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[VADAS

Gyvy organizmy geneting informacija sauganti ir perduodanti
makromolekulé¢ deoksinukleortigstis (DNR) yra sudaryta i§ 4 pagrindiniy
heterocikliniy baziy: timino (T), adenino (A), guanino (G) ir citozino (C).
Penkta minorin¢ bazé¢ — 5-metilcitozinas (mC) — eukariotinéje DNR buvo
atrasta keli metai prieS garsyji Watson-Crick DNR struktiiros modeli
(Hotchkiss, 1948; Watson ir Crick, 1953) ir yra intensyviai tyrin¢jama iki §iy
laiky (Razin ir Riggs, 1980; Zemach ir kt., 2010). mC eukariotuose yra
epigenetinis Zymuo, kuris kartu su kitais veiksniais apsprendZia chromatino
aktyvuma: geny raiSkos pobiidj, parazitiniy genomo elementy ir Zinduoliy
moteriSkos lyties vienos 1§ X chromosomy nutildyma, dalyvauja imprintinge,
mutagenezéje, DNR pazaidy taisyme ir rekombinacijoje (Goll ir Bestor, 2005).
Genomingje DNR mC atsiranda dél fermenty DNR citozino-5 metiltransferaziy
(MTaziy), kurios pernesa metilgrupg nuo kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino
ant citozino jau susintetintoje DNR. Ilga laika buvo manyta, kad mC yra stabili
modifikacija, kurios kiekis gali mazéti pasyviai, t.y. dalijantis lastelei ir
skiedziantis metilintai DNR, jei MTazés yra neaktyvios. Vis délto, globalus
demetilinimas buvo pastebétas tévinéje DNR prie§ pirma zigotos pasidalijima
ir pirminése lytinése lastelés, o lokalus — neurony promotoriuose ir kitose
nesidalijanCiose lastelése — tai neabejotinai reiSkia, kad egzistuoja aktyvus
demetilinimo kelias. Tiksliau, demetilinimo keliai, kuriy S$iuo metu yra
pasitlyti bent keli (Wu ir Zhang, 2010; Nabel ir kt., 2011). Demetilinimo
tyrimai ypac suintensyvéjo prie§ kelis metus, kai eukariotinégje DNR buvo
surasta dar viena modifikuota bazé — 5-hidroksimetilcitozinas (hmC), kurios
kiekiai gali siekti beveik 40% mC tam tikrose nervinio audinio lastelése
(Kriaucionis ir Heintz, 2009; Tahiliani ir kt., 2009). Netrukus kamieninése
embrioninése lastelése buvo identifikuoti 5-formilcitozinas (fC) ir 5-
karboksicitozinas (caC) (He ir kt., 2011; Ito ir kt., 2011), tiesa, labai mazais
kiekiais, bet visiSkai sugriaunantys mita apie DNR nekintamuma. Pastarosios

trys modifikacijos (hmC, fC ir caC) genominéje DNR atsiranda 1§ mC, veikiant



fermentams oksogenazéms Tetl,2,3, kuriy mutacijos yra susijusios su kai
kuriomis leukemijos formomis (Tahiliani ir kt., 2009). Taigi, kai atrode, kad
jau beveik viskas Zinoma apie eukarioting DNR, buvo atrastos naujos bazés ir
nauji fermentai, modifikuojantys DNR. Parodyta, kad Sios modifikacijos yra
tarpiniai mC demetilinimo produktai. IS §ios trijulés reikia i$skirti 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 reik§Smé epigenetikoje ir DNR demetilinime bus atskleista ateityje,
nes $iuo metu tritksta metody, galin¢iy nustatyti hidroksimetilintas vietas DNR
(Nabel ir kt., 2011). Metodai, naudoti mC tyrimams, neatskiria citozino
metilinimo nuo hidroksimetilinimo, todél naujy metody sukiirimas, leidziantis
tirti mC ir hmC pozicijas genome yra labai pageidaujamas (Huang ir kt., 2010;
Jin ir kt., 2010; Nestor ir kt., 2010).

Misy tyrimai prasidé¢jo nuo modelinés prokariotinés MTazés M.Hhal,
kuri yra intensyviai tyrinéjama jau 20 mety. ISsprendus trinario komplekso
M.Hhal-DNR-SAH struktiira, pirma karta buvo parodytas elegantiSkas DNR
deformacijos budas: taikinio citozinas yra iSsukamas 180° kampu i§ dvigrandés
DNR i aktyvy fermento centra (KlimaSauskas ir kt., 1994). Véliau buvo
nustatyta, kad daugelis su DNR saveikaujanciy baltymy, panaSiai kaip ir
M.Hhal, i§suka bazes i§ DNR spiralés (Cheng ir Blumenthal, 1996). Sie
atradimai paskatino kurti naujus metodus, igalinancius tirti baziy iSsukima.
Nusprendéme, kad apraSytos 2-chloracetaldehido (Caa) reakcijos su
nesuporuotomis bazémis galéty pasitarnauti ir baltymy-DNR tyrimams,
paprastai ir greitai identifikuojant fermenty iSsuktus citozinus (Kohwi-
Shigematsu ir Kohwi, 1992). Eksperimentai parod¢, kad Siuo metodu gali biti
tyrinéjamos tieck MTazés, tiek restrikcijos endonukleazés (Daujotyté ir kt.,
2008). Detalesni susidariusiy produkty tyrimai po Caa reakcijos atskleide, kad
MTaziy iSsukamas citozinas yra modifikuojamas netradiciskai. ISbandzius
keleta elektrofily paaiskéjo, kad MTazés geba prijungti trumpus alifatinius

aldehidus prie taikinio citozino 5 atomo, susidarant 1-hidroksialkilcitozinams
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prijungia formaldehida, susidarant hmC — SeStai DNR bazei, neseniai surastai
zinduoliy DNR. MTazeés taip pat geba katalizuoti griztama reakcija: hmC
virtima 1 citozina. Dar viena atrasta netipiné citozino-5 MTaziy reakcija —
taikinyje esan¢io hmC modifikacija alkiltioliais ir alkilselenoliais, susidarant 5-
chalkogenometilcitozinams. Pastaroji reakcija gali biiti panaudota praktiSkai
genominés DNR tyrimams, nustatant hmC pozicijas genome (Liutkevicitité ir
kt., 2011). Atrastos netipinés DNR citozino-5 metiltransferaziy reakcijos
atskleide, kad fermenty aktyvus centras gali biiti plastiSkesnis, nei manyta iki
Siol. In vitro eksperimentai rodo, kad tam tikromis salygomis fermentai gali
katalizuoti jiems nebudingas reakcijas. Siame etape sunku jvertinti, ar panasios
reakcijos galéty vykti in vivo, taiau MTaziy svarba, modifikuojant DNR
gyvuosiuose organizmuose (ne tik metilinant, bet ir hidroksimetilinant bei
demetilinant), turéty biiti atidZiai perziiiréta.

Pagrindiniai darbo tikslai ir uzdavinai

1) Istirti 2-haloacetaldehidu chemini reaktyvuma baltymo-DNR
kompleksuose, siekiant pritaikyti §ia reakcija DNR metiltransferaziy ir
restrikcijos endonukleaziy i1Ssukty citoziny tyrimams.

2) Istirti  naujai  atrastos DNR  citozino-5 metiltransferaziy
katalizuojamos citozino reakcijos su nekofaktoriniais elektrofiliniais junginiais
produktus, salygas ir mechanizma.

3) I8tirti naujai atrastos DNR citozino-5 metiltransferaziy
katalizuojamos 5-hidroksimetilcitozino kondensacijos su nekofaktoriniais
nukleofiliniais junginiais produktus, salygas ir mechanizma.

4) Istirti naujy netipiniy DNR citozino-5 metiltransferaziy reakciju
praktinio pritaikymo galimybes Zinduoliy genominés DNR tyrimames.

Mokslinis naujumas

Siame darbe pirma karta buvo pademonstruota, kad citozino-5 MTazés,
nesant nattralaus kofaktoriaus, katalizuoja netipines reakcijas: trumpy
alifatiniy aldehidy prijungima, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams,

pastaryjy virtima i nemodifikuotus citozinus ir tolimesn¢ modifikacija,



prijungiant alkiltiolius ir alkilselenolius ir susidarant 5-
chalkogenometilcitozinams.

ISbandytas ir optimizuotas naujas cheminis metodas, panaudojant Caa,
fermenty vykdomam citozino i$sukimui tirti. Sis metodas yra paprastas,
greitas, nereikalauja sudétingos jrangos ir tiria natiiralios bazés — citozino —
iSsukima. Parodyta, kad dviejy skirtingy klasiy fermentai — citozino-5
metiltransferazes ir restrikcijos endonukleazés — gali biti tiriamos $iuo metodu.

Praktiné reik§mé

Netipinés citozino-5 MTaziy reakcijos gali biti pritaikytos DNR
tyrimams, nustatant hmC pasiskirstyma genome. hmC yra nauja eukariotin¢je
DNR atrasta bazé, kurios paplitimas ir biologiné reikSmé yra intensyviy tyrimy
objektas, o tyrimo metody, kurie efektyviai atskirty hmC nuo mC, labai
truksta. Naujai atrastos reakcijos leidzia kovalentiSkai pazyméti hmC bazes CG
dinukleotiduose, o po to praturtinti hmC turinéius genominius fragmentus. Sios
reakcijos taip pat gali biiti panaudotos kovalentiniam DNR zymé¢jimui MTaziy

atpazistamose sekose.
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1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 DNR modifikacijy biologiné reikSmé

DNR be 4 pagrindiniy heterocikliniy baziy G, A, T ir C taip pat randami
tam tikri kiekiai jvairiy modifikuoty baziy. Modifikacijos atsiranda dél
kenksmingo aplinkos ar metabolity poveikio ir yra greitai pataisomos |
pradines bazes arba yra ilgalaikés, pacio organizmo sukuriamos, ir turi svarbias
biologines funkcijas. DNR baziy modifikacijos bei didelés prijungtos grupés
(glutamatas, gliukoze, genobiozé ir kt.) yra ypacC biidingos bakteriofagams
(Warren, 1980), taCiau likusiame gyvajame pasaulyje vyrauja minimali
modifikacija — metilgrupé. Metilgrupés perneSima nuo kofaktoriaus S-
adenozil-L-metionino (SAM) katalizuoja fermentai DNR metiltransferazes
(MTazes). Reakcijos produktai yra S-adenozil-L-homocisteinas (SAH) ir trys
minorinés bazés: N*-metilcitozinas (4mC), 5-metilcitozinas (mC) ir N°-
metiladeninas (6mA) (pav. 1.1). 4mC ir 6mA metiltransferazes galima apjungti
1 viena grupg, nes jos modifikuoja egzociklines aminogrupes (Timinskas ir kt.,
1995) ir, be keliy iSim¢iy, yra sutinkamos tik prokariotuose (Wion ir
Casadesus, 2006). mC yra paplitgs placiausiai ir randamas tiek eukarioty, tiek
prokarioty DNR. Eukariotuose metilinimas yra epigenetiné modifikacija, kuri
kartu su kitais veiksniais lemia DNR struktiira (euchromatinas ar
heterochromatinas), geny ir genomo parazitiniy elementy raiSka organizme ir
kt. Visai neseniai eukariotiniy organizmuy DNR buvo surasta dar viena
modifikuota bazé — 5-hidroksimetilcitozinas (hmC) (pav. 1.1). Si modifikacija
yra intensyviai tyrin¢jama, siekiant nustatyti jos biologing prasme (Kriaucionis

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

H H

CHa CHa NH, NH,

NH NH

CH

N N p N7 ° N7 OH
<IT Y I A A

= 0~ >N 07 >N
N N 07N : |
e R DNR DNR
6mA 4mC mC hmC

Paveikslas 1.1. Keturios modifikuotos bazés.
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1.1.1 DNR metilinimo reik§mé prokariotuose

Pagal lasteléje atlieckamas funkcijas prokariotinés MTazes galima
suskirstyti 1 tris grupes: 1) MTazés, kurios randamos kartu su giminingomis
restrikcijos endonukleazémis ir priklauso restrikcijos-modifikacijos (RM)
sistemoms; 2) MTazés, kurios neturi atitinkamos endonukleazés (Dam, CcrM
ir Dcm MTazés); 3) antirestrikcinés MTazeés, kurios uztikrina svetimos DNR
iSgyvenima lastel¢je, nes veikia kaip antirestrikciniai fermentai pries
Seimininko endonukleazes (Dryden, 1999).

Restrikcijos-modifikacijos (RM) sistemos. RM sistemoms priskiriama
didzioji dauguma MTaziy. Svarbiausia RM fermenty funkcija yra apsauga nuo
svetimos DNR. RM sistema susideda i$ restrikcijos endonukleazés (REazés) ir
MTazes, kurios abi atpaZista ta pati DNR taikini. REaz¢ skelia DNR, jei né
viena DNR grandiné néra metilinta. RM sistemos REaz¢ nekarpo savos DNR,
nes ji yra arba visiSkai metilinta, arba po DNR replikacijos yra metilinta tik
viena DNR grandiné. Fagy DNR neturi specifiniy metilinty seky, todel yra
sukarpoma (Dryden, 1999). Kita teorija teigia, kad RM sistemos yra
savanaudziai elementai, gyvenantys bakterijose. Pagrindinis to irodymas yra
lastelés Zzutis, praradus genus, koduojancius RM sistema: ilgainiui MTazé
nebepajégia metilinti visy savo taikiniy, o REazé tuos taikinius perkerpa,
nuzudydama lastele-Seimininke (Kobayashi, 2001). Kai kuriy RM sistemy
endonukleazé ir MTazé sudaro viena bifunkcini fermenta. Kitos, paprastesnés
RM sistemos (II tipo), susideda i$ dviejy atskiry MTazes ir endonukleazés
fermenty. II tipo REazés yra placdiai pritaikytos praktiSkai, norint perkirpti
konkrecias DNR vietas, ir intensyviai tyrin¢jamos, siekiant iSsiaiSkinti
visuotinius baltymo-DNR saveikos principus (Dryden, 1999).

Dam ir CerM (nuo angl. cell-cycle regulated MTase) MTazés. Dam
ir CcrM yra procesyvios adenininés MTazés, atpaZistancios atinkamai GATC
ir GANTC sekas bei randamos vy-proteobakterijose (Dam) ir o-
proteobakterijose (CcrM). Manoma, kad jos iSsivysté nepriklausomai viena
nuo kitos i§ RM sistemy, praradusiy restrikcijos endonukleazg. Dam yra

atsakinga uz didziausia metilintos DNR dali E. coli. Déka Dam metilinimo
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Mut reparacijos sistema gali atskirti, kuri DNR grandiné yra naujai susintetinta,
ir pasalinti neteisingai suporuotus DNR nukleotidus po DNR replikacijos. Dam
taip pat kontroliuoja chromosomy replikacijos pradzia, reikiama nukleosomos
susivyniojima, geny raiska ir transpozicija. Kai kurioms riisims, bet ne E. coli,
jJi yra biitina i§gyvenimui. Dam metilinimas reguliuoja per 20 genuy, kurie
indukuojami Salmonella typhimurium infekcijos metu. S. typhimurium dam
mutantai buvo antivirulentiniai ir galéjo biiti panaudoti kaip gyva vakcina.
Kity bakterijy riiSiy ir kamieny patogeniskumas taip pat susijgs su Dam ir
CerM metilinimu. CerM, kuri randama Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium
meliloti, Caulobacter crescentus ir kitose a-proteobakterijose, yra susijusi su
lastelés ciklo reguliacija ir yra gyvybiSkai biitina. Kai kurie virusai taip pat
koduoja Dam MTazes. Viruso P1 Dam MTazé yra atsakinga uz teisinga DNR
supakavima i viruso galvute (Dryden, 1999; Wion ir Casadesus, 2006; Marinus
ir Casadesus, 2009).

6mA buvo rastas ir kai kuriuose eukariotuose: Sarvadumbliuose (lot. k.,
Dinoflagellata), zaliadumbliuvose (lot. k., Chlorophyta; Chlamydomonas
reinhardtii), pelésiniame grybe Penicillium chrysogenum, kvie€iy
diegiamakstéje (koleoptiléje) bei blakstenuotosiuose (lot. k., Ciliates).
Pastarieji turi 2 skirtingus branduolius, mazaji ir didjji, o 6mA yra budingas tik
didziajam branduoliui. Biologiné 6mA funkcija bei fermentai, metilinantys
adening eukariotuose, néra istirti (Wion ir Casadesus, 2006; Iyer ir kt., 2011).

Dcm MTaze. Dem yra E. coli mC MTaze, kuri metilina antraji citozina
sekoje CC(A/T)GG. Dcm istrynimas nepasireiSkia fenotipiSkai, todeél
biologinés funkcijos néra Zinomos. Taciau kiekvienas mC po spontaninio
deamininimo gali virsti | timina. D¢l to atsiranda klaidingai suporuota T-G
pora, o neistaisyta klaida sukelia mutacijas (Dryden, 1999).

Antirestrikcinés MTazés. Antirestrikcines MTazes koduoja virusai ir
konjugacinés plazmidés. Tai multispecifinés MTazés, modifikuojancios kelis
skirtingus trumpus taikinius. Sios MTazés metilina fagy ir plazmidziy DNR
iprastuose Seimininko RM sistemy taikiniuose. Tai leidzia svetimai DNR

1Sgyventi ir replikuotis lasteléje Seimininkéje (Dryden, 1999).
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1.1.2 DNR metilinimo skirtumai ir panaSumai jvairiuose

eukariotuose

Eukariotuose, be keliy i§im¢iy, yra aptinkamas tik mC. Apibendrintas
vaizdas apie mC kieki ir pasiskirstyma jvairiy organizmy genomuose buvo
gautas, atlikus DNR sekoskaita po bisulfito reakcijos (pav. 1.2) (Feng ir kt.,
2010; Jeltsch, 2010; Zemach ir kt., 2010) Dabar jau zinoma, kad bisulfitas
neatskiria mC ir hmC (Huang ir kt., 2010; Jin ir kt., 2010; Nestor ir kt., 2010),
taigi tolimesni tyrimai gali Siek tiek pakoreguoti toliau aprasytus rezultatus.

Reikia pazyméti, kad kai kuriy eukarioty risiy DNR mC nebuvo
surastas. Tai apvaliosioms kirméeléms priklausantis Caenorhabditis elegans
(Simpson et al., 1986), mielés Saccharomyces cerevisiae (Proffitt ir kt., 1984)
ir Scizosaccharomyces pombe (Antequera ir Birds, 1993). VabzdZiuose
Drosofila melanogaster (dvisparniy burys) ir Tribolium castaneum (vabaly
burys) mC néra arba yra labai mazi kiekiai. Taciau kituose bestuburiuose, tarp
ju ir labai gimininguose, mC buvo aptiktas (bitéje, Silkverpyje, duobagyvyje
Nematostella vectensis). Metilinimo tankumas taip pat yra labai ijvairus:
pradedant nuo 1% bit¢je bei Silkverpyje (zemas metilinimo lygis) ir baigiant
25-80% ziediniuose augaluose bei stuburiniuose (zuvyse ir Zzinduoliuose)
(aukStas metilinimo lygis). Tarpe tarp Zemo ir aukSto metilinimo lygio
vidutiniSkai metilinti yra grybai ir dumbliai, taCiau tarp giminingy rusiy
metilinimo kiekis gali buti labai skirtingas, pvz. apie 10% metilinimas
sutinkamas dumblivose Chlamydomonas reinhardtii ir Volvox carteri, taciau
Chlorella sp. pasizymi labai dideliu metilinimo lygiu (80%). Stuburiniuose
metilintas citozinas yra randamas beveik tik CG sekose (70-80% CG seky yra
metilinta). UZ Siy seky metilinima yra atsakinga metiltransferazé Dnmtl, tuo
tarpu uZ ne CG seky metilinima, kuris genome sutinkamas iki 1%, yra
atsakingi Dnmt3 fermentai. Kai kuriuose grybuose didziausia metilinimo dalis
yra ne CG sekose. Uz §] metilinimg yra atsakingi grybams specifiniai Dnmt1
poSeimio atstovai — Dim-2 fermentai — ir, tikétina, kitos Dnmt Seimos.

Augaluose ne CG metilinimas yra paplitgs ir gali sudaryti nemaza kieki.
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Augaluose uz CG metilinima yra atsakingi Metl fermentai (augaly Dnmtl
poseimis), CHG (H — A, C, T) sekas metilina augalams specifinés
chromometiltransferazés, o CHH sekas — augaly Dnmt3 poSeimio atstovai
(Feng ir kt., 2010; Jeltsch, 2010; Zemach ir kt., 2010).

Skirtingas metiltransferaziy kiekis ir metilinimo lygis tarp (vairiy
organizmy leidZia daryti prielaida, kad paskutinis bendras augaly, gryby ir
gyviiny protévis turéjo veikian€ia metilinimo sistema, sudaryta 1§ Dnmtl,
Dnmt3 ir grei¢iausiai CMT/Dim-2 (tikétina, kad CMT/Dim-2 yra
monofiletinés kilmés) metiltransferaziu. Si sistema vienuose organizmuose
vystesi toliau, o kituose — neteko savo funkciju. Tikétina, kad pradzioje
metilinimo lygis buvo mazas arba vidutinis ir daugiausia buvo metilinti genai,
o transpozonuy metilinimas iSsivysté nepriklausomai augaluose ir grybuose
(budingas ne tik CG transpozony metilinimas) bei gyviinuose (buidingas tik CG
metilinimas), kaip ir imprintuojamy geny metilinimas. Metilinimo padidéjimas
butent CG sekose genuose yra pastebétas beveik visuose tirtuose organizmuose
i$skyrus, dauguma gryby ir anksti evoliucijoje atsiskyrusius augalus
Physcomitrella patens ir Selaginella moellendorffii, kuriems nebudingas
metilinimas genuose ir Salia geny esanciose sekose. Metilinimas genuose
paraboliSkai koreliuoja su geny raiSka: labiausiai metilinti yra vidutine raiska
pasiZymintys genai, 0 mazesnis metilinimas yra budingas Zzemiausios ir
auksciausios raiSkos genams. Promotoriy metilinimas atvirksciai koreliuoja su
geny raiSka: metilinimas genuy promotoriuose slopina geny raiska, taciau S§i
koreliacija néra biidinga iStirtiems vabzdziams, duobagyviams ir
gaubtagyviams. Taip pat pastebéta, kad egzonai yra labiau metilinti uz
intronus, o geno pabaigoje yra stebimas metilinimo sumaz¢jimas kaip ir pries
pat transkripcijos pradzia. Sie duomenys leidzia manyti, kad DNR metilinimas
yra svarbus transkripcijos iniciacijoje, elongacijoje ir terminacijoje bei
alternatyviame splaisinge. Genomy parazity — transpozony — slopinimas
metilinimu yra budingas augalams, pradedant dumbliais, grybams ir
stuburiniams. Vabzdziams ir chordiniams gaubtagyviams (lot. Tunicata),

turintiems daug transpozony, gausus juy metilinimas néra budingas. ISauges
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metilinimo lygis aukStesniuose organizmuose, tikétina, yra susijgs su
padidéjusiu epigenetinés reguliacijos poreikiu, formuojantis ivairiems lasteliy
tipams bei kovojant su genomo parazitais — transpozonais, kurie Zmoguje
sudaro ~40% genominés DNR. Organizmai, kuriy transpozonai nemetilinti,
naudoja kitus metodus transpozonu slopinimui: RNR interferencijos
mechanizmus arba daugybines mutacijas, kurios atsirado dél mC mutagenezés
(mC geriau deamininasi nei C). Manoma, kad kai kurie organizmai prarado
DNR metilinima, siekiant sumazinti mC mutageniSkuma bei energijos
sanaudas, reikalingas DNR metilinimui vykdyti (Feng ir kt., 2010; Jeltsch,
2010; Zemach ir kt., 2010).

Surastos Metilinimas sekose (%)
MTazés G T CG CNN CHG CHH
<k = Dt gehd netek?mas Tetraodon nigroviridis (Zuvis) 13 ++ 66 n 03 03
i(:é;r::ﬁ&‘ QIR UEIEKImEs stuburiniai ,—IZ Danio rerio (Zuvis) 1.3 ++ 8 n 1 1
3 = Dnmt3 chordiniai L Mus musculus (pele) 1,3 & 74 n. 03 03
C = chromometilaze gﬂgﬁ(tg%;”al — Ciona intestinalis 1.3 + - 27 n. 02 02
22223':;_2 ?r?gr?qg?gidoasi kirmeles L—3&¢— Oikopleura dioica néra
T = transpozonai atodal) vy  Caenorhabditis elegans néra
_ Apis mellifera (bité) 1.3 + - 07 n. 02 0.1
vabzdziai L
Tribolium castaneum 1 - B1* n. GJ* DO
E Bombyx mori (Silkverpys) 1 T - 07 n. 01 01
duobagyviai Drosophila melanogaster néra 0.1* n. 0.1* 0.1*
{med.uzos-) Nematostella vectensis (aktinija) 1,3 + - 9 n 02 02
Zigomicetal Phycomyces blakesleeanus M2 -+ 5 2 n n.
- papedgrybiai (basidiomycetes) Postia placenta 1 -+ 127 non
=X I_[ Laccaria bicolor 1 -+ 20 3 n n.
Coprinopsis cinerea 1 -+ 12 3 n n.
auksliagrybiai 23 Schizosaccharomyces pombe néra
(ascomycetes) - X Saccharomyces cerevisiae nera
Pezizomycotina penzornyccetes Ascobolus immersus 1 n. n.
sordariomycetes Neurospora crassa M2 -+ 02 2 n n
euroteomycetes Uncinocarpus reesii M2 ++ 07 7 n n
zaligji dumﬂl 3 Chlorella sp. NC64A 1C + o+ 81 n. 2 0.3
. Volvox carteri 1.C ® & 3 n. 01 0.1
: SAMANos Physcomitrella patens 13C - + 30 n. 30 23
augalai_|pataistinai (lycophytes) Selaginella moellendorfiii 13C - + 13 n 9 0.9
e Oryza sativa (1yziai) 13C + + 55 n 24 4
Arabidopsis thaliana 1,3C + + 22 n. 6 2
Populus trichocarpa (tuopa) 13C + + 42 n. 20 3

— T CG CNN CHG CHH
200 0

T T T
1200 1000 800 600
milijonai mety atgal

r T T
1600 1400 400

Paveikslas 1.2. Eukariotiniy organizmy, kuriy metilomos yra nustatytos, filogenetinis
medis bei MTaziy, metilinamy seky ir mC kiekio pasiskirstymas. Dnmt1 Seimos MTazés
metilina CG sekas, Dnmt3 — CHH, chromometiltransferazés (budingos tik augalams) — CHG,
Dim-2 (biidingos grybams) — CNN sekas (H — A, C, T; N — bet kuris nukleotidas). "+" ir "-"
"G" ir "T" ecilutése atitinkamai reiSkia metilinima arba nemetilinima genuose ir
transpozuonuose. 4. immersus genomo seka néra nustatyta iki galo, taigi $is grybas gali turéti
ir kity MTaziy, pvz. Dim-2. "n." — nenustatyta; "*" — D. melanogaster ir T. castaneum
nustatytas mC kiekis yra ties detekcijos riba. Kiti paaiSkinimai pateikti paveiksle. Paruosta,
remiantis literatiiriniais duomenimis (Feng ir kt., 2010; Jeltsch, 2010; Zemach ir kt., 2010).
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1.1.3 DNR metilinimo funkcijos Zinduoliuose

DNR metilinimas kartu su potransliacinémis histony modifikacijomis,
histony variantais ir su chromatinu saveikaujanciais baltymais sudaro
epigenetini koda, kuris nekei¢ia DNR sekos, taciau lemia DNR struktiirg
(heterohromatinas ar euchromatinas), nuo kurios priklauso geny raiSkos lygis.
Taigi, citozino metilinimas kartu su kitais epigenetinio kodo veikéjais padidina
genome uzkoduotos informacijos kieki ir dalyvauja daugelyje eukariotinése
lastelése vykstanCiy procesu: transpozony, endogeniniy retrovirusy ir X
chromosomos transkripcijos slopinime, genomo imprintinge, DNR reparacijoje
ir rekombinacijoje (Goll ir Bestor, 2005). Daug Zzmogaus ligy yra susijusios su
metilinimo sutrikimais (Robertson, 2005).

Zinduoliy genomas turi 4 kartus maziau CG seky, palyginus su
atsitiktine statistine reikSme, taCiau 10-20 karty praturtintos CG sekomis
salelés daznai randamos geny 5° gale ir pirmuosiuose egzonuose. Tokias CG
saleles turi net 76% Zmogaus genu. Siu saleliy metilinimas slopina
transkripcija, taciau dalis CG saleliy biina nemetilintos visose vystymosi
pakopose ir visuose audiniuose net tada, kai Sie genai yra uztildyti. Prie
metilinty CG jungiasi su metilinta CG saveikaujantys baltymai, kurie neleidzia
jungtis transkripcijos aktyvatoriams. Vieno 1§ ju — MeCP2 (nuo angl.
methylcytosine-binding protein 2) — mutacija yra Rett sindromo (liga,
sutinkama 1 1§ 10000 moteriskos lyties kiidikiy, pasireiSkia sutrikusiu smegeny
vystymusi) priezastis, o kito — MBD3 iStrynimas yra letalus peléms (Robertson
ir Wolffe, 2000; Bogdanovic ir Veenstra, 2009). Heterochromatino, X
chromosomos ir imprintuojamy geny CG salelés yra smarkiai metilintos, ir ¢ia
transkripcija nevyksta. Transpozony CG salelés taip pat yra stipriai metilintos
— tai uztikrina ju nuslopinima. Tokie parazitiniai DNR elementai sudaro beveik
40% zmogaus genomo, kai egzonai — tik 5%. Aktyvinti transpozonai gali
sutrikdyti Seimininko genuy nuskaityma, skatina insercing mutageneze,
rekombinacija tarp nealeliniy geny ir taip destabilizuoja genoma (Robertson ir

Wolffe, 2000).
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[Sanalizavus grybo Ascobus immersus zinoma "karSta" rekombinacijos
taska ir Zinduoliy lasteliu V(D)J rekombinacija, paaiskéjo, kad metilinta DNR
rekombinuoja daug mazesniu dazniu (100 ir daugiau karty). Taip pat stebimi
didziuliai rekombinacijos daznio skirtumai tarp imprintuojamy regiony
moteriSkose ir vyriSkose lytinése lastelése mejozes stadijoje. Kokiu biidu DNR
metilinimas blokuoja homologing rekombinacija, néra Zinoma. Galbut tai
susij¢ su rekombinacijos pradiniy taSky paslépimu, tarpiniy junginiy
destabilizavimu bei rekombinacijos ir metilinimo mechanizmy komponenty
susirinkimo persidengimu (Robertson ir Wolffe, 2000).

5mC deamininimas i timing yra pagrindiné gamtiniy mutacijy prieZastis.
Neurospora crassa ir kity grybu pasikartojantys genomo elementai yra
nuslopinti ne tik dél mC, bet ir dél didelio skaiiaus C 1 T mutaciju.
Generatyviniy lasteliy mutacijos sukelia palikuoniy ligas, o somatiniy — véZzi.
Veézys vystosi ne tik dél mutacijy genuose, reguliuojanciuose lastelés augima ir
vystymasi, bet ir dél Siy geny promotoriy nenormalaus metilinimo, kas
salygoja ju raiSkos pasikeitimus. Pakit¢s metilinimo pobiidis gali buti tiek
pirminé ligos prieZastis, tiek jos pasekmé. [vairiy véZiniy susirgimy atvejais
stebimas hipermetilinimas tam tikruose geny promotoriuose, ir viso genomo
hipometilinimas. Hipermetilinami ir taip nuslopinami uz Iasteliy diferencijacija
ir apoptoze atsakingi genai, o tai iSSaukia nenormaly Iasteliy dalijimasi ir
auglio formavimasi. Hipometilinimas i$Saukia genomo nestabiluma dél
padidéjusio retroelementy aktyvumo, taciau jo prigimtis néra aiSki, nes
veézinese lastelése yra padidéjusi MTaziy raiSka. Hiper ir hipometilinimo
pobiidis yra skirtingas jvairiems véziniams susirgimams. Zmogaus senéjimas ir
jam biuidingos ligos (Sirdies ir kraujagysliy, neurologinés degeneratyvinés ligos
ir véZiniail 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 1 kelias
grupes: ligos, sukeltos genuy mutacijy, susijusiy su metilinimo palaikymu, mC
atpazinimu ir pan. (imunodeficito, centromery nestabilumo ir veido anomalijy

(ICF) sindromas (mutacijos Dnmt3b gene), Rett sindromas (mutacijos MeCP2
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gene)); epigenetinés ligos, sukeltos dél imprintingo mechanizmo defekty
(Angelmano ir Prado-Wilio sindromai); ligos, susijusios su pakitusiy
pasikartojan¢iy seky skai¢iumi ir jy metilinimu (trapios X sindromas) (Schulz

ir Dokun, 2009).

1.1.4 5-hidroksimetilcitozinas — nauja seniai atrasta bazé

5-hidroksimetilcitozinas (hmC) buvo atrastas T-lyginiuose faguose 1953
m. Nuo tada iki 2009 m. buvo manyta, kad hmC yra budingas tik S§iai
nelastelinei gyvybés formai (Wyatt ir Cohen, 1953). T-lyginiuose faguose
fermentas dCMP hidroksimetiltransferazé sintetina dhmCMP 1§ dCMP,
metilentetrahidrofolato ir vandens. Sintezé vyksta daugiafermentiniame
komplekse dNTP sintetazéje, kuri sudaro E. coli ir fago baltymai. Cia
dhmCMP yra ver¢iamas 1 dhmCTP, o pastarasis jau naudojamas DNR
sintezéje (Song ir kt., 1999). Taigi, T-lyginiuose faguose vietoje visy citoziny
yra hmC, kurie po DNR sintezés toliau modifikuojami, prijungiant gliukozés
lieckanas (Lehman ir Pratt, 1960; Lunt ir Newton, 1965; Warren, 1980).
Gliukozilinima atlieka a ir B gliukoziltransferazés, kurios pernesa gliukozg nuo
kofaktoriaus uridinil-(1-gliukozil)difosfato (UDP-glc) ant hmC hidroksigrupés,
susidarant  atitinkamai o arba [ glikozidinei jungciai. Citozino
hidroksimetilinimas ir tolimesnés modifikacijos apsaugo T lyginiy fagy DNR
nuo fago koduojamuy nukleaziy, tarnauja replikacijos, transkripcijos ir DNR
supakavimo signalu, bet svarbiausia funkcija yra apsauga nuo E. coli
restrikcijos-modifikacijos sistemy (Warren, 1980). Ilgainiui E. coli atsirado
restrikcijos fermenty, kurie gali kirpti hmC ir gle-hmC turincia DNR (Janosi ir
kt., 1994; Pieper ir kt., 2002; Bair ir Black, 2007).

