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SANTRUMPU SARASAS

a.r. — aminoriigstys / aminortigsc¢iy liekanos

AdoHcy — S-adenozil-L-homocisteinas

AdoMet — S-adenozil-L-metioninas

ATP — adenoziltrifosfatas

dgRNR — dvigrandiné RNR

DMSO - dimetilsulfoksidas

dPAGE — denatiiruojanti poliakrilamidinio gelio elektroforezé
EDTA — etilendiamintetraacto rugstis

FRET - Forsterio rezonansiné energijos pernasa

HEN1 — metiltransferazé HuaEnchancer 1

HPLC-MS — aukstos kokybés skysciy chromatografija-masiy spektrometrija
JSA —jaucio serumo albuminas

mMIiRNR — kreipianc¢ioji mikroRNR grandiné

MIRNR* — lydin¢ioji mikroRNR grandiné

MiRNR/miRNR* — mikroRNR dupleksas

MTazé — metiltransferazeé / metiltransferazinis domenas

NDS — natrio dodecilsulfatas

PiIRNR — su PIWI baltymais saveikaujanc¢ios RNR
pre-miRNR — nesubrendusi miRNR

pri-miRNR — miRNR pirminis transkriptas

RISC (RNA-induced silencing complex) — RNR-indukuotas nutildymo
kompleksas

RNaz¢ — ribonukleaze

SiRNR — mazos interferuojan¢ios RNR

[y-*2P]-ATP — y padétyje *?P izotopu zymétas adenozintrifostatas
[y-*3P]-ATP —y padétyje P izotopu zymétas adenozintrifostatas

Cia gali biiti nepaminéti kai kurie visuotinai priimti cheminiy junginiy arba
matavimo Vienety Zyméjimai, o taip pat mazai darbe naudotos santrumpos,
taciau jos paaiskintos tekste.



IVADAS

Eukariotiniy organizmy Igstelése aptinkamos 20-30 nt ilgio mazosios
nekoduojancios RNR (Herkenhoff et al., 2018; Singh et al., 2018), kurios
pagal savo atsiradimo mechanizma, struktiira ir vykdomas funkcijas
skirstomos | tris pagrindines grupes: mikroRNR (miRNR), mazas
interferuojancias RNR (siRNR) ir su PIWI baltymais sgveikaujan¢ias RNR
(piIRNR) (Hirose et al., 2014). Ypatingg biologing svarba turi miRNR,
reguliuojancios, kaip manoma, iki 50 % visy baltymus koduojanc¢iy geny
Zinduoliuose (Caré et al., 2018), o taip pat SiRNR, kurios apsaugo eukarioty
genomus nuo virusy ir judriyjy genomo elementy (Islam et al., 2018) (toliau
kalbant apie mazasias RNR omenyje bus turimos bitent miRNR ir siRNR).

Kiekybiniai ir kokybiniai mazyjy RNR poky¢iai yra stebimi daugélio
jvairiy ligy patologijy atvejais, jskaitant neurologinius (Li et al., 2018),
Sirdies-kraujagysliy (Liu et al., 2018) ir vézinius susirgimus (Carvalho de
Oliveira et al., 2018). Ankstyvas minéty poky¢iy nustatymas galéty padéti
diagnozuoti ligas dar pradinése stadijose, taip Zenkliai padidinant
sékmingos terapijos tikimybe. Vis délto, Siuo metu egzistuojantys mazyjy
RNR detekcijos metodai néra pakankamai greiti ir patogiis placiam
taikymui bei daznai pasizymi palyginus auks$ta nespecifika. Metodai,
paremti polimerazés grandinine reakcija (PGR), yra jautrtis DNR
priemaiSoms, be to nepakankamai tikslas, kuomet taikomi tokioms
trumpoms molekuléms kaip mazosios RNR. Mikrogardeliy technologijos
taip pat jautrios priemaiSinéms DNR, be to yra brangios, o procediiros —
ilgai trunkancios, dél ko papildomai iSauga RNR méginiy degradacijos
tikimybé. Be to, net ir paciy mazyjy RNR meéginiy gavimas tyrimams
pagrindinai remiasi iSgryninimu pagal ilgj, kuris dazniausiai buna iki 200 nt
ilgio RNR (nors miRNR ir siRNR yra viso labo apie 20-22 nt ilgio), kartu
uzterSiant méginius kitomis trumpomis RNR, tokiomis kaip transportinés ar

mazos branduolélio RNR, o taip pat ilgesniy RNR fragmentais ir net DNR
9



molekulémis (Yu et al., 2018). Galiausiai visi minéti metodai nesugeba
atskirti jau subrendusiy mazyjy RNR nuo $iy molekuliy pirmtaky, kurie dar
nedalyvauja geny raiskos reguliacijoje. Tokiu atveju gauti rezultatai gali
zenkliai skirtis nuo tikrovés ir praranda savo diagnosting ar prognosting
verte.

Disertacijos tyrimy metu buvo kuriamas mikroRNR (miRNR) ir
mazyjy interferuojan¢iy RNR (siRNR) zyméjimo metodas, tinkantis Siy
molekuliy detekcijai arba i$gryninimui. Siam tikslui buvo bandyta pritaikyti
mazyjy RNR metiltransferaze HEN1 i§ Arabidopsis thaliana (toliau
HEN1). Augaly lastelése minétas fermentas yra specifiskas 20-22 nt ilgio
RNR dupleksams, turintiems 1-2 nt iSsikiSimus 3'-galuose (Yang et al.,
2006), t. y., pilnai subrendusioms miRNR ir siRNR molekuléms. HEN1
pernesa metilo grupes nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) kofaktoriaus
ant augaly mazyjy RNR 3’-galiniy nukleotidy 2'-OH pozicijos. Gyviny
miRNR ir siRNR, skirtingai nuo augaly, paprastai néra metilintos (Libri et
al., 2013), taciau pasiZymi pana$ia struktiira, todél galéty biiti panaudotos
kaip substratai HEN1 katalizuojamose reakcijose. Kurto metodo esmé buvo
pabandyti pritaikyti metiltransferazg HEN1 kitokiy nei metilo grupiy
pernaSai nuo sintetiniy AdoMet analogy, kuriuose perneSamas metilo
radikalas buvo chemiskai pakeistas ] ilgesnj, turintj funkcing arba
reportering grupe — pagal anksciau kitoms molekuléms pritaikyta mTAG
(angl. Methyltransferase-Directed Transfer of Activated Groups)
technologija (Lukinavi¢ius et al., 2007). Pazyméjus tiriamajag miRNR ar
siRNR atitinkama reporterine molekule, tai padéty Sia mazaja RNR
detektuoti ir/arba iSgryninti. Kuriamo metodo privalumas yra lengvas ir
greitas jo pritaikymas kitoms mazosioms RNR: kadangi HEN1 modifikuoja
tik dvigrandines RNR molekules, o lastelése esancios subrendusios miRNR
ir siRNR yra viengrandinés struktiiros, zyméjimo reakcijg galima lengvai

nukreipti, tiriamaja RNR sulydzius su komplementariu sintetiniu
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oligonukleotidiniu zondu. Auksto HEN1 specifiskumo savo substratui déka
visos sukurtos technologijos turéty biiti ypac specifiskos, o taip pat, tikétina,
labai efektyvios.

Tyrimus buvo nuspresta pradéti nuo mazyjy RNR metilinimo,
panaudojant nattiraly AdoMet kofaktoriy, eksperimenty serijos, kuri leisty
issiaiskinti HEN1 bendras katalizines sgvybes. Minéto fermento vykdomo
metilinimo mechanizmo supratimas leisty antroje tyrimy dalyje efektyviau
ir kryptingiau pritaikyti metiltransferaze mazyjy RNR Zyméjimui,
panaudojant sintetinius AdoMet analogus. Galiausiai tre¢ia tyrimy dalis yra
paskirta i$siaisSkinti ar HEN1 katalizuojama modifikacija gali bati nukreipta
link taikinio mazosios RNR, panaudojant ne jai komplementariag RNR, bet
DNR ir/ar jvairiy cheminiy modifikacijy turintj zonda, kas leisty zenkliai

praplatinti kuriamy technologijy panaudojimo ribas.

Sio darbo tikslas yra sukurti efektyvy ir specifilka miRNR bei siRNR
dupleksy zyméjimo metoda, tinkantj Siy molekuliy detekcijai arba gryninimui,
panaudojant rekombinanting ~ Arabidopsis thaliana mazyjy RNR
metiltransferaz¢ HEN1 bei sintetinius kofaktoriaus AdoMet analogus.

Uzdaviniai:

1. Istirti Arabidopsis thaliana metiltransferazés HEN1 mazyjy RNR
metilinimo mechanizmg in Vvitro ir nustatyti Siai reakcijai jtaka

darancius veiksnius.

2. Pritaikyti metiltransferaze HEN1 Soniniy grandiniy, turin¢iy funkcing
arba reportering grupe, pernasai nuo sintetiniy AdoMet kofaktoriaus
analogy ant miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy.

11



3. Nustatyti, ar metiltransferazé HEN1 geba modifikuoti netipinius
miRNR/DNR dupleksus. Nustatyti, kokig jtaka metiltransferazei daro
buki arba jvairaus ilgio iSsikiSimus turintys duplekso galai bei jame

inkorporuotos kovalentinés modifikacijos.

4. Remiantis gautais rezultatais, sukurti mazyjy RNR zyméjimo
technologija(-as), tinkanc¢ig(-as) S$iy molekuliy i$traukimui ir

praturtinimui arba specifiniam zyméjimui fluoroforais.

Mokslinis naujumas

Siame darbe buvo detaliai i3siaiskintas HEN1 metiltransferazés
MIRNR/mMiRNR*  metilinimo  mechanizmas. Pirmg  kartg  buvo
pademonstruota, kad HEN1 metiltransferazé yra tinkama pernesti Sonines
grandines nuo sintetiniy AdoMet analogy (Ado-6-amino, Ado-6-azido, Ado-
6-etino, Ado-11-amino, Ado-13-biotino ir Ado-18-biotino) ant dvigrandiniy
MIRNR/MiRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy. Be to, buvo parodyta, kad
HEN1 geba kaip metilinti, taip ir alkilinti miRNR ar siRNR granding, sulydyta
su komplementaria DNR grandine. Netikétai buvo nustatyta, kad pastaroji
DNR grandiné savo 3'-gale gali turéti jvairaus ilgio iSsikiSimus, tame tarpe
sudaranCius jvairias erdvines struktGras tokias kaip funkcionalus
streptavidinui specifinis DNR aptameras. Galiausiai pavyko parodyti, kad
HENZ1 geba modifikuoti substratus bukais galais, skirtingai nuo literatiiriniy
duomeny, ir kad dviejy nukleotidy iSsikiSimai RNR 3’-galuose pasirodé néra

butini metiltransferazei.

Praktiné reik§mé

Atlikto darbo metu buvo sukurtas pagrindas naujiems mazyjy RNR
(miRNR ir siRNR) analizés metodams. Sukurtos technologijos buvo
sé¢kmingai pritaikytos miRNR ir siRNR Zyméjimui jvairiomis reporterinémis
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molekulémis. Zyméjimas fluoroforais (Cy5, Eterneono ir kt.) buvo pritaikytas
mazyjy RNR specifinei detekcijai, tuo tarpu jvairiy biotino konjugaty
prijungimas leido sukurti specifinj §iy molekuliy iSgryninimg ir
sukoncentravima i§ jvairiy nukleoriig§¢iy miSiniy, atskiriant nUO priemaiSiniy
RNR ir DNR molekuliy. Galiausiai buvo sukurtas dvigubo mazyjy RNR
Zyméjimo metodas, kurio metu tiriamasis méginys buvo sulydomas su jam
komplementariu oligonukleotidu, turinéiu inkorporuotg reportering molekulg
(pvz., aptamerg arba fluorofora), tuo tarpu antra Zymé buvo perneSama ant

substrato HEN1-katalizuojamos reakcijos pagalba.
Ginamieji teiginiai:

1. Rekombinantiné Arabidopsis thaliana metiltransferazé HEN1 geba
pernesti in vitro Sonines grandines nuo savo kofaktoriaus S-adenozil-
L-metionino (AdoMet) sintetiniy analogy ant miRNR/miRNR* ir
siRNR/siRNR* dupleksy.

2. HEN1 metiltransferazé geba metilinti ir alkilinti in vitro miRNR arba
siRNR granding, sulydyta su DNR oligonukleotidu arba su

oligonukleotidu, turin¢iu chemines modifikacijas.

3. Dviejy nukleotidy issikiSimai substratinio duplekso 3'-galuose néra
batini  HEN1 vykdomam  metilinimui  arba alkilinimui.
Metiltransferazé geba modifikuoti substratus, turin¢ius bukus galus
arba dupleksus su ilgu (bent keliy-keliolikos nukleotidy ilgio)
nemodifikuojamos grandinés 3'-i$sikiSimu, Kkuris savyje gali

inkorporuoti funkcing nukleortigstj, pavyzdziui, aptamero seka.

4. Metiltransferazé HEN1 gali biiti pritaikyta specifiniam miRNR arba
siRNR Zyméjimui, tinkan¢iam S§iy molekuliy detekcijai arba
iStraukimui.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Nekoduojancios RNR

Nekoduojanc¢ioms RNR (nkRNR) yra priskiriamos visos RNR, kuriy seka
néra tiesiogiai transliuojama j baltymo seka, t. y., visos, i$skyrus informacines
RNR (iRNR). Nekoduojan¢ias RNR, kurios sudaro didzigja dalj Zzmogaus
transkriptomo, galima bty suskirstyti j baltymy transliacijoje dalyvaujancias
ribosomines RNR (rRNR) bei jvarius interferencijos procesus reguliuojancias
ilgasias (iNkRNR) ir mazasias (MNKRNR) (Pav. 1.1) (Chan and Tay, 2018).

Cltoplazma

= T =
/ Branduolys \
/ RNR \

ﬂ pre- |RNR nkRNR

iRNR / PiIRNR 4
POOQX \ / miRNR P
‘ siRNR

\ mbRNR tRNR
siedRNRE S/ J &~

p
1 :3 3 :
t' pseudogenai _ o\ o

a apRNR

inkRNR

mnkRNR

Pav. 1.1. RNR molekuliy klasifikacija. Informaciniy RNR pirmtakai (pre-iRNR)
duoda pradzig baltymus koduojanc¢ioms informacinéms RNR (iRNR). Savo ruoztu
baltymy nekoduojancios RNR skirstomos j ribosomines RNR (rRNR) ir kitas, tokias
kaip mazosios nekoduojancios RNR (mnkRNR): mikroRNR (miRNR), su PIWI-
saveikaujanc¢ios RNR (piRNR), mazos interferuojancios RNR (SiRNR), transportinés
RNR (tRNR); bei ilgosios nekoduojanc¢ios RNR (inkRNR): ziedinés RNR (zied
RNR), pseudogenai, ilgos intergeninés RNR (iinkRNR), antiprasminés RNR
(apRNR). Siame darbe terminas maZosios nekoduojandios RNR (mnkRNR) bus
naudojamas i$skirtinai miRNR ir siRNR grupéms (paryskinta raudonu staciakampiu).
Modifikuota i§ Chan ir Tay, 2018.
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Savo ruoztu ilgos nekoduojancios RNR skirstomos | ilgas intergenines
nekoduojancias RNR (iinkRNR), antiprasmines RNR (apRNR), pseudogenus
ir Zziedines RNR (ziedRNR). Vienos labiausiai studijuojamy ilgyjy
nekoduojanéiyjy RNR pavyzdziy yra beveik 18 kb ilgio Xist, inaktyvuojanti
zmogaus X chromosoma (Fang et al., 2015), ir 2,2 kb HOTAIR, placiai
tiriamas dél savo sgsajy su véZiniais procesais (Deng et al., 2017).

Visos nekoduojancios interferentinés RNR, trumpesnés, nei 200 nt,
vadinamos mazosiomis nekoduojan¢iomis RNR. Prie pastaryjy daznai
priskiriamos transportinés RNR (tRNR), mazos branduolio RNR (mbRNR),
taciau ,tikrosiomis® eukarioty mazosiomis nekoduojanCiomis RNR yra
laikomos tik trys klasés: mazosios interferentinés RNR (siRNR), mikroRNR
(miRNR) ir su PIWI baltymais sgveikaujan¢ios RNR (piRNR) (Chan and Tay,
2018; Chiyomaru et al., 2014; Kishore et al., 2013; Wang et al., 2017; Zheng
et al., 2017). Sio darbo rémuose toliau kalbant apie maZasias nekoduojan¢ias

RNR (mnkRNR) bus kalbama biitent apie siRNR ir ypatingai apie miRNR.

111 Mazosios nekoduojancios RNR

Visos RNR, ilgesnés uz 200 nt, tradiciSkai yra priskiriamos ilgosioms, tuo
tarpu trumpesnés — mazosioms RNR (Yu et al., 2018). Dél tokio skirstymo
pagal ilgi mnkRNR grupei, kaip buvo minéta, be miRNR, siRNR ir piRNR
priskiriamos tRNR ir mbRNR (Chan and Tay, 2018). Vis délto pastaryjy
kilmé strukttra ir funkcijos ganétinai skiriasi. Transportinés RNR, nors ir
nekoduoja baltymy seky, dalyvauja baltymy sintezés procesuose, atneSdamos
aminoragstis j ribosomas (Chatterjee et al., 2018). MaZosios branduolio RNR
yra svarbios splaisingui (sukirpimui), kadangi dalyvauja splaisosomos
susidaryme ir jos funkcionavime (Bohnsack and Sloan, 2018). Sios dvi grupés
priskiriamos mnkRNR tik pagal ilgji. Tuo tarpu, likusios trys eukarioty
mnkRNR klasés, SIRNR, miRNR ir piRNR, pasizymi panasiu ~20-30 nt ilgiu,
VisSos riSasi su Argonaute (Ago) Seimos baltymais, sudarydamos taip
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vadinamus RNR indukuotus nutildymo kompleksus (RISC), kuriuose vykdo
potranskripcinius geny-taikiniy nutildymo procesus (Pav. 1.2) (Arif et al.,
2018; Ghildiyal and Zamore, 2009; Romano et al., 2017).
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transkriptas

T

L}
PIWT irarba AUR
l Kreipiandioji piRNR

S<+

5

T ' |
AGO2 e AGO3 jtraukimas
~ ﬂ 3" galo procesing:
REP) TReP) ¥ s
irinkimo

Lydingios l Lydincioji piRNR
grandinés ‘w_ s

kirpimas 5 Kirpimas 3

I
Kreipiandiojo

Lydincios Lydingiosios l lruspﬁxou

grandinés grandinés — ) Irll&hv(fs

salinimas ialinimas L3 l 3
mRNA Deadenilinimas

Taikinio mG /\ PIWI jtrauki
iRNR 5 @MMA 2v ‘*pm"""“i" { e
kirpimas

‘ Trana bl iRNR

Produl
atpal
‘gim‘flfs . Ribesoma
fp_nﬁn
busena

Pav. 1.2. Eukarioty mazyjy nekoduojanciy RNR klasiy biogenezés ir veikimo mechanizmy
principai. A. siRNR kelias zmogaus Iastelése; B. miRNR kelias zmogaus lIgstelése C. piRNR
kelias vaisinéje museléje. Visos stadijos ir jose dalyvaujantys veiksniai nurodyti paveikslélyje yra
paaiskinti tekste. dgRNR — dvigrandiné RNR; iRNR — informaciné RNR; TRBP, Drosha,
DGCRS, PIWI, AUB ir AGO3 —mnkRNR biogenezés keliy baltymai. Modifikuota i$ Jinek and
Doudna, 2009.

siRNR susidaro ir labai i§ ilgy pilnai komplementariy dvigrandiniy RNR,
kurias endonukleoazé Dicer (gyviinuose) arba DCL1 (augaluose) sukerpa j
subrendusius pilnai komplementarius 20-22 bp siRNR/siRNR* dupleksus
(Pav. 1.2, a) (Jinek and Doudna, 2009; Singh et al., 2018). Siy dupleksy siRNR
grandiné vadinama kreipiancigja, kadangi bitent ji dazniausiai jtraukiama j
RISC kompleksus ir nukreipia juos taikiniy RNR link, tuo tarpu siRNR*
grandiné vadinama lydin¢igja, kadangi ji lydi krepiancigjg iki duplekso
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grandiniy atsiskyrimo. Sios klasés mnkRNR sgveikauja su Argonaute $eimos
Ago poseimio baltymais. Mazy interferuojan¢iy RNR veikla svarbi apsaugant
genomag nuo integracijos j jj kaip savy, taip ir svetimy nukleorig§éiy
fragmenty, jskaitant virusus ir transpozonus (Arif et al., 2018; Carthew and
Sontheimer, 2009).

mMiRNR budinga, kad jos visos atsiranda i$ plauky segtuko formos piminio
transkripto, vadinamo pri-miRNR, kurio Kilpa ir laisvi nesuporuoti galai
nukerpami, susidarant miRNR/miRNR* dupleksui (Pav. 1.2, b). Vieng i$ Siy
reakcijy, kaip ir siRNR atveju, vykdo Dicer (gyviinuose) arba jam homologiné
DCL1 (augaluose), tadiau kitam Kirpimui reikalingi papildomos
endonukleoazés ir jy pagalbiniai baltymai (Jinek and Doudna, 2009). Kadangi
pirminis transkriptas yra nepilnai pats sau komplementarus, skirtingai nuo
SiRNR, ~20-22 nt ilgio miRNR sekose daznai pasitaiko nesuporuoty
nukleotidy (Carthew and Sontheimer, 2009; Singh et al., 2018). Véliau taip
pat kaip siRNR atveju, ta miRNR duplekso grandiné, kuri yra komplementari
savo taikinio iRNR, ir vadinama kreipiancigja, riSasi su Argonaute $eimos
Ago poseimio baltymais, o kita mMiRNR*, vadinama lydinéigja, daZniausiai
yra sudegraduojama (Arif et al., 2018; Carthew and Sontheimer, 2009; Singh
etal., 2018).

PiRNR ilgis varijuoja labiau negu siRNR ar miRNR, be to ir jos biina
ilgesnés (Pav. 1.2, ¢). Kaip ir rodo jy pavadinimas, piRNR, skirtingai nuo
miRNR ir siRNR, susiriSa su Piwi poseimio Argonaute Seimos baltymais.
Kitas skirtumas tarp Siy grupiy molekuliy yra tas, kad jy atsiradimui lastelése
nereikia Dicer ar | Dicer panasiy DCLI1 ir DCL2 fermenty (Ghildiyal and
Zamore, 2009; Jinek and Doudna, 2009). Be to, piRNR pirmtakai yra
viengrandiniai, o ne dvigrandiniai, kaip siRNR ir miRNR, ir atsiranda i$
defektyviy transpozony bei kity pasikartojanciy seky (Castanotto and Rossi,

2009). Sios klasés maZosios RNR yra randamos tik gyviiny lytinése lastelése.
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piRNR taip pat kaip ir siRNR gali biiti jtrauktos j transpozony nutildymo
procesg (Ghildiyal and Zamore, 2009; Rojas-Rios and Simonelig, 2018).

1.1.2 miRNR ir jy svarba

mMiRNR yra labiausiai iStirta mnkRNR klasé (Catalanotto et al., 2016).
Sios RNR rastos jvairiausiy taksonominiy grupiy eukariotiniuose
organizmuose, jskaitant visus gyvunus (zinduolius, pauksCius, Zuvis,
vabzdzius, kirméles, pintis, duobagyvius), grybus ir augalus, o taip pat ir kai
kuriuos vienalgs¢ius (Christopher et al., 2016; Skalsky and Cullen, 2010). Ilga
laika buvo manoma, jog miRNR yra budingos tik eukariotiniams
organizmams. Taciau pastaraisiais metais nustatyta, jog miRNR genai néra
reti net DNR virusy genomuose, ypa¢ herpesvirusy grupés, o taip pat
poliomavirusuose, askovirusuose ir adenovirusuose (8iuo metu yra
identifikuotos daugiau nei 200 virusiniy miRNR) (Arif et al., 2018). Tyrimy
duomenys rodo, jog virusai naudoja savo koduojamas mMiRNR kaip
Seimininko lasteliniy procesy reguliacijai, taip ir pacio viruso geny raiSkos
reguliacijai. miRNR genai virusiniame genome gali biiti jam naudingi dél
keliy aspekty: skirtingai nuo virusiniy baltymy miRNR néra imunogeniskos,
0o patys genai turi zenkliai trumpesnes sekas ir gali evoliucionuoti
nepalyginamai greiiau, prisitaikant prie naujy Seimininko apsaugos
mechanizmy (Arif et al., 2018; Skalsky and Cullen, 2010).

Eukariotuose miRNR reguliuoja geny raiskg dazniausiai degraduojant
taikinio iRNR arba nuslopinant jos transliacija j baltyminj produkta. Taip pat
yra zinomi ir kitokie miRNR reguliuojami procesai, tokie kaip transliacijos
aktyvacija arba heterochromatino formavimas. Geny raiskos poky¢iai,
salygoti miRNR vykdomos reguliacijos, daro jtaka jvairiausiems
biologiniams procesams, jskaitant lasteliy proliferacija, diferenciacija,

apoptoze ir vystymasi, kas gali lemti distrofijos, diabeto ar véZio atsiradimg
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(Catalanotto et al., 2016). Kiekviena miRNR vidutiniskai reguliuoja Simtus
skirtingy geny, veikianciy skirtinguose lastelés keliuose, kurie tarpusavyje
susieti j sudétingus reguliacinius tinklus, todél net viena miRNR kartais gali
»perjungti* istisg lastelés metabolizmo programa (Christopher et al., 2016).

Bioinformatiniais metodais nustatyta, jog miRNR galéty sudaryti iki 1
% visy transliuojamy geny, kurie, kaip manoma, reguliuoja apie pus¢ visy
Zzmogaus baltymus koduojanéiy geny (skirtingi autoriai nurodo nuo 30 iki 60
% baltymus koduojanc¢iy geny) (Christopher et al., 2016; Friedman et al.,
2009).

1.1.2.1 miRNR molekuliy struktiira ir biogenezé

Genominé miRNR koduojanéiy geny organizacija biina labai jvairi. Sie
genai gali buti autonominiai, tuomet jie turi nuosavus promotorius ir net
enhancerius, arba lokalizuotis baltymus koduojané¢iy geny intronuose, biti
pavieniai arba sudaryti sankaupas, vadinamas miRNR Kklasteriais arba
tandeminémis sekomis (Costa et al., 2009). Tais atvejais, kai miRNR genai
sudaro tandemines sekas, o visy $iy geny nuskaitymas vyksta ta palia
kryptimi, i§ pradZiy yra sintetinamas bendras policistroninis transkriptas, kuris
véliau sukarpomas j atskiras miRNR. Jeigu nuskaitymas vyksta prieSinga
kryptimi, mikroRNR transkriptai paprastai turi atskirus promotorius ir
sintetinami nepriklausomai nuo kity geny (Zhao and Srivastava, 2007).
Zinduoliuose daugiau kaip 50% miRNR geny randasi baltymus koduojanéiy
ir nekoduojanéiy geny introninése sekose (Garofalo and Croce, 2011).

Dauguma miRNR geny yra autonominiai ir transkribuojami RNR
polimerazés Il (RP 1I) arba Il (RP Il1l) pagalba, susidarant pirminiam
mMiRNR transkriptui — pri-miRNR (Winter et al., 2009). Pri-miRNR savo 5'-
gale turi 7-milguanozino ,kepure“, o 5-gale — poli(A) uodega. Po
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transkripcijos kai kurios pri-miRNR gali patirti redagavimo procesa, kurio
metu adenozinas yra pakei¢iamas inozinu (Winter et al., 2009).

Gyviinuose MiRNR brendimas vyksta per dvi kirpimo tre¢ios klasés
endoribonukleazémis stadijas - branduolyje ir citoplazmoje (Jinek and
Doudna, 2009). Pirmos stadijos, vykstan¢ios branduolyje, metu pirminis
transkriptas, susilankstes j plauky segtuko su laisvais 3’ ir 5’ galais struktira,
vadinama pri-miRNR, yra jkerpamas Drosha-DGCR8 kompleksu, taip pat
zinomo kaip Mikroprocesorius, nukerpant laisvus viengrandinius segtuko
galus (Pav. 1.2, b) (Nepal et al., 2016). Susidaro 60-70 nt ilgio segtuko formos
fragmentas, vadinamas, pre-miRNR (Nepal et al., 2016). Pre-miRNR toliau
yra transportuojama i§ branduolio j citoplazmg Exportin 5 baltymo-
transporterio pagalba, kur jos kerpamos kitos endonukleazés — Dicer,
padedant baltymui-partneriui, turin¢iam dgRNR-surisantj domeng — TRBP
(zinduoliuose) arba LOQS (musése). Sio proceso rezultate susidaro miRNR
dupleksas, kuris gali biti jtraukiamas j RISC kompleksus (Winter et al., 2009).

Augaluose abi kirpimo reakcijas branduolyje atlieka vienas fermentas,
vadinamas DCL1. Si endonukleazé taip pat kaip ir Drosha ar Dicer, veikia
kartu su savitu dgRBD turinéiu baltymu-partneriu HYL1, cinko pirSty domeno
baltymu SERRATE (SE) bei kitais baltymais. DCL1, HYL1 ir SE sgveikauja
branduolio procesingo centruose, vadinamuose D-kiineliais arba SmD3/SmB-
kineliais (Bologna et al., 2018; Moro et al., 2018). Neseniai miisy buvo
parodyta, kad HENI fiziskai saveikauja su DCL1 ir HYLI, tuo tarpu rySiy su
SE nustatyta nebuvo (Baranauské et al.,, 2015). I§ branduolio miRNR
dupleksai i$nesami, padedant jas stabilizuojan¢iam baltymui-transporteriui
HASTY, homologiskam gyviiny Exportin 5 (Zhang et al., 2017).

Be aprasyto miRNR biogenezés kelio, kuris vadinamas kanoniniu,
egzistuoja ir kiti keliai. Vienas i§ tokiy — taip vadinamas mirtrony kelias,
kuomet miRNR susidaro i§ iRNR introny, vieng i§ kirpimy atlickant ne

Drosha, bet splaisosomai. Toliau susidares tarpinis laso formos produktas yra
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nusakojamas DBR1 fermento vél i linijing struktiira ir miRNR pirmtakas
patenka j kanoninj kelig tik sgveikos su Exportin-5 metu, pries iSneSant jj i$
branduolio j citoplazmg. Paprastai mirtronai néra tokie konservatyvis tarp
biologiniy rasiy, kaip kanoninés miRNR (Rorbach et al., 2018). Be kanoninio
mirtrony kelio, egzistuoja 3'-uodeguotyjy, 0 taip pat ir 5'-uodeguotojy
mirtrony keliai. Sie panagis j mirtrony kelia, tadiau po tarpinio laso formos
produkto nusakojimo susidariusios RNR 3’ arba 5’-galas RNR egzosomos yra
sutrumpinamas ir tik tuomet jvyksta sgveika su Exportin-5 (Westholm and
Lai, 2011). Kitas zinomas kelias yra miRNR susidarymas i$ su Ago baltymu
susirigusiy trumpy (80-100 nt) introny, vadinamy agotronais. Siame kelyje
pre-miRNR nesiskiria nuo subrendusios miRNR ir néra kerpama Dicer. Kai
kurie agotronai yra visiskai konservatyvis tarp Zinduoliy, kas rodo jy didele
biologine svarbg (Hansen et al., 2016).

Augaluose subrende MiIRNR/MIRNR* (o taip pat ir SIRNR/SIRNR*)
dupleksai stabilizuojami nuo S-adenozil-L-metionino (SAM) priklausoma
metiltransferaze Hua Enhancer 1 (HEN1). Metilo grupés yra perne$amos ant
kiekvienos grandinés 3'-galo 2'-OH grupés, tokiu bidu apsaugant miRNR nuo
nukleotidilo RNR transferazés HEN1 Suppressor 1 (HESO1), kuri uridilina
mazas nekoduojancias RNR jy 3°-galuose ir taip pazymi jas kaip taikinius

degradacijai egzonukleazémis in vivo (Ren et al., 2014; Wang et al., 2018).

1.1.2.2 miRISC kompleksai ir jy susidarymas

Subrendusios miRNR molekulés yra jtraukiamos | miRISC
ribonukleoproteininius kompleksus. Duplekso grandines i§vynioja jvairios
helikazés ir viena i$ grandiniy patenka j RISC. Kartais abi miRNA/MiRNA*
duplekso grandinés jtraukiamos j du skirtingus RISC kompleksus ir abi
dalyvauja RNR interferencijoje (Winter et al., 2009). Augaluose grandinés
pasirinkimui jtakos gali turéti kiti baltymai: SE, DCL1 ir HYL1. Manoma, kad
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HENI1 pakeiciant SE baltymg miRNR/miRNR*-HYL1-DCL1 komplekse, Sis
kompleksas nukreipia HEN1 vykdoma metilinimag prie§ miRNR granding,
kuri bus jtraukta j sgveika su AGO1 kompleksu (Baranauske et al., 2015).

RISC komplekso pagrinda be kreipian¢iosios RNR sudaro Argonaute
(Ago) Seimos baltymai, fermentas Dicer, RNR surisantis baltymas TRBP ir
dgRNR struktiiras atpazjstantis elementas PACT (Jinek and Doudna, 2009).
Didziausias vaidmuo tenka Argonaute $eimos baltymams, kurie atlieka dvi
pagrindines funkcijas. Visy pirma, Ago vykdo miRNR/miRNR* duplekso
lydin€iosios miRNR* grandinés jkirpima, taip atlaisvinant kreipiancigja
miRNR, kuri i§ karto jtraukiama j RISC. Be to, Ago — tai RISC komplekso
efektoriai, kurie degraduoja ar destabilizuoja iIRNR-taikinj (Winter et al.,
2009).

Minétos Seimos baltymai skirstomi j dvi grupes: Argonaute Seimos Ago
poseimio baltymus, kurie sgveikauja visy pirma su miRNR bei siRNR, o taip
pat Argonaute Seimos PIWI poseimio baltymus, sudaranc¢ius kompleksus su
piRNR (Winter et al., 2009).

Argonaute baltymo struktiiroje yra isskiriami 4 domenai: N-galinis,
PAZ, MID ir PIWI (Pav. 1.3). Pirmi du sudaro vieng baltymo skiltj, tuo tarpu
MID ir PIWI — kitg. N-galinis domenas, nors ir mazai konservatyvus,
dalyvauja daugelyje biocheminiy vyksmy. PAZ domenas primena su
oligosacharidais bei oligonukleotidais sgveikaujancia kloste ir risa 3’-galinj
nukleortig§¢iy grandiniy dinukleotidinj i$sikiSimg. MID domenas turi 5'-gala
suriSancig kiSeng. Galiausiai C-galinis PIWI domenas pasizymi RNazés H

aktyvumu ir yra atsakingas uz nukleazinj aktyvuma (Djuranovic et al., 2011).
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Pav. 1.3. Argonaute baltymy konformaciniai poky¢iai. Bakterijy Apo-primenanéio
baltymo skirtingy konformacijy spiraliniai-Klostiniai (a ir b) bei schematiniai-
struktiiriniai (c-€) vaizdai. ¢ —domeniné baltymo struktira: PAZ, MID, PIWI ir N —
atitinkami Argonaute baltymo domenai. Bakterijy Apo-primenantis baltymas (c)
keicia savo konformacija, kai susiriSa su miRNR oligonukleotidu (d ir a), ir véliau
keicia konformacija susiformavus dupleksui tarp miRNR ir taikinio iRNR (e ir b) (i§
Djuranovic et al., 2011).

1.1.2.3 miRISC-iRNR saveikos ir nutildymo mechanizmai

RISC kompleksuose miRNR reikalingos taikiniy atpazinimui. Taikinys
yra atpazjstamas pagal Votsono-Kriko susiporavimg tarp miRNR
kreipianciosios grandinés ir jos iRNR-taikinio. Neskaitant keliy i$imciy,
gyvinuose miRNR susiri§imo sritys randamos iRNR molekuliy 3'-galy
netransliuojamuose regionuose (3’-UTR) (Feng et al., 2018). Tuo tarpu
augaluose iRNR susiri§imo sritys beveik visada yra koduojancioje dalyje

(Kumar et al., 2018).
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Gyviinuose deél nevisisko iRNR ir miRNR seky sutapimo taikinio
susiriSimas su miRNR daznai jvyksta, susidarant kilpoms tarp RNR grandiniy,
tuo tarpu augaluose komplementacija tarp RNR yra ideali arba arti tokios
(Carthew and Sontheimer, 2009). Nustatyta, kad RISC neskaito iRNR-taikinio
iSilgai nuo 5'-galo ar 3'-galo, panasiai kaip ta daro ribosomos, o vietoj to
atsitiktinai bando prisijungti jvairiose iRNR vietose, nespecifi$kai suriSdamas
sekas, bei disocijuoja nuo jy, kol nesuranda teisingg taikinj (Li and M Rana,
2014; Rana, 2007).

Neziiirint | tai, kad kartais miRNR kompleksai gali stimuliuoti geny
raiSka, paprastai jy poveikis yra slopinamo pobidzio ir vadinamas geny
nutildymu (Michlewski and Caceres, 2018). Skiriamos dvi §io proceso
mechanizmy grupés: tiesioginé endonukleolitiné iRNR degradacija bei
nutildymas be taikinio degradacijos, jvairiais biidais neleidziant vykti iRNR
transliacijai (Djuranovic et al., 2011; Filipowicz et al., 2008). Paprastai iRNR-
taikinio nutildymo mechanizmas priklauso nuo jo komplementarumo lygio su
kreipiancigja miRNR.

Saveikoms su taikinio-iRNR yra labai svarbios miRNR pozicijos nuo
antros iki astuntos nuo 5'-galo. Sis regionas vadinamas ,,seed* regionu (angl.
termino reikSmé ,,pradzia“ arba ,,uzséjimas®). Sios miRNA vietos sgveika su
iRNR yra bitina ir privalo bati istisiné, be nesuporuoty nukleotidy (Roberts
and Borchert, 2017). Kadangi minéta sritis yra pakankamai trumpa, o miRNR
daznai patiria vieno ar keliy nukleotidy praradima ar prijungima jy brendimo
metu, sekoskaitos duomenyse daznai sutinkamos miRNR variantai,
besiskiriantys vos vienu ar dviem nukleotidais (Liang et al., 2017). Sie miRNR
izomerai vadinami izomiRais, kurie, neZiiirint labai panasios sekos, daZnai
gali ristis prie skirtingy taikiniy-IRNR, o kadangi viena miRNR gali reguliuoti
Simtus geny ir tas pats genas gali buiti reguliuojamas keliy miRNR, izomiRy

reguliuojamy geny profilis gali drasti$kai skirtis (Guo and Chen, 2014)
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Judant toliau nuo $io ,,seed regiono link miRNR 3'-galo miRNR-IRNR
sgveika gali bati neideali — turinti tarpusavyje nekomplementariy baziy pory
intarpy. Aukstos komplementacijos iSilgai viso miRNR ilgio salygomis
iRNR-taikinys paprastai yra sudegraduojamas — tai daznas reiSkinys
augaluose. Kitaip gyvinuose, dél mazesnio komplementarumo tarp RNR
molekuliy laipsnio, pagrindinis geny nutildymo mechanizmas vyksta be
iRNR-taikiniy degradacijos. Taéiau yra zinomos ir iSimtys abiejose S$iy
organizmy grupése — gyviinuose gali vykti degradacija, o augaly miRNR gali
blokuoti transliacija, nekerpant taikiniy (Ghildiyal and Zamore, 2009).

Reguliuojamy geny neendonukleolitiné represija gali pasireiksti
jvairiais budais (Pav. 1.4). Visy pirma miRNR gali slopinti transliacijos
iniciacijg, trikdant iRNR kepurés atpazinimg arba ribosomos didZiojo
subvieneto prisijungimg (Pav. 1.4, a) (Filipowicz et al., 2008). Taip pat
galimas poiniciacinio nutildymo mechanizmas, vadinamas transliacijos
elongacijos represija (Pav. 1.4, b). Siuo atveju miRISC kompleksas gali létinti
elongacijos greitj arba vykdyti ribosomos ,,numetima“ nuo iRNR. Galimas ir
dar vienas mechanizmas, vadinamas taikinio poli(A) uodegos deadenilinimu
(Pav. 1.4, c). Sio proceso metu iRNR yra destabilizuojama, dél ko gali vyki
jos netiesioginé degradacija. Be to, galimas ir dar vienas nutildymo
mechanizmas — proteolizé (Pav. 1.4, d). | § transliacijos represijos
mechanizma be RISC yra jtraukta proteaze, kuri transliacijos elongacijos metu
skaldo sintetinamg baltymg. Galiausiai represuojami iRNR-taikiniai gali buti

saugomi ar degraduojamos P-kiineliuose (Pav. 2.4, e) (Filipowicz et al., 2008).
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Pav. 14. Gyviny miRISC indukuojami potranskripcinio geny nutildymo
mechanizmai, nejtraukiantys tiesioginés endonukleolitinés iRNR degradacijos:
transliacijos iniciacijos etapo represija (2), elongacijos etapo represija (b), iRNR
deadenilinimas (c), transliuojamo baltymo proteolizé (d), saugojimas ar degradacija
P-kiineliuose (). miRNPs (paryskinta mélynai)— ribonukleoproteinai, j kuriy sudétj
jeina miRNR (miRISC kompleksai); raudonas apskritimas — iRNR-taikinio ,kepuré*;
AAAAA - poli(A) ,,uodega“; ORF (angl. open reading frame) — atviras skaitymo
rémelis; zydri keturkampiai — netransliuojami regionai; elFAE — eukarioty iniciacijos
veiksnys 4E; CCR4-NOT - deadenilazés kompleksas; X — proteazé (i$ Filipowicz et
al., 2008).

