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IVADAS

Baltymy ir DNR saveikos yra vienas i§ esminiy gyvybés biologiniy varikliy, kurio déka
gyvyjy organizmy lgstelése gali vykti jvairlis molekuliniai procesai, tokie kaip DNR replikacija,
rekombinacija, reparacija, transkripcija ir jos valdymas. Be to, su DNR sgveikaujantys baltymai
daugelyje prokarioty uztikrina sklandy $iems organizmams btudingy apsauginiy sistemy,
pavyzdziui, susitelkusiy reguliariai pertraukty trumpy palindrominiy pasikartojimy (angl.
clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)-su CRISPR susijusiy (ang|.
CRISPR associated, Cas) ir restrikcijos-modifikacijos sistemy, veikimg, kas bakterijoms ir
archéjoms leidzia i8likti nuolat kintan¢ioje bei prieSiskoje aplinkoje. Badamos tokia galinga ir
nepakei¢iama gyvosios gamtos varomaja jéga, baltymy-DNR saveikos yra itin patrauklus
daugelio moksliniy tyrimy objektas. Ilgg laikg Siy sgveiky nagrinéjimui buvo naudojami jvairtis
klasikiniai biocheminiai metodai, kurie i$lieka ne kg maziau svarbiis ir Siomis dienomis. Vis délto
Sie metodai leidzia atlikti tik molekuliy ansamblio matavimo eksperimentus, kuriuose jprastai yra
tiriamos didziulio molekuliy kiekio savybés. Galutinis tokiy eksperimenty rezultatas — iSmatuotos
vidurkinés pasirinktos molekuliy charakteristikos ir prarasta visa informacija apie tiriamosios
molekuliy populiacijos heterogeniskuma. Dél $iy priezas¢iy baltymy ir DNR sagveiky studijoms
buvo pradéti taikyti jvairiis pavieniy molekuliy (PM) tyrimo metodai. Jie suteikia galimybe
atskirai manipuliuoti individualiomis tiriamosiomis molekulémis, todél iy metody déka tampa
Imanoma detaliai charakterizuoti kiekvieng bandinyje esancig unikalig molekule, sekti jos
reakcijos trajektorija, realiu laiku stebéti jos molekuliniy virsmy dinamikg ir tokiu budu
identifikuoti skirtingas tiriamajame méginyje egzistuojancias molekuliy subpopuliacijas.

Baltymy-DNR saveikos vienos molekulés lygyje gali biiti nagrinéjamos visa eile PM
tyrimo metody — optiniais pincetais (OP) ar magnetiniais pincetais (MP), atominés jégos
mikroskopija (AJM), PM Forsterio rezonansinés energijos pernasa (angl. single-molecule Forster
resonance energy transfer, SnFRET) ir kitais buidais. Tac¢iau dauguma jy vienu metu leidzia
manipuliuoti tik viena tiriamaja molekule, todél siekiant $iy metody pagalba surinkti pakankamai
didel;j statistiniy duomeny kiekj, reikia atlikti daug nepriklausomy vienodo pobidzio
eksperimenty. Pastaraja problema labai efektyviai iSsprendzia didelio naSumo ,,DNR uZzuolaidy*
technologija, skirta baltymy ir DNR tarpusavio sgveiky tyrimams vienos molekulés lygyje.
Neseniai mes suktiréme minkstyjy ,,DNR uzuolaidy eksperimenting platforma, kuri, taip pat
kaip ir tradicinis ,,DNR uZzuolaidy‘ jrankis, fluorescencinés mikroskopijos déka leidzia
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ant stiklo pavir§iaus imobilizuoty lygiagre€iai iSlygiuoty ir iStiesty jvairaus ilgio individualiy
DNR molekuliy, bei tokiu biidu vieno eksperimento metu sukaupti iSties nemazg statistiniy
duomeny rinkinj. Lyginant su visais iki $iol sukurtais jprastinés ,,DNR uzuolaidy* technologijos
variantais, i$ kuriy didZioji dauguma yra paremta atraminio lipidy dvisluoksnio ir metaliniy,
lipidy difuzijg sutrikdanciy barjery naudojimu, misy sukurtas minkstyjy ,,DNR uzuolaidy®
jrankis yra pagristas chemiskai modifikuoto stiklo pavirS$iaus nanostruktiirizavimu streptavidinu
(sAv), ant kurio suformuoty pavir$iniy nanometriniy matmeny linijy yra imobilizuojamos
pavienés biotinilintos DNR molekulés. Toks minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* funkcionavimo
principas uztikrina Sios eksperimentinés platformos paprastuma, piguma ir technologinj
prieinamuma.

Pasitelke Bfil restrikcijos endonukleaze, mes jau anksc¢iau pademonstravome, jog
minkstosios ,,DNR uzuolaidos* gali biiti sekmingai pritaikytos pavieniy baltymy ir DNR sgveiky
tyrimams. Taciau efektyvy miisy sukurtos eksperimentinés platformos panaudojimg minétose
studijose Siuo metu labiausiai riboja keletas esminiy triikumy. Ant pavirSiaus fiksuoty
individualiy DNR molekuliy kiekis pagrinde priklauso nuo suformuoty baltyminiy linijy
kokybés, kurig nulemia tokie veiksniai kaip sAv koncentracija polidimetilsiloksano (PDMS)
spaudo rasalavimo tirpale ar pavir§iné biotin-polietilenglikolio (PEG) molekuliy koncentracija.
Siuos faktorius mes optimizavome ankstesniy savo darby metu, tadiau vis dar nesame optimizave
vieno i§ svarbiausiy veiksniy — stiklo pavirSiaus nanostruktirizavimo metu veikian¢ios spaudimo
jégos, kas mums galimai leisty ant pavir§iaus suformuoti dar geresnés kokybés baltymines linijas.
Be to, eksperimento metu bendras ant pavirSiaus imobilizuoty pavieniy DNR molekuliy skaicius
ilgainiui mazéja, kadangi jvykus sAv-biotino komplekso disociacijai, DNR molekulés atsijungia
nuo baltyminiy nanostruktiiry ir nudifunduoja toliau nuo stiklo pavirSiaus. Biitent dél Sios
priezasties dazniausiai labai nukencia ilgos trukmés eksperimenty informatyvumas. Galiausiali,
pagrindinis miisy sukurtos minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* technologijos trikumas yra toks, jog
dviem galais ant gretimy SAV linijy imobilizuoty individualiy abiejuose galuose biotinilinty DNR
molekuliy orientacija nukleotidy sekos atzvilgiu yra neapibrézta ir neretai skirtinga, kas daznu
atveju sukelia nemazai sunkumy analizuojant tokio pobiidzio eksperimenty metu surinktus
duomenis. Taigi, i§sprendus $ias tris esmines problemas, minkstosios ,,DNR uzuolaidos* tapty
dar labiau patrauklesniu ir efektyvesniu jrankiu baltymy ir DNR saveiky tyrimams vienos

molekulés lygyje.



Darbo tikslas:
Pagaminti orientuotas minkstasias ,,DNR uzuolaidas®, kurios leisty vienos molekulés lygyje

efektyviai atlikti baltymy ir DNR sagveiky tyrimus.

Darbo uzdaviniai:

1. Optimizuoti baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio antspaudavimo metu veikiancig
spaudimo jéga, kuri turi jtakos ant pavirSiaus suformuojamy baltyminiy linijy kokybei.

2. Padidinti ant pavirSiaus fiksuoty DNR molekuliy imobilizacijos trukmg.

3. Uztikrinti apibréztg ir nukleotidy sekos atzvilgiu vienodg abiem galais ant pavirSiaus
imobilizuoty DNR molekuliy orientacija.

4. Pademonstruoti, jog patobulinta orientuoty minkstyjy ,,DNR uZzuolaidy* eksperimentiné
platforma gali buti sékmingai taikoma pavieniy baltymy-DNR saveiky tyrimams atlikti.



1. LITERATUROS APZVALGA

Sioje dalyje itin didelis démesys yra skiriamas pagrindiniams pavieniy baltymy-DNR
sgveiky tyrimo metodams — jy funkcionavimo principams, suteikiamoms galimybéms,
privalumams ir trikumams. Pla¢iausiai Siame skyriuje yra nagrinéjama ,,DNR uzuolaidy*
eksperimentiné platforma — jos koncepcija ir pranasumai pries kitus metodus, jvairiis §ios
technologijos variantai ir jy realizavimo biidai, skirtingos galimos ,,DNR uzuolaidy‘
konfigiracijos, Sios platformos suteikiamos informacijos apie baltymy-DNR sgveikas pobudis ir
Sios technologijos pritaikymo realioje praktikoje pavyzdziai. Cia taip pat trumpai yra
apzvelgiamas ir vienas i$ esminiy $io baigiamojo darbo metu naudoty metody — visiskojo vidaus
atspindzio fluorescenciné (VVVAF) mikroskopija. Likusioje $io skyriaus dalyje yra glaustai

pristatoma Cas9 endonukleazé, kuri Siame darbe buvo pasitelkta kaip kontrolinis tyrimo objektas.
1.1. Pagrindiniai pavieniy baltymy ir DNR saveiky tyrimo metodai

Baltymy ir DNR saveikos yra kertiné visy gyvyjy organizmy funkcionavimo asis, déka
kurios lastel¢je gali vykti tokie biologiniai procesai kaip genetinés medziagos kompaktizacija ir
rekombinacija, DNR replikacija bei reparacija, transkripcija ir jos reguliacija. Be to, baltymy
gebejimas specifisSkai sgveikauti su konkreciomis DNR sekomis kartu yra ir jvairiy apsaugos
sistemy (restrikcijos-modifikacijos, CRISPR-Cas ir kity), kurias bakterijos bei archéjos pasitelkia
kovai su bakteriofagy infekcijomis, pagrindas (Isaev et al., 2021). Dél $iy priezas¢iy baltymy-
DNR saveiky tyrimai jgauna ypatinga reikSme, siekiant geriau suprasti minétus fundamentinius
gyvybés procesus ir norint nuodugniau pazinti tam tikry mikroorganizmy esminius priesfaginiy
apsaugos mechanizmy komponentus.

Yra eilé klasikiniy biocheminiy metody, kurie leidzia identifikuoti bei nagrinéti baltymy ir
DNR tarpusavio sgveikas: elektroforetinio judrumo poslinkio analizé (angl. EMSA), DNR
pédsekiavimas (angl. DNA footprinting), chromatino imunoprecipitacijos tyrimas, eksponentiniu
praturtinimu paremta ligandy sisteminé evoliucija (angl. SELEX), DNR ir baltymo susiuvimas
(angl. cross-linking) bei kitokie biidai (Guille ir Kneale, 1997; Das et al., 2004). Visi pastarieji
metodai yra paremti didelj mastg apimanciy (angl. bulk) eksperimenty atlikimu, kuomet tirpale
vienu metu yra matuojamos didziulio molekuliy kiekio savybés. Vis délto kiekviena i$ $iy
molekuliy bet kuriuo laiko momentu yra unikali tuo aspektu, jog ji yra dinamiska ir kad ji

nuolatos sgveikauja su kitomis tokiomis molekulémis bei su tirpikliu. Minéti ansamblio



matavimai (angl. ensemble measurements) dazniausiai uzmaskuoja $iuos molekulinés dinamikos
procesus, kadangi tam tikra iSmatuota charakteristika is tikryjy yra kiekvienos méginyje esancios
molekulés indélio nesinchronizuotas vidurkis (Tinoco ir Gonzalez, 2011). Palyginimui, PM
metodai leidzia sekti individualiy molekuliy reakcijos trajektorijas bei tokiu budu atskleisti net ir
pacias smulkiausias daugiapakopiy vyksmy detales. Kitaip tariant, Sic metodai suteikia galimybe
tyrinéti PM realaus laiko dinamika ir jvertinti Visos tiriamosios molekuliy populiacijos
heterogeniskuma (Hill et al., 2017). Siuo metu baltymy ir DNR saveiky tyrimams vienos
molekulés lygyje dazniausiai yra pasitelkiami bei tarpusavyje nuolatos kombinuojami tokie
pagrindiniai metodai (1.1 pav.), kaip pririStos dalelés judéjimas (PDJ), OP, MP, AJM, smFRET ir

DNR istempimo t¢kme analizé.
A B C

Aptikimo lazeris

D E Pozicijai F 0 G

jautrus

detektorius S
¢ 70~ A
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P, E
g o Polimeriné G
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molekulé =2

Pjezoelektrinis skaitytuvas

1.1 pav. Pagrindiniai pavieniy baltymy-DNR saveiky tyrimo metodai. (A) PririStos dalelés
judéjimas. Tamsiai melyna spalva zymi baltymo molekulg, raudona — baltymo atpazjstamas
DNR sekas, pilkas rutuliukas simbolizuoja prie DNR molekulés prirista dalele, o punktyriné
linija — leisting dalelés difuzijos diapazona. (B) Viengubi optiniai pincetai. Sufokusuotas
lazerio spindulys yra paZymétas oranZine spalva. Zydra spalva zymi RNR polimerazés
sintetinamg informacinés RNR molekule. (C) Dvigubi optiniai pincetai. Raudonu tasku yra
nuspalvinta fluoroforu pazyméta individuali baltymo molekulé. (D) Magnetiniai pincetai.
Geltoni trikampai Zymi nuolatinius magnetus, t raidé su raudona rodykle — sukimo momenta.
(E) Atominés jégos mikroskopija. (F) Pavieniy molekuliy Forsterio rezonansinés energijos
pernasa. A raide yra pazymétas akceptorinis fluoroforas, D raide — donorinis fluoroforas, pilka
spalva — su DNR susijungusi baltymo molekulé. (G) DNR istempimo tékme analizé. Zalia
spalva zymi evanescenting banga. (A), (B), (C), (D), (G) iliustracijos yra parengtos pagal
(Monico et al., 2013), (E) — pagal (Neuman ir Nagy, 2008), (F) — pagal (Farooq et al., 2014).



1.1.1. PririStos dalelés judéjimas

PDJ (1.1 pav., A) analizé leidZia aptikti prie vieno DNR galo prijungtos dalelés pozicija,
kuomet kitas DNR galas yra pritvirtintas prie pavirsiaus. Individualios DNR molekulés pririSimas
prie pavirsiaus apriboja dalelei budinga Brauno judéjima vandeniniame tirpale. Pastarasis
suvarzymas yra proporcingas DNR molekulés ilgiui, dél to dalelés Brauno judesiy mastas
suteikia informacijos apie vykstan¢ius DNR sutrumpéjimo jvykius. Todél 8is PM metodas puikiai
tinka dinamikos tyrimams ty baltymy, kurie i$lenkia, kilpoja arba translokuojasi ant DNR
molekulés ir tokiu biidu ja sutrumpina. Pavyzdziui, PDJ buvo panaudotas RecBCD helikazés,
kuri yra atsakinga uz dvigrandininiy DNR triikiy taisymo iniciacijg homologinés rekombinacijos
metu, procesyvumo stebéjimui. Sio tyrimo metu buvo nustatyta, jog RecBCD gali translokuotis
iSilgai DNR molekulés ir kad Sio baltyminio komplekso sgveika su reguliacine 8 nukleotidy (nt)
Chi seka (5°-GCTGGTGG-3¢) nepakeicia jo translokacijos greic¢io (Hughes et al., 2014). PDJ taip
pat buvo pasitelktas pavieniy RNR polimeraziy, transkribuojanc¢iy DNR, procesyvumo tyrimui,
Lacl vykdomiems DNR kilpy formavimui ir suardymui tirti, lambda represoriaus katalizuojamo
DNR kilpojimo dinamikos nagringjimui, dvi DNR suriS§imo vietas turin¢iy restrikcijos
endonukleaziy (REaziy), tokiy kaip Narl, Nael bei Fokl, studijoms (Monico et al., 2013).

DNR ilgio poky¢iai, atsirandantys dél atitinkamo baltymo poveikio, gali biiti aptinkami
realiu laiku, pasitelkiant diferencinio interferencijos kontrasto, VVVAF, tamsaus lauko arba tiesiog
transmisijos (Sviesaus lauko) mikroskopijas, kuriy pagalba yra sekamos dalelés leidziamo
judrumo ribos (Monico et al., 2013). Bendru atveju, PDJ pasizymi 10-15 nm (60-70 bp) erdvine
skiriamaja geba ir yra jautrus DNR ilgio pokyc¢iams tuomet, kai imobilizuoty DNR molekuliy
dydis siekia nuo 100 iki 4000 bp (Mohapatra et al., 2020). PDJ turi nemazai privalumy — tai yra
paprastas ir nebrangus metodas su pakankamai auksta laikine skiriamaja geba, kas leidZia aptikti
sparcig kineting individualiy molekuliy elgsena. Be to, PDJ nereikalauja jokios iSorinés jégos,
tokios kaip buferio t€kmé, ir gali buiti apjungiamas su kitais metodais, pavyzdziui, OP ar MP
(Hughes et al., 2014). Vis délto PDJ i§ esmés yra tinkamas tyrinéti tik tiems baltymams, kurie
sukelia pakankamai zenklius DNR molekulés ilgio pokycius (jprastai DNR kilpojima).
Pavyzdziui, norint istirti baltymo slydimg DNR molekule, baltymas turi biiti imobilizuotas ant
pavirSiaus tam, jog jo mechaninis aktyvumas galéty biti aptinkamas per dalelés judrumo
pokycius, taciau tiesioginis baltymo pritvirtinimas prie pavirSiaus daznu atveju yra zalingas

fermento aktyvumui. Kitas zymus PDJ trikumas yra zema §io PM metodo laikiné skyra, kuria
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apriboja laikas, reikalingas dalelei iSnarSyti DNR molekulés ilgio nulemtg pusrutulinj regiong
(Monico et al., 2013).

1.1.2. Optiniai pincetai

OP (1.1 pav., B, C), kitaip dar vadinami optiniai spastais, yra vienas i$ universaliausiy PM
manipuliacijos metody, kurie dél tam tikry savo savybiy puikiai tinka jégos ir judesio
matavimams realiu laiku. Optiniai spastai yra sukuriami didelés skaitmeninés apertiros
mikroskopo objektyvu sufokusuojant lazerio spindulj j difrakcijos apribota taska (Neuman ir
Nagy, 2008). Salia fokuso vietos yra suformuojamas labai stiprus elektrinio lauko gradientas.
Dielektrinés dalelés (pavyzdziui, polistireno arba kvarco mikrosferos), esancios netoli spindulio
fokuso, dél judesio kiekio perdavimo i§ krintan¢iy fotony sugerties arba sklaidos patiria opting
jéga, kuri jprastai susideda i§ dviejy komponenciy. Pirmoji komponenté yra sklaidanti jéga, kuri
stumia dielektring dalele iSilgai Sviesos sklidimo krypties, o antroji — gradientiné jéga, kuri
traukia dielektring dalele iSilgai erdvinio Sviesos gradiento krypties. Tam, kad dalele biity galima
stabiliai pagauti ir i§laikyti erdvéje, yra reikalinga pusiausvyra tarp gradientinés jégos ir
sklaidan¢ios jégos. Sis balansas nulemia, jog j spastus pakliuvusi dalelé yra i§stumiama j asing
pusiausvyring pozicijg, kuri yra i$sidésciusi pasroviui nuo tikslios lazerio fokuso vietos (Zhao et
al., 2018). Esant nedideliems sugautos dalelés poslinkiams nuo jos pusiausvyrosios padéties,
dalele veikianti jéga yra tiesiSkai proporcinga patirtam iSstiimimui, todél optiniai spastai gali biiti
pakankamai gerai aproksimuojami kaip linijiné spyruoklé (Neuman ir Nagy, 2008).

OP yra placiai naudojami baltymy-DNR saveiky studijoms, kadangi §is PM metodas leidZia
tirti minéty molekuliy biofizikines savybes ir suteikia galimybe mechanistiniu pozitriu nagrinéti
S1y biologiniy makromolekuliy sgveikas. Tipiskai, vienas individualios DNR molekulés galas per
tam tikra jungtuka yra pritvirtinamas prie dielektrinés dalelés, kuri, kaip jau minéta pries tai, yra
ikalinama didelés galios lazerio spinduliu. Tuo tarpu likes DNR galas yra imobilizuojamas ant
stiklo pavirsiaus (viengubi OP (1.1 pav., B)) ar prikabinamas prie kitos dielektrinés dalelés, kuri
yra palaikoma mikropipete (taip pat viengubi OP) arba dar vienu lazerio spinduliu (dvigubi OP
(1.1 pav., C)). Palaipsniui judinant pavirsiy (vienguby OP atveju) arba vieng i$ jkalinty daleliy
(dviguby OP konfigtiracijoje) toliau nuo kitos pagautos dalelés, nukleoproteininiam kompleksui
gali baiti sukeliamas vis didéjantis tempimas (Mohapatra et al., 2020). Kitaip tariant, optiniy
spasty déka pavienéms DNR arba su jomis sgveikaujancioms individualioms baltymy

molekuléms galima suteikti reguliuojamas pN eilés apkrovas ir tokiu bidu tyrinéti nuo jégos
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priklausomus kinetinius reakcijy greicius. Be to, dvigubi OP leidZia tiksliai kontroliuoti atstumag
tarp vienos DNR molekulés galy, nereikalauja DNR dazymo, padeda iSspresti potencialiy
nepageidaujamy pavirSiaus efekty problema ir suteikia stabilig, nuo dreify ir mikroskopo staliuko
mechaniniy vibracijy laisvg atrama, kas dar labiau padidina Sio metodo efektyvuma lokalizacijos
ir sekimo eksperimentuose. Dél $iy savo savybiy dvigubi optiniai spastai tuo paciu metu jgalina
ne tik valdomy pN eilés jégy suteikimg biomolekuléms, bet taip pat gali biiti naudojami ir
baltymy-DNR tarpusavio sgveikos indukuoty sub-nanometriniy poslinkiy matavimui. Pasitelkus
viengubus arba dvigubus OP, vienos molekulés lygyje buvo tiriama REaziy, DNR reparacijos
baltymy, DNR pakavimg j virusy kapsides katalizuojanciy fermenty ir tokiy baltymy, kaip RNR
polimerazg, Serdies histonai, T7 helikazé, lambda egzonukleazé bei RecBCD helikazé, sgveika su
DNR (Monico et al., 2013). Optiskai homogeniniy preparaty ir itin gryny méginiy reikalingumas,
dél didelio intensyvumo lazerio naudojimo atsirandantis lokalus jkaitimas, deguonies nulemti
fotopazaidy procesai jkalintose biomolekulése — visa tai yra tik keletas i§ kity nepaminéty OP
trikumy ir apribojimy (Neuman ir Nagy, 2008). Vis tik pagrindinis optiniy spasty trikumas yra
Zemas $io PM metodo naSumas (Mohapatra et al., 2020).

1.1.3. Magnetiniai pincetai

MP (1.1 pav., D) atveju vienas individualios DNR molekulés galas yra imobilizuojamas ant
pavirSiaus, o kitas jos galas yra pritvirtinamas prie mikrometriniy matmeny paramagnetinés
dalelés. Tuomet keliy milimetry atstumu vir§ tokio pavirSiaus yra pastatomi du nuolatiniai
magnetai arba elektromagnetai. Jy sudaromas magnetinis laukas sukuria jégas, kurios vertikaliai
traukia magnetine dalele, kas kartu nulemia ir DNR molekulés iSsitempima. Keiciant magnety
atstumg nuo pavirsiaus, sukeliamos jégos gali biiti pasirinktinai varijuojamos 0,001-100 pN
intervale tam, jog biity iSgautas norimas DNR iStiesimas. Be to, sukant magnetus x-y
plokstumoje, DNR molekulei yra suteikiamas sukimo momentas, todél §is PM metodas gali biti
naudojamas dvigrandininés DNR (dgDNR) molekulés susukimui arba iS§vyniojimui su sglyga,
kad abejos DNR grandinés viename gale yra fiksuotos ant pavirSiaus, o kitame — ant magnetinés
dalelés (Hilario ir Kowalczykowski, 2010; Tinoco ir Gonzalez, 2011).

