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IVADAS

DNR ir RNR sudétyje randami keturi pagrindiniai nukleotidai: adenino
(A), guanino (G), citozino (C) ir timino (T, DNR) arba uracilo (U, RNR).
Jiems iSsidéstant polinukleotidinése grandinése susidaro unikalios sekos,
uzraSancios, saugojancios ir perduodancios geneting informacijg. Sekos taip
pat gali lemti nukleoriig8¢iy struktiirg ir funkcijas. Nukleotidai polinukleotidy
sudétyje gali biiti kovalentiSkai modifikuoti prijungiant jvairias papildomas
chemines grupes. Taip dar labiau prapleCiama nukleortigStyse uzraSyta
informacija ir sustyguojamas jy funkcionalumas.

Tiriant DNR ir RNR, neretai svarbu prijungti jvairius reporterinius ar
giminingumo Zymenis tik prie pasirinkty seky, tam tikrose vietose — t.y.
specifiskai. Tac¢iau metody, skirty specifiniam kovalentiniam nukleortig§ciy
zyméjimui, galimybés kol kas dar ribotos, vertinant jy efektyvuma, seky ir
jvedamy funkciniy grupiy pasirinkimg. Todél jauciamas poreikis naujy
molekuliniy jrankiy, skirty Siam tikslui, jie intensyviai kuriami. Specifinio
biomolekuliy Zyméjimo metodas, pavadintas mTAG (angl. methyltransferase-
directed transfer of activated groups), pagrjstas tuo, kad fermentai
metiltransferazés (MTazés), naudojancios kofaktoriy AdoMet, gali buti
aktyvios ir su sintetiniais jo analogais, turin¢iais ilgesnes nei metil- perneSamas
grandines (Dalhoff ir kt., 2006; Lukinavi¢ius ir kt., 2007; KlimaSauskas ir
Weinhold, 2007). Sios grandinés dazniausiai turi galines funkcines grupes, prie
kuriy véliau cheminiy reakcijy pagalba galima prijungti norimus Zymenis.
Kadangi metilinimo reakcijos yra placiai paplitusios gamtoje, randama labai
jvairiy MTaziy. Jos gali biiti specifiSkos substratams nuo mazy metabolity iki
baltymy, DNR ir RNR (Cheng ir Blumenthal, 1999). IS funkciniy grupiy,
kurios leidZzia specifiSkai prijungti Zymenis, kaip ypatingai perspektyvios
iSsiskiria azido- ir galiné alkinil- grupés. Jy tarpusavio reakcija - azidy-alkiny
1,3-cikloprijungimas (AAC) - efektyviai vyksta fiziologinémis saglygomis. Be

to, Si reakcija yra bioortogonali, t.y. Siy funkciniy grupiy néra jokiuose



zinomuose gamtiniuose junginiuose 1Ir jos nereaguoja su gamtinémis
molekulémis (Kolb ir kt., 2001).

Pirmieji bandymai pritaikyti mTAG metoda DNR Zyméjimui
(Lukinavicius ir kt., 2007) parodé, kad naudojant ilgas perneSamas grandines,
mazéja tikimybé, kad laukinio tipo MTazés bus aktyvios su tokiais
kofaktoriais. Todél DNR MTazé Hhal geny inzinerijos biidu buvo pakeista
taip, kad galéjo pernesti netgi dvylikos atomy ilgio grandines (Lukinavicius ir
kt., 2012). Taciau iki Siol dar nebuvo sukurta pakankamai stabiliy sintetiniy
kofaktoriy, tinkamy zymeés prijungimui azidy-alkiny cikloprijungimo budu.
Kolegoms susintetinus tokius azido- ir alkinil- grupes turin¢ius kofaktorius, ¢ia
aprasomy darby metu buvo tiriama, ar mTAG metodui pritaikyta M.Hhal juos
gali efektyviai naudoti ir ar tokia MTazés-kofaktoriy sistemg galima pritaikyti
DNR Zyméjimui biologiniuose miSiniuose.

Specifiniam RNR Zzyméjimui gali biiti naudojamos atitinkamos RNR
MTazés. Archéjose ir eukariotuose randami C/D ribonukleoproteininiai
kompleksai (C/D RNP), sudaryti i§ RNR ir keleto baltymy. Sie RNP
kompleksai pasiZymi unikaliu substrato atpaZinimo mechanizmu: komplekso
sudétyje esanti RNR, vadinama kreipiancigja, komplementarumo principu
atpaZjsta substrating RNR ir taip nukreipia metiltransferazin] aktyvumg i
specifinj taikinj. Archéjy C/D RNP atpazjstama seka paprastai yra 11 ntilgio, o
metilinimas  nukreipiamas ] nukleotida, komplementary penktajam
kreipian¢iosios RNR nukleotidui, skai¢iuojant nuo konservatyvaus motyvo.
Tokiu biidu metilinamas konkretaus nukleotido ribozés 2°-O atomas. Taikinj
atpazjstan¢ia RNR dalj galima keisti, kartu atitinkamai pasikeifiant ir
metilinamai RNR sekai. Kitos zinomos RNR MTazés substrato atpazinimui
naudoja baltymo-RNR sgveika, todél jy specifiSkumg néra taip paprasta
pakeisti (apzvelgta Motorin ir Helm, 2011). Tad dél potencialiai kei¢iamo ir
aukSto specifiSkumo, kai modifikuojamas vienas konkretus nukleotidas
atpazjstamoje 11 nt ilgio sekoje, C/D RNP kompleksai mums pasirod¢ labai
patrauklus objektas mMTAG koncepcijai pritaikyti. Nusprendéme parodyti, kad

C/D RNP gali veikti su sintetiniais kofaktoriais ir biiti molekuliniu jrankiu,



leidzian¢iu pazyméti RNR pasirinktose sekos vietose. Tokiam RNR zZyméjimo
metodui kurti pasirinkome literatiiroje iSsamiai aprasyta, aktyvy in vitro, is
rekombinantiniy komponenty surenkamg C/D RNP kompleksg 1§
hipertermofilinés archéjos Pyrococcus abyssi (Bortolin ir kt., 2003; Nolivos ir
kt., 2005).

Pagrindiniai darbo tikslai ir uZdaviniai:

1) Istirti  modifikuotos DNR  metiltransferazés  Hhal  (varianto
Q82A/Y254S/N204A) aktyvuma su sintetiniais kofaktoriais, turinciais
perneSamas okt-2,7-diinil- ir 6-azido-heks-2-inil- grupes, ir jvertinti $i0S
reakcijos tinkamumag specifiniam DNR Zyméjimui in vitro ir lasteliy
lizatuose.

2) Nustatyti Pyrococcus abyssi C/D ribonukleoproteininio komplekso (RNP)
metiltransferazés tinkamuma RNR modifikacijos reakcijoms naudojant
sintetinius AdoMet analogus, turin¢ius prailgintas perneSamas grupes.

3) Istirti, ar C/D RNP vykdoma mTAG reakcija gali buti nukreipta j
pasirinktas modeliniy tRNR ir iRNR molekuliy vietas.

4) Parodyti (jvertinti) C/D RNP aktyvumu pagristos mMTAG reakcijos

tinkamumg specifiniam modeliniy RNR zyméjimui pasirinktose sekose.

Mokslinis naujumas

Pirmg kartg iStirtas, parodytas ir jvertintas RNR 2°-O-metiltransferazés
C/D RNP aktyvumas su prailgintas perneSamas grupes turinCiais sintetiniais
kofaktoriais, susidarant atitinkamai 2°‘-O-modifikuotiems nukleotidams.
Parodyta galimybe¢ sintetiSkai kei¢iant kreipiancigja RNR, prop-2-inilgrupés
pernasg nukreipti ] norimas substratinés RNR sekos vietas.

Pirmg kartg parodytas ir jvertintas DNR citozino-5 metiltransferazés
Hhal aktyvumas su sintetiniais kofaktoriais, turinCiais perne$amas okt-2,7-

diinil- ir 6-azido-heks-2-inil- grupes.
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Praktiné reikSmé

Sukurtas unikalus specifinio RNR Zyméjimo metodas, leidziantis be
suvarZymy pasirinkti norimg paZyméti RNR seka. Taip pat pristatomas DNR
mTAG Zyméjimo variantas, pasizymintis bioortogonalumu, leidzianc¢iu visa
specifinio zymeéjimo procesa atlikti lasteliy lizate. Sios naujos specifinio
nukleortigS¢ly Zyméjimo galimybés gali buti pritaikytos biochemijos,
biomedicinos, nanotechnologijy ir kitose tyrimy srityse bei kuriant medicinos

diagnostikos priemones.

Ginamieji teiginiai:

1) DNR metiltransferazé Hhal(Q82A/Y254S/N204A) pernesa okt-2,7-diinil-
ir 6-azido-heks-2-inil- grupes nuo sintetiniy kofaktoriy ant taikinio
nukleotido DNR substrate in vitro. Naudojant $ig metiltransferaze, 6-azido-
heks-2-inilgrupe turintj sintetinj kofaktoriy ir nekatalizuojama azidy-alkiny
cikloprijungimo reakcijg, DNR specifiSskai gali buti paZymeéta lasteliy
lizate.

2) RNR metiltransferazé C/D RNP (i§ Pyrococcus abyssi) pernesa prop-2-
inilgrupe nuo sintetinio kofaktoriaus SeAdoYn ant taikinio nukleotido
RNR substrate in vitro. [vairiy kity 2-5 anglies atomy ilgio grupiy nuo C/D
RNP priklausoma pernasa nuo sintetiniy kofaktoriy ant RNR vyksta
silpniau, o ilgesniy — nevyksta.

3) PakeiCiant kreipianciosios RNR seka C/D RNP komplekse, prop-2-
inilgrupés pernasa/prijungima galima nukreipti | pasirinkta modeliniy
tRNR ir iRNR vieta nukleotido tikslumu.

4) Prop-2-inilgrupe ~ modifikuotos ~ RNR  molekulés azidy-alkiny
cikloprijungimo reakcijos pagalba gali biuti specifiSkai paZymétos

fluorescencinémis Zzymeémis.
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1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 Biologinis metilinimas

Fermentai metiltransferazés (MTazés) katalizuoja metilgrupés pernasa
nuo kofaktoriaus ant jvairiy substraty: nuo mazy metabolity iki
biomakromolekuliy (DNR, RNR, baltymy) (pav. 1.1). Metilinimas daZniausiai
vyksta nukleofilinio pakeitimo principu, metilgrupe prijungiant prie O-, N-, C-,
S- ir Se- nukleofiliniy centry. MTazés intensyviai tyrinéjamos tiek dél didelés
ir jvairialypés biologinés reikSmes, tiek dél placiy galimybiy jas panaudoti
biotechnologijoje. MTaziy atlickamos funkcijos siejamos Su 0rganizmo
vystymusi, harmoninga veikla bei, sutrikimy atveju, jvairiy ligy, jskaitant vézj,
patogeneze. Ypatingai susidom¢jimas MTazémis ir jy funkcijomis iSaugo
parodzius, kad DNR, baltymy ir galbiit netgi RNR MTazés atlieka svarby
vaidmen] epigenetisSkai reguliuojant geny raiSka. Biotechnologijoje MTazés
panaudojamos biokataliziniam gamtiniy ir sintetiniy junginiy metilinimui
Jvairiy junginiy sintezéje farmacijos, agrochemijos, skoniy ir kvapy bei pan.
pramongje. Parodzius, kad MTazés gali veikti su sintetiniais kofaktoriais,
kuriuose metilgrupé pakeista ilgesnémis grandinémis ir jvairaus reaktyvumo
funkcinémis grupémis, sparciai iSplito tokio transalkilinimo panaudojimas,

ypac pritaikant jj biomolekuliy Zyméjimui (apzvelgta Struck ir kt., 2012).

HNs,, COOH  NHy HNa, /SOOH N pgy 1.1,
Kr </N SN ’/\( </N N MTaziy  katalizuojama
st N/) N N/) metilgrupés pernasa nuo
HsC, © MTaze  HsC ° kofaktoriaus AdoMet ant
XH X nukleofilinés grupes

OH OH g+ OH OH — g
0 AdoMet . h AdoHcy substratinéje molekuléje.

Daugiausiai zinoma MTaziy, kurios kaip metilgrupés donora naudoja
kofaktoriy S-adenozil-L-metioning (AdoMet). Reakcijos metu susidaro
metilintas produktas ir S-adenozil-L-homocisteinas (AdoHcy) (pav. 1.1). Tokiy

reakcijy gausg ir svarbg rodo tai, kad AdoMet lgstelése yra antras po ATP
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pagal jvairiy reakcijy, kuriose naudojamas kaip kofaktorius, kiekj (Cheng ir
Blumenthal, 1999).

Siuo metu Zinomos penkios pagrindinés AdoMet naudojanéiy MTaziy
klasés, iSskirtos remiantis struktiiros ypatumais. Pirmosios klasés MTazéms
budinga taip vadinama Rosmano sankloda: SeSiy B-klos¢iy lakStas, apsuptas o-
spiralémis. Si sankloda bidinga ir kitokiems fermentams, naudojantiems
kofaktorius, sudétyje turinCius adenozing, pvz. NAD(P). Rosmano sanklodos
tipo MTazés dar turi papildoma, septintaja, B-kloste. Si MTaziy klas¢ yra pati
didziausia, jos atstovai katalizuoja dauguma metilinimo reakcijy ir yra randami
visuose gyvybés domenuose. Jai priklauso jvairiy mazy metabolity MTazés,
visos zinomos DNR MTaz¢és, dauguma RNR ir kai kurios baltymy MTazés.
Jau yra nustatyta daug (daugiau nei 50 skirtingy fermenty) I-osios klasés
MTaziy tretiniy struktiiry. Visos jos labai panaSios, nors pirminés
aminortgsciy sekos panasumas gali tesiekti 10% (apzvelgta Cheng ir
Blumenthal, 1999; Schubert ir kt., 2003; Struck ir kt., 2012). Visos Sios
MTazés su AdoMet sgveikauja labai panasiai. Konservatyvus Asp arba Glu
sudaro vandenilines jungtis su ribozés hidroksilo grupémis. Adenino ziedas
apsupamas hidrofobiniy sgveiky ir vandeniliniy rySiy. Aplink metionino grupe
taip pat sudaromas vandeniliniy ry$iy tinklas. Tik su sieros atomu ir perneSama
metilgrupe jokie rysiai nesudaromi. Dél to MTazés neatskiria AdoMet nuo
reakcijos produkto AdoHcy ir pastarasis yra konkurencinis metilinimo
reakcijos slopiklis (Cheng ir Blumenthal, 1999). Lyginant su kitomis MTaziy
klasémis, AdoMet yra ,iStiestas*: metioninas, riboz¢ ir adeninas iSsidésto
~180° kampu. Kity klasiy suriSto kofaktoriaus adeninas ir metioninas yra
labiau palenkti ribozés link (apzvelgta Schubert ir kt., 2003).

I1-V klasiy MTazés retesnés (bent kol kas mokslinéje spaudoje). Joms
biidingas kitoks nei Rosmano o-B-struktiiry iSsidéstymas, kitoks AdoMet
suriSimas — skiriasi netgi jo konformacija aktyviajame fermento centre. I1l-11I
klasiy atveju Zzinoma tik po keleta atstovy struktiiry. Tai fermentai,
dalyvaujantys smulkiy metabolity biosintezéje. 1V-ajai klasei priskiriamos

SPOUT Seimos RNR MTazés. Jos katalizuoja metilgrupés prijungimg prie
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ribozés 2°-O atomo. Sios klasés visi Zzinomi nariai yra homodimerai, o
aktyvusis centras susidaro monomery sgveikos pavirSiuje. Nors biochemiskai
iStirta tik keletas SPOUT klasés fermenty, genomy seky bioinformatiniai
tyrimai rodo, kad jie tikriausiai placiai paplit¢ visuose gyvybés domenuose. V-
ajai klasei priskiriamos kol kas tik eukariotuose aptinkamos SET domeng
turin¢ios MTazes. Jos metilina baltymy, pvz. histony, RuBisCO, lizino Soning
grandine (apzvelgta Schubert ir kt., 2003). Salia klasikiniy penkiy paminéty
klasiy neseniai buvo atrastos nuo AdoMet priklausomos MTazés, naudojancios
reakcijos mechanizma, kurio metu susidaro AdoMet ir metilinamos molekulés
radikalai. Dél to Sios MTazés geba metilinti nereaktyvius, nenukleofilinius
molekuliy atomus (apzvelgta Struck ir kt., 2012). Zinoma ir MTaziy,
naudojanciy kitokius nei AdoMet kofaktorius, pvz. timidilatsintazé¢ metilgrupe
ant  deoksiribouridinfosfato  perneSa  nuo  kofaktoriaus = N5,N10-

metilentetrahidrofoliato (Finer-Moore ir kt., 1998).

1.2 Gamtinis RNR modifikavimas

[vairios cheminés kovalentinés RNR modifikacijos yra placiai paplitusios
gamtoje. Paprastai jos jterpiamos j} RNR po transkripcijos. DaZzniausiai
jvairiose RNR sutinkamos modifikacijos — tai uridino pavertimas
pseudouridinu (¥), ribozés metilinimas 2°-O padétyje ir baziy metilinimas.
tRNR molekulése taip pat daznas dihidrouridinas (pav. 1.2). Taciau i§ viso
subrendusiose RNR randama daugiau nei Simtas skirtingy modifikuoty
nukleotidy. Si modifikacijy gausa stipriai padidina chemine RNR jvairove ir
yra naudinga bei neretai biitina RNR struktiiros ir funkcijos palaikymui. Tokia
pakeitimo ir papildymo strategija jvairiuose organizmuose labiausiai taikoma
nekoduojancioms RNR. Modifikacijos ir jy telkiniai turi jtakos jvairioms RNR
savybéms: susisukimo greiciui, tvarkai ir galutinei RNR erdvinei struktirai,
neleidzia susidaryti neaktyvioms alternatyvioms struktiroms, palaiko
stabilumg bei biologinj aktyvuma. Modifikacijy svarbg ir naudg taip pat rodo
skirtingy fermenty, skirty toms pacioms modifikacijoms atlikti, lygiagreti

evoliucija skirtinguose organizmuose. Tokiy konvergencinés fermenty
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evoliucijos pavyzdziy RNR modifikacijy srityje Zinoma itin daug. RNR
modifikavimui skiriama ir nemaZai genetiniy resursy — paskaiCiuota, kad,
priklausomai nuo organizmo, 1-2% koduojanciy genomo seky yra susij¢ su

Siuo procesu (apzvelgta Motorin ir Helm, 2011; Decatur ir Fournier, 2002).

Pav. 1.2. Dazniausiai
sutinkamos RNR modifikacijos.
(A) Pseudouridinas (Zymimas

Bazé

)

O\c,

¥). (B) Ribozés 2° padéties
deguonies atomo metilinimas

RNR RNR RNR (2°-O-m),  nepriklauso  nuo
Pseudouridinas ~ 2-O-metilribozé  Dihidrouracilas Nukleotido  bazes.  (C)  5,6-
dihidrouracilas (Zymimas D).
D - (D) Baziy metilinimas jvairiose
j\/Lz padétyse. Metilinimo  vietos
N SN azymétos zaliai
¢T3 7 ﬁ Py '
8
N N;) | /k
RNR RNR RNR
Adeninas Guaninas Citozinas
0 o 0
< N A TNH HN%J}NH
LN, S
~
e
RNR RNR RNR
Uracilas Inozinas Pseudouridinas

1.2.1 RNR metilinimas

Mazdaug du trecdalius visy skirtingg RNR modifikacijy sudaro
metilgrupés prijungimas. Metilgrupé gali biiti perneSama ant daugumos RNR
azoto atomy. Taip pat metilinami anglies atomai 5-oje pirimidiny ir 2-0je bei
8-oje adenino padétyje (pav. 1.2C). Labai daznas taikinys yra ribozés 2’
padéties deguonis (pav. 1.2B). Nors RNR metilinimas sutinkamas visuose
gyvybés domenuose, skirtingy metilinty nukleozidy pasiskirstymas juose néra
vienodas. Pvz., 5-metilcitidinas, 2’-O-metilcitidinas, 6-dimetiladenozinas ir
keletas kity yra sutinkami visuose domenuose, 2’-O-metiladenozinas, 2-

dimetilguanozinas ir pora kity biidingi tik eukariotams ir arché¢joms, o 2’-O,5-
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dimetiluridinas ir 3-metilcitidinas kol kas néra aptikti archéjose. Zinoma, tai
néra galutiniai duomenys. Tyrimai S§ioje srityje vyksta intensyviai ir
rezultatyviai. Vis d¢lto, nors duomeny apie RNR metilinimg surenkama daug,
ne visada pavyksta tiksliai paaiSkinti $iy modifikacijy paskirtj. Mat RNR
metilinimas gali turéti jvairiy funkcijy, priklausomai nuo konteksto, ir neturi
vienos apibréztos paskirties. Tikriausiai dél to jis sutinkamas tokiose
skirtingose RNR kaip tRNR, rRNR, iRNR, snRNR, miRNR ir virusinés RNR
(apzvelgta Motorin ir Helm, 2011).

2°-O-m — antra pagal paplitimg gamtoje RNR modifikacija po
pseudouridilinimo. Ji aptinkama visuose organizmuose. IS 206 modifikuoty
Homo sapiens rRNR nukleotidy, 105 modifikacijos — 2°-O-m (Decatur ir
Fournier, 2002). Tai viena i§ efektyviausiy biologiniy strategijy, skirty RNR
struktdirai stabilizuoti. Tam, kad metilgrupé ir heterocikliné bazé erdviskai
nekliudyty viena kitai, modifikuotas nukleotidas jgauna 3 -endo konformacijg.
O tai sustiprina baziy stekingo sgveikg. RNR spiralé tampa standesné ir
padidéja RNR lydymosi temperatiira. Si modifikacija gali paveikti RNR
struktiirg ir dél to, kad sumazina ribozés galimybes sudaryti vandenilines
jungtis bei padidina hidrofobinj pavirsiy. Be to, ji apsaugo nuo fosforibozinio
karkaso hidrolizés ties modifikuotu nukleotidu (Decatur ir Fournier, 2002;
apzvelgta Davis, 1998; Gagnon ir kt., 2009). Taigi, priklausomai nuo vietos
strukttroje, pavienés 2’-O-metilgrupés ar jy sankaupos gali paveikti platy RNR
savybiy spektrg. Dauguma RNR yra 2’-O-metilinamos: tRNR, rRNR, snRNR,
miRNR, siRNR, piRNR. Manoma, kad aukStesniesiems eukariotams RNR
modifikavimo, ypac¢ 2’-O-metilinimo, pobiidzio skirtumai leidzia atpazZinti
svetima RNR (apzvelgta Motorin ir Helm, 2011).

2 -O-metilinimas svarbus RNR struktiiry stabilizavimui esant aukstai
temperatiirai. Auginant archéjg  Sulfolobus  solfataricus  skirtingose
temperatiirose buvo nustatyta, kad kylant temperatiirai, 2"-O-metilinty riboziy
kiekis rRNR didé¢ja (skirtumas buvo apie 20%, lyginant rRNR 1§ lgsteliy,
auginty 60°C ir 83°C temperatiiroje). Tokia tendencija stebéta ir tiriant

termofilinés bakterijos Bacillus stearothermophilus bei hipertermofilinés
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archéjos Pyrococcus furiosus tRNR (Noon ir kt., 1998). Taip pat parodyta, kad
C/D RNR (mazy nekoduojanciy RNR, apsprendzianciy ribonukleoproteininiy
kompleksy katalizuojamo 2’-O-metilinimo specifiSkumg) geny kiekis archéjy
genome tiesiogiai koreliuoja su optimalia $iy organizmy augimo temperatiira

(apzvelgta Dennis ir kt., 2001).

1.2.2 Biologiné RNR modifikavimo reik§mé: tRNR, rRNR ir snRNR

pavyzdziai

DidZiausia modifikacijy jvairove ir daZniu visuose gyvybés domenuose
pasizymi tRNR. Jos modifikavimo procesai intensyviai tyrinéjami ir daznai
tarnauja kaip modelis bendram RNR modifikavimo reiskinio supratimui. tRNR
molekulés turi konservatyvig struktiirg ir yra lastelése gausiausios bei galbiit
seniausios mazos nekoduojanc¢ios RNR. Gamtin¢ tRNR modifikavimo sistema,
sudaryta i§ daugybés jvairiy fermenty, yra labai efektyvi ir iStobulinta. tRNR
modifikacijas galima suskirstyti | dvi grupes: vienos svarbesnés iIRNR kodo
skaitymui, transliacijos tikslumui, kitos — tRNR struktiiros ir metabolinio
stabilumo palaikymui. Atitinkamai skiriasi jy pasiskirstymas tRNR molekuléje
— pirmosios i$sidésto antikodono kilpoje, antrosios — kitose tRNR vietose.
Modifikacijy efektas yra kolektyvinis, jos veikia tarsi choras: bendras efektas
labai svarbus, o paSalinus vieng-kita narj pasekmés dazniausiai néra kritiSkos
(apzvelgta Motorin ir Helm, 2011).

Modifikacijos formuoja tRNR struktiirg, lemia didesnj jos patvaruma
kylant temperatiirai. Parodyta, kad in vitro transkribuotoms ir
nemodifikuotoms RNR reikalinga didesné nei fiziologiné Mg®* koncentracija,
kad susidaryty biologinéms artimos struktiiros. Tik pasickus 10 mM Mg?**
koncentracijg modifikuoty ir nemodifikuoty tRNR biochemingés ir biofizikinés
savybés in vitro dazniausiai tampa labai panasios (apzvelgta Helm, 2006).
Baziy metilinimas uzblokuojant galimybes sudaryti vandenilines jungtis leidzia
iSvengti baziy poravimosi, kuris lemty nepageidaujamas alternatyvias

struktiiras. Nepakankamai modifikuotos, o nepakankamai metilintos ypac,
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tRNR Iastelése yra suskaldomos. Nukleotidai antikodono kilpoje, biitent 34-
ojoje (,.klibancioje*) pozicijoje ir 37-ojoje (Salia antikodono), yra ypatingai
svarbiis teisingam ir efektyviam iRNR kodony atpaZinimui ribosomoje. Tad
modifikavimo pakitimai Sioje tRNR srityje pasireiSkia iRNR iSkodavimo
sutrikimais. 34-o0sios pozicijos nukleozidas yra gausiai modifikuojamas, taip
pat ir metilinamas. Manoma, kad tai stabilizuoja antikodono kilpg ir pritaiko
Sios bazés galimybes sudaryti porg su trecigja, ,klibancia®, kodono baze. 37-
0si0s pozicijos bazés metilinimas, ir kartais didesnés hipermodifikacijos,
neleidzia Siai bazei sudaryti pory su iRNR bazémis - taip palaikomas teisingas
skaitymo rémelis. Tiek 34-0s, tiek 37-0s pozicijos modifikacijos apsaugo nuo
rémelio ,,praslydimo* +1 kryptimi (Urbonavicius ir kt., 2001). Taip pat tRNR
modifikacijos gali lemti galimybes transliacijai nesustoti ties stop kodonu,
jjungti selenocisteing (apzvelgta Motorin ir Helm, 2011).

Ribosominiy RNR funkecijai taip pat reikSmingas modifikacijy ,,choras®.
Nors rRNR modifikacijy iSsidéstymas néra grieztai konservatyvus, taciau
visuose organizmuose jos telkiasi tuose paciuose funkciskai svarbiuose rRNR
regionuose: peptidil-transferaziniame ir dekodavimo centruose, ribosomos
subvienety sgveikos srityje (Decatur ir Fournier, 2002). rRNR modifikavimas
svarbus strukttirai ir iRNR skaitymo tikslumui, panasiai kaip ir aptartos tRNR
modifikacijos. Prokarioty ribosomas surinkus in vitro i§ nepilnai modifikuotos
rRNR buvo stebimas mazesnis transliacijos efektyvumas. 2’-O-metilinimo
aktyvumo neturin¢ios mielés labai prastai auga. Daugiau nei dviejy pozicijy
modifikacijy uzblokavimas subvienety saveikos srityje mielése in Vvivo
pasireiSké sumazéjusiu aminoriigS¢iy jjungimo grei¢iu, padaznéjusiu stop
kodono ,praSokimu®, padidéjusiu jautrumu antibiotikams, veikiantiems
ribosomas, sumazéjusiu rRNR kiekiu lgsteléje ir pakitusia rRNR struktiira
ribosomoje (Liang ir kt., 2007). Bakterijy rRNR metilinimas tiesiogiai siejasi
su atsparumu antibiotikams, sgveikaujantiems su ribosoma. Pakites metilinimo
pobiidis (atsiradusi metilgrupé naujose vietose ar iSnykusi ankstesnése)
pakeicia antibiotiko molekulés ir ribosomos sgveikos stiprumg, o tai lemia

atsirandant] atsparuma (apzvelgta Motorin ir Helm, 2011).
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Eukariotuose svarbus iRNR ir snRNR , kepurés®“ metilinimas.
Pseudouridinas ir 2°-O-metilriboz¢ snRNR molekulése gausiai aptinkami ir
toliau sekoje. Jie issidésto funkciskai svarbiose snRNR srityse, atsakingose uz
splaisecosominio RNP susirinkimg ir sgveika su pre-iRNR. U2 snRNR
pavyzdziu eksperimentiSkai jrodyta, kad Sios modifikacijos yra svarbios, o kai

kurios netgi biitinos pre-iRNR splaisingui (apzvelgta Karijolich ir Yu, 2010).
1.2.3 RNR metiltransferazeés

Zinoma RNR MTaziy jvairove §iuo metu sudaro apie 60 fermenty,
turin¢iy Simtus homology. Jie iSskirstyti | keturias superSeimas. Kaip jau
minéta, didzioji RNR MTaziy dalis, pirmoji superSeima, priklauso Rosmano
sanklodos MTaziy klasei. Sie fermentai daZniausiai yra monomeriniai, nors
zinoma ir di-, tri- ar net tetrameriniy struktiiry atvejy. Sios ir visos kitos,
18skyrus vieng, zinomos RNR MTazés kaip metilgrupés donorg naudoja
AdoMet. Antroji pagal dydi grupé - tai tik 2°-O-riboze metilinancios
homodimerinés SPOUT MTazés. Treciajai superSeimai priklauso nuo AdoMet
priklausomos radikalinj reakcijos mechanizmg naudojanc¢ios RNR MTazes
(apzvelgta Motorin ir Helm, 2011). Ketvirtojoje grupéje yra kol kas tik viena
zinoma RNR MTaz¢ (5-uracilo), metilinimo reakcijai kaip kofaktoriy
naudojanti ne AdoMet, o N5,N10-metilentetrahidrofoliata ir FADH,
(Urbonavicius ir kt., 2005).

Katalizinis mechanizmas priklauso nuo taikinio atomo. Ribonukleotidy
azoto ir 2’-O atomai yra natiiraliai nukleofiliniai. Todé¢l juos gali modifikuoti ir
alkilinantys cheminiai reagentai, taip pat ir laisvas AdoMet. Tad S$iy taikiniy
atvejais MTazeés tiesiog stipriai pagreitina reakcija reikiamu kampu
priartindamos AdoMet prie metilinamo atomo. Taip pat jos gali padidinti
nukleofiliSkumg deprotonuodamos taikinio atoma. Taip veikia SPOUT
superSeimos atstovés ir dalis Rosmano sanklodos MTaziy, jskaitant C/D RNP
(apzvelgta Motorin ir Helm, 2011). Cia galima sutikti ry$kiy konvergencinés
evoliucijos pavyzdziy. Pvz., visose archéjose 2’-O-metilinamas tRNR C56

nukleotidas. Didziojoje daugumoje rusiy tai atlieka SPOUT superSeimos
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fermentas aTrm56. Taciau Pyrobaculum aerophilum sio fermento neturi, o ta
pacia modifikacijg atliecka C/D ribonukleoproteininis kompleksas, kurio
sudétyje esanti MTaze fibrilarinas priklauso Rosmano sanklodos klasei
(apzvelgta Clouet-d’Orval ir kt., 2005).

