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SUTRUMPINIMY SARASAS

ar. aminoraigstis

apo Zymi baltymo forma, kai baltymas néra suriSgs DNR

bp baziy pora

CPK atomy spalvinimo schema pagal Corey, Pauling, Koltun
(C=pilka; O=raudona; N=meélyna; S=geltona, P=oranZin¢)

DTT 1,4-ditiotreitolis

EDTA etilendiaminotetraacto rugstis

JSA jaucio serumo albuminas

NDS natrio dodecilsulfatas

PAAG poliakrilamidinis gelis

PAGE poliakrilamidinio gelio elektroforezé

PEG polietilenglikolis

PDB ID struktiiros unikalus identifikacijos numeris PDB duombazé¢je

REazé restrikcijos endonukleazé

Tris 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis

Tekste naudojami standartiniai aminortgsciy pavadinimy trijy raidZiy sutrumpinimai laukinio
tipo baltymo atveju bei vienos raidés sutrumpinimai taskiniy mutacijy Zymeéjimui. DNR sekose
W Zymi adening arba timing, ,.Y* Zymi pirimiding, ,,R* Zymi puring, ,,M* ir ,,5mC* Zymi
S5-metilcitozing, ,,N“ Zymi pozicija, kurioje gali buti bet kuris i§ keturiy A, G, T arba C
nukleotidy.



[VADAS

Restrikcijos endonukleazés (REazés) placiai paplito bakterijy bei archéjy karalystése
kaip sudedamoji restrikcijos-modifikacijos sistemy dalis [1]. Sios sistemos apsaugo
prokariotines lasteles in vivo nuo svetimos DNR (pvz. bakteriofago) invazijos. II-o tipo
REazés atpaZjsta trumpas, daZniausiai 4-8 baziy pory (bp) ilgio DNR sekas ir kerpa abi
taikinio grandines atpaZinimo sekoje arba Salia jos, susidarant lipniems arba bukiems
galams [2]. Siuo metu yra Zinoma vir§ 4000 REaziy, kurios atpaZjsta per 300 skirtingy
seky [3]. Taigi REazés sudaro vieng didZiausiy funkciskai panaSiy baltymy Seimy.
Kristalografiniai bei bioinformatiniai tyrimai iSskirsto REazés pagal katalizinio domeno
struktlirg | vieng iS penkiy struktiiriniy sanklody (angl. fold). IItipo REazés yra
skirstomos j i) PD-(D/E)XK superSeima, ii) fosfolipaziy D (PLD) superSeima, iii)
yperpjauto cilindro“ (angl. “half-pipe”) superSeima, iv) GIY-YIG superSeimg ir v)
BBa-Me (HNH) superSeima [4]. Kristalografiniai tyrinéjimai suteikia galimybe geriau
pazZinti, kaip jvairios baltymuy struktirinés sanklodos yra pritaikytos atlikti REaziy
funkcijqa bei jgalina pritaikyti homologinio modeliavimo metoda, tiriant tos pacios
Seimos REazes.

Daugiausiai informacijos apie restrikcijos fermenty struktiiros-funkcijos rysj gauta is
PD-(D/E)XK superSeimos tyrinéjimy. Yra Zinomos 34 priklausanciy Siai superSeimai
REaziy struktiros [5]. Struktiiry sugretinimas leido identifikuoti superSeimai biidingg
struktiirine sankloda, kurioje iSsidésto dvi arba trys neigiamai jkrautos aktyvaus centro
aminortigStys (Asp arba Glu) bei viena teigiamai jkrauta aminorigstis (Lys) [6].
Konservatyvi PD-(D/E)XK struktiriné Serdis skirtinguose Seimos atstovuose yra
papildyta jvairiais struktiriniais elementais, jskaitant DNR suriSanc¢ius domenus, kurie
daznai apsprendZia specifiskuma sekai [7]. Zenkliai maZiau struktiirinés informacijos
apie REazeés i$ kity superSeimy. PavyzdZiui, prieS pradedant Sj disertacinj darba nebuvo
kristalografiniais metodais iStirta, kaip PLD superSeimos REazés atpaZjsta DNR.

Disertacijoje pristatomo darbo tikslas — kristalografiniais bei biocheminiais metodais
istirti  specifiSkumo-struktiiros sarysj PD-(D/E)XK ir fosfolipaziy D superSeimoms
priklausantiems restrikcijos fermentams. Savo darbo objektais pasirinkome PD-(D/E)XK
superSeimos Cfr10I/NgoMIV/Bse6341 pogrupiui priklausancias REazes Bse634I ir
EcoRII bei PLD superSeimos fermentq Bfil.

REaziy Seima Cfr10I/NgoMIV/Bse634I. Siai grupei priklausancios REazés
atpaZjsta konservatyvias sekas, kuriose yra centriniai CCGG arba CCNGG nukleotidai,
kurie gali turéti skirtingg apsuptj [8]. Sios grupés REazés skelia fosfodiesterinj rysj pries
pirma citozing i§ centrines CCGG sekos (1 lentelé). Siuo metu grupe sudaro 12
fermenty, kurie atpaZjsta skirtingas 4-8 bp ilgio sekas. Nepaisant konservatyvios
monomero struktiros, grupés fermentai skiriasi savo ketvirtine struktira bei
specifiSkumu sekai. Bitent struktiiriniai tyrinéjimai gali padéti suprasti, kaip skirtingi
specifiSkumai iSsivysto bendroje baltymo Serdyje. Oligomero struktiros-funkcijos
sarySis homologiSky baltymy grupéje gali taip pat atskleisti fermenty ketvirtinés
strukttiros biologine ir funkcine svarba.

Tetrameriné IIF tipo REazé Bse634l yra viena iS§ pirmyjy Sio pogrupio atrasty
atstovy, ji atpaZjsta ,,iSsigimusig®“ heksanukleotidine seka R{CCGGY (rodyklé ,,1“ Zymi



skélimo vietg) [9]. Bse634l erdviné struktiira yra nustatyta 2002 m., bet iki Sio
disertacinio darbo pradZios nebuvo Zinoma, koks yra detalus sekos atpaZinimo
mechanizmas, nes fermento struktiira su DNR nebuvo Zinoma.

1 lentelé. Restrikcijos fermenty, savo atpazinimo sekoje turin¢iy konservatyvy CCGG
motyva, Seima

Fermentas Tipas  Atpazinimo seka Oligomerineé Funkciniai
busena su DNR reikalavimai
HpyF100I11 1P 1CCGG n.d.* [10]
Agel 1P AICCGGT n.d. [11]
Kpn2I 1P TICCGGA n.d. [12]
NgoMIV IIF GICCGGC tetrameras Du taikiniai [13]
BsaWI 1P WICCGGW n.d. [3]
Cfr10I IIF RICCGGY tetrameras Du taikiniai [14][15]
/Bse6341
SgrAl IIF CRICCGGYG tetrameras Du taikiniai [16]
PspGI I1P LCCWGG dimeras [17]
EcoRII IIE LCCWGG dimeras Du taikiniai [18][19]
Ecl18KkI IIF ICCNGG tetrameras Du taikiniai [20][10]
Pfol 1P TICCNGGA n.d. [21]

* n.d. - néra duomenuy.

REazé EcoRII atpaZjsta 5-CCWGG seka. Sios REazés taikinys yra simetriskas,
iSskyrus centrine baziy pora. EcoRII yra viena i$ IIE tipo REaziy, kurios nekerpa DNR
molekuliy su viena specifinés 5'-CCWGG sekos kopija. Siems baltymams viena seka yra
kirpimo taikinys, o antra — alosterinis pirmojo taikinio kirpimo aktyvatorius. Sgveika su
dviem atpaZinimo sekos kopijomis yra biitina saglyga EcoRII aktyvumui [22], tuo tarpu
trijy atpaZinimo sekos kopijy suriSimas yra biitinas sutartinam abiejy DNR grandiniy
perkirpimui [19]. EcoRII tretiné struktira be DNR atskleidé fermento homodimerine
organizacijg bei parode, kad kiekvienas EcoRII monomeras susideda iS dviejy skirtingy
domeny: N-galinio (EcoRII-N) bei C-galinio (EcoRII-C)[18]. Kadangi yra Zinoma, jog
kiekvienas domenas suriSa 5-CCWGG seka [19], kilo klausimas, kaip struktiriSkai
skirtingi domenai geba atpaZinti vienodg DNR seka. Taip pat nebuvo aiSku, kaip EcoRII
sgveikauja su pertraukta konservatyvia seka 5-CCWGG (pabraukta) budinga
Cfr10I/NgoMIV/Bse634I Seimai.

PLD nukleaziy superseima. Restrikcijos endonukleazé Bfil atpazjsta nukleotidy
seka 5'-ATCGGG [23] bei yra unikali tuo, jog karpo DNR, nesant metaly jony [24].
Kristalo struktiira [25] bei biocheminiai duomenys atskleidé [26], kad Bfil priklauso
PLD nukleaziy superSeimai. Baltymas sudarytas iS dviejy strukturiniy domeny. N-galinis
katalizinis domenas (Bfil-N) yra panaSus j nukleaze Nuc, nuo Me®" nepriklausomg
nespecifine nukleaze iS fosfolipaziy D superSeimos [27]. Bfil C-galinis DNR suriSantis
domenas (Bfil-C) turi panaSia j B-statine sankloda, ank3ciau surastg DNR suriSan¢iame



efektoriniame REazes EcoRII domene [18] bei aptikta DNR suriSanCiame domene i3
augaly transkripcijos faktoriaus B3-RAV1 [28]. Buvo iSkelta hipoteze, kad Bfil atsirado
dél evoliucijos metu jvykusio DNR atpaZjstan¢io domeno susiliejimo su nespecifine
nukleaze, panaSia | Nuc, ir taip iSsivysté mechanizmas, ribojantis DNR karpyma ties
vieta netoli atpaZinimo sekos [29]. Vis dar neaiSku, kaip Bfil atpaZjsta savo taikinj bei
susieja atpaZinimg su katalize. Sanklodos panaSumai tarp EcoRII-N bei Bfil-C skatino
istirti, kaip Sie domenai sgveikauja su skirtingomis atpaZinimo sekomis.
Sio darbo tikslai buvo:

1. Nustatyti restrikcijos endonukleazés EcoRII sekos atpaZinimo mechanizma,
naudojant kristalografinius bei biocheminius metodus.

2. Nustatyti restrikcijos endonukleazés Bfil sekos atpaZinimo mechanizma,
naudojant kristalografinius bei biocheminius metodus.

3. Nustatyti restrikcijos endonukleazés Bse6341 sekos atpaZinimo mechanizma,
naudojant kristalografinius bei biocheminius metodus.

Mokslinis naujumas

Disertacijoje pristatomos REazés Bse634] mutanto R226A komplekso su
alternatyviais taikiniais 5'-ACCGGT ir 5'-GCCGGC struktiiros atskleidé, kad Bse634I
specifiSskumg RCCGGY taikiniui lemia tiesioginio bei netiesioginio atpaZinimo
mechanizmai. REazés EcoRII N- ir C-galiniy domeny kompleksy su specifine DNR
struktaros iliustruoja du skirtingus taikinio 5'-CCWGG atpazinimo mechanizmus.
EcoRII C-galinis domenas issuka centrinius A/T nukleotidus i DNR spiralés. Si
deformacija leidZzia fermentui panaudoti Cfr10I/NgoMIV/Bse6341 REaziy pogrupiui
budingus simetrinius konservatyvius struktirinius elementus 5-CCGG sekos
atpazinimui. EcoRII N-galinio domeno struktiira yra pirmas B3 sanklodos baltymo
komplekso su DNR pavyzdys. REazés Bfil C-galinio domeno komplekso su taikiniu
5'-ACTGGG struktiira leidZia pirma sykj palyginti dviejy B3 Seimos domeny (EcoRII-N
ir Bfil-C) kompleksus su DNR.

Darbo galima praktiné reikSmé

Restrikcijos endonukleazés dél savo ypatingo specifiSkumo DNR taikiniui sulaukeé
plataus pritaikymo kaip DNR manipuliacijyu in vitro ir geny inZinerijos jrankis.
Kristalografiniais metodais nustatomos trimatés REaziy struktiiros, uzfiksuojancios
kiekvieno atomo trimates koordinates molekuléje (toliau — struktiiros), padeda atskleisti,
kaip skirtingos struktiirinés sanklodos yra pritaikytos restrikcijos endonukleaziy
funkcijai atlikti.

GrieZtai programuojamos DNR endonukleazés (meganukleazés) yra svarbiis
Siuolaikiniai jrankiai geny perkélimo technologijoje ir geny taisyme; jie atveria
galimybes geny terapijai. REaziy struktiiry nustatymas ir DNR atpaZinimo molekuliniy
mechanizmy iSaiSkinimas gali padéti sukurti meganukleazes genomo redagavimui.
Bse6341 mutanto R226A kristalo struktiira padéjo kurti Bse6341 konjugata su DNR
triguba spirale formuojanciu oligonukleotidu [30].



