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ISradimo sritis

Sis i$radimas yra susijes su kataliziniy biomolekuliy charakterizavimu ir

mikroskysciy technologijomis.
ISradimo technikos lygis

Optimali vertingy cheminiy medZiagy gamyba yra vienas 5 svarbiausiy
taikomosios chemijos tiksly. Sintetiné biologija ir metaboliné inZinerija rodo didziulj
potencialg, jgalindama kompleksiniy molekuliy daugelio Zingsniy sinteze, Kkuri
nereikalauty tarpiniy produkty gryninimo (Keasling 2012). Taip pat, tokiuose
metaboliniuose keliuose naudojami bickatalizatoriai gali padidinti cheminés reakcijos
greitj net 17 eiliy, tuo paciu metu i8laikydami puiky stereo-, chemo- ir regio-
selektyvuma skystoje aplinkoje, Svelniomis temperatiros ir slégio salygomis (Shoda
et al. 2016). Sintetiniai metaboliniai keliai remiasi dviems pagrindiniais faktoriais —
tiksliai inZinerijos pagalba sukurtais fermentais kurie gali katalizuoti kiekvieng
chemines transformacijos zingsnj (lllanes et al. 2012) bei gerai charakterizuotomis
genetinémis reguliacinémis sekomis, kurios gali valdyti ty fermenty sinteze taip
sukuriant optimaly metabolinj kelig (Wessely et al. 2011).

Viena didziausiy dabartiniy sintetinés biclogijos ir metabolinés inZinerijos
problemy yra ta, jog daugeliui svarbiy cheminiy reakcijy, optimalls fermentai dar
néra atrasti ar sukurti. Aminoriig&¢iy sekos su reikiama nauja ar patobulinta funkcija
identifikavimas yra sudétinga uzduotis dél itin didelés baltymy seky erdvés. Baltymas
sudarytas i$ daugiau nei 300 aminorlg8éiy turi daugiau nei 10°%° skirtingy seky
varianty (Currin et al. 2015). Taip pat, funkcionuojangiy seky dalis Sioje erdvéje gali
bdti itin maza (1077). Masininio mokymosi algoritmai teikia galimybe i§spresti $ias
sudétingas sekos-funkcijos problemas, taciau reikalauja itin didelio kiekio, geros
kokybés, eksperimentiskai patikrintos, sekg su funkcija susiejancios informacijos.
Siuo metu prieinami patikros ir selekcijos metodai gali dideliu naSumu patikrinti didelj
kiekj kataliziniy biomolekuliy (Xiao, Bao, ir Zhao 2015). Tadciau, specifinis
biomolekulés aktyvumas gali biti priskirtas tai molekulés DNR sekai tik labai mazai
patikrinty biomolekuliy bibliotekos daliai.

Du geriausiai 8§iuo metu naudojamy metody pavyzdziai yra laseliy
mikroskysc¢iy (Autour ir Ryckelynck 2017) ir mikrogardeliy (Bottcher et al. 2017)
technologijos. Nors abi Sios technologijos suteikia galimybe patikrinti biomolekuliy
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aktyvumg dideliu nasumu (iki 107 individualiy pamatavimy laseliy mikroskysgiuose ir
10°% pamatavimy mikrogardelémis vieno eksperimento metu), abi Sios technologijos
negali dideliu nasumu priskirti aktyvumo signalo prie biomolekules, i$ kurios gautas
signalas, sekos. LaSeliy mikroskyséiy technologijos yra paremtos biomolekuliy
inkapsuliacija j pikolitrinius lagelius, kurie tuomet veikia, kaip mikroreaktoriai. Sie
laSeliai gali bati iSrisiuoti pagal jy signala, kai jis pasiekia tam tikrg nustatytg ribg
(Baret et al. 2009). Pagrindinis $io metodo minusas yra tas, jog informacija apie
laseliy populiacija turinéia biomolekules, kurios nesukiré tam tikro signalo, yra
prarandama. Taip pat, biomolekulés laseliuose, kurios pateike reikiama signalg, yra
surenkamos ir kartu nuskaitomos. Po tokios analizés yra nejmanoma dideliu naSumu
priskirti specifiniy biomolekuliy aktyvumy prie originaliy biomolekuliy seky. Galiausiai,
lageliy mikroskyscCiy technologijos yra dazniausiai apribotos naudoti fluorogeninius
substratus. Tuo tarpu mikrogardeliy metodai yra paprastai naudojami pasitelkiant
robotines sistemas, kurios gali tikrinti individualius mikrosulinélius, kuriuose yra
patalpinamos biomolekulés, taip registruojant jy aktyvuma. Sios sistemos leidZia
surinkti informacijg i§ kiekvieno mikrosulinélio ir kartu to aktyvumo lokacijg
mikrogardeleje. Tadiau, Siuo metu yra itin brangu idskirti informacijg i§ kiekvieno
atskiro sulinélio po pradinio aktyvumo skenavimo, siekiant susieti funkcine ir sekos
informacijg. Del $ios prieZasties yra didelis poreikis naujoms didelio nasumo
technologijoms, gebanciomis greitai ir tiksliai surinkti informacijg apie biomolekuliy
sekos ir aktyvumo ry§j, siekiant pagreitinti baltymy ir metaboliniy keliy inZinerija su

masininio mokymosi algoritmy pagalba.
ISradimo esmé

Sis idradimas yra susijes su mikroskysdiais, modifikuotais nukleotidais ir
biomolekuliy aktyvumo ir sgveikos jrasymu. PavyzdZiui, kai kurie iradimo aspektai
yra susije su sistemomis ir metodais skirtais kataliziniy biomolekuliy aktyvumo

nustatymui, jraSant $ig informacija j ty paciy biomolekuliy seka.

Viename iSradimo pavyzdyje, genetinés informacijos nedikliai gali bati
inkapsuliuoti | mikroskysc&iy ladelius. Inkapsuliacija yra atliekama siekiant atlikti
skirtingas reakcijas atskituose kompartmentuose. Sie genetinés informacijos
nesikliai gali biiti pateikti DNR, RNR arba nukleoriigé&iy Igstelés viduje formoje ir gali
savyje nesti informacija, kurios pakanka pagaminti katalizine biomolekule.

Kitame iSradimo pavyzdyje, genetinés informacijos nesikliai gali koduoti
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genetines reguliacines sekas, kurios gali bati reikalingos katalizinés biomolekules
sintezei. Tam tikrais atvejais, skirtingos genetinés reguliacinés sekos gali daryti jtakg

kataliziniy biomolekuliy koncentracijai arba aktyvumui ladelyje.

Kitame iSradimo pavyzdyje, kataliziné biomolekulé gali bati peptidas,
fermentinis baltymas arba RNR ribozimas galintis vykdyti biokatalize.

Viename i§radimo pavyzdyje, kartu su genetinés informacijos nesikliais,
natiiralis arba chemi$kai modifikuoti nukleotidai (substratiniai nukleotidai) gali boti
inkapsuliuojami j mikroskys¢iy laselius. Tam tikrais atvejais, Sie substratiniai
nukleotidai gali tarnauti, kaip substratai katalizinéms biomolekuléms. Pavyzdziui, kai
katalizinés biomolekulés yra gaminamos ar jdedamos j mikroskysciy lasel] kartu su
substratiniais nukleotidais, katalizinés biomolekuiés gali atpazinti diuos substratinius

nukleotidus ir katalizuoja chemine nukleotidy konversija.

Dar viename isradimo pavyzdyje, po to kai kataliziné biomolekulé atlieka
chemine konversijg bent keliems substratiniams nukleotidams kompartmente,
nukleorigséiy sintezé arba padauginimas gali biti inicijuoti bent keliuose laselivose
pasitelkiant polimeraze, nuklectidus, pradmenis ir buferinius tirpalus. Taip pat,
papildomai gali bati naudojami atskaitiniai nukleotidai, kurie neveikia, kaip taikinys
katalizinems biomolekuléms, tadiau padeda nustatyti chemiSkai konvertuoty
substratiniy nukleotidy (modifikuoty substratiniy nukleotidy} kiekj.

Svarbus $io iradimo aspektas yra, jog po cheminés substratiniy nukleotidy
konversijos, substratiniai irfar modifikuoti substratiniai ir/ar atskaitiniai nukleotidai gali
bati inkorporuojami | naujai sintetinamg nukleoriigé¢iy grandine gaminama
polimerazeés fermento. Tokiu biidu, nukleorigsciy sintezés ar amplifikacijos metu po
katalizés reakcijos, tam tikras substratiniy ir/far modifikuoty substratiniy irfar
atskaitiniy nukleotidy kiekis yra inkorporuojamas j naujai sintetinamas nukleortigsciu
grandines ir tas kiekis gali atspindéti katalizinés biomolekulés aktyvuma laselyje. Tam
tikrais atvejais, amplifikacijos matrica ar nukleorig$éiy sintezé gali bati ta pati DNR
matrica, kuri buvo panaudota katalizinés biomolekulés gamybai ladelyje. Tam
tikruose iSradimo pavyzdziuose, matrica amplifikacijai ar nukleorigs&iy sintezei gali
bati ta pati molekulé koduojanti katalizine ribozimo biomolekule, tame padiame
ladelyje.

Viename i§radimo pavyzdyje, padauginti nukleoriigdciy fragmentai




LT 6742 B

mikroskysciy laselyje gali turéti specifinj substratiniy ir/ar modifikuoty substratiniy ir/ar
atskaitiniy nukieotidy santykj atspindintj tame laSelyje susintetintos katalizinés
biomolekulés aktyvuma. Sie nukleoriigétiy fragmentai gali bdti nuskaitomi
naudojantis pavieniy molekuliy sekoskaitos metodais ir tokiu bidu gaunama
informacija apie specifiniy kataliziniy biomolekuliy ir jas supanciy genetiniy
reguliatoriy sekas. Taip pat, substratiniai irfar modifikuoti substratiniai ir/ar
referentiniai  nukleotidai gali taip pat bati identifikuojami atlikus nukleortig&ciy
fragmenty sekoskaitg pasitelkiant pavieniy molekuliy sekoskaitos metodus. Kiekiné
skirtingy nukleatidy tipy informacija gaunama i§ sekoskaitos gali biti susieta su
specifiniu katalizinés biomolekulés aktyvumu tam tikrame la3elyje. Tokiu bidu,
katalizinis aktyvumas gali biti jrasytas milijardus atitinkamy skirtingy kataliziniy
biomolekuliy DNR seky. Sig informacija galima koreliuoti su santykiniu kataliziniu
aktyvumu kiekvienai katalizinei biomolekulei tiriamoje biomolekuliy bibliotekoje. Toks
metodas gali bati greitai ir efektyviai iSpléstas charakterizuoti milijardus kataliziniy

biomolekuliy i$ esmés nepakeifiant aprasyto metodo eksperimento trukmes.
BréZiniy/paveiksly apraSymas

Neribojantys iSradimo pavyzdziai bus apibiidinami su nuorodomis j susijusius
paveikslus, kurie yra schemati§ki ir neatitinka realiy i$matavimy ar masteliy.
Paveiksluose, kiekvienas identiSkas ar beveik identi$kas iliustruotas komponentas
yra reprezentuojamas vieno skaiciaus. Dél aiSkumo, ne kiekvienas komponentas yra
pazymetas kiekviename paveiksle ar kiekvienas iSradimo komponentas

vaizduojamas kiekvienam pavyzdziui.
1 Pav. iliustruoja struktrine schema vienam iSradimo pavyzdziui;
2 Pav. iliustruoja struktlring schema dar vienam iSradimo pavyzdziui,

3 Pav. iliustruoja struktdring schema skirta kataliziniy biomolekuliy mutanty
bibliotekos paruosimui naudojama tam tikruose iSradimo pavyzdZiuose;

4 Pav. lliustruoja struktGring schemg skirta genetiniy reguliaciniy seky

bibliotekos paruosimui naudojama tam tikruose iSradimo pavyzdZiuose.

5 Pav. iliustruoja diagrama su vieno iSradimo pavyzdzio rezultatais.
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Detalus iSradimo apradymas

Siame skyriuje bus pateikiamos detalios nuorodos j i§radimo pavyzdZius.
Nors iSradimas bus apibldinamas naudojant pasirinktus pavyzdzius, Sie pavyzdZiai
néra skirti apriboti iSradimo $iy pavyzdZiy rémuose. Sis i§radimas padengia ir

alternatyvas, modifikacijas ar ekvivalentus, kurie gali bati jtraukti j iSradimo apimt;.