Ilga laika buvo manyta, kad hmC eukariotinése lastelése yra pazaida,
kuri atsiranda dél mC oksidacijos, nors jau 1972 m. pasirodé publikacijos apie
didelius hmC kiekius, rastus zinduoliy DNR (Penn ir kt., 1972; Penn, 1976).
2009 m. hmC buvo naujai atrastas peliy smegenuy ir kity organy DNR
(Kriauc¢ionis ir Heintz, 2009) bei embrioninése kamieninése lastelése (Tahiliani

ir kt., 2009). Bioinformatiniais metodais buvo identifikuoti 3 baltymai: Tetl,
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Tet2, Tet3. Jie pasizymi homologija su Trypanosoma brucei baltymu JPB2,
oksiduojanc¢iu timino metilgrupe (oksiduoti timinai toliau yra modifikuojami,
prijungiant gliukoze; tokia modifikuota baz¢ J sudaro apie 1% visuy timiny ir
yra biidinga vienalas€iams Zziuzeliuotiesiems Kinetoplastidy klasés atstovams
(Trypanosoma, Leishmania) ir giminingam dumblivi Euglena gracilis;
biologiné J bazés funkcija iki Siol néra iki galo aiski (Sabatini ir kt., 2009)). In
vitro ir in vivo eksperimentai parode, kad Tetl, 2, 3 oksiduoja mC metilgrupe,
susidarant hmC. Siy baltymuy veikimui yra biitini 2-oksogliutaratas, deguonis ir

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

o
NH NH
e O>A/zo ’ o
NZ & "0 2.0ksoglutaratas NZ | OH OMO
+ -

)\ | Fe(ll), 02 O)\ . e sukcinatas

0 N _—> A
DNR Tet DNR CO
mC hmC

Paveikslas 1.3. Tet fermenty katalizuojama reakcija. 5-metilcitozino (mC) metilgrupé yra
oksiduojama iki hidroksimetilgupés, susidarant S5-hidroksimetilcitozinui (hmC). Reakcijai
bitinas deguonis, dvivalenté gelezis ir 2-oksogliutaratas, kuris dekarboksilinasi iki sukcinato,
i$siskiriant anglies dvideginiui.

Kamieninés embrioninés lastelés pasizymi didele Tetl ir Tet2 raiska.
Manoma, kad Sie baltymai yra svarbiis nediferencijuoty lasteliy atsinaujinimo
ir neriboto augimo palaikymo veiksniai. Tiksli Tetl ir Tet2 veikimo schema
néra aiSki. Viena mokslininky grupé nurodo, kad Tetl demetilina Nanog
(vienas 1§ keliy gerai zinomy nediferencijuoty lasteliy palaikymo veiksniy)
promotoriy ir aktyvina jo raiSka bei yra pirminis nediferencijuoty lasteliy
palaikymo veiksnys (Ito ir kt., 2010). Taciau kita grupé parode¢, kad Tetl ir
Tet2 genuose yra Oct4/Sox2 (kiti du gerai zinomi nediferencijuoty lasteliy
palaikymo veiksniai) atpaZzinimo seka ir kad biitent Sie baltymai aktyvina
Tetl/Tet2 raiska (Koh ir kt., 2011). Dar vienai mokslininky grupei atlikus
panasius eksperimentus, buvo gauti prieStaraujantys rezultatai: nuslopinus Tetl
gena, embrioninés kamienings lastelése iSliko daugiagalés (pliuripotentinés), o
peliy Tetl”/ mutantai buvo gyvybingi bei visliis ir gimdavo tik truputi mazesni

uz wt peles (Dawlaty ir kt., 2011). Taigi, Tet baltymy reikSm¢ lasteliy
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daugiagaliSkumo (pliuripotentiSkumo) ir neriboto dalijimosi palaikyme islieka
neaiski. Vykstant lasteliy diferenciacijai, Tetl ir Tet2 raiSka krenta iki
minimalaus lygio, tac¢iau Tet3 Zymiai iSauga (pav. 1.4). Tai rodo skirtingas Tet
baltymy funkcijas, vystantis organizmui (Koh ir kt., 2011). Antiktinais pries§
Tetl buvo tirtos Tetl atpazistamos DNR sekos. Seky pasiskirstymas sutampa
su hmC padid¢jimu (Zr. toliau) — Tetl saveikauja su genais turtingu
euchromatinu, daugiausia su promotoriais ir genais, turinciais CG saleles.
Parodyta, kad Tetl, saveikaudamas su DNR (ir/ar ja modifikuodamas), ne tik
aktyvina genus, palaikancius nediferencijuotas lasteles, bet taip pat kartu su
Polycomb grupés baltymais nuslopina genus, atsakingus uz vystymosi
reguliacija ir diferenciacija. Taigi, Tetl gali tiek aktyvinti, tiek slopinti geny
raiSka, taciau kiti veikéjai Siuose mechanizmuose dar néra iSaiSkinti (Wu ir
Zhang, 2011). Tetl ir Tet2 baltymai jau buvo Zinomi seniau, nes su ju
mutacijomis yra susijusios kai kurios leukemijos formos (Tahiliani ir kt., 2009;
Ko ir kt., 2010; Mohr ir kt., 2011). Tet2 yra ypa¢ svarbus hematogenezeje,

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

trofoblastas

blastocele ”i“:-l ) i : 25
viding lasteliumase  gemaliniai  diferencijuctas
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Paveikslas 1.4. Vystantis organizmui, Kkinta 5-metilcitozino (mC), 5-
hidroksimetilcitozino (hmC) ir Tet1,2,3 baltymy kiekiai (Munzel ir kt., 2011).

Per 3 metus nuo hmC atradimo mokslininkai pasiiilé keleta metody,
kuriais galima nustatyti bendra hmC kieki DNR ir hmC pasiskirstyma genome,
t.y. tiksliai identifikuoti hmC pozicijas. Pirmieji hmC kiekio nustatymo

metodai buvo radioaktyviis ir maziau jautriis, véliau pradéti naudoti deuteriu
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zymétas hmC standartas ir masiy spektrometrija (Globisch ir kt., 2010; Munzel
ir kt., 2010); T4 fagy fermentas gliukoziltransferazé bei triCiu Zymétas
kofaktorius UDP-glc (Szwagierczak ir kt., 2010) arba antikiinai (Li ir Liu,
2011). Sie metodai leido tiksliai jvertinti hmC kieki pelés ir Zmogaus
organuose. Pelése daugiausia hmC yra randama smegeny DNR (0.06-0.14%
nuo visy nukleotidy), mazesni kiekiai yra inkstuose, Sirdyje, raumenyse,
plauciuose (~0.03%), o maziausi — kepenyse, kasoje ir endokrininése liaukose
(séklidese, hipofizeje) (0.006-0.012%). mC kiekis visuose audiniuose tuo tarpu
yra pastovus (apie 0.9%) (Globisch ir kt., 2010). Zmogaus audiniuose hmC
kiekis smegenyse yra 4-10 karto didesnis nei pelése, o pasiskirstymas tarp
audiniy irgi yra kitoks: daugiausia hmC yra smegenyse, gaubtingje ir tiesiojoje
zarnose, kepenyse ir inkstuose (0.67-0.38% nuo visy nukleotidy), o plauciuose,
placentoje, Sirdyje, kriities liaukose hmC kiekis yra daug mazesnis (0.14 -
0.05%) (Li ir Liu, 2011). Idomu, kad dazZniausiai véziniuose audiniuose hmC
kiekis Zymiai sumaZz¢ja, o tai gali buti pritaikyta vézio diagnostikoje (Jin ir kt.,
2011).

Pirmieji metodai, skirti genominés DNR hmC pozicijoms nustatyti (Zr.
3.3.2.2), leido detaliau pazvelgti 1 hmC pasiskirstyma embrioninése
kamieninése lastelése bei Zmogaus ir peliy smegeny DNR. Nustatyta, kad hmC
yra daugiau 1) euchromatine ir genuose, lyginant su pasikartojanciais genomo
elementais; 2) geny egzonuose, lyginant su intronais; 3) geny promotoriuose ir
arlau geny esanciuose rajonuose nei toliau nutolusiuose. hmC kiekis
promotoriuose atvirk$¢iai koreliuoja su geny raiSkos lygiu, o genuose —
tiesiogiai (Wu ir Zhang, 2011). Pelés ir Zmogaus smegeny hmC pasiskirstymo
tyrimai parod¢, kad hmC yra daugiau genuose, susijusiuose su hipoksija,
angiogeneze ir nervine sistema (neurogeneratyvinémis ligomis, jony kanalais,
lastelés adhezijos molekulémis) (Song ir kt., 2010, a; Jin ir kt., 2011). Peliy
smegenéliy ir hipokampo hmC pasiskirstymo tyrimai skirtingais smegeny
vystymosi etapais atskleidé, kad bendras hmC kiekis did¢ja, vystantis
smegenims, taciau kai kuriuose genomo lokusuose hmC kiekis krenta.

Smegenyse ir in vitro su metilinta DNR saveikaujantis baltymas MeCP2
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neleidzia Tetl baltymui veikti, t.y. susidaryti hmC 1§ mC (Szulwach ir kt.,
2011). MeCP2 mutacijos pasireiSkia protiniu atsilikimu (Rett sindromas). Tai
reiSkia, kad normalus hmC kiekis ir pasiskirstymas yra biitinas neurogenezgeje
ir normaliai smegeny veiklai. MeCP2 bei baltymo MBD domenas (nuo angl.
methyl-CG binding domain) maziausiai 10 karty blogiau saveikauja su DNR,
esant hmC vietoj mC (Valinluck ir kt., 2004), o Dnmt1 labai silpnai metilina
savo taikini (Valinluck ir Sowers, 2007). Taigi, metilgrupés pakeitimas i
hidroksimetilo itakoja baltymy, lemianciy genu raiska, saveika su DNR. Tet
baltymai taip pat yra susije¢ su DNR demetilinimu, taciau auksc¢iau aptarti faktai
rodo, kad hmC turi ir kitokiy funkcijy genominéje DNR, ne tik demetilinimo
tarpininko (zr. 1.1.5; 3.3.2.1; pav. 3.24). Idomu, kad daugialasciai augalai
neturi Tet baltymy homology, prieSingai nei grybai ir kai kurie dumbliai, taciau

hmC kiekis Siuose organizmuose néra istirtas (Iyer ir kt., 2009).

1.1.5 DNR demetilinimas

Logiska, kad jei MTazés metilina DNR, o mC buvimas ar nebuvimas
nulemia geny raiSkos lygi, tai gamtoje turi egzistuoti ir DNR demetilinimo
mechanizmas, kuris leisty reaguoti 1 aplinkos poveiki, i§jungiant/jjungiant
genus. Ilga laika buvo manoma, kad DNR demetilinimas vyksta tik pasyviai,
t.y. mC sumaz¢ja dél DNR replikacijos, kai naujai susintetinta DNR néra
metilinama. Vis délto, buvo atskleista, kad DNR gali biiti demetilinama ir
aktyviai, t.y. nevykstant DNR replikacijai (pav. 1.5), taciau aktyvaus DNR
demetilinimo mechanizmas ar mechanizmai bei fermentai néra aiskis iki Siol.
Parodyta, kad DNR aktyviai demetilinama: 1) pirminése lytinése Iastelése 9-12
embriono dieng; 2) somatiniy lasteliy tam tikruose lokusuose, kai aktyvinami
tam tikri genai, kaip atsakas i tam tikrus signalus ir 3) tévinéje DNR pries
pirma zigotos pasidalijima. Tuo tarpu kiauSialastés DNR yra demetilinama
pasyviai, daljjantis lasteléms. Tévinés ir motininés DNR nors ir demetilinama
globaliai bei skirtingais mechanizmais, tafiau tam tikri regionai, pvz.
imprintuojami genai, lieka metilinti (Wu ir Zhang, 2010). Visai neseniai

parodyta, kad tévinés DNR mC néra demetilinamas iki C, bet ver¢iamas { hmC
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Tet3 oksidazés. Motinineé DNR yra apsaugota PGC7/Dppa3/Stella baltymy
komplekso (Igbal ir kt., 2011; Wossidlo ir kt., 2011). Labai idomu, kad vienoje
lasteléje esanti DNR yra atskiriama ir parenkama skirtinga demetilinimo
programa: pasyvi ir aktyvi. Yra duomeny, kad tévinei DNR yra biidingesni
H3.3 histonai, tuo tarpu motininés DNR H3 histono Lys27 yra mono, di arba
tr1 metilintas (Wu ir Zhang, 2010).

de novo DNR replikacija - palaikantysis
metilinimas pasyvus metilinimas aktyvus
(Dnmt3a b) demetlllnlmas (Dnmt1) demetlllmmas

Paveikslas 1.5. De novo ir palaikantysis metilinimas bei aktyvus ir pasyvus demetlllnlmas
eukariotuose. Palaikantysis metiltranzferazinis aktyvumas iSsaugo jau esanti lasteléje
metilinimo lygi, o de novo aktyvumas sukuria naujus modifikuotus taikinius. Pasyvus
demetilinimas vyksta dalijantis lasteléms, kai palaikanc¢ioji metiltransferazé neveikia, o
aktyvus — veikiant baltymams, tada mC kiekis mazéja, nevykstat DNR replikacijai (mC gali
biiti ver¢iamas kita modifikacija — hmC). Metilgrupé nurodyta pilku rutuliuku.

Aktyvaus demetilinimo mechanizmas geriausiai suprastas augaluose
(pav. 1.6a). A. thaliana surastos keturios mC glikozilazés-AP liazés (DME,
ROSI1 (arba DML1), DML2, DML3), kuriy aktyvumai patvirtinti in vitro ir in
vivo. Demetilinimas yra vykdomas bazés iSkirpimo taisymo keliu (angl. base
excision repair, BER), kuriame dalyvauja eilé baltymu: glikozilazés pirmiausia
iSkerpa mC bazg, AP (apurininé¢/apiridininé) liaz¢ iveda vgDNR grandinés
truki, AP endonukleaz¢ iSkerpa abazing ribozg, o vieno nukleotido tarpas yra
uztaisomas DNR reparacijos fermenty polimerazeés ir ligazés (pav. 1.6a). mC
glikozilaziy-AP liaziy mutacijos in vivo sukelia hipermetilinima skirtinguose
genomo lokusuose, taigi, kiekviena mC glikozilaz¢ yra atsakinga uz tam tikra
funkcija ir tam tikros genomo vietos demetilinima. Buvo pasiilyta, kad
gyviinuose timino glikozilazés — TDG ir MBD4 — taip pat gali i8kirpti ir mC
bazes, taciau $iy glikozilaziy in vitro tyrimai rodo, kad timinai T-G poroje yra
iSkerpami zymiai efektyviau nei mC, o tiesioginiy in vivo irodymy irgi néra

(Law ir Jacobsen, 2010; Wu ir Zhang, 2010).
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Paveikslas 1.6. Aktyvaus demetilinimo buidai. a [rodytas demetilinimo kelias augaluose taip
pat gali biiti panasus ir gyviinuose. b-¢ Kiti galimi demetilinimo keliai gyvunuose. Pagal (Wu
ir Zhang, 2010).

Kito pasitlyto demetilinimo kelio pirma stadija buty mC deamininimas
iki T. Po to sekty susidariusios klaidingos T-G baziy poros taisymas bazes
iSkirpimo keliu (zr. aukSCiau) (pav. 1.6b). Citidino deaminazés AID ir
APOBEC yra gerai zinomos ir dalyvauja specifiniuose procesuose: antikiiny
tvairovés susidaryme ir RNR redagavime (angl. RNA editing). In vitro
eksperimentai rodo, kad Sie baltymai geba deamininti ir mC, taciau tik
viengrandéje DNR. In vivo eksperimentai parodé, kad AID prisideda prie
nedidelio demetilinimo pirminése lytinése lastelése. Zebrazuvéje padidinta
AID, APOBEC ir MBD4 baltymuy raiska globaliai demetilino genoma. Jautriais
genetiniais eksperimentais nustatyta, kad DNR metiltransferazes taip pat

deaminina mC iki T, nors §ios reakcijos iSeigos yra vos apciuopiamos.

25



Parodyta, kad eukariotinés Dnmt3a ir Dnmt3b saveikauja su TDG ir dalyvauja
nuo estrogeny priklausomuose geny  promotoriy cikliniuose
metilinime/demetilinime. Vis déto keista, kad tas pats baltymas atlieka dvi
prieSingas reakcijas. Be to, kad vykty nuo MTaziy  priklausomas
deamininimas, aplinkoje neturi biti kofaktoriaus SAM, kuris yra gyvybiskai
biutinas daugeliui lastelés procesu (Law ir Jacobsen, 2010; Wu ir Zhang, 2010;
Nabel ir kt., 2011).

Dar vienas kelias — nukleotidy iSkirpimo taisymas (NER — nucleotide
excision repair), kuris paprastai vyksta, esant dideléms paZaidoms,
atsirandan¢ioms cheminiy reagenty arba radiacijos poveikyje. Kartu su pazaida
yra iSkerpama 24-32 nukleotidy ilgio DNR granding, o triki uztaiso reparacijos
polimeraz¢ ir ligazé. Yra parodyta, kad GADD45A ir GADD45B baltymai,
dalyvaujantys nukleotidy iSkirpimo taisyme, gali biiti susijg ir su demetilinimu,
taCiau ka tiksliai daro Sie baltymai néra aiSku (Wu ir Zhang, 2010).

Tiesiausias demetilinimo kelias — tiesioginis metilgrupés nuémimas nuo
mC — reikalauja milZiniSkos fermento katalizinés galios, taciau teoriSkai yra
imanomas (zr. 3.3.2.1). Viena mokslininky grupé parode¢, kad Sia reakcija
katalizuoja MBD2 baltymas (methyl-CG binding domain protein 2), veikiantis
be jokiy kofaktoriy, o metilgrupé, prisijjungusi vandens molekulg, yra
pasSalinama metanolio (Ramchandani ir kt., 1999) arba, po metilgrupés
oksidacijos, formaldehido pavidalais (pav. 1.6¢) (Hamm ir kt., 2008). Kitiems
mokslininkams nepavyko gauti panasiy rezultaty, todél $i teorija yra abejotina
(Bhattacharya ir kt., 1999; Wu ir Zhang, 2010).

Per tris metus nuo hmC atradimo atsiranda vis daugiau irodymu, kad
hmC yra aktyvaus demetilinimo produktas, kuris toliau jvairiais biidais virsta {
citozing (Zr. 3.3.2.1). Apibendrinant galima teigti, kad Zinduoliuose egzistuoja
bent keli skirtingi demetilinimo keliai. Tikétina, kad vieni 1§ ju yra atsakingi uz
globaly tévinés DNR demetilinima po kiauSialastés apvaisinimo, kiti — uz tam
tikry lokusy demetilinimg ir tam tikry geny aktyvavima. DNR demetilimo
tyrimai tik prasideda, taigi, demetilinimo mechanizmy detalés, paplitimas

skirtinguose organizmuose, audiniuose ir genomo lokusuose, tikékimes, 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 Eukariotiniy metiltransferaziy grupés

Eukariotines MTazés veikia komplekse su kitais baltymais ir
modifikuoja tik dali genome esanéiy taikiniy. Siy MTaziy N-galiné dalis turi
specifinius domenus, kurie atsakingi uz baltymo-baltymo saveikas ir tam tikras
grieztai apibréztas MTaziy funkcijas lastel¢je. C-galiné dalis yra atsakinga uz
katalizg, turi MTazéms budingus konservatyvius motyvus ir pasizymi
homologija su prokarioty MTazémis (pav. 1.7). Pagal C-galini katalitini
domena eukariotinés MTazés yra suskirstytos 1 3 grupes: Dnmtl (kartu apima
ir augaly chromometiltransferazés bei gryby Dim-2 fermentus), Dnmt2 ir

Dnmt3 (Iyer ir kt., 2011).

N-galiné reguliatoriné dalis C-galinis katalitinis domenas
PBD (}XXC ‘ : (KG);
Dt e e o BRI — LA L [ e DI
I IV VIV IX X

- T e Sy G
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Dnmt3L :wngp

|
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Paveikslas 1.7. Zinduoliy DNR citozino metiltransferaziy $eima. Visos MTazés turi
panasy C-galinj katalitini domena, sudaryta i§ I-X konservatyviy motyvy. MTazés skiriasi
savo N-galiniais domenais: PBD — su PCNA saveikaujantis domenas, TS — su pericentriniu
heterochromatinu saveikaujantis domenas, CXXC — cinko pirS§ty motyvas, BAH — bromo
domenai, (KG); — Lys-Gly pasikartojimy jungtukas, PWWP — Pro-Trp-Trp-Pro motyvas,
PHD - augaly homeodomenas (Rottach ir kt., 2009).

Dnmtl MTaziy grupé. Priklausomai nuo sekos Dnmtl nuo 5 iki 40
karty geriau metilina hemimetilintus substratus, tod¢l jai buvo priskirta
palaikanciojo metilinimo funkcija (pav. 1.5). Visai neseniai buvo iSsprgsta
DnmtI-DNR komplekso kristalo strukttra, kuri atskleidé struktiirines detales,
kod¢él Dnmtl teikia pirmenybe hemimetilintai DNR (Song ir kt., 2010, b).

Dnmtl C-galinis domenas yra artimesnis prokariotinéms MTazéms nei
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eukariotinéms, taciau be N-galinio domeno yra katalitiSkai neaktyvus tiek in
vitro, tiek in vivo. N baltymo gale yra 7 funkciniai domenai, kurie yra atsakingi
uz importa 1 branduoli, saveika su kitais baltymais ir DNR, stabiluma,
dimerizacija, de novo metilinimo dalini slopinima, metilinimo ir replikacijos
koordinacija per S-fazg. G1 |lasteles ciklo fazé¢je Dnmtl baltymas
nukleoplazmoje yra pasiskirstes tolygiai, o S faz¢je randamas replikacijos
Sakutése kartu su PCNA (Jurkowska ir kt., 2010).

Dnmtl mutantinés peliy homozigotos Ziista ankstyvoje embriogenezeje
ir pasizymi sutrikusiu imprintingu ir X chromosomos nuslopinimu. Mutantinés
homozigotinés embrioninés kamienings lastelés pasizymi iki 60 % sumaZejusiu
metilinimu, tadiau auga normaliai ir mir$ta prasidéjus diferenciacijai. Sioms
lasteléms yra biidingas genomo nestabilumas, kuris pasireiSkia chromosomy
persitvarkymu ir praradimu dél padidéjusio rekombinacijos daznio mitozeés
metu (Goll ir Bestor, 2005; Jurkowska ir kt., 2010). Zinduoliuose yra surastos
bent kelios Dnmtl izoformos, biidingos oocitoms ir spermiocitams, bei
mitochondrijos DNR metilinima vykdanti Dnmtl (Jurkowska ir kt., 2010;
Shock ir kt., 2011).

Augalai turi kelis dnmtl homologus: Arabidopsis thaliana — 4,
kukurtizai ir ryZiai po 2. A. thaliana metl (vienas 1§ dnmtl homology) mutacija
60% sumazino DNR metilinimo lygi ir pasireiSké fenotipiSkai: buvo stebétas
nenormalus augalo organy vystymasis, atsakas i pavasari, suzyd¢jimo laikas.
Naudojant antiprasminius konstruktus prie§ met! arba ddml (antra Dnmtl
grupés A. thaliana MTaze), buvo pastebéta, kad demetilinimo pobudis
augaluose yra perduodamas i§ kartos 1 karta. Augaly, kitaip nei gyvinuy,
pirminiy lytiniy lasteliy ir zigotos bei morulés nelydi intensyvus demetilinimas,
todeél epigenetiniai pokyciai, atsirandantys dél metilinimo mechanizmo
mutacijy, gali iSlikti daugelyje karty, netgi véliau panaikinus tas mutacijas.
Taciau paskutiniai duomenys rodo, kad ir augaly lytines lasteles bei pradini
gemalo vystimasi gali lydéti globalus demetilinimas ir metilinimas (Bestor,

2000; Goll ir Bestor, 2005; Law ir Jacobsen, 2010; Meyer, 2011).
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Chromometiltransferazés yra palaikanciosios MTazés, metilina CHG
sekas, yra surastos tik ziediniuose augaluose ir vieninteles i§ MTaziy turi
chromodomenus (CROMO), kurie budingi heterochromating atpazistantiems
baltymams. A. thaliana genomas koduoja tris chromometiltransferaziy
homologus, taciau tik vieno 1§ juy — cm¢3 — mutacija Zymiai sumaZino metilinty
CHG ir padidino aktyviy transpozony kieki, taciau keliose kartose fenotipiSkai
nepasireiske (4. thaliana yra savidulkis augalas ir normaliai turi kelis aktyvius
transpozonus). CHG metilinimas, manoma, i8sivyste, kad nuslopinty CG seky
neturinCius transpozonus (Goll ir Bestor, 2005). Grybuose rastos Dim-2
metiltransferazés, nors ir neturi chromodomeny, yra giminingos augaly CMT
metiltransferazéms. Dim-2 taip pat specializuojasi transpozony slopinime. Abi
Siy MTaziy grupés su DNR saveikauja per histono H3 Lys9met3. CMT atveju
saveika vyksta per chromodomena, o Dim-2 saveikauja netiesiogiai per HP1
baltymo chromodomena. Manoma, kad CMT/Dim-2 Seima atskilo nuo Dnmt1
prie§ atsiskiriant augalams ir gyviinams, pastariesiems anksti praradus Sios
Seimos atstovus (Zemach ir kt., 2010).

Dnmt2 grupés MTazés. Dnmt2 buvo aptikta dél ar. homologijos su mC
MTazémis. Ilga laika jos metiltransferazinis aktyvumas nebuvo parodytas.
ISkristalinus Dnmt2 dvinariame komplekse su SAH ir 1 iSspresta struktiira
imodeliavus DNR i§ M.Hhal-DNR kristalo struktiiros, kilo min¢iy, kad Dnmt2
substratas yra nenormali B formos DNR (Goll ir Bestor, 2005). Véliau buvo
parodyta, kad Zmogaus Dnmt2 vos nustatomu efektyvumu gali metilinti DNR
(Hermannm ir kt., 2003) ir efektyviai metilina citozing tRNR**, nors ar. seky
palyginiai rodo, kad Dnmtl yra artimesné DNR MTazéms nei RNR (Goll ir
kt., 2006). Metilintas citozinas yra visai Salia antikodono, o antikodono kilpos
seka yra tokia pati eiléje organizmy, turin¢iy Dnmt2 homologus. Dabar jau yra
duomeny, kad Dnmt2 gali metilinti ir kitas RNR. Dnmt2 funkcija néra aiski:
mutantiniai peliy, 4. thaliana, D. melanogaster ir S. pombe dnmt2 organizmai
nesiskyré nuo wt tipo, taciau Dictyostelium discoideum mutantai pasiZymejo
nedideliais vystymosi sutrikimais, o detali zebrazuvés mutanty analizé

atskleide letalius retinos, kepeny ir smegeny diferenciacijos defektus. Parodyta,
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kad D. melanogaster, kuri neturi kity DNR metiltrasferaziy tik Dnmt2, mobiliis
genomo elementai yra intensyviai metilinti ankstyvoje embriogenezéje. Véliau
mC genome beveik nebelieka, o uz retroelementy nutildyma yra atsakingas
histono H4 Lys20 metilinimas. Vaisinés muselés Dnmt2 mutantuose buvo
zymiai sumazeéjes Sio histono metilinimas. Taigi, bent jau D. melanogaster
Dnmt2 metilina ir DNR bei dalyvauja epigenetinéje reguliacijoje (Goll ir
Bestor, 2005; Goll ir kt., 2006; Schaefer ir Lyko, 2010)

Dnmt3 MTaziy grupé. Zinduoliy Dnmt3 Seima turi 3 fermentus:
Dnmt3A, Dnmt3B ir Dnmt3L. Pirmieji du fermentai yra aktyvios de novo
MTazeés, o Dnmt3L yra reguliacinis faktorius lytinése lastelése ir
metiltransferaziniu aktyvumu nepasizymi. Dnmt3L saveikauja su Dnmt3A ir
Dnmt3B, stimuliuoja jy katalitini aktyvuma ir yra bitinas oocity imprintinge
bei spermiocity pasikartojanciy genomo seky nutildyme. Dnmt3L nulinés pelés
yra gyvybingos, bet sterilios.

Dnmt3A ir Dnmt3B pasizymi didele seky homologija, taciau ju
funkcijos tik 1§ dalies persidengia. Abi Sios MTazés dalyvauja skirtingy
pasikartojan¢iy genomo elementy metilinime, o Dnmt3A taip pat metilina
imprintuojamus genus. Yra duomeny, kad Dnmt3B ir Dnmt3A kartu su Dnmtl
dalyvauja pasikartojan¢iy sekuy palaikan¢iajame metilinime po DNR
replikacijos. Sios metiltransferazés zymiai labiau ,,mégsta* metilinti CG sekas,
taiau geba modifikuoti ir kitas sekas (CA>>CT>CC). In vitro ir in vivo
patvirtinta, kad metilinamos sekos apsuptis yra labai svarbi: labiausiai
,mégstama®™ yra purinais praturtinta seka 5° dalyje, o pirimidinais — 3°.
Didziausia Dmmt3a ir Dnmt3b geny raiSka yra stebima embrioniniuose
audiniuose ir nediferencijuotose lastelése. Skirtingos Siy MTaziy formos
(Dnmt3A — 2; Dnmt3B — 7) yra budingos skirtingiems audiniams (oocitams,
véziniams ir kt.) — tai rodo skirtingas juy funkcijas, taciau detaliy tyrimy Sioje
srityje dar labai truksta (Jurkowska ir kt., 2010).

Dnmt3A4 nulinés pelés i1Sgyvena, taciau yra prastos sveikatos ir nugaista
vos sulaukusios brandos. Dmmt3B mutantinés pelés ziista ankstyvoje

embriogenezéje (Goll ir Bestor, 2005; Jurkowska ir kt., 2010). Dnmt3b yra
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vienintelé MTaze, kurios mutacijos sukelia Zmogaus ligas. Dnmt3b C-galinio
katalitinio domeno mutacijos sukelia ICF sindroma (Imunodeficitas,
Centromery nestabilumas ir veido (Facial) anomalijos), kuris pasireiSkia dél
klasikinés satelitinés DNR 1, 9 ir 16 chromosomose demetilinimo. Net esant
absoliu¢iam demetilinimui, tik viena ligoniy Dnmt3b geno kopija tur¢jo
mutacija. Galblit Zzmogaus, kaip ir peliy, nulinés Dnmt3b geno homozigotos yra
letalés (Goll ir Bestor, 2005).

Ziediniai augalai turi DRM MTazes, kuriy N-gale yra su ubikvitinu
susijes domenas (UBA), neaptinkamas jokiose kitose citozino MTazése. DRM
Seimos baltymy metilinimas yra priklausomas nuo trumpy RNR, kurios yra
pradinis signalas homologiniy DNR seky metilinimui. Nuo RNR
priklausomame DNR metilinimo kelyje dalyvauja RNR interferencijos
baltymai (Dicer ir Argonauty Seimos nariai), specifinés RNR polimerazés
PollV ir PolV, chromatino permodeliavimo faktoriai ir kiti baltymai.
Zinduoliuose ir D. melanogaster taip pat buvo surastos mazos RNR — piRNR,
kurios dalyvauja transpozony metilinime, formuojantis vyriSkoms lytinéms
lasteléms (Law ir Jacobsen, 2010). A. thaliana DRM?2 baltymas de novo
metilina visas sekas (CG, CHG ir CHH) bei dalyvauja CHH seky metilinimo
palaikyme. DRM2 mutantai blokuoja visa pasikartojanéiy seku de novo
metilinima A4. thaliana. DRM3 baltymas neturi kritiniy ar. konservuotuose
metiltransferaziniuose motyvuose metilinimo reakcijai atlikti, o jo funkcija yra
panasi | Zinduoliy Dnmt3L — aktyviy MTaziy pritraukimas prie reikiamy seky
ir aktyvumo stimuliavimas (Henderson ir kt., 2010; Zhang ir kt., 2010).

1.2 DNR citozino-5 metiltransferazés (modelis — M.Hhal)

Bakterijos Haemophilus haemolyticus 11 RM klasei priskirta
metiltransferazé M.Hhal yra sudaryta i§ 327 ar. ir metilina vidini citozing DNR
sekoje 5’-GCGC-3’ (Kumar ir kt., 1994). M.Hhal yra tyrinéjama jau daugiau
kaip 20 mety ir yra pagrindinis modelinis objektas, analizuojant citozino-5

MTaziy struktiira, reakcijos mechanizma ir bazés iSsukima.
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1.2.1 Pirminé ir erdviné struktiura

ISanalizavus zinomy mC MTaziy ar. sekas, buvo nustatyta deSimt
konservatyviy 10-20 ar. ilgio motyvu. Sesi i§ ju—L IV, VI, VIII, IX ir X — yra
labiau konservatyvis. Tuo tarpu II, III, V ir VII motyvuose randama didesné
ar. variacija, o kai kuriose MTazése jie visai neaptinkami. Beje, beveik visi
konservatyviis motyvai, iSskyrus IX, yra taip pat budingi 6mA ir 4mC
MTazéms (Cheng ir Roberts, 2001). I-IIl ir X motyvai formuoja SAM
susiriSimo centra, o IV-VIII sudaro katalitinj centra. Didziausias variabilus
rajonas (kartu su IX konservatyviu motyvu mC MTazése) yra atsakingas uz
specifin; metilinamos sekos atpaZinima. Multispecifinése MTazése jis yra iki
300 ar. ilgio, monospecifinése — 80 -120 ar. ilgio (Trautner ir kt., 1996).

