https://doi.org/10.15388/vu.thesis.454
https://orcid.org/0000-0002-9894-3423

VILNIAUS UNIVERSITETAS

Janina Licyté

Oksiduoty 5-metilcitozino formy
nustatymas naujais metodais, jy
genominis pasiskirstymas ir funkcijos

DAKTARO DISERTACIJA

Gamtos mokslai,
Biochemija (N 004)

VILNIUS 2023



Disertacija rengta 2013-2017 metais Vilniaus universitete, Gyvybés moksly
centre, Biotechnologijos institute.
Mokslinius tyrimus rémé Lietuvos mokslo taryba.

Disertacija ginama eksternu.

Moksliné konsultanté — dr. Edita Kriukiené (Vilniaus universitetas, gamtos
mokslai, biochemija, N 004).

Gynimo taryba:

Pirmininké — prof. dr. Edita Suziedéliené (Vilniaus universitetas, gamtos
mokslai, biochemija, N 004).

Nariai:

prof. dr. Skirmantas Kriaucionis (Oksfordo universitetas, gamtos mokslai,
biochemija, N 004),

dr. Artinas Lagunavicius (,,Thermo Fisher Scientific Baltics*, gamtos mokslai,
biochemija, N 004),

prof. dr. Artiiras Petronis (Toronto universitetas, gamtos mokslai, biochemija,
N 004)

dr. Mindaugas Zaremba (Vilniaus universitetas, gamtos mokslai, biochemija,
N 004).

Disertacija ginama vieSame Gynimo tarybos posédyje 2023 m. balandZio mén.
20 d. 14 val. Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro R401 auditorijoje
ir/ar nuotoliniu budu. Adresas: Saulétekio al. 7, LT-10257, Vilnius, Lietuva.
el. pastas janina.licyte@bti.vu.lt

Disertacijg galima perziaréti VU bibliotekoje ir VU interneto svetaingje
adresu: https://www.vu.lt/naujienos/ivykiu-kalendorius




https://doi.org/10.15388/vu.thesis.454
https://orcid.org/0000-0002-9894-3423

VILNIUS UNIVERSITY

Janina Licyté

Identification of Oxidized
5-Methylcytosine Derivatives by Novel
Technologies, their Distribution and
Functions

DOCTORAL DISSERTATION

Natural Sciences,
Biochemistry (N 004)

VILNIUS 2023



The dissertation was prepared between 2013 and 2017 at Vilnius University,
Life Sciences Center, Institute of Biotechnology.
The research was supported by the Research Council of Lithuania.

The dissertation is defended on an external basis.

Academic consultant — Dr. Edita Kriukiené (Vilnius University, Natural
Sciences, Biochemistry, N 004).

This doctoral dissertation will be defended in a public meeting of the
Dissertation Defence Panel:

Chair — Prof. Dr. Edita Suziedéliené (Vilnius University, Natural Sciences,
Biochemistry, N 004).

Members:

Prof. Dr. Skirmantas Kriaucionis (University of Oxford, Natural Sciences,
Biochemistry, N 004),

Dr. Artinas Lagunavicius (Thermo Fisher Scientific Baltics, Natural Sciences,
Biochemistry, N 004),

Prof. Dr. Artiras Petronis (Toronto University, Natural Sciences,
Biochemistry, N 004),

Dr. Mindaugas Zaremba (Vilnius University, Natural Sciences, Biochemistry,
N 004).

The dissertation shall be defended at a public meeting of the Dissertation
Defence Panel at 14:00 on 20th of April 2023 in auditorium R401 of the
Vilnius University Life Sciences Center and/or online.

Address: Saulétekio Ave. 7, LT-10257, Vilnius, Lithuania.

e-mail: janina.licyte@bti.vu.lt

The text of this dissertation can be accessed at the library of Vilnius
University, as well as on the website of Vilnius University:
www.vu.lt/It/naujienos/ivykiu-kalendorius




TURINYS

SANTRUMPU SARASAS ..ottt 9
TVADAS e e 11
1. LITERATUROS APZVALGA ......coocirvimniriiseseeseeissseessseiesssessiens 16
1.1 DNR MOIfIKACITJOS.....c.veuveieeiiiiiiiesieierie e 16
1.1.1 5mC pasiskirstymas ir funkcijos eukariotuose...........c..cccoevevennens 17
1.1.2 Eukarioty DNR metiltransferazes............ccoccevvrivriiiinicnineennnnn 22
1.1.3 5-metilcitozino demetilinimas zinduoliuose..............ceevevvrvrinnn. 26
1.1 A TET DAtyMai ..o 30
1.1.5 Oksiduoty 5-metilcitozino formy funkcijos .......c.ccoveveveiireennn 33
1.1.6 Kiti galimi zinduoliy aktyvaus demetilinimo mechanizmai........ 39

1.1.7 TET-JPB geny ekspansija modeliniuose grybuose Laccaria

bicolor ir Coprinopsis CINEIea..........ccccvveviiiieieieeie e 41
1.2 RNR MOGITIKACTOS ...ttt 45
1.2.1 RNR modifikacijy paplitimas ir funkcijos...........ccceveeerviereernennn 45
1.2.2 5-metilcitozino funkcijos RNR..........ccccoiiiiiiiiecccc 48
1.2.3 Oksiduoty 5-metilcitozino formy funkcijos RNR ............c.cc....... 50
1.3 Citozino modifikacijy nustatymo metodai .........ccoceevverveiiesnieesennenn. 52

1.4 DNR citozino modifikacijy genominio profiliavimo sekoskaitos
MELOAAT ......veviiiii 55

1.4.1 Afininiu praturtinimu paremti metodai............ccoccooeeiviieiiciienn, 56

1.4.2 Nukleotido skiriamosios gebos metodai, paremti kovalentine
fermentine modifikacija ir prijungto oligonukleotido nukreipta

SEKOSKAITA ...t 61
1.4.3 Restrikcijos endonukleaziy savybémis paremti metodai............. 64
1.4.4 Bisulfitiné sekoskaita ir jos variantai..........cc.ccoeeeverereerinnennnennes 67

1.4.5 Cheminés ar fermentinés konversijos metodai nenaudojant natrio

DISUITITO. ... 72
1.4.6 Trecios kartos SeKosKaita............ccoovvvveriinieiininnseee e 74

2. MEDZIAGOS IR METODAL .....ccocooiiiiiniiniiineiiseisssiesisseisseienees 77
2.1 MEAZIAZOS .vevveneireriee st sttt 77



N O =T o =T o1 - RS OR 77

2.1.2 DNR Preparatai........c.cccccceeveieieeiieseiiee e seesiesieseesseseesnessessnesnes 78
2.1.3 RNR Preparatal........cccoovrereiereiireieieisesesese e 82
2.1.4 Baltymy Preparatai ........cceveereeierienieseesie e 82
2.1.5 Molekulinés biologijos rinkiniai..........ccceevreverrrenieneseeneneennens 83
2.1.6 Buferiniai tirpalai..........cccccoeveiiiiiniiie e 84
2.2 MEOUAI. ..o 84
2.2.1 Plonasluoksné chromatografija (TLC) .......cccoovvviiiiinicicieennn 84
2.2.2 Modeliniy DNR fragmenty paruoSimas ..........cccoceveveereernesnennn 85

2.2.3 DNR analizé naudojant restrikcijos endonukleazes ir kiekybing

2.2.4 eM.Sssl vykdomo dekarboksilinimo ir Zyméjimo azido grupe
jvertinimas su modeliniais DNR fragmentais...........ccccccoevieriicninnnene 86

2.2.5 eM.Sssl vykdomo dekarboksilinimo analizé IMR90 genominiuose

TEGIONMUOSE ...ttt ettt n e 87
2.2.6 5ShmC ir nemetilinty CG taikiniy apsaugojimas ............c.cceceevene. 87
2.2.7 wt M.Sssl metilinimo efektyvumo ir ScaC lygio jvertinimas
bisulfitine sekoskaita lambda bakteriofago DNR.........c.ccccocvevveiinnnne. 88
2.2.8 Lambda DNR paruoSimas caCLEAR analizei ............cccccovvennenn. 88
2.2.9 mESC auginimas ir DNR SKYIimas...........ccocvvireneneneieennns 89
2.2.10 Auksto slégio skys¢iy chromatografija-tandeminé masiy
spektrometrija (HPLC-MS/MS) ......c.ccoiiiiiiicinieinese e 90
2.2.11 caCLEAR biblioteky paruoSimas ...........c.cccovrrvrvernnecnennennenns 92
2.2.12 Pelés genominiy regiony ScaC analizé caMAB-seq metodu..... 93
2.2.13 Pelés genominiy regiony ScaC analize piridino borano
SEKOSKAITA ...t 94
2.2.14 Gryby QUZINIMAS .....eoeeririeeriiireee e 94
2.2.15 Gryby DNR gryninimas ...........cceevvereeneeneinneeieenee e 95
2.2.16 Gryby RNR gryninimas...........ccecerveeenerieennnenneneseesre e 95
2.2.17 Kontrolinés RNR paruo$imas........ccccevvveviveivesieeneesinesnssnnennns 95
2.2.18 5caC analizé taSkiniu imunoblot...........c.ccevvrviieninicneneen 96

6



2.2.19 5carC turinc¢ios RNR cheming derivatizacija .........cc.ccoevrvennnne 96

2.2.20 Gryby RNR gryninimas j atskiras frakcijas.........cc.ccoveverivernennn 97
2.2.21 5hmC ir 5fC praturtinimo jvertinimas naudojant modelinius
DNR fragmentUs.........ccceiveiiiiiiee et se e sre st sae e sne 97
2.2.22 hMe-Seal ir fC-Seal biblioteky paruo$imas............cccceeverveernnnn 98
2.2.23 hmTOP-seq ir foTOP-seq biblioteky paruoS$imas ..................... 99
2.2.24 RNR biblioteky paruo$imas ...........cceeerereeninieninnesene e 99
2.2.25 Sekoskaitos duomeny analizé............ccoovvvveeniveiieenic v 99
B REZULTATAL oo 101
3.1 DNR citozino-5 metiltransferaziy atlickama 5caC dekarboksilinimo
TEAKCHJA 1.ttt 101
3.2 5caC nustatymo metodo, caCLEAR, kiirimas ir jvertinimas ........... 104
3.2.1 Nemodifikuoty CG ir ShmC modifikavimo jvertinimas ........... 105
3.2.2 eM.Sssl atlickamo 5caC dekarboksilinimo ir Zzyméjimo
TVETEITIITIAS 1.ttt b e sr e sr e 107
3.2.3 Visos caCLEAR procediliros jvertinimas. ...........ccoceeervereeineiennes 111
3.3 5caC tyrimas pelés embrioninése kamieninése lastelése caCLEAR
MELOAU ... 113
3.3.1 Dviejy pelés ESC pliuripotentiSkumo biiseny caCLEAR analizé
............................................................................................................ 113
3.3.2 5caC modifikuoti transkripcijos veiksniy ir reguliatoriy jungimosi
regionai dviejose pliuripotentiSkumo biisenose skiriasi........c.ccocvve. 119
3.3.3 5¢caCG pasiskirsto antiprasminéje aktyviy geny grandinéje...... 124
3.4 Oksiduoty 5-metilcitozino formy tyrimas Laccaria bicolor ir
Coprinopsis cinerea papedgrybiliose .........coovevevririerenenieniesieseeeseeiens 130
3.4.1 Oksiduoty 5-metilcitozino formy nustatymas L. bicolor ir C.
CINMBIBA ...ttt 131
3.4.2 5caC pasiskirstymas RNR .........ccccooiiiiienineie e 133
3.4.3 5hmC ir 5fC genominis profiliavimas...........cccccoovviveveiiniiennnns 139
3.4.4 5ShmC ir 5fC rySys su geny 1aiSka.........cceoviiieniniinicnenenes 143
4. REZULTATU APTARIMAS ..ot 150



4.1 Zmogaus DNMT3A/3L ir DNMT3B/3L metiltransferaziy atlickama
5caC dekarboksilinimo reakCija........cccccevvviieieiiiie i 150

4.2 Sukurtas eM.Sssl 5caC dekarboksilinimo reakcija paremtas 5caC
profiliavimo metodas CACLEAR .........cccccvvveie i 152

4.3 caCLEAR metodas atskleidé ScaC pasiskirstymo skirtumus esant
dviems pelés embrioniniy lasteliy pliuripotentiSkumo buisenoms.......... 153

4.4 Oksiduoty 5-metilcitozino formy pasiskirstymas ir jy vaidmuo L.

bicolor ir C. cinerea papédgrybiy nukleoriigstyse ........cooerverrerveirnnnnn 156
ISVADOS......coviiriiiiinieiissesissesssissssses s 160
LITERATUROS SARASAS .....covieveietniieteneeeeessesseesessessessessssensn s 161
SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION .....cccviriiiiiirieieiene 187
DISERTACIJOS TEMA PASKELBTI MOKSLINIAI DARBAL............. 218
CURRICULUM VITAE ..ottt 220
PADEKA ..ottt 223
UZRASAMS ..ottt 225



2i

5caC

5fC
5hmC
5mC
Ad0-6-N3

ar.
BER

BGT
bp

BS-Seq
caCLEAR

CG arba CpG
CaGl

DNMT
eM.Sssl
foTOP-seq

H3K

hmTOP-seq
HPLC-MS/MS
kPGR

M. arba MTazé

mESC

MTAG

SANTRUMPU SARASAS

du MEK ir GSK3 kinaziy slopikliai (angl. two inhibitors)
5-karboksilcitozinas

5-formilcitozinas

5-hidroksimetilcitozinas

5-metilcitozinas

sintetinis SAM kofaktoriaus analogas, turintis Sonin¢ heks-
2-inil-azido granding

aminoriigstis(ys)

baziy iSkirpimo ir reparacijos sistema (angl. base excision
repair)

T4 bakteriofago B-gliukoziltransferazé

baziy poros

bisulfitiné sekoskaita (angl. bisulfite sequencing).

5caC genominio profiliavimo metodas (angl. 5caC
clearance), kuriame naudojamas eM.Sssl atliekamas 5caC
dekarboksilinimas ir TOP-seq

citozino ir guanino dinukleotidas

CpG sankaupos — CpG salos (angl. CpG island)

eukarioty DNR metiltransferazés

mutantiné (angl. engineered) CpG metiltransferazé Sssl
(GIn142 ir Asn370 pakeisti | Ala)

5fC genominio profiliavimo metodas, kuriame 5fC
redukuojamas j ShmC ir atlieckamas hmTOP-seq

H3 histono lizinas, nurodoma jo pozicija ir modifikacijos,
pvz.: 4mel — 4 lizino monometilinimas (H3K4mel), 36me3
— 36 lizino trimetilinimas, 27ac — 27 lizino acetilinimas
5hmC profiliavimo metodas, kuriame atlieckamas BGT ShmC
zyméjimas ir TOP-seq

auksto slégio skyséiy chromatografija-tandeminé masiy
spektrometrija (angl. high pressure liquid chromatography-
tandem mass spectrometry)

kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija

metiltransferazé

pelés embrioninés kamieninés lgstelés (angl. mouse
embryonic stem cells)

metiltransferazés katalizuojama aktyviy grupiy pernasa nuo
sintetinio kofaktoriaus analogo ant specifinio substrato



nt

Oksi-mC

R. arba REazé
rC

SAH

SAM

TDG

TE

TET

TOP-seq

TSS
UTR
wit

(angl. methyltransferase-directed transfer of activated
groups)

nukleotidas(ai)

oksiduotos 5-metilcitozino formos

restrikcijos endonukleazé

RNR citozino bazé

S-adenozil-L-homocisteinas

S-adenozil-L-metioninas

timino DNR glikozilazé

judrieji genomo elementai (angl. transposable elements)
5mC oksidacijg atliekantys baltymai (angl. ten-eleven
translocation)

metodas, kuris yra paremtas eM.SssI nemodifikuoty CG
sri¢iy zymejimu aktyviomis grupémis ir DNR grandinés
pratesimu nuo prie CG prijungto oligonukleotido (angl.
tethered oligonucleotide-primed sequencing)
transkripcijos pradzios vieta (angl. transcription start site)
netransliuojamas regionas (angl. untranslated region)
laukinis tipas (angl. wild type)

Tekste naudojamos standartinés aminorigsciy pavadinimy vienos ir trijy

raidziy santrumpos bei nukleorigsciy baziy pavadinimy vienos raidés

santrumpos.
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IVADAS

5-metilcitozinas (5mC) yra paplitusi DNR modifikacija, aptinkama
nuo bakterijy iki Zinduoliy. 5SmC susidaro veikiant DNR metiltransferaziy
fermentams, kurie perkelia metilo grupe nuo S-adenozil-L-metionino (SAM)
kofaktoriaus ant citozino C5 pozicijos (Goll ir Bestor, 2005). 5SmC yra esminé
daugialgs¢iy eukarioty epigenetiné DNR modifikacija, kuri nepakeicia
koduojancios sekos, taCiau yra labai svarbi geny raiSkos reguliacijai,
pasikartojanciy seky slopinimui, imprintingui, zinduoliy X chromosomos
nutildymui (Lu ir kt., 2015a).

5mC genominis pasiskirstymas yra susijes su lgstelei budinga
transkripcijos bikle, todél SmC pokyciai yra svarbiis lasteliy diferencijacijai
vystymosi metu, pliuripotencijos palaikymui, sen¢jimui ir ligy atsiradimui
(Parry ir kt., 2021). DNR demetilinimas gali vykti pasyviu btdu, kai SmC
kiekiai mazg¢ja vykstant DNR replikacijai. Aktyvus demetilinimas vyksta
nepriklausomai nuo replikacijos, kai fermentai greitai pasalina SmC (Delatte
ir Fuks, 2013).

Zinduoliuose aktyvus DNR demetilinimas gali vykti veikiant TET
baltymams, kurie paeciliui oksiduoja SmC j 5-hidroksimetilcitozing (5hmC),
5-formilcitozing (5fC) ir 5-karboksilcitozing (5caC) (He ir kt., 2011; Tto ir kt.,
2011; Pfaffeneder ir kt., 2011). 5fC ir S5caC yra iSkerpami timino DNR
glikozilazés, o susidariusi bazés neturinti vieta iStaisoma baziy iSkirpimo
reparacijos sistemos ir taip grgzinama nemodifikuota citozino btisena (He ir
kt., 2011; Maiti ir Drohat, 2011).

Dauggéja jrodymy, kad Sios oksiduotos 5-metilcitozino formos (oksi-
mC) yra ne vien tarpiniai demetilinimo produktai, bet ir atlieka unikalias
epigenetines funkcijas zinduoliuose. 5ShmC yra gausiausia oksi-mC, svarbi
transkripcijos reguliavimui, embriono vystymuisi, nerviniy audiniy ir
atminties formavimuisi (An ir kt., 2017). 5fC ir 5caC yra retesnés
modifikacijos ir jy savarankiskos epigenetinés funkcijos iStirtos mazai, nors
atsiranda tai remianc¢iy duomeny. Pavyzdziui, yra nustatyti i§ dalies skirtingi
oksi-mC atpazjstantys baltymai ir oksi-mC vietos genome ne visai sutampa
(Spruijt ir kt., 2013; lurlaro ir kt., 2013; Wu ir kt., 2014).

Kiti galimi zinduoliy aktyvaus demetilinimo biidai dar mazai suprasti.
Vienas i§ pasidlyty alternatyviy mechanizmy — tiesioginis 5caC
dekarboksilinimas susidarant nemodifikuotam citozinui (Pfaffeneder ir kt.,
2011; Wu ir Zhang, 2010). Be to, buvo pastebétas tiesioginis 5caC
dekarboksilinimas inkubuojant DNR su pelés embrioniniy kamieniniy Igsteliy
ekstraktais (Schiesser ir kt., 2012), taciau reakcijg atliekantys fermentai dar
nenustatyti. VU BTI DNR modifikacijos tyrimy skyriuje buvo nustatyta, kad
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zmogaus DNMT3A ir 3B bei bakterijy M.SssI DNR citozino-5
metiltransferazés geba atlikti  5caC  dekarboksilinimg  susidarant
nemodifikuotam citozinui (Liutkevi¢iate ir kt., 2014). Si reakcija parodo
galimg fermentinj tiesioginés 5ScaC konversijos i C kelia, nors neaisku, ar
metiltransferazés galéty atlikti Sig reakcijg esant gausiam SAM in vivo.

Zinduoliy embrioninio vystymosi metu SmC lygiai smarkiai kei¢iasi.
Susiformavus zigotai 5mC lygiai krenta ir susidaro oksi-mC, kuriy gausumas
po kurio laiko taip pat sumazéja. Vykstant ankstyvojo epiblasto implantacijai
1 gimda, SmC bei ShmC lygiai vél pakyla (Yang ir kt., 2020). Auginant pelés
embrionines kamienines lgsteles terpéje su dviem kinaziy slopikliais (2i), jos
yra naivios pliuripotentiSskumo biisenos, turi zemus SmC bei ShmC lygius ir
yra panasios ] blastocistos vidinés masés lasteles prie§ implantacija (Ficz ir
kt., 2013; Habibi ir kt., 2013). Tuo tarpu serumo salygomis auginamos lastelés
yra panaSios ] poimplantacinio epiblasto Igsteles ir yra ,,apmokytos*
diferencijacijai pliuripotentiskumo biisenos. Siomis dviejomis salygomis
auginamos lastelés yra geras modelis demetilinimo ir pliuripotentiSkumo
biliseny nagrinéjimui, kuriy retesniy oksi-mC poky¢iai dar menkai tyrinéti.

Oksiduotos 5mC formos ir jy funkcijos mazai tirtos kitose
filogenetinése grupése nei zinduoliai, nors TET baltymy homologai aptinkami
jvairiuose organizmuose. Pavyzdziui, Agaricales eilés papédgrybiai Laccaria
bicolor ir Coprinopsis cinerea turi labai daug TET baltymy homology geny
(atitinkamai 74 ir 47; lyer ir kt., 2009, 2014). Sie laboratorijose naudojami
modeliniai organizmai turi nedidelius (~37 Mb C. cinerea ir ~61 Mb L.
bicolor), zinomos sekos genomus (Martin ir kt., 2008; Stajich ir kt., 2010),
todél yra patogiis tyrimams. C. cinerea DNR buvo aptiktos oksi-mC,
nustatytas bendras oksi-mC bei ShmC i$sidéstymas genome (Chavez ir kt.,
2014). Taciau atskiry oksi-mC pasiskirstymas ir jy poveikis geny raiskai C.
cinerea nebuvo i§samiai iStirtas, o L. bicolor oksi-mC dar visai neanalizuotos.
Taigi C. cinerea ir L. bicolor yra jdomiis modeliniai organizmai siekiant
suprasti galimas oksi-mC funkcijas ir TET baltymy reikSmg.

Siekiant i$siaiskinti dar iki galo nesuprastas oksi-mC funkcijas, reikia
jautriy, nukleotido skiriamosios gebos genominio modifikacijy iSsidéstymo
nustatymo metody. Dauguma oksi-mC tyrimams sukurty didelés skiriamosios
gebos metody naudoja bisulfiting sekoskaitg, ta¢iau ji turi trakumy (Zhao ir
kt., 2020). Siuose metoduose nuskaitomas visas genomas, nors didzioji dalis
jo seky neturi citozino modifikacijy, dazniausiai esan¢iy CG dinukleotide.
Kadangi patikimam modifikavimo jvertinimui reikia didelio seky nuskaitymy
skaiCiaus, dideliy bioinformatinés analizés bei sekoskaitos apim¢iy, todél Sie
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metodai brangis ir nepraktiski rety modifikacijy nustatymui (Plongthongkum
ir kt., 2014).

DNR modifikacijos tyrimy skyriuje genominiam citozino
modifikacijy profiliavimui buvo sukurti alternatyviis metodai, kurie uzpildo
spraga tarp ekonomiskumo ir skiriamosios gebos. Prijungto oligonukleotido
nukreiptos sekoskaitos metodas (TOP-seq, angl. tethered oligonucleotide-
primed sequencing; Stasevskij ir kt.,, 2017) analizuoja nemodifikuotus
genomo CG. Naudojama mutantiné metiltransferazé eM.Sssl (angl.
engineered methyltransferase) su isplésta kofaktoriaus prisijungimo kiSene,
kuri kovalentiSkai pazymi CG taikinius, perkeldama aktyvig azido grupe nuo
sintetinio SAM kofaktoriaus analogo. Prie azido grupés kovalentiskai
prijungiamas oligonukleotidas ir nuo jam komplementaraus pradmens
polimerazé atlieka grandinés pratesima. Susiformuoja DNR grandiné, kurioje
yra prijungta seka, taikinio CG ir gretimas genomo regionas. Atlikus
sekoskaita galima tiesiogiai nustatyti nemodifikuoto CG taikinio vieta
nukleotido tikslumu ir neatliekant viso genomo sekoskaitos.

Kadangi eM.Sssl atliecka 5caC dekarboksilinimg susidarant
nemodifikuotam CG, §ig reakcija galima sujungti su eM.Sssl vykdomu
kovalentiniu CG Zyméjimu ir pritaikius TOP-seq buity galima nustatyti ScaC
turéjusius taikinius. 5caC yra reciausia oksi-mC, todél tik 5caC nustatantis
metodas buity daug pigesnis ir efektyvesnis nei metodai, kuriuose naudojama
Viso genomo sekoskaita.

Remiantis TOP-seq principu, ankstesniuose darbuose buvo sukurtas
nukleotido skiriamosios gebos 5hmC genominio profiliavimo metodas —
hmTOP-seq (angl. 5hmC-specific  tethered oligonucleotide-primed
sequencing; Gibas ir kt., 2020). Siuo atveju ShmC pazymimas azido grupe
turincia gliukoze esant B-gliukoziltransferazei. Atlikus cheming 5fC redukcija
1 5ShmC, §] metoda biity galima pritaikyti 5fC nustatymui genome.

Sio darbo tikslas buvo istirti metiltransferaziy atlickama ScaC
dekarboksilinimo reakcijg ir ja remiantis sukurti S5caC genominio profiliavimo
metodag bei pritaikyti TOP-seq paremtus citozino modifikacijy genominio
profiliavimo metodus oksi-mC pasiskirstymo ir funkcijy analizei.

UZdaviniai:
1. Patvirtinti, kad Zzmogaus metiltransferazés DNMT3A/3L ir
DNMT3B/3L atlieka S5caC dekarboksilinimo reakcijg bei jvertinti
fermenty aktyvuma esant fiziologinéms SAM koncentracijoms.
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2. Pasitelkiant eM.Sssl vykdomg 5caC dekarboksilinimo reakcija,
sukurti ir jvertinti S5caC genominio profiliavimo metoda.

3. Sukurtu 5caC profiliavimo metodu istirti genominj 5caC
pasiskirstyma pelés embrioninése kamieninése lastelése.

4. Nustatyti L. bicolor ir C. cinerea papédgrybiy oksiduoty SmC formy
gausumg, pasiskirstymg bei naudojant TOP-seq paremtus genominio
profiliavimo metodus istirti jy galimas funkcijas.

Mokslinio darbo naujumas

Sukurtas naujas CG skiriamosios gebos genominio 5caC profiliavimo
metodas caCLEAR, kuris yra jautrus ir specifiskas. Kadangi caCLEAR
nustato tik 5caCG taikinius, metodas suteikia ekonomiskg ScaC profiliy
sudarymg — reikia mazesniy sekoskaitos ir bioinformatinés analizés apimciy,
palyginus su Kitais nukleotido skiriamosios gebos 5caC profiliavimo
metodais, kuriuose atliekama viso genomo sekoskaita.

Pirmg karta atliktas 5caC genominio pasiskirstymo palyginimas
dviejose pelés embrioniniy kamieniniy lasteliy pliuripotentiSkumo biisenose —
naivioje ir ,,apmokytoje” (atitinkamai auginant serumo-2i ir serumo
sglygomis). Tarp dviejy biaiseny buvo nustatyti zymas 5caC praturtinimo
genomo elementuose bei i$sidéstymo svarbiy veiksniy jungimosi regionuose
skirtumai. 5caC praturtinimas ir dalis 5caC turin¢iy veiksniy jungimosi viety
(CTCF, c-Myc ir Nanog) tik serumo salygomis buvo susije su ,,apmokytoje*
biisenoje aktyvesniais vystymosi procesy genais, o 2i sglygomis sgsajos
nustatytos su bendry lgstelés funkcijy genais. Taip pat buvo pademonstruotas
asimetrinis 5caC pasiskirstymas pelés embrioniniy kamieniniy Iasteliy
antiprasmingje aktyviy baltymus koduojanciy geny grandingje.

Sukurtas retos RNR modifikacijos, 5-karboksilcitozino (5carC),
aptikimg masiy spektrometrijos biidu palengvinantis metodas, kuriame
naudojama cheminé derivatizacija. L. bicolor ir C. cinerea papédgrybiy RNR
pirmag karta nustatytos oksi-mC, istirtas ScarC bei 5ShmrC gausumas
skirtingose RNR frakcijose.

Sukurtas naujas nukleotido tikslumo 5fC genomininio profiliavimo
metodas foTOP-seq, kuris nustato tik 5fC taikinius be viso genomo
sekoskaitos. L. bicolor DNR buvo pirma karta nustatytos ir kiekybiskai
jvertintos oksi-mC. Pirma kartg nustatytas L. bicolor 5hmC ir 5fC genominis
i§sidéstymas nukleotido tikslumu. Taip pat atliktas iSsamus L. bicolor ir C.
cinerea SmC, ShmC ir 5fC modifikacijy jtakos geny raiskai jvertinimas.

Sie atlikti darbai suteiké daugiau Ziniy apie oksi-mC paplitima,
pasiskirstymg ir funkcijas bei buvo sukurti nauji metodai jy tyrimui.

14



Ginamieji teiginiai:

1.

DNMT3A/3L ir DNMT3B/3L Zzmogaus metiltransferazés atlieka ScaC
dekarboksilinima, kuris yra slopinamas SAM.

Sukurtas jautrus CG skiriamosios gebos metodas, specifiskai nustatantis
genominius 5caCG taikinius.

Serumo-2i ir serumo salygomis augintos pelés embrioninés kamieninés
lastelés Zenkliai skiriasi 5caC praturtinimu genomo elementuose bei
i§sidéstymu svarbiy veiksniy jungimosi regionuose. Serumo salygomis
S5caC praturtintas ,,apmokytoje” biisenoje aktyvesniuose vystymosi
procesy genuose. ScaC susijes su aktyvia raiSka ir yra asimetriskai
iSsidéstes antiprasmingje aktyviy baltymus koduojan¢iy geny grandinéje.
L. bicolor ir C. cinerea RNR turi oksi-mC. Sukurtas 5carC aptikimg RNR
masiy spektrometrijos btidu palengvinantis metodas, pagristas chemine
derivatizacija. 5carC yra abiejy gryby 3°-poli A seky neturinCiose
ilgesnése nei 200 nt RNR, L. bicolor poli A RNR bei C. cinerea
trumpesnése nei 200 nt RNR, tarp kuriy 5carC gausiausias yra uz tRNR
(~76-90 nt) trumpesnése RNR.

L. bicolor ir C. cinerea DNR yra visos trys oksi-mC, i§ kuriy gausiausios
5hmC ir 5fC. Nustatytas 5ShmC ir 5fC genominis i$sidéstymas hmTOP-
seq ir sukurtu foTOP-seq metodu. 5hmC ir 5fC yra praturtinti
judriuosiuose elementuose, Salia kuriy esanciy geny raiska yra slopinama.
C. cinerea gausus 5ShmCG yra susijes su aktyviais genais esant mazai
5mCG, o L. bicolor gaustis 5fCG/5hmCG susij¢ su slopinamais genais,
nepriklausomai nuo jy 5SmCG lygio.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 DNR modifikacijos

Virusy, bakterijy, archéjy bei eukarioty genomuose be 4 pagrindiniy
DNR heterocikliniy baziy G, A, T ir C, yra aptikta daugiau nei 17 jvairiy
modifikuoty baziy (Raiber ir kt., 2017). Bakteriofagy genomuose aptiktos
retos modifikuotos adenino bazés, kaip 2-aminoadeninas ir N6-
karbamoilmetiladeninas. Bakteriofaguose taip pat yra jvairiy timino
modifikacijy, kurios daznai susideda i§ dideliy grupiy, prijungty prie C5
padéties, pvz.. o-putresciniltiminas, 5-dihidroksipentiluracilas ir -
glutamiltiminas. Tokios hipermodifikacijos gali pakeisti didele¢ genomo
timino dalj. Manoma, kad jos apsaugo nuo infekuoty bakterijy i$skiriamy
restrikcijos endonukleaziy, o taip pat gali palengvinti DNR pakavimg j viruso
apvalkalg (Hofer ir kt., 2019).

Bakterijose ir archéjose susidaro N6-metiladeninas (6mA), N4-
metilcitozinas (4mC) arba 5-metilcitozinas (SmC). Pirmiausia S§ios
mikroorganizmy modifikacijos yra svarbus gynybinis mechanizmas,
sudarytas iS restrikcijos-modifikacijos sistemy ir apsaugantis nuo virusy. DNR
metilinimas vyksta sekai specifinése vietose ir apsaugo nuo ta pacig seka
atpazjstancios restrikcijos endonukleazés kirpimo (de Mendoza ir kt., 2019).
Unikalus DNR metilinimo issidéstymas (metilinty seky derinys) yra kaip
bakterijy rasies ,.kodas*, pagal kurj restrikcijos-modifikacijos sistema atskiria
svetimg DNR nuo savos (Kriukiené ir kt., 2012). 6mA tyrimai bakterijy DNR
atskleidé jo svarbg ir daugeliui kity procesy. Jis yra bitinas kai kuriy bakterijy
gyvybingumui, nes yra svarbus DNR replikacijai bei chromosomy
segregacijai. Taip pat kai kuriose bakterijose 6mA gali buti svarbus nukleoido
iSsidéstymui, naujai susintetinty grandiniy atpazinimui, reparacijai,
transkripcijos reguliacijai (Breiling ir Lyko, 2015; Hofer ir kt., 2019).

Eukariotiniuose organizmuose aptikta keletas jvairiy modifikacijy,
kai kurios gali biiti bidingos tik tam tikrai filogenetinei grupei. PavyzdZziui,
Trypanosoma brucei ir kituose kinetoplastiduose aptinkamos dvi timino
modifikacijos su reguliacine funkcija — 5-hidroksimetiluracilas (ShmU) ir 3-
d-gliukozil-hidroksimetiluracilas (J bazé) (1.1 pav.). J baz¢ jungiantys
baltymai JBP1 ir JBP2 (angl. J binding protein) oksiduoja timino metilo grupg
susidarant 5-hidroksimetiluracilui (ShmU), o kai kuriy ShmU hidroksilo grupé
véliau glikozilinama J-gliukoziltransferazés susidarant J bazei (Pastor ir kt.,
2013). Nustatyta, kad bazé J yra praturtinta telomeriniuose pasikartojimuose
ir nutildytose genomo srityse bei stabdo policistroniniy transkripty ilgéjima uz
transkripcijos sustojimo viety (Raiber ir kt., 2017).
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Neseniai buvo nustatyta, kad N6-metiladeninas (6mA) (1.1 pav.) yra
jvairiose eukarioty filogenetinése grupése aptinkama DNR modifikacija,
galinti reguliuoti geny raisSka (Breiling ir Lyko, 2015). Daugéja 6mA buvimo
ir funkcijos jrodymy Zzinduoliy genomuose, taciau norint iSsiaiskinti kai
kuriuos nesutapimus ir suprasti pagrindinius mechanizmus, reikia tolesniy
tyrimy (Hofer ir kt., 2019).

OH
NH & HOMO 0
HO
ol | i OH
NAO N N/) N/&O
5-metilcitozinas (5mC) 6-metiladeninas (6mA) J bazé

1.1 pav. Kai kurios eukariotiniuose organizmuose aptinkamos modifikuotos DNR
bazés.

S5-metilcitozinas yra vyraujanti eukarioty DNR modifikacija (1.1
pav.), evoliuciskai konservatyvi daugelyje organizmy (Lu ir kt., 2015a). Ji
daro didelj poveikj geny raiskai, vystymuisi ir genomo vientisumo palaikymui
(Wu ir Zhang, 2014). DNR metilinimas vyksta didziajame DNR spiralés
griovyje ir gali buti atpaZzjstamas kaip sterinis signalas besijungiantiems
baltymams (Kriukien¢ ir kt., 2012). Eukarioty genomuose cheminés
modifikacijos, pridedamos prie DNR ar chromatino baltymy histony uodegy,
veikia kaip pagrindiniai epigenetiniai Zzenklai, nepakei¢iantys koduojancios
sekos ir gali buti perduodami po lgstelés pasidalijimo (Suzuki ir Bird, 2008).
ISsaugodamos prading geneting informacija, epigenetinés modifikacijos
reguliuoja geny raiska ir suteikia Igsteliy tipui specifing funkcija per sgveikas
su modifikuojanciais fermentais, slopikliais, chromating pertvarkanciais ir
transkripcijos baltymais (Skvortsova ir kt., 2018).

1.1.1 5mC pasiskirstymas ir funkcijos eukariotuose

5-metilcitozinas buvo bene pirmoji atrasta ir geriausiai iStirta DNR
modifikacija (Raiber ir kt., 2017). SmC yra placiai paplitgs ir aptinkamas
daugelyje eukarioty genomy, jskaitant grybus, augalus ir gyviinus (Deniz ir
kt., 2019). Daugialas¢iuose eukariotuose SmC yra bene plaiausiai taikoma
genomo judriyjy elementy (TE, angl. transposable elements) slopinimo
strategija (de Mendoza ir kt., 2019). Manoma, kad poreikis palaikyti TE
nutildymag, paskatino raiSkg slopinan¢io DNR metilinimo mechanizmo
evoliucija, kuris véliau buvo nukreiptas kity funkcijy atlikimui (Deniz ir kt.,
2019). Taciau nemazai eukarioty (tarp jy modeliniai organizmai Drosophila
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melanogaster, Saccharomyces cerevisiae ir Caenorhabditis elegans) neturi
5mC, Kkuris néra butinas jy vystymuisi bei lasteliy diferenciacijai (Breiling ir
Lyko, 2015). Vadinasi, spaudimas i$laikyti SmC TE slopinimui skirtingose
evoliucijos Sakose varijavo. Vienas i§ galimy $iy skirtumy paaiskinimy —
dideliy populiacijy raiSys gali veiksmingai pasalinti silpnai Zalingus TE
jsiterpimus ir todél néra priklausomos nuo DNR metilinimo (Deniz ir kt.,
2019).

Eukariotinis 5mC dazniausiai randamas simetriSky CG dinukleotidy
(taip pat vadinamy CpG — citozinas-fosfatas-guaninas) kontekste. 5mC yra
mutageniskas, nes gali jvykti spontaniskas deamininimas ir C pakinta j T.
Todél organizmai, turintys CpG metilinima, genome taip pat turi mazesnj CpG
kiekj (Greenberg ir Bourc’his, 2019). Tuo tarpu metilinimas ne CpG kontekste
sudaro mazesng organizmy genomo metilinimo dalj ir yra aptinkamas
daugiausia augaluose bei kai kuriuose grybuose (Zemach ir kt., 2010).
Gyvinuose ne CpG metilinimas buvo pastebétas tik keliais atvejais —
zinduoliy pliuripotentinése lgstelése ir smegeny audiniuose (Guo ir kt., 2014b;

Lister ir kt., 2009).
A Genas  Stipriklis TE
EmC > < PavyzdZiai

1L © Stuburiniai*; pintys, Chlorella
—? e Bestuburiai (ieSmutis*, aktinijos,

Ciona)
3} Grybai, titnagdumbliai, nematodai,
Physcomitirella, Marchantia

_—_-_ (%) Gaubtaseékliai, Kfebsormidium,

bestuburiai (3imtakojis)

I l I I l I (5 Vienalgs€iai dumbliai (Aureoccocus,

Micromonas)

N @ Sarvadumbliai (Symbiodiniaceae)

B Eukarioty
filogenija Metilinimo profiliai
Gyvunai [11213]4]
Grybai | ©
Sausumos augalai | €)@

Zaliadumbliai | @®
Haptofitai | @
Heterokontai @@
Sarvadumbliai | @

Discoba 0

1.2 pav. 5-metilcitozino i$sidéstymas jvairiy eukriotiniy organizmy genomuose. (A)
Pagrindiniai iki Siol aprasyti DNR metilinimo profiliai su jy tipinémis rasimis.
Zvaigzdutés zymi filogenetines grupes, kuriose buvo apraSytas stiprikliy
demetilinimas. (B) Eukarioty filogenetiniai rySiai pagal dabartinj sutarimg ir
kiekvienoje grupéje aptinkami DNR metilinimo profiliai (nurodyti skaiciais ir
pavaizduoti (A)). Pagal de Mendoza ir kt. (2019).
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Genominis 5mC i$sidéstymas ir gausumas skirtingose eukarioty
filogenetinése grupése gana jvairus, todél SmC funkcijos gali varijuoti (de
Mendoza ir kt., 2019). Daznai sutinkamas mozaikiSkas metilinimo
iSsidéstymas (1.2 pav. A, 2-5 profiliai), kai stipriai metilintos DNR regionai
keiCiasi su nemetilintais ir yra metilinta mazoji genomo CpG dalis (Suzuki ir
Bird, 2008). Mozaikiskas metilinimas budingas daugeliui bestuburiy
organizmy ir gryby, taip pat aptinkamas kai kuriuose augaluose (Suzuki ir
Bird, 2008). Kai kuriy augaly genomuose metilinimas nukreiptas tik i TE
(pvz., samany), o kiti turi ir geny metilinima (pvz., Arabidopsis thaliana) (de
Mendoza ir kt., 2019). Tuo tarpu daugelio vabzdziy genomuose tarpgeniniai
TE nemetilinimi, o SmC aptinkamas kai kuriy geny egzonuose (Breiling ir
Lyko, 2015). Gryby genomuose SmC metilinimas dazniausiai nukreiptas j TE,
o genai metilinti mazai. Nemazai gryby rasiy aptinkamos auksto metilinimo
lygio 5mC sankaupos — ilgi (iki 100 kb) gretimi ruozai, kuriuose gali bati ir
geny (Bewick ir kt., 2019; Zemach ir kt., 2010). Kai kuriuose vienalgs¢iuose
dumbliuose nustatytas SmC iSsidéstymas transkribuojamuose genuose tarp
nukleosomy (de Mendoza ir kt., 2019).

Metilinimas taip pat gali biiti globalus (1.2 pav. A 1 ir 6 profiliai), kai
didzioji dalis genomo CpG yra metilinta (Breiling ir Lyko, 2015). Augaluose
didelé dalis genomo (>50%) gali buti metilinama slopinant labai gausius TE
(pvz., kukuriizuose), kurie dominuoja tarpgeniniuose regionuose (Suzuki ir
Bird, 2008). Globalus 5SmC metilinimas aptiktas pintyse ir zaliuosiuose
vienalgs¢iuose dumbliuose, kuriuose tik kai kurie regionai lieka nemetilinti —
dazniausiai promotoriai, o Sarvadumbliuose metilinami ir jie (de Mendoza ir
kt., 2019). Globalus metilinimas btidingas stuburiniy genomams, kuriuose
trumpi nemetilinti regionai aptinkami daugiausia aktyviy geny reguliaciniuose
elementuose — promotoriuose ir stiprikliuose (angl. enhancer, genomo
elementai, kurie, pritraukdami baltymy kompleksus | promotorius, skatina
transkripcija) (Breiling ir Lyko, 2015).

Augaluose ir gyviinuose SmC aptinkamas aktyviy geny kiinuose,
dazniausiai tuose, kuriy raiska yra pastovi. Ne CG metilinimas augaly genuose
paprastai yra susij¢s su raiSkos slopinimu, tai pastebéta ir zinduoliy nervinése
lastelése (Kumar ir kt., 2018; de Mendoza ir kt., 2019). Didziojoje dalyje
gryby geninis 5SmC galbtit nedaro tiesioginio poveikio arba slopina geny raiskg
— daugumos stipriai metilinty geny raiskos lygis yra Zemiausias (Bewick ir kt.,
2019). Taciau aptikta ir teigiama gryby geny metilinimo koreliacija su geny
raiSka (Bewick ir kt., 2019; Zemach ir kt., 2010).

Daugumos gyviiny geny promotoriai dazniausiai yra nemetilinti.
Nemetilinti promotoriai daznai yra praturtinti H3 histono 4 lizino trigubo
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metilinimo (H3K4me3) modifikacija, kuri susijusi su aktyviais genais (1.3
pav. B). Nemetilintuose promotoriuose daznai aptinkamos CpG sankaupos
(1.3 pav. A) — CpG salos (CGI, angl. CpG island), kurios dazniausiai
randamos vystymosi ir ,,namy ruoSos“ (pagrindines lastelés funkcijas
uztikrinantys, pastovios raiSkos genai, angl. housekeeping) geny
promotoriuose (Parry ir kt., 2021). Dauguma stuburiniy CGI biina
nemetilintos, nepriklausomai nuo geno raiskos (de Mendoza ir kt., 2019).
Taigi mazai metilintas promotorius ir jo CpG turtingumas gali paskatinti
raiSka, bet nereiskia aktyvios transkripcijos. Nedidelé dalis CGI (~10%) yra
skirtingai metilinamos tarp audiniy (Lee ir kt., 2014). SmC kiekis stuburiniy
stiprikliuose pasizymi neigiama koreliacija su geny aktyvumu. Stiprikliai yra
tos genomo vietos, kuriose vyksta didziausi SmC pakitimai vykstant
embrioniniam vystimuisi ir lasteliy diferenciacijai (de Mendoza ir kt., 2019).
Lasteliy tipui badingi transkripcijos faktoriai prisijungdami gali sukelti $iy
regiony DNR metilinimo sumazéjima, taip skatindami susijusiy geny raiska
(Anir kt., 2017).

Zinduoliy genome metilinimas 5-oje citozino padétyje yra gausiausia
DNR modifikacija, kuri taip pat vadinama ,,penktaja baze* — ~4-5% visy
citoziny yra metilinami. Globalus citozino metilinimo lygis jvairiuose
suaugusiy zinduoliy audiniuose dazniausiai yra labai panasus (Greenberg ir
Bourc'his, 2019). Dauguma zinduoliy CpG viety (70-80%) yra stipriai
metilintos ir dazniausiai aptinkamos mazo CpG tankio TE, satelitiniuose
pasikartojimuose, geniniuose ir tarpgeniniuose regionuose (1.3 pav. A). Tuo
tarpu beveik nemetilinta nedidelé CpG dalis (<20%) daugiausia aptinkama
didelio CpG tankio regionuose, jskaitant promotoriy CGI (1.3 pav. B) (An ir
kt., 2017; Parry ir kt., 2021). Geny tolimieji reguliaciniai elementai, pvz.,
stiprikliai, turi vidutinj CpG tankj ir labai skirtingus metilinimo lygius
atskiruose lasteliy tipuose (Parry ir kt., 2021).

Citozino metilinimas Zzinduoliy genome yra esminé epigeneting
modifikacija, atliekanti svarbias funkcijas jvairiuose lgstelés procesuose (Wu
ir Zhang, 2014). 5mC pasiskirstymas yra susijgs Su lastelei specifine
transkripcijos bukle, todél SmC pokyc¢iai yra svarbilis vystymosi procesuose,
pliuripotencijos palaikyme, lastelés atminties susidaryme, senéjime ir ligy
atsiradime (Parry ir kt., 2021). Vézinése lgstelése DNR metilinimas labai
iSregulivojamas — biidingas visuotinis metilinimo sumazéjimas, kuris
tikriausiai pazeidzia genomo vientisumg. Taip pat aptinkamas lokalus CGI
promotoriy hipermetilinimas, susijes su nenormalia auglio slopinimo arba
reparacijos geny raiska (An ir kt., 2017).
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1.3 pav. 5-metilcitozinas ir histony modifikacijos stuburiniuose organizmuose (A)
Stuburiniy DNR metilinimas aptinkamas daugiausia CpG kontekste ir dauguma jy yra
metilinti. Promotoriuose daznai aptinkami tankiai i$sidést¢ CpG regionai — CpG salos
(CQG)), kurios dazniausiai nemetilintos. Aktyvis stiprikliai (transkripcijg skatinantys
reguliaciniai elementai) pasizymi mazesniu metilinimu. Imprintingo genai aktyvis tik
viename i§ tévy aleliy ir genus reguliuojanciuose regionuose turi skirtingg metilinima.
Pagal Skvortsova ir kt. (2018). (B) DNR metilinimas ir chromatino struktira.
Kompaktiskas pastoviai neaktyvus chromatinas (heterochromatinas) pasizymi stipriu
DNR metilinimu ir pasikartojan¢iomis sekomis bei j nukleosomas jeinanéio 3 histono
uodegos 9 lizino trigubu metilinimu (H3K9me3). Laikinai neaktyvus chromatinas
CGI promotoriuose slopinamas H3K27me3 modifikacija. Aktyviame laisvesnés
struktiiros chromatine (euchromatine) aptinkami mazai metilinti mazo CpG tankio
reguliaciniai elementai (promotoriai ir stiprikliai) arba nemetilinti CGI promotoriai,
pasizymintys parodytomis geny raiSka skatinanc¢iomis histony modifikacijomis. Ac —
acetilinimas. Pagal Zampieri ir kt. (2018).

Citozino metilinimas neabejotinai yra susijes su negrjztamu daugelio
geny slopinimu, kuris dazniausiai vyksta metilinant CGl. 5mC dalyvauja
lytinéms Igsteléms specifiniy geny slopinime bei labai svarbus TE slopinimui,
uztikrinan¢iam genomo stabilumy (de Mendoza ir kt., 2019). SmC dalyvauja
X chromosomos nutildyme. Veikiant nekoduojanciai XIST RNR, kiekvienoje
moteriskos lyties Zinduoliy lgstel¢je atsitiktinai nutildoma po vieng X
chromosoma. Siame procese X chromosomos CGI metilinimas veikia kaip
galutinis uzraktas, svarbus negrjztamam geny nutildymui (Greenberg ir
Bourc’his, 2019). 5SmC svarbus geny imprintingui, kuriame daugiau nei Simtas
autosominiy chromosomy geny turi skirtingg reguliaciniy elementy
metilinimg ir raiSka priklausomai nuo to, ar genas paveldétas i§ motinos ar i$
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tévo (Tajima ir kt., 2016). Tuo tarpu dauguma 5SmC neturin¢iy neaktyviy CGI
promotoriy slopinami PRC2 komplekso vykdomo H3K27 metilinimo (1.3
pav. B), kuris yra lengviau kei¢iamas, kai reikia aktyvuoti CGI turincius genus
priklausomai nuo aplinkos veiksniy (Greenberg ir Bourc’his, 2019).

5SmC yra labai reikSmingas audiniams specifiniy geny raiskos ir
chromatino strukttiros reguliatorius (Raiber ir kt., 2017). Taciau vis dar néra
iki galo iSaiskinta, kaip promotoriy ar stiprikliy metilinimas sukelia
transkripcijos slopinima, nes pats savaime S5mC nesukelia nutildymo
(Greenberg ir Bourc’his, 2019). DNR ir histony modifikacijos (1.3 pav. B)
saveikauja su jvairiais chromatino komponentais ir pertvarkymo baltymais
kartu keisdami geny raiska (Raiber ir kt., 2017).

5mC geba atstumti transkripcijos faktorius (TF), sukeldamas sterinius
trukdzius jy jungimosi vietose ir taip slopindamas geny raiska (Greenberg ir
Bourc’his, 2019). Taciau didelé dalis TF stipriau jungiasi prie metilintos DNR
(de Mendoza ir kt., 2019). 5mC gali paskatinti jj atpazjstanciy baltymy
prisijungima, kurie prie tiksliniy promotoriy gali pritraukti papildomus geny
raiska slopinancius baltymy kompleksus (Breiling ir Lyko, 2015). 5mC
atpazjsta metil-CpG jungiantj domeng turintys baltymai (MBD, angl. methyl-
CpG-binding domain proteins). MBD jungimasis prie 5mC siejamas su
kompaktiskos, genus slopinanc¢ios struktiiros susidarymu, vadinamos
heterochromatinu (1.3 pav. B) (de Mendoza ir kt., 2019). Visi MBD
sgveikauja su nukleosomy pertvarkymo ir histono deacetilaziy kompleksais
(Sin3, NurD, NCoR/SMRT), Kkurie skatina transkripcijos slopinima
jungiamuose regionuose (Greenberg ir Bourc’his, 2019).

1.1.2 Eukarioty DNR metiltransferazés

DNR metilinimas katalizuojamas veikiant DNR metiltransferaziy
fermentams (MTazéms), kurie perkelia metilo grupe nuo gausaus S-adenozil-
L-metionino (SAM) kofaktoriaus susidarant metilintam produktui ir S-
adenozil-L-homocisteinui (SAH) (Goll ir Bestor, 2005). DNR citozino-C5
metiltransferaziy vykdomos kovalentinés katalizés metu (1.4 pav. A) bazé
iSsukama i§ DNR duplekso (Klimasauskas ir kt., 1994), susidaro tarpinis
kovalentinis junginys tarp fermento Kkatalitinio centro nukleofilinio cisteino
liekanos ir citozino Zziedo C6 atomo ir tuomet C5 tampa pakankamai
nukleofiliskas metilinimo reakcijai jvykti (Kriukiené ir kt., 2012).
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1.4 pav. (A) DNR metiltransferaziy katalizuojamas citozino-5 metilinimas.
Fermentiniam metilo grupés perne$imui nuo kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino
(SAM) reikalingas kovalentinis tarpinio junginio susidarymas tarp fermento cisteino
liekanos ir citozino Ziedo C6 atomo. Pagal Kriukiené ir kt. (2012). (B) Zinduoliy
citozino-5 metiltransferaziy struktiiros. DNR metilinimo palaikymo metiltransferazé
DNMT1 turi kelis konservatyvius domenus, svarbius jungimuisi prie DNR: DMAP1
baltyma jungiantj domena, i replikacijos vietas nukreipiancios sekos RFTS domeng ir
CpG jungiantj CXXC domeng. NLS — branduolio lokalizacijos signalas. Tiksli bromo
homologijos (BAH) domeny funkcija neaiski. Metiltransferazés katalitinis domenas
(C5 MTaz¢) yra baltymo C-gale. TRD - taikinio atpazinimo domenas. De novo DNR
metiltransferazése DNMT3A, 3A2 (pradzia pazyméta rodykle) ir D3B yra H3K4
jungiantis ADD domenas ir H3K36me3 jungiantis PWWP domenas bei
metiltransferazés katalitinis domenas C-gale. DNMT3C raiska aptinkama peliy
patinéliy embriony lytinése lastelése, Sio baltymo genas yra DNMT3B duplikacija,
praradusi PWWP domeng. DNMT3L yra neaktyvus baltymas, stimuliuojantis
DNMT3A ir DNMT3B katalitinj aktyvuma. Nurodytas baltymy ilgis aminorigstimis
(ar.). Pagal Greenberg ir Bourc’his (2019).

Eukariotinés citozino metiltransferazés yra kilusios i§ prokarioty ir
pasizymi dideliu katalitinio domeno sekos ir strukttiros panasumu j bakterijy
metiltransferazes. Sis domenas susideda i§ 10-ties seky motyvy, kuriose yra
SAM jungimosi sritis ir aktyvusis centras (1.4 pav. B). Tarp VIII ir X motyvy
yra maziau konservatyvus taikinio atpazinimo regionas (TRD), Kkuris
bakterijose yra atsakingas uz DNR sekos atpazinimo specifiskuma (Goll ir
Bestor, 2005).
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Eukarioty MTazés skirstomos i dvi dideles kategorijas — palaikomojo
ir de novo metilinimo (1.6 pav. A). Zinduoliy ankstyvosios embriogenezés
metu DNMT3A ir DNMT3B naujai sukuria metilinimo Zymes ant nemetilinty
CpG, todél yra klasifikuojamos kaip de novo metiltransferazés. O DNMTL,
palaikomojo metilinimo metiltransferazé, yra atsakinga uz jau esancio
citozino metilinimo paveldé¢jimg po DNR replikacijos dalijantis lasteléms (An
ir kt., 2017). Replikacijos metu UHRF1 baltymas atpazjsta hemimetilintus
CpG ir prijungia DNMT1, kad ant naujai besiformuojancios grandinés biity
atkurtas buves metilinimo profilis (Greenberg ir Bourc’his, 2019).

Zinduoliy DNMT1 (1.4 pav. B) baltyma sudaro keli domenai (1.4 pav.
B): DMAP1 jungimosi domenas (dar vadinamas nepriklausomai sulankstytu
N-galo domenu, NTD), j replikacijos vietas nukreipiancios sekos (RFTS)
domenas, CXXC motyvas, du gretimi bromo homologijos (BAH) domenai ir
katalitinis MTazés domenas baltymo C-gale (Greenberg ir Bourc’his, 2019;
Tajima ir kt., 2016). DMAPL1 baltymas jungiasi prie DNMT1 ir replikacijos
vietose slopina transkripcijg prijungdamas histony deacetilazg HDAC2.
CXXC (cisteinas-X-X-cisteinas) domenas sgveikauja su nemetilintais CpG.
RFTS domenas jungiasi su UHRF1 ir tada atidengiamas Katalitinis centras,
kurj RFTS uzstoja (Tajima ir kt., 2016).

Eukarioty citozino-5 MTazés yra skirstomos j penkias pagrindines
grupes (1.5 pav. B), atsizvelgiant | domeny konfigtracija ir DNR
metiltransferazés domeno filogenetinius rySius (de Mendoza ir kt., 2019).
Geriausiai apibiidinti §} DNMT1 panaSus fermentai, nes jy yra gyviinuose,
augaluose ir grybuose, o jy pagrindiné palaikomojo metilinimo funkcija yra
gerai zinoma (Goll ir Bestor, 2005). DNMTI1 artimos fermenty formos
iSsivysté dél jvykusios duplikacijos ir pakitimy chloroplastus turin¢iuose
organizmuose. DNMT1 kopija augaluose vadinama MET1, o jos iSvestiné
kopija davé pradzia CMT grupei (1.5 pav. A), kurioje yra jgytas histony
(H3K9me) atpazinimo chromodomenas. Gryby DNR citozino-5 MTazés RID
ir DIM-2 (taip pat zinomos kaip DNMT4) taip pat yra kile DNMTI1 geno
duplikacijos, kuris igijo naujas grupei budingas domenines struktiiras (1.5
pav. A) ir funkcijas (de Mendoza ir kt., 2019).
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1.5 pav. Eukarioty citozino-5 metiltransferazés. (A) Jvairiy metiltransferaziy klasiy
domeniné struktira. BAH - bromo homologijos domenas. C5 MTazé -
metiltransferaziy katalitinis domenas. SNF2N — su chromating pertvarkanciu SNF2
baltymu sgveikaujantis domenas. Chromo — chromodomenas, saveikaujantis su
histonais. DUF — nezinomos funkcijos domenas. (B) Kairéje pavaizduoti eukarioty
filogenetiniai rysiai pagal dabartinj sutarimg. VirSuje surasyti pagrindiniy eukarioty
grupiy MTazés. Zali kvadratai Zymi fermentus, nustatytus bent viename grupés
naryje. Jei fermenty neaptikta, tai pazyméta baltais kvadratais. Oranzinis kvadratas
rodo retrotranspozono dalyje koduojamus fermentus. Pagal de Mendoza ir kt. (2019).

Kita pagrindiné eukariotiniy C5 MTaziy Seima yra DNMT3
fermentai, atsakingi uz de novo metilinima. Zinduoliy DNMT3 $eima (1.4
pav. B) sudaro DNMT3A, DNMT3A2, DNMT3B, DNMT3C ir DNMT3L
(Pennings ir kt., 2019). DNMT3A, 3A2 (trumpesné 3A izoforma, aptinkama
vyrisky lytiniy lasteliy pirmtakuose) ir 3B C-gale yra MTazés domenas, o N-
gale yra reguliaciniai domenai — PWWP bei ADD, kurie saveikauja su
chromatinu (Goll ir Bestor, 2005; Greenberg ir Bourc’his, 2019). PWWP
(Pro-Trp-Trp-Pro) domenas jungiasi su DNR ir nukreipia j chromatino
regionus per saveikas su jvairiais baltymais, pvz.: pericentrinio
heterochromatino CENP-C baltymu, taip pat saveikauja su H3K36me3
histony uodegomis, kurios aptinkamos aktyviy geny kiinuose (Gagliardi ir kt.,
2018; Tajima ir kt., 2016). | augaly homeodomeng (PHD) panasus ADD
(ATRX-DNMT3-DNMT3L) cinko pirSty domenas yra turtingas Cys
liekanomis ir sgveikauja su nemetilintomis H3K4 histony uodegomis (per $ig
sgveikg atsilaisvina ADD uZstojamas MTazés domenas) bei jvairias su geny
slopinimu susijusiais baltymais (Greenberg ir Bourc’his, 2019; Tajima ir kt.,
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2016). Neseniai grauziky genomuose aptikta DNR metiltransferazé
DNMT3C, kuri metilina evoliuciskai jauny retrotranspozony promotorius
vyrisky lytiniy Igsteliy linijoje (Raiber ir kt., 2017). DNMT3C néra PWWP
domeno, taciau ji turi katalitinj metiltransferazés domeng (Pennings ir kt.,
2019). DNMT3L yra PWWP domeno neturintis ir katalitiSkai neaktyvus
baltymas, kuris sgveikauja su DNMT3A ir DNMT3B, stimuliuoja jy
aktyvuma ir yra biitinas retrotranspozony metilinimui bei slopinimui vystantis
lytinéms lasteléms (Greenberg ir Bourc’his, 2019).

DNMT3 artimy fermenty yra augaluose, gyviinuose ir keliose kitose
eukarioty filogenetinése grupése (1.5 pav. B). Sausumos augalai ir jy dumbliy
giminaiciai (streptofitai) turi pakitusi DNMT3 paraloga DRM, kurios
metiltransferazés domenas pertvarkytas (de Mendoza ir kt., 2019). DNMT3
taip pat yra plikasékliy augaly genomuose, o tuo tarpu DRM yra daug placiau
paplitusi sausumos augaluose, vadinasi, evoliucijos metu DNMT3 tapo
nereikalinga. DNMT3 neturi bendros domeny architektiiros, o struktiira,
turinti PWWP ir ADD domenus, iki Siol aptinkama tik gyviiny karalystéje (de
Mendoza ir kt., 2019).

Be DNMT1 ir DNMT3 yra ir kity eukarioty C5 MTaziy Seimy (1.5
pav. B). DNMT2 yra struktiriSkai homologiska kitoms eukarioty C5
MTazéms, nors neturi reguliaciniy domeny. Ta¢iau DNMT2 metilina tRNR ir
risiy, kuriose yra tik DNMT2, DNR néra 5mC (Pennings ir kt., 2019).
DNMTS5 aptinkama skirtingose eukarioty filogenetinése grupése, jskaitant
grybus, haptofitus, heterokontus ir chlorofitus (de Mendoza ir kt., 2019).
Panasiai kaip ir DNMT 1, DNMTS5 turi ilgesng konservatyvig dalj, kurioje yra
su chromating pertvarkan¢iu SNF2 baltymu saveikaujantis domenas.
Apibudinta DNMT6 grupé taip pat yra gana paplitusi (1.5 pav. B) ir turi tik
MTazés domeng, kuriame néra zinomy chromatino sgveikos domeny.
Kadangi tirty DNMT6 turiné¢iy rasiy DNR 5mC neaptiktas, galbut Sis
fermentas susijes su RNR metilinimu. Taip pat grybuose buvo aprasyta
DNMTX de novo MTaziy $eima, kurios rySys su kitomis §eimomis neaiskus
(de Mendoza ir kt., 2019).

