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IVADAS

Eukariotuose yra iSskiriamos trys mazyjy nekoduojanciy RNR (mnkRNR)
klasés — tai miRNR, siRNR ir piRNR, kurios su Ago Seimos baltymais sudaro
efektorinius, mnkRNR indukuotus geny raiSkos slopinimo kompleksus RISC
(angl. RNA-induced silencing complex) (Kim et al.,, 2014). Efektoriniame
miRISC komplekse esanciai miRNR jungiantis su komplementaria iRNR sekos
dalimi, prie jos pritraukiamas visas kompleksas, kurio Ago baltymas vykdo
RNR taikinio kirpimg arba inicijuoja iRNR transliacijos slopinimg ar/ir
suardyma. Zmogaus miRNR, kurios kontroliuoja daugiau nei 60 % baltymus
koduojanciy geny raiska, dalyvauja reguliuojant audiniy ir organy
diferenciacija, lipidy metabolizmg, hormony i$skyrimg, imuninés siStemos
funkcijas, apsisaugojimg nuo virusy ir kt. (Elton et Yalowich, 2015).
Augaluose miRNR valdo organizmo vystymasi, morfologija, lyting
reprodukcija, atsakg j infekcijg bei reakcijg ir prisitaikyma prie pakitusiy, stresg
sukelian¢iy aplinkos salygy (Sun, 2012). Todél nenuostabu, kad specifiniai
mMiRNR profilio poky¢iai nustatomi aukS$tesniyjy eukariotiniy organizmy
organuose, audiniuose, skysciuose esant stresinéms saglygoms, infekcijoms ar
susirgus (Valinezhad Orang et al., 2014).

Siuo metu yra tobulinami budai, kurie padéty nustatyti jvairias ligas,
jvertinus miRNR kiekybinius ir kokybinius pokycius. IS kitos pusés, yra
kuriami inovatyviis metodai, kurie leisty gydyti ligas ar uZtikrinty augaly
atsparuma biotiniams bei abiotiniams stresams pakeiCiant specifiniy
endogeniniy miRNR kiekj ir jy funkcijas (Li et al., 2014; Younis et al., 2014).
Taciau norint miRNR paremtas technologijas efektyviai pritaikyti
biotechnologijoje ir biomedicinoje, bitina gerai suprasti mMiRNR brendimo
kelio molekulinj mechanizma: nustatyti biogenezéje dalyvaujancius baltymus,
ju veikimo principus ir struktiiriniuose domenuose ,,uzkoduotas* funkcijas bei

apibudinti kitus procesus, jtakojanc¢ius miRNR profilj. Nors $iuo metu yra



sukaupta daugybé zZiniy apie miRNR biogeneze, taciau pilnas jos mechanizmas
néra iki galo iSaiSkintas.

Augaly ir gyviing miRNR biogenezéje iSskiriamos dvi pagrindinés
stadijos. Pirmoji, tai miRNR/miRNR* dupleksy iskirpimas i§ pirmtaky (i$ pri-
miRNR, o po to 1§ pre-miRNR) vykdomas mikroprocesoriaus komplekso, kuri
augaluose sudaro ribonukleazé DCL1 (angl. Dicer-like protein 1), cinko pirsty
motyva turintis SERRATE ir dgRNR surisantis HYL1 (angl. Hyponastic
leaves 1) baltymai. Antrojoje stadijoje, dupleksui patekus j Ago baltyma,
lydin€ioji miRNR* grandiné¢ paSalinama, o kreipiancioji miRNR grandiné
iSlieka ir formuojasi miRISC. Tik augalams budinga tarpiné stadija — tai
miRNR/miRNR* dupleksy 3¢ galiniy nukleotidy metilinimas, katalizuojamas
2°-O-metiltransferazés HEN1, kuris apsaugo mnkRNR nuo papildomo 3° galo
uridilinimo ir/ar degradacijos (Bologna et Voinnet, 2014; Ha et Kim, 2014;
Sanei et Chen, 2015). HEN1 Seimai priklausantys, konservatyvy
metiltransferazinj domeng turintys baltymai yra randami ir gyviinuose,
grybuose, pirmuonyse, taciau, prieSingai nei miRNR/miRNR* ir
siRNR/siRNR*  dupleksus modifikuojanc¢ios augaly ir zaliadumbliy
metiltransferazés, jie metilina viengrandinius RNR substratus — piRNR ir
siRNR molekules (Huang, 2012; Vilkaitis et al., 2010; Yang et al., 2006b; Yu
et al., 2005). Isskirtiné augaly metiltransferaziy savybé — daugiadomeniné
struktira. Remiantis aminortig§¢iy sekos analize ir tretine struktira, Sio darbo
objekte — Arabidopsis thaliana HEN1 baltyme be metiltransferazinio domeno
nustatyti keturi papildomi, gyviny HENI] metiltransferazéms nebudingi
domenai. Tai nezinomos funkcijos, | peptidil-prolino cis-trans izomerazg
panasus P domenas, du R' ir R? domenai, kuriuose randamos dgRNR
suriSancios sritys, bei tarp pastaryjy iSsidéstgs La motyva turintis L domenas
(Huang et al., 2009; Tkaczuk et al., 2006). Nepaisant to, kad $i metiltransferazé
yra tiriama jvairiose pasaulio laboratorijose, HEN1 biologin¢ reik§mé ir detalus

veikimo mechanizmas néra iki galo iSaiskintas.
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Sio darbo tikslas - istirti Arabidopsis thaliana mazyjy nekoduojandiy RNR

metiltransferazés HEN1 veikimo mechanizma, domeny funkcijas bei sgveikg

su kitais augaly miRNR biogenez¢je dalyvaujancdiais baltymais.

Siam tikslui igyvendinti i§kelti uZdaviniai:

1.

jvertinus HENT1 sgveika su jvairiais RNR ir DNR substratais, nustatyti,
ar metiltransferazé specifiskai riSasi su  miRNR/miRNR* ir
siRNR/siRNR* klasés substratais;

palyginus pilno ilgio metiltransferazés ir sutrumpinty bei mutantiniy
HENT baltymy afiniSkuma dvigrandinéms mazosioms nekoduojancioms
RNR, nustatyti domenus, dalyvaujancius substrato suriSime;

nustatyti nezinomos funkcijos HEN1 | peptidil-prolino cis-trans
izomeraz¢ panaSaus domeno P vaidmenj;

nustatyti, ar HEN1 sudaro kompleksus su kitais Arabidopsis thaliana
miRNR biogenezéje dalyvaujanciais baltymais dvigranding RNR
suriSanciu baltymu HYL1, cinko pirSty motyva turinéiu SERRATE ir
treCio tipo ribonukleaze DCL1 bei identifikuoti tarpbaltyminése

sgveikose dalyvaujancias baltymy sritis.

Mokslinis naujumas. Siame darbe:

iStirta mazyjy nekoduojanc¢iy RNR (mnkRNR) metiltransferazés HEN1
sgveika su viengrandiniais ir dvigrandiniais DNR bei RNR substratais ir
nustatyta, kad metiltransferazés specifiSkumas dvigrandinéms SiRNR ir
miRNR molekuléms yra nulemiamas substrato suriSimo stadijoje, beli
parodyta, kad in vitro fermentas panaSiu stiprumu suria pirmine ir
antrine struktira besiskirian¢ius miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR*
klasés substratus;

atlikta detali HEN1 domeny funkciné analizé, kuri parodé, kad fermento
metiltransferazinis bei dvigrandine RNR suridantys domenai R' ir R?
dalyvauja dvigrandinio mnkRNR substrato surisime, o j peptidil-prolino

cis-trans izomeraze panaSus P, La motyva turintis L ir R domenai
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sudaro kontaktus su mikroprocesoriaus komplekso dvigranding RNR
suriSanciu baltymu HYL1;

e nustatyta, kad HEN1 nesgveikauja su mikroprocesoriaus komplekso
cinko pirSty motyva turin¢iu baltymu SERRATE, taiau sudaro
kontaktus su Sio komplekso ribonukleazés DCLI1 helikaziniu, Piwi-
Argonaute-Zwille ir dvigranding RNR suriSanciais domenais.

e pasiilytas vélyvosios A. thaliana miRNR brendimo stadijos modelis.

Darbo reik§mé. Sis darbas yra svarbus tiek teoriniu, tiek praktiniu poZidriu.
Detaliai iSanalizavus A. thaliana HEN1 domeny atlickamas funkcijas ir iStyrus
fermento sgveikag su pradiniais (nemetilintais) substratais, tarpiniais
(hemimetilintais) bei galutiniu (pilnai metilintu) reakcijos produktais,
pasitilytas HEN1*mnkRNR/mnkRNR* komplekso susidarymo modelis. Gauti
rezultatai yra svarbiis ne tik A. thaliana HENL1, bet ir bendram augaly ir
zaliadumbliy ar net mazZiau analizuoty gyviing mnkRNR metiltransferaziy
veikimo principo iSaiSkinimui. Be to, detalus HEN1 modifikavimo
mechanizmo supratimas yra vertingas siekiant metiltransferaz¢ panaudoti
naujy miRNR ir siRNR analizés metody, tokiy kaip MTAG (angl.
methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups) technologija,
suktrimui, kurie biochemijos, nanodiagnostikos, biomedicinos specialistams
padéty jvaizdinti arba i§ jvairiy biologiniy miSiniy iSgryninti mnkRNR
molekules tolimesniems eksperimentiniams ar diagnostiniams tikslams.
Nustac¢ius HEN1 sgveikas su dviem i§ trijy mikroprocesoriaus komplekso
baltymy, dvigranding RNR suriSan¢iu baltymu HYLI1 ir ribonukleaze DCL1,
bei iSanalizavus tarpbaltyminése sgveikose dalyvaujancias baltymy sritis,
pasitilytas vélyvosios augaly miRNR brendimo stadijos modelis, kuris ne tik

uzpildo spraga miRNR biogenez¢je, bet ir suteikia jai vientisumo.
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LITERATUROS APZVALGA

1.1. miRNR - mazosios nekoduojancios RNR, dalyvaujanc¢ios RNR

nutildyme

1.1.1. MaZyjuy nekoduojanéiy RNR atradimas

RNR molekules galima suskirstyti j du tipus: iRNR ir nekoduojan¢ias RNR
(nkRNR, angl. non-coding RNA) (Santosh et al., 2015). Eukariotinés nkRNR
pagal dydj yra skirstomos j: ilgagsias (>200 nt), vidutinio dydzio (~30-200 nt) ir
mazasias (~20-30 nt) (Hirose et al., 2014). Atsizvelgus | mazyjy nekoduojanciy
RNR (mnkRNR, angl. small non-coding RNA) ilgj, biogeneze ir efektorinj
baltyma, su kuriuo sudaro kompleksg, yra i$skiriamos trys jy klasés (1.1 pav.;
1.2 pav.) (Lucas et Raikhel, 2013; Patil et al., 2014):

e piRNR (angl. Piwi-interacting RNA) - su Ago Seimos Piwi poSeimio

baltymais sgveikaujanc¢ios RNR;

e sSiRNR (angl. small interfering RNA) - mazos interferuojancios RNR,;

e mIiRNR (angl. microRNA) - mikroRNR.
Mazyjy nekoduojan¢iy RNR era prasidéjo 1993 m., kai kirmélése
Caenorhabditis elegans buvo atrasta pirmoji miRNR lin-4 (Lee et al., 1993;
Morris et Mattick, 2014). Tuo metu buvo nustatyta, kad lin-4 koduoja 22 nt
ilgio lin-4 RNR, kuri slopina lin-14 iRNR transliacijg prisijungus kelioms lin-4
molekuléms jos 3’ netransliuojamoje srityje. Po penkiy mety A. Fire ir C. C.
Mello isaiskino mnkRNR veikimo principa (Fire et al., 1998). Jie parodé, kad j
kirméles C. elegans jvesta dgRNR efektyviai slopina geno-taikinio raiska, jei ji
turi iRNR komplementariy sri¢iy. Sj mechanizma mokslininkai pavadino RNR
interferencija (angl. RNA interference). Po mety parodyta, kad jvedus
egzogening, dvigranding RNR susidaro ~25 nt ilgio RNR molekulés, kurios
dalyvauja posttranskripciniame geny raiSkos slopinime (Hamilton et
Baulcombe, 1999). Siuo metu RNR interferencija yra jvardijama kaip geny

reguliavimo mechanizmas, kuris naudoja siRNR ir Ago Seimos baltymo
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kompleksa Siai mnkRNR visiS8kai komplementarig sritj turincio taikinio raiSkos
nutildymui (Zaratiegui, 2015). Mazosios RNR indukuotas RNR nutildymas -
mechanizmas, kuris naudoja mnkRNR ir Ago Seimos kompleksg geno-taikinio
raiSkos slopinimui posttranskripciniame ar transkripciniame lygiuose (Kim et
al., 2014). Todél laikui bégant RNR interferencijos ir RNR nutildymo sgvokos
imtos placiai naudoti kaip sinonimai (Svoboda, 2014). Viengrandinés
mnkRNR ir Ago Seimos baltymo kompleksas vadinamas mazosios
nekoduojan¢ios RNR indukuotu geny raiskos slopinimo kompleksu (RISC;
angl. RNA-induced silencing complex) (Wu et al., 2012). RISC kompleksy
pagrindg sudarantys ir visose organizmy karalystése sintetinami Argonaute
(Ago) Seimos baltymai yra skirstomi j tris poSeimius - tai Ago, Piwi ir Wago.
Pastarieji aptinkami iSimtinai tik kirmélése (Czech et Hannon, 2011).
Efektoriniuose kompleksuose esanéios mazosios RNR jungiasi su RNR sekoje
esanCia komplementaria sritimi ir tokiu biidu pritraukia prie jos visg
kompleksa, kuris sukelia taikinio koduojamo geno raiSkos slopinima
transkripciniame ar posttranskripciniame lygiuose aktyvuojant
heterochromatino susidarymg ar vykdant RNR-taikinio kirpimg, indukuojant jo
transliacijos slopinimg, suardyma (Kim et al., 2014). Tokiu budu mnkRNR

dalyvauja jvairiy biologiniy procesy reguliavime.

1.1.2. Triju maZyjy nekoduojanciy RNR klasiy apibiidinimas

mMIiRNR ir siRNR yra aptinkamos protistuose, augaluose ir gyviinuose. Tuo
tarpu grybuose identifikuojamos tik siRNR, o virusuose — tik miRNR. piRNR
randamos gyviinuose, daugiausiai jy lytinése lgstelése. Atsizvelgiant | kilme
siRNR gali buti skirstomos j egzogenines (egzo-siRNR) ir endogenines (endo-
SIRNR).

Arabidopsis thaliana ir Drosophila melanogaster egzo-siRNR susidaro
i$ linijinés arba plauky segtuko formos dvigrandinés RNR (dgRNR), kuriy
Saltiniais gali biiti: dgRNR ir (+) viengrandiniy RNR virusy genomo sekos;
viengrandiniy RNR virusy replikacijos tarpiniai produktai; transgeny,
dvigrandinés DNR (dgDNR) virusy RNR transkriptai bei kita dvigrandiné,
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egzogeniné RNR (Bronkhorst et van Rij, 2014; Hirose et al., 2014, Pantaleo,
2011). Svarbiausia egzogeniniy siRNR funkcija augaluose ir vabzdziuose yra
atsako prie§ juos infekuojancius virusus uZtikrinimas. Egzogeninés kilmés
siRNR su Ago poSeimio baltymais formuoja siRNR indukuotus geny raisSkos
slopinimo kompleksus, siRISC. Jie, mnkRNR komplementariai jungiantis prie
virusiniy RNR ar iRNR komplementariy sri¢iy, priartéja prie virusinés kilmeés
RNR molekuliy ir vykdo jy kirpima, reciau, transliacijos slopinimg, o
augaluose dar inicijuoja ir viruso genomo citoziny metilinimg (Gammon et
Mello, 2015; Mlotshwa et al., 2008; Pantaleo, 2011; Pooggin, 2013; Pumplin et
Voinnet, 2013; Soares et al., 2014).

Zemiau detaliau aprasomos endogeninés kilmés mnkRNR klasés,
atsizvelgiant ] pagrindines jy biologinio kelio stadijas: mazyjy nekoduojanciy
RNR susidarymas i§ jy pirmtaky, RISC, turin¢io viengranding mnkRNR,
susiformavimas ir pagrindinés jo atliekamos funkcijos.

MIiRNR. Augaluose ir gyviinuose RNR polimerazei II nuskaitant MIR
geng susidaro transkriptas, kuris formuoja plauky segtuko formos antring
struktiirg su viengrandiniais galais 3¢ ir 5° galuose (1.1 pav. A). Sis miRNR
pirmtakas vadinamas pri-miRNR (angl. primary-miRNA). Jj atpazjsta ir skelia
I tipo ribonukleazés ir dgRNR suriSancio baltymo kompleksas DroshasPasha
vaisinése muselése arba DCL1*DRB1 (angl. Dicer-like protein 1; dsRNA-
binding protein 1) vaireniuose. Susidaro viengrandiniy galy neturinti, plauky
segtuko formos pre-miRNR (angl. precursor-miRNA). Tuomet Dcr-1+Logs-PB
(angl. Dicer-1; loquacious-PB, viena i$ trijy loquacious baltymo izoformy,
detaliau zr. 1.2.2.1. skyriy) vaisinése muselése ar DCL1*DRB1 vaireniuose is$
pre-miRNR iskerpa 21-23 nt ilgio miIRNR/miRNR* dupleksus su 2 nt
iSkySomis 3° galuose (Bologna et Voinnet, 2014; Gu et al., 2012; van Rij et
Berezikov, 2009; Soares et al., 2014). Pazymétina, kad daugelyje organizmy
randami Dicer homologai, kurie dalyvauja skirtingg mnkRNR susidarymo
kelivose. Pavyzdziui, nors D. melanogaster aptinkami du Dicer baltymai, Dcr-
1 ir Dcr-2 (angl. Dicer-2), o A. thaliana keturi DCL (DCL1, DCL2, DCLS3,
DCL4), tac¢iau Dcr-1 ir dazniausiai DCL1 dalyvauja miRNR brendime
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A. miRNR biogenezé B. piRNR biogenezé
A. thaliana ir D. melanogaster D. melanogaster lytinése lastelése
MIR genas piRNR telkinys Transpozonas piRNR telkinys
h :
! ! Pirminis pIRNR brendimas
A. thaliana D. melanogaster T — e
v N l_n_l Ce— At
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o) =D pri-miRNR Aub A \

Il tipo ping pong 0
ribonukleazés Y N %) %, Cciklas & N
skelimas 2 Aub % % Ag 7

Piwi

\/
N
HENG

3 %\
) @
/

‘\&

pre-miRNR
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miRNR/miRNR* duplekso

@ l metilinimas augaluose
AGO1 l DmAGO1
iRNR kirpimas  IRNR transliacijos slopinimas

1.1 pav. miRNR (A) ir piRNR (B) biogenezés mechanizmas (parengta pagal
Bologna et VVoinnet, 2014; Dueck et Meister, 2014; Luteijn et Ketting, 2013; Sato et
Siomi, 2013). Pol Il — RNR II polimerazé; Drosha — gyviiny III tipo ribonukleazé
skelianti pri-miRNR; DCL1 ir Dcr-1 — A. thaliana ir D. melanogaster Dicer Seimos
[T tipo ribonukleazés; DRBI1 ir Pasha, Loqs-PB — su III tipo ribonukleazémis
saveikaujantys A. thaliana ir D. melanogaster dgRNR suriSantys baltymai; HEN1 —
augaly mnkRNR metiltransferazé; Henl - Piwi poSeimio baltymy suriStas piRNR
modifikuojanti metiltransferaz¢ vaisinése muselése; AGO1 ir DmMAGO1 — Ago
Seimos, Ago poseimio AGO1 vairenyje ir vaisinése muselése su miRNR sudarantys
efektorinius kompleksus miRISC; miRNR ir miRNR* - augaly ir gyviny
miRNR/miRNR* dupleksy kreipiancioji ir lydinc¢ioji grandinés; Piwi, Aub ir Ago3 —
Ago Seimos Piwi posSeimio baltymai, sudarantys su prieSprasminémis ir prasminémis
pIRNR efektorinius kompleksus piRISC; raudonas skrituliukas — metilgrupé.

miRISC

(Bologna et Voinnet, 2014; Zhou et Rana, 2013). Vaisinése muselése susidarg
miRNR/miRNR* dupleksai iSliecka nemodifikuoti, tuo tarpu augaluose vyksta
ju 3¢ galiniy nukleotidy riboziy 2‘-O-metilinimas, kurj vykdo HENI1 (angl.
HUA ENHANCER 1) metiltransferaze.

Tuomet subrend¢ miRNR/miRNR* dupleksai saveikauja su Ago
poSeimio baltymu. Gyviinuose ir augaluose yra aptinkama keleta Ago poseimio

baltymy. Zinduoliuose sintetinami keturi Ago baltymai, vaisinése muselése -
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du, o vaireniuose — desimt. A. thaliana ir D. melanogaster miRNR/miRNR*
dupleksus  daZniausiai atpazjsta AGO1 baltymai. IS susidariusio
Ago*miRNR/miRNR* komplekso viena 1§ duplekso grandiniy vadinama
lydin¢igja (zymima su zvaigzdute — miRNR*, angl. passenger strand), yra
pasalinima, o kita, kreipiancioji (Zzymima miRNR, angl. guide strand), islicka
ir su Ago baltymu sudaro miRNR indukuota geny raiSkos slopinimo
kompleksg, miRISC (Bologna et Voinnet, 2014; Huang et al., 2013; Zhou et
Rana, 2013).

miRISC kompleksy miRNR veikia kaip adaptoriai, kuriems
sgveikaujant su komplementariomis sritimis iRNR, efektoriniai kompleksai
pritraukiami prie RNR molekuliy. Gyviing miRISC dazniausiai inicijuoja
IRNR transliacijos slopinimg, suardymg, o augaly miRISC sudétyje esantis
endonukleaziniu aktyvumu pasizymintis Ago baltymas atliecka RNR taikinio
kirpimg (Kim et al., 2014). Tokiu biidu miRISC vykdydami geny raiskos
slopinimg posttranskripciniame lygyje valdo jvairius biologinius procesus
(Asgari, 2013; Dong et al., 2013; Li et Zhang, 2016; Lucas et Raikhel, 2013):

e augaluose - vystymasi; lyting reprodukcija; reakcijg ir prisitaikyma prie
pakitusiy, stresg sukelian¢iy aplinkos salygy;

e gyviinuose - audiniy ir organy vystymasi; apsisaugojimg nuo virusy;
lipidy metabolizma; hormony i$skyrima; imuninés sitemos funkcijas ir
kt.

Endo-siRNR. Priesingai nei gyvinuose, augaluose yra aptinkama
keleta endo-siRNR r@iSiy. Pagal kilme, biogeneze ir atliekamas funkcijas A.
thaliana endo-siRNR yra skirstomos j (1.2 pav.): ,.trans “ veikiancias ta-SIRNR
(angl. trans-acting siRNA), i$ natiiraliy antiprasminiy transkripty kilusias nat-
SiRNR (angl. natural antisense sSiRNA), i§ invertuoty pasikartojimy
susidariusias  ir-siRNR  (angl. inverted repeat-derived siRNA) bei
heterochromatinines hc-siRNR (angl. heterochromatic siRNA) (Bologna et
Voinnet, 2014; Katiyar-Agarwal et Jin, 2010; Zhang et al., 2012).

Augaly ir gyviiny endo-siRNR pirmtakai yra ilgos linijinés arba plauky

segtuko formos dvigrandinés RNR, pasizymincios visiSku ar beveik visisku
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A. D. melanogaster B. A. thaliana endo-siRNR

endo-siRNR [ |
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pasikartojanios sekos TAS genai cis-NAT genai pasikartojantios sekos ~ Transpozonai ir
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1.2 pav. Drosophila melanogaster (A) ir Arabidopsis thaliana (B) endogeniniy
siRNR biogenezé (parengta pagal Bologna et Voinnet, 2014; Dueck et Meister,
2014; Katiyar-Agarwal et Jin, 2010; van Rij et Berezikov, 2009; Zhang et al., 2013;
Zhou et Rana, 2013). Pol Il — RNR II polimerazé; pol IV ir pol V — augalams
specifinés RNR IV ir V polimerazés; DRM2 — de novo DNR metiltransferaze;
AGO1, AGO4, AGO6, AGO7, AGO9 ir DMAGO2 — A. thaliana ir D. melanogaster
Ago Seimos, Ago poseimio baltymai; RDR2, RDR6 — nuo RNR priklausanc¢ios RNR
polimerazés, dalyvaujancios augaly siRNR biogenezése; SGS3 - VQRNR
stabilizuojantis veiksnys; DCL1, DCL2, DCL3, DCL4 ir Dcr-2 - A. thaliana ir D.
melanogaster Dicer Seimos III tipo ribonukleazés; Logs-PD, DRB4 - D.
melanogaster ir A. thaliana dgRNR surisantys baltymai; HEN1 ir Henl — vairenio ir
vaisinés muselés mnkRNR metiltransferazés; raudonas skrituliukas — metilgrupé.
Pastabos: nat-siRNR primtako viena i§ grandiniy sintetinama konstitutyviai, o kitos
grandinés transkripcija yra indukuojama esant bakterinei infekcijai ar aplinkos,
vystymosi ciklo pokyciams; hc-SiIRNR kelio baltymas SHH1 (angl. SAWADEE
HOMEODOMAIN HOMOLOG 1) jungiasi prie histono H3 ketvirtoje padétyje
esancio nemetilinto lizino ir prie devintoje padétyje esancio metilinto lizino
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(skai¢iuojant nuo baltymo N-galo). Sios modifikacijos yra biidingos
pasikartojan¢ioms ir transpozony sekoms, todél RNR IV polimerazés sgveika su
SHH1 salygoja heterochromatininiy regiony, apimanciy transpozonus koduojancias
ir pasikartojancias sekas, transkripcija.

polinukleotidiniy grandiniy komplementarumu (1.2 pav.). Pirmojo pobiudzio
pirmtakai susiformuoja sgveikaujant prasminiy ir antiprasminiy transpozony
(D. melanogaster endo-siRNR), geny (D. melanogaster endo-siRNR; nat-
SIRNR) transkriptams, nutranskribuotiems nuo to pacio ar skirtingy lokusy,
persidengianc¢ioms sritims, antrojo — invertuoty transpozony (D. melanogaster
endo-siRNR) ir kity pasikartojanéiy seky (D. melanogaster endo-siRNR; ir-
siRNR) transkriptams sudarant antrines struktiiras (Bologna et VVoinnet, 2014;
van Rij et Berezikov, 2009; Zhang et al., 2013). ta-siRNR ir hc-siRNR
pirmtakai susidaro veikiant nuo RNR priklausan¢ioms RNR polimerazéms
(RDR; angl. RNA-dependent RNA polymerase), kuriy genai néra aptinkami
vaisinése muselése ir zinduoliuose (Zhou et Rana, 2013). A. thaliana RDR2 ir
RDR6 vykdo komplementarios grandinés sintez¢ nuo viengrandinés RNR 3¢
galinio nukleotido, susidarant ilgai dgRNR molekulei. Yra Zinoma, kad RDR2,
RDR6 antros grandinés sintezei kaip pradmenj gali panaudoti prie 3¢ galo
prijungta siRNR (Zr. nat-siRNR biogenez¢ 1.2 pav. B). hc-siRNR biogenezéje
RDR?2 atpazjsta transpozony, pasikartojanciy seky viengrandinius transkriptus
susintetintus RNR IV polimerazés ir verCia juos | dvigrandines RNR
molekules. Brestant ta-siRNR, TAS1, TAS2 transkriptai yra atpazjstami ir
kerpami miR173*AGO1 efektorinio komplekso, TAS4 — miR828-AGO1
komplekso, o TAS3 transkriptai yra hidrolizuojami dviejy miR390°AGO7
kompleksy. Susidariusius produktus atpazjsta ir stabilizuoja SGS3 (angl.
SUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3) esantis komplekse su RDRG6, kuri
naudoja Siuos produktus kaip matrica komplementarios grandinés sintezei
(Bologna et VVoinnet, 2014; Pantaleo, 2011; Zhang et al., 2013).
Susiformavusius endo-siRNR pirmtakus hidrolizuoja Dicer Seimos III
tipo ribonukleazés, daznai sudariusios kompleksa su dgRNR surisanciu

baltymu (1.2 pav.). Vaisinése muselése Dcr-2 kompleksas su baltymu Logs-PD
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atpaZjsta ir daugybe karty kerpa ilgas dvigrandines RNR molekules, susidarant
21 nt ilgio siRNR/siRNR* dupleksams. Vairenio ta-siRNR dupleksai susidaro
DCL4*DRB4 kompleksui hidrolizuojant jy pirmtakus, tuo tarpu ir-siRNR
dupleksai susiformuoja veikiant DCL4*DRB4 komplekso ribonukleazei ar
DCL2, DCL3, nat-siRNR dupleksai — DCL1, DCL2 endonukleazéms, o hc-
SiIRNR — DCL3. Mazosios nekoduojan¢ios RNR ilgis priklauso nuo to, kuris i$
keturiy Dicer Seimos atstovy vykdo jo pirmtako kirpima. Veikiant DCL4 ir
DCL1, susidaro 21 nt ilgio mnkRNR, o DCL2 ir DCL3 atveju — 22 nt ir 24 nt
ilgio sSiRNR (Axtell, 2013; Bologna et VVoinnet, 2014; Cenik et Zamore, 2011,
Cuperus et al., 2010; Dueck et Meister, 2014; Dunoyer et al., 2010; Liu et al.,
2003; Wu et al., 2012). Po kirpimo visy risiy augaly siRNR/SIRNR* dupleksy
3¢ galiniy nukleotidy riboziy 2°-O atomai yra modifikuojami HEN1
metiltransferazés (Ji et Chen, 2012). Taip pat pazymétina, kad 21 nt ir 22 nt
nat-siRNR gali buti panaudojamos jy padauginimui veikiant RNR IV
polimerazei ir RDR6°SGS3 kompleksui (Zhang et al., 2013).

Tuomet, po Ago posSeimio baltymo saveikos su sSiRNR/siRNR*
dupleksu, kai i$ jo pasalinama viena RNR grandiné, susidaro siRISC (1.2 pav.).
Vaisinése muselése siRISC kompleksai galutinai susiformuoja po DmAGO2*
suriStos  viengrandinés siRNR metilinimo, kurj vykdo vairenio HENI
homologas Henl (1.2 pav. A). Pazymétina, kad vaireniuose SIRNR/SIRNR*
dupleksy ilgis turi jtakos sgveikai su atitinkamu Ago poseimio baltymu: DCL3
kirpimo produktai, 24 nt ilgio siRNR, saveikauja su AGO4 arba AGOG6,
AGO9, o 21-22 nt ilgio mnkRNR/mnkRNR* dupleksai, susidar¢ veikiant
DCL1, DCL2, DCL4*DRB4 — su likusiais Ago poseimio baltymais (iSskyrus
AGO3 ir AGOS, kurie iki $iol néra apibuidinti), i§ kuriy AGO1 yra dazniausias
siRISC kompleksy komponentas.

"Kai kuriais atvejais norint pabrézti baltymo kilme pries ji yra raSoma organizmo
lotyniSko pavadinimo santrumpa. Dm Zymi, kad baltymas yra sintetinamas
Drosophila melanogaster, Mm - Mus musculus ir Hs - Homo sapiens.
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Vairenyje siRISC kompleksai dalyvauja posttranskripcinéje geny
raiSkos reguliacijoje, iSskyrus efektorinius kompleksus, turin¢ius AGO4 arba
AGO6, AGO9, kurie inicijuoja heterochromatino formavimasi (1.2 pav. B). hc-
siRNR dalyvauja transkripciniame geny raiskos nutildyme atpaZjstant RNR V
polimerazés sintetinama transkripta ir pritraukiant prie jo siRISC. Sis
efektorinis kompleksas prijungia de novo DNR metiltransferaze¢ DRM2 (angl.
domains rearranged 2) su kitais chromatino pertvarkyme dalyvaujanciais
baltymais, kuri metilina RNR V polimerazés transkribuojama sritj. Iki Siol he-
siRNR biologin¢ funkcija néra zinoma. RySkus skirtingy §iy mnkRNR kiekio
padidéjimas ir sumaz¢jimas yra stebimas su lytine reprodukcija susijusiuose
audiniuose ir lastelése (Axtell, 2013; Bologna et Voinnet, 2014). Tikslios ir-
siRNR*AGO4 kompleksy funkcijos taip pat néra Zinomos, tac¢iau sp¢jama, kad
jie yra svarbiis epigenetiniy Zymiy palaikymui (Bologna et Voinnet, 2014,
Dunoyer et al., 2010). Tuo tarpu yra nustatyta, kad vairenio siRISC
kompleksai, sudaryti i§ AGOI1 ir skirtingy siRNR, vykdydami mnkRNR
komplementariy RNR taikiniy kirpima reguliuoja augalo vystymasi (ta-SIRNR,
nat-siRNR), juy lyting reprodukcija (nat-SiRNR), padeda prisitaikyti prie
pakitusiy aplinkos pokyc¢iy (nat-SIRNR, ir-siRNR) bei prisideda prie greito
atsako ] patogeniniy infekcijy susiformavimg (nat-SiRNR) (Bologna et
Voinnet, 2014; Dunoyer et al., 2010; Zhang et al., 2013). Vaisinése muselése
endo-siRNR veikla siejama tik su posttranskripcine geny raiskos reguliacija.
Tiksliau, endo-siRNR*DMAGO2 kompleksai kirpdami RNR taikinius slopina
judryjy genomo elementy transpozicijg ir lasteléms specifiniy geny raiska
(Czech et al., 2008; Ghildiyal et al., 2008; Zhou et Rana, 2013).

piIRNR. miRNR ir siRNR biologiniuose keliuose dalyvauja Ago
poseimio baltymai, o piRNR - Piwi poSeimio baltymai. D. melanogaster - tai
Piwi, Aub ir Ago3 (1.1 pav. B). Pazymétina, kad vaisiniy museliy lytinése
lastelése piRNR indukuoti geny raiSkos slopinimo kompleksai piRISC susidaro
Aub ir Ago3 sgveikaujant su 23-26 nt (daugiausiai su 24 nt) ilgio piRNR, o
Piwi — su 23-30 nt (daugiausiai su 26 nt) ilgio piRNR (Gunawardane et al.,
2007; Sato et Siomi, 2013).

21



piRNR brendimas apima du etapus (1.1 pav. B): pirminj ir antrinj.
Pirminis brendimas prasideda RNR Il polimerazei transkribuojant dazniausiai
pericentromerinése ir subtelomerinése srityse iSsidésCiusius piRNR telkinius
(angl. piRNA clusters), apimancius kartotines sekas su daugybe transpozony.
Nuskaitant prieSprasminéje arba/ir prasminéje DNR grandinése i$sidésciusius
piRNR telkinius, susidaro nuo keliy iki daugiau nei 200 kb ilgio viengrandiniai
piRNR pirmtakai. Tokios linijinés formos viengrandinés RNR molekulés yra
apdorojamos, susidarant pirminéms piRNR. Pirminio brendimo tikslus
mechanizmas ir jame dalyvaujantys baltymai iki §iol néra nustatyti, taciau yra
Zinoma, kad pirminés prieSprasmés piRNR, daZniausiai turin¢ios pirmg 5’ galo
nukleotida uracilg, sudaro efektorinius kompleksus su Aub ir Piwi baltymais.
Siy piRISC kompleksy piRNR 3’ galai yra modifikuoti vairenio HENI
homologo Henl metiltransferazés, dar vadinamos Pimet (angl. pPiIRNA
methyltransferase). Efektoriniai kompleksai su Aub, bet ne su Piwi baltymu,
inicijuoja antrinj brendima, vadinamg ping pong ciklu (1.1 pav. B) (angl. ping-
pong cycle) (Hirose et al., 2014; Sato et Siomi, 2013).

piRISC prieSprasmé¢ piRNR nukreipia Aub prie komplementaraus
prasminio transpozono transkripto. Pastarajam Piwi poSeimio baltymui skeliant
transpozono 1RNR susiformuoja 3’ kirpimo produktas turintis naujos,
prasminés piRNR molekulés, turinios deSimtoje padétyje adening
(skaiGiuojant nuo 5’ galo), 5° gala. Sj gala atpaZjsta ir prisijungia Ago3
baltymas. Tuomet veikiant iki Siol nenustatytai 3°-5" egzonukleazei,
susiformuoja subrendusi prasminé piRNR, kurios 3’ galinis nukleotidas
modifikuojamas Henl metiltransferazés. Toliau prasminé piRNR ir Ago3
kompleksas sgveikauja su prieSprasmiu transpozono transkriptu sukuriant 3’
kirpimo produkta turint] naujos, prieSprasmeés piRNR, turin€ios pirmoje
padétyje wuracila, 5° gala. Susidaro Sio produkto ir Aub kompleksas.
Nenustatytai 3’-5” egzonukleazei ir Pimet atlikus savas funkcijas, susiformuoja
piRISC kompleksas, galintis atpaZinti prasminio transpozono transkriptg ir

ciklas kartojasi. Tokiu bidu vykstant ping pong ciklui yra ne tik padauginamos
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PiIRNR, bet ir skaldoma transpozony RNR ir slopinama transpozicija (Han et
Zamore, 2014; Sato et Siomi, 2013).

1.1.3. Kanoniniy miRNR susidarymas gyviinuose ir augaluose

Siuo metu, remiantis miRBase (http://www.mirbase.org; versija 21)
duomenimis, identifikuota daugiau nei trisdeSimt penki tikstanciai augaly,
gyviny, pirmuoniy, virusy miRNR. I§ jy 2588 miRNR rastos Homo sapiens,
466 — Drosophila melanogaster ir 427 — Arabidopsis thaliana. Didzioji dalis
gyviny ir augaly miRNR skiriasi savo seka, pirmtaky struktiira, jy brendimo
kelio stadijy lokalizacija ir pan. Vis délto, pazymétina, kad augaly ir gyviiny
miRNR  biogenezés kelyje dalyvaujantys pagrindiniai baltymai yra
homologiski (Axtell et al., 2011).

miRNR biogenezé gyvinuose. Zinduoliuose apie 50 % miRNR
koduojanc¢iy geny sudaro telkinius, koduojancius nuo 2 iki 7 miRNR, kurie
nuskaitomi kaip policistroninis transkriptas. Keletas miRNR geny yra
aptinkama RNR koduojanciose srityse, likusiy MIR geny — baltymus
koduojanciose srityse. Kiekvienu atveju ~ 40 % Siy sri¢iy yra iSsidéste
intronuose ir ~ 10 % jy - egzonuose (Di Leva et al., 2014; Kim et al., 2009).
Dazniausiai MIR genai yra nuskaitomi RNR II polimerazés, susidarant keliy
kilobaziy ilgio transkriptams pri-miRNR (angl. primary miRNA) su 3 poli(A)
uodega ir 5° m7Gppp kepure, kurig suriSa su arsenito atsparumo baltymu 2
(Ars2; angl. Arsenite-resistance protein 2; apie $j baltymg iSsamiau zr. 1.2.1.1.
skyriuje) sgveikaujantis baltyminis kompleksas CBC (angl. cap-binding
complex) (1.3 pav. A). pri-miRNR formuoja plauky segtuko forma atitinkancig
struktiirg su 33-35 bp stiebu, galine kilpa ir ilgais, viengrandiniais galais 3¢ ir
5¢ galuose. Véliau III tipo ribonukleaz¢ Drosha komplekse su Zzmogaus dgRNR
suri$an¢iu baltymu DGCRS (angl. diGeorge syndrome critical region 8) ar jo
homologu vaisinése muselése Pasha nuo pri-miRNR atskelia ~60-70 nt ilgio

plauky segtuko formos pre-miRNR (angl. precursor miRNA) su 2 nt iskysa 3°
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A. miRNR biogenezé gyviinuose B. miRNR biogenezé augaluose
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1.3 pav. Gyviiny (A) ir augaly (B) kanoniniy miRNR biogenezés keliai (parengta
pagal Bologna et VVoinnet, 2014; Gruber et al., 2009; Ha et Kim, 2014; Moran et
al., 2013; Sabin et al., 2009). Pol Il — RNR II polimerazé; pri-miRNR — pirminé
MIRNR; pre-miRNR — miRNR pirmtakas; CBC — 5° m7Gppp kepure suriSantis
kompleksas, sudarytas i§ CBP20 ir CBP80 (angl. cap-binding protein); Ars2, SE —
cinko pirSty motyva turintys baltymai; Drosha — III tipo ribonukleazé kerpanti
gyviny pri-miRNR; DGCRS8, Pasha — su Drosha saveikaujantys, dgRNR
suriSantys baltymai zinduoliuose ir vaisinése muselése; Eksportinas 5, HST — su
Ran*GTP sgveikaujantys nukleoplazminio transporto receptoriai gyvinuose ir
augaluose; Dicer, Dcr-1 — pre-miRNR kerpancios I1I tipo ribonukleazés
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zinduoliuose ir vaisinése muselése; TRBP, PACT ir Logs-PB, Logs-PA — su Dicer
ir Dcr-1 saveikaujantys dgRNR suriSantys baltymai zinduoliuose ir vaisinése
muselése; Hsp90 — Saperonas, padedantis Ago prisijungti miRNR/miRNR*
dupleksa; FKBPS5, FKBP4 (angl. FK506-binding immunophilins 4, 5) bei Hop,
Droj2 (angl. DnaJ-like-2), p23 (angl. Heat shock 23 polypeptide) ir SQUINT
(SQN) — Hsp90 kosaperonai zinduoliuose bei vaisinése muselése ir augaluose,
AGO1-4 — Zinduoliy Ago Seimos, Ago poSeimio baltymai; DmMAGO1 — vaisiniy
museliy AGO1; miRISC — miRNR indukuotas geny raiskos slopinimo kompleksas;
DCL1 - Dicer homologiska vairenio III tipo ribonukleazé, skelianti pri-miRNR bei
pre-miRNR; NOT2b — su CBC, SE ir DCL1 sgveikaujantis baltymas, kuris
pritraukia ribonukleaze prie pri-miRNR; DDL — su DCLI komplesg sudarantis
baltymas, padedantis ribonukleazei atpazinti ar pasiekti pri-miRNR; HYL1 —
dgRNR surisantis baltymas; CPL1 — aktyvig, defosforilinta HYL1 baltymo forma
uztikrinanti fosfatazé; TGH — su SE, HYL1 ir DCLI sgveikaujantis ir
viengrandines miRNR pirmtaky dalis suriSantis baltymas, prisidedantis prie pri-
miRNR*HYLI susidarymo; HEN1 — augaly mnkRNR metiltransferazé.

gale. In vitro eksperimentais nustatyta, kad, kai DGCR8 homodimeras
sgveikauja su viengrandinés RNR (vgRNR)-dgRNR sandiira ties stiebo apacia,
tai Drosha pri-miRNR skelia ~11 baziy pory atstumu nuo Sios vietos, o, kai
DGCR8 homodimeras jungiasi su VgRNR-dgRNR sandiira ties galine kilpa, tai
ribonukleaz¢ pri-miRNR kerpa ~22 baziy pory atstumu nuo $ios kilpos. Todél
§iuo metu manoma, kad dviejy DGCR8 homodimery jungimasis su pri-miRNR
VJRNR-dgRNR sritimis nustato tikslia Drosha skélimo vietg 11 baziy pory
atstumu nuo stiebo apacios ir 22 baziy pory atstumu nuo galinés kilpos (apie
tai iSsamiau sk. 1.2.2.1.).

Susidariusig pre-miRNR baltymas eksportinas 5 (EXP5; angl. exportin
5, koduojamas XPOS5) kartu su branduolyje aptinkamu baltymu Ran*GTP,
vykstant GTP hidrolizei, iSnesa i§ branduolio (1.3 pav. A). Citoplazmoje kita
[T tipo ribonukleaz¢ Dicer komplekse su dgRNR suriSanciu baltymu TRBP
(angl. TAR RNA Binding Protein) arba PACT (angl. Protein ACTivator of the
interferon-induced protein kinase) iskerpa ~22 nt ilgio miRNR/miRNR*
dupleksa, turintj dviejy nukleotidy iSkySas abiejuose 3° galuose. Vis délto,
kadangi HSTRBP saveikauja su HSPACT ir abu baltymai sudaro kontaktus su
HsDicer helikaziniu domenu, neatmetama prielaida, kad pre-miRNR kirpima
vykdo trinaris HSPACT+HSTRBP<HsDicer kompleksas. Vaisinése muselése §j

procesa atlieka viena i§ Dicer ribonukleaziy Dcr-1 komplekse su dvigranding
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RNR suri$anc¢iu baltymu Logs-PB arba Logs-PA (angl. loquacious-PB, -PA).
Nustatyta, kad dgRNR suriSantys baltymai TRBP, PACT, Logs-PA, Logs-PB
prisideda prie efektyvaus pre-miRNR kirpimo, padidindami Dicer Seimos
ribonukleazés afiniSkuma. Be to, TRBP ir Logqs-PB sumazina neteisingai
1Skerpamy tam tikry miRNR/miRNR* dupleksy skaiciy.

Susidargs MIRNR/MIRNR* dupleksas saveikauja su Ago poseimio
baltymu, i§ kurio, paSalinus lydin¢igja granding mMiRNR*, susiformuoja
subrendes MIRISC kompleksas (1.3 pav. A). D. melanogaster dazniausiai
MIiRNR efektorinius kompleksus sudaro su DmAGO1, o siRNR - su
DmAGO?2. Tokj selektyvuma nulemia mnkRNR/mnkRNR* dupleksy struktiira
ir jy biogenez¢je dalyvaujantys dgRNR suriSantys baltymai, sudarantys
kompleksus su atitinkamu Dicer Seimos baltymu (apie tai iSsamiau skyriuje
1.1.4.1.). Tuo tarpu zmogaus organizme Ago baltymy selektyvumas néra
stebimas. Aptinkami miRISC kompleksai, turintys visy keturiy raSiy Ago
poSeimio baltymus.

Visi gyviny MiRNR turintys efektoriniai kompleksai, prisijungg prie
taikinio RNR, gali inicijuoti taikinio RNR transliacijos slopinima, degradacija,
taciau tik miRISC, savo sudétyje turintys AGO2 baltymg, gali Kirpti iRNR
(Ameres et Zamore, 2013; Dueck et Meister, 2014; Fukunaga et al., 2012;
Gruber et al., 2009; Ha et Kim, 2014; Kim et al., 2014; Quick-Cleveland et al.,
2014; Sabin et al., 2009).

miRNR biogenezé augaluose. PrieSingai nei gyviinuose, didzioji dalis
augaly MIR geny yra aptinkami ne egzonuose ar intronuose, o tarpgeninése
srityse. Taip pat nors policistroninés pri-miRNR yra aptinkamos augaluose,
taCiau dazniausiai stebimi tik vieng plauky segtuko struktiira sudarantys ir
vieng miRNR koduojantys pirmtakai. Kaip ir gyviinuose, A. thaliana MIR
genai dazniausiai yra transkribuojami RNR II polimerazés (1.3 pav. B). MIR
promotoriuose esancios TATA dézutés ir cis-reguliaciniai elementai uztikrina
priklausomg nuo laiko, erdvés ar sukelto streso miRNR koduojanciy geny
transkripcijos reguliacija trans veikianciais veiksniais (Axtell et al., 2011,
Budak et Akpinar, 2015).
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Kaip ir gyviinuose, A. thaliana isskiriamos dvi miRNR molekuliy
brandinimo stadijos (1.3 pav. B): i§ pri-miRNR susidaro pre-miRNR, nuo
kurios nuskélus galing kilpg gaunamas miRNR/miRNR* dupleksas. Taciau
augaluose abi stadijos vyksta branduolyje ir jose dalyvauja ta pati Dicer Seimos
III tipo ribonukleazé DCLI1, kuri sudaro baltyminj kompleksa su cinko pirSty
motyva turin¢iu gyviny Ars2 homologu SERRATE (SE) ir dgRNR suriSanciu
baltymu DRB1, dar vadinamu HYL1 (angl. Hyponastic leaves 1). Sis
kompleksas telkiasi branduolio D kiineliuose (angl. Dicing-bodies), kuriuose ir
susidaro ne tik pre-miRNR, bet ir miRNR/miRNR* dupleksas. SE ir HYL1
baltymy svarba miRNR susidarymo kelyje atskleista hyll ir se mutantuose
nustacius sumazéjusj miRNR kiekj. Véliau in vitro tyrimais parodyta, kad SE
ir HYL1 padeda DCL1 efektyviai ir tiksliai skelti pri-miRNR. In vivo tyrimai
patvirtino, kad HYLZ1, kuris, manoma, veikia kaip inkaras, matuojantis
keliolikos baziy pory atstumg nuo pri-miRNR stiebo galo, uztikrina DCL1
skélimo vietos pasirinkimg. Dazniausiai DCL1 skelia augaly pri-miRNR ~15
bp atstumu nuo stiebo apacioje esancios VJRNR-dgRNR sandiiros ar vidinés
Kilpos. Susidariusioje pre-miRNR, kuriy ilgis augaluose yra nuo 49 iki 900 nt,
antrasis DCL1 skélimas vyksta mazdaug 21 bp atstumu nuo pirmojo,
susiformuojant miRNR/mMIRNR* dupleksui. Taigi, pirmasis DCL1 vykdomas
Kirpimas yra kritinis, nes jis apsprendzia subrendusios miRNR seka, kuri
uztikrina reikiamo geno nutildyma posttranskripciniame lygyje (Bologna et
Voinnet, 2014; Dong et al., 2008; Fang et Spector, 2007; Yang et al., 2014).

Paskutiniais metais buvo nustatyta daugybé pagalbiniy augaly miRNR
biogenezés kelyje dalyvaujanciy baltymy (1.3 pav. B). Prie pri-miRNR 5°
m7Gppp galo prisijungia CBC kompleksas (angl. cap-binding complex),
sudarytas i§ CBP80 (angl. cap-binding protein, 80 kDa) ir CBP20 (angl. cap-
binding protein, 20 kDa) baltymy. Su abiem baltymais sgveikauja NOT2b,
galintis sudaryti homodimerus arba heterodimerus su homologu NOT2a (angl.
At-Negative on TATA less2). Manoma, kad NOT2b tarnauja platforma,
leidzianti baltyminiam kompleksui susirinkti ties pri-miRNR. Sis baltymas

sgveikauja su SE, kuris sudaro kontaktus su CBC kompleksu ir jungiasi prie

27



VJRNR-dgRNR sandiiros pri-miRNR molekul¢je. NOT2b jungiasi ir su
ribonukleaze DCL1 bei pritraukia jg prie pri-miRNR. Viengranding RNR
suriSantis DAWDLE (DDL) yra dar vienas baltymas, kuris, manoma, padeda
ribonukleazei atpaZinti arba pasiekti pri-miRNR. Su SE ir DCL1 sagveikauja
HYL1, o su visais trimis baltymais — TOUGH (TGH). Manoma, kad tai
viengrandines miRNR pirmtaky sritis (kilpas ar nesuporuotus nukleotidus)
suriSantis baltymas, kuris prisideda prie pri-miRNR*HYL1 sgveikos
susidarymo. PaZzymeétina, kad su SE tiesiogiai sgveikaujanti fosfataz¢ CPLI
(angl. C-terminal domain phosphatase-like 1) defosforilina HYL1 ir tokiu
blidu uztikrina aktyvig Sio baltymo formg (Bologna et Voinnet, 2014,
Manavella et al., 2012; Ren et al., 2012; Rogers et Chen, 2013; Wang et al.,
2013a; Xie et al., 2015; Yu et al., 2008).

Susidariusj ~21 nt miRNR/miRNR* dupleksa, turintj 2 nt iskySas
abiejuose 3° galuose, atpazjsta HEN1 metiltransferazé (1.3 pav. B). Ji vykdo
dvigrandiniy miRNR 3¢ galiniy nukleotidy riboziy 2°‘-O-metilinimg ir tokiu
budu apsaugo jas nuo uridilinimo ir/ar 3°-5° degradacijos. Tiksli metilinimo
vieta lgsteléje néra zinoma, nes HEN1 yra aptinkamas tiek branduolyje, tiek
citoplazmoje (Bologna et VVoinnet, 2014; Borges et Martienssen, 2015).

Subrendusios, viengrandinés miRNR veikia citoplazmoje, taciau iki Siol
néra zinomas nei miRNR/MIRNR* dupleksy patekimo | citoplazma
mechanizmas, nei kurios miRNR brendimo stadijos metu jis vyksta. Nors
augaluose yra aptiktas eksportino 5 homologas, su Ran*GTP sgveikaujantis
nukleoplazminio transporto receptorius HASTY (HST) (1.3 pav. B), taciau
nustaéius, kad hst mutantuose sutrinka tik kai kuriy miRNR kaupimasis,
manoma, kad jis atlieka antragja jo homologui gyvinuose buidinga funkcijg —
tam tikry miRNR stabilumo uZtikrinimga.

Tuomet miRNR/miRNR* sgveikaujant dazniausiai su AGO1 viena i$
jos grandiniy paSalinama, degraduojama, o kita iSlieka ir su baltymu sudaro
miRISC kompleksa (1.3 pav. B). Kadangi AGOI1, kuris saveikauja su HYLI,
yra aptinkamas ir citoplazmoje, ir branduolyje, tiksli pastarojo proceso vieta

lastel¢je néra zinoma. Viengrandinei miRNR pritraukus miRISC efektorinj
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kompleksa prie RNR taikinio, inicijuojamas jo kirpimas ar, retais atvejais

augaluose, transliacijos slopinimas, suardymas (Bologna et Voinnet, 2014;
Fang et Spector, 2007; Liu et al., 2014; Rogers et Chen, 2013; Xie et Qi, 2008;
Yang et al., 2014).

1.1.4. IS Ago ir viengrandinés, kreipianciosios miRNR grandinés sudaryto

MIiRISC susiformavimas

MIRNR indukuotas geny raiskos slopinimo, vadinamas efektoriniu, miRISC

kompleksas susiformuoja, kai po saveikos su Ago poSeimio baltymu i$

MIRNR/mMIRNR* duplekso pasalinama lydin¢ioji miRNR* grandiné (1.3 pav.).

Augaly ir gyviiny Ago poseimio baltymus sudaro keturi domenai (1.4 pav.):

N (angl. N-terminal) domenas, kuris formuojantis RISC dalyvauja
mnkRNR/mnkRNR* duplekso polinukleotidiniy grandiniy atskyrime,
manoma, inicijuojant §] procesg isispraudimu dvigrandinés mnkRNR
gale;

PAZ (angl. Piwi-Argonaute-Zwille), kuris sgveikauja su RISC
komplekse isliekan¢ios mnkRNR grandinés 3 galu bei yra reikalingas
pre-RISC  mnkRNR/mnkRNR* duplekso polinukleotidiniy grandiniy
atskyrimui ardant vandenilinius rySius tarp jy heterocikliniy baziy,
vykstant pasyviam lydin¢iosios mnkRNR* grandinés pasalinimui;

MID (angl. domain in the middle of the primary structure), kuris surisa
RISC komplekse isliekan¢ios mnkRNR grandinés 5¢ galinio nukleotido
heterocikling baze bei 5°-fosfatg;

PIWI (angl. P-element induced wimpy testis), kuris surisa RISC
komplekse iSlieckanc¢ios mnkRNR grandinés 5°-fosfatg, turi
ribonukleazei H budingg struktiirg bei kai kuriuose Ago baltymuose

pasizymi endonukleaziniu aktyvumu.
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7 spiralé

1.4 pav. Eukarioty Ago baltymy domeniné organizacija (virSuje) ir Ago sgveikos su
kreipianc¢igja mnkRNR grandine schema (apacioje) (Kuhn et Joshua-Tor, 2013).
KreipianCiosios grandinés 5° galinio nukleotido fosfatas iSsidésto tarp ir yra
suriSami MID ir PIWI domeny, o heterocikliné bazé sgveikauja su MID domene
esancia ,,nukleotidui specifine kilpa. ,,Grudo* sekos (kreipianciosios grandinés 2-7
nt ar 2-8 nt) bazés PIWI domeno orientuojamos taip, kad gali sgveikauti su taikinio
RNR. Antrojo jungtuko (L2) 7-oji spiralé (pazyméta geltonai) tarnauja ,.kamsciu®,
apsauganciu nuo atsitiktinés, netikslios mnkRNR ir RNR taikinio hibridizacijos.
Aktyvus Ago centras yra sudarytas i§ katalitines tetrados (D, E, D ir H), kuri vykdo
nuo Mg2+ jony (pazyméti violetiniais rutuliukais) priklausomg taikinio RNR
kirpimg. Kreipianciosios grandinés 3° galinio nukleotido suriSimas PAZ domene
néra bazei specifinis: jo fosforilgrupé sudaro vandenilinius rySius su PAZ domeno
histidinais ir tirozinu. L1, L2 — pirmasis, antrasis, atitinkamus Ago baltymo
domenus sujungiantys, aminortig§ciy jungtukai.

Efektorinio komplekso susidarymas apima dvi stadijas. Pirmoiji,
dalyvaujant Saperony kompleksui, apibidinama kaip AgO jungimasis su
MNKRNR/mnkRNR* dupleksu, kurj daZniausiai pristato Dicer ir dgRNR
suriSan¢io  baltymo kompleksas. Pazymétina, kad kuri 1§ dviejy
mnkRNR/mnkRNR* dupleksy grandiniy i8liks efektoriniame komplekse, yra
nustatoma pries§ ar §ios stadijos metu. Antroji stadija - tai Ago baltyme esancio
MNkRNR/mnkRNR* duplekso grandiniy atskyrimas ir lydinc¢iosios grandinés
pasalinimas (Ha et Kim, 2014; Kawamata et Tomari, 2010; Stroynowska-
Czerwinska et al., 2014).
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1.1.4.1. Selektyvi mnkRNR/mnkRNR* duplekso saveika su Ago

Formuojantis RISC D. melanogaster, miRNR/miRNR* dupleksai sgveikauja
su DmAGO1, o siRNR/siRNR* dupleksai — su DmMAGO2 (1.1 pav.; 1.2 pav.;
1.5 pav.). Manoma, kad tokj selektyvumg lemia mnkRNR/mnkRNR* dupleksy
struktiira (sudaryti 1§ visiSkai komplementariy grandiniy ar turintys
nekomplementarias baziy poras, nesuporuoty nukleotidy iSkySas) ir jy
biogenezéje dalyvaujantys dgRNR suriSantys baltymai, sudarantys kompleksus
su atitinkamu Dicer Seimos baltymu. DaZniausiai, jei mnkRNR/mnkRNR*
dupleksas turi nesuporuotus kreipianciosios grandinés 8-11 nukleotidus, tai jis
atpazjstamas DmMAGO]1. Vaisinése muselése ribonukleazé Dcr-2 ir dgRNR
suriSantis baltymas R2D2 (pavadintas R2D2, nes turi du dgRNR suriSancius
domenus (R2) ir sgveikauja su Dcr-2 (D2)) sudaro RISC pakraunantj
kompleksg (RLC; angl. RISC-loading complex), kuris pasizymi dideliu
afiniSkumu 1§ pilnai komplementariy grandiniy sudarytiems siRNR/SIRNR*
dupleksams bei uztikrina jy perkélimg j DmAGO2 (1.5 pav.) (Dueck et
Meister, 2014; Ha et Kim, 2014; Kawamata et Tomari, 2010; Tomari et al.,
2007). Zmogaus organizme Ago baltymy selektyvumas néra stebimas. Visi
keturi Ago poSeimio baltymai sgveikauja su miRNR/miRNR* dupleksais (1.3
pav. A).

siRNR/siRNR* duplekso

mazesniu termodinaminiu RLC . i siRISC

(mAG

Der2| R2D2)
=, 2 R e
— Saperonq kompleksas

su Ago baltymu

1.5 pav. siRNR grandinés pasirinkimas jjungimui j D. melanogaster siRISC
(parengta pagal Bronkhorst et van Rij, 2014; Tomari et al., 2007; Zhou et Rana,
2013). RLC - RISC pakraunantis kompleksas; Dcr-2 — Dicer Seimos III tipo
ribonukleazé; R2D2 — dgRNR suriSantis baltymas; DmAGO2 — Ago Seimos, Ago
poseimio baltymas; Henl — vairenio HEN1 homologas, kuris metilina DmAGO2
suriStg viengranding mnkRNR; siRISC — siRNR indukuotas geny raiSkos slopinimo
kompleksas.

stabilumu pasizymintis

galas
_- —_

A. thaliana mnkRNR ilgis turi jtakos su kuriuo i§ deSimties Ago
poseimio baltymy sgveikaus mnkRNR/mnkRNR* dupleksas. Specifiniy DCL
baltymy iSkirpti mnkRNR/mnkRNR* dupleksai sudaro RISC kompleksus su
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atitinkamais Ago baltymais: AGO4, AGO6, AGO9 saveikauja su DCL3
produktu 24 nt siRNR/siRNR* (1.2 pav.), 0 AGO1, AGO2, AGO5, AGO7 ir
AGO10 — DCL1, DCL2, DCLA4 produktais 21-22 nt ilgio mnkRNR/mnkRNR*
dupleksais. Pazymétina, kad didzioji dalis augaly miRNR/miRNR*, iSkerpamy
veikiant DCL1, sudaro miRISC kompleksus su AGO1 (1.3 pav. B), kuris
aptinkamas ir citoplazmoje, ir branduolio D kiineliuose kartu su kitais miRNR
susidaryme dalyvaujanciais baltymais. Taigi, tikétina, kad augaly lasteliy
branduoliuose vyksta ne tik miRNR brendimas, bet ir efektoriniy miRISC
kompleksy susidarymas (Bologna et Voinnet, 2014; Fang et Spector, 2007,
Rogers et Chen, 2013).

1.1.4.2. Ago ir miRNR/miRNR* duplekso saveika

Ago prisijungti miIRNR/miRNR* dupleksa padeda Saperonas Hsp90 (angl.
HEAT-SHOCK PROTEIN 90) ir jo kosaperonai (1.3 pav., 1.6 pav.). Augaluose
ir gyviinuose §is procesas yra priklausomas nuo ATP. Manoma, kad Saperony
kompleksas keiia Ago baltymo konformacija, kuri yra palanki prisijungti
mnkRNR/mnkRNR* dupleksa, pristatyta Dicer Seimos ribonukleazés ir
dgRNR surisan¢io baltymo komplekso (1.6 pav.). Vaisinése muselése
parodyta, kad DmAGO2 kompleksas su Saperonais kur kas stipriau sgveikauja
su Dcr-2eR2D2 kompleksu nei vienas DmAGO2 (1.5 pav.). Susidaranc¢io
komplekso stabilumo pakanka, kad Ago baltymo PIWI domenas (1.4 pav.)
spety prisijungti  siRNR/siRNR* duplekso kreipianciosios grandinés 5°
nukleotido fosforilgrupe. Pastaroji saveika inicijuoja mnkRNR/mnkRNR*
duplekso persikélima j Ago, susidarant didesniam kiekiui kontakty su
kreipian¢igja grandine (1.6 pav.). Ago prisijungiant mnkRNR/mnkRNR*
dupleksa atsiskiria papildomi baltymai ir susiformuoja pre-RISC kompleksas,
kuriame vyksta lydinciosios grandinés paSalinimas (Dueck et Meister, 2014,
Iwasaki et al., 2015; Kobayashi et Tomari, 2016; Rogers et Chen, 2013).
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mnkRNR* kirpimas

1.6 pav. Mazosios nekoduojancios RNR indukuoto geny raiskos slopinimo
komplekso susidarymo schema (parengta pagal Dueck et Meister, 2014; Kobayashi
et Tomari, 2016). Ago — Ago Seimos, Ago poSeimio baltymai; Hsp90 — Saperonas,
sudarantis su koSaperonais kompleksa, moduliuojantj Ago baltymo konformacija;
C3PO - tik gyviny AGO2 kirpty mnKRNR/mnkRNR* dupleksy lydinciyjy
MNKRNR* grandiniy pasalinimg vykdantis endoribonukleazinis kompleksas; RISC —
mnkRNR indukuotas geny raiskos slopinimo kompleksas; pre-RISC — nesubrendes
RISC, sudarytas i§ Ago ir mMKRNR/mnkRNR* duplekso.

1.1.4.3. miRNR/miRNR* duplekso lydin¢iosios miRNR* grandinés i$ pre-

miRISC pasalinimas

Subrendes miRISC susiformuoja i§ pre-miRISC komplekso miRNR/miRNR*
duplekso pasalinus lydin¢igja miRNR* granding.

Lydinciosios grandinés paSalinimas skeliant. Gyviinuose nustatyta,
kad i§ pre-RISC, turin¢io endonukleaziniu aktyvumu pasizymint; AGO?2,
lydincioji grandiné gali buti paSalinta baltymui jg kerpant (1.6 pav.) ties
kreipianc¢iosios grandinés 10-11 nt. Kirpimas mazina mnkRNR/mnkRNR*
duplekso stabiluma ir skatina lydinc¢iosios grandinés suardyma, kurj vykdo prie
kirptos grandinés prisijungiantis C3PO kompleksas. Sie Zinduoliuose ir
muselése aptikti ribonukleaziniu aktyvumu pasizymintys daugiabaltyminiai
kompleksai yra sudaryti i$ transliny (angl. translin) ir su jais sgveikaujanciy X
baltymy (Trax; angl. translin-associated protein X) (Betancur et al., 2012; Ha
et Kim, 2014).

