
 

VILNIAUS UNIVERSITETAS 

GYVYBĖS MOKSLŲ CENTRAS 

 

 

 

 

KAROLIS KUMPAITIS 

 

 

SARS-CoV-2 variantų identifikavimas naudojant 2‘, 3‘-Dideoksinukleotidą 

sujungtą su oligonukleotidu 
 

 

Magistro baigiamasis darbas 

 

Genetikos studijų programa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Darbo vadovas 

Dr. Eglė Merkienė 

 

 

Darbo konsultantas 

Aistė Polikaitytė 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vilnius 2024 

  



2 

 

TURINYS 

 

Santrumpos ................................................................................................................................. 3 
Santrauka .................................................................................................................................... 4 
Summary ..................................................................................................................................... 5 
Įvadas .......................................................................................................................................... 6 
1. Literatūros apžvalga ......................................................................................................... 7 

1.1. SARS-CoV-2 virusas .................................................................................................... 7 

1.1.1. SARS-CoV-2 viruso variantų detekcija ir identifikavimas .................................. 8 

1.1.2. Viso genomo sekoskaita ..................................................................................... 10 

1.2. Modifikuoti nukleotidai .............................................................................................. 12 

1.3. DNR polimerazių suderinamumas su modifikuotais nukleotidais ............................. 13 

1.4. Modifikuoti dideoksinukleotidai ................................................................................ 13 

Asmeninio indėlio aprašymas ................................................................................................... 16 
Literatūros Sąrašas .................................................................................................................... 16 
 

 

  



3 

 

SANTRUMPOS 

AT-kPGR – atvirkštinės transkripcijos – kiekybinė polimerazės grandininė reakcija 

dATP – deoksiadenozino trifosfatas 

ddONATP – dideoksiadenozino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu 

dCTP – deoksicitozino trifosfatas 

ddONCTP – dideoksicitozino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu 

dGTP – deoksiguanozino trifosfatas 

ddONGTP – dideoksiguanozino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu 

dTTP – deoksitimidino trifosfatas 

ddONUTP – dideoksiuridino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu 

dNTP – deoksinukleotido trifosfatas 

ddONNTP – dideoksinukleotido trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu 

NKS – naujos kartos sekoskaita 

OTDDN – dideoksinukleotidas su prie jo prijungtų oligonukleotidu (angl. Oligonucleotide 

tethered 2‘,3‘-dideoxynucleotide) 

PSO – Pasaulio Sveikatos Organizacija (angl. World Health Organization WHO) 

SSB – vieną grandinę surišantys baltymai (angl. single strand binding protein) 

  



4 

 

VILNIAUS UNIVERSITETAS 

GYVYBĖS MOKSLŲ CENTRAS 

 

Karolis Kumpaitis 

SARS-CoV-2 variantų identifikavimas naudojant 2‘,3‘-Dideoksinukleotidą sujungtą su 

oligonukleotidu 

Magistro baigiamasis darbas 

 

SANTRAUKA 

RNR virusai kaip SARS-CoV-2 nepaliaujamai evoliucionuoja dėl replikacijos metu 

atsirandančių pokyčių genome. Šios genetinės variacijos gali paveikti viruso savybes kaip gebėjimą 

užkrėsti naujus žmones, sukeliamų simptomų stiprumą ar atsparumą esantiems gydymo būdams. 

Dėl to, naujų viruso genominių variantų stebėjimas ir sekimas tampa efektyviu būdu kontroliuoti 

epidemiją. Šiuo metu, dažniausiai naudojamas metodas SARS-CoV-2 variantų identifikavimui yra 

viso RNR viruso sekoskaita paremta amplikonais. OTDDN (Dideoksinukleotidas sujungtas su 

oligonukleotidu) paremta technologija atvėrė naujas galimybes paprastesniam tiksliniam NKS 

bibliotekų paruošimui, kurio metu tiriamos molekulės (DNR ar RNR) gali būti pagautos ir 

sekvenuotos naudojant vieną pradmenį. Šio darbo tikslas yra parodyti OTDDN tinkamumą 

panaudoti virusinių genominių RNR sekoskaitos bibliotekų paruošimui SARS-CoV-2 variantų 

identifikavimui. 
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SUMMARY 

RNA viruses such as SARS-CoV-2 continuously evolve as changes in the genetic code occur 

during replication of the genome. These genetic variations may impact the properties of the virus 

such as transmission, severity of symptoms or sensitivity to treatments. Thus, monitoring and 

detection of new genomic variants is important for efficient epidemic control. Currently, the most 

widely used method for SARS-CoV-2 variant identification is by sequencing the whole viral RNA 

genome using an amplicon based system. OTDDN‘s (Oligo Tethered Dideoxy Nucleotides) 

technology opened the opportunity for simplified semi-targeted NGS library preparation where 

molecules of interest (DNA or RNA) can be captured and sequenced using only one primer. The 

aim of this work is to demonstrate suitability of OTDDNs in viral genomic RNA sequencing library 

preparation for SARS-CoV-2 RNA variant identification. 
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ĮVADAS 

