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IVADAS

Zmogaus genomo projektas pradéjo masiniy tyrimy era molekulingje
biologijoje: viena po kitos nustatomos genomy ir metagenomy sekos, atlickami
masiniai paraleliniai geny raiSkos ir epigenetiniy modifikacijy tyrimai, kuriami
bioinformatiniai jrankiai gauty duomeny analizei ir duomeny bazés jy
sisteminimui (Galperin ir Cochrane, 2011). Dabar vieno eksperimento metu
galima sekti tiikstanciy geny raiSkos pokycius, taigi atrodo, kad kaip niekada
sparCiai arté¢jame prie senos svajoneés — suprasti Igstelés kaip visumos
funkcionavimg. Taciau net ir Siame kontekste aktualumo nepraranda atskiry
fermenty detalaus molekulinio veikimo mechanizmy iSaiSkinimas. Tokios
zinios gali palengvinti vaistiniy junginiy paieska, esamy vaisty veikimo
mechanizmy iSaiSkinima, o taip pat atveria galimybes keisti fermenty savybes
geriau pritaikant juos praktinéms reikméms (pvz. asimetrinei sintezei arba
biotechnologijos pramonei). Greta praktiniy tiksly kiekvieno fermento (ar
fermenty grupés) detalaus mechanizmo tyrimas turi ir fundamenting reikSme:
sukauptos zinios ir patirtis palengvina kity fermenty tyrimus, tobulinami esami
tyrimo metodai ir kuriami nauyji.

Viena 1§ pastaraisiais deSimtmeciais aktyvai tiriamy fermenty klasiy —
DNR citozino CS5-metiltransferazés (C5-MTazés). Tai panaSios struktiiros
fermentai, atpazjstantys 2-8 bp ilgio DNR sekas (taikinius) ir perneSantys
metilgrupe nuo kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant taikinyje
esanCio citozino (Dryden, 1999). Daugumoje eukariotiniy organizmy
5-metilcitozinas yra svarbi epigenetiné zyme, moduliuojanti genome
uzkoduotos informacijos pasireiSkimg (Cedar ir Bergman, 2009; Pogribny ir
Beland, 2009; Cheng ir Blumenthal, 2010). Nors priezastinis rySys ne visada
aiSkus, DNR metilinimo pokyciai siejami su tokiomis sudétingomis ligomis
kaip Sizofrenija, diabetas ir véZys (Wong ir kt., 2005). Prie$ keleta mety DNR
C5-MTaziy inhibitorius 5-azacitozinas buvo oficialiai patvirtintas kaip vaistas,
skirtas mielodisplastiniam sindromui gydyti (Kaminskas ir kt., 2005).

Nepaisant nemazo susidome¢jimo, eukariotiniy DNR C5-MTaziy



enzimologinius tyrimus apsunkina jy dydis ir tai, kad jy aktyvumg reguliuoja
sgveika su kitais Igstelés baltymais (Goll ir Bestor, 2005; Cheng ir Blumenthal,
2008). Todel daug enzimologiniy DNR C5-metilinimo tyrimy buvo atlikta su
paprastesnés struktiros prokarioty DNR C5-MTazémis, kurioms budingas
analogiSkas katalizés mechanizmas ir didelis seky bei erdviniy struktiry
panaSumas su eukariotiniy MTaziy kataliniu domenu. Prie§ keleta mety
susintetinus  gamtinio  kofaktoriaus analogus, leidzian¢ius MTazés
katalizuojamos reakcijos metu prie DNR prijungti reporterines grupes,
prokarioty C5-MTazés jgijo potencialg tapti svarbiais jrankiais geny
inZinerijoje (KlimaSauskas ir Weinhold, 2007; Lukinavicius ir kt., 2007).

Kaip modeliné sistema DNR citozino metilinimo tyrimuose dazniausiai
naudojama ir i§samiausiai charakterizuota prokariotiné MTaz¢ Hhal (M.Hhal)
(Sankpal ir Rao, 2002). M.Hhal atpazjsta seka GCGC ir metilina joje pirmaji
citozing (pabrauktas). Homologiska C5-MTaziy struktiira lemia tai, kad
M.Hhal tyrimuose sukaupta informacija nesunkiai gali biiti pritaikyta kitoms
MTazéms. Kristalografiniai M.Hhal tyrimai parodé, kad uz katalizg ir specifing
sgveikg su DNR atsakingi baltymo elementai yra atskirti erdveje
(Klimasauskas ir kt., 1994). Didziajame (katalitiniame) baltymo domene
sutelkta dauguma konservatyviy, aktyvy centrg ir kofaktoriaus suriSimo kiSene
sudaran¢iy aminortig8¢iy. Dvi pavirSinés kilpos 1§ mazojo (taikinio atpazinimo)
domeno sudaro beveik visus specifinius kontaktus su DNR bazémis. Su
kiekviena baze kontaktuoja tik vienai kilpai priklausan¢ios aminoriigstys, taigi
taikinio atpazinimo domenui bidinga moduliné struktiira. Tokios organizacijos
déka prokarioty DNR MTazés — patogi sistema specifinei baltymy-DNR
sgveikai tirti, nes galima modifikuoti taikinio atpazinimo elementus bei
pakeisti fermento specifiSkuma, stipriai nepaZeidZiant katalitinés funkcijos
(Balganesh ir kt., 1987; KlimaSauskas ir kt., 1991).

Susidarant M.Hhal kompleksui su DNR stipriai keiCiasi tiek baltymo,
tick DNR konformacija: metilinamas citozinas iSsukamas 1§ DNR dvigrandés
spiralés o pavir§ine didziojo domeno kilpa (katalitiné kilpa) uzsidaro

uzrakindama suriSta DNR ir baigdama formuoti aktyvy centrg (KlimaSauskas ir



kt., 1994). Reakcijos metu citozino ziedas aktyvuojamas susidarant
kovalentiniam tarpiniam kompleksui tarp katalitinio cisteino ir citozino ziedo
C6-atomo. Nors daugelis metilinimo reakcijos aspekty iSsamiai
charakterizuoti, iki Siol mazai iStyrinéti greiti procesai, vykstantys iki
metilgrupés pernasos — citozino iSsukimas, katalitinés kilpos uzsidarymas ir
citozino kovalentiné aktyvacija. Siy stadijy tyrimus didele dalimi ribojo
adekvaciy metody nebuvimas — bazés iSsukimo dinamika dazniausiai buvo
tiriama naudojant modifikuota DNR, kurioje metilinamas citozinas buvo
pakeistas fluorescuojancia baze 2-aminopurinu (P) (Vilkaitis ir kt., 2000).
Kadangi P:G yra silpna baziy pora, o 2-aminopurinas aktyviame centre
suriSamas kitaip negu citozinas (Neely ir kt., 2005), lieka neaisku, ar Siuo
metodu gauti rezultatai gali biiti pritaikyti reakcijai su nattiralia DNR apraSyti.
Be to iki Siol nebuvo metodo, leidZiancio tiesiogiai stebéti kovalenting citozino
aktyvacijg.

Siame darbe buvo analizuojami du M.Hhal katalizuojamos reakcijos
aspektai. Pirma, pasinaudojant gausia struktiirine ir biochemine informacija,
kryptingos evoliucijos biidu M.Hhal atpaZjstamas taikinys GCGC buvo
pakeistas ;| GCG. Taip buvo sukurta naujo, gamtoje iki Siol neaptikto
specifiSskumo DNR MTaz¢, galinti buti naudingu jrankiu tiriant aukStesniyjy
eukarioty epigenetinius mechanizmus. Gauti rezultatai taip pat suteiké naujy
fundamentiniy duomeny apie specifiniy DNR seky atpazinimo mechanizma.

Antrojoje darbo dalyje buvo toliau tyrin¢jami iki §iol mazai suprantami
M.Hhal katalitinio mechanizmo aspektai — greiti baltymo ir DNR
konformaciniai virsmai, vykstantys prie§ metilgrupés pernasa. Siy tyrimy metu
buvo sukurtas naujas metodas, leidziantis tiesiogiai stebéti citozino iSsukimg i§
DNR spiralés ir kovalentinés jungties su baltymy susidarymg, matuojant Siy

procesy sukeliamus UV absorbcijos pokycius.

Pagrindiniai darbo tikslai

1. Eksperimentiskai iStirti nauja pakeisto specifiSkumo katalitiskai efektyviy

DNR citozino-5 metiltransferaziy kiirimo strategija:
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a) racionalios baltymy inZinerijos ir kryptingos evoliucijos in vitro
metodais funkciSkai pasalinti antra M.Hhal atpazinimo kilpa, siekiant

pakeisti taikinio specifiSkuma 1§ GCGC | GCG;

b) istirti naujo specifiSskumo MTazés varianty katalitines savybes ir

taikinio specifiSkuma;

c) istirti pakeisty aminoriig§¢iy jtaka MTazés sgveikai su DNR ir

kofaktoriumi bei jo analogais.

2. EksperimentiSkai iStirti galimybe tiesiogiai stebéti taikinio citozino
iSsukimg 1§ DNR dvigrandés spiralés ir jo kovalenting aktyvacija M.Hhal
aktyviame centre, matuojant Siuos procesus lydin¢ius UV absorbcijos

pokycius.

3. Naudojant naujai sukurtg ir Zinomus tyrimo metodus, kinetiSkai
charakterizuoti citozino iSsukimo, jo kovalentinés aktyvacijos, baltymo
katalitinés kilpos uzdarymo ir metilgrupés perneSimo grei¢ius M.Hhal

katalitinio ciklo metu.

Mokslinis naujumas

Sio darbo metu pirma karta sukonstruota naujo specifiskumo DNR C5-
metiltransferaze, pasiZzyminti dideliu katalitiniu efektyvumu ir sekos
selektyvumu. Pirmg kartg eksperimentiSkai patvirtinta efektyviy naujo
specifiSskumo DNR C5-MTaziy kiirimo strategija, paSalinant vieno 1§ dviejy
taikinio atpazinimo elementy funkcijg. Taip pat pirmg karta DNR
metiltransferaziy pavyzdziu pademonstruotas bendras DNR-baltymo sgveikos
principas, kad specifiniy kontakty su DNR bazémis praradimas pablogina
fermento katalitinj efektyvumg, taCiau tai galima kompensuoti sustiprinant
nespecifinius kontaktus tarp baltymo ir DNR fosfodiesterinio karkaso.

Pirmg kartg tiesiogiai realiu laiku stebétas citozino iSsukimas i§ DNR
dvigrandés spiralés ir jo kovalentiné aktyvacija DNR metiltranszerazes
katalitiniame centre, registruojant S$iuos virsmus lydin¢ius mazus UV

absorbcijos pokyc€ius. Pirmg karta parodyta, kad M.Hhal katalizuojamoje
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reakcijoje citozinas iSsukamas ir kataliting kilpa uZsidaro sinchroniskai. Sio
virsmo greit] Zenkliai salygoja taikinio baziy poros stiprumas. Pirmg kartg
nustatytas citozino kovalentinés aktyvacijos greitis ir parodyta, kad

metilgrupés pernasa yra vélesné katalitinio ciklo stadija.

Praktiné reiksmé

Sukurta DNR C5-MTazeé gali tapti naudingu jrankiu eukarioty
palaikanciojo metilinimo tyrimuose. Kadangi GCG néra palindrominé seka,
naujo specifiSkumo MTazé (DNR hemimetilaz¢) gali biiti naudojama ilgoms
CG taikiniuose hemimetilintoms DNR molekuléms gauti in vitro arba in vivo.
Tokia DNR yra pagrindinis palaikanc¢iyjy DNR MTaziy substratas eukarioty
lastelése. Sukonstruota naujo specifiSkumo MTazé gali buti pritaikyta mTAG
technologijoje funkciniy ir reporteriniy grupiy jvedimui GCG sekose.

Sukurtas pirmas metodas, suteikiantis galimybe stebéti citozino
iSsukimg 1§ DNR dvigrandés spiralés ir kovalenting aktyvacija natiiralioje
DNR, nenaudojant sintetiniy nukleotidy. Kadangi hiperchrominis efektas —
fundamentali nukleortigi¢iy molekuliy savybe, §] metoda galima pritaikyti
daugelio baz¢ i§ RNR arba DNR iSsukanciy baltymy tyrimui, nepriklausomai

nuo bazes prigimties.

Darbe ginami teiginiai

1. Pademonstruota galimybé (proof of principle) kurti naujo specifiSkumo
DNR citozino-5 metiltransferazes racionalios baltymy inzinerijos ir
kryptingos evoliucijos metodais pasalinant vieno i§ dviejy taikinio
atpazinimo elementy funkcija.

2. Pasalinus taikinio atpazinimo elementg, prarastus specifinius baltymo

kontaktus su DNR taikinio bazémis galima kompensuoti stiprinant

nespecifinius kontaktus tarp baltymo ir DNR fosfodiesterinio karkaso.

3.  Naujai sukonstruotos GCG taikinj atpazjstan¢ios DNR hemimetilazés
katalitinis efektyvumas ir sekos selektyvumas yra palyginami su laukinio

tipo MTazémis.
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Sukonstruota naujo specifiSskumo MTazé¢ katalizuoja didesniy negu
metilas grupiy perneSimg nuo AdoMet analogy, todé¢l gali biiti naudojama

mTAG technologijoje gamtiniy DNR Zyméjimui.

Registruojant mazus UV absorbcijos pokyc€ius nemodifikuotuose DNR
substratuose galima tiesiogiai stebéti M.Hhal salygota citozino iSsukima
1§ dvigubos spiralés bei citozino kovalenting aktyvacija M.Hhal

katalitiniame centre.

M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje citozinas iSsukamas ir katalitin¢ kilpa
uzsidaro sinchroniskai. Sio virsmo greitj Zenkliai jtakoja taikinio baziy
poros stiprumas.

Kovalentin¢ citozino aktyvacija ir metilgrupés perneSimas yra kinetiskai

netapacios M.Hhal katalitinio ciklo stadijos.
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1. LITERATUROS APZVALGA

DNR metiltransferazés (MTazeés) atpazjsta specifing 2-8 bp ilgio DNR
seka ir katalizuoja metilo grupés perneSimg nuo kofaktoriaus
S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant Sioje sekoje esancio citozino arba
adenino. Pagal metilinamo atomo prigimtj (o kartu ir pagal katalizuojamos
reakcijos mechanizmg) DNR metiltransferazés skirstomos ] dvi klases.
Pirmajai klasei priskiriamos citozino-5 MTazés (C5-MTazes), kurios metilina
pirimidino  Ziedo anglies atomg, susidarant 5-metilcitozinui (5mC)
(1.1 pav. A). Antrajai klasei — amino metiltransferazéms (N-MTazéms) —
priklauso fermentai, modifikuojantys egzocikling citozino arba adenino
aminogrupe, susidarant atitinkamai  N4-metilcitozinui  (4mC) arba
No6-metiladeninui (6mA) (1.1 pav. B) (Wilson ir Murray, 1991; Dryden, 1999).
Parodyta, kad kai kurios adenino-6 MTazés sugeba metilinti citozino N4 padét]
(Jeltsch ir kt., 1999). Sis faktas byloja apie analogiska N-MTaziy veikimo

mechanizma.

NH,

HooC o </N | N
Y\/s N N/)

NH, o
A B
HO OH
S-adenozil-L-metioninas
(AdoMet) e i~ CHs
S N
MTaze N o N N/
DNR NH, DNR DNR DNR
citozinas HOOC } N 5-metilcitozinas N4-metilcitozinas  N6-metiladeninas
< | J (5mC) (4mC) (6mA)
NHZ O
S- adenozﬂhomomstemas
(AdoHcy)
1.1 paveikslas. DNR metilinimas. A — DNR C5-MTaziy katalizuojama
reakcija. B — N-MTaziy katalizuojamos reakcijos produktai. PerneSama

metilgrupé pavaizduota pilkame fone.
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1.1. DNR metilinimas prokariotuose

Prokarioty DNR aptinkami visos trys metilintos bazés — 4mC, SmC ir
6mA. Dauguma bakteriniy metiltransferaziy priklauso restrikcijos-
modifikacijos (RM) sistemoms. RM sistemos apima du fermentinius
aktyvumus — endonukleazinj ir DNR metiltransferazinj, — kurie gali biti
apjungti 1 vieng multifunkcini kompleksg arba priklausyti atskiriems
savarankiSkiems baltymams (Wilson ir Murray, 1991). Abu fermentai
specifiSkai atpazjsta tg pacig 4-8 bp ilgio DNR seka. Metiltransferaze
modifikuoja Sioje sekoje esantj citozing arba adening, ir taip apsaugo lastelés-
Seimininko DNR nuo tai paciai RM sistemai priklausanios endonukleazées,
skelian¢ios DNR tik tada, jei jos atpazjstamas taikinys néra modifikuotas.
Manoma, kad RM fermentai sudaro primityvig bakterijy “imunin¢ sistemg”,
jgalinan¢ig apsisaugoti nuo bakteriofagy infekcijos. [ lastele patekusia
nemetilinta fago DNR sukarpo endonukleazé, o pacios bakterijos genomg
apsaugo atitinkama metiltransferazé (Wilson ir Murray, 1991; Raleigh ir
Brooks, 1998).

Egzistuoja ir alternatyvi teorija, teigianti, kad RM sistemos yra
savanaudiski genomo parazitai, nesuteikiantys lastelei jokio pranasumo. Si
nuomoné grindziama pasteb¢jimais, kad praradusios kai kurias RM lastelés
zuva. Bakterijai dalijantis, 1 dukterines lgsteles patenka metiltransferaze ir
restrikcijos endonukleazé. Jei dukterine lgstele praranda RM koduojancius
genus, citoplazmoje likusios metiltransferazes kiekis pasidaro per mazas, kad
galéty pilnai modifikuoti visg genoming DNR (Kobayashi ir kt., 1999).

Bakterijose taip pat aptinkamos nejeinancios ] RM sistemy sudét]
pavienés metiltransferazes, E.coli Dam, CcrM ir Dem (Palmer ir Marinus,
1994; Kossykh ir Lloyd, 2004). Geriausiai iStirta FE.coli adenino
N6-metiltransferazé Dam (atpazjstama seka GATC, metilinamas adeninas
pabrauktas reguliuoja daugelio geny ekspresija, replikacijos iniciacija,
nukleoido struktiirg, transpozony IS10 ir IS50 transpozicija. Po DNR

replikacijos Dam metilinimas pazymi motining DNR grandin¢ ir nukreipia
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klaidingai suporuoty baziy reparacijos sistemos aktyvumg ] naujai susintetintg
DNR granding (apzvelgta (Dryden, 1999; Lobner-Olesen ir kt., 2005)). Kai
kurie genai, kuriy ekspresija reguliuoja Dam MTaze, yra susije¢ su
patogeniSkumu. Nustatyta, kad S. enterica dam mutantai buvo nevirulentiniai
ir galéjo buti panaudoti pelése kaip gyva vakcina (Heithoff ir kt., 1999). Dam
mutantacijos taip pat susilpnino Haemophilus influenzae virulentiSkuma
(Watson ir kt.,, 2004). Kadangi zinduoliams néra budingas adenino
metilinimas, Dam MTaz¢ galéty tapti naujy antibiotiky taikiniu.

Savita DNR metiltransferaziy grupé rasta fagy genomuose. Geriausiai
apibiidintos Bacillus fagy koduojamos multispecifinés DNR C5-MTazés
(Noyer-Weidner ir Trautner, 1993). Kiekviena jy atpazjsta 2-4 skirtingus
palindrominius DNR taikinius ir gali efektyviai apsaugoti fago DNR nuo

infekuojamos bakterijos RM sistemai priklausancios.

1.2. DNR metilinimas eukariotuose

1.2.1. DNR metilinimo funkcijos eukariotuose

Aukstesniyjy eukarioty lgstelése aptinkamas tik 5-metilcitozinas, kuris
sudaro 3-8% visy genome esanciy citoziny, ir dazniausiai randamas SmCpG
dinukleotiduose. Zmogaus somatinése lastelése apie 70-80% CpG sekose
esanciy citoziny yra metilinti (Bird, 1999). Kartu su potransliacinémis histony
modifikacijomis ir nekoduojanc¢iomis RNR, 5mC yra vienas i§ eukariotinés
lastelés epigenetiniy Zymeny: citozino metilinimas praplecia uzkoduotos
informacijos kiekj, nekeisdamas DNR sekos. Todé¢l nei SmC kiekis, nei jo
pasiskirstymas genome néra atsitiktiniai.

Apie 50% nemetilinty CpG sutelkta 0,5-2 kb ilgio regionuose,
vadinamuose CpG salomis, kurios sudaro apie 1% genomo ir kuriose randama
~15% visy genome esanciy CpG seky. CpG salos dazniausiai yra netoli
promotoriy ar pirmuosiuose geny egzonuose ir jy metilinimas koreliuoja su
geno transkripcijos inaktyvacija (Ng ir Bird, 1999). DNR metilinimas jtakoja

geny raiSka keliais biidais: tiesiogiai blokuoja transkripcijos aktyvatoriy
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prisijjungimg arba tarpininkaujant metilcitozing suriSantiems baltymams
pritraukia ] metilintg lokusg histony acetilazes arba metiltransferazes. Taip pat
buvo nustatyta, kad DNR metiltransferazés gali saveikauti tiesiogiai su histony
metiltransferazémis ir pritraukti § tam tikrg DNR lokusg chromatino
permodeliavimo sistemas (Klose ir Bird, 2006). Kovalentinés histony
modifikacijos savo ruoztu kei¢ia chromatino kompaktiskumg ir DNR
prieinamumg transkripcijoje dalyvaujantiems baltymams. Tokiu biidu DNR
metilinimas 1§8aukia chromatino kompaktizacija ir transkripciskai neaktyvaus
heterochromatino susidarymg. RySys tarp histony modifikacijy ir DNR
metilinimo yra sudétingas ir iki galo neiSaiskintas. Zinoma, kad skirtingose
sistemose tieck DNR metilinimas gali i$Saukti histony deacetilinimg ir
heterochromatino susidarymg, tiek heterochromatinui budingos histony
modifikacijos gali sukelti DNR metilinimg (apzvelgta (Cedar ir Bergman,
2009)). Ankstyvoje embriogenezéje sukurtas DNR metilinimo pobtdis iSlieka
lasteléems dalijantis mitozés biidu, todél DNR metilinimas yra vienas iS$
pagrindiniy mechanizmy, uztikrinaniy stabily heterochromatino struktiiros
palaikymg ir geny nutildimg 1gsteliy diferenciacijos metu.

Citozino metilinimas svarbus gemalo vystimuisi, Igsteliy diferenciacijai,
X chromosomos inaktyvacijai, transpozony ir retrovirusiniy elementy
transkripcijos represijai, imprintingui. Metilinimo pobiidZzio ir lygio pakitimai
stebimi vézio ir kai kuriy paveldimy neurodegeneraciniy sindromy (Fragile X,
ICF) atveju (apZvelgta (Robertson ir Wolffe, 2000; Tycko, 2000)). Daug¢ja
duomeny, kad metilinimo pakitimai gali buti susij¢ ir su kitomis
kompleksinémis ligomis, pavyzdZziui, diabetu ir Sizofrenija (Wong ir kt., 2005;
Pogribny ir Beland, 2009). Monozigotiniy dvyniy tyrimai parodé, kad DNR
metilinimo pokyciai vyksta gyvenimo metu, ir su amZiumi dvyniai vis daugiau
skiriasi vienas nuo kito (Fraga ir kt., 2005; Whitelaw ir Whitelaw, 2006). Siuos
skirtumus gali lemti atsitiktiniai arba aplinkos nulemti metilinimo profilio
poky¢iai, kurie savo ruoztu gali lemti dvyniams skirtingg tikimybe susirgti

viena ar kita liga.
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Kadangi DNR metilinimo profilis sukuriamas labai ankstyvoje
embriono vystimosi stadijoje, manoma, kad aplinkos poveikis tuo metu gali
turéti lemiamos jtakos organizmui. Tai buvo vaizdziai pademonstruota tiriant
peles, turindias geno, reguliuojan¢io kailio spalva, mutacijas. Siame darbe
nustatyta, kad jeigu patel¢ gaudavo metilgrupés donorais (vitaminas B12,
foliné rtigstis, betainas) praturtinta dieta, jos palikuonims buvo biidingas
stipresnis tiriamo DNR lokuso metilinimas, kuris pasireiSké geno inaktyvacija
ir juoda kailio spalva (Waterland ir Jirtle, 2003). Idomu, kad S§is efektas iS$
dalies buvo paveldimas: juodos pelés susilaukdavo daugiau tamsaus kailio
palikuoniy. Neseniai paskelbta zmoniy epidemiologiné studija parode¢, kad
bado metu gimusiems zmonéms net pra¢jus 60 mety buvo biidingas mazesnis
imprintuoto lokuso IGF2 metilinimas negu jy broliams ir seserims, gimusiems
ne bado metu (Heijmans ir kt., 2008). Taigi DNR metilinimas gali biti labai
svarbus mechanizmas, dar vystimosi metu paruo$iantis organizmg jo

laukianc¢ioms aplinkos salygoms.

1.2.2. Zinduoliy DNR metiltransferazés

Eukariotiniy ~ C5-MTaziy  katalizés  mechanizmas  analogiSkas
prokariotinéms MTazéms (Cheng ir Blumenthal, 2008). Tai atsispindi ir jy
aminoriig8¢iy sekoje — eukariotiniy MTaziy C-galingje dalyje aptinkami
prokariotiniams fermentams budingi konservatyviis amr. motyvai (Zidr.
1.3.1 skyriy). Taciau tai zymiai didesni ir sudétingesnés struktiiros baltymai.
MTaziy aktyvumg ir nukreipimg j tam tikras genomo vietas lemia sudétinga
saveika su kitais geny raiskos reguliacijoje dalyvaujanéiais baltymais. Sioje
sgveikoje dalyvauja didelis N-galinis domenas, neblidingas prokariotiniams
fermentams. Zinduoliy metiltransferazés skirstomos j tris $eimas, atliekanéias
lasteléje skirtingas funkcijas (1.2 pav.) (Goll ir Bestor, 2005).

Pirmajai Seimai priklauso DNR MTazé Dnmtl. Tai didZiausia 1§ visy
metiltransferaziy, o jos reguliacinis N-galinis domenas ~2 kartus didesnis negu

katalitinis. Dnmtl efektyviau metilina hemimetilintas DNR sekas negu
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nemetilintas, todél jai priskiriamas palaikanc¢iojo metilinimo vaidmuo. Dnmt1

geno inaktyvacija nuzudo organizmg ankstyvoje embriogenezeje.

de novo metilinimas
Dnmt3a, Dnmt3b

F W Palaikantis \

metilinimas

5—CG— C 5—CG— Domtl . —CG—
—GC—s DNR replikacija —GC—s DNR replikacija —GG—s
Nemetilinta Hemimetilinta Pilnai metilinta

_ Y,

Aktyvus demetilinimas

1.2 paveikslas. Zinduoliy DNR metilinimas. Zinduoliy DNR vyrauja CpG
taikiniy metilinimas. De novo metilinimas sukuria metilintus taikinius
nemetilintoje DNR, o palaikantysis metilinimas po replikacijos atsiradusius
hemimetilintus taikinius pavercia pilnai metilintais, uztikrindamas epigenetinés
informacijos perdavima dukterinéms lgsteléems. Zaliai pavaizduoti DNR
metilinimo keliai, raudonai — keliai, vedantys demetilinimo link.

Antrajai Seimai buvo priskiriamos MTazés, neturincios ilgo N-galinio
domeno ir labai panaSios ] bakterinius fermentus tiek seka, tiek erdvine
struktira. Nors kai kurioms grupéms pavyko uzfiksuoti silpng Sios baltymo
DNR metiltransferazinj aktyvuma (Hermann ir kt., 2003; Tang ir kt., 2003),
véliau buvo aiskiai pademonstruota, kad Sis tai — RNR MTazé, metilinanti
tRNR™? atikodono kilpos citozina-38 (Goll ir kt., 2006).

TreCiajai Seimai priklauso dvi homologiskos MTazés Dnmt3a ir
Dnmt3b bei katalitiniu aktyvumu nepasizymintis baltymas DnmtL. Dnmt3a ir
Dnmt3b vienodu efektyvumu metilina nemetilinta ir hemimetilinta DNR, jy
ekspresijos lygis didZiausias ankstyvose vystimosi stadijose, kuomet
aktyviausiai vyksta DNR metilinimas 1§ (Okano ir kt., 1998; Okano ir kt.,
1999), tod¢l manoma, kad jos metilina DNR de novo. Nustatyta, kad Dnmt3a
in vivo 1r in vitro gali modifikuoti ne tik CpG, bet ir CpT bei CpA sekas.
Dnmt3L sgveikauja su nemetilintu histono H3 Lys4 ir DNR MTaze Dnmt3a,
taigi yra svarbi aktyvuojant Dnmt3a ir nukreipiant jos aktyvumg i imprintingo

regulivojamus genus (Jia ir kt., 2007).
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1.3. DNR citozino-5 metiltransferaziy struktiiriné organizacija

1.3.1. DNR C5-MTaziy aminoriugsciu sekos organizacija

C5-MTazes pasizymi dideliu amr. seky panasumu ir pastovia pirminés
struktiros organizacija. Tai leidZia manyti, kad Siems fermentams budingi
panasiis erdvinés struktiros suformavimo principai ir bent jau kai kurie
sgveikos su substratu bei kofaktoriumi ir katalizés aspektai (Lauster ir kt.,
1989). DNR C5-metiltransferaziy aminoriigs¢iy sekose identifikuojama deSimt
nekintama tvarka i8sidésciusiy konservatyviy motyvy (KM), kuriuos vieng nuo
kito atskiria neilgi variabilis regionai (1.3 pav.) (Posfai ir kt., 1989; Kumar ir
kt., 1994). Sesi KM (I, IV, VI, VIII, IX ir X) apibidinami kaip labiau
konservatyviis ir aptinkami daugumoje C5-MTaziy su neZymiomis
konservatyviy aminoriig§¢iy variacijomis. Likusiy keturiy motyvy (1L, III, V ir
VII) sekos labiau heterogeniSkos, be to kai kuriose metiltransferazése jie visai
neaptinkami. Dauguma konservatyviy pozicijy sutelkta N- ir C-galinése
baltymo dalyse, apimanciose atitinkamai apie 200 ir apie 50 aminoriagsciy.
Ilgiausias variabilus aminortigS§ciy sekos regionas aptinkamas tarp VIII ir IX
konservatyviy motyvy. Remiantis konservatyviy motyvy sekomis ir
C5-MTazéms biudinga jy iSsidéstymo tvarka, pagal aminoriigS¢iy palyginius
buvo surastos zinduoliy metiltransferazés Dnmt3a ir Dnmt3b (Okano ir kt.,
1998), augalo Arabidopsis thaliana C5-MTazés MET, CMT ir DRM (Cao ir
kt., 2000), o taip pat savo seka ir strukttra labai panasi ] DNR C5-MTazes, bet
tRNR™P metilinanti Dnmt2 (Yoder ir Bestor, 1998; Okano ir kt., 1998).

D¢l didelio panaSumo, butent MTaziy sekos naudojamos restrikcijos-
modifikacijos sistemy paieSkai naujai nustatytose genomy ir metagenomy
sekose. Kadangi visus RM sistemy komponentus koduojantys genai
dazniausiai yra netoli vienas nuo kito (Roberts ir kt., 2005), pagal KM sekas ir
budinga jy iSsidéstymo tvarka identifikavus DNR MTaze (-es), galima
nesunkiai surasti ir naujai aptiktos RM sistemos endonukleazg, kai tuo tarpu
pacios REazés tarpusavyje dazniausiai néra panaSios. Didelis C5-MTaziy

giminingumas taip pat suteikia galimybe¢ remiantis amr. seky palyginiais ir
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nustatytomis M.Hhal bei M.Haelll tretinémis struktiromis modeliuoti kity
C5-MTaziy tretines struktiiras (Koudan ir kt., 2004; Darii ir kt., 2009).
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1.3 paveikslas. Konservatyviis motyvai DNR CS5-MTaziy aminoragsciy
sekoje. DNR C5-citozino MTaziy Seimos seky palyginio i§ Pfam duomeny
bazés (http:www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) HMM LOGOS vizualizacija
(Schuster-Bockler ir kt., 2004). Konservatyviis motyvai paZyméti roméniskais
skaiciais pradedant nuo baltymo Ngalo. I, IV, VI, VIII, IX ir X KM atitinkamai
pazyméti raudona, mélyna, Zalia, Zydra, roZine ir oranZine spalvomis; maziau
konservatyvis motyvai (II, III, V ir VII) apibraukti juodai (Kumar ir kt., 1994).
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Idomu, kad atlikus erdviniy struktiiry analize, visi, 1§skyrus IX KM,
buvo rasti ir N-MTazése, taciau jy iSsidéstymo tvarka skiriasi nuo C5-MTazése
stebimo eiliSkumo, taip pat N-MTazése skiriasi katalitinio (IV) motyvo seka.
Tod¢l pagal aminortig§ciy seky palyginius galima aptikti ne tik C5-MTazes,
bet ir N-MTazes, o taip pat atskirti jas vienas nuo kity (Malone ir kt., 1995).

1.3.2. MTaziy katalitinio domeno struktiira

IS M.Hhal (Cheng ir kt., 1993; Klimasauskas ir kt., 1994) ir M.Haelll
(Reinisch ir kt., 1995) kompleksy su DNR erdviniy strukttiry matyti, kad Sie
baltymai sudaryti i§ dviejy nevienodo dydzio domeny, kuriuos skirianciame
plySyje jungiasi DNR (1.4 pav.). Didziajame domene telkiasi konservatyvis
motyvai, formuojantys katalitinj (IV, VI ir VIII KM) ir kofaktoriaus suriSimo
(I, I, OI, V ir X KM) centrus (1.5 pav.). Didzigja mazojo domeno dalj
formuoja variabilus regionas, sudarantis daugumg specifiniy kontakty su
atpazjstamos sekos bazémis. IX KM glaudziai sgveikauja su variabiliu regionu,

sudarydamas mazojo domeno struktiirinj karkasa.

M.Hhal ~N M.Haelll

1.4 paveikslas. M.Hhal ir M.Haelll erdvinés struktiiros. Katalitinis
domenas Sviesiai pilkas, TAD — tamsiai pilkas, katalitiné kilpa Zzalia,
atpazinimo Kilpa-1 raudona, Kilpa-2 — mélyna. Paveiksle pavaizduotos trinariy
kompleksy M.Hhal-DNR-AdoHcy (O'Gara ir kt., 1996a) ir M.Haelll-DNR-
AdoHcy (Reinisch ir kt., 1995) strukttiros (PDB kodai 3mht ir 1dct).
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Tokia domenin¢ struktiira aptikta ir kitose DNR MTaziy struktiirose:
Né6-adenino MTaziy Taql (Labahn ir kt., 1994), Dpnll (Tran ir kt., 1998) ir
Rsrl (Scavetta ir kt., 2000) bei N4-citozino MTazés Pvull (Gong ir kt., 1997).
Manoma, kad analogiska struktiira budinga ir kitoms DNR MTazéms. Taigi
DNR MTaziy kataliting ir taikinio atpaZinimo funkcijas atliekantys baltymo

elementai yra atskirti erdve¢je.

1.5 paveikslas. Konservatyviis aminoriigs¢iu sekos motyvai erdvinéje
M.Hhal struktiiroje. Konservatyviis amr. sekos motyvai I, IV, VI, VIII, IX ir
X KM atitinkamai pazymeéti raudona, mélyna, zalia, Zydra, roZine ir oranZine
spalvomis (taip pat kaip 1.3 pav.); DNR pavaizduota juodai, AdoHcy — juodas
ir paryskintas. Pveiksle pavaizduota trinario M.Hhal-DNR-AdoHcy komplekso
struktira (PDB kodas 3mht) (O'Gara ir kt., 1996a).

M.Hhal ir M.Haelll katalitiniam domenui biudinga miSri o/p/o tipo
erdvine struktiira. IS septyniy B-klos¢iy sudaryta centrinj B-laksta i§ abiejy
pusiy gaubia penkios o-spiralés (dvi 1§ virSaus ir trys 1§ apacios) (Cheng ir kt.,
1993; Reinisch ir kt., 1995). Dauguma DNR C5-MTaziy nekintamy
aminoriig8ciy, priklausanciy konservatyviems motyvams, iSsidéste B-klos¢iy
C-galuose arba kilpose tarp jy ir dalyvauja katalitinio centro sudaryme bei
kofaktoriaus AdoMet suriSime (Kumar ir kt., 1994; Schluckebier ir kt., 1995).
Eukariotiniy MTaziy Dnmt3a ir Dnmtl katalitinio domeno struktira labai
panasi (Jia ir kt., 2007; Song ir kt., 2010).

[Sanalizavus N-MTaziy erdvines struktiiras, nustatyta, kad analogiSkas

funkcijas atliekancios aminoriigStys N-MTazése uzima ekvivalentiS8kg padéti
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erdv¢je ir antrinés struktiiros elementy atzvilgiu kaip ir C5-MTazése (Labahn ir
kt., 1994; Schluckebier ir kt., 1995; Gong ir kt., 1997). Idomu, kad nepaisant
skirtingo N- ir C5-MTaziy katalitinio mechanizmo, ne tik AdoMet suriSanciy,

bet ir katalitiniy aminoriig§ciy padétis erdvéje panasi.

1.4. C5-metiltransferaziy saveika su metilinama DNR

M.Hhal sgveikos su DNR metu stipriai keiciasi tiek baltymo, tieck DNR
konformacija (1.6 pav.) (Cheng ir kt., 1993; KlimaSauskas ir kt., 1994).
Dvigrandéje B-DNR esancio citozino penkta ir SeSta padétys yra neprieinamos
cheminei modifikacijai, todé¢l tam, kad patekty j aktyvy centra, metilinamas
citozinas yra pilnai iSsuktas 1§ DNR dvigubos spiralés, o kaimyniniai
nukleotidai i§laiko B-DNR biidingas padétis. Trys erdviskai atskirtos baltymo
dalys saveikauja su DNR: dvi mazajam domenui priklausancios glicinu
turtingos kilpos (233-240 ir 250-257 amr.) bei aktyvaus centro kilpa (80-99
amr.) 1§ didZiojo domeno. Prisijungiant substratui, aktyvaus centro kilpa juda
DNR suri§imo plySio link, priartindama katalitinio Cys81 tioling grupe prie
metilinamo citozino. Uzsidarius katalitinei kilpai, susiformuoja fermento
aktyvus centras. Tuo pat metu Siek tiek DNR suriSimo plysSio link pasislenka ir

mazasis domenas.

1.6 paveikslas. Baltymo ir DNR konformaciniai pokyciai M.Hhal-DNR
komplekse. A — MTazés konformacijos be DNR (pilka) ir komplekse su DNR
(melyna); sferomis pavaizduotas katalitinis Cys81; DNR raudona. B — DNR
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konformacija trinariame komplekse M.Hhal-DNR-AdoHcy. Paveikslas
paruostas naudojant dvinario M.Hhal-AdoMet (Cheng ir kt., 1993) ir trinario
M.Hhal-DNR-AdoHcy (O'Gara ir kt., 1996a) kompleksy struktiras (PDB
kodai 1hmy ir 3mht).

1.4.1. Bazés iSsukimas — stereocheminé citozino aktyvacija

ISsukus taikinio nukleotida, baltymas kompensuoja triikstamus
vandenilinius rySius, kad nebiity suardyta B-DNR struktiira: M.Hhal atveju
iSsukto citozino vieta DNR spiral¢je uzima GIn237 ir Ser87. GIn237 sudaro tris
vandenilinius rySius su likusiu be poros guaninu, o Ser87 saveikauja su
GIn237, stabilizuodamas jo konformacija (1.7 pav.) (KlimaSauskas ir kt.,

1994).