Pagal trijy funkciniy vienety — katalitinio rajono, SAM susiri§imo
rajono ir taikinio atpazinimo domeno — tarpusavio iSsidéstymo tvarka MTazés
yra skirstomos 1 grupes. Taciau nors trijy funkciniy sriciy eiliSkumas pirminéje
struktiroje gali skirtis, visos bakterinés MTazés formuoja vienoda katalitinio
domeno treting struktiira (Fauman ir kt., 1999). DNR MTaziy katalitiniai
domenai sudaryti 1§ 5 lygiagreCiy ir 2 nelygiagre€iy p-juosty, apgaubty
SeSiomis a-spiralémis (B-juostos iSsidésto tokia tvarka: 6] 71 5] 4] 1] 2] 3|,
eile tarp 4 ir 1 juostos gali biiti sukeista) (Cheng ir Roberts, 2001). DidZioji
dalis DNR mC MTaziy konservatyviy motyvy iSsideésto kilpose Salia antrinés
struktiros elementy (Kumar et al., 1994). Si struktira nuo hidrogenaziy
nukleotidus riSan¢io Rossmann struktiirinio motyvo skiriasi tik 7-ta
nelygiagre€ia B-juosta, kurios Rossmann motyve néra. Nustatyta, kad toks
MTazinis motyvas yra budingas ir kitoms SAM'a riSan¢ioms baltymy, RNR,
katecholo, glicino, izoflavino MTazéms. Siy baltymu katalitinio domeno
iSor¢je yra iSsidéstg motyvai, atsakingi uz substrato atpazinima ir Kkitas
funkcijas. Nors skirtingose MTaziy grupése ar. seky panaSumas gali buti ir
visai nedidelis, MTazinis motyvas atlieka panaSias funkcijas kofaktoriaus
suriSime ir kataliz¢je (Cheng ir Roberts, 2001).

Taikinio atpazinimo domenas labiausiai ivairuoja tiek savo ar. seka, tiek

ir tretine struktiira. M.Hhal taikinio atpaZinimo domenas su DNR saveikauja
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dvieju Gly turtingy kilpy pagalba. Visi, i8skyrus viena, specifiniai kontaktai
sudaromi i§ didziojo DNR griovio pusés. Saveika su fosfatinémis grupémis
aprépia 10 bp, o specifiniai kontaktai su nukleotidais yra sudaromi 4 bp

atpazinimo sekos ribose (KlimaSauskas ir kt., 1994).

1.2.2 Bazés iSsukimas

DNR bazés yra pasléptos dvigubos spiralés struktiiroje ir taip
apsaugotos nuo cheminiy reagenty poveikio. Fermentai, katalizuojantys DNR
baziy chemines reakcijas, susiduria su baziy pasiekimo problema. 1994 m.
pirma karta buvo parodyta, kad M.Hhal iSsuka modifikuojama citozing 180°
kampu 1§ dvigubos DNR spiralés ir patalpina ji aktyviame fermento centre.
Likusi dvigrandé DNR yra B struktiiros, beveik nepakitusi (pav. 1.8; 1.12).
ISsuktos bazés vieta DNR spiraléje uzima GIn237 ir Ser87, kurie kompensuoja
heterocikliniy baziy, esanciy pries ir po iSsukto citozino, prarastas stekingo
saveikas (Klimasauskas ir kt., 1994). Dabar zinoma, kad nukleotido iSsukimas
yra biidingas daugeliui su DNR saveikaujanciy baltymy (zr. 1.3).

Ilga laika buvo bandoma iSsiaiskinti du svarbius klausimus apie M.Hhal
vykdoma bazés iSsukima: bazé yra iSsukama 1) aktyviai ar pasyviai; 2) per
didiji ar mazaji DNR griovi. Aktyvy baltymo dalyvavima bazés iSsukime
patvirtina tiek eksperimentiniai (Daujotyte ir kt., 2004), tiek teoriniai laisvosios
energijos skai¢iavimo rezultatai (Huang ir kt., 2003), taciau i antraji klausima
iki Siol néra aiSkaus ir vieningo atsakymo. M.Hhal-DNR-SAH kompleksy
rentgenostruktiriné analizé rodo, kad wvisi, iSskyrus viena, M.Hhal-DNR
kontaktai sudaromi i$ didZziojo DNR griovio pusés, todél manoma, kad
iSsukimas per mazaji DNR griovi yra struktiiriS$kai palankesnis (KlimaSauskas
ir kt., 1994; Vilkaitis ir kt., 2001; Neely ir kt., 2005). Vis délto laisvosios
energijos skaiCiavimai rodo, kad energetiSkai palankiau bty citozing iSsukti
per didiji DNR griovi. Tokiu atveju pirmiausia turéty vykti citozino i$sukimas,
ir tik po to M.Hhal sudaryty specifinius kontaktus su DNR didZiuoju grioviu
(Priyakumar ir MacKerell, 2006).
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1.2.3 Katalitinis ir Kinetinis veikimo mechanizmas

Kinetinis reakcijos mechanizmas. Pirmiausia buvo pasiilytas
tvarkingos  Bi-Bi  (bisubstratinis-biproduktinis)  reakcijos  kinetinis
mechanizmas: 1§ pradziy M.Hhal saveikauja su DNR, o po to formuojasi
trinaris M.Hhal-DNR-SAM kompleksas. Po metilgrupés perneSimo 1§ pradziy
turéty disociuoti SAH, o véliau — metilinta DNR ir MTazé (Wu ir Santi, 1987).
Pagal $i mechanizma kofaktorius neturéty saveikauti su laisvu baltymu, taciau
taip néra. Vis délto, baltymo-DNR kompleksy asociacijos konstantos
keturiomis eilémis geresnés nei baltymo-kofaktoriaus (Vilkaitis ir kt., 2001;
Merkiené¢ ir KlimaSauskas, 2005). Taigi, M.Hhal yra budingas pusiau
netvarkingas Bi-Bi kinetinés reakcijos mechanizmas, kuriame M.Hhal labiau

"meégsta" saveikauti su DNR, o po to su kofaktoriumi.

katalitinés kilpos
uzsidarymas
—_—

bazés iSsukimas

Paveikslas 1.8. M.Hhal sgveikaujant su DNR, tiek baltymas, tieck DNR patiria didelius
konformacinius pokycius. Taikinio baz¢ yra iSsukama 180°C kampu, o katalitiné kilpa
pajuda DNR link, uzrakindama iSsukta baze¢ ir kofaktoriy baltymo aktyviame centre. DNR
pavaizduota mélyna, kofaktorius — oranzine, baltymas — juoda, o katalitiné kilpa — raudona
spalvomis.

Katalitinis reakcijos mechanizmas. Jau 1987 m. buvo pasiilytas
M.Hhal katalitinis veikimo mechanizmo modelis (Wu ir Santi, 1987), kuris
véliau buvo patvirtintas bei papildytas ir yra panaSus i kity fermenty
(timidilatsintetazés, tRNR-(uracil-5)metiltransferazés bei dCMP
hidroksimetiltransferazés), katalizuojan€iy  metilgrupés perneSima ant
pirimidino C5 atomo (pav. 1.9).

Po M.Hhal asociacijos su DNR, vyksta bazés iSsukimas, katalitinés
kilpos uZdarymas ir nukleofilin¢ ataka: absoliu€iai konservatyvaus Cys81

tiolatas atakuoja iSsukto citozino C6 atoma. Kvantiniai-mechaniniai
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skai¢iavimai rodo, kad tiogrupés (-SH) deprotonizacija, susidarant tiolatui (-S°
), yra galima dalyvaujant taikinio arba gretimo nukleotido fosfatui, kuris
sumazinty protono tiesioginio peréjimo | terpg energija (Zangi ir kt., 2010).
Cys81 nukleofiliné ataka biity energetiSkai palankesné, jei citozino C6 pozicija
tapty labiau elektrofiliSka — ka uztikrinty citozino N3 atomo protonizacija arba
neigiamo Ziedo krivio sukoncentravimas ties O° atomu. Tokius veiksmus
aktyviame baltymo centre galéty atlikti konservatyvios ar. Glul19, Argl65 ir
Argl63. Siy ar. svarba katalizéje jrodo H.Hhal-DNR kristalinés struktiiros
(Glul19 karboksilgrupé sudaro vandenilinius ry$ius su N3 ir N* atomais, o
Argl65 ir Argl63 teigiamai jkrautos guanidino grupés yra netoli O atomo)
(Klimasauskas ir kt., 1994; O'Gara ir kt., 1996), mutatiniy varianty tyrimai
(Shieh ir kt., 2006; Shieh ir Reich, 2007) ir paskutiniai kvantiniai mechaniniai
skai¢iavimai (Zangi ir kt., 2010). NeaiSku, ar Glul19 yra protonuotas taikinio
suriS§imo metu, taciau yra pasitlyti bent du galimi protono atsiradimo keliai:
protonas gali ateiti per vandens molekule 1§ Argl63 arba kofaktoriaus
aminogrupés (Sankpal ir Rao, 2002). Didelés energijos karboanijono
susidarymo baltymo-DNR kovalentiniame komplekse leisty iSvengti ta pati
Glul19 atliekama citozino N3 grupés protonizacija ir/arba Argl65,163
elektrostatiné saveika su O (Perakyla, 1998; Zangi ir kt., 2010). Kovalentinio
fermento-DNR komplekso aktyvintas buvgs inertiSkas citozino-5 atomas
atakuoja SAM‘o elektrofilinji CH;-S" centra. Cys81 ir citozino-5 nukleofilinés
atakos atitinkamai { citozino C6 ir SAM'o sulfonio centra yra atskirtos laike
(Zangi ir kt., 2010; Gerasimait¢ ir kt., 2011). Po metilgrupés pernesimo, kuris
vyksta pagal Sy2 tipo nukleofilinio pakeitimo mechanizma, C5 protono B-
eliminavimas leidzia atstatyti dviguba jungti tarp C5 ir C6 atomy ir
regeneruoja laisva baltyma. Protono-C5 ir tioliato-C6 paSalinimas turéty vykti
vienu metu (Perakyla, 1998). Protono pasalinime dalyvauja taikinio bazés
fosfatas ir konservatyviis GIn82 su Asn304, stabilizuodami baltymo aktyviame
centre esant] vandens molekuliy tilteli, kuriuo protonas i§ C5 pozicijos pereina

1 tirpala (O'Gara ir kt., 1996; Sankpal ir Rao, 2002).

35



G|U119 G[uﬂg CH Gluqse O\“H " S H\N/H
3 N~
Oy CH
“~N/ § — N7 :
% g ]
HN o)\ ‘\S )\ )\N 2l 1) N
Af9163 H; “Cysg | S\ |

‘ Cyssw

Argqes — Y NH,

NH,*
Paveikslas 1.9. M.Hhal Kkatalizuojama kovalentiné taikinio bazés aktyvacija ir
metilgrupés pernasa. M.Hhal baltymo motyvai pavaizduoti pilkai (Wu ir Santi; 1987;
Klimasauskas ir kt., 1994).

Jau pirmoji rentgeno kristaliné M.Hhal-DNR-SAH struktura atskleide,
kad M.Hhal saveikaujant su DNR, tiek DNR, tiek baltymas patiria didziulius
konformacinius pokycius: 20 ar. (81-100 ar.) katalitiné kilpa pajuda DNR link,
uzrakindama iSsukta citozing ir priartindama katalitini Cys81 prie citozino-5
atomo (pav. 1.8) (KlimaSauskas ir kt., 1994). Visai neseniai, naudojant
elegantiSka metoda, vienu metu tiesiogiai buvo stebéti bazés iSsukimo,
katalitinés kilpos uzsidarymo, kovalentinio komplekso susidarymo bei i$irimo
reakcijy greiciai. Eksperimentas atliktas naudojant greito maiSymo aparatiirg ir
stebint citozino UV absorbcijos bei katalinéje kilpoje esancio vienintelio
triptofano fluorescencijos pokyc€ius. ISsukamo citozino hiperchromatinis
efektas, atsirandantis dél prarasty stekingo saveiky su gretimais guaninais, bei
chromoforo praradimas dél baltymo-citozino kovalentinio komplekso
susidarymo ir aromatinés sistemos iSardymo, leido ivertinti, kas vyksta su
citozinu baltymo-DNR komplekse. Tame paciame eksperimente stebeti
katalitinéje kilpoje esancio triptofano fluorescencijos pokyciai suteike
informacijos apie katalitinés kilpos kinetika. Nustatyta, kad bazés iSsukimas ir
katalitinés kilpos uzdarymas vyksta labai greitai (10-20 s™') ir sinchroniskai,
per dvi gerai iSreikStas stadijas, taCiau ju prigimtis néra aiSki. Kovalentinio
tarpinio baltymo-DNR komplekso susidarymas yra zymiai létesnis (0.3-0.7 s™)
ir priklauso nuo Cys81 nukleofilinés atakos grei¢io, bet ne nuo citozino
iSsukimo ir uzrakinimo baltymo aktyviame centre. Metilgrupés perneSimas yra
atskirtas laike nuo kovalentinio baltymo-DNR komplekso susidarymo
(Gerasimaité ir kt., 2011). Sie duomenys patvirtino ir papildé jau ilgai
tyrinéjama M.Hhal reakcijos mechanizma. M.Hhal, kaip ir kituy DNR MTaziy,
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bendras katalitinés reakcijos greitis néra didelis (ke=0.02-0.04 s™). Cheminé
metilgrupés pernaSa vyksta 5-10 karty grei¢iau, o reakcijos greiti limituojanti
stadija yra SAH‘o disociacija i§ trinario M.Hhal-DNR™ "™ _SAH komplekso
(pav. 1.10) (Wu ir Santi, 1987; Vilkaitis ir kt., 2001; Merkien¢ ir
Klimasauskas, 2005; Gerasimaité ir kt., 2011).

Bendras reakcijos greitis (k_,=0.02-0.04)

Metilinimo reakcijos greitis (ky,.,=0.12-0.26)
Bazes iSsukimo, kilpos
uzdarymo greitis (k=20-180)
_—
k=0.3-0.7 k=0.16 k,=0.05
MK+M+D <> mKe Me D <> mKeMUYZeD!® <> mKe MUZ- DI¥ — KeMUZ- mDE <> KeMe mD <> K+M+mD
Asociacija Bazés iSsukimas - Kovalentinés Metilo grupés  R-eliminavimas,  Disociacija
Kilpos uzdarymas jungties pernesimas  kilpos atsidarymas,

sudarymas bazés grizimas

Paveikslas 1.10. M.Hhal Kinetinio mechanizmo schema. Pateikty konstanty reikSmiy
matavimo vienetai yra s”. Schemoje naudoti sutrumpinimai atitinka: mK — kofaktorius
SAM; K — kofaktorius be metilgrupés SAH; M — M.Hhal; D — DNR; mD — metilinta DNR;
Uz v v . e . R ] e [ .. ..

— uzdaryta (uzrakinta) katalitiné kilpa; = — iSsukta taikinio bazé; e — nekovalentiné
asociacija, bruksnelis reiskia kovalentini ry$i. Paruosta, remiantis literattiriniais duomenimis
(Vilkaitis ir kt., 2001; Daujotyté ir kt., 2004; Merkiené¢ ir Klimasauskas, 2005; Gerasimait¢ ir
kt., 2011).

1.2.4 DNR metiltransferaziy panaudojimas biotechnologijoje

DNR Zymeéjimas yra placiai taikomas dirbant su DNR tiek mokslinése,
tieck medicinos laboratorijose. Dideliy gamtiniy DNR Zyméjimas specifinése
sekose yra vis dazniau pritaikomas diagnostikoje. Patogeny identifikavimas,
kuris remiasi DNR sekos nustatymu, yra objektyvesnis, tikslesnis ir daznai
greitesnis, lyginant su mikroby kultivavimo metodais. DNR sekos nustatymas
— tai ne tik DNR sekoskaita, kai nustatoma didelé dalis patogeno genomo, bet
ir tam tikry zinomy DNR seku paieska, kuri remiasi konkrec¢ios DNR suradimu
ir signalo perdavimu. Daugelis Zyméjimo metody — PGR, Southern ir Northern
blotai, DNR mikrogardelés ir FISH (nuo angl. fluorescent in situ hybridization)
— remiasi hibridizacijos principu, kai DNR yra iSlydoma aukstoje
temperatiiroje, ir pagal komplementarumo principa zondas suranda savo seka

(Ghosh ir kt., 2006; Juskowiak, 2010). Visai kita strategija — metodai,
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leidZiantys pazyméti DNR specifinése sekose, bet nereikalaujantys DNR
denaturacijos, o po to hibridizacijos su zondais. Tokios strategijos
lgyvendinimui buvo panaudotos MTazés ir ju sintetiniai kofaktoriai.
Pirmiausia, naudojant aziridino ir N-etilhalogenido SAM‘o analogus, turinCius
funkcines grupes arba Zymenis, MTaziy pagalba visas kofaktorius buvo
perkeltas ant citozino. MTazes likdavo prisiriSusios prie modifikuoto substrato,
o ju pasalinimui buvo reikalingos proteinazés (pav. 1.11b) (Pljevaljcic ir kt.,
2004; Zhang ir kt., 2006). Toks zym¢jimo metodas buvo pavadintas SMILing
(nuo angl. sequence-specific methyltransferase-induced labelling of DNA).
Véliau buvo parodyta, kad MTazes efektyviai pernesSa ne tik metilgrupg, bet ir
prailgintas grupes (kuriose gali buti funkcinés grupés) nuo sintetiniy
kofaktoriaus analogy, sulfonio centro atzvilgiu B padétyje turinciy dvigubas
arba trigubas jungtis (pav. 1.11c). Tokie kofaktoriai buvo pavadinti dvigubai
aktyvintais dél perneSamo anglies atomo, esancio tarp dvieju aktyviy grupiy —
sulfonio ir alilinés — kurios palengvina reakcija, o Zymeéjimo metodas
pavadintas mTAG (nuo angl. methyltransferase-directed transfer of activated
groups). Prie funkcinés grupés chemoselektyviai galima prijungti Zymg ir taip
pazyméti DNR MTaziy atpazistamose sekose. Parodyta, kad visy tipyu MTazés
(C5 ir N* citozino bei N® adenino) pernesa prailgintas grupes nuo dvigubai
aktyvinty kofaktoriy (Dalhoff ir kt., 2006). Sis principas buvo pritaikytas
vienos molekulés eksperimentuose, nustatant A fago DNR koda (Neely ir kt.,
2010). PanaSios zyméjimo technologijos yra naudojamos, norint atkurti pilna
genoma 1§ sekoskaitos duomenuy ir jvertinti, kuri DNR dalis yra
nenusekvenuota. Pagrindinis Sio metodo trukumas — brangi ir sudétinga
kofaktoriy sintezé. Be to, wt metiltransferazés daznai neefektyviai pernesa
didesnes grupes, tod¢l reikalinga baltymuy mutagenezé. Taciau gausi DNR
metiltransferaziy Seima leidzia pazyméti kelis Simtus norimy 2-8 bp ilgio DNR
sekuy, kurias atpazista MTazés (Gottfried ir Weinhold, 2011; Neely ir kt.,
2011). PaZzymétina, kad prailgintas grupes nuo sintetiniy kofaktoriaus analogy
taip pat perneSa RNR, baltymy ir mazy molekuliy metiltransferazés (Stecher ir
kt., 2009; Gottfried ir Weinhold, 2011). Dvigubai aktyvinti kofaktoriai ir
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M.Sssl buvo pritaikyti genominés DNR tyrimams, siekiant nustatyti mC

pozicijas DNR (Kriukien¢ ir kt., ruoSiama spaudai).

NH,

CO;H
N N
7
\?—;N .
o

OH OH

(o H,N__COH
\/\)OJ\ g/ Iy
HN N X
X o 4 N .
N/\/s (NIL/) MTaze < u
+ ) N —_— X_ N
o
OH OH

Paveikslas 1.11. DNR metiltransferaziy katalizuojamas metilo (a), prailgintos grupés (c)
arba viso kofaktoriaus (b) kovalentinis prijungimas prie DNR. a MTaz¢ pernesa
metilgrupe nuo natiiralaus kofaktoriaus S-adenosil-L-metionino (SAM). b Reakcijos metu
visas aziridino (arba N-etilhalogenido) kofaktorius yra prijungiamas prie DNR. Sintetinant
aziridino kofaktorius, funkcinés grupés arba zymenys gali biiti jvedami adenino ziedo C8
arba N6 pozicijose. ¢ MTazés efektyviai pernesa prailginta grupe, turin¢ia funkcing grupg (-
NH, arba kita), ant DNR nuo dvigubai aktyvinty kofaktoriy. MTazés atpaZistama seka
pavaizduota pilkai juodoje DNR. Paruosta, remiantis literatiriniais duomenimis (Gider ir
Weinhold, 2009; Gottfried ir Weinhold, 2011).

MTaze
—_— CHs
b H,N_ _COMH
NH, HoN
e
N ¢ f\N MTaze g/
+ > Taz .

1.3 Fermenty vykdomo DNR bazés iSsukimo tyrimo metodai

Fiziologinémis salygomis DNR yra B formoje. Tai dvigrandé i spiralg
susisukusi DNR  struktiira, kurios iSorin; apvalkala sudaro ribofosfatinis
karkasas, o Serdi — bazés, saveikaujancios vandeniliniais ryS$iais su prieSais
esanciomis bazémis, ir stekingo saveika su gretimomis bazémis. Baltymai,
saveikaujantys su DNR, geba iSardyti tvarkinga DNR spiralg: lenkti, i§vynioti
ir atskirti DNR grandines. Dar vienas elegantiSkas DNR deformacijos biidas —

bazés iSsukimas 1§ dvigrandés DNR 180° kampu 1 aktyvy fermento centra —
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pirma karta buvo pademonstruotas, iSsprendus trinario komplekso M.Hhal-
DNR-SAH erdving struktiira (KlimaSauskas ir kt., 1994). Véliau paaiskéjo, kad
bazés iSsukimas yra paplitgs reiSkinys tarp (vairiausiy fermenty grupiy,
saveikaujan¢iy su RNR ir DNR. DNR reparacijos fermentai (glikozilazes, AP
endonuklezes ir kt.), gliukoziltransferazés, restrikcijos endonukleazes,
metiltransferazés ir struktiiriniai su DNR saveikaujantys baltymai iSsuka bazes
i§ DNR (Cheng ir Blumenthal, 1996; Klimasauskas ir Liutkevi¢itite, 2009).
Taigi, bazes iSsukimas yra placiai paplites reiSkinys, nuo jo atradimo pradzios
intensyviai tyrin¢jamas jvairiais metodais. Tyrin¢jima apsunkina dinamiska §io
reiSkinio prigimtis ir metody ribotumas.

Baltymo-DNR kompleksy kristaly struktiiry nustatymas — vienintelis
neabejotinas bazes i§sukimo irodymas. Geros skiriamosios gebos struktiiriniai
duomenys leidZia tiksliai pamatyti baltymo ir DNR saveikos detales, taciau
gautas vaizdas yra maziausios laisvosios energijos baltymo-DNR kompleksas
su visiSkai iSsukta baze, tod¢l apie bazés iSsukimo greit] ir tarpines stadijas
suzinoma nedaug. Kitas didelis §i0 metodo trukumas yra empirinis kristalinimo
salygu parinkimas, galintis uZtrukti neribota laika ir nebtinai baigtis
sékmingai. Siuo metu yra i§spresta vir§ 20 skirtingy fermenty struktiiry su
iSsuktomis  bazémis. ISsukimas yra ivairus: metiltransferazés ir
gliukoziltransferazés i1Ssuka modifikuojamus nukleozidus; reparacijos
fermentai daznai iSsuka priesais taisoma nukleotida esanc¢ia baz¢ (Cheng ir
Roberts, 2001); fotoliazé — taisoma nukleozidy dimera (Mees ir kt., 2004), o
restrikcijos endonukleazés iSsuka baziy pora, taip sutrumpindamos atpazistama
seka nuo 5 iki 4 bp ilgio (pav. 1.12) (Bother ir kt., 2006).

Priesingai nei kristalografija, branduoliy magnetinis rezonansas (BMR)
— metodas, galintis suteikti daugiau informacijos apie nukleotido iSsukimo
dinamika. Mazy baltymy struktiros jau yra sprendziamos BMR, taciau
didesniems baltymams dél ju riboto tirpumo ir sudétingos duomeny analizés,
BMR, turbut, bus pritaikytas ateityje, vystantis technologijoms. Deja,
naudojant branduoliy magnetinio rezonanso metoda, iki Siol néra iSspregsta né

viena baltymo-DNR struktiira su iSsukta baze. Taciau BMR buvo naudotas
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metiltransferazés ir fotoliazés atlickamam baziy i1Ssukimui tirti, kai DNR buvo
pazyméta °F (Klimagauskas ir kt., 1998), '°C arba "N (Torizawa ir kt., 2004).
BMR taip pat buvo naudotas tiriant DNR "kvépavima", t.y. trumpalaiki baziy
pory vandeniliniy jungciuy suardyma ir dalinj baziy iSsukima (apie 30°-40°
(Cao ir kt., 2004)). BMR buvo stebétas guanino N1 ir timino/uracilo N3
protony apsikeitimo greitis su terpéje esanciais protonais. Nustatyta, kad A-T
baziy pora "ikvepia" kas 1-5 ms, G-C — kas 10-50 ms, o pats "ikvépimas"
trunka nuo deSimt iki keliy Simty nano sekundziy (Dornberger ir kt., 1999).

IS kai kuriy biocheminiy eksperimenty rezultaty taip pat galima spresti
apie bazeés iSsukimg. DNR metiltransferaziy ir DNR reparacijos fermenty
asociacijos konstantos su DNR yra geresnés, jei iSsukamos bazés néra
(abazinis taikinys) arba ji yra klaidingai suporuota, lyginant su normalia baziy
pora taikinyje (KlimaSauskas ir Roberts, 1995; Cheng ir Roberts, 2001; Krosky
ir kt., 2005; Gerasimait¢ ir kt., 2011). Fermentai dali energijos, gautos
saveikaujant su DNR, panaudoja bazei iSsukti, tod¢l stebima baziy poros

stiprumo ir saveikos giminingumo atvirkstin¢ koreliacija.

M.Hhal T4-pdg Fotoliazé R.Ecl18kl

Paveikslas 1.12. Baltymy-DNR Kkristaly struktiirose matomos jvairiai iSsuktos bazés.
Taikinio bazés iSsukimas (M.Hhal; PDB kodas 1mht), priesais taikinio basg esancios bazés
iSsukimas (T4-pdg, taip pat zinomas kaip T4 endonukleazé V; lvas), pazeisty dinukleotidy
iSsukimas (DNR fotoliazé; 1tez) ir taikinio centrinés nukleotidy poros iSsukimas (R.Ecl18kI;
2fqz). Baltymy modifikuojamos DNR vietos yra paryskintos ir nurodytos punktyrinémis
rodyklémis, juodomis rodyklémis nurodytos i§suktos bazés. Baltymai neparodyti.

Kitas metodas, kuris buvo pritaikytas M.Hhal bazés iSsukimui tirti, yra
citozino prie C5 atomo esancio vandenilio apkeitimas su terpé€je esanciu

vandeniliu, kuris ateina i§ vandens molekulés. Si reakcija vyksta dvinariuose
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M.Hhal-DNR kompleksuose, tik visiSkai iSsukus taikinio bazg¢ 1 aktyvy
fermento centra ir katalitiniam cisteinui (Cys81) sudarius kovalentinj rySi su
citozino C6 atomu (susiformuoja 5,6-dihidrocitozino darinys) (Wu ir Santi,
1987). Sis apkeitimas gali biiti uzfiksuotas, reakcijas vykdant deuteruotame
vandenyje arba naudojant tritinta DNR. Pirmuoju atveju po reakcijos atlickama
citozino masiy spektrometrijos analize, nes citozino masé padidéja vienetu, o
antruoju atveju — stebimas radioaktyvumo pokytis, nes i§ DNR radioaktyvus
tritis pereina 1 terpg (Wu ir Santi, 1987; Daujotyté ir kt., 2004). Tai vienas 1§
keliy eksperimenty, kuriuo galima tirti bazés iSsukima, naudojant natiiraly
DNR substrata, taciau Siuo eksperimentu negalima atskirti baltymo sugeb¢jimo
iSsukti taikinio bazés ir efektyvaus M.Hhal-DNR kovalentinio komplekso
susidarymo.

2-aminopurino (2AP) fluorescencin¢ spektroskopija yra dazniausiai
naudojamas metodas fermenty vykdomam bazés iSsukimui tirti. 2AP yra
adenino analogas, kurio fluorescencija yra stipriai slopinama dvigrandéje DNR
ir zymiai iSauga iSsukus S§ia bazg¢ (Holz ir kt., 1998). Fluorescencijos
padidéjimas gali siekti nuo keliasdeSimt iki keliy karty, priklausomai nuo to, {
kokia aplinka 2AP patenka. Esant nepolinéms ir/arba aromatinéms ar. baltymo
aktyviame centre, fluorescencijos pokytis gali biiti minimalus. Toks rezultatas
néra bazés iSsukimo jrodymas, nes jo prigimtis gali biiti kita: DNR lenkimas ar
gretimos bazés iSsukimas, dél ko 2AP yra i§ dalies eksponuojamas { aplinka.
Daugiau informacijos apie skirtingas fluoroforo aplinkas iSsukimo metu
gauname, naudojant nuo laiko priklausoma (angl. time-resolved)
fluorescencing spektroskopija, taciau prietaisai, reikalingi Siems matavimams,
néra placiai prieinami (Neely ir kt., 2005). 2AP su timinu sudaro beveik
kanoning A-T pora (Goodman ir Ratliff, 1983), taigi, naudojant ji vietoj
adenino gaunamas minimalus poveikis baziy poros stiprumui. Tuo tarpu, tiriant
citozino iSsukima, sudaroma nekanoniné 2AP-G baziy pora, kuri skiriasi nuo
C-G baziy poros tiek strukturiS8kai, tiek sudaromy vandeniliniy jungciy
skai¢iumi (Law ir kt., 1996; Daujotyté ir kt., 2005; Neely ir kt., 2005), todel

gauti duomenys negali biiti vienareik§Smiskai pritaikomi nattiraliam substratui.
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Ivairlis cheminiai reagentai nuo seno buvo naudojami DNR ir RNR
struktiroms tirti. Tam tikros DNR vietos padidé¢jgs jautrumas reagentui
paprastai rodo, kad ta vieta yra atviresn¢, pvz. d¢l bazes iSsukimo. Modifikuota
vieta dazniausiai identifikuojama po piperidino indukuoto DNR grandinés
trikio ir elektroforezés denatiiruojanciomis salygomis. Tokie metodai
nereikalauja sudétingos irangos ir gali biti atlieckami paprasCiausioje
laboratorijoje, taciau daznai cheminiai reagentai reaguoja ne tik su DNR, bet ir
su baltymais, juos inaktyvindami. KMnO, buvo sékmingai panaudotas
iSsuktiems timinams identifikuoti MTaziy-DNR kompleksuose (Serva ir kt.,
1998), o hidroksilo radikalas — I tipo DNR metiltransferazés M.EcoR1241 bazés
iSsukimo tyrimams (Mernagh ir Kneale, 1996).

Nors yra sukurta ir iSbandyta nemazai metoduy fermenty atlieckamam
bazés 1Ssukimui tirti, daZnai jie yra sudétingi (kristalografija, BMR), pritaikyti
konkretiems pavieniams atvejams (citozino-5 protono apkeitimas) arba
naudoja klaidingai suporuotas bazes (fluorescenciniai, cheminiai). Taigi, nauju
paprasty metoduy, kurie leisty stebéti nattraliy baziy pory iSsukima fermento-

DNR kompleksuose, sukiirimas mokslo pasaulyje yra pageidautinas.
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2 MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 Medziagos

2.1.1 Reagentai

Auksciausio  Svarumo 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 1§ ,,Sigma-Aldrich®,
D,L-1,4-ditiotreitolis (DTT) — i§ ,,Fermento®. Reikiamos Svarumo skalés

tirpikliai, naudoti HPLC, pirkti i§ "Roth".

2.1.2 Radioaktyvios medziagos

[y-"P]ATP ir [a-"P]CTP, specifinis aktyvumas >2500 Ci/mmol; [y-
2P]ATP, specifinis aktyvumas >5000 Ci/mmol (“Hartmann analytic”).

2.1.3 Fermentai

Nukleazé¢ P1 pirkta i§ "Sigma-Aldrich"; Sarminés fosfatazés CIAP ir
FastAP, DNR polimeraz¢ Klevow Fragment exo, Taq DNR polimeraze,
nukleaz¢ BAL31, T4 polinukleotidkinazé¢, T4 DNR ligazé, restrikcijos
endonukleazes ir ju buferiai pirkti 1§ ,,Fermento*; M.Alul, M.Sssl, M.Haelll,
M.Hpall ir M.Mspl pirkti i§ ,,New England Biolabs“. M.Hhal ir jos mutantiniai
variantai buvo iSgryninti pagal aprasyta metodika (Vilkaitis ir kt., 2000); pelés
Dnmtl mutantiné baltymo forma be N-galiniy 290 ar. (Dnmtl-AN) buvo
sukonstruota ir i§gryninta dr. G. Vilkaicio pagal apraSytas procediiras (Vilkaitis
(Kriukien¢ ir kt., ruoSiama spaudai). Restrikcijos endonuklezés — R.Ec18kl,
R.PspGI ir R.Benl — naudotos reakcijose su Caa, buvo i§grynintos dr. Gintauto
Tamulai¢io pagal aprasytas metodikas (Tamulaitis ir kt., 2002; Pingoud ir kt,
2003; Sokolowska ir kt., 2007).
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2.1.4 Buferiniali ir Kiti tirpalai

M.Alul ir kity MTaziy 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 endonukleaziy reakcijos buferis: 33 mM Tris-OAc (pH
7.9), 66 mM K-OAc, 10 mM CacCl,, 0.2 mg/ml BSA.

