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IVADAS

GyvybiSkai svarbs lgsteks procesai, tokie kaip DNR replikacija, DNR reparacija,
geny raiskos valdymas, rekombinacija ir antivirusiapsauga, yra valdomi baltym
sgveikaujartiy su specifiégmis DNR sekomis. Viena iS svarbiawsbiologijos ir
biofizikos moksl uzdu@iy yra iSsiaiskinti kaip baltymai sugeba atpazinti specifines DNR
sekas tarp daugyb nespecifinj. Fermentai, kurie galijvesti viengrandinip trukj,
modifikuoti DNR bazes ar hidrolizuoti DNR speci#gsekos fosfodiesteiimys, privalo
ne tik sudaryti specifinius kontaktus su DNR atpazinimo seka, Qeykdyti chemirg
reakcip.

Il tipo restrikcijos endonukle&z (REazs) yra viena iS didziausibaltymy grupiy,
specifiSkai atpagtartiy DNR sekas. Sie fermentai atjsta trumpas (4-8 bp) DNR sekas
ir hidrolizuoja abi DNR grandines Salia arba atpazinimo sekojeazRREpriklauso
restrikcijos-modifikacijos (R - M) sistemoms, kurios apsaugo dyg&s ir arckjas nuo
svetimos (pvz. bakteriofayy DNR (Pingoud et al., 2014). éD paprasto veikimo
(daugumos REagi aktyvumui reikalingi tik M@* jonai), neeilinio specifiSkumo ir
efektyvumo, restrikcijos endonukleszyra nepakeéiami jrankiai atliekantn vitro DNR
manipuliacijas, bei tinkami modeliniai objektai specifinio taikisuradimo, atpazinimo ir
hidrolizés tyrimams. Restrikcijos endonuklegzyrimai leido iSaiskinti ,palengvintosios*
difuzijos mechanizmy t. y. baltymo specifiés sekos suradimo mechanigm
»Sliauziojant® ir ,Sokiréjant* ant nespecifiess DNR. (Halford, 2004). Nors RE&z atlieka
vienody funkcija — hidrolizuoja DNR specifigcse sekose — RE&z yra nevienalytir labai
skirtinga baltyna grupe, kurie tarpusavyje skiriasi oligomerinetdena, doman
organizacija, atpazinimo sekomis bei reakcijos mechanizmaisyz&®aui, tipirnés
restrikcijos endonuklegs EcoRI (Kim et al., 1990) ir Munl (Deibert, 1999), yra
simetriniai homodimerai, kuyi kiekvienas monomeras sudaro specifinius kontaktus su
palindromires atpazinimo sekos kiekviena DNR grandine air hjdrolizuoja. Panagi
specifiress DNR hidrolizs strategi, kai hidrolizuojamjy DNR granding kiekis atitinka
katalitiniy centry kiekj, naudoja homotetramedts IIF tipo restrikcijos endonukleéz,
kurios vienu metu atpgta ir hidrolizuoja dvi simetrines atpazinimo sekas (Cfr10Il
(Siksnys et al., 1999), NgoMIV (Embleton et al., 2001), Bse634| (daaesh al., 2005),
Cfr421 (Gasiunas et al., 2008)), ir kelios IS tipo R&azkurios atpgsta asimetrines
DNR sekas ir hidrolizuoja DNR vienoje atpazinimo sekoséjgisyra monomeriés
REazs Mval269l (turinti du aktyviuosius centrus vienoje polipeptigingrandirje
(Armalyte et al., 2005)), ir Fokl (atpazinusi specfidNR dimerizuojasi (Catto et al.,
2008)).

Dalis REazy hidrolizuoja dvigrandinig DNR tik vienu aktyviuoju centru. IS tipo
homodimerig REaz Bfil, turi vieninteli aktywjj centy, iSsickstiusj dviejy nukleaziny
domem pavirSiuje, kuriuo iS edls, keisdamasaseikos orientacyg ant DNR, hidrolizuoja
abi specifinio taikinio grandines. Visos dvigrandiggnDNR hidrolizs reakcijos metu,
Bfil atpazinimo domenasgeikauja su specifine seka (Sasnauskas et al., 2010).
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Tyrimo objektas - restrikcijos endonukléaBcnl, taip pat yra monomegn
specifiSkai atpgstanti ir hidrolizuojanti dvigrandinin DNR. Struktiriniai duomenys
rodo, kad Bcnl sudaro asimetrikomplekg su pseudopalindromine atpazinimo seka 5
CC/ISGG-3 (kur S yra C arba G, ir /' zymi hidrokés pozicip) dviem orientacijomis,
kuriose iSdsto aktywji centy ties viena iS atpazinimo sekos grandifokolowska et
al., 2007). Nokdami iSsiaiskinti Bcnl dvigrandinégs DNR hidrolizs mechanizmy mes
pasitelkme biocheminius ir biofizikinius metodus, tokius kaip kinetines reakdaijas
pavieniy molekuliy eksperimentus, leidzigms iSaiskinti Bcnl specifinio DNR taikinio
radimo ir hidrolizs mechanizmus.

Pagrindiniai darbo tikslai ir uzdaviniai:

i nustatyti monomerigs restrikcijos endonukledz Bcnl dvigrandinias
DNR hidrolizés mechanizmy

i naudojant paviemi molekuly tyrimo metodus, charakterizuoti Bcnl
specifinio taikinio suradimo procesus: Bcnl konformacinasebas, Bcnl gveikos su
specifine ir nespecifine DNR dinanaibei palengvingja difuzija.

Mokslinis naujumas.

Pirmg kary atlikta detali, monomer#s restrikcijos endonukleéz dvigrandinigs
DNR hidrolizzs mechanizmo, kinettranaliz;

Pirmg karty atlikti tyrimai, skirti, su DNR sveikaujargio baltymo specifinio
taikinio paieSkos mechanizmo nustatymui, naudojant tiek daug skirtpayieny
molekuliy tyrimo metod: (i) FRET eksperimentai konfokaliniu mikroskopu (atlikti Benl
konformacij ir sgveikos su specifine DNR orientagipustatymui); (i) visiSko vidinio
atspindzio fluorescencijos mikroskopo FRET eksperimentai (Bpilsos su specifine ir
nespecifine DNR dinamikos tyrimui); (iii) visiSko vidinio atspindZiloorescencijos
mikroskopo ir magnetinio ,pinceto” eksperimentais nustatyti ir @k@rizuoti Bcnl
‘palengvintosios difuzijos’ tipai; (iv) magnetinio pinceto pagalba, vyadyavieny DNR
molekuliy hidrolizé restrikcijos endonukleaze Bcenl.

Darbo galima praktin é reikSmeé

Pavieniy molekuliy tyrimo metodai, aprasyti Siame darbe, gaiti bseckmingai
pritaikyti kity su DNR gveikaujartiy baltymy tyrimui, jskaitant DNR polimerazes,
CRISPR-Cas endonukleazes ir dawugkity DNR modifikuojagiy ferment, kurie
naudojami kaip molekuliniagjrankiai gem inzinerijoje ir genomo redagavimui. Gautos
Zinios, nustéius monomerias restrikcijos endonukleéz Bcnl dvigrandinias DNR
hidrolizés mechanizmy leido sukurti grandinei specifinius, vierdvigrandinin trikj
jvedartius fermentus (Kostiuk et al., 2011).



Ginamieji disertacijos teiginiai:

* Monomerire restrikcijos endonukleéz vierg po kitos, hidrolizuoja
specifinio taikinio 5CCSGG-3grandines;

« Po pirmosios specifinio taikinio grands hidrolizs - Bcenl
orientacijos pakeitimas ant DNR vyksta be disociagifopals.

» Specifinio taikinio suradimui ir orientacijos pakeitimui, Bcnl naudoja
»palengvintosios” difuzijos mechanizm

 Bcnl konformacijos apil@ztumas ir atpazinimo bei katalitinio
subdomen iSsidestymas priklauso nuageikos su DNR ir dvivalehiais
metalo jonais.



TYRIM U METODIKA

Fermentai. DNR modifikuojantys fermentai modifying enzymes (T4
polinukleotidkinaz, T4 DNR ligaz, restrikcijos endonukleag ir polimerazs) buvo
pagamintos ThermoFischer Scientific ir New England Biolabs. Yaspoduktai naudoti
atsizvelgianf gamintojo rekomendacijas.

Buferiai ir tirpalai. ,A+0.1 buferis*: 10 mM K-fosfato (pH 7.0 esant 25 °C),
0.1 M NaCl, 1 mM EDTA._,A+0.2 buferis*: 10 mM K-fosfato (pH 7.0 esant 2%, °C
0.2 M NaCl, 1 mM EDTA. ,A+1 buferis”: 10 mM K-fosfato (pH 7.0 esant 25 °CM
NaCl, 1 mM EDTA. “Saugojimo buferis”: 10 mM Tris—HCI (pH 7.4 esaht°C), 0.2 M
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 % glycerolio. ,Zyé&imo buferis*: 100 mM K-
fosfato (pH 6.9 esant 25 °C), 100 mM NaCl, 1 mM TCEP. ,Matavimo btf88snM
Tris-acetato, 66 mM K-acetato, (pH 7.9 at 25 °C), 0.1 mM EDTA, 0.02nngjiukozes
oksidazs, 0.008 mg/ml katalaz, 20 mM gliukozs, 0.1 mg/ml JSA, sotus TROLOX
tirpalas._,Reakcijos buferis*: 33 mM Tris-acetato, 66 mM K-ate{pH 7.9 esant 25 °C),
0.1 mM EDTA. _SusiriSimo buferis“: 40 mM Tris-acetato (pH 8.3 resa5 °C), 5 mM
Ca-acetato, 0.1 mg/ml JSA, W glycerolio. ,EMSA buferis“: 40 mM Tris-acetato
(pH 8.3 esant 25 °C). ,NBE buferis*: 0.1 M3BiO;, 0.1 M NaOH, 0.2 mM EDTA,
15 mM Na-acetato, pH 8.0 at 25 °C. ,PBS buferis: 2.7 mM KCI, 137 N&CI, 10 mM
fosfato, pH 7.4 esant 25 °C, (Sigma). ,TAE buferis*: 40 mM Tristao, 1 mM EDTA,
pH 7.9 esant 25 °C. ,TBE buferis*: 0.1 M TrigBO;, 2 mM EDTA, pH 8.3 at 25 °C.
.Nedenatiruojantis STOP tirpalas“: 75 mM EDTA (pH 8.0 esant 25 °C), 0®01
bromfenolio nélis (w/v), 0.1% NDS, 50% (v/v) glicerolio. ,Denafiruojantis STOP
tirpalas*: 95 % (v/v) formamido, 25 mM EDTA (pH8.0 esant 25°C), 0.01 %
bromfenolio nélis (w/v). ,Neutralizacijos tirpalas” (3.5 M Tris ir 3% NDS)NDS
uzneSimo tirpalas*: 100 mM Tris-HCI (pH 6.8 esant 25 °C), 4 % NB&)( 200 mM
DTT, 20 % (v/v) glicerolio. ,BE1 buferis*: 125 mM Tris-HCI (pH 6.8 esant 25 °C),%0.1
NDS (w/v). ,BE2 buferis*: 375 mM Tris-HCI (pH 8.8 esant 25 °C), 0.1 % N®&).
.BE3 buferis*: 25 mM Tris, 190 mM glycino (pH 8.3 at 25°C), 0.1 % NDS (w/v).
LAkrilamido tirpalas 1*: akrilamido/N,N-metilenbisakrilamido (37.5:1 (w/w)) tirpalas.
LAkrilamido tirpalas II*: akrilamido/N,N-metilenbisakrilamido (29:1 (w/w)) tirpalas.

DNA oligonukleotidai. Siame darbe naudoti nemodifikuoti DNR oligonukleotidai
buvo susintetinti ,Metabion” (Martinsried, Vokietija). Oligonukleatid turintys
modifikuotus oligonukleotidus susintetinti ,Sigma”. DNR oligodupleksai (k&nt)
buvo gaunami sulydant atitinkamus viengrandininius DNR oligonukleotidus.
Viengrandinin trakj turintys oligodupleksai buvo gaunami sulydzius tris atitinkamus
DNR oligonukleotidus. Gaminant radioaktyviais izotopais &y® substratus, pries
sulydymy reikiama DNR grandin buvo Zymima 5gale **P-fosfatu panaudojant T4
polinukleotidkinaz ir [y**P]ATP (,Hartman analytic”).

10



Lentelé 1. Eksperimentuose naudoti modifikuoti ir nemodifkuoti oligonukleotidai.

Seka (8 -> 3)

Oligonukleotidy apraSymas

Oligonukleotidy
paskirtis

5r-cttcgcagt acgCCG - Gccaat aacgcacgt - 3
3'-gaagcgt cat gcGECp CCgttattgcgtgca-5'

»C-nick”: 30 bp Bcnl specifinis
dupleksas, ‘C’ grandije turintis
viengrandinin trakj. ,p” Zymi 5'-
terminalin fosfag trikio vietoje.

5r-cttcgcagt acgCC pG3caat aacgcacgt -3’
3'-gaagcgt cat gcGG - CCCgttatt gcgt gca- 5"

»G-nick™: 30 bp Bcnl specifinis
dupleksas, ‘G’ grandise turintis
viengrandinin trikj. ,p” Zymi 5'-

terminalin fosfag trakio vietoje.

Viengrandinin trukj
turintys oligodupleksai.

5r-cttcgcagt acgCCGcaat aacgcacgt - 3
3'-gaagcgt cat gcGECCCgt t att gcgt gca- 5"

DNA ,TRAP” oligodupleksas: 30 bp
specifinis DNR substratas naudotas
DNA-, gaudykEks” eksperimentuose.

DNR ,, gaudykgs”
eksperiment substratai

5r-cgcacgact t CCCGGaagagcacgc- 3"
3'-gcgtgect gaaGEECCtt ctcgt gegttg-57

Specifinis Benl oligoduplekasa

5r-cgcacgactt gt cacaagagcacgc- 3’
3'-gcgtgctgaacagtgttctcgtgegttg-5'

Nespecifinis Benl oligoduplekasa

DNR substratai naudoti
baltymo ir DNR
saveikos tyrimui
elektroforetinio judrumo
poslinkio metodu.

5'-ggt M tcagcgttatt gCCCGcgt act gcgagaaaagg- 3'
3'-ccaaaagt cgcaat aacGE3CCgcat gacgctcttttcec-5"

C-DNA-Alexa546, M=dT-Alexa546

5r-ggttttcagcgttatt gCCCGGcgt act gcgagaaaagg- 3’
3'-ccaaaagt cgcaat aacGEECCygcat gacgctctt M cc-5"

G-DNA-Alexa546, M=dT-Alexa546

Bcenl - DNA gveikos
orientacijos FRET
eksperiment substratai.

5r-ggttttcagcgttatt gCCCGcgt act gcgagaaaagg- 3’
3'-ccaaaagt cgcaat aacGE3CCgcat gacgctcttttcc-5"

SP DNR

Kvantirés iSeigos ir
anizotropijos
matavimy specifinis
oligodupleksas

5r-gctgacgcggagt at tt ggt at CCCGCct ct gct gaagccagtt acctt cggaaacg- 3’
3'-cgact gcgcct cat aaaccat aGEECCgagacgact t cggt caat ggaagcctttge-5'

Specifinis Benl oligoduplekasa

5'-ggt gacgcggagt att t ggt at gat t cct ct gct gaagccagt t acctt cggaaacg- 3’
3'-ccact gcgcect cat aaaccat act aaggagacgact t cggt caat ggaagcctttge-5'

Nespecifinis Benl oligoduplekasa

Bcenl konformacijos
FRET eksperiman
substratai

5'-MtcagcgttattgCCCGcgt act gcgagaaaagg- 3’
3'- aaagt cgcaat aacGEECCgcat gacgctcttttccB-5"

C-DNA-Cy5, M=dT-Cy5, B=biotinas

5r-BggttttcagcgttattgCCCGcgt act gcgagaaa- 3’
3'- ccaaaagt cgcaat aacGEECCgcat gacgctctt M5’

G-DNA-Cy5, M=dT-Cy5, B=biotinas

Bcnl-DNR gveikos
dinamikos FRET
eksperiment substratai

5r- gaagt gCCCGGcaat acgt act gcgt t agcagt acgt at t gCCGGCca- 3!