Pasyvus lydinciosios grandinés paSalinimas. DaZniausiai gyviiny

MIRNR/mMIRNR* dupleksai formuoja nekomplementarias baziy poras ties
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kreipianCios grandinés 8-11 nt, todél paprastai 1§ pre-miRISC lydincioji
MiRNR* grandiné paSalinama vykstant pasyviam MiRNR/mMiRNR* duplekso
grandiniy atskyrimui (1.6 pav.). Siuo keliu viena i§ mMnkRNR/mMnkRNR*
duplekso grandiniy S$alinima ir i§ pre-RISC, kurie turi endonukleaziniu
aktyvumu nepasizymintj Ago baltyma. Nustatyta, kad $is grandiniy atskyrimo
procesas vyksta kur kas efektyviau, jei miRNR/miRNR* dupleksai turi
nekomplementarias baziy poras ties kreipianciosios grandinés 2-7 nt ar 2-8 nt
(,,grudo* seka) ir/ar 13-16 nt. Tikslus pasyvaus mnkRNR/mnkRNR* grandiniy
atskyrimo mechanizmas néra zinomas, tafiau parodyta, kad Siame procese
svarby vaidmen;] atlicka Ago N ir PAZ domenai (1.4 pav.) (Betancur et al.,
2012; Ha et Kim, 2014; Kwak et Tomari, 2012). Pazymétina, kad po pasyvaus
atskyrimo, paSalinta grandiné greitai degraduojama (Czech et Hannon, 2011).

Nors A. thaliana AGO1, AGO2, AGO4, AGO7, AGOI10 pasizymi
endonukleaziniu aktyvumu, taciau in vitro ir in vivo tyrimais parodyta, kad
bent AGO1 atveju Sis aktyvumas néra reikalingas lydinc¢iosios grandinés
pasalinimui i§ pre-miRISC. Siame komplekse miRNR/miRNR* duplekso
grandinés atskiriamos vykstant pasyviam jy iSvyniojimui (Carbonell et al.,
2012; Iki et al., 2010; Rogers et Chen, 2013).

D. melanogaster siRISC kompleksai galutinai susiformuoja jvykus
DmAGO?2 suriStos viengrandinés siRNR metilinimui, kurj katalizuoja Henl
metiltransferazé (1.2 pav.). Nors dazniausiai vaisiniy museliy miRISC
formuoja DmAGOL1 (1.1 pav., 1.3 pav.), pazymétina, kad yra aptikta miRISC,
sudaryty i§ DMAGO?2 ir metilintos miRNR grandinés (Abe et al., 2014).

1.1.5. miRNR/miRNR* duplekso kreipian¢iosios grandinés pasirinkimo

principai

Nuo to, kuri 1§ miRNR/miRNR* duplekso grandiniy iSlieka miRISC, priklauso
efektorinio komplekso specifiSkumas: kurio geno raiSka bus nuslopinta. Tai
svarbus RNR interferencijos etapas, kurio tikslus mechanizmas iki Siol néra
aiskus. Siuo metu iSskiriami du pagrindiniai kreipian¢iosios grandinés
pasirinkimo principai: mnkRNR/mnkRNR* duplekso galy termodinaminis
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stabilumas ir 5° galinio nukleotido prigimtis. Zemiau D. melanogaster

pagrindu pateiktas detalesnis Siy principy aprasas.
Drosophila melanogaster

mnkRNR/mnkRNR* duplekso galy termodinaminis stabilumas. Vaisinése
muselése dazniausiai siRISC komplekse iSlieka ta siRNR/siRNR* duplekso
grandiné, kurios 5° galas sudaro silpnesnes sgveikas su komplementarios
grandinés 3° galu, t.y., pasiZzymi mazesniu termodinaminiu stabilumu (1.5
pav.). siRNR/siRNR* duplekso galy termodinaminj stabilumg jvertina RLC,
sudarytas 1§ Dicer Seimos ribonukleazés Dcr-2 ir dgRNR suriSancio baltymo
R2D2. Pastarasis baltymas sgveikauja su didesniu termodinaminiu stabilumu
pasizymin¢io siRNR/siRNR* duplekso lydinc¢iosios grandinés 5° galu, o
ribonukleaz¢ Dcr-2 riSasi prie duplekso maZesnio termodinaminio stabilumo
puséje esancio kreipianciosios grandinés 5° galo. Kryptingas Dcr-2 ir R2D2
SIRNR/SIRNR*  duplekso suriSimas salygoja, kad RLC perduoda
SIRNR/SIRNR* dupleksa DmAGO?2 orientacija, uztikrinancia lydinciosios
grandinés kirpimg ir kreipianciosios grandinés iSlikimg. | siRNR biogenezes
(1.2 pav.; 1.5 pav.) RLC panasus kompleksas, sudarytas i§ Dicer Seimos
ribonukleazés Dcr-1 ir dgRNR suriSanéio baltymo Logs-PB (1.1 pav.; 1.3
pav.), yra randamas miRNR susidarymo kelyje. Nors iki Siol moksliniais
tyrimais néra parodyta, kad Dcr-1+Logs-PB kompleksas lemia j DmAGO1
perkeliamo miRNR/mMiRNR* duplekso orientacija, tafiau neatmetama
prielaida, kad jis atlicka RLC funkcija (Czech et Hannon, 2011; Dueck et
Meister, 2014; Ha et Kim, 2014).

5¢ galinio nukleotido prigimtis. D. melanogaster nustatyta, kad
dazniausiai miRISC kompleksai yra sudaryti i§ DmAGOI ir viengrandinés
miRNR, kurios 5° galinis nukleotidas yra uracilas, o siRISC — i§ DmAGO?2 ir
viengrandinés siRNR, kurios 5° galinis nukleotidas yra citozinas.
Kreipianciosios grandinés 5° galinio nukleotido ,tapatybé* yra dar vienas

principas, turintis jtakos, kuri i§ mnkRNR/mnkRNR* duplekso grandiniy isliks
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RISC komplekse (Czech et Hannon, 2011; Dueck et Meister, 2014; Ha et Kim,
2014).

Zinduoliai

mnkRNR/mnkRNR* duplekso galy termodinaminis stabilumas. Zinant,
kad H. sapiens bei Mus musculus, kaip ir vaisinése muselése, mMiRNR/miRNR*
ar siRNR/siRNR* dupleksy galy termodinaminis stabilumas veikia RISC
komplekse iSliekanCios grandinés pasirinkimg, bandyta surasti panaSy |
vaisiniy museliy RLC kompleksa (Khvorova et al., 2003; Noland et Doudna,
2013; Schwarz et al, 2003). I$ Zmogaus lasteliy buvo iSskirtas
HsDicer*HSTRBP*HSAGO2 kompleksas (1.7 pav.) (Gregory et al., 2005; Liu
et al., 2012; Maniataki et Mourelatos, 2005). Didzioji dalis $iy kompleksy
suriSusi pre-miRNR, mazesné — subrendusius miRNR/miRNR* dupleksus.
Izotopinio pakeitimo eksperimentais parodyta, kad §is kompleksas paverciamas
1 miRISC, sudarytg i§ viengrandinés miRNR ir HSAGO2 (Kim et Kim, 2012,
Liu et al., 2012). Nustacius, kad vienas HsDicer pasizymi mazu afiniSkumu
dvigrandinéms mnkRNR, vienas HSTRBP sgveikauja su bet kuriuo
mnkRNR/mnkRNR*  dupleksy galu, o tik HsDicersHSTRBP ar
HsDicersHSPACT kompleksy ribonukleazés suriSa dupleksy mazZesniu
termodinaminiu stabilumu pasizymincius galus, parodyta, kad pastarieji
kompleksai veikia panaSiai kaip museliy Dcr-2¢R2D2 kompleksas. Remiantis
Siais duomenimis, pasiilytas nuo RLC priklausomas Zmogaus miRISC
susidarymo  modelis (1.7 pav. kairée): HsDicerrHSTRBP arba
HsDicersHSPACT ne tik skelia pre-miRNR, bet ir uztikrina miRNR/miRNR*
duplekso perkélima j Ago kreipianciosios grandings i§likimui miRISC palankia
orientacija (Kim et Kim, 2012; Noland et al., 2011). In vivo tyrimais
patvirtinta, kad zmogaus lastelése egzistuoja funkcionalus RLC, taciau kartu
parodyta, kad HsDicer*HSTRBP ir HsDicersHSPACT kompleksai neturi jtakos
kai kuriy miRNR/miRNR* dupleksy, saveikaujan¢iy su HSAGO?2,
kreipianciosios grandinés pasirinkimui (Wilson et al., 2015). Taigi, Siuo metu

yra pasitlytas ir alternatyvus, nuo HsDicer ir dgRNR suriSan¢io baltymo
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nepriklausomas Zmogaus miRISC susidarymo kelias (1.7 pav. deSingje), pagal

kurj vieno Ago wuZztenka teisingam, RISC komplekse isliekancios

miRNR/MiRNR* duplekso grandinés pasirinkimui. Sio kelio egzistavimo
zinduoliy Igstelése prielaidg sustiprina rezultatai, rodantys, kad siRNR/siRNR*
dupleksais transfekuotose pelés embrioninése lgstelése, neturinéiose MmDicer,

susiformuoja funkcionaliai vienodi RISC kompleksai kaip ir ribonukleazg
sintetinanciose lgstelése (Ha et Kim, 2014; Kim et Kim, 2012).

miRLC

TRBP arba PACT

pre-miRNR

iRNR/miRNR* duplek
mIRNR/MIRNR* duplekso ol uplekso

iSkirpimas
% iSkirpimas ir \‘ P O
8 ~J
%ﬁ sgveika su Ago miRNR/miRNR* LE):
% [V o W, U o
3 —— g
3 sgveika &
k) ‘L £
T g
6 g
3 g
qQ
°

miRISC
1.7 pav. Galimi Zzmogaus miRISC susidarymo keliai: priklausomas (kairéje) ir
nepriklausomas (deSinéje) nuo miRLC, sudaryto i§ Dicer ir dgRNR surisancio

baltymo (parengta pagal Kim et Kim, 2012; Noland et Doudna, 2013). Paveikslo
aprasymas analogiSkas pateiktam 1.3 pav.

5¢ galinio nukleotido prigimtis. Kaip D. melanogaster, zinduoliams
yra budingas dar vienas RISC komplekse iSliekancios grandinés pasirinkimo
principas — 5° galinio nukleotido prigimtis. Zmogaus miRISC kompleksy
miRNR grandinés 5° nukleotidas dazniausiai yra U arba A. Nustatyta, kad U ir
A nukleotidai yra atpazjstami HSAGO2 MID domeno ,,nukleotidui specifinés®

Kilpos, kuri yra konservatyvi visuose keturiuose zmogaus Ago baltymuose bei
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bei su miRNR kompleksus sudaranc¢iuose museliy DmAGO1 (Frank et al.,
2010, 2012; Ghildiyal et al., 2010).

Siekiant geriau suprasti, kas lemia Zmogaus RISC komplekse
iSliekancios grandinés pasirinkimg, iStirti mnkRNR/mnkRNR* dupleksai,
turintys ar neturintys nekomplementariy baziy pory, pasiZymintys skirtingu

galy termodinaminiu stabilumu, 5° galiniais nukleotidais (1.8 pav.).

- nekomplementari baziy - nekomplementarios baziy - visiSkai komplementarus

pora duplekso gale poros ties kreipianciosios
mnkRNR/mnkRNR* grandinés 4 ntir 10 nt
duplekso tipas - nekomplementari baziy - nekomplementari baziy - neturi daZniausiai
pora ties kreipianCiosios pora ties kreipianciosios AGO2-RISC komplekse
grandinés 10 nt grandinés 4 nt aptinkamai grandinei
bidingo 5' U ar §' A nt
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1.8 pav. Struktora besiskirian¢iy mnkRNR/mnkRNR* dupleksy kreipianciosios
grandinés pasirinkime dalyvaujanéiy Zmogaus baltymy nustatymas (parengta pagal
Noland et Doudna, 2013). (A) mnkRNR/mnkRNR* dupleksai, kuriy kreipianciosios
grandinés pasirinkimo efektyvumas iSauga AGO2 esant komplekse su DicereTRBP ar
DicerPACT. (B) mnkRNR/mnkRNR* dupleksai, kuriy mnkRNR indukuoti RNR
nutildymo kompleksai susidaro, jei  reakcijos miSinj be AGO2 jdedama Dicer*TRBP
ar Dicer’PACT. AGO2 — zmogaus Ago poseimio ir endoribonukleaziniu aktyvumu
pasiZymintis baltymas; Dicer — zmogaus III tipo ribonukleaz¢; TRBP, PACT —
zmogaus dgRNR suriSantys baltymai; raudona polinukleotidine grandine pazyméta
mnkRNR/mnkRNR* duplekso kreipiancioji grandiné, o Zalia spalva — mazesniu
termodinaminiu stabilumu pasizymintis dvigrandinés mnkRNR galas.

Nustatyta, kad kreipiancioji grandiné yra pasirenkama arba efektyviai
atpazjstama, kai ;] HSAGO2 turint] miSinj} pridedama HsDicer*HSTRBP ar
HsDicersHSPACT. Nors didziausig jtaka kreipianciosios grandinés
pasirinkimui turi mMKRNR/mnkRNR* galy termodinaminis stabilumas, svarbi
ir 5¢ galinio nukleotido prigimtis bei nekomplementariy baziy pory vieta

mnkRNR/mnkRNR* duplekse. Pazymeétina, kad tik HSAGO2 kompleksas su
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HsDicersHSPACT uZtikrina efektyvy miRNR/miRNR* dupleksy, turinciy
nekomplementarias baziy poras ,,griido* sekoje (ties kreipianc¢iosios grandinés
2-7 nt ar 2-8 nt), kreipianciosios grandinés pasirinkimg (Noland et Doudna,
2013).

Arabidopsis thaliana

mnkRNR/mnkRNR*  duplekso galy termodinaminis stabilumas.
[Sanalizavus 58 vairenio miRNR/miRNR* dupleksus, parodyta, kad 96,5 %
atvejy dupleksy galy termodinaminis stabilumas nulemia kreipianciosios
grandinés pasirinkimg. Taip pat nustatyta, kad mutantuose, neturin¢iuose
HYL1, nors DCL1 iskerpa miRNR/miRNR* dupleksus i$ pre-miRNR, pradeda
kauptis lydinciosios grandinés, kurios nenustatytos laukinio tipo vairenyje. Be
to, parodyta, kad dgRNR suriSantis baltymas HYL1 sgveikauja su galutinés
miRNR biogenezés stadijos miRISC komplekso AGO1 baltymu. Remiantis
pastaraisiais duomenimis bei zinant, kad vaisiniy museliy Dcr-2°R2D2 ir
zinduoliy RLC, sudarytas i§ Dicer ir dgRNR suriSanc¢io baltymo TRBP arba
PACT, saveikauja atitinkamai su DmAGQO?2 ir HSAGO2, manoma, kad HYL1,
suriSantis, kaip vaisiniy museliy R2D2, didesnio termodinaminio stabilumo
dgRNR galg, tikétina, komplekse su DCLI1, uZtikrina miRNR/miRNR*
duplekso perkélimg j AGOI1 orientacija palankia lydinciosios grandinés
pasalinimui i§ pre-miRISC (1.9 pav.) (Eamens et al., 2009; Fang et Spector,
2007; Manavella et al., 2012).

D kanelis Branduolys Citoplazma
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Didesniu termodinaminiu stabilumu pasizymintis
dvigrandinés mnkRNR galas

1.9 pav. Numanomas A. thaliana HYL1<DCL1 komplekso salygotas kreipianciosios
grandinés pasirinkimo mechanizmas (parengta pagal Eamens et al., 2009). Paveikslo
apraSymas analogiSkas pateiktam 1.3 pav.
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5¢ galinio nukleotido prigimtis. A. thaliana miRNR kreipianc¢iosios
grandinés specifiniam susiriSimui su Ago baltymu turi jtakos 5° nukleotido
prigimtis. Nustatyta, kad AGO1 daZniausiai jungiasi su mnkRNR, kurios 5°
gale turi U, t.y. paprastai su tokj nukleotidg turin¢iomis miRNR, AGO2 ir
AGO4 - A, 0 AGO5 — C nukleotida (Frank et al., 2012; Mi et al., 2008).

Nustatyta, kad esant stresinéms salygoms ar wuzkrétus augalus
Pseudomonas bakterijomis, randami AGO2 turintys miRISC kompleksai su
miRNR* grandinémis. Gyvinuose, priklausomai nuo audinio vystymosi
stadijos ar susirgimo, taip pat aptinkami miRISC turintys ne miRNR, o
miRNR* granding. Sie pavyzdziai rodo, kad kartu su pagrindiniais
kreipianciosios grandinés pasirinkimg veikianciais principais egzistuoja ir
pagalbiniai veiksniai (Bhayani et al., 2012; Ha et Kim, 2014; Thieme et al.,
2012).

1.1.6. Efektoriniy miRISC kompleksy atlieckamos funkcijos

Efektoriniy kompleksy viengrandiné mnkRNR atpazjsta RNR taikinj,
sudarydama su juo komplementarias Votsono-Kriko baziy poras, ir pritraukia
prie jo visg RISC kompleksa. Toliau miRISC kompleksy Ago baltymai arba
kerpa RNR taikinius, arba komplekse su papildomais baltymais slopina
transliacijg ir/ar inicijuoja suardymg. Tokiu bidu miRNR daZniausiai
dalyvauja RNR taikinio koduojamo geno posttranskripciniame raiskos
nutildyme, nors yra zinomi pavieniai atvejai, kai miRISC aktyvina iRNR
transliacijg ar skatina heterochromatino susidaryma (Kim et al., 2009).

Gyviny miRNR dazniausiai jungiasi prie geny transkripty 3°
netransliuojamos srities (3 UTR; angl. untranslated region) seky, taciau Siy
mazyjy nekoduojanciy RNR atpazjstamos sekos aptiktos ir 5° UTR bei
baltymus koduojanciose srityse (1.1 lentelé) (Arora et al., 2013; Axtell et al.,
2011). Taikinio atpazinimui yra bitina, kad miRNR ,,griido sekos (angl. seed
sequence) 2-7 nt ar 2-8 nt (skaic¢iuojant nuo miRNR 5° galo) su RNR sudaryty
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1.1 lentelé. Gyviinuose ir augaluose dazniausiai stebimos miRISC kompleksy savybés

Gyviinuose Augaluose
e Jungiasi prie geno transkripto 3° e Jungiasi prie iRNR atviro skaitymo
UTR rémelio
e miRNR ,,grido seka e miRNR visiSkai komplementari
komplementari iRNR sriciai RNR taikinio sri¢iai

e Slopina RNR transliacijg ar/ir e Vykdo RNR taikinio kirpimag
skatina jos suardymag
e Atpazjsta nuo dviejy iki 100 e Atpazjsta nuo vieno iki keliy RNR

RNR taikiniy taikiniy
e RNR transliacijg reguliuoja keli e RNR transliacijg reguliuoja vienas
miRISC miRISC

komplementarias baziy poras (1.10 pav. B), o kai miRNR 9-12 nt su taikinio
RNR sudaro papildomas komplementarias baziy poras, yra inicijuojamas iRNR
kirpimas (1.10 pav.). Kadangi RNR taikinio atpazinimas priklauso nuo
trumpos miRNR ,griido*“ sekos, tai vieng miRNR turintis efektorinis
kompleksas gali reguliuoti nuo 2 iki 100 iRNR transliacija. IS kitos pusés,
vieno RNR taikinio koduojamo geno raiska gali slopinti keli tos pacios ar
skirtingy rasiy miRNR grandines turintys miRISC kompleksai (Broderick et
al., 2011; Tétreault et De Guire, 2013). Gyviunuose, kadangi dazniausiai
miRISC MiRNR 9-12 nt yra nesuporuoti, iRNR néra kerpama, o slopinama jos
transliacija ar/ir inicijuojamas suardymas (Huntzinger et lzaurralde, 2011).
Siuo metu yra i$skiriami trys pagrindiniai miRISC sukeliami iRNR
transliacijos slopinimo keliai (1.11 pav. roméniskais skaiCiais pazymétos
kritinés reguliavimo vietos). Pirmas (1.11 pav. I), parodyta, jog miRISC Ago
baltymo PIWI domenas sudaro kontaktus su GW182 (182 kDa glicino ir
triptofano pasikartojimus turintis baltymas), kuris sgveikauja su deadenilinimo
kompleksu CCR4-NOT. Pastaroji sgveika sukelia poli(A) seka suriSancio
baltymo PABP (angl. poly(A) binding protein), saveikaujancio su elF4G,
disocijacijg, d¢l ko nebegali susiformuoti transliacijos vykimui biitina iRNR
,uzdaros-kilpos“ (angl. ,,closed-loop*) struktiira. Antras (1.11 pav. Il), tai
transliacijos slopinimo veiksniy pritraukimas prie iRNR per GW182 baltyma.
Tiksliau, su CCR4-NOT baltyminiu kompleksu sgveikaujanti DEAD dézute
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1.10 pav. miRNR taikiniy (iRNR) atpazinimas augaluose (A) ir gyvunuose (B) (Huntzinger
et lzaurralde, 2011). ASR — atviro skaitymo rémelis.

turinti RNR helikazé DDX6 (angl. DEAD-box helicase 6) sudaro kontaktus su
elF4E surisanciu baltymu 4E-T, kuris sukelia transliacijos slopinimg iniciacijos
ir/ar elongacijos etapuose sgveikaujant su elF4F komplekso komponentais.
Trecias (1.11 pav. I11), nuo GW182 baltymo nepriklausoma miRISC sukeliama
DEAD dé¢zute turincios nuo ATP priklausomos RNR helikazés elF4A
disociacija, dé¢l kurios nebegali prisijungti 43S iniciacijos kompleksas ir/ar
nebegali vykti Sio komplekso judéjimas iSilgai iRNR. Parodyta, jos gyviiny
miRISC sukelia RNR taikinio suardyma (1.11 pav.), kai per GW182 baltyma
pritrauktas CCR4-NOT kompleksas vykdo zmogaus iRNR deadenilinimg. Po
Sios modifikacijos vyksta uridilinimas katalizuojamas uridililtransferazes
TUT4/7, kuris skatina egzosomos vykdomg 3'-5' suardymg. Dazniausiai po
deadenilinimo vyksta iRNR 5' m7Gppp kepurés pasalinimas: su CCR4-NOT
baltyminiu kompleksu saveikauja RNR helikaz¢ DDX6, kuri sudaro kontaktus
su 4E-T baltymu; prie pastarojo baltymo jungiantis kepurés Salinimo
aktyvikliams prie iRNR 5° galo pristatomas kepurés Salinimo komplekso
baltymas DECAPPING2 (DCP2). Po kepurés pasalinimo vyksta iRNR
suardymas, kurj 5°-3° kryptimi vykdo egzoribonukleazé XRN1 (Ilwakawa et
Tomari, 2015). Siuo metu yra zinoma, jog RNR taikinio deadenilinimas,
sukeliantis RNR suardyma, gali vykti nepriklausomai nuo transliacijos

slopinimo. IS kitos pusés 60-90 % zinduoliy miRNR sukeliamy iRNR
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transliacijos slopinimy baigiasi jy suardymu (Jonas et lzaurralde, 2015). Taciau
ar RNR taikinio transliacijos slopinimas skatina jo suardymg bei §io proceso ir
pavieniy transliacijos slopinimo, RNR suardymo keliy ir jy kombinacijy

detaltis mechanizmai iki Siol néra zinomi (Iwakawa et Tomari, 2015).

elF4G
- 1 elF4A
elFAE  m'Gpp i AUG
1
I 46T \ elF4A baltymo
disociacija

CCR4-NOT

Deadenllmlmaj/ =OC
\GW182 .

"y K I/

PABP

TUT4/7  Uridilinimas

PABP disociacija (zZmogaus lgstelése)

1.11 pav. Baltymai dalyvaujantys gyviiny miRISC sukeliamame RNR taikinio
transliacijos slopinime ir/ar suardyme (parengta pagal lwakawa et Tomari, 2015).
Prie 5° m7Gppp kepurés prisijungiantis e[F4E, baltymas-tarpininkas elF4G ir DEAD
déZute turinti nuo ATP priklausoma RNR helikazé elF4A sudaro iRNR kepure
suriSant] kompleksg elF4F. DCP2 — kepurés Salinimo komplekso baltymas, vykdantis
iIRNR 5° m7Gppp Salinimg. 4E-T — transportinis, eIF4E suriSantis baltymas; DDX6 -
DEAD dézute turinti RNR helikazé; CCR4-NOT — deadenilinimo kompleksas;
PABP — poli(A) seka suriSantis baltymas; GW182 - 182 kDa glicino ir triptofano
pasikartojimus turintis baltymas, kuris sgveikauja su miRISC Ago baltymu. TUT4/7
— uridililtransfreazés (angl. terminal uridilyltransferase), vykdancios uridilinimg po
IRNR deadenilinimo.

Paprastai augaly miRNR atpazjstamos sekos yra iSsidésciusios iRNR
koduojamose srityse, taciau aptinkamos ir jy 3° UTR bei 5° UTR (1.1 lentel¢)
(Brodersen et Voinnet, 2009; Huntzinger et lzaurralde, 2011). Skirtingai nuo
gyviny, augaly miRNR dazniausiai yra komplementarios taikiniui per visa
savo ilgj (1.10 pav. A). Tai lemia, kad augaly miRNR atpazjsta nuo vieno iki
keliy RNR taikiniy. Be to, konkre¢ios RNR transliacija yra reguliuojama
paprastai vienos miRNR. Dazniausiai augaluose, prie taikinio prisijungus

miRISC, vyksta IRNR kirpimas. Po fosfodiesterinio rysio tarp su miRNR 10 ir
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11 nt sgveikaujanciy taikinio nukleotidy hidrolizés (1.10 pav. A) susidarg 3° ir
5¢ produktai suardomi 5°-3° egzonukleazés XRN4 (vaisinése muselése 3°
produktai atpazjstami j augaly XRN4 panaSios 5°-3° ribonukleazés XRNT1)
(1.12 pav.). In vivo parodyta, kad 5 produkty suardyma skatina uridilinimas,
kurj vykdo nukleotidiltransferazé HESO1 (angl. HEN1 suppressor 1). Tuo
tarpu vaisinése muselése po efektorinio komplekso turincio DmAGQO?2 taikinio-
RNR skélimo susidarantys 5° produktai suardomi egzosomos (1.12 pav.).
PrieSingai nei gyviinuose augaluose aptiktos tik kelios miRNR, sudarancios
ties 10 ir 11 nt nekomplementarias baziy poras su iRNR, kurios dalyvauja
transliacijos slopinime, suardyme. Nors tikslus §io proceso mechanizmas néra
zinomas, taCiau parodyta, kad jame dalyvauja glicino ir triptofano
pasikartojimus turintis ir tuo ; gyviny GW182 baltymg panaSus SUO bei 5°
m7Gppp kepure paSalinantis baltyminis kompleksas, todél manoma, kad
augaly iRNR transliacijos slopinimas ir suardymas vyksta panaSiai kaip
gyvinuose (Axtell et al., 2011; Brodersen et al., 2008; Iwakawa et Tomari,
2015; Rogers et Chen, 2013).

AGO\I
m"'C-pPD — AUG SIOD e AAAAAA
| ] |
5' skélimo produktas 3' skélimo produktas
N o
sl e AAAAAA

N o
XRN4

A. thaliana

XRN4 A. thaliana ar
XRN1 D. melanogaster

D. melanogaster egzosoma
"Gppp——AUG— ) |/
m’'Gppp: 3\|
1.12 pav. A. thaliana ir D. melanogaster po RISC RNR taikiniy skélimo
susidaranc¢iy produkty suardymo mechanizmai (parengta pagal Iwakawa et Tomari,

2015). XRN4, XRN1 - A. thaliana ir gyviny 5°-3° egzonukleazés; HESO1 —
baltaZiedZio vairenio miRISC skélimo 5¢ produktus modifikuojanti uridiltransferaze.
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1.2. Augaly miRNR/miRNR* duplekso iSkirpimo ir modifikavimo

baltymai

Vienas i§ esminiy augaly mazyjy RNR biogenezés skirtumy lyginant su
gyviny yra ~21-24 nt ilgio dvigrandiniy siRNR/siRNR* ir miRNR/miRNR*
dupleksy metilinimas, kurj katalizuoja HEN1 metiltransferazé. Si modifikacija
uztikrina subrendusios, viengrandinés miRNR ar siRNR stabilumg ir tokiu
btudu salygoja RNR interferencija vykdanciy efektoriniy RISC kompleksy
susidarymg. Augaly metiltransferaz¢ atpazjsta ir metilina tik dgRNR ir nors
1.1.3. skyriuje paminéta daugybé augaly miRNR/miRNR* dupleksy
susidaryme dalyvaujan¢iy baltymy, tadiau cinko pirSty motyva turintis
SERRATE (SE), dgRNR surisantis HYL1 ir III tipo ribonukleazé DCL1 yra
iSskiriami kaip vieni svarbiausiy Sio proceso dalyviy (Bologna et al., 2013;
Moran et al., 2013; Yang et al., 2014).

1.2.1. SERRATE ir jo homologai
1.2.1.1. Vairenio SERRATE homologas gyviinuose Ars2

A. thaliana cinko pirSty motyva turin¢io SERRATE homologai, vadinami
arsenito atsparumo baltymais 2 (Ars2), aptinkami grybuose ir gyviinuose
(Prigge et Wagner, 2001). Zinduoliy nukleoplazminis baltymas Ars2
sgveikauja su transkripty 5‘m7Gppp kepurg suriSancio komplekso CBC
baltymais CBP20 ir CBP80 bei su ribonukleaze Drosha (1.3 pav. A).
Nustatyta, kad zinduoliy Ars2, kuris turi jtakos pri-miRNR Kiekiui Igstelése ir
teisingam pre-miRNR iskirpimui i§ pri-miRNR, yra sintetinamas tik
proliferuojanciose Igstelése (Gruber et al., 2009). Tuo tarpu vaisinése muselése
DmArs2 yra randamas visy tipy lastelése. DmArs2 turi jtakos pri-miRNR, o
kartu ir miRNR Kkiekiui Igstelése. Nustatyta, kad jis sgveikauja su CBC
komplekso CBP20 baltymu bei dgRNR suriSanciu baltymu Pasha. Pazymétina,
kad DmArs2 kartu su CBC kompleksu dalyvauja ir endogeniniy bei

egzogeniniy siRNR susidarymo keliuose. Yra zinoma, kad DmArs2 yra
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reikalingas efektyviam Dcr-2 ribonukleazés atlickamam siRNR/siRNR*
dupleksy iSkirpimui citoplazmoje (Sabin et al., 2009). Manoma, kad gyviny
Ars2 funkciyja gali buti dvejopa: cinko pirSty motyva turintis baltymas
komplekse su CBC prisijungia prie pri-miRNR ir padidina jos skélimo
efektyvumg veikdamas kaip Saperonas, kuris stabilizuoja ir pristato miRNR
pirmtakg mikroprocesoriaus kompleksui arba/ir Ars2 gali veikti kaip III tipo
ribonukleaziy kofaktorius, kuris skatina greita ir tiksly Drosha ar Dcr-2
atlickamg mnkRNR pirmtaky kirpima (Gruber et al., 2009; Romero-Cordoba et
al., 2014; Sabin et al., 2009).

1.2.1.2. Augaly SERRATE struktiira

SERRATE yra 720 aminortgs¢iy baltymas, kuriame iSskiriamos keleta
branduolio lokalizacijos signaly turinti N (1-193 ar.) ir C (544-720 ar.) galinés,
nestruktiirizuotos sritys bei centriné dalis (angl. core) (194-543 ar.), turinti
cinko pirty motyva (1.13 pav. A). Siuo metu yra Zinoma tik pastarosios dalies
strukttra, kuri primena einantj Zmogy (1.13 pav. B). ,,Vedanciaja* §io ,,zmogau
koja* sudaro statmenai viena kitos atzvilgiu SE centrinés dalies N gale
iSsidéstancios dvi a spiralés (194-240 ar.). ,,Kiing“ formuoja Sio baltymo MID
(angl. middle) domenas (241-469 ar.), kurio trys o spiralés (a5-07) iSsidésto
statmenai ~30° kampu pakrypusiai ilgai o spiralei (04). Dvi antiparaleliai
iSsidésciusios P klostés yra aptinkamos dalinai nestruktiirizuotoje kilpoje. Net
trys MID domene randamos nestruktiirizuotos kilpos leidzia manyti, kad Sis
domenas gali dalyvauti tarpbaltyminése sgveikose ir/ar substrato atpazinime.
Sio domeno 03 bei 08 spiralés atitinkamai sujungia jj su SE centrinés dalies N
ir C galais. Pastarasis galas formuoja ,,atsiliekancig koja*“ (471-543 ar.), kuria
sudaro nekanoninis B-B-f-a C2H2 cinko pir§ty motyvas iSsidéstes tarp dviejy o
spiraliy (Machida et al., 2011).
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1 194 241 470 543 720
nestruktarizuota |

SE-core - SERRATE centriné dalis

C.

MID

1.13 pav. SERRATE (SE) struktiira (Guo et al., 2014; Machida et al., 2011). (A) SE
domeniné organizacija. Cinko pirStai — cinko pir§ty motyva turinti SE dalis. (B)
Spiraliné-klostiné SE centrinés dalies (SE-core) struktiira. Punktyrinémis linijomis
pavaizduotos nestruktiirizuotos kilpos tarp a4 ir a5, a5 ir a6 bei a6 ir a7. (C)
Hipotetinis SE sgveikos su pre-miRNR modelis.

1.2.1.3. SE vaidmuo miRNR biogenezéje

Jau nuo 2006 m. Zinoma, kad SE kartu su HYL1 ir DCL1 dalyvauja miRNR
biologinio kelio stadijose iki HEN1 katalizuojamo miRNR/miRNR* duplekso
metilinimo (1.3 pav. B) (Yang et al., 2006a). In vitro nustatyta, kad HYL1 ir
SE skatina ir uZtikrina tiksly DCL1 vykdomg pri-miRNR kirpimg ir tokiu biidu
prisideda prie efektyvaus miRNR/miRNR* dupleksy susidarymo (Dong et al.,
2008). Taip pat in vitro nustatyta, kad SE cinko pir§ty motyvo ir baltymo C
galinés nestruktiirizuotos srities (1.13 pav. A) pakanka pre-miRNR suriSimui
bei laukinio tipo fenotipui atstatyti se mutantiniuose vaireniuose. Remiantis in
silico tyrimais, manoma, kad SE cinko pirSty motyvas atpaZjsta dvigranding
sritj, 0 jo nestruktirizuota C galiné sritis — viengrandines — dvigrandines RNR
sandiiras miRNR pirmtakuose (1.13 pav. C). In vitro parodyta, kad
struktiirizuota SE centrin¢ dalis sudaro rySius su HYL1 antru dgRNR
suriSan¢iu domenu ir DCL1 helikaziniu, PAZ. In vivo nustatyta pilno ilgio SE

sgveika su DCL1 dgRNR suriSanciais domenais. Taip pat Sis baltymas
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sgveikauja su NOT2b, CPL1, TGH ir RNR II polimerazés transkripto 5°
kepure suriSan¢io CBC komplekso baltymais CBP20, CBP80. Pazymétina, kad
SE ir baltyminis kompleksas CBC dalyvauja ne tik miRNR biogenez¢je, bet ir
reguliuoja A. thaliana alternatyvyjj splaisingg veikiant pre-iRNR iSkerpamo
pirmojo introno pasirinkimg (Bologna et VVoinnet, 2014; Guo et al., 2014; Liu
et al., 2013; Machida et al., 2011; Raczynska et al., 2014).

1.2.2. HYL1 ir kiti dgRNR suriSantys baltymai, dalyvaujantys mazyjy
RNR biogenezéje

DgRNR suriSantys baltymai (angl. double-stranded RNA-binding protein),
dalyvaujantys siRNR ir miRNR biogenezése, daznai funkcionuoja
kompleksuose su III tipo ribonukleazémis ir uztikrina tiksly ir efektyvy dgRNR
iskirpima. Sie baltymai turi du arba tris ~70 aminortigi¢iy dgRNR surisanéius
domenus (R; angl. double-stranded RNA-binding domain), kuriy antrinés
struktiros elementai iSsidésto o-B-B-B-o tvarka (kaip pavyzdys pateikiama
spiraliné-klostine HYL1 R domeny struktiira 1.16 pav. B). Jy erdviné strukttira
- dviejy a spiraliy iSsidéstymas vir§ B laksSto, kurj sudaro trys antiparalelios f3
juostos. Tipiniuose R domenuose yra aptinkamos trys dgRNR suriSancios
sritys, sudarytos i$ konservatyviy aminoriig§¢iy: pirmoji yra randama pirmoje
a spiraléje, antroji — Kilpoje tarp pirmos ir antros 3 juosty, o tre¢ioji — ilgesnés
antros a spiralés N gale. Kanoniné R domeny funkcija — dgRNR suriSimas.
Manoma, kad R domeny sgveika su dgRNR priklauso nuo struktiiros, bet ne
nuo jos sekos (Masliah et al., 2013). Kai kurie R domenai atpazjsta specifines
struktiiras (pvz., plauky segtuko formos RNR galvutg¢) RNR molekulése.
Parodyta, kad R domenai gali atlikti ir Kkitas funkcijas: dalyvauti
tarpbaltyminése sgveikose, homodimerizacijoje bei atlikti branduolio

lokalizacijos signalo vaidmenj (Doyle et Jantsch, 2002; Fukunaga et al., 2012).
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1.2.21. Kiti j HYL1 panasSis, miRNR bei siRNR biogenezéje

dalyvaujantys, baltymai
Gyviiny

1.14 pav. pateiktos miRNR bei siRNR biogenezéje dalyvaujanciy, su III tipo
ribonukleazémis kompleksus sudaranc¢iy vaisiniy museliy Loquacious, R2D2 ir
zmogaus DGCRS, TRBP, PACT baltymy domeniné organizacija, i§ kurios

matyti, kad jie turi du arba tris R domenus.

JlEll— R2 —— DGCR8 (773 ar.)
lEl— R2 —REl— TRBP (366 ar.)
—lE— R2 —REF PACT (313 ar.)

———l il— R2 —lR8— Logs-PA (419 ar.)

—lSi—— R2 —JB8)- Logs-PB (465 ar.)

—lBil— R2 — Logs-PD (359 ar.)
4El— R2 —— R2D2 (311 ar.)

1.14 pav. H. sapiens ir D. melanogaster miRNR, siRNR susidarymo keliuose
dalyvaujanc¢iy ir su III tipo ribonukleazémis kompleksus sudaranciy dgRNR
suriSanciy baltymy domeniné organizacija. R — dgRNR suriSantys domenai (pazyméti
staciakampiais), kuriuos apimancios aminortigStys nustatytos remiantis UniProtKB
duomenimis (www.uniprot.org).

DGCRS8/Pasha. Pradinéje gyviiny miRNR biogenezés stadijoje
dalyvaujanti ribonukleazé¢ Drosha, vykdanti pre-miRNR iskirpimg i§ pri-
miRNR (1.1 pav.; 1.3 pav.), sudaro mikroprocesoriaus kompleksa su H.
sapiens DGCR8 (ar jo homologu D. melanogaster Pasha), kuris atlieka
pagrindin] vaidmen] atpaZjstant substratus i§ daugybés lgsteliniy RNR
molekuliy. DGCRS8 savo N gale turi branduolio lokalizacijos signalg, uz kurio
i§sidésto  trivalente geleZ] suriSantis domenas, apimantis triptofany
pasikartojimus turintj dimerizacijos motyva (1.15 pav. A). Uz jo, link C galo
iSsidésto du R domenai ir C galiné uodega (angl. C-terminal tail).
Biocheminiais metodais nustatyta, kad tarpusavyje saveikaujant Fe®*
suriSantiems domenams susidaro homodimerai, kurie jungiasi prie pri-miRNR
dviejose  vietose.  Quick-Cleveland su  kolegomis nustaté, jog
mikroprocesoriaus DGCR8 homodimerai jungiasi prie pri-miRNR taip, kad

pirmojo homodimero du geleZj suriSantys domenai sgveikauja su viengrandine-
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dvigrandine RNR sandiira ties pri-miRNR stiebo apacia, o antrojo homodimero
du gelezj suriSantys domenai sgveikauja su miRNR pirmtako galine kilpa (1.15
pav. B). Manoma, kad tokiu bidu DGCRS8 iSmatuoja pri-miRNR ilgj ir
nukreipia HsDrosha skélimg 22 baziy pory atstumu nuo substrato galinés
kilpos ir 11 baziy pory — nuo pri-miRNR stiebo galo. DGCR8 R domenai
sgveikauja su pri-miRNR stiebu, o C galinés uodegos sudaro kontaktus su
ribonukleaze HsDrosha (Ha et Kim, 2014; Quick-Cleveland et al., 2014;
Senturia et al., 2012; Yeom et al., 2006).

A. B. Trivalente geleZj suriSantys domenai

Trivalente geleZj suriSantis domenas J’

v

Triptofany pasikartojimus C galiné

turintis dimerizacijos motyvas uodega RR

1R2

C galinés
uodegos
| A |

~11 nt ~22 nt
1.15 pav. H. sapiens DGCRS baltymo domeniné organizacija (A) ir hipotetinis Sio
baltymo jungimosi su pri-miRNR, uztikrinancio tikslia HsDrosha skélimo vietg
pirminiame miRNR transkripte, modelis (B) (Quick-Cloeveland et al., 2014). NLS —
branduolio lokalizacijos signala turinti sritis; R', R? — pirmas, antras dgRNR
suriSantys domenai.

TRBP ir PACT. PACT ir TRBP, dalyvaujantys vélesnése Zinduoliy
miRNR bei siRNR biogenezés stadijose, yra aptinkami citoplazmoje (ypac
branduolio tarpumembranyje), o mazesné jy dalis - branduolyje (Heyam et al.,
2015). TRBP ir PACT turi po tris dgRNR surisancius domenus (1.14 pav.). In
vitro ir in vivo eksperimentais parodyta, kad TRBP ir PACT trec¢ias R domenas
yra atsakingas uz sgveika su Dicer helikazinio domeno N galine sritimi
(Wilson et al., 2015; Yamashita et al., 2011). Biocheminiais tyrimais parodyta,
kad pirmieji du HSTRBP ir HSPACT R domenai homodimerizuojasi ir
heterodimerizuojasi (Heyam et al., 2015; Kok et al., 2007; Laraki et al., 2008).
Taip pat nustatyta, kad HSTRBP ir HSPACT pirmas ir antras R domenai yra
atsakingi uz dgRNR atpazinimg (Takahashi et al., 2013). Nors ribonukleazé
Dicer kerpa substratus ir nesant TRBP, PACT baltymams, tadiau jOS
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afiniSkumas dgRNR molekuléms padid¢ja sudarius kompleksag su HSTRBP
arba HSPACT (Lee et Doudna, 2012; Lee et al., 2013). Nustatyta, kad HeLa ir
Mus musculus embrioniniuose fibroblastuose, neturin¢iuose baltymo TRBP,
pakinta kai kuriy pre-miRNR skélimo vieta, dél ko susidaro netipinio ilgio
miRNR. Tuo tarpu Siose lastelése PACT neturi jtakos Dicer kirpimo vietos
pasirinkimui (Fukunaga et al., 2012; Kim et al., 2014; Wilson et al., 2015).
Taciau zinant, kad in vitro HsDicersHSTRBP ir HsDicersHSPACT i$ ty paciy
pre-miRNR iskerpamos miRNR skiriasi ilgiu, neatmetama prielaida, jog Kkito
tipo lastelése ar esant pakitusioms fiziologinéms salygoms, PACT, bet ne
TRBP, moduliuoja Dicer kirpimo vieta pre-miRNR (Lee et al., 2013).
Palyginus kaip nuo HSTRBP ir HSPACT baltymy kiekio HeLa lastelése kinta
mMIiRNR Kkiekis ir egzo-siRISC kompleksy poveikis RNR taikiniui, nustatyta,
jog HSPACT labiau nei HSTRBP veikia miRNR biogenezg, o HSTRBP atlieka
svarbesnj uz HSPACT vaidmenj siRISC kompleksy susidaryme (Heyam et al.,
2015; Lee et al.,, 2006). In vitro eksperimentais parodyta, kad HsDicer,
HsDicer*HSTRBP ar HsDicersHSPACT vykdo pre-miRNR hidroliz¢ panasiu
grei¢iu. Taciau HsDicersHSPACT pre-siRNR hidrolizuoja kur kas léciau nei
HsDicer ar HsDicersHsTRBP (Lee et al., 2013). Sie tyrimai rodo, kad TRBP ir
PACT gali pasizyméti specifiskumu miRNR/miRNR* ir SiRNR/SiRNR*
dupleksams ar jy pirmtakams, tac¢iau §io spé&jimo patvirtinimui biitini papildomi
tyrimai.

Nustatyta, kad vélesnéje miRNR brendimo stadijoje MmDicer saveika
su MmTRBP arba MmMPACT yra biitina tam tikry miRNR/miRNR* dupleksy,
sgveikaujan¢iy su MMAGO?2, kreipianciosios grandinés pasirinkimui (Wilson
et al., 2015). Parodzius, kad HsDicer*HSTRBP ar HsDicersHSPACT jungiasi
prie ir jvertina mnkRNR/mnkRNR* duplekso galy termodinaminj stabiluma
(Gredell et al., 2010; Noland et al., 2011), manoma, kad $ie kompleksai ne tik
vykdo efektyvy pre-miRNR skélima, bet kaip vaisiniy museliy Dcr-2¢R2D2
(RLC) komplekso analogas uztikrina miRNR/miRNR* duplekso perkélimg j
Ago kreipianciosios grandinés islikimui miRISC palankia orientacija (Heyam

et al., 2015; Kim et Kim, 2012).
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Loquacious (Logs). Vaisinése muselése yra randamos trys loquacious
izoformos: Logs-PA, Logs-PB bei Logs-PD baltymai (1.14 pav.) (Fukunaga et
al., 2012). D. melanogaster Logs-PA ir Logs-PB kiekis skiriasi ir priklauso
nuo audinio bei vystymosi stadijos. PavyzdZziui, ankstyvose vystymosi
stadijose silpnai sintetinamo Logs-PA kiekis didéja vélesniy vystymosi stadijy
metu. Suaugusiy museliy séklidése dominuoja Logs-PA sintezé, tadiau
kiauSidése aptinkama Logs-PB daugiau nei Logs-PA (Fukunaga et al., 2012).
Nors jy funkcijos dar néra iki galo iStirtos, Siuo metu yra Zinoma, kad Logs-PB
antras R domenas sgveikauja su pre-miRNR, 0 Logs-PB ir Logs-PA treciais R
domenais — su Dcr-1 (Dueck et Meister, 2014; Ye et al., 2007). Pastarieji Logs
dalyvauja tik miRNR biogenezés kelyje (1.3 pav. A). Jie katalizuoja Dcr-1
vykdomg miRNR/miRNR* dupleksy iSkirpimg didinant ribonukleazés
afiniSkumg tam tikroms pre-miRNR. Taip pat parodyta, kad Loqgs-PB, kaip ir
zinduoliy TRBP, nustato tikslig Dcr-1 skélimo vieta tam tikrose pre-miRNR
(Forstemann et al., 2005; Fukunaga et al., 2012; Miyoshi et al., 2010).

Tre¢ia Loqgs izoforma, Loqs-PD, kuris dalyvauja vaisiniy museliy
SiRNR susidarymo kelyje (1.2 pav. A), turi tik du R domenus. Nustatyta, kad
Sio baltymo C galiné sritis su antruoju R domenu saveikauja su Dcr-2
helikaziniu domenu (Hartig et Forstemann, 2011; Miyoshi et al., 2010). Logs-
PD wuztikrina efektyvy siRNR/siRNR* dupleksy iSkirpimg 1§ jy pirmtaky
didindamas ribonukleazés afiniSkumg ilgoms dgRNR molekuléms (Cenik et
Zamore, 2011; Fukunaga et al., 2012). Pazymétina, kad egzogeniniy
siRNR/siRNR* dupleksy iskirpime i§ virusinés kilmés dgRNR Loqgs-PD
baltymas nedalyvauja (Bronkhorst et van Rij, 2014; Gammon et Mello, 2015;
Soares et al., 2014).

R2D2. R2D2 baltymas dalyvauja visy D. melanogaster siRNR riisiy
(egzo-siRNR ir endo-siRNR) susidarymo kelyje (1.5 pav.) (Dueck et Meister,
2014; Gammon et Mello, 2015). Sis du R domenus turintis baltymas (1.14
pav.), kaip ir Logs-PD, saveikauja su Dcr-2 helikaziniu domenu. Parodyta, kad
R2D2 C galinés srities sgveika su ribonukleaze sustiprina antras R domenas

(Hartig et Férstemann, 2011; Nishida et al., 2013). Nustatyta, kad R2D2+Dcr-2
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yra RLC (1.5 pav.), kuris jvertings siRNR/siRNR* duplekso galy
termodinaminj stabilumg jj atitinkama orientacija perkelia ; DmAGO2
(issamiau zr. 1.1.5. skyriuje) (Okamura et al., 2011; Zhou et Rana, 2013).
Nishida su kolegomis nustaté, kad R2D2 jungiantis prie Logs-PDeDcr-
2+siRNR/siRNR* komplekso (1.2 pav. A) jvyksta relokalizacija ir R2D2Dcr-
2+siRNR/siRNR* kompleksas (1.5 pav.) atsiduria citoplazminiuose kiineliuose
(angl. D2 bodies), kuriuose telkiasi DmAGQO2, bet ne DmAGOL1 (Betancur et
al., 2012; Dueck et Meister, 2014).

A. thaliana DRB baltymy S§eima. HYL1 (DRB1) kartu su DRB2,
DRB3, DRB4 ir DRB5 (1.16 pav. A) sudaro A. thaliana DRB (angl. double-
stranded RNA-binding protein) baltymy Seimg. Jy aminoriig§¢iy seky analizé
rodo, kad DRB2, DRB3 ir DRBS5 sudaro vieng filogeneting grupe, kuri yra
giminingesné DRB4, nei atskirg filogenetinio medzio Saka sudarantis HYLL.
35-40 kDa DRB baltymai, turintys po du R domenus N gale, molekuline mase
ir domenine organizacija yra panasiis ] R2D2 baltyma (1.14 pav.; 1.16 pav. A).
DRB baltymy C galai yra variabilts ir jy funkcijos néra zinomos (1.16 pav. A).
DRB2 C gale turi trumpg poli-prolino, DRB3 — poli-treonino, DRB5 — poli-
prolino ir poli-serino aminortigs¢iy sekas. Nors DRB4 C galg sudaro 205
aminortgstys, taciau struktiirinés determinantés jame nenustatytos (Curtin et
al., 2008; Hiraguri et al., 2005).

HYL1, veikiantis komplekse su DCL1 miRNR susidarymo kelyje (1.3
pav.), netiesiogiai dalyvauja ta-siRNR biogenezéje, kurioje miRNR ir Ago
baltymy kompleksai atlieka ta-siRNR pirmtaky hidroliz¢ (1.2 pav. B) (zr.
1.1.2. skyriuje endo-siRNR; apie HYL1 biologing funkcija miRNR brendimo
kelyje zr. 1.2.2.3. skyriy) (Bologna et Voinnet, 2014; Zhang et al., 2013). A.
thaliana tgliy apikalinés meristemos regiono (SAM; angl. Shoot apical
meristem) bei skoretelés lapy lapkociy lasteliy branduoliy D kiineliuose yra
randami HYL1<DCLI alternatyviis DRB2*DCL1 kompleksai. Manoma, kad
DRB2+DCLI1 suriSa pri-miRNR pirmtakus, kurie struktiiriSkai skiriasi nuo
HYL1<DCL1 komplekso atpazjstamy. Parodyta, jog hyll vairenyje padidinus
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Sesi 28 ar. pasikartojimai A A N
et N A -~
1R RONLS[TTTT] 419 2
HYL1
15-84 199-220
100-172
1 poli-Pro 434
DRB2 LI 1 I |
1 poli-Thr 359
DRB3
1 355
DRB4 I
poli-Pro

1 poli-Ser; 393
DRB5 I )

R' domeno teigiamai
jkrauta pavirSiaus sritis

1.16 pav. HYLI struktiira (parengta pagal Yang et al., 2010). (A) HYL1 ir DRB2,
DRB3, DRB4, DRBS5 baltymy domeniniy organizacijy, parengty remiantis
UniProtKB duomenimis (www.uniprot.org), palyginimas. (B) Spiralinés-klostinés
HYL1 pirmo (R', pazymétas Zalia spalva) ir antro (R? pavaizduotas geltonai)
dgRNR suriSan¢iy domeny struktiiros palyginimas. (C) Erdviné-pavirsiné R' su
dgRNR struktira. (D) R? homodimero struktiira. Vienas R? domenas pavaizduotas
erdvine-pavirdine struktiira, o kitas R? - spiraline-klostine struktiira. Mélyna, balta ir
raudona — teigiamu, neutraliu ir neigiamu elektriniu potencialu pasizymincios sritys.
I, I, 1l = R domeny sgveikos su dgRNR sritys.

DRB2 baltymo sintezg yra atstatomas laukinio tipo fenotipas. Tai leidzia
manyti, jog DRB2¢DCL1 veikia sinergistiSkai HYL1*DCLI1. Nustatyta, kad
nuo DRB2 priklausomo miRNR brendimo kelio paskutinése stadijose
dalyvauja ir DRB3, DRB5 baltymai. Manoma, kad citoplazmoje jie kartu su
Ago sudaro alternatyvius miRISC kompleksus. ISkelta prielaida, kad,
prieSingai nei nuo HYL1 priklausomu keliu susidar¢ miRISC, DRB2 ir DRB5
turintys efektoriniai kompleksai neatliecka iRNR kirpimy, bet slopina jy
transliacija (Eamens et al., 2012a, 2012b).

Kitas branduolio D kiineliuose randamas baltymas DRB4 formuoja
kompleksg su DCL4. Nustatyta, kad DRB4*DCL4 kompleksas dalyvauja ta-
SIRNR, ir-siRNR (1.2 pav. B) bei keliy evoliuciskai jauny miR822, miR839 ir
miR840 (Sio tipo mnkRNR brendime dalyvauja ir alternatyviis DRB2<DCL4
kompleksai) susidarymo keliuose (Bologna et Voinnet, 2014; Eamens et al.,
2012b; Fukudome et al., 2011; Hiraguri et al., 2005; Pélissier et al., 2011). In
vitro nustatyta, kad abu DRB4 R domenai yra reikalingi tiek dgRNR suriSimui,
tick sgveikai su DCL4. Be to, Qin su kolegomis parodé, kad DRB4 R

domenas sudaro kontaktus su DCL4 nezinomos funkcijos domenu 283
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(DUF283; angl. domain of unknown function 283) (Fukudome et al., 2011; Qin
etal., 2010).

1.2.2.2. HYL1 struktira

HYL1 yra 419 aminoriigs¢iy baltymas N gale turintis du R domenus (15-84 ar.
ir 100-172 ar.), C gale - nezinomos funkcijos Sesis 28 ar. pasikartojimus (247-
414 ar.) bei tarp jy iSsidésciusj branduolio lokalizacijos signalg (207-222 ar.)
(1.16 pav. A) (Ren et Yu, 2012; Yang et al., 2010).

HYL1 pirmojo R domeno (R') tretiné struktiira atitinka kanoninio R
domeno trijy dgRNR suriSanciy sri¢iy iSsidéstyma erdvéje (1.16 pav. B).
Teigiamai jkrauta HYL1 R' domeno tre¢ia sritis (III) saveikauja su dgRNR
didziuoju grioveliu, o nedideliu neigiamu ar neutraliu kriviu pasizymincios
pirmoji (1) ir antroji (1) sritys — su substrato mazaisiais grioveliais (1.16 pav.
B, C). Tokiu badu HYLI R' domenas atpaZjsta ~ 16 baziy pory dgRNR
fragmentg, apimantj du mazuosius griovelius ir tarp jy jsiterpusj didjjj griovel;.
Taip pat parodyta, kad HYL1 R? domenas padeda R* stipriai suri$ant substrata
(Hiraguri et al., 2005; Rasia et al., 2010; Yang et al., 2010).

Lyginant su kanoniniy R domeny, HYL1 R? domeno antros srities
orientacija yra pakitusi (1.16 pav. B). Be to, joje tipiniy R domeny mazojo
griovelio atpazinime dalyvaujantis histidinas yra pakeistas argininu. R” antroje
srityje Salia didelio, stipriai neigiamu kriiviu pasizymincio pavirSiaus iSsidésto
didesné nei R' domene teigiamai jkrauta pavirsiaus sritis (1.16 pav. C, D).
Taip, dalinai susiliejancios antros ir trecios srities teigiamo kriivio pavirSiai
sudaro ilga, teigiamai jkrauta regiona, kuris gali dalyvauti tarpbaltymingje
sgveikoje ar dimerizacijoje. Yang su kolegomis in vitro nustaté, kad nesant
dgRNR HYL1 multimerizuojasi, o pridéjus atitinkamg kiekj substrato
molekuliy, R? domenai saveikauja ir susidaro homodimerai surisantys viena
dvigranding RNR. Tuo tarpu Rasia ir kolegy in vitro rezultatai rodo, kad is
atskiry R' ar R® arba abiejy R domeny sudaryti HYL1 baltymai yra tik

monomerinés formos. Pazymétina, kad augaly lizatuose nustatytos abi,
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dimerinés ir monomerinés, HYL1 formos (Rasia et al., 2010; Yang et al.,
2010).

1.2.2.3. HYL1 vaidmuo miRNR biogenezéje

2008 m. buvo parodyta, jog efektyviam miRNR/miRNR* duplekso iskirpimui
i§ pri-miRNR yra butinas baltyminis kompleksas, sudarytas i§ maziausiai trijy
komponenty — DCL1, SE ir HYL1 (1.3 pav. B) (Chen, 2008). HYL1 R*
domenas yra esminis suriSant pri-miRNR, pre-miRNR ir miRNR/miRNR*
dupleksus, tuo tarpu R? domenas sudaro tarpbaltymines saveikas. Nustatyta,
kad HYL1 R? sudaro kontaktus su DCL1 DUF283, R? domenais (1.17 pav.)
bei su SE centrinés dalies N galu ir jo MID domenu (1.13 pav. A) (Hiraguri et
al., 2005; Liu et al., 2013; Machida et al., 2011; Qin et al., 2010; Yang et al.,
2010). Dong su kolegomis in vitro nustaté, kad HYL1 ir SE skatina ir uztikrina
tiksly DCL1 vykdoma pri-miRNR kirpima (1.3 pav. B) (Dong et al., 2008). In
Vivo tyrimu patvirtinta, kad HYL1 homodimeras yra atsakingas uz teisingos
DCLI skélimo vietos nustatymg pri-miRNR. Manoma, kad HYL1 veikia kaip
inkaras, matuojantis 15-17 baziy pory atstumg nuo pri-miRNR stiebo galo su
viengrandiniais iSsikiSimais (Yang et al., 2014). Yra zinoma, kad baltymas
TOUGH, kuris sgveikauja su branduolio D kiineliuose besitelkianc¢iais HYL1,
SE ir DCL1, padeda susidaryti pri-miRNR*HYL1 kompleksams (1.3 pav. B)
(Fang et Spector, 2007; Ren et al., 2012). Kitas baltymas, veikiantis HYL1
funkcijas vaireniuose, yra fosfataz¢ CPL1. Manoma, kad SE pritraukia CPL1
(1.3 pav. B) prie mikroprocesoriaus komplekso, kuriame HYL1 yra
defosforilinimas ir tokiu bidu wuztikrinamas jo optimalus aktyvumas
(Manavella et al., 2012; Rogers et Chen, 2013).

Vélesnéje vairenio miRNR brendimo stadijoje HYL1 lemia, kuri i§
MIRNR/MiRNR* duplekso grandiniy su Ago baltymu sudarys efektorinj
miRISC kompleksg (1.3 pav. B; 1.9 pav.) (Eamens et al., 2009). Nustatyta, kad
HYL!1 saveikauja su AGOI, DCL1 bei miRNR/miRNR* dupleksu. Sie
duomenys sustiprina Eamens ir kolegy prielaida, kad HYL1 su DCL1 sudaro
vairenio RLC, kuris, kaip ir museliy R2D2¢Dcr-2, uztikrina
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MNKRNR/MnkRNR* duplekso perkélimg j AGO1 kreipianciosios grandinés
iSlikimui palankia orientacija (1.9 pav.) (Eamens et al., 2009; Fang et Spector,
2007; Qin et al., 2010; Rasia et al., 2010; Ren et Yu, 2012; Yang et al., 2010).

1.2.3. Dicer baltymy Seima ir jai priklausanti A. thaliana DCL1

ribonukleazé

Augaly ir gyvuny III tipo ribonukleazés Dicer skelia ilgas linijinés formos ir
plauky segtuko tipo struktiirg jgyjanc¢ias dgRNR (1.2 pav.; 1.3 pav.), ko
pasekoje susidaro atitinkamai SiRNR/SIRNR* ir miRNR/miRNR* dupleksai
turintys 5° fosfatus bei 2 nt iSkySas jy 3° galuose. DaZniausiai substraty kirpimag
vykdo komplekse su dgRNR suriSanciais baltymais, kurie uZtikrina proceso
efektyvuma ir tikslumg (zr. 1.2.2.1. ir 1.2.2.3. skyrius). Zinduoliuose yra
randamas vienas Dicer baltymas, kuris vykdo tiek miRNR/miRNR*, tiek
siRNR/siRNR* dupleksy iSkirpimg. Tuo tarpu du vaisiniy museliy Dicer
baltymai dalyvauja skirtingo tipo mnkRNR brendimo keliuose: Dcr-1 iskerpa
MIRNR/MIRNR* (1.1 pav. A; 1.3 pav. A), 0 Dcr-2 — siRNR/siRNR* (1.2 pav.
A; 1.5 pav.) (Fukunaga et al., 2012). A. thaliana identifikuoti net keturi Dicer
homologiski DCL (angl. Dicer-like protein) baltymai (1.17 pav.). Veikiant
DCL1 susidaro daugiausiai 21 nt, DCL2 - 22 nt, DCL3 - 24 ntir DCL4 - 21 nt
mnkRNR (Bologna et VVoinnet, 2014; Henderson et al., 2006). Dauguma pri- ir
pre-miRNR skelia DCL1, kai DCL4 vykdo tik keliy, evoliuciskai jauny
miRNR pirmtaky kirpimg. DCL1 ir DCL2 iskerpa dvigrandines nat-SiRNR
(1.2 pav. B). DCL4 skelia ta-siRNR pirmtakus bei yra svarbus ir-siRNR
biogenezés kelyje, kuriame dalyvauja ir DCL2, DCL3. DCL3 iskerpa 24 nt
ilgio dvigrandines hc-siRNR i§ jy pirmtaky (1.2 pav. B) (zr. 1.1.2. skyriy).
Pazymétina, kad DCL1 dazniausiai funkcionuoja komplekse su HYLI, o

DCL4 - su DRB4 (Bologna et VVoinnet, 2014; Katiyar-Agarwal et Jin, 2010).
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1.2.3.1. Dicer struktiira ir funkcinis mechanizmas

Zmogaus, vaisiniy museliy ir vairenio Dicer Seimos baltymuose i$skiriama nuo

septyniy iki penkiy domeny (1.17 pav.):

helikazinis - nuo dgRNR priklausomas ir ATP suriSancig sritj bei DECH
dézute (iSskyrus D. melanogaster Dcr-1) turintis domenas;

DUF283 - nezinomos funkcijos domenas 283 (DUF283; angl. domain of
unknown function 283), kurio neturi A. thaliana DCL3;

PAZ (angl. Piwi-Argonaute-Zwille), surisantis substrato 3° gala;

RNazé Illa ir RNazé I1Ib - du ribonukleazés III domenai;

R - vienas arba du dgRNR suriSantys domenai.

Zemesniy eukarioty, pavyzdziui pirmuoniy Giardia intestinalis, Dicer $eimos

baltymai sudaryti i§ mazesnio skai¢iaus domeny (1.17 pav.) (Johanson et al.,

2013; Luo et al., 2013). A. thaliana DCLI tretiné struktiira néra nustatyta. Be

to, ne visy $ios ribonukleazés domeny funkcijos yra Zinomos. Vis délto, DCL1

ir kity Dicer baltymy domeny aminoriigsiy seky homologiskumas leidzia

spéti, kad ribonukleaziy domenai atlieka panasy vaidmen;.

—l- ] . sapiens Dicer
------ L} {1 #3 D. melanogaster Dcr-1

S - D melanogaster Der-2
—— - —— IS A thaliana DCL1
- IR A thaliana DCL2
— - A thaliana DCL3
~ - -0 A thaliana DCL4

S—- - G. intestinalis Dicer

1.17 pav. Zmogaus, vaisinés muselés, baltaziedzio vairenio ir pirmuonio giardijos
Dicer baltymy domeniné organizacija (parengta pagal Johanson et al., 2013). Nuo
baltymy N galo iSsidést¢ domenai pavaizduoti spalvomis: helikazinis — ruda;
DUF283 — balta; PAZ — juoda; RNazé Illa ir RNazélllb — mélyna; dgRNR
suriSantys domenai (R) — rusva.

