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[VADAS

Zmogaus genomas turi apie 20.000-25.000 skirtingy baltymus koduojanéiy geny
(Collins ir kiti, 2004). Mutacijos, atsiradusios atitinkamuose genuose, gali lemti
pakitusiy baltymy atsiradima, kurie sukelia jvairias ligas (pvz., vézi), sutrikusj embriono
vystymasi ar prieslaiking mirti. Tokiy genetiniy ligu gydymui gali bati naudojama geny
terapija, kurios metu atstatatoma pakitusio geno funkcija. Pagrindinis geny terapijos
uzdavinys yra iStaisyti pakitusia geno seka nesugadinant viso likusio genomo.

Placiausiai vystoma geny terapijos strategija yra paremta homologine rekombinacija
(HR), kurios metu DNR seka, naudojama geno taisymui, yra pateikiama in trans.
Pagrindinis §io metodo taikymo trikumas yra Zemas rekombinacijos daznis (10°)
zinduoliy lastelése. Taciau yra Zinoma, kad dvigrandininio trikio jvedimas Zymiai
pagreitina HR (10™). In vivo eksperimenty atveju dvigrandininio triikio jvedimas turi biiti
ypaé tikslus, todél Sis metodas reikalauja naujy molekuliniy jrankiy, kurie bty itin
specifiSki ir grieZtai kontroliuojami. Programuojamy ir Kkontroliuojamy DNR
endonukleaziy (meganukleaziy) sukiirimas labai padéty Sia technologija placiau
pritaikyti geny taisymo darbuose.

Kuriant meganukleazes, reikalingas geny terapijai, Siuo metu yra naudojama keletas
skirtingy strategiju:
(1) introninés (homing) endonukleazés (Arnould ir Kiti, 2006; Grizot ir Kiti,
2010; Paques ir Duchateau, 2007)
(i) cinko pirsty nukleazés (Beumer ir kiti, 2006; Bibikova ir Kiti, 2002; Kim ir
Kiti, 1996; Miller ir kiti, 2007)
(ili)  TALE nukleazés (Christian ir kiti, 2010; Li ir kiti, 2011)
(iv)  programuojamos restrikcijos endonukleazés (Eisenschmidt ir Kiti, 2005).

Siame darbe misy pastangos buvo nukreiptos i itin specifisky ir grieZtai
kontroliuojamy meganukleaziy kiirima naudojant restrikcijos endonukleaziy (REaziy)-
tripleksa formuojanciy oligonukleotidy (TFO) konjugatus. TFO, esantis REaziy-TFO
konjugatuose, sudaro DNR tripleksa (Fox, 2000) taip nukreipdamas restrikcijos fermenta
prie konkretaus taikinio, kuriame norima jvesti dvigrandininj triki. Pirmas restrikcijos
fermento-TFO konjugatas buvo gautas panaudojant viengrandinini Pvull varianta
(scPvull) (Eisenschmidt ir kiti, 2005). Siame darbe mes eksperimentiskai istyréme
galimyb¢ REaziy-TFO konjugaty konstravimui pritaikyti kitus restrikcijos fermentus.
Tyrimo objektais buvo pasirinkti restrikcijos fermentai Munl ir Bse6341, kurie musy
laboratorijoje yra gerai struktiiriSkai ir biochemiskai iStyrinéti (Deibert ir Kiti, 1999;
Grazulis ir kiti, 2002; Sasnauskas ir kiti, 1999; Stakenas ir kiti, 1992; Zaremba ir Kiti,
2005; Zaremba ir kiti, 2006). Munl yra ortodoksinis [P tipo restrikcijos fermentas, kuris
atpazista ir kerpa C/AATTG seka (,,/ rodo kirpimo vieta) abiejose DNR grandinése
esant Mg®* jonams (Deibert ir kiti, 1999; Stakenas ir kiti, 1992). Sis fermentas yra
dimeras ir kiekvienas jo monomeras turi po viena aktyvu centra, kuriame pekerpama
viena DNR grandiné. Tuo tarpu Bse634l yra IIF tipo restrikcijos fermentas, kuris
atpazista ir kerpa R/CCGGY seka (,,/* rodo kirpimo vieta), kur R=A arba G, Y=C arba T
(Repin ir kiti, 1995). Bse634l yra tetrameras (Grazulis ir kiti, 2002), kurio optimaliam
aktyvumui reikalingi du specifiniai DNR taikiniai (Zaremba ir Kkiti, 2005). Buvo
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parodyta, kad R226A pakeitimas pavercia fermenta neaktyviu monomeru, kuris, esant
aukstesnei baltymo koncentracijai, vis dar sugeba sudaryti funkciskai aktyvy dimera ir
suristi specifing DNR (Zaremba ir kiti, 2006). Tokia nuo koncentracijos priklausoma
monomero-dimero pusiausvyra suteikia galimybe sukurti kontroliuojama REazés-TFO
konjugata, kuris gali biiti panaudotas geny taisymui.

Pagrindiniai darbo tikslai ir uzdaviniai:
e IStirti galimybe kontroliuoti restrikcijos endonukleazés Munl katalizing
aktyvuma panaudojant vidinius ir iSorinius ,,jungiklius.
e Sukonstruoti kontroliuojamo katalizinio aktyvumo Munl-TFO ir Bse6341-TFO
konjugatus, tinkancius geny terapijos eksperimentams.

Mokslinis naujumas

Mes pirma karta pademonstravome, kad chemiskai blokuoto Munl-TFO konjugato
déka galime ne tik nukreipti fermenta prie norimo taikinio, bet ir ,,jjungti* jo aktyvuma
reikiamu laiku. Sis atradimas atveria naujas galimybes genu terapijai tinkanéiy
meganukleaziy konstravime. Taip pat mes sukonstravome Bse634I-TFO konjugatus ir
parodéme, kad du neaktyviis monomerai prisijunge pric DNR molekulés gali susijungti i
aktyvy dimera. Toks katalitinis modulis galéty biiti puiki alternatyva cinko pirSty
nukleaziy kataliziniam domenui (FoklI-N). Kadangi Bse6341 pasizymi specifiSkumu
konkreciai DNR sekai, tokios meganukleazés Salutinis aktyvumas karpant nespecifines
sekas turéty biiti sumazéjes.

Praktiné reik§mé

Siuo tyrimu mes parodéme dvi alternatyvias restrikcijos endonukleaziy-TFO
konjugaty aktyvumo reguliavimo strategijas. Pirmuoju atveju mes s¢kmingai pritaikéme
restrikcijos endonukleazés blokavima fotocheminiu junginiu bei konjugavima su TFO
fotoreguliuojamo Munl-TFO konjugato gavimui. Blokuotas Munl-TFO konjugatas,
palyginus su scPvull-TFO konjugatu, aprasytu Eisenschmidt ir kolegy (Eisenschmidt ir
kiti, 2005), pasizymi dviem svarbiais privalumais. Pirma, blokuoto REazés-TFO
konjugato preinkubacija su specifine DNR gali biiti vykdoma bet kuriame buferyje, kuris
tinka DNR triplekso susidarymui ir DNR hidrolizei. Antra, §i strategija realizuota
panaudojant iprasta homodimering restrikcijos endonukleaze Munl, todél ji gali buti
taikoma ir konstruojant kontroliuojamus kity restrikcijos endonukleaziy konjugatus genu
terapijai. Tokia pati strategija galéty buti sékmingai pritaikyta ir epigenetikoje, norint
reguliuoti su DNR saveikaujanc¢iy fermenty aktyvuma.

Alternatyvi strategija remiasi restrikcijos endonukleazés Bse6341 monomerinio
mutanto (R226A) susilpnéjusia dimerizacija. Du nukleazés monomerai dimerizuojasi ant
DNR ir kerpa ja tik tuomet, kai atsiduria vienas Salia kito susidarant DNR tripleksams.
Sios strategijos panaudojimas uztikrina kryptinga DNR hidrolize nevykdant atskiros
preinkubacijos.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

e Restrikcijos endonukleazés Munl katalizinis aktyvumas gali  biti
reguliuojamas su dimerizacijos pavirSiuje ivestu ,,0ks-red* jungikliu.



Restrikcijos  endonukleazés Munl katalizinis aktyvumas gali  biti
reguliuojamas su dimerizacijos pavirSiuje ivestu fotochemiskai aktyviu
junginiu.

Sukonstruotas blokuoto Munl-TFO konjugatas leidzia ne tik nukreipti

fermenta prie norimo taikinio, bet ir ,,jjungti* jo aktyvuma reikiamu laiku.

Bse6341-TFO konjugatas gali bati nukreiptas prie reikiamo taikinio ir
hidrolizuoti ji be atskiros preinkubacijos, kuomet reakcijos buferis tinka DNR
triplekso susidarymui ir DNR hidrolizei.



TYRIMU METODIKA

Fermentai. T4 polinukleotidkinazé, DNR polimerazés, Sarminé fosfatazé, T4 DNR
ligaz¢ ir visos darbe naudotos restrikcijos endonukleazés pagamintos UAB ,,Fermentas®.
Visi Sie produktai naudoti atsizvelgiant | gamintojo rekomendacijas.

Kamienai. Naudota E. coli ER2267 ir E. coli ER2566.

DNR. A dam'dcm” DNR gauta i§ UAB “Fermentas”, plazmidé pUCGK-4 gauta i§ G.
Krucko (UAB “Fermentas”), pRIZ’-scPvull-H6G4C scPvull raiskos plazmidé ir pECFP-
Pvull DNR substratiné plazmidé gauta i§ K. Eisenschmidt (Justus Liebig University,
Gysenas, Vokietija), pBse634IR3.7 (Ap') Bse634l raiskos plazmidé gauta i§ M.
Zarembos (Vilniaus Universitetas,Biotechnologijos Institutas, Vilnius, Lietuva).

Oligonukleotidai. Siame darbe naudoti nemodifikuoti deoksioligonukleotidai buvo
susintetinti “Metabion (Martinsried, Vokietija). Oligonukleotidai turintys modifikuotus
nukleotidus susintetinti Eurogentec (Liege, Belgija).

1 lentelé. Darbe naudoti modifikuoti ir nemodifikuoti oligonukleotidai *

Oligonuk irti
le-ctidai Seka Paskirtis
TFO 5'-NH,- (CH;) 1,-CTCTCTCTCTTTTTT-3"' DNR tripleksa formuojantis
oligonukleotidas sujungimui su
Munl.
TFO1 5'-NH,- (CH;) ;,~MPMPMPMPMPPPPPP-3"' DNR  tripleksa  formuojantis
oligonukleotidas  sujungimui  su
Bse6341.
TFO2 5'-NH,- (CH,) ;,~PMPPMPPMPPPMPPP-3"' DNR  tripleksa  formuojantis
oligonukleotidas  sujungimui  su
Bse6341.
24/24 5'-GTGATACTCAATTGGAATCCGTCA-3" 24/24 bp specifinis oligodupleksas
oligodup- 3'-CACTATGAGTTAACCTTAGGCAT-5" Munl  subvienety apsikeitimo
leksas tyrimui.
23/23 5'-CGATGTGCTGAAGTTTAGACCTG-3" 23/23 bp nespecifinis
OIIQOdup_ 3'"-GCTACACGACTTCAAATCTGGAC-5" Oligodupleksas Munl Subvienetq
leksas apsikeitimo tyrimui.
22/19 5’ ~ACCCGCGGCAATTGGGCCCTTT-3" 22/19 bp specifinis oligodupleksas
oligodup- 3'-TGGGCGCCGTTAACCCGGG-5" Munl-DNR saveikai tirti.
leksas
22/22 5'-AATAGGTCCTATAGGCGAATGG-3"' 22/22 bp nespecifinis
oligodup- 3'-TTATCCAGGATATCCGCTTACC-5" oligodupleksas Munl-DNR
leksas saveikai tirti.

* Munl taikinys paryskintas ir pabrauktas. M yra citidino analogas 5-metil-2'-deoksicitidinas ir
P yra timino analogas 5-[1-propynyl]-2'-deoksiuridinas.

DNR oligodupleksai (1 lentel¢) buvo gaunami sulydant atitinkamus viengrandininius
deoksioligonukleotidus. Gaminant radioaktyviais izotopais zymétus substratus, pries
sulydyma reikiama DNR grandiné buvo Zymima 5’-gale **P izotopu panaudojant T4
polinukleotidkinazg ir [y*P]JATP (,,Hartmann Analytic™).

