisher Scientific*: dATP (100 mM), dNTP misinys (10 mM),
,Dynabeads MyOne Streptavidin C1* magnetinés dalelés (10 mg/ml), MgSO4
(25 mM), , TopVision“ agarozé, ,,DNA Gel Loading Dye“ (6x) DNR
uzneSimo ] agarozés gelj dazas, ,,MassRuler Low Range DNA Ladder DNR
ilgio standartai, atsitiktiniai heksameriniai pradmenys (100 pM), ,,RiboLock*
RNazés slopiklis (40 U/pl), MEM auginimo terpé su nebiitinosiomis
aminortgstimis, Ham’s F12 auginimo terpé, jauCio embrioninis serumas
(FBS), antibiotiky penicilino (10 000 U/ml) ir streptomicino (10 000 pg/ml)
tirpalas, GlutaMAX (200 mM L-alanil-L-glutamino) tirpalas, 0,4 % tripano
mélio tirpalas.

,»IriLink Biotechnologies®: SmdC, ShmdC ir dG nukleozidy standartai.
VU GMC BTI DNR modifikacijos tyrimy skyrius: Ado-6-Nskofaktorius.

2.1.2. Fermentai ir molekulinés biologijos rinkiniai
»Agilent Technologies*: ,,Agilent High Sensitivity DNA Kit®.
»Lexogen™: ,,RiboCop rRNA Depletion Kit",

»Sigma-Aldrich: nukleazé P1.
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»Thermo Fisher Scientific*: restrikcijos endonukleazés Hin6l (10 U/ul) ir
Mspl (10 U/pl) su rekomenduojamu Tango buferiniu tirpalu, T4 DNR ligazé
(5 U/ul) ir Klenow exo- DNR polimerazés fragmentas (5 U/ul) su
rekomenduojamais buferiniais tirpalais, DreamTaq DNR polimeraze (5 U/pl)
ir rekomenduojamas buferinis tirpalas, tikro laiko PGR miSinys ,,Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix“ (2x), DNR metiltransferazé eM.Sssl
(11,3 uM), Proteinazeé K (20 mg/ml), A/T1 RNaziy miSinys, Sarminé fosfataze
FastAP (1 U/ul), T4 B-gliukoziltransferazé (BGT) (5 U/ul), ,,Fast DNA End
Repair Kit“, Pfu DNR polimerazé (2,5 U/ul), ,,Platinum SuperFi PCR Master
Mix*“ (2x) PGR miSinys, ,,Qubit dsDNA HS Assay Kit“, dsDNazé,
»RevertAid atvirkstiné transkriptazé (200 U/ul), ,,.Dynabeads mRNA
Purification Kit“, ,,lon Total RNA-Seq Kit v2%, ,MagMAX Cell-Free DNA
Isolation Kit“, ,,GeneJET Gel Extraction Kit“, ,,GeneJET PCR Purification
Kit*, ,,GeneJET NGS Cleanup kit“, ,MagJET NGS Cleanup and Size-
selection kit®.

~»ZYMO Research™: ,DNA Clean & Concentrator-5“, ,,Oligo Clean &
Concentrator®.

2.1.3. Buferiniai ir kiti tirpalai
Azidinimo: 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 50 mM NaCl, 0,5 mM EDTA
CH3;COONa tirpalas: 3 M CH3COONa, pH 5,2
EB: 10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
Lizés: 200 mM Tris-HCI (pH 8.5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 % NDS
NaHCOs: 0,3 M NaHCO; (pH 9,0)
Nukleazés P1: 100 mM NaOAc (pH 5,5), 10 mM Zn(OAc):

Praplovimo Nr. 1: 15 mM Tris-HCI (pH 7,4), 3 M NaCl, 1,5 mM EDTA,
0,05 % Tween 20

Praplovimo Nr.2: 5 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 M NaCl, 0,5 mM EDTA,
0,05 % Tween 20

2.1.4. DNR oligonukleotidai
Modeliniy DNR fragmenty ruoSimui nuo Zzmogaus ir pelés genominés DNR:

155-dir  5°-TGTGTTACTGTGTGGAAAAGACC
155-rev = 5°-CCACTCCTTATAGTTTGGCTGA
188-dir  5°-GTGTTGGGGTGACTATTATG
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188-rev  5°-GCATCCTGGAGATTGTGGGCAACATCXGG, kur X =

ShmC
Adapteriy sulydymui:
Al 5°-P-GATTGGAAGAGTGGTTCAGCAGGAATGCTGAG
A2 5°-ACACTCTTTCCCTACATGACACTCTTCCAATCT

ODN prijungimui prie azido grupémis zymétos DNR ,,click* reakcijoje:

MOD 5“-CXTTTATATATTTATTGGAGACTGACTACTACCA
GATGTAACA, kur X =T-C2-NH,

Alk-biotin  5°-TXTTTTGTGTGGTTTGGAGACTGACTACCAGATG
TAACA-biotinas, kur X = C8-alkin-T

Alk 5-TXTTTTGTGTGGTTTGGAGACTGACTACCAGATG
TAACA, kur X = C8-alkin-T

TOP-seq naujos DNR grandinés sintezei nuo prijungto ODN:

A35 5*-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAACCACA*C*
A*A, kur * = fosforotioatinés jungtys

TOP-seq biblioteky amplifikavimui:

Ad-A2 5’-CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCACTCTTTCCCT
ACATGAC*A*C*T, kur * = fosforotioatinés jungtys

Ad-ODN  5’-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGNNNN
NNNNNNTGTTCATCTGGTAGTCAGT*C*T*C,
kur * = fosforotioatinés jungtys, N — zinomos skirtingos
barkody sekos jvairiuose oligonukleotiduose (tai leidzia
analizuoti kelis méginius vienoje ,,lon Proton‘ sekoskaitos
gardeléje)

Zmogaus geny raiskos vertinimui:

B2M-dir 5¢-CTCACGTCATCCAGCAGAGAATG
B2M-rev 5¢-TCTTTTTCAGTGGGGGTGAATTCAG
HIF1A-dir 5*-ATCCATGTGACCATGAGGAAATGAGAG
HIF1A-rev 5¢-TCGGCTAGTTAGGGTACACTTCATTC
HIF2A-dir 5¢-CACTGCTTCAGTGCCATGACA
HIF2A-rev 5¢-TGTCCAGGAGGAAGGGACTGT
VEGFA-dir 5-AGGAGGAGGGCAGAATCATCA
VEGFA-rev 5¢-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT
RAB3D-dir 5-GATACGCGGACGACTCCTTC
RAB3D-rev 5*-GGATTCCTGATTGGCGATGTC

CTC-510F12.4-dir 5-GGTCTGTCAAGGCAACACAC
CTC-510F12.4-rev 5-GACGCGATGTGTCTCCAAAC
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UBR4-dir
UBR4-rev
RP5-1126H10.2-dir
RP5-1126H10.2-rev
SOX11-dir
SOX11-rev
AC010729.1-dir
AC010729.1-rev

5¢-TTCCGCTTACCGTTCTTCCC
5¢-CCAGCCTCCCTCTGTGTTAC
5¢-TGACATTGCCAAGCACCCAG
5¢-GCACAAACCTGACAACTCCAC
5¢-CGCCGACGACCTGATGTTC
5-CGAATCCAAATCCTTATCCACCA
5¢-GCTCTAACCTGTGAGGACGG
5¢-CTCCTTCATCCGAAGCACCT

Regioninei uTOP-PGR:

chr2-CG-dir
chr2-CG-1-rev

chr2-CG-2-rev

chrX:31090306-dir
chrX:31090306-rev

chrX:47580815-dir
chrX:47580815-rev

chrX:53283877-dir
chrX:53283877-rev

chrX:133646863-dir
chrX:133646863-rev

5-GAACTCTGGATGGAGGCTGGGCC
5-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAAC
CACACAAAAAAGATGGA
5.-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAAC
CACACAAAAAAGCCTCC
5¢-GGGACAGAGTTGCGGGGCAAGG
5.-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAAC
CACACAAAAAAGGAAGT
5-GATATTGGGCACAGGTAGGAGTAC
5¢-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAAC
CACACAAAAAAGGCCCT
5¢-CCACCACAGGAGCCTCCATATG
5¢-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAAC
CACACAAAAAAGCTGGA
5¢-CATACCATACCAGCTTGTCAGGG
5¢-TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAA
CCACACAAAAAAGATCIT

,rev' pradmenys yra komplementariis prie CG seky prijungtam ODN Alk ir
genominei DNR sekai, esanciai $alia pazymétojo CG (8i dalis pabraukta).

Zmogaus vaisiaus 21-osios chromosomos neinvazinei detekcijai:

29732020-1-dir
29732020-1-rev
29732020-2-dir
29732020-2-rev
33462648-dir
33462648-rev
34672959-dir
34672959-rev
30341466-dir
30341466-rev
46964859-dir
46964859-rev
44084933-dir

5¢-CAACTCCCTACAGCCCCTTG
5¢-AAATTGCATGATTCCCCTGACA
5-ATGACTGGCTTATTTCACTTAGCATC
5-AGTCCTGCTATATGCAACACCTT
5*-GGTATTTACAAAAGTCTGCACCTTAGTC
5-CTGCCAACTTCACCCAGAGT
5*-TAGAAATCTTTAGGAGGTGGTGAATG
5¢-CATGGTGGAAGAGATGGGC
5’-GCAGAGGTTGCAGTGAGCTG
5’-GTCTGGATGCAAAAATCCCTTT
5’-GCTGTCCCTGTGGTTAAGGTC
5’-GCCACCACAACAGCACCA
5’-CCCCATCACCAACTTCACTC
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44084933-rev 5’-GAAACTGAGTCTCTCGCAAGG

2.1.5. Lasteliy linijos

Neuroblastomos Iasteliy linijos:

SK-N-BE(2) (ECACC 95011815), BE(2)-C (ECACC 95011817), BE(2)-M17
(ECACC 95011816), LA-N-1 (ECACC 06041201), LA1-5s (ECACC
06041204) ir LA1-55n (ECACC 06041203).

SK-N-BE(2) ir i§ jy iSvesty BE(2)-C lasteliy modalinis chromosomy skaicius
44, LA-N-1 lasteliy chromosomy skaicius 47-87 (pagal ,,ECACC* lasteliy
banko duomenis). SK-N-BE(2) turi MYCN amplifikacija, p53 CI135F
mutacijg; LA-N-1 turi MYCN amplifikacija, ALK F1174L mutacija, p53
C182stop mutacija (Goldschneider et al., 2006; George et al., 2008; Huang et
al., 2011).

2.1.6. I8grynintos DNR méginiai

VU GMC BTI DNR modifikacijos tyrimy skyrius: pelés embrioniniy
kamieniniy Igsteliy gDNR (J. Licyte).

Tartu universitetiné ligoniné, Estija: besilaukianciy (12-20 néStumo savaiciy)
ir nenésc¢iy motery kraujo plazmos cfDNR; pirmo trimestro savanorisky
aborty choriono gaureliy gDNR; nesilaukian¢iy motery kraujo leukocity
gDNR.

2.2. Metodai
2.2.1. Modeliniy DNR fragmenty ruosimas PGR metodu

PGR buvo naudojami specifiniai modeliniy DNR fragmenty pradmenys
0,5 uM), 02mM dNTP, 2,5U DreamTaqg DNR polimerazés,
rekomenduojamas buferinis tirpalas su 2 mM MgCl, ir pelés arba Zzmogaus
genominé DNR kaip matrica. Nuo pelés gDNR paruostas 188 bp DNR
fragmentas su 188-dir ir 188-rev pradmenimis. Nuo zmogaus gDNR 155 bp
DNR fragmentas gautas naudojant 155-dir ir 155-rev pradmenis. Reakcija
vykdyta ,,Labcycler” (,,SensoQuest”) termocikleryje, programa sudaryta i$
95 °C 2 min pradinés denatiiracijos, 30 cikly 95 °C 1 min, 53-55 °C 1 min ir
72 °C 30 s, 72 °C 2 min galutinio ilginimo etapo. DNR fragmentai buvo
gryninami su ,,GeneJET PCR Purification Kit“ arba i§ agarozés gelio
naudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit* pagal gamintojo rekomendacijas.
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2.2.2. Modeliniy DNR fragmenty ShmC glikozilinimas

30-500 ng DNR fragmenty buvo inkubuojama 20-50 pl reakcijos miSinyje
gamintojo rekomenduojamame Epi buferiniame tirpale su 1x UDP-Glc arba
50 uM UDP-6-N3-Gl¢ kofaktoriumi ir 2,5-5U T4 BGT 1 val. 37°C
temperatiiroje, paskui fermentas inaktyvintas pakaitinus 20 min 65 °C temp.
DNR fragmentai i reakcijos miSinio iSgryninti su ,,DNA Clean &
Concentrator-5 rinkiniu.

2.2.3. Modeliniy DNR fragmenty hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

Paruostas 15 pl reakcijos miSinys su 5-15 ng DNR fragmenty ir 5 U
restrikcijos endonukleazés Hin6l arba Mspl gamintojo rekomenduojamame
Tango buferiniame tirpale. Reakcija vykdyta 1 val. 37 °C temperatiiroje,
fermentas inaktyvintas temperatiirg pakélus iki 65 °C (Hin6I) ar 80 °C (Mspl)
20 min.

2.2.4. ODN jungimas prie modeliniy DNR fragmenty

ODN prijungimo 20 ul reakcijose buvo naudojama 100-500 ng glikozilinty
modeliniy DNR fragmenty.

Cu(I) katalizuojamos ,,click® reakcijos misinj sudaré¢ 20 uM Alk, 8 mM
CuBr: 24 mM THPTA miSinys, 50 % DMSO. Po 20 min inkubacijos 45 °C
temperatiiroje, DMSO, esantis reakcijos miSinyje, buvo skiedziamas iki
<1,5% ir DNR gryninta ,,GeneJET NGS Cleanup kit rinkiniu pagal
gamintojo nurodyta A protokola.

Bevarinéje ,,click reakcijoje buvo naudotas DBCO grupe turintis ODN —
DBCO-MOD. Jis gautas 10 pM MOD oligonukleotido inkubuojant 2 val.
kambario temperatiiroje 20 pl reakcijos miSinyje su 150 mM NaHCO; ir
1 mM DBCO-sulfo-NHS esterio. DBCO-MOD isgrynintas naudojant ,,Oligo
Clean & Concentrator rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. Bevarinés
»click® reakcijos miSinj sudaré 10 uM DBCO-MOD, 25 % DMSO. Atlikus
inkubacija 2 val. arba per naktj 42 °C temperatiiroje, DMSO, esantis reakcijos
misinyje, buvo skiedziamas iki < 1,5 % ir DNR gryninama ,,GeneJET NGS
Cleanup kit rinkiniu pagal gamintojo nurodytg A protokolg.

2.2.5. Adapteriy sulydymas

I reakcijos miSinj su azidinimo buferiniu tirpalu lygiais moliniais kiekiais
iki 45 uM koncentracijos buvo jdedami viengrandiniai DNR oligonukleotidai
Al ir A2. Méginys pakaitintas 3 min 85 °C temperatiiroje, toliau temperatiira
buvo laipsniSkai mazinama po 0,01°C/s iki 16°C ,Labcycler
termocikleryje.
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2.2.6. Pelés ESC gDNR hmTOP-seq biblioteky ruoSimas

Peles ESC gDNR buvo suardyta ultragarsu ,M220 Focused-
ultrasonicator* (,,Covaris*) aparatu EB buferiniame tirpale iki ~200 bp ilgio
fragmenty pagal gamintojo rekomendacijas. Su fragmentuota gDNR buvo
atlikti hmTOP-seq metodikos etapai:

1) 5, 50 ir 500 ng fragmentuotos gDNR 5hmC glikozilinimas buvo vykdomas
50 pl reakcijos misinyje su 50 uM UDP-6-N3-Glc kofaktoriumi ir 5 U BGT
2 val. 37 °C temperattiroje. Paskui fermentas inaktyvintas pakaitinus 20 min
65 °C temp. ir DNR iSgryninta naudojant ,,GeneJET PCR Purification kit*
rinkinj.

2) DNR fragmenty galai buvo paverciami bukais naudojant ,,DNA End Repair
Kit* rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas, o po reakcijos DNR gryninama
su ,,GeneJET PCR Purification kit“. Toliau DNR fragmenty 3¢ galai buvo
adenilinami 60 pl reakcijos miSinyje su 10 U Klenow exo- DNR polimerazés
ir 0,5 mM dATP 37 °C temperatiroje 45 min, fermenta inaktyvinant
pakaitinus 75 °C temp. 15 min, DNR i$gryninta ,,DNA Clean & Concentrator-
5% rinkiniu. Dalinai komplementariis adapteriai A1/A2 prijungti 30 pl
reakcijos miSinyje naudojant 4,5 uM A1/A2 ir 15U T4 DNR ligazés,
inkubuojama 22 °C temp. per naktj. Kita dieng buvo atlickamas fermento
inaktyvinimas 65 °C temp. 10 min ir DNR gryninta su ,,DNA Clean &
Concentrator-5* rinkiniu.

3) Toliau buvo vykdoma ,,click” reakcija ODN su biotinu prijungimui. 20 pl
reakcijos miSinj sudaré 20 pM Alk-biotin, 8 mM CuBr: 24 mM THPTA
misinys, 50 % DMSO. Po 20 min inkubacijos 45 °C temperatiiroje, DMSO,
esantis reakcijos misinyje, buvo skiedziamas iki < 1,5 % ir DNR gryninta
,GeneJET NGS Cleanup kit rinkiniu pagal gamintojo nurodyta A protokola.
4) Biotinilinta DNR praturtinta su 0,1 mg ,Dynabeads MyOne ClI
Streptavidin® magnetinémis dalelémis 40 pl EB buferiniame tirpale su 1 M
NaCl, inkubuojant ant ,,Biosan* purtyklélés 3 val. kambario temperatiiroje.
Toliau magnetinés dalelés buvo plaunamos po du kartus su praplovimo
buferiu Nr. 1 ir Nr. 2, vieng kartg su 100 mM NacCl ir galiausiai suspenduotos
vandenyje ir pakaitintos 5 min 95 °C temperatiiroje streptavidino
denatiiracijai. Po kaitinimo buvo pasiliekamas supernatantas su jame esancia
praturtinta DNR.

5) Praturtinta biotinilinta DNR naudota naujos DNR grandinés sintezés 30 pl
reakcijoje, papildytoje 02mM dNTP, 0,5uM A35 pradmens,
komplementaraus prijungtam ODN, 1,5U Pfu DNR polimerazés
rekomenduojamame buferyje ir papildomai jpilant 1 mM MgSOs. DNR
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sintezés programa sudaryta i§ 95 °C 2 min pradinés denaturacijos, 5 cikly
95 °C 1 min, 65 °C 10 min, 72 °C 10 min.

6) Patikrinus DNR amplifikacijos efektyvuma (zr. 2.2.7. skyrelj), DNR
pagausinimas 100 pl tiiryje vykdytas su 22 pl ankstesnés reakcijos (5 etapo)
misinio, ,,Platinum SuperFi PCR Master Mix* PGR miSiniu, 0,5 uM Ad-ODN
ir Ad-A2 pradmeny ,ProFlex“ (,,Thermo Fisher Scientific*) aparate.
Amplifikavimo programa sudaryta i§ 94 °C 4 min pradinés denattiracijos, 12
(naudojant 50 ir 500 ng pradinés gDNR) ar 15 (naudojant 5 ng pradinés
gDNR) cikly 95 °C 1 min, 60 °C 1 min, 72 °C 1 min. Po amplifikavimo buvo
atrenkami ~300 bp ilgio DNR fragmentai su ,,MagJET NGS Cleanup and
Size-selection kit“ rinkiniu. Galutiniy DNR biblioteky kiekis ir kokybé buvo
jvertinami su ,,Agilent 2100 Bioanalyzer (,,Agilent Technologies®) ir tikro
laiko PGR. Bibliotekos buvo nuskaitytos su ,,Jon Proton“ (,,Thermo Fisher
Scientific*) sekoskaitos sistema.

2.2.7. TOP-seq biblioteky amplifikavimo efektyvumo vertinimas

TOP-seq biblioteky amplifikavimg stebéjome tikro laiko PGR sistema. Tai
leido tarpusavyje palyginti kontrolinius (be DNR Zyméjimo) ir tikslinius
méginius bei pasirinkti tokj DNR pagausinimo cikly skai¢iy, kad DNR
amplifikavimas vykty eksponentinéje fazéje. 5,5 pl naujos DNR grandinés
sintezés reakcijos misinio (Zr. 2.2.6. skyrelj, 5 etapa) naudoti 50 pl reakcijos
turyje, sudarytame i$ ,,Platinum SuperFi PCR Master Mix*“ PGR miSinio,
0,5 uM Ad-ODN ir Ad-A2 pradmeny bei 0,08x SYBR Green I dazo. DNR
amplifikavimas vykdytas ,,Rotor-Gene Q“ (,,Qiagen*) aparate, programa
sudaryta i§ 95 °C 5 min pradinés denatiiracijos, 25 cikly 95 °C 60 s, 60 °C
60 s, 72 °C 60 s. Rezultatai apdoroti programine jranga ,,Rotor-Gene 6000
Series 1.7 (,,Corbett Life Science®).

2.2.8. Neuroblastomos lasteliy kultivavimas

NB lasteliy linijjos buvo auginamos MEM su nebiitinosiomis
aminortgstimis ir Ham’s F12 terpiy 1:1 miSinyje, papildytame 1x GlutaMAX,
penicilinu (100 U/ml), streptomicinu (100 pg/ml) ir 15 % jaucio embrioniniu
serumu (FBS) (SK-N-BE(2)), 15 % kars¢iu inaktyvintu FBS (BE(2)-C ir
BE(2)-M17) arba 10% FBS (LA-N-1, LA1-5s ir LAl1-55n) 37°C
temperatiroje, atmosferoje palaikant 5% CO, ,NuAire* inkubatoriuje.
Hipoksinémis salygomis lastelés buvo auginamos atmosferoje palaikant 1 %
0, ir 5 % CO;(naudotas ,,Binder inkubatorius, dr. A. Kanopkos grupéje, VU
GMC BTI Imunologijos ir lgstelés biologijos skyriuje). Rutininiam auginimui
perséjant lasteles, jos buvo praplaunamos su PBS, uzpilamos 0,25-0,5 %
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tripsino tirpalu, kelias minutes palaikomos 37 °C temperatiiroje, véliau
tripsino inaktyvinimui uZpilamos auginimo terpe su FBS, nusodinamos
centrifuguojant 1000 rpm grei¢iu. Lastelés buvo skaiiuojamos su
hemacitometru, negyvos lastelés stebétos nudazius su tripano méliu.

2.2.9. NB genominés DNR skyrimas

NB lIgstelés, augintos 25 cm® indelyje, uzpiltos 5 ml lizés buferio su
0,2 mg/ml Proteinazés K ir inkubuotos 55 °C temperatiiroje 2-4 val. Baltymai
pasalinti uzpilant lygy turj fenolio:chloroformo:izoamilo alkoholio misinio,
nucentrifuguota 16 000 g, virSutiné vandeniné fazé¢ perkelta | nauja
mégintuvélj. Tai kartota 2-3 kartus, toliau praplauta 2 kartus su chloroformu.
Nukleoriigstys buvo i$sodinamos jpylus 1/10 tiirio 3 M CH3COONa ir lygy
tiir] izopropanolio, Saldoma skystame azote 5 min arba -20 °C temperatiiroje
per naktj, centrifuguojama 20 000 g 4 °C temperatiiroje. Nuosédos buvo
praplautos su 75 % EtOH, i§dziovintos ir istirpintos EB buferiniame tirpale.
RNR pasalinimui buvo jpilama 1/100 tario A/T1 RNaziy miSinio,
inkubuojama 50 °C temperatiroje 1-2 val. RNazé pasalinta pakartojus
plovimus su fenoliu, chloroformu. ISgrynintos DNR kokybé jvertinta
elektroforetiskai  agarozés gelyje. DNR  koncentracija  nustatyta
spektrofotometriskai su ,,NanoDrop 2000* (,,Thermo Fisher Scientific*) arba
fluorescenciniu budu su ,,Qubit fluorometer (,,Thermo Fisher Scientific®)
aparatu.

2.2.10. gDNR kiekybiné analiz¢ didelio nasumo skys¢iy chromatografijos-
tandeminés masiy spektrometrijos (HPLC-MS/MS) metodu

1 ug NB gDNR, 500 ng kraujo leukocity gDNR arba 100-500 ng choriono
gaureliy gDNR buvo hidrolizuojama su 0,5 U nukleazés P1 42 ul reakcijos
miSinyje 2 val. 55°C temperatiiroje. Tada nukleotidy defosforilinimui
reakcijos misinys buvo papildomas 1 U FastAP fosfatazés ir inkubuojamas
37 °C temperatiiroje per naktj. Méginiai HPLC-MS/MS sistema buvo praleisti
A. Rukseénaités (VU GMC BTI DNR modifikacijos tyrimy skyrius). Méginiy
kalibravimui naudoti 5mdC, 5ShmdC, dG nukleozidy standartai. Duomeny
analize atlikta ,,MassHunter* (,,Agilent Technologies*) programine jranga.

2.2.11. NB Iasteliy gDNR hmTOP-seq biblioteky ruosimas

800-1000 ng ardytos NB Iasteliy gDNR ShmC glikozilinimas buvo atliktas
100 pul reakcijos misinyje su 50 uM UDP-6-N3-Glc kofaktoriumi ir 10 U BGT.
DNR bibliotekos buvo amplifikuotos 12 cikly. Visos kitos biblioteky ruo§imo
reakcijos atliktos taip kaip aprasyta 2.2.6. skyrelyje.
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2.2.12. NB lasteliy gDNR uTOP-seq biblioteky ruosimas

500 ng ardytos NB lasteliy gDNR buvo inkubuota 30 pl azidinimo
buferiniame tirpale su 200 uM Ado-6-Nskofaktoriaus ir 0,5 uM eM.SssI 1 val.
30 °C temperatiiroje. Paskui fermentas inaktyvintas pakaitinus 20 min 65 °C
temp., hidrolizuotas su 0,2 mg/ml Proteinazés K 30 min 55 °C temperatiiroje
ir DNR iSgryninta naudojant ,,DNA Clean & Concentrator-5* rinkinj. DNR
bibliotekos buvo amplifikuotos 11 cikly. Visi kiti biblioteky ruosimo etapai
atlikti taip kaip aprasyta 2.2.6. skyrelyje.

2.2.13. Visuminés RNR skyrimas

Visuminés RNR skyrimui NB lgstelés po 72 val. auginimo normoksijos
arba hipoksijos salygomis buvo uZpilamos ,,RNAzol RT* tirpalu tiesiai
auginimo indeliuose ir RNR skiriama pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.14. Kopijinés DNR (kDNR) sintezé

Siekiant iSvengti DNR tarSos, 1,5-2 pg visuminés RNR buvo paveikiama
su dsDNaze pagal gamintojo rekomendacijas. Toliau kDNR sintezé buvo
atlickama 20 pl reakcijos miSinyje su 1 mM dNTP, 5 pM atsitiktiniy
heksameriniy pradmeny, 20 U ,RiboLock® RNazés slopiklio ir 200 U
»RevertAid* atvirkstinés transkriptazés, inkubuota 10 min 25 °C, 60 min
42 °C, galiausiai inaktyvinta pakaitinus 70 °C temperattiroje 10 min.

2.2.15. DNR kiekiy vertinimai tikro laiko PGR

Modeliniy DNR fragmenty ir kDNR kiekio nustatymas. Tikro laiko PGR
miSiniai paruos$ti naudojant ,,Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix*,
idedant modeliniams DNR fragmentams ar kDNR specifiniy pradmeny iki
0,3 uM koncentracijos. DNR fragmenty hidrolizés reakcijos miSiniai buvo
skiedziami vandeniu 25 karty, kDNR — 10 karty, atlikta po du kiekvieno
méginio pakartojimus. PGR vykdyta ,,Rotor-Gene Q* aparate. Modeliniy
DNR fragmenty analizés programa buvo sudaryta i§ 95 °C 10 min pradinés
denatiracijos, 40 cikly 95 °C 15 s, 60 °C 60 s. kDNR analizés programa
sudaryta i§ 95 °C 10 min pradinés denattiracijos, 40 cikly 95 °C 15 s, 60 °C
30 s, 72 °C 30 s. Rezultatai apdoroti programine jranga ,,Rotor-Gene 6000
Series 1.7°. Santykiné tiriamyjy iRNR ir 3‘nkRNR raiska buvo nustatoma ACt
metodu, lyginant su kontrolinio B2M geno raiska (Ct — ciklo numeris, kai
pasiekiama slenkstiné fluorescencijos verte).

TOP-seq biblioteky kiekybinis vertinimas. Galutinés paruostos TOP-seq
bibliotekos buvo skiedziamos 5-50 karty ir jpilamos j reakcijos miSinj su
»~Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix* ir 0,3 puM koncentracijos
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A35 ir Ad-A2 DNR oligonukleotidais. DNR analizés programa sudaryta i$
95 °C 10 min pradinés denatiiracijos, 40 cikly 95 °C 15 s, 60 °C 60 s. DNR
kiekis nustatytas pagal kalibracing, supilstomg i§ anksCiau sékmingai
sekoskaitos biidu iSanalizuotos TOP-seq DNR bibliotekos.

2.2.16. RNR sekoskaitos biblioteky ruoSimas

iRNR (turinti poli-A uodega) buvo skiriama i§ 5 ug visuminés NB lasteliy
RNR naudojant ,,Dynabeads mRNA Purification Kit“ magnetines daleles,
turin¢ias oligo-(dT),s nukleotidus. Toliau RNR papildomai buvo valoma nuo
rRNR tarSos su ,,RiboCop rRNA Depletion Kit* rinkiniu. ISgryninta RNR
buvo naudojama RNR biblioteky ruosimui su ,,Jon Total RNA-Seq Kit v2*
rinkiniu, bibliotekos nuskaitytos su ,,Jlon Proton“ sekoskaitos sistema. Visi
paminéti rinkiniai buvo naudojami pagal pateiktas gamintojo rekomendacijas.

2.2.17. Zaizdos gijimo testas

NB lastelés buvo auginamos 24 Sulinéliy ploksteléje. Susiformavus lasteliy
monosluoksniui, jame buvo padaromas jbrézimas (Zaizda) su steriliu 200 pl
plastikiniu pipetés antgaliu, lastelés atsargiai praplaunamos ir uzpilamos
auginimo terpe su 1 % FBS. Lastelés buvo fotografuojamos su ,,Primovert*
(,,Zeiss*) mikroskopu i§ karto po zaizdos padarymo (0 val.) ir pragjus 24 bei
48 valandoms. Zaizdos plotas buvo pamatuotas naudojantis ,,ImageJ* (NIH)
programa.

2.2.18. cfDNR uTOP-seq ir hmTOP-seq biblioteky ruoSimas

cfDNR bibliotekos ruostos taip, kaip aprasyta 2.2.6. ir 2.2.12. skyreliuose,
esant Siems pakeitimams:
1) uTOP-seq: 4-10 ng cfDNR buvo inkubuota su 0,11 uM eM.Sssl.
hmTOP-seq: 5-10 ng cfDNR 5hmC glikozilinimas buvo atliktas reakcijos
misinyje su 2,5-5 U T4 BGT.
2) Adapteriy prijungimo reakcijose naudota 5 U Klenow exo- DNR
polimerazés ir 5 U T4 DNR ligazés.
3-4) uTOP-seq atveju buvo naudotas nebiotinilintas ODN Alk ir DNR
praturtinimo zingsnis nebuvo vykdomas.
5) Naujos DNR grandinés sintezé vykdyta 20 pl reakcijos misinyje su 1 U Pfu
DNR polimerazés.
6) DNR pagausinimas buvo vykdomas su visu ankstesnés reakcijos miSiniu.
DNR bibliotekos buvo amplifikuotos 15 cikly (UTOP-seq atveju) arba 17 cikly
(hmTOP-seq atveju). Po amplifikavimo buvo atrenkami ~270 bp ilgio DNR
fragmentai su ,,MagJET NGS Cleanup and Size-selection kit rinkiniu.
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2.2.19. Regioniné uTOP-PGR

1) Pirmiausiai tiriamoji DNR buvo kovalentiskai pazymima azido grupémis
nemodifikuotose uCG sekose.

100-300 ng NB lasteliy, kraujo leukocity gDNR ar placentos choriono
gaureliy gDNR buvo inkubuota azidinimo buferiniame tirpale su 200 uM
Ado-6-N3 kofaktoriaus ir eM.Sssl dukartiniu pertekliumi prie§ genomo CG
sekas ([CG]:[eM.SssI] =[1]:[2]) 1 val. 30 °C temperatiiroje. Paskui fermentas
inaktyvintas pakaitinus 20 min 65 °C temp., hidrolizuotas su 0,2 mg/ml
Proteinazés K 30 min 55 °C temperatiiroje ir DNR i$gryninta naudojant ,,DNA
Clean & Concentrator-5* arba ,,GeneJET PCR purification kit rinkinj.