1.1.2.4 miRNR biologiné svarba ir miRNR terapija

miRNR vykdomi potranskripcinés reguliacijos mechanizmai daro jtaka
daugeliui biologiniy procesy, kurie apima apoptozg, hematopoetine
diferenciacija, kardiogenezg¢ ir miogeneze, odos morfogeneze ir nervy
vystymasi, todél atskiry miRNR raiskos profiliai pakinta skirtingy ligy
atvejais, jskaitant jvairius véZzinius susirgimus, hepatito C infekcijy, miokardo
infarkto, Sirdies fibrozés, aterosklerozés ir kity Sirdies ir kraujagysliy ligy
atvejais, esant inksty fibrozei, metaboliniy ir uzdegiminiy ligy atvejais.
(Christopher et al., 2016; Garofalo and Croce, 2011; Szymczyk et al., 2018).

D¢l $iy priezasCiy Siuo metu yra bandoma vystyti du pagrindinius miRNR
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terapijos kelius: esant tam tikros miRNR nepakankamumui ir norint padidinti
jos veikimo lastelése efekta j organizmg gali buti jvedami vektoriai, kuriy
transkripcija padidina reikiamos miRNR kiekj, arba galima tiesiogiai jvesti
dvigranding miRNR. Tokiy molekuliy pristatymo j norimus organus ar
audinius efektyvumas gali buti padidintas, naudojant liposomas ar jvairias
nanodaleles. Priesingu atveju, esant tam tikry miRNR pertekliui, galima jvesti
molekules, inhibuojancias Sias mMiIRNR (Christopher et al., 2016).

Kadangi miRNR reguliuoja ir onkogeny, ir vézio supresoriy geny
raiSka, vézio atsiradimg gali salygoti kaip miRNR funkcijy praradimo, taip ir
jgijimo mutacijos (Garofalo and Croce, 2011). Ypatingg vaidmenj miRNR
terapijai gali turéti miRNR, vadinamos metastamir. Tai yra miRNR, kurios
skatina (onkomiRai) arba slopina (vézio supresoriai) véziniy lasteliy migracija
ir metastazg, o jy raiska gali stipriai koreliuoti su vézinio susirgimo prognoze.
Pavyzdziui, norint inhibuoti miRNR, kuri veikia onkogeniskai (vadinama
onkomir), gali biti naudojami pastarajai komplementartis (kreipiantys)
oligonukleotidai (AMO), kitaip vadinami antagomirais (Pradhan et al.,
2017). Alternatyviai gali biiti naudojami modifikuoti (pvz., 2'-O-metilinti)
arba skirtingas chemines struktiiras turintys sintetiniai oligonukleotidai, tokie
kaip uzdarosios nukleorfigstys (LNA, angl., locked nucleic acid), peptidinés
nukleorigdtys (PNA, angl.,, peptide nucleic acid) ir Kkiti junginiai,
pasizymintys didesniu stabilumu bei daznai stipresnémis saveikomis su
taikinio molekulémis (Quijano et al., 2017; Rupaimoole and Slack, 2017). Be
to, inhibicijos efektas gali bati reguliuojamas, naudojant miRNR kempines
(angl. miRNA sponges), ziedines RNR, turinCias daugybines vienai arba
kelioms skirtingoms miRNR komplementarias sekas. Dar viena galimybé yra
naudoti MiRNR maskuote (angl. miRNR masking), ivedant sekas, kurios,
priesingai, yra komplementarios taikinio iRNR 3’-netransliuojamam regionui,

taip konkuruojant su miRNR molekulémis (Christopher et al., 2016).
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Tokios terapijos sékmé stipriai priklauso nuo miRNR ar SiRNR
pristatymo j reikalingus audinius organizme efektyvumo ir greitumo, kraujyje
iSsaugant terapines RNR koncentracijas. Pagrindinés §iuo metu vystomos in
ViVO pristatymo strategijos, pagerinancios oligonukleotidy patekima j taikinio
lasteles: a) oligonukleotido jvedimas konjugatuose su cholesteroliu; b)
pristatymas nanodalelémis, turin€iomis pavirSiaus ligandus, pvz., transfering,
kurie risasi prie reikalingy lasteliy receptoriy; c¢) oligonukleotidai gali biiti
pristatomi lipidiniame dvisluoksnyje, padengtame polietilenglikolio
konjugatais; d) pristatymas specifiniais antikiniais, €) oligonukleotido
cheminis prijungimas arba kotranskripcija su aptamerais, turinciais
specifiSkumg pries tam tikry Iasteliy receptorius ir kt. (Castanotto and Rossi,
2009).

1.2 Metiltransferazé HEN1

Metiltransferazés — tai fermentai, pasizymintys sugebéjimu pernesti
metilo grupes ant savo substraty. Dauguma $ios klasés fermenty kaip metilo
donorg naudoja S-adenozil-L-metionino (SAM) kofaktoriy. Paprastai nuo
SAM priklausomos metiltransferazés turi maza seky panasuma tarpusavyje,
taciau suformuoja labai konservatyvig erdving strukttrg. Nors Siy fermenty
aminoriig§¢iy liekanos, suriSancios visiems bendra kofaktoriy, pasizymi labai
nedideliu konservatyvumu, taciau suri§imo vieta iSsidésto toje pacioje
erdvinés struktiiros dalyje (Martin and McMillan, 2002).

Visos mazosios RNR augaluose (miRNR ir siRNR), gyviiny piRNR bei
kai kurios Drosophila ir C. elegans siRNR yra 2’-O-metilintos 3'-galuose. Si
modifikacija yra vykdoma HEN1 metiltransferaziy ir apsaugo mazasias RNR
nuo uridilinimo, trumpéjimo ir degradacijos (Wang et al., 2015). HEN1 yra
placiai paplitusi RNR 2'-O-metiltransferaziy Seima, kurios atstovai aptinkami
skirtinguose eukariotiniuose ir prokariotiniuose organizmuose ir turi

homologinj katalizinj domeng (Billi et al., 2012).
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Arabidopsis thaliana metiltransferazé HEN1 dalyvauja augaly miRNR,
o taip ir siRNR metilinimo reakcijose, kurios vyksta tiek branduolyje, tiek ir
citoplazmoje (L6zsa et al., 2008). MiRNR modifikacijos metu metilo grupés
yra perneSamos nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) ant miRNR/miRNR*
dupleksy abiejy grandiniy 2'-OH pozicijy 3’-galuose. Kaip buvo minéta
mnkRNR metilinimas atlicka svarby vaidmenj, apsaugodamas jas nuo

uridilinimo ir taip uztikrindamas stabiluma (Wang et al., 2018).

1.2.1 HENI struktura

Arabidopsis thaliana HEN1 fermentas — tai pakankamai ilgas, i§ 942
aminoriig§éiy liekany sudarytas baltymas. HEN1 ir jo homology sekos taip
stipriai skiriasi nuo kity metiltransferaziy, kad i$ pradziy Sis fermentas nebuvo
identifikuotas kaip MTaziy atstovas.

Baltymo polipeptidingje sekoje yra iSskiriami penki domenai, i§ kuriy
tik PLD (PPlase like domain) nesgveikauja su RNR (Pav. 1.5). HEN1
metiltransferazés N-gale (a.r. 1-90) yra dgRNR suriSantis motyvas (dsRBD1).
Salia jo randasi kitas RNR surisantis domenas — La motyva turintis domenas
(LCD) (a.r. 91-200) (Pav. 1.5, a) (Tkaczuk et al., 2006). N-galiniai domenai
yra svarblis katalizinio komplekso stabilizavimui (Vilkaitis et al., 2010).
Centringje HEN1 metiltransferazés dalyje (a.r. 201-529) lokalizuotas antras
dgRNR surisantis domenas — dsRBD2. Prie§ katalizinjf HEN1 domeng (a.r.
~530-680), aptiktas dar vienas, budingas peptidil-prolino cis-trans
superSeimai (PPlase), dél ko jis buvo pavadintas | PPlase panaSiu domenu
(PLD) (Pav. 1.4, a). Baltymo C-gale randasi C-galinis domenas (CTD, a.r.
~694-911), kurio struktiira yra labai panasi | Rossmann-fold MTaziy (RFM)
superseimos C-galinius domenus. Si sritis yra atsakinga uz saveikas su S-
adenozil-L-metionino kofaktoriumi ir jo pernasa ant substrato (Tkaczuk et al.,
2006).
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Pav. 1.5. HENI metiltransferazés struktiira. a) HENI domeny schematinis
pavaizdavimas; b) spiraliné-klostiné ir ¢) erdviné-pavir§iné HEN1-miRNR-AdoHcy
komplekso schemos. AdoHcy - S-adenozil-L-homocisteinas, demetilintas
kofaktoriaus metabolitas. Raudonai pazyméta metilinama miRNR duplekso grandiné,
mélynai — nemodifikuojama. dsSRBD1 ir 2 — dvigrand¢ RNR suri$antys motyvai; LCD
— La motyva turintis domenas; PLD — j peptidil-prolino cis-trans baltymams buidinga
panasus domenas; MTase — metiltransferazinis fermento domenas. b paveiksle
pavaizduota Mg?* ri§imosi vieta. Modifikuota pagal Huang Y. et al., 2009.

1.2.2 HEN1 sgveika su RNR ir baltymais

A-formos RNR dupleksas yra riSamas dviejy dvigranding RNR
suriSan¢iy domeny — dsRBD1 ir dsRBD2 (Pav. 1.5). dsRBD1 turi 3
konservatyvius RNR suri$imo motyvus, o dsRBD2 nustatyti tik 2 tokie
motyvai. D¢l Sio skirtumo dsRBDI1 saveikauja su didesniu substrato
pavirSiaus plotu (Pav. 1.5, b ir c¢). Biitent tai gali paaiSkinti, kodél domenas yra
kritiskai svarbus RNR atpazinimui, o jo praradimas Zenkliai sumazina HEN1
ri§imasi prie substrato. Savo ruoztu dsRBD2, lyginant su dsRBD1, randasi
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mazdaug 3 angstremais toliau nuo RNR, ir tai gali jtakoti specifiSkuma
substratams, turintiems nesuporuoty nukleotidy, kas kaip tik yra miRNR
dupleksams budingas pozymis (Huang et al., 2009).

Dvigrandinés RNR pusé, turinti metilinamos grandinés 5'-galg ir
nemetilinamos grandinés 3'-galg, yra riSama La motyva turin¢io domeno
(LCD) (Pav. 1.5). La motyvas, sudarantis mazdaug pus¢ LCD domeno N gale,
pasizymi specifine sgveika su RNR 3'-galais (Pav. 1.6, ¢, 1). Vis délto $i
saveika néra kritiSkai svarbi substrato atpaZinimui — pakeitus nemetilinamos
grandinés 3'-galo 2 nt i8sikiSima i 1 ar 3 nt, nebuvo pastebéta HEN1 aktyvumo
skirtumy RNR duplekso metilinamoje grandinéje. Sgveikai su metilinamos
RNR duplekso grandinés 5'-galu yra svarbi HEN1 baltymo W333
aminoragsties liekana (Pav. 1.6, ¢, 2) (Huang et al., 2009).

Tuo tarpu kitoje RNR duplekso puséje esantis metilinamos grandinés
3'-galo 2 nt iSsikisimas yra giliai jsiterpes | metiltransferaziniu aktyvumu
pasizymin¢io MTazés domeno aktyvyji centrg (Pav. 1.6). Su Sio RNR
duplekso galo dydZziuoju grioviu sgveikauja trys augaluose konservatyvios
teigiamai jkrautos aminortigs¢iy liekanos — K749, R753 ir K756,
dalyvaujancios 5'-fosfato atpazinime (Pav. 1.6, b). Fosforibozinio karkaso
fosforilo liekana, jungianti 3’-galo dviejy nukleotidy iSsiki$ima su likusia
duplekso dalimi, yra jtvirtinta kilpos, suformuotos i§ F692-F697 aminoragsciy
liekany (Pav. 1.6, a).

Du RNR fosfodiesterinés jungties deguonies atomai formuoja
vandenilines jungtis su F692-F697 pagrindinés grandinés amino grupémis.
Hidrofobinés sgveikos papildomai stabilizuoja $ig kilpg (Pav. 1.6, a).
Dauguma aminoriigs¢iy liekany kilpoje yra konservatyvios ir bidingos ne tik
augaly HEN1 metiltransferazei, bet ir jos homologams gyviinuose (Huang et
al., 2009). Nustatyta, jog HEN1 besiriSant su dvigrandinémis miRNR,
pastarosios gali padéti fermento kataliziniam centrui jgauti katalizei tinkama

orientacijg. Tai taip vadinamas substrato palaikomos katalizés reiskinys.
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Taikinio 3-galinis
nukleotidas

Terminaliné baziy pora

Pav. 1.6. Dvigrandés RNR atpazinimas ir metilinimo kataliz¢ HEN1 aktyviajame
centre. a) Metilinamos grandinés (pazyméta raudonai) fosforibozinio karkaso
fosforilo liekanos, jungiancios 3’-galo dviejy nukleotidy iSsikiSima su likusia
duplekso dalimi, jtvirtinimas baltymo kilpoje, suformuotoje i§ F692-F697
aminortigsciy liekany. Saveikos parodytos punktyrinémis linijomis. Paaiskinta tekste.
b) Metilinamo duplekso galo nemodifikuojamos grandinés (mélynos) 5'-fosfatinés
grupés atpazinimas konservatyviy aminortagséiy liekany — K749, R753 ir K756. ¢)
LCD domeno sagveika su nemodifikuojamu miRNR duplekso galu. Nemetilinamos
grandinés (pazyméta mélynai) dviejy nukleotidy 3’-galo iSsikiSimas atpazjstamas
baltymo La motyvo (1). Metilinamos grandinés (paZyméta raudonai) 5'-galinio
nukleotido heterocikliné bazé sgveikauja su W333 (2) (i Huang et al., 2009). d)
HEN1 metiltransferazés reakcijos centro reprezentacija. S-adenozil-L-homocisteinas
paryskintas geltonai; taikinio 2'-hidroksilo grupé parysSkinta oranzine spalva; 3'-
galiniai taikinio RNR grandinés nukleotidai parySkinti mélynai; nemetilinamos
grandinés 5'-galinis nukleotidas parySkintas zaliai; katalizinis Mg?" pary3kintas
raudonai. Supaprastinimo délei HEN1 katalizinio centro aminortigséiy liekanos
neparodytos. Baltos rodyklés vaizduoja galiniy baziy pory saveikas, padedancias
kofaktoriui ir taikinio nukleotidui priimti katalizei teisingg konformacija (i$ Vilkaitis
etal., 2010).
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Jo metu atskiros miRNR duplekso grandinés HEN1 kataliziniame centre gali
funkcionuoti kaip vienas struktiirinis vienetas, sgveikaudamos tarpusavyje ir
palaikydamos katalizei reikalingas reaktanty konformacijas (Pav. 1.6, d)
(Vilkaitis et al., 2010).

Neseniai buvo parodyta, kad HENL in vitro tiesiogiai sgveikauja su
Mikroprocesoriaus, kuris yra svarbus miRNR biogenezei, komponentais RNR
suriSanéiu baltymu HYL1 bei DCL1, ta¢iau nesiriSa prie SERRATE baltymo
(Baranauske et al., 2015).

1.2.3 HENZ1 substratinis specifiSkumas

HEN1 metiltransferazinis aktyvumas priklauso nuo tam tikry
reikalavimy substratui patenkinimo lygio. Tam, kad substratas bty
atpazintas, jo ilgis turi biiti nuo 19 iki 25 bp RNR/RNR dupleksas (Huang et
al., 2009). Tai yra vienas svarbiausiy reikalavimy, sglygotas atstumo tarp
baltymo MTazinio domeno aktyvaus centro, su kurio sgveikauja metilinamas
RNR galas, ir LCD domeno, kuriame jsitvirtina kitas duplekso galas (Pav. 1.7)
(Huang et al., 2009).

Kitas svarbus reikalavimas yra 2 nt ilgio iSsiki§imai duplekso 3’
galuose. Didziausiu specifiskumu HENI pasizymi batent 21-24 nt ilgio
dvigrandéms miRNR turin¢ioms 3'-i$sikiSimus, dupleksai su bukais galais yra
silpnai HEN1 modifikuojami (Yang et al., 2006). IS kitos pusés,
nemetilinamos grandinés 3'-gale esantis iSsikiSimas, trumpesnis ar ilgesnis
vienu nukleotidu, praktiSkai neturi jtakos substrato atpazinimo efektyvumui
(Huang et al., 2009).

Neseniai atlikti tyrimai paneigé anks¢iau vyravusig teorija, jog HENI
teikia prioriteta miRNR pries siRNR. Buvo nustatyta, kad pilnai
komplementariis siR173/siR173* ir dalinai suporuotas miR173/miR173* in

Vivo metiltransferazés yra riSami labai panas$iai (Baranauské et al., 2015). Dar
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anks¢iau buvo parodyta, jog siRNR ir miRNR konkuruoja dél HENI1

katalizuojamo metilinimo in vivo (Yu et al., 2010).

Pav. 1.7. Sitlomas HEN1 dvigrandiniy mazyjy RNR atpazinimo pagal substrato ilgj
modelis ir nuo Mg?*-priklausomas 2’-O-metilinimo mechanizmas. MTase -
metiltransferazinis domenas, PLD — j peptidil-prolil-cis/trans-izomeraze¢ panaSus
domenas, dsRBD1 ir 2 — dvigranding RNR suri$antys domenai, LCD — La motyva
turintis domenas, SAM — AdoMet (i§ Huang et al., 2009).

1.2.4 HEN1 metiltransferazés biologinis vaidmuo

Arabidopsis thaliana henl mutanty lgstelés turi daug mazesnius
miRNR kiekius, o $iy molekuliy ilgis jvairuoja. Be to, tokiems augalams
visiskai sutrinka RNR interferencijos procesai, o jy fenotipas panasus j ta,
kuris iSsivysto praradus pagrindiniy Sio mechanizmo komponenty, jskaitant
Dicer ir Argonauty baltymus, aktyvumg (Kurth and Mochizuki, 2009). Henl
augaly mutantai turi trumpesn;j stiebg bei mazesnius lapus, kuriy forma ryskai
skiriasi nuo laukinio tipo augaly lapy formos (Chen et al., 2002). Be to, tokie
augalai formuoja maziau ziedadulkiy ir sékly ir pasidaro sterilas (Oliver et al.,
2017). Metilinimo svarba rodo ir faktas, kad kai kurie augaliniai virusai

bandydami apsisaugoti nuo RNR interferencijos mechanizmo, §j reiskinj
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slopina butent per miRNR modifikacijos stadijos inhibicija (L6zsa et al.,
2008).

HEN1 gali atlikti ir Kitokias funkcijas. Si metiltransferazé gali dalyvauti
nevisai teisingg antring struktiira jgavusiy dvigrandiniy RNR molekuliy
stabilizacijoje, tokiu budu padedant nuo RNR priklausomai RNR polimerazei
(RARP) produkuoti ilgas absoliuciai taisyklingos struktiros RNR molekules
(Boutet et al., 2003).

1.3 mTAG technologija

Metiltransferaziy nukreipta aktyvuoty grupiy pernasa (angl.,
methyltransferase-directed transfer of activated groups, MTAG) -
biomolekuliy Zyméjimo technologija, iSnaudojanti nuo S-adenozil-L-
metionino (AdoMet) priklausomy metiltransferaziy specifiSkumg savo
substratui, perneSant ant jo norimas chemines grupes. Kadangi
metiltransferazés paima perneSama grupe nuo AdoMet ir yra specifiskos savo
substratui pagal tam tikra pozymj, pvz., atrenka substratg metilinimui pagal
seka, substrato dydj, atpazjsta tam tikrg strukttirg ir t.t., chemiskai pakeitus
perneSamg metilo grupe kofaktoriuje j misy norimg (Pav. 1.8), yra jmanoma
sukurti jvairiy biomolekuliy Zyméjimo pagal tg pati pozymj technologijas (su
salyga, kad fermentas panaudos tokj sintetinj kofaktoriy). Pavyzdziui, M.Hhal
metiltransferaze, atpazjstanti dvigrandiniy DNR molekuliy GCGC seka ir
modifikuojanti pabraukto citozino penktaja (C5) pozicija, gali biiti panaudota
tam, kad pernesty | $ig pozicijg jvairias ilgesnes nei metilo chemines grupes,
kurios galéty biti panaudotos, pavyzdziui, substrato vizualizacijai arba
gryninimui (Dalhoff et al., 2006; Klimasauskas and Weinhold, 2007
Lukinavicius et al., 2007; Masevicius et al., 2016). Atitinkamai galima sukurti
RNR zyméjimo technologijas, iSnaudojant RNR specifines metiltransferazes,

baltymy zyméjimui — baltymy metiltransferazes ir t.t.
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Pav. 1.8. Sintetiniy AdoMet kofaktoriy struktiiros pavyzdys. Reaktyvi metilo grupé
yra pakeiciama j ilgesne Soning granding, turin¢ig zyméjimui reikalingg funkcing arba
reportering grupé X (mTAG technologija buvo pritaikyta ir kitokios strukttiros Soniniy
grandiniy perna$ai, zr. Zemiau esantj teksta) (i$ Masevicius et al., 2016).

1.3.1 mTAG pritaikymas DNR zyméjimui

Pirma karta mTAG technologija buvo pritaikyta nuo sekos
priklausomam DNR Zyméjimui. Siy tyrimy metu parodyta, kad bakteriofago
plazmidiné DNR gali biiti pazyméta dviem zZingsniais: i$§ pradziy pernesant ant
jos amino grupe turinCig Sonin¢ granding, o véliau prie jos prijungiant
fluoroforo zyme¢ (Klimasauskas and Weinhold, 2007; Lukinavicius et al.,
2012; Lukinavicius et al., 2007).

DNR molekulése citozino metilinimas— tai viena dazniausiy biologiniy
modifikacijy, kuri yra sutinkama nuo bakterijy iki zmogaus. Todél
eksperimentams buvo pasirinkta bakteriné M.Hhal metiltransferaze,
atpazjstanti GCGC seka ir modifikuojanti pabraukto citozino penktajg (C5)
pozicija (Lukinavicius et al., 2007). Deja, pirminiai tyrimai su laukinio tipo
M.Hhal, jg pritaikant sintetiniams AdoMet analogams, neparodé gery
zyméjimo rezultaty: metiltransferazé pasizymeéjo didziausiu efektyvumu su
natiiraliu AdoMet kofaktoriumi, taciau buvo praktiskai neaktyvi su AdoMet
analogais. Kadangi sintetiniai AdoMet analogai turi didesnes Sonines
grandines, jos gali trukdyti kofaktoriaus molekulei patekti j metiltransferazés

kofatoriaus kiSeng (Pav. 1.9, virSus). Todél Salia laukinio tipo M.Hhal,
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siekiant praplatinti kofaktoriaus kiSeng, Siame darbe buvo sukurtas variantas,
82-oje pozicijoje turintis glutaming pakeistg | alaning (Lukinavicius et al.,
2007). Tokiu biidu buvo tikétasi praplatinti kofaktoriaus kiSene stambesniems
AdoMet analogams. Toks metiltransferazés variantas nors ir pasizyméjo iki 4
karty geresniu efektyvumu uz laukinio tipo M.Hhal, perneSant Sonines
grandines nuo sintetiniy kofaktoriy, tac¢iau Sios pernasos efektyvumas vis dar
stipriai atsiliko nuo laukinio tipo M.Hhal su AdoMet reakcijos. Be to, buvo
pastebéta, kad §io mutanto metilo grupiy pernasa nuo AdoMet sumazgjo net

16 karty (Lukinavicius et al., 2007).

+ '.\ —d ~
N~ ] : ¢
o N C5-metiltransferazé N
/O\l /o\
HO OH 1 (AdoMet), R= -CH3 HO OH
2, R= -CHyC=CCH3
Kofaktorius, 1-4 3, R= -CH,Cw CCHoCHy AdoHcy, 5

4, R= -CHC = C(CH2)3NHCO(CH2 )3NH,

Apsukos, min-1

. CEINY2SASNIOA
Y25ASNI0LA

1 2 3
Kofaktorius

Pav. 1.9. Sintetiniy AdoMet kofaktoriy pritaikymas pernasai M.Hhal ir jos varianty
pagalba. A bendros alkilinimo reakcijos schema. B. AdoMet (1) ir jo sintetiniy
analogy (2, 3 ir 4) aktyvumas su Hhal laukinio tipo metiltransferaze (WT) ir jos
variantais su nurodytomis pakeistomis aminortig§timis (i§ Lukinavicius et al., 2012).
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Dél to véliau buvo sukurta visa eilé M.Hhal varianty, kuriy kofaktoriaus
kiSenéje nuo vienos iki trijy funkcijai nesvarbiy aminoriig§¢iy buvo pakeistos
aminortgstimis, turiniomis trumpesnes Sonines grandines (Lukinavicius et
al., 2012). Kaip matome, metiltransferazés variantai, turintys praplatintg
kofaktoriaus kiSene, su AdoMet analogais parodé Zenkliai geresnius substrato
modifikavimo rezultatus, o kai kurie i§ jy (dvigubi ir trigubas mutantai) su
kofaktoriais 2 ir 3 iki keliy karty virsijo laukinés M.Hhal nataralios reakcijos
su AdoMet apsukos greitj 2,1 min? (Pav, 1.9, apacioje). Net ir didziausig
Sonine grandine turintis kofaktorius parodé iki 0,13-0,25 min~* apsukos greitj,
kas leidzia laboratorinémis sglygomis pasiekti pakankama substrato
pazyméjimo lygj maZziau nei per 15 minué¢iy (Lukinavicius et al., 2012).

Galiausiai pavyko sukurti M.Hhal variantus, tinkan¢ius DNR
laboratoriniams zyméjimams GCGC sekose pagal mTAG technologija.
Analogi$ku budu po dvi konservatyvias aminorigstis buvo pakeista DNR
metiltransferazéje M.Hpall, atpaZjstanCioje seka CCGG, ir M2.Eco3ll,
atpazjstan¢ioje GGTCTC. Abiem atvejais kofaktoriaus kiSenés praplatinimas
salygojo alkilinimo pageréjima iki lygio, tinkamo laboratoriniam Siy
metiltransferaziy varianty pritaikymui mTAG technologijai (Lukinavicius et
al., 2012).

Tokiu biidu, mTAG technologija buvo sékmingai pritaikyta DNR
molekuliy Zzyméjimui pagal jy seka (Dalhoff et al., 2006, 2006; Lukinavicius
et al., 2012; Lukinavicius et al., 2007; Tomkuviené et al., 2016)

Neseniai mMTAG paremta technologija buvo pritaikyta kuriant metoda
epigenomo profiliavimui, nustatant nemodifikuotas genomo CG sekas. 5-
meticitozinas, aptinkamas GC sekose, yra viena labiausiai paplitusiy genomo
modifikacijy. GC seky metilinimas uzblokuoja ir taip apsaugo nuo
metiltransferazés Sssl poveikio, tuo tarpu nemetilintos sekos gali biti
modifikuotos Sonine grandine nuo sintetiniy AdoMet analogy. Kitame
zingsnyje prie pernesty funkciniy grupiy galima prijungti oligonukleotida, nuo
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kurio DNR polimerazés pagalba prasidés DNR sintez¢, kuri bus iSanalizuota
sekoskaitos pagalba. Tokiy biidu jmanoma nustatyti, kurios GC sekos genome

yra uzmodifikuotos, 0 kurios — ne (StaSevskij et al., 2017).

1.3.2 mTAG pritaikymas RNR zZyméjimui

Pirmg karta RNR molekuliy Zyméjimui mTAG technologija buvo
pritaikyta 2011 metais Saccharomyces cerevisiae tRNR™ transkripto
modifikavimui (Motorin et al., 2011). Gamtoje Trml N2-metilina tRNR
molekuliy 26-oje pozicijoje esant] guanozing. Reakcijy metu buvo tirtas
AdoEnYn kofaktorius, kurio Soniné grandiné turéjo galinj alking ir buvo
tinkama nuo vario priklausomam azido grupés prijungimui, taip vadinamu
,click-cheminiu® bidu (Pav. 1.10). Eksperimenty metu buvo parodyta, kad
didesnés nei mikromoliarinés naudoto alkilinimo kofaktoriaus AdoEnYn
koncentracijos slopina alkilinimo reakcijg, taciau ji vyksta, esant mazesnéms
koncentracijoms. Modifikacijos buvimas jrodytas masiy spektrometrinés
analizés biidu. Buvo nustatyta teoriné alkilinto guanozino masés-kriivio
santykio reik§mé, o tolimesné glikozidinio rySio fragmentacija nulémé
signala, atitinkanti modifikuotos nukleobazés tikéting reikSme. Taip pat
kofaktoriumi alkilintas tRNRP" substratas prijungé AlexaFluor 594 fluoroforg
ir meéginys buvo stebimas denatiiruojanciame poliakrilamidiniame (dPAGE)
gelyje (Pav. 1.9) (Motorin et al., 2011).

Substrato modifikacija metiltransferaze Trm1 biitent 26-0je tRNR™®
pozicijoje buvo jrodyta atvirkstinés transkriptazés sustabdymo modifikacijos
pozicijoje metodu (modifikacija fiziskai trukdo judéti transkriptazei, dél to ji
sustoja): buvo nustatyta, kad fermentas sustoja, kaip ir tikétasi, 26-27 tRNR

pozicijoje (Motorin et al., 2011).
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Pav. 1.10. tRNR zymé¢jimas fluoroforu per dvi stadijas. A. Reakcijos schema.
Substratiné tRNR™ buvo alkilinta 26-oje G pozicijoje, naudojant AdoEnYn
kofaktoriy ir metiltransferaze Trml. Antrame Zingsnyje prie ant substrato pernestos
Soninés grandinés buvo prijungtas AlexaFluor 594 azidas. B. dPAGE eksperimento
rezultatai. Méginiai buvo iSanalizuoti AlexaFluor detekcijai, nudazyti SYBRGold
interkaliuojanciu dazu ir detektuoti visi tRNR méginiai (i§ Motorin et al., 2011).

Papildomai prie Trm1 buvo istirtos dar trys RNR metiltransferazes,
modifikuojancios skirtingas nukleobazes jvairiuose tRNR pozicijose:
S. cerevisiae tRNR:M°Cgga04840- metiltransferazé  Trmd,  P. abyssi
tRNR:m!Asg-metiltransferazé Trml ir P. abyssi tRNR:mM?G1o- metiltransferazé
Trm1l. Pasirodo, kad batent Trml pazymétas substratas nulémé stipriausig
AlexaFluor 594 fluorescencija, taciau Trm11 alkilinto substrato signalas taip
pat buvo pakankamai rySkus, kad ir minéta metiltransferaz¢ galéty buti
pritaikyta laboratorinei praktikai. Trm4 ir Trml nesalygojo fluorescuojancio
signalo, nors visy keturiy metiltransferaziy taikiniai yra panaSiai paslépti
tRNR pavirSiuyje. Idomu, kad Trml ir Trmll, kurie davé signala, abu
modifikuoja guanozino egzocikling amino grupe antroje pozicijoje, i§ ko buvo
prieita prie iSvados, kad butent taikinio nukleofilo cheminé prigimtis, o ne
taikinio erdvinis eksponavimas yra limituojantis modifikavimo veiksnys. Sis
tyrimas tapo pirmuoju sait-specifinés tRNR molekuliy zyméjimo, taikant
mTAG metoda, praktiniu jrodymu (Motorin et al., 2011).

Metais véliau pasirodé dar vienas tyrimas apie mTAG metodo RNR

zyméjimui, tadiau Siuo atveju pirmg karta buvo parodytas sekai-specifinis
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tRNR ir pre-iIRNR molekuliy Zzyméjimas vieno nukleotido tikslumu,
naudojant  sintetiskai  programuojamg link  taikinio  nukreipiantj
oligonukleotida (Tomkuviené et al., 2012). Grupés nuo kofaktoriaus pernasai
Siame darbe naudojamas dézutés C/D ribonukleininis (C/D RNP) kompleksas,
kuris gamtoje 2'-O-metilina tRNR, rRNR ir splaisosomines (sukirpimo) RNR.
Sio RNP minimaly struktirinj vienetg sudaro archéjy C/D RNR (kreipianéioji
RNR) ir po 2 vienetus L7Ae, NopSp ir aFib baltymy (Pav. 1.11).

C/D RNP

Taikinio
RNR

Pav. 1.11. Sekai specifiné taikinio RNR modifikacija, naujodant archéjy C/D
ribonukleoproteininj (RNP) kompleksa. C/D RNP komplekso schematiné struktira
kartu su substratine RNR. Serdies baltymai L7Ae, Nop5p ir aFib riSasi su
kreipiancigja RNR C/D ir C'/D' saituose. Modifikacija jvyksta penktoje pozicijoje |
desing nuo D dézutés (i§ Tomkuviené et al., 2012).

Archéjy C/D RNR paprastai yra 50-70 nt ilgio ir turi tipines C
(RUGAUGA) ir D (CUGA) dézuéiy sekas, 3" ir 5’ galuose bei RNR vidinéje
dalyje, kurie risasi su C/D ir C*/D* elementais. Taikinio RNR sgveikauja su
C/D RNR pagal komplementarumo principg ir yra modifikuojama 5-0je
pozicijoje j deSing nuo D dézutés (Appel and Maxwell, 2007). Kadangi
reakcijos specifiSkuma uztikrina C/D RNR, yra jmanoma susintetinti bet

kokios sekos oligonukleotida norimos taikinio RNR modifikcijai
(Tomkuvieng et al., 2012)
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C/D RNR gali modifikuoti net ir Zymiai didesnius uz jam nattraliai
budingus RNR taikinius. Tyrimo metu 357 nt ilgio triusio beta-globino pre-
iIRNR fragmente esantys 4 taikiniai, kurie visi buvo pazyméti fluoroforais.
V¢éliau buvo parodyta, kad Pyrococcus abyssi aFib-Nop5 heterodimeras gali
atskirai atlikti nuo AdoMet-priklausoma 16S ir 23 S rRNR 2’-O-metilinima in
vitro ir nepriklausomai nuo L7Ae ir C/D kreipianéiosios RNR. Tokiu badu,
buvo parodyta, kad C/D RNP ar net jo dalis gali zyméti, i§ esmés, bet kurias
RNR molekules, atpazjstant jas pagal jdétos kreipianciosios RNR seka
(Tomkuviené et al., 2017).

Visai neseniai, jau Sios disertacijos raSymo metu, mTAG metodas buvo
pritaikytas kitos mazyjy RNR grupés, viengrandiniy piRNR, o taip pat ir kity
tipy 22-80 nt viengrandiniy RNR 2’-O-zyméjimui, naudojant Siame darbe
tirtam augaly HEN1 homologines metiltransferazes Drosophila melanogaster
DmHenl ir Zmogaus HsHenl (Pav. 1.12, A) (Mickuté et al., 2018).

Idomu pastebéti, kad publikacija i$€jo Sios disertacijos raS§ymo metu ir
nemaza dalis straipsnio tyrimy jau rémési Sios disertacijos autoriaus atidirbtais
ir ¢ia aprasomais metodais, adaptuojant homologing metiltransferaze ilgy
viengrandiniy, o ne dvigrandiniy miRNR/miRNR* ir sSiRNR/SiRNR*
zyméjimui. Taciau buvo sukurtos ir naujos technologijos, dar neegzistavusios
Sios disertacijos tyrimy publikavimo moksliniuose straipsniuose metu.
Mickuté ir kiti sukiiré vieno Zingsnio zyméjimo fluoroforu nuo Ado-14-Cy3
kofaktoriaus technologija bei vieno zingsnio Zyméjimui biotinu pritaiké
kitokig chemine struktiirg turintj Ado-13-biotin kofaktoriy nei tas, kurio
tyrimai aprasyti Sioje disertacijoje (Pav. 1.12, B, C ir D).
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Pav. 1.12. DmHen1l pritaikymas mTAG technologijai. A. Dviejy ir vieno zingsnio
viengrandiniy RNR (vgRNR) zyméjimo schema. B. Dviejy zingsniy Zyméjimas Cy5
arba Cy5.5 fluoroforu. C. Ado-13-biotin ir Ado-14-Cy3 kofaktoriy Soniniy grandiniy
formulés (virSuje) ir miR173 zyméjimo jais nukleozidy HPLC chromatografiné
analiz¢ (apacioje). D. vgRNR istraukimas magnetinémis dalelémis po vieno zZingsnio
biotilinimo. In — Pradinis méginys, Md — magnetiniy daleliy frakcija, P1 — plovimas,
Sn — supernatantas, nusiurbtas nuo Md (i$ Mickuté et al., 2018).

Lyginant su augaly HEN1, kurios didZiausias aktyvumas stebimas su
Mg?" arba Mn?*, abi gyviiny metiltransferazés, DmHen1 ir HsHenl, parodé
didziausig aktyvuma in vitro su kobalto katijonais. Tai yra nejtikétinas
atradimas, kadangi natiiralios $io jono koncentracijos lgstelése yra nykstanciai
mazos, taciau kobaltas gali biiti naudojamas in vitro vgRNR zyméjimo metu,

taip pagerinant metiltransferazés efektyvuma.
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Galiausiai autoriai sukiiré¢ DmHen1 mutantinj varianta, turintj pasalintg
maza C-dalinio domeno fragmenta, ko rezultate metiltransferazes
efektyvumas pernesti Sonines grandines nuo sintetiniy AdoMet analogy
iSaugo bei iSnyko natiirali DmHenl budinga reakcijos efektyvumo
priklausomybé nuo modifikuojamos VJRNR 3’-galinio nukleotido cheminés

prigimties (Mickuté et al., 2018).

1.3.3 mTAG pritaikymas kity biomolekuliy Zyméjimui

ir Sio darbo reik§meé

2011 metais pasirodé publikacijos, kuriose buvo pademonstruota
MTAG metodo pritaikymo galimybé pazyméti baltymus. Baltymy lizino
metiltransferazé SETDB1, pagrindinai modifikuojanti histoninius baltymus ir
regulivojanti chromatino kondensacija, buvo pritaikyta pernesti alkino grupe
turinCig Sonine¢ granding ant rekombinantinio histono H3 baltymo lizino
(Bindaetal., 2011). Tais paciais metais pasirodé straipsnis, kuriame sintetiniai
kofaktoriai, turintys skirtingo ilgio ,.click-cheminei® reakcijai tinkamas
Sonines grandines, buvo pritaikyti mTAG technologijai naudojant zmogaus
baltymy arginino metiltransferaz¢ 1 (PRMT1) (Wang et al., 2011). Metais
véliau paaiskéjo, jog 4-azido-but-2-enyl ir S-adenozil-L-metionino junginys
(Ab-SAM) yra tinkamas kofaktorius metiltransferazinémis sgvybémis
pasizymintiems baltymy kompleksams, turintiems EuHMT1 ir EUHMT2
baltymus. Siame darbe baltymo metiltransferazés buvo ekspresuotos in vivo,
ir taikant mTAG technologija, pavyko nustatyti daugybe S$iy baltymy
substraty, tame tarpe ir nehistoniniy baltymy (Islam et al., 2012)

Apibendrinant, nuo savo suktrimo prie§ mazdaug 10 mety minéta
technologija buvo sékmingai pritaikyta sekai-specifiniam kovalentiniam DNR
ir RNR Zyméjimui, taip pat metilinimo viety tRNR molekulése, histoniniy ir
nehistoniniy baltymy kovalentinei modifikacijai ir net genomo profiliavimui.
Vis délto né viena i$ Sios technologijos atSaky neleidzia specifiskai pazyméti
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zinduoliy mazgsias RNR, tokias kaip miRNR ir siRNR, o Zymé¢jimas
nukleortig§¢iy galuose kol kas dar, apskritai, nebuvo tirtas. Dél miRNR ir
siRNR didelés biologinés reiksmés mTAG technologijos pritaikymas
specifiniam §iy molekuliy Zzyméjimui galéty Zenkliai paspartinti jy tyrimus bei
prisidéti prie daugelio pagrindiniy zmonijos ligy diagnostikos ar gydymo.
Siame darbe buvo tiriamas mazosioms dvigrandinéms RNR
(miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR*) specifinés 2'-O-metiltransferazés
HEN1 tinkamumas pritaikyti mTAG technologija miRNR ir siRNR
zyméjimui. Tai dar labiau praplésty mTAG technologijos panaudojimo ribas.
Be to, tai buty pirmas kartas, kuomet minétas metodas buvo panaudotas prie$
atskirg RNR klase — miRNR ir siRNR molekules, nepriklausomai nuo jy
sekos.