MP leidzia matuoti létus molekulinius procesus, kuriuose pasireiskia tiek tam tikros jégos,
tiek ir sukimo momentas. Dél suteikiamos galimybés tiksliai valdyti sukuriamg tempimg ir
teigiamy bei neigiamy susisukimy kaupimagsi ant DNR molekulés, MP puikiai tinka DNR
topologijos ir fermenty katalizuojamy mechanizmy, kurie moduliuoja DNR superspiralizacija,
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tyrimams (Monico et al., 2013). Siuo metodu vienos molekulés lygyje buvo tyrinéjama
topoizomeraziy, polimeraziy, REaziy, DNR helikaziy, dalyvaujan¢iy DNR reparacijoje, ir kity
baltymy saveika su DNR (Hughes et al., 2014). Pavyzdziui, MP buvo tiriami superspiralizuotos
DNR relaksacijos procesai, kuriuos sukelia I tipo topoizomeraziy poseimei priklausanti
topoizomerazé V. Sios studijos metu mokslininkams pavyko realiu laiku stebéti daugybe
skirtingo dydzio susukimo-atpalaidavimo (angl. turn-relaxation) jvykiy (Zhao et al., 2018).
Eksperimenty, paremty MP, metu DNR ir baltymo molekulés dazniausiai néra tiesiogiai
vizualizuojamos. Vietoje to, jprastai Sviesaus lauko mikroskopijos pagalba yra stebimi prie DNR
pririStos magnetinés dalelés vertikalaus poslinkio poky¢iai, kas leidZia atskleisti baltymo veikimo
ant DNR mechaninius padarinius (Hilario ir Kowalczykowski, 2010).

Lyginant su optiniais spastais, MP aparatiiros sumontavimas yra sglyginai paprastas. Kitas
MP privalumas yra tas, jog jie i$ pagrindy veikia kaip jégos gnybty (angl. force-clamp) prietaisas.
Vis tik didziausias $io PM metodo pranaSumas — galimybé atlikti eksperimentus su daugeliu
molekuliy lygiagreciai (Monico et al., 2013). Kadangi magnety sukuriamas magnetinis laukas yra
vienodas dideliame plote, vienu metu yra jmanoma vizualizuoti ir manipuliuoti dideliu kiekiu
magnetiniy daleliy, kurios yra pritvirtintos prie DNR, tod¢l MP gali biiti sékmingai realizuoti
kaip didelio naSumo PM metodas. Kita vertus, MP n¢ iS tolo néra toks jvairiapusiskas metodas,
kaip OP, kurie leidzia nepriklausomai judinti kiekvieng spasta, kai tuo tarpu MP uztikrina tik
izotroping visy magnetiniy daleliy manipuliacija (Hughes et al., 2014).

1.1.4. Atominés jégos mikroskopija

AJIM (1.1 pav., E) yra vienas i§ skanuojanc¢io zondo mikroskopijos varianty, kuriame
pavirSiaus savybeés yra tiriamos naudojant atomiskai astrig galvute, kas leidzia kartografuoti
bandinio pavir§iaus charakteristikas sub-nanometrine skiriamaja geba (Neuman ir Nagy, 2008).
Prie AJM zondo pritvirtinta galvuté, kurios ilgis yra mikroskopinio masto, o kreivumo spindulys
— nanometriniy matmeny, jprastai yra pagaminta silicio (Si) pagrindu (pavyzdziui, i§ Si nitrido) ir
sgveikauja su méginio pavirSiumi veikiant tokioms nekovalentinéms jégomis, kaip elektrostatiné
saveika, van der Valso traukos jéga ir Pauli arba Kulono stima. Traukianciosios sgveikos
pakreipia zonda link bandinio pavirsiaus, o stimos sgveiky jégos nukreipia zondg nuo pavirsiaus.
Zondo nuokrypis dazniausiai yra aptinkamas optinés sistemos pagalba, pasitelkiant lazerio
spindulj, kuris atsispindi nuo zondo nugarélés ir yra suprojektuojamas ant pozicijai jautraus

fotodetektoriaus. Grjztamojo rySio sistema suvarzo saveikos jégas tarp zondo galvutés ir méginio
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pavirSiaus atitinkamai reguliuodama atstumga tarp galvutés ir bandinio. IS griztamojo rysio kilpos
ateinantis signalas taip pat indikuoja apie méginio aukstj kiekvienoje pikselio pozicijoje ir
tarnauja kaip pamatas, pagal kurj yra sugeneruojamas bandinio topografinis zemélapis (Miller et
al., 2017; Bangalore et al., 2018).

AJM gali biti pritaikyta tiek jégos matavimams, tiek ir vaizdinimo tikslams. Jégos
matavimo eksperimenty metu AJM zondas juda vertikaliai per pjezoelektring pavarg. Zondo
galvuté yra pririSama prie biomolekulés tam, jog pastaroji po to galéty biiti traukiama bei
stimiama siekiant nustatyti jégos poslinkio kreive, i§ kurios galima spresti apie biologinio
meéginio molekulinés konformacijos pokyc¢ius. Kaip jau minéta pries tai, AJM vaizdinimo metu
zondas atlieka dvidimensinj (2D) skenavimg per bandinio pavir$iy ir tokiu biidu sugeneruoja
méginio pavirSiaus profilj (Miller et al., 2017). AJM vaizdinimas gali buti atlickamas vienu i$ iy
trijy veikimo rezimy: kontaktiniu rezimu, bekontak¢iu rezimu arba virpancio zondo rezimu (angl.
tapping mode). Kontaktinio rezimo metu zondo galvuté skenuoja pavir$iy ir yra tiesioginiame
salytyje su bandiniu. Bekontak¢iame rezime zondo galvuté yra virpinama vir§ méginio pavir§iaus
jai tiesiogiai nesilie¢iant su bandiniu, o nuskaitymo proceso metu atsirandancios traukianc¢iosios
sgveikos tarp galvutés ir méginio yra aptinkamos kiekvienoje pikselio pozicijoje. Virpancio
zondo rezim0 metu galvute taip pat yra virpinama vir§ méginio pavirSiaus, taciau kiekvieno
osciliacijos ciklo Zzemutinéje amplitudéje zondo galvuté tiesiogiai priliecia (patapsnoja) bandinio
pavirsiy. Siame veikimo reZime yra aptinkamas virpesiy amplitudés sumazéjimo, kuris atsiranda
dél vykstanciy sgveiky tarp zondo galvutés ir méginio pavirSiaus, laipsnis (Bangalore et al.,
2018). Baltymy ir DNR tarpusavio saveiky tyrimams ir kitoms biologinéms studijoms atlikti
AJM vaizdinimas jprastai yra atlieckamas virpancio zondo reZzimu, kadangi Sis AJM veikimo
rezimas ne tik leidzia didesniu jautrumu matuoti pavirSines sgveikas, bet jis taip pat sukelia
maziau Zalos biologiniam meéginiui bei suteikia galimybe atlikti ilgesnés trukmés vizualizacija
(Mohapatra et al., 2020).

Vienas 1§ pagrindiniy AJM vaizdinimo, naudojamo baltymy ir DNR saveiky tyrimams,
privalumy yra nanometrinio masto individualiy molekuliy ir molekuliniy agregaty skyra. Nors
AJM ir negali sugeneruoti baltymy-DNR formuojamy kompleksy struktiiry atomine skiriamaja
geba, kaip kad tg igyvendina, pavyzdziui, rentgenostruktiiriné analizé, ta¢iau AJM leidzia vienos
molekulés lygiu tiesiogiai vizualizuoti baltymy ir DNR kompleksus baltymams btidingy
specifiniy DNR taikiniy kontekste bei esant skirtingoms saglygoms. AJM vaizdinimo metu gauti

vaizdai suteikia struktiirinés informacijos apie baltymy, kurie yra prisijungg¢ prie nespecifiniy
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DNR viety, laikinus kompleksus, kas néra prieinama atliekant kristalografinius tyrimus ar taikant
kitus metodus, kurie yra paremti ansamblio matavimais. Baltymo sukelti DNR struktiiriniai
poky¢iai, tokie kaip DNR sutankinimas ar kilpojimas, AJM pagalba gali biiti aptikti tiek
tiesioginiu biidu, atlickant vizualing analize, tiek ir kiekybiskai, pavyzdziui, remiantis DNR
kontiiro ilgiy statistine analize. Sio metodo uZtikrinama vienos molekulés tridimensiné (3D)
skiriamoji geba taip pat leidzia spresti apie baltymy ir DNR formuojamy kompleksy
stechiometrines bei konformacines ypatybes (Bangalore et al., 2018). Be to, AJM plétra, kas
apima tokius dalykus, kaip mazesniy zondy naudojimas ir vaizdy registracijos greicio
patobulinimai, dar labiau padidino $io metodo pritaikomuma pavieniy baltymy ir DNR sgveiky
tyrimams. Pavyzdziui, pasitelkus didelio grei¢io AJM, kurio uztikrinama laikiné skyra yra
sekundziy ar netgi sub-sekundziy eilés, buvo vizualizuoti skirtingi DNR suriSantiems baltymams
budingi taikinio paieskos rezimai, tokie kaip slydimas, Suoliavimas ir tarpsegmentinis persédimas
(Mohapatra et al., 2020).

Nors AJM pasizymi auksta (Sub-nanometrine) raiska ir sglyginai paprastu bei greitu
bandinio paruos$imu, taciau Sis PM metodas vis délto yra apribotas savo nasumo ir jégos
skiriamosios gebos atzvilgiais. Biologiniy klausimy, kurie galéty buti atsakyti taikant §j metoda,
lvairove taip pat yra pakankamai ribota dél realaus laiko fermenty kinetikos tyrimams biidingo
sudétingumo. Galiausiai, nespecifines sgveikas tarp AJM zondo galvutés ir biologinio méginio
pavirSiaus ar tam tikrus ant pavirSiaus besiadsorbavusius terSalus neretai yra sunku identifikuoti,

kas gali komplikuoti eksperimenty rezultatus (Zhao et al., 2018; Mohapatra et al., 2020).
1.1.5. Pavieniy molekuliy Forsterio rezonansinés energijos pernasa

FRET yra galingas jrankis, leidZiantis kiekybiskai jvertinti baltymy konformacinius
poky¢ius ir numanomas tarp dviejy gretimy biomolekuliy vykstancias sgveikas, tokias kaip
baltymy-baltymy ir baltymy-DNR sgveikos. Tam, jog biity galima sekti sagveika tarp dviejy
biologiniy molekuliy, viena 18 jy yra fluorescenciSkai pazymima donoriniu fluoroforu, o kita —
akceptoriniu fluoroforu (Takahashi et al., 2021). Pats FRET reiskinys apibrézia nuo atstumo
priklausoma ir nespinduling energijos pernasa i§ donorinio fluoroforo akceptoriniam chromoforui
per dipolio-dipolio saveika. Tam, kad FRET galéty vykti, turi bati iSpildytos tris pagrindinés
salygos: donoro emisijos ir akceptoriaus absorbcijos spektrai privalo persidengti, donoras ir
akceptorius vienas nuo kito neturi biiti nutolg didesniu kaip 10 nm atstumu, donoro ir

akceptoriaus pereinamyjy dipolio momenty santykingé orientacija privalo leisti energijos
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perdavimag (Farooq et al., 2014). Kai donoriniu ir akceptoriniu fluoroforais pazymétas
biomolekules skiria maziau negu 10 nm, suzadintg elektroning biiseng pasiekusio donoro
suzadinimo energija yra perneSama akceptoriui per molekuliniy orbitaliy elektroninj rezonansa
(Takahashi et al., 2021). FRET efektyvumas, arba kitaip — donoro suzadinimo jvykiy, kurie
pasibaigia energijos perdavimu akceptoriniam fluoroforui, dalis, vertinant apytiksliai, yra
atvirk$¢iai proporcinga Sestuoju laipsniu pakeltam atstumui tarp donoro ir akceptoriaus, todél Sis
parametras leidzia ypatingai jautriai jvertinti atstuma tarp dviejy biomolekuliy 1-10 nm intervale
(Miller et al., 2017; Mohapatra et al., 2020).

Jvairiis ansamblio FRET metodai buvo panaudoti tyrinéjant biologiniy sistemy dinamika ir
struktirines ypatybes. Taciau tiriamuose bandiniuose eksperimenty metu gali egzistuoti statinis
heterogeniskumas (skirtumai tarp molekuliy méginyje) arba dinaminis heterogeniSkumas (nuo
laiko priklausomi individualiy molekuliy poky¢iai), kas turi didelés jtakos atlikty eksperimenty
rezultatams ir surinkty ansamblio FRET duomeny interpretavimui. Tuo tarpu smFRET uZtikrina
individualios molekulés dinaming laikine skyra, kas leidzia aptikti Sias dvi skirtingas molekuliy
populiacijas (Farooq et al., 2014; Hughes et al., 2014).

SmFRET (1.1 pav., F) yra vienas i§ FRET metodo varianty, kuriame donoriniy ir
akceptoriniy fluorofory pora yra suzadinama ir aptinkama ant vienos molekulés priesingai nuo
ansamblio FRET, kuriame tai yra atlickama ant skirtingy molekuliy. Prie$ tai buvo minéta, jog
FRET efektyvumas yra atstumo tarp donoro ir akceptoriaus funkcija. Dél Sios priezasties
SMFRET suteikia galimybe atlikti atstumo matavimus 1-10 nm intervale PM lygmeniu, o tai savo
ruoztu leidzia stebéti vienoje molekuléje vykstancius konformacinius pokycius (Zhao et al.,
2018). Kitaip tariant, taikant §§ PM metods, galima nagrinéti ne tik molekuliy heterogeninj elgesj,
bet taip pat tirti ir individualiy molekuliy dinaminius procesus. SmMFRET matavimai gali biiti
atlieckami naudojant VVAF mikroskopa arba konfokalinj mikroskopa. MaZzinant fona, abiem
atvejais yra pasiekiamas pakankamai geras signalo/triuk§mo santykis, tinkantis PM aptikimui.
VVAF konfigiiracijoje Zadinanciojo lazerio intensyvumas eksponentiskai nyksta tolstant nuo
pavirSiaus, todél apSvietimas 1§ esmées yra galimas tik ties stiklo pavirSiumi, o foninis signalas,
kurj sukelia tirpale esantys fluoroforai, yra sumazinamas. Konfokalinio mikroskopo
konfigiiracijoje fonas yra redukuojamas siauro plyselio déka, kuris eliminuoja nesufokusuota
Sviesg (Mohapatra et al., 2020).

SmFRET buvo pritaikyta jvairiy DNR helikaziy, veikanciy ant individualiy DNR

molekuliy, DNR i$vyniojimo mechanizmy analizei. Pavyzdziui, naudojantis Siuo PM metodu,
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buvo stebimi S. cerevisiae Ziedo formos Mcm2-7 DNR helikaziy atsivérimas ir uzsidarymas tuo
metu, kai prereplikatyvinis kompleksas yra sutelkiamas prie replikacijos pradzios vietos, 0 tai
mokslininkams po to suteiké naujy ziniy apie replikacijos iniciacijos mechanizmg ir §io proceso
kokybés kontrol¢ (Shashkova ir Leake, 2017). SmFRET taip pat buvo pasitelkta ir DNR
reparacijos procesuose dalyvaujancio baltymo MutS prisijungimo ant DNR, turin¢ios apibrézta
bp neatitikimg, dinamikos bei §io baltymo difuzijos tyrimams vienos molekulés lygyje (Hughes
et al., 2014). SmFRET buvo sé¢kmingai pritaikyta nagrinéjant konformacinius pokycius,
vykstan¢ius RNR polimerazése, DNR polimerazése, topoizomerazése, rekombinazése ir jvariuose
transkripcijos veiksniuose, bei tiriant $iy baltymy sgveikos su DNR konformacing dinamikg
(Farooq et al., 2014).

1.1.6. DNR iStempimo tékme analizé

Tékmeés indukuoto DNR iSsitempimo analizés (1.1 pav., G) metu baltymy ir DNR sgveikos
yra stebimos kaip baltymo pozicijos isilgai DNR molekulés funkcija (Mohapatra et al., 2020). Sis
PM metodas yra paremtas individualiy DNR molekuliy, kurios jprastai biina pazymétos
interkaliuojancéiais fluorescenciniais dazikliais, imobilizavimu ant dengiamojo stikliuko
pavirsiaus, kur jos paskui hidrodinaminés tékmés pagalba yra iStiesiamos iSilgai savo kontiiro
ilgio. Leidziant nuolating tékme, palei pavirSiy galima iStempti tokias DNR molekules, kurios
prie stiklo pavirSiaus yra pritvirtintos tik vienu savo galu. Hidrodinaminis tekéjimas taip pat gali
biiti panaudotas ir antrojo DNR molekulés galo specifiniam fiksavimui ant pavirSiaus. Kadangi
tokios iStiestos DNR molekulés yra labai arti dengiamojo stikliuko pavir§iaus, DNR i§tempimo
tékme analizés metodas yra puikiai suderinamas su VVAF mikroskopija, kurios déka vienos
molekulés lygyje galima vizualizuoti fluorescenciSkai Zymeéty baltymy ir DNR molekuliy
tarpusavio sgveikas (Monico et al., 2013).

Kaip alternatyvi $io PM metodo strategija, vienas individualios DNR molekulés galas gali
biti pritvirtinamas prie stiklo pavirSiaus, o kitas — prie superparamagnetinés dalelés. Tuomet si
dalelé veikiama magnetine jéga, kurig sukuria nuolatinis magnetas, patalpintas vir§ dengiamojo
stikliuko. Dalelés levitacija eksperimento metu leidzia sumazinti nespecifines sgveikas tarp
pavirsiaus ir magnetinés dalelés (Zhao et al., 2018). Paleidus laminaring vandeninio buferio
tékme, dalele pradeda veikti kontroliuojama zemy pN eilés (0,1-10 pN) tempimo jéga, kuri yra
proporcinga tékmés greiiui ir dalelés skersmeniui. Sios jégos veikiama magnetiné dalelé kartu
nulemia ir priristos DNR molekulés iSsitempima. Minétos dalelés vaizdinimas su labai dideliu
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signalo/triukSmo santykiu yra atlickamas naudojant tamsaus lauko mikroskopijg. Dalelés
judéjimas suteikia informacijos apie DNR ilgio pokycius, kuriuos sukelia dgDNR ir
viengrandininés DNR (VgDNR) tarpusavio virsmai, su DNR sgveikaujanciy baltymy indukuota
kompaktizacija arba jvairiy topologiniy ypatybiy, tokiy kaip kilpos ir superspiralés, susidarymas
bei iSsiformavimas. Kadangi dalel¢ yra sferiskai simetriSka, jos centroido pozicija gali biiti
lengvai sekama 1-10 nm tikslumu sub-pikselinio priderinimo déka. Tokiems eksperimentams
atlikti tipiskai yra naudojamas 15-50 kb ilgio dgDNR substratas (Hill et al., 2017; Mohapatra et
al., 2020).

Pavieniy DNR molekuliy iStiesimas gali buti atlickamas ne tik hidrodinaminés tékmés
pagalba, bet taip pat ir DNR Sukavimo budu, kurio metu DNR yra tiesiogiai paguldoma ant
dengiamojo stikliuko pavirSiaus. Stiklo pavirSius i$ pradziy yra aktyvuojamas hidrofobiniais
fragmentais, tokiais kaip polistirenas ar polimetilmetakrilatas (PMMA). Tuomet naudojant
pastovy tekéjimg arba atitraukiant dengiamajj stikliuka per oro-vandens sandiirg, DNR molekules
galima iStempti tarp dviejy ar daugiau tasky zemo pH salygose. Tokios ant pavirSiaus nusodintos
DNR molekulés po to jprastai yra vizualizuojamos pasitelkiant jau minétag VVAF mikroskopija.
Vienas 18§ pagrindiniy molekulinio Sukavimo privalumy yra jo techninis paprastumas, taciau Sis
metodas pasiZzymi ir keliais esminiais trikumais. DNR ir baltymy vaizdinimas yra atliekamas ties
stiklo pavir$iumi, o tai gali sukelti sunkumy siekiant duomeny analizés metu atskirti ant
pavirsiaus esancius fluoroforus nuo ty, kurie yra ant DNR. Be to, pats dengiamojo stikliuko
pavir$ius gali turéti nepageidaujamos jtakos baltymy-DNR sgveikoms ar abiejy biomolekuliy
natyvioms busenoms (Hughes et al., 2014). Nepaisant $iy apribojimy, DNR Sukavimas yra
puikiai tinkamas genominés DNR tyrimams vienos molekulés lygyje, kadangi §is metodas leidzia
ne tik sekti erdvinius ir laikinius DNR pokycius, pavyzdziui, vykstan¢ius genomo replikacijos
metu, bet taip pat ir tiksliai lokalizuoti bei kvantifikuoti jvairias DNR molekuliy tarpines
struktiiras, tokias kaip replikacijos burbulas ar Sakuté, bei auksta skiriamaja geba analizuoti
pasikartojan¢ias DNR sekas (Kaur et al., 2019).

Dar vienas i§ DNR istempimo tékme analizés metodo varianty yra DNR virvés (angl. DNA
tightropes), dar kitaip vadinamos iskeltos DNR platformomis, kuriose individualios DNR
molekulés galai yra pakabinami ant dviejy mikrometro dydzio daleliy vir$tiniy haudojant
hidrodinaming t¢kme. Dalelés tipiskai yra padengtos poli-L-lizinu, kurio déka DNR molekulés
stipriai prikimba prie daleliy, todél Siam metodui néra biitinos nei specifinio pritvirtinimo

strategijos, nei nuolatiné tékme, po to kai yra suformuojamos DNR virvés. Kadangi DNR
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molekulés yra iSkeltos virs stiklo pavirSiaus, bet kurios kitos molekulés, kurios Siame aukstyje
patenka i fokuso plokStuma, turi biiti prisijungusios prie DNR, kai tuo tarpu visos
neprisikabinusios molekulés prisideda prie bendro foninio triuk§mo. Tai reiskia, jog baltymai,
kurie sgveikauja su tokiomis pakabintomis DNR molekulémis, taip pat yra pakile toliau nuo bet
kokiy prie pavirSiaus nespecifiskai prisijungusiy fluorofory, todél pastarieji nebetrukdo
fluorescentiniy tasky atskyrimui uzregistruoty vaizdy analizés metu. DNR virvés buvo
panaudotos bakterijose funkcionuojancio nukleotidy ekscizijos kelio nagrin¢jimui, DNR
reparacijos baziy ekscizijos biidu studijoms bei telomeras suriSanc¢iy baltymy TRF1 ir TRF2
tyrimams (Hughes et al., 2014).

IS esmés visi auksciau paminéti DNR iStempimo tékme analizés metodo variantai suteikia
galimybe tame paciame fluorescentinio mikroskopo matymo lauke stebéti kelias deSimtis ar net
kelis Simtus individualiy DNR molekuliy, kurios yra iStiestos skyscio tekéjimo pagalba. Tode¢l Sis
PM metodas puikiai tinka baltymy ir DNR dinaminiy sgveiky didelio naSumo tyrimams
(Takahashi et al., 2021). Vis tik DNR istempimo tékme analizés pritaikyma minétam tikslui
stipriai apriboja keletas esminiy truikumy. Kadangi Siame metode DNR yra atsitiktinai
imobilizuojama ant t€kmés celés stiklo pavir§iaus, DNR molekuliy skaicius per vieng
mikroskopo matymo laukg privalo islikti pakankamai mazas (ne daugiau kaip keliy deSim¢iy
DNR molekuliy) tam, jog biity galima i§vengti persidengianciy DNR molekuliy. Be to, tokios ant
pavirSiaus fiksuotos individualios DNR molekulés pasizymi skirtingu iStiesimo laipsniu, velgi del
tos pacios priezasties, kad Siame metode DNR prie stiklo pavirSiaus yra pritvirtinama atsitiktiniu
budu. Galiausiai, dviem galais prie pavirSiaus priristy DNR molekuliy atveju, DNR sekos
orientacija DNR molekulés prikabinimo tasky atzvilgiu néra zinoma (Robison ir Finkelstein,
2014). Siekiant jveikti Siuos pagrindinius DNR istempimo tékme analizés metodo apribojimus,

buvo sukurta ,,DNR uzuolaidy* technologija, kuri bus placiau apzvelgta sekanc¢iame skyrelyje.

