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SANTRUMPŲ SĄRAŠAS 

2AP   2-aminopurinas 

2D-TLC   dvikrypt÷ plonasluoksn÷ chromatografija, nuo angl. two-

   dimensional thin layer chromatography 

4mC   N4-metil-2‘-deoksicitozinas 

6mA   N6-metil-2‘-deoksiadeninas 

AA   acetaldehidas 

ar.   aminorūgštis (aminorūgštys) 

a.v.   aktyvumo vienetas 

BSA   jaučio serumo albuminas 

BMR   branduolio magnetinis rezonansas 

Caa   chloracetaldehidas 

caC   5-karboksi-2'-deoksicitozinas 

DTT   1,4-ditiotreitolis 

dg   dvigrand÷  

dR   2-deoksiriboz÷ 

FA   formaldehidas 

fC   5-formil-2'-deoksiuridinas 

HPLC-MS aukšto sl÷gio skysčių chromatografijos – masių 

spektrometrijos metodas, nuo angl. high-performance 

liquid chromatography – mass spectrometry 

heC   5-(1-hidroksietil)-2'-deoksicitozinas 

hcC   5-(1-hidroksi-2-chloretil)-2‘-deoksicitozinas 

hetmC   5-(2-hidroksietiltio)metil-2’-deoksicitozinas 

hetmU   5-(2-hidroksietiltio)metil-2’-deoksiuridinas 

hmC, H  5-hidroksimetil-2‘-deoksicitozinas 

hmU   5-hidroksimetil-2‘-deoksiuridinas 

hpC   5-(1-hidroksipropil)-2‘-deoksicitozinas 

HRMS aukštos skiriamosios gebos spektroskopija, nuo angl. 

high-resolution mass spectrometry 
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k.t.   kambario temperatūroje 

M. arba MTaz÷ metiltransferaz÷ 

mTAG metodas, skirtas specifinių DNR sekų žym÷jimui, kuriame 

metiltrasferaz÷s perneša funkcines grupes nuo sintetinių 

kofaktoriaus analogų ant DNR, nuo angl. 

methyltransferase-directed transfer of activated groups 

mC, M  5-metilcitozinas 

NHS   N-hidroksisukcinimidas 

PA   propanalis 

PAA   poliakrilamidinis 

R. arba REaz÷ restrikcijos endonukleaz÷ 

RM   restrikcija-modifikacija 

SAH   S-adenozil-L-homocisteinas 

SAM   S-adenozil-L-metioninas 

vg   viengrand÷  

TLC plonasluoksn÷ chlomatografija, nuo angl. thin layer 

chromatography 

UDP-glc  uridinil-(1-gliukozil)difosfatas  

UV   ultravioletin÷ šviesa 

εC   N3,N4-eteno-2‘-deoksicitozinas 

εhidC   N4,N3-(1-hidroksietil)-2‘-deoksicitozinas 

wt   laukinis tipas, nuo angl. wild type 

*   radioaktyvia žyme 5‘ gale pažym÷tas oligonukleotidas 

 

Tekste naudojami standartiniai aminorūgščių pavadinimų vienos ar trijų 

raidžių sutrumpinimai.  

dC ir C bei panašūs kitų heterobazių trumpinimai vartojami kaip 

sinonimai 2'-deoksinukleotidų/2'-deoksinukleozidų bet ne 

ribonukleotidų/ribonukleozidų apibūdinimui. 
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ĮVADAS 

 Gyvų organizmų genetinę informaciją sauganti ir perduodanti 

makromolekul÷ deoksinukleorūgštis (DNR) yra sudaryta iš 4 pagrindinių 

heterociklinių bazių: timino (T), adenino (A), guanino (G) ir citozino (C). 

Penkta minorin÷ baz÷ – 5-metilcitozinas (mC) – eukariotin÷je DNR buvo 

atrasta keli metai prieš garsųjį Watson-Crick DNR struktūros modelį 

(Hotchkiss, 1948; Watson ir Crick, 1953) ir yra intensyviai tyrin÷jama iki šių 

laikų (Razin ir Riggs, 1980; Zemach ir kt., 2010). mC eukariotuose yra 

epigenetinis žymuo, kuris kartu su kitais veiksniais apsprendžia chromatino 

aktyvumą: genų raiškos pobūdį, parazitinių genomo elementų ir žinduolių 

moteriškos lyties vienos iš X chromosomų nutildymą, dalyvauja imprintinge, 

mutagenez÷je, DNR pažaidų taisyme ir rekombinacijoje (Goll ir Bestor, 2005). 

Genomin÷je DNR mC atsiranda d÷l fermentų DNR citozino-5 metiltransferazių 

(MTazių), kurios perneša metilgrupę nuo kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino 

ant citozino jau susintetintoje DNR. Ilgą laiką buvo manyta, kad mC yra stabili 

modifikacija, kurios kiekis gali maž÷ti pasyviai, t.y. dalijantis ląstelei ir 

skiedžiantis metilintai DNR, jei MTaz÷s yra neaktyvios. Vis d÷lto, globalus 

demetilinimas buvo pasteb÷tas t÷vin÷je DNR prieš pirmą zigotos pasidalijimą 

ir pirmin÷se lytin÷se ląstel÷s, o lokalus – neuronų promotoriuose ir kitose 

nesidalijančiose ląstel÷se – tai neabejotinai reiškia, kad egzistuoja aktyvus 

demetilinimo kelias. Tiksliau, demetilinimo keliai, kurių šiuo metu yra 

pasiūlyti bent keli (Wu ir Zhang, 2010; Nabel ir kt., 2011). Demetilinimo 

tyrimai ypač suintensyv÷jo prieš kelis metus, kai eukariotin÷je DNR buvo 

surasta dar viena modifikuota baz÷ – 5-hidroksimetilcitozinas (hmC), kurios 

kiekiai gali siekti beveik 40% mC tam tikrose nervinio audinio ląstel÷se 

(Kriaučionis ir Heintz, 2009; Tahiliani ir kt., 2009). Netrukus kamienin÷se 

embrionin÷se ląstel÷se buvo identifikuoti 5-formilcitozinas (fC) ir 5-

karboksicitozinas (caC) (He ir kt., 2011; Ito ir kt., 2011), tiesa, labai mažais 

kiekiais, bet visiškai sugriaunantys mitą apie DNR nekintamumą. Pastarosios 

trys modifikacijos (hmC, fC ir caC) genomin÷je DNR atsiranda iš mC, veikiant 
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fermentams oksogenaz÷ms Tet1,2,3, kurių mutacijos yra susijusios su kai 

kuriomis leukemijos formomis (Tahiliani ir kt., 2009). Taigi, kai atrod÷, kad 

jau beveik viskas žinoma apie eukariotinę DNR, buvo atrastos naujos baz÷s ir 

nauji fermentai, modifikuojantys DNR. Parodyta, kad šios modifikacijos yra 

tarpiniai mC demetilinimo produktai. Iš šios trijul÷s reikia išskirti hmC, kuris 

yra stabili modifikacija, tam tikrose vystymosi stadijose ir kai kuriuose 

audiniuose randama dideliais kiekiais (Li ir Liu, 2011; Munzel ir kt., 2011). 

Tiksli hmC reikšm÷ epigenetikoje ir DNR demetilinime bus atskleista ateityje, 

nes šiuo metu trūksta metodų, galinčių nustatyti hidroksimetilintas vietas DNR 

(Nabel ir kt., 2011). Metodai, naudoti mC tyrimams, neatskiria citozino 

metilinimo nuo hidroksimetilinimo, tod÷l naujų metodų sukūrimas, leidžiantis 

tirti mC ir hmC pozicijas genome yra labai pageidaujamas (Huang ir kt., 2010; 

Jin ir kt., 2010; Nestor ir kt., 2010).  

Mūsų tyrimai prasid÷jo nuo modelin÷s prokariotin÷s MTaz÷s M.HhaI, 

kuri yra intensyviai tyrin÷jama jau 20 metų. Išsprendus trinario komplekso 

M.HhaI-DNR-SAH struktūrą, pirmą kartą buvo parodytas elegantiškas DNR 

deformacijos būdas: taikinio citozinas yra išsukamas 180° kampu iš dvigrand÷s 

DNR į aktyvų fermento centrą (Klimašauskas ir kt., 1994). V÷liau buvo 

nustatyta, kad daugelis su DNR sąveikaujančių baltymų, panašiai kaip ir 

M.HhaI, išsuka bazes iš DNR spiral÷s (Cheng ir Blumenthal, 1996). Šie 

atradimai paskatino kurti naujus metodus, įgalinančius tirti bazių išsukimą. 

Nusprend÷me, kad aprašytos 2-chloracetaldehido (Caa) reakcijos su 

nesuporuotomis baz÷mis gal÷tų pasitarnauti ir baltymų-DNR tyrimams, 

paprastai ir greitai identifikuojant fermentų išsuktus citozinus (Kohwi-

Shigematsu ir Kohwi, 1992). Eksperimentai parod÷, kad šiuo metodu gali būti 

tyrin÷jamos tiek MTaz÷s, tiek restrikcijos endonukleaz÷s (Daujotyt÷ ir kt., 

2008). Detalesni susidariusių produktų tyrimai po Caa reakcijos atskleid÷, kad 

MTazių išsukamas citozinas yra modifikuojamas netradiciškai. Išbandžius 

keletą elektrofilų paaišk÷jo, kad MTaz÷s geba prijungti trumpus alifatinius 

aldehidus prie taikinio citozino 5 atomo, susidarant 1-hidroksialkilcitozinams 

(Liutkevičiūt÷ ir kt., 2009). Pažym÷tina, kad MTaz÷s dideliu efektyvumu 
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prijungia formaldehidą, susidarant hmC – šeštai DNR bazei, neseniai surastai 

žinduolių DNR. MTaz÷s taip pat geba katalizuoti grįžtamą reakciją: hmC 

virtimą į citoziną. Dar viena atrasta netipin÷ citozino-5 MTazių reakcija – 

taikinyje esančio hmC modifikacija alkiltioliais ir alkilselenoliais, susidarant 5-

chalkogenometilcitozinams. Pastaroji reakcija gali būti panaudota praktiškai 

genomin÷s DNR tyrimams, nustatant hmC pozicijas genome (Liutkevičiūt÷ ir 

kt., 2011). Atrastos netipin÷s DNR citozino-5 metiltransferazių reakcijos 

atskleid÷, kad fermentų aktyvus centras gali būti plastiškesnis, nei manyta iki 

šiol. In vitro eksperimentai rodo, kad tam tikromis sąlygomis fermentai gali 

katalizuoti jiems nebūdingas reakcijas. Šiame etape sunku įvertinti, ar panašios 

reakcijos gal÷tų vykti in vivo, tačiau MTazių svarba, modifikuojant DNR 

gyvuosiuose organizmuose (ne tik metilinant, bet ir hidroksimetilinant bei 

demetilinant), tur÷tų būti atidžiai peržiūr÷ta.  

Pagrindiniai darbo tikslai ir uždavinai 

1) Ištirti 2-haloacetaldehidų cheminį reaktyvumą baltymo-DNR 

kompleksuose, siekiant pritaikyti šią reakciją DNR metiltransferazių ir 

restrikcijos endonukleazių išsuktų citozinų tyrimams. 

2) Ištirti naujai atrastos DNR citozino-5 metiltransferazių 

katalizuojamos citozino reakcijos su nekofaktoriniais elektrofiliniais junginiais 

produktus, sąlygas ir mechanizmą. 

3) Ištirti naujai atrastos DNR citozino-5 metiltransferazių 

katalizuojamos 5-hidroksimetilcitozino kondensacijos su nekofaktoriniais 

nukleofiliniais junginiais produktus, sąlygas ir mechanizmą.  

4) Ištirti naujų netipinių DNR citozino-5 metiltransferazių reakcijų 

praktinio pritaikymo galimybes žinduolių genomin÷s DNR tyrimams. 

Mokslinis naujumas 

Šiame darbe pirmą kartą buvo pademonstruota, kad citozino-5 MTaz÷s, 

nesant natūralaus kofaktoriaus, katalizuoja netipines reakcijas: trumpų 

alifatinių aldehidų prijungimą, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams, 

pastarųjų virtimą į nemodifikuotus citozinus ir tolimesnę modifikaciją, 
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prijungiant alkiltiolius ir alkilselenolius ir susidarant 5-

chalkogenometilcitozinams.  

Išbandytas ir optimizuotas naujas cheminis metodas, panaudojant Caa, 

fermentų vykdomam citozino išsukimui tirti. Šis metodas yra paprastas, 

greitas, nereikalauja sud÷tingos įrangos ir tiria natūralios baz÷s – citozino – 

išsukimą. Parodyta, kad dviejų skirtingų klasių fermentai – citozino-5 

metiltransferaz÷s ir restrikcijos endonukleaz÷s – gali būti tiriamos šiuo metodu. 

Praktin÷ reikšm÷ 

Netipin÷s citozino-5 MTazių reakcijos gali būti pritaikytos DNR 

tyrimams, nustatant hmC pasiskirstymą genome. hmC yra nauja eukariotin÷je 

DNR atrasta baz÷, kurios paplitimas ir biologin÷ reikšm÷ yra intensyvių tyrimų 

objektas, o tyrimo metodų, kurie efektyviai atskirtų hmC nuo mC, labai 

trūksta. Naujai atrastos reakcijos leidžia kovalentiškai pažym÷ti hmC bazes CG 

dinukleotiduose, o po to praturtinti hmC turinčius genominius fragmentus. Šios 

reakcijos taip pat gali būti panaudotos kovalentiniam DNR žym÷jimui MTazių 

atpažįstamose sekose. 
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1 LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1 DNR modifikacijų biologin÷ reikšm÷ 

DNR be 4 pagrindinių heterociklinių bazių G, A, T ir C taip pat randami 

tam tikri kiekiai įvairių modifikuotų bazių. Modifikacijos atsiranda d÷l 

kenksmingo aplinkos ar metabolitų poveikio ir yra greitai pataisomos į 

pradines bazes arba yra ilgalaik÷s, pačio organizmo sukuriamos, ir turi svarbias 

biologines funkcijas. DNR bazių modifikacijos bei didel÷s prijungtos grup÷s 

(glutamatas, gliukoz÷, genobioz÷ ir kt.) yra ypač būdingos bakteriofagams 

(Warren, 1980), tačiau likusiame gyvajame pasaulyje vyrauja minimali 

modifikacija – metilgrup÷. Metilgrup÷s pernešimą nuo kofaktoriaus S-

adenozil-L-metionino (SAM) katalizuoja fermentai DNR metiltransferaz÷s 

(MTaz÷s). Reakcijos produktai yra S-adenozil-L-homocisteinas (SAH) ir trys 

minorin÷s baz÷s: N4-metilcitozinas (4mC), 5-metilcitozinas (mC) ir N6-

metiladeninas (6mA) (pav. 1.1). 4mC ir 6mA metiltransferazes galima apjungti 

į vieną grupę, nes jos modifikuoja egzociklines aminogrupes (Timinskas ir kt., 

1995) ir, be kelių išimčių, yra sutinkamos tik prokariotuose (Wion ir 

Casadesus, 2006). mC yra paplitęs plačiausiai ir randamas tiek eukariotų, tiek 

prokariotų DNR. Eukariotuose metilinimas yra epigenetin÷ modifikacija, kuri 

kartu su kitais veiksniais lemia DNR struktūrą (euchromatinas ar 

heterochromatinas), genų ir genomo parazitinių elementų raišką organizme ir 

kt. Visai neseniai eukariotinių organizmų DNR buvo surasta dar viena 

modifikuota baz÷ – 5-hidroksimetilcitozinas (hmC) (pav. 1.1). Ši modifikacija 

yra intensyviai tyrin÷jama, siekiant nustatyti jos biologinę prasmę (Kriaučionis 

ir Heintz, 2009; Tahiliani ir kt., 2009). 

 
 
Paveikslas 1.1. Keturios modifikuotos baz÷s. 
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1.1.1 DNR metilinimo reikšm÷ prokariotuose 

Pagal ląstel÷je atliekamas funkcijas prokariotin÷s MTazes galima 

suskirstyti į tris grupes: 1) MTaz÷s, kurios randamos kartu su giminingomis 

restrikcijos endonukleaz÷mis ir priklauso restrikcijos-modifikacijos (RM) 

sistemoms; 2) MTaz÷s, kurios neturi atitinkamos endonukleaz÷s (Dam, CcrM 

ir Dcm MTaz÷s); 3) antirestrikcin÷s MTaz÷s, kurios užtikrina svetimos DNR 

išgyvenimą ląstel÷je, nes veikia kaip antirestrikciniai fermentai prieš 

šeimininko endonukleazes (Dryden, 1999). 

Restrikcijos-modifikacijos (RM) sistemos. RM sistemoms priskiriama 

didžioji dauguma MTazių. Svarbiausia RM fermentų funkcija yra apsauga nuo 

svetimos DNR. RM sistema susideda iš restrikcijos endonukleaz÷s (REaz÷s) ir 

MTaz÷s, kurios abi atpažįsta tą patį DNR taikinį. REaz÷ skelia DNR, jei n÷ 

viena DNR grandin÷ n÷ra metilinta. RM sistemos REaz÷ nekarpo savos DNR, 

nes ji yra arba visiškai metilinta, arba po DNR replikacijos yra metilinta tik 

viena DNR grandin÷. Fagų DNR neturi specifinių metilintų sekų, tod÷l yra 

sukarpoma (Dryden, 1999). Kita teorija teigia, kad RM sistemos yra 

savanaudžiai elementai, gyvenantys bakterijose. Pagrindinis to įrodymas yra 

ląstel÷s žūtis, praradus genus, koduojančius RM sistemą: ilgainiui MTaz÷ 

nebepaj÷gia metilinti visų savo taikinių, o REaz÷ tuos taikinius perkerpa, 

nužudydama ląstelę-šeimininkę (Kobayashi, 2001). Kai kurių RM sistemų 

endonukleaz÷ ir MTaz÷ sudaro vieną bifunkcinį fermentą. Kitos, paprastesn÷s 

RM sistemos (II tipo), susideda iš dviejų atskirų MTaz÷s ir endonukleaz÷s 

fermentų. II tipo REaz÷s yra plačiai pritaikytos praktiškai, norint perkirpti 

konkrečias DNR vietas, ir intensyviai tyrin÷jamos, siekiant išsiaiškinti 

visuotinius baltymo-DNR sąveikos principus (Dryden, 1999). 

Dam ir CcrM (nuo angl. cell-cycle regulated MTase) MTaz÷s. Dam 

ir CcrM yra procesyvios adeninin÷s MTaz÷s, atpažįstančios atinkamai GATC 

ir GANTC sekas bei randamos γ-proteobakterijose (Dam) ir α-

proteobakterijose (CcrM). Manoma, kad jos išsivyst÷ nepriklausomai viena 

nuo kitos iš RM sistemų, praradusių restrikcijos endonukleazę. Dam yra 

atsakinga už didžiausią metilintos DNR dalį E. coli. D÷ka Dam metilinimo 
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Mut reparacijos sistema gali atskirti, kuri DNR grandin÷ yra naujai susintetinta, 

ir pašalinti neteisingai suporuotus DNR nukleotidus po DNR replikacijos. Dam 

taip pat kontroliuoja chromosomų replikacijos pradžią, reikiamą nukleosomos 

susivyniojimą, genų raišką ir transpoziciją. Kai kurioms rūšims, bet ne E. coli, 

ji yra būtina išgyvenimui. Dam metilinimas reguliuoja per 20 genų, kurie 

indukuojami Salmonella typhimurium infekcijos metu. S. typhimurium dam- 

mutantai buvo antivirulentiniai ir gal÷jo būti  panaudoti kaip gyva vakcina. 

Kitų bakterijų rūšių ir kamienų patogeniškumas taip pat susijęs su Dam ir 

CcrM metilinimu. CcrM, kuri randama Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium 

meliloti, Caulobacter crescentus ir kitose α-proteobakterijose, yra susijusi su 

ląstel÷s ciklo reguliacija ir yra gyvybiškai būtina. Kai kurie virusai taip pat 

koduoja Dam MTazes. Viruso P1 Dam MTaz÷ yra atsakinga už teisingą DNR 

supakavimą į viruso galvutę (Dryden, 1999; Wion ir Casadesus, 2006; Marinus 

ir Casadesus, 2009). 

6mA buvo rastas ir kai kuriuose eukariotuose: šarvadumbliuose (lot. k., 

Dinoflagellata), žaliadumbliuose (lot. k., Chlorophyta; Chlamydomonas 

reinhardtii), pel÷siniame grybe Penicillium chrysogenum, kviečių 

diegiamakšt÷je (koleoptil÷je) bei blakstenuotosiuose (lot. k., Ciliates). 

Pastarieji turi 2 skirtingus branduolius, mažąjį ir didįjį, o 6mA yra būdingas tik 

didžiajam branduoliui. Biologin÷ 6mA funkcija bei fermentai, metilinantys 

adeniną eukariotuose, n÷ra ištirti (Wion ir Casadesus, 2006; Iyer ir kt., 2011). 

Dcm MTaz÷. Dcm yra E. coli mC MTaz÷, kuri metilina antrąjį citoziną 

sekoje CC(A/T)GG. Dcm ištrynimas nepasireiškia fenotipiškai, tod÷l 

biologin÷s funkcijos n÷ra žinomos. Tačiau kiekvienas mC po spontaninio 

deamininimo gali virsti į timiną. D÷l to atsiranda klaidingai suporuota T-G 

pora, o neištaisyta klaida sukelia mutacijas (Dryden, 1999). 

Antirestrikcin÷s MTaz÷s. Antirestrikcines MTazes koduoja virusai ir 

konjugacin÷s plazmid÷s. Tai multispecifin÷s MTaz÷s, modifikuojančios kelis 

skirtingus trumpus taikinius. Šios MTaz÷s metilina fagų ir plazmidžių DNR 

įprastuose šeimininko RM sistemų taikiniuose. Tai leidžia svetimai DNR 

išgyventi ir replikuotis ląstel÷je šeiminink÷je (Dryden, 1999). 
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1.1.2 DNR metilinimo skirtumai ir panašumai įvairiuose 

eukariotuose 

Eukariotuose, be kelių išimčių, yra aptinkamas tik mC. Apibendrintas 

vaizdas apie mC kiekį ir pasiskirstymą įvairių organizmų genomuose buvo 

gautas, atlikus DNR sekoskaitą po bisulfito reakcijos (pav. 1.2) (Feng ir kt., 

2010; Jeltsch, 2010; Zemach ir kt., 2010) Dabar jau žinoma, kad bisulfitas 

neatskiria mC ir hmC (Huang ir kt., 2010; Jin ir kt., 2010; Nestor ir kt., 2010), 

taigi tolimesni tyrimai gali šiek tiek pakoreguoti toliau aprašytus rezultatus.  

Reikia pažym÷ti, kad kai kurių eukariotų rūšių DNR mC nebuvo 

surastas. Tai apvaliosioms kirm÷l÷ms priklausantis Caenorhabditis elegans 

(Simpson et al., 1986), miel÷s Saccharomyces cerevisiae (Proffitt ir kt., 1984) 

ir Scizosaccharomyces pombe (Antequera ir Birds, 1993). Vabzdžiuose 

Drosofila melanogaster  (dvisparnių būrys) ir Tribolium castaneum (vabalų 

būrys) mC n÷ra arba yra labai maži kiekiai. Tačiau kituose bestuburiuose, tarp 

jų ir labai gimininguose, mC buvo aptiktas (bit÷je, šilkverpyje, duobagyvyje 

Nematostella vectensis). Metilinimo tankumas taip pat yra labai įvairus: 

pradedant nuo 1% bit÷je bei šilkverpyje (žemas metilinimo lygis) ir baigiant 

25-80% žiediniuose augaluose bei stuburiniuose (žuvyse ir žinduoliuose) 

(aukštas metilinimo lygis). Tarpe tarp žemo ir aukšto metilinimo lygio 

vidutiniškai metilinti yra grybai ir dumbliai, tačiau tarp giminingų rūšių 

metilinimo kiekis gali būti labai skirtingas, pvz. apie 10% metilinimas 

sutinkamas dumbliuose Chlamydomonas reinhardtii ir Volvox carteri, tačiau 

Chlorella sp. pasižymi labai dideliu metilinimo lygiu (80%). Stuburiniuose 

metilintas citozinas yra randamas beveik tik CG sekose (70-80% CG sekų yra 

metilinta). Už šių sekų metilinimą yra atsakinga metiltransferaz÷ Dnmt1, tuo 

tarpu už ne CG sekų metilinimą, kuris genome sutinkamas iki 1%, yra 

atsakingi Dnmt3 fermentai. Kai kuriuose grybuose didžiausia metilinimo dalis 

yra ne CG sekose. Už šį metilinimą yra atsakingi grybams specifiniai Dnmt1 

pošeimio atstovai – Dim-2 fermentai – ir, tik÷tina, kitos Dnmt šeimos. 

Augaluose ne CG metilinimas yra paplitęs ir gali sudaryti nemažą kiekį. 
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Augaluose už CG metilinimą yra atsakingi Met1 fermentai (augalų Dnmt1 

pošeimis), CHG (H – A, C, T) sekas metilina augalams specifin÷s 

chromometiltransferaz÷s, o CHH sekas – augalų Dnmt3 pošeimio atstovai 

(Feng ir kt., 2010; Jeltsch, 2010; Zemach ir kt., 2010). 

Skirtingas metiltransferazių kiekis ir metilinimo lygis tarp įvairių 

organizmų leidžia daryti prielaidą, kad paskutinis bendras augalų, grybų ir 

gyvūnų prot÷vis tur÷jo veikiančią metilinimo sistemą, sudarytą iš Dnmt1, 

Dnmt3 ir greičiausiai CMT/Dim-2 (tik÷tina, kad CMT/Dim-2 yra 

monofiletin÷s kilm÷s) metiltransferazių. Ši sistema vienuose organizmuose 

vyst÷si toliau, o kituose – neteko savo funkcijų. Tik÷tina, kad pradžioje 

metilinimo lygis buvo mažas arba vidutinis ir daugiausia buvo metilinti genai, 

o transpozonų metilinimas išsivyst÷ nepriklausomai augaluose ir grybuose 

(būdingas ne tik CG transpozonų metilinimas) bei gyvūnuose (būdingas tik CG 

metilinimas), kaip ir imprintuojamų genų metilinimas. Metilinimo padid÷jimas 

būtent CG sekose genuose yra pasteb÷tas beveik visuose tirtuose organizmuose 

išskyrus, daugumą grybų ir anksti evoliucijoje atsiskyrusius augalus 

Physcomitrella patens ir Selaginella moellendorffii, kuriems nebūdingas 

metilinimas genuose ir šalia genų esančiose sekose. Metilinimas genuose 

paraboliškai koreliuoja su genų raiška: labiausiai metilinti yra vidutine raiška 

pasižymintys genai, o mažesnis metilinimas yra būdingas žemiausios ir 

aukščiausios raiškos genams. Promotorių metilinimas atvirkščiai koreliuoja su 

genų raiška: metilinimas genų promotoriuose slopina genų raišką, tačiau ši 

koreliacija n÷ra būdinga ištirtiems vabzdžiams, duobagyviams ir 

gaubtagyviams. Taip pat pasteb÷ta, kad egzonai yra labiau metilinti už 

intronus, o geno pabaigoje yra stebimas metilinimo sumaž÷jimas kaip ir prieš 

pat transkripcijos pradžią. Šie duomenys leidžia manyti, kad DNR metilinimas 

yra svarbus transkripcijos iniciacijoje, elongacijoje ir terminacijoje bei 

alternatyviame splaisinge. Genomų parazitų – transpozonų – slopinimas 

metilinimu yra būdingas augalams, pradedant dumbliais, grybams ir 

stuburiniams. Vabzdžiams ir chordiniams gaubtagyviams (lot. Tunicata), 

turintiems daug transpozonų, gausus jų metilinimas n÷ra būdingas. Išaugęs 
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metilinimo lygis aukštesniuose organizmuose, tik÷tina, yra susijęs su 

padid÷jusiu epigenetin÷s reguliacijos poreikiu, formuojantis įvairiems ląstelių 

tipams bei kovojant su genomo parazitais – transpozonais, kurie žmoguje 

sudaro ~40% genomin÷s DNR. Organizmai, kurių transpozonai nemetilinti, 

naudoja kitus metodus transpozonų slopinimui: RNR interferencijos 

mechanizmus arba daugybines mutacijas, kurios atsirado d÷l mC mutagenez÷s 

(mC geriau deamininasi nei C). Manoma, kad kai kurie organizmai prarado 

DNR metilinimą, siekiant sumažinti mC mutageniškumą bei energijos 

sąnaudas, reikalingas DNR metilinimui vykdyti (Feng ir kt., 2010; Jeltsch, 

2010; Zemach ir kt., 2010). 

 

 
 
Paveikslas 1.2. Eukariotinių organizmų, kurių metilomos yra nustatytos, filogenetinis 
medis bei MTazių, metilinamų sekų ir mC kiekio pasiskirstymas. Dnmt1 šeimos MTaz÷s 
metilina CG sekas, Dnmt3 – CHH, chromometiltransferaz÷s (būdingos tik augalams) – CHG, 
Dim-2 (būdingos grybams) – CNN sekas (H – A, C, T; N – bet kuris nukleotidas). "+" ir "-" 
"G" ir "T" eilut÷se atitinkamai reiškia metilinimą arba nemetilinimą genuose ir 
transpozuonuose. A. immersus genomo seka n÷ra nustatyta iki galo, taigi šis grybas gali tur÷ti 
ir kitų MTazių, pvz. Dim-2. "n." – nenustatyta; "*" – D. melanogaster ir T. castaneum 
nustatytas mC kiekis yra ties detekcijos riba. Kiti paaiškinimai pateikti paveiksle. Paruošta, 
remiantis literatūriniais duomenimis (Feng ir kt., 2010; Jeltsch, 2010; Zemach ir kt., 2010). 
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1.1.3 DNR metilinimo funkcijos žinduoliuose 

DNR metilinimas kartu su potransliacin÷mis histonų modifikacijomis, 

histonų variantais ir su chromatinu sąveikaujančiais baltymais sudaro 

epigenetinį kodą, kuris nekeičia DNR sekos, tačiau lemia DNR struktūrą 

(heterohromatinas ar euchromatinas), nuo kurios priklauso genų raiškos lygis. 

