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N'-Modifikuoti citidino nukleotidai ir jy panaudojimas

ISradimo sritis

I$radimas yra susijes su nukleortig&&iy chemija, konkregiai su Nf-pozicijoje modifikuotais
citidino trifosfatais. Taip pat $is i$radimas yra susijes su minéty citidino analogy sinteze bei
naudojimu. |§radimas apima modifikuoty nukleotidy panaudojimg sintetinant modifikuotg
produkta, kuris gali biti oligonukleotidu, dvigrandininiu DNR ar RNR fragmentu ar aptameru.
Visus isradimo objektus vienija modifikuoty nukleorligéeiy biosintezés ir pritaikymo ideja,
panaudojant Nf-pozicijoje modifikuotus citidino trifosfatus. Sio isradimo modifikuoty
nukleorigdéiy biosintezés ir pritaikymo idéja apima bet kokios struktdros nukleoragséiy,
kuriuose bent viena nukleobazé turi Siame iSradime minimas citozino N*-padéties modifikacijas,

gavimo ir panaudojimo badus.

ISradimas yra paremtas pavyzdziais, naudojant Siame iSradime minimas polimerazes.
Tadiau jis gali buti naudojamas ir su kitomis, Siame iSradime nepaminétomis polimerazemis,
kuriy substratai yra su iradimu susije modifikuoti citidino dariniai.

ISradimo technikos lygis

Oligonukleotidai (ON) yra trumpos DNR ar RNR molekulés, naudojamos molekulinés
biologijos, biotechnologijos, sintetinés biologijos srityse, taip pat medicinoje (medicinine
diagnostika, prie§prasminé terapija). ON sudaryti i§ natdraliy nukleotidy daznai yra netinkami
medicinos srityje del savo prasto biostabilumo ir atsparumo, pvz., kraujo serumo nukleazems.
Modifikuoti nukleotidai yra naudojami modifikuoty ON sintezei siekiant pagerinti jy savybes, t.y.,
stabiluma, atsparuma, selektyvuma, katalizinj aktyvuma, farmakokinetines ar farmakodinamines
charakteristikas. ON cheminés modifikacijos yra aktualus klausimas jvairiose sferose, nes tokiu
bldu yra sukuriama zymiai didesné ON jvairové. Tokiu blidu modifikacijos gali pagerinti terapijai
naudojamo ON gimininguma ar specifiSkumg taikinio molekulei, pasiskirstymg organizme,
kontroliuoti kai kuriy ON motyvy polinkj agreguotis ar sumazinti toksiskuma.

Pagrindinés ON savybés lemianéios jy panaudojimo efektyvuma yra giminingumas ir
specifiSkumas. |prastai, Sios dvi charakteristikos antikoreliuoja, t.y., kuo didesnis giminingumas
tikslinei sekai, tuo stipresnés saveikos su panasiomis sekomis (Lomakin ir Frank-Kamenetskii
1998). Tokia antikoreliacija turéty priestarauti nukleorigsgiy saveikomis paremty technologijy
veikimo principams: dupleksy ar tripleksy susidarymas jmanomas, esant arba silpnai, arba
nespecifiSkai sgveikai. Tokia tendencija yra paaiSkinama viena i§ biomolekuliy sgveikos teorijy.
Biomolekuliy sgveikas apibtdina dvi pagrindinés teorijos — erdvinés formos komplementarumo
arba erdvinio atitkimo (angl. shape complementarity/steric fif) ir saveikos uzuomazgy
uztrauktuko (angl. nucleation zipping). Erdvinio atitikimo sgvoka apibrézia fermento-substrato,
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antigeno-antikiino, aptamero-substrato kompleksy susidaryma, kurj nulemia ypag tikslus dviejy
biomolekuliy pavirSiaus sriciy atitikimas (Koshland 1995). Si teorija siejama tiek su dideliu
giminingumu, tiek su dideliu specifiskumu (von Hippel ir Berg 1986). Saveikos uzuomazgy
uztrauktuko mechanizmas yra taikomas nukleorigdéiy sudaromiems dupleksams ar tripleksams
(Craig, Crothers, ir Doty 1971; Alberti et al. 2002). PrieSingai nei erdvinio atitikimo teorijos
atveju, net esant nejprastai ar trokstamai jungdiai, stiprus uztrauktukas vis tiek gali bati
JuZsegtas* (Rougee et al. 1992). Del ios priezasties, atsiranda giminingumo-specifiSkumo
problema: energetidkai specifiski kompleksai susidaro panaiu efektyvumu lyginant su tais,

kurie turi bent vieng neatitikima.

Metodai, kurie remiasi nukleoriigé&iy sgveikomis, gali bati suskirstyti j dvi grupes —
leidziantys kelis neatitikimus bei reikalaujantys ypa¢ didelio specifiSkumo. Viena i$ labai svarbiy
technologijy, grindziama dideliu giminingumu bei specifiSkumu, yra genomo analizé. Genomo
analize gali suteikti daug informacijos apie ligas ir patogenus, taip pat yra svarbi biocheminiuose
it biomedicininiuose tyrimuose. DaZnai genomo analizés pagrindas yra specifiniy DNR seky
aptikimas esant ypa¢ maziems DNR kiekiams, todél pagrindinis siekis yra didelis giminingumas
kartu su specifiSkumu. Neretai reikia atskirti dvi labai panaSias DNR sekas, pvz., nustatant
vieno nukleotido polimorfizma, todél iauga butinybé ypatingai dideliam specifiSkumui. Todel
esant didziulei genomo analizés ir kity panasiy technologijy paklausai bei siekiant uztikrinti jy
kokybe daug démesio skiriama giminingumo ir specifiSkumo problemos Salinimui.

Vienas i§ bhady susvelninti giminingumo ir specifiSkumo antikoreliacijg yra sintetiniy
modifikuoty nukleorGg$ciy panaudojimas. Daznai modifikuoti ON turi privalumy lyginant su
natdraliais DNR fragmentais — modifikacijos suteikia didesnj gimininguma ir specifiSkumg,
stabilumg ar pagerina kitas savybes. PavyzdZiui, sintetinis polimeras, panaSus j DNR ir RNR,
peptido nukleortgstys (PNR) (angl. peptide nucleic acids (PNA)) pralenkia DNR savo
savybemis. PNR atveju, fosfodiesterinis karkasas yra pakeistas pseudopeptido polimeru (N-(2-
amino-etil)-glicinu), kuriame nukleobazés yra sujungtos per metilenkarbonilo jungtis. Yra
Zzinoma, kad PNR pasizymi didesniu giminingumu kartu ir specifiSkumu nei analogiSka DNR
molekulé (Ratilainen et al. 2000) bei didesniu stabilumu ant jvairiy pavirSiy (Kréger et al. 2002).
Tam, kad susidaryty DNR-PNR dupleksai, papildoma joniné jéga néra reikalinga, kadangi PNR
yra sudarytas i$ neutralaus karkaso. Dél Sios priezasties, prieSingai nei naturallis ON, PNR
sugeba hibridizuotis, esant mazoms drusky koncentracijoms (Weiler et al. 1997). Taigi
destabilizuojant DNR-DNR dupleksus, galima optimizuoti palankias sglygas DNR-PNR
kompleksy susidarymui. Tokiu bidu PNR detekcijos zondai jgyty didelj pranaSuma lyginant su
DNR zondais (Pokorski et al. 2004).

Panasiai kaip PNR, uZrakintos nukleorigstys (LNR) (angl. locked nucleic acid (LNA)) irgi
pasizymi dideliu giminingumu ir specifiSkumu (Braasch ir Corey 2001; Petersen ir Wengel 2003;
Rakesh N. Veedu ir Wengel 2010; Veedu ir Wengel 2009). LNR karkasas yra sudarytas i§
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tarpusavyje sujungty riboziy (kovalentinis ry8ys tarp ribozés 2'-O ir 4'-C), todél yra sumazintas
konformacinis judéjimas. Del &ios priezasties, LNR lengviau jgyja duplekso struktirg ir
atitinkamai didéja giminingumas ir specifiskumas komplementarioms DNR ir RNR sekoms. Be
to, karbocikliniai LNR analogai, pvz., etilen-sujungtos nukleoriigStys (ENR) (angl. ethylene-
brigded nucleic acids (ENA)), pasizymi ypatingai dideliu atsparumu kraujo serumo nukleazéms
(>48 val.) lyginant su natdraliais ON (<3 val.) ar LNR (>9 val.).

Panasiai kaip PNR ar LNR atveju, yra daugiau sintetiniy, bet | DNR ar RNR panasiy
oligomery, kurie turi persvarg lyginant su natdraliais ON — atsparumas nukleazéms, stabilumas,
pigesné sintezé, didesneé jvairove, pvz., morfolino nukleortgstys (Summerton 1989), heksitolio ir
1,5-anhidroheksitolio nukleortigstys (Lescrinier et al. 2000), triciklo-DNR (Renneberg ir
Leumann 2002), neuzrakintos nukleorlgstys (UNR) (angl. unlocked nucleic acids (UNA))
(Langkjaer, Pasternak, ir Wengel 2009), arabinozés nukleorigstys (ANR), treozes
nukleortgstys (TNR) ir kiti oligomerai (Wilson ir Keefe 2006).

ON yra vienas pagrindiniy Siuolaikinés medicinos jrankiy, naudojamy nukleorfigs¢iy
terapijoje, kuri apima priesprasmine terapija (angl. antisense therapy), RNR interferencijg
(RNRi), ribozimy ar aptamery panaudojima (Sharma, Rungta, ir Prasad 2014; Rayburn ir Zhang
2008). Prie§prasminé terapija ir RNRi yra efektyvis geny raiSkos kontrolés jrankiai. Veikimo
principas remiasi tuo, kad sintetiniai ON komplementariai sgveikaudami su taikinio informacines
RNR (iRNR) molekule slopina transliacija, todel stebimas geno nutildymas. Tam, kad ON galéty
bati panaudotas terapijoje, jis turi atitikti tam tikrus reikalavimus. Pirmiausia, ON turi pereiti per
lastelés plazmine membrang ir specifiSkai sgveikauti tik su taikiniu. Taip pat, ON neturi bati
toksiSkas ir turi ilikti stabilus tiek vidulastelinéje aplinkoje, tiek uz lgstelés riby. ON sintezés
kaina taip pat yra gana svarus kriterijus. Taigi ON turi pasizyméti dideliu giminingumu ir
specifiSkumu savo taikiniui, atsparumu lastelés ir uzlgstelinéms nukleazéms (egzo- ir endo-
nukleazéms), nesgveikauti su kitomis Igstelés biomolekulémis, pasizyméti tam tikromis
savybémis, tinkamomis pernasai j lasteles vidy. Del $iy priezasCiy daug demesio skiriama
modifikuotiems ON, siekiant pagerinti terapijai reikalingas savybés.

Siuo metu yra trijy tipy (pirmos, antros ir tredios kartos) prieSprasmiai ON (Sharma,
Sharma, ir Singh 2014; Chery 2016). Pirmosios kartos prieSprasmiai ON buvo kuriami siekiant
padidinti atsparumg nukleazéms. |prastai modifikuojamas fosfodiesterinis karkasas, deguon;
pakeiciant siera (fosforotioatiniai ON (PS-ON)) (Xie et al. 2012; Rahman et al. 2012; E. De
Clercq, Eckstein, ir Merigan 1969) arba metil grupe (metilfosfonatai) (Monn ir Schurch 2007;
Shoji et al. 1991). Tokie ON pasizymi atsparumu nukleazéms, o pakeistas molekulés krivis
lemia lengvesne pernasa bei periferinj pasiskirstyma (Yu et al. 2007). Nepaisant pranasumy
lyginant su natdraliais ON, pirmos kartos ON yra nepakankamai giminingi ir specifigki.

Siekiant pasalinti pirmos kartos ON trikumus buvo sukurti antros kartos ON. Be PS
karkaso, antros kartos ON turi papildomy nukleobazeés ar monosacharido modifikacijy, kurios
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padidina giminingumg ir specifi$kuma. 2'-O-metil ( 2'-OME) ir 2'-O-metoksietil (2-OMOE) (Frank
Bennett 2007) ribozés modifikacijos yra vienos pagrindiniy antros kartos ON modifikacijy. Taip
pat badingi ir nukleobazés cheminiai pakeitimai, pvz., C5 pirimidiny (Moulds et al. 1995;
Flanagan, Kothavale, ir Wagner 1996), C7 puriny modifikacijos (Buhr et al. 1996). Antros kartos
ON pasizymi ne tik didesniu giminingumu ir specifiSkumu, tagiau yra maziau toksiski bei geriau

perne§ami organizmo viduje.

Tredios kartos ON pasizymi furanozés Zziedo modifikacijomis, pvz., PNR, LNR ir
fosforodiamidato-morfolino oligomerai (PMO). Sios kartos ON pasizymi atsparumu nukleazéms,
geresniu stabilumu, giminingumu ir specifiSkumu bei kitomis farmakodinaminémis savybemis.