1.2. ,,DNR uzZuolaidy* platforma

1.2.1. ,,DNR uzuolaidy* technologinis pagrindas ir jy gamybos budai

,»DNR uzuolaidos* (1.2 pav.) yra didelio nasumo eksperimentiné platforma, skirta Simty
individualiy DNR molekuliy kryptingam organizavimui ir vaizdinimui viename mikroskopo
matymo lauke. ,,DNR uzuolaidy‘ technologija paremta tuo, jog i$ pradziy tékmés celés pavirSius

yra pasyvuojamas atraminiu lipidy dvisluoksniu (angl. supported lipid bilayer), kuriame dalis

19



lipidy galvuéiy yra funkcionalizuotos biotinu. Tuomet $is lipidy dvisluoksnis yra padengiamas
neutravidino arba SAv monosluoksniu, prie kurio po to yra prijungiamas biotinilintas DNR
molekulés galas. Lipidinio dvisluoksnio takumas uztikrina su lipidais suriStos DNR ilgo nuotolio
2D judé¢jima, todél naudojant hidrodinaming t€kme, tokios DNR molekulés gali biiti organizuotai
iSdéstomos ties difuzijos barjerais, kurie yra suformuoti tékmés celés pavirSiuje bei yra statmenai
orientuoti buferio tékmés krypéiai. Sie fiziniai barjerai sutrikdo Soning lipidy difuzija, t.y.
dvisluoksnyje esantys lipidai negali pereiti per tokius barjerus, ko pasekoje prie lipidy
prisijungusios DNR molekulés susikaupia isilgai Siy difuzijos barjery priekiniy krasty. Galiausiai,
Simtai pavieniy DNR molekuliy, veikiamy hidrodinaminés jégos, ne tik lygiagr¢iai i$silygiuoja
i8ilgai minéty barjery, bet taip pat ir i$sitiesia palei tékmés celés pavirSiy, kas leidzia vizualizuoti
visas $ias DNR molekules naudojant VVAF mikroskopija (Fazio et al., 2008; Robison ir
Finkelstein, 2014; Silverstein et al., 2014).

Pasitelkus ,,DNR uzuolaidy‘ eksperimentinj jrankj, viename mikroskopo matymo lauke
realiu laiku galima stebéti Simtus fluorescenciskai Zyméty individualiy baltymo-DNR kompleksy,
kuriuos pavienés baltymy ir DNR molekulés tarpusavyje formuoja vykstanciy jy dinaminiy
sgveiky metu. Dél Sios priezasties ,,DNR uzuolaidy* technologijos déka vieno PM eksperimento
metu atsiranda galimybé surinkti itin didelj statistiniy duomeny ir informacijos kiekj. Didelis
nasumas yra esminis ,,DNR uZzuolaidy* platformos pranasumas pries daugelj Kity, pries tai
apzvelgty individualiy baltymy ir DNR sgveiky tyrimo metody, kuriuose vieno eksperimento
metu jprastai yra manipuliuojama tik vienu arba daugiausiai iki keliy desim¢iy baltymo-DNR
kompleksy (Silverstein et al., 2014). Vis tik, norint visiskai charakterizuoti biocheming reakcija,
reikia atlikti daugybe ilgai trunkanciy vienodo pobiidzio eksperimenty, kuriuose biity iSbandomos
skirtingos reakcijos salygos, pavyzdziui, kei¢iama baltymo sudétis arba nukleotidy ar druskos
koncentracija. Todél siekiant to i§vengti ir dar labiau padidinti ,,DNR uzuolaidy* jrankio nasuma,
jis buvo sukombinuotas su PDMS paremta mikroskysc¢iy technologija (Robison ir Finkelstein,
2014). Kitas svarbus ,,DNR uzuolaidy“ eksperimentinés platformos privalumas yra tas, kad ji yra
paremta atraminiy lipidy dvisluoksniy naudojimu. Pastarieji yra puikiai suderinami su PM
biocheminiais eksperimentais, kadangi lipidy dvisluoksniai tékmés celéje suformuoja
mikroaplinka, panasia j tokia, kuri paprastai yra sutinkama ir Igstelés viduje. Lipidy dvisluoksniai
yra nesunkiai suformuojami, toleruoja jvairiais tirpalo salygas ir gali biiti lengvai modifikuojami
jterpiant sintetinius lipidus, turin¢ius pakeistas galvutes. Be to, i$ cviterjoniniy lipidy sudaryti

dvisluoksniai apsaugo nuo DNR ir jvairiy baltymy nespecfiinés adsorbcijos ant pavirSiaus, esant
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beveik neutralioms pH vertéms (Granéli et al., 2006). Galiausiai, ,,DNR uzuolaidy‘ jrankis
pasizymi ir tuo, jog jame visy individualiy DNR molekuliy orientacija DNR sekos atzvilgiu yra
apibrézta bei identiska, o naudojama pastovi buferio tékmé palaiko vienoda visy $iy DNR

molekuliy jtempimg (Robison ir Finkelstein, 2014).

A Biotinas ~_ \'\\ L ) Prirista DNR
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1.2 pav. Didelio naumo ,,DNR uzuolaidy*“ technologijos veikimo principas. (A) Soninis
vaizdas, iliustruojantis komponentus, kurie sudaro ,,DNR uzuolaidas®. (B) Vaizdas i§ virSaus.
Jame pavaizduotas objektinis stiklelis, ant kurio yra iSsidésciusios kelios ,,DNR uzuolaidy*
eilés. (C) Kair¢je — iliustracija, vaizduojanti pririStos DNR molekulés atsakg j buferio tekmes
poky¢ius. Desingje — realiis mikroskopijos vaizdai, kuriuose matomas ,,DNR uzuolaidy*
atsakas ] buferio tékme ir jos sustabdyma. Kai buferio ttkmé yra sustabdyta, DNR molekulés

difunduoja toliau nuo stiklo pavirSiaus ir pasiSalina i§ evanescentinio lauko. DNR yra nudaZyta

fluorescuojan¢iu YOYOI1 dazu. (D) Pavyzdinis eksperimentas, kuriame, panaudojant ,,DNR
uzuolaidy* platforma, yra tiriama fluorescenciskai pazyméto baltymo saveika su DNR. Siuo
atveju DNR molekulés néra fluorescenciskai pazymeétos, taciau tiriamasis baltymas
(chromating pertvarkantis fermentas Rdh54) yra pazymétas vienu kvantiniu tasku. Buferio
tékmés nebuvimas nulemia su DNR susiriSusiy baltymy molekuliy difuzija i$ evanescentinio
lauko. Kair¢je — schematiné iliustracija, desinéje — realiis mikroskopijos vaizdai. Parengta
pagal (Visnapuu et al., 2008).

Kaip jau minéta pries tai, ,,DNR uzuolaidy* technologijos praktiniam realizavimui yra
butini du pagrindiniai komponentai: atraminiai lipidy dvisluoksniai ir lipidy difuzijos barjerai.
Pastarieji gali buiti gaminami i$ skirtingy medziagy bei ant objektinio stiklelio pavirsiaus
suformuojami labai jvairiais biidais. Vienas i$ jy - difuzijos barjery ésdinimas rankiniu biidu,

kuomet stiklo pavirsius yra raizomas deimanting galvute turindiu graztu. Sis gamybos buidas
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nereikalauja specializuotos jrangos, taciau jis neleidzia kontroliuoti ésdinamy barjery plocio,
gylio ir i8sidéstymo. Todél difuzijos barjerai tipiskai yra suformuojami nanogamybos (angl.
nanofabrication) budu, kuris apima elektrony pluosto litografijos bei nanojspaudimo (angl.
nanoimprint) litografijos metodus, kurie abu pasizymi hanometriniu struktiirizavimo tikslumu
(Greene et al., 2010). Elektrony pluosto litografijos metu mikroskopo objektinis stikelis i$
pradziy yra padengiamas plona polimerine plévele — PMMA dvisluoksniu, ant kurio yra
suformuotas laidaus polimero ,,Aquasave sluoksnis. Elektrony pluostas yra naudojamas siekiant
polimeringje pléveléje iSdeginti norima rastg ir atidengti po ja esantj stiklo pavirsSiy. Tuomet
metalas (jprastai chromas) yra iSgarinamas vakuume ir nusodinamas ant viso pavirSiaus jskaitant
PMMA ir atidengta stiklo pavirsiy. Likes polimeras yra nulupamas atkélimo (angl. lift-off)
proceso metu, tokiu btidu ant mikroskopo objektinio stiklelio paliekant tik metalines struktiiras,
kurios biitent ir veikia kaip lipidy difuzijos barjerai, kurie yra tvirti bei netrukdo fluorescenciskai
zyméty DNR molekuliy optiniam vaizdinimui (Fazio et al., 2008; Finkelstein ir Greene, 2011).
Fiziniy barjery gamyba nanojspaudimo litografijos metodu yra pakankamai panasi j auks¢iau
aptartg, kur be elektrony pluosto bei atkélimo procediiros naudojimo, kartu yra pasitelkiamas ir
ésdinamas induktyviai sujungta plazma (Greene et al., 2010).

Nors elektrony pluosto litografija pasizymi auksta skiriamaja geba, §j barjery gamybos
bida gerokai apriboja mazas jo nasumas, kadangi Siam metodui biitinas elektrony pluosto
rastrinis skenavimas isilgai kiekvieno nanobarjero segmento, kas riboja barjery, kurie yra
suformuojami ant kiekvieno objektinio stiklelio pavirSiaus, skai¢iy. Atsizvelgiant | nedidelj
elektrony pluosto litografijos naSumg ir j tai, jog Siam metodui yra reikalinga aukstos kainos
specializuota jranga, lipidy difuzijos barjery gamybai (chromo pagrindu) buvo sukurtas UV
litografija paremtas metodas, kuris pasizymi dideliu naSumu, yra greitas bei nereikalauja
sudétingos ir brangios aparattiros (Gallardo et al., 2015). Gaminant fizinius difuzijos barjerus
elektrony pluosto ar nanojspaudimo litografijos metodais, dazniausiai yra atlickamas plony
pléveliy, kurios yra sudarytos i§ tokiy metaly ar oksidy, kaip chromas, titano oksidas ar auksas,
gary nusodinimas ant objektinio stiklelio pavirSiaus. Taip pat buvo pademonstruota, jog lipidy
Soning difuzija sutrikdantys barjerai gali biiti gaminami ir i§ alternatyviy medziagy, pavyzdZiui, i§
vandenilio silseskvioksano, kurio pagrindinis privalumas yra tas, kad §i neigiama atspari
medZiaga panaikina metaly iSgarinimo biitinuma, ko pasekoje supaprastéja ir sutrumpéja fiziniy

barjery gamybos procesas (Fazio et al., 2012).
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,DNR uzuolaidy* platformos realizavimui batini nanobarjerai jprastai yra suformuojami is
chromo, o kaip jau minéta pries tai, jy gamyba yra brangi ir uZimanti nemazai laiko. D¢l Sios
priezasties objektiniai stikleliai, ant savo pavirSiaus turintys suformuotos chromo barjerus,
dazniausiai yra panaudojami pakartotinai, kas reiSkia, jog tokie objektiniai stikleliai turi biiti
nuodugniai i§valomi po kiekvieno eksperimento tam, kad ant pavirSiaus likusios organinés
medziagos nekliudyty sekanciy eksperimenty atlikimui. Vis tik stiprios valymo priemonés
(acetonas, rtgstys) ir Siurkstiis valymo metodai (sonikavimas, virimas) pazeidzia chromo
barjerus, o naudojant Svelnias valymo medziagas, Sie metaliniai barjerai vis tiek susidévi po
keliolikos pernaudojimo cikly ir pradeda sklaidyti zadinantjjj lazerio spindulj. Todél siekiant
i$spresti Sias chromo barjery sukeliamas problemas, ,,DNR uzuolaidy* konstravimui dar visali
neseniai buvo panaudotos nanometriniy matmeny tran$éjos (angl. nanotrenches), kurios taip pat
kaip ir metaliniai barjerai, sutrikdo Soning lipidy difuzija. Sie nauji kitokios prigimties fiziniai
barjerai ant objektinio stiklelio pavirSiaus yra iSraizomi elektrony pluosto litografijos ir reaktyviy
jony ésdinimo metody pagalba. Nanotranséjos nedegraduoja net ir esant labai grubioms valymo
salygoms, todél stiklo pavirSius gali biiti visiSkai Svariai iSvalomas nuo bet kokiy terSaly likuciy,
kas uztikrina patikimg ir daugkartinj objektiniy stikleliy pakartotinj naudojimg bei kiekvieno
eksperimento metu leidzia gauti gerai organizuotas aukstos kokybés ,,DNR uzuolaidas“ (Kang et
al., 2020).

Atraminiai lipidy dvisluoksniai ir metaliniai difuzijos barjerai sudaro ,,DNR uzuolaidy*
technologinj pamata, ta¢iau jie kartu nulemia ir tam tikrus Sios platformos trikumus. Lipidy
dvisluoksniy pagrindu funkcionuojanciy sistemy paruosimas gali sukelti tam tikras
eksperimentines rizikas, susijusias su sistemos stabilumu ir defekty valdymu. Tuo tarpu lipidy
difuzijos nanobarjery gamyba, kuriai gali biiti naudojami jvairiis pries tai aptarti gaminimo
metodai, uzima nemazai laiko, yra techniSkai sudétinga bei reikalauja ne tik specialiy Ziniy
atitinkamoje gamybos srityje, bet taip pat ir brangios riboto prieinamumo jrangos. Siekiant apeiti
Siuos trikumus, dar visai neseniai buvo sukurtas ir iSplétotas alternatyvia strategija paremtas
»DNR uZuolaidy“ jrankio variantas — orientuotos minkstosios ,,DNR uZuolaidos*. Derinant
atitinkamus skenuojancio zondo mikroskopijos ir minkstosios litografijos metodus — AJM su
baltymy atkeliamuoju mikrokontaktiniu antspaudavimu — ant metoksi-PEG ir biotin-PEG
molekuliy misinio sluoksniu padengto stiklo pavirSiaus yra suformuojamos nanometriniy
matmeny baltyminés linijos, susidedancios 1§ sAv arba traptavidino (tAv), prie kuriy po to gali

biti prijungiamos biotinilintos DNR molekulés. Tuomet, naudojant buferio tekme, Sios ant

23



pavirSiaus imobilizuotos individualios DNR molekulés yra iStiesiamos iSilgai stiklo pavirsiaus,
kas jgalina jy vizualizacija VVAF mikroskopijos metodu. Tokie minksStyjy ,,DNR uzuolaidy‘
konstravimo principai nulemia Sios eksperimentinés platformos technologinj paprastuma,
visapusiska preinamumg, pigumg ir spartuma, o greta viso to taip pat uztikrina ir jos didelj
nasumg (Tutkus et al., 2019; Kopustas et al., 2021). Be to, neseniai buvo sukurta alternatyva
apskritai visai ,,DNR uzuolaidy“ technologijai — “DNA skybridge . Sis jrankis, taip pat kaip ir
“DNR uZzuolaidos”, suteikia galimybe dideliu naSumu vaizdinti ir tirti baltymy-DNR saveikas
vienos molekulés lygyje. “DNA skybridge” platformos konstravimui yra reikalinga speciali 3D
struktiira, sudaryta i$ 4 mikrometry aukscio plony greta iSsidésciusiy kvarciniy barjery, prie kuriy
vir§iiniy yra prijungiami individualiy DNR molekuliy galai. Kitas esminis “DNA skybridge”
technologijos skirtumas nuo “DNR uzuolaidy” yra tas, kad joje imobilizuoty DNR molekuliy
vizualizacijai yra naudojama plono $viesos laksto mikroskopija. Tokiu bidu sumazinamas ant
pavir$iaus esanciy fluorofory sukeliamas foninis triukSmas, ko pasekoje yra iSgaunamas didelis
signalo/triuk$smo santykis, o Klaidingi signalai, atsklindantys i§ fluorescenciskai zyméty baltymy,
kurie yra nespecifiskai prisijunge ant pavirSiaus, i§ esmés neturi jokios jtakos pavieniy baltymy ir

DNR tarpusavio sgveiky vaizdinimui (Kim et al., 2019).
1.2.2. Konfigiiraciné ,DNR uZuolaidy* jvairové

Siekiant atlikti jvairius specifiniy sglygy reikalaujan¢ius PM eksperimentus, ,,DNR
uzuolaidos® gali buti sukonstruotos keliomis skirtingomis konfigtiracijomis (1.3 pav.).
Viengubose ,,DNR uzuolaidose* (angl. single-tethered “DNA Curtains”’) individualios DNR
molekulés yra imobilizuojamos ant lipidy dvisluoksnio vienu savo galu, todél jy vizualizacija
VVAF mikroskopijos metodu yra galima tik naudojant nenutriikstama buferio tékme, kuri iStiesia
DNR molekules palei stiklo paviriy. Sios ,,DNR uzuolaidy“ konfigiiracijos privalumas —
galimybé laikinai sustabdyti buferio tekéjima, kas eksperimento metu gali biiti panaudota kaip
standartiné kontrol¢ norint patikrinti, ar matomos pavienés DNR ir prie jos prisijungusios
baltymy molekulés néra nespecifiskai prilipusios prie t€kmés celés pavirSiaus. Viengubos ,,DNR
uzuolaidos* gali biiti sukonstruotos naudojant linijinius (1.3 pav., A) arba zigzago formos
barjerus (1.3 pav., B). Linijiniai lipidy difuzijos barjerai yra paprasti, taciau jie gali nulemti ant
pavirsiaus fiksuoty individualiy DNR molekuliy persidengima, kuris tam tikro tipo

eksperimentuose yra nepageidaujamas. To iSvengti padeda biitent zigzaginio pavidalo fiziniai
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barjerai, kurie uztikrina kiekvienos DNR molekulés erdvinj atskyrimg nuo jos artimiausios

kaimynés (Granéli et al., 2006; Fazio, T. et al., 2008; Visnapuu et al., 2008; Collins et al., 2014).

Vienu galu prirista DNR Lipidy

visluoksnis

1.3 pav. Skirtingos ,,DNR uZzuolaidy*

A Linijinis barjeras

i

\‘\\\\\\\\\\\\

Zigzaginis
barjeras

Abiem galais pririsSta DNR

Pjedestalaix

Q

konfigiiracijos. (A) Viengubos ,,DNR
uzuolaidos®, surinktos naudojant linijinj
barjera. (B) Viengubos ,,DNR uzuolaidos®,
surinktos naudojant zigzaginj barjera.
Atstuma tarp gretimy DNR molekuliy
nulemia zigzago ,,rastas‘. (C) Dvigubos
»DNR uzuolaidos®, kuriose antrieji DNR
molekuliy galai yra prikabinami prie
pasroviui esanciy antiktinais padengty
pjedestaly, iSsidéscCiusiy virs lipidy
dvisluoksnio. (D) Dvigubos ,,DNR
uzuolaidos®, surinktos naudojant PARDI

D Izolivotas barjeras

struktiiras. Tokiu biidu yra palaikoma itin
zema lokali DNR molekuliy koncentracija.
(E) Sukryziuotos ,,DNR uzuolaidos®,
kuriose tarp susikryziavusiy DNR
molekuliy esantys susikirtimai (apibraukti
apskritimais) reprezentuoja aukstos
lokalios DNR koncentracijos regionus.
Parengta pagal (Collins et al., 2014).

SukryZiuota DNR

Vis délto tam tikrus PM eksperimentus pageidautina atlikti be nuolatinés buferio tékmés -
dazniausiai tuomet, kai eksperimentui yra reikalingi brangiis reagentai arba kai eksperimento
metu yra vaizdinama ir nagrinéjama pavieniy baltymo molekuliy sgveika su ant pavirSiaus
imobilizuota DNR. Biitent pastaruoju atveju buferio tekéjimo indukuota hidrodinaminé jéga gali
potencialiai paveikti baltymy ar jy kompleksy elgesi, dél ko gali sutrikti kai kurios baltymy-DNR
tarpusavio sgveikos arba atsirasti nepageidaujamas tendencingumas, pavyzdziui, baltymo
judéjimo iSilgai DNR molekulés ar taikinio paieSkos metu. Dvigubose ,,DNR uzuolaidose* (angl.
double-tethered “DNA Curtains ) pavienés DNR molekulés ant tékmés celés pavirSiaus yra
pririSamos abiem galais, ko pasekoje jos gali biiti vizualizuotos Visu savo kontiiro ilgiu net ir
tada, kai néra jokios buferio tékmés (1.3 pav., C). Si ,,DNR uzuolaidy“ konfigiiracija yra
igyvendinama naudojant du strukttirinius elementus: linijinius arba zigzaginius barjerus ir
pasroviui esancius pjedestalus. Vienas DNR molekuliy galas yra pritvirtinamas prie lipidy
dvisluoksnio per specifing biotino-SAV sgveikg ir tuomet buferio tekéjimo déka tokios DNR
molekulés yra lygiagreciai iSlygiuojamos ties lipidy difuzijos barjerais bei iStempiamos palei

stiklo pavirsiy. Kitas DNR molekuliy galas tipiskai biina modifikuotas digoksigeninu (dig), kas
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leidzia antrajj iStiesty DNR molekuliy galg imobilizuoti ant pjedestaly, kurie yra padengti
antik@inais prie§ digoksigening (anti-dig) (Gorman et al., 2010; Collins et al., 2014).

Be to, buvo sukurti dar du kitokie pakankamai retai naudojami dviguby ,,DNR uzuolaidy*
variantai — PARDI (angl. parallel array of double-tethered isolated) tipo ,,DNR uzuolaidos*
(Wang et al., 2013) (1.3 pav., D) ir sukryziuotos ,,DNR uzuolaidos* (Gorman et al., 2012)
(1.3 pav., E) — kurie yra skirti daug labiau specializuoty eksperimenty atlikimui.

Pries tai visuose apzvelgtuose ,,DNR uzuolaidy® variantuose ant pavir$iaus yra
pritvirtinami ir po to vaizdinami pavieniai dgDNR substratai, ta¢iau daugumoje biocheminiy
rekacijy, kurios apima DNR replikacijos ir reparacijos procesus, esminis tarpininko vaidmuo
atitenka VgDNR. D¢l Sios priezasties buvo iSplétota dar viena ,,DNR uzuolaidy* eksperimentinés
platformos modifikacija, kuri jgalina individualiy vgDNR molekuliy vizualizacijg. ,,VgDNR
uzuolaidy” (1.4 pav.) surinkimo metu i$ pradziy riedancio rato DNR replikacijos btdu yra
atliekama ilgy vgDNR molekuliy sintezé naudojant 29 DNR polimeraze ir zieding vgDNR
matricg, sulydytg su biotinilintu DNR pradmeniu. Po to, besisukancio rato replikacijos vgDNR
produktai SAv-biotino sgveikos déka yra imobilizuojami ant lipidy dvisluoksnio ir, pasitelkiant
buferio tékme, lygiagreciai iSlygiuojami iSilgai difuzijos nanobarjery priekiniy krasty. Galiausiai,
belieka tik vizualizuoti ant pavirSiaus fiksuotas itiestas pavienes vgDNR molekules, tadiau §j
procesa apsunkina didelis vgDNR kompaktiSkumas ir negaléjimas jos fluorescenciskai paZzyméti
interkaliuojanciais dazikliais, kadangi pastaruoju atveju biity pazeidziamas vgDNR molekuliy
integralumas. Todél vgDNR molekuliy vaizdinimui yra pasitelkiamas su sustiprintu zaliai
fluorescuojanciu baltymu (angl. enhanced green fluorescent protein, eGFP) arba su mCherry
baltymu sulietas replikacijos baltymas A (angl. replication protein A, RPA), kuris prisijungia prie
VgDNR ir pasalina jos antring struktiirg. RPA-vgDNR filamentai yra daug standesni uz ,,nuoga*
VgDNR, ko pasekoje su RPA susirisusios vgDNR molekulés gali biiti iStempiamos buferio tékme
ir vizualizuojamos VVVAF mikroskopijos metodu. Be to, ,,vgDNR uzuolaidos* gali biti
sukonstruotos ir dviguboje konfigtracijoje, kuomet RPA-vgDNR kompleksai yra nespecifiskai
adsorbuojami ant atviry prisitvirtinimo tasky, iSsidés¢iusiy pasroviui nuo lipidy difuzijos barjery
(Collins et al., 2014; Ma et al., 2017; De Tullio et al., 2018).
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Biotinas —_

Linijinis Lipidy

barjeras  dvisluoksnis Buferio tékmés néra

viengrandininé

©29 DNR
polimerazé

Pasroviui esantis

piedestalas O:

yra generuojamas riedancio rato replikacijos pagalba naudojant biotinilintg jvesties pradmen;,
zieding vgDNR matrica, tokig kaip M13mp18, ir 29 DNR polimeraze. (B) Siekiant surinkti
viengubas ,,vgDNR uZuolaidas®, biotinilinta vgDNR 18§ pradziy yra pritvirtinama prie lipidy
dvisluoksnio ir buferio t¢tkmés déka iSlygiuojama ties lipidy difuzijos nanobarjerais. Tuomet |
tékmés cele jleidziamas sulietinis baltymas RPA-eGFP, kuris fluorescenciskai pazymi vgDNR
ir paSaling jos antring struktiirag. RPA-eGFP patenkant j tékmés celés kanalg, vgDNR tampa
matoma ir palaipsniui i§sivynioja bei i$sitiesia palei lipidy dvisluoksnj. Norint surinkti
dvigubas ,,vgDNR uzuolaidas“, RPA-vgDNR kompleksas yra nespecifiskai adsorbuojamas ant

atviry pjedestaly, i$sidés¢iusiy pasroviui nuo difuzijos barjery. Parengta pagal (De Tullio et
al., 2018).