Taigi, citozino metilinimas kartu su kitais epigenetinio kodo veik÷jais padidina 

genome užkoduotos informacijos kiekį ir dalyvauja daugelyje eukariotin÷se 

ląstel÷se vykstančių procesų: transpozonų, endogeninių retrovirusų ir X 

chromosomos transkripcijos slopinime, genomo imprintinge, DNR reparacijoje 

ir rekombinacijoje (Goll ir Bestor, 2005). Daug žmogaus ligų yra susijusios su 

metilinimo sutrikimais (Robertson, 2005).  

Žinduolių genomas turi 4 kartus mažiau CG sekų, palyginus su 

atsitiktine statistine reikšme, tačiau 10-20 kartų praturtintos CG sekomis 

salel÷s dažnai randamos genų 5’ gale ir pirmuosiuose egzonuose. Tokias CG 

saleles turi net 76% žmogaus genų. Šių salelių metilinimas slopina 

transkripciją, tačiau dalis CG salelių būna nemetilintos visose vystymosi 

pakopose ir visuose audiniuose net tada, kai šie genai yra užtildyti. Prie 

metilintų CG jungiasi su metilinta CG sąveikaujantys baltymai, kurie neleidžia 

jungtis transkripcijos aktyvatoriams. Vieno iš jų – MeCP2 (nuo angl. 

methylcytosine-binding protein 2) – mutacija yra Rett sindromo (liga, 

sutinkama 1 iš 10000 moteriškos lyties kūdikių, pasireiškia sutrikusiu smegenų 

vystymusi) priežastis, o kito – MBD3 ištrynimas yra letalus pel÷ms (Robertson 

ir Wolffe, 2000; Bogdanovic ir Veenstra, 2009). Heterochromatino, X 

chromosomos ir imprintuojamų genų CG salel÷s yra smarkiai metilintos, ir čia 

transkripcija nevyksta. Transpozonų CG salel÷s taip pat yra stipriai metilintos 

– tai užtikrina jų nuslopinimą. Tokie parazitiniai DNR elementai sudaro beveik 

40% žmogaus genomo, kai egzonai – tik 5%. Aktyvinti transpozonai gali 

sutrikdyti šeimininko genų nuskaitymą, skatina insercinę mutagenezę, 

rekombinaciją tarp nealelinių genų ir taip destabilizuoja genomą (Robertson ir 

Wolffe, 2000).  
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Išanalizavus grybo Ascobus immersus žinomą "karštą" rekombinacijos 

tašką ir žinduolių ląstelių V(D)J rekombinaciją, paaišk÷jo, kad metilinta DNR 

rekombinuoja daug mažesniu dažniu (100 ir daugiau kartų). Taip pat stebimi 

didžiuliai rekombinacijos dažnio skirtumai tarp imprintuojamų regionų 

moteriškose ir vyriškose lytin÷se ląstel÷se mejoz÷s stadijoje. Kokiu būdu DNR 

metilinimas blokuoja homologinę rekombinaciją, n÷ra žinoma. Galbūt tai 

susiję su rekombinacijos pradinių taškų pasl÷pimu, tarpinių junginių 

destabilizavimu bei rekombinacijos ir metilinimo mechanizmų komponentų 

susirinkimo persidengimu (Robertson ir Wolffe, 2000). 

5mC deamininimas į timiną yra pagrindin÷ gamtinių mutacijų priežastis. 

Neurospora crassa ir kitų grybų pasikartojantys genomo elementai yra 

nuslopinti ne tik d÷l mC, bet ir d÷l didelio skaičiaus C į T mutacijų. 

Generatyvinių ląstelių mutacijos sukelia palikuonių ligas, o somatinių – v÷žį. 

V÷žys vystosi ne tik d÷l mutacijų genuose, reguliuojančiuose ląstel÷s augimą ir 

vystymąsi, bet ir d÷l šių genų promotorių nenormalaus metilinimo, kas 

sąlygoja jų raiškos pasikeitimus. Pakitęs metilinimo pobūdis gali būti tiek 

pirmin÷ ligos priežastis, tiek jos pasekm÷. Įvairių v÷žinių susirgimų atvejais 

stebimas hipermetilinimas tam tikruose genų promotoriuose, ir viso genomo 

hipometilinimas. Hipermetilinami ir taip nuslopinami už ląstelių diferencijaciją 

ir apoptozę atsakingi genai, o tai iššaukia nenormalų ląstelių dalijimąsi ir 

auglio formavimąsi. Hipometilinimas iššaukia genomo nestabilumą d÷l 

padid÷jusio retroelementų aktyvumo, tačiau jo prigimtis n÷ra aiški, nes 

v÷žin÷se ląstel÷se yra padid÷jusi MTazių raiška. Hiper ir hipometilinimo 

pobūdis yra skirtingas įvairiems v÷žiniams susirgimams. Žmogaus sen÷jimas ir 

jam būdingos ligos (širdies ir kraujagyslių, neurologin÷s degeneratyvin÷s ligos 

ir v÷žiniai susirgimai) taip pat susijusios su DNR metilinimo pakitimais (Goll 

ir Bestor, 2005; Robertson, 2005; Schulz ir Dokun, 2009). 

Kitas tiesiogiai su metilinimu susijusias ligas galima suskirstyti į kelias 

grupes: ligos, sukeltos genų mutacijų, susijusių su metilinimo palaikymu, mC 

atpažinimu ir pan. (imunodeficito, centromerų nestabilumo ir veido anomalijų 

(ICF) sindromas (mutacijos Dnmt3b gene), Rett sindromas (mutacijos MeCP2 
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gene)); epigenetin÷s ligos, sukeltos d÷l imprintingo mechanizmo defektų 

(Angelmano ir Prado-Wilio sindromai); ligos, susijusios su pakitusių 

pasikartojančių sekų skaičiumi ir jų metilinimu (trapios X sindromas) (Schulz 

ir Dokun, 2009).  

1.1.4 5-hidroksimetilcitozinas – nauja seniai atrasta baz÷  

5-hidroksimetilcitozinas (hmC) buvo atrastas T-lyginiuose faguose 1953 

m. Nuo tada iki 2009 m. buvo manyta, kad hmC yra būdingas tik šiai 

neląstelinei gyvyb÷s formai (Wyatt ir Cohen, 1953). T-lyginiuose faguose 

fermentas dCMP hidroksimetiltransferaz÷ sintetina dhmCMP iš dCMP, 

metilentetrahidrofolato ir vandens. Sintez÷ vyksta daugiafermentiniame 

komplekse dNTP sintetaz÷je, kurį sudaro E. coli ir fago baltymai. Čia 

dhmCMP yra verčiamas į dhmCTP, o pastarasis jau naudojamas DNR 

sintez÷je (Song ir kt., 1999). Taigi, T-lyginiuose faguose vietoje visų citozinų 

yra hmC, kurie po DNR sintez÷s toliau modifikuojami, prijungiant gliukoz÷s 

liekanas (Lehman ir Pratt, 1960; Lunt ir Newton, 1965; Warren, 1980). 

Gliukozilinima atlieką α ir β gliukoziltransferaz÷s, kurios perneša gliukozę nuo 

kofaktoriaus uridinil-(1-gliukozil)difosfato (UDP-glc) ant hmC hidroksigrup÷s, 

susidarant atitinkamai α arba β glikozidinei jungčiai. Citozino 

hidroksimetilinimas ir tolimesn÷s modifikacijos apsaugo T lyginių fagų DNR 

nuo fago koduojamų nukleazių, tarnauja replikacijos, transkripcijos ir DNR 

supakavimo signalu, bet svarbiausia funkcija yra apsauga nuo E. coli 

restrikcijos-modifikacijos sistemų (Warren, 1980). Ilgainiui E. coli atsirado 

restrikcijos fermentų, kurie gali kirpti hmC ir glc-hmC turinčią DNR (Janosi ir 

kt., 1994; Pieper ir kt., 2002; Bair ir Black, 2007).  

Ilgą laiką buvo manyta, kad hmC eukariotin÷se ląstel÷se yra pažaida, 

kuri atsiranda d÷l mC oksidacijos, nors jau 1972 m. pasirod÷ publikacijos apie 

didelius hmC kiekius, rastus žinduolių DNR (Penn ir kt., 1972; Penn, 1976). 

2009 m. hmC buvo naujai atrastas pelių smegenų ir kitų organų DNR 

(Kriaučionis ir Heintz, 2009) bei embrionin÷se kamienin÷se ląstel÷se (Tahiliani 

ir kt., 2009). Bioinformatiniais metodais buvo identifikuoti 3 baltymai: Tet1, 
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Tet2, Tet3. Jie pasižymi homologija su Trypanosoma brucei baltymu JPB2, 

oksiduojančiu timino metilgrupę (oksiduoti timinai toliau yra modifikuojami, 

prijungiant gliukozę; tokia modifikuota baz÷ J sudaro apie 1% visų timinų ir 

yra būdinga vienaląsčiams žiuželiuotiesiems Kinetoplastidų klas÷s atstovams 

(Trypanosoma, Leishmania) ir giminingam dumbliui Euglena gracilis; 

biologin÷ J baz÷s funkcija iki šiol n÷ra iki galo aiški (Sabatini ir kt., 2009)). In 

vitro ir in vivo eksperimentai parod÷, kad Tet1, 2, 3 oksiduoja mC metilgrupę, 

susidarant hmC. Šių baltymų veikimui yra būtini 2-oksogliutaratas, deguonis ir 

Fe(II) (pav. 1.3) (Munzel ir kt., 2011).  

 

 
Paveikslas 1.3. Tet fermentų katalizuojama reakcija. 5-metilcitozino (mC) metilgrup÷ yra 
oksiduojama iki hidroksimetilgup÷s, susidarant 5-hidroksimetilcitozinui (hmC). Reakcijai 
būtinas deguonis, dvivalent÷ geležis ir 2-oksogliutaratas, kuris dekarboksilinasi iki sukcinato, 
išsiskiriant anglies dvideginiui. 
 

Kamienin÷s embrionin÷s ląstel÷s pasižymi didele Tet1 ir Tet2 raiška. 

Manoma, kad šie baltymai yra svarbūs nediferencijuotų ląstelių atsinaujinimo 

ir neriboto augimo palaikymo veiksniai. Tiksli Tet1 ir Tet2 veikimo schema 

n÷ra aiški. Viena mokslininkų grup÷ nurodo, kad Tet1 demetilina Nanog 

(vienas iš kelių gerai žinomų nediferencijuotų ląstelių palaikymo veiksnių) 

promotorių ir aktyvina jo raišką bei yra pirminis nediferencijuotų ląstelių 

palaikymo veiksnys (Ito ir kt., 2010). Tačiau kita grup÷ parod÷, kad Tet1 ir 

Tet2 genuose yra Oct4/Sox2 (kiti du gerai žinomi nediferencijuotų ląstelių 

palaikymo veiksniai) atpažinimo seka ir kad būtent šie baltymai aktyvina 

Tet1/Tet2 raišką (Koh ir kt., 2011). Dar vienai mokslininkų grupei atlikus 

panašius eksperimentus, buvo gauti prieštaraujantys rezultatai: nuslopinus Tet1 

geną, embrionin÷s kamienin÷s ląstel÷se išliko daugiagal÷s (pliuripotentin÷s), o 

pelių Tet1-/- mutantai buvo gyvybingi bei vislūs ir gimdavo tik truputį mažesni 

už wt peles (Dawlaty ir kt., 2011). Taigi, Tet baltymų reikšm÷ ląstelių 
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daugiagališkumo (pliuripotentiškumo) ir neriboto dalijimosi palaikyme išlieka 

neaiški. Vykstant ląstelių diferenciacijai, Tet1 ir Tet2 raiška krenta iki 

minimalaus lygio, tačiau Tet3 žymiai išauga (pav. 1.4). Tai rodo skirtingas Tet 

baltymų funkcijas, vystantis organizmui (Koh ir kt., 2011). Antikūnais prieš 

Tet1 buvo tirtos Tet1 atpažįstamos DNR sekos. Sekų pasiskirstymas sutampa 

su hmC padid÷jimu (žr. toliau) – Tet1 sąveikauja su genais turtingu 

euchromatinu, daugiausia su promotoriais ir genais, turinčiais CG saleles. 

Parodyta, kad Tet1, sąveikaudamas su DNR (ir/ar ją modifikuodamas), ne tik 

aktyvina genus, palaikančius nediferencijuotas ląsteles, bet taip pat kartu su 

Polycomb grup÷s baltymais nuslopina genus, atsakingus už vystymosi 

reguliaciją ir diferenciaciją. Taigi, Tet1 gali tiek aktyvinti, tiek slopinti genų 

raišką, tačiau kiti veik÷jai šiuose mechanizmuose dar n÷ra išaiškinti (Wu ir 

Zhang, 2011). Tet1 ir Tet2 baltymai jau buvo žinomi seniau, nes su jų 

mutacijomis yra susijusios kai kurios leukemijos formos (Tahiliani ir kt., 2009; 

Ko ir kt., 2010; Mohr ir kt., 2011). Tet2 yra ypač svarbus hematogenez÷je, 

formuojantis gerosioms kraujo ląstelių populiacijoms (Ko ir kt., 2011). 

 
Paveikslas 1.4. Vystantis organizmui, kinta 5-metilcitozino (mC), 5-
hidroksimetilcitozino (hmC) ir Tet1,2,3 baltymų kiekiai (Munzel ir kt., 2011). 
 

Per 3 metus nuo hmC atradimo mokslininkai pasiūl÷ keletą metodų, 

kuriais galima nustatyti bendrą hmC kiekį DNR ir hmC pasiskirstymą genome, 

t.y. tiksliai identifikuoti hmC pozicijas. Pirmieji hmC kiekio nustatymo 

metodai buvo radioaktyvūs ir mažiau jautrūs, v÷liau prad÷ti naudoti deuteriu 
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žym÷tas hmC standartas ir masių spektrometrija (Globisch ir kt., 2010; Munzel 

ir kt., 2010); T4 fagų fermentas gliukoziltransferaz÷ bei tričiu žym÷tas 

kofaktorius UDP-glc (Szwagierczak ir kt., 2010) arba antikūnai (Li ir Liu, 

2011). Šie metodai leido tiksliai įvertinti hmC kiekį pel÷s ir žmogaus 

organuose. Pel÷se daugiausia hmC yra randama smegenų DNR (0.06-0.14% 

nuo visų nukleotidų), mažesni kiekiai yra inkstuose, širdyje, raumenyse, 

plaučiuose (~0.03%), o mažiausi – kepenyse, kasoje ir endokrinin÷se liaukose 

(s÷klid÷se, hipofiz÷je) (0.006-0.012%). mC kiekis visuose audiniuose tuo tarpu 

yra pastovus (apie 0.9%) (Globisch ir kt., 2010). Žmogaus audiniuose hmC 

kiekis smegenyse yra 4-10 karto didesnis nei pel÷se, o pasiskirstymas tarp 

audinių irgi yra kitoks: daugiausia hmC yra smegenyse, gaubtin÷je ir tiesiojoje 

žarnose, kepenyse ir inkstuose (0.67-0.38% nuo visų nukleotidų), o plaučiuose, 

placentoje, širdyje, krūties liaukose hmC kiekis yra daug mažesnis (0.14 -

0.05%) (Li ir Liu, 2011). Įdomu, kad dažniausiai v÷žiniuose audiniuose hmC 

kiekis žymiai sumaž÷ja, o tai gali būti pritaikyta v÷žio diagnostikoje (Jin ir kt., 

2011).  

Pirmieji metodai, skirti genomin÷s DNR hmC pozicijoms nustatyti (žr. 

3.3.2.2), leido detaliau pažvelgti į hmC pasiskirstymą embrionin÷se 

kamienin÷se ląstel÷se bei žmogaus ir pelių smegenų DNR. Nustatyta, kad hmC 

yra daugiau 1) euchromatine ir genuose, lyginant su pasikartojančiais genomo 

elementais; 2) genų egzonuose, lyginant su intronais; 3) genų promotoriuose ir 

arčiau genų esančiuose rajonuose nei toliau nutolusiuose. hmC kiekis 

promotoriuose atvirkščiai koreliuoja su genų raiškos lygiu, o genuose – 

tiesiogiai (Wu ir Zhang, 2011). Pel÷s ir žmogaus smegenų hmC pasiskirstymo 

tyrimai parod÷, kad hmC yra daugiau genuose, susijusiuose su hipoksija, 

angiogeneze ir nervine sistema (neurogeneratyvin÷mis ligomis, jonų kanalais, 

ląstel÷s adhezijos molekul÷mis) (Song ir kt., 2010, a; Jin ir kt., 2011). Pelių 

smegen÷lių ir hipokampo hmC pasiskirstymo tyrimai skirtingais smegenų 

vystymosi etapais atskleid÷, kad bendras hmC kiekis did÷ja, vystantis 

smegenims, tačiau kai kuriuose genomo lokusuose hmC kiekis krenta. 

Smegenyse ir in vitro su metilinta DNR sąveikaujantis baltymas MeCP2 
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neleidžia Tet1 baltymui veikti, t.y. susidaryti hmC iš mC (Szulwach ir kt., 

2011). MeCP2 mutacijos pasireiškia protiniu atsilikimu (Rett sindromas). Tai 

reiškia, kad normalus hmC kiekis ir pasiskirstymas yra būtinas neurogenez÷je 

ir normaliai smegenų veiklai. MeCP2  bei baltymo MBD domenas (nuo angl. 

methyl-CG binding domain) mažiausiai 10 kartų blogiau sąveikauja su DNR, 

esant hmC vietoj mC (Valinluck ir kt., 2004), o Dnmt1 labai silpnai metilina 

savo taikinį (Valinluck ir Sowers, 2007). Taigi, metilgrup÷s pakeitimas į 

hidroksimetilo įtakoja baltymų, lemiančių genų raišką, sąveiką su DNR. Tet 

baltymai taip pat yra susiję su DNR demetilinimu, tačiau aukščiau aptarti faktai 

rodo, kad hmC turi ir kitokių funkcijų genomin÷je DNR, ne tik demetilinimo 

tarpininko (žr. 1.1.5; 3.3.2.1; pav. 3.24). Įdomu, kad daugialąsčiai augalai 

neturi Tet baltymų homologų, priešingai nei grybai ir kai kurie dumbliai, tačiau 

hmC kiekis šiuose organizmuose n÷ra ištirtas (Iyer ir kt., 2009). 

1.1.5 DNR demetilinimas 

Logiška, kad jei MTaz÷s metilina DNR, o mC buvimas ar nebuvimas 

nulemia genų raiškos lygį, tai gamtoje turi egzistuoti ir DNR demetilinimo 

mechanizmas, kuris leistų reaguoti į aplinkos poveikį, išjungiant/įjungiant 

genus. Ilgą laiką buvo manoma, kad DNR demetilinimas vyksta tik pasyviai, 

t.y. mC sumaž÷ja d÷l DNR replikacijos, kai naujai susintetinta DNR n÷ra 

metilinama. Vis d÷lto, buvo atskleista, kad DNR gali būti demetilinama ir 

aktyviai, t.y. nevykstant DNR replikacijai (pav. 1.5), tačiau aktyvaus DNR 

demetilinimo mechanizmas ar mechanizmai bei fermentai n÷ra aiškūs iki šiol. 

Parodyta, kad DNR aktyviai demetilinama: 1) pirmin÷se lytin÷se ląstel÷se 9-12 

embriono dieną; 2) somatinių ląstelių tam tikruose lokusuose, kai aktyvinami 

tam tikri genai, kaip atsakas į tam tikrus signalus ir 3) t÷vin÷je DNR prieš 

pirmą zigotos pasidalijimą. Tuo tarpu kiaušialąst÷s DNR yra demetilinama 

pasyviai, dalijantis ląstel÷ms. T÷vin÷s ir motinin÷s DNR nors ir demetilinama 

globaliai bei skirtingais mechanizmais, tačiau tam tikri regionai, pvz. 

imprintuojami genai, lieka metilinti (Wu ir Zhang, 2010). Visai neseniai 

parodyta, kad t÷vin÷s DNR mC n÷ra demetilinamas iki C, bet verčiamas į hmC 
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Tet3 oksidaz÷s. Motinin÷ DNR yra apsaugota PGC7/Dppa3/Stella baltymų 

komplekso (Iqbal ir kt., 2011; Wossidlo ir kt., 2011). Labai įdomu, kad vienoje 

ląstel÷je esanti DNR yra atskiriama ir parenkama skirtinga demetilinimo 

programa: pasyvi ir aktyvi. Yra duomenų, kad t÷vinei DNR yra būdingesni 

H3.3 histonai, tuo tarpu motinin÷s DNR H3 histono Lys27 yra mono, di arba 

tri metilintas (Wu ir Zhang, 2010).  

 
Paveikslas 1.5. De novo ir palaikantysis metilinimas bei aktyvus ir pasyvus demetilinimas 
eukariotuose. Palaikantysis metiltranzferazinis aktyvumas išsaugo jau esantį ląstel÷je 
metilinimo lygį, o de novo aktyvumas sukuria naujus modifikuotus taikinius. Pasyvus 
demetilinimas vyksta dalijantis ląstel÷ms, kai palaikančioji metiltransferaz÷ neveikia, o 
aktyvus – veikiant baltymams, tada mC kiekis maž÷ja, nevykstat DNR replikacijai (mC gali 
būti verčiamas kita modifikacija – hmC). Metilgrup÷ nurodyta pilku rutuliuku. 
 

Aktyvaus demetilinimo mechanizmas geriausiai suprastas augaluose 

(pav. 1.6a). A. thaliana surastos keturios mC glikozilaz÷s-AP liaz÷s (DME, 

ROS1 (arba DML1), DML2, DML3), kurių aktyvumai patvirtinti in vitro ir in 

vivo. Demetilinimas yra vykdomas baz÷s iškirpimo taisymo keliu (angl. base 

excision repair, BER), kuriame dalyvauja eil÷ baltymų: glikozilaz÷s pirmiausia 

iškerpa mC bazę, AP (apurinin÷/apiridinin÷) liaz÷ įveda vgDNR grandin÷s 

trūkį, AP endonukleaz÷ iškerpa abazinę ribozę, o vieno nukleotido tarpas yra 

užtaisomas DNR reparacijos fermentų polimeraz÷s ir ligaz÷s (pav. 1.6a). mC 

glikozilazių-AP liazių mutacijos in vivo sukelia hipermetilinimą skirtinguose 

genomo lokusuose, taigi, kiekviena mC glikozilaz÷ yra atsakinga už tam tikrą 

funkciją ir tam tikros genomo vietos demetilinimą. Buvo pasiūlyta, kad 

gyvūnuose timino glikozilaz÷s – TDG ir MBD4 – taip pat gali iškirpti ir mC 

bazes, tačiau šių glikozilazių in vitro tyrimai rodo, kad timinai T-G poroje yra 

iškerpami žymiai efektyviau nei mC, o tiesioginių in vivo įrodymų irgi n÷ra 

(Law ir Jacobsen, 2010; Wu ir Zhang, 2010). 
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Paveikslas 1.6. Aktyvaus demetilinimo būdai. a Įrodytas demetilinimo kelias augaluose taip 
pat gali būti panašus ir gyvūnuose. b-c Kiti galimi demetilinimo keliai gyvūnuose. Pagal (Wu 
ir Zhang, 2010). 
 

Kito pasiūlyto demetilinimo kelio pirma stadija būtų  mC deamininimas 

iki T. Po to sektų susidariusios klaidingos T-G bazių poros taisymas baz÷s 

iškirpimo keliu (žr. aukščiau) (pav. 1.6b). Citidino deaminaz÷s AID ir 

APOBEC yra gerai žinomos ir dalyvauja specifiniuose procesuose: antikūnų 

įvairov÷s susidaryme ir RNR redagavime (angl. RNA editing). In vitro 

eksperimentai rodo, kad šie baltymai geba deamininti ir mC, tačiau tik 

viengrand÷je DNR. In vivo eksperimentai parod÷, kad AID prisideda prie 

nedidelio demetilinimo pirmin÷se lytin÷se ląstel÷se. Zebražuv÷je padidinta 

AID, APOBEC ir MBD4 baltymų raiška globaliai demetilino genomą. Jautriais 

genetiniais eksperimentais nustatyta, kad DNR metiltransferazes taip pat 

deaminina mC iki T, nors šios reakcijos išeigos yra vos apčiuopiamos. 
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Parodyta, kad eukariotin÷s Dnmt3a ir Dnmt3b sąveikauja su TDG ir dalyvauja 

nuo estrogenų priklausomuose genų promotorių cikliniuose 

metilinime/demetilinime. Vis d÷to keista, kad tas pats baltymas atlieka dvi 

priešingas reakcijas. Be to, kad vyktų nuo MTazių  priklausomas 

deamininimas, aplinkoje neturi būti kofaktoriaus SAM, kuris yra gyvybiškai 

būtinas daugeliui ląstel÷s procesų (Law ir Jacobsen, 2010; Wu ir Zhang, 2010; 

Nabel ir kt., 2011).  

Dar vienas kelias – nukleotidų iškirpimo taisymas (NER – nucleotide 

excision repair), kuris paprastai vyksta, esant didel÷ms pažaidoms, 

atsirandančioms cheminių reagentų arba radiacijos poveikyje. Kartu su pažaida 

yra iškerpama 24-32 nukleotidų ilgio DNR grandin÷, o trūkį užtaiso reparacijos 

polimeraz÷ ir ligaz÷. Yra parodyta, kad GADD45A ir GADD45B baltymai, 

dalyvaujantys nukleotidų iškirpimo taisyme, gali būti susiję ir su demetilinimu, 

tačiau ką tiksliai daro šie baltymai n÷ra aišku (Wu ir Zhang, 2010). 

Tiesiausias demetilinimo kelias – tiesioginis metilgrup÷s nu÷mimas nuo 

mC – reikalauja milžiniškos fermento katalizin÷s galios, tačiau teoriškai yra 

įmanomas (žr. 3.3.2.1). Viena mokslininkų grup÷ parod÷, kad šią reakciją 

katalizuoja MBD2 baltymas (methyl-CG binding domain protein 2), veikiantis 

be jokių kofaktorių, o metilgrup÷, prisijungusi vandens molekulę, yra 

pašalinama metanolio (Ramchandani ir kt., 1999) arba, po metilgrup÷s 

oksidacijos, formaldehido pavidalais (pav. 1.6c) (Hamm ir kt., 2008). Kitiems 

mokslininkams nepavyko gauti panašių rezultatų, tod÷l ši teorija yra abejotina 

(Bhattacharya ir kt., 1999; Wu ir Zhang, 2010).  

Per tris metus nuo hmC atradimo atsiranda vis daugiau įrodymų, kad 

hmC yra aktyvaus demetilinimo produktas, kuris toliau įvairiais būdais virsta į 

citoziną (žr. 3.3.2.1). Apibendrinant galima teigti, kad žinduoliuose egzistuoja 

bent keli skirtingi demetilinimo keliai. Tik÷tina, kad vieni iš jų yra atsakingi už 

globalų t÷vin÷s DNR demetilinimą po kiaušialąst÷s apvaisinimo, kiti – už tam 

tikrų lokusų demetilinimą ir tam tikrų genų aktyvavimą. DNR demetilimo 

tyrimai tik prasideda, taigi, demetilinimo mechanizmų detal÷s, paplitimas 

skirtinguose organizmuose, audiniuose ir genomo lokusuose, tik÷kim÷s, bus 
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atskleistos ateityje (Wu ir Zhang, 2010; Bhutani ir kt., 2011; Guo ir kt., 2011; 

Nabel ir kt., 2011). 

1.1.6 Eukariotinių metiltransferazių grup÷s  

Eukariotin÷s MTaz÷s veikia komplekse su kitais baltymais ir 

modifikuoja tik dalį genome esančių taikinių. Šių MTazių N-galin÷ dalis turi 

specifinius domenus, kurie atsakingi už baltymo-baltymo sąveikas ir tam tikras 

griežtai apibr÷žtas MTazių funkcijas ląstel÷je. C-galin÷ dalis yra atsakinga už 

katalizę, turi MTaz÷ms būdingus konservatyvius motyvus ir pasižymi 

homologija su prokariotų MTaz÷mis (pav. 1.7). Pagal C-galinį katalitinį 

domeną eukariotin÷s MTaz÷s yra suskirstytos į 3 grupes: Dnmt1 (kartu apima 

ir augalų chromometiltransferaz÷s bei grybų Dim-2 fermentus), Dnmt2 ir 

Dnmt3 (Iyer ir kt., 2011). 

 

 
Paveikslas 1.7. Žinduolių DNR citozino metiltransferazių šeima. Visos MTaz÷s turi 
panašų C-galinį katalitinį domeną, sudarytą iš I-X konservatyvių motyvų. MTaz÷s skiriasi 
savo N-galiniais domenais: PBD – su PCNA sąveikaujantis domenas, TS – su pericentriniu 
heterochromatinu sąveikaujantis domenas, CXXC – cinko pirštų motyvas, BAH – bromo 
domenai, (KG)7 – Lys-Gly pasikartojimų jungtukas, PWWP – Pro-Trp-Trp-Pro motyvas, 
PHD – augalų homeodomenas (Rottach ir kt., 2009). 
 

Dnmt1 MTazių grup÷. Priklausomai nuo sekos Dnmt1 nuo 5 iki 40 

kartų geriau metilina hemimetilintus substratus, tod÷l jai buvo priskirta 

palaikančiojo metilinimo funkcija (pav. 1.5). Visai neseniai buvo išspręsta 

Dnmt1-DNR komplekso kristalo struktūra, kuri atskleid÷ struktūrines detales, 

kod÷l Dnmt1 teikia pirmenybę hemimetilintai DNR (Song ir kt., 2010, b). 

