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SANTRUMPU PAAISKINIMAI

APS — Amonio persulfatas

Boc — tret-butiloksikarbonil

Boc.0O — Di-tret-butildikarbonatas

BMR — Branduoliy magnetinis rezonansas
DCC — N,N'-Dicikloheksilkarbodiimidas
DCU — N,N'-Dicikloheksilur¢ja

DMAP - N,N-Dimetilaminopiridinas
DMF — N,N-Dimetilformamidas

ddNTP — Dideoksinukleozido trifosfatas
dNTP — Deoksinukleozido trifosfatas
EDTA - Etilendiamintetraacto riigstis
Fmoc - Fluorenilmetoksikarbonil

HBT - Hidroksibenzotriazolas

HPLC-MS — Tandeminé¢ skys¢iy chromatografija ir masiy spektrometrija
NHS — N-Hidroksisukcinimidas

NKS — Naujos kartos sekoskaita

PEX — Pradmens prailginimas

PFP — Pentafluorfenolis

PGR — Polimeraziné grandininé reakcija
PNK — Polinukleotidy kinazé

PNP — p-Nitrofenolis

SalPCI — Salicilfosforchloritas

TBA — Tributilaminas

TBAPP — Tributilamonio pirofosfatas
TBE — Tris/BoratassEDTA

TdT - Terminaliné deoksinukleotidy transferazé
TEA - Trietilaminas

TEMED - Tetrametiletilendiaminas



TLC — Plonasluoksné chromatografija

TMP — Trimetilfosfatas



IVADAS

Nukleotidai yra organinés molekulés, turincios labai platy pritaikyma. Natiiraltis
nukleotidai yra DNR ir RNR monomerai, jie taip pat svarbiis lastelés metabolizmui. Nukleozidy
trifosfatai ATP, GTP, CTP ir UTP lasteléje atlicka energijos pernasos funkcija, kuri reikalinga
aminorugsciy, baltymy, lastelés membranos sintezei ir t.t. Nukleotidai taip pat dalyvauja
lasteliniame signalo perneSime bei atlieka kofaktoriy vaidmenj. Tad nieko nestebina, jog
nattiraltis bei modifikuoti nukleotidai yra placiai tyrinéjami. Modifikuoti nukleotidai pasitelkiami
jvairiems lastelinés ir molekulinés biologijos eksperimentams. Sie junginiai naudojami kaip
substratai polimerazéms, tiriami kaip fermenty slopikliai, taip pat Zymimi fluorescencinémis bei
radioaktyviomis Zymémis.

Norint i§saugoti Watson-Crick pory susidaryma, nukleobazés dazniausiai
modifikuojamos pirimidiny C5 ir 7-deazapuriny C7 pozicijose. Nukleotidy modifikacijos kitose
pozicijose yra praséiau istirtos. Kol kas zinoma labai nedaug informacijos apie modifikacijas
puriny N°® ir O bei pirimidiny O* ir N* pozicijas, tad $io darbo tikslas buvo susintetinti
literatiiroje neaprasytus N* pozicijoje aminoriigitimis modifikuotus 2'-deoksicitidino 5'-
trifosfatus ir juos panaudoti biocheminiuose tyrimuose, tiriant minétus junginius kaip substratus
polimerazéms.

Tikslui pasiekti sudaryti Sie uZzdaviniai:

e Blokuotomis aminortigstimis modifikuoty 2'-deoksicitidino nukleozidy sintezé
e Deblokuotomis aminortigs§timis modifikuoty 2'-deoksicitidino nukleozidy sintezé
e Susintetinty nukleozidy fosforilinimas iki nukleozidy 5'-trifosfaty

e Susintetinty junginiy biocheminiai tyrimai naudojant polimerazes



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Nukleozidai, nukleotidai ir jy panaudojimas

(2'-Deoksi)nukleozidai ir jy 5'-trifosfatai [(d)NTP] yra gyvybiskai svarbios biomolekulés,
atliekancios funkcinius bei struktirinius vaidmenis biologinése sistemose. Polimerazés
naudodamos nattralius (d)NTP sintetina nukleortigstis tiek in vitro, tiek in vivo, o adenozino 5'-
trifosfatas (ATP) yra universali lastelés valiutal. ATP yra pagrindinis energijos 3altinis
lastelinéms funkcijoms — dauguma reakcijy, vykstanciy Iastelés viduje, priklauso nuo ATP
hidrolizés®. ATP taip pat atlieka ir svarby alosterinj vaidmenj, reguliuodamas Iastelés
metabolizma®*. Cikliniai mononukleotidai (CAMP® ir cGMP®) yra antriniai signalo nesikliai, o
dinukleotidai atlicka kofaktoriy vaidmen;j”®°.

Struktiiriniai nukleozidy ir jy trifosfaty analogai pasizymi labai jvairiomis biologinémis
savybémis. Sie junginiai naudojami kaip fermenty slopikliai'®, substratai nukleotidus
prisijungiantiems baltymams!!, Zymimi radioaktyviomis'? bei fluorescencinémis®® Zymémis.
Modifikuoti nukleozidy 5'-trifosfatai pasitelkiami aptamery kiirimui, kurie naudojami
terapijojel*, vaisty pernesimui®®, diagnostikai®, funkcinei genomikai'’ bei biojutikliams®®. Taip

pat zinoma, jog kai kurie nukleozidy bei nukleotidy analogai pasizymi priesvézinémis®® ir

0 savybémis. Priesvéziniai nukleozidy analogai slopina lasteline DNR

prievirusinémis?
replikacijg ir reparacija, o prie$virusiniai agentai - virusinio genomo replikacija. Nukleozidy
analogai yra neaktyviis provaistai ir, norint juos paversti farmakologiskai aktyviomis trifosfaty
formomis, reikalingas tarplastelinis fosforilinimas®:?2, Nukleozidy analogai naudojami jvairiy
ligy gydymui. Azidotimidinas pasitelkiamas ZIV gydymui ir prevencijai?®, pirimidiny
nukleozidy analogai naudojami pries piktybinius auglius?*, o puriny nukleozidy analogy
imunoslopinan¢ios savybés padeda isvengti atmetimo reakcijos po organy transplantacijos?2,
Déel NTP vaidmens beveik visuose lgsteliniuose procesuose, nukleotidy analogai placiai
naudojami lgstelinés ir molekulinés biologijos tyrimuose. Fluorescenciskai zymeéti nukleotidy
analogai yra jautriis zondai, tinkami tirti nukleorfigs¢iy struktiirai, dinamikai ir sgveikoms?’ 28,
Didziulis tokiy zondy pliusas — struktiiriniy ir cheminiy savybiy panaSumas j natiiralias
nukleobazes. Palyginus su didesniais chromoforais, j oligonukleotidus jterpti zyméti nukleotidai

nesukelia ryskiy struktiiriniy ar cheminiy pakitimy, iSkreipianc¢iy matavimy duomenis.



DNR polimeraziy katalizuojamas modifikuoty nukleotidy jjungimas yra svarbus
daugybéje biotechnologiniy sri¢iy?®. Naujos kartos bei pavieniy molekuliy sekoskaita sukélé
molekulinés genetikos revoliucijg - modifikuoty dNTP panaudojimas jgalino pilng genomo sekos
nuskaityma, leidziantj aptikti genetinius pakitimus, lemian¢ius jvairias ligas*>®!. Kita
technologija, besiremianti chemiSkai modifikuotais nukleotidais — in vitro aptamery,
pasizyminéiy dideliu giminingumu ir specifiskumu taikiniui, atrinkimas (SELEX)2.
Technologijos déka galima aptikti jvairius ligai-specifinius bioZymenis ir informacijg panaudoti
diagnostikai bei gydymui3334,

Dazniausiai atlickamos nukleobaziy modifikacijos yra pirimidiny C5 ir 7-deazapuriny C7
pozicijose, kadangi Sios pozicijos nepaveikia Watson-Crick pory susidarymo ir lokalizuojasi
didziajame DNR duplekso griovyje (pav. 1), taip minimizuojant jtaka fermentiniam aktyvumui?®.
Siose pozicijose modifikuoti nukleotidai yra puikis substratai pradmens prailginimo (PEX)
reakcijoms bei polimerazinei grandininei reakcijai (PGR). Tam tikri dNTP, turintys

modifikacijas minétose pozicijose, yra dar geresni substratai Sioms reakcijoms nei natiiraliis

nukleotidai®®>%.
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Pav. 1. 2'-Deoksinukleozidy 5'-trifosfaty struktiira ir jy sudaromos Watson-Crick baziy poros. Punktyriné

linija vaizduoja vandenilinius rySius.

Nukleotidai, turintys pakaitus pirimidiny C6 ir puriny C8 pozicijose yra prastesni
substratai polimerazéms®"8, Nukleotidai su mazais pakaitais, pvz. 8-brom- ir 8-metil-dATP, yra
tinkami substratai DNR polimerazéms, taciau dNTP, turintys didesnes modifikacijas, pvz. 8-
fenil, néra jjungiami®®.

Modifikacijos kitose nukleobaziy pozicijose, kaip puriny N®ir O° bei pirimidiny O* bei

N*, yra istirtos maZiau. Yra zinoma, jog O*-alkilintas timidinas ir Of-alkilintas guanozinas



sukelia mutagenines DNR pazaidas*’, o N*-acetilcitidinas aptinkamas keletame tRNR ir rRNR*.
Tiriant 2'-deoksicitidino 5'-trifosfatus, N* pozicijoje turinéius jvairaus dydzio pakaitus:
mazesnius (acetil-, heksil-) ir didesnius (nikotinoil-, acetilbenzoil-, benzoilbenzoil-), nustatyta,
jog jvairios polimerazés (Tag, KF (exo-), TdT, Bsm, ¢29) geba junginius panaudoti kaip
substratus ir sékmingai juos jjungti j oligonukleotidus*. Pakaitai, esantys N* pozicijoje, neturi
jtakos vandeniliniy ry$iy susidarymui ir tokiec dNTP sékmingai sudaro baziy poras Su guaninu.
Jdomu tai, jog N*-acil- ir N*-alkoksikarbonil-2'-deoksicitidino nukleotidai sudaro unikalias baziy
poras su adeninu®®. Jprastai netinkamai suporuoti A ir C nukleotidai sudaro Wobble tipo
vandenilinius ry$ius* (Pav. 2a), o N*-alkoksikarbonil-2'-deoksicitidino trifosfaty atveju
pastebimi vandeniliniai rysiai, susidarantys tarp C-*NH ir A-IN bei C-O%"*" ir A-°NH) (Pav. 2b).
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Pav. 2. a Adenino ir citozino sudaroma Wobble tipo baziy pora. b Adenino ir N*-alkoksikarbonil-citozino

sudaroma baziy pora. Punktyrinés linijos vaizduoja vandenilinius rysius.

1.2. Amidinio rysio susidarymas

Amidinis rySys placiai aptinkamas tiek nattiraliose, tiek sintetinése molekulése. Amidy
funkciné grupé jungia aminortgstis ir jgalina baltymy molekuliy susidarymg. Baltymai — itin
svarbios biologinés molekulés, atsakingos uz fermenting Katalizg, jie taip pat atlieka transporting
bei mechaning funkcijas, suteikia jmuning apsaugg. Amidy svarba biologinése sistemose
nesibaigia, jie randami galybéje jvairiy molekuliy, jskaitant ir vaistus*®. Karboksamidai yra
neutralios, stabilios molekulés, pasizymincios tiek donorinémis, tiek akceptorinémis vandenilinio

ry§io savybémis?®,



Gyvose sistemose dauguma amidiniy rysiy suformuoja ribosomos*’. Ilgi bei sudétingi
baltymai surenkami i§ pavieniy aminorugsciy, selektyviai aktyvuojant pasirinkta aminoriigstj ir
prijungiant ja prie baltymo grandingés. Sj veiksmg koordinuoja daugybé makromolekuliy,
iskaitant mRNR, tRNR, aktyvuojancius fermentus bei kofaktorius. Deja, bet chemikai negali sau
leisti dirbti pavieniy molekuliy lygmenyje, tad reikia naudoti metodus, jgalinancius dirbti su
trilijonais molekuliy. Amidiniai rySiai jprastai formuojami sujungiant karboksirtigstis su aminais,
taciau $iy junginiy sgveika jprastomis salygomis nevyksta spontaniSkai. Dazniausiai pirmasis
amidinio rysio sintezés zingsnis yra karboksirtigsties aktyvavimas, kuris atliekamas
karboksirtigsties -OH grupe pakei¢iant lengvai nueinancia grupe X (1 schema). Jprastai
karboksirtigtys yra ver¢iamos riigsciy halogenanhidridais, anhidridais arba aktyviais esteriais.
Tuomet aktyvuota karboksiriigstis paveikiama aminu susidarant amidui. Kiekvienu atveju svarbu
pasirinkti tinkamg sintezés metoda, kuris leisty pasiekti optimalig iSeiga, lemty maza pasaliniy

produkty susidaryma, pasizymety geru selektyvumu ir biity ekonomiskas.

i Aktyvacija j\ R- NH2 )J\ R

R™ "OH R X

1 Schema. Karboksirtigsties aktyvacija ir amidinio rysio SUSIdarymas.

1.2.1. Amidy sintezé naudojant acilchloridus

Vienas lengviausiy budy aktyvuoti karboksirtig§t] — paversti jg acilchloridu. [prastai tam
naudojamas tionilchloridas (SOCI)*, oksalilchloridas (COCI)*, fosforo trichloridas (PCls)> ar
fosforilchloridas (POCI3)%. Zemiau pateikiama karboksirfigsties aktyvavimo tionilchloridu

schema.

