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IVADAS

Restrikcijos-modifikacijos (RM) sistemos apsaugo bakterijy ir archéjy lasteles nuo
,,svetimos* DNR invazijos (pvz.: fago ar plazmidinés DNR) (Pingoud ir kt., 2014). RM
sistemas paprastai sudaro du fermentai: restrikcijos endonukleazé (REazé) ir DNR
metiltransferazé (MTaze). Metiltransferazé modifikuoja DNR taikinius ir taip apsaugo
lastelés-Seimininkés DNR nuo savy endonukleaziy poveikio. Patekusios ] lastele
»svetimos DNR neturi apsaugoty restrikcijos endonukleaziy taikiniy, todé¢l Iastelés
restrikcijos endonukleazés jas sukarpo. Pagal struktiiring organizacija, subvienety sudéti,
kofaktoriy poreikj ir veikimo mechanizmus, RM sistemos yra skirstomos 1 keturis
klasikinius tipus: I, II, 1 ir 1V tipus (Roberts ir kt., 2003). 1l tipo restrikcijos fermentai
atpazjsta trumpas, paprastai 4-8 bp palindromines sekas ir kerpa DNR fiksuotose
pozicijose atpaZinimo sekose ar greta jy. Jos skiriasi nuo I, III ir IV tipo restrikcijos
fermenty keliais bruozais. Pagrindinis skirtumas yra tas, kad daugumai II tipo restrikcijos
fermenty kirpimui néra reikalinga adenozino trifosfato (ATP) hidrolizé (Pingoud ir kt.,
2014). Priesingai, I, Il ir 1V tipo RM sistemy fermentai naudoja ATP arba GTP
hidrolize, kad jvykty saveika tarp dviejy nutolusiy fermenty, esan¢iy ant DNR
molekulés, tuomet DNR yra perkerpama fiksuotose arba nefiksuotose pozicijose, Salia
arba gana toli nuo DNR atpazinimo taikinio (Loenen ir kt., 2014b; Loenen ir kt., 201443,
Rao ir kt., 2014).

Misy tyrimo objektas yra RM sistema Cgll i§ Corynebacterium glutamicum
kamieno, kuri negali biiti priskirta konkregiam restrikcijos modifikacijos tipui. Siame
darbe mes parodéme, kad Cgll restrikcijos endonukleazé yra sudaryta i$ dviejy baltymy,
R.Cgll ir H.Cgll. Mes -charakterizavome Siuos baltymus panaudodami jvairius
biocheminius, struktiirinius metodus, bei pasiiléme galimg Cgll restrikcijos
endonukleazes veikimo mechanizmg, kuris skiriasi nuo kity charakterizuoty ATP
naudojan¢iy RM fermenty veikimo mechanizmy.

Pagrindiniai darbo tikslai ir uzdaviniai:

1. Biochemiskai charakterizuoti sp¢jamos ATPazes subvienetg H.Cgll 1§ Cgll
RM sistemos.

2. Biochemiskai charakterizuoti sp&jamos restrikcijos endonukleazés subvienetg
R.Cgll i§ Cgll RM sistemos ir nustatyti dvigrandinés DNR hidrolizés veikimo
mechanizmg.

3. Nustatyti spéjamos ATPazés subvieneto H.Cgll struktiirinius motyvus ir jy
vaidmenj ATP/DNR suriSime bei hidroliz¢je.

Mokslinis naujumas:

Mes pirmieji parodéme, kad H.Cgll yra efektyvi ATPaz¢, kurios ATP hidrolizés
greitis yra panasus ] I tipo RM fermenty ATP hidrolizés greit]. Mes taip pat pirmieji
pateikéme struktirinius ir biocheminius jrodymus, rodancius, kad H.Cgll subvieneto
DEAD-Z1 domenai formuoja ATP suriSimo kiSen¢ ir yra iki Siol neapraSytas
monomerinis ] helikazes panasus variklis. Be to, mes nustatéme Cgll C-galinio domeno
erdving struktiira, turin€ig unikalig sanklodg, ir pirmieji pateikéme eksperimentinius
jrodymus, rodancius, kad R.Cgll subvienetas hidrolizuoja DNR. Mes parodéme, kad
R.Cgll ir H.CglI subvienetai sudaro heterotetramerinj R,H,.Cgll kompleksa. Mes taip pat
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pasiiléme Sio komplekso DNR hidrolizés mechanizmg, kuris skiriasi nuo kity
charakterizuoty ATP naudojanciy restrikcijos fermenty veikimo mechanizmy.

Praktiné reikSmé:

Restrikcijos fermentai, kerpantys DNR fiksuotose pozicijose Salia atpazinimo seky,
yra placiai naudojami kaip molekulinés Zirklés biotechnologijoje, norint klonuoti genus
ar atlikti kitas DNR manipuliacijas. Kai kurie i§ jy, jskaitant ir Cgll, naudoja DNR
slinkimo mechanizma, kuris gali pagreitinti dvigrandinio trukio jvedimg norimoje DNR
molekuléje. Be to, Cgll restrikcijos endonukleazés gebéjimas iSardyti DNR tripleksy
strukttiras ar nustumti stipriai prisijungusius baltymus nuo DNR gali leisti reguliuoti
geny raiSka, DNR metabolizmg, geny stabilumg lastelése. Taip pat §i savybé gali biiti
panaudota norint pasalinti prie DNR prisijungusius baltymus, kurie buvo panaudoti geny
terapijos ar kitais biomedicinos tikslais.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1. Restrikcijos endonukleazés subvienetas R.Cgll pasiZzymi nukleaziniu aktyvumu,
kuris grieztai priklauso nuo aktyvios ATPazés subvieneto H.Cgll ir ATP.

2. ATPazes subvienetas H.Cgll pasizymi ATPaziniu aktyvumu, kuris grieztai
priklauso nuo restrikcijos endonukleazés subvieneto R.Cgll ir dvigrandinés DNR.

3. H.Cgll subvienetas turi iki $iol neaprasyta monomerinj ] helikazes panaSy
molekulinj variklj.

4. Dvigrandinés DNR perkirpimui CglI restrikcijos endonukleazé naudoja nuo ATP
priklausomg DNR translokacijos mechanizma.

5. Cgll translokazinis aktyvumas gali buti perkeltas nuo vienos DNR molekulés ant
kitos.



TYRIMU METODIKA

Reagentai

Visos Siame darbe naudotos auksciausio laipsnio grynumo cheminés medZziagos
buvo isigytos 1§ ,,Sigma-Aldrich®, ,,Thermo Fisher Scientific*, ,,Roth®, ,,Perkin Elmer®,
,Hartmann Analytic®, ,,Fluka* ir ,,Difco*. Darbe naudoti fermentai: DNR polimerazes,
T4 DNR ligazé, T4 polinukleotido kinazé (PNK), jaucio serumo albuminas (JSA),
FastDigest restrikcijos endonukleazés jsigytos iS ,,Thermo Fisher Scientific®. Kreatino
Kinaz¢ pirkta i§ ,,Sigma-Aldrich®.

Molekulinés biologijos rinkiniai

,»CloneJET PCR Cloning Kit“, ,,GeneJET Gel Extraction Kit“, ,,Rapid DNA
Ligation Kit*, ,,GeneJET PCR Purification Kit*, ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*
1sigyti 1§ ,,Thermo Fisher Scientific“. ,,Malachite Green Phosphate Assay Kit* rinkinys
gautas i$ ,,BioAssay Systems®. ,,QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis
Kit* pirktas i§ ,,Agilent Technologies®. ,,Gel Filtration Calibration Kit* jsigytas i§ ,,GE
Healthcare*. Rinkiniai naudoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

Buferiai ir tirpalai

Baltymy gryninimo buferiai: Buferis 1 — 20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 1
M NacCl, 25 mM imidazolo, 5 mM 2-merkaptoetanolio; Buferis 2 — 20 mM Tris-HCI
(pH 8,0 esant 25°C), 1 M NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanolio; Buferis 3 — 20 mM Tris-HCI
(pH 8,0 esant 25°C), 100 mM NacCl, 5 mM 2-merkaptoetanolio; Buferis 4 — 20 mM Tris-
HCI (pH 8,0 esant 25°C), 50 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanolio; Buferis 5 — 20 mM
Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 300 mM NaCl, 5 mM 2-merkaptoetanolio; Buferis 6 — 20
mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 500 mM NacCl, 5 % (v/v) glicerolio; Buferis 7 — 20
mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 1 M NaCl, 500 mM imidazolo, 5 mM 2-
merkaptoetanolio; Buferis 8 — 20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 1 M NaCl, 2,5 mM
destiobiotino, 5 mM 2-merkaptoetanolio; Buferis 9 — 20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant
25°C), 500 mM NacCl, 500 mM imidazolo, 5 % (v/v) glicerolio; Gelfiltracijos buferis —
20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 300 mM NaCl ir 5 mM 2-merkaptoetanolio; TLC
buferis — 325 mM KH,PO, (pH 3,5 esant 25 °C); DNR uzZneSimo tirpalas 1 — 75 mM
EDTA, 0,025% (w/v) bromfenolio mélio, 0,3% (w/v) NDS, 50% (v/v) glicerolio, pH 8,0
esant 25°C; DNR uzZnesimo tirpalas 2 — 75 mM EDTA, 0,6% (w/v) orangeG dazo,
0,5% (w/v) NDS, 50% (v/v) glicerolio, pH 8,0 esant 25°C; GSMB buferis — 250 mM
MOPS (pH 5,5 esant 25°C), 15% (w/v) gliukozés, 3% (w/v) NDS, 0,4 mg/ml
bromfenolio mélio; Triplekso formavimo ,,MM* buferis — 10 mM MES (pH 5,5 esant
25°C), 12,5 mM MgCl,; Reakcijos buferis 1 — 33 mM Tris-acetato (pH 7,0 esant 25°C),
10 mM Mg-acetato, 150 mM K-acetato, 0,1 mg/ml JSA; Reakcijos buferis 2 — 33 mM
Tris-acetato (pH 7,0 esant 25°C), 10 mM Mg-acetato, 150 mM K-acetato, 1 mM DTT, 4
mM ATP, 0,1 mg/ml JSA, 20 mM fosfokreatino, 5 U/ml kreatino kinazés; Reakcijos
buferis 3 — 33 mM Tris-acetato (pH 7,0 esant 25°C), 20 mM Mg-acetato, 1 mM DTT, 4
mM ATP, 0,1 mg/ml JSA, 20 mM fosfokreatino, 5 U/ml kreatino kinazés; EMSA
buferis 1 — 40 mM Tris, 20 mM acto riigsties, | mM EDTA, pH 8,3 esant 25°C; EMSA
buferis 2 — 30 MM MES-His (pH 6,0 esant 25°C); Saugojimo buferis 1 — 20 mM Tris-
HCI (pH 8,0 esant 25°C), 400 mM KCI, 2 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% (v/v)
glicerolio; Saugojimo buferis 2 — 20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 200 mM KClI,

9



2 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% (v/v) glicerolio; Akrilamido tirpalas 1 —
Akrilamido/N,N'—metilenbisakrilamido (37,5:1 (w/w)) tirpalas; Akrilamido tirpalas 2 —
Akrilamido/N,N'—metilenbisakrilamido (29:1 (w/w)) tirpalas; PE1 buferis — 375 mM
Tris-HCI (pH 8,8 esant 25°C) ir 0,1% (w/v) NDS; PE2 buferis — 125 mM Tris-HCI (pH
6,8 esant 25°C) ir 0,1% (w/v) NDS; PE3 buferis — 25 mM Tris, 190 mM glicino ir 0,1%
(w/v) NDS, pH 8,3 esant 25°C; Baltymuy uZne§imo tirpalas — 100 mM Tris-HCI (pH
6,8 esant 25°C), 4% (w/v) NDS, 20% (v/v) glicerolio, 200 mM DTT, 0,4 mg/ml
bromfenolio mélio; NBE buferis — 100 mM H;BO5;-NaOH, 15 mM Na-acetato, 2 mM
EDTA, pH 8,2 esant 25°C; TFO leidimo buferis — 40 mM Tris-acetato (pH 5,5 esant
25°C), 5 mM Na-acetato, 1 mM MgCl..

Bakteriju kamienai
E. coli kamienas ER2267 buvo naudotas klonavimo procediiroms. E. coli kamienai
ER2566 ir BL-21 (DE3) buvo naudoti baltymy sintezei.

DNR

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 genominé DNR gauta i§ ,.LGC
standards®. Plazmidinés DNR, naudotos DNR manipuliacijoms ir eksperimentams,
pateiktos 1 lenteléje.

1 lentelé. Darbe naudotos plazmidinés DNR.

Pavadinimas Komentaras
pBAD24 Plazmidinis vektorius naudotas R.Cgll ir H.Cgll baltymy klonavimui ir raikai.
pPETDuet Plazmidinis vektorius naudotas R,H,.Cgll komplekso klonavimui ir raikai.
Plazmidinis vektorius naudotas R.Cgll-B3, H.Cgll-Z1, H.Cgll-Z1-C ir H.Cgll-C domeny
pPLATE31 T
klonavimui bei raiskai.
pLATES1 Plazmidinis vektorius naudotas H.Cgll DEAD ir DEAD-Z1 domeny klonavimui bei raiskai.
pACYC184 Plazmidinis vektorius naudotas M.Cgll geno klonavimui.
pBR322 Plazmidinis vektorius naudotas M.Cgll geno klonavimui.
p0s 3105 bp plazmidiné DNR be CgllI taikiniy.
pls 3105 bp plazmidiné DNR su vienu CglI taikiniu.
pl 4320 bp plazmidiné DNR su vienu CglI taikiniu.
4320 bp plazmidiné DNR turinti du CglI taikinius i$sidés¢iusius ta pacia kryptimi (HtT — angl.
p2_HtT -
head-to-tail).
4320 bp plazmidiné DNR turinti du CglI taikinius i$sidés¢iusius ta pacia kryptimi (HtT — angl.
p2_HtT2 -
head-to-tail).
02 TIT 4320 bp plazmidiné DNR turinti du Cgll taikinius nukreiptus vienas j kitg (TtT — angl. tail-to-
- tail).
p2_cat 3108 + 1212 bp du Cgll taikinius turintis katenanas.
pPRMAO03_0 4865 bp plazmidiné DNR su triplekso formavimo seka, bet neturinti CglI taikiniy.
PRMAO03_1 4865 bp plazmidiné DNR su triplekso formavimo seka ir turinti vieng Cgll taikin;.
PRMAO3_1_IN | 4865 bp plazmidiné DNR su triplekso formavimo seka ir turinti vieng CgllI taikin;.
pE%';Z_II_%AD_ 5556 bp plazmidiné DNR su triplekso formavimo seka.
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Oligonukleotidai

Visi

darbe

naudoti  oligonukleotidai

gauti

18 ,,Metabion* (2

lentelé).

Oligonukleotidai buvo pazyméti 5'-gale naudojant PNK (,,Thermo Fisher Scientific,
Vilnius, Lietuva) ir [y-P]JATP (,.Perkin Elmer“) bei sulydyti su neZymétos
komplementarios DNR pertekliumi.

2 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai.

Pavadinimas Seka 5'—3' DNR matrica Komentaras
Oligonukleotidai baltymy mutagenezei:
MZ-426 CGATTGCGTTATGCCGGCARAATCTATCTTTTCC HLO5A mutaci
ACAAGAACC pETDuet_Strep- |. . mutactjos
. ivedimas HxK
MZ-427 GATAGATTTTGCCGGCATAACGCAATCGGGGAAT RH.Cgll-His motyve
AACGAAC '
CATTATTGATGCCGCAGCAGATGCGACAAGTCTC .
MZ-210 PBAD_H.Call- | 51504 ir E159A
AACAC His arba o
mutacijy jvedimas
MZ-211 CGCATCTGCTGCGGCATCAATAATGAGTACAGGG | PETDuet_Strep- DEAD motyve
: TG RH.Cqgll-His ’
GGTGAGGACTCCACAATTGGTATGGAAGCGATAA
MZ-1132 ..
TCACC R517E mutacijos
Mz-1133 | GTGCTTGTCTAAGTAGGCCAAGAGTTTTTTGTCG ivedimas.
AGTGC
MZ-1134 CTCGCGACCTTCGAGGCTGCGCTTCTAGACTTTG pBAD_H.Cgll- )
AACG His arba K539E mutacijos
MZ-1135 | GTCGAGATCGTTGGGGTCTACAGTAAAGGCGTTG PLATE31_H.Cgll | jvedimas.
i AGAATG -C-His
CACTCGACGAAGAGCTCTTGGCCTATCTAGACAA )
MZ-1130 GCAC K492E, K499E ir
KS500E mutacijy
MZ-1131 CTTCGACATTCTCGATTCTAGGATCCGCGGCAAA ivedimas.
GTAG
MZ-845 GCGACAAGTTTAAACACCAAAGCAAATCAGTCTG .
- ATGTTTCG y169A mutacijos
ivedimas (L1
MZ-846 GACTGATTTGCTTTGGTGTTTAAACTTGTCGCAT mutantas).
CTGCTTCG
MZ-719 GCAGATGCGACAAGTGCCAACACGGCAGCAAATC L165A, K168A ir
AGTCTGATGTTTCGACC pBAD_H.Cgll- | V169A mutacijy
MZ-720 CAGACTGATTTGCTGCCGTGTTGGCACTTGTCGC His ivedimas (L3
ATCTGCTTCGTCATCAATAATG mutantas).
MZ-755 GATGCGACAAGTGACGTCTCGACCATTAACCACC L165-S172 regiono
AGCTCAC delecija H.Cgll
MZ-756 GGTTAATGGTCGAGACGTCACTTGTCGCATCTGC baltyme (AL
) TTCGTCA mutantas).
Oligonukleotidai naudoti triplekso nustimimo eksperimentuose:
MZ-503 CTCCTCGAGCCCGGGTGA p|C)RR'\I>I/IA,\AE)033_10i,r 278 bp N, H ir T DNR
MZ-504 | CAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACC DRMAQ3 1_IN | fragmenty sintezé.
278 bp N fragmento
MZ-948 Biotin-CTCCTCGAGCCCGGGTGA N su 5 gale biotinu
sintezé.
TFO TTTCTTTCTTTTCTTCTTTCTT - Tripleksa formuojantis

oligonukleotidas.