6-30 ng kraujo plazmos cfDNR buvo inkubuota azidinimo buferiniame tirpale
su 200 uM Ado-6-N3 kofaktoriaus ir 0,11 uM eM.Sssl. Po reakcijos cfDNR
buvo iSgryninta su ,,0ligo Clean & Concentrator* rinkiniu.

2) Visa azidinta DNR buvo naudota ,,click® reakcijoje ODN Alk prijungimui
kaip tai aprasyta 2.2.6. skyrelyje, 3 etape. Po reakcijos gDNR gryninta
,GeneJET NGS Cleanup kit rinkiniu, o ¢cfDNR — ,, MagMAX Cell-Free DNA
Isolation Kit“ rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas.

3) 1-3 ng gDNR ir ¢fDNR (ar jy miSiniy) po ODN prijungimo buvo
pagausinama 20 pl reakcijos misinyje su ,,Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix*“ ir 0,5 uM pradmeny, specifiniy pasirinktiems gDNR regionams
ir prijungtam ODN. PGR vykdyta ,,Rotor-Gene Q‘ aparate, programa buvo
sudaryta i§ 95 °C 10 min pradinés denatiiracijos, 40 cikly 95 °C 15 s, 65 °C
30 s, 72 °C 30 s. Programine jranga ,,Rotor-Gene 6000 Series 1.7 jvertintas
kiekvieno méginio Ct.

2.2.20. Vaisiaus kariotipo nustatymas kiekybinés PGR analize,
panaudojant TOP-seq bibliotekas

0,5 ng galutinés cfDNR TOP-seq bibliotekos, paruostos pagal 2.2.18.
skyrelj, buvo naudojama 20 pl reakcijos miSinyje su ,Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix“ ir 0,5 uM koncentracijos pradmeny,
specifiniy pasirinktiems gDNR regionams, esantiems $alia tiriamyjy uCG ir
ShmCG seky. PGR vykdyta ,,Rotor-Gene Q“ aparate, programa sudaryta i$
95 °C 10 min pradinés denattiracijos, 40 cikly 95 °C 15 s, 60 °C 60 s.
Programine jranga ,,Rotor-Gene 6000 Series 1.7 jvertintas kiekvieno méginio
Ct. ] 3.40 pav. jtraukti tik tie méginiai, kuriy PGR slenkstiné ciklo verté buvo
<34.
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2.2.21. Bioinformatiné analizé

Pelés ESC ir NB lasteliy gDNR TOP-seq bei NB RNR sekoskaitos
biblioteky bioinformating analiz¢ atliko dr. J. Gordevicius ir dr. P. Gibas.
Choriono gaureliy gDNR ir kraujo plazmos cfDNR TOP-seq biblioteky
analizg atliko dr. J. Gordevicius, dr. P. Gibas ir K. Kvederavidiiiteé.

Aukstos kokybés ir pakankamo ilgio TOP-seq sekoskaitos nuskaitymai
buvo prilyginti pelés mm10 arba zmogaus hgl9 genomams ir atrinkti tik
aukstus sugretinimo jvercius turintys DNR fragmentai (pagal Stasevskij et al.,
2017). Prie§ tolimesng duomeny analize buvo atliktas PGR dublikaty
Salinimas: i§ prilyginty DNR fragmenty, turin€iy tokia pacia pradzios
koordinate ir esanciy tokio paties ilgio, palikta tik viena jy kopija. ShmCG
padengimas paskai¢iuotas naudojant nuskaitymus, kurie prasidéjo iki 3/4 nt
atstumu nuo CG, o 5hmCH - tiksliai nuo CH sekos. NB skirtingo
hidroksimetilinimo genai surasti tikrinant t-testu pagal geno CG seky
h-density jvercius, kai q < 0,05 (q — tai pagal FDR (angl. false discovery rate)
koreguota p verté).

Neapdoroti NB RNR sekoskaitos duomenys buvo prilyginti zmogaus hg19
genomui ir kvantifikuoti, naudojant ,,STAR® programa. Analizei atrinkti
genai, turintys bent 5 nuskaitymus, duomenys normalizuoti virSutinio
kvartilio metodu, paskaiCiuoti log2 transformuoti RPKM (angl. reads per
kilobase per million reads mapped) jverciai. Skirtingos raiSkos genai surasti
pagal log2 transformuotos raiskos pokytj > 0,5, kai q < 0,05.

Genomy sekos, CG saly ir replikacijos laiko regiony (SK-N-SH)
duomenys atsiysti i§ ,,UCSC* genomo narSyklés. Referentiniy geny rinkiniai
atsiysti i§ ,,GENCODE* duomeny bazés (Frankish et al., 2019). CG saly
krantai apibudinti kaip 2 kb ilgio regionai aplink CG salas, tarpgeniniai
regionai — regionai, esantys 50 kb atstumu nuo baltymus koduojanciy geny.
Pelés ESC histony modifikacijy ir pelés ESC RNR sekoskaitos duomenys
naudoti i§ ,,ENCODE® duomeny bazés (Davis et al., 2018). HIF1, HIF2
jungimosi regiony duomenys naudoti i§ Schodel et al., 2011. NB Iasteléms
(SK-N-SH) specifiniai stiprikliai paimti i§ Gao et al., 2016, ADRN ir MES
tipams specifiniai super-stiprikliai — i§ van Groningen et al., 2017.

Autoré atliko funkcing geny praturtinimo analizg, naudojant GO (angl.
gene ontology) geny rinkinius su ,,GOrilla* jrankiu (Eden et al., 2009) bei
,Hallmark geny rinkinius i§ ,,MSigDB“ duomeny bazés (Subramanian et al.,
2005; Liberzon et al., 2015). NB GO analizéje kaip palyginamasis geny
sgrasas buvo naudoti visi zmogaus baltymus koduojantys genai.
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3. REZULTATAI

3.1. hmTOP-seq metodo kiirimas, validavimas ir jvertinimas pelés
embrioniniy kamieniniy lasteliy viso genomo ShmC analizéje

Anksc¢iau miisy tyréjy grupé sékmingai sukiiré bisulfitinés konversijos
nenaudojantj uTOP-seq (angl. unmodified CG-specific tethered
oligonucleotide-primed sequencing) metoda, leidziantj didele skiriamaja geba
analizuoti nemodifikuotas CG sekas (StaSevskij et al., 2017). Todél dabar
noréjome panaudoti sukauptas Zinias ir DNR zZyméjimu paremtos sekoskaitos
technologija pritaikyti naujo metodo, skirto ShmC genolapiy sudarymui
vienos bazés tikslumu, sukiirimui.

3.1.1. hmTOP-seq metodo kiirimas

Anksc¢iau sukurtame uTOP-seq metode prie azido grupe pazyméty
nemodifikuoty CG seky ,click reakcijos metu yra prijungiamas
oligodeoksiribonukleotidas (ODN), kuriam komplementaraus pradmens
panaudojimas leidzia vykdyti naujos DNR grandinés sintez¢ nuo zyméto C
(zr. 1.14 pav.). Sig strategija — DNR sinteze, inicijuojama nuo prijungto ODN,
TOP (angl. tethered oligonucleotide-priming) — noré¢jome panaudoti ir ShmC
specifiniam analizés metodui hmTOP-seq (angl. ShmC-specific TOP-seq).
Todél pirmiausiai reikéjo pasirinkti biida, kaip kovalentiskai pazyméti ShmC
ir prie jo prijungti DNR oligonukleotida.

3.1.1.1. 5hmC zyme¢jimas

Kovalentinis ShmC Zymé¢jimas buvo isbandytas dviem biidais (zr. 3.1
pav.). Pirmasis galimas variantas yra paremtas netipine bakterinés
metiltransferazés SssI mutanto su praplésta kofaktoriaus suriSimo kiSene
reakcija — ShmC, esan¢iy CG sekose, modifikavimu alifatiniais tioliais
(Liutkeviciate et al., 2011). Panaudojant cisteaming (2-merkapto-etilaming),
ShmC buvo pazymimas aminogrupe, prie kurios buvo jungiamas ODN,
turintis N-hidroksisukcinimido (NHS) estering grupe (zr. 3.1 pav., a
variantas). Taciau vélesni detaliis tokio ODN prijungimo tyrimai parodé, kad
jis yra mazo efektyvumo — tik ~24 % (Z. StaSevskij duomenys). Taip pat
atlikus TOP DNR sinteze buvo stebéti nespecifiniai amplifikacijos produktai,
susidarantys galimai dél NHS esterio prisijungimo prie DNR baziy
egzocikliniy aminogrupiy.
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3.1 pav. Galimi kovalentinio ShmC zyme¢jimo ir DNR oligonukleotido
jungimo prie jo buidai. Mutantinés bakterinés DNR MTazés Sssl (eM.Sssl)
katalizuojamos reakcijos metu prie ShmC prijungiamas cisteaminas ir véliau
ODN, turintis NHS esterio grupg (NHS-ODN) (a variantas). BGT katalizuoja
S5hmC glikozilinimg, po kurio galimas ODN su terminaline alkino grupe
(alkin-ODN) (b variantas) arba ODN, turin¢io DBCO grupe (DBCO-ODN) (¢
variantas), prijungimas.

Antrasis ShmC kovalentinio Zyméjimo variantas — T4 bakteriofago
B-gliukoziltransferazés (BGT) katalizuojamas ShmC  glikozilinimas,
reakcijoje  naudojant  sintetinj uridino  difosfato  6-Ns-gliukozés
(UDP-6-N3-Glc) kofaktoriy, leidziantj ShmC pazyméti azido grupe. Tuomet
toliau ODN gali buti jungiamas prie Ns3- grupés Cu(l) katalizuojamos (Zr. 3.1
pav., b) arba bevarinés azido-alkino cikloprijungimo (,,click*) reakcijos metu
(zr. 3.1 pav., c).

Naudodami modelinj 188 bp ilgio DNR fragmenta, gauta PGR biidu nuo
pelés genominés DNR (gDNR) (zr. 2.2.1. skyrelj), tikrinome BGT
glikozilinimo reakcijos efektyvuma su natiiraliu UDP-Glc ir funkcionalizuotu
UDP-6-N3-Glc kofaktoriumi (zr. 2.2.2.). 188 bp DNR fragmentas turi tik
vieng ShmC modifikacijg (jvedamg PGR pradmens cheminés sintezés metu)
restrikcijos endonukleazés Mspl atpazjstamoje CCGG sekoje. R.Mspl geba
hidrolizuoti DNR, kai jos taikinio sekoje yra ShmC (C*"5hmCGGQG), taciau
nehidrolizuoja DNR fragmento, jei ShmC yra glikozilintas (zr. 3.2 A pav.).
Tikro laiko PGR metodu buvo stebétas nehidrolizuoto, t.y. glikozilinto,
188 bp DNR fragmento kiekis (zr. 2.2.3., 2.2.15.). Tyrimo rezultatai parode¢,
kad ShmC yra labai efektyviai glikozilinamas net naudojant sintetinji UDP-6-
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Ni3-Glc kofaktoriy su azidinta gliukoze — po poveikio R.Mspl lieka ~89,3 %
nehidrolizuoty glikozilinty DNR fragmenty (zr. 3.2 B pav.).
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3.2 pav. ShmC glikozilinimo efektyvumo tikrinimas. A) R.Mspl pasizymi
skirtingu jautrumu ShmC ir Glc-5hmC atpazjstamoje DNR sekoje. ShmC
glikozilinimg vykdo T4 BGT fermentas. B) 188 bp modelinio DNR fragmento
5hmC glikozilinimo vertinimas, stebint R.Mspl nehidrolizuotos DNR kiekius
tikro laiko PGR sistema. Glikozilinimo reakcijoje naudojamas gamtinis UDP-
Glc arba funkcionalizuotas UDP-6-N3-Glc kofaktorius.

3.1.1.2. ODN konjugavimas panaudojant azido-alkino cikloprijungimo
reakcija

Toliau tikrinome, kuris ,,click* reakcijos variantas yra efektyvesnis DNR
oligonukleotido jungimui prie azido grupe zyméto ShmC - Cu(l)
katalizuojama reakcija ar tokia, kuriai vario jony katalizé néra reikalinga.
Tyrimams naudojome 155 bp modelinj DNR fragmentg, gauta PGR btidu nuo
zmogaus gDNR, ir turintj vieng bakterinés DNR metiltransferazés Hhal
atpazjstamg GCGC seka. Reakcijos miSinyje esant formaldehidui M.Hhal
geba hidroksimetilinti vidinius GCGC seky citozinus abiejose modelinio
al., 2009). ShmC susidarymas buvo patikrintas R.Hin6I hidrolizés reakcijos
metu — tik nemodifikuota G"CGC seka yra hidrolizuojama, o jos
hidroksimetilinimas slopina DNR hidrolize¢ (Zr. 3.3 A pav.). Tikro laiko PGR
metodu stebint nehidrolizuoto 155 bp DNR fragmento kiekj buvo jvertinta,
kad M.Hhal geba hidroksimetilinti ~86,2 % DNR fragmenty (zr. 3.3 B pav.).
Svarbu paminéti, kad 155 bp DNR fragmentas buvo netinkamas ShmC
glikozilinimo reakcijos efektyvumo vertinimui (tam naudotas 188 bp DNR
fragmentas, Zr. 3.2 pav.), nes R.Hin6I hidrolizuoja tik visiskai nemodifikuota
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atpazinimo sekg ir néra tokio izoSizomero, kuris bity nejautrus sekos

hidroksimetilinimui.
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3.3 pav. DNR hidroksimetilinimo efektyvumo tikrinimas. A) R.Hin6l
hidrolizuoja  nemodifikuota  atpazjstama DNR seka, taCiau ja
hidroksimetilinus su bakterine DNR metiltransferaze Hhal, reakcijos misinyje
esant formaldehido (FA), REazé hidrolizés nebevykdo. B) 155 bp modelinio
DNR fragmento hidroksimetilinimo (reakcijoje naudojant FA ir M.Hhal)
vertinimas, stebint R.Hin6l nehidrolizuotos DNR kiekius tikro laiko PGR
sistema.

Hidroksimetilinta 155 bp DNR fragmenta pazyméjus azidinta gliukoze,
toliau buvo vykdomas DNR oligonukleotido, turinio terminaline¢ alkino
grupe, prijungimas Cu’ jony katalizuojamos ,.click reakcijos metu (Zr. 3.1
pav., b variantas; 2.2.4.). Prie DNR fragmento prijungus ODN pakinta jo
elektroforetinis judrumas, todél ,,click” reakcijos produktus galima stebéti
agarozes gelyje arba ,,Agilent Bioanalyzer elektroforezés sistema. Pastaruoju
budu kiekybiskai jvertinome, kad Cu(I) katalizuojamo DNR oligonukleotido,
turin¢io terminaling alkino grupe, prijungimo efektyvumas siekia iki 77 % (Zr.
3.4 pav.). Tai yra labai aukStas efektyvumas, atsizvelgiant j tai, kad
Simtaprocentinio prijungimo stebéti negalime dél nepilnai vykstanc¢iy DNR
fragmento hidroksimetilinimo (3.3 B pav.) ir glikozilinimo (3.2 B pav.)
reakcijy.

Taip pat prie glikozilinto 155 bp DNR fragmento iSbandéme DNR
oligonukleotido, turin¢io dibenzociklooktino (DBCO) grupg, prijungima (Zr.
3.1 pav., ¢ variantas; 2.2.4.). DBCO jtemptame ciklooktino ziede yra alkino
grupé, kuri yra pakankamai reaktyvi ir Siuo atveju azido-alkino
cikloprijungimo reakcija vyksta be katalizatoriaus. Taciau mes stebé&jome tik
iki 3 % siekianti DBCO-ODN prijungimg prie azido grupe Zyméto
hidroksimetilinto DNR fragmento, todél toliau hmTOP-seq metode
pasirinkome naudoti ODN, turintj terminaling alkino grupe.
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3.4 pav. ,,Click® reakcijos efektyvumo elektroforetinis vertinimas ,,Agilent
Bioanalyzer sistema. Mélyna — glikozilintas 155 bp DNR fragmentas pries$
ODN prijungima, raudona — po ODN prijungimo. Stebimas pradinis 155 bp
DNR fragmentas (a) bei ,,click™ reakcijos produktai, ODN prisijungus vienoje
(b) arba abiejose (c¢) modelinio DNR fragmento grandinése. FU -
fluorescencijos vienetai, 35 ir 10380 bp DNR fragmentai — DNR ilgio
standartai.

3.1.1.3. DNR sintezé, inicijuojama nuo prijungto ODN

Prie azido grupe pazyméty ShmC ,,click™ reakcijos metu prijungus ODN,
toliau naudojant jam komplementary pradmenj galima vykdyti naujos DNR
grandinés sinteze nuo Zyméto ShmC. Siai reakcijai naudojome Pfu DNR
polimeraze ir pagal esama Sio fermento kartu su DNR kristaling struktiirg
pasiiiléme DNR kovalentinio zyméjimo paremtos DNR sintezés modelj (zr.
3.5 pav.). DNR polimerazé stipriai surisa dvigranding DNR dalj (matricing
gDNR ir jai komplementaraus pradmens dupleksa), o viengrandiné matricinés
gDNR 5°¢ dalis yra laisvesné ir potencialiai gali jgauti jvairias konformacijas
(Wynne et al., 2013). Todél manome, kad prie Zyméto ShmC prijungto ODN
ir jam komplementaraus pradmens dupleksas iSsidésto Pfu aktyviajame
centre, o0 gDNR grandiné jgauna tokig konformacija, kad gali toliau dalyvauti
DNR sintezeje kaip matrica (zr. 3.5 pav.). Pfu DNR polimerazés aktyviojo
centro kiSené atrodo esanti pakankamai erdvi (zr. P1 pav. prieduose), kad joje
galéty tilpti prie gDNR ,.click* reakcijos metu prijungtas ODN ir tai uztikrina
naujos DNR grandinés sintezg nuo Zyméto ShmC.
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3.5 pav. Pfu DNR polimerazés vykdomo pradmens, komplementaraus gDNR
(kairéje), ir pradmens, komplementaraus prie ShmC kovalentiskai prijungto
ODN (desinéje), pratesimo reakcijos schemos.

3.1.1.4. hmTOP-seq metodo schemos pasitilymas

Kadangi zinduoliy lasteliy DNR yra labai mazi ShmC kiekiai (0,03-1,2 %
nuo visy C (Globisch et al., 2010; Szwagierczak et al., 2010; Nestor et al.,
2012)), siekiant padidinti zyméty ShmC turin¢iy DNR fragmenty kiekj, jie
buvo praturtinami. Siuo tikslu prie N3;-Glc Zzyméty DNR fragmenty
prijungéme ODN su biotino molekulémis. Tai leidzia i§ bendro DNR miSinio
iSgryninti biotinilintus DNR fragmentus naudojant streptavidinu dengtas
magnetines daleles. Taip pat vengdami per didelio biblioteky
peramplifikavimo, lemian¢io PGR dublikaty kiekio augima ir artefakty
susidaryma, labai kruopsciai parinkome biblioteky gausinimo ciklus. DNR
méginiy amplifikacija galima stebéti tikro laiko PGR metodu (zr. 2.2.7.) ir
pagal tai pasirinkti minimaly, bet pakankama cikly skaiCiy, kad tikslinés
bibliotekos DNR fragmenty kiekis biity uztektinas sekoskaitai. Be to, DNR
amplifikavimui parinkome labai tikslig ,,Platinum SuperFi“ DNR polimeraze,
kuri tinkama efektyviam genominiy biblioteky padauginimui PGR.

Taigi, pritaike visus §iuos patobulinimus bei jverting tiek ShmC zyméjimo
azidinta gliukoze efektyvuma, tiek pasirinkg DNR oligonukleotido
prijungimo prie zyméto ShmC biida, galé¢jome pasiiilyti galuting hmTOP-seq
schema (zr. 3.6 pav.; 2.2.6.): 1) sufragmentuotos tiriamosios gDNR tik ShmC
yra specifiskai kovalentiskai pazymimi azido grupémis BGT katalizuojamos
reakcijos metu, 2) prie gDNR fragmenty galy yra prisiuvami Sakoti adapteriai,
reikalingi DNR pagausinimui prie§ sekoskaita (dalinai komplementarios
adapteriy sekos uztikrina, kad biity amplifikuojamos tik 5) etape susidarancios
DNR grandinés, bet ne pradiniai gDNR fragmentai), 3) prie azido grupémis
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zyméty ShmC yra prijungiamas 3° gale biotinilintas DNR oligonukleotidas
Cu(I) katalizuojamos ,,click* reakcijos metu, 4) zyméti hidroksimetilinti DNR
fragmentai praturtinami magnetinémis streptavidinu dengtomis dalelémis, 5)
pradmuo, komplementarus prijungtam ODN, panaudojamas naujos DNR
grandinés sintezei, prasidedanciai nuo zyméto ShmC, 6) naujai susintetinta
DNR yra padauginama ir paruoSiama sekoskaitai.

1.5hmC 2. Adapteriy 3. ODN 4. DNR 5. DNR 6. Amplifikavimas,

Zyméjimas prisiuvimas prijungimas - praturtinimas sintezé sekoskaita
CG biotinas o

—_— N\ — ——-—

N N3 3\<_—3’
5mCG 3 . . I Ad-A2
— f A2 g A1 ODN il .
b ‘._j..

— — \ 4 Sm——3 I
5hmCG A1 A2 n S 3 Ad-ODN

A2

3.6 pav. hmTOP-seq metodo schema. 4-ajame etape ,M“ raidé zymi
streptavidinu dengtas magnetines daleles. 6-ajame etape DNR amplifikavimui
naudojami pradmenys, komplementariis A2 adapteriui (Ad-A2) ir prijungtam
ODN (Ad-ODN) bei turintys ,,Jon Proton‘ sekoskaitos platformai specifines
sekas.

3.1.2. hmTOP-seq metodo validavimas

Sukurto hmTOP-seq metodo gebéjimas nustatyti skirtingus ShmC kiekius
buvo jvertintas su modeline 48,5 kb bakteriofago lambda DNR, in vitro
hidroksimetilinta CG sekose, persidengianciose su M.Hhal GCGC taikiniais.
Buvo paruostos hmTOP-seq bibliotekos i§ A DNR, turincios skirtingus kiekius
ShmC - 2,5 %, 5 %, 10 %, 20 % ir 40 % hidroksimetilinty GCGC seky, gauty
atitinkamais kiekiais sumaisius pilnai hidroksimetilintg ir visai nemodifikuota
Sekoskaitos (vidutiniu 240x GCGC padengimu (apdoroty nuskaitymuy,
priskirty konkrecioms sekoms, kiekiu)) rezultatai parodé, kad hmTOP-seq
metodas leidzia patikimai aptikti ShmC — bibliotekose buvo identifikuotos
visos 215 hidroksimetilinty GCGC seky su itin auksta koreliacija (vidutiniskai
r = 0,98) tarp kiekvienos skirtingos bibliotekos techniniy pakartojimy (zr. 3.7
A pav.). Nors hmTOP-seq negalima nustatyti absoliutaus DNR seky
hidroksimetilinimo lygio, taCiau Sis metodas leidzia patikimg pusiau
kiekybing (angl. semiquantitative) ShmC analize, jvertinant santykinius ShmC
kiekius — didéjant GCGC seky hidroksimetilinimo lygiui stebéjome didéjant]
vidutinj jy padengima (zZr. 3.7 B pav.). Labai svarbu pazyméti, kad hmTOP-
seq jgalina didelés skyros ShmC nustatyma — i§ viso net 98 % sekoskaitos
nuskaitymy prasidéjo iki 4 nt atstumu nuo ShmC, ir i§ jy didZioji dauguma
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(~67 %) nuskaitymy prasidéjo tiksliai nuo ShmC, esan¢io GCGC sekose (Zr.
3.7 C pav.). Kadangi A DNR buvo in vitro hidroksimetilinta tik GCGC
taikiniuose, tai mums leido jsitikinti, kad nuskaitymai, prasidedantys iki 4 nt
atstumu nuo $iy seky vidiniy citoziny, bitent jiems ir turi buti priskiriami.
Taigi, mes parodéme, kad potencialiai hmTOP-seq metodas gali biti
pritaikytas tiksliam ShmC genominiy pozicijy nustatymui.
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3.7 pav. Hidroksimetilintos bakteriofago A DNR hmTOP-seq biblioteky
analizé. A) hmTOP-seq biblioteky techniniy pakartojimy ShmC padengimy
koreliacija. Kaip pavyzdys pateikti DNR, turin¢ios 2,5 % hidroksimetilinty
GCGC seky, biblioteky duomenys. B) hmTOP-seq ShmC padengimo
priklausomybé nuo juy kiekio GCGC sekose A DNR. Duomenims buvo
priskirtas kvadratinés regresijos modelis. C) A DNR, turincios 2,5 % ShmC,
hmTOP-seq nuskaitymy pasiskirstymas pagal jy pradzios atstumag nuo GCGC
sekos.

3.1.3. hmTOP-seq metodo jvertinimas pelés embrioniniy kamieniniy
lasteliy viso genomo ShmC analizéje

Po sé¢kmingo hmTOP-seq validavimo su modeline A DNR, toliau metoda
nor¢jome jvertinti sudétingesnéje zinduoliy lasteliy viso genomo ShmC
analizéje. Tam buvo pasirinkta 2,6 Gb dydzio pelés embrioniniy kamieniniy
lasteliy (ESC) gDNR dél pakankamai didelio literattiriniy duomeny kiekio
apie ShmC pasiskirstyma $iy lasteliy genome, gauty kitais metodais, kuriuos
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noré¢jome palyginti su hmTOP-seq duomenimis. Buvo paruostos ir nuskaitytos
pelés ESC hmTOP-seq tikslinés ir kontrolinés (be BGT katalizuojamo ShmC
zyméjimo (3.6 pav., 1 etapo)) bibliotekos, naudojant 5 ng, 50 ng arba 500 ng
gDNR, kiekvienos po du techninius pakartojimus (zr. 2.2.6. ir P1 lentele
prieduose). hmTOP-seq metodu identifikavome ~4,8 min. (500 ng pradinio
DNR kiekio bibliotekose, vidutiniskai 5,7x padengimu), 2,0 min. (50 ng
bibliotekose, vidutiniskai 7,0x padengimu) ir 0,26 mln. (5 ng bibliotekose,
vidutiniskai 13,7x padengimu) ShmCG seky. Sekoskaitos rezultatai parodeé,
kad 64 % nuskaitymy prasid¢jo tiksliai nuo CG sekos ir i§ viso net 93 %
nuskaitymy prasidéjo labai nedideliu, iki 4 nt, atstumu nuo jos (zr. 3.8 A pav.),
kas dar kartg patvirtino labai didelg hmTOP-seq metodo skiriamaja geba.
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3.8 pav. Pelés ESC gDNR hmTOP-seq biblioteky analizé. A) hmTOP-seq
500 ng biblioteky nuskaitymy pasiskirstymas pagal jy pradzios atstumg nuo
hidroksimetilinty CG seky. B) Pelés ESC skirtingy gDNR kiekiy hmTOP-seq
biblioteky techniniy pakartojimy ShmCG padengimo ir h-density vidutinés
koreliacijos, paskai¢iuotos kiekvienai chromosomai.

Analizuojant skirtingo pradinio DNR kiekio bibliotekas pasimaté
tendencija, kad su didesniu pradiniu kiekiu techniniai pakartojimai koreliuoja
geriau nei su mazu: 500 ng, 50 ng ir 5 ng gDNR biblioteky repliky koreliacijos
koeficientas pagal CG taikiniy padengimus atitinkamai buvo 0,80, 0,46 ir
0,11. Tai rodo, kad su mazu gDNR kiekiu didéja hmTOP-seq duomeny
variabilumas, analizuojant atskirus CG taikinius, taCiau duomenys yra
patikimi, nes, palyginimui, kontroliniy biblioteky koreliacijos koeficientas
buvo tik 0,03. Visy tiksliniy méginiy koreliacijos padidéjo paskaidiavus
normalizuoto 5ShmC tankio jvertj, pavadinta h-density — padengima,
normalizuota pagal ShmCG lygj 180 bp regionuose ir CG seky skaiciy (zr. 3.8
B pav.), remiantis anksc¢iau sukurto uTOP-seq metodo parametrais (StaSevskij
et al., 2017). h-density sumazina variabilumg tarp techniniy repliky méginiy
dél biblioteky dydziy skirtumy bei variabilaus CG seky pasiskirstymo genome

77



ir gali buti patikimai taikomas regioniniy ShmC kiekiy poky¢iy stebé&jimui,
ypac kai analizei yra prieinami tik nedideli DNR kiekiai.

Toliau norédami jvertinti hmTOP-seq metodo patikimuma, lyginome
miisy gautus pelés ESC gDNR 5hmC duomenis su jau esamais publikuotais
rezultatais, gautais kitais metodais. Pirmiausiai palyginimg atlikome su
bisulfitinés konversijos sekoskaitos varianto TAB-Seq, gebanCio ShmC
nustatyti kiekybiskai vieno nukleotido tikslumu (zr. 1.1.4.2. skyrelj),
duomenimis. TAB-Seq metodu buvo aptiktos 1,9 min. ShmCG (Yu et al.,
2012), i§ kuriy 50 % CG buvo nustatyti miisy 500 ng hmTOP-seq
bibliotekose. Sutampanciy CG analizé¢ parodé, kad hmTOP-seq duomenys
labai gerai koreliuoja (r=0,94) su TAB-Seq - didé¢jant CG seky
hidroksimetilinimo lygiui, nustatytam pagal TAB-Seq, buvo stebimas
did¢jantis jy hmTOP-seq padengimas (zr. 3.9 A pav.). Taip pat pelés ESC
hmTOP-seq sekoskaitos duomenis palyginome su nano-hmC-Seal, hmC-Seal
giminingu (zr. 1.1.4.5. skyrelj), DNR fragmenty praturtinimu paremtu mazos
skiriamosios gebos metodu (Han et al., 2016). 3.9 B pav. galima matyti, kad
visy trijy skirtingg gDNR kiekiy hmTOP-seq biblioteky ShmC duomenys
pakankamai gerai koreliuoja su nano-hmC-Seal signalu. Visa tai jrodo, kad
hmTOP-seq metodas yra jautrus bei selektyvus ShmC ir gali bati pritaikytas
patikimai Zinduoliy lasteliy DNR 5hmC analizei.
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3.9 pav. Pelés ESC hmTOP-seq biblioteky ShmC duomeny palyginimai su
rezultatais, gautais kitais metodais. A) Koreliacija tarp hmTOP-seq 500 ng
biblioteky CG seky vidutinio padengimo ir TAB-Seq nustatyto
hidroksimetilinimo lygio, suskirstyto intervalais. Grafikui panaudoti 97 %
tarp metody sutampanciy identifikuoty CG seky. B) ShmC signalo koreliacija,
paskaiciuota kiekvienai chromosomai, tarp pelés ESC skirtingy gDNR kiekiy
hmTOP-seq ir nano-hmC-Seal biblioteky duomeny (vidutinis DNR regiono
dydis — 615 bp).
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Toliau analizavome 5hmCG genominj pasiskirstymg pelés ESC DNR
pagal 500 ng hmTOP-seq biblioteky duomenis. Siekiant atskleisti subtilius
ShmC i8$sidéstymo skirtumus, buvo pasirinktos trys ShmCG duomeny grupés,
sudarytos i§ 20 % maziausio, 20 % vidutinio ir 20 % didziausio padengimo
CG seky, ir jvertintas jy praturtinimas jvairiuose genomo elementuose (Zr.
3.10 pav.). 5ShmCG buvo praturtintos bivalentiniuose ir aktyviuose
stiprikliuose, kuriems atitinkamai budingos H3K4mel ir
H3K4mel + H3K27ac modifikacijos, baltymus koduojanciy geny egzonuose,
intronuose ir 3 netransliuojamuose regionuose (UTR), CG saly krantuose.
Kita vertus, stebétas ShmC trilkumas promotoriuose, iSskyrus stipriausiai
hidroksimetilintas CG sekas, kurios buvo praturtintos neaktyviuose
promotoriuose (neturin¢iuose H3K9ac modifikacijos). Taip pat ShmC
trukumas nustatytas CG salose, baltymus koduojanciy geny 5°UTR ir
tarpgeniniuose regionuose.
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3.10 pav. 5hmCG praturtinimas jvairiuose pelés ESC genominiuose
elementuose. Grafike pavaizduotos 20 % maziausio, 20 % vidutinio ir 20 %
didziausio padengimo 5hmCG duomeny grupés. Promotoriai — 2 kb ilgio
regionai, esantys prie§ geno transkripcijos pradzios vietas. OR — odds ratio,
visy praturtinimy Fiserio testo verciy p < 0,05.

