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SANTRUMPOS

AT-kPGR — atvirkstinés transkripcijos — kiekybiné polimerazés grandininé reakcija
dATP — deoksiadenozino trifosfatas

ddONATP — dideoksiadenozino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu
dCTP — deoksicitozino trifosfatas

ddONCTP — dideoksicitozino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu
dGTP — deoksiguanozino trifosfatas

ddNGTP — dideoksiguanozino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu
dTTP — deoksitimidino trifosfatas

dd°NUTP — dideoksiuridino trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu
dNTP — deoksinukleotido trifosfatas

ddONNTP — dideoksinukleotido trifosfatas sujungtas su oligonukleotidu
NKS — naujos kartos sekoskaita

OTDDN - dideoksinukleotidas su prie jo prijungty oligonukleotidu (angl. Oligonucleotide
tethered 2,3 *-dideoxynucleotide)

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

SSB — vieng granding suriSantys baltymai (angl. single strand binding protein)



VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

Karolis Kumpaitis
SARS-CoV-2 varianty identifikavimas naudojant 2¢,3‘-Dideoksinukleotida sujungta su
oligonukleotidu

Magistro baigiamasis darbas

SANTRAUKA

RNR virusai kaip SARS-CoV-2 nepaliaujamai evoliucionuoja dél replikacijos metu
atsirandan¢iy poky¢iy genome. Sios genetinés variacijos gali paveikti viruso savybes kaip geb¢jima
uzkrésti naujus Zmones, sukeliamy simptomy stiprumg ar atsparumg esantiems gydymo buidams.
Dél to, naujy viruso genominiy varianty steb¢jimas ir sekimas tampa efektyviu biidu kontroliuoti
epidemija. Siuo metu, dazniausiai naudojamas metodas SARS-CoV-2 varianty identifikavimui yra
viso RNR viruso sekoskaita paremta amplikonais. OTDDN (Dideoksinukleotidas sujungtas su
oligonukleotidu) paremta technologija atvéré naujas galimybes paprastesniam tiksliniam NKS
biblioteky paruo$imui, kurio metu tiriamos molekulés (DNR ar RNR) gali biiti pagautos ir
sekvenuotos naudojant viena pradmen;j. Sio darbo tikslas yra parodyti OTDDN tinkamuma
panaudoti virusiniy genominiy RNR sekoskaitos biblioteky paruoSimui SARS-CoV-2 varianty

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.



[VADAS

SARS-CoV-2 virusas pirmg kartg detektuotas 2019 mety gruodzio ménesj, o jau po keturiy
ménesiy, kovo 12d. 2020 metais paskelbtas Pasaulio Sveikatos Organizacijos kaip pandemija
(Singh & Yi, 2021). Sis RNR virusas i$plito per visa pasaulj vos per keturis ménesius ir nors buvo
jvesti griezti pandemijos valdymo reikalavimai, SARS-CoV-2 toliau plito ir mutavo (Magazine et
al., 2022). Virusui mutuojant atsirado jo variantai, PSO paprasciau vadinami, pagal graiky abécéle:
alfa, beta, delta, omikron ir t.t. (Flores-Vega et al., 2022). Dalis $iy naujai atsiradusiy varianty buvo
lengviau uzkreciami, sukélé stipresnius simptomus, didino viruso galimybes iSvengti imuninés
sistemos. Sie variantai, sicjami su SARS-CoV-2 bangomis, kai vienoje ar kitoje pasaulio vietoje
drastiskai pakyla susirgimy kiekis, hospitalizacijy skai¢ius ar mirciy skaicius (Forchette et al.,
2021). Todél norint suvaldyti Siuos viruso protrukius biitina atrasti ir sekti naujus viruso RNR
variantus, stebéti jy kitimg ir plitimo kryptis. Si informacija padeda visuomenés sveikatos
specialistams priimti reikalingus sprendimus, norint suvaldyti §ig tarptautine krize (Oude Munnink
et al., 2020). SARS-CoV-2 viruso RNR genomo varianty identifikavimui daZniausiai naudojama
viso genomo sekoskaita, paremta tiksline daugiataikinine PGR amplifikacija (Nasereddin et al.,
2022). Siam naujos kartos sekoskaitos bibliotekos paruogimui naudojamos pradmeny poros, kuriy
pagalba galima padauginti DNR tik nuo Zinomy genomo viety. Kadangi viruso genome daznai
pasitaiko RNR seky persitvarkymy, informacija apie juos, naudojant amplikonais paremta
biblioteky generavimo metoda, gali biiti prarandama. Siai problemai i§spresti gali baiti naudojama
OTDDN (2°,3¢-dideoksinukleotidas sujungtas su oligonukleotidu) paremta technologija (Kapustina,
2021a). OTDDN ne tik leidzia paruosti RNR sekoskaitos bibliotekas grei¢iau, sujungiant
fragmentavimo ir kopijinés DNR sintezés Zingsnius, tuo paciu metu pazymint 3¢ fragmento gala
zinomos sekos oligonukleotidu (Kapustina, 2021a). Bet taip pat, bibliotekoms paruosti pakanka tik
vieno tikslinio pradmens i§ poros, d¢l to atsiranda galimybé¢ aptikti viruso genomo seky variantus