Sio darbo tyrimai prasidéjo nuo detalaus HEN1 metiltransferazés
miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* metilinimo mechanizmo issiaiSkinimo
(Plotnikova et al., 2013). Véliau metiltransferazé buvo pritaikyta mTAG
technologijai su jai natiiraliais miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* substratais,
kas leido sukurti $iy molekuliy vizualizavimo fluoroforais ir gryninimo
biotinu-magnetinémis dalelémis metodus (Plotnikova et al., 2014). Galiausiai
HEN1 buvo adaptuota netipiniams mMIRNR/DNR ir siRNR/DNR
heterodupleksams zyméti, kas dar labiau praplété minéto metodo

panaudojimo ribas (Osipenko et al., 2017).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos
2.1.1 Cheminiai reagentai

Akrilamido-bisakrilamido tirpalai Rotiphorese gel 30 % (37,5:1) ir
Rotiphorese gel 40 % (19:1), chloroformas, etidzio bromidas, Kumasi
briliantinis mélis R250, PMSF, Lipofilinis kokteilis Rotiszint Eco (Roth).

EDTA, NaCl, NDS, uré¢ja (Amresco).

Etanolis 96,3 % (Vilniaus degtiné).

Glikogenas RNA-grade, ditiotreitolis (DTT) (Thermo Fisher).

Na,B4O7, MgClz (Fluka)

NalO4, TEMED, HEPES, APS, metanolis, HCI, NaOH, H3BOs, glicerolis,
Tris, NaOAc, ampicilinas, chloramfenikolis, DMSO, CuBr, TBTA (Sigma-
Aldrich).

2.1.2 Buferiniai tirpalai

Amonio formiato buferis (20 mM NH;HCO;, privedama HCOOH iki pH
3,5)

Boratinis buferis A (4,38 mM NazB4O7, 50 mM H3;BO3, pH 8,6).
Boratinis buferis B (33.75 mM Na;B407, 50 mM Hs;BOs;, pH 9,5).
Degradacijos buferis (10 mM NaAc, 1 mM ZnAc, pH 6,5).

Click-chemijos buferis (0,2 M trietilamonio acetato, 2 mM askorbo ragsties,
50 % dimetil sulfoksido, 0,5 mM Tris(benziltriazolilmetil)-amino, 0,25 mM
CuSOQs, pH 7,0).

Fosfatinis buferis (50 mM Na,HPO./NaH:PO4, pH 7,0).

Reakcijos buferis (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NacCl, 0,25 mM MgCly,
0,1 mg/ml JSA, 0,2 u/ul Thermo Fisher Ribolock RNaziy inhibitoriaus).

Stabdymo buferis (20 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1.5 %
NDS, pH 7,5).

Sulydymo buferis (60 mM KCI, 0,2 mM MgCl,, 6 mM HEPES, pH 7,5).

TBE buferis, 5x (445 mM Tris-HCI, 445 mM HsBOs, 10 mM EDTA, pH
8,0).

TE buferis (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5).
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2.1.3 Nukleotidai ir nukleortigstys

ATP, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, Ultra Low Range DNA Ladder
(Thermo Fisher)

Visi viengrandiniai RNR, DNR ir kovalentiSkai modifikuoti
oligonukleotidai, jskaitant LNA (uzdaras nukleortigstis) bei funkcinémis
grupémis arba fluoroforais modifikuotus, buvo chemiskai susintetinti

Metabion, IDT, IBA arba Exigon.

Pavadinimas

RNR
miR173
miR173*
miR-26a
miR-26a*
miR-210
miR-210*
let-7a
let-7a*
miR173-U
miR173-G
miR173-A
RNA173*-R0/R0O
siR173
siR173*

RNR-LNA
RLNA210-R2:D0-CHs

DNR-LNA
DLNA7a*-R1:D-1-NH;

DNR su fluoroforais
DNA7a-R2:D2-Cy5
DNA173-R2:D2-FAM
DNA173-R2:D0-Cy3

Seka

5-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAC-3’
5-GAUUCUCUGUGUAAGCGAAAG-3’
5-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3’
5'-CCUAUUCUUGGUUACUUGCACG-3’
5'-CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA-3'
5'-AGCCCCUGCCCACCGCACACUG-3
5'-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3’
5'-CUAUACAAUCUACUGUCUUUCC-3’
5'-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAU-3’
5'-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAG-3’
5'-UUCGCUUGCAGAGAGAAAUCAA-3’
5'-GUGAUUUCUCUCUGCAAGCGAA-3'
5-UUAACGCUUGCAGAGAGAAUCAC-3’
5'- GAUUCUCUCUGCAAGCGUUAAAG-3'

5'-AGCCGCUGUCACACGCACAGCH -3

5'-GAAAGACAGTAGATTGTATANH2.3”

5"-CTATACAACCTACTACCTCACC®-3’
5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAAAG™M-3"
5"-GATTcysTCTCTCTGCAAGCGAA-3'

I Tiesiuoju $riftu pazymeéti ribonukleotidai;

I pasvyruoju sriftu — deoksiribonukleotidai;

I storuoju Sriftu parySkinti LNA
nukleotidai;

I GCH3 _ 2'-O-metilguanozinas;

I ANHZ _ C6-amino-deoksiadenozinas;

I CO, GFAM ir T%3 _ fluoroforais Zymeéti
nukleotidai.
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DNR
DNA7a-R0:DO
DNA7a-R2:D5
DNA7a*-R0:D0
DNA26a-R0:D0
DNA26a-R2:D0
DNA26a-R2:D1
DNA26a-R2:D2
DNA26a-R2:D3
DNA26a-R2:D5
DNA26a*-R2:D2
DNA173-R0:D0
DNA173-R2:D0
DNA173-R2:D1
DNA173-R2:D2
DNA173-R2:D5
DNA173-R2:D7
DNA173*-R2:D2
DNA173s-R2:D2

DNA173s*-R2:D2

DNA210-R2:D2
DNAZ210-R0:DO
DNA210*-R2:D2

DNR, turinti SA dalj

SA173-R0:s0

SA173-R2:s0

SA173-R0:s4

SA173-R2:s54

SA210-R0:s0

SA210-R2:s0

SA210-R0:s4

SA210-R2:s4

5"-AACTATACAACCTACTACCTCA-3'
5'-CTATACAACCTACTACCTCACCAGC-3’
5-GGAAAGACAGTAGATTGTATAG-3'
5-AGCCTATCCTGGATTACTTGAA-3’
5-CCTATCCTGGATTACTTGAA-3'
5-CCTATCCTGGATTACTTGAAC-3’
5-CCTATCCTGGATTACTTGAACG-3'
5-CCTATCCTGGATTACTTGAACGC-3'
5'-CCTATCCTGGATTACTTGAACGCAG-3'
5-TGCAAGTAACCAAGAATAGGCT-3’
5-GTGATTTCTCTCTGCAAGCGAA-3’
5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAA-3’
5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAAA-3'
5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAAAG-3'
5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAAAGGAG-3'
5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAAAGGATAG-3’
5-TTCGCTTACACAGAGAATCAC-3’
5-GATTCTCTCTGCAAGCGTTAAAG-3'
5-TTAACGCTTGCAGAGAGAATCAC-3'
5-AGCCGCTGTCACACGCACAGTG-3'
5-TCAGCCGCTGTCACACGCACAG-3’
5-GTGTGCGGTGGGCAGGGGCTGA-3’

5- GTGATTTCTCTCTGCAAGCGAAATTGACCGCTG
TGTGACGCAACACTCAAT-3'

5- GATTTCTCTCTGCAAGCGAAATTGACCGCTGTG
TGACGCAACACTCAAT-3'

5-GTGATTTCTCTCTGCAAGCGAACCTAATTGACC
GCTGTGTGACGCAACACTCAAT-3’

5-GATTTCTCTCTGCAAGCGAACCTAATTGACCGC
TGTGTGACGCAACACTCAAT-3’

5- TCAGCCGCTGTCACACGCACAGATTGACCGCTG
TGTGACGCAACACTCAAT-3'

5"- AGCCGCTGTCACACGCACAGATTGACCGCTGTG
TGACGCAACACTCAAT-3'

5"- TCAGCCGCTGTCACACGCACAGCCTAATTGACC
GCTGTGTGACGCAACACTCAAT-3'

5- AGCCGCTGTCACACGCACAGCCTAATTGACCGC
TGTGTGACGCAACACTCAAT-3’

! Pabrauktu Sriftu pazyméta miRNR komplementari dalis
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2.1.4 AdoMet ir jo sintetiniai analogai

AdoMet (Sigma-Aldrich, papildomai atvalytas nuo AdoHcy).

Ado-6-amine, Ado-11-amine, Ado-6-ethyne, Ado-6-azide, Ado-13-biotin,
Ado-18-biotin buvo susintetinti dr. Grazvydo Lukinavi¢iaus ir dr. Viktoro
Maseviciaus bei Mildos Nainytés.

2.1.5 Radioaktyvios ir reporterinés zymeés, dazai

y-2P-ATP (6000Ci/mmol); y-3P-ATP (3000Ci/mmol); *H-metil-AdoMet
(10 Ci/mmol; 55 uM) (PerkinElmer);

Biotino N-hidroksisukcinimido esteris (Mr = 341,38, Sigma-Aldrich);

Sukcinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-ditiopropionatas (Mr = 504,65,
Thermo Fisher);

Cy5-N- hidroksisukcinimido esteris (GE Healthcare);

Eterneono-480/635-azidas (BaseClick);

RNA Loading Dye 2x (Thermo Fisher);

Etidzio bromidas (Roth).

2.1.6 Fermentai ir kiti baltymy preparatai

HENT1 preparatas iSgrynintas i$ E. coli BL21-DE3-RIL bakterijy VU GMC
DNR modifikacijos tyrimo skyriuje.

T4 PNK, Proteinazé K, FastAP, Ribolock RNaziy inhibitorius, Protein
Molecular Weigh Marker (Thermo Fisher);

Jaucio serumo albuminas (BSA, 2 mg/ml - Pierce);

Nukleazé P1 (Sigma-Aldrich).

2.1.7 Molekulinés biologijos ir geny inzinerijos rinkiniai, reagentai

TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo Fisher);
Trizol Reagent (Invitrogen).

2.1.8 Mikroorganizmai ir Iasteliy linijos

Zmogaus osteosarkomos lasteliy linija U20S;
E. coli ER1727;
E. coli BL21-DE3-RIL.
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2.2 Prietaisai ir priemoneés

Automatinés elektroninés pipetés ,, Eppendorf Research Pro 200, 1000%;
Automatinés pipetés ,,Gilson Pipetman P2G — P5000G*;

Automatiniy pipeciy antgaliai ,,Eppendorf DNase/RNase Free*;
Blokinis termostatas ,,Thermolyne 17600%;

Blokinis termostatas-purtyklé ,,Eppendorf Thermomixer Comfort;
Chromatografiné kolonélé ,,Supelco Discovery SH C18*;

DNR/RNR boksas ,,Biosan UVC/T-M-AR*;

Elektroforezés aparato elektros Saltinis ,,BioRad Power Supply*;
Fluorescencijos tirpale matuoklis ,,Jobin Yvon Horiba FluoroMax-3;
Geliy dziovinimo aparatas ,,Fisher Scientific Gel Dryer FBGD45%;
Geliy vaizdy skeneris “Fujifilm FLA-5100 Image Reader”;

Greity cheminiy reakcijy stabdymo aparatas ,,KinTek RQF-3*;
Kolonélés gryninimui (ZymoResearch Clean and Concentrator G-25);
Magnetiné maisyklé ,,Biosan Microspin®;

Magnetinés dalelés ,,Invitrogen Dynabeads M-270 Streptavidin®;
Magnetinés dalelés ,,Thermo Fisher Dynabeads MyOne Streptavidin T1°;
Magnetiniy daleliy stovas ,,Invitrogen DynaMag-2*;

Maisyklé-vartyklé ,,Biosan RS 24%;

Masiy spektrometras ,,Agilent Technologies Q-TOF 6520°;
Mégintuvéliai reakcijoms, 0,6; 1,5 ir 2 ml ,,Eppendorf Tubes RNA/DNA*;
Mégintuvéliai tirpalams, 50 ml ,,Falcon Centrifuge Tube*;
Nitroceliuliuozés filtrai ,, Whatmann Schleicher and Sheuell 3mm Chr*;
Scinciliacijos matuoklis ,,Beckman LS1801;

Skys¢iy chromatografas ,,Agilent Technologies 1290 Infinity HPLC*;
Staliné centrifuga ,,Centrifuge 5417C*;

Staliné minicentrifuga-vorteksas ,,Microspin FV-2400°;

Svarstykles “Kern EW 2200-2NM*;

Svarstyklés analitinés “A&D GR-202-EC”;

Termocikleris ,,SensoQuest Labcycler 48 gradient*;

Vakuuminis siurblys ,,Vacuubrand MZ 2C NT +2AK*;

Vandens filtravimo sistema ,,Millipore Milli-Q Synergy 185
Vandens termostatas ,,Grant Instruments Y 14*;

Vertikalios elektroforezés aparatas baltymams ,,BioRad MiniProtean*,
Vertikalios elektroforezés aparatas nukleoriig§tims ,,Sequi-gen GT*.
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2.3 Kompiuterinés programos

Cheminiy formuliy apskai¢iavimo/vaizdavimo programa ,,ISIS Draw*;

Chromatografo - masiy spektrometro programa ,,Agilent Technologies
MassHunter Workstation®;

Elektroforegramy analizés programa ,,Fujifilm MultiGauge 3.0%;

Geliy vaizdy nuskaitymo programa ,, Fujifilm Image reader FLA-5000%;

Skaiciavimo ir grafiky braizymo programa ,,GraFit 5.0.6%;

Skai¢iavimo ir grafiky braizymo programa ,,Microsoft Office Excel 2003*;

Vektoriniy schemy braizymo programa ,,Corel Draw 2017°.

2.4 Darbo metodai

2.4.1 Oligonukleotidy ir nukleortigs¢iy paruo§imas

Visi viengrandiniai RNR, DNR ir kovalentiskai modifikuoti oligonukleotidai,
iskaitant LNA (uzdaras nukleoriig§tis) bei funkcinémis grupémis arba
fluoroforais modifikuotus, buvo chemi8kai susintetinti Metabion, IDT, IBA
arba Exiqon. Dvigrandiniai substratai buvo gauti atitinkamy komplementariy
viengrandiniy oligonukleotidy sulydymo budu, i§ pradziy denatiiruojant
méginj 3 min. 85°C temperatiroje Sulydymo buferyje (60 mM KCI, 0,2 mM
MgCl,, 6 mM HEPES, pH 7,5) ir paskui maZinant temperattrg -0,6°/min
greiciu iki 4°C. Totaliné RNR i§ U20S lasteliy linijos ir E. coli ER1727
kamieno buvo gryninama, naudojant TRIzol (Invitrogen) reagenta pagal
gamintojo rekomendacijas. C/D dézutés mazoji RNR sR47-A31 ir pre-
mMiR173 susintetintos in vitro transkripcijos bidu, naudojant TranscriptAid T7
High Yield Transcription Kit (Thermo Fisher) rinkinj pagal gamintojo

rekomendacijas.

2.4.2 Denattiruojancio poliakrilamidinio gelio elektroforezé (APAGE)

Alkilinimo reakcijos atliktos, naudojant 0,1 pM atitinkamo sintetinio
dvigrandinio substrato su 5'-**P-zyméta tiriamaja grandine, 0,25 uM HENT1 ir

100 pM nattralaus AdoMet arba sintetino §io kofaktoriaus analogo (Ado-6-
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amine, Ado-11-amine, Ado-6-azide, Ado-6-ethyne, Ado-13-biotin arba Ado-
18-biotin) arba be kofaktoriaus (kontrolei) Reakcijos buferyje (10 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,25 mM MgCl,, 0,1 mg/ml jau¢io serumo
albumino —JSA, 0,2 u/pl Thermo Fisher Ribolock RNaziy inhibitoriaus) 1 val.
37°C temperatiiroje vandens voneléje. Reakcijos sustabdytos rankiniu budu,
pridedant Proteinaze K (Thermo Fisher) iki galutinés 1 mg/ml koncentracijos
Stabdymo buferyje (20 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1,5 %
Natrio dodecilsulfato — NDS, pH 7.5). Méginiai, kurie buvo modifikuojami,
naudojant AdoMet arba Ado-6-azide kofaktorius ir jy kontrolés be
kofaktoriaus buvo papildomai paveikti 20 uM natrio perjodato Boratiniame
buferyje A (pH 8,6) tamsoje 10 min. kambario temperatiroje (KT), po to
sumaisyti su 1/5 torio 67 % glicerolio ir inkubuoti dar 5 min, misinys
i$sodintas etanolyje, iStirpintas Boratiniame buferyje B (pH 9,5) ir inkubuota
45 min. 45°C temperatiroje. Visais kofaktoriais modifikuoti méginiai ir jy
kontrolés buvo denatiiruoti sumaisSant su 2X RNA Loading Dye (Thermo
Fisher) dazu ir inkubuojant 5 min 85°C temperatiiroje bei iSfrakcionuoti 12 %
7 M urégjos turinCio denatiiruojancio poliakrilamidinio gelio elektroforezés
(dPAGE) buidu. Vakuuminiame geliy dzioviklyje 65°C 90 min. i§dZiovinti
geliai eksponuoti per nakt] prie§ fosfoliumeniscentines plokteles, kurios
skenuojamos Fujifilm FLA-5100 Image Reader skeneriu, naudojant 635 nm
lazerj ir IP filtra, gauti vaizdai iSanalizuoti su MultiGauge (Fujifilm)

programa.

2.4.3 Modifikacijy reakcijy kinetiné analizé

Substrato modifikacijos reakcijos atliekamos vienos apsukos salygomis,
naudojant 0,25 uM HENI, 0,1 pM RNR/RNR arba RNR/DNR duplekso su
5'-%¥P-zyméta tiriamgja grandine ir 20-4000 uM AdoMet arba jo sintetinio
analogo Reakcijos buferyje 37°C temperatiiroje. Praéjus nustatytam reakcijos

laikui reakcijos stabdytos Proteinaze K (Thermo Fisher) Stabdymo buferyje,
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sumai$ant rankiniu biidu (reakcijoms nuo 30 sek. iki 90 min.) arba naudojant
greity cheminiy reakcijy stabdymo prietaisa Rapid Quench-Flow RQF-3
(reakcijoms, kuriy trukmé nuo 0,01 sek. — 3 min.). Toliau méginiai,
modifikuoti AdoMet buvo veikti 20 uM natrio perjodato arba i§ karto
analizuojami denataruojan¢iame poliakrilamidiniame gelyje (méginiai,
modifikuoti sintetiniais AdoMet analogais) kaip aprasyta dPAGE analizés
skyrelyje. Kiekvienas reakcijos laiko taSkas buvo pakartotas nuo 3 iki 5 karty.
Modifikacijos reakcijos kinetiniai parametrai buvo apskaiciuoti taikant vienos

arba dviejy eksponenciy lygtis GraFit programoje.

2.4.4 Tricio inkorporacijos analizé

1 uM dvigrandinio substrato inkubuota su 0,25 uM HENT1 and 20 uM [methyl-
®H] AdoMet Reakcijos buferyje 37°C temperatiiroje 30 min. Po nustatyto
laiko reakcijos sustabdomos Proteinaze K ir Stabdymo buferiu. Gauti misiniai
uzneSami ant 2.3 cm DE-81 filtriniy popieréliy (Whatman), kelis kartus
praskalaujami Fosfatiniame buferyje (50 mM Na;HPO./ NaH,PO4, pH 7,0),
toliau — du kartus vandenyje, dukart 70 % etanolyje, vieng karta acetone ir
iSdziovinami infraraudonyjy spinduliy lempa. 3H-Zymétos metilo grupés
pernasa ant substraty matuojama 3 ml lipofilinio kokteilio Rotiszint Eco (Carl
Roth), naudojant Beckman LS1801 scinciliacijos matuoklj. Fono reik§més
(400-600 dpm — desintegracijy per minut¢) buvo atimtos i$ apskaiéiuoty

rezultaty. Kiekvienam méginiui atlikti 2-3 pakartojimai.

2.4.5 Skyscio chomatografiné-masiy spektrometriné (HPLC-MS) analizé

1 uM sintetinés MiR173, miR-210 arba miR-210*, kuri buvo sulydyta su
komplementaria RNR arba DNR grandine, inkubuota su 1 uM HEN1 be
kofaktoriaus (kontrol¢) arba su 100 uM AdoMet arba jo analogy Reakcijos
buferyje 90 min. 37°C temperatiiroje. Reakcijos miSiniai iSgryninti nuo

baltymy gerai sumaisant su lygiu turiu choloroformo, nucentrifuguojant 1
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min. 20000 rcf KT ir nusiurbiant virSuting vandening frakcija su automatine
pipete. Toliau méginiai i$sodinti sumaiSant su 1/10 tario 20 mg/ml glikogeno
(Thermo Fisher) ir 3 M natrio acetato (pH 5,2) miSinio ir 3 tiriais 96 %
etanolio, atSaldant 30 sek. skystame azote arba -20°C per nakt] ir
centrifuguojant 20000 rcf 4°C 20 min. Méginiai sudegraduoti 0,01 u/ul P1
nukleazés (Sigma-Aldrich) ir defosforilinti 0,02 u/ul FastAP Sarminés
forfatazés (Thermo Fisher) Degradacijos buferyje (10 mM NaAc, 1 mM
ZnAc, pH 6,5) per naktj 37°C temperattroje. MiSiniai inkubuoti 15 min. 70°C
ir priemaiSos nucentrifuguotos 20000 rcf 4°C temperatiroje 30 min.
Supernatantas iSanalizuotas, naudojant 1290 Infinity HPLC sistema (Agilent
Technologies) su Discovery SH C18 (Supelco) kolonéle 20 mM Amonio
formato buferyje (pH 3,5) su metanolio gradientu iki 80 %. Elektro-jpurskimo
jonizacijos masiy spektrometriné (ESI-MS) analizé atlikta, naudojant Q-TOF
6520 masiy spektrometra (Agilent Technologies) teigiamos jonizacijos

salygomis su MassHunter Workstation programine jranga.

2.4.6 Vieno zingsnio zyméjimas biotinu

0,2 uM atitinkamo dvigrandinio substrato inkubuojama si 0,5 uM HENL1 ir
200 pM Ado-13-biotin, Ado-18-biotin arba AdoMet (kontrolei) 1 val. 37°C
temperattiroje. Reakcijos stabdomos Stabdymo buferiu su Proteinaze K,
méginiai iSsodinami su etanoliu ir iStirpinami vandenyje iki 2 pM substrato
koncentracijos. Toliau méginiai inkubuojami su streptavidinu padengtomis
magnetinémis dalelémis Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher)
arba su Dynabeads M-270 Streptavidin (Invitrogen) pagal gamintojo
rekomendacijas. Biotilintos miRNR nuémimui nuo magnetiniy daleliy
méginiai inkubuojami 47,5 % formamide, 10 mM EDTA 85°C temperatiiroje

5 minutes ir iSanalizuojami dPAGE metodu, kaip aprasyta auksciau.
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2.4.7 Dviejy zingsniy Zyméjimas biotinu

0,2 uM atitinkamo dvigrandinio substrato inkubuojama su 0,5 uM HENL1 ir
200 uM Ado-6-amine, Ado-11-amine arba AdoMet (kontrolei) 1 val. 37°C
temperatiroje. Modifikuota miRNR i$sodinama etanolyje ir tirpinama Borato
buferyje B (pH 9,5) iki 0,4 UM dvigrandinio substrato koncentracijos ir
inkubuojama su 20 mg/ml biotino N-hidroksisukcinimido esterio (NHS-biotin
Mr = 341,38, Sigma-Aldrich) arba nuimama biotino grup¢ turinéiu
sukcinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-ditiopropionatu (NHS-SS-biotin, Mr =
504,65, Thermo Fisher) 150 min. KT. Méginiai inkubuojami su magnetinémis
dalelémis Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher) arba
Dynabeads M-270 Streptavidin (Invitrogen) pagal gamintojo rekomendacijas.
NHS-biotinu modifikuoti méginiai inkubuojami 47.5 % formamide su 10 mM
EDTA 5 min. 85°C temperatiiroje. NHS-SS-biotinu modifikuota miRNR
nuimama nuo magnetiniy daleliy, inkubuojant su 20 % B-merkaptoetanolio
(BME) arba 10 mM ditiotreitolio (DTT) 30 min. KT salygomis. Méginiai

analizuojami dPAGE kaip aprasyta auksciau.

2.4.8 Dviejy zingsniy zyméjimas fluoroforu

2 UM atitinkamo dvigrandinio substrato inkubuojama su 1 uM HENL ir 200
UM Ado-6-amine (Cy5 fluoroforo prijungimui), Ado-6-ethyne (Eterneono
fluoroforo prijungimui) arba AdoMet (kontrolei) Reakcijos buferyje 1 val.
37°C temperatiroje. Méginiai, kurie buvo zyméti Ado-6-amine kofaktoriumi,
i8sodinami etanolyje, tirpinami Boratiniame buferyje B (pH 9,5) iki galutinés
2,5 UM koncentracijos ir inkubuojami su 0,1 mg/ml Cy5 NHS-esteriu (GE
Healthcare) 4 val. KT. Meéginiai, zyméti Ado-6-ethyne kofaktoriumi,
inkubuojami su 0,25 mM Eterneon-480/635 azido (BaseClick) Svieziai
pagamintame Click-chemijos buferyje (0,2 M trietilamonio acetato, 2 mM

askorbo rugsties, 50 % dimetil sulfoksido, 0,5 mM Tris(benziltriazolilmetil)-
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amino, 0,25 mM CuSQg, pH 7). Laisvo Cy5-NHS esterio perteklius pasalintas,
naudojant RNA Clean and Concentrator-25 kolonéles (Zymo Research),
alternatyviai, Eterneono-480/635 azido perteklius paSalintas iSsodinant
etanolyje. Méginiai sumaiSomi Su lygiu ttiriu 66 % glicerolio ir uzne$ami ant
12 % poliakrilamidinio gelio. Fluoroforo signalas gelyje nustatomas,
naudojant FLA-5100 Image Reader (Fujifilm) skenerj su 635 nm lazeriu
(Cyb) arba 473 nm lazeriu (Eterneonui), toliau gelis dazomas etidzio bromidu
ir visos RNR vizualizuojamos 473 nm lazeriu MultiGauge programoje
(Fujifilm).

2.4.9 Selektyvus miRNR zyméjimas fluoroforu jvairiy RNR miSinyje

RNR misinys, sudarytas i§ in vitro transkripcijos bidu gauty augaly pre-
miR 173 ir archéjy C/D dézutés mazosios RNR sR47-A31, o taip pat chemiskai
susintetintos gyviny piR3 (1 uM kiekvienos), sumaiSytas su 0,5 uM
metilintos (kontrolei) arba nemodifikuotos sintetinés miR173/miR173* ir
inkubuotas su 100 nM HENL1 ir 100 uM Ado-6-ethyne arba be kofaktoriaus
(kontrolei) Reakcijos buferyje 1 val. 37°C temperatiiroje. I$sodinti méginiai
buvo inkubuoti su 250 uM Eterneono-480/635-azido (BaseClick) Click-
chemijos buferyje 1 val. 42°C temperatiiroje, denattruoti 47.5 % formamide,
10 mM EDTA 5 min 85 °C temperattroje ir iSanalizuoti dPAGE metodu.
Eterneono fluorescencija buvo detektuota FLA-5100 Image Reader (Fujifilm)
skeneriu, naudojant 473 nm lazerj. Tuomet gelis nudazytas etidzio bromidu ir

RNR vizualizuota su 473 nm lazeriu MultiGauge programoje (Fujifilm).

2.4.10 Selektyvus miRNR/DNR metilinimas su E. coli totaline RNR

0,1 uM 5’-3P-zymétos miR173 arba miR-210 sumaiSyta su totaline RNR,
iSgryninta i§ E. coli ER1727 (zr. oligonukleotidy ir nukleino riigséiy
paruoSimo dalj) santykiu 1:10, 1:50 ir 1:100, o taip pat su 0,12 uM
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komplementaraus DNR oligonukleotido. Gauti mi$iniai sulydyti ir inkubuoti
su 100 uM AdoMet ir 0,25 uM HENI1 arba be metiltransferazés (kontrolei).

Toliau méginiai veikiami natrio perjodatu ir analizuojami dPAGE metodu.

2.4.11 Selektyvus FAM-DNR nukreiptas miRNR alkilinimas misinyje su
U20S totaline RNR

0,1 uM 5'-¥P-zyméta miR173 sumaiSoma su totaline RNR i§ Zmogaus
osteosarkomos U20S lasteliy linijos (neturincioje i augaly miR173 panaSiy
seky) santykiu 1:10 ir sulydoma su komplementaria DNR arba 3'-gale FAM
fluoroforu modifikuota DNR. Méginiai alkilinami 1 val. 37°C temperatiiroje
su 0,25 uM HENL1 ir 100 uM Ado-11-amine kofaktoriumi, po to analizuojami
dPAGE metodu.

2.4.12 Selektyvus DNR nukreiptas miRNR alkilinimas jvairiy RNR miSinyje

Misiniai, sudaryti i§ miR173, miR-26a* ir let-7a* (0,1 uM kiekvienos), tik
viena i§ kuriy buvo 5'-¥P-zyméta (miR-26a* arba let-7a*) sulydyti su 0,12
uM DNA173-R2:D2, DNA26a*-R2:D2 arba DNA7a*-R2:D2. Gauti S$esi
misiniai inkubuoti su 100 uM Ado-6-amine ir 0,25 UM HEN1 arba be baltymo
(kontrolei). Méginiai iSanalizuoti dPAGE metodu.

2.4.13 miRNR/SA-DNR modifikacijos analizé

Tiriama miRNR sulydyta su komplementaria DNR, savo 3’-gale sujungta su
streptavidinui specifisko aptamero (SA) seka. 0,2 uM gauto dvigrandinio 5'-
3P-miRNR/SA-DNR substrato inkubuojama su 0,25 uM HEN1 ir 100 uM
AdoMet, Ado-6-amine, Ado-11-amine arba be kofaktoriaus (kontrolei)
Reakcijos buferyje 1 val. 37°C. Reakcijos sustabdytos Stabdymo buferiu su
Proteinaze K. Méginiai, modifikuoti AdoMet, papildomai paveikti natrio

perjodatu. Visi méginiai iSsodinti ir iSanalizuoti dPAGE.
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2.4.14 miRNR/SA-DNR istraukimo analizé

2 UM viengrandinio SA-DNR arba dvigrandinio miRNR/SA-DNR substrato,
turin¢io 5'-¥P-zymétag miRNR arba SA-DNR granding, inkubuota su
magnetinémis dalelémis Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher)
pagal gamintojo rekomendacijas. Alternatyviai, 2 UM 5'-**P-zymétos miRNR
buvo sulydyta su 2 uM komplementarios SA-DNR, inkubuota su 100 uM
Ado-6-amine ir 0,5 uM HEN1 arba be baltymo (kontrolei) 1 val. 37°C
temperatiroje ir tik po to veikta magnetinémis dalelémis. Istrauktos miRNR
nuémimui méginiai buvo inkubuoti 47,5 % formamide, 10 mM EDTA 85°C
temperatiiroje 5 minutes. Nuo rutuliuky nusiurbtas supernatantas, vandenyje
iStirpinta magnetiniy daleliy frakcija ir pradinis méginys prie§ magnetiniy

daleliy stadijg buvo isanalizuoti dPAGE.

2.4.15 Selektyvus miRNR Zymeg¢jimas fluoroforu su SA-DNR paremtu

iStraukimu

Keturi miS$iniai, sudaryti i§ let-7a, miR-26a, miR173 ir miR-210 (9 uM
kiekvienos) tik su viena i§ $iy miRNR 5’-*3P-zyméta kiekviename miSinyje
buvo sulydyti su 18 uM SA210-R2:5s0 DNR, komplementaria miR-210.
MiSiniai praskiesti iki 1,5 uM kiekvienos miRNR koncentracijos ir inkubuoti
su 0,4 uM HENL ir 200 uM Ado-6-azide Reakcijos buferyje 100 min. 37°C
temperatiroje. Gauti méginiai paveikti magnetinémis dalelémis Dynabeads
MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher) pagal gamintojo rekomendacijas,
iSsodinti etanolyje ir istirpinti vandenyje iki 5 pM koncentracijos. Po to
miSiniai sumaiSyti su §vieziai paruoStu CuBr : TBTA (3,3 mM : 6,6 mM)
DMSO ir 0,5 mg/ml Cy5,5-alkyne fluoroforu ir inkubuoti 50 % DMSO tirpale
2 val. 42°C temperatiiroje. Méginiai i$frakcionuoti 12 % denatruojanciame
poliakrilamidiniame gelyje, kuris buvo nuskenuotas, naudojant Fujifilm FLA-
5100 Image Reader skenerj su 670 nm lazeriu ir R705 LPFR filtru Cy5,5
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fluorescencijos detekcijai bei 635 nm lazeriu su IP filtru 5'-*P-zymétos

miRNR detekcijai ir iSanalizuoti MultiGauge (Fujifilm) programoje.

2.4.16 Forsterio resonansiné energijos pernasa (FRET) tirpale

0,1 pM miR173/DNA173-R2:D0 arba inkorporuota Cy3 fluoroforg turincio
mMiR173/DNA173-R2:D0-Cy3 heteroduplekso inkubuojama su 0,25 uM
HENI1 su 100 uM Ado-6-amine arba be kofaktoriaus (kontrolei) Reakcijos
buferyje 1 val. 37°C temperatiroje. Visi keturi mi$iniai yra veikiami
chloroformu ir i$sodinami etanolyje. IStirpinus gautas nuosédas Boratiniame
buferyje A (pH 8,6) iki 0,8 uM mMIRNR/DNR(-Cy3) koncentracijos
inkubuojama su 1 mg/ml Cy5-NHS esterio (GE Healthcare) 3 val. 37°C
temperattroje. Laisvo fluoroforo pasalinimui méginiai triskart iSsodinti
etanolyje ir perlydyti Sulydymo buferyje. Toliau visi keturi méginiai
praskiesti iki 20 nM koncentracijos TE buferyje (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 7,5), turin¢iame 1/100 tario dalj BME. Fluorescencija buvo matuojama,
naudojant spektrofluorimetrg FluoroMax-3 (Jobin Yvon Horiba) esant 500 nm
suzadinimui ir matuojant i§spinduliavimg 520-580 nm bangos ilgio diapazone,
0 taip pat esant 590 nm suZadinimui, matuojant i$spinduliavimg 610-580 nm
bangos ilgio diapazone, 1 nm bangos ilgio zingsniu, 0,2 sek. integracijos laiku
ir suzadinimo/i$spinduliavimo plySiu lygiu 5 nm. Foniné miRNR/DNR
duplekso fluorescencija buferyje buvo atimta i§ miRNR/DNR-Cy3, miRNR-
Cy5/DNR ir miRNR-Cy5/DNR-Cy3 spektry. Gauti rezultatai buvo apdoroti

GraFit programoje.

2.4.17 Forsterio resonansiné energijos pernasa (FRET) gelyje

0,1 pM miR173/DNA173-R2:D0 (busima Cy5,5 kontrolé¢) arba
miR173/DNA173-R2:D0-Cy3 (busimas FRET méginys) alkilinama 0,25 uM
HENT ir 100 uM Ado-6-azide Reakcijos buferyje 1 val. 37°C. Papildomai
mMiR173/DNA173-R2:D0-Cy3 heterodupleksas inkubuotas be kofaktoriaus
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(Cy3 kontrolé). Siekiant pasalinti baltymy priemaiSas méginiai buvo paveikti
chloroformu, toliau misiniai iSsodinti etanolyje ir istirpinti vandenyje. Click-
cheminé reakcija atlieckama inkubuojant 1,4 uM substrato su §vieziai paruo$tu
CuBr: TBTA (3,3mM: 6,6 mM) ir 0,5 mg/ml Cy5,5-alkyne fluoroforu 50 %
DMSO tirpale 2 val. 42°C temperatiiroje. Méginiai i$sodinami etanolyje,
itirpinami vandenyje ir frakcionuojami 12 % natyviame poliakrilamidiniame
gelyje. Po elektroforezés gelis nuskenuojamas Fujifilm FLA-5100 skeneriu,
naudojant 532 nm lazerj su O575 LPG filtru (Cy3 detekcijai), 607 nm lazerj
su R705 LPFR filtru (Cy5,5 detekcijai) ir 532 nm lazeriu su R705 LPFR filtru
(FRET signalo nustatymui). Gauti vaizdai analizuojami MultiGauge
(Fujifilm) programoje.
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1 HEN1 katalizuojamo miRNR/miRNR* metilinimo mechanizmo tyrimas

Mazosios RNR atlieka ypatingai svarbias reguliacines funkcijas visy
eukarioty, taip pat ir zmogaus, Igstelése: siRNR kovoja su virusy ir judriyjy
genomo elementy integracija, todél yra svarbios genomo stabilumui, tuo tarpu
miRNR placiai dalyvauja potranskripcingje geny raiskos reguliacijoje, o jos
sutrikimai daznai lemia jvairias ligas. Abi mazyjy RNR grupés gali bti
metilinamos Sioms molekuléms specifinés metiltransferazés HEN1, kuri
pernesa metilo grupes nuo S-adenozil-L-metionino (AdoMet) kofaktoriaus ant
miRNR ir siRNR 3’-galiniy nukleotidy 2'-OH grupiy. Reakcijos metu
demetilintas AdoMet virsta S-adenozil-homocisteinu (AdoHcy). Sios
disertacijos tyrimy tikslas buvo pritaikyti HEN1 mazyjy RNR zyméjimui,
vietoj metilo grupés perneSant ant jy skirtingas funkcines ar reporterines
molekules nuo sintetiniy AdoMet analogy. Tyrimai pradéti nuo HENI1

metilinimo mechanizmo i$siaiSkinimo.

3.1.1 Duplekso grandiniy metilinimo prioriteto tyrimas

Kaip buvo rasyta literattros apzvalgos dalyje, HEN1 turi dvigranding
RNR surisancius domenus, o modifikuojamos grandinés ilgis yra preciziskai
»i8matuojamas® (Huang et al., 2009). Remiantis Siais duomenimis, HEN1
baltymo La motyva turintis domenas sgveikauja su vienos i§ duplekso
grandiniy 5’-galu, kurios 3'-galas patenka j metiltransferazinj domeng ir yra
metilinamas 2'-OH pozicijoje (Pav. 3.1). Dél tokio substrato-fermento
saveikos pobiidzio absoliuti dauguma Igsteléje aptinkamy RNR negali tarnauti
substratais HEN1 katalizuojamose reakcijose, nes pasizymi viengrandine
struktura ir turi kitokj, nei 20-24 nt ilgj. Biitent Sias fermento savybes ir norima

iSnaudoti, pritaikant HEN1 specifiniam mazyjy RNR Zyméjimui.
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Kadangi HEN1 modifikuoja dvigrandinius RNR/RNR dupleksus, t. y.,
kiekviena substrato molekulé turi i§ karto du taikinius — kiekvienos i$
grandiniy 3'-gale, o pats fermentas turi tik vieng metiltransferazinj domena,
vadinasi, vienos reakcijos metu yra uzmodifikuojama tik viena grandiné,
susidarant tarpiniam hemimetilintam dupleksui (Pav. 3.1). Véliau trinaris
HEN1-AdoHcy-RNRCH¥/RNR kompleksas iSyra, o hemimetilintos RNR
dupleksas i§ naujo sudaro saveikas su HEN1 ir nauja AdoMet molekule taip,
kad kita duplekso grandiné atsiduria metiltransferaziniame HEN1 domene,

kur yra uzmodifikuojama.

N COH L coM gy COH
N J . -
2oy el RS S AR T Baze
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e pr e 4 a4 LA
AdoMet AdoHcy AdoMet AdoHcy CH,
miRNR / _/ CH,
P miRNR* HEN1 CH, HEN1 CH;,
metiltransferazé metiltransferazé

Pav. 3.1. HENI1 katalizuojamo metilinimo schema. MaZyjy RNR metilinimas vyksta
dviem etapais. I§ pradziy | fermento metiltransferazinj domeng patenka vienos
duplekso grandinés 3’-galinis nukleotidas, kur jo ribozés 2'-OH pozicija yra 2'-O-
metilinama nuo AdoMet kofaktoriaus, taip susidarant hemimetilintam substratui.
Véliau kompleksas iSyra ir, HEN1 prisiriSus prie duplekso prieSinga orientacija,
modifikuojamas kitos grandinés 3’-galas.