Panadiai kaip ir priesprasminéje terapijoje, daZzniausios RNRi srityje naudojamos
modifikacijos yra karkaso pakeitimai, t.y., boranofosfaty bei fosforotioaty panaudojimas, bei
monosacharido 2'-pakaitai, pvz., 2'-OME-, 2-OMOE-, 2'-F- (Bumcrot et al. 2006).

Be plataus modifikuoty ON pritaikymo, modifikuoti nukleozidai ar nukleotidai taip pat yra
svarbts molekuliniai jrankiai naudojami medicinoje. Modifikuoti nukleozidai/nukleotidai yra viena
i§ atvirkstiniy transkriptaziy slopikliy kategorijy, jeinangiy | antiretrovirusiniy vaisty sudetj. Siy
antiretrovirusiniy vaisty veikimo principas yra toks, kad natdraliy nukleotidy analogai neturi 3'-
OH grupeés, todeél veikia kaip grandinés ilginimo terminatorius. Tokiu bidu yra stabdoma
virusinés DNR sinteze. Modifikuoti nukleozidy/nukleotidy analogai naudojami AIDS gydymui bei
ypaé aktyvios antiretrovirusines terapijos (angl. highly active antiretroviral therapy, HAART)
metu. Vienas i§ auksiniy standarty gydant herpes viruso sukeltas infekcijas yra modifikuotas
guaninas Acyclovir (Elion et al. 1977; Schaeffer et al. 1978). 3'-pakeisti-2',3"-dideoksinukleozidai
naudojami ZIV infekcijy gydymui (Herdewijn et al. 1987; Balzarini et al. 1988), o L-nukleozidai
yra Zinomi kaip specifiniai hepatito B viruso slopikliai (Bryant et al. 2001). Daug kity nukleozidy
ir nukleotidy analogy yra naudojami antivirusingje terapijoje (Erik De Clercq ir Field 2006;
Hurwitz ir Schinazi 2013).

Siuo metu yra patvirtinti trys ON-pagrindo vaistai, naudojami medicinoje. Pegaptanib
(Macugen®) yra ON, kuris specifiSkai sgveikauja su kraujagysliy endotelio augimo veiksniu
(VEGF), ir yra naudojamas gydant geltonosios démeés degeneracijg. Tai yra pirmasis
patvirtintas su polietilenglikoliu (PEG)-konjuguotas aptameras, turintis 2-F ir 2-O-metil
pirimidino nukleotidy modifikacijas (Pat. Nr. US20130142796; Tucker et al. 1999). Fomivirsen
(Vitravene™) yra PS-ON, kuris komplementariai sgveikaudamas su citomegalo viruso (CMV)
iRNR slopina virusiniy iRNR transliacija, ir yra naudojamas prieSprasminéje terapijoje gydant
CMV sukeltas pasekmes (Pat. Nr. US5595978; Marwick 1998). Mipomersen (Kynamro™) yra
PS-ON, turintis 2'-OMOE bei 5-metilcitozino modifikacijas (Pat. Nr. US2014243389).
Mipomersen taikinys yra apolipoproteino B (apo-B) iRNR, todél yra slopinama apo-B sintezé.
Sis modifikuotas ON yra naudojamas hipercholesterolemijos gydymui (McGowan et al. 2012).
Daugybé jvairiy modifikuoty ON yra klinikiniy bandymy etape (Chery 2016).
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Ribozimai yra RNR molekulés, gebantios katalizuoti biochemines reakcijas. Tai yra
fermenty analogai nukleorigsgiy lygmenyje. Kadangi neretai ribozimai yra naudojami
medicinoje, atliekamos jvairios ribozimo ON modifikacijos siekiant pagerinti jy biostabiluma ar
atsparumg nukleazems. Ribozimy atveju, modifikacijy pasirinkimas yra ribojamas tuo, kad
naujos cheminés grupes gali pakeisti katalizinj aktyvuma. Kartais katalizinis aktyvumas gali bati
prarandamas, taciau kitais atvejais — gali bati pagerintas (Beigelman et al. 1995).

Aptamerai yra DNR ar RNR ON, formuojantys stabilias ir unikalias erdvines struktdras bei
pasizymintys dideliu giminingumu ir specifiSkumu jvairioms taikinio molekuléms, pvz.,
baltymams, vaistams, gyvoms lgsteléms, maZoms organinems ar neorganinéms molekuléms
(Patel ir Suri 2000; Sun ir Zu 2015). SELEX (angl. systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) yra aptamery atrankos in vitro procesas (Pat. Nr. US5270163; Tuerk ir
Gold 1990; Ellington ir Szostak 1990). Didelis susidoméjimas aptamery technologija paskatino
SELEX metodikos progresa link efektyvesniy, pigesniy ir lengvesniy atrankos biidy (Darmostuk
et al. 2015). Siekiant atrinkti aptamera, pasizymintj bet kokiomis pageidaujamomis savybemis
(pvz., giminingumas taikiniui, selektyvumas) i§ atsitiktiniy ON bibliotekos SELEX metu yra
vykdoma ON atranka ir identifikacija. Papildomai modifikuojant jau atrinkto aptamero sudétj
post-SELEX proceso metu, pagerinamos jvairios aptamero savybés — stabilumas, bendras
nukleoragsties molekules krivis, hidrofobiSkumas ar hidrofiliskumas, lipofiliskumas, atsparumas
nukleazems ar temperatirai (Gao et al. 2016; Kusser 2000). Vis délto post-modifikacija didina
tikimybe deformuoti aptamero erdving struktira, todél ON savybés (giminingumas,
selektyvumas ar katalizinis aktyvumas), kurios buvo pagrindiniai atrankos in vitro kriterijai, gali
pakisti (Avino et al. 2012). Remiantis alternatyvia strategija ir siekiant sukurti didesne struktaring
ir funkcine ON jvairove, chemiskai modifikuota oligonukleotidy biblioteka naudojama
modifikuoty aptamery atrankai — mod-SELEX (Keefe ir Cload 2008). Skirtingos nukleotidy
modifikacijos suteikia galimybe praturtinti aptamery biblioteka, tagiau sukelia problemy
dauginant ON, kadangi modifikuoti nukleotidai turi bati DNR ar RNR polimeraziy substratai,
dauginant atitinkamai DNR ar RNR aptamerus SELEX metu (Lapa, Chudinov, ir Timofeev
2016). Yra sukurta gausybé tradicinio SELEX metodo patobulinimy/modifikacijy. Tai yra
kapiliarinés elektroforezés-, magnetiniy daleliy-, Iastelés-, in vivo-, vieno Zingsnio-, post-, foto-,
in silico-, midrus-, veidrodinio atspindZio- (arba Spiegelmer-), chimerinis-, netiesioginis-,
kryzminis-, click- ir kiti SELEX metodai (Darmostuk et al. 2015). Idealaus ir universalaus
aptamery atrankos metodo néra, kadangi kiekvienas SELEX turi savo privalumy bei trikumy.

Aptamery pritaikymo sritys yra labai jvairios — nuo medicininés paskirties iki panaudojimo
biotechnologijoje (chromatografija, masiy spektrometrija, kapiliariné elektroforeze, optiniai ir
akustiniai jutikliai, signaliniai aptamerai) (Tombelli, Minunni, ir Mascini 2005). Pagrindinés
aptamery naudojimo sritys siejamos su klinikine terapija. Aptamerai naudojami virusy ir
bakterijy detekcijai (Kiilerich-Pedersen et al. 2013; Rotherham et al. 2012), véziniy zymeny
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aptikimui (Chang, Donovan, ir Tan 2013), baltymy analizei Western biot btdu (Shin et al. 2010),
mikrogardeliy ir biojutikliy srityje (Jung et al. 2013; Sosic et al. 2013; Q. Wang et al. 2014),
chromatografijoje ir paviriaus plazmony rezonanso technologijoje (Zhao et al. 2008; H. Chen et

al. 2014), ar kaip in vivo vaizdinimo priemoneés (Hong et al. 2011).

Modifikuoty aptamery gavimui yra naudojamos trijy tipy nukleotidy modifikacijos:
fosfodiesterinio karkaso, ribozeés ar nukleobazés (Wilson ir Keefe 2006). Panasiai kaip ir
terapijai naudojamy ON atveju, fosfodiesterinis karkasas modifikuojamas siekiant sukurti
atsparuma nukleazems. Tagiau pagrindinés aptamery modifikavimo prieZastys slypi aptamero
erdvingje struktlroje ir didesnés jvairovés karime. Yra naudojamos jvairios ribozes 2'- ir 4'-
modifikacijos, pvz., 2-F-, 2-amino- ar 2-O-MOE- (Keefe ir Cload 2008). Siekiant sukurti
aptamerus, pasizymingius labai plagiu giminingumo ir specifiskumo spekiru bei unikalia erdvine
struktara, modifikuojamos nukleobazes. Dazniausiai literatliroje  minimi  C5-modifikuoti
pirimidinai (5-pentinil-, 5-N-karbamoil-, 5-boro riigsties-, 5-jodo-, 5-tirozil-, 5-imidazolo-, 5-
karboksamido-, 5-naftilaminokarbonil-, 5-benzilaminokarbonil-), ir purinai, turintys pakaitus C7 ir
C8 padétyse (Pat. Nr. US20160215013; Lapa, Chudinov, ir Timofeev 2016). C5 ir C7 padediy
modifikacijos vykdomos dél keliy priezaséiy. Yra parodyta, kad C5 pirimidiny ir C7 puriny
pozicijoje modifikuota grupé yra orientuojama j DNR spiralés didjjj griovj, todél yra laikoma, kad
tokiu blidu aptamero funkcinés savybeés yra pazeidziamos maziausiai. Kita labai svarbi
priezastis yra tai, kad tokius modifikuotus nukleotidy analogus panaudoja RNR ir DNR
polimerazés. Tokiu badu atsiranda galimybe pritaikyti amplifikacijos ir kitas metodikas SELEX
metu.

Vieni i§ daZniausiai aptamery technologijoje naudojamy modifikuoty nukleotidy yra C5-
padétyje modifikuoti pirimidinai. SOMAmerai (angl. Slow off-rate modified aptamer) yra
aptamerai, pasizymintys labai maZa disociacijos konstanta bei turintys 5-padétyje modifikuotus
uracilus (J. C. Rohloff et al. 2014; Kuwahara et al. 2006). SOMAmery peptidy Soniniy grandiniy
funkcineés modifikacijos sukuria daugiau unikaliy tarpmolekuliniy sgveiky tiesiogiai su baltymais.
Tokiu bidu galima gauti somamera/aptamera, specifiSkai saveikaujantj su itin hidrofobine ar
jkrauta molekule, baltymu. Siekiant dar labiau padidinti C5 modifikuoty nukleobaziy jvairove yra
naudojama vario(l) katalizuojama reakcija susidarant alkino-azido ciklui arba ,click“ chemija
(Tolle et al. 2015). ,Click“ chemija remiasi 5-etinil-dUTP panaudojimu, kuris jau banant ON
sudetyje gali bati modifikuotas labai jvairiomis cheminémis grupémis. Tokiu badu iSvengiama
modifikuoto pakaito ir polimerazés nesuderinamumo.

Modifikuojamos nukleobazés pozicijos pasirinkimas yra ribojamas keliais aspektais.
Svarbiausia yra tai, kad modifikuota nukleobazeé iSsaugoty Watson-Crick geometrijg ir
komplementariai sgveikauty su natdralia nukleobaze. PrieSingai nei modifikuoti nukleotidai,
kurie saveikauja su natdraliais komplementariais nukleotidais, galima naudoti naujus ir visidkai
nenatdralius nukleotidus, kurie sukuria atskirag ,nenatiralig” baziy pora. Tokiu badu nenatarali
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baziy pora prapledia geneting abécéle sukuriant papildoma tredia baziy pora (be AT ir C:G)
(Yamashige et al. 2012; Seo et al. 2011; Malyshev et al. 2012). Nenataralios baziy poros gali
padidinti aptamery funkcionaluma bei jvairove, kadangi aptamerai yra sudaryti i§ 6 skirtingy
nukleotidy, vietoj jprasty 4. Parodyta, kad j aptamery bibliotekg jterpus vos keleta nenatiraliy
nukleotidy ExSELEX metu (angl. genetic alphabet Expansion for SELEX) galima pagerinti
aptamery gimininguma taikinio baltymams (Kimoto et al. 2013; Georgiadis et al. 2015).

