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IVADAS

Naturaliy genetiniy sistemy paprastumas ir elegancija jkvepia
mokslininkus nuo DNR dvigubos spiralés struktiiros aptikimo (Watson ir
Crick, 1953). DNR ir RNR yra universalus genetinis kodas, pagrijstas
komplementarumo taisykle. Si paprasta taisyklé yra pakankama saugoti ir
perduoti visy Zeméje esan¢iy risiy geneting informacija. Be keturiy
kanoniniy genetinés abécélés raidziy, genomingje DNR buvo atrasti jvairis
nekanoniniai nukleotidai, kurie veikia kaip reguliavimo elementai ar
natiiralus gynybos mechanizmas (Warren, 1980; Carell et al., 2018).
Daugelis pagrindiniy biotechnologiniy procesy priklauso nuo DNR
polimeraziy geb¢jimo panaudoti chemiskai modifikuotus nukleotidus. Tai
apima DNR ir RNR sekoskaitas (Goodwin et al., 2016; Fuller et al., 2016),
sistemingg ligandy evoliucija eksponentiniu praturtinimu (Sefah et al., 2013)
ir DNR zyméjimg (Welter et al., 2016). IS pirmo zvilgsnio stebina tai, kad
DNR polimerazés, kurios natiraliai iSsivysté, kad tinkamai atpazinty
kanonines nukleobazes, sugeba panaudoti nukleotidus, turinCius netgi
didelius pakeitimus (Welter et al., 2016; Hottin ir Marx, 2016).

Pirmieji modifikuoti nukleotidai sukurti prie§ daugiau kaip 50 mety
ir naudoti kaip antivéziniai ar antivirusiniai preparatai, skirti jvairiy
polimeraziy slopinimui (Jordheim et al, 2013). Taciau nukleotidy
modifikacijy tyrimai neapsiriboja vien polimeraziy slopinimu, bet pleciasi |
sintetinés biologijos, genetinio kodo praplétimo tyrimy sritj (Eremeeva ir
Herdewijn, 2018), epitranskriptomos tyrimus (Palumbo ir Beal, 2018) ir
modifikuoty oligonukleotidy gamyba (Morihiro et al., 2017). Tiriant
modifikuoty nukleotidy panaudojimg DNR biosintezei, galima geriau
suprasti fundamentalias DNR strukttiros savybes ir polimerazéms biidingus
désningumus (Kropp et al., 2018).

Retrovirusai pasizymi unikalia virusinés reprodukcijos strategija,
atvirkstine transkriptazg naudojant DNR biosintezei i§ virusinés RNR. 1981
m. atradus jgyta imunodeficito sindromg (Gottlieb et al., 1981) ir 1983 m.
aptikus Zmogaus imunodeficito virusg (Barré-Sinoussi et al., 1983), Sis
virusas vis dar islieka rimta problema: 36,7 mln. moniy uzsikréte ZIV, i§
kuriy kasmet 1,8 milijono mirita (UNAIDS, 2017). ZIV-1 atvirkiting
transkriptazé yra svarbiausias antivirusinio gydymo taikinys. Moloney peliy
leukemijos viruso atvirkstiné transkriptazé atstovauja grup¢ monomeriniy
retrovirusy atvirkstiniy transkriptaziy. Siai grupei priklauso peliy kriities
auglio virusas, galvijy leukemijos virusas, kiauliy endogeninis retrovirusas ir
retrotranspozonas Tfl (Hizi ir Herschhorn, 2008). Siy retrovirusy
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atvirk$tinés transkriptazés pasizymi kitomis biocheminémis savybémis nei
Seimininko replikacinés polimerazés. Sugebéjimas iSnaudoti Siy polimeraziy
savybes leisty kurti slopiklius, nukreiptus prie§ virusines polimerazes, bet
neturin¢ius didelés jtakos Seimininko polimerazéms. Tuo paciu, Siy
polimeraziy gebéjimas panaudoti kitokios struktiiros nukleotidus leisty
sintetinti jvairiomis savybémis pasizymincius nukleortigs¢iy polimerus.

Modifikuoty nukleotidy panaudojimas DNR biosintezei tapo
sintetinés biologijos tyrimy objektu, siekiant praplésti genetinj koda ir
sukurti dirbting, taCiau funkcionaliag biologine sistema su platesnémis
pritaikymo galimybémis. Siame darbe nagrin¢jama modifikuoty piridoniniy
nukleozidy ir nukleotidy panaudojimas DNR biosintezéje, taip pat
fosfonoacto riig§ties nukleotidy konjugatai, sukurti taip, kad pasireiksty
selektyvus slopinimas pasirinktoms DNR polimerazéms.

Darbuy tikslas:
1. Istirti piridoniniy nukleozidy ir su fosfonoacto rugstimi konjuguoty
nukleotidy panaudojimo DNR biosintezéje taikomuosius aspektus.

UZdaviniai:

1. DNR polimeraziy vykdomos DNR biosintezés slopinimo
piridoniniais nukleozidais jvertinimas.

2. DNR polimeraziy vykdomo piridoniniy nukleotidy jjungimo i DNR
efektyvumo ir specifiskumo nustatymas.

3. Fosfonoacto rugsties ir nukleotido konjugaty jjungimo j DNR
tyrimas ir §iy konjugaty slopinimo salygotos DNR biosintezés
jvertinimas ir mechanizmo tyrimas.

Mokslinis naujumas

Sioje disertacijoje nagrinégjamy modifikuoty nukleozidy ir
nukleotidy jtaka DNR biosintezei ankséiau literatiiroje neaprasyta. Darbe
aprasomas naujy acikliniy ir cikliniy nukleozidy dariniy, turin¢iy 2-piridono
zieda, sugebéjimas slopinti Klenow exo- DNR polimeraze ir M.MuLV
atvirkSting transkriptaze¢. Nustatatytas potencialus M.MuLV atvirkstinés
transkriptazés slopiklis, kurio slopinimas priklauso nuo kataliziniy metalo
jony ir buferio prigimties. Buvo tirtas 2-piridoniniy nukleotidy panaudojimas
DNR biosintezei. Sie 2-piridoniniai nukleotidai pasizyméjo silpnesniu
tikslumu matricos atzvilgiu ir prailginimo efektyvumu. Taip pat jvertintas su
fosfonoacto rugstimi konjuguoty nukleotidy salygotas Klenow exo- DNR
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polimerazés, ZIV-1 ir MMuLV atvirkitiniy transkriptaziy DNR
polimerazinio aktyvumo slopinimas.

Praktiné reikSmeé

Darbo metu nustatétme potencialy M.MuLV  atvirkstinés
transkriptazés slopiklj, kurio veikimas pasireiskia esant tris-acetatiniui
buferiui su mangano jonais, bet néra stebimas esant glutamatiniui buferiui su
magnio jonais. Tai rodo galimg fermento struktiiros pasikeitima, kas leidzia
slopikliui prisijungti prie fermento ir yra svarbu kuriant potencialius naujus
slopiklius, kuriy prisijungimo vieta fermente susidaro tik prisijungus
slopikliui (Ding et al., 1995; Ren et al., 1995; Tantillo et al., 1994). Tirty
piridoniniy nukleotidy savybiy tyrimas padeda atskleisti nukleobazés pakaity
itaka DNR biosintezés efektyvumui. Tai svarbu, DNR polimeraziy pagalba
gaminant aptamerus ir jvairiai modifikuotus oligonukleotidus. Tyrimui
pasirinktos DNR polimerazés — Klenow exo- ir M.MuLV atvirkstiné
transkriptazé — yra skirtingomis savybémis ir pritaikymu pasizymintys
fermentai. Klenow exo- sugebéjo halogenintus piridoninius nukleotidus
jjungti efektyviau nei M.MuLV atvirkstinés transkriptazée. Siame darbe
jvertintas fosfonoacto riigSties nukleotidy konjugaty panaudojimas DNR
biosintezés slopinimui. Vienas i§ tirty konjugaty geba slopinti Klenow exo-
DNR polimeraze ir ZIV-1 atvirkstine transkriptaze, pakeisdamas tretinio
komplekso konformacijg. Konformaciniai pokyciai létina DNR polimerazes,
taigi tikslinga Siy mazamolekuliniy junginiy konjugacija su nukleotidais gali
tapti pagrindu tolesniam naujy antivirusiniy vaisty kiirimui.

Ginamieji teiginiai:

1. Piridoniniai nukleozidai gali slopinti M.MuLV AT ir Klenow exo-
DNR polimerazés vykdomg DNR biosinteze.

2. DNR polimerazés gali jterpti i DNR piridoninius nukleotidus
matricai specifiniu biidu. Piridoniniy nukleotidy jjungimas turi
nedidelj poveikj tolesniam pradmens prailginimui, naudojant
natiiralius nukleotidus.

3. M.MuLV AT, ZIV-1 AT, Klenow exo- ir Taq DNR polimerazés
skirtingu efektyvumu jjungia j DNR tirtus nukleotidy konjugatus.
Sie junginiai gali slopinti polimeraziy vykdoma DNR biosinteze.



1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 Retrovirusai.
1.1.1 AtvirkStinés transkriptazés atradimas

Atvirkstinés transkriptazés (AT) atradimas 1970 metais (Baltimore,
1970; Temin ir Mizutani, 1970) turéjo svarby poveikj gyvosios gamtos
mokslams. Nuo RNR priklausoma DNR polimerazé, aptinkama RNR naviky
virusuose, tapo i§Siikiu vyraujanciai molekulinés biologijos centrinei dogmai.
Pagal §ig dogma, genetiné informacija i§ DNR pereina | RNR ir véliau |
baltymus, tuo tarpu RNR virusy atveju — nuo RNR j DNR ir galiausiai j
baltymus. Kadangi naujasis fermentas katalizuoja DNR polimerizacijg nuo
RNR, kas tuo metu buvo laikoma atvirk§¢iu dogmos apraSomam procesui,
Sis fermentas pavadintas atvirkstine transkriptaze. Véliau tyrimai parodé, kad
AT 18 tikryjy turi tris aktyvumus: nuo RNR priklausomg DNR polimerazés
aktyvumg, nuo DNR priklausoma DNR polimerazés aktyvumg ir
ribonukleazés H (RNazé H) aktyvumga, kuris hidrolizuoja RNR RNR-DNR
hibride. Nors AT biuidingi keli skirtingi aktyvumai, buvo paliktas originalus
fermento pavadinimas. Taigi, AT turintys virusai, kurie i§ pradziy buvo
vadinami RNR naviky virusais, pervadinti | retrovirusus (Coffin et al., 1997).
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1.1 pav. Retrovirusy taksonominis skirstymas. Retrovirusy gentys,
kurioms priklauso endogeniniai virusai, pazyméti raudona zvaigzdute. Siame
filogenetiniame medyje iSskirti labiausiai tiriami retrovirusai. Pagal Weiss,
2006.



Retrovirusus galima suskirstyti j keleta genciy pagal jy evoliucinj
giminingumg (1.1 pav.). Visy retrovirusy grupés atstovy genomuose yra gag,
pol ir env genai, o sudétingesni retrovirusai, kaip lentivirusai ir
deltaretrovirusai, turi papildomus genus, kurie i§ dalies persidengia su kitais
genais, o po alternatyvaus splaisingo nuo mRNR transliuojami mazi
reguliaciniai baltymai. Skirtingy grupiy retrovirusy AT atliecka panasia
funkcija, bet gali skirtis struktiira ir subvienety kiekiu, molekuline mase,
katalizinémis savybémis, biocheminémis ir biofizinémis charakteristikomis
ir jautrumu jvairiems slopikliams (Coffin et al., 1997; Hizi ir Herschhorn,
2008).

1.1.2 Peliy leukemijos virusas ir Zmogaus imunodeficito virusas

Peliy leukemijos virusas (angliskai Murine leukemia virus, MuLV)
yra tiriamas nuo 1951 mety, kai buvo parodyta, kad leukemija gali buti
perduodama peliy naujagimiams patogenu, esanciu filtrate (Gross, 1951;
Gross, 1957; Moloney, 1960). Sie virusai suteiké daug Ziniy apie leukemija.
Be to, MuLV genomas buvo naudojamas kaip pradiné medziaga, skirta geny
terapijos vektoriy kiirimui. Galiausiai, MuLV buvo daznai naudojamas kaip
retrovirusy modelis.

1981 m. atradus jgyta imunodeficito sindroma (Gottlieb et al., 1981)
ir 1983 m. aptikus Zmogaus imunodeficito virusa (ZIV) (Barré-Sinoussi et
al., 1983), Sis virusas vis dar iSlieka rimta problema: 36,7 mln. Zmoniy
uzsikréte ZIV, i§ kuriy kasmet 1,8 milijono mirsta (UNAIDS, 2017). ZIV
kilo i§ daugelio zoonoziy perdavimy, kai bezdzioniy imunodeficito virusas
Vakary ir Centrinéje Afrikoje perduotas i§ neZmoginiy primaty Zmonéms
(Hahn et al., 2000). Gali buti, kad tai jvyko dél primaty medzioklés ir
skerdimo mésai, o taip pat bezdzioniy gaudymo ir prekybos. Daugiau kaip
40 skirtingy nezmoginiy primaty riSiy yra uzsikréte bezdzioniy
imunodeficito virusu, kiekviena rusis turi unikaly virusg (VandeWoude ir
Apetrei, 2006). Tikétina, kad ateityje bus aptikta ir kity ZIV linijy, nes
jmanomi nauji zoonozes pernesimai.

1.2 DNR polimerazés. Retrovirusy atvirkstinés transkriptazés
1.2.1 DNR polimeraziy $eimos
Dauguma DNR polimeraziy pagal aminortigs¢iy seky homologija

sugrupuotos | atitinkamas A, B, C, D, X, Y ir atvirkstinés transkriptazés
Seimas (Braithwaite ir Ito, 1993; Raper et al., 2018; Raia et al., 2019). A
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Seimos polimerazeés aptinkamos prokariotuose, j $ig Seimg jeina prokarioty
DNR polimerazé I, mitochondriné polimerazé vy ir kelios bakteriofagy
polimerazés, tarp jyu T3, TS5 ir T7 bakteriofagy DNR polimerazés
(Braithwaite ir Ito, 1993). B Seimos polimerazés aptinkamos
bakteriofaguose, virusuose, archéjose ir eukariotuose. Dauguma B Seimos
polimeraziy atsakingos uz genomo replikacija, pavyzdziui T4 ir T6
bakteriofagy, herpes viruso, archéjy Vent ir zinduoliy pol a, & ir €
polimerazés (Braithwaite ir Ito, 1993). C Seimai priklauso prokarioty
replikatyvinés polimerazés pollll ir DnaE (Braithwaite ir Ito, 1993). D
Seimai priklauso PolD, kuri yra heterodimeriné replikatyviné DNR
polimerazé, aptinkama archéjose, i§skyrus Crenarchaea (Raia et al., 2019). |
X Seima patenka zinduoliy pol B, A ir p, kurios dalyvauja DNR pazaidy
taisyme, ir terminaliné deoksiribonukleodil transferazé (Moon et al., 2007).
Atvirk$tinés transkriptazés Seima sudaryta i§ retrovirusy atvirkStiniy
transkriptaziy ir eukarioty telomeraziy (Lingner et al., 1997). Y Seima apima
pol m, v, ¥, Revl ir Escherichia coli DNR polimerazés IV (DinB) ir V
(UmuCD) (Maxwell ir Suo, 2014).

Pirsty subdomenas
o o

Nyks¢io
subdomemas

1.2 pav. Taq Pol I (Li et al., 1998) ir E. coli Pol I (Klenow fragmentas;
Beese et al., 1993) struktiiry perdengimas. Taq Pol I (raudona) ir E. coli
Pol I (mélyna) struktiiros persidengia taip, kad atitinkamos o spiralés it 8
juostos isidésto panasiai (nukrypimas iki 1 A). Pirsty subdomeno
konformacija (purpuriné ir Zydra) Siek tiek skiriasi, kas rodo $io regiono
lankstuma. Pagal Patel et al., 2001.
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Kai kuriy DNR polimeraziy strukttira jau nustatyta. Visy Siy DNR
polimeraziy struktiira primena Zzmogaus deSing ranka, kurioje iSskirti
subdomenai: ,,pirStai®, atsakingi uz nukleotidy prijungima ir saveika su
matrica, ,,delnas®, kuriame yra polimerazés aktyvus centras, ir ,,nykstys®,
kuris prijungia dvigranding DNR. Mazai giminingos prokarioty polimerazes,
kaip Taq Pol I ir E. Coli Pol I, pasizymi nedidele homologija, bet jy tretine
struktiira beveik identiSka a spiraliy ir  juosty rajonuose (1.2 pav.) (Patel et
al., 2001).

1.2.2 Bendri DNR polimeraziy veikimo principai

Replikacijos proceso pagrindas yra DNR polimerazé — fermentas,
kuris katalizuoja nukleotidy jjungimg j pradmenj, naudojant DNR matrica.
DNR grandingés prailginimo cheminé reakcija yra fosforilo perkélimo
reakcija (Knowles, 1980), kurios metu nukleoriigsties pradmens grandinés
3‘-OH nukleofiliskai atakuoja dNTP fosfata. Reakcija vyksta dviem
skirtingais etapais (1.3 pav.) ir yra katalizuojama dalyvaujant karboksilato
grupéms, kurios aktyviajame DNR polimerazés centre koordinuoja du
metaly (paprastai magnio) jonus. Siame mechanizme aspartato Soniné grupé
prie ANTP deoksiribozés yra bendroji bazé, kuri paima protonag i§ 3‘-OH
grupés, kad buty sukurtas reaktyvesnis nukleofilas (Steitz, 1993). Elektrony
turtingas 3°‘-deguonis nukleofiliskai atakuoja o fosfata, sukuriant trigonale-
bipiramiding pentakoordinuota pereinamgja busena, kuri stabilizuojama
koordinuojant metalo jonus su a, B ir v fosfaty grupiy deguonimi (Steitz,
1993). Sis zingsnis sglygoja fosfato stereocheming konversijg ir pirofosfato
grupés isleidimg, koordinuotg su kitu dvivalen¢iu metalo jonu. Panasus
dviejy Zingsniy mechanizmas paremtas zmogaus DNR polimerazés A pries ir
po kataliziniy kompleksy struktiiromis (Garcia-Diaz et al., 2007). Be to, ab
initio skaicCiavimai rodo, kad reik§mingas kriivio pernesimas vyksta reakcijos
metu tarp abiejy metaly ir jvairiy fermento aminortig§¢iy aktyviajame centre,
siekiant efektyvaus fosforilo grupés pernesimo, reikia suderinto metaly jony
ir aktyviy aminortugsciy veikimo (Cisneros et al., 2008).
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1.3 pav. DNR polimerazés reakcijos mechanizmo schema. 1) DNR
polimerazés aktyviajame centre yra karboksilato grupés, kurios koordinuoja
du dvivalen¢ius metalo (pazyméta A ir B) jonus, ir aktyvuoja pradmens
ribozés 3° hidroksi grupg. 2) Pradmens ribozés 3‘-deguonis nukleofiliskai
atakuoja o fosfata (pazyméta raudonai). 3) Tai sukuria trigonalg-bipiramiding
pentakoordinuota pereinamaja buseng, kuri stabilizuojama koordinuojant
metalo jonus su a, f ir y fosfaty grupiy deguonimis. 4) Tai salygoja fosfato
stereochemine konversijg ir pirofosfato grupés isleidimg. Pagal Berdis, 2009.

Tiriant ANTP analogy jjungima, kuriuose P ir y fosfatus jungiantis
deguonis buvo pakeistas CH,, CHF, CF, arba CCl, grupémis, galima jvertinti
pereinamosios biisenos pobiidj fosforilo perdavimo reakcijos metu (Sucato et
al., 2007). Kinetiné analizé parodo, kad visi analogai matricos atzvilgiu yra
jjungiami tiek teisingai, tiek neteisingai (Sucato et al., 2007). Dar labiau
svarbu tai, kad jjungimo grei¢io konstantos skiriasi priklausomai nuo
modifikuotos grupés. Bronsted koreliacijos, nustatytos pagal jjungimo
grei¢io konstantas, palygintos su nueinancios grupés pKa, teisingai ir
neteisingai sudarytoms baziy poroms, atskleidzia panaSius jautrumus ir
nukrypimus. I$ Siy analiziy matyti, kad fosforilo perneSimo greitis yra
ribojantis teisingam ir neteisingam nukleotidy jjungimui polimerazés f
atveju (Sucato et al., 2007). Nors mazai tikétina, kad iSvada yra universali
visoms DNR polimerazéms, Sie duomenys yra svarbiis, nes rodo, kaip
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tinkamos pereinamosios buklés pasiekimas gali daryti jtakg polimerizacijos
tikslumui.

Teoriskai DNR ir ANTP substraty sujungimas su polimeraze gali bati
atsitiktinis, nuoseklus arba griezta tvarkingas. Taciau efektyvi polimerizacija
bty optimali grieztai prisijungus DNR substratg pries dNTP, nes priesSingas
substrato prid¢jimas (pradinis ANTP jjungimas prie§ DNR) bty teisingas tik
vieng karta i§ keturiy galimybiy (Berdis, 2009). Didelio tikslumo
polimerazés, dalyvaujan¢ios chromosominés DNR sintez¢je, turéty
pasizyméti tvarkingu DNR substrato suriSimu prie§ nukleotido suriSima.
Taciau skirtingas scenarijus gali biiti naudojamas DNR polimerazéms,
kurioms budingos klaidos, ypatingai susijusios su pakartotine pazeista DNR.
Siuo atveju substrato suri§imo tvarka tampa svarbi, nes j klaidas linkusios
DNR polimerazés paprastai jjungia vieng nukleotida be matricinés
informacijos (Berdis, 2009).

dNTP
Zlngsnls 2 iingsnis 3
E: DNA,, E:DNA,:dNTP —<———E":DNA,:dNTP
Zlngsnls 1
E+DNAn Zingsnis 7 Zingsnis 4
ngsm& Zlngsms 6 Zingsnis 5

[ A

E: DNA,,+1 ——— E:DNA,;1:PPj——— E":DNA;;1:PP;

1.4 pav. DNR polimeraziy kinetinis mechanizmas. 1 zingsnis yra
polimerazés (E) prisijungimas prie DNR substrato (DNA,). 2 Zingsnis apima
dNTP prisijungimg prie polimerazés/DNR komplekso. 3 zingsnis parodo
konformacinj polimerazés ir DNR komplekso pokyti, po kurio seka fosforilo
perneSimas — 4 zingsnis susidarant produktui DNA,,;. Po nukleotido
jungimo ] pradmenj, vyksta konformacinis pokytis E:DNA,.;:PP; i
E:DNA,,;::PP; kompleksg — 5 Zingsnis. Po Sio zingsnio PP; pasalinamas kaip
pirmasis produktas — 6 zingsnis. Polimerazé gali likti su produkto DNR
(DNA,) ir testi sinteze tame paciame nukleortigsties substrate (7 zingsnis)
arba atskirti nuo DNA,,,, ir atnaujinti polimerizacija su kitu DNR substratu
(8 zingsnis). Pagal Berdis, 2009.

DNR polimerazéms budingas tvarkingas kinetinis mechanizmas,
kuriame DNR polimeraze susiriSa su DNR substratu pries dNTP prijungima
(1.4 pav. zingsnis 1). Pirmasis zingsnis katalizinio efektyvumo generavimui
ir tikslumo palaikymui jvyksta dNTP prijungiant prie polimerazés/DNR
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komplekso (1.4 pav. Zingsnis 2) (Berdis, 2009). Po dNTP suriSimo, sitilomas
polimerazés ir nukleortigSties konformacinis pokytis, siekiant suderinti
gaunamg dNTP su tikslia geometrine konformacija, leidzian¢ia fosforilo
perdavima (1.4 pav. zingsnis 3). Konformacinis pokytis atitinka sitiloma
indukuoto tilpimo mechanizma, kuris jveda diskriminacija del dNTP
neteisingo jjungimo. Nesuderintos tarpinés medziagos sutrikdo polimerazes
aktyviosios vietos geometrija, trukdancia tolimesnei cheminei stadijai (Wong
et al., 1991). Po to, kai nukleotidas kovalentiskai prijungimas prie augancio
pradmens, polimerazé pereina i§ E:DNA,;:PP; i E:DNA,,:PP; zingsnj (1.4
pav. zingsnis 5). Po Sio zingsnio pirmasis produktas PP; iSskiriamas i§
polimerazés, po kurio fermentas tariamai perkeliamas j kita matricos padétj
(1.4 pav. zingsnis 6). Tuo metu polimerazé gali likti susijusi su produkto
DNR sintezés pratesimui arba atsiskirti nuo DNR, polimerizacija ant kito
substrato atnaujinimui (Berdis, 2009) (1.4 pav. zingsnis 7 arba 8).

1.5 pav. ZIV-1 AT konformaciniai poky¢iai DNR polimerizacijos metu.
A — AT neprisijungusi substraty, nyksStys (zalia spalva) uZzdaroje
konformacijoje. A—B — nykstys atsilenkia ir atveria nukleoriigsties
prisijungimo dalj. B — AT prisijungusi dvigrandining nukleortigstj. B—C —
dNTP patenka | polimerazés aktyvyji centrg ir pirStai (mélyna) keisdami
konformacija padeda tinkamai orientuoti dNTP, kad jis buty jjungtas i}
granding. C — prisijungus abiems substratams susidaro trinaris AT,
nukleortigsties ir ANTP kompleksas. Pagal Hu ir Hughes, 2012.

Procesyvumas apibréziamas kaip nukleotidy, polimerazés jterpty per
vieng jungimosi jvykj j DNR substratg, skai¢iy. Procesyvumo vertés yra nuo
1 visiskai distributyviems fermentams iki Simty ar tokstanciy nukleotidy
jjungimo labiau procesyvioms polimerazéms. Bakteriofagy T4 DNR
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polimerazé (Mace ir Alberts, 1984) turi auksto procesyvumo koeficienta (>
100), o T7 DNR polimerazés procesyvumas zymiai padidéja, sgveikaujant su
tioredoksinu (Kelman et al., 1998). Eukariotinéms polimerazéms, tokioms
kaip polimerazei o, kuri kopijuoja chromosomas, reikia jvairiy papildomy
baltymy (Sexton et al., 1998; Moldovan et al., 2007). Priesingai,
polimerazés, susijusios su specializuotomis funkcijomis, tokiomis kaip DNR
taisymas (bakterijy DNR pol I) (Eckert ir Kunkel, 1993) arba pazeidimo
ap¢jimo funkcijomis (pol m, pol 1, pol {) turi mazus procesyvumo
koeficientus (Washington et al., 1999; Prakash ir Prakash, 2002; Haracska et
al., 2005) — ne daugiau nei 10, taigi yra labiau distributyvios polimerazés.

1.6 pav. A Seimos polimerazés Bacillus stearothermophilus polimerazés I
su DNR substratu aktyvaus centro struktiira. DNR substrato pradmuo
geltonos spalvos, matrica zydros spalvos. Matricos bazé egzistuoja iSsuktoje
konformacijoje ir sgveikauja su motyvu (pavaizduota tamsiai zalios spalvos).
Patel et al., 2001.

DNR polimerazés turi bendra deSinés rankos strukttrg, kurioje
skiriami pirsto, delno ir nyks¢io subdomenai (Beard ir Wilson, 2003). Delno
domenas — labiausiai konservatyvus struktlirinis bruozas, jis yra atsakingas
uz fosforilo perdavimo reakcijos katalize. Delno domenas turi maziausiai dvi
karboksi aminortigStis (aspartata arba glutamata), kurios koordinuoja du
kataliziSkai svarbius metalo jonus, dalyvaujancius fosforilo perkélime. Pirsty
domenas sgveikauja su ateinan¢iu dNTP, taip pat su matricos baze ir todél
atlieka svarby vaidmen; i$laikant polimerazes tiksluma. Nyks¢io domenas
atlicka dvigubg vaidmenj, paduodamas dgDNR | ateinantj dNTP, taip pat
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uztikrina polimerazés procesiSkumg ir translokacija (Patel et al., 2001).
Modeliai, koreliuojantys struktiirinius judesius su kinetiniais stebéjimais,
rodo, kad dNTP prisijungia prie polimerazés/DNR komplekso
nepriklausomai nuo matricos, pirmiausia sgveikaujant su pirSty sritimi. Po
pirminio prisijungimo jvykio seka pirsty srities rotacija (1.5 pav.), sukelianti
tvirtesnj susiejimg su matricos baze ir atspindinti konformacinio pakeitimo
pakopa (Li et al., 1998). Si sukimosi kryptis suteikia varomaja jéga,
reikalingg norint suderinti gaunamg dNTP su partneriu, taip pat nukreipti
pradmens 3'-hidroksila, kad biity nukleofiliskai atakuotas dNTP.