Ginamieji disertacijos teiginiai:
1. Restrikcijos endonukleazés Bse6341 mutantas R226A komplekse su dviem
simetriniais atpazinimo sekos RCCGGY variantais naudoja konservatyvius
struktirinius elementus CCGG tetranukleotido atpaZinimui bei naudoja
tiesioginio bei netiesioginio atpaZinimo mechanizmus atskirti iSsigimusiai R:Y
baziy porai.
2. Restrikcijos endonukleazés EcoRII  C-galinis Kkatalitinis domenas
sgveikaudamas su 5-CCWGG seka iSsuka centrinius nukleotidus ir naudoja
konservatyvius struktirinius elementus CCGG atpaZinimui.
3. Restrikcijos endonukleazés EcoRII N-galinis alosterinis domenas naudoja
anksciau neapraSytg mechanizmg 5'-CCWGG sekos atpaZinimui.
4. Kristalografiniais metodais nustatyti detalis EcoRII-N bei Bfil-C domeny
DNR atpaZinimo mechanizmai yra tokie patys kaip ir augaly transkripcijos
veiksniy, turinc¢iy B3 struktiirine sankloda.
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TYRIMY METODIKA

Fermentai, sorbentai ir reagentai. T4 polinukleotidkinazé pagaminta ,,Thermo
Fisher Scientific, proteazés tripsinas ir termolizinas pagamintos ,,Sigma”.
Mono Q 5/50 GL ir kitos chromatografijos kolonéles naudotos pagal gamintojo
(,GE Healthcare”) rekomendacijas. Kristalinimo tirpalai ir kristalinimo lékStelés bei
dazas Izit Crystal Dye buvo jsigyti iS ,,Hampton Research“. Baltymy bei baltymy-DNR
kompleksy koncentravimui naudotos ultrafiltracijos membranos is ,,Millipore®.

Bakterijy kamienai. Naudoti E. coli kamienai JM109 ir ER2566.

Plazmideés. EcoRII raiskai plazmidés pDK1_wt_M.EcoRII (Cm’),
pQE30_R.EcoRII-N-H6 (Ap’), pQE30_Y41A_R.EcoRII-H6 (Ap") gautos iS M. Reuter
(Virusologijos Institutas, Berlynas, Vokietija). Plazmidés Bfil katalitinio mutanto K107A
raiSkai pET21b-pBfiIR5.1-K107A (Ap") ir pACYC-BfiIM9.1 (Cm") gautos i$ V. Morin ir
A. Lagunaviciaus.

Oligonukleotidai. Naudoti oligonukleotidai buvo susintetinti ,,Metabion“ arba
,Integrated DNA Technologies”, oligodupleksai paruosti sulydant. DNR karpymo ir
suriSimo tyrimams viena i$ grandiniy 5'-gale buvo paZzymeéta radioaktyvia Zyme.

EcoRII-Y41A ir EcoRII-N gryninimas. EcoRII-Y41A ir EcoRII-N domenas, abu
su SeSiy histidino liekany ,inkaru®, buvo gauti pDK1_wt_M.EcoRII (Cm") plazmide
turinciose E. coli JM109 lastelése su atitinkamai pQE30_R.EcoRII-Y41A-H6 (Ap") ir
pQE30_R.EcoRII-N-H6 (Ap) plazmidémis. Baltymai iSgryninti pagal laukinio tipo
EcoRIl gryninimo schemq [31] panaudojant komercine chromatografijos kolonéle
HiTrap. Baltymy preparatai buvo laikyti esant -20°C saugojimo buferyje A [20 mM
Tris-HCl (pH 8.0 esant 25°C), 0.2M KCl, 1.0mM EDTA, 50% glicerolio],
EcoRII-Y41A atveju j buferj buvo pridéta DTT iki 1.0 mM.

EcoRII-N ir EcoRII-C domeny kompleksy su DNR paruoSimas. EcoRII-N
domeno minimalus kompleksas su DNR buvo gautas panaudojant dalinés proteolizés
tripsinu metoda. Tam EcoRII-N preparatas buvo sumaiSytas moliniu santikiu 1:1.1 su
specifiniu oligodupleksu SP9 (2 lentelé) proteolizés buferyje A [20 mM Tris-HCI
(pH 8.0 esant 25°C), 0.2 M KCIl, 1 mM EDTA, 10% glicerolio] ir pridétas tripsinas iki
proteazés:baltymo maseés santykio 1:75. Reakcija vykdyta 4 val. 37°C. Tinkamas
kristalinimui minimalus EcoRII-N domeno kompleksas su DNR buvo iSgrynintas
panaudojant heparin-sefarozés ir Mono Q 5/50 GL kolonéles bei sukoncentruotas
koncentravimo buferyje A [20 mM Tris-HCl (pH 8.0 esant 25°C), 0.2M KCI,
10% glicerolio, 0.1 mM EDTA] iki 18.5 mg/ml. EcoRII-C domenas buvo gautas iS
EcoRII-Y41A baltymo preparato pritaikius daline proteolize termolizinu pagal aprasSyta
metodika [32]. ISgrynintas EcoRII-C domenas buvo sumaiSytas su specifiniu
oligodupleksu SP12 (2 lentelé) esant moliniam santykiui 1:1 koncentravimo buferyje B
[20 mM Tris-HCI (pH 8.0 esant 25°C), 0.4 M KCl, 10% glicerolio, 0.1 mM EDTA,
5 mM Ca-OAcq,].

Bfil-K107A gryninimas. Bfil aktyvaus centro K107A mutanto (Bfil-K107A) raiska
bei gryninimas atlikti pagal schema, naudota laukinio tipo Bfil [33].
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2 lentelé. Darbe naudoty oligodupleksy sekos ir trumpi aprasymai

Duplek Seka Aprasymas

-Sds

Oligonukleotidai®, naudoti kristalinimui su EcoRII domenais

SP9 5'-GCCCTGGCG-3' 9 baziy pory (bp) specifinis
3'-CGGGACCGC-5"
SP12 5'-TAGCCTGGTCGA-3' 12 bp specifinis

3'-ATCGGACCAGCT-5"

Oligonukleotidai®®, naudoti EcoRII-N domeno sgveikos su modifikuota DNR tyrimams

T/A 5'-CGCACGACTTCCTGGAAGAGCACGC-3" 25 bp specifinis
3'-GCGTGCTGAAGGACCTTCTCGTGCG-5"
U/A  5'-CGCACGACTTCCUGGAAGAGCACGC-3" 25 bp specifinis modifikuotu
3'-GCGTGCTGAAGGACCTTCTCGTGCG-5" taikiniu
T/2 5'-CGCACGACTTCCTGGAAGAGCACGC-3" 25 bp specifinis modifikuotu
3'-GCGTGCTGAAGG2CCTTCTCGTGCG-5" taikiniu
U:A 5'-CGCACGACTTCUTGGAAGAGCACGC-3" 25 bp specifinis modifikuotu
3'-GCGTGCTGAAGAACCTTCTCGTGCG-5" taikiniu
A:U 5'-CGCACGACTTCCTAGAAGAGCACGC-3' 25 bp specifinis modifikuotu
3'-GCGTGCTGAAGGAUCTTCTCGTGCG-5" taikiniu
MjsoC/ 5'-CGCACGACTTCC ™iCGGAAGAGCACGC-3"' 25 bp specifinissu modifikuotu
/isoG  3'-GCGTGCTGAAGG iGCCTTCTCGTGCG-5' taikiniu
NS33 5'-AATGGGCTCGCACGGCGGCTATTATCGATTGTA-3"' 33 bp nespecifinis

3'-TTACCCGAGCGTGCCGCCGATAATAGCTAACAT-5"

Oligonukleotidai*, naudoti EcoRII-N ir EcoRII-C domeny saveikos su hemimetilinta DNR

tyrimams

NM

5'-CGTAGCCTGGTCGATC-3"'
3'-GCATCGGACCAGCTAG-5"

16 bp specifinis

HM(A) 5'-CGTAGCCTGGTCGATC-3" 16 bp specifinis su modifikuotu
3'-GCATCGGAMCAGCTAG-5" taikiniu grandinéje A

HM(T) 5'-CGTAGCMTGGTCGATC-3' 16 bp specifinis su modifikuotu
3'-GCATCGGACCAGCTAG-5" taikiniu grandinéje T

DM 5'-CGTAGCMTGGTCGATC-3" 16 bp specifinis su modifikuotu

3'-GCATCGGAMCAGCTAG-5"

taikiniu abiejose grandinése

Oligonukleotidai®, naudoti kristalinimui su Bfil domenais

S12 5'-AGCACTGGGTCG-3' 12 bp specifinis be Bfil
3'-TCGTGACCCAGC-5" karpymo vietos
NS8 5'-TACCGGTA-3' 8 bp nespecifinis

3'-ATGGCCAT-5"



Oligonukleotidai®, naudoti kristalinimui su Bse6341-R226A

GC-1 5'-TCGCGCCGGCGCG-3' 12 bp specifinis
3'-GCGCGGCCGCGCT-5"

AT-1 5'-TCGCACCGGTGCG-3' 12 bp specifinis
3'-GCGTGGCCACGCT-5"

AT-2 5'-TTCGACCGGTCGA-3' 12 bp specifinis

3'-AGCTGGCCAGCTT-5"

Oligonukleotidai®, naudoti Bse634I suriSimui su DNR bei DNR karpymui tirti

NS 5'-AGCGTAGCACTGGGCTGCTAGTC-3" 23 bp nespecifinis
3'-TCGCATCGTGACCCGACGATCAG-5"

AT 5'-CGCACGATCACCGGTGATGCACGC-3" 23 bp specifinis
3'-GCGTGCTAGTGGCCACTACGTGCG-5"

GC 5'-CGCACGATCGCCGGCGATGCACGC-3' 23 bp specifinis
3'-GCGTGCTAGCGGCCGCTACGTGCG-5"

TA  5'-CGCACGATCTCCGGAGATGCACGC-3" 23 bp turintis nekanoninj taikinj
3'-GCGTGCTAGAGGCCTCTACGTGCG-5"

CG 5'-CGCACGATCCCCGGGGATGCACGC-3" 23 bp turintis nekanoninj taikinj
3'-GCGTGCTAGGGGCCCCTACGTGCG-5"

AU 5'-CGCACGATCACCGGUGATGCACGC-3' 23 bp turintis nekanoninj
3'-GCGTGCTAGUGGCCACTACGTGCG-5" modifikuota taikinj

IC 5'-CGCACGATCICCGGCGATGCACGC-3" 23 bp turintis nekanoninj
3'-GCGTGCTAGCGGCCICTACGTGCG-5" modifikuota taikinj

UA 5'-CGCACGATCUCCGGAGATGCACGC-3' 23 bp turintis nekanoninj
3'-GCGTGCTAGAGGCCUCTACGTGCG-5" modifikuotg taikinj

CI 5'-CGCACGATCCCCGGIGATGCACGC-3' 23 bp turintis nekanoninj
3'-GCGTGCTAGIGGCCCCTACGTGCG-5" modifikuotg taikinj

@ Restrikcijos endonukleazés atpaZinimo seka yra pabraukta; ” 2 Zymi 2-aminopuring, I -
inozing, U - uracilg, *™iC - 5-metil-izocitozing, iG - izoguaning; ° M Zymi 5-metilcitozina;
¢ centrinis CCGG tetranukleotidas yra pabrauktas.

Bfil-N ir BfilI-C domeny kompleksy su DNR paruosimas. Bfil-K107A buvo
sumaiSytas su specifiniu oligodupleksu S12 (2 lentelé) ir proteaze termolizinu
proteolizés buferyje B [20 mM Tris-HCI (pH 7.5 esant 25°C), 0.2 M KCI, 1 mM DTT,
4 mM Ca-OAc,, 10% glicerolio]; po 20 valandy inkubacijos 37°C temperatiiroje reakcija
buvo sustabdyta PMSF [34]. Reakcijos miSinyje molinis DNR:Bfil-K107A santykis
buvo 2.2:1, proteazés:Bfil-K107A masés santykis — 1:10. IS proteolizés miSinio
katalitiSkai neaktyvus Bfil-N domenas buvo iSgrynintas panaudojant heparin-sefarozés
kolonéle, sukoncentruotas koncentravimo buferyje C [10 mM Tris-HCl (pH 7.5
esant 25°C), 0.1 M KCI, 1mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glicerolio] ir sumaiSytas
moliniu santykiu 1:1 su oligodupleksu NS8 (2 lentelé). Bfil-C domeno kompleksas su
DNR iS proteolizés miSinio buvo iSgrynintas panaudojant Mono Q 5/50 GL kolonéle bei
perkeltas j koncentravimo buferj C.
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Bse6341 ir Bse6341-R226A gryninimas. Laukinio tipo Bse634I ir jo mutanto
R226A (Bse6341-R226A) raiska bei gryninimas atlikti pagal apraSyta metodika [35].

Bse634I-R226A kompleksy su DNR paruoSimas. ISgrynintas Bse6341-R226A
buvo atskirai sumaiSytas su skirtingais specifiniais oligodupleksais GC-1, AT-1 arba
AT-2 (2 lentelé) moliniu santykiu 1:1 kristalinimo buferyje [20 mM Tris-HCI (pH 7.5
esant 25°C), 50 mM NaCl, 5 mM CaCl,].

