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Sutrumpinimy sarasas

DTT
EDTA
SLS
JSA
MES
PGR
PEG
REazé
R-M
NDS
Tris

1,4-ditiotreitolis
etilendiaminotetraacto rugstis
spiralé-linkis-spiralé

jaucio serumo albuminas
2-(N-morfolino)-etansulfoniné rtigstis
polimerazés grandininé reakcija
polietilenglikolis

restrikcijos endonukleazé
restrikcija-modifikacija

natrio dodecilsulfatas
2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis



[vadas

IT tipo restrikcijos endonukleazés (REazés) atpazista 4-8 bp ilgio DNR sekas ir kerpa
fosfodiesterini rysi Siose sekose arba Salia ju, palikdamos 5'-lipnius, 3'-lipnius, arba
bukus galus. Sie fermentai atpaZjsta ir hidrolizuoja DNR labai tiksliai, tod¢l jie yra
placiai naudojami biotechnologijoje, kaip molekuliniai jrankiai. REaziy praktin¢ svarba
stimuliuoja intensyvia naujy fermenty paieSka. REBASE' duomeny bazéje $iuo metu yra
daugiau nei 3600 biochemiSkai ar genetiSkai apibiidinty II tipo REaziy.

Baltymo struktiiros pozidriu II tipo REaziy grupé yra labai jvairi. Sie fermentai
priklauso penkiems skirtingiems baltymu struktiirinés sanklodos tipams, taip pat skiriasi
ju aktyviis centrai, oligomeriné biisena, DNR sekos atpazinimo ir katalizés mechanizmai.
Dauguma REaziy priklauso vadinamajai PD-(D/E)XK struktirinei sanklodai, kuri
budinga ir kai kurioms rekombinacijos bei DNR reparacijos nukleazéms.

Daugelio PD-(D/E)XK sanklodos REaziy funkci$kai aktyvi forma yra dimeras® °.
Dimera sudarantys monomerai turi po viena aktyvy centra, kuriame perkerpama viena
DNR grandiné. Simetring DNR seka atpazistan¢iy REaziy monomerai dazniausiai yra
monodomeniniai baltymai, ir paprastai saveikauja su puse simetrinio taikinio. REaziy
monomerai sudaro skirtingus dimerus. Dimerizacijos btidas lemia aktyviy centry padeéti
erdvéje ir tokiu budu apsprendzia DNR kirpimo produkty struktiirg (5'-lipnis, 3'-lipnis
arba buki galai)**.

PD-(D/E)XK sanklodos REazes gali turéti ir kitokia struktiiring organizacija. IIS tipo
restrikcijos endonukleazée Fokl turi atskira DNR atpazinimo domena, kuris yra sulietas su
PD-(D/E)XK sanklodos nukleaziniu domenu™ ®. Dél tokios struktiirinés organizacijos
IIS tipo fermentai gali kirpti DNR toli nuo atpazinimo sekos. Fokl atpazista asimetring
seka 5'-GGATG ir kerpa virSuting ir apating grandines atitinkamai uz 9 ir 13 nt nuo
taikinio (5'-GGATG (9/13)). Atskirus DNR atpazinimo ir katalizés domenus turi ir Bfil
(5’-ACTGGG (4/5)), taCiau jos katalitinis domenas priklauso ne PD-(D/E)XK, o
fosfolipaziy D Seimai’®.

Beveik visi II tipo fermentai kerpa DNR grieztai apibréztoje vietoje taikinio atzvilgiu,
ta¢iau kai kuriy IIS tipo REaziy kirpimo vieta néra visi§kai pastovi'. PavyzdZziui, Bfil
virSuting granding kerpa uz 4 nt taikinio, o apating — uz 5 nt, taCiau virSuting granding
gali kirpti ir uz 6 ir 7 nt nuo atpazinimo sekos’. Kirpimo vietos variabilumas budingas ir
kai kuriems IIB tipo fermentams, pavyzdziui, Alol
(5'-(7/12-13) GAACNGTCC (12-13/7))".

Restrikcijos endonukleazé Bpull 1§ Bacillus pumilus RFL1458 kamieno atpaZista
5'-CCCGT seka (K. Stankevicius, nepublikuota). Preliminariis duomenys rode, kad,
skirtingai nei kity zinomy IIS tipo fermenty, BpulJl kirpimo vieta gali biti variabili
(Z. Maneliene, nepublikuota).

Siame darbe buvo siekiama iaiskinti molekulinius ir struktiirinius mechanizmus,
kurie lemia neiprasta BpuJI DNR karpymo pobidi.



Sio darbo tikslai buvo:

1. Detaliai istirti, kaip BpuJI karpo jvairius substratus.

2. Nustatyti jos oligomering biiseng ir sp¢jama domening organizacija.
3. Atlikti BpulJI ar jos atskiry domeny kristalografinius tyrimus.

Mokslinis naujumas. BpulJl yra pirma Il tipo restrikcijos endonukleaze, kurios
kirpimo vieta yra labai variabili. Darbo metu parodyta, kad nejprasta DNR karpymo
pobudi lemia jos domenin¢ sandara ir unikalios jos katalitinio domeno savybés.
Pastarasis gali kirpti DNR tiek Salia taikinio, tiek netoli 3'-galo. Bioinformatin¢ analizé
parode, kad BpulJl katalitinis domenas yra panasus i Holid¢jaus jungtis kerpancias
nukleazes ir yra sutinkamas ir kituose baltymuose. Nustatyta BpuJl DNR atpaZinimo
domeno komplekso su DNR erdviné strukttra, kuri parodé¢, kad Sis domenas sekos
atpazinimui naudoja spiralé-linkis-spiralé motyvus.

Darbo reik§mé. Variabili kirpimo vieta gali sukelti problemy norint gauti fiksuoto
ilgio DNR fragmentus klonavimui arba kitiems eksperimentams. Bpull struktiiros-
funkcijos rySio tyrimai padeda geriau suprasti mechanizmus, kurie lemia variabilia
[IS tipo fermenty kirpimo vieta ir numatyti kelius Siai problemai spresti.
Bioinformatiniais metodais ieSkant 1 BpulJl katalitini domena panaSiy baltymy, buvo
atrasta nauja sp¢jamy metilinta DNR karpanc¢iy nukleaziy Seima. Tokios nukleazés galéty
biiti naudingos tiriant epigenetinius reiSkinius. BpuJI atpazinimo domeno komplekso su
DNR erdvine struktiira atskleidé¢ asimetrinio taikinio atpaZinimo mechanizma, kuris
galéty biiti budingas ir kitoms restrikcijos endonukleazéms.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Bpull tirpale yra dimeras, sudarytas i§ dviejy monomery, kurie turi atskirus
domenus taikinio atpaZinimui ir katalizei.

2. BpulJl katalitiniam domenui yra biidingas nuo 3'-galo priklausomas nukleazinis
aktyvumas, kuris lemia sudétinga DNR karpymo pobidi.

3. BpulJI katalitinis domenas priklauso PD-(D/E)XK struktiirinei sanklodai, o
BpuJI atpazinimo domena sudaro du SLS subdomenai.

4. BpulJl taikini atpazistan€ios aminorigstys yra iSsidésCiusios dvieju SLS
motyvy atpazinimo spiralése ir N-galinéje rankoje.

5. BpuJl atpazinimo domenas yra struktiiriSkai panaSus { endonukleazg
Nt.BspD6I, kerpancia tik viena DNR granding.



1 Tyrimy metodika

Oligonukleotidai ir DNR Zyméjimas. Oligonukleotidai buvo susintetinti ,,Metabion®.
Juos létai sulydant buvo paruosti oligodupleksai (1 lentel¢). Kur nurodyta,
oligonukleotidai buvo pazyméti radioaktyvia zyme panaudojant T4 polinukleotidkinaze
arba terminaling polinukleotidiltransferaze (,,Fermentas®). Zymétos DNR vizualizavimui
naudoti ,,FujiFilm“ ekranai ir Cyclone™ skeneris su OptiQuant programa
(,,PerkinElmer*).

1 lentelé. Oligodupleksai

Zyméjimas Seka
5' GGTACCCGTGGA™
12/12(SP) 3' CCATGGGCACCT
5' TCGGTACCCGTGGATC
16/16(SP) 3' AGCCATGGGCACCTAG
26/26(SP 5' GAGCTCGGTACCCGTGGATCCTCTAG
(SP) 3' TCGAGCCATGGGCACCTAGGAGATCT
L6/16 5' AGCGTAGCACTGGGCT
3' TCGCATCGTGACCCGA
3737 5' GTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGT
3' ACTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAT
37125 5' GTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGT
3' ACTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCT
5537 5' GTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGG
3' ACTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAT
25125 5' GTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGG
3' ACTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCT

*BpulJI atpazinimo seka paryskinta; SP — specifinis.

Chromatografija. SuperSW 2000 gel-filtracijos koloné¢le (“Tosoh Bioscience”) ir
kitos koloné¢lés bei sorbentai (“GE Healthcare”) naudoti pagal gamintoju
rekomendacijas.

BpuJI gryninimas. BpuJI buvo gauta E.coli ER2267 kamiene su pACYC-MBpuJI ir
pAL-Bpull plazmidémis (gautos 1§ dr. K.Stankevic¢iaus, Biotechnologijos institutas).
Baltymas i§ grubaus ekstrakto iSgrynintas trimis chromatografijos stadijomis, paeiliui
panaudojant heparin-sefarozés, melynosios sefarozés ir AH-sefarozés kolonéles.
Preparatas saugotas saugojimo buferyje [10 mM Tris—HCI (pH 7,5; 25°C), 0,2 M KCl,
0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,025% Triton X-100, 50% glicerolio], -20°C.