1.2.3. ,DNR uzuolaidy“ technologijos praktinio pritaikymo galimybés

Kaip jau minéta skyrelio pradZioje, ,,DNR uZuolaidos* yra eksperimentinis jrankis, skirtas
baltymy-DNR saveiky didelio naSumo tyrimams vienos molekulés lygyje. Vis tik §i platforma
baltymy ir DNR tarpusavio sgveikas geriausiai leidzia nagrinéti dviem esminiais aspektais.
Pirmasis aspektas — baltymo prisijungimo prie DNR pasiskirstymas ir ri§imosi vietos, kurioms
baltymas teikia pirmenybeg. I§ esmés visiems ant DNR vykstantiems biologiniams procesams
reikalingas specifinis baltymy jungimasis su jiem savitomis taikiniy sekomis, kas baltymams
suteikia galimybe iSgauti informacijg 1S lokalios DNR sekos ir konformaciniy ar cheminiy

poky¢€iy biidu perduoti ta informacija kitiems tirpale esantiems baltymams. Biitent ,,DNR
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uzuolaidy“ technologijos pagalba galima visapusiSkai charakterizuoti DNR suriS§imo landsaftus
(angl. landscapes), baltymy gyvavimo trukmes ir baltymy-DNR sgveiky realaus laiko dinamika
(Collins et al., 2014). Antrasis aspektas — taikinio paieskos mechanizmai, kuriuos naudodami,
baltymai geba selektyviai ir greitai rasti sau giminingas DNR atpazinimo sekas tarp daugybés
kity nespecifiniy seky. Baltymo vykdoma DNR taikinio paieSka yra aiSkinama remiantis
palengvintos difuzijos modeliu, pasak kurio, DNR suriSantis baltymas jprastai suranda savo
taikinj, viendimensing (1D) paieska iSilgai DNR molekulés kombinuodamas su 3D nukrypimu.
1D difuzija susideda i§ santykinai trumpy dvikrypciy atstiktiniy zingsniy, kuriy metu baltymas,
judédamas iSilgai linijinio DNR kontiiro, atlicka jungtinj rotacijos-transliacijos judesj (slydimas),
kartu apjungta su trumpio nuotolio Suoliukais tarp kaimyniniy DNR segmenty (Sokinéjimas).
Lastelés viduje DNR egzistuoja globulés pavidalu, kur DNR formuoja daugybe kilpy ir sudaro
fizinius kontaktus tarp nutolusiy segmenty. 1D paieskos iSilgai DNR molekulés metu baltymas
gali atlikti trumpa Suolj aplink vieng i$ iy kontaktiniy tasky, ko pasekoje DNR suriSantis
baltymas perSoka nuo vienos vietos iki gerokai tolimesnés vietos i$ilgai DNR konttiro
(tarpsegmentinis persédimas). 3D difuzijos jvykiai susideda i$ disociacijos nuo DNR | tirpalg ir
po to sekancios reasociacijos, kas baltymui leidzia aplankyti DNR regionus, kurie nukleotidy
sekos atzvilgiu yra pakankamai nutole vienas nuo kito (Krepel et al., 2016; Park, S. et al., 2021).
,»DNR uzuolaidy* eksperimentiné platforma leidzia stebéti ir atskirti minétus baltymy
pasitelkiamus taikinio paieskos mechanizmus, kadangi $io jrankio déka PM lygmenyje galima
realiu laiku tiesiogiai vizualizuoti baltymy jungimasi su DNR bei sekti jy judéjima isilgai
individualiy DNR molekuliy (Collins et al., 2014).

Taikant ,,DNR uzuolaidy* technologija, vienos molekulés lygyje buvo patyrinéta labai
jvairiy baltymy sgveika su DNR. Pasitelkus ,,DNR uZzuolaidas®, realiu laiku buvo vizualizuotas E.
coli RNR polimerazés ri§imasis su fiziologinio promotoriaus sekomis, i§sidés¢iusiomis ant
bakteriofago A DNR molekulés, ir kartu nustatytas RNR polimerazés jungimosi profilis. Sis
jrankis panaudotas ir nukleosomy, kurios jprastai susideda i$ histoniniy baltymy oktamery,
pozicionavimo vaizdinimui — nukleosomy prisijungimo pasiskirstymai buvo jvertinti kaip DNR
sekos funkcija, o be to, tarpusavyje buvo palyginti centromeriniy nukleosomy bei kanoniniy
histony riSimosi profiliai (Visnapuu ir Greene, 2009; Duzdevich et al., 2014). Pasinaudojus
,DNR uzuolaidy“ eksperimentine platforma, buvo parodyta, jog Msh2-Msh6 baltyminis
kompleksas, kuris dalyvauja poreplikatyvinéje neatitikimy reparacijoje ir yra atsakingas uz

neteisingai suporuoty baziy bei mazy insercijos ar delecijos kilpy atpazinimg ir taisyma, slysta
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isilgai DNR 1D difuzijos pagalba iki tol, kol aptinka DNR paZeidima (Gorman et al., 2007). Sios
technologijos déka PM lygmenyje buvo stebima S. cerevisiae PCNA (angl. Proliferating Cell
Nuclear Antigen) dinamika ant modifikuoty fago A DNR substraty (Kim, Y. et al., 2017),
nagrin¢jami difuzija paremti mechanizmai, kuriais mielése veikiantys neatitikimy taisymo
baltymai MutSa ir MutLa skenuoja DNR (Silverstein et al., 2014), tiriama RecBCD ir FtsK
molekuliniy motory, kurie atitinkamai dalyvauja homologin¢je DNR rekombinacijoje bei vietai
specifinéje DNR rekombinacijoje, saveika su DNR ir vizualizuojama jy translokacija isilgai
dgDNR (Finkelstein et al., 2010; Silverstein et al., 2014), vaizdinamas Zzmogaus genomo
integralumo palaikyme dalyvaujanc¢ios Bloom helikazés veikimas ant individualiy DNR
molekuliy (Xue et al., 2019). Be viso to, ,,vgDNR uzuolaidy* variantas buvo pritaikytas jvairiy
homologinéje rekombinacijoje dalyvaujanciy baltymy, tokiy kaip DNR rekombinazés Rad51 ir
pastarojo veikime tarpininkaujancio baltymo Rad52, sagveikos su vgDNR tyrimams vienos

molekulés lygyje (Gibb et al., 2014; Qi ir Greene, 2016).
1.3. VisiSkojo vidaus atspindZio fluorescenciné mikroskopija

Praé¢jusiuose apzvalgos skyreliuose minéta, jog pavieniy baltymy-DNR saveiky tyrimams
skirti metodai, tokie kaip PDJ, smFRET, DNR istempimo tékme analiz¢ ir ,,DNR uzuolaidos®,
daznai yra derinami su VVAF mikroskopija, kurios pagalba galima selektyviai vaizdinti ties
stiklo pavir§iumi esancias fluorescenciSkai Zymetas individualias DNR ir su ja sgveikaujanciy
baltymy molekules. VVAF mikroskopija taip pat gali biiti pritaikyta ir 13stelés biologijos
tikslams, pavyzdZiui, lastelés-substrato kontakty topografijos jvertinimui, endocitozés ir
egzocitozes keliy nagrin¢jimui, plazmingje Igstelés membranoje i§sidésciusiy receptoriy
tyrimams (Schneckenburger, 2005; Fish, 2009).

VVAF mikroskopija yra paremta visiskojo vidaus atspindzio reiskiniu (1.5 pav.). Kai
Sviesos spindulys pereina i§ vienos terpés | kita terpe, pasizyminc¢ia mazesniu luZio rodikliu,
sandiira tarp $iy dviejy terpiy nulemia, jog tam tikra dalis krintancios $viesos atsispindi, o kita jos
dalis skirtingu kampu praeina kaip liizes spindulys. Liizusios Sviesos kampas priklauso nuo
apsviecianciojo spindulio kritimo kampo ir nuo abiejy terpiy luZio rodikliy, ka biitent ir apibrézia
Snelio désnis. ApSvietimo kampui artéjant prie kritinio kampo, kurj apsprendZia abiejy terpiy
luzio rodikliai, lizes spindulys vis labiau artéja prie tapimo lygiagreciu dviejy terpiy sandiirai.
Galiausiai, kuomet apsvieciantysis spindulys } $ig sandiira krinta didesniu negu kritinis kampu,
luzes spindulys tampa lygiagretus minétai sandiirai, o visa krintanti Sviesa yra atspindima atgal,
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tokiu budu pasiekiant visiskajj vidaus atspindj. Esant Siam virSkritiniam kampui, j sandiirg
krintancio spindulio elektrinis laukas sukuria tokio paties bangos ilgio evanescenting banga, kuri
prasitgsia j antraja terpe. Tolstant nuo dviejy terpiy sandiiros vietos, $ios evanescentinés bangos
intensyvumas eksponentiSkai maz¢ja, todél ji apSviecia tik plonytj antrosios terpés tarj (Reck-
Peterson et al., 2010). Evanescentinés bangos, kuri yra ne kas kita kaip labai plonas
elektromagnetinis laukas, prasiskverbimo gylis priklauso nuo kritancio spindulio bangos ilgio,
apSvietimo kritimo kampo ir liizio rodiklio poky¢io spinduliui keliaujant i$ vienos terpés j kita

(Sanderson et al., 2014).

Evanescentinis

laukas Bandinys n,

Dengiamasis stikliukas #,

Krintantysis

spindulys Atsispindéjes

spindulys

1.5 pav. Visiskojo vidaus atspindzio fluorescencinés mikroskopijos fizikinis pagrindas.
Zadinantysis spindulys (kairéje) krinta tam tikru kampu 6, kuris yra didesnis uz kritinj kampa
0c (pazymétas punktyrine linija). Kampai yra matuojami nuo statmens. Zadinantysis
spindulys atsispindi nuo dengiamojo stikliuko-bandinio sandiiros, ko pasekoje priesingoje
sandiros puséje susidaro evanescentinis laukas. Tokiu biidu yra suzadinami tik tie
fluoroforai, kurie patenka j evanescentinj laukg (suzadinti fluoroforai yra paZzymeéti Zalia
spalva, nesuzadinti — pilkai). Tam, jog buty pasiektas visiSkasis vidaus atspindys, bandinio
ltzio rodiklis (n1) turi biiti mazenis uz dengiamojo stikliuko 1azio rodiklj (nz). Parengta pagal
(Mattheyses et al., 2010).

Pasinaudojus minétu optiniu efektu, VVAF mikroskopijos déka galima selektyviai ap§viesti
tik nedidele skystos fazés bandinio, esancio ant dengiamojo stikliuko, dalj. Kadangi
evanescentinés bangos sklidimas j antraja terpe eksponentiskai nyksta, nuo abiejy terpiy sandiiros
nutolus daugiau negu per mazdaug 100-150 nm, $is elektromagnetinis laukas tampa labai silpnas
ir nepakankamai intensyvus tam, kad galéty suzadinti tokiu atstumu nuo stiklo pavir§iaus
nutolusius fluoroforus. Todél tik tie fluoroforai, kurie patenka j evanescetinio lauko ribas, gauna
pakankama krintancios spinduliuotés energijos kiekj ir gali buti suzadinami, kai tuo tarpu visi kiti

méginyje esantys fluoroforai i§lieka tamsts. Eliminuodamos is tirpalo gilumos atsklindancia
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foning fluorescencija, tokios apSvietimo sglygos leidzia iSgauti aukstus signalo/triuk§mo
santykius (Reck-Peterson et al., 2010).

VVAF mikroskopija tipiskai yra skirstoma j dvi kategorijas — prizme paremtg VVAF
mikroskopijg ir objektyvu paremta VV AF mikroskopija, i§ kuriy kiekviena pasizymi savita
optine konfigiiracija. Prizmés tipo VVAF mikroskopijoje apSviecianciojo lazerio spindulys j
stiklo/skys¢io sandiirg yra jvedamas i§ mikroskopo virSaus, naudojant prizme, kai tuo tarpu
fluorofory fluorescencija yra surenkama mikroskopo objektyvu, esanciu priesingai prizmei
pus¢je. Kitaip tariant, apSvietimo optika, skirta evanescentinés bangos sukiirimui, yra visiskai
nepriklausoma nuo mikroskopo fokusuojanciosios optikos (Wazawa ir Ueda, 2005). Objektyvo
tipo VVAF mikroskopijoje tas pats objektyvo lesis yra naudojamas tiek $viesos nukreipimui j
dengiamojo stikliuko/bandinio sandiirg, tiek ir vykstancios fluorescencijos surinkimui. Kaip jau
minéta, norint pasiekti visiSkajj vidaus atspindj, apsvie€ianciojo spindulio kritimo kampas privalo
bati didesnis uz kritinj kampa, todél objektyvu paremtoje VVAF mikroskopijoje atsiranda
biitinybé naudoti aukstos skaitmeninés apertiiros (1,45 ar didesnés) objektyvus, kurie jprastai
biina pazenklinti kaip VVAF objektyvai (Sanderson et al., 2014).

Vienas 1§ pagrindiniy prizmés tipo VVAF mikroskopijos privalumy yra tas, jog prizme
paremtos sistemy konstravimui galima panaudoti labai jvairius daznoje mikroskopijos
laboratorijoje esancius optinius komponentus, todél $ios sistemos tipiSkai biina pakankamai
pigios ir néra apribotos tam tikro gamintojo ar konkrecios mikroskopo sistemos pasirinkimu. Kiti
prizme paremtos VVAF mikroskopijos privalumai — ,,grynesné* evanescentiné banga ir daznu
atveju didesnis matymo laukas lyginant su objektyvo tipo VVVAF mikroskopija. Vis délto prizme
paremtos sistemos pasizymi ir tam tikrais esminiais triilkumais, pavyzdziui, tokiais kaip, kad
pasiruos$imas kiekvienam eksperimentui yra pakankamai komplikuotas, 0 pats priéjimas prie
bandinio eksperimento metu gali biiti labai apribotas priklausomai nuo prizmés pozicijos. Tuo
tarpu objektyvo tipo VVAF mikroskopija turi nemazai jvairiy pranaSumy, i§ kuriy pagrindinis yra
toks, kad objektyvu paremtomis sistemomis yra sglyginai paprasta naudotis, kadangi
pasiruo§imas eksperimentui nereikalauja vaizdinamo pavirSiaus optinio sukabinimo su prizme
panaudojant tokias medziagas kaip, pavyzdziui, glicerolj, o pats bandinys eksperimento atlikimo
metu yra pilnai pasiekiamas. Taciau skirtingai nei prizme paremtos sistemos, objektyvo tipo
VVAF mikroskopija neleidzia iSgauti tokios ,,grynos‘ evanescentinés bangos, kadangi Siame
VVAF mikroskopijos variante Zadinantysis spindulys yra jvedamas per objektyvo galing fokuso

plokStuma, dél ko yra iSbarstoma daugiau spinduliy. Dél $ios prieZasties taip pat sumazéja
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signalo/triukSmo santykis, o dar vienas objektyvu paremtos VVAF mikroskopijos triikumas yra ir
tas, kad jos sukuriamos evanescentinés bangos plotis daznu atveju yra mazesnis uz mikroskopo
matymo laukg, kas nulemia intensyvumo sumazéjimag registruojamy vaizdy kraStuose (Toomre,

2012; Poulter et al., 2015).
1.4. Cas9 endonukleazé

CRISPR-Cas sistema yra prokariotuose funkcionuojanti jgytojo imuniteto sistema, kuri
jiems suteikia apsauga nuo puolanéiy bakteriofagy ir kity mobiliy genetiniy elementy (Gupta et
al., 2019). Si sistema susideda i§ Cas geny klasterio ir jo atitinkamo CRISPR regiono. Pastarasis
yra sudarytas i§ kartotiniy seky (tiesioginiy pasikartojimy), kurias perskiria trumpi
nesikartojanéiy seky, vadinamy skirtukais, ruozai. Sios nesikartojancios sekos yra kilusios i§
trumpy svetimos genetinés medziagos segmenty — proskirtuky. Lastel¢je CRISPR sritis yra
transkribuojama ir apdorojama j trumpas CRISPR RNR (crRNR) molekules, kurios Votsono-
Kriko baziy poravimosi buidu nukreipia Cas baltymus link taikinio nukleortig§¢iy ir uztikrina jy
sunaikinimg (Nishimasu et al., 2014). CRISPR-Cas sistemos yra skirstomos j | ir Il klasés
sistemas. I klasés CRISPR-Cas sistemos apima I, IIT ir IV tipus, o II, V ir VI tipai sudaro II klasés
CRISPR-Cas sistemas. Kiekviena i$ $iy skirtingam tipui priklausan¢iy CRISPR-Cas sistemy turi
savo ,,firmines* endonukleazes (Khan et al., 2018).

CRISPR-Cas9 sistema pagal minéta klasifikacijg yra priskiriama II klasés II tipo
sistemoms. Endogeninés CRISPR-Cas9 sistemos atveju taikinio kirpimui yra btini trys
pagrindiniai komponentai: Cas9 baltymas, crRNR ir transaktyvuojanti crRNR (tracrRNR), kuri
dalyvauja crRNR brendime ir Cas9 ribonukleoproteininio (RNP) komplekso susidaryme. Sios
sistemos veikla yra jgyvendinama trimis etapais. Pirmoji stadija yra adaptacijos procesas, kurio
metu atitinkama Cas nukleazé apdoroja puolanciojo fago DNR iki mazy DNR fragmenty —
proskirtuko seky — kurios po to yra inkorporuojamos j prokariotinio organizmo genomo CRISPR
lokusg kaip nauji skirtukai. Antroji stadija yra crRNR biogenezé, kurios metu CRISPR regionas
yra transkribuojamas j ilga crRNR pirmtaka (pre-crRNR). TracrRNR hibridizuojasi su pre-
crRNR pasikartojan¢iomis sekomis ir tuomet ribonukleazé 111 sukarpo §j kompleksa, ko pasekoje
susidaro subrendusios crRNR molekulés, i$ kuriy kiekviena turi po vieng skirtuka ir daline
kartoting sekg. Paskutinysis treciasis etapas yra egzogeninés DNR interferencija, kurios metu

vedancioji RNR (angl. guide RNA, gRNA) nukreipia Cas9 baltyma link komplementariy svetimy
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nukleortig§¢iy, kas sukelia besibraunanciyjy fagy DNR seky degradacijg (Hryhorowicz et al.,
2017).

Skirtingy organizmy Cas9 baltymai struktiiriSkai yra labai jvairiis — jy ilgis siekia nuo 950
iki 1650 aminortig§¢iy ir kai kurie i$ jy tarpusavyje dalijasi tik 6% aminortgsciy sekos
identiSkumu bei 12% panasumu. Taciau nepaisant Sios jvairoves, visi Cas9 baltymai turi dviskilte
struktiirg (1.6 pav.), sudaryta i§ nukleazinés (NUC) ir atpazinimo (REC) skiléiy. NUC skiltis
susideda i$ dviejy nukleaziniy domeny — HNH ir RuvC — bei C-galinio su proskirtukui gretimu
motyvu (angl. protospacer adjacent motif, PAM) sgveikaujanc¢io domeno (PIl). REC skiltj sudaro
trys a-spiraliniai domenai (REC1-3) ir ilga argininu praturtinta spiralé — tilto spiralé (angl. bridge
helix, BH), kuri sujungia dvi minétasias skiltis (Wilkinson et al., 2019). HNH ir RuvC domenai
kerpa VgDNR ir yra atsakingi uz baltymo nukleazinj aktyvuma. PI domenas apsprendzia baltymo
specifiSkuma PAM sekai ir yra atsakingas uz Cas9 jungimosi prie taikinio DNR iniciacijg. REC1
domenas yra atsakingas uz gRNR suris§ima. BH jungiasi su taikinio DNR ir yra labai svarbus

karpymo aktyvumo iniciacijos komponentas (Nishimasu et al., 2014; Gupta et al., 2019).

A 1.6 pav. Bendra Cas9 endonukleazés

e e struktiira. (A) Cas9 baltymo domeny
organizacija. (B) Streptococcus pyogenes
Cas9 nukleazes, esancios komplekse su
SgRNR ir taikinio DNR, kristalin¢ struktiira.
Cas9 fermentas yra pusménulio formos ir
susideda i§ dviejy skil¢iy. Trys atpazinimo
domenai (REC1-3) ir tilto spiralé (BH)
suformuoja Cas9 baltymo REC skilt;.
Nukleazin¢ skiltis (NUC) yra sudaryta i§
dviejy nukleaziniy domeny (RuvC ir HNH)
bei su PAM sgveikaujanéio (PT) domeno. Sio
paveiksléelio (A) dalis yra parengta pagal
(Wilkinson et al., 2019), (B) dalis — pagal
(Globyte ir Joo, 2019).

RWC| 2 REGI REC2 REBNl Recs  RwCll +nv  [RWCHIE Pl

;
B Taikininé grandiné Bl sgRNR

B RuvC domenas B Su PAM saveikaujantis domenas
I Netaikininé grandiné¢ [l Tilto spirale
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Molekulinis Cas9 endonukleazés veikimo mechanizmas (1.7 pav.) yra istyrinétas labai
nuodugniai. I§ pradziy, susiformaves Cas9 RNP kompleksas zvalgosi po lastele ieSkodamas
komplementarios taikinio sekos. Sia nuolating paieska jis atlieka prisijungdamas prie sau savity,
Cas9 baltymo i atitinkamos rtSies organizmo apspresty PAM seky, kurios yra iSsidésCiusios ant
apieSkomos DNR molekulés. Cas9 efektoriniam kompleksui susiriSus su PAM, tiesiai prie$ pat
PAM seka jvyksta lokalus DNR grandiniy atskyrimas, leidziantis potencialaus taikinio sekai
pradéti poruotis su crRNR sudétyje esanciu skirtuku. Sékmingu baziy poravimosi sgveiky tarp
,kvociamo” taikinio DNR grandinés ir crRNR skirtuko sekos atveju yra pratgsiamas DNR
grandiniy i§lydymas. DNR grandinés i$stimimas t¢siasi link PAM distalinio regiono, kol
galiausiai susidaro iSbaigta R-kilpos konfigtiracija. Dél PAM proksimalinés-distalinés poravimosi
krypties PAM proksimalinis derinimasis tarp crRNR sudétyje esancio skirtuko ir DNR taikinio
sekos yra neproporcingai reik§mingas Cas9 RNP komplekso jungimuisi. Sis svarbus PAM
proksimalinis ruozas yra vadinamas séklos regionu. Esant neatitikimams tarp séklos sekos ir
taikininés grandinés, R-Kilpos susidarymas bei po to vykstantis DNR kirpimas dazniausiai yra
sustabdomi. Tuo tarpu neatitikimai tarp PAM distalinés dalies ir DNR taikinio sekos yra
toleruojami iki tam tikro lygmens. Efektyviam Cas9 komplekso ir DNR susiri§imui yra reikalingi
maziausiai devyni nerpertraukiami atitikimai tarp crRNR skirtuko ir DNR taikinio sekos.
Pakankamas baziy susiporavimas tarp CrRNR sudétyje esancios skirtuko sekos ir DNR taikininés
grandinés stabilizuoja R-kilpa, kurig paskiau dar labiau stabilizuoja vykstancios sgveikos tarp
iSstumtos DNR grandinés ir teigiamai jkrauty Cas9 baltymo aminortigs¢iy liekany. Jeigu R-kilpa
prasitesia iki didZiosios dalies PAM distaliniy baziy, yra indukuojamas Cas9 nukleazes
konformacinis pokytis, kuris paruoSia NUC skiltyje esantj baltymo HNH domeng DNR kirpimui.
Tuomet HNH domenas skelia taikining DNR granding, ko pasekoje yra sudaromas triikis tarp
treéio ir ketvirto nukleotidy, i$sidés¢iusiy priesais PAM seka. HNH domeno konformacinis
pasikeitimas taip pat yra reikalingas ir Cas9 baltymo RuvC domeno, kuris tarp trecios ir ketvirtos
arba ketvirtos bei penktos baziy pries PAM kerpa i$stumtg netaikining DNR granding,
nukleaziniam aktyvumui. Po kirpimo Cas9 RNP kompleksas islicka stabiliai prisijunggs prie
abiejy perskelto proskirtuko galy. Taigi, galutinis Cas9 endonukleazés veikimo rezultatas —
dvigrandininis taikinio DNR molekulés trikis, turintis bukus galus arba trumpg iskysa (Jiang ir
Doudna, 2017; Swartjes et al., 2020).
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REC skiltis

3 Taikinio DNR 3

L} I anksto sutvar

IS anksto paruostos su PAM
saveikaujancios vietos

Cas9 greimi 5L 3

P Netaikininé \PAM /
1s0c1juoja nuo grandiné

ne PAM DNR
Cas9 apo buisenoje Priestaikininé buisena, PAM atpazZinimas ir
(neaktyvus) pasiruosuosi taikinio paieskai DNR tikrinimas
T Flankuojancios DNR tikrinimas
potencialiam komplementarumui aptikti
3 3 s'
HNH 5 N 3
Lt ""ii"\ UHHHHAY —
EERRRRRRRRNTTVIFIEET S, AL
5 duve. T ('T e ‘o " s
g PAM distaliniai i PAM proksimaliniai PAM

Stabilios R-kilpos

: i neatitikimai sustabdo
susidarymas uz séklos

risimasi su DNR

neatitikimai (>4 bp)
inaktyvuoja kirpima
Pilnas komplementarumas ir HNH
alosterinis perjungimas darnaus DNR
kirpimo uztikrinimui

Kryptingas iSvyniojimas Lokalus DNR iSlydimas ir
ir R-kilpos ekspansija RNR grandinés invazija

1.7 pav. Cas9 endonukleazés vykdomy taikinio atpazinimo ir DNR kirpimo procesy
molekuliniai mechanizmai. Cas9 prisijungus sgRNR, jvyksta didelis $io baltymo
konformacinis persitvarkymas, ko pasekoje yra pasiekiama taikinio atpazinimo biisena. Joje
su PAM sagveikaujantis plySys (pazymétas punktyriniu apskritimu), kuris yra didziaja dalimi
netvarkingas apo-Cas9 biisenoje, tampa i§ anksto paruostas PAM tikrinimui. Be to, po to kai
Cas9 nukleaze susirisa su sgRNR, Sios RNR sudétyje esanti séklos seka yra i§ anksto
pertvarkoma j A formos spiraling konformacija, skirta gretimos DNR tikrinimui siekiant
aptikti sgRNR komplementarig sekg. Baltos punktyrinés dézutés Zymi ne sékloje esancius
netvarkingus RNR nukleotidus. Tolimesniuose etapuose Cas9 baltymas yra aktyvuojamas per
daugelj koordinuoty Zingsniy pradedant PAM atpaZinimu, po kurio seka lokalus DNR
iSlydimas, RNR grandinés invazija, palaipsninis R-Kkilpos susidarymas. Greta viso to, tam, jog
buty uztikrinamas darnus DNR kirpimas, §iy etapy metu taip pat vyksta ir Cas9
endonukleazés RuvC domeno alosteriné reguliacija, kurig nulemia $io baltymo HNH domeno
konformacinis pokytis. Parengta pagal (Jiang ir Doudna, 2017).