1.1.3 5-metilcitozino demetilinimas Zinduoliuose

Ankstyvojo zinduoliy vystymosi metu DNR metilinimas keiciasi
visame genome, nukreipdamas pliuripotentines kamienines Igsteles
diferenciacijai i skirtingas linijas, kurios formuoja jvairius audinius (Raiber ir
kt., 2017). SmC gali bti grgzinamas j nemodifikuotg bliseng pasyviu arba
aktyviu budu. ,Pasyvus®, arba nuo DNR replikacijos priklausomas
demetilinimas (1.6 pav. A), reiskia laipsniskg 5-metilcitozino praskiedimag
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dalijantis Igsteléms. Siuo atveju, jei citozino metiltransferazé DNMTI ir ja
jungiantis UHRF1 baltymas yra slopinami arba nejtraukiami j replikacijos
Sakute, naujai susintetinta grandiné lieka nemetilinta (1.6 pav. A). ,,Aktyvus®
DNR demetilinimas apibiidina greita, nuo replikacijos nepriklausoma,
fermentinj SmC pasSalinimg (Delatte ir Fuks, 2013).

Vienas i§ pirmyjy jrodymy, patvirtinan¢iy aktyvy DNR demetilinima
zinduoliuose, buvo nustatytas SmC praradimas peliy zigotose (1.7 pav.). Po
apvaisinimo 5mC signalas tévo DNR greitai sumazéja tiek, kad to negalima
visiS§kai paaiSkinti pasyviu demetilinimu (Wu ir Zhang, 2017). Aktyvus DNR
demetilinimas augaluose gali vykti veikiant DNR glikozilazéms ROS1/DME,
galin¢ioms tiesiogiai pasalinti SmC bazg, taciau tokiy baltymy zinduoliuose
neaptikta (Deniz ir kt., 2019).

Molekulinis Zinduoliy aktyvaus DNR demetilinimo mechanizmas
atskleistas 2009 m., kai buvo parodyta TET1 fermento katalizuojama 5mC
oksidacija ] ShmC (Tahiliani ir kt., 2009) bei pelés smegeny audiniuose
aptiktas gausus 5hmC (Kriaugionis ir Heintz, 2009). Véliau nustatyta, kad
TET1, TET2 ir TET3 baltymai paeiliui oksiduoja (1.6 pav. B) 5-
hidroksimetilcitozing (5ShmC) j 5-formilcitozing (5fC) ir 5-karboksilcitozing
(5caC) (He ir kt., 2011; Ito ir kt., 2011; Pfaffeneder ir kt., 2011). 5fC ir 5caC
yra atpaZzjstami ir iSkerpami timino DNR glikozilazés (TDG) (He ir kt., 2011;
Maiti ir Drohat, 2011), o susidariusi bazés neturinti vieta iStaisoma baziy
iSkirpimo reparacijos biidu (BER, angl. base excision repair) ir taip grazinama
nemodifikuota citozino biisena (1.6 pav. B) (Kohli ir Zhang, 2013). 5caC (bet
ne 5fC) taip pat gali biiti iSkerpamas veikiant NEIL1 glikozilazei, bet jos
reik§mé DNR demetilinimui dar neaiski (Slyvka ir kt., 2017). Manoma, kad
TET atliekama oksidacija skatina nuo replikacijos priklausoma pasyvy DNR
demetilinimg (1.6 pav. B), nes in vitro vienoje CpG taikinio grandinéje esant
oksiduotoms 5-metilcitozino formoms (oksi-mC), DNMT1 metilinimg atlieka
praséiau (Seiler ir kt., 2018).
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1.6 pav. Pasyvaus ir aktyvaus DNR demetilinimo mechanizmai zinduoliuose. (A)
Pasyvaus nuo replikacijos priklausomo 5mC arba oksiduoto 5mC praradimo CpG
taikiniuose schema. Nuo replikacijos priklausomas pasyvus 5mC (m) praskiedimas
ivyksta sutrikus DNMTI1/UHRF1 palaikomojo DNR metilinimo mechanizmui.
Oksiduotos 5mC formos (h/f/ca) gali palengvinti pasyvy demetilinima, nes joms esant
vienoje grandinéje suprastéja DNMT1 metilinimo efektyvumas. Pagal Wu ir Zhang
(2014). (B) Epigenetiniy DNR citozino modifikacijy susidarymas ir paSalinimas.
Citozinas (C) paveréiamas 5-metilcitozinu (5mC) veikiant DNMT]1 ir DNMT3 $eimy
DNR metiltransferazéms (zaliasis kelias). Pasiiilyti keli DNR demetilinimo
mechanizmai, kuriy metu SmC paverciamas atgal | C. Raudonos rodyklés zymi TET
baltymy atlickamg oksidacija: 5mC metilo grupé i§ eilés oksiduojama |
hidroksimetilo, formilo ir Kkarboksilo grupes, susidarant atitinkamai 5-
hidroksimetilcitozinui (5hmC), 5-formilcitozinui (5fC) ir 5-karboksilcitozinui (5caC).
TET baltymai taip pat gali oksiduoti T j 5-hidroksimetiluracilag (ShmU). Violetinés
istisinés rodyklés rodo deamininimo, baziy iskirpimo ir baziy iskirpimo taisymo
(BER) kelius. AID/APOBEC deaminina ShmC j 5ShmU ir 5mC j T. TDG, NEIL1,
MBD4 arba SMUGT1 glikozilazés iskerpa oksiduotas ar deaminintas bazes, susidarant
laikinoms baziy neturinioms vietoms, Kurias iStaiso BER. Bruksninés rodyklés zymi
citozino  metiltransferaziy in  vitro atliekamas  hidroksimetilinimo ir
dehidroksimetilinimo reakcijas bei numanomus fermentus (deformilaze ir
dekarboksilazg), kurie galéty tiesiogiai pasalinti formilo ir karboksilo grupes
atitinkamai nuo 5fC ir ScaC. Pagal Kriukien¢ ir kt. (2012) ir Zampieri ir kt. (2018).
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Zinduoliy embriono vystymosi metu lastelése jvyksta dvi drastisky
5mC lygio poky¢iy bangos. Pirmiausia, po apvaisinimo zigotos motinos ir
tévo genomuose matomas visuotinis SmC praradimas (1.7 pav.) (Xu ir Wong,
2015). 5SmC oksidacija intensyviausiai vyksta vyriSkame genome veikiant
TET3. Prie§ implantacija j gimda bendras embriono DNR metilinimas
pasiekia gana Zema lygj, o po implantacijos pradZios jis padidéja. Kita DNR
demetilinimo banga jvyksta formuojantis poimplantacinio embriono
pirminéms lytinéms lasteléms, o po to vyksta naujas lyCiai specifinis
metilinimas (Yang ir kt., 2020).
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1.7 pav. Dinamiski citozino modifikacijy ir fermenty pokyciai, kurie vyksta pelés
embrione prie§ implantacijg j gimda. ISkart po apvaisinimo SmC greitai prarandamas
pasyvaus DNR demetilinimo biidu ir TET3 vykdant oksidacijg. Oocite (0) aptinkama
DNMT1 daugiausia yra ne branduolyje, todél palaikantis metilinimas neefektyvus.
Lasteléms dalijantis oksiduoty SmC formy ir SmC kiekiai mazéja vykstant pasyviam
replikaciniam jy skiedimui. Zemiausias SmC lygis pasiekiamas mazdaug blastocistos
stadijoje. Po implantacijos j gimda DNR metilinimas vidinéje lasteliy maséje (ICM),
bet ne trofoektodermoje (TE), DNMT3A/3B metiltransferaziy sukuriamas i§ naujo.
Pradinés busenos (dviejy slopikliy (2i) salygos lasteliy kultiroje) ICM lasteliy
genomas metilintas silpnai (~1% 5mC nuo viso C), o po implantacijos (serumo
salygos lgsteliy kultiiroje) epiblasto diferenciacijai ,,apmokyty*“ kamieniniy
embrioniniy Igsteliy (ESC) DNR yra stipriai metilinta (~4% 5mC). Pagal Wu ir Zhang
(2014).
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Parodyta, kad visuotinis 5mC demetilinimas Zzinduoliuose
pasiekiamas derinant aktyvy ir pasyvy demetilinimg. TET baltymai
daugiausia veikia specifiskai, tam tikriems genams suaktyvinti reikalingose
vietose, ypac stiprikliuose, ir taip reguliuojama vystymosi geny raiska
(Tsiouplis ir kt., 2021). Taip pat sukeliamas didelés apimties pasyvus DNR
demetilinimas pasalinant UHRF1 nuo chromatino ir taip slopinamas
palaikantis DNR metilinimas (Mulholland ir kt., 2020). TET-TDG aktyvaus
DNR demetilinimo kelias yra gyvybiskai svarbus Zinduoliy vystymuisi, nes
TET ir TDG fermenty funkcijos praradimas sutrikdo peliy embrioniniy
kamieniniy lgsteliy (mESC, angl. mouse embryonic stem cells) diferenciacija
ir yra mirtinas peliy embrionams (Raiber ir kt., 2017).

Pradiniuose bandymuose sicekiant iSgauti i§ pelés blastocistos
pliuripotentines kamienines embrionines lasteles, jprastinémis serumo
auginimo salygomis jos jgydavo pakitusig hipermetilintg epigeneting biikle,
kuri yra panaSesné j vélesnés stadijos poimplantacinio epiblasto (Lee ir kt.,
2014). Véliau atrasta, kad naudojant dviejy kinaziy slopiklius 2i (angl. two
inhibitors, slopina MEK ir GSK3) Sios lgstelés gali buti grazintos j prading
(angl. ground) sumazéjusio metilinimo biiseng (1.7 pav.), kuri labiau atspindi
vidinés blastocistos lgsteliy masés epigeneting biiseng (Ficz ir kt., 2013;
Habibi ir kt.,, 2013). Veikiant 2i, yra slopinamas DNR metilinimas ir
aktyvinama TET oksidacija (Lee ir kt., 2014). Pradinés biisenos lastelés (dar
vadinamos naiviomis) yra homogeniskos ir gali diferencijuotis j visas lasteliy
linijas. Serumo salygomis lastelés yra linkusios | diferenciacija (vadinamos
»apmokytomis®, angl. primed), heterogeniskos, pasizymi diferenciacijos
faktoriy raiSka, negali diferencijuotis j lytines lasteles (Martello ir Smith,
2014). Siomis dvejomis salygomis auginamos lastelés gali biiti naudojamos
kaip modelis, skirtas signaly sukelty metilinimo pokyc¢iy ir ESC epigenetiniy
programy tyrimams (Pennings ir kt., 2019).

1.1.4 TET baltymai

TET geny pavadinimai (angl. ten-eleven translocation) kilo is$
translokacijos, kuri aptinkama retais iiminés mieloidinés leukemijos atvejais,
kai zmogaus TET1 genas i§ 10 chromosomos susilieja su misrios linijos
leukemijos genu (MLL) 11 chromosomoje (Shen ir kt., 2014). Biocheminé
TET baltymy funkcija nebuvo zinoma iki 2009 m., kai buvo parodyta, kad
zmogaus DNR esant] SmC TET1 gali oksiduoti j ShmC (Iyer ir kt., 2009;
Tahiliani ir kt., 2009). Du TET1 paralogai, TET2 ir TET3, buvo nustatyti
remiantis sekos homologija (Iyer ir kt., 2009). Hipotez¢, kad TET baltymai
gali turéti DNR modifikuojantj aktyvuma, buvo pagrista J baze jungianciy
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baltymy analize. JBP fermentai priklauso didelei nuo Fe?" ir a-ketoglutarato
(0-KG, taip pat vadinamo 2-oksoglutaratu) priklausomy dioksigenaziy
superSeimai. AlkB fermentai, oksidaciniu mechanizmu pasalinantys
nenormalaus DNR baziy metilinimo pazaidas, yra tos pacios superSeimos
nariai (Pastor ir kt., 2013). JBP homology analizé genomuose nuspéjo
nukleortigstis modifikuojancias dioksigenazes jvairiuose eukariotuose ir
bakteriofaguose, iskaitant TET fermentus daugialas¢iuose gyviinuose (Iyer ir
kt., 2009). TET turimas CXXC domenas, jungiantis nemetilintus CpG, JBP
homology aptikimas kartu su DNR metilinimu bei timino panasumas j SmC
lémé idéja, kad TET baltymai gali oksiduoti SmC (Pastor ir kt., 2013).

Serdinis katalitinis domenas

CXXC | T ]
TET1FL @ OECO® 2029ar.
CXXC TET1s v 1386 ar.
IDAX ——@—198ar TET2 @@ 1921 ar.
CXXC ¥
TET3FL -W:‘ 1803 ar.
TET3s 1668 ar.
TET30 1713 ar.
7
I su Fe2* sgveikaujantis motyvas {J) Cisteinu turtingas domenas
{7} MaZo kompleksiskumo sritis @ DsBH

1.8 pav. Zinduoliy TET baltymy struktiiros. TET baltymai turi konservatyvy C-galo
Serdies katalitinj domeng, kurj sudaro cisteinu turtingas domenas, veikiantis
prisijungima prie chromatino, dvigrandés B-spiralés (DSBH) domenas, turintis su Fe?*
saveikaujantj] motyva (His—bet kuri ar.—Asp) ir mazo kompleksiskumo jterpima.
Embrioninése lastelése aptinkami viso ilgio (FL) TET1 ir TET3 baltymai turi N-galinj
CXXC domena, reikalingg jungimuisi prie CpG turtingy DNR seky. CXXC domeno
néra trumposiose (s) TET1 ir TET3 izoformose (pradzia parodyta rodyklémis), kuriy
raiSka gausi subrendusiose smegenyse. TET2 neturi CXXC domeno, taciau sgveikauja
su CXXC domena turin¢iu IDAX baltymu. TET30 izoformos raisSka yra aptinkama
oocituose. Ar. — baltymo ilgis aminoriigstimis. Pagal Dick ir Chen (2021).

TET atlieka oksidacija naudodami deguonies ir a-KG substratus bei
Fe?* kofaktoriy, susidarant CO; ir sukcinatui (Bochtler ir kt., 2017). C-gale
yra pagrindinis katalitinis TET domenas, sudarytas i§ dvigrandés 3 spiralés
(DSBH) domeno ir cisteinu turtingo domeno (1.8 pav.) (Wu ir Zhang, 2017).
DSBH domenas kartu jungia Fe?*, a-KG ir nukleotidg oksidacijai. O cisteinu
turtingas domenas, biitinas katalitiniam aktyvumui, apvynioja DSBH Serdj,
kad stabilizuoty bendrg TET-DNR struktiiros sgveikg (Wu ir Zhang, 2017).
DSBH, kuris budingas visoms nuo Fe* ir o-KG priklausomoms
dioksigenazéms, turi a$tuonias konservatyvias antilygiagrecias B-juostas (I-
VIII) ir konservatyvy gelezj jungiantj motyva. TET baltymams budinga
unikali ilga nekonservatyvi mazo kompleksisSkumo sritis, jterpta tarp [V ir V
B juosty (Shen ir kt., 2014). Spéjama, kad $i sritis gali atlikti reguliacine
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funkcija, kuri kei¢iama potransliacinémis modifikacijomis  (pvz.,
glikozilinimu ir fosforilinimu) (An ir kt., 2017).

Amino galinéje srityje TET1 ir TET3 turi labai konservatyvy DNR
jungiantj domena CXXC (1.8 pav.), kurj sudaro du cisteino tipo cinko pirsty
motyvai. Oksidacija gali vykti ir be §io domeno (Shen ir kt., 2014). TET2
neturi CXXC domeno, kuris atsiskyré chromosomy inversijos metu ir tapo
atskiru genu IDAX. Taciau TET2 sgveikauja su IDAX ir taip i§ dalies gali biiti
lemiamas jo prisijungimas prie chromatino (Wu ir Zhang, 2017). CXXC
domenas gali daryti jtaka TET baltymy pasiskirstymui genome: peliy
embrioninése kamieninése Igstelése TET1 pirmiausia aptinkamas promotoriy
CpG salose arba stiprikliuose, o TET2 daZniausiai yra praturtintas geny
kiinuose arba stiprikliy regionuose (An ir kt., 2017).

Idomu, kad pelés somatiniuose audiniuose aptinkama N-gale
sutrumpinta TET1 forma (TET1s) (1.8 pav.), o viso ilgio forma (vadinama
TET1FL) yra ankstyvuosiuose embrionuose, ESC ir pirminése lytinése
lastelése (Wu ir Zhang, 2017). TET1s, kuris neturi CXXC domeno, silpniau
jungiasi prie chromatino nei TET1FL ir pasizymi silpnesniu oksidaciniu
aktyvumu. TET3 taip pat turi keletg izoformy, jskaitant TET3s ir TET3o0,
neturin¢ias CXXC domeno. TET30 yra aptinkama oocituose, o TET3s ir viso
ilgio TET3 raiska didéja vykstant neurony diferenciacijai. TET3s ir TET30
pasizymi stipresniu oksidacijos aktyvumu nei viso ilgio TET3 (Wu ir Zhang,
2017).

Vis labiau akivaizdu, kad TET baltymai ir jy reakcijos produktai yra
vieni pagrindiniy embriono vystymosi, kamieniniy lIgsteliy funkcijy,
diferenciacijos ir lytiniy lasteliy vystymosi reguliatoriai (An ir kt., 2017). TET
baltymai taip pat gali reguliuoti pliuripotencija kontroliuodami telomery ilgj,
o jos padeda palaikyti genomo stabilumg ir yra reikalingos lasteliy
atsinaujinimui (Yang ir kt., 2020). Taip pat atsiranda duomeny, kad TET
fermentai svarbiis TE aktyvumo reguliavimui. Embrione prie§ implantacija
stebimas kai kuriy TE hidroksimetilinimas ir raiSkos padidéjimas (Deniz ir kt.,
2019). Taciau taip pat parodyta, kad ESC TET1 oksiduoja LINE-1 TE
elementus ir Kkartu pritraukia slopinantj SIN3A-histony deacetilazés
kompleksa, uztikrindamas nutildyma (Deniz ir kt., 2019). Nemazai tyrimy
rodo TET baltymy svarbg neurony funkcijoms (Raiber ir kt., 2017). Pvz.,
TET1 reguliuoja suaugusio organizmo hipokampo neurogeneze ir pazinimo
funkcijas, kontroliuodamas nerviniy kamieniniy lgsteliy dauginimagsi (Xu ir
Wong, 2015). TET baltymy raiskos ar funkcijos sutrikimas daznai stebimas
jvairiose vézio formose ir ypa¢ daro jtaka kraujo Igsteliy pakitimams
(mielocity ir limfocity) (An ir kt., 2017). TET2 mutacijg turincios peléms
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i§sivysto mielodiniai véziniai pakitimai, o TET2 mutacija taip pat stebima
leukemijos pacientuose (Xu ir Wong, 2015).

TET baltymai taip pat gali reguliuoti geny raiskg nepriklausomai nuo
katalitinio aktyvumo, sgveikaudami su kitais baltymais, daranciais jtaka
transkripcijai ir chromatino struktiirai (Tsiouplis ir kt., 2021). Nustatyta, kad
tiek TET1, tiek TET?2 tiesiogiai sgveikauja su SIN3A ir histono deacetilaziy
kompleksu, kuris slopina geny raiska, o taip pat su pliuripotencijos faktoriumi
Nanog. ESC TET]1 taip pat gali pritraukti slopinantj kompleksa PRC2 (per jo
EZH2 ir Suz12 komponentus) prie Iasteliy linijai specifiniy geny promotoriy,
o vykstant diferenciacijai PRC2 paleidziamas taip veikiant vystymuisi svarbiy
geny raiSka (Yang ir kt., 2020).

1.1.5 Oksiduoty 5-metilcitozino formy funkcijos

Oksi-mC pasiskirstymas ir funkcijos DNR geriausiai istirtos
zinduoliuose. Oksi-mC aptinkamos daugumoje Zinduoliy audiniy, tadiau jy
lygis yra gana zemas ir kitaip nei SmC (~4% nuo C), labai varijuoja skirtingy
tipy lastelése (An ir kt., 2017). Suagusiose pelése ShmC gausiausias smegeny
Purkinje neuronuose ir su pazintinémis funkcijomis susijusiose srityse (~0,6-
1,3% nuo C), o kituose audiniuose nustatomi mazesni kiekiai (~0,03-0,3% nuo
C) (Ito ir kt., 2011; Kriaucionis ir Heintz, 2009; Wagner ir kt., 2015). 5hmC
lygiai gali keistis su organizmo amziumi, pvz., senstant jie didéja smegeny
audiniuose (Wagner ir kt., 2015). 5fC yra daug retesnis nei 5hmC, o 5caC
kiekiai yra maziausi. Pavyzdziui, mESC 5fC (~0,001% nuo C) ir 5caC
(~0,0002% nuo C) kiekiai yra viena-dviem eilémis mazesni nei ShmC
(~0,06 %) (Tto ir kt., 2011). MazZesniais kiekiais (~0,00002-0,001%), kurie
varijuoja nepriklausomai nuo 5mC ar 5hmC, 5fC taip pat aptinkamas
jvairiuose suaugusiy zinduoliy audiniuose ir lasteliy tipuose (Iurlaro ir kt.,
2016). 5caC gausiausias ESC ir embrioniniuose audiniuose (Bachman ir kt.,
2015; Ito irkt., 2011), o suaugusio organizmo lastelése dél mazy kiekiy beveik
neaptinkamas, nors padidinus aptikimo jautruma, pvz., nustatytas tiesiosios
zarnos véziniuose ir jiems gretimuose normaliuose audiniuose (Tang ir kt.,
2015).

Oksi-mC lygiai nebitinai koreliuoja tarpusavyje: pavyzdziui, nors
smegeny zievéje ShmC gausesnis nei ESC, 5fC ir 5caC atveju yra atvirksciai
(Wuir Zhang, 2017). Vadinasi, oksidacijos etapai yra nevienodai reguliuojami
jvairivose audiniuose. Nevienodas oksi-mC gausumas bent i$ dalies gali bati
siejamas su TDG vykdomu 5fC ir ScaC (bet ne ShmC) iskirpimu (He ir kt.,
2011). Ir 18 tiesy, iSveiklinus TDG, 5fC ir ScaC kiekiai mESC padidéja 5-10
karty (Shen ir Zhang, 2013; Song ir kt., 2013). Be to, gali skirtis oksidacijos
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efektyvumas: in vitro TET baltymai yra aktyvesni esant 5mC, nei esant 5hmC
ir 5fC (Ito ir kt., 2011). Peliy ESC TET fermentai j ShmC pavercia ~10% SmC
ir tik dalis 5hmC (1-10%) toliau oksiduojamas iki 5fC/5caC. Taigi 5hmC yra
maziau linkes ] tolesne oksidacija, todél yra gausesnis ir dalis jo islieka kaip
stabilus epigenetinis zenklas (An ir kt., 2017). Manoma, kad in vivo TET
procesyvumas gali priklausyti nuo chromatino aplinkos, nes, pvz., labiau
prieinamame chromatine oksidacija dazniau vyksta iki 5fC ir ScaC (Wu ir kt.,
2014).

Oksi-mC gali buti svarbios vézio vystymuisi ir naudingos kaip
biozymenys, nes véziniuose audiniuose nustatomi jy kiekiy pakitimai (An ir
kt., 2017). Greitai besidauginanciose ir metastazuojanciose Igstelése 5hmC
kiekiai sumazéja ir tai siejama su prasta prognoze (Klungland ir Robertson,
2017). Pasiilyta, kad lasteléms virstant | vézines gali vykti nuo 5caC
priklausoma transkripcijos reguliacija, nes, pvz., 5caC kiekiai padidéja kriities
ir jvairiuose nerviniy lasteliy véZiniuose audiniuose (Eleftheriou ir kt., 2015;
Ramsawhook ir kt., 2017; Storebjerg ir kt., 2018; Zhou ir kt., 2018).

Oksi-mC kai kuriais atvejais gali buti stabilios DNR modifikacijos.
Naudojant Zzyméjimg stabiliais izotopais pademonstruota, kad 5hmC
daugiausia yra stabilus pelés audiniuose ir Igsteliy kultirose, o 5fC stabilus
suaugusiy peliy audiniuose, smegenyse (Bachman ir kt., 2014, 2015). 5hmC
stabilumas, pavyzdziui, taip pat buvo stebimas tam tikruose eritrocity
genominiuose regionuose, kuriuose ShmC praturtinimas isliko po dalijimosi
ir diferenciacijos (Cao ir kt., 2019). Kitas tyrimas parodé sumazéjusj TDG
aktyvuma, kai 5fC buvo jungiamas nukleosomos su H2A.Z ir H3.3 histony
variantais, paprastai praturtintais stiprikliy sekose. Vadinasi, tam tikruose
regionuose 5fC gali biiti stabilesnis (Prasad ir kt., 2021). Zigotoje susidarg 5fC
ir ScaC praskiedziami vykstant lgsteliy dalijimuisi ir DNR replikacijai, bet
néra greitai iSkerpami, tod¢l yra gana stabilis ir galéty baiti funkciskai svarbts
vystymuisi iki implantacijos (Inoue ir kt., 2011).

Vis daugiau duomeny rodo, kad oksi-mC veikia ne tik kaip aktyvaus
DNR demetilinimo tarpiniai produktai, bet ir kaip epigenetiniy funkcijy
turin¢ios modifikacijos. Oksi-mC genominio profiliavimo tyrimai atskleidé jy
i§sidéstyma reguliaciniuose elementuose, kuriuose vyksta dideli metilinimo
pokyc¢iai (pvz., transkripcijai ,,pasiruoSusiuose promotoriuose ir lgstelei
specifiniuose stiprikliuose), todél oksi-mC gali biiti svarbios epigenetingje
geny reguliacijoje (Lu ir kt., 2015a). Gausiausios oksi-mC — 5hmC -
epigenetinés geny reguliavimo funkcijos vis pladiau pripazjstamos ir
labiausiai istirtos. Tuo tarpu 5fC, o ypa¢ 5caC, epigenetinés funkcijos maziau
iStirtos ir dél jy dar abejojama, bet atsiranda tai paremian¢iy duomeny.
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5hmC vyra svarbus daugeliui procesy: embriono vystymuisi,
diferenciacijai, citokiny atsakams, nerviniy audiniy ir atminties formavimuisi
(Anir kt., 2017). 5ShmC daugiausia aptinkamas mazo bei vidutinio CpG tankio
ir vidutinio 5mC lygio regionuose (1.9 pav. A). 5hmC praturtintas aktyviuose
(turinciuose H3K27Ac ir H3K4mel) ir ,,pasiruoSusiuose® (turinciuose tik
H3K4mel, angl. poised) stiprikliuose, promotoriuose, geny kiinuose, taip pat
aplink pliuripotencijai svarbiy transkripcijos faktoriy jungimosi vietas, CTCF
reguliatoriaus  jungiamuose ir atvirg chromating Zyminéiy histony
modifikacijy regionuose (Pastor ir kt., 2011; Song ir kt., 2011; Wu ir kt., 2011;
Yu ir kt.,, 2012). Promotoriuose aptinkamas stiprus hidroksimetilinimas
dazniausiai siejamas su maza raiSka, o genai su mazu ShmC lygiu
transkripcijos pradZios vietose yra stiprios raiskos (Yang ir kt., 2020). Didelis
5hmC lygis stebimas transkripcijai ,,pasiruosusiuose” bivalentiniuose
promotoriuose (turiniuose ir slopinancias H3K27me3 ir aktyvinandias
H3K4me3 histony modifikacijas), kurie yra slopinami ESC, o lasteléms
diferencijuojantis aktyvuojami (Wu ir Zhang, 2017). Geny kiinuose esancio
ShmC jtaka raiskai gali priklausyti nuo lasteliy tipo — pvz., didelis 5hmC lygis
ESC ir daugelyje kity lasteliy koreliuoja su stipria raiSka, o neurony
pirmtakuose su zema raiska (Yang ir kt., 2020).

A Aktyvus promotorius Aktyvus stipriklis
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5mC
. - B 5hmC
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|_' |_‘ 5000 P Hake27mes
2099901999990, eeler 2999 b roames
bbb b 4 Oct4 Nanog
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1.9 pav. Citozino modifikacijos ir geny raiSkos aktyvinimas. (A) Genominis 5hmC
pasiskirstymas peliy ESC genome. ShmC yra praturtintas aktyviy geny kiinuose,
transkripcijai ,,pasiruoSusiuose Dbivalentinuose (turinivose slopinanéias ir
aktyvinan¢ias histony modifikacijas, pazymétas véliavélémis) ir neaktyviuose
promotoriuose, taip pat aktyviuose stiprikliuose (kuriuose aptinkama histony
acetiltransferazé p300) ir dalyje pliuripotencijos transkripcijos faktoriy jungiamy
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viety. Pagal Shen ir Zhang (2013). (B) Dinamiski lastelei specifiniai DNR metilinimo
poky¢iai dazniausiai vyksta reguliaciniuose elementuose. Kair¢je, neaktyviis metilinti
promotoriai gali biiti atpazjstami MBD domenus turinciy transkripcijos slopikliy.
Tacdiau tam tikrose metilintose sekose taip pat gali prisijungti ir transkripcijos
aktyvatoriai (pvz., pliuripotencijos faktorius Oct4), kurie skatina lgsteliy pakitimus.
Pavyzdziui, vykstant indukuotam Igsteliy perprogramavimui, KLF transkripcijos
faktorius (TF) pritraukia TET2, kuris sukelia DNR demetilinimg ir geny aktyvavimg.
Desingje, TF nesijungia prie neaktyviy stiprikliy, kurie yra prieinami DNR
metiltransferazéms. TET baltymai, veikdami kartu su transkripcijos faktoriais, sukelia
DNR demetilinima ir stiprikliy aktyvavima. Pagal Greenberg ir Bourc’his (2019).

mESC 5fC ir 5caC didzigja dalimi atspindi ShmC praturtinima, tik jie
daugiausia iSsidéste nuo transkripcijos pradzios vietos labiau nutolusiuose
regionuose (Shen ir kt., 2013). 5fC ir 5caC yra stipriai praturtinti aktyviuose
stiprikliuose, pliuripotencijos faktoriy, CTCF, p300 (aktyviuose stiprikliuose
aptinkamos svarbios histony acetiltransferazés) jungiamose vietose (Shen ir
kt., 2013; Song ir kt., 2013; Wu ir kt., 2014; Lu ir kt., 2015b; Neri ir kt., 2015;
lurlaro ir kt., 2016). 5fC ir 5caC taip pat praturtinti ,,pasiruo$usiuose‘
stiprikliuose bei promotoriuose (dauguma tyrimy praturtinimg nustato
aktyviuose ir bivalentiniuose), aktyviy geny kiinuose bei tandeminiuose
pasikartojimuose (Shen ir kt., 2013; Wu ir kt., 2014; Lu ir kt., 2015b; Neri ir
kt., 2015; Song ir kt., 2013).

Peliy ESC 5ShmC/5fC/5caC yra labiau praturtinti egzonuose palyginus
su intronais, todél galbiit SmC oksidacija gali reguliuoti iRNR splaisingg (Wu
ir Zhang, 2014). Be to, 5ShmC yra labiau praturtintas pastoviuose egzonuose ir
ties egzono-introno ribomis (Khare ir kt., 2012). Splaisingo reguliacijoje
galbut dalyvauja CTCF baltymas, kurio jungimasis prie 5caC ar ShmC
alternatyviuose egzonuose sukelia jy jtraukimg (Marina ir kt., 2016).

Oksi-mC praturtintos genomo vietos ne visada sutampa, vadinasi,
fermentai gali bati regulivojami atskiry oksi-mC susidarymui tam tikruose
genomo regionuose (Parry ir kt., 2021). Pavyzdziui, pelés ESC nustatyta, kad
>90% 5ShmC modifikuoty CpG nesutampa su 5fC ar 5caC turinCiomis
vietomis ir tik ~19% 5fC/5caC viety sutampa su ShmC (Wu ir kt., 2014).
Tarpusavyje 5fC ir ScaC taip pat persidengia labai mazai (6,5%), todél atskiry
oksi-mC funkcijos galbut skirtingos (Lu ir kt.,, 2015b). Aktyviuose
stiprikliuose 5fC praturtinimas yra stipresnis nei ShmC, todél 5fC sritys yra
aktyvesnés, o tai taip pat patvirtina 5fC srityse (lyginant su 5hmC sritimis)
stebimi mazesni SmC lygiai (Xia ir kt., 2015). Taip pat pastebéta, kad su
promotoriais sgveikaujantys transkripcija skatinantys stiprikliai labiausiai
persidengia su 5caC ir 5fC (5caC >5fC >5hmC). Todél manoma, kad 5caC ir
5fC Zymi aktyvesnes chromatino sritis nei 5ShmC (Lu ir kt., 2015a).
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Oksi-mC funkcijos reguliuojant epigeneting bikle ir lastelés lemtj
gali buti skirtingos. Pavyzdziui, pademonstruota, kad TET oksidacija j
5fC/5caC, bet ne j 5hmC, skatina indukuoty pliuripotentiniy Iasteliy
perprogramavimo efektyvuma (Caldwell ir kt., 2021). mESC nustatyti
pliuripotencijos transkripcijos faktoriy Nanog, Oct4 ir Sox2 imunoissodinimo
signalai yra stipresni 5fC ir 5caC modifikuotuose regionuose palyginus su tik
ShmC turinciais regionais, o tai reiSkia stipresnj Siy veiksniy jungimosi
regiony demetilinimg (Wu ir kt., 2014). Kamieninéms lasteléms
diferencijuojantis j neuronus, glijos lasteles ir hepatocitus ScaC kiekiai
laikinai padidéja bei diferenciacijos metu 5caC yra aptinkamas lastelei
specifiniy aktyviy geny promotoriuose (Lewis ir kt., 2017b; Wheldon ir kt.,
2014). Todél manoma, kad oksidacija j ScaC gali buti bendras epigenetinio
pertvarkymo mechanizmas, vykstant Igsteliy linijy formavimuisi.

Biofizikiniai tyrimai rodo, kad oksi-mC gali paveikti fizines DNR
savybes. Pavyzdziui, ShmC padidina DNR dvigubos spiralés termodinaminj
stabilumg (Raiber ir kt., 2015). 5fC sukelia vietinés DNR struktiiros pokyc¢ius,
padidindamas struktiiros lankstumg ir daro jtaka DNR jungianciy baltymy
prieinamumui, tikriausiai pakeisdamas DNR superspiralizacijg ir pakavima j
nukleosomas (Raiber ir kt., 2015). 5caC i$pleCia mazajj griovj ir atlaisvina
dvigrandes dalis (Dai ir kt., 2015), kitaip nei labiau stabilizuojantis 5mC
(Harcourt ir kt., 2017; Fu ir kt., 2019). Vadinasi, tiesiogiai paveikdamos DNR
struktiirg, oksi-mC gali daryti jtaka baltymy jungimuisi prie DNR (Wu ir
Zhang, 2015).

Dél skirtingy metilo, hidroksimetilo, formilo ir karboksilo grupiy
cheminiy savybiy oksi-mC galéty biiti dinamiSki epigenetiniai Zenklai, kurie
skirtingai veikia baltymy prisijungima ir reguliuoja geny raiska (Lu ir kt.,
2015a). Pavyzdziui, RNR polimerazé II sudaro vandenilinius rySius su ScaC
arba 5fC (karboksilo arba formilo grupémis) ir dél to sulétéja transkripcijos
ilginimas geny kiinuose, kuris galblit gali daryti jtakg transkripcijos
reguliavimui (Kellinger ir kt., 2012; Wang ir kt., 2015). Nustatyta, kad 5fC
stabilizuoja nukleosomas in vitro, o kity C modifikacijy stabilizavimo efektas
yra zZymiai mazesnis (Raiber ir kt., 2018). Taip pat pademonstruota, kad in
vivo 5fC sukelia daznesnj nukleosomy i$sidéstyma sudarydamas grjZtamas
kovalentines sasiuvas su H3 histono lizinu. Sis padaznéjes i§sidéstymas
atsiranda aktyviuose stiprikliuose ir koreliuoja su padidéjusia audiniui
specifine geny raiska (Raiber ir kt., 2018).

Buvo parodyta, kad oksiduotas 5mC formas atpazjsta i§ dalies
skirtingi baltymai (Turlaro ir kt., 2013; Spruijt ir kt., 2013), todél tikétina, kad
jos gali atlikti skirtingas epigenetines funkcijas. Tarp oksi-mC atpazjstanciy
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baltymy buvo aptikti ne tik DNR pazaidas taisantys baltymai, bet ir
transkripcijos faktoriai, reguliatoriai bei chromating modifikuojantys
fermentai (Tsiouplis ir kt., 2021). Nepaisant jy retumo, nustatyta daug daugiau
5fC ir 5caC jungianciy baltymy (tarp kuriy daug DNR pazaidas taisanciy
baltymy) nei jungianciy ShmC, galbiit dél unikaliy formilo ir karboksilo
grupiy cheminiy savybiy (Spruijt ir kt., 2013).

Keisdamos citozino modifikavimo biiseng, lastelés galéty selektyviai
kontroliuoti chromatino baltymy prisijungima ir disociacijg (1.9 pav. B) (An
ir kt., 2017). Oksi-mC gali trukdyti transkripcijos slopikliy prisijungimui ir
taip skatinti geny raiska. Pavyzdziui, MBD1 baltymas specifiskai jungiasi prie
5mC bei prijungia histono H3K9 metiltransferaze ir taip slopinama raiska.
Tuo tarpu MBD1 nesijungia prie oksi-mC, todél jos skatina raiska (Tsiouplis
ir kt., 2021).

Oksi-mC gali aktyvinti raiSka skatindamos kai kuriy transkripcijos
faktoriy ar reguliatoriy prisijungima. Pavyzdziui, nervinése lastelése MeCP2
(angl. methyl-CpG-binding protein 2) baltymui prisijungus prie 5hmC
pasikeicia chromatino struktiira ir skatinama geny raiska (Tsiouplis ir kt.,
2021). 5ShmC geny kiinuose taip pat pritraukia baltymus, atliekanc¢ius H3K36
trimetilinimg, kuris Zymi aktyvig transkripcija (Klungland ir Robertson,
2017).

Buvo nustatyti transkripcijos faktoriai, kurie teikia pirmenybe ScaC
turinioms atpazinimo vietoms ir gali biiti, jog skatina atvirg aktyvy
chromating. Pavyzdziui, onkogeninio transkripcijos faktoriaus c-Myc
partneris Max veikia kaip 5caC jutiklis, o 5caC lygiai galbiit gali moduliuoti
Myc-Max valdomga transkripcijos tinkla ir daryti jtaka vézio vystymuisi
(Wang ir kt., 2017). Kitas 5caC atpazjstantis transkripcijos faktorius, TCF4,
yra svarbus smegeny vystymuisi, atminciai ir pazinimui (Yang ir kt., 2019).
Idomu, kad TET3 CXXC domenas yra labai specifiskas 5caC (Jin ir kt., 2016).
Tai galéty buti svarbu geny reguliavimui, nes TET3 yra praturtintas su
lizosomos funkcijomis susijusiy aktyviy neurony geny transkripcijos pradzios
vietose, o lizosomos svarbios uzkertant kelig neurodegeneracinéms ligoms
(Jin ir kt., 2016). Daugiafunkcinis reguliatorius CTCF, kuris, pavyzdziui,
dalyvauja stiprikliy-promotoriy  saveikose, stipriausiai jungia 5caC
modifikuota DNR (Marina ir kt, 2016). O 5caC kaupimasis TDG
neturin¢iuose peliy embriony fibroblastuose sukelia nejprastas CTCF
jungimosi vietas visame genome (Nanan ir kt., 2019). Tai gali daryti jtaka
geny raiSkai, nes CTCF jungimosi pakitimai taip pat gali sukelti DNR
metilinimo poky¢ius (Prasad ir kt., 2021).
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Oksi-mC gali ir slopinti raiska, trukdydami transkripcijos faktoriy ir
aktyvatoriy prisijungimui. Pavyzdziui, $alia promotoriaus esancioje ciklinio
AMP atsako elemento sekoje ShmC gali sumazinti transkripcijos
aktyvatoriaus prisijungimg, todél gali sumazéti tiksliniy j § signalg
reaguojanciy geny raiska (Tsiouplis ir kt., 2021).

Taigi skirtingos oksi-mC, sgveikaudamos su Igsteliy linijai specifiniu
transkripcijos faktoriy rinkiniu, gali sukelti unikalius transkripcijos atsakus
jvairiose Igstelése. 5SmC ir oksi-mC gali veikti kaip papildomos genetinio kodo
raidés, padidinanCios galimy transkripcijos faktoriy jungimosi motyvy ir
lastelés transkripcijos sudétingumg (Parry ir kt., 2021). Taciau norint tiksliau
suprasti $iuos funkcinius rysius, reikia tolesniy tyrimy.

Oksi-mC aptinkamos ir kituose organizmuose nei zinduoliai, o pvz.,
5hmC pirmiausia buvo nustatytas T2, T4 ir T6 bakteriofaguose (Shen ir kt.,
2014). ShmC aptiktas ryziy TE ir heterochromatino regionuose, ta¢iau ShmC
reik§mé augaluose néra iki galo aiski (Kumar ir kt., 2018). 5hmC randamas ne
tik stuburiniy gyviny genomuose, bet taip pat buvo aptiktas kempiniy,
duobagyviy ir bi¢iy genomuose (de Mendoza ir kt., 2019). Manoma, kad kaip
ir stuburiniy, kity gyviiny TET oksidacija taip pat vyksta transkripcijos
faktoriy jungimosi vietose. Tokiy duomeny yra, pvz., pinties ir ieSmucio
atveju, taCiau kiek tai yra konservatyvu tarp gyviny dar reikia patikrinti (de
Mendoza ir kt., 2019). 5fC ir 5caC yra retesnés modifikacijos ir nagrinétos
maziau, taciau yra duomeny apie jy (kartu su ShmC) buvimg gryby (Chavez
ir kt., 2014) bei augaly genomuose (Tang ir kt., 2014). Taip pat ScaC kartu su
ShmC nustatytas varliagyvio aksolotlio kiauSidziy folikuliniy lasteliy
branduoliy euchromatine (Alioui ir kt., 2012). Oksi-mC epigenetiné reikSmé
daugelyje eukariotiniy organizmy grupiy mazai tirta ir dar gerai nesuprasta.

1.1.6 Kiti galimi Zinduoliy aktyvaus demetilinimo mechanizmai

TET-TDG vykdomas aktyvaus DNR demetilinimo kelias
zinduoliuose yra geriausiai iStirtas ir jrodytas, ta¢iau pelés zigotose nesant
TDG, aktyvus demetilinimas nepaveikiamas (Guo ir kt., 2014a), todél buvo
pasiiilyti alternatyvis mechanizmai (1.6 pav. B).

AID/APOBEC vykdo citozino deamininima, o susidariusia klaidinga
U:G baziy pora istaiso glikozilazés ir BER. Sis procesas reikalingas
somatinéms hipermutacijoms ir imunoglobuliny geny klasiy rekombinacijai B
lastelése (Klungland ir Robertson, 2017). Pasiiilyta, kad nemodifikuotas
citozinas gali biiti grgzinamas BER po AID ar APOBEC vykdomo 5mC ar
5hmC deamininimo (1.6 pav. B), taciau duomenys priestaringi ir norint
suprasti deaminaziy vaidmenj DNR demetilinime reikia tolesniy tyrimy
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(Bochtler ir kt., 2017). Yra duomeny, kad didel¢ AID/APOBEC raiska
lastelése sukelia ShmC deamininimo produkto ShmU atsiradima ir ji gali
iSkirpti glikozilazés (TDG, MBD4 ar SMUG1). Be to, AID slopinimas
sutrikdo pliuripotentiSkumui svarbiy geny promotoriy DNR demetilinimg
perprogramuojant lasteles (Raiber ir kt., 2017; Bochtler ir kt., 2017). Taciau
kiti tyrimai nepatvirtino 5hmU susidarymo ir demetilinimo AID/APOBEC
vykdomo deamininimo btadu (Klungland ir Robertson, 2017). In vitro
AID/APOBEC 5mC deamininimo aktyvumas silpnesnis lyginant su C, o esant
5hmC dar silpnesnis (Mariani ir kt., 2013). Be to, viengrandé DNR yra daug
geresnis AID substratas, o 5hmU gali susidaryti ir TET baltymams
oksiduojant T (Pastor ir kt., 2013; Raiber ir kt., 2017). Buvo pasiiilytas ir
procesyvaus 5mC demetilinimo kelias, galbiit paaiSkinantis nesutampancius
duomenis. Siuo atveju AID galéty deamininti citozing, 0 po to, vykstant
placiai regiono BER, netoli deamininamo regiono pasroviui esantys 5mC
galéty biiti pakei¢iami nemodifikuotais citozinais (Bochtler ir kt., 2017).

Kitas galimas mechanizmas yra tiesioginis citozino modifikacijy
pasalinimas skeliant C-C rysj. In vitro tyrimai parodé, kad zinduoliy
DNMT3A ir 3B bei bakterijy DNR metiltransferazés, nesant kofaktoriaus
SAM gali paSalinti 5-hidroksimetilo grupe nuo 5hmC susidarant
nemodifikuotam citozinui (1.6 pav. B) (Chen ir kt., 2012; Liutkevi¢iaté ir kt.,
2009, 2014). Taciau Sios reakcijos biologiné svarba yra abejotina, nes SAM
yra gausus daugelio svarbiy biocheminiy reakcijy, vykstanciy visy tipy
lastelése, metilo donoras (Shen ir kt., 2014). In vitro DNMT3 gali atlikti ir
5mC demetilinimg, bet tam reikia labai dideliy, fiziologiniy salygy
neatitinkan¢iy, Ca?* koncentracijy (Chen ir kt., 2012). Taip pat parodyta, kad
DNMT3 atlicka 5SmC deamininimg ir susidariusi T:G pora galéty biti
iStaisoma BER (M¢étivier ir kt., 2008).

Dar vienas i§ pasitlyty alternatyviy mechanizmy, kad ScaC ir 5fC
galbut gali buti paverCiami atgal j C tiesioginio deformilinimo arba
dekarboksilinimo btudu (1.6 pav. B) (Pfaffeneder ir kt., 2011; Wu ir Zhang,
2010). Buvo parodyta, kad 5caC turinti DNR yra dekarboksilinama esant
tioliy, o kamieniniy lasteliy ekstraktai taip pat gali atlikti Sig reakcija
(Schiesser ir kt., 2012). Neseniai atlikti izotopy ar fluoro Zyméjimo ir masiy
spektrometrijos tyrimai patvirtino, kad jvairios pelés ir Zzmogaus lasteliy
kultdros gali vykdyti tiesioginj 5fC deformilinimg j C (lwan ir kt., 2018;
Korytiakova ir kt., 2021; Schon ir kt., 2020), o taip pat parodytas ir tiesioginis
5caC dekarboksilinimas jvairiy zinduoliy lasteliy genomuose (Feng ir kt.,
2021a, 2021b; Kaminska ir kt., 2021). In vivo Sias reakcijas vykdantys
fermentai iki Siol nezinomi, nors In vitro buvo parodytas 5caC
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dekarboksilinimas esant zmogaus ar bakterijy DNR citozino-5
metiltransferazéms (Liutkeviciaté ir kt., 2014).

1.1.7 TET-JPB geny ekspansija modeliniuose grybuose
Laccaria bicolor ir Coprinopsis cinerea

TET baltymy poseimé priklauso TET-JBP Seimai (Iyer ir kt., 2009).
Seky ir filogenetiné analizé parodé, kad TET-JPB Seima kilo i§ bakteriofagy
(Iyer ir kt., 2013). TET homologiski baltymai aptinkami jvairiuose
organizmuose: viena ar tik kelios TET-JPB geny kopijos yra randamos
gyvinuose, Acanthamoeba, tam tikruose dumbliuose (pvz, Coccomyxa),
Naegleria, kinetoplastiduose, tam tikrose bakterijose ir bakteriofaguose (lyer
ir kt., 2014). Tuo tarpu grybai, o ypa¢ papédgrybiai (kepurétieji grybai, ridys
ir teliomicetai), pasizymi grupei specifiniu daugybés TET-JPB geny i$plitimu,
kurie daZnai yra susij¢ su unikalia judriyjy elementy klase KDZ (Kyakuja,
Dileera, Zisupton; lyer ir kt., 2009, 2013, 2014).

Papédgrybiy (Basidiomycota) Laccaria bicolor ir Coprinopsis
cinerea analizé parodé¢, kad dauguma TET-JPB geny (atitinkamai 47 i§ 74 ir
32 i§ 47 homology) galéty koduoti katalitiSkai aktyvius baltymus (lyer ir kt.,
2009, 2014). L. bicolor ir C. cinerea priklauso Agaricales eilei, didelei
papédgrybiy grupei. Sie grybai buvo tirti kaip modeliniai organizmai DNR
metilinimo analizéje (Zemach ir kt., 2010). L. bicolor ir C. cinerea grybuose
nustatytos DNMT1 ir DNMTS5 metiltransferazés, o metilinimas aptinkamas
daugiausia pasikartojanciose sekose (Bewick ir kt., 2019; Zemach ir kt.,
2010). In vitro buvo parodytas C. cinerea TET-JPB baltymy aktyvumas su
DNR (Zhang ir kt., 2014). Taip pat C. cinerea genominéje DNR aptiktos oksi-
mC ir naudojant SMRT sekoskaita (zr. 1.4.6) nustatytas bendras jy signalas
beveik nukleotido tikslumu (Chavez ir kt., 2014). Oksi-mC nustatytos
daugiausia genuose be raiskos ir pasikartojanciose sekose, taciau atskiry oksi-
mC pasiskirstymas ir poveikis geny rai$kai néra aiSkus. Tuo tarpu L. bicolor
oksi-mC dar visai nebuvo tirtos.

Dideliy daugialas¢iy gryby vystymosi procesy tyrimuose
saprotrofinis C. cinerea (pilkasis méslagrybis, dar vadinamas Coprinus
cinereus) yra klasikinis modelinis organizmas, kuris padéjo geriau suprasti
gryby vystymasi, dauginimosi tipy genus bei fotomorfogenezés mechanizmus
(Pukkila, 2011; Stajich ir kt., 2010). C. cinerea gana lengvai auginamas
laboratorijoje (1.10 pav. D, E), kur uzbaigia visa savo gyvenimo ciklg (1.10
pav. A) tik per dvi savaites ir gali biiti genetiSkai manipuliuojamas. Tuo tarpu
didzigja dauguma kepurétyjy gryby auginti laboratorijos salygomis daug
sunkiau arba nepavyksta pasiekti visy vystymosi ciklo stadijy (Kiies, 2000).
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Sudygus sporoms formuojasi ilgi lgsteliy filamentai (hifai). Susiliejus lytiskai
suderinamiems (t. y. su skirtingais poravimosi tipo aleliais) haploidiniams
hifams, susidaro diploidinis dikariotinis micelis (kitaip grybiena), kuriame
kiekvienoje lasteléje yra po haploidinj branduolj i§ kiekvieno pirminiy hify.
Esant tinkamoms sglygoms (Sviesai, temperatirai, maisto medziagoms)
dikarionas formuoja vaisiakiinius (1.10 pav. D). Vaisiakiinio Iastelése,
vadinamose papédémis (bazidémis), jvyksta branduoliy susijungimas
(kariogamija), mejoz¢ ir susidaro haploidinés sporos (Martin ir Selosse, 2008;
Pukkila, 2011).

L. bicolor (dvispalvé lakabudé) yra naudojama kaip eksperimentinis
modelis ektomikorizés simbiozés sgveikoje dalyvaujanciy geny ir ekologinés
adaptacijos tyrimuose (1.10 pav. B, E). L. bicolor yra svarbi kietmedziy ir
spygliuociy rasims, taciau neturi griezto specifiSkumo Seimininkui ir yra gana
placiai geografiskai paplitusi (Martin ir Selosse, 2008). Ektomikoriziniai
grybai formuoja mutualisting (abipusiai naudingg) simbioze, kuri biidinga
daugumai medziy ra$iy ir misky ekosistemy. Sie grybai gali turéti dvejopa
gyvenimo biida: formuoja simbioz¢ su augalo Saknimis arba yra laikini
saprotrofai dirvoZzemyje (Genre ir kt., 2020). Dikarionas yra dominuojanti L.
bicolor forma (kaip ir daugumos Agarikomicety), jo vegetatyvinis micelis
formuoja ektomikorize (Martin ir Selosse, 2008). Augaly ir gryby simbiotiniai
rysiai atlieka esminj vaidmenj miSko medziy ekologijoje ir biologijoje, nes
daro jtakg jy augimui pagerindami vandens ir bitiny maisto medziagy
jsisavinima, saugo nuo Sakny ligy, palaiko atsparumg stresui ir kenkéjams
(Martin ir kt., 2016). Be to, skirtingy augaly rysiai su ta pacia gryby sankaupa
per medziagy pernasa lemia konkurencija ar netiesiogines sgveikas tarp
augaly ir yra labai svarbiis ekosistemos funkcionavimui. Medziai maitina
gryba angliavandeniais, o grybas gauta energija panaudoja azoto, fosfato
junginiy, kity mineraliniy medziagy, kurias perduoda augalui, jsisavinimui i$
dirvozemio (ar net i$ tarp hify jstrigusios mikrofaunos L. bicolor atveju)
skaidant jvairias medziagas. Mikorize bitina suprasti, nes miskai yra labai
svarbiis CO; fiksavimui, o taip pat siekiant optimizuoti medziy biokuro
produktyvuma (Martin ir Selosse, 2008). Ektomikoriziniai grybai gali biiti
pritaikomi misky atstatyme po gaisro, ekologiniame kasykly rekonstravime
bei sodinuky produkcijoje (Genre ir kt., 2020).

Ektomikoriziniai grybai sgveikauja su smulkiomis augalo Soninémis
Saknimis ir jy kolonizacija sukelia Zymius grybo ir Saknies morfologinius
pokyc¢ius suformuojant hibridinj organg — ektomikorizinj $aknies galiuka.
Jame grybo hifai sluoksniais apsupa Saknies pavirSiy, formuodami grybo
apvalkalo audinj (vadinama mantija). Saknies tarplastelinéje erdvéje hifai
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formuoja sudétinga grybo ir augalo epidermio bei Serdies Igsteliy labirintg —
Hartig tinklg (1.10 pav. C), kuriame maisto medziagomis apsikei¢iama per
didel;j lasteliy saveikos pavirSiy nejsiterpiant j augalo lastele (Martin ir kt.,
2016). Uztikrindami ektomikorizing sgveika grybai mazina augalo lgsteliy
sukibimg ardydami pektinus, skatina Sakny lasteliy dauginimgsi didindami
augaly augimo hormono auksino kaupimgsi bei $velnina gynybinj atsaka
iSskirdami maziau jj aktyvuojanéiy medziagy (Genre ir kt., 2020). L. bicolor,
kaip ir kiti simbioze sudarantys grybai, pasizymi didele mazy (<300 ar.)
sekretuojamy baltymy jvairove. Sie baltymai yra indukuojami simbiozés ir
tarnauja kaip efektoriai, skatinantys mutualisting sgveika ir paveikiantys
augalo atsakg (Martin ir Selosse, 2008). L. bicolor taip pat i$skiria lipochito-
oligosacharidy miS$inj, kuris aktyvuoja skirtingiems augalams bendra
simbiotinj signalinj kelig jy Saknyse. Tuo tarpu dauguma gryby geny, kurie
yra aktyvuojami simbiozés, budingi konkreciai gryby rusiai (Genre ir kt.,
2020).

Lyginant mikoriziniy gryby genomus su saprotrofais (pavyzdziui, L.
bicolor su C. cinerea), galima stebéti skirtumus, kuriy daugelis tikriausiai yra
atsirade dél ekologiniy nevienodumy. Saprotrofai turi platy augaly lastelés
sienelés angliavandenius (ligning, celiulioze, hemiceliulioze ir pektinus)
ardanciy fermenty asortimenta, kuris biitinas organinés paklotés skaidymui.
Tuo tarpu simbiontuose stebimas $iy fermenty praradimas (Miyauchi ir kt.,
2020).

Pastebéta, kad mikoriziniy gryby genomai yra didesni lyginant su
saprotrofiniais. Pagrindiné $iy genomy didéjimo varomoji jéga atrodo yra TE
kiekis, kuris yra didziausias ektomikoriziniuose simbiontuose, lyginant su
kitais ekologinio gyvenimo biidais. Spekuliuojama, kad TE gauséjimas gali
skatinti simbiozei specifiniy faktoriy evoliucija (Miyauchi ir kt., 2020). L.
bicolor pasizymi didele judriyjy elementy jvairove ir jie sudaro didel¢ genomo
dalj (iki 37,9 %; Castanera ir kt., 2016), tuo tarpu C. cinerea ji daug maZesné
(~6%; Stajich ir kt., 2010). Abiejuose grybuose gausiausi yra retrotranspozony
judrieji elementai (Labbé ir kt., 2012). TE daro didelg jtaka eukarioty genomy
evoliucijai, todél yra svarbus gryby genetinés jvairovés Saltinis. TE gali sukelti
jvairius genominius  persitvarkymus: duplikacijas (sukeliamos
retrotranspozony), delecijas, jterpimus, translokacijas (Deniz ir kt., 2019). TE
sukeliami persitvarkymai gali biti neutraliis ar zalingi, tac¢iau gali lemti ir
adaptyvy poveiki populiacijoms prisitaikant prie aplinkos apribojimy
(Castanera ir kt., 2017). TE gali skatinti cis-reguliaciniy elementy, naujy
suliety geny ar alternatyviy transkripty (sukélus egzony praleidimg)
susidaryma (Deniz ir kt., 2019). TE taip pat gali iSveiklinti genus ar keisti jy
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raiskag  suteikdami  naujus  promotorius, jterpdami  alternatyvius
poliadenilinimo signalus (Muszewska ir kt., 2019) ar keisdami DNR bei
chromatino modifikavimg (Seidl ir Thomma, 2017).

Simbioziniuose grybuose stebimas naujy, grupéms specifiniy,
simbiozés indukuojamy geny jvairovés didéjimas. Daugumos numanomy L.
bicolor geny funkcijos nezinomos ir net 24% yra budingi tik $iai rasiai (Martin
ir kt., 2008). Tikétina, kad geny Seimy ekspansija yra didele dalimi nulemta
simbiozés sgveikos ir manoma, kad duplikacijos yra pagrindiné geny jvairoves
ir specializavimosi simbiozei varomoji jéga (Martin ir Selosse, 2008). TE
persikélimai L. bicolor genome didéjant jy tankiui tikriausiai sukélé stebimag
nejprastai didelj kai kuriy baltymy geny Seimy iSplitimg, tokiy kaip
hidrofobiny baltymai, kurie yra svarbiis simbiozei ir suteikia pranasuma Siam
mutualistiniam grybui sgveikaujant su skirtingais augalais (Labbé ir kt., 2012).

A 3

Suderinamy hify
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susijungimas
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lasteléje, 2xN)
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(haploidinis hifas) /Mlcells Pt e e e 1UNglis

Dikarionas formuoja
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1.10 pav. (A) Kepurétiesiems papédgrybiams biuidingg vystymasi atspindintis
Laccaria bicolor ciklas (Martin ir Selosse, 2008). (B) L. bicolor S238N dikariono
vaisiakiinis augantis po egliy (Pseudotsuga menziesii) séjinukais (nuotrauka D.
Vairelles; Martin ir kt., 2008). (C) Tuopos (Populus trichocarpa) $aknies ir L. bicolor
S238N ektomikorizés skersinio pjivio lazerinio skenuojancio konfokalinio
mikroskopo nuotrauka (V. Pereda ir V. Legué; Martin ir kt., 2008). Grybo hify (zalia)
mantija apsupa Saknj, i tarplasteling erdve jsiterpe hifai formuoja Hartig tinklg. (D)
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Coprinopsis cinerea dikariono vaisiak@inis gilioje petri léksteléje (nuotrauka Hajime
Muraguchi; Pukkila, 2011). (E) L. bicolor (kairéje) ir C. cinerea (desingje)
haploidiniai miceliai augantys laboratorijoje, agarizuotoje (virSuje) ir skystoje
(apacioje) terpéje (nuotraukos J. Licytés).

1.2 RNR modifikacijos

1.2.1 RNR modifikacijuy paplitimas ir funkcijos

RNR nustatyta bent 160 skirtingy cheminiy modifikacijy
(http://mods.rna.albany.edu; Cantara ir kt., 2011). Vyraujancios zinduoliy
RNR modifikacijos (1.11 pav. A) yra pseudouridinas (¥), 2'-O-metilinimas,
N6-metiladenozinas (6mrA), N1-metiladenozinas (ImrA) ir 5-metilcitozinas
(5mrC) (Xue ir kt., 2020). Modifikacijos dalyvauja visuose RNR metabolizmo
procesuose veikdamos RNR struktiira ir saveikas su baltymais, kurie gali
dalyvauti lgstelés signaliniuose keliuose jai reaguojant j aplinkos veiksnius
(Nachtergaele ir He, 2017). Daugybé RNR modifikacijy gali daryti jtaka geny
reguliacijai, todél atsirado sritis, vadinama ,,RNR epigenetika® arba
»epitranskriptomika®, kuri tiria potranskripcinius pokycius, nepakei¢iancius
RNR sekos (Zhao ir kt., 2020).

RNR modifikacijos dalyvauja jvairiuose svarbiuose biologiniuose
procesuose (1.11 pav. A), tokiuose kaip lagsteliy diferenciacija, lyties
nulémimas ir atsakas j temperattiros ar medziagy trilkumo stresa (Jonkhout ir
kt., 2017). Daugelio RNR modifikuojanéiy fermenty mutacijos ar reguliacijos
sutrikimai sukelia jvairias ligas, pvz.: padidéjes tam tikry modifikuoty
nukleozidy kiekis yra pastebimas véziu serganciy pacienty Slapime (Kellner ir
kt., 2010), o 6mrA metiltransferazés Mettl3 praradimas sukelia peliy ir augaly
gemaly zatj (Dezi ir kt., 2016).