+Plauky segtuko” DNR oligonukleotidas
turintis Benl atpazinimo sek

Oligonukleotidas
panaudotas Bcnl
procesyvumo nustatymd
DNR konstruktui.

11



Plazmidés. pBAD24—R.Bcnl: vektorius naudojamas Bcnl baltynatrankai ir
raiskai, suteikiantis atsparanampicilinui (Ap®). pACYC184—M.BcnlIB: vektorius turintis
M.BcnIB metiltransferazs gen, apsaugantis kamieno gernpmuo R.Bcnl hidrolizs,
suteikiantis atsparuanchloramfenikoliui CnT)). T7 bakteriofago DNR, pBluescript SK+ ir
pBluescript Il SK+ naudoti DNR substgatienos molekuds eksperimentams konstravimui.

Kamienas.E.coli K12 ER2267 KnF).

Baltymu elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje esant denafiruojanc¢ioms
salygoms. Baltymy meéginiai 1:1 buvo sumaiSomi su ,NDS uzneSimo tirpalu®, gauti
miSiniai prie$ elektroforez3 min. kaitinti 98C. Pavyzdziai buvo frakcionuojami 1-1.5 h
(30V/cm) “BE3 buferyje”. Koncentruojaio ir frakcionuojario geliy sucktis atitinkamai
4% ,Akrilamido tirpalas I” ,BE1 buferyje” ir 12-15% ,Akrilamido tpalas I’ ,BE2
buferyje” (Sambrook et al., 1989). Geliai nudazyti su Page Bluenaltiazymo tirpalu
(Thermo Fisher Scientific), buvo nufotografuoti su Biometra BioDocAtelgkaitmenine
kamera.

Agarozes elektroforez nedenatiruojandiomis slygomis. Skirtingg DNR
fragment; arba skirting plazmidziy formy atskyrimas buvo vykdomas 0.7 —1.5 % agésoz
geliuose ,NBE buferyje” turiiame 0.5ug/ml etidzio bromido. DNR pavyzdziai buvo
sumaisomi su 1/3itio ,nedenaiiruojartio STOP tirpalo”. Skaitmeniniai vaizdai gauti gel
apsSvietus UV lempa ir nufotografavus su Biometra BioDocAnalyze skam@émimera.

Elektroforezé poliakriliniame gelyje esant nedenailruojanéioms glygoms.
Radioaktyviais izotopais zyti oligodupleksai buvo sumaiSomi sjvairiais baltymo
kiekiais ,suriSimo buferyje”, gauti miSiniai palaikomi 10 min ,gimo buferyje” ir 3 h
kambario temperatoje frakcionuojami gelyje (8% ,Akrilamido tirpalas I1I” ,EMSA
buferyje”) ,EMSA buferje” esant 6V/cm lauko stiprumui. Po elekirezs geliai buvo
dziovinami, o radioaktyvi DNR detektuojama fluorescengimkran (,FujiFilm®) ir
Cycloné™ skenerio (,Packard Instruments”) pagalba. Skirtingi DNR kiekiaivo
detektuojami OptiQuant 3.0 kompiuterine programa (Perkin Elmer, Wellédie, USA).

Elektroforezé poliakriliniame gelyje esant denafiruojanc¢ioms glygoms.
Radioaktyviais izotopais zyhy DNR oligoduplekg hidrolizés produkt nustatymui,
méginiai buvo sumaisomi 1:1 su ,Dematiojartiu STOP tirpalu”, 4 min Kkaitinti 95°C ir
atSaldyti lede. Elektroforézbuvo vykdoma 1 h esant 30 V/cm lauko stiprumui kigimy
ir 3-4 h su DNA ngginiais , TBE buferyje” 20 % ,Akrilamido tirpalo 11" gelyje turiiame
8.5 M karbamido. Po elektroforez geliai buvo dziovinami, o radioaktyvi DNR
detektuojama fluorescencini ekrany (,FujiFilm*) ir Cyclone™ skenerio (,Packard
Instruments”) pagalba. Skirtingi DNR kiekiai buvo detektuojami OptiQ@aht
kompiuterine programa (Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA).

Bcnl geno mutageneé. Taskires aminofig&iy mutacijos jvestos pagal
,QuickChange“ mutagenég protoko (Zheng, 2004). PGR reakcijos su persidentj&as
pradmenimis turitiais tiksline mutacip buvo atliekamos nuo pBAD24_R.Bcnl(wt)
plazmicts (Kostiuk et al., 2011). PGR reakcijos buvo hidrolizuojamos su Dpnl RiEaze
transformuotog E.coli kamiery pagal CaGl metody (Sambrook et al., 1989). Tikslipi
mutaciy jvedimas patvirtintas nusekvenavusgisniRgeny.
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Benl baltymy raiSka. Benl baltymai buvo isreikStiE.coli K12 ER2267Kn")
kamiene turitiame pACYC184CnT)_M.BcnlB ir pBAD24@ApY) R.Bcnl plazmides.
Bakterijos augintos LB tegpe su atitinkamais antibiotikais 37 °C ikigfy 0.7. Baltymy
ekspresija buvo indukuojama 0.2 % arabésozPo 4 val gsteks nucentrifuguotos ir
saugomos-20 °C.

Benl baltymu gryninimas. E. coli K12 ER2267Kn") bakterijos su ekspresuotu
Bcnl REazs baltymu resuspenduotos ,A+0.1 buferyje* tdrame 7 mM 2-ME bei
suardytos ultragarsu. Tirpi fazu tiksliniais baltymais atskirta centrifuguojant 1 h 35000 g.
Benl baltymai paeiliui buvo gryninami per fosfoceliuliszP11 (Whatman), Blue Sepharose
ir Heparin Sepharose (Amersham Biosciences); jamain; chromatografijos kolotles
naudojant linijin NaCl gradieny (,A+0.2” ir ,A+1” buferiai su 7 mM 2-ME ). Po
kiekvieno gryninimo etapo Bcnl buvimas frakcijose detektuojamas balstektroforeze
poliakrilamidiniame gelyje. 1Sgryninti Benl baltymai dializugtiieS ,,Saugojimo buféf ir
laikomi -20 °C temperatoje.

Benl baltymy zyméjimas viengubas fluorescentigmis zymemis. Benl cisteining
mutant; (Bcnl(N18C+C202S), Bcnl(V105C+C202S), Bcenl(C202S+K209C)) ,Saugojimo
buferis” buvo pakeistas,Zyméjimo bufel”, baltymus 5 kartus koncentruojant per Amicon
Ultra 10k centrifuginius filtrus nuo 50 iki 50 ul, tarp koncentravim pridedama 45Ql
,Zyméjimo buferio”. Buferio pakeitimas pa3alina glicgr@ktinang reakcip) ir DTT (kuris
konkuruoja su cisteinais, reaguojant su maleimidu),j\mdamas TCEP, kuris redukuoja
tikslinius cisteinus. Zyrgjimo reakcija buvo atliekama 2h esanf@5,Zymejimo buferyje”
sumaisSius 2@M Bcenl su 20uM arba 40QuM  AlexaFluor488-G-maleimide
(ThermoFisher Scientific), AlexaFluor546-@aleimide (ThermoFisher Scientific) arba
Cy3MonoMaleimide (GE Healthcare) fluorescentiniu dazu. Realstgdodoma prigus
40uM 2-ME ir uzneSama ant Heparin HP (GE Healthcare) kbésn Laisvas dazas nuo
kolor¢lés atplaunamas su ,,A+0.2 buferiu®, zytas baltymas nuo kolétes atplaunamas su
,A+1” buferiu ir koncentruojamas prieS ,saugojimo buyferNaudojant & metodilgy
gaunamas biotinilintas Bcnl reaguojant Bcnl(V105C+C202S) su mak&im@g-biotinu
(Thermo Fisher Scientific).

Bcnl  baltymy dvigubas zyngjimas fluorescentinemis zymemis. Pakeitus
,Saugojimo bufer’ i ,Zyméjimo bufef” 20 uM Bcnl(N18C+V105C+C202S) ir 40 pM
AlexaFluor488-G-maleimide (ThermoFisher Scientific) inkubuota 2h 25°C. Sustabdzius
reakcip 40uM 2-ME, nezyngtas, viengubai zyétas ir dvigubai Zzyrtas Bcnl
chromatografiSkai atskirtas per Mono-S (GE Healthcare) joain koloréle (250-550 mM
NaCl gradientas, 40 koléles ftiriy). Viengubai Zymtas baltymas inkubuotas su 10x
moliniu pertekliumi AlexaFluor546-Emaleimide (ThermoFisher Scientific) ,Zyimo
buferyje” 2h esant 2&. Dvigubai Zynétas baltymas grynintas per Heparin HP (GE
Healthcare) koloéle kaip viengubai zyrti Benl baltymai.

Pazymgjimo laipsnio nustatymas. Baltymy ir fluorofory koncentracijos
paskafiuotos iS absorbajj esant maksimaliam sugerties bangos ilgiui (BCpydA
Alexa488(Awgs), Alexab55(Ase)) pagal Lambert-Beerédn. Pazyngjimo laipsniai buvo
paskaéiuoti kaip fluoroforo ir baltymo koncentragijsantykis atsizvelgiani fluoroforo
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absorbcip A,gy pagal gamintojo instrukcijas (ThermoFisher Sci@)ti Visi pazyneti
baltymai ir y pazyntjimo laipsniai surasyti Lenté&le 3.

DNR konstruktas Bcnl vienmatei difuzijai stebéti. Nespecifinis DNR konstruktas,
pagamintas suligavus T7 fago DNR du 11.1 kb PGRIyktus (pirmo PGR produkto’ 5
galas biotinilintas) per Nt.BbvClI hidrokz DNR galus. 0.6 kb digoksigeninu modifikuotas
DNR fragmentas suliguotas su antruoju 11.1 kb P@ignfientu per Notl hidrolizs DNR
galus (1A paveikslas).

DNA konstruktas pavieniy DNR molekuliy hidrolizés eksperimentams.7.4 kb
DNR konstruktas, tinkantis pavieniDNR molekuly hidrolizés eksperimentams su
magnetiniu pincetu, buvo gautas suligavus 5.9 kiR R@duky (matrica—T7 fago DNA),
450 bp PGR produkt(matrica—pBluescriptlISK+) ir du PGR produktus, diftkuotus su
biotinilintais arba digoksigenilintais deoksinukiielais (matrica—pBluescriptliISK+) (1B
paveikslas).

pBluescript SK Il
T7 fago DNR T7 fago DNR pBluescript SK Il
| PGR PGR
PGR PGR PGR
Biotinas NLBbVCI v Notl Sacl Sacl Aval
I BV O .m + —m T7 fago DNA pBluescript SK Il
11.1kb 11.1kb 0.6 kbl . 0.5kb
o Digoksigeninas o
Ligavimas Ligavimas PGR PGR
Aval Aval NgoMIV NgoMIV
rY [ I +
228kb 0.7kb 59kb 0.8Kkb
C LigavimasJ
x174
L2 ° -
PGR 7.4kb
Eco311 v Eco311
Restrikcija
CHlg D
15 bp 20 bp
Ligavimas
(| )

. 100(500) bp |
) 1

1 paveiksla. DNA konstruktai. (A) 22.8 kbp nespecifinis DNR konstruktas naudatig@amats
difuzijos eksperimentuose (Zr. 2.7.1.) (B) 7.4 kbplR konstruktas naudotas pavignDNR
molekuliy hidrolizés eksperimentuose (zr. 2.8.3.). (C) Radioaktyvi@stopais zyniti

$p_fosfatai pazyrti tamsiai raudonais taskais, Bcnl atpaZzinimo s@kegyméta raudonais
keturkampiais. Restrikcijos endonukléaz naudotos DNR konstravimui, paz§ims prie
atitinkamy DNR fragment gal (A-C).

DNR konstruktas su 2 Bcnl specifiniais taikiniais. DNR konstruktai su 2 Bcnl
specifiniais taikiniais ,135“ (100 bp tarp Bcnl kaiiy) ir ,535" (500 bp tarp Benl taikimy)
buvo gauti suligavus Eco31l hidrolizuotus PGR pidds (matricapX174 RFL DNA) su
[v-°P]-ATP B-2ymétu ,plauky segtuko® formos oligonukleotidais, tutimis Bcenl
atpazinimo sek (Lentek 1). Nesusiligay DNR produktai buvo pasalinti T7 polymeéaz
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3'=>5 egzonukleass aktyvumu, kuri degraduoja visus laisvus BNR galus. Pilnai
susiligaws konstruktas iSgryninamas iS 1 % agasagelio ,, TAE buferyje* (1C paveikslas).

Baltymo ir DNR saveikos tyrimas elektroforetinio judrumo poslinkio metodu.
Siuose eksperimentuose buvo naudoti 33P izotopu paFyspecifinis ir nespecifinis
dupleksai (Lentél1). Ivairas Benl baltyny (wt, zymeti ir nezymeti Cys mutantai) kiekiai
buvo inkubuojami su DNR dupleksais (0.1 nM) ,SusiriSimo buferyje* 10 n@isant
kambario temperatai. Laisva DNR ir baltymo-DNR kompleksai buvo atskiriami
frakcionuojant 8% poliakrilamidiniame gelyje esant nedam@ajartioms glygoms kaip
aprasSyta anksau. Benl gveikos su specifine DNR KreikSnes paskaiiuotos naudojant
KYPLOT 2.0 kompiuterig program pagal metodik aprasSyd straipsnyje (Tamulaitis et al.,
2006).

