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SANTRUMPOS

(v/v) — volume/volume — koncentracija pagal tiirj / tiryje;

(w/v) — weight/volume — koncentracija pagal masés dalj / tiryje;

(w/w) — weigth/weight — koncentracija pagal masés dalj / maséje;

BSA — bovine serum albumin — jauéio serumo albuminas;

CFPS — cell-free protein synthesis — belasteliné baltymy sintezg;

CRISPR — clustered regularly interspaced short palindromic repeats —
taisyklingai pertraukti trumpi susitelke palindrominiai pasikartojimai;

DLS — dynamic light scattering — dinaminis $viesos sklaidymo metodas;
DTT - ditiotreitolis;

EF-G - elongation factor G — transliacijos ilginimo veiksnys G, dar
vadinamas translokaze;

EF-Ts — elongation factor thermo stable — termiskai stabilus transliacijos
ilginimo veiksnys;

EF-Tu - elongation factor thermo unstable — termiSkai nestabilus
transliacijos ilginimo veiksnys;

EGTA — etilenglikolio-bis(B-aminoetileterio)-N,N,N’ N’-tetraacto riigstis;
EDTA — etilendiaminotetraacto riigstis;

eGFP — enhanced green fluorescent protein — zaliai fluorescuojantis
baltymas su pagerintu grandinés susisukimu 37°C;

FACS — fluorescence-activated cell sorting — tékmés citometrijos metodas,
FDG - fluoresceino-di-B-D-galaktopiranozidas;

HeLa — nemirtinga gimdos kaklelio véziniy lasteliy linija paimta i§ Henrietos
Laks (angl. Henrietta Lacks) 1951 m.;

HIV — human immunodeficiency virus — zmogaus imunodeficito virusas;

IF — initiation factor — transliacijos pradéties veiksnys;

IVC — in vitro compartmentalization — in vitro kompartmentalizacija;

IVTT —in vitro transkripcija ir transliacija;

kbp — kilobaziy poros;

LacZ — fermentas B-galaktozidazeé;

LAMP — loop mediated isothermal amplification — izoterminis DNR
padauginimo biidas pasitelkiant Kilpas;

MDA — multiple displacement amplification — amplifikacija / padauginimas
daugybiniu nustimimu;



Mg-PP; — magnio pirofosfatas;

mpRCA — multiply-primed rolling circle amplification — riedan¢io rato
padauginimo reakcija / amplifikacija, naudojant daug pradmeny;

NAIMA — NASBA implemented microarray analysis — DNR mikrogardeliy
analizé paremta NASBA metodu;

NASBA — nucleic acid sequence based amplification — nukleortigs¢iy seka
paremtas padauginimas;

NEB — jmoné New England Biolabs;

NR — nukleortigstis;

PDMS - polydimethylsiloxane — polidimetilsiloksanas;

PFO - 1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-oktanolis;

phi29 — fagas phi29;

Poloksameras 407 — nejoninis surfaktantas, kurio centriné dalis sudaryta i$
56 propilenglikolio monomery, o krastinés dalys turi po 101
polietilenglikolio monomera (12500 Da);

PTFE — politetrafluoroetilenas;

PTKY — protein tyrosine kinase 7 — 7-0ji baltymy tirozino kinazé;

RCA — rolling circle amplification — riedanéio rato padauginimo reakcija /
amplifikacija (dar Zinoma RCR angl. rolling circle replication);

RF — release factor — transliacijos baigties veiksnys;

SEM - scanning electron microscope - skenuojantis elektroninis
mikroskopas;

SDS - sodium dodecyl sulfate — natrio dodecilsulfatas;

S. F. V. —santykiniai fluorescencijos vienetai;

Sgc8 — DNR aptameras, atrinktas pagal giminingumag CCRF-CEM
leukemijos Igsteliy linijai;

T7 RNR polimerazé — fago T7 RNR polimerazg;

TEM — transmission electron microscope — perSvieCiamas elektroninis
mikroskopas;

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)propano-1,3-diolis.



IVADAS

Didelio nasumo (angl. high throughput) metodai vis dazniau naudojami
vairioms mokslinéms problemoms spresti, pavyzdZziui, naujy vaisty vystyme
(Gupta ir kt., 2017), naujy fermentiniy aktyvumy paieSkai genominése
bibliotekose (Zapata-Pérez ir kt., 2016), optimaliy augimo salygy suradimui
(De Diego ir kt., 2017) ar naujy rasiy aptikimui mikrobiomos méginiuose
(Lynch ir Neufeld, 2016). Taciau, net naudojant robotizuotas sistemas, tokio
pobiidzio darbai uztrunka ilgai ir reikalauja nemazy iSlaidy reagentams
(Price ir Paegel, 2016). Vis dazniau didelés patikros reikalaujanciy problemy
sprendimui pasirenkama laseliy mikroskysé¢iuose technologija (angl. droplet
microfluidics) — metodas, kuris nenusileidzia savo nasumu roboto darbui,
taciau gali sumazinti i§laidas 8 kartais (Huang ir Densmore, 2014).

Mikroskys¢iy technologija yra pritaikoma jvairiose srityse: molekuliy
detektavimui, medicininiams ir fluorescenciniam vaizdinimui, vaisty
perne$imui, diagnostikai bei Igsteliy tyrimuose (Chou ir kt., 2015). Be jau
iSvardinty sri¢iy, $i technologija yra pritaikoma ir kryptingai baltymy
evoliucijai (Gielen ir kt., 2018, Obexer ir kt., 2016 ir Ryckelynck ir kt.,
2015). Daznai kryptingos evoliucijos darbai yra pradedami genetinés
medziagos padauginimo Zzingsniu, nes, net naudojant keliy pikolitry tiirio
laselius, vienos DNR molekulés nepakanka efektyviai baltymo sintezei
(Fallah-Araghi ir kt., 2012 ir Stapleton ir Swartz, 2010).

Sio darbo metu sickéme sukurti metoda, kuris leisty viename
mikroskopiniame laSelyje turéti daug tos pacios DNR molekulés kopijy.
Taip pat buvo siekiama surasti tokias reakcijos salygas, kurios leisty patogiai
surinkti ir iSgryninti padaugintas DNR molekules ir, jy nesumaiSius,
panaudoti kitoms reakcijoms. Toks, sékmingai i§vystytas, metodas ateityje
galéty biiti panaudotas ne tik kryptingai baltymy evoliucijai, bet ir Igsteliy
vizualizavimui ar prie§vézinio vaisto perneSimui (Zhu ir kt., 2013 ir Lee ir
kt., 2012). Darbo metu buvo sukurtos DNR mikrodalelés, kurios nekelia
pavojaus aplinkai ir zmogui, nes jy sintezei yra naudojamos natiralios,
gamtoje randamos medziagos: magnis, pirofosfatas ir nukleortgstys
(Shopsowitz ir kt., 2014).



Darbo tikslas: pavieniy DNR molekuliy padauginimo ir kondensavimo j
mikrodaleles paruoSiamieji darbai, daleliy susidedanc¢iy i§ DNR ir magnio
pirofosfato gryninimas ir panaudojimas baltymy sintezei in vitro.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti pavieniy DNR molekuliy padauginima laseliuose;

2. Istirti reakcijos salygas, turinCias jtakos DNR daleliy, susidedanéiy i§
padaugintos DNR ir magnio pirofosfato kristaly, susidarymui
laseliuose;

3. Atskirti DNR daleles nuo kity reakcijos komponenty ir laisvos DNR,
kuri lieka tirpale;

4. Tvertinti DNR daleliy taikomumg in vitro transkripcijos ir transliacijos
reakcijoje.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Sio darbo metu buvo i§vystytas izoterminis DNR padauginimo metodas
leidziantis pavienes, ziedines DNR molekules konvertuoti j DNR ir magnio
pirofosfato mikrodaleles. DNR buvo amplifikuojama 4 pikolitry tario
vandens laseliuose naudojant phi29 DNR polimeraze ir kitus, DNR sintezei
reikiamus reakcijos komponentus. Darbo metu buvo rastos salygos
sumazinanc¢ios DNR praradima dél nespecifinés adsorbcijos mazy
koncentracijy DNR tirpaluose (maziau nei 100 pg/ul). Taip pat istirta jvairiy
DNR padauginimo reakcijos komponenty jtaka mikrodaleliy susidarymui.
Parinktos tokios reakcijos salygos, kuriose susintetintas nukleortigSties
kiekis yra pakankamas, kad ji, kartu su magnio pirofosfatu, suformuoty
mikrometro dydzio daleles. Nors panaSaus tipo struktGros buvo gautos
ankstesniuose darbuose matrica panaudojant DNR molekuliy mi$inj, tadiau
Siame darbe pirma kartg Sios sudétingos struktiiros dalelés buvo gautos nuo
pavieniy DNR molekuliy. Taip pat darbo metu buvo istirta kokig jtaka
daleliy susidarymui ir daleliy dydziy pasiskirstymui turi phi29 DNR
polimerazés inaktyvavimas kar$¢iu. Miisy turimomis ziniomis, pirma kartg
sios DNR dalelés buvo gautos pasitelkiant riedancio rato DNR amplifikacija,
naudojancia nespecifinius, 3’—> 5’ egzonukleaziniam aktyvumui atsparius
6 nt pradmenis (angl. multiply-primed rolling circle amplification —
mpRCA). Susintetinus mikrodaleles, susidedancias i§ DNR ir magnio
pirofosfato, buvo jvertintas jy i$skyrimas i§ reakcijos miSinio panaudojant
centrifugavima ir restrikcijos endonukleazes. ISgrynintos dalelés buvo
panaudotos kaip matrica baltymy sintezei in vitro, sékmingai susintetinant
eGFP baltymg ir fermentg -galaktozidaze.

Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, jog darby metu buvo
iSvystytas metodas, leidZiantis padauginti pavienes DNR molekules ir
sukondensuoti padauginta DNR j mikrodaleles. Ateityje toks metodas galéty
pasitarnauti kuriant naujg mikroskys¢iy in vitro evoliucijos technologija.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pavieniy DNR molekuliy padauginimas

Pavieniy DNR molekuliy padauginimas yra molekulinés biologijos
metodas daznai naudojamas DNR sekoskaitoje, pavieniy lasteliy tyrimuose
ar in vitro evoliucijos metoduose (Thompson ir Milos, 2011). Ta¢iau XX
amziaus 10-ojo deSimtmecio pabaigoje buvo pastebéta, kad bandyti
padauginti pavienes DNR molekules atskiestuose reakcijos tirpaluose
iprastos PGR pagalba yra neefektyvu (Kalinina ir kt., 1997). Problema
pradéta spresti mazinant reakcijos tiirj ir taip didinant DNR koncentracija.
Sios idéjos praktinis jgyvendinimas pirmg karta buvo atliktas mikrokapiliare
(Kalinina ir kt., 1997). Véliau atsiradusi mikroskysciy technologija pasitilé
daugiau ir jvairesniy biidy sumazinti reakcijos tiirj ir padidinti reakcijy
nasumg: mikroskyséiy sklendinés sistemos, mikroskys¢iy Sulinéliai ar
monodispersiniai laseliai (Quan ir kt., 2018).

DNR padauginimo reakcijos tiiris buvo mazinamas nuo nL (mikroskysciy
sklendinés ar mikroskys¢iy besisukanciy disky sistemos) iki pl (atviri
mikro$ulinéliai, mikroskys¢iy ertmés ar laseliai) (Quan ir kt., 2018) ar net fL
(mikroskys¢iy laSeliai ar mikroreaktoriai) (Leman ir kt., 2015 ir Men ir kt.,
2012). Yra net sukurtos laseliy sistemos, kurios panaudojo atolitry tiirio
lagelius (1< 1078 litro) B-galaktozidazés ir Sarminés fosfatazés fermentiniy
reakcijy stebéjimui (Ono ir kt., 2018). Mazo turio sistemos suteikia ne vieng
pranaSumga DNR padauginimo reakcijoms atlikti: maZesnés reagenty
sgnaudos, mazesnis DNR padauginimo nuokrypis (angl. amplification bias)
ir mazesné svetimos DNR jtaka (Nishikawa ir kt., 2015). Taciau Sios
sistemos turi ir silpny viety, pavyzdziui, padauginti ilgesnius DNR
fragmentus gali buti sudétinga (Guttenberg ir kt., 2005).

1.1.1. Pavieniy DNR molekuliy padauginimas PGR metodu

Vieni pirmyjy bandymy padauginti pavienes DNR molekules
mikroskysc¢iy sistemose buvo atlikti pritaikant jprastg PGR. Pirmosios tokios
sistemos naudojo sklendines mikroskysc¢iy sistemas, kuriose reakcijos ttris
buna keli Simtai pikolitry ar keliolika nanolitry. Pavyzdziui, 450 pl tirio
mikroreaktoriuose pavyko padauginti 34 RNR molekules (Marcus ir kt.,
2006) arba nanolitry taryje - <11 RNR molekuliy (Toriello ir kt., 2006).
Vykdant kiekybing PGR 33 nL tario reaktoriuose buvo nustatyta viena
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kDNR molekulé (Morrison ir kt., 2006). Sklendinés mikroskys¢iy sistemos
suteikia galimybe padauginti pavienes DNR molekules ir tai atlikti tuo pat
metu  keliuose atskiruose mikroreaktoriuose, esanéiuose  vienoje
mikrogardeléje. Todél Sios sistemos vis dazniau pritaikomos jvairiuose
analizés metoduose. Pavyzdziui, yra sukurta mikroskysciy gardelé, kurioje
yra atliekama pavienés lgstelés lizé¢, KDNR sintezé ir DNR padauginimas, po
to sekantis méginio i$skirstymas i 20 mikroreaktoriy bei skirtinga kPGR
kiekviename mikroreaktoriuje (VanInsberghe ir kt., 2018). Si sistema buvo
sékmingai iSbandyta su K562 ir Ba/F3 véziniy lasteliy linijomis.

Sklendinés mikroskys¢iy sistemos daznai yra projektuojamos i§ keliy
skirtingy kamery. Sis projektavimo principas leidzia vienoje mikrogardeléje
atlikti kelis procesus vieng po kito, pavyzdziui, analizuoti DNR iskart po
padauginimo. Vykdant pavieniy DNR molekuliy padauginimg kitose
sistemose arba norint atlikti sudétingesne analize tenka ieskoti biidy mazo
DNR Kkiekio pernesimui. Vienas tokiy metody, lengvai perkelti padauginta
DNR | jvairius taikymus, yra PGR reakcijos vykdymas medziagos
pavirSiuje. Vienos molekulés padauginimo produktai gali buiti surenkami
dalelés pavirSiuje, kai vienas i§ pradmeny yra jtvirtintas dalelés pavirSiuje
arba kai vienos molekulés padauginimas yra vykdomas atskirame
mikroreaktoriuje, turin¢iame tik vieng dalelg. Tokiose sistemose molekuliy
surinkimui yra naudojamos sefarozés (Kumaresan ir kt., 2008), polistireno
(Sepp ir kt., 2002) ar magnetinés dalelés (Diehl ir kt.,, 2006). Po
padauginimo dalelés yra surenkamos centrifuguojant arba naudojant
magnetg ir gali biiti panaudojamos tolesniuose analizés etapuose. Nors
pirmosios sistemos galéjo padauginti tik nedidelius DNR fragmentus (<240
bp, Dressman ir kt., 2003), taciau vélesniuose darbuose pavyko pagerinti §j
rezultatg iki 450 bp (Tiemann-Boege ir kt., 2009).

Koncentruoti vienoje erdvéje padaugintas DNR molekules galima ir gelio
pagalba. Pradmuo naudotas PGR buvo jtvirtintas Zemo lydymosi tasko
agarozéje, todél padauginta DNR liko nanolitry torio gelinéje daleléje (Leng
ir Yang, 2013). Sis metodas, papildytas mikrosulinéliy matrica, buvo
panaudotas absoliutaus DNR kiekio nustatymui (Li ir kt., 2018). DNR
sekoskaitos ir FACS pagalba buvo patvirtinta, kad DNR esanti gelio dalelése
yra monokloning, todél gali biiti panaudota vienos lastelés geny ekspresijos
tyrimams, aptamery atrankai ar oligonukleotidy analizei.

Dar vienas metodas pavieniy DNR molekuliy padauginimui yra
skaitmeninis PGR (angl. digital PCR). Sio metodo vystymo pradzia yra
siejama su PGR, kuriame naudojami persidengiantys pradmenys, angliskai
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vadinamo nested PCR (Sykes ir kt., 1992). Véliau PGR vykdymas buvo
perkeltas | maza turj kapiliaruose (Kalinina ir kt., 1997). Galiausiai metodas
buvo atlickamas mikroplokSeliy formate ir pavadintas skaitmeniniu PGR
(Vogelstein ir Kinzler, 1999). Nors metodg ribojo méginiy skaicius, reikéjo
jdéti daug ranky darbo ir sunaudoti nemazai reagenty, bet jis buvo
panaudotas jvairioms problemoms spresti: DNR  molekuliy kiekio
nustatymas formalino biopsijos méginiuose, véziniy Zymeny nustatymas
onkologinéje terapijoje ar neinvazinis vaisiaus aneuploidijos nustatymas
(McCaughan, 2009, Zimmermann ir kt., 2008). Véliau skaitmeninis PGR
buvo perkeltas j mikroskysé¢ius. Sis sprendimas leido sumazinti reagenty
sgnaudas, padidinti nasumg ir automatizuoti metoda (Kelly ir Griffiths,
2007). Dabar skaitmeninis PGR daznai yra lyginamas su kiekybiniu PGR
metodu. Pirmasis yra maziau jautrus fermenty slopikliams, nereikalauja
kalibracinés kreivés, tiksliau nustato absoliuty molekuliy skaiéiy, taciau §io
metodo atkartojamumas klinikiniuose tyrimuose dar néra deramai patikrintas
praktikoje (Quan ir kt., 2018).

1.1.2. Pavieniy DNR molekuliy padauginimas izoterminiu metodu

Pavieniy DNR molekuliy padauginimo metodai naudoja ne tik PGR, bet
ir DNR amplifikacija pastovioje temperatiiroje. Siems metodams néra
biitinas temperatiiros gradientas, todél jy jgyvendinimas praktikoje yra
paprastesnis. Izoterminiuose DNR padauginimo metoduose grandiniy
atskyrimas yra pasiekiamas naudojant polimerazg pasizyminéig grandinés
nustimimo aktyvumu.

2000 m. buvo pirmg kartg aprasytas izoterminis DNR padauginimo btdas
pasitelkiantis kilpas, angliskai dar vadinamas loop mediated isothermal
amplification arba LAMP (Notomi ir kt., 2000). Be buferinio tirpalo ir DNR
pradmens, $iam medotui reikia grandinés nustimimo aktyvuma turincios
polimerazés (dazniausiai Bst), kaitinimo elemento ir specifiniy pradmeny
rinkinio (1.1. pav.). Pirmaisiais kartais, kai metodas buvo pritaikytas
mikroskys¢iy gardelése, sekmingam padauginimui uzteko 50 — 150 DNR
kopijuy (Lee ir kt., 2007). Metodas buvo vystomas toliau ir, gana greitai, buvo
pasiekta galimybé padauginti vieng DNR molekule (Lam ir kt., 2008).
LAMP naudojancios mikroskys¢iy sistemos pasizymi dar ir tuo, kad DNR
iSgavimas, lasteliy lizé ir lasteliy detektavimas gali biiti vykdomas tame
pac¢iame mikroreaktoriuje. 66°C temperatiiroje lastelé zista (E. coli), jos
DNR difunduoja is Igstelés ir yra iSkart panaudojama padauginimo zingsnyje
(Safavieh ir kt., 2012). LAMP buvo pritaikytas HIV (Curtis ir kt., 2008) ir
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salmoneliy ,,prie ligonio lovos® (angl. point-of-care, Hsieh ir kt., 2012)
nustatymui. Sis metodas taip pat buvo pritaikytas naudoti neSiojamame
mikroskyséiy prietaise, skirtame elektrocheminiam hepatito B viruso
nustatymui (Jayanath ir kt., 2018). D¢l savo paprastumo, §is metodas, vis
dazniau yra panaudojamas lauko praktikoje (Lee, 2018).

3
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B2 ©5
BIP pradmuo B1¢
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1.1. pav. LAMP reakcijos schema. Schemoje pradmeny sekos yra pazymétos
spalvotais staciakampiais bei Salia esancia raide su skai¢iumi. Padauginamos sekos
galuose yra po tris pradmeny sekas. Pirmuose DNR padauginimo etapuose
naudojami FIP (angl. — Forward Inner Primer) ir BIP (angl. - Backward Inner
Primer) pradmenys, kurie jveda F1c ir B1c sekas. Sios sekos yra komplementarios
F1 ir B1 sekoms ir padeda sudaryti F ir B kilpas. Sioms kilpoms komplementariis
FIP ir BIP pradmenys toliau tarnauja sekané¢iame eksponentiniame padauginimo
etape (Wong ir kt., 2017).

Dar vienas metodas skirtas DNR padauginimui yra vadinamas NASBA
(angl. nucleic acid sequence based amplification) (1.2. pav.). Sis metodas
nenaudoja matricai dvigrandés DNR, bet yra naudojama RNR seka. NASBA
naudoja du RNR specifinius pradmenis ir tris fermentus: pauksciy
mieloblasty viruso atvirkSting tranksriptaze, T7 viruso nuo DNR
priklausomg RNR polimeraze ir RNaz¢ H. Padauginimas paprastai
pradedamas nuo RNR antriniy strukttiry i§lydymo 65°C. Tuomet reakcija
perkeliama j 41°C ir pridedami fermentai. Naudojant vieng i§ pradmeny

(turintj T7 promotoriaus sekg) ir atvirkSting transkriptaze yra gaunama
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1.2. pav. NASBA reakcijos schema. Reakcija pradedama nuo viengrandés RNR.
Atvirkstiné transkriptazé susintetina pradinei RNR komplementarig kopijine DNR, o
RNazé H pasalina prading RNR grandine. Viengrandé DNR Kartu su kitu pradmeniu
pasitarnauja matrica antrosios grandinés sintezei. Si DNR seka yra panaudojama

T7 RNR polimerazés susintetinti daug RNR molekuliy kopijy, kurios yra
komplementarios pradinei RNR molekulei. Procesas yra kartojamas nuo pradziy
naudojant susintetintas RNR molekules (Jean ir kt., 2001).

hibridiné molekulé sudaryta i§ RNR ir DNR seky. Reakcijos miSinyje esanti
RNazé¢ H degraduoja hibridinés molekulés RNR seka. Tuomet prie
viengrandés DNR molekulés prisijungia antrasis pradmuo ir atvirkstiné
transkriptazé susintetina antragja DNR granding. Nauja, dvigrandé DNR
molekulé, turinti T7 promotoriaus seka, yra panaudojama T7 RNR
polimerazés linijiniam RNR molekuliy padauginimui.
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NASBA metodas buvo pirmg kartg pritaikytas mikroskysciuose 2004 m.,
nustatant zmogaus papilomos viruso 16 bp seka (Gulliksen ir kt., 2004).
Taciau tik sujungus NASBA metoda su mikrogardeliy technologija buvo
sukurtas NAIMA metodas, galintis padauginti dvi DNR molekuliy kopijas
(Morisset ir kt., 2008). Sis metodas buvo pritaikytas nustatyti GMO maiste,
séklose ar paSaruose.

MDA (angl. multiple displacement amplification) — DNR padauginimas
daugybiniu nustimimu. Paprastai Sioje reakcijoje matrica yra naudojama
linijiné DNR molekulé ir nespecifiniai, 3°-5° egzonukleaziniam aktyvumui
atspartis 6 nt pradmenys. Pradmenys prisijungia skirtingose DNR grandinés
vietose, nuo kuriy inicijuojama DNR grandinés sintezé. Phi29 DNR
polimerazei priartéjus prie vietos, kurioje matrica yra dvigrandé, antra
grandiné yra nustumiama naudojant grandinés nustimimo aktyvumg (Dean
ir kt., 2002), ko pasekoje MDA reakcija yra vykdoma pastovioje
temperatiroje.

MDA reakcijos metu yra labai paprasta padauginti net labai mazus DNR
kiekius. Dél to, vykdant §ig reakcijg mégintuvélyje, reakcijos produktai gali
labai lengvai uzsitersti svetima DNR ir kaip parodyta kai kuriuose darbuose
tik ~30 % gauto produkto turi tiksling seka (Marcy ir kt., 2007). MaZinant
MDA reakcijos tlirj galima padidinti reakcijos specifiskumg (Hutchison ir
kt.,, 2005). MDA gali bati naudojama vienos lastelés sekvenavimui
(Hosokawa ir kt., 2017), DNR molekuliy kiekio nustatymui pavienése vézio
lastelése (Kim ir kt., 2017), viso genomo padauginimui metagenominiuose
tyrimuose (Hammond ir kt., 2016) ar zmogaus ziediniy RNR molekuliy
nustatymui (Wang ir kt., 2017).

RCA (angl. rolling circle amplification) — riedanc¢io rato padauginimo
reakcija irgi yra izoterminé DNR padauginimo reakcija, tik joje kaip matrica
yra naudojama Ziediné DNR molekulé¢ (Demidov, 2002). Ziediné molekulé
gali bati sudaryta sujungiant linijinés DNR molekulés galus j vientisg Zieda,
naudojant pradmenj, komplementary abiems galams. Toks konstruktas yra
paveikiamas ligaze ir naudojamas RCA reakcijai. Po RCA reakcijos
padauginta DNR yra viengrandé, linijiné molekulé, kurioje Kkartojasi
matricos seka.

mpRCA — (angl. multiply-primed rolling circle amplification) riedancio
rato padauginimo reakcija, naudojant nespecifinius, 3’-5” egzonukleaziniam
aktyvumui atsparius, 6 nt ilgio pradmenis. Si reakcija tarsi sujungia du DNR
padauginimo mechanizmus: RCA ir MDA (Dean ir kt, 2001). DNR

padauginimas yra vykdomas nuo ziedinés molekulés, naudojant atsitiktinés
17



sekos 6nt pradmenis (1.3. pav.). Sios reakcijos metu DNR gali biti
padauginta daugiau nei 10° Karty (Lizardi ir kt., 1998). Si reakcija
mokslingje literatiiroje vadinama ir kitais pavadinimais: hyperbranched
RCA, exponential RCA (Dean ir kt., 2001).

) AT
0-0-0~ K%

— DNR
— Pradmenys
< phi29 DNR polimeraze

1.3. pav. mpRCA reakcijos schema. Zitrint i§ kairés j desine, pirmiausia prie DNR
grandinés (juoda) prisitvirtina pradmenys (Zali). Phi29 DNR polimerazé (mélyna
rodyklé) vykdo naujos DNR grandinés sintez¢ iki pasiekia dvigrandg vieta.
Grandinés sintezé yra t¢siama, o komplementari grandiné yra nustumiama.
Nustumtoje viengrandéje DNR yra naujy viety pradmenims prisijungti. Prisijungus
pradmenims, priartéja Kitos phi29 DNR polimerazés molekulés ir toliau vyksta DNR
sintezé.

Auksé¢iau minétos DNR padauginimo reakcijos yra pritaikomos jvairiems
molekuliniams metodams: mutacijy indentifikavimui ir pavieniy molekuliy
skaiCiavimui (Lizardi ir kt, 1998), nekultivuojamy virusy genomy
tyringjimui (Johne ir kt., 2009). RCA reakcija turi ne vieng jdomy
pritaikyma. RCA reakcija sujungus su ligavimo reakcija buvo nustatytas
vieno nukleotido polimorfizmas (Qi ir kt., 2001). Siame metode yra
padauginama tik tokia seka, kuri pilnai atitinka ligavimo pradmens seka.
Panasus metodas, paremtas vienos bazés mutacijos nustatymu, gali
detektuoti antibiotikams atsparia tuberkuliozés forma (Minero ir kt., 2020).
Kitame metode RCA reakcijai panaudotas pradmuo, kovalentiniu rySiu
prijungtas prie antikiinio. Sukurtas molekulinis konstruktas buvo panaudotas
ultrajautriam antigeny nustatymui (Schweitzer ir kt., 2000). RCA reakcija
taip pat buvo panaudota ATP aptikimui (Cho ir kt., 2005). Pastarajame
metode ligavimg atliko aptazimo molekulé, aktyvuojama ATP. Sujungus
DNR molekule j ziedg, galéjo vykti Sios molekulés padauginimas ir
detektavimas. Verta paminéti ir tai, jog sumazinus dNTP ir tRNR kiekj, $i
reakcija taip pat gali bati vykdoma kartu su in vitro tranksripcija ir
transliacija (Sakatani ir kt., 2015).
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1.1.2.1. phi 29 DNR polimerazé DNR padauginimui izoterminiu metodu

MDA, RCA ir mpRCA metoduose yra naudojama phi 29 DNR
polimerazé. Phi29 yra Bacillus subtilis bakteriofagas, kurio tyrimai buvo
pradéti daugiau nei pries 50 mety. 1966 metais buvo paskelbta bakteriofago
morfologija ir jo DNR dydis, nustatytas elektroniniu mikroskopu (Anderson
ir kt., 1966). Kiek véliau buvo nustatyta, kad bakteriofago replikacijai yra
reikalingi du baltymai: p3 ir p2 (Blanco ir Salas, 1985). P3 yra 266 amino
ragsciy baltymas, kuris jungiasi prie DNR terminalinio adenino per
diestering jungtj su 232 serinu ir atlieka pradmens funkcija. Todél Sis
baltymas yra vadinamas terminaliu baltymu. Tuo metu buvo suzinota, kad
p2, 66 kDa baltymas, pasiZzymi polimeraziniu ir 3’-5’ egzonukleaziniu
aktyvumais. Dabar §is baltymas yra geriau zinomas kaip phi29 DNR
polimerazé. 1985 m. taip pat buvo parodyta, kad siy dviejy baltymy uztenka,
kad biity galima gauti pilno ilgio phi29 fago DNR sintez¢ (Blanco ir Salas,
1985). Praéjus keleriems metams buvo suzinota, kad phi29 DNR polimerazé
pasizymi dideliu procesyvumu ir gali susintetinti DNR grandines, kuriy ilgis
yra didesnis nei 70 kbp (Blanco ir kt., 1989). Siuo darbu taip pat buvo
suzinota, kad §i polimerazé pasizymi grandinés nustimimo aktyvumu.
Vykstant fago DNR replikacijai p3 baltymas prisijunia prie phi29 DNR
polimerazés. Susidares kompleksas yra svarbus proceso iniciacijai. DNR
grandinés sintezés metu, prijungus 6-9 nukleotidus, polimerazéje vyksta
struktdiriniai poky¢iai ir, jjungus 10-g nukleotidg, fermentas pilnai
disocijuoja nuo p3 baltymo (Mendez ir kt., 1997). Siek tiek véliau buvo
pirma kartg nustatyta phi29 DNR polimerazés kristaliné struktara (1.4. pav.)
(Kamtekar ir kt., 2004).

Lyginant su kitomis B §eimos polimerazémis, phi29 — turi du papildomus
subdomenus: TPR1 ir TPR2. Sie subdomenai yra konservatyvis
polimerazése, kurios prisijungimui prie DNR naudoja papildoma baltyma.
TPR2 subdomeno pasalinimas susilpnina DNR  suri§img, sumazina
procesyvumg ir visiSkai panaikina grandinés nustimimo aktyvumag
(Rodriguez ir kt., 2005). Kiti subdomenai yra jprasti B Seimos
polimerazéms. Delno subdomene yra Kkatalizine funkcijg atliekancios ir su
DNR saveikaujancios aminoriig§¢iy liekanos. PirSty subdomenas sgveikauja
su jeinanciais ANTP, o nyksc¢io — su DNR, stabilizuodamas dalj prisijungusia
pradmenj.
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1.4. pav. Phi29 DNR polimerazés baltymo struktiira. a) paveikslélyje pavaizduota

polimerazé be DNR, o b) — su DNR.

Baltymo struktiira abiejuose paveiksléliuose pavaizduota juostomis (angl. ribbons).

Raudona spalva pazymétas egzonukleazinis domenas, subdomenas — rozine,
—geltona, TPR2 — zydra, pir§ty — mélyna ir nykscio — zalia.

DNR molekulé, b) paveikslélyje, pavaizduota erdve uzpildan¢iu modeliu (angl.

space-filling). Geltona spalva zymi granding, pilka — sintetinama, 0

zalia — nekoduojancig granding (Kamtekar ir kt., 2004).

Delno, nyks¢io, TRP2 ir TRP1 subdomenai formuoja j zieda panasia
struktiira, apgaubiancia sintetinama DNR granding (Berman ir kt., 2007). Si
struktira yra svarbi fermento procesyvumui (Rodriguez ir kt., 2005).

DNR sintezés metu yra naudojami deoksinukleotidai. Jy skilimo metu yra
gaunama daug energijos, Kkurios dalis yra panaudojama jjungti naujg
nukleotida j sintetinamag granding. Yra manoma, kad kita dalis gautos
energijos yra panaudojama DNR i$vyniojimui (Alberts ir Sternglanz, 1997).
Sintezés metu polimerazé yra stumiama j priekj ir grandinés nustimimo
aktyvumas yra sukuriamas TRP2, delno ir nyksc¢io subdomeny kartu su
egzonukleaziniu domenu. Jie apgaubia koduojan¢iag granding ir sudaro
siaurg, ~10 A, tunelj, talpinantj tik vieng granding (Berman ir kt., 2007). Sis
tunelis, biidamas per siauras dvigrandei DNR, tarsi pleiStas atskiria
nekoduojancig granding.

Egzonukleazinis domenas yra sudarytas i§ Egzol, Egzoll ir Egzo III
subdomeny. Sis domenas veikia polimerazei jterpus nukleotida, kuris néra
komplementarus koduojanéiai grandinei (Garmendia ir kt., 1992). Domene
esantys du dvivalenfio metalo jonai gali pasalinti 3’ gale esancius
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nukleotidus 500 nt/s greic¢iu (Esteban ir kt., 1994). Inaktyvavus §j domena,
polimerazé pasiekia tokius pacius sintezés greic¢ius esant 350 karty mazesnei
dNTP koncentracijai (Garmendia ir kt., 1992). Phi29 DNR polimerazés
klaidy daznis yra 1 x 10°-107 klaidy/bp (Esteban ir kt., 1993). Sios
polimerazés klaidy daZnis yra palyginamas su kity didelio tikslumo
polimeraziy klaidy dazniu, pavyzdziui, Pful polimerazés jis yra lygus
7 x 107" klaidy/bp (Reagin ir kt., 2003).

Literatiroje yra daznai minima, kad phi29 DNR polimerazé pasizymi
dideliu procesyvumu. Ji gali jjungti 70000 nukleotidy vieno prisijungimo
metu, 50 nukleotidy per sekunde grei¢iu (Blanco ir kt., 1989).

D¢l auksciau aptarty savybiy ir dél to, kad $i polimerazé gali naudoti
atsitiktinius pradmenis, ji yra daznai naudojama viso genomo padauginimo
reakcijose  (angl. whole genome amplification), riedan¢io rato
amplifikacijoje (angl. rolling circle amplification).

1.2.In vitro baltymy sintezé

Baltymai yra viena svarbesniy funkciniy ir strukttriniy biomolekuliy.
Paprastai jie yra sintetinami lasteliy, taciau apie 50-us metus pasirodé
pirmieji darbai parodantys, kad baltymus galima sintetinti ir mégintuvélyje
(Hoagland ir kt., 1958, Nirenberg ir Matthaei, 1961). Ankstyva logaritming
augimo faze pasiekusios W3100 E. coli lgstelés buvo malamos ir
centrifuguojamos skirtingomis saglygomis. Surinktos frakcijos: S-30, S-100 ir
W-Rib, buvo papildomos druskomis, aminoragstimis ir RNR. Nuo to laiko,
in vitro baltymy sintezés sistemos tapo daug geriau iStobulintos ir §iuo metu
yra naudojamos kuriant naujas genetines sistemas (Shin ir Noireaux, 2012),
naujus transkripcijos faktorius (de los Santos ir kt., 2016), jterpti j baltymus
nestandartines aminortigstis (Hong ir kt. 2014), sintetinti Zmoniy baltymus
(Oza ir kt., 2015), kurti biosensorius ar in vitro evoliucijos metodus
(Dodevski ir kt., 2015) bei nustatyti antiCRISP baltymus (Wandera ir kt.,
2020). Visos $ios sistemos remiasi galimybe sintetinti baltymus in vitro.

1.2.1. Siuolaikinés in vitro baltymy sintezés sistemos komponentai

Pirmosios stabilios in vitro baltymy sintezés Sistemos buvo sudarytos i$
E. coli ekstrakto, ATP ir ATP regeneruojancios sistemos, pridétiniy
aminorfigs¢iy ir RNR (Nirenberg ir Matthaei, 1961). Mety bégyje ne vienas
sistemos komponentas buvo tobulinamas.

In vitro baltymy sintezés sistema dar gali biiti vadinama belasteline
baltymy sintezés sistema (CFPS, angl. cell-free protein synthesis system)
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(Hillebrecht ir Chong, 2008) arba in vitro transkripcijos ir transliacijos
sistema (IVTT, angl. in vitro transcription-translation system) (Kumar ir
Chernaya, 2009). Abu $ie pavadinimai reiskia tg patj ir gali bati vartojami
kaip sinonimai.

Paprastai IVTT sistema susideda i$ trijy sisteminiy komponenty: 1) DNR,
koduojancios dominantj baltyma, 2) energijos perdirbimo sistemos,
reikalingos regeneruoti ATP ir mazas biomolekules ir 3) in vitro
transckripcijai, transliacijai ir metabolizmui reikalingy lastelés komponenty.

IVTT reakcijai galima naudoti linijing DNR arba superspiralizuota
plazmiding DNR. Didziausios baltymo iSeigos yra pasiekiamos naudojant
superspiralizuotg plazmid¢ (Invitrogen, 2011). Manoma, kad linijiniai DNR
substratai yra maziau stabilis dél reakcijos miSinyje likusiy citoplazminiy
egzonukleaziy (Sun ir kt., 2014). Taciau tokius substratus galima lengvai ir
greitai pasiruosti PGR reakcijos pagalba, taip iSvengiant klonavimo
procediiros. Todél renkantis linijinj DNR substratag daznai yra imamasi
papildomy priemoniy: naudojami nukleaziy inhibitoriai, DNR seka yra
dirbtinai ilginama, DNR padauginima su pradmenimis, turinciais
fosfotionato grupes, ar naudojami stabilizuojantys baltymai, suriSantys DNR
ir ja apsaugantys nuo nukleaziy poveikio.

Energijos perdirbimo sistema yra svarbi in vitro transkripcijos ir
transliacijos sistemos dalis (Calhoun ir Swartz, 2007). Baltymo sintezé IVTT
sistemose baigiasi dél to, kad yra iSnaudojamas visas turimas ATP rezervas
(Kim ir Swartz, 2000). Sékmingam energijos perdirbimo sistemos darbui
gali tekti apsvarstysi daugybés jvairiy komponenty regeneravima: kalio ir
magnio jony, glutamato, fermenty kofaktoriy, didziaenergiy fosforo donory,
tRNR, nukleotidy trifosfaty ar kity molekuliy. 3-fosfogliceratas,
fosfoenolpiruvatas ir kreatino fosfatas buvo naudojami kaip didZiaenergiai
fosforo donorai. Taip pat buvo iSbandyti ir ekonomiskai patrauklesni
metodai, naudojantys gliukozg, piruvatg ar fruktozés 1,6-difosfats.

Vienas pirmyjy ir paprasCiausiy metody padidinti IVTT reakcijos
energijos atsargas ir taip prailginti pacia reakcija buvo atliktas Kim ir Swartz
2000 m. (Kim ir Swartz, 2000). Baltymy sintezés reakcija periodiskai buvo
papildoma fosfoenolpiruvatu, kuris piruvato kinazés yra verCiamas j
piruvatg, kad biity susintetinta viena ATP molekulé. Sis metodas leido
baltymy sintezés laikg pailginti nuo 20 iki 80 minuciy. Taciau tokia sistema
turéjo keletg triikumy. Fosfoenolpiruvatas buvo sunaudojamas ne tik ATP
sintezei, bet ir kity fermenty likusiy lgsteliy ekstrakte. Kitas sistemos

trikumas buvo reakcijos miSinyje besikaupiantis neorganinis fosforas, kuris
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chelatavo magnj ir taip mazino jo aktyviag koncentracijg. Todél
fosfoenolpiruvatas buvo pakeistas kreatino fosfatu ir j reakcijos misinj buvo
periodiskai jdedama magnio. Baltymo sintezés reakcija galéjo vykti ilgiau
nei 2 h ir buvo pasiekta 1,3 mg/ml baltymo iseiga (Kim ir Kim, 2009).

Taciau kreatino fosfato ir magnio papildymo metodas turé¢jo savo
tokumy. Papildomas reagenty pridéjimas ne visuomet yra galimas, o
susidares magnio pirofosfatas gali turéti inhibicinj poveikj baltymy sintezei.
Todél buvo ieSkoma alternatyviy metody ATP regeneravimui. Buvo
pasiiilyta energijos perdirbimo sistemos alternatyva panaudojanti piruvato
oksidazg. Papildomai pridéjus Sio fermento, jis sunaudoja neorganinj fosfata
acetilfosfato sintezei (1.5. pav.). Gauti reakcijos produktai yra sunaudojami
fermenty, jau esanciy ekstrakte: vandenilio peroksidas suskaldomas
katalazés, o acetilfosfatas yra acetato kinazés panaudojamas ATP sintezei.
Be fosfato sunaudojimo, $i sistema turéjo dar vieng pranaSumg prie$
fosfoenolpiruvatag ar kreatino fosfata: piruvatas yra pigesnis substratas.
TaCiau papildomos iSlaidos pridétinei piruvato oksidazei mazino §j
pranaSsumg. Be jau iSvardinty pranasumy, naujoji energijos perdirbimo
sistema turé¢jo ir naujg trikuma. Piruvato oksidacijai reikéjo deguonies.
Reakcija vykdant mazame tiryje, tai nebuvo problema, taciau bandant
didinti reakcijos turj, gali reikéti papildomos deguonies tiekimo ir
paskirstymo sistemos.

piruvato
p oksidazé _ katalazé | .
Piruvatas + O, + Pn + H,0 e [Acetilfosfatas +CO, + HZOZ_—p H,0 + %20,

A

endogeningé
acetato kinazé

P Acetatas |
ADP  ATP
A

. Pn | <@—— Transkripcija ir transliacija

1.5. pav. Piruvato oksidazés sistemos principiné schema. Energija IVTT reakcijai
yra suteikiama panaudojant piruvatg ir piruvato oksidaz¢. ATP - adenozintrifosfatas;
ADP — adenozindifosfatas; Pn - neorganinis fosfatas.
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Energijos perdirbimo sistemos tobulinimas buvo tgsiamas. Papildomo
fermento prid¢jimo problema buvo sprendziama efektyvesniu esamy
fermenty panaudojimu. IVTT reakcijos misinys buvo papildytas NAD ir
CoA kofaktoriais, ko pasekoje ekstrakte esanti piruvato dehidrogenazé verté
piruvata acetil-CoA. Pastarasis junginys buvo veréiamas acetilfosfatu
endogeninés fosfotransacetilazés. Sig sistema galima buvo sujungti su
fosfoenolpiruvato sistema, kurioje piruvatas buvo galutinis ir nepanaudotas
produktas (Kim ir Swartz, 2001).

