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IVADAS

Natiiralios nukleotidy modifikacijos, tokios kaip metil,
hidroksimetil, formil, karboksi grupés, atlicka svarby vaidmenj
epigenetinéje reguliacijoje (Bilyard et al., 2020). Sintetiniai
modifikuoti nukleotidai reik§mingai praplété nukleoriigsciy
pritaikomumo spektrg tokiose srityse kaip terapija, bioanalizé,
cheminé biologija, katalizé, biojutikliai, ir kitose (Dhuri et al., 2020;
Xu et al., 2017; Lapa et al., 2016; Hollenstein, 2015; Hollenstein et
al., 2008). Nukleotidy baziy modifikacijos dazniausiai jvedamos j
pirimidiny C5 padétj arba 7-deazapuriny C7 padétj (Jager et al., 2005).
Sintetinés modifikacijos gali varijuoti nuo mazy funkciniy grupiy iki
dideliy konjuguoty junginiy, tokiy kaip baltymai. Gamtinés DNR ir
RNR polimerazés pasizymi stebétinu substrato atpazinimo
plastiSkumu ir neretai geba naudoti sintetinius nukleotidy analogus
kaip substratus. Tai atveria galimybes fermentinei funkcionalizuoty
nukleortigsciy sintezei.

Praktinis modifikuoty nukleoriigi¢iy pritaikomumas daugeliu
atvejy remiasi jy suderinamumu su fermentinémis reakcijomis. Nors
zinoma, kad fosfodiesteriniai, amidiniai ir triazoliniai DNR karkasai
funkcional@is in vitro ir net in vivo (Ciafré et al., 1995; Kuwahara et
al., 2009; El-Sagheer et al., 2011; Birts et al., 2014), modifikuoty
nukleortig§¢iy replikacija tiriama salyginai maziau nei nukleotidy
analogy jterpimas. Tyrimai rodo, kad fosfatinés grupés pacios savaime
néra bitinos sintetiniy matricy kopijavimui, kas leido pritaikyti
CuAAC ,click reakcija fermentiniy sistemy toleruojamy
modifikuoty nukleortigdéiy gamybai. Auksto tikslumo nenatiiraliy
nukleortig§¢iy karkasy replikacija jgalinty tirti funkcionalizuoty
nukleortigs¢iy sekas. Pastebéta, jog DNR polimerazés, pasizymincios
klaidy taisymo aktyvumu, sulétéja ties modifikacijos vieta matricoje,
kas veda prie delecijy jvedimo, tuo tarpu fermentai be egzonukleazinio
aktyvumo turi mazesn¢ tikimybe klaidingai prasokti sintetinés
modifikacijos sritj (Shivalingam et al., 2017). Modifikuotos
nukleortigstys kartu su suderinamais fermentais nukleotidy analogy



jterpimui ir modifikuoty matricy replikacijai sudaryty patraukly
jrankiy komplekta naujy molekulinés biologijos metody vystymui.

Siekdami gerinti méginiy paruoSimo naujos kartos sekoskaitai
(NKS) procesus bei kurti naujus taikymus mokslininkai Zvalgosi j
chemofermentinius metodus. ,,Click* reakcija, dar vadinama
cheminiu ligavimu, leidzia specifiSkai prijungti alkino grupe
modifikuotg sekoskaitos adapterj prie azido grupe funkcionalizuoty
terminatoriy, fermentiniu biidu jterpty j sekoskaitai ruoSiamas
molekules (Miura et al., 2018; Routh et al., 2015). Sis principas turi
pranasumy: tinka tiek DNR, tiek kDNR fragmenty biblioteky
paruoSimui, pasizymi Zemesniu nepageidaujamos rekombinacijos
dazniu, taip pat suteikia galimybe ruosti NKS bibliotekas i§
viengrandinés DNR. Vis délto, vario jony salygota DNR degradacija,
zemas konversijos efektyvumas ir daugiastadijiniai protokolai mazina
chemofermentiniy metody patrauklumg. Paprasti ir efektyvis
nukleortigd¢iy zyméjimo sintetiniais oligonukleotidais metodai,
nepasizymintys dabartiniy chemofermentiniy technologijy trukumais,
taiau iSsaugoje jy privalumus, galéty tapti patraukliu jrankiu
nukleortig§¢iy analizei.

Tikslas ir uzdaviniai

Sio darbo tikslas — istirti oligonukleotidais modifikuoty 2',3'-
dideoksiribonukleozidy  5'-trifosfaty  (ddNONTP)  savybes ir
pritaikomuma plataus masto nukleoriigsciy analizei, ypatingg démes;j
skiriant DNR ir kDNR molekuliy Zyméjimui naujos kartos sekoskaita
paremtiems taikymams. Tikslui pasiekti iSkelti Sie uZdaviniai:

1. Istirti ddNONTP, kaip substrato, savybes ir nustatyti fermentus,
tinkamus DNR ir RNR zyméjimui.

2. Istirti fermenty inZinerijos galimybes, siekiant sukurti naujus
metodus nukleorligé¢iy, zyméty ddNONTP, sintezei.

10



3. Istirti nukleortigd¢iy, zyméty ddNONTP, matricines savybes ir
nustatyti DNR polimerazes, gebancias vykdyti sinteze per
nenatiralia triazolo zieda turin¢ia jungt;.

4, Jvertinti ddNONTP pritaikomumg DNR ir RNR sekoskaitos
taikymams, tiriant tiek visa genomg arba transkriptoma, tiek
tikslinius regionus.

5. Pritaikytit  DNR  Zzyméjimg  ddNONTP mikrobiomo
charakterizavimui.

6. Istirti kKDNR Zyméjimo ddNONTP potenciala geny raiskos
analizgje.

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§mé

Siame darbe polimerizacijos metu jterpto nukleotido sudétyje
esanti oligonukleotidiné modifikacija buvo panaudota kaip universali
pradmens hibridizacijos vieta komplementarios grandinés sintezei,
taip sukuriant galimybe specifiSkai padauginti Siuo modifikuotu
nukleotidu pazymétus DNR arba kDNR fragmentus. Svarbu ir tai, kad
dideoksinukleotidy naudojimas jgalino atsitikting sintetinamos DNR
grandinés terminacija suformuojant tinkamo sekoskaitai ilgio
fragmentus.

Darbo metu parodyta, kad efektyvy fermentinj ddNONTP jterpima
vykdo Thermo Sequenase, CycleSeq, Sequenase V2.0 ir TdT
polimerazés, o0 kopijuojant iRNR sintetinama kDNR gali bati
efektyviai pazyméta naudojant Maxima, SuperScript IV, SuperScript
II, RevertAid ir ZIV atvirkstines transkriptazes. RNR Zyméjimui tinka
poliU polimerazé, tuo tarpu Siame darbe in vitro evoliucijos pagalba
atrinktas T7 RNR polimerazés mutantas V783M, gebantis sintetinti i§
dTTP, dCTP, dATP ir 2'-F-dGTP sudarytus vgDNR transkriptus, taip
pat geba jjungti ddNONTP atsitiktinése transkripto vietose. Tai leidzia
pazyméti transkripcijos produkty 3' galus universalia seka, o tuo paciu
leidzia linijiskai padauginti NKS tinkamas DNR sekas — tai yra ypac
aktualu dirbant su itin mazais DNR kiekiais. Nustatyta, kad triazolo
ziedg turinti netipiné jungtis tarp bazés ir prie jos prijungto
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oligonukleotido (ddNONTP sudétyje) komplementarios grandinés
sintezés metu toleruojama Phusion exo-, Klenow fragmento exo-,
Thermo Sequenase ir SuperScript IV DNR polimeraziy, i§ kuriy
Phusion exo- pasizyméjo geriausiu perskaitymo efektyvumu.
Sékmingas jterpimo ir netipinés jungties perskaitymo fermenty
identifikavimas jgalino pritaikyti ddNONTP technologijg fragmenty
biblioteky paruosimui naujos kartos sekoskaitai. Be to, parodyta, kad
oligonukleotidiné modifikacija gali turéti randomizuotos sekos
regionus arba afininius ligandus, kurie véliau tarnauja atitinkamai kaip
molekuliniai barkodai arba afininiai zymenys patogiam tiksliniy
molekuliy gryninimui.

Atsitiktinis ddNONTP jterpimo pobiidis ir tuo pat metu vykstantis
sintetinamos grandinés zyméjimas universalia seka tapo naujo
sekoskaitos biblioteky konstravimo metodo vystymo pagrindu.
Parodyta, kad atsitiktiniy pradmeny pratesimo produkty zyméjimas
leidzia paruosti visa genoma arba visa transkriptomg dengiancias NKS
bibliotekas, o tuo tarpu specifiniy pradmeny pratgsimas ir Zyméjimas
konstruojant pusiau taikinines (angl. semi-targeted) bibliotekas leidzia
tirti nezinomos sekos regionus Salia pasirinkty lokusy. Jrodyta, kad $i
strategija yra naudinga mikrobiomo charakterizavimui — sukurtas
naujas stl6S-seq metodas, jgalings tirti a priori nezinomus
genominius lokusus, esanéius prie§ 16S rRNR geng. Naujas metodas
turi rimty pranasumy pries tradicinius: tikslus 16S rRNR geno kopijy
nustatymas, tikslesnis bakteriniy riiSiy charakterizavimas ir mazesné
metodo priklausomybé nuo pradmeny dizaino, kadangi st16S-seq
metodui reikia tik j vieng puse orientuoty specifiniy pradmeny.

RNR sekoskaitos srityje buvo sukurtas naujas geny raiskos
analizés metodas MTAS-seq, kuris jgalino Zenkliai supaprastinti
meéginio paruoSimo procesg ir uztikrino aukStos kokybés NKS
duomenis dirbant tiek su isgryninta RNR, tiek ir ruosiant méginius
tiesiogiai eukariotiniy lasteliy lizatuose. Be to, 3'UTR regiony
praturtinimas leidzia analizuoti alternatyvaus poliadenilinimo
profilius eukariotiniuose transkriptomuose. Jdomu tai, kad ddNNTP
su modifikacija, atitinkancia pilno ilgio sekoskaitos adapterj, jgalino
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sekvenuoti kDNR fragmentus be PGR amplifikacijos, kas anks¢iau
nebuvo jmanoma su standartinémis NKS sistemomis.

Siame darbe i§vystytoms technologijoms pateikta tarptautiné
patenting paraiska.

Ginamieji teiginiai

1. ddNONTP yra substratai DNR ir RNR polimerazéms su natiraliu
arba baltymy inzinerijos btudu jgytu gebéjimu inkorporuoti
nukleotidy analogus.