Benl ir superspiralizuotos dvigrandininés DNR reakcijos. Greitos ,vienos
apsukos” kinetias reakcijos buvo atliekamos sustabdytsries prietaisu Kin-Tek RQF-3
esant 25°C temper@aai ,Reakcijos buferyje”, turitiame 0.1 mg/ml JSA. ,Pre-mix”
saglygomis - Bcenl pries reakejjbuvo preinkubuojamas su phiX174 DNR (@ ir reakcija
buvo inicijuojama Mg-acetat16 ul). ,Post-mix” slygomis - reakcija inicijuojama
sumaiSant phiX174 DNR (4f1) ir Bcnl+Mg-acetatd16 pl) tirpalus. ,,Gaudykts” reakcijos
buvo atliekamos ,pre-mix” gygomis ir inicijuojamos Mg-acetatu+30/30 ,TRAP” DNR
arba Mg-acetatu+Bcnl(D55A). Po pasiripkiaiko interval; reakcija stabdoma 6 M
guanidino chloridu. Reakcijos dginiai (100ul) sumaisyti su 6@l ,Nedenatfiruojartio
STOP tirpalo” ir frakcionuojami per agaksz elektroforez nedenaltruojartiomis
salygomis. Galutinis reakcijos miSinys yra sudarytas iS 2piWK174 DNA, 200 nM Bcnl
ir 10 mM Mg-acetato. DNR ir Baltymo ,gaudyd‘ eksperimentuose reakcijos miSinyje
papildomai yra 4M DNR ,TRAP* oligoduplekso arba 1GM Bcnl(D55A). phiX174
dvigrandinirts DNR hidrolizs produktai buvo analizuojami kaip dvi pirmo laipsnio
reakcijos (lygtis (1)). Lygiy, iSreiSkiagiy superspiralizuotos DNR ([SS]), DNR su
viengrandininiu tikiu ([VT]) ir linijin és DNR (L) kiekius (lygtys (2)-(4)), pagalba buvo
paskaéiuotos pirmosiosk)) ir antrosios K,) DNR granding hidrolizés konstantos:

SS-k, - VT-k, = L (1)
[SS] = [SS]o X exp(—ky X t) (2)
VT = VTl (72 - fexp(—kz - ©) — exp(=ky -0} (3)
[L] = [SS]o — [SS] — [VT] )

Reakcijos ,stacionariosiomis glggomis” buvo atliekamos 25°C temperaije
,Reakcijos buferyje, turitiame 0.1 mg/ml JSA, 2 nM phiX174 DNA ir 0.1 nM Bcnl.
Reakcija inicijuota 10 mM Mg-acetato. Po pasirinkdiko interval;, méginiai (25ul) buvo
sumaisSomi su 8ul ,Nedenatiruojartio STOP tirpalo“ ir frakcionuojami per agaksz
elektroforez nedenatruojartiomis glygomis. Skirtingy DNR formy (superspiralizuota
DNR, DNR su viengrandininiu @ikiu ir DNR su dvigrandininiu tikiu) kiekis buvo
nuskenuotas naudojant 1D Main kompiuterinprograma (Advanced American
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Biotechnology, Fullerton, CA, USA). Regresiranaliz atlikta naudojantKyPlot 2.0
kompiuterirg program (Yoshioka, 2002)

Kinetiniai eksperimentai su oligonukleotidiniais substratas. ,Vienos apsukos”
kinetinés reakcijos buvo atliekamos ,pre-mixjlggomis ,Reakcijos buferyje”, turitiame
0.1 mg/ml JSA, 4 nM radioizotopais zytg 30 bp G-nick arba 30 bp C-nick viengrandijnin
trokj turinciy oligoduplekg preinkubuog su 200 nM arba 400 nM Bcnl(wt) ir,
inicijluojamos 10 mM Mg-acetatu. Reakcijos buvo atliekamos sustabdyiogd prietaisu
Kin-Tek RQF-3 (kaip apraSyta ankau). Reakcijoms stabdyti naudota 2 M HCI, po to
méginiai (100ul) sumaisyti su 4%l ,Neutralizacijos tirpalo® ir 6Qul ,Denatiruojartio
STOP tirpalo“, o reakay produktai frakcionuoti elektroforeze poliakriliniame gelyje
denatiruojartiomis glygomis. Jvairiy DNR formy kiekiai jvertinti OptiQuant 3.0
kompiuterine programa (Perkin EImelVellesley USA). Regresia analiz atlikta
naudojanKyPlot 2.0 kompiuterig program (Yoshioka, 2002)

Kinetiniai eksperimentai su DNR konstruktu, turiné¢iu 2 Bcnl specifinius
taikinius. Reakcijos stacionariosiomigglggomis buvo atliktos ,Reakcijos buferyje” su
0.1 mg/ml JSA, 10 mM Mg-acetato, 100 nM ‘135’ arba ‘535’ DNR substéatuM zyneto
radioaktyviais izotopais+96 nM nezyin). Reakcija buvo inicijjuojama pridedant 1 nM
Benl(wt). Po pasirinkg laiko intervaly 8 pl reakcijos néginiai buvo stabdomi 14l
.Nedenatruojartio STOP tirpalo® ir elektroforetiSkai  frakcionuojami 6 %
poliakrilamidiniame gelyje esant nedelaiojartioms slygoms 20 h. Nehidrolizugt
substrai (SS), substratsu 1 hidrolizuotu (PS) ir substgasu 2 hidrolizuotais taikiniais
(PP) kiekiai jvertinti OptiQuant 3.0 kompiuterine programa (Perkin Elmé@fellesley
USA). Benl molekuliy procesyvumo faktoriai paskailoti pagal formu: k(PP Y(k(PS

accumulatio
accumulati0|2+k(PP )):k(P R/k(s 2:|VPF/VS§ (ir 272)

accumulatio accumulatio cleavag

Fluorescencijos anizotropijos matavimai Fluoroforais zyrmity Bcnl baltymy
anizotropija buvo matuojama zadinant ir emisija detektuojant padb@vigos ilgi metodu
(Aex=480 Nnm, A, =515 nm, t(integracijos)=5 s), naudojant Fluoromax3 prigtais
Matavimams naudota 0\BM fluoroforu zymeto Bcnl baltymo arba DNR ,Reakcijos
buferyje®. Fluorescencijos anizotropijos (r) reiksmLente¢ 3) buvo paskdiuotos pagal
(5)-(6) formules:

Iyy — GI
r = 44 VH (5)
Iyy + 2Glyy

IHH
ISraiSka /vz reiSkia horizontaliai H) poliarizuotas flurescencijos emisijos
intensyvum (I) zadint vertikaliai V) poliarizuota Sviesa (Lakowicz, 2006).
Fiorsterio spindulio nustatymas. Fiorsterio rezonansés energijos pernasa (FRET)
priklauso nuo atstumo tarp donoro ir akceptoriaus. (lygtis (7)). Fiamsgpmdulys Ry) yra
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atstumas tarp donoro ir akceptoriaus kuriam esant FRET efek#gvuygus 0.5.R,

paskaéiuojamas pagal formgii(8).
6

E =
7% + RS

(7)

0= *gpxi?xn~tx] (8)

69000 * [n10
128m x N,
kur N, yra Avogadro skaius, ¢p - donoro kvantia iSeiga,«” - dipolio orientacijos
faktorius (2/3 pagal (Stryer, 1978)); tergs luizio rodiklis (1=1.34),J — donoro emisijos ir
akceptoriaus absorbcijos spekipersidengimo integralagyp ir J reikSneés paskaiiuotos
pagal (Theissen et al., 2008), ir R, reikSmes pateiktos Lentéje 3.

FRET duomemy analize. FRET efektyvumas apildinamas kaip donoro energijos
pernasos akceptoriui greitis, padalintas i§; ypsoces, kurie suzadint donoro elektrosm
grazina | & buseny, greciy (Lakowicz, 2006). Matuojant FRET efektyvgmdonoras-
fluoroforas yra zadinamas ir du fluorescencijos intensyvumainataiojami vienu metu: (i)
donoro intensyvumalkyp (zadinant donoro bangos ilgiu) ir (ii) akceptoriaus intensyvumas
Ipa (Zzadinant donoro bangos ilgiu). Realios FRET efektyvumo reig§pmaskaiiuojamos
(lygtis (9)) detektuojamus signalus perskavus, atsizvelgiani foning emisijos detekci,
akceptoriaus emigijdonoro detekcijos kanaler), donoro emisg akceptoriaus detekcijos
kanale (3), tiesiogin akceptoriaus zadinigndonoro bangos ilgiwj bei skirtingas donoro ir
akceptoriaus kvantines iSeigas, skirtingus kadatekcijos jautrumusy) (Gust et al., 2014;
Hohlbein et al., 2014; Theissen et al., 2008).

E _ (UUpa —a = Ipp) —vS6(Upp — B *Ipa) 9
FRET ™ (Ipa — a x Ipp) + y(Upp — B * Ipa)

Gauti FRET reikSmy skirstiniai aproksimuoti Gauss'o skirstiniais. Duomenys
pateikti Lentetje 4.

Konfokaliniai pavieniy molekuliy FRET eksperimentai. Siekiant nustatyti Bcnl
konformacines tisenas 25-50 pM Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488-Alexa546 buvo
sumaisyta su 1-10 nM specifinio (SP) arba nespecifinio (NSP) DMfeduplekso 50l
“Reakcijos buferyje”. Bcnl greikos su specifine seka orientacijos nustatymui 50 pM
Bcnl(N18C+C202S)-Alexa488, Bcnl(V105C+C202S)-Alexa488 arba  Bcenl(C202S-
K209C)-Alexa488 buvo sumaiSyta su Alexa546-C-DNA arba Alexa546-G-DNA
oligodupleksais 5@ ,Reakcijos buferyje”. Eksperimentai atlikti naudojant inversuot
konfokalin. mikroskopm Zeiss LSM 780 (zr. 2.6., 2.8.1.).&¢finiai buvo Zadinami 488 nm
lazeriu, o donoro ir akceptoriaus signalai detektuojami Confocor 3 detekioErrer
duomem analiz atlikta kaip apraSyta anksu.

VisiSko vidinio atspindzio pavieny molekuliy FRET eksperimentai.
Eksperimentai buvo atliekami biotinilintu polietilenglikoliu padess eksperimentése
cekse (Roy et al.,, 2008) naudojant kombiruabagnetinio pinceto—FRET prietais
(Kemmerich et al.,, 2015). Eksperimerte cetse ,Matavimo buferyje” su 10 mM Ca-

17




acetatu, 0.1 nM Cy5 zyétas biotinilintas oligodupleksas, imobilizuotas per streptagidin
Oligonukleotido lokalizacijos nustatymui eksperimeétinek buvo zadinama 43 mW
642 nm. Po to eksperimentircek buvo zadinama 50 mW 532 nm jrcek uzneStas
Bcnl(N18C+C202S)-Cy3. Cy3 ir Cy5 fluorofipremisijos buvo spektrisSkai perskirtos ir
detektuotos iXon 897-D EMCCD kamera (Andor, Belfast, Ireland). Duwysesurinkti
naudojant LabView (National Instruments, Austin, United Stgpesyranm, kolokalizuoti
Cy3 ir Cy5 fluorescencijos signalai buvo atrinktj,iptensyvumai aproksimuoti 2D Gauso
skirstiniais, o FRET efektyvumai pasé&aioti (kaip aprasyta anki&u) naudojant MATLAB
program (MathWorks, Natick, United States) (zr. 2.8.2.).

Benl 1D difuzijos eksperimentai ant pavieny DNR molekuliy. Eksperimentinj
celiy paruoSimas, kombinuotas TIRF-magnetinio pinceto prietaisas ir dwomrnaliz
detaliai apraSytagSchwarz et al., 2013). llgam fluorescentiniam Bcnl signaluiésiteb
eksperimentai buvo atliekami su Bcnl(V105C+C202S)-maleimid-Hi&ino konjugatu
pazynétu kvantiniu tasku, padengtu streptavidinu (Qdot®625, Mdkec Probes, Life
Technologiesdiametras 20 nin 0.1-0.2 nM gauto konjugato buvo uznegsSeksperimentia
cek ir Benl vienmat difuzija stebima ant paraleliai ésl pavirSiui orientuoto 22.8 kb
nespecifinio DNR konstrukto. DNR konstruktas, viename galeétasndigoksigeninu, o
kitame gale — biotinu, po inkubacijos su streptovidinu dengtomis magmetirdale¢émis
(Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1), buvo imobilizuotas ant antidigehkisu
padengtos eksperimentgicets ir, veikiant magnetu, iStemptas iSilgaiésepavirSiui.Tarp
ceks pavirSiaus ir DNR konstrukto susidateEn5° kampo, DNR konstrukto projekcijos
0.5% ilgio sumaZasj 1D difuzijos koeficieny skatiavimus jtrauktas nebuvo. Bginys
,Reakcijos buferyje®, turitiame 0.02 mg/ml gliukas oksidazs, 0.008 mg/ml katal&s,
20 mM gliukozs, 0.1 mg/ml JSA ir 14 mM 2-ME buvo Zadinamas 10 mW 488 nm lazeriu,
esant visisko vidinio atspindzio geometrijai (angl. total internidécgon). Bcnl molekuky
pozicijos buvo analizuojamos FIESTA programa (Ruhnow et al., 2011). 1Dijafuz
koeficientai paska&iuoti iS baltymo vidutinio kvadratinio pasiskirstymo nuo laiko
priklausomybip (12A paveikslas). Vienmés baltymo difuzijos trajektorijos laike
(kymogramos) (11B paveikslas) buvo gautos ImageJ programa (Scheealer2012) (zr.
2.7.1)).

Pavieniy DNR molekuliy hidrolizés eksperimentai. Pavieni DNR molekuly
nikavimo ir hidrolizs eksperimentai buvo atliekami naudojant magpeiimcet (van Aelst
et al., 2010; Ramanathan et al.,, 2009). 7.4 kb DNR konstruktas per digoksigenino-
antidigoksigenino g/eika buvo imobilizuotas ir orientuotas (per streptavidinu dgdgim
magnetie dalek (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1)) 2 pN magnetiniu lauku
(Daldrop et al., 2015) statmenai eksperimesstioets pavirSiui (Kemmerich, Kasaciunaite,
& Seidel, 2016). DNR molekés ilgis jvertintas iS kontrolinj polistireninyy nemagnetinj
3 um dalelj ant cets pavirSiaus ir magnetia dalet¢s difrakciny vaizd;. (Huhle et al.,
2015; Otto et al., 2010). Individualios DNR moledailbuvo teigiamai superspiralizuotos
apsukant jas 25 kartus veikiant 2 pdai. | cek su ,Matavimo buferiu® turigiu 10 mM
Mg-acetato uznesta 0.2-1 nM Bcnl(N18C+C202S) ir videomikroskopijos lpagatbimas
DNA ilgis. Nikuota DNR pailgdavo @&l susukimo relaksacijos, o perkirpus ajgrDNR
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grandire magnetig dalek pranykdavo iS stefimo lauko. Laikai tarp grandinikirpimo
buvo iSanalizuoti ir rezultatai pateikti (16B paveiksle) (zr. 2.8.3.).

REZULTATAI IR J U APTARIMAS

1. Monomerinés restrikcijos endonukleazs Bcnl dvigrandininés
DNR hidroliz és mechanizmas.

Tipinés restrikcijos endonukledgz (REazs) yra homodimerai, atpgtantys
palindromines 4-8 bp DNR sekas ir kerpa abi DNR grandines atpazsekoje arba Salia
jos. Sveikos su DNR metu, dimeéa REazs, pasizymitios dvipuse simetrija, iS
kiekvieno subvieneto orientuoja aktyviuosius centrus ties kegjpamdNR grandine ir
jgalina abigy DNR granding kirpima vienu metu. (Kelly and Smith, 1970). Dauguma Il
tipo restrikcijos endonukleagi priklauso PD-(D/E)XK aminarg&iy aktyvaus centro
motyvo nukleazj superSeimai. Aktyvus centras iSstb ant konservatyvios Serdies,
sudarytos iS B-klosciy laksto ir 2a-spiraliy (Pingoud et al., 2005).

Nusta&ius Bcnl-DNR komplekso struita paaiskjo, kad Bcnl yra asimetriSkai su
DNR gveikaujantis monomeras, kuris sudaro specifinius kontaktus su kiekvienu
atpazinimo sekos nukleotidu.¢Doligomerirgs hisenos ir asimetris gveikos, Benl su
savo atpazinimo seka sudaro kompleksus dviem orientacijomisstyddmas aktyyi
centy ties grandine su centriniu ‘C’ nukleotidu '{6CCGG-3, PDB ID 20DI) (8B
paveikslas), arba sudaro komplgksrieSinga orientacija ir igdto aktywjj centy ties
grandine su centriniu ‘G’ nukleotidu (€CGGG-3, PDB ID 3IMB) (8C paveikslas). Bcnl
yra ,pasagos” formos, tétl saveikaudamas su DNR, apgaubia dvigrandinspirak,
atpaista specifig sely iS didziojo DNR griovio puss ir hidrolizuoja iS mazojo griovio
puss.