Atliekant SELEX yra batina, kad modifikuoti nukleotidai ir ON bty atrankos procese
naudojamy polimeraziy substratai (Obeid et al. 2010; Bergen et al. 2012; Lam, Hipolito, ir Perrin
2008). Tokie reikalavimai keliami ne tik modifikuotiems dNTP, tagiau ir modifikacijomis
pasizymingiai ON molekulei — cheminés modifikacijos neturi trukdyti polimerazei nuskaityti
matricines nukleorigéties grandinés. Kadangi polimerazés yra vienas i$ pagrindiniy molekulinés
biologijos jrankiy, yra natralu, kad ieSkoma auksinio polimerazeés standarto, pasizymingio
termostabilumu, efektyvumu, dideliu sintezés greiéiu, tikslumu, procesyvumu ir gebéjimu
panaudoti modifikuotus dNTP. Pradedant SELEX procesg su modifikuotais NTP ar dNTP,
pirmiausia yra jprasta iSbandyti komercines polimerazes. Zinoma, jog C5 ir C7 modifikuoti
dNTP/NTP yra visiems prieinamy polimeraziy, pvz., Vent, KOD Dash, KOD XL, Taq DNR ir T7
RNR polimeraziy, substratai (Lipi et al. 2016). Vis deélto, tokiy polimeraziy veikimas daznai blina
efektyvus tik optimaliomis salygomis. Struktdriniy ir funkciniy polimeraziy tyrimy duomenys
leidzia suprasti nukleotido saveikas su polimerazés aktyviuoju centru bei polimerizacijos
mechanizma. Tokia informacija suteikia galimybe kurti mutantines polimerazes taikant
racionalaus dizaino teorijg (Kries, Blomberg, ir Hilvert 2013; Khoury et al. 2014). Vis délto,
racionalus dizainas yra kritiniy aminoriigé¢iy spéjimas, kuris nesuteikia garantijos pagerinti
polimerazés savybes (Samish et al. 2011). Norint sukurti mutanting polimeraze galima atkartoti
Darvino evoliucijos principus — tuomet yra taikoma kryptingos baltymy evoliucijos strategija
(Jackel, Kast, ir Hilvert 2008). Kryptinga baltymy evoliucija remiasi didziules molekulines
jvairoves sukdrimu bei baltymy, pasizymingiy norima savybe, atranka. Analogi$kai naturaliai
Darvino evoliucijai, kryptingos evoliucijos metu yra i$laikomas ry8ys tarp genotipo ir fenotipo
(Leemhuis, Kelly, ir Dijkhuizen 2009). Taigi evoliucijos in vitro metu yra sukuriamas evoliucinis
spaudimas, pvz., naudojami modifikuoti nukleotidai vietoj nataraliy.

Viena i$ kryptingos baltymy evoliucijos strategijy ypa¢ tinkanéiy polimeraziy atrankai yra
autoreplikacija  erdvéskyriuose (angl. compartmentalized self-replication) (Pat. Nr.
US7514210B2; Ghadessy, Ong, ir Holliger 2001). Sukirus evoliucinj spaudimg, t.y., natdralius
nukleotidus pakeitus jy analogais, galima atrinkti mutantines polimerazes, naudojancias
modifikuotus NTP ir tinkan¢ias SELEX (T. Chen ir Romesberg 2014; Laos, Thomson, ir Benner
2014). Sis atrankos biidas yra pagristas paprastu griztamuoju ry$iu — aktyvi polimerazé
padaugina savo gena, tuo tarpu maziau aktyvls ar neaktyvis polimeraziy mutantai replikacijos
nevykdo, ir yra pasalinami i§ mutanty bibliotekos. Taikant autoreplikacijos erdvéskyriuose yra
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sukurtos jvairios mutantinés polimerazes, giminingos kitokiems substratams: DNR polimerazes
naudojanéios modifikuotus dNTP (Obeid et al. 2010; Bergen et al. 2012; Meek, Rangel, ir
Heemstra 2016), RNR polimerazes naudojancios modifikuotus NTP (Chelliserrykattil ir Ellington
2004), DNR polimeraze veikianti kaip RNR polimeraze (Xia et al. 2002), polimeraze, pasizyminti
DNR, RNR polimerazes ir atvirktines transkriptazés aktyvumu (Ong et al. 2006).

Nors autoreplikacija erdveskyriuose yra ypa¢ efektyvus metodas naujy polimeraziy
atrankai, tai yra sunkiai pritaikomas evoliucijos in vitro jrankis kity baltymy karimui. Vis délto,
autoreplikacijos erdveskyriuose cikla praple¢iant papildomu etapu yra sukuriama galimybé
atrinkti ne tik polimerazes, tagiau ir kitus baltymus. |prastai, kooperatyvi replikacija
erdveskyriuose  (angl.  cooperative/coupled  compartmentalized self-replication  arba
compartmentalized partnered-replication) remiasi tuo, kad tikslinio baltymo aktyvumas
reguliuoja Tag DNR polimerazés baltymo sinteze: didesnis Tag polimerazes kiekis lemia
geresne aktyviy geny PGR iseiga (Ellefson et al. 2014). Nors sistema yra labai jautri, tokiy
pavyzdziy literatlroje yra labai mazai, kadangi yra sudétinga sumodeliuoti tokia kooperatyvig
sistema, kurioje evoliucionuojamo baltymo aktyvumas bty susietas su specifiniu jo geno

padauginimu.

DNR suri$antys baltymai kontroliuoja didele lasteliniy procesy (replikacija, transkripcija,
epigenetinis modifikavimas, DNR pazaidy taisymas) dalj, todél DNR-baltymy saveikos tyrimai
yra labai svarbis tiek fundamentiniais, tiek biotechnologiniais aspektais. Siekiant tirti DNR-
baltymy saveikas, taikoma susiuvimo/sujungimo (angl. cross-linking) strategija, t.y., silpnos
nekovalentinés saveikos paver¢iamos kovalentinémis jungtimis susidarant kovalentiniam
heterokonjugatui. Tam, kad tokie heterokonjugatai galéty bati tinkamai charakterizuoti, keliamos
kelios taisyklés: DNR-baltymo kovalentinis kompleksas turi biti stabilus, chemines jungtys turi
susidaryti tik tarp nukleobazés ir baltymo aminortig§€iy Soniniy grandiniy, esanciy tam tikru
nedideliu atstumu, bei susidares kovalentinis kompleksas turi i$laikyti natyvaus nekovalentinio
komplekso erdvine struktirg (Steen ir Jensen 2002). Struktlriné nukleoragsciy-baltymy
heterokonjugaty analizé leidzia suzinoti susiuvimo reakcijos stecheometrija, nukleorigstis
ridanéius baltymy domenus bei specifines baltymo aminorags¢iy liekanas, saveikaujancias su

nukleordgstimi.

Fotocheminis susiuvimas yra vienas i§ daZniausiai taikomy metody tiriant DNR-baltymy
kompleksus bei sgveikos mechanizmus. Kadangi natyvis baltymai ir nukleoragstys pasiZzymi
250-280 nm UV 8viesos absorbcija, jie gali bati fotochemiskai sujungti iSlaikant komplekso
erdvine struktira. Vis délto, tokio susiuvimo iSeigos yra nedidelés, bei daZznai stebimas
kovalentinio komplekso suirimas (fotoskilimas arba oksidaciniai procesai). Siekiant iSvengti tokiy
problemy, yra naudojama fotochemiskai aktyvi cheminé grupé, kuri absorbuoja >300 nm UV
Sviesa. Tokia fotochemi$kai aktyvi cheminé grupe yra jvedama j nukleorigsties arba baltymo
molekule taikant jvairias strategijas. Vienas i§ bady yra sujungti DNR-baltymo kompleksg
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naudojant papildoma hetero-bifunkcinj fotochemidkai aktyvy susiuvimo reagenta, pvz., 2-
iminotiolana (Wower et al. 1981) ar 4-merkaptobutirimidatg (Traut et al. 1973). Tokiu atveju,
reagentas yra jdedamas tik susiformavus ON-baltymo kompleksui, ir laisvos amino grupes
dalyvauja susiuvimo reakcijoje. Po to, kompleksas yra suzadinamas 350-365 nm bangos ilgio
UV &viesa ir stebimas kovalentiniy ry$iy susidarymas. Alternatyvus bidas DNR sujungti su
baltymu yra panaudoti fotojautrius DNR ar baltymo analogus. ON sintezé in vivo bei in vitro yra
pakankamai i§vystyta technologija, todel pastarieji yra dazniau Zymimi fotoaktyvuojancia grupe.
Yra didZiulis fotojautriy nukleotidy analogy bei fotojautriy modifikacijy pasirinkimas. Dazniausiai
naudojami nukleotidy analogai yra azido-, tio-, bromo- ar jodo- pakeistas nukleobazes turintys
nukleotidai (Meisenheimer ir Koch 1997). Kitas biadas yra panaudoti nukleotidus, turin€ius
fotojautrias modifikacijas, pvz., psoralena (S. S. Sastry et al. 1993), diaziring (Shigdel, Zhang, ir
He 2008) ar benzofenong (S. Sastry ir Ross 1998).

Benzofenonas yra universali molekule, pasizyminti i§skirtinémis fotocheminemis
savybémis bei yra dazniausiai naudojamas fotoforas organinéje chemijoje, bioorganineje
chemijoje ir medziagotyroje (Sergentu et al. 2014). Fotojjautrinimo efektyvumas priklauso nuo
pagrindiniy dviejy dalyky: reagento gebejimo jgyti ir ilgai i$saugoti suzadintg tripleto bliseng bei
paskesnio energijos perdavimo, kuris yra stipriai susijes su fotojautrios molekulés saveika su
aplinkoje esanéiomis cheminemis grupemis. Yra nustatyta, kad ilgose UV bangose (365 nm)
benzofenonas yra suZadinamas, jgyjant tripleto btsena, kuri pasizymi ilgu gyvavimo
pusperiodziu. Bltent del Sios priezasties, benzofenonas yra labai pladiai naudojamas
fotoiniciatorius (Gyorgy Dorman et al. 2016; Khanum, Shashikanth, ir Deepak 2004,
Ranganatha et al. 2013). Benzofenono savybeés pritaikomos biokonjugacijoje ir imobilizacijoje,
proteomos ir interaktomos kartografavime, pavir§iaus ir polimery chemijoje, DNR fotojjautrinime
ir kt. (Gyorgy Dorman et al. 2016). Sugebéjus genetiSkai uzkoduoti benzofenona-turintia
aminortgstj, jo panaudojimo galimybés buvo dar labiau prapléstos iki in vivo baltymy Zyméjimo
(Chin et al. 2002; Lang ir Chin 2014; L. Wang et al. 2001). Taip pat, kadangi benzofenonas
inicijuoja pavirsiniy C-H ry8iy transformacijas, jis yra labai svarbus fotoforas, vystant
funkcionaliy pavirSiy technologijas, pritaikant biotechnologijoje, optikos, elektronikos ir fotonikos
srityse (Turgeon, Harley, ir Bailey 2014; G. Dorman ir Prestwich 2000).

Kadangi benzofenonas yra aktyvuojamas 350-365 nm UV 3viesos diapazone, lasteles,
baltymai ar nukleorgstys néra pazeidziami. Benzofenonas fotochemiSkai reaguoja su erdviskai
prieinamais C-H rySiais, esanc¢iais DNR ar aminorag8¢iy Soninése grandinése. Tai suteikia
galimybe benzofenona panaudoti kartu su jvairiomis biomolekulémis, pavyzdziui, imobilizuojant
ON ar peptidus ant pavirSiaus, ir tokiu badu sukuriant specifines lasteliy gaudykles (Herman et
al. 2011), funkcionalizuotg pavirSiy antigeny ar patogeniniy bakterijy detekcijai (Konry et al.
2005) ar generuojant antimikrobine danga tekstilés pramonei (Dhende et al. 2011). Neatsiejama
biotechnologijos sritis yra DNR mikrogardelés, todeél ieSkoma jvairiy metody siekiant imobilizuoti
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ON ant jvairiy pavirsiy. Fotocheminé ON imobilizacija panaudojant benzofenono dariniais
padengtus pavir$ius yra vienas i§ pakankamai naujy ir inovatyviy imobilizacijos baidy (Renberg
et al. 2009; Marcon et al. 2010). Vis délto, yra mazai duomeny apie ON, turin€iy benzofenono
modifikacija, imobilizacija ar susiuvima su kitomis biomolekulémis (Nakatani, Dohno, ir Saito
1999; Nakatani, Yoshida, ir Saito 2002). Tokie ON galéty bati sintetinami chemines sintezés
badu arba panaudojant fermenting katalize. Tokiu budu, tik benzofenonu modifikuoti specifines
sekos ON galéty bati imobilizuoti ant pavirgiaus, ir skirti komplementariy nukleortigsciy paieskai

jvairiuose meginiuose.