Siame i$radimo atskleidime, jvairls i$radimo aspektai gali biti pristatomi
pladia forma. Reikéty suprasti, jog platios formos apibrézimas buvo taikytas dél

patogumo ir neturéty bati laikomas, kaip ribojantis faktorius iSradimui.
Apibrezimai
Tam, kad geriau buty suprantamas iSradimas, keletas terminy yra apibrezti

Zemiau,

Visi naudojami techniniai ir moksliniai terminai turi tokig pacia reik§me kokia
juos naudoja Zmogus su atitinkama technine patirtimi, nebent nurodyta kitaip. Nors
bet kokie metodai ir medziagos panasis ar ekvivalentls |} apradytus gali bdti

naudojami praktikoje, Cia aprasyti pavyzdiniai metodai ir medziagos.

Terminai Jnukieortgstis® ir Loligonukleotidas" reiskia
polideoksiribonukieotidus (turinCius 2'-deoksi-D-riboze), poliribonukleotidus (turingius
D-riboze) ir bet kokj kitg polinukleotidy tipa, kuris yra purino ar pirimidino baziy N
glikozidas. Néra jokios nusakytos ilgio atskirties tarp terminy ,nukleorigstis®,
Loligonukleotidas® ir ,polinukleotidas® ir Sie terminai bus naudojami, kaip pakaitas
vienas kitam. Sie terminai kalba tik apie pirmine molekulés struktirg. | $iuos terminus
jeina dvigrandé, viengrandé DNR ir dvigrandé, viengrandé RNR. Terminas
.oligonukleotidas“ taip pat apima nukleotidy analogus, kuriuose bazé, cukrus ar

fosfatas yra modifikuoti, taip pat ne puriny ir ne pirimidiny analogai.

Toliau naudojamas terminas ,promotorius” yra cis-veikianti DNR seka, kuri
nukreipia RNR polimeraze ir kitus trans-veikiangius transkripcijos faktorius | RNR

transkripcijos iniciacija nuo DNR matricos, kuri turi ta cis-veikianéia DNR seka.

Toliau naudojamas terminas ,genetinés informacijos ne8iklis* yra
biomolekulé savyje turinti informacija reikalinga katalizinés biomolekulés sintezei. Si
biomolekulé gali egzistuoti izoliuotoje formoje in vitro arba Igsteleje, jei naudojama
mutagenizuota lasteliy biblioteka.
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Toliau naudojamas terminas ,slopinantis baltymas® arba ,slopiklis® yra
baltymas, kuris gali prisijungti prie DNR ar RNR operatoriaus ir slopinti transkripcijg
ar transliacijg, atitinkamai.

Toliau naudojamas terminas ,operatorius” yra DNR lokacija, prie kurios gali
prisijungti slopinantis baltymas, §alia esancio promotoriaus transkripcijos iniciacijos
slopinimui.

Toliau naudojamas terminas ,transkripcijos terminatoriaus seka“ arba
Jerminatorius” yra signalas DNR sekoje, kurioc funkcija yra RNR sintezés
sustabdymas tam tikrame DNR matricos taske. Transkripcijos terminatorius gali bati
priklausomas arba nepriklausomas nuo Rho faktoriaus. Vienas i8 terminatoriaus
sekos pavyzdziy yra T7 terminatorius. Transkripcijos terminatoriai yra gerai Zinomi ir
gali buti i8skirti i5 komerciSkai prieinamy vektoriy pasitelkiant rekombinantinius
metodus.

Toliau naudojamas terminas ,aktyvacija“ yra transkripcijos ar transliacijos
sustiprinimas  aktyvacijos baltymui prisijungiant prie specifinés DNR arba
informacinés RNR srities. Aktyvacija turéty pasizyméti bent 1,5 kartiniu transkripcijos
ar transliacijos lygio padidéjimu.

Toliau naudojamas terminas ,klaidas daranti PGR* yra PGR reakcija su
reakcijos salygomis, kurios yra palankios klaidingy nukleotidy inkorporavimui,

pavyzdziui tais atvejais, kada siekiama gauti atsitiktinius mutantus.

Toliau naudojamas terminas ,ribozimas” yra RNR molekulé su kataliziniu

aktyvumu.

Toliau naudojamas terminas ,ribojungiklis® yra cis-reguliacinis RNR

elementas reguliuojantis geny ekspresija, kaip atsakas j specifing ligando molekule.

Toliau naudojamas terminas , kataliziné biomolekulé” yra bet kokia
biomolekulé, kuri katalizuoja specifine chemine arba biochemine reakcija. Katalizine
biomolekulé gali bati fermentas, ribozimas arba deoksiribozimas. |8radimo apimtyje

kataliziné biomolekulé katalizuoja substratinio nukleotido chemine konversija.

Toliau naudojamas terminas ,nukleorfigstis koduojanti  katalizing
biomolekule" yra bet koks nukleoriigsties biopolimeras koduojantis informacijg

reikalingg katalizinés biomolekulés sintezei ar gamybai.
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Toliau naudojamas terminas ,ribosomos prisijungimo sritis® yra nukleotidy
seka prie informacinés RNR molekulés 5' galo reikalinga mazajam ribosominiam

subvienetui prisijungti prie iRNR.

Toliau naudojamas terminas ,nukleorigsties sintezés reakcija” yra bet kokia
cheminé reakcija, taip pat ir fermentiné reakcija, kurios rezultatas yra nukleorigsties
matricos kopijy skaiiaus padidejimas arba matricinés nukleortgsties transkripcija. |
nukleorugsgiy sintezés reakcijas jeina padauginimo reakcijos, tokios kaip atvirkstiné
transkripcija, polimerazes grandininé reakcija (PGR), realaus laiko PGR. Dviejy
zingsniy PGR ciklai turi auk$tos temperatiiros denatliracijos Zingsnj, kurj seka
hibridizacijos/ilginimo (arba ligavimo) Zingsnis. Trijy Zingsniy ciklai turi denattracijos
zingsnj, kurj seka hibridizacijos Zingsnis, kurj taip pat seka ilginimo Zingsnis. Taip pat
egzistuoja vieno zingsnio padauginimo reakcijos, kurios atliekamos pastovioje

temperatiroje.

Toliau naudojamas terminas ,polimerazé” yra fermentas katalizuojantis
nukleotidy polimerizacija. ,DNR polimerazé* katalizuoja deoksiribonukieotidy
polimerizacijg. Zinomoms polimerazems priklauso Pyrococcus furiosus (Pfu) DNR
polimerazé, E. coli DNR polimerazé I, T7 DNR polimerazé ir Thermus aquaticus
(Taq) DNR polimerazém Bacillus stearothermophilus (Bst) DNR polimerazés didysis
fragmentas, Bacillus subtilis (Bsu) DNR polimerazeés didysis fragmentas, bakteriofago
®29 (phi29) DNR polimerazé ir kitos. ,RNR polimerazé“ katalizuoja ribonukleotidy
polimerizacijg. lki Siol iSvardinti DNR polimeraziy pavyzdZiai yra taip pat nuo DNR
priklausomos DNR polimerazés. Nuo RNR priklausomos DNR polimerazés taip pat
priklauso nuo DNR priklausomom DNR polimerazéms, pavyzdZiui atvirkstinés
transkriptazes. Zinomi RNR polimeraziy pavyzdziai yra T3 RNR polimerazé, T7 RNR
polimerazé, SP6 RNR polimeraze, E. coli RNR polimerazé ir kitos. Jos taip pat

vadinamos nuo DNR priklausomomis RNR polimerazémis.

Toliau naudojamas terminas ,reakcijos misinys" yra tirpalas turintis reagentus
reikalingus vykdyti tam tikrai cheminei reakcijai. ,Nukleoriig§&iy sintezés reakcijos
miSinys" yra tirpalas turintis reagentus reikalingus vykdyti nukleoriigsciy sintezes
reakcijai, paprastai turintis oligonukleotidinius pradmenis ir DNR polimeraze tinkame
buferiniame tirpale. Reakcijos miSinys vadinamas pilnu jei jis turi visus reikalingus

reagentus vykdyti reakcija, ir nepilnas jei turi tik tam tikrus reakcijos komponentus.

Toliau naudojamas terminas ,laseliy praturtinimas“ yra papildomy cheminiy
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reagenty pridejimas | jau suformuotus mikroskysciy laselius.

Toliau naudojamas terminas ,Substratinis nukleotidas” yra
deoksiribonukleotido trifosfatas arba ribonukleotido trifosfatas, kuris gali bati
panaudotas katalizinés biomolekulés, kaip substratas. Substratinis nukleotidas gali
tureti arba neturéti papildomas chemines modifikacijas. PavyzdZiui, tokios

modifikacijos gali bati pridétos prie nukleotidy per jvairias jungiamasias grupes.

Toliau naudojamas terminas ,modifikuotas substratinis nukleotidas“ yra

katalizinés biomolekulés chemigkai konvertuotas substratinis nukleotidas.

Toliau naudojamas terminas .atskaitinis nukleotidas® yra
deoksiribonukleotido trifosfatas arba ribonukleotido trifosfatas, kuris néra tinkamas,
kaip substratas, katalizinei biomolekulei ir yra skirtingas nuo substratinio ir
modifikuoto substratinio nukleotidy.

Kai kuriuose iSradimo pavyzdZiuose, kompartmentai gali biti laeliai, tokie
kaip mikroskysCiy laseliai. PavyzdZiai, kaip gali bdti jgyvendinama daleliy
inkapsuliacija j mikroskysc¢iy laselius, gali biti randami JAV patentuose 7,708,949,
8,337,778, 8,765,485 arba tarptautiniuose patentuose WO 2004/091763 ir WO
2006/096571. Kai kuriais atvejais, dalelés gali buti inkapsuliuojamos tankiu mazesniu
nei 1 dalelé per ladelj tam kad dauguma ladeliy turéty tik nulj arba vieng dalele.
Laselio tlris irfar vidutinis la8eliy tdris emulsijoje gali, pavyzdZiui, bati mazesnis nei
vienas mikrolitras {arba nuo vieno mikrolitro iki vieno nanolitro arba vieno mikrolitro ir
vieno pikolitro), maZesnis nei vienas nanolitras (arba tarp vieno nanolitro ir vieno
pikolitro), arba mazesnis nei vienas pikolitras (arba tarp vieno pikolitro ir vieno
femtolitro) ir kita. Laselis gali bati sferinis arba nesferinis. Ladelis gali biti paprastas
faselis arba sudétinis laselis. Terminas ,emulsija* yra nesimaiSandiy skys€iy misinys
(kaip alyva ir vanduo). Alyvos fazés irfarba vandens-alyvoje emulsijos jgalina
reakcijos miSinio kompartmentalizacijg vandens laseliuose. Emuisijos gali susidaryti
i85 vandens laseliy alyvos fazéje. Emulsijos taip pat gali bati alyvos vandenyje

emulsija, kur laseliai yra alyvos laseliai vandens fazéje.
Kataliziniy biomolekuliy aktyvumo jraSymas

Sis idradimas yra susijes su mikroskyséiais, modifikuotais nukleotidais ir

biomolekuliy aktyvumy ir sgveiky jraSymu.

Tam tikri iSradimo aspektai yra susije su sistemomis ir metodais skirtais
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katalizinés biomolekulés aktyvumo nustatymui, jradant ta informacija | DNR seka
koduojantig ta katalizine biomolekule pasitelkiant mikroskys&iy technologijas.
Viename i$radimo pavyzdyje, genetiniai informacijos ne$ikliai gali b0t
inkapsuliuojami ] mikroskyséiy ladelius ar kitus kompartmentus, pavyzdZiui,
mikro$ulinélius mikroploksteleje, individualius taskus ant stikliuko ar kito pavirSiaus,
ar kita. Sie genetinés informacijos nesikliai gali bati pateikti DNR, RNR ar Igsteliy
forma ir gali tureti pakankamai informacijos katalizinés biomolekulés gamybai.

Nukleorugstys gali kilti i$ sulizuoty Igsteliy ar kitos medzZiagos laseliy viduje.

Pavyzdziui, jeigu DNR formos genetinés informacijos neSikliai yra
inkapsuliuojami | mikroskys¢iy laselius, belastelinés baltymy sintezés reagentai gali
biti pridedami j ta laselj katalizinés biomolekulés sintezei. Kitame pavyzdyje, jeigu
lastelés yra genetinés informacijos nesikliai ir yra inkapsuliuocjamos | mikroskysciy
laselius, gali biiti pridedami lizés reagentai siekiant sulizuoti Igsteles. Lagsteles
sulizuotos laseliuose gali iSlaisvinti katalizinés biomolekulés DNR matrica ir/ar

susintetintg katalizine biomolekule.

