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ISRADIMO SRITIS

Sis iSradimas yra susijes su biochemijos sritimi, tiksliau su fermentais,
vadinamais hidrolazémis, ir jy naudojimu modifikuojant N*-acilcitidinus, N*-

alkilcitidinus, N*-karboksicitidinus, S*-alkiltiouridinus ir O*-alkiluridino junginius.

ISRADIMO TECHNIKOS LYGIS

Amino grupés pasalinimas iS molekulés vadinamas deamininimu, o
fermentai, katalizuojantys Sig reakcijg, vadinami deaminazémis. Pagal apibrézimg
deaminazés priklauso hidrolaziy Seimai, kurios veikia anglies-azoto rySius cikliniuose
amidinuose, bet neatpazjsta peptidiniy anglies-azoto rySiy. Deaminaziy
katalizuojamos reakcijos metu iSsiskiria amoniakas. Gyvuose organizmuose vienas i$
labiausiai zinomy deamininimo procesy yra nukleobaziy — citozino, adenino ir
guanino deamininimas. Pirimidiny — citidino/2’-deoksicitidino, citozino arba mono-/di-
Itri-fosforilinty citidino junginiy arba nukleobaziy, jeinan€iy j DNR/RNR sudétj,
deamininimg katalizuoja skirtingos specifinés pirimidino deaminazés. Tuo tarpu
purino baziy adenino ir guanino deaminavimg atlieka specifinés purino deaminazés.
Gamtoje buvo aptikti du citidino deaminaziy (CDA) struktdriniai tipai: homodimerinés
(D-CDA) citido deaminazés, pavyzdziui, Escherichia coli, Arabidopsis thaliana,
Klebsiella pneumoniae D-CDA, ir homotetramerinés (T-CDA) citidino deaminazés,
pavyzdziui, Homo sapiens ir Bacillus subtilis CDA. Abiejose CDA tipuose yra po
vieng katalizinj cinko jong kiekviename subvienete. Citidino deaminaze [EC 3.5.4.5]
yra pirimidino metabolinio kelio fermentas, katalizuojantis hidrolizinj citidino ir 2'-
deoksicitidino deaminninimg iki uridino ir 2'-deoksiuridino. IS mokslinés literattros
duomeny yra zinoma, kad homodimerinés ir homotetramerinés citidino deaminazés
katalizuoja skirtingy N4 padétyje nepakeisty citidino dariniy deamininimo reakcijas.
Taip pat yra zinoma, kad E. coli citidino deaminazé (koduojama cdd geno) katalizuoja
N*-metilcitidino hidrolize j uriding (Cohen ir Wolfenden, 1971), o citokinino deaminazé
katalizuoja N6 padétyje pakeisty adenino dariniy pavertimg j adening (Goble ir kt.,
2011). Minéty abiejy reakcijy metu iSsiskiria atitinkamas aminas. Taip pat yra Zinoma,
kad citozino, adenino ar guanino deamininimo hidrolizés reakcijos | uracilg,
hipoksanting ir ksanting, iSskiriant amoniakg, gali vykti ir savaime be fermentiniy

katalizatoriy = pagalbos, bet spontaniSkai vykstancios acil/alkil-nukleozidy
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deamininimo/deamidinimo reakcijos néra Zzinomos.

Mokslingje literattroje iki Siol nebuvo parodyta didesniy N*-acilinty / N*-
alkilinty citidino dariniy grupiy deaminimo arba deamidinimo reakcijy, kurias
katalizuoty hidrolaziy Seimos fermentai. Taip pat nebuvo publikuota jokiy tyrimy
rezultaty, kad citidino deaminazés gali hidrolizuoti S*-alkiltiouridino ir O*-alkiluridino

darinius.

Chemoterapijai naudojami fluorpirimidinai pasizymi prieSnavikiniu poveikiu
remiantis keliais mechanizmais: slopina RNR sinteze ir funkcijas, nutraukia DNR
sinteze, kai modifikuoti nukleozidai jtraukiami j jy sudétj bei slopina timidilato sintazés
aktyvuma. Deja, yra Zinoma, kad dauguma dabartiniy vaisty nuo vézio turi Zzemg
terapinj indeksg — skirtumas tarp doziy, sukelian€iy prieSvézinj poveikj, ir doziy,
sukelianCiy toksiSkumg yra pernelyg mazas. Tai lemia ne vienas Zmogaus lgsteliy
fermentas. Vienas i$S jy tokiy zinomy fermenty yra citidino deaminazé (CDA) —
fermentas, kurio aktyvumas yra reikSmingas nustatant véziniy Igsteliy
jautruma/atsparumg gydymui citidino analogais (Jansen ir kt. 2011). CDA dalyvauja
nukleozidy analogy, tokiy kaip gemcitabinas (Bjanes ir kt., 2020), kapecitabinas
(Walko ir Lindley, 2005), citarabinas (Liu ir kt., 2016) ir azacitidinas (Murakami ir kt.,
2019) metabolizme. Katalizuodama nukleozidy analogy deamininimg, CDA sukelia jy
inaktyvavimg (gemcitabinas, citarabinas, azacitidinas) arba jy aktyvacijg
(kapecitabinas) gyvame organizme. Yra jrodyta, kad prieSvézinis vaistas
kapecitabinas i$ pradziy nepakeistas praeina per virSkinimo trakto gleivine ir yra
paverCiamas 5'-deoksi-5-fluorocitidino  ribonukleozidu (5'DFCR), dalyvaujant
karboksilesterazei, o véliau — 5'-deoksi-5-fluorouridinu ((5')-DFUR) veikiant citidino
deaminazei. Galiausiai timidino fosforilazé paver&ia 5'-DFUR aktyviu vaistu. Sis
procesas vyksta tiek navikinése, tiek sveikose Igstelése sukeldamas neigiamg
Salutinj poveikj (Shelton ir kt., 2016) (Alvarez ir kt., 2012). Iki Siol nebuvo nustatyta,
kad Zarnyno mikrobiotoje gali bati citidino deaminaziy, kurios gali paversti, pvz.,
kapecitabing toksisku fluorouridinu Zzarnyne, dél ko gali atsirasti papildomas Salutinis

poveikis.

Siekiant sumazinti chemoterapiniy antimetabolity toksiSkumg, buvo sukurti ir
publikuoti jvairGs metodai. Vienas i$ jy yra metodas, vadinamas fermenty-provaisty
sistema, kuris gali padéti pagerinti jprasty vézio chemoterapijy veiksmingumg ir

saugumg. Taikant §j metodg, vézio Igstelés pirmiausia transfekuojamos genu,
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galinCiu ekspresuoti fermentg, katalizuojantj netoksiSkg provaistg | jo aktyvig
citotoksine formg. Dél to aktyvuotas provaistas gali sunaikinti transfekuotas vézio
Igsteles (Malekshah et.al. 2016). Iki Siol jau buvo pasiulyta jvairiy provaisty-fermenty
sistemy. Patentuoty fermenty/provaisty sistemy pavyzdziai baty tokie: (1) mieliy arba
bakteriné citozino deaminazé, pavercianti provaistg 5-fluorcitozing | citotoksin;j
chemoterapinj agentg 5-fluorouracilg (5-FU) (US010035983B2); (2) izocitozino
deaminazés/5-fluorizocitozino fermento/provaisto pora, skirta geny nukreiptai vézio
terapijai (LT6626B); (3) genetiSkai modifikuota Zmogaus deoksicitidino kinazé (dCK),
turinti  sustiprintg aktyvumg prieS nukleozidy analogus, naudojamus Vvézio
chemoterapijoje (WO2009143048A2, US8349318 B2); (3) polipeptidy, pasizymindiy
nitroreduktazés aktyvumu, panaudojimas kartu su provaistais (WO2000047725 A1,
W02005049845 A2, W0O2006103452, W0O2015075475 A1, W0O9512678 A2); (4)
nikotinamido ribozido kinazés (US20080206221) ir jos substrato sistema bei (5)
citochromo P 450 arba citochromo P 450 reduktazés-provaisty aktyvacijos sistema
(W0O9945126 A2). Nepaisant sitlomy terapiniy sistemy gausos, vis dar reikia naujy
strategijy, nes véZio Igstelés linkusios jgauti atsparumg vaistams, be to daugelis

antimetabolity yra toksiski visam organizmui.

Siame iSradime sidloma fermenty-provaisty sistema turi tam tikry privalumy
prie§ jau publikuotas sistemas: 1) fluorpirimidiny heterocikliniy baziy 4 padéties
apsauginé grupé gali bati labai jvairi (-N-R, -S-R arba -O-R liekanos, kai R gali bati
alkilo/acilo arba karbamato liekanos). Si savybé iSplegia galimy vaisty spektrg, be to,
suteikia galimybe sujungti skirtingus provaisty junginius su vienu fermentu ir taip
iSvengti atsparumo vaistui(-ams) i8sivystymo; 2) provaistas gali bati sudarytas i
dviejy prieSvéZziniy junginiy, kurie iSsiskiria po poveikio hidrolaze, todel galima tikétis
dvigubo prieSvézinio poveikio; 3) didelis provaisty junginiy spektras padidina galimy
taikiniy skaiCiy vézio Igstelése, todél sumazéja atsparumo vaistams iSsivystymo
galimybé. Be to, apraSyti fermentai kartu su jau Zinomais fluoropirimidino provaistais
gali net sustiprinti jy prieSvézinj poveikj; 4) sialomi fermentai hidrolizuoja 4-(N/S/O)-
pakeistus fluorpirimidinus tiesiai j 4-nepakeistus fluorouridino darinius, nedalyvaujant
Zmogaus organizmo amidohidrolazéms ar karboksilesterazéms. Tokia savybe taip
pat iSpleCia provaisty apsauginiy grupiy spektrg, nes nereikalauja papildomy

fermenty.

Siame i§radime apradytos CDA taip pat gali bati panaudojamos, pavyzdziui,
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kartu su timidino kinaze i§ herpesviruso (VZV timidino kinazé), prieSvirusiniy
provaisty gamybai ir jy aktyvacijai. VZV timidino kinazé randama herpesviruse ir
naudojama siekiant suaktyvinti daugybe antivirusiniy vaisty nuo pacios herpeso
infekcijos, tai yra, provaistai aktyvuojami tik uzkréstose Igstelése. VZV timidino
kinazé, prieSingai nei Zinduoliy fermentas, selektyviai monofosforilina specifinius
pirimidino junginius. Be to, pirimidino analogai paverCiami citotoksiniais arba
citostatiniais metabolitais specifinése zinduoliy Igstelése, kurios yra genetiSkai
modifikuotos, gebancios selektyviai sintetinti VZV timidino kinaze (EP0415731 B1).
Siekiant sumazinti Salutinj poveikj, Sio iSradimo hidrolazés gali bati naudojamos

netoksisky provaisty pavertimui, siekiant sukurti VZV timidino kinazes substratus.

Pirimidino nukleozidy dariniy cheminio deamidinimo reakcijos yra Zinomos,
taCiau tokiai reakcijai vykdyti reikalingos grieztos ir aplinkai nedraugiskos salygos —
auksta temperatira ir austas slégis. Tokio cheminio deamininimo metodai aprasyti tik
keliuose publikacijose (Clark ir kt., 2005; Nowak ir Robins, 2005).

Artimiausiu iSradimui laikytinis analogas aprasytas Nowak ir Robins, 2005.
Citidino ir 2'-deoksicitidino dariniai hidroliziSkai deamidinami perkaitintuose
vandens/DME(dimetoksietano) tirpaluose alyvos vonioje 125 °C temperatiroje arba
metanolio-amoniako miSinyje. Tuo tarpu Siame iSradime aprasytos hidrolazes gali
bati naudojamos chemofermentiniam citidino dariniy deamininimui/deamidinimui in
vitro aplinkai draugiskoje aplinkoje (vandeniuose neorganiniy drusky tirpaluose pH 7-
8) nenaudojant agresyviy organiniy tirpikliy, padidinto slégio ir aukStos temperatiros
(>100 °C). Be to, tokios aptiktos netikétos reakcijos gali pakeisti pozidrj j daugelj gyvy
procesy ir turi praktinj pritaikymg. Pavyzdziui, fluorinti acil-nukleozidai arba alkil-
nukleozidai, vadinami antimetabolitais, kartu su specifinémis hidrolazémis gali
sudaryti fermenty-provaisty sistemg, taikomg chemoterapijai arba kaip antivirusiné

sistema zmogaus ar gyvuny gydymo tikslais.

ISRADIMO ESME

Sis isradimas susijes su procesu, kurio metu polipeptidai paveréia substrato
junginius — N4 pakeistus citidino, S4 pakeistus tiouridino, O4 pakeistus alkiluridino
darinius arba N2 pakeistus pseudoizocitidino, kuriy bendrosios formulés 1, 4, 6, 8, 9

(1, 2, 3, 4, 5 schemos) | atitinkamus produkty junginius, kuriy bendrosios formulés 2,
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3, 5, 7, 10. Pirmuoju aspektu iSradimas yra susijes su iSskirta hidrolaze, kurios
aminorugsciy seka yra i8 grupés SEQ ID Nr. 1-41. Vienu aspektu Cia apradyti
hidrolazés polipeptidai turi aminortgsciy sekas, turinias vieng ar daugiau
aminorugsciy skirtumy, palyginus vieng su kitu. Kitu aspektu, Cia apraSyti hidrolazés
polipeptidai turi aminortigsCiy sekas, turinCias vieng ar daugiau aminorugsciy
skirtumy, lyginant su laukinio tipo hidrolaze arba lyginant su inzinerine hidrolaze.
Viena ar daugiau aminorugsciy skirtumy lemia bent vieng patobulintg fermento
savybe apibréztam substratui. Siame i$radime aprasyti hidrolazés polipeptidai yra
modifikuoti hidrolazés polipeptidai, turintys vieng ar daugiau patobulinty savybiy,
palyginti su natiraliai pasitaikanciais laukinio tipo hidrolazés fermentais, gautais i$
SEQ ID Nr.: 1. InZinerijos badu sukurty hidrolazés polipeptidy fermenty savybiy

patobulinimai apima fermenty aktyvumg ir/ar padidéjusj substraty spektra.

Kitu aspektu, Sio iSradimo hidrolazés polipeptidas yra maziausiai 70%
identiSkas SEQ ID Nr. 1 etaloninei sekai ir padétyje, atitinkancioje nurodytg SEQ ID
Nr. 1 padétj, turi bent vieng i$ Siy aminortgsc€iy skirtumy: aminoragstis 51 padétyje
yra nepoliné alifatiné aminortgstis, pasirinktinai i$ glicino, alanino, leucino ir valino,
arba aminoritgstis 51 padétyje yra poliné aminortgstis, pasirinktinai i$ treonino ir
serino; aminoragstis 81 padétyje yra nepoliné alifatiné aminortgstis, pasirinktinai i$
glicino ir alanino, aminorigstis 83 padétyje yra poliné jkrauta arba neutrali
aminorugstis, pasirinktinai i$ arginino, histidino, lizino, asparagino, glutamino, asparto
ragsties, glutamo ragsties, serino ir treonino, aminortgstis 83 padeétyje yra nepoline
alifatiné aminoragstis, pasirinktinai i§ alanino ir glicino; 84 padétyje esanti
aminorugstis yra nepoliné alifatiné aminorugstis, pasirinktinai i§ alanino, leucino,
valino, izoleucino, glicino, metionino ir prolino, arba 84 padétyje esanti aminoragstis
yra poliné aminoragstis, pasirinktinai i asparagino, glutamino, asparto ragsties,
glutamo ragsties, serino ir treonino; aminoragstis 85 padétyje yra nepoliné alifatiné
aminorugstis, pasirinktinai i$ glicino, alanino, leucino, izoleucino, valino ir metionino,
arba aminortgstis 85 padétyje yra poliné aminortgstis, pasirinktinai i$ serino arba
treonino; aminoragstis 127 padétyje yra arba poliné aminoragstis, pasirinktinai is
treonino, serino arba kravj turin€ios aminorugsties histidino, arba aminortgstis 127
padétyje yra nepoliné aminortgstis — alaninas, leucinas, valinas, izoleucinas,
glicinas, metioninas arba cisteinas; aminortigstis 128 padétyje yra arba nepoliné

alifatiné aminortgstis, pasirinktinai i$ alanino, leucino, valino, izoleucino, glicino ir



LT 7046 B

metionino, arba aminortgstis 128 padétyje yra poliné aminoragstis, pasirinktinai is
serino, treonino arba lizino ir arginino; aminortgstis 129 padétyje yra nepoliné
aromatiné aminoragstis, pasirinktinai iS tirozino, triptofano ir fenilalanino, arba
aminorugstis 129 padétyje yra poliné aminoragstis, pasirinktinai iS serino, treonino,
histidino, glutamo arba asparto rugsties; aminorugstis 130 padétyje yra nepoliné
alifatiné arba aromatiné aminortgstis, pasirinktinai i§ glicino, alanino, leucino, valino,
izoleucino, glicino, metionino ir tirozino, triptofano ir fenilalanino; aminortgstis 126
padétyje yra nepoliné alifatiné arba aromatiné aminoragstis, pasirinktinai i$ alanino,

leucino, valino, izoleucino, glicino, metionino, fenilalanino, tirozino ir triptofano.

Pageidautina, kad sekos tapatumo lygis tarp uzklausos ir subjekto sekos
baty nustatytas naudojant sekos derinimo programa, tokig kaip ClustalW (Thompson
ir kt., 1994).