SARS-CoV-2 virusas pirmą kartą detektuotas 2019 metų gruodžio mėnesį, o jau po keturių 

mėnesių, kovo 12d. 2020 metais paskelbtas Pasaulio Sveikatos Organizacijos kaip pandemija 

(Singh & Yi, 2021). Šis RNR virusas išplito per visą pasaulį vos per keturis mėnesius ir nors buvo 

įvesti griežti pandemijos valdymo reikalavimai, SARS-CoV-2 toliau plito ir mutavo (Magazine et 

al., 2022). Virusui mutuojant atsirado jo variantai, PSO paprasčiau vadinami, pagal graikų abėcėlę: 

alfa, beta, delta, omikron ir t.t. (Flores-Vega et al., 2022). Dalis šių naujai atsiradusių variantų buvo 

lengviau užkrečiami, sukėlė stipresnius simptomus, didino viruso galimybes išvengti imuninės 

sistemos. Šie variantai, siejami su SARS-CoV-2 bangomis, kai vienoje ar kitoje pasaulio vietoje 

drastiškai pakyla susirgimų kiekis, hospitalizacijų skaičius ar mirčių skaičius (Forchette et al., 

2021). Todėl norint suvaldyti šiuos viruso protrūkius būtina atrasti ir sekti naujus viruso RNR 

variantus, stebėti jų kitimą ir plitimo kryptis. Ši informacija padeda visuomenės sveikatos 

specialistams priimti reikalingus sprendimus, norint suvaldyti šią tarptautinę krizę (Oude Munnink 

et al., 2020). SARS-CoV-2 viruso RNR genomo variantų identifikavimui dažniausiai naudojama 

viso genomo sekoskaita, paremta tiksline daugiataikinine PGR amplifikacija (Nasereddin et al., 

2022). Šiam naujos kartos sekoskaitos bibliotekos paruošimui naudojamos pradmenų poros, kurių 

pagalba galima padauginti DNR tik nuo žinomų genomo vietų. Kadangi viruso genome dažnai 

pasitaiko RNR sekų persitvarkymų, informacija apie juos, naudojant amplikonais paremtą 

bibliotekų generavimo metodą, gali būti prarandama. Šiai problemai išspręsti gali būti naudojama 

OTDDN (2‘,3‘-dideoksinukleotidas sujungtas su oligonukleotidu) paremta technologija (Kapustina, 

2021a). OTDDN ne tik leidžia paruošti RNR sekoskaitos bibliotekas greičiau, sujungiant 

fragmentavimo ir kopijinės DNR sintezės žingsnius, tuo pačiu metu pažymint 3‘ fragmento galą 

žinomos sekos oligonukleotidu (Kapustina, 2021a). Bet taip pat, bibliotekoms paruošti pakanka tik 

vieno tikslinio pradmens iš poros, dėl to atsiranda galimybė aptikti viruso genomo sekų variantus 

bei persitvarkymus. 

Darbo tikslas:  

Darbo uždaviniai: 

  



7 

 

1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. SARS-CoV-2 virusas 

Pirmą kartą SARS-CoV-2 pastebėtas 2019 metais Uhano mieste, Hubėjaus provincijoje, 

Kinijoje, sukėlė ūminę viršutinių kvėpavimo takų ligą, pavadintą koronaviruso liga 2019 arba 

trumpiau COVID-19 (angl. coronavirus disease 2019 COVID-19) (Timeline of WHO’s Response to 

COVID-19). SARS-CoV-2 greitai plintant, kovo 11d. 2020 metais Pasaulio Sveikatos Organizacija 

PSO (angl. World Health Organisation WHO) paskelbė COVID-19 pandemiją. Dabartiniais PSO 

duomenimis, pasaulyje viso užregistruota daugiau nei 770 milijonų atvejų bei daugiau nei 7 

milijonai mirčių nuo COVID-19 (duomenys gegužės 12d. 2024) (COVID-19 Cases | WHO 

COVID-19 Dashboard). 