PanaSios atviros ir uzdaros konformacijos buvo pastebétos DNR
polimerazése: pol B (Pelletier et al., 1994; Sawaya et al., 1997), B Seimos
polimerazése (Kamtekar et al., 2004; Yang et al., 2002; Rodriguez et al.,
2000) ir ZIV atvirkstinés transkriptazéje (Ding et al., 1998; Sarafianos et al.,
2001; Hsiou et al., 1996; Rodgers et al., 1995). A Seimos polimeraziy
struktiry ypatybé yra tai, kad atviroje konformacijoje matricos bazé
egzistuoja iSsuktoje konformacijoje, kas neleidzia tiesioginés fizinés
saveikos su suriStu dNTP (1.6 pav.). Bacillus stearothermophilus
polimerazés atveju - konservatyvus tirozino benzeno ziedas per n-n stekingo
saveika pakei¢ia nukleobaze DNR matricoje. Si saveika blokuoja tiesioginj
gaunamo nukleotido prieiga bet kuriai matricos bazei (Li et al., 1998; Kiefer
et al.,, 1998). Nors matricos bazé i§ pradziy yra iSsuktoje formoje, DNR
polimerizacija vis dar vyksta B. stearothermophilus polimerazés kristale
(Kiefer et al., 1998), o tai rodo, kad $i nejprasta konformacija yra kataliziskai
aktyvi. Peréjimas nuo atviros ] uzdarytg biiseng apsiriboja pir§to subdomeno
judesiais su papildomais konformaciniais pokyciais trejose pirsty padétyse
(Kiefer et al., 1998). Sie duomenys rodo, kad kristaluose gali atsirasti
konformaciniai poky¢iai ir tai padeda matricos baze i tinkama padéti,
leidziancig fosforilo perdavimg. Matricos bazés iSsukimas néra universalus.
Eukariotiniy pol B (Pelletier et al., 1994; Sawaya et al., 1997) ir ZIV
atvirkstinés transkriptazés (Ding et al., 1998; Sarafianos et al., 2001; Hsiou
et al.,, 1996; Rodgers et al., 1995) kristalinés strukttros, kuriy polimerazés
yra maziau tikslios nei A ir B Seimos polimerazés, nepasiZzymi dideliais DNR
matricos iSkraipymu. Be to, i klaidas linkusios DNR polimerazés Dpo4
struktiira rodo, kad DNR matrica nepatiria konformaciniy poky¢iy, kai ji
patenka j aktyvy centra (Wong et al., 2008). Sie pastebéjimai verdia
spekuliuoti, kad matricos nukleobazés nei§sukimas i tikryjy turi neigiama
jtaka tikslumui. I§ tikryjy galima teigti, kad polimerazes, kurioms biidingas
tiesioginis vandenilio ry$iy saveika tarp gaunamo dNTP ir matricos bazeés,
labiau linkusios pasizyméti maZesniu patikimumu, palyginus su

17



polimerazémis, kurios i§vengiama tiesioginiy kontakty per matricos DNR
iSkraipymga (Berdis, 2009).

Vienas i§ pirmyjy tyrimy, naudojamy greitj ribojanciai stadijai
jvertinimui, buvo sieros atomais pakeisty nukleotidy jjungimas (Mizrahi et
al., 1985). Dél mazo sieros atomo elektroneigamumo spéjama, kad sieros
atomas bus maziau efektyvus uz deguonj stabilizuojant elektrony tankj
fosforilo perdavimo pereinamosioms biisenos metu (1.3 pav. 3 dalis).
Reakcija vyks, bet mazesniu grei¢iu. Tokiu biidu galima iSmatuoti sieros
efekto dydj, kuris yra santykis tarp natiiraliy ir modifikuoty nukleotidy
jjungimo greiciy, kas leisty vertinti, ar reakcija yra greitj ribojanti stadija. Jei
reakcija yra greit] ribojanti stadija, bus pastebétas didelis sieros efektas,
didesnis nei 10. PrieSingai, jei sieros efektas maZesnis nei 2, kitas kinetinis
zingsnis, konformacinis pokytis pries fosforilo perdavima, yra greitj ribojanti
stadija ir nejautrus Siam pakeitimo tipui. E. coli Klenow fragmento atveju
sieros efektas neturi jtakos greiCiui (Mizrahi et al., 1985). Maza S$ios
modifikacijos jtaka leidzia manyti, kad cheminiy rySiy formavimasis
fosforilo perkélimo stadijoje neriboja pirmojo nukleotido jjungimo. Tolesnis
$io mechanizmo palaikymas yra gautas i serijos spektroskopiniy tyrimy,
stebin¢iy dTTP jjungimg prie§ 2-aminopuring, esant] matricos grandinéje
(Frey et al., 1995). 2-aminopurinas yra stipriai fluorescuojantis adenino
struktiirinis analogas. 2-aminopurino fluorescencija stipriai sumazinama,
susidarant vandeniliniams rySiams ir stekingo sgveikai su baze (Rachofsky at
al., 2001). Dél to dNTP jjungimas priesais 2-aminopuring gali buti lengvai
stebimas, kintant fluorescencijos stiprumui, ir palyginus su grei¢iais, gaunant
naudojant jprastinius radioaktyviai pazyméta DNR. dTTP jungimosi kinetika
pries 2-aminopuring i§ pradziy buvo jvertinta naudojant modelines E. coli
Klenow fragmento ir bakteriofagy T4 DNR polimerazes (Frey et al., 1995).
Tyrimai su Klenow fragmentu parodé¢ panaSias grei¢io konstantas dTTP
jungimui prie$ 2-aminopuring, naudojant arba greito gesinimo metodus, arba
sustabdyto srauto fluorescencijos metodus (Frey et al., 1995). Greicio
konstanty panaSumas rodo, kad 2-aminopurino jjungimas yra susijgs su
konformacijos pasikeitimo etapu, kuris yra prie§ fosforilo perdavima.
Panasiis rezultatai gauti naudojant bakteriofagy T4 DNR polimeraze (Frey et
al., 1995). Duomenys rodo, kad nukleotidy jungimo grei¢io konstanta
atspindi greitj ribojancig stadija — E:DNA:dNTP komplekso pasikeitimg |
E":DNA:ANTP, kuris konformaciskai labiau palankus reakcijos katalizei.
Pazymétina, kad néra aisku, ar konformaciniy pokyciy zingsnis pries
fosforilo perkélima yra ribojantis etapas visoms DNR polimerazéms. Vis
délto sieros efekto dydis néra patikimas, siekiant vienareikSmiskai jvertinti
nukleotidy jjungimo greitj ribojantj zingsnj (Herschlag et al., 1991;
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Showalter ir Tsai, 2002). Sieros efektas yra nepatikimas, nes fermento
katalizuojama fosforilo perneSimo reakcija gali biti neidentiSka
nekatalizuojamai reakcijai (Showalter ir Tsai, 2002). Be to, teigiama, kad
nekatalizuota fosforilo perneSimo reakcija vyksta achiralinéje aplinkoje,
kurioje visos deguonys fosfato grupéje indukciskai prisideda pereinamosios
biisenos stabilizavimo (Showalter ir Tsai, 2002). Tokia pati iSvada yra maZzai
tikétina del fermento katalizuojamos reakcijos, nes vyksta metalo jony
koordinavimas isskirtinai su vienu deguonimi ir tai sukelty mazesnj sieros
efekta fermento katalizuojamai reakcijai (Herschlag et al., 1991; Showalter ir
Tsai, 2002). Papildomi argumentai pagristi spektroskopiniais tyrimais,
kuriuose stebimas pol  nukleotidy jjungimas. Teisingy nukleotidy jjungimo
fluorescencijos tyrimai parodé du fluorescencijos peréjimus, ivykusius pries
chemine¢ pakopag ir po jos (Arndt et al., 2001). Bronsted koreliacijos rodo,
kad fosforilo perkélimas yra greitj ribojantis zingsnis (Sucato et al., 2007).
Kartu galima teigti, kad pol B atveju nukleotidy jjungimo greitj ribojantis
zingsnis yra fosforilo perdavimas, o ne konformacinio poky¢io zingsnis
(Berdis, 2009). Taciau §i informacija rodo, kad ta pacia chemine reakcija
katalizuojanc¢ios polimerazés naudoja skirtingas strategijas, kad bty
pasiektas greicio padidéjimas ir tikslumas nukleotidy jjungimo metu.

Po fosforilo perkélimo seka konformaciniy pokyciy Zingsnis, kuris
yra prie§ pirmojo produkto, pirofosfato (PP;), paleidimg. Po Sio etapo
polimerazé pereina | kita matricos padétj, kur ji gali iSlikti prisijungusi ir
toliau polimerizuoti DNR arba disocijuoti nuo DNR, kad biity atnaujinta
sintezé kitame DNR substrate. [Zvalgos apie translokacijos proceso dinamika
kilo i§ B. stearothermophilus DNR polimerazés struktiiriniy tyrimy (Kiefer
et al.,, 1998; Johnson et al., 2003). Sie tyrimai parodé, kad po nukleotidy
jjungimo polimeraz¢ i§ karto pajuda dgDNR. Be to, tai atskleidzia, kaip
visos keturios Watson‘o — Crick‘o baziy poros egzistuoja aktyviajame
polimerazés centre. Polimerazés judéjimui reikalinga konservatyvi mazojo
griovio vandenilio rySio akceptoriy geometrija. Pasitlyti du modeliai:
polimerazés judéjimas yra susijes su energija, gauta i§ PP; iSleidimo (Yin ir
Steitz, 2004) arba polimerazé biina keliose skirtingose pusiausvyros
busenose ir ANTP prisijungimas skatina DNR polimerazes pereiti DNR
grandine (Guajardo ir Sousa, 1997; Goétte, 2006).

Pirofosforolizé yra priesinga nukleotidy jjungimo reakcijai. Sis
fermentinis aktyvumas buvo placiai istirtas, nes pirofosforolizé vaidina
svarby vaidmen] atsparumo susidarymui tam tikriems antivirusiniams
vaistams, kurie naudojami gydant jgyta imuninio nepakankamumo sindroma,
kurj sukelia ZIV (Boyer et al., 2001). Jvykus pirofosforolizei, viruso

atvirkStiné transkriptazé paSalina granding terminuojancius nukleotidy
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analogus, kurie yra skirti slopinti virusing DNR sinteze (1.7 pav.). Tai leidzia
atnaujinti viruso DNR sinteze. ZIV AT atveju reikia keliy mutacijy
polimerazés aktyviajame centre, kad biity pasiektas reikSmingas aktyvumas,
reikalingas atsparumui vaistui (Naeger et al., 2001). Siame mechanizme
pradmens 3‘ galas gali biiti arba pradmens, arba nukleotidy suriSimo vietoje
(1.7 pav. B ir C). DNR sintezés metu AT suri$a 3° galg pradmens vietoje tuo
tarpu, kai nukleotidy suriSimo vietoje btna dNTP. Perkélus fosforila,
prailgintas pradmuo perkeliamas i§ nukleotidy suriSimo vietos i pradmens
vieta, kad biity galima testi katalizinj ciklg. Taciau ciklas sustabdomas, kai
jjungiamas modifikuotas nukleotidas (Naeger et al., 2001) (1.7 pav. A).
Nesant 3°-OH, pradmens augimas negali vykti. Kito teisingo dNTP
prisijungimas prie nukleotidy suriSimo vietos sudaro neveiksny trijy
komponenty kompleksg. Virusiné polimerazé gali perkelti tokj pradmenj i$
pradmens vietos atgal | nukleotidy suriSimo vietg. Tai skatina PPi arba ATP
suriS§ima ir leidzia vykti pirofosforolizei (1.7 D ir E). Po to grandinés
terminatorius paSalinamas, susidarant dNTP ir laisvam 3‘-OH, taip leidziama
tolimesné DNR biosintezé. E. coli Klenow fragmento ir bakteriofagy T4
DNR polimerazés pirofosforolitinio aktyvumo tyrimai pateiké iSsamesng
informacija apie konformacinius pokycius, kurie seka po fosforilo perkélimo
zingsnio. Kiekvienos polimerazés pirofosforolizés kinetiniai parametrai buvo
kiekybiskai jvertinti, matuojant ANTP susidarymo priklausomybg nuo PP;
koncentracijos. Klenow fragmento PP; Ky yra 230 puM (Dahlberg ir
Benkovic, 1991), o T4 polimerazés yra nuo 10 mM iki 20 mM (Wu et al.,
1998). Nepaisant didelio giminingumo PPi skirtumo, pirofosforolizés greicio
konstanta yra panagios: Klenow fragmento 0,3 s ir T4 DNR polimerazés 0,5
s! (Dahlberg ir Benkovic, 1991; Wu et al., 1998). Abejais atvejais
pirofosforolizés greiCio konstantos yra daug létesnés nei kp, vertés,
iSmatuotos polimerizacijos reakcijai. Tai rodo, kad cheminés reakcijos
pusiausvyra nukreipta link polimerizacijos. E:DNA,.;:PP; komplekso
skilimas susidarant DNA,,, ir PP; gali vykti per du tarpusavyje nesusijusius
kelius. Pirmasis susijes su PP; atpalaidavimu i§ E":DNA,,;:PP;, po kurio
vyksta konformaciniai pokyciai, kurie pakeic¢ia E":DNA,,; kompleksa i
E:DNA,;; kompleksa. Antrasis kelias apima PPi i§leidima po E:DNA,,:PP;
komplekso  peréjimo j E:DNA,,:PP. Siy dviejy mechanizmy
diferencijavimas buvo pasiektas, lyginant pirofosforolizés greitj su
pirofosfato mainais (Dahlberg ir Benkovic, 1991). Pirofosfato mainai
matuoti zyméto *“P-ANTP atsiradimo, j nezyméto dNTP kiekj pridedant
[*P]PPi. Su E. coli Klenow fragmentu buvo i$matuoti panadiis greiliai
pirofosforolizéje ir pirofosfato mainuose, teigiant, kad antras konformacinis
pokytis i§ E":DNA,,;:PP; i E:DNA,,:PP; yra prieS PP; isSleidima. Jei
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pirofosfato mainai biity greitesni uz pirofosforoliz¢, tada PP; mainai su
E"DNA,,; kompleksu biity apéj¢ 1éta konformacinés zingsnj E:DNA,,,:PPi
iki E'DNA,,:PP; (Berdis, 2009).

BEEET

AppppAZT

1.7 pav. ZIV atvirkStinés transkriptazés grandine terminuojandius
nukleotidy analogy pasalinimas i§ DNR substrato schema. Pradmens (P)
ir nukleotidy (N) suriS§imo vietos pazymétos Zzalia ir geltona spalva,
pradmens ribozés zydrai, matricos mélynai, jjungtas AZT nukleotidas juoda
spalva. Jjungus AZT, tolimesnio nukleotido jjungimas nejmanomas. A)
Jjungus AZT kito nukleotido jjungimas nevyksta. B) pradmens 3° galas yra
pradmens suriS§imo vietoje ir C) pradmens 3° galas yra nukleotidy suri§imo
vietoje. D) ATP prisijungimas ir pirofosforolizé. E) AZT pasalinimas kaip
AppppAZT junginys. Pagal Menendez-Arias, 2008.

Pirofosforolizé yra priesinga nukleotidy jjungimo reakcijai. Sis
fermentinis aktyvumas buvo placiai istirtas, nes pirofosforolizé vaidina
svarby vaidmen] atsparumo susidarymui tam tikriems antivirusiniams
vaistams, kurie naudojami gydant jgyta imuninio nepakankamumo sindroma,
kurj sukelia ZIV (Boyer et al., 2001). Jvykus pirofosforolizei, viruso
atvirkStiné transkriptazé pasalina granding terminuojancius nukleotidy
analogus, kurie yra skirti slopinti virusing DNR sinteze (1.7 pav.). Tai leidzia
atnaujinti viruso DNR sinteze. ZIV AT atveju reikia keliy mutacijy
polimerazés aktyviajame centre, kad biity pasiektas reikSmingas aktyvumas,
reikalingas atsparumui vaistui (Naeger et al., 2001). Siame mechanizme
pradmens 3° galas gali biiti arba pradmens, arba nukleotidy suriSimo vietoje
(1.7 pav. B ir C). DNR sintezés metu AT suri$a 3¢ galg pradmens vietoje tuo
tarpu, kai nukleotidy suriSimo vietoje buna dNTP. Perkélus fosforila,
prailgintas pradmuo perkeliamas i§ nukleotidy suriSimo vietos | pradmens
vietg, kad buity galima testi katalizinj ciklg. Taciau ciklas sustabdomas, kai
jjungiamas modifikuotas nukleotidas (Naeger et al., 2001) (1.7 pav. A).
Nesant 3°-OH, pradmens augimas negali vykti. Kito teisingo dNTP
prisijungimas prie nukleotidy suri§imo vietos sudaro neveiksny trijy
komponenty kompleksg. Virusiné polimerazé gali perkelti tokj pradmenj i$
pradmens vietos atgal j nukleotidy suri§imo vietg. Tai skatina PPi arba ATP
suriSimg ir leidzia vykti pirofosforolizei (1.7 D ir E). Po to grandinés
terminatorius paSalinamas, susidarant dNTP ir laisvam 3‘-OH, taip leidziama
tolimesné DNR biosintezé. E. coli Klenow fragmento ir bakteriofagy T4
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DNR polimerazés pirofosforolitinio aktyvumo tyrimai pateiké iSsamesng
informacija apie konformacinius poky¢ius, kurie seka po fosforilo perkélimo
zingsnio. Kiekvienos polimerazes pirofosforolizés kinetiniai parametrai buvo
kiekybiskai jvertinti, matuojant ANTP susidarymo priklausomybe nuo PP;
koncentracijos. Klenow fragmento PP; Ky yra 230 pM (Dahlberg ir
Benkovic, 1991), o T4 polimerazés yra nuo 10 mM iki 20 mM (Wu et al.,
1998). Nepaisant didelio giminingumo PPi skirtumo, pirofosforolizés greicio
konstanta yra panagios: Klenow fragmento 0,3 s ir T4 DNR polimerazés 0,5
st (Dahlberg ir Benkovic, 1991; Wu et al.,, 1998). Abejais atvejais
pirofosforolizés grei¢io konstantos yra daug létesnés nei ko vertés,
iSmatuotos polimerizacijos reakcijai. Tai rodo, kad cheminés reakcijos
pusiausvyra nukreipta link polimerizacijos. E":DNA,,;:PP; komplekso
skilimas susidarant DNA,,, ir PP; gali vykti per du tarpusavyje nesusijusius
kelius. Pirmasis susijes su PP; atpalaidavimu i§ E":DNA,,:PP;, po kurio
vyksta konformaciniai pokyciai, kurie pakei¢ia E":DNA,,; kompleksa i
E:DNA,,;; kompleksa. Antrasis kelias apima PPi i§leidima po E:DNA ,;:PP;
komplekso per¢jimo | E:DNA,,:PP; giq dviejy mechanizmy
diferencijavimas buvo pasiektas, lyginant pirofosforolizés greitj su
pirofosfato mainais (Dahlberg ir Benkovic, 1991). Pirofosfato mainai
matuoti zyméto **P-dNTP atsiradimo, j nezyméto dNTP kiekj pridedant
[**PIPPi. Su E. coli Klenow fragmentu buvo i§matuoti panasiis grei¢iai
pirofosforolizéje ir pirofosfato mainuose, teigiant, kad antras konformacinis
pokytis i§ E":DNA,,;:PP; i E:DNA,,:PP; yra prie§ PP; iSleidima. Jei
pirofosfato mainai biity greitesni uz pirofosforolize, tada PP; mainai su
E":DNA,,;; kompleksu biity apéje 1éta konformacinés zingsnj E:DNA,,,:PPi
iki E'DNA,,:PP; (Berdis, 2009).

1.2.3 Klenow fragmentas

E. coli pol I buvo pirmoji atrasta DNR polimerazé (Lehman et al.,
1958). E. coli pol I yra monomerinis baltymas, turintis 928 aminortgstis ir
yra 103 kDa molekulinés masés. E. coli pol I turi atskiras funkcijas: DNR
polimerazés aktyvumg, kuris yra atsakingas uz §io fermento 5°-3‘ DNR
biosintezg; 3‘-5° egzonukleazés aktyvuma, kuris paSalina neteisingai jjungta
nukleotida nuo pradmens galo ir padidina tiksluma; 5°-3° egzonukleazés
aktyvumas, kuris degraduoja DNR 5' galg iki mono ar oligo nukleotidy; 5‘—
3° nuo RNR priklausomas DNR polimerazinis aktyvumas, kuris yra Zymiai
mazesnio efektyvumo nei su DNR ir $i veikla tikriausiai turi tik ribota
biologing reikSme (Ricchetti ir Buc, 1993).
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1.8 pav. E. coli DNR polimerazés I Klenow fragmento struktira. o
spiralés pazymétos raidémis nuo A iki R, o B juostos pazymétos skaiciais
nuo 1 iki 14. Polimerazés domenai atskirti kilpa, kuri yra tarp a spiraliy F ir
G. Pagal Li ir Waksman, 2001.

1.9 pav. DNR polimeraziy trinariy kompleksy struktairos. A) T7 DNR
polimerazé, B) Taq DNR polimerazé. DNR substratai parodyti rausva ir
melsva spalva, dNTP - geltonai. PirSty subdomenas rodomas tamsiai
mélynos spalvos, nyksc¢io — Zalios spalvos, delno — raudonos spalvos. Pagal
Doublie et al., 1999.
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1.10 pav. DNR polimerazés reakcijos mechanizmo pereinamosios
biisenos schema. DNR polimerazés aktyviajame centre yra karboksilato
grupés (D705, D882 ir E883), kurios koordinuoja du magnio jonus, ir
aktyvuoja pradmens ribozés 3° hidroksi grupe. Pradmens ribozés 3‘-deguonis
nukleofiliskai atakuoja o fosfata, sukuriant trigonalg-bipiramiding
pentakoordinuota pereinamaja bisena, kuri stabilizuojama koordinuojant
metalo jonus su a, B ir y fosfaty grupiy deguonimi. Pagal Steitz, 1993.

Trumpai veikiant pol I su proteaze, iSskiriami du aktyvus
komponentai (Klenow ir Henningsen, 1970): didelis C galo fragmentas,
kurio dydis 600 aminortgsciy, zinomas kaip Klenow fragmentas, apima
polimerazés aktyvuma ir 3°‘-5° egzonukleazés aktyvuma, ir mazas N galo
fragmentas, kuris yra 300 aminorigs¢iy dydzio, pasizymi tik 5°-3°
egzonukleazés aktyvumu. E. coli pol 1 Klenow fragmento kompleksas su
deoksitimidino monofosfatu buvo pirmoji DNR polimerazés iSspresta
struktiira su 3,3 A skiriamaja geba (Ollis et al., 1985). Si struktiira (1.8 pav.)
rodo, kad fermentas turi du atskirus domenus. MaZesnis domenas, kurj
sudaro apie 200 N galo aminoriigs¢iy, susideda i$ centre esancio lygiagreciy
B klosc¢iy, kurios apsuptos a spiralémis. Didesnis domenas, kuris yra apie
400 C galo aminoriigi¢iy dydzio, sudarytas daugiausia i§ o spiraliy. Si sritis
turi formg, kuri primena deSing ranka, su dideliu tarpu tarp nykscio, delno ir
pirsty. Atliekant mutagenezés tyrimus, nustatytos atskiry dideliy ir mazy
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domeny funkcijos: 3°-5°‘egzonukleazés aktyvusis centras yra mazame
domene, o polimerazés aktyvusis centras yra dideliame domene. Remiantis
struktirinés analizés (Ollis et al., 1985) ir mutagenezés (Freemont et al.,
1986; Polesky et al., 1990; Polesky et al., 1992) duomenimis, atstumas tarp
polimerazés ir 3‘-5° egzonukleazés aktyviyjy centry yra apie 30 — 35 A.
Biocheminiai ir strukttiriniai tyrimai rodo, kad 3‘—5°¢ egzonukleazés domenas
turi labai panaSia struktiirg ir veikia panasiai kaip eukariotiné endonukleazé
FEN-1 ir nukleotidy paSalinimo fermentai, tokie kaip XP-G ir RAD2
(Lieber, 1997). Pol I fermentai taip pat katalizuoja pirofosforolize, kuri yra
atvirkstiné polimerizacijos reakcijai. Pirofosforolizé in vivo gali vykti, nes
Klenow‘o fragmento PP; Ky yra 230 uM (Dahlberg ir Benkovic, 1991), o
pirofosfato koncentracija gali biiti apie 0,5 mM (Kukko ir Heinonen, 1982).
Eksperimentai parodé, kad pirofosforolizé efektyviausiai vyksta su
komplementariai jjungtais nukleotidais (Mizrahi et al., 1986).

Struktiiriniai  tyrimai parodé¢, kad E. coli ir Bacillus
stearothermophilus pol 1, T7 DNR polimerazés (1.9 pav. A), taip pat visa
Thermus aquaticus polimerazé (1.9 pav. B) ir jos Klenow fragmento
variantas yra struktiiriSkai panasts (Patel et al., 2001; Doublie et al., 1999).
Sios polimerazés prijungia dgDNR panasiai: prie polimerazés delno srities su
3¢ galu, netoli polimerazés aktyvaus centro. Nyks¢io domenas uzfiksuoja ir
apgaubia dgDNR, ir tai gali prisidéti prie pol I fermento procesyvumo. DNR
ir baltymo saveika yra nepriklausoma nuo sekos ir sgveika daugiausia vyksta
su fosfato karkasu. DNR yra daugiausia B formos su islinkimu viengrandinés
5¢ gale. Mazdaug dvi baziy poros netoli aktyvaus centro yra dalinai i§suktos
i§ spiralés, pati DNR spiralé¢ primena A formos DNR. 3° gale esanti pirma
baziniy pora per mazojo griovio purino N3 ir pirimidino O2 sudaro
vandenilinius rySius su dvejomis labai konservatyviomis aminoriig§timis
R668 ir Q849 (Li ir Waksman, 2001). Kadangi GC ir AT baziy porose tik
N3 ir O2 grupés pateikia tokius pacius dvigubus simetriS§kus vandenilinio
rySio donoro akceptoriaus modelius, mazojo griovio atpazinimas uztikrina
nuo sekos nepriklausomg teisingy baziniy pory atpazinimg (Thompson et al.,
2002).

Klenow fragmento polimerazés aktyviajame centre yra trys
konservatyvios aminortigstys: D705, D882 ir E883 (1.10 pav.). Mutagenezés
tyrimai parodé, kad E710 irgi svarbi katalizei arba aktyvaus centro struktiiros
palaikymui (Gangurde et al., 2000). Remiantis keturgubu T7 polimerazés
kompleksu su dgDNR, kartu su dideoksiribonukleozido 5' trifosfatu ir jos
procesinio veiksnio, tioredoksino, ir trigubu Taq polimerazés Klenow tipo
fragmento su dgDNR ir dideoksiribonukleozido 5' trifosfatu kompleksu

(Doublie et al., 1999), nustatytas didelis konformacinis pirsty srities pokytis.
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Konformacinis pokytis apima 46° pirsty srities galo pasukimg j vidy, dél to
dalinai uzdaromas plySys tarp pir§ty ir nyk$¢io subdomeny. Si uzdara
konformacija orientuoja jmobilizuotos DNR 3° OH ir jeinantj dNTP taip, kad
prasidéty polimerizacijos reakcija. Uzdaroje fermento formoje aplink
gaunamg nukleotidy baziy pora susidaro siaura kiSené, kurioje telpa tik
tinkama baziy pora. UZzdarose kompleksinése struktiirose polimerazés
aktyviajame centre yra du dvivalentiniai metaly jonai (Doublie et al., 1999).
Metaly padétis ir sgveika su aktyvaus centro aminoriig§iy Soninémis
grupémis ir substratais atitinka sitloma dviejy metaly jony mechanizma
polimerazés katalizei (1.3 pav.) (Steitz, 1993).

Pirstai
B -

Egzonukleazinis aktyvumas Polimerizacinis aktyvumas

1.11 pav. Klenow fragmento (A) egzonukleazinio ir (B) polimerizacijos
aktyvumo schema. Klenow fragmentas su dgDNR, turin¢ia 3° lipny gala.
Klenow struktiiroje 3‘-5°¢ egzonukleazés aktyvus centras (E) yra apie 30 A
nuo polimerazés aktyvaus centro (P). Maziausiai 8 ar 9 baziy poros turi biiti
iSlydytos tam, kad netinkamas pradmens 3° galas patekty i$ polimerazés
centro j egzonukleazés centra. Pagal Steitz, 1993.