Buferiai. Elektroforetinis buferis 30 mM MES-His (pH 6.5 esant 25 °C), 0.01 mM
EDTA. Susiri§imo buferis 30 mM MES-His (pH 6.5 esant 25 °C), 0.02 mM EDTA, 0.2

10




mg/ml JSA 10 % glicerolio. Lygsvarinimo buferis | 10 mM K-fosfato (pH 7.4 esant 25
°C), 100 mM NaCl, 7 mM 2-merkaptoetanolio, 1 mM EDTA. Lygsvarinimo buferis Il 20
mM Na-fosfato (pH 7.4 esant 25 °C), 0.5 M NaCl, 1 mM 2-merkaptoetanolio.
Lygsvarinimo buferis 1Il 10 mM Na-fosfato (pH 7.4 esant 25 °C), 0.1 M NaCl.
Lygsvarinimo buferis IV 10mM Na-fosfato (pH 6.0 esant 25 °C), 0.1 M NacCl.
Saugojimo buferis | 10 mM Tris-HCI (pH 7.4 esant 25 °C), 100 mM KCI, 1 mM EDTA,
1 mM DTT ir 50 % glicerolio. Saugojimo buferis Il 10 mM K-fosfato (pH 7.4 esant
25°C), 100mM KCI, 1mM DTT, 0.1 mM EDTA, 50 % glicerolio. Subvienety
apsikeitimo buferis 10 mM Bis-Tris-propanas (pH 6.5 ar pH 8.3 esant 25 °C), 100 mM
NaCl, 10 mM DTT. Gelfiltracijos buferis 20 mM Tris-HCI (pH 7.5 esant 25 °C), 0.2 M
KCI. Titravimo buferis 10 mM Tris-HCI (pH 7.5 esant 25 °C), 200 mM KCI.
Denataracijos buferis 10 mM Tris-HCI (pH 7.5 esant 25 °C), 200 mM KCI ir 1 mM
DTT. Aktyvavimo buferis 100 mM Na-acetato (pH 5.8 esant 25 °C), 0.2 M KCI ir 20
mM DTT. Susiuvimo buferis 100 mM K-fosfato (pH 7.0 esant 25 °C), 100 mM KCI.
Reakcijos buferis | 10 mM Tris-HCI (pH 7.5 esant 25 °C), 10 mM MgCl,, 50 mM NacCl,
0.1 mg/ml JSA. Reakcijos buferis Il 10 mM Tris-HCI (pH 8.5 esant 25 °C), 100 mM
KCI, 10 mM MgCl,, ir 0.1 mg/ml JSA. Reakcijos buferis 111 80 mM Tris-fosfato (pH 7.1
esant 25 °C), 2 mM spermino, 2 mM MgCI, ir 10 mM DTT. Reakcijos buferis IV 80mM
Tris-fosfato (pH 7.1 esant 25 °C), 4 mM Mg, ImM DTT. Triplekso buferis | 80 mM
Tris-fosfato (pH 6.1 esant 25 °C), 1.0 M NaCl ir 4 mM Mg?*, ImM DTT. Triplekso
buferis Il 80 mM Tris-fosfato (pH 6.1 esant 37 °C), 2 mM spermino, 2 mM MgCl, ir 10
mM DTT. Stop tirpalas | 75 mM EDTA (pH 9.0 esant 25 °C), 0.01 % bromfenolio mélis
ir 50 % glicerolio. Stop tirpalas 11 50 mM EDTA (pH 8.0 esant 25 °C), 0.1% NDS,
0.01% bromfenolio mélis, 50% glicerolio.

Elektroforezé agaroziniuose geliuose esant nedenatiiruojancioms salygoms.
Ivairiy plazmidiniy substraty formy, susidaranciy karpant superspiralizuotus
plazmidinius substratus restrikcijos endonukleazémis, atskyrimui naudoti 0.8 ir 1 %
agaroziniai geliai. Elektroforetinio buferio sudétis: 100 mM natrio borato, 15 mM natrio
acetato, 2 mM EDTA (pH 8.2 esant 25 °C) ir 0.5 pg/ml etidzio bromido. UV lempa
apSviesti geliai buvo fotografuojami skaitmenine fotokamera, o gauti vaizdai
analizuojami programa 1D Main ("Advanced American Biotechnology”). DNR
fragmentai, reikalingi geny inZinerijos procediroms, buvo frakcionuojami 1-1.5 %
agaroziniuose geliuose elektroforezés buferyje be etidzio bromido (40 mM Tris-acetato
(pH 8.3 esant 25 °C) ir 1 mM EDTA).

Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje esant denatiiruojancioms
salygoms. Elektroforezés buferio sudétis: 25 mM Tris, 190 mM glicino (pH 8.3 esant 25
°C) ir 0.1 % natrio dodecilsulfato (NDS). Koncentruojancio ir frakcionuojancio geliy
sudétis: atitinkamai 4 % (125 mM Tris-HCI (pH 6.8 esant 25 °C) ir 0.1 % NDS) ir 12 %
(375mM  Tris-HClI (pH8.8 esant 25 °C) ir 0.1% NDS) akrilamido/
N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 37.5:1). Baltymy méginiai buvo sumaiSomi 1:1 su
méginio buferiu (100 mM Tris-HCI (pH 6.8 esant 25 °C), 4% NDS, 200 mM DTT,
20 % glicerolio), gauti miSiniai prie§ elektroforeze palaikomi 3 min. 95 °C vandens
voneléje. Pavyzdziai buvo frakcionuojami 1-1.5h esant kambario temperatiirai
(30 V/em). Geliai, nudazyti kumasi méliu, buvo fotografuojami skaitmenine fotokamera
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(,,Biometra BioDocAnalyze“), o gauti vaizdai analizuojami programa 1D Main
(,,Advanced American Biotechnology®).

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje esant nedenatiiruojancioms salygoms.
Elektroforetinio buferio sudétis: 30 mM MES-His (pH 6.5 esant 25 °C), 0.02 mM
EDTA. Darbe naudoti 6 % akrilamido / N,N'-metilenbisakrilamido (santykis 29:1) geliai.
Radioaktyviais izotopais zyméti oligodupleksai buvo sumaiSomi su jvairiais baltymo
kiekiais susirisimo buferyje (30 mM MES-His (pH 6.5 esant 25 °C), 0.02 mM EDTA,
0.2 mg/ml JSA 10 % glicerolio), gauti miSiniai palaikomi kambario temperatiiroje
10 min. ir frakcionuojami gelyje 2 valandas esant kambario temperatarai ir ~6 VV/cm
elektrinio lauko stiprumui. Po elektroforezés geliai buvo i8dZiovinami, o radioaktyvi
DNR detektuojama fosforescenciniy ekrany (,,FujiFilm*) ir Cyclone™ skenerio
(,,Packard Instruments*) pagalba.

Munl ir Bse6341 ekspresija ir gryninimas. Laukinio tipo (wt) Munl ir Hisg-Munl,
turinéio C-galinj Hisg inkara, raiSkai naudotas E. coli ER2267 kamienas, turintis
metiltransferazés gena plazmidéje pMunIM 6.2 (Tc', Cm") (Siksnys ir kiti, 1994) bei
Munl genus plazmidése pUHE25-2-MunIR (Ap") ir pUHE25-2-Munl-H6G4C (Ap").
Hisg.Bse634l, turinCio C-galinj Hisg inkara, raiskai naudotas E. coli ER2267 kamienas,
turintis metiltransferazés gena plazmidéje pHpallM (Cm") (Grazulis ir kiti, 2002) bei
Bse6341 gena plazmidéje pBse634IR-H6G4C (Ap"). Lastelés buvo auginamos LB
terpéje (Sambrook, 1989). 6 histidiny inkara turintys baltymai isgryninti baltymy misinj
frakcionuojant Ni’* jonus chelatuojanéioje HisTrap HP bei HiTrap Heparin HP
kolonélése (GE Healthcare, Uppsala, Svedija). Wt Munl buvo i$grynintas skyséiy
chromatografijos biidu naudojant heparinsefaroze (GE Healthcare, Uppsala, Svedija),
bluesefarozg bei fosfoceliuliozg (Whatman). Frakcijos turincios tikslini Munl baltyma
buvo dializuotos prie§ saugojimo buferi I: 10 mM Tris-HCI (pH 7.4 esant 25 °C), 100
mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT ir 50 % glicerolio. Frakcijos turin¢ios Bse634I1
baltyma buvo dializuotos pries saugojimo buferi Il: 10 mM K-fosfato (pH 7.4 esant
25 °C), 100 mM KCI, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 50 % glicerolio.

Munl subvienety apsikeitimas. Lygas kiekiai wt Munl ir Hisg-Munl (iki 4 uM kaip
dimero) buvo sumaiSyti Subvienety apsikeitimo buferyje. Taip pat tokie patys baltymy
kiekiai buvo sumaiSyti papildomai pridedant specifinio (turin¢io Munl taikinji) 24/24 bp
ar nespecifinio (neturin¢io Munl taikinio) 23/23 bp oligoduplekso bei CaCl, iki 10mM.
Po sumaiSymo baltymy miSiniai buvo padalinti po 300 ar 500 pl i mégintuvélius ir
inkubuoti 25°C ir 37°C. Po jvairiy inkubacijos laikotarpiy baltymy miSiniai buvo uZznesti
ant 1 ml HiTrap Heparin HP kolonélés ir eliujuoti su Lygsvarinimo buferiu I\V. Wt Munl
bei Munl turintis viena ar du Hisg inkarus nuo kolonélés atsiskyré atskiromis smailémis.
Subvienety apsikeitimo greitis buvo matuojamas integruojant eliucijos kreivés smailes
bei paskaiciuojant susidariusio heterodimero frakcijos dalj (2 paveikslas).

Gelfiltracija. Laukinio tipo ir chemiskai blokuoto (,,caged*) Munl gelfiltracijos
eksperimentai buvo atlikti naudojant AKTA FPLC chromatografing sistema ir
Superdex 200 HR kolon¢le (GE Healthcare, Uppsala, Svedija). Gelfiltracijos buferio
sudétis: 20 mM Tris-HCI (pH 7.5 esant 25 °C), 0.2 M KCI. Baltymy molekulinés masés
buvo paskaiCiuotos naudojantis kalibracine kreive, sudaryta nustaius zinomos
molekulinés masés standartiniy baltymy (GE Healthcare, Uppsala, Svedija) eliucijos
tiirius.
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Munl cisteiny titravimas su DTNB. Munl preparatas buvo dializuotas prie$
Titravimo buferi tam, kad pasalinti DTT. 20 uM Munl (kaip monomero) buvo sumaiSyta
su 200 uM 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoine riigstimi) (DTNB) Titravimo buferyje nesant ir
esant 1.5 M GdmCl. Susidares geltonos spalvos reakcijos produktas TNB® buvo
matuojamas spektrofotometriskai prie 412 nm ilgio bangos, kuomet ekstinkcijos
koeficientas yra 13600 cm™ M™,

Munl denataravimo su GAmCI tyrimas. Munl denatiiracijos eksperimentai buvo
atlikti sumaiSant baltymy tirpalus (galutinés baltymy koncentracijos atitinkamai 1 uM, 8
uM ir 54 uM fluorescencijos, CD ir analitinio ultracentrifugavimo (AUC)
eksperimentuose) su vairiais GdmCl kiekiais Denatiiracijos buferyje. Pavyzdziai buvo
inkubuojami per naktj esant 25 °C temperattrai, po to buvo pamatuoti juy fluorescencijos
ir CD signalai bei AUC pagalba nustatytos molekulinés masés.

Munl subvienety sujungimas. Norint Munl subvienetus sujungti per C123
aminortgstis, preparatas buvo dializuotas prie§ Lygsvarinimo buferi III tam, kad
pasalinti DTT. [ baltymo tirpala buvo pridéta vario fenantrolino (0.2 mM CuSOQOy, ir 0.8
mM fenantrolino) tam, kad paspartinti disulfidinés jungties susidaryma. Taip pat buvo
pridéta GdmCI iki 1 M tam, kad Munl subvienetai atsiskirty ir C123 tapty prieinami. Po
reakcijos vario fenantrolinas buvo neutralizuotas pridéjus 100 mM EDTA, o GdmCI
buvo pasalintas dializuojant tirpala prie§ Lygsvarinimo buferj III. Per cisteinus sujungto
Munl (X-Munl) gryninimas nuo nesujungto Munl buvo vykdomas panaudojant 1ml
HiTrap Heparin koloné¢le. (GE Healthcare, Uppsala, Svedija). Leidziant per kolonélg
NaCl tirpalo gradienta X-Munl atsikabina pirmiau nei wt Munl. Frakcijos su X-Munl
buvo dializuotos prie§ Saugojimo buferi .

Munl dimerizacijos pavirSiaus cheminis blokavimas. Norint pagaminti Munl
monomerus (neaktyvy Munl varianta) dimerizacijos pavirSiuje esanti C123 aminoriigstis
buvo chemiskai blokuojama paveikus ja su fotocheminiu junginiu 2-nitrobenzilbromidu
(NBB) Lygsvarinimo buferyje Ill. Tam, kad Munl subvienetai atsiskirty ir C123 tapty
prieinami buvo pridéta GdmCI iki 1 M. Reakcija buvo vykdoma per nakti esant 4 °C
temperatiirai. Po reakcijos NBB perteklius buvo neutralizuotas pridedant DTT iki 1 mM
ir pasalintas reakcijos miSini dializuojant prie§ Lygsvarinimo buferi Ill. Chemiskai
blokuotas Munl (monomeras) nuo nesureagavusio Munl (dimero) buvo atskirtas
panaudojant gelfiltracija su Superdex 200 HR kolonéle (GE Healthcare, Uppsala,
Svedija) Gelfiltracijos buferyje. Frakcijos su monomeriniu Munl buvo dializuotos pries
Saugojimo buferj I.