Kadangi hmTOP-seq metode ShmC Zymé¢jimui naudojama BGT neturi
jokio DNR sekos specifiskumo (Josse ir Kornberg, 1962), tai mums leido
analizuoti hidroksimetilinimg ne tik CG, bet ir kitokiose (CH, kur H — A, T
arba C baze) pozicijose. Visose kontrolinése hmTOP-seq bibliotekose bendrai
buvo nustatytos 55 025 5hmCH sekos. IS jy tik 190 buvo surastos bent
dviejose nespecifinio signalo kontrolinése bibliotekose ir tik 284 atsikartojo ir
500 ng tikslinése bibliotekose, kas rodo, kad tai atsitiktinés foninés sekos,
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susidarancios dél visy metodiky bibliotekose kartais pasitaikancio atsitiktinio
pradmeny prisijungimo ir jy pratesimo, todél jos buvo pasalintos ir
tolimesnéje analizéje nenaudojamos. Tuo tarpu 500 ng pradinio DNR kiekio
tikslinése bibliotekose buvo identifikuotos 76 665 S5hmCH pozicijos
(vidutiniskai 2,7x padengimu), kurios buvo atsikartojancios abiejose
techninése replikose, su pakankamai auksta padengimy koreliacija (r = 0,76).
Idomu tai, kad daugiausia Siy seky buvo CA kontekste — CA:CT:CC sekos
pasiskirsté santykiu 0,50:0,33:0,17, ir net 53 % visy ShmCH buvo
identifikuota baltymus koduojanciuose genuose.

Labai svarbu pabrézti, kad hmTOP-seq metodas suteikia galimybe
analizuoti individualiy DNR grandiniy hidroksimetilinimg. Prisiminkime, kad
pazyméjus ShmC azido grupe ir prie jos prijungus oligodeoksiribonukleotida,
pastarasis yra panaudojamas naujos DNR grandinés sintezei tiksliai nuo
zyméto ShmC (Zr. 3.6 pav., 5 etapas). SimetriSkos CG sekos gali biti
hidroksimetilintos abiejose DNR grandinése, tod¢l zyméjimas ir DNR sinteze,
inicijuojama nuo prijungto ODN, gali vykti taip pat abiecjose grandinése.
Kadangi DNR sintetinama 5 — 3¢ kryptimi nuo Zyméto ShmC, tai lemia
dviejy skirtingy DNR fragmenty susidaryma nuo hidroksimetilinty virSutinés
ir apatinés DNR grandiniy (Zr. 3.11 A pav.). Todé¢l atlikus sekoskaita galima
nustatyti, kurioje to paties CG lokuso DNR grandinéje buvo ShmC.
Nagrinédami pelés ESC hmTOP-seq biblioteky duomenis pamatéme, kad
ShmCG yra nevienodai pasiskirste baltymus koduojanciy geny kiing DNR
grandinése — koduojanciosios grandinés turéjo tendencijg buti stipriau
hidroksimetilintos nei matricinés DNR grandinés. Taip pat §is netolygumas
priklausé nuo geny raiskos lygio ir didziausias ShmCG padengimy skirtumas
tarp DNR grandiniy stebétas stipriausios raiskos genuose (zr. 3.11 B pav.).
Taciau jdomu tai, kad pelés ESC uTOP-seq biblioteky (paruosé Z. Stasevskij)
duomenyse nematéme nemodifikuoty CG (uCG) seky netolygaus, nuo geny
raiSkos intensyvumo priklausomo pasiskirstymo tarp individualiy DNR
grandiniy baltymus koduojanciuose genuose (zr. 3.11 C pav.).

A ODN _3'
/

5 A2 ODN
A2 &7 f— B Virdutinés DNR grandings produktas
AN Amplifikavimas
\ ODN A2
7 A2 W Apatinés DNR grandinés produktas
57
3" ODN

3.11 pav. Individualioms DNR grandinéms specifinio ShmC analizé. A)
Schema, vaizduojanti po DNR sintezés, inicijuotos nuo konjuguoto ODN, ir
amplifikavimo susidarancius du skirtingus DNR fragmentus nuo
hidroksimetilinto CG taikinio virSutinés ir apatinés DNR grandiniy.
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3.11 pav. (tesinys) B) ShmCG padengimy pasiskirstymas pelés ESC baltymus
koduojanciy geny, padalinty j 60 lygiy regiony, DNR grandinése (pagal
hmTOP-seq 500 ng biblioteky duomenis). Genai suskirstyti | 4 grupes pagal
raiskos lygj: nereiSkiami — 169, silpnos raiskos — 2710, vidutinés raiSkos —
3598, stiprios raiskos — 3300 geny. C) uCG padengimy pasiskirstymas pelés
ESC baltymus koduojanc¢iy geny DNR grandinése. Genai suskirstyti j 4 grupes
pagal raiskos lygj: nereiSkiami — 340, silpnos raiskos — 3514, vidutinés raiSkos
— 4604, stiprios raiskos — 4833 geny. Grafikuose nurodytos Stjudento t-testo
p vertés, analizuojant CG seky modifikavimo skirtumus tarp koduojanciosios
ir matricinés DNR grandiniy.

Galiausiai analizuodami pelés ESC hmTOP-seq biblioteky duomenis
pamatéme, kad ShmCG buvo netolygiai pasiskirstes baltymus koduojanciuose
genuose aplink RNR splaisingo sritis. Tyrime buvo naudoti vidiniai geny
egzonai, turintys ShmCG modifikacijas abiejose splaisingo srities pusése iki
25 nt atstumu nuo jos. 500 ng biblioteky duomenyse pastebéjome bendra
tendencija, kad 5° splaisingo srityje (egzono-introno sankirtoje) abiejose DNR
grandinése egzoniné dalis buvo stipriau hidroksimetilinta nei introniné dalis
(zr. 3.12 pav.). Tuo tarpu 3° splaisingo srityje (introno-egzono sankirtoje)
stebéjome individualiy DNR grandiniy ShmC skirtuma: koduojancioji
grandiné buvo stipriau hidroksimetilinta introninéje dalyje, o matriciné
grandiné — egzoninéje dalyje. Detalesnéje ShmCG profiliy analizéje pasimaté
5¢ splaisingo srities koduojanciosios DNR grandinés S5hmC kiekio
padidéjimas -2, -1 pozicijose ir nuosmukis ties 4-8 pozicijomis bei matricinés
DNR grandinés ShmC padidéjimai -7 ir 3 pozicijose. 3° splaisingo srityje
i8siskyré koduojanciosios DNR grandinés ShmC kiekio padidéjimas -4
pozicijoje (zr. 3.12 pav.). Toks ShmC tyrimas splaisingo srityse dar kartg
pademonstravo itin didel¢ hmTOP-seq skiriamaja geba.
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3.12 pav. ShmCG padengimo pasiskirstymas po 25 nt abipus splaisingo sekos
(pagal hmTOP-seq 500 ng biblioteky duomenis). Pateikti duomenys i§ 10 560
5¢ splaisingo sri¢iy ir 6 169 3° splaisingo sri¢iy. Buvo stebéti patikimi ShmCG
skirtumai tarp egzonings ir introninés dalies pagal Stjudento t-testa (p < 0,01).

Taigi, pirmoje darbo rezultaty dalyje parodéme, kad hmTOP-seq yra
specifiskas ShmC analizés metodas, pasiZymintis sekoskaitos ekonomiskumu
dél ShmC zyméjimo nulemto tik informatyviy DNR seky nuskaitymo. Siuo
metodu galima dideliu atsikartojamumu sudaryti pelés embrioniniy
kamieniniy lgsteliy didelés skyros ShmC genolapius CG ir CH sekose bei
stebéti subtilius genomo reguliaciniy elementy ir net individualiy DNR
grandiniy hidroksimetilinimo skirtumus.

3.2. TOP-seq metody taikymas epigenetiniams skirtingy neuroblastomos
tipy lasteliy identiteto tyrimuose

Panaudodami savo sukurta hmTOP-seq metoda noréjome paanalizuoti,
kaip hipoksijos metu NB lagsteliy genome pakinta ShmC Zymiy pasiskirstymas
ir kokia galéty biiti to biologiné reikSmé. Taip pat siekiant geriau suprasti kaip
DNR modifikacijos nulemia skirtingy NB lasteliy tipy savybes ir jy geny
raiSka bei globalig epigenomo struktiira, atlikome ne tik ShmC, bet ir uCG
(uTOP-seq metodu) analize¢ skirtinguose NB lasteliy tipuose.

3.2.1. NB Igsteliy ShmC analizé

Norédami, kad miisy tyrimai apimty Zinomus neuroblastomos lasteliy
tipus, tyrimuose naudojome SesSias NB lasteliy linijas: dvi motinines, i$skirtas
i§ pacienty SK-N-BE(2) ir LA-N-1, bei i§ jy iSvestas po dvi dukterines
sublinijas, atitinkamai: BE(2)-C (I-tipas) ir BE(2)-M17 (N-tipas); LA1-55n
(N-tipas) ir LA1-5s (S-tipas).

Siekdami jvertinti globaly ShmC kiekj misy tiriamose NB lastelése
normoksijos ir hipoksijos salygomis, pirmiausiai SK-N-BE(2) lasteles
auginome esant jprastam O lygiui arba 1 % O, (esant vadinamajai patologinei
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hipoksijai (McKeown, 2014)) 24, 48 arba 72 val. (zr. 2.2.8.). Atlikta NB
lasteliy DNR didelio nasumo skysciy chromatografijos-tandeminés masiy
spektrometrijos (HPLC-MS/MS) analizé (zr. 2.2.10.) parodé, kad ShmC
daugéja hipoksijos atveju (zr. 3.13 A pav.). Kadangi stipriausias hipoksijos
efektas buvo matomas SK-N-BE(2) lasteles paauginus 72 val., todél toliau
tokiomis sglygomis kultivavome visas turimas NB lasteliy linijas. HPLC-
MS/MS duomenys parodé, kad normoksijoje NB lasteliy DNR buvo
vidutiniskai 0,002-0,006 %, o hipoksijoje — ~0,006-0,017 % ShmC nuo visy
C (zr. 3.13 B pav.). Taigi, mes stebéjome ShmC pagauséjimg visose tirtose
hipoksinése lgstelése: SK-N-BE(2) Iasteliy DNR 5ShmC padaugéjo 2,7 karto,
BE(2)-M17 - 2,4, BE(2)-C—2,6, LA-N-1-2,1, LA1-5s—3,0, LA1-55n—-2,4
karto.
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3.13 pav. Globalaus ShmC kiekio pokyciai hipoksinése NB lgstelése. A)
ShmC kiekiai SK-N-BE(2) lastelése, augintose normoksijos ir hipoksijos
salygomis 24, 48 ir 72 val. B) ShmC kiekiai visose tiriamosiose NB lastelése,
augintose normoksijos ir hipoksijos salygomis 72 val. ShmC vertintas HPLC-
MS/MS pagal G kiekj, kuris atitinka suminj visy modifikavimo biiseny C
kiekj. Grafikuose vir§ stulpeliy pateiktos Stjudento t-testo p vertés (* —
p <0,05, ** —p <0,01, ¥*** — p<0,001),n=4.

Norédami jrodyti, kad NB ShmC poky¢iai stebimi dél hipoksiniy lasteliy
auginimo salygy, patikrinome gerai Zinomy hipoksijos atsako geny — HIF14,
EPASI (HIF24), VEGFA — raiska. HIF1 ir HIF2 (angl. hypoxia-inducible
factor) yra transkripcijos veiksniai, lemiantys lastelinj atsaka j pakitusia
deguonies koncentracija ir reguliuojantys jvairiy geny, pavyzdZiui,
kraujagysliy endotelio augimo veiksnio A (VEGFA), raiska (Wigerup et al.,
2016). SK-N-BE(2), BE(2)-C ir BE(2)-M17 lastelés buvo augintos
normoksijos ir hipoksijos salygomis 72 val., tuomet i$skirta jy visuminé RNR,
susintetinta KDNR ir atlikta jos kiekybiné PGR analizé (zr. 2.2.13-15.). IS visy
analizuoty geny didZiausias raiSkos padidéjimas tirtose NB lastelése stebétas
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VEGFA atveju—4,7-19,2 karty (zr. 3.14 pav.). HIF24 iRNR kiekis hipoksijoje
padidéjo 1,2-5,2 kartus lyginant su normoksija, o HIFIA iRNR kiekis
nezymiai padidéjo (1,3 karto SK-N-BE(2) lastelése) arba sumazéjo 1,3-2,0
kartus (BE(2)-C ir BE(2)-M17 lastelése) (zr. 3.14 pav.). Tai gerai sutinka su
literattiriniais duomenimis, kad ilgos (72 val.) hipoksijos atveju transkripcijos
lygmenyje NB lastelése HIF 14 pokyciai beveik nestebimi, o HIF2A4 stebima
indukcija (Jogi et al., 2004; Holmquist-Mengelbier et al., 2006). Idomu tai,
kad HIF2A, kuris yra siejamas su NB progresavimu ir prasta pacienty
klinikine prognoze (Holmquist-Mengelbier et al., 2006), stipriausiai buvo
indukuotas I-tipo BE(2)-C lastelése. Tiesa, yra duomeny, rodanciy HIF24
raiskos sgsajas su mazos rizikos NB (Westerlund et al., 2019), ir tokius
kontraversiSskus rezultatus galéty lemti lastelinis NB heterogeniSkumas
(Huertas-Castafo et al., 2020).
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Santykinis geny raiskos pokytis

3.14 pav. Hipoksijos atsako geny — HIF A, HIF2A ir VEGFA — raiskos
pokytis NB lgstelése, augintose 72 val. hipoksijos salygomis, lyginant su
augintomis normoksijos salygomis (n = 2).

Toliau paruoséme visy turimy NB lasteliy, auginty 72 val. normoksijos ir
hipoksijos salygomis, hmTOP-seq bibliotekas po du techninius pakartojimus
ir atlikome jy sekoskaitg (zr. 2.2.11.; P2 lentelg prieduose). Didzioji dalis
(86,6 %) hmTOP-seq nuskaityty seky prasidéjo 0-3 nt atstumu nuo CG
pozicijy ir tai mums leido sudaryti didelés skiriamosios gebos ShmCG
genolapius. Kiekvieny NB lasteliy biblioteky replikos labai gerai koreliavo
tarpusavyje CG lygyje (vidutinis r=0,88) ir jy genomuose identifikavome
vidutiniskai po 1,67 mln. hidroksimetilinty CG seky (> 5x padengimu). Vis
tik siekiant dar labiau sumazinti duomeny variabiluma, buvo paskai¢iuotas
h-density, kuris padidino koreliacijas tarp hmTOP-seq techniniy pakartojimy
iki ~0,95 ir todél buvo naudotas tolesniuose tyrimuose. Taip pat matéme
tendencija, kad hipoksinése lastelése padidéjo identifikuoty ShmCG skaicius
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(zr. 3.1 lentelg), o tai sutinka su nustatytu ShmC pagauséjimu HPLC-MS/MS
tyrimuose (3.13 pav.).

3.1 lentelé. NB lasteliy hmTOP-seq bibliotekose identifikuoty ShmCG seky
skaicius (su padengimu > 1x).

Lasteliy linija Identifikuoty ShmCG skaicius, min.

Normoksija Hipoksija
SK-N-BE(2) 4,1 43
BE(2)-M17 3.8 4,7
BE(2)-C 3,4 3.8
LA-N-1 2,2 2,8
LAI1-55n 2.4 3,1
LA1-5s 2,5 3,0

Sudaryti ShmCG genolapiai leido nustatyti Sios DNR modifikacijos
pasiskirstymg NB lasteliy genomuose. Buvo analizuojamas visuminis
h-density signalas arba 5% stipriausio signalo CG seky tiriant jo
pasiskirstymg genomo elementuose (zr. 3.15 A pav.). Stipriausiai
hidroksimetilintos CG sekos buvo praturtintos stipriklivose, CG saly
krantuose, baltymus koduojanciy geny intronuose ir 3°UTR. Taip pat stiprus
5hmCG signalas stebétas HIF2 jungimosi sekose ir ilgy nekoduojanc¢iy RNR
genuose, kurie i§sidésto baltymus koduojanciy geny intronuose geny kryptimi
(tokios RNR angl. vadinamos sense intronic IncRNA). Norédami
genominiuose elementuose jvertinti ShmC kitima, vykstantj hipoksijos
salygomis, analizavome h-density pokycius, suskirs¢ius genomg j 1 kb ilgio
DNR regionus (zr. 3.15 B pav.). Hipoksijoje DNR regionai, kuriuose
padaugéjo ShmC, labiausiai buvo praturtinti CG salose ir jy krantuose,
baltymus koduojanciy geny egzonuose ir 3‘nkRNR (nekoduojanciy RNR,
persidengianciy su baltymy geny 3°‘UTR) genuose. Idomu tai, kad
stiprikliuose buvo stipriai praturtinti abiejy tipy regionai: tokie, kuriuose
ShmCG sumazéjo, ir tie, kuriuose ShmCG padaugéjo, kas galimai rodo labai
aktyvia 5hmC dinamikg hipoksijos atveju. Lyginant HIF1 ir HIF2
prisijungimo sritis matéme, kad biitent HIF1 regionuose buvo stipresnis ShmC
pagaus¢jimas hipoksijoje, kaip tai buvo parodyta anksc¢iau (Mariani et al.,
2014), o HIF2 prisijungimo srityse buvo praturtinti abiejy tipy regionai,
kuriuose buvo stebimas ShmC sumazéjimas arba pagauséjimas.
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3.15 pav. Genominis 5hmCG pasiskirstymas NB lasteliy gDNR. A)
Visuminio arba 5 % stipriausio ShmCG signalo (h-density) praturtinimas
jvairiuose genominiuose elementuose, NB lasteles auginant normoksijos arba
hipoksijos salygomis. B) 1 kb ilgio DNR regiony, kuriuose buvo stebimas
ShmCG h-density pokytis hipoksijoje, praturtinimas jvairiuose genominiuose
elementuose. Visur vaizduojamas vidutinis visy tiriamyjy NB lasteliy ShmC
signalas. HIF1/2 — hipoksijos atsako elementai, lincRNR — ilgy intergeniniy
nekoduojanciyjy RNR genai. OR — odds ratio, visy praturtinimy Fiserio testo
veréiy p < 0,05.

3.2.2. Hipoksiniai NB lasteliy geny ShmCG ir raiskos poky¢iai

Siekiant geriau atskleisti epigeneting ShmC funkcija ir jo reikSme geny
raiSkos reguliacijai, atlikome NB lasteliy, auginty normoksijos ir hipoksijos
salygomis, RNR sekoskaitg. Didelis démesys buvo skiriamas aukstos kokybés
visuminés RNR iSskyrimui i§ NB Iasteliy, informacinés RNR (iRNR)
gryninimo ir ribosominés RNR (rRNR) pasSalinimo optimizavimui.
Pirmiausiai jsitikinome, kad biblioteky ruo$imui bty naudojama tik
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nedegradavusi visuminé RNR, kurios RIN (angl. RNA integrity number)
vertés > 9 (pagal ,,Agilent Bioanalyzer®). Tuomet i§ visuminés RNR buvo
gryninama iRNR. Kadangi RNR elektroforetiné analizé parodé, kad iRNR
iSgryninama su rRNR priemaiSomis (zr. 3.16 A pav.)., buvo atliktas
papildomas rRNR Salinimo zingsnis, leidziantis gauti Zymiai grynesn¢ iRNR
(zr. 3.16 B pav.). Panaudojant tokig keliais etapais grynintg iRNR buvo
paruostos 4 dukteriniy NB lasteliy linijy: BE(2)-C, BE(2)-M17, LA1-55n ir
LA1-5s, auginty 72 val. normoksijos ir hipoksijos salygomis, RNR
sekoskaitos bibliotekos (zr. 2.2.16.).
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3.16 pav. NB lasteliy RNR elektroforetiné analizé ,,Agilent Bioanalyzer*
sistema. A) Visuminés RNR (mélyna) ir i§ jos iSgrynintos iRNR (raudona)
profiliai. B) iRNR prie§ (mélyna) ir po (raudona) rRNR pasalinimo profiliai.
Paveiksluose pazymétos tikétinos 5S (kartu ir 5,8S), 18S ir 28S rRNR. FU —
fluorescencijos vienetai, 25 nt fragmentas — RNR 1ilgio standartas.

Hipoksinius geny CG hidroksimetilinimo (h-density) ir raiSkos poky¢ius
pirmiausiai parodéme analizuodami gerai zinomus 30 hipoksijos atsako geny,
tarp kuriy yra VEGFA, glikolizés fermenty genai ENO/ (enolazé 1), PGKI
(fosfoglicerato kinazé 1) ir kt. (Schofield ir Ratcliffe, 2004). 3.17 pav. matyti,
kad daugumai Siy geny buvo budingas statistiskai reik§Smingas h-density ir
raiskos padidéjimas hipoksijoje visose tirtose NB lastelése (iSskyrus LA1-5s,
h-density atveju). Tai jrodo galimg ShmC epigeneting sgsaja su geny raiskos
reguliacija.

Norédami detaliau paanalizuoti NB lgsteliy hipoksinius poky¢ius,
iSskyréme tris geny grupes:

o genai, kuriuose hipoksijos saglygomis padaugéjo ShmCG (up-DHG, angl.
differentially hydroxymethylated genes) arba sumazéjo (down-DHG),

o genai su hipoksijoje sustipréjusia arba susilpnéjusia raiska, atitinkamai
up-DEG (angl. differentially expressed genes) ir down-DEG,
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o genai, kuriuose stebimas hipoksinis ShmCG ir raiskos padidéjimas
(up-DEHG, angl. differentially expressed and hydroxymethylated genes)
arba sumazéjimas (down-DEHG).

5hmC RNR
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3.17 pav. 30 hipoksijos atsako geny ShmC (h-density) ir raiSkos lygiai NB
lastelése, augintose normoksijos ir hipoksijos salygomis. Skirtumai vertinti
Stjudento t-testu (n.s. — nepatikimas skirtumas (p > 0,05), * —p < 0,05, ** —p
<0,01, ¥** —p <0,001, **** —p <0,0001).

Su visais §iais genais buvo atlikta funkciné geny praturtinimo GO (angl.
gene ontology) analizé. Visy grupiy genai, kuriems buvo btidingas ShmC ar/ir
raiSkos sumazéjimas hipoksijoje (down-DHG/DEG/DEHG), reikSmingiausiai
buvo praturtinti procesuose, susijusiuose su DNR pazaidy taisymu, lastelés
ciklu ir DNR replikacija (zr. P2 pav. prieduose), todél galimai Sie procesai yra
susilpnéje hipoksijos salygomis. Idomu tai, kad Up-DHG genai buvo
praturtinti vystymosi, lasteliy ir neurony diferenciacijos procesuose, o
up-DEG siejosi pagrinde tik su bazinémis (angl. housekeeping) ir
metabolizmo funkcijomis: baltymy pernasa, iRNR transkripcija, glikolize,
atsaku j hipoksija. Tuo tarpu up-DEHG grupés genams buvo biidingas tarsi
up-DHG ir up-DEG apimantis praturtinimas diferenciacijos ir vystymosi bei
atsako j hipoksija ir glikolizés procesuose (Zr. P2 pav. prieduose). Be to, buitent
DEHG grupés genuose buvo stebétas didziausias ShmCG signalo ir raiskos
lygio pokytis, todél tolimesnése analizése dazniausiai naudojome DEHG kaip
informatyviausius genus. Svarbu pabrézti, kad up-DEHG ir up-DHG
praturtinimg stebéjome tokiuose GO geny rinkiniuose kaip ,,neigiama
vystymosi proceso reguliacija“ ar ,,neigiama neurony/lasteliy diferenciacijos
reguliacija“. Tai susisieja su hipoksijoje slopinama NB lgsteliy diferenciacija
(Bhaskara et al., 2012).

Baltymus koduojanciy geny 3° netransliuojamuose regionuose stebéjome
stipriausio ShmCG signalo praturtinimg (zr. 3.15 A pav.), todél noréjome
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patikrinti, ar tai galéty biiti susije su genomo reguliaciniais elementais. Buvo
analizuotas hipoksiniy up-DEHG 3°‘UTR persidengimas su CG salomis, NB
specifiniais stiprikliais, ADRN ir MES tipams specifiniais super-stiprikliais
(van Groningen et al., 2017). Idomu tai, kad tik BE(2)-C (I-tipo) ir LA1-5s
(S-tipo) lastelése stebétas persidengimas su MES tipo super-stiprikliais (Zr.
3.18 pav.), nors visy tipy lastelése buvo persidengimas su ADRN super-
stiprikliais, kas galimai rodo tam tikrus identiteto panaSumus tarp I- ir S-tipo
lasteliy. Taip pat svarbu, kad visose misy tirtose NB lastelése buvo stebétas
up-DEHG 3°UTR praturtinimas CG salose (zr. 3.18 pav.), o pastarosiose
fiksavome stipry ShmC pagauséjimg hipoksijoje (zr. 3.15 B pav.), kas galimai
rodo, kad 3‘UTR esancioms CG saloms budinga specifiné reguliaciné
funkcija hipoksijoje. Atlikus visy lasteliy up-DHG ir up-DEHG geny, su
kuriais persidengian¢iose 3‘UTR CG salose hipoksijos salygomis taip pat
stebétas ShmCG pagauséjimas, GO analize, buvo nustatytas geny
praturtinimas  WNT signalinio kelio, transkripcijos bei vystymosi ir
neurogenezés reguliacijos procesuose (Zr. P3 pav. prieduose). Visa tai rodo
hipoksinius ShmCG pokycius reguliaciniuose genomo elementuose ir galima
juy itaka vystymosi geny raiSkai. Visy NB tipy Igsteléms buvo biidingas
S5hmCG padidé¢jimas reguliaciniy baltymy p75, ASCL2, SOCSI1 ir WNT
signalinio kelio genuose (FZD2, LRP5, WNT1/4), kurie yra svarbiis jvairiy
(tame tarpe ir neuroniniy) kamieniniy lgsteliy proliferacijai ir palaikymui bei
yra atsakingi uz kamieniniy lgsteliy diferenciacijos slopinimg (Schuijers et al.,
2015; Becker ir Wilting, 2019; Nemajerova ir Moll, 2019; Zhang et al., 2022).
Tai galimai rodo hipoksijos salygomis vykstanciag NB Iasteliy dediferenciacija
ir kamieniskumo padidéjima, siejama su agresyvesniu NB vézio fenotipu
(Huertas-Castafio et al., 2020).
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3.18 pav. NB Iasteliy hipoksiniy up-DEHG ir geny, kuriuose nebuvo stebéti
pokyciai — ne DEHG, 3‘UTR praturtinimas reguliaciniuose genomo
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elementuose. S-stipr. — super-stiprikliai. OR — odds ratio, kryzeliu pazyméti
nepatikimi praturtinimai, kai p > 0,05.

3.2.3. NB tarplasteliniy skirtumy analizé

Pradiniam NB tarplasteliniy skirtumy jvertinimui, i§ NB Igsteliy ShmC ir
RNR sekoskaitos biblioteky duomeny buvo atlikta principiniy komponenciy
analizé¢ (PKA). Pamatéme, kad abu duomeny rinkiniai atskleidé panasSias
tendencijas — BE(2)-C ir, ypa¢, LA1-5s lastelés atsiskyré tiek nuo motininiy,
tiek nuo kity giminingy sublinijy Iasteliy nepriklausomai nuo auginimo salygy
(zr. 3.19 A pav.). BE(2)-C (I-tipo) ir BE(2)-M17 (N-tipo) lastelés nestipriai
atsiskyré vienos nuo kity PKA ir §j jy dalinj panaSuma galima paaiskinti tuo,
kad abi lgsteliy linijas priskyréme adrenerginiam lgsteliy tipui pagal didesne
geny raiska ir jy ShmC signalg van Groningen ir kity tyréjy (van Groningen et
al., 2017) sudarytame ADRN geny rinkinyje nei MES rinkinyje (zr. 3.19 B
pav.). PKA buvo stebimas didelis LA1-5s ir LA1-55n lasteliy atsiskyrimas
galimai dél to, kad Sios lgstelés yra stipriai morfologiskai skirtingos ir
priskiriamos skirtingiems S- ir N- tipams. Be to, pagal didesnj ShmC signalg
ir geny raiska MES geny rinkinyje LA1-5s mes priskyréme mezenchiminiam
tipui, o LA1-55n — ADRN tipui (zr. 3.19 B pav.). Tuo tarpu motininés
SK-N-BE(2) ir LA-N-1 lastelés PKA uzémé panasia pozicija kaip i§ jy
iSvestos dukterinés N-tipo sublinijos galimai dél to, kad NB augliai paprastai
biina sudaryti daugiausiai i§ N-tipo Iasteliy (Ross et al., 1995; Walton et al.,
2004).

A 5hmC 100 — RNR
i O  SK-N-BE(2)
- 50
% 5x103 % O BE(2)-M17
5 1 5 o0+ ¢ BE@)-C
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-5x103 — + LA1-5s
T T T -150 .
' ! ! ! ! ! : : == Normoksija
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1-gji komponente 1-0ji komponente == Hipoksija

3.19 pav. NB tarplasteliniy skirtumy analizé. A) NB lgsteliy principiniy
komponenciy analizé pagal ShmC signalg (h-density) arba geny raiska,
normoksijos ir hipoksijos saglygomis.
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3.19 pav. (tesinys) B) ADRN ir MES tipams budingy geny ShmC signalo ir jy
raiSkos jvertinimas tiriamosiose NB lastelése normoksijos sglygomis. Grafike
pateiktos Stjudento t-testo p vertés (¥** —p < 0,01, **** —p <0,0001).

Baltymy geny 3’UTR svarba potranskripcinéje iRNR reguliacijoje zinoma
jau seniai, o naujausi tyrimai rodo Sio regiono reik§me¢ ir DNR lygmenyje —
3’UTR metilinimas susietas su geny raiska (McGuire et al., 2019). Taip pat
mes NB lagsteliy baltymus koduojanciy geny 3’ netransliuojamuose
regionuose stebéjome stipriausio ShmCG signalo praturtinimg (zr. 3.15 A
pav.) ir parodéme galimas 3’ UTR sasajas su genomo reguliaciniais elementais
(zr. 3.18 pav.). Be to, su baltymy geny 3’UTR persidengia nekoduojanciyjy
RNR, 3’nkRNR, genai, kurie NB Iastelése iSsiskyré i§ kity nkRNR pagal
reikSmingiausia ShmCG padidéjima hipoksijos salygomis (zr. 3.15 B pav.).
Todél nor¢jome Sias nkRNR paanalizuoti detaliau. IS 21 anotuoto 3’nkRNR
geno, RNR sekoskaitos duomenyse aptikome septyniy raiska: RP11-571M6.8,
AC012442.5, AC064852.4, CTC-510F12.4, AC010729.1, AC092620.2 ir
RP5-1126H10.2. Tolimesnei tikro laiko PGR analizei pasirinkome tris
stipriausiai reiSkiamus 3’nkRNR genus, kurie rodé¢ galimg specifiSkuma
lasteliy tipui, AC010729.1, RP5-1126H10.2, CTC-510F12.4, bei su jais
persidengiancius baltymus koduojancius genus, kuriy raiskg galimai
regulivoja, atitinkamai SOX1I1, UBR4 ir RAB3D. 3.20 pav. matyti, kad
stipresne CTC-510F12.4 ir RAB3D raiska pasizyméjo visos ADRN lastelés,
lyginant su MES LA1-5s lastelémis. Tuo tarpu didesniu RP5-1126H10.2 ir
UBR4 bei AC010729.1 ir SOX11 RNR kiekiu i$siskyré abi N-tipo Igstelés, o
BE(2)-C ir LA1-5s Iasteléms buvo biidingas mazesnis, tarpusavyje panasus jy
raiSkos lygis. Tai galimai atspindi I- ir S-tipo lgsteliy geny raiSkos panaSumus.
Svarbu paminéti, kad prie SOX11 (AC010729.1) 274 kb atstumu buvo rastas
ADRN super-stipriklis, kas galéty nurodyti jo vaidmen] savitos geny raiskos
reguliacijoje. Apibendrinant, §i analizé atskleidé NB Igsteliy tipams budingg
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specifing 3‘nkRNR ir su jais persidengian¢iy baltymus koduojanciy geny
raiska.

RAB3D UBR4 SOX11
CTC-510F12.4 RP5-1126H10.2 AC010729.1
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3.20 pav. 3’'nkRNR (CTC-510F12.4, RP5-1126H10.2, AC010729.1) ir
persidengiancio baltymo (RAB3D, UBR4, SOX11) geno iRNR santykiné
raiSka NB lgstelése, augintose 72 val. normoksijos (N) arba hipoksijos (H)
salygomis, n = 2.