(0] 0]
)k/\u )J\)(”) + H I — )]\ +SOZ+ HCI

Cl~ Q’CI \Q_I/ R™ Cl

2 Schema. Acilchlorido formavimosi mechanizmas naudojant tionilchlorida.



Pagrindinis chlorinanc¢iy reagenty naudojimo trukumas — HCI formavimasis. Kai kurie
substratai (pvz. Boc apsaugine grupe turintys aminai) yra jautras riigstims ir reikalauja
neriigstiniy reakcijos salygy.

Susintetinus rugsties chlorida, Sis toliau paveikiamas norimu aminu ir gaunamas amidas

(3 schema).

0 R'-NH 9
RJ\CI 2, RJ\N’R' + HCI
H

3 Schema. Riigsties chlorido reakcija su aminu.

Tam, kad aminas nereaguoty su HCI ir nesusidaryty neaktyvi HCI druska, reakcijos metu
naudojama papildoma bazé. [prastai tam pasirenkamas nenukleofilinis tretinis aminas (TEA,
Hinig bazé ar N-metilmorfolinas). Reakcijos daznai pagreitinamos katalitiniu kiekiu piridino ar

N,N-dimetilaminopiridino (DMAP)®2, Katalitinis piridino vaidmuo pavaizduotas Zemiau.

0
o = R_<N+ cr o] =
L+ | + R-NH, — N +RNH, —~ M g+ [
R Ny | R™ N N
~ H

4 Schema. Piridino katalitinis vaidmuo amidinio rySio formavimesi.

1.2.2. Amidy sintezé naudojant rigsciy anhidridus

Anbhidridai pasiZymi geru reaktyvumu su jvairiais nukleofilais: alkoholiais, tioliais bei
aminais. Amidy sintezei naudojami tiek paprasti simetriski, tiek sudétingesni, izouréjos ar
fosforo riigsties, anhidridai.

Simetriski anhidridai gaunami kaitinant norimg karboksirtigstj arba paveikiant dvi

riigities molekules vienu dicikloheksilkarbodiimido (DCC) ekvivalentu® (5 schema).
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5 Schema. Simetrinio riigsties anhidrido paruosimas naudojant DCC.

Gautas anhidridas paveikiamas norimu aminu ir susidaro amidas (6 schema). Reakcija
nereikalauja papildomos bazés ir tinka peptidy sintezei. Pagrindinis truikumas — sintezés metu

sunaudojama tik pusé riigsties, tad jeigu rugstis yra brangi, tai gali biiti problema.

(@] (0] R'-NH, (@] (@) (@] (0]
e ' v+
R)ko)LR R)kﬂ’R * RJ\O‘ -~ R)LH’R R)J\OH
2

6 Schema. Ragsties anhidrido reakcija su aminu.

Norint iSvengti riig§ties Svaistymo, sukurti metodai, kuriy metu gaunami misris
anhidridai®*, prie karboksirfigsties prijungiant pigesnius junginius, pvz. pivalio chloridg™ (7
schema). Taciau tokiy reakcijy metu norima karboksirtigstis gali reaguoti su anhidridu susidarant

simetriSkam anhidridui. Taip pat, aminas gali reaguoti su bet kuria anhidrido karboniline grupe

susidarant miSriems reakcijos produktams.

(0]

Cl)§< o O 0

0
R-NH -
RJ\O — RJ\”’R + HOJ><

7 Schema. Amido sintezé naudojant pivalio anhidrida.

0
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1.2.3. Amidy sintezé¢ naudojant aktyvius esterius

Amidy sintezés metu karboksirtigstis neretai pirmiausia yra paverciama aktyviu esteriu.
Toks metodas yra patrauklus dél keleto priezasCiy. Aktyviis esteriai dazniausiai yra stabilis, tad
iSgryninus juos galima laikyti ilgg laika, taip pat jie gerai reaguoja su jvairiais nukleofilais esant

Svelnioms sglygoms (8 schema).

O O
R'-NH,
Rll Rl ||-
R)ko/ _— R)ku/ + R"-OH

8 Schema. Aktyvaus esterio reakcija su aminu.

Aktyviy esteriy sintezei pasitelkiami jvairiis alkoholiai: peptidy sintezei dazniausiai
naudojamas hidroksibenzotriazolas (HBT), p-nitrofenolis (PNP)* ir pentafluorfenolis (PFP)®%,
PFP taip pat rekomenduojamas naudojant heterociklines riigstis®® ar Fmoc apsaugine grupe
turin¢ias aminortigstis®®. N-Hidroksisukcinimido (NHS) esteriai®® neretai pasirenkami dél lengvo
gryninimo, kurj lemia geras tirpumas vandenyje. Sukcinimidilesteriai gaunami reaguojant
norimai karboksirtigs¢iai su DCC, kaip aprasyta anksé¢iau, tuomet gautas tarpinis esteris in situ
reaguoja su NHS susidarant aktyvuotam NHS-esteriui (9 schema).

9 Schema. NHS-esterio susidarymas.

1.3. Apsauginiy grupiy naudojimas

Chemingés sintezés metu naudojant substratus, turin¢ius daugiau nei vieng funkcine grupe,
bitina apsaugoti grupes, kuriy reakcijos yra nepageidaujamos. Tam pasitelkiamos apsauginés

grupés. Reikia pasirinkti tokig apsaugine grupe, kuri atitikty Siuos reikalavimus:

10



e Selektyviai reaguoty tik su norima funkcine grupe ir sudaryty stabily junginj esant
Svelnioms sglygoms.

e Selektyviai pasiSalinty, atkuriant prading funkcing grupe.

e Turéty minimaly papildomy funkciniy grupiy kiekj, jog buty iSvengta pasaliniy
reakcijy.

Iprastai cheminés sintezés biidu formuojant amidinj rysj ir substratais naudojant
aminoriigitis, aminogrupés apsaugojimui naudojamas di-tret-butildikarbonatas (Boc20)®%.
Aminai paverc¢iami N-tret-Boc dariniais vykstant reakcijoms su Boc2O terpéje esant organinés
(pvz. DMAP®3) ar neorganinés (pvz. NaOH®*) bazés. Reakcija atliekama kambario temperatiiroje

ir jprastai pasiZymi puikia iSeiga.

0]

Boc,0, kamb. t.
R-NH, o2, @M~ g )J\OX

DMAP arba NaOH ”

10 Schema. Aminogrupés apsaugojimas naudojant Boc,O.

Egzistuoja daugybé metody Boc apsauginés grupés pasalinimui. Daznai naudojama
rugstiné aplinka: pasitelkiant CF3COOH, HCI, HNO3z ar H2SOa4, taip pat Lewis raigstis (ZnBry,
BiCls ir t.t.)%, Kai kuriais atvejais naudojamos bazinés salygos®’. Ta¢iau verta paminéti, jog
visi Sie metodai turi truikumy: reikalinga reakcijos miSinio neutralizacija, naudojami
katalizatoriai gali buti brangiis. Norint i§vengti minéty bédy, Boc apsauginés grupés pasalinimui
galima naudoti vanden;®®°. Yra Zinoma, jog subkritinis vanduo (150 < T <370 °C; 0,4 <p <22
MPa) pasizymi gerokai didesne H* ir OH" jony koncentracija, nei kambario temperatiiros
vanduo, tad toks vanduo kai kuriose reakcijose gali pakeisti riigitinj ar bazinj katalizatoriy’®. Boc
apsauginé grupé¢ pasalinama substratg tirpinant vandenyje ir pakeliant reakcijos misinio
temperatiirg iki 150 °C (11 schema). Priklausomai nuo naudojamo substrato, reakcija trunka 0,5-
4 val., o iSeiga siekia 50-100 %.

0]

H,0
R. JKOX —Z2— R-NH,

N 150 °C
H

11 Schema. Boc apsauginés grupés pasalinimas naudojant vanden;.
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1.4. N*-(a-Aminoacil)citidiny persitvarkymas j N-(4-citidinil)aminoriig§¢iy amidus

Kadangi nukleozidai ir jy analogai atlieka svarby vaidmenj kaip priesvéziniai’® ir
priesvirusiniai’? agentai, kuriamos naujos strategijos pagerinti jy savybéms. Vienas tokiy vaisty —

gemcitabinas’® (Pav. 3), skirtas gydyti kriity, gimdos, kasos bei §lapimo piislés véziui.

NH,
»

F
OH F

Pav. 3. Gemcitabinas.

Ieskant biidy sukurti stabilesne vandenyje tirpia gemcitabino provaisto forma J.
McCarthy su kolegomis susintetino keleta gemcitabino aminoacilamidy, prie gemcitabino
prijungiant keletg skirtingy aminoriigs¢iy’#. Sintezé buvo vykdoma uzblokuojant aminoriigsties
aminogrupe Boc apsaugine grupe, tuomet aminoriigstj prijungiant prie gemcitabino N*-
aminogrupés ir galiausiai atliekant Boc apsauginés grupés pasalinimg. Pastebéta, jog pasalinus
Boc grupe jvyksta molekulés persitvarkymas (12 schema). Laisva a-amino grupé atakuoja
citidino 4-gja pozicija, skyla rySys tarp citozino bazés ir amidinio azoto atomo. Atlikus platesnius
tyrimus padarytos i§vados, jog pirminis N*-(a-aminoacil)-gemcitabinas persigrupuoja j N-(4-
gemcitabinil)aminoriigSties amidg esant neutralioms ar Svelniai bazinéms saglygoms.
Persitvarkymo reakcija vyksta tuomet, kai naudojama aminortigstis turi pirming ar antring

aminogrupe, o esant Zemam pH ar tretinei aminogrupei persitvarkymas nevyksta.

o) R

oy oy

12 Schema. N*-(a-Aminoacil)citidiny persitvarkymo reakcija.

12



1.5. Nukleotidy sintezé

Kadangi nukleozidy 5'-trifosfatai (NTP) atlieka itin svarby vaidmenj jvairiose biologinése
sistemose, §iy junginiy cheminei sintezei ir jos tobulinimui skiriama daug démesio. NTP sintezés
metu pradiniais junginiais naudojami nukleozidai arba nukleozidy 5'-monofosfatai ir remiamasi
P(IIT) ar P(V) tarpiniy junginiy susidarymu. Visais atvejais itin svarbu uztikrinti bevandeng
aplinka, tam, kad buty iSvengta pasaliniy produkty formavimosi. Net ir pra¢jus daugeliui mety
nuo NTP atradimo, kol kas dar néra sukurto vieno, universalaus, visiems nukleotidams tinkamo
sintezés metodo. Trifosfatus daznai sunku susintetinti, izoliuoti, charakterizuoti bei laikyti.
Daugelyje NTP paruoSimo metody tenka kombinuoti nesuderinamus junginius: joninj kriivi
turincius reagentus (pvz. pirofosfatg) bei lipofilinius substratus (pvz. apsaugines grupes turinéius
nukleozidus). D¢l Sios priezasties sunku rasti reakcijai tinkama tirpiklj. Susintetinti nukleozidy
trifosfatai néra itin stabilis, jy skilimg greitina baziné bei rigstiné aplinka. Gryninant junginius i$
misinio, turincio tiek hidrofilines, tiek hidrofobines priemaisas, reikia iSskirti krtivj turintj,
vandenyje tirpy junginj. Paprastai susintetinti nukleotidai yra gryninami naudojant jony mainy
(sorbentu naudojant DEAE-Sephadex A25, eliuentu - trietilamonio bikarbonatg ar li¢io chloridg)
bei atvirksciy faziy (C-18 kolonéle eliuojant vandens/metanolio miS$iniais) chromatografija.

Nukleozidy trifosfaty 3P BMR spektrai atliekami DO ir paprastai pasizymi trimis
signalais ties -6, -11 ir -22 ppm, Kkurie atstoja vy, a ir B fosforo atomus, ta¢iau cheminiy poslinkiy
vertéms jtakos turi terpés pH bei jonai.

Nukleozidy 5'-trifosfaty sintezei dazniausiai naudojami metodai, kurie remiasi

fosfordichlorato, fosforamidato ar P(111) — P(V) tarpiniais junginiais.
1.5.1. Sintezé per fosfordichloratinj tarpinj junginj
Yoshikawa protokolas’™ yra vienas i3 pirmyjy ir vis dar vienas populiariausiy nukleozidy
trifosfaty sintezés metody. Sintez¢ remiasi selektyvia neapsaugoto nukleozido 5'-

monofosforilinimo reakcija trimetilfosfate (TMP) naudojant elektrofilinj fosforilchlorida

(POCIs). Reakcijos metu gaunamas itin reaktyvus fosfordichlorato tarpinis junginys, kuris in situ
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yra paveikiamas tributilamonio pirofosfatu (TBAPP) sausame dimetilformamide (DMF).

Gaunamas ciklinis trifosfatas galiausiai hidrolizuojamas iki norimo junginio.

o)
POCI3, TMP _B_ TBAPP
HO g —=e M ci—pP-0 g _IBAPP_
OH R OH R
0
0-P-0 0 ¢ 9 9
—~ G PO B ~ O-P-0-P-0-P-0 B
0-P-0 0 O O O 0
o)
OH R OH R

13 Schema. 5'-Nukleotidy sintezé pagal Yoshikawa protokola (B — modifikuota arba natiirali
nukleobazé; R = H, OH arba modifikacija).