Chemiskai blokuoto Munl aktyvavimas. Chemiskai blokuoto Munl aktyvavimas
buvo vykdomas Svitinant baltyma 1 val. su UV Sviesa (330 nm) Aktyvavimo buferyje
esant 4 °C temperaturai. UV Sviesos Saltiniu buvo naudojamas spektrofluorimetras
Fluoromax-3 (Jobin Yvon, Stanmore, Jungtiné Karalysté). Po Svitinimo aktyvuotas Munl
(dimeras) buvo atskirtas nuo neaktyvuoto panaudojant gelfiltracija (taip kaip apraSyta
auksciau).

Blokuoto Munl-TFO bei Bse6341-TFO konjugaty konstravimas ir gryninimas.
Hiss.Munl monomeras turi dvi Cys aminortigstis: viena yra dimerizacijos pavirSiuje, kita
C-gale, reikalinga chemiskai prijungti tripleksa formuojanti oligonukleotida (TFO) prie
baltymo. Norint teisinga eilés tvarka modifikuoti Siuos cisteinus buvo atliktos trys
procediros. Pirmiausia C-galinai cisteinai buvo blokuoti sudarant disulfiding jungtj tarp
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ju. Tuo tikslu Hisg.Munl buvo uzneStas ant 1 ml HiTrap Heparin HP kolonélés
(GE Healthcare, Uppsala, Svedija) ir su Lygsvarinimo buferiu 11l buvo nuplautas nuo
DTT. Tuomet per kolonéle buvo praleistas buferis su vario fenantrolinu, kuris paskatino
disulfidinés jungties susidaryma tarp C-galiniy cisteiny, taciau cisteinai, esantys
dimerizacijos pavirSiuje, lieka neprieinami (16A paveikslas). Po reakcijos vario
fenantrolinas buvo neutralizuotas su 100 mM EDTA ir baltymas buvo atkabintas nuo
kolonélés panaudojant NaCl gradienta. Kitame etape dimerizacijos pavirSiuje esantys
cisteinai buvo chemiskai blokuoti su NBB Lygsvarinimo buferyje Ill. Papildomai buvo
pridéta GAmCI iki 1 M, kuris atskiria Munl subvienetus ir leidZzia modifikuoti saveikos
pavirSiuje esancius cisteinus (C123) (16B paveikslas). Po reakcijos miSinys buvo
dializuotas prie§ Lygsvarinimo buferj III, turint; 50 mM DTT, kuris neutralizuoja NBB
pertekliy bei suardo tarp C-galiniy cisteiny esancia disulfiding jungti. Monomerinis
blokuotas Munl buvo atskirtas nuo nesureagavusio Munl panaudojant 1 ml HiTrap
Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, Uppsala, Svedija) ir NaCl gradienta su
Lygsvarinimo buferiu IV bei 0.2 mM tris(2-karboksietil)fosfino (TCEP). Paskutinéje
stadijoje prie blokuoto (monomerinio) Munl C-galinio cisteino buvo prikabinamas TFO
taip kaip aprasyta Eisenschmidt ir kiti (Eisenschmidt ir kiti, 2005) (16C paveikslas).
Tokiu paciu principu TFOL1 ir TFO2 buvo prikabinti prie Hiss-Bse6341 C-galinio
cisteino. Susidarg¢ blokuoto MunI-TFO bei Bse634I-TFO konjugatai buvo atskirti nuo
nesureagavusiy baltymy panaudojant MonoQ 5/50 GL kolonéle (GE Healthcare,
Uppsala, Svedija) su NaCl gradientu. Nesureagave baltymai ant kolonélés nekimba, o
konjugatai bei TFO perteklius nuo sorbento atsikabina atskiromis smailémis.
Sukonstruotas ir iSgrynintas blokuoto Munl-TFO konjugatas buvo dializuotas prie$
Saugojimo buferi I, 0 Bse6341-TFO konjugatai dializiuoti pries Saugojimo buferj II.

Plazmidinés DNR hidrolizé su X-Munl. X-Munl DNR hidrolizés aktyvumas buvo
tikrintas naudojant pUCGK-4 plazmide (gauta i§ G. Krucko), kuri turi viena Munl
taikinj. DNR hidrolizé buvo vykdyta 0.75 nM wt Munl ir X-Munl sumaisius su 1.5 nM
plazmidinés DNR Reakcijos buferyje | esant 25 °C temperaturai. Reakcijos stabdytos
pridéjus Stop tirpalo I. Susidariusios jvairios plazmidinés DNR formos buvo atskiriamos
elektroforezés agaroziniuose geliuose btidu ir detektuojamos kaip aprasyta auksciau.

Plazmidinés DNR hidrolizé su chemiskai blokuotu ir aktyvuotu Munl. Wt Munl,
chemiskai blokuoto bei aktyvuoto Munl DNR hidrolizés aktyvumas buvo tikrintas
naudojant bakteriofago A DNR. 400 nM (kaip dimero) kiekvieno baltymo buvo
sumaiSyta su lug A DNR Reakcijos buferyje | ir inkubuota 15 min. esant 37 °C
temperattrai. Detalus $iy baltymy DNR hidrolizés aktyvumas buvo tikrintas naudojant
pUCGK-4 plazmidg (gauta i§ G. Krucko), kuri turi viena Munl taikini. 0.75 nM wt Munl
ir 1.5 nM chemiskai blokuoto bei aktyvuoto Munl buvo sumaiSyta su 1.5 nM
plazmidinés DNR Reakcijos buferyje | esant 25 °C temperatiirai. Visi pavyzdziai tam
tikrais laiko intervalais buvo sumaiSyti su Stop tirpalu II. Susidariusios jvairios DNR
formos buvo atskiriamos elektroforezés agaroziniuose geliuose pagalba ir detektuojamos
kaip apraSyta auksciau.

REaziy-TFO konjugaty nukreipimas prie tikslinio DNR taikinio ir DNR hidrolizés
aktyvumo tyrimas. Blokuoto Munl-TFO konjugato DNR hidrolizés tyrimai buvo atlikti
naudojant tikslinj taikinj turin¢io (1880 bp DNR fragmentas, turintis vieng Munl taikinj,
nuo kurio | abi puses per 9 bp nutole¢ TFS) ir jprastinj taikinj turinéio (3675 bp DNR
fragmentas, turintis viena Munl taikinj ir jokiy TFS) DNR fragmenty miSini. 100 nM
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abieju DNR fragmenty miSinys buvo sumaiSytas su 400 nM blokuoto Munl-TFO
konjugato Triplekso buferyje | ir per naktj inkubuotas esant 4 °C temperatiirai. Norint
aktyvuoti konjugata | baltymo-DNR miSini buvo pridéta DTT iki 20 mM ir Svitinta su
UV S$viesa (330 nm) 1 val. esant 4 °C temperatiirai taip kaip buvo apraSyta anksciau.
DNR hidrolizé buvo paleista 10 karty skiedziant miSini su Reakcijos buferiu II ir
inkubuojant prie 20 °C temperatiiros. Bse6341-TFO konjugaty aktyvumas buvo tiriamas
naudojant linearizuota 5.5 kbp pECFP-Bse6341 plazmide, turinCia septynis Bse6341
taikinius, vienas i§ kuriy (tikslinis taikinys) yra i$ abieju pusiy apsuptas TFS1 ir TFS2
sekomis, nutolusiomis per 9bp. 50nM linearizuotos DNR buvo sumaiSyta su Bse6341-
TFOL ir Bse6341-TFO2 konjugaty ekvimoliariniu miSiniu (i§ viso 200 nM monomery)
Triplekso buferyje 1l esant 37 °C temperatiirai. Visi pavyzdziai tam tikrais laiko
intervalais buvo sumaiSyti su Stop tirpalu II. Susidariusios ivairios DNR formos buvo
atskiriamos elektroforezés agaroziniuose geliuose buidu ir detektuojamos kaip aprasyta
auksciau.

Baltymo ir DNR saveikos tyrimas. Siuose eksperimentuose buvo naudoti p jzotopu
pazymeéti specifinis (22/19) ir nespecifinis (22/22) bp dupleksai (Lentelé 1). [vairiis wt
Munl, X-Munl chemiskai blokuoto ir aktyvuoto Munl) kiekiai buvo inkubuojami su
DNR dupleksais (2 nM) SusiriSimo buferyje 10 min. esant kambario temperatiirai.
Laisva DNR ir baltymo-DNR kompleksai buvo frakcionuojami 6% poliakrilamidiniame
gelyje esant nedenatiiruojan¢ioms salygoms, kaip apraSyta aukS¢iau. Po elektroforezeés
geliai buvo i18dZiovinami, o radioaktyvi DNR detektuojama fosforescenciniy ekrany
(,,FujiFilm*) ir Cyclone™ skenerio (,,Packard Instruments*) pagalba.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. Restrikcijos endonukleazé Munl - alternatyva REazés-TFO
konjugato konstravimui

Restrikcijos endonukleazés atrodo idealiai tinkancios dvigrandininio triikio jvedimui
Salia pakitusio geno segmento tam, kad pagreitinty HR daznj, taciau ju pritaikyma
apsunkina per trumpa DNR atpazinimo seka. Pradiniame tyrime Eisenschmidt ir kolegos
parodé, kad viengrandininés homodimerinés REazés Pvull scPvull-TFO konjugatas gali
biti specifiskai nukreiptas prie reikiamo Pvull DNR taikinio. Siame darbe autoriai
panaudojo viengrandinini homodimerinés REazés varianta, nes monomeriniame baltyme
uztenka vieno jvesto Cys, reikalingo TFO prijungimui. ScPvull sujungimas su TFO
iSpléte fermento DNR atpazinimo seka, kuri susideda i§ Pvull taikinio ir tripleksa
formuojancios sekos (TFS). Tac¢iau scPvull turi trikuma — ne kiekviena REazé gali buti
sukonstruota kaip viengrandininé. Todél buvo ieskoma Pvull alternatyviy restrikcijos
fermenty.

Restrikcijos endonukleazé (REazé¢) Munl buvo rasta mikroorganizme Mycoplasma
unidentified (Stakenas ir kiti, 1992). Munl yra dimeras, kurio kiekvienas subvienetas turi
po aktyvu centra (Deibert ir Kiti, 1999). Jis atpazista heksanukleotiding seka C/AATTG
ir, esant Mg?* jonams, kerpa abi jos grandines po pirmo nukleotido kaip parodyta su ,,/«
(Deibert ir kiti, 1999; Stakenas ir kiti, 1992). Taip pat yra Zinoma §io fermento erdviné
strukttra, Kuri buvo nustatyta rentgenostrukttrinés analizés biidu (1A paveikslas)
(Deibert ir kiti, 1999). Visa tai Munl daro patraukliu objektu kuriant genuy taisymo
rankius.

(A)

S
(123 W,

-

1 paveikslas. Munl dimerizacijos pavirsius. (A) REazés Munl erdviné strukttra. Abiejy
monomery spiralés pavaizduotos mélynai ir raudonai. Baltymo dimerizacijoje dalyvaujancios
spiralés pavaizduotos rySkesne spalva. (B) dalyje iSdidintas regionas yra apibréztas. (B) Munl
dimerizacijos pavirsius su cisteinais (C123), tinkanciais fotocheminiam blokavimui.
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Tam, kad istirtume ar ortodoksiné dimeriné REaz¢é gali biiti panaudota geny taisymo
trankiy konstravime mes panaudojome Munl kaip modeling sistema. Norédami vieng
TFO prijungti prie dimerinio restrikcijos fermento, turime Zinoti ar jo subvienetai
apsikeicia létai. Tuo tikslu pirmiausia buvo tiriamas Munl subvienety apsikeitimo greitis.

1.1. Munl subvienety apsikeitimas

Oligomeriniy baltymy subvienety apsikeitimo grei€iui nustatyti yra naudojami ivairiis
biuidai, tokie kaip Fiorsterio rezonansinés energijos perdavimas (FRET) tarp subvienety,
pazyméty fluorescencijos donoru ir akceptoriumi (Merickel ir Kiti, 2002), realaus laiko
nanoelektroskopiné masiy spektrometrija (Sobott ir Kiti, 2002), jonu mainy
chromatografija (Schneider ir kiti, 2001) ar gelfiltracija, kuomet apsikeicia skirtingos
molekulinés masés baltymu subvienetai (Park ir kiti, 2004).