bei persitvarkymus.
Darbo tikslas:

Darbo uzdaviniai:




1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. SARS-CoV-2 virusas

Pirma kartg SARS-CoV-2 pastebétas 2019 metais Uhano mieste, Hub¢jaus provincijoje,
Kinijoje, sukélé timing virSutiniy kvépavimo taky liga, pavadinta 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) paskelbé COVID-19 pandemijg. Dabartiniais PSO
duomenimis, pasaulyje viso uzregistruota daugiau nei 770 milijony atvejy bei daugiau nei 7
milijonai mir¢iy nuo COVID-19 (duomenys geguzés 12d. 2024) (COVID-19 Cases | WHO
COVID-19 Dashboard).

SARS-CoV-2 plinta oro laSeliniu biidu, per Zmoniy artima kontakta ar buvimg patalpoje su
infekuotu zmogumi (Flores-Vega et al., 2022). SARS-CoV-2 globalus paplitimas bei intensyvi
replikacija siejama su geb¢jimu sparciai mutuoti. Mutavus SARS-CoV-2, atsiranda nauji jo
variantai, kurie daznai turi mutacijy spyglio baltymo gene. Tokie variantai siejami su didesniu
uzsikrétimu, patogeniSkumu bei lengvesniu imuninés sistemos iSvengimu (Flores-Vega et al., 2022).
PSO apibiidina bendring virusy varianty skirstymo sistema - keliantys susirlipinimg (angl. variants
of concern VOC) ir keliantys susidoméjimg (angl. variants of interest VOI) (Updated Working
Definitions and Primary Actions for SARS-CoV-2 Variants, 2023). Keliantys susirtipinimg
variantai, tai tokios viruso atmainos, kurios yra lengviau perduodamos, virulentiSkesnés, sukelia
stipresnius simptomus (daugiau hospitalizacijos ir mir¢iy atvejy), mazesnis vakcinos sukurto
imuniteto poveikis. Keliantys susidoméjimg variantai, tai taip pat mutave virusai, pasizymintys
viena ar keliomis savybémis, kaip ir keliantys susirlipinimg variantai, taciau per rizikos vertinimg
neatitinka vieno i§ PSO kriterijy: didelis neigiamas poveikis klinikiniy atvejy rimtumui; COVID-19
epidemiologijos pokytis lemiantis sveikatos apsaugos sistemos negebéjima pasirtipinti pacientais su
COVID-19 ar kitomis ligomis; vakciny sukurto imuniteto efektyvumo didelis sumazéjimas

(Updated Working Definitions and Primary Actions for SARS-CoV-2 Variants, 2023).