Viename iSradimo pavyzdyje, kataliziné biomolekulé koduojama genetinés
informacijos nesikliy gali bati DNR, RNR ar baltymo molekulés. Tais atvejais, kada
kataliziné biomolekulé yra katalizine DNR, baltymy ekspresija gali blti nereikalinga,
nes tuo atveju DNR pati yra kataliziné biomolekulé. Kai kuriais atvejais, RNR
kataliziné biomolekulé arba ribozimas gali bidti gaminama pasitelkiant in vitro

transkripcijos reagentus.

Kitame iSradimo pavyzdyje, genetinés informacijos nesikliai gali taip pat
koduoti reguliatorines sekas reikalingas katalizinés biomolekulés sintezei naudojant
ta genetinés informacijos nesikl. Tam tikrais atvejais, skirtingus genetinés
reguliatorinés sekos gali daryti jtaka pagamintos katalizines biomolekulés
koncentracijai arba aktyvumui laselyje. Sios reguliacinés sekos gali biti ribosomos
prisijungimo sritis, promotoriaus seka, ribozimas, ribojungiklis, transkripcijos stipriklis,
operatorius, slopiklio prisijungimo vieta, DNR prisijungimo vieta, terminatorius, slopikl]
koduojantis genas, aktyvatoriy koduojantis genas.

Viename i$radimo pavyzdyje, kartu su genetinés informacijos nesikliais j
lagelius gali b{ti inkapsuliuojami nukleotidai. PavyzdZiui, 8ie nukleotidai gali bati
deoksirubonukleozidy arba ribonukleozidy trifosfatai. Kitame pavyzdyje, Sie

nukleotidai gali bati natdraliai aptinkami nukleotidai arba chemidkai modifikuoti
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nukleotidai.

Viename iSradimo pavyzdyje, nukleotidai naudojami tokioje sistemoje gali
susidaryti i§ vieno purine (pvz., adenino, guanino, hipoksantino ar kity variacijy) ar
pirimidino (pvz., citozino, timino, uracilo ar kity variacijy) nukleobaziy ir trifosfato.
Modifikuoti nukleotidai gali turéti papildomas chemines grupes, kuriy néra
nattraliuose nukleotiduose (pvz., adenozine, guanozine, citidine, timidine, uridine).
PavyzdZiui, viena ar daugiau cheminiy grupiy nukleotide gali bati prijungtos prie
bazés, cukraus ar fosfato. Kita vertus, viena ar daugiau cheminiy grupiy gali bati
pakeistos kita ar daugiau grupémis nukleotide. Taip pat, nukleotide vienas ar daugiau
atomy gali biti pakeisti vienu ar daugiau kitais atomais. Modifikuotas nukleotidas taip
pat gali biti molekulé primenanti naturaly nukleotida. Bet kuri ant cukraus esanti
hidroksilo grupé nukleotide gali bhti pakeista fosfato grupe arba apsauganéiomis
grupemis, ar pakeista amino grupémis ar kitomis funkcinémis organinémis grupémis.
Nukleotidai gali taip pat tureti analogines ribozés arba deoksiribozés cukry formas,
pavyzdZiui 2'(3')-O-metil-, 2'(3')-0-alil-, 2'(3")-O-¢etil-, 2'(3")-O-propil-, 2'(3")-metoksietil-
, 2'(3")-fluoro- pentozes, a-anomeriniai cukris, kitos aldopentozés (i.e., arabinozés,
ksilozes, liksozés), piranozeés, acikliniai analogai. Taip pat, cukris ribozé arba
deoksiribozé gali turéti nuimama, kovalentidkai prijungta 3'-OH blokuojanéig grupe,
taip kad 3' anglies atomas turi prijungta grupe su struktira —O-R-, kur R yra bet koks
alkilas, arilalkilas, alkenilas, alkinilas, arilas, heteroarilas, acilas ir acil, ciano, alkoksi,
ariloksi, heteroariloksi ar amido grupés. Tam tikruose pavyzdZiuose, nukleotidas gali
susideti bent i8 vienos bazés pasirinktos i§ 5-metilcitozino, 5-aza-citozino, N4-
acetilcitozino, N4-benzoilcitozino, 5-formilcitozino, N4-metilcitozino, 5-
hidroksimetilcitozino, 2-tio-citozino, 2-tio-5-metil-citozino, 5-metoksiuracilo, 2-
tiouracilo, 4-tiouracilo, N6-metiladenino, N6-izopenteniladenino, N6-(cis-
hidroksiizopentenii)adenino, NB-glicinilkarbamoiladenino, NG-
treonilkarbamoiladenino, N2-metilguanino. Kai kuriais atvejais, nukleotidas gali turéti
citozino baze, prie kurios kovalentiSkai prijungta grupé, taip kad N4 atomas turi
prijungta grupes —N-R struktiirg, kur R gali bati acil, pakeista acil, alkil, pakeista alkil,
arilalkil, alkenil, alkinil, aril, heteroaril, heterociklinés acil, ciano, alkoksi, ariloksi,
heteroariloksi, ar amido grupés. Kai kuriais atvejais, nukleotidas gali turéti citozino
baze, prie kurios kovalenti¥kai prijungta grupé, taip kad C5 atomas turi prijungta
grupes —C-R struktiirg, kur R gali biti acil, pakeista acil, alkil, pakeista alkil, arilalkil,
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alkenil, alkinil, aril, heteroaril, heterociklinés acil, ciano, alkoksi, ariloksi,
heteroariloksi, ar amido grupés. Kai kuriais atvejais, nukleotidas gali turéti uracilo
baze prie kurios kovalentiS8kai prijungta grupé, taip kad C5 atomas fturi prijungta
grupés —C-R struktirg, kur R gali biti acil, pakeista acil, alkil, pakeista alkil, arilalkil,
alkenil, alkinil, aril, heteroaril, heterociklinés acil, ciano, alkoksi, ariloksi,
heteroariloksi, ar amido grupeés.

Viename i$radimo pavyzdyje, substratiniai nukleotidai gali veikti, kaip
substratai, katalizinéms biomolekuléms. Jie gali bGti modifikuoti irfar nemodifikuoti.
PavyzdZiui, pagaminus ar jvedus katalizines biomolekules j mikroskysciy lasel], jei
laselyje taip pat yra nukleotidai su specifine chemine modifikacija, kataliziné molekulé
gali atpaZinti & junginj, kaip substratg ir katalizuoti chemine konversija. Kitame
pavyzdyje, tokia katalizuojama cheminé konversija gali blti transformacija i
nemodifikuoty nukleotidy j modifikuotus nuklectidus, transformacija i§ modifikuoty
nukleotidy j nemodifikuotus nukleotidus, cheminé konversija, kuri modifikuoja jau
modifikuotus nukleotidus ar kita. Kitame pavyzdyje, tokia cheminé konversija gali biti
oksidoredukcija, cheminés grupés perkelimas, hidrolizé, rySio suardymas ne
hidrolizés ar oksidacijos bldais, pakeitimai vienoje molekuléje, dviejy molekuliy

sujungimas kartu su ATP molekulés fosfodiesterinio rysio hidrolize.

Dar viename i8radimo pavyzdyje, kai kataliziné biomolekuleé atlieka
substratinio nukleotido chemine konversija, nukleorGigsciy sinteze gali bati inicijuota
bent kai kuriuose laselivose. Tam tikrais atvejais, $i sintezé gali blti naudojama
konvertuoty irfar nekonvertuoty nukleotidy kiekio nustatymui inkorporuojant $iuos
nukleotidus j DNR molekule vykstant nuokleotligities sintezei. Kai kuriais atvejais
nukleortgsties sintezés reagentai gali bdti inkapsuliuojami j laselius kartu su
genetines informacijos neSikliais. Kitais atvejais, nukleorligséiy sintezés reagentai
gali blti pridedami j laselius vélesniuose Zingsniuose. Pavyzdziui, toks pridéjimas gali
buti pasiektas laseliy suliejimo technikomis, kur lasdeliai su nukleorigsdiy sintezés
reagentais yra sujungiami su laSeliais, kurie gali turéti genetinés informacijos
nesiklius, nukleotidus ir kita. Kai kuriais atvejais, nukleorigséiy sintezés matrica gali

bati ta pati DNR matrica kuri buvo naudota katalizinés biomolekulés sintezei laselyje.

Viename iSradimo pavyzdyje, padaugintos DNR fragmentai laselyje gali turéti
specifinius atskaitiniy ir modifikuoty substratiniy nukleotidy kiekius. Tam tikrais

atvejais gali buti atlikta Siy fragmenty sekoskaita ir atgaunama informacija apie
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kataliziniy biomolekuliy ir jas supanciy genetiniy reguliatoriy sekas. Taip pat, kai
kuriais atvejais, sekoskaitos metu taip pat gali biti fiksuojami substratiniai, modifikuoti
substratiniai ir referentiniai nukleotidai. Pavyzdziui, tai gali bati pasiekta naudojant
nanoporos sekoskaita, bisulfitine sekoskaita, PacBio sekoskaitg ar kitg. Kai kuriais
atvejais, informacija apie chemi$kai konvertuotus nukleotidus gali bati koreliuojama
su specifiniais biomolekuliy aktyvumais. PavyzdzZiui, viename laselyje esantis
specifinés katalizinés biomolekulés mutantas gali katalizuoti visy substratiniy
nukleotidy chemine konversijg, o kitame ladelyje, kitoks katalizinés biomolekules
mutantas gali katalizuoti tik keliy substratiniy nukieotidy chemine konversija.
Ankstesniame pavyzdyje, pirmoji kataliziné biomolekulé galéty turéti stipresnj
katalizinj aktyvuma nei antroji. Tokiu badu, milijardai skirtingy kataliziniy biomolekuliy
aktyvumy gali bati jradyti | atitinkamuy kataliziniy biomolekuliy DNR sekas. Atgaunant
$ig informacija, kiekvienai biomolekulés sekai galima priskirti jos santykinj aktyvuma
eksperimente.

Dar viename iSradimo pavyzdyje, substratinis nukleotidas gali biuti
inkorporuojamas | DNR vykstant nukleoriigé€iy sintezei. Tam tikrais atvejais, jei
substratinis nukleotidas yra chemiskai konvertuojamas | modifikuota substratinj
nukleotida, jis taip pat gali bdti inkorporuocjamas | DNR vykstant nukleorlgs$ciy
sintezei. Tais atvejais, katalizinés biomolekulés aktyvumas irfar kiekis gali biti
nustatyti palyginant substratinio ir atskaitinio nukleotidy kiekis padaugintame DNR
fragmente.

Dar viename iSradimo pavyzdyje, substratinis nukleotidas gali bati
inkorporucjamas j DNR vykstant nukleoriig&iy sintezei. Tam tikrais atvejais, jei
substratinis nukleotidas yra paverdiamas | modifikuotg substratinj nukleotida, jis
nebegali buti jjungtas j DNR vykstant sintezei. Tokiais atvejais, biomolekulés
aktyvumas ir/ar kiekis gali biti nustatytas palyginant substratinio ir atskaitinio
nukleotidy kiekius padaugintame DNR fragmente.

1 paveiksle yra pateiktas vieno iSradimo aspekto pavyzdys. Tadiau, turety
bati suprasta, jog tai yra tik pavyzdys. Nelimituojanéiame 1 paveikslo pavyzdyje, DNR
formos genetiniy informacijos nesikliy populiacija (10), koduoja skirtingus
analizuojamos katalizinés biomolekulés mutantus (11,12,13...). PavyzdZiui, tokia
uzkoduota kataliziné biomolekulé gali biti baltymas, DNR, RNR ar kitos molekulés.
Nors §iame pavyzdyje naudojamos grynintos DNR matricos, kaip nukleoragsciy
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altinis, kituose pavyzdziuose nukleorlgstys gali biti pateikiamos j [a8elius naudojant
kitus 3altinius ar naudojant kitas technikas. PavyzdZiui, genetinés informacijos

nesikliai gali bati inkapsuliuojami RNR arba Igsteliy forma.

DNR matricos gali bati inkapsuliuojamos | serijg mikroskysciy laseliy (30).
Tam tikrais atvejais, DNR molekulés (ar genetinés informacijos nesikliai bendrai) gali
bati inkapsuliuojami tankiu ne didesniu nei 1 molekulé per ladel], tam kad uZtikrinti,
jog dauguma ar visi laseliai savyje turi nulj ar tik vieng molekule. Taigi, kaip parodyta
1 paveiksle, kiekvienas laselis (31, 32, 33, 34...) savyje turi arba né vienos arba vieng
molekule.