Vystantis ON technologijoms iSlieka didelis poreikis alternatyvioms nukleotidy
modifikacijoms. C5/C7/C8 nukleotidy padé&iy modifikacijos yra gana pladiai iStyrinétos, taciau
nedaug Zinoma apie kity nukleobazeés pozicijly modifikacijas. Taip pat, vis dar triksta
polimeraziy, kurios neprarasdamos efektyvumo, tikslumo ir naSumo galéty panaudoti
modifikuotus nukleotidus PGR metu, ir patobulinty mod-SELEX technologijg. Nors
autoreplikacijos erdvéskyriuose metodas yra pladiai naudojamas mutantiniy polimeraziy,
naudojandiy modifikuotus nukleotidus, atrankai, triksta technologijos atmainy, tinkanciy kity
baltymy evoliucijai in vitro. Taip pat, siekiant i§samiai tyrinéti baltymo-baltymo, baltymo-
nukleorligéties sgveikas ar pritaikyti naujas imobilizacijos technologijas, reikia tobulinti
konjugacijos/susiuvimo strategijas. Sis i§radimas suteikia Ziniy apie kitokias nukleotidy
modifikacijas, pristatant N4-modifikuotus citidino analogus ir jy panaudojimo sritis.

ISradimo esmé
Pagrindiné $io i$radimo idéja apima N*-modifikuoty citidino trifosfaty sinteze ir jy naudojima.

Sis isradimas apraso naujus A*-modifikuotus citidino nukleotidus, turingius bendraja struktirine

Formule I:
0o
HN)]\R
0 0 0 ﬁ*N
-O—H-—o——ﬂ—o-—u—o | N/J\o
S K?l
ORTR? Formulé |
kur

R yra nepriklausomai parinktas i$ grupes, sudarytos is:
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—(CH2)o—CHs, kurnyra 0,1, 2, 3,4,5,6,7,8,9arba 10;
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kur * nurodo R grupés prisijungimo vieta;

R' yra nepriklausomai parinktas i§ grupés, sudarytos i§:

kurnyra0,1,2,3,4,5,6,7,8,9arba 10; ir * nurodo R' grupés prisijungimo prie R vieta;

R" yra nepriklausomai parinktas i§ grupés, sudarytos i§ —H, —CHs, -NHz, -OH, —Cl arba —Br;
X yra nepriklausomai parinktas i§ ~CH= arba —NH=;

R! yra nepriklausomai parinktas i§ grupés, sudarytos i§ —-H, -OAc, -OBz, —Me arba —Et;

R? yra nepriklausomai parinktas i§ grupeés, sudarytos i§ —H, -OH, -OMe arba —OEt.

ISradimas apra$o ir nukleorigséiy molekules, kuriy sudétyje yra bent vienas i§ Siame iSradime
minimy junginiy. Tiksliau, nukleorugsties molekulé gali bdti viengrandé arba dvigrandé. Dar
tiksliau, nukleortgsties molekulé gali bati DNR, RNR arba misrios sudéties (DNR-RNR)
molekulé.
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Iradime minimos nukleoriigsties molekulés ilgis gali svyruoti nuo 10 iki 4000 nukleotidy.
I$radimas apraso nukleoraigsties molekules, kurios gali veikti kaip aptamerai.
I&radimas apraso nukleorfigéties molekule, kuri sudaryta i$ struktarines Formulés IA:

0

AAA Formulé IA
kur

Ryra nepriklausomai’parinktas i§ grupes, sudarytos is:

—(CH2)s—CHs, kurnyra0,1,2,3,4,5,6,7,8,9arba 10;
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kur * nurodo R grupés prisijungimo vieta;

ZIT
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R' yra nepriklausomai parinktas i§ grupés, sudarytos is:

kurnyra0,1,2,3,4,5,6,7, 8,9 arba 10; ir * nurodo R’ grupés prisijungimo prie R vieta;
R" yra nepriklausomai parinktas i§ grupés, sudarytos i§ —H, —CHs, -NHz, -OH, —Cl arba —Br;
X yra nepriklausomai parinktas i§ —CH= arba -NH=;

R' yra nepriklausomai parinktas i§ grupés, sudarytos i§ —-H, -OH, ~OMe arba -OEt.

Iradimas apima N‘-modifikuoty citidino nukleotidy naudojima modifikuoty oligonukleotidy
sintezei. Tiksliau, modifikuotas oligonukleotidas gali buti viengrandis arba dvigrandis.

Isradimas aprago modifikuoty oligonukleotidy sinteze pradmens ilginimo metodu.

Sis iradimas apraso N*-modifikuoty citidino nukleotidy naudojima fermenty atrankai. Fermentai
gali bati dviejy tipy: i) modifikacijg pasalinantys, arba ii) panaudojantys modifikuota nukleotida
modifikuoto oligonukleotido sintezei. Tiksliau, fermentas gali pasizyméti esteraziniu, amidaziniu,
oksidoreduktaziniu, liaziniu, ligaziniu ar kitu fermentiniu aktyvumu, pasizymingiu modifikuoto
citidino hidrolize susidarant nataraliam ciditino nukleotidui. Dar tiksliau, fermentas gali pakeisti
modifikuotg nukleotida, susidarant natdraliam nukleotidui ir i) modifikacijos liekanai, arba i)
suskaidytai modifikacijos liekanai, t.y., fermentas gali papildomai pakeisti modifikacijos grupe iki
smulkesniy sudedamujy daliy.

I8radimas apima fermenty, o tiksiiau polimeraziy atranka, kai atrenkamas fermentas vykdo
nukleorag$giy polimerizacija naudojant N*-modifikuotus citidino analogus. Tokio fermento
aktyvumas pasizymi tuo, kad AN*-modifikuotas citidino nukleotidas yra naudojamas vietoj
natdralaus citidino nukleotido, ir reakcijos produktas yra nukleoriigsties molekulés, kuriose yra
anksgiau minétos modifikacijos.

ISradimas apima mineéty fermenty atranka vykdoma autoreplikacijos, t.y., kai atrenkamas
fermentas yra polimerazé ir padaugina savo gena, ir kooperatyvios replikacijos, t.y., kai
fermentas yra modifikacija paSalinantis ar pakei€iantis, o papildoma polimerazé vykdo
modifikacijg pasalinanio ar pakeitiantio fermento geno padauginimg erdvéskyriy badu.
Tiksliau, fermenty atranka (auto)replikacija erdvéskyriy bldu vyksta emulsijoje, o atrenkama
fermenta koduojantis genas yra padauginamas emulsinio PGR metu.

Sis isradimas taip pat apima modifikuotos biomolekules tikslinj Zymejima, apimant ir
reporterinés grupés zyméjima, kuri leidzia identifikuoti pazymetg biomolekule tarp kity nezymeéty
molekuliy.
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Taip pat, i§radimas taikytinas ir tikslinei mutagenezei. Tiksliau, iSradimas apima modifikuoto
nukleotido tikslinj prijungima prie oligonukleotido ar ilgesnio DNR fragmento, ir tokios
modifikuotos nukleoriigéties molekulés padauginima, kuomet modifikuoto nukleotido
nukleobazé yra poruojama pagal komplementarumo principg ne su natdraliai priskirta
nukleobaze, t.y., A su T ir C su G, o modifikuoto nukleotido nukleobaze saveikauja su kita
modifikuoto nukleotido nukleobaze arba, pvz., modifikuoto citidino nukleobaze sudaro saveikas
ne su guaninu, o su kita, bet kokia nukleortigsties molekuleje esanéia nukleobaze.

Iradimas taikytinas A¢-modifikuoty citidino nukleotidy panaudojimui kaip Lprisiuvimo® (angl.
cross-linking) komponentams. Taip pat, Sis iSradimas apima N*-modifikuoty citidino analogy
jjlungima j oligonukleotida ir tokiy oligonukleotidy panaudojima prisiuvant prie jvairiy pavirsiy.
Siuo atveju, sgvoka pavirgius apima tiek biomolekuliy pavirgiy (pvz., baltymo ar nukleoragsties),
tiek jvairiy specialiai paruosty arba natdraliy pavirsiy, pvz., polietilenas arba polistirenas, ir kiti.

Sis igradimas taip pat apima Af-modifikuoty citidino analogy pritaikyma DNR fragmentacijos
aptikimui. Cia apra$omi modifikuoti nukleotidai, esantys lasteles fragmentuotos DNR sudeétyje
galéty bati panaudojami papildomam Zymejimui su dazo molekule. Tiksliau, tokia detekcija
leisty pazymeéti tik tas Iasteles, kuriose buvo pradétos apoptozes signalines kaskados.

Bréziniy/paveiksly apraSymas
Siekiant iliustruoti pagrindinius $io i$radimo poZymius $is apraSymas apima du paveikslus:

1 pav. Pradmens ilginimo reakcijos su nuo matricos priklausoma Taq polimeraze PAGE. Jame
pavaizduota pradmens ilginimo reakcijy, naudojant nuo matricos priklausoma Taq DNR
polimeraze, PAGE analizé. Pradmens ilginimo reakcijy salygos nurodytos 8 pavyzdyje.

2 pav. Pradmens ilginimo reakcijos su nuo matricos nepriklausoma TdT PAGE. Jame
pavaizduota pradmens ilginimo reakcijy naudojant nuo matricos nepriklausomg terminaling
deoksinukleotidiltransferaze PAGE analizé. Pradmens ilginimo reakcijy salygos nurodytos 9
pavyzdyije.

Detalus iSradimo apraSymas
Tekste naudojamos santrumpos:
2'-OME - 2'-O-metil-
2'-OMOE - 2'-O-metoksietil-
Apo-B — apolipoproteinas B

Bo — pradiné biblioteka
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BMR - branduoliy magnetinis rezonansas
DCC - N,N-dicikloheksilkarbodiimidas
DEAE - dietitaminoetil

DMF — N,N-dimetilformamidas

DTT - ditiotreitolis

EDTA - etilendiaminotetraacto ragstis
EtOAc — etilacetatas

IPTG - izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozidas
iRNR — informaciné RNR

JSA - jaugio serumo albuminas

KFV — kolonijas formuojantys vienetai

LNR - uZrakintos nukleortgstys

NDS - natrio dodecilsulfatas

ON - oligonukleotidas

PAGE - poliakrilamidinio gelio elektroforezé
PEG - polietilenglikolis

PMO - fosforodiamidato-morfolino oligomeras
PNR — peptido nukleortgstys

POCI;— fosforo oksichloridas

PS — fosforotioatas

RNRi — RNR interferencija

SELEX — aptamery atrankos in vitro procesas (angl. systematic evolution of ligands by
exponential enrichment)

TBA — tributilaminas

TBAPF — tributilamonio pirofosfato

TBE - Tris-boratinis-EDTA buferinis tirpalas
TdT — terminaliné deoksinukleotidil transferaze

TLC — plonasluoksné chromatografija
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Nauiji i§radimo junginiai sintetinami pagal sintezés Schema

0 0 2'-deoksicitidinas ~ HO N™ 70
)j\ NHS, DCC )J\ N DMF 0
— Vd e R
R” “OH R” O

EtOAc o) 65-84 %
@) 2 a-f) OH
3 (a-f)
1. POCl;, TBA
15-45% 2. TBAPF
0
HN R
T 11 (X
-0—P—0—P-0—-P-0 N}
| I I o)
o O O
OH
4 (a-f)

* * * \ *
R = -(CH,),-CHj (a); -CHj (b); ©/(c); ©:f(d); O @ | ().
0] =
N
(e

Schema |. N*Acil-2'-deoksicitidin-5-trifosfaty 4 (a—f) sintezé. Modifikuoti 4-toje
heterociklinés bazés padétyje 2'-deoksicitidinai buvo gauti acilinant atitinkamos karboksirtigsties
aktyviu NHS esteriu 2'-deoksicitiding. 18gryninus susintetintus nukleozidus koloneéliy
chromatografijos metodu, N*-acil-2'-deoksicitidinai iSskirti 65-84 % i§eigomis. Susintetinti
modifikuoti nukleozidai fosforinami fosforo oksichloridu, gauti monofosfatai neiSskiriant i$
reakcijos misinio toliau veikiami tributilamonio pirofosfatu. Susintetinti modifikuoti nukleozidy
trifosfatai iSgryninami jony mainy chromatografijos bidu naudojant DEAE-Sephadex A25
kolonele, eliuojant LiCl. Po jony mainy chromatografijos nukleotidai gryninami dar kartag
atvirk$¢iy faziy chromatografijos metodu. N*Acil-2'-deoksicitidin-5'"-trifosfatai susintetinti 15-45
% i8eigomis. Junginiy struktdros patvirtintos BMR spektroskopinés bei HPLC-MS analiziy

duomenimis.
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Siame aprasyme terminas ,nukleotidas" reiskia ribonukleozido arba deoksiribonukleozido
trifosfatas, arba modifikuota jy forma, arba analogas. Nukleotidai gali bati sudaryti i¥ purino
(pvz., adenino, guanino, hipoksantino arba ju dariniy ir analogy) arba pirimidino (citozino,

timino, uracilo arba jy dariniy ir analogy) nukleobaziy.