Helikazinis. Dicer baltymai priklauso DExD/H RNR helikaziy grupei

(Chen et al., 2013). Sios grupés baltymai dalyvauja nuo ATP priklausomame

dgRNR atpazinime, jy grandiniy atskyrime, judé¢jime iSilgai RNR ar
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moduliuoja baltymoesbaltymo, RNRe<baltymo kompleksy konformacijg (Cenik
et Zamore, 2011; Pyle, 2008; Tanner et Linder, 2001). Nors D. melanogaster
Dcr-1 ir Dcr-2 turi helikazinj domena, taciau tik Dcr-2 §is domenas prisijungia
ir hidrolizuoja ATP. Manoma, kad Dcr-2 reikia ATP judéjimui iSilgai dgRNR
substrato, kas uztikrina procesyvy siRNR/SIRNR* dupleksy susidarymg nuo jy
pirmtaky galo (1.2 pav. A) (Fukunaga et Zamore, 2014). Dcr-2 helikazinis
domenas sgveikauja su vaisiniy museliy siRNR biogenezés kelyje
dalyvaujanciais baltymais Logs-PD ir R2D2. Nors iSgrynintas Dcr-2 gali
iskirpti miRNR/miRNR* dupleksus i$ pre-miRNR in vitro, in vivo parodyta,
kad R2D2 prisijungiant prie Dcr-2 Sis skélimas nevyksta (Cenik et Zamore,
2011; Fukunaga et Zamore, 2014; Hartig et Forstemann, 2011). In vivo
iSimtinai miRNR biogenezéje dalyvaujantis Dcr-1 turi trumpesnj helikazinj
domeng, kurio aminortig§¢iy seka skiriasi nuo Zmogaus Dicer ir vaisinés
muselés Dcr-2 helikaziniy domeny (1.17 pav.). In vitro Sis Dcr-1 domenas
jungiasi prie pre-miRNR viengrandinés, galinés kilpos ir nustato jos dydj.
Manoma, kad tokiu biidu helikazinis kartu su kitais domenais uztikrina Dcr-1
specifiniy substraty, miRNR pirmtaky, atpazinimg (Ma et al., 2012; Park et al.,
2011; Tsutsumi et al., 2011).

Parodyta, jog Zinduoliy Dicer baltymas iSkerpa ir miRNR/miRNR*, ir
siRNR/siRNR* dupleksus i$ jy pirmtaky. Siuo metu yra Zinomi pre-miRNR ir
pre-siRNR atpazinimo modeliai (Lau et al., 2012), pasitlyti remiantis HsDicer
struktiira, kuri primena ,,L* raide (1.18 pav. A). Pazymétina, manoma, kad
tokia tretin¢ struktiira yra biidinga visiems eukariotiniams Dicer baltymams.
,, L raidés pagrindg sudaro helikazinis domenas (1.18 pav. A), kuris in vitro
saveikauja su viengrandinémis kilpomis RNR molekuléje. Sio domeno
i$sidéstymas primena ,,C* raid¢ (1.18 pav. B), kurioje, manoma, jsiterpia
miRNR pirmtako galiné kilpa. Remiantis pre-miRNR surisimo modeliu, nuo
,C* raidés tarpelio nusitgsiantis kanalas pro ribonukleaziniy domeny aktyvy
centrg iki pat PAZ domeno suriSa substrato dvigranding dalj, o PAZ domeno
,KiSenés* (detaliau aptartos PAZ domeno funkcijas aprasancioje pastraipoje) —

MIiRNR pirmtako 5 ir 3¢ galus (1.18 pav. B). Spéjama, kad tokia PAZ domeno
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sgveika su substratu bei helikazinio domeno prisijungimas prie RNR vidiniy ar
galiniy kilpy uztikrina HsDicer ir vaisiniy museliy Der-1 baltymy RNazés 111
domeny, vykdan¢iy dgRNR skélima, tiksly issidéstymag pre-miRNR (Gu et al.,
2012; Lau et al., 2012; Ma et al., 2012; Park et al., 2011; Taylor et al., 2013).
Pagal pre-siRNR atpazinimo modelj (1.18 pav. C), HsDicer helikazinis
domenas suriSa linijinés formos dgRNR ir nukreipia ja kanalu i baltymo
gilumg, link ,L*“ raidés ,kiino®“, ,galvutés®. Siam procesui reikia ATP
hidrolizés. PAZ domenas atpazjsta substrato 3¢, 5° galus ir nuo Sio domeno
suriSamos pozicijos ~22 nt nutole RNaze¢ IIla, RNaz¢ IIlb skelia siRNR
pirmtaka. ISkirptas produktas, siRNR/siRNR* dupleksas, disocijuoja, 0 ~22 bp
sutrumpéjusi dgRNR islieka prijungta helikazinio domeno (Lau et al., 2012;
Taylor et al., 2013). Pazymétina, kad MmDicer helikazinis domenas yra
atsakingas ir uz tarpbaltymine sgveikag su TRBP ir PACT tre¢iu R domenu
(Wilson et al., 2015).

pre-miRNR galiné

Helikazinis
»Pagrindas*

C. >
~ V] 22nt &
" - Pw 1 A

- z : : 3
: | SRS i y
»Klinas“ ( -

1.18 pav. Zmogaus Dicer struktiira ir funkcinis mechanizmas (parengta pagal Lau et
al., 2012). (A) III tipo ribonukleazés domenin¢ struktiira primenanti “L” raidg, kurios
“pagrindg” sudaro helikazinis domenas, “kiing” — RNazés III ir R domenai, “galvute”
— PAZ ir DUF283 domenai. (B) pre-miRNR atpazinimo mechanizmas. (C) Linijinés
formos dgRNR kirpimo ribonukleaze modelis: helikazinis domenas surisa dgRNR ir
nukreipia substrata j baltymo centra (1), PAZ domeno RNR galo atpazinimas
inicijuoja RNazés III domeny vykdomg skélimg (2), produktas, siRNR/siRNR*
dupleksas, disocijuoja, 0 dvigrandinis substratas iSlieka suristas helikazinio domeno

(3).

»Galvuté*

In vitro parodyta, kad vairenio DCL1 skelia pri-miRNR procesyviai (1.3
pav. B). Siam procesui reikia ATP, kurj prijungia ir hidrolizuoja ribonukleazés
helikazinis domenas. Manoma, kad ATP hidrolizé salygoja DCLI struktiirinius
pokyc€ius, biitinus antram skeélimui, kurio metu i§ pre-miRNR iSkerpamas

MIRNR/mMIRNR* dupleksas. In vitro nustatyta, kad vairenio DCL1 helikazinis
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domenas atpazjsta substraty vidines viengrandines kilpas ir uztikrina
miRNR/miRNR* dupleksy iskirpimo tikslumg moduliuojant ribonukleazés
skélimo vietg pri-miRNR (Liu et al., 2012; Zhu et al., 2013). A. thaliana DCL1
helikazinis domenas sgveikauja su DDL baltymu (1.3 pav. B), 0 pastarasis ir
PAZ domenai — su SE centrine dalimi (1.13 pav. A) (Machida et Yuan, 2013;
Machida et al., 2011).

DUF283. Iki Siol yra maZzai Zinoma apie gyviiny Dicer Seimos baltymy
DUF283 domeny (1.17 pav.) atlickamas funkcijas. In vitro nustatyta, kad
HsDicer DUF283 domeno delecija Zymiai sumazina ribonukleazés linijinés
formos dgRNR, bet ne pre-miRNR, skélimo efektyvumg (Ma et al., 2008).
HsDicer ir D. melanogaster Dcr-1 neturintys helikazinio ir DUF283 domeny
neiskerpa miRNR/miRNR* dupleksy i§ pre-miRNR (Lee et al., 2006; Ye et al.,
2007).

A. thaliana DCL4 DUF283 domeno struktiiros analizé parodé, kad jo
antrinés struktiiros elementai i$sidésto a-B-B-B-a tvarka ir C galinés a spiralés
bei P juosty iSsidéstymas erdvéje atitinka tipiniy R domeny. Lyginant su tipiniy
R domeny DCL4 DUF283 domeno N galinés a spiralés orientacija skiriasi, kas
salygoja kitokj nei tipiniuose R domenuose pavirSiaus kriiviy pasiskirstyma
DUF283 domene. Be to, kilpa tarp pirmos ir antros  juosty yra trumpesné bei
joje néra randama tipiniy R domeny histidino aminortigstis, kuri dalyvauja
suriSant dgRNR. In vitro parodyta, kad DCL4 DUF283 tik silpnai sgveikauja
su dgRNR, ta¢iau specifiskai jungiasi su dgRNR surisan&io baltymo DRB4 R*
domenu, o vairenio DCL1 DUF283 — su HYL1 R? domenu (1.17 pav.; 1.16
pav. A) (Dlaki¢, 2006; Guo et al., 2014; Qin et al., 2010).

PAZ ir RNazé III. Biocheminiais tyrimais buvo parodyta, kad du
zmogaus Dicer RNazeés |1l domenai formuoja homodimerg turintj du aktyvius
centrus, kuriy kiekvienas atlicka vienos i§ dgRNR grandinés skelimg.
Reakcijos metu iskerpamas mMNKRNR/MnkRNR* dupleksas su dviejy
nukleotidy iS8kySomis ir laisvomis hidroksigrupémis 3’ galuose bei
fosforilgrupémis 5’ galuose (Zhang et al., 2004). Pirmuonio Giardia

intestinalis Dicer, sudaryto tik i§ PAZ ir dviejy RNazé III domeny (1.17 pav.),
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tretinés strukttros (1.19 pav.) analiz¢ parode, kad dviejy nukleotidy iSkySa
turin¢ios dgRNR 3’ galas yra specifiskai suriSamas PAZ domeno (1.19 pav. B),
o toliau substratas sgveikauja su RNazé III domenais, kurie sudaro
homodimerg (1.19 pav. A). Atstumas nuo PAZ suriSamos pozicijos iki RNazé
IITa domeno aktyvaus centro suriSamy pozicijy yra apytiksliai 65A ir atitinka
iSkerpamos, mazdaug 25 nukleotidy G. intestinalis siRNR molekulés ilgj
(Macrae et al., 2006). Véliau in vitro ir in vivo eksperimentais nustatyta, kad
HsDicer PAZ domenas turi ne tik ,,3° kiSen¢* (1.20 pav.), kuri sgveikauja su
substrato 3 galu, bet ir dggRNR 5° galg suriSancig ,,5°¢ kiSene®, kuri budinga tik
aukStesniy eukarioty Dicer baltymams: vaisiniy museliy Decr-1 ir HsDicer
(Park et al., 2011). ,,L*“ raide primenancioje HsDicer erdvinéje struktiroje PAZ
kartu su DUF283 domenu i$sidésto priesingoje helikaziniam domenui puséje ir
sudaro $ios raidés ,,galvute®, o du RNaz¢ III kartu su R domenais — jos ,,kiing*
(1.18 pav. A). Atstumas tarp PAZ domeno ,,3° kiSenés* ir ,,5° kiSenés*™ bei
atitinkamai RNazé¢ Illa ir RNaze IIIb domeny aktyviy centry atitinka mazdaug
22 nukleotidy ilgj (Lau et al., 2012; Taylor et al., 2013) (1.20 pav.). RNazé
[I1a, i$sidéstantis ar¢iau PAZ domeno, visuomet kerpa 3°-OH grupe turincia
granding, o RNaz¢ Illb — 5° fosforilgrupg turinéig granding. Taigi, manoma,
kad substrato 3¢, 5° galus suriSantis PAZ ir vidin¢ ar galing kilpg atpaZzjstantis
helikazinis domenas veikia kaip ,,molekuliné liniuoté*, kuri nustato tikslig
Dicer skélimo vietg pre-miRNR (Gu et al., 2012; Ma et al., 2012; Nicholson,
2014; Park et al., 2011; Tian et al., 2014).

A. thaliana DCL1 PAZ domene nustatyta tik ,,3° kiSené®. Iki Siol néra
zinoma, ar $i ribonukleaz¢ turi ,,5° kiSeng¢®, kuri gyviny Dicer Seimos
baltymuose yra svarbi teisingos Kirpimo vietos pre-miRNR nustatymui ir
efektyviam miRNR/miRNR* dupleksy iskirpimui (lwata et al., 2013; Park et
al., 2011). Vairenio DCL1 PAZ domenas dalyvauja ne tik dgRNR suriSime, bet
ir tarpbaltyminéje saveikoje su SE centrine dalimi (1.13 pav. A) bei NOT2b,
NOT2a baltymais (Machida et al., 2011; Wang et al., 2013a).
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1.19 pav. Giardia intestinalis Dicer
struktira (parengta pagal Nicholson,
2014). (A) Ribonukleazés erdvine
struktiira.  StaCiakampyje pavaizduoti
RNaz¢ Illa ir RNazé¢ IIIb domeny
aktyvieji  centrai, turintys po du,
violetiniais  rutuliukais  pazymétus,
magnio jonus. (B) Erdviné-pavir$iné
Dicer struktiira su jmodeliuota dgRNR.
Baltomis rodyklémis pazyméti RNazé
IIla ir RNaze¢ IlIb domeny aktyvieji
centrai, kuriuose vyksta fosfodiesterinio
ry§io skélimas. Zvaigzdute paZymétas
PAZ domeno suriSamas substrato 2 nt
i8kySa turintis 3’ galas.

1.20 pav. Zmogaus Dicer vykdomo ~22 nt ilgio
\ MIRNR/MIRNR*  duplekso iSkirpimo i§ pre-miRNR
Dicer mechanizmas (parengta pagal Park et al.,, 2011). PAZ
RNazellla domeno 5” ir 3° kiSenés surisa dgRNR 5° ir 3° galus.
' Raudonais trikampiais pazyméti RNazé Illa ir RNazé 1l1b
/ domeny aktyvieji centrai.

RNazé llib |

R domenas. Zmogaus, vaisiniy museliy Dicer baltymai ir baltaziedZio
vairenio DCL2, DCL3 turi po vieng dgRNR suriSant; domeng, o DCL1, DCL4
— po du R domenus ribonukleaziy C galuose (1.17 pav.) (He et Hannon, 2004).
In vitro nustatyta, kad HsDicer R domenas surisa dgRNR (Wostenberg et al.,
2012). Jis yra esminis pri-miRNR, pri-siRNR prijungimui, kai HsDicer neturi
PAZ domeno, kas leidzia spéti, jog R domenas gali biiti atsakingas uz
alternatyviy, PAZ neatpazjstamy, HsDicer substraty suriSimg (Ma et al., 2012;
Nicholson, 2014). Pazymétina, jog chimeriniy baltymy, sudaryty i§ HsDicer ir
papildomo $ios ribonukleazés R domeno C gale bei i§ HsDicer ribonukleazés R
domeno sulieto su piruvato kinaze, R domenas veikia ir kaip branduolio
lokalizacijos signalas, nors pilno ilgio HsDicer §i funkcija yra uzslopinta
(Doyle et al., 2013).
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A. thaliana DCL1 pirmas dgRNR suriSantis domenas yra kanonis R
domenas, surisantis pri-miRNR. Tuo tarpu antras nekanoninis R domenas, nors
ir pasizymi konservatyviems R domenams biidinga a-B-p-p-a topologija, turi
trumpesne pirmgja o spirale bei suriSa panaSiu stiprumu ne tik miRNR
pirmtakus, bet ir dgDNR in vitro (Burdisso et al., 2012). Bimolekulinés
fluorescencijos komplementacijos metodu in vivo parodyta, kad DCL1 R
domenai sgveikauja su SE (1.13 pav.), o Siuo ir in vitro metodais nustatyta
DCLI antro dgRNR surisanc¢io domeno sgveika su HYL1 R domenais (1.16
pav. A) (Hiraguri et al., 2005; Liu et al., 2013).

1.2.3.2. A. thaliana DCL1 vaidmuo miRNR biogenezéje

DCLI1 baltyma prie pirminio miRNR transkripto pritraukia NOT2b, kuris
sgveikauja su prie pri-miRNR 5° m7Gppp galo prisijungusiais CBC komplekso
baltymais (1.3 pav. B). Siame ribonukleazés ,,pristatymo® procese taip pat
dalyvauja viengranding RNR suriSantis DDL baltymas (Rogers et Chen, 2013;
Yu et al., 2008). Priesingai nei gyviiny Dicer Seimos baltymai, A. thaliana
DCL1 skelia ne tik pre-miRNR, bet ir pri-miRNR. Nors DCL1 be papildomy
baltymy gali iSkirpti miRNR/miRNR* i§ pri-miRNR, taciau Zymiai efektyvesnj
ir tikslesnj iSkirpimg uztikrina HYL1 ir SE, sudarantys kompleksa su
ribonukleaze (Dong et al., 2008). Didzioji dalis vairenio pri-miRNR yra
skeliamos DCL1 vadovaujantis ,,pagrindo-kilpos*

taisykle (angl. base to loop): kerpama ~ 15 nt

~21 nt atstumu nuo stiebo apacioje esancios VgRNR-
~15 nt dgRNR sandiiros ar vidinés kilpos (1.21 pav.).
Vidiné kilpa

Viengrandinés  Sysidariusioje pre-miRNR antras DCL1 kirpimas
RNR-dgRNR sandiira

1.21 pav. A. thaliana DCL1 vyksta mazdaug 21 nt atstumu nuo pirmojo,
vykdomo pri-miRNR
skélimo mechanizmas

(Bologna et Voinnet, 2014).  (Bologna et al., 2013; Xie et al., 2015).

susiformuojant  mMiIRNR/miRNR*  dupleksui
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1.2.4. HENL1 ir jo homologai

leskant svarbiy A. thaliana ziedy formavimuisi geny, HEN1 buvo nustatytas
kaip veiksnys didinantis kuokeliy ir vaislapiy vienodumag augaluose (Chen et
al., 2002). Tais paciais metais nustatyta, kad henl ir dcll mutanty fenotipai
(pakitusio dydzio, formos lapai; sutrumpégjes stiebas; vélesnis zydéjimas;
maziau ziedadulkiy, sékly) yra panaSiis. IStyrus, jog henl mutante yra
sumazéjes miRNR kiekis, parodyta, jog HEN1, kaip ir DCL1, dalyvauja
vairenio miRNR brendimo kelyje (Park et al., 2002). Véliau paaiskéjo, kad
HENI1 reikalingas ir skirtingy tipy siRNR susidarymui (Boutet et al., 2003; Li
et al., 2005). 2005 metais nustatyta, kad HEN1 genas koduoja metiltransferazg,
kuri vykdo mazyjy nekoduojan¢iy RNR dupleksy 3¢ galiniy nukleotidy riboziy
2°-O-metilinimg, naudojant lastelinj kofaktoriy S-adenozil-L-metioning
(AdoMet) kaip metilgrupés donorg (Li et al., 2005; Yu et al., 2005).
Bioinformatikos metodais, atlikus paieSkg naudojant vairenio metiltransferazes
kataliznio domeno ar. seka, HEN1 homologai rasti ir kituose organizmuose.
Baltymai, kuriy metiltransferaziniy domeny aminortig§¢iy sekos 40-50 %
panasios |} vairenio HENI1, nustatyti gyviinuose, grybuose, protistuose bei
bakterijose (bet ne archéjose) (HEN1 homologai aprasyti 1.2.4.3. skyriuje).
Visos HEN1 Seimai priklausancios metiltransferazés vykdo RNR molekuliy 3°
galiniy nukleotidy riboziy 2°-O-metilinimg, taciau modifikuojamy RNR
substraty pobidis skiriasi. Augaly ir zaliadumbliy HEN1 metilina dvigrandines
miRNR ir siRNR, likusiy eukarioty metiltransferazés — viengrandines
mnkRNR, o bakterijy HEN1 homologai — ribotoksino kirpta viengranding
tRNR, vykstant jos reparacijai. Eukariotuose modifikacija uztikrina mnkRNR
stabilumg, o bakterijose - apsaugo reparuota tRNR nuo pakartotino
transesterifikacija vykdanciy endonukleaziy poveikio reparacijos vietoje (Abe
et al., 2010; Huang, 2012; Liu et al., 2014; Mui Chan et al., 2009; Park et al.,
2002).
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1.2.4.1. A. thaliana HEN1 domeny funkcijos tyrimai

Nustacius 942 aminoriigs¢iy HENI1 su dvigrandine mnkRNR ir kofaktoriaus

analogu S-adenozil-L-homocisteinu (AdoHcy) tretine struktiirg, nustatyti penki

metiltransferazés domenai (1.22 pav. A):

R' (1-86 ar.) — N gale i§sidéstes pirmas dgRNR suriantis domenas;

L (angl. La-motif-containing domain) (95-357 ar.) - La motyva turintis
domenas;

R?(387-500 ar.) - antras dgRNR suriSantis domenas;

P (angl. PPlase-like domain) (535-683 ar.) - j peptidil-prolino cis-trans
1zomeraz¢ panaSus domenas;

M (angl. methyltransferase domain) (690-942 ar.) — C gale iSsidéstes

metiltransferazinis domenas (Huang et al., 2009; Tkaczuk et al., 2006).

122 pav. A. thaliana HEN1

L R ™ & — M , stmktﬁra (Huang et al., 2009). (A)
95-357 387-500 535-683 690-942 Metiltransferazés domeniné

organizacija. (B) HEN1
komplekso su dvigrandine siRNR
tipo molekule ir kofaktoriaus
analogu  AdoHcy (pazymétas
juodai) struktira (PDB 1D
3HTX). Domeny santrumpos: R —
dgRNR surisantis; L — La motyva
turintis; P — j peptidil-prolino cis-
trans izomeraz¢ panasSus ir M —
metiltransferazinis.

Abu HEN1 R domenai yra sudaryti i§ trijy antiparaleliy B klosc¢iy

sudaranciy B laksta, virS kurio iSsidésto dvi o spiralés (1.22 pav. B). Tokia

tipin¢ a-B-B-B-a antrinés struktiiros elementy iSsidéstymo tvarka yra aptinkama

virusy, prokarioty ir eukarioty dgRNR suriSanciy baltymy R domenuose, todél
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Huang ir kolegos iskélé prielaidg, kad metiltransferazés R domenai dalyvauja
mMnNKRNR/MnkRNR* dupleksy suri§ime (Huang et al., 2009; Koh et al., 2013).
Vairenio HEN1 R domeny antros dgRNR suriSancios sritys, kilpos tarp pirmos
ir antros B juosty, yra ilgesnés nei tipiniy R domeny. D¢l to metiltransferazés R
domenai yra didesni nei kanoniniai ~ 70 ar. dgRNR suriSantys domenai.
Lyginant su R', R? domeno antra dgRNR suriSanti sritis yra nestruktiirizuota,
kur kas ilgesné ir pasizymi maZzesniu konservatyvumu tarp HEN1 homology
augaluose. R' domeno kilpa tarp pirmos ir antros B juosty i$sidésto Salia M
domeno, todél spé¢jama, kad ji gali sudaryti hidrofobines sgveikas su M
domenu (1.22 pav. B) (Huang et al., 2009; Masliah et al., 2013). Pazymétina,
kad tretinéje HEN1 struktiiroje R? nuo substrato yra nutoles 3 A (Huang et al.,
2009), todél Sio domeno sgveikos su mnkRNR/mnkRNR* dupleksu, sudarytu
1§ pilnai komplementariy grandiniy, yra mazai tikétinos. Remdamiesi Siais
kristalografinés analizés duomenimis, Huang su kolegomis spéjo, kad R?
domenas gali biati svarbus specifinius antrinés struktiiros elementus
(nekomplementarius  nukleotidus; nesuporuoty nt iSkySas) turinCiy
mMIRNR/miRNR* dupleksy, bet ne dvigrandiniy siRNR suri§imui. Tipiniy R
domeny saveika su dgRNR apima mazdaug 16 bp. Sie duomenys leido manyti,
kad specifiskumg dgRNR substrato ilgiui salygoja ne tik HEN1 R, bet ir Kiti
domenai (Chen et al., 2013; Huang et al., 2009; Masliah et al., 2013; Ryter et
Schultz, 1998; Sashital et Doudna, 2010). A. thaliana HEN1 L domenas yra
atsakingas uZ mnkRNR/mnkRNR* duplekso modifikuojamos grandinés 5°
galo suriS§img. Augaly metiltransferaziy La motyvo konservatyvios
aminoriigStys His120 ir Prol21 orientuoja L domeno C galinés dalies
konservatyvy triptofang 333 taip, kad jo Sonin¢ grupé ir dgRNR metilinamos
grandinés 5°¢ galinio nukleotido heterocikliné baze sudaro stekingo saveika
(1.23 pav.). Kadangi mutantinis HEN1 baltymas, turintis Trp333 pakaita
alaninu, nepasizymi metiltransferaziniu aktyvumu ir silpniau surisa
MNKRNR/MnkRNR* dupleksa, manoma, kad $i stekingo sgveika yra svarbi
metiltransferazei atpazjstant dvigrandines mnkRNR. Tuo tarpu tarp

MNKRNR/MnkRNR* duplekso nemetilinamos grandinés 3° galinio nukleotido
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fosforilgrupés ir La motyvo pirmos a spiralés tirozino (Tyr109) Soninés grupés
susidarantys vandeniliniai rysiai (1.23 pav.) neturi jtakos HEN1 aktyvumui ar

afiniSkumui dgRNR in vitro(Huang et al., 2009; Sashital et Doudna, 2010).

1.23 pav. A. thaliana
HEN1 L  domeno
saveika su dvigrandine
mnkRNR (Huang et al.,
2009). L  domenas
surisa
mnNKRNR/mnkRNR*
duplekso
modifikuojamos
grandinés  5°  gala
susidarant stekingo
sgveikai tarp Trp333
Soninés  grupés  ir
dgRNR metilinamos
grandinés 5° galinio
nukleotido
heterociklinés  bazés.
Ruda spalva parodytas
L domeno N galo La
motyvas, 0 gelsva — L
domeno C galin¢ dalis.

Vairenio HENT tretingje strukturoje (1.22 pav.) matyti, kad P domenas
nesudaro tiesioginiy kontakty su dgRNR. Sis domenas yra panasus j eukarioty
su imunosupresoriniais vaistais, takrolimu (FK506) ir rapamicinu (sirolimu),
sgveikaujan¢iy baltymy (FKBP; angl. FK506-binding proteins) FK506
suriSant] domeng. Kadangi tipinis FK506 prijungiantis domenas pasizymi
peptidil-prolino cis-trans izomerazéms budingu aktyvumu, todél jis dar
vadinamas PPlaziniu domenu (Huang et al., 2009; Kang et al., 2008). Daug
FKBP Seimos baltymy yra aptinkama aukstesniuose augaluose, kuriuose Sie
baltymai dalyvauja fotosintezés procesuose, atsako j stresg susidaryme bei
augalo atsako j hormonus kontrol¢je. Didesnés dalies augaly baltymy FK506
suriSantys domenai, kurie neatsakingi uz prolino cis-trans izomerizacija,
dalyvauja tarpbaltyminéje sgveikoje. Pazymétina, kad HENI P domene
peptidil-prolino izomerazéms buidingas aktyvusis centras nesusidaro (Gollan et

al., 2012; Tkaczuk et al., 2006; Vasudevan et al., 2015).
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A. thaliana HEN1 M domene, sudarytame i§ aStuoniy [ juosty ir Sesiy a
spiraliy, aptinkama Rosmano klosté (angl. Rossmann fold), kuri biidinga DNR,
RNR, baltymy ir mazy metabolity metiltransferazéms bei kitiems fermentams,
prijungiantiems adenozing turin¢ius kofaktorius (Huang et al., 2009; Schubert
et al.,, 2003). HEN1 metiltransferaziniame domene kofaktoriaus analogo
AdoHcy 2°-OH 1ir 3‘-OH grupés sudaro vandenilinius rySius su
metiltransferazinio domeno aspartato aminortgsties (Asp745) Sonine grupe
(1.24 pav. A). Tokiu bidu AdoHcy ribozés ziedas iSsidésto virs$
mnkRNR/mMnkRNR* duplekso nemetilinamos grandinés 5° galinio nt. Sio
nukleotido fosfatas sgveikauja su serino (Ser747) liekana (1.24 pav. A).
Stipriau substratas suriSamas M domeno teigiamai jkrauty aminortgsciy
(Lys749, Arg753, Lys756) Soninéms grupéms sgveikaujant su dgRNR i§
didziojo griovelio pusés. Pazymétina, kad Sios ar. kartu su Ser747 yra
konservatyvios augaly HEN1 homologuose, kurie suriSa dgRNR, o gyviiny
HENT homologuose, kurie atpazjsta vgRNR, jos néra aptinkamos. 1.24 pav. B
matyti, kad dgRNR metilinamos grandinés dviejy nukleotidy iskysa 3’ gale su
likusiu karkasu sujungiancio fosfodiesterinio rySio deguonies atomai sudaro
vandenilinius rySius su M domeno Phe692-Leu697 ar. kilpos pirmos (Phe692)
ir paskutinés (Leu697) aminoriig§¢iy aminogrupémis. mnkRNR/mnkRNR*
duplekso metilinamos grandinés fosfodiesterinio rySio tarp 3° galinio ir
prieSpaskutinio nukleotidy deguonies atomai sudaro vandenilinius rySius su
Arg856 ir ArgR701, kurie konservatyviis visuose HENI1 homologuose,
Soninémis grupémis. Sie vandeniliniai rysiai stabilizuoja substrato metilinamos
grandinés iSsukto 3’ prieSpaskutinio nukleotido (A21,,) padéti (1.24 pav. B;
1.25 pav. virSuje). Dvigrandinés RNR metilinamos grandinés 3’ galinio ir
prieSpaskutinio nukleotidy heterociklinés bazés nesudaro kontakty su
metiltransferaziniu domenu. Tai leidzia spéti, kad HEN1 metiltransferazinis
aktyvumas nepriklauso nuo substrato metilinamos grandinés 3° galinio
nukleozido tipo. PaZymétina, kad HEN]1 M domenas, kuris suriSa
mnkRNR/mnkRNR* duplekso metilinamos grandinés 3¢ bei nemetilinamos

grandinés 5° galus, kartu su L domenu (1.22 pav. B) veikia kaip ,,molekuliné
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liniuoté®, nustatanti metilinamo substrato ilgj (Huang, 2012; Huang et al.,
2009).

1.24 pav. Dvigrandinés mnkRNR suriS§imas HEN1 metiltransferaziniu domenu
(Huang et al., 2009). (A) Kofaktoriaus analogo AdoHcy jtvirtinimas HEN1 M
domene bei mnkRNR/mnkRNR* duplekso nemetilinamos grandinés 5° galinio
nukleotido fosfato surisimas Ser747. Sj suri§ima sustiprina su didziuoju dgRNR
groveliu sgveikaujan¢ios M domeno teigiamai jkrauty aminoriigséiy (Lys749,
Arg753, Lys756) Soninés grupés. (B) mnkRNR/mnkRNR* duplekso metilinamos
grandinés fosfodiesterinio rySio tarp 3' galinio ir prieSpaskutinio nukleotidy
deguonies atomai sudaro vandenilinius rySius su visy HENI homology M
domenuose aptinkamos argininy poros (Arg856, Arg701) Soninémis grupémis. Taip
pat vandeniliniai rySiai susidaro tarp dgRNR metilinamos grandinés dviejy
nukleotidy i8kySa 3° gale su likusiu karkasu sujungiancio fosfodiesterinio rysio
deguonies atomy ir M domeno Phe692-Leu697 ar. kilpos pirmos (Phe692) ir
paskutinés (Leu697) aminoriigs¢iy aminogrupémis.

125 pav. HEN1 vykdomo 2’-O-metilinimo
mechanizmas (parengta pagal Huang, 2012). Virsuje
— 3° galinio nukleotido jtvirtinimas M domene
susidarant vandeniliniams rySiams tarp
fosfodiesterinio  rySio tarp 3' galinio ir
prieSpaskutinio nukleotidy deguonies atomy ir
R"";OK\P/O 56 Arg856, Arg701 Soniniy grupiy. Apibrézta —
Arg\o B 2—““2 v, modifikuojama deguonies atomg turinti 3’ galinio
<Nf\n nukleotido ribozés 2’-OH grupé. Apacioje -

2l
G':?:i:acn ¥~ schematinis  HENL1  vykdomos  reakcijos
i adomet mechanizmas.

HO OH
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1.2.4.2. Vairenio HEN1 substraty metilinimas

In vitro duomenys, panaudojant rekombinanting vairenio metiltransferaze
HENI1, rodo, kad gali biiti modifikuojami abu miRNR/miRNR* ir
siRNR/siRNR* dupleksy 3¢ galiniai nukleotidai. Tuo tarpu duomeny, jrodanciy
abiejy grandiniy metilinimg, in vivo néra (Vilkaitis et al., 2010; Yang et al.,
2006b; Yu et al, 2005). Augaluose po metilinimo dvigrandiné miRNR
sgveikauja su Ago Seimos baltymu. Formuojantis miRISC viena 18§
MIRNR/miRNR* duplekso grandiniy pasalinama ir degraduojama, o islikusi su
Ago sudaro subrendusj efektorinj kompleksa mIiRISC, kuriame randama
viengrandiné miRNR yra modifikuota. Pazymétina, kad vairenyje
identifikuojamos visy tipy siRNR yra taip pat metilintos (Bologna et Voinnet,
2014). In vitro parodyta, kad HEN1 gali metilinti 19-25 nt ilgio
MIRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR*, taciau efektyviausiai modifikuoja 21-24 nt
dupleksus, kuriy populiacija vairenyje yra didziausia (Yang et al., 2006a; Yu et
al.,, 2005). Dvigrandiniy RNR modifikacijai yra bitinos 2°- ir 3°‘-
hidroksigrupés, kas apsprendzia, jog metilinimo reakcija yra specifiska RNR,
bet ne DNR (Huang, 2012). Nustatytoje vairenio HEN1 komplekso su dgRNR
ir AdoHcy struktiroje, aktyviajame centre dgRNR metilinamos grandinés 3°
galinio nukleotido ribozés 2‘- ir 3°-hidroksigrupés kartu su keturiy, visuose
HEN1 homologuose konservatyviy M domeno aminortigs¢iy (Glu796, Glu799,
His800, His860) Soninémis grupémis koordinuoja Mg® (1.25 pav.). Tokiu
budu 3¢ galinio nukleotido 2¢-OH grup¢ iSsidésto Salia SO AdoMet atomo (1.25
pav. apacioje) efektyviai metilgrupés pernasai vykstant Sy2 tipo nukleofilinio
pakeitimo reakcijai po hidroksigrupés deprotonizacijos. Biocheminiais
metodais parodyta, kad magnio jonas yra biitinas augaly metiltransferazés
aktyvumui (Huang et al., 2009). Tuo tarpu bakterijy Clostridium thermocellum
HEN1 yra nuo Mn?" priklausanti metiltransferazé (Huang, 2012). Gyviiny
HENI1 pasizymi didziausiu efektyvumu modifikuojant in vitro viengrandinius
RNR substratus j reakcijos misinius pridéjus Co®* (M. Mickute et G. Vilkaitis,
neskelbti duomenys). Sie duomenys rodo, kad, priesingai nei kity $eimy RNR
2’-O-metiltransferaziy, HEN1 Seimos baltymy aktyvumas yra priklausomas
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nuo dvivalen¢iy metalo jony. In vitro taip pat parodyta, kad efektyviai
modifikacijai biitina metilinamos grandinés 3 gale esanti viengrandiné dviejy
nukleotidy iskySa. Vairenio HEN1emnkRNR/mnkRNR*eAdoHcy struktiiroje
metilinamos grandinés fosfodiesterinio rySio tarp 3¢ galinio ir prieSpaskutinio
nukleotidy deguonies atomai sudaro vandenilinius rySius su dviejy
konservatyviy argininy (Arg701, Arg856) Soninémis grupémis (1.25 pav.
virSuje), kas salygoja teisingg 3’ galinio nukleotido ribozés 2’- ir 3’-
hirdoksigrupiy i§sidéstyma metiltransferazés aktyviajame centre. Sie argininai
kaip ir metalo jono koordinacijoje, kofaktoriaus AdoMet suriSime
dalyvaujancios aminoriigstys, yra iSsidésCiusios M domene, kas rodo, jog
pagrindinés struktiirinés determinantés, dalyvaujancios substrato atpazinime ir
metilinime, telkiasi C galiniame domene (Huang, 2012; Huang et al., 2009). Is
tiesy mutantinis vairenio HEN1 baltymas, sudarytas tik i§ metiltransferazinio
domeno, panaSiu pilno ilgio metiltransferazei efektyvumu metilina abi
mnkRNR/mnkRNR* dupleky grandines in vitro. Taciau Sis sutrumpintas
baltymas pasizymi mazesniu afiniSkumu mnkRNR/mnkRNR* dupleksui,
kofaktoriui bei vos nustatomu metilinimu ty mnkRNR/mnkRNR* duplekso
grandiniy, kuriy 3¢ galiniy nukleotidy iSkySos yra Salia nekomplementariy
baziy pory. Taigi, nors M domeno pakanka substrato atpazinimui,
prisijungimui, taciau vairenio HEN1 N galo domenai yra bitini bent jau
katalizinio komplekso stabilizavimui bei tam tikrg struktirg (besiskiriancia
nesuporuoty nt i§kySy ir nekomplementariy baziy pory skai¢iumi, i§sidéstymu)
turin¢iy mnkRNR/mnkRNR* dupleksy atpazinimui (Vilkaitis et al., 2010).
Huang su bendraautoriais cheminio susiuvimo (angl. cross-linking) metodu
nustaté, kad L, R' ir M domenai dalyvauja dgRNR substrato suri§ime, tagiau
detalesnio Siy ir kity vairenio HEN1 domeny funkcinio charakterizavimo
neatliko (Huang et al., 2009).
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1.2.4.3. HEN1 Seimos baltymy suskirstymas ir jy atliekamy modifikacijy

svarba

HENI1 Seimai priklausantys baltymai yra aptinkami nuo bakterijy iki zinduoliy.

Atsizvelgiant | domeny pobiid] ir iSsidéstymg jie yra skirstomi 1 keturis

poSeimius (1.26 pav.):

1. didelés (810-970 ar.) zaliadumbliy ir augaly HEN1 metiltransferazes,

kurios turi metiltransferazinj domena baltymo C gale. Sie baltymai

pasizymi ilga aminoriig§¢iy seka panaSia N galine sritimi;

. pirmuoniy, gryby ir gyviiny HEN1 baltymai (~400 ar.), kuriy M

domenas iSsidéstes baltymo N gale, o C galinis domenas varijuoja

dydziu ir yra maZai konservatyvus;

. bakterinés HENI metiltransferazés (460-500 ar.), dalyvaujancios

Pnkp/HEN1 RNR reparacijoje. Jy metiltransferazinis domenas yra
i§sidestes C gale, o N gale yra randamas adeniltransferazinj domeng

suriSantis domenas (1.28 pav. A).

. tik i§ M domeno sudarytos bakterinés HENI metiltransferazés,

nustatytos aStuoniose bakterijy riiSyse. Parodyta, kad Sie baltymai turi
konservatyvias, metilgrupés pernaSai biitinas aminortgstis, todél
tikétina, kad jie vykdo RNR 3° galinio nukleotido 2‘-O-metilinima,
taciau jy aktyvumas iki $iol néra istirtas (Huang, 2012).

1 [ R H L H R M P = M = (942 ar.)
HsHEN1
2 = M ~__CTD__|(391ar)
AVHEN1
3 [ NTD | M | (461 ar.)
LVHEN1
4 | M | (200 ar.)

1.26 pav. Kiekvieno i§ keturiy HEN1 poseimiy atstovo domeniné organizacija
(Huang, 2012). Kairéje — skaiciais pazymétas posSeimis. Santrumpos: At — A.
thaliana; Hs — Homo sapiens; Av — Anabaena variabilis; Lv — Loktanella
vestfoldensis; R' — pirmas dgRNR suridantis domenas; L — La motyva turintis
domenas; R® — antras dgRNR suridantis domenas; P - j peptidil-prolino cis-trans
izomeraz¢ panasus domenas; M — metiltransferazinis domenas; CTD — C galinis
domenas; NTD — N gale randamas adeniltransferazinj domeng suriSantis domenas.
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Pirmas poSeimis. Pirmo poSeimio metiltransferazés, kurioms
priskiriamos A. thaliana HENL ir jos ortologas ryziuose Oryza sativa WAF1
(angl. Wavy Leaf 1), modifikuoja dvigrandines mnkRNR. Vaireniuose ir
ryziuose nustatyta, kad nesant funkcionaliy metiltransferaziy sumazéja miRNR
ir SIRNR, o likusios skiriasi 3¢ galinés dalies ilgiu (Abe et al., 2010; Li et al.,
2005). Sie duomenys rodo, kad metilinimas apsaugo mMnkRNR nuo
degradacijos ir papildomy nukleotidy prijungimo 3° gale (1.27 pav.). A.
thaliana subrendusias miRNR degraduoja 3°-5° egzonukleazé SDNI1 (angl.
Small RNA Degrading Nuclease). In vitro parodyta, kad pastarasis baltymas
degraduoja 8 nt ir ilgesnes viengrandines, nemetilintas miRNR zymiai didesniu
efektyvumu nei metilintus analogiskus substratus. Iki §iol néra Zinoma, ar $i
nukleazé degraduoja nemetilintus substratus suriStus AGO1 RISC
kompleksuose ar i§ jy disocijavusias mazgsias RNR (Ji et Chen, 2012;
Ramachandran et Chen, 2008; Zhao et al., 2012a). Manoma, kad SDN1 yra
atsakinga ne tik uz miRNR degradacijg, bet ir jy sutrumpinima, po kurio
mazyjy nekoduojanciy RNR 3¢ galus ilgina uridililtransferazé (Sanei et Chen,
2015). Parodyta, kad A. thaliana HENI1 mutacijas turin¢iuose augaluose
pailgéjusiy, 1-7 papildomy U nukleotidy turinéiy mnkRNR susidaryma
salygoja nukleotidiltransferazé HESO1 (1.27 pav.). Nustatyta, kad uridilinimas
skatina mnkRNR degradacija (Zhao et al., 2012b). In vitro parodyta, kad
HESO1 sgveikauja su AGO1 ir uridilina Sio baltymo suriStos nemetilintos
miRNR 3¢ galg (Ren et al., 2014). henl ir hesol mutantuose pastebéjus
daugiausiai monouridilinty miRNR susidarymg, identifikuota sinergistiskai su
HESOL1 veikianti uridililtransferazé URT1 (angl. Uridylyltransferase 1), kuri
taip pat sgveikauja su AGOI ir specifiSkai modifikuoja pastarojo baltymo
suri§tos nemetilintos miRNR 3¢ galg (1.27 pav.) (Tu et al., 2015; Wang et al.,
2015; Zhao et al., 2012a).

Vienalgs¢iame zaliadumblyje Chlamydomonas reinhardtii randamas |
vairenio HEN1 panaSus baltymas, kuris turi M ir du R domenus bei metilina
siRNR, miRNR 3¢ galinius nukleotidus (Molnar et al., 2007). In vitro parodyta,
kad 2°‘-O-metilinimas apsaugo mnkRNR nuo MUT68 geno koduojamos
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nukleotidiltransferazés vykdomo 3° galo uridilinimo, kuris skatina €gzosomos

vykdomag siRNR ir miRNR degradacija in vivo (Ibrahim et al., 2010; Kim et

al., 2010).
a3

WT /@ hent

“ly
S HESO1 ar/ir URT1
5 DN a
iRNR iRNR
- (VRS

\'L\,
e
C Trrrrou

1.27 pav. Hipotetiniai modeliai, kaip A. thaliana HEN1 vykdomas metilinimas
apsaugo mnkRNR nuo degradacijos ir uridilinimo (Sanei et Chen, 2015). Visiskai
komplementarios mnkRNR sgveika su RNR taikiniu sglygoja jos 3¢ galinés srities
,»i8sikiS§img“ i§ Ago baltymo PAZ domeno. Vairenio mutante henl nemetilintg
mnkRNR degraduoja 3°-5° egzonukleazé SDNI1 (angl. Small RNA Degrading
Nuclease). Manoma, kad §i nukleazé yra atsakinga ir uz mnkRNR sutrumpinimg, po
kurio mazosios nekoduojanc¢ios RNR 3¢ galg ilgina uridililtransferazé HESOI1 ar/ir
URTI, sudaranti kompleksa su RISC Ago baltymu. Pazymétina, kad egzonukleazés
vykdancios uridilinty mnkRNR degradacija néra zinomos. Laukinio tipo augale
(WT) mnkRNR nuo degradacijos ir uridilinimo apsaugo 2‘-O-metilgrupé (pazymeta
melynu skrituliuku).

Antras poseimis. Antro posSeimio metiltransferazés (1.26 pav.)
modifikuoja jvairaus ilgio viengrandines, Ago baltymo suristas RNR.

Pirmuonyje  Tetrahymena thermophila  aptinkamos  pastoviai
sintetinamos mazdaug 23-24 nt ilgio siRNR ir tik lytinio dauginimosi
(konjugacijos) metu randamos mazdaug 28-29 nt ilgio skenuojan¢ios RNR
(angl. scan RNA). Pastarosios RNR dalyvauja gyvybingy palikuoniy
susidarymui biitiname procese — vidiniy DNR seky paSalinime formuojantis
naujiems makrobranduoliams i§ mikrobranduoliy. IS 12 Siame vienalastyje

aptinkamy Piwi poseimio baltymy, tik Twilp sgveikauja su skenuojanc¢ia RNR.
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Si saveika vyksta makrobranduolyje, kuriame konjugacijos metu yra
sintetinamas HEN1 homolgas Henlp, kuris sudaro kompleksg su Twilp.
Manoma, kad metiltransferaz¢ Henlp modifikuoja kreipiancigjg skenuojancios
RNR granding suri§tg Twilp. Parodyta, kad metilinimas stabilizuoja
skenuojan¢ias RNR ir apsaugo jas nuo degradacijos (Kurth et Mochizuki,
2009).

Zuvy Danio rerio lytinéms lasteléms specifinés piRNR ir du Piwi
poSeimio baltymai, Ziwi ir Zili, sudaro RISC kompleksus, kurie vykdo
transpozony raiskos slopinimg ir uZtikrina normaly oocity vystymasi. Parodyta,
kad $iy mazyjy RNR 3° galinis nukleotidas yra 2°-O-metilintas. Si modifikacija
stabilizuoja viengrandines piRNR bei apsaugo nuo adenilinimo ar uridilinimo
skatinamos 3‘-5° degradacijos. piRNR metilinimg katalizuoja HENI
homologas Henl1, kurio C domenu uZtikrinama lokalizacija sutampa su lytiniy
lasteliy granulése besitelkianciu Ziwi baltymu (Kamminga et al., 2010).

Apvaliyjy kirméliy Caenorhabditis elegans HENN1 (angl. HEN1 of
Nematodes 1) metilina lytinéms lasteléms specifines 21U mnkRNR (21 nt ilgio
ir prasidedan¢ios U nukleotidu; dar vadinamos piRNR). Oocituose bei
embrionuose yra modifikuojamos 26G siRNR (26 nt ilgio ir prasidedancios G
nukleotidu; pirminés endo-siRNR), suri$tos Piwi poSeimio baltymy ERGO-1.
Si modifikacija apsaugo visigkai taikiniams komplementarias 26G siRNR nuo
uridilinimo ir 3°-5° egzonukleaziy vykdomy degradacijy (Kamminga et al.,
2012).

D. melanogaster Iytinése liaukose sintetinamy piRNR, peliy ir galvijy
piRNR, 3¢ galiniai nukleotidai yra 2‘-O-metilinti. Vaisinése muselése Siy
mazyjy RNR, esan¢iy komplekse su Piwi poSeimio baltymais, modifikacija
katalizuoja HEN1 homologas Henl. Pastarojo baltymo mutantuose stebimas
sutrikes piRNR taikiniy, transpozony, slopinimas bei sumaz¢jes piRNR kiekis,
o likusios piRNR yra sutrumpéjusios (Horwich et al., 2007; Saito et al., 2007).
Taip pat Henl modifikuoja ir Ago poseimio DmAGO2 turinio RISC

komplekse esancig viengranding siRNR ir tokiu biidu apsaugo subrendusias
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siRNR nuo jy 3¢ galo sutrumpéjimo ir mono- ar oligouridilinimo (Ameres et
al., 2010, 2011; Horwich et al., 2007).

Taigi, pirmo poSeimio HENI baltymy N domenai uztikrina
metiltransferaziy specifiskuma 21-24 nt ilgio dvigrandinéms RNR. Tuo tarpu
antro poSeimio metiltransferaziy C galiniai domenai salygoja jy saveika su
konkreciu Ago Seimos baltymu, kuris suriSa tik tam tikro tipo viengrandines
mnkRNR, taip apsprendziant S§iy metiltransferaziy specifiSkumg RNR
substratams. Nustatyta, kad, kai mMnkRNR yra visiSskai komplementarios
taikiniams, jy 3° galiné sritis ,,i$sikiSa* i§ Ago baltymo PAZ domeno. Tokiu
budu jy 3¢ galas tampa lengvai prieinamu nukleotidiltransferazéms ar 3°-5°¢
egzonukleazéms ir taip yra inicijuojama degradacija. Tai paaiSkina, kodél
augaly siRNR ir miRNR bei gyviiny piRNR ir siRNR funkcionavimui yra
biitinas 3° galiniy nukleotidy metilinimas, o tuo tarpu idealaus
komplementarumo su taikiniais nesusidarancioms gyviny miRNR §i
modifikacija tarsi ir nereikalinga. Nemetilinty mnkRNR degradacija bei
uridilinimas yra konservatyviis procesai, prisidedantys prie mazyjy RNR
homeostazés palaikymo Zaliadumbliuose, augaluose bei gyviinuose. Jie
uztikrina su netinkamais Ago baltymais gyviinuose susijungusiy ir todél
nemetilinty mazyjy RNR ar per klaidg nemetilinty arba metilgrupe praradusiy
RNR pasalinimg. Pazymétina, kad gyvinuose ir augaluose vyksta ne tik
MnNKRNR destabilizuojantis uridilinimas, bet ir A nukleotidy prijungimas prie
ju 3¢ galy, kuris, pavyzdziui, stabilizuoja tuopos Populus trichocarpa miRNR
apsaugant jas nuo 3°-5° degradacijos (Ibrahim et al., 2010; Kai et Pasquinelli,
2010; Ren et al., 2014; Scott et Norbury, 2013).

Trecias poSeimis. Daugiau nei SeSiasdeSimt bakterijy riisiy, priskiriamy
desimciai filogenetinio medzio Saky, turi Pnkp/HEN1 sistema, kuri nuo kitose
bakterijose aptinkamy ribotoksinais (endonukleaziy) kirpty tRNR reparacijos
sistemy iSsiskiria tuo, kad joje be polinukleotidkinazés fosfatazés (Pnkp)
dalyvauja treCiam HENTI baltymy poSeimiui priskiriama metiltransferazé¢. Abu
Sios sistemos baltymai yra koduojami to paties operono (1.28 pav. A). In vitro

nustatyta, kad po ribotoksino kirpimo susidariusius RNR galus atpazjsta

77



Anabaena variabilis ir Clostridium thermocellum Pnkp kinazinis ir fosfatazinis
domenai, kurie paruoSia ligavimui atitinkamai 5° galg, pernesant fosforilgrupe
nuo ATP prie monosacharido 5°-hidroksigrupés, ir 3° gala, hidrolizuojant
nukleozido 2°,3‘-ciklofosfatg (1.28 pav. B). Pastarosios hidrolizés metu
susiformavusios kirptos RNR 3¢ galinio nukleotido 2°-O metilina HEN1 C
galinis metiltransferazinis domenas. Tuo tarpu HEN1 N galinio domeno
sgveika su Pnkp C galiniu adeniltransferaziniu domenu aktyvuoja pastarajj
domeng: susiformuoja HENI1 ir Pnkp kompleksas, turintis dviejy RNR
grandiniy plo¢io ir dviejy nukleotidy gylio ligavimo kiSeng, kurioje,
prisijjungus AMP 1§ ATP, per tris ligavimo etapus sujungiami paruosti kirptos
RNR 3¢ ir 5° galai susidarant 3°,5‘-fosfodiesteriniam rysiui. Po ligavimo
metilgrupé tampa Zymeniu, kuris neleidzia ribotoksinams pakartotinai atpaZinti

Sios vietos (Smith et al., 2012; Wang et al., 2013b, 2012).

A.

| HEN1 Pnkp
2222:?23:?;:,?{,{2 Kinazinis Fosfatazinis Adeniltransferazinis e
B.
o B 8
Fosfatazinis M
domenas domenas B
o —
N HO
/P-.: OCH3
_O EO _o o
OH “onp”’ “omdp” \
Kinazinis \ \ Aktyvus adeniltransferazinis, 0
B domenas o o turintis HEN1 ir Pnkp
0, tetramero suformuotg o B
o B o B ligavimo kiSene
(o]
(o]
OH fo) o OH
OH OH

1.28 pav. Pnkp/HEN1 sistema ir jos vykdomos RNR reparacijos schematinis
mechanizmas (Wang et al., 2013b). (A) Pnkp/HEN1 RNR reparacing sistemg
sudaran¢iy metiltransferazés HEN1 ir polinukleotidkinazés fosfatazés (Pnkp)
domenus koduojanciy seky iSsidéstymas tame paciame operone. (B) Ribotoksino
(ribonukleazés) kirptos RNR 3’ ir 5” galy paruoSimo ir jy sujungimo schematinis
mechanizmas. Salia rodykliy nurodytas uz vykstancia reakcija atsakingas Pnkp ar/ir
HEN1 domenas. Santrumpos: M — metiltransferazinis domenas; B — heterocikliné
baze.
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MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Thermo Fischer Scientific: TopVision Agarose; 6x DNA Loading Dye; IPTG;
ditiotreitolis (DTT); RNR denatiiruojantis dazas 2x RNA Loading Dye; 5-bromo-4-
chloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas (X-gal); Pierce ECL Plus Western Blotting
Substrate.

Carl Roth: H3BOg3; scinciliacinis skystis Rotiszint Eco Plus; NaCl; glicerolis; MgSOQy;
Na;HPO4; KH,PO4; NH,4CI; kanamicinas; chloramfenikolis; Triton X-100; NaH,POy;
imidazolas;  Tris-HCI;  D(+)-gliukozé;  redukuotas  glutationas  (GSH);
akrilamido/bisakrilamido tirpalas Rotiphorese Gel 30 (37,5:1); amonio persulfatas;
10x Tris-glicino-NDS buferis Rotiphorese 10x SDS-PAGE; D(+)-sacharozé; dazas
Coomassie Brilliant Blue R-250; Roti-Nanoquant; DEPC; HEPES; KClI;
akrilamido/bisakrilamido tirpalas Rotiphorese Gel 40 (19:1); urija; CH3COONa;
polietilenglikolis 4000; minimaliai mieliy terpei skirtas vitaminy, mikroelementy ir
drusky rinkinys (YNB); Tween-20; Na,SOs; hidrochinonas; Na,CO3; KBr; NaOH.
Amresco: etilendiamintetraacto ragstis (EDTA); CaCly; natrio dodecilsulfatas (NDS).
Fluka: CH3;COOH,; MgCly; fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF);
tetrametiletilendiaminas (TEMED); Na,B407; N,N-dimetilformamidas.
Sigma-Aldrich: 10 mg/ml etidzio bromidas; 14,3 M B-merkaptoetanolis; NalOy;
CH3COOLi; 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidino (TMB) tirpalas; metolas.

Vilniaus degtiné: 96 % etanolis.

BD-Difco: agaras; peptonas; mieliy ekstraktas.

Roche: proteaziy inhibitoriy misinys cOmplete, EDTA-free.

Fisher Scientific: ampicilinas; tiaminas (vitaminas B1); D(+)-galaktozé; D(+)-
rafinoze.

AppliChem: bromfenolio mélis.

Standard: acetonas.

Reachim Ltd: Na,S,0s.
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2.1.2. Sistema, rinkiniai ir priemonés

Sistema
,,DupLex-A* mieliy dviejy hibridy sistema (OriGene Technologies; gauta i§ dr. A.

Gedvilaités (Vilniaus universiteto Biotechnologijos institutas)).

Rinkiniai
Thermo Fischer Scientific: GeneJET Plasmid Miniprep Kit; GeneJET Gel Extraction
Kit.

Priemonés

Whatman: 23 mm skersmens DE-81 dietilaminoetil(DEAE)-celiuliozés filtrinis
popierius; poliakrilamido geliy dZiovinimo popierius Whatman 3MM Chr.

GE Healthcare Life science: GSTrap HP (5 ml) kolonélé; HiTrap IMAC HP (5 ml)
kolonélé; nitroceliulioziné membrana Amersham Hybond-ECL; redukuotu glutationu
(GSH) padengtas sorbentas Glutathione Sepharose 4B.

Carl Roth: 0,45 pum ir 0,22 um filtrai.

Thermo Fisher Scientific: Slide-A-Lyzer dializés kasetés (10 kDa MWCO; 3 ml);
koncentravimo mégintuvéliai (9 kDa ir 20 kDa MWCO; 20 ml).

Phosphoimager: radioaktyvumui jautris ekranai.

Kodak: rentgeno lakstai.

2.1.3. Nukleoriigs¢iu preparatai

Thermo Fisher Scientific: DNR fragmenty ilgio Zymeklis Gene Ruler DNA Ladder
Mix; deoksinukleozidy monofofaty miSinys ,,dNTP Mix*“.

PerkinElmer: [y-**P]-ATP (6000Ci/mmol); [y-*P]-ATP (3000Ci/mmol); [*H-metil]-
AdoMet (10 Ci/mmol; 55 uM).

Sigma-Aldrich: AdoMet (AdoMet nuo AdoHcy papildomai isgrynintas A. Osipenko,
Vilniaus universiteto Biotechnologijos institutas); AdoHcy; uracilas; silkiy séklidziy
DNR; mieliy RNR.

Carl Roth: adeninas.
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Plazmidés ir vektoriai

pGEX-HYL1, pET28b-SE, pET28b-SE-core ir pPBA-DCL1 plazmidés gautos is dr. S.
Machida ir prof. Y. A. Yuan (Singaptro nacionalinis universitetas).

pPET-HENL1 ir pET-HYL1 - pET-15b vektoriaus pagrindu sukurtos plazmidés, gautos
18 dr. G. Vilkaicio (Vilniaus universiteto Biotechnologijos institutas).

PET-HEN1-M, pET-HEN1-LR’PM ir pET-HEN1-PM - pET-HENI plazmidés
pagrindu sukurtos plazmidés, gautos i§ dr. G. Vilkai¢io (Vilniaus universiteto
Biotechnologijos institutas).

pPGEX-5X-1 vektorius pirktas i§ GE Healthcare Life Science.

pET-15b — Novagen-Merck Millipore.

PET-43.1a(+) vektorius, gautas i§ dr. G. Zvirblio (Vilniaus universiteto
Biotechnologijos institutas).

pEG202-NLS, pJG4-5, pEG202, pSH18-34, pSH17-4, pJK101, pRHFM1 - OriGene
Technologies plazmidés, gautos i§ dr. A. Gedvilaités (Vilniaus universiteto

Biotechnologijos institutas).

Sintetiniai RNR ir DNR oligonukleotidai

Visy darbe naudoty sintetiniy oligonukleotidy gamintojas — Metabion.

2.1 lentelé. Plazmidziy konstravimui naudoti oligonukleotidai

Plazmidé Jos konstravimui naudoty pradmeny nukleotidy
sekos (parasytos 5‘—3¢ kryptimi)

pET-H EN1-R! AATACGACTCACTATAGGG
GGCGGGATCCTTACTTGTCAAGAGCCAATTC

pET-H EN1-RL AATACGACTCACTATAGGG
TTGGATCCTCAAGTGAATGCAAAAGG

pPET-HEN1-L GAATGATCATATGACTGTGGATG
GTAGGATCCTTAGGGTGAC

pET-H EN1-R? TTGCACATATGACAAAATCTAATTGGAGAG
GCTCGGATCCTTAATCCAGGTCAGCAAAAAAC

pET-H EN1-RLR? AATACGACTCACTATAGGG
CTCCGTCGACTTACAGGTCAGCAAAAAACTTAC

pET-HEN1-P AATACGACTCACTATAGGG
CCAGCTCAGCTCATGATGGCCCTTTCACTCC

pET-43.1a(+)-H EN1-R! AATACGACTCACTATAGGG
GGTTATGCTAGTTATTGC

pET-HEN1-K22A TACATCAGAAGTTTGGTGCTGCAGCAAGC
AGCATATTCACCCACAGTC
AATACGACTCACTATAGGG

pPET-HEN1-KK69-70AA CAGAATCCTTCGCCGCCTTGAAGACATTTG
AATACGACTCACTATAGGG
AGCATATTCACCCACAGTC

pPET-HEN1-KKKK68-71SAAS TTCAGAATCCGACGCCGCCGAGAAGACATTTGAC
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pET-HEN1-H397A

pET-HEN1-RH389,397AA

pET-HEN1-RHK389,397,477AAA

PET-HEN1-mut

pET-HEN1-PM-mut

pET-HEN1-A38-45

pET-HEN1-PM-mut2

pJG4-5-HEN1
pEG202-HEN1
pJG4-5-HEN1-P
PGEX-HYL1-R'R?
pGEX-HYL1-R
pGEX-HYL1-R?
pJG4-5-HYL1
pJG4-5-HYL1-R?
PEG202-HYL1
pEG202-HYL1-R?
pGEX-DCL1-Helikazinis
pGEX-DCL1-DUF283
pGEX-DCL1-PAZ
pGEX-DCL1-R'R?
pJG4-5-DCL1-Helikazinis
pJG4-5-DCL1-PAZ
pJG4-5-DCL1-R'R?
pJG4-5-DCL1-DUF283

pGEX-SE-core

AATACGACTCACTATAGGG
AGCATATTCACCCACAGTC
CGGCCTGTTCTGCGCTCAGCACCGACTAG
TGCATATTCAACACGTTGTTTTGAAAG
GTGGAGTCAGATCCTTTCTTGG
GGTCCACTCCCCGCAGAGATTCTCGGC
TGCATATTCAACACGTTGTTTTGAAAG
GTGGAGTCAGATCCTTTCTTGG
GAAAATTCTATGAGGCAGAAAATGATGC
TGCATATTCAACACGTTGTTTTGAAAG
GTGGAGTCAGATCCTTTCTTGG
GATTGTIGCACGCTTCTCTGCCGATGCTGCATTTG
TCTGTTGGTTACCGATGGAAG
ATGCTTTTCTGTGACTGG
GATTGTIGCACGCTTCTCTGCCGATGCTGCATTTG
TTTCGCAGAAACGTGGCTG
AGCATATTCACCCACAGTC
ACTCTTCTCAGAGTGGTGGAAAAGGTCCATGTCTC
CTTTGGATCCTTACCTGGATATCATCACTTG
AATACGACTCACTATAGGG
CAATTAGCCGATTCAGGATCCACTGCCAAAGACAAA
AATACGACTCACTATAGGG
GGTTATGCTAGTTATTGC
GCGAATTCATGGCCGGTGGTGGGAAGCATACTCC
CCTCGCTCGAGTCAAAGATCAGTCTTTTTCTTTTC
GCGAATTCATGGCCGGTGGTGGGAAGCATACTCC
CCTCGCTCGAGTCAAAGATCAGTCTTTTTCTTTTC
GCGAATTCATGAAGGAACACAGTTCTGAATC
TTGGTCGACTCATGATGGCCCTTTCACTCCC
TGGATCCCCCGTGAAAATGACCTCCACTG
GAATTCTCAAGTGTCTGACTGGATCGCTAAAA
TGGATCCCCCGTGAAAATGACCTCCACTG
GGAATTCTCATTTTGCTAATTCCCGGAGAGC
GTTGGATCCATGGGATTATGCAAGAACCTAC
GAATTCTCAAGTGTCTGACTGGATCGCTAAAA
GCGAATTCATGACCTCCACTGATGTTTCCTC
CTCCTCGAGCTATGCGTGGCTTGCTTCTGT
GTTGAATTCATGGGATTATGCAAGAACCTAC
GGCTCGAGTCAAGTGTCTGACTGGATCGCTAAAAG
GCGAATTCATGACCTCCACTGATGTTTCCTC
CTCCTCGAGCTATGCGTGGCTTGCTTCTGT
GTTGAATTCATGGGATTATGCAAGAACCTAC
GGCTCGAGTCAAGTGTCTGACTGGATCGCTAAAAG
CGCTGCCATATGTTAATTTCCTCTCTCAACC
GTAAGCATATGGAACGTAAAGAG
CAGGCATATGTTAATCATCTTGGTC
GGTGCCCATATGAGCTTGAATTCC
GAATCTTTGACATATGTTAAGGATAACTAATC
CGATGTTCATATGGCTTCTGGATTG
GAGACACTTCATATGCATCC
CAGTGGTGGTGCATATGTTAAGAAAAAG
GAGTGAATTCATGGAACGTAAAG
GAGATGAATTCTCATGTATCTTTG
TTCGATGAATTCATGGCTTCTGG
TGAGAATTCTCAAGGATAACTAATC
AGAGACAGAATTCATGCATCCGG
TGGTGGTGGAATTCTCAAGAAAAAG
GCAACTGGTCTCGAGATGAGCTTG
AGGAACAGGCTCGAGTCAATCATC
AGAATTCATGGGATTGATGTCATACAAAC
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pJG4-5-SE

pEG202-NLS-SE-core

GTGCTCGAGTCAATAGTTCTGAAAATACAGTTCTT
CGAAGAATTCATGGCCGATGTTAATCTTCCTCC
GTGCTCGAGTCACAAGCTCCTGTAATCAATAACGGT
AGAATTCATGGGATTGATGTCATACAAAC
GTGCTCGAGTCAATAGTTCTGAAAATACAGTTCTT

2.2 lentelé. Sintetiniai RNR ir DNR oligonukleotidai, skirti viengrandiniy,
dvigrandiniy RNR ir DNR substraty paruoSimui

Oligonukleotido Jo nukleotidy seka (parasyta 5‘—3¢ Tikslas,

pavadinimas

kryptimi)

kuriam
oligonukleotidas
naudotas

miR173

miR173*

miR173

miR173*

SiR173
SiR173*

piRNR
let-7a2

let-7a2*

siR173DNR

SiR173*DNR

miR173DNR

miR173*DNR

UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC

GAUUCUCUGUGUAAGCGAAAG

UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAmMC

GAUUCUCUGUGUAAGCGAAAMG

UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC

GAUUCUCUCUGCAAGCGUUAAAG

UGAGAGUGGCAUCUAAAUGUUUAGUGGA
UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

CUAUACAAUCUACUGUCUUUCC

TTAACGCTTGCAGAGAGAATCAC

GATTCTCTCTGCAAGCGTTAAAG

TTCGCTTACACAGAGAATCAC

GATTTCTCTCTGCAAGCGAAAG

Viengrandiné miR173 ir
dvigrandinés
miR173/miR173* gavimas
Viengrandiné miR173* ir
dvigrandinés
miR173/miR173* gavimas
Dvigrandiniy
hemimetilintos
miR173“*/miR173*  ir
pilnai metilintos
miR173™/miR173*°*
gavimas

Dvigrandiniy
hemimetilintos
MIiR173/miR173*" iy
pilnai metilintos
miR173™/miR173*°*
gavimas

Viengrandiné siR173 ir
dvigrandinés
siR173/siR173* gavimas
Dvigrandinés
siR173/siR173* gavimas
Viengrandiné piRNR
Dvigrandinés let-7a2/let-
7a2* gavimas
Dvigrandinés let-7a2/let-
7a2* gavimas
Viengrandiné siR173DNR
ir dvigrandinés
siR173DNR/siR173*DNR
gavimas

Dvigrandinés
siR173DNR/siR173*DNR
gavimas

Viengrandiné miR173DNR
ir dvigrandinés
miR173DNR/miR173*DN
R gavimas

Dvigrandinés
miR173DNR/miR173*DN
R gavimas

Pastaba: mC ir mG pazyméti RNR oligonukleotidy 3° galiniai citozinas ir guaninas, turintys metilgrupg¢ ribozés 2°-

O padétyje.
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2.1.4. Baltymy preparatai

Thermo Fischer Scientific: visos darbe naudotos restrikcijos endonukleazés; DNR
polimeraziy miSinys High Fidelity PCR Enzyme Mix; Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase; Taq DNA Polymerase; T4 DNA Polymerase; Sarminé fosfatazé FastAp;
T4 DNA Ligase; Proteinase K; polinukleotidkinazé T4 PNK; ribonukleaziy
inhibitorius RiboLock; nudazyty baltymy molekulinés masés Zymeklis PageRuler
Prestained Protein Ladder; nedazyty baltymy molekulinés masés zymeklis Protein
Molecular Weigh Marker.