Daliné proteolizé. Optimalios Bpull proteolizés chimotripsinu ir termolizinu
(,,SIGMA*) salygos buvo parinktos analizuojant pavyzdzius NDS-elektroforezes
poliakrilamido gelyje metodu pagal Laemmli protokola!. N-galinés aminoriigStys
nustatytos Bristolio universitete.

a) N- ir C-domenuy gryninimas. BpuJl (0,4 mg/ml) buvo karpytas chimotripsinu
proteolizés buferyje A [10 mM kalio fosfato (pH 7,4), 100 mM KCI] 1h 25°C



temperatiroje. N-domenas, gautas esant proteazés:BpuJl masés santykiui 1:800, buvo
iSgrynintas panaudojant Superdex 75 HR kolon¢lg, o C-domenas, gautas esant
proteazés:BpulJl masés santykiui 1:16, — heparin sefarozeés.

b) N-domeno/DNR komplekso gryninimas. BpuJl sumaiSytas su specifiniu
oligodupleksu 16/16(SP) arba 12/12(SP) (1 lentelé) ir termolizinu proteolizés buferyje B
[10 mM Tris—HCI (pH 7,5; 25°C), 100 mM KCI, 2 mM CaCl,] ir inkubuotas 1 h 25°C
temperatiiroje. BpuJI koncentracija proteolizés miSinyje buvo 0,3 mg/ml, DNR:BpulJl
molinis santykis — 1,1:1, o proteazés:BpuJl masés santykis — 1:10. N-domeno/DNR
kompleksas iSgrynintas paeiliui panaudojant heparin-sefarozés ir Superdex 200 HR
kolonéles.

BpudJl sekos analizé. Sanklodos atpazinimui naudotas Hhpred
(http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/hhpred)'?, homology paie$kai — PSI-BLAST", seky
palyginimui — PCMA' ir ProbCons".

Kristalinimas ir difrakcijos duomeny surinkimas. Kristalinimo eksperimentai buvo
atlickami sédincio laso metodu'®, +19°C temperatiroje. Pradinei salygu paieskai naudoti
tirpalai i§ ,,Hampton Research®. Rentgeno spinduliy difrakcijos duomenys surinkti
EMBL/DESY, Hamburge, ir apdoroti programomis MOSFLM', SCALA"™ bei
TRUNCATE".

a) BpuJI kristalinimas. BpulJI sukoncentruotas iki 2-5 mg/ml kristalinimo buferyje A
[10 mM Tris—HCI (pH 7,5; 25°C), 200 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,02%
NaNjs]. Geriausi kristalai, gauti esant 100 mM Tris—HCI (pH 7,5; 25°C), 200 mM KCI,
9% PEG8000 ir 10 mM BaCl,, buvo polikristaliniai ir difragavo Rentgeno spindulius tik
iki ~7 A. Taip pat bandyta idéti i koncentruota preparato 16/16(SP) DNR (1 lentelé),
taCiau kristaly gauti nepavyko .

b) N-domeno kristalinimas. N-domeno/DNR kompleksas sukoncentruotas iki 6 mg/
ml baltymo kristalinimo buferyje B [10 mM Tris—HCI (pH 7,5; 25°C), 0,1 mM EDTA,
I mM DTT, 0,02% NaN;]. Pirmi kristalai iSaugo laSuose, gautuose sumaiSius 1 pl
N-domeno komplekso su 16/16(SP) (1 lentel¢) su 1 pl rezervuaro tirpalo [100 mM natrio
citrato (pH 4,8), 20% PEG6000]. Jie difragavo Rentgeno spindulius iki ~2 A, bet buvo
polikristaliniai. Problema pavyko iSspresti pakeitus DNR 1 12/12(SP) (1 lentele).
Geriausi N-domeno komplekso su 12/12(SP) kristalai, gauti esant 0,2 M amonio tartrato/
20% PEG3350, difragavo Rentgeno spindulius iki 1,3 A. Prie§ renkant duomenis
kristalai buvo ~30 min mirkyti krio-tirpale A [0,2 M kalio natrio tartrato, 0,2 M NH,CI,
20% PEG4000, 25% PEG400]. Siekiant jvesti gyvsidabrio atomus, kristalai ~savaitg
mirkyti Hg tirpale [2 mM HgCl,, 0,2 M amonio tartrato, 20% PEG3350, 15% PEG400].
Duomeny rinkiniai (2 lentel¢) surinkti X12 spinduliy linijoje.

¢) C-domeno kristalinimas. C-domenas sukoncentruotas iki 1-2,5 mg/ml baltymo
kristalinimo buferyje C [10 mM Tris—HCI (pH 8,0; 25°C), 200 mM KClI, 0,1 mM EDTA,
0,02% NaNs]. Grazis kristalai, iSauge esant 0,4 M natrio kalio tartrato arba 0,1 M MES
(pH=6,5)/1,2 M natrio acetato, difragavo Rentgeno spindulius tik iki ~10 A. Geriau
difraguojancios (~3,0A) maZos plokstelés buvo gautos esant 0,1 M natrio citrato
(pH 3,8)/5% PEG6000. Pamirkius kristalus ~1 h krio-tirpale B [0,1 M natrio citrato
(pH 3,8), 10% PEG6000, 25% PEG400], X11 spinduliy linijoje buvo surinktas duomeny
rinkinys, tac¢iau dél prastos duomeny kokybés ju nepavyko apdoroti.
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Struktiros sprendimas. BpuJl N-domeno komplekso su DNR struktiira iSspregsta
vieno bangos ilgio anomalios dispersijos (SAD) metodu. Gyvsidabrio atomy koordinatés
nustatytos analizuojant Patersono zemélapius HARA programa (S. Grazulis,
nepublikuota). Fazés, apskai¢iuotos MLPHARE®, pagerintos iSlyginant tirpiklj
programa DM?'. Pagal gauta elektroninio tankio Zemélapj programa ARP/wARP*
sukurtas pradinis molekulés modelis, kuris toliau taisytas programomis Coot* ir CNS*.
Panaudojus §; Hg-modifikuoto baltymo modeli, molekulinio pakeitimo biidu (programa
AMORE?®) iSspresta natyvaus komplekso struktira. Galutinis modelis patikslintas iki
Ryor=0,138/R4e=0,166 (REFMAC?®), esant geriems stereocheminiams parametrams
(ivertinta PROCHECK?® ir WHAT IF?"). Koordinatés ir struktiiriniai faktoriai padeéti i
PDB duomeny baze, kodas 2VLA.

2 lentelé. Duomeny surinkimo statistika
Natyvus BpuJI N-domeno/DNR BpulJI N-domeno/DNR komplekso

Duomeny rinkinys kompleksas Hg-mirkinys
Temperatura 100 K

Bangos ilgis 1,000 A

Grupée P2,2,2

Gardelés konstantos (A) 56,2;167,2; 43,8 59,0; 168,5; 43,8
Skiriamoji geba (A) 83,6-1,30 84,2-1,80
Pilnumas (%) 98,2 (96,1) 99,9 (99.9)
Kartotinumas 10,8 (8,0) 15,5 (15,3)
/o, 4,7 (2,4) 3,7 (2,6)
Rinerge” 0,082 (0,31) 0,11 (0,24)

*Skliausteliuose pateiktos reikSmeés auksciausios skiriamosios gebos duomenims.
PRinerge= [Thi—<In[/Y I, kur Iy — atspindZio h i-tojo matavimo intensyvumas, o «I» — vidutinis
atspindZio h intensyvumas.

Klonavimas ir mutagenezé. Geny inzinerijos eksperimentai atlikti pagal jprastus
protokolus®, naudojant UAB ,,Fermentas® fermentus ir rinkinius bei PerfectPrep® DNR
ekstrakcijos rinkini (Eppendorf) pagal gamintoju rekomendacijas. BpuJl N-domena
koduojantis genas buvo padaugintas dviejy stadiju (megapradmens) metodu®
panaikinant Ndel taikini. [terpus $i produkta i pET21b (,,Novagen®) tarp Ndel ir Xhol
taikiniy, buvo gauta plazmidé pET-BpuJINH. Spéjamu aktyvaus centro aminortig§ciu
mutagenezé atlikta dvieju stadiju metodu®, o atpazinimo aminoriigd¢iy — vienos stadijos
metodu™. Tiksliniy geny sekos patikrintos Sekoskaitos centre.

Mutantiniy baltymy gryninimas. BpuJI N-domenas, turintis SeSiy histidino liekany
»inkarg“, ir jo mutantai buvo gauti E.coli ER2566 lastelése su pET-BpuJINH ir
pACYC-MBpuJI plazmidémis ir iSgryninti panaudojant HiTrap gimingumo
chromatografijos kolon¢le. BpulJl aktyvaus centro aminoriigS¢iy mutantai ir KI121A
mutantas buvo 1§gryninti pagal laukinio tipo baltymo gryninimo schema (zr. auksciau).

DNR karpymo tyrimai. Visos DNR karpymo Bpull, atskirtais jos domenais ir

mutantais reakcijos atliktos reakcijos buferyje [SO0 mM Tris—HCl (pH 7,5; 25°C),
100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0,1 mg/ml of JSA] 25°C temperatiiroje.
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a) PGR fragmenty karpymas. Specifinis (203 bp) fragmentas buvo gautas PGR
budu, naudojant 5'-gccagggttttcccagtcacga ir 5'-gcttccggetegtatgttgtg pradmenis (vienas
i§ pradmeny buvo pazymétas radioaktyvia zyme), pUCS57 matrica bei Pfu DNR
polimeraze (,,Fermentas®). Analogiskai nuo pUC19 matricos padaugintas nespecifinis
(179 bp) fragmentas. Fragmentai i§gryninti panaudojant S-400 kolon¢les. Hidrolizes
reakcijos (1-2 nM DNR fragmento, 0,2-3 uM BpulI) sustabdytos fenoliu/chloroformu, ir
DNR izopropanoliu iSsodinta 1§ vandeninés fazés. Padalinus DNR 1 dvi dalis, viena dalis
paveikta T4 DNR polimeraze (,,Fermentas*). Pavyzdziai analizuoti sekoskaitos
geliuose'' kartu sekoskaitos reakciju produktais, gautais panaudojus tuos pacius zymétus
pradmenis ir CycleReader™ sekoskaitos rinkinj (,,Fermentas®).

b) Oligodupleksy karpymas. 2 nM zymeéto oligoduplekso (1 lentel¢) inkubuota su
100nM  C-domeno.  Produktai  atskirti  elektroforeze  denatiiruojanciuose
poliakrilamido/TBE geliuose''. Zinomo dydZio fragmentai gauti karpant 37/37
oligodupleksa Xbal, Acc651, EcoRI, BamHI, Ecl136II ir S1 nukleaze (,,Fermentas®).

