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bp — baziy pora

DTT — ditiotreitolis

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis

FACS - fluorescencijos aktyvuotas lasteliy rusiavimas (angl. fluorescence-activated cell
sorting)

gDNR — genomin¢ deoksiribonukleoriigstis

GFP — zaliai fluorescuojantis baltymas (angl. green fluorescent protein)

KT — kambario temperatiira

LB — Luria-Bertani

LCM - lazerinio fiksavimo mikrodisekcija (angl. laser capture microdissection)
MDA — daugybinio nustimimo reakcija (angl. multiple displacement amplification)
NKS — naujos kartos sekoskaita

NR — nukleortigstys

OT — optinis tankis

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas

PDMS - polidimetilsiloksanas

PEG - polietilenglikolis

PFA — paraformaldehidas

PGR — polimerazin¢ grandininé reakcija

PPK — pusiau pralaidzios kapsulés

RFU — santykinés fluorescencijos vienetas

Rnaz¢ — ribonukleazé

SDS — dodecilsulfatas

SSC — fiziologinio ir natrio citrato tirpalas

TBE — buferinis tirpalas, kuriame yra Tris bazes, boro rugsties ir EDTA miSinys
TKS — trecios kartos sekoskaita

UV — ultravioletiniai spinduliai



JVADAS
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Biosferos stabilumas ir funkcionalumas didele dalimi priklauso nuo mikroorganizmy
populiacijy heterogeniskumo. Si biologiné jvairové atlieka svarby vaidmenj palaikant ne tik padiy
mikroby bendrijy pusiausvyra, bet ir sudétingy biologiniy sistemy islikimg bei vystymasi. Didziulé
mikroorganizmy jvairové dar néra istirta, ta¢iau zinoma, kad mikroorganizmai gyvena kiekviename
Zemés kampelyje ir tikriausiai uz jos riby (Achtman ir Wagner, 2008). [vairovés analizé yra vienas i§
pagrindiniy darby siekiant suprasti nattiraliy ekosistemy funkcionavimg ir jy vaidmenj aplinkoje.
Mikroorganizmy identifikavimas juos izoliuojant ir klasifikuojant yra klasikinis jvairovés tyrimo
biidas jau daugiau nei Simtmetj. Atliekant kultivavima galima suprasti riSies vaidmenj populiacijoje,
kuri yra sisteminés genominés visumos dalis (Van Rossum ir kt., 2020). Nepaisant nesutarimy dél tos
pacios riisies fenotipiniy variacijy, tokio tipo metodai buvo i§ esmés svarbiis mikroby taksonomijoje
(Casadevall ir Pirofski, 2000). Visgi, atsiradus pazangiems molekuliniams jrankiams ir didelio
nasumo sekoskaitos technologijoms, atsivéré galimybés greiciau ir tiksliau tirti mikroorganizmy
jvairove bei jy evoliucinius tarpusavio rysius.

Sparti sekoskaitos technologijy pazanga ir tinkamy bei efektyviy bioinformatikos jrankiy ir
programinés jrangos sukiirimas sukelé revoliucija mikrobiologijoje, siekiant apibiidinti mikroby
bendruomenes, kurias sunku kultivuoti laboratorinémis salygomis. Keliy mikroorganizmy viso
genomo sekoskaita bei metagenominiai tyrimai paskatino didelés apimties duomeny baziy, skirty
mikroby bendrijy analizei, kirimg. Tuo paciu atsirado ir lyginamosios genomikos metodai,
leidziantys efektyviai apibudinti mikroorganizmy jvairove, funkcijas bei evoliucinius rysius.

Norint s¢kmingai taikyti molekulinius mikroorganizmy charakterizavimo metodus, reikalingi
veiksmingi méginiy paémimo, laikymo ir fiksavimo protokolai, kuriais siekiama iSsaugoti
surinktuose meéginiuose esancios genetinés medziagos integralumg ir kiekj. Nepaisant mokslinés
bendruomenés pastangy kurti ir tobulinti nukleortig§¢iy gryninimo metodus jvairiems méginiy tipams,
informacijos apie fiksavimo medziagy poveikj ir laikymo salygas, kuriomis siekiama iSsaugoti
aplinkos méginiy genetinés medziagos vientisumg, vis dar yra nedaug. Idealiu atveju genetiné
medZziaga turéty biiti i§gaunama nedelsiant po méginio paémimo. Fiksavimo protokoly sukiirimas
leidzia uztikrinti, kad net ir atokiose vietovése surinkti méginiai biity saugiai transportuojami |
laboratorijas su tinkama nukleortigs¢iy gryninimo infrastruktira, nepaZzeidziant metagenomo ir
metatranskriptomo. Netinkami meéginiy fiksavimo ir laikymo metodai gali sukelti DNR ir RNR
degradacija, todél gali buti daromos klaidingos iSvados apie mikroby bendruomenés struktiirg ir
atsirasti sunkumai siekiant nustatyti retas riiSis. Norint tiksliai manipuliuoti lastelémis ir tirti biologija
vienos lastelés skiriamaja geba, labai reikia kurti naujus analitinius metodus, pasiZymincius dideliu

jautrumu ir naSumu.
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Atsizvelgiant  i$Stkius, susijusius su mikroorganizmy genetinés medziagos iSsaugojimu ir
pavieniy lgsteliy tyrimy metody tobulinimu, Siame darbe buvo analizuotos pavieniy, fiksuoty
bakterijy nukleortigstys, naudojant pusiau pralaidzias kapsules. Tokia metodologija atveria galimybe
iSsamiai tirti mikroorganizmy heterogeniskuma, taip prisidedant prie gilesnio mikroby bendrijy

strukttiros ir funkcijy supratimo vienos Igstelés lygmeniu.

Darbo tikslas:

Pritaikyti hidrogelines mikrokapsules nukleortig§¢iy analizei i§ pavieniy fiksuoty bakterijy.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti fiksuoty Escherichia coli MG1655, Escherichia coli DH50 GFP+ ir Bacillus
subtilis 168 lasteliy izoliavima | selektyviai pralaidzias mikrokapsules;

2. Parinkti su mikrokapsulémis suderinamas lizés saglygas fiksuotoms E. coli bei B.
subtilis 13steléms.

3. Taikant fluorescencing mikroskopija, ivertinti atskiry geny ir viso genomo
padauginimo efektyvuma fiksuoty ir nefiksuoty bakteriniy lasteliy méginiuose;

4. Palyginti fiksuoty ir nefiksuoty bakteriniy lasteliy nukleortigs¢iy kokybe, taikant

naujos kartos sekoskaita.
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1.1. Nukleorugsciy analizé

Nukleortigstys (NR) yra vienos i§ pagrindiniy gyvybés molekuliy, placiai paplitusios visose
gyviiny, augaly ir mikroorganizmy lastelése. Jos atlieka lemiamg vaidmenj augimui, genetikai ir
kintamumui (Bové, 1993). NR analiz¢é yra svarbi alternatyva tradiciniam kultivuojamy
mikroorganizmy identifikavimui. Sis metodas informacija apie r§j pateikia per kelias valandas, kai
kultivavimas gali uztrukti iki keliy dieny ar net savaiciy (De Bruin & Birnboim, 2016). Po to, kai
Vatsonas ir Krikas 1953 m. pasitilé DNR dvigubos spiralés struktiira, prasidéjo spartus NR analizés
metody vystymasis, reik§mingai paspartings molekulinés biologijos pazanga (Watson & Crick, 1953).
Per ateinancius deSimtmecius buvo sukurti NR amplifikacijos metodai, pvz., NR sekos pagrindu
atliekama amplifikacija (Compton, 1991), ligazés grandinin¢ reakcija (Wu & Wallace, 1989),
transkripcijos sukelta amplifikacija (Kwoh ir kt., 1989), Sakotosios DNR (Urdea, 1994) ir grandinés
iSstimimo amplifikacija (Walker ir kt., 1992).