Lastel¢je atsirade dvigrandininiai DNR triikiai jprastai yra uZtaisomi vienu i8 Siy dviejy
keliy — nehomologiniy galy sujungimu arba homologiniu nukreipiamuoju taisymu (angl.
homologous directed repair), jeigu yra turimas homologinis taisymo Sablonas. Abu $ie

endogeniniai DNR taisymo procesai gali biiti iSnaudoti 1gstelés genomo modifikavimui.

Pavyzdziui, homologijos apsprestas taisymas geba rekombinuoti egzogening DNR, todél jis gali

bati panaudotas jvairiy transgeny jvedimui j Igstele ar itin tiksliam jos genomo redagavimui. Tuo

tarpu nehomologiniy galy sujungimas yra suklysti linkes procesas, kuris geba ne tik greitai

suliguoti pazeistus galus, bet kartu ir sugeneruoti nedideles insercijas bei delecijas taisomose

vietose, kas dazniausiai nulemia taikinio geny funkcijos dalinj sutrikdyma ar visiSkg panaikinima
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(Hryhorowicz et al., 2017). Dvigrandininiai triikiai j lgstelés genoming DNR gali biiti jvesti
pasitelkus tokias programuojamas nukleazes, kaip cinko pirSty nukleazés (angl. zinc-finger
nucleases, ZFNs) ar j transkripcijos aktyvatoriy panasaus efektoriaus nukleazés (angl.
transcription activator-like effector nucleases, TALENS). Vis délto genomy inzinerijos srityje jau
ilga laikg dominuoja CRISPR-Cas9 sistema, kuri Siuo metu i§ esmés yra nepakei¢iamas jrankis
atliekant jvairius biologinius tyrimus. Lyginant su pries tai minétomis nukleazémis, CRISPR-
Cas9 technologija pasizymi keliais esminiais pranasumais. Vienas i$ jy yra toks, jog Cas9 yra
RNR programuojama endonukleazé. Norint ZFNs arba TALENSs nukreipti j naujas DNR taikinio
sekas, Siuos fermentus reikia kas kartg atskirai konstruoti ir sintetinti i§ naujo, kai tuo tarpu Cas9
baltymo atveju pakanka pakeisti tik gRNR sudétyje esancio skirtuko sekg. Be to, panaudojant
trumpg sintetinj jungtuka, crRNR galima sulieti su tractrRNR, ko pasekoje yra gaunama ir gali
biti atskirai ekspresuojama chimeriné molekulé — viena vedancioji RNR (angl. single-guide RNA,
sgRNA), o tai dar labiau palengvina CRISPR-Cas9 sistemos pritaikyma realioje praktikoje (Jinek
et al., 2012). Dél $iy priezasCiy ZFNs ir TALENSs paremti genomo inZzinerijos jrankiai reikalauja
daug daugiau darbo bei yra zymiai brangesni uz CRISPR-Cas9 technologija. Pastaroji taip pat
gali buti pasitelkta ir keliy lokusy redagavimui tuo paciu metu, kas CRISPR-Cas9 sistemg
pavercia paprastesne ir efektyvesne, j3 lyginant su kitais genomo modifikavimo jrankiais (Li et
al., 2020). CRISPR-Cas9 technologija iki Siol buvo sékmingai pritaikyta labai jvairiems
medicininiams tikslams, kurie apima geny ir antivirusing terapijas, véZio, genetiniy ir
neurologiniy sutrikimy, alergijos ir imunologiniy ligy gydyma, vaisty kiirima ir jy taikiniy
paieska, bei taip pat pavykusiai panaudota Zemdirbystés, pramonés, mokslo ir kitose srityse
(Khan et al., 2018; Barman et al., 2020).

Vienas placiausiai naudojamy ir geriausiai iStyrinéty CRISPR-Cas sistemos fermenty yra
Streptococcus pyogenes bakterijose aptinkama Cas9 endonukleazé (SpCas9), kuri atpazjsta 5°-
NGG-3° PAM seka ir po to susirisa su 20 bp ilgio komplementaria proskirtuko seka (Jiang ir
Doudna, 2017). Nors SpCas9 yra nuodugniai iStyrinétas daugiausia taikant jvairius biocheminius,
molekulinés biologijos ir struktiirinius metodus, taciau pastaruoju metu pasirodo vis daugiau §io
baltymo tyrimy vienos molekulés lygyje, kas leidZia dar geriau charakterizuoti Sios nukleazés
veikimo ypatybes. Pavyzdziui, pasitelkus ,,DNR uzuolaidy“ eksperimenting platforma, PM
lygmenyje buvo tiriamas SpCas9 endonukleazés naudojamas taikinio paieskos mechanizmas.
Sios studijos metu parodyta, jog Cas9 RNP kompleksui savity taikiniy paieska prasideda nuo

komplekso atsitiktiniy susidtirimy su DNR molekule. Taciau vietoje to, jog Cas9 efektorinis
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kompleksas vienodai tikrinty visg DNR molekule, jis savo vykdomg paieskg paspartina greitai
disocijuodamas nuo ne PAM seky, kas jam leidzia praleisti maziau laiko netaikininése vietose
(angl. off-targets). Tiktai prisijunges prie savo PAM sekos, Cas9 RNP kompleksas tikrina
flankuojan¢ios DNR sekos komplementarumg gRNR sudétyje esanc¢iam skirtukui. Kitaip tariant,
SpCas9 savo taikinio paieskai i$ esmés nenaudoja 1D difuzijos, pavyzdziui, slydimo ar
Sokingjimo, iSilgai DNR molekulés. Vietoje to, i nukleazé atsitiktinai tikrina DNR sekas tam
pasitelkdama tik 3D difuzijos mechanizma (Sternberg et al., 2014; Cuculis ir Schroeder, 2017).
Naudojant fluorescenciSkai zymétg SJRNR ir DNR $ablonus, pavieniai SpCas9 prisijungimo prie
DNR jvykiai taip pat buvo nagriné¢jami ir smFRET metodu (Singh et al., 2016). Pasitelkus MP,
realiu laiku ant individualiy DNR $ablony buvo stebimas Cas9 nukleazés tarpininkaujamas R-
kilpos susidarymas (Szczelkun et al., 2014). Galiausiai, individualiy S. pyogenes dCas9 (angl.
dead Cas9) baltymo, kurio endonukleazinis aktyvumas yra visiskai i§veiklintas, molekuliy
dinamika buvo stebima ir in vivo taikant pavieniy daleliy sekimo fotoaktyvuotos lokalizacijos
mikroskopija (angl. single-particle tracking Photo-Activated Localisation Microscopy, sptPALM)
(Martens et al., 2019).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

2.1.1. Cheminiai reagentai

2.1 lentelé. Darbe naudoti cheminiai reagentai.

Elme Messer Lit

N2 dujos

Sigma-Aldrich

Tris, CH30H, CH3COOH, 2-propanolis, KH2PQOj4, jaucio serumo

albuminas (angl. bovine serum albumin, BSA)

Roth

NaCl, KOAc, NaHCOs3, HCI, KCl, etilendiamintetraacto ruigstis (EDTA),

karbenicilinas, ampicilinas, imidazolas

Thermo Fisher

dNTP, ATP, SYTOX Green, metil-PEG4-NHS, ditiotreitolis (DTT)

Scientific
Dow Silicones Silikono elastomeras Sylgard 184
Lyasan Bio Metoksi-PEG-SVA, biotin-PEG-SVA
BioTecha (3-Aminopropil)trietoksisilanas
ATTO-TEC ATTOG647N-NHS esteris
AppliChem NaxHPO4
Jena Bioscience | Biotin-PEG4-NHS esteris
Difco Mieliy ekstraktas, triptonas, agar-agaras

2.1.2. Fermentai, buferiai ir rinkiniai

2.2 lentelé. Darbe naudoti (pagal gamintojo nurodymus ir rekomendacijas) fermentai, buferiai ir

rinkiniai.
New England Fermentai
Biolabs Nikuojantis fermentas Nt.BstNBI

Thermo Fisher

T4 PNK, T4 DNR ligazé, Phusion DNR polimeraze

Scientific
Kiti baltymai
SERVA __
Streptavidinas
Roche Antikiinai prie§ digoksigening

Buferiai
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New England
Biolabs

10x nikazés buferis

Synthego 5x sulydymo buferis

10x reakcijos buferis A (T4 PNK buferis), 10x T4 DNR ligazés buferis,
5x Phusion HF buferis

Thermo Fisher
Kita (rinkiniai, kolonélés)

Scientific
GeneJET PGR gryninimo rinkinys, TranscriptAid T7 didelés iSeigos

transkripcijos rinkinys, GeneJET RNR gryninimo rinkinys

Clontech CHROMA SPIN TE-1000 kolon¢le

MicroSpin™ G-25 kolonéle, NAP-25 kolonélé, HiTrap chelatiné
kolonélé, lustra NAP-5 kolonélé

GE Healthcare

Magistrinio darbo metu naudotg laukinio tipo Streptococcus pyogenes Cas9 endonukleaze

suteiké darbo vadovas.
2.1.3. Kiti tirpalai

Traptavidino gamybos ir gryninimo metu naudoti buferiai:

e Lizes buferis: 300 mM NaCl, 50 mM Tris, 5 mM EDTA, 0,8 mg/ml lizocimo,
1% Triton X-100, pH 7,8 (25 °C);
e Plovimo buferis: 200 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,5% Triton X-100, pH 7,8 (25 °C);
e Ekvilibravimo buferis: 300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,8 (25 °C);
e Eliucijos buferis: 300 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,5 M imidazolo, pH 7,8 (25 °C).

Minks$tujuy ..DNR uzuolaidy* surinkimo metu naudoti buferiai:

e Buferis A: 33 mM Tris-OAc, 66 mM KOAc, pH 7,9 (25 °C);
e Buferis B: 40 mM Tris, pH 7,8 (25 °C).

Cas9 RNP komplekso surinkimui ir saveikos su DNR vizualizacijai naudoti buferiai:

e Surinkimo buferis: 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mg/ml BSA,
1 mMDTT, pH 7,5 (37 °C);



e Vaizdinimo buferis: 33 mM Tris-OAc, 66 mM KOAc, 0,2% Tween-20, 1 mM DTT,
pH 7,9 (25 °C).

2.1.4. Plazmidés ir kita DNR

2.3 lentelé. Darbe naudotos plazmidés ir kita DNR.

Thermo Fisher Scientific

Plazmidés

®X174 RF1 DNR
Kita DNR
Bakteriofago A DNR

TAV gamybai naudota pET21a tAv plazmidé buvo gauta i§ uzsienio mokslininky grupés. 3°

gale modifikuotos tracrRNR sintezei naudota pUC18 plazmide, turincig RNR koduojancia seka,

suteiké darbo vadovas.

2.1.5. DNR oligonukleotidai

2.4 lentelé. Darbe naudoti DNR oligonukleotidai.

Eilés
) Oligonukleotido seka 5‘—3¢ kryptimi
numeris
Biotinu ir digoksigeninu funkcionalizuotos A DNR gamyba
1 GGGCGGCGACCT-TEG-Biotinas
2 AGGTCGCCGCCC-TEG-Digoksigeninas

ATTOG647N fluorescencinés Zymés asimetrinis jvedimas i specifine A DNR pozicija

3 PpTTCAGAGTCTGACTTTT-ATTOG647N
5¢ gale biotinilintos 5 kb ilgio DNR sintezé
4 Biotinas-CGAAGTGGACTGCTGGCGG
5 CGTAAACAAGCAGTAGTAATTCCTGCTTTATCAAG
3¢ gale modifikuotos tracrRNR sintezé
6 TAATACGACTCACTATAGGGCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGG
7 GCGCACGAGCAAAAAGCACCGACTCGGTGCC

tracrRNR 3¢ galui komplementaraus oligonukleotido fluorescencinis Zyméjimas

8

TTGCGCACGAGCAAA
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2.2. Metodai
2.2.1. Traptavidino gamyba ir gryninimas

Escherichia coli BL21 (DE3) kamieno Igstelés buvo transformuotos pET21a tAv plazmide,
tuomet iSsétos ant Petri 1éksteliy, uzpildyty Luria-Broth (LB)-karbenicilino terpe su agaru, ir
inkubuotos 37 °C temperatiiroje per naktj. Inokuliuojant uZaugusia tranformanty kolonijg j LB-
ampicilino terpg ir purtant (220 r.p.m.) inokuliatg 37 °C temperattiroje per naktj, buvo gauta
naktiné kulttra, kuri po to 100-3 karty buvo praskiesta | LB-ampicilino terpg¢, auginta 37 °C
temperatiroje iki ODeoo 0,9, tuomet indukuota naudojant 0,5 mM izopropil-f-D-
tiogalaktopiranozido ir toliau purtyta 4 valandas 37 °C. Nucentrifugavus bakterijas 5000g 10
minuciy, lasteliy masé buvo suspenduota lizés buferyje (zr. 2.1.3. skyrelj) ir tuomet palikta
purtytis (80 r.p.m.) 20 minuciy 25 °C temperatiiroje. Sekanc¢iame zZingsnyje $i lasteliy masé buvo
ardyta ultragarsu, 10 minuciy atlickant pulsacinj sonikavimg lede ir naudojant 30% amplitude. Po
centrifugavimo (27000g, 4 °C, 15 min) gauti jterptiniai kiineliai buvo tris kartus pakartotinai
suspenduoti plovimo buferyje (zr. 2.1.3. skyrelj). I$skirti jterptiniai kiineliai tuomet buvo istirpinti
6M guanidino hidrochlorido tirpale (pH 1,5 (25 °C)) ir po to nucentrifuguoti (17700g, 4 °C, 20
min). Gauti tAv monomerai, iStirpinti GuHCI, buvo pakartotinai sulankstyti (angl. refolded) j
tetramerus, greitai praskiedziant tAv monomerus i PBS buferj 4 °C temperatiiroje ir po to toje
pacioje temperatiiroje maiSant §j praskiesta baltymo tirpala per naktj. Siekiant i§sodinti tAv, buvo
atliktas sio baltymo nusodinimas kietu amonio sulfatu. Tuomet issodintas tAv buvo pakartotinai
suspenduotas minimaliame PBS buferio tiiryje kambario temperatiiroje ir nucentrifuguotas
(14000g, 4 °C, 5 min). Amonio sulfato perteklius buvo pasalintas praleidus supernatantg per
NAP-25 kolonéle. TAv gryninimas buvo atliktas naudojant Ni?* jonais jkrauta ir ekvilibravimo
buferiu (zr. 2.1.3. skyrelj) ekvilibruotg HiTrap chelating kolonélg. Baltymo eliucija gryninimo
metu buvo atlikta naudojant eliucijos buferj (zr. 2.1.3. skyrelj). Sujungus gryninimo metu
surinktas tAv turincias frakcijas, gautas baltymo tirpalas buvo dializuotas PBS buferyje 4 °C
temperatiiroje per naktj. ISgrynintas ir dializuotas baltymas tuomet buvo sukoncentruotas
naudojant 9 kDa MWCO centrifuginj koncentratoriy ir atliekant centrifugavima 20-30 minuciy
4800g 4 °C temperatiiroje. Gauta galutiné tAv iSeiga buvo 3 mg baltymo vienam litrui pradinés

bakterijy Iasteliy kultiiros.
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2.2.2. DNR gamyba

Biotinu ir dig funkcionalizuotos bakteriofago A DNR gamybai naudoti 3° gale per
trietilenglikolio (TEG) jungtuka prijungta bioting arba dig turintys oligonukleotidai (zr. 2.1.5.
skyrelio 1-3 ir 2-3 oligonukleotidus), kurie buvo hibridizuoti su atitinkamai kairiajame arba
desiniajame A DNR molekulés galuose esanciomis iSkySomis, sudarytomis i§ Siems
oligonukleotidams komplementariy cos seky. Pirmiausia, naudojant T4 PNK, atliktas minéty
oligonukleotidy 5° galy fosforilinimas. Si reakcija vykdyta 30 minuéiy 37 °C temperatiiroje
reakcijos miSinyje esant 1 uM atitinkamo oligonukleotido. Kinaz¢ inaktyvuota reakcijos misinj 5
minutes palaikius 95 °C temperatiiroje. Tuomet A DNR moliniu santykiu 1:10 buvo sumaisyta su
fosforilintais oligonukleotidais, miSinys pakaitintas iki 80 °C ir i§ 1éto atvésintas iki kambario
temperatiros. Ligavimo reakcija buvo vykdoma 2 valandas kambario temperattiroje pries tai |
minéta misinj pridéjus T4 DNR ligazés. Sis fermentas inaktyvuotas reakcijos miginj 10 minugiy
palaikius 70 °C temperattroje. Galiausiai, biotinu ir dig pazyméta fago A DNR buvo i§gryninta
naudojant CHROMA SPIN TE-1000 kolonéle.

Siekiant asimetriSkai i specifing bakteriofago A DNR molekulés pozicija jvesti
fluorescencing zyme, | A DNR buvo jterptas prijungta ATTO647N fluroforg turintis
oligonukleotidas (zr. 2.1.5. skyrelio 3-ig oligonukleotida), komplementarus fago A DNR
molekulés vietai, kuri yra nutolusi 14711 bp atstumu nuo kairiojo biotinilinto A DNR galo. Tai
buvo jgyvendinta i§ pradziy 2 pug fago A DNR paveikus nikuojanéiu fermentu Nt.BstNBI. Si
reakcija, naudojant nikazés buferj, buvo vykdoma 2 valandas 50 °C temperatiiroje. Tuomet
nikuota A DNR moliniu santykiu 1:100 buvo sumaisyta su trimis skirtingais oligonukleotidais (Zr.
2.1.5. skyrelio 1-g, 2-3 ir 3-ig oligonukleotidus). Gautas misinys buvo pakaitintas iki 55 °C
temperatiiros ir po 20-ies minuciy 0,5 °C/min greiciu atvésintas iki 16 °C. Sekanciame Zingsnyje
1 8] miSinj buvo jdéta ATP (galutine jos koncentracija turimame miSinyje buvo 1 mM) ir 50
fermentinio aktyvumo vienety T4 DNR ligazés. Ligavimo reakcija buvo vykdyta kambario
temperatiiroje per naktj. Siekiant nuslopinti nikuojancio fermento Nt.BstNBI ir T4 DNR ligazés
aktyvumus, j reakcijos misinj buvo pridéta 20 mM EDTA. Galiausiai, biotinu ir dig modifikuota
bei specifinéje vietoje ATTO647N fluoroforu asimetriskai pazyméta bakteriofago A DNR buvo
1Sgryninta naudojant CHROMA SPIN TE-1000 kolong¢lg.

5’ gale biotinilintos 5 kb ilgio DNR sintezé buvo atlikta polimerazés grandininés reakcijos
(PGR) metodu naudojant Phusion DNR polimerazg, ®X174 RF1 DNR kaip matricg ir
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atitinkamus pradmenis (zr. 2.1.5. skyrelio 4-3 ir 5-3 oligonukleotidus). PGR metu susidargs

biotinilintas DNR produktas buvo i$grynintas pasitelkus GeneJET PGR gryninimo rinkin;.
2.2.3. Antikiiny prie§ digoksigening biotinilinimas

Siekiant antik@inus prie§ dig modifikuoti biotinu, Sie antikiinai moliniu santykiu 1:100 buvo
sumaisyti su biotin-PEG4-NHS esteriu PBS buferyje. Gautas misinys buvo inkubuojamas 2
valandas kambario temperattroje. Po to j §j reakcijos miSinj buvo jdéta glicino (galutiné jo
koncentracija miSinyje buvo 3,2 mM) ir tada buvo atlikta 15-ka minuéiy trunkanti gauto miSinio
inkubacija kambario temperatiiroje. Biotinilinti antikiinai prie$ digoksigening (bt-anti-dig) buvo

iSgryninti per NAP-5 gelfiltracing kolon¢lg eliucijai naudojant PBS bufer;.
2.2.4. Minkstyjy ,,DNR uZuolaidy* surinkimas

Plokséias elastomerinis PDMS spaudas (5 x 5 mm? matmeny) i$ pradziy mirkomas 2-
propanolyje. Pra¢jus 10 minuciy, §is PDMS gabaliukas, laikant pincetu, nusausinamas ~15
sekundziy i ji puciant silpna N2 dujy srove. Tuomet PDMS spaudas savo lygigja puse i virSy
padedamas ] plastikine Petri 1ékstele ir palickamas dziiiti ore. Po 10-ies minuciy ant $io
elastomerinio spaudo ploksé¢iojo pavirSiaus uzdedamas 60-ies pl baltyminio rasalo (SAv arba tAv
tirpalo, esancio buferyje A (Zr. 2.1.3. skyrelj)) lasas, kuris lengvai papipetuojamas ir tuomet
paliekamas inkubuotis 10-¢iai minuciy (2.1 pav.). Po to baltyminio raSalo lasas nusiurbiamas su
pipete, o elastomerinis spaudas, jj laikant pincetu, pirmiausia nuplaunamas 5 ml buferio A, o tada
~50 ml dejonizuoto vandens. PDMS gabaliukas nudziovinamas apie minut¢ j jj puciant N2 dujy
srove ir tuomet savo raSaluotaja puse j virSy uzklijuojamas ant nedidelio stiklo gabaliuko (10 x
10 mm? matmeny). Lygiagreéiai su elastomerinio spaudo paruosimo ir rasalavimo etapais kartu
atliekamas ir Si $ablono paruosimas: Si §ablonas 20-imt minu¢iy mirkomas 2-propanolyje, po to,
Sablong laikant pincetu, iSdZiovinamas N2 dujy srove ir 5-ias minutes valomas oro plazma
(~500 mTorr, aukstos galios rezimas, PDC-002, Harrick).