Siekiant geriau suprasti tarplastelinius NB skirtumus, buvo sudaryti
lasteléms specifiniy geny, kuriuose stebétas skirtingas hidroksimetilinimas
(DHG) arba skirtingas ShmCG ir raiskos lygis (DEHG), sarasai ir su jais
atlikta GO bei ,,Hallmark® geny rinkiniy (i$ ,,MSigDB*“ duomeny bazés)
praturtinimo analizé. Palyginimai buvo atlikti tarp visy apjungty potencialiai
panasiy ADRN (BE(2)-C + BE(2)-M17 + LA1-55n) lasteliy ir MES (LA1-5s)
lasteliy geny; arba poriniai palyginimai tarp MES (LA1-5s) ir atskirai
kiekvienos i§ ADRN lasteliy geny. Visuose palyginimuose ADRN lasteliy
geny praturtinimas vyravo nervy sistemos vystymosi, neurony diferenciacijos
ir sinapsiy procesuose (Zr. P4 pav. prieduose). Tuo tarpu S-tipo LAI1-5s
specifiniai genai buvo susij¢ su epiteline-mezenchimine tranzicija (EMT),
lasteliy judrumu ir adhezija. Taip pat Siy lasteliy genai buvo praturtinti
jvairiuose signalinivose keliuose, pavyzdziui, NOTCH, KRAS, TNFa,
NF-kB, WNT (Zr. P4 ir P5 pav. prieduose). Visa tai galimai nurodo j nervinés
keteros lasteliy, i§ kuriy yra kilusi NB (Johnsen et al., 2019), migracija. Yra
zinoma, kad TNFa, NF-kB ir WNT signaliniai keliai yra svarbis EMT
reguliacijoje (Wu ir Zhou, 2010), kuri kartu su NOTCH aktyvinimu dalyvauja
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nervinés keteros vystymesi ir jo metu vykstancioje lasteliy migracijoje (Mead
ir Yutzey, 2012; Ji et al.,, 2019). O butent S-tipo LA1-5s Iastelés buvo
priskirtos prie MES, | nerving ketera panasiy Iasteliy tipo (zr. 3.19 B pav.)
(Boeva et al., 2017; van Groningen et al., 2017).

Taip pat pagal Igsteléms specifinius DHG ir DEHG noréjome palyginti i$
to paties auglio iSvestas, ADRN tipui priskirtas BE(2)-C (I-tipo) ir BE(2)-M17
(N-tipo) lasteles. BE(2)-C specifiniai genai buvo praturtinti E2F (E2
transkripcijos veiksniy) taikiniy, G2M lastelés ciklo patikros tasko ir mitotinés
verpstés geny rinkiniuose (zr. P6 pav. prieduose), kas galimai siejasi su $iy
lasteliy aktyvesne proliferacija — BE(2)-C grei¢iausiai dalijosi i§ visy miisy
turimy NB lasteliy linijy (pagal ,,ATCC* duomenis ir miisy pasteb&jimus).
Svarbu pazyméti, kad nors BE(2)-M17 genai buvo truputj stipriau praturtinti
EMT rinkinyje, bet BE(2)-C I-tipo lagsteléms buvo biidingas didesnis ShmC ir
raiskos lygis EMT reguliacijoje svarbiy onkogeny EGFR (epidermio augimo
veiksnio receptoriaus) ir SNA/I (Snail Seimos transkripcijos slopiklio 1), o
mazesnis vézj slopinancio E-kadherino geno CDHI (zr. 3.21 pav.), galimai
atspindintis didesnj Siy lasteliy judrumg ir agresyvumag. EGFR ir EMT
reguliatoriaus SNAI1 lemiamas E-kadherino slopinimas yra zinomas kaip
vienas i§ svarbiausiy vézio invazyvumo bruozy (Wang et al., 2013b; Ramirez
Moreno ir Bulgakova, 2022). Be to, BE(2)-C lastelése stebétas mazesnis geny,
pavyzdziui, ASCLI, BDNF, MYTIL, dalyvaujan¢iy neuroniniy kamieniniy
lasteliy diferenciacijoje, hidroksimetilinimas. Taip pat Siy Iasteliy genai buvo
praturtinti NOTCH, Hedgehog, PI3K/AKT/mTOR ir mTORC1 (mTOR
komplekso 1) signaliniuose keliuose (zr. P6 pav. prieduose), svarbiuose
véziniy kamieniniy lasteliy proliferacijoje (Atashzar et al., 2020). Tuo tarpu
BE(2)-M17 lasteliy genai buvo stipriau praturtinti KRAS ir TNFa
signaliniuose keliuose, kas galimai rodo skirtingg NB I- ir N-tipo lasteliy
véziskumo reguliacija. Apibendrinant, BE(2)-C lasteliy specifiniy geny
analizé patvirtino anks¢iau aprasyta polinkj joms buti agresyvesnémis ir
turin¢iomis véziniy kamieniniy Igsteliy savybiy (Ross et al., 2003; Walton et
al., 2004).

Kadangi NB lasteléms specifiniy, skirtingo ShmC ir raiskos lygio, geny
analizéje pastebéjome jy sgsajas su lasteliy judrumo procesais, noréjome
patikrinti lgsteliy migracijos skirtumus, galinCius lemti lgsteliy skirtingg
piktybiskuma, Zaizdos gijimo testu. Lasteliy monosluoksnyje buvo padarytas
jbrézimas, kurio uzsitraukimas stebétas po 24 ir 48 valandy (zr. 2.2.17.). Kaip
matyti 3.22 pav., i§ visy tirty NB lasteliy judriausios buvo LA1-5s ir jos
uzpildé didziausia jbrézimo plotg, taip pat BE(2)-C lastelés buvo judresnés uz
BE(2)-M17, o visa tai susisieja su auk$¢iau aprasSytais lasteléms specifiniy
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geny GO praturtinimo analiziy rezultatais bei EMT procesui svarbiy geny
hidroksimetilinimo skirtumais.

EGFR CDH1
20kb ———4hg19 20kb—————————————1hg19
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3.21 pav. ShmC h-density signalo profiliai EGFR ir CDHI geny regionuose
BE(2)-C ir BE(2)-M17 Iastelése normoksijoje (sudaryta su ,,UCSC Genome
Browser®).
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3.22 pav. NB lasteliy judrumo testavimas zaizdos gijimo testu. Lasteliy
gebéjimo uzpildyti padaryta zaizdg po 48 val. skirtumai buvo vertinti
Stjudento t-testu, * —p < 0,05, ** —p <0,01,n=3.
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3.2.4. Dalinai metilinty DNR regiony analizé NB Igstelése

3.2.4.1. NB lasteliy skirtumai pagal dalinai metilinty regiony i$sidéstyma jy
genomuose

Zinduoliy lasteléems yra bidingi dideli, dalinai metilinti DNR domenai —
PMD (angl. partially methylated domains) (zr. 1.1.3.6. ir 1.1.3.7. skyrelius).
Tyrimai rodo, kad PMD metilinimo variacijos reikSmingai nulemia stebima
véziniy lgsteliy epigenetinj heterogeniskumg (Brinkman et al., 2019; Gull et
al., 2022). Todél, siekiant dar detaliau iStyrinéti epigenetinius NB Iasteliy
skirtumus, jose buvo analizuotas PMD iSsidéstymas. Buvo paruostos visy 6
turimy NB lgsteliy, auginty normoksijos salygomis, uCG seky uTOP-seq
bibliotekos (zr. 2.2.12.; P2 lentel¢ prieduose), kuriy sekoskaitos duomenys (2-
3x uCG padengimu) leido sudaryti PMD genolapius (Zr. 3.23 A pav.). PMD
uzémé vidutiniskai iki 990 Mb visy NB lgsteliy genomo ir padengé 30-47 %
visy CG seky. Daugiausiai ir didziausio dydzio PMD identifikuota BE(2)-C ir
LA-N-1 lasteliy grupéje (zr. 3.23 B pav.). I§ visy lasteliy labiausiai i$siskyré
BE(2)-C ir LA1-5s: jose dideli, > 100 kb PMD sudaré apie 20 % ty lasteliy
PMD (BE(2)-M17 ir LA1-55n — tik apie 6 %), taip pat jose buvo daugiausiai
tarpusavyje persidengianc¢iy PMD regiony — 7,5 % (zr. 3.23 A, C pav.).
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3.23 pav. PMD identifikavimas NB lastelése. A) PMD genolapiai,
vaizduojantys regionus, biidingus atskiroms NB Iasteliy linijoms arba
persidengiancius tarp nurodyty lasteliy. Skaifiukai virSuje nurodo
chromosomos numerj. SK grupg¢ sudaro SK-N-BE(2), BE(2)-M17 ir BE(2)-C,
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o LA grupe — LA-N-1, LA1-55n ir LA1-5s Igstelés. B) NB lastelése
identifikuoty PMD kiekis, vidutinis jy dydis ir padengiamy CG seky skaicius.
C) NB lastelése persidengianciy 10 kb ilgio PMD regiony kiekis (iSreikstas
procentais).

Toliau buvo nustatyti lasteléms specifiniai PMD, lyginant tarpusavyje po
dvi vieno auglio kilmés dukterines lasteliy linijas (BE(2)-C su BE(2)-M17 ir
LA1-55n su LAI1-5s, vadinami 2-lasteliy-PMD) arba lyginant visas 4
dukterines Igsteles (vadinami 4-lgsteliy-PMD). Kaip ir anks¢iau, labiausiai
i8siskyré BE(2)-C ir LAI1-5s lastelés — jose buvo identifikuota daugiau
unikaliy PMD nei N-tipo (BE(2)-M17 ir LA1-55n) lastelése:

o 2-lasteliyg-PMD: BE(2)-C — 2815, BE(2)-M17 — 443, LA1-5s — 4576,
LA1-55n - 685;

o 4-lgsteliyg-PMD: BE(2)-C — 3568, BE(2)-M17 — 898, LA1-5s — 4673,
LA1-55n—1710.

Taip pat stebéjome skirtumus tarp Igsteléms specifiniy ir bendry PMD
dydziy: BE(2)-C ir LA1-5s unikaliy PMD vidutinis dydis buvo 74 kb, abiejy
N-tipo Iasteliy — 45 kb, o NB Iasteléms bendri PMD buvo didesni — vidutinis
juy dydis buvo net 160 kb. Tiesa, PMD profiliuose matési tendencija, kad
lasteléms specifiniai PMD buvo ne taip aiSkiai iSreiksti kaip bendri PMD —
unikaliuose PMD stebétas mazesnis uCG frakcijos (identifikuoty uCG seky
kiekio, iSreiksto procentais nuo visy regione esan¢iy CG seky) skirtumas nuo
aplinkiniy regiony, abipus PMD, nei lasteléms bendry PMD atveju (zr. 3.24
pav.).
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3.24 pav. NB lasteléms bendry ir specifiniy PMD uCG profiliai. Horizontali
linijja zymi uCG frakcijos 30 % riba, naudota PMD identifikavimui.
Vertikalios linijos Zymi PMD ribas, abipus kuriy yra pavaizduoti 50 kb ilgio
regionai. uCG profiliy pavaizdavimui PMD ir regionai uz jy buvo padalinti j
20 lygiy daliy.

Svarbu paminéti, kad skirtumus tarp NB Igsteliy matéme ne tik pagal PMD
dydzius, bet ir atlikus tolesnes PMD iSsidéstymo genome analizes. Lasteléms
specifiniams PMD buvo budingas savitas pasiskirstymas genominiuose
elementuose: nors visy lasteliy PMD buvo stebétas geny kiiny trikumas, CG
salos ir stiprikliai buvo praturtinti N-tipo lasteliy (BE(2)-M17 ir LA1-55n)
specifiniy PMD regionuose, o tarpgeninés sritys ir LINE (angl. long
interspersed nuclear elements) mobilieji genomo elementai — I- (BE(2)-C) ir
S-tipo (LA1-5s) lasteliy PMD (zr. 3.25 A pav.). Be to, pastebéjome PMD
sasajas su genomo regiony replikacijos laiku. N-tipo lasteliy specifiniai PMD
rodé praturtinimo tendencija ankstyvosios replikacijos vietose, o BE(2)-C ir
LA1-5s lgsteliy — vélyvosios (zr. 3.25 B pav.). Yra zinoma, kad ankstyvosios
replikacijos regiony genams yra biidinga stipresné raiSka nei vélyvosios
(Donley ir Thayer, 2013), ir misy rezultatai parodé¢, kad genai,
persidengiantys su lasteléms specifiniais PMD, i§vengé PMD slopinanciojo
efekto ankstyvosios replikacijos regionuose (zr. 3.25 C pav.), nors bendra
tendencija buvo tokia, kad genai, esantys PMD, pasizyméjo silpnesne raiska
nei esantys uz PMD riby.
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3.25 pav. Genominis PMD issidéstymas NB lastelése. A) Ivairiy genominiy
elementy praturtinimas NB lgsteléms specifiniuvose PMD. S-stipr. — super-
stiprikliai. OR — odds ratio, kryZeliu pazyméti nepatikimi praturtinimai, kai p
>(0,05. B) NB Igsteléms specifiniy 2-lgsteliy-PMD ir visoms joms bendry
PMD praturtinimas skirtingo replikacijos laiko regionuose, suskirstytuose i 5
grupes (nuo ankstyvosios iki vélyvosios replikacijos). C) LA1-55n ir LA1-5s
lasteliy geny, esanciy lasteléms specifiniuose PMD, raiska, pagal priklausyma
skirtingo replikacijos laiko regionams (nuo ankstyvosios iki vélyvosios
replikacijos). Replikacijos laiko 4-0ji ir 5-0ji grupés, naudotos B dalyje, buvo
apjungtos i vieng bendra grupg dél mazo geny skaiciaus.

3.2.4.2. PMD reikSmé NB lasteliy geny reguliacijai

Norint geriau suprasti lasteléms unikaliy PMD reguliacines funkcijas,
buvo patikrintas NB lasteléms specifiniy DEHG issidéstymas jy atzvilgiu.
Buvo nagrinéjamos skirtingos galimos geny padétys: genai, esantys uz PMD
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riby, PMD viduje arba persidengiantys su PMD krastais. Pastebéta, kad su
PMD krastais dazniausiai dengési promotorius ir iki 20 % geno 5° sekos arba
20-40 % geno 3’ galo sekos. Todél siekiant detalesnés analizés buvo iSskirtos
atitinkamai ,,promotoriaus PMD* ir ,,3” galo PMD* geny grupés. Rezultatai
parod¢, kad lasteléms specifiniai DEHG buvo praturtinti uz ty paciy lgsteliy
specifiniy PMD riby ir kity Iasteliy, su kuriomis yra atliekamas geny ShmC ir
raiSkos palyginimas, specifiniy PMD viduje arba jy krastuose, ypac
perdengiant geny 3’ galus (Zr. 3.26 A pav.). Pavyzdziui, tarpusavyje lyginant
LA1-55n ir LA1-5s lasteles, LA1-55n unikalis DEHG buvo praturtinti uz
LA1-55n budingy 4-lasteliy-PMD riby ir LA1-5s specifiniy 4-lgsteliy-PMD
viduje. Tai galimai rodo PMD reik§me lgsteliy identiteto reguliacijoje. Jdomu
tai, kad kitokie rezultatai gauti analizuojant hipoksinius DEHG — up-DEHG,
bet ne down-DEHG, buvo praturtinti ty paciy lasteliy nustatytuose PMD (zr.
3.26 B pav.). Tai potencialiai reiSkia, kad hipoksija aktyvina PMD
reguliuojamus genus (darant prielaida, kad lasteliy PMD nekinta hipoksijos

saglygomis).

A Lgsteléms specifiniai DEHG B 3 up-DEHG
4—BE(2)-M17 vs LA1-5s 1 BE(2)-C vs LA1-5s LA1-55n vs LA1-5s Q2 i
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3.26 pav. NB lasteléms specifiniy geny pasiskirstymas PMD atzvilgiu. A)
Lastelems specifiniy DEHG geny (surasty lyginant lgsteles poromis,
nurodytomis grafiko virSuje) praturtinimas lgsteliy specifiniuose 4-Iasteliy-
PMD (nurodytuose grafiko apacioje), atsizvelgiant, ar genas sutinkamas PMD
viduje ar uz jo riby, ar su PMD krastais dengiasi tik 5¢ ar 3¢ geno dalis. OR —
odds ratio, kryzeliu pazyméti nepatikimi praturtinimai, kai p > 0,05. (B) NB
lasteliy hipoksiniy up- ir down-DEHG praturtinimas ty paciy lasteliy
nustatytuose PMD.

Siekiant patikrinti DNR modifikacijy jtaka geny raiskai pagal jy
i§sidéstymg PMD atzvilgiu, genai buvo suskirstyti i tris grupes: esantys PMD
viduje, uz PMD riby arba persidengiantys su jy krastais, ir jvertinta $iy grupiy
geny raiSkos koreliacija su DNR modifikavimu. Promotoriuose ir geny
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kiinuose ShmCG stipriausiai koreliavo su raiska geny, esanciy PMD viduje
arba persidengianciy su jy krastais (zr. 3.27 pav.), kas potencialiai rodo, kad
geny hidroksimetilinimas nulemia PMD slopinimo i§vengima. Tuo tarpu
promotoriy uCG lygis labiausiai buvo susij¢s su uz PMD riby esanciy geny
raiSkos padid¢jimu. O PMD viduje ar kraStuose esanciy geny kiny uCG
atskleidé neigiama koreliacija su jy raiska (zr. 3.27 pav.). Visa tai galimai
atskleidzia dideliy epigenominiy struktiiry sasaja su DNR modifikacijy lygio
lemiama geny raiskos reguliacija.
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3.27 pav. DNR modifikacijy sasaja su NB lasteliy geny, esanciy skirtingose
padétyse PMD atzvilgiu, raiska. Koreliacija stebéta tarp uCG ar ShmCG
frakcijy ir geny raiskos.

3.2.5. 5ShmCH sarysis su PMD ir geny raiSka

Kaip jau buvo aprasyta anksciau (zr. 3.1.3. skyrelj), hmTOP-seq metodu
mes galime analizuoti ne tik ShmCG, bet ir ShmCH sekas. NB lastelése
identifikavome iki 30 000 hidroksimetilinty CH seky su pakankamai auksta
koreliacija (r=0,85) tarp techniniy hmTOP-seq biblioteky pakartojimy
(vidutiniu 3,4x ShmCH padengimu). I§ visy galimy CH pozicijy daugiausiai
buvo aptikta hidroksimetilinty CA seky. Idomu tai, kad ShmCH sekos
labiausiai buvo praturtintos baltymus koduojanciy geny intronuose ir
stiprikliy regionuose (zr. 3.28 pav.).
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3.28 pav. ShmCH seky praturtinimas jvairiuose genominiuose elementuose,
NB Iasteles auginant normoksijos arba hipoksijos salygomis. S-stipr. — super-
stiprikliai. OR — odds ratio, visy praturtinimy FiSerio testo ver¢iy p < 0,05.

Toliau noréjome patyrinéti galimas ShmCH reguliacines funkcijas.
Pirmiausiai visose NB lIastelése pastebéjome ShmCG ir ShmCH trikuma
PMD viduje ir praturtinimag jy krastuose, kuris nyko tolstant nuo PMD (zZr.
3.29 pav.). Taciau analizuojant ne visus PMD, o tik NB Igsteléms unikalius
(2-Iasteliy-PMD), atsiskleidé lasteliy tipui specifinés tendencijos. N-tipo
BE(2)-M17 ir LA1-55n lastelése ShmC buvo praturtintas unikaliuose PMD ir
ju krastuose, taciau ne regionuose esanciuose toli nuo PMD (zr. 3.29 pav.).
Priesingai buvo LA1-5s S-tipe — lasteléms specifiniuose PMD stebétas ShmC
trikumas, o jo praturtinimas atsirado tik nutolus > 100 kb nuo PMD. I-tipo
BE(2)-C Iastelése buvo matomos tarsi tarpinés ShmC praturtinimo tendencijos
tarp N- ir S-tipams biuidingo praturtinimo (Zr. 3.29 pav.). ShmC yra aktyvinanti
zym¢ ir jos praturtinimas N-tipo BE(2)-M17 ir LA1-55n lasteliy unikaliuose
PMD, kuriuose taip pat buvo stebétas stiprikliy praturtinimas (zr. 3.25 A pav.),
galimai rodo vykstant] aktyvy reguliaciniy regiony DNR demetilinima,
nulemiantj Igsteléms specifiniy geny raiska.

Svarbu paminéti, kad ShmCH buvo praturtinti PMD krastuose, kurie
persidengia su genais, stiprikliais ir super-stiprikliais (zr. 3.30 A pav.). Cia
taip pat buvo stebétas Iasteliy tipo specifiskumas: visose ADRN tipo lgstelése
ShmCH praturtinimas PMD krastuose, persidengianc¢iuose su ADRN super-
stiprikliais, buvo patikimesnis nei LA1-5s lastelése, o pastarosiose buvo
stipresnis ShmCH praturtinimas PMD krastuose, persidengianciuose su MES
super-stiprikliais (zZr. 3.30 A pav.).
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3.29 pav. ShmCG ir ShmCH praturtinimas visy identifikuoty NB lasteliy PMD
arba specifiniy 2-1gsteliy-PMD atzvilgiu. Vidinis ir iSorinis PMD krastai buvo
apibréziami kaip 3 kb regionai abipus PMD ribos. OR — odds ratio, kryzeliu
pazyméti nepatikimi praturtinimai, kai p > 0,05.

Kadangi ShmCH buvo praturtintas baltymus koduojanciuose genuose
(3.28 pav.), toliau buvo tikrinama, kaip ShmCH siejasi su NB lgsteliy geny
raiSka. Sudarytas statistinis modelis atskleidé, kad genai, kuriuose yra
ShmCH, pasizyméjo stipresne raiSka nei genai be hidroksimetilinty CH seky
(zr. 3.30 B pav.). PMD viduje esantys genai buvo maziau aktyviis uz esancius
uz PMD riby, bet CH seky hidroksimetilinimas aktyvino PMD viduje esancius
genus ADRN lastelése — buvo stebétas teigiamas raiskos pokytis. IS Sis
aktyvinimo efektas, t.y.raiSkos pokytis, buvo panaSaus stiprumo kaip
veikiant stiprikliams — N- (BE(2)-M17) ir I-tipo (BE(2)-C) lasteliy geny
raiSkos padidinimas, reguliuojamas ADRN super-stiprikliais ar S-tipo
(LA1-5s) — MES super-stiprikliais (zr. 3.30 B pav.).
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3.30 pav. ShmCH pasiskirstymas PMD srityse ir jo jtaka geny raiSkai. A) NB
lasteliy  ShmCH  praturtinimas  paprastuose PMD  kraStuose ir
persidengianciuose su baltymus koduojanciais genais, stiprikliais ir super-
stiprikliais (S-stipr.). OR — odds ratio, kryzeliu pazyméti nepatikimi
praturtinimai, kai p > 0,05. B) NB lasteliy geny raiskos pokytis, nulemtas
ShmCH, PMD ir jy kombinacijy bei super-stiprikliy.

Galiausiai buvo patikrinta, ar galimas DNR ShmCH sarysis su NB pacienty
klinikiniu vézio rizikingumu. Todél miisy tiriamoms NB lasteléms, augintoms
normoksijos ir hipoksijos sglygomis, specifinius DEHG padalinome | dvi
grupes pagal ShmCH signalg juose (buvo praturtinti ShmCH juose arba ne) ir
jvertinome jy persidengima su publikuotais zemos ir aukstos rizikos NB
naviky DEHG, gautais RNR sekoskaitos ir mazos skiriamosios gebos ShmC
analizés nano-hmC-Seal metodais (Applebaum et al., 2019). Abiejy N-tipy
lasteliy (BE(2)-M17 ir LA1-55n) visos specifiniy DEHG grupés patikimai
persidengé tik su mazos NB rizikos genais (zr. 3.31 pav.). Misy nuostabai
visuose palyginimuose auglio neformuojanc¢ioms LA1-5s lasteléms unikaliis
DEHG persidengé su didelés NB rizikos genais. Tuo tarpu ShmCH jtaka
atsiskleidé analizuojant BE(2)-C genus: normoksijoje (p=0,04) ir ypac
hipoksijoje (p = 0,002) I-tipo DEHG, turintys ShmCH, patikimai persidengé
su auksStos NB rizikos genais, o abiejy auginimo salygy DEHG, neturintys
hidroksimetilinty CH seky — su Zemos rizikos (zr. 3.31 pav.). Pazymétina, kad
hipoksijos salygomis BE(2)-C tipo lastelése ShmCH stebétas DOTIL gene,
kuris skatina NB proliferacija (Wong et al., 2017), kolageny (COL5AI,
COL1341, COL23A1), citoskeleto baltymy (MYHY, PLEC), TGFB ir SHH
(angl. Sonic Hedgehog) signaliniy keliy baltymy (TGFBI, GLI2) genuose,
kurie yra svarbtis EMT indukcijai, vézio invaziSkumui ir atsparumui gydymui
(Piskareva et al., 2015; Shao et al., 2017).
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3.31 pav. NB lgsteléms specifiniy DEHG geny, padalinty pagal ShmCH
praturtinimg (-/+), persidengimo su publikuotais zemos ir aukstos rizikos NB
naviky DEHG (Applebaum et al., 2019) reik§Smingumas. Buvo atlikta 100
tikst. persidengimo permutacijy, punktyring linija Zymi patikimumo riba, kur
p = 0,05. Grafiko virSuje yra nurodyta, kokius normoksijos (N) ar hipoksijos
(H) auginimo salygy porinius lgsteliy palyginimus atlikus buvo analizuojami
lasteléms unikaltis DEHG.

Apibendrinant, parodéme jvairiy NB lasteliy multi-ominiy tyrimy
informatyvuma. Pagal hmTOP-seq biblioteky ShmCG ir RNR sekoskaitos
geny raiSkos duomenis jvertinome hipoksijos salygomis vykstancius
neuroblastomos Igsteliy geny aktyvumo poky¢ius ir nustatéme jy sgsajas su
lasteliy metabolizmo, vystymosi ir diferenciacijos procesais. Panaudojant
ShmC, transkriptomine ir globaliy epigenomo struktiry PMD informacija
detaliai atskleidéme NB Igsteliy skirtingus identitetus ir galimg jy reguliacija.
Taip pat parodéme ShmCG ir ShmCH seky rysj su PMD slopinamy baltymus
koduojanciy geny raiskos aktyvinimu bei ShmCH turinéiy geny s3gsaja su
auksta NB rizika.

3.3. TOP-seq metody taikymas epigenetiniam neinvaziniam
prenataliniam vaisiaus lyties ir 21-osios chromosomos trisomijos nustatymui

Vaisiui specifiniy epigenetiniy biozymeny analizé i§ besilaukiancios
moters kraujo plazmoje aptinkamos laisvai cirkuliuojancios nelastelinés DNR
ir negausios vaisiaus cfDNR praturtinimas galéty padidinti NIPT jautruma,
sumazinti tyrimy kaing ir suteikti duomeny apie galimus ankstyvus vaisiaus
epigenetinius pokycCius, kurie nenustatomi genetiniais tyrimais. Kadangi
ekonomiskais TOP-seq metodais sekoskaitoje analizuojamos tik tiriamaja
DNR modifikacija turin¢ios DNR sekos, nor¢jome parodyti Siy metody
potencialy pritaikyma vaisiaus NIPT.
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3.3.1. TOP-seq metody optimizavimas darbui su cfDNR

Siekiant jvertinti, ar 5ShmC sekoskaita galétume pritaikyti NIPT,
pirmiausiai masiy spektrometrijos metodu buvo palygintas bendras ShmC
kiekis placentos choriono gaureliy audinyje (n=2) ir moters kraujo
leukocituose (n=3). Rezultatai parodé, kad ShmC kiekis placentoje yra
didesnis nei leukocituose, atitinkamai 0,021 £ 0,002 % ir 0,012 + 0,002 %
nuo visy C, p = 0,03. Tai leido tikeétis, kad pritaikius hmTOP-seq metoda pagal
skirtingg DNR hidroksimetilinimg biity galima atskirti vaisiaus cfDNR, i
besilaukian¢ios moters kraujg patenkancig i§ choriono gaureliy, nuo pacios
moters cfDNR, kurios didZigjg dalj sudaro kraujodaros lasteliy DNR. Taip pat
vaisiaus cfDNR analizei buvo tikimasi pritaikyti nemodifikuoty CG seky
sekoskaitos metoda uTOP-seq, remiantis ziniomis, kad motinos ir vaisiaus
cfDNR yra skirtingai metilintos, DNR kilme nustacius pagal vieno nukleotido
polimorfizmus (Lun et al., 2013). Itin svarbu, kad placenta ir vaisiaus cfDNR
yra hipometilintos moters cfDNR atzvilgiu (Lun et al., 2013; Jensen et al.,
2015). Tikétina, kad hipometilinty DNR regiony analizé uTOP-seq leisty
dideliu jautrumu nustatyti vaisiaus ¢cfDNR i§ motinos visuminés kraujo
cfDNR.

Norint atlikti c¢fDNR sekoskaita, reikéjo iSbandyti uTOP-seq ir
hmTOP-seq metodus su labai mazais DNR kiekiais (5-20 ng), atsizvelgiant j
tai, kad galime gauti tik tokius kiekius klinikiniy cfDNR méginiy. Naujos
DNR grandinés sintezei nuo kovalentiskai prijungto ODN (Zr. 1.14 pav., 4a
etapas; 3.6 pav. 5 etapas) buvo iSbandytos dvi skirtingos DNR polimerazés,
Pfu ir Pwo, reakcija atliekant 1 arba 5 ciklais. Efektyviausiai DNR sinteze
vykdé Pfu DNR polimeraz¢, atliekant 5 sintezés ciklus. Be to, optimizavome
naujai susintetinty DNR grandiniy amplifikavimo cikly skai€iy (zr. 1.14 pav.,
4b etapas; 3.6 pav. 6 ectapas), siekiant, kad galutiniy paruosty biblioteky
koncentracija buity pakankama sekoskaitai (> 100 pM). Visa tai mums leido
sékmingai paruosti TOP-seq bibliotekas, naudojant vos 5 ng pradinés cfDNR.
Kadangi cfDNR uTOP-seq ir hmTOP-seq biblioteky ruosime yra naudojamas
pakankamai didelis amplifikavimo cikly skaicius, atitinkamai 15 ir 17 cikly,
noréjome jsitikinti, kad misy bibliotekos sudarytos i§ tiksliniy, o ne
atsitiktiniy foniniy DNR fragmenty, susidaranciy dél visy metodiky
bibliotekose pasitaikan¢io nespecifinio pradmeny jungimosi prie DNR ir jy
pratesimo. Tam buvo paraleliai ruosiamos dvi hmTOP-seq bibliotekos su 10
ng cfDNR: tiksliné biblioteka ir kontroliné, kurios 1-ajame DNR
glikozilinimo etape (zr. 3.6 pav.) i reakcijos miSinj nebuvo jdéta T4 BGT
fermento tam, kad nebiity atliktas ShmC kovalentinis Zyméjimas. Galutiniy
hmTOP-seq biblioteky kiekiai buvo jvertinti tikro laiko PGR: kontrolinés
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bibliotekos koncentracija gauta 7,03 pM, o tikslinés net 260 karty didesné —
1834,42 pM. Tai rodo, kad misy cfDNR TOP-seq bibliotekos yra geros
kokybés ir jose atsitiktiniy foniniy DNR fragmenty kiekis yra nereik§mingai
mazas.

3.3.2. Vaisiaus cfDNR analizé TOP-seq metodais

Optimizavus uTOP-seq ir hmTOP-seq metodus darbui su cfDNR, toliau buvo
ruoSiamos jy bibliotekos sekoskaitai (zr. 2.2.18.). Tikintis ateityje nustatyti
epigenetinius vaisiaus bioZymenis, tinkamus 21-osios chromosomos
trisomijos (T21) detekcijai, buvo analizuojamos trys biologinés méginiy
grupés: placentos choriono gaureliy gDNR, nesilaukian¢iy motery kraujo
plazmos cfDNR ir nés¢iy motery kraujo plazmos cfDNR. I§ viso buvo
nuskaitytos 38 nesilaukianciy ir né$ciyjy motery, su sveikais arba T21
turinciais vaisiais, cfDNR bibliotekos, iSlaikant apytiksliai vienodus skirtingy
ly¢iy vaisiy méginiy kiekius (zr. 3.2 lentel¢). Taip pat buvo paruostos 10
sveiky néstumy placentos choriono gaureliy gDNR bibliotekos, i§ jy 7
méginiai uTOP-seq ir 3 — hmTOP-seq (paruosé Z. Stasevskij ir dr. K.
Danitinaité) (zr. P3 lentele prieduose).