M.Hhal

M.Haelll

lle221

1.7 paveikslas. ISsukto citozino stabilizacija M.Hhal ir M.Haelll
kompleksuose su DNR. DNR fosfodiesterinis karkasas ir bazés uz taikinio
sekos pilkos, taikinio sekos bazés rozinés, vandenilinés jungtys paZymetos
zaliomis punktyrinémis linijomis. Parodytos aminoriigStys, iSsukto citozino
vietoje jsiterpian¢ios j DNR. Siame ir kituose struktiiras vaizduojandiuose
paveiksluose atomams pavaizduoti naudojamos standartinés spalvos: anglis —
pilka, azotas — mélynas, deguonis — raudona, siera — geltona, fosforas
oranzinis. Paveikslas paruoStas naudojant trinariy kompleksy M.Hhal-DNR-
AdoHcy (O'Gara ir kt., 1996a) ir M.Haelll-DNR-AdoHcy (Reinisch ir kt.,
1995) struktiras (PDB kodai 3mht ir 1dct).

M.Haelll (GGCC) stabilizuoja DNR kitaip: iSsuktam citozinui
komplementarus guaninas nesudaro vandeniliniy rySiy su baltymu, bet
suformuoja Watson-Crick baziy porg su iSoriniu taikinio citozinu. Likes be

poros 3’-guaninas sudaro vandenilinius rySius su Arg243. Tokiu biidu DNR
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deformuojama labiau nei komplekse su M.Hhal (1.7 pav.). Toks baziy pory
persitvarkymas jmanomas tik tose sekose, kuriose po metilinamo citozino yra
kitas citozinas. Taigi M.Haelll komplekso su DNR struktiira iliustruoja
galimybe, kad specifinj taikinio atpaZinimo biidg gali apspresti nuo sekos
priklausomas DNR deformuojamumas (Reinisch ir kt., 1995). Pastebéta, kad
fermentai, kuriy atpazjstamoje sekoje uz metilinamo citozino yra guaninas
(pvz. M.Hhal — GCGC), lenkia DNR mazesniu kampu nei tos MTazes, kuriy
taikinio analogiSkoje pozicijoje yra kitas citozinas (pvz. M.Haelll — GGCC).
Sie rezultatai taip pat liudija, kad, priklausomai nuo metilinamos sekos,
C5-MTazés gali naudoti taikinio atpazinimui skirtingus mechanizmus (Rasko
ir kt., 2000).

Idomu tai, kad pirminiam DNR susiriSimui ir modifikuojamo nukleotido
iSsukimui heterociklinés bazés prigimtis néra svarbi (Yang ir kt., 1995;
KlimaSauskas ir Roberts, 1995). Dvinariame komplekse M.Hhal netgi stipriau
sgveikauja su DNR substratais, turinciais klaidingai suporuotg taikinio
nukleotidg, negu su natiraliu taikiniu. Sios savybés déka M.Hhal bazés
1Ssukimo tyrimui gali biiti naudojama DNR, turinti fluorescuojant] nukleotida
2-aminopuring (P) taikinio citozino vietoje (zitr. 1.4.2 skyriu). Tik prisijungus
kofaktoriui, uzsidarius katalitinio centro kilpai ir pilnai susiformavus aktyviam
centrui iSrySkéja baltymo specifiSkumas citozinui, kuris geriausiai (lyginant su
uracilu ir reakcijos produktu S-metilcitozinu) atitinka aktyvaus centro
geometrijg (KlimaSauskas ir Roberts, 1995). Taigi esant kofaktoriumi, M.Hhal

pasizymi didZiausiu giminingumu natyviam taikiniui

1.4.2. Bazés iSsukimo tyrimas

M.Hhal bazés iSsukimas tirtas BMR, fluorescencinés spektroskopijos,
cheminés DNR modifikacijos, struktiriniais ir bioinformatiniais metodais
Bazés iSsukimo fenomenas buvo atrastas nusta¢ius M.Hhal kovalentinio
komplekso su DNR struktiira (Klimasauskas ir kt., 1994). Sioje struktiiroje

fermento aktyviame centre buvo aptiktas iSsuktas 5-fluorocitozinas, sudarantis
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kovalenting jungt] su katalitintu Cys81. Véliau nustatytose struktiirose |
M.Hhal aktyvy centrag buvo iSsukti citozinas, 5-metilcitozinas (O'Gara ir kt.,
1996a), uracilas, o taip pat purinai — adeninas (O'Gara ir kt., 1998) ir
2-aminopurinas (Neely ir kt., 2005). Idomu, kad metinamo citozino vietoje

ISsukta bazg galima aptikti pagal didesnj jos cheminj reaktyvuma,
lyginat su dvigrandéje spiraléje esandiomis bazémis. Siuose eksperimentuose
baltymo-DNR kompleksas pirmiausiai veikiamas cheminiais reagentais,
selektyviai reaguojanciais su dvigrandéje spiral¢je sunkiai prieinamomis
heterocikliniy baziy pozicijomis. Po to veikiant piperidinu DNR skeliama ties
modifikacijos vietomis ir trikiy vietos vizualizuojamos atliekant elektroforezg
denatiruojanCiame  poliakrilamidiniame  gelyje. Pavyzdziui, M.Hhal
sgveikaujant su DNR taikinio vietoje turin¢ia T:G baziy porg, stebimas
padid¢jes iSsukamo timino reaktyvumas su KMnO, (Serva ir kt., 1998).
Neseniai apraSytas analogiSkas metodas i1Ssukto citozino aptikimui baltymy-
DNR kompleksuose, remiantis padidéjusiu iSsukto citozino reaktyvumu su
chloroacetaldehidu (Daujotyté ir kt., 2008; Liutkeviciute ir kt., 2009). Siuo
metodu buvo pademonstruotas MTaziy Hhal, Sssl, Alul ir REaziy PspGI bei
Ecl18kI katalizuojamas citozino iSsukimas.

Bazés iSsukimo tyrimams daznai naudojami DNR substratai, i§sukamos
bazés vietoje turintys 2-aminopuring (P). M.Hhal stipriai suri$a tokiag DNR ir
iSsuka 2-aminopuring } aktyvy centrg. ISsukto ir nebesudarancio sanklodos
sgveiky 2-aminopurino fluorescencija iSauga ~50 karty (Holz ir kt., 1998). Taip
pat pasikeitus aplinkai, stipriai pasikei¢ia 2-aminopurino fluorescencijos
gesimo profilis, matuojant fluorescencijos signalg laike (time resolved
fluorescence) (Neely ir kt., 2005), ir tai tiksliausiai nurodo, kad 2-aminopurinas
yra iSsuktas 1§ DNR. Tokiu biidu buvo nustatyta, M.Hhal asociacija su DNR
yra labai greita, ribojama difuzijos grei¢io, o 2-aminopurinas i§sukamas dviem
stadijomis: labai greita pradinj bazés iSsukima (>2000s") scka létesnis
komplekso persitvarkymas (20-30 s™) (Vilkaitis ir kt., 2000). Tagiau P:G yra

silpna baziy pora, o 2-aminopurino struktiira skiriasi nuo citozino, todél
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neaiSku, kaip gerai gauti rezultatai apibiidina procesus, vystan¢ius M.Hhal
reaguojant su natiiraliu taikiniu.

Norint patikrinti, ar M.Hhal mutantai neprarado sugebéjimo iSsukti
bazg, buvo panaudota HS5 pakeitimo j deuter] reakcija, galinti vykti tik esant
iSsuktam taikinio citozinui (1.8 pav. C) (Daujotyté ir kt., 2004; Merkiené ir
KlimaSauskas, 2005). Lyginant su kitais apraSytais metodais §io metodo
privalumas yra tai, kad taikinio nukleotido vietoje nenaudojami baziy analogai,
todel galima vienareikSmiskai nustatyti, ar MTaz¢ iSsuka citozing i§ natiiralaus
substrato. Taciau deuterio apkeitimo reakcija netinkama bazés iSsukimo
dinamikai tirti, nes tai — sudétinga suminé reakcija, apimanti bazés iSsukimg,
kovalentinio komplekso susidaryma, deuterio prisijungimg prie C5 atomo ir po
to einancig [-eliminacijg (kovalentinio komplekso iSirimg). Taigi bazeés
iSsukimas tiesiogiai nestebimas. Taip pat tokia reakcija néra tinkama ir
katalitiniy mutanty, nesudaranc¢iy kovalentinés jungties, tyrimui.

Atlikus BMR matavimus, binariame M.Hhal komplekse su
5-fluorocitozing (SFC) taikinio vietoje turin¢ia DNR, buvo aptiktos trys
dinaminéje  pusiausvyroje  egzistuojan¢ios  taikinio  bazés  bisenos
(Klimasauskas ir kt., 1998). Pirmoji, stebima ir DNR be baltymo atitinka
neiSsuktg taikinio baze¢, antroji — iSsukta, o trecioji — iSsuktg ir uZrakinta
(stabilizuotg) fermento aktyviame centre. AdoHcy prisijungimas stipriai
pastumia pusiausvyrg pastarosios konformacijos link.

Siuo metu dauguma autoriy sutaria, kad M.Hhal biidingas aktyvus bazés
iSsukimas, kuomet sgveikaudamas su DNR fermentas iSardo taikinio baziy
pora. Taciau daug Sio proceso mechanistiniy detaliy tebéra neaiskios.

Kadangi specifiniai kontaktai su taikiniu susidaro didZiajame DNR
griovyje, buvo padaryta prielaida, kad metilinamo citozino iSsukimas j aktyvy
centrg vyksta per DNR didjji griovi. Nustacius, kad M.Hhal giminingumas
DNR ir bazés iSsukimo efektyvumas atvirkS¢iai koreliuoja su baziy poros
stiprumu 1ir iStyrus M.Hhal Glu237 mutanty savybes, buvo pasiilytas
mechanizmas, pagal kurj baltymas aktyviai dalyvauja taikinio bazés iSsukime

(Daujotyte ir kt., 2004). Pagal §] mechanizmg pirminiame M.Hhal-DNR
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komplekse susidaro specifiniai kontaktai su trimis (pirmgja, trecigja ir
ketvirtagja) taikinio baziy poromis. Struktiiros modeliavimas parode, kad
tokiame komplekse Glu237 Sonin¢ grandiné priartéja prie taikinio bazés.
Manoma, kad dél nepalankios sgveikos tarp Glu237 Soninés grandings ir
taikinio citozino aminogrupés citozinas iSstumiamas i§ dvigubos spiralés, o jo
vieta uzima Glu237, sudarantis vandenilinius rySius su komplementariu
guaninu (1.7 pav.). Pagal tokj model;] Glu237 atlicka dvi funkcijas —
destabilizuoja neiSsuktg taikinio baz¢ pradiniame komplekse ir stabilizuoja
iSsukta citozing neleisdamas jam grizti | DNR spirale. Apytikriai jvertinimai
rodo, kad saveika su Glu237 suteikia apie puse (~7 kcal/mol) pilnam citozino
iSsukimui reikalingos energijos. Likusig energija galéty suteikti dar
neidentifikuotos baltymo sgveikos su DNR fosfodiesteriniu karkasu. Tokia
sgveika galéty paaiSkinti, kodel i§sukamas bebazis nukleotidas (O'Gara ir kt.,
1996a).

Remiantis molekulinés dinamikos skaiCiavimais buvo pasiiilytas
alternatyvus M.Hhal bazés iSsukimo mechanizmas, pagal kurj taikinio
citozinas iSsukamas uZsidarius katalitinei kilpai (Huang ir kt., 2003). Tokiu
atveju citozino kelias aktyvaus centro link eina per DNR didjji griovi, o
citozinas juda baltymo viduje sukurtoje bevanden¢je aplinkoje. Taikinio baziy
pora destabilizuoja tarpinéje biisenoje susidarancios vandenilinés jungtys tarp
Ser87 ir iSsukamo citozino bei jo partnerio guanino, o taip pat Glu237 sankloda
su iSsukamu citozinu ir vandenilinés jungtys su jam komplementariu guaninu.
Pagal §j model; specifiniai kontaktai su DNR bazémis susidaro paeiliui, ir
pirminiame komplekse stebimas tik vienas specifinis kontaktas tarp Arg240 ir
pirmojo taikinio guanino. ISsukamo citozino judé¢jimg MTazé skatina
sudarydama su iSsukamu citozinu daugel] sgveiky, kurios pakeicia suardytas
vandenilines jungtis ir sanklodos sgveikas dvigrandéje spiraléje. Taip pat labai
svarbi baltymo sukuriama bevandené aplinka. ISsukamo citozino kelig per
didjji griovi uzdarame komplekse patvirtino ir kitos grupés atlikti skai¢iavimai
(Luo ir Bruice, 2005). Siuo atveju buvo padaryta prielaida, kad bazés i$sukimui

svarbiis mazo daZnio baltyme vykstantys judesiai. Skaifiavimai parode, kad
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katalitinés kilpos aminortigs¢iy Ser85, ir 11e86 judesiai trinariame komplekse
gali i§judinti taikinio nukleotido riboze ir fosfata. Pagal Siuos skaifiavimus
1Sardant taikinio baziy porg svarbus GIn237.

Citozino judéjimo trajektorija per didjji griovi paremia M.Hhal
komplekso konformaciSskai suvarZytu bebaziu taikiniu kristaliné struktira
(Horton ir kt., 2004). Sioje struktiiroje S (south) konformacijoje uzfiksuota
riboz¢ matoma DNR didziajame griovyje, kaip manoma, pusiaukeléje | aktyvy
centrg. Taciau kita vertus tokia ribozés konformacija nejrodo, kad nukleotidas
iSsukamas tuo paciu keliu, kadangi jis yra didesnis ir kelyje gali sutikti daugiau
klit¢iy, pavyzdziui, konservatyvaus Thr250 Sonin¢ granding. Citozino
iSsukimui per didjji griov] prieStarauja ir tai, kad tiriant Ser87 mutanty
biochemines savybes nebuvo patvirtinta Sios amr. svarba bazés iSsukimui
(Z. Liutkeviciute, D. Daujotyte ir S. KlimaSauskas, nepublikuoti rezultatai).
Taip pat ir visos Kkatalitinés kilpos paSalinimas nepanaikino M.Hhal
sugeb¢jimo iSsukti baze (Daujotyte ir kt., 2004).Vis délto kol kas nepakanka

duomeny, norint pilnai paaiSkinti M.Hhal bazés i§sukimo mechanizma.

1.4.3. Bazés iSsukimas — daugelio kity fermenty katalitinio mechanizmo
dalis

Bazés iSsukimas — universalus mechanizmas, biidingas daugeliui
baltymy, turin€iy pasiekti ir modifikuoti heterociklines bazes (apZvelgta
i1Ssuka N6-adenino (Goedecke ir kt., 2001) ir N4-citozino MTazes (Gong ir kt.,
1997), daug DNR reparacijos fermenty, pavyzdziui, Zmogaus uracil-DNR-
glikozilaz¢ (UDG) (Slupphaug ir kt., 1996), E.coli endonukleaze IV (Hosfield
ir kt., 1999), O6-alkilguanin-DNR alkiltransferazé (AGT) (Duguid ir kt., 2005)
ir daugelis kity. Bazés iSsukimas taip pat aptiktas kai kuriy restrikcijos
endonukleaziy (R.Hinp1l, R.Ecl18KkI ir R.PspGI) (Bochtler ir kt., 2006; Horton
ir kt., 2006b; Tamulaitis ir kt., 2007) saveikos su DNR metu. Neseniai
nustatyta, kad zinduoliy UHRF1 baltymas, susiriSantis su hemimetilintais CpG

dinukleotidais ir svarbus metilinimo profilio iSlaikymui, naudoja bazes
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1Ssukimg SmC atpazinimui (Avvakumov ir kt., 2008; Hashimoto ir kt., 2008).
Tai pirmasis pavyzdys, kuomet baze iSsuka specifing DNR seka atpazjstantis,

bet jos nemodifikuojantis baltymas.

1.4.4. Katalitinés Kilpos judesys

Palyginus dvinario M.Hhal-AdoMet ir trinario M.Hhal-DNR-AdoHcy
kompleksy struktiiras aptiktas didelis katalitinés kilpos konformacijos pokytis:
kilpos vir§iinéje esantis Ser87 pasislenka net per 25 A. M.Hhal giminingumas
kofaktoriui ir DNR yra ~500 karty didesnis trinariame komplekse negu
atitinkamuose dvinariuose kompleksuose. Toks giminingumo substratams
padidéjimas siejamas su katalitinés kilpos uZsidarymu, uzrakinanc¢iu DNR ir
kofaktoriy fermento aktyviame centre.

Katalitin¢ kilpa uzsidaro ir binariame M.Hhal komplekse su DNR,
kadangi nesant kofaktoriaus vyksta reakcijos, kurioms biitina kovalentiné
katalizé: HS5 pakeitimas | deuterj, citozino deamininimas ir reakcijos su
aldehidais (Wu ir Santi, 1987; Yang ir kt., 1995; Liutkeviciate ir kt., 2009).
Taciau kofaktoriui tenka svarbus vaidmuo stabilizuojant trinarius kompleksus:
jeigu binarinio komplekso gyvavimo laikas yra keliolika sekundziy, tai trinario
inhibicinio komplekso su AdoHcy — keletas valandy (Vilkaitis ir kt., 2001).
BMR matavimai taip pat parod¢, kad pridéjus AdoHcy pusiausvyra pasislenka
vienos iSsuktos bazés konformacijos link (KlimaSauskas ir kt., 1998). Manoma,
kad tai atitinka kristalin¢je struktiiroje matomg trinarj kompleksg su uzdara
katalitine kilpa (KlimaSauskas ir kt., 1994). Nustatyta, kad Trp41, esancio
kofaktoriaus suri§imo kiSenéje, mutacijos ne tik ~100 karty sumazino M.Hhal

gimininguma kofaktoriui (KM, K,/ %"

), bet ir ~10 karty pagreitino
fermento apsukas (k.,,) (Merkiené¢ ir KlimaSauskas, 2005). Pagal pasitlyty
kinetinj mechanizma, bendra reakcijos greitj limituojanti stadijg — reakcijos
produkty komplekso iSirimg, — inicijuoja arba katalitinés kilpos atsidarymas,
arba kofaktoriaus disociacija. Taigi kofaktoriaus disociacija i§ trinario

produkty komplekso ir katalitinés kilpos atsidarymas po reakcijos yra stipriai

susije.
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Ilgg laikg nebuvo biidy tiesioginiam katalitinés kilpos judesio tyrimui,
todel apie katalitinés kilpos konformacija buvo sprendziama i§ kristaliniy
struktury ir MTazés-DNR komplekso judrumo poliakrilamidiniame gelyje,
kuriame trinaris kompleksas su uzdaryta katalitine kilpa yra kompaktiSkesnis ir
juda grei¢iau negu binaris, kuriame tikriausiai vyrauja konformerai su atvira
kilpa (KlimaSauskas ir Roberts, 1995; KlimaSauskas ir kt., 1998).

Tiesioginiam katalitinés kilpos konformacijos dinamikos steb&jimui
buvo sukonstruoti M.Hhal mutantai E94W/W41F ir K91W/W41F, katalitin¢je
kilpoje turintys fluorescuojancig aminoriigsti Trp (Estabrook ir Reich, 2006).
Tiriant Siuos mutantus, buvo parodyta, kad keiCiantis kilpos konformacijai,
keiciasi katalitin¢je kilpoje esanc¢io Trp fluorescencija. Nustatyta, kad
binariniuose kompleksuose katalitiné kilpa uzZsidaro tik tada, kai fermentas
sgveikauja su specifine DNR, o esant reakcijos miSinyje specifinio taikinio
neturin¢iai DNR, kilpos konformacijos pokytis nevyksta. Keiciant taikinio
baziy porg, keiciasi ir kilpos uZsidarymo dinamika. Tai rodo, kad bazés

judéjimas ir kilpos konformacijos poky¢iai yra stipriai susijg.

1.5. DNR citozino C5-MTaziy katalitinis mechanizmas

DNR C5-MTaziy katalizuojama metilinimo reakcija yra analogiSka
kitoms vieno anglies atomo perneSimo ] pirimidiny penktg padétj reakcijoms,
kurias katalizuoja timidilatsintazé, dUMP ir dCMP hidroksimetilazés bei RNR
C5-metiltransferazés (Wu ir Santi, 1987; Liu ir Santi, 2000). Sie fermentai
aktyvuoja pirimidino Ziedo C5 padét; kovalentinés katalizés budu.

MTazés aktyviame centre vykstanc¢ig reakcijga salyginai galima
suskirstyti ] tris stadijas (1.8 pav. A). Pirmoje stadijoje katalitinio cisteino
tiolatas atakuoja metilinamo citozino C6 atomg. Susidariusi kovalentiné
cisteino-citozino  jungtis didina penktos padéties anglies atomo
nukleofiliSkumg bei jgalina C5 atomg atakuoti AdoMet metilgrupe. Antroje
stadijoje metilgrupé perneSama ant citozino C5 atomo SN2 reakcijos metu,
kuomet aktyvuota pirimidino Ziedo penkta padétis atakuoja CH; grupés anglies

atomg ir iSstumia S-adenozil-L-homocisteing (Ho ir kt., 1991). Trecioje
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stadijoje vyksta protono, esanfio penktoje padétyje, P-eliminavimas,
kovalenting¢ jungtis tarp baltymo ir DNR nutriiksta, suyrant MTazés-reakcijos

produkty (metilinta DNR ir AdoHcy) kompleksui.
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+ ) T O w8 M oma e 0. i S W R o)
R’S\CH3 H\N,H' YGIu119 R/S\CH:, H\N,H N -Glune oS LH\N,H NGl oS H\N’H Yelu“g
O b
—
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1.8 paveikslas. M.Hhal katalitinis mechanizmas. A — citozino metilinimas.
B — neiSyrancio kovalentinio komplekso su 5-fluorocitozinu susidarymas. C —
protono prie C5 atomo pakeitimas ] deuterj i§ tirpiklio. D — MTazés
katalizuojama skruzdziy aldehido prijungimo reakcija. Ado — adenozilas, R —
metioninas, B — bazé.

1.5.1. Kovalentiné citozino aktyvacija

Pasitilyto  kovalentinés katalizés mechanizmo patvirtinimui ir
C5-MTaziy katalitinio cisteino identifikavimui buvo panaudota DNR, turinti
5-fluorocitozing (5FC) metilinamos bazés vietoje. Tokia DNR veikia kaip
inhibitorius, negriZztamai inaktyvuojantis C5-MTaze¢: reakcijos metu metilgrupe
perneSama nuo AdoMet ant SFC, taciau negali vykti B-eliminavimas, todél
susidaro stabilus kovalentinis baltymo-DNR kompleksas, nesuyrantis
denatiruojant baltyma ur¢ja arba kaitinant su NDS (1.8 pav. B) (Osterman ir

kt., 1988). Proteolizuojant kovalentinj kompleksa tarp kitos C5-MTazes Haelll
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ir DNR su 5FC, buvo nustatyta, kad katalitinis cisteinas priklauso C5-MTaziy
Seimoje absoliuciai konservatyviam ProCys dipeptidui (Chen ir kt., 1991) i§ IV
konservatyvaus motyvo. Pakeitus $§j cisteing MTazése EcoRII, EcoDcm ir Hhal
kitomis aminoriigS§timis, mutantiniai baltymai buvo katalitiSkai neaktyvis ir
nesudar¢ kovalentinio komplekso su 5-fluorocitozing turinia DNR
(Wyszynski ir Gabbara, 1992; Hanck ir kt., 1993; Mi ir Roberts, 1993).
Kovalentiniy kompleksy tarp M.Hhal (Klimasauskas ir kt., 1994) bei M.Haelll
(Reinisch ir kt., 1995) ir 5-fluorcitozing turin¢iy DNR substraty erdvinése
struktirose buvo vienareikSmiskai matyti kovalentiné jungtis tarp cisteino i§ IV
konservatyvaus motyvo ir taikinio citozino (abiem atvejais atstumas tarp
citozino C5 ir Cys sieros atomo — 1,8 A).

D¢l citozino kovalentinés aktyvacijos DNR C5-MTazes katalizuoja
Salutines reakcijas — vandenilio prie C5 atomo apkeitimg su tirpalo vandeniliu
(1.8 pav.C) (Wu ir Santi, 1987), citozino aminogrupés deamininimg
susidarant uracilui (Yang ir kt., 1995) ir neseniai atrasta aldehidy prijungima
prie citozino C5 atomo (1.8 pav. D).

Neseniai paskelbty kvantinés mechanikos skai¢iavimy rezultatai rodo,
kad citozino C6 padét] gali atakuoti tik deprotonuotas Cys81 (Zangi ir kt.,
2010). Kadangi arti néra galincios atlikti bazes, sitiloma, kad bazés vaidmenj
Stuo atveju atlieka DNR fosfatas, veikdamas per baltymo koordinuota vandens

molekule.

1.5.2. Tarpiniy junginiy stabilizavimas

Iki Siol nesutariama, kaip stabilizuojama didel¢ energija turinti tarpiné
dalelé, susidaranti prie metilinamo citozino prisijungiant katalitiniam cisteinui.
Remiantis struktiiriniais duomenimis buvo pasiiilyta, kad neigiamas kriivis
ziede stabilizuojamas protonizuojant citozino N3 atomg, o tame dalyvauja
absoliuciai konservatyvus DNR C5-MTaziy Seimoje Glu i§ VI konservatyvaus
motyvo (M.Hhal — Glul19) (Verdine, 1994), kurio karboksiliné grupé sudaro
vandenilinius rySius su metilinamo citozino N3 ir N4 atomais (KlimaSauskas ir

kt., 1994; Reinisch ir kt., 1995). Pasiiilyta, kad dé¢l hidrofobinés aplinkos
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baltymo aktyviame centre Sis Glu gali biiti protonuotas neutralioje terpg¢je.
Detali keliy M.Hhal-DNR kompleksy struktiiriné analizé parodé, kad protonas
gali ateiti i§ kofaktoriaus NH;" grupés, saveikaujancios su Glul19 karboksilu
per vandens molekule (O'Gara ir kt., 1996a). Molekulinés dinamikos
skai¢iavimai nurodé kit galimg H' $altinj — Arg163 guanidino grupe (Lau ir
Bruice, 1999). Citozino N3 protonavimo/deprotonavimo katalitinio akto metu
svarbg patvirtino ir pirmieji citozino C5 metilinimo reakcijos kvantiniai
skai¢iavimai, nagrin¢jantys modelin¢ reakcijg tarp 1-metilcitozino (metilinamo
citozino modelis), metiltiolato (katalitinio cisteino modelis) ir trimetilsulfonio
(AdoMet modelis) (Perakyla, 1998). PanaSias iSvadas padaré ir dar viena
mokslininky grupé, skai¢iuodama reakcijos metu MTazés aktyviame centre
susidaranciy tarpiniy biiseny energijas (Forde ir kt., 2006). Alternatyvus biidas
tarpiniam karbanijonui stabilizuoti galéty biiti neigiamo kriivio delokalizacija |
O2 padét] ir sgveika su aktyviame centre esanciais argininais (Argl63 ir

Argl65) (Gabbara ir kt., 1995).

/ Phe79

Pro80

1.9 paveikslas. Sgveika su metilinamu citozinu M.Hhal aktyviame centre.
Pavaizduotos saveikaujancios su iSsuktu citozinu ir /arba katalizei svarbios
aminoriigStys. Vandenilinés jungtys pazymétos Zaliomis punktyrinémis
linijjomis. Paveiksle paruoStas naudojant trinario komplekso M.Hhal-DNR-
AdoHcy struktiirg (O'Gara ir kt., 1996a) (PDB kodas 3mht).

M.Hhal Glul19, Argl63 ir Argl65 mutantiniy baltymy analizé parode,

kad visos §ios aminoriigStys svarbios katalizei. Dauguma M.Hhal Glull9
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mutanty buvo katalitiSkai neaktyviis. Labai silpng metiltransferazinj aktyvuma
iSlaike tik E119D, o taip pat mutantai turintys maZzas aminortgstis 119
pozicijoje (Ser ir Ala), kuriuose Glul 19 Soninés grandinés vieta uzima vandens
molekulé (Shieh ir Reich, 2007). Mutacijas 119 pozicijoje turintys baltymai
iSlaiké sugebéjimg risti kofaktoriy ir DNR bei iSsukti taikinio pozicijoje esantj
2-aminopuring, taciau nekatalizavo nei metilinimo, nei vandenilio prie C5
atomo pakeitimo ] deuterj reakcijy, nesudaré kovalentinio komplekso su
5-fluorocitozing turin¢ia DNR (Shieh ir Reich, 2007); R. Gerasimaite,
M. Gudeliauskait¢ ir S. KlimaSauskas, nepublikuoti rezultatai). Nustacius
M.Hhal E119A erdving struktiira nebuvo aptikti Zymiis aktyvaus centro
struktiros pokyciai. Visi Sie duomenys remia prielaida, kad Glul19 atlieka
svarby vaidmenj stabilizuojant tarpinius junginius katalizés metu.

Pakeitus Argl65 1 Ala, mutantinio fermento katalitinis aktyvumas
sumazéjo ~10° karty. Nustaius R165A erdving struktiira paaiskéjo, kad
fermento aktyviame centre jvyke zymiis persitvarkymai ir nors MTazé ir
neprarado sugebé¢jimo iSsukti ir stabilizuoti aktyviame centre -citozing,
pastarojo glikozidiné jungtis yra anti konformacijoje, o ne syn, kaip kitose
M.Hhal kompleksy su DNR struktiirose. D¢l to katalitinis nukleofilas Cys81
atsiduria ne ties C6, o ties citozino O2 atomu. Remiantis Siais duomenimis
padaryta iSvada, kad Argl65 atlieka svarby vaidmen;j orientuojant metilinama
citozing aktyviame centre (Shieh ir kt., 2006). Taciau §is darbas nesuteiké
duomeny apie Argl65 vaidmen; tarpiniy biiseny stabilizacijoje reakcijos metu.
Argl63 mutanty analizé parodé, kad Argl63 i$ tiesy svarbus tarpiniy biseny,
greiCiausiai kovalentinio tarpinio komplekso, stabilizavimui reakcijos metu
(L. Leinartaité, Z. StaSevskij ir S KlimaSauskas, nepublikuoti rezultatai). Taigi
gauti rezultatai patvirtina kvantiniy skai¢iavimy iSvadas apie Argl63 svarba
(Lau ir Bruice, 1999). Kita vertus, drastiSkai sumazgjes Glull9 ir Arl63
mutanty fermentinis aktyvumas prieStarauja kitam kvantiniy skai¢iavimy
rezultatui, teigian¢iam, kad kovalentinio komplekso tarp MTazés ir citozino

susidarymas ir metilgrupés pernasa vyksta sinchroniS$kai, nesusidarant
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aktyvuotam tarpiniam junginiui (Zhang ir Bruice, 2006), o minétos amr.

kataliz¢je nedalyvauja.

1.5.3. B-eliminavimas

Kvantiniy skai¢iavimy duomenimis HS5 atpléSimas ir kovalentinés
jungties su Cys nutraukimas tikriausiai vyksta sinchroniSkai (Perakyla, 1998).
Iki $iol negalima vienareik§miSkai jvardinti bazes, atpléSiancios C5-protong. IS
Rentgeno struktiiry matyti, kad arti citozino C5 atomo néra aminortgsties,
galinCios atlikti bazés funkcijg B-eliminacijos reakcijoje (KlimaSauskas ir kt.,
1994; Reinisch ir kt., 1995). Todél buvo pasitlyta, kad bazés vaidmen; atlieka
katalitinio cisteino sieros atomas arba grieztai baltymo koordinuota vandens
molekulé¢ (O'Gara ir kt., 1996a). Remiantis struktiiriniais duomenimis ir
molekulinés dinamikos skai¢iavimais aktyviame centre buvo identifikuotas
vandens kanalas, sudarytas i§ baltymo koordinuoty vandens molekuliy, kuriuo
atpléstas protonas gali patekti ] tirpala. Manoma, kad konservatyvios
aminortgstys GIn82 (IV konservatyvus motyvas) ir Asn304 (X konservatyvus
motyvas) svarbios tinkamai orientuojant §j vandens molekuliy tinklg ties
1Ssukto citozino C5-C6 atomais (Reinisch ir kt., 1995; O'Gara ir kt., 1996a;
Lau ir Bruice, 1999). Nors nei Asn304, nei GIn82 néra absoliuciai biitini
metiltransferaziniam aktyvumui, GIn82 mutanty biocheminiai tyrimai rodo,
kad §1 aminoriigStis 1§ tiesy gali buti svarbi [-eliminacijos stadijai
(Z. Stasevskij, M. Caikovskij, E. Merkiené¢ ir S. Klimasauskas, nepublikuoti
rezultatai). Tuo tarpu pagal kitus molekulinés dinamikos skai¢iavimus vandens
molekulés bazingumas nepakankamas C5 protono atpléSimui, todé¢l tame turi
dalyvauti hidroksilo anijonai (Zhang ir Bruice, 2006), galintys patekti j aktyvy

centrg 1S tirpalo tuo paciu vandens kanalu.

1.6. Kinetinis M.Hhal mechanizmas

Metilinimo reakcijos metu vyksta dideli M.Hhal ir DNR konformacijos
pokyciai: taikinio citozinas iSsukamas i§ DNR spiralés, o M.Hhal katalitin¢

kilpa uzsidaro, suformuodama aktyvy centrg. Trinariame komplekse ~1000
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karty padid¢ja M.Hhal giminingumas tieck AdoMet, tieck DNR. Taigi pilnas
M.Hhal kinetinis mechanizmas turéty apimti visas stadijas: binaring sgveikg su
substratais, komplekso konformacinius pokycius, cheming reakcijg aktyviame
centre ir produkty komplekso iSirimg. Nepaisant to, kad M.Hhal veikimo
mechanizmas tiriamas jau daugiau kaip 20 mety, daug mechanistiniy detaliy
tebelieka neaiSkios. IS dalies taip yra dél to, kad néra metody, leidZianciy
tiesiogiai stebéti aktyviame centre susidarancius tarpinius junginius, bei
baltymo ir substrato konformacinius pokycius. Pvz., iki Siol néra iSaiSkintas
rySys tarp taikinio bazés iSsukimo ir katalitinés kilpos judéjimo, nebuvo
galimybés stebéti citozino iSsukimo realiuoju laiku. Daugiausia informacijos
surinkta i§ M.Hhal ir jos mutanty kristalografiniy ir enzimologiniy tyrimy.
Pirmieji M.Hhal kinetinj mechanizmg stacionariomis saglygomis tyre
Wu ir Santi, substratu naudodami DNR polimera, sudarytg i§ pasikartojanciy
G:C pory — poli[dG-dC]-poli[dG-dC] (Wu ir Santi, 1987). Autoriai pasitlé,
kad reakcija vyksta pagal tvarkingg greitos pusiausvyros bisubstratinj-
biproduktinj kinetinj mechanizma: prie baltymo pirmiausia prisijungia DNR, o
po to kofaktorius; jvykus reakcijai 1§ pradziy disocijuoja AdoHcy, o po to
metilinta DNR. Nustatyta, kad K,/ “=15nM ir k.,=0,02s"; Panasis
parametrai gauti ir véliau, tiriant M.Hhal reakcija su hemimetilintg taikinj
turinciais oligonukleotidais (Vilkaitis ir kt., 2001). Wu ir Santi taip pat nustate,
kad AdoHcy yra stiprus, AdoMet atzvilgiu konkurentinis, inhibitorius
(K=2,1 nM), todel atlieckant kinetinius tyrimus bitina kontroliuoti, kad
reakcijoje nesusikaupty didelis kiekis AdoHcy. Taip pat buvo pasitlyta, kad
AdoMet risasi tik su M.Hhal-DNR kompleksu, bet ne su laisvu baltymu.
Veliau biocheminiais ir struktiiriniais metodais nustatyta, kad M.Hhal
vis deélto sgveikauja su AdoMet, nesant DNR (Kumar ir kt., 1992; Cheng ir kt.,
1993; O'Gara ir kt., 1999). Fluorescencinés spektroskopijos metodas jgalino
tiesiogiai stebéti metiltransferazés saveika su kofaktoriumi: vienintelio M.Hhal
esancio triptofano (Trp41) — fluorescencija slopinama prisijungiant AdoMet
arba AdoHcy. Tokiu biidu nustatyta, kad K" = 5-12 uM (Lindstrom ir kt.,
2000; Vilkaitis ir kt., 2001), t.y. ~500 kartus didesné negu K, "™ (15 nM).
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Tai paaiSkino, kode¢l §i saveika nebuvo uZzfiksuota pradiniuose tyrimuose.
Kinetiniy ir pusiausvyriniy M.Hhal sgveikos su AdoMet tyrimy rezultatai rodo,
kad tirpale egzistuoja vienos ruSies M.Hhal-AdoMet kompleksas, esantis
greitoje pusiausvyroje su laisvais M.Hhal ir AdoMet (Vilkaitis ir kt., 2001).
Taip pat buvo patikimai nustatyta, kad 4-5% Sio komplekso gali wvirsti ]
reakcijos produktus nedisocijuojant kofaktoriui. Taigi buvo pasitlyta, kad
M.Hhal kataliz¢ vyksta pagal dalinai netvarkingg bisubstratinj-biproduktinj
mechanizma.

Fiksuojant reakcijos produkty susidarymg laike ikistacionariomis
salygomis stebima eksponentiné produkty susidarymo fazé, stacionariomis
salygomis pereinanti ] tiesing (Lindstrom ir kt., 2000; Vilkaitis ir kt., 2001).
Toks reakcijos profilis biidingas reakcijoms, kuriose stacionary greitj k., riboja
stadija, einanti po cheminés reakcijos. Siame eksperimente vienareik§miskai
nustatyta, kad metilgrupés pernasa yra greitesné (0,26 s) negu k.., 0 bendra
reakcijos greiti riboja  susidariusio produkty komplekso iSirimas
(ko= 0,045 ) (Vilkaitis ir kt., 2001). Tiriant M.Hhal kofaktoriaus suri§imo
kiSen¢je esancio Trp4l mutacijy jtaka reakcijai, nustatyta, kad produkty
komplekso iSirimas gali vykti dviem keliais: 1) pirmiausia disocijuojant
AdoHcy, po to atsidarant katalitinei kilpai ir disocijuojant DNR arba 2)
pirmiausia atsidarant kilpai, ir po to greitai disocijuojant AdoHcy ir metilintai
DNR (Merkien¢ ir KlimaSauskas, 2005).

Nustatyta, kad didzioji dalis binariame komplekse suriStos DNR
metilinama be papildomo disociacijos zingsnio (Lindstrom ir kt., 2000). Taip
pat M.Hhal-DNR komplekso disociacijos greitis (0,04-0,3 s™) (Wu ir Santi,
1987; Vilkaitis ir kt., 2001) palyginamas su negriztamos metilinimo stadijos
greiCiu. Taigi M.Hhal yra greitoje pusiausvyroje su kofaktoriumi, bet ne su
DNR.

Kol kas nezinoma, koks procesas riboja cheminés reakcijos greitj k.jem-
Remiantis kvantiniy skai¢iavimy duomenimis, tai galéty buti kovalentinés
jungties tarp baltymo ir citozino susidarymas arba B-eliminacija, kadangi pats

metilgrupés perneSimas yra labai energetiSkai palankus ir turéty vykti greitai
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(Perakyla, 1998). Tai patvirtino ir M.Hhal Thr250 mutanty tyrimai (Vilkaitis ir
kt., 2001). Taciau kita mokslininky grupé, remdamasi kinetinio izotopinio
efekto priklausomybés nuo pH tyrimais, teigia, kad reakcijos greicio neriboja
kovalenting citozino aktyvacija, o iSsuktas ir suriStas aktyviame citozinas yra
greitoje pusiausvyroje su kovalentiSkai aktyvuotu (Svedruzic ir Reich, 2004).
Tokig iSvadg paremia ir faktas, kad Salutiné HS apkeitimo reakcija nesant
kofaktoriaus vyksta greiCiau negu metilinimas, esant AdoMet (Wu ir Santi,
1987; Svedruzic ir Reich, 2004). Taigi norint tiksliai iSsiaiSkinti, kas
apsprendzia M.Hhal katalizuojamos reakcijos greitj ikistacionariomis

salygomis, reikia papildomy tyrimy.