VOC varianty pavyzdziai alfa variantas, kuris buvo vienas pirmyjy identifikuoty,
besiskirian¢iy nuo pirmojo Kinijoje identifikuoto SARS-CoV-2 varianto, delta variantas, sukéles
nauja susirgimy banga, ir paskutinis viruso variantas, placiai zinomas ir i$likes iki dabar - omikron
(1.1 pav.). Siuo metu nebéra PSO kvalifikuojamy VOC SARS-CoV-2 viruso varianty. I3like yra tik
VOI variantai, bendrai vadinami omikron (duomenys geguzés 12 d. 2024). Savalaikis naujy viruso
genomo mutacijy atradimas padeda pritaikyti reikalingus visuomenés sveikatos apsaugos jrankius
bei padeda identifikuoti reikalingus vakciny pokycius, atnaujinimus, bei gali padéti pagerinti
diagnostinius tyrimus (Nasereddin et al., 2022). Sie veiksmai padeda valdyti pandemijos plitima,

kontroliuoti susirgimy skaiciy ir sumazinti hospitalizacijos bei mirciy atvejy skaiciy (Nasereddin et
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} 1.1 pav. SARS-CoV-2 varianty atsiradimo chronologija. Pazyméta PSO klasifikacija.
Saltinis: (Flores-Vega et al., 2022)

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

SARS-CoV-2 patenka j Igsteles per spyglio baltyme esantj receptoriy sujungiantj domeng
(angl. receptor-binding domain RBD), kuris sgveikauja su lastelés pavirSiuje esancio angiotenzing
konvertuojancio fermento 2 (angl. angiotensin-converting enzyme 2 ACE?2) receptoriaus motyvu
(Forchette et al., 2021). Kaip pavyzdys, viena pirmyjy mutacijy D614G spyglio baltyme padidino
viruso infektyvuma bei stabilumg, todé¢l globaliai randama daugiau G614 nei D614 varianty
(Nasereddin et al., 2022). Paskutinis globaliai paplites variantas, Omikron, turi daugiau nei 30 naujy
mutacijy spyglio baltyme, kurios taip pat rastos Alfa ir Delta variantuose (Flores-Vega et al., 2022).
Viena tokiy taSkiniy mutacijy N501Y siejama su geresniu viruso susikabinimu su ACE?2
receptoriumi, dél ko §is variantas yra lengviau perduodamas (Prévost et al., 2021). Taip pat,
Omikron variantas charakterizuojamas kaip galintis i§vengti humoralinio atsako dél ko manoma,

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

SARS-CoV-2 virusas yra teigiamas viengrandés RNR virusas priskiriamas koronovirusy

Seimai, kuriy genomy dydziai svyruoja nuo 26 iki 32 kb. SARS-CoV-2 viruso gebé¢jima greitai



prisitaikyti prie naujy nesiotojy ir kintancios aplinkos salygoja viruso geb¢jimas mutuoti per trumpa
laikg (Bloom et al., 2023). Virusy mutacijy greitj paveikia polimeraziy daromos klaidos ir
gebéjimas jas taisyti, kiti mutacijy Saltiniai yra neSiotojo fermentai, spontaninés nukleoriigsciy
pazaidos ir specifiniai genetiniai elementai, kuriy funkcija kurti naujas mutacijas (Sanjuan &
Domingo-Calap, 2016). Viengrandziai virusai paprastai grei¢iau mutuoja d¢l to, kad viengrandés
nukleoriig§tys yra lengviau pazeidziamos oksidacinés deaminacijos. Kitas RNR virusy mutacijy
Saltinis yra tai, kad jie daznai neturi DNR polimeraziy su egzonukleaziniy aktyvumy, dél kurio
trikumo, polimerazés negali iStaisyti nukleotidy nesutapimus. Taciau Siuo atveju SARS-CoV-2
panasesnis ] didesnius genomus turincius virusus, kuriuose DNR polimerazés turi egzonukleazinj
aktyvumg (Sanjuan & Domingo-Calap, 2016). Kitas svarbus aspektas yra virusy rekombinacija, dél
kurios atsiranda mutacijos. SARS-CoV-2 viruse §iy elementy yra visame genome, o daugiausiai
rekombinacijos atsitikimy randama ORF'/a regione arba spyglio baltymo N gale (Singh & Yi,
2021). Taip pat virusy mutacijas gali paveikti ir neSiotojo lastelés (Lamb et al., 2024). Stebinti tris
mutacinias tendencijas C—U, U—-C/A—G, G—U, pastebéta, kad pirmosios tendencijos mutacijy
daugiau yra VOC variantuose bei tai tokios mutacijos, kurios kei¢ia aminortig§¢iy sekg (Lamb et
al., 2024). Antrosios ir treciosios tendencijos mutacijos daugiau pastebétos tik kaip keiciancios
RNR seka, taip pat pandemijos laikotarpiu antrosios tendencijos pastebéta daugiau VOC
variantuose nei pirmosios (Lamb et al., 2024). Pirmaja tendencijg manoma, kad sukelia APOBEC
Seimos citozino deaminazés, antrajg tendencijg ADAR Seimos adenino deaminazés, trecigja