2. ] DNR jjungtas ddNONTP tarnauja kaip matrica komplementarios
grandingés sintezei. Egzonukleazinio aktyvumo neturinc¢ios DNR
polimerazés geba vykdyti sinteze per triazolo Ziedg turin¢ig jungtj.

3. Pirmos grandinés sintezés pradmeny pratgsimas, ddNONTP
jterpimas ir antros grandinés sintezé naudojant iniciacijai
pradmenj, kuris yra komplementarus jjungtajam, jgalina DNR
sekoskaitos taikymus. Matricos padengimas priklauso nuo pirmos
grandinés sintezéje naudojamy pradmeny seky.

4. Pusiau taikininé 16S rRNR geno sekoskaita yra naujo tipo
mikrobiomo charakterizavimo strategija, jgalinanti nustatyti 16S
rRNR geno kopijy skaiciy ir gerinanti bakterijy klasifikacijos
tiksluma rasiy lygmenyje.

5. Pradmeny pratesimas ir ddNONTP jterpimas naudojant SuperScript
IV atvirkstine transkriptazg jgalina RNR sekoskaitos taikymus.
Matricos padengimas priklauso nuo naudojamy pradmeny seky.

6. Kopijinés DNR zyméjimas ddNONTP patobulina geny raiskos
analizés metodika, jgalindama vieno mégintuvélio protokola,
paprasta molekuliniy barkody jvedima ir suderinamuma su
tiesiogine atvirkstine transkripcija nuo eukariotiniy lasteliy lizaty.
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1. LITERATUROS APZVALGA

NataralGs nekanoniniai nukleotidai praturtina chemine DNR ir
RNR jvairove ir jgalina efektyvy sudétingy funkcijy atlikima.
Modifikuoty nukleotidy pozicijos ir cheminé struktira sudaro
papildoma genetinés informacijos sluoksnj, tyrinéjama epigenetikos
disciplinos. Spektras modifikacijy, aptinkamy RNR molekulése, yra
stebétinai platus, tuo tarpu DNR modifikacijy Zinoma maziau. Tai
siejama su svarbia, bet ribota DNR funkcija, susijusia su genetinés
informacijos saugojimu (Carell et al., 2012).

Pastaraisiais  deSimtmeciais  susidoméjimas  nekanoniniais
nukleotidais ir funkcionalizuotais DNR ir RNR polimerais auga
(Nakatani & Tor, 2016) spar€iai vystantis jy pritaikomumo sritims
cheminéje biologijoje, bioanalizéje, terapijoje. Tarp pritaikomumo
pavyzdziy yra molekuliniy reporteriy (Xu et al., 2017), aptamery
(Lapa et al, 2016; Zhou & Rossi, 2017), Kkatalizuojanéiy
nukleortigd¢iy (Hollenstein, 2015), biojutikliy (Hollenstein et al.,
2008) ir kity molekuliniy jrankiy kiirimas.

Nukleortigs¢iy cheminis pakeitimas apima nukleobazés, cukraus
arba fosfato grupés modifikavimg ir jvairias §iy modifikacijy
kombinacijas (1.1 pav.). Norint i$naudoti visag nukleotidy analogy
potenciala, blitina turéti polimeraziy, pasizyminciy platesniu priimtiny
substraty diapazonu. Jdomu tai, kad gamtinés polimerazés pasizymi
tam tikru substrato atpazinimo plastiSkumu — nukleotidy
modifikacijos kai kuriose pozicijose yra gerai toleruojamos, be to,
jmanoma sukurti nenattralias baziy poras ir jas replikuoti, kas leidzia
iSplésti genetinj koda (Hoshika et al., 2019; Marx & Betz, 2020).

Si apzvalga akcentuos jvairias galimybes, atsiverian¢ias naudojant
modifikuotas nukleortgstis kaip sintetinius molekulinius jrankius.
Apzvelgiamy modifikacijy spektras bus apribotas nukleobaziy
modifikacijomis, kas atitinka Sios disertacijos tematikg.
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1.1 pav. Galimy DNR cheminiy modifikacijy iliustracija. DNR modifikacijos
gali varijuoti nuo paprasty atomy pakaity tam tikrose pozicijose iki labai
kompleksiniy pakaity, mazai panasiy j natiiralig nukleorig§¢iy struktiirg
(pagal Ochoa & Milam, 2020).

1.1 Funkcionalizuotos nukleortigstys

Sékmingam taikymui funkcionalizuoty nukleotidy dizainas turi
atitikti tam tikrus kriterijus, originaliai suformuluotus sisteminés
ligandy evoliucijos naudojant eksponentinj praturtinimg (angl.
systematic evolution of ligands by exponential enrichment, SELEX;
Perrin et al., 1999) procesui, bet taikytinus ir kitoms molekulinés
biologijos metodikoms:

 modifikacijos neturéty trukdyti baziy sgveikai (Watson-Crick ir
Hoogsteen);
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» modifikuoti nukleotidai turéty biti substratai DNR arba RNR
polimerazéms;

» modifikuoty nukleotidy jterpimas turéty biiti efektyvus bet
kurioje pozicijoje ar sekos kontekste;

» kai kuriais atvejais funkcionalizuota grandiné turéty tarnauti kaip
matrica polimerazéms.

Baziy modifikacijos paprastai jvedamos j pirimidiny C5 padétj
arba 7-deazapuriny C7 padétj, nes pakaitai Siose pozicijose
orientuojami j didjji DNR griovij netrikdant spiraliniy strukttry (Jager
et al., 2005). Tyrinéti ir C8 padétyje modifikuoti purinai, taciau
didelés molekulinés masés pakaitai Sioje padétyje prastai toleruojami
polimeraziy (Cahova et al., 2008).

Klasikinj funkcionalizuotas nukleobazes turinéiy nukleotidy
pirmtaky sintezés principa sudaro daugiapakopé aminopropargil,
aminopropenil arba aminopropil pakeisty ANTP arba NTP sintezé
taikant paladzio katalizuojama kryzminio sujungimo reakcija
(Shaughnessy & DeVasher, 2005; Sonogashira et al., 1975) tarp
halogeninty nukleozidy ir CF3CO- apsaugines grupes turinéiy
modifikacijy, véliau sekant trifosforilinimui ir apsauginés grupés
pasalinimui. Norima funkciné grupé prijungiama prie amino grupés
susidarant amidiniam rysiui. Sis procesas yra gana sudétingas ir
generuoja mazas tikslinio produkto iSeigas. Pavyzdziui, 5 etapy
amidino-dUTP sintezés bendra iSeiga sudaro vos apie 8% (Jager et al.,
2005).

Paladzio katalizuojamos kryzminio sujungimo reakcijos placiai
taikomos C-C rySio formavimui, tadiau jas buvo sunku adaptuoti
nukleotidams, kadangi reakcijos terpése nukleotidy pirmtakai biidavo
prastai tirpGs. Atradus vandenyje tirpias Kkatalitines sistemas,
vandeninés fazés kryzminio sujungimo reakcijos jgalino nesudétinga
neapsaugoty funkciniy grupiy jvedima tiesiai | ANTP arba NTP (1.2
pav.). Thoresen su kolegomis pademonstravo pirmasias Sonogashira
kryZzminio sujungimo reakcijas tarp 5-jodo-dUTP ir fluoresceinu
modifikuoty terminaliniy acetileny (Thoresen et al., 2003). Reikalingi
halogeninti nukleotidai gali buti gauti chemiskai trifosforilinant
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halogenintus nukleozidus (5-1-dU, 5-1-dC, 7-1-7-deaza-dA ir 7-1-7-
deaza-dG; Kovacs & Otvos, 1988).

[o} (o} o

| | 1l
0-P—0—P—0—P—0—\
o o o

aqueous-phase
cross-coupling

9 \O |

0-P—0—P—0—P—0—
| | | —~
o o O

1.2 pav. Bendriné funkcionalizuotas nukleobazes turin¢iy nukleotidy
analogy gamybos schema (pagal Hocek & Fojta, 2008).

Dauguma publikuoty tyrimy su baziy modifikacijas turinciais
nukleotidais apraso Cb-pakeistus uracilo analogus, tuo tarpu 7-
deazapurinai yra salyginai maziau tyrinéti. Tq galima paaiSkinti
sudétinga daugiastadijine tarpiniy nukleozidy sinteze (Hocek, 2014).

Ciklizacijos reakcijos yra viena populiariausiy strategijy funkciniy
grupiy konjugavimui, ypac vario katalizuojama azido-alkino grupiy
ciklizacija (CuAAC), arba ,.click” reakcija. ,,Click® chemija placiai
taikoma biokonjugavimui ir DNR modifikavimui dél jos biologinio
suderinamumo ir auksto efektyvumo. Sio tipo reakcijai DNR turi biti
modifikuota arba terminaliniu alkinu, arba azido grupe. Alkinai yra
suderinami su fosforamidity sinteze ir fermentinémis reakcijomis, 0
azido grupé néra suderinama su kietafazés fosforamidity sintezés
procesu, ta¢iau gali bati jterpta j DNR fermentiskai atitinkamai
modifikuoty nukleotidy sudétyje (Ivancova et al., 2019; Panattoni et
al., 2018). Svarbu paminéti, kad tipinis DNR funkcionalizavimas yra
posintetinis procesas, t.y. substratas ,.click” reakcijai yra dgDNR,
VvgDNR arba oligonukleotidai (ON), turintys vieng, kelis arba daug
modifikuoty nukleotidy, jterpty jvairiais fermentiniais metodais,
tokiais kaip PGR arba pradmens pratesimo (PEX) biidu.
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1.2 Fermentinis modifikuoty nukleotidy jterpimas

Fermentinémis reakcijomis pagristi metodai modifikuoty
nukleortig§Ciy sintezei yra lanksttis — galima gauti tiek viengrandzius,
tiek dvigrandzius produktus, be to, $is sintezés buidas turi maziau
apribojimy tikslinio produkto ilgiui (Whitfield et al., 2018).

Polimeraziy saveiky su modifikuotais substratais tyrimai rodo, kad
polimeraziy geb¢jimas katalizuoti modifikuoty nukleotidy jterpimag
priklauso tiek nuo modifikacijos padéties, tiek nuo jos prigimties.
Iterpimo efektyvumas taip pat priklauso nuo linkerio tarp funkcinés
grupés ir nukleobazés, ypa¢ jei konjuguojamos erdviskai stambios
grupés. Paprastai didelés modifikacijos toleruojamos, kai Yyra
prijungtos prie nukleotido per ilgg lanksty linkerj.