E. coli Klenow fragmento kristaline strukttira su dgDNR, turincia 3°
lipny gala (Beese et al., 1993; Freemont et al., 1988) rodo, kad dvigrandininé
DNR dalis jungiasi pana$iai kaip ir kity polimeraziy kompleksuose. Taciau
i8sikiSes 3¢ galas jungiasi prie 3‘—5° egzonukleazés centro, prieSingai nei
kitokiy polimeraziy kompleksuose, kuriuose 3° pradmens galas yra dgDNR
dalis ir jungiasi prie polimerazés centro (1.11 pav. A). Pasitlytas
mechanizmas, kaip funkcionuoja egzonukleazés domenas (Beese et al.,
1993; Freemont et al., 1988). Klenow struktiiroje 3‘-5° egzonukleazés
aktyvus centras yra apie 30 A nuo polimerazés aktyvaus centro. Tai rodo,
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kad maziausiai 8 ar 9 baziy poros turi buti iSlydytos tam, kad netinkamas
pradmens 3° galas patekty i§ polimerazés centro j egzonukleazés centra.
Egzonukleazés funkcijos mechanizmas nustatytas remiantis T7 DNR pol
tyrimais (Johnson, 1993). Pasiskirstymas tarp polimerazeés ir egzonukleazés
centro lemia, ar vyks polimerizacija, ar hidrolizé. Normaliomis salygomis
polimerazé pirmenybg¢ teikia polimerizacijos reakcijai (1.11 pav. B). Taciau,
kai jtraukiamas neteisingas nukleotidas, kito teisingo nukleotido jjungimo
greitis labai sumazéja, o egzonukleazés aktyvumo greitis padidéja.

1.2.4 Atvirkstinés transkriptazeés

Atvirkstinés transkriptazés (AT) struktirinés ir katalizinés savybés
panasios j daugelio lasteliniy ir virusiniy polimeraziy. Kitaip nei nuo DNR
priklausomos DNR polimerazés (EC 2.7.7.7), AT pasizymi ne tik nuo DNR
priklausomu DNR polimerazés aktyvumu, bet ir nuo RNR priklausomu DNR
polimerazés aktyvumu (EC 2.7.7.49). Daugybé biocheminiy, genetiniy ir
struktdiriniy tyrimy, kuriy metu labiausiai tirtos ZIV-1 ir MuLV AT, leido
suprasti, kaip Sie fermentai atlieka savo darba. AT, kaip ir paprastoms DNR
polimerazéms, reikia pradmens ir matricos, kad galéty pradéti DNR sinteze.
Susintetinta DNR yra komplementari matricai pagal Watson‘o ir Crick‘o
baziy poravima. Polimerizacija vyksta prailginant pradmenj, kai prie jo 3°
galo hidroksi grupés prijungiamas nukleotidas, suformuojant 3‘-5°
fosfodiesterinj ry$j ir pasalinant pirofosfata. Atitinkamai, laisvos 3 hidroksi
grupés neturintis pradmuo ar jjungti ANTP analogai, kurie neturi laisvos 3°
hidroksi grupés, sustabdo DNR grandinés ilginimg (Coffin et al., 1997;
Menéndez-Arias ir Berkhout, 2008).

Polimerizacija vyksta keliais zingsniais. Ji prasideda, kai AT
prijungia pradmens ir matricos hibridg ir prijungia ateinantj dNTP i
nukleotidy prijungimo vieta (NBS). Prijungimo grei¢iai tarp tinkamy ir
netinkamy dNTP yra panasiis ir apriboti difuzijos. Tinkamas dNTP dél
susidariusiy vandeniliniy rySiy su komplementariu matricos nukleotidu
prisijungia geriau, nei netinkamas. Kitos sgveikos yra svarbios, pasirenkant
tinkama nukleotida: baziy =n-m elektrony saveika ir NBS esancios
aminortugstys. Be to, baziy pory geometrija yra daug svarbesné nei tinkamas
vandeniliniy ry$iy susidarymas tarp dNTP ir matricos nukleotido (Rezende ir
Prasad, 2004). Vis délto netinkamo nukleotido jvedimas yra gana daznas,
ypatingai pas lentivirusy AT. Visos AT neturi 3°-5° egzonukleazinio
aktyvumo, kuris aptinkamas lgstelinése DNR polimerazése. Nesugebéjimas
pasalinti netinkamai jvesto nukleotido labai padidina klaidy daznj. Greitj
ribojantis zingsnis vieno nukleotido jvedimo metu yra konformaciniai
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poky¢iai, kurie apima pirSty subdomeno su pagautu dNTP priartéjimg prie
polimerazés aktyvaus centro, kur dNTP a fosfatas yra tinkamai
orientuojamas pradmens 3° galo hidroksi grupés atzvilgiu. Iterptas naujas
nukleotidas 1§ NBS patenka j produkto vieta. Visa AT katalizuojama DNR
polimerizacija pasizymi mazu disociacijos grei¢iu nuo nukleoriigiciy
substrato (Kati et al., 1992; Rittinger et al., 1999).

AT DNR sintezei reikalingas dvivalentis katijonas. Magnio jonai
bene labiausiai tinkami in vitro ir tikriausiai in vivo. Tafiau MuLV ir kity
gamaretrovirusy AT in vitro sugeba panaudoti Mn* jonus (Herschhorn ir
Hizi, 2010). Du dvivalentiniai katijonai reikalingi dNTP trifosfaty deguonies
atomy ir kataliziniy asparto riig§¢iy Soniniy grupiy koordinavimui. Si sgveika
palengvina pradmens 3‘ galo hidroksi grupés deprotonizacijg ir leidzia
nukleofiliskai atakuoti ANTP o fosfatg. Tarpinés blisenos metu susidar¢ nauji
kriiviai yra papildomai stabilizuojami §iy dviejy dvivalentiniy katijony
(Steitz, 1993; Garcia-Diaz et al., 2007; Herschhorn ir Hizi, 2010).

Palyginus su lastelinémis DNR polimerazémis, AT polimerizacijos
greitis yra labai mazas. In vitro iSmatuoti reakcijos greiiai priklauso nuo
naudojamo substrato ir tyrimo salygy ir varijuoja nuo 1 iki 15 nt per sekundg
(Herschhorn ir Hizi, 2010). Zinoma, kad reikia 4 valandy nuo infekcijos
pradzios iki atvirkstinés transkripcijos metu susintetintos ZIV-1 pilnos
dvigrandininés DNR atsiradimo, kurios ilgis apie 9 kb (Herschhorn ir Hizi,
2010). Nors viruso RNR-RNR hibridas yra natiralus AT substratas,
sintetiniai  homopolimeriniai RNR-DNR heterodupleksai in  vitro
panaudojami kur kas geriau. Atitinkamai poli(rA)-oligo(dT) ir poli(rC)-
oligo(dG) laikomi labai jautriomis matricos—pradmens sistemomis tikrinant
AT nuo RNR priklausomos DNR sintezés aktyvuma, o poli(2‘-Ometil-C)-
oligo(dG) laikomas bene geriausiu Siam aktyvumui tirti (Herschhorn ir Hizi,
2010). Skirtingai nei kitos DNR polimerazés, visos zinomos AT nepasizymi
matricos specifiSkumu ir sugeba kopijuoti tick DNR, tick RNR. Taciau AT
sintetina tik DNR, o ne RNR. Bet Sis sugeb¢jimas gali buti pakeistas,
mutuojant kai kurias aromatines aminoriig§tis, esancias nukleotidy
prijungimo kiSen¢je. To pakanka, kad padarytas AT variantas turéty stebima
RNR polimerazés aktyvuma. Buvo pasiiilyta, kad aromatinés aminortigstys
MuLV AT F155, ZIV-1 AT Y115 ir peliy kriities auglio viruso (MMTV) AT
F119 atsakingos uz dNTP jvedimg ir neleidzia panaudoti INTP jvedimui dél
didesnés 2° hidroksi grupés (Gao et al., 1997; Cases-Gonzalez et al., 2000;
Entin-Meer et al.,, 2002). Pakeitus dideles aromatines aminoriigstis
mazesnémis, didesni rNTP panaudojami polimerizacijos reakcijoms.
Mutantinés AT RNR sintezés efektyvumas toks pat, kaip ir DNR sintezés.
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Tyrimai parode¢, kad AT in vitro gali jvesti nematricinius nukleotidus
] sintetinamg DNR, panasiai kaip DNR polimerazés, kurios neturi 3‘-5°
egzonukleazinio aktyvumo (Patel ir Preston, 1994; Golinelli ir Hughes,
2002; Kirshenboim et al., 2007). Kad AT galéty atlikti tokia polimerizacija,
reikia ypatingai didelio santykio tarp AT ir matricos-pradmens hibrido, ir tai
pasiekiama esant didelei dNTP koncentracijai, kurios nebtina fiziologinémis
salygomis. Be to, ZIV-1 AT esant vidulasteliniai INTP koncentracijai (5—10
uM) prastai jveda nematricinius nukleotidus. Pasiekiamas greitis yra apie
10000 karty mazesnis, nei nuo matricos priklausoma sintezé.

DNR sintezés procesyvumas

Ivairiy AT procesyvumas, stebimas in vitro, yra mazas, palyginus su
kitomis DNR polimerazémis, nes AT nesugeba ilgai iSbuti prisijungusi prie
ilgéjancios DNR grandinés (Avidan et al., 2002). Nepaisant to, kad AT
procesyvumas siekia apie kelis Simtus nukleotidy, Sie fermentai sugeba
sustoti ir disocijuoti in vitro ties tam tikromis sekomis ar struktiiromis,
pavadintomis ,,stipriais stabdziais* (Coffin et al., 1997). Nors ne visos tokios
sekos nustatytos, aptikta kelios RNR struktiiros. Dél to bandoma Sias RNR
struktiiras panaudoti kaip AT slopiklius (Coffin et al., 1997). Kai kurios
ZIV-1 AT mutacijos paveikia procesyvuma. Keliuose ZIV-1 AT mutantuose
nustatyta koreliacija tarp jy padidéjusio atsparumo nukleozidy ar nukleotidy
AT slopikliams ir sumazgjusiu procesyvumu ir padidéjusiu DNR sintezés
tikslumu in vitro (Avidan ir Hizi, 1998; Oude-Essink et al., 1997).
Nukleotidy analogy sukeliamo slopinimo mazinimas pasiekiamas
sumazinant procesyvuma, netinkamy nukleotidy jterpima ir padidinant
sugebéjimg testi DNR sinteze jvedus analogus (Rezende ir Prasad, 2004;
Bakhanashvili et al., 1996).

DNR sintezés tikslumas

Visos zinomos AT neturi 3‘-5° egzonukleazinio aktyvumo ir tai
sumazina $iy fermenty tiksluma sintetinant DNR. Kitos AT savybés gali dar
padidinti klaidy daznj. Naudojant sintetinius ir nattralius DNR ar RNR
substratus, buvo nustatomas DNR sintezés tikslumas in vitro (Rezende ir
Prasad, 2004; Menéndez-Arias, 2009). Baziy pakeitimai ir netinkamo
jvedimo pratesimai buvo aptikti didesniu dazniu, kas parodé¢, kad AT labiau
linkusios j klaidas nei lastelinés polimerazés. Pavyzdziui, lentivirusy AT
buvo linkusios j klaidas labiau nei kitos tirtos AT (Menéndez-Arias, 2009;
Yu ir Goodman, 1992; Bakhanashvili ir Hizi, 1992; Bakhanashvili ir Hizi,
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1993). Tam tikros ANTP suriSancios aminoriigStys, taip pat aminortigstys,
sgveikaujanCios su matrica, pradmeniu ar esanfios mazojo griovio
suriSanCiame regione yra svarbios fermenty tikslumui (Menéndez-Arias,
2002). Matricos prigimtis — RNR ar DNR — neturi jtakos tikslumui, bet tam
tikros tirtos sekos turi pastebimus skirtumus tirty AT tikslumui. Manoma,
kad kiekvienos AT tikslumas priklauso nuo sekos ir fermento giminingumo
(Bakhanashvili ir Hizi, 1993). Taciau netinkamy nukleotidy jterpimas néra
vienintelis biidas jvesti klaidas atvirkstinés transkripcijos metu. Kartais
pradmens vietos pasikeitimas ar nuslydimas matricos atzvilgiu yra
pakankamas, kad atsirasty nukleotidy delecijos ar insercijos. Pasitlyti kiti,
sudétingesni klaidy atsiradimo modeliai (Herschhorn ir Hizi, 2010), ir tai
gali aprépti didelius DNR regionus. In vivo retrovirusy mutavimo daznis
siekia tarp 10" ir 10° mutacijy nukleotidui. Buvo bandoma nustatyti
koreliacija tarp in vivo mutacijy daznio ir in vitro AT tikslumo (Rezende ir
Prasad, 2004; Menéndez-Arias, 2009). Tirta koreliacija buvo daliné, nes
atvirkstiné transkripcija yra kur kas sudétingesnis procesas. Retroviruso AT
néra pagrindinis veiksnys, turintys jtaka mutacijy dazniui. Lasteliné RNR
polimerazé II, atsakinga uz virusinés DNR transkripcija, pasiZzymi mazu
tikslumu ir tuo prisideda prie didesnio mutacijy daznio. Be to, kiti virusiniai
ir lasteliniai baltymai gali prisidéti prie mutacijy atsiradimo. Tai yra
retrovirusy dUTPazé, ZIV-1 reguliacinis baltymas Vpr (Mansky et al., 2000)
ir lasteliné APOBEC3 (Aguiar ir Peterlin, 2008).

AtvirkStiniy transkriptaziy subvienetai

Visos zinomos AT yra arba monomerinés, arba heterodimerings.
Heterodimeriniy AT mazasis subvienetas atsiranda, kai didesnis yra
skaidomas proteazés. Tai paSalina didesnio subvieneto C gala, kuriame
paprastai lokalizuotas RNazés H domenas. Heterodimerinés AT susidarymui
reikia keliy zingsniy. IS pat pradziy reikia Gag-Pol polibaltymo
hidrolizavimo, kad atsipalaidave didesnieji subvienetai galéty asocijuotis |
homodimerinj baltyma, pavyzdziui ZIV-1 AT p66/p66 ar ASLV b/b.
Tolimesnis zingsnis, kai PR hidrolizuoja vieng i§ subvienety ir susidaro
heterodimeriné AT, kaip ZIV-1 p66/p51 ir ASLV b/a (1.12 pav.) (Hizi ir
Herschhorn, 2008; Hizi ir Joklik, 1977; Sluis-Cremer et al., 2004). Pas
alfaretrovirusus, kaip pas pauksciy sarkomos leukozés virusa (ASLV),
didesnis subvienetas (b) yra sujungtas AT-IN polipeptidas, o mazesnis (a)
neturi IN seky ir iSlaiko RNazés H domeng (1.12 pav.). ASLV virionai turi
laisvas aktyvias IN (Coffin et al., 1997; Hizi ir Herschhorn, 2008). AT gali
turéti kelias izoformas, pavyzdziui ASLV virionai turi subrendusj b/a, b/b ir
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monomerinj a, kurie yra aktyviis, bet pasizymi skirtingu fermentiniu
aktyvumu (Hizi et al., 1977). ZIV-1 AT p66/p51 ir p66/p66 mazai tesiskiria
(Restle at al., 1990), kai p51 subvienetas neturi fermentinio aktyvumo (Hizi
et al., 1988). Visos monomerinés AT, aptinkamos gamaretrovirusuose ar
betaretrovirusuose, turi DNR polimerazés ir RNazés H domenus ir N gale
kartais biina PR baltymo likutinés sekos. MMTV apie 27 aminorugstys,
esancios PR C gale, taip pat aptinkamos AT (Taube et al., 1998; Entin-Meer
et al., 2003). Tai reiskia, kad Gag-Pr-Pol alternatyviis skaidymas iSlaisvina
viso ilgio PR ar AT, ir 27 aminoriig§ciy seka gali turéti dviguba funkcija pas
kiekvieng i§ $iy baltymy. Galvijy leukemijos viruso (BLV) AT N galo 26
aminoriigs¢iy seka atsiranda i§ Pro geno, antrg kartg perstumiant skaitymo
rémelj. Siuo atveju PR pasibaigia Pro geno 3° gale ir néra jokio
persidengimo tarp AT ir PR (Hizi ir Herschhorn, 2008). Likusi BLV AT
seka atsiranda i§ pol geno, perstumiant skaitymo rémelj (Hizi ir Herschhorn,
2008; Perach ir Hizi, 1999).

Pol genas
—eeeE————————————————————————————
Stop kodonas T
Pro-pol l

skaidymo vieta

895 aminoriigiciu polipeptidas

858 aminoriigiciu polipeptidas 37 aminoriigiciu peptidas

'3 = — —  — —  — — — —— __—— — — ]

ﬂ e
DNR polimerazé RNazé H Integrazé

!

ﬁ e 286 aminoragstys
+
l Integrazé

+ mm

572 aminoragstys

DNR polimerazé RNazé H

1.12 pav. ASLV Pol polibaltymo scheminé struktiira ir brendimo etapai.
Pilno ilgio Gag-Pol biina virionuose. Virionuose Sie polibaltymai véliau
skaidomi virusinés proteazeés iki atskyry baltymy. Po Gag-Pol polibaltymo
hidrolizavimo, didesnieji subvienetai () gali asocijuotis | homodimering AT.
PR hidrolizuoja vieng i$ subvienety ir susidaro heterodimeriné AT. Pas
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pauksciy sarkomos leukozés virusa didesnis subvienetas (B) yra sujungtas
AT-IN polipeptidas, o mazesnis (o) neturi IN seky ir i§laiko RNazés H
domeng. Pagal Hizi ir Herschhorn, 2008.

Atvirkstiniy transkriptaziy RNazés H domenas

I AT sudét] jeinantis RNazés H domenas atsakingas uz
endonukleazinj  aktyvuma, kuris  hidrolizuoja RNR  RNR-DNR
heteroduplekse (Schultz ir Champoux, 2008; Champoux ir Schultz, 2009).
RNazés H domenas atskirtas nuo DNR polimerazés domeno jungiamuoju
domenu. Sie domenai sudaro svarbius kontaktus (1.13 pav.).

! 68 Jungiamasis domenas

1.13 pav. ZIV-2 AT struktiira. ZIV-2 AT yra heterodimering, sudaryta i
p68 ir p55 baltymy. Subvieneto p68 domenai nuspalvinti atitinkamomis
spalvomis. Pagal Herschhorn ir Hizi, 2010.

Skirtingai nuo jprasty ribonukleaziy, RNaz¢ H hidrolizuoja
fosfodiesterinius rySius iki 3°-OH ir 5‘-fosfato. Tai labai svarbu atvirkstinés
transkripcijos metu, nes RNazés H suformuoti oligoribonukleotidai turi tikti
pradmenimis (+)DNA grandinés sintezei. RNazés H aktyvumui reikia
magnio jony (Schultz ir Champoux, 2008; Champoux ir Schultz, 2009).
RNazés H aktyviajame centre reakcija vyksta, vandens molekulei
nukleofiliSkai atakuojant fosfato grupe ir nutraukiant rySius tarp dviejy
artimy ribonukleotidy. Kad tai jvykty, nukleofiliné vandens molekulé turi
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buti aktyvuota vienu i§ aktyviajame centre esanciy dvivalencio metalo jono.
Be to, metaly jonai stabilizuoja tarping blisena.

1.2.5 Atvirkstiné transkripcija

Retrovirusai evoliucijos eigoje sukiiré sudétingg ir iSskirtinj buda
daugintis Igsteliy viduje. Vos tik virusas jeina j lastele, viruso viengrandininé
RNR panaudojama dvigrandininés DNR sintezei. DNR yra pernesama |
branduolj, kuriame fermentas integrazé jstato ja j Seimininko genoma.
Virusine DNR, esanti chromosominéje DNR, vadinama provirusu. Jis gali
valdyti virusinés mRNR, kuri atsakinga uz viruso baltymy sintezg, ir
genominés RNR, kuri bus supakuota j viriong, sinteze. RNR polimerazé 11
atsakinga uz virusiniy RNR raiska. Tam, kad genominé RNR biity panaudota
infektyvaus viruso susidarymui, reikia jveikti tam tikras klititis. Genominés
RNR sintezés metu promotoriaus seka, randama 5° gale ilgame galiniame
pasikartojime (LTR), nejeina ] susidariusia RNR ir sekos, apie 30 nt
priklausan¢ios LTR, einancios prie§ poliA uodegg prarandamos mRNA
brendimo metu. D¢l to viruso genominé RNR turi dalines LTR sekas
abejuose RNR galuose. Sios sekos turi biti prailgintos DNR sintezés metu,
kad turéty visus reguliacinius elementus, reikalingus transkripcijai ir RNR
brendimui. Dél to retrovirusy AT evoliucionavo taip, kad sugebéty jstatyti
reguliacinius elementus atvirkstinés transkripcijos metu, panaudojant
genominéje RNR esancias sekas. Taigi AT aktyvumas yra sudétingesnis nei
paprastas RNR kopijavimas (Herschhorn ir Hizi, 2010).

Dvigrandininés DNR susidarymas vyksta keliais zingsniais (1.14
pav.). Atvirkstiné transkripcija prasideda, kai AT asocijuojasi su viruso RNR
ir pradmeniu. Pradmuo yra privalomas visoms AT, kad galéty kopijuoti
RNR. DNR sintezé pradedama, panaudojant pradmenj tRNA, kurios lastel¢je
yra daug. PavyzdZiui, lentivirusai ir betaretrovirusai naudoja tRNA",
gamaretrovirusai naudoja RNAP®, alfaretrovirusai panaudoja tRNA" kaip
pradmenj. tRNA turi 18 nukleotidy seka 3¢ gale, kuri komplementari
pradmens prijungimo vietai (PBS). To pakanka, kad tarp tRNR ir PBS jvykty
hibridizacija. (Coffin et al., 1997; Le Grice, 2003; Abbink ir Berkhout,
2008). Kartais, kaip pas LTR retrotranspozong Tfl, pradmuo néra i$
lasteliniy tRNA. Pradmuo atsiranda i§ 11 nt, kurie komplementariis
genominés RNR 5° gale. Siuo atveju Tfl AT RNazés H hidrolizuoja RNR 3
gale ir susidaro veikiantis 11 nt pradmuo, tinkantis DNR sintezei (Levin,
1997; Hizi, 2008).
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1.14 pav. Atvirkstinés transkripcijos schema. Atvirkstine transkripcija
prasideda, kai AT asocijuojasi su viruso RNR ir pradmeniu. Prasideda
(-)DNR, kuri yra komplementari viruso genominei RNR, sintezé (1). Dél R
seky duplikacijos, (-)DNR gali hibridizuotis su R sekomis, esanciomis 3°
gale (2). Kai DNR hibridizuojasi su 3° galo R seka, (-)DNR sintez¢ vykdoma
kopijuojant viruso RNR. Tuo pac¢iu metu RNazé H degraduoja RNR (3).
Didysis PPT, esantis arti 3° galo (3° PPT), panaudojamas kaip pagrindinis
pradmuo antrosios (+)DNA grandinés sintezé€s metu, paSalinus kitas RNR
sekas (4). Kiti RNR fragmentai, islik¢ po degradacijos, gali biiti panaudoti
kaip pradmenys (+)DNR sintezei. (+)DNR sintezé vyksta, kol AT pradeda
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kopijuoti tRNR pradmenj (5). DNR grandiné 3¢ gale su tRNR sukuria nauja
RNR-DNR hibridg, kuris yra RNazés H substratas (6). R ir US sekos ir
unikalios viruso RNR sekos, esancios 3¢ gale (U3), suvedamos kartu, kad
suformuoty 3° LTR (+)DNR grandinéje. (+)DNR grandiné hibridizuojasi su
pilno ilgio (-)DNR grandine. Antros (+)DNR grandinés pernasa
katalizuojama AT (7). Tai sukuria zieding DNR molekulg. Po to abiejy DNR
grandinés gali biiti prailgintos dalyvaujant AT (8). Atvirkstiné transkripcija
uzsibaigia pilno ilgio, integracijai tinkamos dvigrandininés DNR su dviem
identiSkais LTR kiekviename gale, sinteze (9). Pagal Herschhorn ir Hizi,
2010.

Visy LTR retroelementy ir retrovirusy atvirksStiné transkripcija
prasideda (-)DNR, kuri yra komplementari viruso genominei RNR, sinteze.
DNR sinteze prasideda kopijuojant 5 gale esancias 5U ir R sekas (1.14 pav.
1 zingsnis). DNR kartu su RNR sudaro RNR-DNR hibrida, kuriame RNR
grandiné yra hidrolizuojama, panaudojant AT RNazés H domeng. Nepaisant
to, ZIV-1 ir MuLV AT sugeba jkirpti kartg per jvestus 100—120 nukleotidy.
To nepakanka visiSkai RNR hidrolizuoti. Dél to vyksta daugybé vidiniy
ikirpimy, kurie leidzia tolimesng RNR grandinés degradacija (Coffin et al.,
1997; Schultz ir Champoux 2008; Champoux ir Schultz, 2009). Atsiradusi
viengrandininé (-)DNR turi sekas, komplementarias identiSkoms R sekoms,
esancios RNR 5° ir 3¢ galuose. R sekos ilgis priklauso nuo retrovirusy riisies
ir pas MMTV bana 12 nt, BLV 235 nt, ZIV-1 turi 98 nt ir MuLV 68 nt ilgio
sekas (Coffin et al, 1997). Dél R seky duplikacijos, (-)DNR gali
hibridizuotis su R sekomis, esan¢iomis 3° gale. Kadangi virione yra dvi RNR
molekulés, (-)DNR grandinés pernasSa gali biiti tiek tarpmolekuliné, kai
pereina ant kitos RNR molekulés, arba vidumolekulingé, kai DNR persoka |
kita RNR gala. Sie du grandinés pernasos biidai vyksta vienodu dazniu (Yu
et al., 1998; van Wamel ir Berkhout 1998). Matricos pakeitimas gali jvykti
prie§ uzbaigiant DNR sintezg. Kai DNR hibridizuojasi su 3° galo R seka,
(-)DNR sintezé vykdoma kopijuojant viruso RNR (1.14 pav. 2 zingsnis). Tuo
paciu metu RNazé¢ H degraduoja RNR. RNaz¢ H nepasizymi seky
specifiSskumu, bet puriny turtingos sekos, vadinamos polipurinine seka
(PPT), pasizymi dideliu atsparumu RNazés H katalizuojamai hidrolizei (1.14
pav. 3 zingsnis). Didysis PPT, esantis arti 3° gale (3° PPT), panaudojamas
kaip pagrindinis pradmuo antrosios (+)DNA grandinés sintezés metu,
pasalinus kitas RNR sekas (Rausch ir Grice, 2004). Kiti RNR fragmentai,
islike po degradacijos, gali buiti panaudoti kaip pradmenys (+)DNR sintezei
(Sarafianos et al., 2009) (1.14 pav. 4 ir 5 zingsnis). Tokiu budu, tokie
retrovirusai kaip ZIV-1, arkliy infekcinés anemijos virusas (EIAV), kaciy
imunodeficito virusas (FIV) ir ASLYV, retrotranspozonas Tyl pradeda

35



(+)DNA sintezg¢, naudojant papildomus RNR pradmenis. Antras PPT
aptinkamas viruso genomo viduje IN geno sekoje ir vadinamas centriniu
PPT (cPPT) (Charneau et al., 1992; Hameau et al., 2001). Visos (+)DNA
versijos, atsiradusios panaudojant skirtingus pradmenis, gali atlikti tam tikras
funkcijas atvirkstinés transkripcijos metu. (+)DNR sintezé vyksta, kol AT
pradeda kopijuoti tRNR pradmenj. Pirmi 18 nt 3° gale, komplementarts
PBS, yra AT kopijuojami, bet kitas nukleotidas tRNR yra modifikuotas rA,
kuris negali buti matrica DNR sintezei. DNR grandiné 3° gale su tRNR
sukuria nauja RNR-DNR hibrida, kuris yra RNazés H substratas (1.14 pav. 6
zingsnis). Pas daugumga retrovirusy RNazé H pasalina tRNR fragmenta, kai
ZIV-1 RNazé H idkerpa 1 nukleotidg tarp tRNR ir DNR, taip palikdama
papildomg rA DNR 5¢ gale (Herschhorn ir Hizi, 2010). Sioje stadijoje R ir
U5 sekos ir unikalios viruso RNR sekos, esancios 3¢ gale (U3), suvedamos
kartu, kad suformuoty 3° LTR (+)DNR grandinéje. (+)DNR grandiné yra
pertraukta ir susihibridizavusi su pilno ilgio (—)DNR grandine. Antros
(+)DNR grandinés pernasa katalizuojama AT (1.14 pav. 7 Zingsnis). Sis
perneSimas yra vidumolekulinis (Yu et al., 1998). Ji sukelia (+)DNR PBS
sekos hibridizacija su komplementaria (-)DNR seka 3° gale. Tai sukuria
zieding DNR molekulg. Po to abiejy DNR grandinés gali buti prailgintos
dalyvaujant AT. DNR sintezés metu gali prireikti AT grandinés nustimimo
aktyvumo trukdanc¢iai DNR grandinei pasalinti ar panaudoti Igstelés DNR
taisymo fermentus (1.14 pav. 8 Zingsnis). Atvirkstiné transkripcija uzsibaigia
pilno ilgio integracijai tinkamos dvigrandininés DNR su dviem identiskais
LTR kiekviename gale sinteze (1.14 pav. 9 zingsnis).