Tam, kad nustatytume Munl subvienety apsikeitimo greitj bei rastume salygas
dimerui stabilizuoti buvo panaudota afininé chromatografija. Lygas kiekiai wt Munl ir
Munl, turin¢io C-galinj Hisg inkara (Hisg.Munl), sumaiSyti Subvienety apsikeitimo
buferyje, kurio pH 6.5 ar 8.3 ir 24 val. inkubuoti 25 °C ir 37 °C. Wt Munl ir Hisg.Munl
buvo atskirti panaudojant heparinsefarozés kolonélg su buferiu, kurio pH 6.0 (2A
paveikslas). Esant tokiam buferio pH Hissg.Munl daug stipriau saveikauja su
heparinsefarozés sorbentui nei wt Munl, nes greiciausiai dél histidiny protonizacijos
padidéja baltymo teigiamas kriivis. Per kolone¢lg praleidus NaCl gradienta buvo gautos
trys baltymu eliucijos smailés (2B paveikslas). Gauty pavyzdziy NDS forezé patvirtino
heterodimero susidaryma, nes viduriniosios smailés frakcijos buvo sudarytos i§ wt ir
Hisg baltymy lygiomis dalimis (2C paveikslas).

Norint pamatuoti subvienety apsikeitimo greiti wt Munl ir Hisg.Munl miSinys buvo
inkubuotas jvairiems laikams. Po inkubacijos pavyzdziai buvo uznesti ant 1 ml HiTrap
Heparin HP kolon¢lés (GE Healthcare, Uppsala, Svedija) ir eliujuoti su NaCl gradientu
tam, kad atskirtume skirtingas baltymy formas. Subvienety apsikeitimo greitis buvo
matuojamas integruojant skirtingais laikais gautus atitinkamu eliucijos smailiy profilius
(2C paveikslas).

Temperatiiros jtaka subvienety apsikeitimui. PrieSingai nei kitos ortodoksines II
tipo REazés EcoRV atveju, kurios subvienetai neapsikeicia 37°C temperatiiroje (Stahl ir
kiti, 1996), Munl pademonstravo aiSkia subvienety apsikeitimo priklausomyb¢ nuo
temperattros. Tyrimas parodé, kad jau po 20 val. wt Munl ir Hiss.Munl inkubacijos 37
°C temperatiiroje buvo gautas pilnas subvienety apsikeitimas (2D paveikslas). Munl
subvienety apsikeitimas nelabai priklausé nuo buferio pH, taciau labai sulétéjo zeminant
temperatira. Inkubavus baltymy misini 24 val. 25°C temperatiiroje buvo gauta tik apie
1% heterodimero (2D paveikslas).

DNR jtaka subvienety apsikeitimui. Norint nustatyti DNR jtaka Munl subvienety
apsikeitimo greiciui toks pat baltymy miSinys buvo sumaiSytas su specifiniu (turinciu
Munl taikini) 24/24 bp ar nespecifiniu (neturiné¢iu Munl taikinio) 23/23 bp oligodupleksu
(2E paveikslas). Esant buferio pH 6.5 gautos eliucijos kreivés rodé tik pradinius
baltymus ir joks subvienety apsikeitimas nepastebétas, kuomet i tirpala buvo idéta
specifinio oligoduplekso. Nespecifinio oligoduplekso pridé¢jimas tomis paciomis
salygomis subvienety apsikeitimo nesustabdé ir heterodimero susidarymas buvo
stebimas. Taciau, esant buferio pH 8.3, specifinio oligoduplekso pridéjimas tik dalinai
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pristabdé subvienety apsikeitima - buvo gauta apie 20% heterodimero. Baltymy-DNR
saveikos tyrimas parodeé, kad REazé Munl riSasi su specifine DNR esant buferio pH 6.5,
tuo tarpu, kai buferio pH 8.3, saveika daug silpnesné (Haq ir Kiti, 2001; Lagunavicius ir
Kiti, 1997). Kuomet Munl suriSa specifing DNR esant pH 6.5, jo dimeras biina
stabilizuotas ir subvienetais neapsikeicia. Esant pH 8.3 baltymo-DNR saveika daug
silpnesn¢, todel tik 1000 karty didesnés Munl ir DNR koncentracijos kazkiek pristabdo
subvienety apsikeitima.
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g 30 ¢ pHB8.3,37°C
20 = pH6.5,25°C
g 0 520 A pH8.3,25°C
e L
Z12 R
| = 0 ey |
3 6 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Laikas (h)
3 (E) pHG.5 | pHS.3
0 __/\ /\ specifiné DNR } *h-
25 30 35 40 45 specifiné DNR - -
Tiris (ml) + CaZ*
(C) nespecifiné + +
DNR
nespecifiné + +
DNR+ CaZ*
—— — Ca?t + +

2 paveikslas. Munl subvienety apsikeitimas. (A) Subvienety apsikeitimo schema. (B) Wt
Munl ir Hisg-Munl eliucijos nuo 1 ml HiTrap Heparin kolon¢lés (GE Healthcare, Uppsala,
Svedija) profiliai po subvienety apsikeitimo 37 °C temperatiiroje. (C) Eliucijos frakcijy po
subvienety apsikeitimo 37 °C temperatiiroje tyrimas NDS-PAGE metodu. (D) Subvienety
apsikeitimo priklausomybé nuo temperatiiros esant skirtingiems buferio pH. (E) Subvienety
apsikeitimo priklausomybé nuo DNR ir Ca?* jony esant skirtingiems buferio pH.: (+) —
subvienetai apsikeicia, (-) — subvienetai neapsikeicia.

Ca’* jony jtaka subvienety apsikeitimui. Yra Zinoma, kad esant pH 8.3 Ca** jonai
skatina Munl saveika su specifine DNR, tafiau neturi jokios itakos kai pH 6.5
(Lagunavicius ir kiti, 1997). Todél, Munl subvienety apsikeitimas buvo tiriamas esant ir
neesant specifinei ir nespecifinei DNR su ir be Ca®* jony (2E paveikslas). Buvo
nustatyta, kad, esant specifinei DNR buferyje, kurio pH 8.3, Ca** jonai sustabdé Munl
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subvienety apsikeitima, ta¢iau Ca** jonai neturéjo jokios jtakos esant nespecifinei DNR
kai pH 6.5 ar 8.3.

Apibendrinus gautus rezultatus galima padaryti iSvada, kad Munl apsikeicia
subvienetais esant aukstesnei temperattirai (37 °C), o zemesné temperatiira (<25 °C) ar
specifinés DNR pridéjimas gali stabilizuoja dimera ir sustabdo subvienety apsikeitima.

1.2. Munl dimerizacijos pavirSiaus tyrimas

Norédami sukonstruoti Munl su reguliuojamu kataliziniu aktyvumu pasinaudojome
zinoma erdvine struktiira, kuri rodo, kad kiekvienas subvienetas turi po Cys liekana
dimerizacijos pavirsiuje (1B paveikslas). Mes pasitléme dvi galimybes reguliuoti Munl
aktyvuma: (i) apriboti abiejy subvienety judruma sujungiant juos per Cys, esancius
dimerizacijos pavirSiuje, (1B paveikslas) ar (ii) suardyti dimera | neaktyvius monomerus
tuos pacius Cys modifikuojant fotochemiskai aktyviu junginiu. Sukonstruoti tokie
REaziy-TFO Kkonjugatai, kuriy aktyvuma galima reguliuoti, pastiméty restrikcijos
fermentus vienu zingsniu arCiau praktinio pritaikymo genu taisymui. Pries pradedant
Munl aktyvumo reguliavimo darbus naudinga biity patikrinti Cys, esanc¢iy dimerizacijos
pavirSiuje, priecinamuma bei detaliau iStirti baltymo stabiluma.

1.2.1. Cys123, esanfiy Munl dimerizacijos pavirSiuje, prieinamumas
cheminiams junginiams

Norint nustatyti tiolio grupiy koncentracija méginyje naudojamas cheminis junginys
Elmano reagentas (5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoiné rugstis) arba DTNB) (Ellman, 1959).
Cys titravimas su DTNB isskiria geltonos spalvos reakcijos produkta TNB?, kurio
koncentracija gali biiti matuojama spektrofotometriskai (A= 412 nm) (3A paveikslas)
(Siksnys ir Pleckaityte, 1992). Munl Cys prieinamumas DTNB buvo tiriamas 20 uM
Munl (kaip monomero) sumaiSius su 200 pM 5,5°-DTNB Titravimo buferyje.
Eksperimentas parod¢, kad wt Munl Cys, esantys dimerizacijos pavirSiuje, néra
prieinami (3B paveikslas).

_ _ 1.2 -i ........................................................................
(A) 00C COO (B) ;

MunI-SH + O,N-{_)-S-S{ N0, gz I e 0MGdmC

E o8l ®m 1.5M GdmCl

Q : A buferis

S 0.6
Ccoo" Ccoo" 2 04p
Muntss{$-No, + SN0, | Fozp

0 .............. T O PR

A' — 412 nM L 'l L 'l L N

0 2 4 6 8 10
Laikas (min)

3 paveikslas. Munl cisteiny prieinamumas cheminiams reagentams. (A) Munl

dimerizacijos pavirSiaus cisteiny reakcija su DTNB buvo stebima spektrofotometriskai prie A=

412 nm. (B) Modifikuoty cisteiny kiekis tenkantis vienam Munl monomerui neesant ir esant
GdmCl.
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Buvo nutarta, kad cheminio denatiiranto pagalba Munl suardzius iki monomery jo
Cys prieinamumas DTNB turéty pageréti. Todéel buvo atliktas Cys titravimas su DTNB
esant 1.5 M GdmCl. Siuo atveju gautas pilnas Cys prieinamumas DTNB reagentui. Tam,
kad nustatytume ar GdmCI indukuota Munl denatiiracija vyksta per monomerizacijos
stadija buvo panaudota keletas tyrimo metoduy.

1.2.2. GdmCl jtakota Munl denatiiracija

REazés Munl denatiiracija didinant GdmCl koncentracija buvo tiriama matuojant
vidinés fluorescencijos ir cirkuliarinio dichroizmo (CD) signaly poky¢ius bei atliekant
analitinio ultracentrifugavimo (AUC) eksperimentus (4 paveikslas). Munl turi SeSias
triptofano liekanas, kurios gali buti suzadintos 295 nm Sviesa ir vykdyti stiprig 335 nm
Sviesos fluorescencija. Kuomet baltymas denatiiruoja triptofanai i§ hidrofobinés aplinkos
patenka i hidrofiling, dél to silpn¢ja ju emisijos signalas. Norédami stebeti GdmCI itaka
Munl vidinei fluorescencijai mes matavome 335 nm emisijos pokycCius, kur natyvaus ir
denattiruoto Munl skirtumas labiausiai iSreikStas. Didinant GdmCI koncentracija tirpale
fluorescencijos signalo silpnéjimas vyko dviejomis pakopomis: pirma tarp 0 ir 1 M
GdmCl; antra tarp 1.5 ir 2.5 M GdmCI (4A paveikslas).

Norint nustatyti GdmCI jtaka Munl antrinei strukttirai CD signalas buvo pamatuotas
esant toms pacioms denattiranto koncentracijoms. CD spektrai prie 222 nm §viesos, kur
natyviy ir denatiiruoty a-spiraliy skirtumas labiausiai iSreikstas, parodé, kad CD signalo
pokyciai jvyksta nuo 1.5 iki 3.0 M GdmCI, tuo tarpu tarp O ir 1.5 M GdmCIl jokiu
reik8mingy signalo poky¢iy nestebima (4B paveikslas). CD signalo pokytis rodo, kad
GdmCl jtakoja o-spiraliy struktiiros praradima. Sis tyrimas parodo, kad fluorescencijos
sumazéjimas tarp 1.5 ir 2.5 M GdmCl sutampa su baltymo issivyniojimu (4A ir 4B
paveikslas).

Kitame etape Munl tirpalas su jvairiais GdmCI kiekiais buvo tiriamas AUC budu.
Gauti rezultatai parode, kad nuo 0 iki 1 M GdmCl baltymo molekuliné masé sumazéjo
nuo 51 kDa iki 26 kDa. Didesni GdmCI kiekiai (iki 3.3 M) Munl molekulinei masei
didelés itakos nedaré (4C paveikslas). Apibendrinus gautus rezultatus galima daryti
iSvada, kad pirmoje fluorescencijos signalo silpnéjimo pakopoje vyksta Munl dimero
subyr¢jimas iki monomery, o antroje pakopoje vyksta baltymo polipeptidinés grandinés
iSsivyniojimas (4D paveikslas). Papildomi tyrimai parodé, kad §i Munl denatiiracija yra
griZtama ir naujai susivynioj¢s baltymas pasizymi tokiomis paciomis DNR suriS§imo ir
katalizinémis savybémis kaip ir nedenattiraves Munl.