Didziausias Yoshikawa metodo privalumas — paprastumas. Sintezé nereikalauja
nukleozido ribozés hidroksigrupiy apsaugojimo, kadangi naudojami trialkilfosfato tirpikliai
nukreipia fosforilinimo reakcija vykti ties 5'-OH’®. Reakcijos vyksta greitai, metodas pritaikomas
jvairiems modifikuotiems nukleozidams, turintiems pakaity bazéje ar cukruje. Sintezés iSeigos
svyruoja nuo mazos iki vidutinés, priklausomai nuo naudojamo substrato. Taciau stiprus
elektrofilinis fosforo reagentas néra tinkamas visiems nukleozidams, sintezés metu formuojasi

daug pasaliniy produkty (14 Schema)’’.

o
|1
HO B 0-P-0 B HO B
:O: o 0] :O:
OH © O OH O OH
0-P-0r 0-P-0 "0-P-0
0 o) 0
2 9 9
0-P-0-P-0-P-0 B
o O O 0 o, O
-P<
O\P/O -O\(ID g/o-
-0 Yo o 0" Yo

14 Schema. Yoshikawa sintezés metu susidarantys paSaliniai produktai (B — modifikuota arba

natrali nukleobazé).
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Nuo sukiirimo metodui pritaikyta keletas pakeitimy. Vienas tokiy — protony kempinés
(angl. proton sponge) panaudojimas pirmoje sintezés stadijoje padidina fosforilinimo greitj’®.
Taip pat pastebéta, jog antrojoje reakcijos stadijoje naudojant acetonitrilg vietoj DMF
iSvengiama Vilsmeier-Haack reagento [(CH3)2NCHCIPOCl] formavimosi, kuris susidaro
vykstant reakcijai tarp DMF ir nesureagavusio POCls. Vilsmeier kompleksas reaguoja su
pirofosfatu bei ribozés 2'- ir 3'-OH grupémis ir taip mazina galuting sintezés iseiga’®. Verta
paminéti, jog ribonukleozidy monofosforilinimo reakcijai néra reikalinga bazé, o naudojant

deoksiribonukleozidus kaip substratus, tinkamos bazés pasirinkimas yra itin svarbus®.

1.5.2. Sintezé per P(111) — P(V) tarpinius junginius

,.Vieno indo, trijy zingsniy“ metodas pagal Ludwig ir Eckstein®! vis dar yra vienas
patikimiausiy ir populiariausiy modifikuoty nukleozidy trifosfaty sintezés budy. Sios sintezés
metu modifikuotas nukleozidas su apsaugotomis ribozés 2' ir 3'-OH grupémis tirpinamas piridine
ir paveikiamas salicilfosforchloritu (SalPCl), kuris reaguoja su laisva nukleozido ribozés 5'-
hidroksilo grupe. Susidargs aktyvuotas fosfito tarpinis junginys in situ paveikiamas TBAPP
sausame dimetilformamide, iSsiskiria salicilo rtigstis ir susiformuoja tarpinis ciklinis trifosfatas.
Gautas trivalentis P, atoma turintis junginys oksiduojamas jodu, istirpintu piridine,

hidrolizuojamas, susidaro nukleozido 5'-trifosfatas.

0
0
s el o
HO b P-0
o] o” ¢l o o7 TBAPP
> —_—
OAc R OAc R
0
0-P-0 o o o
. J Pp-o B ~ 0-P-0-P-0-P-0 B
'O—Iﬁ—O @) O O O @)
0
OAc R OH R

15 Schema. Nukleozidy 5'-trifosfaty sintezé pagal Ludwig-Eckstein (B — modifikuota arba
natiirali nukleobazé; R = H, OH, OAc arba modifikacija).
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Ludwig-Eckstein metodo metu susidaro maziau pasaliniy produkty nei sinteze atliekant
pagal anksciau aprasSytg Yoshikawa protokola, kas labai palengvina produkto gryninima. Taciau
Sis metodas trunka ilgiau, nes reikalauja nukleozido cukraus OH grupiy apsaugojimo, 0 po
sintezés apsaugines grupes reikia pasalinti. Atliekant reakcijas su citozino, guanino ir adenino
nukleobazes turinciais nukleozidais svarbu apsaugoti egzociklines aminogrupes, kad biity
i§vengta pasaliniy reakcijy®’. Kaip ir Yoshikawa protokolas, Ludwig-Eckstein metodas yra

tinkamas nukleozidams, turintiems modifikacijy tiek nukleobazéje, tiek ribozéje®283,

1.5.3. Sintezé per fosforamidatinj tarpinj junginj

Pries tai apraSyti Yoshikawa ir Ludwig-Eckstein trifosfaty sintezés metodai turi nemazai
trikumy: mazos reakcijy iSeigos, pasaliniy produkty formavimasis, modifikuoty nukleozidy
funkciniy grupiy nesuderinamumas su stipriais elektrofiliniais fosforo reagentais ir t.t. Norint
iSvengti minéty bédy, 2004 m. Borch su kolegomis sukiiré alternatyvy nukleotidy sintezés
metoda®, kuris remiasi labai reaktyvaus fosforamidatinio cviterjono susidarymu (16 Schema).

|9 |9
o > NP-0 B Hp PdiC '/C?/\/\/N—E’—O B
[ — _ —_—
OBn ;0_\( N 76 \/-O-\(
OH R OH R
g ¢
‘0-P-0-P-0-
0} o
*J\l (IP)' 0 0 (IP)I 0 (IP)' 0 E 0
N B oY TR B
— I e R

OH R OH R
16 Schema. Nukleozidy 5°-trifosfaty sintezé pagal Borch (B — modifikuota arba natiirali

nukleobazé; R = H, OH arba modifikacija).
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Borch sintezés metu pirmiausia vykdoma pradinio junginio aktyvacija: O-benzil
apsauging grupe turintis nukleozidas hidrinamas paladziu ant aktyvuotos anglies bevandeniame
tetrahidrofurane kambario temperattiroje. PasiSalinant apsauginei grupei susiformuoja reaktyvus
pirolidinio fosforamidato cviterjonas, kuris yra labai jautrus nukleofilinéms atakoms. Junginys in
situ paveikiamas TBAPP, susidaro nukleozido trifosfatas. Metodas sékmingai pritaikytas
farneziltransferazés slopikliy®® bei fosforamidatiniy provaisty®® sintezei, tadiau kol kas néra

placiai naudojamas modifikuoty dNTP sintezei, nes pradinio junginio paruoSimas uzima nemazai

laiko®®,

1.5.4. Sintezé naudojant organinius pirofosfato reagentus

Ieskant paprastesniy, universaliy, daugelio nukleotidy sintezei tinkamy metody,
pritaikomy didesniems sintezés mastams, Jen-Yu Liao su kolegomis sukiiré naujg nataraliy ir
modifikuoty nukleotidy sintezés metoda, kuris yra efektyvus bei nebrangus®’. Si nukleotidy
sintezé paremta naujai sukurtu P(V) organiniu pirofosfato reagentu, turin¢iu per sulfoniletil-
jungtuka prijungta didelg hidrofobine grupe. Toks reagentas skatina P-O rySio formavimasi tarp
a ir B fosfato pozicijy. Sintezei naudojamas aktyvuotas, stiprig nueinancia grupe turintis,
nukleozido 5'-monofosfatas. Bendra sintezés schema pateikiama Zemiau. Nukleotidy sintezés
metu aktyvuotas nukleozido 5'-monofosfatas yra paveikiamas pirofosfato reagentu.
Fosfodiesterinio rysio formavimasi skatina Lewis ragstis - 10 mol. ekv. ZnCl,. Reagentai
maisomi dimetilformamide 3 val. kambario temperatiiroje. Fosforilinimo reakcijos metu susidaro
Siek tiek (1 — 2 %) pasaliniy produkty, tarp jy — dinukleotidy difosfatai, kurie paSalinami
gryninant junginj per silikagelj, eliuentu naudojant 10 % izopropanolio vandeninj tirpala, turintj
1 % Hiinig bazés. I8grynintas nukleotidas toliau deblokuojamas — naudojant koncentruota
amonio hidroksida nuo nukleotido (deoksi)ribozés pasalinama apsauginé grupé. Galiausiai

junginys issodinamas natrio druskos pavidalu naudojant jprastines salygas®.
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1. Sujungimas

R-S Q ¢ LG-P-0 B
IIK _D_O_D_N- + | >
O 0-P-0-P-0 o {Oj 2. Gryninimas per
o O silikagelj
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_ O O (0] (0] (0] (0]
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O‘ morfolino
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\—/
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17 Schema. Nukleotidy sintezé naudojant organinius pirofosfato reagentus. R — prie pirofosfato per
sulfoniletil-jungtuka prijungtas aromatinis pakaitas. LG — nukleozido 5'-monofosfato nueinanti grupé. B —

nattirali ar modifikuota nukleobazé.

1.6. DNR polimerazés biotechnologijose

DNR polimerazés yra placiai aptinkami fermentai, katalizuojantys DNR replikacija
gyvose lgstelése. Jy struktiira primena deSinigjg ranka, kurig sudaro delno, nykscio ir pirSty
subdomenai. Delno domene, kuris yra homologiskas beveik visose 7 DNR polimeraziy Seimose

A, B, C, D, X, Y, RT)®, yra aminori $¢iy liekanos, atsakingos uz katalize, 0 nykscio ir pirSty
y g g
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subdomenai pasizymi labai jvairiomis savybémis tarp skirtingy DNR polimeraziy. Antriniai
domenai, kaip 3'-5' egzonukleazinis ar 5'-nukleazinis, suteikia papildomy fermentiniy funkcijy.

DNR polimerazés taip pat atlieka labai svarby vaidmenj molekulingje biologijoje ir
biotechnologijoje. Siy fermenty déka galimas DNR klonavimas, polimeraziné grandininé
reakcija, DNR sekoskaita, vieno nukleotido polimorfizmy (angl. single nucleotide
polymorphism) aptikimas, viso genomo padauginimas, sintetiné biologija bei molekuliné
diagnostika. Visi Sie metodai kliaujasi DNR polimeraziy geb¢jimu dauginti DNR seka ir gauti
produkta, kuris yra identiSkas pradinei molekulei.

Beveik visos charakterizuotos DNR polimerazés katalizuoja mononukleotidy jjungima |
DNR granding, naudodamos DNR matricg, kaip jjungimo gida, ta¢iau matricos reikalavimas néra
universalus. Terminaliné deoksinukleotidy transferazé (TdT) pasizymi atsitiktiniy nukleotidy
jjungimu substratu naudojant tik viengrande DNR®*%!, Sis fermentas geba panaudoti galybe
jvairiy substraty, kaip 2',3'-dideoksinukleotidai®?, p-nitrofeniletiltrifosfatas®®, 2'-deoksi-L-
ribonukleozidy 5'-trifosfatai®® ir dinukleozidy 5',5'-tetrafosfatai®®. Dél substraty, turinéiy dideles
modifikacijas, toleravimo TdT placiai naudojama in vivo ir in vitro dvigrandziy DNR trukiy
zyméjimui. Pavyzdziui TUNEL® (angl. TdT-mediated dUTP-biotin nick end-labeling) metodas
remiasi TdT gebéjimu prie viengrandés DNR 3'-galy, atsirandan¢iy DNR triikiy vietose,
efektyviai jjungti biotinu zyméta dUMP. Toks zymétas dUMP nesunkiai vaizdinamas
fluorescenciskai zymétu avidinu ar streptavidinu ir leidzia jvertinti DNR triikiy vietas bei
skaiéiy. Si technologija naudojama apoptozés aptikimui. TdT taip pat naudojama kaip
biokatalizatorius sintetiniy oligonukleotidy 3'-galy Zymejimui radioaktyviais ar fluorescenciniais
zondais®"®8. Tokie pazyméti oligonukleotidai gali biiti sulydomi su komplementaria DNR

grandine ir panaudoti nukleortig§¢iy metabolizmo tyrimames.

1.6.1. DNR padauginimas polimerazine grandinine reakcija

Devintajame desimtmetyje sukurta polimeraziné grandininé reakcija (PGR)% sukélé
revoliucija biotechnologijy lauke ir iki Siol yra viena i§ svarbiausiy DNR polimeraziy pritaikymo
viety. PGR metu norima DNR seka yra padauginama eksponentiskai i§ keleto ar net vienos

unikalios matricos kopijos. Reakcija reikalauja specifiniy trumpy DNR pradmeny, kurie yra
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komplementarts taikinio DNR riboms. Standartinei PGR pritaikius jvairius pakeitimus, sukurta
daugybé skirtingiems tikslams tinkamy procediiry: auks$to nasumo (angl. high-fidelity) PGR,
lizdiné (angl. nested) PGR, dauginé (angl. multiplexed) PGR, kiekybiné (angl. quantitative)
PGR, atvirkstinés transkripcijos (angl. reverse-transcription) PGR, viso genomo padauginimas ir
t.t. Reakcija daznai sekama realiu laiku, naudojant dgDNR jautrius dazus'® ar FRET zondus'®® ir
matuojant fluorescencijos intensyvuma kiekvieno ciklo metu. Padaugintos DNR kiekis
proporcingas fluorescencijos intensyvumui, tad nebebiitina atlikti daug laiko uzimancios
agarozés gelio elektroforezés.