Baltymo-DNR kompleksy kristalinimas. Esant kambario temperattrai kristalinimo
léksteléje buvo sumaiSomi rezervuaro tirpalas ir sukoncentruotas ultrafiltracijos biidu
komplekso tirpalas (3 lentelé). Kristalinimo eksperimentai buvo atlikti sédincio laSo
metodu, esant 18-20°C temperatiirai.

3 lentelé. Baltymy-DNR kompleksy kristalinimas (tirpaly pH nurodytas esant 25°C)

Kompleksas C, mg/ml V, pul Rezervuaro tirpalas V, ul
EcoRII-N/SP9 18.5 2 1M Na-OAc (pH 4.5), 0.2 M Li-OAc, 10% 0.5
glicerolio
EcoRII-C/SP12 4.6 0.5 26% PEG1500, 25% glicerolio 0.2
Bfil-N-K107A/NS8 8.0 0.5 0.01 M MgClo, (CH3),AsO,Na (pH 7.5), 0.5
1.0 M Li,SO,4
Bfil-C/S12 1.7 0.5 0.49 M NaH,PO4, 0.91 M K;HPO4 (pH 6.9) 0.5
Bse6341-R226A/GC-1 100 mM Na-OAc (pH 4.25-5.5), 10 mM
Bse6341-R226A/AT-1 8 . CaCl, arba Ca-OAc;, 4-8 % PEG8000. 0
Bse6341-R226A/AT-2 0.1 M Bis-Tris (pH 5.5), 0.5 %

polivinilpirolidono, 16 % PEG400

Rentgeno difrakcijos duomeny surinkimas ir struktiiry sprendimas. Difrakcijos
duomenys iS EcoRII-N bei EcoRII-C domeny kristaly bei Bse6341-R226A kristaly
surinkti EMBL/DESY (Hamburgas, Vokietija) (4 lentelé). EcoRII-C domeno kristalas
buvo uzsaldytas be krioprotektoriaus, N-galinio domeno kristalas prie§ uzSaldyma buvo
mirkytas krio-miSinyje A [rezervuaro tirpalas ir PEG400 iki 20%], Bse634I kristalai
mirkyti krio-miSinyje B [rezervuaro tirpalas ir glicerolio iki 20-25%]. Difrakcijos
duomenys i§ Bfil-C domeno kristalo surinkti besisukancio anodo Rentgeno
difraktometru (,,Rigaku®, Japonija), esanciu Vilniaus Universitete Biotechnologijos
institute, iS N-galinio — su analogiSku prietaisu esanciu IICMB (Lenkija) (4 lentelé).
PrieS uzsaldant Bfil C-galinio domeno kristalai buvo mirkyti krio-miSinyje C [rezervuaro
tirpalas ir glicerolio iki 25%], N-galinio — krio-miSinyje D [rezervuaro tirpalas ir
glicerolio iki 25%]. Kiekvieno kristalo Rentgeno difrakcijos vaizdai buvo paversti |
duomeny rinkinius programomis MOSFLM [36], SCALA [37] ir TRUNCATE [38].
Struktiiros buvo iSsprestos molekulinio pakeitimo metodu MOLREP [39] arba AMORE
[40] programomis, su atomy koordinatémis iS atitinkamy REaziy struktiiry be DNR
(4 lentelé). Pradinés fazés ir elektroninio tankio Zemélapiai gauti su SIGMAA programa
[41].
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Atominiai modeliai buvo kei¢iami COOT [42] programa, naudojant FWT [41] bei OMIT
[43] elektroninio tankio Zemélapius, po to tikslinti programomis CNS [44], REFMAC
[45] arba PHENIX [46] (4 lentelé). Struktury stereocheminiai parametrai jvertinti su
programomis PROCHECK [47], WHAT IF [48] ir MolProbity [49] (4 lenteleé).

DNR suriSimo tyrimai. Radioaktyvia Zyme Zymeétas oligodupleksas buvo
sumaiSytas su jvairiais baltymy kiekiais suriSimo buferyje [40 mM Tris-HCI (pH 8.3
esant 25°C), 10% glicerolio, 0.2 mg/ml JSA] ir po ~0.5 val. inkubacijos, laisva DNR ir
baltymo-DNR kompleksai atskirti elektroforeze (2-3 val.) 6-8% poliakrilamidiniame
gelyje (PAAG) natyviomis sglygoms [40 mM Tris-OAc (pH 8.3 esant 25°C)]. Tiriant
EcoRII-N domeno sgveika su DNR (2 nM) j suriSimo bei elektroforezés buferius buvo
pridéta EDTA iki 0.1 mM. DNR (0.1 nM) suriSimo tyrimai EcoRII-C domeno atveju
buvo vykdyti buferiuose esant 5 mM Ca* ir 2 mM DTT, Bse634l atveju duplekso
(0.1 nM) suriSimo tyrimai vykdyti buferiuose esant 5 mM Ca*". Po elektroforezés gelis
iSdZiovintas, o radioaktyvus DNR signalas detektuotas su fosforescenciniais ekranais
Cyclone™ skenerio pagalba.

DNR oligodupleksy karpymas. DNR karpymas EcoRII-C domenu tirtas karpymo
buferyje A [33 mM Tris-OAc (pH 7.9 esant 25°C), 66 mM K-OAc, 10 mM Mg-OAc,,
2mM DTT, 0.1mg/ml JSA]: 200 nM Zymeéto oligoduplekso buvo inkubuota su 1 pM
baltymo (dimero) esant 25°C temperatiirai. Bse6341 aktyvumas tirtas karpymo buferyje
B [10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 100 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0.1mg/ml JSA]: 100 nM
Zymeéto oligoduplekso (2 lentelé) buvo inkubuota su 100 nM baltymo (tetramero) esant
25°C arba 50°C temperatiirai. DNR karpymo produktai buvo atskirti elektroforezés biidu
denatiiruojanCiame poliakrilamido gelyje pagal paskelbta metodikq [50] ir gelis
analizuotas taip pat, kaip apraSyta aukSciau. Fosfodiesterinio rySio hidrolizés greicio
netiesiné regresiné analizé atlikta programy Gnuplot [51] arba KyPlot [52] pagalba.
Eksponentinis hidrolizés greitis apraSomas konstanta k ir rezultatas lentelése yra
pateikiamas pavidalu “optimali reikSmeé + vienas standartinis nuokrypis”.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. EcoRll-C domeno saveikos su DNR tyrimai

1.1. Strukturoje DNR oligodupleksas suristas dviejose orientacijose

Dalinés proteolizés metodu gautas EcoRII-C domenas buvo iSkristalintas su 12 bp
ilgio oligonukleotidu SP12 (Zr. 2 ir 3 lenteles bei ,, Tyrimy metodika®), kuris turi sekq
5'-CCWGAG. Struktiira buvo iSspresta molekulinio pakeitimo metodu, panaudojant kaip
pradinj modelj EcoRII be DNR atomy koordinates, ir palaipsniui patikslinta pagal 2.6 A
skiriamosios gebos duomeny rinkinj su simetrijos grupe P2,2,2 (Zr. ,,Tyrimy metodikq®,
fazavimas ir patikslinimo statistika pateikti 4 lenteléje). Asimetriniame vienete yra viena
baltymo grandiné ir viena DNR grandiné. Esant kristalo simetrijos grupei P2,2;2,
baltymo grandiné yra atvaizduojama j kitq EcoRII-C dimero grandine. Pritaikant antro
laipsnio simetrijos aSj, DNR grandiné yra atvaizduojama | komplementaria DNR
grandine. Kadangi DNR dupleksas panaudotas kristalinime néra palindrominis, jis negali
turéti antro laipsnio simetrijos. Tariamas prieStaravimas buvo paaiSkintas darant
prielaida, kad DNR iSsidésto dvejopai baltymo dimero aSies atzvilgiu ir kristale yra
dviejose prieSingose orientacijose su vienoda tikimybe. Struktiros patikslinimas pries
duomeny rinkinj su Zemesne simetrija P2; nerodé geresnio modelio atitikimo
eksperimentinéms duomenims. Taigi, DNR buvo sumodeliuota kaip dvi DNR grandinés,
abi turincCios tq patj pagrindinés grandinés karkasa.

1.2. Bendra EcoRII-C domeno struktiira su DNR

Komplekse su DNR EcoRII C-domeno antriné struktura yra identiSka apo-EcoRII
antrinei struktiirai [53]. Du EcoRII-C monomerai sudaro Ziedo formos struktiirg, kuri
pilnai apgaubia DNR (1 pav.). Kontaktai tarp EcoRII-C monomery sukuria didelj DNR
suriS$imo pavirSiy: baltymo-DNR saveikos pavirSiuje yra paslépta beveik 4900 A2
EcoRII-C dél N-galiniy ir C-galiniy dimerizacijos kontakty yra paslépta apie 2400 A?
monomero pavirSiaus. DNR maZojo griovio puséje N-galinis dimerizacijos pavirSius
atsiranda dél saveikaujanc¢iy ilgyjy o-spiraliy H10 ir H11 (1 pav.). Sis pavirsius
daugiausiai hidrofobinis ir uZzdengia 1600 A* prieinamo pavirSiaus ploto. DNR didZiojo
griovio puséje C-galinis dimerizacijos pavirSius yra sudarytas iS kontakty tarp
konservatyviy katalitiniy domeny; kontaktus sudaro a-spiralés H14 ir H15 (1 pav.). Sis
pavirSius daugiausiai hidrofilinis ir uZdengia 840 A? prieinamo pavirSiaus ploto.
ApraSytas EcoRII-C dimerizacijos ant DNR biidas yra panaSus j stebima IIP tipo
REazéje PspGI [54] ir IIF tipo REazéje Ecl18KkI [55].
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1 paveikslas. EcoRII-C domeno
komplekso su 12 bp DNR erdviné
struktiira. DNR yra nuspalvinta
pagal CPK spalvy kodavimo schema.
Skirtingi baltymo monomerai
nuspalvinti atitinkamai Sviesiai Zaliai
ir tamsiai Zaliai. PaZyméti antrinés
struktiros elementai, dalyvaujantis
dimerizacijoje: a-spiralés H14 bei
H15 saveikauja tarpusavyje iS DNR
didZiojo griovio puseés, o a-spiralés
H10, H11 — iS DNR maZojo griovio
pusés. Zalios sferos Zymi
N-/C-galiniy aminortgsciy Ca
atomus.
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1.3. EcoRII-C taikinyje CCWGG iSsuka centrinius nukleotidus

DNR komplekse su EcoRII-C turi nejprastq konformacijq: atpaZinimo sekos A/T
nukleotidai yra iSsukti iS dvigrandininés DNR spiralés ir fosfodiesterinis karkasas yra
suspaustas, dél to 5 bp CCWGG seka jgauna nepertraukto tetranukleotido CCGG forma
(2 pav.).

2 paveikslas. Taikinio
deformacija komplekse su
EcoRII-C. Struktirinis bazes
iSsukanciy REaziy sugretini-
mas. EcoRII-C pavaizduota
Zalia, PspGI [PDB ID 3BM3]
— pilka, o Ecl18kI [PDB ID
2FQZ] — rausva spalva. Kaip
sfera yra parodyta hidroli-
zuojamos fosfodiesterinés
jungties fosforo atomo
pozicija ties C-2 nukleotidu.

Analogiska 5 bp j 4 bp DNR deformacija yra stebima REaziy Ecl18kI [55] ir PspGI
[54] struktirose. [domu tai, kad REaziy atpazinimo sekose CCNGG (Ecl18kI) ir
CCWGG (EcoRII-C/PspGlI) persidengiantis CC:GG dinukleotidai (pabraukta) beveik
sutampa ir struktiriniame kompleksy sugretinime (2 pav.). Tuo tarpu, centriniai
nukleotidai EcoRII-C-DNR komplekse yra persukti ilgosios DNR aSies atzvilgiu (tos
pacios DNR grandinés 5'-galo kryptimi) lyginant su Ecl18kI-DNR, bei beveik sutampa
su PspGI-DNR iSsukty nukleotidy pozicijomis (2 pav.). Tokie iSsukty nukleotidy
pozicijy skirtumai galétu biiti paaiSkinami tuo, kad EcoRII-C ir PspGI atpaZjsta tik A
arba T, o Ecl18KkI neturi specifiSkumo centrinei baziy porai. DNR deformacija, stebima
EcoRII-C-DNR kristalinéje formoje, patvirtina centriniy nukleotidy iSsukimo tirpale

18



tyrimy rezultatus. Taikinio CCWGG centrinéje padétyje vietoj adenino bazeés jvedus
2-aminopuring buvo stebétas Zenklus (12-kartinis) fluorescencijos intensyvumo
padidéjimas prisijungus fermentui [56]. Suspaustoji DNR konformacija yra palaikoma
baltymui suriSant iSsukty nukleotidy fosfatus per Arg262 Sonine grandine. Seky paieSka
leido identifikuoti baltymus (seky palyginys neparodytas), kurie yra pastebimai panasis j
pilno ilgio EcoRII (toliau vadinami EcoRII Seima). [domu tai, kad EcoRII Seimoje a.r.
sekos 262 pozicijoje argininas yra grieZtai konservatyvus. Taip pat galimg funkcine Sios
aminortigSties svarbg netiesiogiai patvirtina tai, kad strukttriskai ekvivalentiSky Arg116
(Ecl18KkI) ir Arg96 (PspGI) mutacijos j alaning panaikino nukleotidus iSsukanciy REaziy
sgveikg su DNR [57].