Vienas i$ klausimy, j kuriuos biitina atsakyti prie§ pereinant | Zyméjimo
technologijy kiirimag — kaip HEN1 pasirenka subrendusio miRNR/miRNR* (o
taip pat siRNR/siRNR*) duplekso grandines metilinimui in vitro, t. y., ar §is
fermentas turi prioritetg kuriai nors i§ grandiniy — kreipianéiajai arba
lydinciajai. Kreipiancioji miRNR grandiné yra ta, kuri dazniau jtraukiama j
RNR indukuotus nutildymo kompleksus (RISC), kuriuose ji sgveikauja su
geno-taikinio informacinémis RNR (iRNR) ir dalyvauja jas koduojanciy geny
potranskripciniame nutildyme (PTGS). Savo ruoztu, lydincioji (Zymima
zvaigzdute) miRNR* grandiné susiporuoja ir lydi kreipian¢iajag RNR iki jos
jtraukimo j RISC kompleksg. Prie§ pat jtraukimg j RISC kompleksa
miRNR/mMiRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy 3’-galai yra 2'-O-metilinami
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HENI1 fermento, kas apsaugo minétas RNR nuo degradacijos. Nebuvo aisku,
ar HENI turi prioritetg kuriai nors i$ duplekso grandiniy in vitro ir Kaip Sios
grandinés yra pasirenkamos metilinimui.

Kitas klausimas buvo, ar pirmos grandinés metilinimas daro kokig nors
jtaka kitos grandinés modifikacijai. Kitais Zodziais, jeigu pasirodyty, kad in
vitro salygomis HEN1 labiau linkes modifikuoti mums nepalankig duplekso
granding, ar metilo grupés buvimas nesutrikdys kitos, mums reikalingos,

duplekso grandinés modifikacijos.
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Pav. 3.2. ¥P-zymétos miRNR grandinés metilinimo priklausomybé nuo reakcijos
laiko ir AdoMet koncentracijos. A. Kreipianc¢iosios miR173 grandinés modifikacija
nemetilintame duplekse (virSuje) ir hemimetilintame duplekse (apacioje) aprasoma
vienos eksponentés lygtimi ir yra mazai priklausoma nuo AdoMet koncentracijos 20-
100 uM diapazone. B. Lydin¢iosios miR173* grandinés modifikacija nemetilintame
duplekse (virSuje) ir hemimetilintame duplekse (apacioje) apraSoma dviejy
eksponenciy lygtimi ir yra stipriai priklausoma nuo AdoMet koncentracijos 20-2000
uM diapazone. C. Stebimo lydin¢iosios miR173* grandinés metilinimo greicio
priklausomybé nuo AdoMet koncentracijos. Juodi taskai zymi kreipianciajg miR173
granding, balti trikampiai — lydinCiaja miR173*. Kiekvienas eksperimentas buvo
pakartotas 3-5 kartus.

Tam, kad atsakytume j Siuos klausimus, buvo nuspresta atlikti
kinetinius tyrimus vienos apsukos sglygomis, t. y., esant HEN1 fermento

pertekliui dvigrandinio substrato atzvilgiu. Eksperimentams buvo pasirinkta
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Arabidopsis thaliana miR173/miR173%*, kuri yra nattraliai metilinama HEN1
baltymo augaly lastelése, ir yra viena i§ labiausiai tyringjamy miRNR.
Norédami nustatyti, kokiu grei¢iu metilinamos atskiros duplekso grandinés,
kiekvienu atveju *P-zyméta, ir dél to matoma eksperimento metu, buvo tik
miR173 arba miR173* grandiné. ISanalizavus eksperimenty duomenis buvo

gautos logaritminés kreivés, atspindincios metilinimo dinamika (Pav. 3.2).

Lentelé 3.1. Nustatyti miR173/miR173* grandiniy metilinimo parametrai.
Kreipianciosios miR173 ir lydin€iosios miR173* grandiniy metilinimo parametrai
apra8yti atitinkamai vienos ir dviejy eksponenciy lygtimis. Metilinimo greiciai
nurodyti apsukomis per minute (minl), metilinimo amplitudés nurodytos kaip
procentai Salia atitinkamos metilinimo greicio konstantos.

Kreipian€ioji miR173 grandiné Lydin€ioji miR173* grandiné
Nemetilinta Hemimetilinta Nemetilinta Hemimetilinta
miR173/miR173" mR17mR173" mIR173/miR173" miR173
AdoMet Greitis (mir Amplitude (%) Gresis (min Amplitude ( Greitis (m Amplitude (%) Grefis(min ") Amplitude (%

500 uM 91 +3 7941 86+ € 88+
300 uM

100 uM 15402 100 7040 100 %+3 79+3 |+3

Buvo nustatyta, kad kreipianciosios miR173 grandinés metilinto
produkto priklausomybés nuo reakcijos trukmés eksperimentiniai duomenys
yra apraSomi naudojant vienos eksponentés lygtj, tuo tarpu lydinc¢iosios
miR173* grandinés grafike matoma dviejy faziy (greitos ir 1étos) logaritminé
kreive, reikalaujanti dviejy eksponenciy lygties (Pav. 3.2, lentelé 3.1).
Gautiems duomenims paaiskinti buvo sukurtas dviejy pakopy ir dviejy keliy

metilinimo HEN1 fermentu modelis (Pav. 3.3).
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Pav. 3.3. HEN1 katalizuojamas 33P-

mMiRNR™)/  miRNR®™) metilinimo

: HER) modelis. Remiantis siilomu
AdoMet modeliu, 3*P-zyméta grandiné gali
. biti modifikuota tiesiogiai (Kchem1)

arba 18 pradziy uzmodifikuojant **P-
nezyméta, todél gelyje nematoma
granding (Kehem2), tuomet

| / \ Kvem2 kompleksui disocijuojant (o) ir tik
tuomet susiriSant Zymétos grandinés

HEN1 modifikacijai palankia orientacija ir

pastaraja uzmodifikuojant (Kchem1).

¥p-zyméta miRNR granding, t.y.,

LN3H 1 K stebima eksperimento metu,
off

B~

e o i
® \

pazyméta raudonai, nestebima
Stebimos grandinés miRNR grandiné — pilkai.

greita modifikacija

e Misy pasitlytas modelis
."P I\
i numato, kad HEN1 gali ristis su
3
lkmem miR173/miR173*  dupleksu
Vo = dviem orientacijomis, viena i§

INTH kuriy yra palanki kreipianciosios

Sisbiinos:grandiids miR 173 grandinés modifikacijai,

léta modifikacija kita lydinciosios — mMIiR173*.

Jeigu HENI1 suriSa dupleksg tokia orientacija, kad metiltransferaziniame
fermento domene atsiduria **P izotopu Zymétos grandinés 3'-galas galas, kuris
i§ karto gali biiti metilinamas, tuomet mes galime stebéti tiesioginj metilo
grupés pernesimo greitj. Taciau, jeigu modifikacijai palankioje padétyje i§
pradziy atsidurs nezymétos grandinés 3'-galas, tuomet biitent §i grandiné bus
metilinama pirma, véliau vyks HEN-miRNR/miRNR*-AdoHcy komplekso
i8irimas, ir tik po antro HENT susiri$imo su hemimetilintu dupleksu priesinga
orientacija bus stebimas **P zymétos grandinés metilinimas. Tokiu biidu, jeigu
dalyje miR173/miR173* dupleksy HENI i§ pradziy metilina 33P-zyméta, o
kitoje dalyje — nezyméta granding, tuomet turéty biti stebimos dvi metilinimo
grei¢io konstantos — greitoji (Kenem1) ir 1€toji (Kehemz + Kot + Kchem1) fazeés.

Remiantis $iuo modeliu, lydin¢iosios miR173* grandinés Kehem: kOnstanta
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turéty atitikti tiesioginj metilo grupés pernesimo greitj, stebimg greitosios
fazés metu, kuomet HEN1 i§ pradziy metilina bitent **P-Zymétg miR173%*.
Tuo tarpu, 1étoji miR173* metilinimo fazé yra sudéting i$ Kenemz + Ko + Kehem1
konstanty reikSmiy ir atspindi suminj abiejy grandiniy metilinimo ir
komplekso isirimo greitj (Pav. 3.3).

Sprendziant i§ to, kaip daznai miR173/miR173* duplekso modifikacija
vyksta pagal vieng, ir kaip daZznai pagal kita metilinimo kelia, galima
apibudinti HEN1 polinkj i§ pradziy metilinti arba kreipiancigja miR173, arba
lydingiaja miR173* grandine, ir tik po to, likusig duplekso granding. Sj HEN1
metiltransferazés prioriteta kuriai nors i§ grandiniy jmanoma apskai¢iuoti i$
greitosios ir 1étosios metilinimo faziy amplitudziy, t. y., i$ abiejy eksponenciy
maksimalaus auks¢io y aSyje. Minétu biidu buvo nustatyta, kad lydinciosios
MiR173* grandinés Kenem1 konstantos amplitudé yra 75-86 %, kas rodo, kad
mazdaug 4/5 visy atvejy HENI1 su nemetilintu miR173/miR173* dupleksu
visy pirma riSasi orientacija, kuri yra palanki lydinciosios miR173*
metilinimui, ir tik po to modifikuojama kreipianc¢ioji miR173 (lentelé 3.1).
Atitinkamai, kreipian¢ioji miR173 grandiné pirma yra metilinama tik 14-25
%, t .y., mazdaug 1/5 visy atvejy (lentelé 3.1). Sitloma metilinimo modelj
atitinka ir Siame darbe gautus duomenis patvirtina kiti VU BTI DMTS tyrimai,
atlikti G. Vilkai¢io, A. Plotnikovos ir S. Jachimoviéittés-Baranauskeés
(Baranauske et al., 2015).

Kaip buvo rasyta auks¢iau, miRNR dupleksy pilnas metilinimas vyksta
per tarping hemimetilinta biisena, kuomet tik viena duplekso grandiné turi
modifikacija. Tuo tarpu musy gauti eksperimentiniai rezultatai rodo, kad bent
jau miR173/miR173* atveju HENI1 kaip pirmg granding dazniau metilina ne
kreipianciaja miR173, kuri tiesiogiai dalyvauja geny nutildymo procese, bet
lydingiaja miR173*. Zinant tai, natiiraliai iskyla klausimas, ar metilo grupés
buvimas vienoje duplekso grandingje daro jtaka kitos grandinés modifikacijai.

Todél buvo nuspresta palyginti reakcijos parametrus tarp nemetilinty ir
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hemimetilinty miRNR dupleksy. Eksperimenty metu pazyméta grandiné buvo
sulydoma su jau i$ karto metilo grupe turincia jai komplementaria grandine.
Tokiu biidu buvo gauti du tiriamieji substratai: miR173/miR173*CH3
dupleksas su *P-zyméta kreipianigja miR173, ir miR173°"/miR173*,
kuriame Zzymeéta ir stebima eksperimenty metu buvo lydincioji miR173%*.
Atlikus tyrimus identiSkomis, kaip ir ankstesniuose eksperimentuose,
salygomis ir iSanalizavus eksperimento duomenis paaiskéjo, kad
hemimetilinty substraty reakcijos greicio konstantos ir jy amplitudés nezymiai
skiriasi nuo nemetilinty miR173/miR173*, vadinasi vienos grandinés
modifikacija neturi jtakos kitos grandinés modifikacijai (lentelé 3.1).

Siame skyriuje apradyti tyrimai aigkiai parodo, kad in vitro HEN1
metiltransferazés pagalba gali buti sékmingai paZymétos abi mazyjy RNR

duplekso grandinés.

3.1.2 Metilinimo, priklausomai nuo 3'-galinio nukleotido, tyrimas

Siuo metu yra zinoma, kad gyviny HENI baltymai-homologai
skirtingus nukleotidus modifikuoja nevienodai. Pavyzdziui, vaisinés muselés
DmHENI1 metilinimo efektyvumo priklausomybés nuo modifikuojamo 3'-
galinio nukleotido eilé yra tokia: A (269 %) > C (137 %) > U (100 %) > G (44
%), skliausteliuose nurodant santykinj modifikacijos efektyvuma (Kirino and
Mourelatos, 2007). Kadangi nukleotido cheminé prigimtis galbat gali daryti
itaka miisy tiriamo HENT1 baltymo vykdomai reakcijai, buvo sukurti tokie
substratai, kuriy kreipiancioji miR173 grandiné turéjo skirtinga 3'-galinj
nukleotida: C (kaip laukinio tipo miR173), U, G arba A. Sulydzius vieng i$
keturiy miR 173 varianty su laukinio tipo lydin¢igja miR173* grandine, buvo

istirtos dupleksy metilinimo reakcijos (lentelé 3.2).
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Lentelé 3.2. miR173, turinCios skirtingus 3’-galinius nukleotidus, metilinimo
reakcijos parametrai.

Kreipiancioji miR173-C/G/A/U grandiné Lydincioji miR173* grandiné

miRNR Greitis (min~")  Amplitudeé (%) miRNR Greitis (min~")  Amplitudé (%)

miR173-C (wt) 45+02 100 mR173* 35+30 79+3

miR173-G 57+0.2 100 (sulydyta sumiR173-C} 5 g+ § 2143

miR173-A 37+70 45+7 miR173" 35+20 78+3
54+0.8 55+7 (sulyoytasumRIT3A) - 4 6+09 2+3

miR173-U 37+02 100

Kaip matome, laukinio tipo (wt) miR173, turin¢ios 3'-gale C,
metilinimo greiciai yra panas$iis j kity miR173 substraty, turin¢iy G, U arba A
(nuo 3,7 iki 5,7 mint) (lentelé 3.2, kair¢). I3 kitos pusés, buvo pastebéta, kad
$P-miR173-A/miR173* duplekso metilinimo kreivei aprasyti geriau tiko ne
vienos, bet dviejy eksponenciy lygtis, nors pagal dvi eksponentes apskaiciuoti
metilinimo grei¢iai buvo panasis, ir sudaré¢ 4,6-5,4 bei 35-37 min* (lentelé
3.2, miR173-A ir miR173*, sulydyta su miR173-A). Minétu atveju, dviejy
eksponenciy atsiradima galéty paaiskinti pasikeitusios amplitudziy reikSmés:
miR173-A/miR173* kreipiancioji grandiné buvo metilinama pirma tik 45 %
atvejy, vietoj 78-79 %, kaip buvo kity substraty atveju. Nustatyti parametrai
rodo, kad A buvimas miR173 grandinés 3'-gale galbiit gali daryti jtaka HEN1
riSimuisi su dvigrandiniu substratu orientacijai, ta¢iau nei vienas i§ keturiy
nukleotidy varianty nepadaré zenklesnés jtakos metilinimo greiciui, todél
buvo padaryta iSvada, jog modifikuojamo nukleotido cheminé prigimtis
praktiskai nedaro jtakos reakcijos greiCiui. Vadinasi kuriamam mazyjy RNR
zymgjimo metodui turéty biiti tinkamos miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR*,

turincios bet kokius 3'-galiniy nukleotidy variantus.
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3.1.3 Metilinimo, priklausomai nuo erdvinés struktiiros, tyrimas

Norédami suprasti, ar HEN1 katalizuojamam mazyjy RNR metilinimui
itaka daro erdviné substrato struktiira, atlikome dar dviejy dupleksy, miR-
210/miR-210* ir siR173/siR173*, kinetine analize. Pirmas i$ substraty, miR-
210/miR-210*, yra hipoksijos indukuojama zmogaus miRNR, susijusi su
Jvairiais suveézg€jimo procesais, jskaitant lasteliy apoptoze, angiogeneze ir
metastaze (Dang and Myers, 2015). Paprastai gyviiny miRNR, skirtingai nuo
augaly miRNR, pasizymi didesniy nesuporuoty nukleotidy skaic¢iumi, galinCiy
turéti jtakos HEN1 metilinimui (https://www.mirbase.com). Nors zmogaus
MiR-210/miR-210* turi net SeSis nekomplementarius nukleotidus centrinéje
duplekso dalyje ir nesuporuotg kreipianciosios grandinés 5'-nukleotida (Pav.
3.4, A), tai nesutrukdé HEN1 modifikacijai, o metilinimo greitis buvo panaSus
ar net didesnis, nei miR173/miR173* substrato atveju. Taciau prieSingai nei
miR173/miR173* miR-210/miR-210* duplekse 76 % metilinimo reakcijy
pirma buvo modifikuojama ne lydincioji, bet kreipiancioji grandiné (Pav. 3.4).
Tai rodo, kad metiltransferazé, pati savaime, neskiria, kuri i§ duplekso
grandiniy yra kreipiancioji. Panasiais greiciais buvo metilinamas ir substratas,
analogiSkas miR173/miR173*, bet turintis pilnai komplementarig dvigranding
struktiirg su 2 nt iSsikiSimais 3'-galuose, pavadintas siR173/siR173* ir
imituojantis pilnai komplementariy siRNR substraty modifikacija (Pav. 3.4).

Apibendrinus duomenis, buvo buvo prieita prie i§vados, jog HEN1 gali
metilinti abi modifikuojamo duplekso grandines ir nei 3’-gale esancios
nukleobazés cheminé prigimtis, nei mazosios RNR erdviné strukttra, nei
metilo grupés buvimas kitoje duplekso grandinéje neturi reikSmingesneés
itakos modifikacijos procesui, t. y., bet kuri miRNR ar sSiRNR, nepriklausomai
nuo savo antrinés struktiiros ar sekos, ir bet kuri jos duplekso grandiné

potencialiai gali biiti modifikuota, naudojant gamtinj AdoMet kofaktoriy.
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Pav. 3.4. siRNR ir miRNR metilinimas. A. Tyrimuose naudoty siRNR
(siR173/siR173*) ir miRNR (miR173/miR173* bei miR-210/miR-210*) antrinés
strukt@iros ir individualiy grandiniy metilinimo kinetinés konstantos. Metilinimo
grei¢iai (min) ir amplitudés (Amp., %) buvo apskaiciuotos pagal vienos arba dviejy
eksponenciy lygtis. B. Mazyjy RNR metilinimo priklausomybé nuo reakcijos laiko,
esant fiksuotai 100 uM AdoMet koncentracijai.

3.2 HENI1 taikymas miRNR/miRNR* zZyméjimui

Ankstesniame skyriuje aprasyti HEN1 metilinimo mechanizmo tyrimai
atskleidé, kad in vitro metiltransferazé metilina ne tik augaly, bet ir zmogaus
miRNR, perneSdama metilo grupe nuo AdoMet kofaktoriaus. Norédami
pritaikyti HEN1 mazyjy RNR Zzyméjimui pagal mTAG (angl.
methyltransferase-directed transfer of activated groups) technologijg, Siame
skyriuje iStyréme ilgesniy nei metilo Soniniy grandiniy pernasa ant miRNR ir
siRNR. Eksperimentai buvo atlikti su chemiskai susintetintais jvairiy dydziy
ir struktiiry Sonines grandines turin¢iais AdoMet [1] analogais, kuriuos galima
padalinti j tris tipus:

I) pirminio amino funkcing grupe turintys Ado-6-amine [2] ir Ado-11-
amine [3] kofaktoriai,

IT) ,,click-chemistry* reakcijoms tinkantys Ado-6-azide [4] ir Ado-6-
ethyne [5] dviejy zingsniy zyméjimo technologijai,

ITI) biotino zyme turintys Ado-13-biotin [6] ir Ado-18-biotin [7],
tinkantys vieno zingsnio zyméjimui (Pav., 3.5, a).

70



A HOLC_uHH, NHy
DA
.

s oy
oI

Metilinimas 1 Metilinimas )
— S, cH AdoMet [1], R'=-CH T3, Kofaktorius [1-7]
Biotinas ar Dviejy Zingsniy Zyméjimas
fluoroforas 2 -
Dviejy Zingsniy Zyméjimas  [2-6] p Ado-6-amine [2], R'=-CH.C=C(CH)NH J R
» Ado-t1-amine [3], R'= -GHG=C(CH),NHCOGH ) NH, | T NHS esteris
- > Ado-6-azide [4], R'= -CHC=C(CH)N ] +alkinas
671 Ado-6-ethyne [5], R’=-CH,C=C(CH,),C=CH 1 + azidas
Vieno zingsnio Zyméjimas Biotinas ’ Vieno Zingshio Zyméjimas
3 Ado-13-biotin [6], R‘= -CH.C=C(CH).CHN.CHNHC H.N.O.S

Ado-18-biotin [7], R’=-CH,CZC(CH,),SC,H,NO,(CH).CONH).C, H.N.OS

NHS esteris Azidas AK Q
s * o @ s
— NN t(\ + \O +
-
l l l Azidas
Amidinis rysys o Triazolas O
N=N N,
N]O &( ' I /' Triazolas

Pav. 3.5. Vieno ir dviejy Zingsniy mazyjy RNR zyméjimo technologijos. A.
Metiltransferazé HEN1 gali buiti naudojama miRNR ir siRNR dupleksy metilinimui
nuo AdoMet [1] kofaktoriaus. Taip pat HEN1 galima pritaikyti dviejy Zingsniy
zyméjimui, perneSant funkcines grupes turin¢ias Sonines grandines nuo Ado-6-amine
[2], Ado-11-amine [3], Ado-6-azide [4] ir Ado-6-ethyne [5] kofaktoriy. Antro
zingsnio metu prie pernesty funkciniy grupiy galima prijungti jvairias prieinamas
reporterines molekules, tokias kaip biotinas arba vienas i§ fluorofory. Alternatyviai
HENL1 galima buty pritaikyti ir tiesioginei reporterinés molekulés, tokios kaip
biotinas, pernesai. Tyrimuose naudoty kofaktoriy Soniniy grandiniy formulés
nurodytos desingje puséje. B. Antra stadija dviejy zingsniy zyméjimo technologijoje
gali vykti tarp ant RNR pernestos pirminio amino grupés ir N-hidroksisukcinimido
(NHS) esterio grupés arba pagal Cu (I) katalizuojama ,,click-chemistry* reakcija tarp
alkino ir azido.

Pirmo tipo kofaktoriy Soninés grandinés turi funkcing pirminio amino
grupe, kuri geba reaguoti su N-hidroksisukciimido-esteriais (NHS-esteriais),
tokiu biidu sudarant stabilius konjugatus tarp amino grupés, HEN1 pagalba
pernestos ant RNR, ir mums reikalingos reporterinés molekulés, tokios kaip
fluoroforo- arba biotino-NHS esterio (Pav. 3.5, b). Antrojo tipo kofaktoriy
Soninés grandinés dalyvauja ,.click-chemistry” reakcijose ir vyksta tarp
funkciniy grupiy, kurios néra sutinkamos biologinése sistemose, todél
pasizymi ypa¢ auk$tu specifiSkumu. Vienvalenéiy vario jony Cu(l)
katalizuojama ,,click-chemistry* reakcija leidzia pazyméti RNR Sonine
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grandine, turinfia azido grupeg, ir prie jos prijungti alkino-reporterinés
molekulés konjugata, arba prieSingai, pazyméti RNR alkino grupe ir prijungti
azido-reporterinés molekulés konjugata (Pav. 3.5, b). Galiausiai Soninés
grandinés, turincios biotino liekana, geba labai aukStu afiniSkumu
nekovalentiSkai sgveikauti su baltymu streptavidinu.

Reporteriné molekule, pernesta ant substrato pagal vieno arba dviejy
zingsniy zymeéjimo technologija, gali biiti biotinas arba vienas i§ komerciskai
prieinamy fluorofory. Biotino perneSimas ant miRNR ar siRNR galéty bati
naudingas norint taip zyméta RNR iStraukti/praturtinti, naudojant
streptavidinu dengtas magnetines daleles, kurios specifiskai sgveikauja su
biotinu. Savo ruoztu fluoroforo prijungimas leisty pazyméta RNR substrata
vizualizuoti tirpale arba elektroforeziniame gelyje. Tokiu bidu mTAG
technologija galéty buiti sekmingai pritaikyta specifiniam miRNR/miRNR* ir
siRNR/siRNR* dupleksy Zyméjimui jvairiais reporteriais, kas praplésty
mazyjy RNR tyrimo metody sarasa.

3.2.1 Alkilinimo sintetiniais kofaktoriais tyrimas
3.2.1.1 Alkilinimo produkty analizé PAGE metodu

Visus HEN1 modifikacijai tinkancius substratus pagal savo erdving
struktirg galima bty suskirstyti j tris tipus: vieng ar Kelis nesuporuotus
nukleotidus turin¢ius augaly miRNR/miRNR* dupleksus, didesniu
nesuporuoty nukleotidu skaic¢iumi pasizyminc€ius gyviing miRNR/miRNR* ir
i§ pilnai komplementariy grandiniy sudarytus siRNR/siRNR* dupleksus. Kaip
modeliniai substratai alkilinimo tyrimams buvo pasirinktos augaly A. thaliana
miR173/miR173*, zmogaus miR-210/miR-210* bei pilnai komplementari
siR173/siR173*.  Atlikus minéty substraty inkubacija su HENI
metiltransferaze ir Ado-6-amine [2], Ado-11-amine [3], Ado-6-ethyne [5],
Ado-6-amine [4] arba Ado-18-biotin [7] kofaktoriumi, méginiai buvo uznesti
] denatiiruojanti poliakrialamidinj gelj (dPAGE). [Sanalizavus elektroforezés
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rezultatus paaiskéjo, jog visais atvejais, jdéjus vieng i$ sintetiniy AdoMet
analogy, elektroforegramose yra stebimas méginio juostelés poslinkis,
lyginant su pradiniais nemodifikuotais méginiais — ant méginio pernesta

Soniné kofaktoriaus grandiné sumazino RNR mobiluma gelyje (Pav., 3.6).

Kofaktorius - [§] [2] [381 [71 - [51 [2] 3] [71 - IS1 [2] I3] [7]
- —
modifikuota RNR ‘ - p—
LY et - -
‘\? - - - - o™ . -
miR173 (22 nt) miR-210 (22 nt) siR173 (23 nt)

CUCUECG oA tT TUAACGCUUGC AGAGAGAAUCAC
GUCACACGC (UGACAG ~ GGCUGA C AGAG? CA
=4 Guc GGG GARAUUGCGAACGUCUCUCUUAG
¢S

TUCGCUUGCA ACAGAA )
GARAGCGAAUGU UCUCUU $4T
Eem—— N

miR173* (21 nt) miR-210* (22 nt) SiR173* (23 nt)
—— — -_
modifikuota RNR
et -— -

Pav. 3.6. HEN1 modifikuoja miRNR ir siRNR, naudodamas sintetinius AdoMet
analogus — dPAGE analizés elektroforegramos. VirSuje: *P-zyméta kreipiancioji
duplekso grandiné (juoda), apacioje — lydincioji (pilka). Po miR173/miR173*
(kairéje), miR-210/miR-210* (centre) ar siR173/siR173* (deSingje) inkubacijos su
metiltransferaze HEN1 ir sintetiniais AdoMet analogais Ado-6-ethyne [5], Ado-6-
amine [2], Ado-11-amine [3] arba Ado-18-biotin [7] elektroforezés metu yra stebimas
33P-zymétos RNR poslinkis — mobilumas maZéja (virSutiné kiekvieno takelio juostelé,
migruojanti skirtingame aukstyje, priklausomai nuo kofaktoriaus). Tuo tarpu,
nemodifikuota RNR dalis juda vienu frontu (apatiné kiekvieno takelio juostelé).
Soninés grandinés perneimas nuo sintetiniy kofaktoriy ant RNR
sumazina pastarosios mobilumg elektroforeziniame gelyje, tuo tarpu
kiekvieno méginio nemodifikuota RNR dalis juda vienu apatiniu frontu. Kaip
matome, i$skyrus Ado-18-biotin [7], visy kity kofaktoriy ir substraty atvejais

didesnioji RNR dalis yra sékmingai modifikuota (Pav. 3.6).

3.2.1.2 Alkilinimo produkty analizé¢ HPLC-MS metodu

Norint patvirtinti Soniniy grandiniy perne$img nuo sintetiniy kofaktoriy
ant substratiniy RNR buvo atlikta aukstos skyros skys¢iy chromatografiné-
masiy  spektrometriné  HPLC-MS  (angl. high-performance liquid

chromatography-mass spectrometry) analizé. Po inkubacijos su HEN1
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metiltransferaze ir Ado-6-amine [2], Ado-11-amine [3], Ado-6-ethyne [5]
arba Ado-18-biotin [7] kofaktoriumi miR-210/miR-210* substratas buvo
sudegraduotas nukleaze P1 ir defosforilintas Sarmine fosfataze FastAP,
susidarant pavieniy nukleozidy miSiniui. Tokio poveikio rezultate
kiekviename méginyje turéty susidaryti visy keturiy tipy ribonukleozidai (C,
U, Gir A), o taip pat miR-210 grandinés 3'-gale esantis nukleozidas A ir miR-
210* grandinés 3’-galinis nukleozidas G su prijungta Sonine grandine nuo
atitinkamo kofaktoriaus (Pav. 3.6).

Atlikus analize, paaiSkéjo, kad kontroliniame méginyje, i kurj nebuvo
pridéta kofaktoriaus, chromatogramoje yra matomos keturios ryskios smailés:
iSeinancios tre¢ig, penkta, deSimtg ir SeSiolikta minutg (Pav. 3.7, A). Masés
spektrometro pagalba Sios keturios chromatogramos smailése buvo
identifikuoti atitinkamai citidino, uridino, guanozino bei adenozino dariniai.
Toks nukleozidy i$é¢jimo profilis, o taip pat smailiy i§¢jimo laikais stebimi
absobcijos spektrai sutampa su literatariniais duomenimis (Nakajima et al.,
2010). Taip pat 30-31 minutémis buvo stebimos kelios dalinai susiliejusios
nedidelés smailés, kurios buvo priskirtos papildomiems junginiams,
atéjusiems i§ baltyminiy priemaiSy bei buferiniy tirpaly, kurios daZnai
stebimos HPLC analizés metu bitent chromatogramy gale (Pav. 3.7, A,
virSutiné chromatograma, be kofaktoriaus).

Méginiy po reakcijos su vienu i$ sintetiniy kofaktoriy chromatogramose
be keturiy nukleozidy smailiy, kuriy profiliai pilnai sutapo su kontrolinio
méginio profiliu, papildomai stebimos po dvi atskiram méginiui specifinés
smailés, kuriy i$éjimo chromatogramoje laikas keitési, priklausomai nuo |
reakcija jdéto kofaktoriaus (Pav. 3.7, A). Norédami papildomai patikrinti, ar
Sios dvi smailés i$ tikryjy siejasi su modifikuojamo substrato 3'-galinio
nukleozido bei ant jo perneSamos Soninés grandinés chemine prigimtimi, buvo
atliktas analogiskas eksperimentas su miR173/miR173* ir Ado-6-amine

kofaktoriumi (Pav. 3.7, B). Kaip matome, miR-210/miR-210* atveju
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aptinkami modifikuoti 3'-galiniai G ir A, 0 miR173/miR173* atveju —
modifikuoti C ir G nukleozidai. (Pav. 3.7, B).
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Pav. 3.7. HEN1 modifikuoty miR-210/miR-210* méginiy HPLC-MS analizés
chromatogramos. A. Kiekviename méginyje papildomai prie keturiy tipy
ribonukleozidy (C, U, G ir A) buvo identifikuoti substrato 3'-galiniai nukleozidai,
turintys nuo atitinkamo kofaktoriaus (Ado6-amine [2], Ado-11-amine [3], Ado-6-
ethyne [4] arba Ado-18-biotin [5]) pernesta Soning granding — modifikuotas A i§ miR-
210 grandinés ir modifikuotas G i§ miR-210* grandinés. B. miR-210/miR-210* ir
miR173/miR173*, modifikuoty Ado-6-amine kofaktoriumi, chromatogramos.
Visose kofaktoriui-specifinése smailése buvo nustatytas vienas ar keli
junginiai, kuriy masés ir kriivio (m/z) santykio reik§més buvo labai artimos
teoriSkai apskaiCiuotai ieskomo junginio (atitinkama Sonine grandine
modifikuoty G ir A — miR-210/miR-210* atveju, arba C ir G —
miR173/miR173 atveju) reikSmei (Pav. 3.8 ir Lentelé 3.3). Kaip matome,
daugelio junginiy apskaiciuotos ir nustatytos m/z reikSmés tarpusavyje

skiriasi tik keliomis milijoninémis (ppm — parts per million) dalimis. Be to,
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masiy spektrometrinés analizés metu pavyko nustatyti Sonine grandine

modifikuotos ribozés fragmentus. Pavyzdziui, Ado-6-amine kofaktoriumi
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w
2 a0 80 80
2
3 60 60 60
=) 20 361.1465 4 0
2 ‘ 377.1200 ¢ 228.1209
% 2281221 | | 20 20] 152.0559
5 1120827 | l ‘|
&0l — e e 0= ey
100 200 300 400 500 800 100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
Masés-krivio santykis | miz Masés-kravio santykis | m/z Masés-kravio santykis / miz
D. E G-R3 (miR210%) F. A-R3 (miR210)
R
T o 363.1762 10 464 2239 10 448.2299
8
£ & 80 80
2
(‘3, 60 60 152.0564 60
d 313.1749
g 40 40 40
3w 20 2326159 20 2246180 4702100
& =L 0= : —— : 0= ; | e
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 8600
Mases-krivio santykis / m/z Mases-kravio santykis | miz Mases-krivio santykis / miz
G. G-R5 (miR210%) H. A-R5 (miR210) . G-R7 (miR210*)
& 388.1603 3721657 4241617
~ 10 i 10¢ 100, i
& 394.1474 847 3171
g & 80 80 152,0555
3
w
% 60 €0 80
o 40
E: 1520565 410.1430 4
20 20 20
| Ll
S 0 Lol | 0 | I\
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600 0 200 400 600 800 1000
Masés-krivio santykis | miz Maseés-kridvio santykis | m/z Masés-kravio sanfykis | miz

Pav. 3.8. HPLC-MS analizés metu kofaktoriui specifinése chromatogramy smailése
nustatytos masés/kriivio (m/z) spektrogramos. Smailés aukstis vaizduoja santykinj
aptikto jono daznumg. Smailés, vir$ kuriy nurodytos jy skaitinés reik§més, buvo
identifikuotos, kaip ieskomo junginio m/z signalai. A ir B. miR173/miR173*
duplekso, 3'-galiniy nukleozidy (citidino ir guanozino, atitinkamai), modifikuoty
Ado-6-amine [2] kofaktoriumi, dariniai. C-H. miR-210/miR-210* duplekso,
modifikuoto Ado-6-amine [2] kofaktoriumi (C ir D), Ado-11-amine [3] kofaktoriumi
(E ir F) arba Ado-6-ethyne [5] kofaktoriumi (G ir H), 3’-galiniy nukleozidy
(guanozino ir adenozino, atitinkamai) dariniai. 1. miR-210* grandinés 3’-galinio
guanozino, modifikuoto Ado-18-biotin [7], dariniai (mMiR-210 grandinés,
modifikuotos nuo Ado-18-biotin kofaktoriaus, nustatyti nepavyko dél silpno signalo).
Spektrogramy spalvos atitinka pav. 3.7 stebimas kofaktoriui specifines smailes. Dél
detalesnés informacijos zitirékite lentelg 3.3.
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modifikuoto miR-210/miR-210* substrato atveju abiejy, ir modifikuoto
citozino, ir modifikuoto adenino, chromatogramos smailése buvo nustatytas
ribozés-6-amino jonas bei nuo pilno nukleozido nuskile atitinkamai citidino
ar guanino bazés jonai. Gauti duomenys jrodo, kad HENI alkilinimo metu

Soniné grandiné nuo sintetinio AdoMet analogo yra perneSama biitent ant

RNR oligonukleotido 3'-galinés ribozés.

Lentelé 3.3. Apskaiciuotos ir praktiskai nustatytos masés/kriivio (m/z) reikSmés.

. Nustatytas reakcijos produktas
Sintetinis | Laukiamas
ko- reakcijos
faktorius | Pproduktas Junginys —_ Apskait. | Nustat.
m/z m/z
miR173/miR173* (3‘-nukleozidai C ir G, atitinkamai)
[Cytidine + H] [CH.N,0] 112.0506 | 112.0527
[Ribosc-6-aminc] [C,,H,NO,] 228.1230 | 228.1221
C-6-aminc [Cytidine-6-aminc + H] [C,.H,,N,0,] 339.1663 | 339.1650
Ado- [Cytidine-6-aminc + Na] [C,.H.-N,O,Na] 361.1482 | 361.1465
6-aminc
[Cytidine-6-amine + K] [Ci:H2:NLOK] 377.1222 | 377.1200
G-6-aminc [Guanosine -6-amunce + H] [C,H,N,O,] 379.1725 | 379.1712
miR-210/miR-210* (3‘-nukleozidai A ir G, atitinkamai)
[Guanine + H] [C.H,N,0] 152.0567 | 152.0559
Ado: G-6-amine [Ribosc-6-aminc] [C1 HNOL] 228.1230 | 228.1200
6-aminc [Guanosine-6-amune + H] [CiH:NO,] 379.1725 | 379.1701
A-6-amine [Adenosine-6-amine + H] [C,.H,N,0,] 363.1776 | 363.1762
[Guanine + H] [C-H,N,O] 1520567 | 152.0564
[Guanosine-1 1-amine + 2H]* | [CH,,N,0,]* 2326163 | 2326155
G-1 l-anune
[Ribosc-1 1-aminc] [C,.H.N.0,] 313.1758 | 313.1749
Ado-
11-amine [Guanosine-1 I-amine + H] [CxH;3N-O,] 4642252 | 464.2239
[Adenosine-1 1-amine + 2H] | [CH,,N,O,] ¢ 2246188 | 2246180
A-l l-amune [Adenosine-1 1-amine + H] [CaoHoN-0,] 4482303 | 448.2209
[Adecnosine-11-amine + Na] [CH:N-O,Na] 4702122 | 470.2100
[Guanine + H] [C:H.N,O] 1520567 | 152.0565
G-6-cthyne [Guanosinc-6-cthyne + H] [CsH2:NLO,] 388.1616 | 388.1603
Ado- [Guanosinc-6-cthyne + Na] [C,,H.N,O,Na] 410.1435 | 410.1430
6-cthync
[Adenosinc-6-cthyne + H] [CiHNLO,) 372.1667 | 372.1657
A-6-cthyne
[Adcnosine-6-cthyne + Na] [C . H.,N,ONa] 394.1486 | 304.1474
[Guanine + H] [C-H,N.O] 1520567 | 1520555
Ado-18- G-18-biotin [Guanosine-biotin + 2H]** [C,.H N,O,S.17 | 424.1649 | 424.1617
Biotin
[Guanosine-biotin + H] [C, H, N, O,S.] 8473226 | 8473171
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3.2.2 miRNR/miRNR* dupleksy zyméjimo technologijos ir jy

pritaikymas

HEN1 vykdoma miRNR/miRNR (ir siRNR/siRNR*) dupleksy
modifikacija gali buti pritaikyta vieno ir dviejy zingsniy mazyjy RNR
zymegjimo technologijoms (Pav. 3.5). Miisy sukurto fermento-cheminio dviejy
zingsniy Zyméjimo metodo pirmos stadijos metu HEN1 metiltransferazes
pagalba ant miRNR ar siRNR substrato yra perneSama santykinai
kompaktiska Soniné grandiné, turinti tam tikra funkcing grupe. Antro zingsnio
metu prie $ios grupés galima prijungti norimg zyme, susidarant kovalentiniam
ry$iui (Pav. 3.5). Optimizavus funkcinés grupés pernasa pirmo Zingsnio metu,
minétas metodas gali buti greitai ir nesunkiai adaptuotas mazyjy RNR
Zyméjimui jvairiomis reporterinémis molekulémis. Pavyzdziui, prie ant
substrato pernestos funkcinés grupés galima prijungti jvairius komerciskai
prieinamus fluorofory konjugatus tiriamos miRNR (siRNR) vizualizavimui

(Pav. 3.9).

MIRNR/MiRNR* e
arba
SIRNR/SIRNR* o2
HENT ™) ‘gﬂa,‘ .
0 o

Pav. 3.9. HENI metiltransferazés panaudojimo mazyjy RNR zyméjimui schema.
HEN1 pagalba miRNR/miRNR* arba siRNR/siRNR* dupleksai gali biiti modifikuoti
Soninémis grandinémis, turinéiomis amino, azido, etino ar kitokias funkcines grupes.
Antro zingsnio metu prie pernestos funkcinés grupés galima prijungti fluorofora
mazosios RNR vizualizavimui arba bioting jos iSgryninimui Streptavidinu
padengtomis magnetinémis dalelémis. Vieno Zingsnio Zzyméjimo technologijoje
reporteriné molekulé tokia kaip biotinas ant substrato yra perneSama tiesiogiai HEN1
metiltransferazés pagalba. Zaliai pazyméta kofaktoriaus Soniné grandiné, pernesama
HENI1 metiltransferazés; mélynai — chemi$kai prijungiamas reporterio konjugatas.
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Alternatyviai tiriama mazoji RNR galéty buti paZyméta biotino
konjugatu, kuris pasizymi aukSto afiniSkumo nekovalentine sgveika su
baltymu streptavidinu, kurios disociacijos konstanta yra viena maziausiy,
sutinkamy gamtoje, Kq = 10714-1071® M (Laitinen et al., 2006). Per du
zingsnius biotilinta mazoji RNR, prikibusi prie magnetiniy daleliy, galéty biti
iSgryninta magneto pagalba, iStraukiant ja i§ jvairiy miSiniy ir lasteliy
ekstrakty (Pav. 3.9).