Dnmt1 C-galinis domenas yra artimesnis prokariotin÷ms MTaz÷ms nei 
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eukariotin÷ms, tačiau be N-galinio domeno yra katalitiškai neaktyvus tiek in 

vitro, tiek in vivo. N baltymo gale yra 7 funkciniai domenai, kurie yra atsakingi 

už importą į branduolį, sąveiką su kitais baltymais ir DNR, stabilumą, 

dimerizaciją, de novo metilinimo dalinį slopinimą, metilinimo ir replikacijos 

koordinaciją per S-fazę. G1 ląstel÷s ciklo faz÷je Dnmt1 baltymas 

nukleoplazmoje yra pasiskirstęs tolygiai, o S faz÷je randamas replikacijos 

šakut÷se kartu su PCNA (Jurkowska ir kt., 2010).  

Dnmt1 mutantin÷s pelių homozigotos žūsta ankstyvoje embriogenez÷je 

ir pasižymi sutrikusiu imprintingu ir X chromosomos nuslopinimu. Mutantin÷s 

homozigotin÷s embrionin÷s kamienin÷s ląstel÷s pasižymi iki 60 % sumaž÷jusiu 

metilinimu, tačiau auga normaliai ir miršta prasid÷jus diferenciacijai. Šioms 

ląstel÷ms yra būdingas genomo nestabilumas, kuris pasireiškia chromosomų 

persitvarkymu ir praradimu d÷l padid÷jusio rekombinacijos dažnio mitoz÷s 

metu (Goll ir Bestor, 2005; Jurkowska ir kt., 2010). Žinduoliuose yra surastos 

bent kelios Dnmt1 izoformos, būdingos oocitoms ir spermiocitams, bei 

mitochondrijos DNR metilinimą vykdanti Dnmt1 (Jurkowska ir kt., 2010; 

Shock ir kt., 2011). 

Augalai turi kelis dnmt1 homologus: Arabidopsis thaliana – 4, 

kukurūzai ir ryžiai po 2. A. thaliana met1 (vienas iš dnmt1 homologų) mutacija 

60% sumažino DNR metilinimo lygį ir pasireišk÷ fenotipiškai: buvo steb÷tas 

nenormalus augalo organų vystymasis, atsakas į pavasarį, sužyd÷jimo laikas. 

Naudojant antiprasminius konstruktus prieš met1 arba ddm1 (antra Dnmt1 

grup÷s A. thaliana MTaz÷), buvo pasteb÷ta, kad demetilinimo pobūdis 

augaluose yra perduodamas iš kartos į kartą. Augalų, kitaip nei gyvūnų, 

pirminių lytinių ląstelių ir zigotos bei morul÷s nelydi intensyvus demetilinimas, 

tod÷l epigenetiniai pokyčiai, atsirandantys d÷l metilinimo mechanizmo 

mutacijų, gali išlikti daugelyje kartų, netgi v÷liau panaikinus tas mutacijas. 

Tačiau paskutiniai duomenys rodo, kad ir augalų lytines ląsteles bei pradinį 

gemalo vystimąsi gali lyd÷ti globalus demetilinimas ir metilinimas (Bestor, 

2000; Goll ir Bestor, 2005; Law ir Jacobsen, 2010; Meyer, 2011). 
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Chromometiltransferaz÷s yra palaikančiosios MTaz÷s, metilina CHG 

sekas, yra surastos tik žiediniuose augaluose ir vienintel÷s iš MTazių turi 

chromodomenus (CROMO), kurie būdingi heterochromatiną atpažįstantiems 

baltymams. A. thaliana genomas koduoja tris chromometiltransferazių 

homologus, tačiau tik vieno iš jų – cmt3 – mutacija žymiai sumažino metilintų 

CHG ir padidino aktyvių transpozonų kiekį, tačiau keliose kartose fenotipiškai 

nepasireišk÷ (A. thaliana yra savidulkis augalas ir normaliai turi kelis aktyvius 

transpozonus). CHG metilinimas, manoma, išsivyst÷, kad nuslopintų CG sekų 

neturinčius transpozonus (Goll ir Bestor, 2005). Grybuose rastos Dim-2 

metiltransferaz÷s, nors ir neturi chromodomenų, yra giminingos augalų CMT 

metiltransferaz÷ms. Dim-2 taip pat specializuojasi transpozonų slopinime. Abi 

šių MTazių grup÷s su DNR sąveikauja per histono H3 Lys9met3. CMT atveju 

sąveika vyksta per chromodomeną, o Dim-2 sąveikauja netiesiogiai per HP1 

baltymo chromodomeną. Manoma, kad CMT/Dim-2 šeima atskilo nuo Dnmt1 

prieš atsiskiriant augalams ir gyvūnams, pastariesiems anksti praradus šios 

šeimos atstovus (Zemach ir kt., 2010). 

Dnmt2 grup÷s MTaz÷s. Dnmt2 buvo aptikta d÷l ar. homologijos su mC 

MTaz÷mis. Ilgą laiką jos metiltransferazinis aktyvumas nebuvo parodytas. 

Iškristalinus Dnmt2 dvinariame komplekse su SAH ir į išspręstą struktūrą 

įmodeliavus DNR iš M.HhaI-DNR kristalo struktūros, kilo minčių, kad Dnmt2 

substratas yra nenormali B formos DNR (Goll ir Bestor, 2005). V÷liau buvo 

parodyta, kad žmogaus Dnmt2 vos nustatomu efektyvumu gali metilinti DNR 

(Hermannm ir kt., 2003) ir efektyviai metilina citoziną tRNRAsp, nors ar. sekų 

palyginiai rodo, kad Dnmt1 yra artimesn÷ DNR MTaz÷ms nei RNR (Goll ir 

kt., 2006). Metilintas citozinas yra visai šalia antikodono, o antikodono kilpos 

seka yra tokia pati eil÷je organizmų, turinčių Dnmt2 homologus. Dabar jau yra 

duomenų, kad Dnmt2 gali metilinti ir kitas RNR. Dnmt2 funkcija n÷ra aiški: 

mutantiniai pelių, A. thaliana, D. melanogaster ir S. pombe dnmt2-organizmai 

nesiskyr÷ nuo wt tipo, tačiau Dictyostelium discoideum mutantai pasižym÷jo 

nedideliais vystymosi sutrikimais, o detali zebražuv÷s mutantų analiz÷ 

atskleid÷ letalius retinos, kepenų ir smegenų diferenciacijos defektus. Parodyta, 



 30 

kad D. melanogaster, kuri neturi kitų DNR metiltrasferazių tik Dnmt2, mobilūs 

genomo elementai yra intensyviai metilinti ankstyvoje embriogenez÷je. V÷liau 

mC genome beveik nebelieka, o už retroelementų nutildymą yra atsakingas 

histono H4 Lys20 metilinimas. Vaisin÷s musel÷s Dnmt2 mutantuose buvo 

žymiai sumaž÷jęs šio histono metilinimas. Taigi, bent jau D. melanogaster 

Dnmt2 metilina ir DNR bei dalyvauja epigenetin÷je reguliacijoje (Goll ir 

Bestor, 2005; Goll ir kt., 2006; Schaefer ir Lyko, 2010) 

Dnmt3 MTazių grup÷. Žinduolių Dnmt3 šeima turi 3 fermentus: 

Dnmt3A, Dnmt3B ir Dnmt3L. Pirmieji du fermentai yra aktyvios de novo 

MTaz÷s, o Dnmt3L yra reguliacinis faktorius lytin÷se ląstel÷se ir 

metiltransferaziniu aktyvumu nepasižymi. Dnmt3L sąveikauja su Dnmt3A ir 

Dnmt3B, stimuliuoja jų katalitinį aktyvumą ir yra būtinas oocitų imprintinge 

bei spermiocitų pasikartojančių genomo sekų nutildyme. Dnmt3L nulin÷s pel÷s 

yra gyvybingos, bet sterilios. 

Dnmt3A ir Dnmt3B pasižymi didele sekų homologija, tačiau jų 

funkcijos tik iš dalies persidengia. Abi šios MTaz÷s dalyvauja skirtingų 

pasikartojančių genomo elementų metilinime, o Dnmt3A taip pat metilina 

imprintuojamus genus. Yra duomenų, kad Dnmt3B ir Dnmt3A kartu su Dnmt1 

dalyvauja pasikartojančių sekų palaikančiajame metilinime po DNR 

replikacijos. Šios metiltransferaz÷s žymiai labiau „m÷gsta“ metilinti CG sekas, 

tačiau geba modifikuoti ir kitas sekas (CA>>CT>CC). In vitro ir in vivo 

patvirtinta, kad metilinamos sekos apsuptis yra labai svarbi: labiausiai 

„m÷gstama“ yra purinais praturtinta seka 5‘ dalyje, o pirimidinais – 3‘. 

Didžiausia Dnmt3a ir Dnmt3b genų raiška yra stebima embrioniniuose 

audiniuose ir nediferencijuotose ląstel÷se. Skirtingos šių MTazių formos 

(Dnmt3A – 2; Dnmt3B – 7) yra būdingos skirtingiems audiniams (oocitams, 

v÷žiniams ir kt.) – tai rodo skirtingas jų funkcijas, tačiau detalių tyrimų šioje 

srityje dar labai trūksta (Jurkowska ir kt., 2010). 

Dnmt3A
 nulin÷s pel÷s išgyvena, tačiau yra prastos sveikatos ir nugaišta 

vos sulaukusios brandos. Dnmt3B mutantin÷s pel÷s žūsta ankstyvoje 

embriogenez÷je (Goll ir Bestor, 2005; Jurkowska ir kt., 2010). Dnmt3b yra 
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vienintel÷ MTaz÷, kurios mutacijos sukelia žmogaus ligas. Dnmt3b C-galinio 

katalitinio domeno mutacijos sukelia ICF sindromą (Imunodeficitas, 

Centromerų nestabilumas ir veido (Facial) anomalijos), kuris pasireiškia d÷l 

klasikin÷s satelitin÷s DNR 1, 9 ir 16 chromosomose demetilinimo. Net esant 

absoliučiam demetilinimui, tik viena ligonių Dnmt3b geno kopija tur÷jo 

mutaciją. Galbūt žmogaus, kaip ir pelių, nulin÷s Dnmt3b geno homozigotos yra 

letal÷s (Goll ir Bestor, 2005). 

Žiediniai augalai turi DRM MTazes, kurių N-gale yra su ubikvitinu 

susijęs domenas (UBA), neaptinkamas jokiose kitose citozino MTaz÷se. DRM 

šeimos baltymų metilinimas yra priklausomas nuo trumpų RNR, kurios yra 

pradinis signalas homologinių DNR sekų metilinimui. Nuo RNR 

priklausomame DNR metilinimo kelyje dalyvauja RNR interferencijos 

baltymai (Dicer ir Argonautų šeimos nariai), specifin÷s RNR polimeraz÷s 

PolIV ir PolV, chromatino permodeliavimo faktoriai ir kiti baltymai. 

Žinduoliuose ir D. melanogaster taip pat buvo surastos mažos RNR – piRNR, 

kurios dalyvauja transpozonų metilinime, formuojantis vyriškoms lytin÷ms 

ląstel÷ms (Law ir Jacobsen, 2010). A. thaliana DRM2 baltymas de novo 

metilina visas sekas (CG, CHG ir CHH) bei dalyvauja CHH sekų metilinimo 

palaikyme. DRM2 mutantai blokuoja visą pasikartojančių sekų de novo 

metilinimą A. thaliana. DRM3 baltymas neturi kritinių ar. konservuotuose 

metiltransferaziniuose motyvuose metilinimo reakcijai atlikti, o jo funkcija yra 

panaši į žinduolių Dnmt3L – aktyvių MTazių pritraukimas prie reikiamų sekų 

ir aktyvumo stimuliavimas (Henderson ir kt., 2010; Zhang ir kt., 2010).  

1.2 DNR citozino-5 metiltransferaz÷s (modelis – M.HhaI) 

Bakterijos Haemophilus haemolyticus II RM klasei priskirta 

metiltransferaz÷ M.HhaI yra sudaryta iš 327 ar. ir metilina vidinį citoziną DNR 

sekoje 5’-GCGC-3’ (Kumar ir kt., 1994). M.HhaI yra tyrin÷jama jau daugiau 

kaip 20 metų ir yra pagrindinis modelinis objektas, analizuojant citozino-5 

MTazių struktūrą, reakcijos mechanizmą ir baz÷s išsukimą.  
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1.2.1 Pirmin÷ ir erdvin÷ struktūra 

Išanalizavus žinomų mC MTazių ar. sekas, buvo nustatyta dešimt 

konservatyvių 10-20 ar. ilgio motyvų. Šeši iš jų – I, IV, VI, VIII, IX ir X – yra 

labiau konservatyvūs. Tuo tarpu II, III, V ir VII motyvuose randama didesn÷ 

ar. variacija, o kai kuriose MTaz÷se jie visai neaptinkami. Beje, beveik visi 

konservatyvūs motyvai, išskyrus IX, yra taip pat būdingi 6mA ir 4mC 

MTaz÷ms (Cheng ir Roberts, 2001). I-III ir X motyvai formuoja SAM 

susirišimo centrą, o IV-VIII sudaro katalitinį centrą. Didžiausias variabilus 

rajonas (kartu su IX konservatyviu motyvu mC MTaz÷se) yra atsakingas už 

specifinį metilinamos sekos atpažinimą. Multispecifin÷se MTaz÷se jis yra iki 

300 ar. ilgio, monospecifin÷se – 80 -120 ar. ilgio (Trautner ir kt., 1996). 

Pagal trijų funkcinių vienetų – katalitinio rajono, SAM susirišimo 

rajono ir taikinio atpažinimo domeno – tarpusavio išsid÷stymo tvarką MTaz÷s 

yra skirstomos į grupes. Tačiau nors trijų funkcinių sričių eiliškumas pirmin÷je 

struktūroje gali skirtis, visos bakterin÷s MTaz÷s formuoja vienodą katalitinio 

domeno tretinę struktūrą (Fauman ir kt., 1999). DNR MTazių katalitiniai 

domenai sudaryti iš 5 lygiagrečių ir 2 nelygiagrečių β-juostų, apgaubtų 

šešiomis α-spiral÷mis (β-juostos išsid÷sto tokia tvarka: 6↓ 7↑ 5↓ 4↓ 1↓ 2↓ 3↓, 

eil÷ tarp 4 ir 1 juostos gali būti sukeista) (Cheng ir Roberts, 2001). Didžioji 

dalis DNR mC MTazių konservatyvių motyvų išsid÷sto kilpose šalia antrin÷s 

struktūros elementų (Kumar et al., 1994). Ši struktūra nuo hidrogenazių 

nukleotidus rišančio Rossmann struktūrinio motyvo skiriasi tik 7-ta 

nelygiagrečia β-juosta, kurios Rossmann motyve n÷ra. Nustatyta, kad toks 

MTazinis motyvas yra būdingas ir kitoms SAM'ą rišančioms baltymų, RNR, 

katecholo, glicino, izoflavino MTaz÷ms. Šių baltymų katalitinio domeno 

išor÷je yra išsid÷stę motyvai, atsakingi už substrato atpažinimą ir kitas 

funkcijas. Nors skirtingose MTazių grup÷se ar. sekų panašumas gali būti ir 

visai nedidelis, MTazinis motyvas atlieka panašias funkcijas kofaktoriaus 

surišime ir kataliz÷je (Cheng ir Roberts, 2001).   

Taikinio atpažinimo domenas labiausiai įvairuoja tiek savo ar. seka, tiek 

ir tretine struktūra. M.HhaI taikinio atpažinimo domenas su DNR sąveikauja 
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dviejų Gly turtingų kilpų pagalba. Visi, išskyrus vieną, specifiniai kontaktai 

sudaromi iš didžiojo DNR griovio pus÷s. Sąveika su fosfatin÷mis grup÷mis 

apr÷pia 10 bp, o specifiniai kontaktai su nukleotidais yra sudaromi 4 bp 

atpažinimo sekos ribose (Klimašauskas ir kt., 1994). 

1.2.2 Baz÷s išsukimas 

DNR baz÷s yra pasl÷ptos dvigubos spiral÷s struktūroje ir taip 

apsaugotos nuo cheminių reagentų poveikio. Fermentai, katalizuojantys DNR 

bazių chemines reakcijas, susiduria su bazių pasiekimo problema. 1994 m. 

pirmą kartą buvo parodyta, kad M.HhaI išsuka modifikuojamą citoziną 180o 

kampu iš dvigubos DNR spiral÷s ir patalpina jį aktyviame fermento centre. 

Likusi dvigrand÷ DNR yra B struktūros, beveik nepakitusi (pav. 1.8; 1.12). 

Išsuktos baz÷s vietą DNR spiral÷je užima Gln237 ir Ser87, kurie kompensuoja 

heterociklinių bazių, esančių prieš ir po išsukto citozino, prarastas stekingo 

sąveikas (Klimašauskas ir kt., 1994). Dabar žinoma, kad nukleotido išsukimas 

yra būdingas daugeliui su DNR sąveikaujančių baltymų (žr. 1.3).  

Ilgą laiką buvo bandoma išsiaiškinti du svarbius klausimus apie M.HhaI 

vykdomą baz÷s išsukimą: baz÷ yra išsukama 1) aktyviai ar pasyviai; 2) per 

didįjį ar mažąjį DNR griovį. Aktyvų baltymo dalyvavimą baz÷s išsukime 

patvirtina tiek eksperimentiniai (Daujotyt÷ ir kt., 2004), tiek teoriniai laisvosios 

energijos skaičiavimo rezultatai (Huang ir kt., 2003), tačiau į antrąjį klausimą 

iki šiol n÷ra aiškaus ir vieningo atsakymo. M.HhaI-DNR-SAH kompleksų 

rentgenostruktūrin÷ analiz÷ rodo, kad visi, išskyrus vieną, M.HhaI-DNR 

kontaktai sudaromi iš didžiojo DNR griovio pus÷s, tod÷l manoma, kad 

išsukimas per mažąjį DNR griovį yra struktūriškai palankesnis (Klimašauskas 

ir kt., 1994; Vilkaitis ir kt., 2001; Neely ir kt., 2005). Vis d÷lto laisvosios 

energijos skaičiavimai rodo, kad energetiškai palankiau būtų citoziną išsukti 

per didijį DNR griovį. Tokiu atveju pirmiausia tur÷tų vykti citozino išsukimas, 

ir tik po to M.HhaI sudarytų specifinius kontaktus su DNR didžiuoju grioviu 

(Priyakumar ir MacKerell, 2006). 
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1.2.3 Katalitinis ir kinetinis veikimo mechanizmas 

Kinetinis reakcijos mechanizmas. Pirmiausia buvo pasiūlytas 

tvarkingos Bi-Bi (bisubstratinis-biproduktinis) reakcijos kinetinis 

mechanizmas: iš pradžių M.HhaI sąveikauja su DNR, o po to formuojasi 

trinaris M.HhaI-DNR-SAM kompleksas. Po metilgrup÷s pernešimo iš pradžių 

tur÷tų disociuoti SAH, o v÷liau – metilinta DNR ir MTaz÷ (Wu ir Santi, 1987). 

Pagal šį mechanizmą kofaktorius netur÷tų sąveikauti su laisvu baltymu, tačiau 

taip n÷ra. Vis d÷lto, baltymo-DNR kompleksų asociacijos konstantos 

keturiomis eil÷mis geresn÷s nei baltymo-kofaktoriaus (Vilkaitis ir kt., 2001; 

Merkien÷ ir Klimašauskas, 2005). Taigi, M.HhaI yra būdingas pusiau 

netvarkingas Bi-Bi kinetin÷s reakcijos mechanizmas, kuriame M.HhaI labiau 

"m÷gsta" sąveikauti su DNR, o po to su kofaktoriumi. 

 
Paveikslas 1.8. M.HhaI sąveikaujant su DNR, tiek baltymas, tiek DNR patiria didelius 
konformacinius pokyčius. Taikinio baz÷ yra išsukama 180°C kampu, o katalitin÷ kilpa 
pajuda DNR link, užrakindama išsuktą bazę ir kofaktorių baltymo aktyviame centre. DNR 
pavaizduota m÷lyna, kofaktorius – oranžine, baltymas – juoda, o katalitin÷ kilpa – raudona 
spalvomis. 
 

Katalitinis reakcijos mechanizmas. Jau 1987 m. buvo pasiūlytas 

M.HhaI katalitinis veikimo mechanizmo modelis (Wu ir Santi, 1987), kuris 

v÷liau buvo patvirtintas bei papildytas ir yra panašus į kitų fermentų 

(timidilatsintetaz÷s, tRNR-(uracil-5)metiltransferaz÷s bei dCMP 

hidroksimetiltransferaz÷s), katalizuojančių metilgrup÷s pernešimą ant 

pirimidino C5 atomo (pav. 1.9).  

Po M.HhaI asociacijos su DNR, vyksta baz÷s išsukimas, katalitin÷s 

kilpos uždarymas ir nukleofilin÷ ataka: absoliučiai konservatyvaus Cys81 

tiolatas atakuoja išsukto citozino C6 atomą. Kvantiniai-mechaniniai 
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skaičiavimai rodo, kad tiogrup÷s (-SH) deprotonizacija, susidarant tiolatui (-S-

), yra galima dalyvaujant taikinio arba gretimo nukleotido fosfatui, kuris 

sumažintų protono tiesioginio per÷jimo į terpę energiją (Zangi ir kt., 2010). 

Cys81 nukleofilin÷ ataka būtų energetiškai palankesn÷, jei citozino C6 pozicija 

taptų labiau elektrofiliška – ką užtikrintų citozino N3 atomo protonizacija arba 

neigiamo žiedo krūvio sukoncentravimas ties O2 atomu. Tokius veiksmus 

aktyviame baltymo centre gal÷tų atlikti konservatyvios ar. Glu119, Arg165 ir  

Arg163. Šių ar. svarbą kataliz÷je įrodo H.HhaI-DNR kristalin÷s struktūros 

(Glu119 karboksilgrup÷ sudaro vandenilinius ryšius su N3 ir N4 atomais, o 

Arg165 ir Arg163 teigiamai įkrautos guanidino grup÷s yra netoli O2 atomo) 

(Klimašauskas ir kt., 1994; O'Gara ir kt., 1996), mutatinių variantų tyrimai 

(Shieh ir kt., 2006; Shieh ir Reich, 2007) ir paskutiniai kvantiniai mechaniniai 

skaičiavimai (Zangi ir kt., 2010). Neaišku, ar Glu119 yra protonuotas taikinio 

surišimo metu, tačiau yra pasiūlyti bent du galimi protono atsiradimo keliai: 

protonas gali ateiti per vandens molekulę iš Arg163 arba kofaktoriaus 

aminogrup÷s (Sankpal ir Rao, 2002). Didel÷s energijos karboanijono 

susidarymo baltymo-DNR kovalentiniame komplekse leistų išvengti ta pati 

Glu119 atliekama citozino N3 grup÷s protonizacija ir/arba Arg165,163 

elektrostatin÷ sąveika su O2 (Perakyla, 1998; Zangi ir kt., 2010). Kovalentinio 

fermento-DNR komplekso aktyvintas buvęs inertiškas citozino-5 atomas 

atakuoja SAM‘o elektrofilinį CH3-S
+ centrą. Cys81 ir citozino-5 nukleofilin÷s 

atakos atitinkamai į citozino C6 ir SAM'o sulfonio centrą yra atskirtos laike 

(Zangi ir kt., 2010; Gerasimait÷ ir kt., 2011). Po metilgrup÷s pernešimo, kuris 

vyksta pagal SN2 tipo nukleofilinio pakeitimo mechanizmą, C5 protono β-

eliminavimas leidžia atstatyti dvigubą jungtį tarp C5 ir C6 atomų ir 

regeneruoja laisvą baltymą. Protono-C5 ir tioliato-C6 pašalinimas tur÷tų vykti 

vienu metu (Perakyla, 1998). Protono pašalinime dalyvauja taikinio baz÷s 

fosfatas ir konservatyvūs Gln82 su Asn304, stabilizuodami baltymo aktyviame 

centre esantį vandens molekulių tiltelį, kuriuo protonas iš C5 pozicijos pereina 

į tirpalą (O'Gara ir kt., 1996; Sankpal ir Rao, 2002).  
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Paveikslas 1.9. M.HhaI katalizuojama kovalentin÷ taikinio baz÷s aktyvacija ir 
metilgrup÷s pernaša. M.HhaI baltymo motyvai pavaizduoti pilkai (Wu ir Santi; 1987; 
Klimašauskas ir kt., 1994). 
 

Jau pirmoji rentgeno kristalin÷ M.HhaI-DNR-SAH struktūra atskleid÷, 

kad M.HhaI sąveikaujant su DNR, tiek DNR, tiek baltymas patiria didžiulius 

konformacinius pokyčius: 20 ar. (81-100 ar.) katalitin÷ kilpa pajuda DNR link, 

užrakindama išsuktą citoziną ir priartindama katalitinį Cys81 prie citozino-5 

atomo (pav. 1.8) (Klimašauskas ir kt., 1994). Visai neseniai, naudojant 

elegantišką metodą, vienu metu tiesiogiai buvo steb÷ti baz÷s išsukimo, 

katalitin÷s kilpos užsidarymo, kovalentinio komplekso susidarymo bei iširimo 

reakcijų greičiai. Eksperimentas atliktas naudojant greito maišymo aparatūrą ir 

stebint citozino UV absorbcijos bei katalin÷je kilpoje esančio vienintelio 

triptofano fluorescencijos pokyčius. Išsukamo citozino hiperchromatinis 

efektas, atsirandantis d÷l prarastų stekingo sąveikų su gretimais guaninais, bei 

chromoforo praradimas d÷l baltymo-citozino kovalentinio komplekso 

susidarymo ir aromatin÷s sistemos išardymo, leido įvertinti, kas vyksta su 

citozinu baltymo-DNR komplekse. Tame pačiame eksperimente steb÷ti 

katalitin÷je kilpoje esančio triptofano fluorescencijos pokyčiai suteik÷ 

informacijos apie katalitin÷s kilpos kinetiką. Nustatyta, kad baz÷s išsukimas ir 

katalitin÷s kilpos uždarymas vyksta labai greitai (10–20 s-1) ir sinchroniškai, 

per dvi gerai išreikštas stadijas, tačiau jų prigimtis n÷ra aiški. Kovalentinio 

tarpinio baltymo-DNR komplekso susidarymas yra žymiai l÷tesnis (0.3–0.7 s-1) 

ir priklauso nuo Cys81 nukleofilin÷s atakos greičio, bet ne nuo citozino 

išsukimo ir užrakinimo baltymo aktyviame centre. Metilgrup÷s pernešimas yra 

atskirtas laike nuo kovalentinio baltymo-DNR komplekso susidarymo 

(Gerasimait÷ ir kt., 2011). Šie duomenys patvirtino ir papild÷ jau ilgai 

tyrin÷jamą M.HhaI reakcijos mechanizmą. M.HhaI, kaip ir kitų DNR MTazių, 



 37 

bendras katalitin÷s reakcijos greitis n÷ra didelis (kcat=0.02-0.04 s-1). Chemin÷ 

metilgrup÷s pernaša vyksta 5-10 kartų greičiau, o reakcijos greitį limituojanti 

stadija yra SAH‘o disociacija iš trinario M.HhaI-DNRmetilinta-SAH komplekso 

(pav. 1.10) (Wu ir Santi, 1987; Vilkaitis ir kt., 2001; Merkien÷ ir 

Klimašauskas, 2005; Gerasimait÷ ir kt., 2011). 

 

 
 
Paveikslas 1.10. M.HhaI kinetinio mechanizmo schema. Pateiktų konstantų reikšmių 
matavimo vienetai yra s-1. Schemoje naudoti sutrumpinimai atitinka:  mK – kofaktorius 
SAM; K – kofaktorius be metilgrup÷s SAH; M – M.HhaI; D – DNR; mD – metilinta DNR; 
Už – uždaryta (užrakinta) katalitin÷ kilpa; Iš – išsukta taikinio baz÷; ● – nekovalentin÷ 
asociacija, brūkšnelis reiškia kovalentinį ryšį. Paruošta, remiantis literatūriniais duomenimis 
(Vilkaitis ir kt., 2001; Daujotyt÷ ir kt., 2004; Merkien÷ ir Klimašauskas, 2005; Gerasimait÷ ir 
kt., 2011). 
 

1.2.4 DNR metiltransferazių panaudojimas biotechnologijoje 

DNR žym÷jimas yra plačiai taikomas dirbant su DNR tiek mokslin÷se, 

tiek medicinos laboratorijose. Didelių gamtinių DNR žym÷jimas specifin÷se 

sekose yra vis dažniau pritaikomas diagnostikoje. Patogenų identifikavimas, 

kuris remiasi DNR sekos nustatymu, yra objektyvesnis, tikslesnis ir dažnai 

greitesnis, lyginant su mikrobų kultivavimo metodais. DNR sekos nustatymas 

– tai ne tik DNR sekoskaita, kai nustatoma didel÷ dalis patogeno genomo, bet 

ir tam tikrų žinomų DNR sekų paieška, kuri remiasi konkrečios DNR suradimu 

ir signalo perdavimu. Daugelis žym÷jimo metodų – PGR, Southern ir Northern 

blotai, DNR mikrogardel÷s ir FISH (nuo angl. fluorescent in situ hybridization) 

– remiasi hibridizacijos principu, kai DNR yra išlydoma aukštoje 

temperatūroje, ir pagal komplementarumo principą zondas suranda savo seką 

(Ghosh ir kt., 2006; Juskowiak, 2010). Visai kita strategija – metodai, 
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leidžiantys pažym÷ti DNR specifin÷se sekose, bet nereikalaujantys DNR 

denatūracijos, o po to hibridizacijos su zondais. Tokios strategijos 

įgyvendinimui buvo panaudotos MTaz÷s ir jų sintetiniai kofaktoriai. 