3.2 lentelé. Paruosty ir sekoskaitos biidu iSanalizuoty motery kraujo plazmos
cfDNR uTOP-seq ir hmTOP-seq biblioteky skaiciai. Skliausteliuose nurodyta
vaisiaus lytis.

uTOP-seq hmTOP-seq
. Nesilau- . Nesilau-
Sveikas T21 N Sveikas T21 N
s . kianti .. . kianti
vaisius vaisius . vaisius vaisius .
moteris moteris
4 (XX) 3 (XX) 7 3 (XX) 2 (XX) 7
4 (XY) 2 (XY) 4 (XY) 2 (XY)

I§ visy méginiy uTOP-seq ir hmTOP-seq biblioteky sekoskaitos duomeny
buvo analizuojami nemodifikuoty ir hidroksimetilinty CG seky padengimai ir
bendri identifikuoty seky kiekiai, iSreiksti procentais nuo visy esanciy genomo
seky — frakcijos. Tikrinome, ar pagal uCG ir ShmCG seky duomenis galime
tarpusavyje atskirti tris biologines méginiy grupes: placentos choriono
gaureliy gDNR, nesilaukian¢iy motery kraujo plazmos cfDNR ir nésciyjy
kraujo plazmos cfDNR. Rezultatai parodé, kad visi Sie méginiai gerai
atsiskyré pagal vidutinius sekoskaitos uCG padengimus ir identifikuoty uCG
frakcijas. ShmCG atveju, patikimi skirtumai tarp meéginiy grupiy stebeéti tik
pagal identifikuoty CG seky kiekius. Svarbu paminéti, kad visais atvejais,
esant patikimam méginiy atskyrimui, nés$¢iyjy cfDNR uCG ir 5ShmCG
modifikacijos dydziai jgijo tarpines vertes — maziausias CG padengimas ir
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kiekis stebétas nesilaukianc¢iy motery cfDNR, o didziausias — choriono
gaureliy gDNR (zr. 3.32 A ir B pav.). Taip pat visy méginiy uCG ir ShmCG
seky padengimo duomenys buvo vizualizuoti daugiamaciy skaliy (angl.
multidimensional scaling, MDS) metodu. Tai dar kartg parodé epigenetinius
skirtumus tarp méginiy grupiy ir patvirtino tendencija besilaukian¢iy motery
plazmos cfDNR rodyti tarpines vertes tarp choriono gaureliy gDNR ir
nesilaukian¢iy motery cfDNR (zr. 3.32 C pav.). Visi Sie rezultatai galimai
patvirtina, kad nésciyjy kraujo plazmos cfDNR yra sudaryta i§ vaisiaus
placentos lasteliy ir pacios moters kiino lasteliy DNR miSinio, o matomi
epigenetiniai skirtumai leidzia tikétis uCG ir ShmCG duomenis pritaikyti
vaisiaus NIPT.

A 24.5

i é = " % 3

n.s. B - *kkk *K

] o
o R
5 23.5— S 20
: 3
T 23.0 = 1
@ + Q
o O 10— é
22.5— |:|
20 T T 0 | |
uCG 5hmCG uCG 5hmCG
== Nesilaukianciyjy cfDNR == Neé&Ciyjy cfDNR == Choriono gaureliy gDNR
C our uCG 0.50 — 5hmCG
024 0.25—
© °
g 0.0—| ‘: °
5 e 0.00—] . =
o
o
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2 -0.25—
N
0.4
-0.50 —
06— T 1 | | | |
0.5 0.0 05 1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
1-0ji koordinaté 1-0ji koordinaté

== Nesilaukianciyjy cfDNR == Neés¢iyjy cfDNR === Choriono gaureliy gDNR

3.32 pav. Trijy méginiy grupiy — placentos choriono gaureliy gDNR,
nesilaukianciy ir nésciyjy motery kraujo plazmos cfDNR — skirtumai pagal
uTOP-seq ir hmTOP-seq biblioteky duomenis. A) Visy trijy grupiy méginiy
uCG ir 5ShmCG vidutinis padengimas. B) Visy trijy grupiy meéginiy
identifikuoty uCG ir ShmCG frakcijos. Skirtumai tarp méginiy grupiy jvertinti
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ANOVA analize (n.s. — nepatikimas skirtumas (p > 0,05), ** —p < 0,01, ***
—p<0,001, **** —p<0,0001). C) Visy trijy grupiy méginiy vizualizacija
daugiamaciy skaliy metodu pagal uCG ir 5ShmCG padengimo duomenis.

3.3.3. Vaisiaus T21 epigenetinis nustatymas sekoskaitos biidu

Toliau buvo testuojamas CG padengimo ir identifikuoty CG frakcijos
pritaikomumas vaisiaus NIPT T21 detekcijai. Buvo sukurtas logistinés
regresijos modelis, leidziantis nuspéti vaisiaus kariotipg pagal z-jvert].
Konkretaus méginio z-jvertis gaunamas paskaiciavus tiriamosios (§iuo atveju
21-osios) ir referentinés chromosomos signaly (CG padengimo arba frakcijos)
santykj bei visy sveiky vaisiy cfDNR méginiy signaly santykiy vidurkj ir
standartinj nuokrypj. Tokiu budu z-jvertis leidzia jvertinti, kiek tiriamojo
méginio chromosomy CG signaly santykis yra nutoles nuo sveiky vaisiy
chromosomy signaly santykio. Sukurtas modelis kaip referenting
chromosoma panaudojo 20 ir 16 chromosomas, atitinkamai uCG ir ShmCG
signalams, ir parodé 100 % T21 detekcijos tiksluma. Taip pat jdomu tai, kad
uCG signalo atveju z-jvertis didéja esant didesnei T21 cfDNR méginio
vaisiaus frakcijai, tac¢iau patikimai nekinta sveiky néstumy atveju (zr. 3.33
pav.). Kylant vaisiaus frakcijai did¢ja trisominés ir disominés chromosomy
DNR kiekiy skirtumas (Sparks et al., 2012), galimai todél T21 méginiuose
stebimas didéjantis 21-osios chromosomos uCG nuskaitymy kiekis ir
z-jvercio augimas. Taciau labai svarbu paminéti, kad vaisiaus frakcijos dydis
Siame tyrime nerodé¢ jtakos T21 detekcijos tikslumui, todél galimas patikimas
NIPT atlikimas su jvairiais méginiais, besiskirianciais vaisiaus cfDNR kiekiu.

10— uCG 10— 5hmCG
=]
r=0,53
n/ Sveikas vaisius
r=0,95

» 5 / 5— T21 vaisius
= -
.g‘) g 25min
N h b nuskaitymy

r=0 r=0,88

o o y /I:I
P - |
I I I I I I I I
0.05 0.10 0.15 0.20 0.05 0.10 0.15 0.20
Vaisiaus frakcija Vaisiaus frakcija

3.33 pav. Visuminés moters kraujo cfDNR vaisiaus frakcijos jtaka z-jverciui,
vertinant vaisiaus kariotipg pagal uCG ir ShmCG sekoskaitos méginiuose
identifikuoty CG frakcijas. Visur buvo stebimas patikimas skirtumas tarp
sveiky ir T21 méginiy (p <0,0001). Juodu rémeliu apibraukti cfDNR
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méginiai, analizuoti negilia, vidutiniSskai 2,5 mln. neapdoroty hmTOP-seq
nuskaitymy, sekoskaita.

Taip pat buvo istirta, kokio minimalaus sekoskaitos nuskaitymy kiekio
reikia norint atlikti vaisiaus kariotipo tyrimus. Atlikta in silico analizé parodé,
kad tiksliam T21 nustatymui pagal CG frakcija pakanka 3 milijony apdoroty
uCG (uTOP-seq biblioteky) nuskaitymy ir vos 1 milijono ShmCG
(hmTOP-seq) nuskaitymy. Tai buvo jrodyta eksperimentiskai, negilia
sekoskaita nuskaicius po dvi sveiko ir T21 néStumo cfDNR hmTOP-seq
bibliotekas vidutini§kai su 2,5 milijono pradiniy ir 1,3 milijono apdoroty
nuskaitymy. Siuo atveju taip pat gaunama puiki T21 detekcija (Zr. 3.33 pav.),
o tai didelis privalumas, nes negili sekoskaita potencialiai gali atpiginti NIPT
kainas ir padidinti tyrimy prieinamuma.

Apibendrinant, visa tai rodo, kad uTOP-seq ir hmTOP-seq sekoskaitos
metodai gali buti sékmingai pritaikyti tiksliam vaisiaus neinvaziniam
prenataliniam 21 chromosomos trisomijos nustatymui.

3.3.4. Regioninés uTOP-PGR metodo kiirimas

Parodéme, kad miisy TOP-seq sekoskaitos metodai puikiai tinka vaisiaus
neinvaziniam prenataliniam testavimui, taciau net ir negili sekoskaita yra
brangus tyrimas, kuris taip pat reikalauja intensyvios bioinformatinés
analizés. Todél noré¢jome pasiillyti pigesnj ir visoms klinikinéms
laboratorijoms prieinamesnj sprendimg. Nusprendéme sukurti regioninés
uTOP-PGR metoda konkreciy CG taikiniy, kurie buity specifiniai vaisiaus
kariotipo biozymenys, modifikavimo biisenos stebéjimui. Tokio tyrimo
planuojami trys pagrindiniai etapai (Zr. schema 3.34 pav.):

1) tiriamosios DNR uCG sekos kovalentiskai pazymimos azido grupémis;

2) azido-alkino cikloprijungimo reakcijos metu prie pazyméty CG seky
prijungiamas DNR oligonukleotidas;

3) tikro laitko PGR stebimas konkretaus specifinio DNR regiono
pagausinimas.

Svarbu paminéti, kad regioninés uTOP-PGR metode naudojami du
pradmenys, i§ kuriy pirmasis (3.34 pav., A pradmuo) yra komplementarus
konjuguotam ODN bei 5 nt genominés DNR sekai Salia tiriamojo CG taikinio,
taip padidinant specifiskuma konkre¢iam gDNR regionui. Kartu naudojant
antrgjj pradmenj (3.34 pav., B pradmuo), visiskai komplementary genominei
DNR sekai toliau nuo tiriamojo CG taikinio, yra padauginamas specifinis
tiriamojo DNR regiono produktas. Kadangi pirmajame etape bus pazymimos
tik nemodifikuotos CG sekos, galima tikétis, kad kuo silpniau yra metilintas
(ar kitaip modifikuotas) tiriamasis DNR lokusas, tuo daugiau susidarys
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specifinio PGR produkto ir tai stebésime pagal fluorescencijos signalo
ankstesnj slenkstinés vertés pasiekima, t. y. bus mazesnis meéginio Ct (Ct —
PGR ciklo numeris, kada fluorescencija pasiekia slenksting verte) (zr. 3.34

pav.).

1) 2) 3)
N, ODN/ PGR produktai:
B — | .../
CG CG = CG-— /
GC GC <
—>
5mCG 5mCG B nco X [T
—5mCG—— —5mCG—— mCG—
— G5mC— ——G5mC— |

Fluorescencija

3.34 pav. Regioninés uTOP-PGR metodo schema. uCG, bet ne 5SmCG, sekas
kovalentiskai pazyméjus azido grupémis (1) ir prie jy prijungus ODN (2),
toliau naudojant pastarajam bei genominei DNR sekai komplementarius
pradmenis susidaro PGR produktai (3) ir todél tikro laiko PGR sistema
stebima tai rodanti did¢janti fluorescencija. Tuo tarpu esant metilintoms (ar
kitaip modifikuotoms) CG sekoms tikro laiko PGR metu nesusidaro produktai
ir fluorescencija nepasiekia slenkstinés vertés (pavaizduotos punktyrine
linija).

Pirmiausiai tokio metodo veikimu noréjome jsitikinti tirdami mums gerai
zinomus DNR metilinimo skirtumus tarp dviejy neuroblastomos Igsteliy tipy,
LA1-55n (N-tipo) ir LA1-5s (S-tipo), esanCius 2-osios chromosomos CG
saloje (chr2:3699126-3699465, hgl9). Pagal ankstesnius miisy grupés
pirosekoskaitos duomenis (Stasevskij et al., 2017) dviejose CG pozicijose,
CG-1 (chr2:3699306) ir CG-2 (chr2:3699318) metilinimo lygis LA1-55n
lastelése buvo tik 3 %, kai tuo tarpu LA1-5s lgstelése jis sieké net 95 %.
Atlikus regioning uTOP-PGR su specifiniais DNR pradmenimis tiriamosioms
CG sekoms ir Salia esantiems regionams (zr. 2.2.19.), tikro laiko PGR
steb&jome ankstesn;j fluorescencijos signalg naudojant LA1-55n lasteliy DNR
nei su LA1-5s DNR (zr. 3.35 pav.). CG-1 atveju fluorescencija pasieké
slenksting verte ties 32,39 + 0,38 ir 37,12 + 0,30 PGR ciklais, o CG-2 atveju
—27,13 £0,08 ir 29,54 + 0,14 ciklais, atitinkamai LA1-55n ir LA1-5s Igsteliy
gDNR. Paminétina, kad j tikro laiko PGR buvo jnesti vienodi kiekiai abiejy
NB lasteliy DNR po ODN konjugacijos. Taigi, Sie rezultatai parodo, kad
regioninés uTOP-PGR biuidu gauty specifiniy DNR produkty kiekis yra susijes
su konkreciy CG taikiniy modifikavimo lygiu — esant mazam DNR
metilinimui gaunama daugiau PGR produkty ir tode¢l stebimas ankstesnis
fluorescencijos signalas.

110



0,7 0,7
CG-1 CG-2 _

S 06 0,64 '
o
5
O 05 0,5-
[}
[0
S 04 0,41
so ;
=
8 0,3 0,3
(o]
N
"—; 0,2 0,2
E
S 0,1 0,1
Z

0,0 0,0

25 30 35 40 20 25 30 35 40
Ciklo numeris Ciklo numeris

LA1-55n — LA1-5s

3.35 pav. Dviejy CG lokusy (CG-1 ir CG-2) skirtingo modifikavimo lygio
jvertinimas regioninés uTOP-PGR budu LA1-55n ir LA1-5s NB lasteliy
gDNR. Tikro laiko PGR sistema fiksuojama skirtingu laiku didéjanti
fluorescencija, rodanti nevienoda susintetinty PGR produkty kiekj
tiriamuosiuose méginiuose.

3.3.5. Vaisiaus lyties nustatymas regioninés uTOP-PGR budu

uTOP-PGR metodg siekéme panaudoti neinvaziniam vaisiaus lyties
nustatymui pagal skirtingai metilintus CG taikinius X chromosomoje
mergaiciy ir berniuky placentos audiniuose. X chromosoma pasirinkta todél,
kad ja turi abi lytys ir pagal ja buty galimas patikimas lyties nustatymas. Tuo
tarpu Y chromosoma yra tik berniuky lastelése, todél ja tiriant nepavykty
atskirti mergaic¢iy méginiy (teisingai neigiamy rezultaty, angl. true negative)
nuo techniskai nepavykusios analizés méginiy (klaidingai neigiamy rezultaty,
angl. false negative). Pagal vieSai prieinamus bisulfitinés konversijos
sekoskaitos duomenis buvo pasirinkti 4 skirtingai metilinti CG taikiniai:
chrX:31090306, chrX:47580815, chrX:53283877, chrX:133646863 (Hanna
et al., 2016). Sie lokusai yra stipriau metilinti kraujo gDNR nei placentos
gDNR, taip pat labiau metilinti mergai¢iy nei berniuky placentose — teoriskai
tai suteikia galimybeg i§ besilaukianc¢ios moters visuminés cfDNR pagal tikro
laiko PGR signalo stiprumg nustatyti vaisiaus lytj.

I§ pradziy buvo parodyta, kad atlikus regioning uTOP-PGR pagal
fluorescencijos signalo skirtumus galima atskirti ne tik moters kraujo gDNR
nuo choriono gaureliy gDNR, bet ir tarpusavyje atskirti mergaités ir berniuko
placentos gDNR. Geriausias méginiy atskyrimas stebétas analizuojant
chrX:133646863 taikinj — moters kraujo DNR meéginio Ct verté buvo
33,49+ 0,1, berniuko placentos — 32,33 £0,29, mergaités placentos —
30,96 + 0,25. Tikro laiko PGR stebimas pagausinto tiriamojo regiono kiekis
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priklauso nuo X chromosomos kopijy skaiCiaus ir CG taikinio metilinimo
lygio jose, taCiau svarbu pabrézti, kad diagnostiniam tyrimui yra svarbus
méginiy Ct verciy skirtumas, o ne absoliuciosios jy Ct vertés.

Kadangi besilaukiancios moters plazmos cfDNR tik nedidele dalj sudaro
vaisiaus DNR, toliau tikrinome, ar galime stebéti lyties skirtumus
modeliniuose DNR miSiniuose, paruostuose jvairiais santykiais sumaisius
kraujo ir choriono gaureliy gDNR. Buvo paruosti moters kraujo gDNR
miSiniai su 30 %, 20 % ir 10 % placentos (mergaités ir berniuko) gDNR,
visuose méginiuose iSlaikant vienoda galutinj DNR kiekj. Tikro laiko PGR
rezultatai parodé, kad chrX:133646863 taikinys tinkamiausias vaisiaus lyties
stebéjimui DNR misiniuose esant 30 % choriono gaureliy gDNR (zr. 3.36
pav.). Esant maZesniam choriono gaureliy DNR kiekiui, 10 % ar 20 %, nuo
grynos kraujo DNR atsiskiria tik méginys su mergaités placentos DNR, o su
berniuko nebeatsiskiria.
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3.36 pav. Vaisiaus lyties nustatymo testavimas regioninés uTOP-PGR
metodu, naudojant moters kraujo lasteliy ir placentos gDNR miSinius,
kuriuose mergaités (XX) ar berniuko (XY) placentos gDNR sudaré 30 %,
20 % arba 10 % bendro DNR misinio. Analizéje vertinti chrX:133646863 CG
taikinio modifikavimo skirtumai méginiuose.

Vis délto, stebéti rezultatai néra tikslus, kadangi naudotas audiniy DNR
misinys néra tikslus cfDNR atitikmuo. Todél toliau nor¢jome patikrinti, ar
pagal chrX:133646863 taikinj buty galimas vaisiaus lyties atskyrimas
analizuojant cfDNR méginius. Pirmiausiai panaudojome nesilaukiancios
moters plazmos cfDNR ir jos miSinius su 30 %, 20 % ir 10 % mergaités ar
berniuko placentos gDNR, visuose méginiuose iSlaikant vienoda galutinj
DNR kiekj. Tikro laiko PGR stebéjome galima vaisiaus lyties nustatyma
visuose tirtuose misiniuose (zr. 3.37 A pav.). Tod¢l galiausiai regioniné
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uTOP-PGR buvo isbandyta su tikraja plazmos cfDNR, gauta i§ besilaukianc¢iy
motery. I§ viso analizei buvo panaudoti 6 cfDNR méginiai, po tris i§ néstumy
su mergaitémis ir berniukais. Taciau tikro laiko PGR negavome patikimo
cfDNR méginiy atsiskyrimo pagal vaisiaus lytj (zr. 3.37 B pav.). Tai galéjo
nulemti nepakankamas tiriamyjy CG seky metilinimo skirtumas tarp skirtingy
ly¢iy vaisiy placenty DNR. Todél ateityje reikéty detaliau patyrinéti
uTOP-PGR metodika, analizei naudojant daugiau CG taikiniy.
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3.37 pav. Vaisiaus lyties nustatymo testavimas regioninés uTOP-PGR
metodu, naudojant moters kraujo plazmos cfDNR. A) Vaisiaus lyties
nustatymui naudoti DNR miSiniai, sudaryti i§ nesilaukiancios moters kraujo
plazmos cfDNR ir 30 %, 20 % arba 10 % mergaités (XX) ar berniuko (XY)
placentos gDNR. Analizéje vertinti chrX:133646863 CG taikinio
modifikavimo skirtumai méginiuose. B) Vaisiaus lyties nustatymui pagal
chrX:133646863 CG taikinj naudoti po 3 mergaités ir berniuko besilaukianciy
motery kraujo cfDNR méginiai. Skirtumas tarp méginiy vertintas Stjudento t-
testu, n.s. — nepatikimas skirtumas (p > 0,05).

3.3.6. Vaisiaus T21 epigenetinis nustatymas tikro laiko PGR analize,
panaudojant TOP-seq bibliotekas

Nors parodéme regioninés uTOP-PGR metodo potencialg vaisiaus NIPT,
taciau naudojant pasirinktus CG taikinius jis buvo nepakankamo selektyvumo.
Todél toliau buvo iSbandyta tirti pasirinktus genomo regionus, kurie jau biity

113



amplifikuoti uTOP-seq ir hmTOP-seq bibliotekose ir iSanalizuoti
sekoskaitoje, vadinasi, patikrinti miisy pa¢iy technologingje platformoje. Siy
DNR regiony pagausinimas yra nulemtas CG zyméjimo — TOP-seq
bibliotekose susidaro DNR fragmentai nuo zyméty uCG ir ShmCG seky.
Panaudojant tikro laiko PGR galétume analizuoti tam tikry CG seky
modifikavimo lygius uTOP-seq ir hmTOP-seq bibliotekose nevykdant jy
sekoskaitos. Tokia analizé biity atliekama su pradmenimis, kurie abu yra
komplementariis tik genominéms DNR sekoms, esan¢ioms $alia tiriamosios
skirtingo modifikavimo CG sekos. TOP-seq metodai yra specifiniai DNR
grandinéms ir nuo vienos tiriamosios CG pozicijos susidaro du skirtingi PGR
produktai, todél NIPT analizei galima sukurti dvi pradmeny poras (A ir B
poras, zr. 3.38 pav.), abipus taikinio CG sekos.

Kai pazymima virSutiné gDNR grandiné:

ODN
7~ A-dir ODN
A-dir B-dir “A-rev

CG——
—=G p—
A-rev B-rev Kai pazymima apatiné gDNR grandiné:

ODN B-dir_
/ODN
B-rev

3.38 pav. Schema, vaizduojanti dviejy pradmeny pory prisijungimo vietas
abipus tiriamosios CG sekos genominéje DNR (kairéje) ir TOP-seq biblioteky
fragmentuose (desingje), kurie susidaré nuo pazymeétos virSutinés
(pavaizduota geltona spalva) arba apatinés (raudona spalva) gDNR grandinés.

Naujoji technologija buvo iSbandyta wvaisiaus T21 detekcijai 1S
besilaukiancios moters plazmos cfDNR. Tam potencialiai tinkamos CG
pozicijos buvo surastos i§ misy jau nuskaityty biblioteky (aprasyta 3.3.2.
skyrelyje) duomeny. Lyginant ¢cfDNR méginius i§ néStumy su T21 vaisiumi
su visais trimis likusiais méginiy tipais (cfDNR i§ sveiky néStumy, cfDNR i§
nesilaukian¢iy motery ir choriono gaureliy gDNR), buvo nustatytos T21
specifinés skirtingai modifikuotos uCG ir 5hmCG sekos 21-joje
chromosomoje. Buvo pasirinktos 10 CG pozicijy, po 5 uCG ir ShmCG, kurios
geriausiai atskiria T21 vaisius nuo sveiky néStumy, ir sukurtos pradmeny
poros abipus Siy sri¢iy. Pasirinktos CG sekos turéjo stipresnius nuskaitymy
padengimus T21 méginiuose — buvo stipriau nemodifikuotos (UCG atveju)
arba hidroksimetilintos (ShmCG atveju) nei likusiuose méginiuose
(pavyzdziai pateikti 3.39 pav.). Todél T21 atveju i§ TOP-seq biblioteky tikro
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laiko PGR sistema turime stebéti didesnius kiekius padauginty analizuojamy
DNR regiony.

A chr21:34672959 B chr21:46964859
5 . (2]
8, £ Nesilaukiancios
% 9 moters cfDNR
c 3 )
9 , E{ 6 gy Nesgiosios
s o moters cfDNR
Q1 o3 I
2 1 L% 1 Placentos gDNR

0
Sveikas T21 Sveikas T21

3.39 pav. Padengimo skirtumai T21 specifinése skirtingai modifikuotose CG
sekose pagal TOP-seq biblioteky duomenis. A) uCG (chr21:34672959) ir B)
ShmCG (chr21:46964859) seky padengimo skirtumai tarp nesilaukian¢ios
moters ir nésciosios moters, esant sveikam ar T21 vaisiui, kraujo cfDNR bei
normalaus kariotipo placentos gDNR méginiy (modifikuota pagal dr.
J. Gordeviciaus pav.).

Tikro laiko PGR tikrinome po 4 anksCiau sekoskaitoje analizuotas
uTOP-seq ir hmTOP-seq bibliotekas, paruostas i§ cfDNR, esant néStumams
su sveikais ir T21 vaisiais (zr. 2.2.20.). I§ pradiniy 10 CG taikiniy atsirinkome
po tris geriausias uCG ir ShmCG sekas (zZr. 3.3 lentele), Salia kuriy esanciy
regiony analizé suteiké geriausig T21 atskyrimag nuo sveiky méginiy, t.y.
stebétas teisingo PGR produkto susidarymas ir atsikartojantis skirtumas tarp
méginiy Ct verciy. Atrinkty CG taikiniy regionai tikro laiko PGR sistema
buvo analizuoti i§ viso 18 sveiky néStumy ir 9 T21 cfDNR TOP-seq
bibliotekose, i$ kuriy 5 sveiky ir 3 T21 méginiy bibliotekos nebuvo anksc¢iau
tirtos sekoskaitos biidu. Analizé parodé, kad konkretaus regiono Ct vertés tarp
to paties kariotipo méginiy gaunamos panasios, o T21 atveju jos visada yra
mazesnes nei sveiky néstumy, todél 21-osios chromosomos detekcija galéty
buti atlickama jvertinant Ct ver¢iy dydzius (zr. 3.40 pav.). | 3.40 paveiksla
jtraukti tik tie sveiky néStumy cfDNR biblioteky duomenys, kai susidaré
teisingas PGR produktas ir gautas Ct buvo ne didesnis nei 34. Be to, dél turéto
riboto cfDNR kiekio, vieno méginio bibliotekoje ne visada galéjome patikrinti
visus taikinius, todél detaliau analizuoty ir j 3.40 pav. jtraukty duomeny kiekis
surasytas 3.3 lenteléje. Pastebétina, kad visy CG pozicijy analiz¢ buvo
pasirinkta atlikti tik pagal nuo vienos i§ DNR grandiniy susidarantj DNR
regiong, iSskyrus chr21:29732020 atveju buvo vertinamas abiejy DNR
grandiniy modifikavimo lygis ir todél tiriamyjy DNR regiony pavadinimuose
nurodyti skaitmenys 1 ir 2: 29732020-1 ir 29732020-2.
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3.40 pav. Vaisiaus T21 detekcija tikro laiko PGR, panaudojant TOP-seq
bibliotekas. A) Keturiy uCG regiony analizé uTOP-seq bibliotekose,
paruostose i§ besilaukian¢iy motery plazmos cfDNR. B) Trijy 5ShmCG
regiony analizé hmTOP-seq bibliotekose, paruostose i§ besilaukianc¢iy motery
plazmos cfDNR. Tikro laiko PGR Ct verciy skirtumai tarp sveiky ir T21 vaisiy
méginiy buvo vertinti Stjudento t-testu (n.s. — nepatikimas skirtumas (p >
0,05), * —p<0,05, ** —p<0,01, *** —p<0,001).

Kadangi tikro laiko PGR analizuojant vieng DNR regiona daznai stebima
didelé biologiné variacija tarp méginiy ir tai galimai sumazinty T21 detekcijos
tikslumg, buvo isbandyta atlikti daugybing PGR siekiant padidinti Ct verciy
skirtuma (ACt) tarp skirtingo kariotipo méginiy. Su sveiko ir T21 néstumo
cfDNR uTOP-seq bibliotekomis buvo analizuota po du arba po tris uCG
regionus, jy padauginimui naudojant atitinkamg skaiciy specifiniy pradmeny
pory vienoje reakcijoje. 3.41 pav. pateiktas pavyzdys su dviejy regiony
(29732020-2 ir 34672959) ir trijy regiony (29732020-2, 34672959 ir
33462648) analize. Naudojant 29732020-2 ir 34672959 regiony daugybine
PGR gautas labai geras rezultatas — vidutinis ACt tarp méginiy sieké 3,8, kai
po vieng §iy sriciy vidutinis ACt atitinkamai buvo 2,4 ir 2,6. Taigi, ateityje
jautriai T21 detekcijai galéty biiti panaudojama daugybiné tikro laiko PGR su
cfDNR TOP-seq bibliotekomis.
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3.41 pav. Vaisiaus T21 detekcija daugybinés tikro laiko PGR, panaudojant
uTOP-seq bibliotekas, ruostas i§ besilaukianc¢iy motery plazmos cfDNR.
Daugybine PGR buvo atlikta dviejy 29732020-2 + 34672959 ir trijy regiony
29732020-2 + 34672959 + 33462648 analizé, tiriant atitinkamai 7 sveikus ir
2 T21 bei 8 sveikus ir 5 T21 méginius. Tikro laiko PGR Ct ver¢iy skirtumai
tarp sveiky ir T21 vaisiy méginiy buvo vertinti Stjudento t-testu (* — p < 0,05,
** _p<0,01).

3.3 lentelé. NIPT analizei tikro laiko PGR metodu, panaudojant TOP-seq
bibliotekas, parinkti T21 specifiniai skirtingai modifikuoti CG taikiniai ir tirty
nésciyjy motery kraujo plazmos cfDNR meginiy kiekis. | 3.40 pav. jtraukti tik
ty méginiy rezultatai, kuriy PGR slenkstiné ciklo verté¢ buvo nedidesné uz 34.

CG sekos Tiriamo Anahzu.ot.q . - 13.40 pav.
Koordinate regiono cfDNR méginiy itraukty cfDNR
pavadinimas kiekis meginiy kiekis
uCG
' 11 (sveiki) 3 (sveiki)
chr21:29732020 | 29732020-1 5(T21) 5(T21)
. 11 (sveiki) 5 (sveiki)
chr21:29732020 | 29732020-2 4 (T21) 4 (T21)
' 9 (sveiki) 7 (sveiki)
chr21:33462648 33462648 5(T21) 5(T21)
. 9 (sveiki) 8 (sveiki)
chr21:34672959 34672959 6 (T21) 6 (T21)
5hmCG
. 5 (sveiki) 4 (sveiki)
chr21:30341466 30341466 3 (T21) 3 (T21)
. 6 (sveiki) 2 (sveiki)
chr21:46964859 46964859 2 (T21) 2 (T21)
_ 5 (sveiki) 5 (sveiki)
chr21:44084933 44084933 2 (T21) 2 (T21)
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Apibendrinant, Sioje dalyje aprasytuose tyrimuose parodéme, kad
hmTOP-seq ir uTOP-seq metodais stebima epigenetiné CG seky
modifikavimo informacija gali buti panaudojama neinvaziniam prenataliniam
vaisiaus kariotipo nustatymui. IS besilaukian¢iy motery kraujo plazmos
cfDNR galima sékmingai detektuoti vaisiaus 21-osios chromosomos
trisomijg, specifinius ShmCG ir uCG taikinius analizuojant tikro laiko PGR
arba sekoskaitos budu.
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4. REZULTATU APTARIMAS
4.1. hmTOP-seq — naujas ShmC profiliavimo metodas

D¢l savo vienos bazés skiriamosios gebos bisulfitine konversija paremta
sekoskaita yra etaloninis epigenetiniy DNR modifikacijy, tame tarpe ir
5-hidroksimetilcitozino (ShmC), profiliavimo metodas. Taciau DNR stipriai
degraduoja bisulfito poveikyje, taip apribojant jo pritaikomuma, ypaé
medicininiuose tyrimuose, kai i$ pacienty yra gaunami labai mazi tiriamosios
DNR kiekiai (Zeng et al., 2019; Wang et al., 2022). Taip pat bisulfiting
konversija naudojantys metodai pasizymi didelémis sekoskaitos kainomis bei
sudétinga duomeny analize dél nuskaitomy visy genomo seky, net ir tokiy,
kuriose néra tiriamosios DNR modifikacijos. Tuo tarpu kiti ShmC nustatymo
metodai, paremti restrikcijos endonukleazémis ar baltymy afiniSkumu, nors ir
néra destruktyvis, taciau yra apriboti fermenty atpazinimo seky skai¢iumi ar
pasizymi maza skiriamgja geba (Zeng et al., 2019). Anksciau miisy tyréjy
grupé¢ sukiiré nemodifikuoty CG (angl. unmodified CG, uCGQG) seky analizes
metodg uTOP-seq (angl. uCG-specific tethered oligonucleotide-primed
sequencing), pagrista DNR zyméjimu paremta sekoskaita (Stasevskij et al.,
2017). uTOP-seq pasizymi labai didele uCG nustatymo skiriamgja geba,
prilygstancia bisulfiting konversijg naudojantiems metodams, taciau nesukelia
DNR degradacijos ir yra ekonomiskesnis, nes nuskaitomos tik informatyvios
DNR sekos. Dél uTOP-seq privalumy, jo pagrindu buvo kuriamas naujas,
bisulfito nenaudojantis, didelés skyros S5hmC profiliavimo metodas
hmTOP-seq (angl. ShmC-specific TOP-seq).

hmTOP-seq metode panaudojant T4 B-gliukoziltransferaze (BGT) ir UDP-
6-N3-Glc kofaktoriy, ShmC pazymimas azido grupe¢ turincia gliukoze, prie
kurios ,click reakcijos metu prijungiamas biotinilintas
oligodeoksiribonukleotidas (ODN). Tai leidzia praturtinti negausius ShmC
turinCius DNR  fragmentus. Toliau panaudojant prijungtam ODN
komplementary pradmenj, nuo zyméto ShmC vykdoma naujos DNR
grandinés sintez¢, kurios sekoskaita jgalina nustatyti tikslias ShmC genomines
pozicijas.