Misy sukurtas fermentinis vieno zingsnio Zzymeéjimas remiasi
tiesioginiu reporterinés molekulés perneSimu ant mazyjy RNR, panaudojant
HEN1 katalizuojama reakcija. Specialiai $iai technologijai buvo sukurti
biotino lickang Soninése grandinése turintys kofaktoriai, leidZiantys greitai ir
paprastai biotilinti MIRNR/miRNR* ir sSiRNR/siRNR* vos per vieng zingsnj.
Analogiskai, kaip ir dviejy zingsniy biotilinimo technologijoje, tiesiogiai
vienu zingsniu biotilinta mazoji RNR gali buti iStrauka ar praturtinta,

panaudojant streptavidinu dengtas magnetines daleles (Pav.3.9).

3.2.2.1 Dviejy zingsniy zyméjimas fluoroforais

Lasteliy ekstraktuose aptinkami labai nedideli mazyjy RNR kiekiai i§
esmés neleidzia Sias molekules vizualizuoti klasikiniais j nukleortigstis
interkaliuojanciais dazais, pavyzdziui, etidzio bromidu ar net Zzymiai
jautresniu Sybr Gold. Be to, Sie dazai néra specifiski buitent mazosioms RNR
ir nudazo visas, efektyviausiai dvigrandines nukleortigstis, jskaitant visy tipy
RNR bei DNR molekules (Islam et al.,, 2007). 5'-galo modifikacija
radioaktyviu *P arba *?P izotopu, panaudojant polinukleotido kinaze, yra
pakankamai jautrus, taciau taip pat mazosioms RNR nespecifiskas metodas,
zymintis visas RNR ir DNR molekules (Eastberg et al., 2004). Be to,
radioaktyvus Zyméjimas ir dazymas etidzio bromidu yra vengtini dél pavojaus
zmogaus sveikatai. Dviejy zingsniy mazyjy RNR Zzyméjimas fluoroforais,
pritaikant HEN1 metiltransferaze, galéty tapti vienu jautriausiy $iuo metu
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egzistuojanciy metody ir svarbiausia biity specifiskas blitent mazosioms RNR
bei nebiity toks pavojingas sveikatai.

Siekiant pademonstruoti, kad miRNR 3’-galas gali bati modifikuotas
fluoroforu, naudojant HEN1 metiltransferaze, o taip pat, kad tokiu biidu
pazyméta RNR gali biiti vizualizuota, dvigrandinis miRNR substratas,
miR173/miR173* arba miR-210/miR-210*, buvo inkubuotas su HEN1
metiltransferaze ir Ado-6-amine [2] (Pav. 3.10, A), Ado-6-ethyne [4] (Pav.
3.10, B) arba AdoMet [1] kofaktoriumi (kontrolei). Antro Zingsnio metu su
Ado-6-amine inkubuotas méginys buvo paveiktas Cy5-NHS esteriu, 0 su
Ado-6-ethyne inkubuotas — eterneono azidu (Pav. 3.10, A ir B, atitinkamai).
Tokiu btadu Cy5 fluoroforas buvo jungiamas pirminio amino ir NHS esterio
cheminés reakcijos pagalba, o eterneono fluoroforas — panaudojant vario (I)
katalizuojama ,,click-chemistry* reakcijg tarp etino ir azido (Pav 3.5, B). Kaip
matome pav. 3.10, méginiuose, kurie buvo modifikuoti Ado-6-amine [2]
kofaktoriumi, gelyje yra stebimas rySkus Cy5 signalas, o méginiuose,
pazymétuose Ado-6-ethyne [4] kofaktoriumi, — eterneono fluorescencija.
Abiem atvejais fluoroforo konjugatai nesijungé prie analogisky substraty,
metilinty nuo AdoMet [1], kas jrodo zyméjimo fluoroforu reakcijos

specifiskuma tik atitinkama funkcine grupe modifikuotam substratui.

A B
Kofaktorius [21 (M1 [ [M] Kofaktorius [4] [1] 4 Ml
Cy5 Eterneono H - w
detekcija - _— detekcija | - P
RNR o RNR b o e
detekcija - - u U detekcija = “ T e
miR-210/MiR-210"  miR173/miR173* MiR-210/miR-210* miR173/miR173*

Pav. 3.10. Dviejy zingsniy miRNR/miRNR* Zzyméjimas fluoroforais. A. miR-
210/miR-210* (kairéje) arba miR173/miR173* (deSingje) buvo modifikuota,
naudojant Ado-6-amine [2] arba AdoMet [1], paveikta Cy5-NHS esterio konjugatu ir
iSanalizuota dPAGE gelyje, vizualizuojant Cy5 fluorescencijg (virSutiniai geliai) ir
%P-RNR signalg (apatiniai geliai). B. AnalogiSkas eksperimentas, vietoj Ado-6-amine
[2] kofaktoriaus naudojant Ado-6-ethyne [4], o vietoj Cy5-NHS esterio — eterneono
azida.
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Galiausiai reikéjo patikrinti, ar miRNR gali buti specifiSkai pazyméta
misinyje su kitomis RNR. Siam tyrimui buvo pasirinktos jvairiy tipy, dydziy,
seky bei erdviniy struktiry sintetinés RNR: 22/21 nt ilgio dvigrandiné
subrendusi augaliné miR173/miR173*, turinti 2 nt iSsiki§imus 3’-galuose
(miRNR), 28 nt ilgio viengrandiné gyviny piR3 (piRNR), archéjy C/D
komplekso 64 nt ilgio dalinai sau komplementari, taciau turinti dideliy
nesuporuoty regiony, maza branduolélio kreipiancioji RNR sR47-A31
(gRNR) bei 102 nt ilgio miR173/miR173* duplekso plauky segtuko formos
miRNR pirmtakas (pre-miRNR). Sudéjus visas RNR | vieng misinj méginiai
buvo inkubuoti su HEN1 metiltransferaze, miSinyje esant (+) arba nesant (-)
Ado-6-ethyne [4] kofaktoriaus (Pav. 3.11, pirmas ir antras abiejy geliy
takeliai). Kaip papildoma kontrolé buvo naudojamas ty pac¢iy RNR miSinys,
kuriame abiejy miR173/miR173* grandiniy 3'-galiniy nukleotidy 2'-pozicijos
buvo i§ anksto chemiskai uzblokuotos metilo grupe (Pav. 3.11, treias abiejy
geliy takelis).

Kaip matome i§ eksperimento rezultaty, eterneono azido fluorescencija
(Pav. 3.11, deSinysis gelio vaizdas) yra stebima tik miR173/miR173*
méginyje, kuris buvo inkubuotas kartu su HENI ir Ado-6-ethyne [4]
kofaktoriumi, ir kuriame modifikacijai svarbi 2'-OH grupé nebuvo
uzblokuota. Kaip jau buvo minéta, 2'-OH metiltransferazé yra labai specifiska
savo substratams ir jos didZiausias aktyvumas yra stebimas butent su 21-24 nt
dvigrandinémis RNR, turin¢iomis 2 nt ilgio i$sikis§imus 3’-galuose. Vadinasi
eterneono prisijungimas buvo sglygotas bitent §io fermento katalizuojamo
Soninés grandinés nuo kofaktoriaus ant substrato pernesimo, kas ir nulémé
auksta Sios reakcijos specifiSkumg butent miRNR dupleksui. Kity RNR
buvimas misinyje buvo vizualizuotas nudazius visg gelj etidzio bromido dazu,
interkaliuojanciu  visy tipy RNR, nepriklausomai nuo jy sekos ar tipo (Pav.
3.11, kairysis gelio vaizdas). Gauti eksperimento rezultatai vaizdziai parodo,
kad sukurta Zyméjimo technologija i§ tikryjy pasizymi aukstu specifisSkumu
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miRNR (ir tikétina siRNR) tipo mazosioms RNR, apsaugodama nuo kity tipy
santykinai trumpy RNR, jskaitant piRNR ir mbRNR, o taip pat ilgyjy RNR
fragmenty bei visy tipy DNR nespecifinio Zyméjimo. Ne maziau jdomus yra
faktas, kad sukurtas HEN1 katalizuojamas dviejy Zingsniy zyméjimas
fluoroforu leidzia diferencijuoti net pilnai subrendusiy miRNR (ir siRNR)
dupleksus nuo mazyjy RNR pirmtakiniy molekuliy (pre-miRNR), ko
nesugeba daryti kiti §Siuo metu egzistuojantys nuo sekos priklausomi mazyjy

RNR detekcijos metodai.

RNR detekcija Eterneono detekcija
Ado-6-ethyne [4] '+ = g £ @ g = 4
——— —— — —

mbRNR t r r ) 3
By ' ] e
miRNR X 3 ¥ -4
y >

X=2-OH 2-OH 2-OCH, 2-OH 2'—OH 2'-OCH,

Pav. 3.11. Specifinis dviejy zingsniy miRNR/miRNR* Zyméjimas fluoroforu jvairiy
RNR misinyje. Nemodifikuotas (X=2'-OH) arba pre-metilintas (X=2'-OCHj3) augaly
miR173/miR173* dupleksas (MmiRNR, 21/22 nt) buvo inkubuotas su HEN1
metiltransferaze, méginyje esant (+) arba nesant (-) Ado-6-ethyne kofaktoriui, kartu
su kity tipy RNR: gyviny viengrandine piR3 (piRNR, 28 nt), dalinai sau paciai
komplementaria archéjy mazaja branduolélio kreipiancigja RNR sR47-A31 (gRNR,
64 nt) ir plauky segtuko formos miR173/miR173* pirmtakine RNR (pre-miRNR, 102
nt) (bendri elementai paryskinti raudonai). Po modifikacijos méginiai paveikti su
eterneono azidu, iSfrakcionuoti dAPAGE gelyje ir detektuota eterneono fluorescencija
(desinysis gelis), gelis nudazytas etidZio bromidu ir nustatytos visos RNR (kairysis
gelis).

3.2.2.2 Dviejy zingsniy Zymejimas biotinu

Technologine prasme ne maziau svarbus biity specifinis mazyjy RNR
Zyméjimas biotinu, skirtas Sias molekules iStraukti ar praturtinti. Norint
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patikrinti, ar komerciniai biotino konjugatai gali jungtis prie funkcinés grupés,
pernestos ant miRNR, miR173/miR173* substratas buvo modifikuotas,
panaudojant Ado-6-amine kofaktoriy. Kaip buvo parodyta anks¢iau (Pav.
3.6), substrato modifikacija siekia praktiSkai 100 %. Antro Zingsnio metu
modifikuotas substratas buvo inkubuotas su jvairiais biotino-N-
hidroksisukcinimido (NHS) esterio konjugatais. Pirminio amino grupé,
pernesta su Sonine grandine ant miR 173, turéty specifiSkai sureaguoti su NHS

esteriy ir taip kovalentiSkai prijungti biotino liekang (Pav. 3.5).
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Pav. 3.12. Dviejy Zingsniy miR173/miR173* zyméjimas komerciskai prieinamais
biotino-NHS esteriais, turinéiais jvairaus ilgio jungtj tarp biotino liekanos ir N-
hidroksisukcinimido (NHS) esterio. Kairéje virSuje — biotino N-hirdoksisukcinimido
esteris; centre — biotino 6-aminokaproinés riigsties N-hidroksisukcinimido esteris;
desinéje apacioje — biotino amidoheksanoil-6-aminoheksanoinés riigsties N-
hidroksisukcinimido esteris.

Kaip matome i§ méginio poslinkio dPAGE gelyje, visi trys iSbandyti
biotino NHS esterio konjugatai, turintys skirtingy ilgio ir erdvinés struktiiros
jungtj tarp biotino liekanos ir NHS esterio grupés, praktiskai 100 %
efektyvumu sureagavo su modifikuota miR173 (Pav. 3.12). Skirtingg
orientacijg turincios ilgesnés jungtys gali biiti naudingos sekanciame
zingsnyje, optimizuojant biotilintos miRNR sgveikas su streptavidinu

dengtomis magnetinémis dalelémis, jeigu trumpiausig jungtj turincios biotino
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NHS esterio saveika su dalelémis nebuty efektyvi. Tuo paciu Sis
eksperimentas (kartu su dviejy Zingsniy zyméjimo fluoroforu eksperimentu)
irodo, kad prie ant substrato perneStos amino grupés gali jungtis jvairios
struktiros NHS esteriy konjugatai, todél tikétina, kad ir kitos komerciskai
prieinamos reporterinés molekulés gali biiti prijungtos prie miRNR, taikant
dviejy zingsniy Zyméjimo technologija.

Sékmingai atlikus dviejy Zzingsniy miRNR biotilinima, reikéjo
empiriSkai jrodyti, kad kovalentiSkai prijungta biotino grupé is tikryjy leidzia
zyméta substratg iSgryninti, panaudojant magnetines daleles. Eksperimento
metu miR-210/miR-210* dupleksas buvo inkubuotas su HEN1, mi$inyje esant
Ado-6-amine [2], Ado-11-amine [3] arba AdoMet [1] (kontrolei) kofaktoriui
(Pav. 3.13, A). Kiekvienas i§ trijy méginiy buvo padalintas j dvi dalis, kuriy
viena buvo papildomai inkubuota su Biotino NHS-esteriu. Kaip matome
abiejy méginiy, kurie buvo modifikuoti Sonine grandine, turin¢ia pirminio
amino grupg¢ (Ado-6-amine ir Ado-11-amine), po poveikio biotino NHS-
esteriu yra matomas poslinkis dPAGE gelyje (Pav. 3.13, A, lyginant 3 takelj
su 4 bei 5 su 6). Tac¢iau biotino konjugato pridéjimas nedavé jokio efekto
substraty, modifikuoty su AdoMet, mobilumui (Pav. 3.13, A, lyginant 1 takelj
su 2). Tokiu budu parodyta, kad NHS esterio, prie kurio prijungtas biotinas,
reakcija su funkcine pirminio amino grupe yra specifing.

Tam, kad patikrinti, ar dviem zingsniais biotilinta miRNR i$ tikryjy gali
buti specifiSkai i§gryninta in vitro miR173/miR173* ir miR-210/miR-210*
substratai, turintys **P-zymétas kreipianciasias grandines, buvo inkubuoti su
Ado-6-amine [2] (arba AdoMet [1] — kontrolei) ir HEN1 metiltransferaze
(Pav. 3.13, B). Méginiai buvo inkubuoti su biotino NHS esteriu, 0 gautas
pradinis meéginys (Pm) buvo paveiktas streptavidinu padengtomis
magnetinémis dalelémis. Atskirus magnetiniy daleliy (Md) frakcija nuo
supernatanto (Sn), méginiai iSanalizuoti dPAGE metodu. Kaip matome ir
miR173, ir miR-210 atveju, pazyméjus substratus Ado-6-amine [2]
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kofaktoriumi, tik magnetiniy daleliy frakcijos (Md) yra praturtintos miRNR,
tuo tarpu supernatante (Sn) méginys néra stebimas, t. y. miRNR yra praktiskai
pilnai iStraukiama su magnetiniy daleliy frakcija. Kontroliniai méginiai,
modifikuoti AdoMet, prieSingai — visiskai nesgveikauja su dalelémis ir iSlieka

supernatante, vadinasi reakcija i§ tikryjy yra specifiné.

A. B.
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m” @ 3] e
2 1 . "
Biotino — pal =i | L ]/ \[ ] miR173/miR173
NHS esteris - - g H CHy mop
P e e ao0or - 2
i . - Pm Md Sn
miR-210/miR-210 . biotino NHS esteris
- l l = - 1]
- * \OOC 4 CHa G
1 2 3 4 5 6 , y N
streptavidinu dengtos o >
- l magnetinés dalelésl miR-210/miR-210
miR-210/miR-210* -- PR 8 28 e Swp [2]
- ( ) Laisva RNR Pm Md Sn
- W K\_ J supernatg/rltg\(\Sn) - - 1]
Prie magnetiniy daleliy ( /\

prikibusi RNR (Md)

-

Pav. 3.13. Dviejy zingsniy miRNR/miRNR* biotilinimas ir iStraukimas, naudojant
magnetines daleles. A. miR-210/miR-210* su *P-zyméta kreipian¢igja miR-210
(virutinis gelis) arba lydin¢igja miR-210* (apatinis gelis) grandine buvo modifikuota
HENL ir AdoMet [1] (1 ir 2 takeliai), Ado-6-amine [2] (3 ir 4 takeliai) arba Ado-11-
amine [3] (5 ir 6 takeliai). Toliau méginiai esantys 2, 4 ir 6 takeliuose buvo paveikti
biotino-NHS esteriu. B. Dviejy Zingsniy mazyjy RNR Zyméjimo, naudojant Ado-6-
amine [2] ir biotino NHS esterj, ir biotilintos RNR istraukimo schema (kair¢je) ir
eksperimentiniai duomenys, tiriant miR173/miR173* (deSingje, virSutiniai geliai) ir
miR-210/miR-210* (desingje, apatiniai geliai).

3.2.2.3 Vieno Zingsnio Zyméjimas biotinu

Vieno zingsnio zyméjimo atveju reporteriné molekulé yra tiesiogiai
perneSama su Sonine grandine nuo sintetinio kofaktoriaus ant
miRNR/miRNR* (arba siRNR/siRNR*) HEN1 metiltransferazés pagalba.
Siai technologijai buvo pritaikytas prof. dr. Viktoro Masevi¢iaus sukurtas
Ado-18-biotin [7] kofaktorius, tinkamas greitam ir techni$kai paprastam
mazyjy RNR biotilinimui vos vienos laboratorinés procediiros metu. Toliau
biotilinta RNR gali biiti iSgryninta / praturtinta magnetinémis dalelémis,

analogiSkai, kaip ir dviejy Zingsniy Zymejimo biotinu atveju.
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Pav. 3.14. Mazyjy RNR vieno zingsnio biotilinimas ir iStraukimas magnetinémis
dalelémis. Vir§uje. miR173/miR173* (kairéje) arba miR-210/miR-210* (desinéje)
buvo inkubuotos su HENL1 ir Ado-18-biotin [7] kofaktoriumi (Pm — pradinis
méginys). Méginiai buvo paveikti streptavidinu padengtomis magnetinémis
dalelémis ir magnetiniy daleliy frakcija (Md) atskirta nuo inkubacijos supernatanto
(S1) ir praplovimo supernatanto (S2) frakcijy. Méginiai iSanalizuoti dPAGE gelyje.
Apacdioje. miR173/miR173* ir miR-210/miR-210* méginiai buvo modifikuoti nuo
AdoMet [1] kofaktoriaus ir nesgveikauja su magnetinémis dalelémis. Mélyna rodyklé
rodo biotilinta miRNR, juoda rodyklé — nemodifikuota arba metilinta miRNR.

Atlikus  eksperimenta, paaiSkéjo, jog abu tirti  substratai,
mMiR173/miR173* ir miR-210/miR-210*, buvo dalinai modifikuoti, naudojant
Ado-18-biotin [7] kofaktoriy (Pm — pradinis méginys), kas yra aiskiai matoma
i§ modifikuotos miRNR poslinkio dPAGE gelyje (Pav. 3.14, ,,Pm* takeliai,
mélyna rodykle pazymétas méginys). Toliau paveikus tokj meéginj
magnetinémis dalelémis, pastebéjome, kad praktiskai visa pazyméta dalis yra
efektyviai iStaukiama su magnetiniy daleliy (Md) frakcija. Tuo tarpu, biotinu
nepazyméta miRNR dalis, lygiai taip pat, kaip ir nuo AdoMet metilinti
miRNR nekimba prie magnetiniy daleliy ir islieka supernatante (S1 —
reakcijos supernatantas ir S2 — daleliy praplovimo supernatantas), kas parodo
Sios naujoviskos technologijos auksta specifiSkumo laipsnj tik biotinu
pazymétai mazajai RNR (Pav. 3.14, S1, S2 ir Bd takeliai).

Tokiu budu, HENI1 metiltransferazé buvo sékmingai pritaikyta
MIiRNR/miRNR ir siRNR/siRNR* alkilinimui, panaudojant sintetinius
AdoMet analogus, kas leido sukurti mazyjy RNR specifinio vizualizavimo

fluoroforais ir i§gryninimo / praturtinimo biotinu technologijas.

86



3.3 HENI taikymas miRNR/DNR zZymé¢jimui

Dvigrandiniai subrend¢ miRNR/miRNR* ir sSiRNR/siRNR* dupleksai
lastelése gyvuoja labai trumpai — iSkart po metilinimo HEN1 fermentu viena
i$ duplekso grandiniy yra jtraukiama j riboproteininius RNR indukuotus
nutildymo kompleksus (RISC), kurie apsaugo viengranding RNR nuo
degradacijos (Zhai et al., 2016). Dél Sios priezasties pagrindiné dalis 1astelése
aptinkamy miRNR ir siRNR yra biitent viengrandinéje biisenoje ir negali biti
modifikuojamos metiltransferazés HEN1, kuri yra specifiska dvigrandiniams
substratams (Vilkaitis et al., 2010). Sia problema galima apeiti hibridizuojant
miRNR (arba siRNR) su jai komplementaria grandine prie§ Zyméjimo HEN1
fermentu reakcija. Tuo paciu komplementaraus zondo naudojimas leidzia
nukreipti modifikacija bitent prie§ vieng ar kelias tikslines mazasias RNR,
nelieCiant kitas miSinyje esancias RNR.

Ankstesniame skyriuje apraSyti tyrimai, naudojant komplementary
RNR zonda, leido pritaikyti HENI1 metiltransferaze specifiniam
miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy Zzyméjimui, panaudojant
sintetinius AdoMet kofaktoriaus analogus, ir tokiu biidu sukurti metodus §iy
mazyjy RNR gryninimui ir praturtinimui, pernesant biotino liekana, o taip pat
ju vizualizacijai, prijungiant fluoroforo konjugata. Vis délto Sie metodai turéjo
keletg apribojimy. RNR sintezé yra santykinai brangi, o pafios RNR
molekulés yra nestabilios lgsteliniuose lizatuose dél juose esanciy
ribonukleaziy poveikio, kas apsunkina is 1gsteliy iSgryninty miRNR ir siRNR
ex vitro zyméjima, panaudojant auksciau apraSytas HEN1-katalizuojamas
technologijas. Savo ruoztu DNR molekulés yra nepalyginamai stabilesnés uz
RNR ir yra maziau jautrios nukleaziniam poveikiui. Be to, DNR sintezé yra
pigesné ir paprastesné nei RNR. Galiausiai DNR zondy panaudojimas galéty
leisti sukurti naujas technologijas, pvz., inkorporuojant specifiniams
taikiniams giminingus DNR aptamerus ir/arba katalizinémis savybémis

pasizyminc¢ius DNRzimus ir tokiu biidu Zenkliai praplatinti Sio metodo
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taikymo ribas. Kadangi hibridinés RNR/DNR molekulés tirpale daznai priima
A formos geometrijg, kuri taip pat yra biidinga RNR/RNR tipo dupleksams,
erdviné RNR/DNR heteroduoleksy struktiira turéty biti tinkama HENI1
zymeéjimo reakcijoms. Savo ruoztu HEN1 Zyméjimo reakcijos nukreipimas ne
RNR, bet DNR zondy pagalba galéty atpiginti bei dar labiau praplésti mazyjy
RNR Zyméjimo technologijy panaudojimo ribas. Siame skyriuje yra aprasyti
HEN1 metiltransferazés pritaikymo tyrimai miRNR ir siRNR, hibridizuoty su

joms komplementariu DNR zondu, heterodupleksy zZyméjimui.

3.3.1 miRNR/DNR heterodupleksy su issikiSusiais galais modifikacija

3.3.1.1 miRNR/DNR substraty, turin¢iy 2 nt i$sikiSusius 3'-galus,

metilinimo tyrimas

Norédami patikrinti, ar HEN1 kaip substrata sugeba panaudoti
hibridinius miRNR/DNR dupleksus, tyrimams sukiiréme kolekcija DNR
molekuliy, kurios buvo pilnai komplementarios tiriamai RNR, ir turéjo po 2
nt iSsikiSimus abiejy grandiniy 3’-galuose (Pav. 3.15). Tokia DNR buvo
numeruojama mMiRNR, kuriai ji yra komplementari, pavadinimu, pvz.,
DNAL173 yra komplementari miR173, o DNA173* — miR173* grandinei.
Prierasas ,,R2“ rodo RNR grandinés 3'-galo 2 nt i$sikiSima, o ,,D2“ — 2 nt
i8siki§ima DNR grandinéje (Pav. 3.15).

miR173

5 UUCGCULEJGl?ﬁl‘\CI-u’-l\CI-;ﬁl\GJ?\%UCAC 3
3 GAAAGCGAACGTCTCTCTTTAG &

DNA173-R2:D2

Pav. 3 15 miRl73/DNA173 R2:D2 - RNR/DNR heteroduplekso turin€io 2 nt RNR

......
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Istyrus  miRNR/DNR metilinimo reakcija su AdoMet kofaktoriumi,
nustatéme, kad miRNR grandiné (let-7a, miR-26a, miR173 arba miR-210),
esanti miRNR/DNR heteroduplekse, buvo metilinta praktiskai 100 %
efektyvumu visy tirty substraty atvejais, kas yra matoma i§ sumazéjusio

méginiy mobilumo dPAGE gelyje (Pav. 3.16, A).
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Pav. 3.16. miRNR/DNR substraty, turin¢iy 2 nt 3'-i§sikiSimus, HEN1 katalizuojamo
metilinimo tyrimas. A. miRNR/DNR substraty (let-7a, miR-26a, miR173 ir miR-
210, sulydyty su komplementaria DNR) metilinimo HEN1 fermentu analizé poslinkio
dPAGE gelyje metodu. B. Tri¢io (°H) izotopg turindios metilo grupés pernasos ant
miRNR/MiRNR* (miR173/miR173*), miRNR/DNR (miR173/DNA173-R2:D2 ir
miR173*/DNA173*-R2:D2) ir DNR/DNR (DNA173-R2:D2 /DNA173*-R2:D2)
eksperimentas. Po inkubacijos su HEN1 ir [metil-*H]-AdoMet kofaktoriumi,
dvigrandinis substratas uznestas ant filtrinio popieriaus. Susigérus méginiui, filtras
buvo praplautas nuo laisvo [metil-*H]-AdoMet ir scintiliatoriumi iSmatuotas prie filtro
prikibusio substrato tri¢io aktyvumas, atspindintis HEN1 ant substrato pernesta metilo
grupiy kiekj. C. miRNR/DNR metilinimo greicio, esant vienos apsukos salygoms,
kinetiné analizé.

Atlikta tri¢iu Zyméty metilo grupiy pernesimo nuo [metil-*H]-AdoMet
kofaktoriaus analizé taip pat parodé, kad dupleksai turintys abi RNR grandinés
(miR173/miR173%*) arba vieng RNR granding, sulydyta su komplementaria
DNR (miR173/DNA173-R2:D2 ir miR173*/DNA173*-R2:D2) yra

metilinami HEN1 fermento, taciau dupleksas i§ dviejy DNR grandiniy néra
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modifikuojamas (Pav. 3.16, B). Analogiskai HPLC-MS analizéje buvo
nustatyti metilinti RNR grandinés 3'-galiniy ribonukleozidy dariniai, taciau
nebuvo aptikta jokiy deoksiribonukleozidy i§ DNR grandinés modifikacijos
pozymiy (Pav. 3.18). Visi Sie duomenys jrodo, kad RNR grandiné yra
metilinama HEN1 fermento, kuomet ji yra sulydyta su komplementariu DNR
zondu (kuris savo ruoztu néra modifikuojamas).

Norédami dar detaliau istirti miRNR/DNR dupleksy metilinima,
atlikome kinetinius tyrimus vienos apsukos salygomis, t. y., esant HEN1
pertekliui tiriamojo substrato atzvilgiu. Tokiu badu galétume kiekybiskai
palyginti metilo grupés perne§imo greitj ant natiiraliy miRNR/miRNR* ir
HENT1 fermentui netipiniy miRNR/DNR substraty.

Kaip buvo rasyta skyriuje 3.1.1, paprastai metilo grupés pernesimo
priklausomybés nuo reakcijos laiko grafikas turi dvi kinetines fazes. Greitoji
fazé atspindi tiesioginj Sios grandinés susiri$§imo ir metilinimo greitj, 0 1étoji
fazé rodo susiri§img priesinga orientacija metilinant kita grandine su toliau
sekanc¢iu  komplekso persiorientavimu, tinkamu tiriamos grandinés
metilinimui. Ta¢iau miRNR/DNR substraty metilinimo atveju stebima vienos
eksponentés kinetika (Pav. 3.16, C). Tai galéty buti paaiSkinama tuo, kad
HENI turéty silpnai sgveikauti su DNR grandine, rezultate fermentas risasi
prie miRNR/DNR substrato praktiskai tik vienoje orientacijoje, biitent toje,
kuri yra palanki miRNR grandinés metilinimui, kuomet metiltransferaziniame
HEN1 domene i8kart atsiduria ne DNR, bet miRNR grandinés 3'-galas.
Netikétai nustatyta, kad metilinimo HENI1 fermentu greiciai
mMiR173/DNA173-R2:D2 bei miR173*/DNA173*-R2:D2 atvejais buvo
panasis ] tipinio miR173/miR173* substrato atskiry grandiniy metilinimo
greicius arba buvo net didesni uz juos, kas rodo, kad DNR grandiné netrukdo

komplementarios miRNR grandinés modifikacijai (Pav. 3.16, C, Lentel¢ 3.4).
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3.3.1.2 miRNR/DNR substraty, turin¢iy 2 nt i$sikisusius 3'-galus, alkilinimo

tyrimas

Galiausiai buvo pereita prie miRNR/DNR modifikacijos tyrimo,
naudojant sintetinius kofaktorius: pirminj aming turin¢ius Ado-6-amine [2] ir
Ado-11-amine [3], ,,click” cheminiam jungimui tinkan¢ius Ado-6-azide [4] ir
Ado-6-ethyne [5] bei biotino zyme turin¢ius Ado-13-biotin [6] ir Ado-18-
biotin [7]. Atlikus modifikacijos reakcijas ir iSanalizavus méginius dAPAGE
gelyje, paaiskéjo, jog visi tirti RNR/DNR substratai yra alkilinami, o
modifikacijos efektyvumas sieké 70-95 % su kofaktoriais [2-6] (Ado-6-amine,
Ado-11-amine, Ado-6-ethyne, Ado-6-azide ir Ado-13-biotin) (Pav. 3.17).
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Pav. 3.17. RNR/DNR substraty, turiniy 2 nt i$sikiSimus, alkilinimas. A. miR-
210/DNA210-R2:D2 alkilinimas, naudojant (i§ kairés j deSing) Ado-6-amine [2],
Ado-11-amine [3], Ado-6-ethyne [5], Ado-6-azide [4], Ado-13-biotin [6] ir Ado-18-
biotin [7] kofaktorius. B. (Kairéje) siR173 alkilinimas duplekse su DNR (pirmas
blokas) arba RNR (antras blokas) ir (desinéje) siR173* alkilinimas duplekse su DNR
(tre¢ias blokas) arba RNR (ketvirtas blokas), naudojant Ado-6-amine [2], Ado-11-
amine [3] ir Ado-18-biotin [7] kofaktorius. Modifikuoto substrato dalis nurodyta
procentais po geliy vaizdais.
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Vienintelis Ado-18-biotin [7] esamomis salygomis pasiZyméjo
mazesniu modifikacijos efektyvumu (19-34 % miRNR/DNR atveju ir 23-50
% miRNR/miRNR* atveju), nors tikétina, kad ir su Siuo kofaktoriumi
modifikacijos efektyvumas gali biiti pagerintas optimizuojant salygas, pvz.,

ilginant inkubacijos laika ir didinant kofaktoriaus koncentracija.
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Pav. 3.18. RNR/DNR alkilinimo HPLC-MS analizé. A. Su DNR sulydyto ir alkilinto
miR-210 (kairéje) ir miR-210* (deSingje) heteroduplekso nukleozidy atvirkstinés
fazés HPLC analizé. Po inkubacijos su AdoMet [1], Ado-6-amine [2], Ado-6-azide
[4], Ado-6-ethyne [5] arba Ado-13-biotin [6] ir HEN1 arba be jo (-), méginiai buvo
sudegraduoti P1 nukleaze ir defosforilinti FastAP $armine fosfataze iki atskiry
nukleozidy bei i8analizuoti HPLC chromatografijos metodu. B. Kofaktoriui specifiniy
smailiy (A-R ir G-R) spektrogramos. Unikalios smailés, kuriy buvimas priklausé nuo
jdéto substrato ir kofaktoriaus, buvo iSanalizuotos masés spektrometru. Smailés, virs
kuriy nurodytos jy skaitinés reikSmés, buvo identifikuotos, kaip ieSkomo junginio
masés-kriivio (m/z) signalai. Zitirékite ieskoty ir identifikuoty junginiy sarasa
lenteléje 3.4.
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Norédami papildomai jrodyti, kad ant tiriamy substraty perneSamos
Soninés grandinés, ir kad jos perneSamos bitent ant 3’-galinio RNR
nukleozido, atlikome HPLC-MS tyrimus (Pav. 3.18). Po miR-210/DNA210-
R2:D2 ir miR-210*/DNA210-R2:D2 inkubacijos su HEN1 ir AdoMet [1],
Ado-6-amine [2], Ado-6-azide [4], Ado-6-ethyne [5] arba Ado-13-biotin [6]
méginiai buvo sudegraduoti iki atskiry nukleozidy, o gauti miSiniai
iSanalizuoti HPLC-MS metodu. Visuose méginiuose buvo identifikuoti visy
keturiy tipy ribonukleozidai (C, U, G ir A) bei visy keturiy tipy
deoksiribonukleozidai (dC, dT, dG ir dA) (Pav. 3.18, A). Méginiy, j kuriuos
buvo pridétas tam tikras kofaktorius, chromatogramose buvo stebima
papildoma smailé, kurios i$éjimo laikas varijavo, priklausomai nuo
kofaktoriaus ir 3'-galinio nukleozido chemingés prigimties (nuo A-R1 iki A-R6
arba nuo G-R1 iki G-R6). Nustatyta, jog miR-210/DNA210-R2:D2 substrato
atveju analizuojamuose méginiuose buvo aptikti atitinkama Sonine grandine
(R1-R6) modifikuoto adenozino dariniai (nuo A-R1 iki A-R6), o miR-
210*/DNA210*-R2:D2 atveju — modifikuoto guanozino dariniai (nuo G-R1
iki G-R6) (Pav. 3.18, B, lentelé 3.4).

Biitent adenozinas randasi kreipian¢iosios miR-210 grandinés 3'-gale,
tuo tarpu guanozinas yra lydinCiosios miR-210* grandinés 3’-galinis
nukleozidas (Pav. 3.18, A, Zr. substraty sekas). Atskiruose méginiuose
papildomai buvo rasti ribozés, modifikuotos atitinkama Sonine grandine,
liekanos, kuriy i$¢jimo chromatogramoje laikai sutapdavo su atitinkamai
modifikuoto adenozino arba guanozino i$é¢jimo laikais (lentelé 3.4). Visi Sie
duomenys leidzia teigti, jog tirtuose RNR/DNR dupleksuose i$ tiesy yra
modifikuojama RNR grandinés 3’-galinio nukleozido riboz¢, ant kurios yra

pernesamos Soninés grandinés nuo visy tirty sintetiniy kofaktoriy.
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Lentelé 3.4. Alkilinty miR-210 ir miR-210* grandiniy 3'-galiniy nukleotidy MS
analizés kofaktoriui specifinése smailése duomenys.

Subistratas Sintetin!s KiiGifiYs - Apskaiciuot. | Nustatatyt.
kofaktorius m/z m/z
i [Ado-CHs + H] [C11H1sN<O4] 282.1197 282.1196
[Ado-CH; + NaJ' [C1iH1:NsOuNa] 304.1016 304.0997
“},“'I‘,'u [Ado-6-NH: + H] [CreHa2N4O4] 363.1776 363.1777
Ado: [Ado-6-N; + H] [CreH20NsOx] 389.1681 389.1693
1)%: 6-azide [Ado-6-N; + Na] [C1eH1sNsOsNa] 411.1500 411.1492
Ado- [Ado-6-C, + H] [CisH2N:O,]* 372.1667 372.1680
6-cthyne [Ado-6-C: + Na]' [C1sH19NsO:Na] 394.1486 394.1472
3 [Ado-13-Biotin + Na]* | [CxsH:N;0sSNa] 692.2697 6922717
Ado-

13-biotin [Ado-13-Biotin + H] [CaoH N O, S] 670.2878 670.2886
2-DIC

[Ado-13-Biotin + 2H]? | [CxHN;106S]™ 335.6476 335.6479

[Guo-CH; + H] [C11H1:N<Os] 208.1146 208.1136

AdoMet [Guo-CH; + Na|’ [C1H}sNsOsNa] 320.0965 320.0926

[Guo-CHs + K] [C1iH1NsOsK] 336.0705 336.0663

[Gua + H]' [CsHsNsO] 152.0567 152.0550

Ado. [Guo-6-NH; + H]' [C1sHuNO:]* 379.1725 379.1721

6-amine [Guo-6-NH; + Na]’ [C1eH2iNsOsNa] 401.1544 401.1513

: [Guo-6-N + H] [CraH20NsO4] 405.1637 405.1647
e W o [Guo-6-N; + Na] [C1eH1oNyOsNa] 427.1449 427.1446
R2D2 ' [Guo-6-N; + K] [C1oHi1NsOsK] 443.1189 443.1199
[Guo-6-C: + H] [CisH2N<O ] 388.1616 388.1605

Ado- [Guo-6-C: + Na]’ [C1sH20NsOsNa] 410.1435 410.1407

6-cthyne [Guo-6-C2 + K] [CisH2NsOsK]" 426.1175 426.1147

[Gua + H]+ [CsHsNsO] 152.0567 1520548

[Guo-13-Biotin + H] [C2oHwN1O:S] 686.2828 686.2830

”_‘::‘\:;" [Guo-13-Biotin + Na]’ [C2sH3sN11O;SNa] 708.2647 708.2650

[Guo-13-Biotin + 2H] ? [C2oHsoNy0:S] 343.6451 343.6451

3.3.1.3 miRNR/DNR substraty, turin¢iy skirtingas 3’-galines bazes,
alkilinimo tyrimas

Norint s¢kmingai pritaikyti HEN1 metiltransferazg mazyjy RNR
zyméjimui, bitina, kad fermentas efektyviai modifikuoty visus keturis
galimus 3’-galiniy nukleozidy variantus (C, U, G ir A). Ankstesniuose
eksperimentuose jau buvo parodyta, kad in vitro HEN1 gali modifikuoti G,
esant] miR173*, miR-210* ir siR173* grandinése, taip pat C, esantj miR173
ir siR173 grandinése bei A, esantj miR-210 grandinéje, vienodai sékmingai
pernesant Sonines grandines, kaip nuo natiiralaus AdoMet kofaktoriaus, taip

ir nuo jo sintetiniy analogy ant miRNR/miRNR* substraty. Norédami detaliau
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i$siaiskinti 3’-galinio nukleozido heterociklinés bazés modifikacijai daroma
jtakag, buvo istirtas HENI1 vykdomo alkilinimo efektyvumas su
miR173/DNA173-R2:D2 substratais, kuriuose miR173 grandiné turi keturis

skirtingus 3'-galiniy heterocikliniy baziy variantus.

Kofaktorius - [2] [3]
mR173-3nt ¢ U G A'C U G A'C U G A’
A | modifikuota RNR
P -

Sy T e

Modifikuota! % 96 62 96 76 99 62 92 97

Pav. 3.19. miR173, turindios 3'-galinj C, U, G arba A, sulydytos su DNA173-R2:D2,
alkilinimas, naudojant Ado-6-amine [2] ir Ado-11-amine [3] kofaktorius.

Paaiskéjo, jog visi keturi miR173 variantai yra alkilinami, naudojant
Ado-6-amine [2] ir Ado-11-amine [3] kofaktorius (Pav. 3.19). Substratai, 3'-
galuose turintys C ir G buvo modifikuojami efektyviausiai (modifikuota 92-
99 %), panasiai buvo modifikuojamas ir A turintis substratas (modifikuota 76-
97 %), kiek pras¢iau uz kitus buvo alkilinamas U (modifikuota 62 %). Vis
délto visi keturi terminaliniai nukleozidai modifikuojami pakankamai
efektyviai, kad kuriamas metodas galéty bati pritaikytas jvairiy rasiy bei

izoformy mazyjy RNR Zyméjimui.

