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ISRADIMO PAGRINDIMAS

Yra per 240 11 tipo restrikcijos endonukleaziy, pasizymingiy unikaliu specifikumu,
isskirty i§ bakterinés ir virusinés kilmés 3altiniy, kurios yra naudojamos tyrimb ir diagnostikos
tikslais. Ta&iau tik septyni nikuojantys fermentai yra komerciSkai prieinami: N.BstNBI,
N.Alwl, N.BbvCIA ir N.BbCIB (NEB katalogas, 2002/2003) (New England Biolabs, Inc.);
N.Bpul0l (Fermentas catalog, 2002, Fermentas, Inc., Hanover, MD); ir N.CviQXI
(CviNY2A) ir N.CviPII (CviNYSI) Megabase Research Products, Lincoln, NE

(www.cvienzymes.com). Be 3iy, auk$¢iau nurodyty fermenty, yra dar keletas fago

koduojamy nikuojan&iy fermenty, tokiy kaip bakteriofago f1 geno II baltymas (gpll), kuris
esmingai svarbus virusinés DNR replikacijai. Geno II baltymas sukelia viengrandininj trukj
(+) grandinéje tam, kad prasidéty riedanti Ziedin¢ replikacija. Jis taip pat dalyvauja liguojant
i¥stumta (+) granding, ko pasékoje susidaro viengrandininé fago DNR (Geidei ir kt., J. Biol.
Chem. 257: 6488-6493 (1982); Higashitani ir kt., J. Mol. Biol. 237: 388-400 (1994)). Gpll
baltymas ir egzonukleazé III gali biiti naudojami kartu sukuriant viengrandining DNR
mutagenezei ir naudojant ja kaip matrica naujos DNR grandininés sintezei in vitro.

Gamtoje egzistuojantys nikuojantys fermentai N.CviQXI (CviNY2A) ir N.CviPIl
(CviNYSI) buvo iskirti i§ Chlorella algae virusy lizaty, (Zhang, Y. ir kt., Virology 240:366-
375 (1988); Xia, Y. ir kt, Nucl. Acids Res. 16:9477-9487 (1988)) ir nikuojantios
endonukleazés N.BstNBI ir N.BstSEI buvo i3skirtos i§ bakterijy (Morgan R.D. ir kt., Biol.
Chem. 381:1123-5 (2000); Abdurashitov ir kt., Mol. Biol. (Mosk) 30: 1261-1267 (1966)). Tam
tikras kiekis nikuojan&iy fermenty taip pat buvo gautas perdarant IIA tipo restrikcijos
fermentus (US 6191267; US 6395523; EP 1176204).

Auksgiau apradytos nikuojan€ios endonukleazés pla¢iai naudojamos genetingje
ininerijoje (Zifir., pavyzdziui, US 6660475 ir WO 03/087301). Todé¢l biity naudinga tureti
priecinama platesni jvairaus specifiSkumo nikuojantiy endonukleaziy pasirinkima. Buvo
apradyti biidai, kaip gauti nikuojan¢ias endonukleazes modifikuojant restrikcijos
endonukleazes. Ta&iau $ie bidai turi tam tikry apribojimy, kuriuos biity pageidautina apeiti.

PavyzdZiui, Xu Y. ir kt. (Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 98:12990-12995 (2001)) aprasSo
nikuojan&ios endonukleazés N.AIWI sukiirimo biida panaudojant domeny mainus. Sis badas
turi ta trikuma, kad i§ anksto reikia Zinoti, kad dimerizacijos domenas bus lokalizuotas tarp

AIWI ir homologidko nikuojan&io fermento N.BstNBI. Naujai sukurtas fermentas N.AIWI
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negali formuoti dimero ir nikuoja DNR kaip monomeras; $ig savybg jam suteikia domenas,
gautas i§ N.BstNBI.

Besnier, C.E. ir Kong, H. EMBO Repor: 2:782-786 (2001), Kong, H. ir kt. US
patentas 6395523, (2002) Mlyl varianty gavimui panaudojo sait-nukreipta mutageneze.
Laukinio tipo fermento dimerizacijos funkcija buvo panaikinta.