Pirmiausiai hmTOP-seq metodo veikimas buvo patikrintas su modeline
bakteriofago A DNR, in vitro hidroksimetilinta GCGC pozicijose. Analizé
parodé, kad hmTOP-seq yra labai didelés, beveik vienos bazés, skiriamosios
gebos metodas: 67 % nuskaitymy prasidéjo tiksliai nuo zyméto ShmC, o i$
viso net 98 % nuskaitymy — iki 4 nt atstumu nuo jo. Taip pat hmTOP-seq yra
pusiau kiekybinis (angl. semiquantitative) metodas, leidziantis jvertinti
santykinj ShmC lygj.
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Reikia paminéti, kad hmTOP-seq publikavimo metu pasirodé straipsnis
apie labai pana$y Jump-seq metoda (Hu et al., 2019). Sis metodas taip pat
remiasi ODN prijungimu prie azidinta gliukoze Zyméto ShmC ir naujos DNR
grandinés sintezés iniciacija nuo jo, taiau jis pasizymi uz hmTOP-seq
mazesne, iki 20 nt skiriamaja geba. Taip galéty biiti todél, kad Jump-seq prie
S5hmC prijungiamas DNR oligonukleotidas, turintis DBCO grup¢. Pfu DNR
polimerazes ir substrato konformacijos modeliavimas parod¢, kad dél savo
dydzio DBCO grupé sunkiai telpa polimerazés aktyviajame centre
(modeliavimg atliko prof. habil. dr. S. KlimaSauskas). D¢l steriniy DBCO
efekty galimai yra apsunkinamas DNR polimerazeés ,,perSokimas® nuo ODN
ant zymétos gDNR ir todél naujos DNR grandinés sintezé tgsiama didesniu
atstumu nuo zyméto ShmC (Hu et al., 2019). Mes pradiniuose hmTOP-seq
kiirimo darbuose taip pat buvome isband¢ DBCO strategija, taciau ji buvo itin
neefektyvi. Taigi, hmTOP-seq naudojamas efektyvus ODN prijungimo prie
zyméto ShmC ir DNR sintezés nuo jo biidas leidzia pasiekti didele metodo
skiriamajg gebg.

Detaliam hmTOP-seq veikimo jvertinimui sudaréme pelés embrioniniy
kamieniniy Igsteliy (ESC) ShmC genolapius. Parodéme, kad hmTOP-seq gali
biiti naudojamas su jvairiu pradinés gDNR kiekiu (5-500 ng), kas potencialiai
gali turéti placias metodo taikymo galimybes. Be to, atliktas palyginimas
parodé aukstas koreliacijas tarp pelés ESC hmTOP-seq duomeny ir vienos
bazés skyros bisulfitinés konversijos TAB-Seq (Yu et al., 2012) bei mazos
skiriamosios gebos nano-hmC-Seal (Han et al., 2016) metody rezultaty — tai
jrodé hmTOP-seq patikimuma. Be to, palyginimas atskleidé ir hmTOP-seq
privalumus prie§ kitus metodus. hmTOP-seq buvo identifikuota daugiau
ShmCG seky, naudojant net ir nedidelj (50 ng) pradinés gDNR kiekij: 500 ng
bibliotekose nustatyta 4,8 mln., 50 ng bibliotekose — 2,0 mln., o TAB-Seq —
1,9 mln. seky (naudojant iki 1 ug gDNR).

hmTOP-seq stebéjome pelés ESC ShmC genominj pasiskirstyma,
sutampant] su anksciau apraSytomis tendencijomis. ShmC labiausiai buvo
praturtintas stiprikliuose ir geny egzonuose, kuriuose yra siejamas su geny
raiSkos aktyvinimu (Pfeifer et al., 2020). Tuo tarpu promotoriuose stebétas
ShmC trikumas, i§skyrus stipriausiai hidroksimetilintas CG sekas, kurios
buvo praturtintos neaktyviuose promotoriuose. Tai gerai sutinka su
duomenimis, kad promotoriuose ShmC zymi geny raiskos slopinimg (Wu et
al., 2011; Huang et al., 2014).

hmTOP-seq jgalina atskiry DNR grandiniy ShmC analize ir tai mums leido
stebéti nesimetriska hidroksimetilinimg geny kiinuose. Juose koduojanciajai
DNR grandinei buvo budingas stipresnis ShmCG lygis nei matricinei
grandinei, ir Sis skirtumas tarp DNR grandiniy teigiamai koreliavo su geny
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aktyvumu — didesnis hidroksimetilinimo skirtumas stebétas genuose,
pasizyminc¢iuose stipresne raiSka. Tokia ShmC asimetriSkumo tendencija
anksCiau buvo apraSyta zmogaus smegeny lgstelése ir manoma, kad
transkripcijos elongacijos metu galéty buti skatinamas DNR grandinei
specifinis TET baltymy aktyvumas, nors to mechanizmas néra suprastas (Wen
et al.,, 2014). Naujausi tyrimai rodo, kad TET2 baltymo aktyvumui jtakos
neturi priesingoje DNR grandingje esan¢io C modifikavimo biisena (Crawford
etal., 2016), be to, TET1 ir TET2 aktyvumas priklauso nuo aplink CG esancio
sekos konteksto nuo -3 iki +2 pozicijy (Adam et al., 2022), o visa tai bent
dalinai galéty sudaryti sglygas nesimetriSkam DNR hidroksimetilinimui.
Svarbu paminéti, kad pelés ESC geny kiinuose nematéme analogisko uCG
asimetriSkumo. Tai galimai paaiSkinama tuo, kad zinduoliy Iastelése net 92-
99 % 5SmCG seky yra simetriskai modifikuotos (Lister et al., 2009; Yu et al.,
2012). Be to, nedidelé dalis genome esanciy hemimetilinty CG seky yra
linkusios vienodai pasiskirstyti abiejose DNR grandinése (Kyriakopoulos et
al., 2022).

Dél itin didelés hmTOP-seq skiriamosios gebos, Siuo metodu galima
analizuoti subtilius hidroksimetilinimo skirtumus baltymus koduojanciy geny
splaisingo srityse (egzony ir introny ribose). Pelés ESC hmTOP-seq
duomenyse nustatytas 5 splaisingo srities ShmCG kiekio padidéjimas
egzoningje dalyje ir nuosmukis introninéje dalyje gerai atspindi anksciau
publikuota ShmC pasiskirstyma, nustatyta etaloniniu bisulfitinés konversijos
metodu (Wen et al., 2014). ShmC modifikacija egzony ir introny ribose buvo
susieta su alternatyviu splaisingu (Khare et al., 2012; Wen et al., 2014), todél
hmTOP-seq metodas galéty pasitarnauti detalesniems $ios srities tyrimams.

Kadangi 5ShmC Zyméjimui naudojame BGT fermenta, kuris neturi jokio
DNR sekos saliskumo ir glikozilina ShmC skirtingy baziy apsuptyje (Josse ir
Kornberg, 1962), tai hmTOP-seq metodas leidzia nustatyti hidroksimetilintas
ne tik CG, bet ir zinduoliy lgstelése reciau modifikuojamas CH pozicijas.
Pelés ESC daugiausiai (50 %) identifikavome hidroksimetilinty CA seky. Tai
puikiai sutinka su literatiiroje apraSytais duomenimis pelés ir Zmogaus
lastelése (Sun et al., 2015; He et al., 2021a) ir galimai yra susij¢ su tuo, kad i$
visy CH pozicijy butent CA yra dazniausiai metilinamos DNMT3A/B
fermenty (Jurkowska et al., 2011).

Dar vienas svarbus hmTOP-seq privalumas — ekonomiskumas ir
bioinformatinés analizés efektyvumas. Kadangi biblioteky ruo$imo metu
vykdomas S5ShmC turin¢iy DNR fragmenty praturtinimas, sekoskaitoje
nuskaitomos tik informatyvios genomo sekos. Tuo tarpu kituose vieno
nukleotido tikslumo metoduose, pavyzdziui, bisulfitinés konversijos
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TAB-Seq (Yu et al., 2012) ar fermentinio deamininimo ACE-seq (Schutsky
et al., 2018), yra nuskaitomas visas tiriamasis genomas.

4.2. hmTOP-seq panaudojimas multi-ominéje neuroblastomos skirtingy
tipy lasteliy analizéje

Po sékmingo hmTOP-seq validavimo ir jvertinimo su pelés ESC gDNR,
toliau panaudodami §j metodg tyréme ShmC pasiskirstyma ir jo galimas
funkcijas neuroblastomos (NB) lastelése. Siekiant geriau suprasti esamus NB
lasteliy tipus ir jy identiteto reguliacija, tyrimuose naudojome SeSias jy linijas:
dvi motinines, iSskirtas i$ pacienty SK-N-BE(2) ir LA-N-1, bei i§ jy iSvestas
po dvi dukterines sublinijas: BE(2)-C (I-tipo) ir BE(2)-M17 (N-tipo);
LA1-55n (N-tipo) ir LA1-5s (S-tipo).

NB lasteles auginome 24-72 val. normoksijos ir hipoksijos, daznai
pasitaikancios augliuose ir nulemiancios agresyvesnj vézio fenotipa,
salygomis. Tiek bendro ShmC kiekio NB Iasteliy gDNR matavimas HPLC-
MS/MS metodu, tiek ir hmTOP-seq biblioteky sekoskaitos duomenys parodeé,
kad hipoksijos metu lastelése padaugéja ShmC, kuris galimai susijgs su
hipoksiniais geny raiskos pokyciais. NB ShmC pagauséjimas buvo pastebétas
ir kituose darbuose ir galimai yra nulemiamas suintensyvéjusios TET baltymy
raiskos, reguliuojamos hipoksijos atsako veiksnio HIF1 (Mariani et al., 2014;
Thienpont et al., 2016; He et al., 2021b). Tiesa, anks¢iau buvo parodyta, kad
hipoksijos metu ShmC padaugéja N-tipo, bet ne S-tipo NB lIgstelése (Mariani
etal., 2014), taciau analizé buvo atlikta naudojant tik dvi S-tipo lasteliy linijas,
todél galbut tai néra universali Sio Igsteliy tipo savybé.

Norint detaliau jvertinti epigeneting ShmC funkcija hipoksiniams geny
raiSkos pokyciams, buvo paruostos 4 dukteriniy NB Iasteliy linijy: BE(2)-C,
BE(2)-M17, LAI1-55n ir LAI1-5s, auginty normoksijos ir hipoksijos
salygomis, RNR sekoskaitos bibliotekos. IS sekoskaitos duomeny kiekvienai
lasteliy linijai buvo sudarytos trys geny grupés: 1) genai, kuriuose hipoksijos
salygomis padaugéjo ShmCG — up-DHG, arba sumazéjo — down-DHG (angl.
differentially hydroxymethylated genes); 2) genai su hipoksijoje sustipréjusia
arba susilpnéjusia raiska, atitinkamai up- ir down-DEG (angl. differentially
expressed genes); 3) genai, kuriuose stebimas hipoksinis ShmCG ir raiskos
padidéjimas — up-DEHG, arba sumazégjimas — down-DEHG (angl.
differentially expressed and hydroxymethylated genes). DEHG grupés
genuose buvo stebétas didziausias ShmCG signalo ir raiskos lygio pokytis,
todél analizése dazniausiai naudojome juos kaip informatyviausius genus.
Funkciné geny praturtinimo GO (angl. gene ontology) analizé parodé
Up-DEHG sasajas su bazinémis metabolizmo funkcijomis, pavyzdziui, atsaku
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1 hipoksija ir glikolize, bei neurony diferenciacijos ir vystymosi procesais.
Ypac svarbu, kad stebéjome neigiamos vystymosi reguliacijos terminus,
pavyzdziui, ,,neigiama neurony diferenciacijos reguliacija“. Tai galimai susij¢
su hipoksijos indukuojama NB lasteliy dediferenciacija, lemiancia padidéjusj
vézio agresyvumg (Huertas-Castafio et al., 2020).

Kadangi NB heterogeniskumas yra didel¢ kliiitis Sio vézinio susirgimo
gydymui (Braekeveldt et al., 2018), naudodami jvairius metodus
kompleksiskai tyréme NB tarplastelinius skirtumus. Pagal Igsteliy geny raiska
ir jy ShmC signalg (h-density) van Groningen et al., 2017 sudarytuose ADRN
ir MES geny rinkiniuose, BE(2)-C, BE(2)-M17 bei LA1-55n Iasteles
priskyréme adrenerginiam lasteliy tipui, 0 LA1-5s — mezenchiminiam tipui.
Tarpusavyje lyginant visas apjungtas ADRN (BE(2)-C +
BE(2)-M17 + LA1-55n) lasteles arba kiekviena i$ jy atskirai su MES LA1-5s
lastelémis, 1gsteliy specifiniy DHG ir DEHG GO praturtinimo analizé parodé
ADRN geny sgsajas su nervy sistemos vystymosi, neurony diferenciacijos ir
sinapsiy procesais, 0 MES geny — su EMT, lasteliy judrumu ir adhezija. Tai
gerai atspindi apraSytus ADRN ir MES tipy bruozus (Boeva et al., 2017; van
Groningen et al., 2017). Taciau pagal adrenerginiy BE(2)-Cir
BE(2)-M17 lasteliy palyginimg sudaryty joms specifiniy DEHG ir DHG
sarasy praturtinimas ,,Hallmark® geny rinkiniuose parodé subtilius lgsteliy
skirtumus jvairiuose signaliniuose keliuose, galimai rodancius skirtingg Siy
lasteliy véziskumo reguliacijg ir BE(2)-C véziniy kamieniniy lasteliy savybes
(Ross et al., 2003; Walton et al., 2004).

3’nkRNR raiSkos tyrimai toliau atskleid¢ tam tikrus skirtumus tarp
N- (BE(2)-M17 ir LA1-55n) ir I-tipo BE(2)-C lasteliy bei panaSumus tarp I- ir
S-tipo LA1-5s lasteliy. Visos ADRN lastelés pasizyméjo uz LA1-5s stipresne
3’nkRNR CTC-510F12.4 ir persidengiancio baltymo geno RAB3D raiska,
taiau BE(2)-C ir LA1-5s lIasteléms buvo biuidingas mazesnis, tarpusavyje
panasus RP5-1126H10.2 ir UBR4 bei AC010729.1 ir SOX11 RNR kiekis.
Nors triiksta duomeny apie Siy 3’'nkRNR funkcijas NB, kai kuriy su jais
persidengianciy baltymy funkcijos yra zinomos. Pavyzdziui, buvo parodyta,
kad su RP5-1126H10.2 persidengiantis UBR4 genas yra svarbus neurogenezei
(Kim et al., 2018) ir yra galimas NB vézio slopintojas (Wang et al., 2006), o
SOX11 pasiilytas kaip specifinis lagsteliy ADRN identiteto reguliatorius
(Decaesteker et al., 2020). RAB3D baltymas, kuris indukuoja kriities vézio
lasteliy EMT (Yang et al., 2015), taip pat buvo aptiktas NB Iasteliy
egzosomose ir susietas su NB Igsteliy migracijos skatinimu (Fonseka et al.,
2019).

Zinduoliy Igsteliy epigenomams yra biidingi dideli, dalinai metilinti DNR
domenai — PMD (angl. partially methylated domains), siejami su
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transkripciskai neaktyviais regionais. PMD iSsidéstymas sveikose ir véZinése
lastelése nurodo specifiSkumus audiniams (Salhab et al., 2018; Brinkman et
al.,, 2019), o jy metilinimo variabilumas atskleidzia tarplastelinj augliy
heterogeniskuma (Brinkman et al., 2019; Gull et al., 2022). Todél panaudojant
NB lgsteliy uTOP-seq biblioteky sekoskaitos duomenis buvo tiriami joms
biidingi PMD. Si analizé atskleidé galimus epigenomo struktiiros panasumus
tarp BE(2)-C ir LA1-5s lasteliy — jose identifikuota daugiausiai ir didZiausio
dydzio PMD, be to, stebétas didesnis jy tarpusavio persidengimas, lyginant su
N-tipo (BE(2)-M17 ir LA1-55n) lasteliy PMD. NB Iasteléms unikaliy PMD
analizé parodé, kad N-tipo lasteliy specifiniai PMD buvo labiau praturtinti
ankstyvosios replikacijos genomo vietose, o0 BE(2)-C ir LA1-5s — vélyvosios.
Be to, atliekant NB lasteliy porinius palyginimus pastebéjome, kad tam
tikroms lasteléms specifiniai DEHG buvo praturtinti PMD, biidinguose
kitoms lgsteléms, su kuriomis yra atlickamas palyginimas. Visa tai atskleidzia
galimas PMD sgsajas su NB lgsteliy identiteto reguliacija. Neatsitiktiné
(epi)genomo struktiira buvo parodyta ir kiau§idziy vézio tyrimuose — genai,
atsakingi uz véziniy lasteliy vystymasi ir savituma, buvo sutinkami uz PMD
riby (Gull et al., 2022).

Nors genai, esantys PMD viduje, paprastai yra silpnai ar visai
neiSreiSkiami (Salhab et al., 2018; Decato et al., 2020), miisy rezultatai parodé,
kad lasteléms specifiniy PMD genai iSvengé slopinanciojo efekto, jei jie
patenka | ankstyvosios replikacijos regionus (Siy regiony genai daznai
pasizymi stipria raiSka (Donley ir Thayer, 2013)). Pasitiléme, kad tokj efekta
galéty nulemti PMD geny hidroksimetilinimas. Be to, PMD esantys genai yra
aktyvinami ir hipoksijos metu — lgsteléms specifiniai hipoksiniai up-DEHG
buvo praturtinti ty Iasteliy specifiniuose PMD.

Svarbu paminéti, kad NB lastelése ShmC analize atlikome ne tik CG, bet
ir kitose, re¢iau hidroksimetilinamose CH sekose ir parodéme jy sgsajas su
geny raiskos reguliacija. Genams, turintiems hidroksimetilintas CH pozicijas,
buvo buidinga stipresné geny raiska nei be ShmCH seky. Nors mes ir kiti (Cui
et al., 2020) pastebéjome ShmC triikumg PMD regionuose, bet NB lastelése
ShmCH padidino jy viduje esanciy nuslopinty geny raiska. Idomu tai, kad
BE(2)-C ir LA1-5s, bet ne abiejy N-tipy (BE(2)-M17 ir LA1-55n), 1asteliy
specifiniai DEHG, turintys ShmCH, parodé sasajas su auksta NB klinikine
rizika (pagal Applebaum et al., 2019 rizikos skirstymg). BE(2)-C I-tipo
lastelés yra apibiidinamos kaip labai agresyvios, ta¢iau LA1-5s S-tipo lastelés
turéty neformuoti naviko (Ross et al., 2003), bet jy sarysj su didele klinikine
NB rizika galéjo nulemti jy mezenchiminis, j judrias nervinés keteros Igsteles
panasus identitetas (Boeva et al., 2017; van Groningen et al., 2017). Taip pat
manome, kad tarplgstelinémis saveikomis LA1-5s galéty paskatinti kity NB
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lasteliy migracija panaSiai kaip buvo parodyta, kad S-tipo Iasteliy
sekretuojami baltymai didino N-tipo i§gyvenamumg ir proliferacija (Li et al.,
2021a).

Apibendrinant, musy atlikta multi-ominé NB lasteliy analizé suteiké
galimybe¢ detaliai jvertinti skirtingy Igsteliy linijy identitetus, jy tarpusavio
panasumus ir skirtumus. Ypac svarbu tai, kad stebéjome tarpines I-tipo
BE(2)-C lasteliy savybes tarp N- ir S-tipy. Nors pagal skirtingg baltymus
koduojanéiy geny raiskg ir jy hidroksimetilinimg BE(2)-C priskyréme ADRN
tipui, taciau pagal tirty 3‘nkRNR geny raiskg ir PMD isSsidéstymg genome jos
rodé panaSumus su MES tipu. Be to, BE(2)-C Iastelése buvo matomos tarpinés
ShmC praturtinimo tendencijos tarp N- ir S-tipams budingo S5hmC
praturtinimo aplink PMD regionus. Visa tai galimai atskleidzia BE(2)-C
buvimg pereinamojoje diferenciacijos bisenoje, kuri jau ankséiau buvo
aprasyta pagal morfologinius ir biocheminius NB lasteliy linijy bruozus
(Ciccarone et al., 1989; Ross et al., 2003). BE(2)-C lastelés galéty biti ir
savitas agresyviausiy lasteliy potipis, kuriam biidingos véziniy kamieniniy
lasteliy savybés (Walton et al., 2004). Naujausiuose NB naviky pavieniy
lasteliy geny raiskos tyrimuose taip pat buvo parodytas tarpinis tarp ADRN ir
MES tipy lasteliy fenotipas, susietas su didesniu NB piktybiskumu ir galimai
atspindintis I-tipo Iasteles (Yuan et al., 2022).

4.3. hmTOP-seq ir uTOP-seq metody taikymas neinvaziniams vaisiaus
kariotipo tyrimams

Vaisiaus neinvaziniai prenataliniai tyrimai (NIPT) i§ besilaukiancios
moters kraujo plazmoje laisvai cirkuliuojancios nelastelinés DNR (angl.
cell-free, cfDNR) — tai dar viena sritis, kur sékmingai pritaikéme miisy naujai
sukurtg hmTOP-seq bei ankstesnj uTOP-seq metodus. Pagrinde NIPT
naudojami vaisiaus lyties ir aneuploidijy, ypa¢ 21, 13 ir 18 chromosomy
trisomijy, nustatymui, naudojant genetinius DNR sekoskaitos metodus
(Skrzypek ir Hui, 2017). Taciau vaisiaus ¢cfDNR sudaro vidutiniskai tik 10-
20 % motinos kraujo plazmos visuminés cfDNR (Taglauer et al., 2014). Todél
suradus ir panaudojus epigenetinius vaisiaus cfDNR bioZymenis biity galima
praturtinti vaisiaus ¢cfDNR ir taip padidinti NIPT jautrumg bei sumazinti
tyrimy kaing.

Yra duomeny, kad placenta yra hipometilinta moters kraujo atzvilgiu:
kraujo Iasteliy gDNR yra metilinta ~72 % CG seky, o placentos — tik 55-59 %
(Chu et al., 2011; Lun et al., 2013). Taip pat mes ir kiti (Nestor et al., 2012)
placentoje nustatéme didesnj ShmC kiekj nei kraujo gDNR. Tai leido tikétis,
kad panaudojus TOP-seq metodus pagal skirtingus CG seky modifikavimo

125



lygius biity galima atskirti vaisiaus cfDNR, i besilaukian¢ios moters krauja
patenkancia i§ placentos, nuo pacios moters cfDNR, kurios didziaja dalj
sudaro kraujodaros lgsteliy DNR. Todél pirmiausiai tikrinome trijy skirtingy
biologiniy méginiy grupiy — placentos choriono gaureliy gDNR,
nesilaukian¢iy motery kraujo plazmos cfDNR ir néséiyjy kraujo plazmos
cfDNR — atskyrimo galimybes pagal uCG ir ShmCG. Parodéme, kad visos
tirtos méginiy grupés patikimai atsiskiria tarpusavyje pagal skirtingus uCG
padengimus bei identifikuoty uCG ir ShmCG frakcijas. Be to, maziausias CG
seky kiekis ir jy padengimas stebétas nesilaukianiy motery cfDNR,
didziausias — choriono gaureliy gDNR, o néS¢iyjy ¢fDNR méginiuose —
vidutinis, kas galimai patvirtina, kad besilaukian¢iy motery visuminé plazmos
cfDNR yra sudaryta pagrinde i§ vaisiaus placentos ir moters kraujo DNR
misinio.

Identifikuoty uCG ir ShmCG seky kiekis bei jy sekoskaitos padengimai
buvo panaudoti vaisiaus 21-osios chromosomos trisomijos (T21), Dauno
sindromo, detekcijai. Sukurtas modelis pagal z-jver¢ius parodé tiksly sveiky
ir T21 néStumy atskyrima net esant ypa¢ mazam sekoskaitos gyliui —
detekcijai pakanka vos 1 mln. hmTOP-seq ir 3 mln. uTOP-seq apdoroty
nuskaitymy. Palyginimui, vykdant T21 detekcijg i§ visuminés, nors ir negilios,
DNR sekoskaitos duomeny, reikia daugiau nei 10 mln. nuskaitymy (Raman et
al., 2019). Tiesa, buvo matoma tendencija, kad méginiy z-jvertis kyla didéjant
vaisiaus cfDNR frakcijai, panaSiai kaip tai buvo pastebéta anksciau
genetiniuose visuminés DNR sekoskaitos tyrimuose (Dheedene et al., 2016),
taciau tai neturéjo jtakos T21 detekcijos tikslumui.

Kadangi sekoskaita yra gana brangus metodas, reikalaujantis detalios
bioinformatinés analizés, todél iSbandéme paprastesnés tikro laiko PGR
sistemos pritaikomuma NIPT, atliekant regioning uTOP-PGR. Technologijos
veikimg testavome vaisiaus lyties nustatymui pagal kraujo ir placentos gDNR
bei mergaiciy ir berniuky placenty gDNR skirtingai metilintus CG taikinius X
chromosomoje (Hanna et al., 2016). Pademonstravome, kad regioninés
uTOP-PGR metodu galime stebéti epigenetinius audiniy skirtumus ir tai
potencialiai gali biiti pritaikoma NIPT. Vis délto, tikro laiko PGR nepavyko
gauti patikimo vaisiaus lyties atskyrimo i§ besilaukian¢ios moters visuminés
kraujo plazmos cfDNR. Tai gal¢jo nulemti nepakankamas tiriamyjy CG seky
metilinimo skirtumas tarp skirtingy ly¢iy vaisiy placenty ir didelé DNR
metilinimo biologiné variacija. Taip pat tikétina, kad regionine uTOP-PGR
buvo istirtas per mazas CG taikiniy skaicius.

Toliau siekdami tikro laiko PGR pritaikyti NIPT, §ia sistema atlikome
pasirinkty CG seky modifikavimo ir jy Zyméjimu paremto DNR regiony
pagausinimo analiz¢, panaudojant uTOP-seq ir hmTOP-seq bibliotekas,
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paruostas i§ besilaukian¢iy motery kraujo plazmos cfDNR. I§ miisy turimy
sekoskaitos duomeny buvo atrinktos uCG ir ShmCG pozicijos, pasiZymincios
i8skirtiniu modifikavimo lygiu T21 néStumo cfDNR, lyginant su sveiky
néstumy cfDNR, nesilaukian¢iy motery cfDNR ir choriono gaureliy gDNR.
Parodéme, kad Siy CG seky Zyméjimu paremto Salia esanciy DNR regiony
padauginimo analizé tikro laiko PGR metodu leidzia atskirti sveikus ir T21
vaisius i§ uTOP-seq ir hmTOP-seq biblioteky, nevykdant jy sekoskaitos. Sios
metodikos pritaikymas klinikiniuose tyrimuose biity didelis privalumas — tai
leisty sumazinti NIPT kaing ir rezultaty analizés trukme. Anksciau buvo
pasiiilyta vaisiaus Dauno sindromo detekcija pagal epigenetinius biozymenis,
tikro laiko PGR vertinant 21-osios chromosomos kiekj, analizéje naudojant
skirtingo metilinimo taikinius/regionus tarp placentos ir moters kraujo gDNR
(Tsaliki et al., 2012; Zhang et al., 2019). Taciau T21 atveju yra stebimas
pakitgs 21-osios chromosomos metilinimas (Lee et al., 2016), todél miisy
darbe apraSytas Dauno sindromo nustatymas pagal jam specifinius uCG ir
ShmCG taikinius galéty buti patikimesnis ir jautresnis NIPT metodas.
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ISVADOS

1. Sukurtas ekonomiskas 5-hidroksimetilcitozino (ShmC) analizés viso
genomo mastu hmTOP-seq (angl. ShmC-specific tethered oligonucleotide-
primed sequencing) metodas, pagristas specifiniu ShmC zyméjimu
paremta sekoskaita.

2. Su pelés embrioniniy kamieniniy Igsteliy DNR pademonstruota, kad
hmTOP-seq leidzia patikimai dideliu atsikartojamumu sudaryti ShmC
genolapius itin didele skiriamgja geba, iSsaugant DNR grandinei specifing
hidroksimetilinimo informacija.

3. hmTOP-seq metodu sudaryti ShmCG profiliai, kartu su RNR
sekoskaitos geny raiskos duomenimis, atskleidzia neuroblastomos lasteliy
hipoksinius metabolizmo ir vystymosi geny reguliacijos poky¢ius.

4.  Multi-ominé — S5ShmC, transkriptomikos ir nemodifikuoty CG seky
(pagal uTOP-seq (angl. unmodified CG-specific TOP-seq) duomenis) —
neuroblastomos lasteliy analizé leidzia detaliai jvertinti skirtingus lasteliy
identitetus.

5. hmTOP-seq ir uTOP-seq metodai gali biiti pritaikomi epigenetiniam
neinvaziniam prenataliniam testavimui, nustatant vaisiaus 21-osios
chromosomos trisomija tikro laiko PGR arba sekoskaitos budu i§
besilaukianéiy motery laisvai cirkuliuojancios nelastelinés kraujo plazmos
DNR.
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PRIEDAI

Wl Matriciné grandiné 8

al

Pradmens grandiné |

P1 pav. Pfu polimerazés aktyviojo centro kisenés erdvinis modelis. Zalia ir
mélyna spalvomis pavaizduotas Pfu suristas DNR dupleksas.
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P2A pav. Funkciné NB lasteliy geny, kuriuose hipoksijos salygomis
padaugéjo ShmCG (up-DHG) arba sumazéjo (down-DHG), praturtinimo GO
(angl. gene ontology) analizé. Pateikiami GO terminai tik su patikimomis q
vertémis < 0,05.
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P2B pav. Funkciné NB lgsteliy geny, kuriy raiska sustipréjo (up-DEG) arba
susilpnéjo (down-DEG) hipoksijoje, praturtinimo GO analizé. Pateikiami GO
terminai tik su patikimomis q vertémis < 0,05.
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P2C pav. Funkciné NB lasteliy geny, kuriems buvo biidingas ShmCG ir
raiSkos padidé¢jimas (up-DEHG) arba sumazéjimas (down-DEHG)
hipoksijoje, praturtinimo GO analizé¢. Pateikiami GO terminai tik su
patikimomis q vertémis < 0,05.
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P3 pav. Funkciné NB lasteliy hipoksiniy up-DHG ir up-DEHG geny, su
kuriais persidengianciose 3‘UTR CG salose stebétas ShmCG pagauséjimas
hipoksijos salygomis, praturtinimo GO analizé. Pateikiami GO terminai tik su
patikimomis q vertémis < 0,05.
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P4 pav. Funkciné NB lgsteléms, augintoms normoksijos ir hipoksijos
salygomis, specifiniy DEHG geny praturtinimo GO analizé. VirSuje nurodyta,
kokie poriniai lasteliy palyginimai buvo atlikti. ADRN — apjungtos BE(2)-C +
BE(2)-M17 + LA1-55n lastelés, potencialiai priskiriamos NB ADRN lasteliy
tipui. Pateikiami GO terminai tik su patikimomis q vertémis < 0,05.
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PS5 pav. Funkciné NB lagsteléms, augintoms normoksijoje, specifiniy DHG (A)
ir DEHG (B) geny praturtinimo analizé ,,Hallmark® geny rinkiniuose (i$
,MSigDB“ duomeny bazés). VirSuje nurodyta, kokie poriniai lgsteliy
palyginimai  buvo  atlikti. =~ ADRN apjungtos  BE(2)-C +
BE(2)-M17 + LA1-55n lastelés, potencialiai priskiriamos NB ADRN lasteliy
tipui. Pateikiami terminai tik su patikimomis q vertémis < 0,05.
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P6 pav. Funkciné BE(2)-C ir BE(2)-M17 lasteléms, augintoms normoksijoje,
specifiniy DHG ir DEHG geny praturtinimo analizé¢ ,,Hallmark® geny
rinkiniuose (i§ ,,MSigDB*“ duomeny bazés). Pateikiami terminai tik su
patikimomis q vertémis < 0,05.