Neintegruoty retrovirusy DNR analizé parodé, kad (+)DNR gavimas
yra sudétingesnis procesas. MuLV ir MMTYV turi didelius plySius jy (+)DNR
grandinéje. Prieingai ZIV-1, (+)DNR grandiné turi centrine DNR uodega,
kuri susidaro i§ dviejy persidengusiy (+)DNR grandinés seky. Tai susidaro i$
karto po antro grandinés pernesimo, kai (+)DNA sintezé pradedama nuo 3°
PPT ir tesiama dalinai persidengia su (+)DNA grandine, kuri pradéta nuo
cPPT (Herschhorn ir Hizi, 2010). Tada nuo cPPT prailginta DNR grandiné
nustumiama, kad vykty DNR sintez¢ ir susidaryty uodega. DNR uodegos
budingos ASLV ir gali dalyvauti rekombinacijoje tarp dviejy virusiniy DNR.
DNR uodegy ilgis ir vieta nulemta DNR sintezés iniciacijos vieta ir seka,
vadinama centro terminacijos. Dél centro terminacijos sekos vietos ZIV-1
DNR uodega yra 88 ar 98 nt atstumu nuo cPPT, kai Tyl uodega biina iki 130
nt (Herschhorn ir Hizi, 2010). Manoma, kad viruso nukleokapsidinis NC
baltymas padidina DNR sintezés greitj, stabilizuodamas struktiirinius
svyravimus centrinéje uodegoje (Hameau et al., 2001). Centriné uodega yra

batina sukurti lankstumg dvigrandininés DNR centre ir taip palengvinti
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preintegracijos komplekso susidaryma (PIC). PIC, kuris yra sudarytas i$
pilnos linerizuotos dvigrandininés DNR, virusiniy baltymy: AT, IN, NC,
virusinio baltymo R (Vpr) ir lasteliniy baltymy, keliauja i nesidalijanciy
lasteliy branduolj (Zennou et al., 2000; Arhel et al., 2007). Centrinés
uodegos svarba néra aiski, nes ZIV-1 mutantas, kuris turi suardyta centrinj
DNR uodega, yra patogeniskas in vivo (Limon et al., 2002; Marsden ir Zack,
2007). Uodegos pakeitimas turi maza poveikj PIC patekimui i branduolj
(Dvorin et al., 2002).

Atvirkstiné transkripcija pasizymi keliais bruozais. Kai viruso DNR,
gauta atvirkStinés transkripcijos metu, yra IN panaudojama integracijai, jos
galai turi buti tiksliis. RNazés H sukeliamas tRNR pradmens pasalinimas
apsprendzia U5 galg ir PPT pradmens paSalinimas apsprendzia U3 gala.
RNazé H nepasizymi seky atpazinimu, bet pasalinimg sugeba atlikti tiksliai.
Dél to DNR galai yra apibrézti tam tikru nukleotidu (Herschhorn ir Hizi,
2010). Dviejy RNR buvimas viriono viduje yra svarbus sékmingam
dauginimuisi. Toks virionas gali i§gyventi, net kai viena RNR molekulé yra
degradavusi, nes atvirkstinés transkripcijos metu grandinés gali biti
pernestos ant kitos RNR (Basu et al,, 2008). Teoriskai, kai yra dvi
genominés RNR kopijos, visa DNR kopija galima gauti net su RNR, turinti
viengrandzius triikius, kai viengrandzius triikkiy vietos abiejose RNR néra
identiskos. Genetiniy rekombinacijy jtaka gali biiti vienas i$ paaiSkinimy,
kam reikia dviejy RNR (Herschhorn ir Hizi, 2010). Seimininko lastelése,
kurios turi du skirtingus provirusus, gali susidaryti virionai su giminingu
RNR genomu. Lastelése, kurios turi tik vieng provirusg, dvi RNR bus
panasios ir dél to matricos pakeitimas neturés svarbios jtakos. ZIV-1 atveju
tik rekombinacija leidzia susidaryti virusams, kurie atspartis daugeliui vaisty,
nors téviniai turéjo atsparumag tik vienam i§ vaisty (Herschhorn ir Hizi,
2010).

1.2.6 Moloney MuLV AT struktiira

Moloney MuLV (M.MULV) AT atstovauja grupe monomeriniy
retrovirusy AT. Siai grupei priklauso MMTV, BLV, kiauliy endogeninis
retrovirusas ir LTR retrotransposonas Tfl (Hizi ir Herschhorn, 2008).
Pirmieji Moloney MuLV AT struktiiros tyrimai prasidéjo nuo 1.8 A
skiriamaja geba nustatytos N galo fragmento strukttiros, j kurig jeina pirSty ir
delno subdomenai (Georgiadis et al., 1995), ir Sio fragmento komplekso su
DNR (Coté et al. 2000, Najmudin et al. 2000). N galo fragmentas buvo
gautas i§ ribotos proteolizés. IS Sio modelio nustatyta F155 funkcija — atskirti
deoksiribonukleotidus nuo ribonukleotidy, taip uztikrinant DNR polimerazés
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aktyvumg. Véliau §i funkcija buvo patvirtinta nagrinéjant mutantus (Gao et
al. 1997; Georgiadis et al. 1995). N galo fragmento komplekse su DNR
nukleortigstys prisijungia prie pirSty subdomeno nejprastos vietos, kuri
tikriausiai svarbi DNR sintezéje (Gu et al. 2001; Najmudin et al. 2000).

Fermento pavirSiuje yra konservatyvus teigiamai ikrautas plotas,
kuris reikalingas substrato pritraukimui ar atpazinimui (1.15 pav.). Kitas
svarbus M.MuLV AT bruozas yra fermento forma. | gnybta panasi M.MuLV
forma skiriasi tiek nuo p66/p51 ZIV-1 AT heterodimero, tiek nuo p66
subvieneto. Tai galéty paaiskinti, kaip Moloney MuLV AT gali buti
monomerinés formos (Das ir Georgiadis, 2004). PrieSingai, heterodimerinei
ZIV-1 AT reikia, kad p66 sudaryty kompleksa su p51 ir tai leisty susidaryti
nukleortig§¢iy suri§imo plySj ir padéty jtraukti matricos — pradmens
kompleksa (Harris et al., 1998).

1.15 pav. M.MuLV AT (A), ZIV-1 p66/p51 (B) ir ZIV p66 (C) molekuliy
pavirsiai. Fermenty pavirSiuje yra konservatyvus teigiamai jkrautas rajonas
(mélyna spalva), kuris reikalingas substrato pritraukimui ar atpaZinimui. |
gnybta panasi M.MuLV forma skiriasi tiek nuo p66/p51 ZIV-1 AT
heterodimero (B), tiek nuo p66 subvieneto (C). Pagal Das ir Georgiadis,
2004.

M.MuLV AT pirsty ir delno subdomenai sudaro santykinai
nelanksc¢iag molekulés dalj, kurios struktiira anks¢iau nustatyta kaip N galo
fragmentas (Georgiadis et al., 1995). Sio fermento aktyvujj centra sudaro
R110, N119, Y222 ir kataliziskai svarbios D224 ir D225 aminortgstys (1.16
pav. A) (Coté ir Roth, 2008). Dvi §ios asparto riigStys jeina j konservatyvy
YXDD motyva, kuris MMMULV AT yra YVDD. Sis struktiirinis motyvas,
pastebimas visuose AT, yra nejprastas, nes patenka j antro tipo B plauky
segtuka, kuriame antroje pozicijoje paprastai biina glicinas, bet nei M.MuLV

38



nei ZIV-1 AT glicino $ioje pozicijoje neturi (Coté ir Roth, 2008). Nyks¢io
subdomenas yra svarbus substrato suriS§ime ir procesyvumui. Taip pat Sis
subdomenas turi mazojo griovio suri§imo trakta, kuris svarbus fermento
judéjimui ant substrato polimerizacijos metu (Bebenek et al., 1997). |
M.MuLV AT mazojo griovio suri§imo trakta jeina aminortigStys R298, E302
ir T306, kaip seka i§ strukttira paremta seky lyginimy (Shindyalov ir Bourne,
1998). Remiantis skirtinga struktiira ir seky konservatyvumu, M.MuLV AT
saveika su nukleorfig§timis skiriasi nuo ZIV-1 AT.

&/

1.16 pav. M.MuLV AT polimerazés domeno (A) ir RNazés H domeno
(B) aktyvaus centro schemos. A) M.MuLV AT polimerazés aktyvyji centra
sudaro R110, N119 (zydra spalva), Y222 (zalia spalva) ir kataliziSkai
svarbios D224 (mélyna spalva) ir D225 (purpuriné spalva) aminoriigStys
(Coté ir Roth, 2008). B) RNazés H domeno aktyviajame centre esantis
magnio jonas (pilkas rutuliukas) koordinuotas aminortigs§timis D524, E562,
D583 ir dvejomis vandens molekulémis (pazyméta atitinkamai W1 ir W2, ir
raudona spalva). Pagal Lim et al., 2006.

Kelios sujungimo subdomeno aminoriigStys jeina j RNazés H
pradmens suri§imo vieta: V402, G405, W406. Nors RNazés H domenas
nepasizymi sekos iSskirtumu kaip pirSty ir delno subdomenai, vis dél to
RNazés H domenas struktiiriniu pozidiriu tarp M.MuLV ir ZIV AT yra
panasus ir su kitomis RNazémis H (Davies et al., 1991; Ishikawa et al., 1993;
Nowotny et al., 2005). RNazés H domenas turi labai konservatyvy D-E-D
motyva, kurio aminortigStys yra D524, E562 ir D583 (1.16 pav. B). Ketvirtas
konservatyvus aspartatas D653 yra svarbus RNazés H aktyvumui (Coté ir
Roth, 2008).

Vienas i§ pagrindiniy skirtumy tarp ZIV-1 ir M.MuLV yra
jungiamasis domenas. ZIV-1 AT polipeptidas iSeina i§ jungiamojo domeno ir
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eina tiesiai | RNazés H domena. M.MuLV AT polipeptidas nukreiptas
priesinga kryptimi (1.17 pav.) (Das ir Georgiadis, 2004). Papildomos 32
aminoriigStys, jungiancios RNazés H domena prie likusio fermento,
neaptinkamos ZIV-1 AT. Pakeitus ZIV-1 AT C galo RNazés H domena su
M.MuLV AT RNazés H domenu ar tiesiog jvedus 27 aminoruigstis i
M.MuLV AT jungiamojo domeno j ZIV-1 AT jungiamajj domena, susidaro
monomeriniai chimeriniai baltymai (Misra et al. 1998; Pandey et al. 2001).
Jungiamasis regionas atlieka svarbig funkcija, kuri leidzia RNazés H
domenui pasizyméti konformaciniu lankstumu (Das ir Georgiadis, 2004).

1.17 pav. M.MuLV AT ir ZIV-1 AT jungiamyjy domeny palyginimas.
Jungiamasis domenas i§ M.MuLV AT yra geltonos spalvos, ZIV-1 AT
subvienetas p66 yra pilkos spalvos. Persidengime stebimi panasis
struktiiriniai elementai. Didziausias skirtumas tarp fermenty — polipeptidas,
jungiantis jungiamajj domeng su RNazés H domenu yra priesingose pusése.
Pagal Das ir Georgiadis, 2004.

1.2.7 ZIV-1 AT struktiira

ZIV-1 AT yra dviejy subvienety heterodimeras: didesniojo p66 (1.18
pav. A), turin¢io 560 aminortig8¢iy, ir mazesnio p51 (1.18 pav. B), kuris turi
pirmasias 440 p66 aminorugséiy (Lightfoote et al.,, 1986). P66 pasizymi
konservatyvia strukttra, budinga daugumai polimeraziy (1.18 pav. C), ir
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atitinkamais subdomenais: pirSty, 1-85 ir 118-155 aminoriigstys, delno, 86-
117 ir 156-237 aminoragstys, nykscio, 238-318 aminortigstys. P66
subvienetas dar turi sujungimo subdomeng, kuris apima 319-426
aminortgstis, ir RNazés H domena sudaro 427-560 aminoriigstys (1.18 pav.
D) (Jacobo-Molina et al., 1993; Kohlstaedt et al., 1992). Parodyta, kad p51
vaidmuo yra daugiausia struktiirinis, o jo subdomeny erdvinés orientacijos
skiriasi nuo p66, p51 polimerazés aktyvusis centras yra giliai heterodimere
(Kohlstaedt et al., 1992; Rodgers et al., 1995).
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1.18 pav. ZIV-1 AT ir Klenow fragmento struktiirinés schemos. Piritai,
delno, nyks¢io ir jungiamojo domenai pazyméti, o jy ribos pazymétos
punktyrinémis linijjomis. A subvieneto p66 schema. B subvieneto p51
schema. C Klenow fragmento strukttiriné schema. D Apytikslés subdomeny
vietos atvirkstinés transkriptazés (AT) ir Klenow fragmento (KF) sekoje.
Pagal Steitz, 1993.

Polimerazés aktyvusis centras yra delno subdomene ir joje yra trys
konservatyviis aspartatai, esantys [ lakSte, kuris sudarytas i§ trijy
antiparaleliy f grandiniy: B6, B9 ir f10. Trys kataliziniai aspartatai i$
polimerazés aktyvaus centro yra D110, D185 ir D186 (1.19 pav.). Du
aspartatai polimerazés aktyvioje centre yra konservatyvaus YXDD motyvo
dalis, o ZIV-1 RT yra YMDD (Kohlstaedt et al., 1992; Rodgers et al., 1995;
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Coté ir Roth, 2008). Nyks¢iy subdomenas turi dvi o spirales ir jame yra
mazojo griovelio suriSanti seka (Bebenek et al., 1995), esanti o spiraléje,
nukreipta prie§ pirSty subdomeng. RNazés H domenas turi konservatyvy D-
E-D motyva, kurj sudaro yra D443, E478 ir D498 (1.19 pav.). Ketvirtas
konservatyvus aspartatas D549 taip pat yra svarbus RNazés H aktyvumui
(Davies et al., 1991; Coté ir Roth, 2008). P66 pirsty, delno ir nykscio
subdomenai apgaubia ir saveikauja su nukleortig§¢iy substratu, o plySio
dugna sudaro abiejy subvienety jungiamyjy subdomenai ir p5S1 nykstys.

s
lDllO

1
2DLES 4D186

»

1.19 pav. ZIV-1 AT struktiira. Fermentas turi du domenus: p66 (spalvotas)
ir p51 (pilkas). Polimerazés domenai atitinkamai nuspalvinti: pir§tai rausvai,
delnas melsva spalva, nykStys mélynai, jungiamasis domenas oranZine
spalva ir RNazés H domenas geltonai. Polimerazés aktyviajame centre
parodyta katalizinés aminorigstys D110, D185 ir D186 kartu su magnio
jonais (pilki rutuliukai). RNazés H aktyviajame centre parodyti katalizinés
aminorigstys D443, E478, D498 ir D549, kurios koordinuoja du magnio
jonus (pilki rutuliukai). Pagal Esposito et al., 2012.

Trinaris ZIV-1 AT su dgDNR ir dNTP ar nukleozido trifosfato
analogu kompleksas (1.20 pav.) panasus j kompleksus be dNTP, taciau yra
esminis skirtumas: prisijunge dNTP, p66 pirstai uzdaro nukleozido trifosfata,
suformuojant ANTP prijungimo kiSen¢ (Huang et al., 1998; Tuske et al.,
2004; Das et al., 2009; Lansdon et al., 2010). dNTP koordinuojamas K65 ir
R72 Soniniy grupiy p66 pirsty subdomene, peptidinés grandinés D113 ir
Al114 amidinémis grupémis ir dviem magnio jonais (1.21 pav. A). Kitos
svarbios aminoriigstys, kurios sudaro dNTP suriSimo kiSeng, yra Y115, F116
ir Q151 (1.21 pav. B). Y115 aromatinis ziedas leidzia jjungti dNTP, bet ne
rNTP dél 2¢ hidroksi grupés buvimo ribozéje (Cases-Gonzilez et al., 2000).
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1.20 pav. Trinario ZIV-1 AT, dvigrandininés DNR ir dNTP komplekso
struktiira. P51 pazymeétas pilka spalva; RNazés H domenas (esantis p66) —
auksine, p66 subdomenai: pirStai — mélyna, delnas — raudona, nykstys —
zalia, sujungimas — geltona; matriciné (-) DNR grandin¢ — ruda, ilginama (+)
DNR grandiné — violetine; dNTP — §viesiai mélyna. Pagal Hu ir Hughes,
2012.

A [p119] B ‘Pradmuo I J = _—
Matrica

1.21 pav. A) ZIV-1 AT saveiky su dATP fosfatu schema. Vandeniliniai
rySiai parodyti briikSniuotomis linijjomis, o atitinkami atstumai nurodyti
angstremais. B) ZIV-1 AT kompleksy su dATP ir slopiklio struktiiry
perdengimas. Parodytos svarbios aminoriigstys, tarp jy Y115 ir Q151.
Slopiklis ir dATP jungiasi panasiai. Pagal Lansdon et al., 2010.
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1.3 Modifikuoti nukleotidai ir nukleozidai

Pirmieji modifikuoti nukleotidai sukurti prie§ 50 mety ir naudoti
kaip antivéZiniai ar antivirusiniai preparatai jvairiy polimeraziy slopinimui
(Jordheim et al., 2013). Taciau nukleotidy modifikacijy tyrimai neapsiriboja
vien polimeraziy slopinimu, bet pleciasi | sintetinés biologijos, genetinio
kodo praplétimo tyrimy sritf (Eremeeva ir Herdewijn, 2018),
epitranskriptomos tyrimus (Palumbo ir Beal, 2018) ir modifikuoty
oligonukleotidy gamyba (Morihiro et al., 2017). Tiriant modifikuoty
nukleotidy panaudojimg DNR biosintezei, galima geriau suprasti
fundamentalius DNR struktiiros reikalavimus ir polimerazéms budingus
désningumus (Kropp et al., 2018).

1.3.1 Modifikuoti oligonukleotidai

DNR ir RNR sugeba prisijungti prie jvairiy biomolekuliy, tokiy kaip
nukleoriig§¢iy arba baltymy, atpazindamos tam tikra seka arba struktiirg. Sis
specifinis biomolekulés atpazinimas gali slopinti biomolekulés aktyvuma.
Todél nukleoriigstys gali biiti geras jrankis gydyti jvairias ligas (Morihiro et
al., 2017). Taciau nemodifikuota linearizuota DNR ar RNR yra jautri
nukleazéms ir patekus j lasteles i§ karto degraduoja. Be to, nemodifikuota
nukleortigstys pasizymi prastu giminingumu taikiniams ir didelés dozés gali
sukelti Salutinj poveikj (Morihiro et al., 2017). Todé¢l cheminés modifikacijos
butinos, norint sukurti naudingus nukleortigs¢iy jrankius. Kseno
nukleortigstys (1.22 pav. D) (angliskai Xeno nucleic acids, XNR) yra
chemiskai modifikuoty nukleoriigs¢iy analogy grupé su pakeistomis
savybémis, kas leidzia i$plésti nukleortig§¢iy naudingumg biotechnologijoje
ir nanotechnologijoje (Schmidt, 2010; Pinheiro ir Holliger, 2014). Be to,
XNR yra svarbios suprasti fundamentalius DNR struktiiros reikalavimus ir
chemines savybes (Hunter, 2013). Chemines modifikacijas galima prijungti
prie nukleobaziy, fosfodiesterio arba ribozés. Nukleobaziy modifikavimas
daro jtaka bazés pory stiprumui ir specifiSkumui, o fosfodiesterio
modifikavimas gali sustiprinti atsparumag nukleaziy aktyvumui ir
farmakokinetines savybes (Morihiro et al., 2017). Ribozés modifikavimas
(1.22 pav. C) turi didele jtakg jvairioms nukleoriig¢iy savybéms,
pavyzdziui, dvigrandininés struktiros formavimui, atsparumui nukleazéms ir
toksiSkumui lgstelése ir gyviinuose (Morihiro et al., 2017). XNR pritaikymas
yra platus: aptamerai (Lapa et al., 2016), antiprasminiai oligonukleotidai ir
mazos interferuojancios RNR (Andersson et al., 2018).
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1.22 pav. Nukleoriigs¢iy monomery cheminés struktiiros (A) DNR, (B)
Spielgelmer, (C) DNR ar RNR su 2¢ modifikacijomis, (D) XNR. Pagal
Houlihan et al., 2017.
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1.23 pav. Nenataraliy baziy pory struktiires. A) Dirbtinai iSpléstos
genetinés abécélés pavyzdys (Yang et al.,, 2007). Nukleobaziy poros
pasizymi Watson‘o ir Crick‘o geometrija. Purinai ar puriny analogai (pu)
sudaro poras su pirimidinais ar pirimidiny analogais (py) vandeniliniy ry$iy
déka. Vandenilinio rysio akceptorinés (A) ir donorinés grupés (D) iSdéstytos
nuo didziojo iki mazojo griovio (pazymeéta schemoje). Heterociklai iSdéstyti
pagal labiausiai tikéting vandeniliniy ry$iy susidaryma. Pagal Yang et al.,
2007. B) Nenatiiralios baziy poros, susidariusios dél hidrofobinés saveikos.
Pagal Eremeeva ir Herdewijn, 2018.
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Isskyrus keletg rety pavyzdziy (Kreil, 1997), biopolimerai gamtoje
yra stereo gryni, susidedantys i§ D-nukleotidy arba L-aminoriigsciy.
Chemiskai susintetinta 174 aminoriigs¢iy dydzio afrikinio kiauliy maro
viruso polimerazé 1§ D-aminortigSiy sugeba katalizuoti L-DNR
polimerizacija, naudodama L-dNTP ir L-DNR pradmens ir matricos
substrata (Wang et al., 2016). Naudojant raceminj mi$inj, turintj abiejy
polimeraziy ir substraty sistemas, L- ir D-DNR polimerizacija buvo
jmanoma be enantiomerinio uZterSimo. D-peptidy sintezés ir cheminio
ligavimo biidu buvo paruoStas 352 aminoriigs¢iy S. solfataricus DNR
polimerazé. Si polimerazé buvo panaudota geno surinkimui, naudojant PGR
ir keturius dalinai komplementarius L-DNR oligonukleotidus (Pech et al.,
2016). Autoriai pasitlé veidrodinio pasaulio gyvybés sukiirimg: lgsteles,
galin¢ias fermentiskai gaminti specifines chiralines mazas molekules ir
sukurti veidrodines bakterijas. Sios polimerazés gali bati naudingos gaminti
Spiegelmer (1.22 pav. B) (Oberthiir et al., 2015). Sie DNR ir RNR
aptamerai, susidedantys i§ L-nukleortigs¢iy, néra atpazjstami imuninés
sistemos ir néra nukleaziy substratai, dél to atsiranda didelis biostabilumas.

Kitas biidas funkcionalizuoti DNR — jvesti tre¢ig bazing porg Salia
natiiraliy A:T ir G:C pory. Nenatiiralios baziy poros turi pasizyméti keliomis
savybémis: turéty sudaryti stabilia pora su savo partnerio nukleotidu ir
iSvengti klaidingo poravimosi su natiiraliais nukleotidais; pasizyméti
termostabilumu, kad atlaikyty PGR procediira; gauti modifikuoti
biopolimerai turéty buti tiksliai transkribuojami j RNR su nenatiiraliomis
bazémis (Eremeeva ir Herdewijn, 2018). Sukurti keli sékmingi nenattiralios
baziy pory kandidatai, kurie atitinka visus $iuos reikalavimus. Sie kandidatai
veikia kaip trecioji baziy pora per alternatyviy vandenilio rySiy susidaryma
arba dél hidrofobinés saveikos tarp aromatiniy heterocikly (1.23 pav.).
5SICS:NaM arba TPT3:NaM (Malyshev et al., 2014; Zhang et al., 2017) ir
Ds:Px (Kimoto et al., 2013; Matsunaga et al., 2016) (1.23 pav. B) baziy pory
susidarymas pagrjstas hidrofobine ir stekingo sgveikomis. P:Z baziy pora
pasizymi pertvarkytu vandeniliniy ry$iy susidarymu (Yang et al., 2007) (1.23
pav. A). Baziy poros 5SICS:NaM ir TPT3:NaM buvo s¢kmingai panaudotos
kaip E. coli genomo komponentai (Malyshev et al., 2014; Zhang et al.,
2017). Sukurtas pusiau sintetinis organizmas gali sékmingai in vivo
replikuoti ir transkribuoti TPT3:NaM turin¢ig DNR j mRNR ir tRNR su
atitinkamais nenatiiraliais antikodonais, taip pat transliuoti funkcinj GFP su
nekanonine aminorigstimi (Zhang et al, 2017). Kaip bibliotekos
komponentas, P:Z nenaturalios baziy poros buvo sékmingai panaudotas
izoliuojant ligandy serija, atpazjstancig vézio lasteles (Sefah et al., 2014;
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Zhang et al., 2015), arba baltymus (Zhang et al., 2016; Biondi et al., 2016) su
nanomoliniu  giminingumu, naudojant dirbtinai iSplésta  genetinés
informacijos sistemg su Sesiy raidziy abécélémis, A: T: G: C: P: Z. Taip pat
izoliuoti didelio giminingumo aptamerai su iSpléstine penkiy raidziy
genetine abécéle A: T: G: C: Ds (Kimoto et al., 2013; Matsunaga et al.,
2016). Ds turintys aptameriai atpazino zmogaus kraujagysliy endotelio
augimo veiksnj, interferong y ir von Willebrand veiksnio A domena,
pikomoliniu giminingumu, turédami iki trijy Ds baziy. Taciau mazas
nenatiiraliy baziy stabilumas, pavyzdziui Z su G poros esant dideliame pH,
sekos jtaka 5SICS:NaM ir TPT3:NaM ir mazas replikacijos efektyvumas vis
dar riboja §iy baziniy pory panaudojima in vivo (Eremeeva ir Herdewijn,
2018).

1.3.2 Atvirkstiniy transkriptaziy slopikliai

Atvirksting transkripcija stabdantys junginiai skirstomi j kelias
grupes: NRTI (angl. nucleoside reverse transcriptase inhibitor) —
nukleozidinius AT slopiklius, NNRTI (angl. non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor) — nenukleozidinius AT slopiklius ir naujausia AT
slopikliy klas¢ — nukleotidams konkurencinius (angl. nucleotide-competing)
slopiklius (Menéndez-Arias et al., 2017).