Gamtinés polimerazés pasizymi tam tikru substrato atpazinimo
plastiSkumu. Struktiriniy ypatybiy, uZtikrinan¢iy nukleotidy analogy
jterpimg, analizé padéty tobulinti fermentus baltymy inzinerijos
metodais. Tyrimai vienareik§miSkai rodo, kad B Seimos DNR
polimerazés geriau katalizuoja nenattraliy substraty jterpimg uz A
Seimos polimerazes (Jager et al., 2005; Kuwahara et al., 2006; Lapa
et al., 2016). Modifikuotos RNR sintezé iS§imtinai remiasi T7 RNR
polimerazés panaudojimu, Kuri gerai toleruoja baziy modifikacijas,
iSskyrus modifikuotg GTP +1 padétyje (Milisavljevi¢ et al., 2018).

1.3 Funkcionalizuoty nukleoriig§¢iy replikacija

Biitina modifikuoty nukleorigs¢iy pritaikomumo molekulinéje
biologijoje salyga yra modifikacijy biologinis suderinamumas —
modifikuotos nukleortigstys turéty funkciskai mimikuoti jy natiiralius
analogus (Sanzone et al., 2012). Sglyginai nedaug tyrimy fokusavosi
i dirbtiniy matricy replikacija arba transkripcija. Zinoma, jog
nedidelés fosfodiesterinio karkaso modifikacijos toleruojamos
polimeraziy (Ciafré et al., 1995), amidinis karkaso variantas buvo
netobulai perskaitomas PEX eksperimentuose (Kuwahara et al.,
2009), o tam tikri triazolo zieda turintys DNR karkasai yra
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funkcional@is in vitro ir net in vivo bakterinése ir zinduoliy lgstelése
(El-Sagheer et al., 2011; Birts et al., 2014).

Shivalingam su bendradarbiais sieké suprasti kokios molekulinés
ypatybés jgalinty tikslia dirbtiniy DNR karkasy replikacija
(Shivalingam et al., 2017). Mokslininkai susintetino ON su keliais
strukturiskai ir elektroniSkai skirtingais sintetiniais linkeriais,
turinciais triazolo, amido ir fosforotioato modifikacijas. Linijinio PEX
ir eksponentinés PGR amplifikacijos rezultatai parodé, kad net
nedidelés fosforotioato modifikacijos gali sutrikdyti DNR kopijavimo
procesa. Kita vertus, kai kurie triazolu ar amidu modifikuoti DNR
karkasai buvo replikuojami stebétinai gerai, kas indikuoja, jog fosfato
grupé pati savaime néra biitina. Perskaitymas per sintetinj karkasg
identifikuotas kaip reakcijos greitj limituojantis etapas — DNR
grandinés kopijavimo greitis koreliavo su dirbtinio karkaso dydziu. 3'-
5’ egzonukleazinj aktyvuma turinti Phusion DNR polimerazé kopijavo
sintetines matricas geriau nei Taq (exo-) polimeraze, kai reakcijos
laikas buvo trumpas. Ilginant pratesimo reakcijos laikg, produkto
iSeigos reakcijoje su Phusion reik§mingai nedidéjo, skirtingai nei Taq
polimerazés atveju.

Replikacijos tikslumag autoriai jvertino taikydami NKS. Jdomu tai,
kad fosforotioatinis karkasas, nepaisant artimesnio panaSumo j
nattiraly fosfodiesterinj DNR karkasg nei kitos tirtos modifikacijos,
buvo kopijuojamas jvedant insercijas, kuriy ilgis ir pozicija priklausé
nuo naudotos polimerazés. Stipri sgveika tarp sieros atomo ir baltymo
greiCiausiai trukdé polimerazés peréjimui per modifikacijos sritj ir
skatindavo polimerazg pridéti kelis neteisingus dNTP.

Pastebéta, kad polimerazés, turinCios 3'-5' egzonukleazinj
aktyvumg, linkusios jvesti delecijas Salia modifikacijos srities.
Manoma, kad tokj efekta lemia polimerazés sulétéjimas ties
modikacijos sritimi ir pratesiamos DNR grandinés peréjimas j
egzonukleazinj polimerazés domena. Polimerizacijos ir hidrolizés
procesas tesiasi tol, kol arba modifikacija yra prasokama, arba
modifikacijos regionas ,,issukamas® i§ matricinés grandinés ir sintezé
tesiasi toliau. 3'-5' egzonukleazinio aktyvumo neturincios polimerazés
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perskaitymui turi tik vieng bandyma per pratesimo cikla, tad delecijy
jvedimo tikimybé joms mazesné. Delecijos replikacijos metu sicjamos
ir su cukry konformacijos poky¢iais — delecijos buvo reciau
detektuojamos kopijuojant amidinj karkasg turin¢ia DNR, Kkuri
reik§mingai nepakeicia cukry pozicijy ar konformacijy.

Sis tyrimas pasiiilé bendrinius dirbtiniy DNR karkasy biologinio
suderinamumo principus ir atskleidé, jog kai kurie triazolo zieda
turintys karkasai yra gerai replikuojami, kas leidzia ,,click* reakcija
taikyti sintetinés modifikuotos DNR gamybai.

1.4 Didelio nasumo nukleoriig§¢iy analizé

Mazéjant naujos kartos sekoskaitos (NKS) kainai, tikétina, kad
didelio nasumo nukleoriig§¢iy analizés metodai taps dar labiau paplite
ir bus jdiegti j kliniking praktikg (D'Argenio, 2018).

Visos Siuolaikinés sekoskaitos platformos reikalauja tam tikro
nukleortig§éiy paruosimo prie§ sekoskaitg. Paprastai tai apima DNR
arba RNR fragmentavimg bei galy modifikavimg tam, kad jie bty
tinkami ligavimo reakcijai. Sintetiniai adapteriai véliau prijungiami
naudojant ligazés ferments. Sekoskaitai paruoSta nukleortigsciy
fragmenty biblioteka turéty buti pazyméta sekoskaitos platformai
specifiniy adapteriy sekomis abiejuose fragmenty galuose (Buermans
& den Dunnen, 2014).

Disertacijoje apzvelgiami DNR ir KDNR fragmenty biblioteky
paruosimo technologijos, besiremiancios modifikuoty nukleortigsciy
ir cheminio ligavimo taikymu.

1.4.1 DNR sekoskaita

Efektyvus vgDNR Zyméjimas adapteriais jdomus daugeliui DNR
sekoskaitos taikymy: metodai originaliai skirti auksto degradacijos
laipsnio senovinés DNR analizei (Gansauge & Meyer, 2013) véliau
buvo pritaikyti kity fragmentuotos DNR méginiy — cirkuliuojancios
DNR bei DNR iSgrynintos i§ formalinu fiksuoty j parafing jliety
audiniy — analizei. Tarp $iy metody privalumy yra galimybé analizuoti
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natliraliai susidariusius 5’ ir 3’ galus, kas jgalina biologinio
fragmentavimo désningumy analizg (Troll et al., 2019).

Miura su kolegomis sukiiré chemofermentinj NKS biblioteky
paruos§imo i§ vgDNR metoda, paremtg terminalinés nukleotidil
transferazés (TdT) zyméjimu bei CUAAC gristu cheminiu ligavimu
(Miura et al., 2018). TdT buvo naudota vieno 3'-azidu modifikuoto
dideoksinukleotido jterpimui j VgDNR fragmentus. Véliau prie azidu
modifikuoty fragmenty buvo prijungiami 5'-etinil modifikacija
turintys sintetiniai adapteriai naudojant ,click reakcija. Po
komplementarios grandinés sintezés antras sekoskaitos adapteris buvo
liguojamas prie susidariusiy dgDNR fragmenty naudojant T4 DNR
ligaze (1.3 pav.). Autoriai optimizavo cheminio ligavimo efektyvuma
iki 20-30%. Komplementarios grandinés sintezei per triazolo Zieda
turin¢ig modifikacijg buvo ieSkoma tinkamos DNR polimerazés. IS 16
tikrinty fermenty, 14 DNR polimeraziy nesugeneravo produkty PEX
eksperimentuose, o dvi polimerazés (Klenow fragmentas ir Klenow
exo- fragmentas) gebéjo replikuoti triazoling modifikacija turinCias
matricas. Principiniai eksperimentai su vgDNR ON misiniu s¢kmingai
sugeneravo NKS bibliotekas, taciau 12 Zingsniy protokolo bendra
iSeiga buvo vos 0,6%. Sekoskaitos duomeny analizé parodé, kad
protokolas turi tam tikry Salutiniy efekty — 57,8% nuskaitymy buvo
trumpesni nei tikétasi greiiausiai dél vario salygotos DNR
degradacijos ,,click reakcijos metu.
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1.3 pav. NKS bibliotekos paruos§imas i§ vgDNR. (A) — principiniy
eksperimenty, naudojant 100 nt ilgio vgDNR oligonukleotidus, schema. (B)
— sekoskaitos nuskaitymy ilgiy pasiskirstymas. (C) — baziy pasiskirstymas
kiekvienoje nuskaitytoje pozicijoje. Pirma nuskaitymo pozicija atitinka
cheminio ligavimo regiong (pagal Miura et al., 2018).

1.4.2 RNR sekoskaita

Routh su bendradarbiais iStyré galimybe taikyti ,,click® chemija
méginiy paruo$imui didelio nasumo RNR sekoskaitai (Routh et al.,
2015; Routh et al., 2017). Jy grupés sukurtas metodas ClickSeq ir jo
variantas poly(A)-ClickSeq remiasi atvirkstine transkripcija reakcijos
misinyje esant azido-2',3'-dideoksinukleotidams, Kkurie atsitiktinai
terminuoja kKDNR sintez¢. Tokie KDNR fragmentai gryninanami ir
véliau CuAAC reakcijos metu sujungiami su 5’-etinil modifikacija
turinCiais adapteriais (1.4 pav.).
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1.4 pav. NKS biblioteky paruosimas naudojant poly(A)-ClickSeq metodika.
(A) — AT-PGR reakcija vykdoma su azido modifikacijg turin¢iais ddATP,
ddGTP ir ddCTP. (B) — kDNR fragmentai, pazyméti azido grupémis,
sujungiami  su  5"-heksinil modifikacija  turin¢iais  adapteriniais
oligonukleotidais (pagal Routh et al., 2017).