S-metilgrupés susidarymui pirimidinuose reikalinga atitinkamo anglies
atomo aktyvacija. Siuo atveju katalizé neapsiriboja vien reaguojandiy
medziagy priartinimu erdveéje. MTazé sudaro kovalentinj rysj su pirimidino C6
atomu ir protonuoja susidariusj tarpinj junginj, kad jj stabilizuoty. Tokiu btdu
C5 atomas tampa nukleofilinis ir prie jo gali prisijungti kofaktoriaus
atiduodama metilgrupé. Po metilgrupés pernasos MTazés jungtis su C6 atomu
nutraukiama ir metilintas pirimidinas islaisvinamas (apzvelgta Motorin ir
Helm, 2011). Tokj katalizés mechanizmg naudoja ir DNR citozino 53 padétj
metilinan¢ios MTazés, pvz. M.Hhal (Klimasauskas ir kt., 1994).

Metilinant adenozino C2 ir C8 atomus, o taip pat formuojant stambias
hipermodifikacijy grupes dalyvauja radikalinés AdoMet MTazés. Reakcija
pradedama nuo AdoMet atskeliant adenozilo radikala, kuris po to atskelia
vandenilio atomg nuo anglies atomo, kurj siekiama metilinti. Susidargs bazes
radikalas prisijungia elektrong ir metilgrupe, taip sunaudodamas dar vieng
AdoMet molekule (apzvelgta Motorin ir Helm, 2011).

RNR modifikavimas pagal taikinio atpaZinimo mechanizmg gali biti
skirstomas ] nuo RNR priklausomg ir nepriklausomg. Nuo RNR
nepriklausomas modifikacijas atlieka pavieniui veikiantys baltymai ar jy
kompleksai, kurie atpazjsta tam tikras substratiniy RNR sekas ir/arba
struktiiras. Pavyzdziui, MTazé¢ Henl atpaZjsta savo substratus miRNR ir
siRNR dupleksus pagal jiems biidingg ilgj (apie 21-24 nt) ir metilina 3’ galiniy
nukleotidy 2’-O-riboze (Huang ir kt, 2009). Nuo kreipianc¢iyjy RNR
priklausomas modifikacijas vykdo RNR ir baltymy (ribonukleoproteininiai,
RNP) kompleksai: kreipian¢ioji RNR komplementariomis baziy poromis
atpazjsta substratinés RNR seka, o komplekso sudétyje esantis fermentas
katalizuoja modifikavimo reakcija. Dauguma RNR modifikacijy, jskaitant

baziy metilinimg, yra atlieckamos nuo RNR nepriklausomu budu. Taciau
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pseudouridilinimg ir ribozés 2'-O-metilinimg atlieka tiek pavieniui veikiantys
baltymai, tieck RNP, priklausomai nuo taikinio tipo ir organizmo (apzvelgta
Motorin ir Helm, 2011; Clouet-d‘Orval ir kt., 2005; Reichow ir kt., 2007).
RNR-RNR komplementarumo pritaikymas modifikavimo taikiniui atpazinti ir
i§ to sekanti galimybé lengvai praplésti taikiniy spektra buvo evoliucijos
placiai iSnaudoti. Bakterijos turi tik nuo RNR nepriklausomus RNR
modifikuojanéius fermentus, tad subrendusioje E.coli rRNR aptinkama tik 4
2°-O-m ir 10 ¥ modifikacijy. Tuo tarpu RNP mechanizmg naudojanciy
organizmy S.cerevisiae rRNR turi 54 2°-O-m ir 44 ¥, o H.sapiens - net 105 2°-
O-m ir 91 ¥ (Decatour ir Fournier, 2002).

1.2.4 RNR modifikuojantys ribonukleoproteininiai kompleksai

Pirmoji uzuomina, kaip uridino izomerizacija j pseudouriding ir 2’-O-
metilinimas vyksta modifikuojant rRNR eukarioty lagstelése, buvo gauta
aptikus didelj kiek; mazy RNR branduolélyje, kur vyksta ribosomy biogenezeé.
Pasirodé, kad didelis kiekis §iy mazosiomis branduolélio RNR (angl. small
nucleolar RNA, snoRNR) pavadinty RNR turi seky, komplementariy rRNR.
Pagal konservatyvius seky motyvus Sios RNR buvo suskirstytos i dvi grupes:
C/D seky RNR ir H/ACA RNR. Kaip pasirod¢ veliau, Sios RNR jungiasi su
specifiniais baltymais ir sudaro RNP kompleksus (snoRNP), modifikuojancius
RNR: dauguma C/D RNP vykdo ribozés 2’-O-metilinima, o dauguma H/ACA
RNP wuriding ver¢ia pseudouridinu. Kaip jau minéta, Sie kompleksai
modifikuoja RNR naudodami panasy mechanizmg — substrating RNR
komplementarumo principu atpazjsta kompleksy sudétyje esanti kreipiancioji
RNR, o specifinj katalizinj aktyvuma turintis komplekso baltymas katalizuoja
modifikavimo reakcijg. Kompleksui susidaryti reikalinga ir po keleta
pagalbiniy, struktiiriniy baltymy (pav. 1.3). Sie baltymai eukariotuose ir
archéjose homologiski (apzvelgta Dennis ir kt., 2001; Reichow ir kt., 2007).

Archéjy rRNR buvo aptikta nemazai 2'-O-metilinty nukleotidy ir

genomuose rastos homologinés eukarioty C/D RNP baltymams sekos — tai
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paskatino ieSkoti atitinkamy RNP ir Siuose organizmuose. Rastos
kreipianc¢iosios RNR turéjo panasias charakteristikas kaip eukarioty snoRNR.
Kadangi archéjos neturi branduolio ir branduolélio, ¢ia §ios RNR vadinamos
tiesiog mazosiomis (angl. small) — sSRNR, o RNP - sRNP. Siuo metu jau
zinoma, kad C/D ir H/ACA RNP arch¢jose yra aktyvis ir, kaip ir eukariotuose,
pasizymi atitinkamai 2’-O-metilinimo bei pseudouridilinimo aktyvumu.
Nemazai tokiy archéjiniy RNP buvo surinkti ir pasirodé esantys aktyvis in
vitro. Tai leido jiems pritaikyti nuodugnius enzimologinius ir struktiirinius
tyrimus (Appel ir Maxwell, 2007; Lin ir kt., 2011; Xue ir kt., 2010 ir eilé kity
publikacijy). Kadangi dar néra pavyke in vitro surinkti eukariotiniy snoRNP,
Sie rezultatai svarbiis ne tik archéjy tyrimy sri¢iai, bet ir tarnauja kaip modelis
sudétingesniy eukariotiniy RNP veiklos supratimui.

RNR modifikuojantys RNP yra paplit¢ eukariotuose ir arch¢jose, taciau
nerandami bakterijose. Tad labiausiai tikétina, kad nuo RNR priklausomas
RNR modifikavimo mechanizmas atsirado prie§ atsiskiriant eukarioty ir
archéjy linijoms, taciau jau po jy bendro protévio atsiskyrimo nuo bakterijy.
Taigi — daugiau nei prie§ 3 mird. mety (Forterre ir kt., 2007). Zinoma,
neatmesta ir tikimybé, kad tokie RNP susiformavo visy organizmy bendrame
protévyje, o bakterijos véliau juos prarado. Archéjy C/D ir H/ACA kompleksai
turi bendry struktiiriniy elementy: RNR struktiirinj motyva K-postkj ir baltyma
L7Ae (placiau apie juos — 1.3.1 skyriuje). Tai rodo $§iy kompleksy bendra
kilme. Kadangi RNR K-posiikiai ir baltymas L7Ae bei jo homologai aptinkami
ir ribosomose, iskelta hipotezeé, kad s(no)RNP pirmtakai kilo i§ primityvaus
transliacijos aparato. Tikriausiai pradzioje prie K-posikiy besijungiantys
baltymai sudaré in cis veikiantj RNP, stabilizuojantj ir galblit modifikuojantj
primityvaus transliacinio aparato RNR. Véliau jie atsiskyré ir tapo in trans
veikianciais savarankiskais RNP. Jy specifiSkumas sparciai plétési evoliucijos
eigoje atrenkant kreipianciyjy RNR seky pakitimus, lemiancius galimybes
RNP nukreipti | naujas vietas, kuriy modifikavimas pasirodé esgs naudingas
(Tran ir kt., 2004). Galbiit RNP virsmo, i$ cis j trans budu veikiancius, tarping
stadija galime stebéti ir Siandien: archéjy pre-tRNR-Trp turi introng su
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kreipian¢igja C/D RNR, lemiancia dviejy pre-tRNR-Trp nukleotidy, esanciy
egzonuose, metilinimg (Clouet d’Orval ir kt., 2001). TeoriSkai Sioje sistemoje
modifikavimas galéty vykti in cis btidu, tac¢iau parodyta, kad vyksta in trans
(Singh ir kt., 2004).

A B
L7Ae
Nop10
C motyvas ) -
) Nop5p D’ motyvas § WO\Gar
, RUGAUGA CUGA S
2 ,-\Q@g Cbf5
i £
C’ motyvas taikinio 5
D motyvas_ RNR 3 %
5’ et —{ ACA =3’

ACA motyvas

Pav. 1.3. Archéjy sRNP kompleksy, jy saveikos su substratine RNR ir katalizuojamy
modifikacijy schemos (pagal Watkins ir Bohnsack, 2011). RNR pazyméta juoda
spalva, 0 substratinés RNR dalis, kurig atpaZjsta kreipiancioji RNR - Zalia.
Katalizuojama modifikacija — raudona, struktiirinis baltymas L7Ae - geltona. (A)
C/D RNP. Metiltransferazé aFib pazyméta mélyna spalva, struktirinis baltymas
Nop5p — alyvine. Parodyti konservatyviis C/D ir C'/D” motyvai. (B) H/ACA RNP.
Pseudouridinsintazé Cbf5S pazyméta zalsva spalva. Struktiriniai baltymai Nopl0 ir
Garl — atitinkamai méty ir rausva spalvomis. Parodytas konservatyvus ACA
motyvas.

1.3 C/D ribonukleoproteininiu kompleksy sandara ir funkcijos
1.3.1 C/D RNP komplekso nariai

Archéjy C/D RNP sudaryti i§ kreipianc¢iosios C/D RNR, atsakingos uz
taikinio atpazinimg, ir baltymy: struktiriniy L7Ae ir NopSp, bei
metiltransferazés fibrilarino (aFib), naudojan¢io kofaktoriy AdoMet (pav.
1.3A).

C/D RNR yra vienos i§ geriausiai istirty nekoduojanc¢iy RNR. Jy ilgis
archéjose siekia 50-70 nt, eukariotuose - dazniausiai daugiau nei 75 nt.
Skiriamasis C/D RNR pozymis, pagal kurj suteiktas ir Siy RNR pavadinimas,
yra konservatyviis seky motyvai: RUGAUGA (R - purinas) motyvas,
vadinamas ,,C“, ir CUGA motyvas, vadinamas ,,D*. Jie iSsidésto Siose RNR
atitinkamai netoli 5" ir 3" galy. Archéjy sRNR yra aptinkami ir vidiniai gana

konservatyvis, o daznai ir identiSki C ir D sekoms, atitinkamai C” bei D’
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motyvai. Eukarioty snoRNR C” ir D" motyvai néra konservatyviis, Sias sekas
¢ia i8skirti sunku. Sgveikaujant C ir D (taip pat ir C” bei D") sekos motyvams
susidaro RNR tretinés struktiiros elementas, vadinamas K-postikiu (angl. kink-
turn, K-turn) (Klein ir kt., 2001) (pav. 1.4). Jam budinga asimetriné trijy
nukleotidy kilpa, 1§ abiejy pusiy apsupta stiebeliais. Svarbus kilpos elementas
— 1 1Sore iSsukta U baze, kuri iSsisuka dél RNR struktiiros ypatybiy. Pirmasis
stiebelis (kanoninis) susidaro bazéms poruojantis komplementariai. Jo nei
sekos, nei ilgis néra konservatyviis. Antrasis — konservatyvus — stiebelis turi
dvi ne Vatsono-Kriko tipo G"A poras ir dar vieng nekanoning porg. RNR tarp
stiebeliy stipriai susilenkia: susiformuoja mazdaug 60° linkis (posiikis).
Struktiira stabilizuoja vandenilinés jungtys tarp baziy ir riboziy pirmame
stiebelyje ir vidinés kilpos, ir sgaveikos tarp pirmojo ir antrojo stiebeliy.
Arch¢jy vidiniai C’/D” motyvai daZniausiai formuoja Siek tiek kitok; K-
posiikio variantg — K-kilpa (angl. K-loop). Joje kanoninis stiebelis pakeistas
trijy nukleotidy kilpa tarp C” ir D" seky. Nepaisant to, struktiira iSlaiko K-
posiikiui budingas erdvines ypatybes ir yra atpazjstama to paties C/D RNP
baltymo L7Ae (Nolivos ir kt., 2005). K-postikis yra daznas ir svarbus
elementas visy gyvybés domeny jvairiose RNR. Sudarytas i§ skirtingy sekos
motyvy, bet pasiZymintis biidinga tretine struktiira jis aptinkamas rRNR,
iIRNR, C/D RNR ir arch¢jy H/ACA RNR molekulése, bei jvairiuose
ribojungikliuose (K-posukiy duomeny bazé:

http://www.dundee.ac.uk/biocentre/nasg/kturn/index.php, Schroeder ir kt.,

2010). K-posiikis dazniausiai tarnauja kaip specifiniy baltymy atpazjstama
struktiira, taip pat stabilizuoja treting RNR ir RNP struktirg (Klein ir kt.,
2001; Schroeder ir kt., 2010).

I stichelis CGU I stiebelis Pav. 1.4. K-postkio, esan¢io C/D RNR, antrin¢

G . struktiira. Konservatyviis C ir D motyvai

. ‘.G\ ‘G 4 :4.0 'G,q uzraSyti mélyna spalva. Vatsono-Kriko tipo
ch . G GUC(J' baziy poros pazymétos briksneliais, ne
>* . Vatsono-Kriko — rutuliukais (pagal Moore ir kt.,

2004).
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I 5" puse nuo D ir D" motyvy kiekvienoje C/D RNR yra iSsidésciusios
unikalios sekos, vadinamos antiprasminémis arba kreipianciosiomis (angl.
antisense, guide). Salia D motyvo esanti kreipian¢ioji seka vadinama D
kreipianciaja (angl. D-guide), $alia D’ - atitinkamai D" kreipian¢iaja seka. Siy
seky budingas ilgis archéjose yra 12 nt, bet rasta ir 10-21 nt ilgio varianty
(Nolivos ir kt., 2005; Tran ir kt., 2005). Eukarioty sekos $alia D ir D" motyvy
gali buti ir keliy deSim¢iy nukleotidy ilgio, o tai lemia papildomas jy
struktiiras ir funkcijas, papildomg baziy poravimasi $alia taikiniy (apZvelgta
Gagnon ir kt., 2009; Watkins ir Bohnsack, 2011; van Nues ir kt., 2011).
Kreipianciosios sekos komplementarumo principu atpazjsta substratines RNR.
Susidarius RNR dupleksui labai specifiSkai metilinamas substratinés RNR
nukleotidas, komplementarus penktam kreipianciosios sekos nukleotidui,
skai¢iuojant nuo D (ar D") konservatyvaus motyvo (Appel ir Maxwell, 2007,
pav. 1.3). Archéjy C/D RNR metilinimui nukreipti gali naudoti abi (D ir D")
kreipiancigsias sekas. Jy atpazjstamos sekos gali biiti tiek vienoje molekuléje,
pvz. dvi skirtingos vietos rRNR, tiek dviejose skirtingose RNR, pvz. rRNR ir
tRNR. Taciau kai kurioms arché¢jy C/D RNR nustatytas tik vienos i§
kreipianciyjy seky pakankamas komplementarumas kokiam nors lgsteliniam
RNR substratui (C/D RNR duomeny bazé,
http://lowelab.ucsc.edu/snoRNAdb/, Omer ir kt., 2000). Archéjy C/D RNR

kreipianciosiose sekose taip pat pasitaiko nukrypimy nuo konservatyvaus 12
nt ilgio, taciau daznai tokiy SRNR kita kreipiancioji seka biina buidingo 12 nt
ilgo. Toks ilgis yra svarbus efektyviam metilinimui. Vienoje C/D RNR
molekuléje pakeitus abiejy 12-0s nt kreipianciyjy seky ilgj, RNP metilinimo
funkcija buvo prarasta. Pakeitus tik vienos kreipianciosios sekos ilgj, smarkiai
krito tik jos atpaZjstamo substrato metilinimo efektyvumas. Taciau galbiit 12
nt kreipianciosios sekos ilgis néra svarbus visoms archéjy C/D RNR ir/arba
ilgesné kreipiancioji seka galéty, kaip ir eukariotuose, atlikti papildomas
funkcijas arba sudaryti papildomas struktiiras atstumo tarp C/D motyvy
suvienodinimui (Tran ir kt., 2005). Tiriant C/D RNR i$ termofilinés archéjos

Pyrococcus furiosus buvo aptikta, kad dauguma jy yra ziedinés. Tyrimo
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autoriai mano, kad C/D RNR galy sujungimas svarbus antrinés $iy RNR
struktiiros palaikymui aukstoje temperattiroje ir kad tai yra pagrindiné C/D
RNR forma termofiliniy archéjy Iastelése (Starostina ir kt., 2004).

Susidarant archéjy C/D RNP kompleksui, prie SRNR, atpazindamas K-
posikj ir K-kilpa, riSasi baltymas L7Ae. Jis stabilizuoja C/D RNR
konformacijg, inicijuoja C/D RNP komplekso susirinkimg ir atlieka jame
struktiiring funkcija. K-posiikio ir L7Ae sgveika archéjose biidinga ne tik C/D
RNP: ji randama ir didziajame ribosomos subvienete bei H/ACA RNP
kompleksuose. L7Ae baltymas priklauso L7Ae/L30 baltymy Seimai. Tali
nedideli, apie 120 amr ilgio, a-p-a ,,sumustinio struktiiros baltymai, turintys
konservatyvy RNR suriSimo centrg. Nors archéjose L7Ae dalyvauja jvairiuose
RNP, eukariotuose jo homologai specializuoti ir vienas kito nepakeicia. Taciau
jie taip pat dalyvauja jvairiuose K-posiikj turin¢iuose RNP: C/D RNP ir U4
splaisosominiame RNP - homologas 15,5 kDa (Snul3 mielése), kiti -
didziajame ribosomos subvienete, selenobaltymy iRNP (apzvelgta Dennis ir
Omer, 2005) ir ribonukleazéje P (Cho ir kt., 2010). Eukarioty C/D RNP narys
15,5kD baltymas, skirtingai nei archéjy L7Ae, risasi tik su K-postkiu, bet
nesirisa su K-kilpa. H/ACA RNP eukariotuose nebeturi K-posiikio, bet vis tiek
turi L7Ae homologg Nhp2, kuris komplekse tikriausiai laikosi dél baltymo-
baltymo sgveiky (apzvelgta Watkins ir Bohnsack, 2011).

C/D RNR ir L7Ae kompleksg atpazjsta ir prie jo riSasi baltymas Nop5p.
Jis komplekse atlieka struktiiring funkcija, palaiko reikiama kreipianciosios
RNR konformacija, tarpininkauja aFib prisijungimui ir turi jtakos AdoMet
suri§imui aFib kofaktoriaus suri§imo kiSenéje. Sis baltymas sudarytas i§ N-
galinio domeno, susisukusiy spiraliy (angl. coiled coil) domeno ir C-galinio
domeno. N-galinis domenas formuoja pavir§iy, komplementary aFib ir tai
lemia stiprig Siy baltymy sgveika. Nustatyta, kad jie sgveikauja tarpusavyje
nepriklausomai nuo kity komplekso nariy ir prie komplekso jungiasi jau kaip
heterodimeras. Viena Nop5p Arg aminoriigsties liekana sgveikauja su aFib
AdoMet suriSimo kiSene ir taip palaiko ja kofaktoriui suristi tinkamos

konformacijos, o tai svarbu aFib kataliziniam aktyvumui (Aittaleb ir kt., 2004).
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Susisukusiy spiraliy domenas, susidedantis 1§ dviejy lygiagreciy a-spiraliy,
lemia NopSp homodimerizacijg, kuri svarbi palaikant C/D RNP funkcija
(Zhang ir kt., 2006). Konservatyvus C-galinis domenas sgveikauja su L7Ae ir
C/D RNR kompleksu, sudarydamas rysius tiek su RNR, tiek su L7Ae. Taciau
nei Nop5p, nei aFib—Nop5p dimeras neturi stipraus giminingumo sSRNR ar
L7Ae atskirai. Vis délto, esant pakankamai auk$toms Nop5p koncentracijoms
(> 1 uM), jis geba suristi sSRNR ir nesant L7Ae (Bortolin ir kt., 2003).
Atskirtas nuo pilno baltymo, C-galinis domenas gali jungtis su L7Ae-C/D
RNR kompleksu beveik kaip ir pilnas baltymas (Hardin ir kt., 2009). Siame
domene esanti a-spiral¢ ir gretima kilpa jsiterpia tarp D ir D¢ kreipianciyjy
seky, palaiko jas atskirtas ir taip tikriausiai apsaugo nuo tarpusavio sgveikos,
kuri trukdyty sgveikai su substratinémis RNR (Lin ir kt., 2011; Ghalei ir kt.,
2010; Ye ir kt., 2009). Didzigja C-galinio domeno dalj sudaro konservatyvus
vadinamasis Nop domenas, budingas Nop baltymy superseimai. Tokj domeng
turi ir eukarioty baltymas Prp31, dalyvaujantis splaisosominiuose snRNP ir ten
besiriSantis prie snRNR-15,5kDa  komplekso. Eukarioty C/D RNP
kompleksuose baltymg Nop5p atitinka du jo homologai - Nop58 ir Nop56,
kurie jungiasi atitinkamai tik prie C/D ir C’/D’ viety. Manoma, kad Sie
baltymai su Siek tiek skirtingomis jungimosi prie RNP savybémis susidaré po
geno duplikacijos. Eukarioty C’/D” vieta néra suriSama 15,5kD baltymo, tad
Nop56 evoliucijos eigoje jgavo galimybe ristis su RNR nepriklausomai nuo jo
(apzvelgta Reichow ir kt., 2007; Gagnon ir kt., 2009).

aFib (archéjy fibrilarinas) yra C/D RNP Kkatalizinis baltymas —
metiltransferaze, katalizuojanti metilgrupés perkélimag nuo AdoMet ant
substratinés RNR 2°-O atomo. Sio baltymo prisijungimas prie archéjy C/D
RNP vyksta per sgveika su Nop5p. Biidamas RNP sudétyje jis sgveikauja su
kreipiancCiosios-substratinés RNR dupleksu ties pirmu-$estu nukleotidais,
skai¢iuojant nuo D' sekos (Lin ir kt., 2011). Labai konservatyvus aFib C-
galinis domenas pasizymi Rosmano tipo sankloda ir turi nuo AdoMet
priklausomoms MTazéms biidingg struktirinj AdoMet suriSimo motyva.

Archéjy fibrilarinas yra homologiSkas pavieniui veikiancioms RNR 2'-O-

27



ribozés MTazéms, tokioms kaip E.coli RrmJ, kuri metilina rRNR, tRNR ir
IRNR. O taip pat - eukarioty C/D snoRNP kompleksy fibrilarinui. Visos S§ios
MTazés substrato jungimosi kiSenéje turi panaSiai erdvéje iSsidésCiusias
keturias konservatyvias aminortgstis, kuriy trys (Lys-Asp-Lys) biitinos, o
ketvirtoji (His arba Glu) svarbi aktyvumui (Aittaleb ir kt., 2004; Hager ir kt.,
2002). O stai N-galiniai archéjy ir eukarioty fibrilariny domenai néra
homologiski. Archéjose jie yra daug trumpesni ir pasizymi sekos jvairove tarp
skirtingy raSiy, nors struktiiriS$kai iSlieka panaSus. Eukarioty fibrilarinams yra
buidingas N-galinis glicino-arginino gausus (angl. glycine-arginine-rich, GAR)
domenas, reikalingas laikinoms saveikoms su papildomais baltymais. Tai
svarbu eukarioty C/D snoRNP susirinkimui ir lokalizacijai branduolélyje

(apzvelgta Gagnon ir kt., 2009).

1.3.2 C/D RNP struktiira ir katalizés mechanizmas

Archéjy C/D RNR turi dvi kreipiancigsias sekas ir dvi K-strukturas, prie
kuriy prisijungia po vieng kiekvieno C/D RNP baltymo kopijg. Taip susidaro D
ir D° pusiy hemi-RNP kompleksai, kurie gali metilinti kiekvienas savo
atpazjstamg substrating RNR. C/D RNP komplekso susirinkimas vyksta
paeiliui. Pirmiausia, prie C/D RNR K-struktiiry risasi ir jas stabilizuoja L7Ae.
Tada prie jy risasi Nop5Sp-aFib dimeras. Ir, galiausiai, - substratiné RNR.
Susiformavus tokiam kompleksui salygojamas tikslus metilinimo aktyvumo
nukreipimas ] taikinio nukleotida (pav. 1.3). Pasalinus Nop5p dimerizacija
lemiant] susukty spiraliy domeng arba sumazinus C/D RNP iki asimetrinio
hemi-komplekso, paliekant tik vieng sRNR C/D motyva, fermentinis
aktyvumas stipriai krito. I[vedus sSRNR trikj ties C seka, buvo prarastas grieztas
specifiSkumas taikinio nukleotidui (Zhang ir kt., 2006; Hardin ir Batey, 2006).
Visa tai rodo, kad C/D RNP aktyvumui ir specifiSkumui uztikrinti svarbi nariy
tarpusavio sgveika ir iSsidéstymas vienas kito atzvilgiu, bei suformuojama
stabili komplekso erdviné struktiira.
Nop5p N-galinis domenas su prisijungusiu aFib formuoja komplekso

katalizing dalj. Skirtingose zinomose C/D RNP kristalinése struktiirose ji
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uzima skirtingas padétis kity NopS5p domeny atzvilgiu. Pastebéta, kad esant
substratinei RNR, jvyksta zymus Nop5p konformacijos pokytis, kuris pakeicia
aFib padéty komplekse, priartindamas jj prie taikinio nukleotido. Tad
tikriausiai jungtis, jungianti Nop5p N-galinj ir susisukusiy spiraliy domenus
yra itin lanksti, o katalizinés dalies judesys nuo ,,atidarytos* iki ,,uzdarytos*
formos, ir atvirksciai, gali biiti fermentinio mechanizmo dalis (Ye ir kt., 2009;
Xue ir kt., 2010; Lin ir kt., 2011; Oruganti ir kt., 2007).

Pilniausia nustatyta kristaliné C/D RNP struktiira sudaryta i§ sRNR,
turinios du K-postkius, ties kuriais prisiriS¢ po visg trejeta archéjos
Sulfolobus solfataricus baltymuy, ir prie abiejy kreipianéiyjy seky prisijunge 10
nt ilgio substratiniai RNR oligonukleotidai (Lin ir kt.,, 2011, pav. 1.5).
Kreipianciosios-substrato dupleksai yra RNR jungimosi kanale, kurj
suformuoja dimerinio NopSp susisukusiy spiraliy domenai i$ apacios ir C-
galiniai domenai galuose, bei du aFib Sonuose. Sioje struktiiroje abu aFib
1$sidéste ties substrato-sRNR dupleksu iki Sestojo nukleotido, skai¢iuojant nuo
D sekos, taigi - apimant taikinio nukleotidag. Tad tokia struktiira galéty
atspindéti abipus aktyvig RNP konformacija. Substrato-sSRNR duplekso
segmentas, su kuriuo sgveikauja aFib, yra A formos spiral¢ ir aFib jos niekaip
neiSkreipia. Bidamas RNP sudétyje, aFib RNR spirale atpazjsta nemazu
kiekiu vandeniliniy jung¢iy, nukreipty j fosfatus ir riboziy 2"-OH grupes, taip
pat van der Valso sgveikomis ir struktiiriniu formos atitikimu. aFib i§ vienos
pusés atsiremia j L7Ae, o i§ kitos pusés - j Nop5p. Sie kontaktai tikriausiai
fiziskai trukdo aFib slysti j kuria nors pus¢ ir taip tikriausiai yra
apsprendziamas tikslus taikinio metilinimas batent ties penktuoju
kreipianciosios sekos nukleotidu. Be to, aFib yra stabilizuojamas stiprios
sgveikos su Nop5p. Galiausiai, fiksuota substrato-kreipianciosios RNR
duplekso padétis taip pat svarbi modifikavimo vietos specifiSkumui (Lin ir
kt., 2011). Kaip minéta, jvedus triikj tarp substratg atpazjstancio regiono ir C
ar C” sekos, prarandamas stiprus specifiSkumas taikinio nukleotidui. Matyt,
tuomet dupleksas jgyja daugiau padéties laisviy, o tai leidzia aFib pasiekti

skirtingas substrato vietas (Hardin ir Batey, 2006). Taigi, modifikavimo
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specifiSkumg apsprendzia aFib dvigrandininés RNR struktiiros atpazinimas,
apribotas katalizinio centro nepaslankumo suriSus substratg, ir tinkamas
substrato i§déstymas (Lin ir kt., 2011).

Pav. 1.5. Archéjy C/D RNP kristaliné struktiira, kartu su AdoHcy ir substratiniais
oligonukleotidais, pagal Lin ir kt., 2011. Vienas aFib neparodytas, kad matytysi
AdoHcy ir suriStas substratas. aFib pazymétas mélyna, L7Ae — geltona, Nop5p —
vienas violetine, kitas alyvine, kreipian¢ioji RNR — raudona, substratiniai RNR
oligonukleotidai — zalia, AdoHcy — tamsiai geltona spalva. PDB kodas 3PLA.
Paveikslélis padarytas programa Swiss-PdbViewer.

Nors aprasytoji arche¢jy C/D RNP struktiira (mono-RNP) susideda i$
vienos kreipianciosios RNR ir dviejy kiekvieno baltymo molekuliy, taciau
elektroninés mikroskopijos biidu parodyta, kad archéjy C/D RNP in vitro gali
sudaryti ir dar didesng struktiirg - di-RNP (pav. 1.6) (Bleichert ir kt., 2009).
Siuo atveju vieng kompleksa sudaro dvi kreipianéiosios RNR ir po keturias
molekules kiekvieno i§ baltymy. Tokiame komplekse sRNR issidésto ne
iSilgai vieno Nop5p dimero, o tarp dviejy tokiy dimery, susiformuojant tarsi
kvadratui, kurio dvi prieSprieSines kraStines sudaro Nop5p dimerizacijos
sgveikg palaikantys susukty spiraliy domenai, o kitas dvi — SRNR

kreipianc¢iosios sekos. Nors néra aisku, ar tokia struktiira formuojasi in vivo,
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biocheminiais tyrimais in vitro parodyta, kad di-RNP yra kataliziskai aktyvas.
Di-RNP eksperimentiskai nustatyti dirbant su C/D RNP komponentais i$
jvairiy archéjy: Methanocaldococcus jannaschii (Bleichert ir kt., 2009),
Pyrococcus furiosus (Ghalei ir kt., 2010), P.abyssi, Archaeoglobus fulgidus
(Bower-phipps ir kt., 2012), priklausan¢iy archéjy tipui Euryarchaeota ir
Sulfolobus solfataricus (Lin ir kt., 2011), priklausancios kitam tipui -
Crenarchaeota. Tad tokia struktiira gali buti placiai paplitusi visame archéjy
domene. Eksperimentuose su S.solfataricus C/D RNP, tie patys komponentai
viename miSinyje formavo ir mono-, ir di-RNP. Abu variantai sgveikavo su
substratiniais RNR oligonukleotidais ir buvo kataliziskai aktyvis (Lin ir kt.,
2011). Tai rodo Nop5p ir aFib jvairiy sgveiky su kreipiancigja ir substratine
RNR lankstuma.