Pirmiausia, naudojant aziridino ir N-etilhalogenido SAM‘o analogus, turinčius 

funkcines grupes arba žymenis, MTazių pagalba visas kofaktorius buvo 

perkeltas ant citozino. MTaz÷s likdavo prisirišusios prie modifikuoto substrato, 

o jų pašalinimui buvo reikalingos proteinaz÷s (pav. 1.11b) (Pljevaljcic ir kt., 

2004; Zhang ir kt., 2006). Toks žym÷jimo metodas buvo pavadintas SMILing 

(nuo angl. sequence-specific methyltransferase-induced labelling of DNA). 

V÷liau buvo parodyta, kad MTaz÷s efektyviai perneša ne tik metilgrupę, bet ir 

prailgintas grupes (kuriose gali būti funkcin÷s grup÷s) nuo sintetinių 

kofaktoriaus analogų, sulfonio centro atžvilgiu β pad÷tyje turinčių dvigubas 

arba trigubas jungtis (pav. 1.11c). Tokie kofaktoriai buvo pavadinti dvigubai 

aktyvintais d÷l pernešamo anglies atomo, esančio tarp dviejų aktyvių grupių – 

sulfonio ir alilin÷s – kurios palengvina reakciją, o žym÷jimo metodas 

pavadintas mTAG (nuo angl. methyltransferase-directed transfer of activated 

groups). Prie funkcin÷s grup÷s chemoselektyviai galima prijungti žymę ir taip 

pažym÷ti DNR MTazių atpažįstamose sekose. Parodyta, kad visų tipų MTaz÷s 

(C5 ir N4 citozino bei N6 adenino) perneša prailgintas grupes nuo dvigubai 

aktyvintų kofaktorių (Dalhoff ir kt., 2006). Šis principas buvo pritaikytas 

vienos molekul÷s eksperimentuose, nustatant λ fago DNR kodą (Neely ir kt., 

2010). Panašios žym÷jimo technologijos yra naudojamos, norint atkurti pilną 

genomą iš sekoskaitos duomenų ir įvertinti, kuri DNR dalis yra 

nenusekvenuota. Pagrindinis šio metodo trūkumas – brangi ir sud÷tinga 

kofaktorių sintez÷. Be to, wt metiltransferaz÷s dažnai neefektyviai perneša 

didesnes grupes, tod÷l reikalinga baltymų mutagenez÷. Tačiau gausi DNR 

metiltransferazių šeima leidžia pažym÷ti kelis šimtus norimų 2-8 bp ilgio DNR 

sekų, kurias atpažįsta MTaz÷s (Gottfried ir Weinhold, 2011; Neely ir kt., 

2011). Pažym÷tina, kad prailgintas grupes nuo sintetinių kofaktoriaus analogų 

taip pat perneša RNR, baltymų ir mažų molekulių metiltransferaz÷s (Stecher ir 

kt., 2009; Gottfried ir Weinhold, 2011). Dvigubai aktyvinti kofaktoriai ir 
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M.SssI buvo pritaikyti genomin÷s DNR tyrimams, siekiant nustatyti mC 

pozicijas DNR (Kriukien÷ ir kt., ruošiama spaudai). 

 

 
 
Paveikslas 1.11. DNR metiltransferazių katalizuojamas metilo (a), prailgintos grup÷s (c) 
arba viso kofaktoriaus (b) kovalentinis prijungimas prie DNR. a MTaz÷ perneša 
metilgrupę nuo natūralaus kofaktoriaus S-adenosil-L-metionino (SAM). b Reakcijos metu 
visas aziridino (arba N-etilhalogenido) kofaktorius yra prijungiamas prie DNR. Sintetinant 
aziridino kofaktorius, funkcin÷s grup÷s arba žymenys gali būti įvedami adenino žiedo C8 
arba N6 pozicijose. c MTaz÷s efektyviai perneša prailgintą grupę, turinčią funkcinę grupę (-
NH2 arba kitą), ant DNR nuo dvigubai aktyvintų kofaktorių. MTaz÷s atpažįstama seka 
pavaizduota pilkai juodoje DNR. Paruošta, remiantis literatūriniais duomenimis (Gider ir 
Weinhold, 2009; Gottfried ir Weinhold, 2011). 
 

1.3 Fermentų vykdomo DNR baz÷s išsukimo tyrimo metodai  

Fiziologin÷mis sąlygomis DNR yra B formoje. Tai dvigrand÷ į spiralę 

susisukusi DNR struktūra, kurios išorinį apvalkalą sudaro ribofosfatinis 

karkasas, o šerdį – baz÷s, sąveikaujančios vandeniliniais ryšiais su priešais 

esančiomis baz÷mis, ir stekingo sąveika su gretimomis baz÷mis. Baltymai, 

sąveikaujantys su DNR, geba išardyti tvarkingą DNR spiralę: lenkti, išvynioti 

ir atskirti DNR grandines. Dar vienas elegantiškas DNR deformacijos būdas – 

baz÷s išsukimas iš dvigrand÷s DNR 180° kampu į aktyvų fermento centrą – 
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pirmą kartą buvo pademonstruotas, išsprendus trinario komplekso M.HhaI-

DNR-SAH erdvinę struktūrą (Klimašauskas ir kt., 1994). V÷liau paaišk÷jo, kad 

baz÷s išsukimas yra paplitęs reiškinys tarp įvairiausių fermentų grupių, 

sąveikaujančių su RNR ir DNR. DNR reparacijos fermentai (glikozilaz÷s, AP 

endonuklez÷s ir kt.), gliukoziltransferaz÷s, restrikcijos endonukleaz÷s, 

metiltransferaz÷s ir struktūriniai su DNR sąveikaujantys baltymai išsuka bazes 

iš DNR (Cheng ir Blumenthal, 1996; Klimašauskas ir Liutkevičiūt÷, 2009). 

Taigi, baz÷s išsukimas yra plačiai paplitęs reiškinys, nuo jo atradimo pradžios 

intensyviai tyrin÷jamas įvairiais metodais. Tyrin÷jimą apsunkina dinamiška šio 

reiškinio prigimtis ir metodų ribotumas. 

Baltymo-DNR kompleksų kristalų struktūrų nustatymas – vienintelis 

neabejotinas baz÷s išsukimo įrodymas. Geros skiriamosios gebos struktūriniai 

duomenys leidžia tiksliai pamatyti baltymo ir DNR sąveikos detales, tačiau 

gautas vaizdas yra mažiausios laisvosios energijos baltymo-DNR kompleksas 

su visiškai išsukta baze, tod÷l apie baz÷s išsukimo greitį ir tarpines stadijas 

sužinoma nedaug. Kitas didelis šio metodo trūkumas yra empirinis kristalinimo 

sąlygų parinkimas, galintis užtrukti neribotą laiką ir nebūtinai baigtis 

s÷kmingai. Šiuo metu yra išspręsta virš 20 skirtingų fermentų struktūrų su 

išsuktomis baz÷mis. Išsukimas yra įvairus: metiltransferaz÷s ir 

gliukoziltransferaz÷s išsuka modifikuojamus nukleozidus; reparacijos 

fermentai dažnai išsuka priešais taisomą nukleotidą esančią bazę (Cheng ir 

Roberts, 2001); fotoliaz÷ – taisomą nukleozidų dimerą (Mees ir kt., 2004), o 

restrikcijos endonukleaz÷s išsuka bazių porą, taip sutrumpindamos atpažįstamą 

seką nuo 5 iki 4 bp ilgio (pav. 1.12) (Bother ir kt., 2006). 

Priešingai nei kristalografija, branduolių magnetinis rezonansas (BMR) 

– metodas, galintis suteikti daugiau informacijos apie nukleotido išsukimo 

dinamiką. Mažų baltymų struktūros jau yra sprendžiamos BMR, tačiau 

didesniems baltymams d÷l jų riboto tirpumo ir sud÷tingos duomenų analiz÷s, 

BMR, turbūt, bus pritaikytas ateityje, vystantis technologijoms. Deja, 

naudojant branduolių magnetinio rezonanso metodą, iki šiol n÷ra išspręsta n÷ 

viena baltymo-DNR struktūra su išsukta baze. Tačiau BMR buvo naudotas 
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metiltransferaz÷s ir fotoliaz÷s atliekamam bazių išsukimui tirti, kai DNR buvo 

pažym÷ta 19F (Klimašauskas ir kt., 1998), 13C arba 15N (Torizawa ir kt., 2004). 

BMR taip pat buvo naudotas tiriant DNR "kv÷pavimą", t.y. trumpalaikį bazių 

porų vandenilinių jungčių suardymą ir dalinį bazių išsukimą (apie 30°-40° 

(Cao ir kt., 2004)). BMR buvo steb÷tas guanino N1 ir timino/uracilo N3 

protonų apsikeitimo greitis su terp÷je esančiais protonais. Nustatyta, kad A-T 

bazių pora "įkvepia" kas 1-5 ms, G-C – kas 10-50 ms, o pats "įkv÷pimas" 

trunka nuo dešimt iki kelių šimtų nano sekundžių (Dornberger ir kt., 1999). 

Iš kai kurių biocheminių eksperimentų rezultatų taip pat galima spręsti 

apie baz÷s išsukimą. DNR metiltransferazių ir DNR reparacijos fermentų 

asociacijos konstantos su DNR yra geresn÷s, jei išsukamos baz÷s n÷ra 

(abazinis taikinys) arba ji yra klaidingai suporuota, lyginant su normalia bazių 

pora taikinyje (Klimašauskas ir Roberts, 1995; Cheng ir Roberts, 2001; Krosky 

ir kt., 2005; Gerasimait÷ ir kt., 2011). Fermentai dalį energijos, gautos 

sąveikaujant su DNR, panaudoja bazei išsukti, tod÷l stebima bazių poros 

stiprumo ir sąveikos giminingumo atvirkštin÷ koreliacija. 

 
 
Paveikslas 1.12. Baltymų-DNR kristalų struktūrose matomos įvairiai išsuktos baz÷s. 
Taikinio baz÷s išsukimas (M.HhaI; PDB kodas 1mht), priešais taikinio basę esančios baz÷s 
išsukimas (T4-pdg, taip pat žinomas kaip T4 endonukleaz÷ V; 1vas), pažeistų dinukleotidų 
išsukimas (DNR fotoliaz÷; 1tez) ir taikinio centrin÷s nukleotidų poros išsukimas (R.Ecl18kI; 
2fqz). Baltymų modifikuojamos DNR vietos yra paryškintos ir nurodytos punktyrin÷mis 
rodykl÷mis, juodomis rodykl÷mis nurodytos išsuktos baz÷s. Baltymai neparodyti. 
 

Kitas metodas, kuris buvo pritaikytas M.HhaI baz÷s išsukimui tirti, yra 

citozino prie C5 atomo esančio vandenilio apkeitimas su terp÷je esančiu 

vandeniliu, kuris ateina iš vandens molekul÷s. Ši reakcija vyksta dvinariuose 
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M.HhaI-DNR kompleksuose, tik visiškai išsukus taikinio bazę į aktyvų 

fermento centrą ir katalitiniam cisteinui (Cys81) sudarius kovalentinį ryšį su 

citozino C6 atomu (susiformuoja 5,6-dihidrocitozino darinys) (Wu ir Santi, 

1987). Šis apkeitimas gali būti užfiksuotas, reakcijas vykdant deuteruotame 

vandenyje arba naudojant tritintą DNR. Pirmuoju atveju po reakcijos atliekama 

citozino masių spektrometrijos analiz÷, nes citozino mas÷ padid÷ja vienetu, o 

antruoju atveju – stebimas radioaktyvumo pokytis, nes iš DNR radioaktyvus 

tritis pereina į terpę (Wu ir Santi, 1987; Daujotyt÷ ir kt., 2004). Tai vienas iš 

kelių eksperimentų, kuriuo galima tirti baz÷s išsukimą, naudojant natūralų 

DNR substratą, tačiau šiuo eksperimentu negalima atskirti baltymo sugeb÷jimo 

išsukti taikinio baz÷s ir efektyvaus M.HhaI-DNR kovalentinio komplekso 

susidarymo. 

2-aminopurino (2AP) fluorescencin÷ spektroskopija yra dažniausiai 

naudojamas metodas fermentų vykdomam baz÷s išsukimui tirti. 2AP yra 

adenino analogas, kurio fluorescencija yra stipriai slopinama dvigrand÷je DNR 

ir žymiai išauga išsukus šią bazę (Holz ir kt., 1998). Fluorescencijos 

padid÷jimas gali siekti nuo keliasdešimt iki kelių kartų, priklausomai nuo to, į 

kokią aplinką 2AP patenka. Esant nepolin÷ms ir/arba aromatin÷ms ar. baltymo 

aktyviame centre, fluorescencijos pokytis gali būti minimalus. Toks rezultatas 

n÷ra baz÷s išsukimo įrodymas, nes jo prigimtis gali būti kita: DNR lenkimas ar 

gretimos baz÷s išsukimas, d÷l ko 2AP yra iš dalies eksponuojamas į aplinką. 

Daugiau informacijos apie skirtingas fluoroforo aplinkas išsukimo metu 

gauname, naudojant nuo laiko priklausomą (angl. time-resolved) 

fluorescencinę spektroskopiją, tačiau prietaisai, reikalingi šiems matavimams, 

n÷ra plačiai prieinami (Neely ir kt., 2005). 2AP su timinu sudaro beveik 

kanoninę A-T porą (Goodman ir Ratliff, 1983), taigi, naudojant jį vietoj 

adenino gaunamas minimalus poveikis bazių poros stiprumui. Tuo tarpu, tiriant 

citozino išsukimą, sudaroma nekanonin÷ 2AP-G bazių pora, kuri skiriasi nuo 

C-G bazių poros tiek struktūriškai, tiek sudaromų vandenilinių jungčių 

skaičiumi (Law ir kt., 1996; Daujotyt÷ ir kt., 2005; Neely ir kt., 2005), tod÷l 

gauti duomenys negali būti vienareikšmiškai pritaikomi natūraliam substratui. 
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Įvairūs cheminiai reagentai nuo seno buvo naudojami DNR ir RNR 

struktūroms tirti. Tam tikros DNR vietos padid÷jęs jautrumas reagentui 

paprastai rodo, kad ta vieta yra atviresn÷, pvz. d÷l baz÷s išsukimo. Modifikuota 

vieta dažniausiai identifikuojama po piperidino indukuoto DNR grandin÷s 

trūkio ir elektroforez÷s denatūruojančiomis sąlygomis. Tokie metodai 

nereikalauja sud÷tingos įrangos ir gali būti atliekami paprasčiausioje 

laboratorijoje, tačiau dažnai cheminiai reagentai reaguoja ne tik su DNR, bet ir 

su baltymais, juos inaktyvindami. KMnO4 buvo s÷kmingai panaudotas 

išsuktiems timinams identifikuoti MTazių-DNR kompleksuose (Serva ir kt., 

1998), o hidroksilo radikalas – I tipo DNR metiltransferaz÷s M.EcoRI24I baz÷s 

išsukimo tyrimams (Mernagh ir Kneale, 1996).  

Nors yra sukurta ir išbandyta nemažai metodų fermentų atliekamam 

baz÷s išsukimui tirti, dažnai jie yra sud÷tingi (kristalografija, BMR), pritaikyti 

konkretiems pavieniams atvejams (citozino-5 protono apkeitimas) arba 

naudoja klaidingai suporuotas bazes (fluorescenciniai, cheminiai). Taigi, naujų 

paprastų metodų, kurie leistų steb÷ti natūralių bazių porų išsukimą fermento-

DNR kompleksuose, sukūrimas mokslo pasaulyje yra pageidautinas. 
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2 MEDŽIAGOS IR TYRIMO METODAI 

2.1 Medžiagos 

2.1.1 Reagentai 

Aukščiausio švarumo 2-chloracetaldehidas, formaldehidas (37%), 

acetaldehidas, propanalis, glicino betaino aldehidas, benziloksiacetaldehidas, 

2-merkaptoetanolis, L-cisteinas, L-selenocistinas, 2,2′-diaminodietildisulfido 

dihidrochloridas, 2-aminoetantiolio hidrochloridas, 2,2′-

diaminodietildiselenido dihidrochloridas ir kiti buvo pirkti iš „Sigma-Aldrich“, 

D,L-1,4-ditiotreitolis (DTT) – iš „Fermento“. Reikiamos švarumo skal÷s 

tirpikliai, naudoti HPLC, pirkti iš "Roth". 

2.1.2 Radioaktyvios medžiagos 

 [γ-33P]ATP ir [α-33P]CTP, specifinis aktyvumas >2500 Ci/mmol; [γ-
32P]ATP, specifinis aktyvumas >5000 Ci/mmol (“Hartmann analytic”). 

2.1.3 Fermentai 

Nukleaz÷ P1 pirkta iš "Sigma-Aldrich"; šarmin÷s fosfataz÷s CIAP ir 

FastAP, DNR polimeraz÷ Klevow Fragment exo-, Taq DNR polimeraz÷, 

nukleaz÷ BAL31, T4 polinukleotidkinaz÷, T4 DNR ligaz÷, restrikcijos 

endonukleaz÷s ir jų buferiai pirkti iš „Fermento“; M.AluI, M.SssI, M.HaeIII, 

M.HpaII ir M.MspI pirkti iš „New England Biolabs“. M.HhaI ir jos mutantiniai 

variantai buvo išgryninti pagal aprašytą metodiką (Vilkaitis ir kt., 2000); pel÷s 

Dnmt1 mutantin÷ baltymo forma be N-galinių 290 ar. (Dnmt1-∆N) buvo 

sukonstruota ir išgryninta dr. G. Vilkaičio pagal aprašytas procedūras (Vilkaitis 

ir kt., 2005); M.SssI buvo sukonstruota ir išgryninta Giedr÷s Urbanavičiūt÷s 

(Kriukien÷ ir kt., ruošiama spaudai). Restrikcijos endonuklez÷s – R.Ec18kI, 

R.PspGI ir R.BcnI – naudotos reakcijose su Caa, buvo išgrynintos dr. Gintauto 

Tamulaičio pagal aprašytas metodikas (Tamulaitis ir kt., 2002; Pingoud ir kt, 

2003; Sokolowska ir kt., 2007). 
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2.1.4 Buferiniai ir kiti tirpalai  

M.AluI ir kitų MTazių reakcijos buferis: 25 mM MOPS, 25 mM MES 

(pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 15 mM NaCl, 2 mM 2-merkaptoetanolio, 0.2 mg/ml 

BSA.  

Restrikcijos endonukleazių reakcijos buferis: 33 mM Tris-OAc (pH 

7.9), 66 mM K-OAc, 10 mM CaCl2, 0.2 mg/ml BSA.  

P1 nukleaz÷s buferis: 10 mM Na-OAc (pH 5.2), 1 mM Zn-OAc2. 

0.5x TBE – 44.5 mM Tris-HCl (pH 8.0), 44.5 mM H3BO3, 2 mM 

EDTA.   

Tris-OAc/Ca-OAc2 – 40 mM Tris-OAc (pH 8.3), 10 mM Ca-OAc2. 

M.HhaI aldehidų reakcijos buferis: 50 mM MOPS, 50 mM MES (pH 

7.0), 0.5 mM EDTA, 15 mM NaCl, 2 mM 2-merkaptoetanolio, 0.2 mg/ml 

BSA. 

M.HhaI reakcijos buferis (TEN): 10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 50 mM 

NaCl, 0.5 mM EDTA.  

M.HhaI saugojimo buferis: 10 mM K-PO4 (pH 7.4), 5 mM EDTA, 10 

mM 2-merkaptoetanolio, 100 mM NaCl, 50% glicerolio. 

Buferiai, naudoti tiolių ir selenolių prijungimui: 

Tris-HCl buferis: 50 mM Tris-HCl (pH 7.5, 8.0 ir 8.0), 0.2 mg/mL 

BSA, 0.5 mM EDTA. 

Citratinis buferis: 15 mM Na-citratas (pH 5.0, 5.5, 6.0 ir 6.5), 0.2 

mg/mL BSA. 

Fosfatinis buferis: 10 mM Na-PO4 (pH 6.5, 7.0, 7.5 ir 8.0), 0.2 mg/mL 

BSA, 0.5 mM EDTA. 

Acetatinis buferis: 50 mM Na-OAc (pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 ir 7.4), 0.2 

mg/mL BSA. 

 

2.1.5 Sintetiniai oligonukleotidai 

Oligonukleotidai buvo susintetinti “MWG Biotech”, "Integrated DNA 

Technologies" arba "Metabion" kompanijose. Oligonukleotidai, turintys hmC, 
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buvo susintetinti “IBA Nucleic Acids Synthesis”, tačiau po sintez÷s didel÷ 

dalis hmC baz÷s buvo apsaugota O-cianetilgrupe, kuri buvo pašalinta, 

inkubuojant oligonukleotidus 0.1 M NaOH 65°C 7 val. Po to oligonukleotidai 

buvo išsodinti. 

Lentel÷ 2.1. DNR substratai. M – 5-metilcitozinas, H – 5-hidroksimetilcitozinas, taikinio 
sekos paryškintos, išsukami eksperimentuose stebimi citozinai pabraukti. TLC substratuose 
pabrauktos baz÷s yra 5‘ pažym÷tos 33P (oligonukleotidų pavadinimuose 33P žymę nurodo “*”, 
esantis prieš bazę). Pasvirosiomis raid÷mis nurodytos DNR polimeraz÷s Klenow Fragment 
exo- susintetintos nukleobaz÷s. 

Seka Bazių 
sk. 

Pavadinimas 

DNR naudota denatūruojančiuose PAA geliuose 

5‘-GTAATAGACTGCACGACGCGCCAGGCCGGCGAGCTTTACGAT 

 3‘-ATTATCTGACGTGCTGCGCGGTCCGGCCGCTCGAAATGCTAT 
42 vCG/aCG-42 

5'-TACAGTATCAGGCGCTGACCCACAA 

3’- TGTCATAGTCCGMGACTGGGTGTTG 

25 GCGC/GMGC-25 

5'-TACAGTATCAGGCGCTGACCCACAA 

3’- TGTCATAGTCCCMGACTGGGTGTTG 

25 GCGC/GMCC-25 

5’-TGACCCACGCTCGCCCGGCGACACATTACGT 

3’-ACTGGGTGCGAGCGGGCCGCTGTGTAATGCA  

31 CCCGG/GGGCC-31 

5’-TGACCCACGCTCGCCCGGCGACACATTACGT 

3’-ACTGGGTGCGAGCGGCCCGCTGTGTAATGCA 

31 CCCGG/GGCCC-31 

DNR naudota HPLC eksperimentuose 
5'-TAATAATGCGCTAATAATAATAAT 

3'-ATTATTACGCGATTATTATTATTA 
24 GCGC/GCGC-24 

DNR naudota TLC eksperimentuose 

5'-CCAGCTGCATTAATGAATC 19 *CCN-19 
5'-TGACCCACGCTCGCCCGGAGATAAATTATGT 

3'-ACTGGGTGCGAGCGGGCCTCTATTTAATACA 

31 CC*CGG/CCGGG-
31 

5'-TCGGATGTTGTGGGTCAGCGCATGATAGTGTA 

3'-AGCCTACAACACCCAGTCGCGTACTATCACAT 
32 G*CG*C/GCGC-32 

5'-TCGGATGTTGTGGGTCAGCGCATGATAGTGTA 

3'-AGCCTACAACACCCAGTCGMGTACTATCACAT 
32 G*CG*C/GMGC-32 

5'-CGCGCCATTCCTGCGAGCTTTAGGATA 

3'-GCGCGGTAAGGACGCTCGAAATCCTAT 

27 AG*CT/AGCT-27 

5‘-CGGATGTTGTGGGTCAGHGCATCATACTCTA 

3‘-GCCTACAACACCCAGTCGMGTAGTATGAGAT 

31 G*HGC/GMGC-31 

2.2 Metodai 

2.2.1 DNR manipuliacijos in vitro metodai 

2.2.1.1 Oligonukleotido 5’-galo fosforilinimas 

 T4 polinukleotidkinaz÷s buferyje sumaišome sintetinį oligonukleotidą 

(0.5 µM), radioaktyviai žym÷tą [γ-33P]ATP arba [γ-32P]ATP (0.5 µM) ir 

bakteriofago T4 polinukleotidkinazę (0.5 a.v./µl). Reakcijos mišinys 15 min 
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inkubuojamas 37oC temperatūroje, po to fermentas inaktyvinamas pakaitinus 

10 min 70oC temperatūroje. 

2.2.1.2 Dvigrandžių oligonukleotidų paruošimas 

Komplementarūs oligonukleotidai vandenyje sumaišomi moliariniu 

santykiu 1:1.2 (imamas nežym÷tos grandin÷s perteklius). Ruošiant nežym÷tą 

DNR, abi grandin÷s sumaišomos vienodais kiekiais. Paruoštas tirpalas 

talpinamas į termociklerį, kur 3 min palaikoma 85°C temperatūra, o po to 

atv÷sinama 0.01 °C/s greičiu. Arba paruoštas tirpalas dedamas iki 85-95°C 

temperatūros pašildytą vandens vonią ir leidžiama ataušti iki kambario 

temperatūros. 

2.2.1.3 Oligonukleotidų paruošimas plonasluoksn÷s chromatografijos 

eksperimentams 

Dvigrandžių oligonukleotidų CC*CGG/CCGGG-31, G*CG*C/GCGC-

32, G*CG*C/GMGC-32, AG*CT/AGCT-27 trumpoji grandin÷ prailginama 

DNR polimeraz÷s Klenow Fragment exo- pagalba, laikantis gamintojo 

rekomendacijų („Fermentas“) (pav. 2.1a). Klenow'o reakcijos buferyje 

sumaišome dATP, dTTP, dGTP (≥2 mM kiekvieno), d[α-33P]CTP (≥1 µM), 

sulydytą oligonukleotidą (400 nM) ir Klenow Fragment exo- polimerazę (0.05 

a.v./µl). Reakcijos mišinys 30 min inkubuojamas 37°C temperatūroje, po to 

DNR polimeraz÷ inaktyvinama, pakaitinus 10 min 75°C temperatūroje, o DNR 

perlydoma (2.2.1.2). 

G*HGC/GMGC-31 substratas paruoštas DNR oligonukleotido 5‘-

HGCATCATACTCTA 5‘ galą pažym÷jus 33P fosforilinant (2.2.1.1), o po 

išsodinimo sulydžius su komplementariais oligonukleotidais 5‘-

CGGATGTTGTGGGTCAG ir 3‘-

GCCTACAACACCCAGTCGMGTAGTATGAGAT  (250 nM) ir susiuvus 

DNR grandin÷s trūkį, naudojant DNR ligazę (0.06 a.v./µl, 2 val, 16 °C) (pav. 

2.1b). 
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Paveikslas 2.1. G*CG*C/GCGC-32 (a) ir G*HGC/GMGC-31 (b) substratų ruošimo 
schemos. Raudonai nurodyti 5‘ gale 33P pažym÷ti nukleotidai, H – 5-hidroksimetilcitozinas, 
M – 5-metilcitozinas. 
 

2.2.1.4 DNR išsodinimas 

DNR išsodinama 3 tūriais 96% šalto etanolio ir 1/10 tūrio Na-OAc (pH 

7.0) 3 M. M÷giniai šaldomi 1 val -20°C temperatūroje ir centrifuguojami 

16000Xg 10 min, 1-3 kartus plaunami 75% etanoliu ir džiovinami 15-30 min 

20-55 °C temperatūroje. 

2.2.1.5 DNR veikimas piperidinu 

 DNR ištirpinama 40-100 µl 1 M šviežiai skiesto piperidino, 

inkubuojama 30 min 90ºC temperatūroje ir garinama vakuuminiame įrenginyje 

45°C temperatūroje iki sausumo. 

2.2.1.6 Cheminis DNR sekos nustatymas: purinų takelio paruošimas 

Purinų (G+A) takelis buvo ruošiamas pagal tradicines cheminio 

oligonukleotidų sekos nustatymo metodikas (Sambrook ir Russell, 2001). 4 µl 

0.5 mg/ml pBR322 DNR ("Fermentas"), 10 µl 50 nM 33P arba 32P žym÷to 

oligonukleotido ir 3 µl 8.8% HCOOH inkubuojama 15 min 37°C 

temperatūroje. Po to DNR veikiama piperidinu (2.2.1.5) ir ištirpinama 

formamide. 

2.2.1.7 PGR fragmentų ruošimas 

618 bp ir 1032 bp DNR fragmentai buvo paruošti standartiniu PGR 

metodu, naudojant pradmenų poras 5-AACGTTGTTGCCATTGCTAC ir 5-

GCTCATGAGACAATAACCCTGA bei GGGTTACATCGAACTGG ir 
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GAGCGGATAACAATTTCACACAGG bei matricinę pUC19 plazmidę. 

Sintetinant hmC turinčius DNR fragmentus, vietoje dCTP buvo naudotas 

dhmCTP. Po PGR reakcijos, DNR išvalyta, naudojant sefadekso G-25 

kolon÷les arba QIAquick® PGR valymo rinkinį („Qiagen“). 

Kiekybinio PGR eksperimentui buvo paruošti du PGR fragmentai: 1) 

230 bp specifinis, kuris turi du M.SssI taikinius; 2) 200 bp kontrolinis, 

neturintis M.SssI taikinių. Fragmentai ruošti, naudojant du rinkinius pradmenų: 

1) 5‘-GCCCATGTCGCTGTG ir 5‘-

AAGATGTGTCCHGGCTGGCCTATACTCAGHGC (specifiniam 

fragmentui; H – 5-hidroksimetilcitozinas); 2) 5‘-

GCCCACTTCACTTCTTGTG ir 5‘-AGGCCAAAAGAAAGAAGAGAT 

(nespecifiniam fragmentui) bei atitinkamai bet kurios pel÷s linijos ir pelių 

linijos C57BL/6J DNR. Po PGR, reikiamo dydžio fragmentai buvo valomi iš 

agarozinio gelio, naudojant QIAquick® DNR valymo rinkinį („Qiagen“). 