Energijos perdirbimo sistema, galinti panaudoti ekstrakte jau esancius
fermentus, atrodé¢, kaip patraukli alternatyva. Todél buvo stengiamasi rasti
naujy biidy, kaip panaudoti endogeninius glikolizés fermentus ir pigius
substratus ATP regeneravimui. Pirmieji bandymai panaudoti gliukoze, kaip
energijos Saltinj buvo nesékmingi, nes reakcijos miSinio pH greitai
mazédavo ir baltymy sintezés reakcija sustodavo. Problema buvo iSspresta
pakeitus bufering sistemg (Calhoun ir Swartz, 2005). Pagrindinis privalumas
naudoti gliukoze yra mazesné IVTT reakcijos kaina. Taciau glikolizés
proceso inicijavimui reikéjo papildomo ATP. Todél norint gauti efektyvia
energijos perdirbimo sistema, naudojancig gliukoze, reikéjo papildomai
naudoti jau gerai zinoma kreatino fosfato energijos perdirbimo sistemg (1.6.
pav., Kim ir kt., 2007). Taip buvo sukurta dviguba energijos perdirbimo
sistema, kurioje pavyko ne tik sumazinti neorganinio fosfato kaupimasi, bet
ir prailginti baltymy sintezés trukme iki 3 h.

Bandant prailginti baltymy sintezés laika, buvo sukurta kita dviguba
energijos perdirbimo sistema. Gliukozé buvo pakeista maltoze ir
maltodekstrinais, o glikolizés proceso inicijavimui reikalinga energija buvo
gauta i§ 3-fosfoglicerato. Naudojant $ig energijos perdirbimo sistema buvo
pasiekta didelé baltymy iSeiga nedializuojamoje reakcijoje — 2,3 mg/ml, o
IVTT reakcijos laikas prasitesé iki 10 h (Caschera ir Noireaux, 2014).

Energijos perdirbimui yra svarbu regeneruoti mazas biomolekules. Be
auksc¢iau aptarty biidy, Sios problemos sprendimui taip pat buvo pasitelkta
dializ¢ (Kim ir Choi, 1996). Paruosta baltymo sintezés reakcija yra
patalpinama j didesnj tarj ,,maitinimo* tirpalo. , Maitinimo® tirpalas savo
sudétimi yra panasus ] baltymo sintezés reakcijg, t.y. jame yra nukleotidy,
drusky, energijos perdirbimo sistemos komponenty. Taciau ] ,,maitinimo*
tirpalg néra dedami lasteliy ekstraktas, T7 RNR polimerazé, DNR ir tRNR
misinys. Baltymo sintezés reakcija ir ,,maitinimo® tirpalas yra atskirti
dializés membrana, per kurig vyksta pasyvi mazy molekuliy difuzija. Bitent

dél Sios molekuliy difuzijos, baltymo sintezés reakcija yra papildoma
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1.6. pav. Dvigubos energijos sistemos principiné schema. IVTT reakcijos metu
susidargs neorganinis fosfatas yra panaudojamas glikolizés procese. GAF -
gliceraldehido-3-fosfatas; DFG - 1,3-difosfogliceratas; NAD - nikotinamido
adenindinukleotidas; NADH - redukuotas nikotinamido adenindinukleotidas; ATP -
adenozintrifosfatas; ADP — adenozindifosfatas; Pn - neorganinis fosfatas.

trikstamais substratais, kartu pasalinant susidariusius medziagy apykaitos
produktus. Dializuojant IVTT reakcija galima prailginti jos trukmg ir
susintetinti 19 karty daugiau norimo baltymo (Pefialber-Johnstone ir kt.,
2017). Dabartinés dializuojamos sistemos gali sintetinti net membraninius
baltymus (Zhou ir Takeda, 2020).

Trediasis in vitro transkripcijai ir transliacijai svarbus komponentas yra
gaunamas 1§ lasteliy. Tai fermentai, kofaktoriai, ribosomos ir kitos
biomolekulés, vykdangios reakcija. Sie komponentai i$gaunami arba
lizuojant lasteles ir naudojant ekstrakta, arba kiekvienas komponentas yra
iSgryninamas atskirai. Paprastai ekstrakto ruoSimas pradedamas nuo lasteliy
auginimo, kol jos pasiekia eksponenting augimo stadija (Failmezger ir kt.,
2017). Tuomet Igstelés yra ardomos naudojant didelio slégio
homogenizatorius, ultragarsa ar kitus mechaninius ar cheminius Igsteliy
lizavimo metodus. Lasteliy nuolauzos yra paSalinamos centrifuguojant, o
gautas ekstraktas naudojamas in vitro transkripcijos ir tranliacijos reakcijai.
Sistemos, kuriose kiekvienas komponentas yra iSgryninamas atskirai,
angliskai yra vadinamos PURE (angl. protein synthesis using recombinant
elements) (Shimizu ir kt., 2001).

In vitro baltymy sintezé yra svarbi technologija, turinti savy privalumy
lyginant su baltymy sinteze pasitelkiant lasteles. Du svarbiausi privalumai
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yra: 1) galimybé sintetinti baltymus, kurie yra toksiski gyvoms lasteléms, 2)
galimybé keisti sintezés salygas, keiCiant atskirus IVTT sistemos
komponentus (pridedant Saperonus, radioaktyvias zymes (Cancedda ir
Schlesinger, 1974), nanodiskus (Ritchie ir kt., 2009) ar mikrosomas (Sachse
ir kt., 2013)).

1.2.2. Invitro transkripcijos ir transliacijos sistemy apzvalga

Vienos pirmyjy IVTT sistemy buvo sukurtos naudojant E. coli
transkripcijos ir transliacijos ekstraktg. Daznai $iy sistemy tobulinimas buvo
nukreiptas | sintetinamo baltymo iSeigos didinimg, ta¢iau maZzai démesio
buvo skiriama sudétingy Dbaltymy sintezei, pavyzdziui, turinCiy
potransliacines modifikacijas. Bandant sprgsti Sias problemas, atsirado
poreikis turéti IVTT sistemas, kurios naudoty ne tik E. coli baltymy sintezés
aparatg. Dabar yra Zinomos jvairios in vitro transkripcijos ir transliacijos
sistemos, paruostos i§ archéjy, pirmuoniy, kvie¢iy gemalo, tabako, mieliy,
vabzdziy, triusio retikuliocity, kiny ziurkéno kiausidziy ir zmogaus lasteliy
ekstrakty (Zemella ir kt., 2015).

1.2.2.1. Prokariotinés IVTT sistemos

Ekstraktinés sistemos

Pirmosios belastelinés baltymy sintezés sistemos buvo naudojamos
suprasti, kaip aminorfigStys yra jterpiamos j baltyma. 1961 m. buvo atliktas
pirmasis darbas, kuris susiejo nukleoriigsciy tripletus su jy koduojamomis
aminortgstimis (Nirenberg ir Matthaei, 1961). Pirmosios IVTT sistemos
naudojo ekstrakte esancig iRNR baltymy sintezei, todél didzioji dalis
susintetinty baltymy buvo endogeniniai. Tik po to, kai Nirenberg ir Matthaei
papildé in vitro transkripcijos ir transliacijos reakcija 20 aminoragsciy ir
ATP regeneravimo komponentais, baltymy sintezé pradéjo efektyviai vykti
nuo jdétos iRNR. Taip gimé pirmoji E. coli ekstraktu paremta IVTT sistema.

Svarbus zingsnis §iy sistemy tobulinime jvyko 1973 m., kai ekstraktas
buvo papildytas E. coli RNR polimeraze (Zubay, 1973). Tokioje sistemoje
galima buvo naudoti DNR ir tokia sistema jau buvo galima vadinti in vitro
transkripcijos ir transliacijos sistema. Zinoma, véliau E. coli RNR
polimerazé buvo pakeista efektyvesnémis polimerazémis i§ fagy (SP6 ar T7)
(Krieg ir Melton, 1987 ir Craig ir kt., 1992).

Padidéjus reakcijos efektyvumui, buvo atkreiptas démesys j Salutinius
reakcijos produktus. Vykdant reakcija mégintuvélyje buvo nejmanoma
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iSvengti jy kaupimosi ir inhibicinio poveikio. Todél Spirin pasitilé vykdyti
baltymy sinteze nepertraukiamai (angl. continuous cell-free translation
system) (Spirin ir kt., 1988). Tokiomis salygomis buvo atstatomos
sunaudotos mazos biomolekulés (aminortgstys, ATP, GTP) ir paSalinami
Salutiniai reakcijos produktai (fosfatai). Molekuliy mainai buvo vykdomi
pasitelkiant dializés principa, ko pasekoje baltymy iseigos padidéjo nuo
pag/ml iki mg/ml (Chong, 2014).

Kitas E. coli IVTT sistemos patobulinimas buvo pasiektas dirbant su
lasteliy linijomis, i§ kuriy ruoSiamas ekstraktas. Buvo zinoma, kad ekstraktai
turi RNaziy ir DNaziy, kurios degraduoja nukleortigstis ir taip mazina
baltymy iSeiga. Todél buvo sukurtos E. coli lgsteliy linijos, Kurios neturi
RNazés I (rna) (MRE600) ir egzonukleazés V (A19) (Gesteland, 1966 ir
Yang ir kt., 1980). Taip pat 2004 m. E. coli genomas buvo modifikuotas
stabilizuojant arginino, triptofano bei serino aminortigstis ir tai prisidéjo prie
baltymo iseigos didinimo (Michel-Reydellet ir kt., 2004). Siekiant dar labiau
padidinti reakcijos iseigas dar daugiau, buvo nuspresta pasitelkti natairalig
lastelés metabolizmo ir oksidacinio fosforilinimo sistema, kurios dalis lieka
ekstrakte. Lastelés buvo auginamos ir ekstraktas ruosiamas taip, kad IVTT
reakcijos misinio sudétis biity kuo panasesné ] citoplazmos sudétj (Jewett ir
Swartz, 2004 ir Jewett ir kt., 2008). Sis tikslas buvo pasiektas sekmingai ir
vienoje reakcijoje buvo vykdoma baltymy sintezé, centrinis lastelés
metabolizmas ir oksidacinis fosforilinimas.

2014 m. buvo aprasytas metodas, leidziantis supaprastinti IVTT sistemy
saugojimg ir transportavimg. AnksCiau lagsteliy ekstrakta buvo
rekomenduojama laikyti uzSaldytg gilaus Saldymo Saldikliuose. Autoriai
pasitilé buda, kaip paprastai liofilizuoti Igsteliy ekstrakta ir paruosti kitus
reakcijos komponentus sausoje formoje (Smith ir kt., 2014). Taip paruostas
ekstraktas lieka aktyvus metus laiko ir baltymo iSeigos nesiskiria nuo
gaunamy naudojant uzSaldyta ekstraktg (Salehi ir kt., 2016 ir Hunt ir kt.,
2017).

Siuo metu viena didziausiy pasiekty baltymy sintezés ideigy, naudojant E.
coli IVTT sistema, yra 2,3 mg/ml (Caschera ir Noireaux, 2014). Sis
rezultatas gautas naudojant nedializuojama reakcija.

Ruosiant bakterinj ekstrakta dazniausiai yra naudojamos E. coli Iasteliy
linijos, tadiau yra Zinomos sintezés sistemos, kurios naudoja B. subtilis
(Kelwick ir kt., 2016) ar Streptomyces (Li ir kt., 2017) Iasteles.
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Pirmosios archéjy ekstraktinés IVTT sistemos buvo kuriamos tam, kad
tyrinéti antibiotiky poveikj jy transliacijos sistemai (Elhardt ir Bock, 1982).
Daznai kuriamoms in vitro tranksripcijos ir transliacijos sistemoms yra
pasirenkamos termofilinés lastelés: Sulfolobus solfataricus (Ruggero ir kt.,
1993), Thermococcus kodakaraensis (Endoh ir kt., 2006) ar Thermus
thermophilus (Uzawa ir kt., 1993). Tokia IVTT sistema gali buti panaudota
termostabiliy baltymy atrankai in vitro evoliucijos darbuose ar antrines
struktiiras turin¢ios RNR sintezei. Taip pat yra sukurta T. thermophilus in
vitro transkripcijos ir transliacijos sistema, kurios kiekvienas komponentas
yra iSgrynintas atskirai (Zhou ir kt., 2012). Tokia sistema turi maZziau
proteaziy ir endonukleaziy priemaisy, taip pat leidzia tyrinéti, koks yra
minimalus komponenty kiekis, reikalingas baltymy sintezei aukStose
temperattrose. Archéjiniy IVTT sistemy iSeigos néra labai didelés: 100
ug/ml (Endoh ir kt., 2007).

Anksciau prokariotinés IVTT sistemos nusileisdavo eukariotinéms, nes
tik pastarosios galédavo sintetinti “sudétingus” baltymus. Baltymai, kuriy
pilnam aktyvumui reikia disulfitiniy jungéiy, prijungty oligosacharidy ar
iterpimo ] membrana, buvo nejveikiama uzduotis prokariotinéms IVTT
sistemoms. Taciau dabartiniai bakteriniai ekstraktai gali daug daugiau.
Baltymy, turin¢iy disulfitiniy jungciy, sintezé buvo atlikta IVTT sistemoje
susintetinant granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojantj faktoriy
(angl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), kuris turi net
kelias tokias jungtis (Zawada ir kt., 2011). Baltymy posttransliaciné
modifikacija oligosacharidais buvo pasiekta susintetinus
oligosachariltransferazes bakterinégje in vitro transkripcijos ir transliacijos
sistemoje (Schoborg ir kt., 2017). Norint atlikti membraniniy baltymy
sinteze, prokarioting [IVTT sistema reikia papildyti nanodiskais (Dondapati ir
kt., 2018).

Dabartiniai bakteriniai IVTT rinkiniai yra naudojami izotopais Zyméty
baltymy sintezéje didelio nasumo automatizuotose sistemose (Aoki ir kt.,
2009), baltymy mikrogardeliy gamyboje (Miersch ir LaBaer, 2011),
nestandartiniy aminoriig§éiy jterpimui j peptido granding (Hipolito ir Suga,
2012), kryptingai baltymy evoliucijai (Holstein ir kt., 2021) ar dirbtinés
lastelés kurimui sintetinés biologijos tikslams (Noireaux ir kt., 2011).
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ISgrynintos sistemos

In vitro transkripcijos ir transliacijos sistemoje katalizing funkcijg atlicka
lasteliy ekstrakte esan¢ios nukleortigstys ir baltymai. RuoSiant ekstrakta yra
atliekamas dalinis gryninimas po lgsteliy lizés, kurio metu yra pasalinama
dalis lastelés nuolauzy. Likusi dalis yra vadinama ekstraktu ir naudojama
IVTT reakcijai. Siame tirpale lieka ne tik tie Iastelés komponentai, kurie yra
reikalingi vykdyti transkripcija ir transliacija, taciau ir kitos molekulés,
kurios trukdo reakcijai: nukleazés ir proteazés (Li ir kt., 2017). Todél
mokslininky grupé i§ Japonijos iSgrynino kiekvieng komponenta, reikalinga
in vitro transkripcijai ir transliacijai ir paruo$é vieng reakcijos misSinj,
paremta prokariotine baltymy sintezés sistema. Sj miginj sudaro 32 rasiy
biomolekulés: trys transliacijos iniciacijos veiksniai (IF1, IF2 ir IF3), trys
transliacijos elongacijos veiksniai (EF-G, EF-Tu ir EF- Ts), du transliacijos
baigties veiksniai (RF1 ir RF3), ribosomas perdirbantis veiksnys (RRF),
dvide$imt aminoacil-tRNR sintetaziy, metionil-tRNR transformilazé, T7
RNR polimerazé ir ribosomos. Be §iy komponenty, IVTT sistema dar buvo
papildyta tRNR, NTP, kreatinino fosfatu, 10-formil-5,6,7,8-tetrahidrofolio
ragstimi, dvide§im¢ia aminortigséiy, kreatino kinaze, miokinaze, nukleozid-
difosfato kinaze ir pirofosfataze. Sios sistemos sukiirimo metu jos iSeiga
sieké 160 pg/ml/h (Shimizu ir kt., 2001). E. coli ekstraktinés sistemos iSeiga
tuo metu buvo ~ 400 pg/mi/h (Kim ir kt., 1996).

Isgrynintos IVTT sistemos buvo tobulinamos ir toliau. Nustatyta, kad
molekuliniai Saperonai pagerina baltymy susiklostyma tokiose sistemose
(Shimizu ir kt., 2005). Pridétos liposomos leidzia sintetinti membraninius
baltymus (Kuruma ir Ueda, 2015). Galima vykdyti disulfidines jungtis
turin¢iy baltymy sintez¢ (Nagumo ir kt., 2016). Yra sukurta sistema, kurios
komponentai yra iSgryninti ne i§ E. coli, bet i§ Thermus thermophilus (Zhou
ir kt., 2012). Pastaroji sistema leidzia vykdyti baltymy sinteze ne tik 37°C,
bet ir 65°C temperatiiroje.

1.2.2.2. Eukariotinés vienalgsciy IVIT sistemos

Pirmuoniy IVTT sistemos pradétos kurti anksti, kaip ir E. coli sistemos —
septintajame didesimtojo amziaus desimtmetyje (Zemella ir kt., 2015). Sios
sistemos yra pigesnés, lastelés lengviau auginamos, o baltymai pasizymi
didesniu tirpumu. Taip pat Leishmania tarentolae pagrista in vitro
transkripcijos ir transliacijos sistema buvo praturtinta nuo rasies
nepriklausoma transliacijos seka (angl. species-independent translational
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sequences), kuri pagerina IVTT reakcija, i§vengdama pirmuyjy transliacijos
iniciacijos veiksniy naudojimo (Mureev ir kt., 2009). Lastelinio ekstrakto
ruo$imo metu galima pridéti specifinés sekos oligonukleotida, kuris slopins
vidiniy iRNR transliacija ir taip paskatins jdétos iRNR sekos sintezg
(LeBowitz ir kt., 1993). Nepaisant $iy privalumy, apie pirmuoniy IVTT
sistemy posttransliacines modifikacijas yra Zinoma labai nedaug. Siuo metu
yra naudojamos i§ Tetrahymena pyriformis (Mager ir Lipmann, 1958),
Crithidia oncopelti (Chesters, 1968), Paramecium aurelia (Reisner ir
Macindoe, 1967), Entamoeba histolytica (Carter ir kt., 1967) ir Leishmania
tarentolae (Kovtun ir kt., 2010) lasteliy paruostos IVTT sistemos. Baltymo
iSeiga gali siekti 300 ug/ml (Mureev ir kt., 2009).

Mieliy IVTT sistemy kirimas prasidéjo 1970-iais (Sissons, 1974).
Pirmyjy darby tikslas buvo suprasti eukarioty transliacijos iniciacijg. Véliau
Sios sistemos buvo tobulinamos: ekstrakto paruo§imo zingsnis (Hodgman ir
Jewett, 2013), lasteliy auginimo sglygos (Choudhury ir kt., 2014), koduojanti
seka (Hodgman ir Jewett, 2014), baltymo Zymés prijungimas (Ojima-Kato ir
kt., 2017), substrato atnaujinimas ir Salutiniy produkty pasalinimas
(Schoborg ir kt., 2014). Taip pat nemazai darbo buvo jdéta j energijos
regeneravimo  sistemos  tobulinimg: jprastos E. coli  sistemos
(fosfoenolpiruvatas, kreatino fosfatas) inhibavo mieliy IVTT reakcija. Todél
buvo pasitlyta gana paprasta alternatyva — gliukozé (Anderson ir kt., 2015).
Si sistema ne tik padidino baltymo ieiga, bet ir sumaZino mieliy IVTT
kaing. Paskutiniai sistemos patobulinimai naudojo i$veiklintas (angl.
knockout) mieliy lgsteliy linijas ir pasieké 20 pg/ml iSeiga (Schoborg ir kt.,
2016).

1.2.2.3. Augaly IVTT sistemos

Augaly IVTT sistemos kiirimas prasidéjo nuo kvie¢iy gemalo ekstrakto
panaudojimo (Roberts ir Paterson, 1973). Siuo metu tai yra daugiausiai
pazengusi eukariotiné in vitro transkripcijos ir transliacijos sistema, kuri net
buvo pritaikyta vakcinos karimui skirty maliarijos baltymy sintezei
(Arumugam ir kt., 2014). Si sistema taip pat pasizymi labai gera iseiga
(lyginant su kitomis eukariotinémis sistemomis): nedializuojamoje reakcijoje
gali siekti 1,6 mg/ml, o dializuojamoje net 20 mg/ml (Harbers, 2014).

Kaip ir galima tikétis, kuriant kvieciy gemalo IVTT sistemg teko jveikti
nemazai i$Stkiy. Kvie¢iy gemalo endosperme yra didelis kiekis nukleaziy ir
proteaziy. Siekiant jas paSalinti, kvieciy gemalo lgsteles tenka plauti keleta
karty (Madin ir kt., 2000). Plovimy metu pasalinami ne tik nepageidaujami
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baltymai, bet ir mazos biomolekulés (Harbers, 2014). Pavyzdziui, sintetinant
desaturaze¢ fukcionalaus komplekso susirinkimui reikia gelezies. Po visy
plovimy, gelezies kiekis IVTT sistemoje yra 50 karty mazesnis negu reikia
reakcijai vykti (Goren ir Fox, 2008). Ekstrakto paruoSimo metu taip pat yra
paSalinamas endoplazminis tinklas, todél negalima vykdyti visy
posttransliaciniy modifikacijy. Taciau §ia problema galima i$spresti kvie€iy
gemalo IVTT sistemg praturtinant mikrosomomis, gautomis i§ Suny kasos
(Shields ir Blobel, 1977). Disulfidiniy jung¢iy susidarymas taip pat vyksta
1déjus baltymy disulfido izomeraze ir sumazinus DTT kiekj reakcijos tirpale
(Kawasaki ir kt., 2003) arba IVTT reakcija papildant redukuotu ir oksiduotu
glutationu (Zawada ir kt., 2011).

Kita augaly IVTT sistema yra paremta tabako BY-2 lasteliy ekstraktu
(Buntru ir kt., 2015). Si sistema pasizymi tuo, kad leidZia sintetinti aktyvius
baltymus turin¢ius disulfidinius rySius ar glikozilinti baltymus (jei jiems
reikia tokios posttransliacinés modifikacijos). Ekstrakto kvie¢iy gemalo
IVTT sistemos paruoSimas gali uztrukti iki penkiy dieny, kai tabako Iasteliy
ekstraktas gali baiti paruostas per ~5 valandas. Sioje sistemoje galima
pasiekti iki 400 pug/ml baltymo iSeiga dializuojamoje reakcijoje (Buntru ir
kt., 2014).

1.2.2.4.Vabzdziy IVTT sistemos

Kukuriizinio dykrinuko (lot. Spodoptera frugiperda) Sf21 lastelés yra
naudojamos ruoSiant ekstrakta IVTT reakcijoms (Kubick ir kt., 2009).
Ekstrakto paruoSimo procedira yra Svelnesné, nei naudojama kvieciy
gemalo lasteléms, todél yra iSsaugojama dalis endoplazminio tinklo. Sios
puslelés natiiraliai susirenka j mikrosomas (Sachse ir kt., 2013) ir sukuria
sistema, kurioje yra galimos jvairios posttransliacinés modifikacijos: peptido
skélimas (Zampatis ir kt., 2012), lipido prijungimas (Shaklee ir kt., 2010),
glikozilinimas (Tarui ir kt., 2001) ir disulfidinio rySio formavimas (Merk ir
kt., 2012). Tam, kad baltymas biity pernestas j mikrosomas, prie jo sekos
galima prijungti signaling seka i$ bi¢iy melitino (angl. melittin) (Stech ir kt.,
2013). Mikrosomas galima lengvai surinkti centrifuguojant. Jos gali bati
arba suardytos naudojant $velnius detergentus (Stech ir kt., 2014), arba gali
biiti sulietos j milziniskasias vienasluoksnes pisleles (angl. giant unilamellar
vesicles) (Shaklee ir kt., 2010) ir panaudotos kaip modelis membrany
tyrimuose (Wesotowska ir kt., 2009).

Vabzdziy IVTT sistemose transkripcijg ir transliacija galima vykdyti
vienoje reakcijoje arba atskirai. Vykdant abi reakcijas kartu viename
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mégintuvélyje, darbas uztrunka trumpiau ir yra paprastesnis. Atskyrus
transkripcija nuo transliacijos, galima gauti didesnes iSeigas. Tai yra ypac
svarbu, nes nedializuojamose reakcijose baltymo iSeiga nesiekia keleto
mikrogramy mililitre (Katzen ir kt., 2005). Dializuojant baltymy sintezés
reakcija ir taip paSalinant Salutinius produktus, baltymo iSeiga gali pasiekti
60 pg/ml (Stech ir kt., 2014).

1.2.25. Zinduoliy IVTT sistemos

Viena senesniy zinduoliy IVTT sistemy yra ruoSiama i§ triuSiy
retikuliocity ekstrakto. Pirmieji darbai pradéti 1960-aisiais (Zemella ir kt.,
2015). Si sistema daZnai yra pasirenkama tiems atvejams, kai norima
sintetinti tik savo tikslinj baltymg. RuoSiant ekstrakta, yra pridedama
mikrokoky nukleazés, kuri degraduoja visas retikuliocity lastelése esamas
iIRNR (Pelham ir Jackson, 1976). Prie§ ekstrakto naudojimg nukleazé yra
inaktyvuojama pridedant EGTA, kuris suriSa Ca?* jonus. Triusiy
retikuliocity in vitro transkripcijos ir transliacijos sistema neturi mikrosomy.
Norint sintetinti baltyma, kurio aktyvumui yra reikalingos posttransliacinés
modifikacijos, §ig IVTT sistemg reikia papildyti mikrosominémis
membranomis (panaSiai kaip kvieCiy gemalo ekstrakto atveju). Baltymy
iSeigos yra mazos ~500 ng/ml (Wang ir kt. 2011). Net padidinat iSeigg 10
karty naudojant virusy sekas (Anastasina ir kt., 2014), §i sistema stipriai
nusileidzia kvieciy gemalo ar vabzdziy IVTT sistemom:s.

Kiny Ziurkénas yra daZnai naudojamas sintetinti sudétingus baltymus in
Vivo, todél visai neseniai buvo sukurta IVTT sistema, naudojanti $io gyviino
lasteliy ekstrakta (Kim ir kt., 2012). Lasteliy ekstraktas ruo§iamas naudojant
Svelnius metodus, todél, kaip ir kukuriizinio dykrinuko IVTT sistemoje, yra
iSsaugoma dalis endoplazminio tinklo, susirenkanc¢io j mikrosomas (Brddel
ir kt., 2015). Tai leidzia turéti papras¢iau paruo$iamg sistema, kuri gali atlikti
baltymy posttransliacines modifikacijas. Kiny Ziurkéno belasteliné baltymy
sintez¢ yra vykdoma kartu su iRNR sinteze, t.y. negalima S$iy reakcijy
atskirti. Vykdant reakcijas kartu, tenka parinkti tarpines salygas, kurios tikty
ir transkripcijai, ir transliacijai, o tai mazina baltymo iSeigas. Taciau
naudojant vidine ribosomy prisijungimo vieta (angl. internal ribosome entry
site) 1§ svirplj paralyziuojancio viruso (angl. cricket paralysis virus), iSeiga
galima padidinti iki 53 pg/ml (Brodel ir kt., 2013). Taciau geriausias
baltymy iSeigos rezultatas yra pasiektas dializuojamoje kiny ziurkéno IVTT
reakcijoje: 980 ug/ml (Thoring ir kt., 2017).
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In vitro transkripcijos ir transliacijos sistemos paruostos i§ Zmogaus
lasteliy yra panasios j kiny Ziurkéno IVTT sistemas. Ekstrakto ruo§imo metu
yra i$saugomos mikrosomos, todél yra galimos jvairios posttransliacinés
modifikacijos, kurios yra svarbios daugybei komerciniy terapiniy baltymy
(Picanco-Castro ir kt., 2013). Siy sistemy iSeiga, kaip ir kity eukariotiniy
sistemy, néra didelé: 20 pg/ml (Brodel ir kt., 2015). Taciau yra darby,
kuriuose ieskoma budy, kaip $j klausima i$spresti. Vienas is taikomy metody
yra eukariotinio transliacijos ilginimo veiksnio elF20 fosforilinimo
stabdymas. Galima ekstrakta papildyti K3L, kuris surisa elF2o kinazes
(Mikami ir kt., 2010), arba GADD34, kuris skatina elF2a defosforilinimg
(Mikami ir kt., 2006). Iseiga taip pat galima gerinti naudojant viding
ribosomy prisijungimo vieta (angl. internal ribosome entry site). Didziausias
zmogiskyjy IVTT privalumas yra naudojami nattraliis kodonai, kuriy déka
galima susintetinti didelés molekulinés masés zmoniy baltymus (Mikami ir
kt., 2008) ar net visg virusg (Kobayashi ir kt., 2014). HeLa lgsteliy linija
pagrjsta sistema yra komerci$kai priecinama (1-Step Human Coupled IVT
Kit, ThermoFisher Scientific), o iSeiga gali siekti net iki 750 pg/ml (Chong,
2014).

1.2.3. Kryptinga baltymy evoliucija panaudojant in vitro sistemas

Viena i§ perspektyviy in vitro baltymy sintezés pritaikymy sri¢iy yra
kryptinga baltymy evoliucija. Kryptinga baltymy evoliucija (angl. directed
protein evolution) yra baltymy inzinerijos metodas, kuris atkartoja gamtoje
vykstacios natiiralios atrankos procesg. Baltymy molekulés gamtoje atlieka
svarbig biologing funkcijg: vykdo jvairias chemines reakcijas, Svarbias
organizmams, ir tg atlieka labai efektyviai: kai kuriy fermenty reakcijos
greitj riboja tik molekuliy difuzija (Berg ir kt., 2002). Pavyzdziui, B
laktamazé, atsakinga uz Azospirillum lipoferum atsparuma B laktaminiams
antibiotikams (Boggio ir Roveri, 2003). Taciau tokj reakcijos greitj pasiekia
ne visi fermentai. PrieSingai, nemaza dalis gamtoje randamy fermenty
pasizymi “vidutinémis” katalizinémis savybémis, t. y. Kea/Km konstanta,
nusakanti fermenty katalizinj efektyvuma, yra apie 10° s* M™. Molekuliy
difuzijos salygojama Kca/Kwm konstanta galéty bati 10 000 karty didesng, t. y.
galéty siekti 108-10° s* M (Koenig ir Brown, 1972). Yra manoma, kad
gamtoje randamy fermenty katalizinis efektyvumas yra nattiralios evoliucijos
pagalba atrinktas ir pritaikytas lasteliy gyvybinéms funkcijoms palaikyti, ir
nebiitinai yra maksimalus. Todél didziosios dalies gamtoje randamy
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fermenty Kkatalizinis efektyvumas gali bati pagerintas nattralios ar
laboratorinés evoliucijos buidu (Bar-Even ir kt., 2011).

Siuo metu jau yra sukurtas ne vienas metodas, skirtas kryptingai baltymy
evoliucijai in vitro. Kai kurie metodai naudoja lasteles ar virusus, t. y. turi in
Vvivo zingsnj, kuris supaprastina mutacijas turin¢io baltymo ir jj koduojanéios
DNR susiejimg. Taciau laboratorinés evoliucijos metodas, turintis in vivo
zingsnj, gali patikrinti mazesn¢ mutanty bilbioteka, negali evoliucionuoti
baltymy tokiose salygose, Kkurios yra toksiskos lgsteléms. Evoliucijos
metodai, neturintys in vivo zingsnio, neturi $iy apribojimy, taciau tokiuose
metoduose reikia ieSkoti biido, kaip susieti genotipa su fenotipu. Tai gali biti
atlikta susiejant iRNR su jos koduojamu baltymu per puromicing (Roberts ir
Szostak, 1997) ar per ribosomas (Mattheakis ir kt., 1994). Taip pat galima
ekspresuoti  kiekvieng baltyma atskirai, pavyzdziui, 96 Sulinéliy
mikroploksteléje (Lanio ir kt., 2000) arba viename mikroskysc¢iy laselyje
(Mazutis ir kt., 2009).

Laboratorijoje  procesas pradedamas nuo genetinés medZiagos
padauginimo ir mutanty bibliotekos sukiirimo. Biblioteka yra panaudojama
baltymy sintezei, t.y. genotipas yra veriamas fenotipu. Fenotipai yra
atrenkami pagal pageidaujamg bruoza, kartu atrenkant ir jy genotipus.
Atrinkta genetiné medziaga yra pakartotinai naudojama padauginimo,
baltymy sintezés ir atrankos cikluose (1.7. pav.) (Smith, 1985). Baltymo
sintezé yra vykdoma pasitelkiant in vivo arba in vitro transkripcijos ir
transliacijos sistemas.

Vienas i§ uzdaviniy in vitro evoliucijos procese yra susieti genotipg su
fenotipu. Naudojant Iasteles, genotipas su fenotipu yra susiejamas per pacia
lastele: genetiné medziaga yra saugoma lastelés viduje, o baltymas biina
lastelés iSoréje (Freudl ir kt., 1986). Taciau lasteles naudoti ne visada patogu,
todél yra daugybé metody, kurie genotipa susieja su fenotipu pasitelkdami
kitus metodus. Tarp tokiy metody yra baltymo ekspozicija ant ribosomy
(Mattheakis ir kt., 1994), ekspozicija ant iRNR (Roberts ir Szostak, 1997),
ekspozicija ant savo DNR sekos (Odegrip ir kt., 2014) arba in vitro
kompartmentalizacija (Tawfik ir Griffiths, 1998). Lyginant su minétais
ekspozicijos metodais, in vitro kompartmentalizacija pasizymi unikaliu
privalumu. Sukurti atskiri laseliai suteikia daugiau galimybiy daryti jtaka
reakcijai vykstanCiai viduje. Atskiri laseliai gali biiti papildyti reagentais
(Abate ir kt., 2010) arba gali biiti atrinkti i$ visos laseliy populiacijos, jei
juose jvyko reakcija (Fallah-Araghi ir kt., 2012). Tolesniame skyrelyje bus
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pristatomi metodai, susij¢ su kryptinga baltymy evoliucija naudojant in vitro
kompartmentalizacija (angl. in vitro compartmentalization - 1\VVC).

[vairoves
atsiradimas

s |
Genal kadugjantys
atrinktus baltymus

Garno Baltym_g
padauginimas ekspresija
=

Il - Iigy

- Bal
Atrinktas baltymas Atranka blb“t;(trz‘l:a

Geny biblioteka

1.7. pav. Bendra kryptingos evoliucijos schema. Pasirinkto baltymo genas yra
padauginamas, jterpiant mutacijas ir taip sukuriant geny biblioteka. Biblioteka yra
panaudojama baltymy sintezei. I§ skirtingy baltymy yra atrenkamas vienas ar grupé
baltymy, pasiZyminéiy pageidaujama savybe. Pasirinktus baltymus koduojanti
genetiné medziaga gali buti panaudota pakartotinai in vitro evoliucijos cikle
(Matsuura ir Yomo, 2006).

1.2.3.1. Ankstyvieji IVC metodai

In vitro kompartmentalizacija kryptingai baltymy evoliucijai pirma karta
pritaiké Dan Tawfik ir Andrew Griffiths (Tawfik ir Griffiths, 1998). Jie
bandé pakartoti gamtoje vykstan¢io proceso principus ir panaudoti juos
baltymy inzinerijoje. Ta¢iau pirmieji darbai tiko tik NR modifikuojantiems
fermentams (Griffiths ir Tawfik, 2006) arba tekdavo déti papildomy
pastangy norint i§saugoti genotipo ir fenotipo rysj.

Sios sistemos leido laseliy turinj papildyti cheminémis medZiagomis,
ta¢iau tai nebuvo patogu ir procesg buvo sunku kontroliuoti. Paprastai buvo
galima pristatyti tik medziagas, tirpstan¢ias emulsijos alyvoje (Griffiths ir
Tawfik, 2003). Norint esamy laSeliy turinj papildyti vandenyje tirpiomis
molekulémis, tekdavo naudoti nanolaselius ar miceles (Bernath ir kt., 2005).

Emulsijos buvo ruoSiamos naudojant magnetinj maiSytuva, todél
natiiralu, kad laSeliai Siose sistemose buvo polidispersiski. Todél kiekvienas
fermentas buvo tikrinamas ne tomis paciomis salygomis. Tuo metu buvo
ieSkoma metody, kaip gauti monodispersiskesnes emulsijas. Buvo sitiloma
emulsijg ruosti kelis kartus spaudziant per tarp dviejy SvirkSty sumontuotg
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filtra (Mastrobattista ir kt., 2005) ar naudoti homogenizatoriy (Miller ir kt.,
2006). Vienas geriausiy rezultaty buvo gautas naudojant mikroskyséiy
sistemas, kuriose gautos emulsijos buvo monodispersiskos (Srinivasan ir kt.,
2004).

1.3. Mikroskysciy technologija kryptingai evoliucijai

1.3.1. Mikroskysc¢iy sistemos

Mikroskys¢iy technologijos atsiradimo pradzia yra Siejama su tranzistoriy
sukiirimu, o pirmaja, mikroskysciais paremta analizés sistema yra laikomas
1979 m. sukurtas dujy chromatografijos prietaisas (Terry ir kt., 1979). Si
technologija buvo vystoma toliau ir Siuo metu placiau yra naudojamos Sios
mikroskysc¢iy sistemos: popierinés, atviros, organus imituojancios ir laseliy
sistemos.

Popierinés mikroskyséiy sistemos atsirado siekiant padaryti technologija
pigesne. Vieno tokio mikroskysc¢iy prietaiso kaina gali bati tik 0,10 $ (Chin
ir kt., 2011). Siose sistemose skystis savaime teka popieriuje esanéiais
kapiliarais ir pompos tampa nebereikalingos. Popieriné mikroskysc¢iy
technologija pradéjo populiaréti po to, kai buvo parodyta, kad ji gali buti
panaudota keliy anali¢iy nustatymui vienu metu (Martinez ir kt., 2007). Nuo
to laiko buvo sukurta ne viena popieriné mikroskyséiy diagnostikos sistema,
pavyzdziui, galvijy infekciniy reprodukciniy ligy nustatymui (Yang ir kt.,
2018), maliarijos nustatymui — DNR yra nustatoma ir ekstrahuojama i$
kraujo viename mikroskysciy prietaise (Xu ir kt., 2016) arba miokardo
infarkto biomarkeriy nustatymui (Li ir kt., 2020).

Atviras mikroskys¢iy sistemas gerai pristato mikroskyciy zondas,
sukurtas David Juncker (Juncker ir kt., 2005). Zondas vienu metu i§leidzia ir
jtraukia skystj taip sukurdamas srove tarp dviejy apertary (1.8. pav.). Sis
hidrodinaminis skyscio srautas leidzia lokaliai paskleisti reagentus. Taip yra
iSvengiama uzdary kanaly naudojimo, galimo jy uzsikim$imo ar oro burbuly
iterpimo bei padidinamas prietaiso jautrumas (Kaigala ir kt., 2011).

Organus imituojancios mikroskys¢iy sistemos turi gyvas lasteles
isdéstytas taip, kad simuliuoty gyva organa. Siose sistemose taip pat
bandoma atkartoti organuose esanciy lasteliy patiriamus mechaninius
impulsus bei supaprastinti biologinés medziagos paémimg tyrimams.
Skyscio tekéjimas tokioje mikroskysciy sistemoje imituoja kraujo tekéjima
organuose ir pastovig lasteliy perfuzija terpe. Pirmosiose organus
imituojanciose sistemose buvo naudojamos tik vieno tipo lastelés, taciau
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1.8. pav. Atvira mikroskys¢iy sistema. (a) yra pavaizduota bendra atviros
mikroskyséiy sistemos schema, () — tokios sistemos nuotrauka, o (b) — zondo galvos
vir§iinés schema ir veikimas, su jprastais tekéjimo greiciais ir atstumais, reikalingais
lokaliai izoliuoti tékme (Kaigala ir kt., 2011).

dabar yra moduliai, turintys vienu metu keliy tipy lasteles. Siose sistemose
galima tyrinéti kaip lastelés reaguoja j koncentracijy gradients, galima
imituoti ciklinj mechaninj stresg lasteliy patiriamg kraujagyslése arba
plaucdiuose, galima jterpti elektrodus neurony tyrimams ar kitus sensorius
lasteliy stebéjimui (Convery ir  Gadegaard, 2019).

Laseliy mikroskys¢iy sistemoje reakcijos yra vykdomos atskiruose
kompartmentuose. | mikrogardele jleidziama reakcijos miSinio vandeniné
fazé yra emulsifikuojama j atskirus laselius pasitelkiant alyva. Kiekvienas
mikrolaselis funkcionuoja kaip nepriklausoma reakcija. Didelis laseliy kiekis
suteikia privalumg jvairiuose taikymuose: aukso nanodaleliy sintezéje
(Abalde-Cela ir kt., 2018), pavieniy lasteliy antikiiniy atrankoje (Shembekar
ir kt., 2018) ar BK viruso nustatyme Slapime (Xu ir kt., 2021).

1.3.2. Laseliy mikroskysciy sistemos moduliai

Laseliy generavimas mikroskysCiy sistemoje gali buti atlieckamas
disperguojant vandens faze nesimaiSandioje su vandeniu alyvoje. Sio
proceso metu yra naudojamos pavirSiaus aktyviosios medziagos,
stabilizuojancios padarytus laSelius. LaSeliy generavimas yra vykdomas
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skirtingy geometrijy mikrokanaléliy sistemose, kuriuose susitinka skirtingos
fazés: vandeniné ir su vandeniu nesimaisanti (1.9. pav.).

(@ (b) I (e (d) I (e)
| I —
Kartu T-jungtis Srovés Srovés Emulsifikavimas
tekantis blokavimas fokusavimas pakopa
Co-flow T-junction Pinned-jet-flow  Flow focusing Step

emulsification
1.9. pav. Pagrindinés kanaléliy geometrijos, naudojamos mikrolaseliy generavimui.
Rodyklés zymi skyscio tekéjimo kryptj, ,,0 raidé ir geltona spalva zZymi alyvos fazg,
o0 ,,w* raidé ir mélyna spalva zZymi vandening fazg. (a) ir (¢) geometrijos yra trimatés,
(b) — (d) geometrijos yra plokscios. (Autour ir Ryckelynck, 2017).

Kartu tekanti kanaléliy geometrija (angl. co-flow) yra pasitlyta dar 2000
m. (1.9. pav. a) (Umbanhowar ir kt., 2000). Taip disperguojama vandens
faze teka kapiliaru, patalpintu tekangioje alyvoje. Sis kanaléliy i§déstymas
netapo populiarus dél sudétingesnio praktinio jgyvendinimo gaminant
mikroskys¢iy gardeles. Daug dazniau laseliy gamybai buvo pasirenkamas
plokstuminis kanaléliy iSdéstymas, naudojantis Slyties jéga (1.9. pav. b —d).
T-jungties geometrija yra dazniau pasirenkama, kai yra norima daryti
didesnius laselius (Garstecki ir kt., 2006), o srovés fokusavimo — norint gauti
mazesnius laselius didesniais grei¢iais (Anna ir kt., 2003). Emulsifikavimas
pakopa yra paremtas staigiu slégio poky¢iu kanalélyje. Si geometrija yra
naudojama, kai tenka dirbti su labai skirtingos klampos skys¢iais (Chan ir
kt., 2005) arba reikia gauti femtolitry tiirio laselius (Malloggi ir kt., 2010).