1.4. EcoRII-C galimas centriniy T/A atpazinimo mechanizmas

Abi iS DNR spiralés iSsuktos A ir T bazeés atsiduria skirtingy baltymo monomery
suformuotose suriSimo kiSenése. Kiekviena suriSimo kiSené yra sudaryta Arg222,
Glu225, Tyr226, Phe229 iS a-spiralés H10 bei Arg265, Ala266 iS a-spiralés H11 (3 pav.).

AEcoRII—C 118 B EcoRII-C

C EcoRII-C Ec | D EcoRII-C PspGl

F229

A266
R2& G100

3 paveikslas. ISsukty i§ DNR spiralés baziy pozicija EcoRII-C suriSimo kiSenéje. (A)
EcoRII-C (Zalia) ir Ecl18kI (rausva) suriSimo kiSeniy su iSsukta A baze gretinys. (B) EcoRII-C
ir PspGI (pilka) suriSimo kiSeniy su iSsukta A baze gretinys. (C) EcoRII-C ir Ecl18kI suriSimo
kiSeniy su iSsukta T baze gretinys. (D) EcoRII-C ir PspGI suriSimo kiSeniy su iSsukta T baze
gretinys. Gretiniy generavimui naudotos Ecl18kI-DNR [PDB ID 2FQZ] bei PspGI-DNR
[PDB ID 3BM3] struktiros.
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Struktiirinis palyginimas rodo, kad suriSimo kiSené jau yra suformuota apo-EcoRII
monomere ir bazés patalpinimas nesukelia dideliy kiSene sudaranciy aminoriigSciy
poziciniy pokyciy. EcoRII-C, PspGI ir Ecl18kl suriSimo kiSenés yra labai panaSios
(3 pav.).

Analizuojant komplekso struktiirg bandéme atsakyti j klausima, kaip kiSenés sudétis
gali lemti, kad EcoRII-C yra specifiSkas CC(T/A)GG, bet ne CC(C/G)GG sekai.
Komplekse su EcoRII-C iSsuktos A ir T bazés yra jspaustos tarp Tyr226 aromatinio Ziedo
ir Arg222 Soninés grandinés atomy (3 pav.). PaZymétina, kad T bazés C5 metilo grupée
yra iSsidéscCiusi arti (3.7 A) Phe229 aromatinio Ziedo, kas yra palanku van der Valso
(van der Waals) saveikai, o A bazés N6 atomas yra arti (3.1 A) Glu225 Soninés grandineés
deguonies atomo, kas liudyty apie galima vandenilinés jungties susidaryma, nors a.r.
iSsidéstymo geometrija ir néra optimali. Teoriskai, Sios baltymo-DINR saveikos gali leisti
atskirti centrine T:A baziy porg nuo C:G baziy poros iSsukimo kiSeneése. IS tiesy, in silico
pakeitus T baze | C biity paSalintas van der Valso kontaktas tarp T metilo grupés ir
Phe229 aromatinio Ziedo, o A baze pakeitus j G butu suardytas vandenilinis rySys su
Glu225 karboksilato deguonimi (3 pav.). Taipogi G bazés in silico jterpimas sukelia
sterinius trukdZius Phe229 aromatiniam Ziedui (2.9 A). EcoRII-C-DNR komplekso
struktliros analizé neprieStarauja publikuotiems EcoRII-C saveikos su DNR tirpale
tyrimy rezultatais [50], kur buvo parodyta, kad EcoRII-C karpo oligodupleksus su
taikinio centre esanciais nesuporuotais A/A bei T/T nukleotidais tokiu pat greiciu, kaip ir
natiiraly CC(A/T)GG taikinj, o pakeitus iSsukamus nukleotidus j G/G arba C/C karpymo
greitis sumazéjo 1000 karty. Pagal pasiiilyta EcoRII-C ir PspGI "dvigubos patikros"
mechanizmg DNR karpymo efektyvumui yra svarbus ir taikinio centrinés baziy poros
Watson-Crick saveikos stiprumas, ir iSsukty baziy tiesioginiai kontaktai su iSsukimo
kiSene sudaranciomis a.r.. Svarbu paminéti, kad Glu225 ir Phe229, kurios, kaip spéjama,
svarbios iSsukty baziy atpaZinimui, yra grieZtai konservatyvios EcoRII Seimoje. [domu
tai, kad nors Ecl18KI ir néra specifiSka centriniai baziy porai, jos iSsukimo kiSenése yra
a.r., struktiriSkai ekvivalentiSkos konservatyvioms Glu225 ir Phe229 — Phe64 ir Glu123,
atitinkamai (3 pav.). Be to, PspGl, kuri, kaip ir EcoRII-C, yra specifiSka CC(T/A)GG
sekai, turi Tyr67 struktiriSkai atitinkantj Phe229, bet Ala63 pakeicia Glu225 (3 pav.).
Papildoma mutaciné ir/arba kristalografiné analizé yra reikalinga nustatant, kaip REazés
EcoRII-C ir PspGI atpazjsta CC(A/T)GG taikinio centrine baziy pora.

1.5. EcoRII-C sgveika su taikinio CCWGG simetrine dalimi CC:GG

EcoRII-C sudaro tiesioginius kontaktus su atpaZinimo sekos simetrine dalimi
CC:GG. Kontaktuose dalyvauja konservatyvus nepertrauktas motyvas Lys328, Asp329 ir
Arg330 (4 pav.), esantis simetriniy o-spiraliy H14 N-gale. Sios spiralés dar vadinamos
“atpaZinimo“  spiralémis pagal analogija su kitomis CCGG tetranukleotidgq
atpazjstanciomis REazémis [58]. Dél centriniy A:T nukleotidy iSsukimo (aptarta 1.3.
dalyje) du CC:GG dinukleotidai suartéja ir kiekvienas EcoRII-C monomeras sudaro po
identiSka kontakty rinkinj su viena CC:GG seka, todél bus aptartas tik vienas kontakty
rinkinys. IS didZiojo DNR griovio vieno iS monomery liekana Asp329 sudaro
vandenilines jungtis su gretimy C-2 ir C-1 citoziny (baziy numeracija pagal 2 pav.) N7
atomais; Lys328 — su G2 guanino O6 atomu; Arg330 — su G1 guanino O6 ir N7 atomais
(4 pav.). IS DNR mazojo griovio pusés kito monomero Asn260, esantis a-spiraléje H11,
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gali sudaryti vandenilines jungtis su gretimy G1 ir G2 guaniny N2 atomais (4 pav.). Toks
sekos atpaZinimo struktirinis modelis patvirtina anksciau atliktus Asp329, Lys328 ir
Arg330 aminorag&¢iy mutacinius tyrimus [59]. Nenuostabu, kad visos keturios a.r. yra
grieztai konservatyvios EcoRII Seimoje. Taigi, struktiirinis tyrimas patvirtina, kad
EcoRII-C domenas priklauso ty REaziy Seimai, kurios du CC:GG dinukleotidus
skirtingy taikiniy kontekstuose atpaZjsta simetriSkai, naudodamos bendra struktiriskai
konservatyvy a.r. motyva [54][55].

4 paveikslas. EcoRII-C

A e }5\(‘” S - Pl

atpazinimas. (A) EcoRII-C
O

sgveika su C-2:G2 baziy
Y 4

pora. (B) EcoRII-C saveika
c2 D3;-9\:X;/.\

su C-1:G1 baziy pora.

Sviesiai ir tamsiai Zali yra

ty a.r. vardai, kurios

priklauso skirtingiems

baltymo monomerams.
1.6. EcoRII-C aktyvus centras

EcoRII-C dimeras turi du aktyvius centrus, biidingus PD-(D/E)XK nukleazei.

Kiekvieno monomero aktyvus centras yra formuojamas i§ Glu271, Asp299, Lys324 ir
Glu337 a.r. liekany, kurios struktiiroje yra arti hidrolizuojamos fosfodiesterinés DNR
jungties (5 pav.). AnksSciau atlikti DNR saveikos tyrimo eksperimentai su EcoRII-C
mutantais parodé Siy a.r. svarbg fermento aktyvumui [59]. Be to, EcoRII-C aktyvaus
centro a.r. yra grieZtai konservatyvios EcoRII Seimoje. Struktiirinis EcoRII-C—DNR
komplekso sugretinimas su apo-EcoRII rodo neZymius aktyvaus centro a.r. pozicinius
pokycius (gretinys neparodytas). Taciau EcoRII-C sugretinimas su Ecl18kI bei PspGI
DNR kompleksais rodo, kad aktyvaus centro a.r. bei skeliamy fosfodiesteriniy jungciy
fosfaty atomy pozicijos beveik sutampa (5 pav.). Nepaisant to, kad EcoRII-C-DNR
kristalinimo laSe buvo Ca** jony, biidingo Ca®" elektrony tankio EcoRII-C aktyviame
centre aptikti nepavyko.

E271 5 paveikslas. EcoRII-C aktyvus
E105 D299 centras. EcoRII-C (Zalia), Ecl18kI
K324 A138 [PDB ID 2FQZ] (ra}lsva), bei PspGI
[PDB ID 3BM3] (pilka) aktyviy centry
K160 E337 sugretinimas. DNR nuspalvinta pagal

E173 CPK schema. Skeliamos
fosfodiesterinés jungties fosfato
\ atomas parodytas kaip oranZiné sfera.
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1.7. EcoRlII-C jautrumas substrato metilinimui

AnkSciau atlikti tyrimai parodé, kad jvedus | CCWGG taikinj 5-metilcitozing vietoj
C-1 citozino, fago M13 DNR tampa atspari karpymui EcoRII-C [60]. Tuo tarpu yra
Zinoma, kad pilno ilgio EcoRII sugeba karpyti DNR, kai 5-metilcitozino modifikacija
yra jvesta vienoje i§ DNR grandiniy, esant reakcijos tirpale nemodifikuotam dupleksui
[61]. Norédami patikrinti, kaip metilo grupeés jtakoja EcoRII-C sgveikg su DNR, mes
atlikome DNR suriSimo eksperimentus (Zr. ,,Tyrimy metodika“). Tyrimai parodé, kad
EcoRII-C neriSa dimetilinto oligoduplekso (DM) su 5-metilcitozinu abiejose grandinése,
bet iSlaiko afiniSkumga DNR su hemimetilintu taikiniu (HM(T) ir HM(A)) (6 pav.).
Taciau hemimetilintos DNR atveju gelyje stebimos kompleksui biidingos juostelés yra
neryskios, kas rodo maZesnj komplekso stabiluma.
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6 paveikslas. EcoRII-C saveikos su metilinta DNR tyrimas sustabdyto elektroforetinio
judrumo poslinkio PAAG metodu. 0.1 nM nemetilinto (NM), hemimetilinto (HM) arba
dimetilinto (DM) oligoduplekso buvo sumaiSyta su jvairiais EcoRII-C kiekiais suriSimo
buferyje (Zr. ,,Tyrimy metodika“). Baltymo dimero koncentracijos suriS§imo miSinyje yra
nurodytos virs atitinkamy takeliy. Oligodupleksai su vienintele 5-metilcitozino modifikacija,
jvesta tik vienoj iS taikinio CC(T/A)GG A- arba T-grandiniy, paZyméti kaip HM(A) arba
HM(T), atitinkamai.

HM(A)

Oligoduplekso karpymo tyrimai (Zr. ,,Tyrimy metodikq®) rodo, kad abiejy citoziny
metilinimas (DM) sumaZina abiejy grandiniy karpymo greiCius beveik penkiomis
eilémis, palyginus su nemetilintu taikiniu (4 lentelé). Hemimetilintos DNR atveju
greiCiai sumazéja nevienodai: modifikuotos grandinés kirpimo greitis sumazéja beveik
keturiomis eilémis, tuo tarpu nemodifikuotos — tik 100-200 karty (5 lentelé). PanaSus
hemimetilintos DNR grandiniy karpymo greiCiy asimetriSkumas biidingas ir REazei
EcoRI [62].
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5 lentelé. EcoRII-C metilintos DNR hidrolizés greiciy konstantos

Oligodupleksas* Kk, (s)
grandiné T grandiné A
NM 11+ 0.9%* 11+ 0.9%*
HM(T) 5.12+0.4x10™* 1.01+0.13x10™
HM(A) 2.75+0.31x10 1.20+0.72x10°
DM 8.45+0.68x10” 3.97+0.34x10™*

* Oligodupleksy sekos yra pateiktos 2 lenteléje. ** Kirpimo greiCiy konstantos pateiktos is [50].

Struktiiriné EcoRII-C-DNR analizé rodo, kad 5-metilcitozino jvedimas in silico
turéty suardyti specifine baltymo-DNR sgveika, nes metilo grupé susidurty su
atpazinimo a.r. Asp329 (4 pav.) bei gretimu citozinu C-2. Svarbu pazZymeéti, kad Asp329
suriSa tos pacios DNR grandinés citozinus, kurios karpymo efektyvumas sumazéja
jvedus modifikacijg, be to, $i a.r. yra tik 5 A atstumu nuo EcoRII-C aktyvaus centro.