Pierce: jaucio serumo albuminas (JSA; 2 mg/ml).

GE Healthcare Life Sciences: trombinas (1 U/ul); ozio polikloniniai antikiinai
specifiniai glutationo S-transferazei (anti-GST).

Merck: L-metioninas.

Carl Roth: L-valinas; L-treoninas; L-fenilalaninas; L-leucinas; L-histidinas; L-
argininas; L-izoleucinas; L-tirozinas; glicinas.

Fluka: L-triptofanas; L-lizinas.

Dako: triusio polikloniniai antikiinai specifiniai ozio antikiinams (anti-goat),
konjuguoti su krieny peroksidaze; ozio polikloniniai antikiinai specifiniai triusio
antikfinams (anti-rabbit), konjuguoti su krieny peroksidaze.

Qiagen: pelés monokloniniai antikiinai specifiniai 4xHis (anti-His).

Bio-Rad: ozZio polikloniniai antikiinai specifiniai pelés antikiinams (anti-mouse),
konjuguoti su krieny peroksidaze.

Clontech: triusio polikloniniai antikinai specifiniai hemaglutinino (HA) epitopui
(anti-HA).

Sigma-Aldrich: jaucio serumo albuminas.

Amresco: pepstatinas.

2.1.5. Lastelés

Escherichia coli ER2267: F' proA™B*laclA(lacZ)M15zzf::mini-Tn10 (Km") A(argF-
lac)U169gInV44 el4 (McrA’) recAl endAlthi-1A(mcrC-mrr)114::1S10rfbD1? relA1?
spoT1? (New England Biolabs).

Escherichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL: F~ ompT hsdS(rg- mg’) decm™ Tet'gal
J(DE3) endA Hte [argU ileY leuw Cam'] (Agilent Technologies).
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S. cerevisiae EGY48: MATa, ura3, his3, trpl, leu2, 6 LexAop-LEU2 (OriGene
Technologies; gautos i§ dr. A. Gedvilaités (Vilniaus universiteto Biotechnologijos

institutas)).

2.1.6. Mitybinés terpés ir joms skirti tirpalai

Agarizuota LB terpé: 2 % agaro; 1 % peptono; 0,5 % mieliy ekstrakto; 0,5 % NaCl
tirpalas vandenyje.

LB terpe: 1 % peptono; 0,5 % mieliy ekstrakto; 0,5 % NaCl tirpalas
vandenyje.

Agarizuota M9 terpé: 1,5 % agaro; 1x M9 drusky tirpalo; 0,4 % gliukozés; 2
mM MgSOg; 0,1 mM CaCly; 0,02 g/L Trp, His ir Met ar. ir 0,0006 % tiamino tirpalas
vandenyje.

MO terpé: 1x M9 drusky tirpalo; 0,4 % gliukozes; 2 mM MgSQOg4; 0,1 mM
CaCly; 0,02 g/L Trp, His ir Met ar.; 0,0006 % tiamino tirpalas vandenyje.

5x M9 drusky tirpalas: 42,6 g/ Na,HPO4x2H,0; 15 g/L KH,POy4; 2,5 g/L
NaCl ir 5 g/L NH,4Cl tirpalas vandenyje.

4,05 % agaro tirpalas: 15 g agaro 370 ml vandens.

Ampicilino tirpalas: 100 mg/ml ampicilino tirpalas vandenyje.

Kanamicino tirpalas: 30 mg/ml kanamicino tirpalas vandenyje.

Chloramfenikolio tirpalas: 25 mg/ml chloramfenikolio tirpalas 96 %
etanolyje.

IPTG tirpalas: 1 M IPTG vandenyje.

YPD terpé: 20 g/L peptono; 10 g/L mieliy ekstrakto; 20 g/L gliukozés tirpalas
vandenyje.

Agarizuota YPD terpe: 20 g/L peptono; 10 g/L mieliy ekstrakto; 20 g/L
gliukozes; 20 g/L agaro tirpalas vandenyje.

10x aminortigs¢iy ir heterocikliniy baziy tirpalas: 200 mg/L L-adenino; 200
mg/L L-arginino; 300 mg/L izoleucino; 300 mg/L L-lizino; 200 mg/L metionino; 500
mg/L fenilalanino; 2000 mg/L L-treonino; 300 mg/L L-tirozino; 1500 mg/L L-valino
tirpalas vandenyje.

Gliukozine terpé*: 1,7 g/l YNB; 1x aminoriigs¢iy ir heterocikliniy baziy
tirpalo; 20 g/L gliukozés tirpalas vandenyje.
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Agarizuota gliukoziné terpé*: 1,7 g/L YNB; 20 g/L gliukozés; 1x
aminortuig§ciy ir heterocikliniy baziy tirpalo; 20 g/L agaro tirpalas vandenyje.

10x DM-P tirpalas: 70 g/L Na,HPOQO,; 30 g/L NaH,POq tirpalas vandenyje.

X-gal tirpalas: 10 mg/ml X-gal N, N-dimetilformamide.

Agarizuota galaktoziné terpé*: 1,7 g/L YNB; 20 g/L galaktozés; 10 g/L
rafinozés; 1x aminoriigd¢iy ir heterocikliniy baziy tirpalo; 1x DM-P tirpalo; 0,08
mg/ml X-gal; 20 g/L agaro tirpalas vandenyje.

Ura tirpalas: 4 g/L L-uracilo tirpalas vandenyje.

His tirpalas: 4 g/L L-histidino tirpalas vandenyje.

Trp tirpalas: 4 g/L L-triptofano tirpalas vandenyje.

Leu tirpalas: 20 g/L L-leucino tirpalas vandenyje.

Gal/-Leu terpé: 1,7 g/L YNB; 20 g/L galaktozés; 10 g/L rafinozés; 1x
aminortig§ciy ir heterocikliniy baziy tirpalo; 1x DM-P tirpalo; 0,08 mg/ml X-gal; 20
g/L agaro tirpalas vandenyje.

Gal/+Leu terpé: 1,7 g/ YNB; 20 g/L galaktozés; 10 g/L rafinozés; 1x
aminortig§ciy ir heterocikliniy baziy tirpalo; 1x DM-P tirpalo; 0,08 mg/ml X-gal; 20
g/L agaro; 100 mg/L Leu tirpalas vandenyje.

Glu/-Leu terpé: 1,7 g/L YNB; 20 g/L gliukozés; 1x aminoriigséiy ir
heterocikliniy baziy tirpalo; 1x DM-P tirpalo; 0,08 mg/ml X-gal; 20 g/L agaro tirpalas
vandenyje.

Gliukozine terpé*: 1,7 g/l YNB; 1x aminortgs¢iy ir heterocikliniy baziy
tirpalo; 20 g/L galaktozés; 10 g/L rafinozés tirpalas vandenyje.

* RuoSiant gliukozing, galaktozing ar agarizuotas gliukozing, galaktozine
terpes mieliy, turin€iy tam tikras “DupLex-A” sistemos plazmidines DNR, auginimui
1 jas pridéta atitinkamos aminoriigSties ar heterociklinés bazés iki tokiy galutiniy
koncentracijy: 20 mg/L Ura, 20 mg/L His, 20 mg/L Trp, 100 mg/L Leu. PaZymétina,
norint palaikyti pSH18-34, pJK101 plazmides EGY48 Igstelése jy auginimui
naudojamoje terpéje neturi buti uracilo, norint palaikyti pEG202-NLS pagrindu
sukonstruotas plazmides bei pRHFM, pSH17-4 — histidino, o pJG4-5 vektoriaus

pagrindu sukonstruotas — triptofano aminortigsties.
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2.1.7. Tirpalai

Darbe naudojami vandeniniai tirpalai, jei nenurodyta kitaip.

Tirpalai DNR elektroforezei
BE buferis (pH 8,2; 1x): 100 mM H3BO3; 2 mM EDTA,; 15 mM CH3;COOH.
Agarozé: 0,8 — 1,5 % agarozés “TopVision Agarose” BE buferyje.

Etidzio bromidas: 2 mg/ml.

Tirpalai, skirti rekombinantiniy baltymy gryninimui i$ E. coli 1asteliy

Biomasés ardymo buferis (pH 7,6): 50 mM NayHPOQOy; 10 % (w/v) sacharoze;
3 mM MgClI;x6H,0; 1M NaCl.

Pepstatino tirpalas: 2 mM pepstatino metanolyje.

PMSF tirpalas: 250 mM PMSF metanolyje.

Triton X-100 tirpalas: 20 % (v/v) Triton X-100 tirpalas.

His-A buferis (pH 6,2): 50 mM Na;HPO4%x2H,0; 10 % (w/v) sacharozé; 3
mM MgCl,x6H,0; 1 M NaCl; 5,6 mM B-merkaptoetanolis; 0,1 % (v/v) Triton X-100.

His-B buferis (pH 6,2): 50 mM Na;HPO4%2H,0; 10 % (w/v) sacharozé; 3
mM MgCl;x6H,0; 1 M NaCl; 5,6 mM B-merkaptoetanolis; 0,1 % (v/v) Triton X-
100; 1 M imidazolas.

His-C buferis (pH 6,2): 50 mM Na;HPO4%2H,0; 10 % (w/v) sacharozé; 3
mM MgCl,x6H,0; 250 mM NaCl; 5,6 mM B-merkaptoetanolis; 0,1 % (v/v) Triton
X-100.

His-D buferis (pH 7,5): 50 mM Na;HPO4x2H,0; 250 mM NaCl; 2 mM DTT,;
0,1 % (v/v) Triton X-100; 50 % (v/v) glicerolis.

GST-A buferis (pH 7,2): 50 mM Na,HPO4x2H,0; 10 % (w/v) sacharozé; 0,5
M NaCl; 1 mM DTT; 0,1 % (v/v) Triton X-100.

GST-B buferis (pH 7,2): 50 mM Nay;HPO4x2H,0; 10 % (w/v) sacharozé; 0,5
M NaCl; 1 mM DTT; 0,1 % (v/v) Triton X-100; 10 mM redukuotas glutationas.

GST-C buferis (pH 7,2): 10 mM Na;HPO4x2H,0; 10 % (w/v) sacharozé; 0,25
M NaCl; 1 mM DTT; 0,1 % (v/v) Triton X-100.

Pastaba: gryninant HY L1-R? baltymg sulieta su GST, naudoti GST-A, GST-C
buferiai, kuriy pH 6,5, o GST-B buferis — pH 8,0. Gryninant sutrumpintus DCL1
baltymus (DCL1-Helikazinis, DCL1-PAZ, DCL1-DUF283 ir DCL1-R'R?) sulietus su
GST, naudoti GST-A, GST-B ir GST-C buferiai, turintys 5 mM MgCl,.

87



Tirpalai baltymuy elektroforezei PAAG denatiiruojanciomis salygomis

2,5x baltymy dazo tirpalas: 0,25 M Tris-HCI (pH 6,8); 12 % (v/v) glicerolis; 2
% (w/v) NDS; 1,5 % (w/v) DTT; 0,0005 % (w/v) bromfenolio mélis; 0,36 M f-
merkaptoetanolis.

4x skiriamojo gelio buferis (pH 8,8): 1,5 M Tris-HCI; 0,4 % (w/v) NDS.

4x koncentruojamojo gelio buferis (pH 6,8): 0,5 M Tris-HCI; 0,4 % (w/v)
NDS.

Amonio persulfato tirpalas: 10 % (w/v) amonio persulfato tirpalas.

NDS tirpalas: 10 % (w/v) natrio dodecilsulfato tirpalas.

Skiriamasis gelis: 8-12 % (v/v) akrilamido/bisakrilamido tirpalas Rotiphorese
Gel 30 (37,5:1); 1x skiriamojo gelio buferis; 0,04 % (w/v) amonio persulfatas; 0,2 %
(v/v) TEMED.

Koncentruojamasis gelis: 4 % (v/v) akrilamido/bisakrilamido tirpalas
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1); 1x koncentruojamojo gelio buferis; 0,04 % (w/v)
amonio persulfatas; 0,2% (v/v) TEMED.

Coomassie briliantinio mélio dazymo tirpalas: 0,05 % (w/v) Coomassie
Brillant Blue R-250; 50 % (v/v) etanolis; 10 % (v/v) CH3;COOH.

Gelio plovimo tirpalas: 10 % (v/v) CH3COOH tirpalas.

Tirpalai viengrandiniy, dvigrandiniy RNR ir DNR substraty paruoSimui

TE buferis (pH 7,4): 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA.

Sulydymo buferis (pH 7,4; 4x): 30 mM HEPES; 100 mM KCI; 2 mM MgCl,
ir 0,05 U/ul RiboLock RNaziy inhibitorius.

Metilinimo aktyvumo jvertinimui, naudojant tri¢iu Zyméta kofaktoriy AdoMet,
skirti tirpalai

Stabdymo buferis (pH 7,4; 2x): 2x FEN; 0,5 % (w/v) NDS; 2 mg/ml
proteinazés K; 0,4 mM AdoMet.

FEN buferis (pH 7,4; 10x): 200 mM Tris-HCI; 5 mM EDTA; 100 mM NacCl.

NDS tirpalas: 10 % (w/v) natrio dodecilsulfato tirpalas.

Natrio fosfatinis buferis (pH 7,0; 200 mM): 0,115 M Na,HPO,; 0,085 M
NaH,PO,.
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Tirpalai metilintos miR173/miR173* duplekso grandinés nustatymui
denatiiruojanciame poliakrilamido gelyje, atlikus 10, oksidacijos/p-eliminacijos
reakcija

Boratinis buferis (pH 8,6): 4,375 mM Na;B,07; 50 mM H3BOs.

Boratinis buferis (pH 9,5): 33,75 mM Na,B;07; 50 mM H3BOs3.

TBE buferis (pH 8,0; 5x): 445 mM Tris-HCI; 445 mM H3;BO3; 10 mM EDTA.

Amonio persulfato tirpalas: 10 % (w/v) amonio persulfato tirpalas.

13 %  denatdruojantis  poliakrilamido  gelis: 13 %  (v/v)
akrilamido/bisakrilamido tirpalas Rotiphorese Gel 40 (19:1); 1x TBE buferis; 40 %
(w/v) urija; 0,05 % (w/v) amonio persulfatas; 0,04 % (v/v) TEMED.

Tirpalai, skirti individualiy miRNR/miRNR* grandiniy metilinimo greicio
konstanty nustatymui, esant fermento pertekliui
FEN buferis (pH 7,4; 10x): 200 mM Tris-HCI; 5 mM EDTA; 100 mM NacCl.
NDS tirpalas: 10 % (w/v) natrio dodecilsulfato tirpalas.
Proteinazés K buferis (pH 7,4; 3x): 1x FEN buferis; 1,5 % (w/v) NDS.

Tirpalai nukleoriuigsities elektroforetinio judrumo poky¢io poliakrilamido gelyje
(EMSA-PAAG) tyrimams

TB buferis (pH 8,3; 5x): 0,45 M Tris-HCI; 0,45 M H3BO:s.

Amonio persulfato tirpalas: 10 % (w/v) amonio persulfato tirpalas.

Natyvus poliakrilamido gelis: 6-8 % (v/v) akrilamido/bisakrilamido tirpalas
Rotiphorese Gel 40 (19:1); 0,5x TB buferis; 0,09 % (w/v) amonio persulfatas; 0,083
% (v/v) TEMED.

Tirpalai, skirti mieliu transformacijai
TE buferis (pH 7,5; 10x): 1 M Tris-HCI; 0,5 M EDTA.
LiOAc tirpalas (10x): 1,546 M CH3COOL.I.
TE-LiOAc tirpalas: 1x TE buferis; 1x LIOAc.
PEG tirpalas: 50 % (w/v) polietilenglikolio 4000 tirpalas.
TE-LiOAC-PEG tirpalas: 1x TE buferis; 1x LiIOAc PEG tirpale.
Silkiy séklidziy DNR tirpalas: 10 mg/ml silkiy séklidziy DNR tirpalas.
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Imunoblotui skirti tirpalai

Pernesimo buferis (pH 8,3): 19,3 mM Tris-HCI; 192 mM glicino; 15 % (v/v)
metanolio.

Blokavimo buferis (pH 7,4): 3 % (w/v) jaucio serumo albumino (JSA) PBS-T
buferyje.

PBS-T buferis (pH 7,4): 0,1 % (v/v) Tween-20 PBS buferyje.

PBS buferis (pH 7,4): 80 mM Na,HPQO,; 20 mM NaH,PO,4; 100 mM NacCl.

Ryskinimo tirpalas: 2,2 g/L metolo; 72 g/L Na,SOg3; 8,8 g/L hidrochinono; 48
g/L Na,COg; 4 g/L KBr.

Fiksavimo tirpalas: 160 g/L Na,S,03; 40 g/L NH,CI.

Kiti tirpalai

DMTL buferis (pH 7,4): 10 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl; 5 % (v/v) glicerolis
DEPC veiktame vandenyje.

DMTL baltymy skiedimo buferis (pH 7,4): 10 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl;
0,1 mg/ml JSA; 0,02 U/ul RiboLock RNaziy inhibitorius; 0,1 % (v/v) Triton X-100; 2
mM DTT; 50 % (v/v) glicerolis DEPC veiktame vandenyje.

DMTL-G buferis (pH 7,4; 10x): 100 mM Tris-HCI; 500 mM NaCl; 1 mM
DTT; 1% (v/v) Triton X-100.

2.1.8. Prietaisai

Thermo Fisher Scientific: spektrofotometras ,,NanoDrop 2000; termostatai-
inkubatoriai ,,Heratherm*.

Grant Instruments: vandens termostatas “Grant Y 14%.

Thermolyne: blokinis termostatas ,,Thermolyne 17600%.

Biosan: minicentrifuga ,,Microspin FV-2400%; boksas darbui su DNR/RNR ,,UVC/T-
M-AR*.

Eppendorf: centrifugos ,,Centrifuge 5424 ir ,,Centrifuge 5417R*; PGR prietaisas
,Mastercycler gradient®; blokinis termostatas-purtykle ,,Thermomixer Comfort®.
BIO-RAD: vertikalios elektroforezés aparatas natyviems poliakrilamido geliams
,Protean II*; horizontalios elektroforezés aparatas agarozés geliams ,,HU15%;
vertikalios elektroforezés aparatas baltyminiams poliakrilamido geliams ,,Mini-

PROTEAN Tetra Cell*; baltymy §lapio pernesimo aparatas ,,Tetra Blotting Module®;
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vertikalios elektroforezés aparatas denatiiruojantiems poliakrilamido geliams ,,Sequi-
gen GT*.

BioTek Instruments: ploksteliy skaitytuvas ,,Synergy H4 Hybrid Reader®.

A&D Instruments: analitinés svarstykles “GR-202-EC”.

Consort: srovés Saltinis ,,Consort E833°.

Fisher Scientific: ,,Gel Dryer FBGD45% vakuuminis geliy dziovinimo aparatas.
Thermo Electron: ,,Unicam UV 500 spektrofotometras.

Vacuubrand: ,,MZ2C NT+2AK* vakuuminis siurblys.

Hidex: scinciliacinis skai¢iuoklis ,,Hidex 300 SL*.

Scientific Industries: maisyklé-vartyklé ,,Roto-Shake Genie®.

Sonics & Materials: “Vibra-Cell” ultragarso aparatas.

GE Healthcare Life Science: chromatografiné sistema “AKTA Prime*.

New Brunswick Scientific: ,,C25KC* purtyklé; -70 °C $aldiklis ,,Premium U410%.
Beckman Coulter: ,,Avanti J-30I* centrifuga.

Snaige: -20 °C Saldiklis ,,Design Line*; Saldytuvas ,,Active Soft*.

Gilson: automatiniai dozatoriai.

Memmert: vandens vonelé ,, WB7;

IKA-Labortechnik: maisyklé-sitbuoklé ,,KS-250 Basic; magnetiné maisyklé ,,RCT
Basic S1%.

Sharp: mikrobangy krosnelé ,,Inverter®.

Fujifilm Life Science: radioaktyvumui jautriy ekrany skaitytuvas “FLA-5100".
Kern & Sohn: svarstyklés “EW 2200-2NM*.

KinTek Corporation: greity cheminiy reakcijy eigos stabdymo aparatas ,,RQF-3“.
Edmund Buchler: vartyklé ,, TL-10%.

2.2. Metodai

2.2.1. Plazmidziy konstravimas

Plazmidziy konstravimui ir analizei naudoti klasikiniai geny inzinerijos,
molekulinés biologijos metodai (Sambrook et Russell, 2001). Plazmidiné DNR
i§ E. coli ER2267 kamieno lasteliy i$skirta naudojant “GeneJET Plasmid
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Miniprep Kit” rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. Jos koncentracija
nustatyta spektrofotometru “NanoDrop 2000”. DNR elektroforezé vykdyta 0,8
— 1,5 % agarozés gelivose frakcionuojant méginius, sumaiSytus su dazu ,,6x
DNA Loading Dye*, kartu su DNR molekulinés masés zymekliu ,,Gene Ruler
DNA Ladder Mix*, paruoStu pagal gamintojo rekomendacijas. DNR
fragmentai 1§ agarozés geliy iSgryninti vadovaujantis  gamintojo
rekomendacijomis naudojant rinkinj ,,GeneJET Gel Extraction Kit®.
Plazmidinés DNR kirpimui, polimerazinéms grandininéms reakcijoms, DNR
viengrandiniy galy bukinimui, 5° galiniy fosfaty pasalinimui, DNR siuvimui
naudoti ,,Thermo Fischer Scientific® DNR preparatai, fermentai ir jy
standartiniai buferiai, procediiros atliktos pagal gamintojo rekomendacijas.
Ligatas, plazmidés transformuotos j imligsias E. coli ER2267 kamieno lasteles.
Imliyjy, -70 °C temperatiiroje saugomy, E. coli lasteliy paruoSimui naudota
Inoue metodika (Inoue et al., 1990). Sukonstruoty plazmidziy DNR nukleotidy
sekos nustatytos Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Sekvenavimo

centre.

2.2.1.1. HEN1 ir jo mutantiniy baltymuy koduojandias sekas turinéiy

plazmidziy konstravimas

Visos plazmidés, iSskyrus skirtas tarpbaltyminés sgveikos tyrimamas mieliy
dviejy hibridy sistema, konstruotos taip, kad koduoty mutantinji HEN1 baltyma
su Sesias histidino liekanas turin¢iu dvideSimties aminortig§¢iy polipeptidu N
gale.

Konstruojant pET-HEN1-R* (P1 pav. A), pET-HEN1-R'L (P2 pav. A),
pET-HEN1-L (P1 pav. B), pET-HEN1-R? (P1 pav. C), pET-HEN1-R'LR? (P2
pav. B) bei pET-HEN1-P (P1 pav. D) plazmides, HEN1-R', HEN1-R'L,
HEN1-L, HEN1-R? HEN1-R'LR? bei HEN1-P baltymus koduojancios sekos
padaugintos polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metu panaudojant
restrikcijos endonukleaziy BamHI ir Ndel bei Bpul102I ir Ncol atpaZinimo
sekas turin¢ius pradmenius (2.1 lentelé) ir atitinkamai pET-HENZ1 bei pET-
HEN1-PM matricas. Gauti PGR produktai kirpti BamHI, Ndel bei Bpul102I,
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Ncol fermentais ir jterpti } tomis paciomis restrikcijos endonukleazémis
sukirptas pET-HEN1 bei pET-HEN1-PM plazmides. Norint gauti pET-
43.1a(+)-HEN1-R' plazmide (Pl pav. E), koduojan¢ia metiltransferazés R*
domena N gale sulieta su NusA baltymu, HEN1-R* baltymo genas padaugintas
PGR pasitelkus pradmenis (2.1 lentel¢) bei matricg pET-HENl-Rl plazmidg.
Po PGR produkto kirpimo Ncol ir susidariusio lipnaus galo bukinimo T4 DNR
polimeraze, atliktas jo kirpimas BamHI. Gautas DNR fragmentas turintis buka
ir lipny galg susittas su BoxI ir BamHI kirptu pET-43.1a(+) vektoriumi.

Norint gauti plazmides su pakeistas ar. ar aminoriigiciy delecijas
turinly baltymy genais, pasitelktas taikiniui specifinés mutagenezeés,
naudojant megapradmenj, metodas (Sambrook et Russell, 2001). Siuo metodu
konstruojant pET-HEN1-K22A (P3 pav. A), pET-HEN1-KK69,70AA (P3 pav.
B), pET-HEN1-KKKK68-71SAAS (P3 pav. C), pET-HEN1-H397A ar pET-
HEN1-RH389,397AA, pET-HEN1-RHK389,397,477TAAA (P3 pav. D)
plazmides, mutacijg turintis (2.1 lentel¢; kei¢iami nukleotidai pabraukti) ir
antrasis (2.1 lentelé; nukleotidy seka paraSyta pajuodintu Sriftu) pradmenys bei
pET-HEN1 ar pET-HEN1-H397A, pET-HEN1-RH389,397AA matrica
panaudoti pirmosios PGR reakcijos, skirtos megapradmens gavimui, metu. Su
gautu megapradmeniu bei antruoju, treiuoju (2.1 lentelé) pradmenimis bei
trik] turin€ia atitinkama matrica atliekama antroji polimerazés grandininé
reakcija. Padauginti, HEN1-K22A, HEN1-KK69,70AA, HEN1-KKKKG68-
71SAAS baltymus koduojantys fragmentai kirpti su Ndel ir jstatyti i tokia
pacia restrikcijos endonukleaze Kirpta pET-HEN1 plazmide, o PGR produktai
su HEN1-H397A ar HEN1-RH389,397AA, HEN1-RHK389,397,477TAAA
baltymus koduojanciomis sekomis po Kirpimo Olil, Mph11031 susiiti su
pastaraisiais fermentais kirptomis pET-HEN1 ar atitinkamai pET-HEN1-
H397A, PpET-HEN1-RH389,397AA plazmidémis. Tuo paciu metodu
konstruotos pET-HENZ1-mut (P3 pav. E) bei pET-HEN1-PM-mut (P2 pav. C)
plazmidés. Dviejy PGR metu, panaudojant atitinkamai pET-HEN1 bei pET-
HEN1-PM matricas ir pradmenis (2.1 lentel¢), padaugintas HENZI1-mut
koduojantis produktas kirptas su Pasl, Aatll, o HEN1-PM-mut — su Ecl136ll,
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Xagl. Sie kirpti fragmentai atitinkamai susi@iti su tomis paciomis restrikcijos
endonukleazémis kirptomis pET-HEN1 bei pET-HEN1-PM plazmidémis.
Konstruojant pET-HEN1-A38-45 (P3 pav. F) ir pET-HEN1-PM-mut2 (P2 pav.
D) plazmides, polimerazés grandininés reakcijos atliktos pasitelkiant
pradmenis (2.1 lenetelé) bei matricg pET-HENL1 ir pET-HEN1-PM. Po dviejy
PGR HEN1-A38-45 koduojanti seka Kirpta Ncol, Mph11031 ir jterpta j su
pastarosiomis restrikcijos endonukleazémis kirpta pET-HENI plazmide, o
padauginta DNR seka turinti HEN1-PM-mut2 gena, po paveikimo Ncol,
Bpul102I fermentais, susiiita su Ncol, Bpull02I kirpta pET-HEN1-PM
plazmide.

Norint nustatyti baltymus sgveikaujancius su metiltransferaze mieliy
dviejy hibridy sistema, konstruotos pilno ilgio HEN1 koduojancios pJG4-5-
HEN1 (P4 pav. B) ir pEG202-HEN1 plazmidés. Polimerazés grandininés
reakcijos metu, panaudojant pradmenis su jterptais EcoRI ir Xhol atpazinimo
taikiniais (2.1 lenetelé) bei matrica pET-HENI, padauginta metiltransferaze
koduojanti seka. Ji sukirpta su EcoRI, Xhol ir jterpta j tais paciais fermentais
Kirptus pJG4-5 ir pEG202 vektorius. pEG202-NLS-HEN1 (P4 pav. A)
plazmidé gauta, po pEG202-HENI1 plazmidés kirpimo EcoRI, Sall iSskirta
HEN1 koduojan¢ia seka jklonavus ] pastarosiomis restrikcijos
endonukleazémis Kirpta pEG202-NLS vektoriy. Baltymy tarpdomeniniy
sgveiky tyrimui mieliy dviejy hibridy sistema, konstruota metiltransferazés P
domeng koduojanti plazmidé pJG4-5-HEN1-P (P4 pav. C). Po PGR, pasitelkus
matrica pET-HEN1-P ir pradmenis su EcoRI ir Sall atpazinimo taikiniais (2.1
lenetelé), gautas produktas veiktas EcoRI, Sall. Siomis restrikcijos
endonukleazémis Kirptas fragmentas susititas su EcoRI, Sall fermentais kirptu

pJG4-5 vektoriumi.
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2.2.1.2. HYL1 ir jo domenus koduojancias sekas turinciy plazmidziy

konstravimas

Konstruojant pGEX-HYL1-R'R? (P5 pav. A), pGEX-HYL1-R* (P5 pav. B) ir
PGEX-HYL1-R* (P5 pav. C) plazmides, PGR metu pasitelkiant matrica
PGEX-HYLI1 plazmid¢ ir pradmenis (2.1 lenetel¢) su EcoRI ir BamHI
atpazinimo taikiniais padaugintos HYL1 abu R domenus R'R?, pirmajj R* ir
antrajj R? domenus koduojan¢ios sekos. Jos sukirptos su EcoRI, BamHI ir
susititos su tokiais paciais fermentais Kirpta pPGEX-HYL1 plazmide suliejant su
GST genu.

HYL1 ir jo antrojo dgRNR suri§anio domeno R’ tarpbaltyminés
sgveikos tyrimams mieliy dviejy hibridy sistema, konstruotos pilno ilgio HYL1
ir jo R* domena koduojancios pJG4-5-HYL1 (P6 pav. A) ir pJG4-5-HYL1-R?
bei pEG202-HYL1 ir pEG202-HYL1-R? plazmidés. PGR, panaudojant
pradmenis turinius EcoRI ir Xhol atpazinimo sekas (2.1 lentel¢) bei
atitinkama matrica pET-HYL1 ir pGEX-HYL1-R? produktai sukirpti su
EcoRlI, Xhol ir jterpti j Siomis restrikcijos endonukleazémis kirptus pJG4-5 bei
pPEG202 vektorius. pEG202-NLS-HYL1 (P6 pav. B) ir pEG202-NLS-HYL1-
R? (P6 pav. C) plazmidés gautos, EcoRI ir Sall fermentais iskirpus i§ pJG4-5-
HYL1 ir pJG4-5-HYL1-R? plazmidziy pilno ilgio HYL1 ir jo R® domena
koduojancias sekas ir jas jterpus ] tokiomis paciomiS restrikcijos

endonukleazémis kirpta pEG202-NLS vektoriy.

2.2.1.3. SERRATE, jo centrinés dalies SE-core ir DCL1 domenus

koduojancias sekas turin€iy plazmidziy konstravimas

pPpGEX-DCL1 plazmidé sukonstruota, Smal, Pacl fermentais iSkirpus DCL1
geng turincig seka i§ pBA-DCL1 plazmidés ir po bukinimo jterpus ja i
restrikcijos endonukleaze Sall, o po to T4 DNR polimeraze veikta pGEX-5x-1
vektoriy. Gauta pGEX-DCL1 plazmidé panaudota matrica kartu su
pradmenimis turin¢iais Ndel atpazinimo sekas (2.1 lentelé) polimerazés

grandininéje reakcijoje norint padauginti DCL1-Helikazinis, DCL1-DUF283,
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DCL1-PAZ ir DCL1-R'R? baltymy genus. Po kirpimo Ndel ir bukinimo, PGR
produktai susiyti su EcoRI fermentu, o po to T4 DNR polimeraze paveiktu
pGEX-5x-1 vektoriumi, atitinkamai gaunant pGEX-DCL1-Helikazinis (P7
pav. A), pGEX-DCL1-DUF283 (P7 pav. B), pPGEX-DCL1-PAZ (P7 pav. C) ir
pGEX-DCL1-R'R? (P7 pav. D) plazmides.

DCL1 ir HENI tarpbaltyminiy sgveiky tyrimui mieliy dviejy hibridy
sistema, konstruotos pJG4-5-DCL1-Helikazinis (P8 pav. A), pJG4-5-DCL1-
PAZ (P8 pav. B), pJG4-5-DCL1-R'R? (P8 pav. C) ir pJG4-5-DCL1-DUF283
(P8 pav. D) plazmidés. Norint gauti DCL1 helikazinj, PAZ, R'R? ir DUF283
domenus koduojancias sekas, atliktas PGR pasitelkiant matrica pGEX-DCL1
bei pradmenis atitinkamai turin¢ius EcoRI ir Xhol atpazinimo sekas (2.1
lentelé). Padauginti DCLI-Helikazinis, DCL1-PAZ, DCL1-R'R? baltymy
genai kirpti EcoRI ir jterpti j Sia restrikcijos endonukleaze kirpta pJG4-5
vektoriy, o DCL1-DUF283 baltymo genas, po veikimo Xhol, susiiitas su
pastaruoju fermentu Kirptu pJG4-5 vektoriumi.

Konstruojant pGEX-SE-core (P7 pav. E) plazmid¢, koduojancia
centring SERRATE (SE) baltymo dal; N gale sulietg su GST, SE-core genas
padaugintas polimerazés grandiningje reakcijoje naudojant matrica pET28b-
SE-core bei pradmenis su EcoRI ir Xhol atpazinimo taikiniais (2.1 lenetele).
Po kirpimo EcoRI, Xhol, gautas PGR produktas susiiitas su tokiais paciais
fermentais kirptu pGEX-5x-1 vektoriumi.

SE, SE-core sgveikos su HEN1 tyrimams mieliy dviejy hibridy sistema,
konstruotos pJG4-5-SE (P8 pav. E) ir pEG202-NLS-SE-core (P8 pav. F)
plazmidés. Norint gauti pilno ilgio SE ir jo centrinés dalies koduojancias sekas,
atliktas PGR pasitelkiant atitinkamai matrica pET28b-SE ir pET28b-SE-core
plazmides bei pradmenis turin€ius EcoRI ir Xhol atpaZinimo sekas (2.1
lentel¢). Padauginti SE ir SE-core genai kirpti EcoRI, Xhol ir jterpti j Siomis
restrikcijos endonukleazémis Kirptus pJG4-5 ir pEG202-NLS vektorius.
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2.2.2. E. coli imliyjy Iasteliy transformacija

Plazmidziy padauginimui ir iSskyrimui naudotos imliosios E. coli ER2267
kamieno lgstelés, paruostos pagal Inoue metodikg (Inoue et al., 1990) ir
saugomos -70 °C temperatiiroje. 0,2 ml $iy lgsteliy sumaiSoma su iki 0,02 ml
tiirio ligavimo misinio arba ne daugiau nei 0,1 ug plazmidinés DNR ir 30 min.
laikoma ledo vonioje. Po 1,5 min. temperatiirinio Soko 42 °C vandens
termostate, miSinys 1 min. perkeliamas j ledo vonig. Tuomet jpilama mazdaug
1,3 ml LB terpés ir lgstelés 1 val. inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 1400 rpm
greiCiu  besisukan¢iame blokiniame termostate-purtyklé¢je. Nusodintos,
centrifuguojant iki kol pasiekiamas 14000 rpm greitis, bakterijos uzséjamos ant
agarizuotos LB terpés, turin¢ios 100 pg/ml ampicilino ir 15 pg/ml kanamicino.
Transformuotos lgstelés auginamos 37 °C temperatiiroje per nakt] (~14-16

val.).

2.2.3. Bakteriju auginimas ir rekombinantiniy baltymuy sintezés indukcija

Baltymy raiskai skirto E. coli kamieno BL21-CodonPlus(DE3)-RIL lastelés
transformuotos (2.2.2. skyrius) plazmidémis, koduojan¢iomis su $esiy histidino
ar. inkaru ar GST sulietg tiriamg baltyma, iSsétos ant agarizuotos LB terpés,
turin¢ios 100 pg/ml ampicilino ir 10 pg/ml chloramfenikolio. Po to producentai
auginti 5 ml LB terpéje su atitinkamais antibiotikais per naktj 37 °C
temperatiiroje 200 rpm grei¢iu besisukancioje purtykléje. Ryte naktiné kultiira
100 karty praskiesta tokia pacia LB terpe ir toliau auginta kol pasiekia 0,6-0,8
optinj tankj (A = 600 nm). Tada temperatira sumazinta iki 16 °C ir
rekombinantiniy baltymy sintez¢ lastelése indukuota pridé¢jus 0,1 mM IPTG.
Po 16-18 wval. auginimo bakterijos atskirtos nuo terpés 15 min. jas
centrifuguojant 3500 rpm grei¢iu 4 °C temperatiroje. Praplauta vandeniu ir
nuo jo atskirta 15 min. centrifuguojant 4500 rpm grei¢iu 4 °C temperatiiroje,
surinkta biomasé¢ uzSaldyta ir laikyta -20 °C temperatiiroje.

Su GST suliety SE-core bei DCL1-Helikazinis, DCL1-R'R? DCL1-
DUF283 baltymy sintezé E. coli kamieno BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
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lastelése vykdyta panasiomis salygomis, tik vietoj LB naudota minimali M9

terpé ir baltymy indukcijai pridéta 0,4 mM IPTG.

2.2.4. Rekombinantiniy baltymy gryninimas

Visos baltymy gryninimo procediiros atliktos +4°C.

2.2.4.1. E. coli 1asteliy biomasés paruoSimas gryninimui

Ant biomasés uzpilama 25 ml biomasés ardymo buferio, turin¢io Roche
proteaziy inhibitoriy miSinio ir 1 puM pepstatino, 0,5 mM PMSF bei 0,1 %
Triton X-100. Po suspendavimo ji ardoma ultragarsu, nustac¢ius 6 min. pulsinj
rezimg (pulsas kas sekundg). Tuomet bakterijy lgsteliy lizatas centrifuguojamas
20 min. 25000 rpm greiciu. Supernatantas surenkamas ir filtruojamas per 0,45

um filtra.

2.2.4.2. Se§iy histidiny inkara turindiy rekombinantiniy baltymy

gryninimas

I pagal gamintojo rekomendacijas paruosta HiTrap IMAC HP kolon¢le 1
ml/min. greiCiu uzneSamas perfiltruotas supernatantas. Kolonélé prijungiama
prie. AKTA prime chromatografinés sistemos, paruostos pagal gamintojo
rekomendacijas. PriemaiSiniai baltymai i§ kolon¢lés paSalinami ja plaunant 3
ml/min. grei¢iu His-A buferiu, o tuomet 5, 10 ir 15 procenty His-B buferiu.
Tikslinis baltymas atplaunamas 1 mi/min. grei¢iu panaudojant 20 ml tiesinj
gradienty: didinant His-B buferio koncentracijg nuo 15 % iki 100 %. Eliuatas
surenkamas mazais turiais (0,9 ml), frakcijomis. Eliucijos metu matuojant
sugert] (A = 280 nm) atsirinktos frakcijos, turin€ios gryninamg baltyma,
analizuojamos geliuose po baltymy elektroforezés denatiiruojanciomis
saglygomis. Tikslinio baltymo turincios frakcijos apjungiamos ir panaudojant
koncentravimo meégintuvelius, turin¢ius membranas, kuriy MWCO yra 9000

Da arba 20000 Da, koncentruojamos pagal gamintojo rekomendacijas.
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Sia metodika iSgryninti pilno ilgio HYL1, HENI baltymai bei
mutantiniai metiltransferazés baltymai N gale sulieti su SeSiy histidiny inkarg

turin¢iu dvideSimties aminorigsciy polipeptidu.

2.2.4.3. Su glutationo S-transferaze (GST) suliety rekombinantiniy

baltymy gryninimas

] pagal gamintojo rekomendacijas paruosta GSTrap HP kolonéle 0,2 ml/min.
grei€iu uzneSamas perfiltruotas supernatantas. Kolonélé prijungiama prie
AKTA prime chromatografinés sistemos. PriemaiSiniai baltymai i§ kolonélés
pasalinami jg plaunant 3 ml/min. grei¢iu GST-A buferiu, o tuomet 5, 10 ir 15
procenty GST-B buferiu. Tikslinis baltymas eliuojamas plaunant kolonélg 1
ml/min. grei¢iu GST-B buferiu. Elivatas surenkamas mazais turiais (0,9 ml),
frakcijomis. Eliucijos metu matuojant sugerti (A = 280 nm) atsirinktos
frakcijos, turin¢ios gryninamg baltyma, analizuojamos geliuose po baltymy
elektroforezés denattiruojanciomis sglygomis. Tikslinio baltymo turincios
frakcijos apjungiamos ir panaudojant koncentravimo mégintuvélius, turincius
membranas, kuriy MWCO yra 9000 arba 20000, koncentruojamos pagal
gamintojo rekomendacijas.

Sia metodika i$gryninta glutationo S-transferazé ir pilno ilgio HYLI,

jo bei SE, DCL1 sutrumpinti baltymai N gale sulieti su GST.

2.2.44. ISgryninty rekombinantiniy baltymuy paruoSimas ilgalaikiam

saugojimui

Sukoncentruoti baltymai dializuojami 10 kDa MWCO dializés kasetése.
Dializei naudojamas buferio tiiris yra 130 karty didesnis uz dializuojamo
baltymo tirpalo tiirj.

Norint i§ baltyminio méginio pasalinti AdoMet (endogeninj kofaktoriy),
metiltransferazinj domeng bei Sesiy His ar. inkarg turin¢iy baltymy dializé His-
C buferyje vykdoma 2 val., per naktj ir 3 val. Tuomet baltymo tirpalas 4 val.

dializuojamas prie§ His-D buferj. Baltymo tirpalas surenkamas ir saugomas -20
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°C temperatiiroje. Metiltransferazinio domeno neturintys ir su $esiy histidiny
inkaru N gale sulieti baltymai po 2 val. dializés His-C buferyje perkeliami
dializei j His-D buferj 4 val. Praéjus $iam laikui, surenkami ir saugomi -20 °C
temperatiroje.

Su GST sulieti baltymai 2 val. dializuojami GST-C buferyje. Tuomet po
iSpilstymo mazais tiriais ir uzSaldymo skystame azote, saugomi — 80 °C

temperatiiroje.

2.2.5. Baltymy elektroforezé poliakrilamido gelyje denatiiruojanciomis

salygomis (NDS-PAAG)

I NDS turin¢io PAAG takelius uzneSami baltyminiai miSiniai sumaiSyti su 2,5xX
baltymy dazo tirpalu santykiu 1,5:1 po jy denataravimo 5 min. kaitinant 95 °C
temperatiiroje. Naudoti PAAG, sudaryti i§ koncentruojamojo ir skiriamojo
geliy. Baltymy elektroforez¢ vykdoma denattiruojanciomis sglygomis, Tris-
glicino-NDS buferyje, vertikalios elektroforezés aparate naudojant: 10 min.
100 V jtampa, tuomet per 5 min. jtampg padidiant nuo 100 V iki 200 V ir dar
25 min. esant 200 V jtampai. [$frakcionuoty baltymy molekulinés maseés
jvertinamos 1§ nudazyto gelio atsizvelgiant ] Salia praleistus baltymy
molekulinés masés zZymenys arba i§ nedazyto gelio, jei kartu frakcionuoti

nudazyty baltymy molekulinés masés zymenys.

2.2.6. Baltymy poliakrilamido gelio daZymas

Po elektroforezés baltymy poliakrilamido gelis dazomas jj 3 min. kaitinant 500
W galia mikrobangy krosneléje Coomassie briliantinio mélio dazymo tirpale.
Po to du kartus praplaunamas vandeniu jj katinant tokiomis paciomis
salygomis H,O. Tuomet gelis blukinamas ji 3 min. kaitinant 500 W galia
mikrobangy krosnel¢je gelio plovimo tirpale. Po kiekvieno kaitinimo baltymy
gelis 10 min. inkubuotas ant 150 rpm grei¢iu besisukancios maiSyklés-

siubuoklés.
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2.2.7. Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracijos nustatytos Bradfordo metodu panaudojant ploksteliy
skaitytuva ir Roti-Nanoquant tirpalg pagal gamintojo rekomendacijas. Tikslinio
baltymo kiekis patikslintas iSfrakcionavus baltyminj misinj PAAG (2.2.5. ir
2.2.6. skyriai) ir jvertinus jo procenting dalj miSinyje analizuojant

elektroforegramg Multi Gauge 3.0 programa.

2.2.8. Rekombinantinio baltymo kirpimas trombino proteaze

Veikiant NusA-HEN1-R! baltyma trombino proteaze nuo HEN1-R' pasalintas
NusA baltymas. 10 pg baltymo naudota 1 U/ul proteazés. Kirpimas vykdytas
24 val. kambario temperatiiroje. Proteolizé jvertinta baltyminj miSinj

frakcionuojant PAAG (2.2.5. ir 2.2.6. skyriali).

2.2.9. Radioaktyviu fosforu Zyméty viengrandiniy, dvigrandiniy RNR ir
DNR substraty bei neradioaktyvaus miR173/miR173* duplekso

paruoSimas

Norint gauti radioaktyvy fosforg 5° gale turinéius viengrandinius RNR ar DNR
substratus, | DEPC paveikta vandenj su 1x T4 polinukleotidkinazes (PNK) A
buferiu pridedama 5 pM sintetinio RNR ar DNR oligonukleotido, 10 % (v/v)
[y->*P]-ATP ar [y-**P]-ATP bei 1 U/ul T4 PNK. Reakcijos misinys 15 min.
inkubuojamas 37 °C temperatiiroje. Tuomet T4 PNK inaktyvavimui, jis 10
min. kaitinamas 70 °C temperatiiroje. Gauti radioaktyvy fosforo izotopa 5’ gale
turintys RNR ar DNR oligonukleotidai saugomi -20 °C temperatiiroje.

Norint paruosti radioaktyvius dvigrandinius RNR ar DNR substratus, |
DEPC paveiktag vandenj su 1x sulydymo buferiu pridedama 2 uM radioaktyvy
fosforo izotopa 5’ gale turin¢io RNR ar DNR oligonukleotido ir 4,8 uM
neradioaktyvaus bei pastarajam pilnai ar dalinai komplementaraus
oligonukleotido. Reakcijos miSinys 3 min. inkubuojamas 85 °C temperatiiroje
ir atvésinamas iki 4 °C mazinant temperatirg 0,01 °C/s greiciu. Gauti

radioaktyviis 2 uM RNR ar DNR dupleksai saugomi 4 °C temperatiroje.
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Neradioaktyvus miR173/miR173* dupleksas gaunamas sulydant
nezymétus miR173 ir miR173* oligonukleotidus. Naudojami vienodi Siy RNR

oligonukleotidy kiekiai, gaunant 50 uM dvigranding miR173.

2.2.10. Pilno ilgio HENL1 ir jo mutantiniy baltymy perneSamy nuo tri¢iu
Zyméto Kkofaktoriaus AdoMet ant mIiR173/miR173* metilgrupiy

palyginimas

I reakcijos miSinj, sudarytg i§ 1x DMTL buferio, 0,1 mg/ml JSA, 0,5 uM
miR173/miR173* duplekso ir 20 pM [*H-metil]-AdoMet (2,545 Ci/mmol arba
5650 dpm/pmol), pridéjus 1 uM HENI ar jo mutantinio baltymo metilinimo
reakcija vykdyta 30 min. 37 °C temperatiiroje. Reakcija stabdyta lygiu tiiriu
sumaiSant su stabdymo buferiu, turin€iu proteinazés K ir nezyméto AdoMet
pertekliy, ir inkubuojant 40 ul méginj 20 min. 55 °C temperataroje.
Kiekvienam méginiui ruoSiami 2-3 pakartojimai. | kontrolinius meéginius
baltymai nededami.

Méginiai uzneSami ant 2,3 cm skersmens DE-81 filtriniy popieriy.
Laisvas triciu zymétas AdoMet pasalinamas filtrinius popierius skalaujant 4
kartus po 15 min. 400 ml 50 mM natrio fosfatiniame buferyje. Po praplovimo
vandeniu, 96 % etanoliu ir acetonu, i8dziovintas filtrinis popierius merkiamas j
3 ml Rotiszint Eco Plus scinciliacinio skysé&io turingia scinciliacine kiuvete. *H
skilimy skai¢ius per minute (dpm; angl. desintegrations per minute) iSmatuotas
scinciliaciniu skai¢iuokliu Hidex 300 SL. Pilno ilgio HEN1 ir darbe naudoty
mutantiniy metiltransferazés baltymy, turin¢iy M domeng, méginiy skilimy
skaiCius per minut¢ artimas teoriSkai apskai¢iuotam maksimaliai jmanomam

uzmodifikuojant visy j méginj jdéty dgRNR abu 3’ galus — 113000 dpm.
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2.2.11. Pilno ilgio HEN1 ir jo mutantiniy baltymy abiejyu miR173/miR173*

duplekso grandiniy modifikacijos palyginimas

Norint nustatyti, ar metiltransferazinj domeng turintys mutantiniai HEN1
baltymai, kaip ir pilno ilgio metiltransferazé, modifikuoja miR173/miR173*
duplekso kreipiancigja miR173 granding, ruosti reakcijos meéginiai su
atitinkamu baltymu. Kiekvienas jy gautas j 0,1 mg/ml JSA, 0,2 U/ul Ribolock
RNaziy inhibitoriaus, 100 uM neradioaktyvaus kofaktoriaus AdoMet miSinj
DMTL buferyje pridéjus 0,1 uM miR173/miR173* duplekso, kurio
kreipiangioji miR173 grandiné 5’ gale pazyméta P izotopu, ir 0,25 uM
mutantinio HEN1 baltymo ar pilno ilgio metiltransferazés (teigiamos kontrolés
meginys). Neigiamos kontrolés méginys paruostas ] reakcijos misinj nejdedant
baltymo. Norint palyginti mutantiniy HEN1 baltymy miR173/miR173*
duplekso lydinc¢iosios miR173* grandinés metilinimo aktyvumg su pilno ilgio
metiltransferazés, ruosti tokie patys méginiai, turintys 0,1 pM
mMiR173/miR173* duplekso, kurio lydin¢ioji miR173* grandiné 5° gale
pazyméta >°P izotopu. Metilinimo reakcijos vykdytos méginius 60 min.
inkubuojant 37 °C temperatiroje. Praéjus Siam laikui, vykdoma 104
oksidacijos/B-eliminacijos reakcija (2.2.12. skyrius). Tuomet po meéginiy
iSfrakcionavimo 13 % denatliruojanciame poliakrilamido gelyje (2.2.12.
skyrius), jis 3-36 val. eksponuojamas ant radioaktyvumui jautraus ekrano. Po
jo nuskaitymo, i§ gauto paveikslo miR173/miR173* duplekso metilintos, **P
zymétos grandinés dalis méginyje su mutantiniu HEN1 baltymu palyginama su

gautgja dalimi pilno ilgio metiltransferazés meéginyje.

2.2.12. Metilintos miRNR/miRNR* duplekso grandinés nustatymas
denatiiruojan¢iame poliakrilamido gelyje atlikus 10, oksidacijos/p-

eliminacijos reakcija

10, ~ oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos metu nuo miRNR grandinés 3 galo
yra nuskeliamas paskutinis nukleozidas. Si reakcija vyksta tik esant dviems

nemodifikuotoms 3¢ galinio nukleotido 2°-OH ir 3‘-OH grupéms. Vienu
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nukleozidu sutrumpéjusi miRNR pasizymi didesniu elektroforetiniu judrumu
poliakrilamido  gelyje. Pazymétina, kad denatiiruojanéiame PAAG
frakciuonuojant mMIRNR/MIRNR* dupleksg yra stebimas tik 5° gale
radioaktyviu fosforu Zymétos grandinés migravimas. Vadinasi, po
MIRNR/mMIRNR* duplekso metilinimo pilno ilgio metiltransferaze ar jos
mutantiniu  baltymu, kreipianciosios **P  Zymétos MIRNR  grandings
modifikacijos  efektyvumas  gali  buti  jvertintas  frakcionuojant
denatiiruojanciame poliakrilamido gelyje metilinimo reakcijos produkta po 10,
oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos: nemetilinta ir vienu nukleozidu
sutrumpéjusi MIRNR migruoja grei¢iau nei modifikuota miRNR. Pakartojus
Sig procediira su MiIRNR/MiIRNR* dupleksu, galima jvertinti lydingiosios **P
zymétos MIRNR* grandinés metilinimo efektyvuma.

Pries 10, oksidacijos/B-eliminacijos reakcija méginiy dgRNR
i§sodinama. Tam ] meéginio miSinj jpilama 1/10 jo tirio i§sodinimo miSinio,
sudaryto 1§ 3 M NaOAc (pH 5,2) ir 10 mg/ml mieliy tRNR sumaiSyty santykiu
3:1. Tuomet | gauta méginio misinj pridedami tris tiriai 96 % etanolio. Po
sumaiSymo ir 30 sek. Saldymo skystame azote, méginiai kambario
temperatiiroje 15 min. centrifuguojami 14000 rpm greiiu. Po supernatanto
pasalinimo, pridedama keturi ttriai 75 % etanolio. Po to méginiai kambario
temperatiroje 5 min. centrifuguojami 14000 rpm grei¢iu. Supernatantas
kruops¢iai pasalinamas.

[ 17 pl boratinio buferio (pH 8,6) iStirpintas nuosédas pridedama 3 pl
0,2 M NalO, tirpalo ir kambario temperatiiroje 15 min. inkubuojama tamsoje.
Tiriant miR173/miR173* duplekso individualiy grandiniy metilinimo greicius,
vieno i§ dviejy (skirty 104" oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos efektyvumo
patikrinimui) kontroliniy meéginiy nuosédos iStirpinamos 20 pl boratinio
buferio ir j jj nepridedama NalO, tirpalo. Oksidacijos reakcija stabdoma
pridedant 3 pl 66,6 % glicerolio tirpalo ir inkubuojant méginj dar 10 min.
tamsoje. Tuomet atlickamas RNR iSsodinimas pagal auk$¢iau apraSytg

iSsodinimo procediirg.

104



Nuosédas kruopsciai istirpinus 20 pl boratinio buferio (pH 9,6),
méginiai 70 min. inkubuojami 45 °C vandens termostate. Atlikus J-
eliminacijos reakcijg, dalis méginio panaudojama elektroforezei, o likusi —
saugoma -20 °C temperatiiroje.

Pasibaigus 13 % denattiruojancio poliakrilamido gelio 20 min.
preforezei naudojant 65 W srovés galig, j takelius uzneSama 3 ul po 104
oksidacijos/B-eliminacijos gauto méginio lygiu tiriu sumaiSyto su 2x RNR
denattruojanciu dazu ir 3 min. denatiiruoto 90 °C temperatiiroje bei 15 sek.
atvésinto ledo vonioje. Tuomet leidziant 40 W galios Srove 5 min.
uztikrinamas meéginio RNR patekimas  geli. Po jo elektroforeze toliau tgsiama
1x TBE buferyje 70 min. esant 65 W srovés galiai.

Po elektroforezés denattiruojanciomis salygomis PAAG 10 min.
inkubuojamas 10 % acto rtigsties tirpale ir po nuplovimo po tekancio vandens
srove bei perkélimo ant geliy dziovinimo popieriaus jis 50-120 min.
dZiovinamas 65 °C temperatiiros vakuuminiame geliy dZiovinimo aparate.
ISdZziovintas gelis suvyniojamas | polietileno plévele ir, uzdéjus
radioaktyvumui jautry ekrang, eksponuojamas tamsoje 3-36 val. Praéjus
atitinkamam laikui, ekranas nuskaitomas skaitytuvu “FLA-5100", pasirinkus

raudong lazer] (A=635 nm) su IP filtru.

2.2.13. HEN1 ir jo mutantiniy baltymy vykdomo miRNR/miRNR*
duplekso individualiy grandiniy metilinimo grei¢io konstanty nustatymas

esant fermento pertekliui

Eksperimentams pasirinkta nemetilinta in vivo HEN1 modifikuojama
dvigrandiné miRNR — miR173/miR173*. Norint apskaiCiuoti metilgrupés
perne§imo nuo neradioaktyvaus kofaktoriaus ant **P Zymétos lydingiosios
(miRNR¥*) ar kreipianciosios (miRNR) grandinés greicio konstantas, ruosiami
du, A ir B miSiniai, kuriy pagrindg sudaro 1x DMTL buferis, 0,1 mg/ml JSA ir
0,2 U/ul RiboLock RNaziy inhibitorius DEPC veiktame vandenyje. | A miSinj
pridedama 0,2 mM AdoMet. | B misin; 0,5 puM baltymo ir 0,2 uM
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miRNR/MiRNR* ar miRNR/miRNR* (pajuodintu §riftu Zymima *P zyméta
miRNR duplekso grandin¢), atitinkamai norint nustatyti lydinciosios ar
kreipianc¢iosios grandinés metilinimo greitj. Meéginys gaunamas greity
cheminiy reakcijy eigos stabdymo (RQF; angl. rapid chemical-quench-flow)
aparatu RQF-3 sumaisant po 15 pl A ir B miSinius ir taip inicijuojant
metilinimo reakcijg, kuri stabdoma pra¢jus aparate nustatytam laikui
praskiedziant reakcijos miSinj 9,29 karto 1x proteinazés K buferiu bei
degraduojant HEN1 baltymg ~0,35 mg/ml proteinaze K mégini 20 min.
inkubuojant blokiniame termostate 55 °C temperatiiroje. Tokiu buidu vykdant
metilinimo reakcijg 37 °C temperatiiroje skirtingg laikg (0,1-540 s), gaunama
eileé 283,7 ul turio méginiy. Taip pat paruoSiami du kontroliniai méginiai,
sudaryti 1§ 15 pl B miSinio, § kurj po sumaiSymo su porteinaze K bei 20 min.
inkubacijos blokiniame termostate 55 °C temperatiiroje pridedama 15 pl A
miSinio. Po 10, oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos méginiai frakcionuojami
13 % denatiiruojanc¢iame poliakrilamido gelyje (2.2.12. skyrius). Pazymétina,
kad metilinta tiriama grandin¢ (t.y. radioaktyviu fosforo izotopu zyméta
MIRNR/miRNR* duplekso grandin¢) gelyje migruoja 1é¢iau nei nemetilinta,
vienu nukloezidu po 10, oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos sutrumpéjusi.
Todél i§ gautos elektroforegramos Multi Gauge 3.0 kompiuterine programa
galima jvertinti, kokia tiriamos grandinés dalis uzmetilinama praéjus
atitinkamam reakcijos laikui. Tuomet GraFit 5.0.6 kompiuterine programa
braizoma metilintos substrato dalies priklausomybé nuo metilinimo reakcijos
trukmés. Gauti duomenys apraSyti vienos ar dviejy eksponenciy lygtimis,
nustatant **P Zymétos grandinés metilinimo grei¢io konstanta/-as ir jos/jy
amplitude/-es, kurios parodo, kiek procentiskai modifikacijy atvejy vyksta

vienu ar kitu greiciu.
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2.2.14. HEN1, jo mutantiniy baltymy ir HYL1 sutrumpinty baltymy
saveikos su DNR, RNR tyrimas nukleoriigsties elektroforetinio judrumo
poky¢io poliakrilamido gelyje metodu (EMSA-PAAG)

EMSA-PAAG metodas yra pagristas tuo, kad baltymo suriStas substratas
natyviame poliakrilamido gelyje migruoja lé¢iau nei laisvas substratas. Tai
greitas, nesudétingas ir placiai naudojamas metodas, leidziantis tirti baltymo
gebéjimag prisijungti, pavyzdziui, radioaktyviu fosforo izotopu Zymétg
nukleortigst;.

Tiriant pilno ilgio metiltransferazés HEN1 sgveikg su viengrandiniais ir
dvigrandiniais RNR bei DNR substratais pastaruoju metodu, j reakcijos misinj,
sudarytg i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul RiboLock RNaziy inhibitoriaus ir 0,05
UM *P zyméto RNR ar DNR substrato, pridéta 0,5 pM metiltransferazes.
Kiekvienam 20 pl tiirio susiriSimo méginiui paruo$ti kontroliniai, baltymo
neturintys, méginiai.

HEN1-LR’PM, HEN1-R', HENI-R'L, HEN1-KKKK68-71SAAS,
HEN1-KK69-70AA, HEN1-K22A ir HEN1-R?, HEN1-RHK?389,397,477AAA
sgveikos su miR173/miR173* dupleksu tyrimams 20 pl tirio susiriSimo
meéginiai gauti sumaisius 1§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul RiboLock RNaziy
inhibitoriaus ir 0,05 uM **P zymétos dvigrandinés miR173 sudaryta misinj su
0,25 puM atitinkamu baltymu. Paraleliai paruosti 0,25 pM pilno ilgio
metiltransferazés turintis teigiamos ir baltymo neturintis neigiamos kontrolés
meéginai.

Tiriant HEN1-A38-45 baltymo sgveika su nemetilintu miR173/miR173*
ar pilnai metilintu miR173“**/miR173*“"™ dupleksu, j 100 pM AdoHcy turintj
ar jo neturint] reakcijos miSinj, sudaryta i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul
RiboLock RNaziy inhibitoriaus ir 0,05 uM **P Zymétos dvigrandinés RNR,
pridéta 0,25 uM HEN1-A38-45. Taip pat paruosti tokio paties, 20 pl tiirio 0,25
uM pilno ilgio metiltransferazés turintis teigiamos ir baltymo neturintis
neigiamos kontrolés méginai.