Laseliy generavimo modulius galima apibudinti keliais svarbiais
parametrais: pasiekiamas laseliy dydis, laseliy generavimo greitis ir laseliy
dydziy pasiskirstymas, matuojamas kovariacijos koeficientu. PavyzdZziui,
grupé i§ Anglijos, naudodama srovés fokusavimo geometrija, patvirtino, kad
generavo 1,3 X 10° laselius per sekunde, kuriy dydis yra maZesnis nei 10 fl
(Shim ir kt., 2013). Tikeétina, kad jy naudojamas mikroskys¢iy modulis
pasieké net 1,1 fl tirio laseliy generavimg 9,8 X10° laseliy per sekunde
greiCiu, taciau turima optiné jranga neleido patvirtinti Sio rezultato.
Paprastai, laSeliai paruosti naudojant srovés fokusavimo geometrijg yra
monodispersiski (kovariacijos koeficientas = 2 %) (Price ir Paegel, 2016).
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Emulsifikuojant pakopa (1.9. pav. e)., Leman su kolegomis pasieké 75 fl
laseliy generavimg 1,1 X 10* laseliy per sekundg grei¢iu (Leman ir kt., 2015).
Nors gauti didesni laseliai ir mazesnis jy generavimo greitis nei Shim darbe,
tadiau laSeliy trio kovariacijos koeficientas buvo <2%. Leman atliktame
darbe buvo pasiiilytas ne tik femtolitry turio laSeliy generavimo modulis, bet
ir visi pagrindiniai mikroskys¢iy moduliai, reikalingi darbui su tokiais
mazais laseliais: pakartotinas suleidimas j mikrogardele (angl. reinjection),
laseliy skélimas (angl. splitting), suliejimas (angl. coalescence) ir rasiavimas
(angl. sorting). Dideli laSeliy generavimo greiCiai taip pat pasiekiami
paralelizuojant procesa, pavyzdziui, naudojant modulj, kuriame laSeliai
susidaro keliose kanaléliy susijungimuose tuo paciu metu. Grupé i§ Jungtiniy
Amerikos Valstijy naudojo modulj, turintj 1000 srovés fokusavimo
geometrijos purkStuky viename modulyje (Jeong ir kt., 2015). Jie pasieké
8,7 X 10° laseliy generavimg per sekundg. Laseliai buvo pikolitry eilés (48
pl), o juy diametro kovariacijos koeficientas buvo lygus 6,6 %.

In vitro evoliucijos procesui yra svarbis ir kiti mikroskys¢iy moduliai.
Kartais baltymo sintezés salygos yra nesuderinamos su salygomis,
reikalingomis baltymo aktyvumui ir tenka imtis priemoniy, leidzianciy
pakeisti tirpalo sudétj laSelyje ar pridéti papildomy medziagy i ji. Tam
tikrose situacijose galima panaudoti ne mikroskysc¢iy metodus. Pavyzdziui,
pritvirtinus fermento substratg prie mikrorutuliuky, substratg laikancig jungtj
galima suskaidyti naudojant UV $viesa po baltymo sintezés (Price ir kt.,
2016). Taip pat galima naudoti specifinius mikroskys¢iy modulius, kurie
sulieja kelis laselius. Skirtingos sudéties laseliams priartéjus vienam prie
kito, suliejimas gali vykti pasyviai dél stabilizuojancio surfaktanto trikumo
(Mazutis ir Griffiths, 2012) ar slégio sumazinimo (Bremond ir kt., 2008).
Taip pat yra zinomi ir aktyvas laSeliy suliejimo metodai, naudojantys
pakaitinima lazeriu (Baroud ir kt., 2007), laseliy elektrostatinj jkrovima
(2006), elektrosuliejimg (Chabert ir kt., 2005) ar pikoinjekcija (angl.
picoinjection). Grupé, kiirusi pastarajj metoda, galéjo papildyti jau paruostus
lagelius 0,1 — 3 pl skysc¢io 1X 10* laseliy per sekunde grei¢iu (Abate ir kt.,
2010).

Paskutinis mikroskys¢iy etapas kryptingos evoliucijos darbo eigoje yra
laseliy analizé¢ ir riSiavimas. LaSeliy turinys gali biiti analizuojamas
pasitelkiant Ramano spektroskopija, masiy spektrometrija, elektrocheming
analize ar optinius metodus (Zhu ir Fang, 2013). Siuo metu placiausiai
naudojami yra optiniai metodai, paremti fluorescencija. Atlikus laSelio

39



turinio analize, pasirinktus laSelius reikia atskirti nuo visos laseliy
populiacijos. RiiSiavimas gali bati atliekamas naudojant lazeriu indukuota
termoforez¢ (Baroud ir kt., 2007), pjezoelektriko mechaninj judéjima
(Shemesh ir kt., 2010), membraning sklende (Abate ir kt., 2010), garso
bangas (Schmid ir kt., 2014), laseliams suteikta skirtingg elektrostatinj kriivi
(Ahn ir kt., 2011) ar naudojant dielektroforeze (Ahn ir kt., 2006). Pastarasis
metodas yra naudojamas daZniausiai. Naudojant Siuos metodus paprastai
galima pasiekti 2-3 X 10° laSeliy rii§iavimg per sekunde (Mazutis ir kt., 2013
ir Schmid ir kt., 2014), nors yra praneSimy ir apie didesnius rasiavimo
greiGius: 3 X 10* laSeliy per sekunde (Sciambi ir Abate, 2015).

Norint pasiekti dar didesnius laseliy riiSiavimo greicius, dazniausiai tenka
naudoti FACS (angl. fluorescence-activated cell sorting) metodg. Sis
metodas yra skirtas darbui su vandeniniais tirpalais, o mikroskys¢iy emulsija
paprastai bina alyvoje. Norint panaudoti FACS metoda mikroskysciy laseliy
ruSiavimui, tenka ruosti vandens fazés emulsija alyvoje, pakartotinai
emulsifikuota vandenyje (angl. water-in-oil-in-water) (Bernath ir kt., 2004).
Tokios, dvigubos, emulsijos paruos§imo procesas reikalauja papildomy
pastangy ir ne visuomet yra paprastas, tac¢iau yra naudojamas ir tobulinamas
toliau. Naujesniuose darbuose $iuo metodu pasiekiamas 1,5 X 10* laseliy per
sekunde rasiavimo greitis ir monodispersiskos emulsijos, kuriy kovariacijos
koeficientas yra lygus 2,5 % (Zinchenko ir kt., 2014). Yra ir kity budy
pritaikyti mikroskys¢iy emulsijas FACS’o prietaisui. Galima naudoti
polielektrolita, kuris padengs mikrolaselio turinj geliniu kiautu ir neleis
dideléms molekuléms difunduoti suardzius emulsija. Gauti geliniai laseliai
gali buti iSrusiuoti, o pakeitus pH suardytas polielektrolito apvalkalas
(Fischlechner ir kt., 2014).

1.3.3. Mikroskysciy technologija in vitro evoliucijai

Mikroskys¢iy laseliy pritaikymas kryptingai baltymy evoliucijai buvo
pademonstruotas su gelezies hidrogenazémis (Stapleton ir Swartz, 2010).
Grupé i§ Stenfordo Universiteto kiiré metoda, kuris galéty sumazinti Siy
fermenty jautrumg deguoniui. Darbas pradedamas nuo DNR padauginimo ir
pritvirtinimo prie mikrorutuliuky. Pastarieji yra panaudojami belastelinei
baltymy sintezei mikroskys¢iy laseliuose, o susintetinta hidrogenazé
prisitvirtina prie to paties mikrorutuliuko per antikiinj. Suardzius emulsija,
hidrogenazés yra paveikiamos deguonimi ir, dar karta emulsifikavus, yra
tikrinamas jy aktyvumas su Cio-resazurinu. Fermentai, like aktyvis po
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poveikio deguonimi, redukuos substratg, o gautas fluorescencinis produktas
pasitarnaus mikrolaseliy rusiavimui FACS prietaisu. Nors S§is metodas
nebuvo praktiskai pritaikytas kryptingai hidrogenaziy evoliucijai, taiau
metodo veiksmingumas buvo pademonstruotas atrenkant aktyvias gelezies
hidrogenazes nuo chlorampfenikolio acetiltransferaziy.

PanaSaus principo in vitro evoliucijos schema buvo pasiiilyta krieny
peroksidazéms (Zhu ir kt., 2015). Taciau ir Sis metodas praktiSkai nebuvo
pritaikytas, nes autoriams nepavyko surasti salygy, kuriose sékmingai vykty
emulsily PGR (DNR fragmentas buvo per didelis). Sio metodo
veiksmingumas buvo parodytas atrenkant aktyvius fermentus i$ aktyviy ir
neaktyviy krieny peroksidaziy miSinio, kuriame jos buvo sumaiSytos
santykiu 1 su 100.

Viena i§ kryptingos evoliucijos sistemy, naudojanti mikroskyscius, buvo
sukurta profesoriaus Andrew Griffiths laboratorijoje (Fallah-Araghi ir kt.,
2012). Darbg jie pradéjo nuo pavieniy DNR molekuliy padauginimo
mikroskysciy laseliuose. Tuomet Sie laSeliai buvo sulieti su IVTT laseliais,
naudojant elektrinio lauko salygojama laseliy suliejimo metods. Po f-
galaktozidazés baltymo sintezés laseliai buvo i§ naujo jleisti j raSiavimui
skirta mikroskys¢iy modulj. Siame darbe buvo pasiektas 2 X 10° laseliy per
sekunde rasiavimo greitis. Testuojant §] metoda su mutanty biblioteka,
sudaryta i§ aktyvaus ir neveiklaus baltymo, jvykdzius vienag ciklg pavyko
gauti ~500 karty praturtinima.

1.3.4. Darbe naudota mikroskysciy gardelé

Siame darbe naudota mikroskys¢iy gardelé (1.10. pav.) yra skirta miginio
emulsifikavimui. Kairysis modulio kanalas yra skirtas alyvos, o vidurinysis
kanalas yra skirtas vandens fazés jleidimui (3.2. pav.). Salia abiejy kanaly
esancios erdvios sritys (kvadratai apvaliais kampais) turi smulkiy strukttiry —
stulpeliy. Jie neleidziai didelei erdvei suklupti ir veikia kaip filtras, kuris
sulaiko mazus neSvarumus, taip apsaugodamas emulsifikavimo jungtj
(pazyméta raudonu kvadratu 1.10. pav.) nuo uzkims$imo. Emulsifikavimo
jungtyje vandeninés fazés tolygy tekéjima pertraukia i§ krasty atitekanti
alyva. Sis procesas yra kartojamas daug karty taip suardant vandening faze j
daugybe atskiry laseliy (3.2. pav.).

Darbe naudota mikrogardelé yra skirta vieno reakcijos miSinio
emulsifikavimui. Tokia gardelé gali buti panaudojama skaitmeniniam laseliy
PGR ar LAMP laseliuose. Be Sios gardelés Mikrotechnologijy sektoriaus
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1.10. pav. Darbe naudota laseliy generavimo mikrogardelé.

Virsuje mikrogardelés su daug moduliy nuotrauka.

Viduryje yra vieno modulio bendras kanaly iS§déstymas. Vienas jéjimo kanalas
alyvos fazei — modulio kairéje, vienas jéjimo kanalas reakcijos misino vandeninei
fazei — modulio centre bei vienas emulsijos surinkimo kanalas — modulio deSinéje.
Raudonas kvadratas zymi jungtj, kurioje susijungia alyvos ir vandens fazés ir
vyksta emulsijos susidarymas.

Zemiau kairéje: 11 pm aukicio kanaly plotis, ties faziy susiliejimo jungtimi.
Zemiau deSinéje: 19 pm aukicio kanaly plotis, ties faziy susiliejimo jungtimi.
Dimensijos apatiniuose bréziniuose nurodytos mikrometrais.

grupéje yra naudojamos ir kitos gardelés. Pavyzdziui, pavieniy Igsteliy

barkodavime ir sekoskaitoje buvo naudojama gardelé turinti daugiau

funkciniy elementy (1.11. pav.). Sioje gardeléje yra trys skyséio jleidimo

kanaléliai. Sis funkcionalumas leidZia sumaiSyti skirtingus skyséius
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mikrogardeléje iskart pries juos emulsifikuojant. Tekéjimo linijos turi
skys¢io varza. Sio elemento sukurtas pasiprieSinimas skys¢io tekéjimui
kompensuoja pulsuojantj skys¢io judéjima, kuris susidaro dél mechaninio
skys¢io pompy darbo. Linijose uz varzo yra sukuriamas tolydus skyscio
tekéjimas. Emulsifikavimo jungties kanalai yra didesni, nei Siame darbe
naudotos gardelés, todél skiriasi gaunamy laseliy dydis.

Ileidimo /< £ 2 170%

kanalas \c £ 2 §

Skyscio

varzas _qﬂﬂp-

Surinkimo DOC/&_

kanalas SO
O arem [

60 ym

1.11. pav. Pavieniy Igsteliy barkodavime ir sekoskaitoje naudota laseliy
generavimo mikrogardelé. Kairéje puséje pavaizduota bendra gardelés schema.
Desinéje puséje virSuje yra funkciniy gardelés elementy legenda. O deSinéje
apacioje (apvesta punktyru) yra emulsifikavimo jungtis su kanaléliy iSmatavimais.
Gardelé turi tris kanalélius skyscio jleidimui (1), (2) ir (3), taip pat viena kanalélj
skirtg alyvos jleidimui (4). La$eliai iSteka i§ mikrogardelés per iStekéjimo kanalg
(5) (Zilionis ir kt., 2017).

1.4. DNR kondensacija j nano- ir mikrodaleles

1.4.1. Gélés ziedlapj primenancios dalelés

Skirtingos organizacijos apibrézia nanodaleles nevienodai. Tarptautinis
ISO standartas apibrézia nanodaleles kaip daleles, kuriy viena ar daugiau
kra$tiniy yra mazesnés nei 100 nm!. ASTM (angl. American Society of
Testing and Materials) laiko, kad nanodalelé — dalelé, kurios dvi ar trys
dimensijos yra tarp 1 ir 100 nm. Brity standarty institucija BST ir valstybinis
vokieéiy darbo apsaugos ir sveikatos institutas (vok. Bundesanstalt fiir
Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin — BAuA) mano, kad nanodalelé — dalelé,

L https://www.iso.org/committee/381983.html
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kurios visos dimensijos arba diametras yra nanoskaléje (Horikoshi ir
Serpone, 2013).

Nanodalelés gali biti i§ vienos medziagos ar keliy skirtingy medziagy.
Jei dalelg¢ sudaranti medZziaga yra metalas ar puslaidininkis, tai tokios dalelés
dazniausiai yra kietos. Jei nanodalele sudaranti medziaga yra skysta
kambario temperatiiroje, pavyzdziui, lipidai, tai gauta dalelé yra minkstos,
gelinés konsistencijos, pavyzdziui, liposoma. Nanodalelés sudarytos i
vienos medziagos yra daZzniau naudojamos praktikoje, taciau dalelés i
skirtingy medziagy gali turéti jdomesnj ir jvairesnj pritaikyma. Pavyzdziui,
Janus dalelés, kuriy pavirSius sudarytas i§ hidrofobinio ir hidrofiliniy
pavir$iy, yra panaudojamos laivy dazy gamyboje, kurie apsaugo laivo
korpusa nuo apaugimo (Kirillova ir kt., 2016). Neorganinés branduolio
apvalkalo nanodalelés fluorescuoja platesniame bangy ruoze nei vienos
medziagos kvantiniai taskai, o tai yra svarbu biomedicininiame pritaikyme
(Xu ir kt., 2016). Nanodalelés, kurias tikimasi panaudoti vaisty perne$imo
sistemose, daZnai turi neorganinj dalelés branduolj ir organinj dalelés
apvalkala (Lee ir kt., 2015).

Nanodalelés taip pat daznai pasizymi skirtinga morfologija. Pagal tai
dalelés skirstomos j nanosferas (Agam ir Guo, 2007), nanovamzdelius (Choy
ir kt., 2004), nanorifus (Choy ir kt., 2004), nanodézutes (Sun ir Xia, 2002),
nanograndines (Kralj ir Makovec, 2015) ar nanoge¢les (Lee ir kt., 2015).

Nanogélémis (angl. nanoflowers) vadinamos dalelés, pasizymincios
specifiska morfologija, primenancia gélés Ziedlapj (1.12. pav.). Sios dalelés
yra ypatingai jdomios tuo, kad palyginus su tokio paties dydzio sferinémis
dalelémis, pavirsiaus plotas yra Zymiai didesnis. Si savybé yra svarbi
tokiuose taikymuose, kur yra svarbus didelis pavirsiaus plotas, pavyzdziui,
kai dalelé yra naudojama Kaip vaisto ar fermento nesiklis. Reikia pripazinti,
kad nors S$ios dalelés literatiroje yra vadinamos nanogélémis, taciau
pavadinimas néra labai tikslus. Labai daznai iy daleliy, ypac turinciy
organineg dalj, dydis yra mikrometry ruoze: 1 — 27 um (Zubaite ir kt., 2017,
Lee ir kt., 2015). Neorganiniy daleliy dydis dazniau prasideda nanometry
ruoze, t.y. 200-500 nm (Chen ir kt., 2017, Cao ir kt., 2016).

Geles ziedlap] primenanciy daleliy susidarymas yra apraSytas tokiomis
reakcijos salygomis, kuomet vienu metu vyksta nukleortigsties sintezé ir
dalelés susidarymas. Pradiniuose sintezés etapuose, didéja NR koncentracija
ir formuojasi vijos (1.13. pav., a). Reakcijai vykstant toliau SEM
nuotraukose yra matomos lakstiniy struktiiry atsiradimas ir jy storéjimas
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1.12. pav. Gélés ziedlapj primenanti dalelé, sudaryta i§ magnio pirofosfato ir DNR.
SEM nuotrauka daryta Vaidoto Kiseliovo (Zubaité ir kt., 2017).

(1.13. pav., b ir ¢). Didéjant NR kiekiui, molekulés klostosi tankiau ir lakste
pastebimos pirmosios daleliy formavimosi uZuominos — raukslétos, dalinai
sferinés struktiiros (1.13. pav., d). Sios struktiiros palaipsniui jgauna sferinés
dalelés formg (1.13. pav., e), tatiau dar kurj laikg lieka tarpusavyje
susijungusios RNR vijomis. Daleléems augant toliau, jos atsijungia nuo
bendros RNR matricos sudarydamos atskiras gélés Ziedlap] primenancias
daleles (1.13. pav., f). Remiantis SEM nuotraukomis buvo pasitlytas
principinis NR kondesacijos j $ias daleles mechanizmas (1.13. pav., g), kuris
prasideda nuo vijy formavimosi, tuomet lakSto susidarymas, daleliy
uzuomazgos NR matricoje ir, galiausiai, atsipumpuravusios atskiros dalelés.
Sios dalelés pasizymi didesniu temperatiiriniu stabilumu, nei yra budinga
NR komplementariy baziy sgveikos atveju (150-170°C), bei dvejopu $viesos
lauzimo kampu, budingu kristalams. Todél yra manoma, kad NR daleléje yra
kristalin¢je busenoje (Lee ir kt., 2012, Zhu ir kt., 2013). Sias i¥vadas
papildomai patvirtina ir zinomas faktas, kad pasiekus dideles koncentracijas,
NR yra linkusios kristalizuotis (Strzelecka ir kt., 1988).
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1.13. pav. Gélés ziedlapi primenanéiy daleliy i magnio pirofosfato ir RNR
formavimasis. RNR sintezé buvo vykdoma T7 RNR polimerazés pradmeniu
naudojant ziedine DNR molekule. Reakcijos produktai buvo jvertinti SEM po 1 h
(@), 4 h (b),8h(c), 12 h (d) 16 h (e) ir 20 h (f). Remiantis SEM nuotraukomis buvo
pasiiilyta daleliy kondensacijos principiné schema (g). Reakcijos metu didéjant RNR
koncentracijai pradzioje yra matomos molekuliy vijos (g, 1), kurios pradeda
formuoti RNR pluostg (g, 2). RNR pluostui storéjant, jo pavirSiuje pradeda
formuotis rauks$létos, dalinai sferinés struktiros (g, 3). Tesiant sinteze, Sios
struktiros atsipumpuruoja nuo RNR matricos, suformuodamos atskiras, sferines
daleles (g, 4) (Lee ir kt., 2012).

1.4.2. Neorganinés gélés ziedlapj primenancios dalelés

Neorganinés gélés ziedlapj primenancios dalelés daznai sintetinamos tam,
kad buty naudojamos reakcijy katalizei, jutikliy ar li¢io elementy kiirime.
Neorganinés dalelés paprastai yra pavadinamos pagal metalo jona, kuris
sudaro dalele. Siame skyrelyje pateikiama keletas tokiy daleliy pavyzdziy.

Gelés ziedlapj primenancios dalelés, turingios vario (Cu* ir Cu?') ir
mangano (CuMnOS), buvo susintetintos maiSant tioacetaming su vario
nitratu ir mangano chloridu (1.14. pav., Chen ir kt., 2017). Keiciant
hidrazino kiekj daleliy sintezés metu buvo gautos dvi skirtingos daleliy
rasys: turin¢ios mazai Cu® ir turin¢ios daug Cu*. Daug Cu* turin¢ios dalelés
buvo panaudotos metanolio sintezei i§ anglies dioksido ir vandens, 0 mazai
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Cu* turingios dalelés — vandenilio sintezei i§ metanolio ir vandens. Sios
reakcijos vyko vandeninéje terpéje, kambario temperatiros salygomis be
papildomos energijos ar reagenty. Tokia sistema atlicka pilng CO»-CH3;OH
redukavimo-oksidavimo cikla.

NTUST

1.14. pav. Gélés ziedlapj primenanciy daleliy i§ vario ir mangano SEM (a) ir TEM
(b) mikroskopijos nuotraukos (Chen ir kt., 2017).

I§ vario ir platinos lydinio pagamintos gélés ziedlapj primenancios dalelés
buvo panaudotos amonio borano hidrolizei (Zhou ir kt., 2017). Kaip ir
galima buvo tikétis, Sios dalelés gerokai pralenké kitus platinos ir vario
katalizatorius ~ savo  pradinés  reakcijos  grei¢iu,  pasiekdamos
108 mol Hz/min/mol Pt.

Magnio oksido dalelémis buvo padengtas bismuto elektrodas. Toks
jutiklis buvo panaudotas $vino (Pb®*) ir kadmio (Cd?*) nustatyme ir pasieké
zemas detektavimo ribas: 2,1 pM ir 81 pM (Wei ir kt., 2012).

1.4.3. Gélés ziedlapj primenancios dalelés dengtos baltymais

Geles ziedlapi primenancios dalelés, kurios yra sudarytos ne tik i$
neorganinés dalies, bet turi ir organing dalj, yra sitiloma duoti pavadinimus
pagal tai, koks metalas ir kokia organiné medziaga sudaro dalel¢ (Lee ir kt.,
2015). Keli klasifikavimo pavyzdZiai yra pateikti 1.1 lenteléje.

1.4.3.1. Géles ziedlapj primenancios dalelés is vario ir baltymy

Ge ir bendraautoriai susintetino Kketurias skirtingas gélés ziedlapi
primenanc¢iy daleliy riisis. Visy branduolj sudaré vario jonai (Cu?"), taciau
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1.1. lentelé. Géles ziedlapj primenancios dalelés klasifikavimo pavyzdZiai

Metalo jonas Organiné medZiaga Literatiiros Saltinis
Varis a-laktalbuminas Geir kt., 2012
lakazé
karboanhidrazé
lipazé

gliukozés oksidazé ir  Sunirkt., 2014
krieny peroksidazé

Kalcis a-amilazé Wang ir kt., 2013
chitozanas Wang ir kt., 2014
Manganas imunoglobulinas G Zhang ir kt., 2015

jaucio serumo albuminas
raktopamino antikiinis

Magnis RNR Lee ir kt., 2012
Shopsowitz ir kt., 2014
DNR Drmanac ir kt., 2009

Zhu ir kt., 2013
Lee ir kt., 2012

skyrési panaudota baltyminé medziaga: a-laktalbuminas, lakazé,
karboanhidrazé ar lipazé. Idomu tai, kad baltymy aktyvumas daleléje
nesumazgjo, net padidéjo (90-650 %) lyginant su neimobilizuoto fermento
aktyvumu (Ge ir kt., 2012). Fermento aktyvumo padidéjimas yra aiskinamas
dideliu dalelés pavirSiaus plotu, kuris netrukdo medziagy judéjimui,
fermento molekuliy tarpusavio saveika ar metalo ir fermento sgveika (vario
jonai didina lakazés aktyvuma).

Kitame pavyzdyje vario jony pagrindu paruostos dalelés buvo dekoruotos
iskart dviem fermentais: gliukozés oksidaze ir krieny peroksidaze. Sios
dalelés buvo panaudotos gliukozés detektavimo sistemoje. Gliukozés
oksidazé oksiduodama gliukoze iSskyré H,O,, kuris krieny peroksidazés
buvo panaudotas 3,3',5,5'-tetrametilbenzidino oksidacijai (Sun ir kt., 2014).
Skaidrus tirpalas nusidazydavo mélyna spalva. Sis darbas yra jdomus dar ir
dél to, kad nanodalelé tapo efektyviu btidu vieng $alia kito pozicionuoti du
kaskadiniy reakcijy fermentus.

1.4.3.2. Géleés Ziedlapj primenancios dalelés is kalcio ir baltymy

Mokslininky grupé i§ Kinijos susintetino daleles kalcio jony pagrindu.
Sios dalelés buvo padengtos a-amilaze, fermentu hidrolizuojanéiu alfa rysj
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dideliuose polisachariduose (krakmole, glikogene) (Stedman, 2000).
Fermentas, susintetintose dalelése pasizyméjo didesniu fermentiniu
aktyvumu, nei buidamas laisvas, tirpale, be to isliko aktyvus ilgesnj laika
(Wang ir kt., 2013).

Kalcio ir a-amilazés dalelése buvo lengva pavirSiy padengti baltymu, nes
kalcis yra alosterinis a-amilazés aktyvatorius. Taciau ne visada yra lengva
gélés ziedlap] primenancias daleles dekoruoti baltymu. Todél kita
mokslininky grupé pasialé alternatyvy daleliy ruo$imo mechanizma.
Chitozanas ir trifosfatas yra inkubuojami kartu, kol sudaro gelio pavidalo
mi§inj. Sis miSinys yra maiSomas su kristalais, paruotais i§ kalcio ir
trifosfato, kad susidaryty dalelés. Susidariusios gélés ziedlapj primenancios
dalelés yra inkubuojamos su norimu baltymu, kuris jsijungia j daleles. Nors
dalelés turéjo salyginai mazg baltymo kiekj (5 mg/g), taciau baltymas islaiké
~85 % savo fermentinio aktyvumo, o sukurta sistema leidZia daug laisviau
pasirinkti norima baltyma nanodaleléms paruosti (Wang ir kt., 2014).

1.4.3.3. Géles Ziedlapj primenancios dalelés i§ mangano ir baltymy

Manganas irgi buvo panaudotas daleliy ruoSime. Zhang ir kt. 2015 m.
paskelbé straipsnj apie tris skirtingas nanodaleliy rasis, kurios buvo dengtos
imunoglobulinu G, jau¢io serumo albuminu ir raktopamino antikiiniu. Sios
dalelés buvo panaudotos elektrocheminiame biosensoriuje, skirtame
nustatyti raktopaming — gyvulinio maisto prieda, skatinantj galvijy liesé¢jima.
Sio priedo naudojimas yra reguliuojamas. Sukurty biosensoriy detekcijos
ribos buvo 4,6, 9,3 ir 26 pg/ml (su imunoglobulinu G, raktopamino antikiiniu
ir jau¢io serumo albuminu paruoStuose jutikliuose). Toks detektorius yra
apie 1000 Kkarty jautresnis nei kiti elektrocheminiai jutikliai (Duan ir kt.,
2013).

1.4.4. Gélés ziedlapj primenancios dalelés dengtos nukleortigstimis

Baltymais dengtos dalelés dazniausiai yra ruoSiamos maiSant baltyminj
tirpalg su drusky tirpalais. Nanodalelés susidaro baltymams kristalizuojantis
kartu su druskomis. Neorganinés nanodalelés, dengtos nukleortig§timis, irgi
gali biiti ruoSiamos maiSant nukleortigsCiy tirpala su drusky tirpalu
(nepublikuoti dr. Vaidoto Kiseliovo duomenys). Taéiau literatiroje taip pat
yra pavyzdziy, kai RNR ar DNR sintezé ir gélés ziedlapj primenancios
dalelés kristalizavimas vyksta tuo paciu metu.

49



1.4.4.1. Géleés ziedlapj primenancios dalelés is magnio ir RNR

Mokslininky grupé i§ Kinijos paruo$¢ magnio ir RNR daleles (Lee ir kt.,
2012). Siy daleliy ruogimas buvo pradétas nuo viengrandés DNR molekulés,
kurios galai buvo komplementartis pradmeniui, turin¢iam T7 RNR
polimerazés promotoriaus seka. Prilydant pradmenj, DNR molekulé buvo
sulenkta j zieda ir sujungta panaudojant T4 DNR ligaze. Sis kompleksas,
ziediné DNR molekulé su pradmeniu, buvo panaudota kaip matrica T7 RNR
polimerazei. Susintetintos viengrandés RNR molekulés kondensavosi kartu
su magnio pirofosfatu j gélés ziedlapj primenancias daleles.

Optinés poliarizacijos mikroskopijos pagalba buvo nustatyta, kad gautos
dalelés pasizymi dvejopu $vieSos lauzimu (angl. birefringence). Si savybé
yra biidinga kristalams. Taip pat buvo nustatyta, kad Sios dalelés yra stabilios
iki 150°C. Remiantis §iais jrodymais, buvo padaryta i§vada, kad daleléje
esanti RNR turéty buti kristalinéje formoje (1.15. pav.). Viena gélés ziedlapj
primenanti dalelé gali turéti iki 1 x 10° siRNR kopijy. Sios dalelés buvo
sumaisytos su polietileniminu, suteikianciu daleléms teigiama krivj, ir
j8virkstos j pelés vézinj audinj, ekspresuojantj jonvabalio liuciferaze. Po
keturiy dieny jonvabalio liuciferazés raiska buvo zymiai sumazinta dél RNR
interferencijos.

1.15. pav. Gélés ziedlapj primenanciy daleliy i§ magnio RNR TEM nuotrauka ir
schematinis atvaizdavimas galimos RNR kristalinés strukttros. Skalé jklijoje lygi
500 nm. (Lee ir kt., 2012)

Gélés ziedlapj primenancios dalelés i§ RNR ir magnio gali biiti ruoSiamos
atliekant RNR sinteze nuo ziedinés DNR. T7 RNR polimerazé vykdo
grandinés sintezés reakcija, kurios Salutinis produktas yra pirofosfatas. Jis
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kristalizuojasi kartu su magniu ir sudaro Mg.P,O; x 3,5H,O ir RNR
kompleksa. Nukleortgstis sudaro ~15 — 21 % (w/w) dalelés masés.
Remiantis anglies issidéstymu, buvo nustatyta, kad RNR daleléje yra
issides¢iusi magnio pirofosfato laksty pavirsiuje. Sios dalelés taip pat buvo
sumai$ytos su linijiniu polietileniminu ir panaudotos lasteliy transfekcijai.
siRNR seka slopino eGFP baltymo ekspresija (Shopsowitz ir kt., 2014).

1.4.4.2. Géles Ziedlapj primenancios dalelés is§ magnio ir DNR

Magnio pirofosfato dalelés dengtos DNR jvairiose studijose vadinamos
skirtingai. 2010 m. publikuotas darbas Sias daleles vadina DNR
nanorutuliukais (angl. DNA nanoballs). Literatiiroje apraSytame darbe DNR
dalelés buvo ruoSiamos atliekant RCA reakcijg, dar Zinoma kaip riedancio
rato padauginimo reakcija. Taciau prieS vykdant $ig reakcija, DNR buvo
liguojama 9 kartus ir jterpiamos 4 komplementarios sekos. Buvo manoma,
kad DNR grandiné turi turéti komplementarias sekas daleliy susidarymui.
Taip paruostos dalelés buvo iSrikiuojamos minkstosios litografijos pagalba
paruostoje mikrogardéléje. Siuo metodu paruosty daleliy dydis buvo ~300
nm (Drmanac ir kt., 2010).

Kitos grupés ruos¢ gélés ziedlapj primenancias daleles i§ DNR
naudodamos ta pacig RCA reakcija, taciau jy DNR neturéjo specialiai jterpty
palindrominiy seky. Dalelés susidarydavo ir be papildomy komplementariy
seky jterpimo. Sekos jtaka daleliy susidarymui buvo papildomai tiriama
pakeiciant visus galimus nukleotidus j deoksiadenozing. Nuo $ios sekos
gautos dalelés buvo 2,5 karto didesnés. Sis rezultatas buvo aiskinamas tuo,
kad silpniau sujungtos DNR molekulés grandinés sukuria maziau
pasiprieSinimo fermentui, bei tuo, kad silpnesné grandiniy tarpusavio
hibridizacija lemia laisvesnj DNR susipakavimg daleléje. Taip pat buvo
pastebéta, kad daleliy dydj galima kontroliuoti parenkant reakcijos laikg: 10
h reikia norint gauti ~200 nm dydzio daleles ir 30 h — norint gauti 4 um
dydzio daleles (Zhu ir kt.,, 2013). Atliktame darbe dalelés buvo
funkcionalizuotos  fluorescuojanciais  pradmenimis, fluorescuojanciais
nukleotidais, scg8 aptameru ir vaista suriSancia seka. Fluorescuojantys
pradmenys ir nukleotidas padéjo geriau matyti daleliy patekimg j lasteles.
Scg8 aptameras yra specifiskas PTK7 baltymui, kuris yra stipriai
ekspresuojamas kai kuriose vézinése lastelése (Shangguan ir kt., 2006,
Shangguan ir kt., 2008). Gélés ziedlapj primenancios dalelés i§ DNR buvo
jsotintos doksorubicino (chemoterapinis vaistas) ir inkubuotos su sgc8
specifinémis HeLa ir T leukemijos lastelémis bei su sgc8 nespecifinémis B
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limfomos lastelémis (1.16. pav.). Taip buvo parodyta, kad DNR dalelés gali
biiti panaudotos kaip vaisto nesiklis.

Hela Igstelés Leukemijos T Igstelés Limfomos B Igstelés
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1.16. pav. Lasteliy gyvybingumo tikrinimas, jas paveikus doksorubicinu iStirpintu
tirpale (mélyna linija) ir doksorubicinu perneSamu DNR molekule, esancia ant
gélés ziedlapj primenanciy daleliy pavirsiaus (raudona linija) (Zhu ir kt., 2013)

Dazniausiai gélés ziedlapj primenancios dalelés i§ DNR yra ruoSiamos
naudojant phi29 DNR polimeraze ir atlickant RCA reakcija. Pradiné
medziaga yra viengrandé ziediné DNR molekulé, turinti vieng pradmeni.
Taciau jei i§ pradziy vykdoma jprasta RCA reakcija 2 - 4 h, 0 po to tgsiama
MpRCA reakcija dar 16 - 24 h, tai gaunamas hidrogeliné strukttira (Lee ir
kt., 2012). Remiantis tik reologiniais matavimais medziaga biity laikoma
geliu. Taciau perkélus medziaga i skysti, ji turi forma tarsi biity kietas kiinas,
0 pasalinus skystj medziaga elgiasi lyg bity skystis, t. y. teka (1.17. pav.). Si
savybé buvo panaudota sukuriant vandeniu reguliuojama elektros jungiklj. |
hidrogelj buvo pridéta 10 nm aukso nanodaleliy. Be vandens hidrogelis
i§sitempdavo ir sudarydavo elektrinj kontakta. Pridéjus vandens, tas pats
hidrogelis susitraukdavo iki trumpesnés formos ir elektros tekéjimas buvo
nutraukiamas.

Pakartotinai
Pasalinus pridéjus
vandenj vandenj
! 3 !

1.17. pav. DNR hidrogelis. Hidrogelis buvo sintetintas ,,D“, ,N“ ir ,,A“ raidziy
formose. Skystyje laikomas gelis iSlaiko formg, o paSalinus vandenj gelis tampa
takus tarsi skystis. V¢l pridéjus vandens, gelis grizta j prading formg (Lee ir kt.,
2012).
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Tyringjant hidrogelio SEM nuotraukas, yra matomos gélés Zziedlapj
primenancios dalelés i§ magnio pirofosfato ir DNR jsitvirtinusios DNR vijy
tinkle (1.18. pav.). Autoriai pacias daleles vadina DNR pauks¢io lizdu (angl.
DNA bird nest).

Gélés ziedlapj primenancios dalelés susilaukia vis daugiau démesio.
Didelis pavirSiaus plotas ir mikroporétumas suteikia puikias galimybes
panaudoti jas fermenty perneSimui. Pacios dalelés yra paruostos is
netoksisko metalo, todél irdamos neter§ aplinkos. Sios dalelés ne tik neters
aplinkos, tac¢iau magnio pirofosfatas ir nukleortigStys yra puikiai
suderinamos su biologinémis sistemomis. NR dekoruotas daleles galima
lengvai pritaikyti kitai uzduociai, tam tereikia pakeisti nukleotidy seka ir
galima naudoti tg patj ruo$imo metoda.

1.18. pav. Hidrogelis i§ DNR daleliy ir DNR. Gé¢lés ziedlapj primenancios dalelés i$
DNR yra jsitvirtinusios DNR tinkle (Lee ir kt., 2012).

Gélés ziedlapj primenancios dalelés i§ magnio pirofosfato ir DNR gali
biiti paruostos ne tik RCA reakcijos metu. Neseniai Sios dalelés buvo pirma
kartg paruostos mpRCA metodu (Galinis ir kt., 2016). Skirtingai nuo kity
darby, siame metode DNR buvo amplifikuojama mikroskys¢iy laseliuose
parenkant tokias salygas, kad reakcijos metu viena dalelé susidaryty i$
vienos DNR molekulés. ISgrynintos dalelés buvo pakartotinai inkapsuliuotos
laselivose, turin¢iuose in vitro transkripcijai ir transliacijai batinus
komponentus. Taip buvo parodyta, kad gélés ziedlapj primenancios dalelés

i§ magnio pirofosfato ir DNR, gali biiti panaudotos in vitro baltymy sintezei
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mikroskysciy laseliuose (Galinis ir kt., 2016). Kiek mums yra zinoma, tai yra
pirmas kartas, kai pavienés DNR molekulés buvo panaudotos daleliy
sintezei. Taip pat tai yra pirmas kartas, kai gélés ziedlapj primenancios
dalelés i§ DNR yra panaudotos kaip matrica baltymy sintezei in vitro. Nors
Siuo metu yra sukurta jvairiy metody kryptingai baltymy evoliucijai in vitro,
taciau dauguma esamy metody daznai yra apsunkinti papildomy zingsniy:
DNR padauginimo, mikrorutuliuky pridéjimo ar laseliy suliejimo. Masy
sukurtas metodas yra paprastesnis lyginant su Kitais metodais. Nereikia
papildomo mikroskysc¢iy modulio, skirto sulieti kelis skirtingus laselius. Taip
pat misy metodas nereikalauja papildomo darbo su mikrorutuliukais: jy
paruo$§imo ar optimalaus Kiekio nustatymo, ka tenka daryti kituose
metoduose (Kojima ir kt., 2005, Paul ir kt., 2013). Vieno Zingsnio metu yra
padauginama DNR ir padaromos dalelés, prie kuriy DNR yra jau pritvirtinta.
Sis paprastas metodas paversti pavienes DNR molekules j daleles (turin&ias
tikstancius kopijy pradinés DNR matricos) ir panaudoti Sias daleles baltymy
sintezei, gali zenkliai prisidéti prie in vitro evoliucijos metody tobulinimo.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos, priemonés ir prietaisai
2.1.1. Prietaisai

Darbe naudoti prietaisai:

Automatiniai tario dozatoriai: P2N, P10N, P20N, P100N, P200N ir
P1000N (Gilson);

Centrifugos: J2-21 (Beckman), 5430 R ir 5810 R (Eppendorf), staliné
centrifuga ,,Grant-bio PCV-2400* (Grant Instruments (Cambridge)), staliné
centrifuga Prism™ Mini (Labnet), dengimo fotorezistu centrifuga WS-650-
23NPP (Laurell Technologies);

Desikatorius (Nalgene);

Fluorescecinés apsvietimo sistemos: X-Cite® 120PC (Lumen Dynamics),
gyvsidabrinis Sviesos Saltinis fluorescencijai ,,Nikon intensilight C-HGFI*
(Nikon);

Geliy fotografavimo sistema MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems);

Horizontalus elektroforezés aparatas, jo priedai ir srovés Saltinis
PowerPac Basic (Bio-Rad);

Infraraudonyjy spinduliy termometras MS6520B (Mastech);

Kaitinimo elementai: ploksté ,,PC-600D* (Corning), FB15103, FB15101
ir Mini Dry Bath (Fisher Scientific);

Kaukiy lygiavimo ir UV apsvitos prietaisas MIB3 (Siiss Microtec);

Mikrobangy krosnelé¢ GE711K (SAMSUNG);

Mikroploksteliy ~ skaitytuvai: Synergy H4 (BioTek Instruments),
Varioskan™ Flash Multimode Reader (ThermoScientific);

Mikroskopai: inversinisai optiniai mikroskopai ,,Eclipse Ti*“ (Nikon) ir
Olympus 1X70 (Olympus), stereomikroskopas ,,SMZ445/SMZ460%;

Oriniai inkubatoriai: IB-01E (Medline Scientific), Memmert (Memmert),
orinis inkubatorius Tepmoctat (Opmecckuit skcrnepumeHntansHbill 3abopn),
Heratherm 1GS60 (ThermoScientific:);

Pavirsiy aktyvavimo plazma aparatas ,,Plasma system FEMTO* (Diener
electronic);

PerSvieCiamas elektroninis mikroskopas: Morgagni 268 (FEI);

PGR aparatai: Mastercycler ir Mastercycler gradient (Eppendorf);

Profilometras Dektak® 6M (Veeco Instruments);
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Programiné jranga: seky redagavimo ir atvaizdavimo programos
SerialCloner 2.6.1 (2004-2013, Franck Perez) ir Vector NTI 10.0.1 (2005
Invitrogen Corporation); spektrofotometro valdymo programa NanoDrop
2000/2000c Software (Thermo Fisher Scientific, Inc.), paveiksléliy
redagavimo programa GIMP 2.8.6, paveikslé¢liy analizés programa Imagel
1.50i (Nacionalinis sveikatos institutas, JAV), geliy analizés programa
GelAnalyzer 2010a (dr. Istvan Lazar), biuro programy paketas Apache
OpenOffice 4.1.3, bréziniy ruo§imo programa AutoCAD Mac 2013, kameros
valdymo ir paveiksléliy analizés programa NIS-Elements Nikon Imaging
Software 4.0, video kameras valdanti jranga Phantom Camera Control
2.12.725.0 ir VimbaViewer 1.1.3, GelCaptureMiniBIS;

Skaitmeninés kameros: ,,AVT Guppy“ F033C ir FO33B (Allied Vision
Technologies), EMCCD technologijos kamera iXon (Andor), greitacigé
vaizdo kamera ,,Phantom v7.3“ (Vision Research), 1,5 MP mikroskopo
kamera ,,Nikon Digital Sight DS-U3* (Nikon);

Stalinés maisyklés Orbit™ LS ir Vortex Mixer S0200 (Labnet) ir
purtyklé ,,Vortex-Genie 2* (Scientific Industries);

Svarstyklés: KERN 770 ir 440-45N (KERN & Sohn), Scout (OHAUS);

Svirksty pompos: ,,Harvard Apparatus PHD 2000 Infusion®, , Harvard
Apparatus PHD Infuse/Withdraw*, ,,Harvard Apparatus PHD ULTRA®
(Harvard Apparatus);

UV saltinis (Cell Biosciences);

Vakuuminés pompos Gast ir Pfeiffer Vacuum;

Vertikali laminarinio srauto spinta ,,Telstar Mini V/PCR* (Telstar).