2 lentelés tesinys kitame puslapyje
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2 lentelés tesinys

Oligonukleotidai naudoti ATPazinio aktyvumo tyrimuose:
MZz-317 CTTCGCCCACCCTAGGGGGAG 281 bp H1 " N1 .DNR
fragmenty sinteze.

) pECFP-ICAD- | 281 bp H1 DNR
MZz-318 TGGCAGGGCCTGCCGCCC S(NLS) fragmento sinteze.
MZz-320 TGGCAGGGCCTGCAGCCCCGACGTTG 281 bp N1 DNR.

fragmento sintezé.
Oligonukleotidai sekvenavimui:
MZ-437 CACTCAAAGGCGGTAATACGG )
MZ-438 GAACTCTGTAGCACCGCC P
Oligonukleotidy dupleksai:
33 bp oligodupleksas
R2-8/ AATGGGCTCGCACGGCGGCTATTATCGATTGTA B (SP33) su Cqll
R2-9 TTACCCGAGCGTGCCGCCGATAATAGCTAACAT atpazinimo seka
(pabraukta).
MZ-68/ AGATCGAAGACCGTAGCACTGGGCT 3 ?Igggztgl;%%dgp:?ksas
MZ-69 TCTAGCTTCTGGCATCGTGACCCGA e g
atpazinimo sekos.
E18-6/ | CGTAGCCTGGTCGATC - %ﬁgglg;%%dgpﬁksas
E18-7 GCATCGGACCAGCTAG o) ety
atpazinimo sekos.
16 bp oligodupleksas
E18-8/ CGTAGGCGGCTCGATC B (SP16) su Cgll
E18-9 GCATCCGCCGAGCTAG atpazinimo seka
(pabraukta).

Baltymy raiSka ir gryninimas

Corynebacterium  glutamicum ATCC 13032 genominé DNR naudota
rekombinantiniy geny R.Cgll, H.Cgll ir jy mutanty, bei minéty baltymy pavieniy
domeny ir jy mutanty sintezei. Gauti genai jterpti j raiSkos vektorius isreikti E. coli
kamienuose ir iSgryninti panaudojant skys¢iy chromatografija (3 lentel¢). Visy
18gryninty baltymy grynumas jvertintas naudojant NDS-PAGE ir gelio densitometrija.
Tiksliniy baltymy sekos patvirtintos masiy spektrometrijos biudu. Baltymy
koncentracijos (monomero) nustatytos matuojant absorbcijg esant 280 nm bangos ilgiui
ir panaudojant atitinkama ekstinkcijos koeficientg (3 lentel¢).

Gelfiltracija

Gelfiltracija atlikta kambario temperatiiroje (20+5°C) AKTA Avant sistema,
panaudojant Superdex 200 HR koloné¢le (GE Healthcare), nulygsvarintg gelfiltracijos
buferiu. Baltymy pavyzdziai (10-20 uM) paruosti 100 ul gelfiltracijos buferyje. Baltymy
eliucija stebéta matuojant absorbcijg ties 280 nm bangos ilgiu. Baltymy molekulinés
masés paskaiciuotos remiantis zinomy baltymy standarty (,,Gel Filtration Calibration
Kit*) eliucijos tiiriais.
DNR manipuliacijos

DNR iSskyrimas ir rekombinantinés DNR ruo$imas. Standartiniai klonavimo
metodai (Sambrook ir kt., 1989) naudoti rekombinantiniy plazmidiniy DNR paruosimui
(1 lentelé). Plazmidinés DNR i$grynintos panaudojant ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit*
rinkinj. DNR fragmentai iSgryninti panaudojant ,,GeneJET PCR Purification Kit*. Visi
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fermentai ir atitinkami buferiai naudoti DNR manipuliacijoms jsigyti i§ ,,Thermo Fisher
Scientific*.

Substratai DNR hidrolizés eksperimentams. Atviros ziedinés formos ir linijinés
formos DNR substratai, turintys po vieng Cgll atpazinimo seka, gauti i§ pl plazmidinés
DNR, turincios vieng Cgll atpazinimo seka, ja paveikiant atitinkamai Cas9(H840A)-
crRNR kompleksu arba Ndel restrikcijos endonukleaze (REaze). HtT1 ir HtT2 DNR
fragmentai buvo gauti i§ du Cgll taikinius turin¢ios p2 HtT plazmidinés DNR ja
perkirpus atitinkamai su Xhol ir Ndel REazémis. HtH ir HtT DNR fragmentai buvo
gauti taip pat kaip ir HtT1 ir HtT2. HtN fragmentas gautas i§ pl plazmidinés DNR ja
perkirpus su Xhol REaze, o susidare 5' galai pazyméti su [y->P]-ATP ir PNK. Visi
linijiniai ir atviros Ziedinés formos substratai iSgryninti panaudojant ,,GeneJET PCR
Purification Kit* rinkinj.

Substratai triplekso nustimimo eksperimentams. Trys skirtingi 278 bp N, H ir T
fragmentai susintetinti PGR buidu panaudojant MZ-503 ir MZ-504 oligonukleotidinius
pradmenis ir atitinkamai pPRMAO03_0, pPRMAO03_1 ir pPRMAO3_1 IN plazmidines DNR
kaip matricas (2 lentelé). 5’ gale bioting turintis 278 bp N fragmentas gautas PGR btidu
panaudojant MZ-948 ir MZ-504 oligonukleotidinius pradmenis ir anks¢iau susintetintg N
fragmentg kaip matricg (2 lentelé). 3383 bp CN plazmidiné DNR gauta jsiuvant 278 bp
N fragmenta j plazmidinj pOs vektoriy, paveiktg su Ehel REaze. 3383 bp LN plazmidiné
DNR gauta panaudojant CN plazmiding DNR ir jg perkirpus Cail REaze. LO ir L1
fragmentai gauti i$ atitinkamai pOs ir pls plazmidiniy DNR jas perkirpus su Ndel REaze.
Visi PGR budu gauti fragmentai iSgryninti panaudojant ,,GeneJET PCR Purification Kit*
rinkinj. 5' TFO galas pazymétas su [y->P]-ATP ir PNK.

Mutagenezé. Cgll mutantai gauti ,,QuikChange Site-Directed Mutagenesis* metodu
(Zheng ir kt., 2004) panaudojant atitinkamg DNR kaip matrica ir du oligonukleotidinius
pradmenis (2 lentelé¢). Kompetentinés lgstelés paruostos ir transformuotos gautomis
DNR molekulémis panaudojant CaCl, metoda (Sambrook ir kt., 1989). Tiksliniy
mutacijy jvedimas buvo patvirtintas sekvenuojant kiekvieno gauto mutanto pilno ilgio
geng.

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denatiiruojanciomis (NDS) salygomis

NDS-PAGE denatiiruojan¢iomis salygomis buvo naudota iSgryninty baltymy
grynumui jvertinti. Baltymy méginiai buvo sumaiSomi 1:1 (v/v) santykiu su baltymy
uznesimo tirpalu ir atkaitinti prie§ elektroforez¢ 5 min kaitinti 95°C. Buvo naudojami
dviejy sluoksniy poliakrilamidiniai geliai (Sambrook ir kt., 1989). Skiriamajj gelj sudaré
12% akrilamido tirpalas 1 ir PE1 buferis, o koncentruojantj — 4% akrilamido tirpalas 1 ir
PE2 Dbuferis. Gelio polimerizacija inicijuota pridéjus TEMED ir amonio
peroksodisulfato. Elektroforezé vykdyta kambario temperaturoje 1-1,5 val. (~30 V/cm)
PE3 buferyje. Geliai buvo dazomi ,,Page Blue* (,,Thermo Fisher Scienticfic*, Vilnius,
Lietuva) tirpalu. Baltymy santykiniai kiekiai jvertinti gelio densitometrijos biidu
panaudojant geliy dokumentavimo BioDocAnalyze prietaisg (Biometra, Giotingenas,
Vokietija), o gauti paveikslai apdoroti su OptiQuant 3,0 jrankiu (Packard Instrument).

Elektroforezé agaroziniame gelyje nedenatiiruojan¢iomis salygomis

Skirtingy DNR fragmenty ar skirtingy plazmidinés DNR topologiniy formy
frakcionavimas buvo vykdytas 1-2 val. (4 V/cm) 0,8-1,0% (w/v) agarozés geliuose NBE
buferyje, turin¢iame 0,5 pg/ml etidZio bromido. Prie§ elektroforez¢ DNR méginiai buvo
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sumaiSomi 1:1 (v/v) santykiu su DNR uzneSimo tirpalais ir inkubuoti 70°C 15 min.
I$frakcionuoty DNR fragmenty santykiniai kiekiai jvertinti kaip apraSyta auksciau.

DNR fragmentai, kurie buvo naudoti sekvenavimui, frakcionuoti 1-2 val. (4 VV/cm)
1,0% (w/v) agarozés geliuvose EMSA buferyje 1, neturiniame etidZio bromido. Pries§
elektroforezg¢ DNR meéginiai buvo sumaiSomi 1:1 (v/v) santykiu su DNR uZneSimo
tirpalu 2 ir inkubuoti 75°C 15 min. Gelio juostelés, turincios tikslinius DNR fragmentus,
iSpjautos remiantis etidzio bromidu dazytais standartiniais DNR fragmenty ilgiais. DNR
iSgryninta panaudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit* rinkinj.

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje nedenatiiruojanciomis salygomis

Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje nedenatiiruojanc¢iomis sglygomis buvo
naudojama DNR suri$imo eksperimentuose (zr. 2.3.). Gelius sudaré 8% akrilamido
tirpalas 2 ir EMSA buferiniai tirpalai. Gelio polimerizacija inicijuota pridéjus TEMED ir
amonio peroksodisulfato.

DNR suriSimo buferiai buvo paruosti i§ atitinkamy EMSA buferiy ir papildomai
pridedant 0,1 mg/ml JSA, 1 mM DTT ir 10% (v/v) glicerolio. Radioaktyviis DNR
meéginiai sumaiSyti su atitinkamais DNR suriSimo buferiais ir baltymais 96
apvaliadugniy Sulinéliy plokstel¢je, palikta 20-30 min. kambario temperatiiroje, o po to
méginiai uznesti j gelj. Elektroforezé vykdyta 1-4 val. (6-8 V/cm) kambario
temperatiroje. Po elektroforezés geliai buvo i8dZiovinti po karSto oro srove. Radioaktyvi
DNR nustatyta ir analizuota kaip aprasSyta auksc¢iau.

Triplekso formavimas

50 nM linijinés DNR ir 25 nM 5’-gale **P zyméto TFO (eksperimentams in trans:
10 nM linijinés arba plazmidinés DNR ir 5 nM 3p zyméto TFO) sumaiSyti triplekso
formavimo ,MM* buferyje ir inkubuota per nakt] 20°C temperatiiroje. Susidare
tripleksai laikyti leduose, o pries reakcijas istirpinti santykiu 1/10 reakcijos buferyje 2.

TFO nustimimo eksperimentai

Triplekso nustiimimo reakcijos buvo atliekamos esant 20°C sumaiSius suformuotg
tripleksg reakcijos buferyje: 33 mM Tris-acetato (pH 7,0 esant 25°C), 0,1 mg/ml JSA
(arba 1 mg/ml JSA reakcijoms su magnetinémis dalelémis), 1 mM DTT, 10 mM Mg-
acetato, 150 mM K-acetato, 4 mM ATP arba AMP-PNP, 25 mM fosfokreatino ir 5 U/ml
kreatino kinazés. Triplekso nustiimimo in trans reakcijose buvo papildomai pridéta 4, 10
arba 50 nM jvairiy DNR. Reakcijos pradétos pridéjus 200 nM H.Cgll ir 200 nM R.Cqgll.
Tam tikrais laiko intervalais i$ reakcijy paimti méginiai sumaisyti su 1:1 (v/v) GSMB
buferiu. Susidar¢ produktai analizuoti 6-8% (w/v) poliakrilamidiniame arba 1% (w/v)
agaroziniame gelyje. Elektroforezé vykdyta TFO leidimo buferyje atitinkamai 2 val.
(~10 V/cm) esant 4°C arba 1 val. (~8 V/cm) esant 4°C. Triplekso santykinis kiekis
kiekviename méginyje paskaiCiuotas pagal formule: KieKiSyipiekso/ (Ki€KiStipiekso +
KieKiSpisvo TFo) (Firman ir kt., 2000). TFO nustimimo greiciai gauti pritaikius funkcija
triplekso nykimo vidurkinéms reikSméms, paskai¢iuotoms 1§ maZiausiai trijy
nepriklausomy eksperimenty (Zr. duomeny analizg).

DNR suriSimo eksperimentai

DNR susiriSimo su Cgll baltymais analizé atlikta panaudojant elektroforetinio
judrumo poslinkio metoda (angl. EMSA) EMSA buferiniuose tirpaluose. SusiriSimui
naudoti **P Zyméti 33 bp specifinis (SP33) ir 25 bp nespecifinis (NSP25) DNR dupleksai
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(2 lentelé). EMSA buferis 1 naudotas SP33 susiri§imui su Cgll baltymais, EMSA buferis
2 — NSP25 susiris§imui su Cgll baltymais.

DNR (galutiné konc. 1 arba 100 nM) su baltymais (galutiné konc. Nuo 1 to 5000
nM) inkubuota 20-30 min. kambario temperatiroje 10-20 pl suriSimo buferyje,
pagamintame 1§ atitinkamy EMSA buferiniy tirpaly. Laisva DNR ir baltymy-DNR
kompleksai frakcionuoti poliakrilamidiniame gelyje nedenatiiruojanciomis salygomis, o
ju santykiniai kiekiai nustatyti kaip apraSyta auksciau. Disociacijos konstanty Ky
reikSmeés paskaiCiuotos pritaikius kvadrating funkcijg trims nepriklausomiems DNR
susiri§imo eksperimentams (Zr. duomeny analiz¢).

Mant-ATP suriSimo eksperimentai

Didé¢jancios koncentracijos baltymy méginiai (nuo 0,1 iki 15 uM) buvo sumaisyti
su reakcijos buferiu (20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 10 mM MgCl,, 100 mM
NaCl ir 1 uM Mant-ATP) 10 mm kvarco kiuvetéje. Mant-ATP suri§imo anizotropijos
skaitinés reikSmes to paties meéginio buvo uzraSomos 3-5 kartus i$ eilés panaudojant
FluoroMax-3 spektrofluorimetra su Glan-Thompson poliarizatoriais (JY-Horiba Inc.,
New Jersey). Fluorescencijos anizotropijos matavimai atlikti kambario temperatiiroje
panaudojant du bangos ilgius (Azginimo = 356 nm ir Aemisijos = 440 nm). Disociacijos
konstanty skaitinés reikSmeés (Ky) paskaiciuotos i§ 3-5 skirtingy matavimy to paties
meéginio ir pritaikant hiperbolés funkcija gautoms anizotropijos reikSméms (Zr. duomeny
analize).

ATP hidrolizés eksperimentai

ATPazinio aktyvumo reakcijos buvo atliekamos esant 37°C temperattrai 1 val.
reakcijos buferyje 1 ir papildomai pridéjus 50 pM ATP (3,3 nM [a-*2P]-ATP) ir 0,01
ng/ul jvairiy DNR: (i) A fago DNR (dam*dcm®), (ii) pBR322, (iii) pBR322 metilintos
Cgll atpazinimo sekose, (iv) specifinio H1 fragmento, (v) nespecifinio N1 fragmento,
(vi) specifinio SP16 oligoduplekso, (vii) nespecifinio NSP16 oligoduplekso ir (viii)
viengrandinés M13mp18. Reakcijos pradétos pridéjus 40 nM Cgll baltymy, o stabdytos
prid¢jus EDTA iki 30 mM galutinés konc. 1 pl sustabdytos reakcijos uzneSta ant
plonasluoksnés polietilenimino-celiuliozés plokstelés (Merck), kur ATP (substratas) ir
ADP (produktas) analizuoti chromatografijos biidu TLC buferyje. Gauti vaizdai
analizuoti panaudojant Fujifilm FLA-5100 fluorescenciniy vaizdy analizatoriumi
(Fujifilm, Tokyo, Japan).