Terminas ,nukleortgstis” reiskia DNR, RNR, DNR-RNR hibrido arba modifikuotos DNR ar
RNR  molekule. Terminas  ,oligonukleotidas”  reiSkia oligoribonukleotida ~ arba

oligodeoksiribonukleotida.

Terminai ,modifikuotas®, ,modifikacija“, ,modifikuoti“ ir kiti ZodZiy dariniai, turintys tg padia
gaknj, ir naudojami kartu su terminu nukleotidas® arba ,oligonukleotidas” reiSkia, kad
nukleotidas turi papildoma chemine grupe, kurios néra natdraliuose nukleoziduose (t.y.,
adenozinas, guanozinas, citidinas, timidinas, uridinas), ir bent vienas i$ ON sudaranciy natiraliy
nukleozidy (t.y., adenozinas, guanozinas, citidinas, timidinas, uridinas) yra jo analogas. Taip pat
modifikacijos gali apimti fosfodiesterinj karkasa, papildomas metil- grupes, nejprastas
nukleobaziy komplementarios saveikos kombinacijas, 3' ir 5' galy modifikacijas (pvz.,
kepurinimas). Taip pat, bet kuri hidroksi- grupe, esanti ant nukleotido angliavandenio (pvz.,
ribozes, deoksiribozes ar kito monosacharido) dalies gali bati pakeista fosfonil ar fosforil grupe,
apsaugota standartinémis blokuojanciomis grupemis arba aktyvuota papildomoms jungtims. 3" ir
5' galy hidroksi grupés gali biti fosforilintos, pakeistos amino grupemis arba kitomis organiniy
junginiy funkcinémis grupémis.

Taip pat ON gali bati sudaryti i§ ribozei ir deoksiribozei alternatyviy monosacharidy,
apimant 2'-O-metil-, 2'-O-alil-, 2'-O-etil-, 2'-O-propil-, 2'-metoksietil-, 2'-O-fluoro-, 2'-O-amino-, 2'-
O-azido- pentozes, a-anomerus, kitas aldopentozes (ty., arabinoze, ksiloze, liksoze),
piranozes, aciklinius analogus. ‘

Gali bati modifikuojamas nukleotidas arba ON. ON gali bati papildomai modifikuojamas,
pvz., konjuguojant su kitomis molekulemis.

Terminas ,aptameras” reigkia natliraliai neegzistuojangia nukleorigsties molekule, kuri
pasizymi pageidaujamu poveikiu taikinio molekulei. Pageidaujamas poveikis gali biti, bet néra
ribojamas, i) saveika su taikiniu prisijungiant, i) kataliziniu taikinio keitimu, iii) reakcija su taikiniu
modifikuojant taikinj, keigiant taikinio sudeétj ar kei¢iant funkcinj taikinio aktyvuma, iv) kovalentine
sgveika su taikiniu (pvz., kaip savizudziai slopikliai), v) reakcijos tarp taikinio ir kitos molekules
skatinimas.

Siame aprasyme ,autoreplikacija erdveskyriuose* (angl. compartmentalized self-
replication) reigkia evoliucijos in vitro atrankos metoda, kai i§ mutantiniy polimeraziy bibliotekos
tik aktyvios polimerazés padaugina savo geng esant iSoriniam spaudimui, ir padauginimas
vyksta erdvéskyriuose. Terminas erdvéskyris (angl. compartment) reiSkia mazus vandeninius
lagelius esanéius emulsijoje, t.y., vandeninio tirpalo ir aligjinio skys¢io miSinyje. Emulsija gali
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bati paruosiama i§ jvairiy vandeniniy tirpaly ir aliejiniy skys¢iy. Laikoma, kad vidutini$kai tokioje
emulsijoje yra 10'%mL vandeniniy ladeliy/ervdéskyriy. Taip pat yra laikoma, kad statistidkai |
vieng tokj ladelj patenka tik viena lastele. Kartu su Iastele j laselj patenka emulsinei PGR
reikalingi reagentai, ty., buferinis tirpalas, nukleotidai, polimeraze koduojantis genas,
pradmenys, papildomi reagentai ar fermentai. Papildomi reagentai ir fermentai gali bati bet
kokie komponentai reikalingi PGR ar kitoms atrankos metu vykdomoms reakcijoms. ISradimo
pavyzdziuose yra aprasyti papildomi atrankos Zingsniai bei reikalingi papildomi komponentai,
bet iSradimas neéra ribojamas $iais pavyzdZiais ir papildomi atrankos Zingsniai gali varijuoti.

Terminas ,iSorinis spaudimas"“ reidkia atrankos metu naudojamg ypatingg eksperimento
salyga, pvz., auk$tesne ar Zemesne temperatira, kitas reakcijos sudedamasias dalis,
praplovimo kiekj ir trukme, kuri lemia tai, jog yra padauginami tik tie variantai, kurie iSlieka
aktyvis esant ypatingoms saglygoms. Siame apra$yme terminai ,i$orinis spaudimas“ ir
~evoliucijos spaudimas* yra naudojami kaip sinonimai, ir turi tg paciag prasme.

Siame aprasyme kooperatyvi replikacija erdvéskyriuose, (angl. compartmentalized
partnered-replication) reigkia evoliucijos in vitro atrankos arba paieskos metoda, kai i§ baltymy
bibliotekos esant iSoriniam spaudimui tik aktyvlOs variantai sukuria salygas papildomai
polimerazei padauginti aktyvy baltyma koduojantj geng, ir padauginimas vyksta erdveskyriuose.

Terminas ,fermenty biblioteka“ reikia geny, jklonuoty | raiSkos vektorius, rinkinj.
Fermenty biblioteka gali biti metagenominé biblioteka arba mutanty biblioteka. Metagenomine
biblioteka naudojama naujy nezinomy fermenty paieskai i$ jvairiy aplinkos mikroorganizmy
altiniy, pvz., dirvozemio, jlros vandens, dumblo ir t.t. Mutanty biblioteka naudojama Zinomy
fermenty, su naujomis mutacijomis, pagerinan¢iomis/pakeitianiomis fermento savybes,

atrankai.

Terminas ,prisiuvimas" (angl. cross-linking) reiSkia kovalentinio rySio susidarymg tarp
dviejy polimery. Cia, terminas ,polimeras" reiskia bet kokig biologine molekule (baltymas,
nukleortigstis, lipidas ir kt.) arba nebiologinius polimerus (pvz., poliesteris, polistirenas,
polietilenas, poli(metilmetakrilatas) ir kt.).

ISradimo jgyvendinimo pavyzdzZiai
Zemiau yra pateikti i$radimo junginiy sintezes ir pritaikymo pavyzdziai. Sie pavyzdziai yra
pateikti kaip iSradimo pavyzdziai. ISradimas néra ribojamas Siais pavyzdziais.
Pavyzdys 1. N‘-Heksanoil-2'-deoksicitidin-5"-trifosfato (junginys 4a) gavimas.
Junginys sintetinamas pagal Schema Il
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Schema . N*-Heksanoil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfato (4a) sinteze.

N*Heksanoil-2'-deoksicitidino 3a sintezé. Heksano ragstis (58 mg, 0,5 mmol), N-
hidroksisukcinimidas (NHS, 63 mg, 0,55 mmol) ir N,N-dicikloheksilkarbodiimidas (DCC, 113
mg, 0,55 mmol) istirpinami 15 mL etilacetato (EtOAc) ir maiSoma kambario temperatiroje 20 h.
Susidariusios nuoseédos nufiltruojamos, filtrate lieka iStirpusi aktyvuota ragstis 2a. Etilacetatas
nugarinamas rotaciniu garintuvu. Aktyvuota heksano rhgstis tirpinama 1,5 mL N,N-
dimetilformamido (DMF), sudedama 103 mg (0,45 mmol) 2'-deoksicitidino. Reakcijos misinys
maiSomas 30-35 °C temperatiroje 24—48 valandas. Reakcijos eiga stebima plonasluoksne
chromatografija (TLC, chloroformas/metanolis, 9/1). Reakcijai jvykus (TLC), DMF nugarinamas
rotaciniu garintuvu. Likusios nuosédos istirpinamos chloroforme ir gryninamos kolonéliy
chromatografijos badu (silikagelis, chloroformas/metanolis, 10:0->10:1). Gauta 122 mg, (75 %
iSeiga). MS (ESI*): m/z 326,10 [M+H]*; 324,10 [M-H]~. UV Amax 247; 298 nm. 'H-BMR (DMSO-
de): & = 0,86 (t, 3H, J = 6,8 Hz, CH3); 1,22 (m, 4H, CH);1,52 (m, 2H, CH2); 2,02 (m, 1H, CHy); 2,29
(m, 1H, CHy); 2,39 (t, 2H, J= 7,3 Hz, CHy); 3,61 (m, 1H, CH3); 3,74 (m, 1H, CHy); 3,93 (m, 2H, CH);
5,04 (s, 1H, OH); 5,26 (s, 1H, OH); 6,11 (t, 1H, J= 6,0 Hz, CH); 7,23 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH);
8,32 (d, 1H, J= 7,5 Hz, CH=CH); 10,83 (s, 1H, NH). '*C-BMR (DMSO-dy): d =14,26; 22,29; 24,61;
25,69; 31,18; 36,24, 61,42; 70,40, 86,60, 88,37; 95,72; 145,41; 154,93; 162,77; 174,39.

N*-Heksanoil-2"-deoksicitidin-5'-trifosfato 4a sintezé. Susintetintas 3a N*-heksanoil-2'-
deoksicitidinas (98 mg, 0,3 mmol), tributilaminas (TBA, 143 uL, 0,6 mmol) suspenduojami 1,5
mL trimetilfosfato ir atSaldoma iki 0—4 °C temperatiros. | atSaldytg reakcijos misinj sulaginamas
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fosforo oksichloridas (POCls, 56 uL, 0,6 mmol) ir maiSoma 0—4 °C temperatiroje 601 20 min.
Reakcijos eiga stebima atliekant TLC  analize, eliuentas  1,4-dioksanas/2-
propanolis/vanduo/NH4OH, 4/2/2/1. Susidarius N-heksanoil-2'-deoksicitidino monofosfatui, |
reakcijos misinj jpilama 72 uL (0,3 mmol) TBA ir 3 mL 0,5 M tributilamonio pirofosfato tirpalo
(TBAPF, 1,5 mmol) acetonitrile. MaiSoma 10-15 min. Reakcija stabdoma pilant atSaldytg

vandenj ir neutralizuojama sogiu natrio hidrokarbonato tirpalu iki pH 6-7.

Reakcijos miginys gryninamas jony mainy chromatografijos biidu naudojant DEAE-Sephadex
A25 kolonele (30 mL), eliuojant LiCl gradiente (0,05-0,4 M). Produktas eliuojamas 0,25-0,3 M
LiCl, frakcijy grynumas tikrinamas TLC (eliuentas 1,4-dioksanas/2-propanolis/vanduo/NH;OH,
4/2/5/1). Frakcijos, kuriose yra grynas N*heksanoil-2'-deoksicitidino trifosfatas, sujungiamos.
Tirpalas nugarinamas rotaciniu garintuvu iki keliy mililitry ir supilama | 30-40 mL
acetono/metanolio, 4/1 misinj. Susiformavusios nuosédos centrifuguojamos (4000 rpm, 10 min.)
ir du kartus plaunamos acetono/metanolio, 4/1 miginiu. Nukleotidas tirpinamas 2-3 mL
vandens, nugarinami tirpikliy likugiai ir neutralizuojama 1 M natrio hidroksido tirpalu iki pH 7,0.

Susintetintas nukleotidas, iSgrynintas jony mainy chromatografijos bddu, gryninamas dar kartg
atvirk$giy faziy chromatografijos metodu. Gryninimui naudota 12 g C18 kolonele, eliuentas
vanduo/metanolis, 10:0->10:2. Trifosfatas eliuojamas 15-20 % metanolis/vanduo mi$iniu,
frakcijy grynumas tikrinamas TLC (eliuentas 1,4-dioksanas/2-propanolis/vanduo/NH4OH,
4/2/5/1). Frakcijos, kuriose yra grynas N*-heksanoil-2'-deoksicitidino trifosfatas, sujungiamos.
Nugarinus tirpiklius, trifosfatas istirpinami 2-3 mL vandens, neutralizuojamas 1 M natrio
hidroksido tirpalu iki pH 7,0 ir nufiltruojamas per 0,45 pm PTFE filtrg. Spektrofotometriskai
iSmatuojamos i8gryninto trifosfato tirpalo absorbcijos, apskaitiuojama koncentracija bei
medziagos kiekis. Gauta 5,2 mL, 26 mM, 135 mmol (45 % iSeiga). MS (ESI*): m/z 566,05
[M+H]*; 564,05 [M-H]~. UV Amax 246; 298 nm. 'H-BMR (D20): 6 = 0,75 (1, 3H, J = 7,0 Hz, CH3);
1,20 (m, 4H, CH2); 1,54 (m, 2H, CH2); 2,24 (m, 1H, CHz); 2,38 (t, 2H, J= 7,4 Hz, CH2); 2,40 (m, 1H,
CHy); 4,09 (m, 1H, CH); 4,14 (m, 2H, CH,); 4,54 (m, 1H, CH); 6,15 (t, 1H, J = 6,2 Hz, CH); 7,26 (d,
1H, J=7,5 Hz, CH=CH); 8,28 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH). 3'P-BMR (D:0): 8 = 20,54 (t, J= 19,7
Hz, PB); -9,23 (d, J = 18,7 Hz, Pa), 7,19 (d, J = 19,8 Hz, Py).