NNRTI yra nekonkurenciniai AT slopikliai, nedidelés molekulinés
masés hidrofobiniai junginiai, daZniausiai turintys vieng ar kelis aromatinius
ziedus (pav. 1.24). Sie slopikliai jungiasi prie alosterinés vietos, kuri daro
itakg polimerazés aktyvaus centro judrumui ir plastiSkumui. NNRTI
jungimosi vieta yra 10 A atstumu nuo polimerazés aktyvaus centro, sudaryta
daugiausia i§ hidrofobiniy aminoriigi¢iy - p66 subvienete: 1100, K101,
K103, V106, T107, V108, V179, Y181, Y188, V189, G190, F227, W229,
L234, Y318, p51 subvienete: E138 (Kohlstaedt et al., 1992; Esnouf et al.,
1995). ZIV-1 AT kompleksy su NNRTI kristaly tyrimas parod¢, kad $iy
slopikliy jungimosi vieta susidaro tik tada, kai prijungiamas NNRTI. Nesant
slopiklio, §i struktiira néra stebima (Ding et al., 1995; Ren et al., 1995;
Tantillo et al., 1994). NNRTI veikia skirtingai. Nevirapinas (1.24 pav.)
prisijungdamas pakeicia hidrofobiniy aminoriigséiy Y181 ir Y188 padeétj. Sis
prisijungimas pakeicia fermento treting struktiira taip, kad konservatyvus
katalizinis YMDD motyvas praranda saveika su pradmens galu (Das et al.,
2012). NNRTI taip pat gali turéti jtakos sgveikai tarp AT ir nukleortigsciy
substrato. Efavirenzas (1.24 pav.) prisiriSdamas prisideda prie polimerazés
subdomeny atvérimo ir padidina atstuma tarp ZIV AT nykiio ir pirsty
subdomeny. Tokia konformacija labai sumazina dNTP prisijungima
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(Schauer et al., 2014). NNRTI gali turéti jtakos ir RNazés H aktyvumui.
NNRTI slopina (+) DNR grandinés sintez¢, bet reik§mingas (-) DNR
grandinés sintezés slopinimas nepastebétas (Grobler et al., 2007).

Tz

Nevirapinas Efavirenzas

Eftravirinas ‘

¥
N
. L
SO CH3
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Delavirdinas \\;’;’N
Rilpivirinas
1.24 pav. Penkiy NNRTI, naudojamy ZIV-1 infekcijos gydymui,
struktiiros. Pagal Esposito et al., 2012.

Nukleotidams konkurenciniai slopikliai — nenukleozidiniai junginiai,
prisijungiantys DNR polimerazés aktyviajame centre ir konkuruojantys su
natiiraliais dNTP. Sie junginiai neturi grandinés nutraukimo mechanizmo,
todél fermentinis slopinimas buvo grjztamasis ir daugumai mutacijy,
pakeicianciy NNRTI ir NRTI aktyvuma, neturéjo jtakos (Maga et al., 2010).
Siai klasei tipiski junginiai — indolopiridinonai (Zhang et al., 2006).

1.3.3 Nukleozidais paremti atvirkstiniy transkriptaziy slopikliai

Nukleozidais paremti AT slopikliai imituoja natiiralius nukleozidus.
Lastelés viduje nukleozido ar nukleotido analogai turi buti fosforilinti iki
trifosfato, kad pasireiksty jy konkurencinis slopinimas. Sie nukleozidais
paremti AT slopikliai neturi 3¢ hidroksi grupés, dél to juos jvedus ;| DNR
granding sintezé blokuojama (1.25 pav.). 2007 metais buvo septyni tokio tipo
junginiai, skirti ZIV-1 teigiamais pacientams gydyti: zidovudinas,
stavudinas, didanosinas, lamivudinas, zalcitabinas, abakaviras,
emtricitabinas ir tenofoviro disoproksil fumaratas, kuris yra aciklinio

48



nukleozido fosfonato R-9-(2-fosfonometoksipropil) adenino pirmtakas (1.26
pav.) (Menéndez-Arias, 2008).

L) (1) NRTI

(2) NRTI i_hil‘l‘ngimas 2 \" ® (3) grandinés terminacija
1.25 pav. AT slopikliu, veikian¢iy kaip grandinés terminatoriai, veikimo
mechanizmo schema. AT yra pavaizduota kaip Sviesiai zalias apskritimas.
Pradmens (P) ir nukleotidy (N) suri$imo vietos nuspalvintos melsva spalva ir
baltai. RNR matrica yra mélynos spalvos ir DNR pradmuo yra violetinés
spalvos. NRTI trifosfatas (zalias) (1) konkuruoja dél prisijungimo su
natiiraliais dNTP, jis jjungiamas j augancig DNR (2) ir blokuoja tolesnji DNR
pailgéjima, nes neturi 3° hidroksi grupés (3). Pagal Esposito et al., 2012.

Siy junginiy gydomasis veiksmingumas priklauso nuo lasteliniy
kinaziy, kurios juos fosforilina iki trifosfato. Pavyzdziui, zidovudino ar
stavudino fosforilinimo metu susidaro monofosforilinti, difosforilinti ir
trifosforilinti tarpiniai junginiai ir visg tai katalizuoja atitinkamai timidino,
timidilato ir nukleozido difosfato kinazés (Kakuda, 2000; Schinazi et al.,
2006). Zidovudino monofosfatas yra prastas substratas timidilato kinazei ir
del to sumazéja vaisto poveikis (Furman et al., 1986). Citidino analogy
zalcitabino, lamivudino, emtricitabino ir apricitabino vertimg j difosfaty
darinius katalizuoja deoksicitidino kinazé ir deoksicitozino monofosfato
kinazé, difosfaty dariniy vertimg iki trifosfaty atliecka nukleozidy difosfotaty
kinazés (Kakuda, 2000). Didanosino ir abakaviro atveju purino bazés yra
modifikuotos, dél to galutinis slopiklis biina dideoksiadenosino ir karboviro
trifosfatai. Sie metabolitai yra fiziologiskai tinkami substratai ZIV-1 AT
vykdomos DNR polimerizacijos slopinimui (Kakuda, 2000; Schinazi et al.,
2006). Karbovir trifosfatai konkuruoja su 2°‘-deoksiguanozino trifosfatais.
Tenofoviras susiformuoja i§ tenofoviro dizoproksil fumarato, nes Sis
junginys yra geriau metabolizuojamas. Tenofoviras jau turi fosfato grupe, tai
leidzia praleisti létag monofosforilinimo Zingsnj ir jis i§ karto panaudojamas
difosfaty junginiy sintezei (De Clercq ir Holy, 2005; Ray et al., 2008).
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Tenofoviro fosforilinima katalizuoja deoksiadenino monfosfato kinazé
(Merta et al., 1992). Tenofoviras konkuruoja su deoksiadenozino trifosfatu.
Kiti veiksniai, turintys jtakos AT slopinimui, yra jsisavinimas, pernesimas,
metabolizmas ir jjungimas. Ilgas Siy vaisty vartojimas siejamas su Salutiniais
poveikiais, tarp kuriy yra hiperlaktatemija ir laktiné acidozé, neuropatija,
pankreatitas ir pataloginio poodinio riebalinio audinio praradimo sindromas
(Nolan ir Mallal, 2004). Dalis Salutiniy poveikiy susij¢ su mitochondrinés
DNR polimerazés slopinimu (Lewis et al., 2003; Kohler ir Lewis, 2007). Si
polimerazé atsakinga uz mitochondrijy DNR replikacija ir tokiu bidu,
slopinant fermenta, pakei¢iama mitochondrijy struktiira ir funkcionavimas,
kas priveda prie mitochondrijos funkcijy slopinimo.
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1.26 pav. Nukleozidais paremti atvirkstiniy transkiptaziy slopikliai ir ju
cheminés struktiiros. Pagal Cihlar ir Ray, 2010.

Junginiy veiksmingumas i§ pat pradziy priklauso nuo patekimo j
lastele pasyvios difuzijos ar palengvintos pernasos biidu. PernaSa priklauso
nuo hidrofiliSkumo ir nuo ribotos membranos skvarbos. Tirpiniy nesikliy
superSeima, turinti apie 300 nesikliy (Hediger et al., 2004; Cass et al., 1999)
gali perneSti nukleozidais paremtais AT slopiklius. Tuo paciu ATP
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suriSancios kasetés Seimos baltymai sugeba iSmesti nukleozidy ir nukleotidy
analogus 1§ lgsteliy (Schuetz et al., 1999). Dél menko specifiSkumo virusy
uzkreciamoms lasteléms, jvairiy neSikliy ir ATP suriSanciy kaseciy bendro
veikimo inkstuose slopikliai gali biiti pasalinti i§ kiino (Imaoka et al., 2007).
Be defosforilinimo, kai kurie i§ S$iy slopikliy yra papildomai
katabolizuojami. Nors zalcitabinas, lamivudinas, emtricitabinas ir
tenofoviras néra pastebimai metabolizuojami ir didzioji dalis dozés
aptinkama nepakitusi Slapime, zidovudinas, stavudinas, didanosinas ir
abakaviras Salinami kaip metabolitai. Kitaip nei kiti naudojami vaistai,
nukleozidais paremti atvirkstiniy transkriptaziy slopikliai silpnai saveikauja
su citochromo P450 fermentais. D¢l sugebéjimo sudaryti 3° amino grupg
turintj junginj, per nespecifing saveika su citochromu P450 ir reduktazémis,
zidovudinas yra vienintelé iSimtis (Cretton ir Sommadossi, 1993). Be
trifosfaty susidarymo, didanosinas ir stavudinas katabolizuojami lasteliy
nukleozidy degradavimo keliuose. Didanosinas ir stavudinas greitai praranda
heterociklines bazes depurinacijos ir depirimidacijos metu (Ahluwalia et al.,
1987; Cretton et al., 1993). Be to, didanosinas degraduojamas purino
nukleozido fosforilazés (Stoeckler et al., 1980). Sie slopikliai taip pat gali
dalyvauti jprastuose kataboliniuose keliuose. 74% zidovudino dozés
pasalinama Slapime kaip 5¢-O-glukuronidas, deél UDP-
glukuronozilltransferazés veikimo (Resetar ir Spector, 1989). Tuo tarpu
abakaviras irgi yra metabolizuojamas UDP-glukuronozilltransferazés iki 5°-
O-glukuronido. Abakaviro 5° hidroksi grupé atpazjstama alkoholio
dehidrogenazés. Sio  fermento  sukeliama oksidacija ir UDP-
glukuronozilltransferazés sukeliama modifikacija tepalieka tik 1.2%
nepaveikto abakaviro dozés, aptinkamos $lapime (McDowell et al., 1999).

1.3.4 Kitaip veikiantys nukleozidiniai AT slopikliai

Atsparumg NRTI lemiancios mutacijos gali biti suskirstomos j dvi
dideles grupes pagal atsparumo mechanizma (Meteer et al., 2014). NRTI
trifosfaty diskriminacija susidaro, kai ZIV-1 AT mutacijos padidina
atvirk$tinés transkriptazes atrankumg gamtiniams dNTP palyginus su NRTI
trifosfatu. Kita mutacijy grupé — atsparumo timidino analogams mutacijos,
lemianc¢ios modifikuoto nukleotido paSalinimg i§ DNR grandinés
pirofosforolizés biidu naudojant ATP PP; donoru (Meteer et al., 2014). Todél
be grandinés terminuojanciy nukleozidy, butina kurti kitaip veikiancius
nukleozidinius AT slopiklius.
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1.27 pav. Kitaip veikiantis atvirkStiniy transkriptaziy slopikliai ir ju
cheminés struktiiros. Pagal Esposito et al., 2012.

(1) Prisijungimas (2) ljungimas | DNR

®
(3) Translokacija

1.28 pav. EFdA veikimo mechanizmas. AT yra pavaizduotas kaip Sviesiai
zalias apskritimas. Pradmens (P) ir nukleotidy (N) suri§imo vietos
nuspalvintos melsva spalva ir baltai. RNR matrica yra mélynos spalvos ir
DNR pradmuo yra violetinés spalvos. EFdA trifosfatas (Zalias) gali biiti
naudojamas kaip AT substratas (1) ir jjungtas j DNR (2). Jjungtas EFdA
blokuoja tolesng¢ DNR sintezg, nes fermentas nesugeba efektyviai judéti
nukleortigs§éiy substratu (3). Pagal Esposito et al., 2012.

4-etinil-2-fluor-2°-deoksiadenozinas (EFdA) (1.27 pav.) vienas i§
nukleozidy analogy, turi 3¢ hidroksi grupe ir ribozés modifikacija
(Hayakawa et al., 2004). EFdA slopina M184V mutantg ir kai kuriuos
atsparesnius vaistams 7ZIV-1 mutantus (Kawamoto et al., 2008). AT gali
naudoti EfdA trifosfatg kaip substratg, taciau jjungtas EFdA monofosfatas
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blokuoja DNR biosinteze, nes fermentas negali efektyviai judéti matricos
atzvilgiu (1.28 pav.) (Michailidis et al., 2009). Molekulinio modeliavimo
tyrimai parod¢, kad EFdA 4-etinil grupé gali jlysti i hidrofobing kiSeng,
sudarytg i§ A114, Y215, F160, M184 ir D185 aminortigsciy (Michailidis et
al., 2009). Tai gali prisidéti prie AT stabilizavimo prieStranslokacijos
biisenoje, nors Sioje buisenoje EFdA nukleotidas pasalinamas pirofosforolizés
metu. Pirofosforolizés metu susidargs EFdA trifosfatas greitai vél jjungimas
(Michailidis et al., 2009). Be to, EFdA yra prastas DNR polimerazés y
substratas, o tai nurodo minimaly toksiSkuma mitochondrijoms (Sohl et al.,
2011).

1.30 pav. 8iPrNdA veikimo mechanizmas. AT yra pavaizduotas kaip
Sviesiai zalias apskritimas. Pradmens (P) ir nukleotidy (N) suri§imo vietos
nuspalvintos melsva spalva ir baltai. RNR matrica yra mélynos spalvos ir
DNR pradmuo yra violetinés spalvos. 8iPrNdA trifosfatas (zalias) yra
jjungiamas j augan¢ig DNR granding (1). Po papildomy nukleotidy jjungimy,
jo buvimas blokuoja DNR prailginima, tikriausiai per sterinius trukdzius
(geltona) tarp nukleoriigsties ir AT (2). Be to, Sio junginio jjungimas taip pat
gali blokuoti kitos DNR grandinés sinteze, tikriausiai dél baziy poravimosi
(3). Pagal Esposito et al., 2012.

Kita nukleozidiniy AT slopikliy grupé pasiZymi grandinés
terminacija. Sie junginiai leidZia toliau jjungti dNTP j augan¢ia DNR
granding, nes turi 3° hidroksi grupe. Taciau po papildomo nukleotidy
jjungimo, jy buvimas blokuoja DNR prailginima, tikriausiai dél steriniy
trukdziy tarp nukleoriigdCiy substrato ir AT netoli polimerazés aktyvaus
centro. Junginys PPI-801 (1.27 pav.) leidzia jterpti vieng papildoma dNTP,
pries jvykstant grandinés terminacijai (Cihlar ir Ray, 2010). 8iPrNdA (1.27
pav.) yra slopiklis su natiiralia deoksiriboze ir modifikacija adenino bazés 8
padétyje (Vivet-Boudou et al., 2011). Si modifikacija gali sukelti sterinius
trukdzius p66 subvieneto nykscio subdomene, sukeliant uzdelsta grandines
nutraukima. 8iPrNdA, jtrauktas ] DNR, sustabdo tolesng DNR biosintezg po
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trijy papildomy dNTP jjungimo (1.30 pav.) (Vivet-Boudou et al., 2011). Si
junginiy klasé bty patraukli tuo, kad gali bati aktyvus prie§ ZIV-1 mutantus,
kurie gali pasalinti NRTI pirofosforolizés metu.

Kita slopikliy grupé sukelia mirting mutagenidkuma. Siy junginiy
jjungimas padidina klaidingy nukleotidy jjungimo daznj, kuris lemia didelj
mutacijos greitj, galiausiai sukelia viruso replikacijos slopinima. 5-OH-dC
(1.27 pav.) yra deoksicitidino analogas, galintis efektyviai sudaryti baziy
porg su guanozinu ir adenozino nukleotidais (Loeb et al., 1999). Viruso
dauginimosi metu, esant 5-OH-dC, 2,5 karto padidé¢ja G | A pakeitimas ir
virusinis uzkre¢iamumas mazéja bégant laikui (Loeb et al., 1999). KP-1212
(1.27 pav.) yra deoksicitidino analogas su modifikuota baze ir natiiraliu
ribozés fragmentu, kuris taip pat gali sudaryti baziy pora su guanozino ir
adenozino nukleotidais (Harris et al., 2005). Virusas, auginamas dalyvaujant
KP-1212, sukaupia daug mutacijy, kurios galiausiai sustabdo jo replikacija
(Harris et al., 2005). KP-1212 sgveikauja ir su DNR polimeraze y (Smith et
al., 2005), o tai rodo galima toksisSkumg mitochondrijoms, nors Igstelése jis
nebuvo fiksuotas (Harris et al., 2005).

Pagrindinis NRTI atsparumo mechanizmas — nukleotidy pasalinimas
pirofosforolizés metu. Sio mechanizmo metu dalyvaujant PP; donorui ATP,
AT katalizuoja reakcija, dél kurios susidaro dinukleozido tetrafosfatas ir taip
atlaisvina 3° galg tolesniam DNR prailginimui. Ap4AZT (1.27 pav.)
dinukleotido AMP dalis skirtingai saveikauja su wr ir vaistams atspariy
mutanty AT (Tu et al., 2010). Tai rodo, kad AT gali katalizuoti atvirksting
reakcijg ir atsparumo vaistams mutacijos suformuoja ATP suri§imo viets.
Tai galima panaudoti kuriant wvaistus, imituojancius dinukleozido
tetrafosfatus, ir taip slopinti AT su NRTI atsparumu. Keli dinukleozido
tetrafosfatai gali slopinti wt AT ir AZT atsparia AT (Meyer et al., 2000).
Nors tetrafosfatas iSvengia Iastelinés fosforilinimo pakopas, tai yra kliditis jy
stabilumui ir patekimui j lasteles.

1.3.5 Pirofosfato analogai — fosfonoforminé ir fosfonoacto riigstys

Fosfonoactoriigstis (PAA) ir fosfonoforminé riigstis (PFA) yra
pirofosfato struktiiriniai analogai (1.30 pav.).

HO ﬁ s ﬁ ﬁ ﬁ

Y4 THOH P—OH HO—F—0—F—Ok
0

04 o4 B OH oH € oH

1.30 pav. Fosfonoforminés (A), fosfonoacto rigsties (B) ir pirofosfato
struktiiros (C).
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Fosfonoacto riigStis pasizymi antivirusiniu aktyvumu prie$
Herpesviridae narius (Overby et al., 1977), o fosfonoforminé rugstis pazymi
placiu antivirusiniu aktyvumu prie§ jvairius Herpesviridae ir Retroviridae
narius (Oberg, 1982). Fosfonoforminé riigstis naudojama gydant susirgimus,
kuriuos sukelia herpes simpleks virusas 1 ir 2, Zmogaus citomegalovirusas ir
kiti giminingi herpesvirusai, kai jprasti gydymo biidai neveikia (De Clercq,
2004). Salutinis poveikis ir prastas biologinis patekimas j lasteles apriboja
igytu imunodeficito sindromu serganciy pacienty gydyma. Nepaisant Siy
problemy, PFA kartais naudojamas gydyti pacientus, kurie infekuoti keliy
vaisty atsparumg turin¢iais ZIV-1 mutantais, kai kiti gydymo budai
nebetinka (Mathiesen et al., 2004). Vienintelis Sio vaisto privalumas yra
mazas ZIV atsparumo susidarymas. Mutacijos, susijusios su nukleozidais
paremty ir nenukleozidiniy atvirkstiniy transkriptaziy slopikliy atsparumu,
neturi jtakos PFA slopininmui (Meyer et al., 2003; Tachedjian et al., 1995).
Mutacijos, susijusios su PFA atsparumu, kaip tik padidina zidovudino
poveiki (Tachedjian et al., 1996). Biochemininiai tyrimai parodé, kad su
PFA atsparumu susijusiosios mutacijos sumazina fosforolize¢, kuri leidzia
pasalinti grandinés terminatoriy zidovuding (Meyer et al., 2003; Arion et al.,
2000). ZIV-1 AT laukinis tipas sugeba pasalinti zidovuding esant
pirofosfatui (Rigourd et al., 2000) arba ATP (Meyer et al., 1998).

Stacionarios biisenos kinetiniai tyrimai su retrovirusy AT ir herpes
simpleks  viruso, cytomegaloviruso DNR  polimerazémis rodo
nekonkurencinj DNR sintezés slopinimg dNTP atzvilgiu (Oberg, 1982;
Tchesnokov et al.,, 2006). PrieSingai, PFA konkurentiskai slopina
pirofosforolize ir pirofosfato pakeitimo reakcijas. Tai rodo, kad PFA ir
pirofosfato suriSimo vietos persidengia (Derse at al, 1982). Vieno
nukleotido jjungimo metu pirofosfatas susidaro susiformuojant naujam
fosfodiesteriniui rySiui (Hsieh et al., 1993). Norint prijungti Kkitg
komplementary nukleotida, reikia i§ komplekso pasalinti pirofosfata.
Fermentas turi pereiti per vieng matricos pozicija pirmyn, kad atlaisvinty
nukleotido suriSimo vietg. Tokio judéjimo metu pradmens 3 galas atsiranda
produkto vietoje (Sarafianos et al, 2002). Si biisena vadinama
posttranslokacine biisena. Pirofosforolizé ir nuo ATP priklausomas
nukleotidy pasalinimas gali jvykti pretranslokacinéje biisenoje (Sarafianos et
al., 2003; Marchand ir Gotte, 2003). Dél PFA nekonkurencinio slopinimo,
PFA tikriausiai sugeba prisijungti prie pretranslokacinio komplekso (Meyer
et al.,, 2003). Tai patvirtina tyrimai, kuriy metu didel¢ PFA koncentracija
sugeba pasalinti jjungtg zidovudino monofosfata (Cruchaga et al., 2006).
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Galimi du slopinimo mechanizmai (Marchand et al.,, 2006).
Pirmuoju mechanizmo atveju kompleksas prie§ nukleotido prisijungimag ir
jjungimg biina daugiausia pretranslokacijos biisenoje. PFA prisijungimas
sulaiko kompleksa Sioje biisenoje (1.31 pav.), dél to nukleotido
prisijungimas nejmanomas. Siose salygose toks slopinimas yra
konkurencinis. Be to, kito nukleotido prisijungimas yra sumazgjes dél i
anksto egzistuojanciy pretranslokacijos kompleksy ir riboti dANTP kiekiai
sukelia bidingus ZIV-1 AT sustojimus. Taip tuo pa¢iu metu vykstantis PFA
ir dNTP prisijungimas prie Sio komplekso pretranslokacinéje biisenoje
nejmanomas (Marchand et al., 2006). Antrasis mechanizmas bando
paaiskinti, kodé¢l tam tikromis sglygomis PFA pasireiskia nekonkurencinis
slopinimas (Oberg, 1982; Tchesnokov et al., 2006). Po PFA atpalaidavimo,
nukleotidai yra tolygiai jvedami j DNR granding ir translokacijos
pusiausvyra pasiekiama ties kita pozicija. Polinkis pretranslokacijos biisenai
leidzia prijungti PFA, kuris stabilizuoja kompleksa (Marchand et al., 2006).
Taip susiformaves nekonkurencinis slopinimas pasireiskia sumazinta
nukleotidy apykaita. Tai paaiskina, kodél stacionarios biisenos salygomis,
kai jvedama daug nukleotidy, DNR sintezés metu pasireiskia
nekonkurencinis slopinimas.

PFA prisijungimas
s Pre N Post
Mg @D pra dNTP
Pradmuo Padmuo
e
—
| il
Matrica — ; Matrica
P N P N

1.31 pav. PFA slopinimo schema. PFA prisijungimas sulaiko
pretranslokacinj kompleksa (pazyméta Pre) Sioje biisenoje, dél to nukleotido
prisijungimas nejmanomas. Nukleotidas gali prisijungti posttranslokacinéje
biisenoje (Post). Siose salygose PFA slopinimas yra konkurencinis. PFA
(melsva spalva) prisijungia aktyviajame centre prie kataliziSkai svarbiy
magnio jony (violetiné spalva). P — pradmens suri$imo vieta, N — nukleotidy
suriS§imo vieta. Pagal Marchand et al., 2006.
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2 MEZIAGOS IR METODAI
2.1 Prietaisai, reagentai ir medZziagos
2.1.1 Naudoti prietaisai

analitinés svarstyklés ,,SCALTEC®;

autoklavas ,,Sanyo*;

baltymy elektroforezés aparatas ,,.BIO-RAD Protean mini“ ir jo
priedai;

DNR elektroforezés aparatas ,,Sigma-Aldrich® ir jo priedai;
elektroforezés aparatas ,,BIO-RAD Protean™ 11
fotovaizdintuvas ,,FUJIFILM FLA-5100“ ir jo priedai; ekranas

»FUJIFILM BAS GAUGE 2040%;

ir jo priedai;

magnetiné maisSykle ,,HANNA instruments HI 190M*;

metaly chelatinés chromatografijos kolonélé su sefarozés sorbentu,
turinéiu jmobilizuoty Ni** jony;

mikrobiologinis boksas ,,Fatron Lf*;

pH-metras ,,HANNA instruments HI 9321°;

spektrofotometras ,,Eppendorf BioPhotometer;

Saldoma mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5415 R*;

Sildoma vandens purtykle ,,GFL 1083“;

termostatas ,,BT 120°;

ultragarso Saltinis ,,Sonics Vibra cell;

UV/RS Saltinis su geliy dokumentavimo sistema ,,BIO-RAD Gel
Doc XR+*;

vakuuminé geliy dziovyklé;

vandeninis termostatas ,,Julabo.
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2.1.2 Reagentai

Applichem GMBH, Vokietija: agaroz¢, kalcio chlorido dihidratas, glicerolis,
glicinas, Tris, karbamidas;

Carl Roth GmbH, Vokietija: amonio peroksi disulfatas, EDTA, imidazolas,
natrio lauril sulfatas, magnio chlorido heksahidratas, li¢io chloridas, Triton
X100, TEMED, -chloramfenikolis, etidzio bromidas, fenilmetilsulfonilo
fluoridas, B-merkaptoetanolis, kanamicino sulfatas, Rotiphorese® Gel40,
Rotiphorese® Gel30, ampicilinas, IPTG, formamidas;

Merck KGaA, Vokietija: 2-propanolis, lediné acto riigstis, boro rugstis,
chloroformas, 37% druskos riigstis, monokalio fosfatas, natrio acetato
trihidratas, natrio chloridas, natrio hidroksidas;

Chempur, Vokietija: metanolis;

Sigma-Aldrich, Vokietija: bromfenolio mélio-ksileno cianolio dazy miSinys,
fosfonoacto riigstis, fosfonoforminés rtgsties natrio druska, Whatman®
3MM;

Thermo Fisher, Lietuva: Depc vanduo, 6X Orange Loading Dye,
O‘GeneRuler™ DNA Ladder Mix, restrikcijos endonukleazés: Dral, EcoRV;
T4 polinukleotidy kinaz¢, Klenow exo™ polimerazé, Taq polimerazé, BSA
standartiniai tirpalai, dT TP, pirofosfotaze;

Vilniaus degtiné, Lietuva: etanolis 96%;

Perkin Elmer, JAV: ¥*P-yATP;

Liofilchem, Italija: peptonas, mieliy ekstraktas;

Metabion, Vokietija: oligonukleotidai.

Biochemijos institutas, Molekulinés mikrobiologijos ir biotechnologijos
skyrius, VU GMC: piridoniniai nukleozidai, piridoniniai nukleotidai, PAST,
PASTT, PAT, 5 aminoalil-dUTP, pirofosfatas.

Ferak Berlin, Vokietija: Coomasie Briliant Blue R-250.