HEN1-RHK389,397,477AAA saveikos su siR173/siR173*  bei
nemetilintu  mMiR173/miR173*, pilnai metilintu MiR173°*/MiR173*"
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dupleksais tyrimams 20 pl tiirio susiriSimo méginiai gauti sumaisius 100 uM
AdoHcy turintj ar jo neturintj misinj, sudarytg i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul
RiboLock RNaziy inhibitoriaus, 0,05 pM **P Zymétos dvigrandinés maZos
nekoduojan¢ios RNR, su 7 uM HEN1-RHK389,397,477AAA. Paruostas ir
teigiamos kontrolés méginys — toks pats susiriSimo méginys vietoj mutantinio
HEN1 baltymo turintis 0,25 uM pilno ilgio metiltransferazés. Neigiamos
kontrolés méginys gautas ] miSinj nejpilant baltymo.

Tiriant glutationo S-transferazés (GST) ir su ja sulieto pilno ilgio HYL1
ar jo sutrumpinty baltymy sgveika su siR173/siR173* dupleksu, | reakcijos
miSinj, sudaryta 1§ Ix DMTL buferio, 0,05 U/ul RiboLock RNaziy
inhibitoriaus, 0,1 mg/ml JSA ir 0,045 pM *P Zymétos dvigrandinés siRNR,
pridéta 0,5 uM GST ar GST-HYL1, GST-HYL1-R'R? GST-HYL1-R', GST-
HYL1-R? baltymo. Tokio paties, 20 pl tirio paruotas ir neigiamos kontrolés,
baltymo neturintis, méginys.

Pilno ilgio metiltransferaze ar jos mutantinj baltyma turintys susiri§imo
bei kontroliniai méginiai 30 min. inkubuoti 25 °C temperatiiroje. Sioje
temperatiiroje tokie patys tik GST ar su GST sulietus baltymus turintys
méginiai laikyti 20 min. Tuomet po 6% ar 8 % natyvaus poliakrilamido gelio
20 min. preforezés naudojant 200 V elektros srovés jtampg, susiri§imo
méginiai uZnedti j takelius. GST ar GST-HYL1, GST-HYL1-R'R? GST-
HYL1-R', GST-HYL1-R?® baltymus turintys susiri§imo bei kontrolinis
meéginiai uznesti | 6 % PAAG takelius. Elektroforezés vykdytos 0,5x TB
buferyje, vertikalios elektroforezés aparate 30-45 min. esant 200 V jtampai. Jai
pasibaigus natyvus PAAG nusausintas ranksluostiniu popieriumi ir perkeltas
ant poliakrilamido geliy dziovinimo popieriaus 31 min. dziovintas 62 °C
temperatiros vakuuminiame geliy dziovinimo aparate. ISdziovintas gelis
suvyniotas ] polietileno plévele ir, uzdéjus radioaktyvumui jautry ekrang,
eksponuotas tamsoje 2-36 val. Praéjus atitinkamam laikui, ekranas nuskaitytas

skaitytuvu “FLA-5100", pasirinkus raudong lazerj (A=635 nm) su IP filtru.
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2.2.15. HEN1, jo mutantiniy ir HYL1 baltymy afiniSkumo dvigrandinéms
mazosioms  nekoduojan¢ioms RNR jvertinimas  nukleoriigsties
elektroforetinio judrumo poky¢io poliakrilamido gelyje metodu (EMSA-
PAAG)

Norint apskai¢iuoti dvinariy HEN1 kompleksy su miR173/miR173%,
SIR173/siR173* ir let-7a2/let-7a2* dupleksais disociacijos konstantas, misinys,
sudarytas i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul RiboLock RNaziy inhibitoriaus ir 0,05
nM 32p zymeétos dvigrandinés mazosios nekoduojancios RNR (mnkRNR),
ISpilstytas | mégintuvélius turin¢ius nuo 0,4395 iki 3600 nM (3600 nM
didziausia baltymo koncentracija mazinta kas du kartus iki 0,4395 nM) DMTL
baltymy skiedimo buferyje skiestos metiltransferazés. Kartu su gauta eile
susiriS§imo méginiy, paruosti ir kontroliniai, baltymo neturintys, méginiai.

Dvinariy ir trinariy HEN1-R', HEN1-A38-45 ar HEN1 kompleksy su
nemetilintu, pilnai  metilintu ar hemimetilintais miR173 dupleksais
disociaicijos konstanty apskaiciavimui, 100 uM AdoHcy (ar 100 uM AdoMet)
turintis ar jo neturintis reakcijos misinys, sudarytas i§ 1x DMTL buferio, 0,5
U/ul RiboLock RNaziy inhibitoriaus ir 0,05 nM **P Zymétos dvigrandinés
miR173, sumaiSytas su 0,03-250 nM (250 nM didziausia baltymo
koncentracija mazinta kas du kartus iki 0,03 nM) DMTL baltymy skiedimo
buferyje skiestu atitinkamu baltymu. Paraleliai paruosti kontroliniai, baltymo
neturintys, méginiai.

Norint apskaiciuoti dvinariy ir trinariy HEN1-RHK389,397,477AAA
kompleksy su miR173/miR173* ir siR173/siR173* dupleksais disociacijos
konstantas, miSinys, sudarytas i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul RiboLock
RNaziy inhibitoriaus ir 0,05 nM **P Zyméto mnkRNR/mnkRNR* duplekso,
ISpilstytas | mégintuvélius turin¢ius nuo 1,7 iki 7000 nM (7000 nM didziausia
baltymo koncentracija mazinta kas du kartus iki 13,7 ar 1,7 nM) DMTL
baltymy skiedimo buferyje skiesto mutantinio HEN1 baltymo. Kartu su gauta
eile susiriSimo meginiy, paruosti ir kontroliniai, baltymo neturintys, méginiai.

Dvinariy ~ HYL1.miR173/miR173* ar  HYL1+siR173/siR173*
kompleksy disociaicijos konstanty apskaiciavimui reakcijos miSinys, sudarytas
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i§ 1x DMTL buferio, 0,05 U/ul RiboLock RNaziy inhibitoriaus, 0,1 mg/ml
JSA ir 45 nM *P zyméto miR173/miR173* ar siR173/siR173* duplekso,
sumaiSytas su 11,72 nM, 15,63 nM, 23,44 nM, 31,25 nM, 46,88 nM, 62,5 nM,
93,75 nM, 125 nM, 187,5 nM, 250 nM, 375 nM, 500 nM, 750 nM, 1000 nM
DMTL baltymy skiedimo buferyje skiestu HYL1 baltymu turin€iu SesSiy His ar.
inkarg N gale. Paraleliai paruosti kontroliniai, baltymo neturintys, méginiai.

Gauti 20 pl tirio méginiai 30 min. inkubuoti 25 °C temperatiiroje,
1§skyrus, HYL1 turin€ius méginius, kurie Sioje temperatiiroje laikyti 20 min.
Tuomet po 8 % ar 6 % (naudoti HYL1 baltyma turin¢iy méginiy analizei)
poliakrilamido gelio 20 min. preforezés naudojant 200 V elektros srovés
jtampa, méginiai uznesti j takelius. Elektroforezes vykdytos ir geliai i§dZiovinti
taip, kaip apraSyta 2.2.14. skyriuje. ISdziovintas gelis suvyniotas  polietileno
plévele ir, uzdéjus radioaktyvumui jautry ekrang, eksponuotas tamsoje 1-21 d.
Prag¢jus atitinkamam laikui, ekranas nuskaitytas skaitytuvu “FLA-51007,
pasirinkus raudong lazerj (A=635 nm) su IP filtru.

Gauta elektroforegrama analizuota Multi Gauge 3.0 programa
procentiSkai jvertintant suriStos ir laisvos dgRNR dalis kiekviename méginyje
(i8skyrus, kiekvieno méginio, turing¢io HEN1-R' ar HYL1 baltyma, suri§tos
dgRNR dalis apskaiciuota 1§ 100 % atémus laisvos dgRNR dalj iSreiksta
procentais palyginus jos juostelés intensyvumg su kontrolinio meéginio).
Suristos dgRNR procentai perskaiciuoti | suriSto su dgRNR baltymo
koncentracijg kiekviename meéginyje. Tuomet Sias koncentracijas atémus 1S
pradinés baltymo koncentracijos, apskaiciuotos su substratu nesuri§to baltymo
koncentracijos, t.y. kiekvieno méginio laisvo miSinyje baltymo koncentracija.
GraFit 5.0.6 kompiuterine programa nubréztos gautos suriSto su substratu
baltymo kiekio priklausomybés nuo laisvo miSinyje baltymo kiekio. Dvinariy
ir trinariy kompleksy disociacijos konstantos (Ky) apskaiCiuotos Sias
priklausomybes apraSius vieno taikinio suri§imo lygtimi:

_ oy
1= Ky +[L]
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kur C — maksimali galima suriS§to su dgRNR baltymo koncentracija, [L] —
laisvo miSinyje baltymo koncentracija, o [S] — suri$to su substratu baltymo

koncentracija.

2.2.16. HYL1 ir HEN1 bei jo mutantiniy baltymy dvinariy ir trinariy
kompleksy stabilumo tyrimai nukleorugsties elektroforetinio judrumo

pokycio poliakrilamido gelyje metodu (EMSA-PAAG)

EMSA-PAAG metodu tiriant baltymo ir nukleortig§ties komplekso stabiluma,
reakcijos miSinys turintis, pavyzdziui, radioaktyviu fosforu zymeéta dvigranding
RNR (dgRNR) sumaiSomas su baltymu ir tam tikrg laikg inkubuojamas
atitinkamoje temperatiiroje suformuojant baltymoedgRNR kompleksus (2.1
pav.). Gautas, baltymo ir dgRNR kompleksus turintis miSinys iSpilstomas j
meégintuvelius su neradioaktyvios dgRNR pertekliumi ir méginiai skirtingg
laikg inkubuojami atitinkamoje temperatiiroje. Tuomet jie analizuojami
natyviame PAAG kartu su neigiamos kontrolés, baltymo neturinciu, ir
teigiamos kontrolés, baltymoesdgRNR kompleksy misinio, méginiu, po jo
laikymo atitinkamoje temperatiiroje tiek, kiek truko ilgiausia inkubacija su
nezymétos dgRNR pertekliumi. Elektroforegramos kiekvieno méginio takelyje,
dél pridéto neradioaktyvios dgRNR pertekliaus sudaromos konkurencijos ir dél
jvairios su juo inkubacijos trukmes, stebimi skirtingi suriStos ir laisvos
(radioaktyvios) dgRNR dalies procentiniai santykiai. Nubrézus kiekvieno
meginio suriStos dgRNR kiekio iSreikSto procentais priklausomybes nuo
méginio inkubacijos laiko ir ja aprasius vienos ar dviejy eksponenciy iSirimo
lygtimis, apskaiCiuojama/-os baltymo*dgRNR komplekso iSirimo greicio
konstanta/-os.

Dvinariy  pilno ilgio metiltransferazés ir miR173/miR173%*,
miR173“™/miR173*, miR173/miR173*“™ ~ miR173™/miR173*“™ pei
siR173/siR173* kompleksy iSirimo grei¢io konstanty nustatymui reakcijos
miSinys, sudarytas 1§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul RiboLock RNaziy
inhibitoriaus, 0,05 mg/ml JSA ir 0,15 nM *?P zymétos dgRNR, sumaiytas su
250 nM HENL1. Po 30 min. inkubacijos 25 °C temperatiiroje, gauti misiniai,
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2.1 pav. Baltymo su dvigrandine mazaja nekoduojanc¢ia RNR (mnkRNR) kompleksy
stabilumo tyrimo EMSA-PAAG metodu schema. ,,Be baltymo* — neigiamos, baltymo
neturincios, kontrolés méginio takelis; minuso Zenklu pazymétas teigiamos kontrolés
méginio takelis, j kur] uznesSta baltymo*dgRNR kompleksy miSinio po jo laikymo
atitinkamoje temperatiiroje tiek, kiek truko ilgiausia inkubacija su neZymétos dgRNR
pertekliumi. Pilkai pazyméta dvigrandiné mnkRNR, raudonai — tas pats substratas
pazymétas 32p,

turintys dvinarius kompleksus. Pakartojus Sig procediira j reakcijos miSinj
pridéjus 100 pM AdoHcy, po 30 min. inkubacijos 25 °C temperatiiroje
suformuoti atitinkami trinariai HEN1+dgRNR*AdoHcy kompleksai. Méginiai
gauti miSinius, turinCius dvinarius, trinarius kompleksus, iSpilstant |
mégintuvelius su 2 pM neradioaktyvia dgRNR ir skirtingg laikg inkubuojant
25 °C temperatiiroje. Dvinariy HEN1.miR173/miR173%,
HEN1-miR173“"¥/miR173*, HEN1-miR173/miR173*“™® ir jy trinariy
kompleksy inkubacijos su atitinkamo miR173/miR173*, miR173°™/miR173*,
miR173/miR173*“"* pertekliumi laikai — 15 min., 30 min., 45 min., 60 min.,
120 min., 180 min., 240 min., 300 min., 360 min., 420 min., 480 min.;
HEN1-miR173“"¥/miR173*™ su miR173“"¥/miR173*“™ pertekliumi — 10
min., 20 min., 30 min., 40 min., 50 min., 60 min., 70 min., 80 min., 90 min.,
100 min., 110 min., 120 min.; HEN1-miR173“"*/miR173*“"®«AdoHcy su
miR173“™/miR173*“™* pertekliumi — 30 min., 60 min., 90 min., 120 min., 150
min., 180 min., 210 min., 240 min., 270 min., 300 min., 360 min., 0
HEN1esiR173/siR173* ir HENI1esiR173/siR173*+AdoHcy kompleksy su
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neradioaktyvaus siR173/siR173* pertekliumi — 10 min., 15 min., 30 min., 45
min., 60 min., 90 min., 120 min., 180 min., 240 min., 300 min., 360 min., 420
min., 480 min.

Trinariai ar dvinariai HEN1-A38-45 kompleksai su nemetilinta ir pilnai
metilinta dvigrandine miR173 gauti, 100 puM AdoHcy turint] ar neturintj
reakcijos miSinj, sudarytg i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/ul RiboLock RNaziy
inhibitoriaus, 0,05 mg/ml JSA ir 0,15 nM atitinkamos *?P Zymeétos dgRNR, 30
min. inkubuojant su 250 nM HEN1-A38-45 25 °C temperatiiroje. Tuomet
miSinio,  turinio  HEN1-A38-45.miR173/miR173* ar HEN1-A38-
45°miR173/miR173*«AdoHcy kompleksus, dalys sumaiSytos su 2 upuM
miR173/miR173* ir inkubuotos 25 °C temperatiiroje: 15 min., 30 min., 45
min., 60 min., 120 min., 180 min., 240 min., 300 min., 360 min., 420 min., 480
min. Toje padioje temperatiroje HEN1-A38-45+miR173“™"/miR173*"
kompleksai su neradioaktyvaus miR173**/miR173*“"*? duplekso pertekliumi
inkubuoti 10 min., 20 min., 30 min., 40 min., 50 min., 60 min., 70 min., 80
min., 90 min., 100 min., 110 min., 120 min., o trinariai HEN1-A38-
45.miR173“"¥/miR173*“*%«AdoHcy kompleksai — 15 min., 30 min., 45 min.,
60 min., 90 min., 120 min., 150 min., 180 min., 210 min.

Reakcijos misinj, sudarytg i§ 1x DMTL buferio, 0,5 U/pl RiboLock
RNaziy inhibitoriaus, 0,05 mg/ml JSA ir 0,15 nM *P zymétos
miR173/miR173* ar siR173/siR173*, sumaiSius su 7000 nM HENI-
RHK389,397,477AAA ir 30 min. palaikius 25 °C temperattroje, suformuoti
dvinariai kompleksai. Pakartojus §ig procediirg i reakcijos miSinj pridéjus 100
UM AdoHcy, gauti trinariai mutantinio HEN1 baltymo kompleksai. Méginiai
gauti miSiniy, turin¢iy dvinarius HEN1-RHK389,397,477AAA kompleksus,
dalis sumaiSant su 2 pUM atitinkama dgRNR ir skirtingg laikg inkubuojant 25
°C temperatiroje. HEN1-RHK389,397,477AAA*miR173/miR173* kompleksy
inkubacijos su neradioaktyvios miR173/miR173* pertekliumi laikai - 10 min.,
15 min., 30 min., 45 min., 60 min., 90 min., 120 min., 150 min., 210 min., 240
min., 270 min., 300 min.; HEN1-RHK389,397,477AAA¢*siR173/siR173*
kompleksy su siR173/siR173* pertekliumi — 10 min., 20 min., 30 min., 40
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min., 50 min., 60 min., 70 min., 80 min., 90 min., 100 min., 110 min., 120
min., o jy trinariy kompleksy su atitinkamos dgRNR pertekliumi — 10 min., 15
min., 30 min., 45 min., 60 min., 90 min., 120 min., 180 min., 240 min., 300
min., 360 min., 420 min., 480 min.

Norint gauti dvinarius HYL1esiR173/siR173* kompleksus, reakcijos
miSinys, sudarytas 1§ 1x DMTL buferio, 0,05 U/ul RiboLock RNaziy
inhibitoriaus, 0,1 mg/ml JSA 45 nM *P zyméto SiR173/siR173* duplekso,
sumaiSytas su 250 nM HYLI1, N gale turin¢iu SeSiy His ar. inkarg. Po 20 min.
inkubacijos 25 °C temperatiiroje, miSinio, turin¢io suformuotus dvinarius
kompleksus, dalys sumaiSytos su 2,5 UM neradioaktyviu siR173/siR173*
dupleksu ir inkubuotos pastaroje temperatiiroje 15 min., 30 min. ir 45 min.

Gauti 20 pl torio méginiai, po 8 % ar 6 % (naudoti HYL1 baltyma
turin¢iy méginiy analizei) poliakrilamido gelio 20 min. preforezés naudojant
200 V elektros sroves jtampa, uznesti j takelius. Elektroforezés vykdytos ir
geliai i8dZiovinti taip, kaip apraSyta 2.2.14. skyriuje. ISdZiovintas gelis
suvyniotas ] polietileno plévele ir, uzdéjus radioaktyvumui jautry ekrang,
eksponuotas tamsoje 1-15 d. Praéjus atitinkamam laikui, ekranas nuskaitytas
skaitytuvu “FLA-5100”, pasirinkus raudong lazerj (A=635 nm) su IP filtru.

Gautos elektroforegramos analizuotos Multi Gauge 3.0 programa
procentiSkai jvertintant suriStos ir laisvos dgRNR dalis kiekviename méginyje.
GraFit 5.0.6 kompiuterine programa nubréztos kiekvieno méginio HENL1 ar jo
mutantinio baltymo suristos dgRNR kiekio isreiksto procentais priklausomybés
nuo méginio inkubacijos su neradioaktyvios dgRNR pertekliumi laiko. Gautus
duomenis apraSius dviejy eksponenciy iSirimo lygtimi, apskaiCiuotos dvi
dvinariy pilno ilgio metiltransferazés, mutantiniy HEN1 baltymy ir jy trinariy
kompleksy iSirimo greicio konstantos ir jy amplitudés, parodancios kokia dalis
procentais  kompleksy iS§yra vienu ar kitu  greiiu.  Trinariy
HEN1*RNR*AdoHcy kompleksy iSirimo dinamika apraSyta vienos
eksponentés iSirimo lygtimi, apskaiiuojant vieng Siy kompleksy iSirimo

greicio konstanta.
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2.2.17. HEN1 ir HYL1 saveikos tyrimas nukleoriugsties elektroforetinio

judrumo poky¢io poliakrilamido gelyje metodu

NukleoriigSties  elektroforetinio  judrumo  poky¢io  poliakrilamido
gelyje(EMSA-PAAG) metodas naudojamas tarpbaltyminiy sgveiky tyrimui,
kai bent vienas i$ eksperimente naudojamy baltymy suriSa nukleortigst]. Tiek
HENI, tiek HYL1 sudaro kompleksus su dvigrandine mazaja nekoduojancia
RNR (mnkRNR), todél EMSA-PAAG metodas naudotas jy tarpbaltyminés
sgveikos tyrimams, kai suformuotas baltymo*mnkRNR/mnkRNR* kompleksas
titruojamas kitu baltymu. Natyviame PAAG matoma nauja, maZesnio
elektroforetinio judrumo juostelé leidzia manyti apie galima tiriamy baltymy
tarpusavio sgveika.

Reakcijos miSinys, sudarytas i§ DMTL buferio, 0,05 U/pl RiboLock
RNaziy inhibitoriaus, 0,1 mg/ml JSA ir 45 nM *P zyméto siR173/siR173*
duplekso, sumaiSytas su 94 nM HYLI1 ar 250 nM HEN1 baltymais turin¢iais
SeSiy His ar. inkarg N gale. Po 10 min. inkubacijos 25 °C temperatiiroje,
suformuoti HEN1esiR173/siR173* ar HYL1esiR173/siR173* kompleksai.
Pastaruosius kompleksus turintis miSinys iSpilstytas | mégintuvélius su 7,81
nM, 11,72 nM, 15,62 nM, 23,44 nM, 31,25 nM, 46,87 nM, 62,5 nM, 93,75
nM, 125 nM, 187,5 nM, 250 nM DMTL baltymy skiedimo buferyje skiestu
HEN1 baltymu. Dvinariy HENI1esiR173/siR173* kompleksy miSinys
sumaiSytas su 50-900 nM (900 nM didziausia baltymo koncentracija mazinta
kas 1,33 kartus iki 50 nM) DMTL baltymy skiedimo buferyje skiestu HYL1
baltymu. Gauti 20 pl torio méginiai kartu su miSiniais, turinciais
HENT1+siR173/siR173* ar HYL1esiR173/siR173* kompleksus, ir paruoStu
neigiamos kontrolés, baltymy neturiniu, méginiu 20 min. inkubuoti 25 °C
temperatiiroje. Tuomet, po 6 % poliakrilamido gelio 20 min. preforezés
naudojant 200 V elektros srovés jtampa, uznesti j takelius. Elektroforeze
vykdyta ir geliai iSdziovinti taip, kaip aprasyta 2.2.14. skyriuje. ISdZiovinti
PAAG suvynioti j polietileno plévele ir, uzdéjus radioaktyvumui jautry ekrang,
eksponuoti tamsoje. Praéjus atitinkamam laikui, ekranal nuskaityti skaitytuvu
“FLA-5100”, pasirinkus raudong lazeri (A=635 nm) su IP filtru.
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2.2.18. Saccharomyces cerevisiae EGY48 lasteliy transformacija ir mieliy

kolonijy paruoSimas analizei

EGY48 kamieno mielés augintos 30 °C temperatiiroje.

I 3 ml YPD terpés uzséta viena EGY48 lasteliy kolonija 21-22 val.
auginta 220 rpm greiciu besisukancioje purtykléje. Naktiné kultiira praskiesta
terpe santykiu 1:4000 mazdaug 16 val. auginta 220 rpm greiciu besisukancioje
purtykléje kol pasieké 1,8-2,0 optinj tankj (A = 600 nm). Tuomet 2 ml tokios
lasteliy suspensijos 14 sek. centrifuguotos 14000 rpm grei¢iu kambario
temperatiiroje. Surinktos lgstelés praplautos 500 ul 1x TE-LIOAc tirpalu ir nuo
jo atskirtos centrifuguojant pastarosiomis sglygomis. | 100 pl 1x TE-LIOAc
tirpalo  suspenduotas Iasteles pridedama 1,5 pg plazmidinés DNR
(transformuojant dvejas plazmides, kiekvienos pridedama po 1,5 ug), 0,2 mg
silkiy séklidziy DNR ir jpilama 600 ul 1x TE-LiOAc-PEG tirpalo. Po
kruopsStaus sumaiSymo miSinys 2-5 val. inkubuojamas 30 °C temperattiros
termostate-inkubatoriuje kas valandg j; sumaiSant. Perkeliamas 15 min. j 43 °C
temperattiros vandens vonele. Po temperatiirinio Soko 1astelés praplautos 2 ml
vandens, nuo kurio atskirtos 14 sek. centrifuguojant 14000 rpm greiciu
kambario temperatiiroje. Suspenduotos 100 pl vandens i$s€tos ant agarizuotos
gliukozinés terpés neturincios Ura (transformuojant pSH18-34 ar pJK101
plazmid¢) ar His (transformuojant plazmides, kodujancias darbe tiriamus
baltymus sulietus su LexA) ir 2-3 paras augintos 30 °C temperatiiros
termostate-inkubatoriuje.

Norint EGY48 mieles turin¢ias pJK101 (EGY48[pSH18-34]) ar pSH18-
34 (EGY48[pJK101]) plazmide transformnuoti viena ar dvejomis plazmidémis,
vienas $iy lIgsteliy klonas uzsé¢jamas j 3 ml gliukozinés terpés neturincios Ura
ar. ir auginamas 25-28 val. 220 rpm grei¢iu besisukancioje purtykléje. Naktiné
kultira praskiesta tokia pacia terpe santykiu 1:3000 mazdaug 21-22,5 val.
auginta 220 rpm greiciu besisukancioje purtykléje kol pasieké 0,9-1,0 optinj
tankj (A = 600 nm). Tuomet 6 ml tokios Igsteliy suspensijos 14 sek.
centrifuguotos 14000 rpm grei¢iu kambario temperatiroje. Toliau atlickama

tokia pati, aukS¢iau apraSyta transformacijos procediira. Lastelés iSsétos ant
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agarizuotos gliukozinés terpés neturinios Ura, His ar Ura, His, Trp
aminortgs¢iy ir 2-3 paras augintos 30 °C temperatiros termostate-
inkubatoriuje.

Transformanty analizei, atsitiktinai pasirinkti 4-5 lgsteliy klonai ant
Svieziai paruo$ty jy auginimui naudoty agarizuoty terpiy uzséjami 1,5 cm x 0,5
cm staCiakampiais. Vieno jo biomasé suspenduojama 100 pl vandens ir
uzlasinama po 2,5 pl ant Gal/+Leu, Gal/-Leu, Glu/-Leu terpiy (tiriant dviejy
baltymy saveika ,,DupLex-A* sistema) ar ant agarizuotos galaktozinés terpés
neturincios Ura, His ar tik uracilo (atliekant ,,DupLex-A* sistemos kontrolinius

eksperimentus).

2.2.19. Tarpbaltyminiy sgveiky tyrimai ,,DupLex-A* mieliy dviejy hibriduy

sistema
= 5 Mieliy dviejy hibridy sistema leidZia,
' "AD B
. Q AD . . o . .
grobis ealac A masalasegrobis be tirtamy baltymy iSgryninimo,
psp O [Tewe DSD; TEU3 nustatyti tarpbaltymine saveikg in
. W A0 AD I8 vivo. Darbe pasirinktoje ,,DupLex-
grebis: | masalas 7N masalas+grobis « - . .
r ' — | A sistemoje yra naudojami du
DSD [z || DSDQ) [z o o _
: skirtingi reporteriniai genai,

2.2 pav. ,Duplex-A“ mieliy dviejy reguliuojami keletu LexA operatoriy
hibridy sistemos principiné schema
(parengta pagal Golemis et al., 2011).
Juodu staiakampiu pazymeti keli LexA 4 ksotrofinio mieliy kamieno
operatoriai. DSD — DNR suriSantis

domenas, AD — transkripcija aktyvinantis EGY48 genoma integruotas LEUZ2
domenas.

(2.2 pav.). Vienas jy yra | Leu

genas, kurio raiSka bitina norint
Sioms mieléms augti ant leucino neturincios terpés, antras — | mieliy lasteles
jiterpiamoje pSH18-34 plazmidéje (2.3 pav. C) esantis lacZ genas, koduojantis
B-galaktozidaze, kuri hidrolizuoja terpéje esantj X-gal, susidarant mélynos
spalvos hidrolizés produktui. Taip pat Sioje sistemoje DNR suriSan¢io domeno
(DSD) funkecijg atliecka DNR suriSantis bakterijy transkripcijos veiksnys LexA.
Sio baltymo jprastiné funkcija yra SOS geny represija E. coli lastelése,
sgveikaujant su LexA geno operatoriaus seka.
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C. 4 x LexA op.

URA3 Pgu,

Al
mp lacZ

pJG4-5-masalas

pSH18-34
(10,3 kb)

[Nis | grobis | [NLS[ AD (88 ar. peptidas B42) [HAmasalag Reporteriné plazmidé

2.3 pav. Plazmidés naudojamos ,,DuplLex-A*“ dviejy hibridy sistemoje. ISskirtos
DNR sekos, koduojancios: NLS — branduolio lokalizacijos signala; DSD, kuris yra
DNR surisantis domenas, - prokariotinj LexA baltyma, kurio jprastiné funkcija yra
SOS geny represija E. coli lastelése saveikaujant su LexA geno operatoriaus seka;
AD, kuris yra transkripcija aktyvinantis domenas, - 88 ar. rugstinj E. coli peptida
B42, aktyvinantis transkripcijg mielése; HA - hemaglutinino epitopa.

Sistemos reporteriniy geny transkripcijg aktyvinantis domenas (AD) yra
E. coli 88 aminoriigs¢iy riigstinis peptidas B42. Pati sistema paremta tuo, kad
fiziSkai atskirti ir lgsteléje nepriklausomai sintetinami to paties ar hibridinio
transkripcijos veiksnio AD ir DSD nesgveikauja tarpusavyje ir transkripcijos
neaktyvuoja. Vadinasi, Sios sistemos mieles EGY48[pSH18-34] (EGY48
mielés turincios reportering pSH18-34 plazmidg (2.3 pav. C)) transformavus
DSD bei AD vektoriais, atitinkamai koduojanciais LexA baltyma ir riigStinj
peptidg B42, jose sintetinami AD ir DSD nesudaro komplekso ir reporteriniy
geny transkripcijos neaktyvuoja, nors DSD ir susiriSa su prie§ LEUZ2 ir lacZ
esanciais LexA operatoriais. Tiriant dviejy ,,grobis“ ir ,,masalas“ baltymy
sgveiky, DSD vektorius pEG202-NLS naudojamas ,,grobio* geno suliejimui su
LexA, o AD vektorius pJG4-5 — ,,masalo® geno suliejimui su B42 koduojancia
seka (2.3 pav. A, B) ir/ar atvirks¢iai. Transformavus EGY48[pSH18-34]
mieles pEG202-NLS-grobis ir pJG4-5-masalas plazmidémis (2.3 pav. A, B),
jei juy atitinkamai koduojami baltymai “grobis” sulietas su DSD ir “masalas”
sulietas su AD sgveikauja vienas su kitu, tai su jais sulieti AD ir DSD domenai
suartéja erdvéje taip, kad sudaro kompleksa, kuris per DSD jungiasi prie LexA
operatoriaus seky (2.2 pav. B), o AD sgveikaujant su RNR Il polimerazés

kompleksu, nukreipia jj Salia esan¢io geno nuskaitymui. Taigi, chimeriniams
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,»grobio* ir ,,masalo* baltymams sgveikaujant aktyvinama sistemos reporteriniy
geny raiSka (2.2 pav. B), dél kuriy mielés auga ant galaktozinés leucing
neturinios terpés (Gal/-Leu) ir d¢l joje esanCio X-gal hidrolizés nusidazo
meélynai. Nesant sgveikos, reporteriniy geny raiSka nevyksta (2.2 pav. A) ir dél
to mieliy lasteles auga, bet nemélynuoja ant Gal/+Leu bei neauga ant

agarizuotos Gal/-Leu terpiy.

Kontroliniai eksperimentai

Norint nustatyti ar su LexA baltymu sulieti darbe tiriami HEN1, HYL1-
R?, SE-core ar HYL1 baltymai neaktyvina lacZ transkripcija, EGY48[pSH18-
34] mielés transformuotos atitinkamomis plazmidémis: pEG202-NLS-HEN1,
PEG202-NLS-HYL1-R? pEG202-NLS-SE-core ar pEG202-NLS-HYL1. Taip
pat 1 Sias mieles jvestos teigiamos kontrolés pSH17-4 ir neigiamos kontrolés
PRHFM1 plazmidés. Pastaroji plazmidiné DNR koduoja LexA baltymg sulietg
su uz susiriSimg su nukleortigStimi uZtikrinan¢ia vaisiniy museliy bicoid
baltymo dalimi, o pSH17-4 — su mieliy aktyvinan¢io baltymo GAL4 AD.
Kiekvieno atvejo analizuotos 5 atsitiktinai pasirinktos lasteliy kolonijos. Visy
penkiy kolonijy lastelés, turincios pSH17-4 plazmides, po 2-3 pary auginimo
ant agarizuotos galaktozinés terpés neturinc¢ios Ura, His buvo mélynos (Siose
mielése sintetinamas hibridinis transkripcijos veiksnys, sudarytas i§ LexA ir
GAL4 AD, aktyvina lacZ promotoriy prisijungiant prie jame esanciy LexA
suriSimo seky), o mielés, turin¢ios atitinkama chimerinj tiriama baltyma
koduojancig plazmida ar pPRHFM1 — buvo baltos. Pastarieji rezultatai leidzia
daryti prielaida, kad mielése sintetinami su LexA sulieti darbe tiriami baltymai
lacZ neaktyvuoja.

Norint nustatyti ar su LexA baltymu sulieti darbe tiriami HEN1, HYL1-
R?, SE-core ar HYL1 baltymai neaktyvina LEU2 geno transkripcija, EGY48
mielés transformuotos atitinkamomis plazmidémis: pPEG202-NLS-HENL1,
pEG202-NLS-HYL1-R?>, pEG202-NLS-SE-core ar pEG202-NLS-HYL1.
Atitinkamg plazmide turinti lasteliy kolonija uzséta | 3 ml gliukozinés terpés
neturin¢ios His ar. ir mazdaug 21-22 val. auginta 220 rpm grei¢iu
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besisukancioje purtykleje. Po 100 pl 1000x praskiestos lasteliy suspensijos
uzséta ant dviejy tipy agarizuotos galaktozinés terpés: be His, Leu ar. ir be
histidino. Procentiskai jvertinta, kokig dalj nuo ant pastarosios terpés
uzaugusiy klony sudaro ant Leu neturincios terpés matomi klonai. Visais tirtais
atvejais nustatytas ne didesnis nei 0,2 % LEUZ2 autoaktyvinimas.

Norint jsitikinti, kad sistemos mielés sintetina su LexA sulietus tiriamus
baltymus bei kad jie patenka j branduolj ir prisijungia prie LexA operatoriy,
EGY48 mielés turin¢ios pJK101 plazmide (EGY48[pJK101]) transformuotos
plazmidémis: pEG202-NLS-HEN1, pEG202-NLS-HYL1-R? pEG202-NLS-
SE-core ar pEG202-NLS-HYLI. Taip pat i Sias mieles jvesta ir teigiamos
kontrolées pRHFM1 plazmidé¢. Kiekvieno atvejo, kaip ir EGY48 mieliy turin¢iy
tik pJK101 plazmide, analizuotos 5 atsitiktinai pasirinktos lgsteliy kolonijos.
pJK101 plazmidé turi GAL1 priessrovine aktyvinamaja seka (GAL1yas; angl.
upstream activating sequence), uz kurios iSsidésCiusios dvejos LexA
atpazjstamos sekos, o uz jy lacZ. Vadinasi, EGY48[pJK101] augant ant
galaktozinés terpés mieliy endogeniniai GAL4 baltymai prisijungs prie
GAL1yas ir aktyvins lacZ transkripcija, dél kurios augs mélynos lastelés. Tuo
tarpu jei EGY48[pJK101] mielése, turinCiose vieng i§ tiriamy ar kontroling
plazmide, su LexA sulieti baltymai sintetinami ir jie paklitina j branduolj bei
jungiasi prie pJK101 plazmidés LexA operatoriy, tai bus detektuojamas -
galaktozidazés aktyvumo slopinimas matant Sviesesnés mélynos spalvos
lasteliy augimg. Visy tirty kolonijy lastelés, turinéiy pRHFMI1 ar tiriamg
plazmide, po 24-36 val. auginimo ant agarizuotos galaktozinés terpés
neturin¢ios Ura, His buvo S§viesesnés mélynos spalvos nei EGY48[pJK101]
kolonijy, auginty ant agarizuotos galaktozinés terpés neturinCios uracilo. Gauti
rezultatai rodo, kad sistemos EGY48 mielés sintetina su LexA sulietus HEN1,
HYL1-R? SE-core ar HYLI baltymus bei jie patenka j branduolj ir jungiasi

prie LexA operatoriy.
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Dvieju baltymy saveikos tyrimai

,DupLex-A*“ sistema tiriant HEN1 saveikg su HYL1, SE, SE-core,
DCL1 domenais ir $iy domeny sgveikas su SE-core, HYL1 bei HEN1-P ir
HYL1-R? ar SE-core ir HYLI1 baltymy saveikas, EGY48[pSH18-34] mielés
transformuotos Siomis plazmidziy poromis: pEG202-NLS-HEN1 ir pJG4-5-
HYL1, pEG202-NLS-HENL1 ir pJG4-5-SE, pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-
HEN1, pEG202-NLS-HEN1 ir pJG4-5-DCL1-Helikazinis, pEG202-NLS-
HENZ1 ir pJG4-5-DCL1-DUF283, pEG202-NLS-HEN1 ir pJG4-5-DCL1-R'R?,
PEG202-NLS-HENT1 ir pJG4-5-DCL1-PAZ, pEG202-NLS-HYL1-R? ir pJG4-
5-HEN1-P, pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-HYL1, pEG202-NLS-SE-core ir
pJG4-5-DCL1-Helikazinis, pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-DCL1-PAZ,
PEG202-NLS-HYL1 ir pJG4-5-DCL1-R'R? pEG202-NLS-HYL1 ir pJG4-5-
DCL1-DUF283. Norint jsitikinti, kad EGY48[pSH18-34] mielése, turinCiy
atitinkama pEG202-NLS-grobis ir pJG4-5-masalas plazmidziy pora, ,,grobio*
ir ,masalo”“ baltymy saveika yra specifiné, paraleliai S$ios mielés
transformuotos auksciau iSvardintomis plazmidziy poromis tik vietoj pEG202-
NLS-grobis jvedant DSD vektoriy pEG202-NLS ar vietoj pJG4-5-masalas —
AD vektoriy pJG4-5. Keturiy atsitiktinai pasirinkty transformanty kolonijy
lastelés iki 4 pary augintos ant Gal/+Leu, Gal/-Leu ir Glu/-Leu terpiy. Ant
Gal/-Leu augancios mélynos spalvos mielés rodo, kad EGY48[pSH18-34]
lasteliy, turinCiy atitinkamg pEG202-NLS-grobis ir pJG4-5-masalas
plazmidziy pora, sintetinami su DSD ir AD sulieti baltymai saveikauja
tarpusavyje. Jei neauga ant Gal/-Leu terpés, o ant Gal/+Leu auga baltos
spalvos mielés, vadinasi, chimeriniai baltymai nesgveikauja. Su AD sulieti
baltymai yra sintetinami sistemos mielése tik tuomet, kai jy auginimui kaip
anglies S$altinis yra naudojama galaktoze. Todél pasirinkty transformanty
kolonijy lasteliy neaugimu ant Glu/-Leu terpés jsitikinta, kad gauti dviejy

baltymy sgveikos rezultatai yra teisingai teigiami.
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2.2.20. Mieliy lasteliy lizaty paruoSimas

I 3 ml galaktozinés terpés be uracilo ir His, Trp ar. uzséta po vieng
EGY48[pSH18-34] lasteliy, turin¢iy pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-DCL1-
PAZ bei pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-DCL1-Helikazinis plazmides,
kolonija, kuri 30 °C temperatiiroje auginta per nakt] 220 rpm greiciu
besisukancioje purtykléje. Dalis naktinés kulttiros uzséta i tokig pacia terpe ir
auginta 30 °C temperatiiroje 220 rpm grei¢iu besisukancioje purtykléje kol
pasieké 0,6 optinj tankj (A = 600 nm). Tuomet, remiantis Kushnirov mieliy
lasteliy lizavimo metodika (Kushnirov, 2000), 4,2 ml tokios Igsteliy
suspensijos 14 sek. centrifuguotos 14000 rpm greiciu kambario temperatiiroje.
] 100 ul vandens suspenduotas Igsteles pridéta 100 pl 0,2 M NaOH tirpalo,
sumaiSyta ir 5 min. inkubuota kambario temperatiiroje. Pasalinus supernatanta
30 sek. centrifuguojant 14000 rpm greiciu, jpilta 50 pl 2,5x baltymy dazo
tirpalo, sumaiSyta ir 5 min. kaitinta 99 °C temperatiiros blokiniame termostate-
purtykléje. Po 1 min. centrifugavimo 14000 rpm greiciu, supernatantas (1asteliy

lizatas) surinktas.

2.2.21. Glutationo S-transferazés (GST) iStraukimo metodas

In vitro dviejy baltymy tarpusavio sgveikos tyrimui GST iStraukimo metodu,
biitinas su glutationo S-transferaze sulietas baltymas ,,masalas®. Sis baltymas
inkubuojamas su kitu tiriamu baltymu ,,grobiu® (méginys ,,GST-masalas*), N
gale turin¢iu Sesiy His ar. inkarg (suliejimas su His inkaru, kaip ir su GST,
leidzia identifikuoti baltymus atlikus imunoblotg) (2.4 pav.). Be Sio sgveikos
meéginio, paruoSiamas ir kontrolés méginys, kuriame tik i§ GST sudarytas
baltymas inkubuojamas su baltymu ,,grobiu® turin¢iu Se$ias histidino liekanas
(méginys ,,GST*). Tuomet kiekvieno méginio misinys sumaiSomas su GST
substratu, redukuotu glutationu (GSH) padengtu Glutathione Sepharose 4B
sorbentu. GST saveikaujant su GSH, ,masaloegrobio* kompleksas
prijungiamas prie sorbento, o visa, kas nesgveikauja su sorbentu, pasalinama jj

kelis kartus plaunant buferiu. Su sorbentu sgveikave¢ baltymai nuo jo atskiriami
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2.4 pav. GST istraukimo eksperimento schema. Pazyméjimai: In (angl. input) — 1/5
papildomais SeSiais His, kiekio, naudoto
meéginius “GST-masalas” ir “GST”; GST-
masalas — sgveikos méginys, skirtas galimos “grobio”, turincio papildomas His ar.,
sgveikos su “masalu”, sulietu su GST, nustatymui; GST — kontrolés méginys,
GST ar eksperimente naudojamu sorbentu;
poliakrilamido gelyje denattiruojanciomis
saglygomis su natrio dodecilsulfatu. Imunoblotai su anti-His antikiinais parodo $eSis
papildomus histidinus turin¢io baltymo “grobio”, o su anti-GST antik@inais — su GST

baltymo “grobio”, N gale sulieto su
ruoSiant GST iStraukimo eksperimento

parodantis ar “grobis” nesgveikauja su
NDS-PAAG — baltymy elektroforeze

sulieto baltymo “masalo” bei GST kiek]j atitinkamuose méginiuose.
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naudojant aukstg temperatiirag. Méginiai ta pacia tvarka du kartus uznesami j
PAAG takelius. Taip pat j ,,In“ takelius uzneSama ir 1/5 ] abiejy méginiy
miSinius pridéto ,,grobio* (2.4 pav.). Baltymai frakcionuojami poliakrilamido
gelyje denatiiruojanciomis sglygomis (NDS-PAAG) su natrio dodecilsulfatu.
Norint jsitikinti, jog gelyje baltymy juostelés atitinka tiriamus baltymus,
atlickamas imunoblotas. PAAG isfrakcionuoti méginiy baltymai perkeliami ant
membranos, kuri perkerpama j dvi dalis. Vieng jos dalj veikiant anti-His
antiktinais (Ak), identifikuojamas Sesias papildomas His ar. turintis baltymas
,grobis® | In“ ir ,,GST-masalas* (jei tiriami ,,masalas* sgveikauja su ,,grobiu‘)
meéginiy takelivose, o kita membranos dalj — anti-GST Ak, GST ir su GST
sulietas ,,masalo* baltymas atitinkamai ,,GST* ir ,,GST-masalas*“ meéginiy
takeliuose. Antigenoeantikiino kompleksai vizualizuojami antriniais antikiinais,
konjuguotais su krieny peroksidaze spalvinés, detektuojant GST ir su GST
sulietus baltymus, bei chemiliuminescensinés, identifikuojant Sesis
papildomus histidinus turin¢ius baltymus, reakcijy metu. Pasitelkiant anti-His
antikinus membranos ,,GST* takelyje iSrySkinama juostelé rodo, jog ,,grobis
sgveikauja su GST ir/arba naudojamu sorbentu, vadinasi ,,masalo* ir ,,grobio*
sgveika yra nespecifiné. Jei pastarajame takelyje juostelé nematoma, taciau ji
1Sryske¢ja ,,GST-masalas* takelyje, vadinasi ,,grobis* sudaro kompleksg su
,,masalu®.

Darbe GST istraukimo eksperimentai atlikti, kai baltymas ,,grobis“ (2.4
pav.) yra pilno ilgio metiltransferazé ar jos mutantinis baltymas. GST
iStraukimo eksperimento méginiai, sudaryti i§ 1x DMTL-G buferio, 9,1 %
glicerolio, 2 uM ,,grobio” ir 1 uM ,masalo“ ar 1 uM GST (kontrolinis
méginys), 20 min. inkubuojami kambario temperatiiroje (tiriamy baltymy
sgveikos atveju, susidaro ,masaloegrobio* kompleksas). Tuomet, po
sumaiSymo su 15 pl 50 % pagal gamintojo rekomendacijas paruostu
Glutathione Sepharose 4B sorbentu, méginiai 2 val. inkubuojami kambario
temperatiroje maiSykl¢je-vartykleje (baltymy sgveikos atveju ,,masalosgrobio*
kompleksas, su ,,masalu“ sulictam GST sgveikaujant su sorbento GSH,

prijungiamas prie sorbento). Visa, kas nesusgveikavo su sorbentu, paSalinama
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sorbenty tris kartus plaunant 75 pl 1x DMTL-G buferiu. Su sorbentu sgveikave
baltymai nuo jo atskiriami 5 min. kaitinant 95 °C temperatiiroje kartu su 1X
baltymy dazo tirpalu. Méginiai ta pacia tvarka du kartus uzneSami j PAAG
takelius. Taip pat j takelius uzneSama ir 1/5 ] abiejy méginiy miSinius pridéto
,»grobio®. Baltymai frakcionuojami poliakrilamido gelyje denatiiruojanc¢iomis
saglygomis (NDS-PAAG) su natrio dodecilsulfatu. Norint jsitikinti, jog geliuose

baltymy juostelés atitinka tiriamus baltymus, atliekamas imunoblotas.

2.2.22. Imunoblotas

PAAG (2.2.5. skyrius), su jame i$frakcionuotais GST istraukimo eksperimento
meginiy baltymais ir nudazyty baltymy molekulinés masés zymenimis
(leidzianciais nustatyti tiriamy baltymy dydZzius), tris kartus praplaunamas su
perneSimo buferiu. Tuomet 30 min. inkubuojamas Siame buferyje kartu su
nitroceliuliozine membrane. Panaudojant baltymy S$lapio perneSimo aparata,
esant 100 V jtampai per 2 val. baltymai 1§ PAAG perneSami ant memebranos.
Nespecifiskai su antikiinais sgveikauti galin¢ios, perneStais baltymais
,heuzimtos*“ membranos sritys blokuojamos jas padengiant jaucio serumo
albuminu (JSA). Tam atkirptos membranos dalys (ar membrana) 1 val.
inkubuojamos kambario temperattiroje su blokavimo buferiu ant vartyklés. Po
dviejy praplovimy su PBS-T buferiu, per nakt] inkubuojama 4 °C
temperatiroje ant vartyklés su PBS-T buferyje keturis tukstancius karty
skiestais pirminiais antikfinais: viena membranos dalis anti-His, kita — anti-
GST antikiinais. Po trijy praplovimu su PBS-T, pirminiai anti-His ir anti-GST
antikiinai detektuoti antriniais atitinkamai anti-mouse ir anti-goat antikiinais
konjuguotais su krieny peroksidaze. Membrana su tris tikstancius karty PBS-T
buferyje skiestais anti-mouse antriniais antikiinais inkubuojama kambario
temperatiiroje ant vartyklés 2 val., o membrana su 20000 karty PBS-T skiestais
anti-goat antriniais antikinais — 30 min. Tuomet membranos tris kartus
praplaunamos su PBS-T buferiu ir dar du kartus su PBS, norint pasalinti j PBS-
T buferio sudétj jeinantj Tween-20. Su antikiinais kompleksus sudariusiy

baltymy juostelés ant membrany iSrySkinamos vykstant krieny peroksidazés
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fermentinéms reakcijoms. Papildomus Sesis histidinus turintys ir su anti-His
Ak sgveikave baltymai detektuoti naudojant komercinius ECL (sustiprinta
chemiliuminescencija; angl. enhanced chemiluminescence) reagentus,
susidarant chemiliuminescensiniam krieny peroksidazés vykdytos reakcijos
produktui, kuris detektuotas membrang eksponuojant ant rentgeno juostos, ja
rySkinant rySkinimo tirpale ir fiksuojant fiksavimo tirpale. GST turintys ir su
anti-GST antikiinais sgveikave baltymai identifikuoti pasitelkus komercinj
tirpalg turintj 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidino (TMB), kurj krieny peroksidazé
veréia netirpiu tamsiai mélynu reakcijos produktu.

10 % PAAG (2.2.5. skyrius), su jame i$frakcionuotais 6 pl mieliy lizato
baltymais ir nudazyty baltymy molekulinés masés zymenimis, tris kartus
praplaunamas su pernes§imo buferiu. Tuomet atlickama tokia pati, auk$c¢iau
apraSyta procediira. Hemaglutinino (HA) epitopg turin¢iy baltymy detekcijai
naudoti PBS-T buferyje 1:500 santykiu praskiesti pirminiai anti-HA antikiinai,
ir 1:1000 santykiu praskiesti antriniai anti-rabbit antikiinai, konjuguoti su
krieny peroksidaze. Su anti-HA antikiinais kompleksus sudariusiy baltymy

juostelés iSryskinimui naudoti ECL reagentai.
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REZULTATAI

HEN1 Seimos RNR 2°-O-metiltransferazés, turinCios konservatyvy
metiltransferazinj domena, yra aptinkamos daugelyje organizmy, nuo bakterijy
iki Zinduoliy. Atsizvelgiant | domeny pobid; ir iSsidéstyma, Sie fermentai yra
skirstomi 1 keturis poSeimius (1.26 pav.; detaliau Zr. 1.2.4.3. skyriy). Mazosios
nekoduojancios RNR (mnkRNR), dalyvaujancios posttranskripcinéje geny
raiSkos reguliacijoje eukariotuose, yra modifikuojamos pirmo (metilina
MIRNR/MIRNR*, siRNR/siRNR*) ir antro (piIRNR, SiRNR) poseimiy
metiltransferaziy. Parodyta, kad metilinimas apsaugo mnkRNR nuo papildomo
3¢ galo uridilinimo ir/ar 3°-5° degradacijos (Ameres et al., 2010; Kamminga et
al., 2010; Kurth et Mochizuki, 2009; Zhao et al., 2012a). Pazymétina, kad
antro poSeimio gyviiny metiltransferazés modifikuoja viengrandines RNR
(vgRNR), o pirmo poseimio, kuriam priklauso tiriama A. thaliana HEN1,
zaliadumbliy bei augaly metiltransferazés - tik dvigrandines RNR (dgRNR).
Isskirtiné pastarojo poseimio fermenty savybé — daugiadomeniné struktira.
Huang ir bendraautoriy rentgeno spektroskopine analize nustatytoje vairenio
HEN21 komplekso su dvigrandine mnkRNR ir kofaktoriaus produktu AdoHcy
struktiiroje (1.22 pav. B) nustatyti, be konservatyvaus metiltransferazinio,
keturi N gale issidéste¢ domenai (1.22 pav. A), kurie nebtudingi né vienam
HEN1 homologui gyviinuose ar bakterijose (1.26 pav.). Tai nezinomos
funkcijos, i peptidil-prolino cis-trans izomeraze panasus P domenas, du R* ir
R? domenai, kuriuose randamos dgRNR surigancios sritys, bei tarp pastaryjy
iSsidéstes La motyva turintis L domenas, kuris sgveikauja su mnkRNR
duplekso metilinamos grandinés 5° galu. Taciau detalus HEN1 ar tam paciam
poseimui priklausanc¢iy baltymy veikimo mechanizmas nebuvo Zinomas. Todél
norint detaliau suprasti, kaip vyksta dvigrandinio substrato atpazinimas ir
metilinimas, atlikti pilno ilgio HEN1 (toliau HEN1-wt) (3.1 pav. A)
fermentiniai  tyrimai, panaudojant pirminj (nemetilintg) ir tarpinius

(hemimetilintus) bei galutinj (pilnai metilintg dgRNR) reakcijos produktus.
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Gauti rezultatai pateikti 3.1. skyriuje. Norint suprasti R' ir R? domeny
funkcijas, tirtas jy indélis HENI susiriS§imui su dgRNR, panaudojant
sutrumpintus HEN1, neturingio R ar keliy domeny (3.1 pav. B) bei baltymus
turinCius $iy domeny tam tikry aminortigs¢iy mutacijas ar delecijas (3.1 pav.
C). Siy tyrimy rezultatai ir jy palyginimas su gautaisiais panaudojant HEN1-wt
— pateikti 3.2. skyriuje, 0 3.3. skyriuje — eksperimentiniy tyrimy duomenys,
gauti norint nustatyti nezinoma, vienintelio su dgRNR saveiky nesudarancio,
HENI1 P domeno vaidmenj. Gauti rezultatai suteiké naujy Ziniy apie augaly
mIRNR brendimo kelio molekulines stadijas, kuriose dalyvauja HEN1, HYL1,
DCL1 ir SERRATE baltymai. Dalis pastarajame skyriuje pateikty rezultaty

gauti padedant studentei Mildai Mickutei, kurios magistro darbui vadovavau.

3.1. HEN1 fermentiniy savybiu tyrimas

3.1.1. Mutantiniy HEN1 baltymy aktyvumas modifikuojant nemetilintg
substratg

Darbo uzdaviniy jgyvendinimui sukonstruota eilé plazmidziy, koduojanciy
jvairius mutantinius HEN1 baltymus (2.2.1. skyrius; HEN1-LR?*PM, HEN1-
PM ir HEN1-M buvo gauti ank$¢iau). Visi baltymai N gale turéjo papildoma
dvideSimties ar. seka su SeSiomis His liekanomis, leidusig juos iSgryninti
afininés chromatografijos metodu pasitelkiant Ni?* jonais pakrauta HiTrap
IMAC HP kolonélg (2.2.4. skyrius). Tiriamojo objekto A. thaliana
metiltransferazés HEN1 ir mutantiniy baltymy domeniné organizacija pateikta
3.1 pav.

Norédami nustatyti, ar kiti HENI domenai prisideda prie
metiltransferazinio domeno vykdomo substraty metilinimo (Huang et al., 2009;
Vilkaitis et al., 2010), jvertinome mutantiniy HEN1 baltymy ir pilno ilgio
metiltransferazés  aktyvumus, atlikus  metilgrupés  perneSimo  ant
miR173/miR173* (2.2.10. skyrius) eksperimentus. Pastaroji dgRNR — A.

thaliana HEN1 modifikuojamas substratas. Baltymai neturintys M domeno
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(3.1 pav. pazyméti minuso Zzenklu) substrato nemodifikuoja, o0
metiltransferazinj domeng turintys mutantiniai baltymai (3.1 pav. pazyméti
pliusu), kaip ir pilno ilgio metiltransferazé per 30 min. modifikuoja visas j
reakcijos miSinj jdétas miR173/miR173* (pernesSty metilgrupiy kiekis atitinka
substrato kiekj reakcijos miSinyje). Gauti duomenys patvirtina teiginj, kad uz
substrato metilinimg yra atsakingas tik metiltransferazinis domenas (Huang et
al., 2009; Vilkaitis et al., 2010).

A. Metilo grupés
3 L R’ P M pernesimas

HEN1-wt | s 5 N s RIS
1-86 95-357 387-500 535-683 690-942

B.

LR’PM I | = +
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RL o

RILR? R |
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R [—
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M e
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KKKKE8-7T1SAAS

PCCTCTYCR | s i — s BT
KK69-70AA

KKB9-70AA T T mm—
K22A

K22A T ey e
A38-45

A38-45 I b o 3 S s B

RHK389,397 477AAA
RHK389,397477AMIT [ -+
VLV543,544,550AAA

mut | ¢ o o I s B

VLV543-544 550AAA

PM-mut — s I

A573-594
PM-mut2 — s S
3.1 pav. Tyrimuose naudoty pilno ilgio HEN1 (A), sutrumpinty HEN1 (B) ir
baltymy (C) su nurodytomis aminortig§¢iy mutacijomis ar delecijomis, domeniné
organizacija. Domeny santrumpos: R'ir R? — pirmasis ir antrasis dgRNR
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suriSantys; L — La motyva turintis; P — | peptidil-prolino cis-trans izomerazes
panasus ir M — metiltransferazinis. Tri¢iu Zymétos metilgrupés pernesSimo nuo
radioaktyvaus kofaktoriaus ant dvigrandinio substrato eksperimentais (2.2.10.
skyrius) jvertinta, ar HEN1 mutantai katalizuoja tipinio dvigrandinio substrato
miR173/miR173* metilinimo reakcijg. + pazyméti baltymai, pernesantys metilgrupe
ant dgRNR, o minuso Zenklu — nepernesantys.

3.1.2. HEN1 suriSami substratai

Nors yra parodyta, kad pilno ilgio metiltransferazé HEN1 efektyviai metilina
dvigrandines mnkRNR, bet ne dgDNR ar vgRNR (Vilkaitis et al., 2010; Yang
et al.,, 2006a; Yu et al., 2005), taciau nebuvo zinoma, ar specifiskumas
substrato tipui yra apsprendziamas suri§imo stadijoje ar metilgrupés pernesimo
nuo kofaktoriaus AdoMet ant dgRNR 3¢ galinio nukleotido metu. Norint tai
nustatyti, EMSA-PAAG metodu (2.2.14. skyrius) tirta HEN1-wt saveika su *P
pazymeétais jvairiais viengrandiniais ir dvigrandiniais substratais (3.2 pav.):

e dvigrandiniais RNR substratais pasirinkti in vivo HEN1 metilinamas
miR173/miR173* dupleksas ir i§ pilnai komplementariy grandiniy
sudarytas siR173/siR173* dupleksas;

e dvigrandinémis DNR - siR173DNR/siR173*DNR, kurio abiejy
grandiniy nukleotidy sekos identiskos pasirinktai dvigrandinei siRNR
molekulei, ir miR173DNR/mMiR173*DNR, kuris, kaip ir
miR173/miR173* dupleksas, turi nesuporuoto nukleotido iSkySa bei
nekomplementarius nukleotidus;

e HENI1-wt sgveikos su viengrandiniais substratais tyrimui panaudotos 21
nt ir 23 nt ilgio vgDNR bei 21-23 nt ilgio vgRNR ir 28 nt RNR
oligonukleotidas identiSkas pelése aptinkamai ir HENI homologo
metilinamai PIRNR, piR-mmu-49805052 (piRBase,
http://www.regulatoryrna.org/database/piRNA/).
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3.2 pav. Jvairts viengrandiniai ir dvigrandiniai RNR (A) bei DNR (B) substratai,
naudoti sgveikos su metiltransferaze HEN1 tyrimams.

3.3 pav. matomas sumaze¢jes dvigrandiniy RNR molekuliy judrumas
poliakrilamido gelyje prid¢jus HENI1-wt rodo, kad S$is baltymas sudaro
kompleksus su dgRNR. Tuo tarpu metiltransferaz¢ su vgRNR, vgDNR ar
dgDNR molekulémis nesgveikauja in vitro. Gauti rezultatai rodo, kad HEN1
specifiSkumas modifikuojamiems mnkRNR/mnkRNR* dupleksams yra

apsprendziamas substrato suri§imo stadijoje.

A. B
* \‘(g\@"ﬁ;é@'\‘(%
«g\?~"1% ‘(;\?5"5 5.\(:.'\13 R «g\@(‘% ‘—5\?‘\1%\
HENI= + = % T # D 4 - T4 -
— - -~

e b ;;]u-- -

VgRNR DgRNR VgDNR DgDNR
3.3 pav. HENL1 saveika su jvairiais RNR ir DNR substratais. Su 0,5 uM HENL1 (+) ar
be baltymo (-) inkubuoty 3P zyméty viengrandiniy ir dvigrandiniy RNR (A) ir DNR
(B) substraty (0,05 M) judrumas tirtas natyviame PAAG. Vientisa rodyklé nurodo
HENT1 ir nukleortigsties kompleksa, punktyriné rodyklé — laisvag nukleoragst;.
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3.1.3. Metiltransferazés HEN1 saveikos su nemetilintais miRNR/miRNR*
ir siRNR/siIRNR* dupleksais tyrimas

Didzioji dalis vairenio mazyjy nekoduojanc¢iy RNR yra metilintos (Yu et al.,
2010). A. thaliana HEN1 dalyvavimas ne tik miRNR, bet ir visy riisiy siRNR
susidarymo keliuose (1.1.2. ir 1.1.3. skyriai) (Bologna et Voinnet, 2014;
Pumplin et Voinnet, 2013) leidzia spéti, kad miRNR/miRNR* konkuruoja su
jvairiy  rasiy  siRNR/siRNR*  dupleksais dél HEN1 katalizuojamos
modifikacijos (Yu et al.,, 2010). Norint nustatyti, ar mnKkRNR/mnkRNR*
nukleotidy seka ir/ar antriné struktiira veikia HEN1 afiniSkumg substratams,
EMSA-PAAG metodu (2.2.15. skyrius) tirta HEN1-wt saveika su %P
pazymétais dviem mMIRNR/mMIRNR* dupleksais, miR173/miR173* ir let-
7a2/let-7a2*, ir dvigrandine siRNR tipo molekule, siR173/siR173* (3.4 pav.).
Pastarasis substratas yra sudarytas 1§ visiSkai komplementariy grandiniy, o | ji
nukleotidy seka panaSus miR173/miR173* dupleksas turi nekomplementarig
baziy porg bei nesuporuoto nukleotido iskySa kreipianciosios miR173
grandinés 3° gale (3.2 pav. A apatioje). Zmogaus organizme aptinkamas
MIRNR/MIRNR* dupleksas let-7a2/let-7a2* nuo augaly miR173/miR173*
skiriasi ne tik nukleotidy seka, bet ir antrine struktra: turi tris
nekomplementarias baziy poras bei, dél nesuporuoto kreipianciosios let-7a2
grandinés 5° galinio nukleotido, nekomplementary duplekso galg. Titruojant
substratus didé¢jan¢ia HEN1-wt koncentracija, natyviuose geliuose stebimas
susiriSusio su dgRNR baltymo dalies didéjimas (3.4 pav. A). Nubrézus suristo
su substratu baltymo kiekio priklausomybes nuo likusio nesuristo kiekviename
méginyje ir apraSius jas vieno taikinio suriSimo lygtimi (3.4 pav. B),
apskaiciuotos disociacijos konstantos ir jy standartiniai nuokrypiai kiekvieno
substrato atveju: Kp™RY7MRIE = 0 43 + 0,05 nM, Kp RH3ERIE" = 950 + 0,5
nM, Kp'® 727" — 064 + 0,5 nM. Gautos artimos disociacijos konstanty
reikSmés rodo, kad in vitro pilno ilgio metiltransferazé HENI1 surisa
SIRNR/sIRNR* ir miRNR/miRNR* dupleksus panaSiu stiprumu, nepaisant jy

skirtingy struktiiriniy determinanciy.
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3.4 pav. Pilno ilgio HENI1 sgveika su miR173/miR173*, siR173/siR173* ir let-
7a2/let-7a2*. (A) 50 pM *P 5’ gale pazyméty mnkRNR/mnkRNR* titravimas
didéjancia HEN1-wt koncentracija (nuo 0,44 nM iki 3600 nM) natyviame EMSA.-
PAAG. 0 pazymétas kontrolinio, baltymo neturin¢io méginio takelis. Vientisa rodyklé
nurodo HENT ir dgRNR kompleksa, punktyrin¢ rodyklé — laisva nukleortigsti. (B)
EMSA-PAAG gauty suristo su substratu HEN1-wt kiekio priklausomybés nuo laisvo
baltymo kiekio ir jy apraSymas vieno taikinio suri§imo lygtimi. o ir vientisa kreive
pazyméta gautos priklausomybés ir jy susiejimas su pastargja lygtimi naudojant
miR173/miR173*, A ir trumpy punktyry kreive - SiR173/siR173* bei ¢ ir ilgy
punktyry kreive - let-7a2/let-7a2*. Apskaiciuotos dvinariy kompleksy su HEN1
disociacijos konstantos yra; KMR7MIRITS" =g 43 + 0,05 nM, KRR = 0 50 +
0,05 nM, Kg®7@"72" - 964 + 0,05 nM (pateiktos vidurkinés Kg reikimes =+
standartinis nuokrypis, gautos i$ 4-6 identiskai atlikty eksperimenty).