»Malachite green phosphate assay kit rinkinys naudojamas ATP hidrolizés grei¢iui
paskaiciuoti, nustatant susidariusio laisvo fosfato kiekj tirpale. Reakcijos atliktos esant
37°C temperatiirai tuose paciuose buferiuose, kaip ir buvo naudojami eksperimentuose
su radioaktyvia zyme zyméta ATP. | reakcijas papildomai buvo pridéta 0,02 pg/ul A fago
DNR (dam*dcm™), ATP (1, 2, 4 arba 6 mM) ir 1 mM (d)NTP. Reakcijos pradétos
prid¢jus 10 nM H.Cgll arba jo domeny ir 200 nM R.Cgll. Tam tikrais laiko intervalais i$
reakcijy paimti méginiai sumaiSyti su EDTA iki 9,5 mM galutinés konc. Sasaja tarp
absorbcijos ir susidariusio fosfato koncentracijos buvo paskaifiuota panaudojant
standartinj fosfato tirpala. Fosfato susidarymo greitis (v, pM - min™") ir ATP hidrolizés
greitis  (ATP/s/monomerui) paskaiiuotas 1§ maziausiai trijy nepriklausomy
eksperimenty.

DNR hidrolizés eksperimentai
R.Cqll nukleazinio aktyvumo tyrimas. DNR hidrolizés eksperimentai atlikti esant
37°C temperaturai 1 val. reakcijos buferyje: 33 mM Tris-acetato (pH 7,0 esant 25°C),
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0,1 mg/ml JSA, 150 mM K-acetato, 10 mM Mg-acetato, 1 mM DTT, 4 mM AMP-PNP
arba ADP, 4 mM (d)NTP, 25 mM fosfokreatino, 5 U/ml kreatino kinazés ir papildomai
pridéjus 0,01 pg/ul A fago DNR (dam’'dcm”). Reakcijos pradétos pridéjus 200 nM
H.Cgll ir 200 nM R.Cgll. Reakcijos stabdytos sumaisius santykiu 2:1 (v/v) su DNR
uznesimo tirpalu 1 ir inkubuota 15 min. 70°C. Susidar¢ produktai frakcionuoti 0,8 arba
1,0% (w/v) agarozés geliuose nedenatiiruojancios elektroforezés budu, o gauti
fragmentai nudazyti etidzio bromidu ir fotografuoti panaudojant ultravioleting Sviesg.

DNR hidrolizés kinetiniai tyrimai. DNR (10 nM) hidrolizés reakcijos atliktos esant
37°C temperatiirai reakcijos buferyje 3. Reakcijos pradétos pridéjus 1000 nM H.Cgll ir
1000 nM R.Cqgll. Tam tikrais laiko intervalais i§ reakcijy paimti méginiai sumaiSyti su
1:1 (v/v) DNR uzneSimo tirpalu 2 ir inkubuoti 70°C 15 min. Susidar¢ produktai
frakcionuoti 0,8 arba 1,0% (w/v) agarozés geliuose nedenatiiruojancios elektroforezés
bidu, esant 0,5 pg/ml etidzio bromido, o santykiniai DNR kiekiai paskaiciuoti gelio
densitometrijos biidu kaip apraSyta aukS¢iau. Likusi DNR substrato dalis kiekviename
meéginyje paskaiciuota pagal formule: Kiekis(jikusio DNR substrato) (KIEKIS(likusio DNR substrato) +
KieKiSsusidariusio DNR produkto)- DNR  hidrolizés greiciai gauti pritaikius funkcija DNR
substrato nykimo vidurkinéms reikSméms, paskai¢iuotoms 1§ maziausiai trijy
nepriklausomy DNR hidrolizés eksperimenty (Zr. duomeny analize).

H.Cgll mutanty DNR hidrolizés aktyvumas tikrintas naudojant 10 nM vieng Cgll
taikinj turincig pl plazmiding DNR. Reakcijos inkubuotos reakcijos buferyje 2 esant
37°C temperatirai. Reakcijos pradétos pridéjus 200 nM H.Cgll arba jo mutanto ir 200
nM R.Cgll. Tam tikrais laiko intervalais i§ reakcijy paimti méginiai sumaisyti su 1:1
(v/v) DNR uznesimo tirpalu 2 ir inkubuoti 70°C 15 min. Susidar¢ produktai frakcionuoti
ir analizuoti kaip aprasyta auksciau.

H.Cgll domeny DNR hidrolizés aktyvumas tikrintas naudojant 10 nM pBR322
plazmiding DNR. Reakcijos inkubuotos 1 val. reakcijos buferyje 2 esant 37°C
temperatirai. Reakcijos pradétos pridéjus 200 nM H.Cgll arba jo domeno/y ir 200 nM
R.Cgll. Reakcijos sustabdytos ir gauti produktai analizuoti kaip aprasyta auks¢iau. DNR
hidrolizés greiciai paskaiciuoti kaip apraSyta auksciau.

DNR Kirpimo vietos nustatymas. Cgll restrikcijos endonukleazés kirpimo vietos
nustatymui buvo naudojama vieng Cgll taikinj turinti pl plazmidiné DNR (10 nM) ir ja
karpant 1 val. 37°C reakcijos buferyje 2. Reakcijos pradétos pridéjus 500 nM H.Cqgll ir
500 nM R.Cqgll. Reakcijos sustabdytos pridéjus 2:1 (v/v) santykiu su DNR uzneS$imo
tirpalu 2 ir inkubuota 75°C 15 min. Susidarg produktai frakcionuoti 1,0% (w/v) agarozés
gelyje nedenattiruojancios elektroforezés biidu ir iSgryninti panaudojant ,,GeneJET Gel
Extraction Kit* rinkinj. Produktai sekvenuoti su MZ-437 ir MZ-438 oligonukleotidiniais
pradmenimis (2 lentelé).

Struktarinis modeliavimas

H.Cgll DEAD-Z1 domeny struktirinis modelis gautas kaip aprasyta zZemiau. Eilé
homologiniy modeliy buvo gauta i§ auksSto jver¢io HHpred palyginimy panaudojant
MODELLER (Sali ir kt., 1993) ir jvairias helikazes kaip struktiirinius $ablonus. Modelio
kokybé buvo testuota VoroMQA programa (Olechnovic ir kt., 2017). Reprezentatyvus
modelis gautas remiantis trimis struktiiriniais Sablonais: (1) PriA helikaze
(Bhattacharyya ir kt., 2014a) (PDB ID 4NL4); (2) | tipo EcoR124l HsdR subvieneto
kompleksu su ATP (PDB ID 4XJX); ir (3) ,,DEAD-box‘ baltymu Dhhlp (Cheng ir kt.,
2005) (PDB ID 1S2M). Ilgos kilpos ir regionai, kurie nebuvo uzdengti struktiriniy
Sablony, buvo sumodeliuoti panaudojant I-Tasser (Roy ir kt., 2010). Modelis buvo
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patobulintas pasitelkiant molekuling dinamikg (Zhang ir kt., 2011). ATP buvo
jmodeliuotas j gautg DEAD-Z1 modelj tiesiog nukopijavus ja i§ EcoR1241 HsdR
struktiiros. Apytikslé suriStos DNR pozicija buvo gauta lyginant H.Cgll model; su
SsoRad54-DNR kompleksu (Durr ir kt., 2005) (PDB ID 1Z63) (21B pav.).

Kristalizacija ir erdvinés struktiiros nustatymas

Nezymétas ir Zymétas su Se-Met C-galiniai domenai buvo sukoncentruoti iki 15
mg/ml buferyje (10 mM Tris-HCI (pH 7,5 esant 25°C), 300 mM KCI, 1 mM EDTA, 1
mM DTT). Kiristalai uzauginti sédin¢io laso gary difuzijos metodu esant 19°C
temperatirai sumaiSius 0,5 pl baltymy miSing su 0,5 pl kristalizacijos buferiu (0,1 M
Tris-HCI (pH 8,5 esant 25°C), 7-14% (v/v) Taksimatas, 25-30% (w/v) PEG3350). Se-
Met Zyméto baltymo Rentgeno spinduliy difrakcijos duomenys gauti panaudojant
EMBL/DESY Petralll P14 spinduliy $altinj (Vokietija) esant 100 K ir rezervuaro tirpalg
su 20% (v/v) etilenglikoliu kaip kryo-buferj. Duomeny analizei panaudotos XDS
(Kabsch, 2010), SCALA ir TRUNCATE (CCP4, 1994) programos. Laukinio tipo C-
galinio domeno kristalai difragavo spindulius 2,9 A skiriamaja geba, o Se-Met Zymétas
C-galinis domeno kristalai — 2,4 A.

Struktiira i$spresta panaudojant Auto-Rickshaw 3W-MAD protokola (Panjikar ir
kt., 2005). Prie§ tai difrakcijos duomenys buvo apdoroti ir konvertuoti panaudojant
CCP4 rinkinio programas (CCP4, 1994). FA reikSmés paskaiciuotos panaudojant
SHELXC programg (Sheldrick ir kt.,, 2001). Remiantis pradine duomeny analize,
didziausia skiriamoji geba 2,40 A buvo parinkta substruktiiros nustatymui ir pradiniy
faziy skai¢iavimui. Du sunkieji metalai 1§ dviejy galimy buvo surasti panaudojant
SHELXD programa (Schneider ir kt., 2002). Teisinga substruktiira nustatyta panaudojant
ABS (Hao, 2004) ir SHELXE (Schneider ir kt., 2002) programas. Pradinés fazés
paskaiciuotos panaudojant SHELXE programa (Schneider ir kt., 2002). 77,53% modelio
gauta panaudojant ARP/WARP programg (Morris ir kt.,, 2004). Rankinis modelio
taisymas atliktas panaudojant COOT (Emsley ir kt., 2004). Gauta struktiira patobulinta
su phenix.refine.1.8.3 (Afonine ir kt., 2012). TLS grupés nustatytos TLSMD serverio
pagalba (http://skuld.bmsc.washington.edu/~tlsmd/) (Painter ir kt., 2006). Kristalo
kontaktai analizuoti panaudojant PISA serverj
(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/protint/pistart.ntml) (Krissinel ir kt., 2007). Elektrostatinis
pavirSiaus potencialas paskai¢iuotas su PDB2PQR ir APBS (Baker ir kt., 2001; Dolinsky
ir kt., 2004). Reprezentatyviis struktiiry vaizdai gauti panaudojant PyMOL (Versija
1.2r3pre, Schrodinger, LLC) (Schrédinger).

Duomeny analizé

Triplekso nustiimimo ir DNR hidrolizés grei¢iy skaitinés reikSmes gautos pritaikius
pirmo arba antro laipsnio eksponentines funkcijas gautoms eksperimentiniy duomeny
reik§méms panaudojant KyPlot (versija 2,0 (Yoshioka, 2002)). Triplekso nustimimo
greiciy konstantos (K; ir k;) paskaiciuotos panaudojant Sias funkcijas:

S =100 - exp(—kq - 1) (1)
S =[Aq] +[100 — A] - exp(—kq - 7) (2)
S= [Al] : exp(—kl : l) + [100 - Al] : exp(—k2 : t) (3)

Kur S yra likusio substrato dalis procentais, A; ir 100—A; yra atitinkamai pirmos ir
antros fazés amplitudés, Ky ir k, yra atitinkamai pirmos ir antros fazés grei¢iy konstantos,
t yra reakcijos laikas sekundémis.
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DNR hidrolizés grei¢iy konstantos (k;) paskaiciuotos panaudojant Sias funkcijas:

S =[A1] - exp(—k; - ) (4)
S=[A1] - exp(—k; - 1) + [A]] (5)
P=[A1] - (1—exp(—k; - 7)) (6)

Kur S wyra likusio substrato koncentracija (nM), P yra susidariusio produkto
koncentracija (nM), A; yra pirmos fazés amplitudé, A, yra laisva amplitudé, k; yra
pirmos fazés greiio konstanta, t yra reakcijos laikas sekundémis. Visais atvejais
kinetiniai profiliai yra gana sudétingi, kadangi hidrolizé susideda i$ daug Zingsniy. Todél
eksponentinés funkcijos yra labiau naudojamos tik gauty grei¢io konstanty palyginimui,
nei tam tikry jvykusiy Zingsniy grei¢iy konstanty matavimui.
Nespecifinio oligonukleotido susiriSimo su Cgll baltymais Ky reikSmés
paskaiciuotos panaudojant kvadrating funkcija:
C=(d+p+Kq—[(d+p+Ki)~4-d-p]"/2 ()
Kur C yra suformuoto baltymo-DNR komplekso koncentracija (nM) esant kiekvienai
baltymo koncentracijai p (nM), d yra DNR koncentracija naudota susiriSimo méginyje
(nM), K4 yra baltymo-DNR komplekso disociacijos konstanta (nM).
Mant-ATP susiriSimo su Cgll baltymais Ky reik§més paskaiciuotos panaudojant
hiperbole:
A=T[Ao] + [Ad - p/(Kq + ) (8)
Kur A yra stebimos anizotropijos skaitinés reikSmés esant kiekvienai baltymo
koncentracijai p (WM), Ag yra anizotropijos skaitiné reikSme esant laisvam Mant-ATP,
A, yra laisva amplitudé, Ky yra baltymo-Mant-ATP komplekso disociacijos konstanta

(UM).
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3 lentelé. Cgll baltymuy ir ju domeny klonavimas, rai§ka ir gryninimas.

Baltymas/ llgis (be ern!nlmw a | Molekuliné Ekst_m_kcuos Raiskos vektorius®, E. coli kamienas®, Raiskos temperatiira, Gryninimo Saugojimo
domenas/ . skirtas inkaras®, . v | koeficientas, e S D e ot - g
inkaro), ar. mase, Da 1. 1b atsparumas antibiotikui atsparumas antibiotikui trukmé, induktorius kolonélés buferis
kompleksas galas M™cm
r 16°C, per naktj, 0,2% StrepTrap HP,
R.Cqll 358 Strepll, N 41242,5 45380 pBAD24, Ap ER2267, Kn (WIV) L(+)-arabinoze MonoQ 2
. r 16°C, per naktj, 0,2% HisTrap HP,
H.Cgll 632 Hisg, C 71933,9 66810 pBAD24, Ap ER2267, Kn (WIV) L(+)-arabinoze HiPrep desalting 2
HisTrap HP,
R.Cqll 358 Strepll, N 41242,5 45380 ) 16°C, per naktj, 1 mM StrepTrap HP,
+ + pETDuet-1, Ap ER2566, - PTG Superdex™ 200 2
H.Cgll 632 Hisg, C 71933,9 66810 10/300 GL
) h 178, ' ) ) 16°C, per naktj, 1 mM HisTrap HP,
R.Cgll-PLD 1-178 Strepll, N 21771,8 15930 pETDuet, Ap BL-21 (DE3), PTG HiPrep desalting 2
R.Cgll-B3 171;2'58 Hiss, C 20918,1 29450 pLATE31, Ap' ER2566, - 16°C, pelrpr?ét" I'mM HisTrap HP 1
- 229, i r : i} 0 HisTrap HP,
H.CglI-DEAD 1229 Hisg, N 28369,4 21430 pLATE51, Ap BL-21 (DE3), 37°C, 4h, | mM IPTG HiTrap Q FF 2
) . 463, . r ) ) o HisTrap HP,
H.Cgll-DEAD-Z1 1-463 Hisg, N 55339,8 45840 pLATE51, Ap BL-21 (DE3), 37°C, 4h, | mM IPTG Superdex 200 GL 2
) 234, . r ) ) 16°C, per naktj, 1 mM HisTrap HP,
H.Cgll-Z1 230-463 Hisg, C 28056,5 24410 pLATE31, Ap BL-21 (DE3), PTG HiPrep desalting 2
1 403, . ' ) ) 16°C, per naktj, 1 mM HisTrap HP,
H.Cgll-Z1-C 230-632 Hisg, C 46723,8 45380 pLATE31, Ap BL-21 (DE3), PTG Superdex 200 GL 2
) 169, . ' ) ) 16°C, per naktj, 1 mM HisTrap HP,
H.CglI-C 464-632 Hisg, C 19753,5 20970 pLATE31, Ap BL-21 (DE3), PTG HiPrep desalting 2

®Gryninimui skirti prilieti inkarai nebuvo pagalinti prie§ eksperimentus.
®Molekulinés masés ir ekstinkcijos koeficientai paskaiciuoti su ProtParam jrankiu, http://web.expasy.org/protparam.

‘0BAD24 gautas i§ Invitrogen, pETDuet-1 — i§ Novagen, pLATE31 ir pLATES51 — i§ Thermo Fisher Scientific (Vilnius).