Pavyzdys 2. N*Acetil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfato (junginys 4b) gavimas. Junginys
sintetinamas kaip apraSyta pavyzdyje 1 (junginys 4a) i§ acto rigsties 1b.

N*-Acetil-2'-deoksicitidinas, 3b. Gauta 105 mg, (78 % iSeiga). MS (ESI*): m/z 270,10 [M+H]*;
268,10 [M-H]". UV Amax 246; 298 nm. 'H-BMR (DMSO-ds): 8 = 2,04 (m, 3H, CHa); 2,11 (m, 1H,
CH2); 2,41 (m, 1H, CHy); 4,12 (m, 3H, CH, CHy); 4,46 (m, 1H, CH); 5,04 (s, 1H, OH); 5,27 (s,
1H, OH); 6,12 (t, 1H, J = 6,0 Hz, CH); 7,20 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 8,26 (d, 1H, J= 7,5 Hz,
CH=CH); 10,81 (s, 1H, NH). '3C-BMR (DMSO-ds): d = 23,98; 39,72; 63,59; 69,73; 85,35; 87,10;
98,35; 145,57, 156,96; 162,57; 173,34.
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N*-Acetil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfatas, 4b. Gauta 3,2 mL, 23 mM, 74 mmol (25 % iSeiga). MS
(ESI*): m/z 510,00 [M+H]*; 508,00 [M-H]~. UV Amax 243; 296 nm. 'H-BMR (D20): & = 2,08 (m,
3H, CHs): 2,21 (m, 1H, CHz); 2,40 (m, 1H, CHz); 4,11 (m, 3H, CH, CHz); 4,47 (m, 1H, CH); 6,11
(t, 1H, J = 6,0 Hz, CH); 7,20 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 8,26 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH. 3p-
BMR (Dz0): 6 = -20,61 (t, J = 18,8 Hz, PB); -10,94 (d, J = 18,7 Hz, Pa); 5,24 (d, J = 18,9 Hz,
Py).

Pavyzdys 3. N‘-Benzoil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfato (junginys 4c) gavimas.
Junginys sintetinamas kaip apragyta pavyzdyje 1 (junginys 4a) i$ benzoinés rugsties 1c.

N*-Benzoil-2'-deoksicitidinas, 3c. Gauta 132 mg, (80 % iSeiga). MS (ESI*): m/z 332,10
[M+H]*; 330,10 [M-H]~. UV Amax 256; 303 nm. 'H-BMR (DMSO-ds): 8 = 2,34 (m, 2H, CHy); 3,74
(m, 2H, CHz); 4,05 (m, 1H, CH); 4,54 (m, 1H, CH); 5,03 (s, 1H, OH); 5,26 (s, 1H, OH); 6,12 (t,
1H, J = 6,1 Hz, CH); 7,26 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 7,40 (t, 2H, J = 7,6 Hz, CH); 7,65 (t, 1H,
J=7,5Hz, CH); 7,87 (dd, 2H, J = 8,4; 1,2 Hz, CH); 8,29 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 10,64 (s,
1H, NH). ®C-BMR (DMSO-ds): 6 = 38,77; 61,78; 70,31; 85,90, 86,86; 96,25; 128,13; 128,60;
131,75; 135,04; 143,10; 155,02; 168,20; 169,17.

N*-Benzoil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfatas, 4c. Gauta 6,5 mL, 17 mM, 110 mmol (37 % iSeiga).
MS (ESI*): m/z 572,05 [M+H]*; 570,00 [M-H]~. UV Amax 257; 303 nm. 'H-BMR (D20): & = 2,28
(m, 1H, CHy); 2,50 (m, 1H, CHy); 4,18 (m, 3H, CH, CHy); 4,54 (m, 1H, CH); 6,19 (t, 1H, J=6,3
Hz, CH); 7,39 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 7,48 (t, 2H, J= 7,8 Hz, CH); 7,61 (t, 1H, J= 7,5 Hz,
CH); 7,82 (dd, 2H, J = 8,4; 1,2 Hz, CH); 8,34 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH). 3'P-BMR (D20): 8 = -
20,69 (t, J= 19.1 Hz, PB); -10,95 (d, J = 18,7 Hz, Pa); -5,33 (d, J = 19,1 Hz, Py).

Pavyzdys 4. N*-Benzoil-2-acetil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfato (junginys 4d) gavimas.
Junginys sintetinamas kaip aprasyta pavyzdyje 1 (junginys 4a) i§ 2-acetil-benzoinés ragsties 1d.

N‘-Benzoil-2-acetil-2'-deoksicitidinas, 3d. Gauta 121 mg, (65 % iSeiga). MS (ESI*): m/z
374,05 [M+H]*; 372,10 [M-H]~. UV Amax 265; 307 nm. 'H-BMR (DMSO-ds): & = 2,09 (s, 3H, CHs);
2,35 (m, 2H, CHy); 3,63 (m, 2H, CHy); 3,90 (m, 1H, CH); 4,25 (m, 1H, CH); 5,09 (s, 1H, OH);
5,30 (s, 1H, OH); 6,16 (t, 1H, J = 6,2 Hz, CH); 6,85 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 7,53 (m, 2H,
CH); 7,62 (m, 1H, CH); 7,80 (m, 1H, CH); 8,44 (d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 10,57 (s, 1H, NH).
3C-BMR (DMSO-ds): & = 28,25; 39,10; 61,67; 70,32; 86,07; 86,86; 96,25; 127,18; 131,68,
131,98; 135,50, 142,76; 154,60; 168,40; 171,88; 177,60.

N*-Benzoil-2-acetil-2'-deoksicitidin-5"-trifosfatas, 4d. Gauta 2,8 mL, 17 mM, 48 mmol (16 %
iSeiga). MS (ESI*): m/z 614,00 [M+H]*; 612,00 [M-H]~. UV Anax 267; 307 nm. 'H-BMR (D20): & =
1,97 (s, 3H, CH3); 2,29 (m, 1H, CHy); 2,49 (m, 1H, CHy); 4,14 (m, 3H, CH, CHy»); 4,32 (m, 1H,
CH); 6,19 (t, 1H, J= 6,0 Hz, CH); 7,39 (d, 1H, J= 7,6 Hz, CH=CH); 7,57 (m, 1H, CH); 7,66 (m,
2H, CH); 7,78 (m, 1H, CH); 8,33 (d, 1H, J = 7,6 Hz, CH=CH). 3'P-BMR (D20): 8 = 20,26 (t, J =
18,5 Hz, PB); -10,80 (d, J = 18,5 Hz, Pa); —4,91 (d, J = 18,2 Hz, Py).
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Pavyzdys 5. N*-Benzoil-3-benzoil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfato  (junginys 4e)
gavimas. Junginys sintetinamas kaip aprasyta pavyzdyje 1 (junginys 4a) i§ 3-benzoil-benzoinés

ragsties le.

N“-Benzoil-3-benzoil-2'-deoksicitidinas, 3e. Gauta 152 mg, (70 % iSeiga). MS (ESI*): m/z
436,10 [M+H]*; 434,10 [M-H]". UV Amax 255; 303 nm. 'H-BMR (DMSO-de): 5 = 2,07 (m, 1H,
CHz): 2,33 (m, 1H, CHy); 3,63 (m, 2H, CHz); 3,89 (m, 1H, CH); 4,25 (m, 1H, CH); 5,06 (s, 1H,
OH); 5,29 (s, 1H, OH); 6,15 (t, 1H, J = 6,3 Hz, CH); 7,38 (d, 1H, J = 7,0 Hz, CH=CH); 7,60 (m,
2H, CH); 7,73 (m, 1H, CH); 7,77 (m, 2H, CH); 7,83 (d, 2H, J = 8,2 Hz, CH); 8,16 (d, 2H, J= 8,2
Hz, CH); 8,44 (d, 1H, J = 7,0 Hz, CH=CH); 11,45 (s, 1H, NH). "*C-BMR (DMSO-de): 5 = 41,10;
61,42; 70,39; 86,78; 88,45; 107,18; 129,12; 129,22; 129,84; 130,19; 133,62; 136,96; 140,46;
145,21; 163,02; 168,56; 188,32; 195,80.

N‘-Benzoil-3-benzoil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfatas, 4e. Gauta 6 mL, 20 mM, 120 mmol (40 %
iSeiga). MS (ESI*): m/z 676,05 [M+H]*; 674,05 [M-H]". UV Anax 257; 302 nm. 'H-BMR (D20): 5 =
2,25 (m, 1H, CHy); 2,45 (m, 1H, CHy); 4,17 (m, 3H, CH, CHz); 4,53(m, 1H, CH); 6,15 (1, 1H, J =
6,0 Hz, CH); 7,31 (d, 1H, J= 7,0 Hz, CH=CH); 7,47 (m, 2H, CH); 7,63 (m, 4H, CH); 7,90 (m, 1H,
CH); 8,06 (m, 2H, CH); 8,31 (d, 1H, J = 7,0 Hz, CH=CH). 3'P-BMR (D:0): 8 = -20,58 (t, J= 18,5
Hz, PB); -10,91 (d, J = 18,4 Hz, Pa); -5,28 (d, J = 18,4 Hz, Py).

Pavyzdys 6. N‘*Nikotinoil-2'-deoksicitidin-5"-trifosfato (junginys 4f) gavimas.
Junginys sintetinamas kaip aprasyta pavyzdyje 1 (junginys 4a) i$ nikotino rigsties 1f.

N*-Nikotinoil-2'-deoksicitidinas, 3f. Gauta 140 mg, (84 % iSeiga). MS (ESI*): m/z 333,05
[M+H]*; 331,05 [M-H]". UV Anax 253; 307 nm. 'H-BMR (DMSO-de): 6 = 2,07 (m, 1H, CHz); 2,33
(m, 1H, CH2); 3,62 (m, 2H, CH2); 3,89 (m, 1H, CH); 4,25 (m, 1H, CH); 5,09 (t, 1H, J = 5,1 Hz,
OH); 5,30 (d, 1H, J = 4,2 Hz, OH); 6,14 (t, 1H, J = 6,3 Hz, CH); 7,33 (s, 1H, CH=CH); 7,55 (dd,
1H, J=7,9; 4,9 Hz, CH); 8,33 (d, 1H, J = 8,0, Hz, CH); 8,42 (d, 1H, J = 7,3 Hz, CH=CH); 8,77
(d, 1H, J = 4,9 Hz, CH); 9,11 (s, 1H, CH); 11,50 (s, 1H, NH). '*C-BMR (DMSO-de): 3 = 41,39;
49,06; 61,41; 70,38; 86,73; 88,45; 96,53; 128,89; 129,68; 136,61; 145,58; 149,84; 158,38,
163,17; 173,48.

N‘-Nikotinoil-2'-deoksicitidin-5'-trifosfatas, 4f. Gauta 3 mL, 15 mM, 45 mmol (15 % iSeiga).
MS (ESI*): m/z 573,00 [M+H]*; 571,00 [M-H]~. UV Anax 256; 305 nm. 'H-BMR (D20): & = 2,26
(m, 1H, CHy); 2,47 (m, 1H, CHy); 4,42 (m, 4H, CHz, CH); 6,16 (t, 1H, J = 6,1 Hz, CH), 7,37 (d,
1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 7,51 (dd, 1H, J = 7,8; 5,1 Hz, CH); 8,22 (d, 1H, J = 8,1, Hz, CH), 8,35
(d, 1H, J = 7,5 Hz, CH=CH); 8,64 (s, 1H, CH); 8,89 (s, 1H, CH). 3'P-BMR (D:0): = —20,67 (t, J
= 18,5 Hz, PB); -10,92 (d, J = 18,5 Hz, Pa); —6,06 (d, J= 18,2 Hz, Py).

Pavyzdys 7. Fermenty, skaidan¢iy amidinj modifikuoto dNTP rysj, atranka

Sis isradimas apraso metoda, kurio metu vykdoma fermenty atranka in vitro. Fermenty atranka

in vitro vykdoma emulsijoje, replikacijos erdveskyriuose badu. Atrenkami fermentai katalizuoja
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modifikuoto dNTP (4 a-e) amidinio rysio hidrolize, susidarant natdraliam dNTP. Po hidrolizés,
emulsijoje esangiuose vandens laseliuose (erdveskyriuose) susidaro visi keturi nataralis dNTP,
reikalingi PGR. Papildoma DNR polimerazé padaugina atrenkama fermentg koduojantj gena.