2.1.3 Buferiai, tirpalai ir terpés

»Na“: 5 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM NacCl;

,»Ca“: 5 mM Tris-HCl (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM CaCly;

2x TE: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2 mM EDTA, pH 8,0;

1x TE: 10 mM Tris-HCL, pH 7,5, 1 mM EDTA, pH 8,0;

NaOH/SDS: 1 % SDS, 0,2 M NaOH;

3 M NaAc, pH 7,0;

10 M LiCl: 4,24 g LiCl istirpinama dejonizuotame vandenyje ir skiedziama
iki 10 mL bendro turio;

1x TAE (pH 8,3) 0,04 M Tris-Ac, 0,02 M EDTA;
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EtidZio bromido tirpalas: 10 mg/mL etidZzio bromido tirpalas vandenyje,
pries naudojimg skiedziamas 10000 karty;

LB terpé: 10 g peptono, 5 g mieliy ekstrakto, 5 g NaCl istirpinta vandenyje ir
skiedziama iki 1 L bendro tiirio. Autoklavuota 15 min. 120 °C;

Agarizuota LB terpé: ,,FastMedia™ M9-CA Agar* kaitinant istirpinama
steriliame vandenyje pagal gamintojo protokola;

Ampicilino tirpalas: 50 mg/mL ampicilino vandeninis tirpalas;

1 M IPTG: 0,238 g IPTG istirpinama dejonizuotame vandenyje ir skiedziama
iki 10 mL bendro turio. Laikoma -20 °C;

100x PMSF tirpalas: 100 mM fenilmetilsulfonilo fluorido 96% etanolyje;
Lizés buferis: 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl, 10 mM imidazolo,
10 % glicerolio;

Praplovimo buferis: 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl, 20 mM
imidazolo, 10 % glicerolio, 1 % Triton X-100, prieS pat naudojima
pridedama 10 mM B-merkaptoetanolio;

Eliucijos buferiai: 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl, 10 %
glicerolio, 1 % Triton X-100, prie§ pat naudojant pridedama 10 mM pB-
merkaptoetanolio ir nuo 50 mM iki 500 mM imidazolo;

EDTA eliucijos buferis: 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl, 10 %
glicerolio, 1 % Triton X-100, prie§ pat naudojant pridedama 10 mM pB-
merkaptoetanolio ir 100 mM EDTA (pH 8.0);

Dializés buferis: 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 100 mM NacCl, 0.1 % Triton
X100, 50 % glicerolio, prie§ pat naudojant pridedama 10 mM -
merkaptoetanolio;

1,5 M TRIS-HCV/SDS (pH 8,8): 1,5 M Tris-HCl, 0,4 % SDS, pH 8,8;

0,5 M TRIS-HCI/SDS (pH 6,8): 0,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 6,8;

10 % APS: 0,5 g APS istirpinama minimaliame dejonizuotame vandens
tiryje ir skiedziama iki 5 mL dejonizuotu vandeniu. Laikoma +4 °C;

5x baltymy dazas: 0.313 M Tris-HClI (pH 6.8), 10 % SDS, 0.14 %
bromfenolio mélio ir ksileno cianolio, 50% glicerolio;

20x DTT tirpalas: 2 M DTT;

Ix glicino-SDS-TRIS-HCI buferinis tirpalas: 25 mM Tris, 192 mM glicino,
0,1 % SDS, pH 8.3;

Coomasie Brilliant Blue tirpalas: 1,5 g Coomasie Briliant Blue R-250
iStirpinta 225 mL metanolio, sumaiSyta su 50 mL acto riigSties ir 225 mL
dejonizuoto vandens;

10 % glicerolio tirpalas: 10 mL glicerolio sumaisyta su 90 mL dejonizuotu
vandeniu;

0,5 M EDTA: 0,5 M EDTA, pH 8,0;
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Nukleortigs¢iy elektroforezés 15% poliakrilamidinio gelio tirpalas: 1x TBE
buferiu Rotiphorese® Gel40 (19:1) praskiestas iki 15 %, su 8 M karbamido,
89 mM Tris, 89 mM boro riigsties, 2 mM EDTA;
Ix TBE elektroforezés buferinis tirpalas: 89 mM Tris, 89 mM boro riigsties,
2 mM EDTA;
45 mM TB elektroforezés buferinis tirpalas: 45 mM Tris, 45 mM boro
rugsties;
Nukleoriigsciy elektroforezés 8% poliakrilamidinio gelio tirpalas: 1x TBE
buferiu Rotiphorese® Gel40 (37,5:1) praskiestas iki 8 %, 45 mM Tris, 45
mM boro riigsties;
Nukleortigs¢iy elektroforezés 12% poliakrilamidinio gelio tirpalas: 1x TBE
buferiu Rotiphorese® Gel40 (19:1) praskiestas iki 12 %, 45 mM Tris, 45
mM boro rigsties;
Nukleortigs¢iy elektroforezés 4% poliakrilamidinio gelio tirpalas: 1x TBE
buferiu Rotiphorese® Gel40 (37,5:1) praskiestas iki 4 %, 45 mM Tris, 45
mM boro rigsties;
STOP tirpalas: 95 % formamido, 0.060 % bromfenolio mélio ir ksileno
cianolio, 25 mM EDTA;
10 % acto rugsties tirpalas: 100 mL acto riigSties sumaiSyta su 900 mL
dejonizuoto vandens;
10x reakcijos buferis A T4 polinukleotidy kinazei: 500 mM Tris-HCI (pH
7.6), 100 mM magnio chlorido, 50 mM DTT, 1 mM spermidino;
Glutamatinis buferis: 20 mM natrio glutamato (pH 8,2), 10 mM DTT, 0.5 %
Triton X-100, 20 mM NaCl, prie$ naudojimg pridedamas reikiamas kiekis
dvivalenciy metaly drusky (MgCl, arba MnSOy);
Tris-acetatinis buferis: 33 mM Tris-acetatas (pH 7,9), 66 mM kalio acetatas,
0,1 mg/mL BSA, prie§ naudojima pridedamas reikiamas kiekis dvivalenciy
metaly drusky (MgCl, arba MnSO,);
Baltymy elektroforezés poliakrilamidinis gelis:
1) 8 % apatinis frakcionuojantis gelis (10,0 mL):
2,7 mL Rotiphorese® Gel30;
2,5mL 1,5 M TRIS-HCI/SDS (pH 8,8);
4,73 mL dejonizuoto vandens;
100 uL 10 % APS;
20 uL. TEMED;
2) 4 % virsutinis koncentruojantis gelis (5 mL):
0,7 mL Rotiphorese® Gel30;
1,25 mL 0,5 M TRIS-HCI/SDS (pH 6,8);
3 mL dejonizuoto vandens;
25 uL 10 % APS;
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20 uL TEMED.
2.1.4 Bakteriju kamienai

Plazmidinés DNR padauginimui naudotas E. coli DH10B, kurio genotipas F
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAMI15 AlacX74 endAl recAl deoR
A(ara,leu)7697 araD139 galU galK nupG rpsL 1,

Rekombinantiniy baltymy raiSkai ir gryninimui naudotas E. coli BL21
(DE3), kurio genotipas dcm ompT hsdS(rgmy) gal. Dél lastelés
chromosomoje esan¢io A profago, BL21 (DE3) kamieno lastelés savo
chromosomoje turi IPTG indukuojamg T7 RNR polimerazés gena.
Susintetinta T7 RNR polimerazé jungiasi prie raiSkos vektoriaus T7
promotoriaus ir pradedama rekombinantinio baltymo sintezg.

2.1.5 Plazmidés

phisMLV: pET pagrindu sukonstruota plazmidé, turinti rekombinantinj
M.MuLV atvirkstinés transkriptazés gena, kuris N gale turi polihistidino
uodega, o Sio geno raiska reguliuojama T7 promotoriumi ir lac operatoriumi.
Plazmidé koduoja atsparumo ampicilinui geng Amp" ir represoriy koduojantj
lacl gena.

pHIVRT-Prot plazmidé koduoja rekombinantinj ZIV-1 atvirkstinés
transkriptazés p66 subvieneto gena su polihistidino fragmentu N-gale, o §io
geno raiska reguliuojama T7 promotoriumi ir lac operatoriumi. Plazmidé
koduoja atsparumo ampicilinui geng Amp® ir represoriy koduojantj lacl gena.
Plazmidéje yra ir konstitutyviai sintetinamos ZIV-1 proteazés genas.
Proteazé suskaido dalj susintetinto p66 baltymo ir susidaro antrasis ZIV-1
AT subvienetas p51.

2.1.6 DNR pradmenys ir matricos

Pradmenys: T7: 5 TAATACGACTCACTATAGGGAGA 3°;
T7-PrA488: 5° TAAT(A488)ACGACTCACTATAGGGAGA 3°.
Matricos:

T7-mA: 5‘CCGGAATTAAAATCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3
T7-mT: 5 CCGGTTAATTTTTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3°;
T7-mG: 5‘TTAAGGCCGGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3
T7-mC: 5*TTAACCGGCCCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3
T7Tm: 5‘GGTTAACCAAAATCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA 3°;
T7Am: 5‘CTCAAAACTTTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA3" .
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DNR substratai: T7/mA T7 hibridizuojamas su T7-mA, T7/mT T7 su T7-
mT, T7/mG T7 su T7-mG, T7/mC T7 su T7-mC, T7/A T7 su T7Tm, T7/T
T7 su T7Am.

Fluorescenciné zymé Atto488 yra prijungta prie T7-PrA488 pradmens
ketvirto nukleotido, dT nuo 5° DNR galo. T7-PrA488 hibridizuojamas su
T7-mA, gaunamas T7A/mA DNR substratas.

2.2 Tyrimo metodai
2.2.1 Bakteriju cheminé transformacija

I stiklinj uzdengiama mikrobiologinj mégintuvélj jpilama 5 mL
skystos LB terpés. Laikoma Sildomoje vandens purtykléje 37 °C (purtymas
250 — 300 rpm), uzséjama E. coli bakterijy ir palickama per naktj (apie 16
val.). I8 stacionarig augimo faze pasiekusios bakterijy kulttiros imama po 50
ul suspensijos ir pilama j mégintuvélius su 5 mL skystos LB terpés ir
laikoma Sildomoje vandens purtykléje apie 2,5 val (purtymas 250 — 300
rpm). Perpilama | mégintuvélius, pritaikytus  centrifugavimui.
Centrifuguojama 3000 g 5 min +4 °C temperatiiroje. Supernatantas
nupilamas ir nuosédos suspenduojamos atSaldytame ,Na“ tirpale, kurio
pilama 2,5 mL. Dar kartg centrifuguojama 3000 g 5 min +4 °C
temperatiiroje. Supernatantas nupilamas ir nuosédos suspenduojamos
atSaldytame ,,Ca“ tirpale, kurio pilama 2,5 mL. Laikoma 0 °C temperattroje
30 min. Centrifuguojama 3000 g 3 min +4 °C temperatiiroje. Nupilamas
supernatantas, paliekant jo vir§ nuosédy apie 200 pl. Nuosédos
suspenduojamos ir iSpilstomos j ependorfinius mégintuvélius po 50 ul. |
kiekviena mégintuvélj pridedama po 1 uL — 5 pL plazmidinés DNR tirpalo ir
suspenduojama. Laikoma 0 °C temperatiiroje 1 val. Temperattriniam Sokui 2
min mégintuvéliai laikomi vandens vonioje, 42 °C temperatiiroje. Po to dar 2
min. laikoma 0 °C temperattroje. | mégintuvélius pripilama 1 mL skystos
LB terpés. Inkubuojama 1 val. 37 °C temperatiiroje nepurtant. | Petri
léksteles, padengtas agarizuota LB M9-CA terpe, jpilama 100 pl 50 mg/mL
ampicilino tirpalo tolygiai paskleidziant. Jam susigérus, lékstelése uzs¢jama
po 40 ul bakterijy suspensijos, padengiant per visg terpés pavirSiy. Jai
susigérus, uzs¢jama likusi sukoncentruotos bakterijy suspensijos dalis
(suspensija sukoncentruojama centrifuguojant, po to nupylus didzigja dalj
supernatanto ir suspenduojama), padengiant ja dalj lékstelés. LéksSteles
inkubuojame per naktj 37 °C temperatiiroje, kol uzauga 1 mm skersmens
kolonijos, kurias galima atskirti. Kelios pavienés kolonijos perséjamos |
naujas analogiSkas léksteles ir inkubuojamos 37 °C temperatiiroje.
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UZaugusios bakterijy kultliros analizuojamos i$ karto arba laikomos 4 °C
temperatiiroje.

2.2.2 Plazmidinés DNR iSskyrimas i$ E. coli

E. coli bakterijos, augintos 50 mL LB terpéje, perpilamos j
centrifuginj mégintuvelj ir centrifuguojamos 3000 g 5 min. 4 °C
temperatiiroje. Supernatantas nupilamas ir bakterijy masé uzpilama 6 mL 2x
TE. Lastelés suspenduojamos. Ant lgsteliy suspensijos uzpilama 12 mL
SDS/NaOH tirpalo ir §velniai sumaiSoma. Uzpilama 9 mL 3 M NaAc (pH 7).
Svelniai sumai§oma. Inkubuojama 30 min 4 °C temperatiiroje.
Centrifuguojama 15000 g 15 min. 4 °C temperatiroje. Supernatantas
perpilamas § 50 mL centrifuginj meégintuvélj su 20 mL 2-propanoliu.
Centrifuguojama 15000 g 15 min. 4 °C temperatiroje. Nupilamas
supernatantas. Nuosédos uzpilamos 5 mL 75 % EtOH, praplaunamos ir
skystis nupilamas. Nuosédos dziovinamos kambario temperatiiroje, kol
nesijaucia etanolio kvapo. Uzpilama du kartus po 800 pL 1x TE, nuosédos
praplaunamos ir perkeliamos j 1,5 mL ependorfinius mégintuvélius su 800
uL 10 M LiCl. Inkubuojama -20 °C temperattiroje 30 min. Cetrifuguojama
20000 g 15 min. Supernatantas dalinamas po 800 uL ir perkeliamas 1,5 mL
ependorfinius mégintuvélius su 800 puL 2-propanolio. Centrifuguojama
20000 g 20 min. Nupilamas supernatantas. Ipilama 0,5 mL 75% EtOH
tirpalo. Nuosédos praplaunamos ir skystis nupilamas, dziovinama, kol
nesijaucia etanolio kvapo. Ipilama 25 pL vandens arba 1x TE ir nuosédos
iStirpinamos. DNR saugoma -20 °C temperattroje.

2.2.3 Mazy plazmidinés DNR Kkiekiy iSskyrimas

Nuo persétos kolonijos, uzaugusios Petri 1¢ksteléje, kilpele paimtas
biomasés kiekis suspenduojamas 100 pL 1x TE. | suspensijg jpilama 200 pL
NaOH/SDS tirpalo ir $velniai suspenduojama. Po to jpilama 150 uL 3 M
NaAc (pH 7,5). Svelniai suspenduojama. Jpilama 200 uL chloroformo ir
suplakama. Centrifuguojama 20000 g 10 min. Nusiurbiama vandeniné fazé ir
perkeliama ] tokj pat tirj izopropanolio ir sumaiSoma. Centrifuguojama
20000 g 10 min. Nupilamas supernatantas, nuosédos uzpilamos 75% EtOH
tirpalu. Centrifuguojama 20000 g 10 min. Nupilamas supernatantas ir
nuosédos i§dziovinamos. Nuosédos uzpilamos 20 uL. H20 arba 1x TE. DNR
saugoma -20 °C temperatiroje.
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2.2.4 Plazmidinés DNR ir DNR fragmenty elektroforetinis
frakcionavimas agaroziniame gelyje

Paruosiamas 0,8 % agarozés gelis 1x TAE DNR elektroforezés
buferiniame tirpale. DNR méginiai sumaiSomi su 6x Orange Loading Dye ir
uzne$ama ant gelio. Salia méginiy uznesami 2 uL DNR molekulinio dydzio
standartas (O‘GeneRuler™ DNA Ladder Mix). Elektroforezé vykdoma 10
min, esant 50 V jtampai, po to 120 V. Naudojamas 1x TAE DNR
elektroforezés buferinis tirpalas. Orange G dazui, kuris yra 6x Orange
Loading Dye buferyje, pasiekus gelio gala, elektroforezé nutraukiama. Gelis
pamerkiamas etidzio bromido tirpale apie 20 min, praplaunamas distiliuotu
vandeniu ir analizuojamas naudojant UV/WL Saltinj su geliy
dokumentavimo sistema.

2.2.5 ZIV-1 ir M.MuLV AT gryninimas i§ E. coli

E. coli BL21 (DE3), transformuotos atitinkama plazmide, auginamos
5 mL LB terpéje su atitinkamu antibiotiku Sildomoje vandens purtykléje 37
°C (purtymas 250 — 300 rpm) per naktj. UZzaugusios bakterijos su terpe
perpilamos ] kiiging kolbg su 400 mL LB su atitinkamu antibiotiku ir
tokiomis pat salygomis auginamos iki optinio tankio (ODgy) 0,6 - 0,8.
Pasiekus tinkama optinj tankj, kolba su bakterijy mase atvésinima iki
kambario temperatiiros, paimama 1 mL bakterijy suspensijos baltymy
sudéties palyginimui ir j kolba su bakterijy suspensija jlasinama 60 pL 1 M
IPTG tirpalo. Toliau bakterijos auginamos kambario temperatiiroje per naktj.
Po to paimama 0,5 mL bakterijy suspensijos baltymy sudéties palyginimui ir
likusi biomasé surenkama 5 min centrifuguojant 4000 g. 4 °C temperatiiroje.
Nupylus supernantantg, Slapia bakterijy biomasé uzpilama 15 mL lizés
buferiu ir lastelés suspenduojamos. Po to jpilama 150 nL. 100x PMSF tirpalo
ir 9,1 pL PB-merkaptoetanolio ir $velniai sumaiSoma. Lastelés ardomos
ultragarsu keturis kartus po 1 min, darant 1 — 2 min pertrauka, esant apie
25% vibracijos amplitudei. Lizatas centrifuguojamas 12000 g 1 val. 4 °C
temperatiiroje. Paruo§ta chromatografiné kolonélé su Ni**  jonais
nulygsvarinama 2 mL lizés buferio. | koloné¢le supilamas visas lizato
supernatantas. Surenkamas i8béges méginys. Po to pilama 5 mL praplovimo
buferio; eliucijos buferiai su didéjancia imidazolo koncentracija (50 mM,
100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM) ir EDTA eliucijos buferiu. Visi
méginiai laikomi 4 °C temperatiiroje. Paimami eliucijy méginiai (po 25 uL i§
frakcijos), lizato (5 pL i§ frakcijos) ir bakterijy biomasés (prie§ ir po
indukcijos), sumaiSomi su 10 pL 5x baltymy dazu, 2,5 uL 20x DTT tirpalu ir
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pridedama vandens iki bendro 50 pL turio. Méginai kaitinami 95 °C
temperatiiroje 5 min. Atlickama baltymy elektroforezé. Gelis daZomas ir
plaunamas. Pagal baltymy pasiskirstyma frakcijose pasirenkamos eliucijos
frakcijos su didziausiu ir gryniausiu rekombinantinio baltymo kiekiu,
perkeliamos i dializés mégintuvélius, kurie panardinami j dializés buferj 4 °C
temperattroje parai. Po to rekombinantiniy baltymy tirpalai perkeliami i 1,5
mL mégintuvélius ir saugomi -20 °C temperatiiroje.

2.2.6 Baltymy elektroforetinis frakcionavimas

Baltymy elektroforezé vykdoma denatiiruojanciomis salygomis
natrio  dodecilsulfato  turiniame poliakrilamido  gelyje.  Apatinis
frakcionuojantis gelio tirpalas pilamas tarp S$variai nuvalyty dviejy
elektroforezés stikly, paliekant apie 1,5 cm atstumg nuo jy virSaus. UZpilama
distilivotu vandeniu. Geliui sustingus, distiliuotas vanduo nupilamas.
Pilamas virSutinio gelio tirpalas iki elektroforezés stikly virSaus ir jstatomos
»sukutés®. VirSutiniam geliui sustingus, stiklai su geliu statomi |
elektroforezés aparata, aparato blokas uzpilamas 1x glicino-SDS—TRIS-HCI
baltymy elektroforezés buferiniu tirpalu ir iSimamos ,Sukutés®“. |
susidariusius gelio Sulinélius jneSami baltymy standartiniy dydziy Zymenys
ir méginiai. Elektroforezé vykdoma, esant 200 V jtampos srovei, kol dazo
linija pasiekia frakcionuojancio gelio apacia.

2.2.7 Baltymy akrilamidinio gelio daZymas

Pasibaigus elektroforezei, baltymy akrilamidinis gelis atskiriamas
nuo stikly ir pamerkiamas j distiliuotg vandenj. Vanduo su geliu kaitinamas
mikrobangy krosneléje 5 min, po to vanduo nupilamas ir gelis uZpilamas
Coomasie Briliant Blue tirpalu, trumpai pasildoma mikrobangy krosneléje ir
purtoma 15 min. Po to Coomasie Briliant Blue tirpalas nupilamas, ir gelis
plaunamas karstu vandeniu, kol nublunka fonas. Gelis perkeliamas i 10 %
glicerolio tirpalg ir purtomas 10 min. Po to gelis nuskenuojamas,
prilipinamas prie Whatman® 3MM popieriaus, padengiamas polietileno
plévele ir dziovinamas vakuuminéje geliy dziovykléje.

2.2.8 Baltymy kiekio nustatymas

I§ rekombinantiniy baltymy tirpalo paimamas méginys ir sumaiSoma
su 20 pL 5x baltymy dazu, 5 uL 20x DTT tirpalu, uzpilama vandeniu iki 100
pL tirio. ParuoSiamas BSA méginys i§ BSA kiekio standarty su 20 pL 5x
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baltymy dazu, 5 pL 20x DTT tirpalu ir uZpilama vandeniu iki 100 pL tirio.
Méginai kaitinami 95 °C temperatiiroje 5 min. Méginiai uzneSami j gelj taip,
kad buty galima i§ BSA kiekio standarty gelyje nustatyti signalo
intensyvumo priklausomybe nuo baltymo kiekio méginyje. UzneSami keli
skirtingo kiekio BSA méginiai, rekombinantinio baltymo méginiai ir
baltymy standartiniy dydziy zymuo. Elektroforezé vykdoma, esant 200 V
jtampai, kol daZo linija pasiekia frakcionuojancio gelio apacig. Baltymy
akrilamidinis gelis daZzomas ir iSplaunamas dazy perteklius. Gelis
nuskenuojamas ir paruoSiamas dziovinimui. Gelyje esancio baltymy
Coomasie Briliant Blue R-250 komplekso signalo dydis nustatomas
densitometriskai panaudojant Optiquant programa. Naudojant Microsoft
Office 2010 Excel programa i§ gauty BSA meéginiy nustatoma signalo —
baltymo kiekio priklausomybé ir pagal ja apskai¢iuojamas rekombinantiniy
baltymy kiekis gelyje, koncentracija méginiuose ir rekombinantiniy baltymy
tirpaluose. NustaCius koncentracija, paruosiami reakcijoms naudojami
fermenty tirpalai, kurie gaminami praskiedziant rekombinantiniy baltymy
tirpalus dializés buferiu ir pridedant B-merkaptoetanolio tiek, kad jo
koncentracija biity 10 mM. Fermenty tirpalai laikomi -20 °C temperatiiroje.

2.2.9 Fosfato grupés su Pp ivedimas j 5° DNR pradmenis

Paruos$iamas reakcijos misSinys (T7%*):

2 pL 10x reakcijos buferio A T4 polinukleotidy kinazei
1 pL 10 v/pL T4 polinukleotidy kinazés

6 uL 3,3 uM PP-yATP

2uL 10 uM T7

9 uL vandens

Reakcija vykdoma 37 °C temperatiiroje 20 min. Po to ] reakcijos miSinj
pridedama 1 pL 0,5 M EDTA ir kaitinama 80 °C temperatiiroje 10 min.
Naudojama i$ karto arba saugoma -20 °C temperatiiroje.

2.2.10 DNR substraty paruoSimas

ParuosSiamas hibridizacijos misinys (100 nM DNR substrato):
10 uLL T7* oligonukleotidas arba T7A oligonukleotidas

1,2 uL. 10 uM norimos matricos

88,8 uL. vandens
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Kaitinama 95 °C temperatiiroje 3 min. ir po to létai atvésinama iki kambario
temperatiiros. Druskos pasalinamos pagal gamintojo protokola naudojant
Zeba™ Spin Desalting Columns 7K MWCO nudruskinimo kolonéle.

2.2.11 DNR pradmens prailginimo reakcijos

Reakcijos misinio sudétis: fermento koncentracija nuo 10 iki 50 nM,
DNR substrato koncentracija nuo 5 iki 10 nM, atitinkama nukleozidy,
nukleotidy ar slopikliy koncentracija nuo 0,1 uM iki 10 mM. Jei naudojamas
glutamatinis buferis, papildomai pridedama MgCl, iki 1 mM, jei naudojamas
tris-acetatinis buferis, papildomai pridedama MnSO, nuo 0,1 mM Klenow
exo- iki 1 mM M.MuLV AT. Reakcijos vykdomos 5+60 min 37 °C
temperatiiroje. Jei méginiai naudojami natyviam PAGE, jie i$ karto leidziami
] gelj; jei denatiiruojanciam PAGE, stabdomi STOP tirpalu santykiu 1:1 ir
kaitinami 95°C temperatiiroje 5 min prie§ uzneSant 5 gel;.

2.2.12 DNR fragmenty elektroforetinis frakcionavimas
akrilamidiniame gelyje, denatiiruojanciomis salygomis,
vizualizacija ir analizé

DNR fragmenty elektroforezé vykdoma denatiiruojanc¢iomis
salygomis, esant 8 M karbamido poliakrilamido gelyje. | 15 mL 15% gelio
tirpalg jpilama 150 pL 10 % APS tirpalo ir 15 pL TEMED tirpalo,
sumaiSoma, gelio tirpalas pilamas tarp Svariai nuvalyty dviejy elektroforezés
stikly ir jstatomos ,,Sukutés®. Geliui sustingus, stiklai su geliu statomi ]
elektroforezés aparata, aparato blokas uzpilamas 1x TBE ektroforezés
buferiniu tirpalu ir iSimamos ,,Sukutés®. | susidariusius gelio Sulinélius
jnesama bromfenolio mélio ir ksileno cianolo dazy miSinio ir 20 min
vykdoma elektroforeze, esant 600 V jtampai. Po to jneSami DNR méginiai ir
30 min vykdoma elektroforezé esant 200 V jtampali, o toliau - 600 V jtampai,
kol dazo linija pasiekia gelio apacia.

Jei meéginiy substratai Zyméti radioaktyvia zyme, elektroforezei
pasibaigus gelis 15 min mirkomas 10 % acto rtgsties tirpale ir 15 min
plaunamas po tekancio vandens srove. Po to gelis prilipinamas prie
Whatman® 3MM popieriaus ir kita gelio pusé padengiama polietileno
plévele. Toks gelis dziovinamas vakuuminéje geliy dziovykléje. Geliui
i8dzitivus, gelis autoradiografuojamas specialaus Fujifilm ekrano pagalba, o
rezultatai vizualizuojami fotovaizdintuvu Fujifilm FLA-5100 naudojant
raudong lazerj. Jei méginiai néra radioaktyvis, tai gelis 10 min mirkomas
vandenyje. Gelis skenuojamas fotovaizdintuvu Fujifilm FLLA-5100 naudojant
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melyng lazerj. Kiekvieno DNR produkto signalas jvertinamas
densitometriskai, Optiquant programa. Pagal gautus rezultatus, naudojant
Microsoft Office 2010 Excel programg nustatomas santykinis nukleotidy
jjungimas kiekvienam DNR produktui.

2.2.13 Sustabdyto elektroforetinio judrumo poslinkio analizé

DNR fragmenty elektroforeze¢ natyviomis salygomis vykdoma 8 %
poliakrilamido gelyje, skirta jvertinti Klenow exo- ir DNR substrato
kompleksus. I 15 mL 8 % gelio tirpalg jpilama 150 pL 10 % APS tirpalo ir
15 uL TEMED tirpalo, sumaiSoma, gelio tirpalas pilamas tarp Svariai
nuvalyty dviejy elektroforezes stikly ir jstatomos ,,Sukutés“. Geliui sustingus,
stiklai su geliu statomi ] elektroforezés aparata, aparato blokas uzpilamas 45
mM TB ektroforezés buferiniu tirpalu ir iSimamos ,Sukutés. 20 min
vykdoma elektroforezé, esant 150 V jtampai. Po to esant 20 V jtampa
jneSami DNR méginiai ir 30 min vykdoma elektroforezé esant 100 V
jtampai, o toliau 2 valandas esant 150 V jtampai.

DNR fragmenty elektroforezé vykdoma natyviomis salygomis 12 %
poliakrilamido gelyje, skirta jvertinti ZIV-1 AT ir DNR substrato
kompleksus. | 15 mL 12 % gelio tirpalg jpilama 100 pL. 10 % APS tirpalo ir
10 uL. TEMED tirpalo, sumaiSoma, gelio tirpalas pilamas tarp S$variai
nuvalyty dviejy elektroforezés stikly, paliekant apie 1 c¢cm atstumg nuo jy
virSaus. UZpilama distiliuotu vandeniu. Geliui sustingus, distiliuotas vanduo
nupilamas. Pilamas 4% poliakrilamidinio gelio tirpalas, kurio 3 mL yra
sumaiSyta su 30 pL 10 % APS tirpalo ir 3 pL TEMED tirpalo, iki
elektroforezés stikly virSaus ir jstatomos ,,Sukutés®. Geliui sustingus, stiklai
statomi ] elektroforezés aparata, aparato blokas uzpilamas 45 mM TB
ektroforezés buferiniu tirpalu ir iSimamos ,.Sukutés*. 20 min vykdoma
elektroforezé, esant 150 V jtampai. Po to jneSami DNR méginiai esant 20 V
jtampa ir 30 min vykdoma elektroforezé esant 100 V jtampai, o toliau 6
valandas esant 200 V jtampai.