“E. coli kamienas turéjo pACYC184 plazmiding DNR (Cm atsparumas) su | ja iterptu Cgll metiltransferazés genu.
®Pries raiska lastelés augintos LB terpéje su atitinkamais antibiotikais (Ap (100 pg/ml), Kn (25 pg/ml), Cm (30 pg/ml)) esant 37°C iki ODggg ~0,5-0,6.
"Visos kolonélés jsigytos i§ GE Healthcare. Kolonéliy naudojimo eiliskumas atitinka jy i§vardinimo eiliSkuma. Naudoti buferiai: Buferis 1 HisTrap HP kolonélei; Buferis 2
HiPrep desalting, MonoQ, HiTrap ir HiTrap Q FF kolon¢léms; Buferis 3 HiPrep desalting ir MonoQ kolonéléms; Buferis 4 HiTrap Q FF ir MonoQ kolonéléms; Buferis 5
StrepTrap HP kolonélei; Buferis 6 HisTrap HP ir Superdex™ 200 10/300 GL kolonélei; Buferis 7 HisTrap HP kolonélei; Buferis 8 StrepTrap HP kolonélei; Buffer 9 HisTrap HP
kolonélei. Visi gryninimo darbai atlikti pagal gamintojo rekomendacijas.
9Saugojimo buferis 1: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0 esant 25°C), 200 mM KCI, 2 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% (v/v) glicerolio; Saugojimo buferis 2: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0
esant 25°C), 400 mM KCI, 2 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% (v/v) glicerolio.

hR.CgII-PLD domenas turi aktyvaus centro mutacijg H105A.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1. Cgll restrikcijos-modifikacijos sistema i§ C. glutamicum kamieno

Misy tyrimo objektas yra netipiné restrikcijos-modifikacijos (RM) sistema Cgll 1§
Corynebacterium glutamicum (ATCC 13032). RM sistemy duomeny bazéje REBASE
(http://rebase.neb.com) (Roberts ir kt.,, 2015) Cgll sistema priskiriama Il tipo RM
sistemoms. Il tipo RM sistemas paprastai sudaro du fermentai: restrikcijos endonukleazé
ir DNR metiltransferazeé. Metiltransferazé naudodama SAM kaip metilo grupés donora
modifikuoja specifines sekas dvigrandinéje DNR (Pingoud ir kt., 2014). Restrikcijos
endonukleazé atpazjsta trumpas, paprastai 4-8 bp ilgio, DNR sekas ir perkerpa
dvigranding DNR atpazinimo sekoje ar greta jos (Pingoud ir kt., 2001). Taciau, Cgll
sistemg sudaro trys fermentai: metiltransferazé (M.Cgll), spéjama fosfolipaziy D
superSeimos restrikcijos endonukleaz¢ (R.Cgll) ir spéjama SF2 superSeimos
helikazé¢/ATPazé (H.Cgll) (1 pav.).

M.Cgll R.Cgll H.Cgqll
| X PLD | B3 )Y DEAD | z1 | C >

1 pav. Corynebacterium glutamicum (Cgll) restrikcijos-modifikacijos sistemos sudétis.
M.Cgll (ORF NCgl1703) yra 5-metilcitozino DNR metiltransferazé. R.Cgll (NCgl1704) yra
spéjama restrikcijos endonukleazeé, turinti fosfolipaziy D superSeimos nukleazinj domeng ir
domeng panasy j B3 DNR suriS§imo domeng. H.Cgll (NCgl1705) yra spéjama SF2
helikazé/ATPaz¢, turinti DEAD, necharakterizuota Z1 superSeimai priklausant] ir C-galinj
domenus.

M.Cqgll subvienetas yra Il tipo 5-metilcitozino DNR metiltransferazé, atpazjstanti
5'-GCSGC-3" DNR seka (kur S yra G arba C) (Schafer ir kt., 1997). Buvo parodyta, kad
ji kaip ir II tipo metiltransferazés, yra aktyvi kaip atskiras baltymas (Landry ir kt., 1992).

Bioinformatikiniais metodais nustatyta, kad spé&jamos restrikcijos endonukleazés
subvienetas (R.Cgll) turi du domenus: N-galinj domena, kuriame yra fosfolipaziy D
(PLD) superseimos HxK aktyvaus centro sekos motyvas ir j B3 domenus panasy C-
galinj domena, atsakingg uz DNR suri§img (Zaremba ir kt., 2014) (1 pav.). PLD
superSeimai priklausantis N-galinis domenas taip pat yra biidingas placiai studijuotai ir
nuo metalo jony nepriklausomai IIS tipo restrikcijos endonukleazei Bfil, kuri atpazjsta
asimetring 5-ACTGGG-3’ seka. Spéjama, kad R.Cgll hidrolizuoja DNR tik reakcijos
miSinyje esant H.Cgll subvienetui. PanaSus R ir H subvienety tarpusavio rySys buvo
pastebétas in vitro DNR hidrolizés eksperimentuose su homologine RM sistema BceSIV
1§ Bacillus cereus (Xu ir kt., 2012).

Kompiuteriné aminoriig§ciy seky analizé parodé, kad H.Cgll yra sudaryta 1§ trijy
domeny: N-galinio DEAD domeno, buidingo SF2 superseimos helikazéms, Z1 domeno,
buidingo Z1 superSeimai, ir C-galinio domeno (Zaremba ir kt., 2014) (1 pav.). DEAD
domenas yra randamas SF2 helikazése, kurios dalyvauja nuo ATP priklausomuose
nukleorfig§¢iy iSvyniojimo ir translokacijos procesuose (Singleton ir kt., 2007). Iki Siol
necharakterizuotas Z1 domenas yra daznai sutinkamas kartu su SF2 helikaziniu domenu
(lyer ir kt., 2008). Be to, SF2 helikazéms biidingi motyvai yra randami ir I, ISP, III tipo
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fermentuose (Chand ir kt., 2015; Gorbalenya ir kt., 1991; McClelland ir kt., 2004). Tokiu

bidu Cgll restrikcijos endonukleazei gali biiti biidingas naujas, iki Siol neiStirtas DNR
hidrolizés mechanizmas.

2. Spéjamy restrikcijos endonukleazés ir ATPazés subvienety i$
Cgll RM sistemos charakterizavimas

2.1. R.Cgll ir H.Cgll baltymy ir ju domeny raiska ir gryninimas

Norédami charakterizuoti baltymus 1§ Cgll RM sistemos, pirmiausiai iSreiSkéme
R.Cgll ir H.Cgll ir jy mutantus bei atskirus arba sulietus domenus ir jy mutantus su
gryninimui skirtais Hisg arba Strepll inkarais (3 lentel¢). Taip pat buvo atlikta i§ karto
abiejy R.Cgll ir H.Cgll baltymy raiska (3 lentel¢). Visi baltymai buvo iSreiksti E. coli
lastelése ir iSgryninti (>90% grynumas) pasitelkiant skys¢iy chromatografija. Visy
18gryninty baltymy aminoriig§ciy sekos patvirtintos masiy spektrometrijos biidu.

2.2. Cgll baltymuy ir ju domeny oligomerinés biisenos nustatymas

Kitame etape gelfiltracijos biidu buvo nustatoma pavieniy R ir H baltymy ir jy
domeny 1§ Cgll RM sistemos oligomerin¢ biisena tirpale (4 lentel¢). R.Cgll ir R.CglI-
PLD domenas eliuavo kaip dimerai, o R.Cgll-B3 domenas eliuavo kaip monomeras (4
lentelé). H.Cgll ir jo DEAD-Z1, Z1 ir Z1-C domenai eliuavo kaip dimerai, o H.Cgll
baltymo DEAD ir C-galinis domenas eliuavo kaip monomeras (4 lentelé).

4 lentelé. Cgll baltymy ir ju domeny oligomerinés biisenos tirpale analizé.

M, kDa
Baltymas/domenas o Gelfiltracija, SAXGS, Oligomeriné biisena
Ivlm(eksp)/ Mw(teor) Mm(eksp)/ |Vlm(teor)
b 85,0 84,7 .
R.Cqll 41,2 21 21 Dimeras
R.CglI-PLD 21,8 31054 Dimeras
R.CglI-B3 23,1 216’13 Monomeras
b 128,8 136,1 .
H.Cgll 71,9 18 19 Dimeras
H.Cgll-DEAD 28,4 219’05 Monomeras
H.Cgll-DEAD-Z1 55,3 1229’8 Dimeras
H.Cgll-z1 28,1 412'54 Dimeras
H.Cgll-Z1-C 46,7 921'02 Dimeras
H.Cgll-C 19,8 107;)9 Monomeras
R.Cgll + H.CglI® 113,2° 2;'32’6 23168 Heterotetrameras (R,H,)

Teoriné molekuliné masé paskai¢iuota su ProtParam jrankiu, http://web.expasy.org/protparam.
®Pilno ilgio baltymai ir jy kompleksai parodyti pilkame fone.
°Si reik§mé gauta susumavus atskiry R.Cgll ir H.Cgll baltymy monomery teorines molekulines mases.
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SAXS eksperimentiniai duomenys taip pat patvirtino R ir H baltymy
oligomerines biisenas, gautas gelfiltracijos buidu (Zaremba ir kt., 2014) (4 lentelé). Cgll
komplekso molekuliné masé, gauta gelfiltracijos ir SAXS eksperimenty btidu, artima
gauty dimeriniy R ir H baltymy molekuliniy masiy sumai (4 lentelé). IS to seka iSvada,
kad R.Cgll ir H.Cgll sudaro heterotetramerin; RoH,.Cgll kompleksg. Heterotetrameriné
restrikcijos endonukleazés Cgll komplekso (R,H,) biisena yra dalinai panasi j I ir IIl RM
tipo fermenty sudaromy kompleksy biisenas, ta¢iau atitinkamai juose aktyviis Ro,M,S; ir
Res,Mod; kompleksai yra sudaryti i§ restrikcijos endonukleazés (R arba Res),
metiltransferazés (M arba Mod) ir specifiSkumo (S) subvienety.

2.3. Cgll baltymy susiriSimas su DNR

Call baltymy susiri§imas su DNR tirtas EMSA biidu panaudojant 3p zymeéta 33 bp
specifinj oligodupleksg (2 pav.). R.Cgll formavo specifinius kompleksus su specifine
DNR, tuo tarpu H.Cgll neriSo DNR (2 pav.). Be to, pavienis R.Cgll baltymo B3
domenas formavo specifinj kompleksa tik su specifine DNR (Zaremba ir kt., 2014).
R,H,.Cgll kompleksas riso specifinj oligodupleksa ir sudaré baltymo-DNR kompleksa,
kuris migravo kaip ir suformuotas baltymo-DNR kompleksas su R.Cgll baltymu (2
pav.). Tai gali biiti paaiskinama tuo, kad R,H,.Cgll kompleksas disocijuoja EMSA
tyrimo metu. Nespecifinio oligoduplekso atveju (33 bp) buvo stebimas nezymus arba
iSvis nestebimas R ir H baltymy bei R,H, komplekso susiriSimas su DNR (Zaremba ir
kt., 2014). Remiantis gautais rezultatais, mes spé&jame, kad R baltymo B3 domenas yra
atsakingas uZ specifing sgveika su DNR.

R.Cgll H.Cgll R,H,.Cgll

0 1 2 5 10 20 50 100 20 50 100 200 500 1 2 5 10 20 50 100 nM
3 s < Sulinéliai

. Baltymo-DNR
- — o b et e et St o kompleksas
SO es o WSS o s el

2 pav. DNR susirisimas su CglI baltymais. (A) Cgll baltymy susiri§imas su specifine DNR. Ky
konstanty skaitinés vertés yra 9,2 + 2,8 nM R.Cgll baltymui ir 1,9 = 0,6 nM R,H,.Cgll baltymui.
Visose reakcijose buvo 1 nM **P zyméto specifinio oligoduplekso, o naudota baltymy konc.
nurodyta vir§ kiekvieno takelio.

2.4. ATP hidrolizés tyrimai

H.Cgll baltymo N galiniame domene yra SF2 helikazéms/ATPazéms biidingi
motyvai, kurie sutinkami ,,DEAD-box“ $eimai priklausanc¢iuose baltymuose (Byrd ir kt.,
2012; Zaremba ir kt., 2014). Helikazés naudoja ATP hidrolizés energijg nukleortigsciy
1Svyniojimui ir/arba translokacijai, ir/arba nukleoriig¢iy ar baltymy-nukleoriigs§ciy
kompleksy permodeliavimui (Cordin ir kt., 2006; Fairman-Williams ir kt., 2010;
Singleton ir kt., 2007). Taip pat SF2 helikaziy motyvai aptinkami I, ISP ir I1l RM tipo
fermentuose, kurie naudoja ATP hidrolize DNR kirpimui (Chand ir kt., 2015; Szczelkun,
2013). SF2 helikazéms/ATPazéms buidingi motyvai esantys H.Cgll subvienete rodo, kad
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H.Cgll galéty biiti nuo DNR priklausoma ATPazé. Kad patikrintume Sig hipotezg, 1S
pradziy buvo iStirtas H.Cgll ATPazinis aktyvumas plonasluoksnés chromatografijos
biidu panaudojant radioaktyvia Zyme Zyméta substrata [a>’P]JATP (3A pav.).

A ADNR + |+ [+ | + | +
H.Cgll + + | + + +
H.Cgll (D158A+E159A) +
RCgll + | + + |+ | +
R.Cgll (H105A) +

|:| Aktyvaus centro mutantas

ADP — .

ATP —

ATP —

120

100 ++-I_

80 |

60 |

v, IM x min™

40 |

Lm0 a0

1 2 4 6 GTP CTP UTP dATP dGTP dCTP dTTP
mM, ATP

3 pav. H.Cgll baltymo ATPazinis aktyvumas. (A) ATPazinio aktyvumo tyrimas panaudojant
plonasluoksn¢ chromatografija. Reakcijose pridéta: 50 uM [a*’P]ATP, 0,01 pg/ul A fago DNR,
40 nM H.Cgll arba R.Cgll. (B) H.Cgll baltymo ATPazinis aktyvumas esant jvairiai DNR.
Reakcijos atliktos taip pat kaip ir A paveiksle, papildomai pridéjus 0,01 pg/pl jvairiy DNR (zr.
detales tekste). (C) (d)NTP hidrolizés grei¢iai. Reakcijose pridéta: 0,02 pg/ul A fago DNR, 10
nM H.Cgll, 200 nM R.Cqgll, 1-6 mM ATP arba 1 mM (d)NTP.
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ATP hidrolizé nebuvo stebima, kai reakcijos miSinyje buvo tik H.Cgll,
nepriklausomai su ar be dvigrandinés A fago DNR. Taciau H.Cgll ATPazinis aktyvumas
zenkliai iSaugo pridéjus R.Cgll ir DNR (3A pav.). D158A ir E159A mutacijos H.Cgll
baltymo aktyvaus centro DEAD motyve (Hmut) panaikino ATPazinj aktyvumg.
Priesingai, H105A mutacija R.Cgll baltymo aktyvaus centro HXK motyve (Rmut)
neturéjo jtakos H.Cgll baltymo ATP hidrolizés efektyvumui. Sie rezultatai patvirtina,
kad H.Cgll yra ATPazé, kuri yra priklausoma nuo DNR ir katalizi$kai (ne-) aktyvaus
endonukleazés subvieneto (R.Cgll).

Toliau buvo tiriamas R,H,.Cgll komplekso ATPazinis aktyvumas reakcijos
misinyje esant jvairiems dvigrandiniams linijiniams ir plazmidiniams DNR substratams,
kurie turi 0, 1 ar daugiau Cgll atpazinimo seky (nemodifikuotos arba modifikuotos su
M.Cgll) arba ziedinei viengrandinei M13mpl8 (3B pav.). R,H,.Cgll komplekso
ATPazinis aktyvumas buvo stebimas reakcijos miSinyje esant A fago DNR, Ziedinei
plazmidinei pBR322 DNR arba linijiniam DNR fragmentui, turin¢iam atpazinimo taikinj
(3B pav.). Taciau 16 bp specifinis oligodupleksas su CglI atpazinimo seka nestimuliuoja
ATPazinio aktyvumo. Nezymi arba iSvis nestebima ATP hidrolizé, kuomet ] reakcijas
buvo pridéta Cgll atpazinimo sekose metilintos pPBR322, nespecifinio DNR fragmento ar
oligoduplekso, viengrandinés DNR (3B pav.). I§ gauty rezultaty galima daryti iSvada,
kad H.Cgll baltymo ATPazinis aktyvumas priklauso nuo ilgo Cgll atpazinimo sekose
(5'-GCSGC-3") nemetilinto dvigrandinio DNR fragmento ir kuomet H.Cgll sudaro
kompleksg su R.Cgll subvienetu.

Kitame darbo etape buvo nustatyta R,H,.Cgll komplekso ATPazinio aktyvumo
priklausomybé nuo ATP koncentracijos ir istirta, ar kompleksas sugeba hidrolizuoti ir
kitus (deoksi) nukleozido trifosfatus (3C pav.). Gauti rezultatai parodé, kad maksimalus
fosfato susidarymo greitis pasiekiamas reakcijos miSinyje esant ~4 mM ATP. R,H,.Cgll
kompleksas efektyviausiai hidrolizuoja ATP ir dATP, taciau pakankamai efektyviai
hidrolizuoja ir GTP bei dGTP (~2 kartus 1é¢iau nei ATP). Kiti (d)NTP taip pat gali bati
hidrolizuojami, tik ~5 kartus 1éCiau nei ATP (3C pav.). Esant optimaliai DNR ir R.Cgll
baltymo koncentracijai, bei 4 mM ATP koncentracijai, viena H.Cgll molekulé
hidrolizuoja ~176 + 13 ATP/s greiciu.