Šiuos fragmentus ruoš÷ dr. Edita Kriukien÷. 

2.2.2 Reakcijos su egzogeniniais reagentais 

Elektroforetinio DNR frakcionavimo denatūruojančiomis sąlygomis ir 

TLC eksperimentuose naudota 20 nM DNR koncentracija ir 1-20 kartų 

didesnis baltymo perteklius, HPLC eksperimentuose naudotos 13 µM DNR ir 

baltymo koncentracijos. Eksperimente su λ fago DNR naudotos 820 nM 

taikinių (0.12 µg/µl λ fago DNR) ir 3.3 µM M.HhaI koncentracijos. Galutin÷s 

reagentų koncentracijos buvo: 13 mM formaldehido, 400-800 mM 

acetaldehido, 200 mM propionaldehido, 100-400 mM 2-chloracetaldehido, 1.2-

50 mM L-cisteino, 2-aminoetantiolio, L-selenocisteino, 2-aminoetanselenolio 

arba DTT, 150-500 mM 2-merkaptoetanolio, 0.5 mM adenozil-5‘-tiolio. 

Reakcija vykdoma iki 2 val 20°C arba 37°C temperatūroje. 2-aminoetantiolis, 

2-aminoetanselenolis ir L-selenocistinas prieš kiekvieną reakciją buvo 

ruošiami šviežiai iš atitinkamų disulfidų arba diselenidų, inkubuojant su 

4xDTT pertekliu 10-120 min 20-37° temperatūroje. Po redukcijos reagentai 
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buvo naudojami be papildomo gryninimo. Po reakcijos DNR išsodinama 

(2.2.1.4). 

2.2.3 Fermento-DNR sąveikos tyrimas elektroforetinio judrumo 

poslinkio poliakrilamidiniame gelyje metodu 

Dvigrandžiai oligonukleotidai, kurių viena grandin÷ 5‘-gale buvo 

pažym÷ta 32P arba 33P fosforilinant (2.2.1.1), 20 min k.t. inkubuoti su baltymais 

su arba be egzogeninio reagento. M÷giniai analizuoti 8% PAA gelyje 

(akrilamido ir bisakrilamido santykis 19:1), frakcionuojant 0.5xTBE  buferyje 

45-90 min, esant 10 V/cm įtampai (MTazių m÷giniai) arba Tris-OAc/Ca-OAc2 

buferyje 90-180 min, esant 5 V/cm įtampai (REazių m÷giniai). Po 

elektroforez÷s geliai išdžiovinti ant Whatman 3MM popieriaus ir eksponuoti su 

fotoekranu. Fotoekranas nuskanuotas FLA-5100 („Fujifilm“) arba Cyclone 

PhosphorImager („Packard Instrument Co.“) skaneriais. Baltymo-DNR 

komplekso ir nesurištos DNR zonų intensyvumas įvertintas, naudojant 

kompiuterines programas MultiGauge arba OptiQuant. 

2.2.4 Elektroforetinis DNR frakcionavimas denatūruojančiomis 

sąlygomis 

DNR, kurios viena grandin÷ 5‘ gale buvo pažym÷ta 32P arba 33P 

fosforilinant (2.2.1.1), resuspenduota formamide. Elektroforez÷ 

denatūruojančiomis sąlygomis vykdyta 15% ar 20% PAA gelyje (akrilamido ir 

bisakrilamido santykis 19:1) su 7 M ur÷jos, 1xTBE buferyje 1-2 val, esant 60-

65 W galiai. Po elekroforez÷s gelis fiksuotas 10 min 10% acto rūgšties tirpale, 

acto rūgštis nuplauta vandeniu, gelis džiovintas ant Whatman 3MM popieriaus 

ir eksponuotas su fotoekranu. 

2.2.5 Vienkrypt÷ ir dvikrypt÷ plonasluoksn÷ chromatografija  

 Po reakcijos su egzogeniniu reagentu (2.2.2) DNR išsodinta (2.2.1.4) ir 

hidrolizuota nukleaze Bal31 (0.1-0.05 a.v./µl, 1-3 val 30°C temperatūroje 

BaL31 buferyje) arba P1 (0.02-0.01 a.v./µl 1 val 55°C temperatūroje P1 
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buferyje) iki 5'-NMP. Po to 0.5-2 µl m÷ginio užnešta ant 20x10 cm PEI 

CelluloseF ("Merck") TLC plokštelių. Pirmoji kryptis leista 20 cm tirpale 

izosviesto rūgštis – vanduo – amoniakas (≥25%) (16.5:4.25:1), po to plokštel÷ 

džiovinta traukos spintoje 2 val arba per naktį. Atliekant dvikryptę 

pluonasluoksnę chromatografiją, išdžiovinta TLC plokštel÷ pasukta 90°C 

kampu ir leista antroji 10 cm kryptis tirpale amonio sulfatas (sotus tirpalas) – 

izopropanolis – natrio acetatas (1M) (40:1:9) (Kuchino ir kt., 1987). Po to 

plokštel÷ džiovinta 30 min ir eksponuota su fotoekranu. Fotoekranai 

nuskanuoti, naudojant FLA5100 skanerį ir analizuoti MultiGauge programa 

(Fujifilm). 

2.2.6 Aukšto sl÷gio skysčių chromatografijos-masių spektrometrijos 

metodas 

Išsodinti GCGC/GCGC-24 oligonukleotidų dupleksai, tirpinti P1 

buferyje ir hidrolizuoti iki nukleotidų nukleaze P1 (0.01 a.v./µl, 2 val 55°C). 

Nukleotidai defosforilinti iki nukleozidų šarmine fosfataze CIAP arba FastAP 

(0.01 a.v./µl, per naktį 37°C). M÷giniai filtruoti per 3000 Da porų dydžio 

filtrus Microcon koncentratoriuose (arba kaitinti 75°C 15 min, o 

denatūravusios baltymų nuos÷dos nucentrifuguotos 20000Xg 30 min k.t.) ir 

analizuoti, naudojant integruotą HPLC/ESI-MS "Hewlett-Packard 1100 series" 

sistemą. Nukleozidų m÷giniai buvo užnešti ant Discovery HS C-18 75x2.1 mm 

kolon÷l÷s ir išplauti, naudojant 2 tirpalų linijinį gradientą (A: 20 mM amonio 

formiatas (pH 3.5) arba amonio acetatas (pH 5.5) ir B: 80% metanolis), esant 

0.3 ml/min tek÷jimo greičiui, 30°C temperatūrai ir naudojant metodą: 0–20 

min, 0–20% B; 20–22 min, 20–100% B; 22-27 min, 100% B; 27-29 min, 0-

100% A. UV spektrai (190–400 nm) pikų maksimumuose užrašyti, naudojant 

diodinį UV absorbcijos detektorių. Aukštos skiriamosios gebos mas÷s spektrai 

(ang. k. „high-resolution mass spectra“, HRMS) gauti naudojant Thermo 

Electron LTQ Orbitrap masių spektrometrą ir nanoelektroišpurškimo 

jonizatorių (Proxeon NanoSpray ESI) arba Agilent Q-TOF 6520 masių 

spektrometrą ir dvigubą elektroišpurškimo jonizatorių (Dual-ESI).  
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2.2.7 Plazmidin÷s pUC19 DNR žym÷jimas M.HhaI taikiniuose 

0.2 mg/ml pUC19 DNR (2 µM M.HhaI atpažinimo taikinių), 8 µM 

M.HhaI ir 13 mM formaldehido inkubuota k.t. 30 µl TEN buferio. Po 1 val į 

reakciją prid÷tas šviežiai skiestas L-cisteinas iki 50 mM galutin÷s 

koncentracijos. Dar po valandos reakcijos buvo praskiestos 6 kartus ir baltymai 

pašalinti vieną kartą ekstrahuojant fenoliu, 2 kartus 

fenolio/chloroformo/izoamiloalkoholio mišiniu (Roti®-Phenol/C/I) ir 3 kartus 

chloroformu. Vandenin÷ faz÷ buvo atskirta ir DNR išsodinta izopropanoliu 

(0.9 tūrio bei 1/10 tūrio Na-OAc (pH 7.0), 3 M). Po to modifikuota DNR 

veikta 250 µM fluoresceino NHS esteriu (6-[Fluoresceino-5(6)-

karboksamido]heksanoin÷s rūgšties N-hidroksisukcinimido esteris, „Fluka“) 

0.15 M natrio bikarbonatiniame buferyje (pH 9.0) k.t. 1.5 val. Po reakcijos 

DNR išvalyta nuo nesureagavusio dažo, naudojant QIAquick® nukleotidų 

pašalinimo rinkinį („Qiagen“). Galiausiai, žym÷ta DNR buvo suhidrolizuota 

R.FspBI ir analizuota 2% agaroziniame gelyje. Po elektroforez÷s gelis 

nuskanuotas FLA-5100 skaneriu, naudojant 473 lazerį, ir po to nudažytas 

etidžio bromidu. 

2.2.8 PGR fragmentų, turinčių hmC, žym÷jimas M.SssI taikiniuose 

790 ng 618 bp PGR fragmento, susintetinto, naudojant dhmCTP (32 

M.SssI taikiniai), ir 790 ng 1032 bp PGR fragmento (67 M.SssI taikiniai) buvo 

inkubuoti su M.SssI (2.5-3 kartinis perteklius lyginant su taikiniais) ir 12,5 mM 

2-aminoetantiolio arba 50 mM DTT 1 val k.t. 30-100 µl acetatinio buferio (pH 

6.0). Po reakcijos DNR išvalyta, naudojant QIAquick® PGR fragmentų 

valymo rinkinį („Qiagen“). Po to modifikuota DNR veikta atitinkamai 160 µM 

Cy5 NHS esteriu („Fluka“) 40 µl 0.15 M natrio bikarbonatiniame buferyje (pH 

9.0) k.t. 2 val arba 30 µM ATTO-520 maleimidu („ATTO-TEC GmbH“) 60 µl 

500 mM Na-OAc ir 2 mM  TCEP (tris(2-karboksietil)fosfinas) tirpale (pH 7.0) 

per naktį. Po reakcijos DNR išvalyta nuo nesureagavusio dažo, naudojant 

QIAquick® PGR fragmentų valymo rinkinį („Qiagen“). Galiausiai, žym÷ta 

DNR buvo analizuota 1% agaroziniame gelyje. Po elektroforez÷s gelis 



 53 

nuskanuotas FLA-5100 skaneriu, naudojant 633 nm (Cy5) arba 473 nm 

(ATTO-520) lazerį ir po to nudažytas etidžio bromidu. 

2.2.9 Žym÷jimas biotinu ir hmC turinčios DNR praturtinimas 

Eksperimentą atliko dr. Edita Kriukien÷. hmC turintis (specifinis, du 

M.SssI taikiniai su hmC) ir neturintis (kontrolinis, n÷ra M.SssI taikinių) PGR 

fragmentai (50 ng kiekvieno, 32 nM M.SssI taikinių koncentracija) buvo 

inkubuoti su 12 mM 2-aminoetantioliu, esant 4 µM M.SssI 1 val 24°C 

temperatūroje acetatiniame buferyje (pH 6.0). Po reakcijos DNR išvalyta 

QIAquick® nukleotidų pašalinimo rinkiniu („Qiagen“) ir pažym÷ta biotinu, 

naudojant disulfido-N-hidroksisukcinimido esterį („Sigma-Aldrich“). 

Žym÷jimas vykdytas 0.15 M natrio bikarbonatiniame buferyje 2.5 val k.t. DNR 

v÷l išvalyta QIAquick® nukleotidų pašalinimo rinkiniu ir inkubuota su 

streptavidinu dengtomis magnetin÷mis dalel÷mis Dynabeads M-280 

(„Invitrogen“) 10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 1 M NaCl buferyje besisukančioje 

purtykl÷je 3 val. Dalel÷s surinktos magnetiniame stovelyje, 3 kartus plautos 

inkubavimo buferiu ir galiausiai suspenduotos 10 mM Tris-HCl (pH 8.5). 

Tiesiai nuo dalelių buvo daromas daugybinis tikro laiko PGR, naudojant 

Rotor-GeneTM 6000 tikro laiko PGR instrumentą ("Corbett Research") ir tikro 

laiko PGR rinkinį MaximaTM Probe qPCR Master Mix ("Fermentas"). 

Galutiniame 25 µl tikro laiko PGR reakcijos tūryje buvo 0.9 nespecifinio  ir 0.3 

specifinio µM pradmenų ir 0.25 µM dvigubai pažym÷to TaqMan zondo 

(Metabion) (lentel÷ 2.2). Amplifikacijos programa buvo nustatyta: 95°C 10 

min, 40 ciklų 95°C 15 sek, 60°C 1 min. Duomenys analizuojami Rotor-GeneTM 

programa. Rezultatai pateikti procentais ant dalelių prikibusio DNR kiekio, 

palyginus su neprikibusia frakcija. 

Lentel÷ 2.2.Pradmenys, naudoti RT-PGR. 

Fragmentas 
Pradmens 

pavadinimas 
Pradmens seka (5‘→3‘) 

Specifinis-dir ATGTGTTGGAGTGTGCCTGA 
Specifinis-rev GTGGCTCTGATTGATGGCTC 

Specifinis 
fragmentas 

TaqMan zondas FAM-TCCCTGTGTGATCACCCCTATGCTTG-BHQ1 
Kontrolinis-dir CAGGCCTCTTCAAGGGTCA 
Kontrolinis-rev AAGAGATGAGGGCCTGGG 

Kontrolinis 
fragmentas 

TaqMan zondas JOE-TGGCCCATACCTCTTCAAGGGCA-BHQ1 
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2.2.10 Chemin÷ modifikuotų nukleozidų sintez÷ 

5-hidroksimetil-2'-deoksicitidinas (hmC), 5-hidroksimetil-2'-

deoksiuridinas (hmU) ir 5-(2-hidroksietiltio)metil-2’-deoksiuridinas (hetmU) 

buvo chemiškai susintetinti pagal aprašytas metodikas su pakeitimais (Tardy-

Planechaud ir kt., 1997; LaFrancois ir kt., 1998). Šių modifikuotų nukleozidų 

sintezę atliko dr. Viktoras Masevičius. 

Adenozil-5‘-tiolis buvo susintetintas pagal Pignot ir kt. publikuotą 

metodiką (Pignot ir kt., 2000), sintezę atliko dr. Milda Malvina Burbulien÷ ir 

dr. Viktoras Masevičius. 

2.2.10.1 5-hidroksimetil-2'-deoksicitidino (hmC) sintez÷ 

3 ml 20% formaldehido, 0.5 g (1.90 mmol) 2'-deoksicitidino 

hidrochlorido ir 4 ml trietilamino inkubuota, maišant 30 min k.t., o po to 

patalpinta į sandarų plieninį indą ir laikyta 7 dienas 65ºC (reakcijos konversija 

50%). Reakcijos mišinys buvo atšaldytas, o vandeninis sluoksnis atskirtas ir 

praleistas per 4 g katijonito (Dowex 50Wx8 arba panašios H+ formos). 

Produktas eliuotas vandeniu, o apjungtos frakcijos koncentruotos sumažintame 

sl÷gyje. Tikslinio produkto išgryninimui naudota silikagelio chromatografija 

(40–60 µm, eliuentas chloroformas:metanolis 1:1). Išgrynina ~26 mg hmC 

(9%), kurio 1H branduolio magnetinio rezonanso (BMR) spektras (300 MHz, 

DMSO-D6) visiškai sutapo su literatūroje aprašytu (Tardy-Planechaud ir kt., 

1997).  

2.2.10.2 5-hidroksimetil-2'-deoksiuridino (hmU) sintez÷ 

hmU buvo sintetinamas taip pat kaip ir hmC, tik iš 0.5 g (2.19 mmol) 

dU. Galutin÷je stadijoje tikslinio produkto išgryninimui naudota silikagelio 

chromatografija (40–60 µm, eliuentas 90% acetonitrilas). Išgryninta 0.19 g 

(34%) hm-dU, kurio 1H BMR spektras (300 MHz, DMSO-D6) visiškai sutapo 

su literatūroje aprašytu (Shiau ir kt., 1980); 13C BMR spektas yra (75 MHz, 

DMSO-D6): δ = 40.47, 56.70, 62.14, 71.25, 84.59, 87.99, 114.96, 137.46, 

150.07, 163.35. 
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2.2.10.3 5-(2-hidroksietiltio)metil-2’-deoksiuridino (hetmU) sintez÷ 

Į polipropileno reakcijos indą supilama hmC (0.042 g; 0.16 mmol) 

suspensija 0.4 ml 2-merkaptoetanolio ir įlašinama trifluoracto rūgštis (0.015 g; 

0.13 mmol; 0.01 ml). Hermetiškas reakcijos indas kaitinamas 130°C 

temperatūroje 1 val, reakcijos mišinys atšaldomas iki k.t. ir supilamas į 5 ml 

CH2Cl2. Susidariusi suspensija užpilama ant 2 cm silikagelio 40-60 µm 

sluoksnio. Per šį silikagelio sluoksnį eliuojami 3 tūriai po 15 ml CH2Cl2. 

Produktas iš silikagelio sluoksnio išplaunamas 15 ml metanolio. Metanolis 

nugarinamas sumažintame sl÷gyje, likutis chromatografuojamas (silikagelis 

40-60 µm, CH3CN:H2O – 20:1). Išeiga 28 mg (54%). 1H BMR (300 MHz, 

DMSO-D6): δ = 2.11 (dd, J1C2‘-C1‘ = 6.8Hz, J2C2‘-C3‘ = 4.6Hz, 2H, C2‘), 2.54 (t, 

JSCH2 – CH2O = 6,8Hz, 2H, SCH2CH2), 3.38 (s, 2H, C5CH2S), 3.54 (t, JOCH2 – CH2S 

= 6,8Hz 2H, CH2CH2O), 3.58 (t, JC5‘-C4‘ = 3.9Hz 2H, C5‘), 3.80 (td, J1C4‘-C5‘ = 

3.9Hz, J2C4‘-C3‘ = 2.8Hz, 1H, C4‘), 4.26 (td, J1C3‘-C2‘ = 4.6Hz, J2C3‘-C4‘ = 2.8Hz, 

1H, C3‘), 4,83 (brs, 1H, OH), 5.01 (brs, 1H, OH), 5.30 (brs, 1H, OH), 6.18 (t, 

JC1‘-C2‘ = 6.8Hz, 1H, C1‘), 7.85 (s, 2H, C5), 10.65 (brs, 1H, NH). 13C NMR (75 

MHz, DMSO-D6): δ = 27.95, 34.49, 40.38, 61.33, 62.08, 71.17, 84.75, 88.08, 

111.76, 137.95, 150.96, 163.25. HR-MS: MS1 ([M + Na]+, C12H18N2O6SNa), 

suskaičiuota: 341,0778, pamatuota: 341,0779; MS2 ([MS1 minus 

deoksiriboz÷], C7H10N2O3SNa) suskaičiuota: 225.0304, pamatuota: 225.0298; 

MS3 ([MS2 minus SCH2CH2OH], C5H4N2O2Na), suskaičiuota: 147.0165, 

pamatuota: 147.0158. 

2.2.10.4 Fermentiškai susintetinto hetmC deamininimas iki hetmU 

hetmC buvo fermentiškai susintetintas iš 1.8 ml reakcijos (2.2.2) ir 

išgrynintas, naudojant HPLC analitinę koloną (2.2.6). Surinktos frakcijos buvo 

išgarintos iki sausumo ir inkubuotos su 3 M natrio nitrito 0.3 M Na-OAc (pH 

4.5) buferyje 1 val 4ºC. Reakcijos pH buvo privestas iki ~8.0 amoniaku ir 

reakcija inkubuota 4 val 37ºC. Po to reakcijos iškart analizuotos HPLC metodu 

be papildomo gryninimo.  
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3 REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1 2-chloracetaldehido panaudojimas, tiriant fermentų 

vykdomą citozino išsukimą iš DNR spiral÷s 

Fermentų vykdomą baz÷s išsukimą galima tirti įvairiais metodais (žr. 

1.3 skyrių). Dalis jų yra pritaikyti pavieniams atvejams, yra labai sud÷tingi ar 

tiria nenatūralių bazių porų išsukimą. Šiame darbe išband÷me cheminį 

ektraspiralinių citozinų modifikacijos metodą, naudojant reagentą 2-

chloracetaldehidą (Caa), kuris yra paprastas, pigus ir gali būti panaudotas 

tiriant natūralių bazių porų išsukimą baltymo-DNR kompleksuose. Caa 

reakcijos su heterociklin÷mis baz÷mis yra neblogai ištirtos, aprašytos ir jau 

seniai naudojamos antrin÷ms RNR ir DNR struktūroms nustatyti. Mūsų tikslas 

buvo jas pritaikyti M.HhaI metiltransferaz÷s ir kitų fermentų katalizuojamam 

baz÷s išsukimui tirti. 

2-haloacetaldehidai (2-chloracetaldehidas (Caa) ir 2-bromacetaldehidas 

(Baa)) specifiškai reaguoja su viengrandžiais DNR regionais, modifikuodami 

C, A ir, žymiai silpniau, G bazes. Reakcija vyksta su tais heterociklinių bazių 

atomais (C – N3 ir N4, A – N1, N6 (pav. 3.1)), kurie dvigrand÷je DNR sudaro 

vandenilinius ryšius su priešais esančiomis baz÷mis, tod÷l dvigrand÷ DNR yra 

apsaugota, o 2-haloacetaldehidai reaguoja tik su nesuporuotais citozinais ir 

adeninais. Pirmoje reakcijos stadijoje haloacetaldehidas yra prijungiamas, 

susidarant tarpiniam produktui – -CH2-CHOH- tilteliui tarp egzo ir endo azoto 

atomų. Antroje stadijoje vyksta dehidratacija, susidarant etenocitozinui ir 

etenoadeninui (pav. 3.1). Tiek adenino, tiek citozino reakcijos su 2-

haloacetaldehidais optimalus pH 4.5-5. Neutraliame pH citozino atveju pirmoji 

reakcijos stadija vyksta gerai, tačiau dehidratacija labai sul÷t÷ja, tod÷l šiomis 

sąlygomis galima steb÷ti hidratuotą etenocitozino produktą. Caa, būdamas 

mažiau reaktyvus nei Baa, yra tinkamesnis reagentas baltymo-DNR kompleksų 

tyrimams, norint išlaikyti šiuos kompleksus aktyvius (Biernat ir kt., 1978; 
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Krzyzosiak ir kt., 1981). Be to, Caa yra komerciškai prieinamas, tod÷l savo 

eksperimentus prad÷jome su Caa.  

 
 
Paveikslas 3.1. 2-haloacetaldehidų (2-chloracetaldehido ir 2-bromacetaldehido)  
reakcija su citozinu ir adeninu. Pirmiausia haloacetaldehido aldehidogrup÷ reaguoja su 
egzociklin÷mis aminogrup÷mis, o po to halometilgrup÷ reaguoja su endocikliniais azoto 
atomais.  Reakcija vyksta per ilgai gyvuojančią tarpinę stadiją (εhidC ir εhidA), susidarant 
N3,N4-etenocitozinui (εC) ir N1,N6-etenoadeninui (εA).  
 

Caa modifikuotos baz÷s DNR grandin÷je yra identifikuojamos keliais 

metodais. Eteno baz÷s negali sudaryti normalių Watson-Crick bazių porų, tod÷l 

modifikuota vieta yra taikinys viengrandę DNR kerpančioms nukleaz÷ms, pvz. 

S1. Kitas metodas, kurį ir išband÷me savo darbe, remiasi DNR sekoskaita 

Maxam-Gilbert metodu: pakaitinus 90°C 30 min su 1M piperidino, DNR yra 

fragmentuojama ties Caa modifikuotomis baz÷mis (McLean ir kt., 1987; 

Kohwi-Shigematsu ir Kohwi, 1992). 

3.1.1 Išsukto citozino identifikavimas 2-chloracetaldehidu 

metiltransferazių-DNR kompleksuose 

M.HhaI buvo inkubuota su 25 bp dvigrandžiu oligonukleotidu, turinčiu 

vieną hemimetilintą M.HhaI taikinį, M.HhaI-DNR kompleksas veiktas Caa 

(2.2.2), o po to DNR – piperidinu (2.2.1.5). Išfrakcionavus Caa modifikuotą 

DNR denatūruojančiame PAA gelyje (2.2.4), buvo steb÷ta fragmentacija ties 

M.HhaI išsukamu citozinu; fragmentacijos intensyvumas buvo žymiai didesnis 

nei viengrand÷s DNR kontrol÷s, veiktos Caa (pav. 3.2a). Teigiami rezultatai 
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buvo gauti gana dideliame Caa koncentracijos intervale (10-200 mM Caa), 

reakcijas inkubuojant kambario ar 37°C temperatūroje. 

  Su M.HhaI Q237G mutantiniu baltymu, kuris pasižymi sutrikusiu 

baz÷s išsukimu, bet yra nepraradęs DNR surišimo funkcijos (Daujotyt÷ ir kt., 

2004), kaip ir tik÷tasi, nebuvo gauta taikinio citozino modifikacija Caa (pav. 

3.2a). Elektroforetinio judrumo poslinkio PAA geliuose metodu (2.2.3) buvo 

įsitikinta, kad Q237G, panašiai kaip ir wt, po Caa modifikacijos buvo surišęs 

didžiąją dalį DNR (neparodyta). 

M.HhaI išsukamo citozino reaktyvumas reakcijose su Caa buvo 

išbandytas ne tik natūraliame substrate, bet ir esant klaidingai suporuotoms 

baz÷ms taikinyje (C/C, C/A, C/T). Caa yra naudojamas viengrandžiams arba 

nesuporuotiems citozinams aptikti, taigi, klaidingai suporuotas citozinas gali 

būti modifikuojams Caa ir be MTaz÷s. Tačiau mūsų sąlygomis (200 mM Caa, 

45 min 20°C temperatūroje) kontroliniame m÷ginyje be MTaz÷s citozinas 

nebuvo modifikuojamas (pav. 3.2a, 10 takelis). Esant M.HhaI, kuri geriau 

rišasi su DNR substratais, taikinio vietoje turinčiais klaidingai suporuotus 

citozinus (Klimašauskas ir Roberts, 1995), tikslinis citozinas buvo intensyviai 

modifikuojamas Caa (pav. 3.2a, 11 takelis). 

 
Paveikslas 3.2. MTazių-DNR kompleksų modifikacija chloracetaldehidu. DNR, kurios 
viena grandin÷ buvo žym÷ta 33P, po Caa modifikacijos reakcijos analizuota 15% 
denatūruojančiame PAA gelyje. G+A – purinų takelis; 2-11 takeliai veikti Caa; vg – 
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viengrand÷ DNR. MTazių atpažinimo sekos paryškintos, išsukamas citozinas pabrauktas. „*“ 
nurodo 5‘ gale pažym÷tą DNR grandinę. a M.HhaI wt ir Q237G kompleksų su hemimetilinta 
(*GCGC/GMGC-25) ir taikinio vietoje turinčios C/C bazių porą (*GCGC/GMCC-25) DNR 
modifikacija Caa; takeliuose 2-11 reakcijos vykdytos 45 min k.t. (2 takelis – 37°C), esant 200 
mM Caa, 300 nM baltymo, 280 nM DNR (*GCGC/GMGC-25) (3-7 takeliai) arba 30 nM 
baltymo ir 10 nM DNR (*GCGC/GMCC-25) (8-11 takeliai) ir 0.1 mM SAH (5 ir 7 takeliai). 
b M.AluI komplekso su DNR, turinčios vieną nemetilintą taikinį, modifikacija Caa. 
Takeliuose 2-4 reakcijos vykdytos 50 min 37°C temperatūroje, esant 10 a.v./µl M.AluI, 105 
nM DNR (*vCG/aCG-42) ir 50 mM Caa. c M.SssI-DNR komplekso modifikacija Caa (1 
hemimetilintas taikinys). Takeliuose 2-4 reakcijos vykdytos 55 min 20°C temperatūroje (2 
takelis – 37°C), esant 100 mM Caa, 0.4 a.v./µl M.SssI ir 20 nM DNR (*GCGC/GMGC-25). 
(d) M.SssI-DNR komplekso modifikacija Caa (5 nemetilinti taikiniai). Takeliuose 2-5 
reakcijos vykdytos 65 min 20°C temperatūroje (2 takelis – 37°C), esant 100 mM Caa, 0.8 
a.v./µl M.SssI (~400 nM), 20 nM DNR (*vCG/aCG-42 (kair÷je) arba vCG/a*CG-42 
(dešin÷je)) ir 0.1 mM SAH (5 takelis). 
 

Įdomu, kad Caa nemodifikavo taikinio citozino trinariuose M.HhaI-

DNR-SAH kompleksuose, nors šie trinariai kompleksai yra stabilesni nei 

dvinariniai M.HhaI-DNR kompleksai (pav. 3.2; skyrius 3.2) 

Parodžius, kad Caa chemija puikiai veikia su M.HhaI, buvo tirtos dar 

septynios 5mC MTaz÷s: M.SssI, M.AluI, M.HaeIII, M.HpaII, M.MspI, 

M.DMT1∆N, M.Eco31IC, ir dvi 4mC MTaz÷s: M.MvaI ir M.BfiC2. 

Išbandžius daug Caa chemin÷s reakcijos sąlygų ir optimizavus baltymo-DNR 

susirišimą reakcijos metu, kuris buvo steb÷tas elektroforetinio judrumo 

poslinkio PAA gelyje metodu, teigiami rezultatai buvo gauti su M.SssI ir 

M.AluI (pav. 2b,c,d; lentel÷ 3.1). Neigiamus M.HpaII ir 4mC MTazių 

rezultatus galima paaiškinti silpna baltymo-DNR sąveika, tačiau M.HaeIII-

DNR ir M.MspI-DNR kompleksai buvo stabilūs Caa modifikavimo reakcijos 

metu. Visų MTazių preparatai netur÷jo endogeninio SAM priemaišų, taigi, 

reakcijos metu susidaręs SAH netur÷tų įtakoti rezultato. 