Nekoduojanéiose RNR modifikacijos yra kritiSkai svarbios jy
teisingam funkcionavimui transliacijoje bei splaisinge (Dezi ir kt., 2016).
Transportinése RNR (tRNR) nustatomas didziausias modifikacijy gausumas
ir jvairové. tRNR modifikacijy visuma uztikrina transliacija, veikdama tRNR
susilankstymg ir informacinés RNR (iRNR) iskodavima (Helm ir Motorin,
2017). Labai gausiose ilgose ribosominése RNR (rRNR) taip pat aptinkama
didelé modifikacijy jvairové ir gausumas. [vairiy rRNR modifikacijy visuma
uztikrina ribosomy veikimo efektyvuma. Modifikacijos yra linkusios
pasiskirstyti labai konservatyviose, svarbiausiose rRNR funkcijai srityse,
kurios yra biitinos ribosomy biogenezei ir tikslios bei veiksmingos baltymy
sintezés palaikymui (Nachtergaele ir He, 2017). Tuo tarpu gana nedidelé
modifikacijy jvairové aptikta ne tokiose gausiose nekoduojanciose RNR, pvz.,
mazosiose branduolio ar branduolélio RNR bei mikroRNR (miRNR) (Helm

ir Motorin, 2017).
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Anksciau manyta, kad modifikacijos yra stabilios ir daugiausia
reguliuoja chemostruktirines nekoduojanciy RNR savybes. Dabar RNR
modifikacijos suvokiamos kaip dinamiskai reguliuojami, kintantys ir grjztami
potranskripciniai reguliatoriai, greitai reaguojantys j lasteliy signalus. Kad
RNR modifikacijos gali biiti griztamos ir dinamiskos buvo suprasta atradus,
kad zinduoliy informacinése RNR 6mrA gali biiti tiesiogiai demetilinamas
oksidacijos biidu veikiant nuo Fe?*/a-KG priklausomai dioksigenazei FTO ir
jos homologui ALKBHS5 (Shen ir kt., 2014). Sios reakcijos metu susidaro N6-
hidroksimetiladenozino ir N6-formiladenozino produktai, kurie suskyla atgal
] adenozing dél nestabiliu tampancio C—N rySio (Shen ir kt., 2014).
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1.11 pav. RNR modifikacijos ir jy funkcijos informacinéje RNR. (A) Modifikuoty
iRNR baziy cheminés struktaros (virSuje) ir jy funkcijos (apacioje). Parodyti Zinomy
modifikacijg turincig RNR jungianciy baltymy (RJB) paveikiami iRNR procesai ir
biologiné reik§mé organizmui. Mélynos rodyklés rodo kelius, kuriems néra zinomy
modifikacija nuskaitanciy baltymy. Pavyzdziui, SmrC dalyvauja su replikaciniu
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senéjimu susijusiy geny transliacinéje kontroléje. 5-hidroksimetilcitozinas iRNR
padidina transliacijos efektyvuma D. melanogaster, jo lygis didziausias Smegenyse ir
5hmrC daro jtaka jy vystymuisi. A(n) — poliadenilinimas; 7mrG — 7-metilguanozinas;
AUG - transliacijos pradzios kodonas; STOP — pabaigos kodonas. (B) RNR
modifikavimo stechiometrijos dinamika. Tam tikro geno RNR yra modifikuojama tik
dalyje transkripty. Modifikavimas tam tikromis Igsteliy salygomis gali buti labai
zemas (1 lastelés biisena). Modifikacijoms sukélus RNR strukttrinius pertvarkymus
ir pritraukus ja atpazjstancius baltymus, modifikuotos iRNR jgauna kitokig lemtj, dél
kurios, pavyzdziui, gali padidéti skilimas. Kei¢iantis lasteliy sglygoms, gali pasikeisti
ir modifikacijy stechiometrija, o tai gali sukelti didesnj (2 Iastelés busena)
modifikuoty transkripty procenta dél nuskaitan¢iy, modifikuojanéiy ir (arba)
modifikacija panaikinanéiy baltymy aktyvumo ar raiSkos pokyciy. Briik$ninés
rodyklés rodo netiesioginj poveikj. Pagal Lewis ir kt. (2017a).

Nors dauguma modifikacijy yra nekoduojanciose RNR, taciau kai
kurios modifikacijos taip pat aptinkamos iRNR. Daugéja duomeny, kad jos
gali veikti visus geny raiskos aspektus, kisti reaguojant j aplinkos veiksnius ir
reguliuoti lastelés procesus (1.11 pav. A) (Dezi ir kt., 2016). PavyzdZziui,
ImrA skatina nuo iRNR kepurés priklausoma transliacija, o 1mrA lygius
keic¢ia maistiniy medziagy trikumas arba karSCio Sokas, galbiit per 1mrA
nukreipiant Iasteliy atsakus Siomis saglygomis. Tuo tarpu 6mrA palengvina nuo
kepurés nepriklausomg transliacijg stiprindamas saveikg su eukarioty
transliacijos iniciacijos faktoriaus 3 (elF3) kompleksu lastelei reaguojant j
Silumos Sokg arba UV poveikj. Be to, iRNR stabilumo reguliavimas per 6mrA
yra labai svarbus kamieniniy lgsteliy diferenciacijai ir cirkadinio ciklo
valdymui. O iRNR 3’ netransliuojamuose regionuose (UTR, angl.
untranslated region) esantis pseudouridinas padidina transkripty stabilumg
Silumos Soko metu. Daugiau modifikacijy poveikio iRNR procesams ir
funkcijoms pavyzdziy pateikta (1.11 pav. A).

Daugéja duomeny, kad potranskripciné geny reguliacija priklauso ne
tik nuo iIRNR sekos, bet ir nuo aptinkamo susilankstymo j antrines struktiiras,
kurios daro jtaka baltymy prisijungimui prie iRNR, splaisingui, transliacijai,
lokalizacijai lasteléje ir stabilumui (Harcourt ir kt., 2017). Pavyzdziui,
nestruktiiruotos iRNR pasizymi didesniu transliacijos efektyvumu, o kai kurie
poli A ,,uodegos® neturintys iRNR transkriptai sudaro 3’UTR struktiiras,
didinancias stabilumg ir transliacija (Lewis ir kt., 2017a). Seniai Zinoma, kad
modifikacijos keicia tRNR ir rRNR struktiiras ir taip veikia jy funkcijas, todél
veikdamos iRNR struktiiras modifikacijos taip pat galéty placiai paveikti
minétus jy procesus. Net mazy grupiy, tokiy kaip metilo, pridéjimas veikia
RNR struktiirg: baziy gebéjimag poruotis, sgveikg su gretimomis bazémis,
vienos konformacijos ar susilankstymo igijima pries kita (Harcourt ir kt.,
2017). Pavyzdziui, 6mrA atveju parodyta, kad jis destabilizuoja RNR
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dupleksus in vitro, o in vivo taip pat nustatyta 6mrA modifikuoty iRNR viety
tendencija nesudaryti strukttiry. Dinamiskos ir griztamos RNR modifikacijos
gali stabilizuoti arba sutrikdyti struktiirinius elementus bei moduliuoti prie
RNR besijungian¢iy baltymy saveika. Taip gali buti paveikiama iRNR
transliacija ar skilimas greitai reaguojant j aplinkos poky¢ius (1.11 pav. B)
(Lewis ir kt., 2017a). RNR modifikacijos gali biiti viena i§ pagrindiniy
transkripto strukttrinio plastiSkumo varomyjy jégy. Keiciant tam tikra
modifikacija turin€iy transkripty dalj, galéty biiti dinamiskai sukuriama to
paties RNR transkripto funkciné jvairové (1.11 pav. B). Dalies transkripty
modifikavimas sukurty dvi skirtingas iRNR rasis, kurios galéty skirtis savo
strukt@iromis arba prie jy prisijungianéiais baltymais (Lewis ir kt., 2017a).

1.2.2 5-metilcitozino funkcijos RNR

Nors ankstesniuose RNR metilinimo tyrimuose daugiausia démesio
buvo skiriama 6mrA, palaipsniui buvo atskleistas ir 5mrC vaidmuo
potranskripciniame reguliavime (Xue ir kt., 2020). SmrC yra placiai paplitgs
tieck koduojanciose, tieck nekoduojanciose jvairiy organizmy RNR i§ visy
gyvybés domeny (Edelheit ir kt., 2013; Squires ir kt., 2012). Jis nustatytas ne
tik rRNR, iRNR, tRNR, bet ir virusinése RNR, skliautinése RNR (angl. vault),
mazose branduolio ir branduolélio RNR, pseudogenuose, nattraliuose
antiprasminiuose  transkriptuose, stiprikliy RNR  (eRNR), ilgose
nekoduojanciose RNR ir mikro RNR (miRNR). Parodyta, kad SmrC ir jo
reguliatoriy pakitimai veikia RNR stabiluma, geny raiska bei baltymy sinteze,
todél daro didelj poveikj jvairiems lgsteliy procesams (Xue ir kt., 2020).

Ribosominése RNR 5mrC yra svarbus struktiiros palaikymui,
transliacijos tikslumui, tRNR atpazinimui, ribosominiy baltymy prisijungimui
ir yra bitinas ribosomy biogenezei. Pavyzdziui, 25S RNR 5mrC ir ribozés
metilinimo praradimas (atitinkamai C2278 ir G2288 pozicijoje) lemia
struktiirinius pokycius ir dalies 60S didziojo subvieneto ribosominiy baltymy
praradima, dél to sutrinka ribosomy biogenezé (Xue ir kt., 2020).

tRNR 5mrC yra issidéstgs aplink kintamajj regiona ir antikodono
kilpa. Jis stabilizuoja antring tRNR struktiirg, veikia aminoacilinimg, kodono
atpazinimg, saugo nuo degradacijos ir reguliuoja lasteliy metabolizmg (Xue ir
kt., 2020). Pavyzdziui, 5SmrC S. cerevisiae tRNR-Phe 40 padétyje svarbus
Mg?* jungimuisi, kuris sukelia visos antikodono kilpos konformacinius
pakitimus (Motorin ir kt., 2010). Zmogaus, pelés ir augaly 5SmrC susidarymas
veikiant NSUN2 (TRM4) ir DNMT2 metiltransferazéms apsaugo tRNR nuo
oksidacinio streso sukelto skilimo (Zhao ir kt., 2017). Metilinimo
perprogramavimas yra svarbus atsakas j stresa: paveikus vandenilio
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peroksidu, mieliy tRNA-Leu-CCA padaugéja SmrC ir tai skatina streso atsako
baltymy transliacijg (Helm ir Alfonzo, 2014). ISveiklinus DNMT?2 ir NSUN2
metiltransferazes, tRNR praranda 5mrC ir tai sukelia jos nestabiluma bei
tRNR fragmenty kaupimgsi (Liu ir Jia, 2014). Taip yra slopinama baltymy
sintezé bei palaikoma kamieniné lasteliy baisena. Praradus NSUN2 tokiu pat
buidu sustiprinamas ir auglio kamieniniy lasteliy atsinaujinimas. Taciau tokios
lastelés yra jautrios stresui, nes nesugeba aktyvinti streso atsako keliy, kuriems
reikalingas tRNR metilinimas (Nachtergaele ir He, 2017). Suskilusios tRNR
fragmentai gali reguliuoti geny raiska ir iy fragmenty kaupimasis siejamas su
neurony praradimu, vézio progresavimu (Yu ir kt., 2021; Nachtergaele ir He,
2017).

5mrC paplitimas iRNR gali smarkiai skirtis skirtinguose
organizmuose: Zzmogaus lastelése nustatyta ~8000 metilinty viety tarp visy
iRNR, o tuo tarpu mieliy lgstelése nustatyta viena metilinta pozicija tarp visy
iRNR (Gilbert ir kt., 2016). 5SmrC praturtintas lastelei specifiniuose iIRNR
transkriptuose, daugiausia 5’ netransliuojamuose regionuose netoli
transliacijos pradzios kodono ir kai kuriy transkripty 3’UTR (Amort ir kt.,
2017). Kadangi 5mrC yra praturtintas iRNR 3’UTR netoli numanomy
struktiiras sudaranéiy reguliaciniy seky bei Argonauto 1-4 baltymy
(pagrindiniai geny raiska slopinan¢io mMiRNR/RISC komplekso komponentai)
jungiamose iRNR sekose, todél 5SmrC galbut daro jtakg iRNR transliacijai ir
stabilumui (Squires ir kt., 2012).

5mrC gali veikti jvairius iRNR procesus. Pavyzdziui, parodyta, kad
5mrC jgalina iRNR transportg i§ branduolio j citoplazmg Zmogaus HeLa
lastelése, o taip pat suaktyvina iRNR transportavimag j tolimas Arabidopsis
thaliana augalo dalis, taip reguliuodamas vystymasi ir skatindamas Sakny
augima (Xue ir kt., 2020). Yra $iek tick duomeny, kad 5mrC gali paveikti geny
funkcijas vykstant reguliuojamam genetinio kodo perjungimui. ] iRNR jvedus
5mrC, 4% prolino E. coli buvo perkoduojami kaip leucinas. Tokiu atveju, kai
iRNR modifikavimas sukelia alternatyvius baltymy variantus, net ir retai
iSsidésciusios modifikacijos gali daryti didelj biologinj poveikij (Gilbert ir kt.,
2016). Taip pat gali kisti transliacijos efektyvumas: pavieniy SmrC (0 taip pat
6mrA arba V) jvedimas j tam tikrus kodonus sumazino baltymy gamyba E.
coli nuo 20 iki 70 %. 5mrC veikia tRNR susilankstymg, todél tikétina veikia
ir galinCias susidaryti iRNR struktiiras bei nuo jy priklausancius iRNR
procesus (Gilbert ir kt., 2016). Nors metilinimas citozino 5 padétyje labai
mazai veikia baziy poravimagsi, bet padidina didZiojo RNR griovio
hidrofobiskumg ir tikriausiai sustiprina stekingo saveikas (Harcourt ir kt.,
2017).
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SmrC aptinkamas jvairiose reguliacinése RNR. Pavyzdziui, jis buvo
aptiktas XIST ir HOTAIR ilgose nekoduojanciose RNR, kurios dalyvauja
histony modifikavimo reguliavime (Amort ir kt., 2013). XIST yra reikalinga
zinduoliy moterisky lasteliy ilgalaikiam vienos X chromosomos
iSveiklinimui, o HOTAIR dalyvauja organizmo vystymuisi svarbiy geny
reguliacijoje. 5mrC buvo nustatytas HOTAIR ir XIST RNR regionuose (arba
arti jo), kurie sgveikauja su chromating modifikuojanciais kompleksais. 5mrC
paveiké XIST funkcija, trukdydamas prisijungti baltymy kompleksui PRC2,
kuris slopina geny raiska atlikdamas H3K27 metilinimg (Amort ir kt., 2013).
Taip pat 5mrC yra daznai aptinkamas miRNR. Pavyzdziui, buvo nustatyta,
kad subrendusios miR-181a-5p metilinimas slopina duplekso su iRNR
formavimasi ir tai panaikina naviko slopinimo poveikj bei siejasi su prasta
daugiaformés glioblastomos prognoze (Cheray ir kt., 2020). O lastelés
signaliniy keliy reguliacijoje dalyvaujanciose skliautinése RNR aptinkamas
5mrC skatina i§ jy susidaryti trumpas RNR, kurios veikdamos kaip miRNR
slopina transliacija ir skatina diferenciacija j epidermj (Xue ir kt., 2020).

5mrC gali jungti metabolinés buiklés informacijg su transliacija ir
daryti jtaka geny reguliavimo tinklams (Helm ir Alfonzo, 2014). 5mrC
modifikuotos eRNR saveikauja su specifiniy metaboliniy geny stiprikliais ir
tikriausiai sustiprina jy sgveikas su promotoriais. 5mrC pagauséja $iose
specifinése eRNR rtsyse po metabolinio badavimo streso poveikio kepenyse.
5mrC metiltransferazés NSun7 slopinimas lemia $iy eRNR sumazéjima,
vadinasi, 5mrC veikia eRNR stabilumg (Aguilo ir kt., 2016).

Taigi RNR 5mrC metilinimas yra bitinas normalioms lasteliy ir
organizmy fiziologinéms funkcijoms palaikyti, o nenormalus jo
pasiskirstymas ir gausa yra susij¢ su jvairiomis ligomis. 5SmrC
metiltransferazés NSUNZ2 raiska yra didesné smegenyse, o jos mutacijos
sukelia proting negalig (Dezi ir kt., 2016). Buvo parodyta, kad RNR 5mrC
modifikacija ir jos reguliatoriy pokyciai susij¢ su Slapimo puslés vézio,
kepeny karcinomos, daugiaformés glioblastomos ir leukemijos patogeneze.
Todeél SmrC gali biiti perspektyvus vézio diagnostikoje, prognozéje ir gydyme
(Xue ir kt., 2020). Jdomu, kad virusy RNR taip pat gali turéti 5mrC, kuris
slopina arba skatina replikacija ir transliacija (Xue ir kt., 2020).

1.2.3 Oksiduoty 5-metilcitozino formy funkcijos RNR

Buvo parodyta, kad in vitro TET baltymai gali oksiduoti RNR 5-
metilcitozing iki visy trijy oksi-mC (5hmrC, 5frC, 5carC) (Basanta-Sanchez
ir kt., 2017; Fu ir kt., 2014). Taip pat ShmrC gali susidaryti i§ SmrC (Huber ir
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kt., 2015) in vivo, dalyvaujant TET oksigenazéms (Fu ir kt., 2014). Vadinasi,
RNR gali turéti tg patj demetilinimo mechanizma kaip ir DNR.

5mrC poveikis RNR funkcijoms yra labiau istirtas, nei i jo galin¢iy
susidaryti oksi-mC. Manoma, kad SmrC gali biiti dinamiska modifikacija ir
galbiit 5SmrC jtaka tos RNR funkcijai galéty buti kei¢iama vykstant
oksidacijai. Oksi-mC buvo aptiktos koduojanciose ir nekoduojan¢iose RNR,
jvairiuose organizmuose: Zinduoliuose, augaluose, vabzdziuose (Delatte ir kt.,
2016; Fu ir kt., 2014; Huang ir kt., 2016; Huber ir kt., 2015; Zhang ir kt.,
2016). D¢l C-C rysio su baze fiziologinémis salygomis 0ksi-mC yra chemiskai
stabilios (skirtingai nei 6mrA oksidacijos produktai), todél galéty buti
funkciskai svarbiis (Shen ir kt., 2014).

Nors 5mrC oksiduoty formy funkcijos RNR vis dar mazai Zinomos,
manoma, kad jos gali daryti jtakg RNR stabilumui ir transliacijai (1.11 pav.
A). PavyzdZziui, buvo parodyta, kad 5ShmrC gali skatinti iRNR transliacija
vaisingje museléje D. melanogaster (Delatte ir kt., 2016). 5hmrC yra
gausiausias Drosophila smegenyse ir yra funkciSkai svarbus, nes iSveiklinus
TET ir dél to sumazéjus ShmrC, smegeny vystymasis sutrinka, muselés Ziista
leliukés stadijoje (Delatte ir kt., 2016). ShmrC aptiktas jvairiuose pelés
audiniuose, zmogaus smegenyse ir véziniy lasteliy kultiirose (Fu ir kt., 2014).
5hmrC kiekiai sumazéja zmogaus véziniuose audiniuose (Huang ir kt., 2016)
ir Parkinsono ligos modeliniy peliy smegenyse (Miao ir kt., 2016).
Zinduoliuose 5hmrC gausiausias iRNR (Huang ir kt., 2016; Huber ir kt.,
2015), todél jis gali daryti jtaka geny reguliacijai. Pavyzdziui, zinduoliy Socs3
iRNR jvykus TET2 vykdomai 5SmrC oksidacijai, susidargs ShmrC skatina
prisijungti Adarl baltyma, kuris destabilizuoja iRNR. Oksidacija skatina
infekcijos suzadintg mielopoeze, nes Socs3 slopina JAK-STAT signalinj
kelig, kuris yra butinas citokiny skatinamam mieloidiniy leukocity
susidarymui (Shen ir kt., 2018). J[domu, jog peliy endogeniniy L retrovirusy
transkriptai, kurie yra aktyvuojami dviejy lasteliy stadijos embrionuose ir
koreliuoja su totipotentiSkumu, gali bati reguliuojami veikiant TET2 — 5hmrC
susidarymas Siuose transkriptuose Sukelia jy skilimg (Amort ir kt., 2013;
Guallar ir kt., 2018).

5frC pirmiausia buvo nustatytas jaucio ir askaridés mitochondrinéje
tRNR-Met. Véliau 5frC nustatytas ir jvairiy kity rii§iy (Zmogaus, vistos,
varlés, vaisinés muselés, kalmaro) mitochondrinéje tRNR-Met, todél
manoma, kad tai gali biiti universali Sios RNR modifikacija eukariotuose (Van
Haute ir kt., 2017). 5frC yra bitinas AUA (neuniversalus kodonas
mitochondrijose, jprastai koduoja izoleucing) teisingam atpaZinimui ir
transliacijai. 5frC taip pat aptiktas citoplazminéje tRNR-Leu (Kawarada ir kt.,
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2017). 5frC nustatytas zmogaus lasteliy kulttry ir audiniy, jvairiy grauziky
audiniy visuminéje RNR (Huang ir kt., 2016; Huber ir kt., 2015; Jiang ir kt.,
2017). 5frC taip pat buvo aptiktas pelés kepeny ir mieliy iRNR, tac¢iau galima
tokio modifikavimo funkcija nezinoma (Huang ir kt., 2016; Tardu ir kt.,
2019).

Neseniai zmogaus bei pelés lasteliy ir audiniy RNR buvo aptiktas
ScarC, pelés kepenyse jis gausiausias iRNR (Huang ir kt., 2016; Xiong ir kt.,
2017). Taciau dar néra daugiau ziniy apie jo paplitimg ir funkcijas, o ShmrC
arba 5frC jau yra istirti daugiau (Huber ir kt., 2015; Roundtree ir kt., 2017;
Wang ir kt., 2021; Zhang ir kt., 2016).

Reikéty pazyméti, kad pelés embrioninése kamieninése lgstelése,
kuriose iSveiklinti visi TET baltymai, vis dar aptinkamas nedidelis ShmrC
kiekis (Fu ir kt., 2014). Vadinasi, 5mrC oksidacijg gali katalizuoti ir kiti
fermentai. Be to, 5hmrC modifikacija taip pat aptinkama C. elegans ir A.
thaliana, kuriy genomuose néra TET ortology (Huber ir kt., 2015). Naujausi
tyrimai parodé, kad mitochondrinéje tRNR-Met ALKBH1 gali oksiduoti
SmrC j ShmrC ir tuomet j 5frC, o ScarC neaptiktas (Kawarada ir kt., 2017).
ALKBHI pasalinimas stipriai sumazina transliacijg mitochondrijose bei daro
neigiamg poveikj jy funkcijai (Kawarada ir kt., 2017).

1.3 Citozino modifikacijy nustatymo metodai

Siekiant istirti ir suprasti nukleortgs¢iy modifikacijy funkcijas,
daznai pirmiausia yra jvertinami globalts jy lygiai prie§ atliekant
sudétingesnius ir brangesnius eksperimentus, pavyzdziui, sekoskaitg (Song ir
kt., 2012).

Radioaktyviai pazyméty nukleotidy plonasluoksné chromatografija
(TLC, angl. thin layer chromatography) — bene seniausias metodas, anks¢iau
placiai naudotas RNR ir DNR modifikacijy analizei, kuriuo pirmiausia buvo
nustatytos kai kurios modifikacijos (Song ir kt., 2012). Jame nukleotidai
zymimi fosforilinant 3P arba **P radionuklidais ir aptinkami autoradiografiniu
btdu pagal skirtingg migracijg TLC celiuliozés plokstelése. Metoda galima
atlikti standartinéje laboratorijoje ir jis yra pigus (Kriukiené ir kt., 2012; Yuan
ir Feng, 2014). Vadinamoje ,artimiausio kaimyno* Zyméjimo strategijoje
vienoje DNR grandinéje DNazé 1 atsitiktinai jveda triikius, tada DNR
polimerazé jjungia radioaktyviai pazymétg [a->*P]-dGTP j trikius ten, kur C
yra prieSingoje grandinéje. Tuomet DNR fermentiskai hidrolizuojama iki
nukleotidy ir radioaktyvi fosfato grupé atsiduria ant 5° kaimyninio nukleotido.
CG dinukleotiduose esantj modifikuota citozing taip pat galima praturtinti
pritaikant R.Mspl arba R.Tagl restrikcijos endonukleazes, kurios kerpa tarp
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pirimidiny atitinkamai C*"CGG ir T*"CGA taikiniuose, nepriklausomai nuo C
modifikavimo antroje pozicijoje. Susidare DNR fragmentai su CG 5’ gale
pazymimi ¥P ir DNR suskaidoma iki 5’-NMP. Sio metodo jautrumas yra
didesnis dél selektyvesnio **P zyméjimo (matomi tik citozinai CCGG arba
TCGA kontekste), taciau tai apriboja analize iki dalies CG taikiniy (Kriukiené
ir kt., 2012). TLC metodas gali biiti varginantis, dazniausiai kokybinis,
jautrumas priklauso nuo radioaktyvumo ir nukleotidy atskyrimo, tikslumas
néra didelis, todél §is metodas retai naudojamas (Yuan ir Feng, 2014).

Visi nukleozidai gali buti analizuojami skys¢iu chromatografija
(LC, angl. liquid chromatography). Siame metode DNR fermentiskai
hidrolizuojama iki nukleozidy, kurie dazniausiai i§skirstomi didelio slégio ir
efektyvumo (HP, angl. high-performance (pressure)) atvirkscios fazés
skys¢iy chromatografijos kolonéle ir gali biiti kiekybiskai nustatomi UV
detektoriumi (Yuan ir Feng, 2014). Analizei bitinas geras nukleozidy
atskyrimas, ta¢iau, pavyzdziui, ShmC 2’-deoksinukleozidas iSplaunamas Salia
2’-deoksicitidino ir i§ dalies yra uzstojamas jo signalo, todél nustatymas
naudojant UV sugertj yra ne visuomet tinkamas rutininei analizei (Kriukiené
ir kt., 2012). Be to, S§is metodas néra labai jautrus, reikia didesniy
nukleoriigsciy kiekiy (Yuan ir Feng, 2014).

Didesnj tikslumg ir jautrumg galima pasiekti kartu su HPLC
naudojant masiy spektrometrijos (MS) detektoriy ir nustatant nukleozidus
pagal jy mas¢. Moderniis metodai pasitelkia mikro, nano kapiliary ar itin
didelio (angl. ultra) slégio chromatografijos sistemas. Jos sumaZina
reikalingos medziagos kiekj, trumpina iSskirstymo laikg, palaiko didesng
medziagy koncentracijg bei siauras ir aiSkias signalo smailes, o tai padidina
aptikimo jautruma (Schwartz ir Motorin, 2017; Traube ir kt., 2019).

Masiy spektrometrijos jautrumas taip pat priklauso nuo naudojamo
prietaiso ir jo parametry. ElektrojpurS$kimo jonizacijos (angl. electrospray
ionization) Saltinis biitinas geresnei jonizacijai ir jautrumui (Traube ir kt.,
2019). Tandemine masiy spektrometrija (MS/MS) atskiriami tg patj masés ir
kriivio santykj turintys nukleozidai, nes jie fragmentuojami (tipiskai per
nukleoziding jungtj) ir nustatomi i$ jy susidare skirtingi fragmentai (Kellner ir
kt., 2010). Nustatymo jautrumg dar labiau padidina MS/MS naudojamas
trigubo kvadrupolio masiy spektrometras, dél jo keliy reakcijy stebéjimo
rezimo (angl. multiple reaction monitoring), kuriame stebimas pirminis jonas
ir jo fragmentas. Taip vietoje viso masiy spektro atrenkamos ir stebimos tik
pasirinktos dominan¢ios molekulés. Gaunamas tam tikram nukleozidui
unikalus signalas, kuris integruojamas ir kiekybiniam nustatymui lyginamas
su sintetiniy standarty kalibravimo kreiviy tiesine lygtimi (Raiber ir kt., 2017;

53



Traube ir kt., 2019). ,,Auksiniu standartu“ laikomas kiekybinis jvertinimas,
kai ] méginius jmaiSomas vidinis, stabiliais izotopais pazymétas standartas
(atskiriamas nuo méginio dél kitokios masés). D¢l tokios pat jonizacijos ir
sutampancio i$¢jimo laiko, tokie standartai suteikia papildoma patikimuma ir
tiksluma nustatytam modifikacijos signalui (koreguojami tario, DNR kiekio,
kartu i$plaunamy medziagy efektai) (Raiber ir kt., 2017; Yuan ir Feng, 2014).

Izotopinis Zyméjimas (**C, N, 2H) LC-MS/MS taip pat pasitelkiamas
norint sekti DNR modifikacijy gyvavimo trukme, kilme ir dinamika.
Pavyzdziui, teikiant Igsteléms *C?Hs pazymétg metioning, kuris paveréiamas
metilo donoru SAM kofaktoriuje (Hofer ir kt., 2019; Raiber ir kt., 2017).

HPLC-MS/MS analizéje kartu iSeinan¢ios medziagos gali sukelti
trukdzius — pavyzdziui, gausiis nemodifikuoti nukleozidai silpnina rety oksi-
mC signalg (Yuan ir Feng, 2014). Siekiant pasalinti Siuos trukdzius, 5fC ir
5caC nustatymui genominéje DNR pirmiausia gali buti reikalingas
papildomas jy gryninimas HPLC frakcionavimu prie$ tiksling HPLC-MS/MS
analiz¢ (Ito ir kt., 2011). Masés signalus dar galima sustiprinti pries MS/MS
atliekant modifikuotos DNR praturtinimg arba modifikuoty baziy chemin;j
derivatizavima, kuris pagerina jonizacija ir pakeicia i$¢jimo laikg (Li ir kt.,
2018). Toks signalo stiprinimas pritaikytas retoms modifikacijoms nustatyti
(Huang ir kt., 2016; Tang ir kt., 2014, 2015; Zhang ir kt., 2016).

Siuolaikiniai masiy spektrometrai gali tiksliai jvertinti DNR
modifikacijas placiame koncentracijy diapazone ir yra jautriis — gali aptikti
rety modifikuoty nukleozidy femtomoliy eilés ar net mazesnius kiekius
(Raiber ir kt., 2017). Globaliam genominés DNR oksi-mC lygiy jvertinimui
MS metodai tinka geriausiai, taciau jiems reikia specialios jrangos, todél jy
negali atlikti kiekviena laboratorija (Kriukiené ir kt., 2012). HPLC-MS/MS
yra svarbi ir placiai taikoma technologija epigenetikos tyrimuose, nes jautrus
kiekybinis modifikuoty DNR baziy aptikimas yra svarbus jy atradimui ir
analizei organizmy genomuose. HPLC-MS/MS naudojamas modifikacijy
skirtumy analizei tarp skirtingy organizmy, vézio stadijy, audiniy ir jy
amziaus. Modifikuoty baziy kiekybinj nustatyma galima pritaikyti padidintos
tam tikry modifikuojanciy fermenty raiskos ar iSveiklinimo poveikio
jvertinimui (Raiber ir kt., 2017).

Dar vienas metodas — Kkapiliariné elektroforezé — atskiria
nukleozidus ar nukleotidus elektriniame lauke. Po to juos galima nustatyti UV
ar masiy spektrometrija (Kellner ir kt., 2010). Prie nukleotidy chemiskai
prijungus fluorescuojancéius dazus galima pasiekti jautry nustatyma lazeriu
indukuota fluorescencija (Cadet ir Wagner, 2014).
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Citozino modifikacijy aptikimui taip pat naudojami jvairQs
antikiinais pagristi metodai, kurie yra daznai pasirenkami dél jy paprastumo.
Sie metodai visada priklauso nuo antikiino specifiskumo ir jungimosi
afiniSkumo (Traube ir kt., 2019). Pagrindinis antikiiny trikumas yra daznai
nustatomas kryZzminis reagavimas, ypac tarp RNR ir DNR baziy, todél j gautus
duomenis gali bati jvedamos klaidos (Wu ir Zhang, 2014).

Imuninis chromogeninis dazymas ir imunofluorescencija yra taikomi
5SmC ir jo oksiduoty formy nustatymui vizualizuojant jas jvairiose lastelése ir
audiniuose (pvz., oocituose, zigotoje, kamieninése lastelése, véziniuose
audiniuose) (Cadet ir Wagner, 2014; Yuan ir Feng, 2014). Informatyvis gali
biiti taskiniai imunoblotai arba imunofermentinés analizés metodas ELISA
(angl.  enzyme-linked immunosorbent assay), kuriame naudojamas
chemiliuminescencinis aptikimas (Cadet ir Wagner, 2014). Taciau dél
nelinijiSko signalo $ie metodai suteikia tik pusiau kiekybine informacijg (Song
ir kt., 2012).

Taip pat modifikacijy aptikimui naudojami cheminio ar fermentinio
Zyméjimo budai. Siekiant padidinti aptikimo jautruma, 5fC galima chemiskai
Zzyméti su reagentais, formuojanciais fluorescuojancius junginius (Yuan ir
Feng, 2014). 5hmC aptikimui pritaikytas 5-hidroksimetilo grupés
glikozilinimas, atliekamas T4 fago p-gliukoziltransferazés (BGT) esant
uridino 5'-difosfo-d-gliukozés (UDP-gliukozés) kofaktoriui. Naudojant [*H]-
zymeéta gliukozg, nustatymas gali buti kiekybinis, jautresnis ir tikslesnis nei
naudojant antikiinus (Cadet ir Wagner, 2014; Song ir kt., 2012). Taip pat
pritaikoma gliukozé su azido grupe, prie kurios aptikimui galima chemiskai
prijungti bioting (Song ir kt., 2011).

1.4 DNR citozino modifikaciju genominio profiliavimo sekoskaitos
metodai

Siekiant suprasti DNR citozino modifikacijy funkcijas, reikia
nustatyti jy iSsidéstyma genome, geriausia nukleotido tikslumu (Wu ir Zhang,
2017). DNR modifikacijy genominio profiliavimo sekoskaitos metody
suktirimas smarkiai iSplét¢ epigenomikos tyrimus, atskleidé rySius tarp
modifikacijy kitimo ir 1gstelés fenotipo poky¢iy (Wu ir Zhang, 2014). ShmC,
5fC ir 5caC atradimas paskatino sukurti naujus genominio profiliavimo
sekoskaitos metodus jy biologiniy funkcijy ir susijusiy molekuliniy
mechanizmy apibtdinimui (Zhao ir kt., 2020). Genominio modifikacijy
iSsidéstymo analizavimas naudojant naujas technologijas suteiké Ziniy apie
aktyvaus DNR demetilinimo procesus ir TET baltymy funkcijas (Wu ir
Zhang, 2017). Taciau dar reikia tolimesniy tyrimy, siekiant nustatyti tikslias
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oksiduoty SmC formy funkcijas, o profiliavima apsunkina jy retumas genome
(Plongthongkum ir kt., 2014).

Modifikacijy genominio profiliavimo metodus galima skirstyti |
afininio modifikuoty seky praturtinimo (nedidelés skiriamosios gebos) ir
nukleotido tikslumo metodus (Shen ir kt., 2014). Afininiam praturtinimui gali
biiti naudojami antikiinai, modifikacijas atpazjstantys baltymai, cheminis ir/ar
fermentinis modifikavimas. Nukleotido tikslumas gali bati pasiekiamas
naudojant restrikcijos endonukleazes, pakeiciant sekos nuskaityma fermentine
arba chemine konversija (bisulfitine ar Kitokia) ar atlickant tiesioginj
modifikacijy nuskaityma tre¢ios kartos sekoskaita. Taip pat sukurti nukleotido
tikslumo metodai, kuriuose pasitelkiamas chemofermentinis Zyméjimas ir prie
zymés prijungto oligonukleotido pratesimas.

Skirtingi metodai turi tam tikry privalumy ir trikumy (aprasyta
zemiau). Vystant DNR modifikacijy genominio profiliavimo metodus,
siekiama optimizuoti jy kaing, minimaly reikalinga DNR kiekj, tiksluma ir
metodo naSuma (Plongthongkum ir kt., 2014). Taip pat renkantis metoda yra
svarbiis jautrumo, specifiskumo reikalavimai eksperimentui, paprastumas,
prieinami reagentai ir analizés galimybés (Kurdyukov ir Bullock, 2016). D¢l
skirtingy naudojamy nustatymo metody ar duomeny analizés strategijy tarp
modifikacijy profiliavimo duomeny gali atsirasti nesutapimai (Wu ir Zhang,
2014). Analize galima nukreipti j dominancias genomo sritis (angl. targeted),
tai sumazina kaing ir yra efektyviau esant daug méginiy. Nukreiptai analizei
daznai yra taikoma mikrogardeliy hibridizacija, bet atlieckama ir sekoskaita.
Tuo tarpu viso genomo analizé yra svarbi tiriant jvairiy lasteliy nezinomus
globalius epigenomo poky¢ius (Plongthongkum ir kt., 2014).

1.4.1 Afininiu praturtinimu paremti metodai

Afininio  praturtinimo  metoduose  (1.12 pav.) atliekamas
modifikacijas turinéiy seky praturtinimas, pasitelkiant fermentinj ar/ir
cheminj poveikj arba modifikacijas atpazjstancius antikiinus (Wu ir Zhang,
2017). Sie metodai pasizymi zema sekoskaitos kaina, nes nuskaitomos tik
praturtintos, modifikacijas turin¢ios sekos. Jie gana paprastai atliekami, ta¢iau
nustato tik santykinj modifikacijy gausumga, priklauso nuo jy tankio, yra
nedidelés skiriamosios gebos (keli Simtai baziy pory) ir nesuteikia grandinés
informacijos (Wu ir Zhang, 2015). Praturtinimu paremti metodai gali biti
jautresni nustatant tankiai i$sidésCiusias mazai modifikuotas vietas, kai tuo
tarpu retai i$sidésCiusias modifikacijas geriau nustato nukleotido tikslumo
metodai (Plongthongkum ir kt., 2014; Wu ir Zhang, 2017).
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1.12 pav. Afininiu praturtinimu pagrjsti citozino modifikacijy genominio
profiliavimo metodai. DNR imunoi$sodinimo (DIP) metoduose SmC, ShmC, 5fC ar
ScaC modifikacijas galima praturtinti pasitelkiant jas tiesiogiai atpazjstancius
antikiinus. SmC taip pat gali biiti praturtinamas naudojant jj atpazjstantj baltyma
MBD. Kituose metoduose oksiduotos 5-metilcitozino formos prie§ praturtinimo
stadijg yra chemiskai ar fermentiniu badu modifikuojamos (5hmC nustatymui skirtas
JBP1 baltyma pasitelkiantis imunoi$sodinimas (JBP1 IP)) bei gali biiti prijungiamas
biotinas ir praturtinimui naudojama saveika su streptavidinu: glikozilinimo, perjodato
oksidacijos ir biotinilinimo sekoskaita (GLIB); 5-metilenosulfonato sekoskaita
(CMS-seq); selektyvus chemofermentinis zymeéjimas (hMe-Seal ShmC ir fC-Seal 5fC
nustatymui); 5fC praturtinimas (fC-pull-down). Nustatomi modifikuoti DNR
fragmentai, taciau nenustatoma kur tiksliai juose yra modifikacija. Pagal Wu ir Zhang
(2014).

Antikiiny ar baltymy atpaZinimu pagristi afininio praturtinimo metodai

DNR imunoissodinimo (DIP, angl. DNA immunoprecipitation) biidas
placiai taikomas dél paprastos procediros — 5mC, 5hmC, 5fC ar 5caC
turin¢ios sekos praturtinamos naudojant jas atpazjstanéius antiktinus (1.12
pav.). Siy metody praturtinimo efektyvumas yra didesnis esant didesniam
modifikacijy tankiui, todél tokios sekos aptinkamos geriau (Shen ir kt., 2014).
Antikiiny specifiSkumas priklauso nuo jy kokybés, galimas kryzminis
reagavimas, todél rezultatai atskirose laboratorijose gali skirtis (Pastor ir kt.,
2013).
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Atliekant papildoma 5hmC modifikavima, gaunamas didesnis IP
specifiSkumas ir mazesnis foninis signalas. CMS-seq (angl. 5-
methylenesulfonate sequencing) metode 5hmC veikiamas natrio bisulfitu ir
paver¢iamas 5-metilenosulfonatu (CMS), kuris praturtinamas didelio
specifiSkumo antikiinais prie§ CMS. Taciau didelé cheminé grupé gali sukelti
PGR poky¢ius. JBP1 imunoissodinimo metode (JBP1 IP) 5hmC
glikozilinamas veikiant BGT ir praturtinamas pasitelkiant JBP1 baltyma, kuris
natlraliai atpaZjsta susidariusig modifikacija. Taciau §io metodo praturtinimas
yra silpnesnis nei naudojant antiktinus prie§ ShmC (Wu ir Zhang, 2014).

Taip pat gali buti pritaikomi modifikacijas atpaZzjstantys baltymai.
5mC nustatymo metodui MBD-seq (angl. methyl-binding protein sequencing)
pritaikytas ji atpazjstantis baltymas MBD. MBD-seq protokolas buvo
pakeistas (MethylCap-seq) atliekant iSplovimg nuo Zemos iki didelés NaCl
koncentracijos. Taip pasiekiamas vienodesnis skirtingo CpG tankio regiony
nuskaitymy skaicius (t.y. kiek karty regionas buvo nuskaitytas, toliau tekste —
padengimas) bei didesnis bendras CpG padengimas (Plongthongkum ir kt.,
2014).

Kovalentiniu modifikavimu pagrjsti afininio praturtinimo metodai

Kita didelée DNR modifikacijy afininio praturtinimo profiliavimo
metody grupé yra paremta fermentiniu ar/ir cheminiu zyméjimu prijungiant
bioting (1.12 pav.) bei praturtinimu pasitelkiant avidino/streptavidino daleles.
Dél stiprios ir selektyvios biotino sgveikos su avidinu/streptavidinu Sie
metodai yra jautresni ir turi mazesnj foninj signala nei naudojant antikiinus,
taCiau isliecka tam tikra praturtinimo priklausomybé nuo modifikacijy tankio.

BGT yra efektyvi ir nepriklauso nuo DNR sekos, todél patogi ShmC
zyméjimui (Shen ir kt., 2014; Wu ir Zhang, 2014). hMe-Seal (angl. 5ShmC-
selective chemical labeling) metode (1.12 pav.) BGT prijungia azido grupe
turin¢ia gliukozg, tuomet ,click“ chemijos bidu prie azido grupés
prijungiamas ciklooktino-biotinas ir atliekamas praturtinimas (Song ir kt.,
2011, 2013). GLIB (angl. glucosylation, periodate oxidation, biotinylation)
metode BGT prijungia paprasta gliukozg, kurios hidroksilo grupés natrio
perjodatu (NalOs) oksiduojamos j aldehido grupes, o Sios reaguoja su
aminooksi-biotinu (Shen ir kt., 2014). hMe-Seal pagrindu buvo sukurtas fC-
Seal metodas 5fC praturtinimui. Nattralus ShmC pirmiausia apsaugomas
glikozilinant paprasta gliukoze, tuomet 5fC redukuojamas j ShmC natrio
borohidridu (NaBHs), 0 susidargs ShmC zymimas ir praturtinamas atliekant
hMe-Seal Zingsnius (Song ir kt., 2011, 2013). 5fC galima praturtinti po
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tiesioginio  zyméjimo  biotinu  (fC-pull-down)  aminooksialdehido
kondensacijos budu (Raiber ir kt., 2012), o 5caC — prie karboksigrupés
prijungus aming esant EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas)
(Lu ir kt., 2013). Taciau abu budai turi pasaliniy reakcijy su Kkitais
modifikuotais citozinais arba DNR karkasu, o tai lemia didelj nespecifinj
foninj praturtinima (Shen ir kt., 2014).
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1.13 pav. Zyméjimas metiltransferazéms atliekant aktyvuoty grupiy pernasa (mTAG).
(A) mTAG zyméjimas naudojant jvairius SAM kofaktoriaus analogus (pagal Deen ir
kt., 2017; Lukinavicius ir kt., 2013; Tomkuviené ir kt., 2016). Mélynas rutuliukas
Zymi jvairias grupes, galinias biiti perneSamos grandinés gale — jy pavyzdziai
paraSyti apacioje. Dviejy zingsniy zZymeéjime gali biti prijungta norima molekulé
naudojant chemoselektyviai reaguojanéia grupe. NHS — N-hidroksisukcinimidas. Gali
biiti naudojamos jvairios MTazeés, modifikuojanc¢ios DNR, RNR, baltymy ar mazy
molekuliy substratus. (B) mTAG Zyméjimu paremto nemetilinty genomo CpG
taikiniy profiliavimo metodo schema (pagal Kriukiené ir kt., 2013). Genominé DNR
ardoma j trumpus fragmentus (1 zingsnis) ir veikiant mutantine metiltransferaze
(eM.Sssl) bei sintetiniu kofaktoriaus analogu (Ado-6-azidu arba Ado-6-aminu), prie
nemodifikuoty CpG taikiniy prijungiamos reaktyvios grupés (2 zingsnis). Prie
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modifikuoty taikiniy prijungiamas biotinas (3 Zingsnis, biotino disulfido NHS-esteris
arba dibenzilciklooktino-SS-PEG-biotinas atitinkamai amino ir azido grupei) ir
pazymeéti taikiniai praturtinami naudojant streptavidinu padengtas magnetines daleles
(4 zingsnis). Fragmentai atkabinami nuo daleliy ditiotreitoliu (DTT) skeliant
disulfidinj rysj biotino zonde (5 Zingsnis). Prie praturtinty fragmenty prijungiami
adapteriai, DNR padauginama PGR biidu ir analizuojama (6 Zingsnis) naudojant
mikrogardeles (NTAG-chip) ar sekoskaita (mTAG-seq).

Bakterijose aptinkamos DNR metiltransferazés vykdo specifinj
daugybés jvairiy seky (2-8 nt) kovalentinj modifikavima, kuris yra patrauklus
tikslingo Zyméjimo pritaikymui. Buvo sukurti sintetiniai SAM kofaktoriaus
analogai (1.13 pav. A), kuriuose metilo grupé pakeista jvairiomis
prailgintomis  grupémis, efektyviam modifikavimui ,aktyvuotomis®
neso¢iuoju rySiu $alia reaguojanéio anglies atomo (Dalhoff ir kt., 2006).
mTAG (angl. methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups)
reakcijoje MTazés perneSa aktyvuotas grupes nuo sintetiniy SAM
kofaktoriaus analogy specifiSkai pazymédamos substratg (1.13 pav. A)
(Lukinavicius ir kt., 2007). Atliekant dviejy zingsniy Zyméjima, perneSamos
grandinés gale yra reaktyvi pirminio amino, alkino ar azido grupé, prie kurios
galima chemoselektyviai prijungti norima zymg. Vieno zingsnio zZyméjimui
mTAG bidu iSkart prijungiamos, pvz., biotino ar fluorescuojancios zZymeés
(Tomkuviené ir kt., 2016). Parodytas jvairiy bakterijy MTaziy, Kkurios
priklauso visoms trims klaséms (adenino-N6, citozino-N4 ir citozino-C5),
vykdomas Zzyméjimas su kofaktoriy analogais (Tomkuviené ir kt., 2019).
Laukinio tipo MTazés daznai neefektyviai atlicka mTAG, todél §i problema
buvo iSspresta iSpleciant C5 MTaziy kofaktoriaus prijungimo kiSene
(Lukinaviéius ir kt., 2012; Kriukiené ir kt., 2013). mTAG Zymé¢jimas gali biti
pritaikomas DNR praturtinimui, imobilizavimui ant pavirSiy, transfekcijos
steb¢jimui, DNR  nanostruktiiry  kiirimui, florescenciniam DNR
,barkodavimui®, in vivo zyméjimui. Naudojant jvairias kitas MTazes mTAG
reakcija taip pat buvo pritaikyta RNR, baltymy ir mazy molekuliy Zyméjimui
(Tomkuvieng ir kt., 2016).

Remiantis mTAG Zyméjimu, buvo sukurtas genomo modifikavimo
biuisenos nustatymo sekoskaitos metodas mTAG-seq, kuriame atliekamas
kovalentinis chemofermentinis nemodifikuoty CpG zyméjimas (Kriukiené ir
kt., 2013). mTAG zyméjimui pasitelkta bakterijy CpG-specifiné mutantiné
metiltransferazé eM.Sssl (angl. engineered methyltransferase, Spiroplasma
sp. MQ1), kurioje yra iSplésta kofaktoriaus prisijungimo kisené (GIn142 ir
Asn370 pakeisti j Ala). Nuo sintetinio kofaktoriaus analogo eM.Sssl pernesa
azido arba amino grupe turinéia molekule. Tuomet chemoselektyviai
prijungiamas biotinas, pazyméta DNR praturtinama naudojant streptavidino
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daleles ir atlickama analizé mikrogardelémis (MTAG-chip) ar naujos kartos
sekoskaita (MTAG-seq) (1.13 pav. B). Analizé lengvai pritaikoma
efektyviems didelés apimties epigenominiams tyrimams (Kriukiené ir kt.,
2013).

Eksperimentai su Zzmogaus DNR parodé¢, kad mTAG-seq metodas
suteikia didesnj tiksluma ir apima daugiau nei dauguma afininio praturtinimo
metody. Metodas suteikia unikaly nemodifikuoty regiony nustatyma jvairiose
genomo Vietose, kaip pasikartojancios sekos ir dalinai metilinti regionai, kurie
daznai nematomi, pvz., MRE-seq (1.15 pav. A). Dél kovalentinio Zyméjimo,
griezto afininio praturtinimo ir §velnaus cheminio DNR i$laisvinimo nuo
daleliy, mTAG-seq genominei analizei reikalingas pradinis DNR kiekis yra
ties apatine SmC praturtinimo metody riba (tokiy kaip MethylCap-seq, MBD-
seq). Be to, lyginant su MBD-seq, mTAG-seq metodas parodé geresnj
vidutinio ir Zemo CpG tankio regiony nustatyma, kurie sudaro >50% visy CpG
ir yra nepakankamai padengti kity praturtinimo metody (Kriukiené ir kt.,
2013). O S8iy regiony metilinimas smarkiai keiCiasi vykstant Igsteliy
diferenciacijai ir jie gali bati svarbts ligy vystymuisi (Parry ir kt., 2021).

Nemodifikuoti citozinai sudaro mazesng¢ CpG dalj lyginant su
metilintais (Zmogaus genome, priklausomai nuo audinio, ~60-70% CpG biina
metilinti; Lister ir kt., 2009). Todél nemetilintos DNR dalies mTAG-seq
analizé gali sumazinti sekoskaitos kaina, statistiniy palyginimy skaiciy ir gali
bhti jautresné subtiliy epigenetiniy poky¢iy nustatymui. Citozino
modifikacijos gali biiti sunkiai atskiriamos viena nuo kitos, tad papildydamas
5mC nustatymo metodus, mTAG-seq suteikia unikaly biida sudétingo
epigenomo analizei.

1.4.2 Nukleotido skiriamosios gebos metodai, paremti kovalentine
fermentine modifikacija ir prijungto oligonukleotido nukreipta
sekoskaita

Nors sekoskaitos kaina mazéja, ji vis dar pernelyg auksta didelés
apimties epigenetiniy ligy tyrimams viso genomo bisulfitine sekoskaita (BS-
Seq, angl. bisulfite sequencing, zr. 1.4.4). Pasitlytas alternatyvus biadas DNR
modifikacijy i$sidéstymo analizei, kuris uzpildo spraga tarp ekonomiskumo ir
skiriamosios gebos — prijungto oligonukleotido nukreiptos sekoskaitos
metodas TOP-seq (angl. Tethered Oligonucleotide-Primed sequencing;
Stasevskij ir kt., 2017). Pasitelktas prie§ tai sukurtas mTAG-seq metodas
(Kriukiené ir kt., 2013), kuriame nemodifikuoty ar hemimetilinty CG
zyméjimui naudojama eM.Sssl metiltransferazé pernesa aktyvig azido grupe
nuo sintetinio SAM kofaktoriaus analogo. Buvo parodyta, kad prie pernestos
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azido grupés kovalentiSkai prijungus 5’ gale alkino grupe turintj
oligodeoksirobonukleotida (ODN) (1.14 pav. B), polimerazé nuo jam
komplementaraus pradmens geba atlikti grandinés pratgsimg ir yra
nukreipiama j taikinio CpG. Taip susiformuoja DNR grandiné, kurioje po
prijungto ODN sekos yra taikinio CG ir gretimas genomo regionas (1.14 pav.
A). Po padauginimo atlikus sekoskaita, galima nukleotido tikslumu tiesiogiai
nustatyti taikinio vieta genome.
A TOP-seq hmTOP-seq
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1.14 pav. Prijungto oligonukleotido inicijuotos sekoskaitos metodai. (A)
Nemodifikuoty CG (kair¢je, TOP-seq; Stasevskij ir kt., 2017) ir ShmC (deSingje,
hmTOP-seq; Gibas ir kt., 2020) analizés metody schema. Fragmentuota DNR TOP-
seq atveju pazymima veikiant mutantinei metiltransferazei eM.Sssl ir esant
sintetiniam SAM kofaktoriaus analogui su azido grupe (Ado-6-N3z). hmTOP-seq
atveju DNR paZymima esant T4 B-gliukoziltransferazei (T4 BGT) ir UDP-6-azido-6-
deoksi-D-gliukozei (UDP-6-N3z-gliu). Tuomet prijungiami Sakoti adapteriai (Ad,
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A1/A2). Prie azido grupe zyméty taikiniy ,.click chemijos blidu prijungiamas
oligodeoksiribonukleotidas (ODN). hmTOP-seq metodui naudojamas 3 gale bioting
turintis ODN ir papildomai atlickamas pazymétos DNR praturtinimas pasitelkiant
magnetines daleles. Vykdomas grandinés pratgsimas nuo prijungtam ODN
komplementaraus pradmens. Prijungta ODN turinti DNR specifiskai padauginama
naudojant prailgintus (punktyriné linija) pradmenis su sekoskaitos platformai
reikalingomis 5¢ adapteriy sekomis (Ad-A2 ir Ad-ODN). Sekoskaita inicijuojama nuo
adapterio sekos, esanc¢ios Ad-ODN barkoduoto padauginimo pradmens 5¢ dalyje. (B)
ODN su alkino grupe (antrame nukleotide, T2) prijungimas prie azido grupe
modifikuoto citozino vario (I) jony katalizuojamos azidy-alkiny ciklo prijungimo
,click™ reakcijos metu. Prie azido grupe turinia gliukoze modifikuoto ShmC ODN
prijungiamas analogiskai. Pagal Stasevskij ir kt. (2017) ir Gibas ir kt. (2020).

Bandomieji TOP-seq eksperimentai parodé, kad metodas geba
nustatyti epigenetinius bruozus, jprastai matomus tik BS-Seq. PrieSingai nei
BS-Seq, Siam metodui nereikia viso genomo sekoskaitos, todél jis yra
ekonomiska genominio DNR metilinimo profiliavimo alternatyva. Skirtingai
nei bisulfitine sekoskaita paremti metodai, TOP-seq metodas negali nustatyti
absoliutaus metilinimo lygio, tafiau galima nustatyti santykinj tam tikro
regiono nemodifikuoty CG profilj.

TOP-seq apima jvairaus CG tankio regionus bei pasizymi didesniu
tikslumu nustatant jvairias genomo vietas ir trumpus genominius elementus
nei afininio praturtinimo metodai ar MRE-seq. MBD-seq ir MRE-seq reikia
~30-50 miln. genomui prilyginamy nuskaitymy, o su 30 mln. TOP-seq
nuskaitymy pasiekiamas sekoskaitos jsotinimas ir geras sutapimas su BS-Seq,
kuriam reikia bent eile didesnio nuskaitymy skaiciaus. Be to, TOP-seq
nuskaitymai pasizymi lengvu duomeny apdorojimu ir informatyvumu, nes
>90% seky turi informacija apie modifikavimg. Tuo tarpu viso genomo
bisulfitiné sekoskaita sukuria didelius duomeny kiekius, taciau didzioji dalis
nuskaitymy (50-80%) duoda mazai arba jokios informacijos apie CG
metilinimg (Ziller ir kt., 2013). TOP-seq metodas yra prieinamos kainos, CG
skiriamosios gebos, apima visg genomg ir yra tinkamas didelés apimties
epigenetiniams tyrimams.

Remiantis TOP-seq principu, buvo sukurtas vieno nukleotido
skiriamosios gebos 5hmC genominio profiliavimo metodas — hmTOP-seq
(angl. 5hmC-specific tethered oligonucleotide-primed sequencing, 5hmC-
specifiné prijungto oligonukleotido sekoskaita; Gibas ir kt., 2020). ShmC
pazymimas azido grupe¢ turinia gliukoze esant BGT ir UDP-6-azido-6-
deoksi-D-gliukozei (tradiciskai vadinama UDP-6-azido-gliukoze, toliau
tekste), tuomet prijungiamas biotinilintas oligodeoksirobonukleotidas,
naudojant magnetines daleles praturtinama DNR su prijungtu ODN ir
tolimesni zingsniai atliekami analogiskai kaip TOP-seq (1.14 pav. A).
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Taikant §] metodg, ShmC profiliavimui reikia maziau DNR nei
bisulfitine sekoskaita paremtiems metodams. Be to, pademonstruotas viso
genomo ShmC nustatymas pelés DNR esant tik ~20 mln. apdoroty
nuskaitymy. Kitiems nuo natrio bisulfito nepriklausomiems vieno nukleotido
skiriamosios gebos metodams (AMD ar ACE-Seq, zr. 1.4.5) reikia viso
genomo sekoskaitos, todél iSauga kaina, ypac¢ didelés apimties klinikiniy
méginiy analiz¢je. Dél tikslingos, ] ShmC nukreiptos sekoskaitos hmTOP-seq
metodas pasizymi dideliu ekonomiskumu ir lengvesniu duomeny apdorojimu.
Nors hmTOP-seq negali nustatyti absoliutaus modifikacijos lygio, taciau
pagal padengima galima nustatyti santykinj ShmC lygj ir skaiciuoti regiony h-
tankio profilj palyginimui tarp pavyzdziy (Gibas ir kt., 2020).

Jump-seq (Hu ir kt, 2019) — dar vienas panasus ekonomiskas
metodas pusiau Kiekybinei genominei 5hmC sekoskaitai. 5hmC nustatomas
beveik nukleotido tikslumu, naudojant maziau nei 50 ng DNR ir nedideles
sekoskaitos apimtis (1/30 TAB-Seq, zr. 1.4.4). Pasitelkiant transpozaze, DNR
yra sufragmentuojama ir tuo paciu prijungiami bioting turintys adapteriai, o
tai sumazina reikalingg pradinés DNR kiekj ir galima atplauti nespecifinj
oligonukleotidy prikibima. Siame metode taip pat pasitelkiamas 5hmC
zyméjimas 6-azido-gliukoze, prijungiamas oligonukleotidas ir vykdomas
grandinés pratgsimas. Po padauginimo ShmC nustatomas pagal sekas,
esancias iskart po prijungto oligonukleotido.

1.4.3 Restrikcijos endonukleaziy savybémis paremti metodai

Citozino modifikacijy nustatymui genome pritaikytos restrikcijos
endonukleazés (REazés), kuriy gebéjimas perkirpti atpazjstama DNR taikinj
priklauso nuo DNR modifikavimo busenos. Restrikcijos endonukleazémis
paremtais metodais galima analizuoti tiek nemodifikuota, tick modifikuota
genominés DNR dalj. Pagrindinis tokiy metody privalumas — nedideli
naudojamos DNR kiekiai bei viso genomo sekoskaitos nereikalaujanti analizé.
Ta¢iau jy analizuojama genomo dalis ir tikslumas yra priklausomi nuo
fermenty atpazjstamos modifikacijos ir sekos. Kai kurie metodai gali netiksliai
nustatyti modifikacijos pozicija arba nesuteikti kiekybinio modifikavimo
jvertinimo (Wu ir Zhang, 2017). Dauguma REaziy aiskiai neatskiria SmC ir
5hmC, nors véliau atrastos ir 5ShmC-specifinés restrikcijos endonukleazés. SfC
ir 5caC modifikacijos dar labiau apsunkina tokig analiz¢ (Kriukiené ir kt.,
2012).

5mC nustatymui sukurtas MRE-seq (angl. methylation-sensitive
restriction-enzyme digestion and sequencing) metodas (1.15 pav. A),
praturtinantis nemetilintg DNR (Li ir kt., 2015). Lygiagrec¢iai naudojamos
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metilinimui jautrios REazés, dazniausiai R.Hpall (C*CGG), R.HinP1I
(GMCGC) ir R.Acil (C*CGC). Po kirpimo i§gryninami 50-300 bp fragmentai.
DNR metilinimo lygis REaziy taikiniuose yra nustatomas pagal atvirkstinj
ry$i tarp nuskaitymy ir metilinimo. Jvertinamas CpG skiriamosios gebos
santykinis metilinimo lygis, kurj galima lyginti tarp méginiy, taciau
nustatomos vietos yra apribotos REaziy atpazinamy seky. Aptinkamos ir
mazai metilintos sekos, kurios sunkiau nustatomos kitais metodais (Li ir kt.,
2015).

5mC nustatymui daznai taikomas Methyl-Seq metodas (Brunner ir
kt., 2009). Genominé DNR kerpama atskirai R.Hpall ir R. Mspl REaze CCGG
sekoje ir prie DNR sukirpty galy prijungiami adapteriai. Atlikus sekoskaita,
atlickamas abiejy REaziy biblioteky palyginimas. Kadangi R.Hpall kerpa tik
nemodifikuotus taikinius, jos bibliotekos seky galuose aptinkami CG
nustatomi kaip nemetilinti, nes tik jvykus kirpimui prie jy gali biiti prijungiami
adapteriai. R.Mspl kerpa esant ir metilintoms ir nemetilintoms sekoms, todél
tik R.Mspl bibliotekos seky galuose Salia adapteriy aptinkami CG (ir
neaptinkami R.Hpall bibliotekoje) yra nustatomi kaip metilinti. Naudojant
skirtingai fluorecuojancius pradmenis, metoda galima taikyti mikrogardeléms
(HELP, angl. Hpall fragment enrichment by ligation-mediated PCR) ir
tuomet gaunamas santykinis kiekybinis jvertinimas (Booth ir kt., 2015).
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1.15 pav. Citozino modifikacijy genominio profiliavimo metodai pasitelkiant
restrikcijos endonukleazes. (A) MRE-seq (angl. methylation-sensitive restriction-
enzyme digestion and sequencing) metodas. Genominé DNR kerpama naudojant
kelias 5-metilcitozinui jautrias REazes, iSgryninami susidare tam tikro ilgio
fragmentai ir atliekama jy sekoskaita. Nuskaitytos sekos parodo nemetilinty CpG,
kurie yra naudoty fermenty taikiniuose, vietas genome. Pagal Li ir kt. (2015) (B) Pvu-
Seal-seq metode pritaikyta PvuRts11 restrikcijos endonukleazé, kerpanti 11-12 bp uz
5hmC. Kad bty padidintas metodo specifiSkumas, ShmC pazymimas pasitelkiant 3-
gliukoziltransferaze ir azido grupe turinéia gliukoze. Po selektyvaus fragmenty
praturtinimo prijungus bioting, atlickama jy sekoskaita. Metodas taip pat gali bati
pritaikomas 5fC nustatymui, su NaBH. atlikus 5fC redukcijg j ShmC. Pagal Sun ir kt.
(2015).