P1 nukleazés buferis: 10 mM Na-OAc (pH 5.2), 1 mM Zn-OAc,.

0.5x TBE — 44.5 mM Tris-HCI (pH 8.0), 44.5 mM H;BO;, 2 mM
EDTA.

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

M.Hhal aldehidy 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.Hhal reakcijos buferis (TEN): 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 50 mM
NaCl, 0.5 mM EDTA.

M.Hhal saugojimo buferis: 10 mM K-PO,4 (pH 7.4), 5 mM EDTA, 10
mM 2-merkaptoetanolio, 100 mM NaCl, 50% glicerolio.

Buferiai, naudoti tioliy ir selenoliy prijungimui:

Tris-HCI buferis: 50 mM Tris-HC1 (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-PO, (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”, taciau po sintezés didele
dalis hmC bazés buvo apsaugota O-cianetilgrupe, kuri buvo paSalinta,
inkubuojant oligonukleotidus 0.1 M NaOH 65°C 7 val. Po to oligonukleotidai

buvo i$sodinti.

Lentelé 2.1. DNR substratai. M — 5-metilcitozinas, H — 5-hidroksimetilcitozinas, taikinio
sekos paryskintos, i§sukami eksperimentuose stebimi citozinai pabraukti. TLC substratuose
pabrauktos bazés yra 5¢ pazymétos P (oligonukleotidy pavadinimuose **P Zyme nurodo “*”,
esantis prie§ bazg). Pasvirosiomis raidémis nurodytos DNR polimerazés Klenow Fragment

exo’ susintetintos nukleobazés.

Seka Baziy Pavadinimas
sk.
DNR naudota denatiiruojanc¢iuose PAA geliuose
5 -GTAATAGACTGCACGACGCGCCAGGCCGGCGAGCTTTACGAT | 42 vCG/aCG-42
3 '-ATTATCTGACGTGCTGCGCGGTCCGGCCGCTCGAAATGCTAT

5! —TACAGTATCAGGEGCTGACCCACAA 25 GCGC/GMGC-25
3’ - TGTCATAGTCCGMGACTGGGTGTTG
5! —TACAGTATCAGGQGCTGACCCACAA 25 GCGC/GMCC-25
37 - TGTCATAGTCCCMGACTGGGTGTTG
57— TGACCCACGCTCGCCEGGC GACACATTACGT 31 CCCGG/GGGCC-31
3’ -ACTGGGTGCGAGCGGGCCGCTGTGTAATGCA
57 - TGACCCACGCTCGCCEGGC GACACATTACGT 31 CCCGG/GGCCC-31

3’ ~ACTGGGTGCGAGCGGCCCGCTGTGTAATGCA

DNR naudota HPLC eksperimentuose

5'-TAATAATGCGCTAATAATAATAAT 24 GCGC/GCGC-24
3'-ATTATTACGCGATTATTATTATTA

DNR naudota TLC eksperimentuose

5" —CCAGCTGCATTAATGAATC 19 *CCN-19

5" -TGACCCACGCTCGCCCGGAGATAAATTATGT 31 CC*CGG/CCGGG-
3'-ACTGGGTGCGAGCGGGCCTCTATTTAATACA 31
5'-TCGGATGTTGTGGGTCAGCGCATGATAGTGTA 32 G*CG*C/GCGC-32
3'-AGCCTACAACACCCAGTCGCGTACTATCACAT

5" -TCGGATGTTGTGGGTCAGCGCATGATAGTGTA 32 G*CG*C/GMGC-32
3'-AGCCTACAACACCCAGTCGMGTACTATCACAT

5'-CGCGCCATTCCTGCGAGCTTTAGGATA 27 AG*CT/AGCT-27
3'-GCGCGGTAAGGACGCTCGAAATCCTAT

5 '-CGGATGTTGTGGGTCAGHGCATCATACTCTA 31 G*HGC/GMGC-31

3Y-GCCTACAACACCCAGTCGMGTAGTATGAGAT

2.2 Metodai

2.2.1 DNR manipuliacijos in vitro metodai

2.2.1.1 Oligonukleotido 5’-galo fosforilinimas

T4 polinukleotidkinazés buferyje sumaiSome sintetini oligonukleotida
(0.5 pM), radioaktyviai zyméta [y-"PJATP arba [y-°P]JATP (0.5 pM) ir
bakteriofago T4 polinukleotidkinazg (0.5 a.v./ul). Reakcijos miSinys 15 min
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inkubuojamas 37°C temperatiiroje, po to fermentas inaktyvinamas pakaitinus

10 min 70°C temperatiiroje.

2.2.1.2 Dvigrandziy oligonukleotidy paruoSimas

Komplementartis oligonukleotidai vandenyje sumaiSomi moliariniu
santykiu 1:1.2 (imamas neZymeétos grandinés perteklius). RuoSiant neZymeéta
DNR, abi grandinés sumaiSomos vienodais kiekiais. ParuoStas tirpalas
talpinamas { termocikleri, kur 3 min palaikoma 85°C temperatiira, o po to
atvésinama 0.01 °C/s grei¢iu. Arba paruostas tirpalas dedamas iki 85-95°C
temperatiiros paSildyta vandens vonia ir leidziama atausti iki kambario

temperaturos.

2.2.1.3 Oligonukleotidy paruoSimas plonasluoksnés chromatografijos

eksperimentams

Dvigrandziy oligonukleotidy CC*CGG/CCGGG-31, G*CG*C/GCGC-
32, G*CG*C/GMGC-32, AG*CT/AGCT-27 trumpoji grandin¢ prailginama
DNR polimerazés Klenow Fragment exo pagalba, laikantis gamintojo
rekomendacijy (,,Fermentas®) (pav. 2.1a). Klenow'o reakcijos buferyje
sumaiSome dATP, dTTP, dGTP (>2 mM kiekvieno), d[a-""P]CTP (>1 uM),
sulydyta oligonukleotida (400 nM) ir Klenow Fragment exo polimeraze¢ (0.05
a.v./ul). Reakcijos miSinys 30 min inkubuojamas 37°C temperatiiroje, po to
DNR polimerazé inaktyvinama, pakaitinus 10 min 75 C temperatiiroje, o DNR
perlydoma (2.2.1.2).

G*HGC/GMGC-31 substratas paruoStas DNR oligonukleotido 5°-
HGCATCATACTCTA 5° gala pazyméjus >°P fosforilinant (2.2.1.1), o po
iSsodinimo  sulydzius su  komplementariais  oligonukleotidais  5°-
CGGATGTTGTGGGTCAG ir 3¢-
GCCTACAACACCCAGTCGMGTAGTATGAGAT (250 nM) ir susiuvus
DNR grandinés triikki, naudojant DNR ligaz¢ (0.06 a.v./ul, 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) substraty ruoSimo
schemos. Raudonai nurodyti 5¢ gale P pazyméti nukleotidai, H — 5-hidroksimetilcitozinas,
M — 5-metilcitozinas.

2.2.1.4 DNR iSsodinimas

DNR i8sodinama 3 tiriais 96% $alto etanolio ir 1/10 tiirio Na-OAc (pH
7.0) 3 M. Meéginiai Saldomi 1 val -20°C temperatiiroje ir centrifuguojami
16000Xg 10 min, 1-3 kartus plaunami 75% etanoliu ir dZziovinami 15-30 min

20-55 °C temperatiiroje.

2.2.1.5 DNR veikimas piperidinu

DNR istirpinama 40-100 pl 1 M Svieziai skiesto piperidino,
inkubuojama 30 min 90°C temperatiiroje ir garinama vakuuminiame irenginyje

45°C temperaturoje iki sausumo.

2.2.1.6 Cheminis DNR sekos nustatymas: puriny takelio paruoSimas

Puriny (G+A) takelis buvo ruoSiamas pagal tradicines cheminio
oligonukleotidy sekos nustatymo metodikas (Sambrook ir Russell, 2001). 4 ul
0.5 mg/ml pBR322 DNR ("Fermentas"), 10 ul 50 nM *°P arba **P Zyméto
oligonukleotido ir 3 pul 8.8% HCOOH inkubuojama 15 min 37°C
temperatiiroje. Po to DNR veikiama piperidinu (2.2.1.5) ir iStirpinama

formamide.

2.2.1.7 PGR fragmenty ruoSimas

618 bp ir 1032 bp DNR fragmentai buvo paruosti standartiniu PGR
metodu, naudojant pradmeny poras 5S-AACGTTGTTGCCATTGCTAC ir 5-
GCTCATGAGACAATAACCCTGA bei GGGTTACATCGAACTGG ir
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GAGCGGATAACAATTTCACACAGG bei matricing pUCI19 plazmide.
Sintetinant hmC turin¢ius DNR fragmentus, vietoje dCTP buvo naudotas
dhmCTP. Po PGR reakcijos, DNR iSvalyta, naudojant sefadekso G-25
koloné¢les arba QIAquick® PGR valymo rinkini (,,Qiagen®).

Kiekybinio PGR eksperimentui buvo paruosti du PGR fragmentai: 1)
230 bp specifinis, kuris turi du M.Sssl taikinius; 2) 200 bp kontrolinis,

neturintis M.Sssl taikiniy. Fragmentai ruosti, naudojant du rinkinius pradmenu:

1) 5‘-GCCCATGTCGCTGTG ir 5¢-
AAGATGTGTCCHGGCTGGCCTATACTCAGHGC (specifiniam
fragmentui; H — 5-hidroksimetilcitozinas); 2) 5¢-

GCCCACTTCACTTCTTGTG 1ir 5°-AGGCCAAAAGAAAGAAGAGAT
(nespecifiniam fragmentui) bei atitinkamai bet kurios pelés linijos ir peliy
linjjos C57BL/6J DNR. Po PGR, reikiamo dydzio fragmentai buvo valomi 1§
agarozinio gelio, naudojant QIAquick® DNR valymo rinkini (,,Qiagen®).

Siuos fragmentus ruosé dr. Edita Kriukiené.

2.2.2 Reakcijos su egzogeniniais reagentais

Elektroforetinio DNR frakcionavimo denatiiruojan¢iomis salygomis ir
TLC eksperimentuose naudota 20 nM DNR koncentracija ir 1-20 karty
didesnis baltymo perteklius, HPLC eksperimentuose naudotos 13 uM DNR ir
baltymo koncentracijos. Eksperimente su A fago DNR naudotos 820 nM
taikiniy (0.12 pg/ul A fago DNR) ir 3.3 uM M.Hhal koncentracijos. Galutinés
reagenty 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 temperatiiroje. 2-aminoetantiolis,
2-aminoetanselenolis ir L-selenocistinas prie§ kiekviena reakcija buvo
ruoSiami Svieziai i§ atitinkamy disulfidy arba diselenidy, inkubuojant su

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

(2.2.1.4).

2.2.3 Fermento-DNR sgveikos tyrimas elektroforetinio judrumo

poslinkio poliakrilamidiniame gelyje metodu

Dvigrandziai oligonukleotidai, kuriy viena grandiné¢ 5°-gale buvo
pazyméta *°P arba *°P fosforilinant (2.2.1.1), 20 min k.t. inkubuoti su baltymais
su arba be egzogeninio reagento. Meéginiai analizuoti 8% PAA gelyje
(akrilamido ir bisakrilamido santykis 19:1), frakcionuojant 0.5xTBE buferyje
45-90 min, esant 10 V/cm jtampai (MTaziy méginiai) arba Tris-OAc/Ca-OAc,
buferyje 90-180 min, esant 5 V/cm itampai (REaziy méginiai). Po
elektroforezés geliai i8dziovinti ant Whatman 3MM popieriaus ir eksponuoti su
fotoekranu. Fotoekranas nuskanuotas FLA-5100 (,,Fujifilm*) arba Cyclone
Phosphorlmager (,,Packard Instrument Co.“) skaneriais. Baltymo-DNR
komplekso ir nesuriStos DNR zonuy intensyvumas ivertintas, naudojant

kompiuterines programas MultiGauge arba OptiQuant.

2.2.4 Elektroforetinis DNR frakcionavimas denatiiruojanciomis
salygomis

DNR, kurios viena grandiné 5° gale buvo pazyméta *’P arba P
fosforilinant (2.2.1.1), resuspenduota formamide. Elektroforeze
denattruojanc¢iomis salygomis 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 elekroforezes gelis fiksuotas 10 min 10% acto rigsties tirpale,
acto riigStis nuplauta vandeniu, gelis dZiovintas ant Whatman 3MM popieriaus

ir eksponuotas su fotoekranu.

2.2.5 Vienkrypté ir dvikrypté plonasluoksné chromatografija

Po reakcijos su egzogeniniu reagentu (2.2.2) DNR iSsodinta (2.2.1.4) ir
hidrolizuota nukleaze Bal31 (0.1-0.05 a.v./ul, 1-3 val 30°C temperatiiroje
Bal31 buferyje) arba P1 (0.02-0.01 a.v./ul 1 val 55°C temperatiroje P1
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buferyje) iki 5'-NMP. Po to 0.5-2 pl méginio uzneSta ant 20x10 cm PEI
CelluloseF ("Merck") TLC ploksteliy. Pirmoji kryptis leista 20 cm tirpale
1zosviesto riigstis — vanduo — amoniakas (>25%) (16.5:4.25:1), po to plokstele
dziovinta traukos spintoje 2 val arba per nakti. Atliekant dvikrypte
pluonasluoksng chromatografija, iSdZiovinta TLC plokstele 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
plokstele dZiovinta 30 min ir eksponuota su fotoekranu. Fotoekranai
nuskanuoti, naudojant FLA5100 skanerj ir analizuoti MultiGauge programa

(Fujifilm).

2.2.6 Auksto slégio skys¢iy chromatografijos-masiy spektrometrijos

metodas

ISsodinti  GCGC/GCGC-24 oligonukleotidy dupleksai, tirpinti Pl
buferyje ir hidrolizuoti iki nukleotidy nukleaze P1 (0.01 a.v./ul, 2 val 55°C).
Nukleotidai defosforilinti iki nukleozidy Sarmine fosfataze CIAP arba FastAP
(0.01 a.v./ul, per nakt; 37°C). Méginiai filtruoti per 3000 Da pory dydzio
filtrus Microcon koncentratoriuose (arba kaitinti 75°C 15 min, o
denatiiravusios baltymy nuosédos nucentrifuguotos 20000Xg 30 min k.t.) ir
analizuoti, naudojant integruota HPLC/ESI-MS "Hewlett-Packard 1100 series"
sistema. Nukleozidy méginiai buvo uznesti ant Discovery HS C-18 75x2.1 mm
koloné¢lés ir iSplauti, naudojant 2 tirpaly linijini gradienta (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 greiciui, 30°C temperatiirai ir naudojant metoda: 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) piky maksimumuose uzrasyti, naudojant
diodini UV absorbcijos detektoriy. Aukstos skiriamosios gebos masés spektrai
(ang. k. ,high-resolution mass spectra®“, HRMS) gauti naudojant Thermo
Electron LTQ Orbitrap masiy spektrometra ir nanoelektroiSpurskimo
jonizatoriy (Proxeon NanoSpray ESI) arba Agilent Q-TOF 6520 masiy
spektrometra ir dviguba elektroiSpurskimo jonizatoriy (Dual-ESI).
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2.2.7 Plazmidinés pUC19 DNR Zymeéjimas M.Hhal taikiniuose

0.2 mg/ml pUC19 DNR (2 uM M.Hhal atpaZinimo taikiniy), 8§ uM
M.Hhal ir 13 mM formaldehido inkubuota k.t. 30 pul TEN buferio. Po 1 val {
reakcija pridétas Svieziai skiestas L-cisteinas iki 50 mM galutinés
koncentracijos. Dar po valandos reakcijos buvo praskiestos 6 kartus ir baltymai
pasalinti vieng karta ekstrahuojant fenoliu, 2 kartus
fenolio/chloroformo/izoamiloalkoholio miSiniu (Roti®-Phenol/C/1) ir 3 kartus
chloroformu. Vandeniné fazé¢ buvo atskirta ir DNR iSsodinta izopropanoliu
(0.9 tirio bei 1/10 turio Na-OAc (pH 7.0), 3 M). Po to modifikuota DNR
veikta 250 uM  fluoresceino NHS esteriu  (6-[Fluoresceino-5(6)-
karboksamido]heksanoinés rugsties N-hidroksisukcinimido esteris, ,,Fluka®)
0.15 M natrio bikarbonatiniame buferyje (pH 9.0) k.t. 1.5 val. Po reakcijos
DNR i8valyta nuo nesureagavusio dazo, naudojant QIAquick® nukleotidy
pasalinimo rinkini (,,Qiagen®). Galiausiai, Zzyméta DNR buvo suhidrolizuota
R.FspBI ir analizuota 2% agaroziniame gelyje. Po elektroforezés gelis
nuskanuotas FLA-5100 skaneriu, naudojant 473 lazeri, ir po to nudaZytas

etidzio bromidu.

2.2.8 PGR fragmenty, turin¢iy hmC, Zyméjimas M.Sssl taikiniuose

790 ng 618 bp PGR fragmento, susintetinto, naudojant dhmCTP (32
M.SsslI taikiniai), ir 790 ng 1032 bp PGR fragmento (67 M.Sssl taikiniai) buvo
inkubuoti su M.Sssl (2.5-3 kartinis perteklius lyginant su taikiniais) ir 12,5 mM
2-aminoetantiolio arba 50 mM DTT 1 val k.t. 30-100 pl acetatinio buferio (pH
6.0). Po reakcijos DNR iSvalyta, naudojant QIAquick® PGR fragmenty
valymo rinkinj (,,Qiagen*). Po to modifikuota DNR veikta atitinkamai 160 uM
Cy5 NHS esteriu (,,Fluka*) 40 pl 0.15 M natrio bikarbonatiniame buferyje (pH
9.0) k.t. 2 val arba 30 uM ATTO-520 maleimidu (,,ATTO-TEC GmbH*) 60 ul
500 mM Na-OAc ir 2 mM TCEDP (tris(2-karboksietil)fosfinas) tirpale (pH 7.0)
per nakti. Po reakcijos DNR iSvalyta nuo nesureagavusio dazo, naudojant
QIAquick® PGR fragmenty valymo rinkini (,,Qiagen®). Galiausiai, Zyméta

DNR buvo analizuota 1% agaroziniame gelyje. Po elektroforezes gelis
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nuskanuotas FLA-5100 skaneriu, naudojant 633 nm (Cy5) arba 473 nm
(ATTO-520) lazeri ir po to nudazytas etidZio bromidu.

2.2.9 Zyméjimas biotinu ir hmC turin¢ios DNR praturtinimas

Eksperimenta atliko dr. Edita Kriukiené. hmC turintis (specifinis, du
M.Sssl taikiniai su hmC) ir neturintis (kontrolinis, néra M.Sssl taikiniy) PGR
fragmentai (50 ng kiekvieno, 32 nM M.Sssl taikiniy koncentracija) buvo
inkubuoti su 12 mM 2-aminoetantioliu, esant 4 uM M.Sssl 1 val 24°C
temperatiiroje acetatiniame buferyje (pH 6.0). Po reakcijos DNR iSvalyta
QIAquick® nukleotidy pasalinimo rinkiniu (,,Qiagen*) ir pazyméta biotinu,
naudojant  disulfido-N-hidroksisukcinimido esteri  (,,S1gma-Aldrich®).
Zyméjimas vykdytas 0.15 M natrio bikarbonatiniame buferyje 2.5 val k.t. DNR
vel iSvalyta QIAquick® nukleotidy paSalinimo rinkiniu ir inkubuota su
streptavidinu  dengtomis magnetinémis dalelémis Dynabeads M-280
(,,Invitrogen*) 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 1 M NacCl buferyje besisukancioje
purtykléje 3 val. Dalelés surinktos magnetiniame stovelyje, 3 kartus plautos
inkubavimo buferiu ir galiausiai suspenduotos 10 mM Tris-HCI (pH 8.5).
Tiesiai nuo daleliy buvo daromas daugybinis tikro laiko PGR, naudojant
Rotor-Gene™ 6000 tikro laiko PGR instrumentg ("Corbett Research") ir tikro
laiko PGR rinkini Maxima'" Probe qPCR Master Mix ("Fermentas").
Galutiniame 25 pl tikro laiko PGR reakcijos tiiryje buvo 0.9 nespecifinio ir 0.3
specifinio uM pradmeny ir 0.25 puM dvigubai paZzyméto TagMan zondo
(Metabion) (lentele¢ 2.2). Amplifikacijos programa buvo nustatyta: 95°C 10
min, 40 cikly 95°C 15 sek, 60°C 1 min. Duomenys analizuojami Rotor-Gene ™'
programa. Rezultatai pateikti procentais ant daleliy prikibusio DNR kiekio,

palyginus su neprikibusia frakcija.

Lentelé 2.2.Pradmenys, naudoti RT-PGR.

Fragmentas Prad‘m ens Pradmens seka (5‘—3¢)
pavadinimas
Specifinis Spec%ﬁnis-dir ATGTGTTGGAGTGTGCCTGA
fragmentas Specifinis-rev GTGGCTCTGATTGATGGCTC
TagMan zondas FAM-TCCCTGTGTGATCACCCCTATGCTTG-BHQI1
Kontrolinis Kontrol%n%s-dir CAGGCCTCTTCAAGGGTCA
fragmentas Kontrolinis-rev AAGAGATGAGGGCCTGGG
TagMan zondas JOE-TGGCCCATACCTCTTCAAGGGCA-BHQ1
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2.2.10 Cheminé modifikuoty nukleozidy sintezé

5-hidroksimetil-2'-deoksicitidinas (hmC), 5-hidroksimetil-2'-
deoksiuridinas (hmU) ir 5-(2-hidroksietiltio)metil-2’-deoksiuridinas (hetmU)
buvo chemiskai susintetinti pagal apraSytas metodikas su pakeitimais (Tardy-
Planechaud ir kt., 1997; LaFrancois ir kt., 1998). Siy modifikuoty nukleozidy
sintez¢ atliko dr. Viktoras Masevicius.

Adenozil-5°-tiolis buvo susintetintas pagal Pignot ir kt. publikuota
metodika (Pignot ir kt., 2000), sintez¢ atliko dr. Milda Malvina Burbuliené ir

dr. Viktoras Masevicius.

2.2.10.1 5-hidroksimetil-2'-deoksicitidino (hmC) sintezé

3 ml 20% formaldehido, 0.5 g (1.90 mmol) 2'-deoksicitidino
hidrochlorido ir 4 ml trietilamino inkubuota, maisant 30 min k.t., o po to
patalpinta i sandary plieninj inda ir laikyta 7 dienas 65°C (reakcijos konversija
50%). Reakcijos miSinys buvo atSaldytas, o vandeninis sluoksnis atskirtas ir
praleistas per 4 g katijonito (Dowex 50Wx8 arba panaSios H' formos).
Produktas eliuotas vandeniu, o apjungtos frakcijos koncentruotos sumazintame
slegyje. Tikslinio produkto iSgryninimui naudota silikagelio chromatografija
(40-60 pm, eliuentas chloroformas:metanolis 1:1). ISgrynina ~26 mg hmC
(9%), kurio 'H branduolio magnetinio rezonanso (BMR) spektras (300 MHz,
DMSO-Dg) visiskai sutapo su literatiroje aprasytu (Tardy-Planechaud ir kt.,
1997).

2.2.10.2 5-hidroksimetil-2'-deoksiuridino (hmU) sintezé

hmU buvo sintetinamas taip pat kaip ir hmC, tik i§ 0.5 g (2.19 mmol)
dU. Galutinéje stadijoje tikslinio produkto iSgryninimui naudota silikagelio
chromatografija (40-60 pm, eliuentas 90% acetonitrilas). ISgryninta 0.19 g
(34%) hm-dU, kurio '"H BMR spektras (300 MHz, DMSO-Dg) visiSkai sutapo
su literatiiroje apra$ytu (Shiau ir kt., 1980); °C BMR spektas yra (75 MHz,
DMSO-Dy): & = 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) sintezé

I polipropileno reakcijos inda supilama hmC (0.042 g; 0.16 mmol)
suspensija 0.4 ml 2-merkaptoetanolio ir ilasSinama trifluoracto rugstis (0.015 g;
0.13 mmol; 0.01 ml). HermetiSkas reakcijos indas kaitinamas 130°C
temperatiroje 1 val, reakcijos miSinys atSaldomas iki k.t. ir supilamas 1 5 ml
CH,Cl,. Susidariusi suspensija uzpilama ant 2 cm silikagelio 40-60 pm
sluoksnio. Per §i silikagelio sluoksni eliuojami 3 tiiriai po 15 ml CH,Cl,.
Produktas 1§ silikagelio sluoksnio iSplaunamas 15 ml metanolio. Metanolis
nugarinamas sumazintame slégyje, likutis chromatografuojamas (silikagelis
40-60 pm, CH;CN:H20 — 20:1). Iseiga 28 mg (54%). '"H BMR (300 MHz,
DMSO-Dg): 6 = 2.11 (dd, J1¢y.c1- = 6.8Hz, J2¢y-.c3- = 4.6Hz, 2H, C2°), 2.54 (t,
Jscnz - cmo = 6,8Hz, 2H, SCH,CH,), 3.38 (s, 2H, CsCH,S), 3.54 (t, Jochz - chas
= 6,8Hz 2H, CH,CH,0), 3.58 (t, Jcs..cac = 3.9Hz 2H, C5°), 3.80 (td, Jlcgcs =
3.9Hz, J2¢4.c3- = 2.8Hz, 1H, C4%), 4.26 (td, J1c3-.co- = 4.6Hz, J2¢3.c4c = 2.8Hz,
1H, C3°), 4,83 (brs, 1H, OH), 5.01 (brs, 1H, OH), 5.30 (brs, 1H, OH), 6.18 (t,
Jerwco = 6.8Hz, 1H, C1°), 7.85 (s, 2H, C5), 10.65 (brs, 1H, NH). °C NMR (75
MHz, DMSO-Dy): 6 = 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]’, C;,HsN,OsSNa),
suskaiCiuota: 341,0778, pamatuota: 341,0779; MS2 ([MS1 minus
deoksiriboze], C;H;(N,O3SNa) suskaiciuota: 225.0304, pamatuota: 225.0298;
MS3 ([MS2 minus SCH,CH,OH], CsH4N,0O,Na), suskaiCiuota: 147.0165,
pamatuota: 147.0158.

2.2.10.4 Fermentiskai susintetinto hetmC deamininimas iki hetmU

hetmC buvo fermentiSkai susintetintas 1§ 1.8 ml reakcijos (2.2.2) ir
iSgrynintas, naudojant HPLC analiting kolona (2.2.6). Surinktos frakcijos buvo
1Sgarintos iki sausumo ir inkubuotos su 3 M natrio nitrito 0.3 M Na-OAc (pH
4.5) buferyje 1 val 4°C. Reakcijos pH buvo privestas iki ~8.0 amoniaku ir
reakcija inkubuota 4 val 37°C. Po to reakcijos iSkart analizuotos HPLC metodu

be papildomo gryninimo.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1 2-chloracetaldehido panaudojimas, tiriant fermenty
vykdoma3 citozino iSsukimg iS§ DNR spiralés

Fermenty vykdoma bazés iSsukima galima tirti jvairiais metodais (Zr.
1.3 skyriy). Dalis ju yra pritaikyti pavieniams atvejams, yra labai sudétingi ar
tiria nenattiraliy baziy pory iSsukima. Siame darbe i$bandéme cheminj
ektraspiraliniy citoziny modifikacijos metoda, naudojant reagenta 2-
chloracetaldehida (Caa), kuris yra paprastas, pigus ir gali biiti panaudotas
tiriant natiiraliy baziy pory iSsukima baltymo-DNR kompleksuose. Caa
reakcijos su heterociklinémis bazémis yra neblogai iStirtos, apraSytos ir jau
seniai naudojamos antrinéms RNR ir DNR struktiiroms nustatyti. Misy tikslas
buvo jas pritaikyti M.Hhal metiltransferazés ir kity fermenty katalizuojamam
bazés iSsukimui tirti.

2-haloacetaldehidai (2-chloracetaldehidas (Caa) ir 2-bromacetaldehidas
(Baa)) specifiSkai reaguoja su viengrandziais DNR regionais, modifikuodami
C, A ir, Zymiai silpniau, G bazes. Reakcija vyksta su tais heterocikliniy baziy
atomais (C — N3 ir N*, A — N1, N° (pav. 3.1)), kurie dvigrandéje DNR sudaro
vandenilinius ry$ius su prieSais esanc¢iomis bazé¢mis, todé¢l dvigrandé DNR yra
apsaugota, o 2-haloacetaldehidai reaguoja tik su nesuporuotais citozinais ir
adeninais. Pirmoje reakcijos stadijoje haloacetaldehidas yra prijungiamas,
susidarant tarpiniam produktui — -CH,-CHOH- tilteliui tarp egzo ir endo azoto
atomy. 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, taciau dehidratacija labai sulétéja, todel Siomis
salygomis galima stebéti hidratuota etenocitozino produkta. Caa, biidamas
maziau reaktyvus nei Baa, yra tinkamesnis reagentas baltymo-DNR kompleksy

tyrimams, norint iSlaikyti Siuos kompleksus aktyvius (Biernat ir kt., 1978;
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Krzyzosiak ir kt., 1981). Be to, Caa yra komerciskai prieinamas, tode¢l savo

eksperimentus pradé¢jome su Caa.
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Paveikslas 3.1. 2-haloacetaldehidy (2-chloracetaldehido ir 2-bromacetaldehido)
reakcija su citozinu ir adeninu. Pirmiausia haloacetaldehido aldehidogrupé reaguoja su
egzociklinémis aminogrupémis, o po to halometilgrupé reaguoja su endocikliniais azoto
atomais. Reakcija vyksta per ilgai gyvuojanéia tarpine stadija (e"'C ir £"“A), susidarant
N3,N*-etenocitozinui (eC) ir N1,N°-etenoadeninui (cA).

Caa modifikuotos bazés DNR grandinéje yra identifikuojamos keliais
metodais. Eteno bazés negali sudaryti normaliy Watson-Crick baziy pory, todél
modifikuota vieta yra taikinys viengrand¢ DNR kerpan¢ioms nukleazéms, pvz.
S1. Kitas metodas, kurj ir iSbhandéme savo darbe, remiasi DNR sekoskaita
Maxam-Gilbert metodu: pakaitinus 90°C 30 min su 1M piperidino, DNR yra
fragmentuojama ties Caa modifikuotomis bazémis (McLean ir kt., 1987,

Kohwi-Shigematsu ir Kohwi, 1992).

3.1.1 ISsukto citozino identifikavimas 2-chloracetaldehidu

metiltransferaziy-DNR kompleksuose

M.Hhal buvo inkubuota su 25 bp dvigrandZiu oligonukleotidu, turinciu
viena hemimetilinta M.Hhal taikini, M.Hhal-DNR kompleksas veiktas Caa
(2.2.2), o po to DNR — piperidinu (2.2.1.5). I§frakcionavus Caa modifikuota
DNR denattiruojan¢iame PAA gelyje (2.2.4), buvo stebéta fragmentacija ties
M.Hhal iSsukamu citozinu; fragmentacijos intensyvumas buvo Zymiai didesnis

nei viengrandés DNR kontrolés, 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 temperatiroje.

Su M.Hhal Q237G mutantiniu baltymu, kuris pasizymi sutrikusiu
bazés iSsukimu, bet yra nepraradgs DNR suriSimo funkcijos (Daujotyté ir kt.,
2004), kaip ir tikétasi, nebuvo gauta taikinio citozino modifikacija Caa (pav.
3.2a). Elektroforetinio judrumo poslinkio PAA geliuose metodu (2.2.3) buvo
isitikinta, kad Q237G, panasiai kaip ir wt, po Caa modifikacijos buvo suris¢s
didZiaja dali DNR (neparodyta).

M.Hhal iSsukamo citozino reaktyvumas reakcijose su Caa buvo
iSbandytas ne tik nattiraliame substrate, bet ir esant klaidingai suporuotoms
bazéms taikinyje (C/C, C/A, C/T). Caa yra naudojamas viengrandziams arba
nesuporuotiems citozinams aptikti, taigi, klaidingai suporuotas citozinas gali
buti modifikuojams Caa ir be MTazés. Taciau miisy salygomis (200 mM Caa,
45 min 20°C temperatiroje) kontroliniame meéginyje be MTazés citozinas
nebuvo modifikuojamas (pav. 3.2a, 10 takelis). Esant M.Hhal, kuri geriau
riSasi su DNR substratais, taikinio vietoje turin¢iais klaidingai suporuotus
citozinus (KlimaSauskas ir Roberts, 1995), tikslinis citozinas buvo intensyviai

modifikuojamas Caa (pav. 3.2a, 11 takelis).
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Paveikslas 3.2. MTaziy-DNR kompleksy modifikacija chloracetaldehidu. DNR, kurios
viena grandiné buvo Zyméta P, po Caa modifikacijos reakcijos analizuota 15%
denatiiruojanCiame PAA gelyje. G+A — puriny takelis; 2-11 takeliai veikti Caa; vg —
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viengrandé DNR. MTaziy atpazinimo sekos paryskintos, i§sukamas citozinas pabrauktas. ,,*
nurodo 5¢ gale pazyméta DNR granding. a M.Hhal wt ir Q237G kompleksy su hemimetilinta
(*GCGC/GMGC-25) ir taikinio vietoje turin¢ios C/C baziy pora (*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.Alul komplekso su DNR, turinfios viena nemetilinta taikini, modifikacija Caa.
Takeliuose 2-4 reakcijos vykdytos 50 min 37°C temperatiiroje, esant 10 a.v./ul M.Alul, 105
nM DNR (*vCG/aCG-42) ir 50 mM Caa. ¢ M.SssI-DNR komplekso modifikacija Caa (1
hemimetilintas taikinys). Takeliuose 2-4 reakcijos vykdytos 55 min 20°C temperatiiroje (2
takelis — 37°C), esant 100 mM Caa, 0.4 a.v./ul M.Sssl 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 temperatiiroje (2 takelis — 37°C), esant 100 mM Caa, 0.8
a.v./ul M.Sssl (~400 nM), 20 nM DNR (*vCG/aCG-42 (kairéje) arba vCG/a*CG-42
(desingje)) ir 0.1 mM SAH (5 takelis).