Nukleortigs¢iy aptikimo technologija apima daugybé etapy, pvz., méginio apdorojimas, NR
i8skyrimas, amplifikacija ir produkto aptikimas (Kricka, 1999). Pirmiausia Igstelés yra suardomos ir
iSskiriamos NR, kad biity paSalinti trukdantys komponentai, tokie kaip baltymai, lipidai ir lizés
reagentai (Griffiths & Chacon-Cortes, 2014). NR paruoSimas i§ sunkiai lizuojamy bakterijy gali biti
mazai efektyvus, palyginti su lengvai lizuojamomis bakterijomis. Méginiai surinkti i§ aplinkos gali
biiti atsparesni lizés salygoms, todé¢l daZznai reikia optimizuoti procesa konkreCiam tyriamajam
meéginiui (Shen, 2023b). Buvo apraSyti jvairiis bakterijy lizés protokolai, jskaitant cheminius (De
Bruin ir kt., 2019), fermentinius (Calandra & Cole, 1980) ir mechaninius metodus (Vandeventer ir kt.,
2011) arba jy kombinavima (Yim & Rubens, 1997). Vis délto, itin didelis pH, chaotropinés druskos,
organiniai tirpikliai arba plovikliai, gali trukdyti vélesnei NR amplifikacijai, jei Siy cheminiy
medZziagy negalima paSalinti (Atshan ir kt., 2012; Chomczynski & Rymaszewski, 2006; Eckert &
Kunkel, 1990; Sung ir kt., 2003).

ISskyrimo ir gryninimo metodai naudojami siekiant uztikrinti, kad pagausinimui biity
prieinama aukstos kokybés, nepazeista (nedegradavus) DNR arba RNR (Chandler, 2013). Yra du
pagrindiniai metodai, kuriais galima iSskirti ir i§gryninti NR: organiné¢ ekstrakcija (pvz., fenolio-
chloroformo ekstrakcija) ir silicio dioksido suriS§imo metodai (Chandler, 2013). Fenolio ir
chloroformo ekstrakcijos atveju lastelés i§ pradziy lizuojamos chaotropine druska (guanidinio
tiocianatu) ir plovikliu, o tada pridedamas fenolio ir chloroformo miSinys baltymams iSskirti. NR
nusodinamos i§ vandeninés fazés alkoholiu (Chomczynski & Sacchi, 2006; Chomzynski, 1987).
Boom ir kt. sukurtas silicio dioksido jungimosi metodas remiasi NR jungimusi prie silicio dioksido,

esant druskai. Silicio dioksidu suriSta NR atskiriama nuo lasteliy nuosédy, po to nuplaunama ir
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eliuojama j mazai druskos turintj tirpalg. Silicio dioksido jungimosi metodai leidzia gauti labai gryna
NR, kurioje beveik néra terSian¢iy baltymuy, jskaitant nukleazes ir slopinanc¢ias medziagas (Boom ir
kt., 1990).

NR amplifikacija PGR metodu sukelé revoliucija biologiniuose ir medicininiuose tyrimuose,
taip pat ir diagnostin¢je medicinoje, o dauguma molekulinés diagnostikos tyrimy dabar remiasi tam
tikra PGR forma (Chandler, 2013). Reakcija pagrjsta termiskai stabiliy DNR polimerazés fermenty
naudojimu DNR sekai nukopijuoti, pratgsiant prie viengrandés DNR taikinio prijungtus pradmenis.
Tikslinés DNR kopijy sinteze¢ lemia pasikartojantys ciklai, kuriy metu dvigrandé¢ DNR denatiiruojama
naudojant pakaitinima, o tuomet prijungiamas ir pratesiamas pradmuo. Siuo metodu galima
pagausinti branduolio, mitochondrijy ir citozoling DNR, taip pat informacing, ribosoming ir keleta
nekoduojanciy RNR (Shen, 2023a). Vienas i§ didziausiy PGR privalumy yra tas, kad amplifikacija
galima atlikti esant mazoms DNR koncentracijoms. Vis dé¢lto, didelis reakcijos tyrimy jautrumas
reiSkia, kad nedideli pasalinés tikslinés DNR kiekiai gali lemti klaidingai teigiamus rezultatus
(Remillard ir kt., 2013). Kokybiniams tyrimams su vienu molekuliniu taikiniu (pvz., infekciniy ligy
tyrimams) j kiekviena tyrimo cikla turéty biti jtrauktos teigiamos ir neigiamos kontrolés. Sios
kontrolés uztikrina, kad pradmenys veikia tinkamai bei leidzia stebéti uzterStumo atvejus (Chandler,
2013). Neapdoroti preparatai, kuriuose lastelés lizuojamos detergentais, gali biiti naudojami kai
kurioms molekulinéms procediiroms, taciau daznai netinka amplifikacijos procediiroms dél esanciy
slopikliy. PGR inhibitoriai jprastai veikia tiesiogiai sgveikaudami su DNR arba termostabilioms DNR
polimerazéms ir blokuoja fermento aktyvuma. DNR polimerazés turi kofaktoriy, kurie taip pat gali
biti kaip slopinimo taikinys. Magnis yra labai svarbus kofaktorius, o junginiai, kurie mazina Mg2+
prieinamumg arba trukdo Mg2+ prisijungimui prie DNR polimerazes, gali slopinti PGR (Chandler,
2013). Dar viena, taip pat daznai naudojama, yra daugybiné nustimimo reakcija (angl. multiple
displacement amplification, MDA). Nuo pat iSradimo 2002 m. (Dean ir kt., 2002), MDA yra
placiausiai naudojamas gDNR padauginimo metodas dél daugybés privalumy: a) ilgy,
persidengianc¢iy amplikony, kurie gerai tinka genomo sekos nustatymui ir vélesniam de novo
surinkimui; b) didelio phi29 polimerazés tikslumo ir ¢) paprastos reakcijos sarankos, kuri sumazina
klaidy, uzterStumo rizika (Lasken & Stockwell, 2007; Sabina & Leamon, 2015; Woyke ir kt., 2009).
Ilgy DNR fragmenty sintezei izoterminémis salygomis naudojami atsitiktiniai heksameriniai
pradmenys ir phi29 DNR polimeraz¢ (Blanco ir kt., 1989; Yilmaz ir Singh, 2012). Phi29 DNR
polimerazé gali iSstumti pasroviui esanc¢ig 5'-galy DNR granding, kad pratesty auganciag 3'-galine
granding (Chen ir kt., 2014) bei reakcijos produktus naudoti kaip matricg naujy pradmens pratgsimo
reakcijy inicijavimui taip formuojant Sakotas DNR struktiiras (1.1. pav.). Vis délto, Sis metodas turi
savy apribojimy, tokiy kaip paSalinés DNR amplifikavimas, chimery susidarymas ir galimi

SaliSkumai, dazniausiai susij¢ su polinkiu efektyviau amplifikuoti Zemo GC sastato genomo regionus
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(Lasken ir Stockwell, 2007). Mokslo bendruomené aktyviai iesko biidy Siems trikdziams pasSalinti
tobulinant phi29 savybes ir/ar optimizuojant reakcijos salygas. Pavyzdziui, Stepanauskas ir kt. suktiré
nauja MDA paremta WGA-X metoda, kuriame naudojo termiSkai stabilesne mutanting phi29
polimeraze. De novo genomo surinkimo i§ atskiry viruso daleliy, kurios buvo amplifikuotos
naudojant WGA-X, s¢kmés rodiklis buvo 9 kartus didesnis, palyginti su MDA. Taikant WGA-X
atskiroms nekultivuotoms aplinkos mikroorganizmy lgsteléms, buvo patvirtintas geresnis genomo
atklirimas, ypac dirvozemio mikrobiomo, kuriame dominavo didelio GC kiekio genomai. Tai yra dar

viena perspektyvi strategija, skirta pagerinti vienos lastelés genomo atkiirima (Stepanauskas ir kt.,
2017).