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose iSradimas pateikia hidrolaziy
polipeptidus, galindius paversti N*-acilcitidino bendrosios formulés (1) junginius
atitinkamais produktais — uridino dariniu bendrosios formulés (2) ir amidu bendrosios

formulés (3) junginiu, kaip parodyta 1 schemoje Zemiau:

1 Schema

kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, Ph yra fenilas; minéto
pakeisto alkilo anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem arba
trimis hidroksilo arba karboksilo grupe; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n =0, 1, 2,

3-10, ir anglies grandiné arba fenilo Ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena arba
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dviem hidroksilo arba karboksilo grupémis; kur X yra S, O; Kur R1 yra C1-C10
alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F; Kur R2 yra —OH, —-P0O42-, C1-C10 alkilas,
C1-C10 pakeistas alkilas; Kur R3: H, OH; Kur R4: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-C10

pakeistas alkilas arba F.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose pateikiami hidrolazés polipeptidai,
galintys paversti bendrosios formulés N(O,S)*-alkilpirimidino junginius (4) |
atitinkamus produktus — uridino darinj, kurio bendroji formulé (2) ir bendrosios

formulés junginj (5), kaip parodyta 2 schemoje:

YH\R

2 Schema

kur Y yra NH, S arba O; Kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -
(CH2)n-Ph arba pakeistas -(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10,
Ph yra fenilas; minéto pakeisto alkilo anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista
viena arba dviem arba trimis hidroksilo arba karboksilo grupémis; minétame
pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, ir anglies grandiné arba fenilo Ziedas yra
nepriklausomai pakeisti viena arba dviem hidroksilo arba karboksilo grupémis; kur X
yra S, O; Kur R1 yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F; Kur R2 yra —
OH, —P0O4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas; Kur R3: H, OH; Kur R4: H,
OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose pateikiami hidrolazés polipeptidai,
galintys N?-acil-pseudoizocitidino junginius bendrosios formulés (6) paversti

atitinkamais produktais —bendrosios formulés pseudoizouridino dariniu (7) ir
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bendrosios formulés (3) amidu, kaip parodyta 3 schemoje Zemiau:

3 Schema

kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, Ph yra fenilas; minéto
pakeisto alkilo anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem arba
trimis hidroksilo arba karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0,
1, 2, 3-10, ir anglies grandiné arba fenilo Ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena
arba dviem arba hidroksilo grupe, arba karboksilo grupe; kur X yra S, O; Kur R1 yra —
OH, —P0O4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas; Kur R2: H, OH; Kur R3: H,
OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose pateikiami hidrolazés polipeptidai,
galintys paversti N(O,S)?-alkil-pseudoizocitidino junginius bendrosios formulés (8)
atitinkamais produktais — pseudoizouridino bendrosios formulés (7) dariniu ir

bendrosios formulés (5) junginiu, kaip parodyta toliau pateiktoje 4 schemoje:
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O

4 Schema

kur Y yra NH, S arba O; Kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -
(CH2)n-Ph arba pakeistas -(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10,
Ph yra fenilas; minéto pakeisto alkilo anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista
viena arba dviem, arba trimis hidroksilo, arba karboksilo grupémis; minétame
pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, ir anglies grandiné arba fenilo Ziedas yra
nepriklausomai pakeisti viena arba dviem, arba hidroksilo grupe, arba karboksilo
grupe; kur X yra S, O; Kur R1 yra —OH, —PO4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas
alkilas; Kur R2: H, OH; Kur R3: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba
F.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose pateikiami hidrolazés polipeptidai,
galintys paversti N*-alkoksikarbonilcitidino bendrosios formulés (9) junginj
atitinkamais produktais — uridino bendrosios formulés (2) dariniu ir karbamato

bendrosios formulés (10) junginiu, kaip parodyta 5 schemoje toliau:
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K
R, ’ o
> + NHZ/“\O/R
2 10

5 Schema

kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, Ph yra fenilas; minéto
pakeisto alkilo anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem, arba
trimis hidroksilo, arba karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0,
1, 2, 3-10, ir anglies grandiné arba fenilo Ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena
arba dviem arba hidroksilo grupe, arba karboksilo grupe; kur X yra S, O; Kur R1 yra
C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F; Kur R2 yra —-OH, —PO4-, C1-C10
alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas; Kur R3: H, OH; Kur R4: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-
C10 pakeistas alkilas arba F.

Tam tikruose jgyvendinimo variantuose substrato junginio (1, 4, 6, 8, 9)
pavertimo atitinkamu produkto junginiu (2, 3, 5, 7, 10) metodas apima substrato
kontaktavimg arba inkubavimg su bent vienu iS Cia aprasSyty hidrolazés polipeptidy

SEQ ID Nr.: 1-41 reakcijos sglygomis, tinkamomis substrato konversijai j produkta.

Kai kuriais pirmiau minéty metody atvejais substratas paverCiamas produktu
daugiau kaip 95%, daugiau kaip 97% arba daugiau kaip 99% iSeiga, kai hidrolazés
polipeptidg sudaro seka, atitinkanti SEQ ID Nr.: 1-41.

Kai kuriais pirmiau minéty metody atvejais ne maziau kaip 95% substrato
paverCiama produktu per maziau kaip 24 valandas, kai naudojama daugiau kaip 100
g/l substrato ir maziau kaip 5 g/l polipeptido, kai polipeptidas turi aminortgsc¢iy seka,
atitinkancig SEQ ID Nr. 1-41.

Viename i$ iSradimo varianty pateikiamas budas, kuriuo galima bent jau
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slopinti, o paprastai, zudyti besidauginan€ias arba nesidauginancias transfekuotas
arba transdukuotas zinduoliy Igsteles ir pasalines Igsteles, atliekant Siuos veiksmus:
(a) tiksliniy zinduoliy Igsteliy transfekcijg arba transdukcijg nukleortgstimi,
koduojancia SEQ ID Nr. 1-41, arba tokio fermento pateikimg tiesiogiai j tikslines
Igsteles; ir (b) tikslinése Igstelése, sintetinanCiose arba turiniose SEQ ID Nr. 1-41
fermentg, po kontakto su fermento substratu, susidaro toksiSka pirimidino bazé, ko
pasekoje zusta tikslinés lIgstelés, taip pat gretimos Igsteles, nesintetinancios arba
neturinCios tokio fermento. Taigi, esant substratui, fermentas i SEQ ID Nr. 1-41

grupes gamina toksiskg produkts.

Kitame jgyvendinimo variante iSradimas pateikia funkcine fermenty atrankag
arba  atrankg, kai tiksliniai  fermentai  katalizuoja  N*-acil/N*-alkil/N*-
alkoksikarbonilcitidino dariniy, S*-alkiluridino arba O*-alkiluridino dariniy, kurie néra
hidrolaziy, kuriy sekos yra SEQ ID Nr. 1-41, substratai, j N*-acil/N*-alkil/N*-
karboksicitidino darinius, S*-alkiluridino arba O*-alkiluridino darinius, kurie gali bati
hidrolizuoti katalizuojant vienai i§ SEQ ID Nr. 1-41 hidrolaziy | reakcijos produktus,

kurie yra uridino dariniai pagal toliau pateiktg 6 schema:

Tikslinis fermentas

PGt

& |

NH
HO /K Hidrolaze g (LL/KO

augimas

N
N Urar lasteli
HO

R

Hidrolazé

6 Schema
kur R yra H, OH, NHz;

R? yra fragmentas, kurj galima pasalinti viena i§ SEQIDNr. 1,2, 3,4, 5,6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 hidrolaziy;

R3 yra fragmentas, kurj pasalina tikslinis fermentas;

Tikslinis fermentas yra fermentas, kuris yra tikrinamas arba atrenkamas;
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Hidrolazé yra viena i$ SEQ ID Nr. 1-41 hidrolaziy; Kur X yra NH, S, O.

Uridino dariniai gali bati toliau aptikti cheminiais arba fiziniais metodais arba

gali bati naudojami kaip junginys, palaikantis uridino auksotrofiniy lgsteliy augima.

Kitame jgyvendinimo variante iSradimas pateikia metoda, kai hidrolazés
panaudojamos CRISPR-Cas9 sistemoje genomo redagavimui. Proceso esmé yra
tokia: DNR su tiksliniu citidinu arba jo analogu (modifikuotu citidinu) nukreipianciosios
RNR nurodytame lokuse yra suriSama su Cas9 nukleaze, kuri tarpininkauja lokaliam
DNR grandinés atskyrimui. Citidino deaminavimas pavercia vienos grandinés taikinj
C — U. Gautas G:U heterodupleksas gali bati visam laikui paverstas A:T bp po DNR

replikacijos arba DNR atstatymo.

TRUMPAS PAVEIKSLY APRASYMAS

1 pav. Fermenty-provaisty sistemos citotoksinis aktyvumas. HCT116
Igstelés, transdukuotos vektoriumi pBABE/Seq ID Nr.: 4 koduojanCiu Seq ID Nr.: 4
hidrolaze, arba kontroliniu vektoriumi pBABE-Puro (zymimas kaip pBABE), buvo
veikiamos 24 valandas skirtingais provaistais, kuriy koncentracijos buvo 1 uM, 5 uM,
10 uM ir 100 uM. Statistinis patikimumas rodomas p reikSmémis, kur simbolis * zymi
p <0,05, o simbolis ** Zymi p <0,01 nepaveikty Igsteliy atzvilgiu (neigiama kontrolé
(NK)). HCT116 Iastelés buvo paveiktos tokiais provaistais: 1 — 5-fluor-N¢-
acetilcitidinu, 2 — 5-fluor-N*-benzoilcitidinu, 3 — 5-fluor-N*-pivaloilcitidinu, 4 — 5-fluor-
4-((1H-indol)-3-il)propionil)-citidinu.

2 pav. Fermenty-provaisty sistemos citotoksinis aktyvumas. HCT116
Igstelés, transdukuotos vektoriumi pBABE/Seq ID Nr. 4 koduojanCiu Seq ID Nr:4
hidrolaze, arba kontroliniu vektoriumi pBABE-Puro (zymimas kaip pBABE), buvo
veikiamos 24 valandas skirtingais provaistais, kuriy koncentracijos buvo 1 uM, 5 uM,
10 uM ir 100 uM. Statistinis patikimumas rodomas p reikSmémis, kur simbolis * zymi
p <0,05, o simbolis ** Zymi p <0,01 nepaveikty Igsteliy atzvilgiu (neigiama kontrolé
(NK)). HCT116 Igstelés buvo veikiamos provaistais: 5 — 5-fluor-N*-benziloksiuridinu,

6 — 5-fluor-N*-butoksiuridinu, 7 — 5-fluor-N*-metoksiuridinu.

3 pav. Fermenty-provaisty sistemos citotoksinis aktyvumas. HCT116
Igstelés, transdukuotos vektoriumi pBABE/Seq ID Nr.: 4 koduojanCiu Seq ID Nr. 4
hidrolaze, arba kontroliniu vektoriumi pBABE-Puro (zymimas kaip pBABE), buvo
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veikiamos 24 valandas skirtingais provaistais, kuriy koncentracijos buvo 1 uM, 5 uM,
10 uM ir 100 uM. Statistinis patikimumas rodomas p reikSmémis, kur simbolis * Zymi
p <0,05, o simbolis ** Zymi p<0,01 nepaveikty lgsteliy atzvilgiu (neigiama kontrolé
(NK)). HCT116 Iastelés buvo veikiamos provaistais: 8 — 5-fluor-N*-metiltiouridinu, 9 —

5-fluor-N*-etiltiouridinu.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

ISradime vartojamas terminas ,hidrolazé® ir (arba) ,citidino deaminazé®, jei
nenurodyta kitaip, reiSkia polipeptidg, kuris katalizuoja negrjztamg N4/N2 nepakeisty
citidino dariniy (citidino ir pseudoizocitidino ir modifikuoty nukleozidy analogy), N4/N2
nepakeisty deoksicitidino dariniy (2°-deoksicitidinas, pseudoizo-2'-deoksicitidinas
2',3'-dideoksicitidinas, 2',5'-dideoksicitidinas ir modifikuoty nukleozidy analogai), N*-
acil-citidino dariniy, N*-acil-2'-deoksicitidino dariniy, N*-alkil-citidino dariniy, N*-alkil-
2'-deoksicitidino dariniy, N*-alkoksikarbonilcitidino dariniy, S*-alkil-tiouridino dariniy
arba S*-alkil-tio-2'-deoksiuridino dariniy, O*-alkiluridino dariniy arba O*-alkil-2'-
deoksiuridino dariniy negrjztamg hidrolizinj deamininimg, atitinkamai susidarant
uridino ir 2'-deoksiuridino produktams ir apima bent vieng iS Cia deklaruoty geny
sekos fragmenty SEQ ID Nr: 1-41.

Cia vartojamas terminas "nukleozidas" reiSkia ribonukleozidg arba
dezoksiribonukleozidg, arba modifikuotg jy forma, arba jy analogg. Sgvokos ,dariniai®
arba ,junginys® ir kitas zodis, turintis tg pacCig Saknj ir vartojamas kartu su terminu
,citidinas® arba ,uridinas®, reiSkia, kad nukleozidai turi papildomy cheminiy grupiy,
kuriy néra natiraliuose citidino ar uridino nukleoziduose. Bet kuri nukleozido
angliavandeniy (pvz., ribozé, dezoksiribozé, arabinozé ar kitas monosacharidas)
hidroksilo grupeé gali buti pakeista metilo, etilo, azido grupémis arba kitomis organiniy
junginiy funkcinémis grupémis. 5'- angliavandeniy galai gali bati monofosforilinti.
Nukleozidas taip pat gali bati sudarytas i$ ribozés ir dezoksiribozés, kaip alternatyviy
monosacharidy, jskaitant 2'-O-metil-, 2'-O-alilo-, 2'-O-etil-, 2'-O-propil-, 2'-
metoksietilo-, 2'-fluor-, 2'-amino-, 2'-azido-pentozés, a-anomerai, kitos aldopentozés
(pvz., arabinozé, ksilozé, liksozé), piranozés, acikliniai analogai. Nukleozidai taip pat

gali bati L-(+) stereocizomerai.

Sgvoka ,N4 nepakeistas citidinas“ arba ,N4 nepakeistas 2’-deoksicitidinas®
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reiSkia, kad nukleozidai gali turéti papildomy cheminiy grupiy visose padétyse,

iSskyrus N4 atoma.

Sgvoka ,N4 pakeistas citidinas® ir ,N4 pakeistas 2’-deoksicitidinas® reiskia,
kad nukleozidai turi acilo, alkilo ar karbamato grupes 4-oje padetyje, taip pat dariniai
gali turéti papildomy cheminiy grupiy visose padétyse. Sgvoka ,S4-pakeisti tiouridino
dariniai“ reiSkia, kad nukleozidai turi alkilo grupes S4 padétyje, taip pat dariniai gali
turéti papildomy cheminiy grupiy visose padetyse. Terminas ,0O4-pakeisti uridino
dariniai” reiSkia, kad nukleozidai turi alkilo grupes O4 padétyje, taip pat dariniai gali
turéti papildomy cheminiy grupiy visose padétyse. Terminas "alkilas", jei nenurodyta
kitaip, reiSkia N4-alkilg, 4-tioalkilg (S4-alkilg) arba 4-alkoksi (O4-alkilg) linijinj arba
Sakotg arba aromatinj angliavandenilj. Viename jgyvendinimo variante alkilo grupé
yra pirminis, antrinis arba tretinis angliavandenilis. Viename jgyvendinimo variante
alkilo grupé apima nuo dviejy iki deSimties anglies atomy, ty., C2-C10 alkilas.
Viename jgyvendinimo variante alkilo grupé yra aromatiné arba heterocikline.
Terminas "acilas", jei nenurodyta kitaip, reiSkia N4 amido grupe su linijinés arba
Sakotos grandinés arba aromatinj angliavandeniliu. Viename jgyvendinimo variante
acilo grupé yra pirminis, antrinis arba tretinis amidas. Viename jgyvendinimo variante
acilo grupé apima nuo dviejy iki deSimties anglies atomy, t.y. C2-C10 alkilg. Viename

jgyvendinimo variante acilo grupé yra aromatiné arba heterocikliné.

Siame iSradime vartojamas terminas ,slopinimas* reigkia jprasto fiziologinio
aktyvumo pakitimg. KonkreCiai, slopinimas apibréziamas kaip Igsteliy lizé,
proliferacijos mazinimas, augimo mazinimas, geno, RNR, baltymo, lipidy ar kity
metabolity biosintezés arba skilimo greifio didinimas arba sumaZinimas, apoptozes
ar kity lgsteliy mirties mechanizmy sukélimas arba didinimas, mazinimas, arba dar

kitaip pakeicCiant baltymo ar nukleortgsties funkcija.

.Fermenty atranka“ reiSkia fermenty atrankg pagal fenotipo pasikeitimo
jvertinimg, o ,fermenty selekcija“ automatiSkai paSalina neveikianCius variantus.
Fermenty selekcija arba atranka gali bati atliekama i$ fermenty biblioteky in vivo arba
in vitro. Terminas ,fermenty biblioteka“ reiSkia baltymy arba geny rinkinj, jterptg j
geny raiSkos vektorius arba Igsteles, gaminancias fermentus. Fermenty biblioteka
gali buti metagenominé biblioteka arba mutanty biblioteka. Metagenominé biblioteka
gali bati sudaryta i$ jvairiy aplinkos méginiy $altiniy, tokiy kaip dirvozemis, vanduo,

dumblas ir kt. Tiksliau, pasirinktas arba patikrintas fermentas gali bati bet kurios
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fermenty grupés, pavyzdZziui, oksidoreduktazés, hidrolazés, liazés ir kt.

ISRADIMO |GYVENDINIMO PAVYZDZIAI
1 pavyzdys. Alkilinto tiouridino ir alkoksiudino dariniy sinteze

Siame i$radime naudojami tiouridino ir alkoksiuridino junginiai yra sintetinami

pagal sintetine schema:

s S
Y Y
L, o
A A
N o RoX, NaOH
WOAc T 0" mOH
joﬁ MeOH, H,0 ﬁ
AcO o HO oH

Ac

6a, 6b
5a, 5b 7a.7b
8a, 8b
‘ P4So/Py
R
;o\ R4
o 0] HN N,N s
Y- Y. | N Y.
‘ NH Ac,0 ‘ NH N=/ Y. R{SH SN
A Py PN EtsN, POCI, | SN DIPEA | Y
N0 ., NS0 . A e — N0
o oA MeCN N o MeCN
o\ o C \
(0] (0] )Oé_,\OAc \;ﬁ.\ OAc
HO OH AcO “OAc .
AcO DAc AcO OAc
1a,1b 2a, 2b 3a. 3b 4a, 4b
Y =H (a)or F (b)
Rq = Ph (4a, 4b) R3OH
R, = Me (6a, 6b), Et (7a, 7b), Bn (8a, 8b) DIPEA
R3z = Me (9), Bu (10), Bn (11) MeCN
Ra~

Uridino (1a) ir 5-fluorouridino (1b) acetilinimas.