Skirtingi metodai reikalauja skirtingy DNR polimeraziy savybiy. Pavyzdziui, patogeny
aptikimui kiekybinés PGR (kPGR) metu yra svarbus didelis PGR selektyvumas ir jautrumas, o
PGR, atliekama klonavimo tikslais, reikalauja didelio replikacijos tikslumo ir patenkinamos
padauginimo iSeigos. Polimerazinése grandininése reakcijose naudojamos termostabilios DNR
polimerazés: A Seimos polimerazés i§ termofiliniy bakterijy bei B Seimos polimerazés 1§
hipotermofiliniy archéjy. A Seimei priklausanti Taq DNR polimerazé pasizymi auks$tu PGR
nasumu ir dél savo 5'-nukleazinio aktyvumo gali biiti naudojama kPGR, naudojant
fluorescenciskai pazymétus hidrolizés zondus. B Seimos polimerazes, kaip pvz. Pfu, KOD ar
Tgo, pasizymi puikiu termostabilumu ir auk§tu naSumu, kuriuos lemia $iy polimeraziy 3'-5'-
egzonukleaziniai domenai, taciau prailginimas vyksta létokai.

Polimerazinéms grandininés reakcijos efektyvumas gali biiti pagerinamas modifikuojant
DNR polimerazes. Prie DNR polimeraziy prisegami DNR prisijungiantys domenai, kaip
tioredoksing prisijungiantis domenas®®? ar spiralé-plauky segtukas-spiralé (angl. helix-hairpin-
helix) domenai'®. Prie Taq ir Pfu DNR polimeraziy prijungus termostabily SSo7d baltyma®
buvo sukurta komerciné Phusion™ polimerazé. Dél prasto DNR polimerazés selektyvumo gali
buti padauginami netinkamai suporuoti pradmenys. Tai daznai vyksta esant Zemesnéms
temperatiiroms, tad DNR polimerazés modifikacija, blokuojanti polimerazés aktyvuma zemoje
temperatiiroje, pagerina PGR rezultatus. Siuo metu naudojamas keletas , kar§to-starto (angl.
“hot-start ") metody, padedandiy i§vengti nespecifiniy reakcijy. Vienas tokiy, Mg?* jony, kurie
yra biitini fermentiniam aktyvumui, pridéjimas tik po pirmojo pasildymo ciklo. Tai galima atlikti
rankiniu biidu arba naudojant magnio jonus, esancius kar$c¢iui neatspariame junginyje (pvz.
amonio magnio fosfate)!%. Naudojant §j metoda, Mg?* jonai tampa pasiekiamais tik reakcijos

miSiniui pasiekus aukstg temperatiirg. Taip pat naudojami ir chemiskai uzblokuoti pradmenys,
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turintys vieng ar du termolabilius 4-0kso-1-pentil-fosfotriesterius -galuose, neleidZiancius

prailginti pradmeny esant kambario temperaturai.

1.6.2. lzoterminis DNR padauginimas

DNR padauginimas esant izoterminéms sglygoms yra PGR alternatyva, pritaikoma
diagnostikai. Sis metodas nereikalauja termociklerio, yra pigus, paprastas naudoti ir geriau nei
PGR toleruoja neiSgrynintuose méginiuose esancius slopiklius bei pasizymi tokiu paciu ar net
aukstesniu jautrumu ir patikimumu klinikinéje diagnostikoje!”1%, Dauguma izoterminio
padauginimo metody naudoja DNR polimerazes, replikacijos metu gebancias iSstumti DNR
granding, esancig pasroviui (angl. downstream), taip pasalinant poreikj terminei denatiiracijai.
Tokioms polimerazéms priklauso A Seimos Bst DNR polimerazé, pritaikoma kilpos-
medijuojamai (angl. loop-mediated) izoterminei amplifikacijai (LAMP)!% bei B $eimos ¢29
DNR polimerazei, kuri pasitelkiama dauginio pakeitimo (angl. multiple displacement)!? bei

riedancio rato (angl. rolling circle) padauginime!*,

1.6.3. Sekoskaitos technologijos

DNR polimerazés jau daugybe mety naudojamos DNR sekoskaitos technologijose. DNR

seka, naudojant fermentinius metodus, pirma kartg nustatyta 1977 metais Sanger ir Coulson*2,

E. coli DNR pol I Klenow fragmentas panaudotas pradmens prailginimo reakcijose su grandinés

terminatoriais dideoksinukleotidais (ddNTP). Reakcijy metu gauti jvairaus ilgio DNR fragmentai

frakcionuoti poliakrilamidinio gelio elektroforeze, juos atskiriant vienos bazés tikslumu ir taip
nustatant visos DNR grandinés sekg. Metodas patobulintas pradéjus naudoti Sekvenaze 2.0 —
bakteriofago T7 DNR polimerazg su paSalintu egzonukleaziniu aktyvumu, kuri ddNTP jungia
beveik taip pat efektyviai kaip ir natiiralius ANTP!3, Fluorescencinius dazus turin¢iy grandinés
terminatoriy suktrimas ir kapiliarinés elektroforezés panaudojimas supaprastino Sanger

sekoskaitos procediirg!411°,
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Grjztami grandinés terminatoriail’®, turintys pasalinamas chemines modifikacijas ties 3'-
OH bei prie baziy prijungtus pasalinamus fluoroforus, stipriai pastiiméjo sekoskaitos
technologijg j priekj ir padéjo sukurti naujos kartos sekoskaitos (NKS) metodus, pasizymincius
didesniu na§umu ir grei¢iu. Viena tokiy - lllumina technologija®'’, naudojanti fluorescencinius
griztamus terminuojancius deoksiribonukleotidus. Metode naudojami trifosfatai turi 3'-O-
azidometileno grupes, sustabdancias DNR sintez¢ po kiekvieno nukleotido jjungimo. Kad biity
imanoma atskirti vieng nuo kito, visi keturi nukleotidai yra papildomai pazymimi pasalinamais
fluoroforais. Nuskaicius jjungta nukleotida, 3'-O-azidometileno grupé bei fluoroforas chemiskai
pasalinami ir atkiirus ribozés 3'-OH grupe vykdomi tolimesni nukleotidy jjungimai. Technologija
naudoja modifikuotag 9°N DNR polimeraze, gebancig i DNR granding jjungti stipriai
modifikuotos substratus!!®. Kitos NKS technologijos, kaip lon Torrent ir 454 sekoskaita, naudoja
natiiralius ANTP substratus ir Bst DNR polimerazg, kuri pasizymi grandinés iSstimimu ir yra
maZiau paveikiama antrinés DNR struktiiros!®?°,

Treciosios kartos sekoskaitos technologijos igalina nuskaityti vienos DNR molekulés
seka realiu laiku. Pacific Biosciences sukurtoje SMRT sekoskaitos technologijoje naudojami
zymétg terminalinj fosfatg turintys polifosfatai, kuriuos | DNR granding jjungia egzonukleazinio
aktyvumo neturinti 29 DNR polimerazé!?!. Sios polimerazés variantas taip pat naudojamas ir

nanopory sekoskaitos technologijose!?,
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2. EKSPERIMENTINE DALIS

'H ir 13C BMR spektrai uzra$yti Bruker Ascend 400 spektrometru. 400 MHz daznis *H
BMR, 100 MHz daznis *C BMR. Cheminiy poslinkiy reikmés pateiktos skaléje m. d.
Medziagy pavyzdziai ruosti juos tirpinant D20 arba DMSO-ds. *H BMR spektry aprasymuose
naudojami Sie sutrumpinimai: s — singletas, d — dubletas, t — tripletas, q — kvartetas, p — kvintetas,
dd — dubleto dubletas, ddq — dubleto dubleto kvartetas, td — tripleto dubletas, m — multipletas.

Reakcijy eiga ir medziagy grynumas buvo sekami plonasluoksne chromatografine (TLC)
analize, naudojant aliuminio ploksteles, padengtas silikageliu (60 F2s4 (Merck)). TLC mobilios
fazés - CHCI3 bei CHCl3z ir MeOH misinys (ttriniu santykiu 9:1 bei 5:1). Gryninant susintetintus
produktus kolonélinés chromatografijos biidu naudota silikageliu 60 (0,063-0,2 mm) (Merck)
uzpildoma kolonélé. Eliuentai — CHCl3 ir CHCIz bei MeOH miSiniai jvairiais tiiriniais santykiais.

Tandeminé skysc¢iy chromatografija ir masiy spektrometrija (HPLC-MS) buvo atlikta
naudojant sistema, sudarytg i§ CBM-20A valdymo bloko, dviejy LC-2020AD siurbliy, SIL-
30AC automatinio bandiniy émiklio ir CTO-20AC kolony termostato, naudojant SPD-M20A
fotodiody gardelés detektoriy ir LCMS-2020 masiy spektrometra su ESI Saltiniu.
Chromatografinis frakcionavimas atliktas naudojant YMC — Pack Pro C18, 150x3 mm kolonélg,
esant 40 °C temperatiirai, vandeninio 0,1 % skruzdziy riigsties tirpalo ir acetonitrilo gradiente.
Masiy spektrai buvo uzraSyti nuo 10 m/z iki 500 m/z, esant 350 °C temperatiirai ir £4500 V
jtampai (neutrali DL/Qarray jtampa), naudojant N2 kaip purSkiamasias ir dZiovinamagsias dujas.
Masiy spektrometrijos analizé buvo atlikta taikant tiek teigiamos, tiek neigiamos jonizacijos
rezima. Duomenys analizuoti naudojant LabSolutions LC/MS programing jrangg.

Susintetinti nukleotidai gryninti jony mainy chromatografijos buidu, j sistemg sujungiant
UV detektoriy, savirast] ir peristaltinj siurblj. Naudota XK-26 kolonélé, pripildyta DEAE
Sephadex A-25 sorbentu. MedZiagos eliuotos jvairiy koncentracijy LiCl (0,1; 0,25; 0,5 M)
vandeniniais tirpalais.
Atvirksciy faziy chromatografija atlikta, naudojant sistemg sudarytg i§ 4 arba 12 g GRACE

C18 kolonéleés, UV detektoriaus, savirasc¢io bei peristaltinio siurblio. Sistemos eliuentu naudotas

vandens ir metanolio miSinio gradientas.
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Susintetinty junginiy kiekiams tirpale jvertinti ir moliniy sugerties koeficienty
apskaiciavimui atlikta tirpaly spektrofotometriné analizé, naudojantis PerkinElmer Lambda 25
spektrofotometru bei 1 cm ilgio kiuvetes.

DNR biosintezés produkty elektroforezei naudoti: elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD
Protean™ I1* ir jo priedai, fotovaizdintuvas ,,FUJIFILM FLA-5100* ir jo priedai, ekranas
,FUJIFILM BAS GAUGE 2040°.

Visi darbams naudoti reagentai pirkti Merck, Sigma-Aldrich, Honeywell, Thermo
Scientific arba susintetinti laboratorijoje.

D¢l paprastumo darbe pateikiami trivialiis, ne pagal [IUPAC nomenklatiirg sudaryti,

susintetinty junginiy pavadinimai.

2.1. N*Acil-Boc-2'-deoksicitidiny sintezé

Atitinkama aminoraigstis iStirpinama 24 ml 1:1 1,4-dioksano ir vandens miSinyje.
Reakcijos misinys dedamas ant magnetinés maiSyklés, 1étai supilama 2 mol. ekv. NaOH (1 N) ir
maiSoma. Aminoriig§ciai pilnai iStirpus reakcijos miSinys atvésinamas ledo vonelé¢je, jdedama
1,5 mol. ekv. di-tret-butildikarbonato (Boc20) ir maisoma 3 val. Reakcijoms naudotos

aminoriugstys ir jy kiekiai pateikiami 1-oje lenteléje.

1 Lentelé. N*-Acil-Boc-2'-deoksicitidiny sintezei naudotos aminortigstys ir jy kiekiai.

Nr. Aminorugstis m, mg n, mmol
1 Glicinas 500 6,66
2 L-Tirozinas 1207 6,66
3 L-Metioninas 994 6,66

Reakcijos misinys nugarinamas vakuuminiu rotaciniu garintuvu iki keliy ml tiirio,
partgstinamas 10 % vandeniniu citrinos ragsties tirpalu iki pH = 2,0 ir ekstrahuojamas su 150
ml, 50 ml, 50 ml ir 40 ml etilacetato. Surinktos etilacetato frakcijos sujungiamos, dziovinamos
Na2SOyg, filtruojamos ir nugarinamos rotaciniu garintuvu iki sausumo. Gauta tret-

butiloksikarbonil (Boc) apsaugine grupe blokuota aminortigstis tirpinama 30 ml etilacetato,
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dedama ant magnetinés maisyklés, beriama 1,5 mol. ekv. N-hidroksisukcinimido (NHS) ir 1,5
mol. ekv. dicikloheksilkarbodiimido (DCC), maiSoma kambario temperattroje 1 para.
Susidariusios baltos nuosédos nufiltruojamos, etilacetatas nugarinamas. Likusi Boc apsaugine
grupe blokuota aktyvuota aminortigstis tirpinama 8 ml dimetilformamido (DMF), beriama 1 mol.
ekv. 2'-deoksicitidino ir maiSoma kambario temperatiroje 5 paras. Reakcijai jvykus DMF
nugarinamas rotaciniu garintuvu, produktas gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu,
uzpildant kolonéle 25 ml silikagelio, suspenduoto chloroforme. Gryninti pradedama
chloroformu, po to — chloroformo ir metanolio miSiniais, palaipsniui didinant metanolio
koncentracija iki 15 %. Surinktos frakcijos su produktu nugarinamos vakuuminiu rotaciniu
garintuvu. Produktai (1 — 3) isskirti 34 — 53 % iSeigomis. Cheminiy reakcijy eiga ir
chromatografinis atskyrimas stebéti plonasluoksne chromatografine (TLC) analize. Eliuentu
naudotas chloroformo ir metanolio misinys santykiu 5:1. Junginiy struktiiros patvirtintos atlikus
BMR spektroskoping ir HPLC-MS analizes. Ismatavus zinomy koncentracijy tirpaly UV sugertis

apskaiciuoti junginiy moliniai sugerties koeficientai.