PasiruoSus visus reikiamus komponentus, atlickamas baltymy atkeliamasis
minkrokontaktinis antspaudavimas. Sios procediiros metu prie stiklo gabaliuko priklijuotas
PDMS spaudas savo raSaluotaja puse pinceto pagalba pirmiausia uzdedamas ant paruosto Si
Sablono, kuris savo pavir§iuje turi nanometriniy matmeny linijinius griovelius. Naudojant
savadarbj nesiojamajj antspaudavimo prietaisa (angl. portable printing device), Sioje

antspaudavimo procediiros stadijoje gali buti reguliuojama spaudimo jéga, kuomet svirksto
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sttmokliu prispaudziamas minétas suformuotas ,,sumustinis“, susidedantis i§ Si Sablono ir ant jo
uzdéto rasaluoto elastomerinio spaudo. Pra¢jus mazdaug 15-kai sekundziy po Sio ,,sumustinio*
sudarymo ir prispaudimo $virksto stimokliu, PDMS gabaliukas nuo Si $ablono pincetu
perkeliamas ant silanizuoto ir PEGilizuoto dengiamojo stikliuko (25 x 25 mm? matmeny, #1.5,
Menzel Glaser). Toks suformuotas ,,sumustinis®, susidedantis i§ elastomerinio spaudo, uzdéto ant
minéto stiklo pavirSiaus, tuomet vel prispaudziamas Svirksto stimokliu, kurio déka Sioje stadijoje
taip pat galima kontroliuoti spaudimo jéga. Po minutés PDMS spaudas pincetu nukeliamas nuo
dengiamojo stikliuko ir iSmetamas, o prie tokio atitinkamu baltymu (sAv arba tAv)
nanostrukturizuoto stiklo pavirSiaus, naudojant dvigubg lipnig juostg su iSpjautu kanalu,
priklijuojamas PMMA substrato ruosinys. Tokiu buidu sukonstruojama tékmés celé, i kurig po to
istatomos guminés buferio jtekéjimo ir iStekéjimo zarnelés. Galiausiai, §i t€kmés celé prijungiama
prie persitaltinés pompos ir sumontuojama ant fluorescencinio mikroskopo staliuko. Detali
tekmes celiy gamybos ir surinkimo procediira yra aprasyta ankstesn¢je miisy publikacijoje
(Tutkus et al., 2019).

Dengiamyjy stikliuky pavir$iaus cheminis modifikavimas — aminosilanizavimas ir
PEGilizavimas — bei papildoma pavir$iaus pasyvacija trumpomis metil-PEG4-NHS esterio
molekulémis buvo atlikti remiantis anksé¢iau paskelbta procedira (Chandradoss et al., 2014).

Pirmojo PEGilizacijos etapo metu buvo naudotas 1:10 (w/w) biotin-PEG/metoksi-PEG santykis.
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2.1 pav. Schematiskai pavaizduoti pagrindiniai minkstyjy ,,DNR uZuolaidy* surinkimo etapai
— elastomerinio spaudo rasalavimas, baltymy atkeliamasis mikrokontaktinis antspaudavimas
ir DNR molekuliy imobilizacija ant pavirsiaus. (1) Plok§¢io PDMS spaudo rasalavimas
streptavidinu arba traptavidinu. (2) Baltyminio raSalo laso nusiurbimas pipete ir elastomerinio
spaudo plovimas (buferiu ir dejonizuotu vandeniu) bei nudZiovinimas N2 dujomis. (3)
Rasaluoto PDMS spaudo uzd¢jimas ant silicio Sablono, kurio pavirsiuje yra iSraizyti
nanometriniy matmeny linijiniai grioveliai. Sioje baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio
antspaudavimo stadijoje pastargji ,,sumustinj* veikia spaudimo jéga, kuri generuojama
naudojant nesiojamajj antspaudavimo prietaisa. (4) Elastomerinio spaudo atkélimas nuo
silicio Sablono, ko pasekoje yra selektyviai atimami tam tikri spaudo pavirsiy dengianciy
baltymy regionai. (5) Praéjusio etapo metu ,,apdoroto” PDMS spaudo uzd¢jimas ant
dengiamojo stikliuko, kurio pavirSius yra padengtas metoksi-PEG ir biotin-PEG molekuliy
misinio sluoksniu. Sioje baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio antspaudavimo stadijoje
pastaraji ,,sumustinj“ taip pat veikia spaudimo jéga, kuri sukeliama naudojant neSiojamajj
antspaudavimo prietaisg. (6) Elastomerinio spaudo atkélimas nuo chemiskai modifikuoto
dengiamojo stikliuko, ko pasekoje stiklo pavirSiuje yra suformuojamos baltyminés
nanostruktiros. (7) Viename gale biotinilinty DNR molekuliy imobilizacija ant stiklo
pavirSiuje pra¢jusiy etapy metu suformuoty nanometriniy matmeny streptavidino arba
traptavidino linijy. Kuomet buferio tékmés néra, imobilizuoty DNR molekuliy antrasis galas
yra difundaves toliau nuo pavirSiaus. (8) Buferio tekmeés atsiradimo nulemtas ant pavirSiaus
vienu galu fiksuoty individualiy DNR molekuliy lygiagretus i$silygiavimas ir i$sitiesimas
palei stiklo pavirsiy.
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2.2.5. DNR molekuliy imobilizacija

Surinktos t€ékmés celés kanalas i$ pradziy uzpildomas buferiu B (Zr. 2.1.3. skyrel;j). Tuomet,
siekiant efektyviau pasyvuoti tékmés celés stiklo pavirSiy ir tokiu biidu dar labiau sumazinti
nespecifing tiriamyjy baltymy adsorbcijg ant pavirsSiaus, j tékmés cele ileidziama 100 ul 5%
Tween-20 tirpalo buferyje B. Pra¢jus 10-Ciai minuciy, tekmés celés kanalas gausiai praplaunamas
buferiu A (Zr. 2.1.3. skyrelj). Po to j t¢kmés cele suleidziama 120 pl ~30 pM biotinu ir dig
funkcionalizuotos bakteriofago A DNR (arba 5’ gale biotinilintos 5 kb ilgio DNR) tirpalo buferyje
B, ir maziausiai 15-a minuciy atlickama jleistos DNR inkubacija. Tuomet tékmés celés kanalas
gausiai praplaunamas buferiu A ir j tékmés cele jleidziama ~0,4 nM SYTOX Green (SG) tirpalo
buferyje A. Sis j dQgDNR interkaliuojantis daziklis, Zadinamas 488 nm bangos ilgio lazerio
spinduliuote, stipriai fluorescuoja, todél individualios DNR molekulés gali bti vizualizuotos
fluorescencinés mikroskopijos pagalba. Siekiant ant gretimy baltyminiy linijy fiksuoti dig
pazyméta A DNR molekulés gala, pirmiausia suformuojama uzdaros kilpos cirkuliacija ir |
tékmés cele jleidziama 5 pl biotinilinto antiktino prie§ dig, ko pasekoje gaunama ~0,05 mg/mi
galutiné Sio baltymo koncentracija tekmés celés kanale. Sekanciame zingsnyje atlieckama
maziausiai 10-ies minu¢iy minéto antikiino inkubacija esant nuolatinei létai buferio tékmei (~0,1
ml/min). Pragjus atitinkamam laiko tarpui, buferio tékmés greitis padidinamas iki ~1 ml/min ir
iSlaikomas pastovus 20-imt minuciy. Galiausiai, griztama prie atviros kilpos cirkuliacijos ir
tekmeés celés kanalas gausiai praplaunamas buferiu A. Dviem galais ant baltyminiy nanostruktiiry
imobilizuoty individualiy bakteriofago A DNR molekuliy vizualizacija atlieckama j tekmés cele
vél suleidziant ~0,4 nM SG tirpalo buferyje A ir po to Zadinant bandinj 488 nm bangos ilgio

lazeriu.

2.2.6. SpCas9 fluorescencinis Zyméjimas, komplekso surinkimas ir saveikos su

DNR tyrimas vienos molekulés lygyje

Laukinio tipo SpCas9 endonukleazés fluorescencinis Zyméjimas buvo atliktas naudojant
kovalentiskai prijungta ATTO647N fluoroforg turintj oligonukleotida (zr. 2.1.5. skyrelio 8-3
oligonukleotida), kuris buvo hibridizuotas su gRNR sudétyje esancios tracrRNR 3’ galu. I§
pradziy Sis oligonukleotidas buvo pazymétas ATTO647N-NHS dazikliu, esant 1:60 moliniam
DNR/dazo santykiui, ir i§grynintas per G-25 mikrocentrifugine kolonéle. Tuomet, naudojant
RNR koduojancia seka turin¢ig pUC18 plazmidg kaip matricg ir atitinkamus pradmenis (zr. 2.1.5.
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skyrelio 6-3 ir 7-3 oligonukleotidus), buvo atlikta PGR. Po Sios reakcijos seké in vitro
transkripcija naudojant TranscriptAid T7 didelés iSeigos transkripcijos rinkinj. Tokiu biidu buvo
pasigaminta 3° gale modifikuota tracrRNR, skirta hibridizacijai su komplementariu, ATTO647N
fluoroforu pazymétu oligonukleotidu. Si modifikuota tracrRNR buvo i$gryninta pasitelkus
GeneJET RNR gryninimo rinkinj. Galiausiai, sintetiné CrRNR (pirkta i§ Synthego), turinti
bakteriofago A DNR unikaliai taikinio vietai (5’-GAAATCCACTGAAAGCACAG-3)
komplementaria skirtuko seka, 3’ gale modifikuota tracrRNR ir ATTO647N dazikliu pazymétas
oligonukleotidas buvo sumaisyti ekvimoliniais kiekiais. Sis mi§inys buvo pakaitintas iki 80 °C ir
po to létai atvésintas iki kambario temperatiiros.

SpCas9 RNP komplekso surinkimas buvo atliktas surinkimo buferyje (zr. 2.1.3. skyrelj)
laukinio tipo SpCas9 endonukleaze sumaisius su ATTO647N fluoroforu pazyméta gRNR
(1:2 baltymo/RNR moliniu santykiu) ir gautg misinj 30 minuc¢iy painkubavus 37 °C
temperattiroje. SpCas9 saveikos su DNR tyrimas vienos molekulés lygyje buvo atliktas
naudojantis miisy sukurta orientuoty minkstyjy ,,DNR uZuolaidy* eksperimentine platforma.
Fluorescenciskai zymétas SpCas9 RNP kompleksas vaizdinimo buferyje (zr. 2.1.3. skyrelj) buvo
praskiestas iki 0,2 nM ir tuomet suleistas ] surinktas dvigubas ,,DNR uzuolaidas* turin€ig tékmés
cele. Sio komplekso sgveika su ant pavir§iaus dviem galais imobilizuotomis individualiomis fago

A DNR molekulémis buvo vizualizuota bandinj Zadinant 488 nm ir 635 nm bangos ilgiy lazeriais.

2.2.7. Objektyvu paremta visiSkojo vidaus atspindZio fluorescenciné

mikroskopija

Magistrinio darbo metu buvo naudojama savadarbé objektyvo tipo VVAF mikroskopijos
konfigiiracija (2.2 pav.), kuri i§samiai aprasyta ankstesnéje miisy publikacijoje (Tutkus et al.,
2019). Bandiniy zadinimas buvo atlickamas pasitelkus tris skirtingo bangos ilgio — 488, 532 ir
635 nm — lazerius (Crystalaser), kuriy visy nominali galia yra 20 mW. Siy lazeriy spinduliai
atitinkamy dichroiniy veidrodziy pagalba buvo suvedami i bendrg optinj kelig ir tuomet,
naudojant keturiy juosty dichroinj veidrodj (zt405/488/532/640 rpc, Chroma Technology Corp),
nukreipiami j aliejaus imersinj objektyva (100x, 1.4NA, Nikon). Sis keturiy juosty dichroinis
veidrodis pries tai buvo jstatytas j virSutinj filtry kubo laikiklj, jmontuotg mikroskopo kiine
(Nikon Eclipse Ti-U). 532 ir 635 nm lazeriy galia prie$ objektyva buvo nustatyta j 2,5 mW, o 488
nm lazerio — j 0,1 mW. Evanescentinio lauko prasiskverbimo gylis buvo nustatytas j mazdaug
300 nm visiems naudotiems zadinimo bangos ilgiams. EMCCD kameros (Ixon3, Andor)
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ekspozicijos trukmé buvo nustatyta j 100 ms. Naudojant $ig kamerg, buvo registruojami SG ir
ATTOG647N fluorofory, kuriy emisijos maksimumai atitinkamai yra 532 nm bei 661 nm,
fluorescencijos signalai. Bandinio stabiliam palaikymui fokuse buvo naudojama savadarbé
grjztamojo rySio kontroliné sistema, kompensuojanti ant mikroskopo staliuko uzdéto bandinio
dreifg Z aSies kryptimi. Gauty VVAF mikroskopijos vaizdy apdorojimui ir analizei atitinkamai

buvo naudojamos Fiji bei Igor Pro 8 kompiuterinés programos.
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2.2 pav. Supaprastinta bandinio zadinimo ir fluorofory emituojamy fotony surinkimo optiné
schema. Mélyna spalva zZymi 488 nm, zalia spalva — 532 nm, o raudona spalva — 635 nm
bangos ilgio lazeriy spinduliy atitinkamus optinius kelius.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Spaudimo jégos optimizavimas

Vienas i$ pagrindiniy veiksniy, lemianc¢iy ant chemiskai modifikuoto stiklo pavir§iaus
suformuojamy baltyminiy nanostruktiiry kokybe, yra spaudimo jéga, veikianti rasaluoto PDMS
spaudo sglycio su Si $ablonu arba su dengiamuoju stikliuku metu. Siekdami optimizuoti
spaudimo jéga, kas i§ esmés leisty kiekvieno naujo atliekamo eksperimento metu ant pavirSiaus
nuolatos suformuoti geriausios kokybés baltymines linijas, mes nustatéme SAV nanostruktiiry
kokybés priklausomybe nuo spaudimo jégos didumo visais atvejais esant vienodai, optimaliai
sAv koncentracijai (0,02 mg/ml) elastomerinio spaudo rasalavimo tirpale. Skirtingos spaudimo
jégos vertés (mazdaug nuo 12 iki 26 N/cm?) buvo igaunamos naudojant miisy padiy
susikonstruotg neSiojamajj antspaudavimo prietaisg (zr. 2.2.4. skyrelj). Jo pagalba kiekvieno
atlikto skirtingo eksperimento metu ant Si Sablono arba pasyvuoto stiklo pavirSiaus uzdétas
PDMS spaudas buvo prispaudziamas iki tam tikro lygmens, kuris suspaudimo momentu buvo
vertinamas pagal tai, kokig $virkSto gradavimo skalés padalg (intervale nuo 0 iki 1 ml) tuo metu
buvo pasiekes Svirksto stimoklis. Gauti tokiy eksperimenty rezultatai (3.1 pav.) parodé, jog
baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio antspaudavimo etapo metu veikiant santykinai mazoms
(0,9 ir 0,85 ml) bei santykinai dideléms (0,45 ir 0,3 ml) spaudimo jégoms, ant chemiskai
modifikuoto stiklo pavirSiaus yra suformuojamos pakankamai prastos kokybés SAV linijos.
Pazymétina, kad didelés spaudimo jégos atveju yra iSgaunamos sutriikinéjusios sAv
nanostruktiiros su mazu ant jy prisijungusiy individualiy DNR molekuliy tankiu, kas indikuoja
apie tai, jog antspaudavimo etapo metu veikianti santykinai didelé spaudimo jéga galimai
inaktyvuoja tam tikrg sAv molekuliy dalj, ko pasekoje Siek tiek nukencia Sio baltymo gebéjimas
suri$ti bioting. Geriausiag sAv linijy kokybe¢ pavyko isgauti naudojant santykinai vidutines (0,75 ir
0,6 ml) spaudimo jégas, i$ kuriy pastaroji davé kiekybiskai geriausius rezultatus. Todél 0,6 ml
verte pasirinkome kaip optimalia spaudimo jéga, kurig nusprendéme naudoti ir tolimesniuose
savo eksperimentuose, siekdami stiklo pavir$iy nuolatos nanostruktiirizuoti geriausios kokybés

baltyminémis linijomis.
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Spaudimo jéga

0,85 ml 0,75 ml 0,6 ml

3.1 pav. Visiskojo vidaus atspindzio fluorescencinés (VVAF) mikroskopijos vaizdai,
rodantys baltyminiy linijy kokybés priklausomybe nuo baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio
antspaudavimo metu veikiancios spaudimo jégos. Eksperimenty metu naudotos skirtingos
spaudimo jégos (intervale nuo 0,3 iki 0,9 ml) yra pateiktos vir$ kiekvieno VVAF
mikroskopijos vaizdo. Streptavidino koncentracija PDMS spaudo raSalavimo tirpale visais
atvejais buvo 0,02 mg/ml. Ant suformuoty streptavidino nanostruktiiry buvo imobilizuotos 5°
gale biotinilintos 5 kb ilgio DNR molekulés. Jy vizualizavimui buvo panaudotas
interkaliuojantis fluorescencinis SYTOX Green dazas, kurio suzadinimas atliktas bandinj
apsvieciant 488 nm bangos ilgio lazeriu. Kiekvienas 18§ §iy atvaizdy yra 10-ies is eilés
uzregistruoty kadry vidurkis.

3.2. Fiksuoty DNR molekuliy pavirsinés imobilizacijos trukmeés didinimas

Norint miisy sukurtg minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* eksperimenting platformg efektyviai
panaudoti jvairiuose pavieniy baltymy ir DNR sgveiky tyrimuose, yra biitina uztikrinti, jog Sis
jrankis, i$laikant jam biidingg didelj naSuma, yra tinkamas atlikti ilgos trukmés eksperimentams.
Tai reiskia, jog net ir praéjus ilgam, pavyzdziui, keleto valandy, laikotarpiui didzioji dalis
eksperimento pradzioje ant pavirSiaus imobilizuoty individualiy DNR molekuliy turéty islikti
prisijungusi prie baltyminiy nanostruktiiry. Siam uzdaviniui jgyvendinti mes pasitelkéme dviguba
(S52G, R53D) sAv mutantg — tAv, kuris pasizymi didesniu terminiu ir mechaniniu stabilumu
(Chivers et al., 2010). Lyginant su sAv, didziausias tAv privalumas yra toks, jog $is mutantinis
baltymas geba 10 karty stipriau sgveikauti su biotinu: tAv-biotino komplekso disociacijos
konstanta yra lygi 101® M, kai tuo tarpu sAv-biotino konjugato Kp = 10"*> M (Chivers et al.,
2011).

Pasigaming ir i8gryning tAv (zZr. 2.2.1. skyrel}), pirmiausia mes nusprendéme jsitikinti, jog

Sis bioting suriSantis baltymas, taip pat kaip ir sAv, gali biiti s¢kmingai panaudotas geros kokybés
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baltyminiy linijy suformavimui ant chemiskai modifikuoto stiklo pavirSiaus. Tam mes atlikome
eksperimentus, kuriy metu minkstyjy ,,DNR uzuolaidy‘ surinkimui (zr. 2.2.4. skyrelj) kas kartg
buvo naudojama skirtinga tAv koncentracija (intervale nuo 0,015 iki 0,06 mg/ml) PDMS spaudo
raSalavimo tirpale, visais atvejais iSlaikaint vienoda (0,6 ml) spaudimo jéga. Po tékmés celés
surinkimo ant pavirsiaus buvo imobilizuojamos 5° gale biotinilintas 5 kb ilgio DNR molekules
(zr.2.2.5. skyrelj). Siy atlikty eksperimenty rezultatai (3.2 pav.) parod¢, jog tAv yra tinkamas
baltymas kokybiSkam pasyvuoto stiklo pavir§iaus nanostrukturizavimui. Geriausios kokybeés
baltyminés linijos buvo suformuotos elastomerinio spaudo rasSalavimui naudojant 0,02-

0,03 mg/ml tAv koncentracijas, i§ kuriy pastaraja (0,03 mg/ml) mes pasirinkome kaip optimalig
tAv koncentracija, kurig standartiskai pradéjome naudoti ir tolimesniuose atliekamuose
eksperimentuose. PDMS spaudo rasalavimo tirpale esant mazesnei (0,015 mg/ml) arba
didesnéms (0,04 ar 0,06 mg/ml) tAv koncentracijoms, buvo gaunamas mazas ant suformuoty tAv
nanostruktiiry prisijungusiy individualiy DNR molekuliy tankis ir pakankamai Zenklus DNR
jungimasis (0,04 mg/ml tAv koncentracijos atveju) baltymais nestruktiirizuotose stiklo pavirSiaus

vietose (tarplinijiniuose plotuose).

0,06 mg/ml 0,04 mg/ml 0,03 mg/ml 0,02 mg/ml 0,015 mg/ml

3.2 pav. Visiskojo vidaus atspindZzio fluorescencinés (VVAF) mikroskopijos vaizdai,
rodantys, kaip baltyminiy linijy kokybe¢ priklauso nuo traptavidino koncentracijos
elastomerinio spaudo rasalavimo tirpale. Eksperimenty metu iSbandytos skirtingos
traptavidino koncentracijos (intervale nuo 0,015 iki 0,06 mg/ml) yra nurodytos vir$ kiekvieno
VVAF mikroskopijos vaizdo. Baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio anspaudavimo etapo
metu visais atvejais buvo naudota vienoda spaudimo jéga — 0,6 ml. Ant suformuoty
traptavidino nanostruktiiry buvo imobilizuotos 5° gale biotinilintos 5 kb ilgio DNR
molekulés. Jy vizualizavimui buvo panaudotas interkaliuojantis fluorescencinis SYTOX
Green dazas, kurio suzadinimas atliktas bandinj apSvieciant 488 nm bangos ilgio lazeriu.
Kiekvienas i§ $iy atvaizdy yra 10-ies i$ eilés uzregistruoty kadry vidurkis.
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3.3 pav. Visiskojo vidaus atspindzio fluorescencinés (VVAF) mikroskopijos vaizdai,
rodantys baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio antspaudavimo metu veikiancios spaudimo
jégos efekta, kuris nulemia ant pavirSiaus suformuojamy traptavidino linijy kokybés
svyravimus. Eksperimenty metu naudotos skirtingos spaudimo jégos (intervale nuo 0,3 iki 0,6
ml) yra pateiktos vir§ kiekvieno VVAF mikroskopijos vaizdo. Traptavidino koncentracija
PDMS spaudo rasalavimo tirpale visais atvejais buvo 0,03 mg/ml. Ant suformuoty
traptavidino nanostruktiiry buvo imobilizuotos 5° gale biotinilintos 5 kb ilgio DNR
molekulés. Jy vizualizavimui buvo panaudotas interkaliuojantis fluorescencinis SYTOX
Green dazas, kurio suzadinimas atliktas bandinj apSvieciant 488 nm bangos ilgio lazeriu.
Kiekvienas 18 $iy atvaizdy yra 10-ies 1S eilés uzregistruoty kadry vidurkis.