Taip pat 5SmC nustatymui pritaikyta REazé McrBC, atpazjstanti SmC
ir optimaliai kerpanti tarp dviejy metilinty citoziny esant 55-100 bp. MethyI-
MAPS (angl. methylation mapping analysis by paired-end sequencing)
metode, naudojant McrBC bei penkias metilinimui jautrias REazes,
analizuojama metilinta ir nemetilinta genomo dalis. Atlikus sekoskaita ir
lyginant méginius metilinimo statusas nustatomas pagal tai, kurie CpG buvo
atspariis ar jautris kirpimui (Edwards ir kt., 2010).

Pasitelkiant BGT gebéjima glikozilinti ShmC, yra sukurti keli
nustatymo metodai. Aba-seq metodui naudojama restrikcijos endonukleazé
AbaSI specifiskai kerpa DNR, turin€ig glikozilintg ShmC. Kirpimas vyksta
siaurame intervale uz 5hmC, bet nustatoma modifikacijos pozicija yra
apytikslé. AbaSI geriau kerpa simetriSkus taikinius, taip pat yra nedidelis
aktyvumas kity citozino formy atzvilgiu (Sun ir kt., 2013a).

Pvu-Seal-seq metode (Sun ir kt., 2015) DNR kerpama PvuRts1l, kuri
atpazjsta ShmC ir kerpa 11-12 bp uz jo (1.15 pav. B). Kadangi REaz¢ taip pat
Siek tiek kerpa esant SmC ar C, siekiant padidinti metodo specifiskumg ShmC
zymimas biotinu kaip hMe-Seal metode ir tuomet praturtinami 5hmC turintys
fragmentai. Atlikus sekoskaita, ShmC turinCios vietos nustatomos
ekonomiskai ir nukleotido tikslumu. Nors metodas negali jvertinti absoliutaus
modifikavimo lygio, jo privalumas (kaip ir Aba-seq atveju) yra jautrus silpnai
modifikuoty viety aptikimas be dideliy sekoskaitos apim¢iy, reikalingy tokiy
viety nustatymui, pvz., bisulfitinés sekoskaitos atveju. Atliekant 5fC redukcija
(i ShmC naudojant NaBH.,), Pvu-Seal-seq metodu galima nustatyti ir $ig
modifikacijg (Wu ir Zhang, 2015).

Sukurtas sumazintos ShmC reprezentacijos metodas RRHP (angl.
reduced representation 5hmC profiling) geba nustatyti 5hmC nukleotido
tikslumu. DNR sukerpama R.Mspl ir prijungiami adapteriai. 5hmC
glikozilinamas ir taip apsaugomas nuo atliekamo antro kirpimo R.Mspl.
Tuomet, atlickant PGR, padauginami tik nepaZeista adapterj ir ShmC turéje
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fragmentai, o po sekoskaitos galima nustatyti ShmC pozicija (Plongthongkum
ir kt., 2014). Restrikcijos endonukleaziy analizei alternatyviame SCL-exo
(angl. selective chemical labelling) metode ShmC pazymimas biotinu
(analogiskai kaip hMe-Seal). Tuomet DNR praturtinama ir kerpama
egzonukleaze, kuri sustoja ties biotinilintu ShmC, todél modifikacija
nustatoma nukleotido tikslumu (Wu ir Zhang, 2017).

Taip pat, pritaikant modifikacijoms jautrias REazes ir specifinius
pradmenis, tikro laiko PGR galima kiekybiskai jvertinti modifikavimo lygij
specifiniame genomo regione, kuriame yra vienas kirpimo taikinys. 5mC
jvertinimui  pasitelkiamos jvairios metilinimui jautrios restrikcijos
endonukleazés, kartu su ta pacia seka atpazjstan¢ia modifikavimui nejautria
REaze. Dazniausiai naudojamos modifikavimui jautri R.Hpall ir nejautri
R.Mspl. Absoliutus modifikavimo lygis jvertinamas pagal tikro laiko PGR
signalo skirtuma tarp abiejy REaziy. ShmC nustatymui jis apsaugomas nuo
R.Mspl kirpimo glikozilinant BGT ir tuomet ShmC lygiai jvertinami lyginant
nekirptos, kirptos ir glikozilintos kirptos DNR kiekius (Booth ir kt., 2015).

1.4.4 Bisulfitiné sekoskaita ir jos variantai

Dauguma metody, nustatanciy modifikacijas nukleotido tikslumu
(1.16 pav.), yra paremti bisulfitine sekoskaita. DNR konversija natrio bisulfitu
sujungta su viso genomo naujos kartos sekoskaita yra laikoma ,,auksiniu®
standartu SmC profiliavimui ir yra placiai taikoma didelés skiriamosios gebos
metilinimo poky¢iy tyrimui (Peng ir kt., 2016). BS-Seq paremta skirtingu
citozino ir modifikuoty jo formy reagavimu su natrio bisulfitu (NaHSO3).
Esant natrio bisulfitui, nemodifikuotas citozinas formuoja 5,6-dihidro-6-
sulfonil junginj, jvyksta jo deamininimas j uracilg, kuris po PGR padauginimo
virsta T. Tuo tarpu 5mC yra labai atsparus natrio bisulfito sukeliamam
deamininimui ir yra nuskaitomas kaip C. BS-Seq yra tiksli (nes konversija
siekia 99%) ir suteikia kiekybine modifikavimo informacija visame genome —
skaiciuojant C ir T nuskaitymy skaiciy taikinyje, galima nustatyti metilinimo
procentus. Absoliutus modifikavimo lygio jvertinimas yra svarbus siekiant
gauti tikslig biologing informacija. Kadangi po poveikio natrio bisulfitu
susidaro nekomplementarios grandinés, taip pat galima nustatyti kiekvienos
grandinés modifikavima, o to negalima padaryti praturtinimo metodais (Zhao
ir kt., 2020).

Atradus ShmC pasirodé, kad BS-Seq negali jo atskirti nuo 5mC.
Natrio bisulfitas atakuoja 5-hidroksimetil grupe susidarant stabiliam citozino
S5-metilenosulfonatui. Tuo tarpu 5fC ir S5caC elgiasi panaSiai kaip
nemodifikuotas citozinas ir sekoskaitos metu yra nuskaitomi kaip T. Todél
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standartiné BS-Seq atspindi bendra SmC ir ShmC signala, 0 tai apsunkina
rezultaty interpretavima ir reikia i§ naujo jvertinti iki 5hmC atradimo gautus
duomenis (Kriukiené ir kt., 2012). Prie§ poveikj natrio bisulfitu atlikus
fermentinj ar cheminj modifikavima, standartiné BS-Seq gali biiti pritaikyta
oksiduoty 5mC formy atskyrimui viena nuo Kkitos (1.16 pav.) (ta¢iau néra
metodo, atskirianéio visas citozino modifikacijas vienu metu). Oksi-mC
nustatomos tiesiogiai arba atliekamas palyginimas su jprastos BS-Seq

duomenimis (Pastor ir kt., 2013).
C BmC 5fC 5caC

R X XXX

5hmC

Nuskaitoma seka

Natrio bisulfitas Q ®9C O Q PGR 3_2 93_’_ 85.5e ]Sth

deamininimas 5mC
K,RUO., 5hmC oksidacija (X, 9 o Q_BS—Seq_f_QEQEQ 9 o0xBS-Seq
g5hmG g5hmG5cac ShmC
BGT 09 Q09@ TETt 9909 B Seq_?.,!,ﬁ?i.?_ TAB-Seq
glikozilinimas oksidacija
b cicir
EtONH,, 5fC modifikavimas BS-S
(X XLX LN 1211 S
T CccielT
NaBH, 5fC redukcija 9 9 9 9 BS-Seq @ Q Q‘? i® edBS Seq
L33
- 5mC CCT|T
M.Sssl, CpG metilinimas P99 ®Bss5qQ Q Q® ® 11aB-seq
ScaC
5caC-m T CcC Ttk
EDC, 5caC modifikavimas aminu P9990B55q9Q Q@ ’Q j caCAB-seq
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==1 signalo atémimag

1.16 pav. Nukleotido skiriamosios gebos DNR citozino modifikacijy profiliavimo
metodai, paremti bisulfitinés konversijos sekoskaita (BS-Seq). Modifikacijos
nustatomos tiesiogiai i§ nuskaitomos sekos arba lygiagreciai atliekant kita sekoskaita
(nustatancig kitas modifikacijas) ir atimant jos signalag. SmC profiliavimui kartu su
ShmC gali buti atlieckama bisulfitiné sekoskaita. 5hmC atskirai nuo 5mC nustato
oksidacinés bisulfitinés sekoskaitos metodas (oxBS-Seq) bei bisulfitiné sekoskaita
naudojant TET (TAB-Seq). 5fC profiliavimui sukurta bisulfitiné sekoskaita su
cheminiu zyméjimu (fCAB-seq) ar redukcija (redBS-Seq). Bisulfitiné sekoskaita
veikiant M.Sssl metiltransferaze (MAB-seq) nustato 5caC ir 5fC, o atliekant 5fC
redukcijg nustatomas tik ScaC (caMAB-seq). Bisulfitiné sekoskaita su cheminiu
modifikavimu (CAB-seq) nustato 5caC. g5ShmC — 5hmC su prijungta gliukoze, 5caC-
m — aminu modifikuotas 5caC, 5fC-m — modifikuotas 5fC. Pagal Zhao ir kt. (2020).

5hmC nustatymui sukurtas oxBS-Seq (angl. oxidative bisulfite
sequencing; Booth ir kt., 2012) metodas. 5hmC kalio perrutenatu (KRuQOa) yra
oksiduojamas j SfC, kuris virsta U ir nuskaitomas kaip T, kai tuo tarpu 5SmC
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nuskaitomas kaip C. Absoliutus 5ShmC lygis ir pozicija nustatoma oxBS-Seq
signalg atimant i§ BS-Seq (5mC+5hmC signalo), todél patikimam 5hmC
nustatymui reikia gilios (gylis — sekoskaitos sukuriamas seky ar baziy
skaiéius, lemiantis padengima) ir dvigubos sekoskaitos (Zhao ir kt., 2020).
Metodo triikumas yra oksidacijos metu sukeliama DNR fragmentacija, todél
reikia gana didelio pradinio DNR kiekio. Oksidacijos zingsnyje sumazinus
fragmentacija, metoda galima taikyti ~100 ng DNR (Peng ir kt., 2016). Kitame
5hmC nustatymo metode, TAB-Seq (angl. TET-assisted bisulfite sequencing;
Yu ir kt., 2012), ShmC pirmiausia glikozilinamas pasitelkiant GT, o SmC
oksiduojamas iki 5caC naudojant pelés TET1. Paveikus natrio bisulfitu ir
atlikus sekoskaita, 5ShmC tiesiogiai nuskaitomas kaip C (BGT modifikavimas
>90%), o tuo tarpu visos kitos citozino formos nuskaitomos kaip T (Yu ir kt.,
2012). Atimant TAB-Seq signalg i§ BS-Seq galima nustatyti SmC. D¢l ShmC
retumo, esant vidutiniam sekoskaitos gyliui (17-26x padengimas citozinui)
TAB-Seq gali nustatyti didesnj nei 20% ShmC modifikavima, o mazesnio
lygio aptikimui TAB-Seq ar oxBS-Seq metodu sekoskaitoje gali buti
reikalingas >100x genomo padengimas (Wu ir Zhang, 2015).

5fC nustatymui buvo sukurtas fCAB-seq (angl. 5fC chemical
modification—assisted bisulfite sequencing; Song ir kt., 2013) metodas.
Cheminis 5fC modifikavimas O-etilhidroksilaminu (EtONH;) apsaugo nuo
deamininimo veikiant natrio bisulfitu ir 5fC nustatomas lyginant méginj su
standartinés BS-Seq rezultatais. 5fC galima nustatyti netgi esant tik keliy
procenty modifikacijos lygiui. Kitame metode, redBS-Seq (angl. reduced BS-
Seq; Booth ir kt., 2014), 5fC nustatomas jj selektyviai redukuojant j 5ShmC
natrio borohidridu (NaBHs,) ir paveikus natrio bisulfitu rezultatai lyginami su
standartine BS-Seq. fCAB-seq metode 5fC modifikuojamas 50-60%, tuo
tarpu redBS-Seq beveik 97% efektyvumu (Zhao ir kt., 2020).

5caC galima nustatyti CAB-seq (angl. Chemical modification-
assisted bisulfite sequencing; Lu ir kt.,, 2013, 2015b) metodu. 5caC nuo
deamininimo natrio bisulfitu apsaugomas EDC katalizuojamoje reakcije prie
karboksilo grupés prijungiant aming ir tuomet atliekamas palyginimas su
paprasta BS-Seq.

Kadangi 5fC ir 5caC yra ypa¢ retos modifikacijos, naudingiau jas
nustatyti be papildomo, sekoskaitos kasStus didinancio, lyginimo su
lygiagreéiu paprastos BS-Seq eksperimentu. Tam sukurtas MAB-seq (angl.
methylase-assisted bisulfite sequencing; Wu ir kt., 2014; Neri ir kt., 2015)
metodas, nustatantis 5fC ir 5caC kartu, kaip vieng bendra signalg.
Nemodifikuoti citozinai yra metilinami naudojant CpG metiltransferaze
M.Sssl ir taip apsaugomi, o po poveikio natrio bisulfitu, CpG taikiniuose tik
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5fC ir 5caC yra nuskaitomi kaip T (Peng ir kt., 2016). MAB-seq metode
99,5% 5caC ir 84,7% 5fC yra efektyviai konvertuojami (Zhao ir kt., 2020).
Siekiant kaip T nuskaityti tik 5caC ir jj nustatyti atskirai, metodas pakeistas
(caMAB-seq; Wu ir kt., 2016) pridéjus NaBH4 vykdoma 5fC redukcija |
5hmC. Kadangi citozino modifikacijos dazniausiai aptinkamos CpG
kontekste, MAB-seq metodas tinkamas daugumai audiniy (Peng ir kt., 2016).

Nors BS-Seq paremtais metodais galima nustatyti modifikavimo lygj
nukleotido tikslumu, jie turi tam tikry trikumy. Dauguma citoziny (~95%)
virsta T, todél sekos kompleksiskumas sumazéja beveik tik iki trijy baziy ir
tai lemia prastg sekoskaitos kokybe, sumazéja nuskaitymy skaicius, kuriuos
galima prilyginti prie genomo. Sekoskaitos analizé yra gana sudétinga, nes
reikalingas nuskaitymy atrinkimas ir statistiniai testai bei skirtingos vietos
padengiamos nevienodai (Zhao ir kt., 2020). Taip pat gali susidaryti
chimeriniai PGR produktai, atsirasti nuo sekos priklausomi tendencingumai.
Todél metodo patikimumas yra geresnis atlickant maziau PGR cikly ir
priklauso nuo naudojamos polimerazés tikslumo bei DNR kiekio (Kumar ir
kt., 2018). Nemodifikuoti citozinai gali biiti ne iki galo paveréiami timinais
(1,3% ir maziau), taip pat gali jvykti netinkamas SmC konvertavimas j timina
(gali siekti 2,7%; Holmes ir kt., 2014). Todél BS-Seq paremtuose metoduose
] méginius turi biiti jmaiSoma kontroliné DNR, kad biity galima jvertinti
konversijos efektyvuma ar neteisinga konversija, kuri gali skirtis dél techninés
ar biologinés variacijos.

Bene didziausias BS-Seq triikumas yra kaina, kuri islieka auksta
daugumai laboratorijy, nes nuskaitomas visas genomas ir patikimam
modifikavimo jvertinimui reikia didelio seky nuskaitymy skaiciaus. Atlikus
nepakankamai gilig sekoskaita, kai kurios genomo vietos gali turéti maza
padengima, jvykti atsitiktinés atrankos klaidos. Pavyzdziui, kad padengiant
99,5% zmogaus genomo bty nustatytas maziausiai 10% metilinimas, reikia
atlikti 60 Gb sekoskaitg esant vidutiniskai 20x padengimui (Plongthongkum
ir kt., 2014). Siekiant sumazinti sekoskaitos apimt;j ir kaing kartu su BS-Seq
taikomos jvairios praturtinimo strategijos, leidziancios atlikti tik dalies
genomo sekoskaitg. CpG turtingos sekos prie§ ar po BS-Seq gali buti
praturtinamos naudojant hibridizacija su imobilizuotais oligonukleotidais
(nukreipta BS-Seq, angl. targeted) ir taip analizuojama dominanti maza
genomo dalis (Kurdyukov ir Bullock, 2016). Taip pat BS-Seq ir jos variantus
oksiduotoms 5mC formoms galima atlikti konkre¢iam lokusui su jam
specifiniais pradmenimis po konversijos atliekant PGR (Plongthongkum ir kt.,
2014).
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Yra zinoma, kad DNR metilinimas dazniausiai vyksta CpG kontekste,
taCiau jy daznis stuburiniy genomuose yra mazesnis nei kity dinukleotidy.
Pavyzdziui, ~53% nepersidengian¢iy Zmogaus genomo regiony po 100 bp
neturi CpG. Todél nukreipiant sekoskaitg j CpG turtingus regionus, kaip CpG
salos ir promotoriai, galima sumazinti reikalingy nuskaitymy skai¢iy bent 10
karty (Plongthongkum ir kt., 2014). Tam pasitelkiamas sumazintos
reprezentacijos metodas RRBS (angl. reduced representation bisulfite
sequencing), kuriame CpG turtingy seky atrinkimui pritaikoma metilinimui
nejautri REazé (pvz., R.Mspl (C*"CGG) ar R.ApeKI (G*"CWGC)), po kirpimo
paSalinama nesukirpta ar ilga DNR, prijungiami adapteriai ir atlickama BS-
Seq. Pasitelkiant R.Mspl zmogaus genome galima iSanalizuoti 10% CpG ir
matoma ~85% CpG saly, o kerpant R.ApeKl ir R.Mspl analizuojama 20%
CpG (Kurdyukov ir Bullock, 2016). Tac¢iau RRBS neapima mazo CpG tankio
regiony, galinCiy persidengti su introniniais regionais ar stiprikliais, kuriuose
pavyzdziui, stebimi  metilinimo  poky¢iai  Zmogaus  indukuotose
pliuripotentinése lastelése (Plongthongkum ir kt., 2014). RRBS taip pat gali
bati atliekama kartu su 0xBS-Seq 5hmC nustatymui ar su redBS-Seq 5fC
nustatymui. Svarbu paminéti, kad R.Mspl, naudojama standartiniame RRBS,
tik i§ dalies kerpa SfC modifikuotas sekas ir visiskai nekerpa esant 5caC.
Todél analizuojant Sias modifikacijas, SfC turi biiti redukuojamas j ShmC arba
pritaikoma modifikacijoms nejautri restrikcijos endonukleaze, kaip Taqal,
(TACGA) (Wu ir Zhang, 2015).

Dél 5fC ir 5caC retumo genome patikimam $iy modifikacijy
nustatymui reikia ypac didelio sekoskaitos gylio. Pavyzdziui, fCAB-seq reikia
~1000x ar didesnio konkretaus lokuso padengimo. Taigi fCAB-seq ar caCAB-
seq pritaikymas viso genomo sekoskaitai yra nepraktiskas (Shen ir kt., 2014).
Todél $is metodas taikomas kartu su DNR imunoi$sodinimu (DIP-CAB-seq,
angl. DNA immunoprecipitation-coupled CAB-seq; Lu ir kt., 2015b) — 5fC ar
5caC prie§ CAB-seq yra praturtinami naudojant antik@inus ir taip nuskaitomos
tik modifikacijas turin¢ios genomo vietos. Tuomet nustatomas santykinis
modifikacijy praturtinimas, o ne absoliutus lygis. Taip pat galima jungti BS-
Seq metody variantus su chromatino imunoissodinimu (ChIP, angl. chromatin
immunoprecipitation), nustatant dalj modifikacijomis praturtinty viety (Shen
ir kt., 2014). Pavyzdziui, galima atlikti praturtinimg pasitelkiant antiktinus
prie§ H3 histono 4 lizino monometilinimg (H3K4mel), tuomet atlikti fCAB-
seq ir taip analizuoti modifikacijg aktyviuose/pasiruosusiuose stiprikliuose.

Veikiant natrio bisulfitu prarandamos pirimidiny bazés, tai
palengvina grandinés triikius tam tikrose sekose ir didele DNR dalis
fragmentuojasi. Todél BS-Seq paremtiems metodams daznai reikia nemazai
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DNR (Raiber ir kt., 2017). Taciau naudojant patobulintus biblioteky ruosimo
metodus, BS-Seq galima atlikti su ~30 ng DNR (Kurdyukov ir Bullock, 2016).

1.4.5 Cheminés ar fermentinés konversijos metodai nenaudojant natrio
bisulfito

Siekiant iSspresti bisulfitinés sekoskaitos problemas, buvo ieskoma
Svelnesniy ir/ar nemodifikuoto citozino neveikianéiy konversijos budy. Tam
buvo sukurti metodai, kuriuose citozino bazés paveikiamos cheminiu ar/ir
fermentiniu biidu nenaudojant natrio bisulfito, po PGR bazé toje vietoje
pakinta ir po viso genomo sekoskaitos modifikacijos nustatomos nukleotido
tikslumu (1.17 pav.). Siais metodais galima jvertinti ir modifikavimo lygj.
Dauguma metody buvo sukurti dar palyginus neseniai, todél dar néra placiai
naudojami.

5mC ir 5hmC nustatymui sukurta piridino borano sekoskaita (1.17
pav.) pasitelkiant TET (TAPS, angl. TET-assisted pyridine borane
sequencing; Liu ir kt., 2019). 5mC ir 5hmC yra oksiduojami TET iki 5caC, o
§is piridino boranu efektyviai (98%) redukuojamas j dihidrouracila (dhU),
kuris po PGR nuskaitomas kaip T. BGT glikozilinus ShmC arba TET pakeitus
kalio perrutenatu atitinkamai galima atskirai nustatyti 5mC (TAPSB) ir 5hmC
(CAPS, angl. chemical-assisted pyridine borane sequencing). Taip pat,
neatlickant TET oksidacijos ir chemiskai modifikuojant S5caC arba 5fC,
galima atskirai nustatyti ir Sias modifikacijas. Lyginant su BS-Seq, piridino
borano sekoskaita nesukelia DNR fragmentavimo, turi mazesnj neteisingai
nustatomo metilinimo daznj (vidutini§kai 0,23% lyginant su 0,6%). Taip pat
stebima geresné seky kokybé, kompleksiskumas ir prilyginimas prie tiriamo
genomo, todél reikia mazesnio nuskaitymy skaiciaus bei DNR kiekio (Liu ir
kt., 2019).

Kitas natrio bisulfito nenaudojantis 5mC ir 5hmC nustatymo metodas
— EM-Seq (angl. Enzymatic Methyl-Seq). Jame APOBEC3A deaminina
nemodifikuotus citozinus, paversdama juos j U. Prie$ tai SmC apsaugomas
nuo deamininimo atliekant oksidacija su TET2 ir susidariusio ShmC
glikozilinimg veikiant BGT. Neatlickant TET oksidacijos, galima nustatyti
5hmC ACE-Seq (angl. APOBEC-coupled epigenetic sequencing) ar AMD-
Seq (angl. APOBEC3A-mediated deamination sequencing) metodu. Nors
APOBEC naudojanc¢iy metody (1.17 pav.) seky prilyginimas geresnis nei BS-
Seq, bet kompleksiSkumas vis tiek yra mazas ir mazinant DNR kiekj didéja
nepanaudojamy nuskaitymy dalis (Zhao ir kt., 2020).
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m Nuskaitoma seka
5caC Piridino dnhu clTTrT I
TETT 99999 boaas 929999 PR D990 @ 145
oksidacija redukcija 5hmcC,
g5hmC U g5hmC T CHcic ¢ 5mC
TET2,8GT, ® O O @ @ APOBEC3A Q QO @ @ PCR @ Q00 Q Elseq
oksidacija, deamininimas = i
glikozilinimas gshmC U g5hmC T TClCC hecmuD. A
BGT 99Q9® APOBECIA QO OQQ @ PCR 999QQQ o
glikozilinimas deamininimas
> 5C-m 5fC-Al ccltce hme
EONH; 99909 KROAQEGO® PR 00 @00Q MMC
5fC modifikavimas oksidacija,
Zyméjimas 5fC-Al per S8 8IS roceT
Al/malononitrilas, 5fC Zyméjimas = -
1) Yme| , i ’ <.I) (I) QI-Q—CLEVER—Seq
- tiesioginis {7 - nustatymas atliekant
nustatymas |} lygiagrecios sekoskaitos

L=< gignalo atémima

1.17 pav. Nukleotido skiriamosios gebos DNR citozino modifikacijy profiliavimo
metodai, kuriuose konversijai nenaudojamas natrio bisulfitas. Atliekamas jvairus
cheminis ar fermentinis modifikavimas pakeiia baziy nuskaityma po PGR.
Modifikacijos nustatomos tiesiogiai i$ nuskaitomos sekos arba lygiagreéiai atlickant
kitag sekoskaitg (nustatancig kitas modifikacijas) ir atimant jos signalg. 5mC
profiliavimui kartu su ShmC gali biiti atlickama piridino borano sekoskaita naudojant
TET (TAPS) arba fermentiné 5SmC sekoskaita (EM-Seq). 5ShmC atskirai nuo 5mC
nustato APOBEC pasitelkianti sekoskaita (ACE-Seq) bei cheminé 5ShmC konversija j
T (hmC-CATCH). 5fC profiliavimui sukurta ciklizacijos (fC-CET) ar Zyméjimo
malononitrilu (CLEVER-Seq) nulemta 5fC j T konversija. gShmC — 5hmC su
prijungta gliukoze, dhU — dihidrouracilas, 5fC-m — modifikuotas 5fC, Al — 1,3-
indandionas. Pagal Zhao ir kt. (2020).

5fC nustatymui (1.17 pav.) sukurtas fC-CET (angl. 5fC cyclization-
enabled C-to-T transition) metodas (Xia ir kt.,, 2015). 5fC selektyviai
pazymimas ir praturtinamas pritaikant azido grupe turintj 1,3-indandiong, o
po PGR tik pazymétas 5fC pavirsta | T. Konversija nesukelia rySkios DNR
fragmentacijos ir islaikomas didelis seky kompleksiskumas (Peng ir kt.,
2016). Remiantis $iuo principu, 5ShmC nustatymui sukurtas hmC-CATCH
(angl. Chemical-assistant C-to-T conversion of 5ShmC sequencing) metodas,
paremtas ShmC oksidacija | 5fC su kalio rutenatu ir tolimesniu cheminiu 5fC
zyméjimu, kuris po PGR nuskaitomas kaip T. Kalio rutenatas (K:RuOg)
sukelia nedidelj DNR praradima, tod¢l galima naudoti gana mazus pradinés
DNR kiekius. Metodas buvo pritaikytas vézio DNR tyrimams (Zhao ir kt.,
2020). CLEVER-Seq (angl. chemical-labeling-enabled C-to-T conversion
sequencing) metode vyksta 5fC i T konversija po malononitrilo Zyméjimo ir
$is metodas buvo pritaikytas vienos lgstelés sekoskaitai (Zhu ir kt., 2017).
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1.4.6 Trecios kartos sekoskaita

Dauguma minéty DNR modifikacijy profiliavimo metody yra paremti
naujos kartos sekoskaita, kuri turi gana trumpa nuskaitomy seky ilgj. Tuo
tarpu trecios kartos sekoskaita galima gauti daug ilgesnius vienos molekulés
nuskaitymus, ji pasizymi didesniu grei¢iu, pavyzdziy paruosimui nereikia
PGR padauginimo. Taip pat ilgy seky nuskaitymas pagerina pasikartojanciy
seky vietos nustatymg genome (Plongthongkum ir kt., 2014). Nors trecios
kartos sekoskaitai reikia daugiau DNR, ji yra patraukli dél galimo tiesioginio
DNR modifikacijy nustatymo (nukleotido tikslumu) be papildomo
modifikavimo (Zhao ir kt., 2020).

Vienos molekulés realaus laiko sekoskaitos (SMRT, angl. Single-
Molecule Real-Time, Pacific Biosciences) metu polimerazé jjungia skirtingai
fluorescuojanéius zymétus nukleotidus, realiu laiku stebima fluorescencija ir
individualios polimerazés kinetika (1.18 pav. A) (Zhao ir kt., 2020).
Polimerazés replikacijos greitis ties ir aplink modifikuotas bazes yra létesnis
lyginant su nemodifikuotomis (Wu ir Zhang, 2014). Stebint §j kinetinj parasa
ir jjungimo laikg galima nustatyti 5mC, 5hmC, 5fC, 5caC ir 6mA (Shen ir kt.,
2014). Taciau paraso skirtumai gali biiti gana menki ir taip lemiantys
nustatymo netikslumus, todél geresniam modifikacijy atskyrimui galima
atlikti papildoma baziy modifikavima, didinantj kinetinius skirtumus. 5fC ir
5caC sukelia Zymy replikacijos uzdelsima be papildomo modifikavimo, tatiau
sunku juos atskirti vieng nuo kito (Pastor ir kt., 2013). Silpno 5mC signalo
sustiprinimui jis oksiduojamas iki 5caC, o 5hmC nustatymui pritaikytas hMe-
Seal metodas, padedantis jj atskirti nuo 5mC. Tokiu badu, pasitelkiant
cheminj ar fermentinj Zyméjima, galima kiekvienoje grandingje ir gana dideliu
patikimumu nustatyti 5mC ir jo oksiduotas bazes (Plongthongkum ir kt., 2014;
Shen ir kt., 2014; Wu ir Zhang, 2014).

Kita vienos molekulés sekoskaitos technologija, kuri turi ilgiausig
nuskaitomy seky ilgj ir geba atskirti DNR modifikacijas — nanopory
sekoskaita (Oxford Nanopore Technologies). Jos metu, realiu laiku ir be
PGR, yra stebimas srovés signalas, kai individualios DNR molekulés
praveriamos pro nanometrines baltymy (arba kietos blisenos sintetines) poras
(1.18 pav. B). Skirtingos molekulés sukuria joms biidingg signalg, kuris
pasitelkiamas atskiriant nukleozidus vieng nuo kito (Zhao ir kt., 2020). Su
modeliniais DNR substratais parodyta, kad nanopory sekoskaita galima
atskirti skirtingas citozino modifikacijas vieng nuo kitos. Modifikacijy
nustatymui reikia sudétingy skai¢iavimy, kontrolinés DNR, su Kkuria
vykdomas algoritmy apmokymas. Nustatymo tikslumas priklauso nuo sekos
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konteksto, naudojamos DNR ir skai¢iavimy (pvz., viename tyrime parodytas
~92-98% citozino modifikacijy nustatymo tikslumas (Wescoe ir kt., 2014),
kitame — ~80% (Rand ir kt., 2017)). Neseniai nanopory sekoskaita buvo
pritaikyta Zmogaus metilomos kiekybiniam jvertinimui (Simpson ir kt., 2017).
Taciau §i technologija dar néra pritaikyta oksi-mC sekoskaitai nattiraliame
genome be papildomo modifikavimo.

Jungiant jvairius modifikacijy profiliavimo metodus su trecios kartos
sekoskaita galima tikétis gana tikslios ilgy seky epigenetinés sekoskaitos.
Pavyzdziui, ilgiems nuskaitymams SMRT ir nanopory sekoskaita buvo
pritaikytas TAPS metodas (Liu ir kt., 2020). Taciau platesniam DNR
modifikacijy nustatymo pritaikymui reikia tolimesnio S§iy technologijy
tikslumo bei apimties tobulinimo (Zhao ir kt., 2020).

A SMRT sekoskaita B Nanopory sekoskaita
Plauku segtuko .
adapteris Polimeraze Ac_!gpterls .
| 1kb->100 kb fragmentas _ ?\‘\. 1 kb - >2 Mb fragmentas g‘:r:%g':
@ A ANNANARRNRNNNARANNAARANRRNNnY __@ [rﬂlJIII]IIIIIIIlJIIlJIIIIrI]J oy
Vienas Viena -
Sulinélis nanopora
Virsus = = Virsus ®
C A~~~ ) Y Motorinis
- o baltymas
R °° | FILOrescuo- Elekt_ms Nanopora
/e jantys dNTP STOVE
g Polimeraze
Apatia B & Apacia © |
|
Mefilinta DNR ”995"9 trukmé tarp pulsy Sroves signalo pakitimai
P T St I et 1
E o e e
2 N ﬂ M ML S J‘| | J—
= Metiing Nkeotidai Ea _|—J ’|_|_
k= Nemetlllnla DNR 1]
(o]
z X _ —Nemetilinta DNR
o m ﬂ ﬂ mﬂ Jr“‘\ﬂ Metilinta DNR
Laikas [®; Lalkas

Metilinti nukleotidai
1.18 pav. TreCios kartos sekoskaitos metodai. (A) Pacific Biosciences vienos
molekulés realaus laiko sekoskaitoje (angl. Single-Molecule Real-Time, SMRT) prie
fragmentuotos DNR prijungiami plauky segtuko struktliros adapteriai (Sviesiai
mélyna) ir suformuojama ziediné molekulé, kuri su prisijungusia polimeraze
patalpinama j pikolitry talpos Sulinélio dugna. Fluorescuojancia zyme turintis ANTP
trumpai prisijungia polimerazés aktyviame centre ir tuomet i§ apacios suzadinta
fluorescencija (skirtingo bangos ilgio kiekvienai bazei) yra detektuojama kameros.
Sviesos pulsy seka parodo nuskaityta seka, o tarpai tarp pulsy — DNR matricoje
esanCias kovalentines modifikacijas. Jjungiant nukleotida fluorescuojanti zZymé
nuskyla, o suzadinimas vyksta tik pa¢iame dugne. (B) Oxford Nanopore Technologies
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sekoskaitoje prie ilgos DNR prijungiami adapteriai su prisijungusiu motoriniu
baltymu. Sekoskaitos kasetés sintetinéje lipidy membranoje yra jterptos baltyminés
nanoporos. Sekoskaitos adapteris jsiterpia | nanopora, o motorinis baltymas iSvynioja
DNR grandines. Elektros srové kartu su motoriniu baltymu traukia neigiamai jkrauta
DNR granding pro pora. Judédama DNR sukuria charakteringus srovés tekéjimo
trukdzius priklausomai nuo nukleotidy. Metilinti nukleotidai jveda iSsiskirian¢ius
signalus ir modifikacijos nustatomos lyginant su nemetilintos sekos signalais. Pagal
Beaulaurier ir kt. (2018), Logsdon ir kt. (2020).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos
2.1.1 Reagentai

BD - Difco: agaras, mieliy ekstraktas, salyklo ekstraktas.
BroadPharm: DBCO-S-S-PEG3-biotinas.

Carl Roth: akrilamido-bisakrilamido tirpalas Rotiphorese gel 40% (19:1),
chloroformas, fenolis (pH 8), etidzio bromidas, amonio persulfatas,
tetrametiletilendiaminas, NaOH, NaCl, KCI, LiCl, HCI, CH3:COONa,
NaH:PO4, HEPES, EDTA, Tris, izopropanolis, Tween 20, glicerolis,
vitaminas C, alfa-ketoglutaratas, FeSQ., acetonitrilas, metanolis, skruzdziy
rugstis, natrio dodecilsulfatas (NDS), 2-merkaptoetanolis, uréja, gliukoze,
metileno mélis.

Jena Bioscience: UDP-6-azido-gliukozé¢, DBCO-S-S-PEG3-biotinas.
MERCK: CaCl,, formamidas.

Molecular Research Center, Inc: RNazol RT.

PerkinElmer: [y-**P]-ATP, >2500 Ci/mmol.

Reachim; CH3COOH, Hs;BO:s.

Sigma-Aldrich: DMSO, DTT, CH3COONH., SAH, N-hidroksisukcinimidas,
CuBr (99,999%), THPTA, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimido
hidrochloridas, piridino boranas, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidinas (TMB),

NaBHsa.

Thermo Fisher Scientific: agarozé, MgCl,, ATP, dATP, dNTP, 2xRNR
méginiy dazas, 6xDNR méginiy dazas, glikogenas, SAM, PEG 4000, SYBR™
Gold.

Trilink Biotechnologies: citozino modifikacijas turintys nukleotidai.

Vilniaus degtiné, AB: 96% etanolis.
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2.1.2 DNR preparatai
DNR ilgio standartai

DNR markeriai GeneRuler™ Ladder Mix, MassRuler™ Low Range DNA,
MassRuler™ High Range DNA Ladder — Thermo Fisher Scientific.

Genominé DNR

A bakteriofago DNR (dam—, dcm-), zmogaus kraujo DNR — Thermo Fisher
Scientific. Zmogaus IMR90 genominé DNR — ECACC, Zmogaus smegeny
genomine DNR — gauta i§ prof. A Petronio.

Sintetiniai oligonukleotidai (Metabion, jei nenurodyta kitaip), * Zymi
fosforotioato jungtis.

Oligonukleotidai TLC eksperimentams:

C-14 5°-CGCATCATACTCTA

5caC-14 5°-5caCGCATCATACTCTA

C-17 5--CGGATGTTGTGGGTCAG

5mC-31 3‘-GCCTACAACACCCAGTCG5MCGTAGTATGAGAT
C-31 3*“-GCCTACAACACCCAGTCGCGTAGTATGAGAT

Pradmenys DNR fragmenty paruoSimui PGR budu:

BMX-dir 5-“TGTGTTACTGTGTGGAAAAGACC

BMX-rev 5--CCACTCCTTATAGTTTGGCTG

Sp-PCR-dir 5°-GTGTTGGGGTGACTATTATG

Sp-PCR-rev 5*-CCTATACTCAGCGCATCC

188-rev 5--GCATCCTGGAGATTGTGGGCA

Mod-PCR-rev 5°-GCATCCTGGAGATTGTGGGCAACATCMGG
(M=5hmC (IBA GmbH), 5fC (TriLink Biotechnologies) arba 5caC)
c-fos-gu-dir 5°*-TTACACAGGATGTCCATATTAGG

c-fos-gu-rev 5°--CTGTGGAGCAGAGCTGGGTA

Pradmenys 188 bp fragmento praturtinimo analizei kiekybine PGR (kPGR):
Su-test-dir 5°-ATGTGTTGGAGTGTGCCTGA
Su-test-rev 5‘-GTGGCTCTGATTGATGGCTC

Oligonukleotidas taskiniam imunoblotui:
PTAA-5caC 5°-TAATAATAAASCaCCGTAATAATAATAAT
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Oligonukleotidai TOP-seq biblioteky paruosimui (X — kei¢iamos barkody
sekos nukleotidai):

Al adapteris 5°-P-GATTGGAAGAGTGGTTCAGCAGGAATGCTGAG, P
= 5°¢-fosfatas

A2 adapteris 5°-ACACTCTTTCCCTACATGACACTCTTCCAATCT
ODN (,,click® buidu prijungiamas oligonukleotidas, su arba be biotino): 5°-
TXTTTTGTGTGGTTTGGAGACTGACTACCAGATGTAACA-biotinas,
(X=C8-alkin-dT), Base-click

ODN komplementarus pradmuo 5°-
TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAACCACA*C*A*A, Exiqon
A-BC-S (PGR pradmuo su barkodu) 5¢-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXXXXXXXXXXTGTTA
CATCTGGTAGTCAGT*C*T*C

trP1 (PGR pradmuo) 5°-
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCACTCTTTCCCTACATGAC*A*C
*T

lon Torrent platformos adapteriai bisulfitinei sekoskaitai (visi citozinai sekoje
buvo pakeisti 5mC):

A-BS-se 5°-
CCATCTCATCCCT*G*CGTGTCTCCGACTCAGXXXXXXXXXXGAT
A-BS-as 5°-ATCXXXXXXXXXXCTGAGTCGGAGACACGC

P1-BS-se 5°-
CCACTACGCCTCCGCTTTCCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
P1-BS-as 5°-
ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGAAAGCGGAGGCGTAGTGG*T*T

lon Torrent™ platformai skirty adapteriy rinkinys (ne TOP-seq bibliotekoms)
su barkodais ligavimui i§ Kapa Biosystems.

Pradmenys lon Torrent biblioteky (ne TOP-seq) padauginimui:
lon-PCR-Fw 5°-CCACTACGCCTCCGCTTTCCTCTCT*A*T*G
lon-PCR-Rv 5-CCATCTCATCCCTGCGT*G*T*C
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Pradmenys IMR90 DNR genominiy regiony analizei:

Regio- (Genominis kPGR pradmenys Vieta
no |elementas chromoso-
nume- moje
ris (hg19
genomas)
#1 | Tarpgeni- Inter1-dir 5°- chr7:
nis TGGTGTCCCCTAAAGCATAAGT | 117340531-
regionas Interl-rev 5°- 117340636
TCAAGCCACATTTCCCATCG
#2 CDH13 CDH1-dir 5¢- chrl6:
genas CAGAAATGCAGTGATGGGTGA | 82662108-
CDH1-rev 5°- 82662222
GGGCAGTCCTTAATCGGGA
#3 AGTR1 AGTR -dir 5°- chr3:
genas |TCTTCTTACATGGGCCTATGTGA | 148426487-
AGTR -rev 5°- 148426616
GGACTAGGAGAAGCTGAGGG
#4 TOP3A TOP3A-dir 5°- chrl?:
genas CAGTACATGACAGAGAGCCCT 18210312-
TOP3A-rev 5°- 18210435
TGTGTCATGCAGAGGGTCAT
#5 IGF1R IGFR-dir 5°- chril5:
genas ATGCTCCTTATGTACCATGTGC 99324967-
IGFR-rev 5°- 99325066
TGCTGTCCAAATTATCCATCAAG
#6 CDH13 CDH2-dir 5¢- chrl6:
genas-2 AAGTGGGTTCCCTGTCTCAG 83191684-
CDH2-rev 5°- 83191805
GAGGGATTGCCTCTGACCTT

Pradmenys skirti pelés genominiy regiony bisulfitinei caMAB-seq ir piridino
borano sekoskaitai:

Geno
pavadini-
mas,
grandiné

caMAB-seq pradmenys

Vieta
chromo-
somoje

80




(mm10

genomas)
Nr. 1, (széiAGAAAAATATAGAGGGTAAAATG chro:
Neol, + . 58979144-
Rv 5™ 58979315
ATTTCCTAACCAAATCACCATAAAAA
N Fw 5°- chro:
Ne;) 1’ ) GGAAATTTTTAGTTGGTGGTATTATTT 58979094-
' Rv 5°-CAATCTAAAACCAACTTCACCACA (58979293
Nr. 2, Fw 5-GTAGGTTTGGTGTAGGTTGGTGATA 2221117 0118-
Crhrl,+ Rv 5°-CTAACCCACATCCTCAATAAAAA 104170327
Fws* chril:
Nr. 2, TTGGTTTATATTTTTAGTGAGGAGAGG '
104170119-
Crhrd,- Rv 5™ 104170327
CAAACCTAATACAAACTAATAACAACC
Fw 5°-GAAAAGTTATTGTTGGTGGGAGAG |[chrll:
Nr. 3,
Nudcd3 + Rv 5¢- 6163918-
' CCAATACACCTCAAACATTTAAACTC 6164101
Fw ' chrii:
Nr. 3, ATTTTATTGTTTGAGATAGGATTGTT |
6163941-
Nudcd3,- Rv 5¢- 6164136
AACTAAATACACAAAACCAAACACACA
Fw 5°¢-
Nr. 4, chrl9:
4933411K16, GGAGGTTTTATGTTGTGGGTTTATAG 42052423-
Rv 5¢-
+ 42052618
CTTCCCCATACCTACTTTCAAATAAA
Fw 5¢-
Nr. 4, chrl9:
4933411K16, GTT:FTTAGGTGAGTGGTTATTGTTGT 42052493
; Rv:5* 42052605
AAAAACCTCATACTATAAACTCACAAA
Vieta
Genominis chromo-
Pradmenys piridino borano sekoskaitai somoje
elementas
(mm10
genomas)
NI 1. Neol Fw 5-CTATTTCCTAGCCAGGTCACCATAG |chr9:
er.1as, Rv 5¢- 58979124-
g CCATGATGAGATTACTAACAGGAAGA 58979317
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NF. 2, Crhrl |Fw 5-CTGGTGCAGGCTGGTGAC 22;1117:0 -
genas Rv 5-CTGGCCCACATCCTCAGT Lo 170507
. |FwSAGTCACTGCTGGTGGGAGAG 22;131922
Rv 5-GCCAGTACACCTCAGGCATT

genas 6164102
Nr. 4 chrl9:

’ Fw 5-GTGGGCTCACAGGAAGAAAA
4933411K16 | " > 42052437-
onas Rv 5*-ATGCCTGCTTTCAGGTGAGT 1209611
N> |Fw S ATGCTTTGGGAGCTACAGGA 22228 055
Jonas Rv 5-TCAAGTCCCATGACAGCTTCT 0530335
N6 kW 5 AGGGTTGAGATCAGCCTCCT chr:
tarpgeninis |y s TCTGGAATTTTCCAAGCTTCA 69748564-
regionas 69748756

2.1.3 RNR preparatai

Thermo Fisher Scientific: RNR ilgio standartas — RiboRuler™ Low Range
RNA Ladder.

2.1.4 Baltymy preparatai

Active Motif: NgTetl (Naegleria gruberi), triusio antik@inai prie§ ScaC (Cat#
61225), su krieny peroksidaze HRP sujungti ozkos antikiinai pries triusio I1gG,
(Cat# 15015).

BPS Bioscience: rekombinantinés Zmogaus metiltransferazés
DNMT3A/DNMT3L (Lot#100824, 1,8 mg/ml, >95% grynumas),
DNMT3B/DNMT3L (Lot#120911, 0,13 mg/ml, >85% grynumas, arba
Lot#121003, 0,19 mg/ml, >90% grynumas).

Pierce: Jaucio serumo albuminas (BSA, 2 mg/ml).
Sigma-Aldrich: Nukleazé P1.

Thermo Fisher Scientific: ribonukleazé A, A/T1 ribonukleaziy miSinys,
Proteinazé K, T4 polinukleotidkinazé (PNK), T4 DNR ligazé, DNR
polimerazés (Taq, DreamTaq, Klenowo exo-, Pfu, Phusion U HS), PGR
misinys Platinum SuperFi PCR Master Mix (2X), $arminé fosfatazé FastAP,
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restrikcijos endonukleazés (Hpall, Hin61, Mspl, Tail, Eco4711l, Crf10l, Ehel,
Notl), DNaz¢ I, T4 B-gliukoziltransferazé (BGT), agarazé, laukinio tipo (wt,
angl. wild type) M.Sssl ir fermenty buferiniai tirpalai.

v —

3.2, 3.5 A, B pav. eksperimentai) arba Thermo Fisher Scientific (visi kiti
eksperimentai). M.Hhal ir M.Hpall MTazés buvo iSgrynintos VU BTI DNR
modifikacijos tyrimy skyriuje pagal apraSyta metodika (Vilkaitis ir kt., 2000;
Lukinavicius ir kt., 2012).

2.1.5 Molekulinés biologijos rinkiniai

Agilent Technologies: kapiliarinés elektroforezés rinkiniai bioanalizatoriui
Agilent HS DNA kit, Agilent RNA 600 Nano Kit, Agilent RNA 600 Pico Kit.

Beckman Coulter: magnetinés dalelés Ampure XP.
Bio-Rad: chromatografijos koloné¢lés Micro Bio-Spin.
Illumina: rRNR pasalinimo rinkinys Ribo-Zero Gold (Yeast).

Thermo Fisher Scientific: didelés iSeigos transkripcijos in vitro rinkinys
TranscriptAid™ T7 High Yield Transcription Kit, rinkinys gryninimui i$
agarozés gelio GenelJet Gel Extraction Kit, kiekybinés PGR miSinys Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X), DNR gryninimo rinkiniai GeneJet
PCR purification kit, NGS cleanup kit, MagJET NGS Cleanup and Size
Selection Kit, DNR galy sutvarkymo rinkinys Fast DNA End Repair Kit,
bisulfitinés konversijos rinkinys EpIiJET Bisulfite Conversion Kit,
nukleoriig§¢iy koncentracijos nustatymo rinkiniai Qubit RNA HS Assay Kit,
Qubit DNA HS Assay Kit, iRNR gryninimo rinkinys Dynabeads™ mRNA
Purification Kit, streptavidino magnetinés dalelés Dynabeads MyOne
Streptavidin C1.

WiseGene: 5-mC oksidacijos rinkinys 5mC Tetl Oxidation Kit.

Zymo Research: RNR gryninimo rinkinys RNA Clean & Concentrator Kit,
DNR gryninimo rinkiniai DNA Clean and Concentrator kit, Genomic DNA
Clean and Concentrator Kkit, bisulfitinés konversijos rinkinys EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit, oligonukleotidy gryninimo rinkinys Oligo Clean and
Concentrator kit.
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2.1.6 Buferiniai tirpalai

Eliucijos buferis (EB): 10 mM Tris-HCI pH 8,5 (~25°C).

Eliucijos buferis nukleoriigs¢iy skyrimui i§ poliakrilamidinio gelio: 0,5 M
CH3COONHg4, 0,1 mM EDTA, 0,1% NDS.

P1 buferis: 10 mM NaOAc pH 5,2, 1 mM ZnOAc.

eM.Sssl dekarboksilinimo buferis (1x): 10 mM Tris-HCI pH 8 (~22°C), 50
mM NaCl, 0,5 mM EDTA.

STE buferis (1x): 50 mM NaCl, 10 mM TrisHCI pH 8 (~22°C), 0,5 mM
EDTA (pH 8).

M.Hhal buferis (1x): 10 mM Tris-HCI pH 7,4 (~22°C), 50 mM NaCl, 0,5 mM
EDTA.

Etidzio bromido tirpalas: 5 pg/ml etidzio bromido vandenyje.

2.2 Metodai
2.2.1 Plonasluoksné chromatografija (TLC)

31 bp DNR dupleksy paruosimui sintetinis C-14 arba 5caC-14 DNR
oligonukleotidas pazymétas 5°-%P  naudojant [y-**P]-ATP ir T4
polinukleotidkinazg pagal gamintojo rekomendacijas. Po i§sodinimo etanoliu,
oligonukleotidas sulydytas su C-17 ir 5mC-31 arba C-31 oligonukleotidais
(pakaitinta 5 min 85°C ir temperatiira buvo mazinama po 0,01°C/s iki 4°C) ir
tarpas sujungtas naudojant T4 DNR ligaze pagal gamintojo rekomendacijas.
Siekiant gauti abiejose grandinése ScaC turinciag DNR, 5caC/5mC dupleksas
buvo oksiduotas naudojant TET1 (zr. 2.2.2).

Dekarboksilinimo reakcijose ~90 nM DNR buvo inkubuojama su 500
nM eM.Sssl (3 val. 22°C, esant 50 mM Tris-HCI pH 8,0 (~22°C), 0,25 mM
EDTA, 5 mM NaCl) arba 160-400 nM zmogaus MTaziy (37°C temperatiiroje
4-6 val., esant 10 mM Tris-HCI pH 7,4 (~22°C), 50 mM NacCl, 0,1 mg/ml
BSA, 2 mM DTT).

Reakcijai su cisteinu, MTazés inkubuotos su 20 mM N-etilmaleimidu
1 val. 25°C be DNR. DNR buvo i§sodinta etanoliu ir sukarpyta j nukleotidus
su P1 nukleaze (0,02-0,01 U/ul) 1 val. 55°C. Méginiai buvo uznesti ant TLC
ploksteliy (PEI Cellulose F, MERCK) ir iSskirstyti buferyje A (izosviesto
rugstis/vanduo/konc. amoniakas, thriu santykiu 66:17:4) arba B
(izopropanolis/37% HCl/vanduo, turiu santykiu 4,7:1:1). Plokstelés buvo
i8dziovintos, vizualizuotos autoradiografijos btidu ir rezultatai analizuoti
naudojant FLA-5100 skaitytuvg ir MultiGauge programing jrangag (Fujifilm).
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2.2.2 Modeliniy DNR fragmenty paruoSimas

188 bp (1 CG taikinys) ir 200 bp modeliniai DNR fragmentai buvo
gauti atliekant PGR su Sp-PCR-dir ir Sp-PCR-rev pradmenimis 200 bp
fragmentui, Sp-PCR-dir ir 188-rev 188 bp fragmentui nuo C57BL/6 pelés
genominés DNR (isskirtos i§ uodegos, kuri gauta i§ VU BTI Imunologijos ir
lastelés biologijos skyriaus). Modifikacijos (ShmC, 5fC arba 5caC) i 188 bp
fragmento vieng CG taikinio granding jvestos su Mod-PCR-rev pradmeniu.
155 bp fragmentas (BMX geno dalis, 1 CG taikinys) buvo padaugintas nuo
zmogaus DNR su BMX-dir ir BMX-rev pradmenimis. 428 bp fragmentas (37
CG) buvo padaugintas nuo zmogaus C-fos geno promotoriaus regiono (jterpto
fos-gu-rev pradmenimis. Po PGR fragmentai buvo i$pjauti i§ agarozés gelio ir
iSgryninti GeneJET Gel Extraction rinkiniu.

Siekiant jvesti ShmC | GCGC taikinius, DNR buvo inkubuojama
esant 5-iy karty M.Hhal pertekliui pries GCGC taikinius jos buferyje su 13
uM formaldehidu kambario temperatiiroje 1 val. Tada méginiai buvo veikiami
0,2 mg/ml proteinaze K (ProtK) ir 0,1% NDS 1 val. 50°C, o po to 20 min.
65°C. DNR buvo isgryninta DNA Clean and Concentrator rinkiniu. Siame ir
tolesniuose kolonéliy gryninimo etapuose DNR eliuavimui buvo naudojamas
10 mM Tris-HCI pH 8,5 (~25°C) tirpalas, jei nenurodyta kitaip.

Siekiant vienoje grandinéje modifikuotg citozing turinc¢iy modeliniy
DNR fragmenty kitoje grandingje jvesti SmC, nemodifikuoti CG buvo
metilinti naudojant wt M.Sssl pagal gamintojo protokola. ] abi DNR
fragmenty grandines 5caC buvo jvestas po nemodifikuoto DNR fragmento
metilinimo su TET1 atlikus 5SmC oksidacija 5mC Tetl Oxidation rinkiniu
pagal gamintojo rekomendacijas.

caCLEAR eksperimentui su dviem modeliniais DNR fragmentais,
ScaC 188 bp fragmente buvo jvestas per PGR, naudojant atvirkstinj pradmenj
su 5caC CG taikinyje. Sis fragmentas buvo naudojamas kartu su 155 bp
fragmentu, turinc¢iu M.Hhal jvesta ShmC GCGC taikinyje.

2.2.3 DNR analizé naudojant restrikcijos endonukleazes ir kiekybine
PGR

10-20 ng DNR buvo inkubuojama su 3-10 U atitinkamos REazés
(Mspl, Hpall, Hin6l, Tail, Eco471ll, Crf10l, Ehel, Notl) gamintojo buferyje
37°C 3 val. ir atliktas rekomenduojamas isveiklinimas kar$¢iu.

Kirpimas buvo analizuojamas kPGR biidu su pradmenimis, skirtais
pasirinktoms genominés DNR sritims arba fragmentams. Nesukirptos DNR
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kiekiai buvo apskaiciuoti naudojant zinomy DNR koncentracijy kalibravimo
kreive. Analizei buvo apskaiCiuota karpymui atsparios DNR dalis (%) nuo
DNR kiekio, nustatyto REaze neveiktame Kkontroliniame méginyje.
Kiekybinés PGR reakcijos buvo atliktos su Rotor-Gene Q tikro laiko PGR
sistema (Qiagen), naudojant Maxima SYBRGreen gPCR Master Mix PGR
misinj. Reakcijose buvo 0,3 uM kiekvieno pradmens. kPGR reakcija vykdyta
taip: 95°C 10 min., 40 cikly 95°C 15 s, 60°C 1 min. 188 bp DNR fragmento
praturtinimo analizei buvo naudojami CG taikinio neapimantys pradmenys
Su-test-dir ir Su-test-rev.

2.2.4 eM.Sssl vykdomo dekarboksilinimo ir Zyméjimo azido grupe
jvertinimas su modeliniais DNR fragmentais

3.5 pav. A parodytam dekarboksilinimo eksperimentui su skirtinga
pH, buvo naudota 100 ng 188 bp fragmento su 5caC vienoje grandingje.
Reakcija atlikta 20 pl ttryje, dekarboksilinimo buferyje 30 min. 22°C esant
1,31 pM eM.Sssl, fermentas isveiklintas 20 min. 65°C. 3.5 pav. B
eksperimente 188 bp fragmentas buvo sumaisytas su ultragarsu fragmentuota
zmogaus smegeny genomine DNR (1:100 ng, kad bty imituojamas mazas
5caC gausumas) ir dekarboksilinimas vykdytas 3 val. (ir tolesniuose
eksperimentuose). Skirtingo eM.SsslI (1,13 pM) pertekliaus prie§ CG taikinius
eksperimentui (3.5 pav. C) 188 bp fragmentas sumaiSytas su ultragarsu
fragmentuota lambda bakteriofago DNR santykiu 1:150 ng. Tada méginiai
buvo paveikti ProtK ir i§gryninti (zZr. 2.2.2). Likes ScaC lygis buvo jvertintas
kPGR biidu pagal R.Mspl kirpimui atsparios DNR kiekj.

Zyméjimui azido grupe, dekarboksilinimo reakcijos miginys (be
gryninimo ir i$veiklinimo) buvo papildytas Ado-6-azido kofaktoriumi iki 0,2
mM koncentracijos (Lukinavicius ir kt., 2013; Masevicius ir kt., 2016; 3a
junginys, susintetintas prof. Viktoro Maseviéiaus laboratorijoje) ir inkubuotas
30°C 1 val., pakaitintas 65°C 20 min., paveiktas ProtK ir iSgrynintas (Zr.
2.2.2).

Zyméjimo jvertinimui praturtinimo badu (3.5 pav. E) 188 bp
modelinis fragmentas sumaiSytas su ultragarsu fragmentuota zmogaus kraujo
DNR (1:300 ng). Pazyméta DNR buvo biotinilinta inkubuojant 10 mM Tris-
HCI pH 8,5 (~22°C) tirpale 37°C 2 val iki 0,4 mM koncentracijos pridéjus
DBCO-S-S-PEG3-biotino (BroadPharm). Po to DNR buvo isgryninta DNA
Clean and Concentrator rinkiniu. Tada pazyméta DNR buvo praturtinta: 0,1
mg Dynabeads MyOne Streptavidin C1 buvo inkubuota su DNR 10 mM Tris-
HCI pH 8,5 (~22°C), 1 M NaCl 3 val. kambario temperatiiroje, vartant. Po to

86



dalelés buvo tris kartus plaunamos su 15 mM Tris-HCI pH 7,5 (~22°C), 1,5
mM EDTA, 3 M NaCl ir du kartus su 5 mM Tris-HCI pH 7,5 (~22°C), 0,5
mM EDTA, 1 M NaCl. Daleliy ir supernatanto frakcijose esantis DNR Kiekis
buvo jvertintas kPGR.

2.2.5 eM.SsslI vykdomo dekarboksilinimo analizé IMR90 genominiuose
regionuose

IMR90 DNR buvo fragmentuota ultragarsu naudojant Bioruptor
UCD-200 (Diagenode) iki ~500 bp fragmenty. SmC oksidacija iki 5caC buvo
atlikta naudojant TET1 (zr. 2.2.2). 75 pl reakcijoje 65 ng DNR su 1,13 uM
eM.Sssl buvo inkubuojama dekarboksilinimo buferyje 22°C 3 wval. ir
iSgryninta kaip apraSyta 2.2.2. Tuomet 9 ng genominés DNR buvo kerpama
su 10 U atitinkamos restrikcijos endonukleazés. DNR buvo analizuojama
kPGR (zr. 2.2.3) biidu naudojant pasirinkty genominiy regiony pradmenis (Zr.
2.1.2). 5SmC ir 5caC lygiai buvo jvertinti pagal nesukirptos DNR kiekj (%)
atitinkamai naudojant R.Hpall ir R.Mspl. Dekarboksilinimo efektyvumas
buvo apskaiciuotas kaip R.Mspl nesukirptos DNR kiekio skirtumas pries ir po
dekarboksilinimo.

2.2.6 ShmC ir nemetilinty CG taikiniy apsaugojimas

5hmC buvo glikozilinamas 37°C 2 val. naudojant T4 beta-
gliukoziltransferaze (BGT) pagal gamintojo rekomendacijas (5 U BGT ir 1 ug
DNR 50 pl reakcijoje), o po to BGT buvo iSveiklinta 65°C 20 min. Méginiai
buvo paveikti ProtK ir iSgryninti (zr. 2.2.2). Antrasis BGT glikozilinimo
etapas buvo atliktas 16 valandy 37°C (be veikimo ProtK) ir DNR vél
iSgryninta.

Nemodifikuoti CG buvo metilinami naudojant 10-ties karty laukinio
tipo M.Sssl fermento pertekliy (1/10 reakcijos turio) pries CG taikinius su 0,6
mM SAM gamintojo buferyje 37°C 4 val. Po fermento isveiklinimo méginiai
buvo paveikti ProtK ir iSgryninti (Zr. 2.2.2). Tuomet taip pat buvo atliktas
antrasis metilinimo ir gryninimo etapas, tik metilinimas buvo atliktas 37°C 16
valandy. Metilinimo jvertinimui su modeliniais fragmentais (3.4 pav. B) buvo
naudojamas 188 bp modelinis fragmentas sumaisytas su E. coli genomine
DNR (1:100ng).
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2.2.7 wt M.Sssl metilinimo efektyvumo ir ScaC lygio jvertinimas
bisulfitine sekoskaita lambda bakteriofago DNR

nCG metilinimo jvertinimui ultragarsu fragmentuotos lambda DNR
(1,4 pg, zr. 2.2.8) galai buvo sutvarkyti DNA End Repair rinkiniu 15 min.
20°C pagal gamintojo rekomendacijas ir DNR i$gryninta naudojant GeneJet
Purification Kit. Tuomet 60 pl reakcijoje esant 15 U T4 ligazés, jos buferio,
0,5 mM ATP, 10 mM MgClI; ir 5% PEG 4000 buvo prijungti metilinti lon
Torrent platformos adapteriai (A-BS ir P1-BS, zr. 2.1.2, 42 pmol, sulydyti
STE buferyje) inkubuojant per naktj 22°C. DNR iSgryninta GeneJET NGS
Cleanup rinkiniu. Ligazés buferyje 30 min. 37°C atliktas fosforilinimas su 5
U T4 PNK ir likes tarpas sujungtas inkubuojant su 5 U T4 ligazés 1 val. 20°C,
iSveiklinta 1 min. 60°C. DNR vél i$gryninta GeneJET NGS Cleanup rinkiniu.
Tada buvo pritaikytas metilinimo protokolas (Zr. 2.2.6) ir atlikta bisulfitiné
konversija naudojant EpiJET Bisulfite Conversion Kit. Tada naudojant
Phusion U HS polimeraze ir Ion-PCR-Fw bei lon-PCR-Rv pradmenis DNR
buvo padauginta 15 cikly. Biblioteky koncentracijos buvo jvertintos naudojant
Agilent Bioanalyzer.