SARS-CoV-2 plinta oro lašeliniu būdu, per žmonių artimą kontaktą ar buvimą patalpoje su 

infekuotu žmogumi (Flores-Vega et al., 2022). SARS-CoV-2 globalus paplitimas bei intensyvi 

replikacija siejama su gebėjimu sparčiai mutuoti. Mutavus SARS-CoV-2, atsiranda nauji jo 

variantai, kurie dažnai turi mutacijų spyglio baltymo gene. Tokie variantai siejami su didesniu 

užsikrėtimu, patogeniškumu bei lengvesniu imuninės sistemos išvengimu (Flores-Vega et al., 2022). 

PSO apibūdina bendrinę virusų variantų skirstymo sistemą - keliantys susirūpinimą (angl. variants 

of concern VOC) ir keliantys susidomėjimą (angl. variants of interest VOI) (Updated Working 

Definitions and Primary Actions for SARS-CoV-2 Variants, 2023). Keliantys susirūpinimą 

variantai, tai tokios viruso atmainos, kurios yra lengviau perduodamos, virulentiškesnės, sukelia 

stipresnius simptomus (daugiau hospitalizacijos ir mirčių atvejų), mažesnis vakcinos sukurto 

imuniteto poveikis. Keliantys susidomėjimą variantai, tai taip pat mutavę virusai, pasižymintys 

viena ar keliomis savybėmis, kaip ir keliantys susirūpinimą variantai, tačiau per rizikos vertinimą 

neatitinka vieno iš PSO kriterijų: didelis neigiamas poveikis klinikinių atvejų rimtumui; COVID-19 

epidemiologijos pokytis lemiantis sveikatos apsaugos sistemos negebėjimą pasirūpinti pacientais su 

COVID-19 ar kitomis ligomis; vakcinų sukurto imuniteto efektyvumo didelis sumažėjimas 

(Updated Working Definitions and Primary Actions for SARS-CoV-2 Variants, 2023).  
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VOC variantų pavyzdžiai alfa variantas, kuris buvo vienas pirmųjų identifikuotų, 

besiskiriančių nuo pirmojo Kinijoje identifikuoto SARS-CoV-2 varianto, delta variantas, sukėlęs 

naują susirgimų bangą, ir paskutinis viruso variantas, plačiai žinomas ir išlikęs iki dabar - omikron 

(1.1 pav.). Šiuo metu nebėra PSO kvalifikuojamų VOC SARS-CoV-2 viruso variantų. Išlikę yra tik 

VOI variantai, bendrai vadinami omikron (duomenys gegužės 12 d. 2024). Savalaikis naujų viruso 

genomo mutacijų atradimas padeda pritaikyti reikalingus visuomenės sveikatos apsaugos įrankius 

bei padeda identifikuoti reikalingus vakcinų pokyčius, atnaujinimus, bei gali padėti pagerinti 

diagnostinius tyrimus (Nasereddin et al., 2022). Šie veiksmai padeda valdyti pandemijos plitimą, 

kontroliuoti susirgimų skaičių ir sumažinti hospitalizacijos bei mirčių atvejų skaičių (Nasereddin et 

al., 2022). 

 

1.1.1. SARS-CoV-2 viruso variantų detekcija ir identifikavimas 

SARS-CoV-2 patenka į ląsteles per spyglio baltyme esantį receptorių sujungiantį domeną 

(angl. receptor-binding domain RBD), kuris sąveikauja su ląstelės paviršiuje esančio angiotenziną 

konvertuojančio fermento 2 (angl. angiotensin-converting enzyme 2 ACE2) receptoriaus motyvu 

(Forchette et al., 2021). Kaip pavyzdys, viena pirmųjų mutacijų D614G spyglio baltyme padidino 

viruso infektyvumą bei stabilumą, todėl globaliai randama daugiau G614 nei D614 variantų 

(Nasereddin et al., 2022). Paskutinis globaliai paplitęs variantas, Omikron, turi daugiau nei 30 naujų 

mutacijų spyglio baltyme, kurios taip pat rastos Alfa ir Delta variantuose (Flores-Vega et al., 2022). 

Viena tokių taškinių mutacijų N501Y siejama su geresniu viruso susikabinimu su ACE2 

receptoriumi, dėl ko šis variantas yra lengviau perduodamas (Prévost et al., 2021). Taip pat, 

Omikron variantas charakterizuojamas kaip galintis išvengti humoralinio atsako dėl ko manoma, 

kad yra 2,7-3,7 karto užkrėčiamesnis nei Delta variantas (Garcia-Beltran et al., 2022). 