Autoriams pavyko gauti ~10% cheminio ligavimo efektyvuma ir
paruosti geros kokybés fragmenty bibliotekas i§ virusinés RNR.
Nepaisant to, kad Tag DNR polimerazé gebéjo PGR metu padauginti
tikslinius fragmentus, vieno pradmens pratesimo ciklo efektyvumas
buvo labai Zemas (<4%), kas, tikétina, reikSmingai sumaZinty
konversijos  efektyvuma, jei sckoskaitai blty ruoSiamas
kompleksiskesnis RNR méginys. Visgi, autoriai teigia, jog ClickSeq
metodas sumazina nepageidaujamos rekombinacijos daznj, kadangi
azido-ddNTP jterpimas nebeleidZia fragmentams dalyvauti grandinés
pakeitimo ar kitose salutinése reakcijose.

Aptarti pavyzdziai rodo, kad chemofermentiniai nukleortigsciy
modifikavimo metodai gali bati taikomi didelio nasumo
nukleortig§¢iy analizei. Suvienijus chemijos ir molekulinés biologijos
technologines galimybes jmanoma ne tik supaprastinti analizés
procesus, bet ir kurti visiskai naujus sekoskaita paremtus metodus.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Siame skyriuje aprasomi ddNONTP savybiy tyrimo eksperimentai
ir pagrindiniai DNR ir RNR sekoskaitos metodai, sukurti ddN°NTP
pagrindu. Visi atlikti darbai aprasyti disertacijoje.

2.1 Oligonukleotidu modifikuoty dideoksinukleotidy
sintezé

Visi komponentai buvo pridéti j reakcijy miSinius kaip vandeniniai
tirpalai, jei nenurodyta kitaip. Modifikuoti ON naudoti konjugacijai
prie dideoksinukleotidy pateikti lenteléje 2.1. Visi ON buvo pagaminti
Metabion GmbH ir iSgryninti efektyvios skys¢iy chromatografijos
(HPLC) metodu.

Lentelé 2.1. Siame darbe naudoti modifikuoti oligonukleotidai

Nr. Oligonukleotido seka

ON1 5'-(21dU)-AGATCGGAAGAGCACACGTCTG-biotinas-3"'

ON2  5'-heksinil-AGATCGGAAGAGCACACGTCTG-biotinas-3'

ON3  5'-heksinil-AGATCGGAAGAGCACACGTCTG-fosfatas-3'

ON4  5'-heksinil-AGATCGGAAGAGCACACGT*C*T*G-fosfatas-3'

ON5  5'-heksinil-NNNNNNNNAGATCGGAAGAGCACACGTCTG-biotinas-3'

ONG6G  5'-heksinil-NNNNNNNNAGATCGGAAGAGCACACGT*C*T*G-fosfatas-3'

ON7 5'-(AldU) ~-NNNNNNNNAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA-biotinas-3"'

ONS8  5'-heksinil-NNNNNNNNAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA-biotinas-3'

ON9  5'-heksinil-NNNNNNNNAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGARAGAG-fosfatas-3'

ON 10 5'-(A1dU) ~AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACATGCCTAAA
TCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-biotinas-3"'

,,AldU“ reiskia 5-(okta-1,7-diinil)-dUTP, * - fosforotioatinés jungtys.

Oligonukleotidai buvo konjuguoti su azido modifikacijg turinciais
dideoksinukleotidais  taikant ,click® chemijg. Modifikuoty
dideoksinukleotidy pirmtakais buvo 5-(3-(2-azidoacetamido)prop-1-
inil)-2’,3"-dideoksipirimidiny-5'-trifosfatai arba  7-deaza-7-(3-(2-
azidoacetamido)prop-1-inil)-2’,3"-dideoksipuriny-5'-trifosfatai.
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ddCM3TP, ddUMTP, ddGM*TP arba ddANTP (3 ekv.) tirpalas buvo
pridétas | 5'-etinil modifikacijg turin¢io ON (200-210 nmol) tirpala
natrio fosfato buferyje (1 mL, 100 mM, pH 7). Tuomet buvo pridétas
i$ anksto sumaisytas CuSO4 (100 mM, 12 ekv.) ir THPTA (250 mM,
5 CuSOq ekv.) tirpalas, o véliau — natrio askorbato tirpalas (1 M, 50
CuSOs ekv.). Reakcijos miSinys buvo inkubuotas 20 min. 42°C,
reakcija sustabdyta pridéjus 0,5 M EDTA-Na; tirpalo (1 mL, pH 8).
Konjugatai buvo iSgryninti taikant C18 atvirkStiniy faziy
chromatografija naudojant 100 mM TEAAc/ACN (10-30%,
priklausomai nuo azido-ddNTP prigimties ir ON modifikacijos) kaip
eliuentag ir nudruskinti naudojant vandenj/ACN (0-100%) Kkaip
eliuenta.

Oligonukleotidu modifikuoti dideoksinukleotidai (ddN°NTP) buvo
gaunami su >20% iSeiga ir >95% grynumu. Grynumas buvo
vertinamas HPLC, o molekulinés masés patvirtintos skysciy
chromatografijos-masiy spektrometrijos (LC-MS) metodu. Bendrinis
sintezés principas ir pavyzdinés ddNONTP struktiiros pateiktos 2.1
paveiksle.
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2.1 pav. (A) — bendriné ddNONTP sintezés schema. Mélynai pazyméta ,,N* -
nukleobazé. (B) — ddNONTP su ON modifikacija konjuguota susidarant
fosfatas-nukleobazé jungéiai. Kaip pavyzdys parodyta ddUN>TP junginio
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struktira. (C) — ddNONTP su ON modifikacija konjuguota susidarant
nukleobazé-nukleobazé jungéiai. Kaip pavyzdys parodyta ddUONTP
junginio struktara.

2.2 Jterpimo ir replikacijos tyrimai

Matricy  paruofimas ddN°NTP  jterpimo  tyrimams.
Oligonukleotidy dupleksai, turintys skirtingos sekos 5’ issikisancius
galus, buvo paruosti sulydzius dalinai  komplementarius
oligonukleotidus 1x sulydymo buferyje (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
EDTA, 50 mM NaCl) iki galutinés 2 uM duplekso koncentracijos.
Pradmens ON buvo pazyméti fluorescenciniu dazu 5’ gale patogiai
reakcijy produkty detekcijai gelyje.

Pradmeny pratesimo (PEX) reakciju salygos. PEX reakcijos
buvo vykdytos optimaliuose buferiuose ir optimaliose arba artimose
optimalioms temperatiirose kiekvienam tirtam fermentui. Kontrolinés
reakcijos atliktos su nataraliais ANTP, siekiant jsitikinti, jog kiekviena
polimerazé yra aktyvi duotomis saglygomis.

Visais atvejais PEX reakcijai naudoti 2 pmol ON duplekso (arba
viengrandzio pradmens TdT testavimo atveju) ir 20 pmol ddNCONTP.
Polimerazés, pasizyméjusios  geriausiu ~ ddNONTP  jterpimo
efektyvumu, véliau buvo tikrintos konkurencinio jterpimo
eksperimentuose, kur modifikuoti terminatoriai buvo sumaisyti su
atitinkamais dNTP santykiais 1:1, 1:2 arba 1:3.

PEX produktai isfrakcionuoti 15% TBE-Urea PAAG. Prie$
uznes§ima j gelj méginiai sumaisyti santykiu 1:1 su 2x DNR uznes§imo
dazu (98% formamido, 10 mg/mL mélynojo dekstrano, 10 mM
EDTA), inkubuoti 95°C 5 min. ir atsaldyti lede. Elektroforezé vykdyta
1x TBE buferyje esant 400 V jtampai 1 val. 55°C. Vizualizavimas
vykdytas naudojant Typhoon™ FLA 9500 (GE Healthcare) sistema.

RNR polimeraziy tyrimai. RNR polimerazés tirtos in vitro
transkripcijos arba 3’ galo zyméjimo biidu pagal atitinkamus
gamintojy protokolus (,, TranscriptAid™ T7 High Yield Transcription
Kit“, Thermo Fisher Scientific, ir Poly(U) Polymerase, Cat. No.
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MO0337S, NEB), i$skyrus tai, kad | reakcijos miSinius pridéta
ddNONTP. Reakcijy produktai iSgryninti ir analizuoti Agilent 2100
Bioanalyzer sistema naudojant ,,RNA 6000 Pico* arba ,,Small RNA*
rinkinius (Agilent Technologies).

Matricos paruosimas replikacijos tyrimams. Siekiant
i$siaiskinti, kurios polimerazés gali replikuoti DNR, turincig
nenatiiraly ddNONTP linkerj, trumpas ddNONTP jterpimo produktas
buvo  naudotas kaip PEX  matrica. Pradmuo  (5'-
TGCAGACATGGGTAGGCATCCTTGGCGTA-3") buvo sulydytas
su RNR ON (5'- auacgccaaggaugccuacccaugucugca-3') 1x sulydymo
buferyje. Dupleksas turéjo 5'-A iSkySa, kuri tarnavo kaip matrica
ddUPN2TP jterpimui reakcijoje su SuperScript IV (30 min. 50°C).
RNR ON buvo pasalintas paveikus reakcijos miSinj RNaze H, o
tiksliniai produktai bei laisvas ddU°N?TP buvo i$gryninti naudojant
streptavidinu dengtas magnetines daleles ,,Dynabeads™ M-270
Streptavidin‘. Tiksliniai produktai buvo atskirti nuo laisvo ddU®N2TP
frakcionuojant 4% agarozés gelyje ,,E-Gel EX*, o tikslinis produktas
iSgrynintas naudojant ,,PureLink™ Quick Gel Extraction Kit*. ~100
fmol isgryninto produkto buvo naudota tolimesnése PEX reakcijose.

PEX reakcijy salygos replikacijos tyrimams. Nenatiiraly linkerj
turinCios DNR replikacija buvo tirta naudojant termostabilias B
Seimos DNR polimerazes bei kelis A ir AT Seimy atstovus. Visais
atvejais naudota 1 pmol pradmens komplementaraus ON2
modifikacijai (5'-CAGACGTGTGCTCTTCC-3"). PEX reakcijos
vykdytos optimaliuose buferiuose su optimaliais dNTP kiekiais
kiekvienai tirtai polimerazei.

Laisvas pradmuo ir kiti viengrandziai ON buvo pasalinti paveikus
reakcijos misinj Exo I. Dvigrandziai replikacijos produktai buvo
iSgryninti taikant precipitacija etanoliu. PEX produktai analizuoti
Agilent 2100 Bioanalyzer sistema naudojant ,,Small RNA* rinkinj.
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2.3Fragmenty biblioteky paruoSimas taikant in vitro
transkripcija

T7 RNR polimerazés inZinerija. Siekiant palengvinti linijinio
amplifikavimo produkty sekoskaitg, T7 RNRP buvo siekiama pakeisti
taip, kad polimerazé gebéty sintetinti vgDNR — tai leisty transkriptus
tiesiogiai naudoti kaip PGR matricas, 0 ddN°NTP zyméjimas jgalinty
nesudétingg fragmenty biblioteky paruoSima. Be to, fermentiné
vgDNR sintezé¢ yra patrauklus biidas gaminti ON molekulinés
biologijos taikymams.