1.7. Metiltransferaziy sekos specifiSkumas

1.7.1. Taikinio atpaZinimo domenas

Uz specifinés DNR sekos atpazinimg C5-MTazése atsakingas ilgiausias
variabilus regionas, esantis tarp VII ir IXKM (Wilke ir kt., 1988;
KlimaSauskas ir kt., 1991). Jo 1ilgis koreliuoja su metiltransferazes
modifikuojamy skirtingy taikiniy skai¢iumi ir svyruoja nuo ~80-135 amr.
monospecifiniuose iki ~173-267 amr. kelis taikinius atpaZzjstan¢iuose
multispecifiniuose fermentuose (Trautner ir kt., 1996). Variabilus regionas taip
pat lemia, kuris i§ keliy taikinyje esanciy citoziny bus metilinamas (Mi ir
Roberts, 1992). Erdvinése M.Hhal ir M.Haelll struktirose matyti, kad
variabilus regionas sudaro mazajj — taikinio atpazinimo — domeng (TAD)
(1.4 pav.), sudarantj visus iSskyrus vieng kontaktus su taikinio
heterociklinémis bazémis (KlimaSauskas ir kt., 1994; Reinisch ir kt., 1995).

Kalbant apie multispecifines MTazes, terminas ,.taikinio atpazinimo
domenas* suprantamas kaip baltymo dalis, tiesiogiai atsakinga uz konkretaus
DNR taikinio atpazinimg. Multispecifiniy MTaziy variabilaus regiono
C-galin¢je dalyje vienas paskui kitg iSsidésto uz skirtingy taikiniy atpaZinima
atsakingi 2-4 TAD (1.10 pav.) (Balganesh ir kt., 1987; Wilke ir kt., 1988). Jie

yra 38-54 amr. ilgio ir vienas su kitu nepersidengia. Gretimi TAD gali buti
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atskirti 1-4 amr. arba eiti 1§ karto vienas po kito. TAD rinkin; variabiliame
regione jrémina trumpos konservatyvios sekos, kurios fermentiniam aktyvumui
nebiitinos. Kadangi iki Siol neZinoma nei vienos multispecifinés MTazés
erdvinés struktiiros, neaisku, kaip atskiri TAD iSsidésto erdveje ir kurios amr.

kontaktuoja su DNR bazémis.
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1.10 paveikslas. Multispecifiniy DNR C5-MTaziy aminoriigsciy sekos
organizacija. Labiau konservatyviis amr. sekos motyvai juodi, maZziau
konservatyviis — pilki. Variabilaus regiono C-galin¢je dalyje iSsidéste
nepersidengiantys taikinio atpaZinimo domenai pazyméti didziosiomis
raidémis. Po kiekvienu TAD nurodytas jo apsprestas specifiSkumas
(metilinamas citozinas pabrauktas), o skliausteliuose pazyméta, su kokios
monospecifinés MTazes specifiSkumu jis sutampa. Vaizduojant mastelis
neislaikytas.

1.7.2. TAD amino riigsc¢iuy sekoje aptinkami désningumai

Zymus panasumas tarp skirtingy metiltransferaziy TAD pastebimas tik
tada, jei abu fermentai atpaZjsta ta pati taikinj ir modifikuoja toje pacioje
pozicijoje esant] citozing (Walter ir kt., 1992; Gopal ir kt., 1994; Mi ir kt.,
1995). TAD taip pat gali biiti panaSiis tarp fermenty, atpazjstanc¢iy panasSias
1Ssigimusias sekas, pvz. M.DsaV (CCNGG), M.EcoRII ir Dcm (CC[A/T]GQG)
(Gopal ir kt., 1994); M.Sinl (GG[A/T]CC) ir M.Sau961 (GGNCC) (Szilak ir
kt., 1990); bei M.NgoVII (GC[G/C]GC) ir M.Lsp1109I (GC[A/T]GC). Taciau
ta pat] taikin] atpazjstan¢iy monospecifiniy ir multispecifiniy MTaziy TAD
néra homologiski, ir tai tikriausiai atspindi skirtingg Siy fermenty grupiy

struktiiring organizacijg (Walter ir kt., 1992).
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Nepaisant mazo bendro panaSumo, daugelio MTaziy variabiliuose
regionuose aptinkamas konservatyvus dipeptidas T(I/L/V), vadinamas TL
motyvu (Lauster ir kt., 1989; Vilkaitis ir kt., 2000). IStyrus M.Hhal Thr250 1§
TL motyvo mutanty savybes nustatyta, kad Sios amr. Soniné¢ grandiné yra
svarbi palaikant DNR fosfodiesterinio karkaso konformacijg ir orientuojant
metilinamg citozing iSsukimo 1§ dvigubos spiralés metu (Vilkaitis ir kt., 2000).
M.Hhal (KlimaSauskas ir kt., 1994) ir M.Haelll (Reinisch ir kt., 1995)
kompleksy su DNR erdvinése struktirose TL motyvo padétis erdveje
konservatyvi. Abiejy baltymy treonino Soninés grandinés padétis visiSkai
sutampa, o hidroksilo grupé per vandens molekule sudaro vandeniling jungti su
metilinamo citozino 5’-fosfatu. Detalios amr. seky analizés metu TL motyvo
srityje buvo aptiktas silpnai konservatyvus motyvas
[Y/F/WIX[R/K]XsP[S/T/C/ATTL’[T/A/S/V] Xs5..6H [PYFWL], kur X — bet
kuri aminoriigstis (Vilkaitis ir kt., 2000). Nors TL dipeptida supancios amr.
M.Hhal ir M.Haelll baltymuose skiriasi, dviejy TAD segmenty (240-253 ir
262-265 M.Hhal bei 225-238 ir 243-246 M.Haelll) peptidiniy grandiniy
erdviné padétis sutampa. Sie struktiiriniai elementai apima apradyta consensus
motyva ir, manoma, formuoja pagrinda, palaikantj atpazinimo kilpas (Reinisch
ir kt., 1995).

Buvo pastebéti keli TAD organizacijos désningumai, leidZiantys i
dalies susieti amr. seka su MTazés atpazistamu DNR taikiniu. Daugumoje
5°..GC..3° sekas atpaZjstaniy TAD aptinkamas devyniomis amr. nuo TL
motyvo nutoles argininas (Cheng ir Blumenthal, 1996; Lange ir kt., 1996).
MTazése Hhal ir Haelll Sio arginino guanidininé grupé sudaro vandenilinius
ry$ius su kaimyninio 5’-guanino O6 ir N7 atomais, uZtikrindama specifinj Sios
baziy poros atpazinimg. Tuo tarpu fermentuose, atpazjstan¢iuose 5°..CC..3’
taikinius, analogiSkoje pozicijoje dazniausiai sutinkamas glutaminas arba
asparaginas (Cheng ir Blumenthal, 1996). Pratesus désningumy paieska, abipus
TL motyvo buvo surasti motyvai, pavadinti N-TL ir C-TL, kuriy amr. sekos

stipriai koreliuoja su MTazés atpazjstamu taikiniu. Pavyzdziui, GGCC taikinj
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atpaZjstanc¢iose MTazése N-TL motyvas beveik visada yra SRN, o C-TL
motyvo consensus seka GRQ (Neely ir Roberts, 2008)

1.7.3. Metiltransferaziy Hhal ir Haelll kontaktai su taikinio bazémis

M.Hhal ir M.Haelll kompleksy su DNR struktiiry analizé¢ parode, kad
su heterociklinémis bazémis kontaktuojancios amino rugstys yra MTaziy
C-galin¢je TAD dalyje. M.Hhal jos iSsidésCiusios dviejose pavirSinése baltymo
kilpose (1.4 pav.) (KlimaSauskas ir kt., 1994). M.Hhal ir M.Haelll kontakty su
DNR schema pateikta 1.11 pav.. Pirmoji M.Hhal atpazinimo kilpa (N-galing,
amr. 233-240) sudaro SeSis specifinius kontaktus su keturiomis bazémis ir
atpaZjsta taikinio 5’-dalj GCG (pabrauktas metilinamas C). Antroji (C-galing,
amr. 250-257) kilpa sudaro tris vandenilines jungtis su atpaZjstamomis
bazémis: dvi tiesiogines ir vieng per vandens molekule, ir yra atsakinga uz
taikinio 3’-dalies atpazinimg (1.11 pav.). Visi atpaZinimo kilpoms
priklausanciy aminortigs¢iy kontaktai sudaromi DNR didziajame griovyje.
Vienintel¢ vandeniliné jungtis tarp baltymo ir DNR mazajame griovyje
susidaro tarp Ile86 i§ katalitinés kilpos pagrindinés grandinés karbonilinio

deguonies ir pirmojo taikinio guanino aminogrupes (1.13 pav.).

Glu119
Arg165
Cys81
Phe79

Glu109
Arg155
Cys71
Gly68

Lys43, Tyras~ S
)

1.11 paveikslas. M.Hhal ir M.Haelll kontaktai su DNR. Taikinio bazés
gelsvos, pilkai pazyméti su MTaze sgveikaujantys fosfatai; fosfatai, su kuriais
MTazés nesgveikauja, pavaizduoti kaip balti apskritimai. Katalitinés kilpos
amr. nuspalvintos zaliai, atpaZzinimo Kilpos-1 — raudonai, atpazinimo Kilpos-2
— melynai, su DNR sgveikaujanc¢ios amr. 1§ kity baltymo daliy — juodos;
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iStisinés rodyklés Zymi amr. Soninés grandinés sgveikg, punktyrinés —
pagrindinés grandinés sudaromus kontaktus; parySkintos rodyklés zZymi
sgveikas su heterociklinémis bazémis, lemiancias specifinio taikinio
atpazinimg. Paveikslas paruoStas, remiantis trinariy MTazé-DNR-AdoHcy
kompleksy struktiromis (KlimaSauskas ir kt., 1994; Reinisch ir kt., 1995).

Struktiry su skirtingais DNR substratais analizé rodo, kad M.Hhal
selektyvuma hemimetilintam taikiniui galéty lemti Van der Valso kontaktas
tarp Glu239 karboksilinés grupés ir komplementarioje (nemetilinamoje)
grandinéje esanio S-metilcitozino metilgrupes (1.12 pav. A) (O'Gara ir kt.,
1996b). Tuo tarpu maz3 giminingumg pilnai metilintai DNR reakcijos
produkty komplekse lemia nepalanki steriné sgveika tarp iSsukto 5SmC
metilgrupés ir aktyvaus centro aminoriigs¢iy (1.12 pav. B).

M.Haelll struktiiriniai elementai, funkciskai atitinkantys M.Hhal
atpazinimo kilpas, organizuoti panaSiai (1.4 pav.) (Reinisch ir kt., 1995). Su
5’-galine atpazjstamos sekos dalimi kontaktuojancios aminoriigStys iSsidésto
abipus trumpos o-spiralés, priklausancios baltymo elementui, atitinkanciam
pirmaja M.Hhal atpazinimo kilpg. Tuo tarpu aminoriigS§tys apsprendziancios
3’-galinés taikinio dalies atpaZzinimg priklauso atpaZinimo elementui,
atitinkanciam M.Hhal antraja kilpa, ir i1§sidéto polipeptidinés grandinés linkyje.
M.Haelll kaip ir M.Hhal, daugumg specifiniy kontakty formuoja DNR
didZiajame griovyje, sudarydama vienintel] kontakta mazajame griovyje tarp
GIn76 peptidinés grupés ir antrojo taikinio guanino (GGCC) aminogrupés
(1.11 pav.). Taip pat abiems MTazéms bendra tai, kad su kiekviena taikinio
baze kontaktuoja tik vienai kilpai priklausan¢ios aminortigstys, taigi kilpos
atpaZjsta nepersidengiancias taikinio dalis.

TaCiau aminortgstys, sudarancios specifinius kontaktus su DNR
M.Hhal ir M.Haelll, nehomologiskos, skiriasi ir pats specifiniy kontakty
pobiidis (1.11 pav.). Keturis 1§ aStuoniy specifiniy kontakty su
heterociklinémis bazémis M.Hhal sudaro dalyvaujant peptidiniy jungCiy
atomams, o vieng netiesiogiai, per vandens molekule. Tuo tarpu M.Haelll
atveju sekos atpazinimg uztikrina sgveika tarp heterocikliniy baziy ir

aminortigsciy Soniniy grandiniy.

44



A B
Glu239 CysS1

 \

GIn237

4 2 A Pr°80

/
’['\

1.12 paveikslas. M.Hhal sgveika su taikinyje esan¢iu 5-metilcitozinu. A —
sgveika su 5SmC komplementarioje grandin¢je. Trecioji taikinio baziy pora
pavaizduota pilkai, metilgrupé roziné. SmC metilgrupé sudaro palankius Van
der Valso kontaktus su GIn237 ir Glu239. Paveikslas paruoStas naudojant
trinario komplekso M.Hhal-hemimetilinta DNR-AdoHcy struktiirg (pdb kodas
Smht, (O'Gara ir kt., 1996b)). B — sgveika su iSsuktu citozinu aktyviame centre.
Metilgrupé nukrypusi nuo ziedo plokStumos dé¢l nepalankiy saveiky su
aktyvaus centro aminoriig§timis (rozinés punktyrinés linijos). Metilgrupe
stabilizuoja tik silpna vandeniliné jungtis (zalia punktyriné linija) su AdoHcy
sieros atomu. Paveikslas paruoStas naudojant trinario komplekso M.Hhal-
pilnai metilinta DNR-AdoHcy struktiirg (pdb kodas 4mht, (O'Gara ir kt.,
1996b)).

Abi MTazes saveikauja su DNR fosfodiesteriniu karkasu taikinio srityje
ir uz jo riby. Kontaktus su fosfatinémis grupémis sudaro amino rugstys ir i$
mazojo, ir 1§ didZiojo domeno. Sgveika su metilinamos DNR grandinés
fosfatais analogiSka abiejuose baltymuose ir, manoma, svarbi teisingai
orientuojant substratg. Tuo tarpu sgveika su komplementaria grandine skiriasi
(Reinisch ir kt., 1995).

Taigi ir M.Hhal, ir M.Haelll buidinga: 1) specifiniai kontaktai tarp TAD
ir DNR baziy didziajame griovyje; 2) vienas specifinis kontaktas tarp
katalitinés kilpos peptidinés grandinés ir guanino aminogrupés mazajame
griovyje; 3) atpaZinimo kilpy sgveika su nepersidengianc¢iomis taikinio dalimis;
4) panasi saveika su metilinamos grandinés fosfatais. Sie panasumai liudija,
kad gali egzistuoti specifinés sgveikos su DNR désningumai, galbiit biidingi ir
kitoms C5-MTazéms. Taciau nepanaSios TAD amr. sekos ir erdvinés

strukturos, skirtingas specifiniy kontakty pobudis ir skirtinga sgveika su
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nemetilinamos grandinés fosfatais rodo, kad priklausomai nuo atpazjstamos
sekos savybiy MTazés naudoja skirtingus biidus katalitinei ir taikinio
atpazinimo funkcijoms suderinti. Siuos skirtumus vaizdZiai iliustruoja skirtinga
DNR struktiiros stabilizacija, iSsukus metilinamg citozing i aktyvy centrg (Ziir.

1.4.1 skyriu).

1.7.4. Taikinio atpaZinimo ir katalizés rySys

DNR MTaziy funkcija ne tik susiriSti su specifine DNR seka, bet ir
katalizuoti taikinio citozino iSsukimg bei metilinimg. Taigi matomg metilinimo
specifiSkumg nulemia ne tik giminingumo specifinei ir nespecifinei DNR
skirtumas, bet ir tai, kaip efektyviai skirtingose sekose esantys citozinai gali
buti iSsukti ir metilinti. Pvz., M.Hhal 60-350 karty silpniau ri$asi su sekomis,
besiskirian¢iomis nuo taikinio viena baziy pora; taciau katalitinis efektyvumas
(koo Kp™™™) nekanoniniy taikiniy atzvilgiu skiriasi net 3000-80000 karty
(Youngblood ir kt., 2006). Pirminio atpaZinimo mechanizmai taip pat turi biti
glaudZiai susij¢ su bazés iSsukimu, kadangi dalis kristalinéje struktiiroje
matomy specifiniy kontakty su DNR bazémis didziajame griovyje gali

susidaryti tik iSsukus metilinamg citozing.

Atpazinimo 3
Kilpa-1 \)(

1.13 paveikslas. M.Hhal saveika su pirmgja taikinio baziu pora.
Vandenilinés jungtys paZymétos Zaliomis punktyrinémis linijomis. Paveikslas
paruostas naudojant trinario komplekso M.Hhal-DNR-AdoHcy (O'Gara ir kt.,
1996a) struktiirg (PDB kodas 3mbht).
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[1e86 1§ katalitinés kilpos yra viena i§ aminoriigsciy, dalyvaujanciy
taikinio atpazinimo ir katalizés suderinime. I1e86 karbonilin¢ grupé¢ sudaro
vandenilinj ry§] su pirmojo taikinio guanino aminogrupe (1.13 pav.), o Sis
kontaktas svarbus katalitinés kilpos fiksavimui uZzdaroje konformacijoje
(Svedruzic ir Reich, 2004). Nesant §io kontakto, M.Hhal reakcija su poli[dI-
dC]-poli[dI-dC] (I = inozinas, guanino analogas, neturintis 2-aminogrupé€s) yra
greitesne negu su poli[dG-dC]-poli[dG-dC], dé¢l greitesnio produkty komplekso
1$irimo (Wu ir Santi, 1987; Svedruzic ir Reich, 2004). Tiriant katalitinés kilpos
judéjima buvo nustatyta, kad M.Hhal sgveikaujant su nespecifine DNR,
katalitiné kilpa neuzsidaro (Estabrook ir kt., 2009). Siame darbe parodyta, kad
katalitinés kilpos uzsidarymui gali biti reikalingas specifinis kontaktas tarp
Arg?40 ir pirmojo taikinio guanino.

Kita vertus buvo parodyta, kad katalitinés kilpos uzdaros konformacijos
ir iSsukto citozino destabilizavimas gali padidinti stebimg M.Hhal
specifiskumg in vitro, pablogéjusio nekanoniniy seky metilinimo déka.
Tokiomis savybémis pasizyméjo Phel24, His127 ir Thr132 mutantai. Sios amr.
sudaro daugiau sgveiky su uzsidariusia katalitine kilpa negu su atvira, fir,
manoma, gali stabilizuoti kataliting kilpg uzdaroje buisenoje.

Remiantis vien struktiirine informacija negalima nustatyti visy amr.,
kurios svarbios specifinio DNR suriSimo ir katalizés suderinimui. MTazés
Hhal specifiSkumui paaiskinti buvo pasitlyta ,.energetinio atpaZinimo*
hipotez¢, pagal kurig nekanoniniame taikinyje esancio citozino iSsukimui
egzistuoja didesni energetiniai barjerai negu citozino iSsukimui i§ kanoninio
taikinio (Huang ir MacKerell, 2005). Tiesa, Sis darbas rémeési diskutuotina
prielaida, kad citozino iSsukimas vyksta per DNR didjji griovij jau uzsidarius
katalitinei kilpai (Huang ir kt., 2003; Luo ir Bruice, 2005) (Zitr. 1.4.2 skyriu).
Molekulinés dinamikos skaiCiavimai parodé, kad egzistuoja du energetiniai
barjerai citozino iS§sukimui, kuriuos sukuria trumpai gyvuojanciy sgveiky tarp
baltymo ir DNR tinklas, susidarantis citozino iSsukimo metu (Huang ir

MacKerell, 2005). Tiesiogiai patikrinti §ig hipotez¢ yra sunku, kadangi
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kalbama apie didelés energijos, trumpai gyvuojancias baltymo-DNR

komplekso biisenas, kurios negali biiti aptiktos eksperimentiskai.

1.8. C5-MTaziy specifiSkumo keitimas

1.8.1. TAD keitimas tarp skirtingy MTaziy

ISskirtiné multispecifiniy MTaziy savybé — stebétinas regiono, kuriame
iSsidéste¢ TAD, plastiSkumas. Pasirodé, kad galima pakeisti vienos
metiltransferazés variabily regiong ar jo dalj analogiSku fragmentu i$ kito
fermento ir gauti funkciSkai aktyvy baltyma (Balganesh ir kt., 1987; Trautner ir
kt., 1988). Taskinés mutacijos ir insercijos, inaktyvuojancios vieng ar kelis
TAD, o taip pat visiSkas vieno ar keliy TAD paSalinimas nejtakoja MTazeés
sugeb¢jimo metilinti likusiy specifiSkumy taikinius (Trautner ir kt., 1988;
Wilke ir kt., 1988). Stebétina, bet jvedus papildomg TAD, taip pat gaunami
funkciskai aktyviis baltymai, metilinantys papildoma taikinj (Sethmann ir kt.,
1999). Visa tai rodo, kad multispecifiniy MTaziy TAD yra strukturisSkai ir
funkciskai nepriklausomi moduliai, o patys fermentai yra prisitaik¢ nesunkiai
tkomponuoti ] savo struktiira nauja atpazinimo domena, sglygojant] nauja
specifiSkuma.

Tuo tarpu bandant sukeisti TAD ar jo dalis tarp monospecifiniy
MTaziy, iSkilo nemazai sunkumy. Dauguma gauty hibridiniy baltymy buvo
neaktyviis arba jy aktyvumas Zymiai mazesnis nei motininiy fermenty
(Klimasauskas ir kt., 1991; Mi ir Roberts, 1993; Vilkaitis ir Klimasauskas,
1998). Konstruojant hibridus tarp M.Hhal ir M.Hpall, buvo pastebéta, kad
aktyvesni baltymai gaunami tada, kai ir wvariabilus regionas, ir IX
konservatyvus motyvas yra paimti i§ to paties fermento (Klimasauskas ir kt.,
1991). Erdviné M.Hhal struktiira paaiskino tokius rezultatus: pasirode, kad IX
KM glaudziai kontaktuoja su variabiliu regionu, sudarydamas mazojo domeno
struktiirin karkasg (Cheng ir kt., 1993).

Skirtumai tarp mono- ir multispecifiniy MTaziy tikriausiai atspindi

skirtingus mechanizmus, kuriais Sioms klaséms priklausantys fermentai
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integruoja kataliting ir taikinio atpaZinimo funkcijas. Multispecifiniuose
fermentuose bitina lanksti struktiira, uztikrinanti katalitinio centro alternatyvig
sgveikg su keletu TAD. Tuo tarpu monospecifinése MTazése toks lankstumas
nereikalingas ir jos evoliucijos eigoje gal¢jo sukaupti mutacijas,
optimizuojancias katalize bei sgveika su vieninteliu TAD (KlimaSauskas ir kt.,

1991).

1.8.2. TAD daliy keitimas tarp skirtingy MTaziy

Pirmieji bandymai sukeisti TAD dalis tarp skirtingy fermenty buvo
atlikti su multispecifinémis MTazémis M.SPRI ir M.u3TI (1.10 pav.)
(Balganesh ir kt., 1987; Lange ir kt., 1996). Pagrindinis Sio eksperimento
tikslas buvo i$siaiSkinti skirtingy TAD daliy vaidmen; specifiniame taikinio
atpazinime. Taikinio atpazinimo domeny E (CC[A/T]GQG) ir F (GCNGC) dalys
buvo sukeistos per abiejuose TAD esant; GL dipeptidg ir gauti du chimeriniai
TAD (atitinkamai EF ir FE), kuriy N- ir C-galinés buvo kilusios i§ skirtingy
motininiy TAD. Tokiu biidu pavyko gauti dvi aktyvias metiltransferazes,
modifikuojan¢ias nei vienam i§ motininiy baltymy nebudingus taikinius.
Chimerin} TAD FE turint; MTazé¢ efektyviausiai metilino GC[T/C] taikinius, o
MTaze su chimeriniu TAD EF — CC[A/T/C] sekas. Taigi Sie hibridiniai TAD
apsprend¢ specifiSkumg iSsigimusioms sekoms, kuriy 5’-dalis sutapo su to
motininio TAD atpaZjstamo taikinio 5’-dalimi, kuris buvo chimerinio TAD
N-gale. Gauti rezultatai leido padaryti prielaida, kad panaSiai kaip
monospecifiniuose fermentuose, multispecifinése DNR C5-MTazése skirtingas
atpazjstamos sekos dalis atpaZzjsta atskiros TAD dalys.

Panasiis darbai buvo atlikti ir su monospecifinémis MTazémis.
Pastebéta, kad pirmosios atpaZzinimo Kkilpos pakeitimai visais atvejais
inaktyvuoja motining MTaze, o keiCiant antrgja atpazinimo kilpg galima gauti
aktyvy fermentg (Vilkaitis ir KlimaSauskas, 1998); S. Kriaucionis, G. Vilkaitis
ir S. KlimasSauskas, neskelbti rezultatai). Taip sukonstruotos hibridinés MTazes
metilino i§sigimusias, nei vienos 1§ motininiy MTaziy neatpazjstamas sekas, o

ju katalitinis efektyvumas paprastai biidavo Zenkliai mazesnis negu laukinio
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tipo baltymy. Jdomu, kad hibridiniy MTaziy atpaZjstami taikiniai buvo labai
panasiis ] Kilpos-1 atpazjstamg motininés MTazés taikinio dalj. Pavyzdziui,
hibridine MTaz¢ L2Bsp:Hha, kurioje M.Hhal (GCGC) Kilpa-2 pakeista
numanomu funkciSkai analogiSku fragmentu i§ M.Bsp6l (GCNGC) metilino
GCG sekas. Tai rodo, kad perkelta Kilpa-2 tikriausiai néra funkcionali kitos
MTazés struktiriniame kontekste ir tuo paciu paaiSkina, kodél Kilpos-1
pakeitimai néra toleruojami. M.Hhal Kilpoje-1 esantis GIn237 yra svarbus
bazés iSsukimui ir stabilizavimui (Daujotyte¢ ir kt., 2004), taigi teisingas
Kilpos-1 funkcionavimas yra kritiSkas MTazés katalitiniam aktyvumui. Tuo
tarpu Kilpos-2, sgveikaujanc¢ios su toliau nuo metilinamo citozino esancia
ketvirtaja taikinio baziy pora, funkcija néra tokia svarbi. Kaip matyti i§
M.HaelllI-DNR erdvinés struktiiros, ir kaip galima spresti i§ amr. seky
homologijos Kilpos-1 srityje nebuvimo, skirtingos MTazés naudoja skirtingus
iSsukto citozino stabilizavimo mechanizmus. Tikriausiai todel perkeltas
fragmentas negali funkcionuoti kitos MTazés struktiiriniame kontekste ir

hibridiné MTaze¢ yra neaktyvi.

1.8.3. Taskiné mutagenezé

Norint identifikuoti multispecifiniy C5-MTaziy atskiry TAD ribas buvo
placiai taikoma taskiné mutagenezé, taciau nei vienu atveju nebuvo gauti
taikinio specifiSkumo pasikeitimai. Tai galé¢jo buti nulemta nepakankamu
naudojamy metody jautrumu — daugiausia eksperimenty rémési metilintos
DNR karpymu keletu SmC jautriy REaziy. Kita vertus, tai gali rodyti, kad
C5-MTaziy specifiSkumg dazniausiai lemia ne vienas, o keletas kontakty su
DNR.

Pirmasis seékmingas MTazeés specifiSkumo pakeitimas buvo atliktas su
M.Haelll, taikant kryptingos evoliucijos ir in vitro kompartmentalizacijos
metodus (Cohen ir kt., 2004). Siame darbe buvo siekiama atrinkti M.Haelll
variantus, efektyviai metilinan¢ius AGCC taikinj. AGCC skiriasi nuo
kanoninio taikinio GGCC tik pirmgja baziy pora ir yra daZniausiai metilinamas

M.Haelll nekanoninis taikinys (Cohen ir kt., 2002). In vitro evoliucija vykdyta
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dviem etapais: pirmajame mutagenizuotos penkios aminoriigstys 1§ pirmosios
atpazinimo kilpos, lemiancios taikinio 5’-dalies atpazinimg. Visi Siame etape
atrinkti mutantai turéjo Arg225, sudaran¢io vandenilinius rySius su pirmojo
guanino O6 ir N7 atomais, pakeitimus ] Ala. Antrajame etape buvo
optimizuota R225A mutanto struktlira: mutagenizuotos trys aminortgstys,
erdvéje esanCios netoli Arg225 ir galinCios jtakoti jo konformacija.
Efektyviausia mutantiné MTazé be R225A tur¢jo pakeitimus N260L, L261M,
ir N262W, ir 3 kartus efektyviau metilino AGCC taikinius negu GGCC
(lyginat k../K)"""). Idomu, kad § mutantineé MTazé pasizyméjo didesniu
katalitiniu efektyvumu visiems tikrintiems taikiniams nei laukinio tipo
M.Haelll. Skirtingai negu galima biity tikétis 1§ erdvinés struktiiros,
optimizuotoje mutantin¢je MTaze¢je kontakty su pirmuoju G paSalinimas
(mutacija R225A) nesumaZino giminingumo DNR ir visiSkai nepanaikino
specifiSkumo pirmajai baziy porai.

Idomu, kad MTaziy Sinl (GGWCC) ir EcoRIl (CCWGG) atveju
centrinei A:T baziy porai atskirti nuo G:C baziy poros (nemetilinamas taikinys)
svarbiis kontaktai DNR maZajame griovyje (Kiss ir kt., 2001). Si i§vada buvo
padaryta remiantis tuo, kad abi MTazés panasiu efektyvumu metilino taikinius,
centrin¢je  pozicijoje  turinius baziy porag hipoksantinas:citozinas.
Hipoksantinas — guanino analogas, neturintis 2-aminogrupe¢s, todel §i baziy
pora didZiajame griovyje panasi | G:C, o mazajame — ] A:T baziy porg. Véliau
evoliucijos in vitro biidu buvo gauti relaksuoto specifiSkumo M.Sinl mutantai,
panasiu efektyvumu metilinantys GGWCC ir GGSCC taikinius (Timar ir kt.,
2004). Idomu, kad nei viena i§ atrinkty mutantiniy MTaziy neturéjo mutacijy
TAD srityje, kas rodo, kad uZ centrinés taikinio baziy poros atpazinimg yra
atsakingas katalitinis domenas. DidZiausig jtaka specifiSkumo pasikeitimui
turéjo dvi mutacijos, esancios tarp VI ir VII KM. Lyginant su kitom MTazém
Sis variabilus amr. sekos fragmentas M.Sinl gana ilgas, todél, manoma, galéty
sudaryti pavir§ing baltymo kilpg ar kita struktiirg, kontaktuojancig su DNR
mazuoju grioviu. Taciau detali struktiiriné interpretacija negalima, nes néra

nustatyta M.Sinl tretinés struktiros.
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Paminéti MTaziy specifiSkumo keitimo pavyzdziai gerai iliustruoja
ribotas galimybes kryptingai keisti MTaziy specifiSkumg, remiantis tik
kompleksy erdvinémis struktiromis. Netgi tuomet, kada Zinoma MTazés-DNR
komplekso erdvine struktira, su DNR saveikaujanciy amr. mutacijy jtaka ne
visada galima numatyti. DaZniausiai kontaktus su DNR bazémis sudaranciy
amr. mutacijos sumazina MTaziy katalitinj efektyvumg ir relaksuoja
specifiSkumg, taciau visiSkas specifiSskumo tam tikrai taikinio pozicijai
praradimas paprastai nestebimas (Cohen ir kt., 2004; Horton ir kt., 2005;
Horton ir kt., 2006a). Tai paaiSkinama tuo, kad struktirose daZniausiai
matomas tik specifinis MTazés-DNR kompleksas, taCiau jos nesuteikia
informacijos, kaip pirminis, nespecifinis baltymo-DNR kompleksas virsta
specifiniu ir kurios baltymo dalys yra svarbios taikinio atpazinimo ir katalitinei
funkcijoms suderinti.

Kita vertus galingas jrankis baltymy specifiSkumo keitimui yra
evoliucija in vitro. Turima struktiiriné informacija labai padeda pasirinkti
baltymo fragmentus, | kuriuos bus nukreipta atsitiktiné mutagenezé, taip
sumazinant reikalingg mutanty biblioteky dyd; ir Zymiai padidinant tikimybe

atrinkti norima savybe pasizymin¢ig MTazg.

1.9. DNR metiltransferazés — molekulinés biologijos jrankiai

Daug DNR sintezés ir reparacijos fermenty (DNR polimerazes,
atvirkStinés transkriptazés, ligazes, kinazes, uracilglikozilaze, restrikcijos
endonukleazeés ir kt.) seniai tapo nepakeiCiamais Siuolaikin€s geny inZinerijos
jrankiais, tuo tarpu DNR MTaziy pritaikymas ilgai nebuvo placiai paplites ir
apsiribodavo pavieniais atvejais fundamentiniuose moksliniuose tyrimuose.
DNR MTaziy panaudojimg geny inZinerijoje labiausiai ribojo tai, kad prie
DNR prijungiama metilgrupé minimaliai jtakoja DNR struktiirag, nepasizymi
geromis reporterinémis savybémis bei nesuteikia DNR naujy cheminiy
savybiy. Kita vertus, sugeb¢jimas kovalentiSkai modifikuoti specifines DNR
vietas — vertinga MTaziy savybé, galinti biiti naudinga geny inZinerijoje ir

nanotechnologijoje. Todél pastaruoju metu publikuojama vis daugiau metody,
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kurtuose DNR MTazés panaudojamos kaip jrankiai biologijos uzdaviniams
spresti (apzvelgta (Buryanov ir Shevchuk, 2005; KlimaSauskas ir Weinhold,
2007)), taigi tikétina, kad situacija pasikeis. Svarby vaidmenj tame vaidina ir

keletg desSimtmeciy truk¢ DNR MTaziy katalitinio mechanizmo tyrimai.

1.9.1. DNR apsaugojimas nuo restrikcijos endonukleaziy

Konkre¢iam mikroorganizmui pritaikyty geny inzinerijos metody,
prieinamumas — viena i§ esminiy sglygy iSsamiems to mikroorganizmo
tyrimams. DaZnai genetiniy manipuliacijy galimybes riboja efektyviy
transformacijos metody nebuvimas. Viena i$ kliti¢iy efektyviam DNR jvedimui
1 lastele gali biiti restrikcijos modifikacijos sistemos. Panaudojant iSgrynintas
DNR MTazes arba MTazes ekspresuojan¢iy mikroorganizmy belgstelinius
ekstraktus, galima prie§ transformacija DNR metilinti, taip apsaugant nuo
restrikcijos nukleaziy ir padidinant transformacijos efektyvumg. Tokiu budu
pavyko transformuoti kai kuriuos Zmogaus skrandyje parazituojancios
bakterijos Helicobacter pylori kamienus (Donahue ir kt., 2000), Bacillus
cereus 1r Bacillus weihenstephanensis, aptinkamus sugedusiuose maisto
produktuose (Groot 1ir kt., 2008), ir padidinti Streptomyces griseus
transformacijos efektyvuma (Kwak ir kt., 2002).

1.9.2. Eukariotiniy organizmy DNR metilinimo tyrimas

Tiriant eukariotiniy organizmy metilinimg daZniausiai naudojama
M.Sssl (CG), kurios atpaZjstamas taikinys sutampa su eukariotiny MTaziy
taikiniu. Tiriama DNR metilinama M.Sssl, naudojant AdoMet su tri¢iu zyméta
metilgrupe. Jjungtos 1 DNR radioaktyvios Zymés kiekis proporcingas
nemetilinty CG dinukleotidy kiekiui genome. Toks eksperimentas nesuteikia
duomeny apie konkrec€iy lokusy metilinimg, bet leidZia jvertinti globalini DNR
metilinimo lygj. Kadangi tokiame eksperimente néra galimybés turéti tikrg
neigiamg kontrole (visai nemetilinta genoming DNR), o absoliutaus ;] DNR

jjungto radioaktyvumo kiekio matavimas yra labai nepatikimas, $iuo metodu
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galima tik palyginti tarpusavyje kelis meéginius, bet sunku lyginti skirtingy
eksperimenty rezultatus (Nephew ir kt., 2009).

CH

NH, HNTT8
4 4
N7 | 5 NZ ] 5
o N (o] N
—Cc-o “m0-AGG— —cC-o “m0-AGG—
—G G—TCC—— —G G—TCC——
nemetilinta DNR N4-metilcitozinas
H,C.
NH, M.Mval A
Nj . CH, —- Nj e CH,
| AdoMet
O)\N O)\N
—cC-o “m0-AGG— ——cC-o “m0-AGG—
—G G—TCC— —G G—TCC—
5-metilcitozinas N4,5-dimetilcitozinas

1.14 paveikslas. M.Mval katalizuojamas citozino dimetilinimas. PerneSama
metilgrupé pavaizduota pilkame fone, pazymeétos citozino Ziedo 4-a ir 5-a
padétys.

Idomi Sio metodo modifikacija pasitilyta augalams biidingo CNG seky
metilinimo tyrimui, naudojant C5-MTaze EcoRII ir citozino-N4 MTaz¢ BstNI
(arba Mval) (Shevchuk ir Burianov, 1999). Abi Sios MTazés metilina antrgji
citozing sekoje CCWGG, susidarant atitinkamai 5SmC ir 4mC. Unikali M.BstNI
ir M.Mval savybé ta, kad Sios MTazes efektyviai metilina savo taikinj netgi
tada, kai metilinamo citozino vietoje yra S5-metilcitozinas. Sioje reakcijoje
susidaro N4,5-dimetilcitozinas (4,5mC) — nei gamtin¢je DNR, nei RNR
neaptinkama baz¢ (1.14 pav.) (Butkus ir kt., 1985). Metilinant tiriamg DNR
M.BstNI (arba M.Mval) nemetilintuose taikiniuose susidaro 4mC, o
metilintuose — 4,5mC, kuriuos lengva chromatografiskai atskirti frakcionuojant
iki nukleotidy hidrolizuota DNR. Taip galima tiesiogiai, viename eksperimente
nustatyti nemetilinty ir metilinty taikiniy santykj. Deja, néra Zinoma kity
specifiSkumy citozino-N4 MTaziy, kurios efektyviai metilinty jy taikinyje
esant] SmC. Naudojant M.Mval ar M.BstNI galima tirti tik augaly metilinimg
(Zinduoliams CNG  metilinimas nebiidingas), ir tik taikiniuose,

persidengianciuose su CCWGG sekomis (Shevchuk ir Burianov, 1999).
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1.9.3. Chromatino struktiiros tyrimas

Eukariotinés DNR supakavimui j nukleosomas ir sgveikai su jvairiais
baltymais tirti daznai naudojamas ,,kojy atspaudy““ metodas. Kadangi reakcijos
su bisulfitu déka galima identifikuoti SmC DNR sekoje (Clark ir kt., 2006),
DNR C5-MTazes galima panaudoti kaip reagentus atviry chromatino sriciy

vizualizavimui.

A M.Sssl MTazés taikinys: B Populiacijos vidurkis

Q\ @ netilintas _@_@_

{l \ O neme.til_intas TF1 TF2

-o-o—@ooo— H TF taikinys TF1 ir TF2 prisijunge prie
savo taikiniy

TF

1. Modifikacija bisulfitu Atskiros molekulés
2. PGR, produkto klonavimas

3. 5mC identifikavimas é E

-—-— O O-O—O—00-0~ @

- O-O——O—00-0~ E
TF taikinys, apsaugotas TF1 ir TF2 negali saveikauti
nuo metilinimo su DNR tuo paciu metu

1.15 paveikslas. MTaziy panaudojimas chromatino strukturos ir
transkripcijos faktoriuy saveikos su DNR tyrimui. A — transkripcijos faktoriy
sgveikos su DNR tyrimas ,.kojy atspaudy” metodu, naudojant M.Sssl. B —
skirtumai tarp informacijos, gaunamos analizuojant populiacijg ir atskiras
molekules.