DNR suri§imo tyrimas. Zyméti oligodupleksai (1 lentelé) sumai§yti su tiriamais
baltymais susiri§imo buferyje [30 mM MES (pH 6,5), 30 mM histidino, 10% glicerolio,
0,2 mg/ml JSA]. Kompleksai nuo laisvos DNR atskirti vykdant elektroferez¢ 8%
poliakrilamido geliuose natyviomis salygomis [30 mM MES (pH 6,5), 30 mM histidino].
Disociacijos konstantos (Kg) apskai¢iuotos pagal lygti:

y={8,x K — [(syx+K ) — 45,x1%°}/2,

kur y — baltymo/DNR komplekso koncentracija (nM), x — bendra baltymo
koncentracija, s, — bendra DNR koncentracija. Duomenys analizuoti programa KyPlot *'.

Analitiné gel-filtracija. BpulJl ir proteolitiniai fragmentai uznesti ant SuperSW 2000
kolonélés, nulygsvarintos gel-filtracijos buferiu A [0,1 M natrio fosfato (pH 6,7), 0,1 M
natrio sulfato]. Baltymy-DNR kompleksy gel-filtracijai naudota Superdex 200 HR
kolon¢le, nulygsvarinta gel filtracijos buferiu B [S0 mM Tris-HCI (pH 7,5; 25°C), 0,1 M
KCl, 2 mM CaCl,]. Molekulinés masés buvo apskaiciuotos pagal kalibracinés tieses,
gautas iSmatavus standartiniy baltymy (“Bio-Rad”) eliucijos tiirius.

Analitinis ultracentrifugavimas. Sedimentacijos pusiausvyros eksperimentai buvo
atlikti Beckman/Coulter XLA analitinéje centrifugoje. Pavyzdziai (1,6 uM, 3,2 uM ir
6,4 uM BpuJl) ultracentrifugavimo buferyje [10 mM Tris—HCI (pH 7,5; 25°C), 0,2 M
KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT] centrifuguoti 12000 aps/min grei¢iu maziausiai 18 h,
matuojant absorbcijos profilius (280 nm). Molekulinés masés pagal profilius buvo
apskaiCiuotos kaip apraSyta anks¢iau®.
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2 Rezultatai ir jy aptarimas

2.1 BpuJI funkcinis charakterizavimas

2.1.1 Preliminaris eksperimentai

Restrikcijos endonukleazé¢ Bpull i§ Bacillus pumilus RFL1458 kamieno atpazista
5'-CCCGT seka (K. Stankevicius, nepublikuota). BpuJl R-M sistema sudaro trys genai,
i kuriy vienas koduoja restrikcijos endonukleaz¢ (GenBank:EF409421), o du —
5-metilcitozino metiltransferazes (1 pav., A) (K.Stankevicius, nepublikuota). Tokia geny
organizacija yra panas$i | IIS tipo R-M sistemy geny organizacija'.

Bpull karpo bakteriofagy ir plazmiding DNR 1 fragmentus, kurie turéty susidaryti
karpant 5-CCCGT sekose arba $alia ju (1 pav., B), bet sekoskaitos biidu analizuojant
gautus DNR fragmentus nepavyko nustatyti BpuJI kirpimo vietos.

2.1.2 Variabili BpuJI Kkirpimo vieta

Siekdami nustatyti BpuJI kirpimo vieta, mes PGR biidu padauginome pUCS57
plazmidés regiona, viduryje turintj viena BpulJI taikini, ir viena i§ fragmento grandiniy
pazyméejome radioaktyvia zyme 5'-gale. Gautas specifinis 203 bp ilgio PGR fragmentas
buvo inkubuotas su BpulJl ir po tam tikro laiko susidarg reakcijos produktai analizuoti
sekoskaitos geliuose. Si fragmenta BpulJl karpé 1¢tai: substratas buvo pilnai sukarpomas
per kelias valandas tik esant dideléms fermento koncentracijoms.

Analiz¢ parodé¢, kad BpuJl karpo virSuting DNR granding keliose vietose (2 pav., A).
Be to, reakcijos produktai keiciasi ilgejant reakcijos miSinio inkubacijos laikui. Po 5 bei
20 min inkubacijos stebima daug fragmenty, kuriy ilgiai rodo kirpima nuo 2 iki 25 nt
3'-kryptimi nuo taikinio. Daugiausia i§ $iy fragmenty yra perkirpti 2 ir 11 nt 3'-kryptimi
nuo BpulI taikinio. Tuo tarpu pagrindinis fragmentas, susidarantis ilgiau inkubuojant (2
ir 5 h), yra perkirptas 18 nt 5'-kryptimi nuo taikinio. Taigi Bpull kerpa virSuting DNR

A B 1 2 3 M

=— =
bpuJIM1 bpuJIR  bpuJIM?2 — -

o - s

1 pav. (A) BpuJl R-M sistemos geny organizacija. Restrikcijos endonukleaze koduojantis genas
bpuJIR yra tarp dviejy 5-metilcitozino metiltransferazes koduojanciy geny, bpuJIMI ir
bpuJIM?2. (B) BpuJl sukarpyta bakteriofago 1 (I takelis), bakteriofago ®X174 (2 takelis) ir
pUCS57 (3 takelis) DNR. 20 ug/ml DNR inkubuota su 100 nM BpuJIl 1 h 37°C temperatiiroje,
produktai atskirti 1% agarozés gelyje. M takelis— DNR ilgio Zymenys.
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granding i§ abieju taikinio pusiy, bet pradzioje — 3'-kryptimi nuo atpazinimo sekos.
Apating granding BpulJl taip pat kerpa daugelyje viety (2 pav., B): i§ pradziy (po 5 ir
20 min) 6, 7, 13, 15, 16, 19 and 23 nt 5'-kryptimi nuo taikinio, o po ilgesnés inkubacijos
(2 ir 5 h) lieka produktai, perkirpti 19 ir 23 nt 5'-kryptimi nuo atpazinimo sekos. Kadangi
radioaktyvi zyme yra 5'-gale, 1§ §iy duomeny néra aiSku, ar apatiné grandiné néra
kerpama ir 3'-kryptimi kaip virSutiné.

Siekiant patikrinti, ar BpuJI hidrolizuoja abi grandines i§ abiejy taikinio pusiy, buvo
panaudota T4 DNR polimerazé. Si polimerazé uzpildo 5'-lipnius ir hidrolizuoja 3'-lipnius
galus, tokiu biidu suformuodama DNR fragmenta bukais galais. Specifinis PGR
fragmentas, kurio virSutiné grandiné¢ pazyméta radioaktyvia zyme 5'-gale, buvo
perkirptas Bpull ir po to paveiktas T4 DNR polimeraze. Taip buvo gautas ilgesnis
fragmentas, patvirtinantis, kad BpuJI kerpa apating granding 5'-kryptimi nuo taikinio
(2 pav., C). Taip pat susidare ir trumpesni fragmentai, kurie rodyty, kad apatiné¢ grandiné
yra kerpama ir 13, 16 nt 3'-kryptimi nuo taikinio.

Kita specifini PGR fragmenta su skirtinga BpuJI taikinio 5'-CCCGT apsuptimi BpuJI
taip pat hidrolizavo keliose vietose 1§ abiejy taikinio pusiy, taciau atstumai nuo
pagrindiniy kirpimo viety iki taikinio skyrési (duomenys nepateikti). Taigi, BpuJI abi
DNR grandines hidrolizuoja i§ abiejy taikinio pusiy, o kirpimo vieta yra labai variabili.

2.1.3 BpuJI optimaliam aktyvumui reikalingi du taikiniai

Dauguma IIS tipo restrikcijos endonukleaziy didziausiu katalitiniu aktyvumu pasizymi
saveikaudamos su dviem taikinio kopijomis, o viena taikinj turin¢ig DNR hidrolizuoja
létai***. Tokiy fermenty aktyvumas karpant vieng taikinj turin¢ia DNR daZnai gali biti
stimuliuojamas specifiniu oligodupleksu. Toks oligodupleksas uzima antro taikinio vieta
ir tokiu budu pagreitina viena taikinj turin¢io substrato karpyma*>~’.

Siekdami patikrinti, ar BpuJI optimaliam katalitiniam aktyvumui reikalingi du
taikiniai, mes pabandéme stimuliuoti vieng taikinj turinio PGR fragmento karpyma
specifiniu oligodupleksu. Pridéjus 16/16(SP) oligoduplekso (1 lentel¢), BpuJl 5'-gale
zyméta 203 bp PGR fragmenta 1§ tiesy karpé Zymiai greiciau — jau po keliy minuciy
nebeliko neperkirpto substrato (2 pav.). Taciau, kaip ir nesant oligoduplekso, abi
grandinés buvo hidrolizuojamos keliose vietose Salia taikinio.

2.1.4 Nuo 3'-galo priklausomas nukleazinis aktyvumas

Karpant 203 bp fragmenta BpulI esant specifinio oligoduplekso, kartu su perkirptais
Salia taikinio fragmentais susidaro ir kiti tarpiniai produktai. Sie produktai atitikty
fragmenta, perkirpta keliy nt atstumu nuo 3'-galo. Jie susidaro ir nesant oligoduplekso,
nors ir léciau. Siekiant patikrinti, ar BpuJI taip hidrolizuoja ir taikinio neturin¢ia DNR,
buvo panaudotas nespecifinis 179 bp ilgio PGR fragmentas, kurio virSutin¢ grandiné
buvo 5'-gale pazyméta radioaktyvia Zyme.