53 53 53
3 5" Pradmens prilydymas
5 35 3 5 3 l
3 5" Seky pratgsimas
5 5 5 l
3 5" Sakoty struktiiry susidarymas
Genominé Phi29 polimerazé Pradmuo  Naujai susintetinta
denatiiruota DNR
DNR

1.1 pav. Daugybinio nustimimo reakcijos mechanizmas. Adaptuota i§ Y. Xu &
Zhao, 2018.

1.1.1. Mikroby genomika

Mikroby genomika yra esminé molekulinés mikrobiologijos Saka, nagrinéjanti bakterijy, virusy,
archéjy, gryby ir pirmuoniy geneting medziaga (Das & Dash, 2018). Naudojant pazangius sekos
nustatymo ir bioinformatikos metodus yra analizuojamas nukleotidy i$sidéstymas DNR grandingje ir
geny, atsakingy uz jvairius biologinius procesus, identifikavimas bei apibiidinimas (Koonin ir kt.,
2021). Analizés metu siekiama istirti pagrindinius mechanizmus, reguliuojancius mikroby fiziologija,
metabolizma, virulentiSkuma ir prisitaikyma prie jvairiy aplinkos salygy (Djordjevic ir kt., 2024).

Viso genomo surinkimo procese reikia jvertinti sekoskaitos duomeny kokybe, bendra GC kieki,
pasikartojimy gausumg ar skaitymo dubliavimg (angl. duplication) (Ekblom ir Wolf, 2014). Genomo
seka taip pat turi biiti anotuota su fiziologiskai svarbiomis detalémis ir atlickamas kompiuterinis
prognozavimas (angl. computational prediction), tRNA seky nustatymas arba genetinis apibtidinimas,
koduojanciy ir nekoduojanciy regiony viety nustatymas. Nezinomy arba nemodeliniy organizmy

genomy sekos lyginamos su baltymus koduojanciy seky arba transkripty duomeny bazémis.
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Mikroby genomy tyrin¢jimui gali biti pasitelkti metodai pateikti 1.1 lenteléje. Daznai analizés
tipai yra derinami, siekiant iS§samiai suprasti mikroby bendrijy struktiirg, funkcija ir dinamika
skirtingose aplinkose (Sikkander ir kt., 2025). Metagenomika leidzia tyréjams jvertinti
mikroorganizmy jvairove bendruomenéje, identifikuojant ir apibiidinant mikroorganizmy geneting
medziagg jy nekultivuojant. Tai 1émé naujy rtsiy atradima ir mikroby jvairovés jvertinima jvairiose
ekosistemose (Sikkander ir kt., 2025). Numatoma, kad ateityje genomikos pazanga bus sutelkta j
vienos lastelés analize. Tai leis tirti atskiras mikroby lasteles, siekiant atskleisti funkcinj

nevienalytiSkuma bei retas populiacijas sudétingose bendruomenése (Hosokawa ir Nishikawa, 2023).

1.1 lentelé. Mikroby genomy analizés metodai ir pritaikymas. Lentel¢ sudaryta remiantis Sikkander
ir kt., (2025) bei Kumar ir kt., (2021) straipsniais.
Méginio ir analizés

Metodai Pritaikymas Triukumai
tipas
16S rRNR geny arba | Tikslinio geno Taksonominis Nepateikia informacijos
kity filogenetiniy amplifikacija ir mikroby apie metabolinj aktyvuma
zymeny sekoskaita | sekoskaita bendruomenés ar funkcinius genus;
profiliavimas ribotas taksonominis

tikslumas (ypac tarp artimy
risiy); gali buti SaliSka dél

pradmeny pasirinkimo

Genomo analizeé 18

kultivuoty izoliaty

Visos genomo
sekoskaitos metodai

(pvz., Saudykliné

Geny anotavimas,
funkcijy prognoze,

reguliavimo tyrimai;

Reikalingas kultivavimas;
kultivavimo salygos gali

paveikti genomo stabiluma

sekoskaita) fenotipo-genotipo (geny praradimas);
sasajy analize neatspindi aplinkos ar
bendruomenés jvairovés
Metagenomika Visos DNR, Visos mikroby Sudétingas analizés
i8skirtos i$ aplinkos | bendruomenés procesas; inhibitoriai

méginio, sekoskaita

genetinés medziagos
analiz¢; funkcijy
prognoz¢; naujy geny
ir metaboliniy keliy

atradimas

méginyje; dideli duomeny
kiekiai; artimy rasiy
atskyrimui reikalinga
aukstos raiSkos arba ilgy

skaitymy sekoskaita
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1.1.2. Metagenomika

Metagenomika tiria mikroorganizmy geneting medziagg tiesiogiai i§ aplinkos meéginiy, pvz.,
dirvozemio, vandens ar zmogaus mikrobiomo (Jurasz ir kt., 2021). Apskaiciuota, kad net 99 %
gamtoje esanciy mikroby yra nekultivuojami turimais metodais (Vartoukian, 2016). Metagenominé
analiz¢ leidzia aptikti zinomus ir nezinomus mikroorganizmus be bitinybés juos auginti in vitro ir
suteikia jzvalgy apie patogeno ir Seimininko sgveika, epidemiologija, ekologija ir organizmy,
aptinkamy jvairiose ekosistemose, evoliucija (Jurasz ir kt., 2021).

Viena i§ dviejy metagenomikos krypc€iy yra pagrjsta filogenetiniy Zymeny geny tyrimais: 16S
rRNR prokariotams, 18S rRNR eukariotams, vidiniy transkribuoty tarpikliy (angl. internal
transcribed spacer, ITS) sekos grybams ir funkciniais genais (azoto fiksacija, celiulazés ir kt). Antroji
kryptis yra netiksliné, kurios metu tiriame suming DNR, neiSskiriant jokiy specifiniy regiony.
Pradéjus naudoti naujos kartos sekoskaitos (NKS) technologijas, atsirado galimybé atlikti
sekoskaitomis grindziamus metagenominius tyrimus ir analiz¢. Tai suteiké galimybe atlikti didelio
nasumo sekoskaitg, kurios metu lygiagre€iai aptinkami trumpi DNR fragmentai (150-1000 bp)
(Gouda ir kt., 2024; Hassan ir kt., 2023b). Sekoskaita gali biiti atlickama viso genomo analizés
kontekste, 0 méginio praturtinimo metodai leidzia atlikti egzomo, tikslinés srities, RNR ar metilinimo
tyrimus. Skirtingy platformy NKS chemija skiriasi. Pavyzdziui, ///lumina didelio masto sekvenavimui
taiko fluorescencija grista sekos nustatymg DNR grandinés sintezés metu. DNR fragmentai, turintys
priliguotus adapterius, imobilizuojami srauto kameroje. Ten kiekvienas DNR fragmentas izotermiskai
amplifikuojamas, sukuriant milijonus DNR klasteriy. Klasteriai dalyvauja pradmens pratgsimo
reakcijoje esant fluorescenciskai zymétiems nukleotidams, kurie i granding jterpiami ir detektuojami
po vieng. DNR sintezés ir fluorescencijos detekcijos cikly skaicius lemia nuskaitymy ilgj (1.2 pav.)

(Gouda ir kt., 2024; Hassan ir kt., 2023b).