2.1.2. Priemonés

Apskritos poliruotos silicio plokstelés 100 mm ir 76 mm diametro ir
525 um storio (Siltronix), mikroskopiniai stikliukai 75 x 50 mm ir 0,96 -
1,06 mm storio (Corning), hemocitometras, PTFE §langelés 0,3 mm vidinio
ir 0,76 mm iSorinio skersmens (Adtech Polymer Engineer), 384 Sulinéliy
mikroplokstelé: mazo thrio, nesterili, neadsorbuojan¢io pavirSiaus
padengimo, juodos plastmasés (#3544, Corning), Svirkstai:
¢ I ml Omnifix®-F1 ml (BRAUN);
e1ml, 1001 TLL SYR (HAMILTON);
adatos (TERUMO):
e Neolus 0,4 x 16 mm 27G x 5/8”;
e Neolus 0,6 x 25 mm, 23G x 17;
meégintuveliai:
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¢ 0,2 ml PGR (ThermoScietific);
o Plus (Nerbe);
e MAXYMUM RECOVERY (Axygen);
e Protein LoBind ir DNA LoBind ( Eppendorf);
TEM gardelés:
¢ 100 formvaro/anglies plévele dengti 400 akiy vario tinkleliai
(QUANTIFOIL);
e anglimi dengti 200 akiy vario tinkleliai (Pyser-SGI Limited).

2.1.2.1. Mikrogardeles

Darbe naudota mikrogardelé ir jos bendrasis brézinys yra pavaizduoti
literatiros dalyje (1.10. pav.). Naudoty gardeliy iSmatavimai ties
emulsifikavimo jungtimi pavaizduoti to paties paveikslo apacioje.

2.1.3. Reagentai

Acetonas (>99,8 %, SigmaAldrich);

Agaras (Merck);

Agarozé (Lonza);

CaCl2 (AppliChem);

EA1 ir EA2 surfaktantai (Mikrotechnologijy sektorius, BTI);

Etanolis (>99,8 %, SigmaAldrich; 96 %, Vilniaus degtiné);

FC-40 (3M Novec);

HFE-7500 (3M Novec);

Izopropanolis (>99,5 %, SigmaAldrich);

Kanamicino sulfatas (CarlRoth);

Lengva mineraliné alyva (SigmaAldrich);

MgCI2 (AcrosOrganics);

Mieliy ekstraktas (Oxoid);

NaCl (CalBiochem);

NH40Ac (CarlRoth);

PFO (97 %, SigmaAldrich);

Poloxamer 407 (SigmaAldrich);

Triptonas (Fisher Chemical);

Tris (CarlRoth, Merck);

Vanduo be nukleaziy (ThermoFisher Scientific);

Zemo lydymosi tasko agarozé (ThermoFisher Scientific; # V2111
Promega).
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2.1.4, Komerciniai rinkiniai

In vitro transkripcijos ir transliacijos rinkiniai: Expressway Cell-Free
E.coli sintezés sistema ir New England Biolabs (NEB) PUREXxpress in vitro
baltymy sintezés rinkinys. Plazmidziy gryninimo rinkiniai i§ ThermoFisher
Scientific ,,GeneJET Plasmid Miniprep* ir i§ Zymo Research ,,Plasmid
Miniprep™ - Classic*. Silikono ruos$imo rinkinys ,,SYLGARD® 184
silicone elastomer kit i§ Dow Corning.

2.1.5. Fermentai

I§ ThermoFisher Scientific: phi29 DNR polimerazeé, RiboLock
ribonukleaziy inhibitorius, Xagl ir HindIIl restrikcijos endonukleazés. IS
New England Biolabs: phi29 DNR polimerazé, -agarazé I, peliy RNaziy
inhibitorius, Banll restrikcijos endonukleazé.

2.1.6. Tirpalai
2.1.6.1. DNR padauginimo reakcija:

I$ ThermoFisher Scientific:

2 mM ir 10 mM dNTP miSinio tirpalas;

10 X phi29 DNR polimerazés buferis: 330 mM Tris-Ac (pH 7,9 37°C),
100 mM MgAc, 660 mM KAc, 1 % (v/v) Tween 20, 10 mM DTT.

I$ New England Biolabs:

10 X phi29 DNR polimerazés buferis: 500 mM Tris-HCI, 100 mM
MgClz, 100 mM (NH4)2SOs4, 40 mM DTT, pH 7,5 25°C.

2.1.6.2. DNR elektroforezés buferiai ir tirpalai:

I$ New England Biolabs:

Gel Loading Dye Blue (6 X), kai 1 X tirpalas: 2,5 % Ficoll®-400, 11 mM
EDTA, 3,3mM Tris-HCI, 0,017 % SDS, 0,015 % bromfenolio mélynasis,
pH 8.0 25°C;

Gel Loading Dye Purple (6 X), kai 1 X tirpalas: 2,5 % Ficoll®-400,
10 mM EDTA, 3,3 mM Tris-HCI, 0,08 % SDS, 0,02 % dazo 1, 0,0008 %
dazo 2, pH 8,0 25°C;

IS ThermoFisher Scientific:

1 X TAE buferis: 40 mM Tris, 20 mM acto rtigstis, | mM EDTA, pH 8,4
(ruoSiamas i§ 50X TAE);
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6 X Loading Dye tirpalas: 10 mM Tris-HCI, 0,03 % bromfenolio
mélynasis, 0,03 % ksilenocianolis FF, 60 % glicerolis, 60 mM EDTA,
pH 7,6;

2.1.6.3. Kompetentiniy lgsteliy ruosimui ir kultivavimui skirti tirpalai:

,,Na“ tirpalas: 5 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 8,0;

,,Ca“ tirpalas: 5 mM Tris-HCI, 100 mM CacCl,, 5 mM MgCl;, pH 8,0.

Luria-Bertani (LB) terpé: 1 % peptonas, 0,5 % mieliy ekstraktas, 0,5 %
NacCl, pH 7,0;

Luria-Bertani (LB) agarizuota terpé: 1,2 % agaras 1 % peptonas, 0,5 %
mieliy ekstraktas, 0,5 % NaCl, pH 7,0.

2.1.6.4. Kiti tirpalai:

1 X R buferis: 10 mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl, 100 mM KClI,
0,1 mg/ml BSA (ThermoFisher);

1 X CutSmart buferis: 50 mM KAc, 20 mM Tris-Ac (pH 7,9 25°C),
10 mM MgAcz, 0,1 mg/ml BSA (NEB);

Neigiami fotorezistai SU8-2007 ir SU8-2015 (MicroChem);

Fotorezisto ryskalas mr-Dev 600 (Micro resist technology);

2 % (w/v) EAL1 HFE-7500 alyvoje;

BSA 10 mg/ml (NEB);

Poloksameras 407 10 % (w/v) (Life Technologies);

10 mg/ml etidZio bromidas (CarlRoth);

Aquapel stiklo apdorojimo priemoné (Pittsburgh Glass Works);

10 X pB-agarazés buferis: 10 mM Bis-Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 6,5
25°C (NEB);

5 M NHJAC;

10 mM Tris buferis pH 8,5;

13,3 mM CaCly;

10 uM FDG (ThermoFisher Scientific);

10 000 X SYBR Safe (ThermoFisher Scientific);

10 000 X SYBR Green | (ThermoFisher Scientific);

5mM SYTO 84 fluorescencinis, oranzinis nukleortig§¢iy daZzas
(ThermoFisher Scientific);

SYTO 84 dazymo tirpalas: 10 pl 5 mM SYTO 84 sumaiSoma su 390 pl
HFE7500 alyva, turin¢ia 2 % (w/v) EAL,

SYBR Green dazymo tirpalas: HFE7500 alyva, 2 % (w/v) EAl
surfaktantas, 100 X SYBR Green;
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FDG analizés buferis: 1 X phi29 buferis (NEB), 1,1 uM FDG;
Daleliy dazymo tirpalas: 1 X phi29 buferis (NEB), 10 X SYBR Green I.

2.1.7. Nukleoriigstys

Darbe naudotos plazmidés:
e pBR322 (ThermoFisher Scientific, 2.1. pav.);
o PET-29b(+)_EGFP (Sabine Studer, 2.2. pav.);
e pIVEX2.2EM-lacZ-his (Greta Stonyté, 2.3. pav.).

AmpR 4 TetR

(3955...3296) /(89...1273)

pBR322 - 4361 nt

2.1. pav. pBR322 plazmidés schema. AmpR — genas, koduojantis baltyma lemiantj
§iy plazmidziy padauginimui naudojamy E.coli lasteliy atsparuma ampicilinui,
TetR — genas, koduojantis baltymg lemiantj §iy plazmidziy padauginimui
naudojamy E.coli lgsteliy atsparumga tetraciklinui. Skaiciai skliaustelivose nurodo
salyging vieta sekoje.

Kitos nukleoriigstys:
e Egzonukleazéms atspariis atsitiktiniai pradmenys, 6 nt, 500 uM (3’
gale dvi bazés yra prijungtos fosfotioatine jungtimi) (Microsynth);
e DNR masés zymenys (New England Biolabs):
o1 kb DNA Ladder;
o2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb).

2.1.8. E. coli kamienai
XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F " proAB laclq ZAM15 Tn10 (Tet")].
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eGFP

/—5', (880...164)

KanR
(4581...5393)\

Xagl™—;
(4920)

Xagl
(1240)

pET-29b(+)_EGFP - 5855 nt

Lacl
(1482...2438)

2.2. pav. pET-29b(+)_EGFP plazmidés schema. eGFP — geno seka koduojanti zaliai
fluorescuojantj baltyma, Xagl — Xagl restrikcijos endonukleazés atpazjstamos
sekos, Lacl — seka koduojanti lac promotoriaus aktyvuma slopinantj baltyma,
KanR — genai, koduojantys baltymus lemianéius $iy plazmidziy padauginimui
naudojamy E.coli lasteliy atsparuma kanamicinui. Skaiciai skliausteliuose nurodo
salygine vietg sekoje.

HindIII
(3594)
~

PIVEX22EM-LacZ-his
- 3629 nt

LacZ
(1...3067)

2.3. pav. pIVEX22EM-LacZ-his plazmidés schema. LacZ — geno seka koduojanti
[-galaktozidazés baltyma, HindIII — Hindlll restrikcijos endonukleazés atpaZjstama
seka. Skaiciai skliausteliuose nurodo salyging vieta sekoje.
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2.2. Metodai
2.2.1. Terpés ruosimas ir lasteliy auginimas

Medziagos LB ir LB agarizuotos terpés gaminimui nurodytos 2.1.6.3
skyriuje. LB terp¢je auginama biomasé, o LB agarizuota terpé naudojama
Petri 1éksteliy ruoSimui. Reikiami medziagy kiekiai sudedami j kolbag ir
iStirpinami reikiamame vandens ttryje. Po to indai su tirpalais 40 min.
autoklavuojami 1 atm slégyje. Lastelés uzséjamos j LB terpe nuo kolonijos
Petri 1éksteléje naudojant sterilia kilpele arba lazdelg. Jei bus auginamos
lastelés turincios atsparuma antibiotikui, tai jo pridedama j terpg jai atvésus
po autoklavavimo. Agarizuota LB terpé po autoklavavimo irgi yra
atvésinama iki ~45-50°C, jdedama antibiotiko ir iSpilstoma j léksteles. Tiek
ruosiant LB terpe, tick LB agarizuotg terp¢ buvo naudojamas kanamicinas
50 mg/ml. Prie§ naudojant, Petri Iékstelés su agarizuota terpe dziovinamos
laminarinéje spintoje ~15-20 min.

2.2.2. Kompetentiniy lasteliy ruosimas ir transformavimas

Lastelés uzséjamos i 3 ml LB terpés ir auginamos ~2 h 37°C, kol pasiekia
eksponenting augimo stadija (optinis tankis 0,5 - 0,8, kai bangos ilgis
600 nm). Mégintuvéliai su lastelémis perkeliami j ledo vonig ir toliau
dirbama $altai. Visos centrifugavimo procediiros atliekamos Saltai 5 min,
2000 g, Eppendorf 5810R centrifuga. Lastelés nucentrifuguojamos,
supernatantas pasalinamas, o centrifugatas uzpilamas ~1,5 ml ,,Na” tirpalo.
Lastelés resuspenduojamos ,Na“ tirpale ir inkubuojamos 10 min. Vél
centrifuguojama, supernatantas pasalinamas, o lgstelés uzpilamos ~1,5 ml
,Ca” tirpalo. Lastelés resuspenduojamos ir inkubuojamos 30 min. Toliau
seka dar vienas centrifugavimo etapas, po kurio supernatantas pasalinamas
dalinai, paliekant keletg lasy ,,Ca” tirpalo. Idedama transformuojamos DNR
(nuo 1 iki 10 ng) ir miSinys, po resuspendavimo laikomas lede 20 min.
Lasteléms sukeliamas temperatiirinis Sokas: jos perkeliamos 2 min j 42°C ir
grazinamos atgal | ledo vonig 2 min. Po to Iastelés yra gaivinamos, t.y. i
kiekvieng mégintuvélj jpilama po 1,4 ml Svarios LB terpés ir inkubuojama
37°C purtykléje 1 valanda. Lastelés centrifuguojamos $iltai ir i§séjamos Petri
lekstelgje su antibiotiku. Po to jos auginamos lékstelése ~16 - 18 h 37°C.

2.2.3. DNR gryninimas i$ Igsteliy kulttiros

Surenkama lgsteliy kolonija nuo Petri lékstelés arba naudojamas naktinés
lasteliy kultiros centrifugatas ir gryninama naudojant GeneJET™ Plasmid
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Miniprep kit arba Zymo Research Plasmid Miniprep™ - Classic rinkin;.
Dirbama pagal gamintojo rekomendacijas. Tik DNR uzne$imo ant kolonéles
zingsnis buvo kartojamas du kartus siekiant padidinti iSeiga.

2.2.4. Glicerolio kultiiros ruoSimas

Po transformavimo pET29b(+) EGFP plazmide pasirenkamos kelios
kolonijos Petri 1¢ksteléje ir steriliai uzséjamos j mégintuvélius, turinéius 5 ml
sterilios LB terpés ir 50 pg/ml kanamicino. Lastelés auginamos per naktj
37°C temperatiiroje purtant 220 apsisukimy per minut¢ greiciu. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 30 sekundziy 13500 apsisukimy per minute
greiCiu ir DNR i$ lIasteliy kultiiros gryninama naudojant komercinj rinkinj.
Atliekama restrikciné analizé. Analizés metu yra patvirtinama, kurios
kolonijos po transformavimo turi pET29b(+) EGFP plazmidg. Tuomet tos
pacios kolonijos yra steriliai uzsé¢jamos | 1 ml LB terpés su 50 pg/ml
kanamicino ir auginamos per nakt] 37°C temperatiiroje purtant 220
apsisukimy per minute greiciu. 500 pl Iasteliy suspensijos sumaiSoma su
125 pl 80 % sterilaus glicerolio ir gautas tirpalas iSpilstomas j mégintuvélius.
Meégintuvéliai perkeliami Saldymui j -80°C.

2.2.5. Restrikciné analizé

Naudojant programing jrangg SerialCloner yra pasirenkama restrikcijos
endonukleazé, kuri kerpa pET29b(+) EGFP plazmide keliose vietose,
pavyzdziui Aval (2 taikiniai) arba Banll (5 taikiniai). Ta pacia programa yra
sugeneruojami teoriniai karpymo rezultatai su pasirinkta restrikcijos
endonukleaze. Tuomet yra atliekamas eksperimentas, kuriame iSgryninta
plazmidé yra karpoma pasirinkta restrikcijos endonukleaze, pagal gamintojo
rekomendacijas. Gauti produktai analizuojami 1% agarozés gelyje ir
lyginami su programos pateiktais rezultatais. Jei teoriné¢ ir praktiné
restriktogramos  atitika, yra laikoma, kad pavyko iSgryninti
pET29b(+) EGFP plazmide.

2.2.6. DNR elektroforezé

DNR méginys maiSomas su 6 X uznes$imo dazu iki 1 X koncentracijos ir
perkeliamas j Suliné¢lius agaroziniame gelyje. Gelis ruoSiamas i§ agarozés
(1 % (w/w)), 1 X TAE buferio ir EtBr (0,5 ug/ml). Elektroforezé¢ vykdoma
1 X TAE buferyje, turin¢iame 0,5 pg/ml EtBr, 1 valandg 10 V/em rezimu.
Gautas rezultatas uzfiksuojamas fotografavimo sistema MiniBIS Pro ir
analizuojamas GelAnalyzer 2010 programine jranga.
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2.2.7. DNR koncentracijos nustatymas

DNR koncentracija méginyje nustatoma naudojant NanoDrop
spektrofotometrg. Matavimo metu yra laikoma, kad 50 pg/ml DNR tirpalo
sugertis yra lygi 1 (A=260nm). Prie§ matavimg prictaisas yra
sukalibruojamas naudojant buferinj tirpala be DNR.

Kitas metodas DNR koncentracijos nustatymui yra pagrjstas
densitometrija. Atlickama DNR elektroforezé agarozés gelyje. Keliuose
Sulinéliuose yra naudojamas zinomas kiekis DNR masés standarto. | kitus
Sulinélius yra uzneSami skirtingi kiekiai nezinomos DNR koncentracijos
tirpalo. Atlikus elektroforeze, gelis yra fotografuojamas fotografavimo
sistema MiniBIS Pro ir analizuojamas programa GelAnalyzer 2010a.
Analizé prasideda nuo takeliy iSskyrimo ir DNR juosteliy nustatymo.
Tuomet yra pasalinamas foninis signalas ir DNR masiy standarto juostelés
yra naudojamos kalibracinés kreivés sudarymui. Naudojantis kalibracinés
kreivés lygtimi yra nustatomas nezinomos DNR kiekis. ISgrynintos
plazmidés koncentracija budavo 50 — 100 ng/pl.

2.2.8. Mikrogardeliy gamyba

Mikrogardelés gamyba susideda i$ dviejy etapy: liejimo formos ruosimo
ir mikrogardelés gamybos.

Liejimo formos gamyba

Siame darbe naudotos mikrogardeliy liejimo formos buvo pagamintos
Paryziaus ESPCI technikos universitete, profesoriaus Andrew Griffiths
laboratorijoje. Pirmiausia yra paruosiamas mikrogardelés kanaléliy brézinys
su AutoCAD programine jranga ir uzsakomas jo spausdinimas aukstos
raiSkos spausdintuvu (atlikta Selba S.A jmonéje). Gaunamas juodas
spausdinys ant skaidraus plastiko, kuris véliau, gamybos procese, bus
naudojamas kaip kaukeé atrankiai praleisti UV Sviesg.

Liejimo formos gamyba pradedama nuo silicio plokstelés paruoSimo.
Silicio diskas yra inkubuojamas ant kaitinimo plytelés 200°C temperattiroje
bent 10 minuéiy, kad biity pasalinta visa drégmé. Tuomet jis perkeliamas j
dengimo fotorezisto centrifuga ir uzpilama Siek tieck SU8-2007 arba SU8-
2015 fotorezisto. SU8-2007 fotorezistas buvo naudojamas, Kkai
pageidaujamas kanaléliy aukstis turéjo buti ~10 pm, o SU8-2015 — ~20 pum.
Centrifugoje substratas i§ pradziy sukamas 500 apsisukimy per minute
greiciu. Po to sukimas tesiamas dar 30 sekundziy apie 1700 apsisukimy per
minute grei¢iu (kiekvienam fotorezistui greitis parenkamas remiantis
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gamintojo rekomendacijomis, detaliau zitréti 2.1 lentelg). IS padengto
fotorezisto yra paSalinamas tirpiklis, silicio substratg i$ pradziy inkubuojant
65°C, o po to 95°C. Inkubavimo laikas priklauso nuo naudojamo fotorezisto
(2.1 lentelé). Ant sustingusio fotorezisto, spausdiniu zemyn, yra uzdedama
kauké ir visas substratas perkeliama j kaukiy lygiavimo prietaisa MJB3.
Kauke neuzdengti fotorezisto plotai yra apSvitinami UV S§viesa, kuri
inicijuoja chemines jungimosi reakcijas ir apSviestos fotorezistos dalys
tampa netirpios. Po Svitinimo substratas su fotorezistu dar kartg kaitinamas
65°C ir 95°C. Po to nepolimerizuotas fotorezistas paSalinamas plaunant
silicio plokstele mr-Dev 600 ryskale, o silicio substratas nusausinamas
suslégto oro srove. Visas substratas plaunamas izopropanoliu ir
nusausinamas oro srove. Detaliai visi procesai aprasyti 2.1. lentelgje.

2.1. lentelé. Detalios mikrogardelés liejimo formos ruosimo sglygos

Procesas Charakteristika, kai Charakteristika, kai
naudojamas SU8-2007 naudojamas SU8-2015

Inkubavimas 200°C > 10 min. > 10 min.

Substrato sukimas 500 aps./min., 10 sek. 500 aps./min., 10 sek.

Substrato sukimas 1700 aps./min., 30 sek. 1715 aps./min., 30 sek.

Inkubavimas 65°C 2 min. 3 min.

Inkubavimas 95°C 3 min. 4 min.

UV apsvita kietas kontaktas, 60 sek. minkstas kontaktas, 12 sek.

Inkubavimas 65°C 1 min. 1 min.

Inkubavimas 95°C 4 min. 5 min.

Ryskinimas 3 min. 3 min.

Paruosta liejimo forma yra inkubuojamas 200°C 10 — 30 minuéiy. Gauty
kanaléliy aukiiai yra jvertinami profilometru. Siame darbe buvo naudotos
dvi liejimo formos, kuriy reljefiniy detaliy auks¢iai buvo 11 um ir 19 um.

Mikrogardelés gamyba

Skystas PDMS yra gerai sumaiSomas su PDMS Kkietikliu ir uZpilamas ant
mikrogardelés liejimo formos. Uzpilta forma yra vakuumuojama
desikatoriuje, kol yra paSalinami visi oro burbulai. Liejimo forma su dar
skystu silikonu yra perkeliamas j 65°C orinj termostatg ir inkubuojama bent
2 valandas. Sukietéjes silikonas yra iSpjaunamas ir biopsijos adata yra
praduriamos skyluteés, kurios véliau bus naudojamos reagenty jleidimui ir
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emulsijos surinkimui. Paruostas silikono antspaudas yra nuplaunamas
izopropanoliu, iSdziovinamas ir kartu su $variu mikroskopiniu stikliuku
jdedamas j degounies plazmos generavimo prietaisg. Paveikus abu pavirSius
plazma, pavirSiy cheminés grupés yra oksiduojamos ir pavirSiai tampa
hidrofiliski (Ferguson ir kt., 1991). Abejuose pavirSiuose padaugéja —OH ir —
Si—-OH grupiy (Morra ir kt., 1990), o sudéjus pavirSius vieng prie kito,
oksiduotos grupés reaguoja tarpusavyje taip sujungdami silikono antspauda
su stiklu kovalentinémis siloksano (Si—O-Si) jungtimis (Duffy ir kt., 1998).
Kad reakcija vykty grei¢iau, mikrogardelé yra inkubuojama 65°C Keletg
minuciy. Véliau kanalai yra padengiami ,,Aquapel”, stiklo apdorojimo
priemone. Priemoné yra jSvirk§¢iama j kanalélius, inkubuojama ~15
sekundziy ir pasalinama kanalélius prapuciant argono dujomis.

2.2.9. DNR kiekio skaiciavimas naudojant Puasono skirstinj

Emulsifikavimo metu visas reakcijos miSinys yra iSskirstomas j atskirus
laselius. Po emulsifikavimo, reakcijos misinyje esancios molekulés gali:

likti laselyje (vandens fazéje) — biidinga hidrofilinéms molekuléms;

difunduoti j vandens ir alyvos interfaze — amfifilinés molekulés;

pereiti  alyva — fluorofilinés molekulés;

emulsifikuotis micelése — dazniausiai hidrofobinés molekulés
(priklauso nuo naudojamo surfaktanto).

DNR molekulés yra hidrofilinés ir pasiskirsto j laselius. Sis procesas
geriausiai yra aprasomas Puasono skirstiniu (2.1 formulé¢). DNR molekuliy
pasiskirstymas dazniausiai nepriklauso nuo kity molekuliy pasiskirstymo ir
yra atsitiktinis procesas. Taip pat §is procesas yra diskretus, t. y. i laselj
negali patekti dalis molekulés, nes jos yra hidrofilinés ir yra linkusios pilnai
buti laselyje.

2.1 formulé. Puasono skirstinio formuleé.

A yra vidutinis molekuliy kiekis vienam laSeliui, € — Oilerio skaiCius,
lygus 2,718..., k yra j laSelius patekusiy DNR molekuliy skai¢ius, kuriam
norime apskaiciuoti tikimybe, o k! - skai¢iaus k faktorialas. Remiantis 2.1
formule, galima apskaiciuoti kokia yra tikimybe ( P(k ; X) ), kad j laSelius
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pateks tam tikras DNR molekuliy skaicius. Kaip pavyzdj pateikiame DNR
molekuliy pasiskirstyma, kai vidutiniSkai vienam laSeliui tenka viena
molekulé (2.2 lentelé).

2.2. lentelé. DNR molekuliy pasiskirstymas laseliuose, kai A = 1.

DNR molekuliy skai¢ius  LaSeliy dalis, turintj toki DNR
laSelyje, vnt. molekuliy skaiciy, %

36,8
36,8
18,4
6,1
15
0,4

AW N -] O

IV
9

2.2.10. DNR padauginimas laseliuose

DNR padauginimas laseliuose buvo atlickamas naudojant phi29 DNR
polimeraze. [prasta reakcijos sudétis yra pateikiama 2.3 lenteléje:

2.3. lentelé. DNR padauginimo reakcijos sudétis

Komponentas Galutiné koncentracija
Egzonukleazéms atsparais 6nt ilgio pradmenys 50 uM
Poloksameras 407 0,4 % (wiv)

DNR 0,3-6 pg/ uL
Vanduo -

dNTP (miSinys) 1mM

phi29 DNR polimerazés buferis (NEB) 1X

phi29 DNR polimerazé 0,8 U/ uL

Skirtinguose eksperimentuose buvo naudojamas skirtingas DNR kiekis,
kuris svyruodavo nuo A =0,1 iki A =2 (zr. 2.2.9 skyrelj). Reakcija buvo
ruoSiama laminarinéje spintoje. Egzonukleazéms atspariis pradmenys,
poloksameras 407, DNR ir vanduo buvo sumai$oma ,,Eppendorf DNA
LoBind“ mégintuvéliuose ir inkubuojami 95°C nuo 30 iki 60 sekundziy.
Tuomet mégintuvélis perkeliamas ant ledo ir paliekamas keleta minuciy
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atvésti. Sudedami like komponentai, t. y. buferis, dNTP miSinys ir
polimeraze.

Rezultaty dalyje yra paminéta, kad DNR padauginimo eksperimentai
buvo atlikti kitomis salygomis, nei aprasyta auksciau (t. y. kitos komponenty
koncentracijos ar reakcijos paruoSimo biidas.

Paruosta reakcija buvo emulsifikuojama ir surenkama, kaip tai aprasyta
2.2.12 skyrelyje. Surinkta emulsija buvo perkeliama j 30°C orinj termostata
ir inkubuojama 15-17 valandy. Po DNR padauginimo phi29 DNR
polimerazé inaktyvuojama karsciu: 65°C 10 minuciy.

2.2.11. Invitro transkripcija ir transliacija

Darbe naudoti du in vitro transkripcijos ir transliacijos (IVTT) rinkiniai.
ThermoFisher Scientific firmos miSinys yra paruostas i§ dalinai valyto E.
coli lgsteliy ekstrakto. NEB IVTT miSinys ruoSiamas i§ transkripcijai,
transliacijai ir energijos perdirbimui butiniausiy komponenty, kuriy
kiekvienas yra i§gryninamas atskirai.

IVTT reakcijos reagentai paimami i§ -70°C ir laikomi +4°C ~0,5-1 h, kad
atSilty létai. Reakcijos miSinys yra ruoSiamas reagentus laikant Saltai.
Kiekvienas komponentas yra iSimamas i§ Saldomo stovelio, sumaiSomas ir
dedamas j reakcijos misinj. Naudoti NEB ir ThermoFisher Scientific IVTT
miSiniai buvo ruosiami pagal gamintojo rekomendacijas. Papildomai buvo
pridedama RiboLock arba peliy RNaziy inhibitorius 1 U/pl.

Dazniausiai naudotas DNR kiekis atitiko gamintojo rekomendacijas, t. y.
0,1 ug/10 pl. Rezultaty dalyje yra minima, kai buvo naudojamas kitoks DNR
kiekis. Rezultatuose yra detaliau aprasoma, koks DNR daleliy kiekis buvo
naudotas konkre¢iame eksperimente, kokie kiti reakcijos komponentai buvo
pridedami.

Paruosta IVTT reakcija buvo perkeliama j 384 Sulinéliy mikroplokstele
arba emulsifikuojama ir surenkama, kaip tai aprasyta 2.2.12 skyrelyje.
Reakcija buvo vykdoma 37°C (NEB) arba 30°C (ThermoFisher Scientific).

Sio darbo metu baltymy sintezés eksperimentuose buvo sintetinami du
baltymai: eGFP ir LacZ. eGFP yra zaliai fluorescuojantis baltymas, kurio
sinteze galima stebéti tiesiogiai jrasant fluorescencinio signalo stipruma.
LacZ baltymas yra fermentas, todél jo sintezé buvo stebima netiesiogiai |
reakcijos misinj pridedant nefluorescuojancio substrato FDG. Susintetinus
aktyvy LacZ baltyma, jis FDG hidrolizuodavo iki fluoresceino, kurio
fluorescencijos signalas ir buvo matuojamas.
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eGFP reporteriné sistema

eGFP baltymas buvo ekspresuojamas mikroploksteléje arba mikroskys¢iy
laseliuose.

eGFP baltymo sintez¢ atlickant mikroploksteléje, plokstelé buvo
inkubuojama ploksteliy skaitytuve, kuris iSkart detektuodavo eGFP baltymo
fluorescencija.

Reakcija vykdant mikrolaSeliuose, dalis emulsijos buvo uzneSama ant
hemocitometro ir daromos fluorescencinés nuotraukos. Fluorescencinése
nuotraukose norint matyti ne tik eGFP baltyma, bet ir DNR daleles, emulsija
turéjo buti papildomai dazoma. ~2 pl emulsijos buvo sumaiSoma su ~2 pl
SYTO 84 dazymo tirpalu. Pridedama dar ~6 ul HFE7500 alyvos, turin¢ios
2% (w/v) EAl surfaktanto, uzneSama ant hemocitometro ir daromos
fluorescencinés nuotraukos.

2.4. lentelé. eGFP baltymo sintezés eksperimenty suvesting

Eksperimentas Matrica  Kartai Rezultatas

TF" - mikrolageliuose — A=1 Plazmidé 3 Negauta fluorescencija
TF" - mikroploksteléje — A=1 Plazmidé 3 Negauta fluorescencija
TF” - mikrolaseliuose — A=13 000 Plazmidé 1  Gauta fluorescencija
NEB - mikroploksteléje — A=10%4 Plazmidé 4  Gauta fluorescencija
NEB - mikroploksteléje — 2=0,01-0,1 Dalelés 12 Gauta fluorescencija
NEB - mikrolaSeliuose — A=0,1-1 Dalelés 6 Gauta fluorescencija

* - ThermoFisher Scientific IVTT rinkinys;

LacZ reporteriné sistema

LacZ baltymo sintezé taip pat buvo stebima mikroploksteléje arba
mikroskysciy laseliuose.

IVTT reakcija i8 pradziy buvo atliekama 0,2 ml mégintuvélyje 3 valandas
37°C. Po to 1 pl Sio miSinio, turin¢io susitentintag LacZ, buvo sumaiSoma su
9 ul FDG analizés buferio ir perkeliama j mikroplokstele esancig ploksteliy
skaitytuve. Prietaisas jraSydavo po FDG hidrolizés susidariusio fluoresceino
signalg.

LacZ baltymo sintezé taip pat buvo vykdoma mikrolaseliuose. | paruosta
IVTIT reakcija buvo papildomai pridedama FDG, kurio kiekis
eksperimentuose budavo 0,8-1uM. Tuomet IVTT reakcija buvo
emulsifikuojama ir LacZ sintezé¢ vykdoma 37°C temperattiroje. Po valandos
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dalis emulsijos buvo uZneSama ant hemocitometro ir daromos
fluorescencinés nuotraukos.

Norint fluorescencinése nuotraukose matyti ne tik LacZ fermento
aktyvuma, bet ir DNR daleles, turéjo biti naudojamas papildomas dazas.
Daleliy DNR buvo dazoma arba EtBr, arba SYTO 84 dazu. Naudojant EtBr,
15-50 pg/ml Sio dazo buvo dedama | IVTT reakcija pries ja
emulsifikuojant. Kai dalelés buvo dazomos su SYTO 84 dazu, ~2 pl
emulsijos, po IVTT reakcijos, buvo sumaiSoma su ~2 ul SYTO 84 dazymo
tirpalu. Pridedama dar ~6 ul HFE7500 alyvos, turinCios 2 % (w/v) EA1l
surfaktanto, uZneSama ant hemocitometro ir daromos fluorescencinés
nuotraukos.

2.5. lentelé. LacZ baltymo sintezés eksperimenty suvestiné

Eksperimentas Matrica  Kartai Rezultatas

NEB - mikrolaseliuose — A=10° Plazmidé 1  Gauta fluorescencija
NEB - mikrola$eliuose — 2=0,1-0,2  Dalelés 3  Gauta fluorescencija
NEB - mikroploksteléje — A=10%5 Plazmidé 2 Gauta fluorescencija
NEB - mikroploksteléje — A=0,1-1 Dalelés 6  Gauta fluorescencija

2.2.12. Reakcijos misinio emulsifikavimas

Prie§ emulsifikuojant reakcijos misinj, paruosiami Svirkstai. Alyvos fazei
buvo naudojamas 1 ml S$virkstas, pripildytas HFE7500 alyvos turincios
2 % (w/v) EA1 surfaktanto. Vandens fazei irgi naudotas 1 ml Svirkstas, kuris
pripildomas 200-400 ul HFE7500 alyvos. Prie abiejy $virksty prijungiama
27G adata ir PTFE s$langelé (0,3 mm vidinio skersmens).

Paruostas reakcijos misinys (DNR padauginimo reakcija arba IVTT)
jtraukiamas j vandens fazés $virksto PTFE $langele. Svirkstai jstatomi j
pompas. Jose nustatomas jstatyto §virksto diametras. Slangelé inkubuojama
dézutéje su ledu, o pats $virkstas apklojamas pirstine, uzpildyta ledu. Kanaly
sistema mikrogardeléje pirmiausiai uZpildoma HFE7500 alyvos ir
surfaktanto miSiniu ir tik tada prijungiamas vandens fazés Svirkstas. Paleidus
vandens faz¢ ir jai pasiekus jungtj, kurioje vyksta emulsifikavimas, yra
leidziama tekéti ir alyvos fazei.

Eksperimentuose,  kuriuose buvo naudojama 11 um  aukscio
mikrogardel¢, vandens fazés tekéjimo greitis biidavo 50 pl/val. arba

100 pl/val.,, o alyvos fazés greitis atitinkamai 150 pl/val. arba 250-
70



300 pl/val.. Eksperimentuose, kuriuose buvo naudojama 19 pm aukscio
gardelé, vandens fazés tekéjimo greitis budavo 100 pl/val., o alyvos fazés
greitis 250 pul/val..

2.2.13. Emulsijos jvertinimas fluorescenciniu mikroskopu

Emulsija buvo mikroskopuojama paskleista ant hemocitometro stikliuko
arba, kai Kkuriais retais atvejais, suspausta tarp dviejy mikroskopijos
stikliuky. Hemocitometras arba mikroskopijos stikliukai nuplaunami
muiluotu vandeniu, nuskalaujami distilivotu vandeniu ir dar Kkarta
nuplaunami 96 % etanoliu. Emulsijos paruoSimas mikroskopavimui
skirdavosi priklausomai nuo reakcijos:

Kai SYBR Safe buvo dedamas i DNR padauginimo reakcija:

Emulsijos nereikéjo dazyti papildomai. Todél ~2 pl emulsijos ir ~8 pl
HFE7500 alyvos, turin¢ios 2 % (w/v) EA1 surfaktanto, buvo uzneSsama ant
hemocitometro ir pridengiama mikroskopiniu stikliuku.

Fluorescencijos signalo suzadinimui buvo naudojamas mélynos spalvos
spektras (A = 470 + 20 nm), signalas buvo fiksuojamas Zalios spalvos spektre
(A =525+ 25 nm). Andor kamera buvo Saldoma iki -40°C, ekspozicija
trukdavo 100 ms, o elektroninis signalo stiprinimas (EMCCD gain) buvo
nustatytas 225. Viena nuotrauka buvo padaroma sumuojant 5 atskirus
kadrus.

Kai SYBR Safe nebuvo dedamas | DNR padauginimo reakcija:

DNR esancig emulsijoje reikéjo dazyti. ~2 pl emulsijos buvo sumaiSomi
su ~8 ul SYBR Green dazymo tirpalo ant hemocitometro ir pridengiama
mikroskopiniu stikliuku.

Suzadinimui  buvo  naudojamas  mélynos  spalvos  spektras
(A=470+20 nm), o fluorescencijos signalas buvo fiksuojamas zalios
spalvos spektre (A =525 + 25 nm). Ekspozicija su Nikon kamera trukdavo
100 ms.

Po eGFP arba LacZ IVTT reakcijos:

Kai emulsija buvo dazoma, tai ~2 ul emulsijos buvo sumaiSoma su ~2 pl
SYTO 84 dazymo tirpalu ir pridedami dar ~6 pl HFE7500 alyvos, turincios
2% (w/v) EAL1 surfaktanto. Viskas perkeliama ant hemocitometro ir
pridengiama mikroskopiniu stikliuku.

eGFP arba fluoresceino suzadinimui buvo naudojamas mélynos spalvos
spektras (A =470+ 20 nm), o fluorescencijos signalas buvo fiksuojamas
zalios spalvos spektre (A =525 + 25 nm). Ekspozicija su Nikon kamera buvo
nustatyta 3 s. EtBr arba SYTO 84 suzadinimui buvo naudojamas mélynos
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spalvos spektras (A =475+12nm), o fluorescencijos signalas buvo
fiksuojamas raudonos spalvos spektre (A =559+ 17 nm). Ekspozicija su
Nikon kamera buvo nustatyta huo 600 ms iki 3 s.

2.2.14. Laseliy dydzio jvertinimas

Emulsija buvo paskleidziama ant hemocitometro ir padaromos kelios
Sviesaus lauko nuotraukos, naudojant 20 X objektyva. Gautoms
nuotraukoms buvo nustatomas mastelis naudojant mikroskopo kalibravimo
stikliukg arba naudojantis zinoma mikroskopo kalibracija. ImageJ programa
buvo iSmatuojami bent 10 laSeliy dydziai ir apskaiiuojamas aritmetinis
vidurkis. Laseliy turis buvo apskaiciuojamas paga 2.2 formule:

4 3
§T[r
V (laselio , pl )= 1000

2.2. formulé. Laseliu tirio skaiciavimo formule.

n yra matematiné konstanta lygi 3,141.., r — laSelio spindulys
mikrometrais, /3 — sferos tiirio skai¢iavimo konstanta, o 1000 — konstanta
reikalinga laSelio tiirj iSreiksti pikolitrais.

2.2.15. Fluorescuojanciy laseliy kiekio jvertinimas

Norint jvertinti, kokia dalis emulsijos laseliy fluorescuoja, laseliai buvo
paskleidziami ant hemocitometro. Mikroskopijos nuotrauka daroma tokioje
pozicijoje, kurioje kuo didesné dalis emulsijos (pageidautina visa) biity
i§sidésciusi viename sluoksnyje. Toje pacioje pozicijoje padaromos Sviesaus
lauko ir fluorescencinés nuotraukos naudojant 10 X objektyva. Taip
surenkamos trys poros nuotrauky i§ vieno méginio.

Sviesaus lauko ir fluorescenciniy nuotrauky analizés eiga Siek tiek
skirdavosi. Naudojant ImageJ programg Sviesaus lauko nuotraukai yra
pritaikoma slenkstiné riba, gautas negatyvas yra invertuojamas ir atliekama
morfologiné paveiksléliy atidarymo operacija (,,Open®). Nuotraukai
pritaikoma funkcija takoskyra (,,Watershed), kuri atskiria sulipusius
laselius. Nuotraukoje esanciy laseliy kiekis yra jvertinamas naudojant daleliy
analizavimo jrankj (,,Analyze Particles”), kuriame yra nustatomas
skaiCiuojamy daleliy dydis ir pasirenkamas daleliy apvalumo indeksas
(,,Circularity*), paprastai tarp 0,5 ir 1,0. Detalesné nuotrauky analizés eiga
yra pavaizduota paveiksle (2.4. pav.).
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2.4. pav. Sviesaus lauko nuotrauky analizé.

Kairéje: matoma Sviesaus lauko nuotrauka padaryta 10 X objektyvu.

Centre: matoma ta pati nuotrauka pritaikius slenksting riba, invertavus nuotrauka ir
atlikus atidarymo ir takoskyros operacijas.

DeSinéje: matomi objektai, kurie daleliy analizavimo jrankio buvo atpazinti, kaip
dalelés, ir buvo suskaiciuoti.

v

Sviesaus lauko nuotraukos buvo naudojamos nustatyti visg laseliy
skaiCiy, esantj fotografuotame plote. Fluorescuojanciy laseliy skai¢iui
nustatyti, ImageJ programa buvo pritaikoma slekstiné riba fluorescencinei
nuotraukai. Susiliej¢ laseliai biidavo atskiriami panaudojant takoskyros
funkcija (,,Watershed*). Fluorescuojanéiy laseliy kiekis tame plote yra
jvertinamas naudojantis daleliy analizavimo jrankiu (,,Analyze Particles®),
kuriame nustatomas daleliy dydis ir pasirenkamas daleliy apvalumo indeksas
(,,Circularity*), paprastai tarp 0,3 ir 1,0. Detalesné¢ nuotrauky analizes eiga
yra pavaizduota paveiksle Zemiau (2.5. pav.).