2. EcoRlI-N domeno sgveikos su DNR tyrimai

2.1. EcoRII-N domeno struktiira su DNR

Dalinés proteolizés metodu gautas minimalus EcoRII-N domeno kompleksas su 9 bp
ilgio oligonukleotidu SP9 (2 lentelé) buvo iSkristalintas (Zr. 3 lentele bei , Tyrimy
metodika®). Kristalai sklaidé Rentgeno spindulius iki ~1.5 A skiriamosios gebos, bet dél
techniniy klitaciy (didelio atspindZiy persidengimo) duomenis pavyko apdoroti tik iki
2.5 A skiriamosios gebos. Duomenys EcoRII-N/SP9 surinkti DESY/EMBL (Hamburgas,
Vokietija) spinduliy linijoje X13 (4 lentelé). Struktira buvo iSspresta molekulinio
pakeitimo metodu, panaudojant kaip pradinj modelj apo-EcoRII baltymo atomines
koordinates [PDB ID 1NAG6].

T-grandiné
' A-grandiné

7 paveikslas. (ApraSymas kitame puslapyje)

23



7 paveikslas. EcoRII-N domeno komplekso su DNR struktiira. (A) Oligodupleksas,
panaudotas EcoRII-N kristalinime. AtpaZinimo sekos CCTGG pseudosimetrinés 5'- ir
3'-galinés dalys apibrauktos atitinkamai Zalia ir oranZine spalva. (B, C) EcoRII-N-DNR
kompleksas, pavaizduotas dviejose projekcijose. Antrinés struktiiros elementai, atpazjstantys
taikinio 5'-galine dalj CC:GG (N-rankgq), paryskinti Zalia spalva; elementai, atpaZjstantys
3'-galine dalj GG:CC (C-ranka) — oranZine spalva. Specifinéje saveikoje dalyvaujancios a.r.,
nuspalvintos tokiomis pat spalvomis, kaip ir strukttiriniai elementai, kuriems jos priklauso, o ju
Ca atomy pozicijos yra paZzymétos rutuliukais.

Struktiira patikslinta prie§ 2.5 A skiriamosios gebos duomeny rinkinj (Zr. ,,Tyrimy
metodikq“; fazavimas ir patikslinimo statistika pateikti 4 lenteléje). Asimetriniame
vienete yra viena baltymo grandiné ir vienas DNR dupleksas (7 pav., dalis B). EcoRII-N
domeno komplekse su DNR baltymo antriné struktiira nesiskiria nuo EcoRII apo-formos
[53], o DNR turi ~3.0 A platesnj didjjj griovj, palyginus su kanoninés B-formos DNR.
EcoRII-N-DNR komplekse yra paslépta arti 2200 A?baltymo-DNR saveikos pavirSiaus.

2.2. EcoRlI-N taikinio CCTGG atpazinimo mechanizmas

EcoRII-N monomeras sagveikauja su atpaZinimo seka vienoje orientacijoje. Domeno
DNR suriSimo griovys savo forma panasSus j lenkta ,,verZliarak¢io® galva, kuri uZfiksuoja
dupleksa dviem savo struktiiriniais elementais — N-galine atpaZinimo ranka (27-42 a.r.),
sudaryta iS viena paskui kita einanciy a-spiralés H2, jungiamosios kilpos ir $-juostos B2,
bei C-ranka (78-101 a.r.), sudaryta iS dviejy anti-lygiagreCiy [B-juosty B4, B5 ir
jungiamosios kilpos (7C pav.). Abi rankos iSsidéesto DNR didZiajame griovyje:
atpazinimo a.r. i§ N-rankos daugiausia sudaro specifinius kontaktus su taikinio ,kaire®
5'-CC:GG puse, C-rankos — su ,,deSine“ 5'-CC:GG. Tuo tarpu centrinés T:A baziy poros
atpaZinime dalyvauja abiejy ranky aminoriigStys. Detaliis baltymo-DNR specifiniai
kontaktai yra pavaizduoti 8 paveiksle.
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8 paveikslas. EcoRII-N taikinio 5'-CCTGG atpaZinimas. (A-E) Atskiry baziy pory vaizdai
yra iSdéstyti sekant T-grandine (7A pav.) 5'— 3' kryptimi. DNR ir a.r. yra nuspalvinti pagal CPK
schemg; N- ir C- ranky a.r. paZenklintos atitinkamai Zalia ir oranZine spalvomis. Vandenilinés
jungtys pavaizduotos juodu punktyru, vandens molekulés — raudonais rutuliukais.

C-2:G2 His36 pagrindiné grandiné sudaro vandeniline jungtj su citozino N4 atomu,
o Soninés grandinés imidazolo Ziedas — su guanino O6 atomu (8A pav.).

C-1:G1 Arg98 guanidino grupé bei GIn37 pagrindinés grandinés deguonies atomas
sudaro netiesiogine vandeniline jungtj su citozino N4 atomu; His36 pagrindinis
grandinés azoto atomas — su guanino N7 atomu (8B pav.).

T0:A0 GIn37 ir Asn28 Soninés grandinés sudaro vandenilines jungtis su adenino N6
ir N7 atomais, atitinkamai; Arg98 — su timino O4 atomu. Tyr85 aromatinis Ziedas sudaro
van der Valso kontakta su timino metilo grupe (8C pav.).

G1:C-1 Arg94 ir Arg98 Soninés grandinés sudaro netiesiogine vandeniline jungtj su
guanino O6 atomu, Glu96 ir GIn37 Soninés grandinés — su citozino N4 atomu (8D pav.).

G2:C-2 Arg94 Soniné grandiné sudaro vandenilines jungtis su guanino N7 ir O6
atomais; Glu96 Soniné grandiné - su citozino N4 atomu (8E pav.).
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9 paveikslas. EcoRII-N
nespecifiné saveika su DNR.
Amino riigdciy, sudaranciy
kontaktus su DNR fosfodiesteriniu
karkasu, Ca atomy pozicijos
parodytos kaip sferos. EcoRII-N
specifinio atpaZinimo N- ir
C-rankos nuspalvintos Zalia ir
oranZineé spalvomis, atitinkamai;

7 likusi baltymo dalis nuspalvinta
pilkai. Parodytos Lys23 ir Arg8l
liekany Soninés grandings, kurios
sudaro konservatyvius nespecifinius
kontaktus su atpaZzinimo sekos 5'-
galiniais nukleotidais A- ir
T-grandinése, atitinkamai.

Idomu tai, kad atpaZinimo ranky a.r. sudaro nespecifinius kontaktus tik su viena
DNR grandine: N-rankos Asn28 ir Tyr41l sgveikauja su A-grandinés fosfodiesteriniu
karkasu, o C-rankos Arg81, Tyr85, Lys92, Thr93, Thr100 ir Arg101 — su T-grandinés
karkasu (9 pav.).

2.3. Specifiniy kontakty su taikinio centrine T:A baziy pora tyrimas

Taikinio CCTGG simetrinj CC:GG dinukleotidy atpaZinimo biidg suardo centrinés
T:A baziy poros atpaZinimo determinanciy asimetriSkumas. Alternatyvi taikinio
orientacija atpazinimo ranky atZvilgiu suardyty van der Valso kontaktg tarp timino ir
Tyr85 bei vandeniline jungtj tarp adenino GIn37 (8C pav.). Siekiant atskirai patikrinti
minéty kontakty svarba baltymo-DNR saveikai buvo nuspresta atlikti DNR suriSimo
eksperimentus panaudojant modifikuotg oligodupleksg, kuriame timinas pakeistas
uridinu (10C pav.) arba adeninas — 2-aminopurinu (10D pav.). Atlikus DNR suriSimo
tyrimg (Zr. ,,Tyrimy metodikq®) paaiSkéjo, kad EcoRII-N domeno saveika su Siais
modifikuotais oligodupleksais néra stebima. Sie duomenys pavirtina, kad GIn37 ir Tyr85
kontaktai su centrine baziy pora yra kritiSkai svarbiis ECoRII-N domeno sgveikai su
DNR. PaZymeétina, kad abi a.r. yra grieZtai konservatyvios EcoRII Seimoje. [domu tai,
kad baltymo-DNR saveikg su centrine baziy pora galima iSlaikyti pateikiant tokia
5-metilcitozinu bei izoguaninu modifikuota DNR, kuri didZiajame griovyje turi visas
keturias T:A baziy porai budingas saveikos grupes (plg. 10 pav. A ir B dalis).
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10 paveikslas.
EcoRII-N domeno
specifiniy kontakty su
centriné takinio baziy
poratyrimas.
Hidrofobinis kontaktas
pavai zduotas pilka
punktyrine linija,
vandenilinés jungtys —
juodom rodyklém
akceptoriaus kryptimi.
Radioaktyvia zyme
zZyméta natyvi arba
modifikuota DNR

(2 lentelé) sumaiSyta su
skirtingy koncentracijy
(nurodytos virs
atitinkamy takeliy)
EcoRII-N domeno
tirpalais ir pavyzdZiai
analizuoti, vykdant
PAAG foreze natyviomis
salygomis (zr. , Tyrimy
metodika")

Stebimas kristale EcoRII-N DNR atpaZinimo asimetriSkumas atitinka susiuvimo
eksperimenty rezultatus, kurie parodé, kad Tyr41l geba kovalentiSkai prisijungti prie
A-grandinés citozino C-2, bet su T-grandine susiuvimo pastebéta nebuvo [63].

2.4. EcoRII-N jautrumo metilinimui bei ir netiesioginio atpazinimo tyrimai

EcoRII-N-DNR komplekso bioinformatiné analizé rodo, kad A-grandinéje citozino

C-1 pakeitimas j 5-metilcitozing suardyty netiesioginj specifinj kontaktg (8D pav.) bei
sudaryty sterinius trukdZius gretimam citozinui C-2 (11 pav.). T-grandinéje
5-metilcitozino jvedimas sudaryty sterinius trukdZius Tyr85 liekanai, turinciai ir
specifinius (8C pav.), ir nespecifinius (11 pav.) kontaktus su DNR. DNR suriSimo
eksperimentai rodo, kad citoziny C-1 metilinimas C5 pozicijoje bet kurioje iS A- arba
T-grandiniy visiSkai panaikina EcoRII-N sgveikg su hemimetilinta DNR (11 pav.). Taigi
EcoRII-N domenas yra labiau jautrus hemimetilinimui negu EcoRII-C, kas paaiSkina
anksciau atlikty EcoRII jautrumo metilinimui tyrimus [61].

Siekiat patikrinti, ar baltymo-DNR kontaktai per vandens molekules yra svarbiis
specifinei saveikai (8BD pav.), buvo atlikti DNR suriSimo eksperimentai panaudojant
modifikuotus oligodupleksus su nepakeista didZiojo griovio geometrija, bet su
sukeistomis atpaZinimo determinantémis (2 lentelé, dupleksai A:U ir U:A). Paaiskéjo,
kad EcoRII-N domenas nesgveikauja su DNR, turincia taikinio antroje (C-1:G1 baziy
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pora 7 paveikslo A dalyje) arba ketvirtoje pozicijoje (G1:C-1 baziy pora 7 paveikslo A
dalyje) adening vietoj guanino ir uriding vietoj citozino (duomenys neparodyti).

o o o o o 9 o o
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11 paveikslas. EcoRII-N domeno bioinformatiné bei biocheminé jautrumo metilinimui
analizé. Radioaktyvia Zyme pazymeéta nemetilinta (NM), dimetilinta (DM) arba hemimetilinta
(HM(A) ir HM(T)) DNR (2 lentelé) sumaiSyta su EcoRII-N ir pavyzdZiai buvo analizuoti
atliekant elektroforeze PAAG esant natyviomis salygomis (zr. ,, Tyrimy metodika®).
Hemimetilinty oligodupleksy Zyméjimas — kaip 6 paveiksle. Baltymo koncentracijos nurodytos
vir§ atitinkamy takeliy, rodyklé Zymi specifinj baltymo-DNR kompleksg. Zemiau yra pateikti
in silico 5-metilcitozino modeliavimo rezultatai EcCoORII-N-DNR komplekso struktiiroje, atlikti
COOT [42] programa. Sferomis paryskinti atomai, esantys pernelyg arti sumodeliuotos metilo
grupés (ar¢iau, nei atomy van der Valso spinduliy suma). * — j takelj pakliuvo dalis pavyzdZio
iS gretimo takelio.

2.5. Panasumas j kitus B3 sanklodos baltymus

BMR analizé atskleidé, kad panaSia | EcoRII-N struktiirine sanklodg turi B3
transkripcijos reguliatoriy Seimai priklausanciy baltymy RAV1 [64] ir At1g16640 [65]
DNR suriSantys domenai. Abiejy domeny struktiiroms programa DALI [66] randa gan
auksta panaSumo j EcoRII-N Z-jvertj (>6). Filogenetiné analizé taip pat rodo, kad visi
trys baltymai yra glaudZiai evoliuciSkai susije [64][67].