Biblioteka paruosta DNR Kklasteriai srauto Sekos nustatymas Uzfiksuotas
1llumina sekoskaitai kameroje sintezés budu fluorescencinis signalas

Indeksas IIIII I I Illll I

nr. 1
DNR gy ZSF'i P7 ® Nukleotidy .
— - ® jtraukimas ® o o
P5 TRd 15P o itkiia o o
Sviesos PY ®
Indeksas g R impulsa ® ® S
nr. 2 "L iy

1.2 pav. Illumina sekvenavimas sintezés biidu. DNR fragmentai imobilizuojami srauto kameroje.
Kai nukleotidai jtraukiami  DNR grandines, jie iSskiria Sviesos impulsus, kuriuos uzfiksuoja
sekoskaitos aparatas ir iSveda i$ kiekvieno klasterio nuskaitytas bazes kartu su kiekvienos
bazés kokybés rodikliais. Adaptuota i§ Hassan ir kt. (2023)
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Nepaisant neabejoting NKS technologijy privalumy, lémusiy jy placig taikymo sritj, §i
metodika turi tam tikry apribojimy. Dél trumpy skaitymo ilgiy bei bitinybés naudoti PGR
amplifikacija, buvo pradétos plétoti treCiosios kartos sekoskaitos (TKS) technologijos. Nuo pirmojo
prototipo TKS palaipsniui tobulino savo chemines savybes, pagerindama tiek skaitymo ilgj, tick baziy
priskyrimo tikslumg. Nepaisant to, NKS technologijos tikslesnés ir placiau taikomos del gerai
iStobulinty protokoly, auksto duomeny tikslumo bei ekonomisko nasumo.

Vis délto, metagenomika neapima nei tiksliniy organizmy iSskyrimo, nei turtinimo.
Metagenomika i§ esmés yra netikslinis metodas, o mikroby bendruomeniy, kuriose jdomi (-0s)
funkcija (-os) yra reta, sekvenavimas gali biiti gana brangus. Tai reiskia, kad susijusios iSlaidos vis
tiek gali biiti pernelyg didelés, norint reguliariai apdoroti didel} méginiy skaiciy, ypac jei numatoma,
kad taikinio gausa bus palyginti nedidelé (pvz., <0,001 % visos bendruomenés) (Lindner ir kt., 2024).
I3 aplinkos méginio i$skirtoje metagenominéje DNR gali biiti net 10*-10° unikaliy mikroorganizmy,.
D¢l tokios didziulés mikroby populiacijos jvairovés, net dalinis genomo surinkimas yra gana
sudétingas (Tanver ir kt., 2019). Kitas svarbus metagenomikos apribojimas, kuris vis délto yra
bendras su kitais nuo kultivavimo nepriklausomais metodais, jskaitant PGR, yra tas, kad jis negali
lengvai atskirti gyvy ir negyvy lasteliy arba plikos DNR. Sis klausimas buvo pladiai aptartas
literatiiroje ir yra budy, kaip selektyviai supresuoti negyvy lasteliy arba nuogos DNR amplifikavima
(pvz., naudojant propidzio monoazida arba apdorojant méginj DNaze), taCiau paprastai reikia atlikti
papildomus veiksmus ir protokolo optimizavimg dominanc¢iai méginio matricai (Lindner ir kt., 2024).
Taip pat, gryninant DNR pasimeta sgsajos tarp lastelés genomo ir toje pacioje lastel¢je buvusios
nechromosominés DNR. D¢l Sios priezasties pastaraisiais metais tyr¢jai vis daugiau démesio skiria
vienos lgstelés metagenomikos metodui, kai tiriamos atskiros lastelés, siekiant analizuoti biologines

detales (Tanver ir kt., 2019).

1.2. Pavieniy lasteliy analizé

D¢l metagenomikos trikumy vienos Iastelés genomo sekos nustatymas tampa galingu
papildomu metodu. Si nauja technologija leidzia i$skirti sudétingas mikroby bendruomenes j atskiras
bakterijy lasteles, todél galima lygiagreciai atlikti didelio naSumo genetinés medziagos sekos
nustatymga 1§ tukstan¢iy pavieniy bakterijy lasteliy. Biologinése sistemose koegzistuoja nevienalytés
lastelés, pasizymincios skirtingomis morfologinémis savybémis ir fenotipiniais profiliais, todél
bendras lasteliy populiacijos tyrimas negali atspindéti atskiry Iasteliy elgsenos (Chen & Yang, 2022).
Pagrindinis pavieniy lgsteliy metodo pranaSumas yra tas, kad jis gali lengvai susieti medziagy
apykaitos funkcijas su konkrec¢iomis rasimis. Taip pat, yra galimybé sukurti aukstos kokybés genoma
rasims, kuriy gausa yra maza ir jprastai biity prarasta naudojant metagenominés sekos nustatymo

metoda (Y. Xu & Zhao, 2018).
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Vienos Igstelés genomo sekos nustatymo zingsniai apima: Igsteliy izoliavima vieng nuo Kkitos,
DNR i$skyrima, dominancio geno pagausinimg arba MDA viso genomo padauginimui, bibliotekos
konstravima, sekos nustatymg ir duomeny analiz¢. Atsizvelgiant | tai, kad bakterijy lasteléje DNR
kiekis jprastai yra matuojamas femtogramais, o didelio naSumo sekos nustatymui reikia daugiau DNR

medZiagos, viso genomo amplifikacija neretai yra esminis vienos lastelés genomikos Zingsnis.

1.2.1. Pavieniy lasteliy izoliavimo metodai

Pries pradedant vienos lastelés analizg, biitina ja fiziSkai izoliuoti i§ lgsteliy miSinio.
Priklausomai nuo laboratorijos galimybiy ir Igsteliy tipo yra parenkamas vienas i§ toliau aprasyty
metody.

Fluorescencijos aktyvuotas lgsteliy risiavimas (FACS) - tai specializuotas srauto citometrijos
tipas su risiavimo pajégumu. Sis metodas skirtas apibiidinti ir apibrézti skirtingus lasteliy tipus
heterogeninéje lasteliy populiacijoje remiantis dydziu, granuliuotumu ir fluorescencija. FACS leidzia
vienu metu atlikti kiekybine ir kokybine pavieniy lasteliy daugiaparametring analiz¢ (Gross ir kt.,
2015). Pries atskyrimg pagaminama lasteliy suspensija ir tikslinés lastelés pazymimos
fluorescenciniais zondais. Kai Igsteliy suspensija teka per citometra, kiekviena lastel¢ veikiama
lazeriu, kuris leidzia fluorescencijos detektoriams identifikuoti lasteles pagal pasirinktas
charakteristikas. IS pradziy FACS buvo placiai naudojamas isskirti labai grynas lgsteliy populiacijas,
taciau Schulz ir kt., aprase, kad $i metoda galima pritaikyti ir pavieniy lgsteliy risiavimui (Schulz ir
kt., 2012). Vis délto, nors FACS yra plaiai naudojamas tiek moksliniuose, tiek klinikiniuose
tyrimuose, metodas turi ir keletg ribojanciy trilkumy. Pirma, FACS reikalingas didziulis pradinis
lasteliy skaicius (daugiau nei 10 000) suspensijoje, todé¢l néra galimybés atskirti pavieniy Iasteliy i8
mazo pradinio lgsteliy kiekio. Antra, greitas prietaiso srautas gali pakenkti rasiuojamy lasteliy
gyvybingumui (Hu ir kt., 2016).