Oligomeriniai baltymai gali pirmiau disocijuoti | monomerus o po to iSsivynioti
(Miller ir Schildbach, 2003) arba abu procesai gali vykti vienu metu (Barry ir Matthews,
1999). Denatiiracijos su GdmCl tyrimai parodé, kad Munl pirmiau disocijuoja i
monomerus, 0 tik véliau, esant didesnéms denatiranto koncentracijoms, iSsivynioja
baltymo polipeptidiné grandiné (4D paveikslas). Panasiai denatiiruoja ir GAmCI paveikta
tetrameriné REazé Bse6341 (Zaremba ir kiti, 2005), 0 dimerinés REazés Bfil ir Pvull
subyra { monomerus ir i§sivynioja vienu metu (Dupureur ir Dominguez, 2001; Zaremba
ir kiti, 2004).
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4 paveikslas. Munl denatiiracija su GdmCI. Baltymo denatiiracija buvo stebéta registruojant
(A) fluorescencijos emisijos signala esant 335 nm bangos ilgiui, (B) CD signala esant 222 nm
bangos ilgiui ir (C) vykdant AUC. (D) Munl denatiracijos su GdmCIl schema. Munl
monomerin¢ forma leidzia su fotochemine Zyme blokuoti cisteinus, esancius dimerizacijos
pavirsiuje.

Pagal nustatyta Munl denattracijos schema (4D paveikslas) Cys123 aminortgstys,
esancios dimerizacijos pavirSiuje, turéty biiti prieinamos cheminiams modifikatoriams
esant 1.0-1.5 M GdmCl, kuomet baltymas subyra | monomerus. Munl titravimas su
DTNB parodé, kad pridéjus 1.5 M GdmCl cisteinai tapo prieinami (3B paveikslas) ir
galéty buti blokuojami su fotocheminiais reagentais.

2. Munl aktyvumo reguliavimas

Pirmasis REazés-TFO konjugatas buvo pademonstruotas Eisenschmidt ir kolegu
(Eisenschmidt ir kiti, 2005) (5D paveikslas). Viengrandininis REazés Pvull variantas
scPvull buvo sujungtas su TFO ir gautas konjugatas kirpo specifini DNR taikinj in vitro,
Salia kurio buvo tripleksa formuojanti seka (TFS). Taciau toks REazés-TFO konjugatas
turi ir ,silpnaja“ puse. DNR triplekso susidarymas vyksta daug léCiau, nei REazé
atpazista ir hidrolizuoja savo taikinj, 0 kadangi lastelés terpéje yra Mg jonu, kurie
paprastai yra reikalingi REazés aktyvumui, tai restrikcijos fermentas pirmiau hidrolizuos
savo taikinius nei spés ivykti TFO-TFS saveika.
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5 paveikslas. Endonukleazés geny taisymui. Gamtoje egzistuojancios introninés
endonukleazés (A), ZPN, sudarytos i$ nespecifinio Fokl DNR hidrolizuojan¢io domeno,
suyjungto su DNR risan¢iu domenu, paruo$tu i§ triju cinko pirSty motyvy (B), ir TALE
nukleazes, sudarytos i§ nespecifinio Fokl DNR hidrolizuojan¢io domeno, sujungto su DNR
riSan¢iu TALE baltymu (C), buvo sékmingai panaudotos geny taisymui per HR eukarioty
lastelése. (D) REazeés Pvull-TFO konjugatas atpaZista dviguba DNR taikini, sudaryta i§
tripleksa formuojancios sekos (TFS) ir REazés taikinio.

Todél, norint REazés-TFO konjugatus pritaikyti geny taisymui in vivo, reikia
sukonstruoti ju aktyvumo reguliavimo mechanizmus, kad DNR hidrolizé galéty biti
pradéta tik po DNR triplekso susidarymo. Tuo tikslu Siame darbe parodéme galimybe
reguliuoti Munl aktyvuma (i) sudarant disulfidini ry$i tarp abieju subvienety ir (ii)
blokuojant dimerizacijos pavirSiuje esancius cisteinus su fotocheminiu junginiu.

2.1. Munl subvienety sujungimas

Norint sujungti abu Munl subvienetus per disulfidini rysi (1B paveikslas) pirmiausiai
reikia suardyti baltyma iki monomery, kad Cys tapty prieinami cheminiams reagentams.
Munl dimero suardymas buvo vykdomas pridéjus 1M GdmCI (4D paveikslas) ir vario
fenantrolino, kuris pagreitina cisteiny oksidacija iki disulfidinio ry$io. [vykusios
reakcijos produkty analiz¢ NDS-forezés biidu parode, kad apie 90% Munl subvienety
susijungé per disulfidinj rysi (6B paveikslas, R takelis).
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6 paveikslas. Munl subvienety sujungimas. (A) Sujungto Munl gryninimo su 1 ml HiTrap
Heparin kolonéle (GE Healthcare, Uppsala, Svedija) eliucijos kreivés. Vientisa linija —
sujungto Munl gryninimo eliucijos kreivé, punktyriné linija — wt Munl gryninimo eliucijos
kreivé. (B) Sujungto Munl gryninimo eliucijos frakciju NDS-PAGE analizé: M — molekulinio
svorio standartai, R — reakcijos miSinys bei surinktos eliucijos frakcijos.

Susidares sujungtas Munl (X-Munl) buvo atskirtas nuo nesureagavusio wt Munl
panaudojant afining chromatografija su heparinsefarozés koloné¢le. X-Munl pasizyméjo
silpnesne saveika su heparinsefarozés sorbentu, todél, vykdant NaCl gradienta
neredukuojanc¢iomis salygomis, jis atsiskyré nuo kolonélés pirmiau, nei wt Munl (6A
paveikslas). Surinkty frakciju NDS-forezé parodé, kad, esant denatiiruojanc¢ioms
salygoms, X-Munl gelyje juda kaip dimeras, o wt Munl - kaip monomeras (6B
paveikslas).

2.1.1. DNR hidrolizé su X-Munl.

Norint istirti X-Munl Katalizini aktyvuma buvo panaudota plazmidin¢ DNR, turinti
viena Munl taikini. X-Munl ir DNR santykiu 1:2 buvo inkubuoti Reakcijos buferyje | 25
°C temperaturoje.
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(A) Wt Munl 7  paveikslas.  X-Munl katalizinis

aktyvumas. 0.75 nM wt Munl (A), X-
Munl (B) ir X-MunIl+DTT (C) reakcija su
1.5 nM plazmidinés DNR, turinéios viena
Munl taikinj. SS — superspiralizuota DNR,
VT — viengrandinini triiki turinti DNR, L —
linijiné DNR.
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Ivairiais laikais sustabdytos reakcijos pavyzdziy analizé parodé, kad, prieSingai nei
wt Munl atveju (7A paveikslas), X-Munl visiskai nehidrolizavo DNR (7B paveikslas).
Taciau, i reakcijos miSini pridéjus reduktoriaus DTT, disulfidinis rySys suardomas ir
fermento katalizinis aktyvumas atsistato (7C paveikslas).

2.1.2. X-Munl sgaveikos su DNR tyrimas

Tam, kad nustatytume X-Munl susiriSimo su specifine DNR savybes, buvo
panaudotas elektroforezinio judrumo poslinkio metodas. Siam tyrimui naudoti
radioaktyviu izotopu *¥*P pazyméti 22/19 bp oligodupleksai, turintys Munl taikini, ir
22/22 bp oligodupleksai, neturintys Munl taikinio. Didéjantys fermenty kiekiai buvo
sumaiSyti su 2 nM specifinio ir nespecifinio oligoduplekso, uznesti ant poliakrilamidinio
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gelio (PAAG) ir praleista elektroforezé. Gauty rezultaty analizé parodé, kad prieSingai
wt Munl, kuris sudaro baltymo-DNR kompleksa su specifine DNR (Kyq ~ 10 nM) (8A
paveikslas), ir nesaveikauja su nespecifine DNR (8B paveikslas), X-Munl pasizyméjo
smarkiai pablogéjusia saveika su specifine DNR (Ky > 2500 nM) (8C paveikslas). Sis
eksperimentas parodé, kad X-Munl prarado Katalizini aktyvuma dél smarkiai
sumazejusio gebejimo sudaryti kompleksa su specifine DNR. PanaSiai kaip ir pries§ tai
aprasSytuose DNR hidrolizés tyrimuose, reduktoriaus DTT pridéjimas atstato fermento
gebéjima saveikauti su specifine DNR (Ky ~ 25 nM) (8D paveikslas).

(A) Munl (C) X-Munl

0 1002505001 2.5 5 10 25 50100250500 1 2.5 0 1002505001 2.5 5 10 25 50100250500 1 2.5
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8 paveikslas. Wt (A ir B), X-Munl (C) ir X-Munl+DTT (D) Munl saveika su specifine ir
nespecifine DNR. 2 nM radioaktyvia Zyme paZyméto oligoduplekso buvo sumaiSyta su
didéjanciais baltymy kiekiais. Baltymy-DNR saveika buvo tirta elektroforezinio judrumo
poslinkio metodu. Po elektroforezés geliai buvo i8dziovinti, autoradiografuoti ir analizuoti

naudojant Cyclone Storage Phosphor sistema ir OptiQuant Image Analysis Software, Version
03.00 (Packard Instrument Co).

X-Munl katalizinio aktyvumo praradimas gali bti susijgs su konformaciniu pokyc¢iu
dél atsiradusio disulfidinio rySio dimerizacijos pavirSiuje. Munl erdviné struktiira su
DNR (Deibert ir kiti, 1999) rodo, kad atstumas tarp i prieSingas puses nukreipty SH
grupiy sieros atomy yra ~ 8 A (1B paveikslas). Disulfidinio rysio ilgis yra ~2.1 A, todél
Siy cisteiny oksidavimas iki disulfidinio rySio ivedé¢ Zymius konformacinius pokycius,
kurie grei€iausiai sugadino Munl DNR suri§imo ir hidrolizés aktyvumus. Todé¢l
disulfidinis rySys Munl dimerizacijos pavirSiuje veikia kaip ,,0ks-red aktyvumo
jungiklis, kuris reguliuoja Munl katalizinj aktyvuma.

2.2. Munl dimerizacijos pavirSiaus blokavimas

Baltymy reguliavimas Sviesa yra nauja ir daug Zadanti strategija, leidZianti iSoriskai
kontroliuoti biologinius procesus. Tai gali bati vykdoma blokuojant biomolekules
fotochemiskai aktyviu junginiu. Tikétina, kad Munl dimerizacijos pavirSiuje prikabinus
Sviesai jautry jungini jis erdviskai neleis baltymui dimerizuotis paversdamas ji neaktyviu
monomeru (9A ir B paveikslas). Tokiam Munl dimerizacijos pavirSiaus blokavimui buvo
pasirinkta ta pati C123 a.r., kuri buvo naudota baltymo sujungimui. Sie cisteinai yra
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dimerizacijos spiralése, arti vienas kito, todél atrodo tinkami kandidatai cheminiam
modifikavimui. Cisteiny blokavimui cheminiu reagentu buvo pasirinktas 2-nitrobenzil
bromidas (NBB), kuri galima priversti nudisocijuoti pasvietus UV Sviesa.

,fermentas
o S Svitinimas A
ﬁ+ fermentas f, UV N 0 fermentas
su
NSo- + HSJ — Pen EE— + HS—/
NBB aktyvus fermentas blokuotas fermentas aktyvus fermentas

aktyvus Munl dimeras blokuotas Munl monomeras

9 paveikslas. Sviesa reguliuojamos REazés konstravimas. (A) Fermento blokavimo su NBB
bei reaktyvavimo su UV §viesa schema. (B) Sviesa reguliuojamo Munl Kkonstravimas.
Dimerizacijos pavirSiaus cisteing (C123) modifikavimas su NBB. Susidargs neaktyvus
monomeras S$vitinamas 330 nm bangos ilgio Sviesa, fotocheminis blokas nudisocijuoja
leisdamas susidaryti aktyviam Munl dimerui.

Cisteiny blokavimas buvo vykdomas per naktj 4 °C temperatiiroje, esant 1M GdmClI.
Sis denatiirantas suardo dimera iki monomery taip atverdamas priéjima prie
modifikuojamy cisteiny (4D paveikslas). Po reakcijos miSinys buvo dializuotas nuo
GdmCl, o gautas blokuotas Munl buvo grynintas naudojant gelfiltracija (10A
paveikslas). PrieSingai nei wt Munl, kuris yra dimeras (~46kDa), blokuotas Munl buvo
monomeras (~26kDa). Po blokavimo reakcijos tik apie ~10% liko dimerinio Munl (10A
paveikslas), o blokuoto Munl iseiga sieké ~90% (10A, C paveikslas).