Pav. 1.6. C/D di-RNP modelis.
L7Ae pazymétas geltona spalva,
aFib - mélyna, Nop5p - alyvine,
kreipianc¢ioji RNR — juoda.
Konservatyvios sekos pazymétos
baltais  staciakampiais (pagal

(§] I Bleichert ir kt., 2009).

Ikomponuojant dvi kristalines mono-RNP struktiras ] di-RNP

elektroninés mikroskopijos modelj, aFib atsiduria per toli nuo substrato. Todé¢l
buvo iSkelta kryzminés katalizés hipoteze, teigianti, kad di-RNP sudétyje
esantis aFib kalalizuoja substratinés RNR nukleotido, esancio arc¢iau kito C/D
motyvo, metilinimg. Tokiai aFib sgveikai su kreipianciosios-substratinés RNR
dupleksu erdviskai trukdyty komplekse esantis L7Ae, tod¢l pasitilyta mintis,
kad nuo aktyvios RNP dalies pastarasis disocijuoja (Xue ir kt., 2010). Taigi,
sgveikos su substratu modelis gerokai skiriasi mono- ir di-RNP atveju. Bty
labai nejprasta jei C/D RNP galéty vykdyti metilinimg dviem skirtingais

budais.
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Siuo metu vykdomi C/D RNP tyrimai, siekiant nustatyti komplekso
struktiirg tirpale, pasitelkiant branduolio magnetinj rezonansa ir smailaus
kampo rentgeno bei neutrony spinduliy iSbarstymg (angl. small angle X-
ray/neutron scattering, SAXS ir SANS). Pirminiai duomenys patvirtina di-
RNP egzistavimg tirpale, taciau rodo kitoki sRNR ir baltymy iSsidéstymag
komplekse, nei aprasyta Xue ir kt., 2010. Sis naujausias modelis, tikimasi,
galutinai paaiSkins, kaip parenkamas taikinys ir kaip komplekso struktiira
kinta viso katalizés ciklo metu (Audron¢ Lapinaité, asmeninio pokalbio
informacija).

Katalizés cheminis mechanizmas néra tiesiogiai iSaiSkintas fibrilarino
tipo MTazéms. Taciau yra nustatyta, kad jos sudaro monofileting grupg su
RrmJ tipo RNR 2’-O-MTazémis ir turi aktyviajame centre taip pat erdvéje
1§sidésciusias konservatyvaus motyvo aminoriigstis (K-D-K-E RrmJ MTazése
ir K-D-K-H fibrilarinuose) (Feder ir kt., 2003). Todél manoma, kad Sios
MTazés naudoja tokj patj katalizés mechanizma, kuris buvo pasiilytas iStyrus
E.coli RrmJ MTaz¢ pakeiciant aktyvaus centro aminoriigstis (Hager ir kt.,
2002). Manoma, kad vienas 1§ konservatyviyjy Lys tiesiogiai deprotonuoja
taikinio nukleotido 2’-OH grupe. Tam reikia, kad pats Lys bity
deprotonuotas, o tai tikriausiai lemia teigiamai jkrautas AdoMet sieros atomas
ir kito konservatyvaus Lys aminogrupé. Tai paaiskina, kodél bet kurio 1§ Siy
konservatyviy Lys pakeitimai praktiskai panaikina metiltransfrazinj aktyvuma.
Deprotonuota 2’-O grupé atakuoja AdoMet metilgrupe ir jvyksta Sy2 tipo
pernasa. Asp ir Glu (His), manoma, stabilizuoja aktyviojo centro nariy kriivj ir
bendra architektiirg. Beje, kad konservatyvusis Asp yra biitinas AdoMet
suriSimui ir fermentiniam aktyvumui, parodyta ir tiesiogiai fibrilarino
mutageneze (Aittaleb ir kt., 2004).

Tad C/D RNP tyrimai, norint galutinai paaiSkinti visga katalizés
mechanizma ir ry§j tarp mono- bei di-RNP, dar nebaigti. Sioje srityje
sulauksime dar bent keleto jdomiy ir galbtit dabartinj pozitrj pakeisian¢iy

publikacijy.
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1.3.3 C/D RNP funkcijos

Pagrindiné archéjy ir eukarioty C/D RNP funkcija yra jvairiy lastelés
RNR 2"-O-metilinimas. Greta pavieniui veikian¢iy MTaziy jie yra atsakingi uz
rRNR ir tRNR metilinimg archéjose ir rRNR bei snRNR metilinimg
eukariotuose. RNR 2°-O-metilinimo reikSmé buvo aptarta 1.2.1 ir 1.2.2
skyriuose. 2"-O-metilinimas eukarioty ir archéjy rRNR, taip pat archéjy tRNR
yra katalizuojamas beveik vien C/D RNP. Pavyzdziui, mielése parodyta, kad
jie atsakingi uz 51-3 i§ 55-iy rRNR 2°-O-m (apzvelgta Yu ir kt., 2005). Tad
nenuostabu, kad fibrilarino taskinés mutacijos gali bti letalios, kaip parodyta
mielése (Tollervey ir kt., 1993). O Zmonéms autoimuninis atsakas prie$
fibrilaring sukelia ligg sisteming¢ skleroderma, pasireiSkiancig odos ir kai kuriy
vidaus organy pazeidimais. IS ¢ia ir baltymo pavadinimas, nes skleroderma
serganCio paciento autoimuninis serumas reagavo su jvairiy lasteliy
branduolélio fibriliniais dariniais (Ochs ir kt., 1985).

Parodyta, kad, be metilinimo, C/D RNP kompleksai turi ir kity funkcijy
RNR metabolizme. Eukariotuose C/D RNP dalyvauja specifiskai
endonukleolitiskai karpant pre-rRNR. Taip pat, panaSiai kaip Saperonai
baltymams, padeda (pre-)rRNR teisingai susilankstyti. Pastaroji funkcija
tikriausiai biidinga ir archéjy C/D RNP. Mielése parodyta, kad pre-rRNR 2’-O-
metilinimas prasideda jau transkripcijos metu. Taigi, tiek metilinimo, tiek
“rRNR Saperono® funkcija gali biiti atliekama to paties C/D RNP (apzvelgta
Watkins ir Bohnsack, 2011). Hipertermofilinéms archéjoms ypatingai
reikalingas rRNR stabilizavimas ribosomy biogenezés eigoje, tad dviguba C/D
RNP metilinimo ir $aperoniné funkcija turéty buiti joms taip pat labai svarbi.
Nenuostabu, kad, kaip jau minéta, pastebétas rySys tarp archéjy riisiy
optimalios augimo temperatiiros ir C/D RNR geny skaic¢iaus. C/D RNP ,,rRNR
Saperony® funkcijai jvertinti buvo atliktas 16S rRNR susilankstymo keliy
kompiuterinis modeliavimas nesant ir esant SRNR. Nustatyta, kad sRNR,

turin¢iy dvi kreipiancigsias sekas, prisijungimas gali Zymiai palengvinti
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tinkamg 16S rRNR susilankstymg esant temperatiirai, artimai tirty
(hiper)termofily augimo optimumui (Schoemaker ir Gultyaev, 2006).

Kai kurios snoRNR eukariotuose biogenezés metu yra sukarpomos iki |
miRNR panasiy fragmenty ir gali dalyvauti iRNR nutildyme (Brameier ir kt.,
2011; Ono ir kt, 2011). Smegenims budinga C/D RNR MBII-52
komplementari serotonino receptoriaus iRNR. Biogenezés metu ji sukarpoma
iki ] miRNR panaSios RNR ir jtakoja serotonino pre-iRNR redagavima bei Sios
ir keleto kity iRNR alternatyvy splaisingg (Kishore ir kt., 2010; Vitali ir kt.,
2005). Pasikartojanc¢ius MBII-52 ir panaSiy snoRNR genus turintis genomo
regionas pasizymi imprintingu ir yra susijes su Prader-Willi sindromu
(Bortolin-Cavaillé ir Cavaillé, 2012). Pakitusi snoRNR raiSka parodyta kaip
galimas véziniy susirgimy Zzymuo (Teittinen ir kt, 2013). Kelios
konservatyvios C/D RNR Zinduoliy Igstelése yra svarbios apoptotiniam atsakui
] oksidacinj stresg (Michel ir kt., 2011).

1.3.4 C/D RNP taikinio atpaZinimo ypatumuy tyrimai ir panaudojimas

Kadangi C/D RNP baltymy prisiriSimui reikalingos tik C/D RNR
konservatyviosios sekos, kreipiancigsias sekas galima keisti. Kartu atitinkamai
pasikeiCia ir atpazjstamas bei modifikuojamas taikinys. Parodyta, kad taip
nukreipti 2’-O-metilinimg ] naujai parinktas rRNR vietas galima netgi
zinduoliy lastelése in vivo. Be to, lgstelése vykdant raiska joms nebtidingos
kreipianciosios RNR ir atitinkamos 1gstelei nebiidingos neribosominés RNR,
metilinama ir $i egzogeniné RNR (Cavaillé ir kt., 1996).

Kadangi aktyvy archéjy C/D RNP galima surinkti in vitro, Siy
kompleksy taikinio atpazinimo ir modifikavimo ypatumai buvo istirti itin
nuodugniai. Pirmiausiai parodyta, kad net ir vienos RNP pusés nukreipiamam
metilinimui reikalingas pilnas, t.y. i§ dviejy hemi-RNP sudarytas, kompleksas
(Tran ir kt., 2003). Taip pat - kad efektyviam metilinimui reikia islaikyti
optimaly 12 nt kreipianciosios sekos ilgj (Tran ir kt., 2005). RNR grandiniy
sgveika Vatsono-Kriko baziy poromis yra biitina ne tik ties metilinamu

nukleotidu, bet ir aplink ji. Netgi G:U pora, kuri sudaro tarpusavio
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vandenilines jungtis, néra atpazjstama kaip tinkama. Vis délto, pirmojo
nukleotido, skaiCiuojant nuo D sekos, baziy pora néra svarbi (Appel ir
Maxwell, 2007). Tai patvirtina ir C/D RNP bei substrato kristaliné struktiira —
Sis nukleotidas nedalyvauja RNR duplekso susidaryme (Lin ir kt., 2011). Tad
1§ 12 kreipianciosios sekos nukleotidy, baziy poras su substratu gali sudaryti
11. Tolesniy nei pirmos pozicijy baziy pory nesutapimai gali biti pradéti
toleruoti reakcijos tirpale esant 50 mM MgCIl, koncentracijai. Tai didelé,
nefiziologiné ir in vitro eksperimentuose taip pat paprastai nenaudojama
MgCl, koncentracija. Mg®* jonai veikia RNR struktira, tad tokia
priklausomybé rodo sgveikaujant kreipianciajai ir substratinei RNR
susidarancios struktiiros svarbg fermentiniam C/D RNP aktyvumui. Esant 12
nukleotidy tarpui tarp C ir D seky, minimalus metilinamo substrato ilgis — 9 nt
(komplementarumui prasidedant nuo D sekos). Tac¢iau tokio trumpo substrato
metilinimas yra labai neefektyvus. 14 nt ilgio substratai, turintys pilng 12 nt
komplementaruma kreipian€iajai  sekai, Appel eksperimentuose buvo
metilinami maZziau nei vienos fermentinés apsukos per 30 min grei¢iu. O Stai
prailginus substratini RNR oligonukleotidg 5-iais nt | kurig nors pus¢ nuo
komplementarumo kreipianc¢iajai RNR ribos, stebétas apie 6 kartus padidéjes
metilinimo efektyvumas. Papildomi nukleotidai greiciausiai sgveikauja su
sRNP baltymais, stabilizuoja substratinés RNR sgveikg su sRNP ir/arba yra
reikalingi sRNP ir modifikuoto substrato komplekso iSardymui. Taip
paspartinamos fermentinés apsukos. C/D RNP gali metilinti ilgas
struktiruotas RNR (pavyzdziui, plauky smeigtuko pavidalo), o tai rodo, kad
kompleksas sugeba palengvinti substratinés RNR iSsisukimg. Vis délto,
taikiniai substratinés RNR kilpose metilinami efektyviau nei stiebeliuose, tad
reakcijos efektyvumas priklauso ir nuo taikinio padéties substratinés RNR
strukttroje. Pavieniai deoksiribonukleotidai taikinio sekoje, i§skyrus, zinoma,
5-3j3 padétj, didelés jtakos komplekso aktyvumui neturi. Taciau ilgesni jy
intarpai (5-iy ir daugiau nt) stipriai sumazina ar netgi visai panaikina
metilinimo aktyvumag. Tai vélgi rodo, kad metilinimo aktyvumui labai svarbi

kreipian¢iosios RNR ir substrato duplekso struktiira, kuri, tikriausiai, S$iuo
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atveju néra vienoda sgveikaujant RNR-RNR ir RNR-DNR sekoms (Appel ir
Maxwell, 2007).

Pastebéta, kad metilinimo efektyvumas gali skirtis priklausomai nuo
kiekvienos kreipianciosios RNR ir netgi skirtis tarp D ir D kreipianciyjy seky
toje pacioje SRNR (Singh ir kt., 2004; Appel ir Maxwell, 2007). Skirtingos
skirtingy sSRNR UV sukeltos sgsiuvos su NopSp rodo, kad jis sudaro Siek tiek
skirtingas saveikas su Kkiekviena RNR (Ghalei ir kt.,, 2010). Taip pat,
skirtingos kreipianciosios sekos pasiZymi skirtinga metilinimo efektyvumo
priklausomybe nuo NaCl koncentracijos, skirtinga tolerancija, priklausancia
nuo MgCl, koncentracijos, baziy pory nesutapimams bei skirtinga tolerancija
deoksiribonukleotidams taikinio sekoje (Appel ir Maxwell, 2007). Tai
tikriausiai priklauso nuo kiekvienos sRNR sekos ir, atitinkamai, struktairos.
Parodyta, kad skirtingos kreipianciosios sekos lemia skirtingg sRNR
susilankstyma, sgveika su substratu ir Siek tiek skirtingus RNP susirinkimo
kelius (Gagnon ir kt., 2006).

Galimyb¢ keisti kreipiancigja seka leidzia ne tik nuodugniai tirti C/D
RNP taikinio atpazinimo ypatumus, bet ir panaudoti §; kompleksa
negamtiniams RNR taikiniams metilinti. Ribozés 2’-OH grupé, kaip
potencialus vandenilinés jungties donoras, gali biiti svarbi RNR susisukimui,
sgveikali su baltymais ir funkcijai, dalyvauti cheminése reakcijose. Jos
praradimas dél metilinimo gali turéti atitinkamag poveik] ir suteikti ziniy apie
konkre¢iy RNR nukleotidy 2’-OH grupés biologing svarba. Pavyzdziui,
mielése, pasitelkiant C/D RNR kreipianciosios sekos pakeitima, metilinimas
buvo nutaikytas i keleta ribosominiy RNR nukleotidy, kurie, kaip buvo
zinoma, svarbiis E.coli ribosomy veiklai. Taip buvo patvirtinta, kad Siy
nukleotidy 2°-OH grupés svarbios ir eukariotuose. Véliau buvo sukurta visa
C/D RNR biblioteka, skirta metilinimg nukreipti j kiekvieng nukleotida
pasirinktame 810-ies nt ilgio regione 25S rRNR molekuléje. Taip rRNR
sekoje buvo nustatyta dar keletas nukleotidy, kuriy 2’-OH grupés
uzblokavimas metilinimu pasirei§ké stipriais mieliy augimo sutrikimais (Liu ir

kt., 2001). Panasiai, sukonstravus specifines kreipiancigsias C/D RNR,
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mielése In vivo tirta ir telomerazés RNR (Huang ir Yu, 2010). Sintetiné C/D
RNR, jSvirkSta j Xenopus oocitus ir metilinimg nukreipianti j pre-iRNR
Sakojimosi taska, panaudota uzkirsti kelig splaisingui (Ge ir kt., 2010).
Panasaus ] miRNR veikimo C/D RNR, pakeitus jose | 3’ puse¢ nuo D° sekos
(skirtingai nei jprastos kreipianciosios sekos) esancig kreipiancigja seka,

panaudotos selektyviam pasirinkty geny nutildymui (Ono ir kt., 2010).

1.4 Specifinio RNR Zyméjimo budai

Tiriant jvairiy lasteliniy ir sintetiniy RNR savybes, struktirg ir funkcijas
daZnai svarbu RNR pazyméti radioaktyvia, fluorescencine, giminingumo ar
kitokia Zyme. Tokios Zymés leidzia tirti RNR sgveika su baltymais, lokalizacijg
lasteléje; prikabinti  RNR prie kieto pavirSiaus; tirti RNR judesius
fluorescencijos rezonansinés energijos pernasos (angl. fluorescence resonant
energy transfer, FRET) metodu ir pan. Gerai zinomi buidai kaip prijungti
zymes 5° ir 3> RNR galuose: pasitelkiant atitinkamus fermentus (T4
polinukleotidkinaze, T7 RNR polimeraze, poli(A)polimeraze, T4 RNR ligaze)
ir radioaktyviy izotopy turinCius arba modifikuotus, cheminiam Zymes
prijungimui tinkamus, nukleotidus (pvz., Dojahn ir kt., 2013; Paredes ir Das,
2011). Taip pat laukinio tipo T7 RNR polimerazé gali jjungti radioaktyviy
izotopy turincius, o geny inzinerijos biidu patobulinta — ir jvairiai modifikuotus
nukleotidus per visg sintetinamos RNR ilgj (Padilla ir Sousa, 2002). Parodyta,
kad Igstelése transkripcijos metu j RNR gali biiti jjungiamas 5-etiniluridinas
(mazdaug kas 35-as uridinas sekoje), prie kurio véliau galima prijungti Zyme
,click chemijos bidu (Jao ir Salic, 2008), ir pan. Taciau yra daug
eksperimenty, kuriems zZymes j RNR reikia jvesti tik tam tikrose vietose sekos
viduje. Taip prijungus Zymes prie RNR, vienos molekulés eksperimentuose
gali biiti stebimas splaisingas (Crawford ir kt., 2008), telomerazés veikla
(Stone ir kt., 2007), transliacijos procesas (Uemura ir kt., 2010) ir pan. — tai tik
keletas pavyzdziy. Modifikuotus nukleotidus norimoje vietoje galima jjungti

cheminés RNR sintezés metu, taciau taip galima gauti tik iki mazdaug 40 nt
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ilgio RNR. O gamtinés, tiriamos RNR daznai yra daug ilgesnés. Tad pilno ilgio
norimos RNR daznai konstruojamos ligaze susiuvant cheminés sintezés ir/arba
fermenty pagalba pazymeétas dalis (Crawford ir kt., 2008; Dojahn ir kt., 2013;
apzvelgta Chow ir kt., 2008). Deja, toks pasirinkimas reikalauja daug darbo ir
ne visada apdovanoja geromis galutinio produkto iSeigomis. Todél vis dar
siilomi jvair@is kiti sprendimai. Galima pasitelkti nenatiiralias baziy poras.
Tuomet RNR transkripcijos nuo specialiai sukonstruotos DNR matricos metu j
RNR modifikuotas nukleotidas bus jjungtas tik ten, kur DNR bus jam
komplementari modifikuota baz¢. Taciau Sis metodas taip pat néra paprastas
dél modifikuotos DNR matricos poreikio (apzvelgta Chow ir kt., 2008).
Sukurti DNR oligonukleotidai, kurie sekai specifiskai hibridizuojasi su RNR ir
specifiné¢ funkciné grupé, del baziy artumo, persikelia nuo modifikuoto G,
esanio DNR, ant komplementaraus C, esancio RNR. Siuo atveju labai
parankus yra modifikavimo reakcijos nukreipimas j jau susintetinta RNR
hibridizacijos principu, taciau gali biiti modifikuojama tik C bazé ir kol kas
parodytas tik modelinés grupés perkélimas be praktinio zyméjimo (Onizuka ir
kt., 2009). Dviem (modifikuotoms) RNR dalims sujungti gali biiti naudojamas
deoksiribozimas. Taciau ne su visomis RNR sekomis jis s¢kmingai veikia
(Baum ir Silverman, 2007). Ribosomy tyrimams buvo pasitelkta ribosominés
RNR inZinerija: ] ribosomos pavirSiuje esancias kilpas buvo jterptos
papildomos sekos ir atrinkti gyvybingi mutanty variantai. Prie i§gryninty tokiy
ribosomy hibridizuoti Zyméti DNR  oligonukleotidai, komplementaris
jterptosioms ~ sekoms.  Taip  spektroskopiniams  vienos  molekulés
eksperimentams paruostos E.coli (Dorywalska ir kt., 2005) ir S.cerevisiae
(Petrov ir Puglisi, 2010) ribosomos. Vis délto, $is metodas tinkamas ne visoms
RNR - dél jterpiamy ilgy papildomy seky ir susidaranc¢io RNR-DNR duplekso.
Be to, nekovalentinis Zyméjimas maziau stabilus. Specifiniam RNR Zyméjimui

galima pasitelkti ir MTazes, apie tai - kitame skyrelyje.
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1.5 Metiltransferaziy aktyvumu ir sintetiniais kofaktoriais pagristas
specifinis biomolekuliy Zyméjimas

Nors Iagsteléese metilgrupé yra placiai naudojama keisti biomolekuliy
savybéms ir valdyti procesus, tyrimy metu jg stebéti néra paprasta. Metilgrupé
néra reaktyvi, todél fiziologinése salygose néra galimybiy ja modifikuoti.
Taciau pasitelkiant jvairius sintetinius AdoMet analogus, nuo MTaziy
priklausomu keliu, tik jy atpazistamose specifinése vietose, galima prie
biomolekuliy prijungti jvairius Zymenis. O tai suteikia naujy galimybiy tirti
tick MTaziy, tiek modifikuojamy molekuliy savybes, bei panaudoti Zymenis
specifiniam meéginiy praturtinimui.

Vienas 1§ tokiy kofaktoriy varianty, iSbandyty su DNR MTazémis, —
kofaktoriai, kuriuose aminoriigStis pakeista aziridinu (pav. 1.7, kairéje). Dél
Sios grupés, MTazés katalizuojamos reakcijos metu, prie DNR kovalentiskai
prijungiama visa kofaktoriaus molekulé. Sis DNR Zyméjimo metodas
pavadintas sekai-specifiniu metiltransferaziy indukuojamu zyméjimu (angl.
sequence-specific methyltransferase-induced labeling, SMILing). Zymuo,
pavyzdziui, fluoroforas, gali jau 1§ karto buti prijungtas prie kofaktoriaus
adenino dalies. Tad Zyméjimui uZtenka vieno zingsnio. Tiesa, kartu su
kofaktoriumi lieka prisiriSusi ir MTazé, taCiau ja galima pasalinti veikiant
proteaze (Pljevaljcic ir kt., 2004). Toks DNR modifikavimo buidas panaudotas
nanodariniy konstravimui (Braun ir kt., 2008) ir transfekuotos DNR sekimui
lastelése (Schmidt ir kt., 2008).

Kita grup¢ — kofaktoriai, kuriuose perneSama metilgrupé pakeista
jvairiomis ilgesnémis grandinémis (pav. 1.7, desinéje). Siuo atveju, kaip ir
AdoMet, prie taikinio molekulés prijungiama tik $i perneSama grandiné.
Efektyviam perneSimui grandinés turi biti aktyvuotos — turéti dvigubg arba
trigubg jungt] B pozicijoje nuo sulfonio centro (Dalhoff ir kt., 2006). Tad
metodas pavadintas metiltransferaziy katalizuojama aktyvuoty grupiy pernasa
(angl. methyltransferase-directed transfer of activated groups, MTAG)

(Lukinavigius ir kt., 2007). Zyméjimui skirtos perneSamos grandinés gale turi
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reaktyvig grupg¢ (amino-, azido-, triguba jungti ar pan.), tinkama cheminiam
zymés (atitinkamy fluoroforo, biotino ar kt. dariniy) prijungimui. Taigi,
biomolekulés Zymé¢jimas vyksta dviem Zingsniais: pirmojo metu
metiltransferazé katalizuoja grandinés pernaSa ant specifiSkai atpazjstamo
taikinio, antrojo metu modifikuotas taikinys per pernestos grandinés reaktyvia
grupe cheminés reakcijos metu sujungiamas su norima Zyme. Po pirmojo
zingsnio 18 kofaktoriaus lieka AdoHcy, o MTazé dazniausiai atsipalaiduoja nuo
substrato. Siam metodui kurti ir taikyti istirta visa eil¢ jvairiy MTaziy ir

sintetiniy kofaktoriy.
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Pav. 1.7. Metiltransferaziy katalizuojamas specifinis biomolekuliy Zyméjimas
panaudojant sintetinius AdoMet analogus. Pateikiamas DNR zyméjimo pavyzdys. N
ir X —nukleotidai, XXXX — specifiné DNR MTazés atpazjstama seka, taikinio
nukleotidas (antrasis X) parodytas Zzaliai. Kairéje — aziridino kofaktoriaus, turincio
zymen] arba funkcing grupe (mélynas rutuliukas) kovalentinis prijungimas prie
MTazés substrato. Desinéje: prailgintos grupes, turinc¢ios Zymenj arba funkcing grupe
(meélynas rutuliukas), perneSimas nuo kofaktoriaus ant MTazés substrato. Pagal
Klimasauskas ir Weinhold, 2007.

DNR MTaziy atveju pirmiausiai parodyta, kad jos, iSlaikydamos savo
specifiSkumg, gali katalizuoti ilgesniy nei metil- grupiy, tokiy kaip etil-,
propen- ir butin-, pernasg. Aktyvumas parodytas su visy trijy klasiy DNR
MTazémis, t.y. adenino-N6 MTaze Tagl, citozino-5 MTaze Hhal ir citozino-

40



N4 MTaze BcenlB (Dalhoff ir kt., 2006). Véliau parodyta, kad naudojant
M.Hhal (Q82A/N304A mutantinj variantg) arba M.Taql ir kofaktoriy,
perneSamos deSimties atomy ilgio grandinés gale turintj reaktyvig aminogrupe,
bei antrajam Zingsniui — su aminogrupe reaguojantj fluoroforo NHS-esterj,
galima specifiskai pazymeti DNR. Be to, su tokiais kofaktoriais, skirtingai nei
aziridino dariniais, MTazé néra suriSama ir/ar inhibuojama ir gali atlikti
pakartotines katalizés apsukas (Lukinavicius ir kt., 2007).

DNR MTaziy aktyvumui su sintetiniais kofaktoriais tirti placiai naudota
DNR MTaze¢ Hhal, kuri jau anks€iau buvo nuodugniai charakterizuota
fundamentiskai (Vilkaitis ir kt., 2001). Ji atpazjsta seka GCGC ir metilina
vidinj citozing (pabrauktas) 5-oje bazés padétyje. Vis délto, mTAG pernasa
reakcijose su laukinio tipo M.Hhal nebuvo efektyvi. Si problema buvo
1§spresta pasitelkus geny inZinerijg. Trys M.Hhal aktyvaus centro aminortigstys
(GIn82, Tyr254 ir Asn304) pagal struktiirinj modelj buvo arti perneSamos
grandinés ir gal¢jo erdviskai trukdyti kofaktoriaus suriSimo kiSenéje iSsidéstyti
ilgesniems jos variantams. Sios aminoriigitys buvo pakeistos maZesnémis.
GIn82 ir Asn304 pakeisti alaninais. O Tyr254, dél atviros jo padéties tirpiklio
atzvilgiu ir artimos saveikos su suri§ta DNR, buvo pakeistas j sering. Sie
pakeitimai poromis po du, esant N304A mutacijai, ir visi trys kartu leido
MTazei Hhal nuo sintetinio kofaktoriaus pernesti netgi dvylikos atomy ilgio
granding su galine aminogrupe. Laukinio tipo MTazé su tokiu kofaktoriumi
buvo visiSkai neaktyvi. Be to, naujasis mutantinis M.Hhal variantas su
praplésta kofaktoriaus suriSimo kiSene buvo aktyvesnis su ilgg perneSama
granding turin¢iu kofaktoriumi nei su AdoMet. Taigi, fermentas i
metiltransferazés buvo paverstas alkiltransferaze ir mTAG metodas, naudojant
§] fermenta, galéjo buti taikomas netgi tirpale esant AdoMet (Lukinavicius ir
kt., 2012). Sis mTAG metodui specialiai pritaikytas fermentas véliau buvo
pavadintas eM.Hhal (nuo angl. engineered) (Lukinavicius ir kt., 2013). Taip
pat parodyta, kad naudojant eM.Hhal ir galing aminogrupe¢ turintj kofaktoriy,
dviejy zingsniy zyméjimo biidu prie DNR sekai specifiskai galima prijungti

fluoroforg (Lukinavi¢ius ir kt., 2012). eM.Hhal, sintetinio kofaktoriaus ir
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fluoroforo sistema buvo panaudota GCGC sekoms vizualizuoti viso A
bakteriofago genomo mastu vienos molekulés eksperimentams. Tokie
eksperimentai galéty pagelbéti, pavyzdziui, surenkant genomy sekas 1§ daliy
(Neely ir kt., 2010). Pasitelkus M.Tagl ir propinilgrupe turintj kofaktoriy bei
,click® chemijg pristatytas naujas DNR gryninimo metodas (Artyukhin ir Woo,
2012).

Taip pat placiai tiriamas baltymy MTaziy aktyvumas su sintetiniais
kofaktoriais. Kiekviena baltymy MTaz¢ turi bent keletg substratiniy baltymy,
taCiau néra lengva juos nustatyti. Sintetiniy AdoMet analogy naudojimu
pagristas specifinis metilinimo substraty Zyméjimas suteikia puikias galimybes
identifikuoti baltymy MTaziy taikinius. Kofaktoriaus neSama reaktyvi
aminogrup¢ S$iuo atveju néra tinkamas pasirinkimas, todél pasirenkamos
bioortogonaliai ,,click® chemijai tinkamos grupés. Kol kas dazniausiai naudota
galin¢ triguba jungtis. Kai kurios laukinio tipo MTazés geba pernesti penkiy
atomy ilgio granding (Peters ir kt., 2010). Norint pristatyti sintetinj kofaktoriy,
kuris tikty kuo platesniam MTaziy ratui, pasirinkta perneSama propinilgrupe.
Pasirodée, kad toks AdoMet analogas néra pakankamai stabilus. Taciau pakeitus
sieros atomg selenu buvo gautas mTAG tinkamas kofaktorius (pavadintas
SeAdoYn) (Willnow ir kt., 2012). Jis panaudotas netgi viso audiniy baltymy
metilomo tyrimams (Bothwell ir kt., 2012). Siekiant tirti atskiry MTaziy veikla,
pritaikyta aktyvaus centro inzinerija (panasiai kaip jau minétu DNR MTazés
Hhal atveju) ir parinkti tik tokiems fermentams tinkami ilgesnes (6-8 atomy
ilgio) pernesamas grandines turintys sintetiniai kofaktoriai. Si strategija
pritaikyta baltymy arginino (Wang ir kt., 2011) ir baltymy lizino (Islam ir kt.,
2011) MTazéms. Pakeisti fermentai, taip pat kaip ir M.Hhal, buvo aktyvesni su
parinktu sintetiniu kofaktoriumi nei su AdoMet. Tai leido sukurtas fermento-
kofaktoriaus poras taikyti atitinkamy MTaziy taikiniams nustatyti lasteliy
ekstraktuose.