Kartu su genetinés informacijos nesikliais j laselius gali bati inkapsuliuojami
reagentai belgstelinei baltymo sintezei, substratiniai nukleotidai (20). Tam tikrais
atvejais, belasteliniai baltymy ekspresijos reagentai gali blti nereikalingi. Pavyzdziui,
naudojant lgsteles, kaip genetinés informacijos ne$iklius — tokiais atvejais taip pat
inkapsuliuojami ir Igsteliy lizés reagentai kartu su lgstelémis, kurios jau turi specifing
katalizing biomolekule savo viduje. Substratiniai nukleotidai (20) gali bati, pavyzdziui,
modifikuoti deoksiribonukleotidy trifosfatai — dATP irfar dCTP ir/ar dGTP ir/ar dTTP.
Substratiniai nukleotidai gali bdti inkapsuliuojami kartu su DNR matricg vienu metu,
ar vieni po kity, bet kokia tinkama tvarka. Viename iSradimo pavyzdyje, dNTP
modifikacijos gali bati parenkamos pagal norima katalizinés biomolekulés reakcijos
aktyvuma ir jos substrata, kuris ir gali bati minéta modifikacija.

Tam tikrais atvejais, gali bdti naudojami keturi skirtingi substratiniai
nukleotidai. Tokiais atvejais keturi skirtingi substratiniai nukleotidai gali bati dATP,
dCTP, dGTP, dTTP. Taip pat, tuomet gali bati naudojami ir keturi skirtingi atskaitiniai
nukleotidai. Priklausomai nuo skirtingy situacijy, gali bati naudojamos jvairios unikaliy

substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy kombinacijos ir kiekiai.

Lageliai tuomet gali biti inkubuojami, tam kad blty gaminamos katalizines
biomolekules su prie$ tai kartu inksapsuliuotais belasteliniais baltymo ekspresijos
reagentais. Susintetintos biomolekulés gali turéti (40, 41) arba netureti (42) katalizinj
aktyvuma reikalinga katalizuoti substratiniy nukleotidy chemine konversijg. Siame
pavyzdyje, cheminé konversija gali biti cheminés modifikacijos pa3alinimas nuo
substratiniy nukleotidy. Tam tikrais atvejais, skirtingi kataliziniy biomolekuliy variantai

gali tureti skirtingus aktyvumus substratiniams nukleotidams (20).
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1 paveiksle, specifinis katalizings biomolekulés mutantas (40) gali pa3alinti
modifikacijas nuo didelio kiekio substratiniy nukleotidy (21}, kitas mutantas (41) gali
pasalinti mazZesnius kiekius modifikacijy nuo substratiniy nukleotidy (22), o paskutinis
mutantas (42) gali nepas$alinti modifikacijy nuo substratiniy nukleotidy. Tam tikrais
atvejais, substratiniy nukleotidy kiekis, nuo kuriy buvo nuimta modifikacija gali bati
biomolekulés aktyvumo nustatymo pagrindas. Pavyzdziui, ladelis, kuriame buvo
pagaminta kataliziné biomolekulé (40), modifikacija buvo nuimta nuo didelio kiekio
substratiniy nukleotidy, biomolekule gali turéti auk$tesnj aktyvuma, lyginant su kitu
ladeliu su skirtinga biomolekule (41), kuri pasalino mazg kiekj modifikacijy nuo
substratiniy nukleotidy.

Tam tikrais atvejais, laseliai gali bati praturtinami papildomas reagentais —
DNR amplifikacijos misiniu ir atskaitiniais nukleotidais (50), kurie gali turéti chemine
madifikacijg. Atskaitiniai nukleotidai gali bdti naudojami nustatyti modifikuoty
substratiniy nukleotidy irfar substratiniy nukleotidy kiekius. Laseliy praturtinimas gali
biti pasiektas, pavyzdziui, pasitelkiant ladeliy suliejimo technikas. Tam tikrais atvejais
atskaitiniai nukleotidai (60) gali bdti specifiSkai pasirenkami taip, kad DNR
polimerazés galéty juos inkorporuoti vykstant nukleortig8€iy sintezés reakcijai. Tam
tikrais atvejais, po laseliy praturtinimo, katalizinés biomolekulés DNR matricos (10,

11, 12...} gali b{ti padauginamos naudojant polimerazés misinj (40).

Viename iSradimo pavyzdyje, vykstant nukleorligéciy matricy amplifikacijai,
atskaitiniai nukieotidai (50) ir modifikuoti substratiniai nukleotidai (21) yra
inkorporuojami j sintetinamus DNR fragmentus (70, 71, 72). Siame pavyzdyje, DNR
polimerazé negali inkorporuoti substratiniy nuklectidy j sintetinama DNR grandine.
Kitais atvejais, DNR polimerazé gali inkorporuoti substratinius nukleotidus |
sintetinamg DNR grandine.

Tam tikrais atvejais, amplifikacijos reakcija gali bGti izoterminé daugybinio
nustomimo amplifikacijos reakcija, kuri pagamina ilgas molekules turinéias tos pacios
matricos pasikartojimus. Tam tikrais atvejais tokia amplifikacija gali bati atliekama
naudojant polimerazés grandinine reakcijg. Gautu padauginti fragmentai (70, 71,
72...) turi inkorporuotus atskaitinius nukleotidus (60) ir modifikuotus substratinius
nukleotidus (21, 22), kurie yra pazymeéti (kaip pavyzdys) DNR sekose 80, 81, 82
atitinkamai, tam kad pavaizduoty pavyzdines nukleotidy pozicijas. Reikéty suprasti,

jog nukleotidy skaiCius, pozicija ir modifikacijos gali skirtis skirtingose



15
LT 6742 B

panaudojimuose ir pavyzdziuose.

Taip pat turéty biti suprasta, jog nors 1 paveikslas apibidina substratinius
nukleotidus (20), kurie yra inkapsuliuojami j lagelius (30), kituose iSradimo atvejuose
§ie nukleotidai nebdtinai turi bati inkapsuliucjami | 8iuos laSelius. PavyzdZiui,
substratiniai nukleotidai (20) gali bati pridedami vykstant laseliy praturtinimui.

Laseliai (31, 32, 33, 34...) tuomet gali blti suardomi tam kad iSleisty savo
turinj, ir tam tikrais atvejais nukleorlgstys buvusios kiekviename atskirame laselyje
gali blti surinktos | vieng vieta, kaip pavaizduota 1-ame paveiksle. Kiekvienas
skirtinga katalizinés biomolekulés mutanto padauginta DNR gali turéti skirtingus
atskaitiniy irfar modifikuoty substratiniy ir/ar substratiniy nukleotidy kiekius, kurie gali
teikti informacijg apie tos molekulés katalizinj aktyvuma. Tuomet gali bati atliekamos
papildomos analizés (pvz. sekoskaita) surinkty padauginty nukleoriig8ciy ir taip
atgauta informacija apie substratiniy, modifikuoty substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy
kiekius kiekvienai molekulei. Pavyzdziui, informacija apie katalizinés biomolekulés
seka ir jos aktyvumg tuomet gali biti atgaunama naudojantis nanoporos sekoskaita
irfar bisulfitine sekoskaita, irfar PacBio sekoskaita, nes Sie metodai leidZia aptikti
DNR modifikacijas.

Apibldintas pavyzdys nurodo vieng i§ substratiniy nukleotidy panaudojimo,
kaip kataliziniy biomolekuliy substraty bady ir pateikia zingsnius, kuriuos reikia atlikti
norint jradyti jy katalizinius aktyvumus. Padauginta ir atkurta DNR tuomet gali suteikti
informacijg susijusia su visom specifinem mutanty sekomis ir atitinkamai jy
koduojamy molekuliy aktyvumus, kitaip tariant — eksperimento metu sujungiama ir
iraoma funkciné ir sekos informacija. Sio metodo taikymas gali paprastai bati
iSpléstas charakterizuojant milijardus skirtingy biokatalizatoriy to pacio eksperimento
metu, paruosiant didesne kataliziniy biomolekuliy mutanty bibliotekg. Tokios
bibliotekos gali biti paruostos naudojantis klaidas daranéiga PGR, oligonukleotidy-
lemiama mutageneze, surinkimo PGR, in vivo mutageneze, kaseting mutagenezg,

sri¢iai-specifine mutageneze ar kitas technikas.

Kitame iSradimo pavyzdyje visi laseliai gali turéti genetinés informacijos
nedikiius koduojandius ta patj katalizinés biomolekulés variantg, taCiau tureti
skirtingas genetines reguliacines sekas. PavyzdZiui, tokios reguliacines sekos gali
bati ribosomos prisijungimo sritys, kurios kaip zinoma gali turéti skirtingus

giminingumus ribosomoms priklausomai nuo jy seky. Kitais atvejais, Sios reguliacines
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sekos gali bati promotoriaus sekos irfar ribozimai ir/ar ribojungikliai ir/ar transkripcijos
stiprikliai irfar operatoriai irfar slopiklio prisijungimo vieta irfar aktyvatoriaus
prisijungimo vieta ir/far DNR prisijungimo vieta ir/ar terminatorius ir/ar slopiklio geno
aktyvatorius irfar aktyvatoriaus geno aktyvatorius. Tokiu atveju, modifikuoty
substratiniy nukleotidy kiekis nepriklausyty nuo katalizinés biomolekulés sekos, nes
Siame pavyzdyje jos visos yra vienodos, tadiau priklausyty nuo genetiniy reguliaciniy
seky, kurios gali daryti jtakg pagaminty kataliziniy biomolekuliy kiekiui. PavyzdZiui, jei
vienas genetinés informacijos nesSiklis koduoja ribosomy prisijungimo sritj, kuri gali
jungtis prie ribosomy su dideliu giminingumu, kataliziniy biomolekuliy gali bati
pagaminama daug daugiau ir, dél to, modifikuoty substratiniy nukieotidy kiekis bty
didesnis. Tam tikrais atvejais, naudojant iSradima, yra jmanoma nustatyti Sias
ribosomy prisijungimo sriciy sekas ir priskirti Sioms sekos aktyvuma, kuris koreliuoty

su ribosomos prisijungimo giminingumu prie ty RBS seku.

2 paveikslas yra dar vieno iSradimo aspekto pavyzdys, kuris apibddina
modifikuoty substratiniy nukleotidy kiekio reguliacijg reguliacinémis DNR sekomis ir,
kaip informacija apie skirtingas reguliacines sekas, ir atitinkamus aktyvumus gali biti
iraSoma ir atgaunama. Neribojanéiame 2-o0 paveikslo pavyzdyje, vaizduojama DNR
matricy populiacija (10), kur kiekvienas populiacijos narys (11, 12, 13...) koduoja ta
patia biomolekule (15) tagiau turi skirtingas reguliacines sekas (16, 17, 18). Sios
reguliacinés sekos gali daryti jtakg kataliziniy biomolekuliy kiekiui kiekviename
ladelyje. PavyzdZiui, tokia reguliatoriné seka gali bti ribosomy prisijungimo sritis ir
priklausomai nuo $ios srities sekos, ribosomos gali prie srities jungtis aukstesniu ar
Zemesniu dazniu. Sis prisijungimas gali biti asocijuotas su katalizinés biomolekulés
kiekiu pagamintu ladelyje. PavyzdzZiui, Zemas ribosomy prisijungimo daznis gali
koreliuoti su mazu pagaminto baltymo kiekiu. Nors Siame pavyzdyje yra naudojama
gryninta DNR matrica, kaip nukleorigsciy $altinis, kituose iSradimo panaudojimo
variantuose gali bti naudojami kiti Saltiniai ar kitos technikos. PavyzdZiui, genetines

informacijos nesiklis gali bati inkapsuliuojamas RNR arba lasteliy forma.

DNR matricos i$ pradzZiy inkapsuliuojamos | serija mikroskysdéiy laseliy (30).
Tam tikrais atvejais, DNR molekulés (arba genetinés informacijos nesikliai bendrai)
gali blti inkapsuliuojamos tankiu mazesniu nei 1 molekulé per ladel] tam, kad
uztikrinti, jog dauguma ar visi ladeliai turi nulj arba tik vieng molekulg. Taigi, kaip
pavaizduota 2 paveiksle, kiekvienas ladelis (31, 32, 33, 34...) turi arba nulj arba vieng
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molekule.

Kartu su genetinés informacijos nesikliais | ladelius gali bati inkapsuliuojami
reagentai belgstelinei baltymo sintezei, substratiniai nukleotidai (20). Tam tikrais
atvejais, belasteliniai baltymy sintezés reagentai gali biti nereikalingi. Pavyzdziui,
naudojant Igsteles, kaip genetinés informacijos nesiklius — tokiais atvejais taip pat
inkapsuliuojami ir lasteliy lizés reagentai kartu su lastelemis, kurios jau turi specifing
katalizing biomolekule savo viduje. Substratiniai nukleotidai (20) gali bati, pavyzdZiui,
modifikuoti deoksiribonukleotidy trifosfatai — dATP irfar dCTP irfar dGTP ir/ar dTTP.
Substratiniai nukleotidai gali bati inkapsuliuojami kartu su DNR matricg vienu metu,

ar vieni po kity, bet kokia tinkama tvarka.