N4-Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidinas (1)

Gauta 1,361 g balty kristaly (M= 384 g/mol), iSeiga 53 %. H 9

MS (ESI*): m/z 385 [M+H]*, 383 [M-H]". UV Amax 246; 299 nm. XOTN%NH
£246=15600 M1cm™, £299=7800 M-tcm™. © ﬁN
'H BMR (DMSO-ds): & = 1,39 (s, 9H, 3 CHs); 1,98-2,08 (m, 1H, CH); HO o N/l*o
2,25-2,38 (m, 1H, CH); 3,54-3,70 (m, 2H, CHy); 3,79 (d, 2H, J=6,1 w

Hz, CH>); 3,87 (g, 1H, J=3,7 Hz, CH); 4,22 (dt, 1H, J=7,6 Hz; 3,8 Hz,

CH); 5,06 (t, 1H, J=5,2 Hz, OH); 5,28 (d, 1H, J=4,2 Hz, OH); 6,11 (t, 1H, J=6,3 Hz, CH); 7,09
(t, 1H, J=6,1 Hz, NH); 7,17 (d, 1H, J=7,4 Hz, CH); 8,35 (d, 1H, J=7,5 Hz, CH); 10,87 (s, 1H,
NH).

13C BMR (DMSO-ds): & = 25,69; 28,63; 41,36; 44,60; 61,41; 70,36; 78,67; 79,64; 86,67; 88,39;
95,65; 154,86; 156,35.
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N4-Tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidinas (2)

Gauta 1,715 g balty kristaly (M= 490 g/mol), iSeiga 53 %. HO

MS (ESI*): m/z 491 [M+H]*, 489 [M-H]". UV Amax 248; 300 nm. 05
£215= 19300 M-lem, £300=9700 M-em™. 70( e
'H BMR (DMSO-ds): 5 = 1,32 (5, 9H, 3 CH3); 1,98-2,09 (m, 1H, o A

CH); 2.22-2.35 (m, 1H, CH); 1,04 -216 (m, 2H, CHz): 267269 (m, QN 3
1H, CH); 2,78-2,92 (m, 1H, CH); 3,52-3,68 (m, 2H, CHz); 3,87 (g, ] -

1H, J=3,9 Hz, CH); 4,17-4,26 (m, 1H, CH): 4,26-4,38 (m, 1H, CH): how

5,06 (t, 1H, J=5,3 Hz, OH); 5,28 (d, 1H, J=4,3 Hz, OH); 6,12 (t, 1H, J=6,3 Hz, CH); 6,65 (d, 1H,
J=7,4 Hz, CH); 6,97-7,35 (m, 4H, 4 CH); 8,36 (d, 1H, J=7,5 Hz, CH); 9,2 (s, 1H, NH): 11,09 (s,
1H, NH).

13C BMR (DMSO-ds): § = 24,81; 28,60; 57,69; 61,40; 70,37; 78,72; 86,73; 88,41; 95,74; 115,28;
128;06; 130,74; 145,68; 154,87; 156,33; 162,74; 174,25

N*4-Metioninoil-Boc-2'-deoksicitidinas (3)

Gauta 1,025 g balty kristaly (M= 458 g/mol), iSeiga 34 %.

MS (ESI*): m/z 459 [M+H]*, 457 [M-HT". UV Amax 246; 299 nm. : y
£246=15100 MLlcm™?, £209=8100 M-lcm'™, WINTOX
IH BMR (DMSO-ds): 8 = 1,30 (t, 2H, J=5,4 Hz, CH2); 1,38 (s, 9H, 3 o NP

CHs); 1,96-2,17 (m, 5H, CH, ir CH3); 2,25-2,38 (m, 2H, CH); 2,60 (s, hN

1H, CH); 3,51-3,68 (M, 2H, CH2); 3,87 (g, 1H, J=3,8 Hz, CH); 421  HO | NS0

(ddg, 2H, J=12,7 Hz, 8,8 Hz, 4,2 Hz, CH2); 5,06 (t, 1H, J=5,2 Hz,

OH); 5,28 (d, 1H, J=4,3 Hz, OH); 6,11 (t, 1H, J=6,2 Hz, CH); 7,20 (d, ©
1H, J=7,4 Hz, CH); 7,25 (d, 1H, J=7,7 Hz, NH): 8,36 (d, 1H, J=7,4 Hz, CH); 10,95 (s, 1H, NH).
13C BMR (DMSO-ds): 5 = 15,02; 25,70; 28,63; 30,25; 55,27; 61,38; 70,34; 78,84 86,72; 88,41;
95,71; 145,69; 154,85; 156,03; 162,70; 173,23; 173,92.

O
H
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2.2. N-(4-(2'-Deoksicitidinil))acilamidy sintezé

Atitinkamas N*-acil-Boc-2'-deoksicitidinas tirpinamas 10 ml vandens, dedamas j
glicerolio vonelg ir virinamas 50 min. Reakcijoms panaudoti modifikuoti 2'-deoksicitidiny

nukleozidai ir jy kiekiai pateikti 2-oje lenteléje.

2 Lentelé. N-(4-(2'-Deoksicitidinil))acilamidy sintezei naudoti junginiai ir jy kiekiai.
*Junginys 4 - N*-fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidinas - susintetintas kolegos T. Varno, remiantis

auksciau aprasyta metodika.

Nr. Junginys m, mg n, mmol
5 | N*Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidinas 500 1,3
6 N*-Tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidinas 500 1,0
7 | N*-Metioninoil-Boc-2'-deoksicitidinas 500 1,1
8 N*-Fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidinas* 515 11

Deblokavimo reakcijai jvykus, reakcijos misinys nugarinamas vakuuminiu rotaciniu
garintuvu iki 2 ml tiirio ir gryninamas atvirksc¢iy faziy chromatografijos buidu, naudojant C18
kolonéle. Gryninti pradedama vandeniu, po to — vandens ir metanolio miSiniais, palaipsniui
keliant metanolio koncentracijg iki 20 %. Surinktos frakcijos su produktu nugarinamos rotaciniu
garintuvu. Produktai (5 — 8) isskirti 23 — 51 % iSeigomis. Reakcijos eiga ir chromatografinis
atskyrimas stebéti TLC analize. Eliuentu naudotas 1,4-dioksano, izopropanolio, vandens ir
amonio hidroksido miSinys santykiu 4:2:2:1. Junginiy struktiiros patvirtintos atlikus BMR
spektroskoping ir HPLC-MS analizes. Ismatavus zinomy koncentracijy tirpaly UV sugertis

apskai¢iuoti junginiy moliniai sugerties koeficientai.
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N-(4-(2'-Deoksicitidinil))glicinamidas (5)

Gauta 176 mg balty kristaly (M= 284 g/mol), ieiga 48 %. HzN\HANH
MS (ESI*): m/z 285 [M+H]*, 283 [M-H]". UV Amax 273 nm. £275=11100 O _Nn
M-icm™, HO o | N/l%o
IH BMR (DMSO-ds): § = 1,88-1,98 (m, 1H, CH); 2,05-2,13 (m, 1H, k j
CH2); 3,49-3,60 (M, 2H, CH,); 3,70-3,79 (m, 1H, CH); 3,80-3,92 (m, OH

1H, CHy); 4,04-4,17 (m, 1H, CH2); 4,11-4,26 (m, 1H, CH): 4,87-4,99 (m, 1H, OH): 5,20 (d,
J=4,1 Hz, 1H, OH); 5,90 (d, J=7,5 Hz, 1H, CH=CH); 6,16 (t, J=6,7 Hz, 1H, CH); 7,07 (s, 1H,
NH,); 7,43 (s, 1H, NHy); 7,74-7,89 (m, 1H, CH=CH); 7,83-7,95 (m, 1H, NH).

13C BMR (DMSO-ds): 5 = 43,20; 49,06; 61,83; 70,87; 85,34; 87,66; 95,24; 140,42; 155,49;
163,90; 171,12.

N-(4-(2'-Deoksicitidinil))tirozinamidas (6)

Gauta 183 mg balty kristaly (M= 390 g/mol), iSeiga 46 %. HO

MS (ESI%): m/z 391 [M+H]", 389 [M-H]". UV Amax 276 nm.

£276=13500 M1cm™. H,N

'H BMR (DMSO-ds): & = 1,88-1,96 (m, 1H, CH); 2,06-2,12 (m, 1H, o} ﬁ
|

CH); 2,51 (dt, 2H, J=3,5 Hz, 1,7 Hz, CHy); 2,72 (dd, 1H, J=13,8 Hz, HO ' IA\o

9,5 Hz, CH); 2,95 (dd, 1H, J=13,9 Hz, 4,5 Hz, CH); 3,54 (dd, 2H, o
J=10,0 Hz, 4,7 Hz, CH>); 3,75 (dd, 1H, J=6,9 Hz, 3,7 Hz, CH); 4,19 OH

(dt, 1H, J=6,0 Hz, 3,1 Hz, OH): 4,57-4,72 (m, 1H, OH): 5,86 (d, 1H, J=7,5 Hz, OH); 6,12 (t, 1H,
J=6,6 Hz, CH); 6,64 (s, 2H, NH,); 7,05 (d, 4H, J=8,6 Hz, 4 CH); 7,55 (s, 1H, NH); 7,73 (d, 1H,

J=7,5Hz, CH); 7,81 (d, 1H, J=8,2 Hz, CH).

13C BMR (DMSO-dg): & = 37,36; 40,78; 41,35; 55,27; 61,42; 61,82; 70,41; 70,85; 85,35; 86,62;

87,65; 88,37; 95,27: 95,69; 115,33; 128,49:; 130,48; 140,38; 145,46; 155,34; 156,23; 163,61;
173,62.
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N-(4-(2'-Deoksicitidinil))metioninamidas (7)

Gauta 210 mg balty kristaly (M= 358 g/mol), iSeiga 51 %. g
MS (ESIY): m/z 359 [M+H]", 357 [M-H]". UV Amax 273 nm. £73=11600
M-lecm™, H

'H BMR (DMSO-ds): & =1,79-1,90 (m, 1H, CH); 1,90-2,03 (m, 1H, O KQN
CH); 2,05 (s, 3H, CH3); 2,43-2,50 (m, 1H, CH); 2,50-2,55 (m, 4H, 2 HO | N0
CH?2); 3,55 (q, 2H, J=5,3 Hz, CH>); 3,77 (q, 1H, J=3,7 Hz, CH); 4,20 k © ?'

(dg, 1H, J=6,7 Hz, 3,3 Hz, CH); 4,55 (td, 1H, J=8,4 Hz, 4,8 Hz, OH); OH

5,00 (t, 1H, J=5,3 Hz, OH); 5,22 (d, 1H, J=4,2 Hz, CH); 5,90 (d, 1H, J=7,5 Hz, CH); 6,15 (t, 1H,
J=6,7 Hz, CH); 7,08 (s, 1H, NH); 7,51 (d, 1H, J=4,3 Hz, CH); 7,81 (s, 2H, NH>).

13C BMR (DMSO-de): § = 15,09; 30,10; 32,38; 40,80; 52,87; 61,83; 70,87; 85,37; 87,67; 95,31;
140,50; 155,38; 163,73; 173,56.

5N

pd

H

N-(4-(2'-Deoksicitidinil))fenilalaninamidas (8)

Gauta 90 mg balty kristaly (M= 374 g/mol), iSeiga 23 %.
MS (ESI%): m/z 375 [M+H]", 373 [M-H]". UV Amax 276 nm.

£276=10900 M1cm™. H,N NH

IH BMR (DMSO-ds): 6 = 1,86-1,97 (m, 1H, CH); 2,05-2,13 (m, 1H, o) (gN
CH); 2,83 (dd, J=9,7 Hz, 13,8 Hz, 1H, CH); 3,08 (dd, J=13,8 Hz, 43 4 | \ /go
Hz, 1H, CH); 3,51 (td, J=12,0 Hz, 6,2 Hz, 2H, CHy); 3,72 (dd, J=6,6 0

Hz. 3,4 Hz, 1H, CH); 4,13-4,29 (m, 1H, CH); 4,74 (td, J=9,2 Hz, 4,4 OH

Hz, 1H, CH): 5,01 (s, 1H, OH); 5,25 (s, 1H, OH); 5,89 (t, J=7,8 Hz, 1H, CH); 6,13 (dd, J=12,9
Hz, 6,0 Hz, 1H, CH); 7,14 (s, 1H, NH): 7,29 (dd, J=7,6 Hz, 5,9 Hz, 5 CH); 7,61 (s, 1H, NH);
7,76 (t, J=7,7 Hz, 1H, CH); 7,93 (d, J=8,3 Hz, 1H, NH).