In vitro evoliucijos metodas T7 RNRP varianty su mazesniu
selektyvumu substratui atrankai rémési fluorescencijos aktyvuotu
laSeliy rasiavimu, kaip apraSyta Kapustina et al., 2021b. I§ 1463 T7
RNRP mutanty bibliotekos buvo atrinkti fermentai, gebantys
katalizuoti 2'-deoksipirimidiny jterpimg. Sie mutantiniai fermentai
patikrinti ir su kitomis NTP/dNTP substraty kombinacijomis. V783M
mutantas pademonstravo geriausia in vitro transkripcijos (IVT)
efektyvumg su dTTP, dCTP, dATP ir 2'-F-dGTP substraty misiniu.

Fragmenty biblioteky paruoSimas taikant IVT. Siekiant
jvertinti galimybe linijinio amplifikavimo produktus Zzyméti ddNONTP
ir tiesiogiai amplifikuoti PGR, IVT buvo vykdyta reakcijos miSinyje
su 250 ng ziedinés pTZI19R plazmidinés DNR su lllumina P7
adapterio fragmentu, klonuotu uz T7 promotoriaus sekos, 2 mM 2'-F-
dGTP arba GTP, 2.5 mM dATP, 2.5 mM dCTP, 2.5 mM dTTP, 0.5
uM ddU°NSTP arba ddCONéTP, 0.1 U neorganinés pirofosfatazés, 8%
DMSO, 200 U T7 RNRP V783M ir 1x TranscriptAid™ reakcijos
buferio. Reakcijos misinys inkubuotas 37°C 3 val. Biotinilintais
ddNONTP  zyméti  transkripty fragmentai iSgryninti naudojant
,,Dynabeads™ M-270 Streptavidin“ magnetines daleles ir amplifikuoti
reakcijos miSinyje su 1x Invitrogen™ Collibri™ Library Amplification
Master Mix, 20 U Phusion exo- fermento, 1 uM indeksiniy pradmeny
i§ ,,Invitrogen™ Collibri™ Stranded RNA Library Prep Kit“ ir
benukleazinio vandens iki 50 pL galutinio tario. Ciklinimo
temperatlirinés saglygos atitiko gamintojy rekomendacijas. Fragmenty
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bibliotekos iSgrynintos naudojant ,,Dynabeads™ Cleanup Beads*
magnetines daleles pagal protokola i3 ,,Invitrogen™ Collibri™ Stranded
RNA Library Prep Kit“ (versija C.0, “Purify the amplified cDNA”).

2.4 Pusiau taikininé 16S rRNR geno sekoskaita

Meéginiai. Principiniams eksperimentams naudota i§ Escherichia
coli BL21 Iasteliy iSgryninta genominé DNR. Naujas sekoskaitos
metodas taip pat jvertintas naudojant komercinius DNR standartus:
,ZymoBIOMICS™ Microbial Community DNA Standard* ir ,,ATCC
20 Strain Even Mix Genomic Material*“. Mikrobiomo sekoskaita buvo
atlikta ir su gamtiniais metagenominiais méginiais. DNR i§ 250 mg
dirvozemio buvo iSgryninta naudojant ,,ZymoBIOMICS™ DNA
Miniprep Kit®.

Pusiau taikininé 16S rRNR geno sekoskaita. PEX reakcijai
naudoti pradmenys komplementartis konservatyviai 16S rRNR geno
sriciai tarp V2 ir V3 variabiliy regiony.

Biblioteky paruosimui naudota 30 ng metagenominés DNR.
Ekvimoliarinio pradmeny miSinio pratgsimas Vvykdytas reakcijos
miSinyje su Thermo Sequenase fermentu ir ddNONTP su ON2
modifikacija kaip aprayta Kapustina et al., 2021a. Zyméti pratesimo
produktai i$gryninti ,,Dynabeads™ M-270 Streptavidin“ magnetinémis
dalelémis ir amplifikuoti.

Viso metagenomo sekoskaita. 20 ng DNR tirpintos 50 pL. 10 mM
Tris-HCI (pH 8) buferio sufragmentuota iki ~300 bp naudojant
Covaris™ E220 Evolution Focused-ultrasonicator instrumenta. 25 pL
fragmentuotos DNR naudoti biblioteky paruo$imui su ,,Invitrogen™
Collibri™ PS DNA Library Prep Kit“ pagal gamintojo nurodymus.

Palyginimas su tradiciniais 16S rRNR sekoskaitos metodais.
Siekiant palyginti pusiau taikininés sekoskaitos generuojamus
rezultatus su tradiciniais metodais, bibliotekos i§ komerciniy DNR
standarty ir dirvozemio DNR buvo paruostos naudojant rinkinius
iSvardintus lentelé¢je 2.2. Kiekvienu atveju buvo naudotas
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rekomenduojamas DNR kiekis (1-10 ng). Visos bibliotekos ruostos
atliekant du techninius pakartojimus.

Lentelé 2.2. 16S rRNR geno sekoskaitos NKS biblioteky paruo§imo rinkiniai
naudoti palyginamajai studijai

Analizuojamas

Rinkinys Kat. Nr. Gamintojas .
regionas
QIlAseq™ 16S/ITS . .
Screening Panel 333812 Qiagen Visas genas
Swift™ Amplicon Swift .
16S+ITS Panel AL-S1648  bicciences Vi3S genas
NEXTFLEX™ 16S
V1-V3 Amplicon- NOVA- PerkinElmer V1-V3
. 4202-02
Seq Kit
NEXTFL_EX 16S NOVA.- _
V4 Amplicon-Seq 4203-02 PerkinElmer V4
Kit 2.0 )
Quick-16S™ NGS Zymo
Library Prep Kit D6410 Research Vi-ve
16S Illumina N/A EMP Vi

amplicon protocol

2.5 Geny raiSkos analizé

iRNR 3’ galy praturtinimas. Principiniai eksperimentai atlikti
naudojant gerai charakterizuota zmogaus RNR — UHRR ir HelLa.
Bibliotekos ruostos i§ 100 pg — 1 pg suminés RNR pridedant
,»Invitrogen™ ERCC ExFold Spike-In Mixes* kontroliy. Taip pat
iStirtas tiesioginis biblioteky paruosimas i§ eukariotiniy lasteliy lizaty
naudojant 10 — 10000 HEK-293 arba BALB/3T3 Iasteliy suspenduoty
1x PBS, pH 7,4. Norint palyginti sekoskaitos duomenis, gaunamus
ruosiant bibliotekas i§ Igsteliy lizaty ir grynos RNR, suminé RNR
iSgryninta i§ 1 min. HEK-293 lasteliy naudojant ,,Invitrogen™
PureLink™ RNA Mini Kit* pagal gamintojo rekomendacijas.
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Atvirkstiné transkripcija (AT) vykdyta 20 uL tirio reakcijos
misinyje su 200 U SuperScript IV, 50 pmol AT pradmens (5'-
CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT(T)30-3), 20 pmol
dNTP misinio, 40 U RiboLock RNaziy inhibitoriaus, 5 mM DTT, 2
pmol ddU®N®TP, 0,4 pmol ddCON®TP ir 1x SuperScript IV AT buferio.
Ruosiant bibliotekas i§ lasteliy lizaty, AT reakcija buvo papildyta
0,3% IGEPAL™ CA-630, kuris uZztikrino lgsteliy lize. Reakcija
vykdyta 30 min. 50°C, sustabdyta inkubuojant 80°C 10 min. Po AT
reakcijos misinys tiesiogiai naudotas KDNR amplifikacijai naudojant
,Invitrogen™ Collibri™ Library Amplification Master Mix* ir Phusion
exo- fermentg. Bibliotekos iSgrynintos naudojant ,,Dynabeads™
Cleanup Beads* magnetines daleles.

Ruosiant bibliotekas i$ labai mazy RNR kiekiy (100 pg — 500 pg)
buvo reikalingas ~ papildomas amplifikavimo zingsnis.
Reamplifikavimas vykdytas naudojant ,,Invitrogen™ Collibri™ Library
Amplification Master Mix with Primer mix“ pagal rekomenduojama
protokola, cikly skaic¢ius buvo 6-12. Galutinés bibliotekos iSgrynintos
naudojant ,,Dynabeads™ Cleanup Beads‘ magnetines daleles.

Palyginimas su tradiciniais iRNR 3’ galo sekoskaitos metodais.
Naujas geny raiskos analizés metodas palygintas su tradiciniu —
bibliotekos i§ 500 pg, 10 ng, 100 ng ir 500 ng UHRR ir HeLa suminés
RNR paruostos naudojant ,,Collibri™ 3’ mRNA Library Prep Kit for
Ilumina™ Systems* pagal gamintojo rekomendacijas. Bibliotekos
ruostos atliekant tris techninius pakartojimus.

2.6 NKS biblioteky kokybés kontrolé ir sekoskaita

Visy sekoskaitai paruosty biblioteky kokybé jvertinta kapiliarine
elektroforeze Agilent 2100 Bioanalyzer sistemoje naudojant ,,High
Sensitivity DNA* rinkinj arba Fragment Analyzer sistemoje naudojant
,»INGS High Sensitivity* rinkinj.

Biblioteky koncentracija matuota kPGR metodu naudojant
,Invitrogen™ Collibri™ Library Quantification Kit“ pagal gamintojo
rekomendacijas.
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Sekoskaitos atliktos Illumina™ MiSeq™ instrumentu naudojant
zemiau iSvardintus rinkinius:

¢ , MiSeq Reagent Nano/Micro Kit v2¢ (300 cikly) pilotiniams
ir kokybeés kontrolés eksperimentams arba zemo
kompleksiskumo méginiams;

e . MiSeq Reagent Kit v2 (300 cikly) DNR ir RNR
sekoskaitoms (viso genomo arba viso transkriptomo
sekoskaitos);

e . MiSeq Reagent Kit v3“ (150 cikly) geny raiskos analizés
eksperimentams;

e . MiSeq Reagent Kit v3“ (600 cikly) 16S rRNR geno
sekoskaitai.

Gilesnés sekoskaitos atliktos su Illumina™ NovaSeq™ 6000 sistema
UAB ,Novogene Europe* (Kembridzas, Jungtin¢ Karalyste).
Sekoskaitos atliktos arba sekvenuojant abu fragmenty galus (2x150
bp, 2x300 bp, 21+100 bp), arba tik vieng gala (1x150 bp),
priklausomai nuo bibliotekos struktiiros.