Laseliai tuomet gali bati inkubuojami tam kad vykty katalizinés biomolekules
gamyba pasitelkiant prie§ tai kartu inkapsuliuotus belgstelinés baltymy sintezés
reagentus. Tam tikrais atvejais, DNR matricos molekulés turinios vienodas
koduojanCias sekas sintetins skirtingus kiekius kataliziniy biomolekuliy dél skirtingos
reguliaciniy seky. Siame pavyzdyje, Sios reguliatoringés sekos yra skirtingos
ribosomos prisijungimy sritys. Sioje iliustracijoje, pirma DNR matrica (11) leidZia
gaminti didziausiag kataliziniy biomolekuliy kiekj (40}, kita DNR matrica (12) mazesn;
biomolekuliy kiek} (41) ir paskutiné DNR matrica (13) gali nepagaminti ne vienos

biomolekulés.

Pagamintos katalizinés biomolekulés kiekviename laSelyje tuomet gali
pradeti katalizuoti substratiniy nukleotidy chemine konversija. Kadangi visos DNR
matricos koducja identiska katalizine biomolekule, kiekvienos katalizinés
biomolekulés aktyvumas yra vienodas ir cheminés konversijos kiekis priklauso tik nuo
biomolekulés koncentracijos laselyje. Siame pavyzdyje, ladelis (32) turi daugiausia
kataliziniy biomolekuliy (40} ir dél to pagamina daugiau modifikuoty substratiniy
nukleotidy nei kitas laselis (33) su maZesniu kataliziniy biomolekuliy kiekiu (41). Tam
tikrais atvejais, skirtingos kataliziniy biomolekuliy koncentracijos tarp ladeliy gali
suteikti informacija apie skirtingus reguliatoriniy seky aktyvumus - mazéjantis
kataliziniy biomolekuliy kiekis nuo vieno laselio (32) iki kito laselio (33) gali parodyti,
jog ribosomos gali turéti skirtingus giminingumus skirtingoms ribosomy prisijungimo
sri¢iy sekoms. Pavyzdziui, matrica (11) gali turéti specifine ribosomy prisijungimo
srities seka, kuri stipriai padidina daznj, kuriuo ribosoma jungiasi prie tos ribosomy

prisijungimo srities inicijuojant baltymo sinteze, o tuo tarpu likusios matricos (12, 13)
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gali turéti ribosomy prisijungimo sri€iy variantus, kurie turi menkesnius poveikius
ribosomy prisijungimo daZniui.

Tam tikrais atvejais, la8eliai gali bati praturtinami papildomas reagentais —
DNR padauginimo mi8iniu (50) ir atskaitiniais nukleotidais (60), kurie gali turéti
chemine modifikacijg. Atskaitiniai nukleotidai gali bati naudojami nustatyti modifikuoty
substratiniy nukleotidy ir/ar substratiniy nukleotidy kiekius. Laseliy praturtinimas gali
bati pasiektas, pavyzdziui, pasitelkiant laSeliy suligjimo technikas. Tam tikrais atvejais
atskaitiniai nukleotidai (60) gali blti specifiSkai pasirenkami taip, kad DNR
polimerazés galéty juos inkorporuoti vykstant nukleoriigiéiy sintezés reakcijai. Tam
tikrais atvejais, po laseliy praturtinimo, katalizinés biomolekulés DNR matricos (11,

12, 13...) gali biti padauginamos naudojant polimerazés misinj (50).

Viename iSradimo pavyzdyje, vykstant nukleortig$&iy matricy padauginimui,
atskaitiniai nukleotidai (60) ir modifikuoti substratiniai nukleotidai (21, 22) yra jterpiami
i sintetinamus DNR fragmentus (70, 71, 72). Siame pavyzdyje, DNR polimerazé
negali jterpti substratiniy nukleotidy | sintetinamg DNR grandine. Kitais atvejais, DNR
polimerazé gali jterpti substratinius nukleotidus j sintetinamg DNR grandine.

Tam tikrais atvejais, padauginimo reakcija gali bati izoterminé daugybinio
nustimimo padauginimo reakcija, kuri pagamina ilgas molekules turinias tos pacios
matricos pasikartojimus. Tam tikrais atvejais toks padauginimas gali bati atliekamas
naudojant polimerazés grandining reakcijg. Gauti padauginti fragmentai (70, 71,
72...) turi jterptus atskaitinius nukleotidus (60) ir modifikuotus substratinius
nukleotidus (21, 22), kurie yra pazymeéti (kaip pavyzdys) DNR sekose 80, 81, 82
atitinkamai, tam kad pavaizduoti pavyzdines nukleotidy pozicijas. Reikéty suprasti,
jog nukleotidy skaiius, pozicija ir modifikacijos gali skirtis skirtingose
panaudojimuose ir pavyzdZiuose.

Taip pat turéty bati suprasta, jog nors 1 paveikslas apibiidina substratinius
nukleotidus (20), kurie yra inkapsuliuojami j laselius (30), kituose iSradimo atvejuose
Sie nukleotidai nebdtinai turi bdti inkapsuliuojami | Siuos laselius. PavyzdzZiui,
substratiniai nukleotidai (20) gali biti pridedami vykstant laeliy praturtinimui.

Laseliai (31, 32, 33, 34...) tuomet gali biti suardomi del ty paciy priezasciy,

kaip ir 1 paveiksle. Kiekviena skirtinga padauginta DNR seka tuomet gali tureti

skirtingus atskaitiniy nukleotidy ir/far modifikuoty substratiniy nukleotidy irfar
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substratiniy nukleotidy kiekius savo sekoje. Nukleotidy kiekiai gali teikti informacijg
apie tos reguliacinés sekos aktyvuma, kuris $iame pavyzdyje yra skirtingi ribosomy
giminingumai skirtingoms RBS sekomis. Tuomet gali bdti atliekamos papildomos
analizés (pvz., sekoskaita) surinkty padauginty nukleoragsciy ir taip atgauta
informacija apie substratiniy, modifikuoty substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy kiekius
kiekvienai molekulei. PavyzdZiui, informacija apie katalizinés biomolekules seka ir jos
aktyvumg tuomet gali bdti atgaunama naudojantis nanoporos sekoskaita ir/ar
bisulfitine sekoskaita, irfar PacBio sekoskaita, nes Sie metodai leidzia aptikti DNR
modifikacijas.

Apibldintas pavyzdys vaizduoja substratiniy nukleotidy naudojimo biida, kaip
taikinj katalizinéms biomolekuléms ir tuomet pateikia Zingsnius, kaip katalizinis
biomolekulés aktyvumas gali bati uZrasomas. Siame pavyzdyje, modifikuoty
substratiniy nukleotidy kiekis priklauso ne nuo skirtingy kataliziniy biomolekuliy
aktyvumy, o nuo jy reguliatoriniy seky, kurios keité pagaminty kataliziniy
biomolekuliy kiekj kiekviename laselyje. Padauginta DNR tuomet gali bati atkurta
sekoskaitos pagalba ir suteikti informacija apie kiekviena reguliacine seka ir jos
santykinj aktyvuma. Kitaip tariant, eksperimento metu yra jraSomas skirtingy

reguliaciniy seky funkcijos ir sekos rysys.

Sio metodo pritaikymas gali paprastai biti iSplestas charakterizuojant
milijardus skirtingy biokatalizatoriy to pacio eksperimento metu, pvz., paruosiant
didesne reguliaciniy seky mutanty bibliotekg. Tokios bibliotekos gali bati paruostos
naudojantis klaidas daran¢ig PGR, oligonukleotidy-lemiama mutageneze, surinkimo
PGR, in vivo mutageneze, kasetine mutageneze, srifiai-specifine mutageneze ar
kitas technikas.

Sekoskaita

Kai kuriais aspektais, toliau atkleisti metodai apima molekuliy bibliotekos
sekos nustatymo bilidus. Genetinés informacijos nes$iklio ar kito produkto sekos
nustatymas gali biti atliktas sekoskaitos metodais tokiais, kaip Helioscope™ pavieniy
molekuliy sekoskaita, Bisfulfitine sekoskaita, Nanoporos sekoskaita, MPSS
sekoskaita, 454 pirosekoskaita, pavieniy molekuliy realaus laiko sekoskaita, Illumina
sekoskaita, SOLID sekoskaita, lon Torrent sekoskaita, jony puslaidininkiy sekoskaita,
Polony sekoskaita, DNA nanoball sekoskaita. Taip pat, DNR sekoskaita gali bati
atlikta su Genomy Analizatoriumi llx, HiSeq, MiSeq, PacBio, Solexa, HeliScope
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technologijomis.

Tam tikrais atvejais nukleorigéties seka gali biti nustatoma naudojant abiejy
galy sekoskaita, daugybiniy pradmeny sekoskaitg, didelio nasumo sekoskaitg,
Saudykline (shotgun) sekoskaita, daZo terminacijos sekoskaita, Maximo Gilberto

sekoskaita, pirosekoskaita.

Sekoskaitos reakcija, tam tikrais atvejais, gali biti atlikta ir kieto arba pusiau
kieto pavirSiaus gelyje, emulsijoje, ant pavir§iaus, ant rutuliuko, ladelyje, pastovioje

tekmeje, skiedime arba viename ar dviejuose fiziskai atskiruose tariuose.

Sekoskaitos metu gali bati nuskaitomi 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
ar daugiau nukleotidy arba zymétos molekulés baziy pory. Sekoskaitos metu taip pat
gali bati nuskaitomi 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, ar daugiau nukleotidy
arba zymeétos molekulés baziy pory. Sekoskaitos metu taip pat gali bati nuskaitomi
1500; 2000; 3000; 4000; 5000, 6000; 7000; 8000; 9000; 10000 ar daugiau nukleotidy
arba zymetos molekulés baziy pory.

Sekoskaitos metu fragmentai gali biti nuskaitomi 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 ar daugiau karty vienos sekoskaitos metu. Sekoskaitos metu
fragmentai taip pat gali bati nuskaitomi 1500; 2000; 3000; 4000; 5000; 6000; 7000;
8000; 9000; 10000 ar daugiau karty vienos sekoskaitos metu.

Tolimesni pavyzdZiai yra pateikti taip, jog asmenys su jprastu Sios srities
technikos Ziniy lygiy $j pavyzdj galéty jgyvendint ir Sis iSradimo jgyvendinimo
apibadinimas néra skirtas riboti Sio iSradimo apimties. Buvo jdétos pastangos viska
aprasyti taip tiksliai, kaip jmanoma skaitine prasme, tafiau tam tikros
eksperimentinés klaidos ir variacijos yra galimos. Nebent nurodyta kitaip, dalys yra
dalys svoriu, molekulinis svoris yra vidutinis molekulinis svoris, temperatiira yra

Celsijaus laipsniais ir slégis yra artimas atmosferiniam.
Pavyzdziai

Toliau iSradimas yra apibldinamas itin detaliai su pavyzdziais, nors techniné

8io iSradimo apimtis néra ribojama toliau aprasyty pavyzdziy.
Pavyzdys 1

Sis pavyzdys iliustruoja, kaip skirtingy kataliziniy biomolekuliy aktyvumai gali

biiti matuojami ir jraSomi j atitinkamos biomolekulés DNR matricas padauginimo déka
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ir véliau informacija atgaunama sekoskaitos metodais.

Siuo atveju esterazés mutanty biblioteka buvo paruosta naudojant klaidas
darancig PGR, kuri gali turéti savybe katalizuoti chemine substratiniy nukleotidy (N4-
benzoil-2'-deoksicitidinas) konversija | modifikuotus substratinius nukleotidus (2'-
deoksicitidino trifosfatas). Taip pat, S8iame pavyzdyje esterazés mutantai buvo

sintetinami pasitelkiant in vifro transkripcijos ir transliacijos sistema.

Kaip iliustruojama 3 paveiksle, DNR biblioteka yra paruodiama susintetinant
skirtingus esterazés mutantus pasitelkiant gerai Zinomas mutagenezés technikas
(klaidas daranti PGR) ir tuomet pridedant reguliatorines DNR sekas, kurios yra
reikalingos in vitro Kkataliziniy biomolekuliy ekspresijai — promotorius, ribosomos
prisijungimo sritis ir terminatorius. Linijiniai DNR fragmentai buvo cirkulizucjami, nes
Siame pavyzdyje yra naudojama daugybinio nustimimo reakcija, kuriai yra reikalinga
ziediné DNR matrica.