13C BMR (DMSO-ds): 5 = 38,12; 40,51; 54,94; 61,83; 70,79; 85,28; 87,64; 95,30; 126,74;
128,51; 129,63; 138,50; 140,47; 155,32; 163,66; 173,54.
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2.3. N*-Aminoriigstimis modifikuoty 2'-deoksicitidino 5'-trifosfaty sintezé

Atitinkamas aminortigstimi modifikuotas 2'-deoksicitidino nukleozidas (1 - 8) 5 kartus
nugarinamas vakuuminiu rotaciniu garintuvu su acetonitrilu. Sintezei naudoti modifikuoti

nukleozidai pateikiami 3-ioje lenteléje.

3 Lentelé. N*-Modifikuoty 2'-deoksicitidino 5'-trifosfaty sintezei naudoti junginiai ir jy kiekiai.
*Junginys 4 - N*-fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidinas - susintetintas kolegos T. Varno, remiantis

auksciau aprasyta metodika.

Nr. Junginys m, mg n, mmol
9 | N*-Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidinas 145 0,38
10 | N*-Tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidinas 126 0,26
11 | N*-Metioninoil-Boc-2'-deoksicitidinas 143 0,31
12 | N*-Fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidinas* 121 0,26
13 | N-(4-(2'-Deoksicitidinil))glicinamidas 90 0,32
14 | N-(4-(2'-Deoksicitidinil))tirozinamidas 100 0,26
15 | N-(4-(2'-Deoksicitidinil))metioninamidas 110 0,31
16 | N-(4-(2'-Deoksicitidinil))fenilalaninamidas 90 0,24

I kolba su nukleozidu pilama 1,5 ml trimetilfosfato (TMP), 6 mol. ekv. tributilamino
(TBA). Kolba laikoma -20 °C temperattroje 30 min. Kolbuté dedama ant magnetinés maisyklés,
pridedama 3 mol. ekv. fosforilchlorido (POCI3) ir maiSoma 30 min. | reakcijos miSinj pilama 7,5
mol. ekv. tributilamonio pirofosfato (TBAPP) (0,5 M acetonitrile), maiSoma 10 min. Reakcija
stabdoma j kolbg pridedant sotaus NaHCO3z vandeninio tirpalo. NaHCOz3 pilama tiek, kad pH
pasiekty 7. Reakcijos miSinys maiSomas 1 val. laiko. Susidargs produktas gryninamas jony
mainy chromatografijos budu, uzpildant kolonél¢ DEAE Sephadex A-25 sorbento, suspenduoto
0,05 M LiCl vandeniniame tirpale. Gryninti pradedama 0,05 M vandeniniu LiCl tirpalu,
palaipsniui keliant LiCl koncentracija iki 0,3 M. Surinktos frakcijos nugarinamos rotaciniu
garintuvu iki minimalaus ttirio, kuriame dar nesikristalina misinyje esantis LiCl. | mégintuvélj su
35 ml atsaldyto acetono ir metanolio misinio, santykiu 4:1, supilamas reakcijos misinys. Tirpalas

centrifuguojamas 10 min 10 °C temperattroje ties 3500 rpm. Supernatantas nupilamas, nuosédos
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suspenduojamos 15 ml 4:1 acetono ir metanolio miSinyje ir dar kartg centrifuguojamos.
Supernatantas nupilamas, nuosédos tirpinamos 10 ml vandens. Reakcijos miSinys nugarinamas
rotaciniu garintuvu iki 2 ml t@irio ir gryninamas atvirk$¢iy faziy chromatografijos biidu,
naudojant C18 kolonéle. Gryninti pradedama vandeniu, po to — vandens ir metanolio miSiniais,
palaipsniui keliant metanolio koncentracijg iki 20 %. Surinktos frakcijos su produktu
nugarinamos rotaciniu garintuvu iki sausumo. Produktas tirpinamas 700 ul deuterio vandens,
pagal nukleozido molinj sugerties koeficientg spektroskopiskai nustatoma susintetinto produkto
koncentracija. Produktai (9 — 16) isskirti 4 — 25 % iSeigomis. Reakcijy eiga ir chromatografinis
atskyrimas stebéti TLC analize. Eliuentais naudoti Sie tirpalai: 1,4-dioksano, izopropanolio,
vandens ir amonio hidroksido miSiniai santykiais 4:2:2:1 bei 4:2:4:1. Junginiy strukttros
patvirtintos atlikus BMR spektroskoping ir HPLC-MS analizes. D¢l to, jog tirpikliu naudotas
deuterio vanduo, uzdengiantis dalj 'H BMR spektro signaly, darbe pateikiami tik 3'P BMR
spektrai. Susintetinty trifosfaty *H ir *C BMR spektrai sutampa su pradiniais junginiais naudoty

nukleozidy spektrais.

N4-Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas (9)

Gauta 36 mg junginio (M= 624 g/mol), iSeiga 16 %. H
o H_L
MS (ESI*): m/z 625 [M+H], 623 [M-H]". UV Amax 246; KU NH
o}
299 nm. £246=15600 M*cm™, £200=7800 Mtcm™. Q Q @ ﬁl
o)

31p BMR (D20): 8 = 22,29 (t, J=18,7 Hz, Pg); -12,06 (d, AT o NTO
J=19,0 Hz, P,); -9,77 (d, J=14,2 Hz, P,). —
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N4-Tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas (10)

HO

Gauta 20,1 mg junginio (M= 730 g/mol), iSeiga 11 %. H

N o
MS (ESI*): m/z 731 [M+H]*, 729 [M-H]". UV Amax 248; g 7(
300 nm. £248=19300 Mcm™, £300=9700 M*cm™. o) NHO
1P BMR (D20): & = -22,30 (t, J=18,2 Hz, Pg); -15,58 (d, o o o | =N
J=19,0 Hz, P,); -9,35 (d, J=18,7 Hz, P,). 0-P-0-P-0-P-0 N0

o O O o

N*4-Metioninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas (11)

Gauta 698 mg junginio (M= 698 g/mol), iSeiga 21 %. _s HTOX
MS (ESI*): m/z 699 [M+H]*, 697 [M-H]". UV Amax 246; VI o
299 nm. £246=15100 Mcm™, £209=8100 M-tcm™. © "
|
o]

31p BMR (D20): = -22,40 (t, J=16,5 Hz, Pg); -11,27 (d,
J=19,1 Hz, P,); -9,94 (d, J=17,4 Hz, P,). o o O

N4-Fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas (12)

Gauta 46,1 mg junginio (M= 714 g/mol), iSeiga 25 %. H

(@]
MS (ESI*): m/z 715 [M+H]*, 713 [M-H]". UV Amax 247; \(ff <
300 nm. £27=12400 Mem™, £300=6600 ML, o~ A
AN
3p BMR (D20): 6 = 21,90 (t, J=19,1 Hz, Pg); -11,10d, Q@ @ © B
“0-P-0-P-0-P-0 N0
3=19,0 Hz, P.); 8,62 (d, J=19,2 Hz, P,). 55 & o
OH
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N-(4-(2'-Deoksicitidinil))glicinamido 5'-trifosfatas (13)

Gauta 9,4 mg junginio (M= 524 g/mol), iSeiga 6 %.
HoN NH
MS (ESIY): m/z 525 [M+H]", 523 [M-H]". UV Amax 273 jh
N
nm. £273=11100 MlcmL. o o o ﬁ”

31 o-P N~ 0
P BMR (D20): 6 =-20,52 (t, J=19,6 Hz, Pg); -10,94 (d, (') (') (') o
J=18,7 Hz, Py); -7,37 (d, J=19,9 Hz, P,).

N-(4-(2'-Deoksicitidinil))tirozinamido 5'-trifosfatas (14)

HO
Gauta 6,2 mg junginio (M= 630 g/mol), iSeiga 4 %.
MS (ESI*): m/z 631 [M+H]*, 629 [M-H]". UV Amax 276 HN -
nm. £276=13500 M-lcm™. o “n
1P BMR (D:0): § =-21,16 (t, =194 Hz, Py); -1086 (4, 8 % % | A
J=19,0 Hz, P,); -8,61 (d, J=20,1 Hz, P,). o o O | :o:
OH

N-(4-(2'-Deoksicitidinil))metioninamido 5'-trifosfatas (15)
Gauta 17 mg junginio (M= 598 g/mol), iseiga 9 %. S
MS (ESI*): m/z 599 [M+H]*, 597 [M-H]". UV Amax 273 ;;\NH

nm. £275=11600 M-cm 0 o 0 ﬁ
31p BMR (D20): & = -20,93 (t, J=19,8 Hz, Pp); -10,38 (d o—'F'>—o—'F'>—o—'F'>—o

y ) I ’ 1 1 ’ N ®)
J=18,9 Hz, P,); -7,92 (d, J=19,7 Hz, P,). w
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N-(4-(2'-Deoksicitidinil))fenilalaninamido 5'-trifosfatas (16)

Gauta 8,7 mg junginio (M= 614 g/mol), iSeiga 6 %.
MS (ESI*): m/z 615 [M+H]*, 613 [M-H]". UV Amax 276
nm. £276=10900 M-tcm™.

3P BMR (D20): § = -20,85 (t, J=19,5 Hz, Pg); -11,95 (d, o o o © fil
J=18,9 Hz, P.); -7,92 (d, J=19,9 Hz, P,). 'O‘g‘o‘ ~0-P-0

2.4. Biocheminiai tyrimai

Reakcijoms naudoti reagentai:

TBE (Tris/Boratas/EDTA) buferis - 89 mM Tris, 89 mM boro rigsties, 2 mM EDTA, pH
8,3.

STOP tirpalas - 95 % formamido, 0,025% bromfenolio mélio, 0,025 % ksileno cianolio ir
0,5 mM EDTA.

T7promREZ - 5-TAATACGACTCACTATAGGG*A*G*A-3', kur * yra fosfortioato
modifikacija.

TempC® - 5-CCGGAATTGGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA-3'.

29 buferis - 33 mM Trisacetato, 10 mM Mg-acetato, 66 mM K-acetato, 0,1 % Tween
20, 1 mM DTT (pH 7,9).

Denatiiruojantis gelis - 15 % akrilamido-bisakrilamido (19:1), 8 M karbamido TBE
buferyje.

2.4.1. Oligonukleotido paZyméjimas 3P ir sulydymas su matrica

SumaiSomas reakcijos misinys oligonukleotido 5'-galo zyméjimui: 0,5 ul T4
polinukleotidy kinazés (PNK) (10 U/ul), 1 ul 10x T4 PNK buferio, 3 ul [y-3*P]-ATP (1 mCi), 1
ul T7promREZ oligonukleotido (100 uM) ir 4,5 ul vandens. Reakcija atliekama 37 °C
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temperatiiroje termomaisytuve purtant 30 min. Laikui praéjus, reakcija sustabdoma j misinj
pridedant 1 ul EDTA (0,5 M) ir méginj palaikant 80 °C temperattiroje 10 min. Méginys
praskiedziamas iki 30 pl t@irio ir gryninamas pagal gamintojo protokola Zeba™ Spin Desalting
Column (7K MWCO) nudruskinancia kolonéle. Gauta iSgryninto zyméto oligonukleotido
koncentracija 280 nM.

33P atomu pazymétas T7promREZ oligonukleotidas sulydomas su Temp® matrica.
Reakcijos misinys sulydymui: 3,6 ul 3P zyméto T7promREZ oligonukleotido (280 nM), 1,1 ul
Temp® matricos (100 uM), 5,3 ul vandens. Méginys dedamas j 95 °C temperatiiros
termomaisytuva, ten palaikomas 2 min. TermomaiSytuvas iSjungiamas, leidziama méginiui
atvesti iki 25 °C temperaturos. Reakcijos miSiniui pasiekus reikiamg temperatiirg, meginys
iSimamas i§ termomaisSytuvo ir dedamas j ledus. Galutiné suhibridizuotos DNR koncentracija —

100 nM.

2.4.2. Pradmens prailginimo reakcijos

DNR grandinés prailginimo reakcijos atliktos su TdT ir 29 polimerazémis. Reakcijy,
naudojant TdT, miginiai: 0,5 ul TdT (20 U/ul), 2 pl 5x TdT buferio, 0,5 ul 3P zyméto
T7promREZ oligonukleotido (280 nM), 1 ul dCTP (100 uM) arba susintetinto N*-modifikuoto
dCTP (100 uM) ir 6 pl vandens. Reakcijos vykdytos 30 min 37 °C temperatiiroje ir sustabdytos j
misinius jpilant 20 pl STOP tirpalo.