Bendra procedira: Acto anhidridas (6 ekv.) buvo lasinamas j 0,5 M substrato
(1 ekv.) tirpalg piridine esant kambario temperaturai. Po 16 valandy inkubacijos,
reakcija buvo sustabdyta pridedant metanolio ir miSinys sukoncentruojamas rotaciniu
garintuvu, atliekant ko-garinimg pridéjus tolueno esant 40-45 °C temperatdrai

(kartojama 4-5 kartus). Piridino pédsakai buvo paS$alinti ekstrahuojant: miSinys
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iStirpintas dichlormetane (1 g/25 ml) ir du kartus perplautas 1M HCI, vieng kartg
vandeniu ir tada soCiu NaCl tirpalu, po to sukoncentruota rotaciniu garintuvu.

Organiné fazé buvo iSdZiovinta Na2SOa.

2’, 3, 5'-Tri-O-acetiluridinas (2a)

Uridino (1a) acetilinimas buvo atliktas 41 mmol skaléje (10 g). Produktas
buvo iSskirtas kaip bespalvis aliejus (15,1 g, 99%) ir buvo naudojamas tolesnése

reakcijose be papildomo gryninimo. (Gong, Y. ir kt., 2020).

(2a) R = 0,6 [DCM:MeOH (14:1); 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 9,44 (s, 1H),
7,39 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,04 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 5,79 (dd, J = 8,2, 2,1 Hz, 1H), 5,37
— 5,27 (m, 2H), 4,40 — 4,27 (m, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,09 (s, 3H); 13C NMR
(100 MHz, CDCl3) 5 170,3, 169,8 (2C), 163,0, 150,4, 139,4, 103,6, 87,6, 80,1, 72,8,
70,3, 63,3, 20,9, 20,6, 20,5.

2’,3,5’-tri-O-acetil-5-fluorouridinas (2b)

5-fluorouridino acetilinimas buvo atliktas 5,8 mmol (1,51 g) skaléje.
Produktas 2b buvo iSskirtas kaip bespalvis aliejus (2,2 g, 98%) ir buvo naudojamas

tolesnése reakcijose be papildomo gryninimo.

(2b): Rf = 0,7 [DCM:MeOH (10:1)]; 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 9,46 (d, J =
4,8 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 6,11 — 6,06 (m, 1H), 5,36 — 5,27 (m, 2H), 4,43 —
4,28 (m, 3H), 2,10 (d, J = 0,8 Hz, 3H), 2,17 (s, 3H), 2,13 (s, 3H); '3C NMR (100 MHz,
CDCls) & 170,2, 169,8 (2C), 156,6 (d, J = 27,0 Hz), 149,1, 141,0 (d, J = 239,4 Hz),
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123,3 (d, J = 34,6 Hz), 87,2, 80,3, 72,9, 70,2, 63,1, 20,9, 20,6, 20,5.

2', 3', 5'-tri-O-acetil-4-(1,2,4-triazol-1-il)uridino (3a) ir 2',3",5'-tri-O-acetil- 5-

fluor-4-(1,2,4-triazol-1-il)uridino (3b) sintezé

3a ir 3b junginiai buvo susintetinti remiantis literattroje aprasSyta procedira
(Milecki, J, et al,, 2011).
A
o\
LN
SN

LA

N @)

\;b WOAc
AcO DAc

3a
2’, 3, 5'-Tri-O-acetil-4-(1,2,4-triazol-1-il)uridinas (3a)

Junginys 3a buvo i8skirtas kaip bespalvis aliejus (1,1 g, 85% iSeiga i$ 1,14 g
(3,08 mmol) 2', 3', 5'-tri-O-acetiluridino (2a)) (Gao, Y, ir kt, , 2003).

(3a) Rf= 0,2 [DCM:MeOH:acetone (50:1:1)]; "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
9,45 (s, 1H), 8,48 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,08 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 6,02 (d, J
= 3,6 Hz, 1H), 5,56 (dd, J = 6,0, 3,6 Hz, 1H), 5,38 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 4,44 — 4,34 (m,
2H), 4,29 (dd, J = 12,3, 5,6 Hz, 1H), 2,09 (s, 3H), 2,07 (s, 6H); '*C NMR (100 MHz,
DMSO0-dg) 8 170,0, 169,3, 169,2, 159,2, 154,2, 153,4, 149,4, 143,9, 94,7, 90,7, 79,5,
72,9,69,4, 62,7, 20,6, 20,3 (2C).

2’, 3, 5'-tri-O-acetil-5-fluor-4-(1,2,4-triazol-1-il)uridinas (3b)

3b junginys buvo naudojamas tolesnése reakcijose (4b, 9b, 10b, 11b) be

papildomo gryninimo.
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(3b): Rr = 0,4-0,5 [DCM:MeOH (30:1)]; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9,25 (s,
1H), 8,41 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 8,23 (s, 1H), 6,13 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,46 (dd, J = 5,2,
3,5 Hz, 1H), 5,30 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 4,51 (dt, J = 6,2, 2,8 Hz, 1H), 4,48 — 4,40 (m,
2H), 2,19 (s, 3H), 2,15 (s, 4H), 2,10 (s, 3H); "F NMR (375 MHz, CDCIz) & -156,77 (d,
J =6,6 Hz).

Bendroji 4-feniltiouridino 4a, 5-fluor-4-feniltiouridino 4b ir 4-alkoksi-5-

fluoruridiny 9b, 10b, 11b sintezés procedura:

] 0,1 M 4-(1,2 4-triazol-1-il)uridino 3a arba 3b (1 ekv,, 0,1 mmol) tirpalg
acetonitrile pridéta DIPEA (5ekv., 0,5 mmol, 87 L) ir tiofenolio (5ekv., 0,5 mmol, 51
pL) arba R3OH (5 ekv., 0,5 mmol). Po 16 valandy reakcijos kambario temperatdroje
miSinys praskiedZiamas vandeniu (5 ml) ir ekstrahuojamas dichlormetanu (2 x 10
ml). Sujungtos organinés fazés buvo plaunamos so€iu NaCl tirpalu (1 x 5 ml), tada
iSdZiovinamos Na2SOs, filtruojamos ir koncentruojamos rotaciniame garintuve.
Produktai buvo iSgryninti panaudojus kolonélés chromatografija (DCM: MeOH 200:1
iki 30:1).

SPh
SN

I)%O

N

\;b N \\OAC
AcO DAc

4a

2’, 3’, 5'-Tri-O-acetil-4-S-feniltiouridinas (4a)

Junginys 4a buvo iSskirtas kaip bespalvis aliejus (115 mg, 89% iSeiga i$
0,282 mmol 4-(1,2,4-triazol-1-il)uridino (3a).

(4a): Rr= 0,3 [DCM:MeOH (50:1)]; "H NMR (400 MHz, CDClI3) & 7,62 — 7,53
(m, 3H), 7,52 — 7,39 (m, 3H), 6,05 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 5,92 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,34
(dd, J = 5,6, 4,3 Hz, 1H), 5,31 — 5,23 (m, 1H), 4,41 — 4,33 (m, 1H), 4,36 — 4,26 (m,
2H), 2,09 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,07 (s, 3H); '3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 181,3,
170,2, 169,7, 169,6, 152,9, 140,5, 135,8, 130,5, 130,0, 127,3, 102,1, 89,3, 80,0,
73,8, 69,9, 63,0, 20,9, 20,6 (2C; HRMS (ESI) suskaiCiuotaC21H230sN2S (M+H)*:
463,1170; rasta 463,1170.
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2’, 3, 5'-Tri-O-acetil-5-fluor-4-S-feniltiouridinas (4b)

Produktas 4b buvo iSskirtas kaip bespalvis aliejus (110 mg, 61% iSeiga per 2
etapus i$ 0,376 mmol 2’,3’,5'-tri-O-acetil-5-fluorouridino (2b)).

(4b): Rr= 0,4 [DCM:MeOH (30:1)]; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,32 (d, J
=5,6 Hz, 1H), 7,62 — 7,48 (m, 5H), 5,82 (d, J = 3,7 Hz, 1H), 5,46 (dd, J = 6,2, 3,8 Hz,
1H), 5,32 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 4,38 — 4,22 (m, 3H), 2,06 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,04 (s,
3H); *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) & 170,0, 169,2, 169,1, 168,2 (d, J = 17,1 Hz),
150,7, 142,2 (d, J = 239,1 Hz), 135,7 (2C), 130,4, 129,6 (2C), 128,3 (d, J = 34,2 Hz),
124,1, 90,1, 79,4, 72,6, 69,2, 62,7, 20,5, 20,2 (2C); '°F NMR (375 MHz, DMSO-d¢) d
-157,82, -157,84; HRMS (ESI) suskai€iuotaC21H2208N2SF (M+H)*: 481,1075; rasta
481,1073.
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9b

2’, 3, 5’-Tri-O-acetil-5-fluor-4-metoksiuridinas (9b)

Produktas 9b buvo iSskirtas kaip bespalvis stiklinis aliejus (640 mg, 69%
iSeiga per 2 etapus i$ 2,3 mmol 2°,3’,5’-tri-O-acetil-5-fluorouridino (2b)).
(9b): Rf = 0,4 [DCM:MeOH (30:1)]; '"H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 7,81 (d, J =

5,7 Hz, 1H), 6,15 (dd, J = 4,4, 1,5 Hz, 1H), 5,36 — 5,32 (m, 1H), 5,32 — 5,25 (m, 1H),
4,44 — 4,31 (m, 3H), 4,07 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 2,09 (s, 3H); 13C NMR
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(100 MHz, CDCI3) & 170,1, 169,7, 169,6, 163,1 (d, J = 13,0 Hz), 153,4, 137,2 (d, J =
248,9 Hz), 126,4 (d, J = 32,0 Hz), 88,3, 80,0, 73,7, 69,7, 62,7, 55,5, 20,9, 20,6 (2C);
F NMR (375 MHz, CDCl3) & -167,60 (d, J = 6,0 Hz), LCMS; HRMS (ESI)
suskaicCiuota C16H1909N2FNa (M+Na)*: 425,0967; rasta 425,0964.
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AcO ,/O Ac
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2’, 3, 5'-Tri-O-acetil-5-fluor-4-butoksiuridinas (10b)

Produktas 10b buvo iSskirtas kaip bespalvis aliejus (53 mg, 32% iSeiga per 2
etapus i$ 0,37 mmol 2°,3’,5’-tri-O-acetil-5-fluorouridino (2b)).

(10b): Rr= 0,25 [DCM:MeOH (30:1)]; "H NMR (400 MHz, CDClI3) 8 7,79 (d, J
=5,8 Hz, 1H), 6,14 (dd, J =4,4, 1,5 Hz, 1H), 5,34 (t, J = 4,9 Hz, 1H), 5,28 (t, J = 5,3
Hz, 1H), 4,52 — 4,40 (m, 2H), 4,43 — 4,21 (m, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,09 (s,
3H), 1,77 (p, J = 6,9 Hz, 2H), 1,44 (h, J = 7,4 Hz, 2H), 0,95 (t, J = 7,4 Hz, 3H); 3C
NMR (100 MHz, CDCls) 6 170,1, 169,7, 169,6, 163,0 (d, J = 13,0 Hz), 153,5, 137,2
(d, J = 248,9 Hz), 126,3 (d, J = 32,2 Hz), 88,3, 79,9, 73,7, 69,7, 68,6, 62,7, 30,5,
20,8, 20,6 (2C), 19,1, 13,8; LCMS; HRMS (ESI) suskaitiuota C19H2509N2FNa
(M+Na)*: 467,1436; rasta 467,1431.
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11b

2’, 3, 5’-Tri-O-acetil-5-fluor-4-benziloksiuridinas (11b)

Produktas 11b buvo iSskirtas kaip bespalvis aliejus (40 mg, 23% iSeiga i$
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0,37 mmol 2’,3’,5'-tri-O-acetil-5-fluorouridino (2b)).

(11b): Rr = 0,25-0,35 [DCM:MeOH (30:1)]; "H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 7,84
(d, J =5,7 Hz, 1H), 7,50 — 7,43 (m, 2H), 7,43 - 7,33 (m, 3H), 6,15 (dd, J = 4,4, 1,5
Hz, 1H), 5,50 (s, 2H), 5,36 (dd, J = 5,4, 4,3 Hz, 1H), 5,29 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,44 —
4,31 (m, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 2,09 (s, 3H); '3C NMR (100 MHz, CDCl3) &
170,1, 169,7, 169,6, 162,6 (d, J = 13,1 Hz), 153,3, 137,1 (d, J = 249,2 Hz), 134,7,
128,9, 128,8 (4C), 126,7 (d, J = 32,0 Hz), 88,4, 79,9, 73,8, 70,0, 69,7, 62,7, 20,8,
20,61 (2C); HRMS (ESI) suskaiCiuota C22H2309N2FNa (M+Na)*: 501,1280; rasta
501,1278.

2'3',5'-Tri-O-acetil-5-fluor-4-metoksiuridino (9b), 2',3',5'-Tri-O-acetil-5-fluor-4-
butoksiuridino (10b) ir 2', 3', 5'-Tri-O-acetil-5-fluor-4-benziloksiuridino (11b) dariniy
deacetilinimas buvo atlikti reakcijos miSinyje, kuriame yra 40 mM kalio fosfato buferio,
pH 7,5, 0,5 mg/ml esterazés SVG1 (Urbeliené, N., ir kt., 2019) ir 12-20 mg/ml darinio
(i5 100 mM koncentrato, tirpinto DMSO). Reakcijos miSinys buvo inkubuojamas 37 °C
temperatdroje iki 3 valandy. Pasibaigus reakcijai esterazé buvo pas$alinta naudojant
centrifuginius mégintuvélius su 10 kDa filtru (Amicon Ultra-4). Tirpikliai buvo nugarinti

rotaciniu garintuvu.

Tiony 5a ir 5b sinteze

2',3",5'-tri-O-acetil-4-tiouridinas (5a)

Acto ragsties anhidridas (172 mmol, 16,3 ml) buvo lasinamas j uridino (1a, 41
mmol, 10 g) tirpalg piridine (120 ml) ir inkubuojams maiSant kambario temperataroje
18-20 val. Reakcija buvo sustabdyta pridéjus metanolio (20 ml). Tirpikliai buvo
iSgarinami rotaciniu garintuvu. Didzioji dalis piridino buvo pasSalinta atliekant ko-
garinimg su toluenu (kartota 5 x 30 ml). 2', 3', 5'-Tri-O-acetiluridinas (2a) buvo gautas
kaip bespalvis aliejus (16,9 g) ir be tolesnio gryninimo buvo istirpintas dioksane (250

ml). Po to pridéta fosforo pentasulfido (91,2 mmol, 20,3 g) ir virinama su grjztamu
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Saldytuvu. Po 2 valandy reakcijos miSinys atS8aldomas ir filtruojamas. Likusios kietos
medziagos buvo plaunamos DCM (3 x 50 ml) ir filtratas koncentruojamas
sumazintame slégyje. Likes neapdorotas miSinys vél iStirpinamas DCM (200 ml),
filtruojamas per celito sluoksnj (plaunant jj papildoma DCM dalimi, 100 ml) ir dar kartg
koncentruojamas rotaciniu garintuvu. Gauta alyva buvo chromatografuojama
kolonéléje (dvi kolonélés: 1, DCM: MeOH nuo 100:1 iki 25:1 ir 2, THF:heksanas nuo
1:2,3 iki 1:1,8), 2',3",5'-Tri-O-acetil-4-tiouridinas (5a) buvo iSskirtas kaip bespalvis
aliejus (10 g, 63% iSeiga).

(5a) (Kaleta, Z, et, Al,; 2006): Rr = 0,65 [DCM:MeOH (19:1)]; 'H NMR (400
MHz, CDCls) & 10,12 (s, 1H), 7,23 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,42 (dd, J = 7,7, 1,7 Hz, 1H),
5,97 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 5,39 — 5,28 (m, 2H), 4,41 — 4,29 (m, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,11
(s, 3H), 2,10 (s, 3H); 3C NMR (100 MHz, CDCl3) & 189,9, 170,2, 169,7 (2C), 147,6,
133,7, 114,1, 88,1, 80,2, 73,0, 70,2, 63,1, 20,9, 20,6, 20,5.

2',3',5'-tri-O-acetil-5-fluor-4-tiouridinas (5b)

2',3',5'-tri-O-acetil-5-fluor-4-tiouridinas (5b) buvo susintetintas pagal 2',3',5'-
tri-O-acetil-4-tiouridino procedirg (5a). Reakcija buvo atlikta naudojant 5-fluorouriding
(1b, 6,37 mmol, 1,67g. Produktas 5b buvo iSskirtas kaip geltona alyva (2,5 g, 97%).

(5b) (Wenska, G,; 2002): Rr = 0,5 [DCM:MeOH (19:1)]; "H NMR (400 MHz,
CDCls) & 10,48 (s, 1H), 7,55 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 6,02 (dd, J = 4,7, 1,4 Hz, 1H), 5,36
(t, J = 5,2 Hz, 1H), 5,34 — 5,24 (m, 1H), 4,43 — 4,30 (m, 2H), 2,16 (s, 3H), 2,11 (s,
6H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) & 180,3 (d, J = 31,2 Hz), 170,2, 169,8, 169,7, 147,5
(d, J = 227,3 Hz), 146,8, 119,2 (d, J = 41,3 Hz), 87,9, 80,3, 73,1, 69,9, 62,9, 20,8,
20,6, 20,5; 19F NMR (375 MHz, CDCl3) & -144,57 (d, J = 4,1 Hz).



23
LT 7046 B

SMe
SN

LA

N O

\;b‘\\OH
HO ',/OH

6a
4-S-metiltiouridinas (6a)

Jodmetano (5,5 mmol, 324 pL) buvo pridéta j vandens-metanolio (1:5, 30 ml)
2',3',5'-tri-O-acetil-4-tiouridino (5a, 3,1 mmol, 1,18 g) tirpalg. Po to létai per 20
minuciy buvo pridéta 1 M NaOH (3 ml, vandeninis tirpalas). Po 20 minuciy maiSymo
kambario temperatiroje reakcija buvo sustabdyta pridedant acto ragsties (3 mmol,
172 pL). Reakcijos miSinys sukoncentruotas rotaciniu garintuvu ir iSgrynintas
chromatografijos kolonéléje (DCM:MeOH gradientas nuo 14:1 iki 11:1). 4-S-
metiltiouridinas (6a) buvo iSskirtas kaip balta amorfiné kieta medziaga (370 mg,
43%).