Sis fragmentas buvo inkubuojamas su Bpull taip pat kaip ir taikinj turintis substratas.
Karpymo produkty analizé parodé, kad abi nespecifinio fragmento grandinés néra
kerpamos per 5 ir 20 min, o po ilgesnés inkubacijos matosi neryskios juostelés, kurios
juostelés atitinka fragmentus, perkirptus netoli 3'-galo: 3 ir 6 nt nuo 3'-galo virSutiné
grandingje, 4 nt — apatinéje (3 pav., A, B). Paveikus susidariusius produktus T4 DNR
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2 pav. Specifinio PGR fragmento karpymas BpuJl. I nM PGR fragmento, kurio virsutiné (A)
arba apatiné (B) grandiné 5'-gale pazyméta radioaktyvia Zyme, inkubuota su 3 uM BpuJl, esant
ekvimoliariniam kiekiai 16/16(SP) oligoduplekso arba be jo. Po tam tikro laiko (nurodyta virs
atitinkamy, takeliy) paimti méginiai analizuoti elektroforeze sekoskaitos geliuose kartu su
sekoskaitos reakcijy produktais (takeliai G, A, T, C). (C) BpuJl karpymo produktai, paveikti
T4 DNR polimeraze. I nM specifinio PGR fragmento, kurio virsutiné grandiné buvo pazyméta
rodioaktyvia Zyme 5'-gale, inkubuota su 1,5uM BpuJl 5h. Reakcija sustabdyta
fenoliu/chloroformu, DNR iSsodinta ir padalinta | dvi dalis, is kuriy viena paveikta T4 DNR
polimeraze. Produktai analizuoti sekoskaitos geliuose. Schemose BpuJl atpaZinimo seka
pavaizduota staciakampiu, ¥P Zymé — Zvaigzdute, o pagrindinés kirpimo vietos — rodyklémis,
virs jy nurodant atstumq nuo taikinio.

polimeraze, buvo gautos pilno ilgio grandinés (3 pav., C). Tai rodytuy, kad tik Zyméta
grandiné yra kerpama nuo 3'-galo, o komplementari grandiné nuo 5'-galo néra karpoma.
BpulJI taikini turintis oligodupleksas zenkliai stimuliavo §i nuo 3'-galo priklausoma DNR
karpyma. Esant 16/16(SP) oligoduplekso, jau po 10 min visas nespecifinis PGR
fragmentas buvo sukarpytas.

Taigi, BpulJl karpo DNR ne tik Salia taikinio, bet ir keliy nukleotidy atstumu nuo
3'-galo. BpulJI taikinys stimuliuoja nuo 3'-galo priklausoma nukleazini aktyvuma. Tod¢l
DNR karpymo pobidis Salia BpulJl taikinio yra kintamas ir sudétingas. Be to, BpuJI nuo
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4
3 pav. Nespecifinio PGR fragmento karpymas BpuJl. 1 nM PGR fragmento, kurio virsutiné (A)
arba apatiné (B) grandiné 5'-gale pazymeéta radioaktyvia zyme, inkubuota su 3 uM BpuJl, esant
ekvimoliariniam kiekiui 16/16(SP) oligoduplekso arba be jo. Po tam tikro laiko (nurodyta virs
atitinkamy, takeliy) paimti méginiai analizuoti elektroforeze sekoskaitos geliuose kartu su
sekoskaitos reakcijy produktais (takeliai G, A, T, C). (C) BpuJl karpymo produktai, paveikti
T4 DNR polimeraze. 1 nM nespecifinio PGR fragmento, kurio virsutiné grandiné pazyméta
rodioaktyvia Zyme 5'-gale, inkubuota su 1,5uM BpuJl 5h. Reakcija sustabdyta
fenoliu/chloroformu, DNR issodinta ir padalinta i dvi dalis, is kuriy viena paveikta T4 DNR
polimeraze. Produktai analizuoti sekoskaitos geliuose. Schemose 3P Zymés padétis yra parodyta
Zvaigzdute, o pagrindinés kirpimo vietos — rodyklémis, virs jy nurodant atstumq nuo 3'-galo.

3'-galo gali karpyti ir taikinio neturin¢ia DNR molekulg, kas ypac pasireiskia esant
aktyvuojanciai specifinei DNR.

2.1.5 BpuJI vienu metu gali suristi du taikinius

Norédami patikrinti, ar BpulJl gali suri§ti du DNR taikinius, mes atlikome
elektroforezinio  judrumo  poslinkio  eksperimentus  naudodami  *P-Zymétu
oligodupleksus: specifini 16/16(SP) arba nespecifini 16/16 (1 lentel¢). Eksperimentai
buvo atlikti nesant kofaktoriaus Mg** jonuy, kad DNR nebity karpoma. Analizuojant
pavyzdzius elektroforeze poliakrilamido gelyje buvo stebimi du skirtingo
elektroforezinio judrumo BpuJI ir 16/16(SP) kompleksai, 1 ir 2 (4 pav., A). Su taikinio
neturincia 16/16 DNR kompleksas nesusidare, kas rodytu kad kompleksai 1 ir 2 susidaro
BpulJl saveikaujant su atpazinimo seka. Esant maZesnéms baltymo koncentracijoms
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4 pav. (A) BpuJI DNR surisimo tyrimas. 2 nM specifinio 16/16(SP) (virsutinis gelis) arba
nespecifinio 16/16 (apatinis gelis) Zyméto oligoduplekso buvo sumaisyta su BpuJl taip, kad
galutinés BpuJl koncentracijos biity 0, 8, 16, 40, 80, 160 arba 400 nM. PavyzdzZiai analizuoti
elektroforeze poliakrilamido gelyje natyviomis sqlygomis. (B) BpuJI/DNR komplekso analizé.
100 nM BpuJI sumaisyta su 16/16(SP) ir 26/26(SP) oligodupleksais. Radioaktyvia Zyme Zyméty
(Zymé parodyta zvaigzdute) ir nezyméty oligodupleksy koncentracijos nurodytos virs atitinkamy
takeliy. Pavyzdziai analizuoti elektroforeze poliakrilamido gelyje natyviomis sqlygomis.

susidaro didesnio elektroforezinio judrumo 1 kompleksas, o pridéjus daugiau baltymo —
ir maziau judrus kompleksas 2. “Aktyvacija oligodupleksu” rodo, kad BpulJl gali
saveikauti su dviem taikiniais vienu metu. Todél kompleksas 1 galéty atitikti BpulJl
kompleksa su dviem DNR molekulémis, o kompleksas 2 — su viena, kaip anks¢iau buvo
parodyta Sfil ir Bfil REazéms*>-3*.

Siekiant tiesiogiai patikrinti, ar BpuJI sudaro kompleksa su dviem DNR molekulémis,
buvo panaudoti skirtingo ilgio oligodupleksai, 16/16(SP) ir 26/26(SP). Sie
oligodupleksai buvo sumaiSyti jvairiais santykiais ir prie jy pridedama BpulJl, islaikant
1:1 molinj santykj tarp bendros DNR ir baltymo koncentracijy. Nedidele 16/16(SP) ar
26/26(SP) dalis buvo Zyméta radioaktyvia Zyme. PaaiSkéjo, kad esant vienos riiSies
DNR, BpuJI sudaro viena kompleksa (4 pav., B). Be to, kompleksy su skirtingo ilgio
16/16(SP) ir 26/26(SP) oligodupleksais elektroforezinis judrumas skiriasi. Tuo tarpu,
inkubuojant BpuJl su zymeéta 16/16(SP) DNR, reakcijos miSinyje esant nezymétos
26/26(SP) DNR, susidaro naujas kompleksas. Sio komplekso elektroforezinis judrumas
yra mazesnis nei komplekso su 16/16(SP), bet didesnis nei komplekso su 26/26(SP), o jo
kiekis priklauso nuo 16/16(SP) ir 26/26(SP) molinio santykio. Tai rodo, kad BpuJI gali
sudaryti kompleksa su dviem DNR molekulém: zyméta 16/16(SP) ir nezymeéta
26/26(SP). Taigi, BpulJI vienu metu gali saveikauti su dviem taikiniais.
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2.2 BpulJI struktiiriné organizacija

2.2.1 BpuJlI tirpale yra dimeras

Daug IIS tipo restrikcijos endonukleaziy tirpale yra monomerai***', bet dimerizuojasi
saveikaudamos su DNR***, Kita vertus, Bfil yra dimeras tiek tirpale, tiek baltymo/DNR
komplekse®’. BpuJl monomero molekuliné masé, apskai¢iuota pagal aminorigs¢iy seka,
yra lygi 53,9 kDa, o prof. Claus Urbanke (Hannover Medizinische Hochshule) atlikus
sedimentacijos pusiausvyros eksperimentus buvo nustatyta 109 kDa molekuliné¢ masé.
Taigi, Sie duomenys rodo, kad Bpull tirpale yra dimeras.

2.2.2 BpuJI monomeras turi atskirus domenus atpaZinimui ir katalizei

BpuJI karpo DNR toli nuo atpaZinimo sekos, todél ji, kaip ir IIS tipo REazés Fokl ir
Bfil*> 7, galéty turéti atskirus domenus atpazinimui ir katalizei. Siekiant patikrinti $ia
hipotezg, buvo atlikti dalinés proteolizés eksperimentai. Karpant BpuJI chimotripsinu
buvo gauti ~35 kDa ir ~20 kDa fragmentai. Nustacius ju N-galiniy aminortigs¢iy sekas,
paaiskeéjo, kad ~35 kDa fragmentas atitinka BpuJI N-galing dalj, o maZesnysis — C-dal;.
Siy fragmenty molekulinés masés, nustatytos gel-filtracijos biidu, atitinkamai buvo
lygios ~38 kDa ir ~49 kDa. Tai rodytu, kad N-galinis fragmentas tirpale yra monomeras,
o C-galinis fragmentas — dimeras. Taigi, BpuJl monomeras grei¢iausiai yra sudarytas i$
dviejy strukttriniy domeny ir dimerizuojasi saveikaujant C-galiniams domenams.