Jei méginiy substratai zyméti radioaktyvia zyme, elektroforezei
pasibaigus gelis 15 min mirkomas 10 % acto riigSties tirpale ir 15 min
plaunamas po tekancio vandens srove. Po to gelis prilipinamas prie
Whatman® 3MM popieriaus ir kita gelio pusé padengiama polietileno
plévele. Toks gelis dziovinamas vakuuminéje geliy dziovykléje. Geliui
i8dzitivus, gelis autoradiografuojamas specialaus Fujifilm ekrano pagalba, o
rezultatai vizualizuojami fotovaizdintuvu Fuyjifilm FLA-5100 naudojant
raudong lazerj. Jei méginiai néra radioaktyvis, tai gelis 10 min mirkomas
vandenyje. Gelis skenuojamas fotovaizdintuvu Fujifilm FLA-5100 naudojant
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melyng lazerj. Kiekvieno DNR  produkto signalas jvertinamas
densitometriskai, Optiquant programa. Pagal gautus rezultatus, naudojant
Microsoft Office 2010 Excel programg nustatomas santykinis nukleotidy
jjungimas kiekvienam DNR produktui.
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3 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Nukleotidy modifikacijy tyrimai placiai paplite sintetinés biologijos,
genetinio kodo praplétimo tyrimy srityje (Eremeeva ir Herdewijn, 2018),
epitranskriptomos tyrimuose (Palumbo ir Beal, 2018) ir modifikuoty
oligonukleotidy gamyboje (Morihiro et al., 2017). Pirmieji modifikuoti
nukleotidai sukurti prieS pus¢ amziaus ir naudoti kaip antivéziniai ar
antivirusiniai preparatai jvairiy polimeraziy slopinimui (Jordheim et al.,
2013). Tiriant modifikuoty nukleotidy panaudojima DNR biosintezei, galima
geriau suprasti fundamentalias DNR struktiiros savybes ir polimerazéms
budingus désningumus (Kropp et al., 2018).

Retrovirusai pasiZzymi unikalia virusinés reprodukcijos strategija,
atvirkstine transkriptaze naudojant DNR biosintezei i§ virusinés RNR. Siy
retrovirusy atvirkstinés transkriptazés pasizymi kitomis biocheminémis
savybémis nei Seimininko replikacinés polimerazés. Sugebéjimas iSnaudoti
iy polimeraziy savybes leisty kurti slopiklius, nukreiptus prie§ virusines
polimerazes, bet neturinCius didelés jtakos Seimininko polimerazéms. Tuo
paciu, $iy polimeraziy gebéjimas panaudoti kitokios struktiiros nukleotidus
leisty sintetinti Kseno nukleoriigstis su pakeistomis savybémis, kas leidzia
iSplésti nukleortigiciy naudingumg biotechnologijoje ir nanotechnologijoje
(Schmidt, 2010; Pinheiro ir Holliger, 2014).

ZIV-1 atvirkstiné transkriptazé yra svarbiausias antivirusinio
gydymo taikinys. Atvirksting transkripcija stabdantys junginiai skirstomi j
kelias grupes: nukleozidinius AT slopiklius, nenukleozidinius AT slopiklius
ir naujausiag AT slopikliy klase — nukleotidams konkurencinius slopiklius
(Menéndez-Arias et al., 2017). NRTI ir NNRTI sudaro labai efektyvaus
antiretrovirusinio gydymo pagrinda (Lu et al., 2018). Nauji vaistai turi buti
reguliariai jtraukiami j prieinamy vaisty rinkinj, kad pacientai nepatirty
nepageidaujamo Salutinio poveikio (Lewis et al., 2003; Kohler ir Lewis,
2007) ar nesusidaryty viruso atsparumas vaistams (Meteer et al., 2014).
Naujy junginiy paieSka nuolat vyksta, naudojant kitokius struktiirinius
junginius, kaip piridoninius NNRTI (Medina-Franco et al., 2007; Debnath et
al., 2013) arba nukleotidus su modifikuotomis bazémis (Cihlar ir Ray, 2010;
Vivet-Boudou et al., 2011; Loeb et al., 1999; Harris et al., 2005). Kitas biidas
yra sujungti skirtingus slopiklius j vieng molekulg (Velazquez et al., 1995;
Renoud-Grappin et al., 1998; Pontikis et al., 2000) ir tikétis geresnio
efektyvumo slopinti AT.

M.MuLV AT atstovauja grupe monomeriniy retrovirusy atvirkstiniy
transkriptaziy (Hizi ir Herschhorn, 2008) ir nors struktiriskai panasi j ZIV-1
AT (Coté ir Roth, 2008), pasizymi kitomis biocheminémis savybémis.
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Klenow exo- ir Taq DNR polimerazés priklauso A Seimai (Braithwaite ir Ito,
1993), kas leisty jvertinti potencialiy virusiniy slopikliy specifiSkuma.

Sioje disertacijoje aptariamas cikliniy ir necikliniy piridoniniy
nukleozidy, kurie struktiriSkai panasiis j piridoninius NNRTI (Medina-
Franco et al., 2007; Debnath et al., 2013), panaudojamas DNR polimeraziy
slopikliy vaidmenyje. Taip pat tirtas piridoniniy nukleotidy alternatyvaus
baziy poravimosi potencialo panaudojimas DNR biosintez¢je ir iy junginiy
pritaikymas. Mes taip pat sutelkéme démesj j fosfonoacto rugsties nukleotidy
konjugatus, sukurtus taip, kad pasireiksty veikimo mechanizmu paremtas
slopinimas DNR polimerazéms.

3.1 DNR biosintezés slopinimo piridoniniais nukleozidais tyrimas

Tirti jvairiis piridoniniai junginiai, kurie turi necikling grandine (3.1
pav. A) arba deoksiriboze (3.1 pav. B). Sie junginiai struktiiriskai panasiis j
piridoninius NNRTI (Medina-Franco et al., 2007; Debnath et al., 2013).
Tikimasi, kad tiriami junginiai slopins AT ir bus galima panaudoti Siuos
junginius pagrindu slopikliy kiirimui.

A r i T ¢
HO
HO HO { ) HO ! HO. HO
N So N So N So N So N o
oH 1 oH 2 oM 3 oH 4 H 5
OH Br
B : Cl (o}
HO
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o %4 o o4 o ° HO— o
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3.1 pav. Piridoninémis bazémis ir necikline angliavandenio grandine
turinfiy junginiy struktiros schema (A) ir piridoninémis bazémis
turin¢iy nukleozidy struktiiros schema (B).

Ivertintas §iy junginiy sugebéjimas slopinti M.MuLV AT ir Klenow
exo- DNR biosinteze. Eksperimentams naudotas dTTP jjungimui tirti skirtas
DNR substratas T7/A (3.2 pav.) ir 0,1 uM dTTP bei iki 1 mM piridoniniy
junginiy koncentracija. Taip pat naudota PAA (1 mM) ir PFA (10 uM) kaip
teigiamos kontrolés slopinimo jvertimui. Reakcijos atliktos, naudojant
skirtingus reakcijos buferinius tirpalus: M.MuLV AT glutamatinis buferis su
1 mM MgCl, ir tris-acetatinis buferis su 1 mM MnSQ,, Klenow exo- atveju
naudoti glutamatinis buferis su 1 mM MgCl, ir tris-acetatinis buferis su 0,1
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mM MnSO, (Mikalkénas, 2014). Tris-acetatinis buferis yra placiai
naudojamas, jis tinka ir DNR polimerazéms. Glutamatinis buferis yra
alternatyvus DNR  polimerazéms, naudojamas, kad padidinty DNR
polimeraziy saveika su DNR substratu (Deredge et al., 2010). Naudojant
tokig sistemg, galima komplementariai jjungti iki 4 timidino nukleotidy.
Deja, né vienu tirtu atveju nepastebétas reikSmingo dTTP jjungimo j DNR
slopinimo (3.3 pav.), iSskyrus junginj 7, kuris sugeba silpnai slopinti
M.MuLV AT esant tris-acetatiniui buferiui su 1 mM MnSO, (3.3 pav. C
dalis) palyginus su PAA ir PFA salygotu fermenty slopinimu.

T7/A
5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3'" ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTAAAACCAATTGG

3.2 pav. DNR substratas T7/A naudotas nukleotidy jjungimo tyrimams.
Pradmens 5’ gale (pazyméta zvaigzdute), jvesta fosfato grupé su *°P.

A [ [ K T 6 [ 1 [ 2 [ 5 [ a1 5 T 6 [ 7 & [ 9 [ 10 | pas | pra ]
i — —— ——— — e e — ——
mlmom — —
-
Pradmuo =7
B [See [0 g J1 2 [3 J4 5 Je 7 J& Jo T [ [pas ]
Reakeiju —————_——'—_—-—
produktai
P
Pradmuo =7
C [ 0 T ® T 17 1T 3 [ 3T 3T 5 T 6 7 1 8 [ 5 [ 1o | prA [ Paa]
Reakeijy
produktai
| —— D v m— s e ) —— —— - —— ot ——
- — o — —
Pradiuo—7 &
D S T ® [ 0 [ 1 [ 2735 %[5 [ 6 7 [ s [ 5 1o [Paal P
Reakeijy - —— — — —— — - S— —— Sy
a i - f—— v — —— S— v e g Wy
Pradmuo ~¥ — e b . -———

3.3 pav. Pradmens prailginimo reakcijos su piridoniniais junginiais gelio
nuotrauka. (A) Klenow exo- katalizuojama reakcija tris-acetatiniame
buferyje su 0,1 mM MnSO,, (B) Klenow exo- katalizuojama reakcija
glutamatiniame buferyje su 1mM MgCl,, (C) M.MuLV AT katalizuojama
reakcija tris-acetatiniame buferyje su 1 mM MnSO,, (D) M.MuLV AT
katalizuojama reakcija glutamatiniame buferyje su 1mM MgCl,. Vir§ gelio
nuotraukos lentelé, kurioje pateiktos kiekvieno takelio DNR biosintezés
salygos: atitinkamas piridoninis junginys (3.1 pav.), PFA ar PAA, K — néra
slopiklio.
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3.4 pav. M.MuLV AT Kkatalizuojamos pradmens prailginimo reakcijos
gelio nuotrauka. Reakcijos atliktos tris-acetatiniame buferyje su 1 mM
MnSO, arba glutamatiniame buferyje su ImM MgCl,. Vir§ gelio nuotraukos
lentelé, kurioje pateiktos kiekvieno takelio DNR biosintezés salygos:
buferinis tirpalas, junginys 7 ir PFA koncentracijos, K — néra slopiklio.

Buvo nuspresta detaliau iStirti junginio 7 sglygota slopinimg. Tam
buvo pakeistos salygos: naudota 1 uM dTTP, junginio 7 koncentracija nuo
10 uM iki 10 mM, PFA koncentracija nuo 100 nM iki 100 uM. dTTP
jjungimo j DNR slopinimas (3.4 pav.) stebimas nuo 1 mM junginio 7, kai
PFA slopina nuo 10 uM. PFA slopina M.MuLV AT apie 100 karty
efektyviau nei junginys 7. Junginys 7 (4-hidroksi 2-piridono deoksiribozidas)
geba slopinti M.MuLV AT, kai reakcijos miSinyje yra buferis su mangano
jonais, bet slopinimas néra stebimas esant buferiui su magnio jonais. Tai
leidzia manyti, kad M.MuLV AT, esant buferiui su mangano jonais,
strukttros pasikeitimg, kas leidzia slopikliui prisijungti prie fermento. Vis
délto slopinimas yra per silpnas, palyginus su PFA, tad § junginj butina
papildomai modifikuoti, kad slopinimo efektyvumas padidéty.

3.2 Piridoniniy nukleotidy panaudojimo DNR biosintezei tyrimas

Po piridoniniy nukleozidy tyrimo buvo susidométa, ar $iy junginiy
trifosfatai veikia kaip AT slopikliai. Tam buvo paruosti penki skirtingi
piridoniniai nukleotidai (3.5 pav.).

Kadangi tirty nukleotidy nukleobaziy struktiira skiriasi nuo
pirimidininiy nukleotidy (3.5 pav.) ir Watson’o ir Crick’o baziy poros gali
nesusidaryti, buvo parinkti du skirtingi DNR substratai, kurie leisty jvertinti
piridoniniy nukleotidy jjungimg prie§ pirimidinus ar purinus (3.6 pav.).
Naudojant DNR substratg T7/A atliktos pradmens prailginimo reakcijos:
Klenow exo- ir M.MuLV AT su 100 uM tiriamy piridoniniy nukleotidy ir
naudojant glutamatinj buferj su 1 mM MgCl, (3.7 pav. A ir B dalys). Buvo
pastebétas pradmens degradavimas su tiriamais piridoniniais nukleotidais,
tik junginys 3 pasizyméjo mazesniu pradmens degradavimu ir buvo stebétas
pradmens prailginimas. Klenow exo- ir M.MuLV AT neturi 3‘-5°
egzonukleazés aktyvumo, tad paCios DNR polimerazés nesugeba
hidrolizuoti pradmens. Kontroliniame méginyje, kuriame yra visos
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reakcijos sudétineés dalys, iSskyrus DNR polimerazg ir tiriamus piridoninius
nukleotidus, pradmens degradavimas nebuvo pastebétas. Pradmuo
degradavo, kai j reakcijos miSinj vietoj nukleotidy buvo jdéta 100 uM
pirofosfato. D¢l to kilo jtarimas, kad piridoniniai nukleotidai yra uztersti
pirofosfatu, kuris per DNR polimeraziy katalizuojama pirofosforolize
sukelia stebima pradmens degradavima. Si problema buvo isspresta
panaudojant fermenta pirofosfatazg, kuri hidrolizuoja pirofosfatg iki
fosfato. Prie§ pridedant j reakcijos miSinj DNR polimerazg ir DNR
substrata, méginiai su piridoniniais nukleotidais veikiami su pirofosfotaze
(0,1 pL 1 10 pL bendra reakcijos misinj, 60 min kambario temperattroje).
Po to pridéjus i reakcijos misinj DNR polimeraze ir DNR substratg,
ivykdytos pradmens prailginimo reakcijos (3.7 pav. A ir B dalys). I§ gauty
rezultaty stebimas piridoniniy nukleotidy jjungimas ir nestebimas pradmens
degradavimas. Tolimesnése reakcijose su piridoniniais nukleotidais
visuomet prie§ pridedant j reakcijos misinj DNR polimeraze ir DNR
substratg, méginiai su piridoniniais nukleotidais buvo veikiami su
pirofosfataze.
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3.5 pav. Piridoniniy nukleotidy struktiiros. Junginiai:

1 — 3-hidroksi-5-(2-okso-1-piridil)tetrahidrofuran-2-il)metil trifosfatas,
2 — 3-hidroksi-5-(4- hidroksi-2-okso-1- piridil)tetrahidrofuran-2-il)metil
trifosfatas,

3 — 3-hidroksi-5-(4-chloro-2-okso-1-piridil)tetrahidrofuran-2-il)metil
trifosfatas,

4 — 3-hidroksi-5-(4-bromo-2-okso-1-piridil)tetrahidrofuran-2-il)metil
trifosfatas,

5 — 3-hidroksi-5-(5-karboksi-2-okso- 1 -piridil)tetrahidrofuran-2-il)metil
trifosfatas.
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T7/A
5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3' ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTAAAACCAATTGG

TFH/T

5" *TAATACGACTCACTATAGGGAGA

3" ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTTTCAAAACTC
3.6 pav. T7/A ir T7/T DNR substratai, naudoti piridoniniy nukleotidy
jjungimo tyrimams. Pradmens 5’ gale (paZyméta zvaigzdute) jvesta fosfato
grupé su 3p,

Jmginys [ K [ 1 [ 2 [ 3 [ 4T 5 TPe PR 1 [ 2 T3 ] 4757 -1
Pirafostoza). - .- [ [ .. [ [ .| _ T * | & | & | =& [ &[]
Reakeijg
produktal

a7 - TS DD s T B o

B [Gwmgms [ X [P [ T [ 2 [ 3 45 [P T [ 23 4& 5T -]
Profosfotaze | - | - | - [ - [ - | - | - [ + | + [ + | + [ + [ + | + |

produktai . B e

3.7 pav. Pradmens prailginimo reakcijos naudojant DNR substrata
T7/A su piridoniniais nukleotidais. (A) M.MuLV AT katalizuojama
reakcija, (B) Klenow exo- katalizuojama reakcija. Reakcijos atliktos su 100
UM tiriamy piridoniniy nukleotidy ir naudojant glutamatinj buferj su 1 mM
MgCl, ir vyko 5 min. Vir§ gelio nuotraukos lenteléje pateikta DNR
biosintezé¢je dalyvaujancio piridoninio nukleotido numeris (3.5 pav.).
Kontrolinis méginys, kuriame yra visos reakcijos sudétinés dalys, iSskyrus
DNR polimerazg, pirofosfataze ir tiriamus piridoninius nukleotidus,
pazymétas K.
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3.8 pav. Pradmens prailginimo reakcijos naudojant DNR substrata T7/T
su piridoniniais nukleotidais. (A) M.MuLV AT katalizuojama reakcija, (B)
Klenow exo- katalizuojama reakcija. Reakcijos atliktos su 100 uM tiriamy
piridoniniy nukleotidy ir naudojant glutamatinj buferj su 1 mM MgCl, ir
vyko 5 min. Vir§ gelio nuotraukos lentel¢je pateikta DNR biosintezeje
dalyvaujanc¢io piridoninio nukleotido numeris (3.5 pav.). Kontrolinis
meéginys, kuriame yra visos reakcijos sudétinés dalys, iSskyrus DNR
polimeraze ir tiriamus piridoninius nukleotidus, pazymétas K.

Issprendus pirofosfato uzter§Simo problema, buvo galima analizuoti
piridoniniy junginiy panaudojima DNR biosintezéje. Pradmens prailginimo
reakcijose, naudojant DNR substrata T7/A su M.MuLV AT (3.7 pav. A
dalis) ir Klenow exo- (3.7 pav. B dalis) stebimas $iy junginiy jjungimas.
M.MuLV AT sugeba panaudoti junginius 1, 3, 4, o junginio 2 produktas
nestebimas. Junginio 5 produkto signalas yra silpnas, ir stebimas pakartojus
reakcijas (duomenys nerodomi). Kiekvieno junginio jjungimas yra labai
skirtingas, efektyviausiai jjungiami 3 ir 4 junginiai. Tuo tarpu Klenow exo-
sugeba panaudoti visus junginius labai skirtingu efektyvumu, efektyviausiai
jjungiami junginiai 1, 3 ir 4, kai junginiai 2 ir 5 jjungiami silpniausiai.

Siekiant jvertinti piridoniniy junginiy specifiSkumg ir atrankuma
pries purinus DNR biosintezéje, pradmens prailginimo reakcijos buvo
atliktos naudojant kita DNR substratg T7/T. Atliktos pradmens prailginimo
reakcijos su M.MuLV AT (3.8 pav. A dalis) ir Klenow exo- (3.8 pav. B
dalis) esant 100 uM tiriamy piridoniniy nukleotidy. Su $iuo DNR substratu
M.MuLV AT sugebéjo panaudoti tik junginius 3 ir 4, o junginiy 1, 2 ir 5
jjungimas ] DNR pradmenj néra stebimas. Klenow exo- sugebéjo panaudoti
tik junginius 1, 3 ir 4, o junginiy 2 ir § jjungimas | DNR pradmen;j néra
stebimas. Junginiai 1, 3 ir 4 jjungiami tik vieng kartg ir antras jjungimas néra
stebimas.
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T7/mA
5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3'" ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTAAAATTAAGGCC

T7/mT
5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3'" ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTTTTTAATTGGCC

T7/mG
5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3' ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTGGGGCCGGAATT

T7/mC

5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA

3' ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTCCCCGGCCAATT
3.9 pav. DNR substratai T7/mA, T7/mT, T7/mG ir T7/mC, naudoti
nukleotidy jjungimo tyrimams. Pradmens 5° gale (pazyméta zvaigzdute)
jvesta fosfato grupé su >°P.

Dél sugebé¢jimo jjungti tiek prie$ adenina, tiek pries timiding buvo
nuspresta patikrinti $iy junginiy panaudojima jvairiose matricose (3.9 pav.).
Atliktos pradmens prailginimo reakcijos su naujais DNR substratais su
M.MuLV AT (3.10 pav. A — D) ir Klenow exo- (3.10 pav. E — H) naudojant
skirtingas piridoniniy nukleotidy koncentracijas. M.MuLV AT sugebégjo
jjungti junginius 3 ir 4 su T7/mA DNR substratu (3.10 pav. A), kai Siy
junginiy koncentracijos yra 1000 uM, o su kitais DNR substratais jjungimas
nebuvo stebimas (3.10 pav. B, C ir D). Klenow exo- sugeba jjungti 3 ir 4
junginius su T7/mA (3.10 pav. E) ir silpniau su T7/mG (3.10 pav. F) tirtame
koncentracijy diapozone, bei stebimas jjungimas su T7/mT (3.10 pav. G), kai
junginiy koncentracija yra 1000 uM. Su T7/mC jjungimas nebuvo stebimas
(3.10 pav. H). Junginiai 3 ir 4 jjungiami efektyviausiai, matricos grandinéje
priimtiniausios nukleobazés: A=z G> T> C.
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3.10 pav. Pradmens prailginimo reakcijos su piridoniniais nukleotidais.
Geliy nuotraukos su skirtingais DNR substratais (desinéje puséje pateikta, su
kokiais DNR substratais atliktos reakcijos). (A — D) M.MuLV AT
katalizuojama reakcija, (E — H) Klenow exo- katalizuojama reakcija.
Reakcijos atliktos su skirtingomis tiriamy piridoniniy nukleotidy
koncentracijomis, naudojant glutamatinj buferj su I mM MgCl, ir reakcijos
vyko 5 min. Vir§ gelio nuotraukos lentel¢, kurioje pateiktos kiekvieno
takelio DNR biosintezés salygos: atitinkamas piridoninio nukleotido numeris
(3.5 pav.) ir jo koncentracija.
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3.11 pav. Pradmens prailginimo reakcijos su piridoniniais nukleotidais
ir skirtingomis DNR matricomis (mA arba mG). (A) M.MuLV AT
katalizuojama reakcija su junginiu 3, (B) M.MuLV AT Kkatalizuojama
reakcija su junginiu 4, (C) Klenow exo- katalizuojama reakcija su junginiu 3,
(D) Klenow exo- katalizuojama reakcija su junginiu 4. Vir§ geliy nuotrauky
lentelés, kur pateiktos kiekvieno takelio DNR biosintezés salygos: DNR
substrato matrica, piridoninio nukleotido koncentracija, pradmens
prailginimo reakcijos trukme.

Norint jvertinti, ar stebimas DNR biosintezés sustojimas jjungus
piridono nukleotidg sukelia struktiirines klititis kito piridono nukleotido
jjungimui, buvo siekta efektyvesnio pradmeny pratesimo. Parinktas platesnis
laiko ir 2-piridono nukleotidy koncentracijy diapazonas. Pasirinktos mA ir
mG matricos (3.9 pav.), nes su Siomis matricomis geriausiai jjungiami
piridoniniai nukleotidai (3.10 pav.). M.MulV AT sugeba jjungti du ar tris
nukleotidus, esant 1000 uM piridoniny nukleotidy koncentracijai ir ilgai
reakcijos trukmei su T7/mA (3.11 pav. A ir B dalys). Tuo tarpu su DNR
substratu T7/mG piridono nukleotidy jjungimas yra menkas, stebimas tik su
1000 uM koncentracija ir 60 min trukmés reakcijoje (3.11 pav. A ir B dalys).
Klenow exo- DNA polimerazé sugeba jjungti tris ar keturius nukleotidus,
esant 1000 pM piridoniny nukleotidy koncentracijai ar ilgai reakcijos
trukmei su T7/mA (3.11 pav. C ir D dalys). Esant tarpinéms
koncentracijoms, stebimas vieno nukleotido jjungimas. Kitaip nei M.MuLV
AT, su DNR substratu T7/mG piridono nukleotidy jjungimas yra stebimas,
nors DNR polimerazé jjungia vieng nukleotidg. Junginys 3 yra
panaudojamas efektyviau nei junginys 4.
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Ribotas junginiy 3 ir 4 jjungimas j pradmen;j paskatino jvertinti DNR
grandinés biosintezés nutraukimo savybes. DNR pradmens prailginimo
reakcijos buvo atliktos su Klenow exo- ir 10 uM junginiais 3 ir 4, esant
salygoms, skirtoms gauti vienoda pradmens prailginima tik vienu nukleotidu
(3.12 pav. A dalis, takeliai 2 ir 3). Baigus reakcija, $§iy méginiy dalys buvo
papildytos dTTP ir reakcijos buvo tgsiamos. Klenow exo- gali po junginio 3
ir 4 nukleotido jjungimo j DNR granding papildomai jjungti dTTP (3.12 pav.
A dalis, takeliai 5 ir 6). Taip pat panasSiai reakcijai naudojome M.MuLV AT.
Remiantis ankstesniais duomenimis, buvo pasirinkta junginiy 3 ir 4
koncentracijos po 1000 uM, DNR pradmuo buvo papildomai prailgintas iki
1 ar 2 piridoniniy nukleotidy (3.12 pav. A dalis, takeliai 2 ir 3) pries
pridedant 10 pM dTTP. Cia stebimi pratesimo tarpiniai junginiai,
atsirandantys tikriausiai dél nepalankaus piridoniniy nukleotidy ir dTTP
santykio (3.12 pav. B dalis, takeliai 5 ir 6).

1 2 3 4 5 6
B
Reakeirg | — . a—
produktu
Pradmsd —p -
1 2 3 4 5 6 7

3.12 pav. T7/mA prailginimas su junginiais 3 ir 4, ir papildomai
pridedant dTTP. (A) Klenow exo- katalizuojamos reakcijos, (B) M.MuLV
AT katalizuojamos reakcijos. Takeliai: 1 — kontrolinis méginys, kuriame
nepridéta jokiy nukleotidy; 2 — T7/mA pradmens prailginimas su piridoniniu
nukleotidu 3; 3 — T7/mA pradmens prailginimas su piridoniniu nukleotidu 4;
4 — T7/mA pradmens prailginimas su dTTP; 5 — T7/mA pradmens, kuris
prailgintas su piridoniniu nukleotidu 3, prailginimas su dTTP; 6 — T7/mA
pradmens, kuris prailgintas su piridoniniu nukleotidu 4, prailginimas su
dTTP; 7 — kontrolinis méginys, kuriame nepridéta jokiy nukleotidy.

Remiantis turimais duomenimis, galima teigti, kad tirti piridoniniai
nukleotidai néra efektyviis DNR polimeraziy slopikliai, kurie galéty slopinti
DNR biosinteze. Nors jy jjungimas stabdo Klenow exo- ir M.MuLV AT
sugeb¢jima efektyviai jjungti kitag piridoninj nukleotida, dTTP jjungimas
néra stabdomas arba M.MuLV AT atveju stabdomas menkai. Dél junginiy 3

ir 4 jjungimo pries adenino ir guanino nukleobazes, galimas jy panaudojimas
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kaip mirting mutagenez¢ sukeliancius antivirusinius preparatus. Kadangi
M.MuLV AT jjungia silpniau nei Klenow exo-, galimas mazas
specifiSkumas AT kity polimeraziy atzvilgiu. Be to, pagal gautus duomenis
M.MuLV AT Ky reik§mé gali buti per didelé, norint panaudoti kaip
antivirusinius vaistus.