Gauti ATP hidrolizés eksperimentiniai duomenys rodo, kad R ir H baltymai 1§ Cgll
sistemos veikia kartu sudarydami baltymo-DNR kompleksa. Cgll komplekso didziausias
ATP hidrolizés greitis yra apie ~175 ATP/s/monomerui (esant 37°C). PanaSus ATP
hidrolizés greitis yra stebimas I ir ISP tipo fermentuose (pvz. EcoR1241 ATP hidrolizes
greitis — ~998 ATP/s/motorui esant 30°C, o LlaBIIl — ~460 ATP/s/motorui esant 25°C)
kurie naudoja ATP hidrolize translokacijai ant DNR (Seidel ir kt., 2008; Sisakova ir kt.,
2013), taciau nepanasus j III tipo fermentus, kurie hidrolizuoja tik apie 20-30 ATP
molekuliy, kad aktyvuoty baltymy difuzijg ant DNR (Toth ir kt., 2015).

2.5. DNR hidrolizés tyrimai

R.Cgll turi N-galinj nukleazinj PLD domeng, kuris taip pat sutinkamas ir
dimerinéje IIS tipo Bfil restrikcijos endonukleazéje (Lagunavicius ir kt., 2003;
Sapranauskas ir kt., 2000; Tamulaitiene ir kt., 2014). Mes parodéme, kad R.Cgll gali
dimerizuotis (3 lentelé), kaip ir Bfil (Lagunavicius ir kt., 2003). Nustatyta apo-
R.NgoAVII struktiira i§ Cgll homologinés RM sistemos parod¢, kad R.NgoAVII ir Bfil
yra struktiiriSkai labai panasis baltymai (Grazulis ir kt., 2005; Tamulaitiene ir kt., 2014).
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Jie abu turi PLD ir B3 domenus, yra dimeriniai baltymai ir turi po vieng aktyvy centrg.
Nors R.Cgll ir R.NgoAVII baltymai hidrolizuoja dirbtinj substrata bis(p-nitrofenil)
fosfatg kaip ir Bfil, taciau pavieniai iSgryninti R baltymai, skirtingai negu Bfil, DNR
hidrolize nepasizyméjo (Sapranauskas ir kt., 2000; Zaremba ir kt., 2014).

Norédami detaliau istirti R.Cgll nukleazinj aktyvumg, mes panaudojome A fago
DNR (turi 181 Cgll atpazinimo seka) kaip substratg (4 pav.). Vienas pats R.Cgll
baltymas DNR nehidrolizavo. Taciau A fago DNR hidrolizuojama j reakcijos miSinj
papildomai pridéjus H.Cgll ir ATP. DNR hidrolizé nebuvo stebima, kuomet bent vienas
i§ R ir H baltymy buvo aktyvaus centro mutantas. Taip pat DNR hidroliz¢ nebuvo
stebima reakcijos miSinyje nesant ATP ar esant ADP arba AMP-PNP. Tai rodo, kad
DNR kirpimui yra batina ATP hidrolizé (4 pav.).

H.Cgll + |+ |+ + |+ | +
H.Cgll (D158A+E159A) +

R.Cll + + + |+ [+ |+
R.Cgll (H105A) +

[_] Aktyvaus centro mutantas ATP ADP =  AMP-PNP
(4 \ )
TCCTGTTCCGACCCT|[GCCGC[TTACCGGATACCTGT
Virsutiné

NNNNNNNNNNNNNNNINNNNN|INNNNNNTATACCTGT

Apatiné
grandiné 1 '
NANAAAL

TCCTEGTTCLCGACCLCTIGCCGCITTACCGNATACNNNN

4 pav. R.Cgll baltymo nukleazinis aktyvumas ir kirpimo vietos nustatymas. (A) A fago
DNR hidrolizé esant R.Cgll ir H.Cgll baltymy miSiniui. Reakcijose pridéta: 0,01 pg/ul A fago
DNR, 200 nM R.Cgll arba H.Cgll, 4 mM ATP, ADP arba AMP-PNP. (B) R.Cgll kirpimo vietos
nustatymas sekvenavimo biuidu. Atpazinimo seka 5'-GCCGC-3' pazyméta staiakampiu, o
kirpimo vietos pazymétos rodyklémis.

Norédami nustatyti R.Cgll baltymo kirpimo vieta, po jvykusios DNR hidrolizés
gauti produktai buvo iSgryninti ir nusekvenuoti (4B pav.). Nustatyta, kad Cgll kerpa
virSuting uz 7 ir apating DNR grandin¢ uz 6/7 nukleotidy nuo 5-GCCGC-3' atpazinimo
sekos. Toks kirpimo profilis budingas Bfil, kuri kerpa DNR, atitinkamai uz 5 nukleotidy
virSuting ir uz 4 nukleotidy apating granding nuo 5-ACTGGG-3’ atpazinimo sekos
(Vitkute ir kt., 1998). Todél galime teigti, kad R.Cgll DNR kirpimo profilis yra panasus j
IIS tipo fermenty DNR kirpimo profil;.
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2.6. Funkcinis Cgll kompleksas

Auksciau pateikti eksperimentiniai duomenys rodo, kad R ir H baltymai sgveikauja
tarpusavyje ir formuoja heterotetramerinj kompleksg, kuris biitinas ATP ir DNR
hidrolizei. Remiantis kristaline R.NgoAVII struktira (Tamulaitiene ir kt., 2014),
gelfiltracijos bei SAXS duomenimis, pasiiilytas R,H,.Cgll komplekso modelis (5 pav.).
R.Cgll dimerizuojasi per PLD domenus ir suformuoja aktyvy nukleazinj centra. H.Cgll
dimerizuojasi per Z1 domenus, o DEAD domenai atsakingi uz sgveika su R.Cgll.

A R.Cgll H.Cgll
B3 )M pbeap | z1 | c )
229 463 632

5 pav. Cgll restrikcijos endonukleazé i§ Corynebacterium glutamicum. (A) R.Cgll ir H.Cgll
baltymy domeniné organizacija. R.Cgll turi PLD superSeimos nukleazinj ir j B3 domenus
panasy DNR suris$imo domeng. H.CglI turi spéjama SF2 helikazés/ATPazés domeng (DEAD),
necharakterizuota Z1 superSeimos domeng ir C-galinj domeng. Domeny ribos pazymeétos ar.
numeriais. (B) Spéjamas R;H,.Cgll komplekso modelis. Homologinio R.NgoAVII baltymo
dimero struktiira (PDB ID 4RCT) (Tamulaitiene ir kt., 2014) su specifine DNR, kurig surisa B3
domenai (PDB ID 4RD5) (Tamulaitiene ir kt., 2014) reprezentuoja R.Cgll dimero struktiirg. Du
R.NgoAVII PLD domenai dimerizuojasi (mélynas ir Sviesiai mélynas) suformuodami vieng
aktyvy centrg (aktyvaus centro H104 ir K106 ar. pazymétos raudonai). B3 domenai (Zalias ir
Sviesiai Zalias) atpazjsta 5'-GCCGC-3’ seka. DNR pavaizduota juodai. H.Cgll subvieneta sudaro
DEAD, Z1 ir C-galinis domenai (atskiri H.Cgll subvienetai pavaizduoti balta arba pilka spalva).

Idomu tai, kad Cgll kerpa DNR fiksuotoje pozicijoje Salia taikinio kaip ir Bfil, bet
tam reikia ATP hidrolizés, kuri grei¢iausiai naudojama translokacijai ant DNR. Tad kyla
klausimas, kaip jvyksta DNR kirpimas Salia taikinio, jei baltymai translokuoja nuo
atpazinimo seky? Remiantis erdvine R.NgoAVII struktiira, R,H, kompleksas turi tik
vieng aktyvy centrg. Tad atrodyty, kad du sgveikaujantys R,H, kompleksai yra reikalingi
dvigrandinés DNR perkirpimui (greiciausiai vienas translokuojantis, kitas prisijunges
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prie atpazinimo sekos). Tokiu biidu, kiekvienas kompleksas perkirpty po vieng DNR
granding Salia taikinio. Toks kirpimo mechanizmas yra panaSus j ISP ir III tipo
fermentus, kurie naudoja atitinkamai translokacijg arba difuzija DNR molekule DNR
Kirpimui (van Aelst ir kt., 2015; van Aelst ir kt., 2010). Galimas Cgll endonukleazés
naudojamas komunikacijos mechanizmas DNR kirpimui aptariamas 3. skyriuje.

3. Nuo ATP priklausomos CglI restrikcijos endonukleazés DNR
hidrolizés mechanizmo tyrimas

3.1. Cgll naudoja vienmate difuzija DNR hidrolizei

Ankstesni tyrimai parodé, kad Cgll baltymas pasiZzymi savybémis, kurios
nebiidingos nei vienam RM tipui (Zr. 2. skyrius). Siame skyriuje bus apZvelgiami DNR
hidrolizés ir Cgll baltymy komunikacijos mechanizmo tyrimai. Pagrindinis testas, kuris
yra placiai naudojamas I-III tipo RM fermenty atveju, atlickamas norint suzinoti, kiek
reikia atpazinimo seky, kad jvykty DNR hidrolizé. Sis testas — tai endonukleazinio
aktyvumo tyrimas panaudojant vieng ar du taikinius turin¢ias plazmidines DNR ar DNR
katenanus (Embleton ir kt., 2001; Szczelkun ir kt., 1996b; Wood ir kt., 2005).

PradZzioje, buvo atlikta DNR hidrolizés kontrol¢ panaudojant plazmiding 3105 bp
DNR be Cgll taikiniy (Toliusis ir kt., 2017). Buvo stebimas tik DNR hidrolizés fonas,
kas rodyty, kad DNR kirpimui reikia Cgll atpazinimo sekos. Toliau DNR hidrolizé buvo
tiriama panaudojant vieng ir du taikinius turin¢ias plazmidines DNR bei DNR katenang
(6 pav.) (Peakman ir kt., 2004). Gauti rezultatai parodé, kad vieng taikinj turinti
plazmidin¢ DNR yra kerpama 2 kartus 1é¢iau nei du taikinius turinti plazmidiné DNR ar
DNR katenanas. Tai rodo, kad efektyviai DNR hidrolizei reikia tik vieno Cgll
atpaZinimo taikinio (6 pav. ir 5 lentel¢). Nors gauti rezultatai pilnai neatsako j klausima,
ar Cgll naudoja komunikacijos mechanizmg, budingg I, ISP ir III tipo RM fermentams,
taciau parodo, kad antros atpazinimo sekos in cis (plazmidéje) ar in trans (katenane)
buvimas neturi labai didelés jtakos plazmidinés DNR hidrolizés greiciui.
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6 pav. Vieng taikinj turin¢ios plazmidés (A), du taikinius turin¢ios plazmidés (B) ir du taikinius
turincio katenano (C) hidrolize. Cgll atpazinimo seka (5'-GCCGC-3') pavaizduota juoda rodykle
(™). Tarpiniai ir galutiniai hidrolizés produktai pavaizduoti vir§ grafiky: SC — superspiralizuota
ziediné DNR (angl. supercoiled circular DNA), OC — jkirpta atvira ziediné DNR (angl. open
circle DNA), FLL — perkirpta linijiné DNR (angl. full-length linear DNA), L1+L2 — linijiniai
DNR fragmentai perkirpti abiejuose Cgll taikiniuose, SCcat — DNR katenanas (angl. SC
catenane DNA), OC1 — jkirptas didZiajame Ziede katenanas, OC2 — jkirptas mazajame ziede
katenanas, OC3 — abejuose Zieduose jkirptas katenanas, OC4 — jkirpta didzioji plazmidé, OC5 —
ikirpta mazoji plazmideé, FLL1 — perkirpta linijin¢ didZiojo Ziedo DNR, FLL2 — perkirpta linijiné
mazojo ziedo DNR. Reakcijose pridéta: 10 nM DNR, 4 mM ATP, 500 nM RyH,.Cgll. Greiciy
konstanty skaitinés reikSmés pateiktos 5 lentel¢je. Taskai Zymi vidurkines reikSmes su
standartinio nuokrypio paklaidomis, gautomis 1§ ne maZziau nei trijy pakartojimy.

Jei DNR hidroliz¢je dalyvauty tik vienas R,H, kompleksas, tai reakcijos pradzioje
turétume stebéti greitg jkirptos atviros ziedinés DNR susidarymg, kadangi kompleksas
turéty pakeisti konformacijg, kad galéty perkirpti kita DNR granding. Taciau jkirptos
atviros ziedinés DNR susidaro ne daugiau nei 25-30%, o galutinis produktas kaupiasi tik
reakcijai prasidéjus. Todél mes spéjame, kad DNR hidrolizéje dalyvauja du R,H,
kompleksai (kiekvienas turi po vieng aktyvy centrg). Be to, gauti DNR hidrolizes
rezultatai rodo, kad, skirtingai nei tetramerinés II tipo restrikcijos endonukleazés
(Embleton ir kt., 2001; Szczelkun ir kt., 1996a), Cgll baltymui nereikalinga saveika su
dviejomis atpaZinimo sekomis, susidarant DNR kilpoms, kad jvykty efektyvi DNR
hidrolizé. Tad tikétina, kad Cgll naudoja vienmat] komunikacijos mechanizma, t.y.
translokacijg ar slinkima/difuzijg ant DNR molekulés.

Kitame darbo etape mes tyréme spé¢jamg Cgll fermenty naudojamg vienmatj
komunikacijos mechanizmg panaudojant skirtingy topologiniy formy DNR substratus,
gautus i§ tos pacios vieng taikinj turin¢ios DNR: neigiamai superspiralizuota plazmidiné
DNR, atvira ziediné DNR ir linijinis DNR fragmentas (7A pav.).
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7 pav. (A) SC, OC ir linijinés vieng taikinj turin¢iy plazmidiniy DNR hidrolizé su Cgll
baltymais. Cgll atpazinimo seka (5-GCCGC-3’) pavaizduota juoda rodykle (P). Greiciy
konstanty skaitinés reikSmés (3,6 + 0,2 x 1035t = SC, 3,0+ 0,3 x 10%s T FLLir 42+ 0,7 x
10% s — OC) gautos pritaikius vienos eksponentés funkcija substrato nykimui. (B) Linijiniy
vieng arba du taikinius turin¢iy DNR fragmenty karpymas su Cgll baltymais. Skaiciais pazyméti
atstumai tarp Cgll atpazinimo seky ir DNR galy. Grei¢iy konstanty skaitinés reikSmés pateiktos
5 lenteléje. Visose reakcijose buvo 10 nM DNR, 4 mM ATP, 500 nM R;H,.Cgll. Taskai zymi
vidurkines reikSmes su standartinio nuokrypio paklaidomis, gautomis i$§ ne maziau nei trijy
pakartojimy.

Visais atvejais galutiniy produkty susidarymo grei¢iai buvo praktiS8kai vienodi,
taciau linijinio fragmento atveju susidaré tik maza dalis galutinio produkto (7A pav. ir 5
lentelé). Tokie rezultatai yra budingi I ir ISP tipo RM fermentams (Szczelkun ir kt.,
1997; van Aelst ir kt., 2013) ir nepriestarauja vienmaciui komunikacijos mechanizmui.
Mes spéjame, kad ziedinés DNR atveju vienas Cgll kompleksas juda ratu DNR molekule
ir susidurus su kitu kompleksu, prisijungusiu prie atpazinimo sekos, jvyksta kirpimas.
Toks mechanizmas esant linijiniam DNR fragmentui yra neefektyvus, kadangi
kompleksai gali disocijuoti nuo DNR galy. Taciau manome, kad maZza dalis produkty
susidaro dél in trans sgveiky tarp Cgll kompleksy, kurios néra efektyvios. Galimas in
trans komunikacijos mechanizmas aprasomas zemiau DNR translokacijos tyrimuose.

Vieng taikinj turintis linijinis fragmentas néra efektyviai karpomas (7A ir B pav.),
taciau linijiniame fragmente esant dviem taikiniams karpymo efektyvumas padidéja. Tai
vélgi rodo, kad Cgll galimai naudoja vienmat] komunikacijos mechanizmg DNR
hidrolizei. Tokiu atveju DNR hidrolizés efektyvumas gali priklausyti nuo Cgll
atpazinimo sekos orientacijos, kas buvo stebima ISP ir III tipo RM fermenty atveju
(Sisakova ir kt., 2013; van Aelst ir kt., 2010). Siekiant tai iStirti mes panaudojome 4
skirtingus du taikinius turinéius linijinius DNR substratus: HtT1, HtT2, HtH ir TtT (8

pav.).
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8 pav. Linijiniy DNR fragmenty su dvejais skirtingai orientuotais taikiniais karpymas
esant Cgll baltymams. (A) HtT substraty karpymas. (B). HtH ir TtT substraty karpymas. Cgll
atpazinimo seka (5'-GCCGC-3') pavaizduota juoda rodykle (»), S Zymi substratus , o P1 ir P2
atitinkamai Zymi dvigrandinio triikio vietg Salia P1 ir P2 taikinio. SkaiCiais paZymeéti atstumai
tarp Cgll atpaZinimo seky ir DNR galy. Visose reakcijose buvo 10 nM DNR, 4 mM ATP, 500
nM RyH,.Cgll. Grei¢iy konstanty skaitinés reikSmés pateiktos 5 lentelé¢je. Taskai zymi
vidurkines reik§mes su standartinio nuokrypio paklaidomis gautomis, i§ ne maZiau nei trijy
pakartojimy.