Veikiant DNR C5-MTazéms atviros chromatino sritys metilinamos, o
esancios nukleosomose arba sagveikaujancios su kitais baltymais — ne
(1.15 pav. A) (Kladde ir Simpson, 1994). Po metilinimo reakcijos DNR
modifikuojama bisulfitu, padauginama PGR budu ir nustacius seka
identifikuojamos metilintos ir nemetilintos DNR pozicijos (apzvelgta
(Pondugula ir Kladde, 2008)). DNR metiltransferazes galima naudoti kaip
Iprastus reagentus in vitro arba ekspresuoti tiriamoje Igstel¢je, ir tuomet DNR
metilinimas vyks in vivo. Taip galima stebéti silpnas sgveikas, prarandamas

DNR gryninimo metu.
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Klasikinis DNR skaldymu paremtas ,kojy antspaudy”“ metodas
nesuteikia informacijos apie heterogeniSkg chromatino struktiira, nes gaunamas
rezultatas atitinka visos molekuliy populiacijos vidurkj (1.15 pav. B). Todé¢l
jeigu tiriamoje sekoje yra pvz. du skirtingy baltymy sgveikos taikiniai,
nejmanoma nustatyti ar baltymai jungiasi prie savo taikiniy nepriklausomai
(skirtingose lgstelése uZimtas vienas, antras arba abu taikiniai), ar
kooperatyviai (vienose lgstelése uzimti abu taikiniai arba abu laisvi), ar
antikooperatyviai (skirtingose lastelése uZimtas arba vienas, arba kitas taikinys,
be ne abu). Tokig informacijg galima gauti naudojant DNR MTazes, kadangi
klonavus bisulfitu modifikuota DNR ir analizuojant atskirus klonus gaunama
informacija apie individualiy molekuliy biiseng. Chromatino strukttiros tyrimui
buvo pritaikytos C5-MTazeés Hhal (GCGC), Sssl (CG) ir CviPI (GC). Kuo
trumpesnis MTazeés atpazjstamas taikinys, tuo didesn¢ metodo skiriamoji geba,
t.y. tuo tiksliau galima nustatyti nukleosomy ar kity blokuojanciy struktiiry
ribas

Chromatino  struktiiros tyrimas C5-MTazémis ypal patogus
organizmuose, kuriems nebidingas citozino metilinimas (pvz., mielés
S.cerevisiae). TaCiau §] metodg galima pritaikyti ir aukStesniesiems
eukariotams. Pvz., naudojant M.CviPl viename eksperimente galima tirti
chromatino struktiirg (,,kojy atspaudy metodu* pagal GC taikiniy metilinimg) ir
analizuojamos DNR endogeninj metilinimg CG sekose. Tokiame eksperimente
negalima vienareik§SmiSkai interpretuoti tik GCG seky metilinimo (Kilgore ir
kt., 2007). Metodo jautrumas gali biiti padidintas, jeigu ekspresuojama MTaz¢
nukreipiama ] norimg genomo vietg suliejus ja su DNR atpazjstanciu baltymu.
Tokiu atveju galima stebéti kity baltymy sgveikg ar nukleosomy i$sidéstyma

Salia to baltymo taikinio (Carvin ir kt., 2003a; Jessen ir kt., 2004).

1.9.4. Norimy viety eukarioty genomuose metilinimas

Aukstesniuosiuose eukariotuose citozino metilinimas susijes su geny
ekspresijos nutildymu ir heterochromatino susidarymu. Tod¢l nukreipus DNR

MTazes | konkrecig genomo vieta, jos galéty biiti panaudojamos tiriamy geny
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ekspresijos nutildymui. Sis geny nutildymo metodas jdomus dar ir todél, kad
DNR metilinimas véliau yra stabiliai paveldimas veikiant palaikan¢iajam DNR
metilinimui. Kadangi pacios DNR MTazés atpazjsta trumpas DNR sekas ir
genome turi daug taikiniy, jas nukreipti ] norimg genomo vieta galima suliejus
su labiau specifiSskais baltymais — cinko pirSty motyvais ar eukariotiniy

transkripcijos faktoriy DNR suriSanciais domenais (1.16 pav.).

Nukreiptas metilinimas

MTazés taikinys:
@ netilintas
O nemetilintas

\ \ _ DNR suriSancio
domeno taikinys

In vivo ekspresuojamas konstruktas:
MTazé

Nenukreiptas metilinimas

judrus jungiamasis
peptidas

==
——— 0 0 H0-0—0&

1.16 paveikslas. DNR metilinimo nukreipimas j norimg genomo vieta.
Nenukreiptg metilinimg lemia pacios MTazés giminingumas jos taikiniams.

Eukariotinése Igstelése ekspresavus pelés DNR MTaziy Dnmt3a ir
Dnmt3b katalitinius domenus, sulietus su GAL4 DNR suriSan¢iu domenu arba
sintetiniu Zn pir§ty motyvu, nustatyta, kad tokios chimerinés MTazés metilina
reporterinio geno promotoriy ir nutildo to geno raiSka (Li ir kt., 2007). Taciau
MTaziy nukreipimas néra paprastas uzdavinys. Kadangi ne tik nukreipiantysis
baltymas, bet ir pati MTazeé pasizymi giminingumu DNR, daZna problema yra
nenukreiptas metilinimas MTazés taikiniuose (1.16 pav.) (Carvin ir kt., 2003b;
Meister ir kt., 2008). Tai labai nepageidautina, kadangi tokiu biidu gali buti
veikiama ne tik tiriamo, bet ir kity geny raiSka. Norint padidinti nukreipto
metilinimo specifiSkumg buvo panaudotos mutantinés DNR metiltransferazés,

silpniau sgveikaujancios su DNR (Smith ir Ford, 2007).
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1.9.5. Funkciniy ir reporteriniuy grupiy jvedimas j specifines gamtiniy
DNR molekuliy vietas

Vienas 1§ reikSmingiausiy pastaryjy mety Zingsniy atveriant kelig
platesniam DNR MTaziy pritaikymui buvo Zengtas susintetinus kofaktoriaus
AdoMet analogus ir nustaCius, kad jie gali dalyvauti DNR MTaziy
katalizuojamose reakcijose. Buvo susintetinti dviejy klasiy AdoMet analogai,
kuriuose 1) sulfonio centras pakeistas | aziridino Zieda, arba 2) didesné grupé
prijungta perneSamos metilgrupés vietoje. Naudojant Siuos AdoMet analogus
DNR MTazés buvo pritaikytos didesniy ir chemiskai jvairesniy grupiy
prijungimui specifinése dideliy gamtiniy DNR molekuliy sekose (apzZvelgta
(KlimaSauskas ir Weinhold, 2007)).

Aziridinio kofaktoriuose AdoMet aminortugsties liekana pakeista
aziridino Ziedu (1.17 pav. B). Vandeniniuose tirpaluose aziridino Zziedas
protonuojamas ir lengvai reaguoja su palankiai orientuotu nukleofilu MTazés
aktyviame. Reakcijos metu atsidaro aziridino ziedas ir prie adenino
egzociklinés aminogrupés kovalentiSkai prijungiamas visas kofaktorius.
Pastebéta, kad po reakcijos MTazés ir modifikuotos DNR kompleksas neisyra,
tikriausiai todel, kad negali disocijuoti prie DNR prijungtas kofaktorius. Taigi
fermentas atlieka tik vieng apsukg ir veikia kaip reagentas, o ne kaip
katalizatorius (Pljevaljcic ir kt., 2003). Nustatyta, kad tokig reakcijg katalizuoja
visy trijy klasiy DNR MTazés, bet daugiausia darby atlikta su N6-adenino
MTaze Taql. AdoMet analogai su aziridino Ziedu buvo sékmingai pritaikyti
DNR Zymé¢jimui, prie kofaktoriaus adenino Ziedo C8 atomo prijungus
fluorescuojant] dazg dansilg arba bioting (Pljevaljcic ir kt., 2004). Taip pat
apraSytas kofaktorius, kuriame prie adenino N6 padéties prijungtas fluoroforas
Cy3 (Schmidt ir kt., 2008). Tokia DNR Zzym¢jimo technologija pavadinta
SMILing (sequence-specific methyltransferase-induced labelling). Panaudojus
bioting turintj kofaktoriaus analoga, prie keliy Simty bp ilgio DNR fragmento
specifinése sekose (M.Taql arba M.BseCl taikiniuose) buvo prijungtas
streptavidinas, o per ji — su biotinu konjuguotos aukso nanodalelés. Likusi

DNR dalis elektrostatinés sgveikos déka buvo padengta kvantiniais taSkais.
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Potencialiai tokios struktiiros galéty biiti naudingos molekulinéje elektronikoje

(Braun ir kt., 2008).
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1.17 paveikslas. DNR Zyméjimas specifinése sekose naudojant MTazes ir
AdoMet analogus. A — AdoMet analogas su ilgesne perneSama grupe
(Lukinavicius ir kt., 2007); B — kofaktorius su aziridino Ziedu (Pljevaljcic ir kt.,
2004); C — AdoMet analogas N-alkilhalogenidas (Weller ir Rajski, 2005). Prie
DNR prijungiama kofaktoriaus dalis mélyna, fluorescuojanti dancilo grupé
raudona, zaliai apibraukta reaktyvi grupé, prie kurios galima prijungti
reportering grupe.

Kaip alternatyva labai reaktyviems aziridino kofaktoriams buvo aprasyti
N-alkilhalogenidy dariniai (1.17 pav. C) (Weller ir Rajski, 2005). Manoma,
kad Siy analogy atveju reaktyvus aziridino Zziedas yra tarpinis junginys,
susidarantis reakcijos metu. Nustatyta, kad reakcijas su tokiais kofaktoriais
katalizuoja dvi adenino N6-MTazés Taql ir EcoRI. Siy reakcijy metu kartu su
visa kofaktoriaus molekule prie DNR prijungiama terminalin¢ alkino grupé,

galinti dalyvauti ciklo prijungimo reakcijose su azidais, kuriy metu prie DNR

galima prijungti reportering grupeg.
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Susintetinus stabilius AdoMet analogus, turin€ius pirming aminogrupe
perneSamame radikale (1.17 pav. A), Sie analogai buvo sékmingai pritaikyti
specifiniy DNR seky zZyméjimui MTaziy katalizuojamose reakcijose
(Lukinavicius ir kt., 2007). Toks DNR zyméjimo budas buvo pavadintas
mTAG (methyltransferase-directed transfer of activated groups). Siuo atveju
atlieckamas dviejy stadijy DNR Zyme¢jimas: pirmiausia MTazés katalizuojamoje
reakcijoje prie DNR prijungiama pirminé aminogrupe, prie kurios kitame
zingsnyje chemiskai prijungiamos reporterinés grupés — fluorescuojantys dazai
arba biotinas. Reporteriniy grupiy prijungimui naudojami gerai Zinomi
prekyboje esantys NHS esteriai. Zyméjimas dviem stadijom néra trikumas,
kadangi naudojant tg pat] kofaktoriy galima DNR pazyméti skirtingomis
zymeémis (pvz. fluorescuojan¢iu dazu ir biotinu) ir tg paciag DNR panaudoti
skirtingiems eksperimentams. Skirtingai nuo SMILing technologijos, mTAG
atveju DNR MTazés ir modifikuotos DNR kompleksas po reakcijos iSyra ir
MTaze veikia kaip katalizatorius (Dalhoff ir kt., 2006). Taip pat pazymétina,
kad naudojant mTAG prie DNR prijungiama mazesné¢ grupé, taigi maziau
kei¢lamos DNR savybés. Panaudojant mTAG technologija, buvo
pademonstruota galimybé sukurti ,,DNR fluorokoda*“ (Neely ir kt., 2010),
suteikianti galimybe atpazinti konkrecias DNR molekules pagal tik joms
biidingg fluorescuojanéiy Zzymiy i$sidéstyma. Siuo atveju DNR Zyméjimas
MTazés taikiniuose ,,perskaitomas® superskiriamosios gebos mikroskopijos
metodais (superresolution microscopy).

Tiriant MTaziy katalizuojamas reakcijas su tokiais kofaktoriaus
analogais buvo pastebéta, kad ilginant perneSamg grupe¢ reakcijos efektyvumas
stipriai maz¢éja ir dél erdviniy trukdziy kofaktoriaus suriSimo centre laukinio
tipo MTazés dazniausiai neperneSa daugiau negu trijy anglies atomy. Norint
pritaikyti MTazes efektyviam ilgesniy grupiy prijungimui prireiké ne tik
surasti tinkamg perneSamos grupés struktiirg, bet ir modifikuoti MTaziy aktyvy
centrg. M.Hhal komplekso su DNR struktiiros analizé parode¢, kad labiausiai
ilgesnes perneSamas grupes turinéiy kofaktoriy suriSimui trukdo GIn82 ir

Asn304, kuriy Soninés grandinés formuoja kofaktoriaus suriSimo centro sieng.
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Sias aminortigstis pakeitus j alanina, pavyko praplésti kofaktoriaus suri§imo
kiSene, ir tai Zymiai pagerino reakcija su ilga perneSamg granding turiniais
kofaktoriais (Lukinavicius ir kt., 2007). GIn82 ir Asn304 priklauso atitinkamai
IV ir X konservatyviems motyvams, taigi lengvai identifikuojamos kitose
C5-MTazeése, kas leidzia tikétis, kad reakcijoms su kofaktoriaus analogais bus
galima nesunkiai pritaikyti jvairiy specifiSkumy MTazes (G. LukinavicCius ir

S. KlimaSauskas, nepublikuoti rezultatai).

1.9.6. Kitos DNR MTaziy pritaikymo sritys

Gerai iStyrinétas DNR MTaziy veikimo mechanizmas suteikia galimybe
pritaikyti Siuos fermentus daugeliui tiksly. Pavyzdziui, DNR C5-MTaziy
sugeb¢jimus sudaryti negriztama kovalentini kompleksa su 5-fluorocitozing
turinéia DNR buvo panaudotas konstruojant polivalentinj nanodarinj. Sio
konstrukto karkasg sudar¢ fluoresceinu Zymeétas Y formos sintetinis DNR
karkasas, trijuose M.EcoRII taikiniuose turintis SFC. Prie $iy taikiniy buvo
prijungtas su metiltransferaze EcoRII konjuguotas tioredoksinas. Nustatyta,
kad toks nanodarinys sgveikauja su eukariotiniy lasteliy pavirSiuje esanciais
tioredoksino receptoriais ir nevienodu efektyvumu zymi skirtingas lgsteliy
linjjas (Singer ir Smith, 2006), taigi galéty biiti panaudotas greta jprasty
imunologiniy metody skirtingoms Igsteléms atskirti.

MTaziy reakcijg su SFC buvo pasiiilyta panaudoti kaip biidg susieti
baltyma su koduojan¢ia DNR baltymy atliekant baltymy evoliucijg in vitro
emulsijoje (Bertschinger ir Neri, 2004). Siuo atveju modifikuojamas baltymas
suliecjamas su M.Haelll ir vykdoma in vitro transkripcija ir transliacija
emulsijoje. Emulsija sudaroma taip, kad daugumoje laseliy biity tik viena DNR
molekulé. Susintetinus baltyma, M.Haelll kovalentiSkai prisijungia prie jos
taikiniuose esancio SFC, taigi modifikuojamas baltymas prijungiamas prie ji
koduojan¢ios DNR. SuardZzius emulsijg ir atrinkus norima savybe

pasizymincius baltymus, galima padauginti juos koduojanc¢iag DNR.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI
2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Darbe naudoti tik didziausio Svarumo reagentai i§ Sigma-Aldrich, Roth,
Oxoid, Millipore, Whatman, Merk, Fluka, Amersham Pharmacia Biotech,

Fisher, Amresco firmy.

2.2. Radioaktyvios medziagos

Pirktos 1§ Amersham Pharmacia Biotech.
v-PJATP — savitasis aktyvumas 3000 Ci/mmol (I mCi/ml);
[y-*P]ATP — savitasis aktyvumas 6000 Ci/mmol (1 mCi/ml);

[metil-“H]|AdoMet:
e savitasis aktyvumas 70-84 Ci/mmol (1 mCi/ml);
e savitasis aktyvumas 15-16,1 Ci/mmol (1 mCi/ml);
e savitasis aktyvumas 0,5 Ci/mmol (0,5 mCi/ml).

2.2.1. Kofaktorius ir jo analogai

AdoMet
e S-(5’-adenozil)-L-metionino chloridas, 70% grynumas (Sigma
Aldrich).
e S-(5’-adenozil)-L-metionino p-toluensulfonatas, 91% grynumas
(Sigma Aldrich).

Prie$ naudojima komercinis AdoMet grynintas kaip apraSyta 2.11.1 skyriuje.

AdoHcy — Sigma Aldrich.
AdoPentin — S izomeras, >90% grynumas; gautas 1§ dr. G. Lukinaviciaus.

AdoHxGABANH, - raceminis miSinys, >90% grynumas; gautas i$
dr. G. Lukinaviciaus.

2.2.2. Terpés E.coli auginimui

LB terpé 10 g/l peptono, 5 g/l mieliy ekstrakto, 10 g/l NaCl, pH ~7.,5.
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M9 terpé 1x M9 drusky miSinys, 2 mM MgSO,, 100 uM CaCl,, 0,02 g/l
aminorugsciy (Trp, His, Met), 0,0006 % tiamino, 0,4 % gliukozés.

5xM9 drusky misSinys 42,6 g/l Na,HPO,4-2H,0, 15 g/l KH,PO,, 2,6 g/l NaCl,
5 g/l NH,Cl.

Agarizuota LB arba M9 terpé atitinkama terpé su 12 g/l agaro.

2.2.3. Bakterijy kamienai

ER1727 — F' lac proA B" lacl’ A(lacZ)M15 / fhuA2 A(lacZ)rl ginV44 trp-31
mcrA1272::Tnl0  (Tc")  his-1  rpsL104 (Str') xyl-7 mtl-2  metBl
A(mcrC-mrr)102:: Tnl0 (Tc") (Dila ir kt., 1990).

ER2267 — F' proA B" lacl’ A(lacZ)M15 zzf::mini-Tnl0 (Km') / e14’(McrA")
endAl supE44 thi-1 A(mcrC-mrr)114::1S10 A(argF-lac)Ul169 recAl (New
England Biolabs).

ER2566 lacl’ — F' proA'B" lacl’ A(lacZ)MI5 zzf::mini-Tnl0 (Km') /
fhuA2[lon] ompT lacZ:T7 genasl gal sulAll A(mcrC-mrr)114:1S10 R(mcr-
73::miniTnl0—TetS)2 R(zgb-210::Tnl10)(TetS) endAl[dcm]. Sis kamienas
sukonstruotas ; ER2566 kamieng (New England Biolabs) iterpiant episomg i$
ER2267 kamieno. Episomoje esantis lacl’ genas uztikrina stipresne tikslinio

geno raisSkos represija (Goda Mitkaité, nepublikuoti rezultatai).

2.2.4. Baltymy preparatai
BSA — 2 mg/ml (Pierce).
Mutantiniai M.Hhal baltymai:

M.Hhal C81S — gautas i§ dr. G. Lukinaviciaus.
M.Hhal W41F (W41F) — gautas 1§ dr. E. Merkienés.
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2.3. DNR preparatai

Komerciniai DNR preparatai
Fago A DNR (dam’, dem’), pUC19 (Ap', pMBI replikonas), pUC19/Smal
(pUC19 sukirptas su R.Smal), pBR322 (Ap’, Tc', pMBI replikonas) —

Fermentas.

Poli[dG-dC]-poli[dG-dC] (Sigma-Aldrich); poli[dG-dC]-poli[dG-dC]
koncentracija nustatyta spektrofotometriSkai kaip bendra nukleotidy
koncentracija, naudojant publikuota €54 =8,4-10° M-cm™ (Wells ir kt.,
1970). Dvigrandziy M.Hhal taikiniy koncentracija apskaiciuota iSmatuotg
koncentracijg dalinant 1§ keturiy (Wu ir Santi, 1987).

DNR modifikacijos tyrimy laboratorijoje sukonstruotos plazmidés

pHHS53 — M.Hhal ekspresijos vektorius, sukonstruotas pUHE25-2 pagrindu:

Ap" Cm', pMBI replikonas. Sioje plazmidéje MTazés geno transkripcija
kontroliuoja Lacl represuojamas fago T7 ankstyvasis promotorius Paj o403
(H.Bujard, nepublikuoti duomenys). hhalM gene nekeic¢iant koduojamo
baltymo aminortgsciy sekos, sukurti unikaliis REaziy Acc651, Ecl1361I, Cfr9l
(Smal), BspTI, Eco911, Bpil taikiniai (Merkien¢ ir KlimaSauskas, 2005).

pHHS53 pagrindu sukonstruotos plazmidés:
o pHHA324G - ckspresijos vektorius, koduojantis didesnio tirpumo
M.Hhal varianta A234G, kuriame C-galinis hidrofobinis tetrapeptidas
FKPY pakeistas glicinu (Daujotyte ir kt., 2003).

e pL2Bsp — plazmidé, koduojanti hibriding MTaz¢ L2Bsp:Hha. Joje
M.Hhal atpazinimo Kilpa-2 pakeista fragmentu i§ M.Bsp6l (atpazjstama
seka GCNGC, metilinamas citozinas pabrauktas). Plazmidé gauta

dr. G. Vilkaicio.

pHKRM - M.Hhal WA41F/I86W koduojanti plazmidé, sukonstruota
pUHE25-2 pagrindu: Ap’ Cm', pMBI replikonas, hhalM geno raiSka
kontroliuojantis Paj.g4/03 promotorius; unikaliis REaziy Acc651, Cfr9I (Smal),

BspTI, Eco911, Bpil taikiniai. Plazmidé buvo gauta i§ dr. E. Merkienés.
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Sintetiniai DNR oligonukleotidai

Darbe naudoti firmose Fermentas, MWG-Biotech ir Integrated DNA
Technologies susintetinti DNR oligonukleotidai. Mutantiniy geny konstravimui
ir sekoskaitai naudoti oligonukleotidai po sintezés gryninti pasalinant druskas.
Biocheminiams eksperimentams naudoti arba nudruskinti, arba HPLC gryninti
oligonukleotidai. Prie§ pradedant darbus oligonukleotidy kokybé buvo
tikrinama paZymint jy 5’-gala *’P ir frakcionuojant 15% denatiiruojan¢iame
PAA. Kinetiniuose eksperimentuose naudoti oligonukleotidy preparatai,

turintys ne maziau kaip 80% teisingo ilgio produkto.

2.1 lentelé. Pradmenys bisulfitu modifikuotos DNR padauginimui.

s *

@ = ¥
8 - =, 8 2
= o = -
) = Pradmens seka S = SE =973
£ = N5 E. .~ T8 =
= = = £ w-xm i~ 2 =
g g sE E£% 34°%
[ -9 < & == A& =g
I NG-VP1 GTTGTGTAGATAATTATGATATGGGAGGG virfutine 237 3369-

NG-VA7 AAACCAAAACTAAATAAAACCATACCAAAC 3364

II NG-AP2 TTTCATTCATCCATAATTACCTAACTCCCC apatiné 294  3339-

NG-AAS8 GGGGGATTATGTAATTTGTTTTGATTGTTGGGA 3695

I NG-VP5 GTTGTTGTTATTGTTATAGGTATTGTGGTG virSutiné 312 3594-

NG-VA3 CATTTTCCAATAATAAACACTTTTAAAATTCT 3967

1V NG-AP6 CAACATTATTACCATTACTACAAACATC apatiné 309 3590-

NG-AA4 ATGATGATGATTTTTAAAGTTTTGTTATGTGG 3958

\% MV-VP1 TTAGGGGATAATGTAGGAAAGAATATGTGAG vir§utiné 257 2451-

MV-VA2 AACAACCTACACCAAACTAAAATACCTACA 2768

VI MV-AP3 CTCAAAAACAATAATACAATTATCCACAAAATC apatiné 223 2420-

MV-AA4 GAAGGGAGAAAGGTGGATAGGTATTTGGTAAG 2707

* nejskaitant pradmeny hibridizacijos vietos.
** amplifikuojamo fragmento pozicija pBR322 molekul¢je, apimant pradmeny
hibridizacijos vietas.

Pradmenys sekoskaitai ir mutacijy jvedimui

Mutacijy vietos pabrauktos, i§sigimusios pozicijos paryskintos.

HS TTTTCGCAATGATCTCAATATTC
V2 ATCAACAGGAGTCCAAGCTCAGC
1040 AGGCGTATCACGAGGCC

S7TH AACTATCTGGGTAGC

M13/pUC rev (-46), 24-mer GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
M13/pUC dir (-46), 22-mer GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA

HH-L2-A5 ATTACCTTAAGTGCTNNSNNSGGANNSNNSGGTTACCTAGTAAACGGG
HH-AHisTag TTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCATTTAATGATGAAC
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2.2 lentelé. Dvigrandziai oligonukleotidai biocheminiams M.Hhal
tyrimams.

M.Hhal taikinys Talkl;;?_abazm Oligonukleotido seka
5/ —TACAGTATCAGGCGCTGACCCACAA
% . —_—
GCGC/IGMGC C:G TGTCATAGTCCGMGACTGGGTGTTG-5'
5/ —TACAGTATCAGGCGCTGACCCACAA
GCGC/GMTC C:T TGTCATAGTCCTMGACTGGGTGTTG-5'
5/ —TACAGTATCAGGCGCTGACCCACAA
GCGC/GMCC C:C TGTCATAGTCCCMGACTGGGTGTTG-5'
5/ —TACAGTATCAGGSGCTGACCCACAA
% . —_—
GsGC/GMGC $:G TGTCATAGTCCG MGACTGGGTGTTG-5'
5/ —TACAGTATCAGGPGCTGACCCACAA
% . —
GEGC/GMTC P:T TGTCATAGTCCTMGACTGGGTGTTG-5'
5/ —TACAGTATCAGGFGCTGACCCACAA
% . —_—
GEGC/GMGC F:G TGTCATAGTCCGMGACTGGGTGTTG-5"
5/ —TACAGTATCAGGPGCTGACCCACAA
%* . —
GEGC/GMGC P:G TGTCATAGTCCGMGACTGGGTGTTG-5"
TCGA 5/ —TACAGTATCAGTCGATGACCCACAA
) TGTCATAGTCAGCTACTGGGTGTTG-5'
5’ -TGATAGFGCTATC
GFGC/GEGC-13* F:G CTATCGFGATAGT-5'

* modifikuoty nukleotidy Zyméjimai: M — S-metilcitozinas, s — bebazis
taikinys (sugar), P — 2-aminopurinas, F — 5-fluorocitozinas.

2.3.1. Buferiniai tirpalai MTaziy tyrimui in vitro

Metilinimo buferis I: 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 15 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0,2 mg/ml BSA, 2 mM B-merkaptoetanolis.

Metilinimo buferis II: 50 mM MOPS pH 7.4, 15 mM NaCl, 0,5 mM EDTA,
0,2 mg/ml BSA, 2 mM 2-merkaptoetanolis.

Reakcijos buferis: 10 mM Tris'HCI pH 7,4, 50 mM NaCl, 0,5 mM
EDTA, 2 mM 2-merkaptoetanolis.

2,5° pavyzdzio buferis (denatiiruojangiai baltymy elektroforezei): 250 mM
Tris-HCI pH 6,8, 12% glicerolio, 2% NDS, 1,5% DTT, 0,0005% bromfenolio

melis, 286 mM 2-merkaptoetanolis.
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2.4. Manipuliacijos su DNR

2.4.1. DNR gryninimas ir koncentracijos nustatymas

DNR gryninta naudojant anks¢iau apraSytas metodikas (Sambrook ir
Russel, 2001). Plazmidiné DNR gryninta Sarminés lizés metodu, RNR
pasalinta iSsodinant su LiCl. RNR likuc¢iai pasalinti inkubuojant su RNAze A,
DNR deproteinizuota fenolio-chloroformo-izoamilo alkoholio miSiniu
(50:49:1), fenolis paSalintas ekstrahuojant chloroformu, DNR iSsodinta

1zopropanoliu arba etanoliu ir tirpinta dejonizuotame vandenyje.

2.4.2. DNR elektroforezeé

DNR méginiai sumaidyti su '/, tiirio 6” pavyzdzio tirpalo (Fermentas) ir
frakcionuoti 0,8-1,5% agarozés geliuose boratiniame buferyje (100 mM
H;BO;-NaOH, pH 8,2, 2mM EDTA, 15mM CH;COOH) esant 10 V/cm
elektrinio lauko stipriui. Po elektroforezés DNR geliuose dazyta 5-10 min.

2 pg/ml etidZio bromido tirpalu ir stebéta UV Sviesoje.

2.4.3. DNR koncentracijos nustatymas

Sintetiniy DNR  oligonukleotidy koncentracija buvo nustatoma
spektrofotometriskai, matuojant 260 nm bangos ilgio Sviesos sugertj.
Oligonukleotidy sugerties koeficientai ir lydimosi temperatiira PGR reakcijoje
apskaiCiuoti programa OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies).
Plazmidinés DNR ir dideliy DNR fragmenty koncentracija buvo nustatoma
atlikus elektroforeze¢ agaroziniame gelyje ir vizualiai lyginant etidZio bromidu
nudazyty elektroforetiniy zony intensyvumg su zinomos koncentracijos DNR
standartais, iSfrakcionuotais tame paciame gelyje. Plazmidinés DNR
koncentracijai nustatyti naudota pBR322 (0,05 pg/ul; Fermentas), linijiniy
DNR fragmenty koncentracijai — molekulinés masés standartas MassRuler™

DNA Ladder Mix (0,08-10 kbp; Fermentas).
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2.5. Geny inZinerijos metodai

Mutantiniy geny konstravimas buvo atlickamas naudojant standartines
metodikas (Sambrook ir Russel, 2001). Jeigu nenurodyta kitaip, PGR, DNR
hidrolizé restrikcijos endonukleazémis, defosforilinimas, DNR fragmenty
susiuvimas, oligonukleotidy fosforilinimas ir zymeéjimas radioaktyvia Zyme
buvo atliekami naudojant Fermentas fermentus ir rinkinius pagal gamintojo
pateikiamas rekomendacijas. DNR sekoskaita buvo atlickama naudojant **P-
zymeétag pradmen; ir DNR sekoskaitos rinkinj Cycle Reader™ DNA
Sequencing Kit (Fermentas) arba DNR seka buvo nustatoma Biotechnologijos

instituto DNR Sekvenavimo Centre.

2.6. Mikrobiologiniai metodai

2.6.1. E.coli transformacija cheminiu metodu

E. coli 1astelés augintos 250 ml selektyvios LB terpés ir augintos 16°C
temperatiiroje, intensyviai aeruojant iki ODggo,m = 0,6 (apie 2 paras). Lastelés
surinktos centrifuguojant 4°C temperatiroje 10 min. 1500xg, terpé nupilta,
lastelés resuspenduotos 80 ml Salto transformacijos buferio (10 mM Hepes,
250 mM KCI, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,) ir 10 min. inkubuotos ledo
vonioje. Antrg karta nucentrifugavus, lgstelés suspenduotos 20 ml buferio, i jas
pridéta 1,5 ml DMSO (iki 0,7%) ir painkubavus 4°C 10 min. suspensija
iSpilstyta po 200 pl ir uzSaldyta panardinant meégintuvélius i skysta azota. Taip
paruoStos lastelés saugotos -70°C temperatiroje 6-8 ménesius, 0 jy
transformacijos efektyvumas paprastai sickdavo ~5-10° kolonijy/ug DNR
(jvertintas transformuojant 1 ng pBR322 DNR).

Prie§ transformacijg Iastelés inkubuotos su DNR 20 min. leduose, 40 s
42°C temperatiiroje, po to uzpiltos 1 ml LB terpés, inkubuotos dar 1-2 val.

37°C temperatiiroje ir i§sétos ant selektyvios agarizuotos terpés.
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2.6.2. E.coli elektoroporacija

I 2x 800ml LB terpés su 30 pg/ml kanamicino uzséta 10 ml
stacionarios fazés ER2566 lacl’ kultiros ir lastelés augintos 37°C
temperatiroje  iki  ODgoonm = 0,5-0,6. Lastelés atSaldytos ir surinktos
centrifuguojant 2500xg 10 min. 4°C temperatiroje. Tolesniuose etapuose
centrifuguota tomis paciomis sglygomis, lastelés visuomet laikytos ledo
vonioje ir joms resuspenduoti naudoti atSaldyti tirpalai. Lastelés plautos keturis
kartus po 500 ml sterilaus vandens ir vieng karta 190 ml 10% (v/v) sterilaus
glicerolio. Tuomet lgstelés resuspenduotos 1,6 ml 10% glicerolio, i$pilstytos po
150 pl ir uzsaldytos -80°C. Taip paruostos lastelés saugotos -80° temperatiiroje
~6 mén. Paprastai viename mégintuvélyje budavo ~3-10° gyvy lasteliy, i3
kuriy 20-50% galin¢iy transformuotis (jvertinta elektroporuojant 1 pg pBR322
DNR).

Elektroporacijai lastelés atSildytos ledo vonioje, ir prid¢jus 0,5-1 pg
transformuojamos DNR miSinys supiltas | atSaldyta elektroporacijos kiuvete
(atstumas tarp elektrody 0,2 cm, Bio-Rad). Elektroporacija vykdyta naudojant
2,5kV jtampa, esant iSkrovos trukmei 5,1-5,4 ms. Po elektros Soko lastelés
resuspenduotos 5 ml LB terpés, inkubuotos purtykléje 37°C 1 val. ir i§sétos ant

selektyvios agarizuotos arba j selektyvig skystg terpg.

2.6.3. Bakterijuy auginimo salygos

Transformanty atrankai lgstelés augintos selektyvioje terpéje su
100 pg/ml ampicilino arba karbenicilino (atsparumas, koduojamas plazmidéje)
ir 30 pg/ml kanamicino (atsparumas, koduojamas kamienuose ER2267 ir
ER2566 lacl’) arba 10 pg/ml tetraciklino (atsparumas, koduojamas kamiene
ER1727).

Plazmidinés DNR, naudojamos mutantiniy geny konstravimui, skyrimui
E.coli Iasteleés augintos selektyvioje LB terpéje 37°C temperatiiroje per naktj.

L2Bsp specifiskumo in vivo analizei hibridine MTazé superekspresuota
ER1727 kamiene: 1 200 ml selektyvios LB terpés uzséta 8 ml stacionarios fazés

E.coli kulturos, turinCios plazmide pL2Bsp. Lastelés augintos 37°C

69



temperatiiroje intensyviai aeruojant iki ODgyp,m = 0,5-1,0 (paprastai 4-5 val.).
Tada ] auginimo terp¢ pridéta IPTG iki 0,4 mM ir lgstelés kultivuotos 37°C
temperatiiroje dar dvi valandas. Po to biomasé surinkta centrifuguojant ir i§ jos
iSgryninta plazmidiné DNR.

Mutantiniy MTaziy bibliotekos konstravimas ir atranka, MTaziy
aktyvumo in vivo tyrimas esant baziniam geny raiSkos lygiui, atliktas auginant
ER2267 arba ER2566 lacl’ 1gsteles su reikiama plazmide selektyvioje skystoje
arba agarizuotoje M9 terp¢je 37°C per naktj.

Baltymy gryninimui, MTazés ekspresuotos E.coli ER 2267 kamiene. |
3x11 selektyvios M9 terpés uzséta po 40 ml naktinés kultiros ir lgstelés
augintos 37°C temperatiiroje iki ODgonn ~0,6. Tuomet lgstelés perkeltos 1
16°C temperatirg, baltymo sintezé indukuota pridedant 0,4 mM IPTG ir

lastelés inkubuotos Siomis salygomis per naktj.

2.7. Mutantiniy hhalM geny konstravimas

2.7.1. Didesnio tirpumo M.Hhal su C-galiniu His; fragmentu
konstravimas

pA324GHg konstruota PGR mutagenezés buidu, naudojant pA324G kaip
matricg ir pradmenis H5 bei HH-AHisTag. Gautas 484 bp PGR produktas
deproteinizuotas, iSsodintas etanoliu ir sukirptas R.Bpil. ISgrynintas 179 bp
fragmentas klonuotas j pHH553 per R.Bpil ir R.HindIII taikinius: pHHS553
sukirpta R.HindIIl, gauti lipniis galai uzbukinti inkubuojant su T4 DNR
polimeraze, po to sukirptas R.Bpil. Reikiamos struktiiros plazmide¢ turintys
transformantai atrinkti atlikus plazmidinés DNR restrikcine analize ir nustacius

modifikuojamo regiono nukleotidy seka.

2.7.2. Didesnio tirpumo pL2Bsp-A324GHg

Plazmidés pL2Bsp ir pA324GHg sukirptos R.Eco811 ir R.Eco91l.
Karpant pA324GHg gauti fragmentai defosforilinti inkubuojant su kreveciy

Sarmine fosfataze. Sukirptos plazmideés iSfrakcionuotos agaroziniame gelyje ir
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iSgrynintas didesnysis (3700 bp) pA324GHy fragmentas, bei mazesnysis
(600 bp) pL2Bsp fragmentas, apimantis modifikuota atpazinimo Kilpa-2. Sie
fragmentai susiiiti naudojant T4 DNR ligazg ir transformuoti 1 ER2267
kamieng. Reikiamos struktiros plazmide turintys transformantai atrinkti atlikus
plazmidinés DNR restrikcing analize ir nustacius modifikuojamo regiono

nukleotidy seka.

2.7.3. pHHABE konstravimas

Konstravimo schema pavaizduota 2.1 pav.. pA324GH¢ sukirpta
R.BspTI ir R.Eco91l, lipnus galai uzbukinti inkubuojant su T4 DNR
polimeraze ir ANTP, po to reakcijos miSinys praskiestas iki 0,005 pg/ul DNR
koncentracijos T4 DNR ligazés buferiu ir didysis plazmidés fragmentas
reciklizuotas inkubuojant su T4 DNR ligaze. Po reakcijos §iuo miSiniu
transformuotas E.coli ER2267 kamienas. Taip gauta plazmidé, turinti 36 nt
skaitymo rémelio nekeiCiancig delecija, apimancig atpazinimo Kilpa-2.
Reikiamos struktiiros plazmid¢ turintys transformantai atrinkti atlikus
plazmidinés DNR restrikcing analiz¢ (pHHABE iSnyksta vienas R.Ssil
taikinys) ir nustac¢ius modifikuojamo regiono nukleotidy seka. pHHABE
koduoja neaktyvig metiltransferaze, neturin€ig atpazinimo Kilpos-2.

hhalM )
\ 1. RBspTl + R.Ecod1l
R.BspTl 2. Klenow pol. + dNTP

i R.Eco91l 3. T4 DNR ligazé

RBspTl R.BspTl HHL 2345

P R.Hindlll
—_ —
R.Hindlll  PGR R:Espl] =

matricos v4
\ ruoimas
cm® N cmt PGR

R.BspTl R Hindll
R.BspTl + R.Hindlll

Ligavimas

2.1 paveikslas. pHHABE ir mutantiniy AL2-MTaziu bibliotekos
konstravimas. Pilka rodyklé — hhalM genas; raudonai pazymétos geno dalys,
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koduojancios Kilpa-1, mélynai — koduojancios Kilpg-2; nurodyti konstravime
naudoti REaziy taikiniai.