Idomu, kad Caa nemodifikavo taikinio citozino trinariuose M.Hhal-
DNR-SAH kompleksuose, nors Sie trinariai kompleksai yra stabilesni nei
dvinariniai M.Hhal-DNR kompleksai (pav. 3.2; skyrius 3.2)

Parodzius, kad Caa chemija puikiai veikia su M.Hhal, buvo tirtos dar
septynios SmC MTazés: M.Sssl, M.Alul, M.Haelll, M.Hpall, M.Mspl,
M.DMTI1AN, M.Eco31IC, ir dvi 4mC MTazés: M.Mval ir M.BfiC2.
ISbandZius daug Caa cheminés reakcijos salygy ir optimizavus baltymo-DNR
susiriSima reakcijos metu, kuris buvo stebétas elektroforetinio judrumo
poslinkio PAA gelyje metodu, teigiami rezultatai buvo gauti su M.Sssl ir
M.Alul (pav. 2b,c,d; lentele 3.1). Neigiamus M.Hpall ir 4mC MTaziy
rezultatus galima paaiskinti silpna baltymo-DNR saveika, ta¢iau M.Haelll-
DNR ir M.Mspl-DNR kompleksai buvo stabiliis Caa modifikavimo reakcijos
metu. Visy MTaziy preparatai neturéjo endogeninio SAM priemaiSy, taigi,

reakcijos metu susidargs SAH neturéty itakoti rezultato.

Lentelé 3.1. MTaziy-DNR kompleksy modifikacijos chloracetaldehidu salygos.

Atp::ll(l:mo Baltymo-DNR susiriSimas Caa Laikas
MTazé . A (stebétas PAA gelyje natyviomis konc., T,°C .
(iSsukama bazé salygomis) M min
pabraukta) 4Ye
M.Hhal GCGC be Caa pilnas surisimas, su Caa | ¢ o1 05 | 20,37 | 15-105
risa >1/2
M.Alul AGCT be Caa surisa >1/2 DNR, 0.05-0.2 | 20,37 | 40-60
su Caa riSa silpnai
M.Sssl CG su ir be Caa pilnas suriS§imas 0.1-0.3 20 60
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Atlikus Caa modifikacijos eksperimenta su DNR substratu, turiniu
penkis M.Sssl taikinius, paaiSkéjo, kad vieni taikiniai yra labiau modifikuojami
nei kiti (pav. 3.2d). Taip pat, jvedus *°P Zzyme | vir§utinés arba apatinés DNR
grandinés 5' gala, steb¢jome, kurioje grandinéje taikinio citozinas yra
intensyviau modifikuojamas. Pav. 3.2d matyti, kad treCias taikinys yra
modifikuojams tik vienoje *vCG-42 grandingje, taciau visai Salia esantis
ketvirtas taikinys yra modifikuojams Zymiai maZesniu intensyvumu ir abiejose
DNR grandinése, kaip ir penktas bei antras taikiniai. Pirmas taikinys taip pat
modifikuojamas tik vienoje *aCG-42 grandingje. Toks skirtingas taikiniy
modifikacijos profilis gali biiti apsprestas lokaliais DNR  konformacijos
ypatumais, dél kuriy gali priklausyti MTazés taikinio pasirinkimas ir Caa

reaktyvumas.

3.1.2 ISsukto citozino identifikavimas 2-chloracetaldehidu

restrikcijos endonukleaziy-DNR kompleksuose

Nusprendéme Caa cheminés modifikacijos metoda iSbandyti su kitais
DNR iSsukimo mechanizma naudojanciais fermentais — R.Ecl18kI ir R.PspGl.
Sie giminingi restrikcijos fermentai atpaZista pertrauktas pseudopalindromines
sekas: R.Ecl18ki — CCNGG (kur N — bet koks nukleotidas), o R.PspGl —
CCWGG (W — A arba T) ir jas hidrolizuoja prie$ taikinj. Sie fermentai taikinio
centring baziy pora visiSkai iSsuka i§ DNR spiralés ir suriSa ja specialioje
baltymo kiSen¢je (Bochtler ir kt., 2006; Szczepanowski ir kt., 2008; Tamulaitis
ir kt., 2007). Tokiu biidu R.Ecl18kl ir R.PspGI 5 bp atpazinimo seka
CCNGG/CCWGG pavercia 1 4 bp seka CCGG.

Kontroliniams eksperimentams pasirinkome restrikcijos endonukleazg
R.Benl, kuri atpazista CCSGG seka (S — C arba G) ir hidrolizuoja DNR
taikinyje po antrojo citozino. R.Bcnl-DNR komplekse DNR mazai skiriasi nuo
kanoninés B-formos (Sokolowska ir kt., 2007).

Visi Caa modifikacijos eksperimentai atlikti, naudojant visiSkai
komplementary oligonukleotida su atpazinimo seka CCCGG, taigi R.PspGlI

atveju buvo naudotas ne laukinio tipo taikinys. Taciau yra parodyta, kad
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R.PspGI gerai saveikauja su tokiu taikiniu, nors jo ir nehidrolizuoja
(Tamulaitis ir kt. 2008). Misuy eksperimento salygomis (0.1 uM DNR ir 1 uM
baltymo) R.PspGI buvo surisgs beveik visa DNR (neparodyta).

Teigiami Caa modifikacijos rezultatai R.Ecl18kI ir R.PspGI atveju buvo
gauti Zymiai grieZtesnémis salygomis, lyginant su MTazémis. Buvo naudota
aukStesné¢ temperatiira (37° vietoje  k.t.) ir kelis kartus didesne Caa
koncentracija (0.2-1.2 M vietoje 0.05-0.2 M), taiau Siomis salygomis REaz¢
vis dar saveikavo su DNR (neparodyta). Kaip ir tikétasi, neigiamos kontrolés
R.Benl atveju zona ties i§sukamu citozinu nesiskyré nuo dvigrandés DNR be
baltymo (pav. 3.3). Taigi, parinkus salygas ir tinkamas kontroles, Caa gali biiti

naudojamas ir restrikcijos endonukleaziy vykdomam bazés iSsukimui tirti.
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= 3 Paveikslas 3.3. Restrikcijos endonukleaziy-DNR kompleksy

-— modifikacija 2-chloracetaldehidu. Po modifikacijos Caa, DNR,

vienoje i§ grandiniu zyméta PP, analizuota 15%

denattiruojan¢iame PAA gelyje. G+A — puriny takelis; vg —

viengrandé DNR; REaziy atpazistama seka paryskinta,

iSsukamas citozinas pabrauktas. Su 0.4 M Caa inkubuota 40 min

- 37°C temperatiiroje, esant 1 pM REaziy dimero ir 0.1 pM DNR

\ *CCCGG/GGGCC-31 (viengrandés DNR atveju (2 takelis)
5 reakcija vykdyta 10 min 37°C temperattiroje, esant 0.2 M Caa).
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3.2 Netipinés DNR citozino-5 metiltransferaziy reakcijos

Su kai kuriais M.Hhal katalitinio centro mutantais — C81S, E119A,
R165A bei mutantiniu baltymu su pasalinta katalitine kilpa A(81-99) — nebuvo
gauta taikinio citozino modifikacija Caa, nors mutantiniai baltymai saveikavo
su DNR, esant Caa, panaSiai kaip ir laukinio tipo baltymas (pav. 3.4a-b).
Siuose baltymuose tiksling ar. buvo pakeista | maZesne arba tokio pagio

dydzio, bet panaikinant wt ar. funkcing grupg. Mutantiniy baltymy vykdomas
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bazés iSsukimas buvo tirtas 2-aminopurino (2AP) fluorescenciniu metodu,
kuomet taikinio vietoje esanc¢io 2AP fluorescencija Zymiai iSauga, iSsukus ji 18
dvigrandés DNR spiralés. Siuo metodu buvo parodyta, kad mutantiniai
baltymai iSsuka taikinyje esanti 2AP, tafiau aktyvumo tyrimai parodé¢, kad
baltymai katalitiSkai yra neaktyviis arba silpnai aktyviis (Mi ir Roberts, 1993;
Daujotyte ir kt., 2004; Shieh ir kt., 2006; Shieh ir Reich, 2007). M.Hhal
iSsuktas taikinio citozinas baltymo aktyviame centre yra apsuptas
konservatyviy ir katalizei butiny ar.: Glul19 sudaro vandenilines jungtis su
citozino N3 ir N* atomais, Argl65 ir Argl63 elektrostatiskai saveikauja su
citozino O2 atomu, o katalitinis Cys81 sudaro kovalenting jungti su citozino
C6 atomu (zr. 1.2.3 skyriy, pav. 1.9) (KlimaSauskas ir kt., 1994). Tokio
citozino-5 padétis yra aktyvinta, taigi, blitent su Siuo atomu galéty reaguoti
Caa. Nesuporuoto ir ne MTazés aktyviame centre esanio citozino atveju
aldehidiné grupé prisijungia prie egzociklinio N* atomo, o chlormetilgrupé

reaguoja su endocikliniu N3 atomu (Kusmierek ir Singer, 1982).
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Paveikslas 3.4. M.Hhal laukinio tipo ir katalitinio centro mutanty kompleksy su DNR
modifikacija chloracetaldehidu. a Po modifikacijos vienoje grandinéje **P pazyméta DNR
analizuota 15% denatiiruojan¢iame PAA gelyje. G+A — puriny takelis. 2-7 takeliai 45 min
veikti 200 mM Caa k.t., esant 500 nM M.Hhal (wt arba nurodyto mutanto) ir 370 nM DNR
(*GCGC/GMGC-25 — vienas hemimetilintas taikinys). M.Hhal atpazinimo seka paryskinta,
iSsukamas 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. ¢ M.Hhal
aktyviame centre esantis SAH (mélynas) blokuoja reagenty pri€jima prie citozino (raudonas)
(PDB struktiiros kodas 1mht).

Tokia hipotezé galéty paaiskinti, kodél reakcija nevyksta, esant SAH:
MTazei suriSus kofaktoriy, citozino-5 atomas tampa neprieinamas iSoriniams
reagentams (pav. 3.4c). Hipotezei patikrinti, reakcijos produktus, susidariusius
MTaziy-DNR kompleksuose ir viengrandéje DNR, iStyréme plonasluoksnés
chromatografijos (TLC) metodu bei kombinuotu aukSto slégio skysciy

chromatografijos masiy spektrometrijos (HPLC-MS) metodu (3.2.3).

3.2.1 2-chloracetaldehido ir citozino reakcijos produkty analizé

plonasluoksnés chromatografijos metodu

Kontrolinés viengrandés DNR CCN-19 5' gale esantis citozinas buvo
pazymétas P fosforilinant, tuo tarpu DNR substratai MTazéms ir REazéms
buvo paruosti, naudojant skirtingo ilgio oligonukleotidu dupleksus, kuriy
vienas (trumpesnis) buvo prailgintas DNR polimerazés Klenow pagalba,
vietoje taikinio citozino jjungiant [a-P]-dCMP, o vietoje kity nukleotidy —
nezymeétus ANTP (2.2.1.3). DNR substraty seka pasirinkta taip, kad zymé biity
ivedama tik taikinio citozinuose (2.1.5). Po Caa reakcijos DNR hidrolizuota iki
5'-dNMP 1ir analizuota dvikryptés plonasluoksnés chromatografijos metodu
(2D-TLC), kur stebimi pazymeéti nukleotidai. Kontrolin¢je viengrandé¢je DNR
po Caa reakcijos Salia pagrindinés citozino démelés buvo stebétos papildomos
trys mazesnio intensyvumo démelés, 1§ kuriy viena (aukS¢iausiai uzkilusi)
piperidino poveikyje Zymiai sumazgjo, o dvi i$ ju ilgai Sildant beveik i$nyko ir
per¢jo 1 aukSCiausia démele (pav. 3.5a-d). Ilgai Sildant stabili hidratuota
etenocitozino forma (€"C) dehidratuojasi (Krzyzosiak ir kt., 1981) ir pereina i
eC, taigi, galima teigti, jog auksSc¢iausiai uzkilusi démelé yra 5°-deCMP. Misy
eksperimente stebime dvi 5-de™/CMP démeles todél, kad po pirmos krypties
TLC plokstelé yra dziovinama per naktj, taigi, dalis 5‘-de"*CMP dehidratavosi
ir antra kryptimi judéjo kaip 5‘-deCMP. Caa reakcija atlikus su neZymeétu 5°¢-
dCMP ir dideli jo kieki (>20 nmol) uZzneSus ant TLC plokstelés kartu su
zymeéta viengrande DNR po Caa modifikacijos ir DNR hidrolizés, UV Sviesoje
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matési analogiSkos démelés, kurios visiSkai sutapo su radioaktyviomis
démelémis (neparodyta).

REazé-DNR kompleksus paveikus Caa, buvo stebétos analogiSkos
démelés kaip ir viengrandés DNR atveju (pav. 3.5i-1). R.Ecl18kI-DNR ir
R.PspGI-DNR kompleksuose po Caa modifikacijos 5¢-deCMP ir 5°-de"'CMP
démeliy intensyvumas padidéjo apie 3 kartus lyginant su kontrolinémis

dvigrandés DNR be baltymo bei R.Bcnl-DNR reakeijy analogiSkomis

démelémis.
a vgDNR b vgDNR+Caa ¢ vgDNR+Caa, t° d vgDNR+Caa+piperidinas
eC eC
c . .
¢ @ ¢ o'
ghidC
e dgDNR+MTazé f dgDNR+MTaze+Caa g dgDNR+MTazé+Caa, t° h dgDNR+MTazé+Caa
+piperidinas
i dgDNR+Caa j dgDNR+R.Ecl18kl+Caa  k dgDNR+R.PspGl+Caa | dgDNR+R.Bcnl+Caa
eC
C C " C
@ 9’ "9 °
chidC

Paveikslas 3.5. 2-chloracetaldehidu modifikuoty **P Zyméty citoziny analizé dvikrypteés
plonasluoksnés chromatografijos metodu. Viengrandés DNR (vgDNR; a-d), M.SssI-DNR
komplekso (e-h) ir REaziy-DNR kompleksy (i-1) modifikacija Caa. Reakcijos, kuriose buvo
20 nM *CCN-19 DNR (a-d), 20 nM CC*CGG/CCGGG-31 DNR ir 0.4 a.v./ul M.Sssl (e-h)
arba 100 nM CC*CGG/GGGCC-31 DNR ir 1 uM REazés dimero, inkubuotos su 400 mM
Caa 1 val 37°C temperattiroje (b-d, i-1) arba su 100 mM Caa 50 min 20°C temperatiiroje (f-h).
Kontroliniai méginiai a ir e buvo inkubuojami be Caa. Méginiai ¢ ir g buvo papildomai
inkubuoti 2 val 85°C temperatiiroje, o d ir h — veikti piperidinu. Po reakcijos modifikuota
DNR buvo fermentiskai hidrolizuota iki 5°dNMP ir analizuota 2D-TLC. £C ir £"C démelés

64



buvo priskirtos pagal literatiiros duomenis (Krzyzosiak ir kt., 1981).

MTaziy-DNR kompleksus paveikus Caa, 2D-TLC buvo stebétas kitoks
démeliy pasiskirstymas, lyginant su kontroline viengrande DNR arba
dvigrande DNR be baltymo (pav. 3.5e-h). Eksperimentai buvo atlikti su
M.Hhal, M.Alul ir M.Sssl fermentais ir visais atvejais buvo gautos vienodos
démelés, kuriy judrumai zZymiai skyrési nuo kontrolinés viengrandés DNR po
Caa reakcijos gauty citozino dariniy. Tolimesniame etape susidariusius
produktus identifikavome HPLC-MS metodu (skyrius 3.2.3). Taigi, 2D-TLC
eksperimento rezultatai rodo, kad Caa su MTaziy iSsuktu citozinu reaguoja
kitaip nei su viengrandZiais citozinais. Tuo tarpu DNR-REaziy kompleksuose
fermento iSsuktas citozinas Caa modifikuojamas tradiciSkai, susidarant €C ir

eM4C formai.

3.2.2 Metiltransferaziy katalizuojama aldehidy reakcija su taikinio

citozinais, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams

Caa yra bifunkcinis reagentas, turintis du elektrofilinius centrus:
aldehido ir chlormetilo. Norédami iSsiaiSkinti, kuri grupé reaguoja su MTaziy
iSsuktais citozinais, iSbandéme du monofunkcinius reagentus: formaldehida
(FA) ir chloracetamida (pav. 3.6). Reakcijose buvo naudoti 31 arba 25 bp DNR
substratai, turintys viena M.Hhal taikini. Po reakcijos DNR fermentiskai
fragmentuota iki 5'-NMP arba iki nukleozidy, kurie buvo analizuojami TLC
arba HPLC-MS metodais (2.2.2; 2.2.5; 2.2.6). Su chloracetamidu reakcija
nebuvo stebima, taciau su formaldehidu buvo gauta papildoma démel¢ TLC
bei nauja smailé HPLC (pav. 3.7). Nustacius Sios smailés aukStos skiriamosios
gebos mas¢ (HRMS), buvo identifikuota molekuliné¢ susidariusio junginio
formule (C,oH;¢N;0s), kuri atitinka formaldehido prijungimo prie citozino
produkto masg. Tikétina, jog tai — 5-hidroksimetilcitozinas (hmC), kuris galéty

susidaryti formaldehidui prisijungus prie MTaziy aktyvinto citozino-5 atomo.
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S

chloracetamidas 2-chloracetaldehidas formaldehidas

Paveikslas 3.6. Chloracetamido, 2-chloracetaldehido ir formaldehido struktiirinés
formulés. Chlormetilgrupés apvestos punktyru, o aldehidinés — nepertraukta linija.

Tai, kad formaldehidas yra prijungiamas i citozino-5 padéti, patvirtina
trys faktai: 1) taikinyje esant mC, reakcijos su aldehidais nevyksta; 2) tik
katalitiSkai aktyvios metiltransferazés geba prijungti aldehidus prie taikinio
citozino — bitina citozino-5 atomo aktyvacija; 3) vykdant reakcijas
deuteruotame vandenyje, susidariusiy produkty masés nesikei¢ia (pav. 3.8c).
MTazes, jei reakcijoje néra kofaktoriaus, geba apkeisti prie taikinio citozino-5
atomo esanti protona su terpéje esanciu protonu. Jei reakcijos vyksta
deuteruotame vandenyje, citozino mas¢ padidéja vienetu (Wu ir Santi, 1987;
Daujotyte ir kt., 2004). Esant pakaitams prie citozino-5 atomo, vandenilio
atomo nebéra, todél Sis apkeitimas neimanomas. Galiausiai hmC tapatumas
buvo patvirtintas tiesiogiai chromatografiskai palyginus chemiskai susintetinta
(2.2.10.1) ir reakcijose su MTazémis susidariusi hmC (pav. 3.8a-b, lentele 3.2).

Tolimesniame etape buvo iSbandyti keli aldehidai (acetaldehidas,
propanalis, glicino betaino aldehidas, benziloksiacetaldehidas) ir kity
elektrofily  klasiy  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
budinga UV absorbcijos spektra ir HRMS (pav. 3.8b; lentele 3.2). IS visu
iSbandyty reagenty teigiami rezultatai gauti tik su aldehiding grupe turinciais
junginiais. Daugiausia produkto — 5-hidroksimetilcitozino (hmC) — susidaro
M.Hhal-DNR kompleksus veikiant formaldehidu (FA) — net 60-90% taikiniy
yra modifikuojama. Pailginus $i reagenta viena -CHj; grupe (acetaldehidas,

AA) arba dviem -CHj; grupémis (propanalis, PA) — produkto susidaro maziau.
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Paveikslas 3.7. Citozino-5 metiltransferazés prijungia trumpus alifatinius aldehidus prie
taikinio citozino. a-d TLC eksperimentai, kur 20 nM G*CG*C/GCGC-32 oligonukleotido ir
125 nM M.Hhal (a), 20 nM CC*CGG/CCGGG-31 ir 0.8 a.v./ul M.Sssl (b), 20 nM
G*CG*C/GMGC-32 ir 6.6 pM Dnmt1-AN (¢; kontrolinis méginys 3 buvo pakaitintas 75°C
15 min pries idedant FA (Dnmtl inaktyvavimas kars¢iu)), 40 nM CC*CGG/CCGGG-31 ir
600 nM M.Hpall (d), arba 105 nM AG*CT/AGCT-27 ir 10 a.v./ul M.Alul (e) buvo
inkubuota su 200 pM 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 fermentiskai suhidrolizuota iki 5‘NMP ir
analizuota TLC. f HPLC eksperimente 13 pM GCGC/GCGC-24 DNR ir 13 uM M.Hhal buvo
inkubuota su reagentais aukSc¢iau nurodytomis salygomis. Su AA ir PA dél reakcijos metu
susidariusio chiralinio centro gautas stereoizomery miSinys. Su PA matosi nedidelis mC
kiekis, kuris atsiranda dél endogeninio SAM priemaisy baltymo preparate. Po modifikacijos
DNR fermentiskai suhidrolizuota iki nukleozidy, kurie analizuoti HPLC. g A fago DNR
inkubuota su M.Hhal, esant SAM arba FA, ir po fragmentacijos su nurodytomis su REazémis
frakcionuota agaroziniame gelyje. M — DNR ilgio markeris (GeneRuler™ DNA Ladder), K —
A fago kontrolé.

Su kitomis MTazémis (M.Sssl, M.Hpall, M.Alul) buvo pastebéta ta pati
tendencija — did¢jant aldehido molekulei, maz¢ja modifikuoto produkto iSeiga.
HPLC taip pat buvo identifikuotas vienas Caa reakcijos produktas, kurio mase,

izotopy pasiskirstymas ir UV spektras visiSkai atitiko 5-(1-hidroksi-2-
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chloretil)citozing (hcC) (zZr. 3.2.3). Su didesniais aldehidais (glicino betaino

aldehidu ir benziloksiacetaldehidu) nedidelés modifikacijos iSeigos buvo

stebétos TLC metodu, taciau tikslinés masés nebuvo rastos HPLC-MS metodu.

Svarbu paminéti, kad eukariotiné MTazé¢ Dnmtl taip pat modifikavo savo

taikinius, prijungdama FA (pav. 3.7a-f; lentelé 3.2).
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Paveikslas 3.8. Citozino-5
metiltransferazés prijungia
trumpus alifatinius aldehidus prie
taikinio citozino-5 atomo,
susidarant 5-(1-
hidroksialkil)citozinams. a HPLC
chromatogramos: 1 — chemiskai
susintetinto hmC; 2 — DNR
nukleozidy, gauty po GCGC/GCGC-
24 oligonukleotido inkubacijos su
M.Hhal ir FA; 142 — sumaisyti 1 ir 2
méginiai. b Modifikuoty citoziny UV
spektrai (pH 3.5). ¢ Modifikuoty
nukleozidy MS spektrai, gauti po
M.Hhal inkubacijos su
oligonukleotidu GCGC/GCGC-24 be
reagento (2), su SAM (3), FA (4) arba
AA (5) 60% deuteruotame vandenyje.
Kontrolinis méginys 1 inkubuotas
paprastame vandenyje.

taikinio citozino

MTaziy taikinio citozino Modifikuoty nukleozidy HRMS,
.. . modifikacijos iSeiga TLC
Egzogeninis aldehidas/ m/z
: (HPLC), %
susidargs produktas —
Hhal | SssI | Alul | FHpall Molekuliné Pamatuota/
formulé (M") Teroriné
Formaldehidas (FA)/ 60 258.1085/
5-hidroksimetil-dC (hmC) | 90y | | = | 50 | CuoHhieNsOs 258.1084
Acetaldehidas (AA)/ 40 272.1243/
5-(1-hidroksietil)-dC (heC) | (60) | 0 | 30 | 40 | CuHisNiOs 272.1241
Propanalis (PA)/ 286.1398/
5-(1-hidroksipropil)-dC (hpc) | ©® | 4 | 3 0 C12H20N;0; 286.1398
Chloracetaldehidas (Caa)/

. . ) 8 30 306.0852(32)*/
5-(1-hidroksi-2-chloretil)-dC (10) ) 10 0 C1H7N;0;5C1 306.0851(33)
(hcC)

o . 378.166/
Benziloksiacetaldehidas 2(0) 5 0 0 C13H24N;04 nerasta

.. . . 329.1819/
Glicino betaino aldehidas 2(0) - - - C14H,5N,4O5 nerasta

,-* — eksperimentai neatlikti;

,¥¢ — skliausteliuose nurodyta antros pagal kieki tikslinés masés intensyvumas (%), palyginus

su daugiausia esancia mase.
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Siekiant iSsiaiSkinti, ar hmC yra jvedamas tik M.Hhal taikinio sekose ir
DNR néra modifikuojama nespecifiskai, buvo atliktas eksperimentas su A fago
DNR. Po reakcijos su FA, DNR hidrolizuota skirtingomis restrikcijos
endonukleazémis. Rezultatai rodo, kad tik su R.Hin6I (kuri atpazista ta pacia
seka kaip ir M.Hhal) gautas beveik pilnas apsaugojimas nuo DNR hidrolizés,
tuo tarpu kitos REazés sukarpé savo taikinius, kaip ir kontroliniuose takeliuose.
Taigi, M.Hhal prijungia FA specifiskai, savo taikiniuose (pav. 3.7g).

Taigi, citozino-5 metiltransferazés geba prijungti trumpus alifatinius

aldehidus savo taikiniuose, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams (pav. 3.9).

NH,

NZ | OH
Ay
" hmC
HCHO
NH, NH, OH
NF CHaCHO NF
A | — A | Paveikslas  3.9.  Citozino-5  metiltransferaziy
S © N hec Kkatalizuojamas trumpy alifatiniy aldehidy
DNR C2HsCHO prijungimas | citozino-5 padéti. Metiltransferazés
G o) o prijungia formaldehida, acetaldehida arba propanali,
NF susidarant 5-hidroksimetil-2'-deoksicitozinui (hmC), 5-
O}\NI (1-hidroksietil)-2'-deoksicitozinui ~ (heC) ir  5-(1-

heC  hidroksipropil)-2'-deoksicitozinui (hpC).

3.2.3 2-chloracetaldehido ir citozino reakcijos produkty tyrimas

skys¢iy chromatografijos-masiy spektrometrijos metodu

TLC metodu nustatéme, kad MTaziy-DNR kompleksus veikiant Caa,
susidaro du produktai, kurie Sildant ir piperidino poveikyje kinta (pav. 3.5¢e-h).
Nusprendéme identifikuoti Siuos produktus HPLC-MS metodu. 24 bp DNR
substratas, turintis vieng M.Hhal taikinj, buvo inkubuotas su M.Hhal ir Caa,
modifikuota DNR fermentiSkai fragmentuota iki nukleozidy, kurie galiausiai
analizuoti HPLC-MS metodu. Pagal HRMS ir UV spektrus bei remiantis
analogiSkomis reakcijomis su kitais aldehidais (zr. 3.2.2 skyriy), buvo
nustatytas pirminis Caa reakcijos produktas — 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-2°-
deoksicitozinas (hcC). Po pakaitinimo, kaip ir tikétasi 1§ 2D-TLC eksperimento
rezultaty, hcC smailé iSnyko ir buvo identifikuotas kitas produktas. Tikétina,

kad tai — C5N*-eteno-2¢-deoksicitozinas (Z), kurio UV spektras ir
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fluorescencijos signalas (A= 345 nm, A.,= 450 nm) bei HRMS duomenys
atitiko literatiiroje apraSyta jungini (Woo ir kt., 1996) (pav. 3.10a-d, 3.11;
lentelé 3.3).

PanaSiai kaip ir TLC eksperimentuose, HPLC analizei buvo paruosti
meéginiai, kurie po Caa reakcijos dar buvo kaitinami su piperidinu, taciau
papildomy produkty surasti nepavyko. Per analiting atvirkStiniy faziy koloné¢lg
iSgryninus pakankama hcC kieki ir pakaitinus, be Z produkto buvo
identifikuoti dar du papildomi citozino dariniai: 5-(1,2-dihidroksietil)-2°-
deoksicitozinas (X) (pav. 3.10e, 3.11; lentelé 3.3) ir C5,N*-(1-hidroksietil)-2‘-
deoksicitozinas (Y;) arba 5-(1-oksoetil)-2‘-deoksicitozinas (Y,). Y; ir Y,
citozino dariniy elementiné sudétis ir molekuliné masé yra vienodos, be to,
teoriSkai galimi, taciau maziau tikétini ir kiti Y dariniai, turintys tokia pacia
mas¢. Turimi UV, HRMS bei MS/MS duomenys néra pakankami Siy dariniy
struktirinéms formuléms irodyti, tac¢iau paveiksle 3.11 nurodome galimus

strukttriniy formuliy variantus (X, Z ir Y, arbay,).

a
60 d heC

5 c G T A 127 A (Fmax=268 nM)
\ ] l(xmax=27z, 335 nm)
40 \‘ e
o ~
3] | < \
S 30 \\ AN
\\ heC s\
20 /‘\ z N
| IR W 1 W o
I\ e
10{__ \ | M.Hhal+Caa, °C \\\
| \ .
| ‘\J M.Hhal+Caa
0 ”l N 340 360
0 5 10 15 20 A, mn
b z € 7 heC
2 > v
o1 MHhal+Caa,°C 90 X 2
o M.Hhal+Caa 4 Y;arba, /
< 50 v u
0 AL A
c 0 5 10 15 20 3 40 Caa produktas,°C
N
.30 2~ < 30
S
§820 20
o 7,
$c .
53 10 *M.HhaI+Caa, C 10
=3
[ . M.Hhal+Caa o Caa produktas
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
I1$&jimo laikas, min I1$&jimo laikas, min

Paveikslas 3.10. M.Hhal-DNR komplekso modifikacija 2-chloracetaldehidu bei
nukleozidy, gauty po DNR fermentinés hidrolizés, analizé aukS$to slégio skysciy
chromatografijos metodu. UV chromatogramos, esant 280 nm (a) arba 340 nm (b) bangos
ilgiui ir fluorescenciné chromatograma (A= 345 nm, A.,;= 450 nm) (¢). Reakcijos vykdytos,
esant 13 pM GCGC/GCGC-24 DNR, 13 uM M.Hhal ir 200 mM Caa 1 val k.t. VirSutinése
chromatogramose méginiai papildomai pakaitinti 2 val 85°C. d Citozino dariniy UV
absorbcijos spektrai (pH 5.5). e 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-2'-deoksicitidinas (hcC) buvo
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iSgrynintas (apatiné chromatograma) ir pasildytas 2 val 85°C (virSutiné chromatograma). Po
pakaitinimo pagal HRMS ir UV duomenis identifikuoti 3 papildomi citozino dariniai: X

(atsiskiria du sterecoizomerai), Z ir Y (tikétinos maziausiai dvi skirtingos Y

formulés, kuriy masés vienodos — Y, ir Y, (pav. 3.11, lentelé 3.3)).

sruktiirinés

Lentelé 3.3. M.Hhal katalizuojamas taikinio citozino modifikavimas 2-chloracetaldehidu.

Gauty reakcijos produkty HRMS, m/z
Susidargs produktas Molekullpe Teroriné Pamatuota
formulé

. . . + 306.0851/ 306.0852/
5-(1-hidroksi-2-chloretil)-dC (hcC) C11H,7CIN;O5+H 308.0826 (33) 308.0820 (32)*
X  5-(1,2-dihidroksietil)-dC C H;N;06+H" 288.1190 288.1188
Y1 C5,N*(1-hidroksietil)-dC arba R
Y2 5-(1-oksoetil)-dC C1HsN3;O5+H 270.1084 270.1082
Z  C5N'-eteno-dC C;H;3N;0,+Na" 274.0798 274.0796

,*¢ — skliausteliuose nurodyta antros pagal kiekj tikslinés masés intensyvumas (%), palyginus
su daugiausia esancia mase.

)\)j )\/ﬁ )\)j M DNR grandinés trikis
/_/ eh'dC 8C

)\)j cl OH

0”7 N \ NH, NH, NH, HN HN
dR b OH
o N 3  H,0 N OH N o

N7
o |}| o |}| o |}|
dR dR

piperidinas, t° ]

.
dR dR
heC X Y, aba Y, z
Paveikslas 3.11. 2-chloracetaldehido reakcijos su viengrandZziais citozinais. a Caa
reaguoja su nesuporuotais citozinais viengrandéje DNR  susidarant N*N3-(1-

hidroksietil)citozinui (¢"'C), kuris po dehidratacijos virsta N3,N*-etenocitozinu (gC)
(Kusmierek ir Singer, 1982); veikiant piperidinu, ties €¢C skyla DNR grandiné. b Siiiloma
MTaziy reakcijos schema su Caa: pirmiausia susidaro 5-(1-hidroksi-2-chloretil)-dC (hcC),
kuris po pakaitinimo virsta i tris skirtingus produktus: X (5-(1,2-dihidroksietil)-dC), Z
(C5,N*-eteno-dC) ir Y1 (5-(1-oksoetil)-dC) arba Y2 (C5,N*-(1-hidroksietil)-dC). Pateiktos
labiausiai tikétinos citozino dariniy strukttrinés formulés. Vienas ar kelj i§ ju reaguoja su
piperidinu, skylant DNR grandinei.