Lazerinio fiksavimo mikrodisekcija (LCM) yra pazangi technologija, skirta iSskirti grynas
lasteliy populiacijas arba pavienes lasteles i§ daugiausia kiety audiniy méginiy mikroskopo stiklelyje
(Emmert-Buck ir kt., 1996). Pagrindinis LCM principas prasideda dominanciy lasteliy vizualizavimu
per invertuota mikroskopa. Tada perduodamas fiksuotos padéties trumpalaikis ir sufokusuotas lazerio
impulsas, kad iStirpty plona skaidri termoplastiné plévele ant dangtelio virs tiksliniy lasteliy. Plévelé
i8silydo ir susilieja su pasirinktomis apatinémis lastelémis. Kai plévelé pasalinama, tikslinés lastelés
lieka suristos su plévele, o likes audinys paliekamas. Galiausiai lgsteles galima perkelti i mégintuvelj,
kuriame bus atlickama tolimesné analizé (Kummari ir kt., 2015). LCM metodai gali biiti taikomi
histologiniams ir augaly méginiams, gyvoms lasteléms ir lasteliy kultiiroms, teismo medicinos
preparatams, formalinu fiksuotiems parafinuotiems (FFPE) arba Svieziai Saldytiems audiniams, taip

pat dazytiems arba nedazytiems audiniams (,,Laser Capture Microdissection®, 2015). Kadangi prie$
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analiz¢ audiniai daznai biina fiksuoti, LCM pagrjsti metodai turi pranasuma dél galimybés analizuoti
meéginius be kontakto ir toksisko pavojaus zmogui. Kiti LCM privalumai yra greitis, tikslumas ir
universalumas. Mazos galios lazerio sukurta plévelé ir Siluma neturi jtakos DNR, RNR ar baltymy
vientisumui. Vis délto, maziausias 7,5 um lazerio tasko dydis riboja vienos lastelés arba tarplastelinés
mikrodisekcijos tikslumg. Mazas lasteles gali biiti sunku iSskirti, neuzterSiant gretimy lasteliy
fragmenty (,,Laser Capture Microdissection®, 2015). Nors LCM placiai taikoma zmogaus ar gyviiny
audiniy tyrimuose, mikroorganizmams ji taikoma reciau.

Rankinis Igsteliy rinkimas / mikromanipuliacija yra paprastas, patogus ir efektyvus pavieniy
lasteliy izoliavimo biidas. PanaSiai kaip LCM, rankiniai lasteliy rinkimo mikromanipuliatoriai taip
pat susideda i§ invertuoto mikroskopo, sujungto su mikropipetémis, kurios juda motorizuotomis
mechaninémis pakopomis. Kiekviena atskira lastel¢ gali biiti stebima ir nufotografuojama
mikroskopu prie§ pasirenkant ja perkelti tolimesniai analizei. D¢l mazo naSumo, labai dideliy darbo
jégos poreikiy, didelio potencialo mechaniniams pazeidimams ir didelio lasteliy identifikavimo
klaidy lygio mikromanipuliacijos metodas nesuteikia didelio masto pritaikymo ir tolesnio
komercializavimo galimybiy (Yasen ir kt., 2020).

Laseliais paremtos mikroskysciy technologijos tikslas yra generuoti diskrecius skysciy kiekius
nesimaiSanciose fazése ir jais manipuliuoti. Pavyzdziui, generuoti aliejaus vandenyje (A/V) arba
vandens aliejuje (V/A) laselius. Si technologija pasizymi keliais privalumais, jskaitant didele mazy
skys¢iy tariy (10°-10718 L) ir laseliy charakteristiky kontrole, galimybe atlikti didelio nasumo
eksperimentus (Teh ir kt., 2008). Per pastaruosius du deSimtmecius (McClain ir kt., 2003; Wheeler ir
kt., 2003) $i technologija buvo naudojama analizuojant nanometry ir mikrometry dydzio méginius,
tokius kaip molekulés, dalelés, virusai, lastelés, egzosomos. Lasteliy daznis iSsklaidytoje fazéje
atitinka Puasono pasiskirstyma (Collins ir kt., 2015), todél tik dalyje sukurty mikrolaseliy bus viena
lastele, palyginti su tus¢iy mikrolaSeliy ir laseliy, kuriuose yra dvi ar daugiau lasteliy, populiacijomis.
Sis metodas sulauké didelio susidoméjimo, nes lasteliy biologiniy tyrimy démesys buvo perkeltas
nuo lasteliy populiacijy tyrimo prie eksperimenty su vienos lastelés skiriamgja geba (Matuta ir kt.,
2020). LaSeliy stabilizavimas emulsikliais veiksmingai apsaugo nuo kryZminio uZterSimo.
Integruojant molekulinés analizés metodus, tokius kaip PGR (D. Xu ir kt., 2023), RNR sekos
nustatyma (Zilionis ir kt., 2017) ir proteomika (Zhu ir kt., 2018), laseliy pagrindu veikianti
mikroskyséiy sistema gali sukurti veiksminga molekulinio profiliavimo ir diagnostikos platforma. Si
platforma integruoja operacijas nuo lasteliy atskyrimo iki geny ekspresijos analizés. I§samiis tyrimy
duomenys gali biiti panaudojami lgsteliy heterogeniSkumo ir ligy mechanizmy tyrimams (Sart ir kt.,
2022; Zhao ir kt., 2017; Zhu ir kt., 2018). Vis délto, naudojant skysciy laselius kaip vienos lastelés

Vv —

jo turinj galima tik atskiesti, o ne visiSkai pakeisti, o tai riboja lankstuma tolesniuose apdorojimo
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etapuose, pvz., norint pasalinti nereikalingas medziagas. Be to, lizés, amplifikacijos ir barkodavimo
reagentai kiekviename etape turi biiti suderinami, o tai riboja jy pasirinkimg. Reagento pridéjimas
prie laSeliy yra praktiSkai sudétingas ir reikalauja mokymy, kaip atlikti paZangias laSeliy
manipuliacijas, tokias kaip pakartotinis jpurSkimas, pikoinjekcija arba laseliy sujungimas (Ling ir kt.,

2025).

1.2.2. Pusiau pralaidZios kapsulés

Mikroskysciy laseliy apribojimus inovatyviai apé€jo pusiau pralaidziy kapsuliy technologija
(PPK). Kapsulés yra strukttros, susidaranc¢ios emulguojant du nesimaiSancius polimery tirpalus
laSelivose. Kai susidaro vandeniné dviejy faziy sistema, vienas polimeras yra laselio periferijoje.
LaSeliy pokytj i PPK struktiirag lemia tolimesniame etape apvalkale vykstantis reakcijos tipas.
Praktikoje dazniausiai naudojami: kryZzminis susiejimas (angl. crosslinking), joninis (Choi ir kt., 2007;
Workman ir kt., 2007; Ahmed ir Stokke, 2021), fotopolimerizacinis (Zhao ir kt., 2016; Mohamed ir
kt.. 2019) ir termiSkai reaguojantis tipas (Tiemeijer ir kt., 2021; Zhang ir kt., 2021). Iprastai reakcija
atliekama vienu i§ dviejy budy: kryZminio susiejimo ant lusto ir mégintuvélyje (Mohamed ir kt.,
2019).

Chemin¢ apvalkalo sudétis gali biiti parinkta taip, kad buty selektyviai pralaidi mazoms
molekuléms, jskaitant baltymus, drusky jonus, mazus metabolitus, nukleotidus ir oligonukleotidus.
Taip pat, kartu selektyviai sulaikyty didesnes makromolekules, tokias kaip kDNR, gDNR ar iRNR
(Leonaviciene & Mazutis, 2022). Kapsulés apvalkalo pagrinda gali sudaryti sintetiniai polimerai,
tokie kaip polietilenglikolis (PEG) (Leonaviciene ir kt., 2020) arba natiiraliis polimerai, tokie kaip
zelatina (Leonaviciene & Mazutis, 2022). Zelatinos pagrindu pagaminti apvalkalai leidzia
kontroliuojamai iSlaisvinti jy turinj Svelniai apdorojant fermentais, taciau tai apriboja eksperimentus,
pavyzdziui, lasteliy lize, kuriai naudojamos proteinazés (Leonaviciene & Mazutis, 2022). Ir
atvirksciai, PEG pagrindu pagamintos PPK yra stabilios esant platesniam salygy spektrui, taciau jy
turinio i$laisvinimui reikalingas mechaninis arba Sarminis apdorojimas, naikinantis lgsteles
(Leonaviciene ir kt., 2020).