2.5. pav. Fluorescenciniy nuotrauky analizé.

Kairéje: matoma fluorescenciné nuotrauka padaryta 10 X objektyvu.

Centre: matoma ta pati nuotrauka pritaikius slenkstine ribg ir atlikus takoskyros
operacija.

DeSinéje: matomi objektai, kurie daleliy analizavimo jrankio buvo atpazinti, kaip
dalelés, ir buvo suskaiciuoti.
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Paveiksléliuose pristatytoje Sviesaus lauko nuotraukoje (2.4. pav.) buvo
nustatyti 1778 laseliai, o fluorescencinéje nuotraukoje (2.5. pav.) — 24.
Sviesaus lauko nuotraukose nustatytas lageliy kiekis buvo laikomas 100 %
laseliy, o fluorescencinése nuotraukose nustatytas laseliy kiekis buvo
naudojamas jvertinti fluorescuojanciy laseliy kiekj méginyje. Pristatytame
pavyzdyje tai yra 1,3 % fluorescuojanciy laseliy.

2.2.16. DNR daleliy gryninimas

Po DNR padauginimo reakcijos, emulsija yra surenkama ir perkeliama j
atskirg mégintuvelj. Emulsijos suardymu yra pridedama PFO tirpiklio ir
paliekama keletai minuciy ant ledo. 1 tiiriui emulsijos naudojami 2 tiiriai
PFO. Emulsijai suirus, vandenin¢ fazé yra surenkama j atskirg mégintuvél;.

DNR daleliy gryninimas i§ agarozés:

Po emulsijos suardymo surinkta vandens fazé yra praskiedziama su vandeniu
iki 400 pl torio ir centrifuguojama 10000 g 10 minuéiy. Supernatantas
pasalinamas, o resuspenduotos nuosédos yra sumaiSomos su 6 X DNR
uzne$imo dazu. Taip paruoStas tirpalas yra perkeliamas j 1% Zemos
lydymosi temperatiiros agarozés Sulin¢lj (gelis paruostas i§ TAE buferio,
turintis 1 pg/ml EtBr). Kitos elektroforezés salygos yra tokios, kaip apraSyta
2.2.6 skyrelyje. Po elektroforezés gelis yra iStraukiamas ir iSpjaunamas
Sulinélis, i kurj buvo uZneStos dalelés. NustacCius Sulinélio masg, yra
pridedama 10 X B-agarazés buferio iki 1 X koncentracijos. Gelis iSlydomas
inkubuojant 65°C 10 minuéiy. Tuomet mégintuvélis perkeliamas 5 minutém
] 42°C temperatiirg. Pridedamas 1 U B-agarazés kiekvienam 100 mg gelio ir
tesiama inkubacija 42°C 1 valandg. Pridedami 2 tiiriai vandens ir EtBr iki
1 pg/ml koncentracijos. Gautas tirpalas centrifuguojamas 30 minuc¢iy 17500
g. VirSutiné tirpalo dalis yra paSalinama nesujudinant dugno (daleliy
nuosédy gali ir nesimatyti).

DNR daleliy gryninimas karpant su restrikcijos endonukleazémis:

Sj daleliy gryninimo metoda sukiiré ir optimizavo Greta Zubaité (Zubaite,
2016).

Po emulsijos suardymo surinkta vandens fazé skiedziama vandeniu iki
400 pl torio ir centrifuguojama 10000 g 10 minuciy. Supernatantas
paSalinamas, o resuspenduotos nuosédos yra panaudojamos restrikcijos
reakcijoje. 100 ul reakcijos misinys yra ruoSiamas i§ 10ul 10X R
restrikcijos endonukleazés buferio, 10 ul restrikcijos endonukleazés,
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vandens ir DNR daleliy. Daleliy gryninimui buvo parinktos tokios
restrikcijos endonukleazés, kurios kerpa uz signalinio baltymo sekos. Xagl
restrikcijos endonukleazé naudota i§ pET-29b(+)_EGFP plazmidés (2.2.
pav.) ruostoms daleléms, o HindIll restrikcijos endonukleazé — i
pIVEX22EM-LacZ-his plazmidés (2.3. pav.) ruoStoms daleléms gryninti.
Reakcija vykdoma 15 - 20 minu¢iy 37°C. Po to pridedama vandens iki
400 pl ir centrifuguojama 10000 g 10 minuciy, supernatantas pasalinamas.
Centrifugavimas ir supernatanto pasalinimas kartojami dar du kartus. Po to
dalelés resuspenduojamos 15-25 pl likusio tirpalo.

Daleliy gryninimo efektyvumas buvo vertinamas suskaiciuojant daleliy
kiekj prie§ ir po gryninimo proceso pagal metodika apraSyta 2.2.17
skyrelyje. Naudoto gryninimo metodo efektyvumo rezultatai yra pateikti
atitinkamame rezultaty skyrelyje (3.4).

2.2.17. Daleliy kiekio skaiCiavimas

1 ul daleliy tirpalo sumaiSoma su 9 pl daleliy dazymo tirpalu ir uznesama
ant hemocitometro. Daromos kelios fluorescencinés ir viena Sviesaus lauko
nuotrauka. Naudojantis hemocitometre esanciu zyméjimu ir $viesaus lauko
nuotrauka, yra nustatoma, koks skyscio tiris yra analizuojamas. Kadangi ne
visos dalelés yra vienoje objektyvo fokusavimo plokstumoje, tai
fluorescencinés nuotraukos buvo daromos skirtingose fokusavimo padétyse.
Visos fluorescencinés nuotraukos yra sudedamos naudojant Imagel]
programos paveiksléliy sudéjimo jrankj (,,Jmage Calculator — Addition®).
Gautam paveikslui yra pritaikoma slenkstineé riba ir dalelés yra
suskai¢iuojamos naudojant daleliy analizavimo jrankj (,,Analyze Particles®).
Sis principas taikomas visy daleliy tirpaly koncentracijy nustatymui.
Negryninty daleliy ir restrikcijos endonukleazémis gryninty daleliy tirpalai
pries tokj jvertinimg turi bati skiedziami 10 karty. Nustatytas daleliy skaicius
ir analizuojamo ploto taris yra panaudojami apskaiciuoti daleliy
koncentracijag dalelémis mikrolitre. Lyginant visg daleliy skaiCiy pries
gryninimg ir po jo, buvo nustatomas naudojamo gryninimo metodo
efektyvumas.

2.2.18. Daleliy dydziy analizé remiantis TEM nuotraukomis

DNR padauginimas buvo vykdomas jprastomis saglygomis. Po 17 valandy
inkubacijos 30°C emulsija buvo padalinta j dvi dalis. Viena dalis inkubuota
65°C 10 minuciy, kita ne. Dalis kiekvienos emulsijos buvo suardyta ir
panaudota perSvieciamo elektroninio mikroskopo nuotraukoms daryti.
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Likusios emulsijos grazintos i 30°C. Pra¢jus 38 ir 66 valandoms nuo
padauginimo reakcijos pradzios, buvo imamas méginys i§ kiekvienos
emulsijos, emulsija ardoma ir daromos TEM nuotraukos. 4 ul daleliy tirpalo
buvo perkeliama ant TEM gardelés ir inkubuojama ~1 minut¢. Tuomet
tirpalas sugeriamas naudojant filtrinj popieriy. Ant tos pacios gardelés
uzneSami 4 ul 2 mM Uranilacetato, inkubuojama 1 minutg ir skyséio
perteklius  surenkamas filtriniu  popieriumi. Gardelé perkeliama |
perSvieCiama elektroninj mikroskopa ir padaromos bent 5 nuotraukos
skirtingose gardelés pozicijose. TEM nuotraukos buvo daromos naudojant
tokj priartinima, kad vienoje nuotraukoje vidutiniskai biidavo nuo 7 iki 40
daleliy. Naudojant elektrony mikroskopo kalibracija, nuotraukoms buvo
priskiriamas mastelis. Remiantis juo ir naudojant Image] programa buvo
jvertintas daleliy dydis. Kadangi didesnés dalelés ne visada biina apvalios
(kai kurios btna elipsés formos), todél buvo matuojamas vidutinis dalelés
dydis. Dalelé buvo sutalpinama j maziausig jmanoma sta¢iakampio formos
figiira ir matuojamas staiakampio perimetras. Pastarasis skaiCus véliau
dalinamas i$ 4 ir gautas dydis laikomas vidutiniu dalelés diametru.

76



3.REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siekdami sukurti efektyvesnj metoda in vitro baltymy sintezei atlikti, mes
savo darbus pradé¢jome nuo pavieniy DNR molekuliy sintezés
mikroskopiniuose vandens laseliuose. Deja, gauti rezultatai nuvylé, nes
baltymo sintezé laSeliuose nevyko arba pagaminamas baltymo kiekis buvo
per mazas detektavimui. Siekdami pagerinti baltymo iSeigas mes
pasirinkome padauginti pavienes DNR molekules laselivose ir tik tuomet
atlikti baltymo sintez¢. Kadangi DNR kopijy skaiius po padauginimo
padidéja daugiau nei tokstantj karty, galima tikétis, kad dél to padidés ir in
vitro susintetinto baltymo kiekis. Atlieckant DNR padauginimg laSeliuose,
misy paciy nuostabai, buvo pastebéta, kad po DNR amplifikavimo, susidaro
DNR mikrodalelés. Lygindami savo rezultatus su kity autoriy darbais
daréme prielaida, kad padauginta DNR turéty bati prisitvirtinusi magnio
pirofosfato mikrokristaly pavirSiuje (Shopsowitz ir kt., 2014). Pastarieji
susidaro DNR sintezés metu kaip Salutinis reakcijos produktas (Mori ir kt.,
2001). Dél sio atradimo buvo pasitlyta nauja darbo eiga (3.1. pav.). Darbo
metu buvo iSbandyti jvairls metodai DNR-magnio-pirofosfato daleliy
atskyrimui nuo laisvos DNR (likusios tirpale) ir reakcijos miSinio ir jvertinta
ju iSeiga. ISgrynintos dalelés buvo sékmingai panaudotos kaip DNR matrica
baltymy sintezei in vitro atlikti. Panaudojant DNR daleles buvo ekspresuoti
du baltymai: Zaliai fluorescuojantis baltymas ir p-laktamazé. Sios
disertacijos metu sukurtas naujas metodas turéty papildyti baltymy
inzinerijos metody sgrasa.

Sioje disertacijoje pristatomi rezultatai buvo gauti skirtingose
laboratorijose. Mikrogardelés (rezultatai 3.1 skyrelyje) buvo gamintos
ESPCI (Pranciizija) ir GMC (Lietuva) laboratorijose. Pavieniy DNR
molekuliy sintezés (3.2 skyrelio), inaktyvavimo kar$¢iu (3.3.5 skyrelio), kity
DNR padauginimo salygy (3.3.4 skyrelio), daleliy grynino panaudojant
REazg (3.4.2 skyrelio) bei baltymy sintezés nuo daleliy (3.5 skyrelio)
rezultatai buvo gauti GMC laboratorijoje. Kiti rezultatai pristatyti vienos
DNR molekulés padauginimo (3.3) ir daleliy gryninimo i§ agarozés (3.4.1)
skyreliuose buvo gauti ETH (Sveicarija) laboratorijoje. Taip pat pirmieji
baltymy sintezés nuo daleliy rezultatai buvo gauti ETH (Sveicarija)
laboratorijoje.
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DNlTakl?dUOjanﬁ B Pavieniy DNR molekuliy izoliavimas C DNR padauginimas ir kondensavimas
altyma

Reagentai DNR
O padauginimui
O Emulsifikavimas

Izoterminis DNR
padauginimas

16h/30°C

‘ Gryninimas

D 18grynintos DNR:Mg:PPi
daleles

IVTT reakcijos

komponentai ‘ . '
Emulsifikavimas ‘ ' "

in vitro
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transliacija

Baltymo sintezé ir
katalitinio aktyvumo jvertinimas

3.1. pav. Darbo eigos schema.

DNR koduojanti tikslinj fermentg yra inkapsuliuojama kartu su reagentais skirtais
DNR padauginimui (A). DNR molekuliy kiekis yra parenkamas toks, kad
emulsifikavimo metu viename laselyje biity viena nukleortigities molekulé (B). Po
DNR molekuliy izoterminio padauginimo laSeliuose susiformuoja dalelés sudarytos
i§ DNR ir magnio pirofosfato (C). Emulsija yra suardoma ir dalelés iSgryninamos
(D). Sios dalelés yra emulsifikuojamos antrg karta kartu su IVTT misinio
komponentais. Parenkamas toks daleliy kiekis, kad laSelyje buty viena dalelé (E).
Daleléje esanti DNR yra panaudojama kaip matrica baltymo sintezei. Susintetintas
fermentas katalizuoja substrato virtimg produktu, kurio fluorescencija galima
nustatyti (F) (Zubaite ir kt., 2017).
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3.1. Mikrogardeliy pagaminimas ir testavimas

Darbo metu DNR sintezé ir in vitro transkripcija ir transliacija buvo
vykdoma mikrolaseliuose. Mikrolaseliai buvo generuojami mikrogardelése,
kuriy pagaminimas detaliai apraSytas metodinéje dalyje (2.2.8 skyrius).
Projektuojant ir gaminant mikrogardeles siekéme uztikrinti keleta esminiy
savybiy: generuoti kuo mazesnius mikrolaSelius kiek galima labiau
atitinkanCius vienos lastelés dydj (~ 15 pm), mikrolaseliy generavimo
procesas turéjo islikti stabilus 1 valanda ar ilgiau, o generuojami laseliai turi
biiti monodispersiski (t.y. vienodo tiirio). Tokio paties dizaino mikrogardelés
buvo naudojamos tieck DNR sintezés reakcijos, tiek in vitro transkripcijos ir
transliacijos reakcijos komponentams emulsifikuoti (3.1. pav. B ir E bei 3.2.
pav.).

Emulsifikuojami tirpalai pasizyméjo skirtinga klampa, atsizvelgiant j tai
buvo parenkami skirtingy iSmatavimy mikrokanaléliai (detaliau 2.1.2.1
skyriuje). 11 um aukséio gardelés buvo naudojamos DNR sintezés reakcijos
miSinio emulsifikavimui. 19 pum gylio gardelés buvo naudojamos IVTT
reakcijos komponentams emulsifikuoti. Nustatyta, jog 11 um aukscio
gardelése gaunami mikrolaseliai buvo apie 4 pl tirio, o 19 um gardelése —
apie 20 pl tario.

3.2. Pavieniy DNR molekuliy sintezé

Sékminga baltymo sintezé laseliuose yra bitina saglyga blisimiems in vitro
evoliucijos eksperimentams. Siuose eksperimentuose kiekvienas laselis turi
atlikti dvi pagrindines funkcijas: rySio ir barjero. Laselis, kaip rySys, turi
susieti konkrety genotipg tik su jo fenotipu. O laSelis, kaip barjeras, turi
atskirti vieng genotipa kartu su jo fenotipu nuo kity genotipy ir jy fenotipy.
Tik laikantis $iy sglygy buty galima rasiuoti laselius pagal fenotipg, kartu
atrenkant ir ji koduojantj genotipa. Barjero funkcija yra efektyviai vykdoma
kai viename laselyje yra tik vieno tipo genetiné medziaga, o ne jvairiy
genotipy misinys. Taciau, po DNR padauginimo, dazniausiai yra turima visa

DNR mutanty biblioteka. Skirtingas mutacijas turin¢ios molekulés gali
buti atskirtos. Tam DNR miSinys yra skiedziamas tiek, kad molekuliy
skaiCius tampa panaSus ] planuojamg sugeneruoti laseliy skaiciy. Tokiose
salygose emulsifikuojant DNR molekules, | daugumga laseliy pateks tik po
vieng molekule. Savo darbus pradéjome nuo eGFP baltymo sintezés
eksperimento, naudodami toki DNR kiekj, kad viename laselyje biity tik

79



Alyvos fazés Vandens fazés Laseliy
itekéjimas itekéjimas surinkimas

A
Y

oo
0
GO

O
o

00000000000000000000
00O
000000000000

~11 mm

Laseliy susidarymas Laseliy surinkimas

—> © ©
g T

3.2. pav. DNR sintezés laseliy generavimas.

VirSuje bendras kanaly iSdéstymas. I¢jimo kanalas alyvos fazei pazymétas zalia
rodykle modulio kairéje, jé&jimo kanalas reakcijos miSino vandeninei fazei — mélyna
rodykle modulio centre bei emulsijos surinkimo kanalas — pilka rodykle modulio
desinéje. Mélynas kvadratas zymi jungtj, kurioje susijungia alyvos ir vandens fazés
ir vyksta emulsijos susidarymas, o raudonas kvadratas zymi mikrogardelés dalj,
kuria laseliai keliauja iki surinkimo kanalo.

Zemiau kairéje — mélynai apvestas paveiksliukas: Laseliy generavimo jungtis,
kurioje i kairés atitekancia vandens faze (mélyna rodyklé) i atskirus laselius
padalina i§ virSaus ir apacios atitekanti alyvos fazé (zalios rodyklés). Juoda rodyklé
zymi laSeliy judéjimo krypti.

Zemiau desinéje — raudonai apvestas paveiksliukas: Pavieniai laseliai artéja prie
surinkimo kanalo. Sioje dalyje jie jau gali susiliesti vienas su Kitu ir nesusilieti
vieng laselj, nes jie yra stabilizuoti alyvoje esancio surfaktanto. Juoda rodyklé Zymi
lageliy judéjimo kryptj.

viena DNR molekulé (3.1. pav. E ir F etapali, skirtumas tik tame, kad Siame
eksperimente emulsifikavome DNR molekules, o ne daleles). Ekstraktiné
IVTT reakcija buvo paruosta kaip aprasyta 2.2.11 skyrelyje, emulsifikuota
naudojant mikroskys¢iy gardele (2.2.12 skyrelis) ir inkubuota 6 valandas
30°C. Tuomet mikroskyséiy laSeliai perkelti ] hemocitometra ir
mikroskopuoti. Siuose eksperimentuose fluorescuojanéiy laseliy uzfiksuoti
nepavyko, nepaisant to, kad eksperimentas buvo Kartotas tris Kartus.
Reakcija gal¢jo nevykti dél keleto priezasCiy: netinkama genetiné
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konstrukcija, per mazas DNR kiekis arba IVTT reakcijos nesuderinamumas
su naudojama mikroskysCiy sistema (netinkama alyva ar naudojama
pavirSiaus aktyvioji medziaga). PradZioje noréome patikrinti, ar
fluorescencinio signalo nebuvimas yra dél per mazo DNR kiekio, todél
eksperimentas buvo pakartotas tris kartus, tik $jkart neemulsifikuojant, t.y.
mikroploksteléje. Pateikiame rezultatus vieno i§ eksperimenty, kuriame buvo
naudotas toks DNR kiekis, kuris laseliuose atitikty 67, 1 ir 0 DNR molekuliy
(3.3. pav.).

7E+4 l
6E+4 “
5E+4 ‘
! - 67 DNR molekulés (plazmidés)
> 4E+4 ! 5 i
o | —+— 1 DNR molekulé (plazmidé)
B 344 | -@- 0 DNR molekuliy (plazmidziy)
: —-vanduo
il —\WWM""
2E+4 Y
1E+4 \W .
OE+0

00:00 01:12 02:24 03:36 04:48 06:00

Laikas, hh:mm

3.3. pav. eGFP baltymo sintezé mikroploksteléje. Paruosta eGFP baltymo Sintezés
reakcija Thermo Fisher Scientific IVTT rinkinyje, naudojant tokius DNR kiekius,
kurie atitikty 67, 1 ir 0 DNR molekuliy laselyje (2.2.11 skyrelis). Reakcija vykdyta
6 valandas 30 °C mikroploksteléje inkubuojamoje mikroploksteliy skaitytuve
jrasant fluorescencijg 505 — 545 nm bangy ruoze. Fluorescencija buvo matuojama
santykiniais fluorescencijos vienetais (S. F. \.).

Mikroploksteléje gautas rezultatas dar karta patvirtino, kad sumazinus
DNR kiekj, eGFP sintezés signalo gauti nepavyks.

Vykdant IVTT reakcijg mikroskysciy laseliuose, vienos DNR molekulés
santykiné koncentracija yra per maza, kad galima bty nustatyti efektyviai
baltymo sinteze. Detaliau netyréme kodél nepavyksta nustatyti baltymo
sintezés: nevyksta baltymo sintezé nuo mazo DNR kiekio ar misy

naudojama jranga néra pakankamai jautri. Musy naudojamoje mikroskyciy
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sistemoje negalésime pritaikyti jautresniy metody, pavyzdziui, zyméjimo
radioaktyviais izotopais. Sig problema galima biity spresti kitais budais:
mazinant laSelio tiirj, kei¢iant neSancigja alyva arba didinant DNR kiekj.

Kadangi koncentracija yra medziagos kiekio tam tikrame tiiryje matas,
jos dydis priklauso ir nuo laselio tiirio, t. y. nuo laselio dydzio, kurj
dazniausiai riboja mikrogardelés kanaly geometrija. Maziausias patogus
laselio dydis musy mikroskys¢iy sistemoje yra ~10 pm (diametras), tai
atitinka 0,5 pl tarj. Vienos molekulés koncentracija tokiame tiiryje yra 3 pM.
Biity galima daryti mazesnius laselius (Shim ir kt., 2013; Lim ir kt., 2012) ir
taip padidinti DNR koncentracija, taciau tokiu atveju biity sunku pritaikyti
kitus mikroskys¢iy modulius: rigiavima, suliejima, perskyrima ar kitus. Sie
moduliai buvo optimizuoti darbui su didesnio tdrio laseliais. Tik neseniai
pasirodé metodikos, kuriose yra dirbama su femtolitry tario laseliais (Leman
ir kt., 2015). Todél misy naudojamoje sistemoje laSelio tlirio mazinimas
nebuvo tinkama iseitis.

Kiti autoriai (Courtois ir kt., 2008) mikroskysCiy sistemoje naudojo ne
fluorilinta, bet mineraling alyva, ir ne EAl surfaktanta, o Abil EM 90, ir
jiems pavyko gauti GFP baltymo sinteze nuo vienos DNR molekulés. Ta¢iau
tokia mikroskysciy sistema turi keleta trikumy. Vienas i$ jy yra didesnis
laseliy nestabilumas. Taip pat tokios sistemos pasizymi didesniu alyvos
Klampumu, dél to dauguma mikroskyséiy procesy tampa létesni, pavyzdziui,
laseliy gamybos greitis sumazéja nuo 30'000 iki 440 laseliy per sekunde
(Theberge ir kt., 2010 ir Courtois ir kt., 2008). Didesnis alyvos klampumas
taip pat pasunkina darbg su mikroskys¢iais, nes tenka sugaisti daugiau laiko
bandant gauti monodispersiskus laselius.

Dél to, kad yra sudétinga gauti baltymo sintez¢ nuo vienos DNR
molekulés laselyje, mokslininkai dazniausiai pradeda nuo DNR padauginimo
zingsnio. Vieno tipo mutacijas turinti DNR gali buti dauginama viename
laselyje véliau jj suliejant su kitu laseliu, turinCiu IVTT reakcijai reikalingus
komponentus (Mazutis ir kt., 2009). Taip pat galima laselyje padaugintg
DNR pritvirtinti prie vienos mikrodalelés. Tuomet tokia emulsija yra ardoma
ir igrynintos dalelés yra dar karta emulsifikuojamos j kitus laselius su IVTT
komponentais (Stapleton ir Swartz, 2010).

Siekdami jvertinti, ar miisy naudojama IVTT sistema yra suderinama su
naudojama mikroskyséiy sistema, atlikome eGFP baltymo sinteze
naudodami ThermoFisher Scientific in vitro transkripcijos ir transliacijos
(IVTT) rinkinj mikrolaseliuose. Eksperimento metu buvo paruosti du
méginiai: teigiama kontrolé, kurioje vienas laSelis turé¢jo ~13000 plazmidziy

82



(kiekis buvo parinktas pagal gamintojo rekomendacijas), ir neigiama
kontrolé, ; kuria DNR buvo nejdéta. Po 6 valandy inkubavimo 30 °C,
emulsijos buvo mikroskopuojamos. Naudotas IVTT miSinys pasizymi
lengva autofluorescencija, todél stebint kiekvieng méginj atskirai buvo sunku
jvertinti kokj fluorescencijos signala detekuojame: reakcijos miSinio ar
susintetinto eGFP baltymo. Skirtumas tarp abiejy méginiy aiskiai matési, tik
kai emulsijos i§ abiejy méginiy buvo sumaiSytos ir paskleistos ant
hemocitometro (3.4. pav.).

3.4. pav. yra matomos dvi laseliy populiacijos: blyskds,
nefluorescoujantys laseliai, ir rySkiis, fluorescuojantys laseliai. IS Siy
rezultaty akivaizdu, kad fluorescencinis signalas yra detektuojamas tuose
laseliuose, kuriuose buvo jdéta eGFP baltyma koduojanti plazmidé ir jvyko
baltymo sintezé. Eksperimentas kartotas vieng karta.

3.3. Vienos DNR molekulés padauginimas ir DNR daleliy
susidarymas

3.3.1. Pradinés DNR padauginimo salygos

DNR padauginimui buvo pasirinktas izoterminio DNR padauginimo
metodas naudojantis phi29 DNR polimeraz¢ (3.1. pav. A — C). Izoterminio
padauginimo metu emulsijos yra stabilesnés nei cikliskai kaitaliojant
temperatiras PGR metu (Kennedy ir Oswald, 2011). Pradinés DNR
padauginimo reakcijos salygos yra pateiktos 3.1 lenteléje:

3.1. lentelé. DNR padauginimo reakcijos sudétis

Komponentas Galutiné koncentracija

Egzonukleazéms atspariis 6nt ilgio pradmenys 50 uM

dNTP (miSinys) 0,2 mM

phi29 DNR polimerazés buferis (NEB) 1X

BSA 0,2 pg/ulL
SYBR Safe 05X

phi29 DNR polimerazé 0,2 U/uL

DNR 0,2 -3,3 pg/uL
Vanduo -

Eksperimenty vykdymo pradzioje j DNR padauginimo misinj buvo
dedamas SYBR Safe (ThermoFisher Scientific) dazas, kuris fluorescuoja kai
yra interkaliaves | DNR. 3.5. pav. pateikti rezultatai po DNR padauginimo su
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3.4. pav. eGFP baltymo sintezé¢ mikroskysciy laselyje.

Virsuje yra pavaizduota atlikto eksperimento schema. Buvo paruosti du méginiai:
viename (laseliai kairéje) buvo tik IVTT misinys, o kitame (laSeliai deSinéje)
papildomai buvo jdéta DNR (pavaizduota mélyna spalva). Atlikus baltymo sinteze,
eGFP buvo susintetintas tik tuose laseliuose, kuriuose buvo DNR. Tuomet $ie du
méginiai buvo sumaisyti ir padarytos fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos
(paveiksliukas apacioje schemos).

Apacioje yra pavaizduotos gautos mikroskopijos nuotraukos. Kairéje pateikta
Sviesaus lauko mikroskopijos nuotrauka, o deSinéje — fluorescenciné. DeSinéje
nuotraukoje yra matomos dvi laseliy populiacijos: laseliai, kurie yra ryskas,
fluorescuoja dél susintetinto eGFP baltymo (déta ~13 tukst. DNR molekuliy),
pazyméti purpurinémis rodyklémis, ir laseliai, kurie yra blyskas, j kuriuos DNR
nedéta, pazyméti baltomis rodyklémis. Skalé nuotraukose yra lygi 25 um.

phi29 DNR polimeraze. Verta paminéti, kad Sis dazas | pradinj reakcijos
miSinj buvo dedamas tik tuose eksperimentuose, kurie buvo vykdyti ETH
universitete, Ciuriche. Vykdant eksperimentus Vilniaus Universitete Sis
dazas buvo nebededamas j padauginimo reakcijos misinj, nes slopino
reakcija ir laSeliy fluorescencijg buvo sunku uzfiksuoti. Tiksli tokio reiSkinio
priezastis néra zinoma, buvo manoma, kad Lietuvoje jsigyta kita dazo
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gamybiné partija arba naudota fluorescenciné kamera yra nepakankamai
jautri. To pasekoje padauginta DNR buvo dazoma tuo paciu dazu, bet dazas
idedamas po padauginimo reakcijos.

OGS
e,
LA
O
TSI

3.5. pav. DNR padauginimas mikrolaselyje. Kairéje pateikta $viesaus lauko
mikroskopijos nuotrauka, o deSingje — fluorescenciné. DeSingje nuotraukoje
fluorescuoja laSeliai, j kuriuos inkapsuliavimo metu pateko bent viena DNR
molekulé ir jvyko DNR padauginimas. Skalé nuotraukose yra lygi 200 pm.

3.3.2. DNR daleliy susidarymo salygos

Viena i§ pirmyjy problemy, su kuria susidurdavome amplifikuodami
pavienes DNR molekules auks¢iau aprasytomis salygomis (3.1 lentelé),
buvo fluorescuojanéiy laseliy kiekis po reakcijos. Zinodami jdéty DNR
molekuliy skai¢iy ir naudodami Puasono skirstinj, apraSantj rety atsitiktiniy
jvykiy tikimybe, apskai¢iuodavome, kiek fluorescuojanéiy laseliy turétume
gauti po DNR padauginimo. Taliau, daZnai (eksperimentai kartoti tris
kartus) fluorescuodavo maziau laSeliy, nei buvo teoriSkai tikétasi.
Pavyzdziui, eksperimente buvo naudotas toks DNR kiekis, kad vidutiniskai j
vieng lasel] turéty patekti 0,6 DNR molekulés, t. y. A Puasono skirstinyje yra
lygi 0,6. Remiantis Puasono skirstiniu, buvo apskaiciuota, kad tikimasi 45 %
fluorescuojanciy laseliy, taciau gauti rezultatai buvo kitokie (3.2 lentelé).

Siomis reakcijos salygomis gaudavome ~3 kartus maZiau
fluorescuojanciy laseliy, nei teoriSkai buvo tikétasi. Todél j reakcijos miSinj
papildomai buvo dedamas poloksameras 407. Sis nejoninis surfaktantas
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3.2. lentelé. DNR padauginimo rezultatai, kai tikimasi 45 % fluorescuojanc¢iy
laseliy

Fluorescuojan¢iy  laSeliy

Meginys iekis, %

Teoriné reikSmé 45
Iprastos reakcijos salygos (3.1 lentelé ir 3.5. pav.) 16+0,5
Papildomai pridéta: 0,4 % (w/v) poloksamero 407 ir 32+19

DNR denatiiracijos zingsnis

mikroskyséiy laSeliuose naudojamas sumazinti nespecifing biomolekuliy
adsorbcijg prie pavir$iy (Au ir kt., 2011, Luk ir kt., 2008). Minétuose
darbuose buvo isbandytos jvairios poloksamero 407 koncentracijos 0,08 -
0,8% (w/v). Savo darbe mes pasirinkome 0,4 % (w/v) koncentracija, nes
tokia pati koncentracija buvo naudojama ir A. Godinos in vitro baltymy
sintezés eksperimentuose atliktuose mikroskysciy laseliuose (Godina, 2013).
Nors papildomai pridéjus nejoninio surfaktanto poloksamero 407 ir DNR
denaturacijos zingsnj (inkubavimas 30s 95°C) fluorescuojanciy laseliy
kiekis padidédavo (kartota du kartus), bet vistiek nepasiekdavo laukiamos
teorinés vertés (3.2 lentelé).

Todél DNR padauginimo reakcijos miSinio sudétis buvo optimizuojama
toliau, didinant ANTP ir phi29 DNR polimerazés kiekius (3.3 lentel¢).

3.3. lentelée. DNR padauginimo rezultatai, kai tikimasi 80 % fluorescuojanciy
laseliy

Méginio .. Fluorescuojanciy laSeliy
DNR lygos:? .
Nr. NR padauginimo salygos Kiekis, %
0,
1L 0,4 A)_ (.v.v/v)w poI.oksamero 407, DNR 34419
denatiiracijos zingsnis
0,
5 0,4 A)_ (.v.v/v)w pol.oksamero- 407,‘ DNR 80+ 14
denatiiracijos zingsnis, 4X polimerazés
04% (w/v) poloksamero 407, DNR
3. denatiiracijos zingsnis, 4X polimerazeés, 5X 81+23

dNTP

2- kitos DNR padauginimo salygos kaip 3.1 lenteléje.
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Kartojant eksperimentg jprastomis salygomis, vél buvo gauta ~2,4 karto
maziau fluorescuojanciy laseliy, nei teoriskai tikimasi (3.3 lentelé¢ 1 méginys
ir 3.6. pav. a). Taciau padidinus phi29 DNR polimerazés kiekj 4 kartus,
fluorescuojanciy laseliy skaiCius priartéjo prie apskaiciuotos teorinés vertés
(3.3 lentelé 2 méginys ir 3.6. pav. b ir d). Ne tik buvo priartéta prie teorinio
fluorescuojanciy laseliy skaiCiaus, taciau buvo pastebéta, kad beveik
kiekvienas fluorescuojantis laselis turi kelis rySkius taskus. Padidinus ne tik
polimerazés kiekj, bet ir dNTP kiekj 5 kartus (lyginant su jprastomis
reakcijos salygomis), bendra laselio fluorescencija tapdavo intensyvesné, o
dauguma laseliy turédavo vieng fluorescuojantj taska (3.3 lentelé 3 méginys
ir 3.6. pav. ¢ ir e). Kartojant DNR padauginimo eksperimentus,
fluorescuojan¢iy daleliy atsiradimas atsikartodavo. Eksperimentai Siomis
salygomis kartoti du kartus.

Norint daugiau suzinoti apie fluorescuojancias daleles, buvo suardyta
emulsija po DNR padauginimo ir reakcijos produktai buvo tiriami
perSvieCiamu elektroniniu  mikroskopu (angl. transmission electron
microscope — TEM) bei skenuojanciu elektroniniu mikroskopu (SEM, darba
atliko Vaidotas Kiseliovas). TEM nuotraukose buvo matomos gijos ir tamsts
objektai, panasiis j polimorfinius kristalus (3.7 pav. a). SEM nuotraukose

3.6. pav. DNR padauginimas mikrolaseliuose. (a) paveikslelyje yra pavaizduoti
DNR padauginimo rezultatai naudojant pradines reakcijos sglygas ir pridedant
poloksamero 407 ir DNR i§lydymo zingsnj, (b) paveikslélyje — tas pats, kaip (a), tik
4 kartus padidintas phi29 DNR polimerazés kiekis, (¢) — tas pats, kaip (b), tik 5
kartus padidintas dNTP kiekis. (d) ir (e) paveiksléliuose yra labiau priartinti (b) ir
(c) méginiai.
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3.7 pav. DNR padauginimas mikrolaseliuose. Paveiksléliuose yra pavaizduotos
nuotraukos darytos po DNR padauginimo, kai reakcija buvo vykdoma su
poloksameru 407 F-127, DNR i8lydymo zingsniu, 4 kartus padidintu phi29 DNR
polimerazés kiekiu ir 5 kartus padidintu dNTP kiekiu. Daleliy TEM nuotrauka
pavaizduota (a) ir SEM - (b) paveiksléliuose.

aiSkiai matési paciy kristaly pavirsius (3.7 pav. b).

Kity autoriy darbuose, kuriuose buvo naudojama phi29 DNR polimerazg,
buvo rastos daleliy TEM nuotraukos, kurios atrodé labai panasios j musy
gautas daleles (Zhu ir kt., 2013). Minimame darbe reakcija buvo vykdoma
naudojant riedancio rato amplifikacijos (RCA) metoda, o ne daug pradmeny
naudojantj riedanéio rato DNR padauginimo metoda (mpRCA). Kity autoriy
darbuose tokiy daleliy susidarymas buvo stebimas ne tik po DNR
padauginimo reakcijos, bet ir po RNR padauginimo (Shopsowitz ir kt.,
2014). Pastarajame darbe autoriai parodé daleliy susidaryma po RNR
padauginimo naudojant T7 RNR polimeraze. Siy daleliy branduolys buvo
sudarytas i§ MgoP.O7 x 3,5H.0, 0 RNR daugiausiai buvo issidésCiusi
daleliy pavirSiuje. RNR sudaré ~15-21 % visos daleliy masés. Dr. Rapolas
Zilionis taip pat atliko DNR padauginimo eksperimentus su ir be
pirofosfatazés (fermentas katalizuojantis pirofosfato skilimg j ortofosfatg).
Juose buvo nustatyta, kad naudojant §j fermenta dalelés nesusidaro. Daleliy
sudeétis buvo papildomai patvirtinta, kai daleles buvo gautos sumaisius DNR
su magnio ir pirofosfato jonais (Galinis ir kt., 2016). Remiantis iy darby
rezultatais, galima teigti, kad magnio pirofosfato dalelés, susidarancios po
DNR padauginimo, adsorbuoja padaugintg DNR savo pavirSiuje ir natiiraliai
veikia kaip NR nesiklis. Nusprendéme panaudoti $ig savybe, kad galétume
pernesti padauginta DNR i§ amplifikacijos reakcijos | laselius, turincius in
vitro transkripcijos ir transliacijos reakcijos komponentus. Sékmingai tai
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atlike galétume supaprastinti kryptingos evoliucijos eksperimento eigg ir
iSvengtume papildomy mikroskys¢iy etapy, reikalingy skirtingy reakeijy
apjungimui (laseliy suliejimo (Mazutis ir kt., 2009) ar pikoinjekcijos (Abate
ir kt., 2010)). Miisy hipotez¢ rémé ir kity autoriy darbai, kuriuose tokios
dalelés buvo naudojamos, kaip DNR Saltinis sekoskaitai (Drmanac ir kt.,
2010).

Atliekant DNR padauginimo eksperimentus pastebéta, kad daleliy kiekis
po skirtingy eksperimenty svyruodavo nuo 1,5 dalelés vienam
fluorescuojanciam laseliui iki 0,1 dalelés fluorescuojanciam laseliui. Darbo
metu nepavyko iki galo i$siaiSkinti priezaséiy, kurios lemdavo susidaranciy
daleliy kiekj. Galbiit daleliy kiekiui jtakos turédavo polimerazés kokybé,
DNR kokybé, reakcijos inaktyvacija kars¢iu ar kiti komponentai: naudojamo
surfaktanto kokybé ar SYBR Safe naudojimas padauginimo reakcijos metu.

Optimalios DNR padauginimo sglygos (4 Kkartus padidintas DNR
polimerazés kiekis ir 5 kartus padidintas dNTP kiekis) buvo naudojamos
visuose kituose DNR padauginimo eksperimentuose. Siomis salygomis
daznai pavykdavo gauti puikius DNR padauginimo rezultatus, t. .
eksperimente gautas fluorescuojanciy laseliy kiekis atitikdavo teoriSkai
laukiamg rezultatg. Taciau tokius rezultatus ne visada pavykdavo pakartoti.
Buvo spéjama, kad dalis pavieniy DNR molekuliy yra prarandamos dél
nespecifinés adsorbceijos ruosiant pagridinj DNR tirpala.

3.3.3. Nespecifiné adsorbcija

Atliekant eksperimentus fluorescuojanciy laseliy kiekis ne visuomet
atsikartodavo, t. y. biidavo gaunamas mazesnis fluorescuojanciy laseliy
kiekis, nei teoriSkai tikétasi (§i problema atsikartojo du kartus). Buvo
spéjama, kad dalis DNR gali bati prarandama dél nespecifinés molekuliy
adsorbcijos ant pavirSiaus. Yra zinoma, kad jprasti polipropileno
meégintuvéliai gali adsorbuoti daugiau nei 10 ng DNR. Turint mazas DNR
koncentracijas, t. y. maziau nei 100 pg/ul, dél nespecifinés adsorbcijos
galima prarasti iki 95 % medziagos (Gaillard ir Strauss, 1998). Tai ypac
svarbu miisy vykdomuose eksperimentuose, nes DNR tirpalus turédavome
skiesti iki 10-50 pg/ul. Noréjome sumazinti nespecifing DNR adsorbcija
labai praskiestuose tirpaluose, todél nusprendéme isbandyti keleta skirtingy
meégintuvéliy rasiy ir chemin;j prieda, mazinantj biomolekuliy adsorbcija.

Pradéjome nuo naujai iSgrynintos DNR. Sio tirpalo koncentracija
nustatéme dvejais skirtingais buidais: spektrometriskai ir densitometriskai.
Sis DNR tirpalas buvo skiedZiamas arba tik vandeniu, arba vandeniu,
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turin¢iu 0,4 % (w/v) poloksamero 407, iki 40 pg/ul koncentracijos. Tuomet
gauti tirpalai iSpilstyti j skirtingy rGsiy mégintuvélius: ,,Nerbe Plus®,
»Axygen MAXYMUM RECOVERY®, ,Eppendorf Protein LoBind*“ ir
»Eppendorf DNA LoBind“. Taip paruosti tirpalai buvo inkubuoti 37°C 3
valandas (pasiekiama maksimali adsorbcija, Gaillard ir Strauss, 1998). Po
inkubacijos $ie tirpalai buvo panaudoti ruosiant DNR padauginimo reakcija
mikroskyséiy laseliuose (3.3 lentelé, 3 méginio sglygomis). Eksperimentas
kartotas du kartus.

Remiantis DNR koncentracijomis nustatytomis densitometriniu bei
spektrometriniu budais ir gauty laseliy dydziu, buvo apskaiéiuota kiek
fluorescuojanciy laseliy yra teoriskai tikimasi kiekviename méginyje (zali ir
mélyni briik$neliai 3.8. pav.). Salia teoriniy veréiy buvo atidéti praktiskai
nustatyti fluorescuojanciy laseliy kiekiai (raudoni stulpeliai su jstrizais
briiksneliais 3.8. pav.). Gauti rezultatai atitiko literatliroje apraSytus faktus
apie nejoninj surfaktantg poloksamerg 407. Jo pridéjimas visuose
méginiuose sumazino DNR praradimg dél nespecifinés adsorbcijos.
Vienintelé iSimtis yra ,,Nerbe Plus“ mégintuvéliai, kuriuose nepastebéta
jokio skirtumo naudojant ar nenaudojant poloksamero 407. Maziausia
nespecifine adsorbcija pasizyméjo méginiai, gauti naudojant ,,Axygen
MAXYMUM RECOCERY* ir ,,Eppendorf DNA LoBind“ mégintuvélius,
kai buvo naudotas 0,4 % (w/v) poloksamero 407. Buvo bandoma i$siai$kinti
priezastis lemiancias Sias mégintuvéliy savybes. Tiek Axygen, tiek
Eppendorf jmoniy atstovai teige, kad jy mégintuvéliai neturi jokio cheminés
prigimties pavir§iaus paruosimo, o rezultatas yra pasiekiamas specialiu budu
poliruojant plastika (asmeninis susiraSinéjimas). Todél tikétina, kad
nespecifinés adsorbcijos priezastys yra ne tik cheminés, bet ir fizikinés,
pavyzdziui, jvairis mikrodefektai plastiko pavirsiuje.