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

SARS-CoV-2 viruso detekcijai ir viruso sukeltos ligos atvejo patvirtinimui pla¢iausiai
naudojamas molekulinés diagnostikos metodas AT-kPGR, kuris yra laikomas aukso standartu
(Eftekhari et al., 2021). AT-kPGR testams naudojami medvilniniu pagaliuku surinkti méginiai i$
pacienty virSutiniy kvépavimo taky. Metodas atliekamas vieno Zingsnio principu, kai virusiné RNR
yra ver¢iama kDNR atvirkstinés transkriptazeés ir iSkart eksponentiskai amplifikuojama DNR
polimerazés (Bustin et al., 2022; Eftekhari et al., 2021). Padauginta viruso kopijin¢ DNR yra realiu
laiku detektuojama specialaus zondo skleidziama fluorescencija, kai Sis zondas yra degraduojamas
polimerazés 5 — 3¢ egzonukleazinio aktyvumo, sintetinant naujg grandine. Siam metodui
dazZniausiai naudojami pradmenys, taikantys i ORF1b ar ORF8 SARS-CoV-2 genomo regionus,
nukleokapsidés, spyglio ar viruso apvalkalo baltymy genus (Bustin et al., 2022; Carter et al., 2020).
Nors $is detekcijos metodas yra patogus, specifiSkas ir tiksliai gali identifikuoti SARS-CoV-2
virusa, specialios jrangos ir treniruoto personalo kastai apsunkina diegima tam tikruose vietose.
Todél kaip alternatyva kuriami kitokiu biidu veikiantys izoterminés amplifikacijos metodai, kaip

pvz.: atvirkStinés transkripcijos — kilpiné izoterminé amplifikacija (angl. Reverse Transcription



Loop-Mediated Isothermal Amplification RT-LAMP), besisukancios kilpos amplifikacija (angl.
Rolling Circle Amplification RCA) (Carter et al., 2020). Sie metodai nereikalauja brangios jrangos ir
yra tinkami nustatyti, ar pacientas yra uzsikrétes virusu, bei galima detektuoti, kuris SARS-CoV-2
viruso variantas sukélé infekcijg (Ngoc & Lee, 2024). Taciau pagrindinis AT-kPGR triikumas yra
tas, kad Sio tyrimo metu negalima nustatyti dar nezinomy viruso genomo varianty (Ishige, 2024;
Moore et al., 2020). Dabartinis viruso varianty tyrimas remiasi brangiais ir daug laiko uzimanciais
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 virusy plitimg: viruso nesiotojai gali pasiekti
skirtingas pasaulio vietas dar viruso inkubacinio periodo metu (Harrison et al., 2020). Taip virusai
pasiekia zmoniy populiacijas, kurios anks¢iau néra susidiirusios su naujomis virusy risimis, dél to
neturi susidariusio imuniteto kovojancio su virusine infekcija (Harrison et al., 2020). Norint
kontroliuoti virusy plitima, viruso varianty atsiradimg ir mutavima, vis dazniau naudojama
sekoskaitos technologija - ypa¢ viso genomo sekoskaita. Skirtingai nuo kity prieinamy technologijy,
tokiy kaip Sangerio, viso genomo sekoskaitos tikslas yra gauti patikimus duomenis apie visg
organizmo DNR ar RNR seka (Nieuwenhuijse et al., 2022). Sangerio sekoskaita, nors ir generuoja
ilgus fragmentus, taciau jie nepadengia viso viruso genomo ilgio. Kiekvienas fragmentas yra
ruoSiamas atskiroje reakcijoje, todél, norint nuskaityti didelius kiekius DNR ar RNR seky,
reikalingos didelés laiko ir finansy investicijos. D¢l Sios priezasties, virusy varianty identifikavimui
yra naudojamos masinés lygiagrecios seky nuskaitymo technologijos, tokios kaip naujos kartos
sekoskaita (Nieuwenhuijse et al., 2022; Oude Munnink et al., 2020). Sis sekoskaitos metodas
padé¢jo sekti naujy viruso mutacijy atsiradima visuomenes sveikatos specialistams, priimantiems

sprendimus d¢l pandemijos valdymo (Oude Munnink et al., 2020).
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Viso genomo sekoskaita yra atlickama keliais btidais: amplikonais paremta sekoskaita ar

metagenominé sekoskaita (1.2 pav.).