Lentelé P1. Pelés ESC hmTOP-seq ir uTOP-seq biblioteky sekoskaitos
duomenys. K — kontroliné biblioteka, paruosta be BGT katalizuojamo ShmC
zyméjimo, R — techninis bibliotekos pakartojimas (replika).

o . Pradinés DNR Neapc?orotq Apd(?rotut

Bibliotekos riisis Kickis, ng nuskaitymy nuskaitymy

’ kiekis, mln. kiekis, mln.
hmTOP-seq, K, R1 5 0,1 0,004
hmTOP-seq, K, R2 5 0,2 0,005
hmTOP-seq, R1 5 59,8 14,9
hmTOP-seq, R2 5 57,3 15,3
hmTOP-seq, K, R1 50 0,09 0,003
hmTOP-seq, K, R2 50 0,09 0,003
hmTOP-seq, R1 50 61,5 23,0
hmTOP-seq, R2 50 55,4 22,0
hmTOP-seq, K, R1 500 0,8 0,01
hmTOP-seq, K, R2 500 0,2 0,009
hmTOP-seq, R1 500 60,3 32,5
hmTOP-seq, R2 500 57,8 31,9
uTOP-seq, R1 300 57,7 28,4
uTOP-seq, R2 300 44,2 23,1
uTOP-seq, R3 300 38,5 20,1
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Lentelé P2. NB Igsteliy hmTOP-seq ir uTOPseq biblioteky sekoskaitos
duomenys. K — kontroliné biblioteka, paruosta be BGT katalizuojamo ShmC
zyméjimo, R — techninis bibliotekos pakartojimas (replika).

Bibliotekos qu-te.liut Neapd.orotq Apd(?rotq
s auginimo nuskaitymy nuskaitymy
salygos kiekis, min. kiekis, min.
SK-N-BE(2)
hmTOP-seq, K Normoksija 0,7 0,5
hmTOP-seq, R1 Normoksija 32,5 26,5
hmTOP-seq, R2 Normoksija 27,8 22,9
hmTOP-seq, K Hipoksija 0,3 0,2
hmTOP-seq, R1 Hipoksija 29 23,8
hmTOP-seq, R2 Hipoksija 28,1 22,6
BE(2)-M17
hmTOP-seq, K Normoksija 0,5 0,3
hmTOP-seq, R1 Normoksija 45,2 36,4
hmTOP-seq, R2 Normoksija 64,7 51,5
hmTOP-seq, K Hipoksija 0,3 0,2
hmTOP-seq, R1 Hipoksija 55,9 42,9
hmTOP-seq, R2 Hipoksija 50,8 40,0
BE(2)-C
hmTOP-seq, K Normoksija 0,7 0,4
hmTOP-seq, R1 Normoksija 33,3 25,9
hmTOP-seq, R2 Normoksija 25,2 19,7
hmTOP-seq, K Hipoksija 0,3 0,2
hmTOP-seq, R1 Hipoksija 30,3 23,8
hmTOP-seq, R2 Hipoksija 26,8 20,5
LA-N-1
hmTOP-seq, K Normoksija 0,6 0,4
hmTOP-seq, R1 Normoksija 26,1 21,3
hmTOP-seq, R2 Normoksija 26,6 21,7
hmTOP-seq, K Hipoksija 0,3 0,2
hmTOP-seq, R1 Hipoksija 26,3 21,7
hmTOP-seq, R2 Hipoksija 28,0 23,1
LA1-55n
hmTOP-seq, K Normoksija 0,7 0,4
hmTOP-seq, R1 Normoksija 24,8 19,2
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Lentelé P2 (tgsinys)

Bibliotekos qu.te.liq Neapéorotq Apd(?rotq
Gidis auginimo nuskaitymy nuskaitymy
salygos kiekis, min. kiekis, min.
LA1-55n
hmTOP-seq, R2 Normoksija 25,0 19,3
hmTOP-seq, K Hipoksija 0,5 0,3
hmTOP-seq, R1 Hipoksija 28,3 21,7
hmTOP-seq, R2 Hipoksija 29,9 23,5
LA1-5s
hmTOP-seq, K Normoksija 0,6 0,4
hmTOP-seq, R1 Normoksija 23,7 18,3
hmTOP-seq, R2 Normoksija 23,7 19,0
hmTOP-seq, K Hipoksija 0,3 0,2
hmTOP-seq, R1 Hipoksija 29,5 23,0
hmTOP-seq, R2 Hipoksija 30,5 23,9
SK-N-BE(2)
uTOP-seq, R1 Normoksija 29.0 16.5
uTOP-seq, R2 Normoksija 29.9 15.3
BE(2)-M17
uTOP-seq, R1 Normoksija 28,0 16,4
uTOP-seq, R2 Normoksija 279 14,8
BE(2)-C
uTOP-seq, R1 Normoksija 243 15,2
uTOP-seq, R2 Normoksija 29,1 16,2
LA-N-1
uTOP-seq, R1 Normoksija 28,1 16,4
uTOP-seq, R2 Normoksija 32,1 19,0
LA1-55n
uTOP-seq, R1 Normoksija 27,3 16,6
uTOP-seq, R2 Normoksija 24,6 13,7
LAI1-5s
uTOP-seq, R1 Normoksija 28,7 17,4
uTOP-seq, R2 Normoksija 28,6 17,3
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Lentelé P3. Placentos choriono gaureliy gDNR ir moters kraujo plazmos
cfDNR hmTOP-seq ir uTOP-seq biblioteky sekoskaitos duomenys. R —
techninis bibliotekos pakartojimas (replika).

i .. Vaisiaus | Vaisiaus Neapd.orotq Apd(?rotq
Bibliotekos rusis Iytis Kariotipas nuskaitymy | nuskaitymy
kiekis, miln. | kiekis, min.
Choriono gaureliy gDNR
1_hmTOP-seq XX Normalus 26,3 8,2
2 hmTOP-seq XX Normalus 13,4 7,8
3 hmTOP-seq XY Normalus 14,7 7,5
Nesilaukian¢iy motery cfDNR
1_hmTOP-seq - - 26,8 8,8
2 hmTOP-seq - - 23,7 5,9
3 hmTOP-seq - - 24.9 7,9
4 hmTOP-seq - - 24,6 8,1
5 hmTOP-seq - - 23,9 6,7
6_hmTOP-seq - - 22,0 8,5
7 _hmTOP-seq - - 16,4 5,5
Neéscéiyjy motery cfDNR
1 _hmTOP-seq, R1 XX Normalus 29,4 8,2
1_hmTOP-seq, R2 XX Normalus 2,7 1,3
2 hmTOP-seq, R1 XY Normalus 32,4 10,4
2 hmTOP-seq, R2 XY Normalus 2,7 1,5
3 hmTOP-seq XX Normalus 20,9 7,7
4 hmTOP-seq XY Normalus 36,4 11,1
5 hmTOP-seq XY Normalus 20,8 5,7
6_hmTOP-seq XY Normalus 18,1 3,7
7 _hmTOP-seq XX Normalus 29,7 10,4
8 hmTOP-seq XY T21 28,2 9,4
9 hmTOP-seq XX T21 27,8 7,4
10_hmTOP-seq, R1 XX T21 25,7 6,7
10_hmTOP-seq, R2 XX T21 24 1,1
11_hmTOP-seq, R1 XY T21 21,1 6,8
11 hmTOP-seq, R2 XY T21 2,2 1,2
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Lentelé P3 (tgsinys)

Bibliotekos | Vaisiaus | Neapdorow | Apdoroty
s Vaisiaus lytis Kariotipas nuskaitymy | nuskaitymy
kiekis, min. | kiekis, min.
Choriono gaureliy gDNR
1 uTOP-seq XX Normalus 36,8 17,3
2 uTOP-seq XX Normalus 36,7 14,8
3 uTOP-seq XY Normalus 40,3 18,1
4 uTOP-seq XX Normalus 39,1 18,6
5 uTOP-seq XY Normalus 344 16,3
6 _uTOP-seq XX Normalus 39,1 18,7
7 uTOP-seq XY Normalus 39,1 17,9
Nesilaukianc¢iy motery cfDNR
1 uTOP-seq - - 37,7 12,3
2 uTOP-seq - - 31,5 13,3
3 uTOP-seq - - 39,1 13,5
4 uTOP-seq - - 38,6 15,3
5 uTOP-seq - - 26,0 11,6
6_uTOP-seq - - 36,4 16,6
7 uTOP-seq - - 33,9 12,7
Nésciyjy motery cfDNR

1 uTOP-seq XY Normalus 35,1 16,1
2 uTOP-seq XY Normalus 38,6 19.9
3 uTOP-seq XX Normalus 37,0 12,6
4 uTOP-seq XY Normalus 40,2 16,9
5 uTOP-seq XX Normalus 45,3 21,5
6 _uTOP-seq XX Normalus 40,9 17,6
7 uTOP-seq XX Normalus 38,2 16,5
8 uTOP-seq XY Normalus 37,2 15,4
9 uTOP-seq XY T21 39,8 17,0
10 uTOP-seq XX T21 40,2 17,0
11 uTOP-seq XY T21 46,3 18,5
12 uTOP-seq XX T21 34,7 15,1
13 uTOP-seq XX T21 34,4 14,4
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SUMMARY OF THE DOCTORAL DISSERTATION

3’ncRNA

5hmC
ShmCG
SmC
ACE-seq
ADRN
BGT
cfDNA
CGlI
CH
DBCO
DEG
DEHG
DHG

eM.Sssl
EMT

gDNA

GO
hmTOP-seq
MES
mESC

NB

NIPT

ODN

PCA

PMD

R

gPCR

T21
TAB-Seq
TOP-seq
uCG
UDP-6-N3-Gle
uTOP-seq

List of abbreviations

non-coding RNA overlapping 3’UTR of a protein-coding

gene
5-hydroxymethylcytosine
hydroxymethylated CG site
5-methylcytosine

APOBEC-coupled epigenetic sequencing
adrenergic cell type
B-glucosyltransferase

cell-free DNA

CG island

dinucleotide, where H is A, T or C base
dibenzylcyclooctyne

differentially expressed gene
differentially expressed and hydroxymethylated gene
differentially hydroxymethylated gene

engineered DNA methyltransferase Sssl
epithelial-mesenchymal transition

genomic DNA

gene ontology

ShmC-specific TOP-seq
mesenchymal cell type

mouse embryonic stem cell
neuroblastoma

non-invasive prenatal testing
oligodeoxyribonucleotide

principal component analysis
partially methylated domain
replicate

quantitative PCR

trisomy of chromosome 21
TET-assisted bisulfite sequencing
tethered oligonucleotide-primed sequencing
unmodified CG site

uridine diphosphate 6-azide-glucose
uCG-specific TOP-seq
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Introduction

Epigenetic DNA modifications, without changing the existing DNA
sequence, regulate gene expression and genomic imprinting, inactivate
transposable elements and X chromosome, and determine cell- and tissue-
specific differences (Greenberg and Bourc’his, 2019; Titcombe et al., 2022).
The best-studied epigenetic modification of mammalian DNA is
5-methylcytosine (SmC). It can be removed through an active DNA
demethylation pathway involving the oxidation of 5mC to
5-hydroxymethylcytosine (ShmC), 5-formylcytosine and 5-carboxycytosine
by TET family proteins (Lio et al., 2020). However, ShmC is not only an
intermediate of active DNA demethylation, but also a stable epigenetic mark
with specific functions (Bachman et al., 2014). SmC in promoters is associated
with gene repression, while ShmC is found in gene bodies and enhancers of
actively transcribed genes (Skvortsova et al., 2019). In contrast to SmC, which
is found in similar levels in all tissues, ShmC amounts are variable with the
highest level found in brain cells (Nestor et al., 2012). Due to its tissue-specific
distribution and still not fully understood epigenetic function, ShmC is an
interesting and important target for epigenetic research.

Currently existing methods for genome-wide ShmC mapping can be
divided into several groups according to the usage of antibodies, chemical or
enzymatic reactions (Zeng et al., 2019). However, only a small fraction of
them allows ShmC profiling at a high resolution. Due to the single-base
resolution, bisulfite conversion-based DNA sequencing methods are
recognized as the gold standard techniques for the genome-wide profiling of
epigenetic DNA modifications, including ShmC. However, DNA is severely
degraded by bisulfite treatment limiting its applicability, especially in a
clinical research where only small amounts of patient DNA can be obtained
(Zeng et al.,, 2019; Wang et al., 2022). Also, methods using bisulfite
conversion suffer from high sequencing costs and complex data analysis, as a
whole-genome sequencing of scarce DNA modifications leads to a large
proportion of uninformative reads. Meanwhile, other ShmC detection methods
based on restriction endonucleases or affinity enrichment, although not
destructive, are limited by the number of enzyme recognition sequences or
have a low resolution of ~200-400 bp (Hofer et al., 2019; Zeng et al., 2019).
Our research group has previously developed a bisulfite-free high-resolution
uTOP-seq (unmodified CG-specific tethered oligonucleotide-primed
sequencing) method for analysis of unmodified CG sites (StaSevskij et al.,
2017). Therefore, considering the constrains of the existing ShmC profiling
methods and advantages of uTOP-seq, we wanted to establish a similar
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method hmTOP-seq (ShmC-specific TOP-seq) for the analysis of ShmC. After
a successful development of this method, we aimed to demonstrate its
robustness in the analysis of epigenetic transformations of human cancer cells
and to explore the possibilities to apply it for the epigenetic detection of
human genetic diseases.

The profiles of epigenetic DNA modifications change during the
development of both physiological and pathological states of mammalian
cells. For instance, cancers are characterized by a local DNA
hypermethylation leading to the silencing of tumor suppressor genes, and
global hypomethylation associated with the activation of oncogenes and
genomic instability (Fetahu and Taschner-Mandl, 2021). In various types of
cancer, a decreased amount of ShmC and a change in its genome-wide
distribution were observed and suggested as epigenetic biomarkers for the
cancer detection (Yang et al., 2013; Xu and Gao, 2020). Furthermore, DNA
methylation and hydroxymethylation are altered in complex diseases such as
Alzheimer’s and other neurodegenerative disorders (Perkovic et al., 2021),
and even in genetic conditions such as Down syndrome (Yu et al., 2020).

Neuroblastoma (NB) is a pediatric cancer of the sympathetic nervous
system with a heterogenous clinical course ranging from spontaneously
regressing to widely metastatic treatment-resistant tumors (Otte et al., 2021).
A significant cellular heterogeneity is also observed in NB — NB tumor cells,
being genetically identical, have diverse morphological and biochemical
characteristics. It is very important to understand the variety of NB cells, as it
potentially leads to different mechanisms of treatment resistance and
determines NB therapy failures (Campos Cogo et al., 2020). In addition,
hypoxic (oxygen-deprived) areas are often observed in various tumors and are
linked to increased cancer aggressiveness. Hypoxia induces the phenotype of
less differentiated NB cells and promotes their metastasis (Huertas-Castafio et
al., 2020). Interestingly, the level of ShmC increased in NB cells cultured in
low oxygen conditions and was related to the cellular response to hypoxia
(Mariani et al., 2014; Thienpont et al., 2016). However, data on the genomic
distribution of ShmC and its link with the formation of different NB cell types
is still lacking. As development and phenotype of NB might be largely
determined by the epigenetic reprogramming, its epigenetic biomarkers may
help to develop new therapeutic strategies in the future (Durinck and
Speleman, 2018).

Accumulating knowledge in the large-scale epigenetic changes of human
diseases raised the idea that they can be useful for the diagnosis of genetic
disorders. One potential application of epigenetic DNA biomarkers is for the
fetal non-invasive prenatal testing (NIPT). Circulating cell-free DNA
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(cfDNA) is detected in human blood plasma, originating during apoptosis of
cells in various body tissues (Moss et al., 2018). In the blood of a pregnant
woman cfDNA of both woman and fetus can be detected (Dennis Lo et al.,
1997) enabling fetal NIPT. It is mostly used to detect chromosomal
aneuploidies, the most common of which is a trisomy of chromosome 21 —
Down syndrome (Hui and Bianchi, 2017). This testing is usually performed
by a whole-genome or targeted chromosome-selective cfDNA sequencing
(Skrzypek and Hui, 2017). However, at 10-21 weeks of gestation, when NIPT
is performed, the amount of fetal cfDNA is only ~10-20 % of the total
maternal cfDNA (Taglauer et al., 2014). Therefore, for a reliable NIPT, the
usage of fetus-specific epigenetic biomarkers derived from differentially
methylated regions between maternal and fetal cfDNA was suggested. For
such analysis, methods based on Dbisulfite treatment, DNA
immunoprecipitation and methylation-sensitive restriction endonucleases
have already been proposed, and the latter two can enrich fetal cfDNA.
However, these methods have significant drawbacks: bisulfite causes DNA
degradation, which is especially harmful to small amounts of fetal cfDNA;
antibodies show CG density bias; restriction endonuclease are applicable to a
limited number of DNA sequences (Papageorgiou et al., 2011, 2014). Thus,
new technological solutions are in demand for a reliable NIPT. Notably, fetal
epigenetic NIPT based on the analysis of ShmC has not yet been explored,
although, due to its tissue specificity, ShmC could potentially be used for a
sensitive prenatal testing.

Goal of the study

To develop a new cost-effective, bisulfite-free, high-resolution ShmC
analysis method and, together with uTOP-seq sequencing method of
unmodified CGs, apply it for the epigenetic studies in various biological
contexts.

Main objectives of the study

1. To develop a new high-resolution method hmTOP-seq for ShmC profiling.

2. To evaluate the performance of hmTOP-seq method in a genome-wide
ShmC analysis of mouse embryonic stem cells.

3. To determine the response of human neuroblastoma cells to hypoxia by
hmTOP-seq and RNA-seq analysis.

169



4. To reveal the characteristics of different neuroblastoma cells based on the
epigenetic DNA modification status, evaluated by hmTOP-seq and uTOP-seq
methods, and gene expression information.

5. To assess the applicability of hmTOP-seq, uTOP-seq and the tethered
oligonucleotide-primed DNA synthesis technology for the non-invasive
prenatal testing of fetal gender and a fetal trisomy of chromosome 21.

Scientific novelty

This study described the development of a new hmTOP-seq method for the
genome-wide profiling of ShmC. hmTOP-seq is based on a target-specific
tethered ODN-primed sequencing, similar to our recently developed
uTOP-seq method for the analysis of unmodified CG sites (Stasevskij et al.,
2017). In hmTOP-seq ShmC is labeled with an azide group in a glycosylation
reaction catalyzed by T4 B-glucosyltransferase with uridine diphosphate
6-N3-glucose (UDP-6-N3-Glc) cofactor. Then, DNA oligonucleotide is
attached to 6-N3-Glc-5hmC in a “click” reaction, and a new DNA strand is
primed from the labeled ShmC using a primer complementary to ODN. After
DNA amplification and sequencing, the exact genomic positions of ShmC can
be determined.

The advantages of hmTOP-seq method were demonstrated by ShmC
profiling in the genomic DNA of mouse embryonic stem cells. Experiments
proved hmTOP-seq to be a high-resolution method which allowed to analyze
ShmC using a wide range of input DNA amounts (5-500 ng). The new method
is highly ShmC-specific and has a good reproducibility. hmTOP-seq
correlated well with the bisulfite treatment-based TAB-Seq (TET-assisted
bisulfite sequencing) method, but compared to it, hmTOP-seq has a great
advantage — the cost-effectiveness of the analysis due to the target-selective
sequencing.

Using the newly developed hmTOP-seq method, for the first time we
performed a detailed multiomics (ShmC, transcriptomics and unmodified
CGs) analysis of different neuroblastoma cell types. We investigated changes
in hydroxymethylation and expression of genes in NB cells under hypoxic
conditions and determined their relationship with developmental and cell
differentiation processes. We comprehensively studied the cell-type specific
features of NB cells. ShmCG patterns and their relationship with gene
expression and topology of partially methylated domains (PMDs) showed
similarities not only between BE(2)-M17 and LA1-55n cells of the same N-
type, but also between I-type BE(2)-C and S-type LA1-5s cells. Furthermore,
our analysis revealed a potential link between the regulation of NB cell
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identity and both ShmC and cell type-specific PMDs. We demonstrated the
importance of ShmC located in non-CG sites in the activation of PMD-
repressed genes and the association of BE(2)-C and LA1-5s cell type-specific
genes with a high risk of NB.

This study for the first time showed that the analysis of hydroxymethylated
or unmodified CG sequences can be applied for the non-invasive prenatal
testing of the fetal trisomy of chromosome 21 (Down syndrome). We
demonstrated that after application of hmTOP-seq and uTOP-seq analysis on
cell-free DNA of pregnant women, accurate detection of the fetal Down
syndrome is possible both by sequencing or qPCR, the latter being more
affordable for scientific and clinical laboratories world-wide.

Statements to be defended

1. A high-resolution method hmTOP-seq for the genome-wide profiling of
5-hydroxymethylcytosine (ShmC) was developed.

2. A reliable performance of hmTOP-seq was proved by comparing it with
other methods in the epigenetic ShmC analysis of the mouse embryonic stem
cells.

3. hmTOP-seq ShmCG and RNA-seq data demonstrated the response of
neuroblastoma cells to hypoxia and evaluated the hypoxic changes of gene
activity.

4. Identities of neuroblastoma cells can be comprehensively revealed by their
multiomics analysis of ShmC, transcriptomics and unmodified CGs.

5. It is possible to detect fetal genetic diseases, such as a trisomy of
chromosome 21, from CG modification states determined by hmTOP-seq and
uTOP-seq methods in pregnant women’s cell-free DNA.

Materials and methods

Neuroblastoma cell culture

NB cell lines SK-N-BE(2) (ECACC 95011815), BE(2)-C (ECACC
95011817), BE(2) M17 (ECACC 95011816), LA-N-1 (ECACC 06041201),
LA1-5s (ECACC 06041204) and LA1-55n (ECACC 06041203) were
maintained in 1:1 mixture of MEM with non-essential amino acids and Ham’s
F12 medium supplemented with 1x GlutaMAX, penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml) and 15% FBS (SK-N-BE(2)), 15 % heat-
inactivated FBS (BE(2)-C ir BE(2)-M17) or 10 % FBS (LA-N-1, LA1-5s and
LA1-55n) at 37 °C (all reagents from “Thermo Fisher Scientific” (“TFS”)).
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For normoxic conditions cells were incubated in atmospheric oxygen and 5 %
CO; (“NuAire” incubator) and for hypoxic—in 1 % O, and 5 % CO; (“Binder”
incubator, VU LSC IBT Department of Immunology and Cell Biology).

High-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS) analysis of gDNA

1 pug of NB gDNA, 500 ng of blood leukocyte gDNA or 100-500 ng
chorionic villi gDNA were digested with 0.5 U nuclease P1 (“Sigma-
Aldrich”) in 42 ul reaction mixture for 2 h at 55 °C, and dephosphorylated by
adding 1 U FastAP (“TFS”) and incubating overnight at 37 °C. HPLC-MS/MS
system was operated by A.Ruks$énait¢é (VU LSC IBT Department of
Biological DNA Modification). Standard 5SmdC, ShmdC and dG nucleosides
(“TriLink Biotechnologies”) were used for calibration. Data was analyzed
using “MassHunter” (“Agilent Technologies”) software.

Preparation of hmTOP-seq libraries of mESC and NB gDNA

gDNA was sonicated in EB (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) buffer on “M220
Focused-ultrasonicator”  (“Covaris”) according to  manufacturer’s
recommendations to yield fragments with a peak size of ~200 bp. The steps
of hmTOP-seq protocol were as stated:
1) 5, 50 and 500 ng of fragmented mESC gDNA were incubated in 50 pl
reaction mixture with 50 uM UDP-6-N;3-Glc cofactor (“Jena Bioscience™) and
5 U T4 BGT (“TFS”). ShmC glycosylation of 800-1000 ng fragmented NB
gDNA was carried out in 100 pl reaction mixture supplemented with 50 uM
UDP-6-N3-Glc and 10 U T4 BGT. After 2 h incubation at 37 °C enzyme was
inactivated by heating at 65 °C for 20 min and DNA was column purified with
“GeneJET PCR Purification Kit” (“TFS”).
2) Azide-labeled DNA was end-filled using “DNA End Repair Kit” (“TFS”)
and subsequently purified with “GeneJET PCR Purification Kit”. 3’-end
adenylation was carried out in 60 pl reaction mixture supplemented with 10 U
Klenow exo- DNA polymerase (“TFS”) and 0.5 mM dATP at 37 °C for
45 min, followed by enzyme inactivation at 75 °C for 15 min and DNA
purification with “DNA Clean & Concentrator-5” (“ZYMO Research™).
Partially complementary adaptors A1/A2 were ligated overnight at 22 °C in
30 pl reaction mixture containing 4.5 uM A1/A2 and 15 U T4 DNA ligase
(“TFS”). Next morning enzyme was heat inactivated at 65 °C for 10 min and
DNA was purified using “DNA Clean & Concentrator-5”.
3) Biotin-containing ODN was attached in “click” reaction mixture
supplemented with 20 uM Alk-biotin ODN, 8 mM CuBr: 24 mM THPTA and
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50 % DMSO at 45 °C for 20 min. After DMSO dilution to < 1.5 % DNA was
column purified (“GeneJET NGS Cleanup kit”, Protocol A (“TFS”)).

4) Biotinylated DNA was incubated with 0.1 mg “Dynabeads MyOne Cl
Streptavidin” (“TFS””) magnetic beads in 40 pl EB supplemented with 1 M
NacCl at room temperature for 3 h on a “Biosan” rotator. Subsequently, beads
were washed 2x in wash buffer 1 (15 mM Tris-HCI (pH 7.4), 3 M NaCl,
1.5 mM EDTA, 0.05 % Tween 20), 2x in buffer 2 (5 mM Tris-HCI (pH 7.4),
1 M NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.05 % Tween 20), 1x in 100 mM NaCl, then
resuspended in water and heated at 95 °C for 5 min to elute DNA.

5) Enriched DNA was used in 30 pl priming reaction mixture containing
0.2 mM dNTP, 0.5 uM A35 primer, complementary to the attached ODN, 1.5
U Pfu DNA polymerase in recommended buffer (“TFS”) supplemented with
additional 1 mM MgSO; at the following cycling conditions: 95 °C 2 min, 5
cycles at 95 °C 1 min, 65 °C 10 min, 72 °C 10 min.

6) 22 pl of reaction mixture from previous step were used in 100 pl
amplification reaction consisting of “Platinum SuperFi PCR Master Mix”
(“TFS”) and 0.5 uM Ad-ODN and Ad-A2 primers. Reactions were incubated
at “ProFlex” (“TFS”) thermocycler at the following cycling conditions: 94 °C
4 min, 12 (50 and 500 ng input mESC gDNA or NB gDNA) or 15 cycles (5 ng
input mESC gDNA libraries) at 95 °C 1 min, 60 °C 1 min, 72 °C 1 min. The
final libraries were size-selected for ~300 bp fragments using “MagJET NGS
Cleanup and Size-selection kit” (“TFS”) and their quality and quantity were
evaluated with “Agilent 2100 Bioanalyzer” (“Agilent Technologies”) and
quantitative PCR (qPCR). hmTOP-seq libraries were sequenced on “lon
Proton” (“TFS”) platform.

Preparation of uTOP-seq libraries of NB gDNA

uTOP-seq libraries were prepared as it was described for hmTOP-seq,
except the following differences:
As step 1, 500 ng of fragmented NB gDNA were incubated in 30 pl reaction
buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA)
supplemented with 200 uM Ado-6-Ns cofactor and 0.5 uM eM.Sssl for 1 h at
30 °C and for 20 min at 65 °C. After 0.2 mg/ml Proteinase K (“TFS”)
treatment DNA was purified using “DNA Clean & Concentrator-5°. In step 6,
uTOP-seq libraries were amplified for 11 cycles.

Total RNA isolation

Total RNA from NB cells was extracted using “RNAzol RT” (“Molecular
Research Center”) according to the vendor’s instructions.
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Preparation of RNA-seq libraries

mRNA was enriched from 5 pg of total NB RNA using “Dynabeads
mRNA Purification Kit” (“TFS”) and rRNA was depleted using “RiboCop
rRNA Depletion Kit” (“Lexogen”). RNA-seq libraries were prepared with
“lon Total RNA-Seq Kit v2” (“TFS”) and sequenced on “lon Proton”
platform.

Preparation of uTOP-seq and hmTOP-seq libraries of cfDNA

cfDNA libraries were prepared as it was described for gDNA, except the
following differences:
1) uTOP-seq: 4-10 ng of cfDNA were labeled in reaction mixture containing
0.11 uM eM.Sssl.
hmTOP-seq: 5-10 ng of cfDNA were glycosylated in reaction mixture
containing 2.5-5 U T4 BGT.
2) Reaction mixtures contained 5 U Klenow exo- DNA polymerase and 5 U
T4 DNA ligase.
3-4) In uTOP-seq, ODN without biotin (Alk) was used, therefore, DNA
enrichment step was not carried out.
5) Priming reaction mixture (20 pl) was supplemented with 1 U Pfu DNA
polymerase.
6) Amplification for 15 cycles (uTOP-seq) or 17 cycles (hmTOP-seq) was
carried out by adding the whole priming reaction mixture (from step 5). The
final libraries were size-selected for ~270 bp fragments.

Regional uTOP-PCR

1) 100-300 ng of blood leukocytes or chorionic villi gDNA were incubated
with 200 uM  Ado-6-N3  cofactor and excess of eM.Sssl
([CG]:[eM.SssI] =[1]:[2]) for 1 h at 30 °C. Enzyme was inactivated by
heating at 65 °C for 20 min and hydrolyzed with 0.2 mg/ml Proteinase K for
30 min at 55 °C. Finally, labeled DNA was purified using “DNA Clean &
Concentrator-5” or “GeneJET PCR purification kit”.

6-30 ng of blood plasma cfDNA was incubated with 0.11 uM eM.Sssl. After
enzyme inactivation, cfDNA was purified using “Oligo Clean &
Concentrator” (“ZYMO Research”).

2) ODN Alk was conjugated to azide-labeled DNA as described previously
with one difference: cfDNA was purified using “MagMAX Cell-Free DNA
Isolation Kit” (“TFS”).

3) 1-3 ng of gDNA and cfDNA (or their mixture) were amplified in “Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix” (“TFS”) using 0.5 pM primers
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complementary to specified genomic regions and attached ODN.
Amplification was carried out in a “Rotor-Gene Q” (“Qiagen”) thermocycle
at the following cycling conditions: 95 °C 10 min, 40 cycles at 95 °C 15 s,
65 °C 30s, 72 °C 30 s. “Rotor-Gene 6000 Series 1.7” (“Corbett Life Science™)
software was used to evaluate Ct (cycle threshold) of every sample.

Detection of the fetal karyotype in qPCR from TOP-seq libraries

0.5 ng of the final cfDNA TOP-seq libraries were used in qPCR with
“Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix” and 0.5 pM primers
complementary to specific DNA sequences next to the analyzed uCG and
S5hmCG sites. Amplification in a “Rotor-Gene Q” thermocycle was set as:
95 °C 10 min, 40 cycles at 95 °C 15 s, 60 °C 60 s. “Rotor-Gene 6000 Series
1.7” software was used to evaluate Ct of every sample.

Bioinformatics analysis

TOP-seq libraries of gDNA of mESC and NB cells were analyzed by
Dr. J. Gordevicius and Dr. P. Gibas. TOP-seq libraries of chorionic villi
gDNA and blood plasma cfDNA were analyzed by Dr.J. Gordevicius,
Dr. P. Gibas and K. Kvederaviciiité.

NB GO enrichment analysis was performed by submitting foreground and
background lists of protein-coding genes to “GOrilla” tool (Eden et al., 2009),
where all known protein-coding genes were used as the background list.
Molecular pathway enrichment analysis was performed using “Hallmark”
gene sets from the “MSigDB” database (Subramanian et al., 2005; Liberzon
etal., 2015).

Results and discussion

hmTOP-seq — a novel method for the precise profiling of ShmC

5-hydroxymethylcytosine (ShmC) is the most common intermediate of
5-methylcytosine (5SmC) demethylation and a stable epigenetic mark with
important functions in the regulation of both physiological and pathological
states of mammalian cells (Song et al., 2013; Bachman et al., 2014; Liang et
al., 2016). Acknowledging the limitations of the currently existing ShmC
analysis methods and inspired by our recently developed uTOP-seq (uCG-
specific tethered oligonucleotide-primed sequencing) method for the analysis
of unmodified CG (uCG) sequences (Stasevskij et al., 2017), we wanted to
develop a new, bisulfite-free, high-resolution method for the profiling of
ShmC. uTOP-seq has a very high resolution, comparable to the methods
employing bisulfite conversion, but does not cause DNA degradation and is
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more cost-effective because only informative DNA sequences are sequenced,
thus hmTOP-seq (ShmC-specific TOP-seq) method was established on its
methodological basis.