Visuose Zemiau apraSomuose eksperimentuose DNR padauginimas buvo
atlickamas naudojant DNR tirpalg paruosta ,.Eppendorf DNA LoBind*
mégintuvéliuose, 0 DNR skiedimui buvo naudojamas tirpalas, turintis 0,4 %
(w/v) poloksamero 407.

3.3.4. Kitos DNR padauginimo sglygos

IS ankstesniy eksperimenty (3.3.2 skyrius) buvo Zinoma, kad phi29 DNR
polimerazés ir ANTP kiekio padidinimas padidino fluorescuojanciy laseliy
kiekj ir Siose salygose buvo gaunamos magnio pirofosfato dalelés,
dekoruotos DNR. Remiantis ta pacia eksperimentine patirtimi, buvo
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3.8. pav. DNR padauginimas, kai skiestas DNR tirpalas inkubuotas skirtinguose
mégintuvélivose. Skirtinguose méginiuose, laseliy dydis nezZymiai skyrési, todél
teoriskai tikétinas fluorescuojanciy laseliy kiekis irgi varijuoja nezymiai. Zaliais
britkSneliais yra pavaizduotas teorinis fluorescuojanciy laseliy kiekis,
apskai¢iuotas remiantis densitometriskai nustatyta DNR koncentracija, o mélynais
— spektrometriskai. Po DNR padauginimo reakcijos praktiskai nustatytas
fluorescuojanéiy laseliy kiekis, pavaizduotas raudonais stulpeliais su pasvirusiais
briik$niais. Paklaidos réziuose atidéta standartiné laseliy skaiciavimo paklaida.
,T/-P“ - Zymi ar buvo naudotas poloksameras 407, kai DNR buvo skiedZiama.
Nerbe — ,Nerbe Plus“, Axygen - ,,Axygen MAXYMUM RECOVERY*, Protein
LB - ,Eppendorf Protein LoBind“ ar DNA LB - ,Eppendorf DNA LoBind*
mégintuvéliai.

bandoma patikrinti, ar galima dar labiau optimizuoti turimas reakcijos
salygas.

Buvo paruoStas bendras reakcijos miSinys, iSpilstytas ] atskirus
meégintuvelius ir atskirai pridéti skirtingi phi29 DNR polimerazés ir ANTP
kiekiai. Po 16 valandy inkubavimo 30°C ir 10 min 65 °C analizuotos atskiry
méginiy emulsijos fluorescenciniu mikroskopu. Eksperimentas kartotas du
kartus. Vieno i§ eksperimenty rezultatai pateikti 3.4 lenteléje.
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Dauginant DNR laSeliuose anksc¢iau aprasytomis saglygomis (3.4 lentelé 1
méginys ir 3.9. pav. (a)) praktinis fluorescuojanéiy laseliy kiekis beveik
pasiekdavo teoriskai laukiamg kiekj. Taip pat Siose salygose budavo
daugiausiai laseliy, turin€iy vieng ryskig dalele. Vykdant DNR padauginima
Siomis salygomis biidavo galima greitai ir lengvai jvertinti susidariusiy
daleliy kiekj ir kokybe.

Didinant polimerazés kiekj DNR padauginimo miSinyje, buvo galima
pastebéti dvi tendencijas: fluorescuojanciy laSeliy kiekis mazédavo, o daleliy
kokybé prastédavo (3.4 lentelé 4 ir 6 méginiai ir 3.9. pav. (c) ir (d)). Laseliy,
turin¢iy vieng ryskia dalele, beveik nebebuvo, o dauguma laseliy turédavo
daug smulkiy daleliy. Todél buvo nuspresta, kad 0,8 U/ul phi29 DNR
polimerazés yra optimalus kiekis.

3.4. lentelé. DNR padauginimo rezultatai, didinant polimerazés ir ANTP kiekius®

Teorinis Praktinis
Méginio Polimerazé, dNTP, e . .. Aryra
fluorescuojanciy fluorescuojanciy

Nr. U/nl mM dalelés?
" la3eliy kiekis, % laSeliy kiekis, % =

Taip, po viena

1. 0,8 1 68+4,1 65+4,6 e
ryskia laselyje
2. 0,8 2 74+£35 86 +4,0 Ne
3. 0,8 4 77+£3,0 47+£25 Ne
Taip, po keleta
4. 2 1 79+15 42+51 neryskiy
laselyje
5. 2 2 76+ 2,6 61+10,5 Ne
Taip, po keleta
6. 4 1 71+£27 56+44 neryskiy

laselyje

Didinant dNTP kiekj buvo stebimi kitokie efektai. Fluorescencija tapdavo
vienoda visame laselio tiiryje ir nebebuvo galima matyti daleliy. Toks
rezultatas budavo pasiekiamas jei polimerazes kiekis buvo 0,8 ar 2 U/ul (3.4.

3- kitos DNR padauginimo salygos kaip 3.2 lenteléje, tik nedéta BSA ir SYBR Safe.
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3.9. pav. DNR padauginimas mikrolaseliuose. (a) nuotraukoje yra méginys,
kuriame DNR padauginimas vykdytas jprastomis salygomis, t. y. 0,8 U/uL
polimerazés ir 1 mM dNTP. (b) — polimerazés kiekis paliktas toks pats, kaip ir (a),
0 dNTP padidintas iki 2 mM. (c) nuotraukoje dNTP kiekis kaip ir (a), o polimerazés
kiekis padidintas iki 2 U/ul. (d) nuotraukoje dNTP kiekis kaip ir (a), o polimerazés
kiekis padidintas iki 4 U/ul. Skalé visose nuotraukose yra lygi 20 pm.

lentelé 2, 3 ir 5 méginiai ir 3.9. pav. (b)). Nors dalelés nebuvo matomos
fluorescencinése nuotraukose, tac¢iau DNR elektroforezés rezultatai ir TEM
nuotraukos patvirtindavo apie tai, kad dalelés susidarydavo. Néra Zinoma
tiksli priezastis, kodél nematéme daleliy laSeliuose padidinus dNTP kiekj.
Vienas i§ galimy paaiskinimy galéty buti susij¢s su phi29 DNR polimerazés
egzonukleaziniu aktyvumu. Esant didesniam dNTP kiekiui, $is aktyvumas
yra slopinamas, todél net ir po ilgesnio inkubavimo laiko laisvos DNR
koncentracija laSeliuose nemazgja ir Sios DNR fluorescencija neleidzia gerai
matyti daleliy fluorescencijos. Esant mazesniam dNTP kiekiui, jie grei¢iau
yra sunaudojami sintezés reakcijos metu ir phi29 DNR polimerazés
egzonukleazinis aktyvumas degraduoja dalj susintetintos DNR, todél daleliy
fluorescencija tampa geriau matoma (del Prado ir kt., 2019, Pan ir kt., 2008).
Kitas efektas, kuris buvo stebimas padidinus dNTP koncentracija iki 2 mM,
yra didesnis fluorescuojanciy laseliy kiekis nei teoriskai tikétasi (3.4 lentelé
2 méginys). Toks rezultatas buvo gautas kelis kartus kartojant eksperiments.
Sis neatitikimas galimas dél dviejy priezas¢iy: nustatyta pradiné DNR
koncentracija yra netiksli arba amplifikacijos reakcija yra uzter§ta svetima
DNR. UZtersti reakcijos miSinj ar vieng i§ komponenty yra labai paprasta,
nes uztenka vos keletos pikogramy Ziedinés DNR ir amplifikacija jvyks. Sie
rezultatai taip pat parodo, kad 1 mM dNTP koncentracija néra optimali
norint gauti maksimaly fluorescuojanciy laseliy kiekj. Taciau visi tolimesni
eksperimentai buvo vykdomi naudojant 1 mM dNTP koncentracijg, kad biity
galima greitai ir patogiai jvertinti, ar dalelés susidaré ir kokia jy kokybé.
Didinant ANTP kiekj dar daugiau, fluorescuojanciy laseliy kiekis pradédavo
mazéti (3.4 lentelé 3 méginys).
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3.3.5. Inaktyvavimo karsciu jtaka

Atliekant DNR padauginimo eksperimentus, buvo pastebéta, kad laseliai
gali turéti vieng ryskia dalele arba keleta smulkesniy ir maziau ryskiy
daleliy. Véliau buvo pastebéta, kad Siam reiSkiniui jtakos turi phi29 DNR
polimerazés inaktyvavimas kar$¢iu. Neinaktyvuojant phi29 DNR
polimerazes, laseliai arba turédavo vieng ryskig dalele, arba neturédavo jokiy
daleliy. Inaktyvuojant phi29 DNR polimerazg 10 minuc¢iy 65°C, beveik visi
laseliai turédavo daleles, tik kai kuriuose laseliuose buvo stebima ne viena
ryski dalel¢, o keleta smulkesniy ir silpniau fluorescuojanciy daleliy (3.10.
pav.). Todél buvo nuspresta atidziau jvertinti daleliy dydziy pasiskirstyma po
amplifikacijos.

&

3.10. pav. Fluorescencinés nuotraukos po DNR padauginimo reakcijos. Kairéje
nuotraukoje matome emulsijg, kuri nebuvo inaktyvuota kar$¢iu (65°C 10 minuciy),
o deSingje — emulsijg, kuri buvo inaktyvuota kar$¢iu. Kairéje nuotraukoje, kai
kuriuose laseliuose matomos pavienés rySkios dalelés, o deSinéje nuotraukoje
galima pastebéti laselius turin¢ius keleta smulkiy ir maziau ryskiy daleliy. Skalé
lygi 20 um. Nuotraukos darytos Karolio Simucio.

Po 16 valandy DNR padauginimo laseliuose (Siame eksperimente
naudota pIVEX2.2EM-lacZ-his plazmidé) emulsija buvo atskirta j du
mégintuvélius ir vienas méginys buvo inaktyvuojamas kar$¢iu (65°C 10
minuc¢iy). Abi emulsijos grazintos j 30°C ir inkubuotos toliau. I$ $iy emulsijy
buvo paimama dalis méginio nuo padauginimo reakcijos pradzios praéjus
17, 38 ir 66 valandoms. Paimta emulsija suardyta ir reakcijos produktai
stebéti perSvieCiamu elektroniniu mikroskopu (3.11. pav.), o ImageJ
programa buvo jvertinti matomy daleliy dydziai ir dydziy pasiskirstymai
(3.12. pav.). Sis eksperimentas atliktas vieng kartg.

Kai emulsija neinkubuojama 65°C 10 minuciy, gaunamy daleliy vidutinis
dydis badavo ~1300 nm ir beveik visos dalelés biidavo didesnés nei 700 nm
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3.11. pav. TEM nuotraukos, kuriose pavaizduotos skirtingy dydziy dalelés. Kairéje
nuotraukoje matome dvi 310 ir 356 nm daleles, susidariusias reakcijos misinj
inkubuojant 65°C 10 minuciy. DeSinéje nuotraukoje matome vieng 1212 nm dydzio
dalele. Skalé lygi 250 nm.

(tik viena i§ 131 matuotos dalelés, buvo 530 nm dydzio, 3.12. pav. apatinis
grafikas kairéje). Taciau, jei polimerazé buvo inaktyvuojama kar$¢iu, tai
didelés dalelés (700 - 2000 nm) sudarydavo mazesne dalj visos daleliy
populiacijos, t. y. tik 18-30 %. O mazesniyjy daleliy vidutinis dydis budavo
~350 nm ir jy skaicius iSaugdavo (vidurkis daleliy, kurios yra mazésnés nei
700 nm, 3.12. pav. grafikai deSingje puséje ir 3.11. pav. desiné nuotrauka).

Panasius rezultatus, naudodamas dinaminj S$viesos sklaidymo metoda,
gavo ir Vaidotas Kiseliovas (DLS, 3.13. pav.). Mazesniyjy daleliy vidurkis
buvo 152 £ 37 nm (93,5 % visy daleliy), o didesniyjy daleliy — 1669 + 645
nm (6,5% visy daleliy). Siuo metodu gauta didesné maZesniyjy daleliy dalis,
lyginant su rezultatais gautais i§ TEM nuotrauky. DLS metodas yra maziau
tinkamas matuoti nevienalyte daleliy populiacija. Taip pat, matuojant Siuo
metodu didesnés dalelés galéjo grei¢iau sedimentuoti mégintuvélio dugne ir
gal¢jo biiti prasCiau detektuojamos. Taciau vis dar néra Zinoma, kod¢l DLS
metodu nustatytas mazesniyjy daleliy vidutinis dydis ~2 kartus skyrési nuo
dydzio nustatyto i§ TEM nuotrauky.

Nustacius, jog mazesniosios dalelés susidaro dél inaktyvavimo kar$ciu,
liko neatsakyta, kokiu biidu jos susidaro? Galbut didziosios dalelés pasizymi
temperatiriniu nestabilumu? Tokiu atveju keliant temperatiirg dalis
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3.12. pav. Daleliy dydziy pasiskirstymas po DNR amplifikacijos. Kairéje puséje
pateikti DNR daleliy dydzio pasiskirstymo grafikai, kai emulsija po amplifikacijos
nebuvo inkubuojama 65°C 10 minucdiy, o desinéje puséje — kai buvo inkubuojama
65°C 10 minuciy. Daleliy dydziai jvertinti nuo amplifikacijos pradzios pra¢jus 17,
38 ir 66 valandoms (atitinkamai pazyméti mélyna, zalia ir geltona spalvomis).
Grafiky x aSyje yra atidétas daleliy dydis nanometrais, o y aSyje yra atidétas daleliy
kiekis procentais. Raudona vertikali linija kiekviename grafike Zzymi 700
nanometry riba.
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3.13. pav. Daleliy dydziy pasiskirstymas po DNR amplifikacijos. Daleliy dydis
ivertintas naudojant DLS metoda po DNR amplifikacijos. Grafiko x asyje yra
atidétas daleliy dydis nanometrais, o y aSyje yra atidétas daleliy kiekis procentais.
Raudona vertikali linija zymi 700 nanometry riba.

polimorfinio kristalo suskyla, o atskile gabaliukai ir yra mazesnés dalelés.
Kitas galimas paaiSkinimas galéty buti tirpalo komponenty kristalizavimasis
dél poveikio kar§¢iu, taip sudarant naujas, mazesnes daleles.

Tikslus daleliy susidarymo mechanizmas néra zinomas, bet buvo
pastebéta, kad paveikus emulsijg kar§¢iu absoliutus daleliy kiekis padidéja.
Méginys, 65°C paveiktas 10 minu¢iy, turédavo daugiau laseliy su dalelémis,
nei méginys nepaveiktas karsciu (3.10. pav.). Daleliy pagauséjimo faktastaip
pat buvo patvirtintas ir gryninimo eksperimenty metu. Lyginant emulsija
inaktyvuotg kar$éiu su emulsija neinaktyvuota kar$¢iu, bendras daleliy
skaicius visada btidavo didesnis (1,4 — 3 kartus).

3.4. DNR daleliy gryninimas

DNR padauginimo reakcijos metu susidaro kristalai, panasis | kity
autoriy apraSytas daleles (Shopsowitz ir kt., 2014). Nors aprasytuose
darbuose buvo amplifikuojama RNR, taciau dél RNR ir DNR panasumo,
taip pat dél to, kad NR buvo padauginamos naudojant fermentus
izoterminémis salygomis, buvo manoma, kad miisy darby metu gautos
dalelés turéty buti panaSios. Todél buvo daroma prielaida, kad DNR
padauginimo reakcijos metu susidaro magnio pirofosfato kristalai dekoruoti
padauginta DNR. Si Dalis DNR esan¢ios reakcijos misinyje adsorbuojasi
kristaly pavirSiuje (magnio pirofosfato kristalai padengti DNR toliau tekste
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vadinami dalelémis), o kita dalis DNR lieka tirpale. Suardzius emulsija,
neadsorbuota DNR gali laisvai difunduoti tirpale, todél tokj tirpala
inkapsuliavus antrg karta, baltymo sintezé laselyje galés vykti tiek nuo DNR
esancios ant dalelés, tiek nuo ,,laisvos DNR esancios tirpale. Tokiu atveju
bty nejmanoma atskirti kuri DNR koduoja aktyvy mutantg ir atranka biity
neveiksminga. Todél reikéjo surasti buida kaip atskirti tirpale likusig DNR
nuo DNR esanéios ant daleliy (3.1. pav. E — D). Zemiau aprasytuose DNR
daleliy gryninimo eksperimentuose buvo naudojama tik pET-29b(+) EGFP
plazmideé.

3.4.1. DNR daleliy gryninimas i§ agarozés

Analizuojant padaugintos DNR reakcijos miSinj 1 % agarozés gelyje,
dalis reakcijos produkty migruoja gelyje jprastai, o dalis produkty licka
Sulinélyje (3.14. pav. antras takelis i§ kairés). Buvo sp&jama, kad Sulinélyje
lieka dalis daleliy. Siuos spé&jimus 1émé ir tai, kad vidutinis daleliy dydis yra
~1300 nm, o 1% agarozés pory dydis yra ~250 nm (jprastos agarozés) ir
~650 nm (Zemos lydymosi temperatiros agarozés) (Narayanan ir kt., 2006).
Dél to daleliy gryninimui buvo nuspresta pritaikyti jprastg DNR gryninimg i
zemos lydymosi temperattiros agarozes.

Daleliy ir laisvos DNR miSinys uzneSamas j Sulinélj ir leidziama srové.
Atlikus elektroforeze, i§ gelio buvo iSpjaunamas Sulinélis ir naudojant
fermentg [-agaraze DNR dalelés buvo gryninamos pagal gamintojo
pateikiamas rekomendacijas. Hidrolizavus agarozg, reakcijos misinys buvo
maiSomas su: i) 2,5 tirio vandens arba ii) 2,5 ttirio gryno etanolio arba iii) 1
tiriu 5 M NH4OAc. Dalelés buvo surenkamos centrifuguojant 30 minuciy
17500 g. Gauti rezultatai yra pateikti paveiksle zemiau (3.14. pav.).

Maisant daleliy ir hidrolizuotos agarozés tirpala su etanoliu buvo gautos
baltos nuosédos mégintuvélio dugne. IStirpinus gautas nuosédas ir
iSanalizavus produktus agarozés gelyje, vél buvo matoma juostelé, kuri
galéty buti siejama su DNR neadsorbuota ant daleliy (3.14. pav., penktas
takelis i§ kairés, raudona rodyklé). Taciau jei daleliy ir hidrolizuotos
agarozeés tirpalas buvo maiSomas su vandeniu ar amonio acetato tirpalu, tai
tokia juostelé nebuvo matoma (3.14. pav., treCias ir ketvirtas takeliai i$
kairés).

I§ atlikty eksperimenty buvo sunku pasakyti, kodél naudojant etanolj
neadsorbuotos DNR juostelé vél buvo matoma agarozés gelyje. Galbit
etanolis taip sulipdo DNR daleles j nuosédas, kad nuosédy tirpinimo metu
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3.14. pav. 1 % agarozés gelio nuotrauka. Pirmame takelyje i$ kairés pusés yra DNR
masés zymuo, antrame — méginys po DNR padauginimo, treCiame, ketvirtame ir
penktame — méginiai po DNR daleliy gryninimo i§ Zemos lydymosi temperatiiros
agarozes, kai galutiniame gryninimo etape buvo pridéta vandens, amonio acetato ar
etanolio, atitinkamai. ISkart po Sulinéliais yra matomos juostelés, kurios lyginant su
Sulinéliais yra pasislinkusios deSiniau. Sios juostelés yra Sulinéliuose esandiy
produkty atspindziai. Raudona rodyklé Zzymi gelio ruoza, kuriame migruoja prie
daleliy neadsorbuota DNR.

dalis DNR atsilaisvina nuo daleliy ir patenka j tirpalg? Galbit etanolio
poveikyje kristalizuojant DNR, DNR kristalai yra linke susidaryti ne daleliy
pavirSiuje? Taip pat negalima atmesti galimybés, kad etanolis gali turéti
jtakos daleliy stabilumui ar DNR ir magnio pirofosfato saveikos stiprumui.
Daleliy iSsodinimui i$ tirpalo buvo iSbandyti ir kiti metodai. Neadsorbuotos
DNR juostelé atsirasdavo gelyje, kai daleles i$ hidrolizuotos agarozés tirpalo
buvo méginama iSgryninti naudojant polietilenglikolio tirpalg (9 % (w/v)),
poloksamero 407 (14 % (w/v)) tirpalg ar dializuojant.

Pakartoti daleliy gryninimg i§ agarozés ne visada pavykdavo — daleliy
tiesiog nelikdavo agarozés Sulinélyje. Véliau buvo pastebéta, kad dalelés
neséda centrifuguojant, nes tirpale néra etidzio bromido (3.15. pav.). Nors j
DNR interkaliaves etidzio bromidas galéty neigiamai paveikti in vitro
traskripcija, taciau dél jo svarbos daleliy iSsodinime jis buvo naudojamas ir
toliau.

Daleliy kiekis prie§ gryninima ir po jo buvo jvertinamas pasitelkiant
fluorescencinj mikroskopa. Dalelés buvo dazomos SYBR Green dazu ir
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3.15. pav. 1 % agarozés gelio nuotrauka. Pirmame takelyje i$ kairés pusés yra DNR
masés Zymuo, antrame — méginys po DNR padauginimo, tre¢iame, ketvirtame ir
penktame — méginiai po DNR daleliy gryninimo i§ Zemos lydymosi temperatiiros
agarozes, kai galutiniame gryninimo etape buvo pridéta vandens, 10 mM kalcio
chlorido ar 1 pg/ml etidzio bromido. I8kart po kai kuriais Sulinéliais yra matomos
juostelés, kurios lyginant su Sulinéliais yra pasislinkusios kairiau. Sios juostelés yra
Sulinéliuose esanciy produkty atspindziai. Raudona rodyklé Zzymi gelio ruoza,
kuriame migruoja prie daleliy neadsorbuota DNR.

paskleidziamos hemocitometre. Nustatyta, kad Sio gryninimo metodo
efektyvumas buvo mazas ir svyravo nuo 1,3 iki 5,5%. Sis efektyvumas
nustatytas i$§ keturiy eksperimenty.

Po gryninimo dalelés vél biidavo matomos agarozés gelio Sulinéliuose
arba fluorescuojancio optinio mikroskopo nuotraukose, ta¢iau bandant gauti
iSgryninty daleliy elektroninio mikroskopo nuotraukas, buvo labai sunku
rasti daleles ant tinklelio (3.16. pav.). Visas tinklelis biidavo nuklotas
didesniais ar mazesniais apskritimais. Dauguma apskritimy biidavo vienodos
teksttiros, o kai kurie turédavo tamsiag déme apskritimo centre (3.16. pav. a —
objektas centre ir b). Labai retai, bet pavykdavo aptikti objektus, kurie
budavo panasiis | aptirpusia dalele, kurios vidiné struktiira dar biidavo Siek
tiek matoma ir budavo panasi | sveikos dalelés (3.16. pav. c). Visame
tinklelyje pavyko atrasti tik kelias neaptirpusias daleles (3.16. pav. d).

Sis eksperimentas nebuvo kartojamas daug karty, nes gryninimo metodas
néra labai efektyvus. Tadiau gautas rezultatas gali buti paaiskintas
literattriniais duomenimis. Yra zinoma, kad magnio pirofosfato dalelés
iStirpsta paveiktos 10s 5mM EDTA tirpalu (Shopsowitz ir kt., 2014).
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3.16. pav. TEM nuotraukos po gryninimo i§ Zemos lydymosi temperatiiros
agarozes. (a) nuotraukoje yra jprastas tinklelio vaizdas i$ toliau, (b) nuotraukoje yra
priartintas vienas i$ apskritimy, (c) — yra aptirpusi dalel¢, (d) — neaptirpusi dalelé.
(c) ir (d) nuotraukose matomos dalelés buvo vos kelios visame tinklelyje.

Daleles gryninat i$ agarozés gelio, EDTA koncentracija buferyje yra 1 mM.
Valandg laiko inkubavus daleles EDTA turin¢iame buferyje, labai tikétina,
kad Mg-PP; kristalas istirpsta ir lieka tik jj apsivijusios DNR kamuolys.
Daugybinio nustimimo metodu vykdoma amplifikacija yra chaotiSkas
procesas, paprastai turintis daugybe pradzios tasky ir daug DNR vijy. Labai
tikétina, kad tokia DNR galéty likti ,,susipainiojusi ir susivijusi j rutulj ir
galéty buti matoma perSvie¢iamo elektroninio mikroskopo nuotraukose kaip
apskritimas (3.16. pav. a ir b).

3.4.2. DNR daleliy gryninimas panaudojant REazg ir centrifugavima

Daleliy i$gryninimas i§ Zemos lydymosi temperatiiros agarozés turéjo
gana maza iSeiga ir daznai baigdavosi nesékme. Todél buvo daug dirbama
bandant rasti alternatyvy bida, kuris bty greitesnis ir produktyvesnis. Tokj
metoda pasitilé ir optimizavo Greta Zubaité (Zubaite, 2016).
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Po emulsijos suardymo dalelés surenkamos centrifuguojant 10000 g jéga
10 minuciy. Resuspenduojamos mazesniame tiiryje ir DNR yra trumpai
karpoma su restrikcijos endonukleaze. Po to dalelés yra tris kartus
plaunamos vandeniu ir surenkamos centrifuguojant. Prie daleliy neprikibusi
DNR turéty bati grei¢iau sukarpoma restrikcijos endonukleaze nei ta DNR
kuri yra prilipusi prie daleliy. Si prielaida yra daroma, nes DNR esan¢ia
tirpale fermentas gali pasiekti kur kas lengviau, nei DNR esancia daleléje ar
dalelés pavirsiuje. Sukarpyta DNR biity paSalinama po centrifugavimo ir
plovimo etapy.

TEM nuotraukose daromose prie§ gryninimag yra matoma DNR matrica,
kurioje yra tamsios dalelés (3.17. pav. a). Po gryninimo yra matomos tik
dalelés, bet DNR matricos nesimato (3.17. pav. b ir c). Naudojant
restrikcijos endonukleaze ir centrifugavima, daleliy gryninimo efektyvumas
gali siekti net iki ~ 100 %.

3.17. pav. DNR-Mg-PP daleliy TEM nuotraukos. (a) nuotraukoje yra jprastas
tinklelio vaizdas prie§ gryninant daleles, (b) nuotraukoje yra jprastas tinklelio
vaizdas po daleliy gryninimo su restrikcijos endonukleaze, (c¢) nuotraukoje yra (b)
méginio dalelés iS arciau.

3.5. Baltymy sintezé in vitro nuo DNR daleliy

Kadangi amplifikuota DNR yra linkusi adsorbuotis magnio pirofosfato
daleliy pavirSiuje, buvo postuluojama, kad tokios dalelés galéty buti
panaudotos kaip nukleoriig§ties ne$ikliai. Ta¢iau nebuvo Zzinoma, ar tokia
DNR gali bati panaudota kaip matrica in vitro transkripcijoje (3.1. pav.)? Ar
prie jos galés ,prieiti baltymai? Ar daleliy gryninimo metu naudojami
komponentai, etidzio bromidas, restrikcijos endonukleazés neturés
neigiamos jtakos baltymy sintezei?
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Norédami atsakyti j Siuos klausimus, DNR daleles iSbandéme dvejose
modelinése sistemose. Vienoje jy reporteriniu baltymu buvo naudotas zaliai
fluorescuojantis baltymas eGFP. Sioje sistemoje jdétos DNR kiekis yra
tiesiogiai susijes su susintetinto baltymo kiekiu (3.18. pav.). Taciau tokioje
sistemoje susintetinus labai mazg baltymo kiekj gali bati sunku detektuoti
signala. Todél naudojome ir kita reportering sistema, kurioje reporterinis
baltymas yra fermentas B-galaktozidazé (LacZ). Esant maZoms baltymo
iSeigoms, §i sistema yra gerokai jautresné, nes net ir mazas fermento kiekis
gali generuoti tokj fluorescuojancio produkto kiekj, kurio pakaks detekcijai.
TacCiau tokia, fermentiné sistema gali biiti gerokai maziau jautri bandant
nustatyti DNR kiekj, kuris buvo panaudotas sintezei.
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3.18. pav. eGFP baltymo sintezés kalibraciné kreivé. eGFP baltymo sintezé buvo
atlikta naudojant skirtingus plazmidziy kiekius (,,molekuliy“). Rezultatai pateikti
logaritminéje skaléje.

3.5.1. eGFP baltymo sintezé

eGFP baltymo sintezés eksperimentai buvo atlikti mikroploksteléje.
Sintezé buvo atlikta komerciskai prieinamame NEB in vitro tranksripcijos
transliacijos rinkinyje, naudojant daleles paruostas skirtingais metodais
(3.19. pav.). Vykdant Siuos eksperimentus, naudojamas daleliy kiekis buvo
nustatytas naudojant hemocitometra. Gautas sintezés signalo stiprumas buvo
panaudotas nustatant geno kopijy skai¢iy vienoje daleléje (3.19. pav.).
Eksperimentai kartoti keturi kartus. Minimame eksperimente viena dalelé
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3.19. pav. eGFP baltymo sintezé nuo daleliy mikroplokstelgje. eGFP baltymo
sintezé buvo atlikta nuo zinomo kiekio plazmidziy (,,molekuliy®) ir palyginta su
sinteze nuo skirtingai paruosty daleliy. Legendos apra§ymuose ,,65°C* - zymi, kad
dalelés buvo inkubuotos 65°C 10 minuciy. ,,RE* Zymi, kad dalelés buvo grynintos
naudojant restrikcijos endonukleaze, o ,,Aga“ - dalelés buvo grynintos naudojant
zemos lydymosi temperatiiros agaroze.

turéty turéti ~10°- 10* geno kopijy. Sie skai¢iavimai remiasi prielaida, kad
susintetinto baltymo kiekis yra tiesiogiai proporcingas jdétos DNR kiekiui.

eGFP baltymo sintezé buvo atlikta ir mikroskys¢iy laseliuose (3.20. pav.
nuotraukos (a) — (d)). Eksperimentui naudotos dalelés buvo paruostos
skirtingais metodais: inkubuotos 65°C 10 minuéiy ir grynintos i§ agarozés
arba nekaitintos ir grynintos trumpai sukarpius su Xagl restrikcijos
endonukleaze. Didelio skirtumo tarp gauty rezultaty nesimaté. Tiek nuo
vieny, tiek nuo kity daleliy buvo gauta eGFP baltymo sintezé. Taciau ryskus
fluorescencinis signalas buvo gautas tik tuose laseliuose, kurie turéjo keleta
daleliy. Atlikti Sesi pakartojimai.
Néra zinomos tikslios priezastys, kodél fluorescencinis signalas yra toks
silpnas. Galbit dalelés turi per mazg DNR kiekj. Galbut jtakos turi daleliy
saugojimo salygos. ISgrynintos dalelés buvo saugomos +4°C, o ne -20°C,
tikintis kad jos neaglomeruos. Taciau tokiomis salygomis nepageidaujamas
uzterSimas DNAzémis gali turéti jtakos DNR kiekiui ir kokybel.

eGFP baltymo sintezé buvo sékmingai detektuota mikroploksteléje ir
mikroskyséiy laseliuose, naudojant DNR adsorbuotg magnio pirofosfato
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3.20. pav. eGFP baltymo sintezé nuo daleliy mikrolaseliuose. Baltymo sintezé buvo
atlikta nuo daleliy, neinkubuoty 65°C 10 minuéiy ir gryninty Xagl restrikcijos
endonukleaze, — (a) ir (b) nuotraukos, ir nuo daleliy, inkubuoty 65°C 10 minuéiy ir
gryninty i§ Zemos lydymosi temperatiiros agarozés, — (c) ir (d) nuotraukos.
Nuotraukose (a) ir (c) matoma eGFP baltymo fluorescencija, o (b) ir (d) — SYTO 84
dazytos dalelés. Skalé lygi 25 pm.

daleliy pavirSiuje. Taciau mikrolaseliuvose fluorescencinis signalas buvo
matomas tik tuose laSeliuose, kuriuose buvo kelios dalelés. In vitro
evoliucijos eksperimentuose viename laSelyje turéty bati tik vieno mutanto
DNR, t. y. viename laselyje turéty buti tik viena dalelé. Norint vykdyti in
vitro evoliucijos eksperimentus su baltymu, kurio detektavimui yra
naudojama paties baltymo fluorescencija, reikéty surasti salygas, kuriose
viena dalelé turéty didesnj DNR kiekj. Kita alternatyva biity naudoti tokig
reportering sistemg, kurioje galima detektuoti signalg naudojant maZzesnius
DNR kiekius.

3.5.2. LacZ baltymo sintezé

DNR dalelés buvo panaudotos in vitro transkripcijai ir transliacijai su kita
reporterine sistema. Sioje sistemoje buvo naudojamas fermentas pB-
galaktozidazé (LacZ). Jei eGFP sistemoje fluorescencinis signalas yra
proporcingas susintetinto baltymo kiekiui, tai fermentinéje, LacZ, sistemoje
baltymo kiekis turi maziau jtakos signalo stiprumui. Tokioje sistemoje
signalo stiprumas priklauso nuo jdéto substrato kiekio, o nuo baltymo kiekio
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labiau priklauso laikas, kurj reiks laukti kol bus matomas signalas. LacZ
sistemoje, fluorescenciniam signalui gauti buvo naudojamas fluoresceino di-
B-D-galaktopiranozidas (FDG), kurj gali hidrolizuoti $i B-galaktozidazé.

Ruosiant daleles, phi29 DNR polimerazé buvo inaktyvuota kar$ciu (65°C
10 minuéiy). Tirpale esanti laisva DNR buvo sukarpyta restrikcijos
endonukleaze, o dalelés buvo surinktos centrifuguojant (detaliau aprasyta
2.2.16 skyriuje). Siame eksperimente nuo daleliy susintetintas LacZ baltymo
kiekis buvo toks, koks biity jei viena dalelé turéty ~10%- 10° geno kopijy
(3.21. pav.). Kalibracinés kreivés méginiai nuo plazmidés kartoti du kartus, o
nuo daleliy Sesis kartus.

—— 107 DNR molekuliy (plazmidziy)
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® 5x10% DNR daleliy
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5 x 10° DNR daleliy
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3.21. pav. LacZ baltymo detektavimas. LacZ baltymas buvo ekspresuotas nuo
daleliy ir nuo plazmidziy. Véliau susintetintas baltymas buvo sumaiSytas su
detekcijos buferiu, turinéiu FDG substrata. Siame eksperimente buvo naudotos
dalelés, kurios buvo inkubuotos 65°C 10 minuciy ir grynintos naudojant restrikcijos
endonukleazg.

LacZ baltymo sintezé taip pat buvo atlikta mikroskys¢iy laSeliuose.
Atlikti trys eksperimentai. Dalelés buvo paruoStos taip pat, kaip ir
eksperimentuose atliktuose mikroplokstel¢je. Pateikiamos fluorescencinés
nuotraukos buvo daromos praéjus vienai valandai nuo reakcijos pradZzios
(3.22. pav.). Inkubuoti ilgiau nebuvo galima, nes vis daugiau fluoresceino
»iStekedavo* 1§ laseliy, kurivose jvykdavo reakcija (Courtois ir kt. 2009).

Pirmajj kartg in vitro transkripcija ir transliacija mikrolaseliuose buvo
vykdoma j reakcijos misinj jdéjus 15 pg/ml etidzio bromido (EtBr). Siomis
reakcijos sglygomis dalelés budavo stebimos tik tuose laselivose (3.22. pav.
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- 15 pg/ml — EtBr
- 50 png/ml — EtBr

SYTO 84

3.22. pav. LacZ baltymo sintezé nuo daleliy mikrolaseliuose. Sintezé buvo atlikta
nuo daleliy inkubuoty 65°C 10 minuéiy ir gryninty naudojant restrikcijos
endonukleazg. (a), (c) ir (e) nuotraukose matoma fluoresceino fluorescencija po to,
kai laSelyje susintetintas LacZ hidrolizuoja FDG substratg. (b) ir (d) nuotraukose
nukleortigitys dazytos EtBr, o (f) nuotraukoje SYTO84. Skalé visose nuotraukose
yra lygi 25 pm.

b), kuriuose LacZ hidrolizuodavo FDG iki fluoresceino (3.22. pav. a).
Taciau daleliy fluorescencijos signalas buvo labai silpnas, todél EtBr
koncentracija buvo padidinta iki 50 pg/ml (3.22. pav. ¢ ir d). Siomis
salygomis dalelés buvo matomos daug ryskiau, taiau buvo pastebéta, kad
kai kurie laseliai, turintys daleles, nepasizymi LacZ aktyvumu, t. y. néra
fluoresceino signalo (3.22. pav. lyginti fluorescuojancius laSelius (c)
paveiklélyje ir laselius su dalelémis (d) paveikslélyje). Buvo spéjama, kad
didelé EtBr koncentracija gali turéti neigiama poveikj baltymy in vitro
transkripcijai ir transliacijai (ThermoFisher Scientific ir asmeninis
susirasingjimas). Todél LacZ baltymo sintezei laseliuose buvo kartojama dar
karta nededant EtBr. Po vienos valandos inkubavimo 37°C, emulsija buvo
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maiSoma su nukleortig§¢iy dazu SYTO 84, kuris prasiskverbdavo j emulsijos
laselius ir nudazydavo DNR esancia daleliy pavirsiuje (3.22. pav. € ir f). Sio
eksperimento nuotraukose irgi buvo matomi laSeliai, kurie turi dalele, bet
nefluorescuoja. Todél kilo klausimas, kodél ne visi laSeliai, turintys dalelg,
pasizymi baltymo sinteze? Vienas i$ galimy paaiSkinimy yra, kad viena
valanda yra nepakakankamas laiko tarpas. LaSeliuose, turin¢iuose mazZesnj
DNR kiekj, nespéja pasigaminti pakankamas LacZ kiekis ir mes nematome
FDG hidrolizés. Taciau eksperimentai, atlikti mikroplokstelése, suponuoja,
kad per valanda laiko turéty jvykti bent dalis sintezés. Kitas biidas paaiskinti,
kodél kai kuriuose laseliuose néra sintezés, yra daleliy skirtingumas. Dalelés
turi nevienodus DNR kiekius. Tai pagrindzia ir faktas, kad dazant mazesne
EtBr koncenctracija (15 pg/ml) buvo matomos tik tos dalelés, nuo kuriy
buvo susitentintas pakankamas LacZ baltymo kiekis, t.y. nusidazydavo tik
tos dalelés, kurios turé¢jo daugiausiai DNR. Taip pat svarbu nepamirsti, kad
Siuose eksperimentuose buvo naudotos dalelés, kurios po DNR padauginimo
buvo inkubuotos 65°C 10 minuéiy. Dél inaktyvavimo kar$¢iu, nemaza dalis
(~80-70 %) daleliy populiacija yra mazos dalelés. Siy eksperimenty darymo
metu nebuvo zinoma, kokig dalj visy daleliy sudaro mazosios dalelés (250 —
550 nm) po gryninimo. Taciau yra labai tikétina, kad gryninimo metu
iSgryninamos ne tik didziosios dalelés, bet ir dalis mazyjy daleliy. Tokiu
atveju didziosios dalelés turés daugiau DNR ir LacZ baltymo sintezé bus
detektuojama greiCiau, o mazosios dalelés gali turéti pakankamai DNR
daleliy detekcijai, bet per mazai DNR baltymo sintezei. Eksperimentai, kuriy
rezultatai pristatyti (3.22. pav.), buvo daryti po vieng karta.

Siame darbe yra pristatytos reakcijos salygos, kuriomis galima
susintetinti magnio pirofosfato daleles dekoruotas DNR. Lyginant su kitais
§iuo metu zinomais gélés ziedlapj primenanciy daleliy i§ DNR paruoSimo
metodais, Sis metodas leidzia sintezei naudoti superspiralizuotg plazmidine
DNR ir iSvengia viengrandés DNR ligavimo j ziedg. Taip pat, naudojant §j
metodg galima buti tikru, kad viena DNR dalelé yra paruosta matrica
naudojant vieng, unikalia DNR molekule. D¢l Sios savybés tokios dalelés
gali biti panaudotos in vitro evoliucijos darbuose ar DNR sekoskaitoje kaip
vienos rasies DNR molekuliy nesikliai. Sio darbo metu taip pat buvo
iSmoktos naudingos pamokos apie tai kaip sumazinti DNR molekuliy
praradimg dél nespecifinés adsorbcijos labai praskiestuose tirpaluose (<10
pg/pl). Darbo metu buvo susidurta su ne vienu netikétu pastebéjimu: laseliy
kaitinimas (kuris buvo atliekamas siekiant termiskai inaktyvuoti phi29 DNR

polimerazg) lemia mazy daleliy susidaryma, etidzio bromidas yra svarbus
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daleliy nusodinimui centrifugavimo metu, taiau jis gali inhibuoti in vitro
sinteze. Nors pastarieji rezultatai néra esminiai, taciau jie atkreipia démesj |
tai, kiek daug dar néra Zinoma apie gélés ziedlapj primenancias daleles ir
kaip yra svarbu gerai suprasti kiekvieng eksperimentinj etapa.
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ISVADOS

Vienos DNR molekulés padauginimo metu, panaudojant riedancio
rato izoterming reakcija, galima gauti apie 1 pum dydzio, rozés
ziedlapj primenancias strukttiras, sudarytas i§ magnio pirofosfato ir
padaugintos DNR;

Meéginiy, turin¢iy itin zZemas DNR koncentracijas (< 10 pM),
nespecifine DNR molekuliy adsorbcijg ir praradimg ant pavirsiy
galima zenkliai sumazinti ] reakcijos miSinj pridéjus nejoninés
pavirSiaus aktyviosios medziagos poloksamero 407;

Vienoje DNR daleléje, sugeneruotoje 4 pl tario laselyje, gali buti
nuo 10° iki 10° DNR matricos kopijy;

DNR dalelés gali bati atskirtos nuo reakcijos mi$inio islaikant jy
kompaktiska struktiirg ir panaudotos kaip substratas in vitro
transkripcijos ir transliacijos reakcijoje;

Nuo vienos DNR dalelés susintetintas eGFP baltymo kiekis prilygo
tam baltymo kiekiui, kuris yra gaunamas kai reakcijos misinyje yra
naudojama ~103-10* plazmidinés DNR kopijy.
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SUMMARY

Introduction

High throughput methods are frequently used to solve various scientific
challenges. For instance, new drug discovery (Gupta and others, 2017),
screening for novel enzymatic activities in genomic libraries (Zapata-Pérez
and others, 2016) or optimal growth conditions (De Diego and others, 2017),
identification of new species in microbiota or environmental samples (Lynch
and Neufeld, 2016) by a large degree relies on high throughput methods.
However, even when automated systems screening procedures are being
used it can take long periods of time to accomplish a given task, which can
be prohibitively costly (Price and Paegel, 2016). It is not only possible to
reach much higher throughputs if droplet microfluidics technology is being
used, as compared to the robotic systems, but also further reduce the
expenses associated with reagent consumption (Huang and Densmore,
2014). Given these and other advantages, droplet microfluidics is becoming
a preferable tool over other high throughput methods.