Pirmiausia, ant dviejy 1 ml Svirk$ty yra uZdedamos 0,351 mm diametro
adatos ir 0,3 mm diametro politetrafluoroetileno zarnelés. Pirmasis Svirkstas yra
tuomet pripildomas 200 pl 1,5 % EA surfaktanto HFE7500 fluorintoje alyvoje (viv).
Antrasis Svirkstas yra pripildomas 300 yl HFE7500 fluorinta alyva.

Toliau, in vifro transkripcijos ir transliacijos reakcijos miSinys (IVTT)

{(PURExpress® In Vitro Baltymy sintezés rinkinys) yra paruosiamas pagal 1 lentele.

1 lentelé. In vitro transkripcijos ir transliacijos reakcijos misinys.

Pradine koncentracija | Galutiné koncentracija | Tiris
Esteraziy mutanty ~20000 molekules/yl | ~10000 molekules /ul | 1,5 !
biblioteka
PURexpress tirpalas A 3X 1X 10 ul
PURexpress tirpalas B ax 1X 7,5 ul
Ribolock RNAzi\y slopiklis | 40 U/ul 1,33 U/ul 1l
Substratiniai nukleotidai 1T mM 0,125 mM 3,75 ul
H,0 6,25
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Toliau, paruostas IVTT reakcijos miSinys yra perkeliamas | antra Svirksta i§
anksto pripildytg HFE7500 ir tuomet laikomas vertikalioje pozicijoje iki eksperimento
galo. Svirkstai Svelniai spaudZiami taip, kad skyséiai pasiekty zarneliy galus
naudojant tékmés kontrolés pompas. Yra svarbu laikyti SvirkStus arti 4°C
temperatliros siekiant iSvengti iSankstinés reakcijos pradzios. PavyzdZiui, Svirksta

galima laikyti Saldomajame stovelyje siekiant jj iSlaikyti Saltg.

MikroskyscCiy laseliy generavimo prietaisas yra padedamas po mikroskopu.
Pirmojo 8virkdto Zamelé tuomet yra jdedama | neSiklinés alyvos jvest] prietaise.
Tuomet, antrojo Svirk§to Zarnelé yra prijungiama | vandens fazés jvest]. Galiausiai,
naudojant pompas abu $virkstai yra i§ léto spaudziami kol abu skyséiai pasiekia

generavimo prietaiso vidy.

Tuomet yra nustatomi Svirksty skysciy tékmés grei€iai - 300 plival. nesiklines
alyvos $virkstui, 250 plival. vandens tékmeés SvirkStui siekiant gaminti 10 piz1 pl
vandens laselius. Kai laseliy gamyba stabilizuojasi, suformuota emulsija yra

surenkama naudojant 0,56 mm Zzarnele. Mégintuvélis su surinkta emulsija yra
laikomas Saltai.

Besiformuojant laseliams, paruodiamas trecias $virks$tas ant jo uZmaunant
0,58 mm adata ir pripildant ja 500 yl HFE7500 fluorintos alyvos. Svirk$tas yra tuomet
vertikaliai jvirtinamas | tékmés kontrolés pompa. Kai vandeniné faze pasibaigia ir

laseliy formavimas baigiasi, fluorintos alyvos tekmé yra paliekama dar trim minutéms.

Tuomet, neturinti Zzarnelés trecioji adata yra spaudziama 500 ul/val. greiiu.
Tuomet, emulsijos surinkimo zarnelé yra iSimama 1§ laseliy generavimo prietaiso ir
uZzmaunama ant treCiojo SvirkSto. Kitas Zarnelés galas yra uzblokuojamas siekiant
isvengti kontakto su oru.

Vykstant inkubacijai 37 °C esterazés mutantai yra produkuojami kiekviename
laselyje. Jiems besigaminant kai kurie mutantai gali pradeét katalizuoti substratiniy
nukleotidy chemine konversijg. Kiekviename laselyje nusistovi tam tikra modifikuoty
substratiniy nukleotidy koncentracija. Modifikuoty substratiniy nukleotidy skaicius gali

bati priklausomas nuo specifinio esterazés mutanto aktyvumo laselyje.

Po inkubacijos eksperimentas tesiamas paruosiant tris 1 ml SvirkStus ant
kuriy yra uZmaunama 0,58 mm diametro adatos su 0,56 mm diametro

politetrafluoroetileno Zarnelémis. Pirmoji ir antroji adatos yra pripildomos 300 ul 1,5
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EA surfaktanto HFE7500 fiuorintoje alyvoje (v/v). Trediasis Svirk$tas yra pripildomas
300 pl HFE7500 fluorintoje alyvoje.

Siame eksperimente atskaitiniai nukleotidai buvo 2'-deoksi-5-metiicitidino 5'-

trifosfatai. Phi29 polimerazé gali sékmingai inkorporuoti juos | DNR granding vykstant

nukleortigséiy sintezei.

Daugybinio nustimimo reakcijos (MDA) miSinys yra paruo$iamas pagal 2

lentele.

2 lentelé. Daugybinio nustiimimo reakcijos misinys.

Pradiné koncentracija | Galutiné koncentracija | Tris
10X Phi29 reakcijos buferis 10X 1,25X 12,5 yl
Exo-atsparis atsitiktiniai 500uM 10 uM 2 ul
pradmenys
dATP, dGTP, dTTP ir 2'- 10 mM 0,375 mM 3,75 yl
deoksi-5-metilcitidino 5'-
trifosfatas
Pluronic F-127 10 % 1,25 % 12,5 pi
Pirofosfataze 0,1 U/l 0,00125 U/l 1,25 ul
Phi29 polimeraze 10 U/l 0,67 U/l 6,7 Ml
DTT 100 mM 2,5 mM 2,5 pl
H.0 53,3 ul

Paruostas MDA reakcijos miSinys yra tuomet perkeliamas | treCig Svirksta. |

pompas MDA reakcijos miSinio SvirkStas yra jstatomas vertikaliai, visi kiti Svirkstai

istatomi horizontaliai.

Prie$ tai inkubuota IVTT reakcijos Zarnele yra iSimama i§ termostato.

Emulsija zarneléje yra stumiama kol pasiekia Zarneles galg.

30 um suliejimo prietaisas su Bi-Sn lydinio elektrodais yra padedamas po
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mikroskopu ir prie elektrody yra prijungiami aukstos jtampos kabeliai. Paruosty
zarneliy galai yra prijungiami prie prietaiso. Elektrinis impulsy generatorius yra

prijungiamas prie aukstos jtampos Saltinio.

Zarnelé su prie$ tai inkubuota IVTT reakcija kartu su savo Svirkstu yra
jstatoma | tékmés kontroiés pompa. Zamelé su IVTT emulsija yra jdedama j
emulsijos jvest).

MDA reakcijos miSinio greitiai: 100 plival. vandens fazei ir 270 pl/val.

nesiklinei alyvai, siekiant gauti 40 pl laselius.

10 pl IVTT laseliai yra leidZiami grei€ias: 30 pi/val. ladeliams and 300 plfval.

nesiklinei alyvai.

Tekmés grei¢iau gali skirtis skirtinguose eksperimentuose priklausomai nuo

pasirinktos jtampos, IVTT [aseliy dydziy, naudojamo surfaktanto ir kity parametry.

Naujai suformuoti MDA ir suleisti IVTT laseliai yra sujungiami pritaikant
staCiakampine banga su 10 kHz dazniu ir 300 - 700 mVpp amplitude. Suligjimas yra
tesiamas iki tol, ko! visi IVTT laseliai yra suleidZiami ir sujungti. Surinkta emulsija yra
penkias valandas laikoma 30 °C, o per jas laseliuose vyksta MDA reakcija. Tuomet

polimeraze yra inaktyvuojama 20 minuciy palaikant emulsijg 65 °C.

Pasibaigus IVITT reakcijai ladeliai turéjo skirtingus kiekius modifikuoty
substratiniy nukleotidy. Modifikuoty substratiniy nukleotidy kiekis priklauso nuo
skirting esterazés mutnaty aktyvumy kiekviename laselyje. Sie laseliai buvo tuomet
suliejami su kitais laseliais turinéiais atskaitinius nukleotidus. Tuomet, sulieti laseliai

turi specifinj modifikuoty substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy santyk].

Prasidéjus daugybinio nustimimo reakcijai specifinis modifikuoty substratiniy
ir atskaitiniy nukleotidy kiekis yra inkorporucjamas j DNR amplikong. Deél to,
kiekviename laselyje DNR amplikonas gali turéti skirtingg modifikuoty substratiniy ir
atskaitiniy nukleotidy kiekj. DNR matricos naudotos DNR padauginimui skirtinguose
lageliuose buvo tos pacdios ziedinés DNR matricos, kurios buvo naudotos kataliziniy

biomolekuliy gamybai.

Inaktyvavus MDA reakcija, emulsija gali biti suardoma pridedant vienoda tirj
1H,1H,2H,2H-perfluoro-1-oktanolio (Pfo). Vandens fazé tuomet yra iSvaloma su

Ampure XP naudojant tirpalo santykj 0,4 su vandens fazés tlriu. Po gryninimo
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zingsniy DNR yra nuskaitoma naudojant nanoporos technologijg sekant gamintojy
protokolus. Siuo atveju, nanoporos sekoskaita buvo pasirinkta dél savo savybés
skaityti ilgas DNR molekules, taip pat galimybés aptikti DNR modifikacijas.

Sekoskaitos informacija gali atskleisti kelis dalykus. Pirma, ji suteikia
informacijg apie visas mutanty sekas pradingje DNR bibliotekoje. Antra, sekos
atgavimo metu taip pat yra surenkama informacija apie nukleotidy modifikacijas,
kurios gali bati iSskirtos i§ jrasyto molekulés signalo. Kiekvienas padaugintas DNR
fragmentas laseliuose turi skirtingus kiekius modifikuoty substratiniy ir atskaitiniy
nukleotidy. Kadangi kai kurie nanoporos algoritmai Ileidzia aptikti nukleotidy
modifikacijas, galime tiksliai suskaiCiuoti $iuos nukleotidus kiekvienai molekulei.
Kadangi modifikuoty substratiniy nukleotidy koncentracija kiekviename laSelyje
priklauso nuo specifinio esterazés mutanty aktyvumo laseliuose, padidéjes
madifikuoty substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy santykis indikuoja padidéjusj
fermentinj aktyvuma specifinio esterazés mutanto, ir atvirksciai.

Kaip tokie rezultatai gali atrodyti yra pavaizduota 5 paveiksle, kur Y asis yra
unikaliy mutanty skaicius ir X agis apiblidina santykinio aktyvumo pasiskirstyma. Si
lliustracija vaizduoja tankio pasiskirstyma ir kiekviena mutanto seka turi specifine
Zinomg sekg. PavyzdZiui, A ir B raidémis yra pazyméti du skirtingi esteraziy mutantai.
Eksperimento pabaigoje yra suZinomos 8iy mutanty sekos, tiek jy aktyvumai. 3-ta

lentele vaizduoja santykinius jradytus A ir B mutanty aktyvumus ir jy DNR sekas.

3 lentelée. Esteraziy mutanty sekos ir jy jradyti aktyvumai.