Zemo kompleksiskumo méginiai pries sekoskaita buvo maigomi su
5-20% PhiX kontrolés (Illumina).

2.7Duomeny analizé

NKS duomeny analize sudaré standartiniai iSankstinio duomeny
apdorojimo etapai, tokie kaip filtravimas pagal kokybe, adapteriy seky
pasalinimas, normalizavimas pagal sekoskaitos gylj, nuskaitymy
prilyginimas prie referentinio genomo. Tolimesni etapai priklausé nuo
tirto biblioteky paruo$imo metodo. Duomeny analiz¢ atliko dr.
Gediminas Alzbutas, dr. Varvara Dubovskaja, Karolis Matjosaitis ir
Gytis Mackevicius.
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3. PAGRINDINIAI REZULTATAI

3.1 ddNOPNTP panaudojimas fermentinése reakcijose

Didziausig prakting reikSme jterpiant ddNONTP turéty AT tipo ir A
arba B Seimos termostabilios DNR polimerazés. Suderinamas AT
fermentas jgalinty kDNR Zyméjima, o termostabilts fermentai leisty
vystyti protokolus naudojant ir vgDNR, ir dgDNR matricas. Paprastai
ddNONTP pazyméti DNR fragmentai toliau amplifikuojami naudojant
PGR, tad nenatiraly linkerj turin¢ios terminuotos KDNR replikacijai
labiausiai tikty termostabilios DNR polimerazés.

3.1.1ddNONTP kaip fermenty substratas

ddNONTP jterpimo eksperimentais buvo tikrinamas ne tik fermenty
gebéjimas toleruoti stambias ON modifikacijas, bet ir dideoksiribozés
toleravimas bei diskriminacija tarp modifikuoty ir nemodifikuoty
nukleotidy. Kaip buvo galima tikétis, efektyviausios DNR
polimerazés i§ A ir B $eimy neturéjo egzonukleazinio aktyvumo bei
gebéjo kaip substratus naudoti nukleotidy analogus. Dauguma
atvirkstiniy transkriptaziy gebéjo katalizuoti ddNONTP jterpima. Be to,
pastebéta, kad TdT, T7 RNRP mutantas ir PUP irgi toleravo
modifikuotg substrata.

Visy fermenty galimybés katalizuoti modifikuoty terminatoriy
jterpimg buvo vertintos naudojant ddU°NTP analogus, o pasirinkti
kandidatai (Thermo Sequenase ir SuperScript IV AT) buvo
papildomai patikrinti su visy rusiy nukleotidy analogais. Tyrimy
rezultatai apibendrinti lenteléje 3.1.
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Lentelé 3.1. Oligonukleotidu modifikuoty dideoksinukleotidy jterpimas
naudojant skirtingas DNR arba RNR polimerazes

Polimerazé ddNONTP
ddu®N  ddCON  ddG®N ddA®N
Taq - nt nt nt
Taq (exo-) - nt nt nt
Tth - nt nt nt
Platinum™ Il Taq - nt nt nt
DyNAzyme™ 11 - nt nt nt
DyNAmo™ IV - nt nt nt
Thermo Sequenase ++ ++ ++ +
CycleSeq™ ++ nt nt nt
KlenTagq - nt nt nt
Sequenase™ V2.0 ++ nt nt nt
T7 DNR polimerazé + nt nt nt
Klenow fragmentas (exo-) - nt nt nt
Bsm DNR polimerazé - nt nt nt
DNR polimerazé | - nt nt nt
Platinum™ SuperFi™ - nt nt nt
Phusion™ (exo-) + nt nt nt
Pfu (exo-) - nt nt nt
Phusion™ U - nt nt nt
T4 DNR polimerazé - nt nt nt
Phi29 polimerazé - nt nt nt
TdT ++ nt nt nt
Maxima™ AT ++ nt nt nt
SuperScript™ IV ++ ++ + +
SuperScript™ 1V Q190N ++ nt nt nt
SuperScript™ IV Q190F - nt nt nt
SuperScript™ 1V K103A + nt nt nt
SuperScript™ I ++ nt nt nt
RevertAid™ AT ++ nt nt nt
AMV AT - nt nt nt
MarathonRT - nt nt nt
ZIV AT ++ nt nt nt
T7 RNRP V783M ++ ++ nt nt
PUP ++ nt nt nt

- nejterpia, + jterpia Zemu efektyvumu, ++ efektyvus jterpimas, nt — netikrinta
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Konkurencinio  jterpimo  tyrimai  atskleidé  polimeraziy
diskriminacijos tarp nattraliy deoksinukleotidy ir modifikuoty
terminatoriy laipsnj (3.1 pav.). Struktariskai skirtingos (Das &
Georgiadis, 2004) M-MLV (SuperScript IV) ir ZIV AT
pademonstravo skirtingus rezultatus: ZIV AT vienodu efektyvumu
jterpé tick dTTP, tieck ddUN?TP, tuo tarpu SuperScript IV akivaizdZiai
teiké pirmenybe dTTP. Sis rezultatas atitinka anks¢iau skelbtus
duomenis, rodan¢ius, kad ZIV AT nuo DNR priklausoma sintezé yra
maziau tiksli nei M-MLV ir AMV AT, taciau autoriai pastebéjo, kad
Sie skirtumai maziau i$reiksti su RNR matricomis (Sebastian-Martin
et al., 2018).

SuperScript IV [ Thermo Sequenase T HIVRT
1:0 1:1 ‘ 1:2 ‘ 13 1 10 1" 1:2 13 1:0 1 1:2 1:3

.‘ ‘ - - .~
- ... h- -

3.1 pav. Konkurencinio jterpimo eksperimentai. PEX reakcijos atliktos su
ddUON2TP (1:0) arba su ddU®N?TP ir dTTP misiniais (1:1, 1:2, 1:3). C -
neigiama kontrol¢, C*y — teigiama kontrolé, zalia rodyklé nurodo produkto su
jterptu ddU®N?TP pozicija.

Jdomu tai, kad Thermo Sequenase ir T7 RNRP mutantas V783M
teiké pirmenybe ddNONTP lyginant su dNTP: Thermo Sequenase
jterpé ddNONTP ~2 Kartus efektyviau, o T7 RNRP V783M net >1000
karty efektyviau uz nemodifikuotus dNTP. Thermo Sequenase
fermentas buvo identifikuotas kaip puikus kandidatas DNR fragmenty
biblioteky paruosimui atliekant PEX ir Zzyméjima ddN°NTP naudojant
DNR matricas.
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3.1.2 ddN®NTP zymeéty nukleoriigiéiy replikacija

Siame tyrime isbandytos dvi ddNONTP konfigiiracijos, kuomet
dideoksinukleotidas buvo konjuguotas prie ON susidarant bazé-
fosfatas jungciai (2.1 pav. B; modifikacijos ON2, ON3, ON4, ONS5,
ONG6, ON8, ON9) arba bazé-bazé jungéiai (2.1 pav. C; modifikacijos
ON1, ON7, ON10). Pastarasis variantas galiausiai buvo atmestas,
kadangi alkino grupé, prijungta prie nukleobazés modifikuoto ON
sudétyje, buvo prieinama tik su pirimidinais, kas priversty jterpti
papildoma nukleotida j [llumina adapteriy sekas. Bazé-fosfatas jungtis
nepriklaus¢é nuo sekos ir jgalino molekuliy Zzyméjima be
nepageidaujamy insercijy. Si konfigiracija buvo iSbandyta
replikacijos eksperimentuose, naudojant ON modifikacija kaip
pradmens hibridizacijos sritj. Buvo identifikuotos egzonukleazinio
aktyvumo neturinéios polimerazés, gebancios atlikti sintezg per
nenaturaly linkerj (lentelé 3.2).

Lentelé 3.2. Jvairiy DNR polimeraziy replikacijos per ddNONTP linkerj
efektyvumas

Polimerazeé Salygos Efektyvumas
Klenow fragmentas (exo-) 30°C 30 min +
Thermo Sequenase +
Platinum™ SuperFi™ 95°C 1 min, 60°C 1 min, -
Phusion U 72°C 15 min -
Phusion (exo-) ++

. 95°C 1 min, 60°C 1 min,
Phusion (exo-) 790C 10 min ++
. 95°C 1 min, 60°C 1 min,
Phusion (exo-) 12°C 5 min +
SuperScript™ IV 50°C 30 min +

- linkerio perskaitymas nedetektuotas, + detektuotas, taciau neefektyvus perskaitymas
(efektyvumas iki 10%), ++ geras perskaitymo efektyvumas (>20% efektyvumas)

Phusion exo- fermentas pasizyméjo geriausiu perskaitymo per
nenatliraly linkerj efektyvumu naudojant vieng sintezés ciklg (25-
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30%). Efektyvumas priklausé nuo reakcijos laiko, Phusion exo-
pasieké didziausia efektyvuma 10 min. reakcijoje.

3.1.3 Linijinio amplifikavimo produkty Zyméjimas

DNR ir RNR polimerazés turi savitus mechanizmus, skirtus
atpazinti nekanoninj cukry turin¢ius nukleotidy analogus. Substrato
atpazinimo veiksniy supratimas jgalinty fermenty kataliziniy savybiy
iSplétimg. Ypatingai jdomi galimybé buty RNR polimerazés
pavertimas DNR polimeraze, tai leisty izoterminése salygose sintetinti
vgDNR.

Siekiant sukurti naujg linijinés DNR amplifikacijos metodg su
integruota galimybe zyméti amplifikavimo produktus tolimesnei
didelio naSumo sekoskaitai, in vitro evoliucijos metodai buvo
pasitelkti T7 RNRP varianty, gebanciy katalizuoti ANTP jterpima,
atrinkimui.