Eksperimentiniai duomenys parodé, kad linijiné DNR, kurioje taikiniai orientuoti ta
pacdia kryptimi (HtT1 arba HtT2), yra efektyviausiai hidrolizuojama, o kirpimo vieta
dominuoja ties antru taikiniu (einantis uz pirmo krypties atzvilgiu, 8 pav.). Gautos
greiCio konstanty skaitinés reikSmés artimos vieng taikinj turin¢ios plazmidinés DNR
hidrolizés atveju (~107° s, 5 lentelé). Tai koreliuoja su priekis-galas susidiirimo
mechanizmu, aktyvuojan¢iu DNR hidrolize, ir kuris néra budingas I, ISP ar III tipo RM
fermentams (Szczelkun, 2013; van Aelst ir kt., 2015). DNR hidrolizé stebima ir HtH bei
TtT substraty atveju, kur taikiniai orientuoti j priesingas puses (~10* s™), taiau 10-
karty 1é¢iau nei HtT substraty atveju (8B pav. ir 5 lentelé). Nors DNR hidrolizé grieztai
nepriklauso nuo taikiniy orientacijos, kaip matoma ISP ir III tipo RM fermenty atveju,
tatiau neZymi orientacijos priklausomybé stebima, kas néra bidinga I tipo RM
fermentams. Tai rodo kad Cgll baltymai naudoja unikaly DNR hidrolizés mechanizma.
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5 lentelé. DNR hidrolizés greiciy konstantos.

Paveikslas DNR substratas Greitio konstantos’, (s™)
6A vientaikininé SC 53+0,3x107
6B dvitaikininé SC 1,1+0,1 x 107
6C dvitaikininé SCcat 1,2+0,1 x 107
TA vientaikininé SC 3,6 £0,2 x 10°

vientaikininé OC 42+0,7%107°

vientaikininé FLL 3,0+£03x10°

7B vientaikininis HtN DNR fragmentas 2,0+£03 %1073
dvitaikininis HtH DNR fragmentas 89+1,9x10*

dvitaikininis HtT DNR fragmentas 3,3+£0,1x10°

8A dvitaikininis HtT1 DNR fragmentas 3,3+£0,1x10°
dvitaikininis HtT2 DNR fragmentas 44+04%10°

8B dvitaikininis HtH DNR fragmentas 89+19x10"
dvitaikininis TtT DNR fragmentas 2,0+0,2x 107

“Greitio konstanty skaitinés reik§més gautos pritaikius vienos eksponentés funkcija gautiems duomenims. DNR
hidrolizés eksperimentai pakartoti tris kartus, o gautos skaitinés reik§més grafikuose Zymi vidurkius su
standartiniais nuokrypiais. Grei¢iy konstanty skaitinés reik§més 9 ir 11 paveiksle Zymi substrato nykimg, o 10
paveiksle — produkto susidaryma. SC — superspiralizuota Ziediné DNR (angl. supercoiled circular DNA), OC —
jkirpta atvira ziediné DNR (angl. open circle DNA, ‘nicked’), FLL — perkirpta linijiné DNR (angl. full-length linear
DNA), SCcat — DNR katenanas (angl. SC catenane DNA), HtH — Cgll taikiniai (5'-GCCGC-3") nukreipti vienas j
kit (angl. head-to-head), HtT — Cgll taikiniai (5'-GCCGC-3') nukreipti j ta pacig puse (angl. head-to-tail), TtT —
Cgll taikiniai (5'-GCCGC-3') nukreipti j prieSingas puses (angl. tail-to-tail).

3.2. Cgll naudoja dvikryptés DNR translokacijos mechanizmg

Remiantis DNR hidrolizés rezultatais (Zr. 3.1 skyrius) ir tuo, kad Cgll gausiai
hidrolizuoja ATP, kaip ir I tipo RM fermentai, spéjame, kad Cgll naudoja translokacijos
mechanizma DNR kirpimui. Siai hipotezei patvirtinti mes panaudojome DNR triplekso
nustimimo metoda, taip pat zinomg kaip TFO (angl. triplex forming oligonucleotide)
nustimimo metodg, kuris pla¢iai naudojamas I ir ISP tipo RM fermenty tyrimuose
(Seidel ir kt., 2005; Stanley ir kt., 2006). Gauti eksperimentiniai duomenys parodé, kad
uz Cgll atpazinimo sekos esantis triplekso nustimimas yra stebimas, kuomet tirpale yra
ATP ir wt H.Cgll subvienetas (9A pav.). H105A mutacija R.Cgll subvieneto
nukleaziniame HxK motyve (Rmut) jtakos neturéjo (9A pav.).

Norédami iSsiaiSkinti ar Cgll naudoja dvikrypte translokacija, TFO nustimimo
eksperimentams mes panaudojome nespecifinj (be CgllI taikiniy) arba specifinj (su Cgll
taikiniu prie§ tripleksa) DNR substrata (9B pav.). Esant nespecifiniam substratui,
stebimas nezymus TFO nustimimas, kuris greiciausiai nepriklauso nuo translokacijos
(9B pav.). Specifiniy substraty atveju, buvo stebimas dviejy faziy triplekso nustimimo
profilis (9B pav. ir 6 lentelé), taCiau stebimos skirtingos skirtingy faziy amplitudés ir
skirtingi atskiry faziy reakcijy greidiai (9B pav. ir 6 lentelé). Sie rezultatai, kaip ir DNR
hidrolizes atveju, rodo, kad Cgll galimai naudoja du skirtingu efektyvumu pasizymincius
komunikacijos mechanizmus. Greitas triplekso nustimimas (H substrato atveju)
stebimas, kuomet Cgll atpaZinimo seka ir naudojama translokacija yra nukreipti  ta
pacia pusg, ir létesnis (T substrato atveju) — kuomet Cgll atpazinimo seka ir naudojama
translokacija yra nukreipti j prieSingas puses.
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9 pav. Cgll translokazinis aktyvumas panaudojant DNR triplekso nustimimo metoda. (A)
TFO nustiimimas esant Cgll baltymams. Tyrimuose naudoti substratai parodyti vir§ grafiky:
DNR pazyméta pilka linija, Cgll atpazinimo seka (5'-GCCGC-3’) pavaizduota juoda rodykle
(»), TFO prisijungimo vieta pavaizduota sta¢iakampiu, o skaiciai zymi atstumus (bp). Naudoti
sutrumpinimai: H — H.Cgll, R — R.Cgll, Hmut — H.Cgll (D158A + E159A) mutantas, Rmut —
R.Cgll (H105A) mutantas. | grafikg jkeltame paveiksle yra priartinta grafiko dalis TFO
nustimimo skirtumams pamatyti. (B) TFO nustimimo priklausomybé nuo Cgll atpazinimo
sekos. DNR substratai: N — DNR be atpazinimo sekos, T ir H DNR fragmentai turintys po viena
skirtingai orientuotg atpazinimo seka. Visose reakcijose buvo: 5 nM DNR, 2,5 nM TFO, 4 mM
ATP, 200 nM R.Cgll, 200 nM H.Cgll. Juodos linijjos zymi vienos ar dviejy eksponenciy
funkcijas pritaikytas gautiems duomenims. TFO nustimimo grei¢iy konstanty skaitinés
reikSmés pateiktos 6 lenteléje. Taskai zymi vidurkines reikSmes su standartinio nuokrypio
paklaidomis, gautomis i$ ne maziau nei trijy pakartojimy.

3.3. Cgll pasizymi translokaziniu aktyvumu in trans susidarant baltymy-DNR
kompleksams

Auksc¢iau gautus rezultatus galima paaiskinti tuo, kad Cgll naudoja dvikryptés
DNR translokacijos mechanizmg, kur jos efektyvumas priklauso nuo translokacijos
krypties. Kita hipotezé bty ta, kad Cgll naudoja tik vienkrypte DNR translokacija,
taCiau gali keisti kryptj, kurios metu translokacija vyksta léciau. Toks krypties
pasikeitimas galimas fermentui palikus taikinj ir vel prisijungus prie kito DNR taikinio
toje pacioje ar kitoje DNR molekuléje. Be to, R,H, kompleksas turi du DNR suri§imo
domenus, tad yra galimybé, kad krypties pasikeitimas vyksta suriSant papildomai antrg
taikinj toje pacioje ar kitoje DNR molekulé¢je.

Pirmiausiai mes patikrinome, ar translokazinis variklis gali biiti perneStas nuo
vienos DNR molekulés ant kitos. Tripleksas nebuvo nustumiamas nuo linijinio DNR
fragmento, kuriame nebuvo Cgll atpazinimo sekos (10A pav.). Taiau papildomai
pridéjus linijinio DNR fragmento in trans su Cgll atpazinimo seka (,,H*), tripleksas buvo
nustumiamas nuo nespecifinio substrato (10A pav.). Mes pakartojome eksperimentg
panaudodami suformuotg tripleksa su Ziediniu arba linijiniu DNR substratu ir papildomai
pridedant ziedinés arba linijinés (ne-) specifinés DNR in trans (10B pav.). Triplekso
nustimimo aktyvacija buvo stebima visais atvejais, kur papildomi pridéti DNR
fragmentai tur¢jo Cgll atpazinimo seka. Be to, DNR galai neturi jtakos triplekso
nustimimo aktyvacijai in trans (10B pav.).
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10 pav. TFO nustumimas in trans. (A) TFO nustimimas nuo linijinio DNR substrato (N)
neturin¢io Cgll atpazinimo sekos (DNR ilgis — 278 bp). DNR substratas (DNR ilgis — 278 bp)
parodytas vir§ grafiko. TFO prisijungimo vieta pavaizduota stac¢iakampiu. DNR pridéta in trans
(DNR ilgis — 278 bp) tokia pati, kaip naudota 9B paveiksle. (B) TFO nustimimas nuo Ziedinés
arba linijinés nespecifinés DNR. DNR substratai (DNR ilgis — 3383 bp) parodyti vir§ grafiky.
Cgll atpazinimo seka (5'-GCCGC-3’) pavaizduota juoda rodykle (»). DNR pridéta in trans
(DNR ilgis — 3105 bp) yra linijinés (LO ir L1) ir ziedinés (pOs ir pls) formos be ir su Cgll
atpazinimo seka. Visose reakcijose buvo: 1 nM DNR substrato, 0,5 nM TFO, 4 mM ATP, 200
nM R.Cgll (H105A), 200 nM H.Cgll, 4 nM (A) arba 10 nM (B) DNR pridéta in trans. Juodos
linjjos Zymi vienos eksponentés funkcija pritaikyta gautiems duomenims. TFO nustimimo
greiCiy konstanty skaitinés reikSmeés pateiktos 6 lenteléje. Taskai Zymi vidurkines reikSmes su
standartinio nuokrypio paklaidomis, gautomis i§ ne maziau nei trijy pakartojimy.

Norédami i$siaisSkinti, ar in trans aktyvacija vyksta disociacijos/asociacijos metu, ar
susidarant DNR kilpoms/DNR-baltymo kompleksui, atlikome triplekso nustimimo
eksperimentus, kur nespecifiné DNR buvo prijungta prie magnetiniy daleliy. DNR-
baltymo komplekso susidarymas yra erdviskai nepalankus, kuomet suriSamos DNR
molekulés yra prisijungusios prie skirtingy magnetiniy daleliy (Gasiunas ir kt., 2008;
Zaremba ir kt., 2010). Todél bet koks helikazinio variklio perneSimas galimas tik tirpale,
disociacijos/asociacijos biidu. Tam panaudojome biotinu pazymétg nespecifing linijing
DNR su suformuotu tripleksu, prijungta prie streptavidinu padengty magnetiniy daleliy,
ir specifing linijing DNR, prijungta ar neprijungta prie streptavidinu padengty
magnetiniy daleliy (11 pav.).
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11 pav. DNR jmobilizacijos jtaka TFO nustimimui in trans. N, H ir T DNR fragmentai
(DNR ilgis — 278 bp) tokie patys kaip naudoti 9B paveiksle. DNR pazyméta pilka linija, Cgll
atpazinimo seka (5'-GCCGC-3") pavaizduota juoda rodykle (»), TFO prisijungimo vieta
pavaizduota staCiakampiu, biotinas pazymétas juodu rombu, o magnetiné dalelé — pilku
pusskrituliu. Visose reakcijose buvo: 1 nM DNR substrato, 0,5 nM TFO, 4 mM ATP, 200 nM
R.Cgll, 200 nM H.Cgll, 50 nM DNR in trans (tirpale arba jmobilizuota). Juodos linijos Zymi
vienos eksponentés funkcija, pritaikyta gautiems duomenims. TFO nustimimo greiciy konstanty
skaitinés reikSmés pateiktos 6 lentel¢je. TaSkai zymi vidurkines reikSmes su standartinio
nuokrypio paklaidomis, gautomis i$ ne maziau nei trijy pakartojimy.

Gauti rezultatai parodé, kad in trans aktyvacija nevyksta tirpale. Triplekso
nustimimas nebuvo stebimas, kai | reakcijos miSinj papildomai buvo pridéta DNR,
jmobilizuota ant magnetiniy daleliy. (11 pav.). Taciau tripleksas buvo nustumiamas,
kuomet reakcijos miSinyje buvo papildomai pridéta DNR, nejmobilizuota ant magnetiniy
daleliy (11 pav.). Tai rodo, kad Cgll pasizymi translokaziniu aktyvumu in trans, kuomet
Jis suriSa vienu metu specifing ir nespecifing DNR.

6 lentelé. TFO nustiimimo grei¢iu konstantos.

Greitio konstantos , (s™)

Paveikslas Reakcija sust w:tas Dtl:l;];n . .
1 2
9A R+ ATP H - ~0 -
H+ ATP H - 3,5+0,7x 107 -
H+R H - 50+3,1x10° -
H+ R + AMP-PNP H - 5,8+59x10° -
Hmut + R + ATP H - 53+2,4x10° -
H + Rmut + ATP H - 4,1+0,1 x 107 4,6+0,6%10"
H+R+ATP H - 4,5+0,1 x 107 44+0,5x 10"
9B H+R+ATP N - 2,9+0,3x10° -
H+R+ATP T - 9,1+2,0x10° 3,3+0,4 x 10™
H+R+ATP H - 4,5+0,1 x 107 44+0,5x 10"
10A H+R+ATP N N 9.6+1,7x10° -
H+R+ATP N T 2,6+02x 10" -
H+R+ATP N H 3,0£03 %10 -
10B H + Rmut + ATP CN LO 1,7+0,2 % 10° -
H + Rmut + ATP CN pOs 1,3+0,3x 107 -
H + Rmut + ATP CN L1 1,3+0,1 x10™* -
H + Rmut + ATP CN pls 1,6+0,1 x10* -
H + Rmut + ATP LN LO 24403 %107 -
H + Rmut + ATP LN pOs 2,9+0,1 x10° -
H + Rmut + ATP LN L1 1,8 40,1 x 10* -
H + Rmut + ATP LN pls 2,1+£02x10™* -
11 H+R+ATP N (jmob.) - 1320310 —
H+R +ATP N (jmob.) H 2,0£02%10° -
H+R+ATP N (imob.) H(jmob)  32+03x10° -

“Greitiy konstanty skaitinés reik§més gautos pritaikius vienos ar dviejy eksponendiy funkcijas gautiems
duomenims. TFO nustimimo eksperimentai pakartoti ne maziau kaip tris kartus, o gautos skaitinés reikSmes
grafikuose zymi vidurkius su standartiniais nuokrypiais. Grei¢iy konstanty skaitinés reik§més visuose paveiksluose
zymi triplekso substrato nykima.
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3.4. Spéjamas CgII veikimo mechanizmas

Remiantis gautais DNR hidrolizés ir translokacijos rezultatais pasitlytas spéjamas
DNR hidrolizés mechanizmas esant skirtingiems DNR substratams (12 pav.).

Vieng taikini turinti ziediné DNR

B oS o ek

ATP ADP+P,

Viena taikinj turinti linijiné DNR

O ATP ADP+P;
in trans 4\
O Do = @O = ;Jl

_._
Du taikinius (HtT) turinti linjjiné DNR T TTTTTTTTT
ATP ADP+P;
O @) %
—— = O = —=>

12 pav. Spéjamas Cgll veikimo mechanizmas esant skirtingiems DNR substratams. DNR
pazyméta pilka linija, Cgll atpazinimo seka (5-GCCGC-3') pavaizduota juoda rodykle (»).
Trys skirtingos RyH,.Cgll komplekso biisenos pavaizduotos atitinkamai: neaktyvuota — balta
elipse, aktyvuota — pilka elipse ir translokuojanti — juoda elipse. D¢l aisSkumo tik viena i§ dviejy
galimy translokacijos kryp¢iy yra pavaizduota. Linijiniy du taikinius turin¢iy substraty atveju tik
HtT fragmento hidrolizé yra pavaizduota.