Mutanto Santykinis DNR seka

variantas aktyvumas

ATGAGCTCACTTTTTATT GGGCAAGTATTCGLGAAGACTCLCGAAG TACAAACCTCCGACTTGACAGGTAACACCACCTGCTC
GAACTTGGTTGGAATGGTCATCCCGGLCGACGAGATCGBGUTTCCTACATCAGGGGCTACAATCACATCAGCGACCCTTAAA
ATCGTTGAAGATGGGGCTATCAAAGACGCCGAATACTETGAAGTGTTGGGAGCGATTCACCCAGTCGATCCAACGGCGCCT
GACATCAACTTTCAAGTGAACCTGCCAACAAATTGGAACAAMAAGTTCTTACAGTTTGGCGGAGGATATTTCAATGGCACCGT
CCGCACAGGGCTTGGAAATCCTCOTGCOGGCGACCGTAAGCTGGGTAAGAACACCCCCTTGGCACAAGGGTATGTGACCTT
CGGGTCAGACAGTGGTAATAGTACCGCTCCGTTGGATGLATCTTTTGGTATGAACGACGAGGCATTAAAAAATTTCGEGGGA
GATCAGCTGAAAAAGACTAAGGATGTAGCTTTAGCCTTGGCTAACGTCCGTTATAATGCCGTACCGGATCAAGTTTACTTC GG
TEGAGGCTCCGAGGGCEGTCGTGAGGEGTTGTTCATCGTCCAGAATTTICCCGACGAGTACGATGGAGTCATTAGCGTATA
CCCCGTATTAAACTGGATLCCCCGTGCTCTGAAGGATAACCGCGATGCTCAASCACTY TACAAGAATGACGGAGAGGGATG
A 0 1 1 5 SBATCTCCCCABAGGAGAACGACCTTATCAACGAGACTGTATTCAAGGCATGLGATTCATTGGATGGCGTAMAGGACGGTATT
! ATTAGCAATACAAGTGAATGTGCCGAGARAGRAGACAAAATTTTGGATACGTTAAGCGAGTCCCTGTCLGAGAAACAGATCG
AGGTTATTAAGAGCTT TAACGGGUCAATGGAGTTTGATATCCAGCTTGCCAACGATT TTACGACAATGCCTGGTTACTCACAG
CTTCAGGGTGCCGATATTGGTCGTTTGTITGGTACTCGCCCAATCCCTGGGGTGCCCCCCOTCOTGAGTGAATCGGTCGGA
CACGTAATCGACGAGCAGGACGCTTTAATGGGCGTCTACAGTGATCAGGTGATCCGTTATAAGATCACGCGLAACCCAGACT
TCAATACTCTTACCTTCGACCCTAACGAGTACCGTGAAGAAATC TTAAAGGCTTCAAACCTGCTGGACGTCACAGACCCTAAT
ATCAGTGAATTTCGTGAGAATGGGGGGAAGCTGATTT TGGTGCATGGCACCBAGCGATGAAATGGTTGCACCACAAGGTACG
AGTGACTATTATAGTAAACTGGTCAATGAGTTCGGCCAAGAATCCTTGGACGAGTTTGCACAGTACTACTTAGTACCTGGCTT
CTCACACGGTEGTGGTAACTTTACAATGTCTGCARATTTGTTGGGGGCCTTGGACGUCTGGGTGGTAAATGGGGATGTACCT
TCCAACTTGGTGGCGGAAGATCAGAACTCGGCGAC TTTCGGGLGTACTCGTCCGTTGTGTGAATACCCTACATATCCECAGT
ACAATGGGAGTGGCGACGTAAATTCTGCGGCCAGTTTTACATGCTTAAAAGTA
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ATGAGCTCACTTTTTATTGGGCAAGTATTCGCGAAGACTCOCGAAGTACARALCCTCCGACTTGACAGGTAACACCACCTGETS
GAACTTGGTTGGAATGGTCATCCCGGCCGACGAGATCGEGCTTCCTACATCAGGGGCTAGAATCACATCAGCGACCCTTAAA
ATCOTTGAAGATGGGGCTATCAAAGACGCCGAATACTGTGAAGTGTTGGGAGCGATTCACCCAGTCGATCCAACGGCEECT
GACATCAACTTTCAAGTGAACCTGCCAACARATT GGAACAAAMAGTTCTTACAGTTTGGCGGAGGATATITCGATGGCACCGY
CLGCACAGGGUTTGGAAATCCTCCTGCCGGBEBACCGTAAGC TGGGTAAGAACACCCCCTTIGGCALAAGGGTATGTGASSTT
COGGTCAGACAGTGETAATAGTACCGLTCCGTTGGATGCATCTTTTGGTATGAACGACGAGGLATTAAAAATTTCGCGGGA
GATCAGCTGAARAAGACTAAGGATGTAGCTTTAGCCTTGGCTAACGTCCGTTATAATGCL GTACCGGATCAAGTTTACTTCGE
TGGAGGCTCCGAGGGCGETCGTCAGGGGTTGTTCATCGTCCAGAATTTTCCCGACGAGTACGATGGAGTCATTAGCGTATA
CCCCGTATTARACTGGATCCCCAAGGCTCTGAAGGATAACCGCGATGCTCAAGCACTT TACAAGAATGACGGAGAGGGATG
B 0 7 5 GATCTCCCCAGAGGAGAACGAGCTTATCAACGAGACTGTATTCAAGGCATGCGATTCATTGGATGGTGTAAAGGACGGTATT
! ATTAGCAATACAAGTGAATGTGCCGAGAAAGAAGACARAAT T TTGGATACGTTAAGCGAGTCCCTGTCCGAGAAACAGATCG
AGGTTATTAAGAGCTTTAACGGGCCAATGGAGTTTGATATCCAGCTTGCCAACGATTTTACGACAATGCCTGGTTACTCACAG
CTTCAGGGTGCCGATATTGGTCGTTTGTITGGATACTCGCCCAATCCCTBGGGTGCCCCCCGTCGTGAGTBGAATCGGTCGGA
CACGTAATCGACGAGCAGGACGCTTTAATGGGCGTCTACAGTGATCAGGTGATCCGTTATAAGATCACGCGCAACCCAGALT
TCAATACTCTTACCTTCGACCCTAACGAGTACCGTGAAGAAATCTTAAAGGCTTCAAACCTGCTGGACGTCACAGACCCTAAT
ATCAGTGAATTTCGTGAGAATGCGGGGAAGCTGATTITTGGTGCATGGCACCCAGGATGAATGGTTGCACCACAAGGTACG
AGTGACTATTATAGTAAACTGGTCAATGAGTTCGGCCAAGAATCCTTGGACGAGTTTGCACAGTACTACTTAGTACCTGGCTT
CTCACACGGTGGTGGTAACTTTACAATGTCTGCAMATTTGTTGGGGGCCTTGGACGCCTGGGTGGTAAATGGEGATGTACCT
TCCAACTTGGTGGCGGAAGATCAGAACTCGGCGACTTTCGGGCSTACTCGTCOBTTGTGTGAATACCCTACATATCCCCAGT
ACARTGGGAGTGGCBACGTARATTCTGCGGCCAGTTTTACATGCTTAARAGCA

Tokiu bldu, naudojant §j iSradima, galima jrasyti ir atkurti nuo milijono iki
milijardy (ar daugiau) unikaliy mutanty seky ir jy aktyvumy

Pavyzdys 2

Sis pavyzdys naudoja substratinius nukleotidus (N4-benzoil-2'-deoksicitidino
trifosfatus) ir esterazés fermentg galintj katalizuoti ty substratiniy nukleotidy chemine
konversijg ir taip pagaminti modifikuotus substratinius nukleotidus (2'-deoksicitidino
trifosfatus). Reikety pabreézti, jog specifinis substratinis nukleotidas yra naudojamas
tik kaip pavyzdys, ir kiti substratiniai nukleotidai gali bati naudojami tokiomis ar
panasiomis eksperimentinémis sglygomis aprasytomis Siame pavyzdyje. Tai taip pat
galioja ir katalizinés biomolekulés pasirinkimui. Taip pat, S$iame pavyzdyie katalizinés
biomolekulés buvo ekspresuojamos naudojant in vifro transkripcijos ir transliacijos

sistema.

Sio pavyzdzio tikslas yra iliustruoti $io i$radimo panaudojima ne tik kataliziniy
biomolekuliy aktyvumo nustatymui, tadiau ir genetiniy reguliaciniy seky
charakterizacijai, tokiy kaip ribosomos prisijungimo sritys ir kity. Zinoma, jog
ribosomos prisijungimo prie ribosomos prisijungimo srities daznis yra priklausomas
nuo sekos. Kitaip tariant, ¢ia pateikiamas nuoseklus pavyzdys, kaip $is iSradimas gali

bati pritaikomas reguliaciniy daliy aktyvumo charakterizacijai.

Kaip iliustruojama 3 paveiksle, DNR biblioteka yra paruo$iama susintetinant
skirtingus esterazés mutantus pasitelkiant gerai Zinomas mutagenezés technikas
(klaidas daranti PGR) ir tuomet pridedant reguliacines DNR sekas kurios yra

reikalingos in vitro kataliziniy biomolekuliy ekspresijai — promotorius, ribosomos
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prisijungimo sritis ir terminatorius. Linijinai DNR fragmentai buvo cirkulizuojami, nes
Siame pavyzdyje yra naudojama daugybinio nustimimo reakcija, kuriai yra reikalinga

Ziediné DNR matrica.

Pirmiausia, ant dviejy 1 ml $virk§ty yra uZdedamos 0,351 mm diametro
adatos ir 0,3 mm diametro politetrafluoroetileno Zarnelés. Pirmasis Svirkstas yra
tuomet pripildomas 200 pl 1,5 % EA surfaktanto HFE7500 fluorintuoje alyvoje (v/v).
Antrasis Svirkstas yra pripildomas 300 ul HFE7500 fluorinta alyva.

Toliau, in vitro transkripcijos ir transliacijos reakcijos misinys (IVTT)
(PURExpress® In Vitro Baltymy sintezés rinkinys) yra paruo8iamas pagal 1 lentele,
tik naudojama ,Ribosomy prisijungimo sri¢iy biblioteka su vienoda esteraze” vietoj

.Esterazés biomolekuliy bibliotekos".

Toliau, paruostas IVTT reakcijos miSinys yra perkeliamas | antra Svirkstg i§
anksto pripildyta HFE7500 ir tuomet laikomas vertikalioje pozicijoje iki eksperimento
galo. Svirkstai $velniai spaudZiami taip, kad skys&iai pasiekty Zzarneliy galus
naudojant tékmeés kontrolés pompas. Yra svarbu laikyti SvirkStus arti 4 °C
temperatiros siekiant iSvengti iSankstinés reakcijos pradzios. Pavyzdziui, Svirkstg

galima laikyti 3aldomajame stovelyje siekiant jj iSlaikyti Salta.

MikroskysCiy laseliy generavimo prietaisas yra padedamas po mikroskopu.
Pirmojo $virk§to Zarnelé tuomet yra jdedama j neSiklinés alyvos jvestj prietaise.
Tuomet, antrojo $virk$to Zarnelé yra prijungiama | vandens fazes jvest]. Galiausiai,
naudojant pompas abu Svirk$tai yra i§ léto spaudZiami kol abu skysciai pasiekia

generavimo prietaiso vidy.

Tuomet yra nustatomi Svirksty skyséiy tékmés grei€iai - 300 plfval. nesiklinés
alyvos $virkstui, 250 pl/val. vandens tékmés $virkStui siekiant gaminti 10 plz1 pl
vandens laselius. Kai laseliy gamyba stabilizuojasi, suformuota emulsija yra
surenkama naudojant 0,56 mm Zarnele. Meégintuvélis su surinkta emulsija yra
laikomas $altai.

Besiformuojant laseliams, paruoSiamas tre€ias SvirkStas ant jo uZmaunant
0,58 mm adata ir pripildant ja 500 pl HFE7500 fluorintos alyvos. Svirkstas yra tuomet
vertikaliai jvitinamas | tékmeés kontrolés pompa. Kai vandenine faze pasibaigia ir

lageliy formavimas baigiasi, fluorintos alyvos tékme yra paliekama dar trim minutems.

Tuomet, neturinti Zarnelés trecioji adata yra spaudziama 500 pl/val. grei€iu.
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Tuomet, emulsijos surinkimo Zarnelé yra i§imama i$ ladeliy generavimo prietaiso ir
uZzmaunama ant treciojo §virksto. Kitas Zarnelés galas yra uZblokuojamas siekiant

iSvengti kontakto su oru.

Vykstant inkubacijai 37°C esterazés mutantai yra produkuojami kiekviename
lagelyje. Jiems besigaminant kai kurie mutantai gali pradét katalizuoti substratiniy
nukleotidy chemine konversija. Kiekviename laselyje nusistovi tam tikra modifikuoty
substratiniy nukleotidy koncentracija. Medifikuoty substratiniy nukleotidy skaicius gali

bati priklausomas nuo specifinio esterazés mutanto aktyvumo laselyje.

Po inkubacijos eksperimentas tesiamas paruodiant tris 1ml SvirkStus ant kuriy
yra uzmaunama 0,58 mm diametro adatos su 0,56mm diametro politetrafluoroetileno
Zarnelémis. Pirmoji ir antroji adatos yra pripildomos 300 ul 1,5 EA surfaktanto
HFE7500 fluorintoje alyvoje (v/v). TreCiasis Svirkstas yra pripildomas 300 pl HFE7500
fluorintoje alyvoje.

Siame eksperimente atskaitiniai nukleotidai buvo 2'-deoksi-5-metilcitidino 5'-
trifosfatai. Phi28 polimerazé gali sékmingai inkorporuoti juos j DNR grandine vykstant

nukleorigsciy sintezei.

Daugybinio nustlimimo reakcijos (MDA) miSinys yra paruoSiamas pagal 2
lentele.

Paruostas MDA reakcijos miSinys yra tuomet perkeliamas j tre€ig Svirksta. |
pompas MDA reakcijos misinio $virkstas yra jstatomas vertikaliai, visi kiti Svirkstai

jstatomi horizontaliai.