2.7.4. pHhal-AL2 bibliotekos konstravimas

Konstravimo schema pavaizduota 2.1 pav.. pHHABE linearizuota
kerpant R.BspTI ir naudota kaip matrica mutageniSkam PGR su pradmenimis
HH-L2-A5 ir V2. R.BspTl sukirpta pHHABE neturi komplementariy
mutuojamai sri¢iai seky, o tai sumazina tikimybe, kad po PGR gautame banke
vyraus kurios nors sekos. pHHABE taip pat leido iSvengti WT hhalM geno
naudojimo mutagenezés metu ir tikétino bibliotekos uzterSimo laukinio tipo
genu. PGR reakcijoje padaugintas 0,3 kbp fragmentas, apimantis hhalM geno
dalj nuo atpazinimo Kilpos-2 iki geno galo. Gautas PGR fragmentas
deproteinizuotas fenolio-chloroformo miSiniu ir chloroformu, DNR iS$sodinta
etanoliu. Fragmentas su mutuojama Kilpa-2 jsittas | pHHABE vektoriy per
R.HindIIl ir R.BspTI taikinius. Ligavimo miSinys deproteinizuotas
chloroformu, DNR iSsodinta etanoliu, iStirpinta vandenyje ir ~1 pg (12 pl)
DNR elektroporuota j 150 ul E.coli ER 2566 lacl’ lasteliy. 50 ul 10* ir 10°
karty atskiesty lasteliy suspensijos iSséta ant SeSiy leksSteliy su selektyvia
agarizuota M9 terpe transformanty skaiciaus jvertinimui. Likusi kultira uzséta
1 skysta selektyvig M9 terpe, lastelés augintos 37°C per nakt] ir iSskirta suminé
banko DNR. Sios auginimo salygos buvo pasirinktos todél, kad taip auginat
lasteles L2Bsp tik labai nezymiai apsaugo ja koduojancia plazmid¢ nuo
metilinimui jautriy REaziy. Tai suteiké galimybiy ieSkoti efektyvesniy negu
L2Bsp pakeisto specifiSkumo MTaziy.

Atlikus banko DNR restrikcing analize (R.Eco91I ir R.Vspl) nustatyta,
kad gautoje bibliotekoje vyrauja teisingos struktiiros plazmidés, nustacius
mutuoto rajono nukleotidy seka jsitikinta, kad mutuojamose pozicijose

nevyrauja jokia seka.

2.7.5. Hhal-AL2 bibliotekos selekcija

4 ng sumineés DNR 60 pl reakcijos tiiryje karpyta R.Bsh12361 (CGCQG)
ir R.Hin6l (GCGC) (po 15 akt. vnt.) miSiniu 4 val., po to reakcijos misinys
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deproteinizuotas ekstrahuojant chloroformu ir ~0,5 ug sukirptos DNR
elektroporuota j 40 pl E.coli ER 2566 lacl’ 1asteliy. Lastelés iSsétos ant penkiy
1eksteliy selektyvaus M9 agaro ir augintos per nakt] 37°C. IS 9 transformanty
iSskirta plazmidiné DNR karpyta R.Bsh1236I ir nustatyta, kad tik 4 klonai
koduoja aktyvias MTazes. Todé¢l likusios kolonijos nuplautos nuo l¢kSteliy,
i§skirta suminé DNR ir pakartota biochemin¢ selekcija. R.Bsh12361 ir R.Hin6I
sukarpyta bibliotekos DNR cheminiu metodu transformuota § ER2267 kamieng
ir auginta ant M9 agaro leksteliy 37°C per naktj. I§ atsitiktinai pasirinkty 28
klony iSskirta plazmidiné DNR, jos koduojamy MTaziy aktyvumas tikrintas
karpant R.Bsh1236I ir nustatyta mutuoto fragmento nukleotidy seka.

2.8. Baltymy metodai

2.8.1. Denatiiruojanti baltymy elektroforezé

Prie$ elektroforeze j méginius pridéta % turio 2,5 pavyzdzio buferio ir
meginiai kaitinti 5 min. 99°C temperatiiroje. Baltymai frakcionuoti pagal
Laemli metodika (Ausubel, 1995), naudojant 4% koncentruojant] ir 10%
frakcionuojant; PAA gelius su NDS (poliakrilamido : bisakrilamido santykis
37,5:1). Elektroforez¢ vykdyta ,MiniProtean II“ (Bio-Rad) baltymy
elektroforezés aparate 65x85x0,75 mm matmeny gelyje, esant 5 mA/cm sroves
tankiui. Po elektroforezés baltymai geliuose dazyti Kumasi briliantinio mélio
tirpalu (50% etanolis, 10% CH;COOH, 0,05 % Kumasi briliantinis mélis
R-250).

2.8.2. MTaziy gryninimas giminingumo chromatografijos biidu
Siuo metodu gryninti C-galinj His¢ fragmenta turintys baltymai.
Biomase¢, gauta 1§ 1 1 kulttiros, resuspenduota 20 ml buferio A (20 mM Na-PO,
pH 7,4, 1 M NacCl) su 0,5 mM PMSF ir ardyta ultragarsu 3 kartus po 10 min.
pulsiniu rezimu (1 s impulsas ir 1 s pauze), esant ~30 W galingumui ir < 10°C
temperatiirai (dezintegratorius Vibra cell™ (Sonics & Materials Inc.)). Lasteliy

nuolauzos paSalintos centrifuguojant 20000xg 30 min. 0°C temperatiroje.
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Centrifugatas filtruotas per PVDF filtra (pory skersmuo 0,2 um) ir
frakcionuotas 5 ml Ni*" chelatuojandioje kolonéléje HiTrap Chelating
(Pharmacia). Baltymas eliuotas linijiniu buferio B (buferis A su 300 mM
imidazolu) gradientu nuo 1% iki 100%, gradiento tiiris 80 ml. Apjungus
frakcijas su tiksliniu baltymu, imidazolas paSalintas dializuojant 7°C
temperatiroje 2 kartus prie§ 50 tiriy 20 mM Na-PO, pH 7,4, 100 mM NacCl,
0,5mM EDTA 2 mM 2-merkaptoetanolio. Véliau dializé nuo kofaktoriaus
AdoMet vykdyta 19°C temperatiiroje dar 4 paras iki 8-10''-4-10"? praskiedimo,
kei¢iant dializés buferj 2 kartus per parg. Gauti baltymai sukoncentruoti
Ultrafree-15 ultrafiltraciniuose meégintuveliuose (Pierce; molekulinés masés
cut off 10kDa), po to per nakt; dializuoti prie§ tokj pat; buferj su 50%

glicerolio ir saugoti -20°C.

2.8.3. Natyvy C-gala turinc¢ios M.Hhal gryninimas

Sustabdytos srovés kinetiniams eksperimentams naudoti nemodifikuoti
WT M.Hhal ir WA41F/I86W baltymai, turintys laukinio tipo C-galinj
hidrofobinj tetrapeptidg. Baltymai gryninti pagal anksCiau aprasyta gryninimo
schemg (Kumar ir kt., 1992): 1§ pradziy MTaz¢ selektyviai iSsodinta mazos
joninés jégos buferyje, po to iStirpinta padidinus joning jégg ir gryninta jony

mainy chromatografijos budu.

M.Hhal gryninimas keiéiant tirpalo jonine jéga

15 g Slapios biomasés suspenduota ardymo buferyje (10 mM Hepes
pH 7,2, 5SmM EDTA, 10%glicerolio, 2 mM 2-merkaptoetanolio ir 1 mM
PMSF) ir ardyta ultragarsu 3 kartus po 10 min. pulsiniu reZimu (1 s impulsas ir
1 s pauze), esant ~30 W galingumui ir <10°C temperatiirai (dezintegratorius
Vibra cell™ (Sonics & Materials Inc.)). Po ardymo miSinys centrifuguotas
20000xg 30 min. 0°C (tolimesni centrifugavimai vykdyti taip pat). MaZos
joninés jeégos buferyje M.Hhal netirpi ir liecka nuosédose su lgstelés
nuolauzomis, o dauguma tirpiy lastelés baltymy pasSalinami su supernatantu.
M.Hhal iStirpinta nuosédas resuspenduojant didesnés joninés jégos

Fosfatiniame buferyje (10 mM K-PO, pH 7,4, 400 mM NaCl, 5 mM EDTA,
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2 mM 2-merkaptoetanolio ir 10% glicerolio), lasteliy nuolauZos ir netirpis
baltymai atskirti centrifuguojant. Nukleortigstys i$ centrifugato paSalintos létai
pridedant '/; tirio 10 mg/ml protamino sulfato (Sigma-Aldrich) tirpalo tame
paciame buferyje. Tirpalas maiSytas kambario temperatiiroje 30 min., po to
nuosédos pasalintos centrifuguojant. Centrifugatas su M.Hhal dializuotas nuo
AdoMet prie§ Fosfatinj bufer; su 100 mM NaCl 19°C temperatiiroje ~4 paras
iki 8:10''-4-10"* praskiedimo, kei¢iant dializés buferj 2 kartus per para.

Paskutinés dializés metu j dializés buferj pridéta 10%glicerolio.

Jonu mainy chromatografija

Nudializuotas nuo AdoMet M.Hhal preparatas uZzneStas ant 34 ml
Sepharose Q koloné¢lés, nuosekliai sujungtos su 34 ml Sepharose SP kolonéle.
Ant Sepharose Q koloné¢lés sulaikoma dauguma priemaiSiniy baltymy, tuo
tarpu M.Hhal néra adsorbuojama, todé¢l 1§ karto patenka ant Sepharose SP
kolonélés. Kolonélés plautos 170 ml buferio A, tada Sepharose Q kolonéle
atjungta, o baltymai frakcionuoti ant Sepharose SP sorbento keiCiant eliuento
joning jéga (0,1-0,5M NaCl linijinis gradientas Fosfatiniame buferyje,
gradiento taris 300 ml). Frakcijos su tiksliniu baltymu atrinktos pagal
denatiiruojancios elektroforezés rezultatus, apjungtos ir baltymai koncentruoti
Ultrafree-15 ultrafiltraciniose mégintuveliuose (Pierce; molekulinés masés cut
off 10 kDa), dializuoti per naktj prie§ koncentravimo bufer; (10 mM K-PO,
pH7,4, 100mM NaCl, 5mM EDTA, 0,1% 2-merkaptoetanolio, 50%
glicerolio) ir toliau saugoti -20°C temperatiiroje. Gauty MTaziy preparaty
grynumas  >95%  (jvertintas  iSfrakcionavus  baltymy  preparatus

denatiiruojan¢iame poliakrilamidiniame gelyje).

2.8.4. Baltymuy koncentracijos nustatymas

Pakeisto specifiSkumo mutantiniy MTaziy koncentracija nustatyta
Bredfordo metodu, naudojant komercinj Bredfordo reagenta (Roth) pagal
gamintojo rekomendacijas, standartu naudojant BSA.

WT M.Hhal, HhaAGHjy ir jos taSkiniy mutanty koncentracija nustatyta

atliekant aktyvaus centro titravimg naudojant fluorescuojant; dvigrandj
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oligonukleotida GPGC/GMGC. Zinoma, kad su tokiu substratu WT M.Hhal
riSasi labai stipriai (Kp ~1nM), o fluorescuojanti bazé 2-aminopurinas
iSsukamas 1§ DNR ] fermento aktyvy centrg ir dél to ~50 karty iSauga jo
fluorescencija (Holz ir kt., 1998).

Fluorescencija

(e s
0 02 04 06 08 1 12 14 16

WT M.Hhal, uM
(apytikré koncentracija)

2.2 paveikslas. WT M.Hhal koncentracijos nustatymas, titruojant aktyvy
centra. Ant abscisiy aSies — apytikré M.Hhal koncentracija, gauta Bredfordo
metodu.

Fluorescencija matuota Perkin-Elmer LS50B liuminescenciniu
spektrometru su ksenono lempa 4x4cm kvarcinéje kiuvetéje 25°C
temperatiiroje. Zadinimo A% =320nm, A°™=370nm, spektrinis plotis
atitinkamai 2,5 ir 5 nm. Dvigrandis 0,2 uM GPGC/GMGC oligonukleotidas
Reakcijos buferyje titruotas tokiu paciu tirpalu su ~2 uM tiriamos MTazés
(Bredfordo metodu nustatyta apytikré koncentracija), kol fluorescencijos lygis
nebekito. Fluorescencijos priklausomybé nuo pridétos MTazés koncentracijos
aproksimuota lygtimi (1) naudojant programa GraFit5.0.6 (Erithacus
Software). Pagal aproksimuojant nustatytg DNR koncentracijg apskai¢iuojama
tikroji aktyvios MTazés koncentracija. Titravimo rezultaty pavyzdys pateiktas

2.2 pav..

(Fmax_Fmin)+C'L (1)

F=F, +(p+L+K—(p+L+K) —4p-L)- :
p

F — iSmatuotas fluorescencijos intensyvumas esant MTazeés koncentracijai L,
Fuin ir F,,. — eksperimento metu iSmatuota minimali ir maksimali
fluorescencija, L — pridétos MTazés koncentracija, p — DNR koncentracija, K —
MTazes-DNR komplekso disociacijos konstanta, ¢ - tiesinio nario krypties
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koeficientas. Tiesinis narys buvo jvedamas tais atvejais, kai buvo stebétas
papildomas, nuo 2-aminopurino nepriklausantis, fluorescencijos intensyvumo
kitimas.

2.8.5. ISgryninty baltymuy molekulinés masés nustatymas

I8skirty baltymy molekulinés masés iSmatuotos HP 1100 serijos vieno
kvadrupolio masiy spektrometru su elektoiSpurSkimo jonizatoriumi.
Koncentruotas baltymo tirpalas (~30 pl) dializuotas prie§ 0,1% acto riigst] per
nakt] 8°C temperatiiroje. Po to tirpalas centrifuguotas stalingje centrifugoje
maksimaliu grei¢iu 10 min, supernantantas perpiltas ] Svary meégintuvelp ir
10 pl tirpalo jnesta j masiy spektrometrg. Meéginys eliuotas ] elektoiSpurskimo
jonizatoriy 50% izopraponolio ir 1% acto rugsties tirpalu 30 ul/min. greiciu.
Jonizacijos kameros parametrai matavimo metu: kapiliaro jtampa 5000 V,
fragmentacijos jtampa 120 V, kvadrupolio temperatiira 350°C, dziovinanciy
dujy srautas 10 I/min., temperatira 300°C. Masiy spektras matuotas m/z
intervale 700-2000, 0,1 tikslumu. Gautas spektras analizuotas programa HP
Chemstation (versija A.05.01). Visy tirty baltymy molekuliné mase¢ paklaidy

ribose sutapo su teoriSkai apskaiciuota.

2.8.6. AdoMet Kiekio iSgryninty baltymuy preparatuose nustatymas

Endogeninio AdoMet kiekio nustatymas fermentinio DNR metilinimo budu
Siuo metodu tirti WT M.Hhal, M.HhaAGH ir M.Hhal W41F/I86W

baltymai, atpazjstantys ir metilinantys laukinio tipo taikinj GCGC. Norint
nustatyti kofaktoriaus kiekj i§gryninty MTaziy preparatuose, A DNR inkubuota
su tiriama MTaze be AdoMet, ir tikrintas DNR apsaugojimas nuo karpymo
5-metilcitozinui jautria REaze Hin6l (GCGC). Reakcijos vykdytos 150 pl
Metilinimo buferio I 37°C temperatiiroje per naktj. Reakcijos miSinyje buvo
3ug ADNR (dam’, dem’) (0,13 uM GCGC taikiniy) ir tirtamos MTazeés
moliniu santykiu 1:1, 1:10, 1:50 ir 1:100. Kontrolin¢ reakcija atlikta taip pat,
tik pridéjus 100 uM AdoMet. Po inkubacijos didelis baltymy kiekis pasalintas
inkubuojant su proteinaze K: ] reakcijos miSinj pridéta 1 pl proteinazes K

(20 g/ml) ir 3 pl 10% NDS ir méginiai inkubuoti 55°C temperattroje 30 min..

77



Po to reakcijos miSinys ekstrahuotas fenolio-chloroformo miSiniu ir
chloroformu, DNR iSsodinta etanoliu, iStirpinta 30 pl dejonizuoto vandens ir
karpyta R.Hin6l. AdoMet kiekis baltymo atzvilgiu (moliné dalis) apytikriai
jvertinta pagal tai, kiek MTazés reikia pilnam apsaugojimui nuo R.Hin6I
pasiekti papildomai nepridéjus AdoMet. PavyzdZziui, jeigu pilnas apsaugojimas
pasiekiamas esant 100x MTazes pertekliui, laitkoma, kad baltyme yra 1%
AdoMet. Nustatyta, kad WT M.Hhal ir M.HhaAGHg preparatuose buvo
<4 mol % AdoMet, o W41F/I86W preparatuose — << 1 mol % AdoMet.

Tiesioginis AdoMet nustatymas skys¢iy chromatografijos budu

Siuo metodu analizuotos pakeisto specifiskumo MTazés ir kontrolinis
M.HhaAGHg preparatas. 20 pl baltymo (1,4-2,8 pmol) sumaisSyta su 20 ul H,O
ir baltymas denatiiruotas pripylus 4 ul 5,5M HCIL. MiSinys centrifuguotas
10 min maksimaliu grei¢iu stalin¢je centrifugoje 4°C temperatiiroje. 35 pl
centrifugato sumaiSyta su 140 ul H,O ir denattiruotas baltymas i$ gauto misinio
pasSalintas centrifuguojant per pusiaupralaidZzig membrang (molekulinés masés
cut off 3 kDa; Pierce). Gautas tirpalas padalintas i dvi dalis po 55 pl. | vieng
dalj pridéta 10 pul H,O, 1 kita — 5 ul H,O ir 5 pul 18 uM AdoMet (vidinis
standartas). Po 60 pl kiekvieno méginio frakcionuota HPLC katijonitinéje
Nucleosil 100-5SA kolon¢leje (4x150 mm; Macherey-Nagel). Atskyrimas
vykdytas izokratinémis salygomis, eliuicijos buferis 100 mM TEA-HCOOH
pH 4,0, tekéjimo greitis 0,9 ml/min., kolonélés temperatira 25°C. Siomis
salygomis AdoMet sulaikymo trukmé 6,5 min. AdoMet kiekis baltymo
preparate apskaiciuotas pagal AdoMet smailés plota be pridéto AdoMet ir su
pridétu AdoMet pagal formulg (2).

a-S
=" "x 2
x SX+(1 _S‘C ( )
x — AdoMet koncentracija meginyje, a — vidinio standarto AdoMet

koncentracija, S, — AdoMet smailés plotas tiriamame méginyje, S;., — AdoMet
smailés plotas ] tirlamg méginj pridéjus Zinomga kiekj vidinio standarto).

Pakeisto specifiSskumo MTaziy preparatuose AdoMet priemaiSy

neaptikta, o kontroliniame M.HhaAGHjg preparate buvo ~4 mol % AdoMet.

78



2.9. Metiltransferaziy specifiSkumo ir aktyvumo tyrimai

2.9.1. MTaziu specifiSkumo ir aktyvumo tyrimas naudojant restrikcijos
endonukleazes

Tiriant mutantiniy baltymy specifiSkuma, pastovus A DNR kiekis
inkubuotas su skirtingais tiriamos MTazés kiekiais. Metilinimo reakcijos
(20 pl) komponentai (iSpilstomi 4°C): 300 uM AdoMet (arba sintetinis
kofaktoriaus analogas), 1,2 ug A DNR (3,1 uM GCG taikiniy), ir 3,1 uM —
6 nM MTazés Metilinimo buferyje II. Tokiu biidu reakcijose MTaze ir GCG
taikiniai buvo moliniais santykiais: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256 ir 1:512. Metilinimas vykdytas 1 val. 37°C, po to MTaz¢ inaktyvuota
15 min. kaitinant 80°C temperatiiroje. Reakcijos produktai 2 val. karpyti
metilinimui jautriomis REazémis (3 vnt./reakcijai) (2.3 lentelé), 1 reakcijos
misinj papildomai pridéjus MgCl, iki 6,6 pM koncentracijos. Po to j reakcijos
misinj pridéta 0,5 pul 10% NDS ir 0,5 pl proteinazés K (20 mg/ml), ir baltymai
paSalinti inkubuojant 0,5 val. 55°C temperatiiroje. Hidrolizés produktai
frakcionuoti 0,8% agarozés gelyje ir nustatytas minimalus MTazés : GCG
molinis santykis, reikalingas pilnam apsaugojimui pasickti. Sis santykis

atitinka matomy fermento apsuky skaiciy per valanda.

2.3 lentelé. SmC-jautrios REazés AL2-MTaziy specifiSkumo tyrimui.

. R R Potencialiy
REazé Taikinys g{lf:czliss \ ;;‘1‘\1"1‘1“‘“ El;::;“t‘:lskmys MTazés taikiniy
skaicius A DNR
R.Hin6l GCGC 215 GCGC 215
R.Mlul ACGCGT 7 GCGT 403
R.Bsh12361 CGCG 157 GCGN 1730
R.BseXI GCWGC 199 GCW (nekanoninis) 3724

2.9.2. MTaziy savitojo aktyvumo nustatymas

DNR metiltransferazés aktyvumo vienetas — tai toks MTazés kiekis,
kuris per 1 val. 37°C temperatiiroje 50 pl tiiryje pilnai apsaugo 1 ug A DNR
nuo hidrolizés tokio paties arba persidengiancio specifiSkumo restrikcijos
endonukleaze. Norint nustatyti pakeisto specifiskumo MTaziy savitgjj

aktyvuma 1 ug A DNR inkubuota su skirtingais kiekiais tiriamy MTaziy 1 val.

79



37°C Metilinimo buferyje II, esant 100 uM AdoMet. Toliau viskas atlikta taip,
kaip aprasyta 2.9.1 skyriuje. Nustatant pakeisto specifiSskumo MTaziy savitaji
aktyvumg, metilinta DNR karpyta R.Bsh12361 (CGCG), kadangi ja galima
patikrinti daugiausia GCGN taikiniy (ziur. 2.3 lentele). Palyginimui nustatant
M.HhaAGHg (WT) savitajj aktyvuma, naudota R.Hin6I (GCGC).

2.9.3. 5-metilcitoziny identifikavimas DNR sekoje, naudojant reakcija su

bisulfitu
A NH, NH, 0 o]
HSO' . H,0 NH; OH X
° HN'” 2 “ HN 139 hn
)\ = A A > A A v A
1 I 3 2 ) S0; 3 I
DNR DNR DNR DNR
citozinas citozino- uracilo- uracilas
6-sulfonatas 6-sulfonatas
B ot : o oo (YL WY\
AT A a—n SCkodk@la , Yo CeTT AT pomodikasios
. g_g reakcija su p g g_g G AGCGCC A T pradiné seka
3—C— isulfi 3~ -
6o _ Dbisulfitu ‘ PGR il
c—aG U T—A
c—aG U T—3 ——--O——OO—O—0O0-0-
A—T A a—rT1 1.Klonavimas  -@-——OO0—0—00-0-
--0——0O0—0—00-0-
T

'IT—A T—A 2, Atskqu klonq @ e O e e @@=
’ sekos analizé

tiriama DNR DNRngLaérlglnes
komplementarios

2.3 paveikslas. 5-metilcitoziny identifikavimas DNR sekoje naudojant
reakcija su bisulfitu. A — citozino reakcija su bisulfitu. Citozino sulfoninimas
(1) ir deamininimas (2) vyksta silpnai rugstinéje terp¢je (pH 5,5); pusiausvyrai
1 deSing pastumti naudojama didelé natrio bisulfito koncentracija (~5 M).
Uracilo sulfonatas desulfoninamas inkubuojant su 0,2 N NaOH (3). B — 5SmC
identifikavimo DNR sekoje metodiné schema. Juodai pavaizduota ta DNR
granding, kurios pavyzdziu iliustruojamas SmC nustatymas. Prie§ modifikacija
DNR denatiiruojama Sarmu, nes bisulfito jonai efektyviai reaguoja tik su
viengrandéje DNR esanciais citozinais. Jvykus reakcijai DNR grandinés nebéra
komplementarios, tod¢l gali biiti padaugintos naudojant skirtingas PGR
pradmeny poras ir analizuojamos atskirai. Schemoje nekomplementarios baziy
poros modifikuotoje DNR pasvirusios ir pabrauktos. Citozinai, like DNR po
modifikacijos atitinka 5-metilcitozinus nemodifikuotoje DNR grandingje.

SmC identifikavimas DNR sekoje paremtas skirtingu citozino ir
5-metilcitozino reaktyvumu su bisulfito jonais (Frommer ir kt., 1992; Clark ir

kt., 2006). Pirmajame etape, inkubuojant DNR silpnai rugstiniame bisulfito



tirpale, nemetilinti citozinai selektyviai sulfoninami ir paverciami uracilais
(2.3 pav. A), o 5-metilcitozinai su bisulfitu nereaguoja. Antrajame etape
(2.3 pav. B) modifikuotas DNR fragmentas padauginamas PGR budu,
naudojant modifikuotai DNR komplementarius pradmenis ir jprastiniu biidu
nustatoma PGR produkto nukleotidy seka. Po modifikacijos citozinai sekoje
matomi tik ten, kur buvo 5-metilcitozinas, o nemetilinti ctozinai virsta timinais.
Jeigu PGR produktas klonuojamas | E.coli vektoriy ir analizuojamos atskiry
klony sekos, galima kiekybiskai charakterizuoti kiekvienos pozicijos
metilinimg. Pazymétina, kad tokiu atveju kiekvienas klonas yra kiles 1§ atskiros
DNR molekulés, taigi analizuojamas SmC pasiskirstymas individualiose DNR

molekulése.

DNR meéginio paruo$imas

Norint uztikrinti maksimalig modifikuojamos DNR denatiiracijg, pries
reakcijg analizuojama plazmidiné DNR sukarpyta R.Alw441 arba R.Pagl.
Sukirpta DNR du kartus deproteinizuota ekstrahuojant lygiu tiiriu chloroformo,
i$sodinta etanoliu ir iStirpinta dejonizuotame vandenyje. L2Bsp specifiSkumo
in vivo analizei buvo naudota plazmidin¢é DNR, iSskirta i§ E.coli ER1727
lasteliy, produkuojanciy didelj kiek; tiriamos MTazés. Kontrolinei reakcijai
naudota analogiskai paruosta plazmidé¢, nekoduojanti aktyvios MTazés.

MTaziy specifiSkumo in vitro tyrimui 4,9 ug pBR322 DNR metilinta
775 nM arba 48 nM tiriamos MTazés (MTaze : GCG molinis santykis
atitinkamai 1:4 ir 1:64) 120 ul Metilinimo buferio II, esant 300 uM AdoMet
1 val. 37°C temperatiiroje. MTaz¢ i§ reakcijos miSinio paSalinta 1 val.
inkubuojant su 0,2 mg/ml proteinazés K, esant 0,25% NDS. Po to reakcijos
miSinys ekstrahuotas fenolio-chloroformo-izoamilo alkoholio  miSiniu,
chloroformu ir DNR iSsodinta etanoliu, iStirpinta dejonizuotame vandenyje ir

naudota reakcijai su bisulfitu.

Bisulfito tirpalo paruo$imas

Bisulfito tirpalas buvo ruoSiamas prie§ pat naudojimg 7,74 g natrio

metabisulfito tirpinant 7,5 ml vandens ir 1,5 ml 2 N NaOH. Druska tirpinta
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intensyviai maiSant magnetine maiSykle 50-60°C vandens vonioje apie
10 minuciy. Po to pripilta 1,5 ml 1 M hidrochinono tirpalo (0,22 g hidrocinono
tirpinama 2 ml vandens Sildant 50-60°C temperatiiroje prie§ pat naudojimag) ir
inkubuota intensyviai maiSant, kol druska pilnai iStirpo. pH iki 5,0 koreguotas

pridedant 10 N NaOH.

DNR reakcija su bisulfitu
~0,5-0,75 png paruostos DNR denatiruota 0,3M NaOH 37°C

temperatiiroje 30 min. Tirpalo turis Sioje stadijoje 20 pl. Po to i kiekvieng
meégin] pridéta 500 pl Svieziai paruoSto bisulfito tirpalo, gerai iSmaiSyta ir
inkubuota 55°C temperatiroje 5 valandas, kiekvieng valandg jterpiant 3 min
trukmes denatiiracijos zingsnj (95°C).

Po inkubacijos DNR méginiams leista atvésti iki kambario
temperatiiros. Nesureagaves bisulfitas pasalintas panaudojant DNR valymo
rinkinio DNA Extraction Kit (Fermentas) komponentus: ] atvésus] reakcijos
misinj pridéta 6 pl stiklo milteliy suspensijos, sumaisyta ir inkubuota kambario
temperatiroje 10 min. Adsorbuota DNR praplauta tris kartus po 300 pl
plovimo tirpalo, desorbuota 2x50 ul vandens (pirma kartag uzpylus ant stikly
vandens sumaiSyta ir inkubuota 10 min kambario temperatiiroje). [ 100 ul
gauto tirpalo pripilta 11 ul 2 N NaOH (galutiné koncentracija 0,2 N) ir
inkubuojant 10 min kambario temperatiiroje jvykdytas desulfoninimas. Po to i
reakcijos miSinj pridéta 55 pl 7,5 M amonio acetato (pH 7,0) ir 420 pl etanolio.
Tirpalas uzsaldytas skystame azote ir DNR iSsodinta centrifuguojant 20800xg,
10 min kambario temperatiroje. ISsodinta DNR praplauta 200 pl Salto 75%

etanolio, dziovinta 10 min 37°C ir tirpinta 50 pl vandens.

Bisulfitu modifikuotos DNR padauginimas ir sekos nustatymas

Bisulfitu modifikuotos DNR padauginimui naudoti modifikuotai DNR
komplementartis pradmenys (2.1 lentelé) ir Fermentas produktai, skirti PGR
reakcijai. Reakcijos miSinio sudétis (50 pl): 1° reakcijos buferis su amonio
sulfatu, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5uM modifikuotai DNR

komplementariy pradmeny, 2,5 vnt. rekombinantinés 7ag DNR polimerazés,
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2,5 pl bisulfitu modifikuotos matricinés DNR. PGR temperatiirinis reZimas:
94°C — 3 min.; 25x 94°C — 1 min., 48°C — 1 min., 72°C — 1 min.; 72°C —
5 min.

Pasibaigus PGR, | reakcijos miSinj pridéta papildomai dNTP iki 0,1 mM
ir 2,5 vat. T4 DNR polimerazés ir méginiai inkubuoti 20 min. 11°C. Po to
pagrindinis (tikslinis) PGR produktas iSgrynintas atlikus elektroforeze 1,2%
agaroziniame gelyje ir naudojant T4 DNR ligaze jsiitas 1 pUC19/R.Smal.
Ligavimo miSiniu transformuotos FE.coli ER2267 lastelés iSsétos ant
selektyvios agarizuotos LB terpés. Transformanty, turinciy plazmide su
iklonuotu fragmentu identifikavimas atliktas balty-meélyny kolonijy atrankos
metodu (Sambrook ir Russel, 2001): s¢jant transformuotas lasteles j lekSteles
su agarizuota terpe pavirSiy buvo jtrinama 40 pl X-Gal (20 mg/ml tirpalas
formamide) ir 25 pl 100 mM IPTG.

I§ atsitiktinai pasirinkty 16-20 balty kolonijy buvo iSskirta plazmidiné
DNR ir nustatyta bisulfitu jklonuoto fragmento nukleotidy seka, naudojant
pradmenis M13/pUC rev (-46), 24-mer ir/arba M13/pUC dir (-46), 22-mer.
Gauty rezultaty analizé atlikta programa BiQ Analyzer v0.91 beta (Bock ir kt.,
2005). L2Bsp specifiskumo in vivo charakterizavimui analizuoti visi $eSi
2.1 lenteléje nurodyti fragmentai, apimantys 1577 nt ilgio DNR seka, turinCig
134 GCN sekas. Tiriant mutantiniy MTaziy specifiSkuma in vitro, analizuotas
tik vienas 599 nt ilgio fragmentas, amplifikuotas naudojant NG-VP1 ir NG-
VA3 pradmenis.

Tiesioginiam PGR produkto sekos nustatymui 8 pl PGR miSinio (24 pl
reakcijos tiiryje) inkubuota su 1 vnt. kreveciy Sarminés fosfatazeés ir 0,2 vnt.
egzonukleazés II1 1 val. 37°C temperatiiroje. Fermentai inaktyvuoti kaitinant
15 min. 72°C. Tokiu biidu 1§ PGR miSinio paSalinti lik¢ ANTP ir pradmenys, o
gauto PGR produkto seka nustatyta naudojant NG-VP1 pradmen;j
Biotechnologijos instituto DNR Sekvenavimo Centre. Metilinti citozinai DNR
sekoje buvo identifikuoti analizuojant gautas elektroforeogramas ir kiekviena
pozicija buvo kokybiskai apibiidinta kaip nemetilinta, dalinai metilinta arba

pilnai metilinta.
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2.10. Enzimologiniai tyrimo metodai

2.10.1. Giminingumo AdoMet ir AdoHcy tyrimas

Mutantiniy MTaziy giminingumas AdoMet ir AdoHcy buvo tirtas
matuojant kofaktoriaus suriSimo kiSenéje esancio Trp fluorescencijos gesinimag
prisijungiant kofaktoriui (Vilkaitis ir kt., 2000). 1 uM tiriamos MTazés tirpalas
Reakcijos buferyje buvo titruojamas tokiu paciu tirpalu, papildomai turiniu
50-2500 uM AdoMet arba 50-200 uM AdoHcy. Fluorescencija matuota 25°C
temperatiroje  4x4 cm  kvarcingje  kiuveteje  Perkin-Elmer  LS50B
liuminescenciniu spektrometru su ksenono lempa. Zadinimui naudota 295 nm
bangoilgio Sviesa (spektrinis plotis 2,5 nm), emisijos bangoilgis 350 nm
(5 nm). Kiekviename titravimo taSke fluorescencijos signalas stebétas 60 s
registruojant ji kas 2 s ir skai¢iavimams naudotas §iy duomeny vidurkis.
MTazes-kofaktoriaus  komplekso  disociacijos  konstanta  apskaiiuota
aproksimuojant fluorescencijos intensyvumo priklausomyb¢ nuo kofaktoriaus
koncentracijos pagal griztamg vieno ligando suriSimo mechanizmg (3).
Matavimai kartoti 2-3 kartus, duomeny aproksimacija atlikta programa Dynafit
(versija 3.28.059) (Kuzmic, 1996).

M+KSMK @B3)
M — MTaz¢, K — kofaktorius, MK MTazés ir kofaktoriaus kompleksas.

2.10.2. DNR radioaktyvumo matavimas

Kinetiniai DNR MTaziy tyrimai buvo atlieckami naudojant AdoMet su
tri¢iu  Zyméta metilgrupe ([metz'l-3 H]AdoMet). Metilinta DNR nuo
nesureagavusio [metil->"H]AdoMet buvo atskiriama naudojant Whatman DE-81
popierinius filtriukus. Whatman DE-81 popierius — silpnai bazinis anijonitas,
pagamintas 1§ DEAE (dietilaminoetil-) celiuliozés, todél prie jo prikimba
neigiamai jkrauta DNR, o nesureagaves [metil-"H]JAdoMet nuplaunamas
buferiu

Ant 2,3 cm skersmens filtriuko buvo uzlasinama 20-120 pl sustabdytos
reakcijos miSinio. Paprastai méginys 1§ vieno reakcijos miSinio buvo dalijamas

pusiau ir uzlasinamas ant dviejy filtriuky. Norint mégin; sukoncentruoti, ant
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vieno filtriuko per kelis kartus buvo uzne$ta iki 300 pl reakcijos miSinio.
MiSiniui susigerus, filtriukai plauti keturis kartus po 7-10 min plovimo tirpalu.
Atliekant reakcijas su poli[dG-dC]-poli[dG-dC], plovimui naudotas 0,2 M
Na,HPO,, atlickant reakcijas su sintetiniais DNR dupleksais — 0,05 M Na-PO4
pH~7,4. Po to filtriukai 2 kartus plauti vandeniu ir 1 kartg acetonu. IStraukus 1§
acetono, filtriukai dZiovinti po kaitrine lempa ir sudéti ] kiuvetes su 3 ml
scinciliacinio skys¢io Rotiszint® eco (Roth). I DNR jjungto tri¢io
radioaktyvumas matuotas 0,5-5 min Beckman LS 1801 scintiliaciniu
spektrometru. Lygiagreciai analizuojamai reakcijai visuomet buvo atlieckama
kontrolin¢ reakcija su inaktyvuota MTaze (i reakcijos miSin] pradzioje
pridedamas HCI, o tik po to baltymas) ir tokia pacia kaip tiriamoje reakcijoje
[metil-"H]AdoMet koncentracija. Sioje reakcijoje iSmatuotos prie filtriuky
prikibusio radioaktyvumo reikSmés buvo atimtos i§ tiriamoje reakcijoje
iSmatuoty  reikSmiy, panaikinant nuo metiltransferazinio aktyvumo
nepriklausant] fong, atsirandant; dél nepilnai nuo filtriuko nuplauto AdoMet
arba AdoMet cheminés reakcijos su DNR. Kadangi filtriukai gesina °H
radioaktyvuma, iSmatuotos radioaktyvumo reik§meés koreguotos padauginant i$
1,6 — ankscCiau laboratorijoje nustatyto daugiklio (Merkiené ir KlimaSauskas,

2005).

2.10.3. MTaziy charakterizavimas stacionarios Kkinetikos salygomis

Metilinimo  reakcijos  vykdytos Metilinimo  buferyje I 37°C
temperatiiroje, naudojant poli[dG-dC]-poli[dG-dC] ir [metil->"H]AdoMet.
Reakcijos salygos parinktos taip, kad sureaguoty ne daugiau negu 15% DNR ir
ne daugiau negu 10% [metil-"H]AdoMet.

Matuojant AL2-MTaziy KoM reakcijos miSinyje buvo 4 nM MTaze,
1,5 uM poli[dG-dC]-poli[dG-dC] (dvigrandZiy GCGC taikiniy koncentracija),
o [metil->’H]AdoMet (0,5 Ci/mmol) koncentracija varijuota nuo 0,1 iki 50 pM.
Po 10 min. tiriant AL2-14 MTaze ir 25 min. tiriant L2Bsp, AL2-6 ir AL2-9
MTazes reakcijos stabdytos pridedant '/;, tirio 5,5N HCI (iki 0,5N) ir
matuotas ] DNR jjungtos radioaktyvios zymeés kiekis kaip apraSyta
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2.10.2 skyriuje. Matuojant HhaAGH, (WT) K,/ reakcijos misinyje buvo
50 pM MTazé, 50nM poli[dG-dC]-poli[dG-dC], o [metil->"H]AdoMet
(15 Ci/mmol) koncentracija varijuota nuo 2,5 iki 240 nM. Reakcija vykdyta
10 min. ir stabdyta 0,5 N HCI.

Matuojant K" reakcijos miSinyje buvo pastovi MTazés ir [metil-
*H]AdoMet koncentracija, o varijuota DNR koncentracija. HhaAGH; (WT)
atveju naudota 10 pM MTazeé, 100 nM [metil-"H]AdoMet (70 Ci/mmol) ir
reakcija vykdyta 10 min.; L2Bsp atveju atveju naudota 1 nM MTaze, 10 uM
[metil-’H]AdoMet (0,5 Ci/mmol) ir reakcija vykdyta 40 min.; AL2-MTaziy
atveju naudotos 25-50 pM MTazés ir 500-750 nM [metil-"H]AdoMet, o
reakcijos vykdytos 30-60 min..

Reakcijos kartotos 3-5 kartus, gauty rezultaty aproksimacija i
Michaelis-Menten mechanizmg atlikta programa Dynafit (versija 3.28.059)

(Kuzmic, 1996) ir nustatytos k., bei K, reikSmes.