3.1.4. HEN1 saveikos su modifikuotais miRNR/miRNR* substratais

tyrimas

In vitro metiltransferazé HEN1 modifikuoja abi mnkRNR/mnkRNR* duplekso
grandines (Vilkaitis et al., 2010; Yang et al., 2006a; Yu et al., 2005), todél
monomerinio HENI1, turin¢io vieng metiltransferazinj domena, katalizuojama
substraty modifikacija vyksta per tarping hemimetilintg biiseng — Kai tik viena
i§ duplekso grandiniy turi metilgrupe ir tik po to metilinama antroji grandiné
(3.5 pav.). Vadinasi, augaly lastelése turéty egzistuoti nemetilintos, pilnai
metilintos ir hemimetilintos dgRNR. Pastarosios gali biti dviejy tipy: turincios
metilintg kreipianciaja (miRNR“"¥/miRNR*) granding arba metilintg lydinc¢iaja

(MiIRNR/MiRNR*“"%) grandine. Norint jvertinti metiltransferazés saveikos su
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Nemetilinta miRNR Hemimetilinta miRNR  Pilnai metilinta miRNR
MiIRNR**¥/miRNR*

miRNR/miRNR* ¥ A MiRNR**/miRNR**"
—ee —_—

\ miRNR/miRNR*""* )'l
_

3.5 pav. HEN1 katalizuojamo dviejy keliy ir dviejy zingsniy dvigrandinés mnkRNR
metilinimo schema. HENI1 katalizuojama substraty modifikacija vyksta per tarpine
hemimetilintg biiseng — kai tik viena i§ duplekso grandiniy turi metilgrupe ir tik po to
metilinama antroji grandiné. Nemetilintas mMIRNR/MIRNR* dupleksas gali bati
modifikuojamas  pirmiau  metilinant  lydinciaja granding, susidarant
MIRNR/MIRNR*™®  hemimetilintam  susbtratui, arba pirmiau gali buti
modifikuojama  kreipian¢ioji  grandiné, susiformuojant miRNR“™/miRNR*
hemimetilintam substratui. Raudonu skrituliuku pazyméta metilgrupé.

vieng ar dvi metilgrupes turin€iais substratais stipruma, EMSA-PAAG metodu
(2.2.15. skyrius) tirta HEN1-wt sgveika su in vivo metilinamo
mMiR173/miR173* duplekso metu susidaranciais tarpiniais produktais
miR173“™/miR173*, miR173/miR173*“™ ir galutiniu katalizuojamos
reakcijos produktu miR173“"*/miR173*“" (3.6 pav. A).

Pilno ilgio metiltransferazé sudaro stabilius kompleksus su nemetilintu,
hemimetilintais bei pilnai metilintu miR173 dupleksais (3.6 pav. A).
ApskaiCivota dvinario HENI1°miR173/miR173* komplekso disociacijos
konstanta yra tos pacios nanomoliarinés reikSmés kaip ir HENI1 su
hemimetilintais substratais (3.1 lentel¢). Tuo tarpu pilnai metilintas substratas
yra suriSamas HEN1 mazdaug 20 karty silpniau (3.7 pav. A, C; 3.1 lentel¢) nei
nemetilinta ar hemimetilintos dgRNR, t.y. afiniSkumas mnkRNR/mnkRNR*
dupleksui sumazéja tik esant dviem metilgrupéms 3° galuose. Nustatytoje
HEN1emnkRNR/mnkRNR*«AdoHcy struktiiroje mnkRNR/mnkRNR*
duplekso metilinamos grandinés 3° galinio nukleotido ribozés 2°-OH ir 3°-OH
koordinaciniais rySiais jtvirtinamos M domene, o nemetilinamos grandinés 3°
galinio nukleotido 2°-OH grupé nesudaro kontakty su fermento L domenu
(1.22 pav. B) (Huang et al., 2009). Todél gauti rezultatai leidzia daryti
prielaida, kad afiniSkumas substratui sumazéja metilgrupei patekus ;| M
domeng. Spéjame, kad §i grupé fermento aktyviajame centre sukelia sterinius
trukdzius, dél kuriy dgRNR 3° galas suriSamas silpniau (detaliau 4.1. skyriuje).

Sie duomenys rodo, kad M domenas kartu su Kitais metiltransferazés domenais
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3.6 pav. HENI sgveikos su nemetilintu, hemimetilintais ir pilnai metilintu
miR173/miR173* dupleksais, nesant kofaktoriaus analogo (A) ir esant 100 uM
AdoHcy (B) ar 100 uM AdoMet (C) reakcijos misinyje, tyrimas natyviame PAAG
(2.2.15. skyrius). 50 pM %P 5° gale pazymétas RNR dupleksas titruotas HEN1 (0,03
nM maZiausia baltymo koncentracija didinta iki 250 nM). Dvinaris dgRNR*HEN1
kompleksas pazymétas ** trinaris dgRNReHENI*AdoHcy - *** trinaris
dgRNR*HENI1+AdoMet - **** jir laisva dgRNR - *. 0 pazymétas kontrolinio,
baltymo neturin¢io méginio takelis.

(3.2. skyrius) dalyvauja suriSant substrata. Artimas HEN1 afiniSkumas
nemetilintam ir vieng metilgrupe turintiems substratams, leidzia spéti, kad
hemimetilintos dgRNR yra orientuojamos fermento taip, kad nemodifikuotos
grandinés 3¢ galinis nukleotidas yra nukreipiamas | M domene esantj katalizinj
centrg.

AdoHcy yra HEN1 katalizuojamos reakcijos produktas, susidarantis
pernesus metilgrupe nuo kofaktoriaus AdoMet ant 3° galinio nukleotido, kuris
trinar] reakcijos kompleksg, turint]

kartu su metiltransferaze sudaro

hemimetilintg ar pilnai metilintg substratg. Kofaktoriaus analogo daroma jtaka
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3.1 lentelé. HEN1-wt sgveika su miR173/miR173* dupleksais.

RNR dupleksas Dvinaris Trinaris Dvinaris Trinaris
HEN1-RNR,  HEN1-RNR+AdoHcy, HEN1-RNR, Ko, HEN1+RNR+AdoHcy,
Ka, (Mx10™°) Ka, (Mx10™°) (min™x10® amplitude) Ko, minx107

Nemetilinta 43+0,5 32+0,3 4,8+0,2 (67 %) 20+0,1

miR173/miR173* 87 + 14 (33 %)

Hemimetilinta 42+0,6 33+0,3 3,0 £0,1 (44 %) 28+0,1

mMiR173/miR173*"? 91 + 7 (56 %)

Hemimetilinta 1,6+0,3 1,7+0,2 3,8+ 0,2 (67 %) 1,3+0,1

miR173“"¥/miR173* 52 + 10 (33 %)

Pilnai metilinta 72+1 18 + 2 (AdoHcy) 11,6 + 0,4 (26 %) 4,3+0,2

miR173°"/miR173+" >> 70 (74 %) ¥

94 + 1 (AdoMet)

¥ DidZioji komplekso dalis i8yra iki 10 min.

Trinario komplekso reakcijos misSiniai turéjo 100 pM AdoHcy arba 100 yM AdoMet. Dvinariy kompleksy iSirimo
dinamikos aprasytos dviejy eksponenciy iSirimo lygtimi, o trinariy kompleksy - vienos eksponentés iSirimo lygtimi.
Lenteléje pateiktos vidurkinés Kp ir Ko reikSmés + standartinis nuokrypis, gautos i§ 4-7 identiskai atlikty
eksperimenty. Amplitudés rodo kokia kreivés dalis procentais apraSoma pagal vieng ar kitg kompleksy iSirimo greicio
konstanta.

substraty suriSimui tirta EMSA-PAAG metodu (2.2.15. skyrius) | HEN1-wt
reakcijos miSinius su nemetilinta, hemimetilintomis ir pilnai metilinta dgRNR
pridéjus 100 uM AdoHcy (3.6 pav. B). Nustatytos dvinariy HEN1*RNR ir
trinariy HEN1°RNReAdoHcy kompleksy su nemetilintu ir hemimetilintais
substratais disociacijos konstanty reik§Smés yra panasios (3.1 lentelé; 3.7 pav.
C), kas rodo, jog kofaktoriaus analogo buvimas reakcijos miSinyje mazai
veikia metiltransferazés afiniSkumg Siems substratams. Tuo tarpu pilnai
metilinto substrato miR173“"*/miR173*°™ surisimas, pridéjus j reakcijos
miSinj AdoHcy, sustipréja keturis kartus (3.7 pav. C; 3.1 lentel¢). Kadangi
nustatyta kofaktoriaus jungimosi vieta yra aktyvusis centras M domene, gautas
rezultatas dar karta jrodo metiltransferazinio domeno svarbg substrato
prijungimui. Vietoj kofaktoriaus analogo AdoHcy j reakcijos miSinius jdéjus

100 UM AdoMet (3.6 pav. C), susidarancio trinario
HEN1+.miR173“"¥/miR173*“"%.AdoMet komplekso Kg reikimé yra didesné
nei pilnai metilintag substrata turinCio trinario komplekso su AdoHcy (3.1
lentele; 3.7 pav. B, C). Manome, HEN1 aktyviajame centre dviejy, AdoMet ir
3¢ galinio nukleotido, metilgrupiy buvimo sukeliami steriniai trukdziai i§Saukia
§] centrg sudaranciy ir Salia jy i$sidésCiusiy M domeno aminortigsciy Soniniy

grupiy persitvarkymus erdvéje, dél ko susilpnéja substrato suriSimas.
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3.7 pav. HENI1 saveika su nemetilintu,

| %r ____ hemimetilintais  ir  pilnai  metilintu
/ﬁ miR173 dupleksais. (A) Vieno taikinio

Suristo su substratu HEN1 kiekis, nM 0 SuriSto su substratu HEN1 kiekis, nM J»
T .
g o3
=3 |
. &
: =
. ° A
-~ O '—0-.—'\
v ! . R
.L 3
1 3
o
)
8

R } suridimo lygtimi (ilgy punktyry kreivés)

- %/ /} susietos EMSA-PAAG gautos suristo su
] { miR173/miR173* (o) ir

0,02+ }/ 1* miR173“*¥/miR173*“™ () HENI1-wt
/ / kiekio  priklausomybés nuo laisvo

] b {},’ baltymo kiekio. (B) EMSA-PAAG gauty
suristo su  MiR173/miR173* (o) ir
miR173“*¥/miR173*“™ () HENI1-wt
kiekio  priklausomybés nuo laisvo
baltymo kiekio esant 100 uM AdoHcy ir
jy aprasymas Vieno taikinio suri§imo
lygtimi  (vientisos kreivés). Trumpy
punktyry kreivé — tuo paciu metodu ir
biidu gautos suristo su
miR173“*¥/miR173*“™  (e) HEN1-wt
kiekio priklausomyb¢ nuo laisvo baltymo
kiekio esant 100 UM AdoMet. (C) Jvairiy
substraty suri§imo stiprumo, lyginant su
: T g e MiR173/miR173*  nesant  kofaktoriaus
Laisvo midinyje HEN1 kiekis, nM reakcijos miSinyje, pokytis Kkartais.

o

o 13 a3 Stulpelin¢je diagramoje pazyméta: balta
NGy \@‘\ \q.'\ B . .. .
os 4 AR ™ e spalva — dvinariai HEN1 kompleksai;
EQ AN A B - o .
25 sLa® & & & juoda — trinariai HEN1 kompleksai su
BEL2 4| m . [N AdoHcy, pilka - trinaris HEN1
Sag +D T ] RN R w
55§ | kompleksas su AdoMet
8Ly O
3 2100
:g.é 20}
S
25v

Dvinariy HEN1 kompleksy su pirminiu (miR173/miR173%*) ir tarpiniais
(MiR173/miR173*“"® ir miR173“™*/miR173*) katalizuojamos reakcijos
substratais stabilumo jvertinimui, EMSA-PAAG metodu (3.8 pav.; 2.2.16.
skyrius) tirta, kokiu greiciu iSyra suformuoti HEN1*RNR kompleksai pridéjus
konkurentinés RNR pertekliy. Norint jsitikinti, kad HENI baltymas
eksperimento saglygomis néra inaktyvuojamas, analizuoti teigiamos kontrolés
meéginiai. Jy takeliuose (3.8 pav. pazyméti briikSneliais) matomos dvinariy

HEN1emnkRNR/mnkRNR* kompleksy juostelés rodo, kad fermentas iSlieka
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3.8 pav. Dvinariy, HEN1 su nemetilintu, hemimetilintais ir pilnai metilintu
miR173/miR173* dupleksais, kompleksy (A) bei jy trinariy kompleksy su AdoHcy
(B) i8irimo tyrimas natyviame EMSA-PAAG. Dvinariai RNR*HEN1 (**) ir trinariai
RNR*HENI+AdoHcy (***) kompleksai gauti inkubuojant 150 pM *P 5’ gale
pazyméta RNR dupleksa ir 0,25 pM HEN1 30 min. 25 °C temperatiiroje nesant ar
esant 100 uM AdoHcy. | juos pridéjus didesnj nei 104-kartini pertekliy tokios pacios
tik neZymétos 2 pM dgRNR, kiekvienas méginys inkubuotas 25 °C temperatiiroje
atitinkamg, vir§ gelio paveikslo nurodyta laikg ir uzneStas | PAAG. Visy geliy
pirmame 1§ kairés j deSing takelyje stebimas laisvos, HEN1 nesuriStos dgRNR
migravimas (neigiamos kontrolés meéginys). — paZyméti teigiamos kontrolés meéginiy
takeliai: dvinariy ir trinariy kompleksy méginiai inkubuoti 480 min., 360 min. ar 120
min. 25 °C temperatiiroje nepridéjus j juos $altos, nezymétos RNR pertekliaus. *
zymi laisva, HEN1 nesuriSta dgRNR.

aktyvus ir iSlaiko suriSta substratg praé¢jus ilgiausiam eksperimente
naudojamam inkubacijos su RNR pertekliumi laikui, 8 valandoms. Dvinariy
kompleksy iSirimo dinamikg (3.9 pav.) pavyko apraSyti tik pritaikius dviejy
eksponenciy iSirimo lygtj. Tai leidzia spéti, kad miSinyje egzistuoja dviejy
biiseny HENI1emiR173/miR173%*,

HEN1+miR173/miR173*™ HENI1emiR173“™"/miR173* kompleksai, kuriy

skirtingy  konformaciniy dvinariai

iSirimo greicio konstantos pateiktos 3.1 lenteléje.Vienos konformacinés
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3.9 pav. Dvinariy HEN1 su nemetilinta, hemimetilintomis, pilnai metilinta
miR173/miR173* kompleksy ir jy trinariy kompleksy su AdoHcy iSirimo kinetika.
Dvinariy miRNR/miRNR**HEN1 (®) ir trinariy miRNR/miRNR**HENI1+AdoHcy
(o) kompleksy iSirimo kreivés gautos panaudojant dviejy eksponenciy (vientisa
kreive) ir vienos eksponentés (ilgy punktyry kreiveé) iSirimo lygtis. Eksperimentiniy
salygy apraSymas pateiktas 3.8 pav.

busenos kompleksy i8irimo pusperiodis yra ne maZesnis nei 144 min., o kitos
konformacinés busenos kompleksy - ne didesnis nei 14 min. Vadinasi,
pastarieji kompleksai disocijuoja mazdaug deSimcia karty grei¢iau nei didesniu
stabilumu pasizymintys. | reakcijos miSinius pridéjus 100 uM AdoHcy, gauti
duomenys aprasomi vienos eksponentes iSirimo lygtimi, apskaiciuojant vieng
trinariy kompleksy iSirimo grei€io konstantg, kuri artima didesniu stabilumu
pasizyminéio dvinario komplekso Ko (3.1 lentelé). Gauti rezultatai leidzia
daryti prielaida, kad AdoHcy buvimas metiltransferazés aktyviajame centre
salygoja visy HENI*RNR kompleksy peréjimag | didesniu stabilumu
pasiZzymincig  biisena. dvinarty HENI1emiR173/miR173* ir
HEN1-miR173/miR173*“"® HEN1-miR173“"¥/miR173* bei jy trinariy

Artimos

kompleksy su AdoHcy K reikSmés (3.1 lentelé) patvirtina, kad metilgrupés

139



buvimas vienos substrato grandinés 3¢ gale nepaveikia kompleksy stabilumo.

Norint nustatyti, ar mMnkRNR/mnkRNR* dupleko metilinamos
grandinés 3° galinio nukleotido metilgrupés atsiradimas M domene veikia
dvinariy HEN1sRNR kompleksy stabilumg, EMSA-PAAG metodu (2.2.16.
skyrius) tirtas suformuoto HEN1smiR173°™/miR173*“"*® komplekso isirimas
laike (3.8 ir 3.9 pav.). Metiltransferazei sgveikaujant su galutiniu reakcijos
produktu taip pat susidaro skirtingo stabilumo dvinariai kompleksai (3.1
lentelé). Taciau prieSingai nei HENI1emiR173/miR173* ar
HEN1-miR173/miR173*“"® HEN1.miR173“"*/miR173* kompleksy atveju,
didzigja dalj dvinariy HEN1 kompleksy su pilnai metilintu substratu sudaro
mazesniu stabilumu pasizymintys kompleksai. Gauti rezultatai rodo, kad
metilo grupés atsiradimas aktyviajame centre paveikia dvinariy kompleksy
stabilumg. Taciau, kaip ir pradinio nemetilinto ar tarpiniy hemimetilinty RNR
substraty atveju, pastarieji HEN1emiR173“"¥/miR173*“™ kompleksai pereina
] stabilesn¢ biiseng AdoHcy esant M domene. Tai parodo svary reakcijos
produkto AdoHcy indélj stabiliy HEN1 kompleksy su pirminiu, tarpiniais ir
galutiniu reakcijos substratais susidarymui. Spé&jame, kad AdoHcy prisijungus
mazesniu stabilumu pasizyminc¢io HEN1°RNR komplekso M domene, vyksta
persitvarkymai, dél kuriy padaugéja sgveiky tarp Sio ir kito HEN1 domeno, kas

salygoja substrato ,,uzrakinimg* fermente (detaliau 4.1. skyriuje).

3.1.5. Nemetilinto ir hemimetilinto miRNR/miRNR* duplekso individualiy

grandiniy metilinimas

HENI veikia isskirtinai ant dvigrandiniy RNR molekuliy ir, bent jau in vitro,
modifikuoja abi duplekso grandines (Vilkaitis et al., 2010; Yu et al., 2005).
Vadinasi, metiltransferazés substratas turi du fermento taikinius —
mMNKRNR/mnkRNR* duplekso abiejy grandiniy 3° galinius nukleotidus. HEN1
turédamas tik vieng metiltransferazini domeng miRNR/miRNR* gali
modifikuoti tik per tarping hemimetilintag biiseng: kai viena i§ duplekso

grandiniy turi metilgrupe, ir tik po to jvyksta antros grandinés modifikavimas
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(3.5 pav.). Pilna substrato modifikacija gali vykti dviem keliais: 1§ pradzZiy
metilinant kreipian¢iosios miR173 ar lydin¢iosios miR173* grandinés 3° galinj
nukleotidg. Vienas 1§ Siy keliy gali biiti pasirenkamas daZniau nei kitas. Taip
pat taikiniy modifikacijos greitis gali skirtis.

Norint detaliau suprasti, kaip wvyksta in vivo modifikuojamo
miR173/miR173* duplekso metilinimas, sukiiréme metodika (2.2.13. skyrius),
leidziancig tirti tik vienos duplekso grandinés, biitent tos, kuri yra Zyméta
radioaktyviu izotopu, metilinimg esant fermento pertekliui. Norédami nustatyti
lydin€iosios grandinés modifikavimo greitj, greity cheminiy reakcijy stabdymo
prietaisu metiltransferazé ir miR173/miR173* (toliau pajuodintu Sriftu Zymima
radioaktyviu izotopu zyméta dgRNR grandiné) sumaiSoma su 100 uM AdoMet
metilinimo reakcijos iniciavimui. Fermenting reakcijg stabdant skirtingu laiku,
gauta eilé méginiy, kurie po 104 oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos
frakcionuoti denatiiruojanc¢iame PAAG (3.10 pav. A; 2.2.12. skyrius). IS
autoradiogramos jvertinus, kokia radioaktyviu izotopu pazymétos lydinciosios
grandinés dalis yra uzmetilinta kiekviename méginyje, nubrézta modifikuotos
grandinés dalies priklausomybé nuo metilinimo reakcijos trukmés (3.11 pav.
B). Gautus duomenis aprasius dviejy eksponenciy lygtimi nustatytos dvi
lydinc¢iosios grandinés miR173* metilinimo greicio konstantos (3.2 lentelé).

Remiantis 3.5 pav. pateiktu HEN1 katalizuojamos reakcijos modeliu,
gelyje stebimos, radioaktyviu izotopu ZzZymeétos lydinciosios grandinés
miR173* metilinimas gali vykti dviem keliais. Pirmuoju atveju stebime greitg
grandinés modifikacija, kai HEN1 suriSa miR173/miR173* dupleksa tokia
orientacija, kad fermento metiltransferaziniame domene atsiduria miR173* 3’
galas ir iSkart vyksta Sios stebimos grandinés metilinimas (3.12 pav. kair¢je).
Antruoju, stebime 1étg lydinciosios grandinés miR173*modifikacijg, kai HEN1
sudarant kompleksa su miR173/miR173* jo aktyviajame centre atsiduria
kreipianciosios, nezymétos grandinés miR173 3’ galas, po kurio metilinimo,

trinario komplekso, sudaryto i§ reakcijos produkto AdoHcy, fermento bei
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A. B. miR173 (22 nt)
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3.10 pav. Nemetilinto miR173/miR173* duplekso lydin¢iosios miR173* (A) ir
kreipianc¢iosios miR173 (B) grandiniy modifikacijos HEN1 dinamika. 0,25 pM
HENT1 su 100 pM AdoMet sumaisyti su 0,1 uM dgRNR ir inkubuoti atitinkama, vir$
gelio paveikslo nurodytg laikg 37 °C temperatiiroje. Tuomet méginiai po 104
oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos uznesti j denatiiruojantj PAAG. | pirmg ir antra
takelius 1§ kairés j deSing uznesti kontroliniai méginiai: reakcijos méginiai, i kuriuos
kofaktoriaus pridéta po HEN1 degradacijos proteinaze K ir kuriuose atitinkamai
nevykdyta ir vykdyta 10,  oksidacijos/B-eliminacijos reakcija. Po gelio paveikslo
pajuodintu §riftu Zymima radioaktyviu **P izotopu Zyméta dgRNR grandiné. Vientisa
rodyklé nurodo modifikuota, Zyméta RNR duplekso granding, punktyriné rodyklé —
nemodifikuota, zyméta RNR duplekso granding. Pastaba: S$iy autoradiogramy
nuotraukos pateiktos kaip pavyzdinés, kurios gaunamos tiriant individualiy
miRNR/miRNR* duplekso grandiniy metilinimg esant baltymo pertekliui, kity
eksperimenty autoradiogramos darbe nepateikiamos.

hemimetilintos dvigrandinés miR173 iSirimo, vyksta antrinio HENI1 ir
miR173“**/miR173* komplekso susidarymas lydingiosios  grandinés
modifikacijai palankia orientacija (3.12 pav. deSinéje). Remiantis $iuo,
miRNR/miRNR* duplekso individualiy grandiniy metilinimo modeliu,
lydinciosios grandinés miR173* modifikacijos pirmoji grei¢io konstanta (3.2
lentelé¢) turéty atitikti greitos fazés metu stebimg tiesioginj metilgrupés

.. . iR173*
pernesimo greitj (Kehems™

) esant 100 uM AdoMet koncentracijai. Tuo tarpu
lydin¢iosios grandinés mMIiR173* modifikacijos antroji grefio konstanta
atspindi létg faze, kai stebimos grandinés metilinimas jvyksta po nezymétos
grandinés metilinimo ir trinario komplekso isirimo. Si konstanta yra lygi
miR173/miR173* duplekso abiejy grandiniy metilinimo ir trinario
miR173°"*/miR173*<HEN1<AdoHcy komplekso isirimo grei¢iy sumai. 3.2
lenteléje Salia abiejy lydinciosios grandinés miR173* modifikacijos grei¢iy
konstanty nurodytos amplitudés rodo, kiek procentais atvejy stebimos

grandinés metilinimas vyksta pirmu ir antru keliu. Gauty amplitudziy reikSmés

leidzia teigti, kad mazdaug 4/5 visy atvejy pirmiausiai modifikuojama stebima,
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radioaktyviu izotopu pazyméta lydincioji grandiné. Vadinasi, dazniau HEN1 su
miR173/miR173* dupleksu riSasi orientacija, kuri palanki miR173* grandinés

metilinimui, ir tik po to modifikuojama kreipian¢ioji miR173 grandiné.

A. B.
1 1 fA=—===
i | %ﬂﬂé?
(7] Lo /E/
® T 8 T 5«
o N B /
™ B ™ E/
= | ‘|-: |
x© o g
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0 TN RTTT B R RN B R R AT B [,Mrﬁ‘il ol vl vl v vl 1l
0,001 0,01 0,1 1 10 0,001 0,01 0,1 1 10
Reakgcijos laikas, min. Reakgcijos laikas, min.

3.11 pav. Nemetilinto, hemimetilinty miR173/miR173* dupleksy individualiy
grandiniy modifikacija HEN1 esant fermento pertekliui. (A) Nemetilinto
miR173/miR173* (e) ir hemimetilinto mMiR173/miR173*“"* (m) dupleksy
kreipian¢iosios grandinés modifikuotos dalies priklausomybé nuo vykdytos
metilinimo reakcijos laiko apraSytos vienos eksponentés lygtimi (vientisos kreiveés).
(B) Nemetilinto miR173/miR173* (o) ir hemimetilinto miR173/miR173*“"® (o)
dupleksy kreipianciosios grandinés modifikuotos dalies priklausomybé nuo vykdytos
metilinimo reakcijos laiko aprasytos dviejy eksponenciy lygtimi (ilgy punktyry
kreivés).

Atlikus eksperimentus su miR173/miR173* dupleksu, nustatéme, kad
kreipian¢iosios MiR173/miR173* duplekso grandinés miR173 metilinimo
dinamika (3.10 pav. B) aprasoma vienos eksponentés lygtimi (3.11 pav. A).
Spéjame, kad Siuo atveju yra gaunama viena fermentinés reakcijos greicio

konstanta (3.2 lentel¢), nes stebimos grandinés greitos fazés greitis, atspindintis

e e . .. .. iR17 v ..
tiesioginj kreipiantiosios grandinés metilinimo greitj (Kepemt™'°), Zymiai

m|R173+k miR173

) suminio grei¢io, kur

nesiskiria nuo 1étos fazés (Kchemo offtKchems

miR173

Kchem2 - miR173/miR173* duplekso lydinciosios grandinés modifikacijos

grei¢io konstanta, o ko — trinario miR173/miR173*“™*«HEN1+AdoHcy

miR173

komplekso iSirimo grei¢io konstanta. Vadinasi, Kgnem: reikSmé yra keleta

. miR173*
karty mazesné uZ Kgemi' -, kas

leidZzia daryti prielaidg, kad ant
mMiR173/miR173* duplekso lydinc¢iosios grandinés metilgrupés yra perneSamos

greiciau nei ant kreipianc¢iosios grandinés.
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3.12 pav. mIRNR/mIRNR*
duplekso individualiy grandiniy
metilinimo  modelis. dgRNR
individualiy grandiniy metilinimo
tyrimuose PAAG yra stebima *p
zymétos ~ miRNR  grandinés
(parodyta raudonai)
modifikacijos  dinamika, o0
nezymeéta  miRNR  grandiné
(parodyta pilkai) gelyje
nestebima.  Priklausomai  nuo
dgRNR suri§imo orientacijos,
HENL1 pirmiau gali modifikuoti
zymétg arba nezyméta granding.
Jei pirmiau metilinama Zymeéta
grandiné, = gaunama  greitos
modifikacijos konstanta (Kcnema1)-
Léta Zymétos grandinés
modifikacija (Kchemz + Ko +
Kehem1)  Stebima, kai HEN1
pirmiau  metilina  neZyméta
granding (Kcnemz) ir tik po trinario
HEN1 komplekso su
hemimetilinta dgRNR ir AdoHcy
iSirimo (Kofr) surisa ir modifikuoja
(Kchem1) Zyméta granding. Mélynu
staciakampiu pazymeétas
AdoHcy; raudonu skrituliuku —
metilgrupé; meélynu sta¢iakampiu
sujungtu su raudonu skrituliuku —
AdoMet.

Zinant, kad pilnas miRNR/miRNR* dupleksy metilinimas vyksta per

tarping hemimetilintg biiseng, kuomet tik viena duplekso grandiné yra

modifikuota (3.5 pav.), buvo jdomu nustatyti, ar vienos metilgrupés buvimas

duplekse turi jtakos antros grandinés modifikacijos grei¢iui. Tam gautos

kreipianCiosios ir lydinCiosios grandinés modifikacijos grei¢io konstanty

reikSmés palygintos su gautosiomis A. Osipenko, panaudojant hemimetilintus
miR173“™/miR173* ir mMiR173/miR173*“™ substratus. 1§ 3.2 lenteléje

pateikty duomeny matyti, kad nemetilinto ir hemimetilinty miR173/miR173*
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dupleksy individualiy grandiniy metilinimo HEN1 parametry reikSmeés yra
artimos (3.11 pav.). Gauti rezultatai leidzia teigti, kad pastarosios dgRNR
nemodifikuotos grandinés metilinimo greitis nekinta atsiradus vienai

metilgrupei substrate.

3.2 lentelé. Nemetilinto miR173/miR173* ir hemimetilinty miR173/miR 173%™,
miR173“"/miR 173* dupleksy individualiy grandiniy metilinimo HEN1 parametrai.

miR173/miR173* miR173/miR173*°"* miR173°"/miR173*

K obs.(Min™")  Amplitudé (%) K obs. (Min™)  Amplitudé (%) K obs. (Min™)  Amplitudé (%)
Kreipiancioji gr. 4,5+0,2 100 7,0+0,2 100
(MiR173)
Lydingioji gr. 35+3 79+3 38+3 87+5
(MiR173%) 29+1 21+3 33+2 135

Visos metilinimo reakcijos vykdytos esant 100 uM AdoMet. Gauti duomenys su dgRNR kreipianciosiomis ir
lydin€iosiomis grandinémis apraSyti atitinkamai vienos ir dviejy eksponenciy lygtimis. GreiCio konstanty
amplitudés, parodancios kokia krievés dalis apraSoma pagal vieng ar kitg grei€io konstanta, iSreik$tos procentais.
ISsamesnis eksperimentiniy salygy apraSymas pateikiamas tekste.

3.2. HEN1 R' ir R? domeny vaidmuo mnkRNR/mnkRNR* duplekso

suriSime ir metilinime

Remiantis aminoriigs¢iy sekos analize ir tretine struktiira A. thaliana HEN1
baltyme Dbe konservatyvaus metiltransferazinio domeno nustatyti keturi
papildomi, gyviny ir bakterijy HEN1 metiltransferazéms nebtidingi, domenai,
iSsidéste fermento N gale: P, L ir du R domenai (3.1 pav.) (Huang et al., 2009;
Tkaczuk et al., 2006). Biotechnologijos institute atlikus HEN1 mutantinio
baltymo, sudaryto tik i§ M domeno (HENI1-M), Kinetinius tyrimus
stacionariomis sglygomis nustatyta, kad, nors vien tik metiltransferazinio
domeno pakanka substrato abiejy 3’ galiniy nukleotidy riboziy 2°‘-OH
atpazinimui ir metilinimui, augaly HEN1 metiltransferazés N galo domenai yra
svarbiis efektyvaus katalizinio komplekso su mnkRNR/mnkRNR* susidarymui
(Vilkaitis et al., 2010). Tesiant eksperimentus iStirta pastarojo sutrumpinto
baltymo ir pilno ilgio HEN1 (3.1 pav. A, B) saveika su miR173/miR173*
dupleksu EMSA-PAAG metodu (2.2.14. skyrius). 3.13 pav. matyti, kad

substrato judrumas, dél susidariusio baltymo ir dgRNR komplekso,

145



gelyje kinta tik j reakcijos misinj pridéjus HEN1-wt. Nors ankstesniame
skyriuje parodyta, jog HEN1 metiltransferazinis domenas dalyvauja suriSant
dgRNR, gauti rezultatai patvirtina, kad natyviame gelyje detektuojamo
HEN1emiR173/miR173* komplekso susidarymui vieno M domeno nepakanka,
t.y. pastarojo komplekso susiformavimui yra biitini N galo domenai. 1.22 pav.
B dalyje pateiktoje  spiralinéje-klostingje HEN1  komplekso  su
mnkRNR/mnkRNR* dupleksu ir kofaktoriaus produktu AdoHcy struktiiroje
matyti, kad neZinomos funkcijos P domenas nesudaro tiesioginiy sgveiky su
dgRNR, o L domenas yra atsakingas uz RNR duplekso modifikuojamos
grandinés 5’ galo suriS§img ir kartu su metiltransferaziniu domenu veikia kaip
,molekuliné liniuoté* nustatant metilinamo substrato ilgj (Huang et al., 2009).
5 R ir R? domeny ar. sekos ir spiralinés-klostinés struktiiros palyginimo su
kity mnkRNR biogeneze¢je dalyvaujanciy baltymy dgRNR suriSandiais
domenais, spéjamas Siy domeny dalyvavimas substrato suriSime, taciau
iSsamesnis HEN1 abiejy R domeny funkcinis charakterizavimas nebuvo
atliktas. Todé¢l panaudojant HENI mutantinius baltymus, tirtas R' ir R?
domeny vaidmuo substrato suriSimui, susidaran¢iy kompleksy stabilumui ir

nemodifikuotos dgRNR metilinimui.

%\ﬂ@iﬁ\xﬁ 3.13 pav. Pilno ilgio metiltransferazés HEN1-wt ir
PO mutantinio  baltymo  HENI1-M, sudaryto tik  i§
HEN1-RNR — metiltransferazinio domeno, sgveika su miR173/miR173*
dupleksu. Su 0,25 puM baltymo ar be jo (pirmas takelis 1§
kairés j desing) inkubuotos P 5° gale Zymétos dgRNR

Laisva RNR (0,05 uM) judrumas tirtas natyviame PAAG.

3.2.1. HEN1 R* domeno funkcinis tyrimas

Norint eksperimentiskai nustatyti, ar metiltransferazés R* domenas dalyvauja
prisijungiant dgRNR, tirta baltymo neturin&io $io domeno HEN1-LR?*PM bei
tik i§ R' domeno sudaryto baltymo HEN1-R' saveika su miR173/miR173*
(3.14 pav. A; 2.2.14. skyrius). Nors HEN1-LR’PM baltymas be R* domeno,
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A. B. kaip ir  pilno ilgio
w
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Laisva RNR i . “

3.14 pav. Pilno ilgio HEN1 ir jo R' domeno gelyje stebimo komplekso
mutantiniy baltymy sgveika su mMiR173/miR173* . i
dupleksu. (A) Su 0,25 uM baltymo ar be jo (pirmas SY MIR173/miR173*.
takelis 1§ kairés ] deSing) inkubuotos p 5 gale Tomis paciomis salygomis
zymétos dgRNR (0,05 upM) judrumas tirtas

nzityvilame PAAG. wt — pilno ilgio HEN1; LR?PM, atlikus eksperimenta su
R*, R L 'K.KKK68.-718AAS, .KK69-7OAA‘, K22A‘— HEN1-R* baltymu, laisva
mutantiniai  metiltransferazés  baltymai, kuriy
domeniné organizacija pateikta 3.1 pav. B, C. (B) R* dgRNR atitinkanti juostelé
domeno lizinai pasirinkti pakeitimui j trumpesng )

Soning grandine turin¢ias aminorugitis HEN1- PAAG nestebima. PanaSu,
KKKKG68-71SAAS, HEN1-KK69-70AA ir HEN1-
K22A baltymuose. M¢élyna spalva pavaizduotas
HEN1 R' domenas; mnkRNR/mnkRNR* duplekso baltymas komplekse su
grandiné, kurios 3’ galas nukreiptas link
metiltransferazinio  domeno  (nepavaizduotas),

pazyméta geltonai, o kita grandiné — raudonai. urstringa natyvaus  gelio

metiltransferazé
modifikuoja abi substrato
grandines in vitro (3.15
pav.), priesingai nei HEN1-

wt, jis nesudaro natyviame

kad Sis sutrumpintas HEN1
substratu  agreguoja  ir

Sulinélyje. Norédami iSvengti agregacijos, sukonstravome plazmide
koduojan&ia baltyma HEN1-R'L, sudaryta i§ R' domeno ir $alia jo HEN1
domeninéje struktiroje (1.22 pav. A) iSsidéstan¢io L domeno. Jvertinus
isgryninto HEN1-R'L baltymo gebéjima prisijungti dgRNR (3.14 pav.),

matome, kad ir §is, ilgesnis nei HEN1-R", baltymas yra linkes agreguoti.

$3.15 pav. miR173/miR173* duplekso kreipianciosios
o " '\"0?5’“ miR173 (paveikslo virSuje) ir lydin¢iosios miR173*
@03\ & @\,‘(& ’2?‘ (paveikslo apacioje) grandmlq modifikacija pilno ilgio
metiltransferaze ir jos R' domeno mutantiniais
— - A baltymais. 0,1 pM dgRNR su **p 5° gale pazyméta
— - mik'mn* grandine (pazyméta pajuodintu Sriftu) inkubuota su
G — esusmm 00 1M AdoMet ir be (pirmas takelis i§ kairés i
desing) arba su 0,25 puM atitinkamu baltymu 37 °C
temperatiiroje 60 min. Tuomet méginiai po 104
oksidacijos/p-eliminacijos  reakcijos,  analizuoti
denatiiruojanc¢iame PAAG. Vientisa rodyklé nurodo
modifikuota RNR duplekso granding, punktyriné
rodyklé — nemodifikuota RNR duplekso granding.
Baltymy sutrumpinimai paaiskinti 3.14 pav.

- -
miR173/miR173*
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Norint patvirtinti pirmojo dgRNR suriSan¢io domeno svarbg dgRNR
prijungimui, nuspresta iStirti miR173/miR173* suriSimg pilno ilgio HEN1
baltymais, turin&iais pakeistas konkregias R* domeno aminorfigitis, kurios gali
biti svarbios sgveikai su substratu. Remiantis paskelbta HENI tretine struktiira
(Huang et al., 2009), augaly HEN1 homologuose konservatyviis R* domeno
keturi lizinai Lys68, Lys69, Lys70 ir Lys71 (3.14 pav. B) pasirinkti kaip
potencialios, saveikoje su dgRNR dalyvaujanéios aminoriigstys (C. Venclovas
et G. Vilkaitis, neskelbta). Sukonstravus plazmides, koduojanc¢ias HENI1-
KK69-70AA ir HEN1-KKKK68-71SAAS, kuriuose lizino aminortigstys
pakeistos ] alaning ar sering, pastarieji baltymai buvo iSgryninti. Abu
mutantiniai baltymai, nors yra funkciskai aktyviis (3.15 pav.) — modifikuoja abi
miR173/miR173* duplekso grandines, nesudaro kompleksy su dgRNR (3.14
pav. A). Tokiomis pac¢iomis sglygomis pakartojus eksperimentg su kontroliniu
HEN1-K22A baltymu (3.14 pav. A), matyti, kad R' domeno Lys22
aminortgsties, nesudarancios kontakty su dgRNR (3.14 pav. B), pakeitimas
hidrofobine aminortigstimi, neturi zymios jtakos baltymo susiriSimui su
substratu. Taigi, R* domeno tik dviejy ar. (Lys69 ir Lys70) pakeitimas
dramatiskai kei¢ia metiltransferazés sgveikos su MiR173/miR173* stipruma,
kas rodo, kad pirmas dgRNR surisantis domenas yra esminis HENL1 ir substrato
komplekso, stebimo EMSA-PAAG, susidarymui. Gauti rezultatai pakankamai
netikéti zinant, kad maziausiai dar du fermento domenai prisideda prijungiant
substratg: M domeno dalyvavimas jrodytas 3.1.4. skyriuje, o L domeno sgveika
su dgRNR modifikuojamos grandinés 5° galu nustatyta Huang ir kolegy
(Huang et al., 2009). Norédami jvertinti R' domeno indélj substrato surigime,
atlikus EMSA-PAAG (2.2.15. skyrius) eksperimentus apskai¢iavome HEN1-
R' baltymo komplekso su miR173/miR173* disociacijos konstanta, kuri yra
3,2 £ 0,3 nM. Sios konstantos reikimé yra mazdaug septyniais kartais mazesné
nei HEN1-wt (3.16 pav.; 3.1 lentelé). Salyginai nedidelis skirtumas tarp
disociacijos konstanty reik§miy, ypa¢ zinant, kad M domenas nesudaro gelyje

matomy kompleksy su substratu, leidzia daryti priclaidg, kad pirmas
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dgRNR suriSantis domenas yra esminis stipriame substrato suriSime, o kiti

HEN1 domenai atlieka pagalbine funkcija.

3.16 pav. Pilno ilgio HEN1 ir jo
g mutantinio baltymo HEN1-R', sudaryto
0.0 /§ d tik i§ R' domeno, saveika su
‘ / miR173/miR173* dupleksu. 50 pM ¥pP 5°
/ gale pazymétas RNR dupleksas titruotas
,} HEN1 (o) ar HEN1-R' (e) (baltymo
0,02 %’ koncentracija didinta kas du kartus nuo
/ 4 0,03 nM iki 250 nM). Po méginiy
i ; "f analizés EMSA-PAAG, gautos suriSto su
~ substratu baltymo kiekio priklausomybés
001 01 1 10 100 1000 10000 nuo laisvo baltymo kiekio apraSytos
Laisvo miSinyje HENT kiekis, nM vieno taikinio suri§imo lygtimi (ilgy
punktyry kreivés). Apskaiciuota dvinario
HEN1-R*emiR173/miR173* komplekso
disociacijos konstanta yra 3,2 = 0,3 nM
(rezultatai pateikti kaip vidurkis =+
standartinis nuokrypis, gauti i§ Kketuriy
identiskai atlikty eksperimenty).

Surito su substratu HEN1 kiekis, nM
1
"‘"t‘-’{r'

R' domeno jtaka individualiy substrato grandiniy modifikacijai jvertinta
1Styrus HEN1-LR?*PM katalizuojamos metilgrupés pernesimo reakcijos greit]
naudojant baltymo pertekliy ([E] > [S]) (2.2.13. skyrius), esant 100 uM
kofaktoriaus AdoMet. Su miR173/miR173* dupleksu (toliau pajuodintu Sriftu
zymima radioaktyviu izotopu zyméta, stebima dgRNR grandiné¢) gauta
kreipiangiosios grandinés metilinimo pastaruoju, R' domeno neturingiu,
baltymu dinamika apraSoma vienos eksponentés lygtimi (3.17 pav. deSinéje).
Apskaiciuota metilgrupés pernesimo nuo kofaktoriaus ant miR173 grandinés
greiCio konstanta yra pana$i gautajai su pilno ilgio metiltransferaze (3.3
lentelé). Sie rezultatai rodo, kad pirmas dgRNR suriantis domenas neturi
zymios jtakos metilgrupés perneSimo ant kreipianciosios grandinés greiciui.
Tuo tarpu, prieSingai nei HENI1-wt atveju, miR173/miR173* duplekso
metilinimas HEN1-LR?PM baltymu apraSomas vienos eksponentés lygtimi
(3.17 pav. kairé¢je), apskaiCiuojant vieng reakcijos grei¢io konstantg (3.3

lentelé¢). Remiantis 3.12 pav. pateiktu modeliu, manome, kad viena greicio
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miR173 (22 nt)

J:P
UUCGCUUGCACAGAGAAY, mﬁm%
GAAAGCGAATGT UGUCUY SCAc GAAAGCGAAUGU_UCUCUU A
miR173‘§(21 nt) °p

Metilinta miR173* dalis
&
| I
m\
Metilinta miR173 dalis

0,00 ,01 0,1 1 10 0,001 0,01 0,1 1 10
Reakcijos laikas, min. Reakcijos laikas, min.

3.17 pav. Nemetilinto miR173/miR173* duplekso individualiy grandiniy
modifikacija pilno ilgio HEN1 (e) ir jo R' domeno mutantiniu baltymu HEN1-
LR’PM (o) esant baltymo pertekliui. 0,25 pM baltymo su 100 pM AdoMet
sumaiSyti su 0,1 uM dgRNR ir inkubuoti atitinkamg (nuo 0,01 s iki 180 s) laikg 37
°C temperatiiroje. Tuomet po 104 oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos ir méginiy
analizés denatiiruojan¢iame PAAG, gautos substrato lydinciosios grandinés miR173*
(grafikas paveikslo kairéje) ir kreipianéiosios grandinés miR173 (grafikas paveikslo
desin¢je) modifikuotos dalies priklausomybés nuo vykdyto metilinimo reakcijos
laiko apraSytos vienos (vientisos kreivés) ar dviejy (ilgy punktyry kreivé)
eksponenciy lygtimis. Pilno ilgio metiltransferazés HEN1-wt ir jos sutrumpinto
baltymo HEN1-LR?*PM domeninés struktiiros pateiktos 3.1 pav A, B.

3.3 lentelée. Nemetilinto miR173/miR173* duplekso individualiy grandiniy
metilinimo pilno ilgio HEN1 ir jo mutantiniais baltymais parametrai.

wit LR?PM A38-45 RHK389,397,477AAA
kobs, Amp kobs. Amp kObS. Amp kDDS- Amp
(min™) (%) (min™) (%) (min™) (%) (min™) (%)
miR173 45+0,2 100 1,8+0,1 100 54+0,3 100 2,0+£0,1 100
miR173* 35%3 79+3 1,0£0,1 100 26+4 52+5 34+8 26+3
29+1 21+3 30+1 48+5 2,2+0,2 74+ 3

wt — pilno ilgio HEN1; LR*PM, A38-45, RHK389,397,477AAA - mutantiniai metiltransferazeés baltymai HEN1-
LR’PM, HEN1-A38-45, HEN1- RHK389,397,477AAA, kuriy domeniné organizacija pateikta 3.1 pav. Visos
metilinimo reakcijos vykdytos esant 100 uM AdoMet. Gauti duomenys su miR173/miR173* duplekso
kreipianciosiomis ir lydin¢iosiomis grandinémis aprasyti atitinkamai vienos ir dviejy eksponenciy lygtimis. Amp
- greiCio konstanty amplitudés, parodancios kokia krievés dalis apraSoma pagal vieng ar kitg grei€io
konstanta, iSreik§tos procentais. I§samesnis eksperimentiniy salygy apraSymas pateikiamas 2.2.13. skyriuje.

konstanta gaunama dél lydincCiosios grandinés greitos ir létos modifikacijos
grei¢iy supanas¢jimo. Stebimos grandinés greitos modifikacijos greitis atspindi
tiesioginj lydin&iosios grandinés metilinimo greitj. Vadinasi, su HEN1-LR*PM

baltymu gauta miR173* grandinés metilinimo greic¢io konstanta yra mazdaug
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35 kartais mazZesné uz apskaiCiuotg pilno ilgio HEN1 atveju. Apibendrinant,
gauti rezultatai rodo, kad pirmasis dgRNR suri$antis domenas veikia HEN1

vykdoma reakcija, taciau katalizei néra kritinis.

3.2.2. R' domeno antros dgRNR suriSancios srities vaidmuo HEN1

katalizéje

Dvigranding RNR suriSantys baltymai turi R domenus, kuriy antrinés
struktiiros elementai i$sidésto a-B-B-p-a tvarka. Paprastai Siuose domenuose
yra aptinkamos trys dgRNR surisancios sritys, sudarytos i§ konservatyviy
aminortgsciy: pirmoji yra identifikuojama pirmoje a spiraléje, antroji — Kilpa
tarp pirmos ir antros B juosty, o tre€ioji — ilgesnés, antros a spiralés N gale
(Masliah et al., 2013). Palyginus augaly mazyjy RNR biogenezéje
dalyvaujanciy baltymy ir augaly mnkRNR metiltransferaziy R domeny
aminoriigsciy sekas, nustatyta, kad pastarieji baltymai iSsiskiria kur kas ilgesne
antra dgRNR suris$ancia sritimi R domenuose (3.18 pav.). Tipiniy R domeny §i
sritis apima Sesiy aminorugsciy liekany kilpa (Masliah et al., 2013), o tiriamojo
objekto A. thaliana HEN1 R domeny ji turi papildomas 15 ir daugiau ar. IS
vairenio metiltransferazés tretinés struktiros matyti (3.19 pav.), kad R
domeno kilpa i$sidésto Salia M domeno, todél spéjama, kad jos Gly40 — lle43
ar., konservatyvios HEN1 augaly homologuose, sudaro hidrofobines sgveikas
su M domenu (Huang et al., 2009). Norédami nustatyti A. thaliana HEN1 R*
domeno pastarosios kilpos vaidmen; fermento katalizuojamoje reakcijoje,
sukonstruota plazmid¢, koduojanti mutantinj HEN1 baltyma HEN1-A38-45
(3.1 pav. C), turint] 38-45 ar., apimanciy Sios kilpos ,,vir§iing*, pakaita glicinu
(3.19 pav.). ISgryninus baltymg patikrinome jo gebéjimg modifikuoti
miR173/miR173* duplekso grandines (2.2.11. skyrius). 3.20 pav. matome, kad
HEN1-A38-45 pilnai modifikuoja duplekso kreipiancigja ir lydincigja
grandines, kas rodo, kad delecija nesutrikdo metilgrupiy pernasSos ant abiejy
dgRNR 3° galiniy nukleotidy. Norint tiksliau jvertinti tiriamos kilpos poveikj
HEN1 metilinimo aktyvumui, tirta miR173/miR173* duplekso individualiy
grandiniy modifikacijos HEN1-A38-45 dinamika esant baltymo pertekliui
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Pirma ( juosta Antra B juosta

e~~~ - m m oo -

30 40 50

1 1 1

AHEN1_21-59 AKASHTVERV - - - - - - oo HDSSQSGCPGLA I PQKGPC LFRCH[LQLPE -
Augaly | oswaFi_19-57 AKACYSVEEV - « - - - o e mm oo mama REAVDGGCPGLALPQQTRSVYRECSLDIPG -
HEN1 | GmHENia 2664  SRACYVVEEV - - - - -« - oo cvcocaoo oo KEAPQTECPGLN | PQMGPCL¥RC TLQLPE -
R' SbHEN1_18-53 AKARY|TVEEV - - - - s cvmmmemcceacaee REAV -GGCPGLA - -PQTRSVY¥RCALDLPG -
ZmHEN1_18-53 AKARYITVEEV - « - o s cvmmcmmccmac s REDV -GGCPGLA - -PQTRNV¥RCALDLPG -
MHEN1 402461  AEP ILsES TA - -PVKSLSD | FRSHKKLKVSGVDDA -NENLSRQKED TPGLBHGFREE UK I F TK
Augaly | oswaF1 401459 AEPYFAVNRVSASCKVLGSPVSSEEMDVLKNAEN - - - -QCASDGKNDKENPDMFKEDVK 1Y SK
HEN1 | GmHEN1a 419477 SEPLFSFHP I - - - -K TTSGLSGSCLKVAESGENY IECYNGFSY TSPKHSDBE LFKCE IKLLSR
R? SbHEN1_397-454 PEPQFAVSI\}--SYDTLMSAVSSEERGAPAGSVE---NQYTNDVRINKENPDLFKCEVN IRSR
ZmHEN1_397454 PEPHFAMSRV - -SCDTLMSAVSSEERGAPAGSAE - - -NQY TNDVR | NKEKPD LEKGE VN IRSR
. AHYL1 30-55 PTPVYENVRE - - - - - -« - oo GPsHKS LEQETV 1 DG -
A. thaliana| ars2 1641 NLPSY TG IRE - =+ =« = s e e mmmmmmmmece e e eame e anan GPDHAPRFKA TVNENG -
DRB | AtDRS3 1641 SLPSYTOTRE - = =« == cmmmcmmemmmeecmacaaoaaaon GPDHAPREKASVNENG -
R' ADRB4 19-44 ELPVYANERE - = = = == cmcmcmcmamcsamcmao e nama e GPPHAPRFRCNV TFCG -
ADRB5_16-41 NLPSYTCIRE - == === s cmmmmmmeamcseemaenaaeennnn GPDHAPREKASVNENG -
. AHYL1 116-142 A IPLFQEQRVE - - = - = - = - - oo oo TLERVTQFTE TVENIGE -
A. thaliana| ADRB2 102127  PLPRYTEFRS - - = = == = === === === = s mmmmmmmmmmm e oo GLGHQPVFTGTVE LAG -
DRB AtDRB3 102-127 DLPVYT R e GPGHIPTFSCTVELAG -
R? ADRB4 97-122 LLPFYAMATS = - s o s e o mmmmac o iiaioiaiaoaon GPSHAP TETSITVEFAG -
ADRB5_102-127  DLPMYTBVRIS - - - - -« oo m o e oo GSCHFPGESCTVELAG -
A. thaliang| ADCL1_1748-1768  BL -EFKASES - - - - - v ccni i GNTATVEVFIDG -
- ADCL1_1846-1872 PMPSYREVRIEG - - = - = = = == = wmmosmmoiacceaaaaaaa GPAHAKRFETFGVRVNT -
DCL ADCL2 1336-1355 - = - - FELSKIA == == =2 s s cscscmomacoasamacacacacanannn KDFDS E TVE VKAKE -
R AMDCL4_1477-1498 DRE IBAMKEI- - - - = -« -« o e o v i e e e et DGAF TVE LKV TKN
ADCL4 1636-1662 KPPHFEGCEEE = == === === =ssmeossscosascomcmannnanannn GPGHLKSEVYKV | LEV -

3.18 pav. Augaly metiltransferaziy HEN1 ir kity A. thaliana mnkRNR biogenezéje
dalyvaujanc¢iy baltymy R domeny antry dgRNR suriSanciy sri¢iy, tarp pirmos ir
antros B juosty, aminortigs¢iy seky palyginimas (parengta M. Mickutés). Palyginys
gautas naudojant PROMALS3D serverj, vizualizuotas Jalview programa ir
paryskintas spalvomis priklausomai nuo konservatyvumo remiantis ClustalX spalvy
schema. Sutrumpinimai: R ir R? — pirmas ir antras dgRNR suriSantis domenas; At —
Arabidopsis thaliana (baltaziedis vairenis); Os — Oryza sativa (séjamasis ryzis); Gm
— Glycine max (gauruotoji soja); Sb — Sorghum bicolor (dvispalvis sorgas); Zm —
Zea mays (paprastasis kukurtizas); DRB — augaly dgRNR suriSanciy DRB baltymy
Seimos atstovas (DRB1 dar vadinamas HYL1); DCL — III tipo ribonukleazés Dicer
homologas augaluose (j Dicer panaSus baltymas, angl. Dicer-like protein).

(2.1.13. skyrius). ApskaiCiuoti kinetiniai parametrai pateikti 3.3 lentelé¢je.

miR173*

Remiantis 3.12 pav. pateiktu modeliu, manome, kad Kcem: atitinka

tiesioginj metilgrupés perneSimo ant miR173* grandinés greit; (detaliau 3.1.5.
skyriuje). Naudojant baltyma, neturintj kilpos, nustatyta Kepemi™ - 52
procenty amplitud¢, kas rodo, kad daugiau nei 2 visy atvejy HEN1-A38-45,
kaip ir pilno ilgio metiltransferazé, su MiR173/miR173* dupleksu riSasi
orientacija, kuri palanki lydin¢iosios miR173* grandinés metilinimui. HEN1-
wt ir HEN1-A38-45 Kgps, reikSmés yra panaSios (3.3 lentelé), kas rodo, kad
tiriama kilpa neturi Zymios jtakos metilgrupiy pernesimo nuo kofaktoriaus ant
abiejy substrato 3° galiniy nukleotidy grei¢iams.

Ivertinus HEN1-A38-45 afiniSkumg nemetilintam ir pilnai metilintam

miR173/miR173* dupleksui EMSA-PAAG eksperimentais (2.2.15. skyrius),

nustatéme, kKad pastarasis baltymas sgveikauja su substratais taip pat gerai kaip
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<36>SGmG<47>HEN1 -wt 3.19 pav. HEN1+RNR tretiné struktiira su
——————— G HEN1A3845 .~ " . . 1
pazymétomis punktyrais R~ domeno
septyniomis aminoriigStimis pakeistomis
glicinu HEN1-A38-45 baltyme. Parengta
pagal Huang et al., 2009 remiantis PDB
ID 3HTX struktiira.

ir pilno ilgio metiltransferazé — disociacijos konstantos yra tos pacios eilés (3.4
lentelé). Vis délto, prieSingai nei HEN1-wt atveju, HEN1-A38-45 kompleksy
su dgRNR atitinkan¢ios, EMSA-PAAG stebimos juostelés néra diskretiSkos,
ypaé su pilnai metilintu miR173°**/miR173*“™ dupleksu (3.21 pav. A).
Natyviame gelyje stebimos S§liuzés leidZia daryti prielaida, kad, baltymui
neturint tiriamos kilpos, dalis suriStos dgRNR yra paleidziama elektroforezés
metu. ISkélus prielaida, kad delecija salygoja kompleksy stabilumo
sumaz¢jimg, nuspresta atlikti detalesnius kompleksy disociacijos kinetikos
tyrimus.

¢ 3.20 pav. miR173/miR173* duplekso kreipianciosios miR173

o \,(x b'b%)‘ (paveikslo virSuje) ir lydinciosios mMiR173* (paveikslo

— apacioje) grandiniy modifikacija pilno ilgio metiltransferaze
s - HEN1-wt ir jos mutantiniu baltymu HEN1-A38-45.
miR173/miR173* Eksperimentinés salygos identiSkos pateiktoms 3.15 pav.
— @ Vientisa rodykle nurodo modifikuota, Zymeta RNR duplekso
granding, punktyriné rodyklé — nemodifikuotg, zyméta RNR
> - duplekso grandine. wt — pilno ilgio metiltransferazé; A38-45 —
MIR173/mIRITS"  mytantinis HEN1 baltymas HEN1-A38-45. Analizuoty baltymy
domening¢ organizacija pateikta 3.1 pav. A, C.

EMSA-PAAG metodu (2.2.16. skyrius) tirta dvinario HEN1-A38-45
komplekso su radioaktyviu izotopu Zymétu miR173/miR173* iSirimo
dinamika, kuri matuota skirtinga laika inkubuojant suformuotus HEN1-A38-
45.RNR kompleksus su pridéto nezyméto substrato pertekliumi. Kaip ir su
pilno ilgio metiltransferaze, taip ir su pastaruoju baltymu gautus duomenis

pavyko aprasyti tik dviejy eksponenciy iSirimo lygtimi (3.21 pav. B kair¢je)
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3.21 pav. Pilno ilgio HENL1 ir jo mutantinio baltymo HEN1-A38-45 saveika su
nemetilinta ir pilnai metilinta dgRNR. (A) Nesant (-) ar esant (+) 100 uM AdoHcy
su 0,25 uM baltymo ar be jo (pirmas takelis 1§ kairés | deSin¢) inkubuoto 32p Zyméto
nemetilinto miR173/miR173* ar pilnai metilinto miR173“"*/miR173*“"*® dupleksy
(0,05 pM) judrumas tirtas natyviame PAAG. wt — pilno ilgio HEN1, A38-45 —
mutantinis metiltransferazés baltymas HEN1-A38-45. Analizuoty baltymy domeniné
organizacija pateikta 3.1 pav. A, C. (B), (C) Dvinariy HEN1 (o) ar HEN1-A38-45
(®) su nemetilintu (B) ir pilnai metilintu (C) miR173/miR173* kompleksy ir jy
trinariy kompleksy su AdoHcy iSirimo kinetika. Dvinariai RNR*HENI ir trinariai
RNR*HEN1+AdoHcy kompleksai gauti inkubuojant 150 pM 2p 5 gale pazyméty
RNR dupleksg ir 0,25 puM baltymo 30 min. 25 °C temperatiiroje nesant ar esant 100
uM AdoHcy. | juos pridéjus didesnj nei 10*-kartinj pertekliy tokios pagios tik
nezymétos 2 uM dgRNR, kievkienas méginys inkubuotas 25 °C temperatiiroje
atitinkamg laika ir uznestas | natyvy PAAG. Grafikuose pateiktos dvinariy ir trinariy
kompleksy iSirimo kreivés nubréztos apraSant PAAG gautas §iy kompleksy suristos
dgRNR priklausomybes nuo komplekso inkubavimo su nezymétos dgRNR
pertekliumi laiko atitinkamai dviejy (vientisos kreivés) ir vienos (ilgy punktyry
kreiveés) eksponentés iSirimo lygtimis.
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apskaiciuojant dvi dvinariy kompleksy iSirimo grei¢io konstantas (3.5 lentele),
leidzianCias spéti apie dviejy skirtingy konformaciniy biiseny ir skirtingu
stabilumu  pasizymin¢iy = HEN1-A38-45emiR173/miR173*  kompleksy
egzistavimg reakcijos misinyje. IS 3.5 lentel¢je pateikty duomeny, matyti, kad
metiltransferazé, neturinti tiriamos Kilpos, sudaro daugiau mazesniu stabilumu
pasizyminCiy kompleksy, kurie, prieSingai nei HENI1-wt atveju, iSyra
momentaliai. Tikslios pastaryjy kompleksy iSirimo grei¢io konstantos
apskaiCiuoti negal¢jome, nes jie néra stebimi pirmajame eksperimentiniame
meéginyje, gautame po 10 min. HEN1-A38-45miR173/miR173* kompleksy
inkubavimo su konkurentinés dgRNR pertekliumi. Gauti rezultatai rodo, kad

tiriama kilpa yra HEN1+RNR kompleksy stabilumg lemiantis veiksnys.

3.4 lentelé. Pilno ilgio HENI1 ir jo mutantiniy baltymy sgveika su RNR dupleksais.

RNR Dvinario HEN1-RNR Kd (M x 10™°) Trinario HEN1-RNR+AdoHcy Kd (M x 10™)
dupleksas  wt A38-45 RHK wt A38-45 RHK
RS 43:05 7,0:05 3020290 32+03 32+04 650120
- CH3
m:ggg*wé 72+1  21+1  Kompleksas 18+2  10+1  Kompleksas
neidentifikuotas neidentifikuotas
IR 50:05 2930 + 270 2,1+0,4 680 = 170

Trinario komplekso reakcijos misiniai turéjo 100 pM AdoHcy. wt — pilno ilgio HEN1, A38-45, RHK — mutantiniai
metiltransferazés baltymai HEN1-A38-45, HEN1-RHK389,397,477AAA. Lenteléje pateiktos vidurkinés Kp
reikSmés + standartinis nuokrypis, apskaiciuotos aprasant 3-9 identiSkai atliktais EMSA-PAAG eksperimentais
gautas suriSto su substratu baltymo kiekio priklausomybes nuo laisvo baltymo kiekio vieno taikinio suri§imo
lygtimi.

Tikslios HEN1-A38-45 dvinario komplekso su pilnai metilintu substratu
iSirimo greicio konstantos apskai¢iuoti EMSA-PAAG metodu negaléjome, nes
jau po eksperimentiskai trumpiausio laiko 10 min. HEN1-A38-
454miR 173 /miR173*“™® komplekso inkubavimo su konkurentinés dgRNR
pertekliumi, jis iSyra (HENI1-A38-45.miR173/miR173*“"? atitinkanti
juostelé gelyje nematoma, zr. 3.21 pav. C kairéje). Gauti rezultatai rodo, kad
pastarojo komplekso iSirimo pusperiodis yra trumpesnis nei 10 min., todél

HEN1-A38-45-miR173°"/miR173*"*® komplekso ko reikimé 3.5 lenteléje

pateikta kaip didesné nei 0,07 min™. Priesingai nei su nemetilintu substratu, su
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pilnai metilintu substratu HEN1-A38-45 formuoja tik mazo stabilumo
kompleksus. Manome, tai vyksta dé¢l dviejy stabilumg mazinanciy veiksniy
pasireiskimo: kontakty tarp kilpos ir M domeno nesusidarymo ir metilgrupés
atsiradimo aktyviajame centre saglygojamo silpnesnio substrato 3¢ galo suri§imo
(3.1.4. skyrius).

3.14. skyriuje iSkéléme prielaida, kad AdoHcy buvimas
metiltransferazés aktyviajame centre sglygoja visy HEN1<RNR kompleksy
per¢jimg i didesniu stabilumu pasizymincig buiseng. Todél nusprendéme istirti,
ar kofaktoriaus analogas pasizymés tokiu paciu stabilumg didinanciu efektu
baltymui neturint kilpos. Apskaiciavus trinariy HEN1-A38-
45+miR173/miR173*«AdoHcy ir HEN1-A38-
454miR173“"/miR173*“"«AdoHcy kompleksy isirimo (3.21 pav. B, C
desin¢je) kinetikos parametrus ir palyginus juos su dvinariy kompleksy (3.5
lentel¢), matyti, kad j reakcijos miSinius jdéjus kofaktoriaus analogo didesniu
stabilumu pasizymin¢iy kompleksy susidaro daugiau, taciau, prieSingai nei
pilno ilgio metiltransferazés atveju, mazesnio stabilumo kompleksai taip pat
egzistuoja. Gauti rezultatai leidzia daryti priclaidg, kad AdoHcy buvimas M
domene bei sgveikos, susidarancios tarp kilpos ir M domeno ar. Soniniy grupiy,

sinergistiSkai didina HEN1 kompleksy su substratu stabiluma.