Optimizave tAv koncentracijg, mes patikrinome, ar spaudo raSalavimo etapo metu
naudojant tAv, pasireiSkia spaudimo jégos efektas, kuris buvo stebimas sAv atveju (Zr. 3.1.
skyrelio 3.1 pav.). Norédami tai i$siaiskinti, mes atlikome eksperimentus, kuriuose kas karta
keitéme spaudimo jégos didumg naudodami tg pacia, optimalig tAv koncentracija (0,03 mg/ml)
PDMS spaudo rasalavimo tirpale. Gauti tokiy eksperimenty rezultatai (3.3 pav.) mums leido
1sitikinti, jog tAv, taip pat kaip ir sAv, galioja charakteringas spaudimo jégos efektas —
antspaudavimo etapo metu didinant ,,sumustinj*, sudaryta i§ PDMS spaudo, kuris yra uzdétas ant
Si Sablono arba dengiamojo stikliuko, veikian¢ig spaudimo jéga, atitinkamai prastéja ant
chemiskai modifikuoto stiklo pavirSiaus suformuojamy tAv nanometriniy matmeny linijy
kokybé. Didziausios i§bandytos spaudimo jégos (0,3 ml) atveju tAv nanostruktiiros leido iSgauti
labai nedidelj ant jy imobilizuoty pavieniy DNR molekuliy tankj. Tuo tarpu, naudojant mazesnes,

arCiau santykinai vidutinés vertés esancias spaudimo jégas (0,45 ir 0,6 ml), ant stiklo pavirSiaus
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yra sudaromos geresnés kokybés tAv linijos — jos iSlieka labiau vientisos ir geba prisijungti

didelius individualiy biotilinty DNR molekuliy kiekius.
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3.4 pav. Vidutinio ant vienos baltymings linijos vienu galu imobilizuoty DNR molekuliy
kiekio priklausomybé nuo laiko. Chemiskai modifikuoto stiklo pavir$ius buvo
nanostruktiirizuotas streptavidinu arba traptavidinu, kuriy koncentracijos elastomerinio
spaudo rasalavimo tirpale atitinkamai buvo 0,017 mg/ml ir 0,03 mg/ml. Abiem atvejais buvo
naudota vienoda spaudimo jéga — 0,6 ml. Ant suformuoty streptavidino arba traptavidino
linijy buvo imobilizuotos kairiajame gale biotinilintos bakteriofago A DNR molekulés. Jy
vizualizavimui buvo panaudotas interkaliuojantis fluorescencinis SYTOX Green dazas, kurio
suzadinimas atliktas bandinj ap$vieciant 488 nm bangos ilgio lazeriu. Vienu galu ant
pavirSiaus prisijjungusiy DNR molekuliy kiekio vidurkis buvo i§vestas 1§ visy mikroskopijos
vaizduose matomy baltyminiy linijy. Paklaidy stulpeliai simbolizuoja standartinj nuokrypij.
Norédami iSsiaiSkinti, ar tAv pasitelkimas, lyginant su sAv panaudojimu, pasyvuoto stiklo
pavir$iaus nanostruktiirizavimui i§ tikryjy padidina vienguby minkstyjy ,,DNR uzuolaidy*
imobilizacijos trukme, mes atlikome du vienodo pobtidzio eksperimentus, kuriy metu ant
pavirSiniy SAv arba tAv linijy buvo imobilizuojamos kairiajame gale biotinilintos pavienés fago A
DNR molekulés. Naudojant buferio tekme, fiksuotos A DNR molekulés i§ pradziy buvo
iStiesiamos palei pavirsiy ir tuomet vizualizuojamos 488 nm bangos ilgio lazerio spinduliuote
7adinant j $ias DNR molekules interkaliavusj fluorescencinj SG daza. Sie abu eksperimentai buvo
atliekami maziausiai 2 valandas, kartojant minétus veiksmus kas 20 minuciy. Po to mes
suskai¢iavome, kiek uzregistruotuose mikroskopijos vaizduose individualiy pilno ilgio A DNR
molekuliy kiekvienu laiko momentu yra prisijungusiy prie baltyminiy nanostruktiiry ir $iy
eksperimentiniy duomeny sudaréme vidutinio ant vienos baltyminés linijos imobilizuoty fago A

DNR molekuliy kiekio laikinés priklausomybés grafika (3.4 pav.). IS jo matyti, jog po 2 valandy

vidutinis prie vienos sAV linijos islikusiy prisijungusiy A DNR molekuliy skai¢ius sudaro
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mazdaug 60% pradinio vidutinio ant vienos baltyminés nanostruktiiros fiksuoty A DNR
molekuliy kiekio. Tuo tarpu tAv atveju minéta verté siekia mazdaug 80%. Sis pakankamai Zymus
2 valandy laikotarpyje disociavusiy bakteriofago A DNR molekuliy kiekio skirtumas (SAv atveju
- ~40%, tAv atveju - ~20%) mums leido jsitikinti, jog chemiskai modifikuoto stiklo pavirSiaus
nanostruktiirizavimas tAvV yra tinkamas btidas norint pasiekti, kad individualios biotinilintos
DNR molekulés atlieckamy ilgy eksperimenty, kurie neretai yra reikalingi tyrin¢jant pavieniy

baltymy ir DNR saveikas, metu ilgesnj laiko tarpg iSlikty prisijungusios ant pavirSiaus.
3.3. Abieju A DNR molekulés galy kryptinga imobilizacija

Siekdami dviem galais ant pavirSiaus imobilizuoti individualias bakteriofago A DNR
molekules taip, jog visy jy orientacija nukleotidy sekos atzvilgiu biity vienoda, mes nusprendéme
abu A DNR molekulés galus funkcionalizuoti skirtingo specifiSkumo zymémis — Kairjjj fago A
DNR molekulés galg modifikavome biotinu, o prie deSiniojo jos galo prijungéme dig (zr. 2.2.2.
skyrelj). Be to, mes taip pat atlikome anti-dig Zyméjima biotinu (zr. 2.2.3. skyrelj). Biotinilinti
antikiinai prie$ dig sudaro musy pasitelktos kryptingo abiejy A DNR molekulés galy fiksavimo
strategijos pagrinda, todél prie§ pradédami minétu tikslu naudoti Siuos antikiinus, mes turéjome
jsitikinti, kad biotino atsitiktinis kovalentinis prijungimas prie anti-dig pavirSiuje esanciy liziny
pirminiy aminy nesutrikdo $iy antikiiny gebéjimo suristi dig. Tam mes atlikome eksperimenta,
kurio metu prie sAv padengto stiklo pavirSiaus i§ pradziy buvo prijungti bt-anti-dig. Tuomet ant
tokio pavirSiaus buvo imobilizuotos tik dig deSiniajame gale modifikuotos fago A DNR
molekulés, kurios po to buvo fluorescenciskai pazymétos SG dazu ir 488 nm bangos ilgio lazerio
pagalba vizualizuotos esant buferio tékmei ir be jos. IS Sio kontrolinio eksperimento rezultaty
(3.5 pav.) matyti, kad dig funkcionalizuotos pavienés A DNR molekulés ant tokio minétais
komponentais padengto pavirSiaus jungiasi tik vienu savo galu ir atitinkamai reaguoja | buferio
tékmés paleidima ir sustabdyma. Visa tai indikuoja apie sékminga dig ir anti-dig tarpusavio
saveikos vyksma. Tuo tarpu, pabandzius dig deSiniajame gale pazymétas A DNR molekules
imobilizuoti ant vien tik SAv padengto stiklo pavirSiaus, nepavyko pastebéti jokio $iy molekuliy
jungimosi ant pavirSiaus, kas mums leido atmesti nespecifinés tokiy DNR molekuliy adsorbcijos
ant bioting suri$anc¢iu baltymu padengto stiklo pavirSiaus versijg. Taigi, misy paciy biotinilinti
anti-dig specifinés biotino-sAv sgveikos déka ne tik gali biiti sékmingai imobilizuoti ant

pavirsiaus, bet jie taip pat islaiko ir savo funkcionaluma, t.y. geba efektyviai suristi dig.
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. . 3.5 pav. Visiskojo vidaus atspindzio
Be buferio Su buferio fluorescencinés mikroskopijos vaizdai,
tekmeés tekme rodantys ant pavirSiaus atsitiktinai

digoksigeninintu galu imobilizuoty
individualiy bakteriofago A DNR
molekuliy atsaka j buferio t¢kmés
poky¢ius. Sie vaizdai patvirtina biotinu
modifikuoty antikiiny pries§
digoksigening funkcionalumg. Chemiskai
modifikuotas stiklo pavirSius i$ pradziy
buvo padengtas streptavidinu (0,02
mg/ml). Tuomet ant tokio, streptavidinu
padengto pavirSiaus buvo imobilizuoti
biotinilinti antikinai prie§ digoksigening,
prie kuriy po to buvo prijungtos
desiniajame gale digoksigeninu
pazymétos A DNR molekulés. Jy
vizualizavimui buvo panaudotas
interkaliuojantis fluorescencinis SYTOX
Green dazas, kurio suzadinimas atliktas
bandinj apSvieciant 488 nm bangos ilgio
lazeriu. Kiekvienas i$ $iy atvaizdy yra
10-ies 18 eilés uzregistruoty kadry
vidurkis.

Abu bakteriofago A DNR molekulés galus modifikave skirtingomis Zymémis ir jsitiking bt-
anti-dig funkcionalumu, mes pasitelkéme Siuos du turimus komponentus orientuoty minkstyjy
,»DNR uzuolaidy* koncepcijos jgyvendinimui. I§ pradziy, funkcionalizuotos A DNR molekulés,
kuriy dydis yra 48,5 kb, o teorinis jy viso kontiiro ilgis siekia ~16,5 um, savo biotinilintu galu
buvo imobilizuotos ant chemiskai modifikuoto stiklo pavirSiuje suformuoty tAv linijy. Tuomet j
tékmés celés kanalg buvo jleista bt-anti-dig ir atlikta inkubacija naudojant 1étg nuolating buferio
tékme (~ 0,1 ml/min). Taip buvo sukuriamos sglygos Siems antikiinams prisijungti prie tAv
nanostruktiiry arba prie deSiniajame fago A DNR molekuliy gale esancio dig. Be to, pastovus
buferio tekéjimas leido iSvengti antro A DNR molekulés galo prisitvirtinimo prie tos pacios
baltymings linijos. Galiausiai, buferio tekmés greitis buvo padidintas iki mazdaug 1 ml/min ir vél
atlikta inkubacija esant $iai nuolatinei buferio srovei. Tokiu biidu pavienés A DNR molekulés,
pries tai ant pavirSiaus fiksuotos savo biotinilintu galu, buvo istiesiamos isilgai stiklo pavirsiaus,
ko pasekoje dig pazymétam A DNR molekuliy galui atsirado galimybé prisijungti prie gretimos
tAv linijos. Kaip matyti i8 Sio atlikto eksperimento rezultaty (3.6 pav.), bakteriofago A DNR

molekulés prie tAv nanostruktiiry iSliko prisijungusios abiem savo galais net ir tada, kai buferio
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tekéjimas buvo sustabdytas. Taigi, panaudodami tokig strategija, kuomet abu fago A DNR
molekulés galai yra funkcionalizuojami skirtingo atrankumo zZymémis — biotinu ir dig — mes ant
baltymais nanostruktiirizuoto stiklo pavir$iaus sékmingai dviem galais imobilizavome ir
lygiagreciai iSlygiavome individualias A DNR molekules, kurios visos, labai tikétina, pasizymi

nukleotidy sekos atzvilgiu vienoda orientacija.

Pries bt-antl-dlg Po bt antl-dlg 3.6 pav. Visiskojo vidaus atspindzio
— fluorescencinés mikroskopijos vaizdai,

rodantys ant pavirSiaus imobilizuoty
bakteriofago A DNR molekuliy, kurios
yra funkcionalizuotos skirtingo
specifiSkumo zymémis, atsakg j buferio
tekmes pokycius pries ir po biotinilinty
antiktiny pries§ digoksigening jleidimo |
tékmés cele. Chemiskai modifikuotas
stiklo pavirSius buvo nanostruktiirizuotas
traptavidinu. Ant suformuoty gretimy
traptavidino linijy abiem galais buvo
imobilizuotos kairiajame gale
biotinilintos, o desiniajame gale prijungta
digoksigening turincios, bakteriofago A
DNR molekulés. Jy vizualizavimui buvo
panaudotas interkaliuojantis

. TV Lo ) fluorescencinis SYTOX Green dazas,

. 1' S R kurio suzadinimas atliktas bandinj

Buferio ;
tékmés néra B

Buferio tékmé B8
yra (1 ml/min) [§

: fm t‘ k & apSvieciant 488 nm bangos ilgio lazeriu.
W s Kiekvienas i§ $iy atvaizdy yra 10-ies i$

eiles uzregistruoty kadry vidurkis.

3.4. Dviem galais fiksuoty L DNR molekuliy orientacijos charakterizavimas ir

ju imobilizacijos trukmés jvertinimas

Siekdami jsitikinti, kad prie$ tai minétos strategijos taikymas iS tiesy leidzia ant pavir§iaus
abiem galais imobilizuoti modifikuotas bakteriofago A DNR molekules tokiu btidu, jog visy jy
orientacija buty apibrézta ir teisinga, kartu atlikome ne tik A DNR molekulés galy
funkcionalizavima biotinu bei dig, bet taip pat j jos specifing pozicijg, t.y. 14711 bp atstumu nuo
kairiojo biotinilinto A DNR molekulés galo, asimetriskai jvedéme ir ATTO647N fluorescencing
zyme (zr. 2.2.2. skyrelj). Tuomet remdamiesi minéta strategija, mes tokias A DNR molekules
dviem galais imobilizavome ant pavirSiniy tAv linijy ir atlikome jy vizualizacija bandinj
zadindami 488 nm ir 635 nm bangos ilgio lazeriais. Uzregistruoty VVAF mikroskopijos vaizdy
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iSkarpoje (3.7 pav., A) matyti, jog ATTO647N fluoroforai buvo lygiagreciai iSsidéste tik vienoje
A DNR molekuliy puséje — pirmajame A DNR molekulés tre¢dalyje. [verting ATTO647N
fluorescencinés Zymés pozicija ant keliasdesimties atskiry pavieniy fago A DNR molekuliy, i$
analizés metu apdoroty duomeny sudaréme ATTO647N fluoroforo pasiskirstymg ant A DNR
molekulés atvaizduojanéig histogramg (3.7 pav., B). Ji parodé¢, jog ATTO647N zymé pagrinde
yra lokalizuota 14,3 kb atstumu nuo kairiojo biotinilinto A DNR molekulés galo, kas labai gerai
sutampa su tikétina tikraja $ios fluorescencinés zymeés vieta bakteriofago A DNR molekuléje.
Visa tai mums leido pagrjsti, kad pasitelkus praé¢jusiame skyrelyje aptartg strategija, galima
surinkti orientuotas minkstasias ,,DNR uzuolaidas®, kuriose ant pavirSiaus abiem galais fiksuotos

DNR molekulés savo nukleotidy sekos atzvilgiu yra orientuotos vienodai.

ATTOG647N zZyme ] o
Biotinas  tjes 14,7kb A DNR Digoksigeninas

l

A B l

50 —
x0 = 14.3 + 0.03 kb
40 — N =65

30 —
20 —
10 —

e B

0 10 20 30 40 50

Pozicija (nuo biotinilinto galo), kb

IS

Kiek

3.7 pav. Abiem galais ant pavirSiaus imobilizuoty DNR molekuliy orientacijos
charakterizavimas. (A) Visiskojo vidaus atspindZio fluorescencinés mikroskopijos vaizdo,
gauto mélyng (488 nm) kanalg perklojus su raudonu (635 nm) kanalu, iSkarpa. Dviem galais
ant traptavidino linijy fiksuotos fago A DNR molekulés yra nuspalvintos mélynai. Rozine
spalva yra pazymeéti ATTO647N fluoroforai, kurie buvo asimetriskai jvesti j specifing A DNR
pozicija — 14711 bp atstumu nuo kairiojo biotinilinto A DNR molekulés galo. (B) Histograma,
rodanti ATTO647N fluorescencinés Zymeés vietos pasiskirstymg ant pavir§iaus abiem galais
imobilizuotose bakteriofago A DNR molekulése. Eksperimentiniai duomenys yra atidéti
Sviesiai rudais stulpeliais. Pilka spalva yra pazymétas Gausinis priderinimas (angl. Gaussian
fit). Virs$ histogramos schematiskai pavaizduota viso kontiro ilgio (48,5 kb; ~16,5 um)
bakteriofago A DNR molekulé ir jos atitinkamos modifikacijos.
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3.8 pav. Vidutinio abiem galais ant pavir§iaus imobilizuoty DNR molekuliy kiekio
priklausomybé nuo laiko. Chemiskai modifikuoto stiklo pavir§ius buvo nanostruktiirizuotas
streptavidinu arba traptavidinu, kuriy koncentracijos PDMS spaudo rasalavimo tirpale
atitinkamai buvo 0,017 mg/ml ir 0,03 mg/ml. Abiem atvejais buvo naudota vienoda spaudimo
jéga — 0,6 ml. Ant suformuoty streptavidino arba traptavidino linijy buvo imobilizuotos
kairiajame gale biotinilintos, o desiniajame gale prijungta digoksigening turincios,
bakteriofago A DNR molekulés. Jy vizualizavimui buvo panaudotas interkaliuojantis
fluorescencinis SYTOX Green dazas, kurio suzadinimas atliktas bandinj ap§vieciant 488 nm
bangos ilgio lazeriu. Dviem galais ant pavirSiaus prisijungusiy DNR molekuliy kiekio
vidurkis buvo i§vestas i§ visy mikroskopijos vaizduose matomy baltyminiy linijy. Paklaidy
stulpeliai simbolizuoja standartin] nuokrypi.

Norédami nustatyti, ar pasyvuoto stiklo pavirSiaus nanostruktiirizavimas tAv, taip pat kaip
ir vienu galu ant pavirSiniy tAV linijy fiksuoty biotinilinty DNR molekuliy atveju, leidzia
padidinti dviguby minkstyjy ,,DNR uZzuolaidy* imobilizacijos trukmg, mes atlikome du vienodo
tipo eksperimentus, i§ kuriy viename vertinome abiem galais ant sAv linijy fiksuoty bakteriofago
A DNR molekuliy pavir§inés imobilizacijos trukme, 0 kitame - A DNR molekuliy, kurios savo
dviem galais yra prisijungusios prie tAv nanostruktiiry, imobilizacijos trukme. Siy eksperimenty
metu kas 20 minuciy, bandinj zadinant 488 nm bangos ilgio lazeriu, buvo vizualizuojamos SG
dazu pazymetos abiem galais ant pavirSiaus imobilizuotos individualios fago A DNR molekulés ir
kartu uZzregistruojami labai trumpi fluorescencijos filmai. Si cikliné vaizdinimo procediira i§ viso
truko 2 valandas, o viso $io laikotarpio metu buferio tékmé nebuvo naudojama. Tokiy atlikty
eksperimenty rezultatai (3.8 pav.) parodé, jog po 2 valandy tiek ant sAv, tiek ir ant tAv linijy

abiem galais prisijungusiy A DNR molekuliy vidutinis kiekis abiem atvejais i$ esmés yra
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identiskas (~50%), o be to, Sio kiekio kitimas laike yra itin panaSus abiejy minéty bioting
suriSanciy baltymy atvejais. Kadangi fago A DNR molekulés (arba kazkuris vienas jy
imobilizuotas galas) nuo sAv ir tAv nanostruktiiry disocijuoja labai panasiu greiciu, tai reiskia,
kad abiem galais ant pavirSiaus fiksuoty A DNR molekuliy imobilizacijos trukme visumoje
apsprendzia dig ir anti-dig tarpusavio sgveika, kuri yra silpnesné uz sgveika tarp biotino ir SAv
arba tAv. Taigi, visa tai mums leido i$siaiskinti, jog tAv naudojimas vietoje sAv dviguby
minkStyjy ,,DNR uzuolaidy® surinkimo metu nesuteikia galimybés bakteriofago A DNR
molekules ilgiau iSlaikyti abiem galais prisijungusias ant tAv nanostruktiirizuoto stiklo
pavirsiaus, kadangi pagrindinis §j laikg ribojantis veiksnys yra santykinai nestipri dig ir anti-dig
sgveika.

DNR molekuliy imobilizacijos ant pavirSiaus abiem jy galais efektyvumas, t.y. prie gretimy
baltyminiy linijy dviem galais prijungty DNR molekuliy skaiciaus ir bendro vienu galu ant
pavirsiaus fiksuoty DNR molekuliy pradinio Kiekio santykis, labiausiai priklauso nuo atstumo
tarp gretimy baltyminiy linijy. Sj efektyvuma kiek maZiau nulemia ir ant chemiskai modifikuoto
stiklo pavir$iaus suformuojamy baltyminiy nanostruktiiry plotis. Dviguby minkstyjy ,,DNR
uzuolaidy” surinkimui panaudodami jvarius Si Sablonus, i§ kuriy kiekvienas pasizymi skirtingu
(11-14 pm) tarplinijiniu atstumu ir nevienodu (350, 500 bei 1000 nm) linijiniy grioveliy plociu,
mes nustatéme, kad didZiausias bakteriofago A DNR molekuliy prijungimo ant baltyminiy linijy
abiem galais efektyvumas (80%) yra iSgaunamas tuomet, kai Si Sablone iSraizytos 500 nm plo¢io

linijos viena nuo kitos yra nutolusios 13 pum atstumu (Kopustas et al., 2021).
3.5. SpCas9 endonukleazés saveikos su DNR tyrimas vienos molekulés lygyje

Siekdami pademonstruoti, kad miisy sukurtos ir visy praéjusiuose skyreliuose aptarty
darby metu optimizuotos orientuotos minkstosios ,,DNR uZuolaidos* puikiai tinka pavieniy
baltymy ir DNR tarpusavio sgveiky tyrimams atlikti, mes pasirinkome vienos molekulés lygyje
panagrinéti laukinio tipo SpCas9 endonukleazés sgveikg su DNR. Pirmiausia, §j baltymg mes
pasizyméjome fluorescenciskai. Tai buvo atlikta ATTO647N zyme netiesiogiai prijungus prie
gRNR, kurig SpCas9 inkorporuoja j savo RNP komplekso sudétj (zr. 2.2.6. skyrelj). Nustatéme,
jog tokia zyméjimo strategija, kuomet 3° gale modifikuota tracrRNR yra hibridizuojama su
komplementariu oligonukleotidu, turin¢iu kovalentiSkai prijungtg ATTO647N fluoroforg, mums
leido iSgauti pakankamai didel; SpCas9-gRNR komplekso fluorescencinio zyméjimo

efektyvuma, kuris sieké daugiau nei 80%.
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3.9 pav. SpCas9 endonukleazés sgveikos su DNR tyrimas panaudojant dviguby minkstyjy
,»DNR uzuolaidy“ eksperimenting platforma. (A) VisisSkojo vidaus atspindzio fluorescencinés
mikroskopijos vaizdo, gauto mélyng (488 nm) kanalg perklojus su raudonu (635 nm) kanalu,
iskarpa. Abiem galais ant traptavidino linijy fiksuotos bakteriofago A DNR molekulés yra
nuspalvintos mélynai. Rozine spalva spalva yra pazymétas individualus SpCas9-gRNR
kompleksas, susirises su savo taikiniu, kuris yra i$sidéstes 31,3 kb atstumu nuo kairiojo
biotinilinto bakteriofago A DNR molekulés galo. (B) Histograma, rodanti SpCas9
ribonukleoproteininio (RNP) komplekso prisijungimo jvykiy pasiskirstyma. (C) Histograma,
vaizduojanti viduting SpCas9-gRNR komplekso prisijungimo jvykiy trukme. Paklaidy
stulpeliai simbolizuoja standartinj nuokrypi. (D) Analizés metu i§ pavieniy A DNR molekuliy
sudarytos reprezentatyvios kimogramos, atvaizduojancios ilgus (kairéje) ir trumpus (deSinéje)
SpCas9 RNP komplekso prisijungimo jvykius.

Tuomet biocheminiy eksperimenty pagalba jsitiking fluorescenciskai pazymétos SpCas9
nukleazés funkcionalumu, mes PM lygmenyje atlikome $io fermento sgveikos su DNR tyrima
naudodamiesi savgja patobulinta orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* eksperimentine
platforma (Zr. 2.2.6. skyrelj). Individualiy SpCas9 RNP kompleksy sgveikos su ant pavirSiaus
dviem galais imobilizuotomis lygiagre€iai i§lygiuotomis iStiestomis pavienémis bakteriofago A
DNR molekulémis vizualizacijg atlikome bandinj zadindami 488 nm ir 635 nm bangos ilgio

lazeriais. Pazymétina, jog viso §io eksperimento metu tékmés celés kanale nebuvo Mg?* jony.
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Isanalizave uzregistruotus fluorescencijos filmus (3.9 pav., A), mes sudaréme SpCas9-gRNR
komplekso prisijungimo prie DNR profilj atvaizduojancia histograma (3.9 pav., B). Ji parodé, jog
SpCas9 endonukleaz¢ prie fago A DNR molekuliy pagrinde jungési savo vienintelio taikinio
vietoje, ka indikuoja histogramoje matoma didziausia smailé, kurios centriné pozicija puikiai
sutampa su crRNR sudétyje esancios skirtuko sekos apspresta SpCas9 baltymo taikinio vieta A
DNR molekulgje. Kitose A DNR molekulés vietose SpCas9 nukleazés prisijungimo jvykiy
skaiCius buvo zenkliai maZesnis, nors i§ histogramos matyti, kad tiriamasis baltymas buvo labiau
linkes jungtis prie kairiosios A DNR molekulés pusés, galimai dél to, jog Sios fago A DNR
molekulés dalies GC sastatas yra aukstesnis.