(6a): Rs = 0,3 [DCM:MeOH (9:1)]; "H NMR (400 MHz, MeOD-ds) & 8,31 (d, J
= 7,1 Hz, 1H), 6,47 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,85 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 4,21 — 4,11 (m, 2H),
4,12 — 4,03 (m, 1H), 3,94 (dd, J = 12,4, 2,4 Hz, 1H), 3,78 (dd, J = 12,4, 2,9 Hz, 1H),
2,53 (s, 3H); '3C NMR (100 MHz, MeOD-d4) 5 180,5, 156,4, 142,0, 104,9, 92,9, 85,9,
76,5, 70,1, 61,4, 12,9; HRMS (ESI) calcd for C1oH150sN2S (M+H)*: 275,0696; rasta
275,0691.
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5-fluor-4-S-metiltiouridinas (6b)

5-fluor-4-S-metiltiouridinas (6b) buvo susintetintas pagal 4-S-metiltiouridino
(6a) procediirg. Reakcija buvo atlikta naudojant 2',3',5'-tri-O-acetil-5-fluor-4-tiouriding
(5b, 1,24 mmol, 0,5 g). Reakcija vykdyta 1 val. Produktas 6b buvo iSskirtas kaip balta

amorfiné kieta medziaga (90 mg, 25%).
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(6b): Rr= 0,4 [DCM:MeOH (9:1)]; "H NMR (400 MHz, MeOD-d4) & 8,61 (d, J
= 5,8 Hz, 1H), 5,80 (t, J = 1,8 Hz, 1H), 4,21 — 4,11 (m, 2H), 4,08 (dt, J = 7,1, 2,4 Hz,
1H), 3,98 (dd, J = 12,4, 2,4 Hz, 1H), 3,80 (dd, J = 12,4, 2,3 Hz, 1H), 2,56 (s, 3H); '3C
NMR (100 MHz, MeOD-d4) 6 171,3 (d, J = 17,6 Hz), 154,6, 145,7 (d, J = 240,0 Hz),
127,1 (d, J = 35,4 Hz), 92,9, 85,8, 76,6, 69,6, 60,8, 12,0 (d, J = 2,2 Hz); HRMS (ESI)
calcd for C10H140s5N2SF (M+H)*: 293,0602; rasta 293,0603.
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4-S-etiltiouridinas (7a)

4-S-etiltiouridinas (7a) buvo susintetintas pagal 4-S-metiltiouridino (6a)
procedlrg. Reakcija buvo atlikta naudojant 2',3',5'-tri-O-acetil-4-tiouriding (5a, 1,29
mmol, 0,5 g) ir jod-etang (4,2 mmol, 335 pL), reakcija vykdyta 18 val. Produktas 7a
buvo iSskirtas kaip balta amorfiné kieta medziaga (310 mg, 83%).

(7a): Rr= 0,4 [DCM:MeOH (9:1)]; "H NMR (400 MHz, MeOD-d4) & 8,31 (d, J
=7,1Hz, 1H), 6,43 (d, J =7,2 Hz, 1H), 5,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 4,18 — 4,11 (m, 2H),
4,12 - 4,03 (m, 1H), 3,94 (dd, J =12,4, 2,5 Hz, 1H), 3,78 (dd, J = 12,4, 2,9 Hz, 1H),
3,17 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 1,34 (t, J = 7,4 Hz, 3H); '3C NMR (100 MHz, MeOD-d4) d
180,0, 156,4, 142,1, 105,2, 93,0, 85,8, 76,5, 70,1, 61,4, 25,0, 14,6.
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5-fluor-4-S-etiltiouridinas (7b)

5-fluor-4-S-etiltiouridinas (7b) buvo susintetintas pagal 4-S-metiltiouridino
(6a) procediirg. Reakcija buvo atlikta naudojant 2',3',5'-tri-O-acetil-5-fluor-4-tiouriding

(5b, 1,24 mmol, 0,5 g) ir jodetang (2,5 mmol, 200 pL), reakcija vykdyta 2 val.
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Produktas 7b buvo iSskirtas kaip balta amorfiné kieta medziaga (150 mg, 39%).

(7b): Rr= 0,5 [DCM:MeOH (9:1)]; "H NMR (400 MHz, MeOD-d4) & 8,61 (d, J
=5,8 Hz, 1H), 5,80 (t, J = 1,7 Hz, 1H), 4,21 — 4,11 (m, 2H), 4,08 (dt, J = 7,0, 2,3 Hz,
1H), 3,98 (dd, J = 12,4, 2,4 Hz, 1H), 3,79 (dd, J = 12,4, 2,3 Hz, 1H), 3,22 (q, J = 7,4
Hz, 2H), 1,37 (t, J = 7,4 Hz, 3H); "3C NMR (100 MHz, MeOD-d4) 5 170,9 (d, J =17 ,4
Hz), 154,6, 145,5 (d, J = 239,9 Hz), 127,3 (d, J = 35,4 Hz), 92,9, 85,8, 76,6, 69,7,
60,8, 243 (d, J = 1,9 Hz), 14,4; HRMS (ESI) suskaiCiuota pagal molekule
C11H160sN2SF: 307,0758; rasta 307,0760.
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4-S-benziltiouridinas (8a)

4-S-benziltiouridinas (8a) buvo susintetintas pagal 4-S-metiltiouridino (6a)
procedlrg. Reakcija buvo atlikta naudojant 2',3',5'-tri-O-acetil-4-tiouriding (5a, 3,1
mmol, 1,18 g) ir benzilbromidg (3,4 mmol, 410 pL), reakcija sustabdyta po 20 min.
Produktas 8a buvo iSskirtas kaip balta amorfiné kieta medziaga (700 mg, 64%).

(8a): Rr= 0,4 [DCM:MeOH (9:1)]; "H NMR (400 MHz, MeOD-d4) & 8,34 (d, J
=7,1Hz, 1H), 7,44 — 7,38 (m, 2H), 7,34 — 7,19 (m, 3H), 6,43 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,87
(d, J =2,1 Hz, 1H), 4,44 (s, 2H), 4,18 — 4,11 (m, 2H), 4,08 (dt, J = 5,9, 2,7 Hz, 1H),
3,94 (dd, J=12,4, 2,4 Hz, 1H), 3,78 (dd, J = 12,5, 2,8 Hz, 1H); 13C NMR (100 MHz,
MeOD-d4) & 179,2, 156,3, 142,5, 138,3, 130,2 (2C), 129,6 (2C), 128,5, 104,8, 93,0,
85,9, 76,5, 70,1, 61,4, 34,6; HRMS (ESI) suskaiCiuota Ci16H1905N2S (M+H)*:
351,1009; rasta 351,1007.
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5-fluor-4-S-benziltiouridinas (8b)

5-fluor-4-S-benziltiouridinas (8b) buvo susintetintas pagal 4-S-metiltiouridino
(6a) procediirg. Reakcija buvo atlikta naudojant 2',3',5'-tri-O-acetil-5-fluor-4-tiouriding
(5b, 1,24 mmol, 0,5 g) ir benzilbromidg (2,0 mmol, 240 uL). Reakcija sustabdyta po 2
val. Produktas 8b buvo iSskirtas kaip balta amorfiné kieta medziaga (130 mg, 28%).

(8b): Rf= 0,5 [DCM:MeOH (9:1)]; '"H NMR (400 MHz, MeOD-d4) & 8,64 (d, J
=5,7 Hz, 1H), 7,47 — 7,39 (m, 2H), 7,35 — 7,20 (m, 3H), 5,82 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 4,48
(s, 2H), 4,21 — 4,12 (m, 2H), 4,08 (dt, J = 6,7, 2,4 Hz, 1H), 3,98 (dd, J = 12,4, 2,4 Hz,
1H), 3,79 (dd, J = 12,5, 2,3 Hz, 1H); "3C NMR (100 MHz, MeOD-d4) & 170,1 (d, J =
17,9 Hz), 154,4, 145,2 (d, J = 239,7 Hz), 137,8, 130,3 (2C), 129,7 (2C), 128,7, 127,7
(d, J = 35,5 Hz), 93,0, 85,8, 76,6, 69,6, 60,8, 33,8 (d, J = 1,8 Hz; HRMS (ESI)
suskaiciuota C16H180sN2SF (M+H)*: 369,0919; rasta 369,0919.

2 pavyzdys. N*-alkilinty 2'-deoksicitidino dariniy sintezé.

Bendra informacija. Cheminés medziagos ir tirpikliai buvo jsigyti i§ Sigma-
Aldrich ir Alfa Aesar ir naudojami be tolesnio valymo. HPLC-MS buvo atlikta
naudojant sistemg, sudarytg i§ CBM-20A valdymo bloko, dviejy LC-2020AD siurbliy,
SIL-30AC automatinio bandiniy émiklio ir CTO-20AC kolony termostato, panaudojant
SPD-M20A fotodiody gardelés detektoriy ir LCMS-2020 masiy spektrometrg su ESI
Saltiniu. Chromatografinis frakcionavimas atliktas naudojant YMC — Pack Pro C18,
150%3 mm kolonéle (YMC, Japonija), vandeninio 0,1 % skruzdziy ragsties tirpalo ir
acetonitrilo gradiente (temperatira — 40 °C). Masiy spektrai buvo uzrasyti nuo 10 m/z
iki 500 m/z, esant 350 °C temperatdrai ir 4500 V jtampai (neutrali DL/Qarray
jtampa), naudojant N2 kaip purSkiamgsias ir dziovinamgsias dujas. Masiy
spektrometrijos analizé buvo atlikta tiek teigiamos bei neigiamos jonizacijos rezimu.

Duomeny analizé vykdyta su LabSolutions LC/MS programine jranga.

Plonasluoksné chromatografija (TLC). Reakcijy eiga ir medZiagy grynumas
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sekami plonasluoksne chromatografine analize, naudojant aliuminio ploksteles,
padengtas silikageliu 60 F2s4 (Merck). TLC mobilios fazés — chloroformas bei
chloroformo-metanolio miSinys, tdriniai santykiai — 9:1 bei 5:1. Gryninant susintetintus
produktus kolonelinés chromatografijos budu, kolonélé uZpildoma silikageliu 60
(0,063-0,2 mm) (Merck). Eliuentai — chloroformas bei chloroformo-metanolio miSiniai
jvairiais tdriniais santykiais. 'H ir 3C BMR spektrai uzrasyti Bruker Ascend 400
spektrometru. 400 MHz daznis "H BMR, 101 MHz daznis '3*C BMR.

Bendroji N*-alkilinty 2'-deoksicitidiny sintezés procedira

4-tiouridiny alkilinimo reakcijos buvo paruostos pagal literatlroje aprasytus
metodus: | 4-tio-2'-deoksiuridino (37 mg, 0,15 mmol) tirpalg 70 % vandeniniame
etanolio tirpale (1 ml) buvo pridéta atitinkamo amino (0,45 mmol). MiSinys maiSomas
24-60 valandas 55 °C temperatiroje. Reakcijos pabaiga buvo nustatyta
plonasluoksnés chromatografijos btudu (TLC, chloroformas/metanolis, 9/1), Reakcijai
pasibaigus (TLC), tirpikliai iSgarinami rotaciniu garintuvu. Likutis istirpintas
chloroforme ir isgrynintas kolonélées chromatografija (silikagelis,
chloroformo/metanolio miSinys, 10:0 — 9:1) arba vandenyije ir iSgrynintas atvirkstinés
fazés kolonélés chromatografija (C-18 kasetés, vandens/metanolio misinys, 10 :0 —
10:2). 18gryninus, tirpikliai buvo pasalinti rotaciniu garintuvu. Susintetinti modifikuoti

nukleozidai buvo analizuojami BMR spektroskopija ir HPLC-MS analize.
Bendra 5-fluor-N*-alkil -2'-deoksicitidino dariniy sintezés procedira

] 5-fluor-4-tio-2'-deoksiuridino (39 mg, 0,15 mmol) tirpalg 75% vandeniniame
etanolio tirpale (1 ml) buvo pridéta atitinkamo amino (0,45 mmol). MiSinys maiSomas
72-120 valandy 55 °C temperatiroje. Reakcijos pabaiga buvo nustatyta
plonasluoksne chromatografija (TLC, chloroformas/metanolis, 9/1), Reakcijai
pasibaigus (TLC), tirpikliai iSgarinami rotaciniu garintuvu). Likutis istirpintas
chloroforme ir iSgrynintas kolonélés chromatografija (silikagelis,
chloroformo/metanolio misinys, 10:009:1) arba vandenyje ir iSgrynintas atvirkstinés
fazés kolonélés chromatografija (C-18 kasetés, vandens/metanolio misinys, 10 :0 —
10:2). Tirpikliai buvo pasalinti rotaciniu garintuvu. Gauty N*-alkil-5-fluor-2'-
deoksicitidiny iSeigos sieké 39-81%. Susintetinti modifikuoti nukleozidai buvo
analizuojami BMR spektroskopija ir HPLC-MS analize.
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N*-heksil-2'-deoksicitidinas (12a). Gautas kiekis 42 mg (90%).
MS (ESI*): m/z 312,00 [M+H]*, 310,00 [M-H]~, UV (CH30OH) Amax 282 nm.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 7,65 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=), 7,61 (t, J =
5,5 Hz, 1H, NH), 6,09 (dd, J = 7,3, 6,2 Hz, 1H, CH), 5,66 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=),
512 (d, J = 4,2 Hz, 1H, OH), 4,92 (t, J = 10,6, 4,2 Hz, 1H, OH), 4,21-4,06 (m, 1H,
CH), 3,76-3,61 (m, 1H, CH), 3,55-3,38 (m, 2H, CH2), 3,22-3,07 (m, 2H, CH2), 2,11—
1,95 (m, 1H, CHz2), 1,93-1,79 (m, 1H, CH2), 1,45-1,35 (m, 2H, CH2), 1,25-1,17 (m,
6H, CH2), 0,79 (t, J = 4,8 Hz, 3H, CH).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): d = 163,70, 155,56, 140,11, 95,12, 87,60,
85,25, 70,92, 61,88, 40,73, 31,49, 29,01, 26,63, 22,54, 14,38.

5-fluoro-N*-heksil-2'-deoksicitidinas (12b). Gautas kiekis 40 mg (81%).

MS (ESI*): m/z 329,85 [M+H]*, 327,85 [M-H]-, UV (CH3OH) Amax 280; 250

nm.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 8,05 (d, J = 7,4 Hz, 1H, CH=), 8,03-7,99
(m, 1H, NH), 6,12 (t, J = 7,4 Hz, 1H, CH), 5,21 (d, J = 4,2 Hz, 1H, OH), 5,10 (t, J =
5,1 Hz, 1H, OH), 4,26—4,16 (m, 1H, CH), 3,95-3,71 (m, 1H, CH), 3,67-3,49 (m, 2H,
CHy2), 3,28 (dd, J = 13,5, 6,6 Hz, 2H,CH2), 2,11 (ddd, J = 13,1, 5,9, 3,5 Hz, 1H,CHa),
1,98 (dt, J = 13,1, 6,4 Hz, 1H, CH2), 1,60-1,43 (m, 2H,CHz), 1,35-1,18 (m, 6H, CHa),
0,86 (t, J = 6,7 Hz, 3H,CHs).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 155,31, 153,76, 138,00, 135,59, 124,55,
87,77, 85,57, 70,63, 61,55, 40,84, 31,45, 28,80, 26,55, 22,53, 14,35.
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4-(4-morfolinyl)-2'-deoksiuridinas (13a). Gautas kiekis 36 mg (81%).
MS (ESI*): m/z 297,90 [M+H]*, 295,90 [M-H]~, UV (CH30H) Amax 286 nm,

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7,96 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH=), 6,18 (d, J =
7,8 Hz, 1H, CH=), 6,14 (t, J = 6,6 Hz, 1H, CH), 5,22 (bs, 1H, OH), 5,04 (bs, 1H, OH),
4,27-4,17 (m, 1H, CH), 3,84-3,76 (m, 1H, CH), 3,68-3,54 (m, 10H, 5CHz), 2,21-2,10
(m, 1H, CH2), 2,01-1,91 (m, 1H, CHa).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): d = 163,06, 154,83, 142,15, 91,60, 87,79,
85,52, 70,72, 66,18, 65,99, 61,67, 41,01.

5-fluoro-4-(4-morfolinyl)-2'-deoksiuridinas (13b). Gautas kiekis 26 mg (55%).
MS (ESI*): m/z 315,85 [M+H]*, UV (CH30H) Amax 293 nm.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 8,22 (d, J = 10,2 Hz, 1H, CH=), 6,07 (t, J
= 6,4 Hz, 1H,CH), 5,22 (bs, 2H, 20H), 4,30—4,18 (m, 1H, CH), 3,81-3,76 (m, 1H,
CH), 3,73-3,70 (m, 2H,CH2), 3,68-3,64 (m, 4H,CHz), 3,62— 3,56 (m, 4H,CHz), 2,18~
2,11 (m, 1H,CHa), 2,04—1,97 (m, 1H,CHa).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): d = 154,45, 152,69, 138,44, 136,01, 128,73,
87,93, 85,66, 70,43, 66,44, 61,35, 46,41, 45,38, 41,01.

N*-2-hidroksietil-2'-deoksicitidinas (14a). Gautas kiekis 30 mg (75%).
MS (ESI*): m/z 271,90 [M+H]*, 269,90 [M-H]~, UV (CH30H) Amax 281 nm.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 7,79 (t, J = 5,5 Hz, 1H, NH), 7,73 (d, J =
7,5 Hz, 1H, CH=), 6,16 (dd, J = 10,3, 3,1 Hz, 1H, CH), 5,80 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=),
4,19 (dt, J = 6,1, 3,1 Hz, 1H, CH), 3,77-3,74 (m, 1H, CH), 3,57-3,52 (m, 2H, CH2),
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3,49 (d, J = 5,8 Hz, 2H, CHz), 3,31 (q, J = 5,6 Hz, 2H, CHz), 2,17-2,02 (m, 1H, CH2),
1,93 (dd, J = 13,9, 6,7 Hz, 1H, CH2).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 163,96, 155,51, 140,18, 95,22, 87,61,
85,27, 70,87, 61,84, 59,96, 43,11, 40,75.