5caC lygio jvertinimui prie lambda DNR (su jvestu 20% 5caC, zr
2.2.8) buvo prijungti adapteriai, kaip aprasyta auk$c¢iau. Tuomet po TET1
oksidacijos galintis likti nedidelis 5fC kiekis buvo redukuotas i ShmC
naudojant NaBH. (zr. 2.2.12). Po to 5caC lygio jvertinimui atlikta ta pati
metilinimo, bisulfitinés konversijos ir padauginimo procedira kaip apraSyta
auksciau. Siekiant jvertinti netinkamg bisulfito konversija, PGR budu su
SmCTP ir Pfu polimeraze buvo paruostas kontrolinis 200 bp fragmentas,
kuriame visi citozinai yra metilinti. Sis fragmentas sumaiSytas su lambda
DNR meéginiais prie$ natrio bisulfito konversija. Skaic¢iuojant konversija buvo
naudojamas tik regionas, esantis uz pradmeny jungimosi viety.

2.2.8 Lambda DNR paruosimas caCLEAR analizei

Naudojant Covaris M220 prietaisa DNR buvo fragmentuota
ultragarsu iki vidutiniskai 200-250 bp fragmenty. Pirmajame eksperimente
(3.6 pav.) SmC buvo jvestas i CG naudojant 2,5 karty wt M.Sssl pertekliy
pries jos taikinius, reakcijg vykdant 4 valandas. GCGC sekos buvo metilintos
esant 10-ties karty M.Hhal pertekliui jos buferyje su 300 uM SAM 37°C
temperatiroje 2 val. Fermentai buvo termiskai i$veiklinti 20 min. 65°C,
paveikti ProtK ir DNR iSgryninta (Zr. 2.2.2). M.SssI ir M.Hhal metilinta DNR
buvo sumaisyta su nemodifikuota lambda DNR, kad CG ir GCGC taikiniai
bty modifikuoti atitinkamai ~30% ir ~60%. Tuomet su TET1 atlikta SmC
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oksidacija | 5caC (zr. 2.2.2). Kontroliniams méginiams lygiagre¢iai buvo
paruosta lambda DNR, turinti 30% nemetilinty CG (ir 70% metilinty).

3.7 pav. B eksperimentui 5SmC buvo jvestas | GCGC taikinius su
M.Hhal metilinant 30 min., naudojant 0,125:1 fermento ir taikiniy santykj.
Tada 5mC buvo oksiduojamas 10-ties karty NgTet1 pertekliumi esant 50 mM
Bis-tris pH 6 (~22°C), 50 mM NaCl, 2 mM vitaminui C, 1 mM alfa-
ketoglutaratui ir 0,1 mM FeSOs 1,5 val. 34°C temperatiroje. Tada reakcijos
miSinys buvo papildytas 50 mM EDTA, paveiktas ProtK 30 min. 50°C ir
iSgrynintas. ScaC lygis buvo jvertintas naudojant masiy spektrometrijg (Zr.
2.2.10). 5ShmC buvo jvestas naudojant 10-ties karty M.Hpall pertekliy pries
CCGG taikinius inkubuojant su 13 uM formaldehidu M.Hhal buferyje 37°C
3,5 val. ir 20 min. 65°C. Tada méginiai buvo paveikti ProtK ir igryninti (zZr.
2.2.2). Hidroksimetilinta ir karboksilinta DNR buvo metilinta wt M.Sssl ir
sumaiSyta su 30% nemetilintos ScaC turin¢ios DNR, kad biity gautas galutinis
meéginys, kuriame yra 70% metilinty CG, 10% G5caCGC ir 10% C5hmCGG
viety. Taip pat buvo paruosta tokia pat kontroliné lambda DNR be 5caC.

3.7 pav. C eksperimentui SmC buvo jvestas naudojant M.Hhal
(M.Hhal:GCGC santykis 0,125:1), o tada naudojant NgTet1 buvo atlikta 5mC
oksidacija iki 5caC. Tuomet, sumaiSius karboksilinta DNR su M.Sssl
metilinta lambda DNR, buvo paruostas DNR méginys su 20% ScaC ir 70%
5mC atitinkamai GCGC ir CG taikiniuose.

2.2.9 mESC auginimas ir DNR skyrimas

E14TG2a wt, mutantines Tdg neturinéias (Tdg-/-) ir visy TET1/2/3
neturinéias (TET TKO) peliy ESC linijas padovanojo prof. Guo-Liang Xu.
Lastelés buvo auginamos dr. Vaidoto StankeviCiaus serumo terpéje Su
leukemija slopinanciu veiksniu (LIF) pagal Wu ir kt. (2014) arba serumo
terpéje su 2i ir LIF pagal Yu ir kt. (2012).

mESC genominé DNR buvo i$gryninta inkubuojant lasteles skyrimo
buferyje (200 mM Tris HCI pH 8,0 (~22°C), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA ir
0,5-2% NDS, priklausomai nuo lizés) su ProtK 55°C 4-6 val. DNR buvo
iSgryninta lygiu tiriu fenolio, du kartus lygiu tiiriu chloroformo ir i§sodinta
etanoliu. DNR istirpinta EB ir paveikta 0,13 pg/ul ribonukleaze A 37°C 2 val.
Tuomet DNR taip pat dar kartg iSgryninta fenoliu-chloroformu ir jos
koncentracija nustatyta Qubit™ dsDNA HS Assay Kit rinkiniu.
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2.2.10 Auksto slégio skys¢iy chromatografija-tandeminé masiy
spektrometrija (HPLC-MS/MS)

Po fragmentavimo ultragarsu (iki ~1000 bp fragmenty), DNR buvo
iSgryninta naudojant DNA Clean and Concentrator kit ir eliuojama vandeniu.
Tada DNR denattruota 10 min. 80°C ir sukarpyta nukleaze P1 (naudojant
~0,33 U 1 pg DNR) 50°C temperatiiroje 4 val. P1 buferyje ir 37°C per naktj
defosforilinta pridedant FastAP fosfatazés (~1 U/5 pug DNR). Reakcijos buvo
sustabdytos kaitinant 75°C 10 min., o baltymy nuosédos nusuktos 30 min. 14
000 x g 4°C. Nukleozidy standartai buvo paruosti defosforilinus nukleotidus.
Meéginiai buvo analizuojami naudojant integruota HPLC/ESI-MS/MS sistema
(Agilent 1290 Infinity/6410B triple Quadruple), turin¢ig Supelco Discovery®
HS C18 kolonéle (7,5 cm x 2,1 mm, 3 um), per kurig tirpalai buvo leidziami
0,3 ml/min. grei¢iu 30°C temperatiiroje. Dalj HPLC-MS/MS atliko ir saglygas
visur optimizavo Audroné Ruks$énaité.

MESC 5caC ir 5fC analizei naudota ~22 pg karpytos DNR, Kkuri
pirmiausia buvo per 4 kartus frakcionuojama HPLC naudojant linijinj A (10
mM amonio formiatas pH 5,5) ir B (80% metanolis) tirpaly gradienta: 0 min.,
0% B; 9-23 min., 0-10% B; 23-27 min., 10-100% B; 27-31 min., 100% B;
31,5-37 min., 0% B. 5caC ir 5fC frakcijos buvo surinktos atitinkamai ~1,1-3
ir ~13,6-17,4 min., i8dziovintos vakuume ir iStirpintos vandenyje.
Kalibravimo kreivéms zinomy 5caC ir 5fC kiekiy standartai buvo
frakcionuojami i$ mi$inio su 5 pg dam-dcm” lambda bakteriofago DNR. Gryby
DNR oksi-mC frakcionavimui naudota ~9-23 g DNR, taip pat frakcionuotas
ir 5hmC (~4,3-5,8 min).

Masiy spektrometrijos analizei buvo naudojamas A (0,0075 %
skruzdziy ragsties vandenyije) ir B (0,0075% skruzdziy rugsties acetonitrile)
tirpaly gradientas. Gradientas 5caC analizei: 0-6 min., 0% B; 6-10 min., O-
100% B; 10-14 min., 100 % B; 14,5-19,5 min., 0% B. Masiy spektrometras
veiké teigiamos jonizacijos MRM (angl. multiple reaction monitoring) rezimu
ir buvo stebimas nukleozidui specifinés m/z 272,1—156 jony tranzicijos
signalo intensyvumas. Jonizacijos kapiliaro jtampa 1800 V, dziovinimo dujy
temperatira 150°C, srautas 10 I/min., kolizijos energija 15V. 5fC analizei
gradientas buvo: 0-24 min., 0% B; 24-25 min., 0-100% B; 25-29 min., 100 %
B; 29,5-35 min., 0% B. Stebéta 256,1—140 m/z jony tranzicija, naudota
300°C dziovinimo dujy temperatiira.

5mC analizei naudota 20-50 ng DNR, kalibravimui buvo sumaiSyti
zinomi nukleozidy standarty kiekiai. mESC S5hmC analizei naudota 0,5-2 g
DNR, 5hmC standartai sumaiSyti su tiriamus méginius atitinkanciais karpytos
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lambda DNR kiekiais. 5hmC ir 5mC analizei naudotas gradientas: 0-6 min.,
0% B; 6-18 min., 10 % B; 20-24 min., 100 % B; 25-33 min., 0% B, dujy
temperatira buvo 300°C. Registruotos jony m/z tranzicijos: 5SmC
242,1—126,1; ShmC 258,1—142,1; G 268,1—152,1, C 228,1—112,1. 5fC
fragmentacija buvo nustatyta 80 V, dhU ir kitiems nukleozidams 100 V.

5fC redukcijos j ShmC jvertinimui naudota 2,5 pg serumo-2i Tdg-/-
DNR. Gryby 5fC ir ShmC po vitC poveikio jvertinimui analizuota ~2 pg
DNR. Genominio 5hmC glikozilinimo analizei naudota 0,87 pg M.Hhal-
hidroksimetilintos lambda DNR prie§ ir po glikozilinimo. Piridino borano
konversijos vertinimui registruota dhU m/z tranzicija 231,1—115,1,
dziovinimo dujy temperatiira 150°C. Visi §ie méginiai buvo analizuoti be
papildomo nukleozidy gryninimo frakcionuojant, analizei naudotas
gradientas: 0-24 min, 0% B; 24-27 min., 0-100% B; 27-32 min., 100 % B; 33-
38 min., 0% B.

RNR oksi-mC analizei, ~20-24 pg C. cinerea RNR ir 5 g
nemodifikuotos RNR sumaisytos su standartais kalibravimui, pirmiausia buvo
i§skirstytos j atskiras ScarC, ShmrC ir 5frC nukleozidy frakcijas, kaip ir DNR
atveju (tik pakoreguoti surinkimo laikai). 5mrC jvertinimui naudota
nefrakcionuota RNR (20-50 ng). Registruotos nukleozidy m/z tranzicijos: rC
244,1-112, rG 284,1—152,1, 5S5mrC 258,1—126,1, ScarC 288,1—156,
ShmrC 274,1—142, 5frC 272,1—140. Kapiliaro jonizacijos jtampa 1800 V,
dziovinimo dujy temperattira 150°C, srauto greitis 10 1/min, kolizijos energija
15V, celés greitintuvas 7 V. Fragmentacija 80 V 5frC ir 100 V kitiems
nukleozidams, tirpaly gradientas buvo toks pat kaip atitinkamy DNR
nukleozidy.

5carC derivatizacijos analizés HPLC gradientas: 0-6 min., 0% B; 6-
22 min., 0-100% B; 22-26 min., 100% B; 26-27 min., 100-0% B; 27-35 min.,
0% B; arba 0-6 min., 0% B; 6-13,5 min., 0-6% B; 13,5-21,5 min., 6-50% B;
22-26 min., 100% B; 26-27 min., 100-0% B; 27-35 min., 0% B. 5carC darinio
m/z tranzicija 432,2—300,1, fragmentacija 80 V, kolizijos energija 8 V, celés
greitintuvas 5V. Kiekviename eksperimente lygiagreciai su méginiais taip pat
buvo atlickama derivatizacija su kontroline ScarC turin¢ia RNR, kad biity
atsizvelgta i galima reakcijos efektyvumo variacija. Tada naudojant MS/MS
Sioje  RNR buvo jvertintas pradinis ScarC kiekis ir derivatizacijos
efektyvumas. Si RNR buvo sumai$yta su 5 pg nemodifikuotos RNR ir
naudojama ScarC darinio kiekio kalibravimui. Apskai¢iuota ScarC darinio
MS/MS signalo ploto priklausomybé nuo pradinio ScarC kiekio. Signalai
buvo kiekybiskai jvertinti jiems esant tiesiniame kalibravimo kreivés
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diapazone ir tik aptikti kai signalo ir triuk§mo santykis buvo >3, bet signalas
nepateko j kalibracing kreive.

Didelés skiriamosios gebos ScarC derivatizacijos produkto maseés
spektrai buvo gauti naudojant Q-TOF 6250 masés spektrometra (Agilent),
turintj Dual-ESI jonizacijos $altin;.

2.2.11 caCLEAR biblioteky paruosimas

Genominé DNR buvo fragmentuota naudojant Covaris M220 iki
vidutiniskai 200-250 bp fragmenty. mESC DNR po to dar buvo iSgryninta
naudojant DNA Clean and Concentrator rinkinj.

1 zingsnis. 5hmC taikiniai buvo apsaugoti glikozilinant BGT (Zr.
2.2.6).

2 zingsnis. Nemodifikuoti genomo CG buvo apsaugomi atliekant wt
M.Sssl metilinimg (zr. 2.2.6). Po antrosios metilinimo reakcijos DNR buvo
iSgryninta Oligo Clean and Concentrator rinkiniu.

3 zingsnis. 5caC dekarboksilinimas buvo atliktas dekarboksilinimo
buferyje 22°C 3 val. naudojant 10-ties karty eM.SssI pertekliy (skiedZiant iki
1,13 uM koncentracijos) pries CG taikinius.

4 Zingsnis. Dekarboksilinimo reakcija buvo papildyta Ado-6-azido
kofaktoriumi iki 0,2 mM ir inkubuojama 30°C 1 val., tada fermentas buvo
isveiklintas, paveiktas ProtK ir DNR i$gryninta (zr. 2.2.4).

5 Zingsnis. TOP-seq.

5a zingsnis. DNR galai buvo sutvarkyti DNA End Repair Kit rinkiniu
15 min. 20°C pagal gamintojo rekomendacijas ir DNR iSgryninta naudojant
GeneJet Purification Kit. Tada DNR (~1 pg j 50 ul reakcijos) galuose buvo
prijungtas A nukleotidas inkubuojant 37°C 45 min. su 0,5 mM dATP, 0,25
U/ul Klenow exo- ir jos buferiu. Po to fermentas inaktyvuotas 75°C 15 min.
ir DNR i8gryninta GeneJet Purification Kit. IS dalies komplementartis STE
buferyje sulydyti A1/A2 adapteriai (2,25 uM) buvo prijungti inkubuojant
DNR (~0,7 pg i 50 pl) su 0,25 U/pl T4 DNR ligaze ir jos buferiu 22°C per
naktj, po to termiskai iSveiklinant 65°C 10 min. DNR isgryninta DNA Clean
and Concentrator rinkiniu.

5b zingsnis. ISgryninta DNR buvo papildyta 20 uM biotinilintu DNR
alkino oligonukleotidu (ODN), !5 reakcijos ttrio CuBr (8§ mM) ir THPTA (24
mM) DMSO istirpintu miSiniu ir iki galutinés 50% koncentracijos buvo
pridéta DMSO. Tada reakcijos miSinys buvo inkubuojamas 45°C 20 min. ir
po to praskiedziamas iki ~1% DMSO prie§ gryninimg per GeneJET NGS
Cleanup Kit kolonéles. Tada DNR su prijungtu ODN buvo praturtinta: 0,1 mg
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 buvo inkubuojama su DNR 10 mM Tris-
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HCI pH 8,5 (~22°C), 1 M NaCl ir 0,2 % Tween 20 kambario temperattiroje 3
val., vartant. Dalelés buvo plaunamos kaip aprasyta (Song ir kt., 2017),
naudojant 150 pl buferio. DNR buvo atkabinta daleles inkubuojant vandenyje
5 min. 95° C, 5 min. 4°C. 3.6 B, 3.7 A pav. pateiktiems eksperimentams buvo
naudojamas oligonukleotidas be biotino ir nebuvo atliktas praturtinimas.
Praturtinimui naudota ~50 ng lambda ir 827 ng mESC DNR.

5c zingsnis. Visa atkabinta DNR buvo papildyta 0,5 pM ODN
komplementariu pradmeniu, 0,2 mM dNTP, 0,05 u/pl Pfu polimeraze, Pfu
MgSOs buferiu, papildomu 1 mM MgSOs ir 20 pl reakcijoje buvo
inkubuojama 5 ciklus: 95°C 1 min., 65°C 10 min., 72°C 10 min.

5d zingsnis. Visa DNR 100 pl reakcijoje padauginta naudojant
Platinum™ SuperFi™ PCR Master Mix 94°C 4 min., 15 cikly 95°C 1 min.,
60°C 1 min., 72°C 1 min. Tuomet MagJet NGS Cleanup and Size-selection
rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas iSgryninti ~300 bp fragmentai ir
atlikta lon Proton (Thermo Fisher Scientific, TFS) sekoskaita. Si ir kitos lon
Proton DNR biblioteky sekoskaitos atliktos A. Ruksénaités.

2.2.12 Pelés genominiy regiony 5caC analizé caMAB-seq metodu

Buvo paruo$ti du méginiai: serumo-2i TET TKO DNR neigiama
kontrol¢ ir 5caC turinti serumo-2i Tdg-/- DNR. Genominé DNR buvo
i$gryninta naudojant Genomic DNA Clean and Concentrator rinkinj, metilinta
(zr 2.2.6), iSgryninta tuo paciu rinkiniu ir eliuota vandeniu. 5fC redukcija
atlikta remiantis Booth ir kt. (2014). 10 ng/ul DNR vandenyje buvo
inkubuojama esant 250 mM NaBH4 1 val. kambario temperattroje, daznai
maiSant ir nusukant. Reakcija sustabdyta 0,5 tiirio 750 mM NaAc (pH 5). Kai
nebesiskyré dujos, buferis buvo pakeistas vandeniu naudojant Microcon®
centrifuginius filtrus (MERCK). Kiekvienoje reakcijoje 500 ng DNR buvo
veikiama natrio bisulfitu naudojant standartinj EZ DNA Methylation-Gold™
rinkinio protokola, iSgryninta DNR buvo eliuojama 10 pl tiiryje. Tuomet
naudojant kiekvienai grandinei specifinius pradmenis (2.1.2) pasirinkti
regionai 50 pl reakcijoje buvo padauginti 25 ciklus naudojant Phusion U HS
polimeraze ir 1,3 pl DNR matricos. Reakcijos buvo iSgrynintos naudojant
DNA Clean and Concentrator rinkinj. Fragmentai buvo iSgryninti i$
poliakrilamidinio gelio naudojant SYBR™ Gold dazyma, susmulkintas gelis
buvo inkubuojamas buferyje skyrimui i§ gelio 2 val. 37°C, purtant 600
aps./min. Gelio dalelés nufiltruotos per Ultrafree-MC centrifuginj filtra
(Millipore) ir DNR buvo i$gryninta naudojant Ampure XP magnetines daleles
pagal gamintojo protokola. Tuomet buvo sutvarkyti DNR galai (zr. 2.2.7).
Atliktas lon Torrent™ platformai skirty adapteriy su barkodais (naudotas 10-
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20x perteklius prieS§ DNR galus) prijungimas (zr. 2.2.7, be fosforilinimo
etapo) ir DNR isgryninta GeneJET NGS Cleanup rinkiniu. Po 4 PGR cikly
naudojant lon-PCR-Fw bei lon-PCR-Rv pradmenis ir Platinum SuperFi PCR
Master Mix PGR miSinj, DNR buvo iSgryninta su GeneJET NGS Cleanup
rinkiniu.

2.2.13 Pelés genominiy regiony ScaC analizé piridino borano sekoskaita

5caC nustatymui buvo atliktas TAPS metodo variantas (pagal Liu ir
kt., 2019), praleidziant TET oksidacijos zingsnj (kai kurie etapai atlikti K.
Skardzittés). Serumo-2i TET TKO (neigiama kontrolé) ir serumo-2i Tdg-/-
mESC genominé DNR buvo isgryninta naudojant Genomic DNA Clean and
Concentrator rinkinj ir tuomet atlikta 5fC redukcija, kaip aprasSyta caMAB-
seq. Tada DNR (150 ng 50 pl ttriui) buvo inkubuojama su 1 M piridino boranu
(Sigma-Aldrich) ir 0,6 M natrio acetatu (pH 4,3) 37°C 16 valandy, purtant 850
aps./min. Isgryninus DNR Genomic DNA Clean ir Concentrator rinkiniu,
pasirinkti regionai buvo padauginti 16 cikly su kiekvienam regionui
specifiniais pradmenimis (2.1.2) naudojant DreamTaq DNR polimerazg. PGR
produktai buvo iSgryninti poliakrilamidinio gelio, kaip aprasyta 2.2.12. Po
eliucijos | tirpalg buvo pridéta 0,05 pg/pul glikogeno ir DNR iSsodinta
etanoliu. DNR fragmentai buvo paruosti lon Torrent™ sekoskaitai, kaip
apraSyta caMAB-seq 2.2.12.

2.2.14 Gryby auginimas

Laccaria bicolor (Maire) Orton S238N-H82 haploidiné
monokariotiné padermé (NCBI:txid486041) buvo padovanota prof. Francis
M. Martin. Coprinopsis cinerea haploidiné monokariotiné padermé Okayama
7 (NCBI: txid240176) jsigyta i§ FGSC, #9003.

C. cinerea micelis buvo auginamas ant agarizuotos (1%) YMG terpés
(Rao ir Niederpruem, 1969). Nukleortig§¢iy skyrimui j 300 ml skystos terpés
1 L kolboje buvo jdétas nedidelis kiekis agarizuotoje terpéje auginto micelio
ir auginta tamsoje be purtymo 30°C 14 dieny. TET aktyvumo sustiprinimui,
micelis buvo augintas 7 dienas ir tada paveiktas 5 mM vitaminu C (vitC) 2
dienas (nebent nurodyta kitaip), neveikta kontrolé auginta tokj pat laiko tarpa.

L. bicolor micelis buvo auginamas 25°C tamsoje ant agarizuotos (2%)
pakeistos Pachlewski terpés: 10 g/L gliukozés, 3 g/L salyklo ekstraktas, 0,25
g/L (NH4)2S04, 0,5 g/L KH,PO4, 0,15 g/L MgSO4-7H,0, 0,05 g/L CaCls,,
0,025 g/L NaCl, 0,0012% FeCls, 100 mg/L tiamino, 2,3 mg/L ZnSO,-7H.0,
8,5 mg/L H3BOs, 0,5 mg MnCl;-4H;0, 0,6 mg/L CuSO.-5H,0, 0,4 mg/L
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(NH4)2M00O; (pagal Robin ir kt., 2011). Nukleortigs¢iy skyrimui micelis buvo
auginamas 25°C skystoje terpéje jdéjus nedidelj kiekj micelio nuo agarizuotos
terpés ir surinktas po 8 savaiciy. vitC (5 mM) buvo veikta 2 paskutines dienas.

2.2.15 Gryby DNR gryninimas

Gryby micelis buvo susmulkintas iki milteliy su Ziupsneliu
polivinilpirolidono (PVP, K25), naudojant grustuve ir skysta azota. Milteliai
(~1 ml) buvo inkubuojami 55°C 90 min. 4,5 ml lizés buferio (100 mM Tris-
HCI pH 8,0 (~22°C), 20 mM EDTA, 2 M NacCl, 2 % heksadeciltrimetilamonio
bromidas (CTAB), 2 % PVP) su Proteinaze K. Tada DNR buvo 2 kartus
iSgryninta chloroformu ir i§sodinta 1,5 tiirio izopropanolio ir 0,4 tiirio 3 M
natrio acetato (pH 5,2) 30 min. 4°C. DNR buvo istirpinta 10 mM Tris-HCI ir
paveikta ribonukleazémis A/T1 1,5 val. 37°C, o po to iSgryninta chloroformu
ir iSsodinta etanoliu. DNR kokybé buvo patikrinta agarozés elektroforeze,
koncentracija nustatyta Qubit™ dsDNA HS Assay Kit rinkiniu.

2.2.16 Grybu RNR gryninimas

Micelis pirmiausia buvo susmulkintas kaip ir DNR skyrimui. C.
cinerea RNR taskiniam imunoblotui ir L. bicolor RNR buvo i$skirta naudojant
RNAzol® RT reagenta pagal gamintojo rekomendacijas.

Kitiems eksperimentams visuminé C. cinerea RNR buvo isskirta
modifikuotu CTAB metodu (Peter ir kt., 2006). Sutrintas micelis (~100-500
pl) 10 min. inkubuotas 65°C temperatiiroje 1 ml lizés buferio (2 % CTAB, 2
% PVP K25, 100 mM Tris-HCI pH 8,0 (~22°C), 25 mM EDTA pH 8, 2 M
NaCl) purtant 550 aps./min. Tada RNR buvo iSgryninta chloroformu ir
iSsodinta etanoliu su natrio acetatu. Taskiniam imunoblotui RNR paveikta
DNaze I pagal gamintojo rekomendacijas. RNR kokybé buvo patikrinta
agarozés arba kapiliarine elektroforeze (Agilent RNA 600 Nano Kit),
koncentracija nustatyta Qubit® RNA HS Assay Kit rinkiniu.

2.2.17 Kontrolinés RNR paruosSimas

Kontroliné RNR buvo susintetinta in vitro transkripcijos budu pagal
gamintojo rekomendacijas, naudojant TranscriptAid T7 High Yield
Transcription Kit rinkinj. DNR matricai buvo naudojama sukirpta pUC18
plazmidé (gauta i§ dr. Miglés Tomkuvienés), turinti sR47 geng (P. Abyssi;
Nolivos ir kt., 2005). 5carC turin¢ios sR47 RNR sintezei reakcijoje buvo 25%
5caCTP nuo viso CTP. Po poveikio DNaze | pagal gamintojo rekomendacijas,
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RNR buvo isgryninta naudojant RNA clean and concentrator rinkinj. ScarC
kiekiai kontrolin¢je RNR buvo jvertinti naudojant HPLC-MS/MS.

2.2.18 S5caC analizé taskiniu imunoblotu

Kontrolei buvo naudojama nemodifikuota ir 5¢carC turinti SR47 RNR.
Teigiamai DNR kontrolei buvo naudojamas 5caC turintis oligonukleotidas
PTAA-5caC, kuris buvo sumaiSytas su dam'dcm™ lambda fago DNR iki
reikiamo galutinio kiekio (ng), kaip ir méginiuose. Lambda DNR taip pat buvo
naudojama kaip neigiama kontrolé. RNR buvo denatiiruota vandenyje 70°C
10 min., DNR — 95°C 10 min. Méginiai buvo uZnesti ant Hybond™-NX
membranos (GE Healthcare Life Sciences Amersham™), isdziovinti ir
pritvirtinti prie membranos veikiant UV. Membrana buvo nudazyta 0,04 %
metileno méliu 0,3 M natrio acetate (pH 5,2) 5 min., praskalauta vandeniu,
nufotografuota ir 5 min. nuplauta PBS buferiu (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
10 mM NazHPOQO4, 1.8 mM KH2PO,) su 0,1 % Tween 20.

Membrana buvo uzblokuota inkubuojant TBS buferyje (50 mM Tris-
HCI pH 7,4 (~22°C), 150 mM NacCl) su 2% lieso pieno 1 val. kambario
temperatiiroje. Po to buvo inkubuojama per naktj ~6°C su 4 ml TBS buferio,
2% pieno, 0,1% Tween 20 ir 1,5 ug antikiiny prie§ 5caC. Tuomet membrana
buvo plaunama TBS buferiu su 0,1 % Tween 20 3 kartus po 5 min. Tada j 4
ml buferj su TBS, 2 % pieno ir 0,1 % Tween 20 buvo pridéta 1,6 pl antriniy
ozkos antikiing su HRP (prie$ triusio IgG) ir inkubuota 1 val. kambario
temperattroje. Tuomet 3 kartus po 5 min. buvo atliktas plovimas TBS buferiu
su 0,1% Tween 20 , 2 kartus plauta su vandeniu ir membrana buvo nudazyta
chromogeniniu substratu TMB.

2.2.19 ScarC turin¢ios RNR cheminé derivatizacija

ScarC turin¢ios RNR derivatizavimas buvo pagrjstas Lu ir kt. (2013).
(4-aminometil)benzilazido hidrochloridas susintetintas prof. Viktoro
Maseviciaus ir dr. Grazinos Petraitytés (zr. Li¢yté ir kt., 2022).

Pries reakcijg RNR buvo denatiiruojama vandenyje 70°C 10 min. ir
atSaldoma ant ledo. Derivatizavimas buvo atliktas dviem etapais. Siekiant
pirmajame etape optimizuoti reakcijg (atliko Eglé Godliauskaité), ScarC
turinti sr47 RNR buvo inkubuojama 50 pl reakcijoje su 10 mM MES pH 6
(~22°C), 20 mM NHS (N-hidroksisukcinimidas) su 4 skirtingais kity reagenty
deriniais: a) 2 mM EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimido
hidrochloridas); b) 8 mM EDC; ¢) 2 mM EDC, 45 % DMSO; d) 8 mM EDC,
45 % DMSO. NHS ir EDC buvo §vieziai iStirpinami, sumai$omi tarpusavyje
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ir 1 reakcija pridedami paskutiniai. Pirmajame etape reakcija buvo
inkubuojama 30 min. 37°C temperatiiroje, purtant 550 aps./min. Antrame
etape j galutinj 150 pl tdrj buvo pridéta 10 mM (4-aminometil)benzilazido
hidrochlorido, 100 mM natrio fosfato pH 7,5,, 150 mM NacCl ir inkubuojama
1 val. 37°C, purtant 550 aps./min. Reakcijos buvo 2,5 karto praskiestos
vandeniu, o0 RNR i$grynintos RNA clean and concentrator rinkiniu.

Tolesniam gryby RNR derivatizavimui pirmajame etape buvo
naudojamos d) salygos. Pirmajame etape 0,7-25 pg RNR buvo inkubuota 60
ul tiryje, o antrajame etape galutiniame 180 pl tiiryje.

2.2.20 Grybuy RNR gryninimas j atskiras frakcijas

RNR buvo iSgryninta j ilgy (>200 nt) ir trumpy (<200 nt) RNR
frakcijas naudojant RNA clean and concentrator kit rinkinj. Poli A RNR buvo
iSgryninta i$ ilgy RNR frakcijos (100-106 pg), naudojant iRNR skyrimo
rinkinj Dynabeads™ mRNA Purification Kit. llgosios (28S, 18S) ribosominés
RNR buvo iSgrynintos i§ Zemos lydymosi temperatiros agarozés gelio,
veikiant agaraze pagal gamintojo rekomendacijas. Trumpy RNR frakcijos
buvo i$pjautos po denatiiruojancio poliakrilamidinio gelio elektroforezés,
nudazius etidzio bromidu. RNR iSplautos i§ gelio kaip aprasyta 2.2.12.
Méginiai buvo filtruojami per Ultrafree-MC centrifugin;j filtrg (Millipore) ir
RNR issodinta naudojant etanolj.

2.2.21 ShmC ir 5fC praturtinimo jvertinimas naudojant modelinius
DNR fragmentus

188 bp modeliniai DNR fragmentai, turintys vieng ShmCG arba 5fCG
taikin] vienoje grandinéje, buvo paruosti PGR budu kaip nurodyta 2.2.2.
Kitoje grandingje esantis CG buvo metilintas naudojant wt M.Sssl pagal
gamintojo protokolg. Modeliniai DNR fragmentai buvo sumaiSyti Su
ultragarsu fragmentuota L. bicolor DNR santykiu 13:1287 ng, imituojant
nedidelj modifikacijy gausuma.

5hmC ir 5fC praturtinimui naudojome modifikuotus hMe-Seal ir fC-
Seal protokolus (Song ir kt., 2011, 2013). Norint nustatyti 5fC, buvo atlikta jo
redukcija | 5hmC naudojant NaBH; (zr 2.2.12). Siekiant natiiralioje
genomingje DNR 5fC atskirti nuo ShmC, ShmC buvo apsaugotas glikozilinant
paprasta gliukoze. ShmC apsaugojimo jvertinimui prie§ Zyméjima buvo
atliktas 5hmC/smC fragmento glikozilinimas su nemodifikuota UDP-
gliukoze (zr. 2.2.6). ShmC, redukuota SfC arba apsaugotg ShmC turintys DNR
fragmentai buvo pazyméti naudojant 50 pM UDP-6-azido-gliukoze ir T4
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BGT, 50 pl reakcijoje naudojant 10 U fermento ir 1 pg DNR. Reakcija buvo
inkubuojama 2 val. 37°C, po to 65°C 20 min. atliktas fermento i$veiklinimas
ir DNR i$gryninta naudojant DNA Clean and Concentrator rinkinj.

Tada iki 0,4 mM koncentracijos pridéta DBCO-S-S-PEG3-biotino
(Jena Bioscience) ir buvo inkubuojama 10 mM Tris-HCI pH 8,5 (~22°C)
tirpale 37°C 2 val. DNR buvo isgryninta DNA Clean and Concentrator
rinkiniu. Tada DNR buvo praturtinta kaip aprasyta 2.2.4, tik inkubavimo ir
plovimo etapuose papildomai dedant 0,01 % Tween 20. Daleliy ir
supernatanto frakcijose esantis DNR kiekis buvo jvertintas kKPGR.

2.2.22 hMe-Seal ir fC-Seal biblioteky paruosimas

Genominé DNR buvo fragmentuota ultragarsu Bioruptor UCD-200
(Diagenode) instrumentu 10 mM Tris-HCI pH 8,5 (~22°C) tirpale iki
vidutiniskai 200-250 bp fragmenty ir iSgryninta naudojant DNA Clean and
Concentrator Kit.

ShmC apsaugojimas ir 5fC redukcija i ShmC buvo atlikta kaip
aprasyta 2.2.6 ir 2.2.12. Norint pasiekti panaSy 5fC ir ShmC méginiy
paruosimg, abiems méginiams buvo atlikti tie patys gryninimo etapai, tik
S5hmC méginiams nebuvo atlikta glikozilinimo su nemodifikuota UDP-
gliukoze ir redukcijos NaBH.. Naudojant UDP-6-azido gliukozg¢ ir T4 BGT
(zr. 2.2.21) buvo pazyméta 2,6-2,7 ug DNR. Taip pat buvo paruosti du
kontroliniai DNR méginiai: ShmC kontroliniams méginiams zyméjimo etape
buvo nedéta BGT; ShmC apsaugojimo jvertinimui 5fC meéginiuose, buvo
naudojama glikozilinta DNR be redukcijos zingsnio.

Biotino prijungimo etapas buvo atliktas 130 ul reakcijoje (kaip
aprasyta 2.2.21), o po to DNR galai sutvarkyti naudojant DNA End Repair Kit
(zr. 2.2.11 5a) ir DNR isgryninta naudojant DNA Clean and Concentrator
rinkinj. Tada biotinilinta DNR buvo praturtinta kaip aprasyta 2.2.21, 40 ul
taryje su 0,1 mg daleliy Dynabeads MyOne Streptavidin C1. Tuomet, po
inkubacijos su 20 ul 50 mM DTT, 60 mM Tris pH 7,8 (~22°C) 1 val. vartant,
DNR buvo atkabinta ir atskirta nuo daleliy.

Prie. DNR buvo prijungta 4,2 pmol lon Torrent™ platformos
adapteriy inkubuojant per naktj 22°C 30 pl reakcijoje su 0,5 mM ATP, 10 mM
MgClz, 5% PEG 4000 ir 7,5 U T4 ligazés. Po to adapteriai buvo pasalinti
naudojant MagJet NGS Cleanup and Size-selection rinkinj. Tada DNR buvo
inkubuojama su 10 mM 2-merkaptoetanoliu 10 min. kambario temperattroje
(kad nesusidaryty disulfidiniai kryzminiai ry$iai). Po to 50 ul reakcijoje su
Taq (NH4)2SO4 buferiu, 0,2 mM dNTP, 2 mM MgCl,, 1 uM Ion-PCR-Fw ir
lon-PCR-Rv pradmeny ir 2,5 U Taq DNR polimerazés atliktas PGR. PGR
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salygos buvo: 1 min. 50°C, 5 min. 72°C, 4 min. 94°C, 1 min. 65°C, 5 min.
72°C, 15 cikly po 1 min. 94°C, 1 min. 65°C, 1 min. 72°C ir 72°C 5 min.
MagJet NGS Cleanup and Size-selection rinkiniu buvo i$gryninti ~300 bp
fragmentai ir atlikta lon Proton (TFS) sekoskaita.

2.2.23 hmTOP-seq ir foTOP-seq biblioteky paruos$imas

DNR buvo sufragmentuota ultragarsu iki vidutinis§kai 200-250 bp
fragmenty su Covaris M220 prietaisu ir iSgryninta naudojant DNA Clean and
Concentrator rinkinj. 5fC redukcija j ShmC, ShmC apsaugojimas ir ShmC
zymejimas azido grupe (5,8 pg DNR Siame etape) buvo atlikti kaip aprasyta
hMe-Seal ir fC-Seal bibliotekoms (2.2.22). Tada buvo sutvarkyti DNR galai,
prijungtas dA ir adapteriai kaip aprasyta 2.2.11 S5a. Taip pat buvo paruosti
atitinkami kontroliniai méginiai kaip apraSyta 2.2.22. Buvo atliktas TOP-seq
biblioteky praturtinimas ir paruo$imas kaip nurodyta 2.2.11 5b-d ir atlikta lon
Proton (TFS) sekoskaita.

2.2.24 RNR bibliotekuy paruosimas

L. bicolor RNR buvo isskirta naudojant RNAzol® RT reagentg ir
paveikta DNaze | pagal gamintojo rekomendacijas. Tuomet RNA clean and
concentrator rinkiniu iSgryninta >200 nt frakcija ir pagal gamintojo
rekomendacijas buvo pasalintos ribosominés RNR naudojant Ribo-Zero Gold
rinkinj. RNA clean and concentrator rinkiniu dar kartg i$gryninta >200 nt
frakcija. Tuomet naudojant Collibri Stranded RNA Library Prep Kit (TFS)
rinkinj skirta Illumina platformai Thermo Fisher Scientific Baltics buvo
paruostos RNR bibliotekos ir atlikta sekoskaita (~200 mlIn. nuskaitymy i$
abiejy galy vienam méginiui).

2.2.25 Sekoskaitos duomeny analizé

Visus su caCLEAR susijusius sekoskaitos duomenis iSanalizavo dr.
Povilas Gibas, kaip aprasyta Li¢yté ir kt. (2020). Didelio patikimumo mESC
5caCG taikiniy nustatymui visi TET TKO bibliotekose aptikti CG buvo
pasalinti i$ tiksliniy biblioteky. Tikslinése bibliotekose buvo naudojami tik tie
CG, kurie tur¢jo didesnj nei vidutinj arba vidutinj padengima (5% serumo-2i
Tdg-/-, 6x serumo Tdg-/-, 4x serumo-2i wt ir 2x serumo wt bibliotekoms). Wt
méginiuose buvo palikti tik tie CG, kurie taip pat buvo nustatyti atitinkamy
salygy Tdg-/- méginiuose. Taip pat pasalinta 10% CG taikiniy, kurie turéjo
didziausig padengimo skirtumg tarp techniniy repliky.

99



Dr. Povilas Gibas ir Vita Tomkuté atliko prading gryby hMe-Seal ir
fC-Seal sckoskaitos bioinformating analiz¢, kurig pabaigé Kotryna
Kvederavicitité. Visg tolesne gryby sekoskaitos duomeny analize atliko K.
analizei genomas buvo padalintas j nepersidengianéius 200 bp regionus,
kurivose méginiy signalas buvo skaiCiuotas jei padengimas buvo 1,2 karto
didesnis nei kontroliniy méginiy. hmTOP-seq/foTOP-seq duomenims
apjungus technines replikas naudoti bent 2x padengimg turintys CG, 0 ir
kontroliniuose méginiuose aptikti CG nebuvo naudojami.

Sio darbo sekoskaitos duomenys pasiekiami internete NCBI GEO
GSE142319 ir GSE185551.
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3. REZULTATAI

3.1 DNR citozino-5 metiltransferaziy atliekama ScaC dekarboksilinimo
reakcija

Fermentinis citozino metilinimas vyksta metiltransferazéms atliekant
metilo grupés perkélima nuo SAM kofaktoriaus ant C5 pozicijos dalyvaujant
katalitiniam cisteinui (Kriukiené ir kt., 2012). Aktyvus DNR demetilinimas
zinduoliuose vyksta TET fermentams oksiduojant 5mC ir susidarant 5-
hidroksimetilcitozinui (5hmC), 5-formilcitozinui (5fC) ir 5-karboksilcitozinui
(5caC), o tuomet 5fC bei ScaC bazés gali biiti fermentiskai pasalinamos timino
DNR glikozilazés (TDG) ir baziy iskirpimo reparacijos sistema (BER) grazina
nemodifikuotg citozino biiseng (He ir kt., 2011; Ito ir kt., 2011; Maiti ir
Drohat, 2011; Pfaffeneder ir kt., 2011; Tahiliani ir kt., 2009). Iskelta hipotezé,
kad citozino modifikacijos galéty biti tiesiogiai paSalinamos specialiems
fermentams skeliant C-C rysj (Pfaffeneder ir kt., 2011; Wu ir Zhang, 2010), o
inkubuojant DNR su pelés embrioniniy kamieniniy Igsteliy ekstraktais buvo
pastebétas tiesioginis ScaC dekarboksilinimas j nemodifikuota citozing
(Schiesser ir kt., 2012).

9-G-caC-G-C- ——mmm ) 5-G-fC-G - C-
3'-C- G-5mC-G- 21 bp 3-C-G-5mC-G-
(o4 5caC 5mC 5fC 5mC
grandiné grandiné grandiné grandiné  grandiné
1 < r A 1 r . LI | . ] I o ] r A 1
P 6420,0 64925 6404,3 6492 5
©0,54 y be
= MTazés
@ 0 0
£ 54925 65492 4
205 6376,4 04200 N 6404,3
)]
5 ﬂ \wt M.Sssl
£ 0 0
o 6492 5 5492 4
% 1 6376,5 N 6404.4 -
»n 05 64198
' \ eM.Sssl
0+ > n 0 - ~
6300 6400 6500 6300 6400 6500

Apskaiciuota mase (amv)

3.1 pav. Bakterinés metiltransferazés SssI 5caC dekarboksilinimo aktyvumas. 21 bp
ilgio hemimetilintas DNR dupleksas kitoje taikinio grandinéje turintis ScaC arba 5fC
buvo veiktas mutantine (e, ji turi iSplésta kofaktoriaus prijungimo kiSen¢) arba
laukinio tipo (wt) M.Sssl. DNR grandinés analizuotos Q-TOF masiy spektrometru
neigiamoje jonizacijoje, apskaic¢iuotos jy masés atominiais mases vienetais (amv). Po
poveikio Sssl sumazéja ScaC grandinés signalas ir atsiranda (paZyméta rodyklémis)
nemodifikuotos grandinés signalas (C grandiné), o tai rodo metiltransferazés
dekarboksilinimo aktyvuma. Pagal Liutkeviciite ir kt. (2014).
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Buvo parodyta, kad bakterinés (Liutkevicitté ir kt., 2009) ir zmogaus
(Chen ir kt., 2012) metiltransferazés geba pasalinti 5-hidroksimetil grupe
susidarant nemodifikuotam citozinui. Siekiant geriau suprasti fermentinj C-C
rySio skeélimg ir galimus aktyvaus demetilinimo kelius, DNR modifikacijos
tyrimy skyriuje buvo tiriamas metiltransferaziy gebéjimas paSalinti DNR
citozino-C5 modifikacijas. Buvo nustatyta, kad nesant kofaktoriaus SAM,
bakterinés metiltransferazés M.Hhal ir M.SssI (3.1 pav.) geba atlikti ne tik
S5ShmC dehidroksimetilinimg, bet ir ScaC dekarboksilinima susidarant
nemodifikuotam citozinui, o tuo tarpu 5fC ir 5mC isSliecka nepakite
(Liutkeviciute ir kt., 2014).

Zmogaus metiltransferaziy DNMT3A/DNMT3L kompleksas taip pat
rodé aiSky S5caC dekarboksilinimo aktyvumg, DNMT3B/DNMT3L
aktyvumas buvo silpnesnis, bet aptinkamas (Liutkevi¢idité ir kt., 2014). Siy
tyrimy kontekste sickéme jsitikinti, kad Zmogaus DNMT?3 baltymy preparate
S5caC dekarboksilinimo reakcija atliecka butent DNR metiltransferazeés.
Tyréme metiltransferaziy aktyvuma naudojant 31 bp DNR, kurios vienoje
grandinéje buvo **P zymétas citidino ar 5-karboksilcitidino nukleotidas CG
taikinyje (zr. 2.2.1, 2.1.2), o tai leido plonasluoksnés chromatografijos biidu
selektyviai stebéti taikinio nukleotido kovalentinius pokycius. Veikéme
zmogaus metiltransferazes N-etilmaleimidu, kuris reaguoja su tioliais, todél
gali reaguoti su katalitiniu cisteinu. Kadangi po Sio poveikio stebimas
zmogaus DNMT3A/3L ir DNMT3B/3L 5caC dekarboksilinimo aktyvumas
buvo panaikintas (3.2 pav. A), todél dekarboksilinimo reakcijai yra svarbus
metiltransferaziy katalitinis cisteinas ir labiausiai tikétina, kad reakcija
DNMT3 baltymy preparate atliecka metiltransferazé. Atitinkamai
metiltransferazinis aktyvumas buvo prarastas ir kontrolinéje metilinimo
reakcijoje. Eksperimentai su bakterijy metiltransferazémis, kuriose pakeistas
katalitinis cisteinas taip pat rodé¢ ScaC dekarboksilinimo aktyvumo praradima
(Liutkevic¢iuté ir kt., 2014). Taip pat siekéme nustatyti, ar 5caC
dekarboksilinimo reakcija galéty vykti esant fiziologinéms SAM
koncentracijoms (30 uM; Clarke ir Banfield, 2001). Esant reakcijoje SAM,
zmogaus DNMT3A/3L 5caC dekarboksilinimo aktyvumas Zymiai sumazéjo
(3.2 pav. B), tod¢l mazai tikétina, jog Sis kompleksas vykdo dekarboksilinimg
jprastinémis saglygomis in vivo. 5caC dekarboksilinimo reakcija taip pat buvo
zymiai slopinama ir SAM produkto S-adenozil-homocisteino (SAH), o toks
specifinis reakcijos slopinimas kofaktoriumi ir jo produktu dar kartg parodo,
kad 5caC dekarboksilinimg vykdo metiltransferazé (3.2 pav. B). Tuo tarpu
bakterinés metiltransferazés eM.SssI vykdomos 5caC dekarboksilinimo
reakcijos SAM ar SAH neslopino bei ji dekarboksilinima efektyviai vykdé
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esant jvairiems substratams: 5caC vienoje grandinéje, o nemodifikuotam ar
metilintam citozinui kitoje, ar esant ScaC abiejose grandinése (3.2 pav. C).
Stebima netipiné metiltransferaziy vykdoma C-C rySio skélimo reakcija
parodo jmanomg fermentin] tiesioginés 5caC konversijos 1 C kelig veikiant
DNMT, jy kompleksams su kitais baltymais ar dar nezinomiems specialiems
fermentams in vivo. Taip pat metiltransferaziy vykdomas 5caC vertimas |
nemodifikuota citozing siiilo unikaly galima ScaC nustatymo biidg genominés

DNR sekoje naudojant $velnias fermentines reakcijos salygas.
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3.2 pav. Zmogaus (h) DNMT3A ir 3B bei bakterijy eM.Sssl DNR citozino-5
metiltransferaziy ScaC dekarboksilinimo aktyvumas. 31 bp ilgio DNR dupleksas
turintis *3P zyméta (pazymeéta zvaigzdute) ScaC arba C nukleotidg vienoje CG taikinio
grandingje ir C, SmC arba 5caC kitoje (parodyta kaip ScaC*/C, 5caC*/5mC, C*/5mC,
5caC*/5caC) buvo veiktas bakterijy metiltransferaze eM.Sssl arba Zmogaus
metiltransferazémis DNMT3 A arba B komplekse su L. DNR buvo sukarpyta iki
nukleotidy ir analizuota plonasluoksne chromatografija A arba B buferyje (zr. 2.2.1),
3P zymétas taikinio nukleotidas ir jo produktai vizualizuoti autoradiografija.
Densitometrinis tasky intensyvumo jvertinimas parodytas apskritimais (% nuo signaly
sumos takelyje). (A) DNMT3A/L ir DNMT3B/L rodé aptinkama ScaC
dekarboksilinimo aktyvuma, kuris buvo panaikintas pries tai fermentus paveikus su
cisteinu reaguojanéia medziaga (20 mM N-etilmaleimidu (NEM), 1 h, 25 °C).
Atitinkamai beveik nebevyko ir nuo SAM priklausomas citozino metilinimas. (B)
hDNMT3A/L 5caC dekarboksilinimo aktyvumas buvo Zymiai slopinamas esant
kofaktoriui SAM ar jo produktui SAH (abu 30 uM). Tuo tarpu toks slopinimas nebuvo
stebimas eM.Sssl vykdomoje 5caC dekarboksilinimo reakcijoje (C).
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3.2 5caC nustatymo metodo, caCLEAR, kiirimas ir jvertinimas

Oksiduoty 5-metilcitozino formy (oksi-mC) biologinés funkcijos néra
iki galo suprastos, taciau yra jrodymy, kad jos gali biiti ne vien demetilinimo
kelio tarpiniai produktai, bet ir turéti epigenetines funkcijas. Oksi-mC
biologinei svarbai ir DNR demetilinimui geriau istirti reikalingi jautrts
didelés skiriamosios gebos modifikacijy genominio profiliavimo metodai.
Zinduoliy genome 5caC yra re¢iausia modifikacija i§ oksi-mC, o tai apsunkina
jos funkcijy tyrimus. 5caC tyrimams sukurti ir patvirtinti didelés skiriamosios
gebos metodai naudoja bisulfiting sekoskaitg (Lu ir kt., 2015b; Wuir kt., 2014;
Neri ir kt., 2015) kartu su papildomu fermentiniu ar cheminiu veikimu. Taciau
kai kurie metodai nuskaito 5caC ir 5fC kaip vieng signalg arba atlickamas
modifikuoto 5caC ir paprastos BS-Seq méginio palyginimas (kad ScaC bity
atskirtas nuo kity citozino formy), o tai reikalauja dvigubos sekoskaitos,
reiSkiancios techninj ir ekonominj i$8tkj genomo analizei. Be to, dél ScaC
retumo tokiuose sekoskaitos metoduose didzioji dalis gaunamy seky yra
neinformatyvios.

Misy tikslas buvo sukurti vieno nukleotido skiriamosios gebos
metodg S5caC nustatymui genome, iSvengiant bisulfitinés sekoskaitos,
kelianCios technines ir bioinformatinés analizés klititis. Metiltransferaziy
vykdoma 5caC dekarboksilinimo reakcija vyksta Svelniomis saglygomis, yra
specifiskumas nukleotido modifikacijai: nors jos panaSiai aktyvios su ShmC,
bet ne su 5fC ir 5SmC (3.1 pav.; Liutkevi¢iaté ir kt., 2014). Todél nusprendéme
pabandyti pritaikyti §ig metiltransferaziy reakcija ScaC nustatymui genome.
Mutantiné bakteriné metiltransferazé eM.SssI su iSplésta kofaktoriaus
prijungimo kiSene patogi Siam pritaikymui, nes atpazjsta CG dinukleotida,
kuriame citozino modifikacijos daugelyje organizmy yra aptinkamos
dazniausiai (Zemach ir kt., 2010) bei 5caC dekarboksilinimo reakcija vykdo
efektyviau nei laukinio tipo M.Sssl (wt, angl. wild type) (3.1 pav.), o tuo tarpu
ShmC dehidroksimetilinimg vykdo silpniau (Liutkevicitité ir kt., 2014). Be to,
eM.Sssl geba perkelti azido grupe nuo sintetinio kofaktoriaus Ado-6-Ns ant
nemodifikuoty CG (Kriukiené ir kt., 2013). Apjungus Sias dvi eM.Sssl
vykdomas reakcijas — ScaC dekarboksilinima sukuriantj nemodifikuotus CG
(nCG) ir nCG zyméjima, buvusius ScaC taikinius galima nustatyti prie azido
grupés prijungto pradmens nukreipta sekoskaita — TOP-seq (Stasevskij ir kt.,
2017; zr. 1.4.2). Tuo tarpu siekiant apsaugoti ShmC ir nattralius nCG nuo
zyméjimo, prie§ tai atitinkamai galima atlikti jy glikozilinimg ir metilinima.
Toks sekoskaitos biidas leisty nustatyti ScaC nukleotido tikslumu ir nuskaitant
tik ScaC turinias sekas. Kuriamg metodg pavadinome caCLEAR (angl. 5caC
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Clearance), jo schema pateikta 3.3 pav.. Pirmiausia sickéme jvertinti atskiry
zingsniy ir viso sitilomo metodo efektyvumg ir specifiSkuma modelinése
sistemose.

@ Fragmentuota genominé DNR
E
§ 5caCG nCG ——
i BGT l 1. 5hmC glikozilinimas
& wt SsslV¥ 2. nCG metilinimas
£ gliu
= 1
= 5hmCG
o 5caCG B
g —_—
S eMSssl l 3. Dekarboksilinimas
8
£ nCG
@] —_
2
E‘ Ado-G-NBl 4. Zyméjimas azido grupe
? i:a
@
5 N,-CG
l 5. TOP-seq sekoskaita nukreipta
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3.3 pav. Kuriamo 5caC nustatymo metodo caCLEAR schema. 1. 5hmC
modifikavimas gliukoze (gliu) naudojant T4 bakteriofago B-gliukoziltransferaze
(BGT) ir kofaktoriy UDP-gliukoze. 2. Nemodifikuoty CG (nCG) metilinimas
naudojant CG-specifing laukinio tipo (wt) metiltransferaze Sssl ir SAM. 3. 5caC
dekarboksilinimas ir naujy nemodifikuoty CG sukiirimas naudojant mutanting
metiltransferazg eM.Sssl. 4. Kovalentinis naujai sukurty nCG Zyméjimas azido grupe
esant eM.Sssl ir Ado-6-Ns. 5. Azido grupe Zyméty CG taikiniy profiliavimas didelio
naSumo prijungto pradmens nukreipta sekoskaita TOP-seq. ODN -
oligodeoksiribonukleotidas, A2 — viena dalinai komplementaraus adapterio grandiné.

3.2.1 Nemodifikuoty CG ir ShmC modifikavimo jvertinimas

Kadangi eM.Sssl taip pat geba pasalinti 5-hidroksimetil grupg nuo
ShmC, sig modifikacijg nusprendéme apsaugoti nuo zZyméjimo (3.3. pav., 1
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zingsnis) naudojant B-gliukoziltransferazés (BGT) atlickamg ShmC
modifikavimg gliukoze (Song ir kt., 2011). O kad atskirtume genominéje
DNR nattraliai esanius nCG nuo naujy nCG, jvesty po 5ScaC
dekarboksilinimo, genominius nCG metilinome laukinio tipo M.Sssl esant
SAM (3.3. pav., 2 zingsnis). Kad biity pasiektas visiskas ShmC ir nCG
apsaugojimas, fermentais DNR veikéme po du kartus (zr. 2.2.6),
optimizavome reakcijy salygas modelinése DNR sistemose bei genominéje
DNR ir vertinome jy efektyvuma jvairiais metodais.

Naudojant lambda bakteriofago genoming DNR, kurios GCGC
taikiniuose jvedéme 5hmC (naudojant M.Hhal hidroksimetilinima, zr. 2.2.2),
vertinome glikozilinimo efektyvumg kiekybine auks$to slégio skysciy
chromatografija-tandemine masiy spektrometrija (dalj HPLC-MS/MS atliko
ir salygas visur parinko Audroné Ruksénaite). Stebéjome efektyvy
glikozilinima (~99,89%), nes lyginant su pradiniu kiekiu po reakcijos
aptikome tik ~0,11 % likusio nemodifikuoto 5hmC (3.4 pav. A).
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3.4 pav. caCLEAR metodo 5hmC ir nemodifikuoty CG apsaugojimo zingsniy
jvertinimas su modeliniais DNR fragmentais ir modeline genomine DNR. (A)
Lambda bakteriofago genominé DNR su ShmC GCGC taikiniuose buvo inkubuota su
T4 bakteriofago B-gliukoziltransferaze (BGT) ir UDP-gliukoze optimizuotomis
salygomis (zr. 2.2.6). Kairéje, BPGT glikozilinimo efektyvumas jvertintas analizuojant
reakcijos produktus HPLC-MS/MS. Nukleozidy masiy chromatogramos rodo
efektyvy ShmC (zalia spalva rodo lygj prie§ reakcijg, raudona — po) pavertimg j
glikozilintg produktg (ShmC-gliu, roziné). ShmC standartas parodytas mélyna spalva.
Desinéje, 5ShmC santykis su citozinu prie$ glikozilinimg ir po jo. (B) Laukinio tipo
(wt) M.Sssl metilinimo jvertinimas kPGR naudojant modelinius DNR fragmentus,
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turin¢ius viena R.Mspl/Hpall taikinj (CCGG). C/C ir pan. — nurodyta CG taikinio
citozino modifikavimo bilisena DNR grandinése. Buvo stebimas jsotintas nCG
metilinimas, kadangi DNR fragmentai buvo atspartis R.Hpall kirpimui. Metilinimo
metu karboksilo grupés paSalinimas C5caCGG taikiniuose nebuvo stebimas, nes
jvairiai CCGG taikiniuose modifikuoti DNR fragmentai liko atspariis R.Mspl
Kirpimui ir po metilinimo. (C) caCLEAR metilinimo Zingsnio jvertinimas (jvairiuose
C dinukleotiduose) atliekant bisulfitine lambda bakteriofago genomo sekoskaitg po
metilinimo wt Sssl.

DNR modifikavimo biseng analizavome naudojant restrikcijos
endonukleazes, jautrias jy kerpamos sekos CG taikinio modifikacijoms:
R.Hpall kerpa tik esant nemodifikuotam CG, o R.Mspl CCGG taikinyje
nekerpa tik esant 5caCG (Liutkevigitité ir kt., 2014). Siomis REazémis po
metilinimo kirpome modelinius DNR fragmentus, kuriy vienoje arba abiejose
CCGG taikinio grandinése buvo jvestas ScaC (5caC/C, 5caC/5mC,
5caC/5caC). kPGR biidu nustatéme, kad analizuotuose taikiniuose wt Sssl
MTazé efektyviai metilina nCG (nemodifikuota DNR tampa atspari R.Hpall
kirpimui) ir reakcijos metu nepaSalina karboksilo grupés nuo 5caC (5caC
DNR islieka atspari R.Mspl, 3.4. pav. B). Taip pat metilinimo efektyvuma
jvertinome atliekant bisulfiting lambda bakteriofago genomo sekoskaita (Sia
ir kitas su caCLEAR metodu susijusias sekoskaitas analizavo dr. Povilas
Gibas, visas DNR biblioteky sekoskaitas atliko Audroné Ruksénaité). Analizé
parodé beveik visiska (~97,3%) genome esanciy nCG metilinimag (3.4. pav.
C), atitinkantj paskelbtus duomenis (Wu ir kt., 2014). Atsizvelgiant j zinoma
»heteisinga“ metilinty citoziny konversija j timinus veikiant natrio bisulfitu
(2,7% su kai kuriais bisulfitinés konversijos rinkiniais (Holmes ir kt., 2014) ir
3,5% nustatyta musy eksperimentuose), pasiektas metilinimo lygis gali biiti
vertinamas kaip jsotintas.

3.2.2 eM.Sssl atliekamo ScaC dekarboksilinimo ir Zyméjimo jvertinimas

Siekéme jvertinti, kaip efektyviai eM.Sssl geba pasSalinti karboksilo
grupe nuo 5caC (3 zingsnis) ir pazyméti susidariusj nemodifikuota CG (3
zingsnis, 3.3 pav.).

S5caC dekarboksilinimo efektyvuma (3 Zingsnis) vertinome kPGR
biidu naudojant modelinius DNR fragmentus su CCGG taikinyje jvestu ScaC,
kurie po eM.Sssl dekarboksilinimo tampa nebeatsparas R.Mspl ar R.Hpall
kirpimui. Jvertinome reakcijos priklausomybe nuo tirpalo pH ir stebéjome
efektyviausiag ScaC dekarboksilinimg esant pH 8 (liko maziausias kiekis
nesukirpto fragmento 3.5 pav. A), todél toliau reakcijos buvo vykdomos
tokiomis salygomis. Taip pat patikrinome ScaC dekarboksilinimo efektyvuma
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modeliniams fragmentams (kai 5caC yra vienoje arba abicjose grandinése)
esant genominés DNR miSinyje (santykiu 1 ng frag. : 100 ng zmogaus
genominés DNR), imituojant | natiiralias panaSias salygas su reta 5caC
modifikacija. eM.Sssl geb¢jo efektyviai atlikti ScaC dekarboksilinima
miSinyje bei esant jvairiems substratams (3.5 pav. B, tai taip pat matyti 3.2
pav. C) — 5caC esant abiejose ar vienoje CG taikinio grandingje. Siekiant
nustatyti pastovias efektyvios reakcijos salygas, vertinome eM.SsslI santykj su
taikiniais, reikalingg efektyviai reakcijai. ScaC dekarboksilinimo jvertinimas
su modeliniu 5caC turin¢iu DNR fragmentu parodé, kad reakcija yra efektyvi
esant jvairiam fermento pertekliui prieS CG taikinius (5x-20x). Kadangi
efektyvumas imant didesnj nei 10x pertekliy padidéjo nedaug (3.5 pav. C,
eksperimentg atliko Kotryna Skardzitite), tolesniuose eksperimentuose
naudojome $ias salygas, jei nenurodyta kitaip.