SARS-CoV-2 virusas yra teigiamas viengrandės RNR virusas priskiriamas koronovirusų 

šeimai, kurių genomų dydžiai svyruoja nuo 26 iki 32 kb. SARS-CoV-2 viruso gebėjimą greitai 

1.1 pav. SARS-CoV-2 variantų atsiradimo chronologija. Pažymėta PSO klasifikacija. 

Šaltinis: (Flores-Vega et al., 2022) 
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prisitaikyti prie naujų nešiotojų ir kintančios aplinkos sąlygoja viruso gebėjimas mutuoti per trumpą 

laiką (Bloom et al., 2023). Virusų mutacijų greitį paveikia polimerazių daromos klaidos ir 

gebėjimas jas taisyti, kiti mutacijų šaltiniai yra nešiotojo fermentai, spontaninės nukleorūgščių 

pažaidos ir specifiniai genetiniai elementai, kurių funkcija kurti naujas mutacijas (Sanjuán & 

Domingo-Calap, 2016). Viengrandžiai virusai paprastai greičiau mutuoja dėl to, kad viengrandės 

nukleorūgštys yra lengviau pažeidžiamos oksidacinės deaminacijos. Kitas RNR virusų mutacijų 

šaltinis yra tai, kad jie dažnai neturi DNR polimerazių su egzonukleazinių aktyvumų, dėl kurio 

trūkumo, polimerazės negali ištaisyti nukleotidų nesutapimus. Tačiau šiuo atveju SARS-CoV-2 

panašesnis į didesnius genomus turinčius virusus, kuriuose DNR polimerazės turi egzonukleazinį 

aktyvumą (Sanjuán & Domingo-Calap, 2016). Kitas svarbus aspektas yra virusų rekombinacija, dėl 

kurios atsiranda mutacijos. SARS-CoV-2 viruse šių elementų yra visame genome, o daugiausiai 

rekombinacijos atsitikimų randama ORF1a regione arba spyglio baltymo N gale (Singh & Yi, 

2021). Taip pat virusų mutacijas gali paveikti ir nešiotojo ląstelės (Lamb et al., 2024). Stebinti tris 

mutacinias tendencijas C→U, U→C/A→G, G→U, pastebėta, kad pirmosios tendencijos mutacijų 

daugiau yra VOC variantuose bei tai tokios mutacijos, kurios keičia aminorūgščių seką (Lamb et 

al., 2024). Antrosios ir trečiosios tendencijos mutacijos daugiau pastebėtos tik kaip keičiančios 

RNR seką, taip pat pandemijos laikotarpiu antrosios tendencijos pastebėta daugiau VOC 

variantuose nei pirmosios (Lamb et al., 2024). Pirmąją tendenciją manoma, kad sukelia APOBEC 

šeimos citozino deaminazės, antrąją tendenciją ADAR šeimos adenino deaminazės, trečiąją 

tendenciją sukelia reaktyvios deguonies formos ROS (Lamb et al., 2024). 

SARS-CoV-2 viruso detekcijai ir viruso sukeltos ligos atvejo patvirtinimui plačiausiai 

naudojamas molekulinės diagnostikos metodas AT-kPGR, kuris yra laikomas aukso standartu 

(Eftekhari et al., 2021). AT-kPGR testams naudojami medvilniniu pagaliuku surinkti mėginiai iš 

pacientų viršutinių kvėpavimo takų. Metodas atliekamas vieno žingsnio principu, kai virusinė RNR 

yra verčiama kDNR atvirkštinės transkriptazės ir iškart eksponentiškai amplifikuojama DNR 

polimerazės (Bustin et al., 2022; Eftekhari et al., 2021). Padauginta viruso kopijinė DNR yra realiu 

laiku detektuojama specialaus zondo skleidžiama fluorescencija, kai šis zondas yra degraduojamas 

polimerazės 5‘ – 3‘ egzonukleazinio aktyvumo, sintetinant naują grandinę. Šiam metodui 

dažniausiai naudojami pradmenys, taikantys į ORF1b ar ORF8 SARS-CoV-2 genomo regionus, 

nukleokapsidės, spyglio ar viruso apvalkalo baltymų genus (Bustin et al., 2022; Carter et al., 2020). 

Nors šis detekcijos metodas yra patogus, specifiškas ir tiksliai gali identifikuoti SARS-CoV-2 

virusą, specialios įrangos ir treniruoto personalo kaštai apsunkina diegimą tam tikruose vietose. 

Todėl kaip alternatyva kuriami kitokiu būdu veikiantys izoterminės amplifikacijos metodai, kaip 

pvz.: atvirkštinės transkripcijos – kilpinė izoterminė amplifikacija (angl. Reverse Transcription 
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Loop-Mediated Isothermal Amplification RT-LAMP), besisukančios kilpos amplifikacija (angl. 