3.3 DNR biosintezés slopinimo nukleotidy konjugatais su
fosfonoacto ragstimi tyrimas

Siame tyrime mes sutelkéme démesj | fosfonoacto riigsties
nukleotidy konjugatus, sukurtus taip, kad pasireik§ty slopinimas DNR
polimerazéms. Tirti trys skirtingi PAA konjugatai, tokie kaip dTMP
konjuguotas su PAA fosfono dalimi per 5° fosfata (PAST), dTTP
konjuguotas su PAA fosfono dalimi per 5°¢ y fosfata (PASTT), ir 5 aminoalil-
dUTP (aadUTP) konjuguotas su PAA karboksigrupe per 5° amino grupe
(PAT) (3.13 pav.). Strukturiskai PAST atveju nattralaus dTTP vy fosfatas
buvo pakeistas aceto grupe, taip paliekant rysj tarp a ir B fosfaty, kuris
svarbus DNR biosintezéje. PASTT turi dTTP struktirg. PAT atveju, PAA
prijungta prie nukleobazgs.
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3.13 pav. Nukleotidy su fosfonoacto riigstimi ir Kitu tirty nukleotidy
struktiiros.
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T7/mA
5' *TAATACGACTCACTATAGGGAGA
3  ATTATGCTGAGTGATATCCCTCTARRATTARGGLCC

3.14 pav. DNR substratas T7/mA, naudotas nukleotidy jjungimo
tyrimams. Pradmens 5’ gale (pazyméta Zvaigzdute) jvesta fosfato grupé su
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3.15 pav. M\MuLV ir ZIV-1 AT T7/mA prailginimas. (A) su dTTP ir
tiriamais modifikuotais nukleotidais, (B) su dTTP ir tiriamais modifikuotais
nukleotidais, ir papildomai pridedant dATP. Lenteléje pateiktos kiekvieno
takelio DNR biosintezés salygos: atitinkama AT, nukleotidai ir jy
koncentracija.

Analizuotos DNR biosintezés reakcijos, dalyvaujant ZIV-1 ir
M.MuLV AT, taip pat Klenow exo- ir Taqg DNR polimerazéms. DNR
biosintezés tyrimams buvo naudota T7/mA DNR substratas (3.14 pav.), i
kurj tyrimo salygomis galima jjungti keturis dTTP i§ eilés. Siekiant geriau
jvertinti biosintezés produktus, buvo pasirinktas 5 min. reakcijos laikas (3.15
ir 3.16 pav.). Polimerazés skyrési savo gebé&jimu panaudoti tiriamus
konjugatus kaip substratg. Visy iSbandyty polimeraziy atveju tik PASTT
jjungimas buvo panasus kaip dTTP. PrieSingai, PAST buvo panaudojamas
tik ZIV-1 AT (3.15 pav.), ir tik nedidelis 8io junginio kiekis buvo
panaudojamas M.MuLV AT ir Klenow exo- po ilgesnés trukmés ir esant
didesnéms PAST koncentracijoms (duomenys nerodomi). Taq polimeraze
nesugeba PAST jjungti | DNR (3.16 pav.). PAT jjungimas | DNR skyrési
kiekvienos DNR polimerazés atveju. Sis modifikuotas nukleotidas buvo
panaudotas ZIV-1 AT ir Klenow exo- DNR polimeraziy, nors ir Siek tiek
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mazesniu efektyvumu palyginus su dTTP (3.15 ir 3.16 pav.). M.MuLV AT ir
Taq DNR polimerazés jjungia nedidelj PAT kiekj (3.15 ir 3.16). Visos DNR
polimerazés pasizyméjo panaSia nukleotidy jjungimo tendencija:
dTTP=PASTT> PAT >> PAST.

Norédami patikrinti, ar PAA modifikuoty nukleotidy jjungimas
sutrikdé DNR substrato struktiirg, kas gali trukdyti tolesniam DNR pradmens
pratesimui, reakcijoje buvo jtrauktas papildomas Zzingsnis. Tam jvertinti
buvo atliktos DNR pradmens prailginimo reakcijos su tiriamais junginiais ir
papildomai pridedant dATP reakcija tesiama dar penkias minutes.
Pailgéjimas vyko tik tada, kai pradmuo turéjo keturis jjungtus dTTP
nukleotidus. Pradmens produktai, turintys tris ar maziau jjungty nukleotidy,
dél substrato strukttiros negali biiti prailginami su dATP (3.15 B dalis ir 3.16
pav. A ir B dalys). PASTT atveju su visais fermentais DNR produktai
panasiis | dTTP produktus, kas leidzia manyti, kad PASTT nepasizymi
slopinimu (3.15 B dalis ir 3.16 pav. A ir B dalys). Su PAT, DNR produktai
skiriasi nuo dTTP. Nors dATP jjungimas stebimas su ZIV-1 AT ir Klenow
exo-, kas rodo, kad PAT nestabdo dATP jjungimo (3.15 B dalis ir 3.16 pav.
A dalis), vis dar stebimi tarpiniai produktai, ypatingai su Klenow exo-.
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3.16 pav. T7/mA prailginimas su dTTP ir tiriamais modifikuotais
nukleotidais, ir papildomai pridedant dATP. (A) Klenow exo-
polimerazés katalizuojama reakcija, (B) Taq polimerazés katalizuojama
reakcija. Lenteléje pateiktos kiekvieno takelio DNR biosintezes salygos:
nukleotidai ir jy koncentracija, dATP papildomas jdéjimas.
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3.17 pav. T7/mA prailginimas su PAT. (A) su ZIV-1 AT, (B) M.MuLV
AT, (C) Klenow exo- polimerazé, (D) Taq polimerazé. Lenteléje pateiktos
kiekvieno takelio DNR biosintezés salygos: PAT koncentracija, reakcijos
trukme.

Dél skirtingo PAT panaudojimo DNR polimerazémis buvo nuspresta
detaliau i3tirti $io junginio jjungima. ZIV-1 AT sugebéjo j pradmenj jjungti 4
PAT nukleotidus. Silpnesnis jjungimas stebimas ties 0,1 pM PAT
koncentracija (3.17 pav. A dalis). Tuo tarpu M.MuLV AT pasizyméjo silpnu
jungimu, PAT keturi nukleotidai jjungiami esant didelei PAT
koncentracijai, kai reakcijos trunka 15 min arba 60 min (3.17 pav. B dalis).
Esant 10 pM ir maZesnéms koncentracijoms, dominuoja vieno nukleotido
jjungimas (3.17 pav. B dalis). Klenow exo- polimerazé kur kas efektyviau
panaudojo PAT DNR biosintezei nei M.MuLV AT, bet silpniau nei ZIV-1
AT (3.17 pav. C dalis). Stebint nukleotidy jjungimo priklausomybe nuo
laiko, biidingi pirmo arba antro nukleotido dominuojantys produktai. Taq
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polimerazé panaudoja PAT mazesniu efektyvumu nei M.MuLV AT (3.17
pav. D dalis). ZIV-1 AT i§ visy tiriamy polimeraziy geriausiai panaudoja
PAT DNR biosintezei. Kitos trys DNR polimerazés turé¢jo mazesnj gebéjima
jtraukti minétg junginj: Klenow exo- > M.MuLV AT > Taq polimeraz¢. Taip
pat Siy fermenty DNR biosintezés metu buvo stebimi tarpiniai pradmens
prailginimo produktai, apimantys vieng ar du PAT nukleotidus. Toks
laipsnis$kas reakcijos tarpiniy produkty susidarymas budingas DNR
polimerazei veikiant distributyviniu biidu. Tuo tarpu DNR biosinteze
vykdant su dTTP, naudojami fermentai pasizymi procesyviniu DNR
biosintezes bidu.

ZIv-1 AT M.Mulv AT
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9E+8 4E+8
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7FE+8
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PAT aadUTP with PAA aadUTP

3.18 pav. Pradmens prailginimas esant PAT, aadUTP ir PAA miSiniui
arba vien aadUTP. Polimerazés, naudojami pradmens pratgsimos reakcijose
nurodytos vir§ grafiko. PAT, aadUTP ir PAA koncentracijos pateiktos
zemiau grafiko. Reakcijos trukmé 5 min. Skaiciuojant reakcijos rezultatus,
atsizvelgiama j jtraukty nukleotidy kiekj ir nurodomas bendras juostos dydis.
Skirtingos juostos dalys Zymi atitinkamy produkty pasiskirstymg ir
nurodytos grafiko legendoje.

Norint iSsiaiskinti, kodél jjungiant PAT sumazéjo polimeraziy
procesyvumas, pradmens prailginimo reakcijos buvo atliktos su vien tik
PAT, aadUTP ir PAA miSiniu, kuriame aadUTP kiekis lygus PAA, arba vien
aadUTP ir jvertinta densitometriskai (3.18 pav.). Stebimi rySktis skirtumai
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tarp DNR polimeraziy sugeb¢jimo panaudoti PAT ir aadUTP (3.18 pav.).
ZIV-1 AT DNR produktuose dominuoja 3 ir 4 nukleotido jjungimo
produktai su PAT ir aadUTP, iSskyrus mazesng PAT koncentracijg (3.18
pav. ZIV-1 AT). M.MuLV AT atveju dominuoja vieno nukleotido jjungimo
produktas, kai antro ir kity nukleotidy jjungimo DNR produkty stebimi
mazesni kiekiai (3.18 pav. M.MuLV AT). Tai rodo, kad tiek PAT, tiek
aadUTP pakeicia Sios AT veikima. Klenow exo- DNR produktai primena
tarpinj varianta tarp tiriamy AT. PAT atveju, stebima 1 ir 2 jjungimo
produktai ir kity DNR produkty mazesni kiekiai (3.18 pav. Klenow exo-).
Kai reakcijos miSinyje yra aadUTP, 3 ir 4 nukleotido jjungimai pradeda
dominuoti ties didesnémis $io nukleotido koncentracijomis. PAA buvimas
neslopino aadUTP panaudojimo DNR biosintezei, iSskyrus M.MuLV AT
(3.18 pav.). Be to, nedidelis reakcijos stimuliavimas stebimas su Klenow
exo-. Akivaizdu, kad funkcinés grupés nukleobazés 5 pozicijoje prigimtis
ir/ar dydis yra svarbus nukleotidy jjungimui j DNR.

Dél prasto jjungimo j DNR tikétasi, kad PAST ir PAT gali slopinti
DNR polimerazes, todél S$ie junginiai buvo atrinkti konkurenciniam
pradmeny prailginimui su dTTP (3.19 pav.). Siam eksperimentui dTTP
koncentracija buvo pasirinkta 1 uM, taip pat naudotas slopiklis PAA, kad
buty galima palyginti slopinimo efektyvuma, ir pavieniai PAST ir PAT
nukleotidai, kad buty galima jvertinti jy jjungimg j DNR. Slopikliy
koncentracijos parinktos didesnés 10, 100 ir 1000 karty, nei dTTP
koncentracija. Toks slopinimo jvertinimas apribotas: PAST ir dTTP jjungimo
produktas yra tas pats nukleotidas, o PAT jjungimo produktas pasizZymi
skirtingu judrumu gelyje, palyginus su dTTP produktu. Bendrai tikimasi, kad
slopinimas stebimas per DNR produkty profilio pasikeitimg — DNR gamybos
sumazgjima, palyginus su natiiraliu junginiu ir slopinant PAA. PAST
nepasizymejo slopinimu nei su Klenow exo- DNR polimeraze (3.19 A dalis),
nei su MMMuLV AT (3.19 B dalis), nei su ZIV-1 AT (3.19 C dalis)
(Ravoityté, 2014), netgi kai koncentracija buvo 1000 karty didesné nei
dTTP, kai tuo tarpu PAA ties Sita koncentracija sugeba slopinti. Klenow exo-
DNR polimerazé (3.19 A dalis), M.MuLV AT (3.19 B dalis) ir ZIV-1 AT
(3.19 D dalis) (Ravoityte, 2014) tiriamomis salygomis sugebéjo jjungti PAT,
sprendziant i§ DNR produkty judrumo pokycio lyginant su vien dTTP ir vien
PAT meéginiais. PAT DNR produktai skyrési tarp tirty DNR polimeraziy,
ypatingai su M.MuLV AT. Kai PAT koncentracija 10 uM, Sis nukleotidas
sugeba nukonkuruoti dTTP ties 1 uM, ir stebima PAT DNR produktai su
Klenow exo- DNR polimeraze (3.19 A dalis) ir ZIV-1 AT (3.19 D dalis). Su
M.MuLV AT DNR produkty judrumas panasus j dTTP produktus. Tuo tarpu

su visomis DNR polimerazémis, kai PAT koncentracija 1000 uM, stebimas
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Sio nukleotido substratinis slopinimas, lyginant su PAT jjungimu, kai néra
dTTP.
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3.19 pav. T7/mA konkurencinis prailginimas (A) su Klenow exo-
polimeraze, (B) su M.MuLV AT, (C) ir (D) su ZIV-1 AT (Ravoityte, 2014).
Lenteléje pateiktos kiekvieno takelio DNR biosintezés salygos: PAT, PAST,
dTTP ir PAA koncentracijos.

Siekiant i3siaiskinti, kodél Klenow exo- polimerazé ir ZIV-1 AT
ribotai jjungia PAT, buvo tiriamas polimerazés prisijungimas prie DNR
substrato, kai kompleksas yra katalizikai kompetentingas. DNR substrato ir
DNR polimerazés komplekso judrumo pokyciai turéty priklausyti nuo
fermento konformacijos. Tai leisty jvertinti bendra tretinio komplekso
konformacija. Siame tyrime buvo naudojami du natiralds nukleotidai —
dTTP ir dATP — ir modifikuoti PAST ir PAT, kas leisty identifikuoti tiek
specifinius, tiek nespecifinius kompleksus. Pradmens pratgsimo reakcija
truko penkias minutes, ir reakcijos produktai buvo iStirti pagal 2.2.13
skyriuje aprasyta metodika. Nesant nukleozidy trifosfaty ar esant su PAST,
Klenow exo- polimerazés prisijungimas prie DNR substrato Siek tiek
silpnesnis, palyginus dTTP arba PAT (3.20 pav., A dalis, takeliai 2 — 8).
Esant dATP, stebimas Klenow exo- polimerazés prisijungimas prie DNR
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substrato yra labai silpnas (3.20 pav., A dalis, takeliai 9 ir 10). Klenow exo-
ir DNR substrato komplekso stabilumas gali priklausyti nuo dNTP buvimo.
Be to, su dATP ir PAT stebimas skirtingo judrumo kompleksy susidarymas
(3.20 pav., A dalis, takeliai 8 — 10). dATP buvo jterptas j pradmenj gana
neveiksmingai, kaip rodo denatiiruojancio gelio elektroforezé (3.20 pav., B
dalis, takeliai 9 ir 10). Tuo tarpu PAT jjungimas buvo efektyvesnis (3.20
pav., B dalis, takeliai 7 ir 8). Miisy rezultatai rodo, kad dalyvaujant DNR ir
PAT, kataliziSkai kompetentingame trinariame komplekse Klenow exo-
polimerazés konformacija pakeista. ZIV-1 atvirkstinés transkriptazés tretiniy
kompleksy analizé su nukleotidais taip pat parodé konformacinius pokycius
(3.21 pav. A dalis). Cia PAT savo sudétyje turintis kompleksas migravo Siek
tiek grei¢iau nei dTTP turintis tretinis kompleksas (3.21 pav. A dalis 7 ir 8).
Be to, stebima laisvo DNR substrato migracija rodo, kad tretinis kompleksas
su PAT gali buiti mazai stabilus (3.21 pav. A dalis, takelis 8).
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3.20 pav. Klenow exo- T7/mA prailginimas su dTTP, PAST, PAT ar
dATP (A) tirtas natyviu PAGE ar (B) denatiiruojanciu PAGE. Lenteléje
pateiktos kiekvieno takelio DNR biosintezés salygos: nukleotidai ir jy
koncentracija. 0 rodo, kad nepridéta nukleotidy, + reiskia pridéta DNR
polimerazé ir naudojama kaip kontrolinis méginys, - reiskia, kad méginyje
néra DNR polimerazés ir naudojama kaip kontrolinis méginys jverti DNR ir
polimerazés kompleksy buvimui.
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3.21 pav. ZIV-1 AT T7/mA prailginimas su dTTP, PAST, PAT ar dATP
tirtas natyviu PAGE ar denatiiruojanciu PAGE. Lentel¢je pateiktos
kiekvieno takelio DNR biosintezés salygos: nukleotidai ir jy koncentracija. 0
rodo, kad nepridéta nukleotidy, + reiSkia pridéta DNR polimerazé ir
naudojama kaip kontrolinis méginys, - reiSkia, kad méginyje néra DNR
polimerazés ir naudojama kaip kontrolinis méginys jverti DNR ir
polimerazés kompleksy buvimui.

T7A/mA
5y TAAT*ACGACTCACTATAGGGAGA
3" ATTA TGCTGAGTGATATCCCTCTAAAATTAAGGCC

3.22 pav. DNR substratas T7A/mA, naudotas nukleotidy jjungimo
tyrimams. Fluorescenciné zZymé Atto488 yra prijungta pric T7-PrA488
pradmens ketvirto nukleotido, dT (pazyméta zvaigzdute), nuo 5° DNR galo.

Siekiant i3siaiskinti ZIV-1 AT ir DNR komplekso migravimo
ypatumus su skirtingais nukleotidais, buvo optimizuoti natyvaus
poliakrilamidinio  gelio elektroforezés parametrai. Naudotas gelis,
pagamintas i§ nukleortgséiy elektroforezés 12% poliakrilamidinio gelio
tirpalo. Elektroforezé vykdoma 5 °C temperatiiroje 6 valandas. Reakcijos
atliktos, esant 100 nM ZIV-1 AT koncentracijai ir 40 nM T7A/mA DNR
substratu (3.22 pav.), su dATP, dGTP ir dCTP misiniu, dTTP, PAT ir PAST
(3.23 pav.). ZIV-1 atvirkstinés transkriptazés tretiniy kompleksy analizé su
nukleotidais parodé ryskesnius konformacinius pokycius (3.23 pav. A dalis).
Cia kompleksas su PAT migravo §iek tiek grei¢iau nei dTTP turintis tretinis
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kompleksas ir panasiai kaip dTTP neturintis kompleksas (3.23 pav. A dalis,
takeliai 3, 4 ir 5). Stebima papildoma DNR substrato juostelé su dTTP (3.23
pav. A dalis, takelis 4), bet tai tikriausiai yra DNR substratas su keturiais
jjungtais dTTP, remiantis denatiiruojancio gelio rezultatais (3.23 pav. B
dalis, takelis 4). Nestebima pakitusi DNR substrato migracija miSinyje su
PAT (3.23 pav. A dalis, takelis 5). Prisijungus PAT ar jjungus PAT j DNR,
Klenow exo- polimerazés ir ZIV-1 AT tretinis kompleksas turi alternatyvia
konformacija. Klenow exo- alternatyvus tretinis kompleksas su PAT primena
tretinius kompleksus, kai jjungiami klaidingi nukleotidai. Tuo tarpu ZIV-1
AT ir DNR substrato kompleksas su PAT pasizymi pakitusiu judrumu.
Biitini tolimesni tyrimai siekiant, i$siaiskinti tikslius fosfonoacto riigSties
sukeltus pokycius.
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3.23 pav. ZIV-1 AT T7A/mA prailginimas su dTTP, PAST, PAT ar —
dTTP (dCTP, dATP ir dGTP misSinys) natyviu PAGE ar
denatiruojanfiu PAGE. Lentel¢je pateiktos kiekvieno takelio DNR
biosintezés salygos: nukleotidai ir jy koncentracija. 0 rodo, kad nepridéta
nukleotidy, + reiskia pridéta DNR polimerazé ir naudojama kaip kontrolinis
meginys, - reiskia, kad méginyje néra DNR polimerazes ir naudojama kaip
kontrolinis méginys jverti DNR ir polimerazés kompleksy buvimui.
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3.4 Aptarimas

Modifikuoty nukleotidy panaudojimas DNR biosintezéje ir jy
tyrimai yra svarbiis sintetinei biologijai, modifikuoty oligonukleotidy
gamybai, antivéziniy ar antivirusiniy preparaty jvertinimui. Sioje
disertacijoje aptariamas cikliniy ir necikliniy piridoniniy nukleozidy
panaudojamas DNR polimeraziy slopinimui. Taip pat tirtas piridoniniy
nukleotidy alternatyvaus baziy poros panaudojimas DNR biosintezéje. Mes
taip pat sutelkéme démesj | fosfonoacto riigSties nukleotidy konjugatus,
sukurtus taip, kad pasireiksty veikimo mechanizmu paremtas slopinimas
DNR polimerazéms.

Tirtas piridoniniy nukleozidy sugeb¢jimas slopinti M.MuLV AT ir
Klenow exo- DNR biosintezg. Né vienu atveju nepastebétas reikSmingas
dTTP jjungimo | DNR slopinimas. Tik junginys 7 (4-hidroksi 2-piridono
deoksiribozidas) geba slopinti M.MuLV AT, kai reakcijos miSinyje yra
buferis su mangano jonais, bet slopinimas néra stebimas esant buferiui su
magnio jonais. Magnio jonai dazniausiai naudojami in vitro ir spéjama, kad
in vivo atvirkstinés transkriptazés irgi naudoja juos DNR biosintezei. Taciau
M.MuLV ir kity gamaretrovirusy AT DNR biosintezei in vitro sugeba
panaudoti mangano jonus (Herschhorn ir Hizi, 2010). Mangano jonai siejami
su DNR polimeraziy sumaz¢jusiu tikslumu dél sugebéjimo stipriau prijungti
trifosfatus ir stabilizuoti tautomerines baziy poras (Vashishtha et al., 2016).
Junginio 7 sugebé¢jimas slopinti M.MuLV AT, esant buferiui su mangano
jonais, rodo galimag fermento struktiiros pasikeitima, kas leidzia slopikliui
prisijungti prie fermento. Bitini papildomi tyrimai, norint iSsiaiskinti §io
piridoninio nukleozido slopinimo mechanizmg.

IStirtas piridoniniy nukleotidy panaudojamas DNR polimeraziy
vykdomoms reakcijoms. Tyrimui pasirinktos DNR polimerazés — Klenow
exo- ir M\MMuLV AT - skirtingomis savybémis ir pritaikymu pasiZymintys
fermentai. Klenow exo- sugebéjo halogenintus piridoninius nukleotidus
jjungti prie§ matricinius nukleotidus A ir G, kai M.MuLV AT jjungimas
daug silpnesnis. Tai rodo skirtingg fermenty pritatkomumg naudojant
dirbtines baziy poras. Nors Klenow exo- polimerazés veikimas gali padidinti
klaidy kiekj ir paskatinti mutageniSkuma, in vivo DNR polimerazé 1 arba
bakterijy reparacijos sistemos galéty paSalinti neteisingai jjungtus
nukleotidus.

Piridoniniy nukleotidy savybiy iStyrimas padeda atskleisti
nukleobazés pakaity jtaka DNR biosintezés efektyvumui. Pana$iis junginiai
naudoti, siekiant iSsiaiSkinti fluoro pakaito aromatiniame Ziede jtaka baziy
pory susidarymui. Sios poros buvo maZiau stabilios nei fluoropiridony
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tarpusavio ir heteroporos, iSskyrus su G ir A. Pory stabilumui daug jtakos
turi hidrofobiné sgveika ir galimi vandeniliniai ryS$iai tarp funkciniy grupiy
(Hwang et al., 2007). Halogeninty piridoniniy nukleotidy jjungimas
efektyvesnis nei nemodifikuoto ar 4-hidroksi piridoniniy nukleotidy. Tai
rodo, kad chloro ar bromo grupés efektyviau sgveikauja su DNR polimeraziy
aktyviuoju centru. Paprastai halogeny atomai vaistiniuose junginiuose
dalyvauja netiesioginése hidrofobinéje sgveikose arba uzpildo tuscias ertmes
ir nedalyvauja sudarant stabilizuojancias sgveikas. Elektrony turtingos
grupés — deguonies, azoto ir sieros atomai, taip pat aromatinés m-elektrony
grupés, halogeno atomai, kai struktiiriSkai jmanoma, gali sudaryti
halogeninius rySius su aplinkinémis aminoriig§timis (Parisini et al., 2011).
Vis dél to tyrimai su baziy poromis, kuriuose funkcinés grupés pakeistos
taip, kad vietoj vandeniliniy rySiy susidaryty halogeninai rysiai, rodo, kad
halogeninis rysis silpnesnis nei vandenilinis rySis arba strukttriskai sunkiau
susidaro (Parker et al., 2012; Tawarada et al., 2008). Halogeno grupiy
jvedimas gali padidinti DNR stabilumg (Ramzaeva et al., 2014) arba
slopikliy efektyvuma (Herman et al., 2012).

Fosfonoacto riig§tis pasizymi antivirusiniu aktyvumu prie§
Herpesviridae narius (Overby et al., 1977), kai jos analogiskos struktiiros
fosfonoforminé riigstis pazymi placiu antivirusiniu aktyvumu prie$ jvairius
Herpesviridae ir Retroviridae narius (Oberg, 1982). Norint pasiekti geresnj
gimininguma su pasirinktomis DNR polimerazémis, PAA konjuguota su
skirtingomis  nukleotido  pozicijomis. @~ DNR  prailginimo  metu
mazamolekulinis slopiklis, konjuguotas su nukleotidu, turéty atsirasti
aktyviame polimerazés centre. Sis slopiklis, biidamas netoli kataliziniy
aminortgséiy, didele vietine koncentracija kompensuos mazg fosfonoacto
rigsties giminingumga. Nustatyta, kad paruosty konjugaty 5’ fosfato regiono
strukttra svarbi DNR polimeraziy atpazinimui. Tikriausiai dél to PASTT,
kuris turi nepazeista 5° trifosfaty struktiirag, buvo efektyviau jjungiamas nei
PAST.

Nukleobazés C5 padétis pirimidine tinkama jvairiy funkciniy grupiy
jjungimui § DNR. Su 5-aminoalilo grupe konjuguota PAA, palyginus su
daugeliu kity nukleobazés modifikacijy, kuriuvos DNR polimerazés
panaudoja efektyviai, nepasizymi ypatingu dydziu ir kruviu (Hollenstein,
2012; Welter et al., 2016; Hottin ir Marx, 2016). Prisijungus PAT ar jjungus
PAT j DNR, Klenow exo- polimerazés ir ZIV-1 AT tretinis kompleksas turi
alternatyvig konformacija. ZIV-1 AT DNR polimerizacijos metu gali turéti
skirtingas konformacijas — atidaryta (Ding et al., 1998) ir uzdaryta (Hsiou et
al., 1996), kurios apsprendzia fermento veikimg. Su nenukleozidiniais AT

slopikliais ZIV AT jgyja alternatyvig konformacija (Esnouf et al., 1995), kuri
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néra kataliziskai efektyvi. PFA (tikriausiai tas pats galioja PAA)
prisijungdamas prie ZIV-1 AT, sulaiko ja pretranslokacijos biisenoje
(Marchand et al., 2006). PAT jjungimas i DNR gali potencialiai sulaikyti
ZIV-1 AT pretranslokacijos biisenoje. Klenow exo- alternatyvus tretinis
kompleksas su PAT primena tretinius kompleksus, kai jjungiami klaidingi
nukleotidai. Tai leidzia spéti, kad PAT jjungimas j DNR sumazina
polimerizacijos efektyvuma ir gali padidinti egzonukleazinj aktyvumg. DNR
polimerazé I arba Klenow fragmentas su 3‘-5° egzonukleazés aktyvumu
turéty pasiZzyméti dar mazesniu sugebéjimu jjungti PAT. Reikia papildomy
tyrimy, siekiant iSsiaiskinti tiksly fosfonoacto rtgsties sukeltus pokycius, o
tikslinga §iy mazamolekuliniy junginiy konjugacija su nukleotidais gali tapti
pagrindu tolesniam naujy antivirusiniy vaisty kiirimui.
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ISVADOS

Piridoniniai nukleozidai neslopina Klenow exo- ir M.MuLV AT
vykdomos DNR biosintezés, iSskyrus junginj 7 (4-hidroksi
2-piridono deoksiribozidas). Junginio 7 slopinimo savybés M.MuLV
AT pasireiskia tik reakcijos miSinyje esant mangano jonams.
Klenow exo- ir M.MuLV AT gali jjungti i DNR vieng ar kelis
piridoninius nukleotidus. Junginiai 3 ir 4 (4-chloro ir 4-bromo
piridoniniai nukleotidai) panaudojami efektyviausiai, o matricos
grandingje priimtiniausios nukleobazés: AZG>T>C. Piridoniniy
nukleotidy jjungimas turi nedidelj poveikj tolesniam pradmens
prailginimui natiiraliais nukleotidais.

M.MuLV AT, ZIV-1 AT, Klenow exo- ir Taq DNR polimerazéms
biidinga panasi tirty nukleotidy konjugaty jjungimo efektyvumo
tendencija: dTTP=PASTT>PAT>PAST.

PAST neslopina visy tirty polimeraziy vykdomo DNR pratgsimo su
dTTP, o PAT yra jjungiamas DNR biosintezés metu kartu su dTTP.
Klenow exo— polimerazei ir ZIV-1 AT biidingi alternatyviy
konformacijy trinariai kompleksai su PAT.
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