Tikeétina, kad Z, taip pat kaip ir €C, d¢l didelio dvinario aromatinio
ziedo turi silpnesne N-glikoziding jungti (taip pat kaip ir purinai, lyginant su
pirimidinais), kuri skyla kaitinant, o piperidino poveikyje ties susidariusiais
abaziniais taikiniais atsiranda DNR grandinés triikkiai. Taigi, ties Z ar kitu
citozino dariniu, gautu pasildzius hcC, skyla DNR grandiné 30 min kaitinant

90°C su 1 M piperidino (pav. 3.11).
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3.2.4 Metiltransferaziy katalizuojamas 5-(1-hidroksialkil)citoziny

vertimas j nemodifikuotus citozinus

Buvo idomu, ar MTazés katalizuoja griztama reakcija, t.y. ne tik
taikinio citozing verc¢ia | hmC esant FA, bet ir hmC vercia | citozina. Po
reakcijos su FA, DNR buvo iSgryninta ir po to papildomai inkubuota su
MTazémis be aldehidy.

TLC ir HPLC eksperimentai bei sumazéjes PGR fragmento, turincio
viena M.Hhal taikini, apsaugojimas nuo R.Hin6l hidrolizés parode, kad tiek
hmC tiek, heC kiekis po papildomos inkubacijos su M.Hhal maZz¢ja, o citozino
— daugé¢ja. Eksperimentai su M.Hhal C81S mutantu parodé, kad Siai reakcijai,
kaip ir metilinimui bei aldehidy prijungimui, yra butinas katalitinis Cys81 (pav.
3.12). Kitos iSbandytos MTazés — M.Sssl ir M.Hpall — taip pat katalizuoja 5-

hidroksialkilinty citoziny vertima i citozinus (neparodyta).

a b c

. [ M.HhalowT) + + + + + +
1 stadija {Aldehidas .+ o+ o+ .o+ 0.15 1 C hmC
. M.Hhal QAT) + + ‘ {
2 stadija {M.HhaI(CS1S) + + o] 1
=)
N ﬂ'
FA < 2
c > . z . g 0.051
hmC —> \ 3
- —— 4 == AA 01
—_—
0 5
1 2 3 4 1 2 3 4 I18éjimo laikas, min

Paveikslas 3.12. 5-(1-hidroksialkil)citoziny vertimas | citozinus, dalyvaujant citozino-5
metiltransferazei M.Hhal. a 20 nM G*CG*C/GCGC-32 oligonukleotido ir 125 nM M.Hhal
wt buvo inkubuota su FA 1 val k.t. (1 stadija). Po to DNR i$sodinta etanoliu ir papildomai
inkubuota su 750 nM M.Hhal wt arba katalitiniu mutantu C81S (2 stadija) bei analizuota TLC
metodu. b 100 nM 618 bp PGR fragmentas, turintis viena M.Hhal taikini, pana$iai kaip ir a
paveikslo dalyje, pirmiausia inkubuotas su 50 nM M.Hhal ir 13 mM FA (virSutinis gelis) arba
0.8 M AA (apatinis gelis) 1.5 val k.t., bei po DNR i$valymo papildomai inkubuotas su 800 nM
M.Hhal wt arba C81S 2 val 37°C. Po to DNR hidrolizuota R.Hin6I ir analizuota agaroziniame
gelyje. ¢ Analogiskas eksperimentas kaip a paveikslo dalyje (chromatogramos 1-3 atitinka a
dalies takelius 1-3): 13 pM GCGC/GCGC-24 oligonukleotido ir 15 pM.Hhal wt buvo
inkubuojama su FA 1 val k.t. (1 stadija). Po to DNR iSsodinta etanoliu ir papildomai
inkubuota su 15 pM M.Hhal wt 1 val k.t. (2 stadija) bei analizuota HPLC metodu.
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3.2.5 Metiltransferaziy katalizuojama S-hidroksimetilcitozino reakcija su

tioliais ir selenoliais

Analizuojant M.Hhal katalizuojamo hmC vertimo i citozing reakciju
HPLC chromatogramas, buvo identifikuota papildoma smaile, kurios UV
spektras buvo panaSus 1 citozino. Pritaikius HRMS analizés metoda, buvo
nustatyta Sio junginio molekuliné formulé ir itarta, jog tai — 5-(2-
hidroksietil)tiometil-dC (hetmC) — naujas citozino darinys, susidargs hmC
hidroksigrupg pakeitus merkaptoetilhidroksigrupe, kuri ateina 1§ 2-
merkaptoetanolio, o pastarasis reakcijos miSinyje atsiranda 1§ M.Hhal
saugojimo buferio. Po to S§is junginys buvo irodytas, tiesiogiai
chromatografiskai palyginus chemiskai susintetinta 5-(2-hidroksietil)tiometil-
dU (hetmU) (2.2.10.3) su M.Hhal pagalba gautu hetmC, kuris nitritine rigstimi
buvo deaminintas iki hetmU (2.2.10.4) (pav. 3.13, lentel¢ 3.4).
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< |

OH ]

CFacooHT Hs ™ 1 \ , A 2
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(0] (0] 0.2+
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T T T
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U hmu

18¢&jimo laikas, min

Paveikslas 3.13. Citozino-5 metiltransferaziy katalizuojamo tioliy ir selenoliy
prijungimo prie hmC reakcijos produkty identifikavimas. a Citozino darinio 5-(2-
hidroksietil)tiometil-dC (hetmC), MTaziy fermentiSkai susintetinto i§ hmC ir 2-
merkaptoetanolio, deamininimo reakcija su nitritine rigstimi iki 5-(2-hidroksietil)tiometil-dU
(hetmU) (1) bei dviejy stadiju cheminé hetmU standarto sintez¢ (2, 3). b Chemiskai
susintetinto standarto hetmU (1), MTaziy fermentiskai susintetinto ir iSgryninto hetmC
dalinis deamininimas iki hetmU (2) bei 1 ir 2 sumaiSyty méginiy (1+2) 280 nm HPLC
metodu gautos UV chromatogramos.

Analogiskomis salygomis buvo iSbandyta keli tioliai ir selenoliai: Cys,
Se-Cys, 2-aminoetantiolis, 2-aminoetanselenolis, tioadenozinas ir DTT.

Reakcijos produkty ieSkota TLC metodu, naudojant 31 bp DNR substrata
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G*HGC/GMGC-31, turint] vieng hemimetilinta hemihidroksimetilinta M.Hhal
taikini (2.2.1.3; 2.2.5), arba HPLC-MS metodu, naudojant 24 bp DNR
substrata GCGC/GCGC-24, turint] viena nemetilintg taikini, kuris pirmoje
stadijoje buvo hidroksimetilintas, veikiant metiltransferaze ir FA (2.2.2; 2.2.6).
Rezultatai parod¢, kad M.Hhal geba didelémis iSeigomis prijungti minétus
nukleofilus prie hmC. M.Sssl kiek maziau efektyviai vykdo tioliy ir selenoliy
prijungima. Siai reakcijai, kaip ir prie§ tai minétoms (aldehidy prijungimui prie
taikinio citozino ir hidroksimetilgrupés nuémimui nuo hmC) yra bitinas
katalitinis Cys81 (pav. 3.14; lentelé 3.4). Susidariusiy citoziny dariniy
struktiiras patvirtina HRMS, UV spektrai bet MS1-MS3 duomenys (lentelé 3.4,
pav. 3.15). Su kity tipy nukleofilais, pvz. hidrazinu, p-nitrofenoliu, fenoliu,
metanoliu, natrio sulfidu, natrio azidu, kalio bromidu, natrio jodidu, panaSios

reakcijos produkty nebuvo rasta (neparodyta).

&
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— S 9 9 0.4
2 SIS ’ Cc G T A
S & &
L 02
=538 LA hmC
WEL5S
S8 8B 0.3 be reagento
2cS52% 88 y
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OEEZG2S \
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123456780910 5‘ 2-aminoetantiolis
v . .
> .‘ ‘. 2-aminoetanselenolis
0.1 “ _
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\. Z adenozil-5'-tiolis
C> o 8 . 0 DTT
hmc»..-.-voc.. ‘ : : : : ,
~
O Sy 0 5 20 25 30

15
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Paveikslas 3.14. Citozino-5 metiltransferaziy atliekamas tioliy ir selenoliy prijungimas
prie 5-hidroksimetilcitozino. a 10 nM DNR oligonukleotido G*HGC/GMGC-31 buvo
inkubuota su 200 mM M.Hhal Q82A/Y254S/N304A arba CS81S, 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 fermentiskai sufragmentuota iki 5'-
dNMP ir analizuota TLC metodu. b 13 uM GCGC/GCGC-24 dvigrandzio oligonukleotido
pirmiausia inkubuota su 13 pM M.Hhal ir 13 mM FA 1 val k.t., o po DNR i§sodinimo, DNR
papildomai inkubuota su 13 uM M.Hhal, 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 fermentiskai sufragmentuota iki nukleozidy ir
analizuota HPLC metodu.
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Paveikslas 3.15. Reakcijos produkty 5-(2-hidroksietil)tiometil-2'-deoksicitidino (hetmC)
ir 5-(2-amino-2-karboetil)tiometil-2'-deoksicitidino (aketmC) tyrimas MS/MS metodu.
Teorinés masés ir molekulinés formulés pateiktos skliaustuose.

Lentelé¢ 3.4. Citozino-5 metiltransferaziy katalizuojamas 5-hidroksimetilcitozino
modifikavimas selenoliais ir tioliais.

Modifikacijos
. iSeiga TLC HRMS, m/z
Egzogenis reagentas/ (HPLC), %
. , /0

susidargs produktas Hhal Sl Molekuliné Pamatuota/

formulé (M") Teroriné

2-merkaptoetanolis/ 318.1119/
5-(2-hidroksietiltio)metil-dC (hetmC) >522) | 1001 CoHNsOsS 3403
L-cisteinas (Cys)/ 361.1176/
5-(2-amino-2-karboetiltio)metil-dC (aketmC) 60 (36) 10 C13H20N4O6S 361.1176
L-selenocisteinas (Se-Cys)/ 409.0621/
5-(2-amino-2-karboetilseleno)metil-dC 60 (27) ) Ci3H20N4OcSe 409.0622
2-aminoetantiolis/ 317.1277/
5-(2-aminoetiltio)metil-dC 7523) 1 60 | ColaNeOsS | 5157504
2-aminoetanselenolis/ 365.0725/
5-(2-aminoetilseleno)metil-dC 75 (41) 14 Ci2H20NO,Se 365.0723
adenozil-5'-tiolis/ 523.1718/
5-(5-adenoziltio)metil-dC ey | - CootaeNsO7S | 573 1713
D,L-1,4-ditiotreitolis (DTT)/ 5-(2,3- 394.1105/
dihidroksi-4-merkaptobutiltio)metil-dC n G0y |- CulsNsOS) | g, g

nmn

—reakcija nebuvo atlikta;
"n." — nenustatyta, nes TLC su DTT nesimato papildomy démeliy.

Taigi, citozino-5 MTazés geba prijungti formaldehida, susidarant 5-
hidroksimetilcitozinui taikinyje. MTazés taip pat katalizuoja griztama reakcija:

hmC vertima i citozing bei gali toliau modifikuoti hmC, prijungdamos tiolius ir

selenolius, susidarant 5-chalkogenometilcitozinams (pav. 3.16).
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Paveikslas 3.16. Netipinés citozino-5 metiltransferaziy reakcijos. Formaldedido
prijungimas, susidarant 5-hidroksimetilcitozinui (hmC), pastarojo vertimas | citozing bei
tolimesné hmC modifikacija tioliais arba selenoliais (HX-R), susidarant 5-
chalkogenometilcitozinams.

3.2.6 Netipiniy metiltransferaziy katalizuojamy reakcijy

mechanizmai

Visoms trims aukSCiau apraSytoms netipinéms metiltransferaziy
reakcijoms — aldehidy prijungimui, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams,
pastaryjy konversijai iki citozino bei tolimesnei modifikacijai tioliais ir
selenoliais — yra reikalingos katalitiSkai aktyvios MTazés. Taigi MTazes Siose
reakcijose dalyvauja atpazindamos savo taikinio seka, iSsukdamos bei
aktyvindamos modifikuojama citozing (pav. 3.17).

Metilgrupé nuo kofaktoriaus SAM yra perneSama, vykstant SN2 tipo
nukleofilinio pakeitimo reakcijai. Metiltranferazé aktyvina citozino-5 padéti
deka katalitinio Cys (M.Hhal atveju — Cys81) sudaromos kovalentinés jungties
su citozino C6 atomu. Tokio aktyvinto citozino tarpinio produkto (ACTP) C5
atomas yra nukleofilas ir atakuoja SAM metilgrupés anglies atoma, kuris turi
dalinj teigiama kriivi, susidarant 5,6-dihidrocitozinui (kovalentinis 5,6-
dihidrocitozino tarpinis produktas (KDTP) (Wu ir Santi, 1987; KlimaSauskas ir
kt., 1994). Kai reakcijoje néra SAM, baltymas taip pat geba sudaryti
kovalenting jungti su citozino C6 atomu (Wu ir Santi, 1987), taigi, citozino-5
padétis yra aktyvinta ir egzogeniniai elektrofilai (aldehidai) yra prijungiami,
vykstant nukleofiliniam pridéjimui (pav. 3.17). Susidariusiame tarpiniame
kovalentiniame 5,6-dihidrocitozino komplekse (KDTP) baltymas-citozinas-
aldehidas, skylant baltymo-citozino kovalentinei jung¢iai, priklausomai nuo to,

ar deprotonizuojasi prie C5, ar prie egzociklinés hidroksigrupés esantis
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vandenilis, atitinkamai susidaro hidroksialkilintas citozinas arba citozinas.
Reakcija yra Zzymiai pastiméta | citozino susidarymo puse, kai néra
egzogeniniy aldehidy ir esant aukStesniam terpés pH — bazé padeda

deprotonizuotis citozino hidroksigrupei (pav. 3.18, 3.20b).
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Paveikslas 3.17. Citozino-5 metiltransferaziy katalizuojamos reakcijos. MTazés prijungia
metilgrupe prie citozino, vykstant Sy2 reakcijai tarp aktyvinto citozino tarpinio produkto
(ACTP) ir kofaktoriaus SAM. Reakcija vyksta per kovalentini 5,6-dihidrocitozino tarpini
produkta (KDTP), galiausiai susidarant mC. ACTP gali dalyvauti griztamose nukleofilinio
prijungimo reakcijose su egzogeniniais aldehidais, susidarant 5-(1-hidroksialkil)citozinams, o
pastarieji gali buti toliau modifikuojami, prijungiant tiolius arba selenolius. MTazés ir ju
katalitiniai motyvai parodyti mélynai, reakcijos, vykstancios fermenty akvyviame centre, yra
apibréztos mélynu punktyru, aldehidai parodyti raudonai, tioliai/selenoliai — Zaliai.
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Paveikslas 3.18. Citozino-5 metiltransferazés aktyviame centre esancio kovalentinio 5,6-
dihidro-5-hidroksimetilcitozino tarpinio produktas (KDTP) nykimas. KDTP
deprotonizuojasi C5 ar egzociklinés hidroksigrupés padétyje, susidarant atitinkamai 5-(1-
hidroksialkil)citozinui (deSinéje) arba citozinui (kair¢je). MTazes ir juy katalitiniai motyvai
parodyti mélynai, reakcijos, vykstancios MTazés akvyviame centre, yra apibréztos mélynu
punktyru, aldehidai parodyti raudonai.
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Formaldehidas taip pat gali biiti prijungiamas pirimidiny C5 padétyje,
vykdant cheming sintezg grieztomis bazinémis salygomis (Cline ir kt., 1959;
Alegria, 1967). Siomis salygomis DNR néra stabili (65°C, pH>11, 7 paros),
todel reakcijas galima atlikti tik su nukleotidais, nukleozidais arba bazémis. Su
citozinu taip pat stebima efektyvi paSaliné reakcija — deamininimas, susidarant
uracilui. hmC sintezés tarpinis produktas, spé¢jama, galéty buti aktyvintas
citozinas, 6 padétyje prisijunges hidroksigrupe. Sis tarpinis produktas yra
panasus | MTazeés aktyvinta citozino-baltymo kovalentini tarpini produkta
(ACTP). Toks pat tarpinis produktas yra siiilomas tiesioginése C susidarymo i$
hmC reakcijose, iSsiskiriant formaldehidui, kas buvo stebéta UV Sviesos arba
Sarmy poveikyje (pav. 3.19) (Cline ir kt., 1959; Alegria, 1967; Privat ir
Sowers, 1996).

Paveikslas 3.19. Nefermetiné

NH, e NH, citozino . reakclja. su
H H formaldehidu bei 5-
~ HCHO z =z . . oy s .
T — ;‘\ — )N\ o hidroksimetilcitozino
oM . AT
0P >N o >~nTort 0PN dehlh.roks1metlllnm.13s. a
H E H Cheminé hmC sintezé i$
C hmC

citozino ir formaldehido, esant

aukStam pH. b hmC vertimas {
b NH2 NH, O-—H NHz

H 9y citozing UV poveikyje. Abieju

N7 [ o o, NF N)E/ ono  Teakeiju - sitlomas - tarpinis
—_— —_— + . .

O)\N W, )\N o~ O)\N produktas yra 6-hidroksi-6,5-

LI HoH H dihidrocitozinas (Cline ir kt.,

m c 1959; Alegria, 1967; Privat ir

Sowers, 1996).

Griztamos aldehidy reakcijos su egzociklinémis aminogrupémis,
susidarant N-hidroksialkilintiems nukleobaziy dariniams, yra gerai Zinomos ir
vyksta, esant Zymiai grieztesnéms salygoms — 100 ir daugiau karty didesnéms
FA koncentracijoms (Beland ir kt., 1984). Tokios reakcijos apsprendzia
formaldehido toksiSkuma lasteléms ir yra naudojamos fiksuojant lasteles, nes
susidaro daugybinés baltymo-DNR ir baltymo-baltymo sasiuvos (Solomon ir
Varshavsky, 1985; Wang ir kt., 2007). MTaziy katalizuojamos reakcijos vyksta
specifinése MTaziy atpazistamose sekose, modifikuojant taikinio citozinus
Svelniomis salygomis, kuriomis nebuvo stebéta nei baltymo-DNR sasiuvuy, nei

N-hidroksialkilinty nukleobaziy (neparodyta).
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Tikeétinas tioliy ir selenoliy prijungimo prie hmC mechanizmas yra Sy2
reakcija, kuomet nukleofilas tiesiogiai atakuoja protonuota hidroksigrupe.
Tokiu atveju rugstin¢je terpéje reakcijos su selenoliais turéty vykti Zymiai
geriau, lyginant su tioliais, dél skirtingy Siy junginiy pK, (pvz., Cys pK, yra
8.3, 0 Se-Cys — 5.2 (Wessjohann ir kt., 2007)), o reakcijos efektyvumas turéty
stipriai priklausyti nuo reagenty koncentracijos. Tafiau, detaliau iStyrus Sias
reakcijas, paaiSkéjo, kad tioliy ir selenoliy prijungimo prie hmC reakcijos
greiiai yra labai panaSts iStirtame pH intervale (5.5-8.5), reakcijos
efektyviausiai vyksta rugstiniame pH 5.5-6.5 (tioliai — visiskai protonuoti, o
selenoliai — visiSkai deprotonuoti), esant tioliui ir selenoliui reakcijos misinyje,
pirmenyb¢ yra teikiama selenoliui (netgi esant 10-kartiniam tiolio pertekliui), o
0.01-10 mM tioliy ar selenoliy koncentracijy intervale produkto susidarymo
kiekis kito nezymiai (iki 2 karty) (pav. 3.20). Siuose eksperimentuose buvo
naudotas M.Hhal mutantinis baltymas Q82A/Y254S/N304A, turintis praplésta
kofaktoriaus suriSimo centra (kuriame didelés ar. buvo pakeistos mazesnémis),
nes pradiniuose eksperimentuose pasteb¢jome, kad Sis trigubas mutantas
truputi efektyviau prijungia tiolius ir selenolius, bei ne taip efektyviai
dehidroksimetilina hmC, lyginant su wt baltymu. Naudojant M.SssI wt baltyma
taip pat buvo pastebéta, kad tioliy ir selenoliy prijungimas efektyviausiai
vyksta rigstiniame pH (5.5-6.5), o dehidroksimetilinimas — neutraliame ir
baziniame pH (7.0-8.5) (neparodyta). Sie pastebé¢jimai aiskiai parodo, kad
reakcijos greit] riboja aktyvaus tarpinio produkto susidarymas, kuris
efektyviausiai vyksta riigStinéje terpéje, o nukleofilo stiprumas apsprendzia tik
galutini reakcijos produkta, bet ne reakcijos greiti. Reakcija gali vykti pagal
pasitlytus fermenty timidilatsintetazés (Barrett ir Maltby, 1998) bei
deoksicitidino hidroksimetiltransferazés (Graves ir kt., 1992) modelius:
aktyvinto citozino tarpinio produkto (ACTP) hidroksigrupe dehidroksilina
terpéje esanti rugstis, susidarant 5-metileno tarpiniam produktui (MTP), kuris
yra stiprus elektrofilas. Sio aukstos energijos ekzometileno junginio galima
biity iSvengti, jei vyksta intramolekuliné prie citozino C6 atomo prisijungusios

baltymo Cys sieros ataka 1 hidroksimetilgrupg, susidarant papildoma keturnari
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zieda turin€iam bicikliniam sulfonio tarpiniam produktui (BSTP) (pav. 3.21).
Siam keliui yra reikalingas aktyvaus centro konformacinis plastiskumas, kuris,
pagal molekulinés dinamikos skai¢iavimus, yra galimas M.Hhal (Lau ir
Bruice, 1999). Vis déto, koks tiksliai tarpinis produktas susidaro —
egzometileno ar biciklinis — néra iki galo i8siaiskinta, taciau abiejais atvejais po
nukleofilo (tiolio arba selenolio) pridé¢jimo arba atakos susidaro naujas
produktas. Jei prijungiamas vanduo, susidaro 5-hidroksimetilcitozinas. Esant

aukStesniam pH, nukleofilo prijungimo iSeigos mazé¢ja ir kartu vyksta

konkurenciné reakcija — 5-hidroksimetilinty citoziny konvercija i citozinus.
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Paveikslas 3.20. Citozino-5 metiltransferaziy katalizuojamy tioliy ir selenoliy
prijungimo prie S-hidroksimetilcitozino bei pastarojo konversijos j citozing reakcijy
tyrimas. a, b Viename eksperimente jvertintos tiek tiesioginés (hmC tolimesnis
modifikavimas tioliais ir selenoliais (a)), tieck griztamos (hmC vertimas 1 C (b)) reakcijos
iSeigos, esant skirtingiems pH (pH 6.5 ir 7.4 — acetatinis buf., pH 8.0 — fosfatinis buf., pH 8.5
— Tris-HCI buf.). Reakcijos vykdytos, esant 20 mM G*HGC/GMGC-31 oligonukleotido, 200
nM M.Hhal Q82A/Y254S/N304A mutantinio baltymo ir 12 mM reagento; susidarg produktai
analizuoti TLC metodu. ¢ Reakcijos eiga, kai tiolis ir selenolis yra kartu vienoje reakcijoje.
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UV chromatograma (kairéje) bei tiksliniy hmC ir 2-aminoetanselenolio (viduryje) arba 2-
aminoetantiolio (deSinéje) kondensacijos produkty masés paieskos. Reakcijos vykdytos, esant
13 uM GCGC/GCGC-24 oligonukleotido (pirmiausia modifikuoto M.Hhal ir FA, susidarant
hmC), 13 uM M.Hhal wt ir 1.2 mM 2-aminoetanselenolio (1), 1.2 mM 2-aminoetantiolio (2)
arba 0.6 mM abiejy reagenty (3) ir analizuotos HPLC-MS metodu.
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Paveikslas 3.21. Siulomas citozino-5 metiltransferaziy katalizuojamas tioliy/selenoliy
kondencacijos su 5-hidroksimetilcitozinu mechanizmas (pavyzdziu naudojamas hmC ir 2-
aminoetantiolis). Reakcija vyksta per aktyvinta citozino tarpini produkta (ACTP), kuris déka
rugstinés dehidratacijos virsta aktyviu 5-metileno tarpiniu produktu (MTP) arba bicikliniu
sulfonio tarpiniu produktu (BSTP). Vienas i§ ju toliau dalyvauja greitame tioliw/selenoliy
prijungime. MTazés ir ju katalitiniai motyvai parodyti mélynai, reakcijos, vykstancios
fermenty akvyviame centre, yra apibréztos mélynu punktyru, aldehidai parodyti raudonai,
tioliai/selenoliai — zaliai.

3.2.7 Metiltransferaziy katalizuojamy netipiniy reakcijy

panaudojimas

2009 m. peliy smegeny ir kamieniniy lasteliy DNR buvo atrastas hmC
(Kriauc€ionis ir Heintz, 2009; Tahiliani ir kt., 2009). Nuo pat atradimo pradZios
hmC yra intensyviai tyrinéjamas, taCiau jo vaidmuo epigenetikoje ir DNR
demetilinime iki $iol néra visiskai iSaidkintas (zr. 1.1.4 ir 1.1.5). Sios $estos
bazés tyrimus stabdo metody, galin¢iy atskirti mC nuo hmC, stoka. Be to,
cheminiam hmC jvedimui i sintetinius oligonukleotidus buvo reikalingas
sintezés optimizavimas (Munzel ir kt., 2010). Kokybisky DNR substraty,
turinély hmC bazes, stoka pristabdée hmC in vitro tyrimus. MTaziy
katalizuojamas formaldehido prijungimas prie taikinio citozino, susidarant

hmC, suteiké unikalia galimybg paruosti eilg DNR substraty, turinéiy
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hidroksimetilinta citozina, kuriy nebuvo galima gauti nei PGR, nei cheminés
oligonukleotidy sintezés keliu. hmC atradimas zinduoliy DNR paskatino
panaudoti atrastas MTaziy reakcijas genominés DNR tyrimams hmC analizei.
MTaziy katalizuojamas tioliy ir selenoliy, turin¢iu funkcines grupes,
prijungimas prie hmC jgalina chemiSkai atskirti hmC nuo C ir mC genominéje
DNR. Sia linkme praktiskai isbandéme tris reagentus, turindius merkapto
grupe: 2-aminoetantioli, cisteing ir DTT. Pirmieji du turi funkcines
aminogrupes, prie kuriy chemoselektyviai galima prijungti Zyme, naudojant N-
hidroksisukcinimido (NHS) esteri. DTT atveju viena merkaptogrupé yra
prijungiama prie hmC, o antroji gali buti panaudota prijungiant Zymenis,
turin¢ius maleimida.

X S, Se

. Q Y  -NH,, -SH
N N 2
HXjungtukas-¥ X-jungtukasY ~ Z X-jungtukas-Y-Z -
- —_ z maleimidas,
MTazé NHS esteris
biotinas,
S fluorescuojantis
hmC-DNR funkcine grupe turinti DNR pazymeta DNR Q dazas )

Paveikslas 3.22. Sekai specifinio kovalentinio S-hidroksimeticitozing turinfios DNR
Zyméjimo schema. Pirmoje stadijoje MTazé modifikuoja savo taikinyje esantj hmC tioliais ir
selenoliais (HX), turin€iais funkcines grupes (Y, -SH arba -NH,), prie kuriy antroje stadijoje
yra prijungiama zymée (pilkas rutuliukas, biotinas arba fluorescencinis dazas) per specifing
grupeg (Z, maleimidas arba NHS esteris). MTazés taikinys parodytas pilkai.

Siekiant tiksliai jvertinti reakcijy iSeigas ir fona, atlikome Zyméjimo ir
tikro laiko PGR (TL-PGR) eksperimentus. TL-PGR eksperimentuose buvo
naudoti du PGR fragmentai, kuriy vienas turé¢jo du M.Sssl taikinius su hmC
(tikslinis Zymejimo iSeigai ivertinti naudotas PGR fragmentas), o kitas netur¢jo
(fono ivertinimui naudotas PGR fragmentas). Po reakcijos su M.Sssl ir 2-
aminoetantioliu modifikuota DNR buvo atskiriama nuo nemodifikuotos DNR,
naudojant biotino NHS esteri bei streptavidinu dengtas magnetines daleles.
Tikslinés ir foninés DNR kiekis, esantis ant magnetiniy daleliy, apskaiciuotas
TL-PGR metodu ir palygintas su terpéje likusiu DNR kiekiu. Nustatyta, kad
~50% tikslinio PGR fragmento ir tik ~1% nespecifinio foninio PGR fragmento
"prilimpa" prie magnetiniy daleliy (pav. 3.23d). Po to tokia hmC praturtinta
DNR frakcija galima tirti mikrogardelémis arba nustatyti DNR seka.
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Kitame eksperimente naudojome du PGR fragmentus, kuriy vienas
buvo kontrolinis, skirtas zyméjimo fonui stebéti, o kitas, tikslinis, susintetintas
vietoje dCTP naudojant dhmCTP, taigi, visi citozinai buvo pakeisti 1 hmC.
Tokie PGR fragmentai toliau buvo Zymimi, naudojant M.Sssl ir 2-
aminoetantiolj arba DTT, o po to fluorescencinius dazus Cy5 NHS ester] arba
ATTO-520 maleimida. Su abiem reagentais buvo gautas selektyvus tikslinio
PGR fragmento Zyméjimas (pav. 3.23b,c).

Kita sritis, kur galima pritaikyti netipines MTaziy reakcijas —
kovalentinis DNR Zyméjimas specifinése sekose. Prie§ kelis metus DNR
metiltransferazés ir brangls sintetiniai kofaktoriaus analogai pradéti naudoti
DNR pazyméti specifinése sekose (zr. 1.2.4 ir 3.3.2.2). Pritaikius netipines
MTaziy reakcijas, taip pat galima pazyméti DNR specifinése MTaziy
atpaZistamose sekose, panaudojant paprastus ir pigius cheminius reagentus.
DNR paeiliui veikiant formaldehidu ir tioliu ar selenoliu, bei esant MTazei,
sekai specifiSkai prijungiami du junginiai. Naudojant formaldehida, o po to
cisteing bei prie ivestos aminogrupés chemoselektyviai prijungus fluoresceino
NHS ester;, sekai specifiSkai M.Hhal taikiniuose pazyméjome plazmiding
DNR. Fluorescencijos intensyvumas plazmidinés DNR fragmentuose po
REaziy hidrolizés pasiskirsté pagal M.Hhal taikiniy kieki (pav. 3.23a).

Kitas paprastesnis zyméjimo biidas biity didesniy aldehidy, turinciuy
funkcines grupes, panaudojimas. Tac¢iau wt tipo MTazés neefektyviai prijungia
didesnius net FA aldehidus. ISbandzius M.Hhal mutantini baltyma
Q82A/N304A, turintj praplésta kofaktoriaus suriSimo centra, paaiskejo, kad jis
efektyviau nei wt prijungia AA bei geba prijungti FA, reakcijos miSinyje esant
kofaktoriaus analogui SAH (wt baltyma SAH visiskai uzslopino) (pav. 3.23e).
Taigi, tikétina, kad kryptinga baltymy inZinerija gali pagerinti baltymy, kurie
prijungia didesnius aldehidus, efektyvuma.
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Paveikslas 3.23. Sekai specifinis kovalentinis S-hidroksimetilcitozing turincios DNR
Zyméjimas ir praturtinimas. a Plazmidinés pUC19 DNR zyméjimas fluorescuojancia
grupe, naudojant M.Hhal, formaldehida, cisteing ir fluoresceino NHS esteri. Po Zyméjimo
reakcijos DNR buvo sufragmentuota su R.FspBl ir analizuota agaroziniame gelyje.
Pirmiausia gelis nuskanuotas, naudojant 473 nm lazerj, o po to nudaZytas etidZio bromidu. b-
¢ Dvieju PGR fragmenty miSinio, kuriy vienas tikslinis buvo susintetintas naudojant dhmCTP
(hmC DNR), o kitas kontrolinis — dCTP (C DNR), zymé¢jimas, naudojant M.Sssl, DTT ir
ATTO-520 maleimida (b) arba M.Sssl, 2-aminoetantioli ir Cy5 NHS esteri (c). Po
elektroforezés agaroziniame gelyje DNR pirmiausia buvo vizualizuota naudojant reikiama
lazeri (473 nm (b) arba 633 nm (c)) ir po to nudazyta etidzio bromidu (EtBr). d PGR
fragmenty miSinys, turintis arba neturintis hmC (hmC-DNR (2 M.Sssl taikiniai) ir C-DNR
(néra M.Sssl taikiniy), buvo veikiamas 2-aminoetantioliu, esant M.Sssl. Po to prie ivestos
aminogrupés prijungtas biotino NHS esteris ir biotinu modifikuota DNR atskirta nuo
nemodifikuotos, naudojant streptavidinu padengtas magnetines daleles. Kiekvieno fragmento
kiekis buvo jvertintas, atliekant tikro laiko PGR tiesiai nuo daleliy, ir palygintas su terpéje
likusiu DNR kiekiu. e Padidinus kofaktoriaus suriS§imo kiSeng¢ (mutantinis baltymas
Q82A/N304A), M.Hhal geba prijungti formaldehida (FA) reakcijoje esant SAH bei didesne
iSeiga nei wt prijungti acetaldehida (AA). Reakcijos vykdytos, esant 20 nM DNR
G*CG*C/GMGC-32, 560 uM SAH (takeliai 2, 4, 6, 8), 125 nM M.Hhal 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 Rezultaty aptarimas

3.3.1 Cheminis fermenty vykdomo citozino iSsukimo tyrimo metodas

Paprastas, pigus ir sudétingos irangos nereikalaujantis cheminis

fermento iSsukty citoziny identifikacijos metodas gali buti taikomas tieck DNR

citozino-5 metiltransferazéms, tiek  restrikcijos endonukleazéms.