Reakcijy su 29 DNR polimeraze misiniai: 0,35 pl 29 (10 U/ul), 1 pl 10x ¢29 buferio,
0,15 pl neorganinés pirofosfatazés (0,1 U/ul), 0,5 pl P zyméto T7promREZ oligonukleotido,
sulydyto su Temp® matrica (100 nM), 1 pul dJATP (100 uM), 1 ul dGTP (100 uM), 1 ul dTTP
(100 uM), 1 ul dCTP (100 uM) arba susintetinto N*-modifikuoto dCTP (100 pM), 4 ul vandens.
Reakcijos atliktos 30 min 30 °C temperatiiroje ir sustabdytos j méginius pridedant 20 pul STOP

tirpalo.
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2.4.3. DNR fragmenty poliakrilamidinio gelio elektroforezé

I 25 ml denattiruojancio gelio jpilama 250 pl 10 % APS tirpalo ir 25 ul TEMED.
MiSinys supilamas tarp nuvalyty gelio elektroforezés stikly, jstatomos ,,Sukos*. Geliui sustingus
stiklai jstatomi j elektroforezés aparata, uzpildyta 1X TBE buferiu. ,,Sukos® i§traukiamos,
Sulinélius supilami bromfenolio mélio ir ksileno cianolio dazy misiniai, 30 min leidZziama
preforezé esant 600 V jtampai. | gelio Sulinélius suneSami 2 min 95 °C temperatiiroje atkaitinti
méginiai, elektroforezé leidziama esant 200 V jtampai, o po 30 min — 600 V. Elektroforezé
leidziama tol, kol méginiuose esantys dazai priartéja prie gelio apacios. Elektroforezei jvykus,
gelis iSimamas i§ aparato, nuimamas virSutinis stiklas, gelis dZiovinamas ranky dZiovintuvu.
Isdziovintas gelis autoradiografuojamas specialiu FujiFilm ekranu 1-3 dienas. Gauti rezultatai

vizualizuojami fotovaizdintuvu FujiFilm FLA-5100.

3. REZULTATAI

Magistro baigiamojo darbo metu susintetinta 15 junginiy: 7 aminortigStimis modifikuoti
2'-deoksicitidino nukleozidai ir 8 aminortig§timis modifikuoti 2'-deoksicitidino nukleotidai.
Junginiy sinteziy eiga atlikta remiantis Ziniomis, rastomis literatiiroje apie panasiy junginiy
sintezes. Lentelése pateikiami supaprastinti junginiy pavadinimai, pilnus pavadinimus galima
rasti eksperimentingje dalyje. Susintetinti junginiai panaudoti pradmens prailginimo reakcijoms

su TdT ir ¢29 DNR polimerazémis.

3.1. N*-Acil-Boc-2'-deoksicitidiny sintezé

Blokuotomis aminoriigstimis modifikuoty deoksicitidino nukleozidy sintez¢ atlieckama

trimis etapais. Bendra sintezés schema pateikiama zemiau:

36



0O 0]

H
HzNT)k Boc,0, NaOH o N\({k NHS, DCC W)J\
O gvan00c . KX I OH "24 val., kamb. t. X T O-N
R

R O

H
N
HNJ\/ TOX OH
<o 1T
AN
2'-Deoksicitidinas, DMF f\N R=-H((1); * (2);

5d. kamb.t. 1O N

OH
18 Schema. N*-Acil-Boc-2'-deoksicitidiny sintezés etapai.

Pirmiausia vykdomas pasirinktos aminortigsties amino grupés blokavimas Boc apsaugine
grupe. Reakcijos mechanizmas pateikiamas 19 schemoje. Aminortigsties amino grupé atakuoja
karboniling Boc2O anglj, susidaro protonizuotg amino grupg turinti 2-((tret-
butiloksikarbonil)amino)alkilriigstis, pasiSalina tret-butilkarbonatas. Bazé nuo protonizuoto
amino pasiima vandenilj, susidaro vandens molekulé ir Boc apsaugine grupe blokuota

aminoragstis. tret-Butilkarbonatas skyla j COz ir tret-butoksida.

"OH

>< d]\@ WR/COOHTX \n/ YCOOH XOTHYCOOH

H20 O R

O
Mghg—=coy+ M

19 Schema. Boc apsauginés grupés prijungimo prie aminortigsties amino grupés mechanizmas.

Reakcijai jvykus, miSinys nugarinamas vakuuminiu rotaciniu garintuvu iki keliy ml tario,
partigstinamas citrinos ragstimi iki pH = 2,0 ir ekstrahuojamas etilacetatu. Sujungtos etilacetato
frakcijos dziovinamos NazSOs, filtruojamos ir nugarinamos iki sausumo.

Toliau vykdoma aminoriigsties karboksigrupés aktyvavimo reakcija. Gauta Boc
apsaugine grupe blokuota aminortigstis tirpinama etilacetate, pridedama NHS ir DCC, maiSoma

24 val. kambario temperatiiroje. Reakcijos mechanizmas pateikiamas 20 schemoje. Pirmiausia

37



vyksta reakcija tarp Boc apsaugine grupe blokuotos aminoriigsties karboksigrupés ir DCC,
susidaro nestabilus labai reaktyvus O-dicikloheksiluréjos esteris, kuriam toliau reaguojant su
NHS susiformuoja stabilesnis blokuotos aminoriigSties NHS-esteris bei Salutinis produktas —

N,N'-dicikloheksiluréja (DCU). DCU nufiltruojama, etilacetatas nugarinamas.

/[ j O
O “ O HN
H N2 H
o N%CH" SN =N O NW)JQ )QmH—O—N
Ky et Ge
Lo \/‘@ U )

H Q K
—epdedy Qe C

20 Schema. Blokuotos aminoriigsties karboksigrupés aktyvavimo reakcija.

Gauta aktyvuota karboksigrupe turinti blokuota aminortigstis tirpinama DMF, pridedama

2'-deoksicitidino ir maiSoma kambario temperatiiroje 5 paras. Modifikuoto 2'-deoksicitidino

sintezés metu citozino N* aminogrupés azoto atomas atakuoja aktyvuotos aminoriigsties

karboniling anglj, jvykstant 21 schemoje pavaizduotam persitvarkymui susidaro modifikuotas 2'-

deoksicitidino nukleozidas ir NHS.
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21 Schema. Aktyvuotos aminortigsties reakcija su 2'-deoksicitidinu.

Reakcijai jvykus DMF nugarinamas, susidares produktas gryninamas kolonélinés

chromatografijos buidu, gryninimo eigg stebint TLC analize. Eliuentu naudojamas chloroformo ir

metanolio miSinys: did¢jant eliuojamy medziagy poliSkumui atitinkamai keliama metanolio

koncentracija nuo 0 % iki 15 %. Surinktos frakcijos nugarinamos. Blokuotomis aminortigstimis

modifikuoty 2'-deoksicitidino nukleozidy sintezei naudotos aminortigstys: glicinas, L-tirozinas ir

L-metioninas. 4-oje lenteléje pateikiami susintetinti nukleozidai ir reakcijy iSeigos. Junginiy

struktiiros patvirtintos atlikus BMR spektroskoping ir HPLC-MS analizes. Zemiau pateikiamas
N*-glicinoil-Boc-2'-deoksicitidino *H BMR spektras.

4 lentelé. Susintetinti N*-Acil-Boc-2'-deoksicitidino nukleozidai.

Nr. Panaudota aminortgstis Produktas m,qg | ISeiga, %
1 | Glicinas N*-Gly-Boc-2'-dC 1,361 53
2 | L-Tirozinas N*-Tyr-Boc-2'-dC 1,715 53
3 | L-Metioninas N*%-Met-Boc-2'-dC 1,025 34
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Pav. 4. N*-Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidino *H BMR spektras.

3.2. N-(4-(2'-Deoksicitidinil))acilamidy sintezé

N*-Acil-Boc-2'-deoksicitidiny deblokavimo reakcija atlickama vienu etapu, pasirinkta
blokuota modifikuota nukleozidg tirpinant vandenyje ir virinant glicerolio voneléje 50 min.

Bendra reakcijos schema pateikiama Zemiau.

O H 0 R
N © NH
SO ™ Sy
o)
ﬁN - Vand B ) B
anduo
.
HO N/go 50 min HO N/go > HO N"0
o} : o) 0
130-150 °C
OH OH OH

OH
R =-H (4); V©/(5); 2S5 (6); V©(7)-

22 schema. N-(4-(2'-Deoksicitidinil))acilamidy sintezé.
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Reakecija remiasi vandens molekuliy gebéjimu jonizuotis aukstoje temperatiiroje.
Vandens temperatiirai pasiekus 130-150 °C, dalis molekuliy jonizuojasi j OH™ ir H3O" jonus,
kurie katalizuoja deblokavimo reakcija, kaip pavaizduota schemoje zemiau. Karbonilinis anglies
atomas protonizuojamas hidronio jono, tuomet hidroksido jonas atakuoja vandens molekule,
kurios deguonies atomas prisijungia prie karbonilinés anglies ir gaunamas tarpinis diolis.
Hidroksido jonas deprotonizuoja vieng i$ hidroksigrupiy, susidarant vandens molekulei.
Deprotonizuotas deguonies atomas sudaro dvigubag rysj su $alia esanciu anglies atomu, skyla N-

C ry8ys, susiformuoja pirming aminogrup¢ turintis junginys bei tret-butiloksikarboksirtigstis.

H
"OH H-O*
( y ¥ OH
0] H, _H 0] IT' @)
Hoo Ho)o NH HO.__O
2
T TG g g e e
R, R, 0 R, R; OH R, R, o)
.
Hy
H-0*
H *
SN

23 Schema. Vandens katalizuojama deblokavimo reakcija.

Reakcijos metu susidargs pirminis aminas néra galutinis produktas, iSkart vyksta junginio
persitvarkymas, kaip pavaizduota schemoje 24. Laisva a-aminogrupé vykdo nukleofiling ataka j
4-oje pozicijoje esancig citozino bazés anglj, skyla N-C rySys ir susiformuoja N-(4-(2'-

deoksicitidinil))acilamidas.
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24 Schema. Deblokavimo reakcijos metu vykstantis persitvarkymas.

Reakcijai jvykus miSinys nugari

namas vakuuminiu rotaciniu garintuvu iki keliy ml tiirio

ir gryninamas atvirk$¢iy faziy kolonélinés chromatografijos btidu, gryninimo eigg stebint TLC

analize. Eliuentu naudojamas vandens ir metanolio miSinys, pradedant gryninimg tik su vandeniu

ir baigiant su 20 % metanolio vandeniniu tirpalu. Surinktos frakcijos nugarinamos iki sausumo.

Deblokavimo reakcijos atliktos su N*-g

licinoil-, N*-tirozinoil-, N*-metioninoil- ir N*-

fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidinais. 5-oje lentel¢je pateikiami gauti nukleozidai ir

deblokavimo reakcijy iSeigos. Junginiy

struktiiros patvirtintos atlikus BMR spektroskoping ir

HPLC-MS analizes. Pav. 5 pateikiama N-(4-(2'-deoksicitidinil))metioninamido HPLC-MS
analizé. Sulaikymo laikas 4,634 min. MS (ESI+): m/z 359,1 [M+H]+. UV Amax 276 nm.

5 lentelé. Susintetinti N-(4-(2'-deoksicitidinil))acilamidai.

Nr. Panaudotas nukleozidas Produktas m, mg | ISeiga, %
5 | N*Gly-Boc-2'-dC N*-Gly-2'-dC 176 48
6 | N*Tyr-Boc-2'-dC N*-Tyr-2'-dC 183 46
7 | N*-Met-Boc-2'-dC N*-Met-2'-dC 210 51
8 | N*-Phe-Boc-2'-dC N*-Phe-2'-dC 90 23
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Pav. 5. N-(4-(2'-Deoksicitidinil))metioninamido HPLC-MS analizé.

3.3. N*-Aminoriigstimis modifikuoty 2'-deoksicitidino 5'-trifosfaty sintezé

Trifosfaty sintezg sudaro trys etapai: monofosforilinimo reakcija, pirofosfato prijungimas

ir hidrolizé. Bendra sintezés schema pateikiama Zemiau.
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25 Schema. Nukleozidy 5'-trifosfaty sintezés etapai.

Monofosforilinimo reakcijos metu pasirinktas modifikuotas nukleozidas (1-8), istirpintas

atSaldytame TBA ir TMP miSinyje, paveikiamas fosforilchloridu. Nukleozido 5'-OH grupés

deguonies atomas atakuoja fosforilchlorido fosforo atoma, skyla dvigubas P=0 rySsys,

tributilaminas deprotonizuoja 5'-OH, nuskyla chlorido jonas, atsikuriant dvigubam rySiui tarp P

ir O atomy susidaro tarpinis fosfodichlorato tarpinis junginys (26 schema). I$siskyrusi druskos

rigstis yra neutralizuojama tributilaminu.
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26 Schema. Modifikuoto nukleozido reakcija su POCls.

Gautas tarpinis junginys in situ paveikiamas tributilamonio pirofosfatu. Reakcijos metu
du pirofosfato deguonies atomai atakuoja tarpinio fosfodichlorato fosforo atoma, atskyla du

chloro jonai, susiformuoja ciklinis trifosfatas (27 schema).

OH OH L OH
27 Schema. Susidariusio tarpinio fosfodichlorato reakcija su tributilamonio pirofosfatu.

Galiausiai ciklinis trifosfatas hidrolizuojamas (28 schema). Reakcijos miSinio pH
neutralizuojamas NaHCOs vandeniniu tirpalu. Prie y-fosforo atomo esantis deguonies atomas
prisijungia vandenilj i§ vandens molekulés, 0 vandens molekulés deguonies atomas jungiasi prie

a-fosforo atomo, susiformuoja linijinis nukleozido 5'-trifosfatas.