ISgryninti BpuJI domenai su DNR saveikauja skirtingai nei pilno ilgio baltymas.
N-galinis domenas DNR nekarpo, tuo tarpu C-galinis domenas karpo DNR palikdamas
»sliuze” — kaip nespecifinés nukleazeés, o ne fiksuoto ilgio fragmentus kaip REazeés
(5 pav., A). Atlikus DNR suriSimo eksperimentus paaiskéjo, kad tik N-galinis domenas

A .. B
§&E nespecifiné specifiné DNR
Q5P
/& 0 50 nM 0 50 nM
- \— e 1 1 1
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5 pav. BpuJI domeny sqveikos su DNR tyrimas. (A) 2 DNR karpymas. 20 ug/ml DNR inkubuota
su BpuJl, N-domenu arba C-domenu (galutiné baltymo koncentracija buvo 25 nM) 1 h 37°C
temperatiroje, produktai atskirti elektroforeze 1% agarozes gelyje. (B) DNR surisimo tyrimas.
2 nM specifinio 16/16(SP) arba nespecifinio 16/16 zyméto oligoduplekso sumaisyta su BpuJl
N-domenu (virsutinis gelis) arba C-domenu (apatinis gelis) taip, kad galutinés baltymo
koncentracijos bity 0, 1, 2, 5, 10, 20 arba 50 nM. PavyzdzZiai analizuoti elektroforeze
poliakrilamido gelyje natyviomis sqlygomis.
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sudaro kompleksa su specifine DNR (5 pav., B). Tokie rezultatai rodo, kad Bpull
domenai turi skirtingas funkcijas: N-domenas atpazista 5’-CCCGT seka, o C-domenas
pasizymi nukleaziniu aktyvumu.

2.2.3 Nuo 3'-galo priklausomas C-domeno nukleazinis aktyvumas

Atskirtas BpuJI C-domenas nespecifini 179 bp PGR fragmenta, pazyméta
radioaktyvia Zyme, karpo labai panasiai kaip ir specifiniu oligodupleksu aktyvuotas pilno
ilgio baltymas. Zyméta apatin¢ grandin¢ perkerpama 4 nt atstumu nuo 3'-galo ir toliau
karpoma (6 pav., A). Tai rodo, kad pilno ilgio baltymo nuo 3'-galo priklausoma
nukleazinj aktyvuma lemia C-galinio domeno savybeés.

Detalesniems nuo 3'-galo priklausomo nukleazinio aktyvumo tyrimams buvo paruosti
BpulI taikinio neturintys substratai su skirtingais galais: 37/37 ir 25/25 oligodupleksai
bukais galais, 37/25 oligodupleksas 3'-lipniu galu bei 25/37 oligodupleksas 5'-lipniu galu
(1 lentel¢). VirSutiné Siy oligodupleksy grandiné buvo pazyméta radioaktyvia zyme 5'-
arba 3'-gale. Paveikus 3'-gale Zyméta 37/37 substrata BpuJI C-domenu buvo gautas
vienas ~3 nt ilgio produktas (6 pav., B). Tai patvirtina, kad BpuJI C-domenas nukerpa
kelis nukleotidus nuo dvigrandés DNR 3'-galo. Jeigu ta pati 37/37 oligoduplekso
grandiné yra paZymeta 5'-gale, matosi, kad ji yra karpoma toliau ir susidaro mazesni
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6 pav. (A) PGR fragmento karpymas BpuJl C-domenu. 1 nM PGR fragmento, kurio apatiné
grandiné 5'-gale pazZyméta radioaktyvia Zyme, inkubuota su 3 uM C-domeno +4°C
temperatiiroje. Po tam tikro laiko (nurodyta virs atitinkamy takeliy) paimti méginiai analizuoti
elektroforeze sekoskaitos geliuose kartu su sekoskaitos reakcijy produktais (takeliai G, A, T, C).
Schemoje *P Zymé pavaizduota Zvaigzdute, o pagrindiné kirpimo vieta 4 nt nuo 3'-galo —
rodykle. (B) Oligodupleksy karpymas BpuJl C-domenu. 2 nM vieno is oligodupleksy (1 lentelé),
kurio virsutiné grandiné pazyméta 3’-gale (virsutiniai geliai) arba 5°-gale (apatiniai geliai)
inkubuota su 100 nM C-domeno 25°C temperatiiroje. Po tam tikro laiko (nurodyta virs
atitinkamy, ~ takeliy) paimti méginiai analizuoti elektroforeze poliakrilamido geliuose
denatiiruojanciomis sqlygomis. Schemose radioaktyvios zZymés padeétis parodyta Zvaigzdute, o
kirpimo vietos — rodyklémis.
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fragmentai. 3'-iSsikiSusi 37/25 oligoduplekso virSutiné grandiné taip pat buvo karpoma,
bet lé¢iau, o kirpimo vieta buvo dvigrandéje substrato dalyje. 25/37 oligodupleksas
5'-i8sikiSusiu galu buvo C-domeno karpomas lé€iausiai, nors tokia pati virSutiné grandiné
25/25 oligoduplekse buvo gana greitai karpoma, nukerpant ~4 nt nuo 3'-galo. Taigi,
BpuJI C-domenas yra linkes hidrolizuoti dvigrande DNR bukais galais, nukirpdamas
~3 nt nuo 3’-galo.

2.2.4 BpuJI C-domenas turi PD-(D/E)XK struktiuring sankloda

Sanklodos atpazinimo metodu dr. Ceslovas Venclovas (Biotechnologijos institutas)
parode, kad BpuJl C-domenas yra labiausiai panaSus | archéju Holid¢jaus jungtis
kerpancias nukleazes Hjc/Hje** (7 pav., A), kurios turi PD-(D/E)XK strukttrine
sankloda***". Be to, palyginus BpuJI ir Hjc/Hje nukleaziy aminortgs¢iy sekas, paaiskéjo,
kad Bpull aktyvy centra galéty sudaryti YD**. . E**?VK’** motyvo aminoraigstys.

Siekiant patikrinti Sig hipoteze, Asp348, Glu367 ir Lys369 buvo kryptingai pakeistos
alaninu. Pakeitus viena 1§ §iy aminoriig§¢iy, BpulJl katalitinis aktyvumas Zenkliai
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7 pav. (A) Hjc nukleazeés erdviné struktira (PDB:1gef)”. B-juostos ir a-spiralés, kurios sudaro
PD-(D/E)XK nukleaziy struktirine Serdj, pavaizduotos atitinkamai geltonai ir mélynai bei
parodytos aktyvy centrq sudaranciy aminorigsciy Soninés grandinés. (B) Specifinio PGR
fragmento karpymas BpuJl D348A, E367A4 ir K3694 mutantais. 1 nM PGR fragmento, kurio
virsutiné grandiné pazyméta 5'-gale, inkubuota su 3 uM baltymo, esant ekvimoliariniam kiekiui
16/16(SP) oligoduplekso arba be jo. Produktai atskirti elektroforeze sekoskaitos gelyje kartu su
sekoskaitos reakcijy produktais (takeliai G, A, T, C). (C) BpuJI mutanty DNR surisimo tyrimas.
100 nM baltymo buvo sumaisyta su 2 nM Zyméto specifinio 16/16(SP) arba nespecifinio 16/16
oligoduplekso, esant 100nM nezymétos DNR. Pavyzdziai analizuoti elektroforeze
poliakrilamido gelyje natyviomis sqlygomis.
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sumaz¢jo. D348A, E367A ir K369A mutantai specifini PGR fragmenta Salia taikinio
karpé labai silpnai (7 pav., B), taip pat jie nepasizyméjo ir nuo 3'-galo priklausomu
nukleaziniu aktyvumu. TaCiau Sie mutantai sudaré kompleksa su specifine DNR
(7 pav., C), kas rodo, kad jie gali atpazinti taikini, bet prastai hidrolizuoja DNR. Tokie
rezultatai patvirtina, kad Asp348, Glu367 ir Lys369 greiiausiai sudaro Bpull aktyvy
centra.

2.2.5 BpuJI N-domenas su taikiniu sgveikauja kaip monomeras

Nors atskirtas BpuJI N-domenas tirpale yra monomeras (2.2.2), jis galéty dimerizuotis
sagveikaudamas su taikiniu kaip, pavyzdziui, Sdal atpazinimo domenas®. Todél gel-
filtracijos biidu mes nustatéme N-domeno komplekso su specifiniu oligodupleksu
16/16(SP) molekuling maseg. Ji buvo lygi ~54 kDa. Nesant specifinés DNR, N-domenas
yra iSplaunamas i§ kolon¢lés kaip ~40 kDa baltymas, tod¢l ~54 kDa komplekso
molekuliné mas¢ rodo, kad N-domenas greiCiausiai saveikauja su specifine DNR
(10,7 kDa) kaip monomeras.

2.2.6 BpuJl ir jo domeny kristalinimas

Norédami i8spresti erdving BpuJl struktiira, mes kristalinome BpuJI ir jos kompleksa
su jvairiais oligodupleksais (duomenys nepateikti). Deja, geriausi BpulJl kristalai
difragavo Rentgeno spindulius tik iki ~7 A ir nebuvo tinkami rentgenostruktiirinei
analizei. Tod¢l pabandéme gauti atskiry BpuJl domeny kristalus. BpuJl C-domeno
kristalai taip pat nebuvo tinkami struktiiros nustatymui, tuo tarpu N-domeno komplekso
su 16/16(SP) (1 lentel¢) kristalai difragavo iki ~2 A, bet buvo polikristalai. Pavienius
kristalus pavyko gauti pakeitus 16/16(SP) trumpesniu 12/12(SP) oligodupleksu. Sie
kristalai difragavo Rentgeno spindulius iki beveik atominés skiriamosios gebos ir leido
iSspresti  N-domeno/DNR  komplekso erdving struktiira. Kristalinimo rezultatai
apibendrinti 3 lenteléje.