Dél monomerigs Bcnl hisenos ir asimetris gveikos su DNR, galimi kel
dvigrandinires DNR hidrolizs mechanizmai (2 paveikslas). Baltymo laikinoji dimerizacija
ant specifinio DNR taikinio atpazinimo ir hidroég metu yra negalima,éd strukiiriniy
Benl ypatyby sukelty steriny trikdziy ir konkurencijos sudarant specifines jungtis su
atpazinimo seka (2A paveikslas, ,Dimerizacijos” mechanizmés)au antrojo monomero
jtraukimas po pirmosios DNR grandmhidrolizs, kuris iSstumg pirmaj; monomey, yra
galimas (2A paveikslas,Jtraukimo” mechanizmas). Benl dvigrandiniDNR trikj gakty
jvesti dvejomis atskiromis nikavimo reakcijomis: po pirmosid$éRDgrandirs hidrolizs,
Bcnl gabty pakeisti orientacyj ant DNR apsisukant arba disociacijos-reasociacijmtsi br
hidrolizuoti antajg DNR grandir (2B paveikslas). DvigjDNR granding hidrolizé taip pat
gali bati atlikta per DNR ,plauky segtuko® formos tarpinbisery (2C paveikslas). Galimam
Bcenl dvigrandinigs DNR hidrolizs reakcijos mechanizmui nustatyti buvo atliktos ,vienos
apsukos* ir ,stacionariosios” kinetia reakcijos.
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2 paveikslas. Galimi monomeriis restrikcijos endonukleazs Bcnl dvigrandininés DNR
hidrolizés mechanizmai. Baltymas pazyrtas keturkampe figa, DNR pazyrnita dvejomis
lygiagretiomis juodomis linijomis, Bcnl specifinatpazinimo seka pazyta pilku st&iakampiu.
(A) Baltymas gali sudaryti laikindimer arbajtraukti antgj; monomey is tirpalo, kuris nustuma
pirmaj; monomey ir sudaro kompleks su DNR prieSinga orientacija. (B) ,Nuoseklusis
mechanizmas®: po pirmosios DNR granginhidrolizs, baltymas keia orientaciy apsisukant
arba disociacijos-reasociacijogdu ir hidrolizuoja antja DNR grandig. (C) Abi DNR grandias
hidrolizuojamos vienu aktyviu centru per ,plaugegtuko” tarpia basen.

1.1. ,Vienos apsukos” Bcnl reakcijos ant superspiralizudao DNR substrato.

Dvigrandinires DNR hidroliz su Bcnl buvo atliekama naudojant superspiralizuot
Ziedire fago phiX174 RFL dvigrandingn5386bp DNR turitig vierg Benl 5-CCSGG-3
atpazinimo sek Po pirmosios grandiés hidrolizs, superspiralizuota (SS) DNR buvo
pavetiamaj viengrandinit trikj (VT) turincig forma, o po antrosios grandis hidrolizs
susidarydavo linijigd (L) DNR (3A paveikslas); SS, VT ir L formos buvo atskiriamos
agarozirs elektroforegs nedenairuojartiomis slygomis ir jvertinus susidariugi DNR
formy kiekius, paska&iuoti reakciy greciai (zr. Tyrimy metodika). ,Vienos apsukos”
salygomis atliekamos reakcijos, naudojant didefmento pertekij prieS substrat parodo
susijungusio su DNR fermentaiden reakcijos metu. Sio tipo reakcijos buvo atliekamos
dviem kudais: (i) ,pre-mix” gslygomis DNR buvo preinkubuota su Bcnl ir reakcija
pradedama su Mg jonais, (3B paveikslas, diagrama); (i) ,post-mixilygomis reakcija
pradedama sumaisius Bcnl ir DNA+Rigtirpalus (3C paveikslas, diagrama). Atliekant
reakcijas ,pre-mix” glygomis, eliminuojamas Bcnl-DNR komplekso susidarymo etapas ir
matuojamas tikrasis DNR hidrotig greitis. Atlikus reakcijas ,pre-mix” ag/gomis su
100 nM ir 200 nM Bcnl, gavome identiSkus DNR hidrédizorofilius (3B paveikslas), tuo
jrodydami, kad Bcnl-DNR komplekso susidaryma&an limituojanti pirmosios DNR
grandires hidrolizs stadija. 1Sanalizuoti duomenys rodo, kad Bcnl greitai hidrolizuoja
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pirmaja taikinio DNR grandin (k, ~ 8.3 §") ir létai hidrolizuoja antia DNR grandig (k, =
0.3 sY) (3B paveikslas).

A Reakcijos pradzia Reakcijos pradzia
Jpost-mix* sglygomis ,pre-mix* sglygomis
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3 paveikslas. ,Vienos apsukos” Bcnl reakcijos su superspiralizuotu DNR swtiratu. (A)
Spejamas dvigrandiniés DNR hidrolizs reakcijos mechanizmas: Baltymas sudaro kompleks
(asociacijos greio konstantak,,) su superspiralizuota (SS) DNR, hidrolizuoja gipmspecifinio
taikinio grandig (hidrolizés gretio konstantek;) ir SS yra paveiamaj DNR su viengrandininiu
trakiu (VT). Po to Benl turi pakeisti orientagipnt DNR ir hidrolizuoti antjja specifinio taikinio
DNR grandir (hidrolizés gretio konstantak,). Po antrosios hidrolés reakcijos susidaro linijin
DNR (L). Visos reakcijos stadijos, vedams j antrosios DNR grandés hidroliz, apraSomos
hidrolizés gretio konstantak,. ,Vienos apsukos” reakcijos buvo atliekamos dvieaddis: (i)
,pre-mix” reakcijos slygomis DNR buvo preinkubuota su Benl ir reakcija pradedama sti Mg
jonais; (i) ,post-mix” slygomis, reakcija pradedama sumaisius Benl ir DNA#Mgrpalus.
Atliekant reakcijas ,pre-mix” glygomis, eliminuojamas Bcnl-DNR komplekso susidarymo etapas
ir matuojamas tikrasis DNR hidrodig greitis. (B-C) Superspiralizuotos phiX174 DNR hidreliz
restrikcijos endonukleaze Bcnl atitinkamai ,pre-mix” ir ,postinisalygomis. Schemos virs
grafiky nurodo atitinkam eksperiment eigas. Visos DNR formos susidatars reakcijos metu,
nurodytos grafikuose: superspiralizuota DNR (SS) pakyrtugiaviduriais apsskritimais, DNR su
viengrandininiu tikiu (VT) pazyneéta pilnaviduriais apskritimais o linijin DNR (L) —
tuKiaviduriais trikampiais. IStisis linijos grafikuose yra pritaikytos funkcijos pagal schew),
kuriy pagalba paskéiuotos pirmosios ir antrosios DNR granébrhidrolizs konstantos ,pre-mix”

( ki=8.3+0.2 & ir k,=0.27+0.01 3) ir ,post-mix” (k;=6.2+0.2 & andk,=0.30+0.01 8) salygomis.
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,Post-mix” reakcijos slygomis Bcnl taip pat greitai hidrolizuoja piafa taikinio
DNR grandir (k; ~ 6.2 ") ir l¢tai hidrolizuoja antfja DNR grandig (k, =~ 0.3 §") (3C
paveikslas). Bl panasy atitinkamy DNR granding hidrolizés konstang ,pre-mix” ir ,post-
mix” salygomis, galima teigti, kad esant 200 nM Bcnl koncentracijai, BAdRD
komplekso susidarymas yra greitesnis uz pirmosios DNR grandidrolizs greif (k, =~ 6
s%). Léciausia galima bimolekulinio Benl-DNR komplekso susidarymo  konstdyga
koW/[DNR]= 6 sY/2x107 M=3x10 M™'s? (kon[DNR][Bcnl]=k [DNRY]), létesnis komplekso
susidarymasidy limituojanti pirmosios DNR grandés hidrolizs.

Didelé DNR su viengrandininiu @ikiu (VT) iSeiga (iki 90 %) reakcijos eigoje ir
reakcijos graiiy santykis ki/k, > 20, gautas ,vienos apsukosjlygomis, parodo kad
pirmosios ir antrosios DNR grandinihidrolizé¢ néra ekvivalegios. Gauti duomenys
suderinami su ,Nuosekliuoju mechanizmu” (2B paveikslas). Taip pat imnegatmesti
antros DNR grandiss hidrolizs mechanizmo per ,plauksegtuko” formos tarpinbiser
(2C paveikslas), kurios negalime detektuoti atliekant eksperimermsius Ziedine
dvigrandinine phiX174 DNR, nes linijgs (L) formos judrumas agaroziniame gelyjestur
sutapti su phiX174 DNR forma. Atlikus eksperimentus ,vienos apsukggfj@anis su
[v-*P]-ATP B-?ymétais oligonukleotidais, ,plauk segtuko” formos DNR nebuvo
detektuota. Eksperimentai su oligonukleotidais taip pat parda@d 70-80 % Bcnl
molekuliy pirmoji hidrolizuojama specifinio DNR taikinio grandinturi G nukleotid
centrirgje pozicijoje (3-CCGGG-3).

1.2. ,Vienos apsukos” Bcnl reakcijos ant viengrandinifi trakij turin iy
oligodupleksy.

Ankstesni eksperimentai pargd kad Bcnl specifinio taikinio (8CCSGG-3)
pirmosios ir antrosios grandinhidrolizés rera ekvivale®ios (ki/k, > 20) ir gauti duomenys
suderinami su ,Nuosekliuoju mechanizmu” (2B paveikslas), kurio metu Boeeitai
hidrolizuoja pirmaja DNR taikinio grandig, kekia orientacij ant DNR ir Btai hidrolizuoja
antrjag DNR taikinio grandin (3B-C paveikslas). Galimos dvi specifinio taikinio antrosios
DNR grandirs letos hidrolizs priezastys: (i) antrosios DNR grangsnhidrolizs greif
riboja letas Bcenl orientacijos pakeitimas, (i) BegEiau hidrolizuoja antja DNR grandir
dél viengrandininio tiikio primojoje grandigje. Priezasties iSaiSkinimui, ,vienos apsukos”
salygomis atlikome Bcnl kinetinius eksperimentus su viengrandiriinkj turinciais
oligodupleksais 30 bp G-nick ir 30 bp C-nick, atitinkamai tigis viengrandininius
trakius Bcnl specifigs sekos grandése su centriniu G ir C nukleotidais. Rezultatai payod
kad ,pre-mix” slygomis Bcnl hidrolizuoja 30 bp G-nick substrato C grandm30 bp C-
nick substrato G grandinzymiai gretiau ((C) =~ k(G) = 8.5 s') (4A-B paveikslas) nei
superspiralizuotos phiX174 DNR agjtr grandir (k, =~ 0.38") (3B-C paveikslas).
Eksperimentajrodo, kad Bcnl specifinio taikinio (B CSGG-3) antrosios DNR grandés
hidroliz¢ limituoja létas Benl orientacijos pakeitimas ant DNR po pirmosios DNR gnaadi
hidrolizés.
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Paveiksla: 4. ,Vienos apsukos” Bcnl reakcijos ant viengrandinin trakj turin¢ig
oligodupleksy. Bcnl ir viengrandinip trakj turin¢iy oligoduplekg kompleksai pavaizduoti
paveiksiy virSuje. Reakcijos buvo atliktos ,pre-mix3lggomis, kuriy metu Benl preinkubuojamas
su DNR ir reakcija inicijuojama Mg jonais. Linijos einatios per eksperimentinius DNR
substrai kiekio tasSkus yra vienos eksponentfunkcijos. Bcnl C-nick substrato hidrale
konstanta lygk(G)=7.6+0.3 &, G-nick substrato hidrolizs konstanta lygk(C)=9.3+0.3 &

1.3. Bcnl ,stacionariosios” reakcijos su superspiralizudau DNR substratu

,Stacionariosios” reakcijos parodo viso reakcijos mechanizmo jgrsiaitant
fermento-substrato komplekso susidagymsubstrato hidroliz ir fermento-produkto
disociacig. Produktai, susidar,stacionaryjy” reakcijy metu yra disocijavnuo fermento ir
ju santykis gali pasakyti kiek fosfodiesternirySiy fermentas hidrolizuoja vienos
asociacijos su DNR metu. Jei Bcnl hidrolizwatavo specifia sely pagal ,nuosekjjj”
disociacijos-reasociacijos mechani(2B paveikslas), reakcijos eigoje ¢alsusidaryti iki
50% DNR su viengrandininiuttkiu (VT). Jei Benl hidrolizuag savo specifia seky pagal
~-nhuosekljji” mechanizm apsisukant (2B paveikslas), superspiralizuota DINfg tiesiogiali
pavertiama linijine DNR (L).

»otacionariosios” reakcijos buvo atliekamos su 0.1 nM Bcenl ir digeixX174 DNR
pertekliumi (1-2 nM, abi koncentracijos didésruz K), reakcija inicijuojama Mg jonais.
I8 gauty duomem nustatyta visos reakcijos katalitirkonstanta K.,=0.05 $'), taip pat
pastebta, kad reakcijos metu susidaro tik 10% VT DNR (arba 25% pi®dukt) (5
paveikslas). VT DNR formos susidarymas ,stacionariosiomiskaigzs slygomis yra
nesuderinamas su Jtraukimo” mechanizmu (2A paveikslas), oé¢ldzemos Bcnl
koncentracijos ir [Bcnl] << [DNA] slygy Bcnl ,dimerizacija” negalima (2A paveikslas).
Efektyvus linijines (L) DNR susidarymas yra suderinamas su ,nuosekliuoju“ mechanizm
apsisukant (2B paveikslas).
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5 paveikslas. Benl |, stacionariosios’ reakcijos su superspiralizuotu DNR substratu. Schema
virs grafiko parodo visas DNR formas, g&las susidaryti phiX174 DNA hidrolés reakcijos
metu su Bcnl. Reakcijos buvo atliekamos su 2 nM DNA ir 0.1 nM Bcnl. Rautioijea yra
pritaikyta linijiné funkcija, atitinkanti superspiralizuotos DNR (SS) hidrédiz greif
0.0048+0.0003 nM/sk{;=0.048+0.0033) pradiniuose reakcijos taskuose ([E]<<[S]). Zalia linija
yra pritaikyta linijiné funkcija, atitinkanti linijires (L) DNR susidarymo grgi0.0036+0.0015 nM/s
(kea=0.036+0.0159) pradiniuose reakcijos taskuose ([E]<<[S]). LininDNR susidarymo ir
superspiralizuotos DNR hidrotig santykis (0.0036/0.0048) rodo, kad Bcnl ~75% pradinio
substrato (SS) tiesiogiai konvertugjgalutin produkg (L).

Jeigu Bcnl kedia orientaciy ant DNR ,nuosekliuoju apsisukimo” mechanizmu, po
pirmosios specifiss sekos grandés hidrolizs, Benl per strukiring linkj (Sokolowska et
al., 2007) privalo atidaryti Bcnl strukfy, nedisocijuodamas apsisukti apie DNR 180
laipsniy ir uzsidarius Benl strukitai atpazinti komplementarios granéénatpazinimo sek

1.4. Eksperimentai su DNR ir baltymo ,gaudyklémis”.

Norédami nustatyti tiesioginio Bcnl apsisukimo ant DNR po pirmosios grasdin
hidrolizés poluidj, atlikome DNR ir baltymo ,gaudykt” kinetinius eksperimentus.
Eksperimentai buvo atliekami ,vienos apsukos” ,pre-mixlygomis reakchy inicijuojant
10 mM Mdf* ir specifinio oligoduplekso , TRAP“ pertekliumi (galutis koncentracijos: 2
nM phixX174, 200 nM Bcnl(wt) ir 2000 nM oligoduplekso ,TRAP*) (6A paveikslag)aa
10 mM Mg ir katalitiSkai neaktyvaus, bet efektyviai atpario specifire seky mutanto
Bcnl(D55A) dideliu pertekliumi (galutés koncentracijos: 2 nM phiX174, 200 nM
Benl(wt) ir 8000 nM Bcenl(D55A)) (6B paveikslas). Jei DNR ,g&ukks” reakcijos
salygomis Bcnl nebus sudgs komplekso su DNR arba disocijuos po pirmosios grasdin
hidrolizés, laisvas Bcnl iS karto sudarys kompkelss nezymto specifinio oligoduplekso
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pertekliumi ir phiX174 DNR antrosios grands hidroliz bus sustabdyta arba &igk.
Kontrolinis eksperimentas, préds sumaisSius Bcnl su phixX174 ir ,TRAP* oligoduplekso
miSiniu, rodo zymiaidtesre phiX174 hidroliz lyginant su phiX174 hidrolize be ,TRAP*
oligoduplekso irjrodo eksperimento efektyvumTatiau eksperimentai parédkad Bcnl
yra atsparus DNR ,gaudyklei®, Bcnl greitai hidrolizavo pajgpn DNR taikinio grandig
(k,=7.5£0.38) ir l¢tai antgja grandir (k,;=0.31+0.0138) (6A paveikslas), gautos
hidrolizés konstantos sutapo su standasinvienos apsukos” hidroks konstantomis
(3 paveikslas). DNR ,gaudys” eksperimentagodo, kad Bcnl geba abi specifinio taikinio
grandines hidrolizuoti be disociacijos, ir eksperimento metu visa phi>XQNMR yra
komplekse su Bcnl, o jo disociacija yra zymidgebkre uz pirmosios grandés hidroliz.