Atrankai naudojama metagenominé fermenty biblioteka (Bo) buvo sudaryta i§ plazmidZiy, kurias
sudaro j pET28b raigkos vektoriy jkionuoti DNR fragmentai, gauti paveikus chromosoming DNR
atitinkamomis restrikcijos endonukleazémis. Bo buvo transformuojamos E. coli BL21(DE3)
bakterijos ir nustatomas lgsteliy kiekis, kuris prilyginamas Bo dydziui. Nustatytas Bo dydis
~5x107 skirtingy varianty.

Toliau metagenominé biblioteka yra paruoSiama fermenty paieskai. | 50 mL LB terpés su
atitinkamu antibiotiku uzséjama 5x10° metagenominés bibliotekos lasteliy. E. coli BL21(DE3)
bakterijos auginamos 37 °C temperatiroje aeruojant, kol optinis tankis esant 600 nm bangos
ilgiui (Asoo) pasieka 0,7. Tuomet vykdoma geny raiskos indukcija IPTG, galutinei jo
koncentracijai esant 0,5 mM. Po indukcijos Iastelés auginamos 2 val., tuomet atSaldomos ledo
vonioje.  Bakterijy tankis (kolonijas sudarantys vienetai (KSV)/mL) nustatomas
spektrofotometriSkai. Lasteliy suspensija iSpilstoma po 1 mL, lastelés surenkamos
centrifuguojant Saldant (1 min. 3300g). Tuomet lastelés suspenducjamos 1 mL 0,9 % NaCl
tirpalo ir dar kartg centrifuguojamos Saldant. Po to, Igstelés vél suspenduojamos 0,5 mL 1 x
PGR buferinio tirpalo. | paruosty lasteliy suspensijg dedama 10 pL Svieziai paruosto 20 pg/uL
lizocimo tirpalo ir inkubuojama 10 min. 37 °C temperatlroje. Lizocimu paveikta lasteliy
suspensija naudojama PGR emulsijoje.

Ruo8iama aliejineé fazé (50 mL), sudaryta i§ 97,95 % mineralinés alyvos, 2 % ABIL EM 90,
0,05 % Triton X-100. Aliejiné fazé gerai suplakama.

Ruosiamas PGR miSinys (300 uL), sudarytas i§ 1 x komercinio HF PGR buferinio tirpalo,
0,33 pM T7prom pradmens, 0,33 uM T7ter pradmens, po 2 mM natdraliy dNTP (dATP, dTTP,
dGTP), 3 mM modifikuoto dCTP, 0,5 ug/mL JSA, 0,6 vnt. Phusion DNR polimerazés (Thermo
Fisher Scientific). Pradmeny sekos: tiesioginis pradmuo (T7prom) SEQ ID Nr. 8: 5-
TAATACGACTCACTATAGGGAGA-3'; atvirkstinis pradmuo (T7ter) SEQ ID Nr. 9: 5-
CTAGTTATTGCTCAGCGGTG-3'. | paruosta PGR miinj dedama po 1x107 lizocimu paveikty
lasteliy ir miSinys plakamas j emulsijg $aldant, pagal modifikuotg Williams metodikg (Williams et
al. 2006). PGR miSinys suladinamas | aligjinj tirpalg maigant ant magnetinés maisyklés, esant
1700 aps./min. greiiui. Per 2 min. | 700 pL aliejinio tirpalo sula§inama 300 uL. PGR miinio, ir
emulsija maiSoma dar 5 min.

Lasteliy, esanciy emulsijoje, ardymas vykdomas atliekant keturis $ildymo (10 min. 37 °C)
ir saldymo (10 min. -70 °C) ciklus. Po to, emulsija i§pilstoma po 50 UL ir vykdoma PGR.
Papildomai atliekama vandeninio mi§inio PGR kontrolé. PGR programa: 30 sek. 98 °C, 35 ciklai
— 10 sek. 98 °C, 15 sek. 55 °C, 45 sek. 72°C, 3 min. 72 °C.
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Po PGR vykdomas emulsijos ardymas pagal modifikuotg Williams metodika (Williams et
al. 2006). Emulsija centrifuguojama (10 min. 16000g) 37 °C temperattroje. Vykdomi trys
ekstrakcijos Zingsniai: su dietileteriu, su vandeniu prisotintu etilacetatu, ir vel su dietileteriu.

Tirpiklio likutis nugarinamas.

Nukleorgstys gryninamos naudojant ,GeneJET™ PCR Purification Kit* (Thermo Fisher
Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Po gryninimo, siekiant pasalinti pradine plazmiding
DNR, miginys veikiamas dvigrandining DNR hidrolizuojangia deoksiribonukleaze (dsDNaze).
Reakcija vykdoma 5 min. 37 °C temperatiroje. Po to, vykdoma PGR produkty analizé

elektroforezés blidu.

Gautas PGR produkty miginys hidrolizuojamas  atitinkamomis  restrikcijos
endonukleazemis ir klonuojamas j paruo$ta pET28b vektoriy. Ligatu transformuojamos E. coli
DH5a bakterijos, skiriama pavieniy kolonijy plazmidine DNR ir identifikuojamos atrinkta(-os)
DNR seka(-o0s). Tokiu bidu buvo atrinkti trys DNR fragmentai — EST, D6 ir YqfB.

Toliau rekombinantiniai baltymai (EST, D6 ir YqfB), turintys 6xHis Zyma baltymo N-gale,
buvo i§gryninti giminingumo chromatografijos badu, bei buvo nustatyti jy aktyvumai. EST, D6 ir
YqfB hidrolizuoja modifikuoty dCTP amidinj ry$j (amidazinis aktyvumas), taip pat pasizymi ir

esteraziniu aktyvumu.

Visi trys atrasti baltymai pasizymi amidinio rySio, esanéio N4-modifikuotuose citidino
nukleotiduose, hidrolize. Hidrolizés reakcija vyksta jvairiuose buferiniuose tirpaluose, 37 °C
temperatdroje. Priklausomai nuo i8gryninto baltymo koncentracijos, fermentiné reakcija trunka
nuo keliasde$imt minuéiy iki keliy valandy. Baltymo N-gale esanti 6xHis zyma netrukdo
fermentiniam aktyvumui. Taip pat, $ie baltymai geba hidrolizuoti tiek modifikuoto citidino, tiek
citidino trifosfato amidinj rysj.

N4-modifikuoty citidino nukleotidy hidrolizé iki natyvaus nukleotido yra svarbi keliais
aspektais. Vienas i§ jvairiy modifikuoty nukleotidy panaudojimy yra pritaikymas aptamery
technologijoje. Kuriant modifikuotus aptamerus gali prireikti pa3alinti modifikacijos grupes, pvz.,
norint padauginti aptamery sekas naudojant polimerazes, kurios neatpazjsta modifikuoty grupiy.
Tokiu bldu, turint selektyvius fermentus hidrolizuojangius amidinj ry§j (taciau lygiai toks pats
principas galioty ir kitokiam rySiui bei atitinkanéiam fermentui), galima gauti aptamerus,
sudarytus i$ natyviy nukleotidy. Apamerai, sudaryti i§ natyviy nukleotidy, galéty bati padauginti
jprastomis sglygomis. Tokiu btu atsikratoma batinybeés ieSkoti polimerazés arba kurti mutanting
polimeraze, gebanéiag padauginti modifikuotg seka.

Viena i§ daug Zadan¢iy Siy baltymy panaudojimo sri€iy yra detoksifikacija. Jau kurj laika
chroniniai uzdegimai buvo siejami su jvairiomis senatvés ligomis, tagiau iki Siol nebuvo Zinomos
uzdegimy priezastys. Inflamasoma, vidulastelinis multiproteininis oligomeras, yra atsakinga uz
uzdegiminiy procesy aktyvavima. Inflamasoma skatina uzdegiminio citokino interleukino 1 (IL-
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1B) susidaryma, kuris kartu su kitomis molekulemis bei baltymais, dalyvauja imuniniame bei
uzdegiminiame atsake. Neseniai nustatyta, kad N4-acetil-citidinas, vidulasteliné pirimidiny
metabolizmo tarpiné molekulé, yra aptinkama kraujyje pacienty, kuriems budinga nukleotidy
metabolizmo disfunkcija, padidéjes oksidacinis stresas bei kraujospadis, aterosklerozé ir
biologinio senejimo pozymiai (Furman et al. 2017). Parodyta, kad N4-acetil-citidinas aktyvuoja
NLRC4 inflamasomos susidaryma, indukuoja IL-1B sintezg, aktyvuoja trombocitus bei
neutrofilus ir padidina kraujospidj pelése. Taip pat, >85 mety individai pasizymi padidéjusia
inflamasomos geny moduliy sinteze, kuri siejama su visy priezas¢iy mirtingumu. Taigi vienas i$
bady kovoti su chroniniais uZdegiminiais procesais, bldingais senatveje, yra veikti pries
signalines ar kitas molekules, kurios skatina 8iy procesy veikimg bei plitima. Zinant, kad N4-
acetil-citidinas yra viena i§ tokiy molekuliy, galima panaudoti vaistus, pagristus
rekombinantiniais baltymais, kurie N4-acetil-citiding pavercia natyviu citidinu. Taigi naujos ¢ia

aprasomos esterazés galéty bati panaudojamos senyvy pacienty detoksifikacijai.
Atrasty fermenty aminortgsgiy sekos:

EST (SEQ ID Nr. 1):
MSSLFIGQVFAKTPEVQTSDLTGNTTCSNLVGMVIPADEIGLPTSGATITSATLKIVEDGAIKDAE
YCEVLGAIHPVDPTAPDINFQVNLPTNWNKKFLQFGGGYFNGTVRTGLGNPPAGDRKLGKNTP
LAQGYVTFGSDSGNSTAPLDASFGMNDEALKNFAGDQLKKTKDVALALANVRYNAVPDQVYF
AGGSEGGREGLFIVQNFPDEYDGVISVYPVLNWIPKALKDNRDAQALYKNDGEGWISPEENDLI
NETVFKACDSLDGVKDGIISNTSECAEKEDKILDTLSESLSEKQIEVIKSFNGPMEFDIQLANDFT
TMPGYSQLQGADIGRLFGTRPIPGVPPVVSESVGHVIDEQDALMGVYSDQVIRYKITRNPDFNT
LTFDPNEYREEILKASNLLDVTDPNISEFRENGGKLILVHGTEDEMVAPQGTSDYYSKLVNEFG
QESLDEFAQYYLVPGFSHGGGNFTMSANLLGALDAWVVNGDVPSNLVAEDQNSATFGRTRPL
CEYPTYPQYNGSGDVNSAASFTCLKADKDKDISASDIQKLIEKFEVDGEFANHGTARSLQAHLD
ILIKLESQERETVDQIVKHTQKFIKLLDNHKKNGKITDHAYNTLKELAESYIKQIK

D6 (SEQ ID Nr. 2):
MEQLKFQKNWNNKCSCDFFTTIRLKGPKYTVGKELEMRIYKGGVFQNHGMIRVASLRPIQLHQI
NEWISRLDSGLSPEELRSELFYMYKDKVADVNKVDFYLILCERVKSKPIQNALFSTESTPAHD

YqfB (SEQ ID Nr. 3):
MQPNDITFFQRFQDDILAGRKTITIRDESESHFKTGDVLRVGRFEDDGYFCTIEVTATSTVTLDT
LTEKHAEQENMTLTELKKVIADIYPGQTQFYVIEFKCL

Pavyzdys 8. Pradmens ilginimo reakcija su nuo matricos priklausoma polimeraze

Sis pavyzdys apraso metodika, kurios metu sintetinamos nukleoriigétys, turin&ios isradime
apraSomas nukleotido modifikacijas sekos viduryje.