In  the previously developed  uTOP-seq method, an
oligodeoxyribonucleotide (ODN) was attached to the unmodified CG site
covalently labeled with an azide group and employed in the synthesis of a new
DNA strand exactly from the labeled cytosine. We decided to use this tethered
oligonucleotide-based DNA priming (TOP) approach in the ShmC-specific
analysis method hmTOP-seq. Therefore, after testing several strategies for the
ShmC labeling and ODN attachment, we proposed the final hmTOP-seq
scheme (Fig. 1). T4 B-glucosyltransferase (BGT) and UDP-6-N3-Glc cofactor
were used to covalently label ShmC with a glucose moiety containing an azide
group, to which a biotinylated ODN was attached during the Cu(I)-catalyzed
“click” reaction. This allowed us to enrich relatively rare ShmC-containing
DNA fragments (gDNA from mammalian cells contains only 0.03-1.2 %
ShmC of total C (Globisch et al., 2010; Szwagierczak et al., 2010; Nestor et
al., 2012)). Further, a primer complementary to the tethered ODN was used to
prime DNA synthesis from the labeled ShmC, and after amplification of the
novel DNA strands, next-generation DNA sequencing enabled us to determine
the exact genomic positions of ShmC.

1. Labeling 2. Adapter 3. Tethering 4. DNA 5. DNA 6. Amplification,
of 5hmC ligation of ODN  —> enrichment synthesis sequencing

CG biotin o

— 3’\_& -
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\=-L fe—

ey A2 \, N __) T
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Fig. 1. Workflow of hmTOP-seq method. A1/A2 — partially complementary
adapters. “B” (in step 4) — streptavidin coated magnetic bead. Ad-A2 and Ad-
ODN - primers (complementary to A2 and ODN) containing “lon Proton”
platform-specific adapter sequences.

Firstly, hmTOP-seq method was validated with a model 48.5 kb
bacteriophage A DNA containing different amounts (2.5 %, 5 %, 10 %, 20 %
and 40 %) of enzymatically introduced ShmC at GCGC sites, obtained by
mixing appropriate amounts of fully hydroxymethylated and unmodified
DNA (prepared by Z. Stasevskij, according to the methodology of
Liutkeviciate et al., 2009). hmTOP-seq method showed a reliable detection of
ShmC - all 215 hydroxymethylated GCGC sites were identified and the
correlation between technical replicates of each library type was very high
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(average r = 0.98) (Fig. 2 A). Also, hmTOP-seq allowed reliable ShmC
quantification — we observed an increase in median coverage of GCGC sites
as their hydroxymethylation level increased (Fig.2 B). Importantly,
hmTOP-seq is a very high-resolution method with 67 % of mapped reads
starting exactly at the labeled ShmC sites, and 98 % of reads in total starting
in the immediate vicinity (0-4 nt) of ShmC (Fig. 2 C). All of this indicated that
hmTOP-seq method could potentially be applied for the precise analysis of
genomic ShmC.

A B
400 — 600 —
g 300 — S ’ R1
g % $ 47 R2
Q 200 ,,.-?’( . © 4
2 e Q
¥ >
© ,ﬁ Q 200
& 100 }f O
& r=098
0 T T 1 ° 1
0 100 200 300 400 0
R1 coverage
C s
=2 h Upper DNA strand
- 60—
é ] Bottom DNA strand
L 40—
-
(o] -
S 20
[e]
g A
< 0—

r—r—1r—1T 111 1T 1T T T T T T T T"1T
<7 7 6 5 4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 1 >7

Distance to 5hmC

Fig. 2. Analysis of hmTOP-seq libraries of the hydroxymethylated A DNA. A)
Correlation between the coverage of A DNA, containing 2.5%
hydroxymethylated GCGC sites, hmTOP-seq technical replicates. B)
hmTOP-seq coverage dependence on the level of ShmC in GCGC sites.
Quadratic regression was fitted to the data. C) Distance distribution of the
mapped read start positions from the nearest C in GCGC sites in hmTOP-seq
data of A DNA, containing 2.5 % hydroxymethylated GCGC sequences.

It is important to note that at the time of hmTOP-seq publishing, a similar
Jump-seq method was published (Hu et al., 2019). This method is also based
on the priming of DNA synthesis from the ODN attached to the N3-glucose-
labeled ShmC but it has a lower resolution than hmTOP-seq (up to 20 nt). This
might be explained by the use of a different ODN containing a DBCO
(dibenzylcyclooctyne) group. Conformational modeling of Pfu DNA
polymerase and its substrate suggested that a bulky DBCO group might be
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problematic to accommodate in the active center of the polymerase
(performed by Prof. Dr. habil. S. KlimaSauskas). Due to the steric effects of
DBCO, “jumping” of the DNA polymerase onto gDNA might be complicated
and, therefore, DNA synthesis occurs further away from the labeled ShmC
(Hu et al., 2019). In addition, we have also tested the DBCO strategy in our
initial hmTOP-seq development stages and found it to be highly inefficient.
Thus, in the final hmTOP-seq we used the optimized protocols for ODN
tethering to the labeled ShmC and ODN-primed DNA synthesis, which
allowed us to achieve a very high resolution of the method.

To evaluate hmTOP-seq performance with mammalian DNA, we created
ShmC maps of the 2.6 Gb-size genome of mouse embryonic stem cells
(mESCs). Similar to the A DNA analysis, 93 % of mapped reads started in a
close proximity (0-4 nt) to CG sites, with the vast majority of them (64 %)
starting precisely at the CGs, thus demonstrating the single-base resolution
capacity of the method. We showed that hmTOP-seq can be used with various
amounts of input gDNA (5-500 ng), which can be useful for various
applications. Although decreasing the input DNA led to an increased
variability between the technical replicates, it was reduced after calculating
the normalized 5hmC density (h-density) as described for uTOP-seq
(Stasevskij et al., 2017).
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Fig. 3. Comparison of mESC hmTOP-seq data with results obtained by other
methods. A) Correlation between the average coverage of hmTOP-seq 500 ng
libraries and ShmC level (stratified in the intervals) estimated by TAB-Seq.
97 % of all overlapping CGs were used for the analysis. B) Correlation of
ShmC signal between hmTOP-seq libraries of different amounts of gDNA and
nano-hmC-Seal library data (average DNA region size was 615 bp).

Furthermore, to prove the reliability of hmTOP-seq we compared it with
other existing methods and showed high correlations between our mESC
S5hmC data and the results obtained by a single-base resolution bisulfite
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conversion-using TAB-Seq (Yu et al., 2012) and a low-resolution nano-hmC-
Seal (Han et al., 2016) methods (Fig. 3). In addition, the comparison also
revealed the advantages of hmTOP-seq over other methods. hmTOP-seq
identified more ShmCG sequences using even a small amount of input gDNA:
4.8 and 2.0 million 5ShmCGs in 500 ng and 50 ng libraries, respectively,
compared to 1.9 million in TAB-Seq (using up to 1 pg of gDNA). Analysis of
the ShmCG genomic distribution in mESCs by hmTOP-seq coincided well
with previously published data. ShmCG was most enriched in the enhancers
and exons of protein-coding genes, where it has been associated with the
activation of gene expression (Pfeifer et al., 2020). Also, ShmC was generally
depleted in promoters, except for the highly hydroxymethylated inactive
promoters. This is in a good agreement with the observations that ShmC at
promoters represses gene expression (Wu et al., 2011; Huang et al., 2014).

As hmTOP-seq targets both individual DNA strands of a CG site
separately, it has a capacity to display strand-specific hydroxymethylation
information. This allowed us to observe an asymmetric distribution of ShmC
in the gene bodies, where the coding DNA strand was characterized by higher
levels of ShmCG than the template strand. And this bias between DNA strands
was positively correlated with gene activity, with a greater difference in
hydroxymethylation observed in the genes with a stronger expression (Fig. 4).
Similar trend in ShmC asymmetry has been previously described in human
brain cells, and it is thought that the coding strand might be more accessible
to TET proteins during transcription elongation, although the mechanism is
not understood (Wen et al., 2014). Notably, we did not see an analogous uCG
asymmetry in the gene bodies of mESCs. This could be explained by the fact
that in mammalian cells 92-99 % of 5SmCG sequences are symmetrically
modified (Lister et al., 2009; Yu et al., 2012). Furthermore, a small fraction of
hemimethylated CG sequences present in the genome tend to be equally
distributed on both DNA strands (Kyriakopoulos et al., 2022).
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Fig. 4. Distribution of the 5ShmCG coverage across the coding and template
DNA strands of protein-coding genes in mESC (data from hmTOP-seq 500
ng input libraries). Genes were grouped according to their expression level:
169 genes with no expression, 2710 — low, 3598 — medium and 3300 — high
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expression. Student’s t-test p-values for the modification differences between
the strands are shown.

In addition, due to the extremely high resolution of hmTOP-seq method, it
enabled the analysis of the subtle differences in hydroxymethylation at
individual CGs distributed around the splicing sites (exon-intron boundaries)
of protein-coding genes. In mESC hmTOP-seq data we observed a ShmCG
peak in the exonic part and a ShmCG drop in the intronic side of the 5 splice
site (Fig. 5), which were in a good agreement with the previously published
distribution of 5ShmC determined by the gold standard bisulfite-based method
(Wen et al., 2014). ShmC at the exon-intron boundaries has been associated
with the alternative splicing (Khare et al., 2012; Wen et al., 2014), thus the
high-resolution hmTOP-seq could be potentially beneficial for more detailed
research of this topic.
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Fig. 5. Distribution of the ShmCG coverage + 25 nt around the splicing sites.
Data from hmTOP-seq 500 ng input libraries of 10,560 and 6,169 5’ and 3’
splicing regions, respectively, is presented. Reliable differences in ShmCG
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between exonic and intronic parts were observed by Student's t-test (p <0.01).

Since for the labeling of ShmC we use T4 BGT enzyme, which does not
have any DNA sequence bias and glycosylates ShmC in various contexts
(Josse and Kornberg, 1962), hmTOP-seq method allowed us to determine not
only ShmCG, but also hydroxymethylated CH (where H means A, T or C
base) positions. 76 665 ShmCH sites were identified in 500 ng input mESC
DNA libraries with the highest number of them (50 %) found in CA positions.
This is in a good agreement with the published data of mouse and human cells
(Sun et al., 2015; He et al., 2021a) and might be explained by the fact that of
all CH positions DNMT3A/B enzymes tend to methylate mostly CA sites
(Jurkowska et al., 2011).

Furthermore, another important advantages of hmTOP-seq are its cost-
effectiveness and simplicity of bioinformatic data analysis. Since the
enrichment of ShmC-containing DNA fragments is carried out during library
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preparation, only informative, target-selected genomic DNA fragments are
sequenced. Meanwhile, in other single-base resolution methods, such as
TAB-Seq, which is based on bisulfite conversion (Yu et al., 2012), or an
enzymatic deamination-coupled ACE-seq (Schutsky et al., 2018), the whole
genomes are sequenced, thus they suffer from high sequencing costs and
complex data analysis.

hmTOP-seq in multiomics analysis of different neuroblastoma cell types

After a successful validation and evaluation of hmTOP-seq with mESC
gDNA, we used this method to investigate the ShmC distribution and its
potential functions in neuroblastoma (NB) cells. Initial analyses of NB
identified three types of NB cells: the neuroblastic N-type, the non-
tumorigenic, fibroblast-like S-type, and the most aggressive cancer stem cell-
like I-type (Ross et al., 1995; Walton et al.,, 2004). More recent studies
distinguish only two types of NB: noradrenergic/adrenergic (ADRN) and
neural crest cell-like mesenchymal (MES) type (Boeva et al., 2017; van
Groningen et al., 2017). Although epigenetic mechanisms are known to be
crucial for cell development, the data on their influence on the formation of
NB cell types is still lacking. To better understand the regulation of their
identity, in our studies we used six cell lines: two maternal lines SK-N-BE(2)
and LA-N-1 isolated from patients, and two daughter sublines derived from
each of them: BE(2)-C (I-type) and BE(2)-M17 (N-type); LA1-55n (N-type)
and LA1-5s (S-type).

To assess global ShmC levels in NB cells, we cultured them for 24-72 h
under normoxic or hypoxic conditions — in normal or 1 % O (so-called
pathological hypoxia (McKeown, 2014)) atmospheres. The measurement of
the total amount of ShmC in gDNA of NB cells by the HPLC-MS/MS method
showed that ShmC increased in all NB cells during hypoxia (2.5-fold on
average). Such a change of ShmC level is possibly determined by the increase
in the expression of TET proteins, which is regulated by the hypoxia inducible
factor HIF1 (Mariani et al., 2014; Thienpont et al., 2016; He et al., 2021b).

Next, we prepared hmTOP-seq libraries of all available NB cells cultured
under normoxic and hypoxic conditions for 72 h. On average 1.67 million
hydroxymethylated CGs (> 5x coverage) were identified in two technical
replicates of the libraries for each of the NB cell lines, which correlated very
well (mean r = 0.88). h-density increased correlations between the technical
replicates to ~0.95 and was therefore used in further studies. The majority
(87 %) of the mapped hmTOP-seq reads started within 0-3 nt of the CG
positions, allowing us to construct high-resolution genomic maps of ShmCG
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and determine the distribution of this DNA modification in the genomes of
NB cells. The most highly hydroxymethylated CG sequences were enriched
in the enhancers, shores of CG islands (CGIs), introns and 3’UTRs of protein-
coding genes. In order to assess the ShmC dynamics occurring in hypoxia, we
analyzed h-density changes in 1-kb NB genomic regions. DNA regions with
increased ShmC in hypoxia were most enriched in CGIs and their shores,
exons of protein-coding genes, and 3’ncRNA (non-coding RNAs that overlap
the 3’UTR of protein-coding genes) genes.

In order to better reveal the epigenetic function of 5ShmC and its
significance in the regulation of gene expression, RNA sequencing libraries
of 4 NB daughterlines: BE(2)-C, BE(2)-M17, LA1-55n and LA1-5s, grown
under normoxic and hypoxic conditions, were prepared. From the ShmC and
RNA sequencing data, three groups of protein-coding genes were formed for
each cell line: 1) genes that under hypoxic conditions gained ShmCG, up-
DHG (differentially hydroxymethylated genes), or lost ShmCG, down-DHG;
2) genes with increased or decreased expression in hypoxia, respectively up-
and down-DEG (differentially expressed genes); 3) genes that showed a
hypoxic increase in both ShmCG and expression, up-DEHG (differentially
expressed and hydroxymethylated genes), or decrease — down-DEHG. Genes
in the DEHG group showed the highest change in 5ShmCG signal and
expression level, so we used mostly them in various analyses as the most
informative genes. Functional GO (gene ontology) enrichment analysis
showed associations of Up-DEHGs with basic metabolic functions, such as
response to hypoxia and glycolysis, as well as processes of neuronal
differentiation and development. Of particular importance, we observed terms
of negative developmental regulation such as “negative regulation of neuronal
differentiation”. This is possibly related to hypoxia-inhibited differentiation
of NB cells and hypoxia-induced dedifferentiation of NB cells leading to an
increased cancer aggressiveness (Bhaskara et al., 2012; Huertas-Castafio et
al., 2020).

Since the heterogeneity of NB is a major obstacle in the treatment of this
malignancy (Braekeveldt et al., 2018), we comprehensively investigated NB
cellular differences. In the principal component analysis (PCA) of h-density
and RNA signals I-type BE(2)-C and, particularly, S-type LA1-5s cells
differentiated from other related cells independently of culture conditions
(Fig. 6 A), whereas parental SK-N-BE(2) and LA-N-1 occupied similar
positions to their N-type sublines (BE(2)-M17 and LA1-55n), in agreement
with a tendency of NB tumors to be predominantly composed of N-type cells
(Ross et al., 1995; Walton et al., 2004). Based on the gene expression and
h-density of our NB cells in the published gene sets of two NB cell types
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ADRN and MES (van Groningen et al., 2017), we assigned BE(2)-C, BE(2)-
M17 and LA1-55n cells to the adrenergic cell type and LAI1-5s to the
mesenchymal type (Fig. 6 B). GO enrichment analysis of the cell type-specific
DHGs and DEHGs, identified by comparing all ADRN cells of a potentially
similar identity (BE(2)-C, BE(2)-M17, LA1-55n) against MES LA1-5s cells,
showed associations of ADRN genes with nervous system development,
neuron differentiation and synapse processes, while MES genes were linked
with EMT, cell motility and adhesion. This reflected well the described
features of ADRN and MES types (Boeva et al., 2017; van Groningen et al.,
2017). Furthermore, in a comparison between the adrenergic BE(2)-C and
BE(2)-M17 cells, enrichment of their specific DEHGs and DHGs in a
“Hallmark™ gene set (from “MSigDB”) showed subtle cellular differences in
various signaling pathways, possibly indicating differential regulation of their
tumorigenesis and BE(2)-C properties as cancer stem cells (Ross et al., 2003;
Walton et al., 2004).
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Fig. 6. Analysis of the intercellular differences of NB cell lines. A) PCA of h-
density or gene expression of NB cells in normoxia and hypoxia. B)
Evaluation of the ShmC signal and expression level of ADRN and MES-
specific genes in the normoxic NB cells. Student's t-test p-values are indicated
(** —p <0.01, **** —p < 0.0001). RPKM - reads per kilobase per million
reads mapped.
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Additionally, 3’ncRNA expression data revealed differences between N-
(BE(2)-M17 and LA1-55n) and I-type BE(2)-C cells, and similarities between
I- and S-type LA1-5s cells. All ADRN cells showed higher expression of the
3’'ncRNA CTC-510F12.4 and the overlapping (host) protein-coding gene
RAB3D than MES LAI1-5s, whereas RP5-1126H10.2, AC010729.1 and their
host genes, UBR4 and SOX1 1, respectively, were expressed weaker in I-type
BE(2)-C and S-type LA1-5s cells as compared to N-type cells. Although data
on the functions of these 3’'ncRNAs in NB is lacking, their host genes
participate in cancer-related processes. UBR4 was shown to be important for
neurogenesis (Kim et al., 2018) and acted as a potential suppressor of NB
(Wang et al., 2006). SOX11 was proposed as a cell type-specific regulator of
ADRN identity (Decaesteker et al., 2020). RAB3D protein induced EMT in
breast cancer cells (Yang et al., 2015) and was also detected in exosomes of
NB cells where it was associated with increased migration of them (Fonseka
etal., 2019).

Epigenomes of mammalian cells are characterized by large, partially
methylated DNA domains — PMDs, associated with transcriptionally inactive
regions. The distribution of PMDs in healthy and cancer cells indicates tissue-
specific features, and their methylation variability reveals intertumoral
heterogeneity (Salhab et al., 2018; Brinkman et al., 2019). Therefore, in order
to further investigate the epigenetic differences of NB cells, genomic PMD
maps were constructed from uTOP-seq data of all six NB cell lines cultured
in normoxia. This analysis revealed potential similarities in a large-scale
epigenome structure between I-type BE(2)-C and S-type LA1-5s cells, which
had the largest PMDs and the highest amount of them. Also, PMDs overlapped
stronger between BE(2)-C and LA1-5s cells as compared to N-type
(BE(2)-M17 and LA1-55n) cells. We next explored the unique NB PMDs by
comparing NB sublines of SK-N-BE(2) and LA-N-1 groups (named 2-cell-
PMDs) or all four NB sublines (named 4-cell-PMDs). As expected, BE(2)-C
and LA1-5s cells had greater amounts of 2-cell-PMDs and 4-cell-PMDs than
N-type cells.

Importantly, we observed differences between NB cells not only in terms
of the PMD sizes, but also in their distribution in the genome. Cell type-
specific PMDs of N-type BE(2)-M17 and LA1-55n cells were more enriched
at the genomic sites of early replication, while those of BE(2)-C and LA1-5s
had tendency to be enriched at late replicating regions. Although genes within
PMDs are generally lowly or not expressed at all (Salhab et al., 2018; Decato
et al., 2020), our results showed that cell type-specific PMD genes escaped
the suppressive effect in the regions of early replication (genes in these regions
are often highly expressed (Donley and Thayer, 2013)). We also proposed that
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promoter and gene body ShmCG affected gene activation within the PMDs.
Furthermore, the cell type-specific DEHGs, identified in pairwise NB cell
comparisons, were enriched inside the unique PMDs of the other cell line
compared or overlapped with their boundaries (Fig. 7 A). All of this suggested
the role of PMDs in the regulation of NB cell identity. Notably, genes in PMDs
might be activated during hypoxia — cell type-specific hypoxic up-DEHGs of
each subline were enriched in their own PMDs (Fig. 7 B).
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Fig. 7. Distribution of NB cell type-specific genes with respect to PMDs. A)
Enrichment of the cell type-specific DEHGs (found by pairwise comparison
of cells indicated at the top) across the unique 4-cell-PMDs (indicated at the
bottom) split according to the positions of genes: promoter, 3’ end, inside or
outside the PMD. OR — odds ratio, insignificant enrichment (when p > 0.05)
is marked with a cross. (B) Enrichment of the hypoxic up- and down-DEHGs
of NB cells in their own PMDs.

It is important to mention that we performed ShmC analysis of NB cells
not only in CG but also in CH sites where ShmC is rare. We identified up to
30,000 ShmCHs in NB cells, and they were enriched mostly in the introns and
enhancers of protein-coding genes. Also, we observed the enrichment of both
S5hmCG and 5ShmCH sites around the PMD boundaries and their depletion
inside PMDs. On the other hand, analysis revealed a cell type-specific ShmC
distribution: ShmCGs and ShmCHs were enriched in the unique 2-cell-PMDs
of N-type cells (BE(2)-M17 and LA1-55n) but depleted in the LA 1-5s-specific
PMDs, and the PMDs of BE(2)-C presented the intermediate enrichment
score. This possibly uncovered that BE(2)-C cells are in an intermediate
transitional state of differentiation, which was previously described by
morphological and biochemical studies of NB cell lines (Ciccarone et al.,
1989; Ross et al., 2003) and recently shown in a single-cell gene expression
analysis of NB tumors (Yuan et al., 2022). Furthermore, genes with
hydroxymethylated CH sites were characterized by a stronger gene expression
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than those without ShmCH positions, and ShmCHs increased the expression
of repressed genes within the PMDs with the strength similar to the enhancers.

Finally, the possible association of ShmCHs with the level of cancer risk
in NB patients was tested. Interestingly, ShmCH-containing cell type-specific
DEHGs of BE(2)-C and LA1-5s, but not both N-types (BE(2)-M17 and
LA1-55n), showed associations with a high NB clinical risk (based on
published risk stratification genes (Applebaum et al., 2019)) (Fig. 8). Notably,
hypoxia enhanced the link of BE(2)-C-specific DEHGs with a high risk.
BE(2)-C I-type cells have been characterized as highly aggressive, whereas
LA1-5s S-type cells are expected to be non-tumorigenic (Ross et al., 2003).
We suggested that association of S-type with a high clinical risk of NB might
be due to its mesenchymal, motile neural crest cell-like identity (Boeva et al.,
2017; van Groningen et al., 2017). We also hypothesized that LA1-5s could
promote the migration of other NB cells through intracellular factors, similar
to how proteins secreted by S-type cells have been shown to increase the
survival and proliferation of N-type cells (Li et al., 2021a).
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Fig. 8. Significance of the overlap of NB cell type-specific DEHGs split
according to the ShmCH enrichment (-/+) with the published NB DEHGs of
low- and high-risk tumors. The top of the graph indicates which cell
type-specific DEHGs were analyzed in pairwise comparisons of cells cultured
under normoxic (N) or hypoxic (H) conditions. The dashed line represents the
significance threshold (p = 0.05).

Application of TOP-seq methods for the epigenetic non-invasive prenatal
testing of fetal sex and trisomy of chromosome 21

Circulating fetal cell-free DNA (cfDNA) is detected in the blood plasma
of a pregnant woman and it can be used for the non-invasive prenatal testing
(NIPT) of the fetus karyotype. NIPT is mainly used to determine fetal sex and
aneuploidy, especially trisomy of chromosomes 21, 13 and 18, using genetic
DNA sequencing methods (Skrzypek and Hui, 2017). Since fetal cfDNA
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represents only a small fraction (on average 10-20 %) of the total maternal
blood cfDNA (Taglauer et al., 2014), utilizing fetal-specific epigenetic
biomarkers could potentially enrich the fetal cfDNA and thus increase the
sensitivity and reduce the cost of NIPT. Therefore, we examined the
application of uTOP-seq and hmTOP-seq methods for the prenatal
diagnostics.

Firstly, we aimed to identify DNA fragments of the fetal origin in the total
maternal cfDNA by analyzing differentially modified uCGs and ShmCGs.
Previously published data show that placenta is hypomethylated relative to the
female blood (Chu et al., 2011; Lun et al., 2013). Also, we and others (Nestor
etal., 2012) have found higher levels of ShmC in the placenta than in the blood
gDNA. This let us to expect that using TOP-seq methods to analyze different
modification levels of CG sites would make it possible to distinguish fetal
cfDNA, originating from the placenta tissue, from the woman's own cfDNA,
which consists mostly of the leukocyte DNA. Therefore, we used biological
samples of three different groups: placental chorionic villus gDNA, blood
plasma cfDNA of non-pregnant women, and blood plasma cfDNA of pregnant
women. A total of 38 ¢cfDNA TOP-seq libraries from non-pregnant and
pregnant women, and 10 TOP-seq libraries of placental chorionic villi gDNA
of healthy pregnancies were analyzed (prepared by Z. Stasevskij and Dr. K.
Daniiinaité). We showed that all sample groups could be reliably separated
from each other based on different uCG coverage and fractions of identified
uCGs and 5ShmCGs. In addition, the lowest coverage and fraction of identified
CG sequences was observed in cfDNA of non-pregnant women and the
highest in chorionic villus gDNA, while moderate values were seen in cfDNA
samples of pregnant women, possibly confirming that the total plasma cfDNA
of pregnant women is composed of a DNA mixture of fetal placenta and
maternal blood origins.

The coverage and the fraction of identified uCG and ShmCG sites were
further successfully used for the detection of the trisomy of chromosome 21
(T21) — Down syndrome. A model based on the z-scores of pregnancies (using
CG fraction data) showed an accurate separation of healthy and T21 fetuses
(Fig. 9) even with an extremely low sequencing depth — only 1 and 3 million
processed reads of hmTOP-seq and uTOP-seq, respectively, were enough for
a precise T21 detection (in silico analysis). In comparison, T21 identification
from a whole-genome, albeit shallow, sequencing requires more than 10
million reads (Raman et al., 2019). Although there was a tendency for the z-
scores to increase with a higher fetal fraction, as previously observed in NIPT
studies employing the whole-genome sequencing (Dheedene et al., 2016), this
had no effect on the accuracy of the T21 detection (Fig. 9).
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Fig. 9. Effect of the fetal cfDNA fraction on the z-score indicating fetal
karyotype based on uCG and ShmCG fractions. A reliable difference between
healthy and T21 pregnancies was observed (p < 0.0001).

Since DNA sequencing is a relatively expensive procedure that requires a
detailed and intensive bioinformatics analysis, we tested the applicability of a
simpler, qPCR-employing regional uTOP-PCR approach for the NIPT. In this
method, after the covalent labeling of uCG sites with azide groups and
attachment of ODN to them, amplification of a specific DNA region can be
monitored by qPCR. In PCR we used two primers, the first of them being
complementary to the tethered ODN and 5 nt of the genomic DNA sequence
next to the uCG of interest, and the second one, which was fully
complementary to the genomic DNA sequence further away in the
neighborhood of the targeted uCG. Since only unmodified CG sequences will
be labeled leading to the amplification of DNA, it can be expected that the less
methylated DNA locus of interest will be, the more specific PCR product will
be formed and monitored by qPCR.

We tested the performance of the regional uTOP-PCR for the fetal gender
determination based on differentially methylated CG sites in the X
chromosome between gDNA of women’s blood and placentas of both girls
and boys (Hanna et al., 2016). We demonstrated that epigenetic tissue-specific
differences can be monitored with this technique suggesting its potential
application in NIPT. However, it failed to obtain a reliable fetal sex
discrimination from the plasma cfDNA of pregnant women. This might have
been influenced by a too little difference in the methylation levels of the
studied CG sequences between the fetal placentas of different genders, and a
high interindividual variation of the DNA methylation.

Considering that the performance of the regional uTOP-PCR was of an
insufficient selectivity, further attempts were made to analyze the
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amplification of targeted DNA regions predetermined by labeling of selected
CG sequences, using prepared uTOP-seq and hmTOP-seq libraries. Such an
analysis by qPCR could be performed with primers that are both
complementary only to the genomic DNA sequences adjacent to the CG site
of interest. We tested this technique for the fetal T21 detection, and potential
T21-specific uCG and ShmCG positions were identified from our previous
sequencing data, comparing plasma cfDNA samples from pregnant women
with T21 fetuses to all three remaining sample types (plasma cfDNA from
non-pregnant and pregnant women with healthy babies, and chorionic villus
gDNA of heathy pregnancies). Selected CG sites had higher TOP-seq
coverages in T21 samples than in the rest of specimens — they were more
heavily unmodified (uCG) or hydroxymethylated (ShmCG). Thus, in the
TOP-seq libraries of T21 we expected to detect larger amounts of DNA
regions adjacent to such CG sites.

Table 1. Coordinates of the selected T21-specific uCG and ShmCG sites and
the amount of tested plasma cfDNA specimens of pregnant women.

Coordinate of CG | Region | Amount of tested cfDNA samples
uCG
chr21:29732020 29732020-1 3 (healthy), 5 (T21)
chr21:29732020 29732020-2 5 (healthy) 4 (T21)
chr21:33462648 33462648 7 (healthy), 5 (T21)
chr21:34672959 34672959 8 (healthy), 6 (T21)
5hmCG
chr21:30341466 30341466 4 (healthy), 3 (T21)
chr21:46964859 46964859 2 (healthy), 2 (T21)
chr21:44084933 44084933 5 (healthy), 2 (T21)

We selected the final set of T21-specific uCG and ShmCG targets (Table
1), whose analysis, based on CG labeling, provided the best and most
consistent separation between T21 and healthy cfDNA samples. Therefore, by
observing larger amounts of amplified specific DNA regions in TOP-seq
libraries of T21 samples than those of healthy pregnancies in qPCR, we
demonstrated a reliable detection of the fetal karyotype (Fig. 10). We believe
that the application of this methodology in the prenatal screening would be
highly advantageous — it would reduce the cost of NIPT as well as the testing
duration. Detection of the fetal Down syndrome by assessing the amount of
chromosome 21 in qPCR based on regions of differential methylation between
placental and maternal blood gDNA has been previously proposed (Tsaliki et
al., 2012; Zhang et al., 2019). However, altered methylation of the
chromosome 21 was observed in the case of T21 (Lee et al., 2016). Thus, the
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detection of Down syndrome by T21-specific uCG and ShmCG biomarkers
described in our study could be a more reliable and sensitive NIPT method.
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Fig. 10. Detection of the fetal T21 by qPCR in uTOP-seq (A) or hmTOP-seq
(B) libraries of plasma cfDNA of pregnant women. Student’s t-test was used
to evaluate differences of qPCR Ct (cycle threshold) values between sample
groups (n.s. — not significant (p > 0.05), * —p <0.05, ** —p < 0.01, *** —_p <
0.001).

Conclusions

1. We developed a cost-efficient method for the genome-wide analysis of
5-hydroxymethylcytosine (ShmC), called hmTOP-seq (5ShmC-specific
tethered oligonucleotide-primed sequencing), which is based on a specific
ShmC-selective sequencing.

2. hmTOP-seq enables reliable mapping of ShmC in mouse embryonic stem
cells at a high resolution and detects DNA strand-specific
hydroxymethylation.

3. 5hmCG profiles constructed from the hmTOP-seq data, together with gene
expression information from RNA-seq, reveal hypoxic changes in the
metabolism- and development-related genes in neuroblastoma cells.

4. Multiomics — ShmC, transcriptomics and unmodified CG (from uTOP-seq
(unmodified CG-specific TOP-seq) data) — analysis of neuroblastoma cells
allows comprehensive assessment of different cell identities.

5. hmTOP-seq and uTOP-seq methods can be applied for the epigenetic non-
invasive prenatal testing using blood plasma cell-free DNA of pregnant
women to detect fetal trisomy of chromosome 21 by quantitative PCR or DNA
sequencing.
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