2.10.4. Cheminés reakcijos greicio nustatymas ikistacionariomis sglygomis

Vienos apsukos reakcijos vykdytos Metilinimo buferyjel 25°C
temperatiiroje greito stabdymo aparate RQF-3 (KinTek Corp.). 1uM
WA41F/I86W ir 0,5 uM dvigrandzio oligonukleotido GCGC/GMGC tirpalas
greital sumaiSytas su 30 uM [metil-"H]AdoMet (1,62 Ci/mmol) ir po 0,1-300 s
reakcija stabdyta 0,7 N HCIL. 1,62 Ci/mmol specifinio aktyvumo [metfil-
*H]AdoMet buvo gautas sumaisius 16,1 Ci/mmol specifinio aktyvumo [metil-
*H]AdoMet ir 5 mM neradioaktyvy AdoMet tiriy santykiu 9:1. WT M.Hhal
reakcijai naudota 200 nM MTazes, 100 nM GCGC/GMGC ir 2,5 uM [metil-
*H]AdoMet (16,1 Ci/mmol). Jjungtos j DNR Zymés kiekis matuotas, kaip
aprasyta 2.10.2 skyriuje. Gauti duomenys apraSyti vienos eksponentés lygtimi

naudojant programg GraFit 5.0.6 (Erithacus Software).

2.10.5. Pradinio susidarymo produkty Suolio tyrimas

Reakcijos miSinys Metilinimo buferyje I, turintis 4 nM AL2-14 arba WT
M.Hhal, polidG-dC]-poly[dG-dC] DNR (500 M dvigrandziy GCGC taikiniy)
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ir 100 uM [metil-"H]AdoMet (0,5 Ci/mmol) inkubuotas 37°C temperatiiroje.
Prag¢jus 0,5-10 min. nuo reakcijos pradzios buvo imami meéginiai, kuriuose
reakcija stabdyta pridedant HCI iki 0,5 N. Jjungtos 1 DNR zymeés kiekis
matuotas, kaip aprasyta 2.10.2 skyriuje.

2.10.6. Reakcijos eigos matavimas realiu laiku, naudojant sustabdytos
tékmés aparatura

fluorescencijos
matavimas

A

[

[
ksenono s absorbcijos
lempa matavimas

reakcijos celé

maigytuvas } stabdymo
Svirkstas

fermentas substratas

nejudanti
atrama

i)

pavara

2.4 paveikslas. Sustabdytos tékmeés aparatiros principiné schema.
Reaguojanciy medziagy tirpalais uzpildomi du SvirkStai. Pneumatiné pavara
dideliu grei¢iu stumia Siy SvirkSty stiimoklius, reagentai susimai$o maiSytuve ir
patenka ] matavimo cel¢. Stiimimas sustoja, kai stabdymo Svirksto stimoklis
atsiremia ] nejudancig atramg, tuomet pradedamas matavimas. Reakcijg galima
pradéti stebéti pra¢jus 1-2 ms po reagenty sumaiSymo, kadangi per tokj laika
tirpalas 1§ maiSytuvo patenka ] matavimo cele.

Sustabdytos tékmés aparatiiros principiné schema pateikta 2.4 pav..
Tyrimai atlikti naudojant Applied Photophysics sustabdytos tékmés aparatiirg
SX.18MV su ksenono lempa ir dvigubos detekcijos priedu, leidzianc¢iu vienu
metu registruoti absorbcijos ir fluorescencijos signalus. Reakcijos celés tiris
20 ul, vienos reakcijos metu buvo sunaudojama po ~60 ul abiejy maiSomy
tirpaly. Zadinan¢ios §viesos bangoilgis 280 nm nustatytas monochromatoriumi
(plySio plotis 1 mm, spektrinis plotis 4,65 nm). Triptofano fluorescencija
matuota naudojant 335 nm (cut-off) emisijos filtrg. Dauguma matavimy atlikta

naudojant 10 mm optin] kelig. Matavimy serijose, kuriose buvo varijuota
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kofaktoriaus koncentracija, optinis kelias buvo 2 mm. Pastaruoju atveju
fluorescencijos kreivés buvo koreguotos pagal formulge (4), siekiant

kompensuoti didelés méginio absorbcijos sukelta vidinio filtro efekta.

A280

F,=F, 102 4)

stebima

Foevima 1r Fy — atitinkamai, stebimas ir koreguotas fluorescencijos
intensyvumas, A,g) — iSmatuota meéginio absorbcija.

Reakcijos vykdytos Reakcijos buferyje 25°C temperatiiroje. Reakcijos
miSinyje buvo 3 uM MTazés, 2,5 uM DNR ir 7,5-200 uM AdoMet arba
AdoHcy (reagenty maiSymo tvarka nurodyta aprasant kiekvieng eksperimenty).
Kiekviena reakcija kartota 3-7 kartus ir gautos kreivés suvidurkintos programa

KinetAsyst 2 (Hi-Tech). Duomeny rinkimo rezimai nurodyti 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Matavimo rezimai greito maiSymo eksperimentuose.

Slégio palaikymas sistemoje

Duomeny rinkimo trukmé .
matavimo metu

Registruojamas signalas

10 s (logaritminé skalé) taip absorbcija

20 s (logaritminé skalé) ne absorbcija ir fluorescencija
100 s (logaritminé skalé) ne absorbcija ir fluorescencija
0,1 s (tiesiné skalé) taip absorbcija ir fluorescencija

Duomenuy analizé

Pirminé analiz¢ atlikta aproksimuojant gautas kreives dviejy, trijy arba

keturiy eksponenciy lygtimis, naudojant programa KinetAsyst 2 (Hi-Tech).

Kadangi absorbcijos ir fluorescencijos amplitudés stipriai skyrési, prie§
atlickant globaliag analiz¢ iSmatuoti signalai buvo normuoti. ISmatuotos
absorbcijos vertés visais atvejais buvo dalinamos 1§ 0,029, ty. 1§ AAjgg
amplitudes, gautos katalitiSkai neaktyvaus mutanto C81S reakcijoje su natyvia
DNR (GCGC/GMGC) ir AdoHcy. ISmatuotos fluorescencijos vertés buvo
dalinamos i§ matomos AF amplitudés. Globali absorbcijos ir fluorescencijos
kreiviy aproksimacija trijy eksponenciy lygtimi buvo atlikta programa

Origin 8.1 SS2 (OriginLab).
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2.11. Kiti metodai

2.11.1. AdoMet gryninimas

AdoHcy priemaiSos i§ komercinio AdoMet buvo paSalintos atvirk$¢iy
faziy chromatografijos biidu. Gryninimo metu didel} teigiamg kriiv] turintis
AdoMet nesulaikomas kolon¢l¢je, o dalinai jkrautas AdoHcy lieka prikibes
prie sorbento. 4 g atvirks$¢ios fazés C-18 silikagelio (daleliy dydis 0,040-
0,063 mm; Fluka) resuspenduota acetonitrile ir supilta ;1 chromatografing
koloné¢le. Sorbentas plautas 25 ml 25 mM amonio formiato pH 3,5. Tuomet ant
kolon¢lés uznesta 1,5 ml 23 mM vandeninio AdoMet tirpalo ir kolonélé plauta
tuo paciu buferiu, renkant 1 ml tiirio frakcijas. 2 pl 1§ kiekvienos frakcijos
uzlaSinti ant fluorescuojan€ios TLC plokSteles ir identifikuotos UV
absorbuojancios (turin€ios AdoMet) frakcijos. Keturios daugiausiai AdoMet
turinios frakcijos apjungtos ir sukoncentruotos iki ~1,5 ml nugarinat tirpiklj.
AdoMet koncentracija nustatyta matuojant 260 nm Sviesos absorbcija
(€260 = 15400 Mm! -cm'l). Gautas 20,8 mM AdoMet tirpalas.

Kinetiniams eksperimentams AdoMet buvo grynintas per katijonito
Dowex 1 kolon¢le, eliuojant 0,1 mM HCOOH. AdoMet turin¢ios frakcijos

identifikuotos ir sukoncentruotos kaip apraSyta auksciau.

2.11.2. MTaziy reakcija su 5-fluorocitozing turinc¢ia DNR
5 uM tiriamos MTazés inkubuota su 5 uM GFGC/GFGC-13 DNR ir
200 uM AdoMet 20 ul Metilinimo buferio I kambario temperatiiroje per nakt;.
Po to j reakcijas pridéta 10 pl 2,5" pavyzdzio buferio, méginiai pakaitinti 95°C
temperatiroje = Smin. ir  iSfrakcionuoti  10%  denatliruojanciame

poliakrilamidiniame gelyje.

2.11.3. Plazmidinés DNR Zyméjimas GCG taikiniuose

5ug pUCI19 plazmidinés DNR (6,3 uM GCG taikiniy) inkubuota
Metilinimo buferyje II su 1,55 uM AL2-14 ir 300 uM AdoHxGABANH, 37°C
temperatiroje 1 val. Reakcija sustabdyta ekstrahuojant fenoliu, du kartus

fenolio-chloroformo mi$iniu (1:1), tris kartus chloroformu, DNR i$sodinta
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etanoliu ir tirpinta 25 pul dejonizuoto vandens. 3,6 ug modifikuotos (su
jvestomis reaktyviomis aminogrupémis) pUC19 DNR inkubuota su 105 mM
reaktyvaus dazo (Cy5-NHS, 6-(fluoresceino-5(6)-carboksamido)heksanoinés
rugsties-NHS) 1 val. kambario temperatiiroje 50 pul 150 mM NaHCOj; pH 9,0.
Po to DNR iSsodinta pridéjus % tirio 3 M natrio acetato (pH 7,0) ir lygy tiirj
izopropanolio. DNR nuosédos dar du kartus plautos 75% etanolio, iStirpintos
vandenyje ir DNR gryninta naudojant QIlAquick rinkinj DNR gryninimui
(Qiagen). ~0,5 ng DNR karpyta R.BamHI ir R.Pagl mi$iniu, gauti fragmentai
frakcionuoti agaroziniame gelyje ir vizualizuoti geliy dokumentacijos sistema
Fuji FLA-5100, naudojant 635 nm lazerj. Prie fragmento prijungtos zZymeés

santykinis kiekis jvertintas densidometriSkai programa Multi Gauge (Fuji).
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3. REZULTATAI

3.1. Naujo specifiSkumo DNR metiltransferaziy konstravimas ir
charakterizavimas

Siuo metu zinoma daugiau kaip 200 2-8 bp ilgio seky, kurias specifiskai
atpazjsta ir metilina DNR metiltransferazés (Roberts ir kt., 2010). Taciau tai —
tik maza dalis jmanomy tokio ilgio seky varianty. Plefiant DNR
metiltransferaziy panaudojimg biotechnologijoje, atsiras ir naujy, gamtoje kol
kas neaptikty, specifiSkumy poreikis. Vienas i§ biidy §iai problemai spresti —
nauju specifiSkumu pasizyminciy DNR metiltransferaziy konstravimas
baltymy inzinerijos metodais.

DNR citozino-5 MTazé¢ Hhal atpazjsta taikini GCGC dviem
pavir§inémis baltymo kilpomis (3.1 pav. A). Pirmoji (233-240 amr.) kilpa
sudaro SeSis specifinius kontaktus su keturiomis bazémis ir apsprendZia
taikinio 5’-dalies atpaZinimg. Antroji (252-263 amr.) kilpa sudaro tris
vandenilines jungtis su atpazjstamomis bazémis: dvi tiesiogines ir vieng per
vandens molekule, ir yra atsakinga uz taikinio 3’-dalies atpaZinimg. Su
konkrecia baze kontaktuoja tik vienai kilpai priklausanc¢ios aminortigstys, taigi
kilpos atpaZjsta nepersidengiancias taikinio dalis. Ankstesniy darby metu
(Vilkaitis ir KlimaSauskas, 1998) pastebéta, kad antragja M.Hhal atpazinimo
kilpg pakeitus numanomais analogiSkais elementais 1§ kity MTaziy, galima
gauti funkciSkai aktyvy hibridin; fermenty. Viena 1§ tokiy MTaziy, kurioje
M.Hhal antroji atpazinimo kilpa pakeista trumpu fragmentu i§ M.Bsp6l
(GCNGC), Zenkliu efektyvumu metilino WT M.Hhal neatpaZjstamas GCG
sekas. Jdomu, kad S$ios hibridinés MTazés Hhal-L2Bsp (toliau vadinama
L2Bsp) taikinys sutapo su Kilpos-1 atpaZzjstama M.Hhal taikinio dalimi. Tai
rodo, kad i§ M.Bsp6l perkelta Kilpa-2 tikriausiai néra funkcionali M.Hhal
strukttriniame kontekste. Taigi norint keisti atpaZinimo kilpas tarp skirtingy
MTaziy ir gauti naujus taikinius atpazjstancius baltymus, reikia naujai jterpta
atpazinimo elementg priderinti prie motininio baltymo struktiirinio konteksto.

Kadangi GCG — asimetriSka seka, L2Bsp suteiké galimybe¢ gauti hemimetilintg
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DNR, kuri buvo panaudota pelés MTazés Dnmtl veikimo mechanizmo tyrimui
(Vilkaitis ir kt., 2005). Galimyb¢ pritaikyti §ig hibriding MTaze praktiniams

tikslams paskatino tolimesnius tyrimus.

A

5.(GNC, Gy Ca\..3
’ " NG\ 5
230 / 250 o\ E 270
. . VRLGIVGKGGQGERIYSTRGIAIFLSAYGGGT FAKTGGYLVNGKTRKL. . .

Kilpa 1 Kilpa 2
WT TGGYLVNGKTRKL
L2Bsp [GGYLVNGKTRKL
AL2 XXGYLVNGKTRKL
AL2-6 RCGYLVNGKTRKL
AL2-9 RCGYLVNGKTRKL
AL2-14 RCGYLVNGKTRRL

3.1 paveikslas. M.Hhal specifiné sgveika su taikiniu GCGC. A (virSuje) —
kontakty tarp M.Hhal taikinio atpazinimo kilpy ir taikinio baziy schema;
Kilpa-1 — raudona, Kilpa-2 — mélyna; amr., sudarancios kontaktus su DNR
pabrauktos; linijos vaizduoja tiesioginius kontaktus tarp amr. ir DNR baziy;
punktyriné linija vaizduoja kontakta per vandens molekule; konservatyvus TL
dipeptidas apibrauktas; metilinamas citozinas C2 padidintas ir paryskintas. A
(apacioje) — WT M.Hhal ir pakeisto specifiSkumo mutanty Kilpos-2 amr. seky
palyginys; AL2 — mutanty biblioteka; mutuojamos pozicijos (X) parySkintos;
vienoje i§ atrinkty MTaziy rasta papildoma mutacija IX KM paryskinta ir
pabraukta. B ir C — M.Hhal sgveika su ketvirtgja ir trecigja baziy poromis
trinariame komplekse M.Hhal-DNR-AdoHcy (PDB kodas 3mht) (O'Gara ir kt.,
1996a); A Zymi amr., paSalintas mutantuose su trumpesne Kilpa-2, kiti
zymejimai tokie patys kaip A dalyje.

Siame darbe pateikiama detali hibridinés MTazés L2Bsp specifiskumo

ir fermentinio aktyvumo analizé. Taip pat buvo siekiama M.Hhal pavyzdziu
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1Sbandyti naujg pakeisto specifiSskumo MTaziy konstravimo strategija: M.Hhal
specifiSkumg sekai pakeisti 1§ GCGC | GCG, pasalinant atpazinimo Kilpos-2
funkcijg ir taip panaikinant specifinius kontaktus su ketvirtgja taikinio baze

(GCGC).

3.1.1. L2Bsp specifiSkumo in vivo analizé

Norint detaliai charakterizuoti L2Bsp specifiSkumg, buvo analizuota
plazmidin¢ DNR, iSskirta i§ E.coli ER1727 lasteliy, sintetinan¢iy dideli kiekj
tiriamos MTazés. Si DNR buvo modifikuota bisulfitu ir analizuota kaip
aprasyta 2.9.3 skyriuje. Buvo tirti trys DNR fragmentai i§ pMB1 replikono ir
B-laktamazes geno, kuriy virSutiné ir apatiné grandinés padaugintos atskirai,
naudojant modifikuotai DNR komplementariy pradmeny poras (2.1 lentelé).

Analizuojamas regionas apémé 1577 nt, jame buvo 32 GCG taikiniai.

A 100% B 100%
80% | B0% 80% |
L L
c c
N N
3 60% 5 60%
o o
E E
£ 40% S 40% -
g g % o
s s 21%  23% 6% 24%
20% 20% A
0% 0% -
GCG GCA GCT GcCC GCNG GCNA GCNT GCNC
32 32 34 36 35 35 32 32

3.2 paveikslas. Treciosios ir ketvirtosios taikinio pozicijos jtaka MTazés
L2Bsp metilinimo in vivo efektyvumui. A — vidutinis GCX taikiniy
metilinimo daznis. B — vidutinis GCNX taikiniy metilinimo daZnis.
Metilinamas citozinas pabrauktas, po kiekviena seka nurodytas individualiy
taikiniy skaicius. IS didel; kieki L2Bsp produkuojanciy E.coli 1asteliy iSskirtos
plazmidinés DNR metilinimas buvo tirtas ja modifikavus bisulfitu.
Individualaus taikinio metilinimo daznis (%) jvertintas nustacius 16-32 klony
DNR seka. Kiekvieno taikinio metilinimo daznis apskai¢iuotas kaip klony,
kuriuose buvo uZfiksuotas citozino signalas Siame taikinyje (atitinkantis SmC
nemodifikuotoje sekoje), procentiné dalis nuo bendro analizuoty klony,
turiniy §j taikinj, skaiCiaus. Analizuotame regione (1577 nt) buvo 134
potencialts taikiniai GCN.
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Kontrolin¢je DNR, iSskirtoje i§ L2Bsp nesintetinanéiy lgsteliy, SmC
buvo aptiktas tik trijuose kamieno koduojamos EcoDcm MTazés taikiniuose
CCWGG. Kaip i1r tikétasi 1§ pirminiy rezultaty (Vilkaitis ir KlimaSauskas,
1998), pagrindinis L2Bsp taikinys buvo GCG (3.2 pav. A). Nukleotidas
ketvirtoje taikinio pozicijoje metilinimo efektyvumo nejtakojo (3.2 pav. B).
Individualiy GCG taikiniy metilinimo efektyvumas variavo nuo 40 iki 100%,
nors jokio désningumo, siejan¢io GCG taikinio apsupt] ir metilinimo
efektyvuma, aptikti nepavyko. Taip pat buvo stebétas ir ne GCG seky
metilinimas: kai kurie GCA taikiniai buvo metilinami netgi 40% efektyvumu.
GCC ir GCT taikiniy metilinimas stebétas retai; Siy taikiniy metilinimo dazZnis
niekada nevirS$ijo 25%. Remiantis gautais rezultatais L2Bsp specifiSkumas
aprasomas kaip GC[G/a], pazymint, kad efektyviausiai metilinamas taikinys
yra GCQG, taCiau Zenkliai metilinami ir GCA taikiniai. ISsigimg¢s L2Bsp
specifiSkumas ir palyginti mazas katalitinis efektyvumas (Zitur. toliau)
akivaizdZziai riboja Sios MTazés pritaikymg praktiniams tikslams. Todél buvo
nutarta sukonstruoti efektyvesne ir specifiSkesng GCG taikinj metilinancig

MTazg.

3.1.2. Efektyvesniy GCG taikinius metilinan¢iy MTaziy konstravimas

Kadangi kontaktus su ketvirtgja taikinio baziy pora sudaro ne Soniniy
grandiniy, o peptidiniy jungc€iy atomai (3.1 pav. B), Siy kontakty panaikinimas
jvedant taskines mutacijas buvo mazai tikétinas. Tai patvirtino ir Kilpos-2
evoliucijos in vitro eksperimentai, kuriy metu M.Hhal specifiSkumas nebuvo
pakeistas (Lee ir kt., 2002). Kita vertus, norimas specifiSkumo pasikeitimas
buvo stebétas hibridin¢je MTazéje L2Bsp. Konstruojant hibriding MTaze
L2Bsp ne tik buvo pakeista M.Hhal antrosios atpazinimo kilpos seka, bet ir
pati Kilpa-2 sutrumpinta penkiomis aminoriig§timis. M.Hhal-DNR komplekso
erdvinés struktiros analizé parode¢, kad specifiSkumo pasikeitimg 1§ GCGC i
GCG MTazéje L2Bsp greiCiausiai nulemia bitent atpazinimo Kilpos 2
sutrumpinimas, dé¢l kurio ji nutolsta nuo DNR ir nebesgveikauja su ketvirtgja

taikinio GCGC baziy pora. Tuo tarpu i§ M.Bsp6l perkeltas fragmentas
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tikriausiai néra funkcionalus M.Hhal struktiiriniame kontekste ir DNR
atpazinimo nejtakoja. Taip pat tikétina, kad Sis | M.Hhal jterptas fragmentas
néra optimalus fermento funkcijai. Todél konstruojant efektyvia GCG
atpazjstanc¢ig MTaze, nutarta iSlaikyti penkiy amr. delecija M.Hhal atpazinimo
Kilpoje-2 ir kryptingos evoliucijos biudu optimizuoti jos amr. sekg
(3.1 pav. A). Mutagenezei parinktos keturios amr. sutrumpintoje Kilpoje-2.
Norint uZztikrinti sutrumpintos Kilpos-2 konformacinj lankstumg ir kadangi
M.Hhal erdvingje struktiroje dviejy 1§ penkiy Kilpoje-2 esanciy gliciny
konformacijos yra neleistinos Sonin¢ granding turin¢ioms amr., mutuojamo
regiono centre buvo paliktas vienas glicinas.

Mutagenez¢ atlikta PGR metodu, naudojant oligonukleotida, kuriame
keturiy mutagenizuojamy amr. kodonai pakeisti 1 NNS. Tokioje sistemoje
jmanomi 1 048 576 kodony variantai. Mutagenezés schema ir detalus
aprasSymas pateikti 2.7.4 skyriuje. Kaip matrica PGR metu buvo naudota
linearizuota plazmidé pHHABE, nekoduojanti aktyvios MTazés ir turinti 36 nt
delecija, apimanciag Kilpg-2. Mutuojamam fragmentui homologiskos sekos
nebuvimas PGR matricoje uztikrino vienoda tikimybe jvairias sekas turintiems
pradmenims dalyvauti reakcijoje. Susintetintas PGR fragmentas jklonuotas i
plazmide pHHABE, atkuriant pilng hhalIM geno seka, ir gautomis plazmidémis
transformuotos E.coli ER2566 lacl’ kamieno lastelés. Sios mutanty bibliotekos
selekcijos schema pavaizduota 3.3 pav.. Transformantai auginti selektyvioje
skystoje M9 terp¢je 37°C temperatiiroje per naktj, neindukuojant baltymo
sintezés. Gauto banko dydis jvertintas i§séjus tris nepriklausomus 1000
skiedimus ant tokios pat agarizuotos terpés. Tokiu biidu jvertinta, kad gautg
banka sudaré ~6-10° transformanty. Tokiomis auginimo salygomis (esant
baziniam MTazés ekspresijos lygiui), WT M.Hhal ekspresuojanciose lgstelése
plazmidiné DNR pilnai metilinama GCGC taikiniuose ir apsaugoma nuo
sukarpymo R.Hin6l (GCGC), o L2Bsp atveju stebimas tik labai silpnas
plazmidinés DNR metilinimas. Taigi Sios auginimo salygos buvo tinkamos
efektyvesniy negu L2Bsp MTaziy atrankai. IS gauty transformanty buvo

iSgryninta suminé DNR ir, karpant restrikcijos endonukleazémis nustatyta, kad
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didzioji dalis bibliotekos turéjo teisingos struktiiros plazmides. Nustacius
modifikuojamo fragmento nukleotidy seka nepastebéta Zymaus nukleotidy
nukrypimo nuo atsitiktinio pasiskirstymo mutuojamuose kodonuose.

Kadangi néra GCG taikinj atpazjstancios restrikcijos endonukleazés,
biocheminis banky praturtinimas vykdytas karpant i§ mutanty banko iS§gryninta
sumin¢ plazmiding DNR REaziy Hin6l (GCGC) ir Bsh12361 (CGCG) miSiniu
(skliausteliuose nurodyta REaziy atpazjstama seka, pabraukti citozinai, kuriy
metilinimas inhibuoja REazés aktyvuma). Sios REazés atitinkamai turéjo 14 ir
8 taikinius pHhal-AL2 plazmidé¢je. ~0,5 pg sukarpytos DNR transformuota |
E.coli lasteles ir gauta ~2-10* transformanty. I 9 transformanty iSgryninus
plazmiding DNR ir patikrinus jos apsaugojimg nuo karpymo R.Bsh12361
nustatyta, kad tik keturi transformantai kodavo aktyvias MTazes (i§ jy
iSgryninta DNR buvo 1§ dalies apsaugota nuo karpymo). Todél i§ likusiy
kolonijy buvo vél iSgryninta suminé DNR ir biocheminés selekcijos ciklas
pakartotas. Po antrojo ciklo buvo gauta ~1500 transformanty. IS 35 klony
i§skirta plazmiding DNR karpant R.Bsh12361 nustatyta, kad visos plazmidés
buvo stipriau metilintos negu L2Bsp koduojanti plazmidé. Nustacius DNR 18§
28 klony seka, aptikti tik du skirtingi Kilpos-2 amr. sekos variantai - SGGRC
(27 klonuose) ir SAGRC (viename klone) (3.1 pav.). Pazymétina, kad nors
amr. seka buvo ta pati, aminoriig§¢iy kodonai skyrési: buvo rasti visi pagal
mutagenezés schemg jmanomi Ser, Gly ir Arg kodonai (Cys atveju buvo
galima gauti tik vieng i§ dviejy Cys koduojanciy kodony). Tai rodo, kad
atrinktos MTazés néra kilusios 1§ vieno neproporcingai pasidauginusio
pirmtako ir Siy seky atsiradimo nenulémé nukleotidy sudétis pradingje
bibliotekoje. Taigi galima teigti, kad buvo atrinktos optimalig atpazinimo
Kilpos-2 struktiirg turin¢ios MTazés. Idomu, kad 5 1§ 27 patikrinty varianty
turéjo mutacija uz mutagenizuojamo fragmento riby, IX-ame konservatyviame
motyve (M.Hhal K273R). Si mutacija tikriausiai buvo jvesta Tag polimerazés
PGR metu.
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3.3 paveikslas. GCG taikinj atpazjstanfiy MTaziy nukreipta evoliucija.
MTaz¢ koduojantis genas pavaizduotas kaip pilka rodyklé, mutuojama Kilpa-2
juoda; balti ir juodi skrituliai Zymi atitinkamai nemetilintas ir metilintas GCG
sekas; stora juoda rodyklé Zymi plazmidéje koduojamos MTazés sinteze E.coli
lasteléje.

Tolesniems tyrimams pasirinkti trys klonai, koduojantys visus tris
atrinktus MTaziy variantus — AL2-6, AL2-9 ir AL2-14 (3.1 pav. A). Visais
trimis atvejais atrinkty MTaziy metilinimo efektyvumas in vivo esant baziniam
baltymo ekspresijos lygiui buvo Zenkliai didesnis negu L2Bsp (3.4 pav.).
PaZzymétina, kad aktyviausia buvo MTaz¢ AL2-14, turinti papildomg mutacija

IX konservatyviame motyve.
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3.4 paveikslas. Atrinkty MTaziy aktyvumas in vivo. E.coli ER2267 lastelés,
turincios tiriamg MTaze koduojancig plazmide, augintos minimalioje terpéje
37°C temperatiiroje per nakt]. ISgryninta DNR karpyta R.Bsh12361 (CGCQG) ir



frakcionuota agaroziniame gelyje. Pirmame ir paskutiniame takeliuose — DNR
molekulinés masés standartas; pHHABE — kontrolin¢ plazmidé, nekoduojanti
aktyvios MTazés.

Tolesniam MTaziy chrakterizavimui trys atrinktos MTazés, WT
M.Hhal ir L2Bsp baltymai superekspresuoti E.coli ER2267 kamiene ir
iSgryninti naudojant Ni2+ chelatuojancig koloné¢le, kofaktorius AdoMet
paSalintas dializuojant. Masiy spektrometru nustatytos iSgryninty baltymy

molekulinés masés paklaidy ribose sutapo su apskaiciuotomis teoriskai.

3.1.3. Atrinkty MTaziy katalitinio efektyvumo ir specifiSkumo tyrimas

Pirmajame darby etape naujy MTaziy aktyvumas ir specifiSkumas buvo
tirtas REazémis, nekerpanfiomis DNR, jeigu jy taikiniuose yra
5-metilcitozinas (2.3 lentelé). Tyrimui naudotos REazés, kuriy taikiniuose yra
spéjamas mutantiniy MTaziy taikinys GCG: Hin6l (GCGC), Bsh1236I
(CGCQG) ir Mlul (ACGCGT). Nespecifiniam metilinimui ne GCG taikiniuose
jvertinti panaudota R.BseXI (GCWGC). Eksperimento metu fago A DNR buvo
metilinta skirtingais tiriamos MTazés kiekiais 1 val. 37°C temperatiiroje, po to
MTaz¢é inaktyvuota kaitinant, o DNR karpyta 5SmC jautriomis REazémis.
Kiekvienu atveju buvo nustatytas minimalus MTazés kiekis, reikalingas
pilnam A DNR apsaugojimui nuo sukarpymo. Pagal tai buvo jvertintas MTazés
per valanda padaromy Kkatalitiniy apsuky skaiGius. Sios analizés rezultatai
pateikti 3.5 pav. A.

Visos atrinktos MTazés metilino DNR in vitro ir apsaugojo DNR nuo
karpymo R.Hin6l. Kaip ir eksperimentuose in vivo, taip ir in vitro maziausiai
aktyvi buvo L2Bsp, o aktyviausia — AL2-14, turinti papildomg mutacijg IX
konservatyviame motyve. AL2-6 ir AL2-9 pasizyme¢jo labai artimu katalitiniu
efektyvumu.

Visos mutantinés MTazeés pilnai apsaugojo DNR nuo sukarpymo
R.Bsh1236I ir R.Mlul — REazémis, kuriy taikinyje néra GCGC sekos. Taigi Sie

duomenys neprieStaravo prielaidai, kad mutantiniy MTaziy specifiSkumas yra
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ne GCGC, kaip WT M.Hhal, o pasikeites 1 GCG. Ne GCGC taikiniy atzvilgiu
taip pat aktyviausia buvo AL2-14, o maziausiai aktyvi L2Bsp.

A m R.Hin6l (GCGC)
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3.5 paveikslas. AL2-MTaziy in vitro specifiSkumo ir aktyvumo analizé
restrikcijos endonukleazémis. A — matomy fermento apsuky skai¢ius MTazei
metilinant skirtingus taikinius. Kiekvienos MTazés atveju atlikta serija
reakcijy, kuriose pastovus A DNR kiekis metilintas maz¢janciu kiekiu tiriamos
MTazés (2% skiedimai, pradedant nuo ekvimolinio baltymo ir GCG taikiniy
santykio). Po to metilinta DNR karpyta skirtingomis 5mC jautriomis
REazémis. Matomy fermento apsuky skai¢ius (h™') skirtinguose taikiniuose
jvertintas pagal minimaly MTazeés kieki (MTazes : GCG taikiniy santykj),
reikalingg pilnam apsaugojimui pasiekti per 1 val.. Duomenys pateikti su
eksperimento paklaida. B — AL2-MTaziy specifiSkumas, iSreikStas kaip
fermento apsuky GCGC taikiniuose santykis su apsukomis GC[A/T]GC
taikiniuose.

Kaip minéta anksciau, L2Bsp in vivo metilinina ne tik GCG taikinius,
bet ir kai kurias GC[A/T/C] sekas, ypa¢ GCA. Siy taikiniy metilinimas galéjo
biti budingas ir naujoms MTazéms, turin¢ioms panaSig ] L2Bsp Kilpos-2
strukturg (3.1 pav.). Nekanoniniy taikiniy metilinimas buvo tiriamas naudojant
R.BseXI, kuri jautri tik pirmojo citozino taikinyje GC[A/T]GC metilinimui.
Apsaugojimas nuo karpymo Sia REaze stebétas tik esant dideléms tiriamy
MTaziy koncentracijoms. Skirtingai nuo REaziy, kuriy taikinyje yra GCG
motyvas, efektyviausiai nuo R.BseXI apsaugojo L2Bsp. Kiekybinj ne GCG
taikiniy metilinimo jvertinimg ir palyginimg su GCG taikiniy metilinimo

efektyvumu apsunkino tai, kad nei vieno eksperimento metu nebuvo pasiektas
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pilnas apsaugojimas nuo R.BseXI. Tod¢l norint palyginti kanoniniy (GCG) ir
nekanoniniy (Siuo atveju GC[A/T]) taikiniy metilinimo efektyvuma, buvo
nustatyta maziausia MTazés koncentracija, kurig naudojant pradedamas
fiksuoti nepilnas DNR karpymas REaze BseXI. Kanoniniy taikiniy atveju, §j
apsaugojimo pradzios taska ir pilng apsaugojima skiria penki 2-kartiniai
MTazes skiedimai, t.y. pilnam apsaugojimui pasiekti reikalinga 32 kartus
didesn¢ MTazés koncentracija. Pagal analogija buvo teoriskai apskaiciuotas
tiriamy MTaziy kiekis, reikalingas pilnam apsaugojimui nuo R.BseXI pasiekti.
Tokiu biidu gautas specifiniy ir nespecifiniy taikiniy metilinimo efektyvumo
santykis leido apytikriai jvertinti, kad 1§ mutanty bibliotekos atrinktos MTazés
pasizymi panasiu specifiSkumu kaip WT M.Hhal, o tuo tarpu L2Bsp ~10 karty

maziau specifiska (3.5 pav. B).

L2Bsp AL2-14 WT
pmol R e TS 6 § 6 F ® &« S o S 66 55 & 5 o
" ; ; = — s
= = —
: -
= |
S =
§ -
~
S
S~
e
R.Bsh12361 (CGCG) R.Bsh1236l1 (CGCQG) R.Hin6l (GCGC)

3.6 paveikslas. Pakeisto specifiskumo MTaziy savitojo aktyvumo
nustatymas. 1 ug A DNR inkubuota su skirtingais kiekiais tiriamy MTaziy
1 val. 37°C esant miSinyje 100 uM AdoMet, po to MTazés inaktyvuotos
kaitinant ir DNR karpyta nurodytomis REazémis. Vir§ kiekvieno takelio
nurodytas MTazés kiekis reakcijos miSinye (pmol), juoda rodyklé Zymi takelj,
kuriame yra 1 akt. vnt. MTazgs.

Naudojant sukonstruotas MTazes kaip molekulinés biologijos jrankius,
patogiausia jy kiekj matuoti aktyvumo vienetais. Analogiskai restrikcijos
endonukleazéms, DNR MTaziy aktyvumo vienetas apibréZiamas kaip MTazes
kiekis, kuris per 1val. 37°C temperatiiroje 50 pl reakcijos turyje pilnai
apsaugo 1 pg A DNR nuo hidrolizés tokio paties arba persidengiancio

specifiSkumo REaze. Pakeisto specifiskumo MTaziy aktyvumo vienetams
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nustatyti buvo naudota R.Bsh1236I, suteikianti galimybe¢ patikrinti daugiausia
GCG taikiniy (2.3 lentelé¢). Kaip matyti i§ 3.6 pav., AL2-14 savitasis
aktyvumas 16 karty maZesnis negu WT M.Hhal, ta¢iau atsizvelgus ] tai, kad
GCQG taikiniy A DNR yra 8 kartus daugiau negu GCGC, galima teigti, kad §io
eksperimento sglygomis abi MTazés veikia labai panaSiu efektyvumu. Tuo

tarpu L2Bsp savitasis aktyvumas 6 kartus mazesnis negu AL2-14.

3.1.4. AL2-MTaziy specifiSkumo tyrimas modifikuojant DNR bisulfitu

Pirminiy tyrimy metu MTaziy specifiSkumui tirti buvo panaudotos
5-metilcitozinui jautrios restrikcijos endonukleazés. Pagrindinis Sio metodo
trikumas — ribotas skirtingus taikinius atpazjstanciy REaziy pasirinkimas, dél
ko visuomet egzistuoja tikimybe, kad MTazes taikinys nesutaps su tyrimams
naudojamos REazeés taikiniu. Todél detaliam naujy MTaziy specifiSkumo
charakterizavimui buvo panaudota metilintos DNR modifikacija bisulfitu,
leidzianti identifikuoti 5-metilcitozinus nepriklausomai nuo jy vietos DNR
sekoje (zidr. 2.9.3 skyriu) (Clark ir kt., 2006).

pBR322 DNR buvo metilinta skirtingu kiekiu tiriamy MTaziy,
modifikuota bisulfitu ir padauginta PGR reakcijoje su modifikuotai DNR
komplementariais pradmenimis. Analizuotas 538 bp ilgio B-laktamazés geno
fragmentas (3398-3935 pozicijos pBR322 molekulés virSutin¢je grandingje),
turintis 9 GCG ir 37 GC[A/T/C] taikinius (12 GCA, 11 GCC ir 10 GCT).
Pradiniame etape gautas PGR produktas buvo tiesiogiai panaudotas
sekoskaitos reakcijose. Po modifikacijos citozinai matomi pozicijose, kur buvo
5-metilcitozinai, o nemetilinty citoziny vietoje matomi timinai. Jei kuri nors
pozicija metilinta dalinai, elektroforeogramoje matomas ir C, ir T signalas. Sis
metodas néra kiekybinis, bet leidzia greitai nustatyti, kokios pozicijos yra
pilnai metilintos, 1§ dalies metilintos arba visai nemetilintos.

Kontrolinéje reakcijoje, analizuojant nemetilintg (be MTazés inkubuota
pBR322 DNR) S-metilcitoziny aptikta nebuvo. Metilinimo reakcijose
naudojant nedidelj tiriamos MTazés kieki (MTazes : GCG santykis 1:64),
AL2-14 pilnai metilino astuonis, AL2-9 — septynis, o AL2-6 — penkis 1S devyniy
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GCQG taikiniy. Like GCG taikiniai buvo dalinai metilinti. Skirtingai negu naujai
sukonstruotos MTazés, L2Bsp pilnai metilino tik tris i§ devyniy GCG taikiniy,
taCiau tuo pat metu buvo aptiktas dalinis metilinimas keliuvose GCA taikiniuose

(3.7 pav. A).

O L, S O e
2o MMMMMJMMW 2o A’\AMM\MMWJ\N\NM\« it
e S ... SO

po modifikacijos G G TG AGTTATATGATTTTTTATGTT GHBGT GTGGTTAGTTTT po modifikacijos GGTGAGTTATATGATTTTTTATGTT GRGTA) GTGGTT AGT TJT T
pradiné seka G G- GAGTT TGAT CCCATGTTG RE GCGGTTAGCT radiné GCGGTT

pradiné seka GGCGAGTT TGAT TGTTGRGCA G C X

3.7 paveikslas. AL2-MTaziy in vitro specifiSkumo analizé, naudojant DNR
modifikacijg bisulfitu. Pateiktas pavyzdys rezultaty, gauty metilinimui
naudojant skirtingg MTaziy kiekj: A — MTazés : GCG santykis 1:64. B —
MTazes : GCG santykis 1:4. Pilkame fone kanoniniai GCG taikiniai;
Punktyrine linija apibraukti nekanoniniai MTaziy taikiniai GCA ir GCT.
pBR322 DNR buvo metilinta in vitro tirtamomis MTazémis 1 val., esant
reakcijos miSinyje 300 uM AdoMet, modifikuota bisulfitu, analizuojamas
fragmentas padaugintas PGR ir nustatyta jo seka. Po modifikacijos bisulfitu ir
PGR nemetilinti citozinai virsta timinais, o citozinai aptinkami tik tose
pozicijose, kur buvo S5-metilcitozinas. Kadangi tiesiogiai nustatoma PGR
produkto seka, gautos elektroforeogramos rodo vidurkinta molekuliy
populiacijos vaizda, ir kiekvieno citozino biiseng galima nusakyti kaip
,,metilintas“, ,,nemetilintas* arba ,,i$ dalies metilintas®.