Nors eM.Sssl geba atlikti 5caC dekarboksilinima esant kofaktoriui
(3.2 pav. C), atliekant caCLEAR procediira dekarbokslinimo (3 zingsnis) ir
zyméjimo azido grupe (4 zingsnis) reakcijas nusprendéme atlikti vieng po
kitos siekiant didesnio abiejy reakcijy efektyvumo. Sios reakcijos gali biti
patogiai vykdomos viena po kitos viename mégintuvélyje be papildomo DNR
gryninimo zingsnio — atlikus ScaC dekarboksilinimg yra jmaiSomas Ado-6-N3
kofaktorius. Siekdami tinkamai suderinti $ias reakcijas, vertinome Zyméjimo
zingsnio  efektyvuma S5caC dekarboksilinimo reakcijos salygomis
nemodifikuotame c-fos geno promotoriaus regiono 428 bp PGR fragmente,
turin¢iame 37 CG taikinius. Naudojant restrikcijos endonukleazes, jautrias
citozino modifikacijoms (Tail, Eco4711l, Crf10l, turin¢ias po vieng CG tikinj
fragmente, bei Ehel, Notl, turinéias po 2 taikinius), kPGR biidu jvertinome 9
CQG taikinius ir steb&jome vidutiniskai 66% zyméjimo azido grupe efektyvuma
(3.5 pav. D). Abiejy dekarboksilinimo ir zyméjimo zingsniy efektyvuma kartu
jvertinome KPGR biidu, atlikus biotino prijungima prie Zymétos DNR ir
praturtinima ~ streptavidino magnetinémis dalelémis. Modelinis DNR
fragmentas buvo sumaiSytas su zmogaus DNR (1:300 ng). Fragmento,
turéjusio ScaC abiejose grandinése, praturtinimas buvo panaSus kaip ir
nemodifikuoto fragmento, o tai rodo efektyviai jvykusj dekarboksilinimg ir
zymejimg (3.5 pav. E).
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3.5 pav. eM.Sssl metiltransferazés ScaC dekarboksilinimo ir zyméjimo azido grupe
tyrimas modeliniuose fragmentuose turinéiuose 5caC vienoje (5caC/C) ar abiejose
(5caC/5caC) CG taikinio grandinése. C/C — nemodifikuotas fragmentas. 5caC
dekarboksilinimas vykdytas 30 min (A) arba 3 val. (B-E). CG taikiniy modifikavimas
vertintas kerpant tam jautriomis restrikcijos endonukleazémis (A-D). DNR Kiekiai
jvertinti KPGR. (A) 5caC dekarboksilinimo aktyvumas (kurj rodo mazéjantis R.Hpall
atsparios  DNR kiekis) esant skirtingam reakcijos buferio pH. (B) 5caC
dekarboksilinimo efektyvumas modeliniam fragmentui (1 ng) esant miSinyje su
genomine DNR (100 ng). (C) Modelinis DNR fragmentas buvo inkubuotas esant
skirtingam eM.Sssl pertekliui (5, 10, 20) ir tuomet Kirptas su R.Mspl. Buvo stebimas
~94% C5caCGG dekarboksilinimas esant 20x fermento pertekliui prie§ CG taikinius
(~6% DNR buvo atspari R.Mspl kirpimui). (D) Nemodifikuoty CG Zyméjimo
vertinimas azido grupe naudojant eM.Sssl ir sintetinj kofaktoriy Ado-6-Nz c-fos geno
promotoriaus regiono DNR fragmente, turin¢iame 37 CG taikinius. Azido grupés
prijungimo (N3, tamsiai pilka) efektyvumas buvo vertintas naudojant restrikcijos
endonukleazes, kurios yra jautrios citozino modifikacijoms jy taikiniuose. Naudotos
restrikcijos endonukleazés, turinCios vieng (Tail, Eco47IIl, Crf10I) arba du (Ehel,
Notl) taikinius DNR fragmente. Kontroliné nemodifikuota DNR (C/C) parodyta
Sviesiai pilkai. (E) Dekarboksilinimo ir Zyméjimo azido grupe efektyvumo
jvertinimas atliekant biotino prijungima prie Zyméto modelinio DNR fragmento ir
praturtinima streptavidino magnetinémis dalelémis.

Tuomet tyréme eM.Sssl vykdomg ScaC dekarboksilinimg genomo
lygyje. Su zmogaus fibroblasty IMR90 DNR atlikus SmC oksidacija su TET1,
paruo$éme 5caC turin¢ig modeling genoming DNR. Tuomet kPGR biidu
vertinome eM.Sssl dekarboksilinimo efektyvuma pasirinktuose 5caCG
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taikiniuose pasitelkiant skirtingg R.Mspl restrikcijos endonukleazés jautruma
modifikacijoms jos CCGG taikinyje: R.Mspl kerpa esant visoms citozino
modifikacijoms, i$skyrus S5caC. Pasirinkome SeSis jvairy CG taikiniy
iSsidéstyma turinc¢ius genomo regionus. DNR atsparumo R.Mspl kirpimui
skirtumo prie§ ir po veikimo eM.Sssl analizé parodé ~49-76%
dekarboksilinimo efektyvuma skirtinguose regionuose (3.6 pav. A). Darant
prielaida, kad eksperimentui buvo naudota daug 5ScaC turinti DNR, (paprastai
60-70% CG IMR90 DNR yra metilinti (Lister ir kt., 2009), kurie po TET1
oksidacijos tikétina buvo efektyviai paversti j 5caCG, nes DNR buvo 90-
100% atspari R.Mspl), o ScaC paprastai genome iSsidésto retai ir turi zema
modifikavimo lygj (pelés kamieninése embrioninése lastelése S5caC/5fC
modifikavimo procentas yra apie 8-10%, su ekstremumais iki 80%; Neri ir kt.,
2015), tikimés efektyvesnio karboksilo grupés pasalinimo nuo 5caCG
natiiralioje genominéje DNR.

Tuomet, siekdami jvertinti eM.Sssl vykdoma dekarboksilinimg ir
zyméjimg azido grupe viso genomo lygyje, i lambda bakteriofago DNR CG
bei GCGC taikinius jvedéme atitinkamai 30% ir 60% 5caC (naudojant
M.Hhal bei M.SssI metilinty taikiniy oksidacija TET1, zr. 2.2.8). Atlikome 2-
5 caCLEAR metodo Zingsnius, paruo$éme bibliotekas ir atlikome jy
sekoskaita. caCLEAR signalo jvertinimui CG taikinyje skai¢iavome kiek
karty jis buvo nuskaitytas (t.y. kokj seky skai¢iy tur¢jo tas regionas), toliau
tekste tai vadiname padengimu (po sekoskaitos gavome vidutiniskai 50x
padengimg CG taikiniui; lambda genome yra 6226 CG). Analiz¢ parode, kad
caCLEAR CG padengimas atspindéjo ScaC modifikacijos lygj (3.6 pav. B) —
padengimas buvo didesnis 60% 5caC turéjusiuose GCGC taikiniuose lyginant
su 30% 5caC turéjusiais kitais CG taikiniais. Vadinasi, caCLEAR metodu
galima palyginti 5caC modifikavimo stipruma. Taip pat paruoséme kontroling
TOP-seq biblioteka (tik 4 ir 5 caCLEAR Zzingsniai, yra nustatomi nCG) su
DNR, kurioje nemodifikuoty CG lygis buvo 30% (o CG metilinimas 70%,
5caC nebuvo). Siekdami jvertinti 5caC dekarboksilinimo iSbaigtuma,
palyginome CG padengima tarp 30% nCG turé¢jusio TOP-seq méginio ir taip
pat 30% 5caCG lygj turéjusio caCLEAR méginio (dél kitokio modifikavimo
lygio, GCGC taikiniai analiz¢je nenaudoti). Daugumoje CG nebuvo
padengimo skirtumo tarp caCLEAR ir TOP-seq méginiy (3.6 pav. C).
Vadinasi, eM.Sssl beveik visiSkai pasalino karboksilo grupes nuo 5caC ir
todél galéjo atlikti ScaC turéjusiy CG taikiniy Zyméjimg panasiu efektyvumu
kaip ir nemodifikuotuose CG.
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3.6 pav. caCLEAR metodo dekarboksilinimo ir zyméjimo Zingsniy efektyvumo
patikrinimas modelingje genomingje DNR. (A) Genominiy regiony 5caC taikiniy
dekarboksilinimas. Kairéje, SeSiy regiony, naudoty 5caC dekarboksilinimo
jvertinimui kPGR, schematinis vaizdas (R.Mspl taikinio CG parodytas juodai, Kiti
gretimi CG raudonai, PGR produktas parodytas mélynai). DeSinéje, S5caC
dekarboksilinimo efektyvumas, parodytas kaip R.Mspl atsparios DNR kiekio
skirtumas taikinyje prie§ ir po eM.Sssl dekarboksilinimo. (B) Modelinio lambda
bakteriofago genomo caCLEAR biblioteky padengimas (normalizuotas pagal visa
nuskaitymy skaiciy), atspindintis buvusio 5caC lygi GCGC ar kituose CG
(neskaiciuojant GCGC) taikiniuose, kurie atitinkamai tur¢jo vidutiniskai 60% ir 30%
5caC. Kontroliniai TOP-seq méginiai rodo maksimaly padengima CG taikiniuose
(30% nemodifikuoty CG, néra 5caC). Skaiciai vir§ grafiko rodo p vertes,
apskai¢iuotas dvipusiu poriniu t-testu. (C) Normalizuoto padengimo skirtumas CG
taikiniuose (neskaiciuojant GCGC) tarp caCLEAR ir kontroliniy TOP-seq biblioteky
esant jvairiems padengimo slenksé¢iams. Spalvy kodas nurodo CG taikiniy skaiéiy.

Padengimas

Padengimas
[+7]

3.2.3 Visos caCLEAR procediiros jvertinimas

Tuomet patikrinome visg caCLEAR procediirg naudojant modelinius
DNR fragmentus (eksperimentg atliko K. Skardziiit¢). Modeling sistema
sudaré du lygiomis dalimis sumaiSyti DNR fragmentai, kuriy kiekviename
buvo po vieng skirtingai modifikuota CG taikinj — vieno fragmento abiejose
grandinése buvo jvestas ShmC, kitas fragmentas vienoje grandinéje turéjo
5caC, o kitoje nCG (3.7 pav. A). Kadangi atstumai nuo DNR grandinés 5°
galo iki kiekvieno CG yra skirtingi, analizuojant elektroforetiskai galima
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pagal ilgj atskirti, nuo kurio CG taikinio susidar¢ galutinis cacCLEAR PGR
produktas (3.7 pav. A). Neatlikus glikozilinimo ir metilinimo Zingsniy bei
eM.Sssl vykdant ShmC dehidroksimetilinima, ScaC dekarboksilinima ir nCG
zymeéjima susidaré 4 skirtingi PGR produktai nuo kiekvieno CG (3.7 pav. A,
A takelis). Atlikus visus caCLEAR zingsnius (1-5, 3.3 pav.), susidaré vienas
PGR produktas, kiles nuo 5caC turin¢ios DNR grandinés (3.7 pav. A, B
takelis), tuo tarpu ShmC ar nemodifikuota C turé¢je CG PGR produkty
nesudaré. Kontrolingje reakcijoje be eM.SssI PGR produktai nesusidaré (3.7
pav. A, C takelis). Vadinasi, 5hmC ir nCG buvo efektyviai apsaugoti nuo
zyméjimo ir caACLEAR procediira specifiskai nustaté 5caCG.

Taip pat visa caCLEAR procediirg analizavome modeliniame lambda
bakteriofago genome. Pasitelkiant M.Hpall hidroksimetilinimg ir M.Hhal
metilinty taikiniy oksidacija (zr. 2.2.8), i DNR buvo jvesta 10% ShmC CCGG
taikiniuose (328 CG genome) ir 10% 5caC GCGC taikiniuose (215 CG
genome), 0 70% CG buvo metilinti M.Sssl (atspindint zinduoliy metilinimo
lygi). Atlikus visus caCLEAR zingsnius, buvo paruostos bibliotekos ir atlikta
sekoskaita. Geresniam specifiSkumui buvo naudojamas biotinilintas ODN ir
aliekamas DNR su prijungtu ODN praturtinimas (kaip ir hmTOP-seq, zr. 1.14
pav.). Taip pat atliktas kontrolinis caCLEAR eksperimentas su analogiskai
paruosta DNR, neturin¢ia ScaC. Sekoskaitos analizé¢ parodé gera koreliacija
tarp biblioteky techniniy repliky (Pearson r = 0,96, 3.7 pav. B, kair¢je). Kaip
ir tikétasi, dauguma nuskaitymy kilo i§ ScaC turéjusiy GCGC taikiniy, tuo
tarpu nuo kity CG taikiniy, jskaitant CCGG 5hmC taikinius, susidar¢ tik
foninio lygio nuskaitymy skaiciai tikslinéje ir kontrolinéje bibliotekose (3.7
pav. B, deSingje). Tai dar kartg parodo metodo specifiskuma ScaC, o taip pat
ir jautrumg nedideliems natiiraliai aptinkamiems ScaC modifikacijos lygiams
(pelés kamieninése embrioninése lgstelése 5caC/5fC modifikavimas yra
vidutiniskai 8-10%; Neri ir kt., 2015). Papildomam 5caC genominio
profiliavimo jvertinimui, j lambda DNR GCGC taikinius jvedéme vidutiniskai
20% ScaC, 70% CG buvo metilinti (zr. 2.2.8). Ivertinome ScaC modifikacijos
lygi CG taikiniuose caMAB-seq (zr. 1.4.4, 2.2.7) bisulfitinés sekoskaitos
metodu (5caC lygis varijavo tarp 4-40%) ir taip pat analizavome §ig DNR
caCLEAR metodu. [vertinome caCLEAR padengimo rysj su ScaC lygiu (5%
S5caC lygio intervaluose). Tarp bisulfitinés sekoskaitos ir caCLEAR buvo
stebima linijiné priklausomybé — didéjant ScaC lygiui, caCLEAR padengimas
didéjo (3.7 pav. C). Tai dar kartg patvirtina, kad caCLEAR metodas gali
suteikti palyginamajg kiekybine ScaC modifikacijos lygio informacija.

Visi $ie iSsamis eksperimentai patvirtino caCLEAR metodo
tinkamumg 5caCQG taikiniy nustatymui genome.
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3.7 pav. caCLEAR proceduros patikrinimas modelinése sistemose. (A) Dviejy
modeliniy DNR fragmenty caCLEAR analizé. Kiekvienas fragmentas (kairéje) turi
skirtingai modifikuotus citozinus abicjose CG taikinio grandinése. Raudonomis
rodyklémis pazyméti galintys susidaryti galutiniy biblioteky PGR produktai.
Desingje, elektroforetiné caCLEAR produkty analizé bioanalizatoriumi (Agilent)
parodé vieng nuo 5caC kilusj PGR produkta (spendziant pagal ilgj, B takelis) i$
keturiy galimy (A takelis). PGR produktai nesusidaré, kai reakcijoje nebuvo
zyméjimg atliekancios eM.Sssl (C takelis). (B) caCLEAR metodo tikrinimas su
modeline lambda bakteriofago genomine DNR atlickant sekoskaitg. Kairéje,
caCLEAR biblioteky techniniy repliky padengimo sklaidos grafikas. Desingje,
lambda DNR techniniy repliky vidurkio caCLEAR padengimo pasiskirstymas
méginiuose, kurie turé¢jo ~10% ShmC ir 5caC, atitinkamai CCGG ir GCGC
taikiniuose (raudona, +K). Kontrolinése bibliotekose nebuvo 5caC (mélyna, -K) ir jy
GCGC taikiniai buvo metilinti (5mC). (C) caCLEAR padengimo priklausomybé nuo
5caC lygio GCGC taikiniuose, nustatyto bisulfitine sekoskaita modelingje lambda
DNR. Linijinis modelis buvo pritaikytas naudojant vidutinj ScaC procenty grupés
padengimg (parodyta p-verté ir pakoreguotas R kvadratas). LauZtiniai skliaustai rodo
intervale jskaiCiuojama reik§me, paprasti skliaustai — nejskaiciuojama.

3.3 5caC tyrimas pelés embrioninése kamieninése lastelése CAaCLEAR
metodu

3.3.1 Dvieju pelés ESC pliuripotentiSkumo biiseny caCLEAR analizé

Patvirtinus caCLEAR modelinése DNR sistemose, toliau juo
analizavome 5caC natiralioje genominéje DNR. Nusprendéme ScaC tirti
pelés embrioninése kamieninése lgstelése, nes yra atlikta jy ScaC profiliavimo
tyrimy (Lu ir kt., 2015b; Shen ir kt., 2013), su kuriais bty galima palyginti ir
taip patvirtinti caCLEAR gaunamus duomenis. Buvo tiriamos laukinio tipo
(wt) lgstelés, o Tdg geno neturinéios (Tdg-/-) buvo naudojamos kaip teigiama
kontrolé — TDG nevykdant ScaC iskirpimo, jo kiekiai lastelése padidéja (He
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ir kt., 2011). Lastelés su iSveiklintais TET1/2/3 (TET TKO, angl. triple
knockout) genais buvo naudojamos kaip neigiama kontrolé — nesant TET
nesusidaro 5mC oksiduotos formos.

Priklausomai nuo auginimo salygy, mESC gali igyti dvi busenas (3.8
pav.), kurios gali keistis viena j kitg ir kurios atspindi skirtingas vystymosi
stadijas (Habibi ir kt., 2013; von Meyenn ir kt., 2016). mESC auginant terpéje,
turin¢ioje serumo ir leukemija slopinanéio veiksnio (LIF, angl. leukemia
inhibitory factor), lastelés yra panasios j ankstyva epiblastg po implantacijos
| gimda ir yra vadinamos ,,apmokytomis® (angl. primed) diferenciacijai. Tuo
tarpu mESC auginant beserumingje terpéje esant dviems mazy molekuliy
slopikliams (o taip pat ir LIF), lastelés labai panasios j esancias blastocistos
vidinéje lasteliy maséje prieS implantacija (ankstesnés stadijos) ir yra
vadinamos naivios arba pradinés (angl. ground) pliuripotentiSkumo basenos
(Marks ir kt., 2012; Martello ir Smith, 2014). 2i slopikliai (PD0325901 bei
CHIR99021, atitinkamai slopina mitogeny aktyvuojama baltymy kinaze
(MEK) ir glikogeno sintazés kinaze 3 (GSK3)) sukelia didelius pokycius
kamieninése lastelése — stebimas pakitgs histony modifikavimas ir DNR
demetilinimas (Habibi ir kt., 2013; Marks ir kt., 2012; von Meyenn ir kt.,
2016). Nusprendéme tirti ScaC pasiskirstymg auginant Igsteles Siomis
skirtingomis salygomis (esant 2i ir be 2i), kadangi jos atspindi skirtingas
pliuripotentiSkumo biuisenas ir yra jdomus modelis demetilinimo dinamikos

tyrimams.
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3.8 pav. Naivi ir ,,apmokyta“ pelés embrioniniy kamieniniy lgsteliy (mESC) biisena.
(A) Besivystancio pelés embriono lasteliy naivi ir ,,apmokyta“ pliuripotentiskumo
bisena ir in vitro salygos, reikalingos palaikyti/paversti vieng buseng i kit (adaptuota
pagal Eguizabal ir kt., 2019). E — embriono vystymosi diena; LIF — leukemija
slopinantis veiksnys; STAT —signalo perdavéjas ir transkripcijos aktyvatorius 3 (angl.
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signal transducer and activator of transcription 3); FGF — fibroblasty augimo
veiksnys; ERK — ekstralgsteliné reguliuojama kinazé; 2i — du kinaziy slopikliai.
Apacioje parodytas embrione vykstantis DNR metilinimo kitimas (pagal Kim ir kt.,
2014). (B) Auginant mESC su dviem kinaziy slopikliais (2i), Igstelés yra pradinés
pliuripotentisSkumo biisenos, panasios j esancias vidinéje blastocistos Igsteliy maséje,
o DNR hipometilinta. Tuo tarpu serumo sglygomis lasteliy DNR yra hipermetilinta ir
metilinimo iSsidéstymas atitinka poimplantacinése epiblasto Igstelese nustatomag
metilinima (adaptuota pagal Habibi ir kt., 2013).

Siekiant palaikyti labiau vienalyte mESC lasteliy populiacija,
nemazai publikuoty DNR modifikacijy tyrimy (Booth ir kt., 2012; Liu ir kt.,
2019; Song ir kt., 2013; Yu ir kt., 2012) yra naudojamas serumo-2i-LIF
misinys, o §ios salygos atitinka naivig pliuripotentiSkumo biiseng (Martinez-
Val ir kt., 2021). Todél auginome minétas lasteliy linijas serumo ir serumo-2i
salygomis esant LIF ir lygindami jy genominj 5caC pasiskirstyma
analizavome pliuripotentiSkumo biisenas. Pirmiausia jvertinome bendrg SmC
ir oksi-mC lygj atliekant kiekybing HPLC-MS/MS (3.9 pav. A). Analizé
parodé hipometilintg laukinio tipo serumo-2i Igsteliy buseng (~1% 5mC), o tai
atitinka 2i salygomis auginty mESC publikuotus duomenis (Leitch ir kt.,
2013). Tuo tarpu serumo wt mESC lastelése nustatéme ~5% citozino
metilinimg (Leitch ir kt. (2013) bei Stadler ir kt. (2011) nustaté ~4% 5mC).
Nors 5ShmC kiekiai buvo panasiis abejomis auginimo salygomis, serumo-2i
mESC lastelése buvo galima stebéti nedidele kity oksi-mC didéjimo
tendencijg (Wheldon ir kt. (2014) taip pat buvo stebimas S5caC signalo
sustipréjimas 2i saglygomis). Nustatéme ~0,00008% ScaC (skai¢iuojant nuo
guanino) serumo wt mESC (o tai atitinka anks¢iau paskelbtus duomenis; Ito
ir kt., 2011; Wheldon ir kt., 2014) ir ~0,00012% 5caC serumo-2i wt lastelése.
Kaip ir tikétasi, Tdg-/- lgstelése buvo nustatyti didesni 5caC kiekiai
(~0,00097% ir ~0,0013% nuo guanino atitinkamai serumo ir serumo-2i
salygy Tdg-/- lastelése), lyginant su laukinio tipo lgstelémis. ScaC ir 5fC
nebuvo aptikti abejy saglygy TET TKO Igstelése, nors buvo aptikti labai
nedideli 5hmC kiekiai.
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3.9 pav. mESC analizé. (A) Citozino modifikacijy HPLC-MS/MS analizé. Laukinio
tipo (wt), Tdg geno neturin¢ios (Tdg-/-) ir TET1/2/3 iSveiklintus genus turin¢ios
mESC (TET TKO) buvo augintos serumo arba serumo-2i sglygomis. 5caC, 5fC,
5hmC ir 5mC % nuo viso G buvo apskaiciuoti naudojant atitinkamo nukleozido
standarto kalibracing kreive. Buvo naudoti bent du biologiniai pakartojimai su
papildomais dviejais techniniais pakartojimais kai kuriuose méginiuose. n.a. —
signalas nebuvo aptiktas. (B) mESC caCLEAR biblioteky koreliacija tarp techniniy
repliky. Koreliacijos sklaidos grafikai parodyti Tdg neturinéiai mESC linijai. (C)
Meéginiuose identifikuoty 5caCG skaicius po griezto jy atrinkimo.

Tuomet esant abejoms auginimo salygoms visose lgsteliy linijose
buvo nustatyti ScaC is$sidéstymo profiliai genominiu mastu. Kadangi 5caC
kiekiai tarp lasteliy linijy gana skirtingi, galutiniai biblioteky dydziai ir
nustatyty 5caCG skaicius atspindi santykinj ScaC gausuma. Buvo gauta ~1,7
mln. apdoroty (atrinkty pagal ilgj, sekoskaitos kokybe, atstumg iki CG bei
pasalinus adapterius Zr. Stasevskij ir kt., 2017; Li¢yté ir kt., 2020) vienos
krypties nuskaitymy kiekvienam techniniam pakartojimui serumo wt mESC
ir ~15 min. serumo Tdg-/- mESC. Atitinkamai buvo gauta ~9 min. ir ~25
mln. nuskaitymy serumo-2i wt ir Tdg-/- mESC. Techniniai Tdg-/- mESC
caCLEAR biblioteky pakartojimai turéjo auksta koreliacija (Pearson r=0,85),
tuo tarpu laukinio tipo mESC biblioteky koreliacija buvo zemesné (0,29-0,42;
3.9 pav. B). TET TKO caCLEAR bibliotekose buvo labai nedaug nuskaitymy
(~0,4 min.) ir buvo nustatyta ~196 000 CG, kurie beveik nesidengé tarp
repliky (5 501 besidengianciy CG, 2,8% nuo visy nustatyty CG). Vadinasi, Sie
CG yra atsitiktinis triukSmas, klaidingai teigiami taikiniai. Siekiant patikimai
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nustatyti visus 5caCG taikinius wt ir Tdg-/- mESC, naudojome didelio
grieztumo duomeny atrinkimg (zr. 2.2.25), po kurio buvo nustatyta i§ viso 8
685 (vidutiniskai 5% padengimas) ir 374 488 (vidutiniskai 20x padengimas)
5caCG atitinkamai serumo wt ir Tdg-/- Iastelése; 110 753 (~8% padengimas)
ir 689 303 (~18x padengimas) 5caCG atitinkamai serumo-2i wt ir Tdg-/-
mESC (3.9 pav. C). TET TKO lastelése po atrinkimo buvo nustatyti tik 1 259
CG.

Toliau palyginome caCLEAR su kitais 5caC profiliavimo metodais.
Serumo Tdg-/- mESC 5¢aCG rinkinys gerai persidengé su 5caC praturtintais
regionais nustatytais toje pacioje lasteliy linijoje antikiinais paremtu DNR
imunoiS$sodinimo metodu (5caC-DIP; Shen ir kt., 2013): 58% 5caCG
persidengé su S5caC-DIP praturtintais regionais (Sansy santykis =18; p
<2,2x107%8, Fiserio tikslusis testas). Be to, 62% ir 80% S5caC-DIP regiony
persidengé su bent vienu 5caCG atitinkamai serumo ir serumo-2i Tdg-/-
lasteliy duomeny rinkiniuose. Po to serumo Tdg-/- mESC caCLEAR metodu
nustatytus 5caCG lyginome su bisulfitiniu modifikavimu paremta 5caC
sekoskaita CAB-seq (Luir kt., 2013, 2015b). Savo griezto atrinkimo duomeny
rinkiniuose aptikome 46% CAB-seq taikiniy (CAB-seq buvo nustatyti 4 806
5¢aCQG taikiniai), o 78% 5caCG taikiniy nustatéme naudojant ne tokj griezta
atrinkimg (kai naudojami CG taikiniai su 1x ir didesniu padengimu). M.Sssl
metiltransferaze paremta bisulfitiné sekoskaita (MAB-seq; Neri ir kt., 2015;
Wu ir kt., 2014) vienu metu nustato abi 5caC ir 5fC modifikacijas, kuriy
genomingés padétys mazai persidengia (Lu ir kt., 2015b), todél negaléjome su
juo palyginti savo nustatyty 5caCG.

Nors nustatyty 5caCG pasiskirstymas geny reguliacijos ir
genominiuose elementuose varijavo skirtingomis saglygomis augintose mESC
(3.10 pav. A), dauguma 5caCG taikiniy buvo praturtinti pasiruosusiuose ir
aktyviuose  stiprikliuose  (turin¢iuose  atitinkamai ~ H3K4mel ir
H3K27ac/H3K4mel), jvairiy su pliuripotentiSkumu susijusiy veiksniy
prisijungimo vietose (tokiy kaip Sox2, Nanog, Oct4 (Pou5FI)) bei kai kuriy
tipy satelitiniuose pasikartojimuose ir SINE judriuosiuose elementuose (3.10
pav. B). Dvi pliuripotentiSkumo biisenos skyrési 5caCG praturtinimu
jvairiuose svarbiuose genomo elementuose: serumo MESC 5caCG buvo
praturtinti CG salose ir jy krantuose, 5’ netransliuojamuose regionuose,
aktyviy stiprikliy regionuose, aktyviy promotoriy regionuose (pazyméty
H3K9ac) bei izoliuojan¢io baltymo CTCF jungimosi srityse, o serumo-2i
MESC 5caCG Siuose regionuose buvo nepraturtinti ar praturtinti maZziau.
Lyginant su serumo mESC, abiejose wt ir Tdg-/- serumo-2i Iasteliy linijose
5caCG buvo santykinai labiau praturtinti tarpgeniniuose regionuose,
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intronuose ir aktyviai transkribuojamuose regionuose, pazymétuose
H3K36me3. Kadangi Sie elementai sudaro didele genomo dalj, tai atitinka
labiau demetilinta serumo-2i lasteliy genomo biiseng. Nepaisant didesnio
5caCG gausumo daugumoje wt ir Tdg-/- serumo-2i mESC genomo elementy
(3.10 pav. C), siose lastelése 5caCG yra pasiskirste maziau specifiskai — tali
rodo maZesnés praturtinimo Sansy santykio reik§Smeés daugumoje tirty
elementy, lyginant su serumo mESC (3.10 pav. B).
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3.10 pav. 5caCG pasiskirstymas naivios ir ,,apmokytos® pliuripotentiskumo buiseny
pelés lastelése. (A) Nustatyty 5caCG pasiskirstymas (tikstanéiais) genominiuose
elementuose ir regionuose. 5’UTR — 5’ netransliuojamas regionas. (B) 5caCG skaiciai
(1 kb dydZio regionams) ir 5caCG taikiniy praturtinimo Sansy santykiai (logz)
nustatyti FiSerio tiksliuoju testu jvairiose wt ir Tdg-/- mESC lgsteliy genomo srityse.
Pasiruosg¢ stiprikliai — regionai su H3K4mel histony Zyme; aktyvis stiprikliai —
regionai su H3K4mel ir H3K27ac Zymémis; aktyvis promotoriai — 2 kb dydzio
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regionai pries srove nuo geny, kurie persidengia su H3K9ac histony zZyme. Statistiskai
nereik§mingi (p >0,05) jverciai pazyméti ,,x*. (C) 5caCG procentas nuo visy CG
ivairiuose genomo elementuose ir transkripcijos faktoriy jungimosi regionuose.

3.3.2 5caC modifikuoti transkripcijos veiksniy ir reguliatoriu jungimosi
regionai dviejose pliuripotentiSkumo biisenose skiriasi

Kitame etape tyréme 5caCG pasiskirstyma 12 transkripcijos veiksniy
ir reguliatoriy (Nanog, Oct4, Sox2, STAT3, Smadl, Zfx, c-Myc, n-Myc, E2f1,
CTCF, p300 ir Suzl2), kurie yra svarbiis embrioniniy kamieniniy lasteliy
pliuripotentiSkumo busenai palaikyti (Chen ir kt., 2008; Martello ir Smith,
2014), jungimosi vietose. Analizavome 5caCG pasiskirstymg ir vieSai
prieinamus mMESC ChlIP-seq baltymy jungimosi regiony duomenis (Atlasi ir
kt., 2019; Chen ir kt., 2008; Galonska ir kt., 2015). Centrinés veiksniy
jungimosi regiony (VJR, vidutinis regiony ilgis 16-50 bp; Atlasi ir kt., 2019;
Chen ir kt., 2008) srityse buvo vidutiniskai 1-2 5caCG. Abejomis auginimo
saglygomis Nanog, Sox2 ir Oct4 jungimosi regionai (~600-1000 bp; Galonska
ir kt., 2015) buvo praturtinti 5caCG ~300 bp atstumu nuo centrinés regiono
srities ir turéjo vidutini§kai 3-4 5caCG. caCLEAR profiliai aplink VIR parodé
5caCQG praturtinima ties Sox2, Nanog, Oct4, Smadl, STAT3, CTCF ir p300
jungimosi vietomis (3.11 pav.). Idomu, kad nustatéme periodinj 5caCG
pasiskirstyma aplink CTCF jungimosi regionus: atstumas tarp 5caCG signaly
maksimumy buvo 165-bp, o tokie atstumai yra buidingi DNR jungtukams tarp
nukleosomy. Panasus pasiskirstymo sutapimas su nukleosomy iSsidéstymu
CTCEF jungimosi vietose taip pat buvo parodytas 5ShmC ir 5fC atveju (Sun ir
kt., 2013a, 2015). Misy rezultatai dar kartg patvirtina pasitilyta chromatino
struktdiros jtakg TET baltymy aktyvumui (Sun ir kt., 2013b). Periodiskg
5caCG pasiskirstyma, nors maziau isreiksta, taip pat stebéjome aplink p300
koaktyvatoriaus, kuris sgveikauja su jvairiais transkripcijos veiksniais ir yra

histony acetiltransferazé, jungimosi vietas.
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Atstumas iki faktoriaus jungimosi Vletos, bp
3.11 pav. 5caCG pasiskirstymas aplink jvairiy veiksniy jungimosi regionus
(normalizuota pagal CG tankj). Veiksniy jungimosi regionams apskai¢iuoti naudoti
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chromatino imunoi$sodinimo sekoskaitos duomenys (Atlasi ir kt., 2019; Chen ir kt.,
2008).

Abejy auginimo salygy Igsteliy 5caC modifikuoti VIR (5caC-VJR)
persidengé su H3K36me3 chromatino modifikacija turinCiais (Zyminciais
aktyvia raiska) ir pasiruosusiy stiprikliy regionais (3.12 pav. A). PrieSingai nei
serumo-2i mESC, serumo salygomis 5caC-VJR buvo praturtinti aktyviuose
stiprikliuose ir aktyviems promotoriams budinguose regionuose su
H3K4me3/H3K9ac  chromatino  Zymémis.  Yra  Zinoma, kad
pliuripotentiSkumo veiksniai gali persikelti nuo genams artimy j tolimus
regionus vykstant Igsteliy virsmui pereinant i§ serumo j 2i auginimo salygas
(Galonska ir kt., 2015; Tesar ir kt., 2007). Kadangi stiprikliai pritraukia
veiksnius, paskai¢iavome 5caC-VJR atstumg iki artimiausios anotuotos
transkripcijos pradzios vietos (TSS, angl. transcription start site). Nustatéme,
kad daugumos tirty veiksniy ScaC-VIR buvo iSsidéste toliau nuo TSS lyginant
su ScaC nepraturtintais VIR, ir Sie atstumai buvo zymiai ilgesni serumo-2i
mESC (3.12 pav. B). Pazymétina, kad serumo salygomis 5caCG modifikuotos
pagrindiniy pliuripotentiSkumo veiksniy, Nanog, Oct4 ir Sox2 jungimosi
vietos (bei CTCF) buvo aréiau TSS lyginant su 5caC nepraturtintais VIR.
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3.12 pav. 5caCG modifikuoti veiksniy jungimosi regionai (5caCG-VJR) dviejose
mESC pliuripotentiskumo biisenose pasiskirsto skirtingai. (A) 5caCG-VJIR
praturtinimo Sansy santykiai nustatyti FiSerio tiksliuoju testu pasiruoSusiuose ar
aktyviuose stipriklivose, atitinkamai pazymétuose H3K4mel ar H3K4mel ir
H3K27ac, aktyviuose promotoriuose, pazymétuose H3K4me3 ir H3K9ac, bei
aktyvios raiskos regionuose, pazymétuose H3K36me3. Statistiskai nereikSmingi (p
>0,05) jverciai pazyméti ,,x“. (B) 5caCG-VIR atstumy iki transkripcijos pradZzios
mediana lyginant su 5caG neturinciais VJR. Reik§més vir§ stulpeliy rodo p vertes,
paskaiciuotas naudojant Mann-Whitney testa.

Tuomet analizavome 5caCG-VIJR praturtinimg ir skai¢iavome 5caCG
dalj (frakcija) nuo visy elemente esan¢iy CG promotoriuose, genuose ir
tarpgeninése srityse, esant jvairiems atstumams iki TSS (3.13 pav. A, B).
Abiejy biseny mESC c-Myc, n-Myc, E2F1, Suz12 ir Zfx 5caCG-VJR buvo
linke pasiskirstyti tarpgeninése srityse, tuo tarpu 5caCG-CTCF sritys buvo
iSskirtinai stipriai praturtintos egzonuose (3.13 pav. A). Kadangi veiksniy
jungimosi vietose intronai ir egzonai (3.13 pav. B) buvo su Zymia 5caCG
frakcija, jvertinome VJR turinciy geny raiskos lygi (3.13 pav. C). Visi tirti
5caCG-VIJR buvo praturtinti vidutinés raiSkos geny grupése, i$skyrus c-Myc
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jungimosi regionus serumo-2i mESC, kurie buvo praturtinti stiprios raiskos
genuose. Vyraujanti c-Myc funkcija ESC yra pliuripotentiskumo palaikymas
(Cartwright ir kt., 2005; Singh ir Dalton, 2009). Neseniai buvo pasitlyta, kad
c-Myc partneris Max veikia kaip 5caC jutiklis, o jo lygiai gali moduliuoti
Myc-Max valdoma transkripcijos tinklg (Wang ir kt., 2017). c-Myc jungiamy
geny, kuriy raiSka padidéja serumo mESC, geny ontologijos (GO, angl. gene
ontology) klasifikacija nenustaté kategorijy, susijusiy su vystymosi procesais
(Marks ir kt., 2012). Tac¢iau misy funkciné analizé visgi parode, kad genai su
5caCG-c-Myc jungimosi regionais turi sgsajas su vystymosi procesais serumo
sglygomis (GO terminai susij¢ su embriono vystymusi, p=3x107). Todél
keliame hipoteze, kad 5caCG modifikuotos sritys pritraukia c-Myc, Kkuris
dalyvauja mESC keiciantis j labiau ,,apmokyta“ biiseng, paruoSiant lasteles
vystymosi procesy aktyvavimui.
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3.13 pav. 5caCG modifikuoty veiksniy jungimosi regiony (VJIR) analizé. (A) Fiserio
tiksliojo testo Sansy santykiai (logz) 5caCG-VJR praturtinimui geno elementuose bei
genui artimuose ir tolimuose regionuose. (B) Veiksniy jungimosi regiony 5caCG
frakcija genuose ir tarpgeniniuose regionuose esant skirtingam atstumui iKi
transkripcijos pradzios vietos. (C) 5caCG-VIJR ir 5¢aCG neturinéiy VIR praturtinimo
pasiskirstymas skirtingose geny raiskos grupése. Statistiskai nereikSmingi jverciai (p
>0,05) pazymeti ,,x“
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Prie$ tai minéti duomenys parodé, kad 5caCG-CTCF regionai buvo
praturtinti genuose. CTCF genome atlieka daugialypes funkcijas: skatina ilgo
atstumo saveikas tarp stiprikliy ir promotoriy bei izoliuoja aktyvios raiSkos
sritis  (Ong ir Corces, 2014; Phillips ir Corces, 2009). Daug
pliuripotentiSkumui svarbiy geny-stiprikliy sagveiky mESC, kurios paprastai
pasikeicia vykstant diferenciacijai yra uztikrinamos jungiantis CTCF (Beagan
ir kt., 2017). Nors 5caC modifikacijos lygiai aplink CTCF jungimosi regionus
buvo didesni serumo mESC, abi pliuripotentiSskumo blisenos rodé panasSy
5¢aCaQG issidéstyma — sritys Salia jungimosi regiono buvo labiau praturtintos
5caCG nei pats regionas (3.11 pav.). Be to, 5caCG-CTCF sritys buvo stipriai
praturtintos aktyviems promotoriams badingas histony modifikacijas
turin¢iose vietose ,,apmokytoje“ mESC bisenoje (3.12 pav. A). Kad
patikrintume geny, persidengian¢iy su 5caCG-CTCF jungimosi sritimis,
biologines s3asajas abiejose lasteliy busenose, atlikome GO funkcinés
anotacijos analiz¢. Serumo mESC specifinéje geny grupéje buvo baltymai,
dalyvaujantys vystymosi procesuose (p=5,5%10®) ir signaliniy keliy
reguliacijoje (p=6x107), tuo tarpu serumo-2i mESC nustatéme baltymus,
dalyvaujanc¢ius nukreipime j membranas (p=3,5x10°). Tai gali reiksti, jog
galbut pagal jungimosi regiony modifikavimo buiseng CTCF gali moduliuoti
geny raiska, skatinant kitima i§ naiviy mESC j paruostas vystymuisi. IS 5caCG
modifikuoty pliuripotentiSkumo veiksniy jungimosi regiony, tik Nanog
regionus turintys genai rodé sgsajas su vystymosi procesais (teigiama lastelés
procesy reguliacija, p=3,5x107; vystymosi procesas, p=4,7x107).

Siekiant paziuréti, ar 5caC apibuidina pliuripotentiSkumo biisenai
specifing geny raiska, lyginome 5caC praturtintus genus, specifinius naivioms
ir ,,apmokytoms* mESC. Kaip tikétasi, daugiau 5caCG praturtinty geny
nustatéme serumo-2i MESC (522 lyginant su 83 genais, ANOVA g-reik§mé <
0,05; absoliutus log, pokytis kartais >4; 3.14 pav.). Taciau $iame dideliame
geny rinkinyje GO funkciné analizé neparodé stipriy sgsajy su jokiomis
kategorijomis i$skyrus silpng rysj su nukleoriig§¢iy metaboliniais procesais.
Tuo tarpu tarp serumo salygomis augintoms mESC specifiniy ScaC praturtinty
geny buvo DNR jungiantys transkripcijos faktoriai, daugialgs¢io organizmo
vystymasi ir lgstelés lemties specifikacijg reguliuojanciuose procesuose
dalyvaujancios baltymy grupés (3.14 pav.). Genai, kuriy raiska 2i sglygomis
mESC yra didesné nei serumo sglygomis, yra susij¢ su metaboliniais
procesais, o serumo mESC padidéjusios raiSkos genai (kuriy raiSkos néra arba
ji mazesné 2i sglygomis) yra susij¢ su vystymosi procesais (Marks ir kt.,
2012). Kadangi aptikome 5caC rysj su aktyviais ir mESC busenai btidingais
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genais, tai rodo aktyvaus DNR demetilinimo dalyvavima pliuripotentiSkumo
biiseny salygojime.

[ serumas Tdg-/~ (n=83) . . W serumas-2i Tdg-/~ (n=522)
Struktary specifikacija _7 RNR apdorojimas
Sistemy vystymasis —850 : . nkRNR apdorojimas

O ()
Galutinio inksto vystymasis % 25 Nukleorugs¢iy metabolizmas
o .

Lasteles difefencijacia & | g W lm&abolizmas
54 3210 6-4-2 02 46 0 1 2
qverte, -log, | Pokytis kartais, log, qverte, -log, |

3.14 pav. Vulkano grafikas, rodantis 5caCG praturtinty geny pasiskirstyma dviejy
pliuripotentiSkumo biiseny MESC. Funkciné anotacijos analizé parodyta
reik§mingiems geny rinkiniams: 83 ir 522 genai parodyti zaliai ir mélynai atitinkamai
serumo ir serumo-2i Tdg-/- lasteléms (ANOVA F testo q reik§més <0,05; absoliutus
log pokytis kartais >4). nkRNR — nekoduojanc¢ios RNR.

3.3.3 5¢aCG pasiskirsto antiprasminéje aktyviy geny grandinéje

Yra zinoma, kad SmC DNR grandiniy CG taikiniuose pasiskirsto
simetriSskai dél DNR metilinimo palaikymo mechanizmo, tuo tarpu didelé
dalis ShmC ir 5fC CG taikiniuose pasiskirsto asimetriskai (Booth ir kt., 2014;
Wu ir kt., 2014; Yu ir kt., 2012). MAB-seq metodu 5fCG/5caCG taikiniuose
buvo nustatyta stipri modifikavimo asimetrija: tik ~5% nustatyty CG taikiniy
(22 590 i$ 454 400 CG diady) buvo simetriskai modifikuoti 5fC/5caC (Wu ir
kt., 2014). Kadangi 5caC ir 5fC padétys genome persidengia mazai (Lu ir kt.,
2015b), nusprendéme istirti ScaCG pasiskirstyma genominés DNR grandinése
abejomis lasteliy auginimo sglygomis. Pirmiausia, naudojant lambda
genominés DNR eksperimenta (parodyta 3.7 pav. B ir C) patikrinome, ar néra
galimo nuo grandinés priklausancio asimetrinio eM.Sssl vykdomo CG
zyméjimo pasiskirstymo — neaptikome jokiy grandinei specifiniy caCLEAR
signalo skirtumy CG taikiniuose (p=0,18, dvipusis porinis t testas).
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3.15 pav. 5caCG pasiskirsto antiprasminéje aktyvios raiskos geny grandinéje. (A)
caCLEAR 5caCG praturtinimo Sansy santykis baltymus koduojanciy geny
antiprasminéje grandingje wt ir Tdg-/- lasteliy linijose. Visiems parodytiems
jver¢iams p <2,2x107%6, 5caCG praturtinimas antiprasminéje geny grandinéje taip pat
aptiktas 2 803 5caCG, nustatytiems bisulfitiniu modifikavimu paremtu metodu CAB-
seq (Lu ir kt., 2015b). (B) Geny su 5caCG grandiniy asimetrija praturtinimas
skirtingose RNR raiskos grupése serumo-2i Tdg-/- mESC. Reik§més virSuje nurodo p
vertes, paskai¢iuotas FiSerio tiksliuoju testu. (C) 5caCG, 5hmCG ir nemodifikuoty
CG asimetrinis pasiskirstymas tarp grandiniy skirtingose geny raiskos grupése.
5hmCG ir nCG duomenys parodyti serumo wt mESC. Dvipusio porinio t testo p
reik§més nurodytos zvaigzdutémis (* — p <0,05; ** —p <1x107). (D) Kairéje, vulkano
grafikas, rodantis geny su 5caCG asimetrija pasiskirstyma prasmingje ir
antiprasmingje (statistiskai reikSmingi genai atitinkamai pazymeéti tamsiai mélyna ir
oranzine spalva) grandingje serumo-2i mESC. Desingje, GO funkciné anotacijos
analize, parodyta genams su 5caCG asimetrija antiprasminéje grandinéje (ANOVA F
testo q reik§més <0,05; absoliutus log, pokytis kartais >2).

Siekiant mESC kiekybiskai jvertinti 5caCG pasiskirstyma grandinése,
pirmiausia analizavome baltymus koduojancius genus, kurie yra praturtinti
5caCG. Abiejy wt ir Tdg-/- lasteliy linijy analizé parodé asimetrinj 5caCG
taikiniy pasiskirstymg (p<2,2x107°, Figerio tikslusis testas; 3.15 pav. A)

125



antiprasmingje (nekoduojancioje) transkribuojamy geny grandinéje (3.15 pav.
C). 5caCG grandiniy asimetrija buvo ryskesné serumo-2i mESC stiprios
raiSkos genuose (3.15 pav. A, C). Be to, jvertinome vidutinius nemetilinty CG
ir ShmCG lygius tuose paciuose serumo wt mESC genuose, naudojant miisy
laboratorijos TOP-seq metodo (Stasevskij ir kt., 2017) ir ShmC analizei
sukurto hmTOP-seq metodo duomenis (Gibas ir kt., 2020). Panasiai kaip ir
5caCG, didesnés raiSkos genuose nCG gausumas buvo didesnis
antiprasmingje grandingje, bet ShmCG buvo linke pasiskirstyti prasminéje ty
paciy geny rinkinio grandingje (3.15 pav. C). Tai sutampa su paskelbtais pelés
ir zmogaus audiniy 5hmC duomenimis (Booth ir kt., 2012; Gibas ir kt., 2020;
Wen ir kt.,, 2014) ir parodo, kad 5mC demetilinimas yra skirtingai
regulivojamas abiejose geno grandinése. Stebéta ScaC pasiskirstymo
asimetrijg baltymus koduojanciuose genuose taip pat nustatéme analizuojant
2 803 5¢aCG, identifikuotus CAB-seq metodu (Lu ir kt., 2015b) serumo Tdg-
/- mESC (3.15 pav. A). Pazymétina, jog reikSmingy grandinei specifiniy
5¢aCaG lygio skirtumy nenustatéme kituose genomo elementuose (CG salose,
pasikartojan¢iose sekose, antiprasminése RNR, ilgose nekoduojanciose RNR,
pseudogenuose). Tai rodo mechanizmy, palaikanciy S5caC pasiskirstymo
asimetrijg iSskirtinai baltymus koduojanciuose genuose, egzistavima.
Naudojant serumo-2i Tdg-/- mESC duomenis, suskai¢iavome genus su
reik§mingu grandinei specifiniu ScaC lygiu: vulkano grafikas parode poslinkj
link antiprasminés grandinés (3.15 pav. D). Nustatéme 268 ir 39 genus su
didesniu 5caCG gausumu atitinkamai antiprasminéje ir prasminéje grandinése
(absoliutus log, pokytis kartais >2; ANOVA q reik§mé <0,05; 3.15 pav. D).
Genai praturtinti 5caCG antiprasmingje grandinéje sutapo su esanciais stiprios
raiSkos grupéje (3.15 pav. B) ir buvo daugiausia susij¢ su metabolinémis ir
vidulastelinio transporto kategorijomis GO funkcinéje analizéje (3.15 pav. D).
Prasminés grandinés 5caC asimetriSky geny rinkinyje nebuvo rasta
reik§mingy GO terminy.
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3.16 pav. 5caC ir 5fC konversijos jvertinimas caMAB-seq ir piridino borano
sekoskaitai atliekant HPLC-MS/MS analize. (A) 5fC redukcijos j 5ShmC naudojant
NaBHj jvertinimas serumo-2i Tdg-/- mESC DNR. Kair¢je, nukleozidy masiy signaly
chromatogramos rodo efektyvig 5fC konversija (roziné rodo lygj prie§ poveikj,
raudona — po), o natiraliai esan¢io ShmC kiekiai padidéjo. Juoda spalva rodo
kontroling nemodifikuota DNR. Desinéje grafikas rodo 5fC % nuo viso guanino pries§
ir po redukcijos NaBH.. Aptikti likutiniai 5fC kiekiai rodo efektyvig 5fC konversijg i
5hmC genomingje DNR. (B) Lambda DNR 5caC konversijos j dihidrouracilg (dhU)
piridino boranu jvertinimas. Kairéje, nukleozidy masiy chromatogramos rodo
efektyvia ScaC konversija (Zalia rodo 5caC signalg prie$ poveikj, raudona — po) j dhU
(roZiné, juoda rodo signalg prie$ poveikj). Desinéje grafikas rodo 5caC santykj su visu
citozinu pries ir po piridino borano reakcijos. Likutiniai 5caC kiekiai rodo efektyvia
ScaC konversijg genominéje DNR.

Siekiant patvirtinti caCLEAR stebéta 5caCG pasiskirstymo
asimetriSkuma, jvertinome ScaC lygius keturiuose pasirinktuose genomo
lokusuose naudodami 5caC nustatymui pritaikytg regionui specifini MAB-seq
metoda (caMAB-seq, zr. 1.4.4,2.2.12; Wu ir kt., 2016). Kad Sioje bisulfitinéje
sekoskaitoje atskirtume 5caC nuo 5fC, 5fC buvo paverstas ] ShmC naudojant
natrio borohidrido redukcija (Song ir kt., 2013). Tuo tarpu nemodifikuoti CG
taikiniai buvo metilinti wt Sssl kaip caCLEAR metilinimo protokole. Po
redukcijos HPLC-MS/MS analize nustatyti tik labai mazi 5fC kiekiai, lyginant
su pradiniu, rodé efektyvy (~95%) 5fC pavertimg | ShmC genominéje DNR
(3.16 pav. A). Po metilinimo ir redukcijos zingsniy bei natrio bisulfito
konversijos 5caC buvo nuskaitomas kaip T, tuo tarpu visos kitos citozino
busenos CG kontekste liko atsparios natrio bisulfito poveikiui ir buvo
nuskaitomos kaip C. Be to, palyginimui su caCLEAR pasitelkéme natrio
bisulfito nenaudojancio piridino borano sekoskaitos metodo (PS, Zr. 1.4.5,

127



2.2.13; Liu ir kt., 2019) varianta, kuris leidZia nustatyti 5caC (tuose paciuose
4 ir dar dviejuose papildomuose regionuose, 3.18 pav.). 5fC redukavus j
ShmC, visos citozino bisenos atpazjstamos kaip C, iSskyrus ScaC, kuris
paveréiamas | dihidrouracilg ir nuskaitomas kaip T. HPLC-MS/MS analizé
parodé efektyvig ScaC konversijg (~95%, 3.15 pav. B). Grandinei specifiné
caMAB-seq ir PS analizé patvirtino caCLEAR matomg 5caCG asimetrija
pasirinktuose lokusuose (3.17, 3.18 pav.). Visi trys metodai rodé gera
sutapima Sioje pavieniy CG analizéje, caCLEAR rodé auksta koreliacija su
kitais metodais (0,81-0,82; 3.16 deSingje, caMAB-seq ir PS tarpusavio
koreliacija buvo 0,79), o tai patvirtina caCLEAR metodo veiksmingumg. Be
to, caCLEAR gebéjo nustatyti itin zemus vos keliy % ScaC lygius, nustatomus
kitais metodais (3.16, 3.17 pav.), o tai parodo didelj metodo jautruma.
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3.17 pav. caCLEAR metodu matomos asimetrijos patvirtinimas Kitais metodais.
Kairéje, Neol ir 4933411K16 geny lokusy (kurie buvo nustatyti kaip turintys 5caCG
asimetrinj pasiskirstyma atitinkamai antiprasminéje ir prasminéje grandinése)
caCLEAR padengimas ir 5caC procentai abiejy grandiniy CG taikiniuose, nustatyti
caMAB-seq ir piridino borano sekoskaita (PS). Parodytos lokusy koordinatés genome
bei geno kryptis. Staciakampés diagramos Salia rodo signalo pasiskirstyma
kiekvienoje regiono grandinéje, i§ kurio matyti tarp grandiniy esantis skirtumas.
Desinéje, visy analizuoty lokusy (parodyty skai¢iais 1-6, Zr. 3.17 pav.) vidutinio
grandinés ScaC signalo koreliacija tarp caCLEAR ir caMAB-seq arba PS (koreliacijy
p vertés <0,014). Taip pat zr. 3.18 pav.
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3.18 pav. Lokusui specifiné caCLEAR identifikuoty 5caCG analizé caMAB-seq
(5caC%, nuskaitomas kaip T) bisulfitine sekoskaita ir piridino borano sekoskaita (PS)
serumo-2i Tdg-/- pelés ESC. caMAB-seq buvo analizuoti 4 geny lokusai:
4933411K16, Crhrl, Neol ir Nudcd3; PS papildomai buvo analizuotas tarpgeninis
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regionas ir Cercam genas. Taip pat parodyta caMAB-seq ir PS analizé TET TKO
embrioninése kamieninése lastelése — caCLEAR S§iy lasteliy regionuose
neidentifikuoja 5caC turinéiy CG. Staciakampés diagramos apacioje rodo signalo
pasiskirstymg kiekvienoje regiono grandinéje, i$ kurio matyti tarp grandiniy esantis
skirtumas. Taip pat zr. 3.17 pav.

3.4 Oksiduoty 5-metilcitozino formy tyrimas Laccaria bicolor ir
Coprinopsis cinerea papédgrybiuose

Oksiduotos 5-metilcitozino formos plaéiai tiriamos Zinduoliuose, tuo
tarpu kitos filogenetinés grupés dar mazai iStirtos. Agaricales eilés
papédgrybiai Laccaria bicolor ir Coprinopsis cinerea turi daug TET-JPB
Seimos geny (Lyer ir kt., 2009, 2013, 2014), spéjama, kad dauguma jy galéty
koduoti katalitiSkai aktyvius baltymus (47 i§ 74 ir 32 i§ 47 homology
atitinkamai L. bicolor ir C. cinerea). Sie grybai turi nedidelius genomus, kuriy
seka yra nuskaityta (~37 Mb C. cinerea ir ~61 Mb L. bicolor; Martin ir kt.,
2008; Stajich ir kt., 2010) ir surinkta (L. bicolor i$ dalies), todél jie yra patogiis
tyrimams. Be to, yra publikuoti viso genomo DNR metilinimo duomenys
(Zemach ir kt., 2010). Saprotrofinis C. cinerea yra naudojamas tyrimams kaip
daugialas¢iy gryby modelinis organizmas, ji galima lengvai auginti
laboratorinémis saglygomis (Pukkila, 2011; Stajich ir kt., 2010). L. bicolor yra
svarbus kietmedzio ir spygliuo¢iy riiSiy ektomikorizinis simbiontas, kuris yra
naudojamas simbiozés saveikos ir ekologinés adaptacijos genams tirti
(Daguerre ir kt., 2017; Martin ir kt., 2008). Dél esminio gryby vaidmens
medziy augimui ir pagrindiniy maistiniy medziagy apykaitai, ektomikoriziné
simbiozé turi visuoting ekologing ir ekonoming reikSme (Martin ir Selosse,
2008).

C. cinerea DNR buvo aptiktos oksi-mC, gausiausia i§ jy — 5caC
modifikacija (Chavez ir kt., 2014). Bendras visy C. cinerea oksi-mC
i§sidéstymas genome buvo nustatytas naudojant SMRT sekoskaitg ir
papildomai, atliekant citozino 5-metilensulfonato imunoi$sodinimg, buvo
nustatytas ShmC (Chavez ir kt., 2014). Taciau atskiry oksi-mC pasiskirstymas
genome ir jy poveikis geny raiskai C. cinerea nebuvo i$samiai istirtas, o L.
bicolor oksi-mC dar visai netirtos ir nezinoma, kaip jy pasiskirstymas
veikiamas didesnio skaiciaus TET-JPB homology geny. Siekéme istirti oksi-
mC pasiskirstymg ir funkcijas Siuose grybuose, tam pritaikant laboratorijoje
kuriamus TOP-seq paremtus sekoskaitos metodus.
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3.4.1 Oksiduoty 5-metilcitozino formy nustatymas
L. bicolor ir C. cinerea

Pirmiausia, HPLC-MS/MS ir taskinio imunobloto metodais
jvertinome oksiduoty 5-metilcitozino formy kiekius genominéje DNR,
iSskirtoje i§ L. bicolor ir C. cinerea gryby haploidinio micelio. HPLC-MS/MS
metodu L. bicolor nustatéme 4-5 Kartus didesnius 5ShmC ir 5fC kiekius
(~0,0008 ir ~0,001% nuo G), nei C. cinerea (~0,0002% 5hmC ir 5fC; 3.19
pav. A). Abiejuose grybuose ShmC ir 5fC kiekiai buvo panasiis tarpusavyje,
skirtingai nuo zinduoliy (3.19 pav. A ir E), kuriuose ShmC yra pati gausiausia
oksiduota 5mC forma (pavyzdziui, ~0,06% 5hmC, ~0,0007% 5fC, ~0,0002%
5caC nuo C pelés embrioninése kamieninése lgstelése; Ito ir kt., 2011). Tuo
tarpu ScaC lygiai buvo Zemiausi i§ visy oksi-mC (~0,0001%, 3.19 pav. A). Sie
rezultatai nesutapo su publikuotais duomenimis, kad 5caC yra gausiausia
oksi-mC (Chavez ir kt., 2014), bei taskiniu imunoblotu, kuriuo steb&jome
stipry ScaC signalg C. cinerea DNR naudojant antik@inus prie$ 5caC (3.19 pav.
C). Todél iskéléme hipoteze, kad galbtit 5caC signalas, stebimas taskiniu
imunoblotu, atsiranda dél ScaC-antikiiny reagavimo su priemaiSomis i$ gryby
ekstrakty arba priemaisinés likusios RNR, kuri taip pat gali turéti ScaC. IS
tiesy, taskiniu imunoblotu stebéjome ScaC signala C. cinerea RNR (5carC)
(3.19 pav. C) ir patvirtinome jo buvimg HPLC-MS/MS (3.19 pav. B, D).
HPLC-MS/MS taip pat nustatéme 5mrC, ShmrC ir 5frC (3.19 pav. B), o
stebéti lygiai buvo panasis j aptinkamus Zinduoliy RNR (% nuo G: ~0,25%
5mrC; ~0,004% 5hmrC; ~0,0001% 5carC; Huang ir kt., 2016; taip pat Zr.
Huber ir kt., 2015; 3.19 pav. E). HPLC-MS/MS DNR ir RNR nustatyti 5caC
kiekiai buvo daug mazesni, nei buity galima tikétis i§ taSkinio imunobloto, o
tai rodo galima kryZminj antikiiny reaktyvuma su nezinomais gryby ekstrakty
komponentais. Be to, yra zinoma, kad IgG antik@inai gali atpazinti trumpus
DNR seky pasikartojimus (Lentini ir kt., 2018).
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3.19 pav. Oksiduotos 5-metilcitozino formos (oksi-mC) L. bicolor ir C. cinerea
papédgrybiuose. (A, B) Citozino modifikacijy, analizuoty kiekybine HPLC-MS/MS,
paplitimas L. bicolor ir C. cinerea (A) DNR ir (B) RNR. 5caC, 5fC, 5hmC ir 5mC %
nuo viso G buvo apskaiciuoti naudojant atitinkamo nukleozido kalibracing kreive.
Buvo naudojami bent du biologiniai pakartojimai, i§skyrus 5fC RNR (5frC), kuris
buvo kiekybiskai jvertintas tik vienoje biologinéje replikoje. Oksi-mC nukleozidai
buvo papildomai iSgryninti HPLC frakcionavimu (zr. 2.2.10) pries$ tiksling HPLC-
MS/MS analize (i$skyrus ShmrC L. bicolor RNR). L. bicolor jprastomis saglygomis
5carC signalas RNR nebuvo aptiktas, 5frC nebuvo vertintas. (C) Kair¢je, ScaC
nustatymas taskiniu imunoblotu nukleortgstyse, iSskirtose i§ C. cinerea micelio.
Nurodyti naudotos DNR arba RNR kiekiai (ng) bei 5caC kiekiai (pmol) kontrolinése
nukleortigstyse. K-C — kontrolinés nemodifikuotos nukleoriigstys, K-5caC —
modifikuotos kontrolinés nukleortigstys. Desinéje, dazymas metileno méliu, siekiant
jvertinti uzneStus nukleortig§¢iy kiekius (dazas gali nudazyti ir Kitas neigiamai
jkrautas molekules, kurios, pavyzdziui, gali atsirasti i§ gryby lasteliy sieneliy
priemaisy). (D) 5carC MS/MS signalo chromatograma C. cinerea RNR (raudona).
Signalas padidéja j C. cinerea méginj pridéjus 5carC standarto (25 fmol, mélynas), 0
tai patvirtina jo specifiSkuma. Signalas nemodifikuotoje RNR parodytas juoda spalva.
(E) gryby L. bicolor ir C. cinerea bei zinduoliy modifikuoty citoziny gausumo DNR
ir visuminéje RNR palyginimas, iSreikstas % nuo viso G arba C (grafika sugeneravo
P. Gibas). Pelés vidutiniai apytiksliai jvairiy audiniy DNR duomenys buvo paimti i§
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Ito ir kt. (2011), Zzmogaus i$ Tang ir kt. (2015), RNR duomenys paimti i§ Huang ir kt.
(2016). Gryby DNR ir RNR buvo naudoti neveikty meéginiy (be vitamino C ar
derivatizacijos) duomenys (5frC L. bicolor nebuvo vertintas (n.v.), o 5carC neaptiktas

(n.a.)).
3.4.2 5caC pasiskirstymas RNR

Aptikus 5carC signalg C. cinerea RNR, nusprendéme istirti Sios
modifikacijos pasiskirstyma ir gausuma abiejy gryby RNR. Si modifikacija
dar labai mazai tirta, tik neseniai nustatyta zinduoliy RNR (Huang ir kt., 2016;
Tardu ir kt., 2019) ir jos funkcijos neZinomos, kai tuo tarpu apie kitas RNR
oksiduotas 5-metilcitozino formas duomeny yra daugiau (Huber ir kt., 2015;
Roundtree ir kt., 2017; Wang ir kt., 2021; Zhang ir kt., 2016).