 
Lentel÷ 3.1. MTazių-DNR kompleksų modifikacijos chloracetaldehidu sąlygos. 

MTaz÷ 

Atpažinimo 
seka 

(išsukama baz÷ 
pabraukta) 

Baltymo-DNR susirišimas 
(steb÷tas PAA gelyje natyviomis 

sąlygomis) 

Caa 
konc., 

M 
T,°C 

Laikas, 
min 

M.HhaI GCGC 
be Caa pilnas surišimas, su Caa 

riša >1/2 
0.01-0.2 20, 37 15-105 

M.AluI AGCT 
be Caa suriša >1/2 DNR, 

su Caa riša silpnai 
0.05-0.2 20, 37 40-60 

M.SssI CG su ir be Caa pilnas surišimas 0.1-0.3 20 60 
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Atlikus Caa modifikacijos eksperimentą su DNR substratu, turinčiu 

penkis M.SssI taikinius, paaišk÷jo, kad vieni taikiniai yra labiau modifikuojami 

nei kiti (pav. 3.2d). Taip pat, įvedus 33P žymę į viršutin÷s arba apatin÷s DNR 

grandin÷s 5' galą, steb÷jome, kurioje grandin÷je taikinio citozinas yra 

intensyviau modifikuojamas. Pav. 3.2d matyti, kad trečias taikinys yra 

modifikuojams tik vienoje *vCG-42 grandin÷je, tačiau visai šalia esantis 

ketvirtas taikinys yra modifikuojams žymiai mažesniu intensyvumu ir abiejose 

DNR grandin÷se, kaip ir penktas bei antras taikiniai. Pirmas taikinys taip pat 

modifikuojamas tik vienoje *aCG-42 grandin÷je. Toks skirtingas taikinių 

modifikacijos profilis gali būti apspręstas lokaliais DNR konformacijos 

ypatumais, d÷l kurių gali priklausyti MTaz÷s taikinio pasirinkimas ir Caa 

reaktyvumas.  

3.1.2 Išsukto citozino identifikavimas 2-chloracetaldehidu 

restrikcijos endonukleazių-DNR kompleksuose 

Nusprend÷me Caa chemin÷s modifikacijos metodą išbandyti su kitais 

DNR išsukimo mechanizmą naudojančiais fermentais – R.Ecl18kI ir R.PspGI. 

Šie giminingi restrikcijos fermentai atpažįsta pertrauktas pseudopalindromines 

sekas: R.Ecl18ki – CCNGG (kur N – bet koks nukleotidas), o R.PspGI  – 

CCWGG (W – A arba T) ir jas hidrolizuoja prieš taikinį. Šie fermentai taikinio 

centrinę bazių porą visiškai išsuka iš DNR spiral÷s ir suriša ją specialioje 

baltymo kišen÷je (Bochtler ir kt., 2006; Szczepanowski ir kt., 2008; Tamulaitis 

ir kt., 2007). Tokiu būdu R.Ecl18kI ir R.PspGI 5 bp atpažinimo seką 

CCNGG/CCWGG paverčia į 4 bp seką CCGG. 

Kontroliniams eksperimentams pasirinkome restrikcijos endonukleazę 

R.BcnI, kuri atpažįsta CCSGG seką (S – C arba G) ir hidrolizuoja DNR 

taikinyje po antrojo citozino. R.BcnI-DNR komplekse DNR mažai skiriasi nuo 

kanonin÷s B-formos (Sokolowska ir kt., 2007).  

Visi Caa modifikacijos eksperimentai atlikti, naudojant visiškai 

komplementarų oligonukleotidą su atpažinimo seka CCCGG, taigi R.PspGI 

atveju buvo naudotas ne laukinio tipo taikinys. Tačiau yra parodyta, kad 
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R.PspGI gerai sąveikauja su tokiu taikiniu, nors jo ir nehidrolizuoja 

(Tamulaitis ir kt. 2008). Mūsų eksperimento sąlygomis (0.1 µM DNR ir 1 µM 

baltymo) R.PspGI buvo surišęs beveik visą DNR (neparodyta).  

Teigiami Caa modifikacijos rezultatai R.Ecl18kI ir R.PspGI atveju buvo 

gauti žymiai griežtesn÷mis sąlygomis, lyginant su MTaz÷mis. Buvo naudota 

aukštesn÷ temperatūra (37° vietoje  k.t.) ir kelis kartus didesne Caa 

koncentracija (0.2-1.2 M vietoje 0.05-0.2 M), tačiau šiomis sąlygomis REaz÷ 

vis dar sąveikavo su DNR (neparodyta). Kaip ir tik÷tasi, neigiamos kontrol÷s 

R.BcnI atveju zona ties išsukamu citozinu nesiskyr÷ nuo dvigrand÷s DNR be 

baltymo (pav. 3.3). Taigi, parinkus sąlygas ir tinkamas kontroles, Caa gali būti 

naudojamas ir restrikcijos endonukleazių vykdomam baz÷s išsukimui tirti. 

 

Paveikslas 3.3. Restrikcijos endonukleazių-DNR kompleksų 
modifikacija 2-chloracetaldehidu. Po modifikacijos Caa, DNR, 
vienoje iš grandinių žym÷ta 33P, analizuota 15% 
denatūruojančiame PAA gelyje. G+A – purinų takelis; vg – 
viengrand÷ DNR; REazių atpažįstama seka paryškinta, 
išsukamas citozinas pabrauktas. Su 0.4 M Caa inkubuota 40 min 
37°C temperatūroje, esant 1 µM REazių dimero ir 0.1 µM DNR 
*CCCGG/GGGCC-31 (viengrand÷s DNR atveju (2 takelis) 
reakcija vykdyta 10 min 37°C temperatūroje, esant 0.2 M Caa).   

 

3.2 Netipin÷s DNR citozino-5 metiltransferazių reakcijos 

Su kai kuriais M.HhaI katalitinio centro mutantais – C81S, E119A, 

R165A bei mutantiniu baltymu su pašalinta katalitine kilpa ∆(81-99) – nebuvo 

gauta taikinio citozino modifikacija Caa, nors mutantiniai baltymai sąveikavo 

su DNR, esant Caa, panašiai kaip ir laukinio tipo baltymas (pav. 3.4a-b). 

Šiuose baltymuose tikslin÷ ar. buvo pakeista į mažesnę arba tokio pačio 

dydžio, bet panaikinant wt ar. funkcinę grupę. Mutantinių baltymų vykdomas 
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baz÷s išsukimas buvo tirtas 2-aminopurino (2AP) fluorescenciniu metodu, 

kuomet taikinio vietoje esančio 2AP fluorescencija žymiai išauga, išsukus jį iš 

dvigrand÷s DNR spiral÷s. Šiuo metodu buvo parodyta, kad mutantiniai 

baltymai išsuka taikinyje esantį 2AP, tačiau aktyvumo tyrimai parod÷, kad 

baltymai katalitiškai yra neaktyvūs arba silpnai aktyvūs (Mi ir Roberts, 1993; 

Daujotyt÷ ir kt., 2004; Shieh ir kt., 2006; Shieh ir Reich, 2007). M.HhaI 

išsuktas taikinio citozinas baltymo aktyviame centre yra apsuptas 

konservatyvių ir katalizei būtinų ar.: Glu119 sudaro vandenilines jungtis su 

citozino N3 ir N4 atomais, Arg165 ir Arg163 elektrostatiškai sąveikauja su 

citozino O2 atomu, o katalitinis Cys81 sudaro kovalentinę jungtį su citozino 

C6 atomu (žr. 1.2.3 skyrių, pav. 1.9) (Klimašauskas ir kt., 1994). Tokio 

citozino-5 pad÷tis yra aktyvinta, taigi, būtent su šiuo atomu gal÷tų reaguoti 

Caa. Nesuporuoto ir ne MTaz÷s aktyviame centre esančio citozino atveju 

aldehidin÷ grup÷ prisijungia prie egzociklinio N4 atomo, o chlormetilgrup÷ 

reaguoja su endocikliniu N3 atomu (Kusmierek ir Singer, 1982). 

 

 
 
Paveikslas 3.4. M.HhaI laukinio tipo ir katalitinio centro mutantų kompleksų su DNR 
modifikacija chloracetaldehidu. a Po modifikacijos vienoje grandin÷je 33P pažym÷ta DNR 
analizuota 15% denatūruojančiame PAA gelyje. G+A – purinų takelis. 2-7 takeliai 45 min 
veikti 200 mM Caa k.t., esant 500 nM M.HhaI (wt arba nurodyto mutanto) ir 370 nM DNR 
(*GCGC/GMGC-25 – vienas hemimetilintas taikinys). M.HhaI atpažinimo seka paryškinta, 
išsukamas citozinas pabrauktas. b DNR-baltymo komplekso stabilumas tirtas elektroforetinio 
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judrumo poslinkio PAA gelyje metodu po 10 min inkubacijos su 200 mM Caa k.t. c M.HhaI 
aktyviame centre esantis SAH (m÷lynas) blokuoja reagentų pri÷jimą prie citozino (raudonas) 
(PDB struktūros kodas 1mht).  

 

Tokia hipotez÷ gal÷tų paaiškinti, kod÷l reakcija nevyksta, esant SAH: 

MTazei surišus kofaktorių, citozino-5 atomas tampa neprieinamas išoriniams 

reagentams (pav. 3.4c). Hipotezei patikrinti, reakcijos produktus, susidariusius 

MTazių-DNR kompleksuose ir viengrand÷je DNR, ištyr÷me plonasluoksn÷s 

chromatografijos (TLC) metodu bei kombinuotu aukšto sl÷gio skysčių 

chromatografijos masių spektrometrijos (HPLC-MS) metodu (3.2.3). 

3.2.1 2-chloracetaldehido ir citozino reakcijos produktų analiz÷ 

plonasluoksn÷s chromatografijos metodu 

Kontrolin÷s viengrand÷s DNR CCN-19 5' gale esantis citozinas buvo 

pažym÷tas 33P fosforilinant, tuo tarpu DNR substratai MTaz÷ms ir REaz÷ms 

buvo paruošti, naudojant skirtingo ilgio oligonukleotidų dupleksus, kurių 

vienas (trumpesnis) buvo prailgintas DNR polimeraz÷s Klenow pagalba, 

vietoje taikinio citozino įjungiant [α-33P]-dCMP, o vietoje kitų nukleotidų – 

nežym÷tus dNTP (2.2.1.3). DNR substratų seka pasirinkta taip, kad žym÷ būtų 

įvedama tik taikinio citozinuose (2.1.5). Po Caa reakcijos DNR hidrolizuota iki 

5'-dNMP ir analizuota dvikrypt÷s plonasluoksn÷s chromatografijos metodu 

(2D-TLC), kur stebimi pažym÷ti nukleotidai. Kontrolin÷je viengrand÷je DNR 

po Caa reakcijos šalia pagrindin÷s citozino d÷mel÷s buvo steb÷tos papildomos 

trys mažesnio intensyvumo d÷mel÷s, iš kurių viena (aukščiausiai užkilusi) 

piperidino poveikyje žymiai sumaž÷jo, o dvi iš jų ilgai šildant beveik išnyko ir 

per÷jo į aukščiausią d÷melę (pav. 3.5a-d). Ilgai šildant stabili hidratuota 

etenocitozino forma (εhidC) dehidratuojasi (Krzyzosiak ir kt., 1981) ir pereina į 

εC, taigi, galima teigti, jog aukščiausiai užkilusi d÷mel÷ yra 5‘-dεCMP. Mūsų 

eksperimente stebime dvi 5‘-dεhidCMP d÷meles tod÷l, kad po pirmos krypties 

TLC plokštel÷ yra džiovinama per naktį, taigi, dalis 5‘-dεhidCMP dehidratavosi 

ir antra kryptimi jud÷jo kaip 5‘-dεCMP. Caa reakciją atlikus su nežym÷tu 5‘-

dCMP ir didelį jo kiekį (≥20 nmol) užnešus ant TLC plokštel÷s kartu su 

žym÷ta viengrande DNR po Caa modifikacijos ir DNR hidroliz÷s, UV šviesoje 
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mat÷si analogiškos d÷mel÷s, kurios visiškai sutapo su radioaktyviomis 

d÷mel÷mis (neparodyta). 

REaz÷-DNR kompleksus paveikus Caa, buvo steb÷tos analogiškos 

d÷mel÷s kaip ir viengrand÷s DNR atveju (pav. 3.5i-l). R.Ecl18kI-DNR ir 

R.PspGI-DNR kompleksuose po Caa modifikacijos 5‘-dεCMP ir 5‘-dεhidCMP 

d÷melių intensyvumas padid÷jo apie 3 kartus lyginant su kontrolin÷mis 

dvigrand÷s DNR be baltymo bei R.BcnI-DNR reakcijų analogiškomis 

d÷mel÷mis. 

 
Paveikslas 3.5. 2-chloracetaldehidu modifikuotų 33P žym÷tų citozinų analiz÷ dvikrypt÷s 
plonasluoksn÷s chromatografijos metodu. Viengrand÷s DNR (vgDNR; a-d), M.SssI-DNR 
komplekso (e-h)  ir REazių-DNR kompleksų (i-l) modifikacija Caa. Reakcijos, kuriose buvo 
20 nM *CCN-19 DNR (a-d), 20 nM CC*CGG/CCGGG-31 DNR ir 0.4 a.v./µl M.SssI (e-h) 
arba 100 nM CC*CGG/GGGCC-31 DNR ir 1 µM REaz÷s dimero, inkubuotos su 400 mM 
Caa 1 val 37°C temperatūroje (b-d, i-l) arba su 100 mM Caa 50 min 20°C temperatūroje (f-h). 
Kontroliniai m÷giniai a ir e buvo inkubuojami be Caa. M÷giniai c ir g buvo papildomai 
inkubuoti 2 val 85°C temperatūroje, o d ir h – veikti piperidinu. Po reakcijos modifikuota 
DNR buvo fermentiškai hidrolizuota iki 5‘dNMP ir analizuota 2D-TLC. εC ir εhidC d÷mel÷s 
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buvo priskirtos pagal literatūros duomenis (Krzyzosiak ir kt., 1981). 
 

MTazių-DNR kompleksus paveikus Caa, 2D-TLC buvo steb÷tas kitoks 

d÷melių pasiskirstymas, lyginant su kontroline viengrande DNR arba 

dvigrande DNR be baltymo (pav. 3.5e-h). Eksperimentai buvo atlikti su 

M.HhaI, M.AluI ir M.SssI fermentais ir visais atvejais buvo gautos vienodos 

d÷mel÷s, kurių judrumai žymiai skyr÷si nuo kontrolin÷s viengrand÷s DNR po 

Caa reakcijos gautų citozino darinių. Tolimesniame etape susidariusius 

produktus identifikavome HPLC-MS metodu (skyrius 3.2.3). Taigi, 2D-TLC 

eksperimento rezultatai rodo, kad Caa su MTazių išsuktu citozinu reaguoja 

kitaip nei su viengrandžiais citozinais. Tuo tarpu DNR-REazių kompleksuose 

fermento išsuktas citozinas Caa modifikuojamas tradiciškai, susidarant εC ir 

εhidC formai. 

3.2.2 Metiltransferazių katalizuojama aldehidų reakcija su taikinio 

citozinais, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams 

Caa yra bifunkcinis reagentas, turintis du elektrofilinius centrus: 

aldehido ir chlormetilo. Nor÷dami išsiaiškinti, kuri grup÷ reaguoja su MTazių 

išsuktais citozinais, išband÷me du monofunkcinius reagentus: formaldehidą 

(FA) ir chloracetamidą (pav. 3.6). Reakcijose buvo naudoti 31 arba 25 bp DNR 

substratai, turintys vieną M.HhaI taikinį. Po reakcijos DNR fermentiškai 

fragmentuota iki 5'-NMP arba iki nukleozidų, kurie buvo analizuojami TLC 

arba HPLC-MS metodais (2.2.2; 2.2.5; 2.2.6).  Su chloracetamidu reakcija 

nebuvo stebima, tačiau su formaldehidu buvo gauta papildoma d÷mel÷ TLC 

bei nauja smail÷ HPLC (pav. 3.7). Nustačius šios smail÷s aukštos skiriamosios 

gebos masę (HRMS), buvo identifikuota molekulin÷ susidariusio junginio 

formul÷ (C10H16N3O5), kuri atitinka formaldehido prijungimo prie citozino 

produkto masę. Tik÷tina, jog tai – 5-hidroksimetilcitozinas (hmC), kuris gal÷tų 

susidaryti formaldehidui prisijungus prie MTazių aktyvinto citozino-5 atomo.  



 66 

 
 

Paveikslas 3.6. Chloracetamido, 2-chloracetaldehido ir formaldehido struktūrin÷s 
formul÷s. Chlormetilgrup÷s apvestos punktyru, o aldehidin÷s – nepertraukta linija. 
 

Tai, kad formaldehidas yra prijungiamas į citozino-5 pad÷tį, patvirtina 

trys faktai: 1) taikinyje esant mC, reakcijos su aldehidais nevyksta; 2) tik 

katalitiškai aktyvios metiltransferaz÷s geba prijungti aldehidus prie taikinio 

citozino – būtina citozino-5 atomo aktyvacija; 3) vykdant reakcijas 

deuteruotame vandenyje, susidariusių produktų mas÷s nesikeičia (pav. 3.8c). 

MTaz÷s, jei reakcijoje n÷ra kofaktoriaus, geba apkeisti prie taikinio citozino-5 

atomo esantį protoną su terp÷je esančiu protonu. Jei reakcijos vyksta 

deuteruotame vandenyje, citozino mas÷ padid÷ja vienetu (Wu ir Santi, 1987; 

Daujotyt÷ ir kt., 2004). Esant pakaitams prie citozino-5 atomo, vandenilio 

atomo neb÷ra,  tod÷l šis apkeitimas neįmanomas. Galiausiai hmC tapatumas 

buvo patvirtintas tiesiogiai chromatografiškai palyginus chemiškai susintetintą 

(2.2.10.1) ir reakcijose su MTaz÷mis susidariusį hmC (pav. 3.8a-b, lentel÷ 3.2). 

Tolimesniame etape buvo išbandyti keli aldehidai (acetaldehidas, 

propanalis, glicino betaino aldehidas, benziloksiacetaldehidas) ir kitų 

elektrofilų klasių atstovai: ketonai (acetonas, hidroksiacetonas, 

etilacetoacetonas); alkenai (akrilamidas, akrilonitrilas, metilakrilatas, 

akroleinas) ir sulfonai (metilvinilsulfonas, sulfolenas). Reakcijos produktai tirti 

TLC ir HPLC-MS metodais, o nauji dariniai identifikuoti pagal citozinui 

būdingą UV absorbcijos spektrą ir HRMS (pav. 3.8b; lentel÷ 3.2). Iš visų 

išbandytų reagentų teigiami rezultatai gauti tik su aldehidinę grupę turinčiais 

junginiais. Daugiausia produkto – 5-hidroksimetilcitozino (hmC) – susidaro 

M.HhaI-DNR kompleksus veikiant formaldehidu (FA) – net 60-90% taikinių 

yra modifikuojama. Pailginus šį reagentą viena -CH3 grupe (acetaldehidas, 

AA) arba dviem -CH3 grup÷mis (propanalis, PA) – produkto susidaro mažiau.  

 



 67 

 
 

Paveikslas 3.7. Citozino-5 metiltransferaz÷s prijungia trumpus alifatinius aldehidus prie 
taikinio citozino. a-d TLC eksperimentai, kur 20 nM G*CG*C/GCGC-32 oligonukleotido ir 
125 nM M.HhaI (a), 20 nM CC*CGG/CCGGG-31 ir 0.8 a.v./µl M.SssI (b), 20 nM 
G*CG*C/GMGC-32 ir 6.6 µM Dnmt1-∆N (c; kontrolinis m÷ginys 3 buvo pakaitintas 75°C 
15 min prieš įdedant FA (Dnmt1 inaktyvavimas karščiu)), 40 nM CC*CGG/CCGGG-31 ir 
600 nM M.HpaII (d), arba 105 nM AG*CT/AGCT-27 ir 10 a.v./µl M.AluI (e) buvo 
inkubuota su 200 µM SAM, 13 mM formaldehido (FA), 800 mM acetaldehido (AA), 200 
mM propanalio (PA), 100 mM benziloksiacetaldehido (BA) arba 100 mM glicino betaino 
aldehido (BetA) 1 val k.t. Modifikuota DNR buvo fermentiškai suhidrolizuota iki 5‘NMP ir 
analizuota TLC. f HPLC eksperimente 13 µM GCGC/GCGC-24 DNR ir 13 µM M.HhaI buvo 
inkubuota su reagentais aukščiau nurodytomis sąlygomis. Su AA ir PA d÷l reakcijos metu 
susidariusio chiralinio centro gautas stereoizomerų mišinys. Su PA matosi nedidelis mC 
kiekis, kuris atsiranda d÷l endogeninio SAM priemaišų baltymo preparate. Po modifikacijos 
DNR fermentiškai suhidrolizuota iki nukleozidų, kurie analizuoti HPLC. g λ fago DNR 
inkubuota su M.HhaI, esant SAM arba FA, ir po fragmentacijos su nurodytomis su REaz÷mis 
frakcionuota agaroziniame gelyje. M – DNR ilgio markeris (GeneRulerTM DNA Ladder), K – 
λ fago kontrol÷. 
 

Su kitomis MTaz÷mis (M.SssI, M.HpaII, M.AluI) buvo pasteb÷ta ta pati 

tendencija – did÷jant aldehido molekulei, maž÷ja modifikuoto produkto išeiga. 

HPLC taip pat buvo identifikuotas vienas Caa reakcijos produktas, kurio mas÷, 

izotopų pasiskirstymas ir UV spektras visiškai atitiko 5-(1-hidroksi-2-
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chloretil)citoziną (hcC) (žr. 3.2.3). Su didesniais aldehidais (glicino betaino 

aldehidu ir benziloksiacetaldehidu) nedidel÷s modifikacijos išeigos buvo 

steb÷tos TLC metodu, tačiau tikslin÷s mas÷s nebuvo rastos HPLC-MS metodu. 

Svarbu pamin÷ti, kad eukariotin÷ MTaz÷ Dnmt1 taip pat modifikavo savo 

taikinius, prijungdama FA (pav. 3.7a-f; lentel÷ 3.2). 

 

 
 

Paveikslas 3.8. Citozino-5 
metiltransferaz÷s prijungia 
trumpus alifatinius aldehidus prie 
taikinio citozino-5 atomo, 
susidarant 5-(1-
hidroksialkil)citozinams. a HPLC 
chromatogramos: 1 – chemiškai 
susintetinto hmC; 2 – DNR 
nukleozidų, gautų po GCGC/GCGC-
24 oligonukleotido inkubacijos su 
M.HhaI ir FA; 1+2 – sumaišyti 1 ir 2 
m÷giniai.  b Modifikuotų citozinų UV 
spektrai (pH 3.5). c Modifikuotų 
nukleozidų MS spektrai, gauti po 
M.HhaI inkubacijos su 
oligonukleotidu GCGC/GCGC-24 be 
reagento (2), su SAM (3), FA (4) arba 
AA (5) 60% deuteruotame vandenyje. 
Kontrolinis m÷ginys 1 inkubuotas 
paprastame vandenyje. 

 
 
Lentel÷ 3.2. Citozino-5 metiltransferazių katalizuojamas taikinio citozino 
modifikavimas aldehidais. 

MTazių taikinio citozino 
modifikacijos išeiga TLC 

(HPLC), % 

Modifikuotų nukleozidų HRMS, 
m/z Egzogeninis aldehidas/ 

susidaręs produktas 
HhaI SssI AluI HpaII 

Molekulin÷ 
formul÷ (M+) 

Pamatuota/ 
Terorin÷ 

Formaldehidas (FA)/ 
5-hidroksimetil-dC (hmC) 

60 
(90) 

65 - 50 C10H16N3O5 
258.1085/ 
258.1084 

Acetaldehidas (AA)/ 
5-(1-hidroksietil)-dC (heC) 

40 
(60) 

60 30 40 C11H18N3O5 
272.1243/ 
272.1241 

Propanalis (PA)/ 
5-(1-hidroksipropil)-dC (hpC)  

6 (8) 4 3 0 C12H20N3O5 
286.1398/ 
286.1398 

Chloracetaldehidas (Caa)/ 
5-(1-hidroksi-2-chloretil)-dC 
(hcC) 

8 
(10) 

30 
(8) 

10 0 C11H17N3O5Cl 
306.0852(32)*/ 
306.0851(33) 

Benziloksiacetaldehidas 2 (0) 5 0 0 C18H24N3O6 
378.166/ 
nerasta 

Glicino betaino aldehidas 2 (0) - - - C14H25N4O5 
329.1819/ 

nerasta 
‚-‘ – eksperimentai neatlikti; 
‚*‘ – skliausteliuose nurodyta antros pagal kiekį tikslin÷s mas÷s intensyvumas (%), palyginus 
su daugiausia esančia mase. 
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Siekiant išsiaiškinti, ar hmC yra įvedamas tik M.HhaI taikinio sekose ir 

DNR n÷ra modifikuojama nespecifiškai, buvo atliktas eksperimentas su λ fago 

DNR. Po reakcijos su FA, DNR hidrolizuota skirtingomis restrikcijos 

endonukleaz÷mis. Rezultatai rodo, kad tik su R.Hin6I (kuri atpažįsta tą pačią 

seką kaip ir M.HhaI) gautas beveik pilnas apsaugojimas nuo DNR hidroliz÷s, 

tuo tarpu kitos REaz÷s sukarp÷ savo taikinius, kaip ir kontroliniuose takeliuose. 

Taigi, M.HhaI prijungia FA specifiškai, savo taikiniuose (pav. 3.7g). 

Taigi, citozino-5 metiltransferaz÷s geba prijungti trumpus alifatinius 

aldehidus savo taikiniuose, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams (pav. 3.9). 

 

Paveikslas 3.9. Citozino-5 metiltransferazių 
katalizuojamas trumpų alifatinių aldehidų 
prijungimas į citozino-5 pad÷tį. Metiltransferaz÷s 
prijungia formaldehidą, acetaldehidą arba propanalį, 
susidarant 5-hidroksimetil-2'-deoksicitozinui (hmC), 5-
(1-hidroksietil)-2'-deoksicitozinui (heC) ir 5-(1-
hidroksipropil)-2'-deoksicitozinui (hpC). 

3.2.3 2-chloracetaldehido ir citozino reakcijos produktų tyrimas 

skysčių chromatografijos-masių spektrometrijos metodu 

TLC metodu nustat÷me, kad MTazių-DNR kompleksus veikiant Caa, 

susidaro du produktai, kurie šildant ir piperidino poveikyje kinta (pav. 3.5e-h). 

Nusprend÷me identifikuoti šiuos produktus HPLC-MS metodu. 24 bp DNR 

substratas, turintis vieną M.HhaI taikinį, buvo inkubuotas su M.HhaI ir Caa, 

modifikuota DNR fermentiškai fragmentuota iki nukleozidų, kurie galiausiai 

analizuoti HPLC-MS metodu. Pagal HRMS ir UV spektrus bei remiantis 

analogiškomis reakcijomis su kitais aldehidais (žr. 3.2.2 skyrių), buvo 

nustatytas pirminis Caa reakcijos produktas – 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-2‘-

deoksicitozinas (hcC). Po pakaitinimo, kaip ir tik÷tasi iš 2D-TLC eksperimento 

rezultatų, hcC smail÷ išnyko ir buvo identifikuotas kitas produktas. Tik÷tina, 

kad tai – C5,N4-eteno-2‘-deoksicitozinas (Z), kurio UV spektras ir 
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fluorescencijos signalas (λex= 345 nm, λem= 450 nm) bei HRMS duomenys 

atitiko  literatūroje aprašytą junginį (Woo ir kt., 1996) (pav. 3.10a-d, 3.11; 

lentel÷ 3.3).  

Panašiai kaip ir TLC eksperimentuose, HPLC analizei buvo paruošti 

m÷giniai, kurie po Caa reakcijos dar buvo kaitinami su piperidinu, tačiau 

papildomų produktų surasti nepavyko. Per analitinę atvirkštinių fazių kolon÷lę 

išgryninus pakankamą hcC kiekį ir pakaitinus, be Z produkto buvo 

identifikuoti dar du papildomi citozino dariniai: 5-(1,2-dihidroksietil)-2‘-

deoksicitozinas (X) (pav. 3.10e, 3.11; lentel÷ 3.3) ir C5,N4-(1-hidroksietil)-2‘-

deoksicitozinas (Y1) arba 5-(1-oksoetil)-2‘-deoksicitozinas (Y2). Y1 ir Y2 

citozino darinių elementin÷ sud÷tis ir molekulin÷ mas÷ yra vienodos, be to, 

teoriškai galimi, tačiau mažiau tik÷tini ir kiti Y dariniai, turintys tokią pačią 

masę. Turimi UV, HRMS bei MS/MS duomenys n÷ra pakankami šių darinių 

struktūrin÷ms formul÷ms įrodyti, tačiau paveiksle 3.11 nurodome galimus 

struktūrinių formulių variantus (X, Z ir Y1 arbaY2). 