DNA Library Construction RNA Library Construction

Fragmentation \ I PCR

Adapter
RE-RGR I \ Ligation

1.2 pav. Bendriné DNR ir RNR biblioteky paruogimo schema. Saltinis: (Next
Generation Sequencing (NGS) | Research at St. Michael’s Hospital, 2024)

Amplikonais paremta sekoskaita yra specifiskas ir labai jautrus metodas. Norint atlikti §j

metoda reikia pradmeny paletés, paremtos jau turima informacija apie norima tirti patogeng (Moore
et al., 2020; Nasereddin et al., 2022). Ruosiant amplikonais paremtos sekoskaitos biblioteka,
pirmiausia yra i§gryninama DNR ar RNR i§ klinikiniy méginiy, kurie surinkti i§ pacienty
uzsikrétusiy virusine infekcija. Tada atliekama DNR sintez¢, naudojant specialiai norimiems tirti
patogenams sukurtas pradmeny paletes. Jei norimo tirti viruso genomas yra RNR molekulé, tuomet
pries DNR sinteze¢ yra vykdoma atvirkstiné transkripcija ir/ar kartu PGR (1.2 pav.). Toliau

standartiskai atliekamas galy tvarkymas ir sekoskaitos adapteriy ligavimas (Yoo et al., 2021).

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

klinikiniame paciento, uZsikrétusio virusine infekcija méginyje, todél nebitina i§ anksto Zinoti
specifiniy patogeno genomo seky (Ng & Kirkness, 2010). Tuo paciu tai reiskia, kad méginyje esanti
nesiotojo ar kity mikroorganizmy DNR ar RNR bus taip pat nuskaitoma, kas gali lemti sumazgejusj
metodo detekcijos limitg. Metagenominé sekoskaita yra atlieckama panasiai kaip ir amplikonais
paremta sekoskaita, tik RNR atveju, pirmiausia atliekama atvirkStiné transkripcija, panaudojant
atsitiktinius pradmenis. Po Sios reakcijos, j méginius pridedama Klenow fragmento, tam, kad bty
susintetinta dviguba DNR grandiné. PGR ar AT-PGR (1.2 pav.) gali buti atliekamas ir su

atsitiktiniais pradmenimis (Yoo et al., 2021).

Viso genomo sekoskaitos metodo ar jy variacijos parenkamos pagal norima atsakyti biologinj
klausimg. SARS-CoV-2 atveju metagenominis priéjimas yra parenkamas, kai norima aptikti ne tik
virusg, bet tuo paciu detektuoti ir kitus patogenus bei mikrobioma, prisidedancius prie COVID-19

ligos rimtumo (Carter et al., 2020). Amplikonais paremta sekoskaita naudojama tikslesniam SARS-
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CoV-2 tyrimui, kontakty sekimui, epidemiologijai ir viruso evoliucijai sekti (Carter et al., 2020).
Papildomai Siuos metodus, dabar jau turint SARS-CoV-2 seka, galima naudoti bendrai ir sekti
viruso mutacijas (Eftekhari et al., 2021). Siuos eksperimentus galima atlikti tick su Oxford
Nanopore Technologies™ Minlon (Moore et al., 2020) ar /l/lumina™ NextSeq™ serijos
instrumentais (Comprehensive Workflow for Detecting Coronavirus Using Illumina Benchtop

Systems, 2020).