5-fluoro-N*-2-hidroksietil-2'-deoksicitidinas (14b). Gautas kiekis 32 mg (74%).

MS (ESI*): m/z 289,80 [M+H]*, 287,80 [M-HI', UV (CH3OH) Amax 280; 245

nm.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 8,06 (d, J = 7,3 Hz, 1H, CH=), 7,94 (s,
1H, NH), 6,11 (t, J = 6,2 Hz, 1H, CH), 5,12 (bs, 2H, 20H), 4,79 (bs, 1H, OH), 4,26
4,16 (m, 1H, CH), 3,81-3,74 (m, 1H, CH), 3,66-3,56 (m, 2H, CH2), 3,53-3,49 (m, 2H,
CH2), 3,45-3,40 (m, 2H), 2,18-2,05 (m, 1H, CHz), 1,98 (dt, J = 13,1, 6,5 Hz, 1H,
CHa).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): d = 155,63, 153,67, 138,03, 135,64, 124,74,
87,74, 85,58, 70,61, 61,54, 59,49, 42,94.

S
HO®

N*-2-aminoetil-2'-deoksicitidinas (15). Gautas kiekis 37 mg (91%).
MS (ESI*): m/z 270,95 [M+H]*, 268,95 [M-H]~, UV (CH30H) Amax 273 nm.

"H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 8,01-7,76 (m, 1H, NH), 7,74 (d, J = 7,5
Hz, 1H, CH=), 6,21-6,10 (m, 1H, CH), 5,77 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=), 4,20 (dt, J =
6,1, 3,2 Hz, 1H, CH), 3,80-3,71 (m, 3H, CH, CHz), 3,60-3,48 (m, 2H, CH2), 3,25 (s,
2H, CH2), 2,67 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CHz), 2,15-2,02 (m, 1H, CHz), 1,98-1,88 (m, 1H,
CHo2).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 163,91, 155,53, 140,08, 95,19, 87,62,
85,26, 70,84, 61,81, 43,46, 41,06, 40,73.
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4-(indolin-1-yl)-2'-deoksiuridinas (16). Gautas kiekis 26 mg (53%).
MS (ESI*): m/z 329,90 [M+H]*, 327,90 [M-H]-, UV (CH30H) Amax 320 nm.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 8,54 (s, 2H), 8,13 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
7,26 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,20 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,00 (td, J = 7,4, 0,8 Hz, 2H), 6,20
(t, J = 6,5 Hz, 2H), 6,16 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 5,25 (d, J = 4,2 Hz, 2H), 5,06 (t, J = 5,2
Hz, 2H), 4,24 (td, J = 7,3, 3,6 Hz, 2H), 4,10 (t, J = 8,7 Hz, 2H), 3,83 (q, J = 3,6 Hz,
2H), 3,67-3,51 (m, 5H), 3,19 (t, J = 8,5 Hz, 2H), 2,28-2,16 (m, J = 13,2, 6,0, 3,6 Hz,
2H), 2,07-1,95 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 3 = 161,21 (s), 154,06 (s), 143,23 (s),
142,36 (s), 133,14 (s), 127,07 (s), 125,17 (s), 123,50 (s), 94,03 (s), 87,97 (s), 85,90
(s), 70,69 (s), 61,58 (s), 49,01 (s), 40,62 (s), 27,22 (S).

N

l

HO © — @j
/\£><N ) NH
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N*-((1H-indol-6-yl)metil)-2'-deoksicitidinas (17). Gautas kiekis 35 mg (65%).
MS (ESI*): m/z 357,00 [M+H]*, 355,00 [M-H]~, UV (CH30OH) Amax 282 nm.

H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 11,05 (s, 1H, NH), 8,13 (t, J = 5,7 Hz, 1H,
NH), 7,77 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=), 7,48 (d, J = 8,1 Hz, 1H, CH), 7,32 (s, 1H), 7,31-
7,29 (m, 1H, CH), 6,95 (dd, J = 8,1, 1,3 Hz, 1H, CH), 6,41-6,36 (m, 1H, CH), 6,22—
6,15 (m, 1H, CH), 5,83 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=), 5,20 (d, J = 4,2 Hz, 1H, OH), 4,97 (t,
J = 5,3 Hz, 1H, OH), 4,56 (d, J = 5,7 Hz, 2H, CH2), 4,28-4,14 (m, J = 3,3 Hz, 1H,
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CH), 3,83-3,66 (m, 1H, CH), 3,61-3,48 (m, 2H, CHz), 2,15 — 2,05 (m, 1H, CH2),
2,00-1,90 (m, 1H, CH2).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 163,59, 155,53, 140,31, 136,48, 132,02,
127,20, 125,80, 120,24, 110,78, 101,33, 95,10, 87,64, 85,24, 79,70, 70,88, 61,82,
56,54, 44,18.

S
HO

N*-(2,3,4,5,6-pentahidroksiheksil)-2’-deoksicitidinas (18). Gautas kiekis 35
mg (60%).

MS (ESI*): m/z 391,85 [M+H]*, UV (CH30H) Amax 282 nm.

"H NMR (400 MHz, DMSO-de): & = 7,73 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=), 7,70 (t, J =
5,6 Hz, 1H, NH), 6,18-6,13 (m, 1H, CH), 5,85 (d, J = 7,5 Hz, 1H, CH=), 5,19 (d, J =
4,1 Hz, 1H, OH), 5,08-4,85 (m, 2H, 20H), 4,49 (d, J = 5,2 Hz, 1H, OH), 4,43 (t, J =
5,8 Hz, 2H, CHz), 4,36 (t, J = 5,4 Hz, 1H, CH), 4,22-4,16 (m, 1H, CH), 3,76 (dd, J =
6,9, 3,7 Hz, 1H, CH), 3,73— 3,65 (m, 1H, CH), 3,62-3,51 (m, 4H, CHz, OH), 3,52—
3,43 (m, 3H, CH2, OH), 3,40 (dd, J = 9,5, 4,0 Hz, 1H, CH), 3,29-3,13 (m, 1H, CH),
2,09 (ddd, J = 13,1, 5,9, 3,6 Hz, 1H, CH2), 2,02-1,83 (m, 1H, CH2),

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): d = 164,05, 155,38, 140,09, 95,27, 87,53,
85,21, 72,54, 72,08, 71,95, 70,89, 70,06, 63,78, 61,84, 43,66, 40,72.

5-fluor-N*-((1H-indol-3-il)propionil)-citidino (19) sintezé

Indolo propiono ragstis buvo aktyvuota indolo propiono ragstimi (1 mmol),
N,N-dicikloheksilkarbodiimido (DCC) (1 mmol) ir N-hidroksisukcinimido (NHS (1
mmol) miSinyje 10 ml etilacetato tirpalo. MiSinys maiSomas 24 val, kambario
temperatdroje (25-30 °C). | aktyvintos rugsties tirpalg buvo jpilta 5-fluorcitidino (261
mg, 1 mmol) tirpalo N,N-dimetilformamide (1 ml). MiSinys maiSomas 72 valandas
kambario temperatiroje. (25-30°C). Reakcijos pabaiga nustatyta plonasluoksnés
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chromatografijos badu (TLC, chloroformas/metanolis, 9/1). Reakcijai pasibaigus,
tirpikliai buvo iSgarinami rotaciniu garintuvu, tuomet produktas buvo iStirpintas
chloroforme ir iSgrynintas chromatografijos kolonéléje (silikagelis,
chloroformo/metanolio miSinys, 2%—16% metanolio gradientas). Susintetintas

modifikuotas nukleozidas charakterizuotas BMR spektroskopija ir HPLC-MS analize.

19

5-fluoro-N*-((1H-indol-3-yl)propionyl)-citidinas (19). Gautas kiekis 35 mg
(60%).

HPLC-MS (ESI+): m/z 433 [M+H]*; 431 [M-H]~, UV = Amax1 = 247 nm, Amax2 =
291 nm.

'H (DMSO-ds, 400 MHz) & = 2,85-2,94 (2H, m, —CH2); 2,95-3,04 (2H, m, —
CH2); 3,66-3,55 (1H, m, —CH); 3,72-3,89 (1H, m, —CH); 3,87-3,94 (1H, m, —CH);
3,99 (2H, s, —CHz): 4,11 (1H, d, J = 5,4 Hz, —OH); 5,36 (1H, d, J = 4,5 Hz, —OH);
5,53-5,59 (1H, m, —OH); 5,67-5,76 (1H, m, —CH); 6,95-7,01 (1H, m, —CH); 7,03—
7,10 (1H, m,~CH); 7,09-7,14 (1H, m, —CH): 7,13 (1H, d, J = 2,3 Hz, —CH); 7,33 (1H,
d, J = 8,1 Hz, =CH); 7,57 (1H, d, J = 7,7 Hz, =CH); 8,70 (1H, d, J = 6,8 Hz, —CH);
10,72-10,86 (1H, m, —=NH), 3C BMR (DMSO-ds, 101 MHz) & = 20,60; 25,69; 25,92;
37,88; 49,07; 59,85; 60,59; 68,67; 69,45; 74,69; 74,99; 84,53; 89,73; 90,79; 111,79;
113,77; 118,66; 118,83; 121,39; 121,39; 122,83; 123,17; 127,43; 136,69; 170,72;
173,24,

3 pavyzdys. Hidrolaziy geny identifikavimas ir klonavimas | E.coli geny

raiSkos vektoriy

Klonai, pasizymintys hidrolazés aktyvumu, buvo identifikuoti MD terpéje (33,9
g/l Na2HPO4 15 g/l KH2PO4, 5 g/l NH4CI, 2,5 g/l NaCl, 0,2% (m/t) gliukozés, 0,2%
kazamino rugsc¢iy, 1 mM IPTG) su 100 pyg/mL ampicilino, 0,02 mg/mL uridino Saltinio
— N*-benzoil-2'-deoksicitidino (atrinktos sekos ID Nr.: 1/2/3), S*metiltiouridino
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(atrinktos sekos SEQ ID Nr.: 25/26/27), S*-etiltiouridino (atrinktos sekosSEQ ID Nr.:
28/29/30/31), arba substraty S*-metiltiouridino, S*-etiltiouridino ir S*-benziltiouridino
miSinio (atrinktos sekos SEQ ID Nr.: 32-40). Tokioje terpéje auga tik rekombinantiniai
klonai, kurie hidrolizuodami citidino darinius, kompensuoja E. coli DH10B
ApyrFEC::Km (A, AucCynaité ir kt,, 2018) padermés uridino auksotrofinj pozym,.
Metagenominés hidrolazés, koduojancios genus, buvo amplifikuotos Phusion DNR
polimeraze, naudojant pirminius (Fw) ir atvirkstinius pradmenis (Rv), pagal standartinj
PGR protokolg (ThermoFisher Scientific) Fw/Rv:

AGAAGGAGATATAACTATGATGAACAAGGAAGATTTATTG/GTGGTGGTGATGGTG
ATGGCCTAAAAGATCCTCTTTCGTGA (SEQ ID Nr: 1);

AGAAGGAGATATAACTATGAGGCATGACCTCGTC/GTGGTGGTGATGGTGATGGC
CA-CCCAAACTGTTCGCGTC (SEQ ID Nr: 2);

AGAAGGAGATATAACTATGAAGGAAACACTTT-
GTCA/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTTTCCGTAATCCTCGCTC (SEQ ID Nr: 3);

AGAAGGAGATATAACTATGAACAGACAAGAATTAATAACGTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCAAGCTTTCGTTCGTCATGTAA (SEQ ID Nr: 9);

AGAAGGAGATATAACTATGATATTATTGAGCGAAGCT/GTGGTGGTGATGGTGATG
GCCCTCATCAGTTAAAGTAAATCG (SEQ ID Nr: 25);

AGAAGGAGATATAACTATGGTAACTAAGAATATTTCC/GTGGTGGTGATGGTGATG
GCCCAGAGGCTTGATCTTCAG (SEQ ID Nr: 26);

AGAAGGAGATATAACTATGAGCGCGGAC-
GAAAG/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTTATCCAGATCTCCCGG (SEQ ID Nr:
27);

AGAAGGAGATATAACTATGAAAAAGATATCAATTACAAC/GTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCCTCATCCGAAGAGCTAAG (SEQ ID Nr: 28);

AGAAGGAGATATAACTATGAG-
TAAGGTTTCTGATCAGG,GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTGCCAGATCCTTCGGT
C (SEQ ID Nr: 29);

AGAAGGAGATATAACTATGACCGACAGAC-
GCATCA/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTCCACTTTCAAACTGTCGA (SEQ ID
Nr: 30);
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AGAAGGAGATATAACTATGCGGACCAAAGAAGATT/IGTGGTGGTGATGGTGATGG
CCGTCGAGCAGGCGGAAAG (SEQ ID Nr: 31);

AGAAGGAGATATAAC-
TATGACAGATTGGACATATTTGAT/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTTTGCAAGA
TCTTCTGC (SEQ ID Nr: 32);

AGAAGGAGATATAACTATGGAC-
CTCGAGCGC/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTTCTTCGCCATATAGTTC (SEQ
ID Nr: 33);

AGAAGGAGATATAACTATGACCGAAAAGAAAATCACC/GTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCAAACTCGGTGAAGGAAAG (SEQ ID Nr: 34);

AGAAGGAGATATAACTATGAACCAACTGACGCAAC/GTGGTGGTGATGGTGATGG
CCGACCCCCAGGTCCTTGG (SEQ ID Nr: 35);

AGAAGGAGATATAACTATGACCAATGTCAC-
TCCCG/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGGATTTTAGATGCGCGGG (SEQ ID Nr:
36);

AGAAGGAGATATAACTATGACAGAGACAGACAAGAAG/GTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCTCCGTTAATGTCCTCGGC (SEQ ID Nr: 37);

AGAAGGAGATATAAC-
TATGGATGCAGGTTTGTTGATG/GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTGCTTGTTTA
AATCCCATG (SEQ ID Nr: 38),

SEQ ID Nr. 4-8 genai buvo susintetinti Twist Bioscience, JAV, Piety San
Franciske. Visi hidrolaziy genai buvo liguoti j pLATE31 (Thermo Fisher Scientific)
geny raiSkos vektorius, naudojant alLlCator LIC Cloning and Expression Kit 3
protokolg (Thermo Fisher Scientific). Ligavimui buvo paruostas toks reakcijos
miSinys: 5X LIC buferis 2 pL, iSgrynintas PGR produktas 0,1 pmol, vanduo, be
nukleaziy iki 9 yL ir 1 yL T4 DNR polimerazés (1 u/uL). Bendras misinio taris buvo 10
pl. Reakcijos miSinys buvo inkubuojamas kambario temperattroje (20-25 °C) 5 min,
po inkubacijos reakcija buvo sustabdyta pridedant 0,6 yl 0,5 M EDTA tirpalo. Pridéjus
1 uL pLATE31 LIC paruosto vektoriaus (60 ng, 0,02 pmol DNR) tirpalo, misinys buvo
inkubuojamas kambario temperatiroje (20-25 °C) 30 min. Kompetentiniy DH5a E.coli

Igsteliy transformacija atlikta elektroporacijos badu ir Igstelés iSsétos ant LB agaro su
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atitinkamais antibiotikais. Plazmidiné DNR S Igsteliy klony biomasés buvo iSskirta
naudojant "ZR Plasmid Miniprep — Classic" (Zymo Research) plazmidziy gryninimo

rinkinj. Geny seka nustatyta Sengerio sekoskaitos metodu.
4 pavyzdys. Geny mutagenezé

Hidrolazés geny mutacijos buvo jvestos naudojant ,Phusion™ Site-Directed
Mutagenesis Kit“ (Thermo Fisher Scientific) protokolg. Specifinei mutagenezei buvo
sukurtos pradmeny poros, skirtos amplifikuoti visg plazmide su tikslinio baltymo
genu, kai vienas pradmuo turi nesutampanciy baziy pory viduryje. Pasirinkty regiony
atsitiktinei mutagenezei (SEQ ID Nr. 16, SEQ ID Nr. 17, SEQ ID Nr.: 18, SEQ ID Nr.:
19, SEQ ID Nr.: 20) buvo naudojama dviejy pakopy mutagenezé: pirmajame etape
atlikta dominancios srities tikslinio regiono delecija. Antrajame etape vienas i$
pradiniy pradmeny buvo modifikuotas pridedant atsitiktinj nukleotidy iSkySg (insertg),

uzpildantj pirmame etape atliktg delecijg. Mutagenezei naudoti pradmenys (Fw/Rv):

CTTTTAGGCCATCACCATCACCAC/GAATCGCATCGGCAACAATTCATC (SEQ ID
Nr:10);

GATGCGAGCAACGAAAGAGGATCTTTTAG/GGCAACAATTCATCGATCGTTTTTT
CTAACG (SEQ ID Nr:11);

GATGCGATGGACGAAAGAGGATCTTTTAG/GGCAACAATTCATCGATCGTTTTTT
CTAACG (SEQ ID Nr:12);

TGATAGGGTCATCGCACCTTGCG/CCATCGGTTACGATCGCCAACG (SEQ ID
Nr:13);

TTACGGAGCGGGTAATTGCGG/GAAGCATTTTCGATATTTGCGCCTAAAAAC
(SEQ ID Nr:14);

ATTGCGGTGAATTAAGTGCCATTTTCGC/TGGTCGCTCCGTAAGAAGCATTTTCG
(SEQ ID Nr:15);

GCACCTTGCGGAATCTGCC/ATCACCATCGGTTACGATCGCC/NNNNNNNNNGC
ACCTTGCGGAATCTGCC/ATCACCATCGGTTACGATCGCC (SEQ ID Nr: 16, SEQ
ID Nr: 17, SEQ ID Nr: 18);

NNNNNNNNNNNNCTTTTAGGCCATCACCATCACCAC/GAATCGCATCGGCAACA
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ATTCATC (SEQ ID Nr: 19, SEQ ID Nr: 20);

TAACGCGGACATCGCGCCGTG/CCGTTGCAAACAACCGCCAGCG (SEQ ID Nr:
21);