3.5 lentelé. HEN1 baltymy ir dggRNR kompleksy iSirimo kinetikos parametrai.

RNR Dvinario HEN1+RNR kg (min™ x 107 Trinario HEN1+RNR+AdoHcy ke (min™ x 107
dupleksas  amplitude) amplitude)

wt A38-45 RHK wt A38-45 RHK
miR173/ 48+02(67%) 52*04(44%) 18:02(44%) ., 5, 41£01(84%) 2,1%0,2(76%)
miR173* 87 + 14(33%) >> 70(56%)° >> 70(56%)* TEET 5> 70(16%)° >> 70(24%)*
miR173°"%/ 11,6 + 0,4(26%) __ 70 Kompleksas 43+02 1412(11%) Kompleksas
miR173*"  >>70(74%)* neidentifikuotas 7~ 'S >> 70(89%)° neidentifikuotas
siR173/ 3,1+ 0,2(75%) 71£03(53%) ;4,04 2,1+ 0,1(83%)
siR173* 45 + 15(25%) >> 70(47%)* e >> 70(17%)*

% Didzioji komplekso dalis i8yra iki 10 min.

Trinario komplekso reakcijos miSiniai turéjo 100 yM AdoHcy. Baltymy sutrumpinimai paaiskinti prie 3.4 lentelés.
Dvinariy kompleksy iSirimo dinamikos aprasytos dviejy eksponenéiy iSirimo lygtimi, o trinariy kompleksy - vienos
eksponentés iSirimo lygtimi. Lenteléje pateiktos vidurkinés ko reikSmés + standartinis nuokrypis, gautos i§ 3-10
identiskai atlikty eksperimenty. Amplitudés rodo kokia kreivés dalis procentais apraSoma pagal vieng ar kitg
kompleksy iSirimo greicio konstanta.
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3.2.3. HEN1 antro dgRNR suriSanc¢io domeno funkcinis tyrimas

Yra zinoma daug dvigranding mnkRNR suriSanciy baltymy, turinciy daugiau
nei viena dgRNR suriSantj domena. Sie R domenai gali bati atsakingi uz
jvairias funkcijas (detaliau 1.2.2. skyriuje) (Doyle et Jantsch, 2002).
Pavyzdziui, augaly miRNR susidarymo kelyje dalyvaujan¢io HYL1 baltymo
R' domenas saveikauja su dgRNR substratu, o R? — su mnkRNR biogenezeje
dalyvaujanciais baltymais (Machida et al., 2011; Qin et al., 2010) bei,
manoma, prisideda prie HYL1*RNR komplekso susidarymo (Hiraguri et al.,
2005; Rasia et al., 2010; Yang et al.,, 2010). Istyrus sutrumpintus HEN1
baltymus bei pilno ilgio metiltransferaze su pakeistomis R' domeno
HEN1+RNR saveikoje dalyvaujanciomis ar. ir parodzius, kad metiltransferazés
R' domenas yra svarbus stipriam dgRNR suri§imui (3.2.1. skyrius),
nusprendéme iSsiaiskinti, ar antrasis dgRNR suriSantis domenas dalyvauja
prisijungiant substrata. Pazymétina, kad tretinéje HEN1 struktiroje R* nuo
substrato yra nutoles 3 A (Huang et al., 2009), todél $io domeno saveikos su
MNKRNR/MnkRNR* dupleksu, sudarytu i$ pilnai komplementariy grandiniy,
yra mazai tikétinos. Remdamiesi Siais kristalografiniais duomenimis, Huang su
kolegomis iskelée hipoteze, kad R? domenas gali biiti svarbus specifinius
antrings strukttiros elementus (nekomplementarius nukleotidus; nesuporuoty nt
1SkySas) turin¢iy dvigrandiniy miRNR suri§imui.

Ityrus sutrumpinto baltymo HEN1-R? (3.1 pav. B), sudaryto i3
metiltransferazés antro dgRNR  suriSanc¢io  domeno, sgveikg su
miR 173/miR173*, nustatyta, kad, prieSingai nei R" atveju, vienas R* domenas
nesudaro EMSA-PAAG identifikuojamo komplekso su substratu (3.22 pav. A;
2.2.14. skyrius). Lyginant su laisvg dgRNR atitinkancia juostele, gelyje yra
matomas uztempimas (dalis HEN1-R? baltyma turin¢io méginio dgRNR juda
gelyje 1é¢iau nei laisvas miR173/miR173* dupleksas), kuris leidzia jtarti, kad
i§ R? domeno sudarytas baltymas gali silpnai sgveikauti su substratu, bet
HEN1-R?miR173/miR173* kompleksas yra nestabilus ir iSyra elektroforezés

metu. Norint tiksliau apibrézti pastarojo domeno vaidmenj substrato suriSime,
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A. B.
o

HEN1-RNRE

Laisva RNR! “ i)

3.22 pav. Pilno ilgio HEN1 ir jo R* domeno
mutantiniy baltymy sgveika su
miR173/miR173* dupleksu. (A) Su 0,25 uM
baltymo ar be jo (pirmas takelis i§ deSinés i
kaire) inkubuotos ¥P 5’ gale zymétos dgRNR
(0,05 uM) judrumas tirtas natyviame PAAG. wt
— pilno ilgio HEN1; R?, RHK389,397 477AAA

testi  eksperimentai Su  pilno
ilgio HEN1 baltymu HEN1-
RHK389,397,477AAA (3.1

pav. C), kurio Arg389, His397
ir Lys477 pakeisti alanino
aminortgstimis. Tretines HEN1
struktliros su substratu analize
parode, kad pastarosios ar. yra
1§sidésciusios arCiausiai

substrato ir jy teigiamag kriivi

— mutantiniai metiltransferazés baltymai HEN1- turincios - sonines  grupes - yra
RZ, HEN1-RHK389,397,477AAA, kuriy nukreiptos 1 ngNR (322 pav.
domeniné organizacija pateikta 3.1 pav. B, C. ' ]
(B) R? domeno aminorligitys pakeistos j B),  todél  gali sudaryti
trumpesne Soning granding turin¢ius alaninus . x
HEN1-RHK389,397 477AAA baltyme, "Ckovalentinius - rySius - su
Violetine spalva pavaizduotas HEN1 R? mnkRNR/mnkRNR* dupleksu.
domenas; MnNKRNR/mnkRNR duplekso . .

grandine, kurios 2 nt iSkySa turintis 3’ galas ISgrynintas HENI-
nukreiptas link metiltransferazinio domeno RHK389,397 477AAA
(nepavaizduotas), paZymeéta geltonai, o Kkita

grandiné — raudonai. baltymas  buvo  funkciskai

aktyvus ir pilnai modifikavo abi
mnKRNR/mnkRNR* duplekso grandines (3.23 pav.; 2.2.11. skyrius). Norint
detaliau istirti trijy ar. pakeitimo jtaka metilinimui, jvertinti metilgrupiy
perneSimo ant miR173/miR173* duplekso kreipianciosios ir lydinciosios
grandiniy grei¢iai esant pastarojo baltymo pertekliui (2.2.13. skyrius). IS 3.3
lentel¢je pateikty apskaiCiuoty kinetiniy parametry matyti, kad individualiy
dgRNR grandiniy modifikacijos HEN1-wt ir HEN1-RHK389,397,477AAA
greiCiai yra pana$iis, taCiau remiantis priclaida, kad Kehera™ L3 atitinka
tiesioginj metilgrupés pernesimo ant miR173* greitj (detaliau 3.1.5. skyriuje),
mazesné nei 50 % Sios konstantos amplitudé rodo, kad tiriamas mutantinis
baltymas, prieSingai nei pilno ilgio metiltransferazé, dazniau miR173/miR173*

dupleksa suriSa kreipian¢iosios miR173 grandinés metilinimui palankia
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orientacija. Gauti rezultatai leidzia manyti, kad R? domeno Arg389, His397 ir

Lys477 ar. sgveika su substratu gali turéti jtakos jo suriSimo orientacijai.

1,\\4’?' 3.23 pav. miR173/miR173* duplekso kreipian¢iosios

s %‘5\ miR173 (paveikslo virSuje) ir lydin¢iosios mMiR173*

@ Y\\(&% (paveikslo apacioje) grandiniy modifikacija pilno ilgio

" *“ ¢ metiltransferaze ir jos R? domeno mutantiniais baltymais.
— 0,1 pM dgRNR su 3p 5 gale pazyméta grandine
—> @o (pazyméta pajuodintu Sriftu) inkubuota su 100 uM AdoMet
DELASATERLA2" ir be (pirmas takelis i§ kairés j desing) arba su 0,25 pM
— - atitinkamu baltymu 37 °C temperatiroje 60 min. Tuomet
> = méginiai po 104 oksidacijos/B-eliminacijos reakcijos
miR173/miR173* analizuoti denatiiruojaniame PAAG. Vientisa rodyklé

nurodo modifikuota, zyméta RNR duplekso grandine,
punktyriné rodyklé — nemodifikuota, Zyméta RNR
duplekso granding. Baltymy sutrumpinimai paaiskinti 3.22
pav.

Norint jvertinti HEN1-RHK389,397,477AAA afiniSkuma
miR173/miR173* dupleksui, apskaiciuota Sio baltymo komplekso su substratu
disociacijos konstanta (2.2.15. skyrius). IS 3.4 lenteléje pateikty duomeny
matome didelj skirtuma tarp HEN1-RHK389,397,477AAA ir HEN1-wt Ky
reikSmiy. Septyniais Simtais karty besiskiriantis baltymy afiniSkumas (3.24
pav. A kairéje, B kairéje; 3.4 lentelé) rodo, kad R? domeno Arg389, His397 ir
Lys477 dalyvauja prijungiant dgRNR. Nors AdoHcy prid¢jimas j reakcijos
miSinius, padidina tiriamojo mutantinio baltymo afiniSkumg dvigrandinei
miR173 (3.24 pav. B desinéje; 3.4 lentelé), taciau jis vis tiek stipriai mazesnis
uz pilno ilgio metiltransferazés. Dar didesni skirtumai tarp pilno ilgio
metiltransferazés ir HENI1-RHK389,397,477AAA afiniSkumo substratui
matomi saveikaujant su miR173°™/miR173*“*® dupleksu. Priesingai nei
HEN1-wt, pastarojo mutantinio baltymo kompleksy su pilnai metilintu
substratu diskrecios juostelés EMSA-PAAG nestebimos (3.24 pav. A viduryje)

net ir ] reakcijos miSinj jdéjus AdoHcy.
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3.24 pav. Pilno ilgio HEN1 ir jo mutantinio baltymo HENI1-
RHK389,397,477AAA saveika su mnkRNR/mMnkRNR* dupleksais. (A) Nesant (-)
ar esant (+) 100 pM AdoHcy su 0,25 pM HEN1 ar 7 pM HEN1-
RHK389,397,477TAAA arba be baltymo (pirmas takelis i§ kairés | deSing)
inkubuoto P 5’ gale zyméto nemetilinto miR173/miR173*, pilnai metilinto
miR173“/miR173*" ir siR173/siR173* dupleksy (0,05 uM) judrumas tirtas
natyviame PAAG. wt — pilno ilgio HEN1, RHK — mutantinis metiltransferazés
baltymas HEN1-RHK389,397,477AAA. (B), (C) Baltymy afiniskumo
skirtingiems substratams palyginimas. Nesant (grafikas kairéje) ar esant (grafikas
desinéje) 100 uMAdoHcy, 50 pM 32p 5° gale pazymétas miR173/miR173* (B) ar
siR173/siR173* (C) dupleksas titruotas HEN1 (o) (0,03 nM, maziausia baltymo
koncentracija didinta kas du kartus iki 250 nM) ar HEN1-RHK389,397,477AAA
(®) (1,7 nM ar 13,7 nM maziausia baltymo koncentracija didinta kas du kartus iki
7000 nM). Po méginiy analizés EMSA-PAAG, gautos suri$to su substratu baltymo
kiekio priklausomybés nuo laisvo baltymo kiekio apraSytos vieno taikinio
suriS$imo lygtimi (ilgy punktyry kreivés).
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Norint jvertinti metiltransferazés R? domeno Arg389, His397 ir Lys477
indélj HEN1<RNR kompleksy stabilumui, tirta HENI1-
RHK389,397,477AAA*miR173/miR173*  kompleksy iSirimo  dinamika
EMSA-PAAG metodu (3.25 pav. A kairéje; 2.2.16. skyrius). Apskaiciuotos dvi
dvinariy kompleksy iSirimo grei¢io konstantos (3.5 lentel¢), leidZia daryti
prielaida, kad mutantinis baltymas, kaip ir pilno ilgio metiltransferaze, su
miR173/miR173* dupleksu reakcijos miSinyje formuoja du skirtingo stabilumo
kompleksus. Didesne jy dalj sudaro maziau stabillis dvinariai kompleksai,
kuriy kiekis sumazg¢ja j reakcijos misinj pridé¢jus AdoHcy (3.5 lentele), taciau,
prieSingai nei HENI1-wt atveju, pilnas jy per¢jimas ] didesniu stabilumu
pasizymincius kompleksus nevyksta (3.25 pav. A deSin¢je). Gauti rezultatai
rodo, kad R? domeno Arg389, His397 ir Lys477 ar. saveikos su substratu yra
svarbios HEN1 kompleksy su dvigrandine miRNR stabilizavimui (detaliau 4.1.
skyriuje).

Tokiomis  paciomis  eksperimentinémis  sglygomis kaip su
miR173/miR173%*, kuri turi nekomplementarig baziy pora bei nesuporuoto nt
iSkysag (3.2 pav. A), atlikus HEN1-RHK389,397,477AAA saveikos su
siR173/siR173*, sudarytu i§ pilnai komplementariy grandiniy (3.2 pav. A),
(3.24 pav. A deSinéje, C) ir susidariusiy kompleksy iSirimo dinamikos (3.25
pav. B) tyrimus, nustatyta, kad pastaryjy substraty suriS§imo stiprumas (3.4
lentelé) ir dvinariy, trinariy kompleksy stabilumas (3.5 lentelé¢) yra panasSus.
Gauti duomenys prieStarauja Huang ir kolegy iskeltai hipotezei, kad R?
domenas yra svarbus miRNR/miRNR* dupleksy, bet ne dvigrandiniy siRNR,
suriSimui.

Gauti rezultatai rodo, kad antras dgRNR surisantis domenas kartu su M
domenu padeda R' stipriai suriSant dviejy klasiy miR173/miR173* ir
SiR173/siR173* dupleksus bei prisideda prie HEN1*RNR kompleksy, ypac
trinario  HEN1 komplekso su pilnai metilintu substratu ir AdoHcy,

stabilizavimo.
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3.25 pav. Dvinariy, HEN1 ar HEN1-RHK389,397,477AAA su miR173/miR173*
(A) ir siR173/siR173* (B) dupleksais, kompleksy ir jy trinariy kompleksy su
AdoHcy iSirimo kinetika. Dvinariai RNR*HEN1 (grafikas kairéje) ir trinariai
RNR*HEN1+AdoHcy (grafikas deSin¢je) kompleksai gauti inkubuojant 150 pM 2p
5’ gale pazyméta RNR dupleksa ir 0,25 pM HENI (o) ar 7 pM HEN1-
RHK389,397,477AAA (e) 30 min. 25 °C temperatiiroje nesant ar esant 100 uM
AdoHcy. | juos pridéjus didesnj nei 104-kartini pertekliy tokios pacios tik nezymétos
2 UM dgRNR, kiekvienas méginys inkubuotas 25 °C temperatiroje atitinkama laika
ir uznesStas ] natyvy PAAG. Grafikuose pateiktos dvinariy ir trinariy kompleksy
i§irimo kreivés nubréZtos aprasant PAAG gautas Siy kompleksy suriStos dgRNR
priklausomybes nuo komplekso inkubavimo su neZymétos dgRNR pertekliumi laiko
atitinkamai dviejy (vientisos kreivés) ir vienos (ilgy punktyry kreivés) eksponentés
18irimo lygtimis.

3.3. HEN1 sgveikos su augaly miRNR biogenezéje dalyvaujanciais
HYL1, SERRATE ir DCL1 baltymais tyrimas

Istyrus L, M (Huang et al., 2009; Vilkaitis et al., 2010 et §is darbas) bei R* ir
R? domeny (3is darbas) vaidmenj HENI dgRNR suri§ime ir metilinime,

nezinoma liko vienintelio su subtratu sgveiky nesudarancio (1.22 pav. B),
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centrinéje metiltransferazés dalyje esancio (3.1 pav.) | peptidil-prolino cis-
trans izomeraz¢ (PPlaze¢) panasaus HEN1 P domeno funkcija. Kadangi jame
PPlazéms budingas aktyvusis centras nesusidaro (Tkaczuk et al., 2006),
pastarasis domenas atlieka ne prolino cis-trans izomerizacijos, bet kitg
funkcija. Zinant, kad augaly su imunosupresoriniu vaistu saveikaujandiy
baltymy (FKBP; angl. FK506-binding proteins) j P domeng panaSus PPlazinis
domenas dalyvauja tarpbaltyminéje sgveikoje (Gollan et al., 2012; Huang et
al., 2009; Kang et al., 2008; Vasudevan et al., 2015), iskéléme hipoteze, jog P
domenas yra svarbus HENI1 sgveikaujant su mnkRNR biogenezéje
dalyvaujanciu baltymu. Nors HENI1 dalyvauja visy augaluose aptinkamy
MnNkRNR klasiy biogenezés keliuose, taciau norédami nustatyti galimag
metiltransferazés vykdomos reakcijos baltyminj partner; analizavome
geriausiai augaluose iStirta miRNR susidarymo kelig.

Arabidopsis thaliana miRNR biogenezé (1.1.3. skyrius) yra keliakopis
procesas, kuriame svarby vaidmenj atlieka trys mikroprocesoriaus komplekso
komponentai: III tipo ribonukleazé DCL1, dgRNR suriSantis baltymas HYL1 ir
cinko pirSty motyva turintis SERRATE (SE). Branduolyje Siam kompleksui 1§
pirminio miRNR transkripto paSalinus ilgus, viengrandinius ir nesuporuotus
galus, susidaro plauky segtuko tipo struktiiros pre-miRNR. Tam paciam
kompleksui skeliant pastarojo miRNR pirmtako segtuko galvutés struktiira,
gaunami 20-22 nt ilgio miRNR/miRNR* dupleksai, kuriy 3¢ galus modifikuoja
mnkRNR metiltransferaz¢ HEN1. Patekes ] citoplazmg miRNR/miRNR*
dupleksas su Ago Seimos baltymu (dazniausiai su AGO1) sudaro miRNR
indukuota geny raiskos slopinimo kompleksa miRISC. Siame efektoriniame
komplekse viena 1§ grandiniy, lydin¢ioji miRNR*, paSalinama ir
degraduojama, o kita, kreipianc¢ioji miRNR, licka ir sgveikauja su iRNR
taikiniais (Bologna et VVoinnet, 2014).

Nustatyta, kad HYL1 kartu su SE uztikrina efektyvy ir teisingg, DCLI
vykdoma miRNR/miRNR* dupleksy i§ jo pirmtaky iskirpimg (Dong et al.,
2008; Kurihara et al., 2006; Wu et al., 2007). Nesant HYL1, pri-miRNR

hidrolizuojama atsitiktinése, neteisingose vietose (Kurihara et al., 2006). Taip
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pat parodyta, kad HYL1 lemia, kuri i§ dviejy miRNR/miRNR* dupleksa
sudaranc¢iy grandiniy liks AGO1 turin¢iame komplekse miRISC (Eamens et
al., 2009). Sie duomenys rodantys, kad HYLI dalyvauja miRNR biogenezés
stadijose prie§ miRNR/MIRNR* duplekso metilinimg ir po jo, leido iskelti
hipotezg, kad HEN1 per P ar/ir kitus domenus gali sgveikauti su Siuo dgRNR

suriSanciu baltymu.

3.3.1. HENT1 saveikos su HYL1 tyrimas

HEN1°HYL1 saveikos nustatymas. HYL1 baltymas su $eSiy His ar. inkaru N
gale buvo iSgrynintas afininés chromatografijos metodu (2.2.4. skyrius). Yra
zinoma, kad pastarasis baltymas sudaro kompleksus su miRNR/miRNR*
dupleksais bei jy pirmtakais (Yang et al., 2010). Todél norint jsitikinti, kad
iSgrynintas HYL1 yra funkcionalus EMSA-PAAG metodu (2.2.15. skyrius)
tirta jo sgveika su augaluose aptinkamu miR173/miR173* (miRNR klases
substratas) bei nukleotidy seka panaSiu, taciau 1§ pilnai komplementariy
grandiniy sudarytu siR173/siR173* (siRNR klasés susbtratas) dupleksu (3.2
pav. A). Pastaruosius substratus tirtruojant HYL1, geliuose atsiranda 1é¢iau uz
laisvas dgRNR migruojan¢iy kompleksy juostelés (3.26 pav. A, B kair¢je).
Didinant baltymo koncentracija Sias juosteles keicia lé¢iau migruojanciy dar
didesnio molekulinio svorio kompleksy juostelés. Literatiiroje skelbiami
priestaringi in vitro HYL1 saveikos su substratu duomenys: Rasia su
bendraautoriais nustaté monomerinio HYL1 sgveikg su dgRNR (Rasia et al.,
2010), o Yang ir kolegy parodyta, kad dvi HYL1 molekulés surisa vieng
dgRNR (Yang et al., 2010). Musy eksperimentiniai duomenys leidzia manyti,
kad HYL1 sgveika su substratu priklauso nuo baltymo koncentracijos: jai
didéjant baltymas dimerizuojasi. Taigi, manome, kad 3.26 pav. A, B geliuose
matomos monomerinio ir dimerinio HYL1 kompleksy su dgRNR atitinkancios
dvi juostelés. IS EMSA-PAAG gauty duomeny apskai¢iavome dvinariy
HYL1emiR173/miR173* ir HYLI1siR173/siR173* kompleksy disociacijos
konstantas, kurios atitinkamai yra 22 + 2 nM ir 33 £ 4 nM (rezultatai pateikti

kaip vidurkis + standartinis nuokrypis) (3.26 pav. A, B desingje). Panasus
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3.26 pav. HYLI saveika su dviejy klasiy (miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR*)
mnkRNR/mnkRNR*  dupleksais. (A), (B) 45 nM %P 5° gale pazyméto
miR173/miR173* (A) ir siR173/siR173* (B) dupleksy titravimas didéjanc¢ia HYL1
koncentracija (nuo 11,7 nM iki 1000 nM) natyviame EMSA-PAAG. Nuliu (0)
pazymétas kontrolinio, baltymo neturinio méginio takelis. Po méginiy leidimo
natyviame PAAG gautos suriSto su substratu kiekio priklausomybés nuo laisvo
baltymo kiekio aprasytos (vientisos kreivés) vieno taikinio suri§imo lygtimi (grafikai
desingje). Pateiktos vidurkinés Kp reikSmeés + standartinis nuokrypis, apskaiciuotos 1§
keliy identiskai atlikty EMSA-PAAG eksperimenty. (C) siR173/siR173*HYL1
komplekso iirimo dinamikos tyrimas EMSA-PAAG. Dvinariai kompleksai gauti
inkubuojant 45 nM *P 5 gale pazyméta siR173/siR173* dupleksa ir 0,25 pM HYLI1
20 min. 25 °C temperatiroje. | juos pridéjus didesnj nei 50-kartinj pertekliy tokios
pacios tik nezymétos siR173/siR173*, Kievkienas meéginys inkubuotas 25 °C
temperatiiroje atitinkamg, vir§ gelio paveikslo nurodyta laikg ir uznestas j natyvy
PAAG. Pirmame i$ kairés ] desine takelyje stebimas dvinariy kompleksy, inkubuoty
45 min. 25 °C temperatiroje, nepridéjus j juos nezymétos dgRNR pertekliaus,
migravimas.
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HYL1 afiniSkumas antrine struktiira besiskirian¢ioms RNR molekuléms leidZia
daryti prielaida, kad Sis dgRNR surisantis baltymas neturi vidiniy veiksniy,
atsakingy uz skirtingo stiprumo konkre€ios klasés (miRNR ar siRNR)
mnkRNR suri§ima. Sie eksperimentai patvirtino, kad i$grynintas HYL1 yra
funkciskai aktyvus. Norint nustatyti, ar monomerinio HYL1 kompleksai su
dgRNR yra stabilis, tirta HYL1 ir dgRNR kompleksy iSirimo dinamika
pridéjus konkurentinés RNR pertekliy (2.2.16. skyrius). IS 3.26 pav. C dalyje
pateiktos natyvaus gelio nuotraukos matyti, kad HYL1esiR173/siR173*
kompleksai iSyra greiCiau nei per 15 min. Gauti rezultatai rodo, kad bent jau in
vitro HYL1 nesudaro stabiliy kompleksy ne tik su pre-miRNR (Hiraguri et al.,
2005), bet ir su subrendusiais MnkRNR/MnkRNR* dupleksais. Taciau
neatmetama prielaida, kad in vivo dvigrandiné mnkRNR molekulé islieka
HYL1 surista kur kas ilgiau $iam baltymui esant komplekse su DCL1, AGO1
ar kitais augaly miRNR biogenezés baltymais.

HEN1 saveika su dgRNR suriSanc¢iu baltymu tirta stebint
MNKRNR/MnkRNR* duplekso elektroforetinio judrumo pokycius PAAG
(2.2.17. skyrius). HYL1siR173/siR173* kompleksai suformuoti esant 94 nM
HYL1 ir 45 nM dgRNR. Sios salygos pasirinktos remiantis 3.26 pav. B
rezultatais norint gauti monomerinio HYL1 dvinarius kompleksus su substratu.
Paveiksle 3.27 A matyti, kad pastaruosius kompleksus titruojant didéjancia
HEN21 koncentracija, atsiranda mazesnio judrumo kompleksai, pasizymintys
didesne nei HYLI1esiR173/siR173* ar HENI1esiR173/siR173* kompleksy
molekuline mase. Papildomos, mazo -elektroforetinio judrumo juostelés,
atitinkan¢ios molekuling mase didesn¢ nei HENI1esiR173/siR173* ar
HYL1esiR173/siR173* kompleksy, atsiradimas gelyje matomas ir atlikus
atvirkscig eksperimentg (3.27 pav. B), kai suformuotas HEN1esiR173/siR173*
kompleksas titruojamas HYL1. Manome, kad Si juostelé atitinka trinarj
kompleksa, susidariusi HEN1esiR173/siR173* sgveikaujant su HYL1. Vis
délto Sie rezultatai neleidzia atsakyti j klausimg, ar numanoma tarpbaltyminé

sgveika tarp HEN1 ir HYL1 yra tiesioging, nes du baltymai, nekontaktuodami
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3.27 pav. HEN1 ir HYLI sgveikos nustatymas EMSA-PAAG metodu. (A) Titruojant
RNR*HYL1 kompleksa HEN1, natyviame gelyje stebimas didesnés molekulinés
masés komplekso susidarymas. Ivairus HENI1 kiekis (nuo 7,81 nM iki 250 nM)
sumaiSytas su RNReHYLI, susidariusiu 94 nM HYLI sagveikaujant su 45 nM
siR173/siR173* 10 min. 25 °C temperatiroje, ir po 20 min. inkubacijos 25 °C
temperatiiroje uzneSti | PAAG. (B) Titruojant RNR*HEN1 kompleksa HYLI,
natyviame gelyje taip pat stebimas didesnés molekulinés masés komplekso
susidarymas. Jvairus HYLI kiekis (nuo 50 nM iki 900 nM) sumaisytas su
RNR*HENT1, susidariusiu 250 nM HENI saveikaujant su 45 nM siR173/siR173* 10
min. 25 °C temperatiroje, ir po 20 min. inkubacijos 25 °C temperatiiroje uznesti j
PAAG. + ir — zenklais pazyméti méginiy, j kuriuos pridéta ar nepridéta HENI ar
HYLI baltymy, takeliai.

tarpusavyje, gali tiesiog jungtis prie molekuline platforma tarnaujancios
dgRNR. Norint identifikuoti tarpbaltyminés sgveikos pobiuidj bei patvirtinti,
kad HEN1 saveikauja su HYL1, nusprgsta atlikti papildomus in vitro ir in vivo
eksperimentus.

Tyrimai mieliy dviejy hibridy sistema ,,DupLex-A*“ (2.2.19. skyrius)
atlikti naudojant EGY48[pSH18-34] kamieng (Leu auksotrofinés EGY48
mielés, turinios reportering pSH18-34 plazmid¢ su [-galaktozidaze
koduojancia seka (2.3 pav. C)), kuris neauga ant leucino neturincios terpés bei

formuoja baltos spalvos kolonijas ant X-gal turinCios terpés. Norint iStirti
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dviejy, “grobis” ir “masalas”, baltymy galimg tarpusavio sgveika, pEG202-
NLS ir pJG4-5 vektoriy pagrindu sukonstruojamos pEG202-NLS-grobis ir
pJG4-5-masalas plazmidés (2.3 pav. A, B), atitinkamai koduojancios ,,grobj*,
sulieta su DNR surisan¢iu domenu (DSD), ir ,,masalg*, sulietg su transkripcija
aktyvinan¢iu domenu (AD). | EGY48[pSH18-34] mieles jvedus pastargsias
plazmides, jei jose sintetinami ,,masalas‘ ir ,,grobis* sgveikauja (2.2 pav. B), su
jais sulieti DSD ir AD suartéja erdvéje ir sudaro kompleksa, kuris aktyvina
LEUZ ir LacZ geny transkripcija. Vykstant Siy reporteriniy geny raisSkai mielés
gali augti ant agarizuotos galaktozinés ir leucino neturinCios (Gal/-Leu) terpés
bei, hidrolizuodamos terpéje esantj X-gal, nusidazo mélynai.
EGY48[pSH18-34] mielés formuoja mélynas kolonijas ant Gal/-Leu
terpés (3.28 pav.) jvedus pEG202-NLS-HEN1 ir pJG4-5-HYL1 plazmides,
koduojancias atitinkamai chimerinius DSD-HENL1 (sudaryta i§ DSD sulieto su
HEN1 baltymu) ir AD-HYL1 (sudarytag i§ AD sulieto su HYL1 baltymu)
baltymus. Gautas mieliy fenotipas patvirtina, kad HEN1 saveikauja su HYL1.
Kontroliniuose eksperimentuose, EGY48[pSH18-34] mielése, sintetinanciose
DSD-HEN1 baltymag ir tik AD bei AD-HYLI baltymg ir tik DSD,
neaktyvuojama reporteriniy geny raiska, todél mielés neauga ant Gal/-Leu

terpés, o ant Gal/+Leu auga baltos mieliy kolonijos.

PEG202-NLS pJG4-5 Gal/+Leu Gall-Leu 3.28 pav. HENI1 saveika su HYLI1
HEN1 + HYLA mieliy dviejy hibridy sistemoje. Kairéje
HEN1 +— ENEEEEE B  nurodyta, kokias plazmides,

- +HyLr OO P koduojancias jterpta nurodyto baltymo
geno seka arba neturinias jterpimo
(,,—,), turi EGY48[pSH18-34] mielés.
Gal/+Leu ar Gal/-Leu atitinkamai —
agarizuota minimali galaktozineé terpe,
turinti X-gal ir leucing ar S$ios ar.
neturinti (2.1.6. skyrius).

Norint HYL1 ir HENI1 saveikg patvirtinti in vitro metodu, atlikti
glutationo S-transferazés (GST) iStraukimo (2.2.21. skyrius) eksperimentai
panaudojant su GST sulieta HYL1 (GST-HYLI1) baltyma bei HEN1 baltyma,

N gale turintj SeSiy His ar. inkarg. Pastarieji baltymai sumaiSyti ir po
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inkubacijos uzne$ti ant GST substratu, redukuotu glutationu padengto
sorbento. Nuplovus prie sorbento neprisijungusius baltymus, gautame ,,GST-
HYL1* meéginyje lik¢ baltymai identifikuoti atlikus imunoblota (2.2.22.
skyrius). Panaudojant anti-GST antikiinus pastarojo méginio takelyje iSryskinta
GST-HYL1 juostelé¢ (3.29 pav.) rodo, kad eksperimento metu GST-HYL1
baltymas néra inaktyvuojamas ir sgveikauja su sorbentu. Panaudojant anti-His
antikiinus i$ry$kinta HEN1 baltymo juostelé. Sio baltymo detekcija ,,GST-
HYL1* méginyje rodo, kad HEN1 sagveikavo su prie sorbento prisijungusiu
GST-HYL1 baltymu ir dél to metiltransferazé nebuvo iSplauta sorbento
praplovimo metu. Norint jsitikinti, kad HEN1 ir GST-HYL1 saveika yra
specifing, tokiomis paciomis salygomis tirta, ar HEN1 saveikauja su GST arba
iStraukimo  eksperimentuose naudojamu sorbentu. Atlikus imunoblota
panaudojant anti-His ir anti-GST antikitinus, ,,GST* méginio takelyje iSryskinta
tik glutationo S-transferazés juostelé (3.29 pav.). Vadinasi, analizuotame
meéginyje Sesiy His inkarg turin¢io HEN1 néra. Gauti rezultatai rodo, kad GST
prisijungé prie redukuotu glutationu padengto sorbento, o metiltransferazei
nesgveikaujant su GST ar sorbentu ji paSalinta sorbento praplovimo metu.
Nustacius, kad HENI1 ir GST-HYL1 saveika yra specifine, tirta, ar

tarpbaltymingés sgveikos stiprumas keiciasi esant pastaryjy baltymy substratui.

Py 3.29 pav. HYL1 sgveikos su HENL1 ir jo domenais tyrimas

o o%«*‘o%« GST istraukimo metodu ir imunoblotu. Eksperimentai atlikti
HEN1-wt naudojant 68 pmol GST ar GST-HYL1 (su GST sulietas
y— HYL1) ir 136 pmol pilno ilgio HENI ar i§ jo domeny
v ST |2 sudarytus baltymus N gale turinius dvideSimties
T aminoriigSCiy seka su SeSiomis His liekanomis. In — 1/5 His-
1 N: - o HEN1-wt baltymo kiekio, naudoto GST istraukimo
RILR" E—— eksperimento méginiuose; GST-HYL1 ir GST — atitinkamai
L - su GST-HYLI ar GST saveikavusio HEN1 ar jo sutrumpinto
> baltymo dalis. Eksperimentuose naudoty HYL1 ir HEN1
'Té' baltymy domeninés organizacijos pateiktos 1.16 pav. A, 3.1

A

pav. A. Baltymai turintys dvideSimties aminoriagSciy
polipeptida su SeSiomis histidino liekanomis detektuoti anti-
His antikiinais chemiliuminescensinés reakcijos metu, 0 GST-
HYL1 ir GST buvimas analizuojamuose méginiuose
patvirtintas anti-GST antikiinais spalvinés reakcijos metu.
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Tokiomis paciomis sglygomis atlikus eksperimentg kartu su GST-HYL1
ir HEN1 baltymais inkubuojant ir miR173/miR173* dupleksa, méginio
imunoblotu su anti-His antiktinais iSrySkintos juostelés intensyvumas nesiskiria
nuo gauto j méginj nepridéjus Sios dgRNR. Tai leidzia daryti prielaida, kad,
esant ar nesant dvigrandinés mnkRNR, panasus HEN1 baltymo kiekis sudaro
kompleksg su HYL1. Gauti rezultatai rodo, kad specifinei HEN1 ir HYL1
sgveikai mnkRNR dupleksas néra biitinas.

HEN1 ir HYL1 tarpbaltyminéje saveikoje dalyvaujantys
metiltransferazés domenai. Nustate, kad HENI1 tiesiogiai saveikauja su
HYL1 baltymu, nusprendéme patikrinti hipotezg, kad vienintelis sgveiky su
dgRNR nesudarantis metiltransferazés P domenas dalyvauja tarpbaltyminéje
sgveikoje.

Sis HEN1 domenas yra issidéstgs 3alia C galinio, metiltransferazinio
domeno (3.1 pav. A), atsakingo uz katalizing funkcija. Norint istirti, kuri P ir
M domenus apimanti HEN1 C galinés dalies sritis svarbi HENI*HYLI
komplekso susidarymui, atlikti GST iStraukimo eksperimentai su trimis HEN1
sutrumpintais baltymais. Nustatyta, kad HEN1-PM bei HEN1-P baltymai,
atitinkamai sudaryti i§ P, M domeny bei tik i§ P domeno (3.1 pav. B),
sgveikauja su HYL1, tuo tarpu baltymas, sudarytas tik i§ metiltransferazinio
domeno HEN1-M (3.1 pav. B), nedalyvauja sgveikoje su Siuo dgRNR
suriSan¢iu baltymu (3.29 pav.). Gauti rezultatai leidzia daryti iSvada, kad
HEN1 baltymo C galingje dalyje biitent P domenas yra atsakingas uz
tarpbaltyming sgveika su HYLI.

Norint patikrinti, ar HEN1 N galo dgRNR suriantis R? ir/ar R* bei tarp
Siy dgRNR suriSan¢iy domeny iSsidéstes L domenas dalyvauja HENI1
sgveikaujant su HYLI1, atliktas GST isStraukimo eksperimentas su HEN1-
R'LR? Sis baltymas, sudarytas i§ R, L ir R® domeny (3.1 pav. B), sudaro
kompleksg su HYL1 baltymu (3.29 pav.). Norint tiksliau nustatyti, kurie i
domeny yra butini baltyminio komplekso susidarymui, buvo iSgryninti
baltymai: HEN1-R?, sudarytas tik i$ R* domeno, HEN1-L, turintis L domena,
bei HEN1-R? apimantis antraji dgRNR suriSantj domena (3.1 pav. B).

170



Detektuota tik i§ L domeno sudaryto baltymo HENI1-L sgveikos su HYLI1
juostelé yra labai mazo intensyvumo lyginant su pilno ilgio metiltransferazés ar
HEN1-R'LR? baltymo (3.29 pav.). Sie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad L
domenas néra atsakingas uz stiprig HEN1 N galinés dalies sgveika su HYLI.
Atlikus GST i§traukimo kontrolinj eksperimenta, nustatyta, kad HEN1-R'
saveikauja su sorbentu. Vadinasi, HEN1-R' baltymo GST istraukimo
eksperimentams naudoti negaléjome. Padare¢ prielaida, kad pastarojo baltymo
agregacija salygoja jo sgveikg su sorbentu, iSgryninome sutrumpintg HENI

baltyma (3.30 pav.) HEN1-R' sulieta su transkripcijoje dalyvaujan&iu E. coli

lTrombinas
GST istraukimo

eksperimentas
su

|
v v

GST GST-HYL1
kba M In P1 P2P3P4 S M In PIP2P3P4 S
iég | g w | GST-HYL1

35

25 W —| GST

15 1
| | HEN1-R
| 1

T :
v v
-~ Y -—— - |

3.30 pav. HYL1 sgveikos su HEN1 sutrumpintu baltymu HEN1-R', sudarytu tik i3
metiltransferazés pirmojo dgRNR suriSancio domeno, tyrimas GST iStraukimo
metodu. Po su NusA sulieto NusA-HEN1-R* baltymo paveikimo trombino proteaze
gautas NusA neturintis baltymas HEN1-R' panaudotas saveikos su GST ir GST-
HYL1 tyrimui. M — baltymy molekulinés masés zymenys; In (angl. input) — 1/5
pradinio baltymy kiekio tarpbaltyminés sgveikos méginiuose; P1 — po dviejy val.
baltymy miSinio inkubacijos su sorbentu supernatante likusiy baltymy; P2 —P4 —
kiekvieno i§ trijy sorbento plovimy supernatantuose likusiy baltymy; S — prie
sorbento prisijungusiy HEN1-R! saveikos su GST ir GST-HYL1 méginio baltymy.
Stagiakampiais apibréztos atitinkamo baltymo juostelés. Zalia, mélyna rodyklés
pazymi vieta gelyje, kur turétume matyti HENI-R' juostele, jei Sis baltymas
saveikauty su atitinkamai GST ir GST-HYLI baltymais. Si gelio dalis ididinta ir
pateikta po PAAG nuotrauka.
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baltymu NusA, kuris daznai padidina su juo sulieto baltymo tirpuma (Davis et
al., 1999). Paveikus NusA-HEN1-R! trombino proteaze (2.2.8. skyrius) nuo jo
nukirptas NusA. Tuomet GST iStraukimo metodu tirta gauto baltymo sgveika
su GST-HYLL1 ir GST baltymais. 3.30 pav. NDS-PAAG “S” takeliuose
nematydami HEN1-R* baltymo juosteliy (3.30 pav. Zalia ir mélyna rodyklémis
pazymétos vietos) galime teigti, jog Sis sutrumpintas HENI baltymas
nesgveikauja nei su GST ar sorbentu, nei su GST-HYL1. Tuo tarpu GST
istraukimo eksperimenty metu tick HEN1-R?, tiek NusA-HEN1-R? po NusA
nuskélimo trombino proteaze saveikavo su sorbentu. Tagiau parodzius, kad R*
nedalyvauja tarpbaltyminéje sgveikoje, o L domeno indélis neZymus, galima
daryti i$vada, kad didZiausia vaidmenj HEN1-R'LR?*HYLI saveikoje vaidina
HENI1 antrasis dgRNR suriSantis domenas R

Gauti duomenys rodo, kad HENI*HYL1 komplekso susidaryme
dalyvauja metiltransferazés L, R? ir P domenai.

HEN1 P domeno aminoriigstys svarbios HEN1*HYL1 komplekso
susidarymui. Kadangi GST-HYL1 surisa didesnj kiekji HEN1-P nei HEN1-
R'LR? baltymo (3.29 pav., ,,GST-HYL1* takelyje HEN1-P baltymo juostelés
intensyvumas yra Zymiai stipresnis nei HEN1-R'LR?), iskéléme hipoteze, kad
P domeno aminortigstys gali biti kritiSkai svarbios HEN1 ir HYL1 komplekso
susidarymui. Norédami tiksliau nustatyti P domeno sritis svarbias
tarpbaltymingje saveikoje, iSanalizavome HEN1 erdvine struktiirg. 3.31 pav. A
matyti, kad P domenas turi dvi nestruktiirizuotas kilpas, apimancias 542-551 ir
572-599 aminortgstis. IS literatliriniy Saltiniy yra Zinoma, kad neretai
nestruktiirizuotos  baltymy sritys dalyvauja tarpbaltyminés sgveikos
susidaryme, ko pasekoje ir pacios tampa struktiirizuotomis (Fong et al., 2009;
Wright et Dyson, 2009). Norint issiaiskinti, ar $ios dvi P domeno kilpos yra
svarbios HENI1 ir HYLI1 sgveikai, remiantis dr. C. Venclovo
rekomendacijomis, pET-HEN1-PM vektoriaus pagrindu sukonstruotos
plazmidés, koduojancios du baltymus (3.31 pav. A apacioje): HEN1-PM-mut,
turintis Val543, Leu544, Val550 pakeistus alaninais (trumpesnioji kilpa jungia

pakankamai nutolusias strukttrines sritis, todél jos paSalinimas ar

172



sutrumpinimas gali reikSmingai pakeisti visg P domeno struktiirg), bei HEN1-
PM-mut2, turintis 573-594 ar. delecijg (ilgesnioji kilpa jungia viena $alia Kitos
iSsidésciusias B-klostes, todél galima tikétis, kad Sios kilpos sutrumpinimas tik
nezymiai pakeis P domeno struktiirg). ISgryninus baltymus, atlikti GST
iStraukimo ir imunobloto eksperimentai, i$ kuriy paaiskéjo, kad 573-594 ar.
paSalinimas neturi jtakos imunoblotu stebimai HEN1 ir HYL1 sgveikai, tuo
tarpu hidrofobiniy valino 543 ir valino 550 bei leucino 544 aminortigsc¢iy
pakeitimas ] trumpesn¢ Soning¢ granding turincias alanino aminorigstis
pastebimai susilpnina tarpbaltymine saveikg (3.31 pav. B). Be to, reikSmingas
tarpbaltyminés HEN1*HYL1 saveikos susilpnéjimas stebimas tomis paciomis
salygomis atlikus eksperimentus ir su pilno ilgio HEN1 baltymu turinciu $iy
trijy aminortig§Ciy mutacijas HENI1-mut (3.31 pav. B). Gauti rezultatai
patvirtina, kad P domenas atliecka pagrindinj vaidmen;j susidarant HEN1°HYL1

kompleksui.

A. |l nestruktirizuota kilpa B.
572-599 ar. | nestruktidrizuota kilpa
a

S 542-551ar. o
' & 4
AR
AN C N <)
HEN1T-wt s s
HEN1-mut @ »
P =2
PM D ;
PM-mut s = @
PM-mut2 Sy
>
=
542 551 -9
wt NVLSAEKRVQ 3
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3.31 pav. HENI1 P domeno aminortigstys, atsakingos uz baltymo sgveika su HYL1.
(A) HEN1-RNR tretiné struktiira su rodyklémis pazymétomis nestruktiirizuotomis P
domeno kilpomis. Parengta pagal Huang et al., 2009 remiantis PDB ID 3HTX
struktiira. Apacioje pateiktos Siy kilpy aminortigsciy seky palyginiai pilno ilgio
HEN1 bei jo mutantiniuose baltymuose HEN1-mut, HEN1-PM-mut ir HEN1-PM-
mut2. (B) Pilno ilgio HENT ir jo mutantiniy baltymy HEN1-mut, HEN1-PM, HEN1-
PM-mut, HEN1-PM-mut2 sgveikos su HYL1 tyrimas GST iStraukimo ir imunoblotu
metodu. Paveikslo aprasymas analogiskas pateiktam 3.29 pav. HEN1-mut ir HEN1-
PM-mut — atitinkamai pilno ilgio HEN1 ir HEN1-PM baltymai, kuriy V543, L544,
V550 pakeistos alaninais; HEN1-PM-mut2 - HEN1-PM baltymas, turintis 573-594
ar. delecija.



HYL1 baltymo R* ir R* domeny vaidmuo HEN1°HYL1 komplekso
susidaryme. HYL1 baltymas turi du R domenus N gale, nezinomos funkcijos
SeSis 28 ar. pasikartojimus C gale bei tarp jy iSsidésCiusj branduolio
lokalizacijos signalg (3.32 pav. A) (Ren et Yu, 2012; Yang et al., 2010). Norint
nustatyti, kurt HYL1 dalis sgveikauja su HENI1 baltymu, pGEX-HYL1
vektoriaus pagrindu sukonstruotos plazmidés, koduojancios tris sutrumpintus
baltymus: GST-HYL1-R'R% sudaryta i§ abiejy dgRNR suri§anéiy domeny,
GST-HYL1-R', sudaryta i§ pirmojo dgRNR suriian¢io domeno, bei GST-
HYL1-R? sudaryta i§ R? domeno (3iy baltymy be GST domeninés struktiiros
parodytos 3.32 pav. A). ISgryninus baltymus, EMSA-PAAG metodu (2.2.14.
skyrius) patikrintas jy gebéjimas suriSti RNR substratg. 1§ 3.33 pav. pateiktos
natyvaus gelio nuotraukos matyti, kad, prieSingai nei HYL1 R? R' domenas
surisa didZiaja dalj substrato. GST-HYL1-R" ir GST-HYL1-R'R? GST-HYL1
takeliuose laisvo mMnNKRNR/MnkRNR* duplekso juosteliy intensyvumas
panaSus, kas leidzia daryti prielaidg, jog pastaryjy baltymy afiniSkumas
siR173/siR173* dupleksui yra artimas. Gauti duomenys sutampa su Rasia ir
bendraautoriy, kurie rodo, kad HYLI R' domenas yra esminis dgRNR
suridime, o R? domenas gali atlikti pagalbine funkcija (Rasia et al., 2010).
Isitikinus, kad i§gryninti GST-HYL1-R'R? GST-HYL1-R! ir GST-HYL1-R?
baltymai yra funkcionalts, atlikti GST istraukimo eksperimentai. Paaiskéjo,
kad GST-HYL1-R' nesaveikauja su metiltransferaze, tuo tarpu tik i§ R®
sudarytas GST-HYL1-R?ar abu R domenus turintis GST-HYL1-R'R? baltymas
jungiasi tiek su pilno ilgio metiltransferaze, tiek su HEN1-P baltymu, sudarytu
tik i§ P domeno (3.32 pav. B). Sie rezultatai rodo, kad HYL1 saveika su
metiltransferazés P domenu realizuojama per antrajj dgRNR suriSantj domena.
GST istraukimo metodu iStyrus HENI1-PM ir HEN1-PM-mut, turincio
alaninais pakeistas Val543, Leu544 ir Val550 aminoriigstis, sgveika su GST-
HYL1-R? baltymu (3.32 pav. B), pamatéme, kad §iy ar. mutacijos stipriai
susilpnina sutrumpinto HEN1 baltymo saveika su HYL1 antru dgRNR
suriSan¢iu domenu. Gautas rezultatas rodo, kad HEN1 P domeno hidrofobinés

ar. Val543, Leu544 ir Val550 yra svarbios sudarant kontaktus su HYL1 R?
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domenu. Pazymétina, jog ank$¢iau parodyta, kad HYL1 R* domenas dalyvauja

ir baltymo sgveikoje su augaly miRNR biogenezés baltymais DCL1 bei
SERRATE (Machida et al., 2011; Qin et al., 2010).

Sesi 28 ar. plasikarto]imai
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3.32 pav. Uz HYLI saveikg su HENI metiltransferaze atsakingy domeny paieska.
(A) I8 atskiry HYLI sri¢iy sudaryty baltymy domeniné organizacija, parengta pagal
Yang et al.,, 2010. R! R? - dgRNR suriSantys domenai; NLS — branduolio
lokalizacijos signalas. (B) Su GST suliety HYL1 sutrumpinty varianty sgveikos su
pilno ilgio HEN1 ir jo mutantiniais baltymais tyrimas GST istraukimo ir imunoblotu
metodu. Paveikslo aprasymas analogiSkas pateiktam 3.29 pav. (C) HYL1 R? domeno
dalyvavimo saveikoje su HENI P domenu patvirtinimas mieliy dviejy hibridy
sistema. Paveikslo apraSymas analogiskas pateiktam prie 3.28 pav.

Eksperimentai, naudojant mieliy dviejy hibridy sistema, patvirtina
HEN! P domeno saveika su HYL1 R® domenu. EGY48[pSH18-34] miel¢s,
sintetinanéios HEN1 P domena, sulieta su AD, bei HYL1 R? domena, sulieta
su DSD, auga ir mélynuoja ant Gal/-Leu terpiy (3.32 pav. C). Norint jsitikinti
nustatytos saveikos specifiskumu, patikrinta, ar DSD-HYL1-R? baltymas
nesgveikauja su AD bei ar AD-HENT1 baltymas nesudaro kompleksy su DSD.

Kadangi pastaruosius baltymus sintetinan¢ios mielés neauga ant galaktozinés,
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leucino neturincios terpés bei nemélynuoja ant Gal/+Leu terpés (3.32 pav. C),
vadinasi, tirti baltymai nesgveikauja tarpusavyje.

Apibendrinant, eksperimentai, atlikti GST iStraukimo metodu ir mieliy
dviejy hibridy sistema, parodé, kad HEN1 P ir HYL1 R? domeny pakanka

sgveikos tarp minéty baltymy susidarymui.

» & 3.33 pav. Su GST suliety HYL1 baltymy
e siR173/5iR173% - duplekso  surisimo  aktyvumo

Q’Q'O"c”é\ Og«ﬁégéié(b tyrimas EMSA-PAAG. Be baltymo (pirmas takelis
1§ desinés j kairg) ar su 0,5 uM GST, su atitinkamu
HYL1-RNR - GST sulietu HYL1 baltymu inkubuotos *?P 5° gale
-y zymétos dgRNR (45 nM) judrumas tirtas natyviame
PAAG. GST - glutationo-S-transferazé; R* ir R —
HYL1 dgRNR suriSantys domenai.
Laisva RNR e e -—

3.3.2. HEN1 saveikos su mikroprocesoriaus komplekso baltymais
SERRATE ir DCLL1 tyrimas

HYLI1 baltymas, su kuriuvo saveikauja metiltransferazé, yra vienas i§
mikroprocesoriaus komplekso komponenty. Norint detaliau suprasti galimg
HENI vaidmenj augaly miRNR biogenezéje, nusprendéme istirti, ar HENI
sgveikauja su kitais §j kompleksg sudaranciais baltymais, SERRATE (SE) bei
DCL1.

HEN1 saveika su SERRATE. SE - cinko pirSty motyva turintis
baltymas, kuris kartu su HYL1 uztikrina tiksly ir efektyvy DCL1 vykdoma
MIRNR/MIRNR* dupleksy iskirpima i$ jo pirmtaky, pri-miRNR ir pre-miRNR
(detaliau apie §j baltymg 1.2.1. skyriuje). HEN1 galima sgveika su SE baltymu
tirta mieliy dviejy hibridy sistema (2.2.19. skyrius), kai pilno ilgio cinko pirSty
motyva turintis baltymas (1.13 pav. A) sulietas su AD ir kai sutrumpintas,
zinomos struktiiros ir centring SE dalj (194-543 ar.) apimantis SE-core (3.34
pav. A) baltymas sulietas su BD, o HEN1 atitinkamai — su BD ir su AD.
EGY48[pSH18-34] mielés, sintetinancios pastaruosius chimerinius baltymus,

neauga ant Gal/-Leu terpés (3.34 pav. C). Gautas mieliy fenotipas rodo, kad
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3.34 pav. HENI sgveika su pilno ilgio SE
baltymu ir su zinomos struktiiros centrine SE
dalimi SE-core. (A) SE domeniné organizacija,
parengta pagal Machida et al., 2011. SE centring
dalj SE-core sudaro N galinis (N), MID (Mid;
angl. Middle) domenai bei cinko pir§ty motyva
turinti dalis. (B) HENI nesgveikavimo su
centrine SE dalimi parodymas GST iStraukimo
metodu. Paveikslo apraSymas analogiSkas
pateiktam 3.29 pav. (C) Mieliy dviejy hibridy
sistemoje su DSD sulietas HEN1 baltymas ar
SE-core, koduojami atitinkamai pEG202-NLS-
HEN1, pEG202-NLS-SE-core plazmidziy,
nesijungia su aktyvuojan¢iu domenu, sulietu
pilno ilgio SE baltymu ar HEN1, koduojamy
atitinkamai pJG4-5-SE, pJG4-5-HEN1
plazmidzZiy. Nesusidarant tarpbaltyminei
sgveikai mielés neauga ant Leu neturincios
terpés bei auga, bet nemélynuoja ant Leu
turinCios terpés. Publikuotos SE-coreeHYL1
sgveikos tyrimas mieliy dviejy hibridy sistemoje
atliktas kaip teigiama kontrolé Machida et al.,
2011. Paveikslo aprasymas  analogiskas
pateiktam 3.28 pav.

HENI1 nesudaro kompleksy nei
su SE, nei su SE-core. GST
metodu
kad

sgveikauja su HYL1 baltymu
(Machida et al., 2011). Stebint
HYL1

1Straukimo yra

parodyta, SE-core

SE-core ir sgveikg

naudojamos dviejy
hibridy sitemos EGY48[pSH18-
34] lastelése (3.34 pav. C), ne

mieliy

tik patvirtintas zinomas SE-
coresHYLI komplekso
susidarymas  Kitu, in vivo

metodu, bet ir jsitikinta, kad SE-
core tikrai sintetinamas mieliy
lastelése. Norint jsitikinti, kad
SE-core ir metiltransferaze
nesgveikauja tarpusavyje, atlikti
GST

eksperimentai (2.2.21. skyrius).

iStraukimo in  vitro

Naudojant anti-His antiktinus,

imunobloto GST-SE-core
takelyje HEN1 juostele
neiSryskéjo  (3.34 pav. B).

Gautas rezultatas patvirtina, kad
HENI1 nesudaro kompleksy su
GST-SE-core baltymu.

HEN1DCL1 saveikos nustatymas. DCL1 — trecio tipo ribonukleazg,

kurisu SE ir HYL1 sudaro mikroprocesoriaus kompleksa, kuris vykdo tiksly

miRNR/miRNR* duplekso iskirpimg i§ pirmtaky, pri- ir pre-miRNR (placiau

apie §] baltymg 1.2.3. skyriuje). Nors ne visy jos septyniy domeny funkcijos
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yra Zinomos, ta¢iau Siuo metu parodyta, kad ribonukleazés helikazinis ir PAZ
domenai sudaro tarpbaltyminius kontaktus su Siais augaly miRNR biogenezés
dalyviais: centring SE dalj apimanc¢iu SE-core (Machida et al., 2011), DDL
(Yu et al., 2008) ir NOT2b (Wang et al., 2013a) baltymais. Tuo tarpu
sutrumpinti DCL1 baltymai, sudaryti 1§ DUF283 bei R ir R? domeny,
specifiSskai jungiasi su HYL1 baltymu (Liu et al., 2013; Qin et al., 2010).
Norint patikrinti DCL1 sgveika su HEN1 mieliy dviejy hibridy sistema, pJG4-
5 vektoriaus pagrindu sukonstruotos plazmidés, koduojancios DCL1 domenus:
helikazinj, DUF283, PAZ bei R' ir R* (3.35 pav. A) N gale sulietus su
transkripcija aktyvuojan¢iu domenu (AD). EGY48[pSH18-34] Iasteles
transformavus pastarosiomis plazmidémis bei pEG202-NLS-HEN1, ant
Gal/+Leu ir Gal/-Leu analizuota galima ribonukleazés domeny sgveika su
pilno ilgio metiltransferaze. Gauti rezultatai rodo, kad bent du DCL1 domenai:
helikazinis ir du i§ eilés iSsidéste dgRNR suri§antys domenai, R' ir R?
dalyvauja jam sgveikaujant su HEN1 metiltransferaze (3.35 pav. B). Tuo tarpu
DCLI-HYL1 komplekso susidarymui esminis ribonukleazés DUF283
domenas (Qin et al., 2010) sgveiky su pilno ilgio metiltransferaze nesudaro. I$
literatiiriniy  $altiniy yra Zinoma, kad DCLI R'R® ir DUF283 domenai
sgveikauja su HYL1 (Liu et al.,, 2013; Qin et al., 2010), o ribonukleazés
helikazinis ir PAZ domenai — su SE-core (Machida et al., 2011). Norint
jsitikinti, kad naudojamos mielés sintetina DCL1 domenus, tirta jy sgveika su
pastaraisiais baltymais dviejy hibridy sistemos EGY48[pSH18-34] Iastelese. IS
3.35 pav. B dalyje pateikty rezultaty matyti, kad mielés, sintetinan¢ios HYL1 ir
DCL1 R'R? ar DUF283 domena, mélynuoja ir auga ant Gal/-Leu terpés. Taip
pat ant Sios terpés mélynas kolonijas formuoja EGY48[pSH18-34] lastelés,
transformuotos SE-core ir ribonukleazés helikazinj domeng koduojan¢iomis
plazmidémis. Gauti rezultatai ne tik patvirtino zinomas sgveikas, bet ir jrode,
kad naudojamose mielése tikrai sintetinami atitinkami DCL1 domenai. Tuo
tarpu mielése, transformuotose pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-DCL1-PAZ
plazmidémis, SE-core sgveika su ribonukleazés PAZ domenu néra stebima.

Kadangi anksciau skelbti literattiriniai duomenys rodo, kad tarp jy susidaro
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3.35 pav. HENI1 saveika su i§ DCL1 domeny sudarytais baltymais. (A) VirSuje -
pilno ilgio DCL1 domeniné organizacija (parengta pagal Mlotshwa et al., 2005).
Apacioje - tarpbaltyminés sgveikos tyrimams naudoty sutrumpinty ribonukleazés
baltymy, apimanciy atskirus DCL1 domenus, domeniné organizacija. Prie pastaryjy
baltymy skaiciais nurodytos atitinkama domeng sudarancios aminortigstys. DUF283
pazymétas DCL1 nezinomos funkcijos domenas 283 (angl. Domain of Unknown
Function 283); PAZ — ribonukleazés Piwi-Argonaute-Zwille domenas, identifikuotas
Piwi, Argonaute ir Zwille baltymuose; R*, R* - DCL1 dgRNR suridantys domenai.
(B) Su DSD sulieto pilno ilgio HEN1 baltymo, koduojamo pEG202-NLS-HEN1
plazmideés, sgveikos su 1§ atskiry DCL1 domeny sudarytais baltymais, sulietais su
AD ir koduojamais pJG4-5-DCL1-Helikazinis, pJG4-5-DCL1-R'R? pJG4-5-DCL1-
DUF283, pJG4-5-DCL1-PAZ plazmidziy, tyrimas mieliy dviejy hibridy sistema.
Nesusidarant tarpbaltyminei sgveikai mielés neauga ant Leu neturinCios terpés bei
auga, bet nemélynuoja ant Leu turinCios terpés. IS literattiriniy Saltiniy Zinomy
tarpbaltyminiy SE-coreeDCL1-Helikazinis, HYL1-DCLI1-R'R?, HYLI1+-DUF283 ir
SE-core*DCL1-PAZ saveiky tyrimai mieliy dviejy hibridy sistemoje atlikti kaip
teigiamos kontrolés (Hiraguri et al., 2005; Machida et al., 2011; Qin et al., 2010).
Paveikslo apraSymas analogiSkas pateiktam 3.28 pav. (C) HENI1 saveikos su i$
atskiry DCL1 domeny sudarytais baltymais tyrimas GST iStraukimo metodu. HEN1-
mut — pilno ilgio HEN1 metiltransferaze, kurios V543, L544, V550 pakeisti alaninais
(3.1 pav. C; 3.31 pav. A). Paveikslo apraSymas analogiSkas pateiktam 3.29 pav.
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kontaktai (Machida et al., 2011), jtarta, jog mielése neaktyvuojama reporteriniy
LEUZ2 ir LacZ geny raiska, nes nevyksta ribonukleazés PAZ domeno sintezé.
Eksperimentuose naudota pJG4-5-DCL1-PAZ plazmidé koduoja AD-HA-
DCL1-PAZ baltyma, sudarytg i§ ribonukleazés PAZ domeno N gale sulieto su
AD ir uz jo iSsidésCiusio HA (Zmogaus gripo viruso apvalkalo baltymo
hemaglutinino) epitopo (2.3 pav. B). Todél norédami patikrinti, ar
EGY48[pSH18-34] mielés, turinc¢ios pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-DCL1-
PAZ plazmides, nesintetina DCL1 PAZ domena, turintji AD-HA-DCL1-PAZ,
atlikome Sio chimerinio baltymo ,,paieska“ mieliy lasteliy lizate (2.2.20.
skyrius) panaudojant HA epitopui specifinius antikiinus. 3.36 pav. pateiktoje
imunobloto nuotraukoje matyti, kad pastarojo lizato takelyje (1 takelis)
juostelés néra. Jei eksperimentui naudoti anti-HA antikiinai yra funkciskai
aktyvis, gautas rezultatas rodo, kad naudojamose mieliy dviejy hibridy
sistemos lastelése ribonukleazés PAZ domeng turintis chimerinis baltymas
nesintetinamas.  Antiking  funkcionalumui patikrinti  atliktas  mieliy,
transformuoty pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-DCL1-Helikazinis
plazmidémis, kurios koduoja tarpusavyje sgveikaujanc¢ius BD-SE-core ir AD-
HA-DCL1-Helikazinis baltymus, lizaty imunoblotas su anti-HA. Sio lizato
takelyje (3.36 pav. 2 takelis) matoma 76,5 kDa AD-HA-DCL1-Helikazinis
baltymo juostelé patvirtina, kad imunoblotams naudoti HA epitopui specifiniai
anktikiinai yra funkciskai aktyvis. Kadangi EGY48[pSH18-34] mielés
nesintetina chimerinio AD-HA-DCL1-PAZ baltymo, tai iStirti PAZ domeno
svarbg DCLI1*HEN1 komplekso susidarymui mieliy dviejy hibridy sistema
nejmanoma.

Siekiant patvirtinti, kad HEN1 sudaro kompleksus su DCL1 helikaziniu,
R! ir R* domenais, bet ne su §ios nukleazés DUF283 domenu, bei norint
patikrinti galimg metiltransferazés sgveika su pastarosios nukleazés PAZ
domenu, atlikti GST istraukimo eksperimentai su i§ atskiry DCL1 domeny
sudarytais, N gale su GST sulietais baltymais. Nustatyta, kad sutrumpinti
DCL1 baltymai sudaryti i$ R'ir R? domeny bei i§ atskiry helikazinio ar PAZ

domeny sudaro kompleksus su pilno ilgio metiltransferaze (3.35 pav. C). Tuo
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tarpu HEN1 nestebimas méginiuose nei su GST, nei su GST-DUF283. Tai
rodo, kad DCL1 DUF283 domenas DCL1 ir HEN1 saveikoje nedalyvauja.