2.2.1. Blokuoto Munl aktyvacija

Norint aktyvuoti blokuota Mun, baltymo tirpalas buvo Svitinamas nuo 312 iki 350 nm
bangos ilgio UV §viesa 1 val. 4 °C temperatiroje. Kadangi blokuotas Munl yra
monomeras, o aktyvuotas tampa dimeru, fermento aktyvavimo iSeiga buvo nustatinéjama
gelfiltracijos badu (10B paveikslas).
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10 paveikslas. Munl blokavimas
monomeras __ Vioktotas Munt su 2-nitrobenzil bromidu (NBB)
100 26kDa (Pt (A) ir aktyvavimas su UV 3viesa
80 (B) matuojamas  gelfiltracijos
btdu. (A) Munl blokavimas su
NBB paveréia ji ~monomeru.
Vientisa linija — Munl blokavimo
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11 paveikslas. Munl aktyvavimo iSeiga Svitinant jvairiy bangos ilgiy Sviesa. Aktyvavimo
iSeiga buvo nustatyta gelfiltracijos buidu jvertinant susidariusio dimero frakcija.
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Gauti rezultatai parodé, kad didziausia dimero iSeiga (~70%) gauta Svitinant 330 nm
bangos ilgio UV Sviesa (11 paveikslas).

2.2.2. DNR hidrolizé su blokuotu ir aktyvuotu Munl.

Tam, kad nustatytume blokuoto ir aktyvuoto Munl DNR hidrolizés aktyvumus buvo
panaudota A fago DNR.

12 paveikslas. A fago DNR hidrolizé su blokuotu ir aktyvuotu Munl. 1 — tik DNR
substratas, 2 — DNR hidrolizé su wt Munl, 3 — DNR hidrolizé su blokuotu Munl, 4 — DNR
hidrolizé su aktyvuotu Munl.

400 nM wt, blokuoto ir aktyvuoto Munl buvo sumaiSyta su lpg A fago DNR
Reakcijos buferyje 1 15 min. 37°C temperatiiroje. Reakcijos produkty analizé agarozés
gelyje parodé, kad blokuotas Munl yra visiS$kai neaktyvus, 0 aktyvuotas Munl atgavo
gebéjima hidrolizuoti DNR tokiu paciu specifiskumu kaip ir wt Munl (12 paveikslas).

2.2.3. Plazmidinés DNR hidrolizé su blokuotu ir aktyvuotu Munl

Siekiant detaliau iStirti blokuoto ir aktyvuoto Munl katalizinj aktyvuma DNR
hidrolizés eksperimentai buvo atlikti naudojant superspiralizuota plazmiding DNR,
turinéia viena Munl taikini. 0.75 nM wt Munl ir 1.5 nM blokuoto ir aktyvuoto Munl
buvo sumaiSyta su 1.5 nM plazmidinés DNR Reakcijos buferyje 1 esant 25 °C
temperatiirai. Esant vienodoms baltymo ir DNR koncentracijoms blokuotas Munl buvo
visiSkai neaktyvus - plazmidéje neatsirado nei dvigrandininiy nei viengrandininiy trukiy
(13B paveikslas). Taciau, aktyvuoto Munl atveju, plazmidinés DNR hidrolizés profilis
buvo toks pat kaip ir su 2 kartus mazesniu wt Munl kiekiu (13A, C paveikslas). Sis
tyrimas parodo, kad Munl aktyvacija siekia ~50%.
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(A) 13 paveikslas. Munl fotoaktyvacija. (A),
Wt Munl (B) ir (C) rodo plazmidinés DNR, turin¢ios
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2.2.4. Blokuoto Munl sgveikos su DNR tyrimas

Blokuoto Munl susiriSimo su specifine DNR savybés buvo tiriamos elektroforezinio
judrumo poslinkio metodu.

Munl () blokuotas MunI (Pt

0 1002505001 2.5 5 10 25 50100250500 1 2.5 0 1002505001 2.5 5 10 25 50100250500 1 2.5

pM nM M pM nM pM
z z
Q “ Q

T W WIWTWTWIWTE] ¥ d
S i §

T 7 Nt s e st e 0 ot 0
X &
Z,
3 3
~ N
= S
5 WY -

T b ot e el e S I W T T s i s o 0 0 8 0 s

14 paveikslas. Wt ir blokuoto Munl saveika su specifine ir nespecifine DNR. 2 nM
radioaktyvia Zyme pazymeto oligoduplekso buvo sumaisSyta su didéjanciais baltymy kiekiais.
Baltymy-DNR saveika buvo tirta EMSA metodu. Po elektroforezés geliai buvo iSdziovinti,

autoradiografuoti ir analizuoti naudojant Cyclone Storage Phosphor sistema ir OptiQuant
Image Analysis Software, Version 03.00 (Packard Instrument Co).

Siam tyrimui naudoti radioaktyviu izotopu **P pazyméti 22/19 bp oligodupleksai,
turintys Munl taiking, ir 22/22 bp oligodupleksai, neturintys Munl taikinio. Didé¢jantys
fermenty kiekiai buvo sumaiSyti su 2 nM specifinio ir nespecifinio oligoduplekso,
uznesti ant poliakrilamidinio gelio (PAAG) ir praleista elektroforezé. Gauty rezultaty
analizé parodé, kad, prieSingai nei wt Munl atveju (Ky ~ 10°nM), blokuotas Munl

pasizyméjo labai smarkiai sumazéjusia saveika su specifine DNR (Ky > 2500 nM) (14
paveikslas).

2.2.5. Munl blokavimas: iSvados ir praktinis pritaikymas

DNR hidrolizés tyrimai bei gelfiltracijos eksperimentai parode, kad Munl cisteiny,
esanciy dimerizacijos pavirSiuje, cheminis blokavimas (iSeiga ~90%) inaktyvuoja
nukleazg, neleisdamas susijungti i aktyvy dimera (10A ir 13B paveikslas).
Elektroforezinio judrumo poslinkio eksperimenty metu paaiskéjo, kad toks monomerinis
Munl darinys net nesaveikauja su specifine DNR (14 paveikslas). Tam, kad aktyvuotume
blokuota Munl, buvo pasviesta UV Sviesa ir tuomet cheminis blokas nudisocijuoja nuo
baltymo. Gelfiltracijos biudu stebimas iki 70% aktyvacijos iSeiga, o DNR hidrolizés
eksperimentai rodo iki 50% aktyvumo atsistatyma.

Aktyvumo reguliavimo strategija naudojant fotocheminj blokavima gali biti
pritaikyta ir kitiems oligomeriniams fermentams. Natiiraliai esantys arba mutagenezés
biidu jvesti cisteinai, esantys oligomerizacijos arba substrato suri§imo vietoje, gali biti
chemiskai blokuojami su NBB tam, kad biity inaktyvuoti. Tokiy fermenty katalizinis
aktyvumas gali biiti atstatomas pasvietus UV Sviesa.
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3. Kontroliuojamy restrikcijos endonukleaziy konstravimas

Individualiy genu, esanc¢iy kompleksiniame genome, taisymui reikalingos itin tikslioS
ir specifiSkos endonukleazés. Restrikcijos endonukleazés (REazés) yra viena 1S
potencialiy nukleaziy klasiy, kurios gali biti pritaikytos Siems darbams. REazés
pasizymi stipriu specifiSkumu savo DNR taikiniui, yra maZi baltymai, tod¢l gali biti
nesunkiai transportuojami i lasteles. SCPvull-TFO konjugato pavyzdys parodé, kad yra
imanoma nukreipti restrikcijos endonukleazg prie norimo DNR taikinio (Eisenschmidt ir
kiti, 2005), taciau norint REazes pritaikyti in vivo reikia sugebéti reguliuoti jy aktyvuma.

Blokavimas Kontroliuojama dimerizacija

2 8

I 1 = I I i I /|
TFS TFS TFS TFS
lAdresavimasl a
_W._I_I_ _W_I__l_
Aktyvacija Dimerizacija

ég Hidrolizé

15 paveikslas. Reguliuojamo aktyvumo REazés-TFO konjugato konstravimo strategija.
Aktyvus REazés homodimeras gali biti inaktyvuotas chemiSkai blokuojant (kairé puse,
,blokavimas®) arba mutagenizuojant (deSiné pusé, ,kontroliuojama dimerizacija®)
dimerizacijos pavirSiy. Po DNR triplekso susidarymo blokuota endonukleazé aktyvuojama
paSalinant bloka, o susilpninto dimerizacijos pavirSiaus nukleazé sudaro dimera dél artimos
monomery lokalizacijos vienas kito atzvilgiu.

Siame darbe buvo panaudotas tripleksa formuojantis oligonukleotidas (TFO), kuris
veikia kaip papildomas su DNR saveikaujantis domenas. Toks TFO, prijungtas prie
REazés, apsprendzia jos nukreipima prie reikiamo DNR taikinio, taip padidindamas
nukleazés specifiSkuma. Taip pat ¢ia pateikiamos dvi strategijos, kaip galima biity
regulivoti REazés-TFO konjugato aktyvuma: (i) cheminio blokavimo metodas, kuomet
ivedamos inaktyvuojancios modifikacijos, kurios gali biti pasalintos (su $viesa) po to,
kai susiformuoja DNR tripleksas (15 paveikslas, ,.blokavimas®), (ii) reguliuojama
oligomerizacija, kuomet kataliziskai neaktyviis REazés monomerai per TFO nukreipiami
prie to paties taikinio (Salia vienas kito), kad galéty dimerizuotis (aktyvuotis) (15
paveikslas, ,.kontroliuojama dimerizacija“).
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3.1. Blokuotos REazés-TFO konjugato konstravimas

Blokuoto REazés-TFO konjugato konstravimui buvo pasirinkta restrikcijos
endonukleazé Munl, kuri yra gerai charakterizuota ir struktariskai (Deibert ir kiti, 1999)
ir funkciskai (Lagunavicius ir kiti, 1997; Sasnauskas ir kiti, 1999). Si endonukleaz¢ yra
homodimeriné, atpazista palindroming DNR seka 5-C/AATTG-3’ ir hidrolizuoja ja i$
abiejy pusiy naudodama Mg®* jonus.

Natiraliai Munl dimeras turi dvi Cys liekanas (po viena monomere) 123 pozicijoje
(1B paveikslas). Sie cisteinai yra dimerizacijos pavirsiuje, todé¢l yra tinkami taikiniai
fotocheminiam fermento blokavimui. Munl dimera galima suardyti su 1 M GdmCI (4D
paveikslas), o C123 blokuoti su NBB ir gauti neaktyvy monomera, kuris gali bati
reaktyvuotas su Sviesa (9B paveikslas). TFO prijungimui buvo pasirinkta cisteiny
chemija. Tuo tikslu Munl C-gale buvo sukonstruotas Hisg inkaras (Hisg-Munl), kurio
paskutiné a.r. yra Cys, reikalingas TFO prijungimui (Eisenschmidt ir kiti, 2005).

-DTT

+ Cu-fenantrolinas

(C)

‘e+ maleimidas-TFO R
SH) TFO

16 paveikslas. Blokuoto Munl-TFO konjugato konstravimas. Pirmiausiai, C-galiniai
cisteinai buvo apsaugoti nuo tolimesniy modifikacijy, sudarant tarp ju disulfiding jungti (A). Po
to cisteinai, esantys dimerizacijos pavirSiuje, buvo blokuoti su 2-nitrobenzilbromidu (B).
Véliau, pridéjus DTT, suardomas disulfidinis rySys tarp C-galiniy cisteiny. Gautas
monomerinis blokuotas Munl, tinkamas tripleksa formuojancio oligonukleotido prijungimui

(©).

Norint selektyviai modifikuoti dimerizacijos pavirSiaus cisteinus su fotochemine
zyme, o C-galinius cisteinus sujungti su TFO buvo pasinaudota skirtingu §iy cisteiny
prieinamumu  cheminiams reagentams. Pirmiausiai Hisg-Munl preparatas (be
reduktoriaus) buvo inkubuotas su vario fenantrolinu tam, kad C-gale esantys cisteinai
sudaryty disulfiding jungti ir bty apsaugoti nuo tolimesniy modifikacijy (16A
paveikslas). NDS forezé parodé, kad paveikus vario fenantrolinu apie 95% Hisg-Munl
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susijungé per disulfidini ry$i (17A paveikslas). Ankstesni eksperimentai su wt Munl
parodé, kad tokiomis salygomis cisteinai, esantys dimerizacijos pavirSiuje, nepasiekia
vienas kito ir disulfidinio rySio beveik nesudaro (<5%, neskelbti duomenys).

(A) (B)

M 1 2 400 100
kDa ] 350 f :2280 B ’//
120 ' 5 300 onc // -80?
85 _ Z 250} [
50 W Dimeras £ 200} @

I = 150} {40 £
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85 85 =
50 50 w

: s blokuotas MunI-TFO ~ we- we  blokuotas MunI-TFO
35 S biokuotas Munl KA Munl
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17 paveikslas. Blokuoto Munl-TFO konjugato konstravimas. (A) Hisg-Munl (1) ir Hise-
Munl po disulfidinio rySio sudarymo reakcijos (2) NDS forezé. ,,Sujungto® Munl iseiga ~95%.
(B) Blokuoto monomerinio Munl atskyrimas nuo neblokuoto dimerinio Munl panaudojant 1ml
HiTrap Heparin kolonéle (GE Healthcare, Uppsala, Svedija). (C) Blokuoto monomerinio Munl
NDS forez¢ pries (1) ir po (2) sujungimo su tripleksa formuojanciu oligonukleotidu. (D)
Blokuoto Munl-tripleksa formuojancio oligonukleotido NDS forezés analizé. 1, 2 ir 3 atitinka
1, 2 ir 3 pl i8gryninto konjugato, 4 - 50 ng Hiss-Munl.