Mutantas V783M parodé geriausius rezultatus su dTTP, dCTP,
dATP ir 2'-F-dGTP substraty mi$iniu (3.2 pav.), todél buvo naudotas
tolimesniuose principiniuose eksperimentuose. N¢é vienas i§ atrasty
varianty negebéjo sintetinti nemodifikuotos vgDNR, tac¢iau GTP
pakeitimas j 2-F-dGTP bei naudojimas kartu su Kkitais
nemodifikuotais deoksinukleotidais buvo sékmingas. 2'-fluoro
modifikacija reik§mingai nekeicia transkripto konformacijos lyginant
su RNR (Zhu et al., 2015), kadangi elektroneigiamas fluoro atomas
uztikrina ] RNR panasiag C3'-endo cukraus konformacija.
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A B 2-FssDNA - V7eam
T7 RNAP mutant . transcript -

Substrate mix V783M | V783L | V689Q | G555L
dTTP, dCTP, ATP, GTP 52 | 25 | 12 | o8 " 4nt
£ marker
dTTP, CTP, ATP, dGTP 2894 | 227 | 918 | 2538
dTTP, dCTP, dATP, GTP 278 | 10 | 10 | 10
dTTP, dCTP, dATP, 2-F-dGTP | 3160 | 10 | 737 | 1375

vvvvv

3.2 pav. Maziau selektyviy substratui T7 RNRP varianty atranka. (A) — T7
RNRP mutantai, gebantys naudoti jvairius NTP ir INTP substraty miSinius.
(B) — transkripto i§ dTTP, dCTP, dATP ir 2'-F-dGTP, susintetinto T7 RNRP
V783M mutanto, elektroforegrama.

Izoterminis Ziedinés DNR regiono padauginimas IVT reakcijoje su
dNTP ir ddNONTP jgalino gauti atsitiktinai terminuoty, Zyméty
transkripcijos produkty biblioteka. Jdomu tai, kad empirinis
optimalaus ddN®NTP ir INTP santykio nustatymas atskleidé, kad T7
RNRP mutantas teikia pirmenybe ddNONTP — vidutinio ~300 bp
dydzio bibliotekos gautos naudojant 5000x modifikuoty terminatoriy
deficita. Sekoskaitos duomeny analizés rezultatai parode, kad
vidutiniskai 93,5% nuskaitymy prisilygino prie referentinés plazmidés
sekos ir dengeé tikéting regiong iSkart uz T7 promotoriaus sekos (3.3
pav.).

Nuskaitymy struktiira atitiko tikéting baziy kompozicija: pirmos 8
bazés pasiskirsté atsitiktinai, kas atitinka randomizuota regiong
ddNONTP sudétyje, o G arba A baziy dominavimas 9-toje padétyje
atitiko ddCTP ir ddUTP jsistatymo pozicijas.

Sis metodas jgalina patogig linijing izoterming DNR amplifikacija
ir paprastg stabiliy transkripcijos produkty procesavima.
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3.3 pav. IVT produkty, susintetinty naudojant dTTP, dCTP, dATP, 2'-F-
dGTP ir ddNONTP substraty miginj, sekoskaita. Grafikas vaizduoja gautg
pTZ19R plazmidés padengima.

3.2 Pusiau taikininé 16S rRNR geno sekoskaita

Siame darbe sukurtas naujas pusiau taikininés 16S rRNR geno
sekoskaitos metodas (st16S-seq), tiesiogiai siejantis kiekvienos 16S
rRNR geno kopijos seka su Salia esan¢iu genominiu regionu. Tali
leidzia tiksliau klasifikuoti ir tiksliau kiekybiSkai charakterizuoti
bakterijy populiacijas (Kapustina et al., 2021a).

Naujo metodo diagnostinis potencialas i$ pradziy buvo jvertintas
in silico analizuojant 13570 deponuoty duomeny bazéje bakteriniy
genomy. Pastebéta, kad prieS 16S rRNR geng esanciy regiony
jtraukimas ] analizg i$ tiesy pagerina klasifikacijos tikslumg rusiy
lygmenyje, be to, geréjimo tendencija stebima jtraukiant vis ilgesnj
genominj fragmentg iki 400 bp. Vidutinis Klasifikacijos tikslumas,
gaunamas naudojant viso ilgio 16S rRNR geno seka, buvo panasus j
V1-V2 regiony kartu su pries srove esanciomis genominémis sekomis.
Individualiy variabiliy regiony klasifikacijos tikslumas buvo zenkliai
mazesnis lyginant tiek su viso ilgio 16S rRNR genu, tiek su V1-V2
regionais, sujungtais su genominiais lokusais.
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Galimybé i sekoskaitos duomeny tiksliai identifikuoti 16S rRNR
geno kopijy skaiciy reikSmingai pagerinty kiekybine taksony analizg.
16S rRNR geno hipervariabilios sritys geb¢jo patikimai atskirti ~50%
geno kopijy individualiuose genomuose. Viso ilgio geno seka
padidino identifikuojamy geno kopijy dalj iki 60%, 0 prie§ srove
esan¢iy genominiy regiony sujungimas su V1-V2 arba V1-V9
padidino diskriminacijos efektyvumg iki 99,7% geno kopijy.
Mikrobiomy méginius daznai sudaro artimai giminingy bakterijy
misiniai. Tai apsunkina kiekybine analize, nes skirtingy kamieny
genomuose yra identisky 16S rRNR geno kopijy. Siekiant jvertinti
16S rRNR geno kopijy diferenciacijg tarp kamieny, j analizg¢ buvo
jtrauktos risys su maziausiai dviem kamienais. Nors né vienas
analizés budas nepasieké absoliutaus kopijy atskyrimo, genominiy
regiony jtraukimas leido identifikuoti >80% 16S rRNR geno kopijy,
tuo tarpu vidugeninés sekos atskyré <70% kopijy. Aukstesniame
taksonominiame lygmenyje tarprasiné seky variacija Siek tieck mazina
viso ilgio 16S rRNR geno ir atskiry hipervariabiliy regiony seky
diskriminacine galia, taciau neturi jtakos Salia esanciy genominiy seky
gebéjimui atskirti geny kopijas.

Praktinis st16S-seq metodo iSbandymas buvo pradétas nuo gerai
charakterizuoto E. coli genomo, turin¢io 7 rRNR operono kopijas
(Maeda et al., 2015), analizés. 1§ sekoskaitos duomeny surinkus
kontigus, jtraukiant Salia 16S rRNR geno esanius genominius
regionus, buvo identifikuotos visos 7 16S rRNR geno kopijos. Taip
pat beveik visos 16S rRNR geny kopijos buvo identifikuotos 8-iuose
prokariotiniuose organizmuose, sudaran¢iuose ZymoBIOMICS™
mikrobiomin;j standarta (3.4 pav.). Pazymétina, kad intragenominiai
seky skirtumai atskiruose genominiuose lokusuose yra stebimi
ribiniame atstume nuo 16S rRNR geno, kurj st16S-seq metodas dar
gali patikimai detektuoti naudojant trumpus nuskaitymus, todél Kai
kuriais atvejais ne visos rRNR geno kopijos buvo atskirtos.
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3.4 pav. 16S rRNR geno kopijy identifikavimas naudojant st16S-seq. (A) —
16S rRNR geno kopijy skaiGiai nustatyti ZymoBIOMICS™ standarto
méginiuose. (B) — SeSiy 16S rRNR geno kopijy padengimas Listeria
monocytogenes genome.
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16S rRNR geno kopijy nustatymas leidzia normalizuoti
nuskaitymy skaiciy tiksliam kiekybiniam taksony pasiskirstymo
jvertinimui. st16S-seq duomenys parodé stiprig koreliacija su tikétinu
pasiskirstymu abiejuose mikrobiominiuose standartuose:
ZymoBIOMICS méginiuose gauti Pearson koreliacijos koeficientai
0,96-0,97 (3.5 pav. A), o ATCC méginiuose — 0,88-0,90 (3.5 pav. B).
Palyginimui, PGR gristos metodikos pademonstravo prastesnius
(Quick-16S ir NEXTFLEX V1-V3) arba nenuoseklius (EMP,
NEXTFLEX V4, QlAseq ir Swift) rezultatus, kas gali biti paaiSkinta
PGR pradmeny dizaino apsprestais apribojimais ir nevienoda
individualiy 16S rRNR hipervariabiliy regiony diskriminacine galia
(Klindworth et al., 2013; Winand et al., 2019; Soriano-Lerma et al.,
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3.5 pav. st16S-seq metodo validavimas su mikrobiominiais standartais ir

palyginimas su tradicinémis technologijomis. (A) - nuskaitymy
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pasiskirstymas tarp bakteriniy genéiy bibliotekose, paruoStose i$
ZymoBIOMICS™ DNR. Skai¢iai vir§ stulpeliy nurodo Pearson koreliacijos
koeficientus tarp tikétino ir gauto pasiskirstymo. Kiekvienam méginiui
parodyti 2 techniniai pakartojimai. (B) — nuskaitymy pasiskirstymas tarp
bakteriniy genéiy bibliotekose, paruostose i ATCC MSA-1002™ DNR.
Skaiciai vir§ stulpeliy nurodo Pearson koreliacijos koeficientus tarp tikétino
ir gauto pasiskirstymo. Kiekvienam méginiui parodyti 2 techniniai
pakartojimai.

Prie§ 16S rRNR geng esan¢iy seky informacija pagerino
klasifikacijos tikslumg rasiy lygmenyje. Buvo jvertintas bakteriniy
rasiy  klasifikacijos tikslumas mikrobiominiuose standartuose
naudojant tiek sujungtas (angl. merged), tiek nesujungtas (angl.
unmerged) nuskaitymy poras. Pastarasis analizés variantas st16S-seq
atveju sugeneravo, kaip ir galima buvo tikeétis, palyginamus su V1-V2
amplikonais rezultatus. PrieSingai, sujungty nuskaitymy pory
naudojimas ir kontigy surinkimas st16S-seq duomenyse leido teisingai
identifikuoti visas bakterines raisis, i$skyrus Streptococcus agalactiae,
o PGR metody tikslumas pakeitus analizés strategija nepageréjo.

Siekiant istirti st16S-seq galimybes charakterizuoti kompleksiskas
bakterijy bendruomenes, buvo nusekvenuotos i§ dirvozemio DNR
paruostos  bibliotekos. Nuskaitymy pasiskirstymo principiniy
komponenciy analizé parodé, kad duomenys, gauti V4 amplikonams
ir su NEXTFLEX V1-V3 rinkiniu formuoja atskirus klasterius, o
st16S-seq ir Quick-16S duomenys aproksimuoja nuskaitymy
pasiskirstyma, gaunama sekvenuojant visg metagenomg. Be to, kai
st16S-seq duomenys buvo iSanalizuoti kaip pseudokontigai, t.y. visi
nuskaitymai, susij¢ su individualiais taksonominiais vienetais, buvo
analizuoti kaip viena visuma, st16S-seq Kklasterizavosi su Vviso
metagenomo sekoskaitos duomenimis dar geriau (3.6 pav.).
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3.6 pav. Kompleksiniy bakterijy bendruomeniy charakterizavimas naudojant
st16S-seq ir tradicines technologijas. Grafikai rodo nuskaitymy
pasiskirstymo tarp bakteriniy risiy principiniy komponenciy analizés
rezultatus. Grafikas deSinéje rodo duomenis, kurie klasterizuojasi $alia viso
metagenomo sekoskaitos duomeny.