Rolling Circle Amplification RCA) (Carter et al., 2020). Šie metodai nereikalauja brangios įrangos ir  

yra tinkami nustatyti, ar pacientas yra užsikrėtęs virusu, bei galima detektuoti, kuris SARS-CoV-2 

viruso variantas sukėlė infekciją (Ngoc & Lee, 2024). Tačiau pagrindinis AT-kPGR trūkumas yra 

tas, kad šio tyrimo metu negalima nustatyti dar nežinomų viruso genomo variantų (Ishige, 2024; 

Moore et al., 2020). Dabartinis viruso variantų tyrimas remiasi brangiais ir daug laiko užimančiais 

viso genomo sekoskaitos tyrimais (angl. Whole Genome Sequencing WGS), naudojantis naujos 

kartos sekoskaitos platformomis (European Centre for Disease Prevention and Control & World 

Health Organization, 2021). 

1.1.2. Viso genomo sekoskaita 

Globalaus pasaulio judumas paveikia ir virusų plitimą: viruso nešiotojai gali pasiekti 

skirtingas pasaulio vietas dar viruso inkubacinio periodo metu (Harrison et al., 2020). Taip virusai 

pasiekia žmonių populiacijas, kurios anksčiau nėra susidūrusios su naujomis virusų rūšimis, dėl to 

neturi susidariusio imuniteto kovojančio su virusine infekcija (Harrison et al., 2020). Norint 

kontroliuoti virusų plitimą, viruso variantų atsiradimą ir mutavimą, vis dažniau naudojama 

sekoskaitos technologija - ypač viso genomo sekoskaita. Skirtingai nuo kitų prieinamų technologijų, 

tokių kaip Sangerio, viso genomo sekoskaitos tikslas yra gauti patikimus duomenis apie visą 

organizmo DNR ar RNR seką (Nieuwenhuijse et al., 2022). Sangerio sekoskaita, nors ir generuoja 

ilgus fragmentus, tačiau jie nepadengia viso viruso genomo ilgio. Kiekvienas fragmentas yra 

ruošiamas atskiroje reakcijoje, todėl, norint nuskaityti didelius kiekius DNR ar RNR sekų, 

reikalingos didelės laiko ir finansų investicijos. Dėl šios priežasties, virusų variantų identifikavimui 

yra naudojamos masinės lygiagrečios sekų nuskaitymo technologijos, tokios kaip naujos kartos 

sekoskaita (Nieuwenhuijse et al., 2022; Oude Munnink et al., 2020). Šis sekoskaitos metodas 

padėjo sekti naujų viruso mutacijų atsiradimą visuomenės sveikatos specialistams, priimantiems 

sprendimus dėl pandemijos valdymo (Oude Munnink et al., 2020). 
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Viso genomo sekoskaita yra atliekama keliais būdais: amplikonais paremta sekoskaita ar 

metagenominė sekoskaita (1.2 pav.). 

 

Amplikonais paremta sekoskaita yra specifiškas ir labai jautrus metodas. Norint atlikti šį 

metodą reikia pradmenų paletės, paremtos jau turima informacija apie norimą tirti patogeną (Moore 

et al., 2020; Nasereddin et al., 2022). Ruošiant amplikonais paremtos sekoskaitos biblioteką, 

pirmiausia yra išgryninama DNR ar RNR iš klinikinių mėginių, kurie surinkti iš pacientų 

užsikrėtusių virusine infekcija. Tada atliekama DNR sintezė, naudojant specialiai norimiems tirti 

patogenams sukurtas pradmenų paletes. Jei norimo tirti viruso genomas yra RNR molekulė, tuomet 

prieš DNR sintezę yra vykdoma atvirkštinė transkripcija ir/ar kartu PGR (1.2 pav.). Toliau 

standartiškai atliekamas galų tvarkymas ir sekoskaitos adapterių ligavimas (Yoo et al., 2021). 