. .R
HN HN
HO. R SN o o SN
,P_O\ /9 | i I I /g
O P50 N Np —>= HO-P-0-P-0-P-0 N0
HO,IFI’EO ;0: OH OH OH \/_O:l
O\ _.O.
HH OH OH

28 Schema. Ciklinio trifosfato hidrolizé.

Produktas gryninamas jony mainy chromatografijos badu, gryninimo eigg stebint TLC

analize. Eliuojama naudojant vandeninj LiCl tirpala, palaipsniui keliant LiCl koncentracija nuo
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0,05 M iki 0,3 M. Surinktos frakcijos su produktu nugarinamos, LiCl iSsodinamas atSaldytu

acetono-metanolio tirpalu ir gryninama atvirksciy faziy kolonéliniu metodu. Frakcijos su

produktu nugarinamos, gauti junginiai iStirpinami vandenyje. Susintetinti nukleozidy 5'-

trifosfatai ir jy kiekiai pateikiami lentel¢je Zemiau. Junginiy stukttiros patvirtintos atlikus BMR

spektroskoping ir HPLC-MS analizes, gauti kiekiai apskai¢iuoti pagal molinius sugerties

koeficientus. Sestame paveikslélyje pavaizduotas N*-fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-
trifosfato *!P BMR spektras.

6 Lentelé. Susintetinti modifikuoti nukleozidy 5'-trifosfatai.

Nr. Panaudotas nukleozidas Produktas m, mg ISeiga, %
9 | N*-Gly-Boc-2'-dC N*-Gly-Boc-2'-dCTP 36 15

10 | N*-Tyr-Boc-2'-dC N*-Tyr-Boc-2'-dCTP 20 11

11 | N*Met-Boc-2'-dC N*-Met-Boc-2'-dCTP 45 21

12 | N*-Phe-Boc-2'-dC N*-Phe-Boc-2'-dCTP 46 25

13 | N*-Gly-2'-dC N*-Gly-2'-dCTP 10 6

14 | N*-Tyr-2'-dC N4-Tyr-2'-dCTP 6 4

15 | N*-Met-2'-dC N*-Met-2'-dCTP 17 9

16 | N*-Phe-2'-dC N*-Met-2'-dCTP 9 6
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Pav. 6. N*-Fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfato *'P BMR spektras.
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3.4. Pradmens prailginimo reakcijos

~-500

oligonukleotidus, atliekant DNR sekos prailginimo reakcijas. Pradmens prailginimo reakcijoms

panaudoti Zinomy seky DNR fragmentai:
e T7promREZ - 5-TAATACGACTCACTATAGGG*A*G*A-3', kur * yra
fosfortioato modifikacija.

e Temp®-3-ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGGGGTTAAGGCC-5.

Reakcijoms pasitelktos dvi polimerazés — TdT ir ¢209.

TdT yra X Seimos DNR polimeraz¢, nereikalaujanti DNR matricos ir pasiZyminti

atsitiktiniy nukleotidy prijungimu prie DNR 3'-OH galo. Oligonukleotido prailginimo reakcijos

su TdT atliktos naudojant T7promREZ pradmenj ir susintetintus N*-modifikuotus 2'-
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deoksicitidino nukleotidus. Zemiau pateikiamas pradmens prailginimo reakcijy su TdT

poliakrilamidinio gelio elektroforezés atvaizdas. Takeliuose matoma:

Kontrl - Neigiama kontrolé, kur yra 3P zymétas T7promREZ oligonukleotidas ir
TdT buferis.

Kontr2 - Neigiama kontrolé, kur yra 3P zymétas T7promREZ oligonukleotidas,
TdT buferis ir dCTP.

dCTP — Teigiama kontrolé, kur yra 2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

PheBoc - N*-Fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

Phe - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))fenilalaninamido 5'-trifosfatas.

TyrBoc - N*-Tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

Tyr - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))tirozinamido 5'-trifosfatas.

GlyBoc - N*-Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

Gly - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))glicinamido 5'-trifosfatas.

MetBoc - N*-Metioninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

Met - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))metioninamido 5'-trifosfatas.

¥
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X

: . 4
194330?

oo w<—c W

—— ~350 A

Pav. 7. Pradmens prailginimo reakcijy su TdT poliakrilamidinio gelio atvaizdas.
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Lyginant neigiamg kontrol¢ su vaizdais takeliuose, kuriuose naudoti nukleotidai, galima
padaryti iSvadas, kokie nukleotidai buvo geriausiai jjungiami | DNR granding. Kadangi TdT
pradmens prailginimo reakcijai nereikalauja DNR matricos, teoriskai galimas begalinis
nukleotidy jjungimas j oligonukleotida. Zitirint j tre¢iajj takelj, kuriame yra dCTP, matomas
Sleifas, kuris tai ir patvirtina — substratu naudojant dCTP gauta daug jvairaus ilgio DNR
fragmenty. IS literatiiriniy duomeny zinoma, jog TdT geba j oligonukleotidg jjungti jvairias
modifikacijas turin¢ius nukleotidus. Gautas poliakrilamidinio gelio elektroforezés atvaizdas tai
patvirtina. Gelyje matoma, jog TdT geriausiai j oligonukleotidg jungé blokuotomis
aminorigStimis modifikuotus 2'-deoksicitidino nukleotidus. PheBoc nukleotidas j DNR granding
buvo jjungtas 3 kartus i§ eilés, TyrBoc, GlyBoc ir MetBoc — po 2 kartus. Kiek pras¢iau j
oligonukleotida jjungiami deblokuotomis aminortig§timis modifikuoti 2'-deoksicitidino 5'-
trifosfatai. Visi nukleotidai (Phe, Tyr, Gly bei Met) i DNR granding buvo jjungiami tik vieng
kartg. Norint geriau suprasti, kodél Boc apsauging grupe turintys modifikuoti 2'-deoksicitidino
nukleotidai yra geresni TdT substratai oligonukleotido pratgsimo reakcijai, reikéty atlikti
platesnius tyrimus.

DNR polimeraze ¢29 priklauso B Seimai ir atlieka nuo DNR matricos priklausoma
oligonukleotido prailginimo reakcija. Si polimerazeé taip pat pasizymi 3'—5' egzonukleaziniu
aktyvumu, tad norint i§vengti pradmens degradacijos, pasirinktas T7promREZ oligonukleotidas,
turintis fosfortioatines modifikacijas 3' gale (Pav. 8b). Matrica pasirinktas 35-iy nukleotidy ilgio
DNR fragmentas Temp®. Reakcijy metu naudoti ne tik susintetinti N*-modifikuoti nukleotidai,
bet ir papildomi dATP, dGTP bei dTTP. Maksimaliai ] DNR seka galima jjungti 12 nukleotidy, 6
i§ jy gali bati modifikuoti dCTP.

oo | e | eRERESSE

Bazé Bazé KR [CORTRY (] S (M [P S\ [ (S P PRV 1
0 0 oEr0:-ta GGy B ehes e SRl S S Svaitt it c
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(I) C? IF r (o} (o] (¢] 0
a 3 b 3 12 SRR I
Pav. 8. a Fosfodiesterinis rysys. b Fosfortioatinis Pav. 9. Pradmens prailginimo reakcijy su
rysys. ¢29 poliakrilamidinio gelio atvaizdas.
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Pav. 9. pateiktas oligonukleotido T7promREZ prailginimo reakcijos su ¢29 DNR

polimeraze poliakrilamidinio gelio atvaizdas atlikus elektroforezg. Takeliuose pateikta:

Kontrl - Neigiama kontrolé, kur yra %3P zymétas T7promREZ oligonukleotidas ir
29 buferis.

Kontr2 - Neigiama kontrol¢, kur yra 33P zymétas T7promREZ oligonukleotidas,
TempG matrica, ¢29 buferis, dATP, dGTP, dTTP ir dCTP.

dCTP — Teigiama kontrolé, kur yra dATP, dGTP, dTTP ir dCTP.

GlyBoc - N*-Glicinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

TyrBoc - N*-Tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

PheBoc - N*-Fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

MetBoc - N*-Metioninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas.

Gly - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))glicinamido 5'-trifosfatas.

Tyr - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))tirozinamido 5'-trifosfatas.

Phe - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))fenilalaninamido 5'-trifosfatas.

Met - N-(4-(2'-Deoksicitidinil))metioninamido 5'-trifosfatas.

Treciajame (teigiamos kontrolés) takelyje turéty matytis pilno ilgio produktas, taciau

matoma, jog buvo jjungti tik du dCTP nukleotidai. DNR polimerazé ¢29 i oligonukleotida

sé¢kmingai jjungé visus susintetintus modifikuotus 2'-deoksicitidino 5'-trifosfatus, taciau dél

prastos gelio kokybés teigti, kurie nukleotidai buvo jjungiami geriau, o kurie prasciau,

nejmanoma. Norint jvertinti, kurie nukleotidai yra geresni substratai ¢29 polimerazei, bandyma

reikéty pakartoti.
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ISVADOS

Magistrinio darbo metu susintetinta 15 naujy, mokslingje literatiiroje neaprasyty junginiy.
Trijy stadijy sintezés metu gauti 3 Boc apsaugine grupe blokuotomis aminortigstimis
modifikuoti 2'-deoksicitidino nukleozidai: N*-glicinoil-Boc-2'-deoksicitidinas, N*-
tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidinas ir N*-metioninoil-Boc-2'-deoksicitidinas.

. Atlikus susintetinty nukleozidy deblokavimo reakcijas buvo gauti dar 4 deblokuotomis
aminorigs§timis modifikuoti 2'-deoksicitidino nukleozidai: N-(4-(2'-
deoksicitidinil))glicinamidas, N-(4-(2'-deoksicitidinil))tirozinamidas, N-(4-(2'-
deoksicitidinil))metioninamidas bei N-(4-(2'-deoksicitidinil))fenilalaninamidas.
Susintetinti modifikuoti nukleozidai panaudoti nukleotidy sintezei. Pagal Yoshikawa
protokolg susintetinti 8 nauji nukleozidy trifosfatai - 4 Boc apsaugine grupe blokuotomis
aminoriig§timis modifikuoti 2'-deoksicitidino 5'-trifosfatai: N*-glicinoil-Boc-2'-
deoksicitidino 5'-trifosfatas, N*-tirozinoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas, N*-
metioninoil-Boc-2'-deoksicitidino 5'-trifosfatas, N*-fenilalaninoil-Boc-2'-deoksicitidino
5'-trifosfatas bei 4 deblokuotomis aminortigs§timis modifikuoti 2'-deoksicitidino 5'-
trifosfatai: N-(4-(2'-deoksicitidinil))glicinamido 5'-trifosfatas, N-(4-(2'-
deoksicitidinil))tirozinamido 5'-trifosfatas, N-(4-(2'-deoksicitidinil))metioninamido 5'-
trifosfatas, N-(4-(2'-deoksicitidinil))fenilalaninamido 5'-trifosfatas.

. Atlikus pradmens prailginimo reakcijas su DNR polimerazémis TdT ir ¢29 nustatyta, jog
fermentai substratais geba panaudoti visus susintetintus nukleotidus. TdT i
oligonukleotida geriau jungia Boc apsauging grupe turin¢ius nukleotidus, nei deblokuotus
junginius. DNR polimerazé ¢29 visus modifikuotus 2'-deoksicitidinus ]} DNR granding

jjungia, ta¢iau norint i$siaiskinti, kurie substratai yra geriausi, bandymus reikia pakartoti.
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Deoxycytidine 5'-Triphosphates
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SUMMARY

Nucleoside 5'-triphosphates [(d)NTPs] play an essential role in many biological
processes. Natural (d)NTPs act as monomers for polymerase-mediated nucleic acid synthesis
both in vivo and in vitro. Adenosine 5'-triphosphate (ATP) is the primary energy source for
cellular functions. Cyclic mononucleotides such as CAMP and cGMP serve as intracellular
signaling molecules. Dinucleotides such as nicotinamide adenine dinucleotide and flavin adenine
dinucleotide are enzyme cofactors in many biochemical reactions. Due to the broad range of
applications of (d)NTPs they are widely studied. Modified (d)NTPs are used in various cellular
and molecular biology experiments. These compounds are utilized as substrates for polymerases,
studied as inhibitors for enzymes, they are also often labelled with fluorescent or radioactive
probes and are applied in the fields of therapeutics and diagnostics.

Most often nucleobases are modified at the positions C5 of pyrimidines and C7 of 7-
deazapurines. This ensures correct Watson-Crick base pairing and minimal enzymatic
interference. Little is known about modifications at the positions N® and O° of purines and N*
and O* of pyrimidines thus the aim of this study was to synthesize N*-amino acid modified
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nucleoside 5'-triphosphates and study them as substrates for DNA polymerases. To achieve this
goal the following tasks have been formed:
e To synthesize Boc-protected N*-amino acid modified 2'-deoxycytidine
nucleosides.
e To synthesize deprotected N*-amino acid modified 2'-deoxycytidine nucleosides.
e To phosphorylate N*-modified 2'-deoxycytidine nucleosides into nucleoside 5'-
triphosphates.
e To investigate the synthesized nucleotides as substrates for enzymatic DNA
synthesis.

In total 15 new and uncharacterized compounds were synthesized, three of which were
N*-acyl-Boc-2'-deoxycytidines (1-3) and four of which were N-(4-(2'-
deoxycytidinyl))acylamides (5-8) (compound 4 (N*-phenylalaninoyl-Boc-2'-deoxycytidine) was
synthesized by colleague T. Varnas). All of the compounds were phosphorylated into nucleoside
5'-triphosphates using Yoshikawa procedure and used as substrates for DNA polymerase-
mediated deoxynucleic acid synthesis. Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) incorporated
all of the synthesized nucleotides (9-16) into DNA, the best substrates being N*-acyl-Boc-2'-
deoxycytidine 5'-triphosphates. Likewise, DNA polymerase ¢29 successfully utilized all of the
compounds for primer extension reactions but to determine which of the substrates were the best

additional experiments have to be made.
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