Microfluidics technology has been applied in many fields and disciplines
such as molecule detection, medical and fluorescent imaging, drug
transportation, diagnostics and cell research among others (Chou and others,
2015). A particularly appealing application of droplet-based microfluidics
technology is direct protein evolution (Gielen and others, 2018, Obexer and
others, 2016 and Ryckelynck and others, 2015). Compartmentalization of
individual DNA molecules encoding a given protein into microscopic
aqueous droplets establishes a linkage between the genotype (DNA
molecule) and phenotype (protein encoded by that same DNA molecule).
Repetitive rounds of DNA mutagenesis, compartmentalization, screening
and selection (sorting of positive aqueous droplets) are then applied to
identify improved catalytic functions. In this process, the amplification of
genetic material is a critical step that is necessary because of the protein
synthesis from a single DNA molecule template is often insufficient to
obtain enough protein, even if few picoliter-volume droplets are being used
(Fallah-Araghi and others, 2012 and Stapleton and Swartz, 2010).

This work focuses on developing a new method to improve protein

synthesis in vitro from a single DNA template. It also exploits a unique
128



feature of phi29 DNA polymerase, which is capable to synthetize multiple
(clonal) branches of DNA template that remain entangled in one large
molecule. This work attempts to find optimal reaction conditions for
purification and of phi29-amplified DNA product, so that it could be used in
downstream enzymatic procedures. In the future a method like this could be
used not only for direct evolution, but for cell imaging or for anticancer drug
delivery too, as it was exemplified recently (Zhu and others, 2013 and Lee
and others, 2012). With this thesis it was found that DNA template amplified
by phi29 DNA polymerase formed condensed DNA particles composed of
magnesium, pyrophosphate and nucleic acids. The microparticles are
harmless to the environment or humans and therefore they may find some
useful applications (Shopsowitz and others, 2014).

The purpose of this work was to develop a method for isothermal
amplification of single DNA molecules and condensation of amplified
material into microparticles. In addition to that this dissertation focuses on
purification and characterization of microparticles composed of DNA-
magnesium-pyrophosphate microparticles and their use for in vitro gene
synthesis.

This work had following objectives:

1. Isolate single DNA molecules using droplet microfluidic and
perform their clonal amplification;

2. Characterize the reaction conditions needed for DNA-magnesium-
pyrophosphate particle formation during isothermal DNA
amplification;

3. Separate DNA microparticles from the reaction mix and free-DNA
that remains in solution;

4. Evaluate suitability of DNA particles for in vitro transcription and
translation reaction.
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Scientific novelty

Isothermal DNA amplification method that converts single circular DNA
molecules into a condensed DNA-magnesium-pyrophosphate microparticles
was developed. Nuclei acid templates were amplified in 4 picoliter volume,
aqueous microdroplets using phi29 DNA polymerase and other reaction
components that are needed for DNA synthesis. Conditions that reduce DNA
losses due to nonspecific adsorption on surfaces when nucleic acids are
being highly diluted (less than 100 pg/ul) were found. Reaction conditions
under which amplified DNA was incorporated into micrometer-sized
particles containing magnesium and pyrophosphate were optimized.
Although similar higher-order DNA structures were previously obtained
from a mixture of DNA molecules (Zhu and others, 2013) to the best of our
knowledge this work reports first case when DNA microparticles were
generated from a single DNA template. We have also evaluated how heat
inactivation of DNA amplification reaction affects microparticle size and
formation. Up to this date there are no scientific reports showing that
aforementioned DNA particles can be produced using multiply primed
rolling-circle amplification (RCA) reaction with random hexanucleotides.
We successfully purified DNA microparticles and showed that the in vitro
synthesis of eGFP and B-galactosidase enzyme. In conclusion, a method
developed during the course of this thesis enables efficient in vitro protein
synthesis using condensed DNA microparticles composed of clonally
amplified DNA, and eventually it could open new possibilities for directed
protein evolution.
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Methods

This section contains only the most important methods. Please, see
Lithuanian section for more detailed descriptions of methods (page 55).

1. Microfluidic chip manufacturing

Microfluidic chip production involves two major steps: mold production
and microchip production.

Mold production

A typical production process begins with a design of a microfluidic chip.
A selected geometry is drawn by using an AutoCAD software. The drawing
is printed with a high resolution printer to create a mask which will be later
placed onto a silica disc coated with photoresist. Silica disk is used as a
substrate for mold production. The mold production process starts with an
incubation at 200 °C to remove moisture. Then photoresist is transferred
onto the substrate and is distributed evenly by spin-coating. Next the
incubations at 65 °C and 95 °C are performed to harden photoresist. After
these steps the substrate is transferred to the mask aligner, the mask is added
on top hardened photoresist and an entire setup is exposed to the UV light.
UV induces polymerisation of exposed regions. The setup can be heated to
increase the speed of polymerisation. Finally, unpolymerised photoresist is
being removed in the development step i.e. redundant parts of the photoresist
are washed away leaving microfluidic mold on the silica chip. Mold
production steps and more detailed conditions are described in Table 1.

Table 1. Conditions for mold production

Process Value for SU8-2007 resist  Value for SU8-2015 resist

Incubation at 200°C > 10 min > 10 min

Substrate spinning 500 rpm/min, 10 s

1700 rpm/min, 30 s

500 rpm/min, 10 s

Substrate spinning 1715 rpm/min, 30 s

Incubation at 65°C

2 min

3 min

Incubation at 95°C

3 min

4 min

UV exposure

hard contact, 60 s

soft contact, 12 s

Incubation at 65°C 1 min 1 min
Incubation at 95°C 4 min 5 min
Development 3 min 3 min
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Microchip production

PDMS (polydimethylsiloxane) is being poured on top of the
manufactured mould. This sample is degassed to remove bubbles and it is
incubated at 65°C for 2 hours to harden PDMS. The hardened silicone is
then being cut out, removed from the mold and holes are being punched with
a biopsy needle. Then oxygen plasma is used to bond silicone onto a
microscope glass surface. Finally, channels in the microchip are being
treated with “Aquapel” to reduce wetting.

2. DNA amount estimation based on Poisson distribution

When the sample is emulsified, DNA molecules distribute into droplets
following Poisson distribution:

etk
k!

Equation 1. Equation for Poisson distribution

P(k;\)=

A is an average molecule number per droplet, e — Euler’s number equal to
2,718..., k is the number of DNA molecules per droplet and k! - is k factorial.
P (k, A) is a probability of finding k number of DNA molecules in a droplet.
An example of the calculation results can be seen in the table below:

Table 2. DNA molecules distribution in droplets, when A =1
DNA molecule amount in  Percentage of droplets containing k

droplets, units or k amount of DNA molecules, %
0 36,8
1 36,8
2 18,4
3 6,1
4 15
>5 0,4
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3. DNA amplification in droplets

Conditions for DNA amplification in microfluidic droplets are presented
in the table below:

Table 3. DNA amplification reaction components

Component Final concentration
Exonuclease resistant random hexanucleotide 50 uM
Poloxamer 407 0,4 % (wiv)
DNA -

Water -

dNTP (mix) 1mM

phi29 DNA polymerase buffer (NEB) 1X

phi29 DNA polymerase 0,8 U/ uL

An average amount of DNA per single droplet varied depending on the
experiment from A=0,1 to A=2. Hexanucleotides (containing
phosphorothioate bonds), poloxamer 407, DNA and water were added to a
tube. The tube was then incubated at 95°C for 30 to 60 seconds. After
cooling down the tube other reagents were added. Then the sample was
emulsified and incubated at 30°C for 15-17 hours (usually 16 hours). After
that DNA amplification phi29 was heat inactivated by incubating sample at
65°C for 10 minutes.

4. In vitro transcription and translation

Two in vitro transcription and translation Kits were used: ThermoFisher
Scientific kit is based on purified components and NEB kit is based on crude
E. coli extract. Both kits were stored at -70°C and the required number of
components from the kit was transported to +4°C for thawing ~0,5-1 h
before sample preparation. IVTT reaction was prepared according to
manufacturer’s recommendations. In addition, reaction mix was
supplemented with RiboLock or mouse RNase inhibitor to a final
concentration of 1 U/pl.

DNA amount varied depending on the experiment. In vitro transcription and
translation reaction was transferred to a microtiter plate or emulsified after
being prepared. Incubation was carried out at 37°C for NEB or at 30°C for
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ThermoFisher Scientific mixture. If a reaction was carried out in a microtiter
plate, eGFP protein fluorescence was recorded directly on a plate reader.
LacZ was first synthesized in a separate tube and then 1 ul of this reaction
was mixed with 9 ul of FDG (Fluorescein di(f-D-galactopyranoside))
analysis buffer. As LacZ hydrolysed FDG to fluorescein, fluorescence was
recorded. If a reaction was carried out in droplets, they were spread on a
hemocytometer, and fluorescence was recorded. In case of LacZ synthesis in
droplets FDG was added before protein synthesis (0,8 - 1 uM). DNA was
stained in droplets by adding EtBr (added before synthesis) or SYTO 84
(added to the emulsion after synthesis).

5. Droplet production

Reaction mixture and oil phase were injected into microfluidic chip with
syringes and syringe pumps. The syringe was filled with liquid and
connected to the microfluidic chip with a PTFE tubing. The oil phase syringe
was filled with HFE7500 oil supplemented with 2 % (w/v) EAL surfactant.
Water phase syringe was filled with 200-400 ul HFE7500 oil and a reaction
mixture was added on top of oil. Syringe pump for the water phase was set
to 50 ul/h for a 11 um-high microchip and to 100 ul/h for a 19 um-high
microchip. Syringe for the oil phase was often set to 150 ul/h and
occasionally set to a range of 250-300 pl/h for the 11 um-high microchip.
For the 19 um-high microchip it was set up to 250 ul/h.

6. Evaluation of fluorescent droplet quantity

A monolayer of droplets was spread on a hemocytometer. Brightfield and
fluorescence images were taken from the same spot using 10X objective. For
a single sample images were recorded from three different spots. ImageJ
software was used for image analysis. First, by applying an intensity
threshold a brightfield image was modified, and then transformed into
negative and into inverted image (Figure 1). Afterwards morphologic
operations “Open” and “Watershed” were used. Droplet quantity was
retrieved with a tool “Analyze Particles”.

Similarly, fluorescence images were modified first by applying a
threshold and then by the morphological operation “Watershed”, which
separated connected droplets (Figure 2). Droplet quantity was obtained with
the ImageJ tool “Analyze Particles”.
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Figure 1. Brightfield image analysis.

On the left is a brightfield image taken with a 10 X objective.

In the centre is a brightfield image after applying threshold, inversion, “Open” and
“Watershed” operations.

On the right is an image, where we see which droplets were counted by the
“Analyze Particles” tool.

Brightfield images were used to determine the total quantity of droplets
per image. For example, in Figure 1 one can observe 1778 droplets recorded.
The fluorescence images were then used to determine the fraction of
fluorescent droplet. Figure 2 shows 24 fluorescent droplets, which
constitutes 1,3 % of the total quantity recorded in Figure 1.

Figure 2. Fluorescent image analysis.

On the left is a fluorescent image taken with a 10 X objective.

In the centre is a fluorescent image after threshold and “Watershed” operations.

On the right is an image, where we see which droplets were counted by the
“Analyze Particles” tool.

7. Patrticle purification

After DNA amplification, emulsion fractions were separated by mixing 1

part of emulsion with 2 parts of PFO (1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-octanol).
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DNA particle purification with restriction endonuclease

After emulsion was broken up into fractions, water phase was diluted up
to 400 uL and centrifuged at 10000 g for 10 minutes. Particles were
digested by adding 10 pl of 10 X R restriction buffer, 10 ul of restriction
endonuclease and water up to a level of 100 uL. Restriction endonuclease
should cut DNA outside the region coding a signalling protein. Incubation
took 15 - 20 minutes at 37°C. The sample was then diluted up to 400 pL and
centrifuged at 10 000 g for 10 minutes. Washing and centrifugation was
repeated twice. Particles were diluted to 15— 25 uL and counted by using
hemocytometer and fluorescence microscope.

8. Particle size measurement using TEM

A sample of emulsion was taken after DNA amplification. It was divided
into two parts. One of the parts was heat treated at 65°C for 10 minutes. Both
samples were used for transmission electron microscopy (TEM). After
emulsion was broken up 4 ul of sample was transferred on a TEM grid.
After ~1 minute of incubation the grid was dried by using filter paper. 4 ul
of 2 mM uranyl acetate was added on top and left for ~1 minute. By using
filter paper, the grid was dried. Five images were recorded for randomly
selected areas of the grid. Then the ImageJ software was used to measure
particle sizes from the TEM images.

136



Results

Proteins act as a catalyst of chemical reactions. Some of these reactions
are very efficient and are only limited by molecule diffusion (Berg and
others, 2002). A good example of high efficiency is B-lactamase, which
protects Azospirillum lipoferum from p-lactam antibiotics (Boggio and
Roveri, 2003). However, not all enzymes are so efficient. On the contrary,
most of the proteins in nature possess “mediocre” catalytic efficiency, which
is defined by a kea/Km constant. Catalytic efficiency of “mediocre” enzymes
is around 10° s* M™. If enzyme ke/Km constant would be limited by
molecule diffusion only, it could be 10 000 times higher, i.e 108-10° st M
(Koenig and Brown, 1972). Limited efficiency of enzymes is a result of
natural evolution — a cell does not need to have maximum catalytic
efficiency for every enzyme in order to survive. In principle catalytic
efficiency of many enzymes could be improved with the help of natural or
artificial evolution (Bar-Even and others, 2011).

In a laboratory setting protein biochemical properties can be tuned by
using rational design, directed evolution or semi-rational design-based
methods. When rational design is used, one relies on available knowledge
about protein structures or catalytic mechanisms to determine how amino
acid sequence should be changed (e. g., amino acids in active side). Directed
protein evolution is used more often, when there is little knowledge of which
changes to make in the sequence to reach a desired change in the enzyme
activity. In this case amino acid sequence is amended with many random
changes, therefore, one aims to test a mutant library as large as possible.
Semi-rational design users attempt to combine both methods.

Now there are many methods for in vitro directed protein evolution.
Some of them use cells or viruses in one of the steps (therefore they are
referred to as in vivo methods) to relate protein with his DNA sequence.
However, an in vivo step is not always beneficial in in vitro evolution
methods as it may reduce mutant library size or in vitro evolution can be
carried out only if a cell can survive, i.e., evolution conditions are not
harmful for a living cell. It is possible to use evolution methods without the
in vivo step to avoid the disadvantages, but one must find another way to link
phenotype with its genotype. In some cases, this issue can be solved by
linking mRNA with the protein coded inside of it via puromycin (Roberts
and Szostak, 1997) or over ribosome (Mattheakis and others, 1994). Equally,
it is possible to synthesize every single protein separately (e. g., in a 96-well
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plate) (Lanio and others, 2000). Though, these molecule complexes lack
stability and micro-well plate method is often limited by small mutant library
size. For this reason, in vitro evolution methods are getting more popular, as
they can test large mutant libraries and can link phenotype with genotype by
encapsulating them into a single droplet.

We wanted to create a more efficient method for protein synthesis in
vitro. The research project started with single DNA molecule synthesis in
microfluidic droplets. However, in this way it was impossible to detect
protein synthesis. To improve our results, we amplified DNA molecules first
which was followed by protein synthesis. DNA quantity can increase at least
1000 times after amplification, so one can expect a subsequent increase in in
vitro synthetized protein amount. It was surprising for us to find
microparticles containing DNA after amplification in droplets. Based on this
observation it was concluded that the amplified DNA might be incorporated
in the microcrystals composed of magnesium and pyrophosphate
(Shopsowitz and others, 2014). Magnesium and pyrophosphate are generated
as the by-products of DNA synthesis reaction (Mori and others, 2001).
During this work, several methods for separation of DNA incorporated in the
particles from the DNA not incorporated in the particles were tested.
Purified DNA microparticles were successfully used as a matrix for protein
synthesis in vitro. Microparticles were used to synthesize two proteins: green
fluorescent protein (eGFP) and B-lactamase (LacZ). The results presented in
this PhD thesis started a new research direction in Microtechnology
laboratory, Institute of Biotechnology, and created a new method that will
supplement the list of protein engineering methods.

1. Manufacturing and testing of microfluidic modules

In this work a DNA synthesis and a protein in vitro transcription and
translation were carried out in microfluidic droplets. The droplets were
generated in microfluidic chips. Detailed production of these microfluidic
modules is described in chapter 1, Methods section. Microfluidic chips that
have been produced had to surpass certain requirements: they had to
generate small droplets similar to a size of a single cell (~ 15 pum), droplet
production process should be stable for at least one hour or longer and
created droplets had to be as monodisperse (similar volume) as possible.
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Figure 3. Droplet generation design.

Overall arrangement of microfluidic channels in the microfluidic chip is shown
above. Oil phase inlet is marked with the green arrow on the left, water phase inlet
for the reagents is marked with the blue arrow in the middle and outlet, where
emulsion is collected, is marked on the right side with the grey arrow. Blue square
marks the channel junction, where oil phase mixes with water phase i.e., the
emulsion is generated. Red square marks microfluidic module part, where
generated droplets travel towards outlet.

Bottom left corner image (outlined in blue) shows droplet generation junction
called nozzle. The reagents flow from the left side (marked with blue arrow) and
oil flows from above and below (marked with green arrows). In the junction oil
splits water into separate droplets. Black arrow marks droplet flow direction.
Bottom right corner image (outlined with red) shows separate droplets flowing
in the direction of outlet. In this section droplets surface is covered with sufficient
amount of surfactant so that they can touch each other without fusing. Black arrow
marks droplet flow direction.

Microfluidic modules that have similar design were used for encapsulation
of DNA amplification mixture and for encapsulation of in vitro transcription
and translation mixture (Figure 3). Reaction mixtures had different viscosity.
This parameter affects the flow through the channels and was considered
when designing microchannels. Microfluidic module with 11 um high
microchannels was used to emulsify DNA amplification mixture.
Microfluidic module with 19 um high microchannels was used to emulsify
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in vitro transcription and translation reaction mixture. The droplet volume
was ~4 pl and ~20 pl for 11 um and 19 um high channels, respectively.

2. Protein synthesis from single molecule

To perform an in vitro evolution experiment, one must be able to
synthesize a protein in a microfluidic droplet. In this experiment a droplet
performs two key functions: it acts as a barrier and as a link. Firstly, a
droplet must link one single phenotype with a specific genotype that codes
this protein. Secondly, a droplet should also act as a barrier by separating
one genotype and corresponding phenotype from other genotypes and
phenotypes. Only when these conditions are met, one can expect to sort
droplets according to phenotype while simultaneously selecting a matching
genotype. A droplet acts as a barrier only if it contains single type genetic
material. In other words, the barrier function fails when a blend of different
genetic materials is present in a single droplet. When eGFP protein synthesis
experiment from single DNA molecule was performed in droplets, no
fluorescence was detected. To test if the lack of signal was caused by any of
microfluidic system component, we repeated the experiment in a microtiter
plate. In this test experiment different dilutions were prepared. They
correspond to 67, 1 or 0 DNA molecules per droplet if an equivalent
experiment was performed in the microfluidic system (Figure 4). The
dilution of 67 molecules per droplet showed fluorescence, whereas the
dilutions of 1 and 0 molecules per droplet showed no signal. This confirmed
that fluorescent signal from the eGFP cannot be received due to reduced
amount of DNA.

In vitro transcription and translation in microfluidic droplets are limited
by low DNA concentration, but it is possible to overcome this issue. One
way is to reduce droplet volume and thereby to increase DNA concentration.
Courtois et al suggest that change in oil type might help (Courtois and
others, 2008). Third option is to increase DNA concentration in reaction
mixtures.

As explained earlier the aim is to have a single molecule of DNA per
droplet, on the other hand an increase in DNA concentration could improve
fluorescence signal level. An increase in concentration by decreasing
reaction volume of a droplet appears to be the best option. Channel
dimensions limit droplet size (for instance, the smallest possible drop
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Figure 4. eGFP protein synthesis in microtiter plate. eGFP protein was synthetized
using Thermo Fisher Scientific in vitro transcription-translation mix, using DNA
amount, which corresponds to 67, 1 or 0 DNA molecules per droplet.

diameter in our microfluidic system is ~10 um, which corresponds to 0,5 pl).
A concentration of a single molecule in this volume is 3 pM. It is possible to
produce smaller drops (Shim and others, 2013; Lim and others, 2012) so that
DNA concentration would be increased. The drawback of this approach is
that it is much easier to produce smaller droplets than to manipulate them
afterwards, i.e., to sort, fuse, split and perform other manipulations.
Microfluidic modules were optimised to work with bigger droplets. Only
recently new publication appeared, where an entire set of microfluidic
modules for femtoliter droplets was presented (Leman and others, 2015). At
the time of the experiment this option was unavailable.

Other scientists (Courtois and others, 2008) reported successful GFP
protein synthesis from a single DNA molecule. They have used mineral oil
instead of fluorinated and Abil EM 90 surfactant instead of EA1. This kind
of microfluidic system suffers from higher droplet instability. Also, mineral
oil is more viscous than fluorinated oil, as a result, all microfluidic steps turn
to be slower. For example, a droplet production rate might decrease from
30 000 to 440 drops per second (Theberge and others, 2010 and Courtois and
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others, 2008). Higher viscosity makes it more difficult to get monodisperse
droplets and thus complicates work with the system.

Facing the difficulty of getting protein synthesis from a single DNA
molecule, one often chooses to amplify DNA in advance. A single DNA
molecule can be amplified in a single microfluidic droplet. Later on this
droplet can be fused with another droplet containing reaction mixture for in
vitro transcription and translation (Mazutis and others, 2009). Another
possibility is to attach amplified DNA to a single microparticle carrier.
Afterwards the emulsion can be broken and recovered microparticle carriers
can be emulsified one more time together with the reagents for in vitro
protein synthesis (Stapleton and Swartz, 2010).

We tested for eGFP protein synthesis in microfluidic droplets. Two
samples were prepared. One sample was a positive control sample
containing ~13 000 copies of DNA molecules per single droplet (the DNA
amount was chosen according to manufacturer recommendations). Another
sample was a negative control sample, where no DNA was added. Both
samples were emulsified and incubated for 6 hours at 30 °C. After that
incubation droplets from both samples were mixed, spread on a
hemocytometer and imaged (Figure 5).

Figure 5 shows two distinct droplet populations: the bright ones and the
pale ones. The bright droplets are fluorescent, and the pale ones are non-
fluorescent. These results suggest that enough DNA per droplet is important
to get successful protein synthesis.

3. Amplification of single DNA molecule and
DNA-magnesium-pyrophosphate particle formation

a. Conditions for DNA amplification and particle synthesis

DNA was amplified using phi29 DNA polymerase and isothermal
amplification cycle. Isothermal condition was chosen, because microfluidic
droplets tend to be more stable in a constant temperature than in a
conventional PCR thermal cycling regime (Kennedy and Oswald, 2011).
Composition of DNA amplification mixture was as follows:

After amplification emulsion was stained with SYBR Safe fluorescent
dye. Droplets were spread on a hemocytometer, and fluorescent images were
taken. In addition to the fluorescent droplets, bright dots within the droplets
can also be observed (Figure 6).
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Figure 5. eGFP protein synthesis in microfluidic droplets.

Above is shown the schematic of experimental workflow. Two samples were
prepared. One contained only IVTT mix (on the left) and another (on the right)
contained IVTT mix with added DNA (represented in blue). After incubation
protein was synthesized only in the droplets containing DNA. Both samples were
mixed together, and fluorescent images were taken (image at the bottom of the
scheme).

Below are the actual microscopy images taken after the experiment. On the left side
there is a brightfield image and on the right side a corresponding fluorescent image.
The image on right side shows two droplet populations. One droplet population is
bright because of synthetized eGFP protein fluorescence (where ~13 thousand
DNA molecules were added) — marked with purple arrows. Another part of the
droplets is due to the lack of protein — marked with white arrows. Scale bar on the
images is equal to 25 pm.

Further the origin of bright spots within the droplets was investigated.
The emulsion was broken up into fractions after DNA amplification and
samples were imaged with a transmission electron microscope (TEM) as
well as with a scanning electron microscope (SEM, images were done by dr.
Vaidotas Kiseliovas). A network of threads and dark spots were observed in
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Table 4. Composition of DNA amplification mixture

Component Final concentration
Exonuclease resistant random hexanucleotide 50 uM

dNTP (mix) 1mM

phi29 DNA polymerase buffer (NEB) 1X

BSA 0,2 pg/ulL

phi29 DNR polymerase 0,8 U/ uL
poloxamer 407 0,4 % (wiv)

DNA
Water

Figure 6. DNA amplification in microfluidic drops. The image shows droplets that
are fluorescent due to amplified DNA inside of them. Also, many droplets contain

bright fluorescent dot. The scale bar represents 100 um.

TEM images, which visually appeared like polymorphic crystals (Figure 7,
a). SEM images revealed detailed surface structures of these objects (Figure

7. b).

Other group has recorded similar particles (Zhu and others, 2013). Zhu et
al have also used phi29 DNA polymerase for DNA amplification too. On the
other hand, two experiments used different modes of DNA amplification. In
this work multiply-primed rolling circle amplification was preferred while
Zhu et al chose rolling circle amplification. Another difference in our case
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Figure 7. Sample was taken after DNA amplification. TEM image of the sample is
shown in (a) and SEM image in (b).

was that the reaction took place in microfluidic droplets compared to bulk
reaction reported in literature. Similar polymorphic crystals were also
reported after RNA amplification (Shopsowitz and others, 2014). The RNA
was amplified using T7 RNA polymerase. It showed that the core of the
particle is composed from Mg2P.07 x 3,5 H,O and the shell is mostly coated
with RNA. RNA constituted about 15-21 % of entire particle mass. Based on
this literature it was assumed that the particles are of similar nature. It is well
known that magnesium pyrophosphate forms during DNA amplification.
Therefore, the assumption was made that DNA might behave in a similar
manner to RNA — DNA should attach to the surface of the particle. This way
magnesium pyrophosphate particle naturally acts as a nucleic acid carrier.
The carrier function could in principle benefit the transportation of amplified
DNA to new emulsion with IVTT mixture. This advantage could simplify
the work, i.e., to avoid additional microfluidic steps like droplet fusion
(Mazutis and others, 2009) or picoinjection (Abate and others, 2010). The
carrier function is also supported by research work of Drmanac and others,
2010. It was shown successfully that similar particles work as a matrix in
DNA sequencing.

It was seen that the number of particles present in each fluorescent
droplet varied from 1,5 to 0,1. Though an explanation for this behaviour was
not found. Perhaps particle quantity correlated with the quality of
polymerase or DNA, or it was due to heat inactivation or other factors.

After amplification an expected number of fluorescent drops was
calculated by wusing Poisson distribution and by knowing DNA
concentration. Even though the reaction conditions were optimised, an
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expected number of fluorescent drops was not received. Some of the DNA
might get lost due to non-specific adsorption on the surfaces.

b. Nonspecific adsorption

In the previous section it was hypothesised that some of the DNA might
be lost due to non-specific adsorption on the surfaces. It is known that
common polypropylene tubes can adsorb more than 10 ng of DNA and if
DNA concentration is below 100 pg/ul, one might lose up to 95 % of
material due to nonspecific adsorption (Gaillard and Strauss, 1998). This
information was especially important to this work, as DNA solutions were
diluted down to 10-50 pg/ul. To reduce nonspecific adsorption in
significantly diluted solutions several different tube types were tested as
well as an additive of chemical origin to reduce adsorption.

By preparing a new stock of DNA the experiment was started. The DNA
concentration was determined by using two different methods: spectrometry
and densitometry. Then the stock solution was being used to prepare diluted
solutions. The dilutions were done with either water or poloxamer 407
0,4 % (w/v) solution down to 40 pg/ul of DNA. Obtained solutions were
aliquoted into different types of tube: “Nerbe Plus”, “Axygen MAXYMUM
RECOVERY”, “Eppendorf Protein LoBind” and “Eppendorf DNA
LoBind”. Prepared samples were incubated at 37°C for 3 hours to reach
maximum nonspecific adsorption (Gaillard and Strauss, 1998). After
incubation, the solutions stored in different tubes were used to prepare DNA
amplification mixtures. DNA amplification was carried out in droplets.

Based on DNA concentration, determined spectrometrically and
densitometrically, and on produced drop size an expected number of
fluorescent droplets was estimated according to Poisson distribution model
(Figure 8, green and blue dashes respectively). Factually obtained
fluorescent drop quantity was retrieved from images (red bars with dashes,
Figure 8). The poloxamer 407 surfactant decreased non-specific adsorption
as expected. Samples where poloxamer 407 was added had more fluorescent
droplets than samples where surfactant was not added. The only exception
was the “Nerbe Plus” tubes, where the difference between the samples with
and without poloxamer 407 was insignificant. The lowest nonspecific
adsorption was observed in “Axygen MAXYMUM RECOCERY” and
“Eppendorf DNA LoBind” tubes when poloxamer 407 was used.
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Figure 8. DNA amplification results, when diluted DNA solutions were kept in
different tubes. DNA solutions were diluted inside different tubes and were then
used for DNA amplification reactions. An expected droplet number was
calculated using Poisson distribution. DNA concentration for the calculations
were determined spectrometrically (green dash) or densitometrically (blue dash).
DNA quantity derived from images after amplification is presented in red bars.
Calculated DNA quantity varied among the samples due to the slight variation in
droplet size. Error bars show one standard deviation. ,,+/-P* — marks whether
poloxamer 407 was used during DNA dilutions. “Nerbe” marks Nerbe Plus,
“Axygen” - Axygen MAXYMUM RECOVERY, “Protein LB” - Eppendorf
Protein LoBind or “DNA LB” - Eppendorf DNA LoBind tubes.

According to Axygen and Eppendorf tube specifications and absent
chemical treatment of tubes as explained by the manufacturer it is likely that
nonspecific adsorption might be caused by physical surface defects.

c. Heat inactivation

Microfluidic droplet can contain either a single bright fluorescent dot or
multiple less bright fluorescent dots. It was noticed that this behaviour
depends on phi29 DNA polymerase heat inactivation step. When emulsion
was not heat inactivated droplets contained single bright dots or no dots at
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all. Most of the drops contained particles when heat inactivation was done at
65°C for 10 minutes. Single bright particles or few weaker fluorescent
particles per droplet were observed (Figure 9). Therefore, it was decided to
evaluate particle size distribution in more detail.

Figure 9. Images of droplet fluorescence after DNA amplification. Droplets in
emulsion shown on the left side were not heat treated (65°C 10 minutes) and
droplets in emulsion shown on the right side were heat treated. Non-heated droplets
(left) have either one bright dot or no dot at all. Whereas heated droplets (right)
have either a single bright dot and or several less bright dots. The scale bar
corresponds to 20 um. The images were recorded by Karolis Simutis.

Size distribution of bright fluorescence spots was assessed using TEM
imaging. After 16 hours of DNA amplification in droplets emulsion was
divided into two separate tubes. One of them was heat treated at 65°C for 10
minutes. Afterwards both tubes were transferred back to 30°C. Samples from
both tubes were taken after 17, 38 and 66 hours as of DNA amplification
reaction started. Emulsion was broken up and particles were imaged using
transmission electron microscopy (TEM) (Figure 10). ImageJ was used to
evaluate particle size and particle size distribution (Figure 11).

Emulsion unaffected by heat had an average particle size of about
1300 nm and almost all particles were bigger than 700 nm (Figure 11, graphs
on the left side). When DNA polymerase was heat inactivated (Figure 11,
graphs on the right side), the size distribution transformed into a binomial
distribution. A significant size of the population remerged in the smaller
sizes range below 700 nm. Only 18-30 % remained above 700 nm level. The
average size of all particles below 700 nm was 350 nm (Figure 11, graphs on
the right side and Figure 10, image on the left). Using dynamic light
scattering (DLS) method (Figure 12) Vaidotas Kiseliovas obtained similar
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Figure 10. TEM images of different size particles. On the left side there are smaller
particles (310 and 356 nm), which were heat inactivated at 65°C for 10 minutes. On

the right side a single 1212 nm size particle is imaged. This sample was not heat
treated. The scale bar is equal to 250 nm.

results. DLS measurement was recorded for the heat-treated sample. The
average size of smaller particles (below 700 nm) was 152 + 37 nm, which
included 93,5 % of all the particles. Particle above 700 nm limit had the
average size of 1669 + 645 nm (6,5% of all the particles). The size
difference between DLS and TEM measurements is likely to be caused by
the uncertainty of DLS method. It is expected to be higher due to
inhomogeneous samples. Likewise, the DLS measurement is done in liquid
phase, where bigger particles can sediment faster than smaller particles.

The results confirmed that smaller particles appear once heat treatment is
applied, however it is unclear how these particles are formed. A possible
explanation is that larger particles break up into smaller particles upon
heating. Another possible explanation is that heat stimulates the speed of
crystallization resulting in formation of smaller particle, which would have
happened eventually without heating after a longer period.

An increase in total quantity of particles was also observed after particle
purification step for the heat-treated sample. The total particle count was 1,4
— 3 times higher.
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Figure 11. Particles size distributions after DNA amplification. Graphs shown on
the left-hand side represent the particle size distribution of non-heat-treated samples
and graphs on the right hand side — when emulsions were incubated at 65°C for 10
minutes. Size measurements were taken 17, 38 and 66 hours after the beginning of
the DNA amplification reaction (shown in blue, green and orange colours,
respectively). X-axes denote particle sizes in nanometres and y-axes show particle
number in percentage. The red line in every graph marks the 700 nm point.
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Figure 12. Particle size distribution after DNA amplification. The size distribution
was measured using dynamic light scattering method. X-axis in the graph
represents particle size in nanometres (scale is logarithmic) and y-axis shows
particle fraction synthesized in percentage. The vertical red line marks 700 nm
point.

4. Best conditions for particle purification

DNA amplification performed in droplet resulted in microparticles coated
with DNA as well as free floating DNA molecules. Purification process is
the next step to separate the coated microparticles from the free-floating
DNA molecules to acquire good quality samples. For this purpose, we
developed two separate methods: one of them uses electrophoresis in low
melting point agarose while the other one uses DNA cleavage method with
diluted restriction endonuclease and centrifugation.

The electrophoresis particle purification had a low yield and was hard to
perform. On contrary, particle purification undertaken by the means of
restriction endonuclease and centrifugation proved to be a better option. It
showed higher yield and was easier to perform. This method was suggested
and optimised by Greta Zubaité (Zubaite, 2016).

The DNA cleavage method was the preferred method. The experimental
procedure is described in this paragraph or in section 7. First, the emulsion
after amplification is broken up, then microparticles are collected at the
bottom of a tube by centrifugation at 10000 g for 10 minutes. Pellet is
suspended in a smaller volume and DNA is cleaved for a short time by using
diluted restriction endonuclease. Afterwards particles are washed three times
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with water and collected by centrifugation. The endonuclease preferable
cleaves free floating DNA so that microparticles remain almost unaffected.
Cleaved DNA is discarded during washing and centrifuging cycles.

DNA microparticle purification results were recorded with TEM. The
image in (Figure 13, a) shows a matrix of free DNA and black dots are DNA
coated particles inside this matrix. Upon purification the matrix is removed
and only coated microparticles are visible on the TEM grid (Figure 13, b and
c). Particle purification efficiency of up to 100 % was achieved.

Figure 13. TEM images of DNA-magnesium-pyrophosphate particles. (a) shows
the TEM image before particle purification. (b) shows the TEM image after particle
purification using restriction endonuclease and centrifugation. TEM Image (c)
displays a close-up of purified particles.

5. In vitro protein synthesis from particles

The magnesium-pyrophosphate particle coated with DNA can be used as
a DNA carrier. One has yet to test if DNA on the particles can be used as a
matrix in in vitro transcription and if DNA is accessible for proteins. To
answer these questions, the particles were tested by synthesis eGFP and
enzyme [B-galactosidase (LacZ).

First a green fluorescent protein (eGFP) was used as a reporter. It was
shown that the synthetized protein quantity is directly proportional to the
number of DNA on the particles (Figure 14). At low DNA quantities it might
be difficult to detect fluorescent signal of this protein. Therefore, another
reporter system was also used, where reporter protein is an enzyme [3
galactosidase (LacZ). LacZ system is more effective when protein yields are
low. Even low amounts of translated enzyme can generate enough
fluorescent products. The downside is that this system might be less suitable
to quantify DNA accessible for the proteins.
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Figure 14. The calibration curves of eGFP protein synthesis. eGFP protein
synthesis was done for various amounts of plasmid (from 107 to 10%°) as a matrix.
The fluorescence of proteins is presented on a logarithmic scale.

a. eGFP protein synthesis

Originally eGFP protein synthesis was carried out on a microtiter plate. For
this synthesis DNA-magnesium-pyrophosphate particles, which were
purified using two different methods, were tested as a matrix in NEB in vitro
transcription and translation kit (Figure 15). Derived particle quantity was
determined with hemocytometer. The fluorescent signal intensity obtained
from the particles was compared to the fluorescent signal intensity from a
known number of plasmids. Based on these numbers an approximate number
of gene copies within DNA residing on the particles and accessible to
proteins was determined. It was calculated that each particle should contain
~103- 10* gene copies. These calculations assume that the amount of
synthetized protein is directly proportional to the number of DNA molecules
present on the particles.

eGFP protein synthesis was carried out in droplets (Figure 16, a and c).
For this experiment particles were prepared in two different ways. One set of
particles was heat treated at 65°C for 10 minutes and purified from agarose
(Figure 16, c and d). Another set was not heat treated and was purified using
10 times diluted Xagl restriction endonuclease (Figure 16, a and b). There
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Figure 15. Fluorescence signal of eGFP protein synthesis, which was undertaken
on a microtiter plate using microparticles. The eGFP protein synthesis was carried
out for a known quantity of plasmid (“molecules”) and the acquired fluorescence
signal was compared to the eGFP protein synthesis from particles purified using
different methods. “65°C” stands for the synthesis with particles, which were heat
treated at 65°C for 10 minutes. “RE” annotates the synthesis reaction for particles
purified with restriction endonuclease and centrifugation. “Aga” means synthesis
for particles, which were purified using low melting point agarose.

was no significant difference between the results. eGFP protein synthesis
was undertaken with both types of particles. Most intense eGFP fluorescent
signal was received for droplets containing multiple particles.

Many droplets contained particles, which can be seen in images (b and d,
Figure 16), however, not all of the corresponding droplets in images (a and
¢, Figure 16) showed strong fluorescence of synthesized protein. Possible
explanation is that nucleases degraded DNA when particles were kept at
+4°C which led to a decreased quantity of DNA available on each particle.
Keeping particles at -20°C can solve DNA degradation issue at the cost of
increased agglomeration.

In in vitro protein evolution experiments a single droplet should contain
DNA of only one mutant, i.e., a single droplet should contain only one
particle. If one would like to carry out an in vitro evolution experiment with
protein, where detection relies only on its fluorescence, one might need to
increase an amount of the DNA per single particle. Yet another option is to
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use different type of reporter system, which is more sensitive to lower DNA
amounts.

Figure 16. Images of fluorescent droplets after eGFP protein synthesis using
particles as a matrix. Protein synthesis was carried out using particles prepared in
two different ways. The first set of particles was not heat treated for 65°C for 10
minutes and was purified using Xagl restriction endonuclease (a and b) and the
second set of particles was heat treated for 65°C for 10 minutes and was purified
using low melting point agarose (¢ and d). Images (a) and (c) show eGFP
fluorescence and (b) and (d) show particle fluorescence (stained with SYTO 84
dye). The scale bar is equal to 25 pm.

b. LacZ protein synthesis

In addition to the eGFP synthesis DNA covered particles were also used
for protein in vitro transcription and translation with another reporter system.
This time the reporter is an enzyme [B-galactosidase (LacZ). The eGFP
system fluorescent signal is directly proportional to the synthesized amount
of protein, while the enzyme-based-system fluorescent signal is less
dependent on protein quantity. It rather correlates with reaction duration and
added substrate quantity. Fluorescein di-p-D-galactopyranoside (FDG) was
used in LacZ system as a substrate, because -galactosidase can hydrolyse it.

After DNA amplification phi29 DNA polymerase was heat inactivated by
incubating emulsion at 65°C for 10 minutes. Restriction endonuclease was
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used for cleaving and DNA-magnesium-pyrophosphate microparticles were
then collected by centrifugation. Initial experiment was done on a microtiter
plate. The results indicate that a single particle should contain ~10%- 10°
copies of genes (Figure 17).

LacZ was also synthesized in microfluidic droplets. Microparticles were
prepared in the same way as for the microtiter plate experiment.
Fluorescence images were recorded 1 hour as of start of protein synthesis
experiment (Figure 18). 1 hour incubation period was limited by diffusion
time of fluorescein from droplets (Courtois and others, 2009).

During initial in vitro transcription and translation experiments 15 pg/ml
of ethidium bromide (EtBr) was added to the reaction mixture. Under these
conditions microparticles were seen (Figure 18, b) only in the droplets,
where FDG was hydrolysed to fluorescein (Figure 18, a). Since particle
fluorescence signal was very week, EtBr concentration was increased to
50 pug/ml (Figure 18, ¢ and d). This time microparticles were better visible.

x
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—— 10® DNA molecules (plasmids)
® 5 x 10% DNA particles
% 2 x 10% DNA particles
5 x 10° DNA particles

N W R O N @
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Figure 17. Results of LacZ protein synthesis, which was performed on a microtiter
plate with plasmids and microparticles. In vitro synthetized LacZ was mixed with a
buffer, which contained an FDG substrate. Particles, which were incubated at 65°C
for 10 minutes and were purified using restriction endonuclease were being used in
this experiment.

Droplets, that contain single or multiple particles were started to be seen, but
the fluorescein signal was weak (Figure 18, compare fluorescent droplets in
¢ with droplets with particles in d). First hypothesis was that high EtBr
concentration might have negative effect on in vitro transcription and

156



15 pg/ml — EtBr

- 50 pg/ml — EtBr

SYTO 84

Figure 18. Fluorescence images of LacZ protein synthesis in droplets from
microparticles. Particles were incubated at 65°C for 10 minutes and were purified
with restriction endonuclease. Images (2), (c) and (e) show fluorescence of
fluorescein after FDG hydrolysis. Nucleic acids were stained with EtBr (b) and (d)
or SYTO 84 — (f). The scale bar is equal to 25 pm.

translation  (personal communication with ThermoFisher Scientific
representative). LacZ synthesis in droplets was repeated with SYTO 84
instead (which was added after protein synthesis undertaken at 37°C for 1
hour). SYTO 84 is a nucleic acid specific fluorescent dye that got into
droplets and stained DNA attached to the particle surface (Figure 18, e and
). The result was the same, i.e., some droplets contained single or multiple
microparticles, but showed no fluorescein fluorescence. The key question is
why not all droplets with particle inside of them show signal of successful
LacZ protein synthesis. One possible explanation is a lack of time for protein
synthesis. One hour might be too short to synthesise enough protein in every
droplet. Another possible explanation is a variation of particle sizes.
Particles of different sizes can populate varying amount of DNA that
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subsequently determines the number of synthetized proteins — smaller
particles carry less DNA. This argument also relates to the previous
observation that the size distribution of microparticle is affected by heat.
Typically, after an incubation at 65°C for 10 minutes particles sizes
decreased — most (~80-70 %) of the particles were smaller than 700 nm.