Metagenominės sekoskaitos metu yra nuskaitomi visi DNR ar RNR fragmentai, esantys 

klinikiniame paciento, užsikrėtusio virusine infekcija mėginyje, todėl nebūtina iš anksto žinoti 

specifinių patogeno genomo sekų (Ng & Kirkness, 2010). Tuo pačiu tai reiškia, kad mėginyje esanti 

nešiotojo ar kitų mikroorganizmų DNR ar RNR bus taip pat nuskaitoma, kas gali lemti sumažėjusį 

metodo detekcijos limitą. Metagenominė sekoskaita yra atliekama panašiai kaip ir amplikonais 

paremta sekoskaita, tik RNR atveju, pirmiausia atliekama atvirkštinė transkripcija, panaudojant 

atsitiktinius pradmenis. Po šios reakcijos, į mėginius pridedama Klenow fragmento, tam, kad būtų 

susintetinta dviguba DNR grandinė. PGR ar AT-PGR (1.2 pav.) gali būti atliekamas ir su 

atsitiktiniais pradmenimis (Yoo et al., 2021). 

Viso genomo sekoskaitos metodo ar jų variacijos parenkamos pagal norimą atsakyti biologinį 

klausimą. SARS-CoV-2 atveju metagenominis priėjimas yra parenkamas, kai norima aptikti ne tik 

virusą, bet tuo pačiu detektuoti ir kitus patogenus bei mikrobiomą, prisidedančius prie COVID-19 

ligos rimtumo (Carter et al., 2020). Amplikonais paremta sekoskaita naudojama tikslesniam SARS-

1.2 pav. Bendrinė DNR ir RNR bibliotekų paruošimo schema. Šaltinis: (Next 

Generation Sequencing (NGS) | Research at St. Michael’s Hospital, 2024) 
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CoV-2 tyrimui, kontaktų sekimui, epidemiologijai ir viruso evoliucijai sekti (Carter et al., 2020). 

Papildomai šiuos metodus, dabar jau turint SARS-CoV-2 seką, galima naudoti bendrai ir sekti 

viruso mutacijas (Eftekhari et al., 2021). Šiuos eksperimentus galima atlikti tiek su Oxford 

Nanopore Technologies™ MinIon (Moore et al., 2020) ar Illumina™ NextSeq™ serijos 

instrumentais (Comprehensive Workflow for Detecting  Coronavirus Using Illumina Benchtop 

Systems, 2020). 

1.2. Modifikuoti nukleotidai 

Nekanoniniai nukleotidai praturtina DNR ir RNR įvairovę bei prideda antrąjį sluoksnį 

genetinės informacijos, kuri yra pagrindinis epigenetikos tyrimų objektas (Kapustina, 2021a). 

Paskutinius dešimtmečius susidomėjimas tokiais nukleotidais itin augo, siekiant juos panaudoti 

įvairiose srityse: molekulinėje biologijoje (Hertler et al., 2022), epigenetikoje (Chen et al., 2017), 

terapijoje (Khvorova & Watts, 2017), aptamerų kūrime (Nimjee et al., 2017), biosensoriuose bei 

kitur (Ochoa & Milam, 2020). Beveik kiekviena nukleotido dalis – nukleobazė, cukraus liekana ar 

fosfodiesterinės jungties struktūra gali būti modifikuojamos (1.3 pav.) (Ochoa & Milam, 2020). 

 

Norint modifikuoti nukleotido bazę, atliktas pakeitimas turi atitikti keturias taisykles 

(Kapustina, 2021; Perrin et al., 1999): nukleotidas turi išlaikyti gebėjimą sudaryti vandenilinius 

ryšius su kitais nukleotidais (Watson-Crick ir Hoogsteen sąveikos); modifikacija turi būti tinkama, 

1.3 pav. Nukleotidų galimos cheminės modifikacijos. Šaltinis: (Ochoa & Milam, 2020) 
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kaip substratas DNR ar RNR polimerazei; trečia - šie nukleotidai DNR ar RNR sintezės metu turi 

būti įstatomi pakankamai efektyviai ir konkuruoti su atitinkamais kanoniniais nukleotidais; ketvirta, 

viengrandė DNR su bazių modifikacijomis turi būti tinkamas substratas tolimesniam DNR 

padauginimui. Bazių modifikacijos taip pat gali paveikti DNR spiralinės struktūros konformacinius 

pokyčius, modifikacijos pirimidinų C5 pozicijose ar purinų C8 pozicijose padeda lengviau 

susiformuoti spiralės Z konformacijai ir ją stabilizuoja (Balasubramaniyam et al., 2021; Jäger et al., 

2005; Liang & Wnuk, 2015). Tačiau bazių modifikacijos, dėl kurių formuojamos papildomos 

nekovalentinės jungtys su DNR polimerazėmis, mažina modifikuotų bazių inkorporavimą 

(Zasedateleva et al., 2023). 