1.2. Modifikuoti nukleotidai

Nekanoniniai nukleotidai praturtina DNR ir RNR jvairove bei prideda antrajj sluoksnj
genetinés informacijos, kuri yra pagrindinis epigenetikos tyrimy objektas (Kapustina, 2021a).
Paskutinius deSimtmecius susidoméjimas tokiais nukleotidais itin augo, siekiant juos panaudoti
jvairiose srityse: molekulinéje biologijoje (Hertler et al., 2022), epigenetikoje (Chen et al., 2017),
terapijoje (Khvorova & Watts, 2017), aptamery kiirime (Nimjee et al., 2017), biosensoriuose bei
kitur (Ochoa & Milam, 2020). Beveik kiekviena nukleotido dalis — nukleobaz¢, cukraus liekana ar

fosfodiesterinés jungties struktiira gali biiti modifikuojamos (1.3 pav.) (Ochoa & Milam, 2020).

[ M)
i ﬁ N
5 end PEGylation to resist Purine Mfldlf.lﬁtlur!s:
renal clearance 3 *  2,6-diaminopurine
ans NHz =  3-deaza-adenine

7- deaza-guanine
8-azido-adenine

o=
Sugar Modifications:
. « 7-0Me

+ 2-amino * 2'-azido
1 MNHz

Phosphate Modifications: 4\\; M
methylphosphonate (neutral)

+ [ phosphorothioate (anionic)| iz
guanidinopropyl phosphoramidate N [a]

(cationic)

Pyrimidine Modifications:
2-thio-thymidine
5-carboxamide-uracil
5-methyl-cytosine
S-ethynyl-uracil
(CLICK chemistry site)

Conformationally Locked Sugar (LNA)

X=0,LNA
X =NR, amino-LNA
X =5, thio-LNA A
NH 5 NH
Phosphate Replacement: S
= | triazole (neutral) 2 L] 2
& PTIY ry . 1
guanidinium (cationic) N 0
(Thymine) | (Uracil)
RS

Hexitol Nucleic Acid (HNA)

3’ End Capping or Nucleotide Inversion
v for Muclease Stability

1.3 pav. Nukleotidy galimos cheminés modifikacijos. Saltinis: (Ochoa & Milam, 2020)

Norint modifikuoti nukleotido baze, atliktas pakeitimas turi atitikti keturias taisykles
(Kapustina, 2021; Perrin et al., 1999): nukleotidas turi i$laikyti gebéjima sudaryti vandenilinius
rySius su kitais nukleotidais (Watson-Crick ir Hoogsteen sgveikos); modifikacija turi biiti tinkama,
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kaip substratas DNR ar RNR polimerazei; trecia - Sie nukleotidai DNR ar RNR sintezés metu turi
biti jstatomi pakankamai efektyviai ir konkuruoti su atitinkamais kanoniniais nukleotidais; ketvirta,
viengrandé DNR su baziy modifikacijomis turi biiti tinkamas substratas tolimesniam DNR
padauginimui. Baziy modifikacijos taip pat gali paveikti DNR spiralinés struktiiros konformacinius
pokycius, modifikacijos pirimidiny C5 pozicijose ar puriny C8 pozicijose padeda lengviau
susiformuoti spiralés Z konformacijai ir jg stabilizuoja (Balasubramaniyam et al., 2021; Jéger et al.,
2005; Liang & Wnuk, 2015). Taciau baziy modifikacijos, dé¢l kuriy formuojamos papildomos
nekovalentinés jungtys su DNR polimerazémis, mazina modifikuoty baziy inkorporavima

(Zasedateleva et al., 2023).

1.3. DNR polimeraziy suderinamumas su modifikuotais nukleotidais

Atliekant eksperimentus su nukleortigstimis, daznai reikalingas jy padauginimas ar
nustatymas meéginyje, kuris taip pat remiasi jy padauginimu (Medziiiné et al., 2022). Plac¢iausiai tam
naudojama polimerazés grandininé reakcija PGR arba, dirbant su RNR pirmiau atliekama
atvirkstiné transkripcija susintetinti DNR (Medzituné et al., 2022). Natiiraliai polimerazés
prisitaikiusios jterpti kanoninius nukleotidus, taciau modifikuoty nukleotidy jterpimas néra
nejmanomas, net kai modifikacijos yra steriskai nepatogios (Duffy et al., 2020; Hottin & Marx,
2016). Pirimidiny CS5 pozicijoje modifikacijos ar 7-deazapuriny modifikacijos C7 pozicijose puikiai
tinka inkorporavimui PGR metu, nors pirimidiny C6 pozicijoje modifikacijos ar puriny C8
pozicijoje modifikacijos néra tokios tinkamos inkorporacijai naudojant DNR polimerazes (Hottin &
Marx, 2016). Medziiiné et al. (2022) pademonstavo, kad, panaudojant daznai sutinkamas
polimerazes molekulinéje biologijoje, galima jterpti modifikuotus nukleotidus j sintetinamg DNR
grandine. Modifikuoty nukleotidy inkorporavimo efektyvumas daug priklauso nuo jy modifikacijos
steriSkumo (Medzitiné et al., 2022). Tokiu atveju modifikacijg prie nukleotido biitina prijungti per
lanks¢ig jungtj (Kuwahara et al., 2008). Si strategija puikiai pritaikyta atlikti sekoskaitg sintezés