L2Bsp ir AL2-14 specifiSkumas buvo charakterizuotas detaliau,
klonuojant po modifikacijos bisulfitu gauta PGR fragmentg ir nustatant atskiry
klony DNR sekas. Taip buvo kiekybiSkai jvertintas skirtingy taikiniy
metilinimo daZnis, kuris $iuo atveju apibréZziamas kaip klony, kuriuose taikinys
buvo metilintas santykis su visy analizuoty klony skai¢iumi. Greta GCG
taikiniy, L2Bsp gana efektyviai metilino ir GCA sekas, taip pat keletas SmC
buvo aptikta GCC bei GCT taikiniuose (3.8 pav.). Tuo tarpu AL2-14 atveju,
GC[A/C/T] sekose SmC buvo aptikta Zymiai maziau: tik 4 atvejais 1§ 703
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galimy (37 GCJ[A/C/T] taikiniai tikrinti devyniolikoje klony). Palyginus $iy
MTaziy specifiskuma (GCG ir GC[A/C/T] taikiniy metilinimo efektyvumo
santykj), nustatyta, kad AL2-14 ~10 karty specifiSkesné negu L2Bsp.
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daznis 95% 0.8% 0.4% 0.4%

3.8 paveikslas. L2Bsp ir AL2-14 specifiSkumo in vitro palyginimas. pBR322
DNR buvo metilinta L2Bsp (virSuje) arba AL2-14 (apacioje), esant
MTazés : GCG santykiui 1:64. Metilinta DNR buvo modifikuota bisulfitu,
padauginta PGR, gautas PGR produktas klonuotas ir nustatyta 18-19
nepriklausomy klony DNR seka. Analizuotas 538 nt ilgio pBR322 virSutinés
grandinés fragmentas, turintis 46 potencialius MTaziy taikinius GCN.
Diagramoje pateiktas individualiy GCN taikiniy metilinimo daznis,
skliausteliuose pateiktas taikiniy skaicius. H — adeninas, citozinas arba timinas.

Padidinus MTazes kiekj reakcijoje iki MTazés : GCG santykio 1:4, visy
MTaziy atveju buvo stebétas ne GCG taikiniy metilinimas (3.7 pav. B).
Pazymétina, kad 5SmC buvo aptikti tik GCN sekose, kas rodo, kad visy MTaziy

specifiSkumas tre€iajai taikinio pozicijai yra maziausias. L2Bsp Siomis
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salygomis efektyviai (pilnai arba beveik pilnai) metilino ne tik GCG, bet ir
GCA sekas, taip pat buvo stebétas daugelio fragmente esanc¢iy GCC ir GCT
seky dalinis metilinimas. Naujai sukonstruoty MTaziy atveju GC[A/T/C]
pozicijy metilinimo efektyvumas buvo mazesnis. Jis koreliavo su MTaziy
katalitiniu efektyvumu ir mazéjo eiléje: A5-14 > A5-9 > A5-6. Tarp ne GCG
seky visais atvejais efektyviausiai buvo metilinamos GCA sekos.

Gauti duomenys rodo, kad evoliucijos in vitro budu atrinktos
AL2-MTazés 1§ tiesy pasizymi pakeistu specifiSkumu ir efektyviai metilina
GCG taikinius. Taip pat jos yra specifiSkesnés negu anks¢iau laboratorijoje

sukurta L2Bsp.

3.1.5. AL2-MTaziy kinetinis charakterizavimas

Norint geriau suprasti katalitinio aktyvumo ir specifiSkumo pokyciy
priezastis, buvo nustatytos naujy MTaziy kinetinés konstantos stacionarios
buklés salygomis ir palygintos su WT M.Hhal ir L2Bsp charakteristikomis.
Substratu Siuose tyrimuose naudota poli[dG-dC]-poli[dG-dC] DNR, neturinti
nespecifiniy seky tiek WT, tiek mutantiniy MTaziy atveju. Tokios DNR
panaudojimas leido i§vengti nuo DNR sekos priklausomy MTaziy aktyvumo

skirtumy.

3.1 lentelé. AL2-MTaziy katalitiniai parametrai.

AdoMet AdoMet DNR 1 koo | KPR

MTazé K'Y uM | KM M | KPR, nM Keur, min iw‘ ?;_1 ’
WT 42+0,2 0,03+0,01 | 0,17+0,02 | 0,89 +0,05 9-10’
L2Bsp 6,1+03 4,0 +0,5 1300 +£200 | 0,27 +0,01 3-10°
AL2-6 8,4+0,9 1,2+0,1 13,5+4,2 | 0,45+0,01 6-10°
AL2-9 7,5+0,8 1,3+0,2 48+ 14 0,23 + 0,01 8-10°
AL2-14 6,9+0.,5 0,9+0,1 1,7+0,3 0,98 + 0,03 1-10’

Kaip matyti 1§ 3.1 lentelés, visy mutantiniy MTaziy katalitinés

konstantos k., panaSios tarpusavyje ir | WT M.Hhal. Labiausiai mutantinés

MTazes skyrési giminingumu DNR. Dviejy specifiniy kontakty su
heterociklinémis bazémis pasSalinimas stipriai sutrikdé saveika su DNR, todél
L2Bsp K,/ ~10* karty padidéjo lyginant su WT M.Hhal. Tuo tarpu

optimizavus Kilpos-2 struktiirg atrankos metu, naujy MTaziy saveika su DNR
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7enkliai pageréjo. K,/”"* mazéja eiléje L2Bsp >> AL2-6 > AL2-9 > AL2-14.
Tokia pati tendencija matoma ir tiriant MTaziy sgveika su 5-fluorocitozing
turin¢ia DNR: inkubuojant per nakt; su DNR pertekliumi, L2Bsp nesudaro
stabilaus kovalentinio komplekso, o naujai sukonstruotos MTazeés tokj
kompleksa formuoja, nors ir ne taip efektyviai kaip WT M.Hhal (3.9 pav.). Sie
rezultatai patvirtino ankstesniy tyrimy duomenis, kad naujai sukonstruotos
MTazés efektyvesnés uz L2Bsp, o AL2-14 — efektyviausia GCG taikinius

metilinanti MTazeé.

L2Bsp AL2-6 AL2-9 AL2-14 WT

+
+

1
AdoMet - - + - - + - + - -+ - -
DNR -+ + -+ + - + + - + o+ -+

G G G S G G e S  — — . w—— +—BSA

o — - e <+ MTazé-DNR
prgp— . — — —— - — — G " i s < MTazé

3.9 paveikslas. Pakeisto specifiSlkumo MTaziy saveika su 5-fluorocitozing
turinc¢ia DNR. 5 uM tiriamos MTazés inkubuota su 5 uM GFGC/GFGC-13
DNR ir 200 uM AdoMet Metilinimo buferyje I kambario temperatiiroje per
nakti, po to MTaz¢ inaktyvuota kaitinat 95°C temperatiiroje 5 min. su NDS ir
meéginiai  iSfrakcionuoti denatiiruojan¢iame poliakrilamidiniame gelyje.
Baltymas gelyje dazytas Kumasi dazu.

Jdomu, kad visy pakeisto specifiskumo MTaziy K;/*"* buvo 50-200
karty didesné negu WT Hhal. IS pirmo Zvilgsnio tai buvo kiek netikéta,
kadangi kofaktoriaus suri§imo centras yra toli nuo taikinio atpaZzinimo domeno,
ir pastarojo mutacijos neturéty jtakoti kofaktoriaus suri§imo. Norint patikrinti
Sig prielaidg, buvo iStirtas MTaziy gimingumas AdoMet, matuojant Trp4l
fluorescencijos gesinima, prisijungus kofaktoriui (Vilkaitis ir kt., 2000). Siuo
metodu i§matuotos mutantiniy MTaziy K, buvo labai panagios j WT

M.Hhal (3.1 lentelé), ir tai patvirtino, kad atpazinimo Kilpos-2 pakeitimai

neturi jtakos MTazés sgveikai su AdoMet binariame komplekse. Todél
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labiausiai tikétina, kad stipriai padidéjusia mutantiniy MTaziy K,/ "’ lemia
greitesne kofaktoriaus disociacija 1§ uzdaro trinario komplekso.

I§ ankstesniy tyrimy Zinoma, kad M.Hhal reakcijos greitj riboja trinario
produkty komplekso (MTazé-metilinta DNR-AdoHcy) iSirimas. Todé¢l
pirmosios apsukos metu (ikistacionariomis sglygomis) metilinta DNR susidaro
didesniu grei¢iu negu reakcijos greitis stacionariomis salygomis (k..).
Matuojant produkto susidaryma laike, pirmosios apsukos metu stebimas
produkto susidarymo Suolis. MTazés AL2-14 atveju atlikus analogiskus
matavimus produkto susidarymo Suolis nestebétas (3.10 pav.). Tai rodo, kad
Siuo atveju reakcijos greit] riboja kita stadija ir patvirtina prielaida, kad
AL2-MTazéms budinga greitesné kofaktoriaus disociacija 1§ trinario

komplekso.

o WT
e AL2-14

1500

1000

500

DNR radioaktyvumas,
dpm

Laikas, min.

3.10 paveikslas. Pradinio produkty susidarymo Suolio tyrimas WT
M.Hhal ir AL2-14 Kkatalizuojamose reakcijose. Reakcijos miSinys
Metilinimo buferyje I, turintis 4 nM AL2-14 arba WT M.Hhal, polidG-
dC]-poly[dG-dC] DNR (500 M dvigrandziy GCGC taikiniy) ir 100 uM [metil-
3H]AdoMet (0.5 Ci/mmol) inkubuotas 37°C temperatiroje. Praéjus 0,5-
10 min. nuo reakcijos pradzios buvo imami méginiai, reakcija stabdyta 0,5 N
HCl ir 1 DNR jjungtos Zymés kiekis matuotas kaip aprasyta 2.10.2 skyriuje.

3.1.6. DNR alkilinimas reakcijose su sintetiniais AdoMet analogais

Siuo metu Biotechnologijos instituto DNR modifikacijos tyrimy
laboratorijoje vystoma mTAG (methyltransferase-directed transfer of activated
groups) technologija, suteikianti galimybe specifinése DNR vietose prijungti
geromis reporterinémis savybémis pasizymincias grupes (KlimaSauskas ir

Weinhold, 2007). Tam naudojamos DNR metiltransferazés ir sintetiniai
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kofaktoriaus analogai, kuriuose perneSama metilgrupé pakeista didesnémis,
chemiskai reaktyviomis grupémis. Taciau pasirodé¢, kad laukinio tipo MTazes
dazniausiai yra labai neefektyvios reakcijose su sintetiniais AdoMet analogais.
M.Hhal reaktyvuma su kofaktoriaus analogais pavyko zenkliai pagerinti
pakeitus dideles kofaktoriaus suriSimo centre esancias amr. } Ala arba Ser.
Viena 1§ tokiy aktyvumg didinan¢iy mutacijy buvo Tyr254 i§ atpazinimo
Kilpos-2 pakeitimas j Ser (G. Lukinavicius ir S. KlimaSauskas, nepublikuoti
rezultatai). Tyr254 formuoja iSoring AdoMet suriSimo kiSenés sieng ir gali
erdviSkai trukdyti kofaktoriaus su ilgesne perneSama grandine suriSimui
aktyviame centre. AL2-MTazése analogiskoje pozicijoje yra Ser, todéel buvo
tikétasi, kad Sios MTazes bus efektyvesnés uz laukinio tipo baltyma reakcijose

su AdoMet analogais.
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3.11 paveikslas. Fermentinis DNR alkilinimas naudojant sintetinius
AdoMet analogus. A — AdoMet ir sintetiniy jo analogy struktiira. B — WT

M.Hhal aktyvumas reakcijoje su AdoPentin. C — AL2-14 aktyvumas reakcijoje
su AdoPentin. D — AL2-14 aktyvumas reakcijoje su AdoHxGABANH,.
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Pastovus A DNR kiekis metilintas maz¢janciu kiekiu tiriamos MTazés (2x
skiedimai, pradedant nuo ekvimolinio baltymo ir GCG taikiniy santykio),
MTaz¢ inaktyvuota kaitinant, DNR karpyta 5SmC jautriomis REazémis ir
frakcionuota agaroziniame gelyje. VirS kiekvieno takelio nurodytas
MTazés : GCG taikiniy santykis, rodyklé Zymi maZiausia MTazes : GCG
taikiniy santykj, reikalingg pilnam apsaugojimui pasiekti.

Pirmiausia buvo patikrintas AL2-14 sugebé¢jimas pernesti pentinilo
radikala nuo modelinio kofaktoriaus analogo AdoPentin (3.11 pav. A) ant
DNR. AL2-14 katalizuojamos reakcijos greitis su §iuo kofaktoriumi yra ~8 h™,
t.y. bent 100 karty didesnis negu laukinio tipo MTazés atveju (palyginkite
3.11 pav. B ir C) ir tik ~8 kartus mazesnis negu reakcijos greitis su natiiraliu
kofaktoriumi. Karpant alkilintg DNR R.Bsh12361 (CGCQG), nustatyta, kad
AL2-14 specifiSkumas su abiem kofaktoriais nesiskiria. Taigi naujai sukurta
MTaze¢ ne tik efektyviai metilina GCG sekas, bet ir efektyviai jas alkilina
reakcijose su sintetiniais kofaktoriaus analogais.

Kitame darby etape buvo tirtas AL2-14 aktyvumas reakcijoje su
zymejimui tinkamu kofaktoriumi AdoHxGABANH,. Kaip matyti iS$
3.11 pav. D, AL2-14 katalizuoja ir $ig reakcija. Svarbu pazyméti, kad WT
M.Hhal visai nekatalizuoja reakcijos su Siuo AdoMet analogu (G. Lukinavicius
ir S.Klimasauskas, nepublikuoti rezultatai). Sioje reakcijoje prie DNR
specifiniy taikiniy prijungiamas radikalas su pirmine aminogrupe, neaptinkama
gamtinése nukleoriig§¢iy molekulése. Taip modifikuotus taikinius galima
specifiSkai paZymeéti jvairiomis (fluorescuojanciomis, giminingumo) Zymeémis,
naudojant komercinius reagentus, pvz., NHS esterius. AL2-14 reakcijoje su
AdoHxGABANH,; modifikuota DNR buvo inkubuota su Cy5-NHS esteriu ir
tokiu biidu fluorescuojanti zymé prijungta prie MTazés modifikuoty GCG
taikiniy. PaZymeéta DNR buvo hidrolizuota REazémis BamHI ir Pagl,
hidrolizés produktai i$frakcionuoti agaroziniame gelyje ir vizualizuoti zadinant
fluorescencijg 635 nm Sviesa (3.12 pav. A). DensitometriSkai jvertinus
kiekviename fragmente jjungtos Zymés kiekj nustatyta, kad jis gerai koreliuoja

su teoriSkai apskaiciuotu pagal GCG taikiniy skaiCiy kiekviename fragmente
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(3.12 pav. B). Taigi naujai sukonstruota MTazé AL2-14 yra tinkama

specifiniam GCG seky Zyméjimui panaudojant AdoMet analogus.

A AL2-14 + ++ - + + + - BGO"/

AdoMet - -+ - - -+ - ° M apskaiciuota
AdoHXGABANH,+ - -+ + - - + B ismatuota
X
o
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©
-]
3
£ 20%
>
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- 0%-
Cy5 Et'dz'% 1101 1008 464 105
romicas (54) (25) (28) (4)

Fragmento ilgis, bp

3.12 paveikslas. Plazmidinés DNR Zyméjimas GCG sekose, naudojant
AL2-14 ir sintetinj kofaktoriaus analoga AdoHxGABANH,. pUCI19 DNR
buvo alkilinta inkubuojant su AL2-14 ir AdoHxGABANH,. Antrame zingsnyje
prijungtas fluorescuojantis dazas, veikiant Cy5 NHS esteriu. Zyméta DNR
hidrolizuota R.BamHI ir R.Pagl ir frakcionuota agaroziniame gelyje. A
(kairéje) — vaizdas, gautas nuskanavus geli 635 nm lazeriu, Zadinan¢iu Cy5
fluorescencija. A (desinéje) — tas pats gelis nudazytas etidZzio bromidu ir
nuskanuotas 480 nm lazeriu. B — | skirtingo ilgio DNR fragmentus jjungtos
zymes kiekis jvertintas densitometriSkai ir palygintas su teoriniu, apskai¢iuotu
pagal fragmente esan¢iy GCG taikiniy skai¢iy (nurodytas skliausteliuose).

3.1.7. Apibendrinimas

Dviejy vandeniliniy jungiy tarp baltymo ir DNR pasalinimas
hibridinéje MTazéje L2Bsp stipriai sumazino jos giminingumg DNR. Tai
pasireiSk¢ pablogéjusiu jos katalitiniu efektyvumu, ~1000 karty iSaugusia
K,”™ ir nesugebéjimu sudaryti kovalentinio komplekso su 5-fluorocitozing
turincia DNR bei formuoti stabilaus PAAG detektuojamo baltymo-DNR
komplekso. Nors tokie pokyc¢iai atrodo neiSvengiami konstruojant mazesnio
specifiSkumo (trumpesne seka atpazjstantj) baltymg, prarastus specifinius
kontaktus su DNR bazémis galima kompensuoti stiprinant nespecifinius
kontaktus su DNR fosfodiesteriniu karkasu. Tai labai gerai iliustruoja faktas,
kad visy 1§ kombinatorinés bibliotekos atrinkty MTaziy Kilpoje-2 randamas
Arg. Nors neijmanoma tiksliai nuspéti sutrumpintos Kilpos-2 konformacijos,

bet neabejotina, kad Sis Arg yra netoli DNR fosfodiesterinio karkaso, ir tai

109



grei¢iausiai lemia ~100 karty mazesne MTaziy AL2-6 ir AL2-9 K,,/”"* negu
L2Bsp. Idomu, kad efektyviausioje pakeisto specifiskumo MTaz¢je AL2-14
aptiktas papildomas pakeitimas uz kombinatorinio rajono riby, lemiantis keleta
karty padidéjusia k., ir sumazéjusia K,,”"*. Si mutacija — IX konservatyviame
motyve esan¢io Lys273 pakeitimas ] Arg. M.Hhal-DNR komplekso erdvin¢je
struktiroje matyti, kad Lys273 nukreiptas ] DNR puse, taciau jo teigiama kriivi
turinti aminogrupé nutolusi nuo DNR fosfodiesterinio karkaso ~5 A. Tikétina,
kad Arg atveju dél ilgesnés Soninés grandinés teigiamas kruvis gali labiau
priartéti prie DNR, ir tai gali lemti didesnj mutantinés MTazés gimininguma
DNR. Kitose C5-MTazése Sioje konservatyvioje pozicijoje randamas tiek Lys,
tiek Arg (1.5 pav.).

Idomu, kad visoms pakeisto specifiskumo MTazéms budinga ne tik
didesné negu WT M.Hhal K,/”"%, bet ir didesné K,//**. Didesne K,/ gali
lemti uzdaros Kkatalitinés kilpos konformacijos destabilizavimas ir/arba
kofaktoriaus suriSimo centro struktiiros pokyciai, pagreitinantys kofaktoriaus
disociacijg i§ trinario reakcijos produkty komplekso. IS erdvinés struktiiros
matyti, kad iSoring¢ kofaktoriaus suriSimo kiSenés sieng sudarancio Tyr254
pakeitimas | Ser arba Thr atveria platesnj kanalg i§ jos | iSor¢ ir taip gali
palengvinti kofaktoriaus disociacijg. Be to Sios mutacijos suardo hidrofobing
sgveika tarp Tyr254 ir Glu82, stabilizuojancig kataliting kilpa uzdaroje
konformacijoje. Pazymétina, kad po atrankos K,/ pageréjo nedaug, tik
~4 kartus lyginat su L2Bsp. Taigi arba tolimesnis giminingumo AdoMet
pagerinimas néra jmanomas, sutrumpinus Kilpg-2, arba reikia atlikti atranka
kitokiomis sglygomis — modifikuojant kitas baltymo dalis ir/arba selekcijg
atliekant esant mazesnei AdoMet koncentracijai. Svarbu pazymeéti, kad esamas
AL2-MTaziy giminigumas AdoMet yra visiSkai pakankamas praktiniam
MTaziy taikymui. Be to Sie kofaktoriaus suriSimo kiSenés struktiiriniai
pokyciai pagerina AL2-MTaziy aktyvuma su AdoMet analogais ir suteikia
galimybe jas panaudoti gamtiniy molekuliy zymeéjimui specifinése sekose

fluorescuojanciomis arba giminingumo Zymémis.
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Greta mazo L2Bsp katalitinio efektyvumo, buvo stebimas ir
specifiSkumo i8sigimimas: §1i MTazé¢ metilino ne tik GCG, bet ir GC[A/C/T]
sekas. Taigi Kilpos-2 pakeitimas Sioje MTazéje pakenke ir Kilpos-1 funkeijai.
Treciosios baziy poros atpazinimg didzigja dalimi lemia Kilpos-1 sudaromi
kontaktai, iSskyrus vieng vandeniling jungt], kurig per vandens molekule
sudaro Ser252 Sonin¢ grandiné su trec¢iojo guanino (G3) N7 atomu
(3.1 pav. C). Gali buti, kad Ser252 pakeitimas | Thr hibridinéje MTazéje
L2Bsp pazeidzia Sig sgveika. Nors Si vandeniliné jungtis neleidZia atskirti
guanino nuo adenino, bet ji gali biiti svarbi teisingam treciosios baziy poros
orientavimui MTazés atzvilgiu, taip padédama GIn237 atpaZinti Sios baziy
poros citozing (C3). Kita vertus, Kilpos-2 pakeitimai gali jtakoti greta esanciy
baltymo regiony struktiira, kas savo ruoztu gali pazeisti Kilpos-1 sgveika su
DNR. D¢l Siy priezas€iy konstruojant efektyvia GCG atpazjstancia MTaze
buvo biitinas sutrumpintos Kilpos-2 amr. sekos optimizavimas.

AL2-MTaziy specifiskumas GCG unikalus, kol kas nezinoma gamtiniy
MTaziy, metilinan¢iy §j taikinj. Kadangi GCG — asimetriné DNR seka, jos
metilinimas sukuria hemimetilintus CG taikinius, kurie yra metilinimg
palaikan¢iy eukariotiniy DNR MTaziy taikiniai (Goll ir Bestor, 2005). MTazés
L2Bsp in vivo metilinta plazmidiné DNR buvo sékmingai panaudota pelés
MTazés Dnmtl procesyvumo tyrimams (Vilkaitis ir kt., 2005). Taigi skirtingai
nuo neseniai apraSyty pakeisto specifiSkumo M.Sinl (Timar ir kt., 2004) ir
M.Haelll (Cohen ir kt., 2004) mutanty, AL2-MTazés turi realig galimybe tapti
jrankiais tiriant mechanistinius DNR metilinimo eukariotuose aspektus. Nors
geriausios i§ sukonstruoty MTaziy Kkatalitinis efektyvumas (k. /Ky X =
1-10" M"-s™") 10 karty maZesnis negu WT M.Hhal, jis palyginamas su kai
kuriy kity C5-MTaziy katalitiniu efektyvumu: M.Haelll katalitinis
efektyvumas 3-10* M™'-s™ (Cohen ir kt., 2004), M.SinI — 3-10° M™"-s™ (Timar
ir kt., 2004), M.SssI — 10*-10° M'-s™ (Subach ir kt., 2006; Rathert ir kt., 2007).
Pazymétina, kad M.Sssl placiai naudojama metilintos DNR gavimui
epigenetiniuose ir biocheminiuose tyrimuose. AL2-MTaziy specifiSkumas in

vitro taip pat palyginamas su keliomis charakterizuotomis laukinio tipo

111



C5-MTazémis (Cohen ir kt., 2002; Timar ir kt., 2004; Youngblood ir kt.,
2006). Metilinimui naudojant nano- - mikromolines fermento koncentracijas,
specifiniy taikiniy metilinimo efektyvumas paprastai apie dviem eilémis
didesnis negu nekanoniniy taikiniy metilinimas. Tokiomis sglygomis, kai
MTazés koncentracija virija K,,”"%, metilinimo specifiskuma didziaja dalimi
lemia ne giminingumas DNR, o k.. Taigi MTazés specifiSkumas,
apibréziamas kaip specifiniy ir nespecifiniy taikiniy k../K,/~"" santykis néra
labai informatyvus.

Apibendrinant, galima teigti, kad Siame darbe pirma kartg apraSomas
dvejopas DNR citozino-5 MTazés specifiSkumo pakeitimas baltymy
inzinerijos metodais. Sukonstruota GCG taikinj metilinanti MTaz¢ gali naudoti
sintetinius AdoMet analogus ir prijungti ilgesnes ir chemiskai jvairesnes negu

metilgrupé grupes prie DNR.
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3.2. Greity baltymo ir DNR konformaciniy virsmuy M.Hhal
katalizuojamoje reakcijoje tyrimas

3.2.1. Tiesioginis citozino iSsukimo ir kovalentinés aktyvacijos stebéjimas
realiu laiku

Kilpos uzsidarymas
Bazés iSsukimas
B R R
\
/S—Ado S—Ado
(o) 119 _O H3C
Glul19_O.. Glu . 19_0., 19_0O
17 H. .M Y7 TH. .M =" . K =" H, H
o)
\H -O.. o. H o.
- H H.. H..
.Ns/ 5| H ST H ‘NZ £iCHy ‘NF 5| CH;
L= S v — L I =
o) N ‘:\s o N S o) N S o T H
| I I
DNR Cys?81 DNR Cys?®! DNR Cys® DNR
citozinas dihidrocitozino dariniai 5-metilcitozinas
Amax = 271 nm Amax < 240 nm Mmax = 280 nm

3.13 paveikslas. Konformaciniai virsmai ir citozino kovalentiné aktyvacija
M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje. A — baltymo ir DNR konformacijos
pokyciai: M.Hhal katalitin¢ kilpa uZsidaro apglébdama suriSta DNR ir
priartindama katalitinj nukleofilg Cys81 prie iSsukto metilinamo citozino, kuris
iSsukamas 1§ DNR dvigubos spiralés j aktyvy centrg. M.Hhal pilka, katalitine
kilpa (81-100 amr.) raudona, Ile86 parodytas kaip tirinis modelis (spacefill),
DNR meélyna, AdoHcy geltonas. Paveiksle vaizduojamos M.Hhal-AdoMet ir
M.Hhal-DNR-AdoHcy kompleksy struktiros (PDB kodai lhmy ir 3mht)
(Cheng ir kt., 1993; O'Gara ir kt., 1996a). B — citozino kovalentin¢ aktyvacija
aktyviame centre ir jg lydintys bazés UV absorbcijos pokyciai.

Metilinamo citozino iSsukimas M.Hhal katalizuojamos reakcijos metu
lokaliai, taiau stipriai deformuoja DNR: iSsuktas citozinas netenka visy
sanklodos sgveiky, o abipus jo toje pacioje grandin¢je esantys guaninai
praranda sanklodg i$ vienos ziedo pusés (KlimaSauskas ir kt., 1994). Véliau,
vykstant kovalentinei katalizei, Cys81 prisijungimas suardo citozino Ziedo
aromating sistemg ir tai lemia chromoforo iSnykima: A.. pasislenka nuo
citozinui budingo 270 nm iki 225-240 nm, budingo 5,6-dihidrocitozino

dariniams (Skaric ir kt., 1974; Sverdlov ir kt., 1974; Ulanov ir kt., 1976)
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(3.13 pav. B). Jeigu S$iy lokaliy struktiriniy virsmy sukeliami absorbcijos
pokyciai yra pakankamai dideli, kad juos biity galima patikimai fiksuoti
baltymo ir oligonukleotido absorbcijos fone, M.Hhal katalizuojama reakcija
galima biity sekti stebint absorbcijos kitimg laike. Tai suteikty galimybe stebéti
iki Siol tiesiogiai nematomas katalitinio ciklo stadijas — citozino iSsukimg ir

kovalenting aktyvacija.

A 003 | B 003

N "] N

0,02 X/ 0.02 / \
| | L7 N\

o
Q
T 0,01P? =

0,01 01 1 10 0,01 01 1 10
laikas, s laikas, s
_ GCGC _ GPGC GsGC — WT ><DNR
CGMG CTMG CGMG
. — WT + AdoHcy >< DNR + AdoHcy
TR — aue (€819) — WT + DNR >< AdoHcy

3.14 paveikslas. M.Hhal sgaveika su DNR lydintys UV absorbcijos
pokyciai. Reakcijose buvo 3 uM M.Hhal, 2,5 uM DNR dvigrandzio
oligonukleotido (25 bp) ir 100 uM AdoHcy. A — M.Hhal sgveika su skirtingais
DNR substratais: mé¢lyna — GCGC/GMGC (natyvus taikinys), geltona —
GsGC/GMGC (bebazis taikinys), zalia — TCGA (DNR be M.Hhal taikinio),
violetine — GPGC/GMTC (DNR su neiSardoma taikinio baziy pora); juoda —
M.Hhal C81S reakcija su GCGC/GMGC (natyviu taikiniu), esant reakcijos
miSinyje AdoHcy. B — reagenty maiSymo tvarkos jtaka reakcijai: pilka —
M.Hhal greitai sumaiSyta su GCGC/GMGC (be kofaktoriaus); mélyna —
M.Hhal sumaiSyta su GCGC/GMGC esant reakcijos miSinyje AdoHcy;
raudona — M.Hhal sumaiSyta su GCGC/GMGC, o nusistovéjus pusiausvyrai
greitai sumaiSyta su AdoHcy. Siy reakcijy kinetiniai parametrai pateikti
3.2 lenteléje. Plona juoda linija vaizduoja duomeny aproksimacija dviejy arba
trijy eksponenciy lygtimis.

Kadangi minéti virsmai yra labai greiti (>0,1s"), darbo metu buvo
naudojama sustabdytos tekmeés aparatira (stopped-flow) (2.4 pav.), suteikianti
galimybe pradéti absorbcijos ir/arba fluorescencijos matavimus pragjus ~2 ms
nuo reakcijos pradzios. Greitai sumaiSius M.Hhal pertekliy (3 uM) su

hemimetilintg taikinj turin¢iu oligonukleotidu (2,5 uM) ir esant reakcijos
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miSinyje AdoHcy (100 uM), buvo patikimai registruojamas 25-30 mAU
absorbcijos (280 nm) augimas 1 AU bendros tirpalo absorbcijos fone (optinis
kelias 10 mm) (3.14 pav. A). Toliau vykstant reakcijai, A,g, augima lydéjo
~20 mAU amplitudés absorbcijos sumaz¢jimas. Kontroliniuose
eksperimentuose su bebaziu taikiniu uZfiksuotas Zenkliai maZesnis absorbcijos
augimas (3-6 mAU); absorbcijos pokytis visai nestebétas reakcijoje su taikinio
vietoje P:T baziy porg turin¢ia DNR (ankstesniy tyrimy metu buvo parodyta,
kad M.Hhal Sios baziy poros neiSardo (Daujotyte ir kt., 2004)). DidZiausia Sio
pokyc¢io amplitudé buvo registruojama matuojant 280-290 nm bangoilgio
Sviesos absorbcijg. Labai panaSus reakcijos profilis stebétas triptofany
neturin¢io M.Hhal mutanto W41F katalizuojamoje reakcijoje (3.16 pav.), kas
rodo, kad absorbcijos pokytis néra susijgs su vienintelio M.Hhal triptofano
absorbcijos pokyciais. Visi Sie rezultatai rodo, kad absorbcijos augimg sukelia

metilinamo citozino iSsukimas i§ DNR spiralés.

3.2 lentelé. Citozino iSsukimo ir kovalentinés aktyvacijos Kinetiniai
parametrai WT M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje.
.. Hhal + AdoHcy ><
Reakcija Hhal ><DNR DNR + AdoHcy Hhal + DNR >< AdoHcy
. ... -1 | Amplitudé, ... -1 |Amplitudé, ... -1 |Amplitudé,
Parametrai Greitis, s mAU Greitis, s mAU Greitis, s mAU
Citozino 274+03 | 83+0,04 | 19,1+0,1 28 +0,1 19,7+ 0,9 7,6 £0,5
i§sukimas - - 25402 | 2,5+0,1 55+04 | 7,104
Kovalentiné | 531 006 | -0,7+0,07 |0,7120,003| 23£0,1 | 0,60=0,01 | -16+0,1
jungtis

Reakcijos atliktos naudojant 3 uM WT M.Hhal, 2,5 uM GCGC/GMGC
(kanoninis taikinys) ir 100 uM kofaktoriy. Atskirai paruoSti ir greitai
sustabdytos tékmes aparatiiroje sumaiSyti reagentai atskirti simboliu ,><*.
Kinetiniai parametrai buvo gauti aproksimuojant 3.14 pav. B pateiktus
duomenis dviejy arba trijy eksponenciy lygtimis. Parametry vertés pateikiamos
su standartine aproksimacijos paklaida.

Iki Siol nebuvo nustatyta, kokio dydzio hiperchrominj efekta lemia
vieno nukleotido iSsukimas i§ DNR. Atsizvelgiant | €,30 = 7200 M'em™,
2,5 uM citozino monofosfato tirpalo absorbcija turéty biiti 19 mAU. Remiantis
artimiausio kaimyno (nearest neighbor) metodu, naudojamu DNR sugerties

koeficientams apskaiciuoti, vieno nukleotido indélis ;1 DNR grandinés
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absorbcijg (260 nm) sudaro 60-80% laisvo nukleotido absorbcijos. Taigi
stebimas absorbcijos padid¢jimas (25-30 mAU) yra 2-3 kartus didesnis negu
galima butu tikeétis, jeigu hiperchrominj efekta lemty vien pakitusi iSsukto
citozino absorbcija. Tokj didelj hiperchrominj efektg galima paaiSkinti tuo, kad
du kaimyniniai guaninai taip pat netenka m-m sgveikos i§ vienos Ziedo puseés.
Norint jsitikinti, koks procesas lemia absorbcijos maz¢jimg vélesniame
reakcijos etape, buvo atlikta reakcija su M.Hhal katalitinio cisteino mutantu
C818. Sis baltymas stipriai suria DNR, tagiau dél stipriai paZeisto sugebéjimo
sudaryti kovalenting jungt; su metilinamu citozinu pasizymi tik pédsakiniu
metiltransferaziniu aktyvumu (Mi ir Roberts, 1993). Kaip ir tikétasi, C81S
reakcijoje su hemimetilinta DNR ir AdoHcy stebétas absorbcijos augimas dél
citozino 1iSsukimo, tacCiau vélesnis absorbcijos mazé¢jimas neregistruotas
(3.14 pav. A). M.Hhal reakcijoje su hemimetilinta DNR ir AdoHcy stebimo
absorbcijos sumaz¢jimo amplitudé (16-20 mAU) gerai atitinka vieno citozino
absorbcijos 1Snykimg, skaiCiuojant pagal laisvo nukleotido sugerties
koeficienta. Panagios amplitudés, tatiau Zymiai létesnis (0,0003 s™)
absorbcijos maz¢jimas stebétas kontrolinéje M.Hhal reakcijoje su
5-fluorocitozing turinéia DNR ir AdoMet (3.15 pav.). Siuo atveju vyksta
negriztamas chromoforo sunaikinimas, nes susidarius kovalentinei jung¢iai ir
ivykus metilgrupés pernasai, neijmanoma fluoro B-eliminacija (Osterman ir kt.,
1988). Zinoma, kad M.Hhal katalizuojamas metilgrupés prijungimas prie
tokios DNR vyksta ~400 karty 1é€iau negu citozino metilinimas (Vilkaitis ir
kt., 2001). Sioje reakcijoje stebima absorbcijos mazéjima gerai aprasé vienos
eksponentés lygtis, o apskaiciuota pokyc¢io amplitudé (13 mAU) atitiko ~65%
chromoforo iSnykimg. (Jvertinimui naudotas 5-fluorocitozino sugerties
koeficientas €50 =8000 M"-cm™ (Tanaka ir kt., 1981)). Kai tokios pacios
sudéties reakcija buvo atlikta naudojant >*P Zyméta DNR ir reakcijos produktai
i$frakcionuoti denatiiruojanc¢iame PAA gelyje, ~70% DNR buvo aptikta
denaturacijai atspariame kovalentiniame MTazés-DNR komplekse. Taigi gauti
rezultatai patvirtino, kad stebimas absorbcijos maze¢jimas 1§ tiesy atitinka

kovalentinio komplekso tarp MTazés ir metilinamo citozino susidaryma.

116



0,015

P o
/ . < MTazé-DNR

0,01 01 1 10 100 1000
laikas, s

0,010

0,005

AA280
Y

--<—DNR

| I I B |

3.15 paveikslas. M.Hhal saveika su 5-fluorocitozing turin¢ia DNR. 3 uM
M.Hhal sumaisyta su 2,5 uM GFGC/GMGC, esant reakcijos miSinyje 100 uM
AdoMet. Kair¢je — A,y kitimas laike, uzregistruotas naudojant sustabdytos
tekmeés aparatiira; desinéje — analogidka reakcija, atlikta su *°P Zyméta DNR
(~27 val.) ir reakcijos produktai iSfrakcionuoti PAA gelyje su NDS. DNR
vizualizuota Phoshorlmager sistema. 1 — DNR inkubuota be baltymo, 2 —
reakcija su baltymu.

Susidarant binariniam kompleksui tarp M.Hhal ir DNR taip pat
stebimas absorbcijos augimas, taciau jo amplitudé ~4 kartus mazesn¢, negu
esant reakcijos miSinyje AdoHcy (3.14 pav. B, 3.2 lentelé¢). Jeigu AdoHcy
pridedama prie MTazés-DNR komplekso nusistojus pusiausvyrai, stebimas
tolesnis absorbcijos augimas iki reakcijoje su AdoHcy stebimo lygio. Tai rodo,
kad binariniam M.Hhal-DNR kompleksui btidinga greita pusiausvyra, kuomet
~!/5 citozino yra i§sukta i§ DNR ir surista aktyviame centre. Sie rezultatai gerai
atitinka BMR rezultatus apie dinamiska M.Hhal-DNR komplekso prigimtj
(Klimasauskas ir kt., 1998) bei M.Hhal katalizuojama greita protono citozino
5-oje padétyje apkeitimg deuteriu, kai reakcijos miSinyje néra kofaktoriaus
(Wu ir Santi, 1987).

Apibendrinant galima teigti, kad stebint absorbcijos kitimg galima
tiesiogiai realiu laiku stebéti M.Hhal katalizuojama citozino iSsukimg ir

kovalenting aktyvacijg natiiralioje DNR, nenaudojant dirbtiniy bazés analogy.

3.2.2. Citozino iSsukimo ir katalitinés kilpos uzsidarymo stebéjimas vienu
metu

Kartu su metilinamo citozino iSsukimu vyksta dideli M.Hhal

konformacijos pokyciai (3.13 pav. A): katalitin¢ kilpa uzsidaro, apglébdama
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suriStg DNR ir fiksuodama iSsukta citozing aktyviame centre. Taip katalitinis
Cys81 priartinamas prie metilinamo citozino ir susiformuoja aktyvus centras
(KlimaSauskas ir kt., 1994). Baltymo konformaciniai pokyciai daZznai sekami
matuojant triptofano fluorescencija, kurig stipriai jtakoja Trp apsuptis. M.Hhal
— dekingas baltymas tokiems matavimas, kadangi jame yra vienintelis
triptofanas (W41) kofaktoriaus suriSimo kiSenéje. Jis nors ir dalyvauja
kofaktoriaus suriSime, bet néra kritiSkas fermentiniam aktyvumui ir baltymo
struktirai (Merkiené ir KlimaSauskas, 2005; Estabrook ir Reich, 2006;
Estabrook ir kt., 2009). M.Hhal konformacijos pokycCiams matuoti buvo
panaudotas mutantinis baltymas W41F/I86W, kuriame Ile86 1S katalitinés
kilpos buvo pakeistas | triptofang, o Trp41 i§ kofaktoriaus suri§imo kiSenés

pakeistas ] fenilalaning.