3.3.1.4 miRNR/DNR substraty alkilinimo jvairiy RNR miSinyje tyrimas

Norédami pademonstruoti, kad DNR zondas gali specifiskai nukreipti
mazyjy RNR zyméjimo reakcija, buvo sulydyti reakcijos miSiniai, sudaryti i$
trijy skirtingy miRNR (miR173, miR-26a* ir let-7a*) ir vieno i$ trijy galimy
DNR zondy (DNA173, DNA26a* arba DNA7a*) (Pav. 3.20, A).
Kiekviename misinyje tik viena i§ trijy miRNR, kuri buvo pazyméta P
izotopu (MiR-26a* virSutiniame gelyje arba let-7a* apatiniame gelyje), buvo
stebima dPAGE gelyje. Eksperimentas parodé, kad miR-26a* taikinio RNR

buvo modifikuota, inkubuojant su HENL1 ir Ado-6-amine [2], tik tuo atveju,
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kai j trijy RNR miSinj buvo pridétas jai komplementarus DNA26a* zondas.
Atitinkamai, let-7a* alkilinimas jvyko tik tuo atveju, kai j mi$inj buvo pridétas
jai komplementarus DNA7a* zondas. Abiem atvejais taikinio miRNR
alkilinimas buvo praktiskai pilnas, tuo tarpu likusios miSinyje buvusios dvi
miRNR nebuvo modifikuojamos. Vadinasi, butent komplementarus DNR
zondas, susilydydamas su taikinio miRNR, nukreipé HEN1 modifikacija prie$

ja, kas atveria galimybes kontroliuoti, kuri i§ miSinyje esan¢iy miRNR bus

selektyviai pazymeta.
A B iRNR
mRNR ~ miRNR  miRNR M
misinys misinys misinys
+ + + +
I L8 L] 1
HEN1 = + = & = &% HEN1 = & 4 _+
miR173 o
— - pmirgear T L S PmiR173
e -— - let-7a* ——
— - miR173 i *P-miR-210
miR-26a* - +
-~ e o "p_let.7a* -
e [2] [
NH
- CH
¢ miR173 miR173
+ +
+ +
HENT' -+ 00—+

e =y L d
- b “P-miR173

% NH, [2]
(Fain

Pav. 3.20. miRNR/DNR substraty alkilinimas kity RNR miSinyje. A. Misinys,
sudarytas i§ miR173, miR-26a* ir let-7a*, kuriame tik miR-26a* (virSuje) arba let-
7a* (apacioje) buvo *¥P-zyméta, sulydytas su DNA173, DNA26a* arba DNA7a*,
modifikuotas Ado-6-amine [2] ir iSanalizuotas dPAGE. B. miR173 (virSuje) arba
miR-210 (apadioje) buvo sulydytas su DNAL173-R2:D2 arba DNA210-R2:D2,
atitinkamai, modifikuotas AdoMet [1] ir iSanalizuotas dPAGE. C. miR173 buvo
sulydyta su DNAL173-R2:D2 (kairéje) arba DNA173-R2:D2-FAM (deSinéje),
modifikuota Ado-6-amine [2] ir i$analizuota dPAGE.
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Galiausiai buvo svarbu istirti, ar HEN1 katalizuojamas ir DNR zondo
nukreipiamas zyméjimas gali vykti kompleksiniuose RNR preparatuose ir ar
kity tipy RNR buvimas netrukdys Siai reakcijai. Eksperimento metu augaly
miR173 arba Zmogaus miR-210 buvo sulydyta su komplementariu DNR
zondu, miSinyje esant E. coli bakterijy totalinés RNR frakcijos 10-100-
kartiniam pertekliui. Po inkubacijos su HEN1 ir AdoMet méginiai buvo
iSanalizuoti denatiiruojanciame gelyje (Pav. 3.20, B).

Kadangi bakterijos tikétina neturi ]} miR173 ar miR-210 pakankamo
panasumo seky, E. coli totaliné RNR neturéty hibridizuotis su jomis ar joms
komplementariais DNR zondais. Pagal savo struktiirg absoliuti dauguma
bakterijy RNR taipogi neturéty buti tinkamos saveikai ir su metiltransferaze
HENL1. Vadinasi, net E. coli totalinés RNR perteklius neturi daryti jtakos
HENT1 katalizuojamo metilinimo reakcijai. Ir i§ tiesy nei miR173, nei miR-
210 atveju net 100-kartinis bakterinés totalinés RNR perteklius nesutrukdé
taikinio miRNR modifikacijai (Pav. 3.20, B). Panasus eksperimentas buvo
atliktas su augaly miR173, jai komplementariu DNR zondu ir zmogaus kauly
osteosarkomos epiteliniy lgsteliy linijos U20S totalinés RNR 10-kartiniu
pertekliumi, modifikuojant taikinio RNR $onine grandine nuo Ado-6-amine
[2] kofaktoriaus. Kaip paaiskéjo, totaliné U2SO RNR reakcijai netrukde, ir
taikinio miR173 buvo labai efektyvus (Pav. 3.20, C). Jdomu pastebéti, kad
miR173 modifikacija miSinyje su totaline U20S RNR buvo praktiskai pilna
net tokio miRNR/DNR substrato atveju, kurio DNR grandinés 3’-gale buvo

kovalentiskai prijungtas FAM fluoroforas.

3.3.1.5 miRNR Zyméjimo biotinu technologijos ir jy panaudojimas

Ankstesniuose  skyriuose 3.2.2.2 ir 3.2.2.3 buvo apraSytos
miRNR/miRNR* atitinkamai vieno ir dviejy zingsniy Zymejimo biotinu
technologijos su tolimesniu biotilinto substrato iStraukimu / praturtinimu
streptavidinu  dengtomis magnetinémis  dalelémis. Primintina, kad
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MIRNR/miRNR* Zyméjimo tyrimu metu pavyko pasiekti praktiskai 100 %
dviejy stadijy biotilinima, i§ pradziy HENI1 pagalba ant substrato pernesant
amino grupe turin¢ig Sonine granding nuo Ado-6-amine [2] arba Ado-11-
amine [3], su toliau sekancia chemine reakcija naudojant vieng i$ komerciskai
prieinamy biotin-NHS esteriy (Pav. 3.12 ir 3.13). Taciau vieno zingsnio
biotilinimas, naudojant Ado-18-biotin [7], nors ir vyko, bet buvo mazai
efektyvus (Pav. 3.14). Norédami iSspresti §ig problema, vykdant
miRNR/DNR Zyméjimus, panaudojome prof. dr. Viktoro Maseviciaus sukurta
kitokig cheming struktiirg turintj maZzesnés molekulinés masés Ado-13-biotin

[6] kofaktoriy (Pav. 3.21, A).

A B

Ado-13-biotin [6] Ado-18-biotin [7] Kofaktorius - [6] [7]
L e @0
Sy . -

L e e

H>T”§ -4 »\ I o

L)

" e AT 5
. e A o o
v UOLVANENE S ® -
OH OH o OH OH “

M., COOH

r N,
N

S ]* o

:’\“'-Nn < “(J §‘"N-

g

Modifikuota! % 87 19

Pav. 3.21. Reportering biotino grupe turin¢iy kofaktoriy palyginimas. A. Ado-13-
biotin [6] ir Ado-18-biotin [7] strukttrinés formulés. B. miR-210/DNA210-R2:D2
vieno zingsnio Zyméjimas, naudojant Ado-13-biotin [6] ir Ado-18-biotin [7]
sintetinius AdoMet analogus. Apacioje po geliu nurodytas Zyméjimo reakcijos
efektyvumas procentais.

Atlikus palyginamaja miR-210/DNA210-R2:D2 Zzyméjimo analizg,
pamatéme, jog naujas vieno zingsnio biotilinimui tinkantis kofaktorius i$
tikryjy pasizymi Zenkliai geresniu modifikavimo HENI metiltransferazés
pagalba efektyvumu, sulyginamu su trumpesnes funkcines grupes turinéiais
sintetiniais kofaktoriais (Pav. 3.21, B).

Tolimesniems mMIRNR/DNR tyrimams buvo naudotas Zyméjimo
reakcijose efektyvesnis Ado-13-biotin [6] kofaktorius. Norédami patikrinti
miRNR/DNR  méginio istraukimo/praturtinimo po biotilinimo stadijos
efektyvuma miR-210/DNA210-R2:D2 substratas buvo pazymétas Ado-13-
biotin [6] kofaktoriumi, taikant vieno zingsnio zyméjimo technologija (Pav.

3.22, kair¢je) arba Ado-6-amine [2] kofaktoriumi su tolimesniu biotin-NHS
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esterio prijungimu, taikant dviejy zingsniy Zyméjimo technologija (Pav. 3.22,
desingje). Abu méginiai beveik 100-procentiniu efektyvumu riSosi prie
streptavidinu padengtu magnetiniy daleliy (Md) ir buvo pilnai iStraukti i§
supernatanto frakcijos (Sn). PrieSingai, kontroliniuose AdoMet [1]
modifikuotuose méginiuose visas substratas iSliko supernatanto frakcijoje,
vadinasi ir vieno, ir dviejy zingsniy biotilinimas vyksta ne tik efektyviai, bet

ir specifiskai.

Bm Md Sn Bm Md Sn
W [6] - 2]
- a (1] - W (1]

/") Biotinas /) Biotinas
NH

2

Pav. 3.22. Vienu ir dviem Zingsniais biotilinto RNR/DNR substrato istraukimas
magnetinémis dalelémis. Kairéje: po miR-210/DNA210-R2:D2 inkubacijos su HEN1
ir Ado-13-biotin [6] (biotilintas méginys — Bm) arba AdoMet [1], méginiai buvo
paveikti magnetinémis dalelémis ir jy frakcija (Md) atskirta nuo supernatanto (Sn).
Desingje: po miR-210/DNA210-R2:D2 inkubacijos su HEN1 ir Ado-6-amine [2] arba
AdoMet [1], méginiai buvo paveikti biotino NHS esteriu ir iSfrakcionuoti
magnetinémis dalelémis.

Norédami praplésti dviejy zingsniy zymejimo biotinu metodo
panaudojimo ribas, nusprendéme iSbandyti biotino-SS-NHS esterio
konjugata, kurio biotino lickana gali biiti nuimta redukuojant konjugatg beta-
merkaptoetanoliu (BME) arba ditiotreitoliu (DDT). Pazyméjus tiriamg
miRNR Ado-6-amine [2] ir paveikus biotino-SS-NHS esteriu, susidaro
MiRNR-6-amido-SS-biotino produktas. Redukuojanéiy agenty poveikyje
disulfidinis (SS) tiltelis miRNR-6-amido-SS-biotino junginyje redukuojasi,
susidarant miRNR-6-amido-SH ir laisvam biotino-SH junginiui, tokiu biidu,
nuimant biotino liekang nuo modifikuoto miRNR substrato (Pav. 3.23, Zr.

schema kairéje).
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Pav. 3.23. miRNR/DNR dviejy zingsniy biotilinimo schema (kairéje) ir dPAGE
rezultatai (deSinéje). miR-210/DNA210-R2:D2 (1) buvo modifikuota nuo Ado-6-
amine [2] kofaktoriaus (2) ir inkubuota su biotin-NHS esteriu (3) arba biotin-SS-NHS
esteriu (4). Pastarasis méginys buvo paveiktas BME (5) arba DDT (6) redukuojanciais
agentais ir visi méginiai iSanalizuoti dPAGE metodu.

Eksperimento metu miR-210/DNA210-R2:D2 substratas (1 takelis)
buvo efektyviai modifikuotas HEN1 ir Ado-6-amine [2] (2 takelis) (Pav. 3.23,
zr. gelio vaizda deSinéje). Gautas méginys buvo inkubuotas su biotino-NHS
esteriu (3 takelis) arba biotino-SS-NHS esteriu (4 takelis), kuriais efektyviai
pasizyméjo. Galiausiai ] méginj, pazymétg biotino-SS-NHS esteriu, buvo
pridétas BME (5 takelis) arba DDT (6 takelis), ko rezultate biotino-SH liekana
buvo efektyviai nuimta nuo modifikuotos miR-210 (Pav. 3.23).

Toks zyméjimo budas suteikia dar daugiau galimybiy in vitro
manipuliacijoms: dviejy Zingsniy biotilinimo metodu pazyméjus tiksling
mazaja RNR biotino-SS-NHS esterio konjugatu, prie magnetiniy daleliy
prikibes substratas gali biiti Svelniomis salygomis lengvai nuimtas
redukuojanciais agentais, o paSalinta biotino lickana netrukdys tolimesniems

eksperimentams.

3.3.1.6 miRNR zyméjimo fluoroforais technologijos ir jy panaudojimas

miRNR/DNR  dupleksy zyméjimas fluoroforais taip pat buvo
sé¢kmingas. miR-210/DNA210-R2:D2 buvo modifikuota Ado-6-amine [2]

kofaktoriumi su vélesniu Cy5-NHS esterio prijungimu (Pav. 3.24, kairéje)
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arba modifikuota Ado-6-azide [4] kofaktoriumi, prie kurio $oninés grandinés
»click™ cheminés reakcijos biidu buvo prijungtas Cy5.5-ethyne fluoroforo
konjugatas (Pav. 3.24, deSinéje; cheminiy reakcijy paaiskinimui zr. Pav. 3.5,
B). Abiem atvejais Zyméjimas buvo ypa¢ efektyvus: tai matosi i§ **P-miR-210
juostelés Zenklaus poslinkio apatiniuose geliy vaizduose ir ryskios abiejy

fluorofory (Cy5 arba CyS5.5) fluorescencijos virSutiniuose geliy vaizduose.

[11 [4]
-
11 [2 Cy5.5
- C5 = fluorescencija
fluorescencija -
- P .miR-210 P*-miR-210

-« detekcija - detekcija

(O Cy5 ‘;) Cy5.5
_)NHZ _)Ns

Pav. 3.24. miRNR/DNR dviejy zingsniy Zzyméjimas fluoroforais. 3P-miR-
210/DNA210/-R2:D2 méginiai buvo modifikuoti, atitinkamai, AdoMet [1] ir Ado-6-
amine [2] (kairéje) arba AdoMet [1] ir Ado-6-azide [4] (deSinéje). Kairéje matomi
méginiai buvo inkubuoti su Cy5-NHS esteriu, deSinéje stebimi — su Cy5.5-ethyne
fluoroforto konjugatu. Méginiai isfrakcionuoti dPAGE gelyje. Cy5 arba Cy5.5
fluoroforo bei 3°P izotopo signalai buvo detektuoti FujiFilm FLA-5100 aparatu.

3.3.2 Netipinés struktiiros miRNR/DNR heterodupleksy zyméjimas
3.3.2.1 miRNR/DNR substraty, turin¢iy bukus galus, metilinimo tyrimas

Tyrimy metu buvo gauti kiek netikéti rezultatai, rodantys, kad
miRNR/DNR heterodupleksy, turin¢iy 2 nt i$sikisimus 3'-galuose, metilinimo
greitis gali buti net didesnis nei fermentui nattraliy miRNR/miRNR* (Pav.
3.16). Tai priverté detaliau istirti, kaip HEN1 metilina jvairius netipinés
struktiiros substraty variantus. Lastelése yra dazni miRNR variantai, kuriy
pradzios pozicija besiskiria vos vienu ar dviem nukleotidais (Liang et al.,
2017). Tokie miRNR izomerai (izomiRai) turi labai tarpusavyje panaSias
sekas, taciau gali reguliuoti kiek skirtingus geny taikinius ir atitinkamai
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pasizymeti skirtingu fiziologiniu poveikiu. Tikétina, kad oligonukleotido
zondas, jdétas hibridizacijai prie§ vieng i§ tokiy miRNR varianty, taip pat
saveikaus ir su kitais labai artimos sekos variantais, tac¢iau jo sgveikos pozicija
bus pasislinkusi ir tokiu biidu susidarys kitokie nei 2 nt i$sikiSe duplekso 3'-
galai. D¢l Sios prieZasties buvo nusprgsta papildomai istirti, ar HEN1
fermentas gali metilinti substratus, turinéius bukus galus — tolimesniame
tekste pazymétus ,,R0:DO* (Pav. 3.25).

miR173

~UNROTINOAGAGAGAARCAL =
¥ AAGCGAACGTCTCTCTTTAGTG &

DNA173-R0:D0
Pav. 3.25. miR173/DNA173-R0:D0 — RNR/DNR heteroduplekso, turin¢io bukus
galus (atitinkamai RO ir D0), pavyzdys.

Atlikus  kinetinius apsukos

miRNR/miRNR* bei miRNR/DNR dupleksais,

tyrimus ~ vienos salygomis  su
turinciais bukus galus,
paaiskéjo, kad tokie substratai yra metilinami ir gali biiti pilnai modifikuoti
(Pav. 3.26, A). Isanalizavus miRNR/miRNR* duplekso, turin¢io bukus galus,
metilinimo kinetika, buvo nustatyta, kad miR173 metilinimo priklausomybé
nuo reakcijos laiko apraSoma vienos eksponentés lygtimi, tuo tarpu kitos

grandinés — dviejy eksponenciy lygtimi (Pav. 3.26, B).

- L e miR173/RNA173*-R0:R0
DNA173-R0:D0 RNA173*-RO:RO miR173* x 1.0 . ] I Gretis 1 min
- - - = Greitis / min Greftis / 1 Lammm
HEN] . . . E ggl 0741005 y | 11z02 o
- — B f— £ (51+3 %) ¥
- & 061 &
L - p— S 0. /
= E / Araitic | i
miR173 miR173 miR173 5 i ¥ Greitis / min
g 02 ¥
- “ - = 0 { [ | ’(f ( )
- — 10° 10° 10' 10° 10' 10° 10° 10' 10° A10°

RNA173*-R0:R0O

miR173*

Reakcijos laikas / min

Reakcijos laikas / min

Pav. 3.26. HEN1 metilina miRNR/miRNR* ir miRNR/DNR substratus su bukais
galais. A. dPAGE metilinimo analizé. B. Nustatyti miRNR/RNR su bukais galais
metilinimo reakcijos parametrai.
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Duomenys sutampa su analogisko natralaus substrato, turin¢io
i8sikiSusius galus, miR173/miR173*, metilinimo parametrais, ir tuo paciu
patvirtina  anksCiau iSkelta hipotezg (zr. skyriy 3.3.1.1), jog
miR173*/DNAL173*-R2:D2 atveju stebima vienos eksponentés dinamika,
kadangi HEN1 tokj substratg surisa tik viena orientacija, kuri yra palanki RNR
grandinés metilinimui. Dvigrandiniy RNR substraty su issikiSusiais ir bukais
galais metilinimo greiciai buvo pakankamai panasiis: miR173 atveju — 4,5 +
0,2 % ir 0,74 £ 0,05 %, 0o miR173* atveju — 35+ 3 % ir 33 + 3,7 % bei 2,9 +
1%ir1,1+0,2 % (Lentelé 3.5).

Lentelé 3.5. miR173 ir miR173* metilinimo parametrai, priklausomai nuo kitos
duplekso grandinés: RNR arba DNR, t. p., buko arba iSsikiSusio galo. Metilinimo
grei¢iy (mint) vidurkiai apskaiciuoti i$ 3-5 pakartojimy, nurodant paklaidas. Greiciai
apskaiCiuoti pagal vienos eksponentés (amplitudé lygi 100 %) arba dviejy
eksponenciy lygtis, procentaliai nurodant amplitudés aukstj skliausteliuose. Storuoju
Sriftu pary$kinta duplekso grandiné, kurios metilinimo dinamika buvo stebima
dPAGE, ja pazyméjus *3P izotopu.

Greitis, min

Substratas (Amplitudé, %)

miR173/miR173* 4.5+ 0.2 (100%)
miR173/RNA173*-R0O:R0 | 0.74 £ 0.05 (100%)

miR173/DNA173*-R2:D2 | 27.9 + 0.8 (100%)

35+ 3 (79 + 3%)
29+1(21%3%)
33+3.7 (49 £ 2%)
1.110.2 (51 3%)

miR173/miR173*

miR173/RNA173*-R0:R0

DNA173*-R2:D2/miR173* | 7.6 + 0.2 (100%)

Savo ruoztu praktiskai vienodos substraty su bukais galais grandiniy
metilinimo amplitudés (49 + 2 % ir 51 + 3 %) rodo, jog buky galy ir pilno
grandiniy komplementarumo atveju HEN1 metiltransferazé gali prarasti
prioriteta vienos i§ grandiniy metilinimui, todél abu tokio duplekso galai turés
vienoda tikimybe patekti } metiltransferazinj fermento domeng (palyginkite su

79 £ 3 % ir 21 + 3 % substraty i$sikiSusiais galais metilinimo atveju, kuomet
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lydincioji miR173* grandiné 4 i§ 5 atveju yra metilinama pirma) (Lentel¢ 3.5).
Sie netikéti duomenys paneigia ankstesne hipoteze, jog 1-2 nt i$sikise galai

yra butini vykti HEN1 metilinimo reakcijai in vitro.

3.3.2.2 miRNR/DNR substraty, turin¢iy bukus galus, alkilinimo tyrimas

Atlikus bukus galus turinciy miRNR/DNR dupleksy alkilinimo su
sintetiniais kofaktoriais reakcijas ir iSanalizavus rezultatus, paaiskéjo, jog visi
tirti substratai (komplementaris miR173, miR-26a, miR-210, let-7a arba let-
7a*) yra efektyviai alkilinami (Pav. 3.27). Didele nuostabg sukélé faktas, jog
ir su sintetiniais AdoMet analogais bukas galas daznai buvo modifikuojamas
net efektyviau uz turintj 2 nt 3'-galo i$sikis§ima, pavyzdziui, miR-26a/DNR
atveju bukas galas buvo modifikuotas net 72 % efektyvumu, lyginant su vos

4 % i8sikiSusius galus turin¢iame substrate (Pav. 3.27, B).

Kofaktorius — [2] [3] [7] - [21 131 [M]
HENT — + + + -+ + +
g - Kofaktorius —  [3] - [3
HENT —  + -+
-ﬁ - - . W | modifikuota RNR
-~ - - - -
Modifikuota/ % 98 99 98 9% 94 40 Modifikuotal % 72 4
miR173 miR173 miR-26a miR-26a
DNA173-R0:D0 DNA173-R2:D2 DNA26a-R0:D0  DNA26a-R2:D2
Kofaktorius — [2] [3]1 [71 - [2] [381 7]
HENT — + + + -+ + o+ Kofakion . A
ofaktorius — -
- 2] 3] 21 [3]
- HENT — 4 4+ - + +
- - - - - W | o cifikuota RNR
- - S .-
Modifikuota { % 97 91 94 89 89 19 Modifikuota/ % 80 81 87 @
miR-210 miR-210 let-7a DNA72*-R0:D0
DNA210-R0.00 DNA210-R2:D2 DNA72-R0:D0 let-7a*

Pav. 3.27. miRNR/DNR substraty, turinc¢iy bukus ir issikiSusius galus, alkilinimo
efektyvumo palyginimas. miR173 (A), miR-26a (B) ir miR-210 (C) substraty su
bukais ir 2 nt i$sikiSusiais 3'-galais alkilinimas naudojant Ado-6-amine [2], Ado-11-
amine [3] ir Ado-18-biotin [7]. D. let-7a ir let-7a* heterodupleksy bukais galais
alkilinimas, naudojant Ado-6-amine [2] ir Ado-11-amine [3] kofaktorius.
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Gauti rezultatai patvirtino prielaida, jog 2 nt issikiS¢ substraty 3'-galai
néra butini HEN1 katalizuojamai modifikacijai in vitro. Kuriamo mazyjy
RNR Zyméjimo metodo kontekste Sie nauji duomenys galéty biiti naudingi
norint detektuoti ne vien tik taikinio miRNR, ta¢iau ir labai artimos sekos
izomiRus — tikétina, kad tokie alternatyviis tiriamos miRNR variantai
susiporuoty su prie$ taikinio miRNR jdétu DNR zondu ir atitinkamai turéty
buti modifikuotos HEN1 metiltransferazés. Tai galéty padéti atrasti naujus,

nezinomus MiRNR biologinius variantus.

3.3.2.3 miRNR/DNR substraty, turin¢iy DNR 3'-galo i$siki$ima,
modifikacijos tyrimas

Remiantis kristalografiniais duomenimis, modifikuojama duplekso
grandiné sgveikauja su HEN1 vidiniu pavirSiumi ir jos ilgis yra grieZtai
apibréztas atstumo tarp metiltransferazinio domeno bei su 5'-galu
sgveikaujancios baltymo dalies. Tuo tarpu kita duplekso grandiné yra
eksponuojama j iSore, o jos 3'-galas néra fiziskai apribotas metiltransferazés
(Pav. 3.28).

4-as nukleotidas
nuo 5'-galo @

Pav. 3.28. HEN1-miRNR-AdoHcy
komplekso  tretinés  struktiiros
erdvinis modelis. HEN1 baltymas
pavaizduotas  salotine  spalva;
modifikuojama miRNR grandiné
pazyméta juodai, nemodifikuojama
— raudonai, j iSor¢ eksponuotos
¥ sritys paryskintos rausva spalva;
™ 3'-galinis nukleotidas AdoHcy pazymétas melsvai.
nemodifikuotoje grandinéje

Zinant tai buvo padaryta prielaida, jog $ios grandinés ilgis néra grieztai
apibréZtas, ir jos 3'-galas galéty iSsikisti j iSore, netrukdant modifikacijos
reakcijai. Norédami istirti §ig hipoteze, sukuréme eile DNR zondy, kurie
susiporave su komplementaria miRNR, sudarydavo DNR 3'-galo iSsikiSima
nuo 1 iki 5 irnet 7 ntilgio (Pav. 3.29).
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S YEBENRTAGAGAGAANYDHD »

¥ GATAGGAAAGCGAACGTCTCTCTTTAG &
DNA173-R2:D7

Pav. 3.29. miR173/DNA173-R2:D7 — miRNR/DNR heteroduplekso, turinéio 2 nt
RNR grandinés 3'-galo iSsiki§ima (R2) ir 7 nt DNR grandinés 3'-galo issikiSimg (D7),
pavyzdys.

Sulydzius let-7a, miR-26a arba miR173 su DNR zondu, kurio 3'-galas
duplekso strukttiroje buvo bukas (0 nt DNR 3’-galas) arba 1-7 nt issikises (1-
7 nt DNR 3'-galas) ir atlikus tokiy heterodupleksy modifikacijos tyrimus,
gauti rezultatai patvirtino miisy hipotezg: visy substraty atveju j reakcijos
misinj pridéjus HEN1 metiltransferaze ir AdoMet [1] arba Ado-6-amine [2]
kofaktoriy, vyko praktiskai pilna miRNR grandinés modifikacija,

nepriklausomai nuo DNR grandinés 3'-galo i$siki§imo ilgio (Pav. 3.30).

A B
HEN1 + + - + - + - + HEN1 - + - + + — + = 4+
| e - — o — —
o (1] B --“ ] [
e — o e
3-/nt 0 1 2 3 ¢ - = 3 -
let-7a miR-26a
" DNA7a-R2.D(0-5) " DNA262-R2:D(0-5)
HEN1 -  + + +
‘ o ez . - . ‘ :I M1
~ - - . ‘ - - ] 2]
- -
) ,’?1"' i 1 2 -'f'7 ,‘ ,
miR173 miR173
miR173* DNA173-R2:D(0-7)

Pav. 3.30. miRNR, sulydytos su DNR zondu, turin¢iu jvairaus ilgio 3'-galo i$siki§ima,
modifikacijos tyrimas. let-7a/DNA7a (A) ir miR-26a/DNA26a (B), turinéiy 2 nt ilgio
miRNR ir 0-5 nt DNR grandinés i$siki$ima, metilinimo tyrimas. C. miR173/miR173*
(pirmi 2 takeliai nuo kairés) ir miR173/DNA173 turin¢ios 2 nt RNR issikiS§ima ir 0-7
nt DNR grandinés i$siki$ima (sekantys 5 takeliai), metilinimo, naudojant AdoMet [1]
(virSuje), ir alkilinimo, naudojant Ado-6-amine [2] (apacioje), tyrimas. DNR
grandinés 3’-galo issikiSimo ilgis pavaizduotas oranzine spalva.
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Gauti duomenys rodo, jog HEN1 metiltransferazé pasizymi zenkliai
didesniu lankstumu savo substrato atzvilgiu nei buvo manyta anksciau ir gali
toleruoti ilgesnius nei 2 nt ilgio DNR grandinés i$sikiSimus kaip metilinimo,

taip ir alkilinimo reakcijose.

3.3.2.4 miRNR zyméjimas fluoroforu ir praturtinimas DNR aptameru

Pasitvirtinus hipotezei, jog HEN1 metiltransferazé toleruoja iki 7 nt
ilgio DNR grandinés iSsikiSima, ir zinodami, kad jis yra eksponuotas j baltyma
supancia iSore, padaréme prielaida, jog Sis galas néra apribotas ir teoriskai gali
buti bet kokio ilgio. Suprasdami tai, nusprendéme patikrinti, ar Sis
oligonukleotido i$sikisimas gali savyje inkorporuoti funkcines ir / arba
katalizines nukleoriigsciy strukturas, tokias kaip aptamerai, specifiskai
sgveikaujantys su kitomis molekulémis, RNAzimai ir DNAzimai,
katalizuojantys jvarias biochemines reakcijas ar specifing seka turintys
oligonukleotido fragmentai, pritraukiantys baltymus arba besiriSantys prie
taikinio DNR arba RNR seky.

Kaip modelinj objektg Siems tyrimams pasirinkome DNR aptamers,
nekovalentiskai saveikaujantj su streptavidino baltymu (Bing et al., 2010).
Mes sukiréme DNR zondy biblioteka, kuriy kiekvienas turéjo tiriamai
miRNR komplementarig mazdaug 20 nt ilgio fragmentg DNR 5’-gale ir per
jungtukine 0-4 nt ilgio dalj prijungta 29 nt ilgio streptavidinui specifiSko DNR
aptamero seka 3'-gale (Pav. 3.31).

miR173

*YGEUGCAGAGAGAAIOAC *

?.ATCCAAG CGAACGTCTCTCTTTAG &
K SA173-R2:s4

Pav. 3.31. miR173/SA173-R2:54 miRNR/DNR-SA strukttira. Heterodupleksas turi 2
nt RNR grandinés 3'-galo iSsikisima (R2). Streptavidinui-specifinio DNR aptamero
(SA) sekg DNR zondo 3'-gale jungiasi su RNR-komplementaria dalimi per 4 nt DNR
jungtukg (s4 — 4 nt spacer).
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Toks DNR zondas turéty hibridizuotis su komplementaria taikinio
miRNR, sudarant dvigrandine struktiira, kuri yra biitina HEN1 vykdomai
modifikacijai, o streptavidinui specifinis DNR galas turéty sgveikauti su
streptavidinu padengtomis magnetinémis dalelémis. Tokiu biidu, tai leisty
sukurti tokia mazyjy RNR Zyméjimo technologija, kuomet miRNR-
komplementari DNR dalis nukreipty zondg link taikinio miRNR, kuri savo
ruoztu galéty biiti pazymeéta HEN1 pagalba, pvz., fluoroforu jos vizualizacijai,
o streptavidino aptameras (SA) analogiSkai biotino liekanai leisty iStraukti /
praturtinti tokj substrata, naudojant magnetines daleles.

Patikrinus, ar 29-33 nt ilgio DNR grandinés 3'-galo iSsikiSimas,
papildomai sudarantis savo erdving struktirg (Pav. 3.31, SA dalis), i$ tikryjy,
netrukdo HENI Kkatalizei, nustatéme, jog visais iStirtais atvejais tokie
substratai buvo bent dalinai arba net pilnai modifikuoti, naudojant AdoMet
[1], Ado-6-amine [2] arba Ado-11-amine [3] kofaktorius (Pav. 3.32).

SA173 SA210
bukas galas 2-nt 3-issikisimas bukas galas 2-nt 3-i8sikisimas
tnttapas — M @2 B - 0 @061 “m@E - me e

f" --l -al -'-| - ““' | modifikuota RNR
s W e - L)

Modifikuota | % 49 60 53 100 75 57 89 86 94 98 93 98
be tarpo - 011 21 B3] - 01 2 3] - 1 2 Bl - [ 2 Bl
i - - | -’:I - e - Ed | modifikuota RNR
jf s £ 9
Modifikuotal% 21 23 10 100 68 60 28 32 44 100 93 95

Pav. 3.32. miRNR grandinés, sulydytos su SA turin¢iu DNR zondu, HENI1
katalizuojama modifikacija. miR173 (kairéje) arba miR-210 (desinéje) buvo sulydyta
su komplementariu DNR zondu (SA173 arba SA210, atitinkamai), turin¢iu per 4 nt
jungtuka (virSutiniai geliai) arba tiesiogiai (apatiniai geliai) ir modifikuota HEN1,
naudojant AdoMet [1], Ado-6-amine [2] arba Ado-11-amine [3] kofaktorius.
Skirtingai nuo jprastinés struktiros miRNR/DNR dupleksy,
MIRNR/SA-DNR atveju 2 nt issikiSes galas buvo modifikuojamas geriau uz
buka, tikétina, kad tam jtakos turéjo erdvinis DNR aptamero dalies

i$sidéstymas. Taip pat buvo nustatyta, kad jungtukiné dalis, esanti tarp
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aptamero ir miRNR-komplementaraus fragmento, yra svarbi buko galo atveju,
bet neturi didesnés jtakos 2 nt iSsikiSusio substrato modifikacijai. Pavyzdziui,
i8sikiSimg turintis miR173/SA173 substratas su 4 nt tarpu buvo modifikuotas
panasiu efektyvumu kaip ir Sio tarpo neturintis (57 % ir 60 %, atitinkamai),
ta¢iau buko galo atveju substratas su tarpu buvo modifikuotas kur kas geriau
(53 % ir 10 %, atitinkamai). Matyt tarpas leidzia ,,nelanks¢iam* bukam galui
jgauti tinkamesné erdvine orientacija i HEN1 metiltransferazinio domeno
aktyvyjj centra, taciau pastarasis néra toks svarbus 2 nt i$sikiSusio galo atveju.
Geriausius rezultatus pavyko gauti su 2 nt iSsiki§Sima turiniais miR-
210/SA210-R2:s0 ir miR-210/SA210-R2:s4  heterodupleksais, todél
tolimesniems tyrimams buvo pasirinkti biitent Sie substratai (Pav. 3.32).

I$ kitos pusés, ne maziau svarbu buvo istirti, ar mMiRNR/DNR duplekso
dalis netrukdo SA aptamerui jgauti tinkama saveikai su streptavidinu erdving
orientacijg. Substrato miR-210/SA210-R2:s0 tyrimai parodé, kad miRNR
buvimas ne tik netrukdo SA-DNR istraukimui magnetinémis dalelémis, tatiau
Siam procesui netgi padeda. Vos 33 % laisvo DNR aptamero buvo istraukta
su magnetiniy daleliy frakcija ir net du trecdaliai iSliko supernatante (Pav.
3.33, virSutinis gelio vaizdas). Taciau heteroduplekse su miR-210, Kuri
matomai stabilizuoja visa struktiira, prie magnetiniy daleliy prikibusi DNR
zondo dalis beveik patrigub&jo — iSsitrauke net 88 % meéginio (Pav. 3.33,
centrinis gelio vaizdas). Nuo Ado-6-azide [4] kofaktoriaus ant miR-210
perneSta Sonin¢ grandiné taip pat netrukdo saveikai su magnetinémis
dalelémis — modifikuoto substrato iStraukimo efektyvumas sudar¢ 80 % (Pav.
3.33, apatinis gelio vaizdas). Tokiu biidu, aptamero dalj turintis DNR zondas

gali biiti naudojamas efektyviam taikinio miRNR iStraukimui.
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Pav. 3.33. SA210-R2:j0 (virSuje), miR-210/SA210-R2:j0 (centre) ir miR-210¢
aide/SA210-R2:j0, modifikuoto nuo Ado-6-azide [4] kofaktoriaus (apacioje)
iStraukimo magnetinémis dalelémis tyrimas. Md — méginio dalis, susiriSusi su
magnetinémis dalelémis, Sn — laisva dalis supernatante.

Galiausiai iStyréme taikinio miRNR Zyméjimo fluoroforu ir iStraukimo
magnetinémis dalelémis specifiSkuma kity miRNR miSinyje (Pav. 3.34). |
keturis méginius, susidedanéius i§ 4 skirtingy miRNR (let-7a, miR-264a,
miR173 ir miR-210), kuriy tik viena buvo vizualizuojama dPAGE gelyje 3P
izotopo pagalba, buvo pridétas miR-210-komplementarus DNR zondas,
DNA210-R2:s0, ir atlikta sulydymo reakcija. Po modifikacijos HEN1,
naudojant su Ado-6-azide [4] kofaktoriy, méginiai buvo paveikti streptavidinu
dengtomis magnetinémis dalelémis, inkubuoti su CyS5.5-ethyne fluoroforo
konjugatu ir iSanalizuoti denattiruojanc¢iame gelyje. Kaip ir tikétasi, biitent
taikinio miRNR, miR-210, buvo efektyviai i§gryninta i§ bendro miSinio
magnetiniy daleliy pagalba, tuo tarpu kitos trys miRNR isliko supernatante
(Pav. 3.34).
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Pav. 3.34. Specifinis taikinio miRNR istraukimas, naudojant DNR aptamero zonda.
Eksperimento schema (kairéje) ir dPAGE analizés rezultatai (deSinéje). Keturi
misiniai, sudaryti i§ let-7a, miR-26a, miR173 ir miR-210, kuriuose tik viena i§ miRNR
buvo 3P-zyméta, sulydyti su aptamero dalj turin¢iu DNR zondu SA210-R2:jO,
komplementariu miR-210 taikiniui. Méginiai buvo modifikuoti Ado-6-azide [4],
pazyméti Cy5.5-ethyne fluoroforu ir paveikti magnetinémis dalelémis. Po praleidimo
dPAGE gelyje pradiniai méginiai (Pm), magnetiniy daleliy frakcija (Md) ir
supernatantas (Sn) buvo isanalizuoti *P-miRNR ir Cy5.5 signalams nustatyti.

Tuo paciu miR-210 pavyko efektyviai pazymeéti fluoroforu (Pav. 3.35).
Tai, kad taikinio miRNR yra specifiSkai modifikuojama Cy5.5-ethyne
konjugatu, galima aiSkiai matyti i§ miR-210 mobilumo denatiiruojanciame
gelyje poky¢io po dviejy zingsniy zyméjimo stadijos — fluoroforu modifikuota
miRNR gelyje judéjo lé¢iau. Tuo tarpu kitos trys miRNR (let-7a, miR-26a ir
miR173), pries kurias nebuvo jdéta DNR zondy, isliko viengrandinés
struktiiros ir nebuvo HENI modifikuojamos azido grupe turincia Sonine
grandine, todél po inkubacijos su Cy5.5-ethyne konjugatu jy mobilumas
nepakito. Taikinio miR-210 modifikacija fluoroforu taip pat patvirtina po
zyméjimo stadijos atsiradusi fluorescencija (Pav. 3.34 ir 3.35).
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Pav. 3.35. Specifinis taikinio miRNR zyméjimas fluoroforu, naudojant DNR
aptamero zondg. Reakcijos salygos analogiskos eksperimentui, apraSytam Pav. 3.34.
Sa — méginys po sulydymo su SA stadijos; Zf — po dviejy Zingsniy zyméjimo Ado-6-
azide [2] ir Cy5.5-ethyne fluoroforo konjugatu; Md — magnetiniy daleliy frakcija; Sn
— supernatanto frakcija. Fluoroforu pazyméto méginio dalis nurodyta mélyna rodykle,
nezyméta dalis — pilka taskuota rodykle.

3.3.3 Modifikacijas turin¢iy dupleksy zZyméjimas

3.3.3.1 Substraty, turin¢iy uzdarus nukleotidus (LNA), modifikacijos

tyrimas

Uzdari nukleotidai LNA (angl. locked nucleic acids) — tai sintetiniai
RNR nukleotidai, kurie turi papildoma tiltelinj rysj tarp ribozés 2'-O ir 4-C
atomy (Pav. 3.36, A). Net keliy LNA nukleotidy buvimas RNR arba DNR
zondo sekoje Zenkliai padidina jo specifiSkuma taikinio miRNR. Papildomai
didéja viso duplekso stabilumas, kas gali bati naudinga apsaugant RNR nuo
degradacijos ir i$laikant dvigranding struktiirg, svarbig modifikacijai HEN1
fermentu (Fontenete et al., 2013).

Norédami jrodyti, kad LNA netrukdo HEN1 modifikacijai, atlikome
MIiRNR/RNR ir miRNR/DNR su zondo grandinéje inkorporuotais LNA
nukleotidais metilinimo ir alkilinimo tyrimus. Abiem atvejais tokie substratai
buvo modifikuoti efektyvumu artimu 100 % (Pav. 3.36, B ir C). Modifikacijai
taip pat nesutrukdé ir zondo grandinés 3'-gale esan¢ios modifikacijos — metilo
arba amino grupé. Esant reikalui, $is galas galéty buti papildomai pritaikytas

dvigubam substratinio duplekso Zyméjimui.
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Pav. 3.36. Substraty, turin¢iy uzdarus (LNA) nukleotidus, modifikacija. A. Uzdaro
nukleotido (LNA) struktira. B. HEN1 metilina miR-210, sulydyta su RNR zondu,
turin¢iu metilo grupe 3’-gale (CHs) ir tris vidinius LNA nukleotidus. C. HEN1 pernesa
Soning granding nuo Ado-11-amine [3] ant let-7a*, kuri yra sulydyta su DNR zondu,
turin¢iu amino grupe¢ 3’-gale (NH>) ir kelis vidinius LNA nukleotidus.