3 lentelé. BpulJl ir jos atskiry domeny kristalai

Baltymas DNR Kristalai* Skiriamoji geba, A*
Bpull - polikristalai ~7

BpulJl 16/16(SP) - -
C-domenas — pavieniai kristalai ~10
C-domenas - plonos plokstelés ~3
N-domenas 16/16(SP) polikristalai ~2
N-domenas 12/12(SP) pavieniai kristalai 1.3

*detalios kristalinimo salygos ir Rentgeno spinduliy difrakcijos duomeny surinkimo statistika
pateikta ,, Tyrimy metodikoje*.

2.2.7 BpuJI N-domeno/DNR komplekso erdviné struktura

BpuJI N-domeno komplekso su DNR erdvin¢ struktiira buvo iSspresta vieno bangos
ilgio anomalios dispersijos (SAD) metodu, modifikavus baltyma gyvsidabrio jonais.
Struktiira patikslinta iki 1,3 A skiriamosios gebos ir Ryon=0,138/R4e.=0,166. Kaip ir
buvo tikétasi pagal gel-filtracijos rezultatus (2.2.5), struktiiroje matomas N-domeno
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8 pav. (A) BpuJI N-domeno komplekso su DNR erdviné struktiura. DI, D2 ir DL subdomenai
nuspalvinti atitinkamai raudonai, mélynai ir Zaliai, D1 ir D2 subdomeny SLS motyvai —
atitinkamai Sviesiai raudonai ir mélynai, DNR — geltonai. (B) BpuJI N-domeno topologiné
diagrama. Spiralés pavaizduotos kaip cilindrai, [-juostos — kaip rodyklés. Antrinés struktiiros
elementai nuspalvinti taip pat kaip auksciau.

monomeras, sagveikaujantis su viena DNR molekule.

ISsprendus erdving struktiira, paaiSkéjo, kad BpuJl N-domena (8 pav.) sudaro du
mazesni subdomenai, D1 ir D2. Taip pat gali buti iSskiriamas ir tarp ju esantis DL
subdomenas. D1 subdomenas turi SLS motyva (H2 ir H3 spiralés), po kurio seka
,,sparnas‘“ — B-plauky segtuko struktira (angl. winged helix)*. D2 subdomeno sankloda
yra panasi, tac¢iau stipriai modifikuota. Tarp D2 SLS motyvo spiraliy (H8 ir H11) yra ne
keliy aminoriig§¢iy ilgio linkis kaip daugumoje SLS baltymy, o 35 aminoragsciy ilgio
a-spiralinis intarpas.

BpulI D1 ir D2 subdomenai saveikauja su DNR prieSingose jos pusése (8 pav., A).
Abiejy SLS motyvy atpazinimo spiralés (H3 ir H11) i$sidésto didziajame DNR griovyje
statmenai DNR spiralei ir sudaro vandenilines jungtis su taikinio bazémis ir fosfatais. I$
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didziojo griovio pusés taikinio bazes atpazista ir N-galin¢ ranka (1-21 a.r.). Tuo tarpu DL
subdomenas priarté¢ja prie DNR 1§ maZojo griovio pusés ir saveikauja su Salia taikinio
esanCiomis bazémis ir fosfatais. Saveikaudamas su taikiniu BpuJI N-domenas Zenkliai
nekei¢ia DNR konformacijos.

2.2.8 BpuJI taikinio atpaZinimas

Visos Bpull taikinio 5'-CCCGT bazés tiesiogiai atpazistamos didZziajame DNR
griovyje. Aminoriigstys, kurios saveikauja su taikinio bazémis, priklauso SLS motyvy
atpazinimo spiraléms (H3 ir H11) ir N-galinei rankai (9 pav.). Su pirmomis taikinio C-G
baziy poromis (5'-CCCGT) saveikauja D1 atpaZinimo spiralés (H3) Lys63, Asn67 ir
Glu71: Lys63 sudaro vandeniling jungti su Gs* guanino (baziy numeriai pagal 9 pav.) O6
atomu; Asn67 — su C, citozino N4 ir G4* guanino O6 atomais; o Glu71 — su C; citozino
N4 atomu. Vidinés C-G baziy poros (5-CCCGT) atpazistamos N-rankos Argl5 ir Lys17.
Lys17 sudaro vandeniling jungti su G;* guanino O6 atomu ir vandens molekule, kuri
saveikauja su to paties guanino N7 atomu, o Arg25 sudaro dvi vandenilines jungtis su G4
guaninu (9 pav.). D2 subdomenas saveikauja tik su T-A baziy pora taikinio 3'-gale. Si
baziy pora atpazistama GIn208 ir Ser204, esanciy atpazinimo spiral¢je (H11) — GIn208
sudaro dvi vandenilines jungtis su adeninu, o Ser204 — su timino O4 atomu (9 pav.).

D1

9 pav. BpuJl taikinio atpazinimas. Baziy poros, kurias atpaZista DI ir D2 subdomeny
aminoriugstys, apibrauktos atitinkamai raudonai ir mélynai, nurodant sqveikaujancius antrinés
struktiiros elementus. Detalios sqveikos schemos pateiktos Zemiau. Vandenilinés juntys
pavaizduotos zaliais britksneliais, vandens molekulés — raudonomis sferomis.
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10 pav. BpuJI N-domeno ir jo mutanty DNR surisimo tyrimas. 2 nM radioaktyvia Zyme Zymétos
specifinés 16/16(SP) (virsutiniai geliai) arba nespecifinés 16/16 (apatiniai geliai) DNR
sumaisyta su 0-500 nM laukinio tipo arba mutantinio baltymo (mutacijos ir koncentracijos
nurodytos virs atitinkamy takeliy). Pavyzdziai analizuoti atliekant elektroforeze poliakrilamido
geliuose natyviomis sqlygomis.

Siekiant patikrinti, ar stebimi kontaktai su taikinio bazémis yra tikrai svarbiis saveikai
su DNR, Lys63, Asn67, Glu71, Argl5, Lys17, Ser204 ir GIn208 aminortigstys po viena
kryptingai pakeistos alaninu. Laukinio tipo N-domenas ir jo mutantai iSgryninti jvedus
SeSiy histidino liekany ,,inkara™ C-gale. Atlikus DNR suriSimo tyrima paaiskéjo, kad
BpulJl N-domenas taikini turin¢ia DNR suriSa labai gerai (K=7.3+20.3 nM), o su
nespecifiniu oligodupleksu beveik nesaveikauja (10 pav.). N67A, E71A, R15A bei
Q208A mutanty saveika su taikinj turin¢ia DNR yra praktiSkai nepastebima, K63A ir
K17A — Zenkliai sumazéjusi (K4 lygios atitinkamai 48+7.4 nM ir 6714 nM), o S204A
mutacija didelés jtakos DNR suri§imui neturéjo (Kg=9,6+1.0 nM) (10 pav.). Sie
duomenys pavirtina, kad Lys63, Asn67, Glu71, Argl5, Lys17 ir GIn208 aminoriigstys
yra svarbios N-domeno saveikai su DNR.

2.3 BpuJlI veikimo modelis ir panaSumas j kitus baltymus

2.3.1 BpuJI veikimo modelis

Cia pateikti duomenys rodo, kad BpuJl yra sudaryta i§ dviejy atskiry domenu:
N-domenas turi du SLS motyvus ir atpazista 5'-CCCGT taikini, o C-domenas yra
panaSus { Holidéjaus jungtis kerpancias nukleazes ir turi viena PD-(D/E)XK aktyvy
centra. Domenus jungia ,,jungtukas”, kuris grei¢iausiai yra lankstus. BpuJI dimerizuojasi
saveikaujant C-domenams, todél jos dimeras turi du saveikos su taikiniu pavirSius ir gali
vienu metu suristi dvi DNR molekules (11 pav., A, B). Nesant taikinio C-domeno
nukleazinis aktyvumas yra nuslopintas — Bpull beveik nekarpo nespecifinés DNR.
N-domenui atpazinus taikini, greifiausiai pasikeiia baltymo konformacija ir
aktyvuojamas katalitinis domenas. Aktyvuotas BpuJl C-domenas yra nespecifine
nukleaze, linkusi nukirpti ~3 nt nuo buko dvigrandés DNR galo.

Jeigu Bpull taikinys yra ilgoje DNR molekuléje, aktyvuotas katalitinis domenas gali
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11 pav. BpuJl veikimo modelio schema. BpuJl yra dimeriné ir sudaryta is dviejy domeny,
N-domeno ir C-domeno (nuspalvinti atitinkamai mélynai ir raudonai). BpuJI dimeras turi du
aktyvius centrus C-domenuose (pavaizduoti kaip Zalios Zvaigzdutés). Nesant taikinio C-domeno
nukleazinis aktyvumas yra nuslopintas (A). N-domenams surisus specifine DNR, baltymo
konformacija pasikeicia (B) ir aktyvuojamas C-domenas. Aktyvuotas C-domenas kerpa DNR
nepastovioje vietoje Salia taikinio (C). Be to, aktyvuotas C-domenas turi nuo 3'-galo
priklausomq nukleazini aktyvumq ir gali kirpti kitq DNR molekule (D).

kirpti DNR atsitiktinéje vietoje Salia taikinio, priklausomai nuo ,,jungtuko* tarp domeny
ilgio ir/ar taikinio apsupties (11 pav., C). Susidariusi DNR gali biiti toliau hidrolizuojama
nuo 3'-galo. Be to, aktyvuotas C-domenas nuo 3'-galo gali kirpti ir kita tirpale esanCia
DNR molekulg (11 pav., D). Todél BpuJl DNR karpymo pobidis yra sudétingas ir
susidaro reakcijos produktai su skirtingais galais.