Eksperimentiniy duomeny analizés metu mes jvertinome viduting SpCas9 prisijungimo
jvykiy trukme (3.9 pav., C) ir taip pat sudaréme reprezentatyvias kimogramas (3.9 pav., D).
Tokiu budu issiaiskinome, kad SpCas9 RNP kompleksas prie savo taikinio iSbuvo prisijunges
vidutiniskai ~52 sekundes (ilgi prisijungimo jvykiai), 0 prie bet kurios kitos bakteriofago A DNR
molekulés pozicijos - ~7 sekundes (trumpi prisijungimo jvykiai). Taigi, pasitelk¢ detaliai
charakterizuotos ir itin placiai naudojamos S. pyogenes bakterijose funkcionuojanc¢ios CRISPR-
Cas9 sistemos esminj komponentg — SpCas9 endonukleaze — mes parodéme, jog misy iSplétotas
orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy eksperimentinis jrankis, taip pat kaip ir kitokiais
principais veikiancios ,,DNR uzuolaidy‘ technologijos, gali biiti s€kmingai panaudotas

efektyviems jvairiy baltymy saveikos su DNR tyrimams vienos molekulés lygyje.
3.6. Rezultaty aptarimas

Sio darbo metu mes optimizavome ir patobulinome savo ankséiau sukurta minkstyjy ,,DNR
uzuolaidy“ platforma. Be to, mes taip pat eliminavome ir pagrindinj pirminés $io maisy
eksperimentinio jrankio versijos trikumag — neapibréztg abiem galais ant pavirSiaus imobilizuoty
DNR molekuliy orientacija. Viso to galutinis rezultatas — orientuotos minkstosios ,,DNR
uzuolaidos* (3.10 pav.), kuriy pagalba PM lygmenyje galima realiu laiku vizualizuoti baltymy-
DNR sgveikas ir nuodugniai tyrinéti jvairiy su DNR sgveikaujan¢iy baltymy dinaminius
asociacijos ir disociacijos nuo substrato procesus bei $iy baltymy naudojamus taikinio paieskos
mechanizmus. Pavieniy baltymy ir DNR tarpusavio sgveiky tyrimy jgyvendinimui gali bati
pasitelkti ir kiti didelio nasSumo ,,DNR uzuolaidy* technologijos variantai, ta¢iau masy sukurta ir

Sio darbo metu pagerinta minkStyjy ,,DNR uZuolaidy* platforma pasiZymi keliais esminiais
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pranasumais — paprastumu, pigumu bei technologiniu prieinamumu — kurie jg pavercia mokslinei

bendruomenei itin patraukliu eksperimentiniu jrankiu.
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3.10 pav. Orientuotos minkstosios ,,DNR uzuolaidos* — §io darbo galutinis rezultatas, pasiektas
patobulinus miisy sukurta pirming Sios eksperimentinés platformos versija.

Minkstyjy ,,DNR uzuolaidy“ tobulinimas susidéjo is keletos pagrindiniy stadijy. Pirmojo
etapo metu mes optimizavome spaudimo jéga, kuris yra vienas esminiy veiksniy, nulemianc¢iy ant
chemiskai modifikuoto stiklo pavirSiaus suformuojamy nanometriniy matmeny baltyminiy linijy
kokybe. Naudodamiesi savadarbiu neSiojamuoju antspaudavimo prietaisu, nustatéme, jog
geriausios kokybés SAV nanostruktiiros gali biiti patikimai iSgaunamos tuomet, Kai i$ rasaluoto
PDMS spaudo, uzdéto ant Si Sablono arba pasyvuoto dengiamojo stikliuko, sudaryta ,,sumustinj*
veikia santykinai vidutiné spaudimo jéga. 0,6 ml svirksto gradavimo skalés verte, kuri atitinka
~18 N/cm? spaudimo jéga, pasirinkome kaip optimaly spaudimo jégos standarta, kuris mums
leido kiekvieno tolimesnio eksperimento metu stiklo pavirSiy nuosekliai nanostruktiirizuoti
geriausios kokybés baltyminémis linijomis.

Antrojo etapo metu mes pasitelkéme tAv — dvigubg sAv mutanta, kuris, lyginant su jpastu
sAv, deSim¢ia karty stipriau suriSa bioting — ir tokiu biidu padidinome minkstyjy ,,DNR
uzuolaidy“ imobilizacijos trukme. Naudodami pastovig spaudimo jéga (0,6 ml), nustatéme
optimalia tAv koncentracija (0,03 mg/ml), kuri turéty biiti PDMS spaudo rasalavimo tirpale,
siekiant iSgauti geriausia pavirsiniy tAv linijy kokybe. Be to, parodéme, jog tAv, taip pat kaip ir
sAv, galioja antspaudavimo stadijos metu veikiancios spaudimo jégos efektas, kuris nulemia, kad

ant pavirSiaus suformuojamy baltyminiy nanostruktiry kokybé prastéja pasireiskiant vis
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didesnéms spaudimo jégoms. Galiausiai, mes jsitikinome, jog, lyginant su sAv, stiklo pavirSiaus
nanostruktiirizavimas tAv is tiesy leidzia ilgiau ant pavirsiaus islaikyti vienu galu (biotinilintu)
imobilizuotas DNR molekules.

Sekancio etapo metu mes iSsprendéme nezinomos abiem galais ant pavirsSiaus fiksuoty
DNR molekuliy orientacijos problemg. Tg mes realizavome abu bakteriofago A DNR molekulés
galus funkcionalizuodami skirtingo specifiSkumo zymémis (kairjjj galg biotinu, o desinjji — dig)
ir, greta to, kovalentiskai modifikuodami anti-dig biotinu. Isitiking, jog miisy modifikuoti bt-anti-
dig yra funkcionalis, t.y. biotino-sAv saveikos déka gali specifiskai prisijungti ant SAv padengto
stiklo pavirsiaus ir kartu geba suristi dig, Siuos du komponentus — biotinilintas ir
digoksigeninintas DNR molekules bei bt-anti-dig — mes sékmingai panaudojome kryptingam
individualiy DNR molekuliy abiejy galy prijungimui prie gretimy baltyminiy linijy, kurios
chemiskai modifikuoto dengiamojo stikliuko nanostruktiirizavimo metu buvo suformuotos ant
stiklo pavir$iaus. | bakteriofago A DNR molekuliy asimetring pozicija jved¢ ATTO647N
fluorescencing zyme, parodéme, kad minétos strategijos déka visy dviem galais ant pavirSiaus
imobilizuoty individualiy A DNR molekuliy orientacija nukleotidy sekos atzvilgiu yra vienoda ir
i§ anksto apibrézta. Be to, palyginome dviguby minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* imobilizacijos
trukme, kuomet jy surinkimui buvo naudojamas vienas i§ dviejy skirtingy bioting suriSanciy
baltymy — SAv arba tAv. I$siaiskinome, jog abiem atvejais DNR molekulés ant pavirSiaus dviem
galais islieka prisijungusios labai panasy laiko tarpa, kas mums leido patvirinti, kad tokig sistemag
apribojantis veiksnys yra santykinai silpna dig ir anti-dig sgveika.

Paskutiniojo etapo metu, pasitelke gerai charakterizuota, bet §iuo metu vis dar labai
populiary tyrimo objekta — SpCas9 endonukleazg, mes pademonstravome, kad miisy iSplétota
orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* eksperimentiné platforma leidzia vienos molekulés lygyje
tyrinéti jvairiy baltymy ir DNR tarpusavio sgveikas. ATTO647N fluoroforu pazyméto SpCas9
RNP komplekso saveikos su DNR PM lygmenyje nagrinéjimui pritaike savaja technologija,
nustatéme, jog misy eksperimentinéje sistemoje SpCas9 daugiausiai riSosi prie savo DNR
taikinio vietos, kur $is baltymas isbuidavo prisijunges vidutiniskai mazdaug penkis kartus ilgiau
negu kad ant bet kurios kitos, taikinio sekos neturin¢ios A DNR molekulés pozicijos.

Nors Sio darbo metu mes optimizavome ir patobulinome savo paciy sukurtag minkstyjy
,,DNR uzuolaidy* eksperimenting platformg atsizvelgdami j pagrindinius jos pirmtakg ribojusius
trokumus, tokius kaip neapibrézta abiem galais ant pavirSiaus fiksuoty DNR molekuliy

orientacija, santykinai nedidelé ant pavirSiaus fiksuoty DNR molekuliy imobilizacijos trukmé ir
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ne pati geriausia stiklo pavirSiaus nanostruktiirizavimo metu suformuojamy baltyminiy linijy
kokybé, tadiau tai toli grazu néra geriausia jmanoma minsktyjy ,,DNR uzuolaidy* versija. IS tiesy
egzistuoja bent keletas esminiy aspekty, kuriuos pagerinus, orientuotos minkstosios ,,DNR
uzuolaidos* tapty dar patrauklesniu, efektyvesniu ir galingesniu pavieniy baltymy-DNR sagveiky
tyrimy jrankiu.

Vienas i$ tokiy aspekty yra stiklo pavir§iaus pasyvacija. Kaip jau minéta anks¢iau, mes
savo eksperimentams naudojamus dengiamuosius stikliukus i§ pradziy chemiskai modifikuojame
(3-aminopropil)trietoksisilanu ir po to padengiame biotin-PEG bei metoksi-PEG molekuliy
misinio sluoksniu, kas leidzia stiklo pavirSiy ne tik funkcionalizuoti biotinu, bet taip pat ji
paversti ir labiau inertisku. Be to, nespecifinei baltymy adsorbcijai prie stiklo pavir§iaus mazinti
mes naudojame mazos molekulinés masés (333 Da) metil-PEG4s molekules ir nejoninj detergenta
Tween-20. Taciau tokiais biidais pasyvuotas stiklas vis tiek ganétinai daznai pasizymi jvairiais
pavirSiniais defektais ir atvirais baltymus pritraukianciais plotais, kuriuos nulemia nepakankamai
tankus PEG molekuliy sluoksnis. Be to, jvairtis su DNR saveikaujantys baltymai pasizymi itin
skirtingomis adsorbcinémis savybémis, turi nevienoda kriivy, kurj apsprendzia baltymo sudétyje
esanciy teigiamai ir neigiamai jkrauty aminorigsc¢iy liekany Kiekis, bei neretai yra sulieti su
jvairiais gryninimui skirtais inkarais, kurie savo ruoztu gali padidinti §iy baltymy polinkj
nespecifiskai jungtis prie stiklo pavirsiaus.

Todeél siekdami eksperimenty metu kiek jmanoma labiau minimalizuoti nespecifing
tiriamyjy baltymy adsorbcija, dél kurios duomeny analizés metu tampa sudétinga identifikuoti
baltymo molekuliy prisijungimo prie imobilizuotos DNR jvykius, ant tékmés celés stiklo
pavirSiaus, ateityje mes planuojame isbandyti kitokius, galimai efektyvesnius stiklo pavirSiaus
pasyvacijos biidus. Sioje vietoje mes i§ tiesy turime pakankamai platy ir jvairiapusiska
pasirinkima. Pavyzdziui, vietoje jpastos minétos stiklo pavir$iaus PEGilizavimo procediiros biity
galima pabandyti pasiruosti ,,debesies tasko* (angl. cloud-point) PEG pavir$ius, kuomet j
PEGilizavimo tirpala papildomai yra pridedama K2SOs. Tokia stiklo pavirSiaus PEGilizacija yra
atliekama ties PEG tirpumo riba — esant tam tikrai Sios druskos koncentracijai yra pasiekiamos
tokios sistemos fazinés ribos ir itin nezymiai perzengiamas kritinis (drumstumo) taskas, todeél
PEG grandinés susipakuoja zymiai kompaktiskiau, kas leidzia stiklo pavirSiy daug tankiau
padengti tokiomis PEG molekulémis ir taip sumazinti atviry stiklo pavirSiaus ploty kiekj (Park et
al., 2020). Kitas patrauklus variantas — vienazingsné stiklo pavir§iaus pasyvacija, kurios metu

stiklo pavir$ius yra padengiamas jungtiniy PEG-silano molekuliy sluoksniu. Tokiu btidu du
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jprastiniai atskiri stiklo pavirSiaus cheminio modifikavimo etapai — Silanizavimas ir
PEGilizavimas — yra sujungiami j vieng, kas labai sutrumpina dengiamyjy stikliuky pasyvavimo
procediirg bei gali buti efektyviai pritaikyta PM fluorescencijos tyrimuose (Gidi et al., 2018).
Galiausial, stiklo pavirSiaus cheminiam modifikavimui tipiSkai naudojamg silanizavimo
procediirg buty galima bandyti pakeisti stiklo pavirSiaus modifikavimu jvairiais funkciniais
silatrano dariniais, tokiais kaip sulfobetaino silatranu ar 1-(3-aminopropil)silatranu, kuriais
padengtas stiklo pavirSius galimai efektyviau nuo saves atstumty skirtingus baltymus ir Kitas
tiriamagsias biomolekules (Huang ir Zheng, 2019; Shlyakhtenko et al., 2013).

Kitas svarbus aspektas yra orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* pavir§inés
imobilizacijos trukmé. Kaip jau minéta pries tai, mums ant chemiskai modifikuoti stiklo
pavirsiaus pavyko sékmingai i§ tAv suformuoti geros kokybés baltymines linijas, kurios, lyginant
su pavir§inémis sAv nanostruktiiromis, leido DNR molekules ilgiau i$laikyti vienu galu
(biotinilintu) imobilizuotas ant pavirsSiaus. Taciau, kad ir kokia stipri tAv-biotino sgveika bebity,
ji néra kovalentiné. Be to, mes taip pat iSsiaiskinome, jog tAv panaudojimas i$ esmés nepadidina
dviguby minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* imobilizacijos trukmés, kurig apsprendzia santykinai
nestipri sgveika tarp dig ir anti-dig. Visa tai reiskia, kad eksperimento metu ilgainiui vis daugiau
DNR molekuliy bus atsijungusiy nuo pavirsiaus ir vis maziau jy liks imobilizuoty ant pavirsiuje
esanCiy baltyminiy linijy, kas 1§ principo dalinai apriboja ,,DNR uzuolaidy* technologijos
naSumag, kadangi dél minétos priezasties ilgai trunkanciy eksperimenty metu tampa sudétinga
surinkti didelius statistiniy duomeny Kiekius.

Vienas i§ efektyviausiy Sios problemos sprendimo biidy yra kovalentiniu rySiu pagrjstas
DNR molekuliy imobilizavimas ant baltymais nanostruktiirizuoto stiklo pavirSiaus. Pavyzdziui,
vienas 1§ DNR molekulés galy galéty biti pazymétas tokiomis funkcinémis grupémis, kaip
sulfhidriliné (Kitaip — tioliné, merkapto) grupé (-SH) ar amino grupé (-NH2). Tuomet pirmuoju
atveju tAv reikéty chemiskai modifikuoti maleimidu. Ant stiklo pavirSiaus suformavus tAv-
maleimido konjugato linijas, prie jy biity galima kovalentiSkai prijungti tioline grupe
funkcionalizuotas DNR molekules, kadangi maleimido ir merkapto grupés tarpusavio sgveikos
metu tarp jy susidaro kovalentinis rySys. Tuo tarpu antruoju atveju pavirSines nanostruktiiras
sudarancio tAv karboksigrupes reikéty aktyvuoti specialiu cheminiu reagentu — 1-etil-3-(-3-
dimetilaminopropil)karbodiimidu (angl. EDC). Sios cheminés reakcijos metu susidares aktyvus
O-acilizouréjos esteris greitai reaguoja su aplinkoje esanciais pirminiais aminais. Todél ant tokiy,

1§ EDC aktyvuoto tAv sudaryty baltyminiy linijy taip pat biity galima kovalentiskai imobilizuoti
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DNR molekules, kurios viename i$ savo galy yra pazymétos -NH. grupe. Taigi DNR molekulés
galy funkcionalizavimas dviem skirtingais heterologiniais Zzymenimis (pavyzdziui, vieno galo —
biotinu, o kito — sulfhidriline grupe arba amino grupe) leisty ne tik iSvengti miisy sistema
apribojancio veiksnio — dig—anti-dig sgveikos — panaudojimo, bet taip pat ir Zenkliai padidinty
orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy‘ imobilizacijos trukmg, kuri idealiu atveju (jeigu vienas
DNR molekulés galas biity modifikuotas tioline grupe, o kitas — amino grupe) teoriskai turéty
bati itin ilga dél kovalentiniu rysiu pagristo DNR molekuliy prijungimo ant pavirsiaus.

Kaip jau minéta ankscCiau, Sio darbo metu, pasitelke orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy*
platformg, mes PM lygmenyje patyrinéjome SpCas9 endonukleazés saveikos su DNR ypatumus
ir tokiu btidu pademonstravome §io misy sukurto bei i$plétoto jrankio galimybes ir jo sékmingg
praktinj pritaikyma realiomis eksperimentinémis salygomis. Vis tik SpCas9 fermentas $iuo metu
yra ne tik nuodugniai charakterizuotas jvairiais biocheminiais ir struktiiriniais metodais, bet ir
pakankamai placiai iStyrinétas vienos molekulés lygyje. Tod¢l ateityje, naudodamiesi savaja
orientuoty minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* technologija, mes planuojame patyrinéti daugel;j kity su
DNR saveikaujanciy baltymy, kuriy studijos PM lygmeniu iki Siol téra tik labai menkai arba
absoliuciai néra jgyvendintos. Tarp tokiy musy potencialiy netolimos ateities tyrimy objekty
patenka skirtingi SpCas9 mutantai, Cas9 nukleazés ortologai, jvairiose bakterijose aptinkamas
Cascade (angl. CRISPR-associated complex for antiviral defence) kompleksas, anti-CRISPR
baltymai ir jvairios bakterijy DNR metiltransferazés.

Rezultaty skyriuje aptarty darby pagrindu mes parengéme ir sékmingai paskelbéme
publikacija: Kopustas A, Ivanovaité S, Rakickas T, Pocevi¢iuté E, Paksaité J, Karvelis T,
Zaremba M, Manakova E, Tutkus M. Oriented Soft DNA Curtains for Single-Molecule Imaging.
Langmuir. 2021; 37(11):3428-37.
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ISVADOS

Geriausios kokybés baltyminés linijos ant chemiSkai modifikuoto stiklo pavirSiaus yra
suformuojamos naudojant santykinai viduting (0,6 ml) spaudimo jéga.

Lyginant su streptavidinu, stiklo pavirSiaus nanostruktirizavimas traptavidinu leidzia
vienu biotinilintu galu imobilizuotas DNR molekules ilgiau i§laikyti ant pavirSiaus, bet
nepadidina dviguby minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* imobilizacijos trukmés.

DNR molekuliy galy funkcionalizavimas atitinkamai biotinu ir digoksigeninu uztikrina
nukleotidy sekos atzvilgiu vienoda visy tokiu biidu modifikuoty abiem galais ant
pavir$iaus imobilizuoty DNR molekuliy orientacija.

Sékmingai vienos molekulés lygyje atliktas Cas9 endonukleazés sagveikos su DNR
tyrimas pademonstravo, jog patobulinta orientuoty minkstyjy ,,DNR uZzuolaidy*

eksperimentiné platforma tinka pavieniy baltymy ir DNR sagveiky studijoms atlikti.
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SANTRAUKA

Orientuotos minkstosios DNR uZuolaidos pavieniy molekuliy saveiky tyrimams

Pavieniy baltymy-DNR sgveiky tyrimo metodai leidzia atskirai apie kickvieng tiriamajame
bandinyje esancig individualig molekule iSgauti vertingos informacijos, kuri ansamblio matavimo
eksperimenty, atlickamy taikant klasikinius biocheminius metodus, metu jprastai yra paslépta po
bendru visy molekuliy indélio vidurkiu. Taciau didzioji dauguma tokiy pavieniy molekuliy
tyrimo metody susiduria su mazo naSumo problema, kurig nulemia jy negebéjimas vienu metu
manipuliuoti daugiau negu viena tiriamaja biomolekule. ,,DNR uzuolaidy‘ technologija, skirta
baltymy ir DNR tarpusavio sgveiky tyrimams vienos molekulés lygyje, savo nasaus
funkcionavimo principu efektyviai sprendzia §ig problema ir Suteikia galimybe vieno
eksperimento metu surinkti didelj statistiniy duomeny kiekj. Neseniai mes sukiiréme alternatyvia
DNR molekuliy imobilizavimo ant pavirSiaus strategija paremta minkstyjy ,,DNR uzuolaidy*
platforma, kuri, lyginant su kitais tradicinio ,,DNR uzuolaidy‘ jrankio variantais, ne tik i$laiko
Sios technologijos kertinj bruoza — didelj nasuma, bet taip pat kartu pasiZymi pigumu, paprastumu
ir technologiniu prieinamumu. Nepaisant to, miisy sukurtos eksperimentinés platformos efektyvy
praktinj pritaikomuma apriboja keletas esminiy trikumy — nepakankamas veiksniy, daranciy
didziausig jtakg ant stiklo pavir§iaus suformuojamy baltyminiy linijy kokybei, optimizavimas,
santykinai nedidelé ant pavirsiaus fiksuoty individualiy DNR molekuliy imobilizacijos trukmé ir
neapibréZta ant pavir§iaus dviem galais imobilizuoty biotinilinty DNR molekuliy orientacija. Sio
darbo metu mes patobulinome savaja minkstyjy ,,DNR uzuolaidy* technologija. Optimizave
baltymy atkeliamojo mikrokontaktinio antspaudavimo etapo metu veikian¢ig spaudimo jéga,
chemiskai modifikuoto stiklo pavirSiaus nanostruktiirizavimui pasitelke traptaviding ir DNR
molekuliy galus atitinkamai funkcionalizavg skirtingo specifiskumo zZymenimis — biotinu bei
digoksigeninu — mes sukiiréme ilgesne fiksuoty DNR molekuliy pavir§inés imobilizacijos trukmeg
nulemiancig ir apibrézta imobilizuoty DNR molekuliy orientacija uztikrinan¢ig savosios
platformos versija — orientuotas minkstasias ,,DNR uzuolaidas®. Galiausiai, pasinaudodami Cas9
endonukleaze, mes pademonstravome, jog Sis eksperimentinis jrankis gali buti sékmingai

pritaikytas pavieniy baltymy-DNR sgveiky tyrimams.
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SUMMARY

Oriented Soft DNA Curtains for Single-Molecule Interaction Studies

Single-molecule techniques, which are designed for protein-DNA interaction studies, allow
to gather valuable information about every individual molecule that is present in the sample.
Employment of classical biochemical methods, which are based on ensemble measurements,
prevents the obtainment of this useful information that is typically covered under the overall
average of contribution coming from all molecules. However, vast majority of such single-
molecule techniques faces with the problem of low throughput because of their incapability to
manipulate more than one investigatory biomolecule at a time. Due to its principle of effective
functionality “DNA Curtains” technology, which is meant for protein and DNA interaction
studies at a single molecule level, effectively treats the aforementioned problem and grants a
possibility to collect a large amount of statistical data during a single experiment. Recently, we
have developed a platform of soft “DNA Curtains” that is based on the alternative strategy of
immobilization of DNA molecules on the surface. In comparison with the other variants of
traditional “DNA Curtains” tool, our experimental platform not only retains high throughput, the
main attribute of this technology, but it also has some other important advantages such as low
cost, simplicity and technological accessibility. Nevertheless, an efficient practical applicability
of our soft “DNA Curtains” is limited by three major drawbacks — insufficient optimization of
factors that influence the quality of surface-printed protein lines the most, relatively short
duration of immobilization of surface-fixed individual DNA molecules and undefined orientation
of biotinylated DNA molecules that are double tethered on the surface. In this work, we improved
our technology of soft “DNA Curtains”. By optimizing the printing pressure, which acts during
the stage of protein lift-off microcontact printing, employing traptavidin for nanopatterning of
chemically modified glass surface and functionalizing the ends of DNA molecules with labels of
distinct specifity — biotin and digoxigenin, respectively — we developed longer duration of
immobilization of surface-fixed DNA molecules-predetermining and defined orientation of
immobilized DNA molecules-ensuring version of our platform — oriented soft “DNA Curtains”.
Ultimately, by employing Cas9 endonuclease, we demonstrated that this experimental tool can be

successfully implemented in single protein-DNA interaction studies.
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