Kitame etape vyko cisteiny (C123), esan¢iy dimerizacijos pavirSiuje, blokavimas su
2-nitrobenzilbromidu (NBB). Tam, kad C123 bty prieinami fotocheminei modifikacijai,
buvo pridéta 1 M GdmCl, kuris atveria Munl dimerizacijos pavirSiy (16B paveikslas). |
reakcijos miSin; idétas NBB modifikavo cisteinus, esancius Munl dimerizacijos
pavirSiuje, 0 C-galiniai cisteinai buvo apsaugoti nuo modifikacijos dél sudaryto
disulfidinio rySio. Po reakcijos su NBB buvo vykdoma dializé tam, kad paSalintume
GdmCl bei fotocheminio blokatoriaus pertekliy. Pridéjus reduktoriaus DTT buvo gautas
monomerinis blokuotas Munl, tinkamas tripleksa formuojancio oligonukleotido
prijungimui. Sio blokuoto monomerinio Munl gryninimas nuo neblokuoto dimerinio
Munl buvo vykdomas panaudojant Iml HiTrap Heparin kolonéle (GE Healthcare,
Uppsala, Svedija) ir buferius su pH 6.0 (17B paveikslas). TFO prijungimas prie blokuoto
Munl buvo vykdomas taip kaip apraSyta pagal Eisenschmidt ir kolegos (Eisenschmidt ir
kiti, 2005) (16C paveikslas). Pirmiausiai, TFO buvo sujungtas su bifunkciniu agentu
GMBS N-[y-maleimidobutiriloksiJsukcinimido esteriu per amiding jungtj tarp TFO 5°
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galinés Cp,-amino grupés bei GMBS sukcinimido grupés. Gautas TFO-GMBS junginys
buvo prijungtas prie blokuoto monomerinio Munl C-galinio cisteino per GMBS
maleimido grupe (16C ir 17C paveikslai). Gautas blokuoto Munl-TFO konjugatas buvo
iSgrynintas nuo nesureagavusio Munl bei TFO pertekliaus panaudojant jony mainy
chromatografija (17D paveikslas). Sukonstruotas blokuoto Munl-TFO konjugatas buvo
taip pat kataliziskai neaktyvus (neskelbti duomenys) kaip ir blokuotas Munl (12 ir 13B
paveikslai).

3.1.1. DNR hidrolizé su blokuoto Munl-TFO konjugatu

Blokuoto Munl-TFO konjugato saveikos su DNR stechiometrija skiriasi nuo scPvull-
TFO, kuri buvo aprasyta Eisenschmidt ir kolegu (Eisenschmidt ir kiti, 2005). Viena
scPvull-TFO molekulé turi du katalizinius centrus ir gali atpaZzinti bei hidrolizuoti DNR
turin¢ia Pvull taikinj su $alia esanc¢ia viena TFS. Blokuoto Munl-TFO molekulé turi tik
viena katalizini centra, todél dvi tokios molekulés turi atsirasti prie to paties Munl
atpazinimo taikinio, kad galéty sudaryti aktyvy dimera, galinti hidrolizuoti DNR. Tuo
tikslu reikalingas Munl taikinys, kuris biity apsuptas dviem TFS.

(A) 18 paveikslas. Tikslinj taikinj
Adresuotas substratas (S1) turintios DNR hidrolizé su

IFS _ TFS blokuoto Munl-TFO konjugatu.
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= apsupta dviem TFS ir 3675 bp

Y Y iprastinis DNR substratas, turintis

P3 P4 Munl atpazinimo taikini ir jokiy

TFS. (B) DNR hidrolizé. Tikslinj ir

(B) iprasta taikinj turin¢io substrato
miSinys buvo sumaiSytas su
— & == blokuoto Munl-TFO  Kkonjugatu
Triplekso buferyje | ir inkubuotas
esant 4 °C temperatiirai leidziant
0 20 60 90 120 min K susidaryti DNR tripleksams. Po
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—P1+P2 — s

50 . ..................................................................................................... hidrolizé buvo palelsta mléini
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Blokuoto MunlI-TFO konjugato aktyvumas ir specifiSkumas buvo tiriamas naudojant
1880 bp ir 3675 bp DNR fragmentus. 1880 bp fragmentas turi triguba tikslini atpazinimo
taikini, sudaryta i§ dvieju TFS, esanciy per 9 bp auksiau ir Zemiau nuo Munl
atpazinimo taikinio (18A paveikslas). 3675 bp fragmentas turi tik Munl atpazinimo
taikini ir jokiy TFS. Kontrolinis eksperimentas su wt Munl parodé, kad abiejy fragmenty
Munl taikiniai yra hidrolizuojami vienodai (18B paveikslas, K). Abieju 1880 ir 3675 bp
DNR fragmenty inkubavimas su blokuoto Munl-TFO konjugatu Triplekso buferyje I,
reakcijos miSinio Svitinimas su UV Sviesa ir tolimesnis skiedimas su Reakcijos buferiu
IV parodé tikslinio Munl taikinio hidroliz¢ 1880 bp DNR fragmente; 3675 bp fragmente
jokios hidrolizés nepastebéta (18B paveikslas). Taigi, sékmingai pritaikant Munl
aktyvumo blokavima bei nukreipima prie norimo taikinio prijungiant TFO, buvo
sukonstruotas itin specifiskas ir §viesa aktyvuojamas DNR hidrolizés jrankis.

3.2. Nukreipiamos REazés su pablogintu dimerizacijos pavirSiumi
kiirimas

Tikslinio DNR taikinio hidrolizei su fotoreguliuojama REaze reikalinga
preinkubacija stabiliam DNR tripleksui susidaryti. Per triplekso susidaryma blokuotas
fermentas nukreipiamas prie tikslinio taikinio (15 paveikslas, ,,blokavimas®), taciau,
jeigu tirpale likty laisvo REazés-TFO konjugato, tai po Svitinimo su UV $viesa jis galéty
aktyvuotis ir hidrolizuoti kitus (netikslinius) taikinius. Sia problema galima i§spresti
kontroliuojant fermento oligomerizacija. Yra pastebéta, kad kai kuriy ortodoksiniy
REaziy subvienety saveika galima pabloginti mutaciju déka (Fritsche ir Alves, 2004,
Zaremba ir kiti, 2006). Pavyzdziui, Bse6341 dimerizacijos/tetramerizacijos pavirSiaus
mutacija R226A pavercia fermenta neaktyviu monomeru (Zaremba ir Kiti, 2006), kuris
gali dimerizuotis | aktyvy dimera esant aukStesnei jo koncentracijai. Dvieju tokiy
monomery sujungimas su skirtingais TFO nuvesty du monomerus arti vienas kito prie to
paties Bse634I atpazinimo taikinio ir skatinty susijungti i Kataliziskai aktyvy dimera.
Priesingai Fokl junginiams, kurie DNR hidrolizei vykdyti naudoja nespecifini nukleazini
domena, ortodoksinés REazés monomeras turi ne tik katalizing, bet ir DNR atpazinimo
savybeg. Susilpninta fermento dimerizacija turéty apsaugoti nuo netiksliniy DNR taikiniy
hidrolizés esant Zemai fermento koncentracijai, taciau tikslinio taikinio hidrolizé
isijungty tuomet, kai du monomero-TFO konjugatai biity nuvesti prie to paties taikinio
pasinaudojant TFO-TFS saveika (15 paveikslas, ,,kontroliuojama dimerizacija“).

3.2.1. Bse6341-TFO konjugato konstravimas

Nukreipiamos REazés su susilpnintu dimerizacijos pavirSiumi konstravimui buvo
pasirinkta Bse6341 REazé. Wt Bse634I yra stabilus homotetrameras, atpazistantis DNR
seka 5-R/ICCGGY-3’ (kur R yra A/G ir Y yraT/C) ir hidrolizuojantis ja po pirmojo
nukleotido (hidrolizés vieta parodyta /7). Wt fermento keturi subvienetai susirenka {
dimera, sudaryta i§ dvieju pirminiy dimery, kurie susijungg ,,nugaromis”’, o DNR
suriSimo plySiai yra prieSingose pusése (Grazulis ir kiti, 2002). Optimaliam fermento
aktyvumui reikalinga prisijungti du DNR atpazinimo taikinius, 0 prisijungus viena
taikinj REazés aktyvumas smarkiai sulétéjes (Zaremba ir kiti, 2005). Buvo parodyta, kad
arginino 226, esancio dimeras-dimeras pavirSiuje, pakeitimas i alaning pavercia Bse634I
monomeru (Zaremba ir Kiti, 2006). Saveikos su DNR tyrimas parodé, kad R226A
mutantas iSsaugojo geb¢jima dimerizuotis ant specifinés DNR, taciau esant aukstai

35



fermento koncentracijai (Zaremba ir Kiti, 2006). DNR hidrolizés eksperimentai parodé
netiesing fermento aktyvumo priklausomybe nuo jo koncentracijos. PrieSingai nei wt
Bse6341 atveju, kuris esant ir Zemai koncentracijai greitai hidrolizuoja DNR (19A
paveikslas), mutantas yra beveik neaktyvus esant 200 nM koncentracijai (DNR
viengrandininio triikio jvedimo greitis ~0.1 h™*, jokio dvigrandininio trikio per 8 h), bet
turi pastebima aktyvuma esant 500 nM koncentracijai ir pilng katalizinj aktyvuma esant
5000 nM koncentracijai (dvigrandininés DNR hidrolizés greitis ~4 min.™ ). Be to,
priesingai wt Bse634I, R226A yra pilnai aktyvus su DNR, turin¢ia viena atpazinimo
taikinj (19B-D paveikslai).
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0 5 10 15
Time (min)

L

(B) (D)

R226A Bse6341 [E], pM Substrato .
M 0 1 2 3 6 8h monomero min’!
_— 0.2 1-taikinys | 0.001
el 0.5 1-taikinys 0.033
h— 1.0 1-taikinys 0.18
—
gl 5.0 1-taikinys 3:5
" 5.0 2-taikiniai | 9.5

19 paveikslas. Wt Bse6341 ir monomerinio mutanto R226A katalizinis aktyvumas. (A-B)
Linijinio 5,5 kbp DNR substrato, turin¢ios septynis Bse634I taikinius, hidrolizé su wt ir R226A
Bse6341. 50 nM DNR buvo sumaisSyta su 200 nM wt Bse6341 (A) ar su 200 nM monomeriniu
mutantu R226A (B) 0-8 val. esant 37 °C temperatiirai buferyje: 80 mM Tris-fosfato (pH 6.1
esant 37 °C), 2 mM spermino, 2 mM MgCI, ir 10 mM DTT. Reakcijos buvo stabdomos su
Stop tirpalu II ir analizuojamos elektroforezés agarozés gelyje budu. (C-D) DNR hidrolize
esant jvairioms monomerinio Bse634] R226A mutanto koncentracijoms. Reakcijos buvo
vykdomos Reakcijos buferyje Il esant 25 °C temperatiirai su superspiralizuotais plazmidiniais
substratais pUCAT1 ir pUCAT2, turinciais vieng ar du 5'-ACCGGT-3’ atpazinimo taikinius.
Reakcijy paleidimas, stabdymas bei gauty rezultaty analizé buvo atlikta pagal Zaremba ir
kolegos (Zaremba ir Kiti, 2005). Substratinés DNR hidrolizés profiliai pavaizduoti (C),
nustatytos hidrolizés greicio konstantos (D).
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20 paveikslas. Bse6341-TFO konjugato konstravimas. (A) NDS forezé su Hisg-Bse6341 po
TFO prijungimo reakcijos. (B) NDS forezé su iSgrynintu Bse6341-TFO konjugatu. 1 ir 2 yra 1
ir 2 pl i8gryninto Bse634I-TFO konjugato, 3 yra 50 ng Hiss-Bse634l.

— Bse6341-TFO

Wt Bse6341 monomeras turi dvi cisteino a.r. pozicijose 10 ir 186. Kad netrukdyty
TFO prijungimui Sie cisteinai buvo pakeisti | serinus (C10S ir C186S mutacijos), 0
baltymo C-gale istatyta HisgGly,Cys seka, turinti unikaly cisteing. Sukonstruotas Hisg
Bse6341 R226A+C10S+C186S mutantas (Hisg-Bse6341) pasizymi tokiomis paciomis
katalizinémis savybémis kaip ir Bse6341 R226A. Bse634I-TFO Kkonjugatai buvo
konstruojami naudojant du 15 nt TFO (TFO1 ir TFO2), turinius 5-metil-2'-
deoksicitidino ir 5-[1-propynyl]-2’-deoksiuridino modifikacijas, kurios padidina DNR
triplekso stabiluma esant neutraliam pH. PanaSiai kaip ir Munl atveju, TFO‘ai buvo
prijungti prie baltymo C-galinio cisteino per bifunkcini agenta GMBS. Susidargs
Bse6341-TFO konjugatas buvo iSgrynintas nuo nesureagavusio baltymo bei TFO
panaudojant jony mainy chromatografija (20B paveikslas).