3.3 lentelé. WT M.Hhal ir W41F/I86W Kkinetiniai parametrai

MTazé K 14oMe 670 M K, 70, P
WT 0,035*+ 0,003 0,018+ 0,001 0,12 + 0,004
W41F/I86W 2,7+ 0,4 0,056 = 0,002 0,09 + 0,004

* iSmatavo dr. E. Merkiené.

Stacionarios kinetikos parametrai nustatyti reakcijose su poli[dG-
dC]-poli[dG-dC], o kiew — naudojant GCGC/GMGC dvigrand]
oligonukleotida.

Savo katalitiniais parametrais $is mutantas buvo labai panaSus ] anksCiau
apraSyta W41F mutantg (Merkien¢ ir KlimaSauskas, 2005), ir nuo WT M.Hhal
labiausiai  skyrési mazZesniu  giminingumu  kofaktoriui (3.3 lentelé).
Analogiskos savybés buvo biidingos ir anksCiau apraSytiems vieng triptofang
turintiems M.Hhal mutantams W41F/K91F bei W41F/E94W (Estabrook ir
Reich, 2006). Mazesni Siy mutantiniy baltymy giminingumg AdoMet ir
AdoHcy galima kompensuoti padidinant kofaktoriaus koncentracijg reakcijos
misinyje.

Sumaisius W41F/I86W, GCGC/GMGC oligonukleotidg ir AdoHcy
buvo uzfiksuotas stiprus fluorescencijos (Zadinimas 280 nm, emisija >335 nm)

sumaz¢jimas, (3.16 pav. B). Reakcijoje su GCGC/GMGC ir AdoMet pradinj
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fluorescencijos mazéjimg seké fluorescencijos augimas (3.22 pav. B).
Reakcijose be kofaktoriaus arba be DNR fluorescencijos pokytis nestebétas
arba jo amplitudé buvo labai maza. Taip pat fluorescencijos pokyciai nestebéti

triptofany neturinc¢io M.Hhal W41F reakcijose (3.16 pav. D).

A 003 B
0,6 —jugriitve S —
—
0,02 //\ \
8 / \ 0.4 \\
3 S
< 0,014 / . \ \\
0,2 \
O—AQj WEEEE N
\
T T T T T T T T T T O T T T
0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10
laikas, s laikas, s
| — WA41F/I186W >< AdoHcy — W41F/I86W >< DNR — W41F/I86W + AdoHcy >< DNR + AdoHcy
C 0,03 D 0,6
0,02 \ 0,4
@
L
< <
< 0,01 / 0.2
0 W 0 —powinty
TTTm T T o T T T i L R R L) R R R
0,01 01 1 10 0,01 01 1 10
laikas, s laikas, s

| — W41F >< DNR — W41F + AdoHcy >< DNR + AdoHcy l

3.16 paveikslas. M.Hhal W41F/I86W katalizuojamas citozino iSsukimas ir
katalitinés Kkilpos uZsidarymas. 3 uM W41F/I86W sumaiSyta su 100 uM
AdoHcy (pilka), 2,5 uM GCGC/GMGC (juoda) arba 3 uM W41F/I86W
sumaiSyta su 2,5 pM GCGC/GMGC esant reakcijos miSinyje 100 uM AdoHcy
(mélyna). A — absorbcijos pokytis, B — fluorescencijos pokytis. I§ Siy duomeny
apskaiciuoti kinetiniai parametrai pateikti 3.4 lenteléje. Plona juoda linija
vaizduoja globalig absorbcijos ir fluorescencijos kreiviy aproksimacija trijy
eksponenciy lygtimi su dviem bendromis grei¢io konstantomis. C, D — 3 uM
WA41F sumaisyta su 2,5 uM GCGC/GMGC be kofaktoriaus (pilka) arba esant
reakcijos miSinyje 100 uM AdoHcy (mélyna). C — absorbcijos pokytis, D —
fluorescencijos pokytis.

Taigi galima daryti iSvada, kad fluorescencijos pokycius W41F/IS6W

katalizuojamose reakcijose sukelia Trp86 aplinkos pasikeitimas: fluorescencija
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gesinama, kai uZsidarius katalitinei kilpai Trp86 priartéja prie DNR maZojo
griovio ir atsiduria hidrofobiskesné¢je aplinkoje (Estabrook ir kt., 2009). Kaip ir
anksciau apraSyty M.Hhal mutanty W41F/K91W ir W41F/E94W atveju, Trp86
fluorescencijos pokyciai gali biiti naudojami katalitinés kilpos konformacijos
pokyc€iams stebéti. Nors mutantinis baltymas Siek tiek skiriasi nuo WT M.Hhal
savo katalitiniais parametrais, taCiau suteikia galimybe realiu laiku stebéti
katalitinés kilpos konformacijos pokycCius (registruojant fluorescencijg) ir
metilinamo citozino iSsukimg (registruojant absorbcijg) tame paciame
méginyje. Tai jmanoma todél, kad ir absorbcijai, ir triptofano fluorescencijos
zadinimui buvo naudojama to paties bangoilgio (280 nm) Sviesa.

WA41F/I86W reakcijoje su GCGC/GMGC ir 100 uM AdoHcy,
absorbcijos profilis buvo labai panaSus j gautaji su WT M.Hhal (3.16 pav. A).
Pirmoji faze, atitinkanti citozino iSsukimg, buvo Siek tiek létesné negu WT
atveju (atitinkamai 9 s™' ir 19 s™) (3.4 ir 3.2 lentelés), o kovalentinés jungties
susidarymo greitis abiem atvejais sutapo (0,64 ir 0,71 s™). Globali absorbcijos
ir fluorescencijos kreiviy analizé parod¢, kad abu signalus gerai apraso trijy
eksponenciy lygtis su dviem bendromis grei¢io konstantomis, kas rodo, kad
citozinas iSsukamas ir katalitiné kilpa uZsidaro sinchroniskai. Citozino ir kilpos
judéjimo sinchroniSkumg gerai iliustruoja 3.17 pav., kuriame pavaizduoti
vienu metu iSmatuoti fluorescencijos ir absorbcijos signalai. Trecioji
eksponente, aprasanti kovalentinés jungties susidarymg absorbcijos signale,
nebuvo visiSkai sinchroniska su fluorescencijos signalu (3.4 lentelé). Taciau
fluorescencijoje jos amplitudé buvo labai nedidelé, greitis ir amplitud¢ variavo

skirtinguose baltymo preparatuose, taigi jos prigimtis toliau tyrinéta nebuvo.
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3.17 paveikslas. W41F/I86W  katalizuojamoje reakcijoje citozinas
iSsukamas ir katalitiné kilpa uZsidaro sinchroniskai. 3 yM W41F/I86 W
sumaiSyta su 2,5 uM GCGC/GMGC esant reakcijos miSinyje 100 uM
AdoHcy, ir vienu metu iSmatuoti absorbcijos (melynas) ir fluorescencijos
(raudonas) signalai. ISmatuotos kreivés normuotos ir aiSkumo délei pakeistas
fluorescencijos signalo poliSkumas.

IS BMR matavimy Zinoma, kad AdoHcy stabilizuoja uZsidariusig
kataliting kilpa (KlimaSauskas ir kt., 1998), o W41F/I86W pasiZymi maZesniu
giminingumu kofaktoriui negu WT M.Hhal. Todé¢l mazZesnis bazés iSsukimo
greitis gal¢jo liudyti apie nepilng komplekso W41F/IS6W-DNR jsotinima
kofaktoriumi. I§ tiesy, keiiant AdoHcy koncentracija 15-200 uM ribose
citozino i$sukimo greitis didéjo (3.18 pav.). Sio grei¢io priklausomybe nuo
AdoHcy koncentracijos gerai aprasé hiperbolés lygtis; pagal ja apskaiciuotas
maksimalus citozino i§sukimo greitis (13 s') buvo labai artimas WT. I§ §ios
analizés nustatyta disociacijos konstanta Kp*@Ho@mame 50 yM), zymiai
didesné negu tikétina trinario komplekso MTazé-DNR-AdoHcy disociacijos
konstanta (2K,/ " = 1,3 uM). Taigi Kp @ @mamola) nera tikroji trinario
komplekso disociacijos konstanta, bet apraSo reakcijos metu trumpai
gyvuojant] kompleksa, kuriame dar néra susidare visi specifiniai kontaktai su
DNR taikiniu, citozinas dar neiSsuktas, o katalitiné kilpa tebéra atvira.
StrukturiSkai toks kompleksas turéty panaséti | mazo giminingumo M.Hhal
kompleksg su specifinio taikinio neturinéia DNR. Reakcijos metu toks

kompleksas greitai izomerizuojasi virsdamas ] stabily kompaktiska kompleksa,
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kuriame Kkatalitiné kilpa uZsidariusi, o citozinas iSsuktas ir uZrakintas

aktyviame centre.

kissukimo  g-1
o
1

4_
2_
0 TT 1T [T TrTTrJrTrrrrrrrrj
0 50 100 150 200
AdoHcy, uM

3.18 paveikslas. Citozino iSsukimo greifio priklausomybé nuo AdoHcy
koncentracijos W41F/I86W katalizuojamoje reakcijoje. 3 uM WT M.Hhal
sumaiSyta su 2,5 uM GCGC/GMGC DNR esant reakcijos miSinyje 15-200 uM
AdoHcy ir, naudojant sustabdytos tékmeés aparatiirg, matuotas reakcijos
miSinio absorbcijos kitimas laike. Citozino iSsukimo greitis apskaiCiuotas
aproksimuojant gautus duomenis dviejy eksponenciy lygtimi. Citozino

iSsukimo greicio priklausomybé nuo AdoHcy koncentracijos aproksimuota

. ; .. - AdoHev (i3 . 5 ; )
hiperbolés lygtimi ir apskaidiuotos K %He (Smatuot@) gy, (Smaolas) gertag

Nepilnas jsotinimas kofaktoriumi leido varijuoti reakcijos greitj,
kei¢iant AdoHcy koncentracijg, ir atlikti detalesng kineting analizg.
Paprasc¢iausias mechanizmas, gerai apraSantis absorbcijos ir fluorescencijos
signaly serijas, iSmatuotas esant skirtingoms AdoHcy koncentracijoms,
pateiktas 3.19 pav.. Pagal §] mechanizmg citozinas i§sukamas ir katalitiné kilpa
uzsidaro sinchroniskai, o bazés iSsukimo/kilpos uzsidarymo kelyje egzistuoja
dvi stabilios tarpinés biisenos, kuriose katalitiné kilpa uzsidariusi, o bazé
iSsukta 1§ DNR spiralés. Bandymai Siuos duomenis apraSyti sudétingesniais
kinetiniais mechanizmais (kai kilpos uzsidarymas ir bazés iSsukimas vyksta
nesinchroniskai; arba egzistuoja kelios binarinio komplekso MTazé-DNR
formos, pasizymincios skirtingu giminingumu kofaktoriumi) gery rezultaty
nedave. Vis délto negalima tvirtinti, kad Sis paprasciausias mechanizmas pilnai
apraso WT M.Hhal reakcijos mechanizma, kadangi gali biiti, kad W41F/I86 W

reakcijoje eksperimentiSkai matomas tik vienas i$ jmanomy reakcijos keliy.
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3.19 paveikslas. Detali W41F/I8W ir DNR konformaciniy virsmy
kinetiné analizé reakcijoje su AdoHcy. 3 uM W41F/I86W ir 2,5 uM
GCGC/GMGC viename SvirkSte buvo greitai sumaiSyti su 15-200 uM
AdoHcy. VirSuje — normalizuotos absorbcijos (melynos) ir fluorescencijos
kreivés (raudonos) su aproksimacija | apacioje pavaizduota mechanizma.
Apacdioje — minimalus mechanizmas, gerai apraSantis absorbcijos ir
fluorescencijos signaly serijas. Aproksimacija atlikta programa Dynafit (versija
3.28.059) (Kuzmic, 1996). ED — binarinis kompleksas MTazé-DNR, kuriame
katalitiné kilpa atvira, o metilinamas citozinas neiSsuktas; ED-K — pirminis
trinaris kompleksas, kuriame dar néra susidare visi specifiniai kontaktai su
DNR taikiniu, citozinas dar neiSsuktas, o katalitin¢ kilpa tebéra atvira; P1-P3 —
tarpinés komplekso konformacijos, kuriose katalitiné kilpa uzdara, o
metilinamas citozinas iSsuktas (P1, P2) arba iSsuktas ir sudargs kovalenting
jungt] su Cys81 (P3). Aproksimuojant gautos grei¢io konstantos pateiktos
3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Kinetinés konstantos, apraSancios W41F/I86W, DNR ir
AdoHcy saveika.

Kofaktoriaus Kilpos uzsidarymas/ citozino Kovalentiné
prisijungimas iSsukimas jungtis
k.; 29 pMs™! 295! 145" 325"
k; 1820 s 0,25 70 57! 0,07 s

3.2.3. Reakcijos su klaidingai suporuotais substratais

Norint geriau suprasti ryS] tarp bazés iSsukimo ir katalitinés kilpos

uzsidarymo buvo analizuotos W41F/I86W reakcijos su DNR substratais,
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turinCiais klaidingai suporuota baziy porg taikinio vietoje (t.y. su tokiais
oligonukleotidais, kuriuose iSsukamam citozinui komplementarus guaninas
pakeistas citozinu arba timinu). M.Hhal stipriai suriSa tokia DNR, o sgveikos
stiprumas  atvirk$¢iai  koreliuoja su taikinio baziy poros stiprumu
(KlimaSauskas ir Roberts, 1995; Daujotyté ir kt., 2004). Tyrimy metu buvo
stebéta, kaip baziy poros stiprumas jtakoja citozino iSsukimo ir katalitinés
kilpos uzsidarymo greic¢ius. Nustatyta, kad bazés iSsukimo ir katalitinés kilpos
uzsidarymo grei¢iai didéjo silpnéjant taikinio baziy porai (3.20 pav.). Taigi
buvo stebéta ta pati tendencija kaip M.Hhal giminingumo Siems substratams
atveju. Kaip ir natyvaus substrato atveju, absorbcijos ir fluorescencijos signalai
buvo gerai apraSomi trijy eksponenciy lygtimis su dviem bendromis greifio
konstantomis (3.4 lentelé), taigi ir reakcijose su S§iais substratais citozinas

1Ssukamas ir kilpa uZsidaro sinchroniskai.

A 003 B
Pa=—N 0.15
000 aya\ W M T
2 N AN N
il S N % MY
;’K/"’/ o I \W

AA280

) . | LAY

0,01 0,1 1 10 0,01 0,1 1 10
laikas, s laikas, s
__GCGC __ GEGC __ GCGC GsGC __ GBGC
CGMG CCMG CTMG CGMG CTMG

3.20 paveikslas. W41F/I86W saveika su klaidingai suporuotais DNR
substratais. 3 uM W41F/I86W sumaiSyta su 2,5 uM DNR esant reakcijos
miSinyje 100 uM AdoHcy. A — absorbcija, B — fluorescencija.

Didziausias katalitinés kilpos uzsidarymo greitis stebétas reakcijoje su
GsGC/GMGC DNR, turin¢ia bebazj taikinj. M.Hhal pasizymi dideliu
giminingumu tokiam DNR substratui, kuris (skirtingai negu natyvaus taikinio
atveju) nepriklauso nuo kofaktoriaus buvimo (Wang ir kt., 2000). Sustabdytos
tekmes eksperimentuose iSmatuoto kilpos uzsidarymo greicio taip pat nejtakojo

kofaktoriaus prid¢jimas. Taigi nors katalitinés kilpos uzsidarymas — sudétingas
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konformacinis virsmas, jis gali jvykti labai greitai (>100s™), o jo greitj
reakcijoje su nattiraliu substratu riboja bazés iSsukimo greitis. Pazymétina, kad
reakcijoje su GPGC/GMTC, kuriame esancios P:T baziy poros M.Hhal

neiSardo, katalitinés kilpos uzsidarymas taip pat nestebimas.
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3.21 paveikslas. WT M.Hhal saveika su klaidingai suporuotais DNR
substratais. 3 uM WT M.Hhal sumaiSyta su 2,5 uM DNR esant reakcijos
miSinyje 100 uM AdoHcy ir registruotas A,g, kitimas.

3.6 lentelé. Kinetiniai citozino iSsukimo ir Kkovalentiné aktyvacijos
parametrai WT M.Hhal reakcijose su klaidingai suporuotais substratais
Taikinio C:G C:C C:T
baziy pora
. ... 1 | Amplitudé, ... 1 | Amplitudé, ... 1 | Amplitudé,
Parametrai | Greitis, s mAU Greitis, s mAU Greitis, s mAU
Bazés 19,5+0,7 24+ 1 154 +5 80,1 130 +2 13+0,1
iSsukimas 55+1,1 6+1 19,1£0.2 19+0,1 18,602 | 13£0,1
;fl‘l’lvg’g:“"“e 0,70+0,02 | -22+04 | 0,64=0,004| -19+0,04 |0,60=0,002| -19: 0,02

Reakcijos atliktos naudojant 3 uM WT M.Hhal, 2,5 uM DNR ir 30 uM
AdoHcy. Kinetiniai parametrai buvo gauti aproksimuojant 3.21 pav. pateiktus
duomenis trijy eksponenciy lygtimi. Parametry vertés pateikiamos su
standartine aproksimacijos paklaida.

*nepaaiskintas fluorescencijos pokytis.

WT M.Hhal atveju galima buvo stebéti tik taikinio bazeés iSsukima,
kuris su klaidingai suporuotais DNR substratais buvo greitesnis negu su
kanoniniu taikiniu (3.21 pav.). Salia dominuojan¢io bazés i§sukimo greidio,
stebimo su natyvia DNR (19s") reakcijose su klaidingai suporuotais
substratais buvo stebétas greitesnis procesas (3.6 lentelé). Sie rezultatai gerai

atitinka prielaida, kad klaidingai suporuotuose DNR substratuose dalis citozino
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yra maziau stabilus DNR spiral¢je ir ji fermentas gali lengviau i8sukti. Tokios
citozino konformacijos (,,i§ dalies iSsukto citozino*) egzistavimas galéty

pagreitinti kompaktiSko trinario komplekso susidaryma.

3.2.4. Reakcija su AdoMet

Esant reakcijos miSinyje kofaktoriui AdoMet, jvyksta pilnas reakcijos
ciklas, susidarant reakcijos produktams — metilintai DNR ir AdoHcy. Pradinés
reakcijos stadijos — bazés iSsukimas ir kovalentin¢ aktyvacija, — nesunkiai
i§skiriamos absorbcijos profilyje, kadangi vyksta panaSiu greiCiu ir sukelia
panaSios amplitudés AA,gy kaip ir reakcijoje su AdoHcy (3.22 pav.).
WA41F/I86W reakcijos atveju fluorescencijos ir absorbcijos signalus gerai
apraso keturiy eksponenciy lygtis su bendromis greicio konstantomis, kas rodo,
kad reakcijoje su AdoMet (kaip ir su AdoHcy) katalitiné kilpa uZsidaro ir
citozinas 1iSsukamas sinchroniskai (3.7 lentelé¢). Greta minéty procesy ir
absorbcijoje, ir fluorescencijoje stebimas létesnis (0,1 s™) signalo augimas.
Fluorescencijos atveju §i didel; signalo pokyti galima neabejotinai priskirti
katalitinés kilpos atsidarymui po reakcijos. Absorbcijos signalo pokycio
interpretacija sudétingesné. Pati metilgrupés pernaSa absorbcijos nekeicia.
Nors citozino virsmui ] 5-metilcitozing biidingas Zenklus batochrominis
efektas, jis gali pasireikSti tik atsistaius ziedo aromatinei sistemai po
B-eliminacijos, taigi matoma biity tik pastaroji stadija. Taciau esant didelei
AdoMet koncentracijai, 5-metilcitozinas iSstumiamas i§ katalitinio centro ir
grizta atgal 1 DNR dvigrande spirale (Estabrook ir kt., 2009), sukeldamas
hipochrominj efekta, beveik visai panaikinant] absorbcijos skirtumg del C
virsmo ] 5mC. Todél registruojamas tik labai mazas, nuo AdoMet
koncentracijos priklausantis A,gy pokytis (3.23 pav.). Sio virsmo greitis
(3.7 lentelé) 1S esmés sutampa su metilgrupés perneSimo greiciu, nustatytu
reakcijoje su "H-AdoMet (3.3 lentelé) bei katalitinés kilpos atsidarymo greiéiu,
matomu fluorescencijoje. Taigi metilgrupés pernaSa, B-eliminacija ir kilpos

atsidarymas $io eksperimento sglygomis matomi kaip vienas procesas.
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3.22 paveikslas. Citozino konformacijos pokyciai ir metilgrupés pernasa
reakcijoje su AdoMet. 3 uM WT M.Hhal (A) arba W41F/I86W (B) buvo
sumaiSyta su 2,5 uM GCGC/GMGC, esant 100 uM AdoMet. M¢lynas —
absorbcijos signalas (absoliucioje skal¢je), raudonas — fluorescencijos signalas
(normuotas), geltonas — vienos apsukos reakcijoje jjungtas j DNR °H
radioaktyvumas (normuotas). Vienos apsukos eksperimentas atliktas kaip
apraSyta 2.10.4 skyriuje. Reakcijy kinetiniai parametrai pateikti 3.7 lenteléje.

3.7 lentelé. Kinetiniai WT M.Hhal ir W41F/I86W parametrai reakcijose
su AdoMet.

WT + AdoMet ><DNR | (v 41 0/186W + AdoMet >< DNR + AdoMet
AdoMet
Amplitude, Amplitudé, santyk. vnt.

AU Greitis, s — "
m absorbcija | fluorescencija

Bazés iSsukimas/ 120+3 7,1+£0,1 180 +5 0,23 +£0,004 | -0,13 +0,004
kilpos uZsidarymas 14,4+0,2 8,5+0,1 4,68+0,03 | 0,46+0,002| -0,59+ 0,002
Kovalentiné jungtis | 0,26 + 0,003 | -128+04 | 0,36+0,01 | -0,23+0,01 | -0,44 +0,02*

Metilgrupés pernasal | o ¢, 0004 | 56404 | 0,12+0,002| 0,16+0,01 | 0,95+ 0,02
bazés griZimas
Reakcijos atliktos naudojant 3 uM MTaze, 2,5 uM GCGC/GMGC (kanoninis
taikinys) ir 100 uM AdoMet. Atskirai paruosti ir greitai sustabdytos téekmés
aparatiiroje sumaiSomi reagentai atskirti simboliu ,,><*. Kinetiniai parametrai
buvo gauti aproksimuojant 3.22 pav. pateiktus duomenis keturiy eksponenciy
lygtimi. Parametry vertés pateikiamos su standartine aproksimacijos paklaida.

Greitis, st

WT M.Hhal reakcijos atveju stebimas labai panaSus reakcijos profilis
absorbcijoje kaip ir W41F/I86W (3.22 pav. A). Reakcijos kinetiniai parametrai
pateikti 3.7 lenteléje. LéCiausio mazos amplitudés proceso greitis labai artimas
metilgrupés pernesimo greidiui, imatuotam vienos apsukos reakcijoje su H-
AdoMet. Si fazé WT baltymo atveju yra labai mazos amplitudés prie 280 nm,
ta¢iau matuojant 290-300 nm absorbcijg, matoma didesné¢ amplitude, kas
leidzia patikimai priskirti §; pokyt] reakcijos produkty komplekso iSirimui.

Taigi ir WT M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje citozino kovalentiné aktyvacija
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yra greitesné uz metilgrupés pernasa, o P-eliminacija ir kilpos atsidarymas

vyksta labai panasiais greiciais.
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3.23 paveikslas. DNR konformaciniy virsmy grei¢io priklausomybé nuo
AdoMet koncentracijos WT M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje. 3 uM WT
M.Hhal buvo greitai sumaiSyta su 2,5 pM GCGC/GMGC, esant 30 uM (zydra)
arba 100 uM (geltona) AdoMet ir matuotas A,g, pokytis.

3.2.5. Apibendrinimas

Siame darbe pirma kartg apraSomas metodas, suteikiantis galimybe
realiu laiku tiesiogiai stebéti fermento (DNR C5-MTazés) katalizuojama
citozino iSsukimg i§ DNR spiralés. Matavimy metu registruojamas DNR
hiperchrominis efektas, lydintis m-m sanklodos sgveiky suardymg iSsuktos
bazés vietoje, tode¢l detekcijai nereikalingos jokios tiriamos DNR modifikacijos
(pvz., ivedant fluorescuojancéius bazés analogus). Kadangi hiperchrominis
efektas — fundamentali nukleoriigs¢iy molekuliy savybé, néra jokiy apribojimy
iSsukamos bazés prigim¢iai, ir §] metoda galima pritaikyti daugelio su DNR
arba RNR sagveikaujanciy baltymy tyrimui. Pagrindinis metodo privalumas —
galimybe¢ atlikti matavimus su chemiskai nemodifikuotomis nukleortigstimis.
Sistemose, kuriose nukleoriig¢iy deformacijos charakterizuotos kitais
metodais (pvz., kristalografiSkai) Sis metodas suteikia galimybg¢ tiesiogiai tirti
reakcijy su natliraliais substratais kinetikg. Kita vertus maziau iStirty sistemy
atveju UV sugerties poky€iy matavimai negarantuoja vienareikSmisky
atsakymy, nes palyginamus hiperchrominius efektus gali sukelti ne tik i§suktas

nukleotidas, bet ir kitokios DNR ar RNR deformacijos (Moller ir kt., 1979).
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Atsizvelgus ] artimiausio kaimyno (nearest neighbor) efektus, vieno
nukleotido grandies vidutinis indélis § DNR grandinés absorbcijg (260 nm)
sudaro 60-80% laisvo nukleotido absorbcijos. Sio darbo metu nustatyta, kad
vieno citozino iSsukimas i§ DNR spiralés sukelia ~2-3 kartus didesnj
hiperchrominj efekty (t.y., lygy 150% laisvo nukleotido A,gy). Taigi pavienio
nukleotido iSsukimo atveju DNR elektroniné sistema suardoma labiau negu
vidutiné nukleotido iSlaisvinimo i§ dvigrandés struktiiros reikSme (Kelley ir
Barton, 1999; Rajski ir kt., 1999). PaZzymétina, kad C:G baziy poros
hipochromiSskumas didziausias prie 280 nm, kai kaimyniniai nukleotidai yra A
arba G (Cantor ir kt., 1970; Cavaluzzi ir Borer, 2004). Kita vertus, iSsukto
citozino absorbcija (sugerties koeficientg) gali jtakoti sgveika su baltymu.
Gausts struktiiriniai ir biocheminiai M.Hhal tyrimai rodo, kad baltymas sudaro
vandenilines jungtis su iSsukto citozino N3 ir O2 atomais (KlimaSauskas ir kt.,
1994). Tuo tarpu zinoma, kad protonuojant citozino N3 padét] absorbcijos
maksimumas slenkasi nuo 271 nm neutralioje terp¢je iki 280 nm, esant pH < 3,
o sugerties koeficientas padidéja nuo &7, =9000 M-em™  iki
€250 = 13200 M -cm™ (Fox ir Shugar, 1952).

Siame darbe tiesiogiai imatuotas citozino issukimo greitis lygus 10-
20 s”. Ankstesniuose darbuose DNR MTaziy bazés issukimo kinetika buvo
tirta naudojant DNR su 2-aminopurinu taikinyje. Taip buvo tirtos adenino
N6-MTazés EcoRI (Allan ir kt., 1999) ir Ecodam (Liebert ir kt., 2004) bei
M.Hhal (Vilkaitis ir kt., 2000), taciau Sie darbai nesuteiké informacijos apie
bazés iSsukimg i§ natyvios DNR. Siame darbe nustatyta, kad M.Hhal
W41F/I86W katalizuojamoje reakcijoje kilpa uzsidaro ir citozinas iSsukamas
sinchroniskai. Labai tikétina, kad Sie procesai vyksta sinchronis$kai ir WT
M.Hhal reakcijoje. Panasis kilpos uZsidarymo greiciai buvo gauti tiriant kitus
M.Hhal mutantus (Estabrook ir kt., 2009), turinius triptofang katalitinéje
kilpoje, o taip pat netiesiogiai, tiriant reakcijg su 2-aminopuring turin¢ia DNR
(Vilkaitis ir kt., 2000). Sio darbo metu stebétas katalitinés kilpos uZsidarymo ir
citozino iSsukimo sinchroniSkumas gerai atitinka ank3¢iau paskelbtus

duomenis, kad iSsuktas citozinas stipriai suriSamas (uzrakinamas) tik pilnai
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susiformavus aktyviam centrui (Klimasauskas ir Roberts, 1995; KlimaSauskas
ir kt., 1998). Nesant i§sukamos bazés (DNR su bebaziu taikiniu) katalitinés
kilpos uZsidarymas yra labai greitas, taCiau kitais atvejais uzdaro komplekso
susidarymo greitj riboja baziy poros iSardymas: citozino i§sukimo ir katalitinés
kilpos grei¢iai tuo didesni, kuo silpnesné taikinio baziy pora. Sie rezultatai
neprieStarauja prielaidai, kad klaidingai suporuotuose DNR substratuose dalis
taikinio citozino yra maziau stabilus DNR spiraléje, ir tod¢l tolesnis citozino
1Ssukimas/uzrakinimas M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje gali vykti lengviau.
Tokiu budu dviejy taikinio citozino konformacijy egzistavimas galéty
paaiskinti citozino iSsukimo/kilpos uZsidarymo kinetikoje stebimas dvi fazes.
Kita vertus, dviejy faziy kinetika gali rodyti, kad citozino
1Ssukimo/kilpos uzsidarymo kelyje egzistuoja du stabiliis tarpiniai konformerai,
besiskiriantys tarpusavyje kilpos ir/arba bazés konformacijomis. Tai yra
tikétina, nes struktiriné analizé rodo, kad katalitinés kilpos uzsidarymas —
zenklus ir sudétingas konformacijos pokytis. Sig hipoteze paremia ir 3.19 pav.
pateikta W41F/I86W katalizuojamos reakcijos kinetin¢ analizé. Taciau nors
bandymai apraSyti Siuos duomenis kitokiais kinetiniais mechanizmais gery
rezultaty nedaveé, negalima kategoriSkai tvirtinti, kad Sis paprasciausias
mechanizmas pilnai apraso M.Hhal katalizuojamg reakcijg ir atmesti DNR
substrato konformacijos jtakos iSsukimo kinetikai. Gali buti, kad tirtame
mutantiniame baltyme W41F/I86W vyrauja vienas i§ galimy reakcijos keliy.
Literatiiroje diskutuojamos dvi M.Hhal katalizuojamg citozino i§sukimg
aiSkinancios hipotezés. Pirmoji teigia, kad iSsukamas citozinas j aktyvy centra
keliauja per DNR mazaj] griovj, o citozino iSsukimg lydi katalitinés kilpos
uzsidarymas (Klimasauskas ir kt., 1998). Si hipotezé remiasi kristaliniy
struktiiry analize (KlimaSauskas ir kt., 1994) bei duomenimis apie iSsukto
2-aminopurino bei timino pasiekiamumg tirpikliui (Serva ir kt., 1998; Vilkaitis
ir kt, 2000). Alternatyvi hipotezé remiasi molekulinés dinamikos
skaiCiavimais ir teigia, kad pirma uZzsidaro katalitin¢ kilpa, o tik tada
inicijuojamas citozino iSsukimas (Huang ir kt., 2003). Tokiu atveju citozinas |

aktyvy centrg patenka per DNR didjji griovi, keliaudamas baltymo vidumi.
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Tokia citozino trajektorija intuityviai sunkiai suvokiama, taciau, anot
skai¢iavimy, baltymas yra pakankamai dinamiSkas, kad uztikrinty citozino
judéjimg uzdarame trinariame komplekse. Sig hipoteze taip pat netiesiogiai
lemia konformaciskai suvarZyto bebazio nukleotido konformacija komplekse
su M.Hhal (Horton ir kt., 2004). Siai hipotezei priestarauja tai, kad remiantis
molekulinés dinamikos skaifiavimais pasiiilyta Ser87 svarba bazés iSsukimui
eksperimentiskai nebuvo patvirtina (Daujotyté ir kt., 2004). Sio darbo metu
gautt duomenys neleidZia atmesti nei vienos 1§ hipoteziy, kadangi
sinchroniskas citozino ir katalitinés kilpos judéjimas nepriestarauja nei vienam
1§ pasitlyty modeliy.

Sukurtas metodas leido pirmg kartg tiesiogiai iSmatuoti kovalentinés
jungties tarp katalitinio Cys81 ir citozino susidarymo greitj. Nustatyta, kad
kovalentiné citozino aktyvacija vyksta Zymiai 1é&iau (0,7 s reakcijoje su
AdoHcy, 0,3s” reakcijoje su AdoMet) negu citozinas iSsukamas ir
uzrakinamas aktyviame centre. Taigi citozino aktyvacijos greit] reakcijoje su
kanoniniu GCGC taikiniu lemia nukleofilinés Cys81 atakos greitis, bet ne
citozino stabilizacija aktyviame centre. Taciau yra duomeny, kad citozino
stabilizacija aktyviame centre gali buti svarbus mechanizmas, lemiantis létesnj
reakcijos greit] su nekanoniniais DNR substratais (Svedruzic ir Reich, 2004;
Estabrook ir kt., 2009).

Néra zinoma, kuri iSsukto citozino dalis trinariame komplekse Hhal-
DNR-AdoHcy sudaro kovalenting jungti su baltymu. Trinariy kompleksy
kristalinése struktiirose Cys81 sieros ir citozino C6 atomai paprastai nutolg
vienas nuo kito per 2,6-2,8 A (Kumar ir kt., 1997). Tai atitinka vidurkj tarp
kovalentinés C-S jungties ilgio (1,8 A) M.Hhal komplekse su 5-fluorocitozinu
(KlimaSauskas ir kt., 1994) ir Siy atomy van der Valso skersmeny sumos
(3,6 A), ir rodo, kad tik dalis (~50%) citozino yra kovalenti§kai susirise su
baltymu. Susidarant kovalentinei jungciai stebimo absorbcijos sumazéjimo
amplitudé gerai atitinka vieno citozino absorbcijos iSnykimg, jeigu
skai¢iuotume pagal laisvo nukleotido sugerties koeficienta, kas rodyty, kad

visas citozinas yra suriStas. Taciau turint omenyje, kad iSsukto citozino moling
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sugert] gali jtakoti sgveikos su baltymu, galima teigti, kad 70-100% citozino
yra kovalentiniame komplekse.

Reakcijoje su AdoMet kovalenting citozino aktyvacijg seka metilgrupés
pernasa ant citozino ir [-eliminacija, iSyrant kovalentiniam kompleksui tarp
MTazés ir 5-metilcitozino. Gauti rezultatai rodo, kad citozino kovalentiné
aktyvacija yra greitesn¢ uz metilgrupés pernasa, o PB-eliminacija ir kilpos
atsidarymas vyksta labai panaSiais greiCiais, ir yra kinetiSkai neiSskiriami
aprasyty eksperimenty sglygomis. Taigi misy rezultatai paremia neseniai
paskelbty kvantinés mechanikos skai¢iavimy rezultatus (Zangi ir kt., 2010) ir
leidZia atmesti anks¢iau pasiiilyta hipoteze, kad citozino kovalentin¢ aktyvacija

ir metilgrupés pernasa vyksta sinchroniskai (Zhang ir Bruice, 2006).
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ISVADOS

. Racionalios baltymy inZinerijos ir nukreiptos evoliucijos metodais
pasalinus antrgjg atpazinimo kilpa, M.Hhal specifiSkumas GCGC pakeistas
1 GCG.

. Nors specifiniy kontakty su taikinio bazémis praradimas sumaZzina
metiltransferazés katalitinj aktyvumg, tai galima kompensuoti stiprinant

nespecifinius kontaktus tarp baltymo ir DNR fosfodiesterinio karkaso.

. Naujai sukonstruotos GCG taikinj atpaZzjstan¢ios DNR hemimetilazés
katalitinis efektyvumas ir sekos selektyvumas yra palyginami su laukinio
tipo MTazémis, ir pakankami jos praktiniam panaudojimui molekulinés

biologijos tyrimuose.

. Naujoji GCG specifiSkumo DNR citozino-5 metiltransferazé¢ katalizuoja
didesniy negu metilas grupiy pernesimg nuo AdoMet analogy, todel gali
biiti naudojama gamtiniy DNR Zyméjimui, ar hemimetility CG taikiniy

suktirimui.

. Registruojant mazus UV absorbcijos pokyc€ius, galima tiesiogiai stebéti
DNR metiltransferazes katalizuojama citozino iSsukima i§ DNR spiralés
pagal hiperchrominj efekta ir kovalenting citozino aktyvacijg pagal
chromoforo suardymg. Kadangi hiperchrominis efektas — fundamentali
nukleortig§¢iy molekuliy savybe, $; metodg galima pritaikyti daugelio baze
1§ RNR arba DNR issukanciy baltymy tyrimui, nepriklausomai nuo bazés

prigimties.

. Vienu metu stebint katalitinés kilpos konformacijos ir taikinio citozino
iSsukimg nustatyta, kad M.Hhal katalizuojamoje reakcijoje metilinamas
citozinas iSsukamas ir katalitiné kilpa uzsidaro sinchroniskai, vidutiniu 10-

20 s™ grei¢iu. Sj greitj stipriai jtakoja taikinio baziy poros stiprumas.
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7. Kovalentiné citozino aktyvacija (i¥matuotas greitis 0,3-0,6 s™') ir
metilgrupés pernedimas (i§matuotas greitis 0,1-0,2s™) yra kinetiskai

netapacios katalitinio ciklo stadijos.
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PADEKA

Dékoju darbo vadovui prof. Sauliui KlimaSauskui uz suteikta galimybe
dirbti DNR Modifikacijos Tyrimy laboratorijoje, pasiiillytas tyrimy temas ir
mokslines diskusijas. Dékoju straipsniy bendraautoriams dr. Eglei Merkienei ir
dr. Giedriui Vilkaiciui uz produktyvy darbg ir perteikta patirtj.

Esu labai dékinga savo vyrui ir kolegai dr. Grazvydui Lukinaviciui uz
sintetinius kofaktoriaus analogus, M.Hhal C81S baltymg; taip pat uz
patarimus, mokslines diskusijas, kantrybe ir palaikyma, kai darbai nesisekdavo.
Dékoju buvusioms studentéms Miglei Tomkuvienei ir Anastasijai Chomi¢ uz
tai, kad ne tik noriai mokési, bet ir man padéjo daug naujo iSmokti; uz
tkvepiant] optimizmg. NuoSirdus acil visiems kolegoms 1§ DNR modifikacijos
tyrimy laboratorijos, vertingais patarimais ir diskusijomis prisidé€jusiais prie $io
darbo. Ypatingas acit Zdislavui Stasevskij uz mokslines diskusijas ir efektyvig
pagalbg susidiirus su sunkumais.

Dékoju Godai Mitkaitei uz E.coli kamieng ir Eglei Rudokienei uzZ DNR
seky nustatyma.

Esu dékinga dabartiniam vadovui prof. Andreas Mayer (Lozanos
universitetas, Sveicarija) ir kolegoms i§ jo vadovaujamos laboratorijos uz
pasitik¢jimg ir draugiS8ka darbo atmosfera, kuri labai padéjo rengiant
disertacija.

NuoSirdziausias acili visai mano S$eimai, ypa¢ mamai ir mociutei, uz

tikéjimg manimi ir besalygiska palaikyma.
Disertacijoje apraSyti darbai buvo 1§ dalies finansuoti Howard Hughes

Medical Institute (JAV), Lietuvos Svietimo ir mokslo ministerijos ir Lietuvos

Valstybinio Mokslo ir Studijy Fondo 1¢Somis.
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