2.3.2 BpuJl vieta restrikcijos endonukleaziy klasifikacijoje

Kadangi BpuJI kerpa DNR i§ abiejuy taikinio pusiy, ja buty galima priskirti IIB tipo
REazéms. Taciau charakterizuoti [IB tipo fermentai atpazista pertrauktas sekas ir iSkerpa
tam tikro ilgio DNR fragmenta su taikiniu', o BpuJI skélimo vieta yra variabili. Be to,
[IB tipo REazés yra bifunkcinés (pasizymi ir metiltransferaziniu aktyvumu), ir DNR
karpymui joms daznai reikalingi ne tik Mg®" jonai, bet ir S-adenozil-L-metioninas™.
Taigi, BpuJI nuo jy skiriasi ir savo geny organizacija bei kofaktoriy poreikiu. BpuJI taip
pat skiriasi nuo I ir III tipo fermenty, kurie DNR hidrolizuoja nepastovioje vietoje, bet
yra sudaryti i§ keliy subvienety ir multifunkciniai. Sie fermentai pasizymi
metiltransferaziniu aktyvumu ir naudodami ATP energija translokuoja DNR>'.

Savo asimetrine 5 nt ilgio atpaZzinimo seka ir genuy organizacija (restrikcijos
endonukleazé ir dvi metiltransferazés) BpuJl primena IIS tipo fermentus. Jos struktiiriné
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organizacija taip pat yra panaSi | Fokl. Abu fermentai yra sudaryti i§ dviejy domenuy:
N-domenas saveikauja su taikiniu, o C-domenas turi aktyvy centra. Pagrindinis
struktiirinés organizacijos skirtumas yra tas, kad Bpull tirpale yra dimeras, o Fokl —
monomeras, kuris dimerizuojasi tik saveikaudamas su DNR** ** >3, Ta¢iau pagrindinis
kriterijus, pagal kuri fermentas yra priskiriamas II tipui, yra tai, kad jis kerpa DNR
taikinyje arba Salia jo, ir kirpimo vieta yra grieztai fiksuota arba neZymiai variabili
(1-2nt ribose)*. Todél BpuJI dél labai variabilios kirpimo vietos negaléty buti
priskiriama IIS tipo fermentams. Idomu, kad dirbtinés endonukleazés, gautos suliejus
FoklI katalitini domena su zinko pirSty ar kitais DNR atpazinimo domenais, hidrolizuoja
DNR S$alia taikinio, bet ju kirpimo vieta yra variabili*>>,

2.3.3 BpuJI C-domeno panaSumas j kitus baltymus

Sanklodos atpazinimo ir mutagenezés rezultatai rodo, kad BpuJI C-domenas priklauso
PD-(D/E)XK superSeimai ir yra labiausiai panaSus { Holidéjaus jungtis kerpancias
nukleazes (2.2.4). Tafiau PSI-BLAST" metodu ie$kant i BpuJl C-domena panaS$iy
baltymy jos surastos nebuvo, o buvo surasta daug gana jvairiy sp€¢jamy baltymy. Jie
turéty biiti labiau panasiis i BpuJl C-domena nei | Holidéjaus jungtis kerpancias
nukleazes. Dr. Ceslovas Venclovas (Biotechnologijos institutas) i$skyré kelias i BpulJl
C-domena panasiy baltymy Seimas, i$ kuriy jdomiausios buvo dvi.

A Nukleazé

e — P

Mg[B-N
< j;;_. Il $eima

B 1l tipo R-M sistemy Res subvienetas
, Nukleaze
—  Helikaz¢ = EcoP1l

5-metilcitozinui-specifiné restrikcijos sistema McrBC

MoBN  MerBC
O McrB = PD-(D/E)XK*- McrC E.coli

12 pav. [ BpuJl C-domenq panasiy spéjamy baltymy (A), Il tipo R-M sistemy (pavyzdziui,
EcoPll) Res subvieneto ir 5-metilcitozinui-specifinés restrikcijos endonukleazés McrBC (B)
domeniné organizacija. Pirmos Seimos baltymuose | BpuJl C-domenq panasus nukleazinis
domenas (oranzinis) yra sulietas su helikaziniu domenu, o antros — su | McrB N-galini domenq
panasiu domenu. EcoPIll Res subvienetas turi N-galinj helikazini ir C-galinj nukleazinj
domenus;, McrB subvienetq sudaro N-galinis DNR atpazinimo (McrB-N) ir C-galinis GTP-
azinis (McrB-C) domenai, o McrC subvienetas turi PD-(D/E)XK aktyvy centrq.
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Pirmai grupei priklauso bakteriju ir archéjy baltymai (~900-1200 a.r.), kurie turi 1
BpulJI C-domena panaSius domenus ir charakteringus II superSeimos helikaziy motyvus
(12 pav., A). Tokia struktira yra budinga III tipo restrikcijos endonukleaziy Res
subvienetams (12 pav., B)*'. Be to, $alia $ios grupés baltymus koduojanc¢iy genuy surasti
adenino-metiltransferaze¢ koduojantys genai. Taigi, pirmos grupés baltymai greiciausiai
yra III tipo R-M sistemy Res subvienetai.

Antros grupés baltymy (~400 a.r.) N-galinés dalies aminoriigs¢iy seka yra panasi i
McrB, vieno 1§ 5-metilcitozinui-specifinés restrikcijos endonukleazés McrBC
(12 pav., B) subvienety, N-galini domena (12 pav. A). Parodyta, kad McrB N-galinis
domenas yra DNR suri$antis domenas, kuris atpaZista metilinta DNR®. Todé¢l baltymai,
kurie greifiausiai turi { BpuJI panaSy nukleazini domeng sulieta su metilinta DNR
atpazistan¢iu domenu, galéty biiti metilinta DNR atpaZzjstancios restrikcijos
endonukleazes.

2.3.4 BpuJI N-domeno panaSumas j kitus baltymus

DALI® paieska parodé, kad BpuJI N-galinis domeno struktiira yra pana$i | gana daug
baltymy, 1§ kuriy didZioji dalis yra SLS motyva turintys transkripcijos reguliatoriai.
Tadiau pats artimiausias BpuJl atpazinimo domeno struktiirinis homologas yra
Nt.BspD6I endonukleaze¢, kerpanti tik viena DNR granding (4 lentel¢). BpuJl D1
subdomenas taip pat yra panasus ir i restrikcijos endonukleaze Fokl, nors, kaip DALI
paieskos taikini naudojant viso BpulJI atpazinimo domeno struktiira, §io panaSumo rasti
nepavyko.

4 lentele. | BpuJI atpaZinimo domenq panaSis baltymai

Paieskos taikinys PDB kodas Baltymas Z-jvertis
BpulJI-Nt 2ewf Nt.BspD6l 13.4
(1-280 a.r.) 2qww MarR Seimos transkripcijos reguliatorius 5.6
2nnn Spéjamas transkripcijos reguliatorius 5.5
BpuJI-D1 2ewf Nt.BspD6l 6.4
(20-131 a.r)) 2fok Fokl 5.5
2qww MarR Seimos transkripcijos reguliatorius 54
BpulJl D2-DL 2ewf Nt.BspD6l 4.7
(91-280 a.r.) 2it0 Nuo gelezies priklausomas reguliatorius 3.1
IwS5s DNR replikacijos iniciacijos baltymas 3.0

*Parodyta tik po tris baltymus, kuriems z-jverciai buvo didziausi.

2.3.5 BpuJl, BspD6l ir Fokl palyginimas

Endonukleazés Nt.BspD6I ir Fokl, i kurias yra panasus BpuJI N-domenas (2.3.4), kaip
ir BpulJI turi atskirus domenus taikinio atpazinimui ir katalizei. Visy triju baltymy
katalitiniams domenams yra biidinga PD-(D/E)XK sankloda, o N-galinius atpazinimo
domenus sudaro keli SLS subdomenai (13 pav.). Fokl, BpulJl ir Nt.BspD6I atpaZzista
asimetrines 5 nt ilgio sekas ir kerpa DNR $alia taikinio, bet skirtingose vietose. Taip pat
skiriasi ir Siy baltymy oligomeriné biisena. Fokl (5-GGATG (9/13)) yra monomeras tiek
tirpale, tiek jos komplekso su DNR erdvingje struktiroje® **. Fokl monomeras turi tik
vieng aktyvy centra, taciau ji dimerizuojasi saveikaudama su taikini turin¢ia DNR ir taip
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FoklI BpuJl BspD6l1
5°-GGATG (9/13) 5°-CCCGT (nepastovi) 5-GACTC (4/6)

D2

L\
:": 45"}
gy I

Katalitinis
domenas

Katalitinis
domenas

Mazasis
subvienetas

13 pav. Fokl, BpuJI ir BspDO6I struktiriné organizacija. Atpazinimo ir nukleaziniai domenai
nuspalvinti atitinkamai mélynai ir raudonai, DNR - pilkai; domenai, kuriy erdvinés yra
iSsprestos, schemose apibraukti zaliai. Fermenty atpazinimo sekos ir skélimo vietos nurodytos
virsuje. Fokl tirpale yra monomeriné, bet dimerizuojasi sqveikaudama su taikiniu®; BpuJl
tirpale yra dimeriné ir gali suristi dvi taikinio kopijas. BspD6I yra sudaryta is dviejy
subvienety. didysis subvienetas kerpa tik vienq DNR grandine. Tam, kad susidaryty dvigrandis
tritkis, reikalingas ir maZasis subvienetas, turintis aktyvy centrq™. Fokl/DNR komplekso
(PDB:Ifok)°’, BpuJI atpazinimo domeno/DNR komplekso ir BspD6I didziojo (pdb:2ewf)” bei
mazojo (pdb:2p14)” subvienety erdvinés struktiiros parodytos Zemiau. Domenai nuspalvinti taip
pat kaip ir schemose.

gali kirpti abi DNR grandines*?. BpuJI, skirtingai nei Fokl, tirpale yra dimeras ir todél
gali saveikauti su dviem taikinio kopijomis tuo paciu metu. Tuo tarpu Nt.BspD6I, kuri
atpazista 5-GAGTC seka ir kerpa viena DNR granding 4 nt atstumu nuo taikinio, i$
tikryju yra vienas heterodimerinés  restrikcijos  endonukleazés  Nt.BspDo6I
(5'-GACTC (4/6)) subvienetas. Antras, maZesnis, BspD6I subvienetas, kuris kerpa antra
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14 pav. TOP3D* programa viena ant kitos uZdétos BpuJl (Sviesiai mélyna), Nt.BspD6I
(PDB:2ewf)* (mélyna) and Fokl (PDB: 1fok)°® (raudona) subdomeny, erdvinés struktiiros.