PPK, panasiai kaip poréti hidrogelio rutuliukai (Jo & Lee, 2020), suteikia galimybe vykdyti
daugiapakopes reakcijas aukstu naSumu, nes reikiamus tyrimo reagentus galima pridéti arba pasalinti
paprastu buferio keitimu (1.3 pav.). TaCiau, prieSingai nei hidrogelio rutuliukai, kai kapsuliuotos
lastelés arba jy genetiné medziaga yra jsipainiojusi ] hidrogelio tinklelj, PPK viskg laiko skystoje
Serdyje, apgaubtoje stabiliu hidrogeliniu apvalkalu. Dél Sios priezasties kapsulés Serdyje esancios
lastelés ir biomolekulés nepatiria steriniy klitciy, kaip j gelio faze¢ jterptos biomolekulés (Amsden,
1998; Johnston & Deen, 1999), todé¢l galima tikétis aukStesnio biocheminiy reakcijy ir molekuliniy
saveiky efektyvumo. Taip pat, viena i$ iSskirtiniy PPK savybiy yra ir jy atsparumas. Kapsulés atlaiko
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jprastas laboratorines operacijas, jskaitant pipetavima, centrifugavimg, daugybe uzSaldymo-
atSildymo cikly ir aukstg temperatira (pvz., 98 °C). Kapsuliy apvalkalas yra mechaniSkai ir chemiskai
atsparus, o prireikus i$gryninti viduje esantj méginj, kapsuliy apvalkalg galima suskaidyti fermentiniy
reakcijy pagalba (fermento pasirinkimas priklauso nuo apvalkalo polimero cheminés sudéties). Kitas
palankus PPK bruozas yra jy gebéjimas iSlaikyti ilgesnius nei 300 bp DNR fragmentus, tuo paciu
leidziant tyrimo reagentams ir baltymams pasklisti (Leonaviciene & Mazutis, 2022).

Atsizvelgiant | selektyvy nukleino riigsciy sulaikyma (>300 bp) ir pralaiduma baltymams (<200
kDa), PPK gali bti naudingos jvairiems biocheminiams ir lasteliniams tyrimams (Baronas ir kt.,
2025). Serdyje galima efektyviai izoliuoti ir i§laikyti Zinduoliy, bakterijy lasteles bei atlikti
daugiapakopes reakcijas, reikalingas nukleino riig§¢iy gryninimui, amplifikacijai ir skaitmeninei
analizei (Leonaviciene & Mazutis, 2022). Sios savybés i§ple¢ia genominiy tyrimy, kuriuos galima
atlikti su pavienémis lastelémis ir gyvomis lgsteliy kultiromis, spektra ir suteikia universalia
technologineg platforma, kuri gali leisti lygiagretinti tyrimus, kuriuos iki $iol buvo sunku ir brangu
atlikti dideliu naSumu. Be to, $is naujas metodas jveikia daug pastangy reikalaujancius manipuliavimo
laSeliais budus ir padidina vienos lastelés genomo analizés nasuma (Ling ir kt., 2025). Nors
manipuliuojant laseliais taip pat galima atlikti daugiapakopes procediiras, taciau tai sudétingas ir
specifiniy instrumenty reikalaujantis procesas. Darbas su jau suformuotomis kapsulémis yra
paprastas ir nereikalauja specialios jrangos.

Be nukleino riig§¢iy analizés, PPK technologija palaiko lasteliy augima ir taip jveikia didelj
laSeliy mikroskys¢iy apribojima (Baronas ir kt., 2025). Laselis yra visiskai izoliuotas nuo aplinkos,
todel greitai iSsenka maisto medziagy kiekis, o besikaupiantys toksinai ir metabolitai sudaro
nepalankig aplinkg augimui. Tuo tarpu kapsulése maistiniy medziagy ir metabolity difuzija dél
selektyvaus apvalkalo pralaidumo vyksta nuolatos. Mikroorganizmai, tokie kaip bakterijos ir mielés,
kapsulése gali biiti veiksmingai iSplésti | izogenines mikrokolonijas ir toliau analizuojami. J[domu tai,
kad besidalijancioms lasteléms uzpildant visg kapsulés tiirj ir toliau ple¢iantis, korpuso elastingumas
palaiko kapsulés vientisuma, leidziantj jam iSsipiisti daugiau nei 2 kartus (Baronas ir kt., 2025).

Vienintelis apribojimas Iasteléms kapsulése yra fizinis tiris.
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1.3 pav. NR analizés galimybés naudojant PPK technologija. A) Pavieniy lasteliy NR tyrimy strategija
naudojant PPK. Pirmiausia pavienés dominancios analités izoliuojamos i PPK naudojant didelio
naSumo mikroskysciy technologija. Tolimesni etapai atliekami jprastame laboratoriniame
mégintuvélyje, apdorojant visas PPK vienu metu. B) Vienos DNR molekulés amplifikacija ir analizé
skaitmeninés PGR metodu (dazymo dazai: SYBR Green I). C) Daugiafunkciné vienos lastelés RT-
PGR, nukreipta j transkriptus, koduojanc¢ius CD45, su YAP ir -akting. Lastelés, ekspresuojancios ir
CD45, ir ACTB, yra zydros, YAP ir ACTB — rozinés, o vien ACTB — mélynos spalvos. D) Zmogaus
limfoblasty Igsteliy (K-562) vieno genomo amplifikacija phi29 DNR polimeraze ir dazymas SYTO
dazais (geltonais). PPK, kuriuose yra pavieniai amplifikuoti genomai, atrodo didesni dél pabrinkimo.
E) PPK inkapsuliuoty limfoblasty Iasteliy viso genomo sekoskaitos zemélapis. Mastelio juostos, 50
um. Adaptuota i§ Baronas ir kt. (2025)

1.3. Méginiy fiksavimas

Lastel¢je vykstanciy procesy supratimas yra svarbus zingsnis daugelyje lasteliy biologijos ir
medicinos aspekty (Hobro & Smith, 2017). Nors idealu buty gauti informacija apie biomolekuliy
sudeti ir pasiskirstyma i§ gyvy lasteliy matavimy realiu laiku, yra labai nedaug metody, kuriais biity
galima tai pasiekti. Lasteliy arba audiniy fiksavimo tikslas yra islaikyti méginius kuo panasesnius }
pirming gyva biisena, kad biity galima patikimai atlikti tolimesn¢ analizg. Tai ypa¢ aktualu klinikinéje
aplinkoje, kur per gydytojo vizitg arba chirurginés procediiros metu paimami lasteliy méginiai, kurie
véliau siunciami ] kitg vietg. Lasteliy meéginiy tiekimas audiniy bankuose taip pat reikalauja
veiksmingo meginiy fiksavimo, nes tarp méginiy paémimo ir analizés gali praeiti ménesiai ar metai.
Fiksuoti méginiai turéty atlaikyti sekancius analizés etapus, iSsaugoti nepakitusig Iasteliy morfologija,
biocheming biikle ir vienoda lasteliy skaiciy (Hopwood, 1985). Norint parinkti perspektyvius
fiksavimo metodus buvo atlikta daugybé tyrimy, skirty jvertinti skirtingy metody veiksminguma

fiksuojant jvairias lasteles ar audinius (Suthipintawong ir kt., 1996; Hoetelmans ir kt., 2001; Moloney
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ir kt., 2004; Vekemans ir kt., 2004; Celie ir kt., 2005; St-Laurent ir kt., 2006; Meade ir kt., 2010).
Deja, daugiausia tyrimy buvo skirti gyviiny, Zmoniy lgsteléms ar audiniams. Buvo jrodyta, kad jvairiy
lasteliy tipy fiksavimui tinka aldehidai ir alkoholiai, pradedant Zmogaus kraujo lastelémis ir baigiant
bakterijomis (Morel ir kt., 1971, Shapiro, 2002), taciau jie taip pat turi keletg triikumy, susijusiy su
tolimesne lasteliy analize (Glinther ir kt., 2008). Vis délto, norint praplési zinias apie mikroby jvairove,
ekologija ir evoliucijg svarbu istirti ir prokariotiniy lasteliy fiksavimo galimybes, kurios leisty
pagerinti genominiy tyrimy patikimuma ir atkuriamumga (Bharti ir Grimm, 2021).