3.3.3.2 miRNR/DNR substraty, turin¢iy inkorporuota fluorofora,

modifikacijos tyrimas

Ankstesniame skyriuje buvo iStirtas netikétas ir pries tai literatiiroje
neapraSytas HEN1 metiltransferazés sugebé&jimas toleruoti substratus,
turinius zymiai ilgesnius nei 2 nt miRNR taikiniui komplementarios
grandinés i3sikidimus (zr. skyriy 3.3.2.3). Sios Zinios leido sukurti nauja
technologija mazyjy RNR tyrimams, paremta streptavidino aptamero sekos
inkorporavimu j DNR zondg, tinkantj taikinio RNR iStraukimui /
praturtinimui magnetinémis dalelémis (zr. skyriy 3.3.2.4). Hipotetiskai DNR
grandinés 3'-pozicijoje lokalizuotas fluoroforas taip pat neturéty trukdyti
HENI reakcijai, ir galéty buti panaudotas duplekso vizualizavimui. Be to,
remiantis HEN1-RNR-AdoHcy kristalografininiu modeliu, DNR grandinés
ketvirtas nuo 5’-galo nukleotidas irgi yra eksponuotas j iSore, todél prie $ios
pozicijos prikabintas fluoroforas taip pat neturéty trukdyti HENI
modifikacijos reakcijoms (Pav. 3.28).

Norédami patikrinti Sias hipotezes, sukiiréme kelis skirtingus
fluoroforais modifikuotus DNR zondus, i§ iStyréme, kokia jtaka jie daro
miRNR modifikacijos reakcijai (Pav. 3.37). Paaiskéjo, jog visi iSbandyti
variantai yra modifikuojami beveik 100 % efektyvumu, metilinimo reakcijai

nesutrukdé nei Cy5 arba FAM fluoroforai, prijungti prie 3'-galo, nei vidinis
113



fluoroforas Cy3, lokalizuotas 4-oje nuo DNR 5'-galo pozicijoje (Pav. 3.37,
kairéje). Substraty alkilinimas, naudojant Ado-11-amine [3] kofaktoriy, taip
pat buvo pilnas, vadinasi nei zondo 3'-gale esantis, nei vidinis fluoroforas
netrukdo HEN1 katalizuojamai modifikacijai (Pav. 3.37, deSinéje). Ivairiy
dvigrandiniy substraty alkilinimo reakcijos, naudojant kitus sintetinius
kofaktorius, buvo detaliai istirtos skyriuose 3.2.1.1, 3.2.1.2, 3.3.1.2, 3.3.1.3,
3.3.2.2 ir 3.3.2.4, todél Sioje dalyje papildomai tyrinétos nebuvo.
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Pav. 3.37. Substraty, turinc¢iu | DNR zondg inkorporuota fluorofora (Cy5 ar FAM —
zondo 3'-gale arba Cy3 — 4-0je pozicijoje nuo zondo 5'-galo) metilinimas, naudojant
AdoMet [1] (kairéje) ir alkilinimas, naudojant Ado-1l-amine [3] (deSinéje).
Modifikuota dalis nurodyta mélyna rodykle, nemodifikuota — pilka taskine rodykle.

3.3.3.3 Dvigubai Zyméto miRNR/DNR substrato FRET analizé

Kadangi miRNR/DNR dupleksy su 4-0je DNR pozicijoje inkorporuotu
fluoroforu modifikacija buvo artima 100 %, o antra fluorofora mes galéjome
pernesti ant RNR 3'-galo, panaudojant dviejy zingsniy Zyméjimo metodika,
nusprendéme iStirti ar Siuos du fluoroforus jmanoma pritaikyti Forsterio
energijos rezonanso pernesimo technologijai, FRET (angl., FOrster Energy
Resonance Transfer). FRET yra vadinamas energijos perdavimo tarp dviejy
Sviesai jautriy molekuliy (chromofory) procesas, kuomet trumpesnio bangos
ilgio $viesa suzadinamas donoras perduoda energija kitam, ilgesniu bangos
ilgiu suzadinamam akceptoriui. Tokiu bidu, jeigu atstumas tarp donoro ir
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akceptoriaus yra pakankamai mazas, suzadinus donoro molekule, mes
pamatysime akceptoriaus iSspinduliuojama Sviesa. Kadangi energijos
perdavimo efektyvumas yra atvirk§¢iai proporcingas SeStame laipsnyje
atstumui tarp donoro ir akceptoriaus, minétas metodas yra labai jautrus net ir
menkiausiam poky¢iui atstumui tarp jy. Dél Sios savybés FRET metodas yra
gana placiai taikomas, norint ypatingai jautriai ir tiksliai nustatyti fluoroforais
pazyméto méginio signalg in vivo ir in vitro, atsikratant nespecifinio laisvos
zymes S$vytéjimo. Pasiekus teigiama rezultata, specialiai mazosioms RNR
adaptuota FRET technologija galéty buti ypa¢ reikSminga Siy molekuliy
tyrimams.

Viena i§ klasikiniy fluorofory pory FRET technologijai yra Cy3
donoro-Cy5 akceptoriaus. Donorinio Cy3 fluoroforo ekscitacijos (sugerties)
maksimumas yra prie 530 nm, o emisijos (iSspinduliavimo) maksimumas —
prie 570 nm. Savo ruoztu, akceptorinio Cy5 ekscitacijos maksimumas yra prie
640 nm (su antriniu sugerties maksimumu prie 600 nm), o emisijos
maksimumas yra prie 670 nm. Tokiu biidu, jeigu mes turime artimai erdvéje
i8déstytus Cy3 ir Cy5 fluoroforus (pavyzdziui, Cy3, inkorporuotg 4-oje
pozicijoje nuo DNR grandinés 5’-galo ir Cy5, prijungtg prie RNR grandinés
3'-galo), tai apSvietus meéginj 500 nm ilgio Sviesa, suzadintas Cy3 perduos
energija Cy5 fluoroforui ir mes stebésime pastarojo iSpinduliuojamg ~670 nm
bangos ilgio Sviesa, t. y. FRET reiskinj. Taciau jeigu Cy3 donoro tirpale néra
arba jis yra erdviskai nutoles nuo Cy5 akceptoriaus (pavyzdziui, kai DNR
grandingje Cy3 néra inkorporuotas arba grandinés néra susilydziusios),
apsvietus meéginj su 500 nm, akceptorius suzadinamas praktiskai nebus.

Norédami tai patikrinti mes paruoséme tris skirtingus tirpalus: viename
miR173 buvo sulydyta su komplementaria DNR, turin¢ia inkorporuota Cy3
fluoroforg (Cy3 donoro méginys), kitame — tokio RNR/DNR substrato
miR 173 grandiné buvo dar papildomai per dvi stadijas uzmodifikuota Cy5
fluoroforu (Cy3/Cy5 pora), tre¢iame — Cy5 pazyméto RNR/DNR duplekso
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DNR grandiné neturéjo Cy3 modifikacijos (Cy5 akceptoriaus méginys) (Pav.
3.38, kair¢je). ISanalizavus visus tris méginius fluorimetru FluoroMax-3
(Jobin Yvon Horiba), paaiskéjo, kad ap$vietus tirpalus 500 nm bangos ilgio
Sviesa Cy3 donoro méginyje stebimas stiprus emisijos signalas, Kkurio
maksimumas yra ties 570 nm, kas atitinka Sio fluoroforo emisija. Tuo tarpu,
Cy5 akceptoriaus meéginyje stebimas tik nedidelis signalas ties 670 nm —
akceptorius yra labai silpnai suzadinamas prie 500 nm bangos ilgio. Cy3/Cy5
poros méginyje yra stebimas mazdaug dvigubai Zemesnis nei pirmame
méginyje Cy3 emisijos signalas, o taip pat panasSaus stiprumo Cy5 emisijos
signalas, kuris yra mazdaug 5 kartus didesnis, nei akceptoriaus méginyje (Pav.
3.38, desinéje). Tai yra paaisSkinama tuo, kad Cy3/Cy5 poros méginyje
mazdaug pusé energijos pereina i§ Cy3 fluoroforo j Cy5, todél Cy3
fluorescencija sumazéja perpus, o Cy5 fluorescencija padidéja iki Cy3
Svytéjimo lygio. Ap$vietus tuos pacius méginius su 590 nm bangos ilgio
Sviesa, galime matyti, kad Cy5 akceptoriaus ir Cy3/Cy5 poros méginiy
emisijos signalo stiprumas praktiSkai sutampa, kas rodo, jog abiejose
méginiuose Cy5 fluoroforo koncentracija yra vienoda, ir Cy3/Cy5 méginyje
prie 500 nm i§ tikryjy buvo stebimas biitent FRET reiskinys (Pav. 3.38,
desingje).
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Pav. 3.38. Dviejy reporteriy FRET technologija selektyviai miRNR detekcijai tirpale.
Kairéje: schematinis eksperimento pavaizdavimas. DeSinéje: méginiy emisijos
spektrai, nustatyti prie A* = 500 nm ir A* = 590 nm suzadinimo. Fluorescencija
nurodyta absorbcijos vienetais (a. v.). Cy3 donoras — miR173/DNA173-R2:D0-Cy3;
Cy5 akceptorius — miR173-Cy5/DNA173-R2:D0; Cy3/Cy5 pora — miR173-
Cy5/DNA173-R2:D0-Cy3.
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Irodzius tirpale vykstant] FRET reiskinj tarp Cy3 ir Cy5 poros, buvo
jdomu istirti ar vyks energijos perdavimas tarp Cy3 ir toliau pagal savo
ekstinkcijos ir emisijos koeficientus nutolusio Cy5.5 fluoroforo,
i§spinduliuojancio ne ~670 nm, kaip Cy5, bet 694 nm $viesg. Be to, §j karta
nusprendéme patikrinti ar pavyks FRET signalg detektuoti elektroforetiniame
gelyje. Paruoséme 3 méginius, analogisSkus auksciau aprasytam eksperimentui
(Cy3 donoro, Cy5.5 akceptoriaus ir Cy3/Cy5.5 poros), tafiau vietoj méginiy
modifikacijos Ado-6-amine kofaktoriumi, po kurio seké Cy5-NHS esterio
prijungimas, §j karta méginiai buvo pazyméti Ado-6-amine kofaktoriumi ir
Cyb5.5-ethyne fluoroforo konjugatu per ,,click” cheming reakcija (Pav. 3.39,
A). Meéginiai buvo uzne$ti j 12 % natyvy poliakrilamidinj gelj, kuris
nuskenuotas 3 biidais: 1) naudojant suzadinimg zaliu 532 nm lazeriu ir vir$
575 nm bangos ilgio $viesg praleidziantj zalig filtra Cy3 detekcijai; 2)
naudojant suzadinimg tolimai raudonu 670 nm lazeriu ir vir§ 705 nm bangos
ilgio spektra praleidziant] tolimai raudong filtra Cy5.5 detekcijai; 3) naudojant
zalig 532 nm lazer]j ir tolimai raudong > 705 nm filtra FRET signalo detekcijai
(Pav. 3.39, B).
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Pav. 3.39. Dviejy reporteriy FRET technologija selektyviai miRNR detekcijai
natyviame gelyje. A. schematinis eksperimento pavaizdavimas. B. Fluorescencijos
gelyje nuotraukos (i§ kairés j desing): Cy3 donoras — miR173/DNA173-R2:D0-Cy3;
Cy5 akceptorius — miR173-Cy5/DNA173-R2:D0; Cy3/Cy5 pora — miR173-
Cy5/DNA173-R2:D0-Cya3.
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Kaip matome i§ nuskenuoty gelio vaizdy, Cy3 detekcija yra ryskiai
stebima Cy3 donoro méginyje ir Zzymiai silpniau — Cy3/Cy5 méginyje (Pav.
3.39, B, virSutinis gelio vaizdas). Tai galima paaiskinti tuo, kad, jeigu netoli
Cy3 donoro randasi Cy5.5 akceptorius, dalis Cy3 iSspinduliuojamos energijos
tenka akceptoriaus suzadinimui, todél mes matome silpnesne Cy3
fluorescencija Cy3/Cy5.5 méginyje. Savo ruoztu, Cy5.5 signalas yra
detektuojamas abiejose méginiuose, kurie buvo per dvi stadijas pazymeti $iuo
fluoroforu, ir yra panasaus stiprumo (Pav. 3.39, B, centrinis gelio vaizdas).
Galiausiai Cy3/Cy5 méginyje yra stebimas rySkus FRET signalas (Pav. 3.39,
B, apatinis gelio vaizdas).

Tokiu budu, mes parodéme, jog mazaja RNR galima sulydyti su
komplementaria DNR, turin¢ia miisy norimg fluorofora, kas leidZia pazyméti
ja kitu musy pasirinktu fluoroforu, ir kad tarp $iy fluorofory gali vykti FRET

reiskinys.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 Disertacijos darbo fundamentiné reikSmé

Sis darbas yra svarbus, visy pirma norint geriau suprasti Arabidopsis
thaliana metiltransferazés HEN1 vykdomos modifikacijos mechanizmag.
Minétas fermentas dalyvauja miRNR ir siRNR biogenezés keliuose,
metilindamas subrendusiy mazyjy RNR dupleksus prie§ pat vienos i
duplekso grandiniy jtraukima | RNR indukuotus nutildymo kompleksus
(RISC) (Ji and Chen, 2012). Tyrimy pradzioje dar nebuvo iki galo aisku, kaip
augaly lastelése yra pasirenkama, kuri i§ miRNR/miRNR* duplekso grandiniy
bus jtraukta j RISC kompleksus augaluose ir taps kreipiancigja miRNR, o kuri
— lydin¢igja miRNR* ir bus sudegraduota. Viena i§ tuometiniy hipoteziy buvo
ta, kad biitent HEN1 apsprendzia grandiniy pasirinkimg. Kadangi HEN1
vykdomas RNR 3’-galo metilinimas apsaugo $ig RNR nuo degradacijos in
vivo (Ji and Chen, 2012), buvo manoma, kad HENI1 pasizymi metilinimo
prioritetu kreipianciai grandinei, o lydincioji grandiné yra metilinama reciau,
todél paprastai yra sudegraduojama. Vis délto miisy tyrimai parodé, kad in
vitro HEN1 dazniau gali metilinti, kaip kreipiancigja (miR-210), taip ir
lydinc¢iaja (miR173*) granding, tuo tarpu, pilno duplekso komplementarumo
atveju abi grandinés buvo metilinamos panasiu daznumu (SiR173 atveju). Tai
rodo, kad in vitro HEN1 gali teikti prioriteta vienai i§ grandiniy pagal
duplekso susiporavima, taciau pats savaime fermentas ,nesirenka“, kuri i$
grandiniy bus jtraukta j RISC, nors in vivo tam procesui gali turéti jtakos kiti
su HENI1 sgveikaujantys baltymai (Baranauske et al., 2015).

Viena svarbiausiy disertacijos uzduoCiy buvo pritaikyti HEN1
metiltransferazg miRNR ir siRNR dupleksy zyméjimui panaudojant
sintetinius AdoMet analogus su tikslu sukurti metoda (-us) Siy molekuliy
detekcijai arba gryninimui i§ daugiakomponenéiy misiniy. Si technologija,

vadinama mTAG (angl., methyltransferase-directed transfer of activated
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groups) anksciau jau buvo sékmingai pritaikyta nuo sekos priklausomam
DNR Zyméjimui (Lukinavi¢ius et al., 2007), nuo sekos priklausomam tRNR
ir pre-iIRNR zyméjimui (Motorin et al., 2011; Tomkuviené et al., 2012),
histoninio H3 baltymo lizino aminortagsties modifikacijai (Binda et al., 2011),
Zmogaus arginino metiltransferazés PRMT1 substraty zyméjimui (Wang et
al., 2011), nehistoniniy baltymy zyméjimui (Islam et al., 2012) ir net
modifikacijy genomo GC sekose profiliavimui (Stasevskij et al., 2017). Vis
délto butent Sios disertacijos tyrimais pirma karta buvo parodytas
nukleoriigéiy MTAG zyméjimas, priklausantis nuo substrato struktiiros ir
ilgio, taciau nepriklausantis nuo pastarojo sekos. IS HEN1 struktiiros tyrimy
yra zinoma, kad fermentas atpaZzjsta savo substratus pagal ilgj ir dvigranding
struktiirg, ir neturi prioriteto duplekso sekai (Huang et al., 2009). Misy atlikti
fundamentiniai HEN1 metiltransferazés reakcijos mechanizmo tyrimai
papildomai parodé, kad modifikacija nepriklauso nuo metilinamo ar
alkilinamo 3'-galinio nukleotido heterociklinés bazés, ar nuo metilo grupés
buvimo kitos grandinés 3’-gale, kas leidzia teigti, kad bitent HENI tapo
pirmgja metiltransferaze, kuri parodé mTAG technologijos panaudojima
zymint nukleoriigstis 3'-galuose, atpazjstant substratag ne pagal seka, bet i$
pastarojo dvigrandinés RNR strukttiros ir 21-24 bp ilgio. Be to, toks
metiltransferazei budingas substrato atpazinimo mechanizmas leido pirma
kartg istorijoje pritaikyti mTAG technologijg atskirai RNR molekuliy grupei
— mMiRNR ir siRNR dupleksams, kaip gyviinings, taip ir augalinés kilmés.
Galiausiai reikéty pazyméti iSskirtinai aukSta HEN1 substraty Zyméjimo
efektyvumg. Ankstesni mTAG technologijos pritaikymo metu substrato
zyméjimas niekada nebuvo pilnas ir siekdavo nuo keliy iki keliasdesimties
procenty modifikuojamy substrato molekuliy, 0 kai kuriais atvejais net buvo
poreikis vykdyti atskiry metiltransferaziy mutageneze su tikslu pritaikyti
zyméjimui (Lukinavicius et al., 2012; Lukinavi¢ius et al., 2007). Sios
disertacijos tyrimuose praktiSskai su visais iStirtais sintetiniais kofaktoriais,
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kaip turinéiais funkcines grupes (Ado-6-amine, Ado-11-amine, Ado-6-azide,
Ado-6-ethyne), taip ir turiniais reportering biotino grupe (Ado-13-biotin),
pirma karta pavyko pasiekti artima Simtaprocentiniam mTAG Zyméjimo
efektyvuma in vitro.

Galiausiai $ios disertacijos tyrimy metu pirmg kartg buvo parodyta, kad
HEN1 metilina ir alkilina miRNR arba siRNR granding heteroduplekse su
DNR, kas leido dar labiau praplésti mTAG technologijos taikyma mazosioms
RNR (zr. skyriy 4.2). Pirmakart buvo parodyta jvairias chemines
modifikacijas (sintetinius LNA nukleotidus, pirminio amino grup¢ arba net
fluoroforo molekule DNR grandinés 3'-gale arba ketvirtoje nuo 5'-galo
pozicijoje) turinéiy substraty zyméjimas HEN1 metiltransferaze. Taip pat
visai netikétai eksperimenty metu buvo nustatyta, kad HEN1 modifikacijai
néra biitinas 2 nt RNR 3’-galo iSsikiSimas, kaip buvo manyta iki $iol (Yang et
al., 2006). Tyrimai parodé¢, jog ir miRNR/RNR, ir miRNR/DNR substraty su
bukais galais RNR grandinés yra efektyviai modifikuojamos. Dar didesng
nuostaba sukélé faktas, jog daznai bukas galas buvo modifikuojamas net
efektyviau uz turintj 2 nt iSsikis§ima (iSskyrus atvejus su SA-DNR aptamerais,
kuomet SA dalis matyt daré jtakg miRNR i§sidéstymui ir laisvas 2 nt RNR 3'-
galas galéjo jgauti tinkamesne orientacija | HEN1 metiltransferazinj domena
negu bukas). Sie naujausi duomenys paneigia ankstesnj teiginj dél issikisimy
dupleksy 3’-galuose butinumo HENI1 modifikacijai. Ypatingai naudingas
praktinio pritaikymo prasme tapo fundamentinis atradimas, kad HEN1
metilina ir alkilina dupleksus, turinCius ilgus (iki keliy-keliasdeSimties
nukleotidy ilgio) DNR grandinés 3'-galo i$sikiSimus.

Apibendrinti duomenis apie nustatyty fundamentiniy duomeny

naujumg parodyti pav. 4.1.
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Pav. 4.1. Disertacijos atradimy naujumas ir sgsajos su ankstesniais duomenimis.
Natarali HEN1 reakcija vyksta, kuomet metiltransferazé pernesa metilo grupes nuo
AdoMet kofaktoriaus ant miRNR/miRNR* arba siRNR/siRNR* dupleksy 3'-galiniy
2 nt i8sikiSimy (centre). Disertacijos tyrimy mety nustatyta, kad HEN1 be kity
baltymy in vitro neteikia prioriteto, kurig i§ duplekso grandiniy, kreipian¢iaja ar
lydin¢iaja, modifikuoti pirma (kairéje virSuje). Be to, parodyta, kad metiltransferazé
perneSa ne tik metilo, bet ir ilgesnes grupes nuo sintetiniy AdoMet analogy su
funkcinémis arba reporterimis grupémis (kairéje apacioje). Tai yra pirmas mTAG
technologijos pritaikymas, kuomet substratas atpaZjstamas ne pagal nukleoriigsties
seka, bet pagal jo ilgj ir dvigranding struktiirg. Be to, tai yra pirmas mTAG
pritaikymas atskirai RNR molekuliy grupei — miRNR ir sSiRNR dupleksams. Taip pat
disertacijos tyrimy metu buvo parodyta, kad HEN1 gali modifikuoti netipinius
substratus: miRNR arba siRNR, sulydyta su DNR, DNR-LNA, RNR-LNA arba su
oligonukleotidu, turin¢iy cheminiy modifikacijy (du virSutiniai blokai desinéje,
atitinkamai). Galiausiai jrodyta, kad HEN1 gali modifikuoti substratus bukais galais
arba turin¢ius ilgus nemodifikuojamos grandinés 3'-galo i$sikisimus (du apatiniai
blokai desingje, atitinkamai).

4.2 Disertacijos darbo praktiné reikSmé

Nemazéjan¢ios mazyjy RNR tyrimy apimtys reikalauja vis naujy
molekuliniy jrankiy jy analizei. Sios disertacijos pagrindinis tikslas buvo
praplésti tokiy jrankiy sgrasg, papildant jj Arabidopsis thaliana mazyjy RNR
metiltransferaze HEN1, kurig buvo bandyta pritaikyti mTAG technologijai.
Minéto fermento savybés, tokios kaip specifiSkumas 21-24 nt ilgio RNR
dupleksams, daro HEN1 tobulu molekuliniu jrankiu specifiniam miRNR ir
siRNR Zyméjimui.
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HEN1 metiltransferazés miRNR/miRNR* metilinimo mechanizmo
tyrimas padéjo mums suprasti Sio fermento savybes in vitro. Nustatyta, kad
metilo grupés buvimas vienoje i§ grandiniy netrukdé kitos grandinés
modifikacijai. Vadinasi, net jeigu HENL teikia prioriteta kitai grandinei nei ta,
kuri yra mums svarbi, misy tiksliné grandine vis tiek bus modifikuota, ir
galiausiai zyméjimo metu modifikuotos bus abi duplekso grandinés, kaip
kreipiancioji, taip ir lydin¢ioji, kas gali biiti svarbu sukurtoms mazyjy RNR
zymeéjimo technologijoms, priklausomai nuo konkretaus eksperimento tiksly.
Mes nustatéme, jog Visi keturi 3'-nukleotidy variantai yra modifikuojami
panasiu efektyvumu, reiskia, kad HEN1 zyméjimo technologija gali biti
pritaikyta visoms galimoms miRNR ir siRNR molekuléms, ir gali padéti
atrasti naujus, dar kol kas nezinomus, jy variantus.

Peréjus prie alkilinimo tyrimy, paaiskéjo, kad HEN1 buvo aktyvus su
visais iSbandytais sintetiniais AdoMet analogais, o daugeliu atvejy net
neoptimizuojant sglygy pavyko pasiekti artimg 100-ui procenty alkilinimo
efektyvuma. Kaip buvo rasyta 4.1 dalyje, daugelio kity metiltransferaziy ir jy
mutantiniy varianty, specifisky kitokiems nei mazyjy RNR dupleksai
substratams, ir pritaikyty mTAG technologijai, taikiniy zyméjimas buvo
nepilnas (Motorin et al., 2011; Tomkuviené et al., 2012). Metiltransferazés
HENL1 atveju ypatingai aukstas substraty modifikacijos efektyvumas leido
sukurti vieno ir dviejy zingsniy mazyjy RNR zyméjimo metodus mazyjy
RNR i$gryninimui ir fluorofory prijungimui. Visi duomenys rodo, kad esant
poreikiui HEN1 gali buti panaudotas ir kity, Siame darbe neiSbandyty,
reporteriniy molekuliy pernasai, tokiu bidu dar labiau prapleciant mazyjy
RNR analizés metody sarasa.

Technologine prasme jdomus yra dupleksy su LNA (angl. locked
nucleic acid) nukleotidais lydin¢iojoje zondo grandinéje Zyméjimas. Siy
sintetiniy nukleotidy struktiiroje yra dvigubas ribozés ziedas, pasiZymintis
stipria hidrofobine saveika su kita grandine, todél LNA nukleotidus turintis
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zondas pasizymi zenkliai iSaugancia savybe hibridizuotis prie taikinio,
auk$tesniu afiniSkumu ir iSaugusiu specifiSskumu jam, bei greitesne
hibridizacijos kinetika (Fontenete et al., 2013). Tai suteikia stabilumo viso
duplekso dvigrandinei struktiirai, kuri yra svarbi HEN1 vykdomai katalizei,
be to, apsaugo tokj dupleksa nuo degradacijos, kadangi dvigrandinéje
struktiroje RNR yra pastebimai atsparesnés RNaziniam poveikiui, o patys
sintetiniai LNA tipo nukleotidai yra atspariis kaip RNazéms, taip ir DNazéms.
Bet tai dar yra ne viskas — j oligonukleotidinj zondg jterpti LNA gali atlikti ir
papildomas funkcijas. Kaip yra Zinoma i$ Sio darbo eksperimentiniy duomeny,
HEN1 metiltransferazé néra ypatingai jautri vieno ar keliy nekomplementariy
nukleotidy buvimui duplekso viduryje — panaSiu efektyvumu yra
modifikuojamos ir pilnai komplementarios siRNR, ir vieng ar daugiau kilpy
ar pupsy turin¢ios miRNR. Taciau LNA jvedimas j RNR ar DNR zonda
nesuporuoty nukleotidy pozicijoje ar prie pat jo turéty stipriai pakeisti
substratinio duplekso lydymosi temperatirg (Mishra et al., 2016).
Optimizavus salygas, toks pokytis gali bati pakankamai reikSmingas, kad
leisty atskirti vos 1-2 nt besiskirian¢ias miRNR izoformas, taip vadinamus
izomiR ‘us.

Kristalografiniame HEN1-RNR-AdoHcy modelyje yra matoma, kad
tam tikros sritys vidinéje nemodifikuojamos grandinés dalyje, jskaitant 4-ta
nuo 5'-galo pozicijg, yra eksponuotos j iSoring erdve, todél Sioje pozicijoje
lokalizuotas fluoroforas (kaip ir 3’-gale lokalizuotas fluoroforas) neturéty
trukdyti HEN1 modifikacijai. Tai leido pritaikyti FRET technologija mazyjy
RNR tyrimams. Sios technologijos rémuose miRNR/DNR dupleksas turi
vieng fluoroforg DNR grandinés 4-oje nuo 5'-galo pozicijoje, o kitas yra
pernesamas ant RNR 3'-galo HEN1 metiltransferazés pagalba. Zyméjimas
dviem fluoroforais yra pranaSesnis uz viengubg miRNR ir siRNR zyméjima,
kadangi fluorescencijos signalo detekcijai yra svarbus abiejy fluorofory,

donoro ir akceptoriaus, artimas erdvinis iSsidéstymas. Tai leidZia labai
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zenkliai sumazinti nespecifing fluorofory emisija, kas yra svarbu, norint gauti
jautrius specifinius tiriamo taikinio signalus.

Kitas svarbus praktine prasme atradimas buvo padarytas parodzius, kad
HENT1 gali modifikuoti substratg su bet kokio ilgio zondo grandinés 3'-
i8siki§imu. Gauti duomenys jau yra jdomiis savaime, kadangi niekad iki $iol
nebuvo aprasyti mokslingje literatiiroje. Vis délto $iy tyrimy kontekste HEN1
metiltransferazés sugebéjimas modifikuoti miRNR/DNR dupleksus su DNR
3'-galiniu i$sikiSimy davé mums naujas idéjas dél kuriamo metodo tolimesnio
pritaikymo galimybiy. Pastebé&jus, kad net 7 nt ilgio DNR 3'-iSsikiSimas i$
tikryjy nedaro jokios pastebimos jtakos HEN1 katalizuojamoms metilinimo ir
alkilinimo reakcijoms, buvo nuspresta pabandyti j $ig sritj inkorporuoti 29 nt
ilgio streptavidinui specifiska DNR aptamerg. Kaip ir buvo tikétasi, miRNR,
sulydyta su tokiu zondu gali biiti praktiskai pilnai modifikuota HEN1 pagalba,
o pernesta Soniné grandiné nedaro didesnés jtakos aptamero funkcionalumui.
Jdomu, jog magnetiniy daleliy pagalba su miR-210 susiporuotas SA-DNR
zondas iSsitraukia kur kas efektyviau uz viengrandinj SA-DNR (iStraukto
zondo kiekis patrigubéja). Sie rezultatai rodo, kad miRNR galbiit stabilizuoja
DNR zondo 5'-gala, susiporuodama su juo, kuris matyt trukdo SA dalies
saveikai su magnetinémis dalelémis. Galiausiai mums pavyko sukurti ir
eksperimentais jrodyti specifinj miRNR Zyméjima fluoroforu ir jos iStraukimg
1§ jvairiy kity miRNR miSinio.

Galimybé inkorporuoti funkcionaly streptavidino aptamerg zondo 3'-
gale, kuris netrukdo miRNR (SiRNR) grandinés zyméjimui HEN1 pagalba,
rodo, kad ateityje §j technologija galéty buti pritaikyta inkorporuojant ir
kitokias funkcinémis savybémis pasizyminCias sekas, tokias kaip su
specifinémis DNR ar RNR arba baltymais sgveikaujancios sekos arba
katalizinémis savybémis pasizymintys RNAzimai ir DNAzimai (Pav. 4.2).

Apibendrinant visos disertacijos rezultatus galima bty i$skirti visy ¢ia
aprasSyty darby prakting reikSme¢. Dauguma $iy tyrimy, turinéiy ir savo
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fundamenting svarba, galiausiai buvo pritaikyti kuriant miRNR ir siRNR
analizés metodus ar gali buti pritaikyti artimoje ateityje (Pav. 4.2). Dél mazyjy
RNR svarbos Zmogaus biologinéms reakcijoms yra neabejojama, kad
disertacijoje apraSyti nauji metodai bus sékmingai adaptuoti ir naudojami
mokslinése, biotechnologinése ir klinikinése laboratorijose.

HEN1 pernestas reporteris

~

Zondo oligonukleotide
inkorporuotas reporteris /_J:
f f
miRNR arba siRNR .)ﬂ
O
N
00 Kreipiantysis ﬂ !a ~ﬂ|' .
oligonukleotido e
y’ zondas
o0
(]
L LNA

Pav. 4.2. Disertacijos tyrimy metu sukurty ir potencialiai galimy technologijy
apzvalga. HENI1 katalizuoja jvairiy funkciniy ir biotino arba fluorofory reporteriniy
grupiy pernasg ant miRNR ir siRNR (mélynas blokas). Kita funkciné ar reporteriné
grupé arba funkcionali/katalizuojanti RNR arba DNR dalis gali biiti inkorporuota
komplementarioje grandinéje (oranzinis blokas). Uzdari LNA nukleotidai (purpurinis
blokas) papildomai gali padidinti dupleksy stabiluma.
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1.

ISVADOS

Istirtas Arabidopsis thaliana metiltransferazés HEN1 mazyjy RNR
metilinimo mechanizmas in vitro ir nustatyti $iai reakcijai jtaka darantys
veiksniai. Remiantis gautas duomenimis, pasitlytas minéto fermento

metilinimo mechanizmo modelis.

Irodyta, kad metiltransferaz¢ HEN1 gali pernesti didesne nei metilo grupe
nuo sintetiniy jos kofaktoriaus S-adenozil-L-metionino analogy, tokiy kaip
Ado-6-amine, Ado-11-amine, Ado-6-azide, Ado-6-ethyne, Ado-13-biotin
ir Ado-18-biotin, ant miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy.

Nustatyta, kad metiltransferazé HEN1 geba modifikuoti ne tik tipinius
RNR/RNR dupleksus, tac¢iau ir RNR granding, sulydyta su DNR, RNR-
LNA arba DNR-LNA zondu. Eksperimentiskai jrodyta, kad fermento
metilinami ir alkilinami dupleksai gali turéti kaip 2 nt iSsikiSusj, taip ir
buka modifikuojamos RNR 3'-gala, taip pat tariamai neriboto ilgio, bet ne
mazesnj nei 33 nt Siame cikle nemodifikuojamos grandinés 3'-gala, 0 taip
pat daugybe kovalentiniy modifikacijy, jskaitant nemodifikuojamos
grandinés 3'-gale esancig metilo arba amino grupg, FAM arba Cy5

fluoroforg arba vidinj Cy3 fluorofors.

Remiantis padarytais atradimais, buvo sukurtos vieno ir dviejy Zingsniy
mazyjy RNR zyméjimo biotinu technologijos, tinkancios $iy molekuliy
iStraukimui ir praturtinimui ir specifiniam Zzyméjimui fluoroforais,
jskaitant Cy5, CyS5.5 ir eterneong. Taip pat sukurta mazyjy RNR
iStraukimo ir praturtinimo streptavidinui specifisku aptameru technologija

bei FRET analizei tinkanti dvigubo zyméjimo fluoroforais technologija.
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SUMMARY

LIST OF ABBREVIATIONS

AdoHcy — S-adenosyl-homocysteine

AdoMet — S-adenosyl-L-methionine

BME - beta mercaptoethanol

BSA — bovine serum albumin

DTT — dithiothreitol

DMSO - dimethyl sulfoxide

dPAGE — denaturing polyacrylamide gel electrophoresis
EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid

ESI-MS — electrospray ionisation mass spectrometry

FRET — Forster Energy Resonance Transfer

HENL1 — small RNA 2'-O-methyltransferase HuaEnchancer 1
HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HPLC — High-Performance Liquid Chromatography

LNA — locked nucleic acid

MiRNA — microRNA

MiIRNA/MIRNA* — miRNA duplex from guide miRNA strand and
passenger miRNA* strand

mTAG — methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups
NHS — N-hydroxysuccinimide

piRNA — PIWI-interacting RNA

pre-miRNA — hairpin-shaped miRNA precursor
PTGS — posttranscriptional gene silencing
RISC — RNA-induced silencing complex
RNase — ribonuclease

SA - streptavidin-specific aptamer DNA

SDS - sodium dodecyl sulfate

SRNA — small non-coding RNA

siRNA — small interfering RNA
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INTRODUCTION

Small non-coding RNAs are RNAs that are found in most of
eukaryotic organisms, including plants (Singh et al., 2018) and animals
(Herkenhoff et al., 2018), as well as even some viruses (Navari et al., 2018).
According to its structure, length, origin and biological functions, small
non-coding RNAs (sRNAs) are classified into three main groups: 21-24 nt
double-stranded microRNAs (miRNAs) and small-interfering RNAS
(SIRNAs) and also 20-35 nt single-stranded PIWI-interacting RNAS
(piIRNAS) (Hirose et al., 2014). Two groups of them, miRNAs that regulate
up to 50 % of all protein-coding genes in mammals (Caré et al., 2018), and
siRNAs that protect genome from viruses and transposable elements (Islam
etal., 2018), are especially important (thus latter in this work “small RNAs”
will mean primarily “miRNAs and siRNAs”).

Dysregulated expression of SRNAs (especially miRNAs) leads to
pathological processes, including neurogenerative (Li et al., 2018) and
cardiovascular (Liu et al., 2018) diseases or even cancer (Carvalho de
Oliveira et al., 2018). Detection of changes in SRNAs profiles could allow
diagnosing of mentioned diseases in early stages by so improving the
chances for patients’ survival. Unfortunately, there are no such method for
quick and specific detection of SRNAs nowadays since all of existing ones
are facing many practical difficulties, to mention some, unspecific detection
of DNA molecules, inaccurate separation of SRNA fraction by RNA length
shorter than 200 nt (although miRNAs and siRNAs are much shorter, 21-24
nt) and as a result impurities of other types of RNAs, like tRNAs and
rRNAs, impossibility to distinguish mature SRNA from its precursors, long
lasting procedures and as a result SRNA degradation, etc (Yu et al., 2018).

Because of all these problems, obtained results can differ drastically from
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the real SRNAs profiles that could lead to false diagnosis and incorrect
treatment prognosis.

During the research of the doctoral dissertation, novel methods for
miRNA and siRNA detection and/or purification using recombinant
Arabidopsis thaliana methytransferase HENL1 (further — HEN1) were in
process of developing. The enzyme has preference to 21-24 nt RNA
duplexes with 1-2 nt overhangs on its 3’-ends (Yang et al., 2006), in other
words is specific to mMIRNA/MIRNA* and siRNA/siRNA* molecules,
which 2’-OH positions of 3’-ends are methylated by it from S-adenozil-L-
metionine (AdoMet) cofactor in plants. Differently, animal miRNAs and
siRNAs usually lack 2'-O-methylation in vivo (Libri et al., 2013), yet have
similar structure to plant sSRNAs, and so might be suitable for HEN1-
catalysed modifications in vitro. We decided to exploit HEN1 high level
specificity to its substrates and tried to adapt the enzyme for the
Methyltransferase-Directed Transfer of Activated Groups (MmTAG)
(Lukinavicius et al., 2007) for targeted labeling of plant and animal miRNAs
and siRNAs.

The studies will start from the evaluation of the natural
MiRNA/MiIRNA* and siRNA/siRNA* methylation process catalyzed by
HEN1. The obtained data will let us to create the model of substrate
modification by the methyltransferase that could later on be used for
adapting of HEN1 to transfer other than methyl groups from synthetic
AdoMet analogs. After that, we will study HEN1 ability to methylate (using
AdoMet as a group donor) and alkylate (using AdoMet analogs) non-typical
substrates to examine the possibility of using different DNA or LNA (locked
nucleic acid) probes with different covalent modifications. Finally, all the
data will be used for developing method(s) suitable for analysis of miRNA

and siRNA molecules.
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Aim of the study — to create an effective and specific method for labeling of
mMiRNA and siRNA duplexes, suitable for detection and/or purification of
these molecules, using recombinant small RNA methyltransferase HEN1 from
Arabidopsis thaliana and synthetic its cofactor S-adenosil-L-methionine
(AdoMet) analogs.

Main tasks of the study:

1. To investigate the methylation mechanism of recombinant
Arabidopsis thaliana methyltransferase HEN1 and factors that are

essential to the reaction.

2. To apply the methyltransferase HEN1 for transferring of side chains
containing functional or reporter groups from synthetic AdoMet
analogs to mMiRNA/MiRNA* and siRNA/siRNA* duplexes.

3. To determine if methyltransferase HEN1 is able to modify miRNA
and siRNA annealed to DNA, DNA-LNA or RNA-LNA strand. To
study the ability of the methyltransferase to modify blunt-ended
duplexes and substrates with different length overhangs. To evaluate
the influence of covalent modifications incorporated in the substrates
to the HEN1 reaction.

4. To develop novel miRNA and siRNA labeling technique(s) suitable

for their purification, and/or specific visualization with fluorophores.
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Scientific novelty and practical value of the study

For the first time the detailed HEN1 methylation in vitro mechanism
was explained in this study. It was also proven that the methyltransferase is
able to transfer side chains with different functional or reporter groups from
synthetic AdoMet analogs (Ado-6-amine, Ado-6-azide, Ado-6-ethyne, Ado-
11-amine, Ado-13-biotin and Ado-18-biotin) to MiRNAs and SiRNAs
annealed with complimentary RNA, as well as DNA, DNA-LNA or RNA-
LNA strand. Finally, it was showed that 1-2 nt 3’-overhangs are not obligatory
to HEN1-catalized reactions: the enzyme is able to methylate and alkylate
both blunt-ended duplexes, so as substrates with long non-modified strand 3'-
overhangs, at least 33 nt in length.

All the mentioned discoveries about HEN1 catalysis mechanism and its
abilities allowed us to create several new methods for miRNA and siRNA
analysis. Novel HEN1-catalized one and two-steps specific covalent SRNA
labeling with biotin conjugates allows to extract modified miRNAs and
siRNAs with streptavidin-coated magnetic beads, thus purify and enrich the
fraction of these molecules. Farther the two-step labeling of SRNAs with
fluorophores (Cy5, Etherneone, etc.) could be used for targeted visualization
of miRNAs and siRNAs. Moreover, the double-labeling of SRNAs with
fluorophores let us apply highly sensitive FRET (Forster Energy Resonance
Transfer) method specifically for miRNAs and siRNAs. Finally, the ability of
HENL1 to modify miRNAs and siRNAs annealed to DNA with long 3'-end
overhangs can be exploited for extraction of the methyltransferase-labeled

SRNA using streptavidin-specific DNA aptamer probe.
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Statements to be defended:

1. Recombinant Arabidopsis thaliana methyltransferase HENL1 is able to
transfer in vitro side chains with functional or reporter groups from
its cofactor S-adenosyl-L-methionine (AdoMet) synthetic analogs to
MiRNA/MiRNA* and siRNA/siRNA* duplexes.