1.3. DNR polimerazių suderinamumas su modifikuotais nukleotidais 

Atliekant eksperimentus su nukleorūgštimis, dažnai reikalingas jų padauginimas ar 

nustatymas mėginyje, kuris taip pat remiasi jų padauginimu (Medžiūnė et al., 2022). Plačiausiai tam 

naudojama polimerazės grandininė reakcija PGR arba, dirbant su RNR pirmiau atliekama 

atvirkštinė transkripcija susintetinti DNR (Medžiūnė et al., 2022). Natūraliai polimerazės 

prisitaikiusios įterpti kanoninius nukleotidus, tačiau modifikuotų nukleotidų įterpimas nėra 

neįmanomas, net kai modifikacijos yra steriškai nepatogios (Duffy et al., 2020; Hottin & Marx, 

2016). Pirimidinų C5 pozicijoje modifikacijos ar 7-deazapurinų modifikacijos C7 pozicijose puikiai 

tinka inkorporavimui PGR metu, nors pirimidinų C6 pozicijoje modifikacijos ar purinų C8 

pozicijoje modifikacijos nėra tokios tinkamos inkorporacijai naudojant DNR polimerazes (Hottin & 

Marx, 2016). Medžiūnė et al. (2022) pademonstavo, kad, panaudojant dažnai sutinkamas 

polimerazes molekulinėje biologijoje, galima įterpti modifikuotus nukleotidus į sintetinamą DNR 

grandinę. Modifikuotų nukleotidų inkorporavimo efektyvumas daug priklauso nuo jų modifikacijos 

steriškumo (Medžiūnė et al., 2022). Tokiu atveju modifikaciją prie nukleotido būtina prijungti per 

lanksčią jungtį (Kuwahara et al., 2008). Ši strategija puikiai pritaikyta atlikti sekoskaitą sintezės 

būdu, kurioje yra naudojami modifikuoti nukleotidai (Guo et al., 2008). 

1.4. Modifikuoti dideoksinukleotidai 

Dideoksinukleotidai, turintys modifikaciją ribozės žiedo 3‘ pozicijoje, biologijoje yra 

naudojami sustabdyti DNR polimerazinę reakciją. Tokie nukleotidai, kurie papildomai turi 

fluoroforo modifikaciją, prikabintą prie nukleobazės, yra ekstensyviai naudojami Sanger ir naujos 

kartos sekoskaitoje (pvz. sekoskaitoje sintezės būdu) (Guo et al., 2008; Rosenblum et al., 1997). 

Sanger sekoskaita remiasi pradmens pratęsimo reakcija, kai atsitiktinėse vietose į sintetinamą 

DNR grandinę yra įstatomi žymėti modifikuoti dideoksinukleotidai. Po reakcijos gaunami įvairaus 

ilgio fragmentai, kurių 3‘ gale yra inkorporuoti dideoksinukleotidai (Rosenblum et al., 1997). 
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Kiekviena skirtinga bazė yra pažymėta skirtingu rodamino dažu (angl. Rhodamine dyes) (R110, 

REG, TAMRA ir ROX). Sugeneruotus fragmentus galima frakcionuoti kapiliarinės elektroforezės 

metu ir detektoriumi nustatyti fragmento gale esantį dažo tipą (Slatko et al., 2018). Parinkti dažai 

sugeria ir išspinduliuoją šviesą optimaliai skirtingose bangų ilgiuose, tačiau skiriasi jų kvantinė 

išeiga (Kapustina, 2021a). Tai kompensuojama panaudojant energijos perdavimo principą, 

pridedant donorinį chromoforą fluoresceiną (FAM) atitinkamu atstumu nuo akceptorinio rodamino 

dažo (Kapustina, 2021a). Svarbiausias panaudojimą leidžiantis aspektas yra tai, kad šiuos žymėtus 

dideoksinukleotidus geba inkorporuoti termostabili DNR polimerazė (angl. Thermo Sequenase 

DNA polymerase) (Kumar & Fuller, 2007). 

Naujos kartos sekoskaita remiasi sekoskaita sintezės būdu (angl. sequencing by synthesis). 

Šiam metodui atlikti yra panaudojami nukleotidai, modifikuoti fluorescuojančiu dažu, bei uždengta 

ribozės žiedo 3‘ pozicijoje OH grupe (Kapustina, 2021a). Tyrimai parodė, kad šie nukleotidai gali 

būti efektyviai įjungiami į DNR grandinę, tada nuskaitomas prikabintas dažas, ir abi modifikacijos 

pašalinamos tris(2-karboksietil)fosfino apdorojimu, tam, kad į tą pačią grandinę galėtų būti 

inkorporuotas kitas nukleotidas (Guo et al., 2008; Kapustina, 2021a). 