Result overview

All in all, reaction conditions for preparation of magnesium
pyrophosphate microparticles covered with DNA were found. The
preparation technique complements other published methods to make
flower-like DNA particles. The method that has been developed during this
work is also unique. One of the advantages of this approach is that synthesis
can be started from supercoiled plasmid and there is no need to perform
DNA ligation into a circle. Another advantage is that single particle is
formed from single DNA molecule so that the microparticles can be used as
carriers of one type of DNA for in vitro evolution experiments as well as for
DNA sequencing. Moreover, it was learnt how to reduce DNA loss due to
nonspecific adsorption on the surfaces in a very dilute solution (<10 pg/ul).
The effect of heat treatment on particle size distribution was also
investigated. Further work should be undertaken on improving purification,
acquiring higher DNA quantities per particle as well as to investigate
possible DNA degradation sources.
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Conclusions

Nonionic surface active material poloxamer 407 can reduce DNA
losses caused by unspecific molecule adsorption on surfaces, which
is important when working with diluted DNA samples (< 10 pM);
Isothermal amplification of single DNA molecules leads to ~1 pum
size rose petal resembling structure made of magnesium
pyrophosphate and amplified DNA;

Single DNA particle produced inside 4 pl droplet contains from 10°
to 10° copies of amplified DNA,;

DNA particles can be separated from the reaction mixture while
maintaining their compact structure and can be used as a substrate
for in vitro transcription and translation reaction;

The amount of eGFP protein synthetized from a single DNA particle
is comparable to the protein amount obtained from ~103-10* copies
of plasmid DNA.
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DNA Nanoparticles for Improved Protein Synthesis In Vitro

Robertas Galinis®, Greta Stonyte®, Vaidotas Kiseliovas, Rapolas Zilionis, Sabine Studer,
Donald Hilvert, Arvydas Janulaitis, and Linas Mazutis*

Abstract: The amplification and digital quantification of single
DNA molecules are important in biomedicine and diagnostics.
Beyond quantifying DNA molecules in a sample, the ability to
express proteins from the amplified DNA would open even
broader applications in synthetic biology, directed evolution,
and proteomics. Herein, a microfluidic approach is reported
for the production of condensed DNA nanoparticles that can
serve as efficient templates for in vitro protein synthesis. Using
phi29 DNA polymerase and a multiple displacement amplifi-
cation reaction, single DNA molecules were converted into
DNA nanoparticles containing up to about 10° clonal gene
copies of the starting template. DNA nanoparticle formation
was triggered by accumulation of inorganic pyrophosphate
(produced during DNA synthesis) and magnesium ions from
the buffer. Transcription—translation reactions performed
in vitro showed that individual DNA nanoparticles can serve
as efficient templates for protein synthesis in vitro.

Compartmentalization and amplification of single DNA
molecules inside nano- or picoliter-sized wells!"! and drop-
lets has opened up new opportunities for biomedical and
biological sciences. The discrete nature of compartments
enables digital quantification of absolute numbers of nucleic
acids in a sample,®! accurate estimation of copy-number
variation,!*! detection of pathogens®! and rare cancer muta-
tions,”! as well as other applications.”)

The most common method of amplifying DNA in
a sample involves the polymerase chain reaction (PCR).
However, for droplet microfluidics experiments, the large
temperature gradient required for PCR is a major drawback
that can cause droplet coalescence and loss of compartmen-
talization. In addition, amplification of long (>1kb) tem-
plates is often inefficient, leading to decreased reaction yields.
In contrast, DNA amplification under isothermal reaction
conditions has been shown to generate large amounts of
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material from a single-copy DNA template,”®! circumventing
potential problems associated with emulsion stability. More-
over, the ability to amplify DNA and then express proteins
from the clonally amplified template would greatly increase
the scope of potential applications. For example, synthetic
biology, directed evolution, and large-scale proteomics
screens would benefit from techniques that do not rely on
protein expression in living systems.

A major challenge for in vitro expression of proteins is the
relatively large amounts of DNA template needed—on the
order of 500ng DNA (~10° gene copies) per 50 uL
reaction’’—since protein synthesis from a single DNA copy
is rather inefficient. An alternative approach is to compart-
mentalize single DNA molecules in droplets and perform
clonal amplification followed by the in vitro transcription—
translation (IVTT) step.'”! However, the need for sophisti-
cated microfluidic chips to perform complex droplet manip-
ulations on-chip restricts broader use and further applications.

Herein we report a new approach for in vitro synthesis of
proteins using condensed DNA nanoparticles comprising up
to about 10* copies of the clonally amplified DNA template.
We employed a droplet microfluidics approach to convert
single DNA molecules into DNA nanoparticles by a multiple
displacement amplification (MDA) reaction driven by the
bacteriophage phi29 DNA polymerase. Intriguingly, we found
that inorganic pyrophosphate (produced during isothermal
DNA synthesis) and magnesium ions are a prerequisite for
DNA condensation into the crystalline-like globular struc-
tures. This process was enhanced when the DNA amplifica-
tion reaction was performed inside droplets, which we
attribute to the confined volumes and spatial accumulation
of the reaction products. To demonstrate the biological
functionality of the DNA nanoparticles, we used them in
IVTT reactions and observed improved protein expression
yields relative to standard assay conditions.

We first encapsulated pUC19 plasmid DNA in monodis-
perse 3 pL droplets together with phi29 DNA polymerase,
exo-resistant random DNA primers, pyrophosphatase, and
other reaction components (see the Supporting Information,
Materials and Methods section) necessary for DNA synthesis
by an MDA mechanism.’! The plasmid concentration was
adjusted so that one droplet contained one DNA molecule on
average (A =1.0). The microfluidics device used for encapsu-
lation (Figure 1) was operated at a frequency of 4.6 kHz,
allowing collection of 10° droplets in less than an hour."") The
collected emulsion was incubated at 30°C for 15 h to allow the
isothermal DNA amplification reaction to occur and was then
stained with the cyanine dye SYBR Green I, which becomes
fluorescent upon binding double-stranded DNA (dsDNA;
Figure 1c¢).
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Figure 1. Design and operation of the microfluidics device. a) The microfluidics device, showing 1) the inlet for the continuous phase, 2) the inlet
for the MDA reaction mix, and 3) the droplet collection outlet. b) Still images of droplet production and collection. c) Bright field and fluorescence
images of an emulsion after an MDA reaction. Droplets containing amplified DNA exhibit green fluorescence, whereas droplets lacking a template

are dark. Scale bars in (b) and (c) =50 pm.

The Poisson equation predicts that random partitioning of
0.57 pM DNA template into 3 pL droplets (1 = 1.0) will afford
a population of 37 % empty and 63 % occupied droplets, with
about 37 % of the droplets containing one DNA molecule and
about 26% containing two or more. Digital fluorescence
analysis of the emulsion revealed that about 58% of the
droplets were fluorescent after isothermal amplification.
Additionally, serial dilutions of the DNA sample confirmed
that droplet occupancy followed a Poisson distribution (see
Figure S1 in the Supporting Information). The small differ-
ences in occupancy between the experimental results and
theoretical predictions can be attributed to abortive amplifi-
cation of damaged DNA plasmids, losses caused by non-
specific adsorption in the system, or pipetting errors. As
expected, negative controls having no DNA template
afforded few fluorescent droplets (about 0.4 % ), correspond-
ing to about 2.0 fm ambient DNA.

Fluorescence imaging of an emulsion after the MDA
reaction revealed a mean fluorescence intensity of 440+
88 RFU (RFU =relative fluorescence units) for occupied
droplets, which translates to 11030 nguL ' of DNA, or
about a 10°-fold amplification of the starting template (Fig-
ure S2). Previous reports found a similar degree of amplifi-
cation when phi29 reactions were performed in bulk®! and in
droplets.[”!

Unexpectedly, during the course of DNA amplification,
we noticed that excluding pyrophosphatase (PPase) from the
reaction mix leads to the formation of highly fluorescent
nanoparticles inside the droplets (Figure 2a). PPase is an
enzyme that catalyzes the hydrolysis of inorganic pyrophos-
phate into two orthophosphate molecules!'!! and is used to
increase the amplification yields of nucleic acids."™ To confirm
that inorganic pyrophosphate is indeed a prerequisite for
formation of condensed DNA nanoparticles, we encapsulated
pUC19 DNA (0.23 um; A=4x10°) dissolved in 8 mm Tris-
HCI buffer (8 mm; pH 7.6) containing sodium pyrophosphate
(4 mm) and MgCl, (10 mm), while excluding other compo-
nents such as the phi29 enzyme, primers, and deoxynucleoside
triphosphates (ANTPs) from the reaction mix. As expected,
we observed formation of fluorescent precipitants in the
droplets (Figure S3), confirming that inorganic pyrophos-
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Figure 2. DNA nanoparticle generation. a) DNA nanoparticle formation
induced by inorganic pyrophosphate and magnesium ions during

a phi29-catalyzed DNA polymerization reaction in the absence of the
PPase enzyme. For visualization purposes, the initial DNA template
concentration was set at A~ 1.0, and as a result, a small fraction of
droplets appears with two or more DNA particles. b) The same
reaction as in (a), but in the presence of the PPase enzyme. Insets in
(a) and (b): magnified views of the emulsions; the DNA nanoparticles
are evident as localized and intensely fluorescent objects within the
droplets. Scale bars =20 pum. The composition of reaction mixtures is
described in the Material and Methods section in the Supporting
Information. c) A 3D fluorescence intensity profile of a single droplet
containing a single DNA nanoparticle. d) A 3D fluorescence intensity
profile of a droplet with ~10° copies of a DNA template. Color bars
indicate an approximate DNA copy number per single pixel (0.66 um
size).

phate and magnesium ions are major triggers for the
formation of DNA nanoparticles. In agreement with our
observations, others have recently reported the formation of
DNA/RNA :pyrophosphate:Mg complexes under PCR/RCA
conditions (RCA =rolling-circle amplification).'”) Taken
together, our findings and the literature data allow us to
conclude that inorganic pyrophosphate, produced during the
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phi29-driven DNA amplification reaction, associates with
magnesium ions and promotes condensation of newly synthe-
sized DNA in the particle.

Electrophoretic analysis confirmed that DNA amplifica-
tion, with or without PPase, was specific (Figure S4). We used
digital image analysis to quantify the number of DNA copies
and found that single DNA nanoparticles contained about
6000 copies of the original template (Figure 2¢; Note S1 in
the Supporting Information). To gain further insight into the
structural features of the DNA material produced during
isothermal amplification, we broke the droplets and analyzed
the released material by transmission electron microscopy
(TEM), scanning electron microscopy (SEM), atomic force
microscopy (AFM), and dynamic light scattering (DLS). The
DLS measurements confirmed the presence of particles with
a diameter of 152+37 nm (Figure 3a), in good agreement

a b
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Figure 3. DNA nanoparticle characterization. a) DLS measurements,
showing that 93.5% of the particles have diameters of 152437 nm.
b) AFM measurements on two representative DNA nanoparticles. The
size of the DNA nanoparticles was estimated to be approximately
200 nm (yellow trace overlaid on the AFM image). ¢) TEM and

d) SEM images of single DNA nanoparticles. Scale bars in (c) and

(d) =200 nm.

with the AFM measurements (Figure 3b). The TEM and
SEM analysis revealed individual, densely packed nano-
particles of uniform size and a petal-like surface structure
(Figure 3¢ and 3d). Similar crystalline-like, globular micro-
structures were recently generated from short, circular
DNAU! and RNA" templates. Nevertheless, despite detailed
microscopic characterization of these DNA/RNA microstruc-
tures, the importance of pyrophosphate:magnesium com-
plexes for the nucleation and condensation process remained
unappreciated. Performing the MDA reaction in bulk at
different template concentrations (0.1-100 pm) led to the
formation of DNA aggregates, albeit without clearly defined
structures (Figure S5).

To test whether individual DNA nanoparticles (DNA-
NPs) could serve as templates for gene expression, we
performed IVTT reactions (Figure 4). To monitor protein
production, we used a pET29b(+) expression plasmid encod-
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Figure 4. IVTT reactions to produce eGFP. a) Schematic of an IVTT
reaction carried out in droplets. b) Fluorescence images of an IVTT
emulsion prepared with free DNA plasmid at A~ 7000 (left) and DNA
nanoparticles at A~ 0.05 (right). For visualization purposes, droplets
containing plasmids were mixed with droplets lacking DNA (left
panel). Droplets without DNA showed no fluorescence and appear as
dark droplets interspersed among bright droplets. Scale bars =20 um.
) The median yield of eGFP expression. The results are displayed as
a box-plot, with median values indicated as red lines. The differences
detected for eGFP expression in droplets containing free plasmid
(7000 copies of the template) and a single DNA nanoparticle (carrying
about 6000 copies of the template) were statistically significant
(P=3.2x10°) as judged by the Student’s t-test.

ing enhanced green fluorescent protein (eGFP) under the
control of the T7 promoter. DNA-NPs were first prepared
from this plasmid encapsulated in droplets and were then
purified by preparative agarose gel electrophoresis and
centrifugation. The purified material largely retained its
densely packed structure, judging from TEM images of
purified particles (Figure S6). Additionally, electrophoretic
analysis of the sample confirmed highly specific amplification
of the original template (Figure S7).

To evaluate the invitro biological functionality of the
synthesized material we added purified DNA-NPs to the
IVTT mix and created 5 pL droplets using the same micro-
fluidics device shown in Figure 1. We used diluted suspensions
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of DNA-NPs (1 =0.05) to ensure that each droplet contains
no more than a single DNA nanoparticle. The collected
emulsion was incubated at 37°C for 3 h to allow in vitro gene
expression to occur. Fluorescence analysis confirmed that
droplets containing single DNA-NPs expressed high levels of
the eGFP, as evidenced by the appearance of highly fluo-
rescent droplets (Figure 4b; Figure S8). Considering that
a single DNA-NP carries approximately 6000 copies of an
initial template (Note S1 in the Supporting Information), we
compared eGFP yields for droplets containing similar
amounts of free plasmid (7000 copies) to droplets containing
a single DNA-NP and found that the latter gave about 2.5-
times higher eGFP expression (Figure 4c). Traces of free
DNA molecules that co-purified with the DNA-NPs showed
negligible levels of eGFP expression (background droplets in
the right panel of Figure 4b). Importantly, although the
protein levels produced using a single DNA nanoparticle as
a template were broadly distributed (coefficient of variation,
CV =0.33), the overall yield of in vitro expressed protein was
much higher than could be obtained from a single DNA
plasmid (Figure 4c). These results indicate that a DNA
nanoparticle produced from a single-copy template contains
a sufficiently large number of functional gene copies to afford
high yields of protein.

Condensed DNA structures, in the form of hydrogels,
have similarly been shown to increase RNA and protein
yields in vitro.”! Taking advantage of the densely packed
DNA structure, conventional DNA purification techniques
can be used to separate DNA-NPs from the original reaction
components (salts, enzymes). Such an option will be impor-
tant for performing sequential multi-step reactions!"® that are
inhibited or incompatible with standard biochemical condi-
tions. As exemplified previous work,'”! the DNA amplifica-
tion mix may inhibit the subsequent protein synthesis step
because of differences in salt concentration, pH values, and
other components. Nonetheless, purified DNA-NPs not only
retain their compact structure but also, by virtue of the large
number of clonal gene copies, significantly increase the yield
of protein produced in vitro.

The importance of in vitro protein synthesis is easy to
appreciate in the context of directed evolution, proteomics,
synthetic biology, or various types of screening assays that rely
on cell-free systems. In addition, DNA nanoparticles can be
combined with hydrophobic materials to exploit numerous
drug-delivery applications."”! Consequently, this type of
biomaterial may offer attractive possibilities for a range of
biochemical and biomedical applications.
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Abstract: Protein expression in vitro has broad applications in directed evolution, synthetic biology,
proteomics and drug screening. However, most of the in vitro expression systems rely on relatively
high DNA template concentrations to obtain sufficient amounts of proteins, making it harder to
perform in vitro screens on gene libraries. Here, we report a technique for the generation of condensed
DNA particles that can serve as efficient templates for in vitro gene expression. We apply droplet
microfluidics to encapsulate single-DNA molecules in 3-picoliter (pL) volume droplets and convert
them into 1 pm-sized DNA particles by the multiple displacement amplification reaction driven
by phi29 DNA polymerase. In the presence of magnesium ions and inorganic pyrophosphate, the
amplified DNA condensed into the crystalline-like particles, making it possible to purify them from
the reaction mix by simple centrifugation. Using purified DNA particles, we performed an in vitro
transcription-translation reaction and successfully expressed complex enzyme (3-galactosidase in
droplets and in the 384-well format. The yield of protein obtained from DNA particles was
significantly higher than from the corresponding amount of free DNA templates, thus opening
new possibilities for high throughput screening applications.

Keywords: in vitro expression; DNA condensation; droplet microfluidics; phi29 DNA polymerase

1. Introduction

Droplet microfluidics offers a powerful tool to isolate, amplify and quantify nucleic acid molecules
in a massively parallel manner [1,2]. For biological assays in particular, the droplet format provides
not only significant savings for the cost of the reagents, but also increased analytical sensitivity and
ultra-high throughput capabilities [3,4]. These features have led to a growing number of applications of
droplet microfluidics technology for DNA amplification and detection [5-7], library preparation [8,9],
invivo directed evolution [10-12], single-cell assays [13-15] and others [16-18]. Droplet-based
approaches also have shown promising results for screening protein crystallization conditions [19] and
for studying nucleation events during amyloid aggregation [20]. Compartmentalization of reagents into
microscopic droplets can shift reaction equilibrium towards product formation and as a result improve
the efficacy of chemical reactions [21]. As was shown recently, in the case of the DNA isothermal
amplification reaction, the compartmentalization enhances amplified nucleic acid condensation into
crystalline-like structures [22]. It was shown that during the multiple displacement amplification
(MDA) reaction, the magnesium ions from the buffer and DNA replication reaction byproduct inorganic
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pyrophosphate trigger amplified DNA condensation into DNA-magnesium-inorganic pyrophosphate
(DNA-Mg-PP;) particles. These particles can be purified from the reaction mix preserving their
compact structure and serve as a template for an improved protein synthesis in vitro [21]. However,
the conditions that affect DNA-Mg-PP; particle’s size have not been fully understood. Moreover,
the purification of DNA-Mg-PP; particles from the MDA reaction mix using preparative agarose gel
electrophoresis followed by centrifugation has led to significant losses of starting material, which could
limit broader applications.

Herein, we extend our previous studies and report generation of ~1300 nm-sized DNA-Mg-PP;
particles that retain significantly higher amounts of clonally-amplified DNA and afford the in vitro
expression of multi-subunit enzymes, such as 3-galactosidase. We describe an improved approach for
performing single DNA molecule amplification and condensation into micrometer-sized particles and
their use for protein synthesis in vitro. The purification procedure described here recovers ~60%-90%
of DNA particles in comparison to ~0.5%-1.0% from the previous work [21]. The purified particles can
be re-encapsulated and serve as a template for the in vitro transcription-translation (IVITT) reaction in
microdroplets. In addition, we found that the heat-inactivation step, which is typically used to stop the
MDA reaction, actually breaks DNA particles into smaller, ~200 nm-sized globular structures. Finally,
we measured the catalytic activity of in vitro synthesized protein in a 384-well plate and found that
the IVTT reaction supplemented with ~5 x 10* DNA particles produces similar yields of functional
enzyme, as many as ~10°~10!° molecules of native DNA template.

The approach reported here, in principle, could be adapted to a variety of proteins or enzymes
when their in vivo expression is inefficient or incompatible with living functions. It is important to
emphasize that single DNA molecule isolation, amplification and condensation into particles inside
droplets prevents the newly-synthesized DNA from forming catenated structures with DNA particles
from other droplets, which is an important consideration when preparing clonally-amplified gene
libraries. Since purified DNA particles retain sufficiently large numbers of functional gene copies
(~10° copies per particle), it leads to a considerable improvement of the IVTT reaction of complex
proteins. The reported technique should benefit biological applications relying on completely in vitro
assays, such as directed evolution or drug and enzyme screening.

We postulate that the formation of crystalline-like DNA-Mg-PP; structures inside droplets is
defined by the phase transition from a dissolved (disordered) state into an ordered state [23]. For the
nucleic acids, such a transition is typically enhanced in the presence of positively-charged agents
(cations, polymers or electrostatic surfaces) that neutralize the negative charge of the phosphodiester
bond and facilitate DNA condensation [24]. Interestingly, in the case of the DNA amplification
reaction by DNA polymerase, the DNA incorporation into crystalline-like particles occurs during
the accumulation of a reaction byproduct, inorganic pyrophosphate (PP;), which is negatively
charged [22]. It is well known that in the presence of magnesium ions, the PP; precipitates into
insoluble and heat-resistant Mg, (PP;) spherulitic particles [25-27]. In our case, the inorganic
Mg, (PP;) particle may act as a substrate for the adsorption of newly-synthesized DNA strands.
The DNA condensation theory [24] suggests that magnesium ions chelated by inorganic pyrophosphate
should decrease the electrostatic repulsion between the newly-synthesized DNA strands, thereby
facilitating self-assembly into crystalline-like structures. When the DNA amplification reaction
is confined in a small volume, the conditions for DNA condensation become quickly satisfied
because of continuous accumulation of reaction products: the newly-synthesized DNA strands and
magnesium-pyrophosphate crystals. The resulting DNA-Mg-PP; particles can be purified from the
reaction mix and still retain significant amounts of clonally-amplified DNA, thus offering attractive
possibilities for biomedical and biochemical applications.
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2. Materials and Methods

2.1. Microfluidic Device Fabrication and Operation

Polydimethylsiloxane (PDMS)-glass microfluidics devices having rectangular microfluidic
channels 10 or 20 um deep were obtained from Droplet Genomics. Sterile 1-mL syringes (Braun,
Bad Arolsen Germany) mounted on syringe pumps (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) and
connected to the microfluidics device via 27 G needle and 0.56 mm x 1.07 mm polytetrafluoroethylene
(PTFE) tubing were used to infuse fluids into the microfluidics chip. Three-picoliter droplets were
generated by adjusting flow rates to 100 uL/h for the reaction mix and 300 uL/h for the continuous
phase. The droplet stabilization oil (Droplet Genomics, Vilnius, Lithuania) was used as the continuous
phase to stabilize droplets against coalescence. During encapsulation, samples were kept at 4 °C using
an ice-cold jacket and collected in the form of an emulsion in a 0.2-mL polymerase chain reaction (PCR)
tube (Eppendorf, Hamburg, Germany) prefilled with 80 uL of mineral oil (Sigma, St. Louis, MO, USA)
and placed in anice-rack (Eppendorf).

2.2. Single-DNA Molecule Encapsulation and Amplification

The MDA reaction mix contained pIVEX2.2-lacZ-his plasmid, 1x phi29 reaction buffer (33 mM
Tris-acetate (pH 7.9), 10 mM Mg-acetate, 66 mM K-acetate, 0.1% (v/v) Tween 20, 1 mM dithiothreitol
(DTT)), 50 uM exo-nuclease resistant hexanucleotide primers, 1 mM of each deoxynucleoside
triphosphates (ANTP), 0.4% (w/v) Pluronic F-127 and 0.8 U/pL phi29 DNA polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Vilnius, Lithuania). The reaction components were mixed in DNA LoBind tubes (Eppendorf)
by adding DNA template, nuclease-free water, Pluronic F-127 and hexamers and then heated to 90 °C
for 20 s to allow primer annealing. Next, the mixture was quickly transferred onto ice and, following
the addition of the remaining components, encapsulated using the microfluidic device. Fluids were
injected into the microfluidics device at 100 uL/h for the aqueous phase and 300 pL/h for the carrier
oil. The encapsulation step typically took ~60 min and generated ~10” monodisperse 3-pL droplets,
which were collected off-chip in the form of an emulsion, incubated for 16-18 h at 30 °C and heated at
65 °C for 10 min to inactivate phi29 DNA polymerase.

2.3. Staining of Droplets and Fluorescence Analysis

The droplets were stained with SYBR Green dye I (Life Tech, Rockland, ME, USA) by adding
2 uL of 100x dye solution to 2 uL of droplet stabilization oil. The dye passively migrates between the
droplets and stains dsDNA. Fluorescence images were recorded with a 1.5 megapixel digital camera
(Ds-Qil, Nikon, Tokyo, Japan) on an inverted microscope (Nikon Ti-U Eclipse). Fluorescence excitation
was set at 470 £ 20 nm (with a 100-ms exposure) and emitted light collected at 525 + 25 nm. Recorded
images were processed with open-source software Fiji [28] to count the total number of droplets,
the number of fluorescent droplets, mean fluorescence intensity values and the coefficient of variation.

2.4. Transmission Electron Microscopy Imaging

Transmission electron microscopy images were recorded on a FEI Morgagni 268 instrument
(FEI Company, Hillsboro, OR, USA). A 4-uL sample was placed on a grid (100 Formvar/Carbon Films,
Cu 400 mesh, QUANTIFOIL, Groflobichau, Germany) and incubated for 1 min at room temperature.
After draining excess liquid, the sample was washed twice with Milli-Q purified water, stained with
2% (w/v) uranyl acetate for 20 s and then imaged.
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2.5. DNA Particle Purification

After the DNA amplification reaction, samples were digested with restriction endonuclease
(REase) for 15 min at 37 °C to remove the loose DNA that has not been incorporated into the DNA
particles. The RE was chosen such that it would cleave the plasmid once and outside the encoded gene.
Then, 1 U/uL of HindIII was used to cleave DNA particles generated from pIVEX2.2-lacZ-his plasmid.
Following digestion by REase, the DNA particles (100 uL) were washed with 400 uL of nuclease-free
distilled water and centrifuged for 10 min at 10,000 rpm at room temperature. The supernatant was
removed, and the DNA particle pellet was re-suspended in 400 pL of nuclease-free distilled water.
This was followed by two additional washes after which the DNA particle pellet was re-suspended in
a final volume of 50 pL nuclease-free distilled water. The purified DNA particles were then stained
with 10x SYBR Green I dye, loaded onto a hemocytometer, imaged under fluorescence microscope
and counted using Fiji software. Purified DNA particles were stored at 4 °C.

2.6. Coupled In Vitro Transcription and Translation

[-galactosidase enzyme expression was performed using an IVIT system purchased from
New England Biolabs (PURExpress® in vitro Protein Synthesis Kit, NEB, Ipswich, MA, USA) in
the presence of RNase inhibitor Ribolock (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania).

IVTT reaction in 384-well format: The in vitro expression of lacZ in a 384-well format (10 pL/well)
was performed by preparing two sets of IVIT reaction mixtures. The first set of reactions was
supplemented with 0.5 to 500 ng of pIVEX2.2-lacZ-his plasmid, which translated into 10'~108 copies
of free DNA molecules per 10 puL. The second set of reactions contained purified DNA particles diluted
down to 46,000, 23,000 and 5000 particles per well. Reactions were then incubated at 37 °C for 3 h
to allow gene expression to occur. The catalytic activity of in vitro synthesized lacZ enzyme was
recorded by mixing 1 uL of IVTT mix with 9 uL of 1x phi29 buffer (NEB) supplemented with 1 uM
fluorescein-di-fB-D-galactopyranoside (FDG). The fluorescence signal was measured in a 384-well
microtiter plate (polypropylene, black, flat, clear-bottom, Corning Inc., Corning, NY, USA) using a
Synergy H4 plate reader set at 488 nm x 20 nm excitation and 530 nm x 20 nm emission wavelengths
(gain 75 and 50).

IVTT reaction in droplets: Purified DNA particles stained with ethidium bromide (15 pg/mL)
were mixed with the IVTT solution containing 1 uM of 3-galactosidase substrate FDG and encapsulated
in 18-pL droplets using the 20-um microfluidics device. The flow rates for IVTT reaction encapsulation
were 100 pL/h for the aqueous phase and 250 uL/h for the carrier oil. The encapsulation time typically
took ~20 min, at 4 °C. Protein synthesis in vitro was evaluated after incubating the emulsion at 37 °C
for 1 h. The fluorescence was recorded using an excitation wavelength at 475 nm X 12 nm and an
emission wavelength at 559 nm x 17 nm.

3. Results and Discussion

3.1. Single DNA Molecule Encapsulation and Amplification

Droplet microfluidics has opened new analytical possibilities for biological sciences, diagnostics
and biomedicine [29]. Single-DNA molecule isolation, amplification and digital quantification have
gained broad interest for the evaluation of rare diseases [30-32], quantifying the absolute number
of nucleic acids in a sample [33,34] or disease diagnostics [35,36]. In these and others examples,
the sample containing diluted suspension of nucleic acids is encapsulated in microfluidic droplets and
amplified using the PCR reaction followed by fluorescence readout. However, the template size in most
of the reports is in the range of ~200-300 nucleotides, which prevents their use for other important
applications, such as directed evolution or drug screening. In addition, droplets can experience
coalescence during thermocycling [34], thus imposing certain limitations on the experimental design.
In this context, DNA amplification driven by phi29 DNA polymerase provides an alternative approach
to amplify long DNA molecules and because of isothermal reaction conditions [37,38], the potential
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problems associated with emulsion stability become irrelevant. Moreover, the ability not only to
amplify individual DNA molecules, but also to express genes from the amplified template opens many
interesting possibilities for high throughput screening applications.

The overall experimental strategy of this work is summarized in Figure 1. We first emulsified
3.6 kb circular nucleic acid molecules and multiple displacement amplification (MDA) reagents
into 3-pL droplets using 10 um-deep microfluidics device. The MDA reaction mix contained DNA
template (pIVEX2.2-lacZ-his plasmid encoding enzyme (-galactosidase), phi29 DNA polymerase,
exo-resistant oligonucleotides and other reagents needed for efficient isothermal DNA amplification
reaction (see the Materials and Methods). We used diluted DNA concentrations (0.63 pM) so that
one droplet would contain one molecule on average (A ~1.0). The portioning of DNA molecules into
droplets follows the Poisson equation, P(X = k) = %)\k, which describes the probability P of having
k DNA molecules per droplet (k =0, 1,2 ... ), where A is the average DNA molecule number per
droplet. Using the reaction mix containing 0.63 pM DNA, the Poisson equation predicts 36.7% of
3-pL droplets being empty, 36.7% having one and 26.6% having >2 DNA molecules. High droplet
generation speed (~4000 s~ 1) allowed the collection of over 107 droplets in the form of an emulsion in
less than 1 h. Droplets loaded with MDA reaction mix were collected off-chip into a collection tube
and incubated for 16 h at 30 °C to initiate the isothermal DNA amplification reaction by phi29 DNA
polymerase. After, off-chip incubation droplets were heated for 10 min at 65 °C and stained with SYBR
Green I dye, which passively migrates between the droplets and becomes fluorescent upon binding
dsDNA (Figure 2). In agreement with our previous studies [22], the amplified DNA formed condensed
particles clearly visible under the fluorescent microscope (Figure 2B, inset).

A DNA template Single DNA molecule isolation DNA amplification and condensation  Purified DNA-Mg-PPi
encoding enzyme particles
o MDA reagents Isothermal DNA Purification .
amplification
Encapsulation 16h/30°C . .
O Seg
g )

B
d‘.'
’ IVTT reaction in vitro 7 ’:E-\
o 2 v
. . components transcription/ l\
translation { Enzyme CC 2 A
08 M — . s
. . . Encapsulation =
. DNA
‘ ‘ ~ L] particle
e S
Purified DNA—Mg-PPi DNA particle encapsulation Pr‘otein‘synthesisand
particles catalytic activity measurement

Figure 1. Schematics of the experimental platform. (A) Single-DNA molecule amplification. DNA
template encoding an enzyme is encapsulated in microfluidic droplets and converted into condensed
DNA-magnesium-inorganic pyrophosphate (DNA-Mg-PP;) particles during the multiple displacement
amplification (MDA) reaction. After the MDA step, the resulting DNA particles are released, briefly
digested with endonuclease and separated by centrifugation. (B) The in vitro transcription-translation
(IVTT) reaction using purified DNA particles as a template. DNA particles are encapsulated with IVTT
components to initiate protein synthesis in vitro in droplets. The catalytic activity of translated enzyme
is then measured by fluorescence readout.
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Figure 2. DNA encapsulation and amplification using droplet microfluidics. (A) Schematic
representation of single-DNA molecule isolation and condensation into DNA particles. (B) Top:
still images showing droplet generation and collection. Bottom: the bright field and fluorescence
micrographs showing emulsion droplets after MDA reaction. The bright fluorescent objects are visible
in droplets. Scale bars, 100 um.

The transmission electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM) analysis
revealed densely packed globular shape particles having the average size of 1233 + 266 nm (Figure 3).
Since the amount of amplified DNA during the MDA reaction increases geometrically over time [37],
it would be reasonable to assume that longer incubations should increase the size of DNA particles.
However, extended incubations have not affected the DNA nanoparticle’s size, suggesting that MDA
reaction in 3-pL droplets has been largely completed in the 16-h window (Figure 4). Similar studies
have shown that the yield of amplified DNA in droplets is limited by the available dNTPs and
primers [39]. In addition, it appears that the 65 °C heat-inactivation step, which terminates the MDA
reaction by denaturating phi29 DNA polymerase, causes DNA particles to break into smaller pieces,
as witnessed by the appearance of two particle subpopulations (Figure 4). We further investigated the
external features of the DNA particles by TEM and compared them to the inorganic Mg-PP; particles
lacking DNA template. To produce inorganic Mg-PP; particles, we mixed 10 mM MgCl, and 5 mM
sodium pyrophosphate (NasP,0y7) in deionized water, heated the reaction mix for 5 min at 70 °C
and, after cooling down to room temperature (21 °C), immediately imaged the sample under TEM.
The TEM analysis revealed spiky spherulites of approximately ~200 nm in size (Figure 5), resembling
calcium orthophosphate cements [40]. When the same Mg-PP; particles were mixed with 56 nM of
plasmid DNA (~300 ng/uL), the spiky features turned into the petal-like structures closely resembling
those DNA particles that were synthesized during the MDA reaction (see Figure 3). As expected,
staining the latter particles with DNA stain (SYBR Green I dye) produced a highly fluorescent signal,
whereas Mg-PP; particles that were not incubated with DNA remained completely dark. Altogether,
our results suggest that inorganic Mg-PP; particles adsorb DNA and, therefore, may act as a seed
for DNA assembly into condensed macromolecular structures during the MDA reaction. In support
of this notion, Shopsowitz et al. showed that RNA-Mg-PP; particles produced during rolling circle
transcription can be stripped off the surface-bound RNA to retain the inorganic Mg,P,07-3.5H,0O
scaffold core [26]. The fraction of RNA per single particle was found to be around 20 wt %, which
we anticipate to be of a similar level for the DNA-Mg-PP; particles produced in this work. Others
have also shown the generation of various macromolecular nucleic acid structures that are likely to be
mediated through multiple ion bridges coordinated by magnesium ions and pyrophosphate [41-45].
Given our results and previous reports, it is appealing to think that under certain environmental
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conditions, the inorganic pyrophosphate and divalent ions (magnesium, calcium, etc.) complexes may
also induce genomic DNA condensation in cells. Interestingly, earlier research has described bacterial
chromosomal DNA condensation (crystallization) induced by negatively-charged Dps proteins and
divalent cations [46,47], suggesting that inorganic pyrophosphate possibly could mimic the function of

the Dps protein.

Figure 3. Electron microscopy analysis of DNA-magnesium-pyrophosphate particles produced during
the multiple displacement amplification reaction. Scanning electron microscopy (A) and transmission
electron microscopy (B) images of a DNA-Mg-PP; particle produced in a 3-pL droplet during the MDA
reaction (excluding the heat-inactivation step at 65 °C). To reveal the petal-like structure of a DNA
particle, the transmission electron microscopy (TEM) image was recorded without staining with uranyl

acetate. Scale bars, 500 nm.
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Figure 4. Size distribution of DNA-magnesium-pyrophosphate particles as a function of multiple
displacement amplification reaction times, with and without the heat-inactivation step. At different
time points (17, 38 and 66 h) of the MDA reaction in 3-pL droplets at 30 °C, the resulting DNA-Mg-PP;
particles were released from droplets and imaged under TEM to measure their size. The first set of
measurements (green) was made without heat-inactivation step. The second set of measurements
(grey) was made with heat-inactivation step at 65 °C for 15 min that is typically used to inactivate

phi29 DNA polymerase and terminate the MDA reaction.
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Figure 5.  Transmission electron microscopy images of magnesium-pyrophosphate and
DNA-magnesium-pyrophosphate particles produced in bulk by mixing individual components.
(A) Inorganic magnesium-pyrophosphate particles produced by mixing 10 mM MgCl, and 5 mM
sodium pyrophosphate (NayP;0Oy7) in deionized water. (B) Particles from (A) mixed with 56 nM
plasmid DNA (300 ng/uL) and imaged under TEM. Denser staining with uranyl acetate suggests
DNA adsorption. No DNA amplification was involved. The particles in (B) stained with DNA dye
(SYBR Green I) became fluorescent, whereas the particles in (A) remained dark. Both types of particles
were resistant to treatment by yeast enzyme inorganic pyrophosphatase.

3.2. Biological Functionality of Condensed DNA Particles

To verify whether clonally-amplified DNA template condensed into DNA-Mg-PP; particles
support the in vitro transcription-translation reaction, we have amplified DNA carrying the lacZ gene
by performing the MDA reaction in droplets as described above. After the MDA reaction, DNA
particles were released from droplets and purified by brief digestion with restriction endonuclease
followed by centrifugation (see Section 2.5). TEM analysis showed that DNA particles retained their
condensed structure during purification process (Figure 6). The purified DNA-Mg-PP; particles were
then added to the IVTT reaction mixture in a 384-well plate and incubated for 3 h to allow lacZ
protein synthesis to occur. As a control, we performed IVTT reactions having varying amounts
of pIVEX2.2-lacZ plasmid ranging from 10''-10® template copies in a 10-pL reaction volume.
The enzymatic activity of the synthesized protein was then evaluated using a fluorogenic assay, which
is based on hydrolysis of FDG (fluorescein-di-3-D-galactopyranoside) substrate to produce fluorescent
product (fluorescein). Results presented in Figure 7 support the notion that DNA particles can serve as
a template for protein synthesis in vitro, in agreement with previous work [22]. The yield of in vitro
synthesized protein from only ~5 x 10* DNA particles was approximately equal to the amount of
protein produced from as many as ~10°-10'? copies of free DNA plasmid, thus suggesting that after
purification, the single DNA particle retains ~10*~10° copies of a functional gene. Alternatively, it could
be that condensed DNA structures enhance the transcription-translation reaction, similarly to the
DNA microgels reported previously [48]. To further validate the feasibility of DNA particles use as a
biomaterial for the droplet-based assays, we co-encapsulated purified DNA-Mg-PP; particles, the IVTT
reaction mix and FDG substrate in 18-pL droplets using the 20 pm-deep microfluidics device depicted
in Figure 2B. The collected IVT droplets were incubated at 37 °C for 1 h to allow lacZ gene expression
to occur and emulsion imaged under fluorescent microscope. We used DNA particle dilution at A ~0.1
to reduce the chance of having two particles in a droplet: in these conditions, ~89% of droplets would
contain zero particles, 10% would contain one DNA particle and ~0.5% of all droplets would contain
>2 DNA particles. As expected, the microscopic analysis revealed a droplet subpopulation (~10%)



Micromachines 2017, 8, 62 90f13

with bright fluorescent signal, thus indicating the reaction product formation due to the catalytic
activity of 3-galactosidase. The fluorescence signal corresponding to the enzymatic activity varied
among droplets (coefficient of variation ~20%) and could be attributed to the differences of purified
particle size (Figure 6) or varying amounts of DNA template incorporated into a particle. Nonetheless,
considering early microfluidic systems [39] in which droplet reinjection and fusion steps were needed
to perform protein synthesis from the amplified DNA template, this work significantly simplifies the
use of in vitro expression assays and, therefore, could open new possibilities for directed evolution
and synthetic biology fields. Finally, the better understanding of a mechanism by which amplified
DNA is incorporated into macromolecular DNA-Mg-PP; structures during the DNA amplification
reaction may facilitate the improvement of whole genome amplification [49] and other isothermal
nucleic acid amplification techniques [38].

Figure 6. TEM image of purified DNA-magnesium-pyrophosphate particles. DNA particles produced
during the MDA reaction were released from droplets, digested with diluted restriction endonuclease
enzyme and purified by centrifugation followed by TEM imaging. Scale bar, 1 pum.
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Figure 7. LacZ expression in vitro using purified DNA-magnesium-pyrophosphate particles as a
template. (A) Evaluation of the catalytic activity of the in vitro synthesized -galactosidase enzyme.
Protein synthesis was performed in a 384-well format using different dilutions of pIVEX-lacZ-his
plasmid (10'1-108 copies in a 10-uL IVTT reaction) and purified DNA-Mg-PP; particles (46,000, 23,000
and 5000 particles in a 10-uL IVTT reaction). The corresponding amount of plasmid DNA and DNA
particles is indicated on the right side of the graph. Solid symbols indicate the enzymatic activity of
lacZ protein synthesized from the DNA particles, whereas open symbols indicate protein synthesized
from the plasmid DNA. (B) Evaluation of the IVTT reaction and enzymatic activity in droplets. Purified
DNA particles were encapsulated in 18-pL droplets (A ~0.1), and lacZ expression levels were measured
by the accumulation of fluorescent product (fluorescein). To visualize DNA particles in droplets,
the DNA stain (ethidium bromide) was used. Scale bars denote 50 pum.
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4. Conclusions

An in vitro gene expression provides an important advantage for various screening applications
as it enables the expression of proteins or enzymes that are toxic to the cells or that interfere with cell
metabolic functions. The use of in vitro transcription-translation (IVIT) systems that rely on purified
transcription and translation machinery components provide an attractive possibility to circumvent
screening limitations imposed by living systems [50]. IVTT systems have been successfully applied
for the expression of various recombinant proteins from the DNA templates [51,52]. Yet, to achieve
sufficient amounts of in vitro synthesized protein, relatively high DNA template concentrations are
needed (~10° of DNA molecules per 10-uL reaction), and as a result, in vitro screening options for
new catalytic activities in the synthetic gene libraries become largely restricted. Therefore, gene
pre-amplification is often used before an in vitro expression step in order to circumvent the limited
efficiency of IVTT systems [39,51]. For droplet microfluidics in particular, the DNA amplification by
means of PCR can prove challenging, since long amplicons (>500 bp) are not amplified efficiently, and
droplets’ integrity could be affected during thermocycling. Moreover, since biochemical conditions for
the DNA amplification and IVTT reaction are different, the expression of proteins from the amplified
DNA template would require precise fusion of individual droplets containing amplified DNA with
droplets having IVTT reaction mix [39]. In this context, encapsulation of the DNA-Mg-PP; particles
carrying high amounts of clonally-amplified template provides a straightforward approach to increase
the yield of in vitro expressed proteins in droplets without the need of performing complex, multi-step
fluidic operations. Finally, the microfluidic approach reported here is likely to provide a promising
method for the preparation of condensed DNA particles with encoded biological functionality for
directed evolution, proteomics and synthetic biology applications.
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