Fiksavimo budus pagal veikimo tipa galima suskirstyti i dvi grupes: kovalentiSkai suriSancig
(angl. additive) ir denatiiruojancia (StLaurent ir kt. 2006). Kovalentiskai suriSanciuose tirpaluose yra
jvairiy aldehidy, jskaitant formaldehida, paraformaldehida, glutaraldehidg ir kt., kurie gali sukurti
kryZzminius susiuvimus tarp baltymy ir nukleoriigi¢iy (Dapson, 2007). Siuo metodu galima i§saugoti
natiiralig baltymy struktiira, t.y. antrines ir tretines struktiiras (Meade ir kt. 2010). Denatiiruojancios
fiksacijos metu baltymai yra iSsodinami ir taip sumazinamas jy tirpumas ir (arba) sutrikdoma
hidrofobin¢ sgveika. Tretin¢ baltymy struktiira modifikuojama bei inaktyvuojami fermentai (St-
Laurent ir kt., 2006). ISsodinimui dazniausiai naudojami alkoholiai, tokie kaip metanolis ir etanolis.
Vis délto, praktikoje alkoholiai yra re€iau naudojami, nes d¢l dehidratacijos sukelia rimtg lasteliy
susitraukimg. Kiti denatliruojantys chemikalai, tokie kaip acetonas ir acto riigtis, paprastai yra
derinami su alkoholiais, kad pagerinty fiksavimo efektyvuma (Moloney ir kt., 2004). Méginiy
laikymas Zemoje temperattiroje, jskaitant uzSaldyma, taip pat yra placiai taitkomas méginiy fiksavimui,

nes tokiomis sglygomis sumaz¢ja bendras mikroby metabolizmas ir fermenty aktyvumas.

1.3.1. Kovalentiskai suriSanti fiksacija naudojant aldehidus

Aldehidai yra placiai naudojami reagentai biochemijos, biomedicinos ir farmacijos srityse.
Pavyzdziui, formaldehidas naudojamas toksinams ir virusams inaktyvuoti, kad bty galima gaminti
vakcinas nuo tokiy ligy kaip difterija, stablige, hepatitas A, juodligé ir kt. (Leppla ir kt., 2002; Levine
ir kt., s.a.; Murdin ir kt., 1996). Formaldehido fiksavimo pranasumas yra tas, kad fiksuoti audiniai
gali buti laikomi kambario temperatiiroje deSimtmecius, nesijaudinant dél degradacijos (O’Rourke &
Padula, 2016). XX a. viduryje buvo atlikti i§samiis formaldehido reakcijos su aminoriigsciy ir jy
dariniy miSiniais tyrimai, siekiant nustatyti, kurios aminortigstys gali reaguoti kryZzmiskai (Fraenkel-
Conrat & Olcott, 1948a, 1948b). Irodyta, kad formaldehidas pirmiausia reaguoja su aminortigsciy
amino ir tiolio grupémis ir sudaro metilolio darinius. Pirminiy amino grupiy atveju metilolio grupés
i§ dalies kondensuojasi iki imino, dar vadinamo Sifo baze (1.4 pav). Véliau iminas gali susijungti su
glutamino, asparagino, triptofano, histidino, arginino, cisteino ir tirozino liekanomis (Kelly ir kt.,
1977). Conrat ir kt. pazyméjo, kad 70 °C temperatiiroje formaldehidas taip pat reaguos su guanidilo

grupémis, sudarydamas metileno grupes, o tai sutapo su Middlebrook ir Phillips i§vadomis 1942 m.
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tyrime (Middlebrook & Phillips, 1942). Jie taip pat nustate, kad 70 °C temperatiiroje formaldehidas
gali kondensuotis su tioliu, redukuotu i§ disulfidinés grupés, sudarydamas metileno kryzminj rysj
(Middlebrook & Phillips, 1942). Siy reakcijy analizé nebuvo dar karta atlikta iki 2004 m., kai Metz
ir kt. (Metz ir kt., 2004) nusprendé pakartoti §] darbag naudodami masés spektrometrijg reakcijos
produkty analizei. Tyrimy iSvados labai glaudziai siejosi su Conrat ir kt. (Fraenkel-Conrat &
Olcott,1948b) ir kartu sudaré tvirta pagrindg suprasti galimy nuo sekos priklausomy cheminiy
baltymy modifikacijy jvairove sudétingame proteome (Metz ir kt., 2004).
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1.4 pav. Baltymuy KkryZminis susiuvimas formaldehido indukuotais metileno tilteliais.
Formaldehidas pirmiausia kovalentiSkai prisijungia prie pirminio lizino amino grupés
kondensacijos reakcijos biidu. Susidariusi aminometilolio grupé véliau prisijungia prie kitos
laisvos formaldehido molekulés, sukurdama atvira reaktyviaja deguonies grupe. Siame
pavyzdyje ji toliau kondensuojasi su laisva asparagino pirmine amido grupe, sudarydama stabilia
metileno kryzming jungti. Taip pat praneSama, kad antrasis kondensacijos etapas vyksta su
arginino, glutamino, histidino, triptofano ir tirozino Soninémis grandinémis. Adaptuota i§ Rourke
ir kt. (2016)

Nors fiksavimas aldehidais puikiai tinka norint sukurti stabily méginj, tai sukelia problemy
atkuriant bet kurig i§ fiksuoty molekuliy. Fiksuotos DNR kokyb¢ yra prastesné, tiek dél pacios DNR
molekulés fragmentacijos, tiek dél sukelto kryZminio susiuvimo su baltymais (Campos & Gilbert,
2012). Gali buti ir kity pazeidimy, kurie néra lengvai pastebimi, taciau turi jtakos NR gebéjimui
tarnauti kaip matrica (angl. femplate) biocheminése reakcijose. D¢l to atliekant tokios medziagos
geneting analiz¢ rekomenduojama apsiriboti santykinai trumpy, potencialiai amplifikuojamos DNR

fragmenty tyrimu. Paprastai ilgas fiksacijos laikas, ypa¢ ilgesnis nei 12-24 val., riigStinés pH
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fiksatoriai ir laikymas $iltoje aplinkoje prisideda prie DNR irimo (Shi ir kt., 2002a). Keletas tyréjy
pasteb¢jo, kad formaldehido pagrindu atliekamos fiksacijos temperatiira yra labai svarbi — 4 °C
temperatiiroje iSsaugoma daugiau didelés molekulinés masés DNR nei kambario temperatiroje
(Gillespie ir kt., 2002; Noguchi ir kt., 1997; Srinivasan ir kt., 2002). Literattiroje teigiama, kad sunku
panaikinti fragmentacijos poveikj, todél akcentuojamasi j kryzminiy rySiy nutraukima, kurj galima
jvykdyti naudojant temperatiirinj, Sarminj apdorojima, arba abu. Shi ir kt., 2002 parodé, kad
kaitinimas aukStesnéje temperatiiroje esant Sarminéms pH vertéms gali duoti didesng aukstos kokybés
genominés DNR iSeigg. Stipriai Sarminis tirpalas gali denatiiruoti ir hidrolizuoti baltymus, dé¢l ko gali
plysti lasteliy ir branduoliy membranos, taip pat nutriikti formalino fiksacijos sukelti kryZminiai rySiai
(Shi ir kt., 2002a). Be to, Coombs ir kt. atliko tyrima, kad kaitinimas 90-99 °C temperatiiroje
termocikleryje, mikrobangy krosnel¢je ir paprastas virinimas 0,5 % Tween-20, Tris-EDTA, Chelex-
100 tirpale zymiai padidino NR ekstrakcijos efektyvumag (Shi ir kt., 2002a). DNR iSskyrimas i§
formalinu fiksuoto, parafinu jlieto audinio taip pat buvo atliktas naudojant proteinaze¢ K ir SDS kaip
pagrindinius reagentus (Goelz ir kt., 1985; Shi ir kt., 2002b).