 

 
 
Paveikslas 3.10. M.HhaI-DNR komplekso modifikacija 2-chloracetaldehidu bei 
nukleozidų, gautų po DNR fermentin÷s hidroliz÷s, analiz÷ aukšto sl÷gio skysčių 
chromatografijos metodu. UV chromatogramos, esant 280 nm (a) arba 340 nm (b) bangos 
ilgiui ir fluorescencin÷ chromatograma (λex= 345 nm, λem= 450 nm) (c). Reakcijos vykdytos, 
esant 13 µM GCGC/GCGC-24 DNR, 13 µM M.HhaI ir 200 mM Caa 1 val k.t. Viršutin÷se 
chromatogramose m÷giniai papildomai pakaitinti 2 val 85°C. d Citozino darinių UV 
absorbcijos spektrai (pH 5.5). e 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-2'-deoksicitidinas (hcC) buvo 
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išgrynintas (apatin÷ chromatograma) ir pašildytas 2 val 85°C (viršutin÷ chromatograma). Po 
pakaitinimo pagal HRMS ir UV duomenis identifikuoti 3 papildomi citozino dariniai: X 
(atsiskiria du stereoizomerai), Z ir Y (tik÷tinos mažiausiai dvi skirtingos Y sruktūrin÷s 
formul÷s, kurių mas÷s vienodos – Y1 ir Y2 (pav. 3.11, lentel÷ 3.3)).  
 
 
Lentel÷ 3.3. M.HhaI katalizuojamas taikinio citozino modifikavimas 2-chloracetaldehidu. 

Gautų reakcijos produktų HRMS, m/z 
Susidaręs produktas  Molekulin÷ 

formul÷  
Terorin÷ Pamatuota 

5-(1-hidroksi-2-chloretil)-dC (hcC) C11H17ClN3O5+H+ 
306.0851/ 

308.0826 (33) 
306.0852/ 

308.0820 (32)* 
X       5-(1,2-dihidroksietil)-dC C11H17N3O6+H+ 288.1190 288.1188 
Y1     C5,N4-(1-hidroksietil)-dC arba 
Y2     5-(1-oksoetil)-dC  

C11H15N3O5+H+ 270.1084 270.1082 

Z       C5,N4-eteno-dC C11H13N3O4+Na+ 274.0798 274.0796 
‚*‘ – skliausteliuose nurodyta antros pagal kiekį tikslin÷s mas÷s intensyvumas (%), palyginus 
su daugiausia esančia mase. 
 

 
 
Paveikslas 3.11. 2-chloracetaldehido reakcijos su viengrandžiais citozinais. a Caa 
reaguoja su nesuporuotais citozinais viengrand÷je DNR susidarant N4,N3-(1-
hidroksietil)citozinui (εhidC), kuris po dehidratacijos virsta N3,N4-etenocitozinu (εC) 
(Kusmierek ir Singer, 1982); veikiant piperidinu, ties εC skyla DNR grandin÷. b Siūloma 
MTazių reakcijos schema su Caa: pirmiausia susidaro 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-dC (hcC), 
kuris po pakaitinimo virsta į tris skirtingus produktus: X (5-(1,2-dihidroksietil)-dC), Z 
(C5,N4-eteno-dC) ir Y1 (5-(1-oksoetil)-dC) arba Y2 (C5,N4-(1-hidroksietil)-dC). Pateiktos 
labiausiai tik÷tinos citozino darinių struktūrin÷s formul÷s. Vienas ar kelį iš jų reaguoja su 
piperidinu, skylant DNR grandinei. 
 

Tik÷tina, kad Z, taip pat kaip ir εC, d÷l didelio dvinario aromatinio 

žiedo turi silpnesnę N-glikozidinę jungtį (taip pat kaip ir purinai, lyginant su 

pirimidinais), kuri skyla kaitinant, o piperidino poveikyje ties susidariusiais 

abaziniais taikiniais atsiranda DNR grandin÷s trūkiai. Taigi, ties Z ar kitu 

citozino dariniu, gautu pašildžius hcC, skyla DNR grandin÷ 30 min kaitinant 

90°C su 1 M piperidino (pav. 3.11). 
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3.2.4 Metiltransferazių katalizuojamas 5-(1-hidroksialkil)citozinų 

vertimas į nemodifikuotus citozinus 

Buvo įdomu, ar MTaz÷s katalizuoja grįžtamą reakciją, t.y. ne tik 

taikinio citoziną verčia į hmC esant FA, bet ir hmC verčia į citoziną. Po 

reakcijos su FA, DNR buvo išgryninta ir po to papildomai inkubuota su 

MTaz÷mis be aldehidų.  

TLC ir HPLC eksperimentai bei sumaž÷jęs PGR fragmento, turinčio 

vieną M.HhaI taikinį, apsaugojimas nuo R.Hin6I hidroliz÷s parod÷, kad tiek 

hmC tiek, heC kiekis po papildomos inkubacijos su M.HhaI maž÷ja, o citozino 

– daug÷ja. Eksperimentai su M.HhaI C81S mutantu parod÷, kad šiai reakcijai, 

kaip ir metilinimui bei aldehidų prijungimui, yra būtinas katalitinis Cys81 (pav. 

3.12). Kitos išbandytos MTaz÷s – M.SssI ir M.HpaII – taip pat katalizuoja 5-

hidroksialkilintų citozinų vertimą į citozinus (neparodyta). 

 

 
 
Paveikslas 3.12. 5-(1-hidroksialkil)citozinų vertimas į citozinus, dalyvaujant citozino-5 
metiltransferazei M.HhaI. a 20 nM G*CG*C/GCGC-32 oligonukleotido ir 125 nM M.HhaI 
wt buvo inkubuota su FA 1 val k.t. (1 stadija). Po to DNR išsodinta etanoliu ir papildomai 
inkubuota su 750 nM M.HhaI wt arba katalitiniu mutantu C81S (2 stadija) bei analizuota TLC 
metodu. b 100 nM 618 bp PGR fragmentas, turintis vieną M.HhaI taikinį, panašiai kaip ir a 
paveikslo dalyje, pirmiausia inkubuotas su 50 nM M.HhaI ir 13 mM FA (viršutinis gelis) arba 
0.8 M AA (apatinis gelis) 1.5 val k.t., bei po DNR išvalymo papildomai inkubuotas su 800 nM 
M.HhaI wt arba C81S 2 val 37°C. Po to DNR hidrolizuota R.Hin6I ir analizuota agaroziniame 
gelyje. c Analogiškas eksperimentas kaip a paveikslo dalyje (chromatogramos 1-3 atitinka a 
dalies takelius 1-3): 13 µM GCGC/GCGC-24 oligonukleotido ir 15 µM.HhaI wt buvo 
inkubuojama su FA 1 val k.t. (1 stadija). Po to DNR išsodinta etanoliu ir papildomai 
inkubuota su 15 µM M.HhaI wt 1 val k.t. (2 stadija) bei analizuota HPLC metodu. 
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3.2.5 Metiltransferazių katalizuojama 5-hidroksimetilcitozino reakcija su 

tioliais ir selenoliais  

Analizuojant M.HhaI katalizuojamo hmC vertimo į citoziną reakcijų 

HPLC chromatogramas, buvo identifikuota papildoma smail÷, kurios UV 

spektras buvo panašus į citozino. Pritaikius HRMS analiz÷s metodą, buvo 

nustatyta šio junginio molekulin÷ formul÷ ir įtarta, jog tai – 5-(2-

hidroksietil)tiometil-dC (hetmC) – naujas citozino darinys, susidaręs hmC 

hidroksigrupę pakeitus merkaptoetilhidroksigrupe, kuri ateina iš 2-

merkaptoetanolio, o pastarasis reakcijos mišinyje atsiranda iš M.HhaI 

saugojimo buferio. Po to šis junginys buvo įrodytas, tiesiogiai 

chromatografiškai palyginus chemiškai susintetintą 5-(2-hidroksietil)tiometil-

dU (hetmU) (2.2.10.3) su M.HhaI pagalba gautu hetmC, kuris nitritine rūgštimi 

buvo deaminintas iki hetmU (2.2.10.4) (pav. 3.13, lentel÷ 3.4). 

 

 
 
Paveikslas 3.13. Citozino-5 metiltransferazių katalizuojamo tiolių ir selenolių 
prijungimo prie hmC reakcijos produktų identifikavimas. a Citozino darinio 5-(2-
hidroksietil)tiometil-dC (hetmC), MTazių fermentiškai susintetinto iš hmC ir 2-
merkaptoetanolio, deamininimo reakcija su nitritine rūgštimi iki 5-(2-hidroksietil)tiometil-dU 
(hetmU) (1) bei dviejų stadijų chemin÷ hetmU standarto sintez÷ (2, 3). b Chemiškai 
susintetinto standarto hetmU (1), MTazių fermentiškai susintetinto ir išgryninto hetmC 
dalinis deamininimas iki hetmU (2) bei 1 ir 2 sumaišytų m÷ginių (1+2) 280 nm HPLC 
metodu gautos UV chromatogramos. 
  

Analogiškomis sąlygomis buvo išbandyta keli tioliai ir selenoliai: Cys, 

Se-Cys, 2-aminoetantiolis, 2-aminoetanselenolis, tioadenozinas ir DTT. 

Reakcijos produktų ieškota TLC metodu, naudojant 31 bp DNR substratą 
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G*HGC/GMGC-31, turintį vieną hemimetilintą hemihidroksimetilintą M.HhaI 

taikinį (2.2.1.3; 2.2.5), arba HPLC-MS metodu, naudojant 24 bp DNR 

substratą GCGC/GCGC-24, turintį vieną nemetilintą taikinį, kuris pirmoje 

stadijoje buvo hidroksimetilintas, veikiant metiltransferaze ir FA (2.2.2; 2.2.6). 

Rezultatai parod÷, kad M.HhaI geba didel÷mis išeigomis prijungti min÷tus 

nukleofilus prie hmC. M.SssI  kiek mažiau efektyviai vykdo tiolių ir selenolių 

prijungimą. Šiai reakcijai, kaip ir prieš tai min÷toms (aldehidų prijungimui prie 

taikinio citozino ir hidroksimetilgrup÷s nu÷mimui nuo hmC) yra būtinas 

katalitinis Cys81 (pav. 3.14; lentel÷ 3.4). Susidariusių citozinų darinių 

struktūras patvirtina HRMS, UV spektrai bei MS1-MS3 duomenys (lentel÷ 3.4, 

pav. 3.15). Su kitų tipų nukleofilais, pvz. hidrazinu, p-nitrofenoliu, fenoliu, 

metanoliu, natrio sulfidu, natrio azidu, kalio bromidu, natrio jodidu, panašios 

reakcijos produktų nebuvo rasta (neparodyta). 

 

 
 
Paveikslas 3.14. Citozino-5 metiltransferazių atliekamas tiolių ir selenolių prijungimas 
prie 5-hidroksimetilcitozino. a 10 nM DNR oligonukleotido G*HGC/GMGC-31 buvo 
inkubuota su 200 mM M.HhaI Q82A/Y254S/N304A arba C81S, esant 12 mM cisteino, 
selenocisteino, 2-aminoetantiolio, 2-aminoetanselenolio, 150 mM 2-merkaptoetanolio arba 
0.5 mM adenozil-5‘-tiolio 1.5 val k.t. Po reakcijos DNR fermentiškai sufragmentuota iki 5'-
dNMP ir analizuota TLC metodu. b 13 µM GCGC/GCGC-24 dvigrandžio oligonukleotido 
pirmiausia inkubuota su 13 µM M.HhaI ir 13 mM FA 1 val k.t., o po DNR išsodinimo, DNR 
papildomai inkubuota su 13 µM M.HhaI, esant 50 mM cisteino, selenocisteino arba DTT, 12 
mM 2-aminoetantiolio arba 2-aminoetanselenolio, 500 mM 2-merkaptoetanolio, 0.5 mM 
adenozil-5‘-tiolio 1.5 val k.t. Po to DNR fermentiškai sufragmentuota iki nukleozidų ir 
analizuota HPLC metodu.  
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Paveikslas 3.15. Reakcijos produktų 5-(2-hidroksietil)tiometil-2'-deoksicitidino (hetmC) 
ir 5-(2-amino-2-karboetil)tiometil-2'-deoksicitidino (aketmC) tyrimas MS/MS metodu. 
Teorin÷s mas÷s ir molekulin÷s formul÷s pateiktos skliaustuose. 
 
 
Lentel÷ 3.4. Citozino-5 metiltransferazių katalizuojamas 5-hidroksimetilcitozino 
modifikavimas selenoliais ir tioliais. 

Modifikacijos 
išeiga TLC 
(HPLC), % 

HRMS, m/z 
Egzogenis reagentas/ 
susidaręs produktas 

HhaI SssI 
Molekulin÷ 

formul÷ (M+) 
Pamatuota/ 

Terorin÷ 
2-merkaptoetanolis/  
5-(2-hidroksietiltio)metil-dC (hetmC) 

55 (22) 10 C12H19N3O5S 
318.1119/ 
318.1118 

L-cisteinas (Cys)/ 
 5-(2-amino-2-karboetiltio)metil-dC (aketmC) 

60 (36) 10 C13H20N4O6S 
361.1176/ 
361.1176 

L-selenocisteinas (Se-Cys)/ 
 5-(2-amino-2-karboetilseleno)metil-dC 

60 (27) - C13H20N4O6Se 
409.0621/ 
409.0622 

2-aminoetantiolis/ 
 5-(2-aminoetiltio)metil-dC 

75 (25) 60 C12H20N4O4S 
317.1277/ 
317.1278 

2-aminoetanselenolis/  
5-(2-aminoetilseleno)metil-dC 

75 (41) 14 C12H20N4O4Se 
365.0725/ 
365.0723 

adenozil-5'-tiolis/ 
5-(5-adenoziltio)metil-dC 

50 (24) - C20H26N8O7S 
523.1718/ 
523.1718 

D,L-1,4-ditiotreitolis (DTT)/ 5-(2,3-
dihidroksi-4-merkaptobutiltio)metil-dC 

n.  (30) - C14H23N3O6S2 
394.1105/ 
394.1101 

"-" – reakcija nebuvo atlikta; 
"n." – nenustatyta, nes TLC su DTT nesimato papildomų d÷melių. 
 

Taigi, citozino-5 MTaz÷s geba prijungti formaldehidą, susidarant 5-

hidroksimetilcitozinui taikinyje. MTaz÷s taip pat katalizuoja grįžtamą reakciją: 

hmC vertimą į citoziną bei gali toliau modifikuoti hmC, prijungdamos tiolius ir 

selenolius, susidarant 5-chalkogenometilcitozinams (pav. 3.16). 
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Paveikslas 3.16. Netipin÷s citozino-5 metiltransferazių reakcijos. Formaldedido 
prijungimas, susidarant 5-hidroksimetilcitozinui (hmC), pastarojo vertimas į citoziną bei 
tolimesn÷ hmC modifikacija tioliais arba selenoliais (HX-R), susidarant 5-
chalkogenometilcitozinams. 
 

3.2.6 Netipinių metiltransferazių katalizuojamų  reakcijų 

mechanizmai 

Visoms trims aukščiau aprašytoms netipin÷ms metiltransferazių 

reakcijoms – aldehidų prijungimui, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams, 

pastarųjų konversijai iki citozino bei tolimesnei modifikacijai tioliais ir 

selenoliais – yra reikalingos katalitiškai aktyvios MTaz÷s. Taigi MTaz÷s šiose 

reakcijose dalyvauja atpažindamos savo taikinio seką, išsukdamos bei 

aktyvindamos modifikuojamą citoziną (pav. 3.17).  

Metilgrup÷ nuo kofaktoriaus SAM yra pernešama, vykstant SN2 tipo 

nukleofilinio pakeitimo reakcijai. Metiltranferaz÷ aktyvina citozino-5 pad÷tį 

d÷ka katalitinio Cys (M.HhaI atveju – Cys81) sudaromos kovalentin÷s jungties 

su citozino C6 atomu. Tokio aktyvinto citozino tarpinio produkto (ACTP) C5 

atomas yra nukleofilas ir atakuoja SAM metilgrup÷s anglies atomą, kuris turi 

dalinį teigiamą krūvį, susidarant 5,6-dihidrocitozinui (kovalentinis 5,6-

dihidrocitozino tarpinis produktas (KDTP) (Wu ir Santi, 1987; Klimašauskas ir 

kt., 1994). Kai reakcijoje n÷ra SAM, baltymas taip pat geba sudaryti 

kovalentinę jungtį su citozino C6 atomu (Wu ir Santi, 1987), taigi, citozino-5 

pad÷tis yra aktyvinta ir egzogeniniai elektrofilai (aldehidai) yra prijungiami, 

vykstant nukleofiliniam prid÷jimui (pav. 3.17). Susidariusiame tarpiniame 

kovalentiniame 5,6-dihidrocitozino komplekse (KDTP) baltymas-citozinas-

aldehidas, skylant baltymo-citozino kovalentinei jungčiai, priklausomai nuo to, 

ar deprotonizuojasi prie C5, ar prie egzociklin÷s hidroksigrup÷s esantis 
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vandenilis, atitinkamai susidaro hidroksialkilintas citozinas arba citozinas.  

Reakcija yra žymiai pastūm÷ta į citozino susidarymo pusę, kai n÷ra 

egzogeninių aldehidų ir esant aukštesniam terp÷s pH – baz÷ padeda 

deprotonizuotis citozino hidroksigrupei (pav. 3.18, 3.20b). 

 

 
 
Paveikslas 3.17. Citozino-5 metiltransferazių katalizuojamos reakcijos. MTaz÷s prijungia 
metilgrupę prie citozino, vykstant SN2 reakcijai tarp aktyvinto citozino tarpinio produkto 
(ACTP) ir kofaktoriaus SAM. Reakcija vyksta per kovalentinį 5,6-dihidrocitozino tarpinį 
produktą (KDTP), galiausiai susidarant mC. ACTP gali dalyvauti grįžtamose nukleofilinio 
prijungimo reakcijose su egzogeniniais aldehidais, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams, o 
pastarieji gali būti toliau modifikuojami, prijungiant tiolius  arba selenolius. MTaz÷s ir jų 
katalitiniai motyvai parodyti m÷lynai, reakcijos, vykstančios fermentų akvyviame centre, yra 
apibr÷žtos m÷lynu punktyru, aldehidai parodyti raudonai, tioliai/selenoliai – žaliai. 

 

 
 
Paveikslas 3.18. Citozino-5 metiltransferaz÷s aktyviame centre esančio kovalentinio 5,6-
dihidro-5-hidroksimetilcitozino tarpinio produktas (KDTP) nykimas. KDTP 
deprotonizuojasi C5 ar egzociklin÷s hidroksigrup÷s pad÷tyje, susidarant atitinkamai  5-(1-
hidroksialkil)citozinui (dešin÷je) arba citozinui (kair÷je). MTaz÷s ir jų katalitiniai motyvai 
parodyti m÷lynai, reakcijos, vykstančios MTaz÷s akvyviame centre, yra apibr÷žtos m÷lynu 
punktyru, aldehidai parodyti raudonai. 
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Formaldehidas taip pat gali būti prijungiamas pirimidinų C5 pad÷tyje, 

vykdant cheminę sintezę griežtomis bazin÷mis sąlygomis (Cline ir kt., 1959; 

Alegria, 1967). Šiomis sąlygomis DNR n÷ra stabili (65°C, pH>11, 7 paros), 

tod÷l reakcijas galima atlikti tik su nukleotidais, nukleozidais arba baz÷mis. Su 

citozinu taip pat stebima efektyvi pašalin÷ reakcija – deamininimas, susidarant 

uracilui. hmC sintez÷s tarpinis produktas, sp÷jama, gal÷tų būti aktyvintas 

citozinas, 6 pad÷tyje prisijungęs hidroksigrupę. Šis tarpinis produktas yra 

panašus į MTaz÷s aktyvintą citozino-baltymo kovalentinį tarpinį produktą 

(ACTP). Toks pat tarpinis produktas yra siūlomas tiesiogin÷se C susidarymo iš 

hmC reakcijose, išsiskiriant formaldehidui, kas buvo steb÷ta UV šviesos arba 

šarmų poveikyje (pav. 3.19) (Cline ir kt., 1959; Alegria, 1967; Privat ir 

Sowers, 1996).  

 

 
 
 

Paveikslas 3.19. Nefermetin÷ 
citozino reakcija su 
formaldehidu bei 5-
hidroksimetilcitozino 
dehihroksimetilinimas. a 
Chemin÷ hmC sintez÷ iš 
citozino ir formaldehido, esant 
aukštam pH. b hmC vertimas į 
citoziną UV poveikyje. Abiejų 
reakcijų siūlomas tarpinis 
produktas yra 6-hidroksi-6,5-
dihidrocitozinas (Cline ir kt., 
1959; Alegria, 1967; Privat ir 
Sowers, 1996). 
 

Grįžtamos aldehidų reakcijos su egzociklin÷mis aminogrup÷mis, 

susidarant N-hidroksialkilintiems nukleobazių dariniams, yra gerai žinomos ir 

vyksta, esant žymiai griežtesn÷ms sąlygoms – 100 ir daugiau kartų didesn÷ms 

FA koncentracijoms (Beland ir kt., 1984). Tokios reakcijos apsprendžia 

formaldehido toksiškumą ląstel÷ms ir yra naudojamos fiksuojant ląsteles, nes 

susidaro daugybin÷s baltymo-DNR ir baltymo-baltymo sąsiuvos (Solomon ir 

Varshavsky, 1985; Wang ir kt., 2007). MTazių katalizuojamos reakcijos vyksta 

specifin÷se MTazių atpažįstamose sekose, modifikuojant taikinio citozinus 

švelniomis sąlygomis, kuriomis nebuvo steb÷ta nei baltymo-DNR sąsiuvų, nei 

N-hidroksialkilintų nukleobazių (neparodyta). 
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Tik÷tinas tiolių ir selenolių prijungimo prie hmC mechanizmas yra SN2 

reakcija, kuomet nukleofilas tiesiogiai atakuoja protonuotą hidroksigrupę. 

Tokiu atveju rūgštin÷je terp÷je reakcijos su selenoliais tur÷tų vykti žymiai 

geriau, lyginant su tioliais, d÷l skirtingų šių junginių pKa (pvz., Cys pKa yra 

8.3, o Se-Cys – 5.2 (Wessjohann ir kt., 2007)), o reakcijos efektyvumas tur÷tų 

stipriai priklausyti nuo reagentų koncentracijos. Tačiau, detaliau ištyrus šias 

reakcijas, paaišk÷jo, kad tiolių ir selenolių prijungimo prie hmC reakcijos 

greičiai yra labai panašūs ištirtame pH intervale (5.5-8.5), reakcijos 

efektyviausiai vyksta rūgštiniame pH 5.5-6.5 (tioliai – visiškai protonuoti, o 

selenoliai – visiškai deprotonuoti), esant tioliui ir selenoliui reakcijos mišinyje, 

pirmenyb÷ yra teikiama selenoliui (netgi esant 10-kartiniam tiolio pertekliui), o 

0.01-10 mM tiolių ar selenolių koncentracijų intervale produkto susidarymo 

kiekis kito nežymiai (iki 2 kartų) (pav. 3.20). Šiuose eksperimentuose buvo 

naudotas M.HhaI mutantinis baltymas Q82A/Y254S/N304A, turintis prapl÷stą 

kofaktoriaus surišimo centrą (kuriame didel÷s ar. buvo pakeistos mažesn÷mis), 

nes pradiniuose eksperimentuose pasteb÷jome, kad šis trigubas mutantas 

truputį efektyviau prijungia tiolius ir selenolius, bei ne taip efektyviai 

dehidroksimetilina hmC, lyginant su wt baltymu. Naudojant M.SssI wt baltymą 

taip pat buvo pasteb÷ta, kad tiolių ir selenolių prijungimas efektyviausiai 

vyksta rūgštiniame pH (5.5-6.5), o dehidroksimetilinimas – neutraliame ir 

baziniame pH (7.0-8.5) (neparodyta). Šie pasteb÷jimai aiškiai parodo, kad 

reakcijos greitį riboja aktyvaus tarpinio produkto susidarymas, kuris 

efektyviausiai vyksta rūgštin÷je terp÷je, o nukleofilo stiprumas apsprendžia tik 

galutinį reakcijos produktą, bet ne reakcijos greitį. Reakcija gali vykti pagal 

pasiūlytus fermentų timidilatsintetaz÷s (Barrett ir Maltby, 1998) bei 

deoksicitidino hidroksimetiltransferaz÷s (Graves ir kt., 1992) modelius: 

aktyvinto citozino tarpinio produkto (ACTP) hidroksigrupę dehidroksilina 

terp÷je esanti rūgštis, susidarant 5-metileno tarpiniam produktui (MTP), kuris 

yra stiprus elektrofilas. Šio aukštos energijos ekzometileno junginio galima 

būtų išvengti, jei vyksta intramolekulin÷ prie citozino C6 atomo prisijungusios 

baltymo Cys sieros ataka į hidroksimetilgrupę, susidarant papildomą keturnarį 
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žiedą turinčiam bicikliniam sulfonio tarpiniam produktui (BSTP) (pav. 3.21). 

Šiam keliui yra reikalingas aktyvaus centro konformacinis plastiškumas, kuris, 

pagal molekulin÷s dinamikos skaičiavimus, yra galimas M.HhaI (Lau ir 

Bruice, 1999). Vis d÷to, koks tiksliai tarpinis produktas susidaro – 

egzometileno ar biciklinis – n÷ra iki galo išsiaiškinta, tačiau abiejais atvejais po 

nukleofilo (tiolio arba selenolio) prid÷jimo arba atakos susidaro naujas 

produktas. Jei prijungiamas vanduo, susidaro 5-hidroksimetilcitozinas. Esant 

aukštesniam pH, nukleofilo prijungimo išeigos maž÷ja ir kartu vyksta 

konkurencin÷ reakcija – 5-hidroksimetilintų citozinų konvercija į citozinus. 

 
Paveikslas 3.20. Citozino-5 metiltransferazių katalizuojamų tiolių ir selenolių 
prijungimo prie 5-hidroksimetilcitozino bei pastarojo konversijos į citoziną reakcijų 
tyrimas. a, b Viename eksperimente įvertintos tiek tiesiogin÷s (hmC tolimesnis 
modifikavimas tioliais ir selenoliais (a)), tiek grįžtamos (hmC vertimas į C (b)) reakcijos 
išeigos, esant skirtingiems pH (pH 6.5 ir 7.4 – acetatinis buf., pH 8.0 – fosfatinis buf., pH 8.5 
– Tris-HCl buf.). Reakcijos vykdytos, esant 20 mM G*HGC/GMGC-31 oligonukleotido, 200 
nM M.HhaI Q82A/Y254S/N304A mutantinio baltymo ir 12 mM reagento; susidarę produktai 
analizuoti TLC metodu. c Reakcijos eiga, kai tiolis ir selenolis yra kartu vienoje reakcijoje. 
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UV chromatograma (kair÷je) bei tikslinių hmC ir 2-aminoetanselenolio (viduryje) arba 2-
aminoetantiolio (dešin÷je) kondensacijos produktų mas÷s paieškos. Reakcijos vykdytos, esant 
13 µM GCGC/GCGC-24 oligonukleotido (pirmiausia modifikuoto M.HhaI ir FA, susidarant 
hmC), 13 µM M.HhaI wt ir 1.2 mM 2-aminoetanselenolio (1), 1.2 mM 2-aminoetantiolio (2)  
arba 0.6 mM abiejų reagentų (3) ir analizuotos HPLC-MS metodu.  
 

  

 

 
 
Paveikslas 3.21. Siūlomas citozino-5 metiltransferazių katalizuojamas tiolių/selenolių 
kondencacijos su 5-hidroksimetilcitozinu mechanizmas (pavyzdžiu naudojamas hmC ir 2-
aminoetantiolis). Reakcija vyksta per aktyvintą citozino tarpinį produktą (ACTP), kuris d÷ka 
rūgštin÷s dehidratacijos virsta aktyviu 5-metileno tarpiniu produktu (MTP) arba bicikliniu 
sulfonio tarpiniu produktu (BSTP). Vienas iš jų toliau dalyvauja greitame tiolių/selenolių 
prijungime. MTaz÷s ir jų katalitiniai motyvai parodyti m÷lynai, reakcijos, vykstančios 
fermentų akvyviame centre, yra apibr÷žtos m÷lynu punktyru, aldehidai parodyti raudonai, 
tioliai/selenoliai – žaliai. 
 

3.2.7 Metiltransferazių  katalizuojamų netipinių reakcijų 

panaudojimas  

2009 m. pelių smegenų ir kamieninių ląstelių DNR buvo atrastas hmC 

(Kriaučionis ir Heintz, 2009; Tahiliani ir kt., 2009). Nuo pat atradimo pradžios 

hmC yra intensyviai tyrin÷jamas, tačiau jo vaidmuo epigenetikoje ir DNR 

demetilinime iki šiol n÷ra visiškai išaiškintas (žr. 1.1.4 ir 1.1.5). Šios šeštos 

baz÷s tyrimus stabdo metodų, galinčių atskirti mC nuo hmC, stoka. Be to, 

cheminiam hmC įvedimui į sintetinius oligonukleotidus buvo reikalingas 

sintez÷s optimizavimas (Munzel ir kt., 2010). Kokybiškų DNR substratų, 

turinčių hmC bazes, stoka pristabd÷ hmC in vitro tyrimus. MTazių 

katalizuojamas formaldehido prijungimas prie taikinio citozino, susidarant 

hmC, suteik÷ unikalią galimybę paruošti eilę DNR substratų, turinčių 
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hidroksimetilintą citoziną, kurių nebuvo galima gauti nei PGR, nei chemin÷s 

oligonukleotidų sintez÷s keliu. hmC atradimas žinduolių DNR paskatino 

panaudoti atrastas MTazių reakcijas genomin÷s DNR tyrimams hmC analizei. 

MTazių katalizuojamas tiolių ir selenolių, turinčių funkcines grupes, 

prijungimas prie hmC įgalina chemiškai atskirti hmC nuo C ir mC genomin÷je 

DNR. Šia linkme praktiškai išband÷me tris reagentus, turinčius merkapto 

grupę: 2-aminoetantiolį, cisteiną ir DTT. Pirmieji du turi funkcines 

aminogrupes, prie kurių chemoselektyviai galima prijungti žymę, naudojant N-

hidroksisukcinimido (NHS) esterį. DTT atveju viena merkaptogrup÷ yra 

prijungiama prie hmC, o antroji gali būti panaudota prijungiant žymenis, 

turinčius maleimidą. 