Pries tai inkubuota IVTT reakcijos Zarnelé yra iSimama i8 termostato.

Emulsija Zarneléje yra stumiama kol pasiekia Zarnelés gala.

30 pm suliejimo prietaisas su Bi-Sn lydinio elektrodais yra padedamas po
mikroskopu ir prie elektrody yra prijungiami aukstos jtampos kabeliai. Paruosty
zarneliy galai yra prijungiami prie prietaiso. Elektrinis impulsy generatorius yra

prijungiamas prie aukstos jtampos 3altinio.

Zarnelé su prie$ tai inkubuota IVTT reakcija kartu su savo $virkStu yra
jstatoma | tékmés kontroles pompa. Zarnelé su IVTT emulsija yra jdedama |

emulsijos jvest].

MDA reakcijos misinio greic¢iai; 100 pl/val. vandens fazei ir 270 plfval.
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nesiklinei alyvai, siekiant gauti 40 pl laselius.

10 pl IVTT lasgeliai yra leidziami greitias: 30 plival. ladeliams and 300 pl/val.
nesiklinei alyvai.

Tekmeés greiCiau gali skirtis skirtinguose eksperimentuose priklausomai nuo

pasirinktos jtampos, IVTT laseliy dydziy, naudojamo surfaktanto ir kity parametry.

Naujai suformuoti MDA ir suleisti IVTT laSeliai yra sujungiami pritaikant
statiakampine banga su 10 kHz dazniu ir 300 - 700 mVpp amplitude. Suliejimas yra
tesiamas iki tol, kol visi IVTT laseliai yra suleidziami ir sujungti. Surinkta emulsija yra
penkias valandas laikoma 30 °C, o per jas laseliuose vyksta MDA reakcija. Tuomet

polimerazé yra inaktyvuojama 20 minuéiy palaikant emulsijg 65 °C.

Pasibaigus IVTT reakcijai laseliai turejo skirtingus kiekius modifikuoty
substratiniy nukleotidy. Modifikuoty substratiniy nukleotidy kiekis priklauso nuo
skirtingy esterazés mutanty aktyvumy kiekviename lagelyje. Sie lageliai buvo tuomet
suliejami su Kitais laseliais turiniais atskaitinius nukleotidus. Tuomet, sulieti laseliai

turi specifinj modifikuoty substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy santykj.

Prasidéjus daugybinio nustimimo reakcijai specifinis modifikuoty substratiniy
ir atskaitiniy nukleotidy kiekis yra inkorporuojamas j DNR amplikong. Dél to,
kiekviename lagelyje DNR amplikonas gali turéti skirtingg modifikuoty substratiniy ir
atskaitiniy nukleotidy kiekj. DNR matricos naudotos DNR padauginimui skirtinguose
lageliuose buvo tos pacios apskritos DNR matricos kurios buvo naudotos kataliziniy

biomolekuliy gamybai.

Inaktyvavus MDA reakcijg, emulsija gali bati suardoma pridedant vienoda tiirj
1H,1H,2H, 2H-perfluoro-1-oktanolio (Pfo). Vandens faze tuomet yra iSvaloma su
Ampure XP naudojant tirpalo santykj 0,4 su vandens fazés tiriu. Po gryninimo
Zingsniy DNR yra nuskaitoma naudojant nanoporos technologijg sekant gamintojy
protokolus. Siuo atveju, nanoporos sekoskaita buvo pasirinkta dél savo savybés
skaityti ilgas DNR molekules, taip pat galimybes aptikti DNR modifikacijas.

Sekoskaitos informacija gali atskleisti kelis dalykus. Pirma, ji suteikia
informacijg apie reguliacines sekas buvusias paruoStoje DNR bibliotekoje. Antra,
sekos atgavimo metu taip pat yra surenkama informacija apie nukleotidy
modifikacijas kurios gali blti i$skirtos i§ jradyto molekulés signalo. Kiekvienas

padaugintas DNR fragmentas la8eliuose turi skirtingus kiekius modifikuoty
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substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy. Kadangi kai kurie nanoporos algoritmai leidZia
aptikti nukleotidy modifikacijas, galime tiksliai suskaiCiuoti $iuos nukleotidus
kiekvienai molekulei. Kadangi modifikuoty substratiniy nukleotidy koncentracija
kiekviename laselyje priklauso nuo esterazés koncentracijos kiekviename ladelyje,
padidejes modifikuoty substratiniy ir atskaitiniy nukleotidy santykis indikuoja
aukstesnj reguliacinés sekos aktyvuma, ir atvirksciai.

Tokiu badu, naudojant §j iSradima, milijonai ar milijardai (ar daugiau) unikaliy
ribosominiy prisijungimo sri¢iy seky gali bati atkurtos kartu su jy aktyvumais.

Sis pavyzdys iliustruoja bada, kaip $is iSradimas gali ne tik jradyti informacija
apie kataliziniy biomolekuliy aktyvumus, taciau ir fiksuoti skirtingy reguliaciniy seky

savybes, kurios daro jtakg kataliziniy biomolekuliy ekspresijai.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Bldas, skirtas nukleorligsciy, koduojangiy katalizines biomolekules,

identifikavimui tarp daugybés kity nukleoragséiy, apimantis:

daugybes kompartmenty sukdrima, kur kiekviename kompartmente yra ne

daugiau nei viena nukleortigsties molekulé, koduojanti katalizine biomolekule,
kompartmento salygy, leidZiandiy sintetinti katalizine biomolekule, sukrimg,
substratinio nukleotido pateikimg katalizinems biomolekuléms,

kur substratinis nukleotidas negali blti polimerazés jterptas | sintetinama
nukleorigst;,

kompartmento salygy, leidZzian€iy katalizinei biomolekulei atlikti katalizing
funkcijg, suktrima,

kur minéto aktyvumo rezultatas yra substrato nukieotido modifikacija, kuri
uztikrina jog nukleotidas tampa tinkamas polimerazeés jterpimui j sintetinama
nukleorugstj,

nukleortig8&iy sintezés reakcijos misinio, apimandio atskaitinius nukleotidus,
gaminanéius bent vieng nukleoriigsties kopija kompartmente, pateikima minétiems
kompartmentams,

kur modifikuotas substratinis nukleotidas ir atskaitinis nukleotidas yra vienu

metu jterpiami j nukleorigsties sekg polimerazés pagalba,

santykio tarp atskaitiniy ir modifikuoty substratiniy nukleotidy nustatyma

naujai pagamintoje nukleorigsties molekuléje,

kur minétas santykis yra katalizinés biomolekulés, koduojamos minétos
nukleorigsties, katalizinio aktyvumo indikatorius.

2. Biidas pagal 1 punkta, kur daugybé nukleoriigdéiy yra gaunamos metodu,
parinktu i$ klaidas darangios PGR, tikslinés mutagenezés, surinkimo PGR, i vivo
mutagenezés, kasetinés mutagenezes, rekursinés mutagenezés, eksponentinés

mutagenezés, sriciai specifinés mutagenezés arba daugybés Iasteliy lizavimo.

3. Biudas pagal 1 punkta, kur kompartmentas yra laSelis, mikroSulinélis,
mikrovamzdelis arba individuali déeme ant stikliuko.

4. Bidas pagal 1 punkta, kur atskaitinis nukieotidas yra S5-metif-2'-
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deoksicitidino trifosfatas.

5. Bodas pagal 1 punkta, kur substrato nukleotidas yra N4-benzoil-2'-
deoksicitidino trifosfatas.

6. Budas pagal 1 punkta, kur katalizine biomolekulé yra fermentas, ribozimas
arba deoksiribozimas.

7. Budas pagal 6 punkta, kur kataliziné biomolekulé yra esterazes fermentas.

8. Bldas pagal 1 punkta, kur katalizinés biomolekulés katalizinis aktyvumas
yra oksidoredukcija, cheminés grupés pernasa, hidrolizé, rydio suardymas ne
hidrolize ir oksidacija, pakeitimai pavienéje molekuléje, dviejy molekuliy sujungimas
tuo pat metu vykstant ATP fosfodiesterinio ry3io hidrolizei.

9. Biidas pagal 8 punkta, kur katalizines biomolekulés aktyvumas yra
esterinio rydio suardymas.

10. Bldas pagal 1 punkta, kur bent vienos nukleorigsties kopijos
pagaminimas yra atliekamas su grandinés prailginimo reakcija, izoterminio

padauginimo reakcija, polimerazés grandinine reakcija.

11. Bldas pagal 1 punkta, kur santykis tarp atskaitiniy ir modifikuoty
substratiniy nukleotidy naujai susintetintoje nukleoriigstyje yra nustatomas naudojant

pavieniy nukleorigséiy molekuliy analizés metodus.

12. Bldas pagal 11 punkta, kur j pavieniy nukleoriigdgiy molekuliy analizés
metodus jeina Oxford Nanopore sekoskaita, bisulfitiné sekoskaita, prikabinto
oligonukleotido sekoskaita, PacBio sekoskaita.

13. Badas pagal 12 punkta, kur pavieniy nukleorigsciy molekuliy analizés
metodas gali aptikti skirtingas nukleotidy modifikacijas.

14. Bldas pagal 1 punktg, kur katalizinés biomolekulés sintezé yra

reguliuojama genetiniy reguliacijos seky.

15. Badas pagal 14 punkta, kur sukurta reguliaciné seka yra ribosomos
prisijungimo sritis, promotoriaus seka, ribozimas, ribojungiklis, transkripcijos stipriklis,
operatorius, slopiklio prisijungimo sritis, aktyviklio prisijungimo sritis, DNR
prisijungimo sritis, terminatorius, slopiklj koduojantis genas, aktyvatoriy koduojantis

genas.
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16. Bidas, skirtas nukleoriigsiy, koduojantiy katalizines biomolekules,
identifikavimui tarp kity nukleoriigs¢iy, apimantis:

daugybés kompartmenty sukirimg, kur kiekviename kompartmente yra ne

daugiau nei viena nukleoriigsties molekulé koduojanti katalizine biomolekule,

kompartmento pateikima | salygas, leidZiangias sintetinti katalizine
biomolekule,

substratinio nukleotido pateikima katalizinéms biomolekuléms,

kur substratinis nukleotidas gali biti polimerazés jterptas | sintetinama
nukleorugétj,

kompartmento salygy, leidziangiy katalizinei biomolekulei atlikti katalizine
funkcija, sukdrimas,

kur minéto aktyvumo rezultatas yra substrato nukleotido modifikacija, kuri
uztikrina jog nukleotidas tampa netinkamas polimerazés inkorporacijai | sintetinama

nukleoragst],

nukleorigégiy sintezés reakcijos misinio, apimancio atskaitinius nukleotidus,
gaminancius bent vieng nukleorlgsties kopijg kompartmente, pateikimg minétiems

kompartmentams,

kur substratinis nukleotidas ir atskaitinis nukleotidas yra vienu metu jterpiami

j nukleorligsties sekg polimerazés pagalba,

santykio tarp atskaitiniy ir modifikuoty substratiniy nukleotidy nustatyma

naujai pagamintoje nukleoriigsties molekulgje,

kur minetas santykis yra katalizineés biomolekulés, koduojamos minétos

nukleortgsties, katalitinio aktyvumo indikatorius.

17. Bidas skirtas nukleorigsciy, koduojanciy katalitines biomolekules,

identifikavimui tarp kity nukleorigsciy, apimantis:

daugybés kompartmenty sukilrima, kur kiekviename kompartmente yra ne

daugiau nei viena nukleorigsties molekulé koduojanti katalizine biomolekule,

kompartmento pateikima | salygas, leidZiancias sintetinti katalizine
biomolekule,

substratinio nukleotido pateikimg katalizinéms biomolekuléms,
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kompartmento pateikima j sglygas, leidZziancias katalizinei biomolekulei atlikti
katalizine funkcija,

kur minéto aktyvumo rezultatas yra substrato nukleotido modifikacija,

nukleorlig&ciy sintezés reakcijos misinio, apimancio atskaitinius nukleotidus,
gaminancius bent vieng nukleortigsties kopijg kompartmente, pateikimg minetiems
kompartmentams,

kur substratinis nukleotidas, modifikuctas substratinis nukleotidas ir
atskaitinis nukleotidas yra vienu metu jterpiami j nukleoriigdties seka polimerazes
pagalba,

santykio tarp atskaitiniy, modifikuoty substratiniy nukleotidy ir substratiniy
nukleotidy nustatyma naujai pagamintoje nukleorugsties molekuléje,

kur minetas santykis yra katalizinés biomolekulés, koduojamos minétos
nukleorligsties, katalizinio aktyvumo indikatorius.
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