26

Pradmens ilginimo reakcijos buvo atliekamos naudojant modifikuotus nukleozido
trifosfatus (4 a-f) bei DNR polimerazes: Tag DNR polimeraze (Thermo Scientific), Klenow (exo’)
polimeraze (Thermo Scientific), Pfu DNR polimeraze (Thermo Scientific), KOD DNR polimeraze
(Merck Millipore), KOD XL DNR polimeraze (Merck Millipore), Bsm DNR polimeraze (Thermo
Scientific). Buvo naudojamos keturios skirtingos DNR matricos, turinios keturis i§ eilés
natdralius nukleotidus (A, G, C, T). DNR matricy sekos:

MatrA: 5'-CCGGAATTAAAAIlctccctatagtgagtcgtatta-3' (SEQ ID Nr. 4) (Metabion)
MatrG: 5'-CCGGAATTGGGGtctccctatagtgagtegtatta-3' (SEQ ID Nr.5) (Metabion)
MatrC: 5'-CCGGAATTCCCCitctccctatagtgagtcgtatta-3' (SEQ ID Nr.6) (Metabion)
MatrT: 5-CCGGAATTTTTTtctccctatagtgagtcgtatta-3' (SEQ ID Nr.7) (Metabion)
Pradmens seka:

T7pr: 5'-taatacgactcactatagggaga-3' (SEQ ID Nr. 8) (Metabion)

Pradmuo buvo zymimas 5'-gale naudojant 33P-yATP (TriLink Biotechnologies). 20 pmol
pradmens buvo zymima su 20 pmol *P-yATP naudojant T4 polinukleotidkinaze (Thermo
Scientific). Reakcija vykdoma 20 min. 37 °C temperataroje, 50 mM Tris-HCI (pH 7,6 25 °C), 10
mM MgClz, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidino buferiniame tirpale. Reakcija stabdoma jdéjus 1 puL
0,5 M EDTA (pH 8,0) ir pakaitinus 10 min. 80 °C temperatiroje. Reakcijoms su DNR
polimerazémis Zymeétas pradmuo buvo sulydomas su viengrandininémis DNR matricomis. 5
pmol pradmens buvo sulydoma su 5 pmol DNR matricos pakaitinus 1 min. 95 °C temperatiroje
ir létai atvésinus iki kambario temperatiros. Pradmens ir DNR matricos hibridas gryninamas
naudojant Zeba™ Spin 7K MWCO kolong¢les (Thermo Scientific).

Pradmens ilginimo reakcija naudojant DNR polimerazes buvo atliekama 20 mM glutamato
(pH 8,2 25 °C), 10 mM DTT, 0,5 % Triton X-100, 20 mM NacCl, 1 mM MgCl. buferiniame tirpale
arba specialiuose tik tai polimerazei pritaikytuose buferiniuose tirpaluose, naudojant 5 nM
Zymeéto pradmens sulydyto su matrica (MatrA, MatrT, MatrG arba MatrC), 50 nM DNR
polimerazes, 0,01 vnt neorganinés pirofosfatazés (Thermo Scientific) ir po 10 uM nukleotidy
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP/dUTP arba jy modifikuoty analogy). Reakcija vykdoma 5-60 min.
37 °C temperatiroje (Taqg, Klenow (exo’), Pfu, KOD, KOD XL polimerazéms) arba 60 °C
temperatlroje (Bsm polimerazei). Reakcija slopinama jdéjus STOP tirpalo (95 % (v/v), 0,5 M
EDTA, 0,6 % (w/v) bromfenolio melio ir ksileno cianolio) santykiu 1:2.

Po reakcijos, reakcijy méginiai inkubuojami 2-5 min. 95 °C temperatroje ir atvésinami
ledo—vandens vonioje. Tada frakcionuojami 15 % poliakrilamidiniame gelyje denatdruojanéiomis
salygomis (8 M karbamido) TBE buferiniame tirpale (89 mM Tris, 89 mM boro ragsties, 2 mM
EDTA (pH 8,3). Po elektroforezés gelis 15 min. mirkomas 10 % acto rigsties tirpale, po to 15
min. plaunamas po tekanéiu krano vandeniu. Gelis dedamas ant 3 MM CHR Whatman™
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chromatografinio popieriaus (GE, Healthcare Life Sciences) ir dziovinamas vakuumingje
dziovykleje. 15dziuves gelis eksponuojamas ant foto ekrano (~16 val.) ir rezultatai vizualizuojami
fotovaizdintuvu Fujifilm FLA-5100.

Pavyzdys 9. Pradmens ilginimo reakcija su nuo matricos nepriklausoma

polimeraze

Sis pavyzdys apra$o metodika, kurios metu sintetinamos nukleordgstys, 3'-gale turin¢ios
iSradime aprasomas nukleotido modifikacijas.

Pradmens ilginimo reakcijos buvo atliekamos naudojant modifikuotus nukleozido
trifosfatus (4 a-f) bei terminaline deoksinukleotidiltransferaze (TdT) (Thermo Scientific). Buvo

naudojamas DNR pradmuo, kurio seka:
T7pr: 5'-taatacgactcactatagggaga-3' (SEQ ID Nr. 8) (Metabion)

Pradmuo buvo Zymimas 5'-gale naudojant **P-yATP (TriLink Biotechnologies). 20 pmol
pradmens buvo Zymima su 20 pmol 3#P-yATP naudojant T4 polinukleotidkinaze (Thermo
Scientific). Reakcija vykdoma 20 min. 37 °C temperatiroje, 50 mM Tris-HCI (pH 7,6 25 °C), 10
mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,1 mM spermidino buferiniame tirpale. Reakcija stabdoma jdejus 1 uL
0,5 M EDTA (pH 8,0) ir pakaitinus 10 min. 80 °C temperatiroje. Reakcijoms su TdT Zymétas
pradmuo praskiedZziamas iki 100 nM koncentracijos ir gryninamas naudojant Zeba™ Spin 7K
MWCO kolonéles (Thermo Scientific).

Pradmens ilginimo reakcija naudojant TdT buvo atliekama 20 mM glutamato (pH 8,2 25
°C), 10 mM DTT, 0,5 % Triton X-100, 20 mM NaCl, 1 mM MgCl. buferiniame tirpale arba
specialiai TdT pritaikytame buferiniame tirpale (200 mM kalio kakodilato (pH 7,2 25 °C), 25 mM
Tris, 0,01 % Triton X-100, 1 mM MgClz), naudojant 5 nM Zymeéto pradmens, 50 nM TdT ir 10 pyM
trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP/dUTP arba jy modifikuoty analogy). Reakcija vykdoma 5-
15 min. 37 °C temperatiroje. Reakcija slopinama jdéjus STOP tirpalo (95 % (v/v), 0,5 M EDTA,
0,6 % (w/v) bromfenolio mélio ir ksileno cianolio) santykiu 1:2.

Po reakcijos, reakcijy meéginiai inkubuojami 2-5 min. 95 °C temperatlroje ir atvésinami
ledo—vandens vonioje. Tada frakcionuojami 15 % poliakrilamidiniame gelyje (PAGE)
denatiruojandiomis salygomis (8 M karbamido) TBE buferiniame tirpale (89 mM Tris, 89 mM
boro ragsties, 2 mM EDTA (pH 8,3). Po elektroforezés gelis 15 min. mirkomas 10 % acto
ragsties tirpale, po to 15 min. plaunamas po tekanciu krano vandeniu. Gelis dedamas ant 3 MM
CHR Whatman™ chromatografinio popieriaus (GE, Healthcare Life Sciences) ir dZiovinamas
vakuuminéje dZiovykléje. I18dziuves gelis eksponuojamas ant foto ekrano (~16 val.) ir rezultatai
vizualizuojami fotovaizdintuvu Fujifilm FLA-5100.

Pavyzdys 10. Oligonukleotidy, turin¢iy benzofenono grupés modifikacijas,
prisiuvimas prie baltymo
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Sis isradimo pavyzdys parodo, kaip oligonukleotidai, turintys benzofenono modifikacijas,
gali buti kovalentikai prisiuvami prie baltymo, saveikaujanéio su modifikuota oligonukleotido

dalimi, bei panaudoti DNR-baltymy saveiky tyrimams.

Pirmiausia vykdoma 3'-gale modifikuoty oligonukleotidy sintezé, kurie 5'-gale yra pazymeti
radioaktyvia zyme (**P). Sintezé vykdoma naudojant N*-benzoil-3-benzoil-dCTP (4e) ir TdT kaip
nurodyta 9 pavyzdyje. Po reakcijos TdT yra slopinama karS€iu, pagal gamintojo

rekomendacijas.

Surenkama UV susiuvimo aparatira, pagal modifikuotg Sontheimer metodikg (Sontheimer
1994). Susiuvimo aparatas sudarytas i$ vandens—ledo vonelés, j kurig patalpinama 96-Sulinéliy
plokstelé. Ant plokStelés uzdedama parafilmo plevele, ties Sulinéliais suformuojant duobutes.
Tuomet 10 pL reakcijos miSinys buvo perkeliamas | suformuotas duobutes. Susiuvimo aparatas
talpinamas po UV lempa, 1 cm atstumu. Méginiai ap8vitinami UV Sviesa (300-320 nm) 5 min.

Tuomet méginiai (su NDS dazu) kaitinami 5 min. 95 °C temperatiroje ir analizuojami 14 %
SDS-PAGE badu. Baltymai dazomi su Coomasie Briliant Blue dazymo tirpalu. Tam, kad aptikii
oligonukleotido-TdT susidtus kompleksus, gelis dedamas ant 3 MM CHR Whatman™
chromatografinio popieriaus (GE, Healthcare Life Sciences) ir dziovinamas vakuuminéje
dzZiovykléje. I8dzZiuves gelis eksponuojamas ant foto ekrano (~16 val.) ir rezultatai vizualizuojami
fotovaizdintuvu Fujifilm FLA-5100.

PAGE analizé parodé naujg juostele, kurios molekuliné mase atitiko TdT ir modifikuoto
oligonukleotido molekuliniy masiy suma.
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ISradimo apibréztis

1. Junginys, kurio struktdriné Formule I:
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kur

R nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedangios is:
—(CH2)—CHs, kurnyra 0,1, 2,3,4,5,6,7,8,9arba 10;
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/JJ"* § PN s SJJJ* PN | S/>

kur * nurodo R grupés prisijungimo vieta;

R' yra nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedangios is:

kurnyra0,1,2,3,4,5,6,7,8,9arba 10; ir kur * nurodo R' grupés prisijungimo prie R vieta;

R" yra nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedancios i§ —H, ~CHs, -NHz, —-OH, —Cl arba —Br;
X yra nepriklausomai parinktas i§ —-CH= arba —NH=;

R! yra nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedangéios i§ —H, -OAc, —OBz, —Me arba —Et;

R? yra nepriklausomai parinktas i$ grupes susidedangéios i§ —H, —OH, -OMe arba —OE:t.

2. Junginio pagal 1 punktg panaudojimas fermenty atrankai.

3. Rekombinantinis baltymas atrinktas fermenty atrankos bddu pagal 2 punkta, kurio
aminorig$¢iy seka pasizymi bent 70 % sekos tapatumu su SEQ ID Nr. 1.

4. Rekombinantinis baltymas atrinktas fermenty atrankos bidu pagal 2 punkta, kurio
aminorag$¢iy seka pasizymi bent 70 % sekos tapatumu su SEQ ID Nr. 2.

5. Rekombinantinis baltymas atrinktas fermenty atrankos bldu pagal 2 punkta, kurio
aminorag$¢iy seka pasizymi bent 70 % sekos tapatumu su SEQ ID Nr. 3.

6. Nukleorugstis, apimanti junginj pagal 1 punkta.

7. Nukleortigstis pagal 6 punktag, besiskirianti tuo, kad nukleortgstis sudaryta i§ DNR, RNR
ar DNR/RNR kombinacijos.
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8. Nukleoriigétis pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad nukleorigsties ilgis yra nuo 10 iki
4000 nukleotidy.

9. Nukleorigétis pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad nukleorugstis yra aptameras.
10. Nukleoriigsties pagal 6 - 9 punktus panaudojimas fermenty atrankai.
11. Nukleoragétis, apimanti junginj, kurio struktdriné Formule 1A:
O
-

SN

o Lo

HN

R1

CAAA Formule IA
kur
R nepriklausomai yra parinktas i§ grupés susidedancios i:

—(CH2)—CHs, kurnyra 0, 1,2, 3,4, 5,6,7, 8,9 arba 10,
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kur * nurodo R grupés prisijungimo vieta;

R' yra nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedancios is:

kurnyra0,1,2,3,4,5,6,7,8,9arba 10; ir * nurodo R' grupés prisijungimo prie R vieta;

R" yra nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedangios i§ —H, —CHs, ~NHz, -OH, —Cl arba —Br;
X yra nepriklausomai parinktas i§ —CH= arba —NH=;

R’ yra nepriklausomai parinktas i§ grupés susidedanéios i§ —H, -OH, -OMe arba —OEt.

12. Junginio pagal 11 punktg panaudojimas fermenty atrankai.

13. Nukleorugstis, apimanti junginj pagal 11 punkts.

14. Nukleoragstis pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad nukleorig$tis sudaryta i DNR,
RNR ar DNR/RNR kombinacijos.

15. Nukleorugétis pagal 13 punktg, besiskirianti tuo, kad nukleortgsties ilgis yra nuo 10 iki
4000 nukleotidy.

16. Nukleortigstis pagal 13 punktag, besiskirianti tuo, kad nukleortgstis yra aptameras.

17. NukleortigSties pagal 13 — 16 punktus panaudojimas fermenty atrankai.
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