CGGTCTGACCAACTGCGCGG/TAAGACGCGTTTTCAACGTTGCAACCG (SEQ ID
Nr: 22);

GAAGGTCCGCTGTCTCCGTGC/GGTGTCCGCCGCAACCG (SEQ ID Nr: 23);

AAAAACCGGCGTTCCCGTGCG/CCGGCGCGATAGAAGAAGAGATCGC (SEQ ID
Nr: 24),

Prie$ atliekant PGR, pradmenys buvo fosforilinti reakcijos misinyje: 1,25 pL
oligonukleotido (naudotas 100 puM tirpalo koncentratas), 2,5 pl 10X reakcijos buferis
A, skirtas T4 polinukleotidy kinazei, 2,5 yL ATP (10 mM pradinis koncentratas), 1 yL
T4 polinukleotidkinazés (PNK)) ir H20 iki 25 pL. MiSinys buvo inkubuojamas 37 °C
temperattroje 30 minuciy, po to inaktyvuojama PNK kaitinant reakcijos misinj 75 °C
temperatdroje 10 minu€iy. DNR buvo amplifikuota PGR reakcijos miSinyje: 10 yL 2X
Phusion Green Hot Start Il High-Fidelity PCR Master Mix, 2 pL fosforilinto Fw
pradmens (5 uM pradinio), 2 uL fosforilinto Rv pradmens (5 uM pradinio pradinio),
0,5 ng plazmidés DNR, su hidrolazés genu, H20 iki 20 pL. PGR salygos: pradiné
denataracija - 30 s 1 ciklas 98 °C temperaturoje, 25 ciklai — denatiravimas - 10 s 98
°C temperaturoje; pradmeny prilydymas -15 s 65-72 °C (prilydymo temperatlros
skaiCiuotos naudojant Thermo Fisher Scientific Tm Calculator), padauginimas - 20
s/kb esant 72 °C; galy uztaisymas — 5 min 72°C temperatiroje. Po PGR amplifikuoti
produktai buvo isfrakcionuoti 1% agarozeés gelyje elektroforezés badu. Tinkamo ilgio
fragmentas buvo iSpjautas iS 1% agarozés gelio atlikus elektroforeze, ir iSgrynintas
naudojant ,GeneJET Gel Extraction Kit® (Thermo Fisher Scientific). ISgryninti
fragmentai buvo liguoti esant 4 °C temperatirai inkubuojant 18 valandy reakcijos
miSinyje: 1 yL 10X T4 DNR ligazés buferio, 0,5 yL T4 DNR ligazés (5 U/uL), 1 pL
PEG 4000, ~10 ng plazmidinés DNR, iki 10 uL H20. Po inkubacijos plazmidémis
buvo transformuotos DH5a E. coli Igstelés. Transformacija buvo atlikta naudojant
chemine DH5a E. coli Igsteliy transformacija.

5 pavyzdys. Fermento aktyvumo nustatymas in vivo E. coli lgstelése
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Hidrolaziy, atitinkanciy SEQ ID Nr.: 16, SEQ ID Nr.: 17, SEQ ID Nr.: 18, SEQ
ID Nr.: 19 ir SEQ ID Nr: 20 a.r. sekas, aktyvumas buvo atrinktas in vivo naudojant
uridino auksotrofo E. coli HMS174 ApyrFAcdd padermés lgsteles. E.coli HMS174
ApyrFAcdd kompetetinés Igstelés buvo transformuotos pLATE31 plazmidémis,
turinCiomis atitinkamg geng, o klonai buvo kultivuojami selektyvios M9 terpés agaro
léksSteléje, su pridétu 20 pg/ml N*-benzoil-2'-deoksicitidinu kaip vieninteliu uridino
Saltiniu ir 100 pg/ml ampicilino. Aktyvi citidino deaminazé paveréia N*-benzoil-2'-
deoksicitiding 2'-deoksiuridinu, dél kurio atkuriamas uridino auksotrofiniy lgsteliy

augimo fenotipas, ko pasekoje po 1-2 dieny stebimas kolonijy augimas.
6 pavyzdys. Hidrolaziy biosintezé E. coli Igstelése ir jy gryninimas

Rekombinantiniy baltymy biosintezé buvo vykdyta E. coli kamiene HMS174
(DE3) ApyrFAcdd. E. coli Igstelés buvo auginamos 20 ml BHI (Brain-Heart-Infusion
Broth) terpéje, turinCioje ampicilino (100 upg/ml), 37 °C temperatiroje aeruojant.
Baltymy geny raiSka buvo indukuota pridedant 0,5 uM IPTG, esant 0,6—1 OD600,
Igstelés buvo auginamos 18-20 valandy 30 °C temperaturoje. Po to biomasé buvo
surinkta centrifuguojant 3400xg greiCiu, suspenduota 10 ml buferio A (50 mM kalio
fosfato, pH 7,5) bei ardyta ultragarsu 2,5 min. Lasteliy nuolauzos buvo atskirtos
centrifuguojant 15000xg 4 minutes. Gryninimas atliktas 1 ml Ni-NTA kolonéléje
(nulygsvarinta buferiu A). Nesisorbavusi baltymy frakcija paSalinta buferiu A, o
tikslinis baltymas desorbuotas buferiu A su 300 mM imidazolo. Gryninimo proceduros
buvo atliekamos kambario temperatiroje. Aktyvios frakcijos buvo sujungtos ir
dializuotos prie$§ buferj A (50 mM kalio fosfatas, pH 7,5) 4 °C temperatiroje, po
dializés | baltymo tirpalg pridéta 50% glicerolio. Baltymy koncentracija buvo nustatyta
naudojant Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) reagentg, procedira atlikta pagal
standartinj mikroplokstelés protokolg. Siekiant patikrinti homogeniSkuma, baltymai
buvo tiriami elektroforezés bldu, denatiruojaniomis sglygomis (SDS-PAGE,
naudotas 14% skiriamasis ir 4,0% koncentruojantis geliai). Baltymai gelyje buvo

dazyti Coomassie Brilliant Blue G-250 dazu. Kiekviename méginyje i$ viso buvo 2-3
Mg 1Sgryninty baltymy.
7 pavyzdys. Hidrolaziy substraty spektro analizeé

Fermenty hidrolizinis aktyvumas buvo analizuojamas plonasluoksnés

chromatografijos (TLC), didelio efektyvumo skys€iy chromatografijos ir masiy
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spektrometrijos (HPLC-MS) bei dujy chromatografijos ir masiy spektrometrijos (GC-
MS) metodais. Nukleozidai, kaip substratai ir hidrolizés reakcijos produktai, buvo
tiiami plonasluoksnés chromatografijos (TLC) metodu ir didelio efektyvumo skyscCiy
chromatografijos — masés spektroskopijos (HPLC-MS) metodu, kaip apraSyta 2
pavyzdyje. Kiti reakcijos produktai buvo aptikti dujy chromatografijos-masiy
spektrometrijos (GC-MS) sistema. Analizés rezultatai pateikti 1, 2, 3, 4 lentelése.

Reakcijy sglygos pateiktos zemiau.

Hidrolizinis aktyvumas buvo tirtas reakcijos misinyje, kuriame yra 45 mM
kalio fosfato buferio, pH 7,5, 1 ul fermento (0,1-4,6 ug viename reakcijos misinyje) ir
4 mM substrato. Bendras reakcijos misinio tdris buvo 20 ul. Reakcijos miSinys buvo
inkubuojamas 30 °C temperatdroje iki 3 valandy ir 18-22 val. kambario
temperaturoje. Plonasluoksné chromatografija (TLC) buvo atlikta Merck silikagelio 60

F254 plokstelése, naudojant chloroformo ir metanolio (5:1) tirpikliy misin;.

GC-MS analizé buvo atlikta naudojant ,Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra Plus*
(Kiotas, Japonija). Chromatografinis atskyrimas buvo atliktas naudojant Rxi®-5ms
kolonéle (30 m x 0,25 mm |,D, 0,25 ym plévelés storis, Restek, JAV), naudojant helj
kaip neSancias dujas 40 cm/sek, pastovaus tiesinio greiio rezimu. Temperatiros
programa: 50°C (1 min.), 50 °C —250 °C (25 °C/min.), bendra veikimo trukmé — 15
min. Injektoriaus, sgsajos ir jony Saltinio temperatdra buvo 250 °C. Aptikimas buvo
vykdomas pasirinktu jony stebéjimo (SIM) reZzimu (El rezimu), duomenys buvo
renkami ir analizuojami naudojant GC-MS 2.71 versijg (Kiotas, Japonija). GC-MS
analizei reakcijos misinj sudaré 45 mM kalio fosfato buferis (pH 7,5), 2,4 mM
substrato (i§ 50-100 mM pradinio tirpalo DMSO) ir baltymy (~0,5-1 mg/ml). Bendras
reakcijos misinio taris buvo 1000 pl. Po reakcijos fermentai pa$alinti naudojant
centrifuginius mégintuvélius su 10 kDa membrana. Hidrolizés reakcijos produktai

ekstrahuoti etilo acetatu (3x 400 pl).

GC-MS analizés rezultatai: Reakcijos produktas, ekstrahuotas iS reakcijos
misinio po N*-benzoil-2'-deoksicitidino inkubacijos su hidrolaze (SEQ ID Nr.:1),
nustatytas kaip benzamidas MS(EI): m/z 51, 77, 105,

121. Reakcijos produktas, ekstrahuotas i$S reakcijos miSinio po kapecitabino
inkubacijos su hidrolaze (SEQ ID Nr.:1), nustatytas kaip pentilkarbamatas MS(EI):

m/z 45, 55, 62, 70. Reakcijos produktas, ekstrahuotas i§ reakcijos miSinio po
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inkubacijos 5-fluor-S*-benziltiouridino su hidrolaze (SEQ ID Nr.:1), identifikuotas kaip
benzilmerkaptanas, MS(EI): m/z 91, 124 ir kaip tolimesnis savaiminés reakcijos
produktas — benzildisulfidas MS(El): m/z 91. Reakcijos produktas, ekstrahuotas i
reakcijos misinio po 5-fluor-O*-benziloksiuridino inkubacijos su hidrolaze (SEQ ID
Nr.:1), identifikuotas kaip benzilo alkoholis MS(EI): m/z 79, 108.

1 lentelé. N*-acil(deoksi)citidino dariniy hidrolizé,(“+” — aktyvus, “-” -
neaktyvus darinio atzvilgiu, “N/A” — neanalizuotas, C - citidinas, dC - 2'-

deoksicitidinas, Ac — acetilo pakaitas, Bz — benzoilo pakaitas, Hex — heksanoilo

pakaitas.
Substratas]
gl 8

[S] s} i B AT,
LR EEEEEER
I T B I B
IEEREEEEEE R EEEE:
'CEEEEEREEEERERER
L= I ] = 1 T 1 = ™Y Y I ™ Y | -
HERHANFHNEAFAS TS G=
Fermentas = = = = OZ| OZ| OZ| OZ| OZE Z = OZE Z Db W oW
SEQID MNrA + |+ |+ + ]| +| + + |+ +] -]+ - I -
SEQID Nr:2 -+ +] - -1 - + |+ | + I - - -
SEQID Nr3 -+ +] - + |+ + | + -] - I - - -
SEQIDMrd | + | + |+ |+ | +]| + + |+ | +| - + | - | - -
SEQIDMrE | + | + |+ |+ | +| + + | - - - I -] - -
SEQID Nr8 - - I R + | - - - I -] - -
SEQIDHNr7 | + + |+ -] + + | - - | - I -] - -
SEQ ID Mr:2 + - -+ |+ + | - - - - - - - -
SEQIDMNES | + | + | + | + | + | WA + | - |+ - |MeAMAl - | - -
SEQID Me10| BA|MIA M| + | Hia{NUA) WA + | + | - [WA] - [NUA[MIA| HIA|
SEQID Me11| A MIA N[ + | Hia{NUA) WAl - | + | - [MWA] - [NUA[MIA| A
SEQ D Mr12| A MA N[ + | Hia{NUA) WA + | + | - [WA] - [NUA[MIA| HIA|
SEQID Mr13| A MIA|MIA[ + | Hia{NUA) WAl - | - | - [MWA] - [MUA[MIA| MIA
SEQID M4 | BUA[MIA WAL + | A NJA] WAl - | -] - WAL - [NUAMAA| A

SEQ 1D Mri15 ] muA] BiA| WA MiA Mea) HiA] e L L e e L e L e L e LA

AR I N A A e e e

SEQID Mr18| sialmia|mial + | Miafnia) MUAIMGAL + | - [NGA|MUA[MIA[MIA| MiA|
SEQID Met17 | siamia|mial + | Mialnia) MUAIMGAL + | - [NGA|MUA[MIA[MIA| MiA|
SEQID Mri1d| sialmia|mial + | Mialnia) MUAIMGAL + | - [NGA|MUA[MIA[MIA| MiA|
SEQID Mr18| sialmia|mial + | Mialnia) MUAIMGAL + | - [NGA|MUA[MIA[MIA| MiA|
SEQID Mr20| sialmia|mial + | Mialnia) MUAIMGAL + | - [NGA|MUA[MIA[MIA| MiA|
SEQID MNr21| Mra| Mia|Mial + | Mial + - - + - | WAl - - - -

SEQID MrZ2 | sialmia|mial + | Mialnia) WAl - | -] - WAL - [MrAMAA| MiA|
SEQID Mr23 | moa A N - | WAl meal MUAL - | -] - |[MA] - |NPA[MUA| M
SEQID Mr24| pialrua|mial + | Mialnra) RUAIWGAL - | - (WAL - [MUA[MIA| MIA|
SEQIDHrE2E| + | - | + | + | + [nal - [ WA MIA) MUAMIAIMIA] - | - | -

SEQIDHr28| - [ma| - [+ ] - | - | BA | BOAL MAA | BOA | MIA| MIA| MIA| WA
SEQIDMr27| - |Ma| - | + - + | - | - | - [MeA{MIA|] - |MUA| WA
SEQIDHrE2E| + | - | + | + | - [nal - [ WA MIA) MUAMIAIMIA] - | - | -

SEQIDMNr28| + WAl - | + | - | - = A [ AL MAA A A | WA MUA | WA
SEQIDMr30| + (WAl + | + | +| + + | - | | - | MeAIMA] - |RSA| MIA
SEQIDHNe3T| + [MWA| - | + | - | - A A WAL BA | INCAL MUA [ NUA [ MIA | MIA|
SEQIDMr32| + (WA - | + | +| + + | - |+ o+ | MeAMA] - |RSA| MIA
SEQIDNr33| + WAl - | - | -] - A BCA] AL BUA | NCA] MUA | NGA [ MIA | MIA|
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Substratas|

N*-Bz -5-metil-C
N*-nikotinoil-2'-dC
N*{2-Bz-Bz)-2'-dC
N*-{3-Bz-Bz)-2'-dC
N*-{4-Bz-Bz)-2'-dC
g-Levulinil-N*-Bz- 2'-dC
3"-Levulinil-N*-Bz -2'-dC
3-Ac -N*-Bz - 2-dC

N*-isobutiryl-2*-dC
N*-{3-Ac -Bz)-2'-dC

N*-Bz -2'-dC

Fermentas
SEQID Nr34| - |MiAa
SEQID Nr35 | M| Mia| M
SEQ ID Nr28 | Moea | B Mis

+
N
N
z
=

N

5
.

z
=

M/A| -
MUALMIGAL + MA| -
HIA) A BUALNIAMUA | WIA NFA
SEQ D Mra37 | HeA] Hia WA MUA MGAL - | - [NSA] NVA] MUA]NSA] MUA ] NGA|NSA | MEA)
SEQ D Mr38| WrA] Mia Al MUAIMUGAL + | + | + | + | - |M/AJNIAL - [MEA] MNEA]
SEQ D Hrea8| HrA| HOA | WA WA | NUA| NUA| NA|MUA MIA] HPA] HUA| WA | NUA [NIA[NFA | MIA
SEQ D Mredl | Wea] MUAMa] REA] MUA] MGA] A NGA  MEAL REAL HEA NIA] HEA ) MIUA[ NS | HIA]
SEQ D Hrd T | WrA] b miA) bOA | BUA] BGAL A RGA] AL BRA] FUABIA]BA ) MUA[NA | WA

=
=
=
=

+
.
N
z
X=
z
=
=
1=

=
=|*|*| N4-Ac -Bz)-2'-dC

z
=
+
z[;
1=

+|+|+|+]|+ HY-Ac-2'-dC

“wn

2 lentelé. N*-alkil(deoksi)citidino dariniy hidrolizé. (“+” — aktyvus,
neaktyvus darinio atzvilgiu, “N/A” — neanalizuotas, C - citidinas, dC - 2

deoksicitidinas, dU — deoksiuridinas.

Substratas i 5
9| % NN A
ils | 9|8 2| v |t |HE8 |3
i u € , B = |E | g8 g
5|5 E o 25| 2 |5 |MEn|ET
E s | F = [ Eo| 3T T |8 OEY | E)
== % ¥ '-‘i-'a i Bl 5 ,_Er.% - E.H g
Fermentas EREREE = =ty | v E EREE EETRER
SEGTO N + + + + + + + + +
SEQTONrd + - + - - + - - -
SEQTONrI + + + + + + + - +
SEL D N4 + + + + + + + + +
SEQTD NS + - + + - + + - +
SEQTOHNre + + + + + + + - +
SEGTONET + + + - + + + - -
SEGQTONCE + - + + - - - - -
SEQ IO NrE + + + + + + + - - +
SEQTONETO] + [HWA] WA | MA + + AT - - +
SEQ D NETT] + [HA] WA NI& - + HIA - - +
SEQTC NeTZ] + [WNA] WA | MA + + NA | - - -
SEQTCNETI] + [WNA] WA | MA - + MA | - - +
SEQ D NETE] + [HEA] WA T N& - + IR - +
SEQTD NETE] WA THIA] MIA | MIA | MIA | RMIA | MiA [RAA[ WA NIA
SEQ D NETE [ NAA THIA] WA | WA | WA | IS | A [RAA] WA WA
SEQMDNeTT| WA THIA] WA | MIA | WIA | NIA | MiA [RAA] WA IA
SEQMDNeTE] WA THIA] WA | MIA | WA | NIA | NIA TRIAT RS IA
SEQID NeTE [ WA THIA] MIA T MIA | MIA | RIA | NIA TRFA] RS NIA
SEQ D NeZD [ WA THIA] WA T MIA | WA | WIA | MiA [TRIA] WA NIA

SEQID W21 + + | MA | WA + + Mg | - - +

SEQIDHACZE| + [NEA] WA | HA - + HE | - - .