 
 
 
Paveikslas 3.22. Sekai specifinio kovalentinio 5-hidroksimeticitoziną turinčios DNR 
žym÷jimo schema. Pirmoje stadijoje MTaz÷ modifikuoja savo taikinyje esantį hmC tioliais ir 
selenoliais (HX), turinčiais funkcines grupes (Y, -SH arba -NH2), prie kurių antroje stadijoje 
yra prijungiama žym÷ (pilkas rutuliukas, biotinas arba fluorescencinis dažas) per specifinę 
grupę (Z, maleimidas arba NHS esteris). MTaz÷s taikinys parodytas pilkai. 
 

Siekiant tiksliai įvertinti reakcijų išeigas ir foną, atlikome žym÷jimo ir 

tikro laiko PGR (TL-PGR) eksperimentus. TL-PGR eksperimentuose buvo 

naudoti du PGR fragmentai, kurių vienas tur÷jo du M.SssI taikinius su hmC 

(tikslinis žym÷jimo išeigai įvertinti naudotas PGR fragmentas), o kitas netur÷jo 

(fono įvertinimui naudotas PGR fragmentas). Po reakcijos su M.SssI ir 2-

aminoetantioliu modifikuota DNR buvo atskiriama nuo nemodifikuotos DNR, 

naudojant biotino NHS esterį bei streptavidinu dengtas magnetines daleles. 

Tikslin÷s ir fonin÷s DNR kiekis, esantis ant magnetinių dalelių, apskaičiuotas 

TL-PGR metodu ir palygintas su terp÷je likusiu DNR kiekiu. Nustatyta, kad 

~50% tikslinio PGR fragmento ir tik ~1% nespecifinio foninio PGR fragmento 

"prilimpa" prie magnetinių dalelių (pav. 3.23d). Po to tokią hmC praturtintą 

DNR frakciją galima tirti mikrogardel÷mis arba nustatyti DNR seką. 
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 Kitame eksperimente naudojome du PGR fragmentus, kurių vienas 

buvo kontrolinis, skirtas žym÷jimo fonui steb÷ti, o kitas, tikslinis, susintetintas 

vietoje dCTP naudojant dhmCTP, taigi, visi citozinai buvo pakeisti į hmC. 

Tokie PGR fragmentai toliau buvo žymimi, naudojant M.SssI ir 2-

aminoetantiolį arba DTT, o po to fluorescencinius dažus Cy5 NHS esterį arba 

ATTO-520 maleimidą. Su abiem reagentais buvo gautas selektyvus tikslinio 

PGR fragmento žym÷jimas (pav. 3.23b,c).  

Kita sritis, kur galima pritaikyti netipines MTazių reakcijas – 

kovalentinis DNR žym÷jimas specifin÷se sekose. Prieš kelis metus DNR 

metiltransferaz÷s ir brangūs sintetiniai kofaktoriaus analogai prad÷ti naudoti 

DNR pažym÷ti specifin÷se sekose (žr. 1.2.4 ir 3.3.2.2). Pritaikius netipines 

MTazių reakcijas, taip pat galima pažym÷ti DNR specifin÷se MTazių 

atpažįstamose sekose, panaudojant paprastus ir pigius cheminius reagentus. 

DNR paeiliui veikiant formaldehidu ir tioliu ar selenoliu, bei esant MTazei, 

sekai specifiškai prijungiami du junginiai. Naudojant formaldehidą, o po to 

cisteiną bei prie įvestos aminogrup÷s chemoselektyviai prijungus fluoresceino 

NHS esterį, sekai specifiškai M.HhaI taikiniuose pažym÷jome plazmidinę 

DNR. Fluorescencijos intensyvumas plazmidin÷s DNR fragmentuose po 

REazių hidroliz÷s pasiskirst÷ pagal M.HhaI taikinių kiekį (pav. 3.23a). 

Kitas paprastesnis žym÷jimo būdas būtų didesnių aldehidų, turinčių 

funkcines grupes, panaudojimas. Tačiau wt tipo MTaz÷s neefektyviai prijungia 

didesnius nei FA aldehidus. Išbandžius M.HhaI mutantinį baltymą 

Q82A/N304A, turintį prapl÷stą kofaktoriaus surišimo centrą, paaišk÷jo, kad jis 

efektyviau nei wt prijungia AA bei geba prijungti FA, reakcijos mišinyje esant 

kofaktoriaus analogui SAH (wt baltymą SAH visiškai užslopino) (pav. 3.23e). 

Taigi, tik÷tina, kad kryptinga baltymų inžinerija gali pagerinti baltymų, kurie 

prijungia didesnius aldehidus, efektyvumą. 
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Paveikslas 3.23. Sekai specifinis kovalentinis 5-hidroksimetilcitoziną turinčios DNR 
žym÷jimas ir praturtinimas. a Plazmidin÷s pUC19 DNR žym÷jimas fluorescuojančia 
grupe, naudojant M.HhaI, formaldehidą, cisteiną ir fluoresceino NHS esterį. Po žym÷jimo 
reakcijos DNR buvo sufragmentuota su R.FspBI ir analizuota agaroziniame gelyje. 
Pirmiausia gelis nuskanuotas, naudojant 473 nm lazerį, o po to nudažytas etidžio bromidu. b-
c Dviejų PGR fragmentų mišinio, kurių vienas tikslinis buvo susintetintas naudojant dhmCTP 
(hmC DNR), o kitas kontrolinis – dCTP (C DNR), žym÷jimas, naudojant M.SssI, DTT ir 
ATTO-520 maleimidą (b) arba M.SssI, 2-aminoetantiolį ir Cy5 NHS esterį (c). Po 
elektroforez÷s agaroziniame gelyje DNR pirmiausia buvo vizualizuota naudojant reikiamą 
lazerį (473 nm (b) arba 633 nm (c)) ir po to nudažyta etidžio bromidu (EtBr). d PGR 
fragmentų mišinys, turintis arba neturintis hmC (hmC-DNR (2 M.SssI taikiniai) ir C-DNR 
(n÷ra M.SssI taikinių), buvo veikiamas 2-aminoetantioliu, esant M.SssI. Po to prie įvestos 
aminogrup÷s prijungtas biotino NHS esteris ir biotinu modifikuota DNR atskirta nuo 
nemodifikuotos, naudojant streptavidinu padengtas magnetines daleles. Kiekvieno fragmento 
kiekis buvo įvertintas, atliekant tikro laiko PGR tiesiai nuo dalelių, ir palygintas su terp÷je 
likusiu DNR kiekiu. e Padidinus kofaktoriaus surišimo kišenę (mutantinis baltymas 
Q82A/N304A), M.HhaI geba prijungti formaldehidą (FA) reakcijoje esant SAH bei didesne 
išeiga nei wt prijungti acetaldehidą (AA). Reakcijos vykdytos, esant 20 nM DNR 
G*CG*C/GMGC-32, 560 µM SAH (takeliai 2, 4, 6, 8), 125 nM M.HhaI wt (takeliai 1, 2, 5, 
6) arba Q82A/N304A (takeliai 3,4, 7, 8), 13 mM FA (takeliai 1–4) arba 0.8 M AA (takeliai 
5–8) 1 val k.t. Modifikuota DNR buvo sufragmentuota iki 5‘-dNMP ir analizuota TLC.  
 

3.3 Rezultatų aptarimas  

3.3.1 Cheminis  fermentų vykdomo citozino išsukimo tyrimo metodas 

Paprastas, pigus ir sud÷tingos įrangos nereikalaujantis cheminis 

fermento išsuktų  citozinų identifikacijos metodas gali būti taikomas tiek DNR 

citozino-5 metiltransferaz÷ms, tiek restrikcijos endonukleaz÷ms. 
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Metiltransferazių atveju reakcija vyksta švelniomis sąlygomis, tačiau yra 

būtinas ne tik baz÷s išsukimas bet ir citozino žiedo aktyvacija, susidarant 

baltymo-citozino kovalentiniam kompleksui. Reakcijose su MTaz÷mis keičiasi 

Caa specifiškumas: susidaro kiti reakcijos produktai nei viengrand÷s DNR ar 

REazių-DNR kompleksų atvejais. Reikia nepamiršti, kad choracetaldehidas yra 

stiprus elektrofilas ir reaguoja ne tik su DNR, bet ir su baltymų nukleofiliniais 

centrais (aminogrup÷mis bei sieros atomą turinčiomis ar.).  Manome, kad d÷l 

šių pašalinių reakcijų didel÷se Caa koncentracijose bei naudojant 

bromoacetaldehidą, kuris yra stipresnis elektrofilas, gali vykti baltymo 

inaktyvacija.  

3.3.2 Netipin÷s DNR citozino-5 metiltransferazių katalizuojamos 

reakcijos 

Atrastos netipin÷s MTazių reakcijos – trumpų alifatinių aldehidų 

prijungimas į citozino-5 pad÷tį, susidariusių 5-(1-hidroksialkil)citozinų 

vertimas į citozinus bei tolimesn÷ 5-(1-hidroksialkil)citozinų modifikacija 

prijungiant tiolius ir selenolius – yra įdomios keliais aspektais. Visų pirma, yra 

labai netik÷ta, kad DNR citozino-5 metiltransferaz÷s, kurios paprastai perneša 

metilgrupę nuo kofaktoriaus SAM, taip pat geba panaudoti visai į kofaktorių 

nepanašius junginius: 1) aldehidus, prijungdamos juos į citozino-5 pad÷tį ir 2) 

tiolius arba selenolius, kuriais toliau modifikuojamas taikinyje esantis hmC. 

Pastarosiose reakcijose MTaz÷s atpažįsta bei modifikuoja pakitusį DNR 

substratą – vietoje taikinio citozino turintį hmC. 

Netipin÷s metiltransferazių reakcijos buvo atrastos tuo pačiu metu kaip 

ir šešta – hmC – baz÷ genomin÷je eukariotų DNR. Šis sutapimas paskatino 

įsijungti į metodų, kurie įgalintų nustatyti hmC pozicijas genomin÷je DNR, 

kūrimo lenktynes ir leido pasiūlyti galimas veik÷jus, kurie dalyvauja 

atsirandant hmC bei demetilinant DNR eukariotiniuose organizmuose. 
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3.3.2.1 Metiltransferazių katalizuojamų netipinių reakcijų sąsaja su 5-

hidroksimetilcitozino atsiradimu ir demetilinimu eukariotin÷je DNR 

In vivo ir in vitro eksperimentų rezultatai rodo, kad Tet baltymai verčia 

mC į hmC. Manoma, kad tai yra pagrindinis hmC atsiradimo kelias 

eukariotin÷je DNR (Tahiliani ir kt., 2009). Teoriškai metiltransferaz÷s taip pat 

gal÷tų prisid÷ti prie hmC kiekio padid÷jimo, nes formaldehido koncentracijos 

ląstel÷se gali būti panašios į naudotas mūsų eksperimentuose (Heck ir 

Casanova, 2004), o mūsų rezultatai rodo, kad pel÷s MTaz÷ Dnmt1, nors ir 

žymiai mažesn÷mis išeigomis nei prokariotin÷s MTaz÷s, prijungia 

formaldehidą prie citozino, susidarant hmC (pav. 3.7c). Aldehidų prijungimas į 

citozino-5 pad÷tį yra galimas, tik jei MTaz÷ n÷ra prisijungusi kofaktoriaus 

SAM. Ląstel÷je SAM kiekis yra didelis, nes jis dalyvauja daugelyje gyvybei 

būtinų procesų. Tačiau didel÷s daugiadomenin÷s eukariotin÷s MTaz÷s gali 

tur÷ti specialius mechanizmus, kurie užblokuotų SAM‘o patekimą į aktyvų 

fermento centrą. Neatmetama galimyb÷, kad tam tikrose ląstel÷s vietose SAM 

kiekis gali būti minimalus. 

Įdomu, kad eukariotinių ląstelių mitochondrin÷je DNR taip pat buvo 

surastas mC ir hmC. Parodyta, kad metiltransferaz÷s Dnmt1 genas turi 

alternatyvią transliacijos pradžią, kuri koduoja signalinį peptidą, nukreipiantį 

Dnmt1 į mitochondrijas. TET baltymų atveju panašių signalinių sekų n÷ra, 

taigi, neaišku, iš kur hmC atsiranda mitochondrin÷je DNR (Shock ir kt., 2011). 

Neatmetama galimyb÷, kad tam tikromis sąlygomis ir konkrečioje vietoje 

MTaz÷s gali prijungti formaldehidą savo taikiniuose, susidarant hmC in vivo 

(pav. 3.24).  

Vienas iš pasiūlytų DNR demetilinimo kelių yra tiesioginis metilo 

grup÷s nu÷mimas nuo mC. C-C jungties nutraukimui yra reikalinga milžiniška 

energija, kuri sumaž÷tų, jei metilo grup÷ būtų oksiduojama iki hidroksigrup÷s, 

aldehidin÷s arba karboksigrup÷s. Metilo grup÷s pašalinimą nuo azoto atomų 

katalizuoja E. coli alkilintų DNR pažaidų taisymo fermentas AlkB, kuris 

oksiduoja 1-metiladeniną ir 3-metilcitoziną iki hidroksimetilintų darinių, nuo 

kurių spontaniškai atskylant aldehidui, yra ištaisoma pažaida (Sedgwick ir kt., 
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2007). Panašus mechanizmas yra būdingas ir histonų demetilaz÷ms. Nors C-C 

ryšio nutraukimas reikalauja daugiau energijos nei C-N, timino baz÷s 

skaldymo kelyje, dalyvaujant dviems fermentams, timino metilo grup÷ yra 

oksiduojama pirmiausia iki hidroksimetilgrup÷s, po to iki formilo ir galiausiai 

iki karboksigrup÷s, kuri yra pašalinama anglies dvideginio pavidalu, susidarant 

uracilui. Panašus reakcijos mechanizmas buvo pasiūlytas fermentiniame DNR 

demetilinimo kelyje, kai tik buvo atrasti Tet baltymai, naudojantys tokius 

pačius kofaktorius kaip ir ankščiau min÷ti fermentai: 2-oksogliutaratą, deguonį 

ir geležį (Wu ir Zhang, 2010). Tet baltymai efektyviai oksiduoja mC 

metilgrupę iki hidroksimetilgrup÷s, susidarant hmC, tačiau tolimesn÷ 

oksidacija iki 5-formilcitozino (fC) ir 5-karboksicitozino (caC) n÷ra efektyvi ir 

pradžioje net liko nepasteb÷ta (He ir kt., 2011; Ito ir kt., 2011), o fC ir caC 

tarpinių produktų išmatuojamo kiekio nepavyko surasti gamtin÷je DNR 

(Globisch ir kt., 2010). Tačiau pasitelkus jautresnius metodus labai maži fC ir 

caC kiekiai (100 ir daugiau kartų mažesni nei hmC) buvo surasti embrionin÷se 

kamienin÷se ląstel÷se ir įvairiuose audiniuose (Ito ir kt., 2011; Pfaffeneder ir 

kt., 2011). Mūsų atrasta formaldehido pašalinimo nuo hmC C5 atomo reakcija, 

aktyviai veikiant MTazei, leidžia geriau suprasti galimus fermentinio DNR 

demetilinimo kelius, kurie iki šiol dar n÷ra iki galo išaiškinti. Mūsų 

eksperimentai rodo, kad demetilinimas gali vykti per hmC tarpinį produktą, 

kuris virsta į citoziną, aktyviai dalyvaujant fermentui. In vivo šią reakciją 

gal÷tų vykdyti specialus baltymas, naudojantis panašų į MTazių citozino 

aktyvacijos mechanizmą. Mažai tik÷tina, kad MTaz÷s in vivo ne tik metilina, 

bet ir demetilina DNR, nors vienas tyrimas atskleid÷, kad eukariotin÷s MTaz÷s 

gali būti susijusios su DNR demetilinimu (pav. 2.24) (Metivier ir kt., 2008).  

Naujausi kitų mokslininkų in vitro ir in vivo eksperimentai parod÷, kad 

fC ir caC baz÷s yra efektyviai iškerpamos TDG glikozilaz÷s (He ir kt., 2011; 

Maiti ir Drohat, 2011). Kitas tyrimas atskleid÷, kad smegenyse hmC yra 

deamininamas iki hmU AID/APOBEC dezaminazių, o hmU baz÷ yra 

iškerpama iš DNR TDG/SMUG1 (SMUG1 – hmU glikozilaz÷) glikozilazių 

(pav. 3.24) (Cortellino ir kt., 2011; Guo ir kt., 2011). Taip pat yra pasiūlyta, 



 88 

kad fC ir caC gali tiesiogiai virsti į citoziną, dalyvaujant specialiems 

fermentams: deformilazei ir dekarboksilazei (Wu ir Zhang, 2010; Pfaffeneder 

ir kt., 2011). Beje, hmC glikozilaziniu aktyvumu pasižymi veršiuko užkrūčio 

liaukos ekstraktai (Cannon ir kt., 1988), taigi, toliau tyrin÷jant demetilinimą, 

gali atsirasti ir daugiau svarbių veik÷jų. Įdomu, kad hmU ir hmC glikozilaz÷s, 

TET baltymai ir hmC yra tik tuose eukariotuose, kurie turi mC, tačiau jie 

nebūdingi prokariotams, miel÷ms ir drozofiloms, kurie neturi arba turi labai 

mažus mC kiekius (Cannon ir kt., 1988; Boorstein ir kt., 1989; Cannon-

Carlson ir kt., 1989; Song ir kt., 2010, a). 

 

 
 
Paveikslas 3.24. Aktyvaus DNR demetilinimo mechanizmai žinduoliuose. Žaliomis 
rodykl÷mis nurodytas 5-metilcitozino (mC) oksidacijos kelias iki 5-karboksicitozino (caC) 
per 5-hidroksimetilcitozino (hmC) ir 5-formilcitozino (fC) tarpines stadijas; oksidaciją atlieka 
oksogenaz÷s Tet1,2,3. Alyvin÷mis rodykl÷mis nurodytas deamininimo kelias, kuriame 
dalyvauja deaminaz÷s AID ir APOBEC, bei, galbūt, DNR metiltransferaz÷s Dnmt3a ir 
Dnmt3b; mC ir hmC yra deamininami iki timino (T) ir 5-hidroksimetiluracilo (hmU). 
M÷lynomis rodykl÷mis nurodytas bazių iškirpimo taisymo kelias, kuriame dalyvauja 
glikozilaz÷s TDG, MBD4 ir SMUG1. Raudonomis punktyrin÷mis rodykl÷mis nurodytos 
DNR citozino-5 metiltransferazių netipin÷s reakcijos – hidroksimetilinimas ir 
dehidroksimetilinimas, kurios dar n÷ra patvirtintos in vivo. 
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3.3.2.2 Metiltransferazių katalizuojamų netipinių reakcijų panaudojimas 

Prieš 3 metus atradus hmC eukariotin÷je DNR, reik÷jo sukurti naujus 

metodus hmC pozicijų nustatymui. Auksiniu standartu laikytas ir dažniausiai 

naudotas metodas mC pozicijoms nustatyti yra DNR sekos nustatymas po 

natrio bisulfito reakcijos. Deja, šiuo metodu negalima atskirti mC nuo hmC, 

nes 5 pad÷tyje modifikuoti citozinai, priešingai nei nemodifikuoti, n÷ra 

deamininami (citozinai deamininasi iki uridinų ir yra nuskaitomi kaip U-A 

pora, o mC ir hmC yra normaliai perskaitomi, kaip C-G poros) (pav. 3.25). 

Metilinimui jautrios restrikcijos endonukleaz÷s, naudojamos mC tyrimams, 

taip pat neatskiria skirtingų pakaitų citozino-5 pad÷tyje, ir tik metodai, kurie 

pagrįsti mC antikūnais arba su mC sąveikaujančiais baltymais, leidžia atskirti 

metilintą citoziną nuo nemodifikuoto arba hidroksimetilinto (Huang ir kt., 

2010; Jin ir kt., 2010; Nestor ir kt., 2010). Taigi, reik÷jo ne tik atidžiai 

peržiūr÷ti DNR metilinimo duomenis, nes juose vietoje mC gali būti ir hmC, 

bet taip pat sukurti naujus metodus, kurie leistų atskirti metilinimą nuo 

hidroksimetilinimo. Per 3 metus kartu su mūsų siūlomu metodu, hmC 

pozicijoms nustatyti buvo pasiūlyta keletas būdų, kurie remiasi skirtingais 

principais:  

1) REazių panaudojimu. Kai kurios REaz÷s (R.MspI, R.GlaI, R.MspJI) 

geba kirpti DNR esant mC ir hmC, tačiau pastarąjį gliukozilinus, panaudojant 

fagų gliukoziltransferazes, DNR jau n÷ra karpoma (Zheng ir kt., 2010; Davis ir 

Vaisvila, 2011). Kitos REaz÷s specifiškai karpo hmC turinčią DNR (PvuRts1I) 

(Szwagierczak ir kt., 2011; Wang ir kt., 2011). 

2) Vienos molekul÷s naujų DNR sekoskaitos technologijų panaudojimu, 

kurios geba atskirti hmC nuo mC be jokių papildomų etapų (Flusberg ir kt., 

2010; Wallace ir kt., 2010; Wanunu ir kt., 2010). 

3) Tripanosomos baltymo, sąveikaujančio su J baze, panaudojimu, kuris 

taip pat specifiškai riša gliukozilintą hmC (Robertson ir kt., 2011). 

4) Tiksline hmC oksidacija, d÷l kurios piperidino poveikyje atsiranda 

DNR grandin÷s trūkiai (Okamoto ir kt., 2011). 
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5) Gliukozilinto hmC oksidacija natrio perjodatu. Oksiduojant atsiveria 

gliukoz÷s žiedas, ir susidaro dvi aldehidogrup÷s, prie kurių gali būti prijungtos 

dvi reporterin÷s molekul÷s (pav. 3.26a) (Pastor ir kt., 2011). 

6) Antikūnais prieš hmC arba prieš 5-sulfonilmetilcitoziną, kuris 

susidaro, hmC veikiant natrio bisulfitu (pav. 3.25c) (Ficz ir kt., 2011; Jin ir kt., 

2011; Pastor ir kt., 2011). 

7) Modifikuotais T4 fago gliukoziltransferazių kofaktorių analogais. 

Sintetiniai kofaktorių analogai, gliukoz÷s šeštos hidroksigrup÷s vietoje turintys 

azido (Song ir kt., 2010, a) ar aldehidogrupes (Song ir kt., 2011, b), yra 

pritaikyti atskirti hmC turinčią DNR frakciją, naudojant biotiną su triguba 

jungtimi ir biotino-hidroksiamino konjugatą (pav. 3.26b). Abu kofaktoriai taip 

pat gali būti naudojami kombinacijose su RE, ekzonukleaze III ar DNR 

polimeraz÷mis, norint tiksliai nustatyti hmC pozicijas (Song ir kt., 2010, a; 

Song ir He, 2011; Song ir kt., 2011, b). 

 

 
 
Paveikslas 3.25. Citozino (a), 5-metilcitozino (b) ir 5-hidroksimetilcitozino (c) reakcijos 
su natrio bisulfitu (NaHSO3) (Huang ir kt., 2010). 
 

Daugumos šių metodų veikimas yra pademonstruotas su kontrolin÷mis 

DNR ir reikalauja papildomo optimizavimo, norint juos taikyti genomin÷s 

DNR tyrimams hmC pozicijų identifikavimui. Tik paskutiniai 3 metodai buvo 

išbandyti praktiškai, tiriant genominę DNR. Svarbiausios metodo savyb÷s, 

kurias nori pasiekti metodų kūr÷jai, yra vieno nukleotido skiriamoji geba bei 

galimyb÷ tirti visą genomą, t.y. labai svarbu, kad po manipuliacijų su hmC 
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turinčia DNR, ją toliau būtų galima naudoti sekoskaitoje arba mikrogardel÷se. 

Dabar šiuos abu kriterijus atitinka vienintelis paskutinis metodas kombinacijoje 

su vienos molekul÷s tikro laiko DNR sekoskaita (angl. single-molecule, real-

time (SMRT) DNA sequencing), kuomet DNR polimeraz÷ sustoja ties 

papildomai modifikuotomis hmC baz÷mis, leisdama tiksliai identifikuoti 

hidroksimetilintą citoziną (Song ir kt., 2011, a). Tik÷tina, kad ir mūsų metode 

prie įvestų funkcinių grupių prijungus dideles chemines grupes, galima gauti 

efektyvius DNR polimerazių stojimus, o tai leistų pasiekti vieno nukleotido 

skiriamąją gebą. Kitas mūsų siūlomo metodo privalumas – galimyb÷ ištirti 

visas CG sekas genome, panaudojus M.SssI. Eukariotuose (pvz. žinduolių 

somatin÷se ląstel÷se) mC, taigi, tik÷tina, kad ir hmC, yra randamas beveik tik 

CG sekose. Kartu taikant seniau sukurtą mTAG (žr. toliau ir 1.2.4), naudojant 

panašias eksperimentines procedūras, būtų galima tirti tiek mC, tiek hmC 

pozicijas genomin÷je DNR.  

Kita sritis, kur galima pritaikyti netipines MTazių reakcijas – 

kovalentinis DNR žym÷jimas specifin÷se sekose. Metodai, skirti DNR žym÷ti 

specifin÷se sekose, yra vis plačiau taikomi tiek mokslin÷se, tiek medicinos 

laboratorijose (Ghosh ir kt., 2006). Prieš kelis metus DNR metiltransferaz÷s 

prad÷tos naudoti DNR pažym÷ti specifin÷se sekose (Dalhoff ir kt., 2006; 

Lukinavičius ir kt., 2007). Šis naujas mTAG metodas susideda iš dviejų 

žingsnių: pirmiausia nuo dvigubai aktyvinto sintetinio kofaktoriaus ant DNR 

MTaz÷ perneša funkcinę grupę (pav. 1.11c) (pvz.: amino, merkapto, alkino ir 

kt.), prie kurios antrame žingsnyje yra prijungiama reporterin÷ grup÷ (pvz.: 

biotinas, fluorescuojantis dažas), panaudojant gerai žinomas chemoselektyvias 

reakcijas su funkcin÷mis grup÷mis. mTAG metodas yra selektyvus ir 

specifiškas, tačiau sąlyginai brangus d÷l sud÷tingos kofaktorių sintez÷s. 

Pritaikius netipines MTazių reakcijas, paeiliui veikiant formaldehidu ir 

cistaminu (arba 2-aminoetantioliu ar DTT) bei esant MTazei, galima pažym÷ti 

DNR specifin÷se MTazių atpažįstamose sekose, naudojant paprastus ir pigius 

cheminius reagentus (pav. 2.23a-c). 
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Paveikslas 3.26. Fermentinis 5-hidroksimetilcitozino modifikavimas DNR. a, b T4 fago 
β-gliukoziltransferaz÷ (BGT) perneša gliukoz÷s liekanas nuo natūralaus (a) arba sintetinio 
kofaktoriaus uridinil-(1-gliukozil)difosfato (UDP-glc arba UDP-6-X-glc) (b) ant 5-
hidroksimetilcitozino (hmC). Prijungta gliukoz÷s liekana yra oksiduojama natrio perjodatu, 
susidarant dviems aldehidogrup÷ms (a). Naudojant sintetinį kofaktoriaus analogą, gliukoz÷s 
šeštos hidroksigrup÷s vietoje turintį funkcines azido arba aldehidogrupes (UDP-6-N3-glc arba 
UDP-6-CHO-glc), funkcin÷s grup÷s yra prijungiamos prie hmC (b). c DNR citozino-5 
metiltransferaz÷s modifikuoja savo taikinyje esantį hmC, hidroksigrupę pakeisdamos tioliais 
arba selenolais, turinčiais funkcines amino arba merkaptogrupes. Įvestos funkcin÷s grup÷s 
(aldehido, azido, amino ar merkapto) toliau naudojamos, prijungiant biotiną ir atskiriant hmC 
turinčią DNR frakciją. Paruošta, remiantis letaratūriniais duomenimis (Song ir kt., 2010, a; 
Munzel ir kt., 2011; Pastor ir kt., 2011; Song ir kt., 2011, b). 
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IŠVADOS 

 

1. Pademonstruota, kad 2-chloracetaldehidas gali būti naudojamas 

nesuporuotų citozinų identifikavimui DNR citozino-5 metiltransferazių ir 

restrikcijos endonukleazių kompleksuose su DNR, reakcijos metu susidarant 

atitinkamai N4,5- arba N3,N4-etenocitozino dariniams.  

 

2. DNR citozino-5 metiltransferaz÷s katalizuoja trumpų alifatinių 

aldehidų įjungimą į modifikuojamo citozino-5 pad÷tį ir 5-(1-

hidroksialkil)citozinų vertimą į nemodifikuotus citozinus in vitro.  

 

3. DNR citozino-5 metiltransferaz÷s katalizuoja alkiltiolių ir 

alkilselenolių kondensaciją su 5-hidroksimetilcitozino liekanomis DNR in 

vitro. Reakcija vyksta protonizacijos-dehidratacijos būdu, susidarant tarpinei 

citozino-5-egzometileno (arba biciklinio citozino-5,6-tietano) dalelei, kuri 

prijungia nukleofilą, susiformuojant atitinkamiems 5-

chalkogenometilcitozinams. Aktyvios tarpin÷s dalel÷s susidarymas yra nuo pH 

priklausanti ir bendrą reakcijos greitį ribojanti stadija, o nukleofilo stiprumas 

lemia prijungimo reakcijos selektyvumą.  

 

4. Parodyta, kad citozino-5 metiltransferazių katalizuojama 5-

hidroksimetilcitozino modifikacija alkiltioliais ir alkilselenoliais gali būti 

naudojama selektyviam funkcinių ir reporterinių grupių įjungimui į DNR.  
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