Apibendrinant, buvo pademonstruota, kad tiesioginis 16S rRNR
geno V1-V2 sri¢iy sujungimas su prie§ geng esanciais genominiais
regionais reikSmingai pagerina mikrobiomy charakterizavima.

3.3 Geny raiskos analizé

Atliekant geny raiSkos analize su trumpy nuskaitymy sekoskaitos
instrumentais, NKS bibliotekos daznai ruoSiamos taip, kad nuo
kiekvieno transkripto biity sugeneruotas vienas KDNR fragmentas,
dazniausiai atitinkantis sekas $alia 5 arba 3’ transkripto galo.

3’ netransliuojamy regiony (3’ UTR) praturtinimas jgalina 3’ UTR
izoformy, kurios prisideda prie individualiy lgsteliy fenotipinés
jvairovés (Velten et al., 2015), variabilumo tyrimus. Siame darbe buvo
sukurtas naujas didelio naSumo geny raiskos analizés metodas MTAS-
seq, generuojantis NKS bibliotekas i§ 3’ galiniy transkripty regiony
pasitelkiant paprastg vieno mégintuvélio protokolg.

Metodas pirmiausia buvo patikrintas analizuojant bibliotekas
paruostas i§ gerai charakterizuoty HelLa ir UHRR suminiy RNR
méginiy, pridedant j méginius kontroliniy ERCC transkripty misiniy.
99,4 — 99,8% sekoskaitos nuskaitymy prisilygino prie referentinio
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zmogaus genomo ir ERCC transkripty seky su specifiskumu grandinei
>99%. Turint vos 2 mln. nuskaitymy, UHRR méginiuose buvo
detektuota daugiau kaip 19000 geny, o HeLa — beveik 15000.
Atvirkstinés transkripcijos salygos parodé auksta specifiskumg iRNR
nepaisant to, kad pradinis méginys buvo suminé RNR: sekoskaitos
duomenyse praktiskai nebuvo detektuota rRNR seky, be to, kaip ir
buvo galima tikétis, transkripty padengimas koncentravosi $alia 3’
galinio regiono (3.7 pav. A-B).

Siekiant istirti kiekybinj MTAS-seq tiksluma, buvo palyginti
detektuoti ERCC transkripty skaiciai su tikétinais ir pastebéta, kad
detektavus bendrai bent 50 skirtingy ERCC transkripty, koreliacija
(R?) tarp tikétino ir gauto kiekybinio pasiskirstymo yra 0,91-0,94 (3.7
pav. C). Diskriminaciné diferencinés raiskos identifikavimo galia
buvo jvertinta analizuojant ERCC santykiy (tarp ,,Mix 1 ir ,,Mix 2%
kontroliy) detekcija. Kiekvienam santykiui detektavus bent 13 ERCC
transkripty, ploto po kreive (AUC) analizé parodé gera MTAS-seq
diagnosting galig — tikimybé teisingai detektuoti diferencing geny
raiSka buvo >0,96 visiems kiekybiniams santykiams (3.7 pav. D).
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3.7 pav. Duomeny, gauty naudojant MTAS-seq metoda, kokybiniai
parametrai. (A) — RNR tipai detektuoti MTAS-seq bibliotekose, paruostose
i§ gerai charakterizuotos RNR. ] Kity (,,Other”) transkripty kategorija patenka
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ERCC RNR kontrolés, kurios buvo detektuotos dél turimos poliA uodegos.
(B) - tipinis transkripto padengimas. (C) — koreliacijos koeficientas tarp
detektuoty ir tikéting ERCC transkripty skai¢iy MTAS-seq bibliotekose,
paruostose i§ 500 ng UHRR su ~2% ERCC kontrolés, buvo 0,93. I§ viso
detektuoti 55 skirtingi ERCC transkriptai. (D) — erccdashboard analize,
vertinanti diferencinés raiSkos detekcijos tiksluma.

Norint patikrinti ar aukstos kokybés NKS bibliotekos gali biti
paruostos tiesiogiai eukariotiniy lasteliy lizatuose, taip leidziant
nedaryti RNR gryninimo zingsnio, i§ HEK-293 Igsteliy pirmiausiai
buvo i8skirta suminé RNR ir pamatuotas apytikslis RNR kiekis
vienoje lasteléje — 12 pg. Tuomet buvo paruostos MTAS-seq
bibliotekos i§ jvairiy HEK-293 lasteliy kiekiy ir lygiagreCiai — i$
atitinkamo kiekio grynos suminés RNR. Kiekvienam méginiui daryti
4 techniniai pakartojimai.

Vidutiniskai 99,1% sekoskaitos nuskaitymy prisilygino prie
7zmogaus genomo lizaty méginivose ir 99,2% - grynos RNR
méginiuose. Gautas labai geras geny detekcijos galimybiy atitikimas
tarp RNR ir lizaty méginiy (3.8 pav.) ir aukStas techninis
atsikartojamumas ruoSiant NKS bibliotekas Igsteliy lizatuose.
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3.8 pav. Detektuoty geny skaic¢iai MTAS-seq bibliotekose, paruostose is
lasteliy lizaty ir grynos RNR. 1 — 120 ng RNR arba 10000 lasteliy, 2 — 12 ng
RNR arba 1000 lasteliy, 3 — 6 ng RNR arba 500 lasteliy, 4 — 1,2 ng RNR arba
100 lasteliy, 5 — 0,12 ng RNR arba 10 Iasteliy.

Detected genes counts
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Tiesioginio biblioteky paruosimo lasteliy lizatuose metodas buvo
pritaikytas kitos rusies lasteléms — pelés BALB/3T3 fibroblastams.
Gauti aukstos kokybés sekoskaitos duomenys patvirtino MTAS-seq
metodo patikimuma bei galimybe analizuoti mazus RNR kiekius.

MTAS-seq duomeny kokybé buvo palyginta su komerciniu
rinkiniu, generuojanéiu panasios struktiiros bibliotekas. MTAS-seq
pasirodé geriau specifiSkumo iRNR prasme, ta¢iau kai pradinis RNR
kiekis buvo labai mazas, MTAS-seq detektavo maziau geny palyginus
su tradiciniu metodu (lentelé 3.3). Mazesn]j jautruma galéjo nulemti
ribotas atvirkstinés transkripcijos su modifikuotais terminatoriais
efektyvumas esant mazam RNR matricos kiekiui.

Lentelé 3.3. Techniniy parametry tarp MTAS-seq (,,ddNONTP*) ir tradicinio
metodo (,,Trad.”) palyginimas. Visi méginiai ruosti atliekant 3 techninius
pakartojimus; sekoskaitos gylis buvo 2 min. nuskaitymy méginiui. Nurodytos
reik§més yra vidurkiai + standartiniai nuokrypiai.

Parametras UHRR e
ddNONTP Trad. ddNONTP Trad.

Prilyginti 99.45£0.03  99.05£0.39  99.68+0.05  99.01+0.77
nuskaitymai, %
SpecifiSkumas 99.2140.06  98.58:030  99.50+0.04  99.14£0.10
grandinei, %
Baltymus
koduojantys 91.71+0.31 74.07+4.74  91.38+0.18  73.90+2.16
genai, %
rRNR tar$a, % 0.06+0.02 7.51+3.94 0.03+0.01 9.5123.73
Geny skaicius 1904623 19124+54 14874420 15032+10
(500 ng)
Geny skaicius 18745438 1865622 14443422 14794+59
(100 ng)
Geny skaiius 15633163 151344926 11877415 11554+334
(10 ng)
Geny skaicius 1273473 0938+393 5055455 7388+602
(0.5ng)
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ISVADOS

. 5-pakeisti 2’,3'-dideoksipirimidiny ir 7-deaza-7-pakeisti-2’,3'-
dideoksipuriny  nukleotidy analogai, turintys 22-67 nt
oligonukleotidines modifikacijas, konjuguotas per triazolo zieda
turin€ig jungtj, yra substratai Thermo Sequenase, CycleSeq,
Sequenase V2.0, T7 DNR, Phusion exo-, TdT polimerazéms,
Maxima, SuperScript 1V, SuperScript II, RevertAid, ZIV
atvirkstinéms transkriptazéms bei poliU RNR polimerazei.

. In vitro evoliucijos budu identifikuotas T7 RNR polimerazés
mutantas V783M, gebantis sintetinti transkriptus i§ dTTP, dCTP,
dATP ir 2’-F-dGTP bei jterpinéti ddNONTP, generuojant atsitiktinai
terminuotus transkripcijos produktus, pazymétus oligonukleotidu
3’ gale.

. Klenow fragmentas (exo-), Thermo Sequenase, Phusion exo- ir
SuperScript IV geba sintetinti komplementarig DNR grandine per
nenatiiralia ddNONTP jungtj.

. Thermo Sequenase fermentas pazymi sintetinamas DNR grandines
ddNONTP pradmeny pratgsimo reakcijose esant pradmenims ir
vgDNR arba dgDNR matricoms. Gaunami fragmentai sudaro
charakteringos struktiiros sekoskaitai paruosta biblioteka:
fragmenty 5’ galai atitinka pratgsimui naudoty pradmeny sekas, o
3' galy pozicijos pasiskirsCiusios atsitiktinai dél stochastinio
modifikuoty dideoksinukleotidy jterpimo pobudzio.

. Naujas pusiau taikininés sekoskaitos metodas, sujunges 16S rRNR
geno V1-V2 regiony sekas su genominémis sekomis, esanc¢iomis
pries 16S rRNR geng, reikSmingai pagerino mikrobiomo
charakterizavima. Naujas metodas jgalina nustatyti 16S rRNR
geno kopijy skaiCiy bei reikSmingai pagerina klasifikacijos
tiksluma risiy lygmenyje.

. SuperScript IV pazymi sintetinamas kDNR grandines ddN°NTP
atvirkstinés transkripcijos reakcijoje esant pradmenims ir RNR
matricoms. Gaunami kDNR fragmentai sudaro sekoskaitai tinkama
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biblioteka, praturtintg 3' UTR/poliA regionais arba dengiancig visa
transkripto ilgj, priklausomai nuo naudoty pradmeny seky.

. Naujas 3’ iRNR sekoskaitos metodas paremtas ddN°NTP zyméjimu
tinka tiek tradicinei RNR sekoskaitai, tick pavieniy lasteliy
analizei. Naujas metodas lenkia tradicinius biblioteky ruoSimo
btdus specifiSkumu iRNR, taciau nusileidzia jautrumu, kuomet
méginyje RNR kiekis labai mazas (<10 ng suminés RNR).
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