SEG DN [+ [NIE[HIE | NIE - + A | - - -

S DR+ - | NATT HIA - + FE | - - ry

SEQTDNEZE] + + - - - T+ ¥ . Z HIE
SEQDACIG | + + | WA T WA T MEA T WA T NA TRIA] HE A
SEQIDHCEET | + + | WA WA WA T WA T NATRIA] NE A
SEW [DMNEZE]  + + - - - + + - B L)
= e - RAT WA WIAT OMIA T NTACTRVAL HE HiA
SEQTD D]+ + [ WA T WA T WA T WA T NA TRIA] WA HiA
SEQIDACIT| + - | WA HA T WA T NA [ NATREA WE A
SEQIDACEE] + + | WA WA WA T WA T NATRIA] NE A
SEW D HCIE] + - | WA HIA T MR | MIA [ NATRUA[ HE HiA
U DR+ + | WA WA T NA| WA WA THA] HA MR
SEUDHCIE | + + | WA T WA T MWA T WA T NA TRUA] WA HiA
SEU DTG + + [ AT WA T WA T WA T NATRA] WNE A
TEQIOHEIT | + | # | WA | WA [ WA | WA | WA [HA WA 211
SEW D HCIE] + - | AT AT MR | MIA [ NATRUA WA HiA
SO HEID] WA [NA] WA WA | WA | WA | MR [RVA] R A,
TEO D HeAn | W& WA WE | WE | Wa | WA | WA [NEA WA %
TEG D AT | W& |HE| WE | WA | WA | WA | WA [NA WA 21
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darinio atzvilgiu, “N/A” — neanalizuotas, U — uridinas.
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“

— neaktyvus

Substrate = R
3215|553 82| 7|32 32| 38|42
e NS E 5| SE|SE|SE|2H|GE 3| uE| LS
SEQ D N + = MiA A A + + + + +
SEQIDHEE |+ [ & | s | mia [ nia + + + + MiA
SEQ D Hrd + = + + + + + + + A
=l L Hrd + | = + + + + + + + i,
=l L WD BB - - i,
=l L N + | = | onia ] miA ] M + + i,
=l LW + | - ] nia ] mia ] M i,
=l L W + | - ] nia ] mia ] M - - - - i,
=l LW BT + + + + i,
el D HETD T [ mia | wis | WA | A + AT
SE DHETT Tpa [ mia | moa | omia | omoa | omis | mia | mia | WA | NiA
SEb LWL Tpua [ mia | moa | omia | omia | omis | omia | mia | WA | NiA
SE D WS T [ Mia | Wia | MiA | NiA + T
SEQTDHCTE Taual mia] wia | M | Nia + mis | omis | omes | mia
SEQTDHCTE Tpualmia] mia |omia [ omia | mia | wia | mia | NA | Nia
TEQ D MrIG | WA | FOA | WA | FIA | MR | TIA | FIA | TR | FIA | MIA
TEQ D Mr17T | WA | FUA | WA | MG | MR | TIA | MIA | MR | FIA | MIA
TEQ D MG | WA | FUA | WA | MG | MR | TIA | MG | MR | FIA | MIA
EEQ D WD | WA | FUA | WA | FIA | MR | WIA | MIA | MR | A | MIA
SEQID MrZ0 | BUA| MAA | MIA | MIA | MEA | MEA | MIA | MIA | MIA | MIA
SEATDHCET [ 4 [ = [ mis | WA | mis + - - - -
SEQIDHCES | 4 T mea [ onis | omis | omia [ oria [ nis | Mis | WiA
SEQTDNCES T 4 Trwa] mis [ omia | v [ omia | oniis [ omia | nia | Wi
SEQIDHCEE | 4 Tewa] mea [ onis | omis | omia [ oria [ nis | Mis | WiA
SEQTDHEES | 4 [ = [ mis | WA | mis + + + + A,
SEQIDHCEE | 1 = [ mea [ mia | mis - + - - MiA
SEQTDHCET [ 4 [ = [ mis | WA | M - + + A,
SEQMHCEE | 4 1 = [ mea [ o [ mim |+ + + MiA
SELTDHEEE | 4 [ = [ mis | WA | mis - + - - A,
SEQMRCED | o T = [ rea [ o [ mim |+ + + + | mMia
SEATDHCET [ 4 [ = [ mis | WA | mis - - - - A,
SEQIDHCEE | 1 = [ mea [ mia | mis + + MiA
SEUMDNCES | 4+ [ = [ mis | mia | mim - + - - A
SEQDNCE | 4 [ = [ mia | wia | mia + + + + MiA,
SEUTDNCEE | 4 [ = [ mis | mia | mim + + + + +
SEQAIDNCEE [ 4+ [ = [ mia | wia | mis - + + - MiA,
SEUTDHCET [ 4 [ = [ mis | WA | mim - + + - -
SEQTDNCEE [ 4 [ = [ mia | wia | mis + + + MiA, +
SEUTDNCEE [ 4+ [ = [ mis | mia | mim + TN
SEQIDNCAD | 4 [ = [ mis | wia | mis - A | A | omia | N
SEUTDHCET | 4 T = | mis | oA [ Wi + A | nia T mia | NiA
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4 lentelé. O*-alkiluridino dariniy, kapecitabino ir citidino monofosfato (CMP)

“on

hidrolizé. (“+” — aktyvus, — neaktyvus junginiui, “N/A” — neanalizuojatas, U —

uridinas.

Substratas | I 5F-4- SF4- CMP | Kapecitabin
Fermentas metoksi-U butoksi-U benziloksi-U as
EEQ D Hrd 3 A : - A
zi=5n 5] ] T + + TIA +
i=on (8] ] T + + MIA +
SEQ DM " + + - +
REQID MRS . 3 + MIA -
iz (] O] T + A
SEQ D NrT - 4 + -
zi=on (] 2] : + + +
EE D HrE T + - A +
SEQ D 10 HIA A, HiA +
BEQ D Mr1T HIA WA MiA +
SEQ D ARz WA WA MiA +
SEQ D ArIs WA WA, MiA -

SEQ D Aris A WA, HIA + -
SEQIDNeTE M, M, s, s, M
BEQ D AR 16 FIE, &, T - -
EEQ D NRIT A & T

SEQ D Nr18 A, Ly A -
SEQ D W18 HE W& T -
ST D Mzl HE W& T -
BEQ D Mzl - ¥ + +
ST D Mres A WA, MiA - -
ST D Mres A WA, MIA +

ST D Mred A WA, MIA +

BRI D Mreh + + - MIA

BEQ D Mreh " + - MIA

BEQ D Mrzr : + + MIA

ST D Mres " + HIA

SEQ D Mrzg " . - HIA

ST D M3l " + + HIA

SEQ D M3l " + - HIA

SEO D Hrag " + - A

ST D Hras " . A

ST D Hrad " . + A -
BT D A3k T + + A +
BT D Hras " + + A -
SEQG D Nr27 + + N Ni& R
ST D Aras T ¥ + TIA &
ST D M3l A, WA, A TIA &
ST D Hrdl A, WA, A A &
ST D FArdd WA, A, A 1A A

8 pavyzdys. Hidrolaziy aktyvumo spektrofotometrinis tyrimas

Spektrofotometriniam tyrimui reakcija buvo pradéta pridedant atitinkamg kiekj
baltymo | kalio fosfato buferj, pH 7,5, su 0,3, 0,15, 0,1, 0,075, 0,05, 0,0375, 0,025,
0,0125, 0,025, 0,0125 mM N*-benzoil-2‘-deoksicitidino arba 1, 0,8, 0,5, 0,4, 0,25, 0,2,
0,1, 0,05 mM 2'-deoksicitidino. Absorbcijos sumazéjimas buvo fiksuojamas esant
310nm bangos ilgiui analizuojant N*-benzoil-2'-deoksicitidino hidrolize arba esant 290
nm bangos ilgiui reakcijoje su 2'-deoksicitidinu. Reakcijos atliktos 22 °C
temperatiroje. Kinetiniai parametrai (5 lentelé) buvo apskaiciuoti naudojant Imfit-py
1.0.2 programine jrangg, taikant Michaelis-Menten kinetikos model;.
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5 lentelé. Hidrolaziy kinetikos parametrai, Substratas: BzdC — N*-benzoil-2-

deoksicitidinas; dC — 2’-deoksicitidinas.

kcat/Km
Seq ID Substratas KM, (M) Vmax, kcat,( s™)
(MY/S™)
BzdC (1,15 +£0,16) x 10* (1,00 £ 0,08) x 104 | (5,04 +0,4) x10°" (4,36 + 3,6) x103
Seq ID Nr: 1
dC (1,95 + 0,36) x 10 (2,67 £0,19) x 10* | (24,4 £1,71)x 10" (12,5+1,2)x103
BzdC (4,65 +0,68) x10°° (6,55+0,41)x10° | (3,81 +/-0,24)x 10" (81,9 +/- 6,04) x 102
Seq ID Nr: 3
dC (1,82+0,22) x 10+ (1,20 £ 0,05) x 10 | (2,09 +/- 0,09) x10-" (11,5 +/- 0,78) x 10?2
Seq ID Nr:
10 BzdC (1,46 £ 0,01) x 10* (5,49 £0,23) x 10° | (5,41 £0,23)x 1072 (3,7 £0,09) x 102
Seq ID Nr:
11 BzdC |(2,59 £ 0,73) x 10* (4,56 +0,093) x 10° | (3,88 +0,80) x 102 (1,5+0,09) x 102
Seq ID Nr:
12 BzdC (2,11 £ 0,38) x 10 (1,19 £0,15) x 10* | (10,4 £ 1,3) x102 (4,92 +0,24) x 102
s D BzdC (1,56 £ 0,1) x 10* (2,17 £0,09) x 10° | (2,36 £0,01)x 10" (1,52 +0,08) x 103
€q
Nr:13
dC (2,96 +0,88) x 10* (4,35+0,51) x 10* | (6,87 £0,80) x 10" (2,32+0,32) x 103
-4 -5 2 1
Seq ID Nr: BzdC ((1,33%0,17) x 10 (3,17 £ 0,25) x 10 (1,22 £ 0,09) x 10 (9,20 £ 0,42) x 10
15 dC (1,67 £0,19) x 10* (6,70 £ 0,24) x 10° | (2,58 +0,09) x 102 (15,5+1,1)x 10"

9 pavyzdys. Aktyvumo aptikimas in vitro eukariotinése Igstelése

Lasteliy linijos. Visos procediros buvo atliekamos aseptinémis sglygomis,
atitinkanciomis biologinés saugos reikalavimus. 293FT lIgsteliy linija (Gibco, Cat Nr.
R700-07) yra gauta i 293F lgsteliy linijos ir stabiliai vykdo SV40 didziojo T antigeno
i5 pPCMVSPORT6TAg.neo plazmidés raiskg. HCT116 Igstelés yra Zmogaus storosios
zarnos vezio lgstelés, gautos i§ storosios Zarnos véziu sergancio suaugusio vyro.
293FT lIgstelées buvo palaikomos DMEM (Gibco) terpéje, turinioje 10% galvijy
vaisiaus serumo (FBS, Gibco), 0,1 mM MEM neesminiy aminortigsCiy (NEAA,
Gibco), 6 mM L-glutamino (Gibco), 1 mM MEM natrio piruvato (Gibco), 100 U/ml
penicilino ir 0,1 mg/ml streptomicino (Gibco), 0,5 mg/ml geneticino. HCT116 Igstelés
buvo palaikomos DMEM terpéje, turinCioje 10% FBS, 100 U/ml penicilino ir 0,1 mg/ml
streptomicino. Lastelés buvo auginamos 37 °C temperatiroje su 5% CO2 vandens



45
LT 7046 B

prisotintame inkubatoriuje. Nuo kultivavimo indo pagrindo Igstelés atkeliamos

inkubuojant su tripsinu/EDTA (Corning) 37 °C temperatiroje.

Plazmidés. DNR fragmentas, koduojantis His-zymetg citidino deaminaze
SEQ ID Nr: 4 su unikaliomis restrikcijos vietomis BamHI ir Eco105I, buvo jterptas |
vektoriy pBABE-Puro (Cell Biolabs, Inc.) per BamHI ir Eco105I restrikcijos vietas.

Konstrukto seka patikrinta atliekant sekoskaitg ,Macrogen Europe® (Nyderlandai).

Stabilios Igsteliy linijos kdrimas naudojant retrovirusus. Retrovirusinis
pBABE-Puro vektorius, koduojantis tiriamajj konstruktg (1066,6 ng), kartu su pCMV-
gag-pol (355,6 ng) ir pCMV-VSV-G (177,8 ng) (Cell Biolabs, Inc.) vektoriais
transfekcijos metodu buvo jterpti | 4 cm? dydzio léksteléje augandéias ir ~70%
pavirSiaus padengimg pasiekusias 293FT lIgsteles. 100 uyl Opti-MEM terpés (Gibco)
buvo sumaiSyta su 4 ul Lipofectamine 2000 reagento (Invitrogen) ir inkubuota 5
minutes kambario temperatiroje. Tuomet plazmidés, praskiestos 100 pl Opti-MEM
terpéje, buvo sumaisSytos su paruostu Lipofectamine 2000. Po 20 min inkubacijos
kambario temperattroje transfekcijos misinys buvo iSlaSintas ant 293FT lIagsteliy. 16
valandy po transfekcijos lIgsteléms buvo pakeista terpé. Dar po 24 valandy
retrovirusy terpé buvo surinkta ir praleista per 0,45 um sterilius SvirkSto filtrus.
Tikslines HCT116 Igstelés (pasiekusios ~60% pavirSiaus padengimg) buvo
transdukuotos optimizuotu kiekiu retrovirusines terpés, praskiestos Sviezia terpe
(paprastai santykiu 1:1-1:10), turinCia 8 pg/ml polibreno (Sigma-Aldrich), 24
valandas. Tada retrovirusiné terpé buvo pakeista Sviezia terpe, o dar po 24 valandy
terpé vél buvo pakeista Sviezia terpe, turin€ia 2 pg/ml puromicino (Sigma-Aldrich),
kad bty galima atrinkti lgsteles, kuriose integravosi konstruktas. Transdukuotos
Igstelés buvo naudojamos tolimesniems eksperimentams tik po visiSkos

netransdukuoty Igsteliy, kurios neatlaiké atrankos sglygy, mirties.

Provaisty tirpaly ruoSimas. Provaisty tirpalai kiekvienam eksperimentui buvo
ruoSiami prieS pat naudojimg, medziagos istirpintos DMSO, praskiestos Igsteliy
kultivavimo terpéje ir pridétos HCT116 Igstelems iki galutinés 1-100 pM
koncentracijos. DMSO koncentracija tyrime niekada nevirsijo 0,02% ir neturéjo jtakos

lgsteliy augimui.

MTT tyrimas. HCT116 Igstelés buvo kultivuojamos 96 Sulinéliy plokstelése

uzséjant po 4000 Igsteliy j Sulinélj. Uzsétos Igstelés buvo inkubuojamos 24 valandas
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leidziant joms prisitvirtinti prie auginimo indo, tuomet veikiamos skirtingomis provaisty
koncentracijomis 24—-48 valandas. Po to auginimo terpeé buvo atsargiai pasalinta ir |
kiekvieng Sulinélj jpilta po 100 yl MTT tirpalo (0,5 pg/ml MTT reagento (Merck) PBS).
MetaboliSkai aktyvios lgstelés verCia MTT iki mélyny formazano kristaly. Po 1
valandos inkubacijos 37 °C temperattroje MTT-formazano kristalai buvo istirpinti 120
pl DMSO, i$ kuriy po 100 ul buvo perkelta j naujg 96 Sulinéliy plokstele, tinkamag
optiniams matavimams. Spalvoto formazano produkto absorbcija buvo iSmatuota
esant 540 ir 650 nm bangos ilgiui Varioskan Flash spektrofotometru (Thermo Fisher
Scientific). Nepaveiktos Igstelés ir tos, kurios buvo paveiktos 5-FUR, atitinkamai
pasitarnavo kaip neigiama ir teigiama kontrolinés grupés. PrieS atliekant statistine
analize, gauti duomenys buvo apdorojami trimis etapais: pirma, i$ kiekvieno atskiro
540 nm matavimo buvo atimti 650 nm matavimai (fonas); vidutiné matavimo verte,
gauta i§ méginiy, paveikty DMSO, buvo atimta i$ kontrolinés grupés ir kiekvienos
tiiamyjy Igsteliy meéginiy grupés, paveiktos provaistu arba 5-FUR; Igsteliy
gyvybingumas buvo jvertintas lyginant tiiamuosius méginius su neigiama kontrole ir
iSreikStas procentais, darant prielaidg, kad neapdoroty lgsteliy gyvybingumas buvo

100%. Kiekviena grupé buvo tirta atliekant astuonis pakartojimus (1-3 pav.).

Statistiné analizé. Visi sugrupuoti MTT analizés duomenys buvo pateikti kaip
vidurkis su 95% pasikliautinuoju intervalu. Grupés buvo palygintos taikant vienpusj
Welcho t testg nepriklausomoms imtims. Shapiro-Wilk testas buvo atliktas siekiant
jvertinti nuokrypj nuo normalumo. Visy naudoty kriterijy reikSmingumo lygmuo buvo
pasirinktas a = 0,05. Duomenys buvo nubraizyti ir statistiné analizé atlikta naudojant
Rstudio 1.3.1073 versija.

10 pavyzdys. Lipaziy/esteraziy atranka naudojant uridino auksotrofines E.

coli Igsteles, turin€ias hidrolazés geng.