3.2.2. Bse6341-TFO konjugato aktyvumas ir specifiSkumas

Pirmiausiai buvo palygintas Hisg-Bse6341 ir Bse6341-TFO konjugaty aktyvumas su
superspiralizuotu plazmidiniu substratu pUCATL1 (Zaremba ir Kiti, 2005), turin¢iu viena
Bse6341 atpazinimo taikinj ir jokiy TFS. Gauta, kad TFO prijungimas prie Bse6341 C-
galo apie 20 karty sulétina DNR viengrandininio triikio jvedima (iki ~0.005 h™ su 200
nM Bse6341-TFO konjugaty, 21 paveikslas). Tai galéty biti paaiSkinama neigiamy
kriiviy atostimiu tarp nekomplementariy TFO ir DNR. Norint iStirti Bse634I-TFO
konjugaty gebé¢jima specifiSkai atpazinti ir hidrolizuoti tikslini DNR taikini buvo
panaudota 5.5 kbp linijiné DNR, turinti septynis Bse634I atpaZinimo taikinius. Vienas i§
Siy taikiniy buvo apsuptas dviem skirtingomis 15 bp polypyrimidininémis sekomis (23A
paveikslas), kurios sudaro DNR tripleksus su TFO1 ir TFO2. Kontrolinis eksperimentas
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su 2 uM Hisg-Bse6341 parodé, kad Sis fermentas, be prijungty TFO, nedemonstruoja
pirmumo tiksliniam taikiniui (22 paveikslas).

(A) 21 paveikslas. Hisg-Bse6341 ir
His,-Bse6341 Bse6341-TFO konjugaty aktyvumas su
s — — — vieng atpazZinimo taikinj turincia

pUCAT1 plazmide. (A)

Superspiralizuotos pUCATI1 plazmidés
0 1 3 6 24 48 h  hidrolizé su Hisg-Bse634l. 50 nM
plazmidinés DNR buvo sumaiSyta su 200

(B) nM Hisg-Bse6341 monomero Reakcijos
Bse634I-TFO1+ Bse6341-TFO2 buferyje IlI, esant 37 °C temperatiirai.
: e — Reakcija buvo stabdoma su Stop tirpalu

Il ir analizuota elektroforezés akarozés

gelyje budu. (B) 50 nM

[ T et ——

0 1 3 6 4 41 superspiralizuotos pUCATI1 plazmidés
hidrolizé su 200 mM Bse634I-TFOL ir
se - onjugaty misiniu
(C) Bse6341-TFO2  konjug igini
1011 —— HH - o
g Bee6341TFO konjugatai Reakcuo§ puferyje VI.II', esant 3? C
< 80f temperaturai. Pavyzdziai buvo analizuoti
= ; - P PN
Z soh taip kaip ir (A). (C) Superspiralizuotos
gt DNR hidrolizé su Hiss-Bse6341 (raudoni
z 7 kvadratai) ir su  Bse634I-TFO
= H . . o . o . .
A 20 His,-Bse6341 konjugatais (mélyni apskritimai).
0 i ] DUOMENYS buvo apraSyti
0 24 48 vieneksponentinémis  funkcijomis, o
Laikas (min) nustatytos grei¢iy konstantos buvo 0.11

h' su Hise-Bse6341 ir 0.005 h?* su
Bse6341-TFO konjugatais.

M 1 2 3

— ey -

————

— 3 Pl
P2

o

22 paveikslas. DNR hidrolizé su Hisg-Bse6341 ir Bse6341-TFO konjugatais. 50 nM 5.5 kbp
linijinés DNR, turin¢ios viena tikslinj ir Sesis Kitus Bse634I taikinius, buvo inkubuota su 200
nM monomeriniu Hisg-Bse6341 (2 eiluté) arba su 200 nM Hisg-Bse6341-TFOL ir Bse634lI-
TFO2 konjugatais (3 eilut¢) Triplekso buferyje II, esant 37 °C temperatirai. 1 eilute
nehidrolizuotas substratas, M eiluté yra ’GeneRuler 1 kbp DNA Ladder” (Fermentas UAB).
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23 paveikslas. Tikslinio DNR
taikinio hidrolizé su Bse6341-TFO
konjugatais. 5.5 kbp linijinis DNR
substratas, turintis viena tikslini
taikini (su tripleksa formuojanc¢iomis
sekomis TFS1 (mélyna) ir TFS2
(raudona), nutolusiomis per 9 bp nuo
Bse6341 taikinio) ir SeSis Kitus
taikinius (A) buvo inkubuotas su
ekvimoliariniu  Bse634I-TFO1 ir
Bse634I-TFO2  konjugaty  kiekiu,
esant 37 °C temperatiirai (B). Tik
tikslinio DNR taikinio hidrolizés
produktai (2298 bp ir 3257 bp
fragmentai P1 ir P2) susidaré per 1-8
val. inkubacija. Kontroliniai
eksperimentai  atlikti  su  Hisg-
Bse634l, neturiniu prijungto TFO
(C), ir atskirais Bse6341-TFO1 ir
Bse6341-TFO2 konjugatais (D-E).
Skirtingy eksperimenty DNR
hidrolizé¢ pavaizduota grafike (F).
Rezultaty taskai yra vidurkis i§ 3
(TFO1+TFO2) ar 2 (TFO1, TFO2)
nepriklausomy pakartojimy su + 1
standartine paklaida.



Inkubavus ekvimoliarini 200 nM Bse6341-TFOL1 ir Bse6341-TFO2 konjugaty kiekij su
50 nM 5.5 kbp linijinio DNR substrato Triplekso buferyje Il buvo stebimas 3257 ir 2298
bp DNR fragmenty atsiradimas, kuris atitinka tikslinio taikinio hidroliz¢ (23B
paveikslas). Per 8 val. buvo hidrolizuota apie 25% substrato, 0 kity taikiniy hidrolizés
stebima nebuvo (23F paveikslas). Atsizvelgiant i tai, kad 5.5 kbp substratas turi 6 kartus
daugiau kityu Bse634I taikiniy nei tiksliniy ir i su etidzio bromidu dazytos DNR
detekcijos riba (~10 ng arba ~1% visos DNR, esancios agarozes gelio), galima teigti, kad
tikslinio ir netikslinio Bse634I taikinio hidrolizés greitis skiriasi maziausiai 100 kartu.

Tam, kad parodytume jog tikslinj taikinj turinc¢ios DNR hidrolizei reikalingos abi
TFO1-TFS1 ir TFO2-TFS2 saveikos mes atlikome Kkontrolinius eksperimentus
naudodami (i) Hisg-Bse6341 be prijungty TFO, (ii) tik Bse6341-TFO1 konjugata ir (iii)
tik Bse6341-TFO2 konjugata. Eksperimento su Hisg-Bse6341, kuris neturi prijungto
TFO, metu per 8 val. inkubacijos DNR neatsirado jokio dvigrandininio trukio (23C
paveikslas). Sis tyrimas patvirtina, kad TFO-TFS saveika yra biitina tam, kad du Bse6341
monomerai susijungty i aktyvy dimera ant DNR. Atskiri Bse6341-TFO konjugatai
ivykdé tikslinio DNR taikinio hidrolizg¢ (23D ir E paveikslas), taciau reakcijos greitis
buvo 2.5 karto (Bse6341-TFO1) ir 3 kartus (Bse6341-TFO2) létesnis nei naudojant abieju
konjugaty miSini (23C paveikslas). Tai parodo, kad miisy reakcijos salygomis (200 nM
Bse6341-TFO konjugaty) kataliziskai aktyvus Bse634l dimeras prie tikslinio DNR
taikinio susirenka dviem biidais. Optimaliu atveju abu Bse634] monomerai nukeliauja
prie tikslinio DNR taikinio per TFO-TFES saveika, dél to gaunamas zymiai didesné
hidrolizuotos DNR iSeiga. Kitu atveju vienas Bse634] monomeras prisijungia Salia
taikinio per triplekso susidaryma, o antras laisvas monomeras paimamas is tirpalo.
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ISVADOS

1.

Nustatytas restrikcijos endonukleazés Munl dimero subvienety apsikeitimo greitis
bei surastos salygos, kurioms esant, Munl dimeras yra stabilus ir subvienety
apsikeitimas nevyksta.

IStirtas restrikcijos endonukleazés Munl denattracijos GAmCI reakcijos kelias. Munl
denatiiracija veikiant GdmCI vyksta dviem atskirais etapais: pirmiausiai Munl
dimeras disocijuoja i monomerus ir tik po to jvyksta monomero i§sivyniojimas.

Munl dimerizacijos pavirSiuje ivestas disulfidinis rySys veikia kaip ,,0ks-red*
jungiklis, kuris kontroliuoja DNR hidrolizés aktyvuma. Disulfidini rysi turinti Munl
forma yra visiSkai neaktyvi, taciau redukuojancios medZiagos pridé¢jimas pilnai
atstato fermento katalizinj aktyvuma.

Munl dimerizacijos pavirSiuje ivestas fotochemiskai aktyvus junginys suardo Munl
dimera | neaktyvius monomerus. Svitinimas su UV §viesa paSalina cheminj junginj ir
atstato Munl katalizini aktyvuma.

Sukonstruoti  kontroliuojamo Kkatalizinio aktyvumo restrikcijos endonukleazés
Bse6341-TFO konjugatai, skirti kryptingai DNR hidrolizei.

Restrikcijos endonukleazés-TFO konjugatai atveria galimybes nauju irankiy,
tinkanciy geny terapijai, konstravime.
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SUMMARY

The human genome contains approximately 20,000-25,000 different protein-coding
genes (Collins et al, 2004). Simple mutations within the coding region of critical genes
can lead to the formation of abnormal proteins, resulting in various diseases (e.g.
cancer), in failure of an embryo to develop, or premature death. One of the most
promising strategies for gene correction is based on homologous recombination, wherein
the DNA sequence needed to correct the gene of interest is supplied in trans to stimulate
site-specific recombination. Homologous recombination is the ultimate tool for gene
replacement, but is limited by low efficiency and reproducibility. However, it is known
that DNA double-strand breaks enhance the efficiency of homologous recombination by
several orders of magnitude (up to 10,000-fold). However, for in vivo applications
absolute site-specificity is required. Therefore, gene therapy via homologous
recombination requires new molecular tools that should be highly specific and rigorously
controllable.

In this work we have focused on the development of highly specific and rigorously
controllable meganucleases using restriction enzyme-triple helix forming oligonucleotide
(TFO) conjugates. In the restriction endonuclease (REase)-TFO conjugates TFO
provides specificity for the extended recognition site through the triple helix formation
(Fox, 2000) and addresses RE to a particular target site where it introduces a double
stranded break. A proof of principle for the development of restriction enzyme-TFO
conjugates has been provided before using engineered single-chain Pvull variant
(Eisenschmidt et al, 2005). To explored the possibility to extend the repertoire of
available RE’s we used REases Munl and Bse634I, which were structurally and
biochemically characterized before in our laboratory (Deibert et al, 1999; Grazulis et al,
2002; Sasnauskas et al, 1999; Stakenas et al, 1992; Zaremba et al, 2005; Zaremba et al,
2006).

In the present study we provide proof-of-concept demonstrations of two alternative
strategies to control the DNA cleavage activity of restriction endonuclease-TFO
conjugates. In the first approach we successfully combined the restriction endonuclease
photocaging and TFO-coupling to generate a photoswitchable Munl-TFO conjugate. The
caged Munl-TFO conjugate has two important advantages in comparison to the scPvull-
TFO conjugate described in the study by Eisenschmidt and colleagues (Eisenschmidt et
al, 2005). First, the preincubation of caged REase-TFO conjugate with target DNA can
be performed in any buffer that is compatible with triple helix formation. In particular,
the reaction buffer may contain Mg®* ions present in cellular milieu that would otherwise
induce DNA binding and cleavage of unaddressed sites by the restriction endonuclease
module of the REase-TFO conjugate. Second, it employs the native homodimeric form
of an orthodox restriction endonuclease Munl. Given the wide choice of structurally
characterized homodimeric REases, TFO-coupling combined with photocaging of
essential functional regions of homodimeric REases (e.g., dimerization interface or DNA
binding surface) has the potential of becoming a general approach to targeted DNA
cleavage. The alternative strategy presented here makes use of attenuated dimerization of
the monomeric mutant of restriction endonuclease Bse6341. Two nuclease monomers
dimerize and cut DNA only when are brought into close proximity by the site-specific
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interactions of the DNA binding modules (TFO). Triggering of DNA cleavage activity
by Bse6341 upon triple helix formation should enable addressed DNA cleavage without
a separate preincubation step given the reaction buffer is compatible with triplex

formation and DNA cleavage.
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