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

1.4. Modifikuoti dideoksinukleotidai

Dideoksinukleotidai, turintys modifikacijg ribozés ziedo 3° pozicijoje, biologijoje yra
naudojami sustabdyti DNR polimerazing reakcija. Tokie nukleotidai, kurie papildomai turi
fluoroforo modifikacija, prikabinta prie nukleobazés, yra ekstensyviai naudojami Sanger ir naujos

kartos sekoskaitoje (pvz. sekoskaitoje sintezés biidu) (Guo et al., 2008; Rosenblum et al., 1997).

Sanger sekoskaita remiasi pradmens pratgsimo reakcija, kai atsitiktinése vietose j sintetinamg
DNR granding yra jstatomi zyméti modifikuoti dideoksinukleotidai. Po reakcijos gaunami jvairaus

ilgio fragmentai, kuriy 3° gale yra inkorporuoti dideoksinukleotidai (Rosenblum et al., 1997).
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Kiekviena skirtinga bazé yra pazyméta skirtingu rodamino dazu (angl. Rhodamine dyes) (R110,
REG, TAMRA ir ROX). Sugeneruotus fragmentus galima frakcionuoti kapiliarinés elektroforezés
metu ir detektoriumi nustatyti fragmento gale esantj dazo tipa (Slatko et al., 2018). Parinkti dazai
sugeria ir i§spinduliuojg Sviesg optimaliai skirtingose bangy ilgiuose, taciau skiriasi jy kvantiné
iSeiga (Kapustina, 2021a). Tai kompensuojama panaudojant energijos perdavimo principa,
pridedant donorinj chromoforg fluoresceing (FAM) atitinkamu atstumu nuo akceptorinio rodamino
dazo (Kapustina, 2021a). Svarbiausias panaudojima leidziantis aspektas yra tai, kad Siuos zymétus
dideoksinukleotidus geba inkorporuoti termostabili DNR polimerazé (angl. Thermo Sequenase

DNA polymerase) (Kumar & Fuller, 2007).

Naujos kartos sekoskaita remiasi sekoskaita sintezés biidu (angl. sequencing by synthesis).
Siam metodui atlikti yra panaudojami nukleotidai, modifikuoti fluorescuojanéiu dazu, bei uzdengta
ribozés ziedo 3° pozicijoje OH grupe (Kapustina, 2021a). Tyrimai parodé¢, kad Sie nukleotidai gali
buti efektyviai jjungiami ] DNR granding, tada nuskaitomas prikabintas dazas, ir abi modifikacijos
pasalinamos tris(2-karboksietil)fosfino apdorojimu, tam, kad i tg pacig granding galéty biti