E.coli HMS174ApyrFAcdd kompetentinés Igstelés buvo transformuotos
pLATE31 plazmidémis su vienu hidrolazés genu i$ seky rinkinio SEQ ID Nr.: 1 — 9.
Klonai buvo papildomai transformuoti suderinamomis plazmidémis (su p15 tipo ORI
seka), su metagenominiy biblioteky fragmentais, ir kultivuoti selektyvioje agarizuotoje
M9 terpéje, kurioje yra 20 ug/ml kanamicino, 100 pg/ml ampicilino ir 20 pg/ml
vienintelio uridino $altinio — N*-2-hidroksietil-2'-deoksicitidino, kurio 2-hidroksietilo
grupé buvo papildomai acilinta vidutinio ilgio riebaly ragstimis. Lipazé/esterazé

pavercia acilintg N*-2-hidroksietil-2'-deoksicitiding j N*-2-hidroksietil-2'-deoksicitiding,



47

LT 7046 B

kuris toliau, katalizuojant hidrolazei i§ SEQ ID Nr.: 1-9 rinkinio, paver€iamas 2'-
deoksiuridinu. Tokiu budu yra atstatomas uridino auksotrofiniy Igsteliy augimo
fenotipas.To pasekoje, jei klone yra aktyvigjg lipaze/esteraze koduojantis genas, po

1-2 auginimo dieny stebimas kolonijy augimas.
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POLIPEPTIDY AMINO RUGSCIY SEKOS

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER
Nr:1 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MRHDLVASAMAAREHARAAYSGFKVGAAIRTQDGAIFSGCNIENATLGLTVCAERVAL
Nr:2 WKALSEGADSFTEIVIATDSDNGGPCGACRQLLWEYCGDIAVRFHSIAGRDQMFRLS
ELLPHPFDANSLG

SEQ ID | MKETLCQEARKARENAYCPYSRFMVGAAVLGEDGRIYTGCNIENTSYGMTVCAERTA
Nr:3 IFKMVSEGCRKFKALAVAGSTEADGAPCMACRQVMTEFCFDMDVPVYVTCPSGKIYT
HTMKEICPYPFMAFDPSEDYGK

SEQ ID | MRDKLIAEAWEGQKNSYSPYSKFPVGAAVMGADGVIYRGCNIENVSYGLTVCGERN
Nr:4 AIFNMVMHGCQTYTALAVVCNGNADAAPCGACRQVMGEFCESLDTPVYICGGEGNL
LETTVGELMPYPFLKFDPAK

SEQ ID | MYENLVSEAFEAMKSAYAPYSNYHVGACVLCRDGRTFRGVNIENASYGATNCAERS
Nr:5 AVFGAYSYGYRKADIAALAIVSDGARIGTPCGICRQVLSELLESDTPIILSNGKETMETT
MAELLPMSFGMEDLA

SEQ ID | MTREELIEEAFKAMENSYAPYSNFHVGAAVLTKDGKVFWGANIENASFGATNCGERS
Nr:6 AIFAAYSNGYRKETIEALAIVSDGDRIAAPCGICRQVLSELITGDTPIYLSNRKDEMDTCI
NELLPYQFTTEDVCR

SEQ ID | MNRDDLIKKAREAKEFAYSPYSNFKVGAAILTENGEVFTGCNIENISYGATNCAERTAI
Nr:7 FKAISDGNKSFKEIAISSSIAPEKPIFPCGICRQVLAEFNKDMLIHVDGDDKTYKLSELLP
APFDKNQMSNF

SEQ ID | MKDQLIQKALEARKQAYVPYSNFQVGAAVLGSDGTVYHGCNVENASYGLCNCAERT
Nr:8 AIFKMVSEGCRKIDSIAVAADTEGPVSPCGACRQVISEFAHQDTKIYLTNLHGNTEEWT
MEQLLPGAFRPADLGK

SEQ ID | MNRQELITEALKARDMAYAPYSKFQVGAALLTKDGKVYRGCNIENAAYSMCNCAERT
Nr:9 ALFKAVSEGETEFQMLAVAADTPGPVSPCGACRQVISELCTKDVIVVLTNLQGQIKEM
TVEELLPGAFSSEDLHDERKL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER
Nr:10 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRFLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER
Nr:11 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
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KTIDELLPMRATKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:12 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRWTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:13 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVIAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLEK
TIDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGAGNCGER

Nr:14 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGELS

Nr:15 AIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLEKT
IDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:16 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDQQSAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:17 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDSMLAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLEK
TIDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:18 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDHSIAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLEK
TIDELLPMRFTKEDLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:19 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRFHSSGLL

SEQ ID | MNKEDLLKKAFEAMENAYAPYSNYHVGACALMKDGTTFLGANIENASYGATNCGER

Nr:20 SAIFAAYSNGYRADDIEALAIVTDGDRVGAPCGICRQVLSELLNDNTPIYLSNGKETLE
KTIDELLPMRFCLYRLL

SEQ ID | MRDKLIAEAWEGQKNSYSPYSKFPVGAAVMGADGVIYRGCNIENVSYGLTVCGERN

Nr:21 AIFNMVMHGCQTYTALAVVCNGNADIAPCGACRQVMGEFCESLDTPVYICGGEGNLL
ETTVGELMPYPFLKFDPAKE

SEQ ID | MKDQLIQKALEARKQAYVPYSNFQVGAAVLGSDGTVYHGCNVENASYGLTNCAERT

Nr:22 AIFKMVSEGCRKIDSIAVAADTEGPVSPCGACRQVISEFAHQDTKIYLTNLHGNTEEWT

MEQLLPGAFRPADLGK
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SEQ ID | MKDQLIQKALEARKQAYVPYSNFQVGAAVLGSDGTVYHGCNVENASYGLCNCAERT
Nr:23 AIFKMVSEGCRKIDSIAVAADTEGPLSPCGACRQVISEFAHQDTKIYLTNLHGNTEEWT
MEQLLPGAFRPADLGK

SEQ ID | MNRDDLIKKAREAKEFAYSPYSNFKVGAAILTENGEVFTGCNIENISYGATNCAERTAI
Nr:24 FKAISDGNKSFKEIAISSSIAPEKPAFPCGICRQVLAEFNKDMLIHVDGDDKTYKLSELL
PAPFDKNQMSNF

SEQ ID | MILLSEAKKKELIELAKEASRKAYAPYSKFKVGVALLAQNGKIYQGCNVENASYSMTIC
Nr:25 AERNAVFQAVADGNKDFAAIFIYVDSDKSFPPCGACRQVLAEFAGDMLIFIGNRNTVS
ETTLIEILPERFTLTDE

SEQ ID | MVTKNISITWTEVNSIEELDKSDRELVLAAREAAQNAHAPYSGFRVGAAVRLASGIIVR
Nr:26 GANIENAAFPSGICAERSALSNSASNYPAIKPVALAVAAFTEDGMTQEPVPPCGNCRQ
VIAEEEFRNNNNIRIILSGENKIQIEKGGDLLPLQFSKNYLKIKPL

SEQ ID | MSADERTKNGTPPEQPDDRTLYETAVKMRERSYAPYSRFRVGAALLAKDGMVFTGC
Nr:27 NIENASYGACNCAERTAFFKAVSEGVRQFAAIAIAGGPDGAEELDFCPPCGICRQVME
EFCSADFRIILGNTSGELKCLTLAELLPYGFGPGDLDK

SEQ ID | MKKISITTTISETNSLNDLGIEDQEISLALSAAGASWSPYSRFAVGAALRLANGVIVTGT
Nr:28 NVENAAFPSGICAEHTALSTAASSYPEIAPVAMAITALNKGKQVVTPVAPCGKCRQVIA
ETENRYKRDIKLFLVGQNKVTIIERGCDLLPLVFSQRDLSSSDE

SEQ ID | MSKVSDQDLIRLAMEAREYSYSPYSHFMVGAALLAKNGKVYQGCNIENAGYTPSNCA
Nr:29 ERTAFFKAVSEGVLEFETIAIVAGPKDGELIRTAPCGVCRQVMMEFCEYKTFRVLLAKS
PEDYEEWTLEKLLPFGFGPKDLA

SEQ ID | MTDRRITIDFTEYSSPDEMEPQDRELVAAALRARTGSYSPYSRFRVGAALRLVDGTVV
Nr:30 LGANQENVAYPSGLCAERTAMFAAGANHPGVAFDTLAIVGANGDEVCEMPAAPCGA
CRQVMAEYQRLHGRPLKVILIGTHAIYKFAKVEDLLPLIFDSLKVE

SEQ ID | MRTKEDFRPLADAAIDASRQSYSPYSQFKVGAAILTADRKVYQGTNVENASYGGTICA
Nr:31 ERTALVKLVSEERHTMEARAPRTYIEAIAVASNLRGEAVCPCGMCLQFMQEFMSGHE
PIILVNRDTRVIEQVLTLQELLPHAFRLLD

SEQ ID | MTDWTYLIDKAFEARENAYAPYSNFQVGACVETKDGCFIPGANVENAAYGSTICGER
Nr:32 NAIFGAYARGYRKEDIKALAIVTGAERISTPCGSCRQVLSELLEPDTPIVLCNRKDTVVT
NIAELLPGAFGAEDLAK

SEQ ID | MDLERSRTLFQTIGGEPINNDLVVTMIAQAREARAFSYAPYSNYNVGCAALLERDGKR
Nr:33 SIFRGTNIENAAYWPTMCAERSAIFSAASLGFRKLLAVAVVGDRDDTSLVTPCGGCRQ
VMNEFGNALTLIIMAKEDDTVELRTLGQLLPEAFGPSNLGMNPQNYMAKK

SEQ ID | MTEKKITTKVRVYSYNELTEEQKKLVDLAREATSHSYSPYSNFKVGAALMLDNGEVFI
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Nr:34 GANQENAAFAGICGERAALYAAGAKHPGVPVKSVAITSFTRDAFVEEPTAPCGVCRQ
AFLEFEKNGHPIELILAGKEKIYILDSFKDTMPLSFTEF

SEQ ID | MNQLTQQEMDLLLDKAQEARDHSYAPYSKYNVGAALMTADGQIYQGCNIENAGFTP

Nr:35 TVCAERTAFFKAVYDGHRAFRAIAVIATGEELGFPCGVCRQVMAEFCDRDFIIVTANR
DRTKVDVSDFETLLPHSFGPKDLGV

SEQ ID | MTNVTPEDAKFLIDLANQARERAYAPYSNYHVGAALRTKSGRIFTGVNVENAAYPTTM

Nr:36 CAERVAIYKAVSEGELEFDVIAVVTSNGGSPCGGCRQVMAEFGLETVVLIGNGAGEIL
EETTVNGLLPGAFTPAHLKS

SEQ ID | MTETDKKLIAEAKRVREFAYCPYSKFAVGAAVLGASGEIYGGCNIENASFSVTNCAER

Nr:37 TAIFKAVSAGEDDILAIAVVAEGVNPVPPCGACRQVIAEFNIPHILMANLADEVKEMTLE
ELLPGAFSAEDING

SEQ ID | MDAGLLMQEAIKARTRAYIPYSKFGVGAALLDSRGQVHLGCNVENAAYGPTNCAERT

Nr:38 ALFRAIADGHEAGSFQAIAIVADTDGPCTPCGVCRQVLVELCKPDMKVIMGNMKGDIK
ETTVSELLPGAFGPWDLNKQ

SEQ ID | MDAGLLMQEAIKARMRAYIPYSTFGVGAALLDSHGEVHLGCNVENAAYGPTNCAERT

Nr:39 ALFRAIADGHEAGSFQAIAIVADTEGPCTPCGVCRQVLVELCKPDMKVIMGNMKGDIK
ETTVIELLPGAFGPWDLNKQ

SEQ ID | MNKQELISEAVKARDFAYVPYSKFKVGAALLSHDGKVYGGCNIENAAYGMCNCAERT

Nr:40 ALFKAYSEGITSFQMLAVVADTDRPVSPCGACRQVISELCAPDMPVILTNLKGHIYETT
VNELLPGAFSPEDLND

SEQ ID | MIAAASRAREFSYAPYSNFTVGAALITKSGKVFTGCNVESVSYSPTTCAERVAILKAVS

Nr:41 EGERSFEMIVVIGGPRVGESKAKGYSGPCGVCRQMIYEFGKDIQIIANSLDEYYVHDI

SELFPLGFGPDHLLG
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Izoliuota hidrolazé, koduojanti DNR, kurios amino rugS¢iy seka yra i$ grupés SEQ
ID Nr. 1-41, pirimidino darinj hidrolizuoja j uridino darinj, besiskirianti citidino dariniy
deamininimu/deamidinimu in vitro, nenaudojant organiniy tirpikliy, padidinto slégio ir aukstos

temperatiros (>100 °C).

2. Hidrolaziy naudojimo metodas pagal 1 punktg, kur metodas apima Siuos etapus:
a) nukleortgstis atrenkama i$ grupés susidedancios i$ SEQ ID Nr. 1-4;

b) konstruojamas DNR vektorius, turintis pasirinktg nukleortgstj,

c) lastelé Seimininké DNR vektoriumi transformuojama i$ (b) pakopos;

d) pirimidino darinys hidrolizuojamas j uridino darin;.

3. Metodas pagal 2 punkta, kur uridino dariniai, gauti i$ citidino dariniy, turinCiy tokig

bendraja formule (1):

kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10. Ph yra fenilas; minéto pakeisto alkilo
anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena, dviem arba trimis hidroksilo arba
karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, ir anglies grandiné
arba fenilo ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena arba dviem hidroksilo arba karboksilo

grupémis;
kur X yra S arba O;

kur R1 yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;
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kur R2 yra —OH, —P0O42-, C1-C10 alkilas. C1-C10 pakeistas alkilas;
kur R3: H, OH;
kur R4: H,OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;

pakaitai R2, R3 ir R4 gali bati identiski arba skirtingi.

4. Metodas pagal 2 punkta, kur uridino dariniai, gauti i§ pirimidino dariniy, turinciy

tokig bendrajg formule (4):

kur Y yra N(H), S arba O; kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -
(CH2)n-Ph arba pakeistas -(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, Ph yra
fenilas; minéto pakeisto alkilo anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem
arba trimis hidroksilo arba karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1,
2, 3-10, ir anglies grandiné arba fenilo Ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena arba dviem

hidroksilo arba karboksilo grupémis;
kur X yra S, O;
kur R1 yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;
kur R2 yra —OH, —PO4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas;
kur R3: H, OH;
kur R4: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;

pakaitai R2, R3 ir R4 gali bati identiSki arba skirtingi.

5. Metodas pagal 2 punktg, kai pseudoizouridino dariniai, gauti i8 pseudoizocitidino

dariniy, turin€iy tokig bendrajg formule (6):
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kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n =0, 1, 2, 3-10, Ph yra fenilas; minéto pakeisto alkilo
anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem, arba trimis hidroksilo arba
karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, ir anglies grandiné
arba fenilo ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena arba dviem hidroksilo grupémis arba

karboksilo grupémis;
kur X yra S, O;
kur R1 yra —OH, —PO4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas;
kur R2: H, OH,;
kur R3: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;

pakaitai R1, R2 ir R3 gali bati identisSki arba skirtingi.

6. Metodas pagal 2 punktg, kai pseudoizouridino dariniai, gauti i§ pseudoizocitidino

dariniy, turin€iy tokig bendrajg formule (8):

Y/R
)\NH
AN

R1

kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n =0, 1, 2, 3-10, Ph yra fenilas; minéto pakeisto alkilo
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anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem arba trimis hidroksilo arba
karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, ir anglies grandiné
arba fenilo ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena arba dviem hidroksilo arba karboksilo

grupemis;
kur Y yra N, S arba O;
kur Xyra O, S;
kur R1 yra —OH, —PO4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas;
kur R2: H, OH; kur R3: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;

pakaitai R1, R2 ir R3 gali bati identidki arba skirtingi.

7. Metodas pagal 2 punkta, kai uridino dariniai, gauti i$ citidino dariniy, turin¢iy tokig

bendrajg formule (9):

kur R yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas, -(CH2)n-Ph arba pakeistas -
(CH2)n-Ph; kur minétame -(CH2)n-Ph n =0, 1, 2, 3-10, Ph yra fenilas; minéto pakeisto alkilo
anglies grandiné yra nepriklausomai pakeista viena arba dviem arba trimis hidroksilo arba
karboksilo grupémis; minétame pakeistame -(CH2)n-Ph n = 0, 1, 2, 3-10, ir anglies grandiné
arba fenilo Ziedas yra nepriklausomai pakeisti viena arba dviem hidroksilo arba karboksilo

grupémis;
kur Xyra O, S;
kur R1 yra C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;
kur R2 yra —OH, —PO4-, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas;
kur R3: H, OH;
kur R4: H, OH, C1-C10 alkilas, C1-C10 pakeistas alkilas arba F;

pakaitai R2, R3 ir R4 gali bati identiSki arba skirtingi.
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8. Metodas pagal 2—7 punktus, kur citidino dariniai hidrolizuojami in vitro.

9. Metodas pagal 2—7 punktus, kur citidino dariniai hidrolizuojami prokariotinése

lgstelése in vivo.

10. Metodas pagal 2—7 punktus, kur citidino dariniai hidrolizuojami eukariotinése
lgstelése in vitro.

11. Metodas pagal 2—10 punktus, besiskiriantis tuo, kad hidrolazés yra naudojamos

genomo redagavimui su CRISPR-Cas9 sistema.

12. Kompozicija, apimanti hidrolaziy pagal 1 punktg ir citidino dariniy pagal 2—7
punktus miSinj, skirtg patologinés Igstelés proliferacijos slopinimui, kur hidrolazés yra
ekspresuojamos lgsteléje, esant Igstelése veiksmingai citidino dariniy koncentracijai 1-100

MM ribose.

13. Fermenty atrankos metodas, panaudojant hidrolazes pagal 1 punktg, kurj
sudaro Sie etapai:

a) atrenkamos nukleorigstys;
b) kuriama DNR vektoriy biblioteka, turinti pasirinktas nukleoragstis,

c) lgstelés-Seimininkés, turin€ios hidrolaze i$ grupeés, susidedancios i§ SEQ ID Nr.

1-41, transformuojamos - su DNR vektoriais, turinCiais pasirinktas nukleortagstis;

d) i$ genetiniy biblioteky atrenkami fermentai, naudojant uridino, citidino, citozino ir
uracilo neturin€ig mitybine terpe, kurioje yra pirimidino junginio, kurj fermentas pavercia
hidrolazés substratu i8 SEQ ID Nr. 1-41 seky grupés.
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