DNR grandine, yra panaSus | Nt.BspD6I katalitinj domena®.

Nt.BspD6I%, kaip ir BpuJl, atpaZzinimo domena sudaro du “sparnuota” SLS motyva
(angl. winged helix) turintys subdomenai (D1 ir D2), tuo tarpu FoklI® juos turi tris (D1,
D2 ir D3). Beveik visi Siy baltymy D1 subdomeny struktiiriniai elementai sutampa
uzdedant struktiiras viena ant kitos (14 pav.). Pagrindinis skirtumas yra tas, kad BpuJI ir
Nt.BspD6I D1 yra kompaktiSkesni nei Fokl D1, kuris turi daugiau isiterpusiy papildomy
struktiiriniy elementy. D2 subdomenai yra stipriai modifikuoti, su dideliais intarpais tarp

Katalitinis
domenas

15 pav. Nt. BspD6I/DNR  komplekso modelis. Atpazinimo domenas nuspalvintas mélynai,
katalitinis domenas — raudonai, DNR — pilkai. Spéjami DNR atpazistantys elementai (N-ranka
ir SLS motyvy atpazinimo spiralés) paryskinti tamsiai mélynai, katalitinio domeno dalis, kuri
modelyje susiduria su DNR, — oranZine spalva; parodyta katalizei svarbaus Asp456 Soniné
grandine.
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elementai sutampa uzdedant struktiiras viena ant kitos (14 pav.), taciau tik ju pagrindinés
a-spiralés ir “sparnai” sutampa uzdedant struktiiras ant Fokl D2. Toks panasumas tarp
BpuJI ir Fokl D2 subdomeny néra didelis ir greiCiausiai tod¢l néra randamas naudojant
kaip DALI paieskos taikini C-galing BpulJI atpazinimo domeno dali (4 lentel¢). Taigi,
BpuJI ir Nt.BspD6I atpazinimo domenai yra labiau panasiis vienas 1 kita nei 1 Fokl
atpazinimo domena.

Palyginus BpuJI atpazinimo domeno ir Fokl kompleksy su DNR struktiiras, paaiSkéjo,
kad abu fermentai su taikiniais saveikauja D1 ir D2 subdomenais. Fokl D3 subdomenas,
kurio analogo BpulI neturi, yra labiau reikalingas baltymo-baltymo nei baltymo-DNR
saveikai®. Nors BpuJI ir Fokl subdomenai yra panasis, ju orientacija baltymo-DNR
kompleksuose gana stipriai skiriasi (13 pav.). BpuJI subvienetai i§sidésto taip, kad abiejy
SLS motyvy atpazinimo spiralés biity statmenos DNR spiralei, o FokI-DNR komplekse
tik D1 atpazinimo spiralé yra statmena DNR spiralei®. Be to, BpuJl D1 subdomenas
atpazista DNR bazes, esancias taikinio 5'-gale (5'-CCCGT) o D2 — 3'-gale (5'-CCCGT).
Tuo tarpu Fokl D1 atpazista taikinio 3'-dali (5'-GGATG), o D2 subdomenas — 5'-dali
(5'-GGATG)".

2.3.6 Nt.BspD6I/DNR komplekso modelis

Nt.BspD6I erdviné strukttira buvo i$spresta be DNR®, todél néra aisSku, kaip BspD6I
atpazista taikini. Panaudojant i ja panasaus BpuJI N-domeno/DNR komplekso struktiira
biity galima gauti Nt.BspD6I/DNR komplekso modelj. Siam tikslui sugeneruota B-DNR,
turinti 5-GAGTC seka. Ji uzdéta ant BpuJI N-domeno/DNR komplekse esan¢ios DNR
taip, kad 5 nt ilgio atpazinimo sekos biity toje pacioje vietoje, o po to uzdétos baltymy
struktiiros.

Gautame modelyje Nt.BspD6I atpaZinimo domenas saveikauja su DNR be erdviniy
trukdziy, o N-ranka ir SLS motyvy atpazinimo spiralés iSsidésto didziajame DNR
griovyje (15 pav.). Tai rodyty, kad, kaip ir BpuJI atveju, Sie elementai atpazista taikinio
bazes. Kerpamas fosfatas (4 nt uz atpazinimo sekos) yra netoli nuo BspD6I aktyvaus
centro — atstumas nuo katalizei biitino Asp456° iki fosforo atomo yra maZesnis nei 7 A.
Taciau $is atstumas yra didesnis nei turéty biti aktyvios nukleazés/DNR komplekse. Be
to, dalis Nt.BspD6I katalitinio domeno (394-415 a.r.) susiduria su DNR (15 pav.). Tai
rodyty, kad Nt.BspD6I saveikaudama su specifine DNR arba lenkia DNR, arba keic¢ia
katalitinio domeno orientacija atpazinimo domeno atzvilgiu.
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Isvados

1. Restrikcijos endonukleaze BpulJl yra dimeras, o kiekviena jos monomera sudaro
du domenai: N-domenas, kuris atpazista taikini kaip monomeras, ir C-domenas,
kuris pasiZymi nukleaziniu aktyvumu ir dimerizuojasi.

2. BpulJI katalitinis C-domenas turi nuo 3'-galo priklausoma nukleazinj aktyvuma,
kuris pasireiskia nukerpant ~3 nt nuo buko dvigrandés DNR galo, ir tai lemia
variabily BpuJI DNR karpymo pobiid;.

3. Bioinformatiné analizé¢ ir kryptinga mutagenezé parodé, kad Bpull katalitinis
C-domenas turi PD-(D/E)XK struktiiring sankloda ir yra panasus i archéjy
Holidéjaus jungtis karpancias nukleazes.

4. BpuJl N-domeno-DNR komplekso erdviné struktira parode, kad $i domena
sudaro du ,,sparnuota™ SLS motyva turintys subdomenai, o Bpull taikinj atpaZista
aminortigstys, esanc¢ios N-rankoje ir SLS motyvy atpazinimo spiralése.

5. BpuJI atpazinimo domenas yra panasus 1 Nt.BspD6I nukleaze, kerpancia viena
DNR granding. Nt.BspD6I/DNR komplekso struktiros modelis rodo, kad
Nt.BspD6l ir BpuJI taikinj atpaZistantys struktiiriniai elementai yra panass.
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Summary

Type IS restriction endonucleases recognize asymmetric DNA sequences and cleave
both DNA strands at fixed positions downstream of the recognition site. Restriction
endonuclease Bpull recognizes the asymmetric sequence 5’-CCCGT, but it cuts at
multiple sites in the vicinity of the target sequence. This study shows that Bpull is a
dimer in solution and consists of two separate domains. The N-terminal domain binds to
the target sequence as a monomer, while the C-terminal domain is responsible for
nuclease activity and dimerization. The BpulJl dimer has two DNA binding surfaces
provided by the N-terminal domains and displays optimal catalytic activity when bound
to two copies of the recognition site. The isolated BpuJI catalytic domain possesses an
end-directed nuclease activity and preferentially cuts ~3 nt from the 3’-terminus of blunt-
ended DNA. The nuclease activity of the C-domain is repressed in the apo-enzyme and
becomes activated upon specific DNA binding by the recognition domains. The activated
catalytic domain can cleave DNA at variable position near the target site. A linear DNA
resulting from Bpull cleavage at the recognition site may be further subjected to the
3’-end directed endonucleolytic cleavage by the activated C-domain. This leads to a
complicated pattern of specific DNA cleavage in the vicinity of the target site. In
addition, another DNA molecule (even lacking the Bpull target site) present in the
solution can also be subjected to the end-directed nuclease activity of the activated
C-terminal domain.

Bioinformatics and mutational analysis revealed that the BpulJl catalytic domain
harbours a PD-(D/E)XK active site and is structurally related to archaeal Holliday
junction resolvases. Bioinformatics analysis identified a domain similar to the BpulJl
C-domain in functionally uncharacterized proteins that could be Res subunits of Type III
enzymes and metyl-directed restriction endonucleases. The crystal structure of the BpuJIl
recognition domain bound to cognate DNA was solved at 1.3 A resolution. It revealed
two winged-helix subdomains, D1 and D2. The recognition of the 5°’-CCCGT target
sequence is achieved by Bpull through the major groove contacts of the amino acid
residues located on both the HTH motifs and an N-terminal arm. The role of these
interactions in the DNA recognition is also corroborated by mutational analysis. The
BpuJI DNA recognition domain is most similar to Nt.BspD6I, a large subunit of the
hetedimeric restriction endonuclease. The modelling suggests that Nt.BspD6I, which
crystal structure was solved without DNA, could share the specificity-determining
regions with BpuJl. The recognition domains of BpuJI and Nt.BspD6I also share some
structural similarity with the archetypal Type IIS enzyme Fokl. However, the orientation
of the D1 and D2 subdomains in the BpulJl and Fokl protein-DNA complexes is
different.
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