Struktirinis EcoRII-N-DNR ir RAV1-B3 domeno sugretinimas leidzZia iskelti
hipoteze, kad visi domenai, turintys atviros (3-statinés sankloda, gali suriSti DNR panaSiu
budu. Tokiame gretinyje RAV1 baltymo struktiriniai elementai iSsidéesto DINR
didZiajame griovyje, nesudarydami dideliy steriniy trukdziy. PaZzymeétina, kad, RAV1
DNR suriSimo griovys susideda iS antriniy struktiry, analogiSky EcoRII-N atpaZinimo
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N- ir C-rankoms (12 pav., dalys A ir C). Be to, RAV1 a.r. Lys190, Thr193, Arg241
(12B pav.) bei Ser195 ir Thr254 yra arti DNR fosfodiesterinio karkaso.

EcoRII-N-DNA B

At1g16640-B3

GO EcoRII-N-DNA
Bl B2 al B3
RAVI B —_ 0000 _>
190 200 210
kX %k % kk ** %k
RAVI i RSAEALFE AVTPSDVG KLNR KHH LPSSNV SVKGVLLNFED
Atlgl6640 .. ......... MADTGEVQF PFISEKSS...... E LGEN|HY . |®3AP .. ... .. PTVDLLD
EcoRII-N GSSVFHNWLLEIACENYFVYI RLSANDTGATGGHQVGY SGI SINHTRELNPS FLTAHV
A
10 20 30
EcoRII-N 00000000000 =————p 0000 2 0000039 000 =
ol B1 o2 B2 o3 nl B3
p4 Bs o B6 B7
RAV1 _> — 000000Q0Q TT — — —l
250 260 270 280 290
***
RAV1 .NGKVWRF YSYW ...... SS[OSYVLIKGWSRFVKEKNLRAG . DVVSFSRSNGQ. . . DQQLYIGWKS
At1g16640 Y .SGRSWTVIAMKKRG. . ...... KVFL{§VG . WENFVKDNNLEDGKYLQFIYDR. ... .. DRTFYVIIY
EcoRII-N SSHDCPDSE AIYYNSAHFGKT EKRIPJRWGRGSPLQODPENTG.ALTLLAFKLDEQGGDCKEVNIWVC
A AAY YV V AA
80 920 100 110 120 130
EcoRII-N — — TT QQQ QQQ — TT —
p4 ps n2 n3 pé6 p7

12 paveikslas. Panasumai tarp EcoRII-N ir augaly B3 Seimos transkripcijos veiksniy. (A)
RAV1-B3 transkripcijos veiksnio (geltonas) [PDB ID 1WID] struktiiros sugretinimas su
EcoRII-N-DNR kompleksu (avietinis). DNR atomai pavaizduoti Sviesiai pilkomis sferomis.
(B) Pavaizduotos sanklodai biidingos 3-juostos EcoRII (avietinés), RAV1-B3 (geltonos) bei
Atl1g16640 [PDB ID 1YEL] (mélynos) baltymuose, kuriose iSsidésto sanklodoje
konservatyvios a.r., sudarancios kontaktus su DNR A- ir T-grandiniy fosfatais (oranZinés
sferos) EcoRII-N-DNR komplekse. DNR pavaizduota kaip ruda spiralé. (C) Struktiirinis B3
domeny ir EcoRII-N sugretinimas pavaizduotas a.r. seky lygyje. RAV1-B3 ir EcoRII-N
antrinés struktiiros elementai yra parodyti virs ir po palyginio, atitinkamai. EcoRII-N a.r.,
saveikaujancios su DNR, pavaizduotos trikampiais: smailé j apacig Zymi specifinj kontaktg su
baze, smailé j virsy — nespecifinj kontakta su fosfatu. Zvaigzdutés Zymi RAV1-B3 a.r., kuriy
BMR signalas yra labiausiai veikiamas atliekant titravimo specifine DNR eksperimentus [64].

BMR titravimo eksperimentas leido prognozuoti, kurios RAV1 a.r. saveikauja su
DNR [64], ir daugelis jy sutampa su identifikuotomis iS struktiirinio palyginimo su
EcoRII-N (12C pav.). EcoRII-N a.r. Lys190, Arg241 bei Thr254 (visiSkai konservatyvios
EcoRII Seimoje) yra struktiriSkai konservatyvios RAV1-B3 ir At1g16640 (12B pav.), o
taip pat ir kitose B3 transkripcijos veiksniy Seimose, iSskyrus ABI (6 lentelé). Toks
nespecifinés sgveikos determinanciy konservatyvumas leidZia tikétis tos paCios DNR
orientacijos EcoRII-N ir RAV1-B3 kompleksuose.
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6 lentelé. Konservatyvios EcoRII a.r., saveikaujancios su DNR fosfodiesteriniu karkasu bei
ju struktiiriniai analogai B3 Seimos baltymuose

Baltymo domenas: EcoRII-N  RAV1-B3 ARF1-B3* ABI3-B3* Atl1g16440-B3

Atpazinimo seka CCTGG CACCTG  TGICTC CATGCA NS#*
Struktiiriskai K23 K190 K160 K574 K11
konservatyvios R81 R241 R211 R623 R53
aminorugstys

T100 T254 T224 E639 T64

* nuspéty struktiiry koordinatés i$ [64]. NS** — nespecifiSkai su DNR saveikaujantis baltymas.

3. EcoRll veikimo modelis

Apo struktiiroje EcoRII C-galinis nukleazinis domenas yra erdviSkai blokuotas
dviem N-galiniais domenais (autoinhibicija) (14A pav.). Atskiry EcoRII-N ir -C domeny
struktiiros su DNR iliustruoja pokycius, kurie gali biiti svarbiis pilno ilgio EcoRII
aktyvacijai, kai C-galinis domenas geba suriSti ir perkirpti DNR. Pirmiausiai
autoinhibuotas EcoRII gali suriSti DNR N-galiniais domenais. Struktiiriné analizé
atskleidé, kad suriSant DNR EcoRII-N atpaZinimo ranky pokyciai yra minimalds ir
daugiausiai liecia kilpas. C-rankos kilpa pajuda 3 A, uZtikrindama specifinj kontaktg su
taikiniu per Arg94, tuo tarpu N-rankos kilpa keicia savo konformacijg, dél ko | DNR
suriSimo griovi vietoj Val38 yra pateikiama taikinio atpaZinime dalyvaujanti
aminortgstis GIn37 (13 pav.).

' 13 paveikslas. EcoRII-N domeno
C-ranka pokycdiai surisant DNR. Domeno i$
EcoRII-N-DNR komplekso struktiiros
< (avietiné) sugretinimas su domeno iS apo
/ EcoRII struktiira (pilka). Pavaizduota
Soniné grandiné GIn37, kuri deél
konformaciniy pokyciy N-rankoje
atsiduria DNR suriSimo pavirSiuje ir
ﬁ'QN dalyvauja specifinéje saveikoje su
' \ ' taikiniu CCWGG (detalts kontaktai
) pateikti 8 paveikslo dalyse B, C ir D).
“ N ranka

Struktiirinis sugretinimas rodo, kad EcoRII N-galinio domeno suriSta efektoriné
DNR atsiremty j to paties monomero C-galinj katalitinj domeng (neparodyta). Taigi tam,
kad iS nukleazinio domeno DNR suriSimo griovio biity paSalinti abu efektoriniai
N-galiniai domenai, pastarieji turi suristi po CCWGG taikinj. PaSalinus inhibicija,
iSlaisvintas EcoRII C-galinis domenas turi persitvarkyti tam, kad suriSty DNR: N-galinis
dimerizacijos pavirSius dél a-spiraliy H10/H11 pasislinkimo neZymiai padidéja nuo
1400 A? iki 1600 A% o inhibuotoje formoje sulenkta o-spiralé H11 turi iSsitiesinti
(14 pav.). Tokie monomero bei dimero persitvarkymai leidZia konservatyvioms
atpazinimo spiraléms H14 suartéti, dél ko C-galinis domenas sugeba apgaubiti ir perkirpti
treCia DNR kopija (EcoRII-C domeno dimerizacija ant DNR apraSyta dalyje 1.2.).
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Sitlomas EcoRII aktyvacijos mechanizmas puikiai dera su ankSCiau pasiilytu trijy
taikiniy suriSimo modeliu: sutartina abiejy taikinio DNR grandiniy hidrolizé vyksta tik
tuo atveju, kai abu N-galiniai domenai suriSa po vieng DNR kopija [68]. Be to, atominés
jégos mikroskopijos metodo pagalba buvo parodyta, kad EcoRII geba sudaryti
kompleksus, kuriuose baltymas suriSa tris CCWGG taikinius iStisinéje DNR molekuléje
[32]. AnksSciau atlikta mutaciné EcoRII analizé taip pat palaiko sitloma EcoRII
aktyvacijos mechanizmg, nes buvo parodyta, kad efektoriniame N-galiniame domene
aminoriigsciy Glu96 arba Arg98 (specifiniai kontaktai parodyti 8 paveikslo dalyse B, C,
D) pakeitimas j alaning panaikino fermento aktyvuma [53].

B

aktyvus EcoRII-C

A blokuotas EcoRII-C

14 paveikslas. EcoRII-C domeno pokyciai suriSant DNR. (A) Apo-EcoRII struktiiroje
dimerinis katalitinis C-galinis domenas (Sviesiai ir tamsiai pilkas) yra erdviskai blokuotas
N-galiniy domeny, o pasalinus N-galinius domenus EcoRII-C geba suristi DNR. N-galinis
domenas parodytas pilkomis sferomis. (B) Abiejose struktiirose ilgosios a-spiralés H11 aSis
parodyta juoda punktyrine linija, juodomis sferomis pavaizduoti Gly267 Ca atomo bei GIn333
atomy pozicijos. DNR parodyta pilkomis sferomis.

4. Bfil domeny sgveikos su DNR tyrimai

4.1, Bfil N- ir C-galiniy domeny kristalinimas su DNR

Bfil katalitinis mutantas K107A buvo sumaiSytas su 12 bp ilgio oligonukleotidu S12
(2 lentelé) ir dalinés proteolizés metodu gauti Bfil-C-DNR kompleksas bei Bfil-N-
K107A domenas. Kompleksas ir domenas buvo iSgryninti, kaip apraSyta ,,Tyrimo
metodikoje®. Bfil-C-DNR kompleksas, o taip pat Bfil-K-107A domenas su NS8
oligodupleksu buvo iSkristalinti (Zr. 3 lentele bei ,, Tyrimy metodika“). Bfil-C—-DNR ir
Bfil-N-107A kristalai sklaidé Rentgeno spindulius iki ~3.0 A ir 2.5 A skiriamosios
gebos, atitinkamai. Rentgeno spinduliy difrakcijos duomeny rinkiniai Bfil-C/S12 bei
Bfil-N-K107A/NS8 surinkti su Rigaku difraktometru (4 lentelé).
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15 paveikslas. Asimetrinio vieneto sudétis kristaluose. (A) Bfil-C-DNR asimetrinis
vienetas. DNR nuspalvinta juoda spalva, baltymas — avietine. (B) Bfil-N-K107A asimetrinis
vienetas. Baltymas pavaizduotas tamsiai ir Sviesiai mélyna spalvomis, vandens molekulés
nuspalvintos raudonai.

Struktiiros buvo iSsprestos molekulinio pakeitimo metodu, kaip pradinj modelj
panaudojant apo Bfil atomines koordinates, ir palaipsniui patikslinant iki parametry,
tinkamy detaliai struktiiry analizei (Zr., Tyrimy metodikq“, fazavimo ir patikslinimo
statistika pateikti 4 lenteléje). Bfil-C kristalo asimetriniame vienete yra du baltymo
monomerai (a.r. 193-358), kiekvienas suriSes po viena B-formos oligodupleksq
(15A pav.). Bfil-N-K107A kristalo asimetriniame vienete yra du N-galinio domeno
dimerai (a.r. 1-189), kuriy DNR suriSimo griovyje elektroninio tankio, btiidingo DNR,
aptikti nepavyko (15 pav.).

4.2. Bfil-C saveikos su specifine DNR mechanizmas

Bfil-C DNR suriSimo pavirSius savo forma yra labai panaSus | EcoRII-N. SuriSimo
pavirSiy sudarancios atpaZinimo rankos iSsidésto DNR didZiame griovyje (16 pav.).
Skirtingai nei EcoRII-N, Bfil-C kontaktuoja su DNR i§ maZojo griovio pusés per N- ir
C-galines kilpas (17 pav.). Bfil-C atpaZinimo N-ranka (a.r. 210-231) yra sudaryta iS
a-spiralés H6, B-juostos B11 bei jungianciosios kilpos. Dvi antilygiagreCios [3-juostos
B14, B15 ir jungianti jas kilpa sudaro atpaZinimo C-rankq (a.r. 266-287) (16 pav.).
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16 paveikslas. Bfil-C saveikos su specifine DNR mechanizmas. (A, B) Bendras Bfil-C—
DNR komplekso vaizdas (A) iSilgai ir (B) statmenai ilgosios DNR aSies (pilka punktyriné
linija). Bfil-C antrinés struktiiros elementai, atpaZjstantys taikinio 5'-galine dalj (N-rankos
dalys), paryskinti Zalia spalva, atpaZjstantys 3'-galine dalj (C-rankos dalys) — oranZine spalva,
kitos baltymo dalys pavaizduotos pilkai. Tomis paciomis spalvomis pavaizduoti specifinéje
saveikoje dalyvaujanciy a.r. Ca atomai, kuriy pozicijos pazymeétos rutuliukais. (C) AtpaZinimo
sekos ACTGGG bazés, sudarancios vandenilines jungtis su atpaZinimo N- arba C-rankomis,
apibrauktos Zaliu arba oranZiniu kontiirais, atitinkamai. (D-I) Atskiry baziy pory atpazZinimo
vaizdai (komplekso orientacija kaip A dalyje) yra iSdéstyti sekant T-grandine 5'— 3' kryptimi.
DNR ir a.r. nuspalvintos pagal CPK schema, a.r. vardy spalvos atitinka naudojamas paveikslo
A dalyje. Vandenilinés jungtys pavaizduotos juodu punktyru, tekste minimy arti vienas kito
esanciy atomy van der Valso pavirsiai parodyti kaip pilkos sferos.