Baltymo ,gaudykés® eksperimente Bcnl greitai hidrolizavo pgjp DNR grandir,
bet po to reakcija beveik sustoja (6B paveikslas). Abu ,gaédyldksperimentai parodo,
kad po pirmosios DNR grandis hidrolizs Bcnl nedisocijuodamas atidengia spegifin
sely, pakeéia orientaciy ant DNR ir hidrolizuoja andfa atpazinimo sekos gran@inSekos
atidengimas reakcijos eigoje prieStarauja hidésliznechanizmui per ,plauk segtuko”
formos tarpig busery (2C paveikslas).

Bcnl po pirmosios DNR grandis hidrolizs gali atidengti specifin selg dél
baltymo Brown’o judjimo iSilgai DNR, vadinamo ,Sliauziojimu“ (angl. ‘sliding’), oétl
mikroskopiniy  disociacijos-reasociacijos cikl ant tos p&os DNR (vadinam
,Sokciojimais®, angl. ‘hopping’) Bcnl gali pakeisti orientagijant DNR, ,Sliauziojimo®
budu gijzti ir hidrolizuoti antsja DNR grandir (Gowers et al., 2005; Halford, 2004).
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6 paveikslas. , Gaudyklés” eksperimentai Trijy phiX174 DNR forny kiekiai atictti abiejuose
grafikuose: superspiralizuota DNR (SS) pa#étan tugiaviduriais apsskritimais, DNR su
viengrandininiu tikiu (VT) pazynéta pilnaviduriais apskritimais o linijin DNR (L) —
tuKiaviduriais trikampiais. (A) Kinetiniai ,pre-mix” eksperimentsit DNR ,gaudykle”. Schema
virS grafiko nurodo eksperimento, atlikto sustabdytékmes prietaisu, eig Bcnl buvo
preinkubuotas su phiX174 DNR, reakcija piad Mg-acetatu ir ,TRAP” oligodupleksu
(Lentek 1). DNR oligodupleksas VT DNR susidarymui ir hidroliz'akos netusjo. Tai rodo, kad
po pirmosios DNR grandés hidrolizs, Bcnl ketia orientaciy ant DNR be disociacijos.
Apskatiiuotos pirmosios ir antrosios DNR granésnhidrolizs konstantos yré&;=7.5+0.3 & ir
k,=0.31+0.01 3. (B) Kinetiniai ,post-mix” eksperimentai su baltymo gaudyklecnB buvo
preinkubuotas su phiX174 DNR, reakcija pr@dMg-acetatu ir neaktyvaus Bcnl(D55A) mutanto
pertekliumi. Mutantinis baltymas inhibavo VT DNR hidrelizEksperimentas rodo, kad po
pirmosios DNR grandits hidrolizs, Benl palieka specifinsely, tod:l neaktyvus mutantus gali
su taikiniu sudaryti kompleks

1.5. Monomerinés restrikcijos endonukleazs Bcnl dvigrandininés DNR
hidroliz és mechanizmas.

Kinetiniai eksperimentai  skirtingomis alggomis padjo iSaiskinti, kad
dvigrandinires DNR hidroliZzs mechanizmas restrikcijos endonukleaze Bcnl skirstgrias
stadijas (7 paveikslas): (i) Bcnl asociaagu DNR substratu; (ii) pirmosios DNR grangkn
hidrolizg; (iii) Bcnl orientacijos pakeitigp ant DNR; (iv) antrosios DNR grandis
hidrolize; ir (v) produkto disociacij.

26



Vienos hidrolizs konstantos gautos atlikus ,vienos apsukos” eksperimentus ,pre-
mix” ir ,post-mix” salygomis rodo, kad Bcnl-DNR komplekso susidarymas nelimituoja
pirmosios DNR grandis hidrolizs (3A-B paveikslas). Nustatyta Bcnl-DNR komplekso
susidarymo konstantos Zemiausia riba 3X0s' yra panasij kity REazi-DNR
kompleks susidarymo konstantas (Laurens et al., 2009; Zaremba et al., 2@i®)antima
difuzijos abribotai maksimaliai komplekssusidarymo konstantai (Halford and Marko,
2004). Susidarius Bcnl-DNR kompleksui, Bcnl greitai hidrolizuoja ppamspecifinio
taikinio DNR grandig (k; ~ 8 s%), tatiau ktai hidrolizuoja antja DNR grandig (k, ~
0.3s" (3B-C paveikslas). Eksperimentai su viengrandirtifikj turintiais substratais
paroc, kad Bcnl antfja DNR grandig hidrolizuoja taip pat greitai kaip ir piraja (k(C) =
k(G) =~ 8.5 s', 4A-B paveikslas), o limituojanti antrosios DNR grargirhidrolizs stadija
yra Bcnl orientacijos keitimas ant DNR. DNR ir baltymo ,gakidg” eksperimentajrode,
kad Bcnl orientacijos pakeitimas ant DNR vyksta be disociagijopaly, bet atidengiant
specifire sely (6A-B paveikslas). Benl orientacijos pakeitimas ant DNR be dasqos j
tirpala taip pat patvirtintas ,stacionariosiomis” reakcijomis, kumetu tik 25 % produkt
buvo viengrandiniptrikj turinti DNR forma, o pagrindinis tiesiogiai iS superspiralizuotos
DNR (SS) susidarantis produktas buvo linjiDNR (5 paveikslas). Kitos restrikcijos
endonukleagzs specifiin  DNR taikin suranda ,palengvintosios difuzijos” Gdu,
»Sliauziodamos*® ir ,Sokiodamos® ant DNR (Bellamy et al., 2005; Gowers and Halford,
2003; Stanford, 2000). Tékina, kad Bcnl smechanizr naudoja, ne tik specifinio taikinio
suradimui, bet ir orientacijos pakeitimui ant DNR.

Kaip ir daugelio restrikcijos endonukleaiSapranauskas et al., 2000; Sasnauskas et
al., 1999; Wright et al., 1999), Bcnl reakcijos mechanizmo limituogatlija yra produkto
disociacija nuo BenliG, = 0.05 &', 6 paveikslas).

k

cat

=0.05 s

Benl :\ kz"biz 0.3s"
. kswitch
Sokéiojimas, _ 4 - P
Ko > 3%107 571 ~8s1 P Gliauzicjimas k,=85s K4s=0.05s
o sy BB, | s K858 k0055
DNR LA ST

Substratas Produktas

7 paveikslas. Monomerirés restrikcijos endonukleazs Bcnl dvigrandininés DNR hidrolizés

mechanizmas.Bcnl greitai sudaro kompleksu savo atpazinimo seka (gtiei konstanta,n); po

to greitai hidrolizuoja pirrfia DNR grandig ir susidaro DNR su viengrandininiuakiu (VT).

Antrosios DNR grandigs hidroliz yra kta (gretio konstanta) ir susideda iS dvigjproces: (i)

santykinai ¢to Benl orientacijos pakeitimo ant DNR (gfi@ konstantakswicr), apimatio Benl

disociacip nuo specifinio taikinio ir (i) greitos hidrolis ((C) arba k(G)). Reakcija yra
uzbaigiama produkto disociacijiiyg), kuri riboja viso reakcijos ciklo greifk.a). Galima Bcenl
disociacija nuo DNR po pirmosios granésnhidrolizs (atitinka ~25% vigy; Bcnl reakcij su
phiX174 DNA) schemoje neparodyta.
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2. Pavieniy molekuliy eksperimentai

Ivairis kinetiniai eksperimentai p&0 nustatyti, kad monomemin restrikcijos
endonukleaz Bcnl po pirmosios specifinio taikinio DNR granda hidrolizs ketia
orientacip ant DNR be disociacijogtirpala, tatiau atidengia specifintaikinj. Bcnl-DNR
komplekso strukiriniai duomenys rodo, kad Bcnl orientacijos keitimant DNR yra
butinas 180 ° apsisukimas, kuris negalvykti be Bcnl pasagos formos @ttos atsidarymo
(Sokolowska et al., 2007). Padarytos iSvados |&#elti hipotez, kad Bcnl po pirmosios
specifinio taikinio DNR grandis hidrolizs, orientacijos keitimui naudoja
~palengvintosios difuzijos” mechanizimHalford, 2004), bei kéia konformaciy. ISkeltai
hipotezei patikrinti, atlikome fluorescencijos i#gps spektroskopijos pavienmolekuly
eksperimentus, leidzigms stelti pavieny baltymo molekuly vienmat difuzija ant DNR,
nustatyti baltymo strukitos konformacy ir saveikos su specifine DNR orientagij

2.1. Apo-Bcenl ir Benl-DNR kompleksy struktiiry palyginimas.

Nustatytos Bcnl-DNR kompleksstrukiiros parodo, kad Bcnl sudavo specifinius
kontaktus su kiekvienu atpazinimo seko$@&SGG-3) nukleotidu ir priklausomai nuo
susidariusio komplekso, orientuoja akijiv centg ties atpazinimo sekos grandine su
centriniu C (5CCCGG-3, PDB ID 20DI) arba ties grandine su centriniu GEEGGG-3,
PDB ID 3IMB) nukleotidais. Strukiriniai duomenys rodo, kad apo-Bcnl striukts
atpazinimo ir katalitiniai subdomenai yra labiauai¢lvienas nuo kito ((CCGGG-3, PDB
ID 20DH), lyginant su baltymu aseikaujartiu su specifine DNR (8CCGGG-3, PDB ID
20DI) (8 paveikslas).

A B C
apo-Benl Benl-DNR Benl-DNR

N18

8 paveikslas. apc-Benl ir Benl -DNR kompleksy struktiros. (A) Apo-Benl (PDB ID 20DH) ir
Bcnl-DNR kompleksg strukfiros, kuriose Bcenl orientuoja aktyy centg ties atpazinimo sekos
(5'-CCSGG-3 (B) ,C” (PDB ID: 20DI) arba (C) ,G” (PDB ID: 3IMB grandiremis. Zalios ir
raudonos sferos zymifCatomus N18 ir V105 aminag&iy, kurios buvo iSmutuotoscisteinus ir
pazynetos fluorescentiniais dazais. Atstumai tarp N1& 105 aminofig&iy Cp atomy yra 5.51
nm ‘atviroje’ (PDB ID 20DH) ir 4.2 nm ‘uzdaroje’ B ID 20DI, 3IMB) konformacijose. Bcnl
specifires atpazinimo sekos C ir G nukleotidai pazyindydra ir violentine spalvomis.
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2.2. Bcnl zymgjimo pozicijy nustatymas.

Bcnl  konformaciy nustatymui tirpale, atlikome pavieni molekuly FRET
eksperimenus konfokaliniu mikroskopu. Eksperimentams buvo naudojamas dviem
fluoroforais (Alexa488, Alexa546) atpazinimo ir katalitiniame subelonose pazyatas
Benl baltymas. Pazyéimo pozicijos parinktos matuojant atstgntarp atpazinimo ir
katalitinio subdomein aminotg&iy Cp atomy, kuris turi kiti artimas Alexa488-Alexa546
fluorescenting daz; poros Fiorsterio spinduliuiRy=6.4 nm), o atstumo pokytis tarpysSi
aminomg&iy, lyginant ‘atvig' apo-Bcnl (PDB ID 20DH) ir ‘uzda’ Benl-DNR (PDB ID
20DI) komplekso strukiras (8A-B paveikslas), turi tb pakankamai zymus, kad
eksperimenf metu ketiantis Bcnl konformacijai stetbume zymy FRET pokyi. Geriausiai
Sias glygas atitiko N18 ir V105 amindgstys, atstumai tarp kuwriyra 5.51 nm atviroje’ ir
4.2 nm ‘uzdaroje’ konformacijose.

Benl sgveikos su DNR orientacijos nustatymui, vienu fluoroforu gymime Bcnl ir
DNR. Pozicijos ant Bcnl amindg&iy (N18, V105 ir K209) @ atomy ir DNR nukleotid;
C5 atomy poziciy buvo parinktos taip, kad Bcnlgweikaujant su DNR skirtingomis
orientacijomis, atstum pokyiai bity didziausi ir artimi  Alexa488-Alexa546
fluorescenting daz; poros Fiorsterio spinduliuiRy=6.4 nm). DNR 14 pozicija '&'
Kryptimi nuo centrinio atpazinimo sekos nukleotid6-C&SGG-3) ir Benl N18, V105 ir
K209 pozicijos buvo parinktos remiantis 20Dl and 3IMB stiiuiinis (8 paveikslas).
Atitinkami, sukonstruoti Bcnl cisteininiai mutantai ir paskaotos FRET efektyvumo
iISeigos Errer), Benl su DNR sveikaujant skirtingomis orientacijomis, yra pateiktos 14
paveiksle.

2.3. Bcnl cisteining mutanty konstravimas, gryninimas ir charakterizavimas.

Specifinis baltyng pazyntjimas fluorescentiniais dazais vyksta fluoroforo
maleimidui reaguojant su baltymo cisteijuestu specifije pozicijoje. Nepageidaujama
zymejimo pozicija buvo paSalinta natugaBcnl cisteia iSmutavusj alaniry ir serin.
ISgryninti Benl(C202A) ir Benl(C202S) baltymai su savo speeiflDNR seka s@/eikavo
taip pat specifiSkai kaip ir laukinio tipo baltymas. Bcnl kinefineksperimentai
stacionariosiomis gfygomis su dvigrandinine superspiralizuota phiX174 DNR rodo, kad
Bcnl(C202A) reakcijos metjtirpalg paleidzia iki 20 % produkto su viengrandininiakiiu
(VT). Tiksliniy cisteiny mutaciy jvedimui pasirinktas Bcnl(C202S), kuris kaip ir Benl(vt)
tirpala paleidzia tik iki 10% produkto su viengrandininiakiu (VT).

Pasirinktos zyrgjimo pozicijy aminotgstys (N18, V105 ir K209) buvo pakeistps
cisteinus  kryptingosios  mutagesez kidu. Sukonstruoti  Bcnl(N18+C202S),
Bcnl(V105C+C202S), Bcnl(C202S+K209C) ir Bcenl(N18+V105C+C202S) mutamtinia
baltymai buvo ekspresuoti ir iSgryninti kaip aprasSyta metoduoseioS&ais kinetiniai
eksperimentai su dvigrandinine superspiralizuota phiX174 DNR rodo, &aldcisteininiai
mutantai iSlaiko 52-74 % Bcnl(wt) aktyvumo (Lerdt@)). Benl ir specifiés DNR gveikos
eksperimentai rodo, kgelestos mutacijosaseikos afiniSkumui nepakeaKLentek 2).
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Lentelé 2. Benl fveikos su specifine DNR disociacijos konstantokd) ir katalitinio
aktyvumo konstantos kc) stacionariosiomis glygomis.