RNR tyrimy srityje iki Siol buvo patikrintas tik keliy tRNR MTaziy
aktyvumas su kofaktoriumi, turin¢iu penkiy atomy ilgio perneSamg granding ir
galing trigubg jungtj (pavadintas AdoEnYn, Peters ir kt., 2010). Parodyta, kad
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Pyrococcus genties archéjy tRNR MTazés Trml ir Trmll, metilinancios
atitinkamai tRNR(-Phe) G26 ir G10 bazes N2 padétyje, yra aktyvios su
AdoEnYn kofaktoriumi ir taip leidZia specifiSkai pazyméti tRNR fluoroforu.
Tadiau kitos iSbandytos laukinio tipo RNR MTazés, S.cerevisiae
tRNR:M°Ca4 4045490 MTazé Trm4 ir P.abyssi tRNR:m*Agg MTazé Trml, su §iuo
kofaktoriumi nebuvo aktyvios (Motorin ir kt, 2011). mTAG metodas
pritaikytas ir mazy metabolity MTaziy tyrimams (Lee ir kt., 2010).

1.6 Azidy-alkiny cikloprijungimo reakcijos

Imdami pavyzdj i§ gamtos, kuri santykinai paprastai sintetina jvairias
savo molekules, chemikai ieSkojo cheminiy reakcijy, kuriy metu galima bty
sujungti organines molekules taip pat paprastai ir efektyviai. Be to, labai
patogu, kai dvi funkcinés grupés gali jungtis tarpusavyje specifiskai, buidamos
jvairiy kity funkciniy grupiy apsuptyje. Buvo suformuluota idealiy tokiy
reakcijy charakteristika: turi vykti Svelniomis sglygomis (nereikia aukstos
temperaturos, slégio, specifiniy tirpikliy), biiti naSios (turéti geras iSeigas) ir
specifinés — reaguojancios grupes turi reaguoti tik tarpusavyje, nepriklausomai
nuo jvairiausiy kity aplinkoje esan¢iy medziagy. Pradiniai reagentai turi buti
lengvai prieinami. Susidare produktai turi biti stabilis fiziologinése salygose,
lengvai iSgryninami ir netoksiSki. Visas S$ias charakteristikas atitinkanciy
reakcijy grupeé deél efektyvaus ir paprasto kaip spragtel¢jimas proceso
pavadintos ,,click® reakcijomis (Kolb ir kt., 2001).

Azidy ir galiniy alkiny 1,3-dipolinis cikloprijungimas (AAC), (pav.
1.8A\), atitinka visus vadinamujy ,.click” reakcijy pozymius. Si reakcija taip
placiai naudojama, kad tapo visos grupés sinonimu ir daznai vadinama tiesiog
»click® chemija. Publikuota daugiau nei 1000 straipsniy, apraSanciy $ios
reakcijos panaudojima ne tik organingje sintezéje, bet ir gyvybés moksluose.
Pastarojoje srityje ypac patogus AAC reakcijos bioortogonalumas — nei azidai,
nei alkinai néra aptikti jokiose gamtinése molekulése. Be to, reakcija gali vykti

fiziologinése salygose. Susidarantis 1,2,3-triazolo ziedas yra stabilus, nedidelis
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ir netoksiskas. Tad S§i reakcija puikiai tinkama jvairiy biomolekuliy
kovalentiniam zyméjimui netgi sudétinguose jy misiniuose.

Pirmiausiai buvo pristatyta AAC reakcija, katalizuojama vienvalencio
vario jony (angl., Cu-catalysed azide-alkyne cycloaddition, CuAAC)
(Rostovsev ir kt., 2002; Tornoe ir kt., 2002). Vis délto, Siuo atveju reikalingos
gan aukStos Cu(I) koncentracijos. Tai ardo nukleortigstis ir yra toksiSka
lasteléms. Nukleortigstis zyméti CuAAC chemijos biidu tapo jmanoma
pritaikius Cu(I) stabilizuojancius ir taip nukleoriigS§tis nuo degradacijos i$
dalies apsaugancius ligandus: TBTA  (tris(benziltriazolilmetil)aminas,
naudojamas placiai, tatiau prastai tirpus vandenyje) ir THPTA (3[tris(3-
hidroksipropiltriazolilmetil)aminas, gerai tirpus vandenyje, taciau tik neseniai
tapes prieinamas komerciSkai). Taciau azidy-alkiny cikloprijungimas tapo dar
patrauklesniu pasirinkimu gyvybés mokslams, kai buvo rastas biidas iSvengti
Cu(l) katalizés. Trigubai jung€iai esant jtemptame ciklooktino Ziede, ji yra
pakankamai reaktyvi susijungimui su azidu (pav. 1.8B). Susintetinta eilé
jvairiai papildomai aktyvuoty ciklooktino ziedy, skirty nekatalizuojamai AAC
chemijai. Tokiy alkiny susijungimo su azidais reakcijos greitis praktiskai
prilygsta vario katalizuojamam variantui (apzvelgta Gramlich ir kt., 2008;
Sletten ir Bertozzi, 2009).
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Pav. 1.8. Azidy-alkiny cikloprijungimo (AAC) reakcijy pavyzdziai. Ry ir R, gali baiti
jvairts: biomolekulés, fluoroforai ir kt. (A) Katalizuojamos Cu(I) jony reakcijos -
CuAAC. (B) Nekatalizuojamos AAC reakcijos.

Parodyta, kad AAC chemijai reikiamas funkcines grupes ] norimas
biomolekules galima jjungti jvairiais keliais. Cheminés nukleortig§ciy sintezés

metu galima jjungti alkinilgrupes turincius nukleotidus. Taciau azidogrupé
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néra suderinama su jprasta nukleortigs¢iy chemine sinteze. Kadangi azido- ir
alkinil- grupés yra pakankamai mazos bei biologiSkai neaktyvios, jas galima
jungti i biomolekules pasinaudojant atitinkamai modifikuotais pradiniais
biomolekuliy sintezés junginiais ir fermentine sinteze, in vitro bei in vivo.
Pavyzdziui, DNR sinteze lasteléje gali vykti vietoj timino kartais jjungiant 5-
etinil-2°-deoksiuriding. Panasiai gali biiti jjungiamos sintetinés aminorigstys,
monosacharidai ir pan. Kaip jau minéta MTaziy panaudojimo pavyzdziu, |
biomolekules norimg funkcing grupe galima jjungti ir po sintezés. Fermentams
galima parinkti ir substraty analogus, kurie kovalentiskai jungiasi su aktyviais
fermentais. Véliau prie tinkamg grupe turin€ios molekulés AAC chemijos biidu
galima prijungti norimos Zymés azidg ar alking. Parodyta, kad naudojant AAC
chemijg galima pazyméti nukleortgstis, baltymus, polisacharidus, lipidus ir
netgi virusus bei gyvas lasteles (apzvelgta Gramlich ir kt., 2008; Sletten ir
Bertozzi, 2009), bei lasteles gyvose pelése (Chang, ir kt., 2009).

Zinoma ir kity bioortogonaliam biomolekuliy Zyméjimui tinkamy
reakcijy. Pavyzdziui, azidy ir triarilfosfiny (Staudingerio) reakcija, azidy ir
alkeny reakcija, dalinai bioortogonali — aldehidy/ketony reakcija su
nukleofiliniais aminais (apzvelgta Sletten ir Bertozzi, 2009). DNR zZyméjimui
in vitro naudojamos ir nebioortogonalios reakcijos: aminy ir NHS-esteriy
reakcija, jvairios tiolgrupés reakcijos ir kt. (apzvelgta Weisbrod ir Marx, 2008).
Taciau AAC pastaruoju metu naudojama placiausiai: dél efektyvumo, visisko
bioortogonalumo, mazy, netoksisky reikalingy funkciniy grupiy ir susidarancio
triazolo ziedo, dél to, kad azido- ir alkinilgrupémis papildyti metabolitai

s¢kmingai jtraukiami } metabolinius kelius ir pan.

Sioje disertacijoje apra§omais darbais buvo siekta 1) pritaikyti C/D RNP
sekai specifiniam RNR Zyméjimui panaudojant sintetinius AdoMet analogus ir
2) pritaikyti eM.Hhal sekai specifiniam DNR Zyméjimui panaudojant
sintetinius AdoMet analogus, tinkamus azidy-alkiny (,,click) reakcija

pagristam zZymes prijungimui.
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2 MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 Medziagos
2.1.1 Reagentai

Standartiniai biocheminiy tyrimy cheminiai reagentai, tokie kaip
jvairios druskos, buferuojan¢ios medziagos, akrilamido-bisakrilamido tirpalai
Rotiphorese gel 30% (37,5:1) ir Rotiphorese gel 40% (19:1), Bredfordo
reagentas Roti-Nanogquant, chloroformas, fenolis,
fenolio:chloroformo/izoamilo alkoholio miSinys, DEPC, etidzio bromidas,
imidazolas, Kumasi briliantinis mélis R250, PMSF, polietileniminas,
scintiliacinis skystis Rotiszint® Eco Plus, tirpikliai HPLC-MS eksperimentams
— i Roth.

Molekulinés biologijos reagentai, tokie kaip agaroz¢, ATP, dNTP,
IPTG, glikogenas (RNR darbams tinkamo S§varumo), DEPC paveiktas vanduo,
nukleotidy miSiniai sekoskaitai, 2x RNR méginiy dazas (RNA Loading Dye),
6x DNR méginiy dazas (DNA Loading Dye) ir pan. — i§ Fermento (Thermo
Scientific).

Ampicilinas, chloramfenikolis, AdoMet, DMSO, CuBr, TBTA ir
MegaStokes608 ciklooktinas — i§ Sigma-Aldrich. AdoMet nuo AdoHcy
papildomai iSvalytas dr. Rutos Gerasimaités.

Alexa647 azidas — i$ Invitrogen. Eterneono480/635 azidas — i$

Baseclick.

2.1.2 Radioaktyvios medZziagos

[metil-*H]-AdoMet, 10 Ci/mmol, 55 pM - PerkinElmer.
[v->*P]-ATP, >2500 Ci/mmol, 3,3 uM - Hartmann Analytic.

2.1.3 Bakteriju padermés

E.coli ER2267: F' proA™B" lacl® A(lacZ)M15 zzf::mini-Tn10 (Kan") /
eld (McrA") endAl supEd4 thi-1 A(mcrC-mrr)114::1S10 A(argF-lac)U169

recAl dam” dem™.
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E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL: B F ompT hsdS(rg" mg~) dem™ Tet"
gal MDE3) endAl Hte [argU ileY leuw Cam'] — Stratagene.

2.1.4 DNR preparatai

Sintetiniai DNR oligonukleotidai, 5°..3°— Metabion, jei nenurodyta Kitaip.

P.abyssi sR47 RNR kreipianciosios sekos pakeitimui

Taikinio Oligonukleotido | Oligonukleotido seka (D kreipiancioji dalis
nukleotidas | pavadinimas pabraukta) 5°...3
Taikiniai P.abyssi tRNR-Leu(CAA)
Ul7a Ul8a GATCCAGTAAGGTGAATCAGAGCCTGGTCAAATCATCACTCC
u18b TGAGGAGTGATGATTTGACCAGGCTCTGATTCACCTTACTG
A3l A34a GATCCAGTAAGGTGAATCAGGGGGACTCAAGATCATCACTCC
A34b TGAGGAGTGATGATCTTGAGTCCCCCTGATTCACCTTACTG
Ae3 A53a GATCCAGTAAGGTGAATCAGCCGTAGGGGTTCTCATCACTCC
A53b TGAGGAGTGATGAGAACCCCTACGGCTGATTCACCTTACTG
C56 C68a GATCCAGTAAGGTGAATCAGGGTTCAAATCCCTCATCACTCC
C68b TGAGGAGTGATGAGGGATTTGAACCCTGATTCACCTTACTG
Taikiniai triusio f-globino modelinéje pre-iIRNR
A102 RabGl_102a GATCCAGTAAGGTGAATCAGAGTGAGGAGAAGTCATCACTCC
RabGl_102b TGAGGAGTGATGACTTCTCCTCACTCTGATTCACCTTACTG
U168 RabGl_168a GATCCAGTAAGGTGAATCAGGCCCTGGGCAGGTCATCACTCC
RabGl_168b TGAGGAGTGATGACCTGCCCAGGGCCTGATTCACCTTACTG
C234 RabGI_234a GATCCAGTAAGGTGAATCAGGAAACAGAGTAGTCATCACTCC
RabGl_234b TGAGGAGTGATGACTACTCTGTTTCCTGATTCACCTTACTG
G308 RabGl_308a GATCCAGTAAGGTGAATCAGGGTTGTCTACCCTCATCACTCC
RabGl 308b TGAGGAGTGATGAGGGTAGACAACCCTGATTCACCTTACTG

Substratiniy RNR geny sintezei PGR biidu

Oligonukleotido | Oligonukleotido seka (T7 RNR polimerazés promotorius
pavadinimas pabrauktas) 5°...3

P.abyssi tRNR-Leu(CAA) — i§ dr. B.Clouet-d‘Orval
p25' CCGGAATTCTAATACGACTCACTATAGCGGGGGTTGCCGAGCCTGGT
p23' CGCGGATCCTGGTGCGGGGGCGGGGATTT
Triusio B-globino modelinei pre-iRNR - i§ dr. A.Kanopkos
T7 B-globin ATTAATACGACTCACTATAGAATACAAGCTTGGGCTG
B-globin(ex2) GAGGACAGGTCCCCAAAG

“Tiltas” substratinés 24 nt ilgio RNR sintezei susiuvant RNR oligonukleotidus

SpID_24 GGAGGGGATCTTGAGTGCCGCCGC

Atvirkstinés transkripcijos sustojimo eksperimentams

RT_tLeu CGGGGGCGGGGATTTGAACC, RT_tLeu2 ACCCCTACGGGAGGGGA,
RT_tLeu3 TCTTGAGTCCCCCGCCTT, RT_tLeu4d CGGGGATTTGAACCCCGGA,
RT_tLeu5 CGGGGATTTGAACCCCGGAAC
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P.abyssi aFib mutagenezei ir sekoskaitai

T7TP GGGTTATGCTAGTTATTGC, Al152G GAAGACGTAGGCCAGCCAACC
NF1 CAAATTCTATACTCCTCGC, NF2 GTTGAGGGAGTGGTAAAC,
T/PP TAATACGACTCACTATAGGG

M.smithii C/D RNP darbams — suragyti Igno Cerniausko bakalauriniame darbe.

eM.Hhal mTAG aktyvumui tirti (Hhal atpazinimo seka pabraukta)
Dvigrandininis pATTGCGC, suhibridizuotas is$

ATTATTATTATTAGCGCATTATTA ir TAATAATGCGCTAATAATAATAAT.

Genominé DNR

Pyrococcus abyssi — gauta is dr. Beatrice Clouet-d‘Orval.
Methanobrevibacter  smithit — DSMZ  (Deutsche  Smmlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen).

Plazmidés

P.abyssi C/D RNP gamybai: pET15b-L7Ae, pET15b-Nop5p-aFib
(Bortolin ir kt., 2003) ir pUC18-sR47 (Nolivos ir kt., 2005); bei pUC18-Hv
Haloferax volcanii pre-tRNR-Trp gamybai (Bortolin ir kt., 2003) gautos i$ dr.
Beatrice Clouet-d‘Orval.

C/D RNP aktyvumo tyrimams: triuSio B-globino geng turinti plazmidé
(Kanopka ir kt., 1996) gauta i$ dr. Arvydo Kanopkos.

M.smithii C/D RNP komponenty klonavimui: pET15b ir pET43a(+) —
Novagen.

DNR Zyme¢jimo eksperimentams: pAGHgE119H. Plazmidéje pAGHg
(Gerasimaité ir kt., 2011) kryptingos mutagenezés biidu aktyvaus centro
aminortgsties Glul19 kodonas pakeistas ; His. Turintis pastargja mutacija
M.Hhal fermentas yra visiSkai neaktyvus (Tomkuviené, nepublikuoti

duomenys).

DNR ilgio standartai
Ultra Low Range DNA Ladder GeneRuler, 1kb DNA Ladder

GeneRuler, DNA Ladder Mix GeneRuler — Fermentas (Thermo Scientific).
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2.1.5 RNR preparatai

Sintetiniai RNR oligonukleotidai, C/D RNP aktyvumo tyrimams, 5°...3° -

Metabion

S22 CCACAGACUCAAGAUCCCCUCC, D11 GCGGCGGCACT,
D13 cAAGAUCCCCUCC

E.coli tRNR mis8inys Ribonucleic acid, transfer, from E.coli strain W — Sigma-
Aldrich,

RNR ilgio standartas Low Range RNA Ladder RiboRuler — Fermentas (Thermo
Scientific)

2.1.6 Baltymu preparatai

Restrikceijos endonukleazés, RNaziy A/TI misinys, T4
polinukleotidkinaze¢, T4 DNR ligaz¢, DNaz¢l, nukleazé BAL31, auksto
tikslumo PGR fermenty misinys (High Fidelity PCR Enzyme Mix), fosfatazés
CIAP, SAP ir FastAP, atvirkstiné transkriptazé RevertAid premium mix ir jy
buferiniai tirpalai; baltymy dydzio standartas PageRuler Unstained Protein
Ladder — Fermentas (Thermo Scientific). Trombinas - GE Healthcare. Jaucio
serumo albuminas (BSA) — Pierce. Nukleazé P1 ir lizocimas — Sigma-Aldrich.
eM.Hhal iSgryninta Giedrés Urbanaviciiites pagal apraSyta metodika
(Daujotyté ir kt., 2003). Endonukleazé McrBC gauta i§ dr. Giedriaus

Sasnausko (Sukackaité ir kt., 2012).

2.1.7 Sintetiniai kofaktoriai

SeAdoYn (Willnow ir kt., 2012), AdoEnYn (Peters ir kt., 2010),
SeAdoEt (nepub.), AdoButen (nepub.) — gauti i§ prof. Elmar Weinhold,
susintetino dr. Michael Martin ir kt. AdoEt, AdoPropen, AdoButin (visi trys —
Dalhoff ir kt., 2006), Ado-6-amine, Ado-6-alkyne, Ado-11-amine (visi trys —
Lukinavic¢ius ir kt., 2013) - susintetino dr. Grazvydas Lukinavi¢ius. Ado-6-
SCOCH; (nepub.) ir Ado-6-azide (Lukinavicius ir kt., 2013) - susintetino dr.

Viktoras Masevi¢ius. Ado-6-azide turétas grynas S-stereoizomeras, kity — S- ir
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R-stereoizomery miSiniai. Reakcijose su MTazémis nurodyta tik S izomero

koncentracija. Visy sintetiniy kofaktoriy grynumas buvo >60%.

2.1.8 Molekulinés biologijos rinkiniai

Plazmidziy skyrimo rinkinys GeneJET Plazmid Miniprep Kit, didelés
iSeigos transkripcijos in vitro rinkinys TranscriptAid T7 High Yield
Transcription Kit, DNR gryninimo i§ gelio rinkinys GeneJET Gel Extraction
Kit — Fermentas (Thermo Scientific). Nukleotidy pasalinimo rinkinys QIAquick
Nucleotide removal Kit — Qiagen. RNR gryninimo rinkiniai ZR RNA
MicroPrep ir MidiPrep - Zymo Research.

2.1.9 Standartiniai tirpalai

C/D RNP buferis metilinimo ir modifikavimo reakcijoms in vitro (1x): 50
mM HEPES-NaOH pH=7,9, 150 mM KCI, 10 mM MgCl,.

M.Hhal buferis metilinimo ir modifikavimo reakcijoms in vitro (1x): 10
mM Tris-HCI pH=7,4, 50 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 0,2 mg/ml BSA.

Mitybiné terpé LB: 10 g/l peptono, 5 g/l mieliy ekstrakto, 10 g/l NaCl.
Nutitruojama NaOH iki pH=7,5.

TBE (5x): 0,45 M Tris, 0,45 M H3BOs, 0,01 M EDTA, pH=8,3.

DNR elektroforezés buferis (1x): 0,1 M H3BOs, 1,95 mM di-Na-EDTA,
0,086% CH3COOH, pH=8,2.

Baltymy méginio buferis elektroforezei (2,5%): 0,1565 M Tris-HCI
pH=6,8, 5% NDS, 0,025% bromfenolio m¢lio, 25% glicerolio, 12,5% pB-
merkaptoetanolio.

Baltymy dazymo gelyje po elektroforezés tirpalas: 10% CH3;COOH, 48%
etanolio, 605 pM Kumasi briliantinis m¢lis R250.

2.2 Metodai

PGR, DNR karpymas restrikcijos endonukleazémis, susiuvimas T4 DNR
ligaze, defosforilinimas CIAP, SAP ir FatAP fosfatazémis, fosforilinimas T4

polinukleotidkinaze buvo atlieckami vadovaujantis fermenty gamintojo
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rekomendacijomis; taip pat ir naudojant molekulinés biologijos rinkinius. DNR
sekos nuskaitytos VU Biotechnologijos instituto sekoskaitos centre.

DNR ir baltymy gelio elektroforezé atlikta pagal standarting metodika
(Sambrook ir Russell, 2001). DNR ir RNR geliai dazyti etidzio bromidu ir jo
fluorescencija, taip pat ir specifiSkai jjungty fluoroforty fluorescencija, stebéta
naudojant FLA-5100 skaitytuvg (Fujifilm). Etidzio bromido fluorescencijai
suzadinti naudotas 473 nm bangos ilgio lazeris. Gauti vaizdai analizuoti
MultiGauge programa (Fujifilm). Taip pat S$iuo skaitytuvu ir Sia programa
vizualizuoti rezultatai, nuskaitomi nuo radioaktyvumui jautriy ekrany
(Fujifilm).

2.2.1 Darbai in silico

Archéjy C/D RNP genai in silico analizuoti svetainéje Archaeal Genome
Browser (http://archaea.ucsc.edu/#citation, Schneider ir kt., 2006). DNR sekos

analizuotos programomis Vector NTI (Life Technologies) ir FinchTV
(Geospiza). PGR pradmeny prilydymo temperatira (Tp) apskaitiuota
programa IDT SciTools Oligo Analyser (http://biotools.idtdna.com/analyzer/).
Ivairtis baltymy parametrai (molekuliné mase, pl ir kt.) apskaiCiuoti ExPASy

serveryje (Gasteiger ir kt., 2003) (www.expasy.org). PDB duomeny bazéje

(www.pdb.org) esancios eksperimentiSkai nustatytos baltymy ir RNR tretinés
struktliros nagrinétos ir jy paveikslai daryti naudojant programa DeepView —
Swiss-PdbViewer (Guex ir Peitsch, 1997). Nezinomos RNR antrinés struktiiros
in silico sumodeliuotos Gensilico RNA metaserveryje

(http://genesilico.pl/rnametaserver/, Puton, pateikta spaudai).

2.2.2 Baltymy raiSka ir gryninimas

Pyrococcus abyssi C/D RNP baltyminius komponentus koduojancius
genus turiniomis  rekombinantinémis pETI15b  plazmidémis  buvo
transformuotos Esherichia coli BL21(DE3)RIL padermés Iastelés. Tai
paderme, pritaikyta eukarioty ir archéjy baltymy raiSkai. L7Ae genas klonuotas
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ir grynintas atskirai. Nop5p ir aFib genai rekombinantinéje plazmidéje, kaip ir
P.abyssi genome, yra viename operone. Vektorius koduoja lac promotoriy ir
rekombinantiniams baltymams prideda N-galinj SeSiy His fragmentg bei
trombino atpazinimo sekg, leidzian¢ig §j giminingumo fragmenta nukirpti.
Vykdant baltymy raiSka nuo Nop5p ir aFib koduojancios plazmidés, N-galinj
SeSiy His fragmentg turi tik NopSp, taciau d¢l stiprios tarpusavio sgveikos Sie
baltymai i$sigrynina kartu.

Rekombinantinémis plazmidémis transformuotos lgstelés iSsétos ant
agarizuotos mitybinés LB terpés su 0,1 mg/ml ampicilino ir 0,025 mg/ml
chloramfenikolio. Po to producentai auginti 40 ml skystos LB terpés per naktj
37°C, ryte po 20 ml naktinés kultiiros perséta ; 500 ml LB (j 2 1 talpos kolba)
su 0,1 mg/ml ampicilino ir toliau auginta 37°C. Biomasei pasiekus optinj tankj
ODgg0=0,5-0,6, tiksliniy baltymy raiska sukelta ImM IPTG ir vykdyta 3-4 val
37°C. Biomasé surinkta centrifuguojant 4400xg 4°C 20-40 min ir
resuspenduota gryninimo buferyje A (20 mM Na-PO,, 0,5 M NaCl, 20 mM
imidazolas, pH=7,4). Jo imama po 40 ml pusés litro kultiiros biomasei. Pridéta
proteaziy inhibitoriaus PMSF iki 0,5 mM koncentracijos. Suspenduota biomasé
ardyta ultragarsu 20 min vienos sekundés trukmés impulsais su 1 sekundés
pertraukomis (amplitudé 80V, Sonics Vibra Cell aparatu). Termolabilas E.coli
baltymai denatiiruoti pakaitinant lizatg 15 min 65°C temperatiroje ir kartu su
stambiomis lgsteliy nuolauzomis pasalinti centrifuguojant 27216xg greiciu
(15000 aps/min) 1 val 20°C temperatiiroje. RNR 1§ L7Ae preparato pasalinta
atvesinus tirpalus iki mazdaug 4°C, i supernatantg pridedant polietilenimino iki
0,15% ir nucentrifuguojant susidaran¢ias nuosédas. Galutinis supernatantas
filtruotas per 0,45 pm filtra (Roth) ir i§ jo baltymai gryninti Ni** giminingumo
chromatografijos btidu naudojant kolonéle HiTrap IMAC HP (GE Healthcare),
pagal kolonélés gamintojo rekomendacijas. Gryninimo buferis B: 20 mM Na-
PO,;, 0,5 M NaCl, 300 mM imidazolas, pH=7,4. Frakcijos su tiksliniais
baltymais apjungtos, sukoncentruotos tam skirtuose mégintuvéliuose
(Millipore), dializuotos prie§ baltymy laikymo buferj (20 mM Na-PQO,, 150
mM NacCl, 1,5 mM MgCl,, 10% glicerolio, pH=7,9). N-galinis Hisg fragmentas
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nukirptas trombinu, trombinas paSalintas baltymo tirpala pakaitinant 65°C
temperatiroje. L7Ae toliau grynintas jony mainy chromatografija, naudojant
SP-sefarozés kolonélg¢ HiTrap SP FF (GE Healthcare), pagal kolonélés
gamintojo rekomendacijas. Naudotas gryninimo buferis: 50 mM Hepes-NaOH,
150 mM NacCl, 10 mM MgCl,, pH=7,0.

Methanobrevibacter smithii C/D RNP baltymy klonavimas ir
gryninimas i$samiai apra$yti Igno Cerniausko bakalauriniame darbe (2011),
todél Cia pateikiama tik trumpa santrauka. M.smithii C/D RNP baltymai, tiek su
Hiss fragmentu, tiek papildomai sulieti su NusA baltymu, gryninti Ni**
giminingumo chromatografijos biidu taip pat kaip P.abyssi baltymai. I$skyrus:
suardyta biomas¢ ir baltymy preparatai nekaitinti termolabiliy baltymy
paSalinimui, neSalinta endogeniné RNR (nes jos nebuvo), nenaudota papildoma
jony mainy chromatografija. Susidiirus su Nop5p ir aFib netirpumo problema,
varijuota buferio jonin¢ jéga, pH, lasteliy auginimo, indukcijos salygos.

M.smithii NopSp ir aFib baltymy suliejimui su NusA naudota
pET43a(+) plazmidé. ISbandyti skirtingi konstrukcijy variantai: kai abu
baltymai yra viename operone ir NusA yra prijungtas prie vieno i§ jy, arba

kiekvienas baltymas su prijungtu NusA grynintas atskirai (pav. 2.1).

A Trombino B
His, atpazinimo
“seka
NusA \( Nop3p aFib NusA I Nop5p
- —- - -
NusA aFib Nop5p NusA aFib

| — - e | —

Pav. 2.1. M.smithii C/D RNP baltymy NopSp ir aFib suliejimas su NusA. (A)
Variantai, kai Nop5p ir aFib yra viename operone. (B) Nop5p ir aFib su NusA
sulieti ir gryninami atskirai.

ISgryninus tokius baltymus, nevyko fermentiné NusA-NopSp hidrolizé
trombinu, tikriausiai dél specifinés sulieto baltymo sanklodos, paslépusios
trombino atpazinimo sekg. NusA-Nop5p hibridas nesgveikavo su aFib. Tai

néra netikéta, nes §i sgveika 1§ Nop5p pusés vyksta biitent per N-galinj
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domeng. Nukirpus NusA, sulieta su aFib ir nesant Nop5p, aFib krito i
nuosédas. Tik operone esant kartu NusA-aFib ir Nop5p, pavyko iSgryninti
Siuos baltymus kartu, ir nukirpus NusA, aFib liko tirpus - tikriausiai abu
baltymus stabilizavo tarpusavio sgveika. O gryninimo sglygos, lyginant su
pirminémis, buvo pakoreguotos. NusA-aFib hibrido gryninimy metu buvo
pastebéta jo degradacija esant Ni’* jony. Tai Zinomas reiskinys (Krezel ir kt.,
2010). Siekiant to iSvengti, buvo atitinkamai optimizuotos gryninimo sglygos -
pakoreguotas gryninimui naudojamy buferiy pH, joniné jéga bei papildomai
pridéta reduktoriaus ditiotreitolio (DTT) (Buferis A: 20 mM Na-PO, pH=7,0, 1
M NacCl, 100 mM imidazolas, 5 mM DTT; Buferis B: 20 mM Na-PO, pH=7,0,
1 M NacCl, 500 mM imidazolas, 5 mM DTT). Taip pat, baltymy tirpumui
palaikyti j dializés buferius pridéjome aminortgséiy L-Glu ir L-Lys
(Golovanov ir kt., 2004). Apjungtos frakcijos nudializuotos prie$ buferj: 20
mM Na-PO, pH=7,0, 500 mM NacCl, 10 mM MgCl,, 50 mM L-Glu, 50 mM L-
Lys, 0,1% B-merkaptoetanolio, 10% glicerolio.

Baltymy koncentracijos nustatytos Bredfordo kolorimetriniu metodu ir

pagal 280 nm bangos ilgio Sviesos absorbcija.

2.2.3 Preparaty uZterStumo ribonukleazémis tikrinimas

ISgryninty baltymy preparatai buvo tikrinami, ar neturi ribonukleaziy.
Taip pat tikrinti bet kurie kiti naudoti preparatai, kilus jtarimui dél galimo jy
uzter§tumo ribonukleazémis. Buvo sumaiSomi 2 pl tiriamo tirpalo, 2 pl 2 pg/ul
E. coli tRNR miSinio ir 1 pl vandens, inkubuojama 30 min 37°C temperatiiroje.
Vykdyta RNR elektroforez¢ 6% PAA gelyje denatiiruojanciomis salygomis,
gelis dazytas etidzio bromidu. Jei kontroliniame méginyje RNR yra, o
meéginyje su tiriamuoju tirpalu — ne arba jos daug maziau, ji pazeista, vadinasi,
tirlamajame méginyje ribonukleaziy yra. Baltymy preparaty uzterStumas
endogenine RNR tikrintas vykdant tiriamo méginio elektroforezg RNR

tinkamomis saglygomis ir nudazant etidzio bromidu.
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2.2.4 Kreipianciyjy ir ilgy substratiniy RNR paruosimas transkripcijos in
vitro budu

Kreipianc¢iosios RNR sR47 genas yra klonuotas i pUCI18 plazmide,
kartu su T7 RNR polimerazés promotoriumi ir R.BamHI atpazinimo seka geno
gale. Rekombinantiné plazmidé dauginta E.coli ER2267 padermés lastelése ir
iSskirta naudojant plazmidziy skyrimo rinkinj GeneJET Plazmid Miniprep Kit.
Plazmidé linearizuota restrikcijos endonukleaze BamHI, kuri po kirpimo
pasalinta fenolio-chloroformo ekstrakcija.