Kaip ir EcoRII-N-DNR komplekse, Bfil-C N-galiné bei C-galiné atpaZinimo rankos
saveikauja su atpaZinimo sekos 5'- ir 3'-galu (16C pav.).

A-2:T2 Thr225 Soniné grandiné sudaro dvi vandenilines jungtis su adenino N7 bei
N6 atomais. Taip pat galimas GIn223 Soninés grandinés van der Valso kontaktas su
timino metilo grupe. IS maZojo griovio pusés N-kilpos Arg247 Soniné grandiné gali
sudaryti vandeniline jungtj su adenino N3 atomu (16D pav.).

C-1:G1 Tyr227 Soniné grandiné sudaro vandeniline jungtj su citozino N4 atomu, o
Thr225 pagrindiné grandiné bei Arg212 Soniné grandiné — su guanino O6 ir N7 atomais,
atitinkamai (16E pav.).

TO0:A0 Arg284 Soniné grandiné sudaro vandeniline jungtj su timino O4 atomu.
Glu276 Soniné grandiné sudaro van der Valso kontakta su timino metilo grupe
(16F pav.). Arg212 Soniné grandiné gali sudaryti vandeniline jungtj su adenino N7
atomu.

G1:C-1 Arg284 ir Asn279 Soninés grandinés sudaro vandenilines jungtis su guanino
O6 ir N7 atomais, atitinkamai. Asp282 sudaro vandeniline jungtj su citozino N4 atomu, o
Trp229 Soniné grandiné sudaro van der Valso kontaktg su citozino C5 atomu (16G pav.).

G2:C-2 Asn280 Soniné grandiné sudaro vandeniling jungtj su guanino O6 atomu, 0
Glu282 Soniné grandiné — su citozino N4 atomu (16H pav.).

G3:C-3 Asn280 pagrindiné grandiné sudaro vandeniling jungti su citozino N4 atomu
(161 pav.).

Bfil ir j ja panaSiy baltymy a.r. seky palyginys (nepateikta) parodé, kad visos
komplekso struktiiroje identifikuotos specifinés saveikos a.r. (iSskyrus GIn223) yra
grieZtai konservatyvios. Baltymo-DNR komplekse oligodupleksas yra uZfiksuojamas
skirtingy struktiiriniy elementy: T-grandinés fosfodiesterinis karkasas yra suriStas a.r. i§
C-rankos ir N-kilpos bei Lys289 ir Arg291, o A-grandiné turi nespecifiniy kontakty su
a.r. iS N-rankos bei C-kilpos.
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17 paveikslas. Bfil-C kontaktai su
specifinés DNR fosfodiesteriniu karkasu.
Sferomis parodytos aminoraigSciy,
sudaranciy kontaktus su DNR
fosfodiesteriniu karkasu, Ca atomy
pozicijos. Bfil-C specifinio atpaZinimo N-
ir C-rankos nuspalvintos Zalia ir oranZiné
spalvomis, atitinkamai, likusi baltymo
dalis nuspalvinta pilkai. Yra parodytos
Sonineés a.r. Lys340 ir Arg272 grandinés,
kurios sudaro sanklodai biidingus
nespecifinius kontaktus su atpazinimo
sekos nukleotidais A- ir T-grandinése,
atitinkamai. Baltymo-DNR kompleksas yra
atvaizduotas tokioj pat orientacijoje kaip ir
9 paveiksle.

ir-grandiné randiné

Bfil ir | ja panaSiy baltymy a.r. seky palyginys (nepateikta) parodé, kad visos
komplekso struktiiroje identifikuotos specifinés saveikos a.r. (iSskyrus GIn223) yra
grieZtai konservatyvios. Baltymo-DNR komplekse oligodupleksas yra uzfiksuojamas
skirtingy struktiiriniy elementy: T-grandinés fosfodiesterinis karkasas yra suriStas a.r. i$
C-rankos ir N-kilpos bei Lys289 ir Arg291, o A-grandiné turi nespecifiniy kontakty su
a.r. iS N-rankos bei C-kilpos.

18 paveikslas. Struktiiriniai Bfil Ca
karkaso pokyciai suriSant DNR.
Sugretinime Bfil-C i$ apo struktiiros
[PDB ID 2C1L] yra nuspalvintas
raudonai, o komplekse su DNR —
avietine spalva. Atpazinimo N- ir C-
rankos komplekse su DNR yra
paryskintos Zalia bei oranZiné
spalvomis, atitinkamai. Sferomis yra
pazymeti Ca atomai i$ ty a.r., kuriy
pagrindinés grandinés sudaro
specifinius kontaktus su DNR. DNR
pavaizduota kaip pilka skaidri spiralé,
taikinio pirmos ir paskutinés baziy
poros yra pazymeétos rutuliukais ir
strypeliais (angl. ,,ball-and-stick®).

Bfil-C-DNR struktiiros sugretinimas su apo-Bfil koordinatémis parodé, kad bendra
B-statinés konformacija suriSant DNR beveik nesikeicia, bet skiriasi atpazinimo N- ir
C-ranky, bei C-kilpos pozicijos (18 pav.). AtpaZinimo N-ranka pajuda 4 A bei kaZkiek
susilanksto (18 pav.), sudarydama galimybe Thr225 uZmegzti specifinius kontaktus su
taikinio pirma ir antra baziy pora (16 pav.,, dalys D ir E). Kity taikinio 5'-galg
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atpaZjstanciy a.r. Soniniy grandiniy konformacijos, jskaitant Arg212, Tyr227 ir Trp229,
keiCiasi labai neZymiai (gretinys neparodytas). AtpaZinimo C-ranka [-statinés atZvilgiu
pajuda 4 A (18 pav.) ir per Asn280 pagrindine grandine sudaro specifinj kontaktg su
taikinio 3'-gale esancia baziy pora (16 pav., dalis I).

5. Bse634l saveikos su DNR tyrimai

5.1. Bse634I-R226A kristalinimas su DNR, komplekso sandara

Siekiant iSspresti erdvine Bse6341 struktiirg komplekse su specifine DNR, laukinio
tipo fermentas buvo kristalintas su jvairiais oligodupleksais. Deja, kristaly, tinkamy
Rentgeno struktirinei analizei, gauti nepavyko. Todél buvo bandyta kristalinti su
oligodupleksais turinCiais abu palindrominius atpaZinimo taikinio variantus (GCCGGC
arba ACCGGT) mutantine Bse634I forma, kur Arg226 yra pakeistas j alaning [69]. Su
trim skirtingais oligodupleksais GC-1, AT-1 ir AT-2 (2 lentelé) buvo gauti (3 lentelé)
dviejy kristaliniy formy baltymo-DNR kristalai, kurie sklaidé Rentgeno spindulius iki
2.3-2.7 A ribos (4 lentelé). Struktiiros buvo iSsprestos molekulinio pakeitimo metodu bei
patikslintos, rezultatai yra apibendrinti 4 lenteléje.

Nepriklausomai nuo kristalo supakavimo du pirminiai Bse634I dimerai sgveikauja
tarpusavyje, formuodami tetramerg (19AB pav.). Kiekvienas pirminis dimeras suriSa po
vieng DNR dupleksa, taigi tetrameras sgveikauja su dviem DNR molekulémis. Nepaisant
R226A mutacijos visy trijy Bse634I-DNR kompleksy struktiirose pirminiy dimery
pozicija tetramere yra labai panaSi j stebima apo-Bse634I struktiiroje.

DNR dupleksai komplekse su Bse634-R226A mutantu yra B-formos, DNR
struktiiros analizé su programa CURVES rodo, kad visuose trijuose kompleksuose DNR
yra sulenkta | maZojo griovio puse 14.5°+3.5° kampu ties taikinio RCCGGY centriniu
dinukleotidu (pabraukta). Taip pat yra stebima duplekso deformacija ties iSorine R1:Y6
baziy pora. Tarp pirimidino Y6 ir gretimos uZ taikinio esancios bazés yra suardyta
stekingo saveika (angl. stacking interaction). Tai jvyksta dél Y6 pirimidino poslinkio link
didZiojo DNR griovio, greiciausiai dél kontakto su Asn37 iS maZojo griovio puses.

Lyginant su Bse6341 apo-forma, komplekse su DNR baltymo konformacija
pasikeicia labai neZymiai. Judri N-galiné dalis pajuda link DNR ir sudaro nespecifinius
kontaktus su dupleksu (19C pav.). Taipogi, DNR suriSimas indukuoja kity baltymo
fragmenty persitvarkyma, jskaitant o-spiralés o6, kuri dalyvauja CCGG atpaZinime,
judesj, bei kilpos 139-145. Taip pat skiriasi tetramerizacijos kilpos (a.r. 258-264),
atsakingos uzZ pirminiy dimery sgveika, pozicija.
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19 paveikslas. Bse6341-R226A komplekso su DNR erdviné struktiira. (A) Bse6341-R226A
tetrameras, suriSes oligodupleksus GC-1. Raudona, mélyna, Zalia ir oranZine spalvomis
nuspalvinti baltymo monomerai. DNR molekulés nuspalvintos pagal CPK schema. (B)
Asimetrinis Bse6341-R226A kristaly vienetas su oligodupleksu AT-2. Raudona, mélyna, Zalia
ir avietine spalvomis nuspalvinti pirminiai dimerai. Specifiskai suristi dupleksai yra Zalsvai
melyni, o nespecifiSkai suriSti dupleksai nuspalvinti geltona, raudona bei oranZine spalvomis.
(C) Monomero (mélynas, permatomas) iS Bse634I struktiiros be DNR (PDB ID 1KNYV,
grandiné A) bei monomero i§ komplekso Bse6341-GC-1 struktiiros (raudonas) Co atomy
karkasy sugretinimas. Baltymo grandiniy fragmentai, kuriy pozicijos Zymiai skiriasi
struktiiroje be DNR, yra paryskinti Zalsvai mélynai, o strukttiroje su DNR — geltonai. Aktyvaus
centro aminortigsciy Glu80, Asp146, Lys198, Glu212 Ca atomy pozicijos yra pavaizduotos
kaip raudoni rutuliukai. DNR molekulé pavaizduota pilka spalva.

kilpa/ &
139-145
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5.2. Bse634l aktyvus centras

Bse6341 aktyvus centras yra suformuotas i§ Glu80, Asp146, Lys198 ir Glu212,
kurios (iSskyrus Glu80) atitinka konservuota PDXuss5:KXi3E sekos motyva, bidinga
PD-(D/E)XK superSeimai. Tik Glu212 Soninés grandinés pozicija néra grieZtai
uzfiksuota struktiirose. Sugretinus Bse6341, NgoMIV bei SgrAl struktiiras paaiskéjo, kad
aktyviy centry a.r. Ca atomy pozicijos beveik sutampa (20 pav). Baltymo komplekso su
AT-1 dupleksu struktiiroje Salia skeliamos fosfodiesterinés jungties yra padidéjes
elektrony tankis, kuris gali biti priskirtas kalcio jonui. Keli kalcio jono koordinaciniai
elementai gali biti identifikuoti. Vieng iS apikaliniy pozicijy yra uZémes C2 nukleotido
fosfodiesterinés grupés deguonies atomas, kita — Leul97 pagrindinés grandinés
deguonies atomas. Dar du galimi elementai galéty biiti Asp146 Soninés grandineés
deguonies atomai bei vandens molekulé.

Nz 20 paveikslas. Bse6341-R226A-AT-1
N (geltona), NgoMIV (roZiné) ir SgrAl
\\Nz; A1 (zalsvai mélyna) aktyviy centry a.r.

- struktiirinis sugretinimas. Vandens
molekulé pavaizduota raudonai, Ca** jonas
Bse6341-R226A-AT-1 struktiroje
pavaizduotas kaip tamsiai mélynas
rutuliukas, NgoMIV [PDB ID 4ABT] ir
SgrAl [PDB ID 3DVO] struktiirose — kaip
Sviesiai mélynas. Bse6341-R226A-AT-1
komplekso nukleotidai prie skeliamos
fosfodiesterinés jungties nuspalvinti pilkai.