84



Metiltransferaziy atveju reakcija vyksta Svelniomis salygomis, tafiau yra
bitinas ne tik bazés iSsukimas bet ir citozino ziedo aktyvacija, susidarant
baltymo-citozino kovalentiniam kompleksui. Reakcijose su MTazémis keiciasi
Caa specifiSkumas: susidaro kiti reakcijos produktai nei viengrandés DNR ar
REaziy-DNR kompleksy atvejais. Reikia nepamirsti, kad choracetaldehidas yra
stiprus elektrofilas ir reaguoja ne tik su DNR, bet ir su baltymy nukleofiliniais
centrais (aminogrupémis bei sieros atoma turinciomis ar.). Manome, kad dél
Siy paSaliniy reakciju didelése Caa koncentracijose bei naudojant
bromoacetaldehida, kuris yra stipresnis elektrofilas, gali vykti baltymo
inaktyvacija.

3.3.2 Netipinés DNR citozino-5 metiltransferaziy katalizuojamos

reakcijos

Atrastos netipinés MTaziy reakcijos — trumpy alifatiniy aldehidu
prijungimas 1 citozino-5 padeéti, susidariusiy 5-(1-hidroksialkil)citoziny
vertimas ] citozinus bei tolimesné 5-(1-hidroksialkil)citoziny modifikacija
prijungiant tiolius ir selenolius — yra idomios keliais aspektais. Visy pirma, yra
labai netikéta, kad DNR citozino-5 metiltransferazés, kurios paprastai pernesa
metilgrupg nuo kofaktoriaus SAM, taip pat geba panaudoti visai 1 kofaktoriy
nepanasius junginius: 1) aldehidus, prijungdamos juos i citozino-5 padéti ir 2)
tiolius arba selenolius, kuriais toliau modifikuojamas taikinyje esantis hmC.
Pastarosiose reakcijose MTazés atpaZista bei modifikuoja pakitusi DNR
substrata — vietoje taikinio citozino turintj hmcC.

Netipinés metiltransferaziy reakcijos buvo atrastos tuo paciu metu kaip
ir $e§ta — hmC — bazé genominéje eukarioty DNR. Sis sutapimas paskatino
i1sjungti 1 metody, kurie jgalinty nustatyti hmC pozicijas genomin¢je DNR,
kiirimo lenktynes ir leido pasiiilyti galimas veikéjus, kurie dalyvauja

atsirandant hmC bei demetilinant DNR eukariotiniuose organizmuose.
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3.3.2.1 Metiltransferaziy katalizuojamy netipiniy reakcijy sasaja su 5-

hidroksimetilcitozino atsiradimu ir demetilinimu eukariotinéje DNR

In vivo ir in vitro eksperimenty rezultatai rodo, kad Tet baltymai vercia
mC 1 hmC. Manoma, kad tai yra pagrindinis hmC atsiradimo kelias
eukariotin¢je DNR (Tahiliani ir kt., 2009). Teoriskai metiltransferazés taip pat
galéty prisideéti prie hmC kiekio padidéjimo, nes formaldehido koncentracijos
lastelése gali biiti panaSios 1 naudotas miisy eksperimentuose (Heck ir
Casanova, 2004), o miisy rezultatai rodo, kad pelés MTaz¢ Dnmtl, nors ir
Zymiai maZesnémis iSeigomis nei prokariotinés MTazes, prijungia
formaldehida prie citozino, susidarant hmC (pav. 3.7c). Aldehidy prijungimas {
citozino-5 padéti yra galimas, tik jei MTazé néra prisijungusi kofaktoriaus
SAM. Lasteléje SAM kiekis yra didelis, nes jis dalyvauja daugelyje gyvybei
butiny procesy. Taciau didelés daugiadomeninés eukariotinés MTazés gali
turéti specialius mechanizmus, kurie uzblokuoty SAM‘o patekima | aktyvy
fermento centra. Neatmetama galimybe¢, kad tam tikrose lastelés vietose SAM
kiekis gali biiti minimalus.

Idomu, kad eukariotiniy lasteliy mitochondrinéje DNR taip pat buvo
surastas mC ir hmC. Parodyta, kad metiltransferazés Dnmtl genas turi
alternatyvia transliacijos pradzia, kuri koduoja signalini peptida, nukreipianti
Dnmtl { mitochondrijas. TET baltymu atveju panaSiy signaliniy seky néra,
taigi, neaiSku, 1§ kur hmC atsiranda mitochondrin¢je DNR (Shock ir kt., 2011).
Neatmetama galimybé, kad tam tikromis salygomis ir konkreCioje vietoje
MTazés gali prijungti formaldehida savo taikiniuose, susidarant hmC in vivo
(pav. 3.24).

Vienas 1§ pasiilyty DNR demetilinimo keliy yra tiesioginis metilo
grupés nuémimas nuo mC. C-C jungties nutraukimui yra reikalinga milZiniSka
energija, kuri sumazety, jei metilo grupé biity oksiduojama iki hidroksigrupés,
aldehidinés arba karboksigrupés. Metilo grupés pasalinima nuo azoto atomy
katalizuoja E. coli alkilinty DNR pazaidy taisymo fermentas AlkB, kuris
oksiduoja 1-metiladening ir 3-metilcitozing iki hidroksimetilinty dariniy, nuo

kuriy spontaniSkai atskylant aldehidui, yra iStaisoma paZzaida (Sedgwick ir kt.,
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2007). Panasus mechanizmas yra biidingas ir histony demetilazéms. Nors C-C
rySio nutraukimas reikalauja daugiau energijos nei C-N, timino bazés
skaldymo kelyje, dalyvaujant dviems fermentams, timino metilo grupé yra
oksiduojama pirmiausia iki hidroksimetilgrupés, po to iki formilo ir galiausiai
iki karboksigrupés, kuri yra pasalinama anglies dvideginio pavidalu, susidarant
uracilui. PanaSus reakcijos mechanizmas buvo pasitilytas fermentiniame DNR
demetilinimo kelyje, kai tik buvo atrasti Tet baltymai, naudojantys tokius
pacius kofaktorius kaip ir ankS¢iau minéti fermentai: 2-oksogliutarata, deguoni
ir gelezi (Wu ir Zhang, 2010). Tet baltymai efektyviai oksiduoja mC
metilgrup¢ 1ki hidroksimetilgrupés, susidarant hmC, taciau tolimesné
oksidacija iki 5-formilcitozino (fC) ir 5-karboksicitozino (caC) néra efektyvi ir
pradzioje net liko nepastebéta (He ir kt., 2011; Ito ir kt., 2011), o fC ir caC
tarpiniy produkty iSmatuojamo kiekio nepavyko surasti gamtin¢je DNR
(Globisch ir kt., 2010). Taciau pasitelkus jautresnius metodus labai mazi fC ir
caC kiekiai (100 ir daugiau karty mazesni nei hmC) buvo surasti embrioninése
kamieninése lastelése ir jvairiuose audiniuose (Ito ir kt., 2011; Pfaffeneder ir
kt., 2011). Miisy atrasta formaldehido paSalinimo nuo hmC C5 atomo reakcija,
aktyviai veikiant MTazei, leidzia geriau suprasti galimus fermentinio DNR
demetilinimo kelius, kurie iki S$iol dar néra iki galo iSaiSkinti. Misy
eksperimentai rodo, kad demetilinimas gali vykti per hmC tarpini produkta,
kuris virsta { citozing, aktyviai dalyvaujant fermentui. /n vivo $ia reakcija
galéty vykdyti specialus baltymas, naudojantis panasy 1 MTaziy citozino
aktyvacijos mechanizma. Mazai tikétina, kad MTazés in vivo ne tik metilina,
bet ir demetilina DNR, nors vienas tyrimas atskleidé¢, kad eukariotinés MTazés
gali biti susijusios su DNR demetilinimu (pav. 2.24) (Metivier ir kt., 2008).
Naujausi kity mokslininky in vitro ir in vivo eksperimentai parode¢, kad
fC ir caC bazes yra efektyviai iSkerpamos TDG glikozilazes (He ir kt., 2011;
Maiti ir Drohat, 2011). Kitas tyrimas atskleid¢, kad smegenyse hmC yra
deamininamas iki hmU AID/APOBEC dezaminaziy, o hmU baz¢ yra
iSkerpama i§ DNR TDG/SMUGI1 (SMUGI — hmU glikozilaze) glikozilaziy
(pav. 3.24) (Cortellino ir kt., 2011; Guo ir kt., 2011). Taip pat yra pasiiilyta,
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kad fC ir caC gali tiesiogiai virsti { citozing, dalyvaujant specialiems
fermentams: deformilazei ir dekarboksilazei (Wu ir Zhang, 2010; Pfaffeneder
ir kt., 2011). Beje, hmC glikozilaziniu aktyvumu pasizymi verSiuko uzkriicio
liaukos ekstraktai (Cannon ir kt., 1988), taigi, toliau tyrinéjant demetilinima,
gali atsirasti ir daugiau svarbiy veikéju. [domu, kad hmU ir hmC glikozilazés,
TET baltymai ir hmC yra tik tuose eukariotuose, kurie turi mC, taciau jie
nebidingi prokariotams, mieléms ir drozofiloms, kurie neturi arba turi labai
mazus mC kiekius (Cannon ir kt., 1988; Boorstein ir kt., 1989; Cannon-

Carlson ir kt., 1989; Song ir kt., 2010, a).
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Paveikslas 3.24. Aktyvaus DNR demetilinimo mechanizmai Zinduoliuose. Zaliomis
rodyklémis nurodytas 5-metilcitozino (mC) oksidacijos kelias iki 5-karboksicitozino (caC)
per 5-hidroksimetilcitozino (hmC) ir 5-formilcitozino (fC) tarpines stadijas; oksidacija atlieka
oksogenazés Tetl,2,3. Alyvinémis rodyklémis nurodytas deamininimo kelias, kuriame
dalyvauja deaminazés AID ir APOBEC, bei, galbiit, DNR metiltransferazés Dnmt3a ir
Dnmt3b; mC ir hmC yra deamininami iki timino (T) ir 5-hidroksimetiluracilo (hmU).
Meélynomis rodyklémis nurodytas baziy iSkirpimo taisymo kelias, kuriame dalyvauja
glikozilazés TDG, MBD4 ir SMUGI1. Raudonomis punktyrinémis rodyklémis nurodytos
DNR citozino-5 metiltransferaziy netipinés reakcijos — hidroksimetilinimas ir
dehidroksimetilinimas, kurios dar néra patvirtintos in vivo.
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3.3.2.2 Metiltransferaziy katalizuojamy netipiniy reakcijy panaudojimas

Pries 3 metus atradus hmC eukariotin¢je DNR, reikéjo sukurti naujus
metodus hmC pozicijy nustatymui. Auksiniu standartu laikytas ir daZniausiai
naudotas metodas mC pozicijoms nustatyti yra DNR sekos nustatymas po
natrio bisulfito reakcijos. Deja, Siuo metodu negalima atskirtt mC nuo hmC,
nes 5 padétyje modifikuoti citozinai, prieSingai nei nemodifikuoti, néra
deamininami (citozinai deamininasi iki uridiny ir yra nuskaitomi kaip U-A
pora, o mC ir hmC yra normaliai perskaitomi, kaip C-G poros) (pav. 3.25).
Metilinimui jautrios restrikcijos endonukleazés, naudojamos mC tyrimams,
taip pat neatskiria skirtingy pakaity citozino-5 padétyje, ir tik metodai, kurie
pagristi mC antiktinais arba su mC saveikaujanciais baltymais, leidzia atskirti
metilinta citozing nuo nemodifikuoto arba hidroksimetilinto (Huang ir kt.,
2010; Jin ir kt., 2010; Nestor ir kt., 2010). Taigi, reikéjo ne tik atidZiai
perzitréti DNR metilinimo duomenis, nes juose vietoje mC gali biiti ir hmC,
bet taip pat sukurti naujus metodus, kurie leisty atskirti metilinima nuo
hidroksimetilinimo. Per 3 metus kartu su misy siilomu metodu, hmC
pozicijoms nustatyti buvo pasiiilyta keletas budy, kurie remiasi skirtingais
principais:

1) REaziy panaudojimu. Kai kurios REazés (R.Mspl, R.Glal, R.MsplI)
geba kirpti DNR esant mC ir hmC, taiau pastaraji gliukozilinus, panaudojant
fagy gliukoziltransferazes, DNR jau néra karpoma (Zheng ir kt., 2010; Davis ir
Vaisvila, 2011). Kitos REazés specifiskai karpo hmC turin¢ia DNR (PvuRts11)
(Szwagierczak ir kt., 2011; Wang ir kt., 2011).

2) Vienos molekulés naujy DNR sekoskaitos technologijy panaudojimu,
kurios geba atskirti hmC nuo mC be jokiy papildomy etapu (Flusberg ir kt.,
2010; Wallace ir kt., 2010; Wanunu ir kt., 2010).

3) Tripanosomos baltymo, saveikaujancio su J baze, panaudojimu, kuris
taip pat specifiskai riSa gliukozilinta hmC (Robertson ir kt., 2011).

4) Tiksline hmC oksidacija, dé¢l kurios piperidino poveikyje atsiranda

DNR grandinés triikiai (Okamoto ir kt., 2011).
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5) Gliukozilinto hmC oksidacija natrio perjodatu. Oksiduojant atsiveria
gliukozes ziedas, ir susidaro dvi aldehidogrupés, prie kuriy gali buti prijungtos
dvi reporterinés molekulés (pav. 3.26a) (Pastor ir kt., 2011).

6) Antikiinais prieS hmC arba prie§S S5-sulfonilmetilcitozing, kuris
susidaro, hmC veikiant natrio bisulfitu (pav. 3.25¢) (Ficz ir kt., 2011; Jin ir kt.,
2011; Pastor ir kt., 2011).

7) Modifikuotais T4 fago gliukoziltransferaziy kofaktoriy analogais.
Sintetiniai kofaktoriy analogai, gliukozés SeStos hidroksigrupés vietoje turintys
azido (Song ir kt., 2010, a) ar aldehidogrupes (Song ir kt., 2011, b), yra
pritaikyti atskirti hmC turin¢ia DNR frakcija, naudojant bioting su triguba
jungtimi ir biotino-hidroksiamino konjugata (pav. 3.26b). Abu kofaktoriai taip
pat gali buti naudojami kombinacijose su RE, ekzonukleaze III ar DNR
polimerazémis, norint tiksliai nustatyti hmC pozicijas (Song ir kt., 2010, a;

Song ir He, 2011; Song ir kt., 2011, b).

a NH, NH 0 o
desulfoninimas
N™ | NaHSO3 deamininimas  HN (I)I (aukstas pH)  HN |
)\ grelta )\ )\ S—OH )\
o N (o) N (I)I o N
DNR ¢ DNR DNR DNR U
b NHZ C NH2
N7 | NatisOg )I N)j/\ou NaHSO, /Y
)\ Ieta )\ O)\N Iabal
o) ’}‘ , grelta
DRR mC DNR hmC DNR

5-sulfonilmetilcitozinas

Paveikslas 3.25. Citozino (a), 5-metilcitozino (b) ir 5-hidroksimetilcitozino (c) reakcijos
su natrio bisulfitu (NaHSO;) (Huang ir kt., 2010).

Daugumos §iy metody veikimas yra pademonstruotas su kontrolinémis
DNR ir reikalauja papildomo optimizavimo, norint juos taikyti genomineés
DNR tyrimams hmC pozicijy identifikavimui. Tik paskutiniai 3 metodai buvo
iSbandyti praktiSkai, tiriant genoming DNR. Svarbiausios metodo savybeés,
kurias nori pasiekti metody kuréjai, yra vieno nukleotido skiriamoji geba bei

galimybé tirti visa genoma, t.y. labai svarbu, kad po manipuliacijyu su hmC
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turinia DNR, ja toliau buty galima naudoti sekoskaitoje arba mikrogardelése.
Dabar $iuos abu kriterijus atitinka vienintelis paskutinis metodas kombinacijoje
su vienos molekulés tikro laiko DNR sekoskaita (angl. single-molecule, real-
time (SMRT) DNA sequencing), kuomet DNR polimerazé¢ sustoja ties
papildomai modifikuotomis hmC bazémis, leisdama tiksliai identifikuoti
hidroksimetilinta citozing (Song ir kt., 2011, a). Tikétina, kad ir miisy metode
prie ivesty funkciniy grupiu prijungus dideles chemines grupes, galima gauti
efektyvius DNR polimeraziy stojimus, o tai leisty pasiekti vieno nukleotido
skiriamaja geba. Kitas misy sitilomo metodo privalumas — galimybé iStirti
visas CG sekas genome, panaudojus M.Sssl. Eukariotuose (pvz. Zinduoliy
somatinése lastelése) mC, taigi, tikétina, kad ir hmC, yra randamas beveik tik
CG sekose. Kartu taikant seniau sukurta mTAG (Zr. toliau ir 1.2.4), naudojant
panaSias eksperimentines procediras, biity galima tirti tieck mC, tiek hmC
pozicijas genominéje DNR.

Kita sritis, kur galima pritaikyti netipines MTaziy reakcijas —
kovalentinis DNR Zyme¢jimas specifinése sekose. Metodai, skirti DNR zyméti
specifinése sekose, yra vis placiau taikomi tiek mokslinése, tiek medicinos
laboratorijose (Ghosh ir kt., 2006). Prie§ kelis metus DNR metiltransferazes
pradétos naudoti DNR pazyméti specifinése sekose (Dalhoff ir kt., 2006;
Lukinavigius ir kt., 2007). Sis naujas mTAG metodas susideda i§ dviejy
zingsniy: pirmiausia nuo dvigubai aktyvinto sintetinio kofaktoriaus ant DNR
MTazé pernesa funkcing grupg (pav. 1.11¢) (pvz.: amino, merkapto, alkino ir
kt.), prie kurios antrame Zingsnyje yra prijungiama reporterin¢ grupé (pvz.:
biotinas, fluorescuojantis dazas), panaudojant gerai Zinomas chemoselektyvias
reakcijas su funkcinémis grupémis. mTAG metodas yra selektyvus ir
specifiSkas, taCiau salyginai brangus dé¢l sudétingos kofaktoriy sintezés.
Pritaikius netipines MTaziy reakcijas, paeiliui veikiant formaldehidu ir
cistaminu (arba 2-aminoetantioliu ar DTT) bei esant MTazei, galima pazymeéti
DNR specifinése MTaziy atpazistamose 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
B-gliukoziltransferazé (BGT) pernesa gliukozés lickanas nuo natiiralaus (a) arba sintetinio
kofaktoriaus uridinil-(1-gliukozil)difosfato (UDP-glc arba UDP-6-X-glc) (b) ant 5-
hidroksimetilcitozino (hmC). Prijungta gliukozés liekana yra oksiduojama natrio perjodatu,
susidarant dviems aldehidogrupéms (a). Naudojant sintetinj kofaktoriaus analoga, gliukozés
Sestos hidroksigrupés vietoje turinti funkcines azido arba aldehidogrupes (UDP-6-N;-glc arba
UDP-6-CHO-glc), funkcinés grupés yra prijungiamos prie hmC (b). ¢ DNR citozino-5
metiltransferazés modifikuoja savo taikinyje esanti hmC, hidroksigrupg pakeisdamos tioliais
arba selenolais, turinéiais funkcines amino arba merkaptogrupes. [vestos funkcinés grupés
(aldehido, azido, amino ar merkapto) toliau naudojamos, prijungiant bioting ir atskiriant hmC
turin¢ia DNR frakcija. Paruos$ta, remiantis letaratiriniais duomenimis (Song ir kt., 2010, a;
Mungzel ir kt., 2011; Pastor ir kt., 2011; Song ir kt., 2011, b).
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ISVADOS

1. Pademonstruota, kad 2-chloracetaldehidas gali biiti naudojamas
nesuporuoty citoziny identifikavimui DNR citozino-5 metiltransferaziy ir
restrikcijos endonukleaziy kompleksuose su DNR, reakcijos metu susidarant

atitinkamai N* 5- arba N3,N*-etenocitozino dariniams.

2. DNR citozino-5 metiltransferazés katalizuoja trumpy alifatiniy
aldehidy jyungima 1 modifikuojamo citozino-5 padéti ir 5-(1-

hidroksialkil)citoziny vertima | nemodifikuotus citozinus in vitro.

3. DNR citozino-5 metiltransferazés katalizuoja alkiltioliy ir
alkilselenoliy kondensacija su 5-hidroksimetilcitozino liekanomis DNR in
vitro. Reakcija vyksta protonizacijos-dehidratacijos biidu, susidarant tarpinei
citozino-5-egzometileno (arba biciklinio citozino-5,6-tietano) dalelei, kuri
prijungia nukleofila, susiformuojant atitinkamiems 5-
chalkogenometilcitozinams. Aktyvios tarpinés dalelés susidarymas yra nuo pH
priklausanti ir bendra reakcijos greiti ribojanti stadija, o nukleofilo stiprumas

lemia prijungimo reakcijos selektyvuma.
4. Parodyta, kad citozino-5 metiltransferaziy katalizuojama 5-

hidroksimetilcitozino modifikacija alkiltioliais ir alkilselenoliais gali buti

naudojama selektyviam funkciniy ir reporteriniy grupiy jjungimui i DNR.
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PADEKA

Dékoju darbo vadovui Sauliui KlimaSauskui uz neiSmatuojama indéli 1 §i
darba. Acitu uz pagalba planuojant eksperimentus, interpretuojant duomenis ir rasant
disertacija; uz kantrybe aiSkinant MTaziu reakciju mechanizmus ir uz tai, kad pries
penkis metus paskatino pasilikti moksle.

Dékoju visiems Biotechnologijos instituto kolegoms uz patarimus, diskusijas
ir draugiska darbo atmosfera. Labai acii Viktorui Maseviciui uz nepailstama
organiniy reakciju mechanizmy aiSkinima, standarty sintez¢ ir organiniy junginiy
nomenklattiros konsultacijas; Editai Kriukienei uz atlikta DNR Zyméjimo biotinu ir
praturtinimo eksperimenta; Grazvydui Lukinavi¢iui uz HPLC-MS pradziamoskli;
Riitai Gerasimaitei uz pagalba, atlieckant pirmus TLC eksperimentus; Giedrei
Urbanaviciiitei uz nesuskai¢iuojama galybe anksti ryte iSimty TLC ploksteliy ir DNR
zyméjimo konsultacijas; Gintautui Tamulaiciui uz pagalba, dirbant su restrikcijos
endonukleazémis ir ju preparatus; Giedriui Vilkaiciui, Eglei Merkienei, Miglei
Tomkuvienei, Linai Leinartaitei ir Zdislav StaSevskij uz mutantiniy baltymy
preparatus; savo pirmajai mokslinio darbo vadovei Daliai Daujotytei uz tai, kad
iSmok¢ savarankiskai dirbti, kritiSkai zitiréti i gautus rezultatus bei niekada neprarasti
vilties; savo studentams Indrei Grigaitytei ir Gintautui Vainoriui uz produktyvy darba
ir gera nuotaika; Ervinui Gaidamauskui ir Romanui Chaleckui uz visus atsiystus man
neprieinamus straipsnius.

Dékoju savo pirmajai biologijos mokytojai Birutei Diliautienei, kuri sudomino
gyvybés mokslais, ir chemijos mokytojai Liudai Pivoritinienei, kuri, negailédama
laiko ir jéguy, per kelis ménesius paruo$é mane chemijos egzaminui.

Dékoju savo kalny, kelioniy ir mokslo draugams uz smagu laisvalaiki,
domejimasi disertacijos darbais, mokslines ir nemokslines diskusijas.

Dékoju savo tévams uz tai, kad augau beveik miSke ir nuo mazy dieny
tyrin¢jau mus supanti gyvaji pasauli, uz didelg ir grazia Seima ir visus kitus Zodziais
sunkiai nusakomus dalykus. Dékoju savo seséms ir broliui bei ju Seimoms, kad buvo
Salia, doméjosi ir visuomet palaiké. Savo sesei dvynei Editai dékoju uz kantrybe,

skaitant ir ieSkant klaidy disertacijoje.

97



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

LITERATUROS SARASAS

Alegria, A. H. (1967). "Hydroxymethylation of pyrimidine mononucleotides with
formaldehyde." Biochim. Biophys. Acta 149: 317-324.

Antequera, F. and A. Birds (1993). "Number of CpG islands and genes in human and mouse."
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 11995-11999.

Bair, C. L. and L. W. Black (2007). "A type IV modification dependent restriction nuclease
that targets glucosylated hydroxymethyl cytosine modified DNAs." J Mol Biol 366(3): 768-
78.

Barrett, J. E. and Maltby (1998). "Trapping of C5 methylene intermediate in thymidylate
synthase." J. Am. Chem. Soc. 120: 449-450.

Beland, F. A., N. F. Fullerton and R. H. Heflich (1984). "Rapid isolation, hydrolysis and
chromatography of formaldehyde-modified DNA." J Chromatogr 308: 121-31.

Bestor, T. H. (2000). "The DNA methyltranferases of mammals." Humans Molecular
Genetics 9(16): 2395-2402.

Bhattacharya, S. K., S. Ramchandani, N. Cervoni and M. Szyf (1999). "A mammalian protein
with specific demethylase activity for mCpG DNA." Nature 397(6720): 579-83.

Bhutani, N., D. M. Burns and H. M. Blau (2011). "DNA Demethylation Dynamics." Cell
146(6): 866-872.

Biernat, J., J. Ciesiolka, P. Gornicki, R. W. Adamiak, W. J. Krzyzosiak and M. Wiewiorowski
(1978). "New observations conserning the chloroacetaldehyde reaction with some tRNR
constituents. Stable intermediates, kinetics and selectivity of the reaction." Nucleic Acids Res.
5(3): 789-804.

Bochtler, M., R. H. Szczepanowski, G. Tamulaitis, S. Grazulis, H. Czapinska, E. Manakova
and V. Sik$nys (2006). "Nukleotide flips determine the specificity of the Ecl18kl restriction
endonuklease." EMBO J. 25(10): 2219-2229.

Bogdanovic, O. and G. J. Veenstra (2009). "DNA methylation and methyl-CpG binding
proteins: developmental requirements and function." Chromosoma 118(5): 549-65.

Boorstein, R. J., L. N. Chiu and G. W. Teebor (1989). "Phylogenetic evidence of a role for 5-
hydroxymethyluracil-DNA glycosylase in the maintenance of 5-methylcytosine in DNA."
Nucleic Acids Res 17(19): 7653-61.

Cannon, S. V., A. Cummings and G. W. Teebor (1988). "S5-Hydroxymethylcytosine DNA
glycosylase activity in mammalian tissue." Biochem Biophys Res Commun 151(3): 1173-9.
Cannon-Carlson, S. V., H. Gokhale and G. W. Teebor (1989). "Purification and
characterization of 5-hydroxymethyluracil-DNA glycosylase from calf thymus. Its possible
role in the maintenance of methylated cytosine residues." J Biol Chem 264(22): 13306-12.
Cao, C., J. S. Jiang, J. T. Stivers and F. Song (2004). "Dynamic opening of DNA during the
enzymatic search for a damaged base." Nat. Struct. Biol. 11: 1230-1236.

Cheng, X. and R. M. Blumenthal (1996). "Finding a basis for flipping bases." Structure 4:
639-645.

Cheng, X. and R. J. Roberts (2001). "AdoMet-dependent methylation, DNA
methyltransferases and base flipping." Nucleic Acids Res. 29(18): 3784-3795.

Cline, R. E., R. M. Fink and K. Fink (1959). "Synthesis of 5-substituted pyrimidines via
formaldehyde addition." J. Am. Chem. Soc. 81: 2521-2527.

Cortellino, S., J. F. Xu, M. Sannai, R. Moore, E. Caretti, A. Cigliano, M. Le Coz, K.
Devarajan, A. Wessels, D. Soprano, L. K. Abramowitz, M. S. Bartolomei, F. Rambow, M. R.
Bassi, T. Bruno, M. Fanciulli, C. Renner, A. J. Klein-Szanto, Y. Matsumoto, D. Kobi, I.
Davidson, C. Alberti, L. Larue and A. Bellacosa (2011). "Thymine DNA Glycosylase Is
Essential for Active DNA Demethylation by Linked Deamination-Base Excision Repair."
Cell 146(1): 67-79.

Dalhoff, C., G. Lukinavicius, S. KlimaSauskas and E. Weinhold (2006). "Direct transfer of
extended groups from synthetic cofactors by DNA methyltransferases." Nat Chem Biol 2(1):
31-2.

Daujotyté, D., Z. Liutkevicitté, G. Tamulaitis and S. KlimaSauskas (2008). "Chemical
mapping of cytosines enzymatically flipped out of the DNA helix." Nucleic Acids Res.
36(10): e57.

98



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Daujotyté, D., S. Serva, G. Vilkaitis, E. Merkiené, C. Venclovas and S. Klimasauskas (2004).
"Hhal DNA methyltransferase uses the protruding GIn237 for active flipping of its target
cytosine." Structure 12: 1047-1055.

Davis, T. and R. Vaisvila (2011). "High sensitivity 5-hydroxymethylcytosine detection in
Balb/C brain tissue." J Vis Exp (48).

Dawlaty, M. M., K. Ganz, B. E. Powell, Y. C. Hu, S. Markoulaki, A. W. Cheng, Q. Gao, J.
Kim, S. W. Choi, D. C. Page and R. Jaenisch (2011). "Tetl Is Dispensable for Maintaining
Pluripotency and Its Loss Is Compatible with Embryonic and Postnatal Development." Cell
Stem Cell 9(2): 166-175.

Dornberger, U., M. Leijon and H. Fritzsche (1999). "High Base Pair Opening Rates in Tracts
of GC Base Pairs." J Biol Chem. 274: 6957-6962.

Dryden, D. T. F. (1999). Bacterial DNA Methyltransferases. S-Adenosylmethionine-
dependent Methyltransferases: Structures and Functions. X. Cheng, Blumenthal, R. M.
Singapore, World Scientific: 283-340.

Fauman, E. B., R. M. Blumenthal and X. Cheng (1999). Structure and evolution of AdoMet-
dependent  methyltransferases. = S-Adenosylmethionine-dependent  Methyltransferases:
Structures and Functions. X. Cheng, Blumenthal, R. M. Singapore, World Scientific: 1-38.
Feng, S., S. J. Cokus, X. Zhang, P. Y. Chen, M. Bostick, M. G. Goll, J. Hetzel, J. Jain, S. H.
Strauss, M. E. Halpern, C. Ukomadu, K. C. Sadler, S. Pradhan, M. Pellegrini and S. E.
Jacobsen (2010). "Conservation and divergence of methylation patterning in plants and
animals." Proc Natl Acad Sci U S A 107(19): 8689-94.

Ficz, G., M. R. Branco, S. Seisenberger, F. Santos, F. Krueger, T. A. Hore, C. J. Marques, S.
Andrews and W. Reik (2011). "Dynamic regulation of 5-hydroxymethylcytosine in mouse ES
cells and during differentiation." Nature 473(7347): 398-402.

Flusberg, B. A., D. R. Webster, J. H. Lee, K. J. Travers, E. C. Olivares, T. A. Clark, J.
Korlach and S. W. Turner (2010). "Direct detection of DNA methylation during single-
molecule, real-time sequencing." Nat Methods 7(6): 461-5.

Gerasimaité, R., E. Merkiené and S. KlimaSauskas (2011). "Direct observation of cytosine
flipping and covalent catalysis in a DNA methyltransferase." Nucleic Acids Res 39(9): 3771-
80.

Ghosh, 1., C. I. Stains, A. T. Ooi and D. J. Segal (2006). "Direct detection of double-stranded
DNA: Molecular methods and applications for DNA diagnostics." Mol Biosyst 2(11): 551-60.
Gider, B. and E. Weinhold (2009). Expanding the Chemical Repertoire of DNA
Methyltransferases by Cofactor Engineering. DNA and RNA Modification Enzymes:
Structure, Mechanism, Function and Evolution. H. Grosjean, Landes Bioscience: 118-127.
Globisch, D., M. Munzel, M. Muller, S. Michalakis, M. Wagner, S. Koch, T. Bruckl, M. Biel
and T. Carell (2010). "Tissue distribution of 5-hydroxymethylcytosine and search for active
demethylation intermediates." PLoS One 5(12): e15367.

Goll, M. G. and T. H. Bestor (2005). "Eukaryotic cytosine methyltransferases." Annu. Rev.
Biochem. 74: 481-514.

Goll, M. G., F. Kirpekar, K. A. Maggert, J. A. Yoder, C. L. Hsieh, X. Zhang, K. G. Golic, S.
E. Jacobsen and T. H. Bestor (2006). "Methylation of tRNAAsp by the DNA
methyltransferase homolog Dnmt2." Science 311: 395-8.

Goodman, M. F. and R. L. Ratliff (1983). "Evidence of 2-aminopurine-cytosine base mispairs
involving two hydrogen bonds." J Biol Chem 258(21): 12842-6.

Gottfried, A. and E. Weinhold (2011). "Sequence-specific covalent labelling of DNA."
Biochem Soc Trans. 39(2): 623-8.

Graves, K. L., M. M. Butler and L. W. Hardy (1992). "Roles of Cys148 and Aspl79 in
catalysis by deoxycytidylate hydroxymethylase from bacteriophage T4 examined by site-
directed mutagenesis." Biochemistry 31(42): 10315-21.

Guo, J. U, Y. J. Su, C. Zhong, G. L. Ming and H. J. Song (2011). "Emerging roles of TET
proteins and 5-Hydroxymethylcytosines in active DNA demethylation and beyond." Cell
Cycle 10(16): 2662-2668.

Guo, J. U, Y. J. Su, C. Zhong, G. L. Ming and H. J. Song (2011). "Hydroxylation of 5-
Methylcytosine by TET1 Promotes Active DNA Demethylation in the Adult Brain." Cell
145(3): 423-434.

Hamm, S., G. Just, N. Lacoste, N. Moitessier, M. Szyf and O. Mamer (2008). "On the
mechanism of demethylation of 5-methylcytosine in DNA." Bioorg Med Chem Lett 18(3):
1046-9.