Pirmiausia, R,H,.Cgll kompleksas (balta elipsé), turintis tik vieng aktyvy centra,
prisijungia prie savo atpazinimo sekos, aktyvuojasi (pilka elips¢) ir naudodamas ATP
hidrolize¢ palieka taikinj ir pradeda translokuoti ant DNR. Tuomet antras Cgll
kompleksas prisijungia prie tos pacios Cgll atpazinimo sekos. Galiausiai jvyksta
susidiirimas tarp besitranslokuojancio ir prie taikinio sekos prisijungusio kompleksy
(juodos elipsés), tuomet DNR virSutiné grandiné yra perkerpama uz 7, o apatin¢ uz 6/7
nukleotidy nuo 5-GCCGC-3’ sekos. Vieng taikinj turin¢io linijinio substrato atveju du
Cgll kompleksai (vienas prisijunges prie taikinio, kitas aktyvuotas) sgveikauja vienas su
kitu in trans, kol galiausiai dvigrandinis trukis yra jvedamas Salia taikinio (neefektyvi
hidroliz¢). Du taikinius turin¢io HtT linijinio substrato atveju Cgll pasizymi
dominuojancia translokacijos kryptimi (pazyméta pilka rodykle), o DNR kirpimas
dazniausiai jvyksta ties antru taikiniu (einantis uz pirmo krypties atzvilgiu).

4. Biocheminiai ir struktariniai H.Cgll subvieneto tyrimai

Cgll baltymo 632 ar. H.Cgll subvienetas turi 229 ar. SF2 helikazéms biidingg N-
galin] domeng (DEAD domeng), necharakterizuotg 234 ar. Z1 superSeimos domeng — Z1
(lyer ir kt., 2008) ir necharakterizuota 169 ar. C-galinj domeng, kurio ar. seka néra
panasi | jokj kita Zinomos struktiiros baltymg. H.Cgll subvieneto DEAD domenas yra
trumpesnis uz tuos domenus, kurie sudaro SF2 helikazéms budingg monomerinj
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molekulinj variklj, aptinkamg I ir ISP tipo RM baltymuose. Jy ilgis paprastai siekia >400
ar. ir jie yra sudaryti i§ dviejy atskiry N- ir C-centriniy | RecA panasiy domeny
(Singleton ir kt., 2007; Szczelkun, 2013). Todél tikétina, kad DEAD domenas
greiCiausiai yra vienas i§ dviejy minéty centriniy domeny. Be to, remiantis R,H,.Cgll
komplekso modeliu, spéjame, kad DEAD domenas yra N-centrinis j RecA panasus
domenas, o gretimas Z1 domenas — C-centrinis j RecA panaSus domenas.

Siekiant patvirtinti, kad Cgll turi monomerinj DEAD-Z1 molekulinj variklj,
budingg SF2 helikazéms, mes atlikome struktiirinius (Rentgeno spinduliy kristalografija,
molekulin; modeliavimg) ir biocheminius (DNR ir ATP suriSimas, ATP hidrolizé, DNR
hidrolizé) tyrimus panaudodami jvairius mutantinius baltymus.

4.1. C-galinio domeno Kristaliné struktiira

Siekiant detaliau suprasti H.Cgll subvienete esancio SF2 helikazéms budingo
molekulinio variklio funkcija, mes bandéme iSkristalinti pilno ilgio H.Cgll baltyma,
taciau gauti kristalai difragavo Rentgeno spindulius nepakankama skiriamgja geba
struktiiros nustatymui. Tad buvo bandoma iSkristalinti pavienius domenus ar jy
kombinacijas. Buvo gauti DEAD ir Z1 domeny, bei suliety DEAD-Z1 ir Z1-C domeny
kristalai, taciau visi jie nedifragavo Rentgeno spinduliy. Tik C-galinio domeno kristalai
difragavo Rentgeno spindulius auksta skiriamgja geba, kurio erdvine struktiirg pavyko
nustatyti. C-galinj domeng sudaro 5 P klostés, apgaubtos 4 a spiraliy (13 pav.).

A

13 pav. H.Cgll C-galinio domeno Kkristaliné struktiira. (A) C-galinio domeno struktiira.
Spéjamos teigiamos aminorigstys, dalyvaujancios DNR suriSime, pavaizduotos rutuliukais. (B)
C-galinio domeno elektrostatinis pavirSius (domeno orientacija kaip A pav.).

Palyginus C-galinio domeno struktiirg panaudojant DALI serverj paaiskéjo, kad
domenas turi unikalig sankloda (Toliusis ir kt., 2018). C-galinio domeno elektrostatinio
pavirSiaus analizé parode, kad domene yra teigiamy aminoragsciy (K492, K499, K500,
R517, K539) pavirSius, kuris yra biidingas su DNR sgveikaujantiems baltymams (13
pav.). Taciau iki §iol nebuvo Zinoma, ar §is domenas sgveikauja su DNR. Tolimesni C-
galinio domeno biocheminiai tyrimai pateikti Zemiau.
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4.2. Strukturinis helikazinio variklio DEAD-Z1 modelis

Siekiant geriau suprasti H.Cgll domeny funkcijas, ypa€ Z1 domeno, mes atlikome
H.Cgll aminortugsciy sekos kompiutering analize. Gauti duomenys parodé, kad Z1
domenas atitinka C-centrinj | RecA panaSy domeng, randamg SF2 helikazése, 0 DEAD
domenas atitinka N-centrinj j RecA panasy domeng, Kuris turi gerai Zinomus ATP
suriSimo motyvus (I ir II helikaziniai motyvai). Tai rodo, kad H.Cgll turi du 1 RecA
panasius domenus, biidingus SF2 helikazéms, bei prie kuriy yra prisijunges unikalus C-
galinis domenas. Nepavykus nustatyti DEAD, Z1 ir DEAD-Z1 domeny erdviniy
struktiiry, nusprendéme sumodeliuoti DEAD-Z1 domeny struktiira kompiuteriniais
metodais.

Siekiant identifikuoti konservatyvius aminortig§éiy motyvus gautame modelyje,
H.Cgll subvieneto ar. seka buvo palyginta su kitais homologiniais H baltymais, o gauti
palyginimai buvo analizuojami panaudojant WebLogo jrankj (Crooks ir kt., 2004). I$
viso buvo identifikuoti 6 jprasti helikaziniai motyvai (14A pav.): I, la, Il ir 11 motyvai
DEAD domene, ir V ir VI motyvai Z1 domene.

A B DNR karkaso

Helikaziniai motyvai € kelias
v " g

Il DisDEAD,,

Kilpa D, ATSLNTKVNQS,., DEAD
- FGTRGN
Y Y25 |GGQLFF,;,
Z1

VI D, TLWQHARMFG,,, L.
N-centrinis

) ‘ domenas (DEAD)

14 pav. Spéjami helikaziniai motyvai ir helikazinio variklio DEAD-Z1 modelis. (A) H.Cgll
helikaziniai motyvai identifikuoti remiantis homologiniy H baltymy palyginimu (Toliusis ir kt.,
2018). Konservatyvios ar. lickanos pajuodintos. Siame darbe taskinéms mutacijoms pasirinktos
ar. liekanos pabrauktos. (B) Helikazinio variklio DEAD-Z1 modelis. DEAD domenas
nuspalvintas pilkai, Z1 domenas nuspalvintas auksine spalva. Motyvai nuspalvinti kaip A
paveiksle. ATP pavaizduota juodai. Spéjamas DNR karkaso kelias translokacijos metu gautas
remiantis SsoRad54-DNR komplekso strukttra (Durr ir kt., 2005), PDB ID 1Z63.

Taip pat DEAD ir Z1 domeny sandiiroje buvo identifikuotas Y motyvas,
aptinkamas ir restrikcijos endonukleaziy motoriniuose subvienctuose (Murray, 2000). Be
to, Z1 domene buvo nustatytas specifinis H/H motyvas, kuris iki Siol nebuvo aptiktas
kitose helikazése ar | helikazes panaSiuose baltymuose (14A pav.). StruktiiriSkai H/H
motyvo pozicija atitinka SF2 helikaziy IV helikazinio motyvo pozicija, kuris daZniausiai
dalyvauja sgveikoje su DNR/RNR. Todé¢l spéjame, kad H/H motyvas su DNR sagveikauja
translokacijos metu.

Visi helikaziniai motyvai DEAD-Z1 modelyje yra iSsidéste tikétinose pozicijose
atsizvelgiant j jy vaidmenj (14B pav.). I ir II helikaziniai motyvai i$sidéste ATP suri§imo
kiSen¢je, o uz Il motyvo yra specifiné kilpa, biidinga ir H.Cgll homologams. Remiantis
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spéjama DNR pozicija, kilpa potencialiai galéty sgveikauti su DNR translokacijos metu.
Atitinkama kilpa randama ir DEAD-box helikaziy Seimos SsoRad54 baltyme, kur ji
dalyvauja nuo DNR priklausomoje ATPazinio aktyvumo reguliacijoje (Durr ir kt., 2005).

4.3. Helikaziniy motyvy mutageniné analizé

Siekiant patvirtinti miisy gauta helikazinio variklio DEAD-Z1 model;, sudarytg 18
dviejy j RecA panasiy domeny, buvo iSgryninti (>90% grynumas) pilno ilgio H.Cgll
baltymo mutantai: helikaziniy motyvy mutantai — R379A (V motyvas), Q405A (VI
motyvas) ir R408A (VI motyvas); H/H motyvo mutantai — H282A, H290A ir H282A +
H290A,; ir kilpos 163-172 mutantai — L1 (V169A), L3 (L165A + K168A + V169A) ir
AL (165-172 ar. delecija). Remiantis gelfiltracijos duomenimis, visi H.Cgll baltymo
mutantai, i8skyrus L3, sudaré heterotetramerinj R,H, kompleksa su wt R.Cgll (Toliusis ir
kt., 2018). Be to, mutacijos antrinéms struktiiroms, iSskyrus L3 mutanta, jtakos neturéjo
(Toliusis ir kt., 2018). Todél biocheminiai tyrimai su L3 mutantu nebuvo atlikti.

Norédami jvertinti laukinio tipo H.Cgll ir jo mutanty aktyvuma, mes atlikome
tokius biocheminius tyrimus: (i) ATP-suriSimas, jvertintas fluorescencijos anizotropijos
biidu panaudojant Mant-ATP (Lemaire ir kt., 2006); (ii) ATP hidrolizés greiciai, gauti
matuojant fosfato susidarymo greiti su ,,Malachite Green Phosphate Assay Kit* rinkiniu
(Sinkunas ir kt., 2011); (iii) DNR hidrolizé, panaudojant viena taikinj turincig
plazmiding DNR; ir (iv) DNR suriSimas, panaudojant 25 bp nespecifinj oligodupleksa.

Pirmiausiai atlikome kilpos ir H/H motyvo mutanty biochemine¢ analize (15 pav.).
Rezultatai parode, kad visi H.Cgll mutantai gebéjo risti Mant-ATP panasiu efektyvumu
(1,9-5,0 uM) kaip ir wt H.Cgll (3,2 uM) (15 pav. ir 7 lentelé). Gautos Ky konstanty
skaitinés reikSmés biidingos ir kitiems DEAD-box Seimos baltymams, tokiems kaip
RecG (Kyg ~4 uM, (Toseland ir kt., 2012)) ar NS3 (Kq ~2 uM, (Frick ir kt., 2007)).
R379A, Q405A ir R408A mutantai taip pat gebéjo risti Mant-ATP, bet gautos
anizotropijos pokyc¢io amplitudes buvo mazesnés lyginant su wt H.Cgll baltymu (7
lentelé).
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15 pav. Kilpos ir H/H motyvo mutanty analizé. (A) Mant-ATP suriSimas jvertintas matuojant
fluorescencijos anizotropijg. Gautoms anizotropijos reikSméms pritaikyta hiperbolés funkcija.
(B) ATP hidrolizés grei¢iai. Reakcijy miSiniuose buvo: 0,62 nM A fago DNR (181 Cqll
taikinys), 10 nM H.Cgll, 200 nM R.Cgll, 2 mM ATP. (C) Vieng Cgll taikinj turin¢ios
plazmidinés DNR hidrolizé. DNR substrato nykimui pritaikyta vienos eksponentés funkcija.
Gauty funkcijy konstantos (A-C paveikslai) pateiktos 7, 8 ir 9 lenteléje. Taskai Zymi vidurkines
reikSmes su standartinio nuokrypio paklaidomis, gautomis i§ ne maziau nei trijy pakartojimy.
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Taciau visi mutantai pasizymejo Zenkliai mazesniu arba vos pastebimu ATPaziniu
aktyvumu, o DNR hidrolizavo neZenkliai arba hidroliz¢ iSvis nebuvo stebima (15 pav., 8
ir 9 lentelé). Tai rodo, kad mutantai, nors ir geba suristi ATP, taciau rysys tarp ATP ir
DNR hidrolizés yra nutraukiamas. Mes spéjame, kad H.Cgll subvienete esantis VI
motyvas tiesiogiai dalyvauja ATP hidrolizéje, kaip ir kitose helikazése ar | helikazes
panasiuose baltymuose, o struktiiriniai motyvai, analogiski H.Cgll subvieneto V motyvui
ir kilpai 163-172, dalyvauja sgveikoje su DNR.

DNR surisSimo tyrimai parodé, kad kilpos, helikaziniy motyvy ir H/H motyvo
mutantai bei wt H.Cgll riSo DNR panasiu giminingu (Kyq = 241-451 nM, 10 lentel¢).
Kilpos ir H/H motyvo mutanty atveju ATP hidrolizés greitis sumaz¢jo nuo 3 iki 8 karty ,
0 DNR hidrolizavo >100 karty lé¢iau lyginant su laukinio tipo H.CglI baltymu. Todél
neatmetama galimybe¢, kad kilpa ir H/H motyvas dalyvauja ne tik sgveikoje su DNR, bet
ir ATP hidrolizés aktyvumo reguliacijoje (9 ir 8 lentel¢). Taciau DNR suriSimo tyrimai
nepatvirtino, kad H/H motyvas dalyvauja DNR suriSime (10 lentel¢). Gali biiti, kad jis
dalyvauja sgveikoje su DNR translokacijos metu, ko misy naudotame DNR suri§imo
metode negalime stebéti.

7 lentelé. H.Cgll mutanty ir domeny susiriSimas su Mant-ATP.

Komentaras Baltymas Kq®, nM Santykis”
Pilno ilgio H.Cgll
- WT 32+04 1
Kilpos mutantai H 2305 07
AL 2,7+0,3 0,8
H282A 2,8+0,6 0,9
H/H motyvo mutantai H290A 2,2+0,3 0,7
H282A+H290A 32+0,4 0,9
R379A 4,0£0,7 1,2
V/VI motyvo mutantai Q405A 1,9+ 0,4 0,6
R408A 50412 1,5
H.Cgll domenai
DEAD néra susiri§$imo -
- Z1 néra susiri§imo -
DEAD-Z1 3,7+0,3 -

#Mant-ATP disociacijos konstanty skaitinés reikimés gautos pritaikius hiperbolés funkcija.

bSantykis tarp mutantinio baltymo susiri$imo su Mant-ATP specifiSkumo ir laukinio baltymo susiri§imo su Mant-
ATP specifiskumo (Kgmutantas)/Kdgwt)-

‘Miisy eksperimentinémis salygomis Mant-ATP suri§imas nebuvo stebimas.
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8 lentelé. ATP hidrolizés greiciai.

Komentaras Baltymas Greitis®, v (uM x min™) Santykis”
Pilno ilgio H.Cgll ir R.Cgll
- WT 87+7 1
R517E 68+6 1,3
C-galinio domeno K539E 21+5 41
pavirSiaus mutantai
3M 60+ 10 1,5
] ) L1 15£5 5,8
Kilpos mutantai
AL 14+4 6,2
H.Cgll be vieno C- AC-domenas 17+2 5,1
galinio domeno
H282A 24 £38 3,6
H/H motyvo mutantai H290A 267 3,3
H282A+H290A 11+£2 79
R379A 041 218
V/VI motyvo mutantai Q405A 0,3+1 290
R408A 0,7+1 124

®ATP hidrolizés greidiai gauti remiantis santykiu tarp absorbcijos ir susidariusio fosfato koncentracijos.
bSantykis tarp laukinio ir mutantinio baltymo aktyvumo (V wi/V(mutantas))-

9 lentelé. DNR hidrolizés greidiai.