Stahl F. ir kt. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 6175-80 (1996) apfa§é nikuojangios
endonuklezés (mikozés), kuri nebuvo specifing tam tikrai dvigubos DNR grandinei, sukiirimo
biida. Sis biidas apémé EcoRV mutanty sukiirimg, kurie buvo modifikuoti jy suliejimui
panaudojus skirtingas peptidy tags. Po to EcoRV nikuojantis fermentas buvo sukurtas i
subvieneto, pasizymingio katalitiniu inaktyvumu, ir antrojo subvieneto, nesugebanéio jungtis
su DNR. Kadangi $ie mutantai, sukurti tokiu bidu, savo nikuojangiomis savybémis nebuvo
specifiniai kurios nors DNR grandinés atvilgiu, jy panaudojimo naudingumas, dirbant su
DNR, yra menkesnis.

Kiti mutagenezés bandymai, skirti EcoRI restrikcijos endonukleazei, taip pat leido
sukurti keleta mutanty, kurie labiau nikavo (pasiZzyméjo viengrandininiu skaidymu) DNR nei
skaidé dvigubg DNR. Pavyzdziui, EcoRI R200C mutantinis baltymas pagamino daugiau
nikuotos Ziedinés DNR negu wtEcoRI fermentas (Heitman, J. Ir Medel, P., Proteins:
Structure, Functions, and Genetics 7:185-197 (1990)). Ir velgi, kadangi $ie mutantai néra
specifiniai kurios nors DNR grandinés atzvilgiu, jie néra pla¢iai naudojami molekulinés
biologijos metodinéms reikméms.

Janulaitis A. ir kt. (EP 1176204 Al) apras¢ DNR sekai specifiniy nikuojanéiy
fermenty gavimo buda i§ IIT tipo restrikcijos endonukleaziy. IIT tipui priklauso fermentai,
sudaryti i heterodimeriniy subvienety tokiy, kaip Bpul0l, BbvCl ir Bsll. Sekai specifinj
nikuojantj fermenta (nikaze) galima sukurti inaktyvuojant IIT tipo restrikcijos endonukleazés
a subvieneto katalitinj aktyvumg ir po to suformuojant heterodimera su laukinio tipo B0
subvienetu.

Heiter D. ir kt. (US patento paraiska 2003-0100094) apra$é BbvCl ir kity restrikcijos
endonukleaziy perdarymo i nikuojangius fermentus buda, kur gauti fermentai atitinka II tipo
restrikcijos endonukleazes, turinias grieztai apibréztus ir iSsaugotus katalitinius saitus.

Heitman ir Model apra3o EcoRI restrikcijos endonukleazés atsitiktinés mutagenezés
biida (Heitman, J. ir Model, P., EMBO J. 9:3369-3378 (1990)). Kaip mutagenas naudojamas
nitrozoguanidinas, kuriuo paveikiamos E. coli lastelés, turingios ecoRIR gena. ecoRIR gena

turinti plazmidé taip pat buvo mutagenizuota perleidziant ja per mutatorinj mutD kamiena.
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Buvo iskirti EcoRI variantai (nuliniai mutantai, maZo aktyvumo mutantai, laisvo
specifiskumo mutantai ir nikuojantys mutantai).

Xu ir Schildkraut apralo atsitiktinés mutagenezés buda, skirta bamHIR geno
mutagenizacijai, panaudojant hidroksilaming (Xu, S.-y. ir Schildkraut, 1., J. Biol. Chem.
266:4425-4429 (1991)). Buvo isskirti atsitiktinés mutagenezés metu atsiradg BamHI variantai
(nuliniai mutantai, maZo aktyvumo mutantai, katalitiniai mutantai, gebantys jungtis su DNR,
bet neskaidantys).

Roberts R.J. ir kt. (Nucl. Acids Res. 31:1805-1812 (2003)) klasifikavo II tipo
restrikcijos endonukleaziy {vairius potipius. IIA tipo restrikcijos endonukleazés turi
asimetrines DNR atpaZinimo sekas. Skaidymo vieta gali biiti pagios atpaZinimo sekos ribose
arba uZ atpaZinimo seky riby pasroviui. Pavyzdziu gali biiti BsmI (GAATGC 1/-1, virdutinés
grandinés skaidymas pasroviui viena baze nuo atpazinimo sekos, apatinés grandinés
skaidymas patios atpaZinimo sekos ribose), Acil (CCGC -3/ -1), BssSI (CACGAG -5/ -1) ir
Bsal (GGTCTC 1/5). IIA tipui priklauso IIG tipo, IIH tipo, IIS tipo ir IIT tipo restrikcijos
endonukleazés, turingios asimetring DNR atpaZinimo seka. Daugelis fermenty gali biiti
daugiau negu vieno potipio. PavyzdZiui, Bsal yra tiek IIA tipo, tiek ir IIS tipo fermentas.