ScarC tyrimui RNR pasitelkéme HPLC-MS/MS metodg. ScarC
kiekybinis jvertinimas yra sudétinga uzduotis: reikalingi dideli RNR kiekiai
(~20 pg) bei norint ScarC atskirti nuo gausaus citozino, turin¢io panasy HPLC
iSplovimo laika, prie§ tiksling HPLC-MS/MS analiz¢ turi buti atliekamas
papildomas nukleozidy frakcionavimas ir gryninimas HPLC (zr. 1.3, 2.2.10).
Yra zinoma, kad jvairiy rety modifikuoty nukleozidy HPLC-MS/MS analizg
galima palengvinti atlikus jy cheminj modifikavima, po kurio
chromatografijoje jvykus atsiskyrimui nuo kity gausiy nukleozidy ar
pageréjus junginio jonizacijai gali smarkiai sustipréti produkto MS/MS
signalas (Li ir kt., 2018). Siekiant palengvinti 5carC aptikima, pasitelkéme
5caC DNR sekoskaitai naudojamg cheming derivatizacija (Lu ir kt., 2013,
2015b),  kuriame  prie  karboksilo  grupés  prijungiamas  (4-
aminometil)benzilazidas (sinteze atliko prof. Viktoras Maseviius ir dr.
Grazina Petraityté). Optimizavus salygas (optimizavima atliko Eglé
Godliauskaite), sintetingje RNR sureagavo ~61% 5ScarC (3.20 pav. A),
panasSiu efektyvumu kaip ir 5caC DNR (Lu ir kt., 2013) bei susidaré
reikalingas produktas (3.20 pav. B, C). Pazymétina, kad 5carC darinio MS
signalo intensyvumas padidé¢jo ~20 karty, lyginant su paprastu ScarC (3.20
pav. B), o dél skirtingo i$¢jimo laiko nuo kity nukleozidy, papildomas
nukleozidy frakcionavimas nebebuvo reikalingas. 5carC darinio MS/MS
signalas rodé tiesing priklausomybe nuo pradinio ScarC kiekio méginiuose
(3.20 pav. D). 5carC darinio signalas buvo selektyvus ir reakcijos
efektyvumas nepriklausé nuo RNR kiekio, nes pana$aus intensyvumo signalas
buvo gerai aptinkamas méginiuose, sumaiSytuose su skirtingais
nemodifikuotos RNR kiekiais (3.20 pav. E). Kadangi vidutiniskai buvo
galima aptikti net 0,6 fmol derivatizuoto 5carC, sukurtas jautrus nustatymo
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metodas gali buti tinkamas ScarC matavimams grybuose ir kituose jvairiuose
biologiniuose méginiuose.
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3.20 pav. Cheminé derivatizacija su (4-aminometil)benzilazidu 5carC nustatymui
RNR. (A) 5carC derivatizacijos optimizavimas sintetinéje ScarC turinioje RNR
jvertintas naudojant nukleozidy HPLC-MS/MS. Kair¢je, sureagavusio ScarC
procentas skirtingomis reakcijos salygomis (Zr. 2.2.19). K - kontrol¢ be
derivatizacijos, n.a. — signalas neaptiktas. Desinéje, 5carC darinio signalo
intensyvumas. (B) Kairéje, 5carC (oranziné prie§ ir raudona, po reakcijos) ir jo
derivatizacijos produkto (mélynas) MS/MS signalai. Nemodifikuota RNR nerodo
derivatizacijos produkto signalo (juoda). Po reakcijos liko 69,3% nesureagavusio
5carC; derivatizacija zymiai padidina ScarC signala, kaip matyti i§ stipresnio produkto
signalo,  atitinkanCio  30,7%  pradinio S5carC, sureagavusio su (4-
aminometil)benzilazidu. Desingje, C ir G MS/MS signalai pries (juoda) ir po reakcijos
(geltona) rodo vienodg méginio uznes$ima. (C) 5carC darinio didelés skiriamosios
gebos masés spektras. Nustatytas tikslus 5carC nukleozido darinio masés ir kriivio
santykis (teorinis m/z 432,1626). (D) ScarC darinio MS/MS signalo plotas parodé
tiesinj padidéjimg ir didel¢ koreliacija priklausomai nuo jdéty ScarC kiekiy
méginiuose prie§ reakcijg. (E) 5carC derivatizacijos efektyvumas nepriklauso nuo
nemodifikuotos RNR kiekio méginyje, nes ScarC darinio MS/MS signalas yra labai
panasus, kai 0,8 ug (mélyna) arba 8 pg (zalia) nemodifikuotos RNR buvo sumaiSyta
su RNR, turin¢ia 20 fmol 5carC.
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Esant standartinéms abiejy gryby auginimo salygoms, derivatizacija
leido aptikti 5carC tik C. cinerea visumingje RNR (3.21 pav. A, B). Norédami
padidinti ScarC kiekj, abu grybus paveikéme vitaminu C (vitC), kuris
sustiprina TET fermenty oksidacinj aktyvuma zinduoliy Igstelése nekeiciant
ju RNR lygio (Minor ir kt., 2013; Yin ir kt., 2013). Kaip ir tikétasi, poveikis
vitC sustiprino signalg C. cinerea (3.21 pav. A, C) bei sukélé labai stipry
ScarC darinio signalg L. bicolor (3.21 pav. A, E). Tai patvirtino ScarC buvima
C. cinerea (3.21 pav. A) ir parodé, kad 5carC gali atsirasti L. bicolor tam
tikromis biologinémis aplinkybémis.
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3.21 pav. Kiekybinis 5carC nustatymas HPLC-MS/MS naudojant cheming
derivatizacija su (4-aminometil)benzilazidu L. bicolor ir C. cinerea gryby RNR. (A)
ScarC (raudona, ~20 pg RNR) ir ScarC darinio (rozing, ~5 ug RNR) MS/MS signalas
C. cinerea RNR. 5carC standartas parodytas zaliai (10 fmol), po derivatizacijos
susidares ScarC produktas (5carC-der) mélynai (1 fmol). (B) 5carC aptikimas RNR
naudojant HPLC-MS/MS ir cheming derivatizacija. ScarC darinio kiekiai buvo
jvertinti skai¢iuojant jo % nuo G pries ir po veikimo vitaminu C (vitC) 2 dienas.
Naudoti du biologiniai pakartojimai, signalas neaptiktas (n.a.) L. bicolor be vitC.
Kalibravimui buvo naudojama sintetiné 5carC turinti RNR. Chemi$kai derivatizuoto
5carC HPLC-MS/MS analizé skirtingose C. cinerea (C, D) ir L. bicolor (E) RNR
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frakcijose. Grybai buvo veikiami vitaminu C (vitC) 2 (C, D, E) arba 5 dienas (C).
Neveiktos L. bicolor RNR nebuvo frakcionuota, nes nerodé 5carC signalo. Buvo
naudojami du biologiniai pakartojimai. Zvaigzdutés Zymi méginius su aptiktu ir
kiekybiskai jvertintu signalu (tiesiniame kalibracinés kreivés diapazone) tik viename
i§ dviejy pakartojimy; apskritimai Zymi méginius, kur signalas buvo aptinkamas, bet
negaléjo buti kiekybisSkai jvertintas (nebuvo Kkalibracinés kreivés linijiniame
diapazone) viename i§ dviejy pakartojimy; méginiai, kurie nerodé jokio signalo,
nebuvo jtraukti (taip pat zr. 3.1 lentele). (F) 5carC HPLC-MS/MS nustatymui isskirtos
(zr. 2.2.20) C. cinerea RNR frakcijos (be poveikio vitC): Kkairéje, analizuotos
Bioanalyzer (Agilent); deSingje, analizuotos denattiruojancio poliakrilamido gelio
elektroforeze. M — DNR ilgio standartas; M2 — FastRuler Ultra Low Range DNA
Ladder; M3 — RiboRuler High Range RNA Ladder (visi i§ Thermo Scientific).
Visuminé — visuminé RNR; trumpos — <200 nt RNR frakcija, praturtinta naudojant
kolonéles; ilgos be poli A —>200 nt praturtintos RNR i3 kuriy buvo pasalintos 3-poli
A sekas turin¢ios RNR (poli A); <tRNA>22 nt — RNR trumpesnés nei tRNR ir
ilgesnés nei 22 nt; <22 nt — RNR trumpesnés nei 22 nt. Trumpyjy (<200 nt RNR)
frakcija apima 5.8S rRNR, 5S rRNR, tRNR ir RNR trumpesnes nei tRNR; ilgy be poli
A RNR frakcija apima 28S, 18S RNR ir kitas >200 nt RNR.

Istyréme ScarC pasiskirstyma tarp jvairiy tipy RNR: 3°-poli A sekas
turin¢iy RNR, ilgy RNR (>200 nt), i§ kuriy pasalintos poli A RNR, ir trumpy
(<200 nt) RNR. C. cinerea atveju mes papildomai atskyréme ilgas
ribosomines RNR ir i§frakcionavome trumpgsias RNR  5,8S rRNR, 5SS rRNR,
tRNR (~76-90 nt), <tRNR>22 nt frakcijg ir RNR, trumpesnes nei 22 nt (tipiska
miRNR ilgj) (3.21 pav. F). Po poveikio vitC L. bicolor 5carC buvo gana daug
ilgose RNR, i$ kuriy pasalintos poli A, o signalas buvo sunkiai aptinkamas
trumpy RNR (<200 nt) misinyje (3.21 pav. E). Neveiktame C. cinerea
didZiausias ScarC lygis buvo nustatytas trumpose RNR, taciau veikimas vitC
padidino ScarC kiekj ilgose RNR po poli A pasalinimo (3.21 pav. C). Poli A
RNR, 5.8S rRNR ir tRNR rodé¢ silpng signala po veikimo vitC tik viename
biologiniame pakartojime, o 28S, 18S ir 5S rRNR frakcijose nebuvo
aptinkamo 5carC abejomis salygomis (3.21 pav. D, F, 3.1 lentelé). Po
poveikio vitC ScarC lygis taip pat padidéjo <tRNR>22 nt ir <22 RNR
frakcijose (3.21 pav. D, 3.1 lentelé). Santykinai stiprus ScarC signalas Siose
frakcijose rodo, kad jos sudaro didziaja dalj ScarC signalo trumpy <200 nt
RNR misinyje. Steb¢jome SmrC sumazéjima ir ShmrC padidéjima visumingéje
ir trumpose RNR po 2 dieny veikimo vitC, o tai potencialiai liudija, jog oksi-
mC susidaro TET baltymams nuosekliai oksiduojant SmrC. 5 dieny veikimas
vitC dar padidino 5SmrC ir ShmrC kiekius, bet ne 5carC, galbut dél SmrC
atkirimo proceso (3.21 pav. C). Idomu tai, kad ShmrC nebuvo aptiktas C.
cinerea poli A RNR visomis sglygomis.
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3.1 lentelé. Kai kuriy RNR frakcijy ScarC kiekiai, analizuoti atlikus cheming
derivatizacijg ir HPLC-MS/MS, 3.11 pav. papildantys duomenys. 5carC Kkiekiali,
pateikti kaip % nuo viso G; (+) aptikti silpni, bet kiekybiskai nejvertinami signalai
(kai signalo ir triuk§mo santykis buvo >3, bet signalas buvo ne kalibravimo kreivés
tiesiniame diapazone); (-) aiSkaus signalo neaptikta. Bio — biologiné replika, vitC —
vitamino C poveikis 2 arba 5 dienas.

RNR Poveikis 5carC-darinys
Bio 1 Bio 2

C. cinerea

poli A be poveikio - -
vitC 2d. + -
vitC 5d. - -

28S, 18S rRNR |be poveikio - -
vitC 2d. - -

5.8S be poveikio - -
vitC 2d. + -

5S be poveikio - -
vitC 2d. - -

tRNR be poveikio - -
vitC 2d. + -

<tRNR>22 nt |be poveikio 0,0001% 0,00006%
vitC 2d. 0,00013% 0,00015%

<22 nt be poveikio 0,00005% -
vitC 2d. 0,00019% +

L. bicolor

<200 nt vitC 2d. 0,00001% -

Apibendrinant, 5carC buvimas ilgose RNR, bet ne gausiausiose 28S
ir 18S rRNR, C. cinerea rodo modifikacijos rysi su iRNR, kurios yra su
trumpomis 3¢-poli A sekomis arba be jy, arba su nekoduojan¢iomis RNR.
Atsizvelgiant | tai, kad poli A RNR L. bicolor jgavo 5carC po veikimo vitC,
$i modifikacija gali biti jgyta tam tikromis biologinémis sglygomis. Reikéty
pazyméti, kad ScarC kiekiai liko beveik nepaveikti vitC trumpy C. cinerea ir
L. bicolor RNR misinyje, vadinasi, $i modifikacija nesukelia ar nerodo RNR
degradacijos. Nepaisant to, negalime visi$kai atmesti galimybés, kad silpnas
ScarC signalas bendrame mazy RNR miSinyje yra dalies ilgy RNR skilimo
pasekme. Galbiit signalas ateina i§ labai trumpy reguliaciniy RNR, tokiy kaip
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mIiRNR, kurios buvo identifikuotos grybuose (i mikroRNR panasios RNR
buvo aptiktos C. cinerea; Lau ir kt., 2020). Tac¢iau dar reikia istirti, kokios
RNR lemia §j signala.

3.4.3 5hmcC ir 5fC genominis profiliavimas

Toliau tyréme gausiausiy oksiduoty 5-metilcitozino formy, ShmC ir
5fC, pasiskirstyma L. bicolor ir C. cinerea genomuose. Naudojome hMe-Seal
metodg ir jo modifikuota versija fC-Seal (zr. 1.4.1), kurie yra pagrijsti
atitinkamai ShmC arba 5fC afininiu praturtinimu, atliekant T4 bakteriofago -
gliukoziltransferazés vykdomg 5hmC modifikavimg azido grupe turinCia
gliukoze (Song ir kt., 2011, 2013). 5fC nustatymui natiiralus ShmC pirmiausia
glikozilinamas paprasta gliukoze, tuomet naudojant NaBH, 5fC redukuojamas
1 ShmC, kuris pazZymimas azido grupe turincia gliukoze.

Gryby DNR analizei pirmiausia optimizavome hMe-Seal ir fC-Seal
protokolus (zr. 2.2.21), remdamiesi efektyviomis glikozilinimo ir redukcijos
salygomis, nustatytomis atitinkamai caCLEAR ir caMAB-seq (zr. pav. 3.4 A,
3.16 A). Patikrinome hMe-Seal ir fC-Seal protokolus su modeliniais DNR
fragmentais, kuriy vieno CG taikinio vienoje grandingje buvo 5ShmC arba 5fC
(o kitoje grandingje SmC). Siekiant imituoti modifikacijy retuma, fragmentai
buvo sumaisyti su L. bicolor genomine DNR (13:1287 ng) ir buvo atliktas
zymeéjimas azido grupe turincia gliukoze (5fC turincio fragmento atveju pries
tai atlikta redukcija i ShmC), biotino prijungimas ir praturtinimas naudojant
streptavidino magnetines daleles. Kiekybinés PGR bidu stebéjome
pakankamai efektyvy (~28-54%) abi modifikacijas turin¢iy fragmenty
praturtinima (3.22 pav. A). Tuo tarpu prie§ zyméjima azido grupe turinéia
gliukoze atlikus 5hmC modifikavimg paprasta gliukoze, praturtinimas buvo
beveik neaptinkamas, kaip ir atliktose kontrolinése reakcijose be BGT esant
UDP-6-azido-gliukozei (3.22 pav. A). Taigi metodas buvo specifiSkas 5ShmC
ir 5fC turinciai tikslinei DNR, o siekiant 5fC atskirti nuo 5ShmC, 5hmC galima
efektyviai apsaugoti nuo zZyméjimo.

53,5 B +3GT
E 60 -BGT
R
%-: 540 277
Zz70 0,27 0,22 0,05
o 0 - -
5fC/5mC+NaBH4 ShmC/5mC 5hmC/5mC po

apsaugojimo

3.22 pav. hMe-Seal ir fC-Seal (+NaBH,) metody jvertinimas atitinkamai atliekant
ShmC ir 5fC praturtinima. Modeliniai DNR fragmentai, turintys vieng CG taikinj,
kuriame yra 5ShmC arba 5fC (o kitoje grandinéje 5SmC — 5hmC/5mC, 5fC/5mC), buvo
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sumaiSyti su L. bicolor DNR ir Zzyméti esant UDP-6-azido-gliukozei ir T4
bakteriofago B-gliukoziltransferazei (+BGT, mélyna) arba be jos (-BGT, oranziné).
Taip pat atlikta kontroliné Zyméjimo reakcija naudojant ShmC/5SmC DNR fragmenta,
kuris prie$ tai buvo glikozilintas esant nemodifikuotai UDP-gliukozei (apsaugotas nuo
BGT zyméjimo azido grupe turinia gliukoze). Po biotinilinimo ir afininio
praturtinimo, kurio efektyvumas jvertintas kPGR (zr. 2.2.21), matomas geras
specifiSkumas ShmC ir 5fC turinciai tikslinei DNR.

Siekiant sustiprinti oksi-mC signalus ir taip patikimiau nustatyti oksi-
mC iSsidéstymg genominéje DNR, paveikéme abu grybus vitaminu C. Kaip ir
tikétasi, HPLC-MS/MS analizé parodé oksi-mC kiekiy padidéjima: nuo
0,0004% iki 0,0007% 5hmC ir nuo 0,0005 iki 0,0009% 5fC L. bicolor; C.
cinerea 5ShmC didéjo nuo 0,0002 iki 0,0014% ir 5fC nuo 0,0004 iki 0,002%

(3.23 pav.).
0003 Ebe poveikio = vitC 6
! I
5 I

00,002 4

o
2 I 3
= 0,001 I 2
[ | B = | § o
0,000 0

C. cinerea L. bicolor C. cinerea L. bicolor C. cinerea L. bicolor
5fC 5hmC 5mC

3.23 pav. L. bicolor ir C. cinerea citozino modifikacijy HPLC-MS/MS analizé prie$
(mélyna) ir po poveikio vitaminu C (vitC, geltona). 5fC, ShmC ir SmC procentai nuo
viso G buvo apskaiCiuoti naudojant atitinkamy nukleozidy kalibracines kreives.
Naudotos 2-3 biologinés replikos. Sis eksperimentas buvo atliktas be papildomo
nukleozidy gryninimo HPLC frakcionavimu skirtingai nuo 3.19 pav. A eksperimento
(zr.2.2.10).

Siekdami palyginti ShmC ir 5fC pasiskirstyma L. bicolor ir C. cinerea
genominéje DNR, $iy modifikacijy praturtinimui pritaikéme optimizuotus
hMe-Seal ir fC-Seal protokolus. Buvo paruo$tos jprastinémis sglygomis
auginty ir vitC veikty L. bicolor ir C. cinerea DNR hMe-Seal ir fC-Seal
bibliotekos. Atlikus sekoskaita, buvo gautas vidutinis padengimas (25x% L.
bicolor ir 45x C. cinerea, beveik visa gryby sekoskaitos analizé atlikta
Kotrynos Kvederavicittés, kai kurie pav. dr. P. Gibo). Analizuojant 200 bp
ilgio nepersidengiancius genomo regionus, abiejuose grybuose ShmC ir 5fC
signalai tarpusavyje persidengé vidutiniskai (Jaccard koeficientai 0,51 ir 0,33
atitinkamai L. bicolor ir C. cinerea). ShmC ir 5fC gerai dengési su viso
genomo bisulfitinés sekoskaitos signalu (duomenys 18 Zemach ir kt., 2010),
kuris rodo bendra SmC (jis sudaro didziaja signalo dalj) ir ShmC signalg
(analizuojant 200-bp nepersidengian¢ius genomo regionus, 56,65 % ir 69,7 %
BS-Seq modifikavimo signalo persidengia su hMe-Seal, 50,97 % ir 79,63 %
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signalo sutampa su fC-Seal genomo regionais, atitinkamai L. bicolor ir C.
cinerea). ShmC bei 5fC turinCiy regiony praturtinimo analizé jvairiuose
genominiuose elementuose parodé, kad abi modifikacijos (panasiai kaip ir
5mC) stipriausiai praturtintos su genais susijusiuose ir tarpgeniniuose
judriuosiuose genomo elementuose (TE) bei tarpgeninése srityse (3.24 pav.).
Tai sutampa su C. cinerea 5ShmC rezultatais naudojant kitus profiliavimo
metodus — ShmC buvo nustatytas TE ir juos supanciuose regionuose,
centromerose, genuose be raiSkos, homology neturin€iuose genuose ir
daugiakopijiniuose geny paraloguose (Chavez ir kt., 2014). Taip pat
stebéjome ShmC/5fC praturtinima abiejy gryby TET genuose, kuris buvo
stipresnis C. cinerea. Méginiuose po vitC poveikio steb&éjome analogiska
praturtinimg genomo elementuose kaip ir méginiuose be poveikio (3.24 pav.).
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hMe-Seal fC-Seal hmTOP-seq ~ hmTOP-seq ~folOP-seq " foTOP-seq ~ BS-Seq

3.24 pav. L. bicolor ir C. cinerea 5ShmC ir 5fC signaly praturtinimas (Sansy santykis,
log») jvairiuose genominiuose elementuose, nustatytas skirtingais metodais: hMe-Seal
ir fC-Seal (200 bp dydzio regiony analizé); hmTOP-seq ir foTOP-seq (pavieniy CG
analizé); 5mC signalas nustatytas pagal BS-Seq duomenis (naudoti >50% metilinti
CG; Zemach ir kt., 2010). Patikimumas nustatytas naudojant tikslyjj Fiserio testg. TE
— judrieji genomo elementai, pasikartojancios sekos — kitos pasikartojancios sekos
nejskaitant TE (tandeminiai pasikartojimai, | kuriuos jeina mini ir mikrosatelitinés
sekos). Méginiai po veikimo vitaminu C pazyméti vitC+, be poveikio — vitC-. TE+,
TE- atitinkamai genominiai elementai turintys TE ir ne.

Kadangi genai tiriamuose grybuose yra gana trumpi (vidutiniskai 1,5
kb L. bicolor; Martin ir kt., 2008; ir 1,8 kb C. cinerea; Stajich ir kt., 2010),
vidutiné afininiu praturtinimu paremty metody skiriamoji geba (~150-400,
remiantis misy eksperimentuose gaunamu DNR fragmenty ilgiu) gali sukurti
persidengian¢ius  oksi-mC  pasiskirstymo  rezultatus  genominiuose
elementuose, ypa¢ TE, kuriy vidutinis ilgis 256 bp ir 233 bp atitinkamai L.
bicolor ir C. cinerea. Todél toliau siekéme patikslinti ShmC ir 5fC
pasiskirstyma nukleotido skiriamosios gebos profiliavimo metodais, kurie yra
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pagristi TOP-seq (Stasevskij ir kt., 2017; zr. 1.4.2) labiau akcentuojant dar
menkai istirtg L. bicolor.

Didelés skiriamosios gebos ShmC profiliavimui siekéme pritaikyti
laboratorijoje sukurta hmTOP-seq (zr. 1.4.2) metodg (Gibas ir kt., 2020),
kuriame veikiant BGT ShmC Zymimas azido grupe turin¢ia gliukoze ir prie jos
prijungiamas pradmuo leidzia po sekoskaitos nustatyti ShmC nukleotido
tikslumu. Remiantis fC-Seal protokolu, 5fC profiliavimui L. bicolor suktiréme
modifikuota hmTOP-seq versija — foTOP-seq, kuriame prie§ atliekant
hmTOP-seq zingsnius natiiralus ShmC modifikuojamas, o 5fC redukuojamas
i 5ShmC ir taip galima nustatyti 5fC nukleotido tikslumu. Rémémeés fC-Seal
naudotomis redukcijos ir glikozilinimo salygomis (zr. 2.2.21). ISbandéme
foTOP-seq su dviem vieng CG taikinj turiniais modeliniais DNR
fragmentais, kuriy viename buvo 5ShmC (abiejose grandinése), 0 kitame 5fC
(vienoje grandinéje). Kadangi atstumas nuo 5°¢ galo iki kiekvieno §iy DNR
fragmenty ShmC/5fC taikiniy skirtingas, analizuojant elektroforetiskai pagal
ilgj galima atskirti, nuo kurio i$ taikiniy susidaro galutinis PGR produktas.
Atlikus visus foTOP-seq zingsius, stebéjome vieng nuo 5fC taikinio
susidariusj fragmenta (3.25 pav. 2 takelis, sprendziant pagal fragmento ilgj)
vietoje 3, kai nebuvo atliktas 5ShmC glikozilinimas paprasta gliukoze (1
takelis). Neatlikus 5fC redukcijos ir glikozilinimo paprasta gliukoze, susidaré
tik ShmC PGR produktai, o 5fC PGR produktas nesusidaré. Kontrolinéje
reakcijoje be BGT PGR produktai visai nesusidaré. Vadinasi, ShmC buvo
efektyviai apsaugotas nuo zyméjimo ir foTOP-seq metodas gali specifiSkai
nustatyti 5fC, o taip pat 5hmC galima atskirai nustatyti hmTOP-seq metodu.

< 174bp UDP-gliu, apsaugojimas - + - -
5 5hmC . NaBH., redukcija + + - - M
UDP-6-N;-gliu, Zyméjimas *+ + + -
—
5hmC ; 21'5'6'3 300bp
5 ¢ P 5hmC
5hmC 200bp
- ~ 5 5fC—»
5fC_____ 150b
15060 1 2 3 4 5 P

3.25 pav. foTOP-seq metodo jvertinimas naudojant du modelinius DNR fragmentus
turin¢ius ShmC arba 5fC (kair¢je). Raudonomis rodyklémis pazyméti galintys
susidaryti galutiniy biblioteky PGR produktai. DeSinéje, elektroforetineé PGR
produkty analizé bioanalizatoriumi (Agilent). Kai 5hmC buvo apsaugotas BGT
glikozilinant paprasta gliukoze (gliu), 5fC redukuotas NaBHj ir susidares ShmC
pazymétas naudojant UDP-6-azido-gliukoze bei BGT susidaro vienas 5fC specifinis
PGR produktas (2 takelis).

Buvo paruoStos jprastai augintos ir vitC paveiktos L. bicolor DNR
hmTOP-seq ir foTOP-seq, bei jprastai auginto C. cinerea DNR hmTOP-seq
bibliotekos, atlikta jy sekoskaita. Analizavome modifikacijas tik CG
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dinukleotiduose, kadangi 5mC L. bicolor ir C. cinerea genomuose daugiausia
yra CG kontekste (Zemach ir kt., 2010). L. bicolor DNR nustatéme 275 922
5hmCG ir 271 761 5fCG atitinkamai dviejose hmTOP-seq ir foTOP-seq
replikose (vidutiniskai 10x padengimas), kuriy skaiCius, kaip ir tikétasi,
padidéjo po poveikio vitC j 315 170 ShmCG ir 349 758 5fCG. Auginant
standartinémis salygomis C. cinerea genome identifikavome 663 841 5hmCG
dviejose hmTOP-seq biblioteky replikose (vidutiniskai 10x padengimas).
Gana didelé koreliacija tarp ShmCG ir 5fCG turinciy regiony genominiuose
elementuose (Pearson r=0,85 genams ir 0,49 pasikartojantiems elementams)
rodé didelj ShmC ir 5fC persidengimag L. bicolor. Oksi-mC modifikuoty CG
praturtinimo analizé genominiuose elementuose gerai sutapo su pries tai
minétais hMe-Seal ir fC-Seal rezultatais ir rodé panaSias tendencijas vitC
veiktuose ir neveiktuose méginiuose (3.24 pav.): 5hmCG ir 5fCG buvo
praturtinti TE, tarpgeninése srityse ir TE turin¢iuose genuose.

3.4.4 ShmC ir 5fC rySys su geny raiska

Siekiant jvertinti oksi-mC jtaka geny raiSkai grybuose, atlikome
standartinémis salygomis ir su vitC auginto L. bicolor micelio visos
transkriptomos sekoskaitg (bibliotekos paruostos ir sekoskaita atlikta Thermo
Fisher Scientific Baltics). C. cinerea atveju naudojome vieSai prieinamus
standartinémis sglygomis auginto micelio poli A RNR sekoskaitos duomenis
(Plaza ir kt., 2014). 5fC/ShmC modifikavimo vertinimui skai¢iavome
modifikuoty CG dalj (frakcijg) nuo visy tame genomo elemente esanciy CG
(zr. Gordevicius ir kt., 2020; Narmont¢ ir kt., 2021). Nors dauguma i§ miisy
identifikuoty 46 L. bicolor TET geny turi 5fC/5ShmC modifikacijas, taciau tik
4 1§ jy su nedidele oksi-mCG frakcija (3.26 pav. A) buvo su raiska
(TPM>0,05). Sie aktyvis TET genai potencialiai galéty dalyvauti oksi-mC
susidaryme. Kiti daugiakopijiniai genai taip pat turéjo daugiau SfCG/ShmCG
ir buvo mazesnés raiSkos lyginant su vienos kopijos genais (3.26 pav. B, C),
0 tai sutampa su C. cinerea 5hmC duomenimis (Chavez ir kt., 2014).
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3.26 pav. 5ShmC ir 5fC modifikavimas L. bicolor ir C. cinerea genuose. (A) 5hmCG
ir 5fCG (hmTOP-seq ir foTOP-seq) frakcija (dalis nuo visy elemento CG) L. bicolor
TET genuose su raiska (TPM>0,05) arba be jos. Visos porinio Wilcox testo p vertés
buvo mazesnés ar lygios nurodytai reikSmei. Méginiai veikti vitaminu C pazyméti
vitC+, méginiai be poveikio — vitC-. (B) 5hmCG ir 5fCG frakcijos daugiakopijiniuose
ar turindiuose viena kopija genuose bei jy raiskos lygis (C). Zvaigzdutés zymi p
vertes, paskai¢iuotas naudojant Wilcox (frakcijoms) ir t-testg (raiSkai). **** — p-verté
<0,0001. L. b. — L. bicolor; C. c. — C. cinerea. TPM — geno transkriptai milijonui visy
transkripty.

Kadangi genai ir tarpgeniniai regionai yra labiau praturtinti
ShmCG/5fCG, kai persidengia su TE (3.24 pav.), toliau analizavome raiska
priklausomai nuo TE buvimo. Yra zinoma, kad grybuose TE jsiterpimas ar net
buvimas arti geny gali juos slopinti (Castanera ir kt., 2016). Nors yra paskelbty
duomeny, kad grybuose TE gali biti iSveiklinami DNR metilinimo
(Borgognone ir kt., 2018) ir heterochromatino formavimosi (Seidl ir Thomma,
2017; Soyer ir kt., 2014), SmC oksidacijos jtaka TE veiklumui anksCiau
nebuvo tirta. Nustatéme, kad abiejuose grybuose su TE susije genai (atstumas
iki TE <1 kb, kai genas yra apsuptas TE, TE yra prie§ arba uz geno arba
persidengia su genu) buvo mazesnés raiSkos nei TE neturintys genai ir
skirtumas buvo ryskesnis L. bicolor (3.27 pav. A, B). L. bicolor genai, kurie
persidengé arba i§ abiejy pusiy buvo apsupti TE, rodé maziausius raiSkos
lygius (3.27 pav. A).

A : B s : c L. bicolor C.cinerea
R g 5fC 5hmC 5hmC
=107 4 125, R2=0,81 R*=08 R*=05
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ol ! '
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g © '
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3.27 pav. L. bicolor ir C. cinerea judriyjy elementy (TE) apsupties ir jy ShmC/5fC
modifikavimo rySys su geny rai$ka. (A) Geny raiska pagal TE padétj jy atzvilgiu (be
TE — TE néra 1 kb atstumu, prie§ srove arba pasroviui — TE aptiktas 1 kb atstumu
atitinkamai pries srove arba pasroviui nuo geno, pries/pasroviui — TE aptiktas i$ abiejy
pusiy prie§ srove ir pasroviui nuo geno, persidengia — TE persidengia su genu).
Skirtumams grupése jvertinti (p verté <0,05) buvo naudota vienpus¢ ANOVA. (B)
Geny asocijuoty su TE (TE+, atstumas <1 kb), jy neturin¢iy (TE-) arba esan¢iy TE
klasteriuose raiska (log2(TPM+1)). Skirtumams grupése jvertinti (p verté <0,05) buvo
naudota vienpusé ANOVA. (C) TE 5hmCG ir 5fCG modifikavimo frakcija (dalis nuo
visy elemento CG, jvertinta hmTOP-seq ir foTOP-seq) ir susijusiy geny raiSka
(atstumas iki TE <1 kb, raiSkos kvartiliai Q1-4, Q0 — néra raiskos). Duomenims
pritaikytas linijinis modelis. L. b. — L. bicolor; C. c. — C. cinerea. TPM — geno
transkriptai milijonui visy transkripty.

Kai kuriuose grybuose buvo parodyta, kad labiau metilinti ir maziau
aktyviis genai aptinkami TE sankaupose — klasteriuose (Borgognone ir kt.,
2018; Castanera ir kt., 2016). L. bicolor, priesingai nei C. cinerea, TE
nesikaupia tik subtelomeriniuose ar centromeriniuose regionuose, bet
formuodami TE klasterius pasiskirsto po visg genomg (Martin ir kt., 2008;
Stajich ir kt., 2010). Palyginamajai L. bicolor ir C. cinerea analizei de novo
nustatéme TE klasterius (Zr. Li¢yté ir kt., 2022). Kaip ir tikétasi, gerokai
didesnis TE klasteriy skaiCius aptiktas L. bicolor (207 lyginant su 82 C.
cinerea). Stebéjome, jog TE klasteriuose esantys genai buvo maziausios
raiSkos, lyginant su genais, esanciais ne klasteriuose ar neturinciais TE (3.27
pav. B). Dauguma TE klasteriuose esanciy geny (4 312 i§ 7 095) buvo be
raiSkos (vidutiniskai 0,28 ShmCG/5fCG ir 0,11 5mCG frakcijos), o tuo tarpu
tik 3 618 i§ 15 815 geny buvo nutildyti ne klasteriuose (vidutini§kai 0,24
ShmCG/5fCG ir 0,13 SmCG frakcijos) ir tai patvirtina slopinantj TE poveikj.
Geny su raiska modifikuoty CG frakcijos klasteriuose buvo Siek tiek didesnés
nei ne klasterivose: vidutiniskai 0,06 5ShmCG, 0,06 5fCG ir 0,07 5SmCG
klasteriuose; 0,03 5hmCG, 0,02 5fCG ir 0,04 5mCG ne klasteriuose. Tuomet
analizavome pacéiy TE modifikavimg esant skirtingai su jais susijusiy
(atstumas iki TE <1 kb) geny raiskai. Nustatéme, kad labiausiai ShmCG/5fCG
modifikuoti TE buvo biidingi maZziausios raiskos asocijuotiems genams (3.27
pav. C), todél stiprus TE ShmCG/5fCG modifikavimas susij¢s su raiskos
slopinimu. Taip pat nustatéme, kad labiau modifikuoti prie§ srove esantys 1
kb regionai (galintys turéti promotorius) buvo susij¢ su mazesne raiska, kuri
buvo dar mazesné TE klasteriuose (3.28 pav.). Taigi, kadangi genominiai
elementai su TE turi didesnj ShmCG/5fCG praturtinimg (3.24 pav.), o su jais
susijusiy geny raiSka yra mazesné, TE daro jtakg didesniam SfC/5hmC
modifikavimui ir tuo paciu daro neigiamg poveikj raiskai.
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3.28 pav. L. bicolor ir C. cinerea regiony, esanéiy prie§ geng, 5hmC ir 5fC
modifikavimo rySys su raiska. Geny, i$sidés¢iusiy TE klasterivose ir uz jy, raiska
(log2(TPM+1)) pagal prie$ srove nuo geny esanciy regiony (apibrézty kaip 1 kb
regionas pries srove nuo geno pradzios) ShmCG ir 5fCG frakcijas (didéjant po 0,25).
Zvaigzdutés zymi p vertes, paskai¢iuotas naudojant t testa. nr (nereik§mingas) — p
verté > 0,05; ** — p < 0,01; **** — p < 0,0001. Lauztiniai skliaustai rodo intervale
iskaic¢iuojama reik§me, paprasti skliaustai — nejskaiciuojama. TPM — geno transkriptai
milijonui visy transkripty.

Kadangi genai ir TE turi visas tris citozino modifikacijas — 5mC,
5hmC, 5fC — toliau siekéme tirti jy tarpusavio sgveikg geny raiskos
reguliacijoje. Siekiant palyginti oksi-mCG ir jy pirmtako SmCG pasiskirstyma
genuose ir TE, skai¢iavome modifikuoty CG frakcijas. Sugrupavome visus
genus pagal jy SmCG frakcijas ir jvertinome jy raiska priklausomai nuo
did¢janciy oksi-mC frakcijy. Stebétina, taciau rySys tarp raiskos ir ShmCG
lygio skyrési L. bicolor ir C. cinerea (3.29 pav.). Mazai metilintuose genuose
(0-0,1 5mCG frakcija) C. cinerea buvo stebimas teigiamas raiskos rySys su
didéjanc¢iu ShmCG lygiu, o tai sutampa su stebima teigiama ShmC jtaka
raiSkai zinduoliuose (Wu ir Zhang, 2014), tuo tarpu raiSka buvo silpna arba
jos nebuvo stipriai metilintuose ir hidroksimetilintuose genuose (>0,5
frakcijos). L. bicolor teigiamas rySys tarp raiskos ir ShmCG/5fCG frakcijy
buvo pastebimas tik lyginant dvi geny grupes — neturin¢ias oksi-mC ir
turin¢ias mazas oksi-mCG frakcijas (iki 0,1), tuo tarpu genai su didesnémis
nei 0,1 ShmCG/5fCG frakcijomis dazniausiai buvo nutildyti nepriklausomai
nuo jy 5mCG lygio. Ta pati tendencija buvo stebima genams, esantiems TE
klasteriuose ir jy iSoréje, tik raiska buvo silpnesné genams esant klasteriuose.
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5mCG frakcija
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3.29 pav. ShmC, 5fC ir 5mC modifikacijy rySys su geny raiSka L. bicolor ir C.
cinerea. RaiSka (loga(TPM+1)) iSskirstyta pagal geny 5fCG ir 5ShmCG frakcijas
skirtingai metilintuose genuose (5SmCG frakcijos parodytos vir§ grafiko; BS-Seq
duomenys i§ Zemach ir kt., 2010) TE klasteriuose ir jy iSoréje. Lauztiniai skliaustai
rodo intervale jskaiCiuojamg reikSme, paprasti skliaustai — nejskai¢iuojama. TPM —
geno transkriptai milijonui visy transkripty.

Siekiant jvertinti naudojamo CG frakcijy matavimo tinkamuma geny
modifikavimo analizei, papildomai paskai¢iavome CG padengimo vertes tose
paciose SmCG modifikavimo grupése. Apskritai rezultatai sutapo, iSskyrus
didel] 5ShmCG modifikavimg turinCias grupes, kurios nerodé stipraus
slopinimo C. cinerea ir rodé mazesnj slopinimg mazai metilintuose genuose
L. bicolor (3.30 pav.). Vadinasi, yra geny, kurie turi nedidelj kiekj stipriai
modifikuoty (t.y. stipriai padengty) ShmCG taikiniy ir demonstruoja, kad
naudojant abu parametrus TOP-seq duomeny analizéje galima gauti
papildancios informacijos.
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3.30 pav. L. bicolor ir C. cinerea geny rai$kos (logz(TPM+1)) priklausomybé nuo
normalizuoto nustatyty 5hmCG ir 5fCG padengimo (decilés D1-10, DO — néra
5hmCG/5fCG) geny grupése, iSskirstytose pagal 5mC modifikacijos lygius (§imtosios
dalys, virSuje, BS-Seq; Zemach ir kt., 2010). Lauztiniai skliaustai rodo intervale
iskai¢iuojamg reik§me, paprasti skliaustai — nejskai¢iuojama. TPM — geno transkriptai
milijonui visy transkripty.

Tuomet tarpusavyje lyginome genus su didelémis ir maZzomis
(atitinkamai paskutiné ir pirma decilé) skirtingy citozino modifikacijy
frakcijomis. Vélgi stebéjome, kad L. bicolor abi oksiduotos 5-metilcitozino
formos (duomenys parodyti tik 5hmC) stipriai slopina genus TE klasteriuose
ir uz jy: abiejose stipriai arba silpnai metilinty geny grupése tik genai turintys
zemg ShmCG frakcijg rodé raiska, o tuo tarpu daug ShmCG turintys genai
buvo nutildyti (3.31 pav. A). Tuo tarpu C. cinerea mazai metilinti genai su
didele 5hmCG frakcija zyméjo aktyvius genus (kurie buvo patikimai
aktyvesni nei genai su mazai 5ShmCG ne klasteriuose), 0 daug 5hmCG ir
5mCG Kartu buvo stipriai slopinamuose genuose ir slopinimas buvo mazesnis
esant mazai ShmCG (bei mazai ShmCG ir daug SmCG turintys genai linke
bti labiau slopinami, nei esant mazai SmCG). IS kitos pusés, nepaisant
stebimo slopinancio oksi-mC vaidmens abiejuose grybuose ir 5mC C. cinerea,
genai turintys Zemus visy citozino modifikacijy lygius buvo didesnés raiskos
nei genai, visai neturintys modifikacijy (p vertés <0,001, 3.31 pav. B). Stebimi
skirtumai tarp gryby galbit rodo esancius skirtingus TE reguliuojancius
mechanizmus dél L. bicolor budingo didesnio TE gausumo lyginant su C.
cinerea. Nors negalime visiSkai atmesti, kad skirtumai galbtt i§ dalies
susidaro dél prastos TE ir geny anotacijos L. bicolor genome (Castanera ir kt.,
2016; Martin ir kt., 2008).
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3.31 pav. L. bicolor ir C. cinerea 5ShmC, 5fC ir 5mC gausumo rySys su geny raiska.
(A) Skirtingai modifikuoty geny raiskos (log2(TPM+1)) palyginimas, sugrupuoty j
turinéius aukstas (A, paskutiné decilé) ir zemas (Z, pirma decil¢) geny 5mCG ir
5hmCG frakcijas, TE klasteriuose ir jy iSoréje. (B) Geny raiska, turin¢iy Zemas visy
trijy SmC, 5fC ir ShmC modifikuoty CG frakcijas (Z) L. bicolor, o C. cinerea 5mCG
ir ShmCG, arba visai neturinéiy $iy modifikacijy (N). Zvaigzdutés Zymi p vertes,
paskaiiuotas naudojant t testg. nr (nereikSmingas) — p verté >0,05; ** — p <0,01; ***
—p <0,001; **** —p <0,0001. TPM — geno transkriptai milijonui visy transkripty.
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4. REZULTATU APTARIMAS

DNR demetilinimas yra svarbus geny raiskos reguliacijos keitimo
mechanizmas vykstant Igsteliy diferenciacijai. Zinduoliuose geriausiai
apibudintas aktyvaus demetilinimo kelias, kurio metu TET baltymai oksiduoja
5mC i ShmC, 5fC ir S5caC, o tuomet 5fC ir ScaC gali bti pasalinami veikiant
TDG glikozilazei ir BER. Daugéja jrodymy, kad Sios oksiduotos 5-
metilcitozino formos gali biiti ne vien 5mC demetilinimo tarpiniai produktai,
bet ir turéti epigenetines funkcijas, kurios Siuo metu dar néra iki galo
suprastos. Alternatyviis aktyvaus 5mC demetilinimo biidai Zinduoliuose dar
mazai iStirti. Buvo nustatyta, kad DNR metiltransferazés geba atlikti ScaC
dekarboksilinimg  tiesiogiai  susidarant  nemodifikuotam  citozinui
(Liutkeviciuté ir kt., 2014). Tyréme S$ia reakcija kaip galima nemetilintos
citozino busenos grazinimo biida bei siekéme jg pritaikyti veiksmingo
genominio 5caC profiliavimo metodo kiirimui, kuris padéty geriau suprasti
galimas Sios retos ir todél sunkiai nustatomos modifikacijos funkcijas.

Oksiduotos 5SmC formos mazai nagrinétos kity nei zinduoliai
organizmy genomuose. Todé¢l analizavome daug TET-JPB geny kopijy
turin¢iy papédgrybiy L. bicolor ir C. cinerea oksi-mC pasiskirstyma ir jy
galimas funkcijas, pritaikant laboratorijoje kuriamus DNR modifikacijy
genominio profiliavimo metodus. Sie atlikti darbai suteiké daugiau Ziniy apie
5mC demetilinimg, oksi-mC funkcijas ir pasiskirstyma bei buvo sukurti nauji
metodai jy tyrimui.

4.1 Zmogaus DNMT3A/3L ir DNMT3B/3L metiltransferaziy atlieckama
5caC dekarboksilinimo reakcija

Patvirtinome, kad nustatytoje karboksilo grupés pasalinimo nuo ScaC
reakcijoje esant zmogaus DNMT3A/3L ar DNMT3B/3L (Liutkeviciaté ir kt.,
2014), dekarboksilinima atlicka metiltransferazés, kadangi stebéjome jo
slopinimg po poveikio su metiltransferaziy katalitiniu cisteinu reaguojanciu
N-etilmaleimidu. Bakteriniy metiltansferaziy katalitinj cisteing pakeitus
serinu, 5caC dekarboksilinimas nebevyksta (Liutkevi¢itté ir kt., 2014) ir tai
sutampa su misy rezultatu, kad DNMT3A/3L ir 3B/3L atlickamai
dekarboksilinimo reakcijai reikalingas Sis katalitinis cisteinas. Taip pat
parodytas ShmC dehidroksimetilinimo slopinimas, kai minéta mutacija buvo
jvesta | pelés DNMT3A ir 3B (Chen ir kt., 2012) bei bakterijy (Liutkevicitité
ir kt., 2009) metiltransferazes. Mechanistiné in vitro analizé taip pat parodé,
kad ScaC gali buti dekarboksilinamas tiolio nukleofilui laikinai jungiantis C6
pozicijoje (Schiesser ir kt., 2013), analogiskai citozino metiltransferaziy
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metilinimo mechanizmui, kuriame fermento cisteinas laikinai jungiasi C6-toje
pozicijoje (Kriukiené ir kt., 2012).

Manoma, kad egzistuoja nuo TDG nepriklausomas aktyvaus DNR
demetilinimo kelias, nes i$veiklinus TDG aktyvus 5SmC demetilinimas pelés
zigotose nepakinta (Guo ir kt., 2014a). Be to, TDG-BER vykdomas oksi-mC
pasalinimas, esant daznam ar simetriSkam modifikacijy iSsidéstymui, galéty
sukelti tankius ar net dvigrandzius trikius, o tai galéty paZeisti tokio lokuso
genetinj integralumg. Sis sudétingas procesas turi daug Zingsniy, jame
dalyvauja daugiau nei 10 skirtingy fermenty, todél jam reikia daug energijos
(Feng ir kt., 2021a). Taigi nuo TDG-BER nepriklausomas tiesioginis
nemetilintos citozino blisenos grazinimas biity saugesné ir maziau energijos
naudojanti, paprastesné, i§ maziau zingsniy susidedanti alternatyva.
Naudojant su baziy neturin¢iomis vietomis reaguojanciag medziaga, buvo
parodyta, kad 5fC ir ScaC paSalinimas nepadidina potencialiai kenksmingy
BER tarpiniy produkty lygio (Carell ir kt., 2018). Sj rezultatg galima aiskinti
dviem biidais: arba TDG/BER veikimas yra ne toks gausus, nei manyta iki
Siol, arba TDG pagristas pasalinimas vyksta glaudziame komplekse kartu su
kitais baltymais ir bazés neturinti vieta iStaisoma labai greitai, todél bazés
i8kirpimo taisymo tarpiniai produktai negali kauptis iki dideliy lygiy (Carell
ir kt., 2018).

Neseniai buvo paskelbti nauji rezultatai, rodantys in vivo vykstantj C-
C rysio skilimg. Nustatytas tiesioginis 5caC dekarboksilinimas j C jvairiy
kultivuojamy zmogaus ir pelés lasteliy genomuose bei transfekavus i jas ScaC
turin¢ia DNR (Feng ir kt., 2021a, 2021b; Kaminska ir kt., 2021). Masiy
spektrometrija pagristas proteominis tyrimas pelés embrioninése kamieninése
lastelése atskleidé DNMT1 saveika su ScaC (Spruijt ir kt., 2013), taciau
slopinant zmogaus DNMT1 raiska nepakinta transfekuotos 5caC turincios
DNR dekarboksilinimas (Feng ir kt., 2021b). In vitro gryby izoorotato
dekarboksilazé rodo silpna 5caC dekarboksilinima (Xu ir kt., 2013). Zmogaus
lgstelése néra izoorotato dekarboksilazei homologisko baltymo, o aptinkama
struktiiriSkai panaSi orotidino 5’-monofosfato dekarboksilazé, taciau jos
raiskos slopinimas nepakeicia transfekuotos DNR dekarboksilinimo (Feng ir
kt., 2021b). Taigi in vivo tiesioging ScaC dekarboksilinimo reakcija vykdantys
fermentai iki $iol nenustatyti.

Savo darbuose stebéjome zmogaus DNMT3A/3L vykdomos 5caC
dekarboksilinimo reakcijos specifinj slopinimag SAM kofaktoriumi ir jo
produktu SAH, o tai dar kartg patvirtina metiltransferaziy veikimg Sioje
reakcijoje. Atitinkamai, SAM taip pat turi nebiti, kad zmogaus DNMT3A ir
DNMT3B metiltransferazés galéty vykdyti ShmC dehidroksimetilinimg
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(Chen ir kt., 2012). Kadangi DNMT3A/3L vykdoma 5caC dekarboksilinimo
reakcija buvo slopinama esant fiziologinéms SAM koncentracijoms, mazai
tikétina, kad ji vyksta jprastinémis sglygomis in vivo. Taciau gali egzistuoti
klinikinés biisenos, maZinanc¢ios SAM lygius ir galbiit sudaran¢ios sglygas
DNMT vykdyti S5caC dekarboksilinima: lastelinis SAM lygis sumazéja Dauno
sindrome; MAT fermenty, katalizuojanCiy metionino pavertimg SAM,
sumazgja sergant ciroze; ziurkiy, maitinamy folio riigsties stokojan¢iu maistu
(dél kurio sumazéja SAM kiekis), kepenyse pastebéti prie§véziniai pokyciai,
susij¢ su globaliu hipometilinimu (van der Wijst ir kt., 2015). Intensyvi
lasteliy proliferacija sukelia vieting hipoksija naviko viduje, kuri sumaZzina
SAM lygj hepatomos lIgstelése ir sukelia genominés DNR demetilinima CpG
salose (Liu ir kt., 2011). Taip pat pasiiilyta, kad veikiant jvairiems baltymams,
chromatino mikroaplinkoje gali susidaryti nejprastos ribinés medziagy
koncentracijos, kurios galbit sudaro salygas DNMT veikti DNR
dehidroksimetilinime ar dekarboksilinime lokaliame lygyje (van der Wijst ir
kt., 2015). Pavyzdziui, vykstant histony demetilinimui i$skiriamas H,O; (van
der Wijst ir kt., 2015), kuris galbuit galéty padéti DNMT3 efektyviau vykdyti
ShmC dehidroksimetilinima (Chen ir kt., 2012). Jei vykty tokie lokaliis SAM
koncentracijy poky¢iai, svyravimai galéty paveikti DNMT3A ar 3B funkcija
(van der Wijst ir kt., 2015). In vivo jrodymy, kad DNMT i§ tikryjy dalyvauja
5caC dekarboksilinime, dar néra, ta¢iau in vitro nustatytas aktyvumas parodo
chemiskai ir fermentiskai jmanoma tiesioging ScaC pavertimo j C reakcija.
Taigi lastelése ScaC dekarboksilinimo reakcija galbut galéty atlikti specialus
fermentas, naudojantis MTazéms analogiSka reakcijos mechanizma.

4.2 Sukurtas eM.Sssl 5caC dekarboksilinimo reakcija paremtas 5caC
profiliavimo metodas caCLEAR

Siekiant geriau suprasti aktyvy zinduoliy DNR demetilinima,
reikalingi jautrts, didelés skiriamosios gebos metodai viso genomo oksiduoty
citozino formy profiliavimui. Misy tikslas buvo sukurti jautraus viso genomo
5c¢aCG nustatymo strategija iSvengiant bisulfito konversijos, dél kurios kyla
efektyviai vykdyti S5caC dekarboksilinimg jvairiai modifikuotuose (kai ScaC
yra vienoje grandingje, 0 nemodifikuotas ar metilintas citozinas kitoje, arba
kai ScaC yra abiejose grandinése) CG taikiniuose ir perkelti aktyvig azido
grupe nuo sintetinio SAM kofaktoriaus analogo sudaro sglygas kovalentiniam
5¢aCG taikiniy zyméjimui. Remiantis Siomis S$velniomis fermentinémis
reakcijomis, sukiirtme 5caCG pozicijas genome identifikuojantj caCLEAR
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metoda: po eM.Sssl dekarboksilinimo susidare nemodifikuoti CG taikiniai
nustatomi TOP-seq profiliavimu, o nattralis genominiai nCG ir ShmCG
taikiniai nejtraukiami j analizg atitinkamai atliekant jy wt M.Sssl metilinima
ir BGT glikozilinimg. Atskiry zingsniy veiksmingumg bei viso metodo
specifiSkumg, jautrumg ir efektyvuma patvirtinome modelinése DNR
sistemose, jvairiuose taikiniy kontekstuose. Kadangi caCLEAR specifiskai
nustato tik 5caCG taikinius, reikia mazesniy sekoskaitos ir bioinformatinés
analizés apimciy, palyginus su kitais viso genomo sekoskaitos reikalaujanciais
5caC profiliavimo metodais, paremtais bisulfito (Wu ir kt., 2016) ar piridino
borano konversija (Liu ir kt.,, 2019, 2021). Taigi caCLEAR suteikia
ekonomiska, o kartu ir didelés skiriamosios gebos 5caC profiliy sudaryma.

4.3 caCLEAR metodas atskleidé 5caC pasiskirstymo skirtumus esant
dviems pelés embrioniniy lasteliy pliuripotentiSkumo biisenoms

Pelés ESC caCLEAR analizé parodé, kad ScaC gali buti gausesnis,
nei buvo manyta anksCiau. Nustatéme daugiau S5caC taikiniy nei aptikta
bisulfito konversija paremtu CAB-seq metodu (Lu ir kt., 2015b). CAB-seq
metode 5caC regiony praturtinimui dar papildomai naudojami antikiinai, tai
mazina reikalingy nuskaitymy skaiCiy, bet nustatomi ne visi taikiniai.
caCLEAR metodo jautrumas taip pat leido aptikti 5caCG laukinio tipo mESC,
tod¢l norint aptikti karboksilintas CG vietas nebéra bitinas TDG
iSveiklinimas. Be to, analizuojant mESC genominius regionus, steb&jome, jog
caCLEAR geba aptikti vos keliy procenty ScaC modifikavimg, matoma
bisulfito ar piridino borano konversija paremta sekoskaita. Steb¢jome didelj
nustatyty 5caCG taikiniy persidengima su 5caC vietomis, parodytomis Kitais
metodais bei publikuotus duomenis atitinkantj 5caCG praturtinimg
genominiuose genomo elementuose, o tai dar kartag patvirtina caCLEAR
metodo specifiskuma.

Dviejy pliuripotentiniy mESC  buseny 5caCG  genominis
pasiskirstymas atskleidé jy vyraujantj kaupimasi stipriklivose ir kituose
atviruose genomo regionuose, kurie paprastai yra sujungti transkripcijos
faktoriy tinklu, o tai rodo dinamiSka SmC kaitg Siuose lokusuose. Nustatéme,
kad globalus 5caCG pasiskirstymas yra veikiamas pliuripotencijos biisenos.
Keletas tyrimy pabréze transkripcijos ir DNR modifikacijy pokycius lasteléms
pereinant i$ vienos pliuripotentiSkumo biisenos j kit (Marks ir kt., 2012; Ficz
ir kt., 2013). Stebéjome, kad daugumos svarbiy veiksniy ir transkripcijos
faktoriy jungimosi regionai, kurivose yra 5caCG (5caCG-VJR), serumo-2i
mESC buvo toliau nuo geny nei serumo salygomis. Vadinasi, 2i sglygomis
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daugiau 5caC susidaré tolimyjy stiprikliy reguliaciniy elementy VIR ir tai
sutampa su 2i saglygomis nustatytu aktyviu DNR demetilinimu stiprikliuose
bei labiau demetilinta basena (Habibi ir kt., 2013; von Meyenn ir kt., 2016;
Galonska ir kt., 2015). O tuomet serumo sglygomis didesné dalis 5caC
susidaré VJR, kurie yra TSS artimesniuose stiprikliuose ar promotoriuose, tai
atitinka tik serumo sglygomis aktyviuose promotoriuose miisy matoma ScaC
praturtinimg bei vykstant kamieniniy lasteliy diferenciacijai nustatytg ScaC
susidarymg aktyviy geny promotoriuose (Lewis ir kt., 2017b; Wheldon ir kt.,
2014). Be to, 5caCG-VIR abejomis sglygomis buvo toliau nuo geny nei 5caC
neturintys regionai (iSskyrus Nanog, Oct4, Sox2 ir CTCF regionus serumo
salygomis). Tai sutampa su duomenimis, kad didzioji ScaC signalo dalis yra
stiprikliy tolimuosiuose reguliaciniuose genomo elementuose, kuriuose ir yra
didelé dalis VIR (Shen ir kt., 2013; Chen ir kt., 2008; Galonska ir kt., 2015).
Serumo sglygomis matomi genams tolimesni ScaC neturintys Nanog, Oct4 ir
Sox2 VIR tikriausiai atspindi parodyta $iy faktoriy jungimasi prie jau mazai
metilinty serumo salygoms specifiniy mESC stiprikliy, kuriuose pereinant is
21 salygy SmC lygis beveik nekinta ir todél DNR demetilinimas mazas
(Galonska ir kt., 2015). Nors serumo mESC 5caCG yra maziau, palyginus su
serumo-2i mESC, ,,apmokytose“ mESC 5caCG praturtintas genuose, kurie
svarbis Igsteliy vystymosi procesams. Be to, 5caCG-VJR kaupiasi aktyviuose
stiprikliuose ir promotoriuose ,,apmokytose mESC, tuo tarpu tokie VJR
apsiriboja pasiruoSusiais stiprikliais naivioje biisenoje.

Kadangi 5caCG praturtintas jvairiy pagrindiniy veiksniy ir
transkripcijos faktoriy suri§imo srityse, iSkéléme hipotezg, kad ScaC
dalyvauja veiksniy valdomame geny raiskos reguliavime. Nustatéme
tendencija, kad 5caCG-VIJR yra praturtinti vidutinés raiSkos genuose ir
praturtinimas yra stipresnis palyginus su 5caCG neturinciais VIR. Galbiit tai
gali buti susije¢ su transkripcijos ilgéjimo trikdymu gene esant ScaC (Kellinger
ir kt., 2012). Jdomu, kad dalis 5caCG modifikuoty CTCF, c-Myc ir Nanog
jungimosi viety buvo linkusios pasiskirstyti genuose, susijusiuose su lasteliy
vystymosi procesais, iSskirtinai ,,apmokytose® serumo sglygy mESC. Todél
galbut pritraukdamos Siuos faktorius ScaCG modifikuotos sritys dalyvauja
geny reguliavime mESC keiCiantis j labiau ,,apmokyta“ bliseng ir paruosia
lgsteles vystymosi procesy aktyvavimui. 5caCG-CTCF sritys buvo i$skirtinai
stipriai praturtintos egzonuose, o 5caC taip pat labiausiai praturtintas
egzonuose lyginant su intronais ir tarpgeninémis sritimis. Tai sutampa su
duomenimis, kad CTCF stipriausiai jungiasi prie 5caC modifikuotos DNR
(Marina ir kt., 2016), o 5caC taip pat sukelia neoptimaliy CTCF seky
atpazinimg ir gali biti Sio baltymo diferencinio jungimosi mechanizmas

154



lastelése (Nanan ir kt., 2019). Idomu, jog CTCF jungimasis prie ScaC/5hmC
alternatyviuose egzonuose sukelia jy jtraukima (Marina ir kt., 2016), o tai
parodo dar vieng galimg 5caC vaidmenj geny reguliacijoje.

Apibendrinant, nustatéme 5caCG ir 5caCG-VJR rysj su aktyvia geny
raiSka. Be to, mes nustatéme asimetrinj 5caCG pasiskirstyma stiprios raiskos
baltymus koduojanciy geny antiprasminéje grandinéje, kuris buvo ryskesnis
serumo-2i mESC. Reikia tolesniy tyrimy, kad biity nustatyta, ar $i tendencija
budinga diferencijuotiems peliy audiniams ar kitiems organizmams. Genai,
kuriuose yra rySkus grandinei specifinis 5caCG pasiskirstymas serumo-2i
mESC, daugiausia yra susij¢ su bendromis pagrindinémis lastelés
funkcijomis, tokiomis kaip medziagy apykaita, signaly perdavimas ir lastelés
ciklo kontrolé. Asimetrinj oksi-mC iSsidéstymg atitinka nustatyta TET
kristaliné struktiira su simetriSkai metilintu DNR substratu, prie kurio
prisijunggs vienas baltymas iSsuka metilintg baze oksidacijai tik i§ vienos
grandinés (Hu ir kt., 2013). Asimetrinj 5caCG pasiskirstyma turin¢iy geny
antiprasminéje grandinéje taip pat nustatéme didesnj nCG kiekj, o tuo tarpu
ShmC linkes pasiskirstyti prasmingje geny grandinéje (Booth ir kt., 2012;
Gibas ir kt., 2020; Wen ir kt., 2014). Tai rodo skirtingg 5SmC oksidacijos ir
demetilinimo reguliacijg tarp geno grandiniy, galbiit svarbig palaikant geny
raiSkg ESC. Dar turi buti iStirta, kaip susidaro toks asimetrinis oksi-mC
pasiskirstymas, galbiit tam turi jtakos kazkokiu biidu skirtingai reguliuojami
TET/TDG, jy procesyvumas ar dalyvaujantys kiti DNR demetilinimo
mechanizmai. Asimetrija galéty lemti skirtingas grandiniy prieinamumas,
pavyzdziui, transkripcijos metu susidarant R-kilpos strukttirai: koduojanti
prasmin¢ DNR grandiné atsiskiria, o matriciné antiprasminé grandiné sudaro
hibrida su nuraSoma RNR. I$ tiesy yra parodyta, kad TET baltymai yra
nukreipiami j R-Kilpas oksidacijai bei jose aptinkamas oksi-mC praturtinimas
(Arab ir kt., 2019). Taip pat nustatyta, kad R-kilpos yra budingos aktyviems
ESC genams ir jy iSsidéstymas genome koreliuoja su ShmC genominiu
pasiskirstymu, o 5hmC taip pat skatina R-kilpy susidarymg (Sabino ir kt.,
2022). TET baltymai gali veikti su jvairiais substratais — viengrande DNR,
RNR/DNR hibridais, nors efektyvumas geriausias dvigrandéje DNR (Xue ir
kt., 2020). Tad jmanoma, kad susidarius ShmC ir susiformavus R-Kkilpai,
tolimesné oksidacija nukreipiama j prieSinga granding, sudarancig hibridg su
RNR.