Substratinés tRNR-Leu(CAA) genas padaugintas PGR btudu nuo
P.abyssi genominés DNR, o modelinés triusio B-globino pre-iRNR - nuo
atitinkamos rekombinantinés plazmidés. Abiem atvejais pradmens pagalba
pries geng jvestas T7 RNR polimerazés promotorius. PGR produktai iSvalyti
Nucleotide removal kit rinkiniu.

Nuo perkirpty plazmidziy ir PGR produkty vykdyta transkripcija in
vitro naudojant rinkinj T7 High Yield Transcription Kit. Gauta RNR gryninta
po elektroforezés iSpjaunant i§ PAA gelio (2.2.5). Koncentracija ir §varumas
nustatyti atitinkamai pagal 260 nm bangos ilgio Sviesos sugert] ir 260 nm bei
280 nm ilgio Sviesos sugerties santykj. RNR ilgio vientisumas galutiniame

preparate tikrintas elektroforeze PAA gelyje.

2.2.5 RNR elektroforezé gelyje ir gryninimas

RNR elektroforezé vykdyta 4-15% PAA gelyje denatiiruojanciomis
salygomis (gelyje 8 M ur¢ja). Gelis kaskart (10 ml) ruostas 1§ sausos ur¢jos
(4,7 g), akrilamido-bisakrilamido 19:1 (40% tirpalo kiekis pagal pageidaujamag
galutin] procentingumg), 1xTBE buferio (2 ml 5x tirpalo), APS (100 pl 10%)
ir TEMED (8 pl). Méginiai papildyti lygiu tiiriu RNR meéginio dazo (RNA
Loading Dye). Elektroforezé vykdyta 1XxTBE buferyje, Mini Protean (Bio-Rad)
aparate, esant 400V jtampai. Po elektroforezés gelis blidavo trumpam
pamerkiamas ] etidzio bromido tirpalg ir praplaunamas distiliuotu vandeniu.

Rezultatai stebéti po UV lempa arba fluorescenciniy vaizdy skaitytuvu.
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RNR gryninimui naudotas 4-6% PAA gelis. Po méginiy elektroforezés
jis buvo vyniojamas ] plévele ir dedamas ant nuo UV priklausomai
fluorescuojancios plokstelés (TLC-PET celiuliozés plokstelé su 254 nm bangos
ilgio Sviesos indikatoriumi, Sigma-Aldrich). ApSvietus 254 nm UV lempa,
pazymétos reikalingos juostelés. ISpjauti gelio gabaléliai déti kiekvienas ;1 500
ul eliucijos buferio (0,5 M CH3COONH,, 0,1 mM EDTA, 0,1% NDS) ir buvo
palickami vartytuve per naktj kambario temperatiroje (ilgesnéms RNR) arba
37°C 1-2 val (trumpesnéms RNR). RNR issodinta nusiurbtg tirpalg sumaiSant
su 1 ml 96% etanolio (esant maziems RNR kiekiams taip pat déta RNR lygio
Svarumo glikogeno) ir palaikant -20°C 1 val ar ilgiau. Centrifuguota 4°C 15
min 20800xg (14000 aps/min). Nuosédos buvo praplaunamos 4°C 75%
etanoliu, centrifuguojama 3 min. PaSalinus supernatanta, RNR tirpinta

vandenyje.

2.2.6 Baltymy ir RNR saveikos tyrimas elektroforetinio poslinkio metodu

Naudojant T4 polinukleotidkinaze ir [y-**P]-ATP, kreipiangioji RNR
sR47 5¢ gale buvo pazyméta radioaktyviu 3p izotopu. Po zyméjimo RNR
iSgryninta naudojant G-25 sefadekso kolonéles (GE Healthcare). Tokia RNR
reakcijos buferyje (20mM HEPES-NaOH pH=7,9, 150 mM NacCl, 1,5 mM
MgCl,, 10% glicerolio, 0,2 mg/ml BSA ir 0,5 mg/ml E.coli tRNR) inkubuota
be baltymy, su 1-3 uM L7Ae, arba 2 uM L7Ae ir 1-4 uM NopSp-aFib 70°C 15
min. Méginiy elektroforezé vykdyta nedenatiruojanciame 8% PAA gelyje,
0,5x TBE buferyje su 5% glicerolio, Bio-Rad Protean aparate, esant 200V
jtampai, 1-2 val. Gelis i§dziovintas ant Whatman 3MM popieriaus. Kompleksai

vizualizuoti naudojant radioaktyvumui jautrius ekranus.

2.2.7 Metilinimo aktyvumo jvertinimas naudojant tri¢iu Zyméta AdoMet

Metilinimo buferyje su 50 pM [*H-metil]-AdoMet (1,6 Ci/mmol, gautas
sumaiSius [*H-metil]-AdoMet (10 Ci/mmol) su neradioaktyviu AdoMet)

pirmiausiai buvo surenkamas 1 pM C/D RNP kompleksas be substrato: 1 uM
kreipianciaja RNR, 2 uM Nop5p-aFib ir 3 uM L7Ae inkubuojant 7 min 68°C.
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Po to buvo pridedama substratinés RNR iki 1 pM ar kitos pasirinktos
koncentracijos. Neigiamos kontrolinés reakcijos — be C/D RNP, be Nop5p-
aFib arba be substratinés RNR. IS bendro reakcijos miSinio (22 pl),
inkubuojamo 68°C temperatiiroje, buvo iSimama po 5 pl pasirinktais laiko
taskais, reakcijos stabdytos uzsaldant -20°C temperatiiroje. Surinkti méginiai
uzneSti ant 2,3 cm skersmens DE-81 filtriuky. Nesureagaves AdoMet
nuplautas filtriukus skalaujant 3 kartus po 3 min 50 mM Na-PO, pH=74,
0,01% DEPC buferiu (100 ml penkiolikai filtriuky). RNR lieka prikibusi prie
filtriuky. Jie dziovinti po kaitinimo lempa ir merkti j 2 ml Rotiszint Eco Plus
scintiliacinio skys¢io scintiliacinése kiuvetése. Méginiy radioaktyvumas
nustatytas Beckman LS 1801 scintiliaciniu spektrometru. Visos reakcijos
pakartotos po 2-3 kartus, apskaiCiuoti rezultaty vidurkiai ir standartinis

nuokrypis, kuris pateiktas kaip paklaidos.

2.2._8 RNR modifikavimo naudojant sintetinius kofaktoriaus analogus
tyrimas

Siems eksperimentams naudotas laukinio tipo C/D RNP atpaZjstamas
substratinis RNR oligonukleotidas, kuriame taikinio nukleotidas pazymétas **P
1zotopu. Tokiam substratui paruosti (pav. 2.2) RNR oligonukleotidas D13 buvo
fosforilinamas 5¢ gale, naudojant T4 polinukleotidkinaze ir [y-**P]-ATP. Po to
reakcijos miSinio sudétis buvo papildoma taip, kad tikty susiuvimo reakcijai, ir
pazymétas D13 kartu su RNR oligonukleotidu D11 buvo hibridizuojami su
DNR ,tiltu*“ SplD-24 bei susiuvami T4 DNR ligaze. MiSinys buvo
paveikiamas DNazel ir gautoji 24 nt ilgio RNR gryninta elektroforeze 6%
PAA gelyje (2.2.5).

DIl
D13 v-"P]-ATP ACU .
emanc— LD pomonvcs TSN,
RNR 5’ galo fragmenty DNR pagalinimas
fosforilinimas SpID_24 l.nbnc]lza.cua DNazep i
(polinukleotidkinaze) ir susiuvimas RNR isgryninimas
(DNR ligaze) elektroforeze
PAA gelyje
ACUCAAGAUCC

Pav. 2.2. Substratinio RNR oligonukleotido su **P izotopu paZzymétu C/D RNP
taikinio nukleotidu paruoSimas. Raidémis parodyta C/D RNP atpaZjstama seka.
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Modifikavimo reakcijoms C/D RNP buvo surenkamas 1§ 1 pM sR47, 2
uM L7Ae ir 2 uM Nop5p-aFib metilinimo buferyje inkubuojant 65°C 10 min.
Po to buvo pridedama AdoMet (52 uM) arba sintetinio kofaktoriaus analogo
(200-600 pM) ir substratinio RNR oligonukleotido su **P Zymétu taikinio
nukleotidu (0,01 uM), sumaiSyto su S22 substratiniu oligonukleotidu (0,5-1
uM). Reakcijos miSinys inkubuotas 68°C 30 min. IeSkant optimaliy reakcijos
salygy, dauguma $iy parametry buvo varijuoti. Po modifikavimo RNR buvo
pasirinktinai i§sodinama etanoliu arba ne, po to sukarpoma nukleaze Bal31 iki
nukleozidy 5°‘-monofosfaty. Jie iSskirstyti vienos krypties plonasluoksne
chromatografija (TLC) (Grosjean ir kt., 2007) ir vizualizuoti naudojant

radioaktyvumui jautrius ekranus.

2.2.9 Pyrococcus abyssi aFib aktyvaus centro mutagenezé

P.abyssi metiltransferazés aFib aktyvaus centro aminorugsties Alal52
pakeitimas ] Gly buvo atliktas patobulintu PGR megapradmeny metodu
(Sambrook ir Russell, 2001), pET15b-Nop5p-aFib plazmidéje, naudojant
pradmenis T7TP, A152G2008 (jvedantis mutacijg) ir NF2, bei aukSto tikslumo
PGR fermenty misinj (High Fidelity PCR Enzyme Mix). Gautas galutinis PGR
produktas iSgrynintas po elektroforezés agarozes gelyje, sukarpytas R.BamHI
ir R.Xmall ir per ty paciy REaziy taikinius jklonuotas j pET15b-Nop5p-aFib
plazmide, pakeiciant laukinio tipo aFib sekg mutantine. Sékminga mutagenezé

patvirtinta nuskaicius viso NopSp-aFib geny regiono seka.

2.2.10 Kreipianciosios RNR perprogramavimas

Plazmidé pUC18-sR47 buvo sukirpta R.BamHI ir R.Eco81l
endonukleazémis. Taip iSkirptas 38 bp fragmentas, apimantis D kreipianciaja
seka, paliekant lipnius galus kito fragmento jkeélimui. Vektorius defosforilintas
ir iSgrynintas elektroforeze agarozés gelyje. Sintetiniai oligonukleotidai
(atitinkama lentelé skyriuje 2.1.4) buvo sudaryti taip, kad suformuoty
dvigrandininius fragmentus su lipniais galais ir jsititi j vektoriy atkurty pilng

sR47 gena su pakeista D kreipianCigja seka (pav. 2.3). Suhibridizuotos
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atitinkamos oligonukleotidy poros fosforilintos T4 polinukleotidkinaze ir
jsititos ] vektoriy T4 DNR ligaze, inkubuojant 17°C per naktj. Susiuvimo
misiniu transformuotos E.coli ER2267 Igstelés ir kreipianciosios sekos
pakeitimas patvirtintas sekoskaita. Nuo gauty plazmidziy kreipianciosios RNR
sintetintos transkripcija in vitro ir grynintos gelio elektroforezés budu kaip

apraSyta skyriuose 2.2.4 ir 2.2.5.

sR47 DNR D’ kreipiandioji Fcog 11 D kreipian&ioji pamiI
I 1| | seka | — | seka ™l
T7 promotorius C seka D’ C’seka D

~— —
———

Fragmento, apimancio D
kreipianciaja seka, iSkirpimas
R.Eco811I ir R.BamHI,
vektoriaus iSvalymas ir
defosforilinimas (fosfataze)

= =

[

Sintetiniai komplementaris Dly'igranlidlmmlio
DNR oligonukleotidai oligonukleotido

su norima kreipianciaja seka ~ _Hibridizacija, —_E E: ismvjmfﬁ i SR47.DNR
a == fosforilinimas (DNR ligaze) - pilno

; 1 3 - <Y - [ ag¢ Q
(polinukleotidkinaze) geno dlkurlmx_ib_bu .
b norima D kreipianciaja

— =
seka

= S= Se= BH—

Pav. 2.3. Kreipian¢iosios RNR (sR47) perprogramavimas DNR lygmenyje,
iSkerpant seng kreipiancigja seka ir jkeliant DNR fragments, sudaryta i dviejy
sintetiniy oligonukleotidy (a ir b) ir atkuriantj pilng geng su norima kreipiancigja
seka.

I

1

[
[

2.2.11 Auksto slégio skysfiy chromatografija ir masiy spektrometrija
(HPLC-MS)

RNR modifikavimo reakcijoms C/D RNP (1 pM) buvo surinktas
metilinimo buferyje i§ 1 pM kreipianciosios RNR, 3 uM L7Ae ir 2,5 uM
Nop5p-aFib inkubuojant 68°C 7 min. Po to pridéta 1 uM tRNR-Leu ir 50 pM
AdoMet arba 400 uM SeAdoYn (jeigu déta) ir inkubuota 68°C 30 min. Po
inkubacijos RNR (gaunamame miSinyje buvo vienodi moliniai kiekiai
substratinés ir kreipian¢iosios RNR) iSgryninta naudojant ZR RNA MidiPrep
rinkinj ir sukarpyta iki nukleozidy inkubuojant su nukleaze P1 (0,5 u) 2 val
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55°C P1 buferyje (10 mM Na-OAc pH=5,2, 1 mM Zn-0OAc,) ir po to pridéjus
FastAP fosfatazés (0,5 u) bei dar P1 (0,25 u) ir inkubuojant 37°C per naktj.

DNR modifikavimo reakcijose M.Hhal metilinimo buferyje 0,5 pM
eM.Hhal, 33 uM dvigrandininis 24 bp ilgio oligonukleotidas pATTGCGC ir
300 uM kofaktorius AdoMet, Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide inkubuoti 37°C
4 val. Po to MTaz¢ iSaktyvinta pakaitinant 80°C 20 min. DNR iSsodinta
etanoliu ir sukarpyta iki nukleozidy inkubuojant nukleazés P1 buferyje su
nukleaze P1 (0,05 u) ir SAP fosfataze (0,1 u) 37°C 4 val.

Po sukarpymo iki nukleozidy visi meéginiai fermentams iSaktyvinti
pakaitinti 10 min 80°C ir nucentrifuguoti 30 min 10600xg. Nukleozidy kiekis,
atitinkantis 40 pmol nesuardytos RNR arba 130 pmol DNR, uznestas i
chromatografijos sistema (Agilent 1200) su daugiakanaliu absorbcijos
detektoriumi. Nukleozidai atskirti naudojant Discovery C18 kolonélg (75%2,1
mm, Supelco), buferiu A (20 mM amonio formiatas, pH=3,5) plaunant 0,3
ml/min grei€iu ir palaikant 30°C temperatiirg bei linijiniu gradientu didinant
buferio B (80% metanolis) koncentracijg (20 min, 0-20% B; 20-22 min, 20—
100% B). Masiy spektrai nustatyti naudojant tiesiogiai prijungta Q-TOF 6250
masiy spektrometrg (Agilent) su elektrinio jpurskimo (angl. ESI) sistema,
teigiamos jonizacijos reZzime. RNR atveju metilinimo ir propinilinimo
aktyvumo palyginimui atsitiktiniai meéginiy dydzio skirtumai buvo panaikinti
normalizuojant pagal nemodifikuoty nukleozidy smailes, ir po to kiekvieno
taikinio propinilinto ir metilinto nukleozido smailiy ploty santykis jvertintas

procentais.

2.2.12 RNR mTAG Zyméjimas

Propinilgrupés prijungimas. C/D RNP (1 pM) surinktas metilinimo
buferyje kaip 2.2.11. Po to pridéta SeAdoYn (400 uM) ir 1 puM substratinés
RNR (bei 10 uM S22 oligonukleotido, jeigu déta) ir toliau inkubuota 68°C 30
min. Reakcija sustabdyta pridedant lygy tiirj RNR méginiy dazo (RNA Loading

Dye). Gautas misinys prireikus saugotas -20°C temperatiiroje.
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Zymés prijungimas. Reakcijos salygos pritaikytos remiantis Gramlich ir

kt. (2008) ir Zymés azido gamintojo rekomendacijomis (www.baseclick.eu).
Propinilgrupés prijungimo reakcijos miSinys (40 pl; 20220 pmol substratinés
RNR) buvo praskiedziamas 0,8 ttrio (32 ul) DMSO/t-BuOH 3:1 miSiniu. 0,03
M CuBr kiekvieno eksperimento metu buvo Svieziai iStirpinamas 0,1 M
tris(benziltriazolilmetil)amino (TBTA) (DMSO/t-BuOH tirpiklyje) tirpale ir 12
pl tokio Cu-TBTA misinio dedama j reakcijg. Galiausiai buvo pridedama 8 ul
2,5 mM (20 nmol; DMSO/t-BuOH tirpiklyje) Eterneono-480/635 azido.
Reakcijos miSiniai inkubuoti 1 val 37°C, pamaiSant. Po to RNR iSvalyta
naudojant ZR RNA MicroPrep rinkinj ir iSanalizuota 15% PAA
denatiruojanCiame gelyje. Po elektroforezés Eterneono fluorescencija
1Smatuota suzadinant 473 nm bangos ilgio lazeriu. Po to visa RNR nudaZyta

etidzio bromidu.

2.2.13 Atvirkstinés transkripcijos uzlaikymo metodas

RNR modifikavimo vietos nustatymas buvo atliktas kaip aprasSyta
Motorin ir kt., 2007. Pradmuo RT_tLeu2 naudotas A3l pozicijai tikrinti,
RT tlLeu3 - Ul7a. 1,4 uM *P izotopu 5‘-gale pazymétas pradmuo buvo
hibridizuojamas prie 0,4 uM nemodifikuotos arba nuo C/D RNP priklausomu
budu Eterneonu pazymétos (2.2.12) tRNR-Leu. Pradmuo pratgstas pridéjus
miSinio, kuriame 400 uM arba 4 uM dNTP ir 1/14 bendro reakcijos miSinio
RevertAid Premium Enzyme Mix, bei inkubuojant 55°C 30 min. Reakcija
sustabdyta pakaitinus 85°C 5 min. Lygiagreciai atliktos sekoskaitos reakcijos
buvo tokios pacios kaip modifikavimo vietos nustatymo reakcijos su 4 uM
dNTP, tik hibridizacijos metu buvo 0,7 UM nemodifikuota tRNR-Leu ir po to
pridéta iki 0,2 bendro reakcijos tiirio ANTP ir ddNTP miSiniy, skirty
sekoskaitai Termination Mix G/A/T/C (i§ rinkinio CycleReader DNA
Sequencing Kit). Po iSsodinimo etanoliu, atlikta méginiy elektroforezé 15%
PAA denatiruojanc¢iame gelyje ir DNR vizualizuota naudojant radioaktyvumui

jautrius ekranus.
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2.2.14 DNR modifikavimas in vitro, esant sintetinio kofaktoriaus ir
AdoMet konkurencijai

Hhal metilinimo buferyje 0,125 uM eM.Hhal ir plazmidé pAGH¢E119H
(0,25 uM GCGC taikiniy) inkubuotos su kofaktoriy AdoMet ir Ado-6-alkyne
arba Ado-6-azide miSiniais, kuriuose bendra kofaktoriy koncentracija buvo
pastovi (50 uM), taciau skyresi jy santykis: 0, 17, 33, 50, 67, 83 arba 100 %
kiekvieno kofaktoriaus. Kontroliniuose méginiuose nebuvo jokio kofaktoriaus.
Reakcijos inkubuotos 37°C 1 val, po to MTazé iSaktyvinta pakaitinus 80°C 20
min. Modifikavimo jsotinimas patvirtintas dalj reakcijos miSinio painkubavus
su R.Hin6: méginiuose, kuriuose buvo kofaktoriy, DNR tapo visiskai atspari
Siai endonukleazei, o kontroliniuose meéginiuose — ne. Toliau meéginiai

analizuoti prijungiant fluorescencines zymes (2.2.15).

2.2.15 Modifikuotos DNR Zyméjimas azidy-alkiny cikloprijungimo
reakcijos budu in vitro

Cu” katalizuojamas azidy-alkiny cikloprijungimas. Taip Zyméta DNR,

modifikuota naudojant kofaktoriy Ado-6-alkyne. 5 ul modifikavimo reakcijos
miSinio sumaisSyta su lygiu tiriu DMSO ir 1,5 pl Svieziai paruosto Cu-TBTA
miSinio (kaip 2.2.12) ir 1 pl 2,5 mM Alexa647 azido (iStirpintas DMSO).
Reakcijos miSinys inkubuotas 37°C 45 min ir DNR iSsodinta etanoliu.

Nekatalizuojamas azidy-alkiny cikloprijungimas. Taip zZyméta DNR,

modifikuota naudojant kofaktoriy Ado-6-azide. I modifikavimo reakcijos
miSin] pridéta MegaStokes608 ciklooktino iki 100 puM koncentracijos (jis
iStirpintas DMSO, 1 9 pl modifikavimo miSinio déta 1 pl 1 mM tirpalo) ir
inkubuota 37°C 1 val. Po to DNR iSgryninta naudojant Zymo Research 111C
koloné¢les.

Zyméjimo specifiskumui patikrinti Zyméta plazmidiné DNR inkubuota su
R.HindII ir R.Pscl 37°C 5 val ir taip sukarpyta j tris fragmentus: 1900 bp,
kuriame yra 9 Hhal taikiniai, 1500 bp, kuriame 5 Hhal taikiniai, ir 970 bp,
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kuriame néra Hhal taikiniy. Fragmentai atskirti elektroforeze 1% agarozés
gelyje. Jei DNR zyméta Alexa647 dazu, ji 1§ karto nudazyta ir etidzio bromidu,
o fluorescencija nustatyta suzadinant atitinkamai 635 nm ir 473 nm bangos
ilgio lazeriais. Jei DNR zyméta MegaStokes608 dazu, pirmiausia 473 nm

lazeriu nustatyta jo fluorescencija ir tik po to DNR nudazyta etidZio bromidu.

2.2.16 DNR mTAG Zyméjimas lIgsteliy lizate

E.coli ER2267 padermés lastelés, transformuotos pAGHO6E119H
plazmide, per naktj augintos skystoje LB terpéje (200 ml), surinktos nusukant
ir resuspenduotos 1 ml TE buferio (100 mM Tris-HCI pH=8,0, 100 mM
EDTA). Pridéjus 2,5 mM proteaziy inhibitoriaus PMSF, RNaziy A/T1 miSinio
ir 0,25 pg/ul lizocimo, suspensija inkubuota 37°C 1 val. Nucentrifugavus
lasteliy nuolauzas ir nesulizuotas lasteles, supernatantas padalintas ] lygias
dalis planuojamiems méginiams. Pridéta eM.Hhal (galutiné¢ koncentracija
lizate 2 uM) ir Ado-6-azide (arba AdoMet) misinio (galutiné koncentracija
lizate 50 uM) TE buferyje. Inkubuota 37°C 3 val. PMSF buvo atnaujinamas
kas pusvalandj.

Jei tikrintas tik modifikavimo (pirmojo Zyméjimo Zingsnio) naSumas,
plazmidés i§ miSinio iSskirtos GeneJET Plasmid Miniprep rinkiniu ir Kirptos
R.Hin6l1 bei R.McrBC 37°C 2,5 val. R.Hin6l kerpa DNR ties nemodifikuotais
Hhal taikiniais, bet nekerpa ties metilintais. R.McrBC kerpa DNR $alia
metilinty Hhal taikiniy. Nei viena i§ $iy nukleaziy nekerpa GCGC taikiniy,
modifikuoty prailgintomis grupémis (Lukinavicius ir kt., 2012). Apsaugojimas
nuo karpymo Siomis nukleazémis patikrintas iSskirs¢ius DNR elektroforeze
agarozes gelyje ir nudazius etidzio bromidu.

Siekiant atlikti abu Zyméjimo Zingsnius, po modifikavimo j miSinj pridéta
lygus tiris DMSO ir MegaStokes608 ciklooktino iki 200 uM bei gautas
miSinys inkubuotas 37°C 3 val. Galiausiai, plazmidés iSgrynintos naudojant
Zymo Research IIIC kolonéles ir sukirptos R.Hincll ir R.Pscl bei toliau

iSanalizuotos kaip apraSyta 2.2.15.
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3 REZULTATAIIR JU APTARIMAS

Pirmiausiai pristatomi RNR Zyméjimo tyrimy rezultatai, nes tai buvo

pagrindinis doktorantiiros projektas.

3.1 Programuojamas sekai specifinis RNR Zyméjimas panaudojant
archéjyu C/D RNP

mTAG metodas atvéré galimybes specifiskai zyméti DNR (Lukinavicius
ir kt., 2007, 2012; Artyukhin ir Woo, 2012), RNR (Motorin ir kt., 2011),
baltymus (Peters ir kt., 2010; Islam ir kt., 2011; Wang ir kt., 2011; Willnow ir
kt., 2012; Bothwell ir kt., 2012) ir mazas molekules (Lee ir kt., 2010). MTaziy,
kuriy taikinio atpazinimas pagrjstas baltymo-substrato sgveika, specifiSkumu
manipuliuoti yra sudétinga. Turint omenyje unikaly C/D RNP MTazes
naudojamg buda taikiniui atpazinti (RNR-RNR sgveikg komplementarumo
principu) ir 1S to sekancig galimybe lengvai keisti taikinio specifiSkuma,
mTAG technologijos pritaikymas S§iai MTazei (pav. 3.1) galéty atverti
galimybes laisvai pasirinkti taikinj bet kokioje RNR sekoje. Tereikty
uzprogramuoti norimo  taikinio  atpazinimg  atitinkamai  pakeiCiant
kreipianc¢iosios RNR seka. Archéjy C/D RNP aktyvumu paremtam
programuojamo sekai specifinio RNR Zymé¢jimo metodui kurti pasirinkome
literatliroje iSsamiai apraSyta, in vitro i§ rekombinantiniy komponenty
surenkamg C/D RNP sistemg i§ hipertermofilinés archéjos Pyrococcus abyssi
(Bortolin ir kt., 2003; Nolivos ir kt., 2005).

Kreipianc¢ioji P.abyssi RNR, pavadinimu sR47, yra 64 nt ilgio, turi
visiSkai konservatyvius C/D ir C‘/D* motyvus bei dvi 12 nt ilgio
kreipiancigsias sekas. C/D puséje susidaro K-posiikis, o C/D* — K-kilpa. D
kreipiancioji seka atpazjsta gamtinj substratg P.abyssi tRNR-Leu(CAA) (toliau
¢ia vadinama tRNR-Leu arba paprasciausiai tRNR). 2°-O-metilinimo reakcija
nukreipiama ] Sios molekulés 34-3j3 sekos pozicijg, t.y. pirmgji antikodono
nukleozidg citiding (Nolivos ir kt., 2005). D* kreipianciajai sekai kai kuriose
duomeny bazése priskirtas tRNR-Gly(UCC) substratas, tac¢iau seka néra

visiS§kai komplementari, o kito gamtinio substrato nenustatyta. P.abyssi L7Ae
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baltymas yra 128 aminoriig8¢iy ilgio, =~14 kDa molekulinés masés, NopSp ir

aFib, atitinkamai, 404 ir 227 amr. ilgio bei =47 ir =26 kDa molekulinés masés.

A B
QsQ%L L
; 1)
taikinio RNR X .
R” o N
5 0 L
: J-gAGP C/D RNP OH OH
s " | R f\doMet _
) taikinio (R=-CHgz, X=8)
° - RNR 3 SeAdoYn
R (R =-CH,C=CH, X = Se)

modifikuota taikinio RNR

Pav. 3.1. Sekai specifinis RNR modifikavimas panaudojant archéjy C/D RNP
kompleksus. (A) C/D RNP komplekso, sgveikaujancio su taikinio RNR, schema.
Komplekso baltymai L7Ae, NopSp ir aFib prisiriS¢ prie kreipianciosios RNR ties
C/D ir C‘/D® motyvais. Viena i§ kei¢iamy kreipianciyjy seky komplementarumo
principu saveikauja su taikinio seka (zalia) substratin¢je RNR. Modifikuojamas
nukleotidas, komplementarus penktajam kreipianciosios sekos nukleotidui,
skai¢iuojant nuo D motyvo. (B) C/D RNP nukreipiamas grupés (raudona)
pernesimas nuo laukinio tipo kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino (AdoMet, X=S
ir R=metil-) arba sintetinio jo analogo SeAdoYn (X=Se ir R=prop-2-inil-) ant
substratinés RNR.

3.1.1 C/D RNP komponenty gryninimas ir komplekso surinkimas in
vitro

P.abyssi kreipian¢ioji RNR sR47 nuo rekombinantinés plazmidés su
atitinkamu promotoriumi buvo transkribuota in vitro T7 RNR polimerazés
pagalba ir iSgryninta elektroforezés gelyje budu.

P.abyssi C/D RNP baltymy raiska vykdyta archéjy baltymams sintetinti
tinkamoje E.coli paderméje BL21(DE3)RIL. Baltymai sintetinami su pridétiniu
N-galiniu Hisg fragmentu, leidZian¢iu juos iSgryninti Ni** giminingumo
chromatografijos metodu, ir trombino atpazinimo seka, leidziancia véliau Hisg
fragmenta nukirpti. L7Ae genas klonuotas ir grynintas atskirai. Nop5p ir aFib
yra vieno operono sudétyje ir buvo gryninti kartu. Originalia gryninimo
metodika papildéme lizato pakaitinimu 65°C — tai leidzia jau pries

chromatografijg denatiiruoti ir atskirti dauguma E.coli baltymy.
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Pastebéjome, kad po Ni®* giminingumo chromatografijos L7Ae preparate
lieka endogeninés RNR, kuri trukdo susidaryti C/D RNP kompleksui. Tad Sio
baltymo gryninimo schemoje pridéjome nukleortigsciy iSsodinimo
polietileniminu zingsnj. O siekdami paSalinti baltymy priemaisSas — jony mainy
chromatografijos zingsnj. Po gryninimo kerpant trombinu, nuo L7Ae nukirptas

giminingumo Hisg fragmentas (pav. 3.2A).

A B
Trombinas Trombinas
kDaM -+ kbDaM - + -+
s 50 LS NopSp
. NopSp
30 -
- 30 ;
aFib
0E. His.-L7Ae 25 )
- =
15008 P EL7Ae

Pav. 3.2. Rekombinantiniy P.abyssi C/D RNP baltymuy gryninimas. M — baltymy
dydzio standartas Unstained Protein Ladder. (A) L7Ae preparatas po Ni?*
giminingumo chromatografijos: su Hisg fragmentu ir pastarajj nukirpus trombinu. (B)
Nop5p ir aFib preparatas po Ni** giminingumo chromatografijos: nekirpta trombinu
(-), kirpta (+) ir nekirpto bei Kirpto varianty miSinys (-+).