Komentaras Baltymas Greitio konstanta®, k, (s™) Santykis”
- WT 58+1,2x10° 1
R517E 51+0,9x10° 1,1
C-galinio domeno K539E 42413 % 10° 1,4
pavirSiaus mutantai
3M 3,0£0,6x10° 1,9
_ _ L1 1,0£0,1 x107° 580
Kilpos mutantai
AL 42+0,1x107° 138
H.Call be vieno C- AC-domenas 1,0+0,1 x 10™ 58
galinio domeno
H282A 2,3+0,1x10° 252
H/H motyvo mutantai H290A 2,8+0,1x10° 207
H282A+H290A 2,8+0,1x10° 207
R379A néra hidrolizés -
V/VI motyvo mutantai Q405A néra hidrolizés -
R408A néra hidrolizés -

®Greicio konstanty skaitinés reik§més gautos superspiralizuotos plazmidinés DNR nykimui pritaikius vienos
eksponentés funkcija.
®Santykis tarp laukinio ir mutantinio baltymo aktyvumo (kywoy/Ka(mutantas)) -
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10 lentelé. Baltymuy-DNR kompleksu disociacijos konstantos (Kg).
Komentaras Baltymas K42, nM Santykis”
Pilno ilgio H.Cqll

- WT 307 £78 1
cocalinio d R517E 227 +38 0,7
3M 728 + 124 2,4

Kilpos mutantai L 29275 !
AL 241+ 63 0,8
H282A 451 £51 1,5
H/H motyvo mutantai H290A 440 £ 45 1,4
H282A+H290A 360 + 32 1,2

R379A 321 £32 1
V/VI motyvo mutantai Q405A 389 +48 13

R408A 313 +28 1

H.Cgll wt domenai

DEAD néra susiri§imo -

- DEAD-Z1 844+ 112 -

Z1-C 56 £13 -

Z1 domenai

- WT 84 +7 1

H/H motyvo mutantas H282A+H290A 99 £+ 15 1,2
C domenai

- WT 269 + 121 1
R517E 712 + 194 2,6
Pavir§iaus mutantai K539E 1063 + 238 4,0
3M 676 £213 2,5

#Disociacijos konstanty skaitinés reikimeés gautos pritaikius kvadratine funkcija.
®Santykis tarp mutantinio baltymo susiri§imo su DNR specifiskumo ir laukinio baltymo susirisimo su DNR
speciﬁékumo (Kd(mutantas)/Kd(wt))-

4.4. H.Cgll subvieneto domeny aktyvumo tyrimai

Remiantis homologiniu DEAD-Z1 modeliu (14 pav.) ir C-galinio domeno
kristaline strukttira (13 pav.) spéjame, kad skirtingi domenai ar jy kombinacijos pasizymi
skirtingomis ATP ir/ar DNR suri§imo savybémis. DEAD ir Z1 domenai yra panasis |
centrinius RecA domenus, kurie turéty formuoti ATP suri§Simo kiSeng, todél spéjama,
kad ATP suriSime dalyvauja abu DEAD ir Z1 domenai, o C-galinis domenas tam
nereikalingas. Be to, DEAD, Z1 ir C-galinis domenai turi pozymius, kurie leisty manyti,
kad visi domenai galéty dalyvauti suriSant DNR. Tai galéty paaiSkinti, kodél mutantiniai
H.CglI baltymai panaSiai riSa DNR kaip ir laukinio tipo H.Cgll. Siekiant patikrinti Sias
hipotezes mes atlikome ATP ir DNR suri§imo tyrimus su H.Cgll baltymo domenais
(16Air B pav.).
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16 pav. H.Cgll baltymo domeny funkciné analizé. (A) Mant-ATP susiriSimas su pilno ilgio
H.Cgll ir jo domenais, jvertintas matuojant fluorescencijos anizotropija. Gautoms anizotropijos
reikSméms pritaikyta hiperbolés funkcija. (B) DNR susiriSimas su pilno ilgio H.Cgll ir jo
domenais. Reakcijy miSiniuose buvo: 1 nM 33P-iymé:to oligoduplekso ir pridéta baltymy,
palaipsniui didinant jy koncentracija (nM): 0, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 ir 5000.
Pilnaviduriai ir tuS¢iaviduriai trikampiai atitinkamai Zymi nesuri§ta DNR ir baltymo-DNR
kompleksa. (C) 21 Cgll taikinj turin¢ios plazmidinés pPBR322 DNR hidrolizé 1 val. 37°C esant
vairiems baltymy miSiniams (kaip pavaizduota paveiksle). M — markeris (Zinomy ilgiy DNR
fragmentai), K — kontrolé (plazmidiné pBR322 DNR), SC — superspiralizuota ziediné DNR
(angl. supercoiled circular DNA), OC — jkirpta atvira Ziediné DNR (angl. open circle DNA,
‘nicked’), FLL — perkirpta linijiné DNR (angl. full-length linear DNA), CP — hidrolizés
produktai (angl. cleavage products). (D) Vieng CglI taikinj turin¢ios plazmidinés DNR hidrolizé
su laukinio tipo wt R;H,.Cgll ir R,HAH.Cgll (vienas H.Cgll subvienetas neturi C-galinio
domeno) kompleksais. DNR substrato nykimui pritaikyta vienos eksponentés funkcija. Gauty
funkcijy konstantos (A, B ir D paveikslai) pateiktos 7, 10 ir 9 lentelése). Taskai zymi vidurkines
reikSmes su standartinio nuokrypio paklaidomis, gautomis i§ ne maziau nei trijy pakartojimy.

Fluorescencijos anizotropijos poky¢iai parod¢, kad Mant-ATP suriSa pilno ilgio
H.Cgll ir sulieti DEAD-Z1 domenai, tac¢iau pavieniai DEAD ir Z1 nerisa Mant-ATP
(16A pav.). Gautos Ky konstanty skaitinés reikSmeés yra labai panasios pilno ilgio H.CglI
ir suliety DEAD-Z1 domeny atveju (atitinkamai Ky = 3,2 ir 3,7 uM) (7 lentele). Gauti
rezultatai patvirtina gauta modelj 14B paveiksle, kuriame DEAD-Z1 domenai sudaro
savarankiskai veikiantj pilng helikazinj variklj.

DNR suri§imo tyrimai parod¢, kad H.Cgll sgveikauja su nespecifine DNR tik esant
aukstesnéms baltymo koncentracijoms. DNR suri§imas taip pat buvo stebimas ir
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pavieniy Z1 ir C-galinio domeny atveju bei suliety DEAD-Z1 ir Z1-C domeny atveju,
taiau nebuvo stebimas DEAD domeno atveju (16B pav.). Apibendrinant gautus
rezultatus galime teigti, kad Z1 ir C-galinis domenai yra atsakingi uz saveika su DNR.
Pagal gauta model] buvo spéjama, kad DEAD domene esanti kilpa turéty sgveikauti su
DNR, tac¢iau mes nestebéjome DEAD domeno susiriSimo su DNR. Gali buti, kad §i
sgveika yra trumpalaiké translokacijos metu, kurios negalime stebéti miisy naudotame
DNR surisimo tyrimo metode nesant ATP. Be to, Z1 domeno H/H mutantas riSo DNR
taip pat gerai kaip ir laukinio tipo Z1 domenas (Kq = 99 nM) (10 lentelé). Vélgi
neatmetama galimybe, kad H/H motyvas sgveikauja su DNR tik translokacijos metu.

Remiantis C-galinio domeno struktiira bei gebéjimu risti DNR, kitame etape mes
iSmutavome ar. lickanas, esancias teigiamai jkrautame pavirSiuje (13 pav.) tiek pilno
ilgio H.Cgll subvienete, tiek C-galiniame domene: R517E, K539E ir 3M
(K492E+K499E+KS500E). Mes tyréme DNR suriSimg, ATPazinj ir nukleazinj
aktyvumus. DNR suri§imo tyrimai parodé, kad mutacijos susilpnina DNR susiri§img su
C-galiniu domenu (didziausias sumazéjimas ~4 kartus buvo stebimas K539E mutanto
atveju) (10 lentelé). Mutanty ATP hidrolizés greiciai tik nezymiai sumazéjo (didziausias
sumaz¢jimas ~4 kartus buvo stebimas K539E mutanto atveju). Mutanty DNR hidrolizés
greiciai visais atvejais buvo panasiis kaip ir laukinio baltymo atveju (9 lentel¢). Gauti
rezultatai patvirtino, kad C-galinio domeno teigiamai jkrautas pavirSius dalyvauja DNR
suriS§ime bei yra svarbus ATP ir DNR hidroliz¢je.

Kitame darbo etape mes pabandéme atstatyti pilng restrikcijos endonukleazés
aktyvumag sumaiSius H.Cgll subvieneto atskirus ar sulietus domenus su pilno ilgio
R.Cgll. Baltymus galutiniame reakcijos miSinyje sumai§éme santykiu 1:1 ir tyréme jy
nukleazinj aktyvuma ant plazmidinés pBR322 DNR (turi 21 CglI taikinj) inkubuojant 1
val. 37°C temperatiiroje (16C pav.). Nors nezymi DNR hidrolizé buvo stebima kai kuriy
baltymy miSiniy atveju, taciau efektyviai DNR hidrolizavo tik pilno ilgio H.Cgll ir pilno
ilgio R.Cgll baltymy miSinys. Apibendrinant gautus rezultatus galime teigti, kad visi
H.Cgll subvienete esantys domenai (DEAD, Z1 ir C-galinis) yra reikalingi Cgll
restrikcijos fermento aktyvumui.

Remiantis eksperimentiniais duomenimis ir gautu modeliu, Cgll turi du atskirus
helikazinius variklius (po vieng kiekviename H.Cgll subvienete) (5 pav.). Taciau néra
aiSku, kodel Cgll yra aktyvi kaip tetrameras su dvejais helikaziniais varikliais. Siekiant
atsakyti i §] klausimg, mes iSgryninome tetramerinj R,H,.Cgll kompleksa be vieno C-
galinio domeno (R,HAH.Cgll). Stebétinai, Sis kompleksas hidrolizavo ATP >5 kartus
léc¢iau (8 lentele), o vieng taikinj turin¢ig plazmiding DNR perkirpo net ~60 karty 1é¢iau
lyginant su laukinio tipo kompleksu (16D pav. ir 9 lentelé). Tai rodo, kad C-galiniai
domenai abiejuose pilno ilgio H.Cgll subvienetuose yra reikalingi efektyviai ATP ir
DNR hidrolizei.

Apibendrinant Siame darbe gautus rezultatus, galime teigti, kad Cgll restrikcijos
endonukleaze negali biiti priskirta I, ISP ar III tipo RM fermentams. Skiriasi ne tik CglI
struktiira, bet ir jos spéjamas veikimo mechanizmas nuo minéty restrikcijos fermenty.
Remiantis gausia ATP hidrolize ir naudojamu komunikacijos mechanizmu (translokacija
ant DNR), Cgll restrikcijos endonukleazé yra panasiausia j I tipo fermentus.
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ISVADOS

Restrikcijos endonukleazés subvienetas R.Cgll kerpa Cgll atpazinimo sekose
nemetilintg dvigranding DNR tik reakcijos miSinyje esant kataliziskai aktyviam
ATPazés subvienetui H.Cgll ir ATP. Sie R.Cgll ir H.Cgll baltymai formuoja
heterotetramerinj R,H,.Cgll kompleksa, kuris kerpa virSuting granding uz 6 ir
apatine granding uz 6-7 nukleotidy nuo atpazinimo sekos 5'-GCCGC-3'.

H.Cgll subvienetas yra ATPazé, kurios optimaliam Kkataliziniam aktyvumui
pasireiksti biitini restrikcijos endonukleazés R.Cgll subvienetai ir ilgas Cgll
atpazinimo sekose nemetilintas dvigrandinis DNR fragmentas. H.Cgll subvieneto
C-galinis domenas turi unikalig sankloda ir teigiamai jkrauta pavirSiy, kuris
saveikauja su DNR. Sis domenas, jeinantis j abiejy H.Cgll subvienety sudétj
R,H,.Cgll komplekse, yra biitinas komplekso kataliziniam aktyvumui.

H.Cgll turi konservatyvius motyvus, biidingus SF2 helikaziy superSeimai, ir kurie
yra ] helikazes panasiame DEAD-Z1 variklyje. DEAD domenas yra j RecA
panasaus helikazinio variklio N-centrinis domenas, 0 Z1 domenas yra | RecA
panaSus C-centrinis domenas. Z1 domene yra iki Siol necharakterizuotas H/H
motyvas, kuris gali biti atsakingas uz DNR translokacijos/hidrolizés
priklausomybe nuo ATP hidrolizés.

Cgll restrikcijos endonukleazé dvigrandinés DNR hidrolizei naudoja dvikrypti
komunikacijos mechanizma. Sis komunikacijos mechanizmas — tai nuo ATP
hidrolizés priklausoma DNR translokacija. DNR translokazinis aktyvumas,
pasiZymintis mazesniu efektyvumu, gali biiti perneStas ant gretimos nespecifinés
DNR, kuomet CgllI surisa specifing ir nespecifing DNR molekule.
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PADEKA

Esu nuosirdziai dékingas savo darbo vadovui dr. Mindaugui Zaremba uz jdomias
mokslines diskusijas, patarimus ir pagalbg ruoSiant straipsnius ir $ig disertacija.

Taip pat noriu padékoti prof. Virginijui Sikniui uz galimybe dirbti Baltymy-
nukleorigs¢iy saveikos tyrimy skyriuje, vertingas diskusijas bei pagalbg organizuojant
jvairias vidines ir iSorines veiklas.

Esu dékingas visam Baltymy-nukleoriigs¢iy saveikos tyrimy skyriaus kolektyvui uz
parama, pastabas ir sukurtg gerg atmosfera, ypa¢ dr. Giedriui Sasnauskui uz patarimus ir
pagalbg su fluorescencijos anizotropijos eksperimentais.
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SUMMARY

Restriction-modification (RM) systems protect host bacterial and archaeal cells
against invasion by foreign DNA (e.g. phage or plasmid DNA) (Pingoud ir kt., 2014).
They are classified into four types: Type I, II, 1Il or IV, which differ in subunit
composition, mechanism of action and cofactor requirement (Roberts ir kt., 2003). Type
Il restriction enzymes are composed of two principal enzymatic activities: a restriction
endonuclease and a DNA methyltransferase. They recognise short, usually palindromic
sequences of 4-8 bp and cleave DNA at fixed positions within or close to their
recognition site. A principal difference between Type Il RM systems and other types is
that Type Il RM enzymes usually do not require adenosine triphosphate (ATP) for DNA
cleavage (Pingoud ir kt., 2014).

Originally, the restriction-modification system Cgll from Corynebacterium
glutamicum was assigned as Type Il RM system (REBASE, http://rebase.neb.com)
(Roberts ir kt., 2015). However, Cgll is organized of three genes: a methyltransferase
(M.Cqll), a putative phospholipase D superfamily endonuclease (R.Cgll) and a predicted
SF2 superfamily helicase/ATPase (H.Cgll). Bioinformatic analysis showed that the
putative restriction endonuclease (R.Cgll) possesses a HXK nuclease active site motifs
characteristic to well-studied Type IIS restriction endonuclease Bfil (Grazulis ir kt.,
2005). However, in contrast to Bfil, it shows no DNA cleavage activity. It was
speculated that H.Cgll subunit is required for DNA cleavage by the R.Cgll subunit. In
silico amino acid sequence analysis predicted that H.Cgll is composed of three domains:
an N-terminal SF2 superfamily helicase/ATPase domain (DEAD), a domain similar to
the Z1 superfamily (Z1) and a distinct C-terminal domain. The Z1 domain is often found
associated with SF2 helicase domain (lyer ir kt., 2008), which are also found in Type I,
ISP and 111 enzymes that require ATP hydrolysis for DNA cleavage (Chand ir kt., 2015;
Gorbalenya ir kt., 1991; McClelland ir kt., 2004).

The main aim of this study was to establish structural and mechanistic details of the
restriction-modification system Cgll. In this work we provided biochemical
characterization of the putative restriction endonuclease subunit R.Cgll and putative
ATPase subunit H.Cgll, which together form a heterotetrameric restriction endonuclease
R,H,.Cgll complex. We demonstrated that R.Cgll subunit cuts dsDNA at non-
methylated Cgll sites (5'-GCCGC-3') N6 and N6-7 downstream of top and bottom
strand, respectively in the presence of catalytically active H.Cgll subunit. Furthermore,
we showed that H.Cgll is an ATPase, which requires R.Cgll subunit and long fragment
of dsDNA with non-methylated Cgll sites for optimal catalytic activity. We further
scrutinized H.Cgll subunit and revealed for the first time that it contains previously not
described monomeric helicase-like DEAD-Z1 motor, responsible for the ATP
binding/hydrolysis and DNA translocation. We solved the structure of C-terminal
domain of H.Cgll and revealed that it has a unique fold and is required for full activity of
the R,H,.Cgll complex. We demonstrated that the restriction endonuclease Cgll uses
bidirectional translocation mechanism to cut dsDNA in ATP dependent manner. Last but
not least, we showed that the translocation activity may be transferred onto a non-
specific DNA, but with lower efficiency, which is unusual among restriction enzymes.
Summarising our results, we proposed a possible mechanism of action of the R,H,.Cgll,
which differs from all other characterized ATP-dependent RM enzymes.
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