Alexab46

nM)+St. shzst. 1 -
Benl konjugatas k%(aklazida kc;éklg\ida o S §§§2: ), e
Benl(wi) 0.21+0.050 | 0.042:0.0017 100
Bcnl(C202A) 0.2+0.038 0.03%0.0015 88
Bcnl(C202S) 0.29:0.045 0.036:0.0035 86
Bcnl(N18C+C202S) 0.29:0.065 | 0.022+0.0015 52
Bcnl(N18C+C202S)-Alexa488 0.18+0.037 0.0130.0012 31
Bcnl(V105C+C202S) 0.15:0.041 0.02&0.0032 62
Bcnl(V105C+C202S)-Alexa488 0.16£0.037 0.026:0.0013 62
Bcnl(V105C+C202S)-Biotin - 0.02:0.0015 48
Bcnl(C202S+K209C) 0.18t0.049 0.029:0.0024 69
Bcnl(C202S+K209C)-Alexa488 0.44+0.080 0.01#0.0011 40
Bcnl(N18C+V105C+C202S) 0.3+0.094 0.0310.0026 74
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- i} 0.015:0.0012 36

2.4. Bcnl zymgjimas fluorescentiniais dazais.

Viengubi ir dvigubi Bcnl cisteininiai mutantai buvo pazitmir iSgryninti pagal
baltymy koncentracijos bei
pazyngjimo laipsniai pateikti Lentéje 3. Pazyrmity Bcnl baltymy grynumas buvo
jvertintas, vykdant baltymelektroforez poliakrilamidiniame gelyje. Fluorofqrdetekcija
buvo vykdoma, poliakrilamidin gel su iSfrakcionuotais pazyitais Bcnl baltymais
zadinant Cy2(Alexa488) ir Cy3(Alexa546) zadinimo bangos ilgiaigiav gelis buvo
nudazytas Coomasieéfiu (9 paveikslas). Fluorescentiniai signalai persigesig baltymo
pozicijomis gelyje, tuo tarpu laigvfluorofory bei papildom baltym; gelyje nedetektuota.
Buvo padaryta iSvada, kad pazthmBcnl baltymai yra be priemajsir iSvalyti nuo laisy

ank<iau apraSytas metodikas.

fluorofory.

Gautppazynety Bcnl
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9 paveikslas. Benl cisteininiy mutanty pazyméjimas fluoroforais. Pazynéti Benl baltymai
buvo frakcionuojami poliakrilamidiniame gelyje démaiojartiomis slygomis. Gelis buvo
zadinamas Cy2(Alexa488) ir Cy3(Alexa546) zadinilmangos ilgiais ir gelis buvo dazomas
Coomassie ®liu. Fluorescentiniai signalai persideéngu baltymo pozicijomis gelyje, tuo tarpu
laiswy fluorofory bei papildom baltymy gelyje detektuota nebuvo. Buvo padaryta iSvadd, ka
pazyneti Benl baltymai yra be priemajSir pilnai iSvalyti nuo laisy fluorofory. 1. Spectra
Multicolor Low Range Protein Ladder(26628), 2. Bdil8C+C202S)-Alexa488,
3. Bcnl(C202S5+K209C)-Alexa488, 4. Bcnl(V105C+C20239xa488,

5. Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488-Alexab46, 6. nEBbl18C+C202S)-Cy3, 7. Page Ruler
TM Broad Range (26630). iy kiekvieno viengubai zyato ir 1ug dvigubai zynéto Bcenl
baltymo buvo frakcionuojama poliakrilamidiniame yel

2.5. Fiorsterio spinduolio nustatymas.

Eksperimentiniai Fiorsterio spinduliaiR{) buvo nustatyti vienu fluorescentiniu
donoru Alexa488 pazyéiems Benl baltymams (Bcnl(N18C+C202S),
Bcnl(V105C+C202S) ir Benl(C202S+K209C)) be arbal®umM Ca(OAc) bei su 10 mM
Ca(OAc)y ir 1uM specifinio oligoduplekso (seka identiSka C-DNAe&b546
oligodupleksui, bet neturi Alexa546 fluoroforo) pdgaprasSyy metodilky (Lentek 3).
Eksperimentiniai Fiorsterio spinduliaiR) buvo panaudoti teoréms FRET pernasSos
ISeigoms Errer) paskatiuoti iS Benl-DNR strukiiry (PDB ID 20Dl ir 3IMB) atstum (14
paveikslas).
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Lentelé 3. FluorescentiSkai pazynaty Benl baltymy pazymejimo laipsniai, kvantin és
iISeigos §p), eksperimentiSkai nustatyti Fiorsterio spinduliai (Rp) ir anizotropijos.

. Pazyngjimo R . .
Bcnl konjugatas laipsnis Salygos (05} % Nm | Anizotropija
- 0.77 6.0 0.134
0 +10mM Ca(OAc) |0.75 | 598 | 0.135
Bcnl(N18C+C202S)-Alexadss Z/flfx/;’ se8)  [iom CaEO AC2+
2 0.79 6.04 0.112
1uM SP DNR
- 0.80 6.03 0.190
Benl(V105C+C202S)-Alexaass | 277 +10mMCa(9Ac) 1075 | 597 | 0.182
i Alexa488 +10mM Ca(OAc) +
( ) OA* 1077 | 601 | 0.087
1uM SP DNR
- 0.64 5.81 0.232
96.5% +10mM Ca(OAc) | 0.70 | 5.90 0.223
Bcnl(C202S+K209C)-Alexa488 (Alexa488) 1omM Ca(OAC2+
0.79 6.03 0.092
1uM SP DNR
- - - 0.231
98.2% +10mM Ca(OAc) | - - 0.245
Bcnl(N18C+C202S)-Alexa546 (Alexa546) 1omM Ca(OAC2+ .
1uM SP DNR '
- - - 0.248
100% +10mM Ca(OAc) | - - 0.249
Bcnl(V105C+C202S)-Alexa546 (Alexa546) 1omM Ca(OAC2+ a1
1uM SP DNR '
94.5%
Bcnl(N18C+V105C+C202S)- (Alexa488) ) )
Alexa488-Alexa546 57.7%
(Alexa546)

2.6. Bcnl konformacinés biasenos.

Pavieny molekuly FRET eksperimentai buvo atlikti su laisvai difundudjars
dvigubai zyngtais Bcnl(N18+V105C+C202S)-Alexa488-Alexa546 baltymais, naudojant
invertuoty konfokalin mikroskom. Eksperimentus atlikome skirtingomiglygyomis: be
DNR, su nespecifine (NSP) DNR, su specifine (SP) DNR, taigksgerimentai visomis
minétomis slygomis buvo atlikti esant Ga(10A-C paveikslas). Eksperimentai be DNR ir
be C&"* jony parod, kad Benl FRET efektyvumag&ggre) lygus 0.61 ir atitinka teorinapo-
Benl EprerreikSne (Erre=0.63,r=5.51 nm (Figure 8A)R,=6 nm (Lented 3)).

Platus FRET reikSmi skirstinys ¢=0.41, 1@\ paveikslas, Lentél4) parodo, kad
Siose glygose Bcnl strukira yra neapil@zta ir neturi fiksuotos konformacijos. Mazesni
Errer reikSmi skirstinio kairysis petys (maz@sgerreiksmes) atitinka atvig konformaciy,
kurioje atstumas tarp katalitinio ir atpazinimo subdognenéty biti didesnis nei stebimas
apo-Bcnl strukiroje (PDB ID 20DH), o deSinysis skirstinio petys (diddErreT reikSnes)
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IS dalies atitinka uzdarBcnl konformaciy (Erre7=0.89,r=4.2 nm (Figure 8B-C)R,=6 nm
(Lentek 3)), stebim Bcnl-DNR kompleksuose (PDB ID 20DI ir 3IMB). Eksperimentuose
su NSP arba SP DNR yra stebimas siaufager reikSmi pasiskirstymas o&0.2),
apibadinantis fiksuog Bcnl konformaciy, bet Erret reikSnes abiem atvejais yra mazos ir
vienodos (0.51-0.53, 10B-C paveikslas). Sie rezultatai yra suderinamirdurBSP/NSP
DNR neselektyvia geika nesant Ca jony (Kq(Bcnl-DNRysp)=870 nM, K(Benl-
DNRsp)=540 nM, “Baltymo ir DNR gveikos tyrimas elektroforetinio judrumo poslinkio
metodu”, nepublikuoti duomenys). Tirpale su SP DNR, NSP DNR f {@mais, Benl
formuoja labiau uZzdarkompleks, nei be C& jony (Erre=0.57, 10B-C paveikslas),dau

su SP DNREggeT reikSmi skirstinys yra siauresnis, nei su NSP DNR({.09 (SP DNA),
6=0.21 (NSP DNR)). Sie rezultatai rodo, kad tirpale su DNR sudiar&kompleks Bcnl
konformacija tirpale yra atviregnnei stebima Bcnl-DNR kristalografise strukiirose
(PDB ID 20Dl ir 3IMB), ir kad gveikos su specifine DNRakota Bcnl konformacija yra
labiau apribota, nei sudarant komplgksi nespecifine DNR. Vienodi, Bcrdweikos su SP

ir NSP DNR, Erget reikSmiy skirstiniai rodo, kad specifis sekos paieSkos metu, Benl su
NSP DNR sudaro tgkpat kompleks kaip ir su SP DNR (10B-C paveikslas). Didziausia
Errer reikdne (0.72) gauta atliekant eksperimgnsu apo-Benl ir CH jonais (10A
paveikslaslentek 4).

Lentelé 4. FRET efektyvumo vidurkiai (p) ir standartiniai nuokrypiai (6). Duomenys
gauti atliekant FRET eksperimentus invertuotu konfokaliniu mikroské&prer duomen
rinkiniai aproksimuoti Gauso skirstiniais.

. Errer
Bcnl konjugatas 8ygos
puis.e.m. ois.e.m.
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- 0.61+0.04 0.41+0.05
Alexab546
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- 10 mM Ca(OAG) 0.79+0.04 0.12+0.01
Alexab546
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- nsp DNA 0.51+0.01 0.240.02
Alexab546
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- | nsp DNA+10 mM
Aloxa5a6 CalOAC) 0.58+0.02 0.21+0.02
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- sp DNA 0.53+0.01 0.14+0.01
Alexab546
Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488- | sp DNA+10 mM
Aloxa5a6 CH(OAS) 0.57+0.01 0.09+0.02
Alexa546-C-DNAF 0.35+0.04 0.11%0.01
Benl(N18C+C202S)-Alexa488 10 mM Ca(OAc) 0.69+0.01 0.15+0.04
Alexa546-G-DNA+ 0.26+0.01 0.11%0.01
Benl(N18C+C202S)-Alexa488 10 mM Ca(OAc) 0.62+0.07 0.2+0.06
Alexa546-C-DNAF 0.3+0.02 0.1%0.01
Benl(V105C+C202S)-Alexa488 10 mM Ca(OAc) 0.620.1 0.13+0.1
Alexa546-G-DNA+ 0.3120.1 0.29+0.1
Benl(V105C+C202S)-Alexa488 10 mM Ca(OAc) 0.68+0.01 0.120.02
Alexa546-C-DNAF 0.24+0.01 0.11%0.01
Benl(C2025+K209C)-Alexa48s) 10 mM Ca(OAc) 0.61%0.03 0.13+0.03
Alexa546-G-DNA- 0.16+0.06 0.25+0.06
Benl(C2025+K209C)-Alexa488 10 mM Ca(OAc) 0.68+0.01 0.09+0.01
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Gali biti, kad C&" jonai yra koordinuojami neigiaméiraut; aminong&iy, esasiy
DNR surisimo kiSege, ir &l to yra suartinami katalitinis ir atpazinimo sulbdenai, ant
kuriy iSsicdesto fluorescentiés zymnes.

Errer reikdmiy pokytiai pridgjus DNA/C&*, gauti ne dl fluorofory dipoliy
orientacijos pok§iy, o &l Bcnl subdomen orientacijos pok§iy, nes C& ir DNR
pridéjimas netuéjo jtakos vienu fluoroforu Zydio Bcnl anizotropijos matavimams
(Lentek 3).

150 150
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B .9 Ca 0.72
-~ 0.61 =
100 . 100
= =
=, =,

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0

Errer Errer
150 200
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0 0 0.58
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100 0.51 Q2 /FH%\
~ mn X, .
> =100
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00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 1.0
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150 DNA 400 DNA + Ca?
S| S + Ca”.
® g 0.53 ® d 0.57
= £ 300
0100 0
< =z |
- =200
< 50 = |\
=, =100

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0
Errer Errer

10 paveikslas. Benl struktiaros konformacijy dinamika be ir su DNR. Pavieny molekuliy
FRET eksperimentai buvo atlikti su dvigubai Zym Bcnl(N18C+V105C+C202S)-Alexa488-
Alexa546 baltyng naudojant konfokalin mikroskom. FRET efektyvumo histogramos gautos
atlikus eksperimentus (A) be DNR, (B) su nespeeifdNR ir su (C) specifine DNR.

2.7. Bcnl-nespecifids DNR gveikos dinamika
2.7.1. Pavieny Bcnl molekuliy vienmaté difuzija ir ,Sok ¢iojimai” ant DNR.

Atlik ¢ Benl kinetinius eksperimentus nustaie, kad Bcnl orientacijos keitimas ant
DNR, kuris yra reikalingas dvigrandiréi; DNR substrato pilnai hidrolizei (14 paveikslas),
gali bati jvykdomas panaudojant ,palengvintosios difuzijos”cimenizm, susidedantis
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baltymo molekulj ,Sliauziojimo” ir ,Sok¢iojimy” ant nespecifias DNR prie specifiés
sekos (Sasnauskas et al., 2011). Payi&unl molekuly vizualizacija ant iStemptDNR
molekuliy ir jy charakterizavimas buvo atliktas su visiSko vidinio atspindzio fluerégsgo
mikroskopo ir magnetinio pinceto prietaisu (Schwarz et al., 2013). 22.8 kb iigspec
DNR fragmentas, viename gale ztas digoksigeninu, o kitame gale — biotinu, po
inkubacijos su streptovidinu dengtomis magrigtiis daletmis (Dynabeads® MyOne™
Streptavidin C1), buvo imobilizuotas ant antidigoksigeninu padengtos eksperikaarghs

ir, veikiant magnetu, iStemptas iSilgai éepavirSiui. Paviemi kvantiniu tasku zyrty Benl
baltymy (Bcnl(V105C+C202S)-maleimid-PEiotin-streptavidin-QDot625) detekcija
buvo vykdoma kvantintask zadinant 488 nm lazeriu esant visiSkam vidiniam atspindziui
(angl. total internal reflection) (11A paveikslas). Zgam baltymui prisijungus prie DNR,
buvo stebimas difrakcijos apribotas taskas, kuris keisdavo pozampa tolygiai
,Sliauziodamas” iSilgai DNR aSies (vienmatifuzija), arba pertraukiamai keisdamas
pozicija ant DNR £100 nm tarp dviej detekcijos kady, trunkartiy 100 ms). Pertraukiami
pozicijos pokgiai buvo interpretuojami kaip ,Suoliai® — ty. Bcnl disociacijds
reasociacijos ant tos @gas DNR molekuts naujoje pozicijoje. Bl zemos Bcnl
koncentracijos ir aukSto detekcijos daznio, tikifykad po Bcnl disociacijos po 100 ms
ant DNR prisijungs nauja Bcnl molekulra labai maza (Bonnet et al., 2008).