Zinoma, kad Nop5p ir aFib baltymus i$gryninti i§ rekombinantinés E.coli
daug paprasCiau, kai jie sintetinami ir gryninami kartu, nes bendra raiSka
leidzia jiems sudaryti kompleksa, kuris yra daug tirpesnis nei pavieniai
baltymai (Clouet-d‘Orval, nepublikuoti duomenys). UZzuoming apie glaudy $iy
baltymy rysj jau geny raiSkos metu galima rasti ir archéjy genomo sekoje: tiek
P.abyssi, tiek kity archéjy genome nop5p ir aFib genai yra viename operone.
Todél ir | rekombinanting plazmide jie buvo perkelti kartu. Tokiu atveju tik
NopS5Sp jgauna vektoriaus koduojamg Hisg fragmenta, bet dél stiprios NopSp ir
aFib sgveikos S§ie baltymai iSsigrynina kartu. Kerpant trombinu visiSkai
nukirptas giminingumo fragmentas (pav. 3.2B). Gautas baltymo preparatas,

pakankamai Svarus tolesniems eksperimentams.
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C/D RNP komplekso surinkimas in vitro i§ rekombinantiniy komponenty
stebétas pagal *°P izotopu Zymétos sR47 elektroforetinio judrumo poslinki.
Kreipian€ioji RNR turi dvi komplekso baltymy suriSimo vietas — 1§
konservatyviy C/D ir C*/D* seky sudarytas atitinkamai K-posiikio ir K-kilpos
strukttras. Tad pilnai surinktame komplekse RNR ir baltymy molinis santykis
yra 1:2. Funkcionalaus komplekso susirinkimo metu prie SRNR K-struktiiry
pirmiausiai prisijungia L7Ae, po to prie L7Ae-sSRNR komplekso jungiasi
Nop5p-aFib heterodimeras (Omer ir kt., 2002). Miisy rezultatuose (pav. 3.3)
matyti, kad esant sR47 ir L7Ae santykiui 1:1 ir 1:2, susidaré du skirtingo
judrumo kompleksai. Tai atitinka modelj, anot kurio, prie sR47 pirmiausiali
prisijungia po vieng L7Ae molekule (susidaro 1L7Ae-sR47 kompleksas), po to
— po antrg (susidaro 2L7Ae-sR47 kompleksas). Visg 2L7Ae-sR47 komplekso
kiekj suriSo tik dvigubas NopSp-aFib heterodimero perteklius - tai taip pat
atitinka teorinj molinj komplekso nariy santykj. Siuo eksperimentu parodyta,
kad i§ turimy rekombinantiniy komponenty in vitro pavyko surinkti RNP

kompleksg, moliniu komponenty santykiu atitinkantj C/D RNP.

Nopbp-aFib: - - - - 1 2 3 4 uM

LiAe - 1 2 3 2 2 2 2 UM Pav. 3.3. C/D RNP surinkimo in

o B B o 33 -
g \ vitro jvertinimas. 5¢ gale *°P izotopu
Pilnas zyméta 1pM SR47 inkubuota su
RNP L7Ae ir Nop5p-aFib heterodimeru
(baltymy koncentracijos nurodytos
2L7AesR47, “N paveikslelyje) 70°C 15 min. Susidare
1L7AesRA7, Ly kompleksai  atskirti  elektroforeze
nedenatiiruojanciame poliakrilamido
1uM SRAT gelyje ir w_zyallz_uotl naudojant

- = radioaktyvumui jautrius ekranus.

3.1.2 C/D RNP metilinimo aktyvumo jvertinimas naudojant tri¢iu Zyméta
AdoMet

Esant pilnai surinktam C/D RNP kompleksui, tikrintas jo metilinimo
aktyvumas, kuris stebétas sekant triCiu Zymeétos metilgrupés jjungima |
substrating  RNR. Naudoti du skirtingi 15 nt ilgio substratai: turintys
komplementarig sritj SR47 D arba D* kreipianciajai sekai. Nustatyta, kad C/D
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RNP pusé (hemi-RNP) su D kreipianc¢igja seka metilina efektyviau (pav. 3.5).
Tai néra netikéta — skirtingas hemi-RNP efektyvumas, tikriausiai atspindintis
kiekvieno hemi-RNP sekos ir struktiirinius ypatumus, yra aprasSytas literatiiroje
(Appel ir Maxwell, 2007). Dél didesnio aktyvumo tolimesniems
eksperimentams pasirinkta D kreipiancioji seka. Be to, jau anks¢iau buvo
parodytas P.abyssi C/D RNP aktyvumas su gamtiniu D kreipianc¢iosios sekos
atpazjstamu substratu — P.abyssi tRNR-Leu (Clouet d’Orval, nepublikuoti
duomenys).

Naudojant 15 nt ilgio modelinius substratus, abiejy hemi-RNP aktyvumas
nepasické netgi vienos katalizinés apsukos lygio, nors substrato buvo
desimtkartinis perteklius. Toks nedidelis aktyvumas su trumpais modeliniais
substratais atitinka ir kity tyré¢jy duomenis, parodZiusius, kad metilinimo
efektyvumas didéja papildant substratinio oligonukleotido granding
nukleotidais uz taikinio sekos, iki pasiekiant bendrg 18-21 nt ilgj. Nors
komplementarumu pagrjsta sagveika su kreipiancigja seka sudaro 11 substrato
nukleotidy, abipus S$ios srities esanti grandin¢ tikriausiai sgveikauja su
komplekso baltymais ir §i sgveika taip pat svarbi metilinimo aktyvumui (Appel
ir Maxwell, 2007). D kreipianciosios sekos substratg prailginome iki 22 nt
ilgio. Metilinimo aktyvumas su tokiu substratu sieké vieng fermento apsuka
per 10 min. ir dar vieng per likusj eksperimento laika (pav. 3.4). Tad tokio ilgio
modelinis substratas tinkamas C/D RNP aktyvumo su sintetiniais AdoMet

analogais tyrimams, kur pageidautina bent viena apsuka.

25 - Pav. 3.4. C/D RNP metilinimo
_ 2 /% —e—D 22 nt aktyvumas su trumpais modeliniais
= ; _—* substratais. 15 nt ilgio substratiniai
G 15 i —-D 15nt ) o ..
g Yl RNR oligonukleotidai tur¢jo sekas,
3 » —epiemt komplementarias sR47 D arba D’
g 0% i s —'-BZZSM bsb kreipianciosioms sekoms; 22 nt

0? M o PP substratas — D kreipianiajai sekai.

0.5

Reakcijose 1 uM C/D RNP, 10 uM
15 nt arba 5 uM 22 nt substratas.

Laikas, min.

Pilno gamtinio sR47 D kreipianciosios sekos substrato, P.abyssi tRNR-
Leu(CAA), metilinimas taip pat vyko efektyviai. Optimizuojant reakcijos
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saglygas nustatyta, kad apie 30% didesnis aktyvumas pasiekiamas pirma
surenkant C/D RNP ir po to pridedant substrato, o ne pirma hibridizuojant
substratg su kreipianc¢igja RNR ir tik po to pridedant komplekso baltymy (pav.
3.5). Tad visuose vélesniuose eksperimentuose buvo pirma surenkamas RNP,
po to pridedama substrato. Taip pat matyti, kad per 60 min jvyko 3,5 RNP
vykdomos katalizés apsuky. Tai atitinka literatiiros duomenis, nurodancius,
kad archéjy C/D RNP su gamtiniais tRNR substratais panasiomis sglygomis
atlieka 0,8-12 metilgrupés pernaSy per 45 min. (Bortolin ir kt., 2003; Singh ir
kt., 2004; Ziesche ir kt., 2004). Keliy C/D RNP apsuky reakcijos salygos,
manome, néra palankios RNR Zymé¢jimui dél ilgo inkubacijos aukstoje
temperattiroje laiko. Sintetiniai kofaktoriai yra maziau stabiliis nei AdoMet, o
taip pat - tokia inkubacija lemia substratinés RNR irimg. Viends apsukos
salygomis, esant 1 uM C/D RNP ir 1 uM tRNR, visas substratas uZmetilinamas
per 10 min. Tad vélesniems eksperimentams pasirinkome §ias - vienos apsukos

- reakcijos salygas.

T —+—RNP surinkimas, 4 pM Pav: . _3'5' C/D RNP
. tRNR metilinimo aktyvumas su
2 ——RNR hibridizavimas, 4 yM gamtiniu D pusés
g, IRNR substratu P.abyssi tRNR-
3 R nmas, THM ) a(CAA).  Reakcijose 1
gl ——be RNP uM C/D RNP ir tRNR kaip

nurodyta. Kontrolinése

0 ” s S TpesRiR reakcijose 1 uM tRNR. Tirta

Laikas, min. metilinimo aktyvumo

priklausomybé nuo reakcijos
komponenty surinkimo tvarkos: pirma surinktas RNP, po to jdétas substratas (RNP
surinkimas) arba pirma substratas hibridizuotas su kreipiancigja RNR ir po to jdéti
komplekso baltymai (RNR hibridizavimas).

3.1.3 RNR modifikavimas naudojant sintetinius kofaktoriaus analogus

C/D RNP komplekso gebéjimas pernesti prailgintas grupes nuo sintetiniy
kofaktoriaus analogy ant taikinio nukleotido tirtas naudojant laukinio tipo
kreipian¢igja RNR sR47 ir 24 nt ilgio modelinj substratag su sR47 D pusés
atpazjstama seka bei 5°-®P pazymétu taikinio nukleotidu (citozinu). Po

reakcijos RNR sukarpius iki mononukleotidy, susidarantis 2’-O-modifikuotas
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citozino nukleotidas stebétas plonasluoksnés chromatografijos (TLC) budu
(pav. 3.6). Reakcijos nasumas vertintas nustatant to paties méginio TLC
démeliy, atitinkan¢iy modifikuotga ir nemodifikuota citozino nukleotida,
intensyvumo santykj, o taip pat — metilinty ir su sintetiniais kofaktoriais
modifikuoty produkty santykj. Metilinimo produkto pédsakai matomi ir
reakcijose su sintetiniais kofaktoriais, nes MTazés gryninimo metu preparate
liko Siek tiek jos suriSto AdoMet (~ 2% MTazés molinio kiekio).

ISbandyta eil¢ sintetiniy kofaktoriaus analogy, tinkamy mTAG tipo
reakcijoms: tiek modeliniy, kurie neturi funkcinés grupés tolesniam Zymes
prijungimui, bet gali suteikti informacijos apie RNP polinkj naudoti tam tikro
molekulinio dizaino kofaktorius, tiek, zinoma, tokiy, kurie buty tinkami Zymes
prijungimui (lentelé 3.1). Taip pat kai kuriuose i§ jy kofaktoriaus sudétyje

esancio metionino sieros atomas buvo pakeistas j seleng (Willnow ir kt., 2012).

F——BACLEARGAUCG—3 Pav. 3.6. Modifikuoty nukleotidy susidarymo
1 2 3 24 nt ilgio RNR substrate, inkubuotame su C/D

RNP ir AdoMet arba sintetiniu kofaktoriumi

pCx —> (iuo atveju SeAdoYn) stebéjimas.

pCm —>.. Substratiniame oligonukleotide (parodyta virSuje)

RNP atpazjstamoje sekoje taikinio citozinas
(paryskintas)  paZymétas  radioaktyviu  *°P
(pazymeta zvaigzdute). 1 uM RNP inkubuotas su 1
pC _’m UM substratu ir 50 uM AdoMet arba 400 puM

- SeAdoYn 40 min, esant 65°C. Po to RNR

} sukarpyta nukleaze Bal31, ir nukleotidai analizuoti

/D RNP: :: TLC metodu. Rodyklémis parodyti taikinio
Kofaktorius: & & & nukleotido  produktai,  susidarantys  esant
§ AR kofaktoriams AdoMet (takelis 1, ¢ia pCm sudaro

V(,?cg? 45% bendro taikinio nukleotido kiekio) arba

SeAdoYn (takelis 2, pCx sudaro 5% nuo bendro
nukleotido kiekio). Kontrolingje reakcijoje su
SeAdoYn nebuvo Nop5p-aFib  baltymy,
modifikacijos produktas nesusidare (takelis 3).

Siekiant pagerinti aktyvuma, optimizuoti jvairiis reakcijos salygy
aspektai.

Reakcijos buferis ir papildomos medziagos. Modifikavimo

priklausomybé nuo buferio pH buvo patikrinta pH intervale 6,0-8,5. Produkto
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Lentelé 3.1. Sintetiniai kofaktoriai, iSbandyti su C/D RNP (¢ia parodytos tik
pernesamos grandinés — R, o bendra kofaktoriy struktiiros schema parodyta pav. 3.1).
Efektyvumas nustatytas su laukinio tipo RNP ir modeliniu substratu RNR
oligonukleotidu, plonasluoksnés chromatografijos metodu.

S/Se PerneSama grupé (R) Galima | %? Kofaktoriaus | Saltinis
centras prijungti pavadinimas
Zymg
S -CH3 - 50-97 AdoMet
Se gz + 5-10 SeAdoYn Willnow ir
\// kt., 2012

S M + 2-7  AdoEnYn  Peters ir
kt., 2010

S T - 5-8  AdoPropen

S ~N - 2-5  AdoButin | Dalhoff ir

- kt., 2006

S - 1-3 AdoEt .

Se N 1-3  SeAdoEt Weinhold
grupe,
nepub.

S R N - 3 AdoButen

S %NH2 + 0 Ad0‘6' A

amine
S _ _ + 0 Ado-6- Lukina-
- - > Vvicius ir
al kyne kt., 2013
S H O + 0 Ado-11-
— \ /NUNHz amine
S o + 0 Ado-6- Klima-
~———— —S SCOCH Sausko
%cm } grupe,
nepub.

% modifikuoto taikinio nukleotido dalis bendrame taikinio nukleotido kiekyje,

procentais.

kiekis did¢jo did¢jant pH (pav. 3.7A ir D), tikriausiai dé¢l didéjancio kofaktoriy
reaktyvumo. Bet hidroksido jonai lemia RNR nestabilumg ardydami
fosfodiesterinius rySius. Tod¢l galiausiai palikome pH=7,9 — tokj, koks jau
buvo parinktas kaip tinkamiausias metilinimui (Bortolin ir kt., 2003).
Buferuojancia medziaga pasirinktas Hepes, nes jis gerai palaiko pH kintant
temperatiirai (Beynon ir Easterby, 1998). Yra Zinoma, kad nuo Mg jony
priklauso RNR struktiira, o tai gali jtakoti susijusias reakcijas (Draper, 2004),
iskaitant ir C/D RNP veikla (Appel ir Maxwell, 2007). Mg** koncentracijos
didinimas (tirta nuo 1,5 mM iki 50 mM) taip pat 1émé didesnj modifikacijos
produkto kiekj (Pav. 3.7B ir E). Bet vélgi, yra Zinoma, kad esant didesnéms
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Mg** koncentracijoms, RNR maziau stabili. Taigi, apsistojome ties 10 mM
Mg?*. NaCl arba KCI koncentracijy intervale 150 mM—2 M nebuvo pastebéta
reikSmingy modifikavimo skirtumy, taip pat ir pridéjus 0,2 mg/ml BSA.
Tirpalg papildZius nespecifinémis nukleortig§timis, tokiomis kaip E.coli tRNR
misinys ar Clupea sp. DNR iki 0,5 mg/ml, stebimoji produkto iSeiga padidéjo
1-2%. Taciau Siy priedy veliau teko atsisakyti, kad netrukdyty stebéti rezultaty
elektroforezés gelyje ir HPLC-MS metodais.

Temperatiira. Yra Zinoma, kad optimali temperattira in vitro metilinimui
Pyrococcus genties archéjy C/D RNP kompleksams yra apie 72°C (Bortolin ir
kt., 2003; Hardin ir Batey, 2006, bei miisy duomenys). Tai gerokai auksta
temperatira vertinant 1§ kofaktoriy ir substratinés RNR stabilumo
perspektyvos. Taigi, noréjome ja kiek jmanoma sumazinti stipriai neprarandant
aktyvumo. Nustatétme RNP aktyvuma su sintetiniais kofaktoriais 40-70°C
intervale ir teko pripaZinti, kad netgi metilinimo, o taip pat ir kity modifikacijy,
aktyvumas sparc¢iai silpsta Zeméjant temperaturai (Pav. 3.7A,C ir D). Vis délto,
substratiné RNR maziau yra esant 65°C nei esant 70°C. Taigi, kuriamam
metodui tinkamiausia nusprendéme esant 65-68°C temperatiirg.

Inkubacijos trukmé. Vienos apsukos sglygomis ([E] > [S]) metilinimas

jvyksta per 10-15 min. Su sintetiniais kofaktoriais, pasirinkus 65°C
temperatiirg, maksimaliai iSeigai pasiekti prireiké maziausiai 30 min. (Pav.
3.7C)

Kofaktoriaus koncentracija. Yra nustatyta, kad Pyrococcus genties
archéjy C/D RNP ir kofaktoriaus AdoMet Ky yra =22 uM (Hardin ir Batey,
2006). Metilinimo reakcijose naudojom 52 pM AdoMet. Sintetiniy kofaktoriy

atveju buvo naudojamos 150-400 uM koncentracijos. Be to, didesniam
modifikavimo nasumui pasiekti buvo bandyta papildomai pridéti kofaktoriaus
tirpalo reakcijos eigoje, nes aukstoje temperatiiroje jie skyla palyginti greitai.
Taciau tai stebimy iSeigy nepadidino.

Pastebétina, kad miisy gaunami modifikavimo jvertinimai procentais
gal¢jo buti Siek tiek maZesni nei tikrosios iSeigos del to, kad 2°-O-

modifikacijos gali trukdyti nukleazéms hidrolizuoti RNR. TLC rezultatuose,
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A pH: 7,9

Temperatira,’C: 65 60 55
pC-buteninil, = & : '
e 1
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Uznesimo taskas, |

RNP: e Mo T ol B En T rn @ Bt Tof o et .
Kofaktorius: 1 223 3 1223 -122 33 1223312233122 33
1 =AdoMet 2 = AdoEnYn 3 = SeAdoYn
B MgCl,: 10 mM 1,5 mM C SeAdoYn
. 4 %)
pCbutinil,
. 0,
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L0000 sov0e pC,
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PH Temperatira, °C 3 Laikas, min.

Pav. 3.7. C/D RNP aktyvumo su AdoMet ir sintetiniais kofaktoriais
priklausomybé nuo skirtingy reakcijos salygu. 1 uM 24-nt ilgio modelinis RNR
substratas inkubuotas su 1 uM C/D RNP ir 52 uM AdoMet arba 400-600 uM
sintetiniais kofaktoriais AdoEnYn, SeAdoYn, Ado-11-amine ir AdoButin, esant
pH=7,9, 65°C, 10 mM MgCl,, inkubacijai 30-40 min., jei nenurodyta kitaip. Po to
RNR buvo sukarpyta nukleaze Bal31 ir **P-pazyméti nukleotidai analizuoti TLC
metodu. Rodyklémis parodyti taikinio nukleotido produktai. Prie démeliy nurodytas
Jju santykinis rySkumas procentais, jvertinant visas citozino nukleotida atitinkancias
démeles. (A) Reakcijos su AdoMet, AdoEnYn arba SeAdoYn esant skirtingam pH
ir temperattirai. (B) Reakcijos su AdoMet, Ado-11-amine (11-NH,) arba AdoButin
esant MgCl, koncentracijoms 10 mM ir 1,5 mM. (C) Reakcijos su SeAdoYn esant
skirtingai inkubacijos temperatarai ir trukmei. (D) Modifikavimo priklausomybé
nuo reakcijos tirpalo pH ir temperatiiros, nustatyta Siuo metodu, su prie kreiviy
nurodytais kofaktoriais. (E) tRNR-Leu metilinimo efektyvumo priklausomybé nuo
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MgCI;, koncentracijos reakcijos misinyje (nurodyta prie kreiviy), nustatyta tricio
jjungimo metodu, kaip pav. 3.5; K — poliU vietoj tRNR substrato, esant 10 mM

ties meginiy uzneSimo taSkais, buvo matyti, kad reakcijose su RNP ir
sintetiniais kofaktoriais kartais lieka daugiau nesukarpytos RNR nei
kontrolinése reakcijose (pvz. pav. 3.7A). Taciau dinukleotidy, kurie teoriSkai
galéty likti del 2°-O-modifikacijos ir buty lengvai jvertinami, nebuvo rasta,
todel nepilno modifikuotos RNR sukarpymo vertinimai } iSeigy rezultatus
nejtraukti. Kitas pastebéjimas — nepastovus metilinimo nasumas, esant toms
paciomis s3glygomis svyruojantis keliy deSimc¢iy procenty intervale. Spéjame,
kad taip galéjo nutikti dél **P Zyméto substrato nestabilumo: reakcijose su
Svieziai pagamintu substratu metilinimo nasumas biidavo arti maksimalaus
(97%) ir mazédavo eksperimentus su tuo paciu substrato preparatu atliekant
vélesnémis dienomis. Bendroji substrato koncentracija reakcijose nekito, nes
radioaktyviai Zymétas substratas sudar¢ tik apie 0,1% visy substrato molekuliy.
Tad vertindami modifikavimo sintetiniais kofaktoriais iSeigas atsizvelgéme ne
tik j produkty santykj su to paties méginio kitais citozino nukleotidais, bet ir
santykj su metilinimo reakcijos produktu.

Galiausiai, nepaisant visy pastangy rasti C/D RNP vykdomam mTAG
optimalias salygas, nustatyta, kad esant sintetiniams kofaktoriams su
perneSama grandine, ilgesne nei 5 anglies atomai, C/D RNP pernasos nevykdo.
O dauguma trumpesniy grupiy kompleksas pernes¢ nedideliu efektyvumu —
modifikuota 3-10% substrato. Pazymeétina, kad $is modifikavimo aktyvumas
buvo priklausomas nuo RNP, nes nesant Nop5p-aFib, modifikuoti nukleotidai
nesusidarydavo (pav. 3.6, 3.7, 3.8B). IS pastargsias grupes turin¢iy kofaktoriy
zymejimui tinkami du: AdoEnYn ir SeAdoYn. Abu turi galing triguba jungtj,
todeél su zyme gali biti jungiami ,,click” chemijos bidu. Dél geriausio
aktyvumo su C/D RNP tolimesniems RNR Zzyme¢jimo eksperimentams

pasirinktas SeAdoYn.
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3.1.4 Pyrococcus abyssi aFib aktyvaus centro mutagenezé

Yra parodyta, kad erdviné DNR MTaziy aktyvaus centro inZinerija
leidzia padidinti katalizinés pernaSos aktyvumg su sintetiniais kofaktoriais,
turinCiais linijines perneSamas grupes (Klimasauskas ir Weinhold, 2007;
Lukinavicius ir kt., 2007, 2012). Tokig praktikg sickéme pritaikyti ir C/D RNP
MTazei. Miisy naudojamo komplekso (ar jo daliy) kristaliné struktiira néra
nustatyta, tod¢l rémémeés homologais. Giminingy archéjy rasiy C/D RNP
kristalinése (ir atskiry nariy) struktiirose (Lin ir kt., 2011; Aittaleb ir kt., 2003)
matyti, kad suriSto kofaktoriaus perneSamg metilgrupe aFib aktyviajame centre
supa Asp, His, Ala ir dvi Lys aminorugstys (pav. 3.8A) i§ vienos pusés ir
suriStas RNR substratas i§ kitos. Visos §ios aminoriigStys yra nekintamos
fibrilarino sekoje nuo archéjy iki stuburiniy (Deng ir kt., 2004). Katalizinis K-
D-K-H ketvertas yra strukturiS§kai konservatyvus fibrilarino baltymy Seimoje ir
erdviSkai atitinka K-D-K-E ketverta, esant; RrmJ (pavieniui veikian¢iy RNR
2°0-MTaziy) baltymy Seimoje (Feder ir kt., 2003). Eksperimentuose su paciu
archéjy aFib parodyta, kad katalizinis Asp yra bitinas metilinimo aktyvumui

A Archeoglobus fulgidus (P.abyssi) B aFib:  _wt A152G
o 5 05
Lys162(179) pC-buteninil .

Ala 135(152) = Gly 80

30

His202(219) e
Pernesama pCm ' ,
metilgrupé rgesty
' rC,
)\r\
) RNP: - + + + + +
Lys42(57) » Kofaktorius: - 1 3
AdoMet 1 = AdoMet
‘ 2 = AdoEnYn
> 3 = Ado-6-amine

Pav. 3.8. Metiltransferazés aFib aktyvaus centro praplétimas. (A) Fibrilarino
konservatyvios aminortigstys aktyviajame centre ir jame iSsidéstes kofaktorius
AdoMet, Archeoglobus fulgidus fibrilarino pavyzdziu (Aittaleb ir kt., 2003, PDB
kodas INT2). Atitinkamy P.abyssi aminortigs¢iy numeriai pateikti skliausteliuose.
(B) C/D RNP su laukinio tipo (wt) ir A152G mutacijg turin¢iu aFib aktyvumas su
AdoMet ir sintetiniais kofaktoriais AdoEnYn bei Ado-6-amine. Visa kita kaip
apraSyta pav. 3.7.
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(Aittaleb ir kt., 2004). Visos katalizinio ketverto aminoriig§tys buvo istirtos
mutagenezés biidu E.coli rRNR 2°-O-MTazéje Rrml] ir pripazintos kritiSkai
svarbiomis ar svarbiomis metilinimo aktyvumui (Hager ir kt., 2002).
S.cerevisiae lgstelése temperatiirai jautris mutantai buvo gauti pakeitus Ala-
245 1 Val (atitinka P.abyssi fibrilarino Ala-152) (Tollervey ir kt., 1993). Tad
tikintis praplésti fibrilarino aktyvyjj centra nepazeidziant katalizinio aktyvumo,
beliko pasirinkti Ala-152 pakeitimg j mazesn¢ aminorigst] Gly. Atitinkamo
kodono pakeitimg atlikome racionalios mutagenezés biidu, rekombinantinéje
plazmid¢je, kuria naudojome NopSp bei aFib bendrai raiSkai. NopSp ir
aFibA152G 1Sgryninti taip pat kaip ir laukinio tipo baltymai. Taciau jvesta
mutacija sumazino RNP Kkatalizinj aktyvumg tieck su AdoMet, tick su

sintetiniais kofaktoriais (pav. 3.8B).

3.1.5 Mezofilinés archéjos RNP baltymy klonavimas ir gryninimas

Kaip jau minéta anksc¢iau, P.abyssi C/D RNP optimali transferazinio
aktyvumo temperatiira yra apie 70°C, o Zemesn¢je temperatliroje nasumas
sparCiai maz¢ja. Tac¢iau AdoMet analogai néra stabiliis ir tokioje aukstoje
temperatiiroje reakcijos miSinyje greitai skyla. Substratinés RNR vientisumui
1Ssaugoti taip pat palankesné biity Zemesné temperatiira. Tad buvo nuspresta
patikrinti, ar mezofiliniy archéjy genomuose yra pozymiy, rodanciy, kad jos
turi aktyvius C/D RNP ir, jei taip, parinkti genus tokio RNP klonavimui.
Galiausiai buvo pasirinkta zmogaus zarnyno archéja Methanobrevibacter
smithii. Naudojantis internetine archéjy genomy svetaine Archaeal Genome
Browser (Schneider ir kt., 2006) nustatyta, kad Siame organizme yra iSsilaike
konservatyviis visy C/D RNP komplekso baltymy genai. NopSp ir aFib yra
viename operone. Rastas biidingas archéjoms tRNR-Trp genas su introne
esancia ir toje tRNR taikinj turin€ia kreipiancigja C/D RNR. Taip pat rasta kity
kreipianc¢iyjy C/D RNR geny. Visa tai leido daryti prielaida, kad $i mezofiliné
arch¢ja turi aktyvig C/D RNP sistema. Nuspresta Sig sistemag klonuoti ir
bandyti pritaikyti RNR Zyméjimo tikslams. RNP baltymy genai padauginti

PGR biidu nuo M.smithii genominés DNR ir klonuoti j E.coli raiSkos sistema,
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tokig pacig, kokia naudota P.abyssi baltymams. L7Ae baltymas atskirai, o
Nop5p ir aFib — kartu viename operone.

L7Ae  baltymas  sékmingai  iSgrynintas  Ni?*  giminingumo
chromatografijos biidu.

NopSp ir aFib baltymai, nepaisant jvairiapusiSko raiSkos ir gryninimo
salygy optimizavimo, buvo netirptis. Tad jie buvo perkelti  kitg E.coli raiskos
sistemg - tokia, kuri yra skirta tiksliniy baltymy raiskai, peptidine grandine N-
gale prijungiant NusA baltyma (475 amr., =58 kDa). NusA yra tirpiausias
E.coli baltymas ir suliejimas su juo daznai suteikia galimybe¢ iSgryninti mazu
tirpumu pasizymincius baltymus (Davis ir kt., 1999). Sios raiskos sistemos
pagalba susintetintus baltymus galima i§gryninti Ni** giminingumo
chromatografijos biidu. Buvo iSbandyti visi keturi suliejimo variantai: kai abu
baltymai yra viename operone ir NusA yra prijungtas prie vieno i§ jy, arba
kiekvienas baltymas su prijungtu NusA grynintas atskirai (pav. 2.1). Tirpus
Nop5Sp-aFib kompleksas, iSgryninus baltymus ir proteolitiSkai nuskélus NusA,
sékmingai gautas tuo atveju, kai viename operone buvo NusA-aFib ir Nop5p.
Taciau C/D RNP kompleksas (su taip pat mezofilinés archéjos Haloferax

volcanii RNR) buvo neaktyvus in vitro.

3.1.6 C/D RNP specifiSkumo programavimas

RNR Zyméjimo sistema toliau buvo kuriama laukinio tipo P.abyssi C/D
RNP ir sintetinio kofaktoriaus SeAdoYn pagrindu. RNR Zzym¢jimo, naudojant
§j kofaktoriy, schema pateikta pav. 3.9.