2. Methyltransferase HENL is able to methylate and alkylate in vitro
mMiRNA or siRNA strand, pre-annealed to DNA oligonucleotide or to

oligonucleotide with chemical modifications.

3. Two-nucleotides overhangs on 3’-ends of substrate duplexes are not
essential to HEN1 for methylation and alkylation. The
methyltransferase is able to modify blunt-ended substrates or
duplexes with long (at least several nucleotides) 3'-overhang of non-
modified strand, which can incorporate functional nucleic acids, for

example, aptamer sequence.

4. Methyltransferase HEN1 could be applied for specific labeling of
mMiRNAs or siRNAs with a view to detection or extraction of these

molecules.
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MATERIALS AND METHODS

Preparation of oligonucleotides and nucleic acids

All single stranded RNA, DNA and chemically modified oligonucleotides
were obtained from Metabion, IDT, IBA and Exigon. Double-stranded
substrates were prepared by annealing of corresponding complementary
single-stranded oligonucleotides. Total RNA from U20S cell line and E. coli
ER1727 was purified using TRIzol (Invitrogen) reagent. C/D box small RNA
sR47-A31 and pre-miR173 RNA were produced by in vitro transcription
using TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo Fisher).

Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (APAGE) analysis

Alkylation reactions were performed using 0.1 pM synthetic double-stranded
nucleic acid substrates with 5’-**P-labeled strand of interest in the presence of
0.25 uM HENT1 and 100 uM of corresponding cofactor in the Reaction buffer
(10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM NacCl, 0.25 mM MgCl,, 0.1 mg/ml BSA,
0.2 u/ul Thermo Fisher Ribolock RNase Inhibitor) for 1 h at 37°C. The
reactions were quenched by addition of Proteinase K to final concentration of
1 mg/ml in Quench buffer (20 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA, 10 mM Nacl,
1.5 % SDS, pH 7.5). Samples were denatured for 5 min at 85°C and resolved
on 12 % denaturing polyacrylamide gel with 7 M urea under denaturing
conditions. Phosphor imaging plates exposed to radioactive gels were scanned
by FLA-5100 Image Reader with a red 635 nm laser and IP filter and analyzed

using Multi Gauge software (Fujifilm).

Kinetic analysis of modification reaction

Modification reactions under single-turnover conditions were carried out with
0.25 uM of HENI, 0.1 uM duplex RNA or RNA/DNA with 5'-3P-labeled
strand of interest and 20-4000 uM AdoMet or needed concentration of other

cofactor. Reactions were quenched using a Rapid Quench-Flow instrument
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RQF-3 (KinTek) or manually and analyzed by dPAGE. Kinetic parameters
were obtained by fitting experimental data to a single-exponential or double-

exponential equation using GraFit software.

HPLC-MS analysis of alkylation products

1 uM of synthetic MiRNA annealed with complimentary RNA or DNA strand
and incubated with 1 pM HENT1 and 100 uM of corresponding cofactor.
Samples were digested with 0.01 u/ul P1 nuclease (Sigma-Aldrich) and
dephosphorylated by 0.02 u/ul FastAP (Thermo Fisher) in the Digestion
buffer (10 mM NaAc, 1 mM ZnAc, pH 6.5) overnight at 37°C. Mixtures
analyzed on a 1290 Infinity HPLC system (Agilent Technologies) and Q-TOF

6520 mass spectrometer in positive ion mode.

One-step biotin labeling

0.2 uM of corresponding double-stranded substrate was incubated with 0.5
uM HENI1 and 200 uM Ado-13-biotin or Ado-18-biotin. Reactions were
guenched and samples incubated with streptavidin-coupled magnetic beads
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher) or Dynabeads M-270
Streptavidin (Invitrogen). For detaching of extracted biotinylated miRNA
from magnetic beads samples incubated in 47.5 % formamide, 10 MM EDTA
at 85°C for 5 minutes and analyzed by dPAGE as described above.

Two-step biotin labeling

0.2 uM of corresponding double-stranded substrate was incubated with 0.5
puM HENT and 200 uM Ado-6-amine or Ado-11-amine. Modified RNA was
precipitated, resuspended in the Borate buffer (pH 9.5) and incubated with 20
mg/ml of biotin N-hydroxysuccinimide ester at room temperature for 150 min.
Then samples were precipitated and treated with streptavidin-coupled
magnetic beads and analyzed by dPAGE as described above.
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Two-step fluorescent labeling

2 uM of corresponding double-stranded substrate was incubated with 1 uM
HENL1 and 200 uM of Ado-6-amine (for Cy5 labeling) or Ado-6-ethyne (for
Eterneon labeling) in the Reaction buffer for 1 h at 37°C. Samples incubated
with 0.1 mg/ml Cy5 NHS-ester (GE Healthcare) in Borate buffer (pH 9) or
with 0.25 mM Eterneon-480/635 azide (BaseClick) in the freshly prepared
Click-chemistry buffer (0.2 M triethylammonium acetate, pH 7, 50 %
dimethyl sulfoxide, 2 mM ascorbic acid, 0.5 mM Tris(benzyltriazolylmethyl)-
amine, 0.25 mM CuSOQ.), respectively. Mixtures resolved on native 12 %
polyacrylamide gel. Fluorophore was detected with FLA-5100 Image Reader
(Fujifilm) using a 635 nm laser (Cy5) or 473 nm laser (Eterneon), then gels
stained with ethidium bromide and RNA was visualized using a 473 nm laser.

Selective miRNA labeling with fluorophore in a mixture of RNAs

The mixture of pre-miR173, C/D box small RNA sR47-A31 and animal piR3
(1 uM each) was added to 0.5 uM miR173/miR173* with 100 nM HEN1 and
100 uM Ado-6-ethyne. Precipitated RNAs were incubated with 250 uM
Eterneon-480/635-azide (BaseClick) and the samples were analyzed by
dPAGE. Eterneon fluorescence was detected by FLA-5100 Image Reader
(Fujifilm) with a 473 nm laser. RNA was stained with ethidium bromide and

visualized using a 473 nm laser.

Selective methylation of miRNA/DNA in mixture with E. coli total RNA

0.1 uM 5'-3p-labeled miR173 or miR-210 mixed up with the total RNA pre-
extracted from E. coli ER1727 in ratios of 1:10, 1:50 and 1:100 and 0.12 uM
single-stranded corresponding complementary DNA-R2:D2. Obtained
mixtures were re-annealed and incubated with 100 pM AdoMet and 0.25 uM
HEN1 or without the protein. All the samples were treated with NalO4,
denatured for 5 min at 85°C and analyzed by dPAGE as described above.

147



Selective DNA-directed miRNA alkylation with U20S total RNA

0.1 uM 5'-*P-labeled miR173 spike-in premixed with total RNA U20S cells
in 1:10 ratio and was re-annealed with complementary DNA(-FAM). Samples
were alkylated for 1 hour at 37°C with 0.25 uM HEN1 and 100 uM Ado-11-

amine cofactor and analyzed by dPAGE as described above.

Selective DNA-directed miRNA alkylation in a mixture of miRNAs

Mixtures composed of miR173, miR-26a* and let-7a* (0.1 uM each) with
only one of them 5’-**P-labeled were annealed with 0.12 uM DNA173-R2:D2,
DNA26a*-R2:D2 or DNA7a*-R2:D2. Six obtained mixtures were incubated
with 100 uM Ado-6-amine and 0.25 uM HEN1. Samples analyzed by dPAGE.

Analysis of RNA/SA-DNA modification

mMiRNA of interest was annealed with complementary DNA oligonucleotide,
containing streptavidin-specific aptamer (SA) on its 3'-terminus. 0.2 uM of
corresponding 5’-**P-miRNA/SA-DNA substrate was incubated with 0.25 uM
of HEN1 and 100 uM of corresponding cofactor. The reactions were quenched
and the samples were analyzed by dPAGE as described above.

Analysis of RNA/SA-DNA extraction

2 uM of single-stranded SA-DNA or double-stranded miRNA/SA-DNA
substrate with 5’-3P-labeled either RNA or DNA strand were treated with
streptavidin-coupled magnetic beads Dynabeads MyOne Streptavidin T1
(Thermo Fisher). Alternatively, 2 uM 5'-**P-labeled miRNA was hybridized
with 2 uM of complementary SA-DNA, incubated with 100 uM Ado-6-amine
together with 0.5 uM HEN1 and then treated with streptavidin-coupled
magnetic beads. Input, magnetic beads fraction and supernatant were analyzed
by dPAGE as described above.
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Selective miRNA labeling with fluorophore and SA-based extraction

Four mixtures composed of let-7a, miR-26a, miR173 and miR-210 (9 uM
each) with only one of them 5'-*3P-labeled in each mixture were annealed with
18 uM SA210-R2:s0. Then all four mixtures were incubated with 0.4 pM
HENI1 and 200 uM Ado-6-azide. After that samples were treated with
magnetic beads and incubated with CuBr: TBTA (3.3 mM : 6.6 mM) DMSO
solution and 0.5 mg/ml Cy5.5-alkyne in 50 % DMSO. Mixtures were analyzed
by dPAGE. Cy5.5 detected using 670 nm laser with R705 LPFR filter and 5'-
%p-labeled RNA detected with 635 nm laser with IP filter.

Forster resonance energy transfer (FRET) assay in solution

0.1 uM of miR173/DNA173-R2:D0 or miR173/DNA173-R2:D0-Cy3 was
incubated with 0.25 uM HEN1 and 100 uM Ado-6-amine. Then mixtures were
treated with 1 mg/ml Cy5-NHS ester (GE Healthcare) for 3 h at 37°C. The
fluorescence was measured with spectrofluorimeter FluoroMax-3 (Jobin
Yvon Horiba) at 500 nm excitation and 520-580 nm emission as well as at 590
nm excitation and 610-580 nm emission, 1 nm increment, 0.2 sec integration

time and 5 nm excitation/emission slit. Data analyzed with GraFit software.

Forster resonance energy transfer (FRET) assay on a gel

The alkylation reaction was performed using 0.1 pM of miR173/DNA173-
R2:D0 or miR173/DNA173-R2:D0-Cy3 heteroduplexes, 0.25 uM HEN1 and
100 uM Ado-6-azide cofactor. The click-chemistry labeling was performed
and samples fractionated by dPAGE. The gel was scanned with Fujifilm FLA-
5100 Image Reader using 532 nm laser with O575 LPG filter for Cy3 donor
detection, 670 nm laser with R705 LPFR filter for Cy5.5 acceptor detection
and 532 nm laser with R705 LPFR filter for FRET detection.
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RESULTS AND DISCUSSION

Study of HEN1 methylation mechanism

In order to apply HEN1 methyltransferase for developing of novel
specific methods for labeling of miRNAs and siRNAs, which regulate
considerable number of biological functions in our bodies, we needed to
investigate the mechanism of action of the enzyme first. HEN1
crystallographic analysis shows that the methyltransferase have double-
stranded RNA binding domains (dsRBD1 and dsRBD2) and also incorporates
its substrate between its methyltransferase (MTase) and La motif containing
(LCD) domains and by so “measures” the length of the substrate, which makes
the enzyme highly specific towards 21-24 nt miRNA/miRNA* and
siRNA/siIRNA* duplexes (Huang et al., 2009) (Figure S1).

Figure S1. Structure of HEN1 in complex with a small RNA duplex and AdoHcy.
dsRBD1 (pink) and dsRBD2 (cyan) — double-stranded RNA binding domains 1 and
2, respectively; PLD (purple) — PPlase-like domain; LCD (wheat) — La motif
(chocolate) containing domain; MTase (green) — methyltransferase domain. Modified
small RNA strand in red, non-modified — blue. AdoHcy — yellow (from Huang et al.,
2009).
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Since HEN1 has only one methyltransferase (MTase) domain but
methylates double-stranded RNAs (dsRNAs) and each substrate molecule
contains two targets for modification — 2'-OH groups on both the 3’-ends,
consequently the full duplex methylation occurs in two steps via intermediate
hemimethylated step. First, the strand, which appears in MTase domain, is
modified, than HEN1-RNA/RNA™-AdoHcy complex disassembles and

another substrate strand traps into MTase domain for methylation (Figure S2).

NH,g,m;H Ny NH;rC.D;H N RNA o
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Figure S2. The scheme of HEN1-catalyzed methylation of miRNA/miRNA*. First,
only one of duplex strands is 2’-O-methylated on its 3'-terminus, then hemimethylated
substrate changes its orientation in MTase domain of HENL1 and another strand is
modified so the duplex becomes fully-methylated.

To evaluate if HEN1 has preference which of the duplex strand to
methylate first, guide miRNA or passenger miRNA*, what could influence
which of them would be associated with RNA-induced silencing complexes
(RISC), we produced a series of kinetic experiments. We figured out that in
4/5 of all the cases passenger miR173* is methylated first and in only 1/5 of
all the cases guide miR173, which is usually associated with RISC, is
methylated first (Table S1). Thus it looks unlikely that in vitro HEN1 alone is
able to ,,decide* which of miR173/miR173* strands will become guide strand
associated with RISC, however in vivo other proteins in the complex might
alter HEN1 preferences. It is seen as well that methylation parameters of
hemimethylated substrates are similar to non-methylated ones (Table S1).
Such results mean that the presence of methyl group on 3'-end of non-
modified strand makes no influence to modification process of the strand

which 3’-end is located in the methyltransferase domain of HEN1.
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Table S1. Kinetic parameters of modification of non-methylated and hemimethylated
guide (left) and passenger (right) strands of miR173/miR173* duplex. The amplitude
of the rate constant is expressed as a percentage of the total amplitude: amplitude of
the passenger strand mehylation shows the percentage of cases when this strand is
methylated first (75-86 % in non-methylated duplex and 86-94 % in hemimethylated
duplex). Reaction rates (min™) depending on AdoMet concentrations (20-2000 pM)
are indicated. The guide and passenger strand methylation data sets were fitted using
a single- or two-exponential model, respectively.

Guide strand Passanger strand

miR173/mIR173* niR173/miR173" miR173/miR173"

2000 uM 1994 12 8BS+ 2 187 4 12

1000 M

M

100 M 85402 10 70402 10
0 M 1551 7%+ 4 16+2 86+ 1

20 uM 18+01 100 6640 100

HEN1 homologs in animals show preferences to some 3'-terminal
nucleobases comparing with another, for example Drosophila melanogaster
Henl prefers adenosine ~ 5 times more than guanosine: A (269 %) > C (137
%) > U (100 %) > G (44 %) (Kirino and Mourelatos, 2007). To investigate if
the chemical base of the modified nucleotide would influence the reaction
parameters of Arabidopsis thaliana HEN1 the methylation of miR173 with
different 3'-terminal nucleobases were compared (Table S2).

Table S2. Methylation parameters of miR173/miR173* with different 3'-terminal

nucleobase of miR173 strand. Methylation reaction rates (min*) and amplitudes (%)
are indicated.

Guide strand Passenger strand
miRNA Rate (min—") Amplitude (%) miRNA Rate (min—") Amplitude (%)
miR173-C (wt) 45402 100 miR173" 35+30 79+3
miR173-G 100 29+06 21+3
miR173-A 45+7 miR173" 35+20 78+3

+ 55+7 46+09 2+3
miR173-U 37+02 100
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Obtained data showed that in the methylation rates are similar between
all the four substrates that means that 3'-terminal nucleobase makes little
influence to methylation reaction by HENL1.

On the other hand, in case with miR173-A although the methylation
rates were similar to other substrates the amplitude was different meaning that
HEN1 might change its priority in the orientation of its binding with the
substrate. Thence we decided to study the influence of impaired nucleotides
within the duplex, which may change the secondary and tertiary structures of
the substrate. This was important because usually animal miRNA/mMiRNA*
duplexes (and the aim of the study was to create a method for human miRNA
labeling) have more impaired nucleotides then plant miRNA/miRNA do
(https://www.mirbase.com), so we needed the proof that plant
methyltransferase HEN1 is able to act on animal RNAs.
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Figure S3. HEN1 methylation of the substrates. A. Sequences, secondary structures
and methylation reaction parameters of siR173/siR173 (top), miR173/miR173*
(center) and miR-210/miR-210* (bottom). B. Methylation charts fitted in GraFit.

After the experiments, we figured out that the methylation rate of the
human miR-210/miR-210* which contains six unpaired nucleotides within the
duplex is similar or even higher than plant miR173/miR173 methylation rate
(Fig. S3). Differently in this case guide miR-210 strand was methylated first
in 3/4 of the cases. In case of the fully-complimentary siR173/siR173* the

methylation rates were similar, however HEN1 showed no preference which
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of the duplex strand methylate first, thus probably the structure of the substrate
may influence the preference for HEN1 binding orientation, but not the rate
of the reaction (Fig. S3).

HEN1 application for mMiRNA/MiRNA* labeling

During the study of the dissertation HEN1 methyltransferase was
adapted for mTAG (Methyltransferase-directed Transfer of Activated Groups)
technology, which exploits methyltransferase specificity to its substrate to

transfer other than methyl groups from synthetic AdoMet analogs (Figure S4).
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Figure S3. One and two-steps labeling of mMiIRNA and siRNA duplexes by HEN1. A.
The adaptation of HEN1 for mTAG technology scheme (left) and formulas of the
synthetic cofactors studied (right). B. The second step chemical reactions of the two-
step labeling schemes.

The experiments showed that HENL1 is able to transfer side chains from
all the studied AdoMet analogs, that was confirmed by the modified RNA shift
in denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (dAPAGE) and by High
Performance Liquid Chromatography — Mass Spectrometry (HPLC-MS)
assay (Fig. S4, A and B, respectively).
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Figure S4. HEN1 alkylates miRNA/miRNA* and siRNA/siRNA* duplexes using
synthetic AdoMet analogs. A. dPAGE analysis of modified miR173 and miR173*
(left), miR-210 and miR-210* (center) or siR173 and siR173* strands (right).
Sequences and secondary structures of the substrates are given, modified 3’-terminal
nucleotides are indicated in red. Alkylated part of the sample is seen by the shift in
electrophoretic gel. Cofactors: [2] — Ado-6-amine, [3] — Ado-11-amine, [5] — Ado-6-
ethyne, [7] — Ado-18-biotin. B. HPLC chromatograms of nucleoside-degraded
alkylation products. In addition to 4 types of non-modified nucleosides derived from
the central part of the duplexes, two cofactor-specific peaks of alkylated 3’-terminal
nucleosides are observed in each chromatogram.

Moreover, the modification of substrates with synthetic AdoMet
analogs was very effective and in most cases was close to 100 %. Even the
lowest alkylation percentage observed with Ado-18-biotin [7] cofactor,

containing the longest side chain, was 50 % or more of substrate molecules
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alkylated. This fact is even more unexpected having in mind that other
methyltransferases previously adapted to mTAG technology showed only
partial substrate modification, starting from only few percent of modified
molecules and in some cases even mutagenesis of wild-type methyltransferase
was required to adapt the enzyme‘s active center for larger cofactors
(Lukinavicius et al., 2012; Lukinavicius et al., 2007). Such high efficiency of
the alkylation reactions produced by HEN1 allowed us to create methods for

one- and two-step small RNA labeling with biotin (Fig. S5).
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Figure S5. Two-step (A and B) and one-step (C) miRNA/mMiRNA* labeling with
biotin conjugates. A. miR-210/miR-210* with 3P-labeled miR-210 strand (top) or
miR-210* strand (bottom) was incubated with HEN1 and AdoMet [1], Ado-6-amine
[2] or Ado-11-amine [3]. Then samples 2, 4 and 6 were labeled with biotin-NHS ester.
B. Experiments scheme (left) and results (right) of two-step 3P-miRNA/miRNA*
biotinylation with subsequent extraction using streptavidin-coupled magnetic beads.
In — starting input, Bd — magnetic beads fraction, Sn — supernatant. C. One-step
miR173 (left) or miR-210 (right) biotinylation using HEN1 and Ado-18-biotin [7] or
AdoMet [1] (control) with subsequent extraction using magnetic beads. In — starting
input, S1 — reaction supernatant, S2 — after-wash supernatant. Bd — magnetic beads
fraction. Methylated sample indicated with green arrow, biotinylated — blue arrow,
non-modified black dotted arrow.
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In two-step biotinylation method mMiRNA/miRNA* or sSiRNA/SIRNA*
duplex is first alkylated by HEN1 with a cofactor side chain incorporating a
functional group, usually primary amine from Ado-6-amine or Ado-11-amine
cofactors. During the second step modified substrate is incubated with biotin
conjugate, such as biotin-N-hydroxysuccinimide ester (NHS ester). NHS ester
reacts with primary amine (Fig. S3, B) and the biotinylated RNA might be
purified from various solutions using streptavidin-coupled magnetic beads.
All the stages, miRNA labeling with functional groups from AdoMet analogs,
primary amine reaction with biotin conjugates and biotinylated substrate
extraction turned up to be very specific and effective — up to 100 % of *P-
labeled miRNR was extracted with magnetic beads (Fig. S5, A and B). One-
step biotinylation of small RNAs is even faster since the biotin reporter group
is transferred directly with side chain from Ado-18-biotin cofactor, then
substrates also are extracted effectively (Fig. S5, C).

After successful covalent joining of biotin via NHS ester to the primary
amine on RNR, we decided to adopt this technology for two-step small RNA
labeling with fluorophore-NHS esters. Covalent attachment of a fluorophore
targeted to mMiRNA/MiRNAs* and siRNA/siRNAs* due to HEN1 specificity
to these molecules could allow derivation of selective small RNA
visualization techniques.

MiRNA/MiRNA* two-step modification labeling with Cy5-NHS ester
was effective and specific (Fig. S6, A). We also tried modification of
substrates with different cofactor Ado-6-ethyne for highly specific click-
chemistry reaction with Eterneon-azide. It was successful as well (Fig. S6, B).
Finally, we showed that the reaction of miR173/miR173* labeling with
Eterneon azide is selective and might be produced in mixture of different types
RNAs (Fig. S6, C). Interestingly, even the precursor of miRNR, pre-miR173
was not labeled with the fluorophore, and only mature duplexes, ready for

association with RISC, are detected using this method.
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Figure S6. Two-step miRNA/mMiRNA* labeling with fluorophores. A. miR-210/miR-
210* (left) or miR173/miR173* (right) was alkylated with HEN1 and Ado-6-amine
[2] or methylated with AdoMet (control). During the second step, primary amine
which was transferred with the side chain from Ado-6-amine reacted with Cy5-NHS
ester. Methylated control didn‘t react with fluorophore conjugate. B. Analogical
experiment of substrate alkylation from Ado-6-ethyne [5] cofactor with subsiquent
incubation together with Eterneon-azide for Click-chemistry reaction. C.
miR173/miR173* (22/22 nt) was ethyne-modified by HEN1 and then eterneon-
labeled in the mixture of RNAS: pre-miR173 (102 nt), mbRNA sR47-A31 (64 nt) and
piR3 (28 nt). Only substrate with free 2’-OH incubated with HEN1 and Ado-6-ethyne
[5] is fluorophore-labeled, no reaction is observed in absence of cofactor (-) or with
methyl-blocked substrate‘s 2'-O-CHj3 group.

DNA-based miRNA labeling with HEN1

After the research of miRNA/miRNA* and siRNA/siRNA* labeling
techniques we checked if the HENL1 is able to modify miRNA(*) or SiRNA(*)
strand annealed to DNA oligonucleotide. Surprisingly, the modification
efficiency of RNA/DNA substrates was similar to labeling of natural

RNA/RNA duplexes (Fig. 7).
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Figure S7. Alkylation of miRNA/DNA substrates with 2 nt 3’-overhangs. A.
Comparison of alkylation of siR173 (first two blocks) and siR173* (second two
blocks) in duplexes with DNA or RNA, respectively, and miR-210 alkylation in
duplex with complimentary DNA (last block). Cofactors: Ado-6-amine [2], Ado-11-
amine [3], Ado-6-azide [4], Ado-6-ethyne [5], Ado-13-biotin [6], Ado-18-biotin [7].
Percentages of the modified samples are indicated. B. HPLC chromatograms of
nucleoside-degraded alkylation products. In addition to 4 types of ribonucleosides (C,
U, G, A) and 4 types of deoxiribonucleosides (dC, dT, dG, dA) derived from the
central part miRNA or DNA strand, respectively, one cofactor-specific peak of
alkylated 3'-terminal ribonucleoside is observed in each chromatogram.

We also showed that alkylation reaction only slightly depends on
chemical basis of modified 3'-terminal nucleotide (Fig. S8), thus, the method
might be used with all the miRNAs and siRNAs independently from its

sequence.
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Figure S8. Alkylation dependence on 3'-terminal nucleobase. Different variant of
miR173 with 3’-terminal C, U, G or A was annealed to complimentary DNA and
alkylated with HEN1 and Ado-6-amine [2] or Ado-11-amine [3]. Percentages of the
modified samples are indicated.
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The ability of HEN1 to modify the whole group of nucleic acid
substrates independently from its sequence is determined by the mechanism
of substrate recognition of the enzyme. First of all, HEN1 is 2’-O-
methytransferase meaning that the position of modification is specific only to
RNA molecules, since DNA molecules has no 2’-OH group. Secondly, the
methyltransferase has two double-stranded RNA-binding motifs thus has
preference to double-stranded, but not single-stranded RNA (Huang et al.,
2009; Vilkaitis et al., 2010). Finally, HEN1 incorporates the substrate
molecule inwards and interacts with both of the duplex ends by so
»measuring* the substrate length with maximal preference to 21-24 nt double-
stranded RNAs (Huang et al., 2009).

All this makes HEN1 highly specific to its substrates, miRNA/miRNA*
and siRNA/siRNA* duplexes, and as it was shown in this study miRNA/DNA
and siRNA/DNA duplexes as well. Thus this study was the first time when
MTAG technology was applied to potentially all the sequences of a separate
group of nucleic acids, but not to a specific sequence recognition of different
groups of RNA or DNA molecules.

Such HENL abilities allowed us to develop DNA-addressed specific
miRNA and siRNA one- and two-step biotinylation techniques (Fig. S9) and
two-step labeling with fluorophore techniques (Fig. S10).
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Figure S9. Purification of one- or two-step biotinylated miRNA/DNA using magnetic
beads. A. miR-210/DNA210-R2:D2 substrate incubated with HEN1 and Ado-13-
biotin [6] or AdoMet [1] (control) and treated with magnetic beads. B. miR-
210/DNA210-R2:D2 incubated with HEN1 and Ado-6-amine [2] or AdoMet [1]
(control), then labeled with biotin-NHS ester and treated with magnetic beads. In —
primary input, Bd — magnetic beads fraction, Sn — supernatant.
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Figure S10. Two-step labeling of miRNA/DNA with fluorophores. A. miR-
210/DNA210-R2:D2 substrate incubated with HEN1 and Ado-6-amine [2], labeled
with Cy5-NHS ester and visualized on gel. B. miR-210/DNA210-R2:D2 was
incubated with HEN1 and Ado-6-azide [4], then treated with Cy5.5-ethyne and
visualized on gel.

We also found out that 2 nt 3'-overhangs of substrate RNAs are not
always preferred by HENL, as it was proposed earlier (Yang et al., 2006) and
that the methyltransferase is able to modify blunt-ended substrates as well,
and that some blunt-ended duplexes are modified even better than ones with
overhangs (Fig. S11).

Finally, we showed that DNA strand in miRNA/DNA duplex might
have up to 7 nt 3'-overhang which doesn‘t interfere with modification reaction
and probably even longer overhang, since this substrate terminus is exposed
to outer surface of the enzyme (Fig. S12). This HEN1-substrate interaction
feature was exploited when DNA 3’-terminus was elongated by 29-33 nt
overhang, incorporating streptavidin-specific aptamer (SA). miR173 and
miR-210 annealed to such DNA-SA probe was partially or fully-methylated
and alkylated by HEN1 (Fig. S13, A). On the other hand, the SA part could
bind streptavidin-coupled magnetic beads so that it could be extracted together
with the complimentary miRNA after the HEN1 labeling stage. The extraction
of miRNA-binded DNA-SA was even more effective than of free DNA-SA,
probably double-stranded structure stabilized the molecule orientation, and

even the Ado-6-azide side chain on miRNA didn‘t interfere (Fig. S13, B).
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Figure S11. Comparison of modification of miRNA/DNA substrates with blunt ends
(-R0:D0) and substrates with 2 nt overhangs on DNA and RNA 3’-termini (-D2:R2).
miR173 (A), miR-26a (B) or miR-210 (C) alkylated in blunt-ended heteroduplex (left
blocks) or 2 nt overhanged one (right blocks). D. let-7a (left block) or let-7a* (right
block) alkylated in blunt-ended heteroduplexes. Cofactors: Ado-6-amine [2], Ado-11-
amine [3], Ado-18-biotin [7]. Percentages of the modified samples are indicated.
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Figure S12. Modification of miRNA/DNA substrates with long DNA 3'-overhang.
A. HEN1-miRNA duplex-AdoHcy tertiary complex. 3'-terminus of non-modified
strand and 4th position of it are exposed outside from the enzyme. B. Methylation and
alkylation of miR173 annealed to DNA with 0-7 nt 3’-overhangs. Cofactors: AdoMet
[1], Ado-6-amine [2].
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Figure S13. Application of DNA-SA probe for miRNA labeling and extraction. A.
HEN1 modifies miR173 (left block) and miR-210 (right blocks) annealed to DNA
probes with 29 nt streptavidin-specific aptamer on its 3’-terminus, joined via 4 nt
spacer (top row) or directly (bottom row). Cofactors: AdoMet [1], Ado-6-amine [2],
Ado-11-mine [3]. Percentages of the modified samples are indicated. B. Extraction of
DNA-SA with magnetic beads. Single stranded SA210-R2:j0 (top), double-stranded
miR-210/SA210-R2:j0 (center) or pre-incubated with HEN1 and Ado-6-azide [4]
double-stranded miR-210/SA210-R2:j0 (bottom) were extracted with magnetic beads
fraction (Bd) or left in the supernatant (Sn). Percentages of extracted samples are
indicated. C. Specific miRNA extraction with DNA-SA. Mixture made up of 4
miRNAs (let-7a, miR-26a, miR173 and miR-210) and miR-210-complimentary
SA210-R2:j0 DNA was annealed and incubated with HEN1 and Ado-6-azide [4], then
with Cy5.5-ethyne and treated with magnetic beads. miR-210 was selectively labeled
with fluorophore and purified from the mixture with magnetic beads. In —input, Bd —
magnetic needs fraction, Sn — supernatant.
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Finally, we tried to label miR-210 with Ado-6-azide and Cy5.5-ethyne
in a mixture with three other miRNASs and to extract it with magnetic beads
using DNA-SA probe (Fig. S13, C, see the schematic representation of the
experiment on the left). As we expected, miR-210 sample was fully extracted
from the mixture with magnetic beads fraction (Bd) and all the other three
miRNA didn‘t bind to the beads and were left in supernatant (Sn) (Fig. S13,
C, top three gels). The fluorescence of Cy5.5 was observed in the same
fractions (In and Bd) and with similar intensity, in which the **P-miR-210
signal was detected, meaning that miR-210 was effectively labeled with

fluorophore (Fig. S13, C, bottom two gels).
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Figure S14. Labeling of substrates with incorporated chemical modifications. A.
Locked nucleotide structure. B. Modification of miR-210 annealed to 3’-methylated
RNA with 3 incorporated LNA nucleotides with AdoMet [1]. C. Alkylation of miR-
210 annealed to 3'-NHz-modified DNA with incorporated LNA nucleotides with Ado-
11-amine [3]. D. Methylation of miRNA/DNA substrates with 3'-terminal fluorophore
- Cy5 (left) or FAM (center) or with internal Cy3 fluorophore (right). E. Alkylation
of mMiIRNA/DNA with 3'-terminal FAM (left) or internal Cy3 (right) fluorophore using
Ado-11-amine [3] cofactor. Blue arrow — modified RNA, grey dotted arrow — intact.
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Locked nucleic acids (LNA) are synthetic mono- and oligonucleotides,
which has chemical bridge between 2'-O ir 4°-C (Fig. S14, A) and that are
stable against RNase and DNase degradation (Fontenete et al., 2013). LNA-
containing oligonucleotides are characterized by increased ability of primer to
hybridise with target nucleic acid, elevated affinity and specificity to the target
and is by faster hybridization kinetics (Fontenete et al.,, 2013). The
incorporation of few LNA nucleotides within the DNA or RNA probe
significantly increases the stability of double-stranded structure and even
might be used to distinguish oligonucleotide variants which sequences differ
by just one or few positions (Mishra et al., 2016). For example, this technology
might be used in the future to separate isomiRs — miRNA isomers, different
by one or few nucleotides.

We decided to study if HEN1 is able to modify substrates with LNA
nucleotides. It was shown that HEN1 fully-methylates miR-210 pre-annealed
with 3’-CHs-modifed RNA oligonucleotide, incorporating three LNA
nucleosides (Fig. S14, B). In addition, HEN1 is able to fully-alkylate let-7a
miRNA, pre-annealed with 3'-NH,-modified DNA oligonucleotide containing
LNA nucleotides using Ado-11-amine cofactor (Fig. S14, C).

3’-methyl (-CHs3) or 3’-amine (-NH,) on the probe oligonucleotide are
not the only modifications which are tolerated by HEN1 methyltarsferase.
Since these positions are exposed to the surface (Fig. S12, A) and that 29-33
nt DNA-SA 3'-overhang doesn‘t interfere with HEN1 reaction we decided that
even large fluorophore molecules could be located in this position. As it is
seen in Fig. S14 D and E, let-7a and miR173 miRNAs are fully methylated
and alkylated in heteroduplexes with Cy5 or FAM fluorophore 3'-labeled
DNA strand. The internal Cy3 fluorophore, located in the 4th DNA probe
position from the 5'-terminus also is fully-modified by HEN1 (Fig. S14, D,
last block) since the fluorophore is exposed to the outer surface of the
methytransferase (Fig. S12, A)
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The latter finding allowed us to adapt highly sensitive FRET (Forster
Energy Resonance Transfer) technology for miRNAs and siRNAs. Cy3 on the
4th position of DNA strand acts as the donor fluorophore and when excited
with 500-532 nm light it transfers the energy to Cy5 or Cy5.5 acceptor
fluorophore, attached by two-step labeling technique to miRNA 3’'-terminus,
which emits 670 nm or 694 nm light, respectively (Fig. S15).
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Figure S15. Adaptation of FRET technology for miRNAs. A. On the left: schematic
representation of the experiment. On the right: FRET signal in the solution between
the probe-incorporated Cy3 donor and Cy5 acceptor, transferred by two-step labeling
with HEN1 and Ado-6-amine [2]. B. On the left: schematic representation of the
experiment. On the right: FRET signal in the gel between the probe-incorporated Cy3
donor and Cy5.5 acceptor, transferred by two-step labeling with HEN1 and Ado-6-
azide [4].

Concluding all the results of the dissertation study, we might specify as
its fundamental value with all the findings about the mechanism of 2'-O-
methytransferases, particularly HEN1, so as wide practical aspects, which

allowed us to adapt or develop a bundle of small RNA analysis methods.
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CONCLUSIONS

1) The mechanism of in vitro methylation of Arabidopsis thaliana
methyltransferase HEN1 investigated and the factors making influence to the
reaction determined. The methylation model of the enzyme created based on
the data obtained.

2) Methyltransferase HEN1 adapted for transfer of side chains containing
functional or reporter group from synthetic its cofactor S-adenosyl-L-
methionine (AdoMet) analogs, including Ado-6-amine, Ado-11-amine, Ado-
6-azide, Ado-6-ethyne, Ado-13-biotin and Ado-18-biotin, to mMiRNA/MiRNA*
and siRNA/siRNA* duplexes.

3) It was found out that methyltransferase HENL1 is able to modify not only
typical miRNA/MiRNA* or siRNA/SIRNA* substrates, but also miRNA or
siRNA strand annealed with DNA, DNA-LNA or RNA-LNA probe.
Experimentally proven that enzyme-methylated or alkylated duplexes may
contain both 2 nt overhang or blunt 3’-end of modified strand, as well as
supposedly undetermined length, but not shorter than 33 nt 3’-overhang of non-
modified strand. Methylated and alkylated substrate can contain different
covalent modifications as well, including methyl or primary amine chemical
groups, either FAM or Cy5 fluorophore on non-modified strand’s 3'-end, also

internally incorporated Cy3 fluorophore.

4) Novel one and two-steps labeling techniques created for covalent
modification of miRNAs and siRNAs with biotin conjugates suitable for their
latter purification and enrichment, as well as labeling with fluorophores,
including Cy5, Cy5.5 and etherneon, for their visualization. Also new methods
developed for purification and enrichment of HEN1-modified miRNAs and
siRNAs using streptavidin-specific DNA probe and for double-fluorophore
labeling for FRET analysis.
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SANTRAUKA

PraktiSkai visy iStirty eukariotiniy organizmy lastelése yra
aptinkamos 20-30 nt ilgio mazosios nekoduojan¢ios RNR, skirstomos j
mikroRNR (miRNR), mazas interferuojanc¢ias RNR (siRNR) ir su PIWI
baltymais saveikaujancias RNR (piRNR). Kiekybiniai ir kokybiniai $iy
molekuliy pokyciai yra stebimi daugelio jvairiy ligy patologijy atvejais,
iskaitant neurologinius, Sirdies-kraujagysliy ir véZinius susirgimus. Ankstyvas
mazyjy RNR pokyc€iy nustatymas galéty padéti diagnozuoti minétas ligas dar
pradinése stadijose, taip Zenkliai padidinant jy sékmingo i§gydymo tikimybe.

Disertacijos tyrimy tikslas buvo sukurti efektyvy ir specifiska miRNR
bei siRNR dupleksy zyméjimo metoda, tinkantj Siy molekuliy detekcijai arba
gryninimui, panaudojant rekombinanting Arabidopsis thaliana mazyjy RNR
metiltransferaze  HEN1 bei sintetinius jos kofaktoriaus S-adenozil-L-
metionino (AdoMet) analogus.

Visy pirma buvo istirtas metiltransferazés HEN1 katalizuojamas
miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy natiiralaus metilinimo
mechanizmas ir nustatyti Siai reakcijai jtakg darantys veiksniai. Remiantis
gautas duomenimis, sukurtas detalus minéto fermento in vitro metilinimo
mechanizmo modelis. Toliau metiltransferazé buvo pritaikyta Soniniy
grandiniy, turin¢iy funkcing arba reporteriné grupe, pernasai nuo sintetiniy jos
kofaktoriaus AdoMet analogy ant miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR*
dupleksy. Be to, pavyko nustatyti, kad HEN1 geba modifikuoti ne tik tipinius
RNR/RNR dupleksus, ta¢iau ir RNR grandine, sulydyta su DNR, RNR-LNA
(uzdara aminorfig§timi) arba DNR-LNA zondu. EksperimentiSkai jrodyta, kad
fermento metilinami ir alkilinami dupleksai gali turéti kaip 2 nt i$sikiSusj, taip
ir buka modifikuojamos RNR 3'-gala, taip pat tariamai neriboto ilgio, bet ne
mazesnj, nei 33 nt, Siame cikle nemodifikuojamos grandinés 3'-galg, o taip pat
daugybe kovalentiniy modifikacijy, jskaitant nemodifikuojamos grandinés 3'-

gale esancig metilo arba amino grupe, FAM arba Cy5 fluoroforg arba vidinj
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Cy3 fluorofora. Remiantis padarytais atradimais, buvo sukurtos vieno ir
dviejy zingsniy mazyjy RNR Zyméjimo biotinu technologijos, tinkancios $iy
molekuliy i$traukimui ir praturtinimui ir specifiniam zZyméjimui fluoroforais,
iskaitant Cy5, Cy5.5 ir eterneona. Taip pat sukurta mazyjy RNR iStraukimo ir
praturtinimo streptavidinui specifiSku aptameru technologija bei FRET
analizei tinkanti dvigubo zymeéjimo fluoroforais technologija.

Sio darbo mokslinis naujumas, visy pirma, pasizyméjo detaliu HEN1
metiltransferazés metilinimo mechanizmo in vitro i$aiSkinimu. Taip pat pirma
kartg buvo pademonstruota, kad HEN1 metiltransferazé yra tinkama pernesti
Sonines grandines nuo sintetiniy AdoMet analogy ant dvigrandiniy
miRNR/miRNR* ir siRNR/siRNR* dupleksy, taip pat ant miRNR ar siRNR
grandiniy, sulydyty su komplementariomis DNR grandinémis. Be to, buvo
parodyta, kad prieSingai nei buvo manoma iki §iol, 1-2 nt substrato grandiniy
3'-i8sikis§imai néra butini: HEN1 gali modifikuoti kaip bukus galus, taip ir
turinCius maziausiai 33 nt bemodifikuojamos grandinés 3'-galo issikiSima.
Atlikto darbo praktiné reikSmé yra sukurti naujoviski mazyjy RNR (miRNR
ir siRNR) dupleksy zyméjimo jvairiomis reporterinémis molekulémis
metodai: mazyjy RNR specifinei detekcijai tinkanciais fluoroforais,
iSgryninimui ir praturtinimui skirtais biotino konjugatais, taip pat dvigubo
mazyjy RNR zZyméjimo kartu su streptavidinui specifiniu DNR aptameru bei

mazosioms RNR pritaikyta FRET technologija.
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