Modifikuoti dideoksinukleotidai gali padėti palengvinti naujos kartos sekoskaitos (angl. next-

generation sequencing) bibliotekų paruošimą. Paruošimo pagrindiniai žingsniai paprastai yra DNR 

ar RNR fragmentavimas iki atitinkamai platformai reikalingo dydžio fragmentų (75 – 600 bazių 

porų) (Next Generation Sequencing (NGS) | Research at St. Michael’s Hospital, 2024). Toliau seka 

fragmentų galų paruošimas ir adapterio sekų ligavimas. Bendrinis šių protokolų trūkumas yra 

fermentinis ligavimas, kurio išeiga yra 15-40 % (Aigrain et al., 2016). Dėl prasto efektyvumo 

prarandama daug sekų, kurios sumažina pradinės bibliotekos įvairovę bei gali iškreipti gautus 

rezultatus: pakeisti tam tikrų sekų įvertinamą kiekį ir pan (Aigrain et al., 2016). Šiam bibliotekų 

paruošimui kaip alternatyva galėtų būti ,,Clickseq“ (1.5 pav. A ir B), kurio metu naudojami azido-

2’,3’-dideoksinukleotidai atsitiktiniu metu terminuojantys DNR sintezę (Routh et al., 2015). Taip 

būtų iškart PGR metu formuojami trumpi fragmentai tinkantys sekoskaitai. Tokiems fragmentams 

toliau būtų atliekama ,,click-ligated“ DNR oligonukleotidai per 5‘-alkino grupę. Paskutinis 

fragmentų paruošimo etapas būtų padauginti biblioteką ir perskaityti triazolo jungtį tarp 

dideoksinukleotido ir oligonukleotido. Toks bibliotekų paruošimo būdas leidžia sukurti biblioteką 

su mažiau klaidų bei sumažinti informacijos praradimą dėl standartinių metodų netikslumo (Routh 

et al., 2015). Šis metodas apjungė fragmentavimo ir adapterių ligavimo žingsnius, tačiau turi kelis 

neigiamus aspektus: reikalingas papildomas gryninimas pašalinti visus azido-2’,3’-

dideoksinukleotidus, cheminiai reakcijai reikalingas didelis kiekis DNR, vario jonų buvimas 
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reakcijoje inhibuoja polimerazę bei sukelia DNR degradaciją, perskaitymo reakcijų išeiga yra 

mažesnė nei 10 % (Medžiūnė et al., 2022).  

 

Kapustina (2021) pasiūlyta biblioteka paruošti panašiu būdu, bet pasitelkus modifikuotus 

dideoksinukleotidus prie kurių yra prijungtas oligonukleotidas (angl. Oligonucleotide tethered 2‘,3‘-

dideoxynucleotide OTDDN), kuris jau yra paruoštas atlikti DNR fragmentų fragmentavimą bei gali 

būti naudojamas tolimesnei PGR reakcijai (1.4 pav.). OTDDN sudarantis 2‘,3‘-dideoksinukleotidas 

skiriasi nuo įprasto deoksinukleotido savo modifikacija deoksiribozės žiede, 3‘ pozicijoje - dėl šios 

modifikacijos polimerazė negali toliau pratęsti nukleorūgšties sintezės, nes tam reikalinga 3‘ 

pozicijoje esanti hidroksilo grupė (1.4 pav.). Hottin & Marx (2016) naudodamiesi kristolografija 

įrodė, kad dalis nukleotidų modifikacijų gali patekti į polimerazės aktyvųjį centrą. Remdamiesi šia 

hipoteze Kapustina (2021) išbandė galimybę paruošti naujos kartos sekoskaitos bibliotekas 

panaudojant OTDDN (1.5 pav. C ir D). Šiuos dideoksinukleotidus naudojant nukleorūgščių sintezės 

metu kartu su kanoniniais nukleotidais, OTDDN yra įterpiamas į sintetinamą DNR grandinę 

atsitiktiniu būdu, todėl gaunami įvairaus ilgio DNR sintezės produktai, kurių 3‘ gale yra prijungtas 

žinomos sekos oligonukleotidas. Šiuo būdu yra pakeičiamas DNR ar RNR fragmentavimo žingsnis. 

Ligavimo žingsnis pakeičiamas atliekant PGR su pradmenimis, kurių sekos yra sekoskaitos 

1.4 pav. OTDDN cheminė struktūra. Adaptuota iš (Kapustina, 2021) 
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adapteris. Šių pradmenų hibridizavimosi seka tampa oligonukleotidas, prijungtas prie inkorporuoto 

dideoksinukleotido (Kapustina, 2021). 
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