5.3. Bse634l taikinio atpazinimas

Kontaktai su CCGG: Kiekvieno pirminio Bse634I dimero atpaZinimo a-spiralés a6
iSsidésto DNR didZiajame griovyje. Abiejy a-spiraliy N-gale esancios a.r. Arg202,
Asp204 ir Arg205 per Soniniy grandiniy atomus sudaro specifinius kontaktus su taikinio
centrinemis CCGG bazémis. Vienas Bse634] monomeras sudaro kontaktus tik su puse
CCGG sekos (21A pav.). Arg202 ir Arg205 sudaro vandenilines jungtis su G5 ir G4
bazémis, atitinkamai, o Asp204 sudaro vandenilinés jungtis su C2 ir C3 bazémis
(21 pav., dalys B ir C). IS maZojo DNR griovio pusés Gly69 pagrindinés grandinés
deguonies atomas yra vandenilinés jungties atstumu (3.0 A) nuo G5 bazés (21B pav.).
Strukturinis REaziy-DNR kompleksy Bse634I, NgoMIV ir SgrAl sugretinimas
(nepateiktas) parodo, kad CCGG atpaZinimui visos tris REazés naudoja identiSka RXDR
aminoriigSciy motyva, kuris yra iSsidéstes atpaZinimo spiraliy N-galuose.
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21 paveikslas. Bse6341 specifiné saveika su atpazinimo seka. (A) Schematinis specifiniy
saveiky tarp Bse634] monomero ir atpaZinimo taikinio atvaizdavimas. Bse634I A ir B
monomery a.r. liekanos paZymeétos raudonai ir mélynai. Vandenilinés jungtys paZymeétos
rodyklémis, van der Valso saveika su purino bazémis — punktyrine linija. (B, C) Detalus
sgveikos su baziy poromis C2:G5 (pav. dalis B) bei C3:G4 (pav. dalis C) atvaizdavimas.

Kontaktai su iSoriné R1:Y6 baziy pora: Bse634I turi konservatyvy centrinio
CCGG motyvo atpazinimo mechanizma, labai panaSy j sutinkamg NgoMIV ir SgrAl
REazése, bet Sio baltymo specifiSkumas iSorinei baziy porai skiriasi. NgoMIV grieZtai
atpaZista G:C baziy pora, o Bse634l toleruoja G:C arba A:T baziy poras. Toks
specifiSkumas 6 bp taikiniui dalinai persidengia su SgrAl specifiSkumu 8 bp sekai
CRCCGGYG. Bse634l struktiros su oligodupleksais, turinCiais GCCGGC
(oligodupleksas GC-1, 2 lentelé) arba ACCGGT (dupleksai AT-1 ir AT-2, 2 lentelé)
taikinius, iliustruoja, kaip baltymas sgveikauja su dviem alternatyviais taikinio
variantais. Abu pirminio dimero monomerai sudaro kontaktus su abiejy taikiniy A1:T6 ir
G1:C6 baziy poromis i$ didZiojo ir maZojo griovio pusiy (22 pav.). DidZiajame griovyje
Pro203 Soniné grandiné yra van der Valso kontakto atstumu nuo Al bei G1 baziy
(22 pav.). IS maZojo griovio pusés Asn73 Soniné grandiné sudaro vandeniline jungtj su
T6 ir C6 baziy O2 atomais.
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22 paveikslas. Detalus Bse6341 kontakty atvaizdavimas su taikinio iSorine baziy pora
R1:Y6. (A) Kontaktai su baziy pora A1:T6 komplekse su AT-1 dupleksu. (B) Kontaktai su
baziy pora G1:C6 komplekse su GC-1 dupleksu. Abiejose paveikslélio dalyse purino R1 bazés
C8 ir N7 atomy bei prolino Pro203 Soninés grandinés atomy van der Valso pavirSiai yra
pavaizduoti kaip permatomos sferos, DNR nuspalvinta pagal CPK schema.

5.4. Bse6341 DNR suriSimo ir karpymo eksperimentai

Siekdami patikrinti van der Valso kontakto svarbg iSorinés baziy poros R1:Y6
atpazinimui, mes atlikome DNR suriSimo ir karpymo eksperimentus, panaudodami
dupleksus su specifiniu, kanoniniu (ACCGGT arba GCCGGC) bei nekanoniniu
(TCCGGA arba CCCGGAG) taikiniu, arba dupleksus su modifikuotais kanoniniais bei
nekanoniniais taikiniais (2 lentelé). Taikiniuose modifikacijos buvo jvestos kelias biidais.
Vienu atveju timino bazé buvo pakeista uridino baze, kuri 5-oje padétyje neturi metilo
grupeés. Kitu atveju guaninas buvo pakeistas inozinu, kuris neturi amino grupés 2-oje
padétyje. Visy oligodupleksy taikinj supancios sekos buvo identiSkos. DNR suriSimo
eksperimentai parodé, kad AT bei GC dupleksai su Bse634I taikiniu yra suriSami esant
mazoms baltymo koncentracijoms, o didinant baltymo koncentracija yra stebimas
nespecifinio komplekso, lé¢iau migruojancio gelyje, atsiradimas (23A pav.). Toks
Bse634I-DNR kompleksy judrumas atitinka stebimg ankSciau apraSytoje studijoje [70].
Eksperimentai parodé, kad dupleksai, turintys uriding vietoj timino (AU) (23C pav.) bei
inozing vietoj guanino (IC), sukuria DNR suriSimo vaizda, panaSy j stebimus dupleksy
AT bei GC atveju. Taigi, pirimidino metilo grupé bei purino 2-oje pozicijoje esanti
amino/okso grupé neturi jtakos DNR susiriSimui su Bse634l. Tai atitinka Rentgeno
struktiirinés analizés iSvadas, nes minétos baziy grupés neturi tiesioginiy arba
netiesioginiy kontakty su Bse634l. IS kitos pusés, oligodupleksai TA (23B pav.) ir CG
(duomenys nepateikti), turintys nekanoninius taikinius, yra suriSami Bse643I su tokiu pat
mazu afiniSkumu, kaip ir nespecifiné DNR (23E pav.). Idomu tai, kad modifikuoto
duplekso UA (23D pav.) susiriSimo vaizdas yra artimesnis stebimam kanoninio AT
duplekso atveju, negu nekanoninio TA atveju. PaZymétina, kad specifinio komplekso
juostelé atsiranda gelyje, esant didesniems baltymo kiekiams, negu gelyje su AT
dupleksu. Modifikuoto CI duplekso atveju yra sudaromi tik nespecifiniai kompleksai,
analogiski nekanoniniam CG dupleksui (duomenys nepateikti).
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23 paveikslas. DNR oligodupleksy, turinc¢iu kanoninius taikinius, suriSmo su Bse634l
tyrimas. Panaudoto oligoduplekso pavadinime raidé ,, U* reiskia, kad sekoje buvo uridinas, NS
— kad panaudotas oligodupleksas be CCGG sekos. Bse634I koncentracija méginiuose didéja
tiesiSkai nuo 0.1 nM iki 5 uM (monomero). Pirmas takelis yra vien DNR pavyzdys. Specifiniai
arba specifinio tipo Bse634I-DNR kompleksai yra pazyméti rodyklémis.

Kitame etape mes analizavome oligodupleksy su kanoniniais bei nekanoniniais
taikiniais hidrolize. Kinetiniai eksperimentai buvo atliekami esant optimaliai fermento
koncentracijai, kuri leidZia pasiekti maksimaly karpymo greitj. GreiCiy konstanty
reikSmés pateiktos 7 lenteléje. Kaip matyti iS pateikty duomeny, Bse634I karpo DNR su
modifikuotais kanoniniais taikiniais (AU bei IC) taip pat greitai kaip ir specifinius
dupleksus (4-13 min! esant 25°C), o tai rodo, kad modifikacijos kanoniniuose
taikiniuose neturi didelés jtakos hidrolizés greic¢iui. Bet dupleksai su nekanoniniais
taikiniais (TA, CG, UA ir CI) yra hidrolizuojami Zymiai léciau, ir, esant 25°C
temperatirai, jy karpymo greiciai negali biiti patikimai iSmatuoti. Kadangi Bse634I yra
termofilinis fermentas, tai substratu TA, CG, UA ir CI karpymo greiciai buvo tirti esant
50°C. Esant tokioms salygoms, kanoniniy substraty karpymo greiciai buvo pernelyg
dideli ir jy nebuvo jmanoma analizuoti jprastais metodais. IS kitos pusés, net

41



nekanoniniai TA ir CG dupleksai buvo hidrolizuojami vis dar labai létai. [domu tai, kad,
vykdant eksperimentus tokiomis salygomis, nekanoninio UA duplekso hidrolizés greitis
yra trimis dydZio eilémis didesnis negu TA duplekso karpymo greitis. Tuo tarpu
nekanoninis modifikuotas CI dupleksas yra karpomas taip pat létai, kaip ir nekanoniniai
nemodifikuoti dupleksai CG and TA.

7 lentelé. Oligodupleksy hidrolizé wt Bse6341

k, (min™)
Oligodupleksas
esant 25°C esant 50°C
AT 10+1.3 -
GC 4.1+0.9 -
AU 5.4+1.3 -
IC 13+£2.9 -
TA nekarpomas* 5.7+0.7x107
CG nekarpomas 8.2+0.8x10°
UA nekarpomas 6.9+0.8x107
CI nekarpomas 3.8+0.9x10°
NS nekarpomas nekarpomas

* — ,nekarpomas* reiSkia, kad hidrolizés produktai nebuvo aptikti po 48 val. inkubacijos.
BriikSnelis reiskia, kad eksperimentas nebuvo atliekamas.

Taigi DNR karpymo bei suriSimo tyrimai rodo, kad nepalanki steriné sgveika tarp
timino bazés metilo grupés ir prolino Pro203 yra svarbi atskiriant ACCGGT seka nuo
TCCGGA sekos. Deja, taikinio pirmoje ir SeStoje pozicijoje purino, bet ne timino,
atpaZinimas negali biiti pilnai paaiSkintas tuo, kad yra prarandamas van der Valso
kontaktas tarp purino ir Pro203. Kadangi duplekso su UCCGGA taikiniu karpymo
greiCiai yra Zymiai maZesni negu specifinio duplekso TCCGGA, galima iSkelti hipoteze,
kad Bse634I netoleruoja GCCGGC taikinio dél netiesioginio atpazinimo mechanizmo,
kuris yra salygotas nepalankiy DNR deformacijy.
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ISVADOS

1. Restrikcijos endonukleazés EcoRII C-galinio katalizinio domeno dimeras iSsuka iS
DNR spiralés centrinius nukleotidus pseudosimetringjé 5'-CCWGG sekoje,
paversdamas ja i simetrine CCGG seka. Centriniy nukleotidy iSsukimas leidZia
EcoRII-C panaudoti konservatyvy mechanizmg CC:GG dinukleotidams atpaZinti.

2. Restrikcijos endonukleazés EcoRII N-galinis alosterinis domenas suriSa
5'-CCWGG seka kaip monomeras vienoje orientacijoje, kuria nulemia specifiniai
kontaktai didZiajame DNR griovyje su centrine T:A baziy pora.

3. Struktiirinis DNR sekos atpaZinimo mechanizmas, nustatytas EcoRII-N bei Bfil-C
domenams, yra bendras B3 transkripcijos veiksniy superSeimai.

4. Restrikcijos endonukleazés Bse6341 (R226A) mutantas pasitelkia konservatyvius
struktiirinius elementus CCGG motyvo atpaZinimui 5'-RCCGGY sekoje ir naudoja
tiesioginio bei netiesioginio atpaZinimo mechanizmus R:Y baziy porai atpaZinti.
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SUMMARY

Due to their unique specificity, restriction endonucleases (REases) have gained
widespread application as indispensable tools for in vitro manipulation and cloning of
DNA. Delineation of the repertoire of the protein folds, providing three-dimensional
portraits of the REases by crystallographic methods, should reveal how different folds
are tailored to function as restriction enzymes. The major goal of this work was to
explore the specificity-structure relationships within PD-(D/E)XK and phospholipase D
superfamily enzymes using a combination of the crystallographic and biochemical
methods. We have focused on the Bse6341 and EcoRII restriction enzymes belonging to
the Cfr10I/NgoMIV/Bse6341 branch of the PD-(D/E)XK superfamily and the Bfil REase
from the PLD superfamily.

The dissertation presents the crystal structure of the Bse6341 REase mutant (R226A)
complexed with two alternative target sites 5'-ACCGGT and 5'-GCCGGC. The analysis
of the crystal structures revealed for the first time that the degenerate base pair
recognition by Bse634I is achieved through the combination of direct and indirect
readout mechanisms. The crystal structures of the N- and C-terminal domains of EcoRII
solved in the DNA bound form revealed different structural mechanisms used for the
recognition of the same target sequence 5'-CCWGG. The first structural evidence has
been provided that the C-terminal domain of EcoRII (EcoRII-C) flips out the central
nucleotides A/T while interacting with its target site, enabling the EcoRII-C to use
symmetric conserved structural elements for the recognition of the CCGG core.
Furthermore, the crystal structure of the EcoRII N-terminal domain (EcoRII-N) provided
the first glimpse into the B3 family domain in the DNA bound form. Finally, the crystal
structure of the C-terminal DNA binding domain of Bfil (Bfil-C) bound to the target site
5-ACTGGG enabled the first structural comparison of two B3-family domains
(EcoRII-N and Bfil-C) in the DNA-bound form.
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