Vienmats (1D) Bcenl difuzijos eksperimentai buvo atliekami be dvivalgmetalo
jony, tirpale esant Ca jonams, bei tirpale esant Kigjonams. Atliekant eksperimentus be
dvivalertiy metalo jom, buvo stebimi ilgi ir nepertraukiami Bcnl viennastdifuzijos ant
DNR atvejai, tuo tarpu esant Kgr C&* jonams, vienmas difuzijos atvejai buvo trumpi,
pertraukti ,Suoliais” arba nutraukti Benl disociacija. (11B paveikslas).
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Benl+nsp DNR+Mg

11 paveikslas. Benl vienmateé difuzija ir Sok €iojimas ant DNR. (A) Eksperimento konfiguracija.
22.8 kbp nespecifin DNR molekué¢ (juoda) buvo pritvirtinta prie eksperiments ceés stiklo
pavirSiaus ir iStempta iSilgai @&l pavirSiui magnetin dalek veikiant (pilka sfera) magnetiniu
lauku. Kvantiniu tasku (geltonos ir orangmsferos) pazyatos Benl molekus buvo zadinamos
488 nm lazeriu esant visiSkam vidiniam atspindzaailias), Siomis glygomis tik ant DNR ir arti
stiklo pavirSiaus (100-200 nm) es@s molekuts buvo suzadintos, o giliau tirpale eSas
molekuks liko nesuzadintos (oranzs sferos) (B) Pavaizduoti kvantiniu tasku £yom Bcnl
pozicijy nuo laiko rinkiniai gauti atlikus eksperimentus Mg®* jonais (virSutinis rinkinys,
lygiagreti balta linija Zymi nedifunduojaintprie stiklo pavirsiaus prikibgBenl), su C4' jonais
(vidurinis rinkinys), ir be dvivaletiy metalo jom (apatinis rinkinys). Baltymo asociacijos su
DNR, ,Suoliai“ ir disociacijos atitinkamai pazytos raudonomis, geltonomis ir zydromis
rodykléemis. Magnetigs daleés ir fluorescuojatio Benl pozicijos pazyrtos deSigje atitinkamai
alyvinés spalvos ir juodomis rodydhis.

IS Benl pozicijy trajektoriy analizs, buvo gauti vidutinio kvadratinio pasiskirstymo
(angl. Mean-squared displacement) nuo laiko grafika kuriy paskatiuoti vienmags
difuzijos koeficientai D1p). D1p reikdmes be dvivaletiy metalo jom buvo 1.7x1G pnf/s,
su 10 mM C& — 0.8x1C punf/s, su 10 mM M§ — 0.4x10 unf/s (12A paveikslas). 1x10
2 unt/s eiks 1D difuzijos koeficientai taip pat nustatyti itiems su DNR sveikaujantiems
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baltymams (Bonnet and Desbiolles, 2011; Bonnet et al., 2008; Dikic 2042; Gorman et
al., 2007, 2010; Granéli et al., 2006; Harada et al., 1999; Kim and Larson,Kf/@@zin-
Meredith et al., 2008; Laurence et al., 2008; Wang et al., 2006). Nusheyiiiniu tasSku
zymeéty Benl baltymy D,p koeficientai yra maziausiai 1000 kamnazesni, nei paskaiioti
trimates difuzijos koeficientaDsp (30 pnd/s) (Halford, 2004; Wilkins et al., 1999). Zymus
difuzijos koeficiento sumajmas, nustatytas ir kitiems su DNRgveikaujantiems
baltymams (Bonnet et al., 2008), gatitibsusigs su kvantiniu tasku pazyto baltymo
hidrodinamika, ,Sliauzioja¢io” palei DNR spirats trajektorig (Bagchi et al., 2008; Schurr,
1979), bei su DNR-baltymoageika ,Sliauziojimo“ metu (Slutsky and Mirny, 2004).
Létesre difuzija esant dvivaleiams metalo jonams, koreliuoja su Bcnl uzdara
konformacija, nustatyta esant ar DNR (10 paveikslas), kuri galiati reikalinga DNR
sekos tikrinimui specifiés sekos paiesSkos metu.

Teoriniais ir eksperimentiniais metodais yra nustatyta, kad MR Byveikaujantys
baltymai, specifids sekos paieSkai naudoja vienendifuzijg (1D), kuri reikalinga sekos
tikrinimui, bei trimat difuzija (3D), kurios metu baltymasékdisociacijos-asociacijos yra
perkeliamas ant naujo DNR moleksl domeno. Taip pat yra nustatyta, kad 1D ir 3D
difuzijy kombinacija labiau pagreitina taikinio suradimo pracesei atskig difuzijos
metod; naudojimas (Halford, 2004).

Vienos molekuls eksperimentmetu be vienmas difuzijos buvo detektuojami 100-
1000 nm translokacijogvykiai tarp greting kadm (100 ms) (11 B paveikslas, 12 B
paveikslas), kut difuzijos koeficientai tuity bati ~0.1-10 prfis. Literatiroje minimy
nustatyty Dp difuzijos koeficieng reikSmes yra zymiai mazess, todl Sie translokacijos
jvykiai buvo analizuojami kaip 3D ,Suoliai” ant DNR (Bonnet &f 2008). Nustatyta, kad
be dvivalegiy metalo jom, ,Suoliai“ ant DNR yra reti (vien&100 nm translokacija kas
160 s), t&iau esant Cd ir Mg® jony, ,Suoliai* vyksta daZniau (viena100 nm
translokacija kas 20-25 s, 11 B paveikslas). Taigi dvivaemetalo jonai palengvina Benl
disociacip nuo DNR. Kaip ir vienmas difuzijos eksperimentuose su EcoRV (Bonnet et al.,
2008; Loverdo et al., 2009), buvo pasteh kad Bcnl ,Suoli* daznis magja didkjant
"Suolio” dydziui (12 B paveikslas). & ribotos prietaiso skiriamosios gebos, ,Suoliai“
trumpesni nei 100 nm yra nedetektuojami. Pagal Kolesov et aljatéiolesov et al.,
2007), kuri teigia, kad vienma difuzijos metu tarp ,Suaji’ jvyksta 5 ,Sokiojimai” (t.y.
,2suoliai* trumpesni nei 50 nm, vienas DNR patvarumo ilgis (angl. serste length)),
buvo paskaiuoti Becnl vienmads difuzijos laikg virSutiniai jverciai, kurie be metalo jon
yra ~30 (150/5) s, esant dvivatéams metalo jonams ~4 (20/5) s. IS galtp difuzijos
koeficienyy ir vienmats difuzijos laiky reikSmi, paskaiiavome DNR fragmento iig
[ls=(2-D1p-t)*7, kuri Benl nuskaito vienos asociacijos su DNR metu. Be dvivalemetalo
jony Bcnl nuskaito 3500 bp (~1000 nm), o esant®Mgrba C& jonams - 700 bp
(~200 nm). Pazymima, kactldnazesnio hidrodinaminio radiuso, Bcnl neZgmkvantiniu
taSku, DNR nuskaitomos sekos ilgis @albati apie 2 kartus didesnis (Dikic et al., 2012).
Paskatiuotas Bcnl DNR nuskaitomos sekos ilgis yra suderinamas su datalikininio
DNR substrato (atstumas tarp taikinb00 bp) dideliu hidroligs procesyvumu. (13
paveikslas).
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Pagal Halford ir Marko teosdj (Halford, 2004), specifinio taikinio suradimo
pagreigjimas virS bimolekuligs reakcijos asociacijos gée (k;), apriboto molekulj 3D
difuzija (Dsp-@), yra iSreiSkiamas lygtimi (10):

o _ (a + 250 >_1 10
D3a - lsl D]_ a SlC ( )

a=1.7 nm (5 bp Bcnl atpazinimo sekos ilgisx1000 nm (3000 bp DNR fragmento
ilgis), c=1x10"° nm* (~0.1 nM specifinj taikiniy koncentracija iSreiksta molekulkiekiu
kvadratiniame nanometrd)lygtj jstalius paskaiiuotus DNR nuskaitomos sekos ilgiug)(l
ir (D1p, D3p) difuzijos koeficientus, nustane nuo 3 iki 8 karf specifinio taikinio suradimo
pagreitjima. Nespecifigje Bcnl-DNR gveikoje, dvivalediai metalo jonai atlieka dvi
funkcijas: sumazina [3 (greciausiai @l stipresres Benl ir DNR gveikos) ir padidina Benl
disociacijos grejt(arba ,,Suoly“ dazn).

Ca* Mg* - Me*
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= =
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> > 5t
- M |- ﬂ}m
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uolio dydis (nm) uolio dydis (nm)
12 paveikslas. Benl vienmatés difuzijos koeficientai ir ,Suoliy” dydziai. (A) Benl vienmags
difuzijos vidutinio kvadratinio pasiskirstymo (MSCiunkcijos nuo laiko buvo gautos atlikus
eksperimentus su €a Mg®* ir be dvivalegiy metalo jom. Dip difuzijos konstantos buvo
paskatiuotos, pritaikius linijines funkcijas (raudonoijos) vidutinio kvadratinio pasiskirstymo
duomen rinkiniams. (B) ,Suoli* dydZiy skirstiniai esant Mg ir C&* jonams. ,Suoliai
eksperimentuose be dvivatén metalo jom pasitaikydavo labia retai, téldskirstinio negavome.
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2.7.2. Benl procesyvumo eksperimentai

Nepriklausomas DNR fragmento ilgis, kigcnl nuskaito vienos asociacijos su DNR
metu, buvo gautas pamatavus Bcnl procesywumbaltymo savyb hidrolizuoti kelis
specifinius taikinius vienos asociacijos su DNR metu. VieasmaBcnl difuzijos
eksperimntai ant nespeciés iStemptos DNR, parédkad vienos asociacijos su DNR metu
Benl nuskaito apie 700 bp DNR regiprGauti rezultatai leido iskelti prielajdkad Bcenl
gali procesyviai hidrolizuoti kelis specifinius taikinius, igs#lusius kel Simty bp
atstumu. Bcnl procesyvumo nustatymui buvo atlikti stacis&metiniai eksperimentai su
dvitaikininiais 135 ir 535 bp DNA (2xCCSGG) substratais (atsturtap taikini
substratuose 100 bp ir 500 bp, 1C paveikslas, 13 paveikslas). MaksimaliasnkzsiBcnl
procesyvumas (atitinka DNR molekwlidalj, kuriy abu specifiniai taikiniai hidrolizuoti
vieno Bcnl asociacijos su DNR/ykio metu) yra 50 %, nes po pirmojo DNR taikinio
hidrolizés 50% Bcnl molekulj lieka asocijuotos su DNR fragmentu tdiun antijj
specifin taikinj (likusios 50% Bcnl molekuli lieka asocijuotos su DNR fragmentu
neturirtiu antrojo specifinio taikinio, 13C paveikslas). Bcnl procesyvumas buvo
paskaéiuotas kaip du kartus hidrolizuoto produkto (PP) susidarymo ir dvitaikinitiéR D
substrato (SS) sumgimo pradiny grekiy santykis \peVsd, kuris atitinka du kartus
hidrolizuoto produkto (PP) santykirkiekj reakcijos pradigje stadijoje. Procesyvumas
artimas teoriniam maksimumui (50%), kai Bcnl difuzija iki apgrspecifinio taikinio ir jo
hidrolizé yra zZymiai greitest) nei disociacija nuo DNRK{.ss >> Kgis9. Kadangi Benl
disociacija ir orientacijos keitimas ant DNR yra konkuruojantys gsaic ir gali vykti
panasiais gréias, procesyvumgalima isSreiksti iSraiSka 50 % osd (KerosstKais) -

Nehidrolizuota (SS), DNR formos su vienu hidrolizuotu taikiniu (RSui dviem
hidrolizuotais  taikiniais (PP) buvo atskirtos nedanabjartiomis glygomis
poliakrilamidinés elektroforezs pagalba (13A paveikslas), skirtingi DNR farrkiekiali
jvertinti densitometriés analizs bidu, o pradiniai SS sumgimo ir PP susidarymo
grekiai buvo jvertinti linijinés regresijos metodu (13B paveikslas). Paskaias Bcnl
procesyvumas \(}«/Vsd) yra ~41-43 %, tai atitinka 4 kartus didge$tnl orientacijos ant
DNR pakeitimo greijt (keros9 UZ disociacijos greit(kyis9. Procesyvumo eksperimentai rodo,
kad Bcnl po pirmojo specifinio taikinio hidroig geba atpazinti anfi specifiri taikinj
500 bp atstumu nedisocijuodamas nuo DNR hidrolizuoti.
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(atstumai tarp taikimi atitinkamai 100 bp ir 500 bp, 1C paveikslas). (dhidrolizuotos (SS),
DNR formos su vienu hidrolizuotu taikiniu (PS) w slviem hidrolizuotais taikiniais (PP) buvo
atskirtos poliakrilamidias elektroforezs nedenairuojartiomis slygomis pagalba. (B) Skirtingi
DNR formy kiekiai buvojvertinti densitometriés analizs bidu. Pradiniai SS sumé&ino ir PP
susidarymo greiai buvo jvertinti linijinés regresijos pagalba. (C) Reakcijos schema. Procesy
dvitaikininio DNR substrato hidrolizyrajmanoma, jei po pirmosios specifinio taikinio hidzés
Benl lieka ant DNR fragmento su antruoju specifit@ikiniu (tikimybé 1/2) ir po to suranda
antrjj specifin taikinj greciau nei disocijuoja nuo DNR (tikimybkerosd (KerosstKaisg). Nustatytas
Bcnl procesyvumas (procesyviai hidrolizuotos DNRig)a,135” ir ,535” substratams yra
atitinkamai 0.43 ir 0.41.
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2.8. Bcnl-DNR specifire saveika
2.8.1. Vyraujanti Benl orientacija saveikaujant su specifine DNR.

Bcnl yra monomerié restrikcijos endonukleéz atpazstanti pseudopalindromgn
selg 5-CCSGG-3 ir turinti vierg aktywjj centg. Kristalografiniy strukiry anali2 rodo,
kad Bcnl sudaro dvigjtipy kompleksus, kuriuose aktyN centy orientuoja ties atpazinimo
sekos DNR grandine su centriniu ‘C’ nukleotidu-G3CCGG-3, PDB ID 20DI) arba
iSdésto aktywjj cents netoli atpazinimo sekos grandsisu centriniu G nukleotidu €5
CCGGG-3, PDB ID 3IMB). Dvigrandinirs specifiis DNR hidrolizs eksperimentai rodo,
kad Bcnl vienu aktyviu centru vigrpo kitos hidrolizuoja abi atpazinimo sekos grandines (7
paveikslas). Toks hidrolés reakcijos mechanizmas gali vykti, jei Bcnl su savo atpabi
seka paeiliui sudaro asimetrinius kompleksus,kstiukiiros yra nustatytos (8 paveikslas)
(Sokolowska et al., 2007). Atlikti ,,vienos apsukos” kinetiniai eksperiaiesu specifiniais
oligodupleksais rodo, kad Bcnl hidrolizuoja daugumolekuly per DNR tarpif produkt
su viengrandininiu tikiu (VT) ‘G’ grandiréje. Gauti rezultatai leidzia manyti, jog
vyraujanti Bcnl gveikos su DNR orientacija yra kai Bcnl aktyy centy orientuoja ties
,G” grandine (Sasnauskas et al., 2011).

ISkeltai hipotezei patikrinti, atlikome pavienlaisvai difunduojatiy baltymo-DNR
kompleksy FRET eksperimentus, naudojant konfokahmkroskop (zr. Metodai). Atlikus
FRET eksperimentus su Alexa488 Zym Bcnl(N18C+C202S) ir su Alexa546 zyta
DNR, buvo nustatytos dvi FRET efektyvumo populiacijos: retai detgiima - su zemomis
Errer reikSmemis (Erre=0.35) ir vyraujanti - su aukStomiSget reikSnemis (Erge=0.69).