Apibendrinant, caCLEAR parod¢, kad 5caC yra aktyvios geny raiskos
zenklas, kuris, pritraukdamas veiksnius } TET oksiduotus genomo taikinius,
dalyvauja geny reguliacijoje keic¢iantis mESC pliuripotencijos biisenoms.
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Todél S5caC gali buti geras dinamisko lastelées DNR modifikavimo ir
chromatino pertvarkymo indikatorius.

4.4 Oksiduoty 5-metilcitozino formy pasiskirstymas ir ju vaidmuo
L. bicolor ir C. cinerea papédgrybiu nukleoriigstyse

L. bicolor ir C. cinerea grybuose sickéme istirti oksi-mC gausa,
pasiskirstyma, galimas funkcijas bei tuo paciu suprasti Siuose grybuose gausiy
TET-JPB geny reikSme. Abiejy gryby micelio DNR aptikome visas tris oksi-
mC, o ShmC ir 5fC lygiai buvo panasis, skirtingai nei zinduoliy DNR, kurioje
ShmC daug gausesnis palyginus su 5fC (3.19 pav. E). Tai gali reiksti kitokia
ShmC ir 5fC kaitg arba biologinius vaidmenis grybuose. PrieSingai nei
zinduoliai, kurie turi tik tris TET genus, L. bicolor ir C. cinerea yra daug TET-
JPB geny kopijy (47-74 genus) (lyer ir kt., 2009; Wu ir Zhang, 2014).
Nepaisant daugybés TET-JBP geny, tik keli i$ jy pasizyméjo silpna raiska (Sis
tyrimas ir Chavez ir kt., 2014), todél L. bicolor ir C. cinerea stebétas
santykinai mazas oksi-mC kiekis néra netikétas. 5caC kiekis C. cinerea DNR
buvo maziausias i$ trijy oksi-mC modifikacijy (3.19 pav. A, E), priesingai nei
Chavez ir kt. (2014) nustatytas gausiausias 5caC. Aptiktg 5caC gausumo
neatitikimg tarp HPLC-MS/MS ir taSkinio imunobloto galima paaiskinti
naudojamy 5caC antikiiny kryZminiu reaktyvumu, o tai kelia abejong dél
antiklinais pagristy gryby méginiy analizés metody patikimumo. D¢l Sios
priezasties iSsamiam L. bicolor ir C. cinerea DNR ir RNR oksi-mC
apibudinimui mes naudojome HPLC-MS/MS metoda.

Atradome 5carC C. cinerea RNR ir suk@iréme cheminés
derivatizacijos metoda, kuris palengvinty Sios reciausios ir maziausiai istirtos
RNR oksi-mC aptikimag HPLC-MS/MS. Tarp skirtingy RNR tipy ScarC
steb&jome ilgose RNR po poli A pasalinimo, o tai rodo galimg ScarC rysj su
nekoduojanéiomis RNR arba iRNR, kurios neturi 3°-poli A seky ar jos yra
trumpos. Parodyta, kad kai kuriuose grybuose yra nemaza dalis iRNR,
neturin¢iy 3°-poli A seky (Griffin, 1996), o trumpos poli A ,,uodegos yra
paplitusios stiprios raiskos eukarioty genuose (Lima ir kt., 2017). ScarC
signalas taip pat buvo matomas trumpose C. cinerea RNR, o tarp jy didziausi
ScarC kiekiai buvo RNR, trumpesnése nei tRNR. Poveikis vitaminu C
grybuose sukelé oksi-mC padidéjimg RNR ir DNR, o tai paremia galimg TET
baltymy dalyvavimag gryby 5mC oksidacijoje. Standartinémis auginimo
salygomis miisy metodu L. bicolor 5carC neaptikome, ta¢iau vitC paskatino
dideliy ScarC kiekiy susidarymg ilgose RNR. Vadinasi, $i modifikacija gali
susidaryti esant padidéjusiai vitC koncentracijai lgstelése (grybai nattiraliai
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sintetina vitC arba jo analogus; Loewus, 1999) arba, pavyzdziui, esant jy
sgveikai su augalu. Jdomu, jog C. cinerea poli A RNR frakcijoje neaptikome
ShmrC ir jj nustatéme po veikimo vitC tik L. bicolor, o tai rodo kitokj oksi-
mC vaidmenj grybuose lyginant su zinduoliais, kur didziausias 5carC ir
5hmrC kiekis buvo nustatytas poli A RNR (Huang ir kt., 2016). Nors 5carC
lygiai bendroje C. cinerea (~0,00001-0,00005% nuo G) ir L. bicolor
(~0,0004%) RNR yra Zemi, jie patenka | panasy diapazong, kaip ir
skirtinguose zinduoliy audiniuose (0,00004-0,0005%; Huang ir kt., 2016)
(3.19 pav. E). In vitro parodytas santykinai silpnas C. cinerea TET baltymy
aktyvumas DNR generuojant 5caC (Zhang ir kt., 2014) galbit lemia
maziausius ScarC arba 5caC kiekius tarp visy oksi-mC. Zinduoliuose 5caC
gali buti aktyviai pasalinamas baziy iSkirpimo mechanizmais, pavyzdziui,
veikiant timino DNR glikozilazei arba vykstant tiesioginiam 5caC
dekarboksilinimui j citozing (Feng ir kt., 2021c). Taciau iki Siol grybuose
timino DNR glikozilaziy (C. cinerea nustatytas galimas genas; Chavez ir kt.,
2014) aktyvumas ar kiti 5caC pasalinimo mechanizmai dar nenustatyti.
Miisy ScarC tyrimas gryby RNR prideda vertingos informacijos apie
$ig menkai istirtg modifikacija, nors jos biologinio veikimo mechanizmai dar
turi bati iSaiskinti. Galbiit ScarC gali paveikti RNR struktiirg, panasiai kaip
5caC DNR, iSplésdamas mazajj griovj ir atlaisvindamas dvigrandes dalis (Dai
ir kt., 2015), prieSingai nei labiau stabilizuojantis SmC (Harcourt ir kt., 2017;
Fu ir kt., 2019). [vairiuose organizmuose parodyta, jog 5-citozino
modifikacijos daro jtaka RNR savybéms, stabilumui ir funkcijoms.
Pavyzdziui, 5SmrC veikia tRNR, rRNR susilankstymg ir stabilizuoja antrine
strukttra, todél tikétina veikia ir aptinkamas iRNR struktiiras, kurios gali
daryti jtakg iRNR brendimui bei transliacijai (Gilbert ir kt., 2016). iRNR esant
SmrC jos lengviau perneSsamos i§ zmogaus Hela lgsteliy branduolio, o A.
thaliana — j tolimas augalo dalis (Xue ir kt., 2020). PrieSingai nei SmrC, kuris
sumazina iRNR transliacija, ShmrC gali jg skatinti Drosophila (Delatte ir kt.,
2016). Kai kurie eksperimentai rodo galimg SmrC jtakg iRNR stabilumui (Xue
ir kt., 2020), o ShmrC destabilizuoja peliy endogeniniy retrovirusy
transkriptus (Amort ir kt., 2013; Guallar ir kt., 2018). 5mrC aptinkamas
jvairiose reguliacinése RNR (miRNR, stiprikliy, skliautinése, ilgose
nekoduojanciose RNR) ir yra duomeny apie SmrC poveikj jy stabilumui,
funkcijoms bei dalyvavimui geny reguliacijoje (Xue ir kt., 2020). Pavyzdziui,
SmrC daro jtakg ilgy nekoduojanciy reguliaciniy RNR prisijungimui prie
chromating modifikuojan¢iy kompleksy (Amort ir kt., 2013). Dinamiskai
kintancios oksi-mC modifikacijos galbiit galéty biiti greitas biidas strukttiriniy
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SmrC modifikuotos RNR savybiy pakeitimui ar suriSanc¢iy baltymy saveikos
moduliavimui taip kei¢iant RNR funkcijas ir atsakant j aplinkos veiksnius.

TE sudaro didesn¢ ektomikorizinés L. bicolor genomo dalj (iki
37,9%, Castanera ir kt., 2016), lyginant su saprotrofiniu C. cinerea (~6%,
Stajich ir kt., 2010). Manoma, kad TE gaus¢jimas grybuose yra susijes Su
abipusiai naudinga arba parazitine sgveika su augalais, taip prisidedant prie
genetinés variacijos, naudingos prisitaikymui prie augalo-Seimininko
(Castanera ir kt., 2017). Ektomikoriziniuose simbiontuose nustatytas Zymiai
didesnis TE kiekis, palyginus su kitais gryby ekologinio prisitaikymo budais
(Miyauchi ir kt., 2020). Misy atliktas ShmCG ir 5fCG dinukleotidy
profiliavimas hmTOP-seq (Gibas ir kt., 2020) ir sukurtu foTOP-seq metodu
abiejy gryby DNR parodé, kad oksi-mC kaupiasi TE, o tai sutampa su
paskelbtu abiejy gryby 5mC (Zemach ir kt., 2010) ir C. cinerea 5hmC
pasiskirstymu (Chavez ir kt., 2014). Nustatéme, kad dauguma $iy gryby geny
turi oksi-mC. Geny buvimas arti oksi-mC turtingy TE buvo susij¢s su geny
slopinimu ir didesniu 5hmC/5fC modifikacijy praturtinimu, o tai atitinka kity
gryby SmC duomenis (Borgognone ir kt., 2018; Castanera ir kt., 2016). Taip
pat abiejuose grybuose nustatéme didesnj geny slopinima jiems esant TE
klasteriuose, palyginus su genais, esanciais TE klasteriy iSoréje ar neturinciais
TE.

Analizuodami modifikuoty CG frakcijas, galéjome tiesiogiai
palyginti trijy citozino baseny — 5mC, 5hmC ir 5fC — kiekius ir jy rysj su geny
raiSkos reguliavimu. Atskiry citozino modifikacijy analizé genuose atskleide,
kad didelis geno ShmC arba 5fC, bet ne SmC modifikavimas daro stipry
slopinamajj poveikj raiskai L. bicolor. Tuo tarpu C. cinerea genai esant
silpnam metilinimui parodé palaipsniui didéjancig raiska daugéjant 5ShmcC ir
tik esant stipriam 5mCG modifikavimui aukstas geno ShmCG lygis neigiamai
veiké raiSka. Nepaisant stipraus genus slopinancio oksi-mCG vaidmens,
stebéto abiejuose grybuose, aktyviai raiSkai yra reikalingas nedidelis
5mC/5hmC/5fC modifikavimo lygis.

Miisy Ziniomis, tai yra pirmoji tokia i§sami SmC ir jo oksiduoty formy
ShmC/5fC issidéstymo ir jy poveikio raiSkai analizé grybuose. Stebéjome
geny, kuriy auksta oksi-mC lygj lemia stipriai ShmCG/5fCG modifikuoti TE,
nutildymg. Todél galima manyti, jog SmC oksidacija gali veikti kaip
papildomas TE reguliavimo/slopinimo mechanizmas, kuris grybuose veikia,
pavyzdziui, i TE nukreipiant represinius baltymus, kaip buvo parodyta TET
baltymams Zinduoliuose (Deniz ir kt., 2019). Sis mechanizmas taip pat gali
buti svarbus autoregulivojant su TE susijusius (lyer ir kt., 2013, 2014) ir
5hmC/5fC modifikuotus gausius TET-JPB genus. Evoliucijos metu
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simbiozéje su augalais L. bicolor gal¢jo atsirasti keletas mechanizmy, kurie
kartu su TE kaupimu, prisidedanciu prie adaptacijos, suaktyvina stiprig
slopinancig kontrole prie§ zalingg gausiy TE poveikj. Skirtingas oksi-mC ir
5mC poveikis geny raiskai tarp L. bicolor ir C. cinerea, dar kartg patvirtina,
kad citozino modifikacijos gali atlikti jvairius vaidmenis skirtingy rtsiy
grybuose (Bewick ir kt., 2019; Zemach ir kt., 2010).

Nustatytas 5mC ir oksi-mC modifikacijy pasiskirstymas kartu su
dviejy gryby geny raiskos profiliais yra unikalus Saltinis tiriant epigenetinius
mechanizmus, kuris pabrézia individualiy citozino modifikacijy svarba.
Norint gauti gilesniy jzvalgy apie oksi-mC vaidmeny jvairove ir pasiskirstyma
kitose L. bicolor ir C. cinerea vystymosi stadijose ir daugelyje skirtingy gryby,
reikia atlikti tolimesnius tyrimus.
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ISVADOS

5caC dekarboksilinimui esant DNMT3A/3L ar DNMT3B/3L Zmogaus
metiltransferazéms reikalingas jy katalitiniame centre esantis cisteinas,
bet reakcija yra slopinama SAM. Todél nors metiltransferazés geba atlikti
dekarboksilinimg, mazai tikétina, kad jprastinémis salygomis jos vykdo
reakcija in vivo.

Remiantis eM.Sssl vykdoma 5caC dekarboksilinimo reakcija, sukurtas
bei patvirtintas naujas, jautrus ir ekonomiskas CG skiriamosios gebos
caCLEAR metodas specifiniam 5caCG taikiniy profiliavimui genomingje
DNR.

caCLEAR metodu buvo nustatyti genominio 5caC pasiskirstymo
skirtumai tarp serumo-2i ir serumo salygomis auginty pelés embrioniniy
kamieniniy lasteliy, atitinkanciy dvi pliuripotentiSkumo busenas —
,Lhaivig“ ir ,,apmokyta“. Parodytas skirtingas 5caC praturtinimas genomo
elementuose, iSsidéstymas svarbiy veiksniy jungimosi regionuose bei
i§skirtinai serumo salygomis nustatytas 5caC praturtinimas ,,apmokytoje*
biisenoje aktyvesniuose vystymosi procesy genuose. ScaC yra susijes su
aktyvia raiSka ir pasizymi asimetriniu i§sidéstymu antiprasminéje aktyviy
baltymus koduojanéiy geny grandinéje.

C. cinerea ir L. bicolor papédgrybiy RNR aptiktos oksiduotos 5mrC
formos. Pritaikius cheming derivatizacija sukurtas jautrus masiy
spektrometrijos metodas 5carC nustatymui RNR. Siuo metodu nustatyta,
kad 5carC daugiausia yra abiejy gryby 3°-poli A seky neturinCiose
ilgesnése nei 200 nt RNR, L. bicolor poli A RNR bei C. cinerea
trumpesnése nei 200 nt RNR, tarp kuriy 5carC gausiausias RNR,
trumpesnése nei tRNR.

L. bicolor ir C. cinerea DNR nustatytos visos trys oksiduotos 5mC
formos, i§ kuriy gausiausios ShmC ir 5fC. Naudojant hmTOP-seq ir
suktirus modifikuota jo versija foTOP-seq, atliktas 5hmC ir 5fC
genominis profiliavimas L. bicolor ir C. cinerea. Parodytas 5hmC ir 5fC
praturtinimas judriuosiuose elementuose ir arti jy esanciy geny raiskos
slopinimas. C. cinerea nustatyta stipraus ShmCG modifikavimo sasaja su
aktyviais genais esant mazai 5SmCG, o L. bicolor didelis 5fCG/5hmCG
modifikavimas susijes su slopinamais genais, nepriklausomai nuo jy
5mCG gausumo.
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2i

5caC

5fC
5hmC
5mC
Ad0-6-N3

BGT
BS-Seq
caCLEAR
eM.Sssl
foTOP-seq
H3K

hmTOP-seq
HPLC-MS/MS

M. or MTase
MESCs
oxi-mCs

R. or REase
rC

SAM

TDG

TEs

TET
TOP-seq

uCG
wit

two small-molecule kinase inhibitors

5-carboxylcytosine

5-formylcytosine

5-hydroxymethylcytosine

5-methylcytosine

synthetic analog of the SAM cofactor, with an extended 6-
azidohex-2-ynyl group

T4 phage B-glucosyltransferase

bisulfite sequencing

“5caC Clearance”, a method for genomic mapping of 5caC
engineered methyltransferase Sssl (Q142A/N370A)
5fC-specific tethered oligonucleotide-primed sequencing
modifications in lysine of histone 3, for example: H3K4mel
— monomethylation of 4th lysine, H3K36me3 —
trimethylation of 36th lysine, H3K27ac — acetylation of 27th
lysine.

5hmC-specific tethered oligonucleotide-primed sequencing
high-performance liquid chromatography—tandem mass
spectrometry

methyltransferase

mouse embryonic stem cells

oxidized forms of 5-methylcytosine

restriction endonuclease

cytosine base in RNA

S-adenosyl-L-methionine

thymine DNA glycosylase

transposable elements

ten-eleven translocation oxygenase

tethered oligonucleotide-primed sequencing, a method for
mapping of uCGs

unmodified CG dinucleotide

wild type
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INTRODUCTION

5-methylcytosine (5mC) is a widespread DNA modification found
from bacteria to mammals and is produced by DNA methyltransferases
(MTases), which transfer a methyl group from the cofactor S-adenosyl-L-
methionine (SAM) to the C5 position of cytosine [1]. In multicellular
eukaryotes 5mC is a crucial epigenetic mark, which does not change the
coding sequence, but is very important for suppression of repetitive elements,
regulation of gene expression, imprinting, mammalian X-chromosome
inactivation [2].

Changes in genomic distribution of 5mC are linked to the cell-specific
transcriptional status, important in development and disease [3]. DNA can be
demethylated passively by replication or actively, when enzymes remove 5mC
independently of replication [4].

Mammalian active DNA demethylation can occur via successive
oxidation of 5mC to 5-hydroxymethylcytosine (5hmC), 5-formylcytosine
(5fC) and 5-carboxylcytosine (5caC) by TET proteins [5—7]. 5fC and 5caC are
removed by thymine DNA glycosylase (TDG) and the base excision repair
restores the unmodified C [6,8].

Increasing evidence suggests that these oxidized forms of 5-
methylcytosine (oxi-mCs) are not only demethylation intermediates but also
have unique epigenetic functions in mammals. 5hmC is the most abundant
oxi-mC, important for transcriptional regulation, development, formation of
neural tissue and memory [9]. 5fC and 5caC are more rare and their
independent epigenetic functions are underexplored, although supporting data
is emerging — oxi-mCs have partially distinct reader proteins and the genomic
sites of oxi-mCs do not always overlap [10,11,12].

Alternative mammalian active demethylation pathways are still
poorly understood. One of the proposed mechanisms is a direct
decarboxylation of 5caC to cytosine [7,13], which has been observed in cell
extracts by an yet unknown enzyme [14]. It was found that human DNMT3A,
3B and bacterial M.Sssl DNA cytosine-5 MTases decarboxylate 5caC [15].
This reaction provides a potential enzymatic pathway for a direct reversal of
5caC to the unmodified C, although it is unclear whether MTases could
perform this reaction in the presence of abundant SAM in vivo.

5mC levels change dramatically during mammalian development.
After the zygote formation, 5mC levels drop and oxi-mCs are produced, which
abundance later decreases. As the early epiblast implants into the uterus, levels
of 5mC and 5hmC increase again [16]. In culture medium with two kinase

188



inhibitors (2i) mouse embryonic stem cells (mMESCs) have a naive state of
pluripotency, low levels of 5mC and 5hmC and resemble the inner cell mass
of the blastocyst before implantation [17,18], whereas cells grown in serum
conditions are similar to the post-implantation epiblast cells and are primed
for differentiation. Cells cultivated under these two conditions provide a
model to study demethylation and pluripotency states in which knowledge
about changes of rare oxi-mCs is limited.

Functions of oxi-mCs in phylogenetic groups other than mammals are
still underexplored. The basidiomycete fungi Laccaria bicolor and
Coprinopsis cinerea have many genes encoding TET homologs (74 and 47,
respectively; [19,20]). These laboratory model organisms are convenient for
research, since they have small genomes of known sequence (~37 Mb for C.
cinerea and ~61 Mb for L. bicolor [21,22]). Oxi-mCs were detected in C.
cinerea DNA, 5hmC sites and the combined genomic profile of oxi-mCs was
determined [23]. However, the distribution of individual oxi-mCs and their
impact on gene expression have not been studied in detail in C. cinerea and
have not yet been explored in L. bicolor. Therefore, C. cinerea and L. bicolor
are interesting models to study the possible functions of oxi-mCs and the
significance of TET proteins.

Sensitive, nucleotide-resolution methods for genome-wide mapping
of oxi-mCs are needed to investigate their functions in detail. Most of the high-
resolution methods for oxi-mCs use bisulfite sequencing (BS-Seq), which has
many drawbacks [24]. In these methods the whole genome is sequenced,
although most of the sequences do not contain cytosine modifications, usually
found in the CG dinucleotide. Therefore, sensitive mapping of modifications
demands high sequencing coverage, cost and analytical efforts, which is
impractical for rare oxi-mCs [25].

Alternative genomic profiling methods which bridge the existing
economy-versus-resolution gap have been developed. The tethered
oligonucleotide-primed sequencing method (TOP-seq; [26]) analyzes
unmodified genomic CGs (UCGS). An engineered MTase eM.Sssl with an
expanded cofactor binding pocket is used, which covalently tags uCGs with
an azide group using a synthetic SAM cofactor analog. An oligonucleotide is
covalently attached to the azide group and the polymerase performs strand
extension from a complementary primer. Newly formed DNA strand contains
the attached sequence, target CG and adjacent genomic region. Sequencing
directly determines the location of the uCG site at nucleotide-resolution
without the whole genome sequencing.
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As eM.Sssl decarboxylates 5caC yielding uCG, this reaction can be
combined with eM.Sssl-mediated covalent labeling of uCGs, and then
previously carboxylated CG sites could be identified by TOP-seq. Because
5caC is the rarest oxi-mC, method determining only 5caC sites would be much
more cost-efficient compared with whole-genome sequencing methods.

Based on TOP-seq, a nucleotide-resolution profiling method of
genomic 5hmC, hmTOP-seq (5hmC-specific TOP-seq [27]), was developed
in which 5hmC is labeled with an azide-glucose by B-glucosyltransferase.
After chemical reduction of 5fC to 5hmC, this method could be applied for
genomic mapping of 5fC.

The aim of this work was to study the 5caC decarboxylation reaction
performed by methyltransferases, use it for the development of a genomic
profiling method of 5¢caC and to apply TOP-seq-based genome-wide mapping
methods of cytosine modifications for the analysis of oxi-mC distribution and
functions.

The main tasks:

1. To confirm that the human methyltransferases DNMT3A/3L and
DNMT3B/3L perform the 5caC decarboxylation reaction and to
evaluate their enzymatic activity at physiological SAM
concentrations.

2. To develop and evaluate a 5¢caC genomic profiling method using the
eM.Sssl-mediated 5caC decarboxylation reaction.

3. To investigate the genomic distribution of 5caC in mouse embryonic
stem cells using the developed 5caC profiling method.

4. To determine the abundance and distribution of oxidized 5mC forms
and to investigate their possible functions using TOP-seq-based
genomic profiling methods in the basidiomycete fungi L. bicolor and
C. cinerea.

Scientific novelty of the study

A novel sensitive CG-resolution 5caC genomic profiling method,
caCLEAR, has been developed. As caCLEAR specifically identifies only
5caCG sites, it provides a cost-effective 5caC profiling, requiring less
sequencing and analytical effort compared to other nucleotide-resolution 5caC
mapping methods which use whole-genome sequencing.

For the first time, the genomic distribution of 5caC in two
pluripotency states of mESCs (cultured in serum-2i and serum conditions) was
compared. Considerable differences in the 5caC enrichment in genomic
elements and distribution in binding regions of important factors was
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determined between the two states. 5caC enrichment and a fraction of 5caC-
modified binding sites of some factors (CTCF, c-Myc and Nanog) exclusively
in serum conditions were associated with genes important for developmental
processes which are more active in the primed state, while in 2i conditions
associations were determined with genes of general cell functions.
Asymmetric distribution of 5caC in the antisense strand of active protein-
coding genes in mESCs was also demonstrated.

A method to facilitate the detection of a rare RNA modification, 5-
carboxylcytosine (5carC), by mass spectrometry was developed using
chemical derivatization. For the first time, oxi-mCs were determined in RNA
of basidiomycete fungi L. bicolor and C. cinerea, and the abundance of 5carC
and 5hmrC was analyzed in different RNA fractions.

A new nucleotide-resolution 5fC genomic profiling method, foTOP-
seq, has been developed for identification of 5fC sites without whole-genome
sequencing. Oxi-mCs were detected and quantified in L. bicolor DNA for the
first time. For the first time, the nucleotide-resolution genomic distribution of
5hmC and 5fC in L. bicolor was determined, and such a detailed assessment
of 5mC, 5hmC and 5fC influence on gene expression was performed in L.
bicolor and C. cinerea.

Overall, new methods have been developed to study oxi-mCs in this
work, which provided more information about the prevalence, distribution and
functions of oxi-mCs.
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MATERIALS AND METHODS

Enzymes, unless indicated otherwise, were obtained from Thermo Fisher
Scientific (TS).

Thin layer chromatography (TLC)

5°-5caCGCATCATACTCTA (or without 5caC) oligonucleotide was
5¢-33p-labeled using T4 polynucleotide kinase, ethanol-precipitated, annealed
with 5-TAGAGTATGATG5MCGCTGACCCACAACATCCG, 3-
GACTGGGTGTTGTAGGC and ligated using T4 DNA ligase, yielding 31 bp
DNA duplexes. ~90 nM DNA was incubated with 160-400 nM DNMT3A/3L
or 3B/3L complex (BPS Bioscience) in 10 mM Tris-HCI pH 7.4 (~22°C), 50
mM NacCl, 0.1 mg/ml BSA, 2 mM DTT for 4-6h at 37°C. DNA was ethanol-
precipitated and digested with P1 nuclease (Sigma-Aldrich). After elution on
PEI Cellulose F plates (MERCK) with solvent A (isobutyric acid/H,O/conc.
ammonia, 66:17:4 vol.) or B (propanol-2/37% HCI/H.O, 4.7:1:1 vol.),
samples analyzed by autoradiography.

Preparation of model DNA

Oxi-mCs in one strand of the CG site of the 188 bp DNA fragment
were introduced with a modified primer by PCR as in [15].

5hmC was introduced to GCGC (using M.Hhal [28] at room
temperature (RT) for 1h) or CCGG (using M.Hpall [29] at 37°C for 3.5h) sites
in 10 mM Tris-HCI pH 7.4 (~22°C), 50 mM NaCl, 0.5 mM EDTA and 13 uM
formaldehyde. Enzymes were inactivated for 20 min at 65°C and treated with
0.2 mg/ml Proteinase K (ProtK) and 0.1% of SDS for 1h at 50°C, 20 min at
65°C. DNA was purified with DNA clean and concentrator (DCC) kit (Zymo
research, ZR) and eluted with 10 mM Tris-HCI pH 8.5 (~25°C) in this and
further column-purifications.

Lambda bacteriophage () DNA was methylated at CGs or GCGCs
by wild-type (wt) Sssl and M.Hhal. 5caC was introduced using the 5mC TET1
Oxidation kit (WiseGene). Methylated, unmodified, 5caC and 5hmC
containing A DNA was mixed to produce the final desired modification level.

Cultivation

E14TG2a wt, Tdg-depleted and Tet1/2/3 triple knockout (negative
control) mESC lines were kindly provided by Prof. Guo-Liang Xu and
cultured by Dr. Vaidotas Stankevicius [30].

Coprinopsis cinerea haploid monokaryotic strain Okayama 7 (FGSC,
#9003) was grown in liquid YMG medium [31] without shaking at 30°C for
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14 d. For oxidation enhancement, the mycelium was grown for 7 days and
then treated with 5 mM vitC for 2 or 5d.

Laccaria bicolor (Maire) Orton S238N-H82 haploid monokaryotic
strain (gift from Prof. Francis M. Martin) was collected after 8 weeks from a
liquid modified Pachlewski medium (10 g/L glucose, 3 g/L malt extract, 0.25
g/L (NH4):SO4, 0.5 g/L KH2PO4, 0.15 g/L MgSO,-7H20, 0.05 g/L CaCl,,
0.025 g/L NaCl, 0.0012% FeCls, 100 mg/L thiamine, 2.3 mg/L ZnSO4-7H-0,
8.5 mg/L H3BOs, 0.5 mg MnCl;-4H;0, 0.6 mg/L CuS0O.-5H,0, 0.4 mg/L
(NH4)2M003). VitC treatment was done for 2d.

High-performance liquid chromatography — tandem mass spectrometry
(HPLC-MS/MS)

Nuclease P1 and FastAP phosphatase-digested nucleosides were
analyzed on a HPLC/ESI-MS/MS system (Agilent 1290 Infinity/6410B triple
guadruple) with a Supelco Discovery® HS C18 column at 30°C, using a
gradient of solvents A (0.0075% HCOOH in H,0) and B (0.0075% HCOOH
in acetonitrile) at 0.3 ml/min. Nucleoside-specific ion m/z transitions were
recorded in the positive MRM mode and nucleoside-standards used for
calibration. HPLC-MS/MS was partly performed and all conditions (see
[30,32]) optimized by Audroné Ruksénaité. ScaC and 5fC (and ShmC for
fungi) were first HPLC-fractionated from ~9-24 ug DNA/RNA in 4 runs with
a gradient of 10 mM NH4HCO; (pH 5.5) and 80% methanol. Fractions were
vacuum-dried and dissolved in H-O.

caCLEAR procedure

Step 1. 5hmC sites in genomic DNA (sonicated to ~200-250 bp) were
glycosylated using T4 beta-glucosyltransferase (BGT) at 37°C for 2h
according to the vendor's protocol. After inactivation at 65°C for 20 min,
ProtK-treatment and purification, a second round of glycosylation was done
for 16h and DNA was purified.

Step 2. uCGs were blocked by methylation using 10-fold excess of wt M.Sssl
(1/10 volume) over CGs with 0.6 mM SAM in the vendor’s buffer at 37°C for
4h. After inactivation for 20 min at 65°C, ProtK-treatment and purification, a
second methylation for 16h was performed accordingly and DNA purified
with Oligo Clean and Concentrator (ZR) Kit.

Step 3. Decarboxylation was performed using 10-fold excess of eM.Sssl [33]
(1.23 uM) over CGs in 10 mM Tris-HCI pH 8 (~22°C), 50 mM NacCl, 0.5 mM
EDTA at 22°C for 3h, 20 min at 65°C. Then, DNA was ProtK-treated and
purified.
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Step 4. Decarboxylation reaction was supplemented with 0.2 mM Ado-6-
azide [34,35] and incubated at 30°C for 1h, 65°C for 20 min, then ProtK-
treated and purified.

Step 5. TOP-seq.

Step 5a. Adaptors were ligated as in [26].

Step 5b. DNA was incubated at 45°C for 20 min with 20 puM 5’-
TXTTTTGTGTGGTTTGGAGACTGACTACCAGATGTAACA-biotin
(X=C8-alkyne-dU, Base-click) oligonucleotide, %5 volume of CuBr (8 mM):
THPTA (24 mM) mixture (Sigma-Aldrich) in DMSO (final 50%). After
dilution to ~1% DMSO, DNA was purified with GeneJET NGS Cleanup Kit
(TS). ~50 ng of A or 827 ng of mMESC DNA was used for enrichment with 0.1
mg of Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (TS) in 10 mM Tris-HCI pH 8.5
(~22°C), 1 M NaCl and 0.2 % of Tween 20 at RT for 3h on a roller. Beads
were washed as in [36]. DNA was eluted in H,O at 95°C for 5 min, 5 min at
4°C. Fig. 4A experiment was performed without enrichment.

Step 5c¢. DNA, 0.5 pM priming strand 5-
TGTTACATCTGGTAGTCAGTCTCCAAACCACACAA, 0.2 mM dNTP
and 0.05 u/ul Pfu polymerase in its MgSOa4 buffer with additional 1 mM
MgSQs, in 20 pl was incubated for 5 cycles at: 95°C 1 min, 65°C 10 min,
72°C 10 min.

Step 5d. Primed DNA was amplified with Platinum™ SuperFi™ PCR Master
Mix (TS) in 100 ul and size-selected for 300 bp fragments as in [26]. All DNA
libraries were subjected to lon Proton (TS) sequencing, performed by A.
Ruksénaité. All caCLEAR-related sequencing data was analyzed by Dr.
Povilas Gibas (see [30]).

Derivatization of 5carC-RNA

RNA (heat-denatured in H,O) was incubated with 10 mM MES pH 6
(~22°C), 20 mM N-hydroxysuccinimide, 8 mM 1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]-carbodiimide hydrochloride and 45% DMSO in 60 pl
for 30 min at 37°C, shaking 550 rpm. Then 10 mM (4-
aminomethyl)benzylazide hydrochloride (synthesis by Prof. Viktoras
Masevicius and Dr. Grazina Petraityté, see [32]), 100 mM sodium phosphate
pH 7.5 and 150 mM NaCl were added to 180 pl and incubated for 1h at 37°C,
shaking 550 rpm. After 2.5x dilution with H,O, RNA was purified with RNA
clean and concentrator kit (ZR).

Control sR47 5carC-RNA [37] was prepared using 5caCTP (TriLink
BioTechnologies) and TranscriptAid T7 High Yield Transcription kit (TS).
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After 5carC derivatization efficiency evaluation, this RNA was used for
MS/MS calibration.

Fungal sequencing libraries

Sonicated ~200-250 bp DNA was purified using DCC (ZR). Modified
hMe/fC-Seal [38,39] protocols were used. For detection of 5fC, 5ShmC was
blocked with unmodified glucose as for caCLEAR and 5fC was reduced
according to [40]. ~2.65 pug DNA was labeled using 50 uM UDP-6-azide-
glucose (full name UDP-6-azido-6-deoxy-D-glucose, Jena Bioscience) and
26.5 U of BGT, incubating for 2h at 37°C, 65°C for 20 min and purified using
DCC kit (ZR). For the ShmC control sample, BGT was omitted in the labeling
step; for the 5fC control, glycosylated DNA without the reduction was used.

DNA was then incubated with 0.4 mM DBCO-S-S-PEG3-biotin (Jena
Bioscience) in 10 mM Tris-HCI pH 8.5 (~22°C) at 37°C for 2h and purified
with DCC kit (ZR). DNA was enriched using Dynabeads MyOne Streptavidin
C1(TS) in 10 mM Tris-HCI pH 8.5 (~22°C), 1 M NaCl and 0.01 % of Tween
20 at RT for 3h on a roller. The beads were washed 3% with 15 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 1.5 mM EDTA, 3 M NaCl, 0.01 % of Tween 20 and 2x with 5 mM
Tris-HCI pH 7.5 (~22°C), 0.5 mM EDTA, 1 M NacCl, 0.01 % of Tween 20.
DNA was separated from the beads after incubation with 50 mM DTT, 60 mM
Tris pH 7.8 (~22°C) for 1h on a roller.

DNA was then end-filled using a DNA End Repair Kit (TS) and
purified with the DCC kit (ZR). DNA was ligated to lon Torrent™ adapters
(Kapa Biosystems), which were then removed using MagJet NGS Cleanup
and Size-selection kit (TS). DNA was incubated with 10 mM 2-
mercaptoethanol for 10 min at RT, followed by 50 pl PCR containing 0.2 mM
dNTP, 2 mM MgCly, 1 uM primers, 2.5 U of Taq DNA Polymerase and its
(NH.)2SO4 buffer (TS). PCR conditions: 1 min 50°C, 5 min 72°C, 4 min 94°C,
1 min 65°C, 5 min 72°C, 15 cycles of 1 min 94°C, 1 min 65°C, 1 min 72°C
and the final extension at 72°C for 5 min. The libraries were size-selected for
300 bp fragments (MagJet NGS Cleanup and Size-selection kit, TS).

For fo/hmTOP-seq, 5.8 ug DNA was labeled as in hMe/fC-Seal and
TOP-seq was then done as in caCLEAR.

L. bicolor whole-transcriptome RNA libraries were prepared and
sequenced at Thermo Fisher Scientific Baltics, using Collibri Stranded RNA
Library Prep Kit (TS) for Illumina.

Dr. P. Gibas and Vita Tomkuté performed initial analysis of hMe-Seal

sw—

data (see [32]).
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RESULTS
5caC decarboxylation by DNA methyltransferases

Besides the well-established mammalian TET-TDG active 5mC
demethylation pathway, an alternative direct decarboxylation of 5caC to C
mechanism was suggested [7,13] and observed in cell extracts by an unknown
enzyme [14]. It was found that 5caC is decarboxylated in the presence of
human MTase DNMT3A/L or 3B/L complexes, also bacterial MTases
M.Hhal and M.Sssl [15].
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Fig. 1. 5¢caC decarboxylation by human MTases. 31-bp DNA substrate containing
5caCG or CG on one strand and 5mCG on the other was used. After digestion, 3P-
labeled (*) target nucleotide was analyzed by TLC and autoradiography.
Densitometric quantitation of spot intensities is shown in circles (% of total counts in
the lane). (A) Decarboxylation of 5caC and methylation by DNMT3A/L and B/L was
abolished by pre-treatment with a cysteine-reactive substance N-ethylmaleimide
(NEM, 20 mM, 1h 25°C). (B) DNMT3A/L 5caC decarboxylation activity was
considerably inhibited by the SAM cofactor.

We sought to confirm that the 5caC decarboxylation in the human
DNMT3 protein preparation is performed by MTases. We observed covalent
changes of cytidine or 5-carboxylcytidine nucleotide by its 3P-labeling and
TLC. Treatment of human MTases with a cysteine-reactive probe N-
ethylmaleimide abolished 5caC decarboxylation (as well as methylation, Fig.
1A), showing that catalytic cysteine (essential for methylation by MTases
[41]) is important for the reaction which is most likely performed by a MTase.
At physiological SAM concentrations (30 pM, [42]) we observed a significant
suppression of 5caC decarboxylation by DNMT3A/L (Fig. 1B), suggesting
that it is unlikely to occur in normal conditions in vivo but again confirming
MTase activity. This atypical MTase activity indicates a plausible direct
enzymatic 5caC conversion to C in vivo and also offers a potential approach
to detect 5caC in genomic DNA sequence.

196



Development and evaluation of caCLEAR method for the genomic
mapping of 5caC

The biological functions of oxi-mCs are not fully understood, thus
sensitive high-resolution genomic profiling methods are needed. We aimed to
develop a single-nucleotide resolution method for genomic mapping of 5caC,
avoiding BS-Seq (used in 5caC profiling methods [12,43,44]) and its
drawbacks.
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Fig. 2. Steps of the caCLEAR method for 5caC profiling. 1: modification of 5hmC
with glucose (glu) using BGT and UDP-glucose. 2: protection of uCGs by methylation
using the wt Sssl MTase and SAM. 3: decarboxylation of 5caC using the engineered
eM.Sssl which introduces new uCGs. 4: covalent tagging of new uCGs with an azide
group in the presence of eM.Sssl and Ado-6-Ngs. 5: profiling of the azide-labeled CG
sites by TOP-seq. ODN, oligodeoxyribonucleotide; A2, one strand of a partially
complementary adaptor (Ad).

MTase eM.Sssl is able to decarboxylate 5caC [15] and transfer an
azide group from the synthetic cofactor Ado-6-Ns to uCGs [33]. By combining
these mild enzymatic reactions, former 5caCG targets can be determined by
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the TOP-seq method [26]. As eM.Sssl also dehydroxymethylates 5hmC [15],
it can be protected by glycosylation using phage T4 B-glucosyltransferase
(BGT) and UDP-glucose [38], while native uCGs can be methylated using the
wild-type (wt) M.Sssl. The developed method, named caCLEAR (“5caC
Clearance”, Fig. 2), would allow a cost-efficient nucleotide-resolution
mapping of 5¢caCG sites only.

First, we evaluated the efficiency and specificity of the caCLEAR
method in model DNA systems. We optimized protection of 5hmC and uCGs.
HPLC-MS/MS analysis of hydroxymethylated (at GCGC, ~1.87% of C)
lambda phage (1) genomic DNA showed an efficient ~99,9% glycosylation.
BS-Seq of A DNA demonstrated 97.3% methylation of all CGs, which can be
interpreted as complete, considering the inappropriate bisulfite 5mC
conversion to thymine (2.7% with some Kits [45]).

Next, we explored the 5caC decarboxylation by eM.Sssl in 6 genomic
regions of the model human IMR90 DNA (carboxylated by TET1-oxidation)
using R.Mspl (it can cleave after the 5-carboxyl group is removed). Analysis
revealed 49-76% decarboxylation efficiency (Fig. 3A). In the caCLEAR
protocol azide-labeling can be conveniently performed after the 5caC
decarboxylation in one tube, adding Ado-6-Ns to the decarboxylation mixture.
In a DNA fragment containing 37 uCGs (using 5 modification-sensitive
restriction endonucleases (REases), recognizing 1-2 non-overlapping CGs)
we observed an efficient (~66%, Fig. 3B) eM.Sssl azide-labeling under
decarboxylation conditions.
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Fig. 3. Assessment of 5caC decarboxylation and CG labeling by eM.Sssl using
modification-sensitive REases and quantitative PCR (QPCR). (A) Left: 6 genomic
regions were assessed (target CG sites are indicated in black, other CGs in red and
PCR products in blue). Right: efficiency of decarboxylation is indicated as a
difference in the DNA amount resistant to the R.Mspl cleavage before and after
decarboxylation. (B) eM.Sssl azide-labeling (N3) using the cofactor Ado-6-Nsin a
model c-fos gene promoter DNA fragment containing 37 CGs was evaluated using
REases, which had 1 (Tail, Eco4711l, Crf10l) or 2 (Ehel, Notl) recognition sites. C/C
—unmodified DNA.
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Further, to evaluate the eM.Sssl decarboxylation and azide-labeling
we applied steps 2-5 of caCLEAR on A genomic DNA (6,226 CGs) containing
30% and 60% 5caC at CG and GCGC sites, respectively. caCLEAR signal
reflected carboxylation — sites with a higher 5caC level had a higher coverage
(Fig. 4A). To test the completeness of decarboxylation at CGs (30% 5caC),
we compared their caCLEAR coverage with the control TOP-seq sample
unmethylated to the same extent (30% uCGs and 70% 5mCGs). No difference
in coverage was observed between the libraries for most of the CGs (excluding
GCGC), indicating that 5caC decarboxylation was complete and azide-
labeling was similar as in uCGs.
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Fig. 4. Assessment of caCLEAR on a model genomic A DNA. (A) Left, caCLEAR
coverage (normalized by total read count) in GCGC or CG sites (excluding GCGC),
containing ~60% and 30% of 5caC, respectively. Control TOP-seq samples contained
30% of uCGs and no 5caC. p values (above) were calculated with a two-sided paired
t test. Right: fold change of normalized coverage at CG sites (excluding GCGC)
between the caCLEAR and TOP-seq libraries at various coverage cutoffs. Color code
denotes numbers of CGs. (B) Distribution of caCLEAR coverage in averaged
technical replicates of samples that contained ~10% of 5hmC and 5caC (red, +K) at
CCGG and GCGC sites, respectively. Control libraries had 5mC instead of 5caC
(blue, -K).

Further, we analyzed caCLEAR libraries of A DNA containing 10%
of 5hmC and 5caC at CCGG (total 328) and GCGC (215) sites, respectively
(and total 70% 5mCGs, reflecting mammalian DNA). Control sample without
5caC was also prepared. Importantly, most sequencing reads originated from
the carboxylated GCGC sites, while other CGs and 5-hydroxymethylated
CCGGs, had only background reads (Fig. 4B). This confirms caCLEAR
specificity and also shows sensitivity for low levels of 5¢caC. Altogether, these
results confirmed the validity of caCLEAR in detection of genomic 5caCG
sites.
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caCLEAR analysis of two pluripotency states of mouse ESCs

Next, we aimed to map genomic 5caC using caCLEAR in two
pluripotency states of mESCs: naive (when grown with 2i), resembling the
hypomethylated cells of the blastocyst inner cell mass and primed for
development (when in serum conditions), similar to hypermethylated cells of
the early post-implantation epiblast (Fig. 5). Many papers on DNA
modifications [39,46-48] used a mixture of serum-2i to get more
homogeneous mMESCs, which corresponds to naive state [49]. Therefore, we
cultivated wt and Tdg-depleted (Tdg-/-, positive control) mESCs in serum or
serum-2i.
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DNA methylation hypomethylated hypermethylated
| 1

Fig. 5. Pluripotency states of cells in the developing mouse embryo: naive (before
implantation) and primed for development (after implantation). Bottom — in vitro
conditions required to maintain/convert each state to the other. LIF, leukemia
inhibitory factor; E, embryonic day; 2i — two small inhibitors of kinases. The bottom
shows the changes in DNA methylation. Adapted from [50,51].

More 5caCGs were identified by caCLEAR in Tdg-/- and serum-2i
mMESCs (Fig. 6A). Majority of 5caCGs were enriched in poised and active
enhancers and binding regions of pluripotency-related transcription factors
(TFs) (Fig. 6B). Compared to serum-2i, in serum mESCs 5caCGs were more
enriched at CG islands and shores, 5’UTRs, active promoters (marked by
H3K9ac) and enhancers, the insulator protein CTCF-binding sites. In line with
the more demethylated state of serum-2i cells, 5caCGs were relatively more
enriched in intergenic regions, introns and actively transcribed regions marked
by H3K36me3, as compared to serum mESCs. Despite the higher 5caCG
abundance in serum-2i mESCs, their distribution is less specific (mostly lower
enrichment values).
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Fig. 6. (A) 5caCGs identified by caCLEAR in serum (green) or serum-2i mESCs
(blue). (B) Enrichment of 5caCGs (odds ratio (logz), Fisher’s exact test) in various
genomic features. Poised enhancers, regions with H3K4mel histone marks; active
enhancers, marked by H3K4mel and H3K27ac; active promoters, 2-kb regions
upstream of genes marked with H3K9ac. “x” — non-significant estimates, p=0.05.

5caC-modified factor binding sites differs between the two pluripotency
states

We then investigated the distribution of 5caCGs at the binding sites
(data from [52-54]) of TFs and regulators (Nanog, Oct4, Sox2, Zfx, c-Myc,
n-Myc, E2F1, CTCF and Suz12) that play important roles in ESCs [52,55]. In
both conditions, the 5caC-modified factor binding regions (5caC-FBRs)
overlapped with active expression and poised enhancers (Fig. 7A). In contrast
to serum-2i, in serum mESCs 5caCG-FBRs were enriched at active enhancers
and promoters. We also determined that the majority of 5caCG-FBRs were at
longer distances to the nearest transcription start site (TSS) compared to the
5caCG-depleted FBRs and that these distances were longer in serum-2i
mESCs (Fig. 7B).
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Fig. 7. 5caCG-modified factor binding regions (5caCG-FBRs) distribute differently

in two pluripotency states of mESCs (A) Enrichment of 5caCG-FBRs (odds ratio,

Fisher’s exact test) in poised/active enhancers marked by H3K4mel and

H3K27ac/H3K4mel, respectively; active promoters (H3K4me3 and H3K9ac); and

regions of active transcription (H3K36me3). (B) Median distance of 5caG-depleted

or 5caCG-modified FBRs to transcription start sites (TSSs). Above the bar plots — p

values calculated with the Mann-Whitney test. (C) Fractional distribution of 5caCG
of FBRs in genes and intergenic regions at different distances from TSSs.

As a considerable fraction of 5caCGs from all CGs at FBRs was in
genes (Fig. 7C), we evaluated their expression (Fig. 8). All investigated
5caCG-FBRs were enriched in the groups of moderate expression, except for
the c-Myc 5caCG-FBRs, which were enriched in highly expressed genes in
serum-2i mESCs. Gene Ontology (GO) functional analysis of genes with
5caCG-FBRs for c-Myc showed links to developmental processes in serum
conditions (GO terms associated with embryo development, p=3x107).
Similarly, genes with CTCF 5caCG-FBRs were associated with
developmental processes (p=5,5x108) and regulation of signaling (p=6x10")
in the serum mESCs, while in the serum-2i mESCs we determined links to
protein targeting to membrane categories (p=3,5x10%). This suggests that,
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through sensing the modification state of its binding sites, CTCF and c-Myc
might modulate expression of genes, promoting the switch between the naive
and primed mESCs. Of pluripotency TFs, only Nanog 5caC-FBRs containing
genes were linked with developmental processes (positive regulation of
cellular process, p=3,5x1077; developmental process, p=4,7x107).
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Fig. 8. 5caCG-modified FBRs are associated with active expression. Enrichment of
5caCG-depleted and 5caCG-modified FBRs in different gene expression groups. “x”
— non-significant estimates, p >0.05.

All 5caCG-enriched genes specific to serum-2i Tdg-/- mESCs (522)
had no strong enrichment in GO analysis, except for a weak association with
nucleic acid metabolic processes. In contrast, 5caCG-enriched genes specific
to serum mESCs (83) revealed functional links with DNA-binding TF activity,
multicellular organism development and cell-fate specification (Fig. 9). This
is in line with the reported relationship of genes upregulated in 2i mESCs
(which expression is lower or undetected in serum mESCs) with metabolic
processes, while upregulated genes in serum mMESCs are linked to
developmental processes [56], pointing to an involvement of active
demethylation in the establishment of the pluripotency states.
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Fig. 9. Distribution of 5caCG-enriched genes, a volcano plot. Functional annotation
analysis is shown for the significant genes specific to serum (n=83) and serum-2i Tdg-
/- mESCs (n=522) (ANOVA and F test g values <0.05; absolute log, FC>4). ncRNA
— non-coding RNA.
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5caCGs distribute in the antisense strand of active genes

It is known that 5mC levels are symmetric in CG sites, but a major
part of 5hmC and 5fC [12,40,47] and the aggregate 5fC/5caC signal [43] is
asymmetric. We set out to investigate the strand-specific distribution of
5caCGs. First, we confirmed that there is no eM.Sssl labeling-mediated strand
bias in the A DNA caCLEAR signal across CGs. mESC analysis strikingly
showed an asymmetric distribution of 5caCG in the antisense (non-coding)
strand of active protein-coding genes (Fig. 10, not visible in other genomic
elements). Such asymmetry was also visible in the bisulfite-based CAB-seq
method [43].
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Flg 10. SCaCGs distribute in the antisense strand of actively transcribed genes in
MESCs. (A) Odds ratio for enrichment of 5caC in caCLEAR and bisulfite-based
CAB-seq method [43] at the antisense strand of protein-coding genes. For all
estimates, p <2,2x1076, Fisher’s exact test. (B) The strand bias of 5caCGs in different
gene expression groups. ** —p <1x107, two-sided paired t test.

Analysis of oxi-mCs in Laccaria bicolor and Coprinopsis cinerea
basidiomycete fungi

Saprotrophic C. cinerea and important ectomycorrhizal symbiont L.
bicolor have abundant homologues of TET genes, therefore are interesting
organisms to study active DNA demethylation. We aimed to investigate the
distribution and functions of oxi-mCs in these fungi.

In both fungi HPLC-MS/MS analysis of DNA revealed similar
amounts between 5fC and 5hmC (both higher in L. bicolor) and levels of 5caC
were the lowest (Fig. 11A). In contrast, immuno-dot blot demonstrated a high
5caC signal in C. cinerea DNA (Fig. 11C), which, we hypothesized, might
appear from the residual RNA, potentially containing 5caC. Indeed, by
immuno-dot blot we detected 5caC in C. cinerea RNA (5carC), which
amounts were much lower in HPLC-MS/MS, indicating a possible antibody
cross-reactivity. We also detected 5mrC, 5hmrC and 5frC (Fig. 11B) by
HPLC-MS/MS.
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Fig. 11. HPLC-MS/MS quantification of cytosine modifications in (A) DNA and (B)
RNA of L. bicolor and C. cinerea grown in conventional conditions. At least 2
biological replicates were used, except for 5frC. Oxi-mCs were purified by HPLC
prior to HPLC-MS/MS (except for 5ShmrC in L. bicolor). Under standard L. bicolor
cultivation 5carC was not detected, 5frC was not assessed. (C) Detection of 5caC by
immuno-dot blot in nucleic acids of C. cinerea. Ctrl — control unmodified (C) or
modified (containing 5caC, shown in pmol) nucleic acids.

Distribution of 5caC in RNA

We sought to explore distribution of the discovered 5carC in C.
cinerea RNAs by HPLC-MS/MS as this least investigated oxi-mC of RNA
was only recently discovered in mammals [57].

To facilitate a difficult detection of 5carC, which requires high
amounts of RNA and additional HPLC nucleoside purification prior to final
HPLC-MS/MS, we employed its chemical derivatization with (4-
aminomethyl)benzylazide previously used for 5caC CAB-seq in DNA
[43,58]. We achieved ~61% derivatization (optimized by Eglé Godliauskaité)
of 5carC in synthetic RNA. The MS/MS signal of the 5carC derivative had a
linear dependence on 5carC amounts and its intensity increased ~20x
compared to underivatized 5carC (Fig. 12A, B). Moreover, its new retention
time away from other nucleosides eliminated the need for prior fractionation.
Since as little as ~0.6 fmol of derivatized 5carC could be detected, the
developed sensitive method is well suited for 5carC analysis in various
biological samples.

We then investigated the distribution of 5carC in various RNAs.
Under standard cultivation 5carC was not detected in L. bicolor, but vitamin
C (vitC, known to enhance TET activity [59,60]) induced a strong signal in
large (>200 nt) and polyA RNAs, while it was hardly detectable in the small
<200 nt RNAs (Fig. 12E). In untreated C. cinerea, the highest 5carC levels
were in small RNAs; however, vitC increased 5carC in the large polyA-
depleted RNAs, while polyA RNAs showed a weak signal in one replicate
(Fig. 12C). More detailed analysis of C. cinerea RNA (Fig. 12D)
demonstrated no 5carC signal in 28S and 18S large rRNAs, indicating its

205



association with mRNAs that lack or have short polyA tails or non-coding
RNAs. In the pool of <200 nt RNAs of C. cinerea, 5.8S rRNA and tRNA
showed a weak 5carC signal after the vitC treatment in only one biological
replicate; 5S rRNA had no signal; while RNAs shorter than tRNA (<tRNA>22
nt and <22 nt fractions) had a relatively strong signal, suggesting that they
contribute the most to the 5carC in the <200 nt RNAs.
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Fig. 12. HPLC-MS/MS detection of 5¢carC in RNA using chemical derivatization with
(4-aminomethyl)benzylazide. (A) MS/MS signals of 5carC (yellow, before and red,
after the reaction) and its derivatization product (blue). Unmodified RNA shows no
signal (black). (B) MS/MS signal area of the 5carC derivative depending on the input
amounts of 5carC before derivatization. (C, D) Quantification of 5carC (% of G) using
chemical derivatization in different RNA fractions of C. cinerea and (E) L. bicolor.
Fungi were treated with vitC for 2 (C, D, E) or 5 days (C). Untreated L. bicolor RNA
did not show 5carC signal and was not fractionated. 2 biological replicates were used.
Stars denote the samples with a detected and quantified signal (within a linear range
of the calibration curve) in only one replicate; circles denote where the signal was
detectable but could not be quantified (was outside a linear range of the calibration
curve and signal-to-noise ratio was >3) in one replicate; samples without signal were
not included. Small, <200 nt RNAs; large polyA-depleted, >200 nt RNAs, from which
polyA tail containing RNAs were depleted; The small RNA fraction includes 5.8S

206



rRNA, 5S rRNA, tRNA and RNAs shorter than tRNA (~76-90 nt); large polyA-
depleted RNA fraction includes 28S, 18S RNAs and other >200 nt RNAs.

Profiling of 5hmC and 5fC genome-wide

We next investigated the genomic distribution of the L. bicolor and
C. cinerea most abundant oxi-mCs, 5ShmC and 5fC, using affinity enrichment
methods hMe-Seal and fC-Seal, respectively [38,39]. 5hmC is labeled using
BGT and UDP-6-azide-glucose. For 5fC enrichment, 5hmC is blocked with an
unmodified glucose and 5fC is reduced to 5ShmC using NaBH.. We used
caCLEAR glycosylation conditions and also achieved an efficient 5fC
reduction (~95%). Assessment hMe/fC-Seal protocols on model DNA
fragments showed a fairly efficient (~28-54%) enrichment, specific for 5hmC
or 5fC DNA (Fig. 13A).

Low hMe/fC-Seal resolution (~280 bp) may generate overlapping
oxi-mC distribution in relatively short genomic elements in fungi [22,21].
Therefore, we used our nucleotide resolution 5hmC profiling method hmTOP-
seq [27], which uses ShmC labeling by BGT. For 5fC mapping we additionally
developed the foTOP-seq method, using 5ShmC protection and 5fC reduction
as in fC-Seal before the hmTOP-seq steps. Assessment of foTOP-seq on
model DNA fragments showed 5fC-specific detection (Fig. 13B, lane 2,
judging by the PCR product length).
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Fig. 13. (A) gPCR evaluation of the 5hmC and 5fC affinity enrichment in hMe-Seal
and fC-Seal (+NaBH.) methods, respectively. Model DNA fragments with one CG
site modified by 5hmC/5mC or 5fC/5mC (mixed with L. bicolor DNA, 13:1287 ng)
were labeled with (blue) or without (orange) BGT and UDP-6-azide-glucose. Control
labeling reaction was performed on a 5hmC/5mC fragment that was previously
glycosylated using unmodified UDP-glucose (protected). (B) Evaluation of the
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foTOP-seq method using two model DNA fragments containing 5hmC or 5fC (left).
Right, PCR products analyzed by Bioanalyzer (Agilent).

We prepared and sequenced the hMe-Seal, fC-Seal, hmTOP-seq of
both fungi and foTOP-seq libraries of L. bicolor. As 5mC in both fungi occurs
mainly in a CG context [61], we analyzed fo/hmTOP-seq in CGs. Results
generally coincided between the methods: 5hmC and 5fC was enriched at
genic and intergenic transposable elements (TEs), intergenic areas, also TET
genes (similar to 5mC, Fig. 14).
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Fig. 14. Enrichment (odds ratio (log), Fisher’s exact test) of the ShmC and 5fC in
genomic features of L. bicolor and C. cinerea for fC/hMe-Seal (200-bp bins),
fo/hmTOP-seq (single CGs) and the 5mC from BS-Seq data [61] (>50% methylated
CGs were used). TE — transposable elements; repeats — tandem repeats (mini and
microsatellites) excluding TE.

5hmC/5fC and gene expression

To evaluate the impact of oxi-mCs on gene expression we performed
RNA sequencing of L. bicolor and used publicly available C. cinerea RNA-
seq data [62]. We calculated the fraction of modified CGs from all CGs in the
element in the fo/hmTOP-seq data.
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Fig. 15. (A) Expression of genes which are associated with TEs (TE+, distance <1 kb)
or not (TE-), or present in TE clusters (In cluster). One-way ANOVA was used to test
differences within groups (p-value <0.05). (B) 5hmCG and 5fCG fractions in TEs in
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relation to expression quartiles of associated genes (distance to TE <1 kb) (Q1-4, Q0
—no expression). Linear model was used to fit the plotted data.

As TE-containing genes were enriched in 5hmCGs/5fCGs, we
explored gene expression depending on the presence of TEs. In some fungi
proximity to TE and their clusters is related to downregulated genes of higher
methylation [63,64]. We observed that genes in TE clusters were least
expressed compared to genes not in clusters or without TE (Fig. 15A).
Moreover, highly 5ShmCG/5fCG-modified TEs were associated (distance to
TE <1 kb) with genes of low expression (Fig. 15B). These results show that
TEs have an influence on higher gene 5fC/5hmC modification and negatively
impact expression.
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Fig. 16. 5hmC, 5fC and 5mC abundance and gene expression in L. bicolor and C.
cinerea in TE clusters and outside them. (A) Expression (log.(TPM+1)) stratified
according to gene 5fCG and 5hmCG and 5mCG (BS-Seq data from [61]) fractions.
(B) Expression of genes grouped according to high (H, last decile) and low (L, first
decile) gene 5mCG and 5hmCG fractions. p-values were calculated using the t-test.
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ns. (non-significant) — p >0.05; ** — p <0.01; **** — p <0.0001. TPM - transcripts
per million of all transcripts.

We further evaluated relationship between gene expression and
5mCG and oxi-mC fractions. In C. cinerea, expression was increasing with
higher 5hmCG amounts in genes containing low 5mCG, while it was low in
genes with high 5mCG and 5hmCG fractions (Fig. 16A). In contrast, in L.
bicolor genes with high ShmCG/5fCG fractions were repressed irrespective
of their 5mCG fraction. The same trend was observed in TE clusters and
outside them, except that expression was lower inside clusters.

Analysis of genes with high or low fractions of cytosine modifications
again revealed that high gene 5hmCG or 5fCG (not shown) but not 5mCG
amounts exerts a strong suppressive effect in L. bicolor (Fig. 16B). In contrast,
high 5hmCG levels mark active genes when 5mCG is low in C. cinerea, while
both abundant 5ShmCGs and 5mCGs were in repressed genes. The observed
differences between the fungi might suggest different mechanisms for
regulation of more abundant TEs in L. bicolor than in C. cinerea (up to ~38%
compared to ~6% [63,21]).
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CONCLUSIONS

Decarboxylation of 5caC in the presence of human methyltransferases
DNMT3A/3L or DNMT3B/3L requires a cysteine residue in their
catalytic center, but the reaction is inhibited by SAM. Therefore, although
methyltransferases are capable of decarboxylation, it is unlikely that they
perform the reaction under normal conditions in vivo.

Based on the 5caC decarboxylation reaction performed by eM.Sssl we
developed and validated a new, sensitive and cost-effective CG-resolution
caCLEAR method for specific profiling of 5caCG sites in genomic DNA.

The caCLEAR method revealed differences in the genomic 5caC
distribution between serum-2i and serum-cultured mouse embryonic stem
cells corresponding to two pluripotency states — naive and primed. We
showed a different enrichment of 5caC in genomic elements, a distinct
distribution in the binding regions of important factors and also
demonstrated that exclusively in serum conditions 5caC is enriched in
genes of developmental processes which are more active in the primed
state. 5caC is associated with active expression and is asymmetrically
distributed towards the antisense strand of active protein-coding genes.

Oxidized forms of 5mrC were detected in RNA of basidiomycete fungi C.
cinerea and L. bicolor. A sensitive mass spectrometry method for the
detection of 5carC in RNA was developed using chemical derivatization.
Using this method, it was determined that 5carC is mainly present in
longer than 200 nt RNAs lacking polyA tails in both fungi, in polyA
RNAs in L. bicolor and in shorter than 200 nt RNAs in C. cinerea, among
which 5carC is most abundant in RNAs shorter than tRNA.

All three oxidized forms of 5mC were detected in DNA of L. bicolor and
C. cinerea, of which 5hmC and 5fC are the most abundant. Genomic
profiling of 5ShmC and 5fC in L. bicolor and C. cinerea was performed,
for which we used hmTOP-seq and developed its modified version
foTOP-seq. Enrichment of 5hmC and 5fC in transposable elements and
suppression of gene expression near them was shown. In C. cinerea,
strong 5hmCG maodification is associated with active genes when 5mCG
is low, while in L. bicolor, high 5fCG/5hmCG maodification is associated
with repressed genes, independent of their 5mCG abundance.
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