Pazymeétina, kad prieSingai nei HYL1 baltymo atveju, trijy aminoriugsciy

pakaita P domene (alaninais pakeistos Val543, Leu544 ir Val550

aminortigStys) nesumazina HEN1 baltymo sgveikos su DCL1 (3.35 pav. C),

kas leidZzia manyti, kad Sios trys aminoriigStys néra esminés susidarant

DCLI1-HENI kompleksui.

pJG4-5-DCL1-PAZ
pEG202-NLS-SE-core
pJG4-5-DCL1-Helikazinis
M, kDa
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3.36 pav. Naudojamos dviejy hibridy sistemos mieliy
EGY48[pSH18-34] gebéjimo sintetinti chimerinj AD-
HA-DCL1-PAZ baltyma tikrinimas imunoblotu. 1
takelyje nematoma juostelé rodo, kad mieliy,
transformuoty pEG202-NLS-SE-core ir pJG4-5-
DCL1-PAZ plazmidémis, lizate HA epitopa turincio
AD-HA-DCL1-PAZ baltymo néra. 2 takelyje anti-HA
antiktinais iSrysSkinta mieliy, turin¢iy pEG202-NLS-
SE-core ir pJG4-5-DCL1-Helikazinis plazmides, lizate
esanio, vadinasi sintetinamo, 76,5 kDa AD-HA-
DCL1-Helikazinis baltymo juostele. Pastarajame
takelyje matoma juostelé rodo, kad HA epitopo
detekcijai naudoti antikiinai yra funkciskai aktyvis.
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REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo tiriamasis objektas - modelinio augalo A. thaliana HEN1
metiltransferazé - priklauso eukariotiniams organizmams biidingy mazyjy
nekoduojanéiy RNR, 3¢ galiniy nukleotidy 2°-O-metiltransferaziy (priklauso
metiltransferaziy (EC 2.1.1) popoklasiui) seimai. Parodyta, kad Sios $eimos
atstovy atlieckamas metilinimas apsaugo mnkRNR nuo papildomo 3¢ galo
uridilinimo ir/ar 3°-5° degradacijos. Nors mnkRNR metiltransferaziy
katalizuojama reakcija yra ta pati, taciau jy atpazjstami ir metilinami substratai
skiriasi. Gyviny metiltransferazés modifikuoja viengrandines RNR, o augaly ir
zaliadumbliy metiltransferazés — tik dvigrandines RNR (Vilkaitis et al., 2010).
ISskirtiné pastaryjy baltymy savybé — daugiadomeniné struktira. Be
konservatyvaus  metiltransferazinio  domeno,  baltaziedzio  vairenio
metiltransferazeé turi papildomus keturis N gale i$sidés¢iusius domenus, kurie
nebtidingi HEN1 homologams gyviinuose (Huang, 2012). Tai neZinomos
funkcijos, j peptidil-prolino cis-trans izomeraze panasus P domenas, du R ir
R? domenai, kuriuose randamos dgRNR suriSancios sritys, bei tarp pastaryjy
iSsidéstes La motyva turintis L domenas, kuris sgveikauja su
MNKRNR/MnkRNR* duplekso metilinamos grandinés 5° galu (1.22 pav.)
(Huang et al., 2009). Nors $i0 baltymo unikali struktiira, specifiskumas dgRNR
bei biologiné svarba buvo placiai tirta pasaulio mokslininky, taciau iSsamaus
paaiskinimo, kaip vyksta substrato atpazinimas bei jo metilinimas pasigesta.
Todél norédami detalizuoti A. thaliana HEN1, o kartu tam paciam poSeimui
priklausan¢iy  baltymy veikimo mechanizma, Siame darbe tyréme
metiltransferazés saveika su substratais, susidaranc¢iy kompleksy stabiluma bei
M, R! ir R* domeny svarba $iuose procesuose. Analizavome konkre&ios
MNKRNR/mMnkRNR* duplekso grandinés metilinimg bei sickdami geriau
suprasti HEN1 biologing reik§me¢ identifikavome vienintelio su substratu

kontakty nesudaranéio P domeno nezinomg funkcijg.
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4.1. HENI1 saveika su dgRNR substratais

A. thaliana Iastelése dazniausiai aptinkamos 21-24 nt ilgio dvigrandinés
mnkRNR (Bologna et Voinnet, 2014), bet ne dvigrandinés DNR ar
viengrandinés RNR, yra efektyviai modifikuojamos vairenio metiltransferazés
in vitro (Vilkaitis et al., 2010; Yang et al., 2006a; Yu et al., 2005). Taciau
nebuvo zZinoma, ar HEN1 specifiSkumas substrato tipui yra apsprendZiamas
mnkRNR/mnkRNR* duplekso suri§imo ar metilgrupés perneSimo nuo
kofaktoriaus AdoMet ant dgRNR stadijoje. EMSA-PAAG metodu iStyre
HENI saveika su 21-23 nt mnkRNR/mnkRNR* dupleksais ir jiems struktiira,
nukleotidy seka identiSkomis ar skirtingomis dgDNR bei 21-28 nt ilgio
VgRNR, vgDNR (3.2 pav.; 3.1.2. skyrius) nustatéme, kad baltymas sudaro
kompleksus tik su dgRNR (3.3 pav.). Gauti rezultatai rodo, kad
metiltransferazés  specifiSkumas  modifikuojamiems  substratams  yra
apsprendziamas substrato suriSimo Stadijoje. In vitro HEN1 metiltransferazé
modifikuoja, vadinasi, ir sudaro kompleksus su mnkRNR-DNR hibridais, kuriy
ilgis yra artimas augaly mnkRNR/mnkRNR* dupleksams (A. Plotnikova ir A.
Osipenko, neskelbta). Zinant, kad in vivo vyraujanti DNR molekuliy forma yra
B, 0 dgRNR molekuliy ir RNR-DNR hibridy — A, gauti rezultatai leidZia daryti
prielaida, kad ne tik dvigrandinio substrato ilgis, bet ir jo forma yra svarbi
HEN1 1§ wvisy lasteliniy nukleoriig§iy atpazjstant dviejy klasiy
MNKRNR/MnkRNR* (siRNR/siRNR* ir miRNR/miRNR*) dupleksus.
Baltaziedzio vairenio HEN1 dalyvauja ne tik miRNR, bet ir visy rasiy
siRNR susidarymo keliuose (Bologna et Voinnet, 2014; Pumplin et Voinnet,
2013). Didzioji dalis A. thaliana mnkRNR yra metilintos, vadinasi,
mMIRNR/miRNR* ir siRNR/sIRNR* dupleksai konkuruoja dél HENI
katalizuojamos modifikacijos (Yu et al., 2010). siRNR tipo dupleksai yra
sudaryti 1§ pilnai komplementariy grandiniy, o dvigrandiné miRNR paprastai
turi nesuporuoty nt iSkySas, nekomplementarius nukleotidus. Augaluose
aptinkamy miRNR, siRNR molekuliy nukleotidy sekos yra skirtingos. Norint

nustatyti, ar mnkRNR/mnkRNR* dupleksy pirminé ir/ar antriné struktiiros
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veikia HEN1 afiniSkumg substratams, EMSA-PAAG metodu iStyréme pilno
ilgio metiltransferazés saveika su siRNR tipo molekule bei su dviem
miRNR/miRNR* dupleksais, besiskirianciais nukleotidy seka bei struktiira
(3.1.3. skyrius). Nustatéme, kad metiltransferazé surisa tirtas dvigrandines
miRNR ir siRNR panasiu stiprumu (3.4 pav.). In vitro gauti rezultatai leidzia
daryti prielaida, kad vairenio HENI1 neturi struktiirinés determinantés,
leidziancios atskirti dvigrandines miRNR nuo siRNR Igstelése.

mnkRNR biogenez¢je 1§ pirmtaky iSkirpti mnkRNR/mnkRNR*
dupleksai sgveikauja su Ago Seimos baltymu susidarant mnkRNR efektoriniam
kompleksui RISC. Jam brestant viena 1§ mnkRNR/mnkRNR* duplekso
grandiniy yra paSalinama. Augaluose subrendusiame RISC komplekse
iSlikusios mnkRNR grandinés yra metilintos. In vitro parodyta, kad
metiltransferazé HEN1 modifikuoja abi mnkRNR/mnkRNR* duplekso
grandines (Vilkaitis et al., 2010; Yang et al., 2006a; Yu et al., 2005). Remiantis
Siais tyrimais, manoma, kad SiRNR/siRNR* ir miRNR/miRNR* dupleksy
abiejy grandiniy 3° galiniy nukleotidy metilinimas vyksta ir in vivo. Kadangi
HENI1 turi tik vieng metiltransferazinj domeng, tai dgRNR abiejy grandiniy
modifikacija gali vykti tik per tarping hemimetilintg biiseng — kai tik viena i$
duplekso grandiniy turi metilgrupe ir tik po to metilinama antroji grandiné (3.5
pav.). Tokiu atveju augaly lgstelése turéty egzistuoti nemetilintos, pilnai
metilintos ir hemimetilintos dgRNR. Norédami nustatyti kaip vienos ar dviejy
metilgrupiy buvimas substrate paveikia sgveikos su metiltransferaze stipruma,
istyréme HENI1-wt sgveika su augaluose metilinamo miR173/miR173*
duplekso metu susidarandiais tarpiniais produktais miR173“™"*/miR173*,
miR173/miR173*“*® ir galutiniu  katalizuojamos reakcijos produktu
miR173“"*/miR173*“"™ (3.6 pav. A). HEN1 kompleksy su nemetilinta ir viena
metilgrupe turinc¢ioms dgRNR disociacijos konstanty reikSmeés yra tos pacios
nanomoliarinés reikSmés. Tuo tarpu metiltransferazés afiniSkumas dvi
metilgrupes 3¢ galuose turindiam miR173°"*/miR173*“™ dupleksui yra 20
karty mazesnis (3.7 pav. A, C; 3.1 lentel¢). Nustatytoje
HEN1emnkRNR/mnkRNR**AdoHcy struktiroje mnkRNR/mnkRNR*
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duplekso nemetilinamos grandinés 3¢ galinio nukleotido 2°-OH grupé¢ nesudaro
kontakty su L domenu (1.23 pav.) (Huang et al.,, 2009). Tuo tarpu
komplementarios metilinamos grandinés 3¢ galinio nukleotido 2°- ir 3°-
hidroksigrupés koordinaciniais rySiais jtvirtinamos M domene (4.1 pav.). Todél
vienintelis domenas, kurj gali paveikti metilgrupés pridéjimas 3¢ gale, yra M
domenas. Spéjame, kad i grupé fermento aktyviajame centre sukelia sterinius
trukdzius, salygojanc¢ius 3 galinio nukleotido ribozés fosforilgrupés
1§sidéstymo erdvéje pakitimus, dél kuriy nesusidaro vandeniliniai rySiai tarp
pastarosios grupés ir M domeno Arg701 ar/ir Arg856 Soniniy grupiy bei
koordinaciniai rysiai tarp 3¢ galinio nt ribozés 2‘-, 3*-OH grupiy ir Mg** (4.1
pav.). Taciau, ar butent tai trukdo dgRNR 3° galo suriSimui, galima biity
atsakyti tik nusta¢ius HEN1-miR173“"*/miR173*“™ komplekso struktiirg.
Apibendrinant, gauti rezultatai leidzia teigti, kad M domenas dalyvauja
substrato suriSime (4.2 pav. apacioje). AdoHcy yra HEN1 katalizuojamos
reakcijos produktas, susidarantis perneSus metilgrup¢ nuo kofaktoriaus
AdoMet ant 2°-O-ribozés. Jo, kaip ir kofaktoriaus AdoMet, jungimosi vieta yra
HENL1 aktyvusis centras M domene (1.22 pav. B). Todél nustate, kad HEN1

h £
3' galinis G , i
e 3' prieSpaskutinis A

R701 4

4.1 pav. mnkRNR/mnkRNR* duplekso metilinamos grandinés 3’ galinio nukleotido
jtvirtinimas HEN1 metiltransferaziniame domene pagal Huang et al., 2009. Sio
nukleotido 2’- ir 3’-hidroksigrupés ir metiltransferazinio domeno Glu796, Glu799,
His800, His856 koordinuojami Mg®". 3’ galinio nukleotido fosforilgrupé sudaro
vandenilinius rySius su metiltransferazinio domeno Arg701, Arg856. Apibrézta 3’
galinio nukleotido ribozés metilinama padétis. Rysiai, kurie gali bati paveikti 3
galinio nukleotido metilgrupés 2’-O padétyje, pazyméti « .
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metiltransferazés afiniskumas miR173“*¥/miR173*“™* padidéja | reakcijos
misin} pridéjus AdoHcy (3.7 pav. C; 3.1 lentel¢), patvirtinome HENI M
domeno svarbg substrato suriSimui (4.2 pav. apacioje).

EMSA-PAAG metodu iStyrus tik i§ metiltransferazinio domeno
sudaryto baltymo HEN1-M sgveikg su miR173/miR173* nustatéme, kad,
priesingai nei pilno ilgio HEN1-wt, Sis baltymas nesudaro natyviame gelyje
detektuojamo HEN1.miR173/miR173* komplekso (3.13 pav.). Gauti rezultatai
rodo, kad pastarojo komplekso susiformavimui vieno M domeno nepakanka -
bitini metiltransferazés N galo domenai.

1.22 pav. B dalyje pateiktoje HENI*mnkRNR/mnkRNR*sAdoHcy
struktiiroje matyti, kad P domenas nesudaro tiesioginiy saveiky su dgRNR, o L
domenas yra atsakingas uz RNR duplekso modifikuojamos grandinés 5 galo
suriS$img ir Kartu su metiltransferaziniu domenu veikia kaip ,,molekuliné
liniuoté* nustatant metilinamo substrato ilgj (Huang et al., 2009). R! ir R?
domenuose yra randamos dgRNR surisancios sritys, todél spéjamas Siy
domeny dalyvavimas substrato suri§ime. Norédami geriau suprasti R' ir R?
domeny atlickamas funkcijas, iStyréme HENI1 mutantinius baltymus.
Nustatéme, kad metiltransferazei neturint R' domeno (HEN1-LR’*PM),
HEN1emiR173/miR173* kompleksai gelyje nesusidaro (3.14 pav. A). Tuo
tarpu baltymas, sudarytas i§ R* domeno HEN1-R*, galéjo prisijungti substrata,
nes laisvg dgRNR atitinkanti juostelé natyviame gelyje nenustatyta (3.14 pav.
A). Norédami patvirtinti pirmojo dgRNR suriSan¢io domeno svarbg dgRNR
prijungime, teséme susiriSimo eksperimentus su HEN1-KK69-70AA pilno
ilgio metiltransferaze, kurioje potencialiis sgveikoje su dgRNR dalyvaujantys
R* domeno lizinai buvo pakeisti alanino ar. (3.1 pav. C; 3.14 pav. B). Tai, jog
Sis mutantinis baltymas nesudaro kompleksy su miR173/miR173* dupleksu
(3.14 pav. A), rodo, kad pirmas dgRNR surisantis domenas yra esminis HEN1
ir substrato komplekso, stebimo EMSA-PAAG, susidarymui. Tuo tarpu vieno
R? domeno nepakanka natyviame gelyje detektuojamo
HEN1emiR173/miR173* komplekso susidarymui (3.22 pav. A), o ir pilno ilgio

metiltransferazé, turinti alaninais pakeistas R*> domeno Arg389, His397,
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Lys477 (3.1 pav. C; 3.22 pav. B), dramatiskai nekei¢ia HEN1 sgveikos su
miR173/miR173* dupleksu (3.22 pav. A). Vis délto, nors HENI-
RHK389,397,477TAAA baltymas sudaro kompleksus su substratu, taciau jo
afiniSkumas dgRNR yra mazdaug 600 karty maZesnis nei HENI1-wt (3.4
lentelé¢). Apibendrinant, gauti rezultatai rodo, kad metiltransferazés abu R
domenai yra svarblis formuojantis HEN1 ir dgRNR kompleksui, tadiau jy
indélis suriSant substratg yra nevienodas.

Augaluose susidaro dviejy klasiy mnkRNR/mnkRNR* dupleksai, kurie
skiriasi grandiniy komplementarumu: dvigrandinés siRNR sudarytos i$ visiskai
komplementariy grandiniy, o miRNR molekulés turi nekomplementarias baziy
poras, nesuporuoty nt iSkysSas ar kilpas. Nustatytoje
HEN1emnkRNR/mnkRNR*+*AdoHcy struktiiroje R? nuo substrato yra nutoles
3 A, todeél 8io domeno saveikos su siRNR tipo dupleksais yra mazai tikétinos.
Remdamiesi $iais kristalografiniais duomenimis Huang su kolegomis iSkélé
hipoteze, kad R? domenas gali bati svarbus specifinius antrinés struktiiros
elementus turinéiy dvigrandiniy miRNR suriSimui (Huang et al., 2009).
Norédami i$siaiskinti, ar i§ tiesy R?> domenas yra svarbus atpaZjstant skirtingy
klasiy mnkRNR/mnkRNR* dupleksus, palyginome HEN1-
RHK389,397,477AAA saveika su siR173/siR173* ir miR173/miR173*
dupleksais (3.2.3. skyrius). Nustatéme, kad, nepaisant miR173/miR173* ir
siR173/siR173* dupleksy grandiniy skirtingo komplementarumo, esant ar
nesant kofaktoriaus analogui, tirti substratai HEN1-RHK389,397,477AAA
suriSami panaSiu stiprumu (3.4 lentel¢). Gauti duomenys paneigé Huang ir
bendraautoriy iskelta hipoteze, kad R* domenas yra svarbus tik miRNR tipo
dupleksy suriSimui.

Huang su bendraautoriais parodé, kad stekingo sgveika tarp L domeno
Trp333 ir dgRNR metilinamos grandinés 5° pirmo nukleotido heterociklinés
bazés (1.23 pav.; 4.2 pav. virSuje) yra svarbi atpazjstant substrata, nes jos
pakeitimas  alanino ar. susilpnina  metiltransferazés  sgveika  su
mMnNKRNR/mnkRNR* (Huang et al., 2009). Detaliau L domeno vaidmuo

substrato suriSime néra iStirtas. Pazymétina, jog mutantinis baltymas sudarytas
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tik i§ HENI L domeno, kaip ir HEN1-M bei HEN1-R? baltymai, nesudaro
EMSA-PAAG identifikuojamo komplekso su mnkRNR/mnkRNR* dupleksu
(S. Baranauské et G. Vilkaitis, neskelbta). Siame darbe jrodéme, kad HEN1 R*,
R? bei M domenai dalyvauja substrato suridime (4.2 pav.). Tadiau pavieniui tik
R' domenas sudaro EMSA-PAAG matomus kompleksus su substratu. R*
domeno afiniSkumas substratui yra tik keliais kartais mazesnis nei HEN1-wt
(3.16 pav.; 3.4 lentel¢), kas rodo, jog pastarasis domenas yra biitinas stipriam
substraty suri§imui. Pazymétina, kad tik dviejy R' domeno ar. Lys60, Lys70
pakaitos pakanka, kad nesusidaryty natyviame gelyje matomi HENI1<RNR
kompleksai. Remiantis gautais duomenimis, pasitléme HEN1 sgveikos su
miRNR/MiRNR*ir siRNR/siRNR* dupleksais modelj, pagal kurj pirmiausia R*
sudaro kontaktus su dgRNR (4.2 pav. virduje), o véliau R® ir M domenai
stabilizuoja HEN1<RNR kompleksg (4.2 pav. apacioje).

Norint palyginti R' ir R?* domeny vaidmenj susidarandiy
HENTemnkRNR/mnkRNR* kompleksy stabilumui, iStyréme kokiu greiciu
iSyra HEN1-wt kompleksai su nemetilintu substratu (miR173/miR173*) bei
galutiniu  katalizuojamos reakcijos produktu (miR173“™/miR173*“"),
pridéjus konkurentinés RNR pertekliy. Kadangi dvinariy HEN1 kompleksy su
pastaraisiais substratais iSirimo dinamikg (3.9 pav.) pavyko apraSyti tik
pritaikius dviejy eksponenciy iSirimo lygt], spéjame, kad miSinyje egzistuoja
dviejy konformaciniy biiseny dvinariai kompleksai, tarpusavyje besiskiriantys
stabilumu (3.5 lentel¢). Taciau didzigja dali dvinariy HEN1 kompleksy su
pilnai metilintu substratu, prieSingai nei su nemetilintomis dgRNR, sudaro
mazesniu stabilumu pasizymintys kompleksai. Gauti rezultatai rodo, kad
metilgrupés atsiradimas aktyviajame centre, salygojantis silpnesnj substrato 3°
galo suriS§img, yra HEN1<RNR kompleksy stabilumag mazZinantis veiksnys (4.2
pav. apacioje). Taciau tiek HEN1*miR173/miR173%, tiek
HEN1-miR173“"¥/miR173*“™ kompleksai pereina j stabilesne biisena
AdoHcy esant M domene (3.5 lentelé; 4.2 pav. apacioje). Gauti rezultatai rodo,
kad M domenas yra svarbus ne tik suriSant substrata, bet ir stabiliy kompleksy

susidarymui.
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4.2 pav. Hipotetinis HEN1 metiltransferazés saveikos su mnkRNR/mnkRNR*
dupleksu modelis bei susidaranc¢io komplekso stabilumg lemiantys veiksniai.
Metiltransferazei HEN1 sudarant rysius su substratu pirmiausia R' sudaro kontaktus
su dgRNR, o tuomet surisant dupleksa prisideda R® ir M domenai. Metiltransferazes
susiriS§imo su substratu stiprumg lemiantys veiksniai pateikti rausvose iSnasose, o
stabilumg — pilkos spalvos iSnasose. Raudonu skrituliuku pazyméta metilgrupe,
geltonu — reakcijos produktas AdoHcy ir pilku - kofaktorius AdoMet. HEN1
metiltransferazés R' domenas nupieStas mélyna spalva, L domenas — geltona, R?
domenas — violetine, P domenas — oranzine, M domenas — zalia. Pastaba:
metilgrupé dgRNR nekei¢ia domeny sgveikos su substratu eiliSkumo spéjamame
modelyje.
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Norédami suprasti, kaip AdoHcy buvimas padidina HENI1<RNR
kompleksy stabilumg analizavome vairenio HEN1 komplekso su dvigrandine
mnkRNR ir kofaktoriaus analogu AdoHcy struktiirg (1.22 pav. B). IS jos
matyti, kad R domeno kilpos ,,vir§tnélé®, turinti hidrofobines ar. Leu4l,
Alad2, 1le43, issidésto Salia M domeno C galinés [ juostos hidrofobiniy
aminorugsciy 11927, Trp928 (4.3 pav.). PaZymétina, jog iSanalizave augaly
mnkRNR biogenezés baltymy R domeny ar. sekas (3.18 pav.) nustatéme, kad
tokios ilgesnés ir papildomas hidrofobines ar. turin€ios kilpos yra aptinkamos
tik augaly mnkRNR metiltransferaziy R domenuose. Remiantis Siais
duomenimis, iskéléme hipoteze, kad AdoHcy jungiantis M domene vyksta
persitvarkymai ir susidaro kontaktai tarp metiltransferazinio domeno ir R*
domeno netipinés kilpos ,,virSiinélés ar. (4.2 pav. apacioje). Manome, tokiu
biudu substratas ,,uzrakinamas* fermente ir uZtikrinamas stabiliy kompleksy
susiformavimas. HEN1 R' domeno kilpos funkcinei analizei naudota pilno
ilgio metiltransferaze, turinti 38-45 ar., apimanciy netipinés kilpos ,,vir§iing*,
pakaita glicinu (3.1 pav. C; 3.19 pav.). Istyrus HEN1-A38-
45emiR173/miR173* kompleksy iSirimo dinamika, identifikavome dviejy
skirtingu stabilumu pasizymin¢iy dvinariy kompleksy egzistavimg reakcijos
miSinyje (3.5 lentel¢). Nustatéme, kad, metiltransferazei neturint tiriamos
kilpos, mazesnio stabilumo HEN1-A38-45RNR kompleksai iSyra kur kas
greiCiau, todél jy iSirimo grei¢io konstantos naudotu EMSA-PAAG metodu
negalé¢jome apskaiciuoti. PrieSingai nei HEN1-wt atveju, maZesniu stabilumu
pasizymintys kompleksai sudaro didzigja dalj dvinariy HEN1-A38-45.RNR
kompleksy ir jie islieka j reakcijos misinj pridéjus AdoHcy. Dar didesné R*
domeno kilpos svarba kompleksy stabilumui iSryskéjo iStyrus suformuoto
HEN1-A38-45-miR173“™"/miR173*“"® komplekso isirima laike (3.5 lentelé).
Nustatéme, kad metiltransferazei, neturinéiai tiriamos kilpos, sgveikaujant su
galutiniu reakcijos produktu susidaro tik mazo stabilumo kompleksai, kuriy tik
1/10 dalis pereina j stabilesne buiseng AdoHcy esant M domene. Gauti

rezultatai rodo, kad AdoHcy buvimas M domene bei sgveikos, susidarancios
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tarp R kilpos ir M domeno, sinergistiskai didina HEN1 kompleksy su

substratu stabiluma.

LYV i e
4.3 pav. Hidrofobinés sgveikos tarp HEN1 metiltransferazinio domeno C galinés f
juostos 11927, Trp928 ir R* domeno kilpos, issidés¢iusios tarp pirmos ir antros B
juosty, Leudl, Ala42, Ile43. Pazym¢jimai: metiltransferazinis domenas - Zzalia
spalva; R* domenas - mélyna spalva; R®> domenas - violetine spalva; L domenas -
geltona spalva; P domenas - oranzine spalva; mnkRNR/mnkRNR* duplekso
metilinama ir nemetilinama grandinés - atitinkamai raudona ir Zydra spalvomis.

Metiltransferazés R? domenas, kuris dalyvuja prijungiant substrata, yra
svarbus HEN1 kompleksy su dgRNR stabilizavimui. Sio domeno svarbos
HEN1.RNR kompleksy stabilumui tyrimams naudojome pilno ilgio HEN1
baltymag HENI1-RHK389,397,477AAA (3.1 pav. C), kuriame sgveikoje su
substratu dalyvaujantys R* domeno Arg389, His397, Lys477 pakeisti j alaninus
(3.22 pav. B). Istyrus dvinariy HEN1-RHK389,397,477AAA kompleksy su
dgRNR i8irimo dinamikg, nustatéme, kad, kaip ir HEN1-A38-45 baltymo
atveju, susidaro zymiai daugiau maZesniu, o ne didesniu stabilumu
pasizymintys HEN1-RHK389,397,477AAA*RNR kompleksai, kurie iSlieka ]
reakcijos miSinius pridéjus AdoHcy (3.5 lentel¢). Taip pat mazesniu stabilumu
pasizymintys HEN1-RHK389,397,477AAA*miRNR/miRNR* ir HEN1-
RHK389,397,477AAA<siRNR/siRNR* kompleksai iSyra greic¢iau nei HEN1-
wt. Pazymétina, kad HEN1-RHK389,397,477AAA baltymas, prieSingai nei su
miR173/miR173* dupleksu, neformuoja natyviame gelyje matomy kompleksy

su miR173°™/miR173*“"® (3.24 pav. A). Pastarasis substratas nuo
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nemodifikuoto skiriasi tik metilgrupiy buvimu 3° galiniuose nukleotiduose.
Nustatytoje HEN1emnkRNR/mnkRNR**AdoHcy struktiiroje
MNKRNR/MnkRNR* duplekso tik metilinamos grandinés 3° galinio nukleotido
2¢- ir 3°-hidroksigrupés koordinaciniais ryS$iais jtvirtinamos M domene (4.1
pav.) (Huang et al., 2009). Vadinasi, metilgrupé gali paveikti M domeno ar.
sgveikas su 3° galiniu nukleotidu (4.1 pav.). Remiantis Siais duomenimis,
spejame, kad R? domenas sudarydamas kontaktus su dgRNR, padeda
metiltransferaziniam domenui surasti ir teisingai iSsidéstyti ties dgRNR
metilinamos grandinés 3’ ir nemetilinamos grandinés 5° galy. Tuo tarpu
mutantiniam baltymui HEN1-RHK389,397,477AAA*miR173/miR173*
sudarant ry$ius su pilnai metilintu substratu miR173*/miR173*",
nesusiformuojantys kontaktai tarp Arg389, His397, Lys477 ir substrato bei
susidarantys 3¢ galinio nukleotido metilgrupés salygojami steriniai trukdziai
yra dvi dedamosios, kurios skatina M domeno ,,nuéjimg* nuo dgRNR pastarojo
galo ir greita kompleksy 1Sirima.

Apibendrinant dvinariy HEN1eRNR ir trinariy HEN1*RNRe*AdoHcy
kompleksy stabilumo tyrimy rezultatus, metiltransferazei sgveikaujant su
miR173/miR173* susidaro didesnio ir mazesnio stabilumo dvinariai
HEN1emiR173/miR173* kompleksai, kurie pereina ; didesniu stabilumu
pasizyminé¢ig konformacing buiseng kofaktoriaus analogui AdoHcy esant M
domene. Pastarasis peréjimas nevyksta, jei baltymas neturi R* domeno kilpos
L virsiinélés* aminorigdciy ar R? domeno Arg389, His397, Lys477. Vadinasi,
vien didesniu stabilumu pasizymin¢iy HENIemiR173/miR173*+AdoHcy
kompleksy susidarymui biitini visi trys kompleksy stabilumg didinantys
veiksniai: AdoHcy buvimas metiltransferazinio domeno aktyviajame centre; R*
domeno kilpos ,,virSiin¢lés* hidrofobiniy ar. (Leud1, Ala42, 1le43) saveikos su
M domeno C galinés B juostos 11927, Trp928; R* domeno Arg389, His397,
Lys477 vandeniliniai rySiai su dgRNR. Ivykus HENI katalizuojamai
mnkRNR/mnkRNR* duplekso modifikacijai, fermento aktyviajame centre
atsiranda metilgrupé. Norédami nustatyti, ar Sios grupés buvimas

aktyviajame centre paveikia kompleksy stabilumg, tyréme dvinario
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HEN1+miR 173" /mir173* komplekso iSirimo dinamikg. Nustatéme, kad,
priesingai nei nemetilinto miR173/miR173* duplekso atveju, pilno ilgio
metiltransferazei sgveikaujant su katalizuojamos reakcijos galutiniu produktu
susidaro kur kas daugiau mazesniu stabilumu pasizymintys dvinariai
HEN1-miR173“"¥/miR173*“"® kompleksai. Taigi, nors dgRNR 3¢ galinio
nukleotido metilgrupé M domene skatina HEN1*RNR kompleksy iSirima,
taCiau esant visiems trims aukS$¢iau iSvardintiems stabilumg didinantiems
veiksniams susidaro tik didesniu stabilumu pasizymintys
HEN1-miR173“"¥/miR173*“*«<AdoHcy kompleksai. Jy isirimo pusperiodis
yra tik mazdaug du kartus mazZesnis nei trinariy kompleksy su nemetilintu
substratu. Gauti duomenys rodo, kad pastarieji trys stabilumg lemiantys
veiksniai yra itin svarbiis metilinto substrato ilgam uZlaikymui, kuris, remiantis
duomenimis gautais tiriant metiltransferazés P domeno funkcijg (3.3. skyrius),
manome, yra reikalingas modifikuotos dgRNR islikimui komplekse su miRNR

biogenezés kelio baltymais HYL1 ir DCL1.

4.2. HEN1 vykdomas miR173/miR173* duplekso individualiy

grandiniy metilinimas

Augaluose i§ pre-miRNR pirmtaky iskirptas miRNR/miRNR* dupleksas yra
modifikuojamas HEN1 metiltransferazés ir tokiu biidu apsaugomas nuo 3’°-5’
degradacijos (Tu et al., 2015; Wang et al., 2015; Zhao et al., 2012a). Tuomet
jis su Ago Seimos baltymu, paprastai AGO1, sudaro pre-miRISC kompleksa, i§
kurio paSalinama ir degraduojama lydin€ioji miRNR* grandiné. Todél
augaluose aptinkamos tik metilintos kreipian¢iosios miRNR grandinés
iSlikusios subrendusiame miRISC komplekse. Nors zinome, kad in vitro HEN1
modifikuoja abi miRNR/miRNR* duplekso grandines (Vilkaitis et al., 2010),
duomeny jrodanciy abiejy grandiniy metilinimg in vivo néra.

Iskéle hipotezg, kad in vivo mnkRNR/mnkRNR* dupleksy lydinc¢iosios

grandinés degradacija gali salygoti létesné nei kreipianciosios grandinés
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modifikacija, apskai¢iavome augaluose HEN1 metilinamo miR173/miR173*
duplekso individualiy grandiniy metilinimo parametrus (3.1.5. skyrius) ir juos
palyginome su hemimetilinty miR173°"*/miR173* ir miR173/miR173*“"
substraty (A. Osipenko) (3.2 lentelé). Nemetilinto ir hemimetilinty
miR173/miR173* dupleksy individualiy grandiniy modifikacijos grei€iai yra
panasis, kas rodo, jog metilgrupés buvimas vienoje duplekso grandingje neturi
itakos vélesnei komplementarios grandinés modifikacijai. Sie duomenys
prieStarauja hipotetinei situacijai augaluose, kai, pavyzdziui, (i) po
kreipianciosios miRNR grandinés modifikacijos, metilgrupe
mMiIRNR™¥/miRNR* duplekse trukdo lydin&iosios miRNR* grandinés
metilinimui; (i1) dé¢l pastarosios grandinés modifikacijos uzdelsimo susidaro
hemimetilintos dvigrandinés miRNR“*¥/miRNR* ir AGO1 kompleksas; (iii) 18
jo pasalinama nemetilinta lydinc¢ioji grandiné lengvai degraduojama, o islikusi
metilinta  kreipian¢ioji ~ grandiné  suformuoja  subrendus; miRISC
(AGO1+*miRNR“"®) kompleksa. Taip pat priesingai nei buvo tikétasi, remiantis
3.5 pav. pateiktu HEN1 Kkatalizuojamos reakcijos modeliu, nustatytos
lydinc¢iosios grandinés miR173* modifikacijos grei¢iy konstanty amplitudziy
reikSmés rodo, kad in vitro 4/5 visy atvejy (3.2 lentelé) metiltransferazé is
pradziy modifikuoja ne kreipiancigjg miR173, o lydincigjag miR173* granding.
Rezultatai, kad HEN1 in vitro risasi su miR173/miR173* dupleksu orientacija
palankia lydinCiosios miR173* grandinés metilinimui, patvirtinti izotopinio
pakeitimo eksperimentais (Plotnikova et al., 2013). Vis délto in vivo Kiti
veiksniai gali lemti, kad HEN1 metilina tik ] miRISC kompleksus jtraukiamg ir
posttranskripcinéje geny raiSkos reguliacijoje dalyvaujancig miR173 granding.
Nustac¢ius HEN1 sgveikg su HYL1 ir DCL1 (detaliau 3.3. ir 4.3. skyriuose),
spé¢jame, kad vairenyje daugiabaltyminiame komplekse lydin¢iosios miR173*
grandinés modifikacija gali nevykti baltymui/-ams (HYL1 ar/ir DCL1)

,»paslepiant* pastarosios grandinés 3 galinj nukleotidg nuo metiltransferazés.
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4.3. Tarpbaltyminés HENT1 saveikos

I peptidil-prolino cis-trans izomeraz¢ panasaus HEN1 P domeno, kuris
vienintelis nesudaro sgveiky su substratu (1.22 pav. B), funkcija iki Siol nebuvo
zinoma. Tkaczuk su kolegomis nustaté, kad S$is domenas néra atsakingas uz
prolino cis-trans izomerizacija (Tkaczuk et al., 2006). Zinodami, kad augaly su
imunosupresoriniu  vaistu sgveikaujan¢iy (FKBP; angl. FK506-binding
proteins) baltymy j P domeng panasiis PPlaziniai domenai dalyvauja
tarpbaltymingje sgveikoje (Gollan et al., 2012; Huang et al., 2009; Kang et al.,
2008; Vasudevan et al., 2015), iskéléme hipotezg, jog P domenas gali biti
svarbus HEN1 sgveikaujant su Kitu miRNR biogenezés kelio baltymu.

Augaly miRNR biogenezés dgRNR surisSantis baltymas HYL1, Il tipo
ribonukleazé DCL1 ir cinko pirS§ty motyva turintis SERRATE (SE) sudaro
mikroprocesoriaus kompleksa, kuris iskerpa 20-22 nt ilgio miRNR/miRNR*
dupleksus i8S jy pirmtaky, pri-miRNR ir pre-miRNR (Liu et al., 2012a). Iskirpta
dvigranding miRNR atpazjsta ir modifikuoja HEN1 metiltransferazé. Tuomet
metilintas dupleksas sudaro kompleksa su Ago Seimos baltymu (daZniausiai
AGOL1), 1§ kurio paSalinus lydinigjg grandine susiformuoja subrendgs,
kreipiancigja miRNR granding turintis geny raiSkos slopinimo kompleksas
miRISC. Yra parodyta, kad HYL1 lemia, kuri i§ dviejy miRNR/miRNR*
dupleksg sudaran¢iy grandiniy liks AGO1 turinéiame komplekse mIiRISC
(Eamens et al., 2009). Vadinasi, HYL1 dalyvauja miRNR biogenezés stadijose
ne tik pries miRNR/miRNR* duplekso metilinima, bet ir po jo. Sie duomenys
leido iskelti hipoteze, kad HEN1 per P ar/ir kitus domenus sgveikauja su Siuo
dgRNR suriSanciu baltymu.

Galimg HEN1 ir HYL1 sagveikg tyréme EMSA-PAAG metodu,
titruojant suformuotus HYL1esiR173/siR173* ir HENT1esiR173/siR173*
kompleksus atitinkamai HEN1 ir HYL1 baltymais (3.27 pav.). Abiem atvejais
natyviuose geliuose matomos papildomos, mazo -elektroforetinio judrumo
juostelés, atitinkanc¢ios molekuling mase didesng nei HYL1siR173/siR173* ar
HEN1esiR173/siR173* kompleksy. [tardami, kad S$i juostelé atitinka trinarj
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siR173/siR173*«HEN1HYL1 kompleksa, nusprendéme HENI1 ir HYLI
sgveikg patvirtinti kitais metodais. Mieliy dviejy hibridy sistema nustatéme
HENI ir HYL1 komplekso susidaryma in vivo (3.28 pav.), o GST istraukimo
eksperimentais parodéme, kad HENI tiesiogiai ir specifiSkai sgveikauja su
HYL1 baltymu in vitro (3.29 pav.). Iki Siol buvo zZinoma, kad HYL1 dalyvauja
dviejose augaly miRNR biogenezés stadijose: iki miRNR/miRNR* duplekso
susidarymo ir po jo metilinimo, kuomet HYL1 lemia kreipianciosios grandinés
i§likima besiformuojan¢iame miRISC (Eamens et al., 2009) ir sgveikauja su Sio
komplekso baltymu AGO1 (Fang et Spector, 2007). Pazymétina, kad trimis
metodais patvirting HEN1*HYL1 saveika, jrodéme nenutriikstama dgRNR
suriSancio baltymo dalyvavimg visame miRNR susidarymo kelyje, nuo pri-
miRNR hidrolizés iki miRISC susiformavimo.

Norédami patikrinti prielaidg, kad metiltransferazés P domenas
dalyvauja tarpbaltyminéje sgveikoje, GST iStraukimo metodu iStyréme HYL1
sgveikg su trimis HEN1 sutrumpintais baltymais HEN1-M, HEN1-P, HEN1-
PM (3.1 pav. B), sudarytais atitinkamai vien i§ M, P ar P ir M domeny.
Nustatéme, kad tik baltymai, turintys P domeng, sgveikauja su dgRNR
suriSanciu baltymu (3.29 pav.). Vadinasi, i§ HEN1 C galing dalj sudaran¢iy M
ir P domeny, tik pastarasis domenas yra atsakingas uz tarpbaltyming sgveika su
HYL1. Norédami patikrinti, ar HEN1 N galo R? ir/ar R* bei tarp jy issidéstes L
domenas dalyvauja tarpbaltyminéje saveikoje, iStyreme HENI-R'LR? ir
HEN1-L baltymus (3.1 pav. B), sudarytus atitinkamai i§ R*, L, R domeny ir
vien i§ L domeno. Abu analizuoti baltymai sudaro kompleksus su dgRNR
suriSanciu baltymu (3.29 pav.). Taciau kur kas mazesnis HEN1-L sgveikos su
HYLI juostelés intensyvumas lyginant su HEN1-wt ar HEN1- R'LR? baltymo,
leidZia daryti prielaida, kad ne L domenas yra atsakingas uZ stipriag HEN1 N
galinés dalies sgveikg su HYL1. Nors GST istraukimo metodu detektavome tik
nespecifing metiltransferazes R? domeno saveika su HYL1, ta¢iau nustate, kad
HEN1-R' baltymas, sudarytas tik i§ pirmo dgRNR suridan¢io domeno,
nesudaro kompleksy su HYL1 (3.30 pav.), o L domeno indélis tarpbaltyminéje

sgveikoje nezymus, darome iSvada, jog didziausig vaidmen; HENI1-
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R'LR*HYLI saveikoje vaidina HEN1 antras dgRNR surigantis domenas R?.
Taigi, Sis domenas dalyvauja ne tik HENI suriSant substratg, bet ir
tarpbaltymingje sgveikoje. Tokios dvigubos R domeny funkcijos yra nustatytos
ir gyviing MNKRNR biogenezéje dalyvaujanciy, dvigranding RNR suriSanéiy
R2D2, PACT bei TRBP baltymy atitinkamai R* ir R? bei R? domenams (Cenik
et Zamore, 2011; Guo et Tamanoi, 2012; Hartig et Forstemann, 2011; Kok et
al., 2007; Liu et al., 2006; Takahashi et al., 2013). HEN1-P sgveikos su dgRNR
suri$an¢iu baltymu imunobloto juostelés intensyvumas yra didesnis nei HEN1-
R'LR? baltymo (3.29 pav.). Sie duomenys leidzia jtarti, kad P domenas atlicka
pagrindinj vaidmen] susidarant HEN1<HYL1 kompleksui. Sj spéjima patvirtina
stebimas reikSmingas tarpbaltyminés HENI1*HYL1 sgveikos susilpnéjimas
pilno ilgio metiltransferazéje pakeitus tris P domeno hidrofobines ar. Val543,
Leu544, Val550 j alaninus (3.31 pav. B HEN1-mut baltymo sgveika su HYL1).

Norédami nustatyti, kuris i§ dviejy HYL1 R domeny saveikauja su
HENT baltymu, GST iStraukimo metodu tyréme pilno ilgio metiltransferazes ir
HEN1-P baltymo saveika su trimis HYL1 sutrumpintais baltymais (3.32 pav.
A): GST-HYL1-R'R?, sudarytu i§ abiejy dgRNR suriSan¢iy domeny, GST-
HYL1-R?, sudarytu i§ pirmo dgRNR suri§an¢io domeno, bei GST-HYL1-R?,
sudarytu i§ R? domeno. Nustatéme, kad HEN1<HYL1 komplekso susidarymui
pakanka HYL1 nekanoninio (Rasia et al., 2010) R? domeno, kuris saveikauja
su HEN1 P domenu (3.32 pav. B). HYLI1 antro dgRNR surisan¢io domeno
sgveikg su metiltransferazés P domenu patvirtinome ir mieliy dviejy hibridy
sistemoje (3.32 pav. C). Zinant, kad HYL1 R? domenas sudaro kontaktus su
mikroprocesoriaus komponentais SE ir DCL1 (Machida et al., 2011; Qin et al.,
2010), galima daryti prielaida, kad HENI1, SE ir DCL1 konkuruoja dél
sgveikos su dgRNR suriSanc¢iu baltymu. Vadinasi, augaly miRNR brendimo
kelyje egzistuoja tam tikras §iy baltymy tarpusavio sgveiky susidarymo
eiliSkumas.

Ar kartu su HYL1 mikroprocesoriaus kompleksg sudarantys DCLI ir/ar
SE baltymai sgveikauja su metiltransferaze, iStyréme GST iStraukimo ir mieliy

dviejy hibridy metodu. Nustatéme, kad HEN1-wt nesgveikauja nei su pilno
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ilgio cinko pirSty motyva turin¢iu baltymu SE, nei su jo Zinomos struktiiros
centrine dalimi SE-core (3.34 pav.). Tuo tarpu tirdami metiltransferazés
sgveikg su 1§ DCL1 domeny sudarytais baltymais nustatéme, su HEN1
sgveikauja helikazinis, PAZ bei dgRNR suriSantys domenai (3.35 pav.), i$
kuriy helikazinis ir PAZ taip pat biitini baltymo saveikai su SE (Machida et al.,
2011), o uz saveika su HYLI atsakingas DUF283 (Qin et al.,, 2010),
HEN1<DCL1 komplekso susidarymui néra reikalingas.

Nubraizius nustatyty HEN1<HYL1, HENI<DCL1 bei kity autoriy
darbuose jrodyty HYL1SE, DCL1<SE ir HYL1+DCL1 tarpdomeniniy sgveiky
tinklus (4.4 pav. A), matyti, kad HEN1 ir SE sgveikauja su tomis pa¢iomis
HYL1 (R? ir DCL1 (helikazinis, PAZ) baltymy sritimis. Tai leidzia daryti
prielaida, kad metiltransferaze gali prisijungti prie HYL1*DCL1 komplekso tik
po SE atsiskyrimo nuo mikroprocesoriaus komplekso. Remdamiesi gautais
duomenimis, manome, kad mikroprocesoriui iSkirpus miRNR/miRNR*
dupleksa 1§ jo pirmtaky, SE “perleidzia” savo sgveikos partnerius (HYL1 ir
DCL1) metiltransferazeti HEN1  susiformuojant HYL1*HENI1DCLI
kompleksui (4.4 pav. B). Tuomet jvykus dgRNR metilinimui pastarasis
kompleksas be ar su metiltransferaze vykdo miRNR/miRNR* duplekso
perkélimg 1 AGO1 uztikrinant jo kreipian¢iosios miRNR grandinés iSlikima
besiformuojan¢iame miRISC komplekse. Sj vélyvosios augaly miRNR
biogenezés stadijos model] sukiiréme remdamiesi Siais miRNR susidarymo
kelio faktais: (i) néra duomeny, jrodanciy SE dalyvavimg miRNR biogenezés
kelyje po miRNR/miRNR* duplekso susidarymo. Tuo tarpu parodyta, kad
HYL1 dalyvauja po miRNR/mMIiRNR* duplekso metilinimo vykstanciame
grandines, iSliekancios miRISC komplekse, pasirinkime, nes, prieSingai nei
laukinio tipo vaireniuose, hyll augaluose detektuojami lydin¢iyjy grandiniy
kiekio padidéjimai (Eamens et al., 2009; Manavella et al., 2012); (ii)
modeliniuose gyviiny organizmuose nustatyta, kad Dicer §eimos ribonukleazes
kompleksai su dgRNR surisan¢iu baltymu (TRBP arba PACT Zmogaus
organizme, R2D2 vaisinése muselése) yra reikalingi mnkRNR/mnkRNR*

perkélimui | Ago Seimos baltymg (Dueck et Meister, 2014; Liu et al., 2012b;
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Noland et Doudna, 2013). Vadinasi, ribonukleazés ir dgRNR suriSancio
baltymo heterodimeras yra reikalingas ne tik efektyviam ir teisingam
MNKRNR/MnkRNR* dupleksy i$ jy pirmtaky iSkirpimui, bet ir tarnauja
platforma subrendusiy RISC kompleksy susiformavimui. Fang ir Spector
jrodzius, kad HYL1 saveikauja su AGO1 baltymu (Fang et Spector, 2007),
tikétina, kad augaluose taip pat egzistuoja panaSios baltyminés sudéties
kompleksas, uztikrinantis MIRNR/MIRNR* duplekso perkélimg § AGO1
orientacija palankia kreipianciosios grandinés islikimui miRISC. Nors in vitro
HYL1 nesudaro stabiliy kompleksy su dvigrandine mnkRNR (3.26 pav. C),
taCiau tikétina, kad kur kas didesnis stabilumas uztikrinamas DCL1 ir/ar

HENL.

A. SERRATE
SE-core
HYLE — e _DCL1
RRE_ Helikazinis DUF283 PAZ RNaz¢IIIR R’
R L JRA{PI M
5 HEN o
e
pre-miRNR  miRNR/miRNR* © SE ' g1 g, HENT
- mIiRISC
HYL1 SE HYL1SE HYL1
ey, S L: 'W—!'HENTZ' AGO1
DCL1 DCL1 _* DCLTSER
HEN1 AGO1

4.4 pav. Mikroprocesoriaus kompleksa sudarancéiy baltymy ir HENI1 tarpusavio
sgveiky tinklas (A) bei nustatyty tarpbaltyminiy kontakty interpretacija paremtas
vélyvosios miRNR biogenezés kelias (B). (A) Linijos sujungia sgveikaujanciy
baltymy sritis, domenus: juodos, violetinés pazymi i§ literatiriniy $altiniy zinomas,
zydros — naujai atrastas HEN1 tarpbaltymines sgveikas. R} R? - dgRNR surisantys
domenai, L — La motyva turintis domenas, P - j peptidil-prolino cis-trans izomeraz¢
panasus domenas, M — metiltransferazinis domenas. (B) IS DCLI1, HYLI1 bei SE
sudarytam mikroprocesoriaus kompleksui skeliant miRNR pirmtakus — pri-miRNR
(neparodyta) ir pre-miRNR — susidaro miRNR/miRNR* dupleksas. Tikétina, jog po
pastarojo  iskirpimo  mikroprocesoriaus  komplekse SE  baltymg pakecia
metiltransferazé HEN1, kuriai sgveikaujant su HYL1 ir DCL1 selektyviai metilinama
kreipiancioji miRNR grandiné. HENI*HYL1.DCL1 drauge sudaro ir RISC
pakraunantj kompleksa RLC bei nukreipia modifikuota kreipianciaja granding
sgveikai su AGO1 ir funkcionalaus miRISC susidarymui. Juodai pazyméta
kreipiancioji grandiné, raudonas rutuliukas jos gale — metilgrupé.
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Iki Siol néra Zinoma, ar augaly mnkRNR metiltransferazé modifikuoja
MiIRNR/mMiRNR* duplekso abi ar tik vieng konkre¢ig granding. Nors in vitro
Sis fermentas katalizuoja abiejy dvigrandiniy mnkRNR 3° galiniy nukleotidy
metilinimg, ta¢iau manome, kad in vivo HYL1DCL1 kompleksas orientuoja
HENTI taip, kad $i metiltransferazé gali modifikuoti tik kreipianciajg grandineg.
Tuo tarpu lydinCiosios grandinés 3’ galinis nukleotidas paslepiamas
baltyminiame komplekse ir tokiu badu apsaugomas nuo metilinimo.
Arabidopsis aptinkamos tik metilintos, RISC kompleksa su Ago baltymu
sudaranc¢ios miRNR (Yu et al., 2005). Yra zinoma, kad nemetilintos grandinés
uridilinamos HESO1, URT1 ir degraduojamos (Tu et al., 2015). Spé¢jame, kad
HEN1 modifikuojant miRNR/miRNR* duplekso tik kreipiancigja grandine,
papildoma metilgrupé uztikrina Sios grandinés islikimg formuojantis miRISC,
o HESO1 ar URT] tarsi atlieka “kokybés kontrolg”, sudarydama kompleksa su
AGOL ir tikrindama, ar miRISC esanti grandiné turi metilgrupe 3’ galinio nt
ribozés 2°-O padétyje. Tikimés, kad §i intriguojanti prielaida bus patikrinta

papildomais tyrimais ateityje.
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ISVADOS

1. Mazyjy nekoduojan¢iy RNR (mnkRNR) metiltransferazé HEN1 specifiskai
atpazjsta SIRNR/SIRNR* ir miRNR/miRNR* dupleksus substrato suri§imo
stadijoje.

2. Nustatytos  panasios HENI  kompleksy su siRNR/SiIRNR* ir
MIRNR/miRNR* klasés substratais disociacijos konstanty reikSmés rodo,

kad metiltransferazé¢ vienodai gerai surisa pirmine ir antrine struktiira

besiskirian¢ius mnkRNR/mnkRNR* dupleksus.

3. Metiltransferazei HEN1 suriSant substrata yra svarbiis kontaktai,
susidarantys tarp dvigrandinés mazosios nekoduojan¢ios RNR ir baltymo
metiltransferazinio bei dvigranding RNR (dgRNR) suri§an¢iy domeny RYir
R’

4. HEN1 R ir R? domeny indélis prisijungiant mnkRNR/mnkRNR* dupleksa
néra vienodas. Siilomas HEN1 sgveikos su mnkRNR/mnkRNR* dupleksu
modelis, pagal kurj pirmiausia dgRNR suriSantis domenas R* sudaro
kontaktus su dgRNR, o véliau R? bei metiltransferazinis domenas
stabilizuoja HEN1emnkRNR/mnkRNR* kompleksa.

5. Metiltransferazé HEN1 sgveikauja su dviem augaly miRNR biogenezéje
dalyvaujanciais mikroprocesoriaus komplekso komponentais: dgRNR

suriSan¢iu baltymu HYL1 ir trecio tipo ribonukleaze DCL1.

6. HEN1 i peptidil-prolino cis-trans izomeraz¢ panasus domenas P, kurio
funkcija iki Siol nebuvo Zinoma, sgveikauja su HYL1 antru dgRNR
suriSan¢iu  domenu. Susidarant HENI*HYL1 kompleksui dalyvauja ir

HEN1 R?bei La motyva turintis L domenai.

7. Ribonukleazés DCL1 helikazinis, Piwi-Argonaute-Zwille ir dgRNR

suriSantys domenai sgveikauja su HEN1.
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8. HENI nesgveikauja su trec¢iu mikroprocesoriaus komplekso baltymu cinko

pirsty motyva turinc¢iu SERRATE.

9. Sitlomas vélyvosios Arabidopsis thaliana miRNR brendimo stadijos
modelis, pagal kurj po miRNR/miRNR* duplekso iSkirpimo i§ pirmtaky
mikroprocesoriaus komplekso SERRATE baltymas yra pakeiciams
metiltransferaze HEN1.
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P1. Sukonstruoty pET-HEN1-R* (A), pET-HEN1-L (B), pET-HEN1-R? (C), pET-HEN1-P
(D) ir pET-43.1a(+)-HEN1-R! (E) plazmidziy schemos. Atitinkamai (A), (B), (C), (D)
plazmidés koduoja HEN1-R*, HEN1-L, HEN1-R? HEN1-P baltymus N gale sulietus su
Sesiy histidino ar. inkarg turin¢iu dvideSimties aminortigs¢iy polipeptidu, 0 (E) plazmidé —
NusA-HEN1-R* baltyma, tiksliau, HEN1-R' baltyma N gale sulieta su NusA baltymu,
trombino proteazés atpazinimo seka bei pastaruoju 20 ar. polipeptidu. Trombinas —
trombino proteazés atpazjstamg seka koduojantis DNR fragmentas; bla — genas,
koduojantis B-laktamazg, lemiantis E. coli atsparuma ampicilinui; lacl — lac promotoriaus
aktyvuma slopinancio baltymo (lac represoriaus) koduojanti seka. Rusva spalva pazymétos
i8likusios restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekos po HEN1 sutrumpintus baltymus
koduojanciy seky jterpimo.
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P2. Sukonstruoty pET-HEN1-R'L (A), pET-HEN1-R'LR? (B) ir pET-HEN1-PM-mut (C),
PET-HEN1-PM-mut2 (D) plazmidziy schemos. Atitinkamai (A), (B), (C), (D) plazmidés
koduoja HEN1-R'L, HEN1-R'LR? ir HEN1-PM-mut, HEN1-PM-mut2 baltymus N gale
sulietus su SeSiy histidino ar. inkara turinCiu dvideSimties aminortig§¢iy polipeptidu.
Santrumpos analogiskos pateiktoms P1 pav. pET-HEN1-PM-mut plazmidéje V550A,
L544A, V543 A nurodytos atitinkamai HEN1 baltymo Val543, Leu544, Val550 koduojanciy
trijy baziy pory pakeitimo alaning koduojanciy trejomis bp vietos. pET-HEN1-PM-mut2
plazmidéje A573-594 pazyméta metiltransferazés 573-594 ar. koduojanciy baziy pory
delecija. Rusva spalva pazymétos iSlikusios restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekos po
HENT1 sutrumpintus baltymus koduojanciy seky jterpimo.
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P3. Sukonstruoty pET-HEN1-K22A (A), pET-HEN1-KK69-70AA (B), pET-HENL1-
KKKK68-71SAAS (C), pET-HEN1-RHK389,397,477AAA (D), pET-HEN1-mut (E) bei
PET-HEN1-A38-45 (F) plazmidziy schemos. (A), (B), (D), (E) plazmidés koduoja pilno ilgio
metiltransferazg su SeSiy His ar. inkaru N gale ir turin¢ig atitinkamai alaninais pakeistas ar.:
Lys22, Lys69 ir Lys70, Arg389 ir His397 bei Lys477, Val543 ir Leu544 bei Val550. Sias ar.
koduojanciy bp pakeitimo alaning koduojanciomis trejomis bp vietos atitinkamose
plazmidése pazymétos: K22A, KK69-70AA, R389A ir H397A bei K477A, V543A ir L544A
bei V550A. Plazmidé pET-HEN1-KKKKG68-71SAAS koduoja pilno ilgio HEN1 N gale
sulieta Sesiy His ar. inkaru ir serinais pakeistomis Lys68, Lys71 bei alaninais pakeistomis
Lys69, Lys70 aminortagstimis (pakeitimy vieta His-HEN1-KKKK68-71SAAS baltymo gene
pazyméta KKKK68-71SAAS). pET-HEN1-A38-45 (F) koduoja pilno ilgio metiltransferazg
turinCia papildomus SeSias His ar. N gale bei 38-45 ar. pakaitg glicinu ($i vieta His-HEN1-
A38-45 baltyma koduojancioje sekoje nurodyta A38-45). Rusva spalva pazymétos islikusios
restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekos po HEN1 mutanty koduojanéiy seky jterpimo.
Paveikslo apraSymas analogiSkas pateiktam P2.
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P4. Sukonstruoty pEG202-NLS-HEN1 (A), pJG4-5-HEN1 (B) ir pJG4-5-HEN1-P (C)
plazmidziy schemos. pEG202-NLS-HENI1 plazmidé koduoja chimerinj DSD-HEN1
baltyma, sudaryta i§ DNR suriSancio domeno (DSD) ir HEN1 metiltransferazés. pJG4-5-
HEN1 bei pJG4-5-HEN1-P atitinkamai koduoja pilno ilgio metiltransferaze bei jos P
domeng N gale sulietus su transkripcija aktyvinanéiu domenu (AD) ir hemaglutinino epitopu
(HA). I8skirtos DNR sekos koduojancios: NLS — branduolio lokalizacijos signala; bla - -
laktamazg, lemiancig $iy plazmidZiy padauginimui naudojamy E. coli lasteliy atsparuma
ampicilinui; HIS3 — mieliy HIS3 genas, biitinas histidino biosintezei lasteléms augant ant
pastarosios ar. neturinCios terpés; TRP1 — mieliy TRP1 genas, uztikrinantis triptofano
biosinteze lasteléms augant ant Sios ar. neturin¢ios terpés. Papy Yra konstitutyvus alkoholio
dehidrogenazés geno promotorius, o Pga; — @alaktoze indukuojamas GAL1 geno
promotorius. Rusva spalva pazymétos islikusios restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekos
po HENT ar jo P domeng koduojanciy seky jterpimo.
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P5. Sukonstruoty pGEX-HYL1-R'R? (A) bei pGEX-HYL1-R! (B), pGEX-HYL1-R? (C)
plazmidziy schemos. (A), (B) bei (C) plazmidés koduoja N gale su glutationo S-transferaze
(GST) sulietus sutrumpintus HYL1 baltymus sudarytus atitinkamai i§ pirmojo ir antrojo
dvigranding RNR suriSanciy domeny R'R?, tik i§ R* domeno bei i§ R? domeno. Santrumpos
analogiskos pateiktoms Pl pav. Rusva spalva pazymétos iSlikusios restrikcijos
endonukleaziy atpazinimo sekos po sutrumpintus HYL1 baltymus koduojanéiy seky
Iterpimo.
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P6. Sukonstruoty pJG4-5-HYL1 (A), pEG202-NLS-HYL1 (B) ir pEG202-NLS-HYL1-R?
plazmidziy schemos. pJG4-5-HYL1 koduoja chimerinj AD-HA-HYL1 baltymg sudarytg i§
transkripcija aktyvinanc¢io domeno (AD), hemaglutinino epitopo (HA) bei pilno ilgio
dvigranding RNR suriSanc¢io baltymo HYL1. pEG202-NLS-HYL1 ir pEG202-NLS-HYL1-
R? plazmidés koduoja HYLI ir jo antrajj dvigranding RNR suriSantj domena R? N gale
sulietus su DNR suri$an¢iu domenu (DSD). Santrumpos analogiskos pateiktoms P4 pav.
Rusva spalva pazymétos islikusios restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sekos po HYL1 ar
jo R? domeno koduojanciy seky jterpimo.
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P7. Sukonstruoty pGEX-DCL1-Helikazinis (A), pGEX-DCL1-DUF283 (B), pGEX-DCL1-
PAZ (C), pGEX-DCL1-R'R? (D) ir pGEX-SE-core (E) plazmidziy schemos. (A), (B), (C)
bei (D) plazmidés koduoja N gale su glutationo S-transferaze (GST) sulietus sutrumpintus
DCL1 baltymus sudarytus atitinkamai i$ iy nukleazés domeny: helikazinio, DUF283 (angl.
Domain of Unknown Function 283), Piwi, Argonaute ir Zwille baltymuose identifikuotas
PAZ bei pirmojo ir antrojo dvigranding RNR surisan¢iy domeny R'R?. pGEX-SE-core
plazmidé (E) koduoja chimerinj GST-SE-core baltymg sudarytg i§ glutationo S-transferazés
ir zinomos struktiiros, centrinés SERRATE baltymo dalies SE-core. Santrumpos
analogiSkos pateiktoms P1 pav. Rusva spalva pazymétos iSlikusios restrikcijos
endonukleaziy atpazinimo sekos po SE-core geno jterpimo.
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P8. Sukonstruoty pJG4-5-DCL1-Helikazinis (A), pJG4-5-DCL1-PAZ (B), pJG4-5-DCL1-
R'R? (C), pJG4-5-DCL1-DUF283 (D), pJG4-5-SE (E) ir pEG202-NLS-SE-core (F)
plazmidziy schemos. (E) bei (A), (B), (C), (D) plazmidés koduoja N gale su transkripcijg
aktyvinan¢iu domenu (AD) ir hemaglutinino epitopu (HA) sulietg SERRATE (SE) bei
sutrumpintus DCL1 baltymus, sudarytus i$ atitinkamy domeny: helikazinio, Piwi, Argonaute
ir Zwille baltymuose identifikuoto PAZ, pirmojo ir antrojo dvigranding RNR suridan¢iy R'R?,
DUF283 (angl. Domain of Unknown Function 283). pEG202-NLS-SE-core plazmidé (F)
koduoja chimerinj DSD-SE-core baltyma sudaryta i§ DNR suriSan¢io domeno (DSD) ir
zinomos struktiros, centrinés SERRATE baltymo dalies SE-core. Santrumpos analogiskos
pateiktoms P4 pav. Rusva spalva pazymétos islikusios restrikcijos endonukleaziy atpazinimo
sekos po sutrumpintus DCL1 baltymus bei SE, SE-core koduojanciy seky jterpimo.
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PADEKA

NuoSirdziai dékoju moksliniam vadovui dr. G. Vilkai¢iui uz suteikty
pasitikéjimg ir galimybe vykdyti mokslinius darbus, puiky vadovavima,
tolerancijg ir pagalba ruosSiant disertacijg. Dékoju DNR modifikacijos tyrimy
skyriaus vadovui prof. habil. dr. S. Klimasauskui uz mokslines diskusijas ir
straipsniy korekcijas.

Esu dékinga dr. C. Venclovui uz atliktas in silica analizes ir patarimus,
nukreipusius tyrimus tinkama linkme. Dr. R. Slibinskui, dr. E. Cipliui, dr. A.
Kanopkai, I. Peciulienei - uz skolintus-dovanotus antikiinus bei dr. A.
Gedvilaitei - uz draugiska pasidalijimg ,,DupLex-A“ mieliy dviejy hibridy
sistema.

Taip pat noréciau padekoti skyriaus kolektyvui uz pateiktas pastabas ir
geranoriSkumg. Buvusiai magistrantei M. Mickutei, su kuria kartu buvo atlikta
dalis disertacijoje pristatomy darby. Dr. M. Tomkuvienei - uz i§ dr. G. Zvirblio
gautg pET-43.1a(+) plazmide. Dr. R. Rakauskaitei - uz iSsamius atsakymus
mieliy klausimais. G. Urbanavicititei - uZ nuoSirdzius mokymus ir visapusiska
parama.

Dékoju mangs nepamirstantiems ir visada palaikantiems pirmiesiems
vadovams dr. J. Sereikaitei, dr. D. Matuliui ir dr. L. Baranauskienei uz
suteiktas pamokas ir jkvépima tolimesniems moksliniams darbams.

Ir ypatingai esu dékinga tévams, vyrui, dukrai ir artimiesiems, be kuriy

pristatomas darbas neegzistuoty...

Simona,
Trakai, 2016
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