Abi gautos reikSrs koreliuoja su teoritmis Egger reikSnemis, paskaiiuotomis
Bcnl(N18C+C202S)-Alexad88 ggeikai su Alexa546-C-DNA ‘C’ Errer=0.27) ir ‘G’
(Errer=0.61) orientacijose (14A paveikslas). PrieSinBag: reikSmiy pasiskirstymas buvo
stebimas eksperimente su Alexa546-G-DNA, kur zemggr reikSneés vyravo (0.26), o
aukstos Erger reikSnmes buvo retai detektuojamos (0.62), abi gautos reikSmititiko
apskatiuotas teorines 0.23 ir 0.@:reTreikSmes (14B paveikslas). Duomenys gauti atlikus
vienos molekuds eksperimentus, rodo, kad vyraujanti Bcnl ir DNReskos orientacija yra,

kai Bcnl aktywjj centy orientuoja ties ‘G’ grandine. ISvada buvo patvirtinta atlikus
eksperimentus su Bcnl(V105C+C202S)-Alexa488 ir Bcnl(C202S+K209C)-Alexa488 (14C
F paveikslas, Lentéld).
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14 paveikslas. Bcnl saveikos su DNR orientacijos primenylé. Pavieny molekuly FRET
eksperimentai konfokaliniu mikroskopu buvo atliekaa Alexa488 zyrétu Benl(N18C+C202S)
ir su Alexa546 zyrita DNR. (A) FRET efektyvumoBEgre7) histogramos gautos iS eksperimgnt
su C-DNR-Alexa546. Bcnl-DNR komplekstruktiry (PDB ID 20Dl ir 3IMB) anali2 rodo, kad
atstumai tarp Alexa488 (zalia sfera, N18 @&tomas) ir Alexa546 (raudona sfera, -14 pozicija n
Benl atpaZzinimo sekos, C5 atomas) fluorafgra 71.3 ir 56.2 A skirtinguose kompleksuose, tai
atitinka 0.27 ir 0.61 FRET efektyvumo reikSmes fuiinc schema) Bcnl baltymams
orientuojantiems aktyyjj centg ties ‘C’ (5-CCCGG-3, PDB ID 20DI) ir ‘G’ (5-CCGGG-3,
PDB ID 3IMB). FRET reikSmj skirstiniui pritaikius dvigub Gauso funkcyg (raudona linija),
gautos Erget reikSmes (0.35 ir 0.61) atitiko teorines. Rezultatai rodad Bcnl sudarydamas
komplekg su DNR, pirmenyb teikia gveikai su ‘G’ grandine (5BCCGGG-3). (B) Tokios pat
iSvados padarytos atlikus eksperimentus su Bcrl@QNILT202S)-Alexa488 ir C-DNA-Alexa546
bei su Bcnl(V105C+C202S)-Alexa488 (C), (D) ir BanR02S+K209C))-Alexa488 (E), (F).
Visais atvejais teoriss Erret reikSnmes koreliuoja su eksperimentiniais duomenimis. Feors
spinduly (Ry), i8matuot Bcnl konjugatams su DNR ir €jonais, reikdns naudotos teorini
ErrerreikSmi paskatiavimui pateiktos Lentéje 3
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2.8.2. Bcenl ir specifines DNR pavieniy molekuliy saveikos dinamika.

Atlikus kinetinius eksperimentus, nustatytas pilnBsnl dvigrandinigs DNR
hidrolizés mechanizmas rodo, kad po pirmosios specifinio Dtdikinio hidrolizs,
antrosios grandis hidroliz limituoja, ne hidrolizs greitis, o Bcnl orientacijos pakeitimas
ant DNR. Taip pat nustatyta, kad Bcnl orientackegimo metu iSlaisvina specifirtaikin;,
bet nedisocijuoja nuo DNR. Bcnl-spec#s DNR gveikos dinamika buvo iStirta atlikus
eksperimentus naudojant objektyvo tipo TIRF mikask su dviey fluorofory FRET
detekcija sistema (Kemmerich et al., 2015). Cy5 &ynbiotinilinti 36 bp DNR
oligodupleksai (Lentell) buvo imobilizuoti ant eksperimenés ceks pavirSiaus, y
packttys nustatytos celzadinant 2 s 642 nm lazeriu, esant visiSkam \agimiatspindziui.
0.2 nM Benl(N18C+C202S)-Cy3 ,Matavimo buferyje* $0 mM C&" jony, buvo uZnesta
eksperimentia cek ir Benl konjugatas buvo Zadinamas 532 nm laz€yB Zymeto Benl ir
Cy5 zymetos DNR asociacijosjvykiai koreliavo su reikSmingais fluorescencijos
intensyvumo padigimais, uzfiksuotais donoro ir akceptoriaus detglscikanaluose (15A
paveikslas). ReikSming FRET efektyvum (Errer>0.1) truknés buvo apraSytos dvigj
eksponetiy skirstiniu, apilndinartiu dviejy tipy Bcnl-DNA syveikas (15B paveikslas).
Nustatyti trumpai gyvuojantys kompleksai (viddtigyvavimo trukné 0.35S) buvo
daznesni (~70 % vigjvykiy), nei ilgai gyvuojantys kompleksai (viduéirgyvavimo trukng
8.3s). Manoma, kad trumpai gyvuojantysykiai atitinka nespecifinius Bcnl-DNR
kompleksus, tuo tarpu ilgai gyvuojantiygkiai atitinka specifinius Benl-DNR kompleksus.

A . . ' 15 paveikslas. Bcnl ir specifiéss DNR
1 pavieniy molekuliy sgveikos dinamika.
Pavieni molekuly FRET eksperimentai su
objektyvo tipo TIRF mikroskopu, buvo atlikti
su ant pavirSiaus imobilizuotais 36 bp Cy5
zymeétais DNA  oligonukleotidais ir Cy3-
Zzymétu  Benl(N18C+C202S) esant 10 mM
Cc&* jony. (A) Errer laiko trukmés buvo
= - = nustatytos i donoro ir akceptoriaus
Laikas (s) fluorescencijos intensyvun detektuojam
B ant pavieni DNR molekuliy pozicijy. Juodos
|\ rodyklés nurodo  Bcnl-DNR  asociagij
trukmes. (B) ISmatugt Erret jvykiy trukmiy
kumuliacinis skirstinys. Dvigj eksponediy
funkcija, pritaikyta skirstiniui pazyata juoda
linija. Aprasyto skirstinio parametrai nurodyti

Intensyvumas

0.1}

0.01}

Tikimybe

t1=0.35+0.01s (71%) . grafike.
tp=8.3+0.4 s (29%)

20 30 40 50

0o 10
FRET jvykio trukmeé (s)
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2.8.3. Bcnl specifinio taikinio antrosios DNR grandiiés hidrolizés pavieny molekuliy

eksperimentai.

Norédami tiesiogiai iSmatuoti lag reikalingg Bcnl orientacijos pakeitimui po
pirmosios specifinio DNR taikinio grandis hidrolizs, atlikome paviemi DNR molekuli
hidrolizés eksperimentus naudojant magnigpimcet,. (van Aelst et al., 2010; Rutkauskas et
al., 2015). 7.4 kbp DNR konstruktas, viename gale turintis digoksiggemikitame gale per
biotino - streptavidino gveika prijungty magnetig dalek, buvo imobilizuotas ant
eksperimentiés ceks pavirSiaus ir iStemptas statmenai celei 2 pyajnaudojant par
magnel. DNR moleku¢ buvo teigiamai superspiralizuotagl 25 apsisukim susidaé
plektonemi superspiral ir stebima DNR sutrungo. (16A paveikslas)] cek jvedus
Benl, bus stebimi du vienas po kito sekaniggkiai. Dél pirmosios specifinio DNR taikinio
hidrolizés stebimas DNR pradinio ilgio atsistatymas, o pilnai perkirpd&R Dstebimas
magnetis dalets pranykimas. (16B paveikslas). Laiko integvaéhrp pirmojo ir antrojo
jvykio, kumuliacinis skirstinys buvo analizuojamas dyiegksponediy funkcija.
Apskatiuotos antrosios DNR grandis hidrolizs konstantosk,p{1)=0.3+0.1 & (30%
hidrolizés jvykiy) ir kopd2)=0.06£0.013 (70% hidrolizs jvykiy) (16B paveikslas)
koreliuoja su oligodupleks antrosios DNR grandés hidrolizs konstantomis
kondG)=0.32 & (antrosios ‘G’ grandi¢s hidrolizz, ~30 % visos DNR)k.,{C)=0.14 §.
(antrosios ‘C’ grandiés hidroliz, ~70 % visos DNR) (Sasnauskas et al., 2011). Kartu Sie
eksperimentajrodo, kad dauguma Bcnl molekwisu DNR sudaro kompleksgveikaujant
su ‘G’ grandine (14 paveikslas, 16 paveikslas).

Antrosios DNR grandigs hidrolizzs konstant&,,s gali biti iSreikSta lygtimi (11),

R S R e,
kobs kdissoc kflip kchem

Kur Kgissoo Kiiip I Kenem atitinkamai yra fermento disociacijos nuo taikinio, reasociagijos
antrosios grandis hidrolizs konstantos. Kinetiniai eksperimentai rodo, kad DNR hidroliz
greita, o paviem molekuliy vienmags difuzijos eksperimentai rodo, kad ,Suolis” trunka ne
ilgiau 0.1 s. Remiantis Siais duomenimis galime teigti, jog Bgdcifinio DNR taikinio
antrosios DNR grandés hidroliz riboja Bcnl disociacija nuo specifinio taikinio po
pirmosios DNR grandiss hidrolizs.
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A 16 paveikslas. Pavienji DNR molekuliy
hidroliz ¢ monomerine restrikcijos
endonukleaze Bcnl. (A) Eksperimento
Lm schema. 7.4 kbp specifinis DNR fragmentas

su magnetine dalele bei turintis vaeBcnl

atpazinimo sek  buvo imobilizuotas

: L : L eksperimentias ceks paviriuje Veikiant

2pN jggos magnetiniu lauku, DNR

B konstruktas buvo iStemptas statmenai¢sel
pavirSiui bei teigiamai superspiralizuotas 25

SuperspiralilzacijaA/O.ZF;nM Benl, _l = l aPSUKlmals- PI’I@US 0-2']'-.nM .BCFI|,. ] po
; ; £ 2 grandinés hidrolizé pirmosios DNR grandiis  hidrolizs,
20 B -1 1 grandines hidrolizé 1 plektonemir superspiral iSsivyniojo ir DNR
HWWMM‘ konstrukto ilgis atsistat Po antrosios DNR
15l | grandires hidrolizs, stebjome magnetiés
E daleks iSnykimy. Laiko skirtumas tarp
2 00 pirmojo ir antrojojvykio yra viengrandinipn
210} € 5 { trikj (VT) turingios DNR gyvavimo trukr,
3 g kurio atvirkstinis dydis yra antrosios DNR
o5l =10 K e | | grandires hidrolizs gretio konstanta. (B)
off ‘ ‘ ] Eksperiment rezultatai. Laiko interval tarp
0 20 sl % pirmojo ir antrojo jvykio, kumuliacinis
. . . ) skirstinys  buvo analizuojamas dwej
0 20 40 60 80 eksponetiy funkcija ir apskaiiuotos
Laikas (s) antrosios grandiis hidrolizs konstantos

kobg(1)=0.3+0.1 §(30% hidrolizs jvykiy) ir
kobg(2)=0.06+0.01 3 (70% hidrolizs jvykiy).

Skirtingi pavieny molekuly tyrimo metodai leido istirti Benl dvigrandinis DNR
hidrolizés stadijas, kugi ngmanoma nustatyti tradiciniais tyrimo metodais. \fi&es
difuzijos ant DNR eksperimentai atskléjdkad Bcnl geba ,Sakoti” ant DNR. Atlikus
FRET eksperimentus nustatyta Bcnl subdomkonformacié dinamika, Benl susiriSimo
su specifiniu taikiniu orientacija ir Bcnl DNRgweikos dinamika. Pavieni molekuliy
eksperimenf gauti rezultatai patvirtino Bcnl reakcijos meclam, nustatyd atlikus
kinetines reakcijas, bei papildjj naujais parametrais: Bcnl-DNR disociacijos laikais
»Sliauziojimo” ilgiais ar ,SokKiojimo” dazniais. Pavieni molekuliy tyrimo technologijos
gali bati sekmingai pritaikytos ki su DNR gveikaujargiy baltymy tyrimui.
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ISVADOS

. Bcnl sudaro asimetrinkompleka su specifine 5CCSGG-3 seka, hidrolizuoja
pirmaja DNR grandig, keia sveikos orientacyj su specifine DNR ir hidrolizuoja anjs
DNR grandir.

. Benl specifinio taikinio, antrosios DNR grands hidrolizzs greif riboja Bcnl
orientacijos pakeitimas ant DNR, po pirmosios DNR grasglmdroliz’s reakcijos. Ta pati
Bcnl molekué nedisocijuodama hidrolizuoja abi specifinio taikinio grandines.

. Monomerire restrikcijos endonukle&zBcnl, specifin taikin suranda beigveikos
orientacip su DNR ketia, naudodama ,palengvintosios difuzijos* mechanjzrdél
gekejimo ,Sliauzioti“ ir ,Sokcioti“, Benl gali procesyviai hidrolizuoti kelis specifinius
taikinius nutolusius vienas nuo kito 500bp atstumu.

. Apo-formos Bcnl DNR suriSimo kiSén kurig sudaro katalitinis ir atpazinimo
subdomenai, yra nefiksuotos konformacijos. Bopegka su dvivalediais metalo jonais
suartina subdomenus ir uzfiksuoggkionformaciy.
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SUMMARY

Type Il restriction enzymes (REases) form one of the &rgeups of site-specific
DNA-acting enzymes. They recognize short (4-8 bp) DNA sequencedemwt both DNA
strands within or close to the recognition sites. REases ar@fpaestriction-modification
(R — M) systems that protect host bacteria and archaea frelis foreign (e.qg,
bacteriophage) DNA (Pingoud et al., 201&pr example, studies performed on REases
have contributed to our understanding of facilitated diffusion, i.e. tesijetlocation
mechanism employed by most site-specific proteins involving slaighopping (Halford,
2004). Of particular interest are studies that examine the relationshipebdtwmation of a
specific REase complex with the target site(s), enzymeadicin and mechanisms of DNA
cleavage (Kurpiewski et al., 2004). Indeed, despite a similar functibNA- cleavage at
specific sites — REases are a highly heterogeneous group of engyaediffer in their
oligomeric structure, domain organization, recognition sites, and reactidramgas.

Bcnl is a monomeric REase, which forms an asymmetric compligx its
pseudopalindromic recognition sité-GC/SGG-3 (where S is C or G, and /' marks
cleavage position), placing the single catalytic centre in theityi@f the scissile phosphate
in one of the two DNA strands (Sokolowska et al., 2007). Thigda#s question of how
Bcnl accomplishes cleavage of double stranded DNA, we have emplegmous
biochemical and biophysical methods, including bulk kinetics and sindkecnie
techniques, to elucidate the target site location and DNA cleavage mechahiong.

Bulk kinetic studies revealed that monomeric restriction endonuckasedouble-
stranded DNA hydrolysis reaction can be divided into five stépsajid association of
Benl with the DNA substrate; (ii) rapid cleavage of thetfD&NA strand; (iii) slow switch
in Benl orientation on the DNA; (iv) rapid cleavage of the secDNA strand; and (v) rate
limiting product release. Experiments revealed that Bcnl clelbotts DNA strands of the
specific site without dissociation, but liberates specifie after cleavage of the first strand
and escapes to non-specific DNA. In addition, structural data relvelkgt switch in the
orientation (iii) is impossible without conformational changes of Bcnl subohema

To reveal additional details of the monomeric restriction endease Bcnl double-
stranded DNA hydrolysis reaction, we performed additional expeatsr@mploying various
single molecule techniques. FRET experiments with confocal mugpescusing
fluorescently double-labelled Bcnl, revealed that DNA-binding clédtrmed by the
catalytic and DNA recognition subdomains of apo-Bcnl is flexiblg; divalent metal ions
bring the catalytic and the recognition subdomains into close proximihoth&r
experiment with fluorescently single-labelled Bcnl, revealed Beai preferentially binds
specific DNA and possess active site to strand with the ¢&htmacleotide (5CCSGG-3).
Experiments on stretched DNA employing TIRF-tweezers setwealked that Bcnl
employs ‘facilitated diffusion® for the target site locationdafor specific double strand-
break completion. Single DNA molecule hydrolysis experimentsaled that Bcnl cleaves
DNA strands of the specific site sequently. Summing up, we peeidrdetailed study on
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the double-stranded DNA hydrolysis reaction mechanism by mononestiection enzyme
Benl.
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