Vis délto, $iy Ziniy nepakanka, kad biity galima numatyti visas galimas baltymy modifikacijas,
kurias sukelia aldehidai. Be to, modifikacijy susidarymui jtaka daro jvairlis veiksniai, tokie kaip
konkrecios kryZzminio rySio reakcijos greitis, kiekvienos reaktyvios aminortigsties padétis ir vietine
aplinka baltyme, pH, reakcijos tirpale esantys komponentai ir reagenty koncentracija (Fraenkel-

Conrat & Olcott, 1948a, 1948b).

1.3.2. Denatiiruojanti fiksacija naudojant organinius tirpiklius

Organiniai tirpikliai, tokie kaip metanolis, acetonas ir etanolis, fiksuoja lasteles baltymy
dehidratacijos ir nusodinimo biidu. Tirpale esantis alkoholis sukelia baltymy denatiiracija, nes
pasalina vandenj i§ laisvyjy karboksilo, hidroksilo, amino, amido ir imino grupiy (Howat & Wilson,
2014). Organiniai tirpikliai prie§ naudojimg yra atSaldomi, o fiksavimas vykdomas zemoje (-20 °C)
temperatiiroje. Dehidratacijos efekta galima panaikinti vienu paprastu rehidratacijos etapu,
pavyzdziui, plaunant PBS buferiniu trpalu.

Irodyta, kad Sie junginiai NR kiekj Iastelése fiksuoja efektyviau nei aldehidy pagrindu
pagaminti fiksatoriai (Gillespie ir kt., 2002; Noguchi ir kt., 1997; Srinivasan ir kt., 2002). Vis délto,
dehidratacijos procesas gali neigiamai paveikti Iastelés membranos vientisuma, sukelti citoplazminiy
organeliy ar branduolio turinio praradima, taip pat pazeisti lastelés struktiirinius komponentus, tokius
kaip mikrovamzdeliai (Hoetelmans ir kt., 2001). Dél §iy galimy pazeidimy fiksavimo metodo
pasirinkimas turéty biiti grindziamas planuojamos tolesnés analizés tikslais ir reikalavimais.

Organiniai tirpikliai taip pat inicijuoja permeabilizacijos procesa, kurio metu i§ lastelés

membranos paSalinami lipidai. Permeabilizacija — tai procesas, kurio metu lastelés membrana tampa
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labiau pralaidi ir didesnés molekulés, kurios jprastai nepatekty pro nepazeista membrang, gali
prasiskverbti i citoplazmg ir pasiekti vidulastelinius taikinius (Jamur & Oliver, 2010). Taikant
aldehidais pagrjstus fiksavimo metodus, permeabilizacija dazniausiai atliekama kaip antrasis etapas,
sekantis po fiksacijos. Mokslingje literatiroje pateikiami duomenys rodo, kad toks dviejy etapy
kombinavimas — pavyzdziui, paraformaldehido fiksacija, po kurios atlickama metanolio pagrindu
vykdoma permeabilizacija — gali buti itin efektyvus buidas uztikrinti antiktiny ar dazikliy patekima j
lastelés vidy. Toks medziagy kombinavimas gali sumazinti lastelés struktiry pazeidimy rizika,
lyginant su procediiromis, kuriose metanolis naudojamas kaip vienintelis fiksavimo ir

permeabilizacijos agentas (Hoetelmans et al., 2001).
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Hidrogeliniy mikrokapsuliy pritaikymas nukleoriig§¢iy analizei i§ pavieniy fiksuoty

bakterijy

SANTRAUKA

Pavieniy lasteliy sekoskaita yra galingas jrankis mikroorganizmy tyrimuose, nes leidZia
atskleisti lasteliy heterogeniSkuma, identifikuoti retas populiacijas ir analizuoti geny raiska
individualiu lygmeniu. Pusiau pralaidziy kapsuliy technologija suteikia galimybe atlikti pavieniy
lasteliy nukleortigSciy analizei reikalingas daugiapakopes reakcijas aukstu nasumu. Idealiu atveju
informacija apie biomolekuliy sudét] ir pasiskirstymg i§ gyvy lasteliy matavimy turéty biiti gaunama
realiu laiku, bet yra nedaug metody, kuriais biity galima tai pasiekti. Nors mokslininkai nemazai
fokusuojasi  fiksavimo protokoly kiirima, duomeny apie fiksavimo medziagy poveikj ir laikymo
salygas mikroby bendruomenéms vis dar yra nedaug.

Nukleortigd¢iy prieinamumas yra pagrindinis kriterijus siekiant gauti geros kokybés
sekoskaitos duomenis, todel Siame darbe buvo iSbandytos jvarios lasteliy suardymo salygos. Atliekant
fiksavimg paraformaldehidu yra suformuojami kryZminiai susiuvimai tarp baltymy ir kity
biomolekuliy, dé¢l ko Iastelés apvalkalai tampa standesni ir maZziau pralaidiis lizés reagentams.
Optimizavus fiksuoty bakterijy lize¢ kalio Sarmu, buvo iSsikeltos dvi sekoskaitos kryptys: viso genomo
ir tiksliniy AmpR ir 16S rRNR geny. ISanalizavus sekoskaitos duomenis nustatyta, kad iSgautos
genetinés informacijos pavieniy lasteliy lygiu kokybé fiksuotuose meéginiuose yra sumaZzéjusi.
Analiz¢je atsispindéjo nuskaitymy skaiciaus skirtumai tarp fiksuoty ir nefiksuoty bakterijy, o
referentinio genomo padengimas skyrési eilémis. Siekiant sudaryti sglygas jautriems pavieniy
fiksuoty lasteliy tyrimams ateityje, reikeéty atlikti lizés, DNR taisymo ir kryZminiy rySiy suardymo

optimizavima.
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ABSTRACT

Single-cell sequencing is a powerful tool in microbiological research, as it enables the
exploration of cellular heterogeneity, the identification of rare populations, and the analysis of gene
expression at the individual cell level. The technology of semi-permeable capsules allows for high-
throughput, multi-step reactions necessary for single-cell nucleic acid analysis. Ideally, information
about biomolecular composition and distribution would be obtained from live-cell measurements in
real time; however, few methods currently exist to achieve this. Although considerable scientific
effort has been devoted to developing fixation protocols, data on the effects of fixatives and storage
conditions on microbial communities remain limited.

The accessibility of nucleic acids is a key criterion for obtaining high-quality sequencing data.
For this reason, various cell lysis conditions were tested in this study. Fixation with paraformaldehyde
leads to the formation of cross-links between proteins and other biomolecules, resulting in a stiffer
and less permeable cell envelope that hampers lysis reagent efficiency. Following optimization of the
lysis conditions for fixed bacteria using potassium hydroxide, two sequencing approaches were
pursued: whole-genome sequencing and targeted sequencing of AmpR and 16S rRNA genes. Analysis
of the sequencing data revealed that the quality of genetic information retrieved from fixed samples
at the single-cell level was reduced. Significant differences in the number of reads between fixed and
unfixed bacterial samples were observed, and reference genome coverage differed by orders of
magnitude. To enable sensitive analysis of fixed single cells in future applications, further

optimization of lysis protocols, DNA repair strategies, and cross-link reversal techniques is required.
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