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

Modifikuoti dideoksinukleotidai gali padéti palengvinti naujos kartos sekoskaitos (angl. next-
generation sequencing) biblioteky paruosimg. ParuoSimo pagrindiniai Zingsniai paprastai yra DNR
ar RNR fragmentavimas iki atitinkamai platformai reikalingo dydzio fragmenty (75 — 600 baziy
pory) (Next Generation Sequencing (NGS) | Research at St. Michael’s Hospital, 2024). Toliau seka
fragmenty galy paruoSimas ir adapterio seky ligavimas. Bendrinis $iy protokoly trikumas yra
fermentinis ligavimas, kurio iSeiga yra 15-40 % (Aigrain et al., 2016). D¢l prasto efektyvumo
prarandama daug seky, kurios sumazina pradinés bibliotekos jvairove bei gali iSkreipti gautus
rezultatus: pakeisti tam tikry seky jvertinama kiekj ir pan (Aigrain et al., 2016). Siam biblioteky
paruoSimui kaip alternatyva galéty biti ,,Clickseq* (1.5 pav. A ir B), kurio metu naudojami azido-
2’,3’-dideoksinukleotidai atsitiktiniu metu terminuojantys DNR sinteze (Routh et al., 2015). Taip
biity iSkart PGR metu formuojami trumpi fragmentai tinkantys sekoskaitai. Tokiems fragmentams
toliau bty atliekama ,,click-ligated DNR oligonukleotidai per 5‘-alkino grupe. Paskutinis
fragmenty paruoSimo etapas biity padauginti biblioteka ir perskaityti triazolo jungt] tarp
dideoksinukleotido ir oligonukleotido. Toks biblioteky paruoSimo budas leidzia sukurti biblioteka
su maziau klaidy bei sumazinti informacijos praradima dél standartiniy metody netikslumo (Routh
et al., 2015). Sis metodas apjungé fragmentavimo ir adapteriy ligavimo Zingsnius, tadiau turi kelis
neigiamus aspektus: reikalingas papildomas gryninimas pasalinti visus azido-2’,3’-

dideoksinukleotidus, cheminiai reakcijai reikalingas didelis kiekis DNR, vario jony buvimas
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reakcijoje inhibuoja polimeraze bei sukelia DNR degradacija, perskaitymo reakcijy iSeiga yra

mazesné nei 10 % (Medziuné et al., 2022).

Oligonukleotidas /O Oﬂ

/ Jungtukas

/g

dideoksinukleotidas

““*‘" ‘Cﬁ
AON

1.4 pav. OTDDN cheminé¢ struktiira. Adaptuota i§ (Kapustina, 2021)

Kapustina (2021) pasitlyta biblioteka paruosti panasiu biidu, bet pasitelkus modifikuotus
dideoksinukleotidus prie kuriy yra prijungtas oligonukleotidas (angl. Oligonucleotide tethered 2,3 *-
dideoxynucleotide OTDDN), kuris jau yra paruostas atlikti DNR fragmenty fragmentavima bei gali
biiti naudojamas tolimesnei PGR reakcijai (1.4 pav.). OTDDN sudarantis 2°,3-dideoksinukleotidas
skiriasi nuo jprasto deoksinukleotido savo modifikacija deoksiribozes ziede, 3¢ pozicijoje - dél Sios
modifikacijos polimerazé negali toliau pratesti nukleoriigsties sintezes, nes tam reikalinga 3°
pozicijoje esanti hidroksilo grupé (1.4 pav.). Hottin & Marx (2016) naudodamiesi kristolografija
irod¢, kad dalis nukleotidy modifikacijy gali patekti 1 polimerazés aktyvyji centra. Remdamiesi Sia
hipoteze Kapustina (2021) iSbandé galimybe paruosti naujos kartos sekoskaitos bibliotekas
panaudojant OTDDN (1.5 pav. C ir D). Siuos dideoksinukleotidus naudojant nukleoriigi¢iy sintezés
metu kartu su kanoniniais nukleotidais, OTDDN yra jterpiamas j sintetinamg DNR granding
atsitiktiniu budu, todé¢l gaunami jvairaus ilgio DNR sintezeés produktai, kuriy 3¢ gale yra prijungtas
zinomos sekos oligonukleotidas. Siuo biidu yra pakei¢iamas DNR ar RNR fragmentavimo Zingsnis.

Ligavimo zingsnis pakei¢iamas atliekant PGR su pradmenimis, kuriy sekos yra sekoskaitos
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adapteris. Siy pradmeny hibridizavimosi seka tampa oligonukleotidas, prijungtas prie inkorporuoto
dideoksinukleotido (Kapustina, 2021).

Previously reported workflow Our developed workflow

3) %a b) Tempisie DNA <l o Ternplate DNA
i -
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c
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1.5 pav. A,B — click sekoskaitos biblioteky paruosimo biidas, C,D — biblioteky paruosimo metodas panaudojant OTDDN.
Saltinis: (Medzitiné et al., 2022)
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Rezultatai buvo gauti, analizuoti ir jvertinti studento, Karolio Kumpaicio.
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