99



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

He, Y. F.,B. Z. Li, Z. Li, P. Liu, Y. Wang, Q. Y. Tang, J. P. Ding, Y. Y. Jia, Z. C. Chen, L.
Li, Y. Sun, X. X. Li, Q. Dai, C. X. Song, K. L. Zhang, C. He and G. L. Xu (2011). "Tet-
Mediated Formation of 5-Carboxylcytosine and Its Excision by TDG in Mammalian DNA."
Science 333(6047): 1303-1307.

Heck, H. and M. Casanova (2004). "The implausibility of leukemia induction by
formaldehyde: a critical review of the biological evidence on distant-site toxicity." Regul
Toxicol Pharmacol 40(2): 92-106.

Henderson, I. R., A. Deleris, W. Wong, X. Zhong, H. G. Chin, G. A. Horwitz, K. A. Kelly, S.
Pradhan and S. E. Jacobsen (2010). "The de novo cytosine methyltransferase DRM2 requires
intact UBA domains and a catalytically mutated paralog DRM3 during RNA-directed DNA
methylation in Arabidopsis thaliana." PLoS Genet 6(10): e1001182.

Hermannm, A., S. Schmitt and A. Jeltsch (2003). "The human Dnmt2 has residual DNA-
(cytosine-C5) methyltransferase activity." J. of Biol. Chem. 278(34): 31717-31721.

Holz, B., S. KlimaSauskas, S. Serva and E. Weinhold (1998). "2-Amino purine as a
fluorescence probe for DNA base flipping by methyltransferases." Nucleic Acids Res. 26(4):
1076-1083.

Hotchkiss, R. (1948). "The quantitative separation of purines, pyrimidines, and nucleosides by
paper chromatography." J Biol Chem 175(1): 315-32.

Huang, Y., W. A. Pastor, Y. Shen, M. Tahiliani, D. R. Liu and A. Rao (2010). "The behaviour
of 5-hydroxymethylcytosine in bisulfite sequencing." PLoS One 5(1): e8888.

Huang, N., N. K. Banavali and A. D. MacKerell, Jr. (2003). "Protein-facilitated base flipping
in DNA by cytosine-5-methyltransferase." Proc. Nat. Acad. Sci. USA 100(1): 68-73.

Iyer, L. M., S. Abhiman and L. Aravind (2011). Natural History of Eukaryotic DNA
Methylation Systems. Modifications of Nuclear DNA and its Regulatory Proteins. X. Cheng
and R. M. Blumenthal, Academic Pr. 101: 25-104.

Iyer, L. M., M. Tahiliani, A. Rao and L. Aravind (2009). "Prediction of novel families of
enzymes involved in oxidative and other complex modifications of bases in nucleic acids."
Cell Cycle 8(11): 1698-710.

Igbal, K., S. G. Jin, G. P. Pfeifer and P. E. Szabo (2011). "Reprogramming of the paternal
genome upon fertilization involves genome-wide oxidation of 5-methylcytosine." Proc Natl
Acad SciU S A.

Ito, S., A. C. D'Alessio, O. V. Taranova, K. Hong, L. C. Sowers and Y. Zhang (2010). "Role
of Tet proteins in SmC to ShmC conversion, ES-cell self-renewal and inner cell mass
specification." Nature 466(7310): 1129-33.

Ito, S., L. Shen, Q. Dai, S. C. Wu, L. B. Collins, J. A. Swenberg, C. He and Y. Zhang (2011).
"Tet Proteins Can Convert 5-Methylcytosine to 5-Formylcytosine and 5-Carboxylcytosine."
Science 333(6047): 1300-1303.

Jeltsch, A. (2010). "Molecular biology. Phylogeny of methylomes." Science 328(5980): 837-
8.

Jin, S. G., Y. Jiang, R. Qiu, T. A. Rauch, Y. Wang, G. Schackert, D. Krex, Q. Lu and G. P.
Pfeifer (2011). "5-hydroxymethylcytosine is strongly depleted in human cancers but its levels
do not correlate with IDH1 mutations." Cancer Res.

Jin, S. G., S. Kadam and G. P. Pfeifer (2010). "Examination of the specificity of DNA
methylation profiling techniques towards 5-methylcytosine and 5-hydroxymethylcytosine."
Nucleic Acids Res 38(11): e125.

Jin, S. G, X. Wu, A. X. Li and G. P. Pfeifer (2011). "Genomic mapping of 5-
hydroxymethylcytosine in the human brain." Nucleic Acids Res.

Jurkowska, R. Z., T. P. Jurkowski and A. Jeltsch (2010). "Structure and function of
mammalian DNA methyltransferases." Chembiochem 12(2): 206-22.

Juskowiak, B. (2010). "Nucleic acid-based fluorescent probes and their analytical potential."
Anal Bioanal Chem. 399(9):3157-76.

Klimasauskas, S., S. Kumar, R. J. Roberts and X. Cheng (1994). "Hhal methyltransferase
flips its target base out of the DNA helix." Cell 76: 357-369.

e

flipping. DNA and RNA Modification Enzymes: Structure, Mechanism, Function and
Evolution. H. Grosjean, Landes Bioscience: 19-32.

Klimasauskas, S. and R. J. Roberts (1995). "M.Hhal binds tightly to substrates containing
mismatches at the target base." Nucleic Acids Res. 23: 1388-1395.

100



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

KlimaSauskas, S., T. Szyperski, S. Serva and K. Wuethrich (1998). "Dynamic modes of the
flipped-out cytosine during Hhal methyltransferase-DNA interactions in solution." EMBO J.
17(1): 317-324.

Ko, M., H. S. Bandukwala, J. An, E. D. Lamperti, E. C. Thompson, R. Hastie, A.
Tsangaratou, K. Rajewsky, S. B. Koralov and A. Rao (2011). "Ten-Eleven-Translocation 2
(TET2) negatively regulates homeostasis and differentiation of hematopoietic stem cells in
mice." Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
108(35): 14566-14571.

Ko, M., Y. Huang, A. M. Jankowska, U. J. Pape, M. Tahiliani, H. S. Bandukwala, J. An, E. D.
Lamperti, K. P. Koh, R. Ganetzky, X. S. Liu, L. Aravind, S. Agarwal, J. P. Maciejewski and
A. Rao (2010). "Impaired hydroxylation of 5-methylcytosine in myeloid cancers with mutant
TET2." Nature 468(7325): 839-43.

Kobayashi, 1. (2001). "Behavior of restriction-modification systems as selfish mobile
elements and their impact on genome evolution." Nucleic Acids Res 29(18): 3742-56.

Koh, K. P., A. Yabuuchi, S. Rao, Y. Huang, K. Cunniff, J. Nardone, A. Laiho, M. Tahiliani,
C. A. Sommer, G. Mostoslavsky, R. Lahesmaa, S. H. Orkin, S. J. Rodig, G. Q. Daley and A.
Rao (2011). "Tetl and Tet2 regulate 5-hydroxymethylcytosine production and cell lineage
specification in mouse embryonic stem cells." Cell Stem Cell 8(2): 200-13.
Kohwi-Shigematsu, K. and Y. Kohwi (1992). Detection of non-B-DNA structures at specific
sites in supercoiled plasmid DNA and chromatin with haloacetaldehyde and diethyl
pyrocarbonate. Methods Enzymology. D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg. San Diego,
Academic Press, INC. 212: 155-180.

Kriaucionis, S. and N. Heintz (2009). "The nuclear DNA base 5-hydroxymethylcytosine is
present in Purkinje neurons and the brain." Science 324(5929): 929-30.

Krosky, D. J.,, F. Song and J. T. Stivers (2005). "The origins of high-affinity enzyme binding
to an extrahelical DNA base." Biochemistry 44(16): 5949-59.

Krzyzosiak, W. J., J. Biernat, J. Ciesiolka, K. Gulewicz and M. Wiewiorowski (1981). "The
reactions of adenine and cytosine residues in tRNA with chloroacetaldehyde." Nucleic Acids
Res. 9(12): 2841-2851.

Kuchino Y., N., Hanyu and S. Nishimura (1987). "Analysis of modified nucleosides and
nucleotide sequence of tRNA." Methods Enzymol. 1987;155:379-96.

Kumar, S., X. Cheng, S. KlimaSauskas, S. Mi, J. Posfai, R. J. Roberts and G. G. Wilson
(1994). "The DNA (cytosine-5) methyltransferases.”" Nucleic Acids Res. 22: 1-10.

Kusmierek, J. T. and B. Singer (1982). "Chloroacetaldehyde-treated ribo- and
deoxyribopolynucleotides. 1. Reaction products." Biochemistry 21(22): 5717-5722.
LaFrancois, C. J., J. Fujimoto and L. C. Sowers (1998). "Synthesis and characterization of
isotopically enriched pyrimidine deoxynucleoside oxidation damage products." Chem Res
Toxicol 11(1): 75-83.

Lau, E. Y. and T. C. Bruice (1999). "Active site dynamics of the Hhal methyltransferase:
insights from computer simulation." J. Mol. Biol. 293: 9-18.

Law, J. A. and S. E. Jacobsen (2010). "Establishing, maintaining and modifying DNA
methylation patterns in plants and animals." Nat Rev Genet 11(3): 204-220.

Law, S. M., R. Eritja, M. F. Goodman and K. J. Breslauer (1996). "Spectroscopic and
calorimetric characterizations of DNA duplexes containing 2-aminopurine." Biochemistry 35:
12329-12337.

Lehman, I. R. and E. A. Pratt (1960). "On the structure of the glucosylated
hydroxymethylcytosine nucleotides of coliphages T2, T4, and T6." J Biol Chem 235: 3254-9.
Li, W. and M. Liu (2011). "Distribution of 5-hydroxymethylcytosine in different human
tissues." J Nucleic Acids 2011: 1-5.

Liutkeviciute, Z., E. Kriukiene, 1. Grigaityte, V. Masevicius and S. Klimasauskas (2011).
"Methyltransferase-Directed  Derivatization of 5-Hydroxymethylcytosine in DNA."
Angewandte Chemie-International Edition 50(9): 2090-2093.

"Cytosine-5-methyltransferases add aldehydes to DNA." Nat Chem Biol 5(6): 400-2.
Lukinaviéius, G., V. Lapiene, Z. Stasevskij, C. Dalhoff, E. Weinhold and S. KlimaSauskas
(2007). "Targeted labeling of DNA by methyltransferase-directed transfer of activated groups
(mTAG)." J] Am Chem Soc 129(10): 2758-9.

Lunt, M. R. and E. A. Newton (1965). "Glucosylated Nucleotide Sequences from T-Even
Bacteriophage Deoxyribonucleic Acids." Biochem J 95: 717-23.

101



87. Maiti, A. and A. Drohat (2011). "Thymine DNA Glycosylase Can Rapidly Excise 5-
Formylcytosine and 5-Carboxylcytosine: POTENTIAL IMPLICATIONS FOR ACTIVE
DEMETHYLATION OF CpG SITES." J. Biol. Chem. 286(41): 35334-8.

88. Marinus, M. G. and J. Casadesus (2009). "Roles of DNA adenine methylation in host-
pathogen interactions: mismatch repair, transcriptional regulation, and more." FEMS
Microbiol Rev 33(3): 488-503.

89. McLean, M. J., J. E. Larson, F. Wohlrab and R. D. Wells (1987). "Reaction conditions affect
the specificity of bromoacetaldahyde as a probe for DNA cruciforms and B-Z junctions."
Nucleic Acids Res. 15(17): 6917-6935.

90. Mees, A., T. P. Klar, P. Gnau, U. Hennecke, A. P. Eker, T. Carell and L. O. Essen (2004).
"Crystal structure of a photolyase bound to a CPD-like DNA lesion after in situ repair."
Science; 306(5702):1789-1793.

91. Meyer, P. (2011). "DNA methylation systems and targets in plants." FEBS Lett 585(13):
2008-15.

92. Merkiené, E. and S. KlimaSauskas (2005). "Probing a rate-limiting step by mutational
perturbation of AdoMet binding in the Hhal methyltransferase." Nucleic Acids Res. 33: 307-
315.

93. Mernagh, D. R. and G. G. Kneale (1996). "High resolution footprinting of a type I
methyltransferase reveals a large structural distortion within the DNA recognition site."
Nucleic Acids Res 24(24): 4853-8.

94. Metivier, R., R. Gallais, C. Tiffoche, C. Le Peron, R. Z. Jurkowska, R. P. Carmouche, D.
Ibberson, P. Barath, F. Demay, G. Reid, V. Benes, A. Jeltsch, F. Gannon and G. Salbert
(2008). "Cyclical DNA methylation of a transcriptionally active promoter." Nature
452(7183): 45-U2.

95. Mi, S. and R. J. Roberts (1993). "The DNA binding affinity of Hhal methylase is increased by
a single amino acid substitution in the catalytic center." Nucleic Acids Res. 21: 2459-2464.

96. Mohr, F., K. Dohner, C. Buske and V. P. Rawat (2011). "TET Genes: new players in DNA
demethylation and important determinants for stemness." Exp Hematol 39(3): 272-81.

97. Munzel, M., D. Globisch, T. Bruckl, M. Wagner, V. Welzmiller, S. Michalakis, M. Muller,
M. Biel and T. Carell (2010). "Quantification of the sixth DNA base hydroxymethylcytosine
in the brain." Angew Chem Int Ed Engl 49(31): 5375-7.

98. Munzel, M., D. Globisch and T. Carell (2011). "5-Hydroxymethylcytosine, the Sixth Base of
the Genome." Angewandte Chemie-International Edition 50(29): 6460-6468.

99. Munzel, M., D. Globisch, C. Trindler and T. Carell (2010). "Efficient Synthesis of 5-
Hydroxymethylcytosine Containing DNA." Organic Letters 12(24): 5671-5673.

100.Nabel, C., S. Manning and R. Kohli (2011). "The Curious Chemical Biology of Cytosine:
Deamination, Methylation and Oxidation as Modulators of Genomic Potential." ACS Chem.
Biol.

101.Neely, R., P. Dedecker, J. Hotta, G. Urbanaviciaité, S. KlimaSauskas and J. Hofkens (2010).
"DNA fluorocode: A single molecule, optical map of DNA with nanometre resolution.”
Chem. Sci. 1: 453-460.

102.Neely, R. K., D. Daujotyté, S. Grazulis, S. W. Magennis, D. T. Dryden, S. Klimasauskas and
A. C. Jones (2005). "Time-resolved fluorescence of 2-aminopurine as a probe of base flipping
in M.Hhal-DNA complexes." Nucleic Acids Res. 33(22): 6953-60.

103.Neely, R. K., J. Deen and J. Hofkens (2011). "Optical mapping of DNA: Single-molecule-
based methods for mapping genomes." Biopolymers.

104.Nestor, C., A. Ruzov, R. Meehan and D. Dunican (2010). "Enzymatic approaches and
bisulfite = sequencing cannot distinguish between  5-methylcytosine and  5-
hydroxymethylcytosine in DNA." Biotechniques 48(4): 317-9.

105.0'Gara, M., S. KlimasSauskas, R. J. Roberts and X. Cheng (1996). "Enzymatic C5-cytosine
methylation of DNA: Mechanistic implications of new crystal structures for Hhal
methyltransferase-DNA-AdoHcy complexes." J. Mol. Biol. 261: 634-645.

106.0kamoto, A., K. Sugizaki, A. Nakamura, H. Yanagisawa and S. lkeda (2011). "5-
Hydroxymethylcytosine-selective oxidation with peroxotungstate." Chem. Commun. (Camb).
47(40): 11231-3.

107.Pastor, W. A., U. J. Pape, Y. Huang, H. R. Henderson, R. Lister, M. Ko, E. M. McLoughlin,
Y. Brudno, S. Mahapatra, P. Kapranov, M. Tahiliani, G. Q. Daley, X. S. Liu, J. R. Ecker, P.
M. Milos, S. Agarwal and A. Rao (2011). "Genome-wide mapping of 5-
hydroxymethylcytosine in embryonic stem cells." Nature 473(7347): 394-7.

102



108.Penn, N. W. (1976). "Modification of brain deoxyribonucleic acid base content with
maturation in normal and malnourished rats." Biochem J 155(3): 709-12.

109.Penn, N. W., R. Suwalski, C. O'Riley, K. Bojanowski and R. Yura (1972). "The presence of
5-hydroxymethylcytosine in animal deoxyribonucleic acid." Biochem J 126(4): 781-90.

110.Perakyla, M. (1998). "A model study of the enzyme-catalyzed cytosine methylation using ab
initio quantum mechanical and density functional theory calculations: pKa of the cytosine N3
in the intermediates and transition states of the reaction." J. Am. Chem. Soc. 120: 12895-
12902.

111.Pfaffeneder, T., B. Hackner, M. Truss, M. Munzel, M. Muller, C. A. Deiml, C. Hagemeier
and T. Carell (2011). "The Discovery of 5-Formylcytosine in Embryonic Stem Cell DNA."
Angewandte Chemie-International Edition 50(31): 7008-7012.

112.Pieper, U., D. H. Groll, S. Wunsch, F. U. Gast, C. Speck, N. Mucke and A. Pingoud (2002).
"The GTP-dependent restriction enzyme McrBC from Escherichia coli forms high-molecular
mass complexes with DNA and produces a cleavage pattern with a characteristic 10-base pair
repeat." Biochemistry 41(16): 5245-54.

113.Pignot, M., G. Pljevaljcic and E. Weinhold (2000). "Efficient synthesis of S-adenosyl-L-
homocysteine natural product analogues and their use to elucidate the structural determinant
for cofactor binding of the DNA methyltransferase M.Hhal." Eur. J. Org. Chem: 549-555.

114.Pingoud V., C. Conzelmann, S. Kinzebach, A. Sudina, V. Metelev, E. Kubareva, J. M.
Bujnicki, R. Lurz, G. Luder, S. Y. Xu and A. Pingoud. (2003). "PspGI, a type II restriction
endonuclease from the extreme thermophile Pyrococcus sp.: structural and functional studies
to investigate an evolutionary relationship with several mesophilic restriction enzymes." J.
Mol. Biol. 329:913-29.

115.Pljevaljcic, G., F. Schmidt, A. Peschlow and E. Weinhold (2004). "Sequence-specific DNA
labeling using methyltransferases." Methods Mol Biol 283: 145-61.

116.Priyakumar, U. D. and A. D. J. MacKerell (2006). "Computational approaches for
investigating base flipping in oligonucleotides." Chem. Rev. 106: 489-505.

117.Privat, E. and L. C. Sowers (1996). "Photochemical Deamination and Demethylation of 5-
Methylcytosine." Chem. Res. Toxicol. 9(4): 745-750.

118.Proffitt, J. H., J. R. Davie, D. Swington and S. Hattman (1984). "5-methylcytosine is not
detectable in Saccharomyces cerevisiae." Mol. Cell. Biol. 4: 985-988.

119.Ramchandani, S., S. K. Bhattacharya, N. Cervoni and M. Szyf (1999). "DNA methylation is a
reversible biological signal." Proc Natl Acad Sci U S A 96(11): 6107-12.

120.Razin, A. and A. Riggs (1980). "DNA Methylation and Gene Function." Science 210(4470):
604-10.

121.Robertson, A. B., J. A. Dahl, C. B. Vagbo, P. Tripathi, H. E. Krokan and A. Klungland
(2011). "A novel method for the efficient and selective identification of 5-
hydroxymethylcytosine in genomic DNA." Nucleic Acids Res.

122.Robertson, K. D. (2005). "DNA methylation and human disease." Nature Genet. 6: 597-610.

123.Robertson, K. D. and A. P. Wolffe (2000). "DNA methylation in health and disease." Nature
Genetics 1: 11-19.

124.Rottach, A., H. Leonhardt and F. Spada (2009). "DNA methylation-mediated epigenetic
control." J Cell Biochem 108(1): 43-51.

125.Sabatini, R., L. Cliffe, S. Vainio and P. Borst (2009). Enzymatic formation of the
hypermodified DNA base J (beta-D-glucopyranosyloxymethyluracil). DNA and RNA
Modification Enzymes: Structure, Mechanism, Function and Evolution. H. Grosjean. Austin,
Texas, Landes Bioscience: 144-153.

126.Sambrook, J. and D. W. Russell (2001). Molecular Cloning. Cold Spring Harbor, New York,
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

127.Sankpal, U. T. and D. N. Rao (2002). "Structure, function, and mechanism of Hhal DNA
methyltransferases." Crit Rev Biochem Mol Biol 37(3): 167-97.

128.Schaefer, M. and F. Lyko (2010). "Solving the Dnmt2 enigma." Chromosoma 119(1): 35-40.

129.Schulz, W. A. and O. Y. Dokun (2009). DNA Methylation and Human Diseases: An
Overview. DNA and RNA Modification Enzymes: Structure, Mechanism, Function and
Evolution. H. Grosjean. Austin, Texas, Landes Bioscience: 103-112.

130.Sedgwick, B., P. A. Bates, J. Paik, S. C. Jacobs and T. Lindahl (2007). "Repair of alkylated
DNA: recent advances." DNA Repair (Amst) 6(4): 429-42.

131.Serva, S., E. Weinhold, R. J. Roberts and S. KlimaSauskas (1998). "Chemical display of
thymine residues flipped out by DNA methyltransferases." Nucleic Acids Res. 26(15): 3473-
3479.

103



132.Shiau, G. T., R. F. Schinazi, M. S. Chen and W. H. Prusoff (1980). "Synthesis and biological
activities of 5-(hydroxymethyl, azidomethyl, or aminomethyl)-2'-deoxyuridine and related 5'-
substituted analogues." J Med Chem 23(2): 127-33.

133.Shieh, F. K., B. Youngblood and N. O. Reich (2006). "The role of Argl65 towards base
flipping, base stabilization and catalysis in M.Hhal." J Mol Biol 362(3): 516-27.

134.Shieh, F. K. and N. O. Reich (2007). "AdoMet-dependent methyl-transfer: Glul 19 is essential
for DNA C5-cytosine methyltransferase M.Hhal." J Mol Biol 373(5): 1157-68.

135.Shock, L. S., P. V. Thakkar, E. J. Peterson, R. G. Moran and S. M. Taylor (2011). "DNA
methyltransferase 1, cytosine methylation, and cytosine hydroxymethylation in mammalian
mitochondria." Proc Natl Acad Sci U S A.

136.Sokolowska, M., M. Kaus-Drobek, H. Czapinska, G. Tamulaitis, R. H. Szczepanowski, C.
Urbanke, V. Sikinys and M. Bochtler (2007). "Monomeric restriction endonuclease Benl in
the apo form and in an asymmetric complex with target DNA." J. Mol Biol. 369(3): 722-34.

137.Solomon, M. J. and A. Varshavsky (1985). "Formaldehyde-mediated DNA-protein
crosslinking: a probe for in vivo chromatin structures." Proc Natl Acad Sci U S A 82(19):
6470-4.

138.a) Song, C. X., T. A. Clark, X. Y. Lu, A. Kislyuk, Q. Dai, S. W. Turner, C. He and J. Korlach
(2011). "Sensitive and specific single-molecule sequencing of 5-hydroxymethylcytosine." Nat
Methods.

139.b) Song, C. X., Y. Sun, Q. Dai, X. Y. Lu, M. Yu, C. G. Yang and C. He (2011). "Detection of
5-Hydroxymethylcytosine in DNA by Transferring a Keto-Glucose by Using T4 Phage beta-
Glucosyltransferase." Chembiochem 12(11): 1682-1685.

140.Song, C. X. and C. He (2011). "Bioorthogonal Labeling of 5-Hydroxymethylcytosine in
Genomic DNA and Diazirine-Based DNA Photo-Cross-Linking Probes." Acc Chem Res
44(9): 709-17.

141.a) Song, C. X., K. E. Szulwach, Y. Fu, Q. Dai, C. Yi, X. Li, Y. Li, C. H. Chen, W. Zhang, X.
Jian, J. Wang, L. Zhang, T. J. Looney, B. Zhang, L. A. Godley, L. M. Hicks, B. T. Lahn, P.
Jin and C. He (2010). "Selective chemical labeling reveals the genome-wide distribution of 5-
hydroxymethylcytosine." Nat Biotechnol 29(1): 68-72.

142.b) Song, J., O. Rechkoblit, T. H. Bestor and D. J. Patel (2010). "Structure of DNMT1-DNA
Complex Reveals a Role for Autoinhibition in Maintenance DNA Methylation." Science
331(6020):1036-40.

143.Song, H. K., S. H. Sohn and S. W. Suh (1999). "Crystal structure of deoxycytidylate
hydroxymethylase from bacteriophage T4, a component of the deoxyribonucleoside
triphosphate-synthesizing complex." Embo J 18(5): 1104-13

144.Stecher, H., M. Tengg, B. J. Ueberbacher, P. Remler, H. Schwab, H. Griengl and M. Gruber-
Khadjawi (2009). "Biocatalytic Friedel-Crafts Alkylation Using Non-natural Cofactors."
Angewandte Chemie-International Edition 48(50): 9546-9548.

145.Szczepanowski R. H., M. A. Carpenter, H. Czapinska, M. Zaremba, G. Tamulaitis, V.
Siksnys, A. S. Bhagwat and M. Bochtler (2008). "Central base pair flipping and
discrimination by PspGI". Nucleic Acids Res. 36:6109-17

146.Szulwach, K. E., X. Li, Y. Li, C. X. Song, H. Wu, Q. Dai, H. Irier, A. K. Upadhyay, M.
Gearing, A. L. Levey, A. Vasanthakumar, L. A. Godley, Q. Chang, X. Cheng, C. He and P. Jin
(2011). "5-hmC-mediated epigenetic dynamics during postnatal neurodevelopment and
aging." Nature Neuroscience.

147.Szwagierczak, A., A. Brachmann, C. S. Schmidt, S. Bultmann, H. Leonhardt and F. Spada
(2011). "Characterization of PvuRtsll endonuclease as a tool to investigate genomic 5-
hydroxymethylcytosine." Nucleic Acids Res.

148.Szwagierczak, A., S. Bultmann, C. S. Schmidt, F. Spada and H. Leonhardt (2010). "Sensitive
enzymatic quantification of 5-hydroxymethylcytosine in genomic DNA." Nucleic Acids Res
38(19): el81.

149.Tahiliani, M., K. P. Koh, Y. Shen, W. A. Pastor, H. Bandukwala, Y. Brudno, S. Agarwal, L.
M. Iyer, D. R. Liu, L. Aravind and A. Rao (2009). "Conversion of 5-methylcytosine to 5-
hydroxymethylcytosine in mammalian DNA by MLL partner TET1." Science 324(5929):
930-5.

150. Tamulaitis G., A. S. Solonin and V. Siksnys (2002). "Alternative arrangements of catalytic
residues at the active sites of restriction enzymes". FEBS Lett. 518: 17-22.

151.Tamulaitis, G., M. Zaremba, R. H. Szczepanowski, M. Bochtler and V. Sikénys (2008). "How
PspGI, catalytic domain of EcoRII and Ecl18kl acquire specificities for different DNA
targets." Nucleic Acids Res. 36:6101-8

104



152.Tamulaitis, G., M. Zaremba, R. H. Szczepanowski, M. Bochtler and V. Sik§nys (2007).
"Nucleotide flipping by restriction enzymes analyzed by 2-aminopurine steady-state
fluorescence." Nucleic Acids Res. 35(14): 4792-9.

153.Tardy-Planechaud, S., J. Fujimoto, S. S. Lin and L. C. Sowers (1997). "Solid phase synthesis
and restriction endonuclease cleavage of oligodeoxynucleotides containing 5-
(hydroxymethyl)-cytosine." Nucleic Acids Res 25(3): 553-9.

154.Timinskas, A., V. Butkus and A. Janulaitis (1995). "Sequence motifs characteristic for DNA
[cytosine-N4] and DNA [adenine-N6] methyltransferases. Classification of all DNA
methyltransferases." Gene 157(1-2): 3-11.

155.Torizawa, T., T. Ueda, S. Kuramitsu, K. Hitomi, T. Todo, S. Iwai, K. Morikawa and 1.
Shimada (2004). "Investigation of the cyclobutane pyrimidine dimer (CPD) photolyase DNA
recognition mechanism by NMR analyses." J Biol Chem 279(31): 32950-6.

156.Trautner, T. A., B. Pawlek, B. Behrens and J. Willert (1996). "Exact size and organization of
DNA target-recognizing domain of multispecifik DNA-(cytosine-C5)-methyltransferases."
EMBO J. 15: 1434-1442.

157.Valinluck, V. and L. C. Sowers (2007). "Endogenous cytosine damage products alter the site
selectivity of human DNA maintenance methyltransferase DNMT1." Cancer Res 67(3): 946-
50.

158.Valinluck, V., H. H. Tsai, D. K. Rogstad, A. Burdzy, A. Bird and L. C. Sowers (2004).
"Oxidative damage to methyl-CpG sequences inhibits the binding of the methyl-CpG binding
domain (MBD) of methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2)." Nucleic Acids Res 32(14): 4100-
8.

159.Vilkaitis, G., A. Dong, E. Weinhold, X. Cheng and S. KlimaSauskas (2000). "Functional roles
of the conserved threonine 250 in the target recognition domain of Hhal DNA
methyltransferase." J. Biol. Chem. 275(49): 38722-38730.

160.Vilkaitis, G., E. Merkiené, S. Serva, E. Weinhold and S. KlimaSauskas (2001). "The
mechanism of DNA cytosine-5 methylation." J. Biol. Chem. 276(24): 20924-20934.

161.Vilkaitis, G., I. Suetake, S. KlimaSauskas and S. Tajima (2005). "Processive methylation of
hemimethylated CpG sites by mouse Dnmtl DNA methyltransferase." J. Biol. Chem. 280:
64-72.

162.Wallace, E. V., D. Stoddart, A. J. Heron, E. Mikhailova, G. Maglia, T. J. Donohoe and H.
Bayley (2010). "Identification of epigenetic DNA modifications with a protein nanopore."
Chem Commun (Camb) 46(43): 8195-7.

163.Wang, H., S. Guan, A. Quimby, D. Cohen-Karni, S. Pradhan, G. Wilson, R. Roberts, Z. Zhu
and Y. Zheng (2011). "Comparative characterization of the PvuRts1I family of restriction
enzymes and their application in mapping genomic 5-hydroxymethylcytosine." Nucl. Acids
Res.: 1-12.

164.Wang, M., G. Cheng, P. W. Villalta and S. S. Hecht (2007). "Development of liquid
chromatography electrospray ionization tandem mass spectrometry methods for analysis of
DNA adducts of formaldehyde and their application to rats treated with N-
nitrosodimethylamine or 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone." Chem Res
Toxicol 20(8): 1141-8.

165.Wanunu, M., D. Cohen-Karni, R. R. Johnson, L. Fields, J. Benner, N. Peterman, Y. Zheng,
M. L. Klein and M. Drndic (2010). "Discrimination of Methylcytosine from
Hydroxymethylcytosine in DNA Molecules." J Am Chem Soc.

166.Warren, R. A. (1980). "Modified bases in bacteriophage DNAs." Annu Rev Microbiol 34:
137-58.

167.Watson, J. and F. Crick (1953). "Molecular structure of nucleic acids; a structure for
deoxyribose nucleic acid." Nature 171(4356): 737-8.

168.Wessjohann, L. A., A. Schneider, M. Abbas and W. Brandt (2007). "Selenium in chemistry
and biochemistry in comparison to sulfur." Biol Chem 388(10): 997-1006.

169.Wion, D. and J. Casadesus (2006). "N6-methyl-adenine: an epigenetic signal for DN A-protein
interactions." Nat Rev Microbiol 4(3): 183-92.

170.Wyatt, G. R. and S. S. Cohen (1953). "The bases of the nucleic acids of some bacterial and
animal viruses: the occurrence of 5-hydroxymethylcytosine." Biochem J 55(5): 774-82.

171.Woo, J., R. B. Meyer, Jr. and H. B. Gamper (1996). "G/C-modified oligodeoxynucleotides
with selective complementarity: synthesis and hybridization properties." Nucleic Acids Res
24(13): 2470-5.

105



172.Wossidlo, M., T. Nakamura, K. Lepikhov, C. J. Marques, V. Zakhartchenko, M. Boiani, J.
Arand, T. Nakano, W. Reik and J. Walter (2011). "5-Hydroxymethylcytosine in the
mammalian zygote is linked with epigenetic reprogramming." Nat Commun 2: 241.

173.Wu, H. and Y. Zhang (2011). "Tetl and 5-hydroxymethylation A genome-wide view in
mouse embryonic stem cells." Cell Cycle 10(15): 2428-2436.

174.Wu, J. C. and D. V. Santi (1987). "Kinetic and catalytic mechanism of Hhal
methyltransferase." J. Biol.Chem. 262(10): 4778-4786.

175.Wu, S. C. and Y. Zhang (2010). "Active DNA demethylation: many roads lead to Rome." Nat
Rev Mol Cell Biol 11(9): 607-20.

176.Zangi, R., A. Arrieta and F. P. Cossio (2010). "Mechanism of DNA methylation: the double
role of DNA as a substrate and as a cofactor." J. Mol. Biol. 400: 632-644.

177.Zemach, A., I. E. McDaniel, P. Silva and D. Zilberman (2010). "Genome-wide evolutionary
analysis of eukaryotic DNA methylation." Science 328(5980): 916-9.

178.Zhang, C., R. L. Weller, J. S. Thorson and S. R. Rajski (2006). "Natural product
diversification using a non-natural cofactor analogue of S-adenosyl-L-methionine." J Am
Chem Soc 128(9): 2760-1.

179.Zhang, M., J. N. Kimatu, K. Xu and B. Liu (2010). "DNA cytosine methylation in plant
development." J Genet Genomics 37(1): 1-12.

180.Zheng, Y., D. Cohen-Karni, D. Xu, H. G. Chin, G. Wilson, S. Pradhan and R. J. Roberts
(2010). "A unique family of Mrr-like modification-dependent restriction endonucleases."
Nucleic Acids Res 38(16): 5527-34.

181.Zohar, H. and S. J. Muller (2011). "Labeling DNA for single-molecule experiments: methods
of labeling internal specific sequences on double-stranded DNA." Nanoscale 3(8): 3027-3039.

106