0 B 0 B B R’
RNR 0 SeAdoYn RNR 0 R'-Ng RNR 0 /
—_— e N
C/D RNP _ cut I\
.\‘O o \\‘o o \// m“o °© %

RNR™ RNR* RNR®

Pav. 3.9. Dviejuy zZingsniy RNR Zyméjimas, pasitelkiant C/D RNP katalizuojama
specifinj prop-2-inilgrupés (raudona) perneSimg nuo sintetinio kofaktoriaus
analogo SeAdoYn ir po to prie pernestos grupés prijungiant fluoroforo azidg
(mélynas) Cu" katalizuojamo azidy-alkiny 1,3-cikloprijungimo (,,click* chemijos)
bidu.
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Tam, kad parodytumém, jog sistemg galima perprogramuoti ir nukreipti i
norimus RNR taikinius, buvo sukonstruota eilé kreipianciyjy RNR,
modifikavimg nukreipianciy j kitus pasirinktus tRNR-Leu sekos nukleotidus:
Ul7a D kilpoje, A31 antikodono stiebelyje, Ae3 kintanciojoje kilpoje ir C56 ¥
Kilpoje (pav. 3.10A). Tai buvo padaryta atitinkamai pakeiciant 12 nt ilgio D
kreipianciaja seka sR47 kreipianciojoje RNR. Gautos kreipian¢iosios RNR
buvo pavadintos pridedant atitinkamus taikinio nukleotidy pavadinimus, pvz. j
tRNR-Leu A31 nukleotida RNP nukreipianti RNR ¢ia vadinama sR47-A31.
Pirmiausiai iStyréme C/D RNP kompleksy, turin€iy naujus kreipianciosios
RNR variantus, metiltransferazinj aktyvumg su tRNR-Leu substratu, esant
triciu  zymétam kofaktoriui AdoMet. RNP kompleksy su naujomis
kreipian¢iosiomis RNR metilinimo aktyvumas buvo panaSus kaip ir esant
laukinio tipo sR47 (pav. 3.10B), isskyrus sR47-A31 kreipianc¢igja, kurios

atveju stebétas gerokai mazesnis metilgrupés jjungimas j substrating RNR. Tai

cca B 120

A

Al =
G -C o —a—wt (C34)
@
g-g E 100 -=-Ui7a
G - ¢ éeo ——A31
G-¢C 2 60
G -0 § ——Ae3
17a G-C UA g 4 ——C56
U cGceccecce A E 0
é@CCGA u N A E ~e-be sRNR
Gcce CGGGG (? £ 0 ———— —+—tik tRNR
G 11 c Uu € 0 20 40 60
G AGGC U 56 @ Laikas, min.
UCAA G U C
G-cUC-G < 50
G-cC cC-6G o ¥ 40
G-¢C c-6G 2 E
31.6-¢ G G 5%30
\®-U U@ %gzg
c a
U G 63 g'élo . .
344©AA 3 0

Ul7a  A31 C34(wt) Ae3

Pav. 3.10. C/D RNP nukreipimas j pasirinktas vietas modeliniame tRNR
substrate: (A) P.abyssi tRNR-Leu(CAA) antriné struktiira (pagal Archaeal Genome
Browser). Laukinio tipo sR47 kreipianciosios RNR taikinys (C34) pazymeétas baltu
apskritimu, o naujai uZprogramuoti taikiniai (Ul7a, A31, Ae3 ir C56) — pilkais
apskritimais. (B) C/D RNP vykdomo tRNR metilinimo priklausomybé nuo
pasirinkto taikinio. 1 uM C/D RNP inkubuoti su 1 uM modeliniu tRNR substratu ir
100 puM tritj metilgrupéje turinéiu AdoMet 68°C temperatiiroje. (C) C/D RNP
vykdomo propinilgrupés jvedimo j tRNR priklausomybé nuo pasirinkto taikinio. 1
uM C/D RNP inkubuoti su 1 pM modeliniu tRNR substratu ir SeAdoYn (400 uM)
68°C temperatiiroje 30 min.
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gali buti paaiskinta tuo, kad jos taikinio nukleotidas yra antikodono stiebelyje —
sunkiau iSardomoje struktiiroje, tuo tarpu kai wvisi kiti tiriami taikinio
nukleotidai yra segtuko struktiiry kilpose. Tokia RNP metilinimo naSumo
priklausomybé nuo taikinio padéties RNR strukttirose — stiebeliuose ir kilpose
— yra apra$yta literattiroje (Appel ir Maxwell, 2007). Reakcijy specifiSkumas
buvo patvirtintas HPLC-MS metodu tiriant nukleozidus, gautus sukarpius
metilintg tRNR-Leu. Metilgrupé buvo rasta tik ant nukleozidy, atitinkanciy
esancius taikinio vietoje (pav. 3.11).

Siekiant nustatyti, ar C/D RNP gali biiti panaudotas jjungti Zzyméms |
RNR molekule pasirinktose vietose, tikrinome perprogramuoty C/D RNP
varianty aktyvuma su SeAdoYn kofaktoriumi. Modifikuotos tRNR nukleozidy
tyrimas HPLC-MS metodu parodé esant naujy junginiy su panasiais UV
absorbcijos spektrais, bet ilgesniu chromatografinio uzlaikymo laiku nei
budinga metilintiems nukleozidams (pav. 3.11). Tuo tarpu kontroliniame
meéginyje, kuriame nebuvo funkcionalios MTazés (nepridéta Nop5S ir aFib
baltymy), nerasta jokiy modifikuoty nukleozidy. Nustatytos modifikuoty
produkty m/z vertés patikimai atitiko teorines propinilinty atitinkamy taikinio
nukleozidy mases (lentelé 3.2). Visais atvejais buvo aptinkamas tik vieno tipo,
taikinj atitinkantis, propinilintas nukleozidas (atkreipkite démesj, kad taikiniai
parinkti taip, kad gretimy 3’ ir 5° pusése esanciy nukleotidy tipas skiriasi nuo
taikinio nukleotido). Vadinasi, su sintetiniu kofaktoriumi C/D RNP
kompleksas iSlaikeé jam btdingg labai tiksly reakcijos nukreipimg j taikinio
nukleotidg. Propinilgrupés jjungimo naSumas buvo nustatytas palyginant
atitinkamy propinilinty ir metilinty nukleozidy smailiy plotus UV
chromatogramose. Propinilinimo, lyginant su metilinimu, nasumas daugiausiai
siecké apie 35%, t.y. 10% laukinio tipo taikinyje (C34), 38% U17a, 24% A31,
17% Ae3 taikiniuose, o C56 atveju modifikuoto produkto nebuvo aptikta (pav.
3.10C). C56 atvejis jdomus: Sis taikinys C/D RNP komplekso buvo
metilinamas taip pat gerai kaip ir kiti, ir netgi geriau nei A31, taciau
propinilinimo produkty neaptikta. To priezastis galety buti aukStas ¥ stiebelio

G+C lygis. Kadangi SeAdoYn fiziologiniame buferyje suskyla (Willnow ir kt.,
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2012) daug greic¢iau nei AdoMet (Lukinavicius ir kt., 2013), nepamatuojamai
maza modifikavimo reakcijos nasuma, lygiagreciai esant to paties taikinio
naSiam metilinimui, galéty salygoti létesné hibridizacija. Vis délto, A31 taip
pat yra stipriai baziy poromis sujungtame stiebelyje, taciau jis buvo palyginti
gerai modifikuojamas. Taip pat pazZymétina, kad stebimas propinilinimo
reakcijos naSumas galéjo buti Siek tiek mazesnis nei tikrasis d¢l to, kad 2’-O-
propinil- modifikacija galbiit labiau nei metilgrupé apsunkina RNR hidrolize
P1 nukleaze. Vis délto, tai, kad reakcijos naSumas su kofaktoriaus analogu
buvo mazesnis nei su AdoMet, nestebina ir gali biiti paaiSkinta tikétinais
erdviniais trukdZiais, susidaranc¢iais de¢l stambesnés perneSamos grupés.
Galiausiai, visi Sie rezultatai rodo, kad perprogramuojant kreipiancigja RNR,
nuo C/D RNP priklausomas 2'-O-propinilinimas gali biiti nukreipiamas j
naujas pasirinktas RNR vietas.

10,6 Y G A Pav. 3.11. C/D RNP katalizuojamos

| C-propinil reakcijos, esant skirtingiems

P kreipianciosios RNR variantams ir

57 cm || / Pﬁ)# AdoMet arba SeAdoYn kofaktoriui,

] u | _ produktuy tyrimas HPLC.

o \uwk A C34 Modifikavimas buvo nukreiptas |

107 tRNR-Leu C34, Ul7a, A3l arba Ae3

pozicijas - pazyméta prie

5| - chromatogramy. Reakcija su AdoMet -

/U'pmp'"” juoda linija, su SeAdoYn - raudona

1 i linja. 1 uM C/D RNP, turintys
0. b U17a

atitinkamas  kreipiancigsias  RNR,

\:ﬂl
inkubuoti su 1 pM modeliniu tRNR
substratu, AdoMet (50 pM) arba
AMI A oropinil SeAdoYr_l . (400‘ VuM),‘ 68°C
temperattroje 30 min. ISgryninta RNR

e
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20 a5 paty p u
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spektrometrija (lentelé 3.2).
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Lentelé 3.2. Masiy spektrometrijos tyrimas HPLC chromatografijos frakcijy,
atitinkan¢iy modifikuotus nukleozidus, susidarancius po substratinés RNR
inkubacijos su C/D RNP variantais, turin€iais skirtingas kreipian¢igsias RNR.

Taikinys ir Teoriné protonuoto | Nustatytas m/z

modifikacija nukleozido masé dydis

C34(wt) Metil- 258,1084 258,1081
Propinil- 282,1084 282,1080

Ul7a Metil- 259,0925 259,0919
Propinil- 283,0925 283,0924

A3l Metil- 282,1202 282,1196
Propinil- 306,1202 306,1192

Ae3 Metil- 282,1202 282,1198
Propinil- 306,1202 306,1194

3.1.7 Programuojamas tRNR Zyméjimas fluoroforu

Sékmingai mTAG biidu jvede propinilgrupe 1 pasirinktas vietas tRNR
molekuléje, siekéme parodyti, kad, pasitelkiant ,,click chemija, prie taip
modifikuoty nukleotidy galima prijungti Zyme. Pasirinkome prijungti
fluoroforg ir tam naudojome fluorescencinio dazo Eterneono-480/635 (toliau
¢ia vadinamas tiesiog Eterneonu) azidg.

Azidy-alkiny cikloprijungimo reakcijos salygos pirmiausiai buvo
optimizuotos naudojant 24 bp DNR oligonukleotida su mTAG budu jvesta
grandine, turin¢ia galinj trigubg ry$i. DNR oligonukleotidui modifikuoti
naudota MTazé eM.Hhal ir kofaktorius Ado-6-alkyne, antrame zingsnyje -
Eterneono azidas (pav. 3.19A). Pasiektas zyméjimo nasumas, artimas 100%.
Nustatéme, kad ,.click® reakcijai néra biitina substrating DNR ar RNR
iSgryninti i§ modifikavimo reakcijos miSinio — uztenka ji papildyti azido
prijungimui reikalingais reagentais. Po modifikavimo reakcijos netgi paranku
palikti miSinyje nepanaudotg kofaktoriy ir jo skilimo produktus, taip iSlaikant
aukStesne reaguojanciy grupiy koncentracija, reikalingg efektyviam azidy ir
alkiny jungimuisi. DNR zymé¢jimo atveju fermento-substrato kompleksas po
modifikavimo reakcijos buvo iSardomas karsciu, kad modifikuotas nukleotidas

tapty geriau prieinamas fluoroforo azidui. P.abyssi C/D RNP yra termostabilus,
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todel fermento-substrato kompleksa, o kartu ir galbiit antrajam Zyméjimo
zingsniui nepalankig substratinés RNR struktiirg, pabandéme iSardyti Zinomu
RNR denatiiracijos reagentu formamidu. Po modifikavimo reakcijos pridéjus
lygy tar] Sio reagento, fluoroforo prijungimas prie modifikuoto RNR
oligonukleotido tapo pastebimai nasesnis (3 kartus rySkesnis fluorescencijos
signalas) (pav. 3.12). Po fluoroforo prijungimo RNR i$ miSinio i$valyta vienu

zingsniu — gryninimu per kolonéles (ZR RNA MicroPrep rinkiniu).

Formamidas: - +
RNP: + + - + + -
SeAdoYn: - + + - + +
. 4RNR
.7 oligonukleotidas

¢

Eterneono fluorescencija

Pav. 3.12. Modifikavimo reakcijos komponenty denatiiracija formamidu pries§
antraji Zyméjimo Zingsnj. Modelinis substratas 22 nt ilgio RNR oligonukleotidas
(10 uM) modifikuotas su wt C/D RNP (4 uM) ir SeAdoYn (400 uM) inkubuojant
65°C 60 min. Po modifikavimo reakcijos pridétas (kaip pazyméta) lygus tiris
formamido, po to — ,,click” chemijos reagentai (DMSO, CuBr, TBTA ir Eterneono-
480/635 azidas). MiSinys inkubuotas 37°C 30 min. Galiausiai RNR i$gryninta per
kolonéles (ZR RNA MicroPrep rinkiniu). Po méginiy elektroforezés PAA gelyje
iSmatuota Eterneono fluorescencija. Prie§ ,click” reakcija formamidu papildyto
meginio Eterneonu paZymétos RNR fluorescencijos signalas buvo mazdaug 3 kartus
stipresnis nei méginyje, nepaveiktame formamidu.

Substratinés tRNR molekulés, modifikuotos turimais C/D RNP
variantais, po ,.click“ chemijos reakcijos su Eterneono azidu jgavo aisky
fluorescencinj $vytéjima (pav. 3.13). Fluorescencijos signalas matomas tik ties
RNR, atitinkancia tRNR (substratg) ir jo néra ties kreipiancigja RNR (RNP
fermento dalimi). Fluorescencijos signalo taip pat nebuvo matyti kontrolinése
reakcijose be kofaktoriaus ar kreipianciosios RNR. Taigi, fluorescuojanti Zymé
buvo prikabinta tik prie tRNR molekuliy, kurios buvo modifikuotos nuo C/D
RNP priklausomu keliu. Pastebétina, kad zyméjimo naSumas trijuose naujai
uzprogramuotuose taikiniuose (Ul7a, A31 ir Ae3) buvo didesnis nei ties
laukinio tipo taikiniu (C34) ir ryskiausia fluorescencija, stebéta ties Ae3

taikiniu, virSijo C34 taikinio signalag 7 kartus. Taikiniy santykinis
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fluorescencijos rySkumo lygis mazdaug atitiko HPLC-MS metodu stebétus
propinilinimo skirtumus. Tai rodo, kad ,,click chemijos reakcija ties visais

taikiniais vyko mazdaug vienodai efektyviai.

> JA2 N g2 o * AN 9 o
M R1R2 K1 K2 O73° ¥ ¥ P M R1R2 K1 K2 P ¥ ¥° ¢
- S0n- e e B <RNR
2 - - 44—
-75nt— » ® ot SRNR
Eterneonas Etidzio bromidas

Pav. 3.13. Sekai-specifinis fluorescencinis tRNR Zyméjimas pasitelkiant C/D
RNP vykdoma fermentinj propinilinima ir ,click® chemijos reakcij3.
Substratiné tRNR (1 uM) inkubuota su C/D RNP variantais (1 uM), surinktais su
skirtingomis kreipianc¢iosiomis RNR (taikiniai nurodyti), ir SeAdoYn (400 uM),
68°C 30 min. Reakcija sustabdyta pridedant lygy tirj RNR dazo (jo sudétyje yra
95% formamido). Fluoroforo prijungimui ,,click® chemijos biidu misinys papildytas
DMSO, CuBr, TBTA ir Eterneono-480/635 azidu bei inkubuotas 37°C 1 val. RNR
iSgryninta naudojant koloné¢les. Po elektroforezés PAA gelyje iSmatuota Eterneono
fluorescencija (kairiau) ir galiausiai gelis nudazytas etidzio bromidu visai RNR
iSrySkinti (deSiniau). M - DNR dydzio standartas Ultra Low Range; R1 -
kreipiancioji sR47 RNR; R2 - nemodifikuota tRNR; K1 - kontroliné reakcija be
kofaktoriaus; K2 - kontroliné reakcija be kreipianciosios RNR. Rodyklémis
parodytos juostelés, atitinkancios tRNR ir kreipiancigsias RNR (sRNR).

Pries ,,click” reakcijas miSiniai buvo papildyti iki 50% formamidu ir tai
akivaizdziai, kaip minéta, pagerino ,,click reakcijos nasuma - tikriausiai taip
iSardant RNP-substrato kompleksg. Taciau tRNR molekuliy, o ypac i$
hipertermofiliniy organizmy, struktiira yra labai stabili ir misy ,.click®
reakcijos salygose gali biiti nepakankamai iSardyta. Tad Zyméjimo naSumo
skirtumus gal¢jo jtakoti ir RNR susisukimas, del kurio taikiniy 2°O-
propinilgrupés galéjo biti pasléptos struktiiroje. Artimiausia misy substratui
zinoma eksperimentiSkai nustatyta kristaliné struktiira yra Pyrococcus
horicoshii tRNR-Leu(CAA) molekulés, komplekse su leucil-tRNR sintaze
(PDB kodas 1wz2, Fukunaga ir kt., 2005). tRNR pirmojo antikodono
nukleotido 2°‘OH grupé yra visiSkai atsukta j tirpalg (pav. 3.14). Taip pat gerai j
tirpala eksponuotos 2°‘OH grupés buvo ir Sios struktiiros vietose, atitinkanciose

misy parinktus naujus taikinius. Zinoma, misy tRNR transkripto struktira
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gal¢jo skirtis nuo tRNR, esancios komplekse su baltymu, todél visiskai atmesti
tikimybés, kad miisy parinkti taikiniai yra skirtingai prieinami ,,click* chemijos
reagentams, negalime.

C/D RNP vykdomo RNR modifikavimo naudojant SeAdoYn kofaktoriy
priklausomyb¢ nuo reakcijos salygy (pH, joninés jégos, inkubacijos laiko) vél
buvo tikrinta stebint fluoroforo jjungimg j modifikuota tRNR. Rezultatai

patvirtino, kad tinkamiausios sglygos yra tos, kurios buvo nustatytos TLC

metodul.
Pav. 3.14. Taikinio nukleotido
{ g "T 2°OH grupé yra prieinama
’:F tirpalui.  Pyrococcus  horicoshii
2 M ; - tRNR-Leu(CAA) molekulés,
h gs esancios komplekse su leucil-tRNR
<G - sintaze, struktiira (PDB kodas 1wz2).
?‘Er:,_. ,‘_\’ - Parodytas antikodono nukleotidy
™~ A A iSsidéstymas  erdvéje.  Rodykle
~ ¢ pazyméta C34 nukleotido,

atitinkanc¢io misy laukinio tipo C/D
RNP taikinj, 2°OH grupé.

Parode, kad perprogramave kreipian€igsias RNR, nuo C/D RNP
priklausomu mTAG bidu galime modifikuoti pasirinktus nukleotidus tRNR
sekoje ir prijungti fluorofora, sickéme patikrinti tokio zyméjimo specifiSkuma.
Pirmiausiai atlikome konkurencijos eksperimentg: j tRNR modifikavimo
reakcijas su skirtingais kreipian€iyjy RNR variantais pridéjome deSimties
karty, lyginant su tRNR, molinj pertekliy 22 nt ilgio RNR oligonukleotido
(S22), turin¢io laukinio tipo sR47 atpaZinimo sekg. T.y. Sis oligonukleotidas
atitinka tRNR dalj, atpazjstamg C34 taikino modifikavimo metu. Esant tokiam
konkurenciniam substratui ir C/D RNP su laukinio tipo kreipiancigja RNR,
tRNR nebejgavo fluorescencinés zymés, zymé buvo prijungiama prie RNR
oligonukleotido (pav. 3.15). O stai tRNR zyméjimo, vykstancio esant sR47-
Ul7a ir sR47-Ae3 kreipian¢iyjy RNR variantams, Sis RNR oligonukleotidas
nepaveikeé. sR47-A31 kreipianciosios RNR atveju, tRNR Zyméjimo naSumas

sumazéjo, bet oligonukleotido Zyméjimas neisSryskeéjo. Tai gali biiti paaiskinta
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tuo, kad sR47-A31 ir laukinio tipo kreipian¢iosios RNR atpazjstama seka
dalinai persidengia (9 bp). Tikriausiai S22 oligonukleotidas konkuravo su
tRNR atpazinimo metu, taciau komplementarumo ir sgveikos stiprumo
nepakako modifikavimo reakcijai. IS viso to galima daryti iSvada, kad
propinilinimo nukreipimas yra stipriai specifinis, reikalingas visiSkas (daugiau
nei 9 nt) komplementarumas tarp SRNR kreipianciosios ir jos atpazjstamos

taikinio sekos RNR substrate.

wt (C34) U ] 7a A3 ] Ae3
S22: - + - + s
-. __'\' __‘d ,"U {RNR
sRNR
2 A R S22

E EB E EB E EB E EB

Pav. 3.15. sRNR nukreipiamo tRNR Zyméjimo specifiSkumas esant
konkuruojanéiam substratiniam RNR oligonukleotidui. Zyméjimas (taikiniai
nurodyti paveikslélio virSuje) buvo atliktas taip, kaip ir pav. 3.13, tik Siuo atveju j
propinilinimo reakcijas buvo pridéta 22 nt ilgio RNR oligonukleotido (S22), turin¢io
laukinio tipo sR47 atpaZinimo seka. Jo molinis kiekis deSimt karty virSijo tRNR
kieki Po elektroforezés PAA gelyje iématuota Etemeono ﬂuorescencija (E VaiZdaS

(EB, vaizdas deSiniau kiekvienam taikiniui). Matyti, kad laukinio tipo sRNR atveju,
esant konkurenciniam oligonukleotidui, fluorescencinis Zyméjimas nuo tRNR
persikelia ant oligonukleotido. Esant kitoms kreipian¢iosioms RNR, oligonukleotidas
néra zymimas ir iSlieka pilnas ar dalinis (A31 atveju) tRNR Zyméjimas.

Tikslios tRNR vietos, kur nuo C/D RNP priklausomai buvo jjungta Zymé,
taip pat buvo patvirtintos atvirkstinés transkripcijos uzlaikymo (RT-stop)
metodu. Zinoma, kad 2°-O-m modifikacija gali lemti atvirkstinés transkripcijos
uzlaikymg (Motorin ir kt., 2007). Miisy atveju prie 2’-O atomo prijungta daug
didesné¢ grupé¢ — fluoroforas, tad efektas turéty biiti dar stipresnis. Tirtos
gausiausiai fluorescencija pazymétos tRNR, t.y. kai zymé jvesta Ul7a, A31
arba Ae3 vietose. Lygiagreciai buvo nuskaitoma nemodifikuotos tRNR-Leu
seka Sengerio metodu. Ul7a ir A31 vietose pazyméty tRNR atvejais aiskiai

matyti pratesiant pradmenis susidar¢ nepilno ilgio produktai, kuriy ilgis
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atitinka atvirkS$tinés transkriptazes uzlaikyma ties nukleotidu, esanciu pries pat
taikinio nukleotida (pav. 3.16). Kontrolinése reakcijose tokiy produkty néra.
Tai puikiai patvirtina, kad Zymé buvo prijungta prie pasirinkty taikinio
nukleotidy. Ae3 atveju zymés prijungimo vieta Siuo metodu negaléjo biiti
patvirtinta dél to, kad sekoskaitos rezultatai aplink Ae3 taikinj neatitiko tRNR
sekos netgi panaudojus keleta skirtingy pradmeny. Tokia eksperimento baigtis
néra netikéta, nes atvirkStinés transkripcijos uzlaikymo metodo galimybes
daznai apriboja stipriai struktiirizuotos RNR vietos (Motorin ir kt., 2007).

Kablrole:Zymmista Pav. 3.16. Zyméjimo specifiSkumo tyrimas

[dNTP]  [dNTP] s 2 wis s o e vy s
D~ A C G U atvirkstines transkripcijos uzlaikymo

- . - /’C metodu. Substratiné tRNR buvo modifikuota
i g = C esant SeAdoYn kofaktoriui ir C/D RNP su
’ G skirtingomis sRNR; po to ,.click chemijos
/ : G bidu prijungtas fluoroforas Eterneonas — taip
kaip pav. 3.13. Pradmens pratgsimo
- e G atvirkStine transkripcija tyrimas rodo, kad,
44  A31  esant atitinkamos  kreipian¢iosios RNR
pagalba  pazymétai tRNR,  polimeraze
stabdoma  (parodyta  rodyklémis) ties
nukleotidu, esanc¢iu prie§ pat taikinio
nukleotidg (U17a arba A31).

3.1.7 Programuojamas modelinés pre-iRNR Zyméjimas fluoroforu

Toliau siekéme iSbandyti §; metodg paZymint ilgesng RNR molekule ir
visiSkai nesusijusig su jokiais Zinomais arché¢jy C/D RNP MTazés taikiniais.
Siam tikslui pasirinkome triugio p-globino pre-iRNR fragmenta (357 nt ilgio),
apimantj pirmuosius egzong ir introng ir dalj antrojo egzono. Taikiniais buvo
pasirinktos keturios vietos: dvi pirmajame egzone (A102 ir U168), viena
introne (C234), ir viena antrajame egzone $alia introno-egzono ribos (G308)
(pav. 3.17A). In silico sudarytas Sios modelinés pre-iRNR struktiiros modelis
rodo, kad pasirinkti taikiniai iSsidéste jvairiuose struktiiros dariniuose: kilpose
(A102 ir C234), stiebelyje (G308) ar trumpame tarpe tarp dviejy stiebeliy
(U168) (pav. 3.17B). Atitinkamos kreipian¢iosios RNR buvo sukonstruotos
pakeiciant sSR47 D kreipianciajg seka. Visy C/D RNP, surinkty su Siomis
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1 GAAUACAAGC UUGGGCUGCA CUGCUGCUUA CACUUGCUUU UGACACAACU GUGUUUACUU
61 GCAAUCCCCC AAAACAGACA GAAUGGUGCA UCUGUCCAGU GEGGAGAAGU CUGCGGUCAC
121 UGCCCUGUGG GGCAAGGUGA AUGUGGAAGA AGUUGGUGGU GAGGCCCHGG GCAGguuggu
181 auccuuuuua cagcacaacu uaaugagaca gauagaaacu ggucuuguag aaaldagagua
241 gucgccugcu uuucugccag gugcugacuu cucuccccug ggcuguuuuc auuuucucag
301 GCUGGUUGUC UACCCAUGGA CCCAGAGGUU CUUCGAGUCC UUUGGGGACC UGUCcUucC
G\, c
A 250 =o-wi(tRNA-Leu
// E C34
T 200 --A10
: B¢ 150 U168
: £ £
TP 23 100 -e—(C234
: \ 22 50
¥ 2% —+—G308
G308 (% 0
0 20 20 =o-be sRNR
Laikas, min.
D

Zyméjimo reakcijos
M RI R2 K A102 U168 C234 G308
T I N

Zyméjimo reakcijos
M Rl R2 K A102 U168 C234 G308

e-iRNR
300 nt oeeeee

100 nt
<
sRNR

Eterneonas EtidZzio bromidas

Pav. 3.17. Programuojamas sekai specifinis modelinés pre-iRNR Zyméjimas.
(A) Triusio B-globino pre-iRNR 357 nt ilgio fragmento, apimancio pirma egzong ir
introng ir dalj antrojo egzono, seka. Egzony seka uZraSyta didZiosiomis raidémis,
introno — mazosiomis. Pasirinkti keturi taikiniai. Kreipian¢iyjy RNR atpazjstamos
sekos pazymétos pilka spalva (pirmas nt néra svarbus), taikinio nukleotidas — juoda.
(B) Modelinés pre-iRNR struktiira, in silico sumodeliuota Gensilico RNA
metaserveryje. Ilgomis rodyklémis parodyti pasirinkti taikiniai, mazomis — introno
ribos. (C) C/D RNP vykdomo pre-iRNR metilinimo priklausomybé nuo pasirinkto
taikinio. 1 pM C/D RNP inkubuoti su 1 uM modeliniu pre-iRNR substratu ir 100
uM tritj turin¢iu AdoMet 68°C temperatiiroje. (D) Dviejy zingsniy fluorescencinis
modelinés pre-iRNR zyméjimas pasirinktuose taikiniuose pasitelkiant atitinkamai
uzprogramuotus C/D RNP, kofaktoriy SeAdoYn ir ,click chemija fluoroforui
Eterneonui prijungti. Eksperimentas atliktas kaip pav. 3.13. Eterneono
fluorescencijos vaizdas kairiau. To paties gelio, nudazyto etidzio bromidu visai
RNR isryskinti, vaizdas deSiniau. M - RNR dydZio standartas; R1 - kreipiancioji
sR47 RNR; R2 - nemodifikuota pre-iRNR; K - kontroliné reakcija be
kreipianciosios RNR. Rodyklémis parodytos juostelés, atitinkan¢ios pre-iRNR ir
kreipiancigsias RNR (sRNR).
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SRNR, metilinimo aktyvumas esant pre-iRNR substratui buvo panaSus |
aktyvumg esant laukinio tipo kreipianciosios RNR ir jos atpazjstamo substrato
porai - sR47 ir tRNR-Leu (Pav. 3.17C). Dviejy zingsniy fluorescencinis
zyméjimas taip pat buvo sékmingas visuose keturiuose taikiniuose (Pav.
3.17D), taciau fluorescencijos intensyvumas nebuvo vienodas ir nekoreliavo su
metilinimo nasumu - taip pat kaip ir matéme tRNR-Leu substrato atveju.
Galiausiai, metodo specifiSkumui parodyti, tos pacios modifikacijos ir
zyméjimo reakcijos buvo atliktos misinyje esant abiems - tRNR ir pre-iRNR -
substratams ir méginiams besiskiriant tik kreipianciosiomis RNR. Pastarosios
buvo parinktos i§ RNP kataliz¢ nukreipianciyjy tiek j pre-iRNR, tiek j tRNR
specifines vietas (pav. 3.18). Gauti rezultatai patikimai parodé, kad C/D RNP
vykdomas Zymeéjimas yra nukreipiamas ] uzprogramuotg RNR substratg

nepriklausomai nuo miSinyje esanciy kity RNR molekuliy.

Zyméjimo reakcijos Zyméjimo reakcijos
M R1 R2 R3 K ‘75&0"@0"’@0&?& M_R1 R2 R3 K $g%0\@%0%§%0<\@v&
: ! ! . L300 it BB . ' ' ' ' ' ' <Pre-iRNR
gt - g - - cees e b R
75 nt - 2R EE R SRR
Eterneonas Etidzio bromidas

Pav. 3.18. C/D RNP vykdomo RNR Zyméjimo specifiSkumas substratui.
Eksperimentas buvo atliktas kaip pav. 3.13 ir 3.18D, iSskyrus tai, kad reakcijos
miSinyje buvo abu modeliniai substratai — pre-IRNR ir tRNR. Kiekviename
meéginyje buvo skirtinga kreipian¢ioji RNR, reakcija nukreipianti } A102, U168 arba
G308 pre-iRNR molekuléje, arba | Ul7a arba Ae3 tRNR molekuléje — kaip
nurodyta paveikslo virSuje. Eterneono fluorescencijos vaizdas kairiau, to paties
gelio, nudazyto etidzio bromidu visai RNR isrySkinti, vaizdas deSiniau. M - DNR
dydzio standartas Ultra Low Range; R1 kreipiancioji sR47 RNR; R2 - tRNR; R3 -
pre-iRNR; K, kontroliné reakcija be kreipianciosios RNR. Rodyklémis parodytos
juostelés, atitinkancios pre-iRNR, tRNR ir kreipianc¢igsias RNR (sRNR).

3.2 Bioortogonalus sekai specifinis DNR Zyméjimas

Aktyvuoty grupiy pernasa nuo sintetiniy AdoMet analogy panaudojant

MTazes (mTAG metodas) intensyviai tiriama ir taikoma DNR Zzyméjimui.
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Baltymy inZinerijos biidu DNR citozino 5-os padéties MTazes Hhal aktyvus
centras buvo prapléstas taip, kad Sis fermentas tapo alkiltransferaze, efektyviai
perneSancia prailgintas grupes nuo sintetiniy kofaktoriaus AdoMet analogy.
mTAG reakcijose ji yra aktyvesné nei su AdoMet ir efektyviai naudoja
kofaktoriaus analogus aplinkoje esant gamtinio kofaktoriaus. Taip pakeista
M.Hhal islaiké savo taikinio specifiSkumg — modifikuojamas pirmasis
citozinas GCGC sckoje (pabrauktas) (LukinaviGius ir kt., 2012). Si pakeisto
transferazinio aktyvumo M.Hhal pavadinta eM.Hhal (nuo angl. engineered).
Lygiagreciai MTaziy inZinerijai buvo susintetinta eil¢ kofaktoriaus analogy,
turin€iy prailgintas perneSamas grandines su jvairiomis funkcinémis grupémis
ir parodytas jy aktyvumas su eM.Hhal. Nuspresta ; eM.Hhal naudojamy
sintetiniy kofaktoriy arsenalg jtraukti ir tokius, kurie turi azidy-alkiny
cikloprijungimo (,,click® chemijos) reakcijai tinkamas funkcines grupes. Ado-

6-alkyne turi galinj triguba rysj, o Ado-6-azide — azidogrupe. Abiem atvejais

A B
GCGC
NN\ st AVAVAVAVAVAVS
Ado-6-alkyne Ado-6-azide
Il N;
A L’\
GCGC GCGC
RN 2% R 5 ROR( NN\ roteteteAVAVATS

Pav. 3.19. DNR mTAG Zyméjimas, panaudojant MTaz¢ eM.Hhal ir sintetinius
kofaktorius Ado-6-alkyne (A) bei Ado-6-azide (B), ir azidy-alkiny cikloprijungima.
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perneSamos grupés pagrindg sudaro Sesiy anglies atomy grandiné su kofaktoriy
aktyvuojancia triguba jungtimi B padétyje (pav. 3.19). Zinoma, kad tokios
konstrukcijos kofaktoriai yra puikiai tinkami mTAG reakcijoms: stabiliis
reakcijos tirpale 37°C temperatiroje ir aktyvis eM.Hhal katalizuojamoje
reakcijoje (Lukinavicius ir kt., 2013). Remiantis eM.Hhal katalizuojamos
reakcijos su sintetiniais kofaktoriais ypatumais (sékmingai veikia miSinyje
esant AdoMet ir laukinio tipo MTazés daZzniausiai neperneSa tokiy ilgy
grandiniy), ir azidy-alkiny susijungimo bioortogonalumu, buvo galima manyti,
kad $i molekuliniy jrankiy sistema yra tinkama Zyméti DNR sudétinguose

biologiniy molekuliy miSiniuose, jskaitant lasteliy lizata.

3.2.1 eM.Hhal aktyvumas su sintetiniais kofaktoriais

Fermentinis eM.Hhal aktyvumas su Ado-6-alkyne ir Ado-6-azide
pirmiausiai buvo nustatytas naudojant modelinj substrata 24 bp ilgio
dvigrandininj DNR oligonukleotidg, turintj vieng Hhal atpazinimo seka. Po
modifikavimo reakcijos DNR buvo fermentiSkai suskaldyta iki nukleozidy ir
jie istiti HPLC-MS metodu. Nustatyti nauji junginiai su panasiais UV
sugerties spektrais, bet ilgesniu chromatografinio uzlaikymo laiku nei biidinga

B Modifikuoto deoksicitidino
masiy spektrai

okt-2,7-diinil-dC  6-azido-heks-2-inil-dC

)\ | * (N+H]" IN+H]"
o ] 332,1624 349,1631
| 8 100
dRibozé s x
‘ © [B+H] +
" £ 50 216,143 {EH]
| ; > 233,147
JL\ : __Ado-6-azide ¢ I \ \ |
.......... - Ado-6-alkyne 3 -
20 25 30 D0t bt e e

100 200 300 400 100 200 300 400
Chromatografijos laikas, min. m/z m/z

Pav. 3.20. HPLC-MS tyrimas produkty, gauty po eM.Hhal vykdomo DNR
modifikavimo esant kofaktoriams Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide. 0,5 uM
eM.Hhal, 33 uM substratinis 24 bp ilgio oligonukleotidas, turintis vieng Hhal
atpazinimo seka, ir 300 uM kofaktorius Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide inkubuoti
37°C temperatiiroje 4 val. Po reakcijos MTazé iSaktyvinta palaikant 80°C 20 min, 0
DNR iSsodinta etanoliu. Po to DNR fermentiskai suskaidyta iki nukleozidy. Gautas
nukleozidy miSinys iStirtas HPLC-MS metodu. (A) Azg chromatogramoje matyti
smailés, atitinkan¢ios naujus deoksicitidino darinius. (B) Siy smailiy masiy
spektruose rastos m/z vertés atitinka teorines mases protonuoto deoksicitidino (N+H)
ir protonuotos citozino bazés (B+H) su prijungtomis perneSamomis grupémis,
atitinkanc¢iomis naudotg sintetinj kofaktoriy.
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nemodifikuotam deoksicitidinui (pav. 3.20). Kontroliniuose méginiuose be
MTazés arba be kofaktoriaus nerasta jokiy modifikuoty nukleozidy. Siy naujy
junginiy masiy spektruose rastos m/z vertés patikimai atitiko teorines
atitinkamai modifikuoto deoksicitidino molekulines mases. Be to, masiy
spektrometrijos metu citozino baz¢ atskyla nuo ribozeés, tad buvo aptiktos ir
m/z vertés, atitinkancias teorines modifikuoto citozino molekulines mases.
Nebuvo aptikta jokiy kity modifikuoty nukleozidy. Visa tai patvirtina, kad nuo
tirty sintetiniy kofaktoriy ant DNR, nuo eM.Hhal priklausomu budu, ant
citozino bazeés buvo pernesta visa prailginta grupé.

Siekiant metodo panaudojimo DNR Zyméjimui sudétinguose misiniuose,
tokiuose kaip in vivo ar ex vivo eksperimentai, pageidautina, kad mMTAG
reakcijos vykty netgi miSinyje esant gamtinio Kkofaktoriaus AdoMet.
Kofaktoriy  konkurencijos eksperimentui  pasirinkome daugiakopijing
rekombinanting plazmid¢ pAGHgE119H, kuri turi 14 Hhal taikiniy, netolygiai
pasiskirs¢iusiy sekoje (pav. 3.21A). Modifikacijos reakcijos vykdytos esant
AdoMet ir sintetinio kofaktoriaus Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide miSiniams,
kuriuose bendra kofaktoriy koncentracija buvo pastovi, taciau skyrési jy
santykis. Prie modifikuotos DNR, papildzius miSinj reikiamais reagentais,
,click chemijos biidu buvo prijungtas tinkamg funkcine grupe turintis
fluoroforas: Alexa647 azidas Ado-6-alkyne atveju ir MegaStokes608
ciklooktinas Ado-6-azide atveju. Alexa647 azido prijungimui prie galinés
trigubos jungties buvo reikalinga Cu® katalizé. O prie pernestos azidogrupés
jungiamas (MegaStokes608) fluoroforas buvo pasirinktas toks, kuris turi
trigubg jungtj ciklooktino Ziede ir dél ziedo jtampos alkino-azido susijungimui
nebereikia jokiy pagalbiniy medziagy (Nagy ir kt., 2010). ISsodinant etanoliu
arba kolon¢liy pagalba iSvalyta DNR sukarpyta R.Hincll ir R.Pscl
endonukleazémis, susidarant trims DNR fragmentams: 1899 bp su 9-iais Hhal
taikiniais, 1502 bp su 5-iais ir 970 bp, kuriame néra Hhal taikiniy. Gauti DNR
fragmentai atskirti elektroforeze agarozés gelyje ir iSmatuota prijungtos Zymeés
fluorescencija. ISryskéjo, kad eM.Hhal vykdoma prailginty grupiy pernasa nuo

Ado-6-alkyne ir Ado-6-azide puikiai vyksta Siems kofaktoriams konkuruojant
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su AdoMet: prijungto dazo fluorescencija matoma netgi tuose méginiuose, kur
sintetinio kofaktoriaus buvo tik 17%. O did¢jant sintetinio kofaktoriaus daliai,

jjungto fluoroforo kiekis didéja (pav. 3.21B,C).
A R.Hincll
o

B

AdoMet 'AdoMet
Ado-6-alkyne Ado-6-alkyne
M K 0 17 33 50 67 83 100% M K 0 17 33 50 67 83 100%

Hhal

= taikiniai
=22
w‘r“ e R i)
Alexa647 Etidzio bromidas
3
AdoMet AdoMet

Ado-6-azide Ado-6-azide‘
0 17 33 50 67 83 100%

M K 0‘177 33_5_ 67 83 100%
0Pt 1 B Hhal
taikiniai

MegaStokes608 EtidZio bromidas

Pav. 3.21. Sekai specifinis fluorescencinis DNR Zyméjimas panaudojant
eM.Hhal ir sintetinius kofaktorius Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide, miSinyje
esant gamtinio kofaktoriaus AdoMet, in vitro. Plazmidé pAGH6E119H (0,25 uM
Hhal taikiniy) modifikuota inkubuojant su eM.Hhal (0,125 pM) ir AdoMet bei
Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide kofaktoriy miSiniais, kuriuose bendra kofaktoriy
koncentracija buvo pastovi (50 puM), taciau skyrési jy santykis. Sintetinio
kofaktoriaus dalis miSinyje procentais nurodyta paveikslélyje. Kontroliniuose
méginiuose (K) nebuvo jokio kofaktoriaus. Prie modifikuotos DNR ,click®
chemijos badu buvo prijungtas fluoroforas su tinkama funkcine grupe: Alexa647
azidas Ado-6-alkyne atveju ir MegaStokes608 ciklooktinas Ado-6-azide atveju.
ISvalyta DNR sukarpyta R.Hincll ir R.Pscl endonukleazémis. Galiausiai, DNR
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fragmentai atskirti elektroforeze agarozés gelyje ir iSmatuota prijungtos zymés
fluorescencija bei nudazyta etidzio bromidu visai DNR iSryskinti. M — DNR dydzio
standartas 1 kb DNA Ladder. (A) Schema, parodanti Hhal taikiniy (pazymeéti
rutuliukais) issidéstyma pAGHE119H plazmidéje ir naudoty restrikcijos
endonukleaziy kirpimo vietas. (B) DNR mTAG zyméjimas naudojant kofaktoriy
Ado-6-alkyne ir Alexa647 azidg. Modifikuota DNR po elektroforezés nudazyta
etidzio bromidu ir iSmatuota Alexa647 (635 nm lazeriu) bei etidzio bromido (473
nm lazeriu) fluorescencija. (C) DNR mTAG zymé&jimas naudojant kofaktoriy Ado-
6-azide ir MegaStokes608 ciklookting. Po elektroforezés pirmiausia buvo iSmatuota
MegaStokes fluorescencija, po to gelis nudazytas etidzio bromidu.

Fragmenty su pazymétais Hhal taikiniais rySkumo santykis teoriSkai
turéty biti 9:5, t.y. 64:36% nuo bendros sumos. [Smatuotasis santykis atitiko
Siuos skaiCius ir nepriklausomai nuo sintetinio kofaktoriaus koncentracijos
buvo intervale 68:32% - 60:40%. Vadinasi, Zymés jvedimas tarp taikiniy
pasiskirsto tolygiai, néra jtakojamas DNR sekos konteksto. Fragmentas,
neturintis Hhal taikiniy, visiSkai nejgavo pastebimos fluorescencijos — tai rodo

auksta miisy sistemos specifiSkuma.

3.2.2 Sekai specifinis DNR Zyméjimas fluoroforu lasteliy lizate

Toliau tyréme, ar miisy dviejy stadijy DNR Zym¢jimo reakcija, paremta
bioortogonalia chemija, yra galima bakterijy Iasteliy lizate. Preliminaris
eksperimentai parodé, kad Siam tikslui labiausiai tiks Ado-6-azide, nes jo
atveju galima naudoti ,,click® chemija, kuriai nereikalinga vienvalenc¢io vario
katalize.

E.coli ER2267 lgstelés, turincios pAGHgE119H plazmidg, buvo suardytos
lizocimu ir j lizatg pridéta eM.Hhal (iki 2 uM) bei Ado-6-azide arba AdoMet
(kontrolinéje reakcijoje) (iki 50 uM). Siekdami tiesiogiai — be fluoroforo
prijungimo zingsnio - patikrinti, kaip efektyviai DNR modifikacija vyksta
lasteliy lizate, po inkubacijos plazmides iSgryninome kolonéliy pagalba ir
karpéme metilinimui jautriomis endonukleazémis R.Hin6l ir R.McrBC.
R.Hin6l kerpa tik nemodifikuotas placigja prasme (t.y. nemetilintas ir kitaip
nemodifikuotas) GCGC sekas. R.McrBC kerpa salia GCGC tik jeigu $i seka

yra metilinta, ir nekerpa, jei seka nemodifikuota arba modifikuota
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prailgintomis grupémis (Lukinavi¢ius ir kt., 2012). Pasirodé, kad didzioji
dauguma Hhal atpazinimo seky turi modifikacijg, dél kurios nei R.Hin6l, nei
R.McrBC nebekerpa DNR (pav. 3.22). Vadinasi, eM.Hhal lizate puikiai
pernesa prailgintas grupes. Lastelése AdoMet koncentracija yra apie 300 UM
(Cheng ir Blumenthal, 1999). Kadangi surinkta biomasé buvo suspenduojama
ne maziau nei deSimt karty didesniame nei jos turyje, lizate lasteliy
citoplazmos turinys buvo praskiestas ir, atitinkamai AdoMet koncentracija
gal¢jo buti vienety-deSim¢iy uM eilés. Tad sintetinio kofaktoriaus
modifikavimo reakcijoje buvo apie kelis-desimt karty daugiau nei AdoMet ir
nenuostabu, kad eM.Hhal beveik tik jj ir tenaudojo. Taigi, taip gauname
plazmides, kuriose modifikuoti visi GCGC taikiniai (visiskai nekerpa R.Hin6I,
pav. 3.22, takelis 8) ir didziojoje daugumoje atvejy yra pernesta ne metil-, 0
prailgintoji grupé (pav. 3.22 palyginkite takelius 3, o taip pat 12, — visiskai
nemetilinta ir nesukirpta, takelj 6 — visiSkai metilinta ir sukirpta bei takelj 9 —
matosi tik neZymis karpymo pédsakai, o didzioji dalis plazmidés apsaugota

nuo karpymo). Analogiski rezultatai gauti ir su Ado-6-alkyne.

Kofaktorius: - AdoMet Ado-6-azide
eM.Hhal: = + -+ -

Nukleazé: - H M - H M - H M - H M L

r
' Wwe pBaeow (=)

— -— e ! ——
e

-3 kbp

{ (e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Pav. 3.22. Plazmidinés DNR mTAG modifikavimas bakteriju lasteliy lizate.
E.coli ER2267 lastelés, turinCios plazmide pAGHgE119H, suardytos lizocimu ir j
lizatg pridéta eM.Hhal (iki 2 puM) bei Ado-6-azide arba AdoMet (iki 50 puM). Po
inkubacijos plazmidés iSgrynintos kolonéliy pagalba ir karpytos endonukleazémis
R.Hin6l (takeliai H) ir R.McrBC (takeliai M). R.Hin6l kerpa DNR ties
nemodifikuotais Hhal taikiniais (takeliai 2 ir 11), bet nekerpa ties modifikuotais
(takeliai 5 ir 8); R.McrBC kerpa DNR S$alia metilinty Hhal taikiniy (takelis 6); nei
viena i§ §iy nukleaziy nekerpa GCGC taikiniy, modifikuoty prailgintomis alkilo
grupémis. DNR, modifikuota naudojant eM.Hhal ir Ado-6-azide, buvo atspari abiejy
nukleaziy veikimui (takeliai 8 ir 9). L — DNR dydzio standartas DNA Ladder mix.
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Galiausiai, buvo istirta galimybé abu DNR Zyméjimo zingsnius - Sekali
specifini DNR mTAG alkilinimg ir nekatalizuojama ,,click® reakcijg — paeiliui
atlikti bakterijy lasteliy lizate. Tam E.coli lgsteles, turin¢ias pAGHE119H
plazmidg, suardéme lizocimu ir paveikéme eM.Hhal ir kofaktoriumi Ado-6-
azide kaip ankstesniame eksperimente. Antrajam zZyméjimo Zingsniui jvykdyti
inkubavimas tiesiog buvo pratestas pridéjus MegaStokes608 ciklooktino. Po to
plazmidiné DNR buvo iSgryninta, sukarpyta endonukleazémis R.Hincll bei
R.Pscl ir gauti trys fragmentai atskirti elektroforeze agarozés gelyje kaip ir
sintetiniy kofaktoriy konkurencijos su AdoMet eksperimente (3.2.1). Stebétas
MegaStokes608 fluorescencijos intensyvumo pasiskirstymas visiSkai atitiko
GCGC taikiniy skaiciy sukarpytos plazmidés fragmentuose ir nebuvo matomas
kontroliniuose meéginiuose bei fragmente, neturinc¢iame Hhal taikiniy (pav.
3.23). Kitaip tariant, fluoroforo jjungimas ; DNR buvo priklausomas nuo
eM.Hhal, kofaktoriaus Ado-6-azide ir Hhal taikiniy skai¢iaus fragmente, bei
specifiskas tik $iems taikiniams. Sis eksperimentas parodé, kad naudodami
miisy MTazes ir sintetinio kofaktoriaus sistemag galime atlikti sekai specifinj

lastelinés DNR zyméjima lgsteliy lizate.

Pav. 3.23. Sekai specifinis dviejy Zingsniy DNR Zyméjimas lasteliy lizate. E.coli
ER2267 lastelés, turincios plazmid¢e pAGHE119H, suardytos lizocimu, ] lizatg
pridéta eM.Hhal (iki 2 uM) bei Ado-6-azide (iki 50 pM) ir inkubuota 3 val. 37 °C.
Pridéjus MegaStokes608 ciklooktino (iki 200 uM) inkubacija prategsta dar 3 val. Po
to plazmidiné DNR iSgryninta ir sukarpyta endonukleazémis R.Hincll ir R.Pscl.
Gauti DNR fragmentai atskirti elektroforeze agarozés gelyje ir iSmatuota
MegaStokes608 fluorescencija (kairiau); po to visa DNR nudazyta etidZio bromidu
(deSiniau). M - DNR dydzio standartas 1 kb DNA Ladder.
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3.3 Rezultaty aptarimas

Nukleoriig§¢iy tyrimams reikalingi molekuliniai jrankiai, leidZiantys
specifiskai, tik prie tam tikry seky, tam tikrose polinukleotidinés grandinés
vietose, prijungti norimus reporterinius ar giminingumo Zymenis. Sioje
disertacijoje apraSytais darbais atvertos naujos mTAG taikymo galimybés
specifiniam RNR ir DNR Zyméjimui. RNR atveju buvo pasiekta specifinio
taikinio pasirinkimo laisvé iki beveik bet kurio norimo sekos nukleotido. DNR
zymejimui parodyta galimybé visg Zyméjimo procediirg atlikti netgi tokiuose
sudétinguose biologiniuose misiniuose kaip 1gsteliy lizatas.

Abiem atvejais Zyméjimo antrojo  zingsnio metu  naudota
bioortogonalumu pasizyminti azidy-alkiny cikloprijungimo (AAC) reakcija. Ji
leidZia antrgjj Zyméjimo zingsnj — cheminj Zymeés prijungimg prie fermentiskai
jvestos funkcinés grupés — atlikti nesusiduriant su kryzminiy reaktyvumy
keliamais apribojimais. Todél pastaruoju metu AAC panaudojimas sparciai
plinta biochemijos ir kituose tyrimuose, taip pat ir mTAG (Motorin ir kt.,
2011; Artyukhin ir Woo, 2012; Peters ir kt., 2010; Islam ir kt., 2011; Wang ir
kt., 2011; Willnow ir kt., 2012; Bothwell ir kt., 2012). Jis pasiteisino ir Sioje
disertacijoje aprasomy darby metu.

3.3.1 Programuojamas sekai specifinis RNR Zyméjimas panaudojant
archéjy C/D RNP

Visose iki Siol apraSytose mTAG sistemose taikinio pozicijos yra
apsprestos kiekvienos MTazés substratinio specifiSkumo, kuris negali biiti
pakeistas paprastos biomolekuliy inZinerijos biidu. Kartais tai gali tapti kertiniu
trikumu, siekiant pazZyméti natiiralias biologiSkai aktyvias molekules, kadangi
dauguma metilinimo taikiniy jau bus metilinti in vivo ir todé¢l nebegalés biiti
pazyméti naudojant atitinkamus gamtinius fermentus. Arba tiesiog prireikus
pazymeéti pozicija, kuri néra nei vienos laukinio tipo MTazés taikinys.

Mes surinkome fermenting-chemine sistemg, tinkama sintetiniu biidu

programuojamam  sekai  specifiniam  kovalentiniam RNR  molekuliy
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funkcionalizavimui ir zyméjimui in vitro. Sistema pagrista C/D
ribonukleoproteininio (RNP) komplekso aktyvumu. Komplekso baltymai yra
lengvai 1Sgryninami. Kreipianc¢iosios RNR sekds, kuri taikinio sekg atpaZjsta
komplementarumo principu, pakeitimui reikalingi DNR oligonukleotidai
lengvai prieinami komerciskai. Pakeitimas DNR lygmenyje, pagristas sendsios
sekos 1Skirpimu restrikcijos endonukleazémis ir sintetiniy oligonukelotidy
jsiuvimu, bei transkripcija in vitro leidzia greitai ir paprastai gauti reikiama
kreipiancigjg RNR.

Chemin¢ sistemos dalis — sintetinis MTazés kofaktorius. Tarp iStirty
kofaktoriaus AdoMet analogy, SeAdoYn, turintis perneSamg prop-2-inilgrupg
ir seleno atomg vietoje sieros, pasirodé¢ esgs labiausiai tinkamas C/D RNP
vykdomai reaktyviy funkciniy grupiy pernasai. Sieros atomg ir prop-2-
inilgrupe turintis kofaktoriaus analogas yra labai nestabilus neutraliuose ir
Sarminiuose vandeniniuose tirpaluose dél greito vandens molekulés prijungimo
prie perneSamos grupés (Islam ir kt., 2011; Willnow ir kt., 2012; Lukinavicius
ir kt., 2013). Lyginant su kofaktoriaus analogais, turinciais ilgesnes Sonines
grandines, SeAdoYn privalumas, tikriausiai, yra nedidel¢ perneSama grupé,
kuri gali geriau jsikomponuoti laukinio tipo fermento aktyviajame centre.

Siekiant C/D RNP pagalba pernesti ilgesnes grandines su jvairesnémis
funkcinémis grupémis, buvo bandyta racionalios baltymy inZinerijos bidu
praplésti P.abyssi fibrilarino aktyvyji centra. Taciau dél aktyviojo centro
aminoriig8¢iy svarbaus vaidmens katalizeje, galimy pakeitimy pasirinkimas
buvo labai mazas, o ir vienintel¢ galima mutacija A152G nedave laukto
rezultato. Visa tai leidZia manyti, kad aktyvaus centro erdviné inZinerija gali
biiti netinkama §iai fermenty grupei.

Su SeAdoYn pavyko gauti iki mazdaug 30% modifikuoto substrato, kai
metilinimo naSumas buvo artimas 100%. Taciau net ir dalies substratiniy
molekuliy zyme¢jimas yra pakankamas daugeliui taikymy: pvz., tokiems
eksperimentams kaip vienos molekulés tyrimai arba sekai specifinis biotino ar
Kito giminingumo Zymens prijungimas siekiant norimos RNR praturtinimo.

Metilinimo efektyvumo skirtumai (in vitro) skirtinguose taikiniuose yra
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budingas archéjy C/D RNP bruozas (Appel ir Maxwell, 2007). Buvo manoma,
kad tai apsprendzia struktiiros, kurig reikia iSardyti hibridizuojantis
kreipianc¢iajai RNR, stabilumas. Tac¢iau propinilgrupés prijungimo nasumas ne
visada santykinai atitinka metilinimo naSumg toje pacioje vietoje. Didelis
zymejimo intensyvumas, stebétas tRNR substrato pozicijose Ul7a ir Ae3,
gerai koreliuoja su aukstu metilinimo lygiu esant kofaktoriui AdoMet ir gali
buti paaiskintas tuo, kad Sie taikiniai, lyginant su likusiais, yra maziau G+C
turtingose srityse. Kity trijy tRNR pozicijy atveju stebétos prieStaringos
tendencijos: pvz., C34 ir C56 atvejais metilinimas palyginti efektyvus, o
propinilgrupés prijungimas - ne. Todél manome, kad pernasos reakcijai jtakos
turi taikinio sekds bei susidarancio kreipianc¢iosios-substratinés RNR duplekso
pobiidis. DNR MTaz¢ Hhal ir kitos, metilinancios bazes polinukleotidinése
grandinése, taikinio bazg¢ i1Ssuka i§ DNR spiralés ; savo aktyvyji centra
(Klimasauskas ir kt., 1994; apzvelgta Roberts ir Cheng, 1998). Taip bazé
,18traukiama® 1§ struktiros bei sekos konteksto ir metilinama tarsi atskiras
mazamolekulinis taikinys. C/D RNP atveju RNR dupleksas iSsidésto arti
suriSto kofaktoriaus bei kai kuriy aktyvaus centro aminorugsciy (Lin ir kt.,
2011). Tad sekos variacijos aplink taikinio nukleotidg gali lemti skirtingg Siy
svarbiy Katalizés dalyviy cheming aplinkg ir konformacija.

Apibendrinant, trys i§ keturiy naujai pasirinkty taikiniy tRNR substrate ir
visi keturi pre-iRNR buvo sékmingai pazyméti in vitro pasitelkus miisy C/D
RNP ir sintetinio kofaktoriaus sistemga. Taigi, $i sintetiSkai uZprogramuojama
sistema potencialiai gali buti pritaikyta zymint RNR taikinius jvairiems
vizualizacijos ir giminingumu pagristiems eksperimentams. Gamtinése RNR
esanc¢ios modifikacijos gali trukdyti kreipianciosios RNR hibridizacijai ir/arba
gali buti jau modifikuota taikinio nukleotido 2°-O pozicija. Todél siekiant
aukSto zymejimo efektyvumo, galima iSbandyti kelis modifikacijos taikinius
norimoje RNR, ar netgi kelis greta esan¢ius nukleotidus norimoje RNR srityje.
Daugeliui tyrimy gali biiti svarbi galimybé pazyméti taikinius, kurie néra
modifikuojami jokiy laukinio tipo fermenty — miisy metodas suteikia galimybe

visa tai padaryti.
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3.3.2. Selektyvus DNR Zyméjimas biologinése sistemose

Racionali DNR citozino-5 MTaziy aktyvaus centro inzinerija ir miisy
skyriuje sukurti AdoMet analogai, kuriy pagrindas yra heks-2-inilgrupé,
suteikia tvirta pagrindg jvairiems mTAG panaudojimams, jskaitant dviejy
zingsniy sekai specifini DNR Zzyméjima. Ado-6-alkyne ir Ado-6-azide
kofaktoriy perneSamosios grandinés yra santykinai ilgos: 8-9 atomy ilgio
(neskaiCiuojant vandenilio). Anksciau apraSyti kofaktoriai daznai turéjo
nedideles perneSamas grupes ir buvo numatyti darbui su laukinio tipo
MTazémis (Dalhoff ir kt., 2006; Peters ir kt., 2010; Motorin ir kt., 2011;
Artyukhin ir Woo, 2012; Willnow ir kt., 2012). Pastaroji strategija leidzia
patikrinti sintetinio kofaktoriaus veikimg su placiu spektru fermenty, ir netgi
tirti iStisus lasteliy metilomus (Bothwell ir kt., 2012). Taciau kai kuriems
taikymams neparanku tai, kad S§ie kofaktoriai néra specifiniai norimam
fermentui, jie gali biiti naudojami ne tik dominanciy, bet ir kity miSinyje
esanciy MTaziy. Be to, laukinio tipo fermenty atveju AdoMet visada stipriai
konkuruoja su sintetiniais kofaktoriais. Laukinio tipo MTaziy veikla su ilgas (>
5 atomy) pernesamas grandines turinciais kofaktoriais yra apsunkinta, o daznai
ir negalima, kaip parodyta tirtant DNR (Lukinavicius ir kt., 2007, 2012) ir
baltymy MTazes (Islam ir kt., 2011; Wang ir kt., 2011; Willnow ir kt., 2012).
Nors pasitaiko ir laukinio tipo MTaziy, veikianciy su jvairiais kofaktoriaus
analogais, pavyzdziui, DNR MTazé Taql (Dalhoff ir kt., 2006; Lukinavicius ir
kt., 2007). DNR (Lukinavi¢ius ir kt., 2007, 2012) ir baltymy (Islam ir kt.,
2011; Wang ir kt., 2011) MTaziy sukurta tokiy mutantiniy formy, jskaitant
eM.Hhal, kurios puikiai veiké su ilgesnes perneSamas grandines turinciais
kofaktoriais, kartu stipriai sumazéjus jy aktyvumui su AdoMet. Taip gaunama
1§ dalies bioortogonali MTazés-kofaktoriaus sistema: fermentas vis dar Siek
tieck veikia su AdoMet, taCiau ji miSinyje lengvai nukonkuruoja sintetinis
kofaktorius; ir nors iSlieka nedidelé tikimybé, kad kai kurios laukinio tipo

MTazés taip pat gali buti aktyvios su pasirinktu sintetiniu kofaktoriumi,
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dauguma jo nenaudos. Tokios su kitomis MTazémis ir AdoMet
nepersidengiancios fermento-kofaktoriaus sistemos — tai galimybé specifiskai
zyméti norimus taikinius sudétinguose biomolekuliy miSiniuose. Mes
parodéme, kad turint tokig dalinai bioortogonaliag MTazés-kofaktoriy sistema,
DNR galima specifiskai modifikuoti ir lgsteliy lizate, nepaisant ten esanciy kity
MTaziy ir gamtinio kofaktoriaus AdoMet. Galiausiai, modifikavus DNR AAC
chemijai tinkamomis funkcinémis grupémis, lizate galima atlikti ir antra;jj
Zymejimo Zingsnj.

Tokia pakankamai ilga grandiné, kaip hex-2-inil- su galine funkcine
grupe, pernesta ant taikinio molekulés lemia geresnj galinés funkcinés grupés
priecinamumg ir didesnj jos reaktyvumg, o tai yra naudinga efektyviam
modifikuotos molekulés susijungimui su kitais stambiais junginiais ar
didelémis biomolekulémis. DNR modifikacijos atveju stambis junginiai,
prijungti prie ilgy linijiniy Soniniy grandiniy dazniausiai yra geriau toleruojami
DNR polimeraziy, lyginant su esanciais ant trumpesniy jungtuky (Weisbrod ir
kt., 2008). Tai svarbu efektyviam pazymétos DNR padauginimui ir analizei
PGR bei sekoskaitos metodais. [vairiy MTaziy ir kofaktoriy kombinacijos
galéty biiti panaudotos ,,daugiaspalviam® sekai specifiniam DNR Zyméjimui.

Ado-6-azide kofaktorius jau sékmingai pritaikytas epigenominiams
tyrimams specifiSkai prijungiant Zymenis ir praturtinant nemodifikuotas,

epigenetiSkai nepazymeétas zmogaus genomo vietas (Kriukiené ir kt., 2013).
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ISVADOS

1. Pyrococcus abyssi C/D ribonukleoproteininis kompleksas (RNP)
katalizuoja sekai-specifing prailginty Soniniy grandiniy (iki 5 anglies
atomy ilgio) pernasa nuo sintetiniy gamtinio kofaktoriaus S-adenozil-L-
metionino (AdoMet) analogy ant taikinio nukleotido substratin¢je RNR

in vitro.

2. Naudojant C/D RNR su sintetiSkai pakeistomis kreipianc¢ioSiomis
sekomis, C/D RNP vykdoma prop-2-inilgrupés pernasa nuo sintetinio
kofaktoriaus SeAdoYn gali biiti nukreipta j pasirinktus substratinés RNR

nukleotidus.

3. C/D RNP katalizuojama prop-2-inilgrupés pernasa ir po jos vykdoma
azidy-alkiny cikloprijungimo (,,click®) reakcija gali biiti naudojama sekai

specifiniam jvairiy substratiniy RNR zZymé&jimui in vitro.

4. DNR metiltransferazé Hhal (variantas Q82A/Y254S/N204A) efektyviai
katalizuoja sekai specifing heks-2-inil- Soniniy grandiniy, turin¢iy
galines alkinil- arba azido- grupes, pernasg nuo sintetiniy kofaktoriaus
analogy (atitinkamai Ado-6-alkyne arba Ado-6-azide) ant DNR in vitro.
Si fermentiné pernasa ir tolesnis fluoroforo prijungimas ,,click® reakcijos

pagalba gali buti atlieckami bakterijy lasteliy lizate.
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