IIS tipo restrikcijos endonukleazés turi asimetrines DNR atpaZinimo sekas ir skaido
DNR uZ savo atpaZinimo seky riby, t.y. skaidymas nuo 1 iki 10 baziy uz DNR atpaZinimo
sekos ribos. Pavyzdziai: BsmAI (GTCTC 1/5), BsmBI (CGTCTC 1/5), Fokl (GGATG 9/13)
ir Sapl (GCTCTTC %).

IIG tipo restrikcijos endonukleazés turi susiliejusius endonukleazés ir metilazés
domenus. Todeél IIG tipo fermentai pasiZymi ir endonukleaziniu, ir metilaziniu aktyvumais, ir
Siuos aktyvumus galima skatinti pridedant AdoMet. IIG tipo fermenty DNR atpaZinimo sekos
gali biiti simetrinés ir asimetrinés. Asimetrinius saitus turi Bpml (CTGGAG 16/14) ir BseRI
(GAGGAG 10/8). IIG tipo fermentai gali biiti IIA tipo arba IIS tipo.

IIH tipo restrikcijos endonukleaziy genetiné sandara panaSi | I tipo restrikcijos-
modifikacijos sistema. DNR atpaZinimo seka gali biiti simetriné ar asimetriné. Pavyzdziai:
Bcegl (10/12 CGANSTGC 12/10) (SEQ ID No:43) ir BAEI (10/15 AC Ny GTAYC 12/7) (SEQ
ID No: 44).

IIT tipo restrikcijos endonukleazés yra heterodimerai arba tetramerai (2x
heterodimerai). DNR atpaZinimo seka gali biiti simetriné arba asimetriné. PavyzdZiai:
Bpul0l (CCTNAGC -5/-2), BbvCI (CCTCAGC -5/-2) ir Bsll (CCNNNNN/NNGGQG).

Yra per 200 restrikcijos endonukleaziy, apradyty Rebase®. Tarp jy — daugiau nei 79 -

IIA tipo restrikcijos endonukleazés, turingios asimetrines atpaZinimo sekas ir unikaly
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specifiskuma (http://rebase.neb.com/rebase/). Dauguma $iy restrikcijos-modifikacijos sistemy

buvo klonuotos ir ekspresuotos heterologiniuose Seimininkuose (Rebase®). Norétysi sukurti
bendra nikuojanciy endonukleaziy gavimo buda i§ restrikcijos fermenty, turin€iy asimetrinj
atpaZinimo saita, kad bty sukurti sekai specifiniai ir grandinei specifiniai nikuojantys
fermentai.

ISRADIMO ESME

Iradima sudaro biidas, skirtas grandinei specifinés nikuojanéios endonukleazés
sukiirimui, susidedantis i 3iy pakopy: (a) pirmosios lasteliy- $eimininkiy, neturin¢iy metilaziy
apsaugos, populiacijos transformacijos, tam tikslui panaudojant plazmides, turingias
atsitiktinai mutagenizuotg restrikcijos endonukleazés geng; (b) (a) pakopoje gauty
transformuoty Iasteliy-§eimininkiy kultivavimo ir po to atlikto plazmidziy i$skyrimo; (c) (b)
pakopoje gauto mutagenizuoto restrikcijos endonukleazés geno ir atitinkamo laukinio tipo
restrikcijos endonukleazés geno skaidymo i fragmentus; (d) (c) pakopoje gauty laukinio tipo
ir mutagenizuoto restrikcijos endonukleazés fragmenty in vitro atgalinio kryZminimo
(hibridinimo) ir liguoto geno gavimo; () (d) pakopoje gauto liguoto geno ekspresuojamo
baltymo grandinei specifinio nikuojangio aktyvumo nustatymo; ir (f) sukurtos grandinei
specifinés nikuojanéios endonukleazés identifikavimo.

Sukurta grandinei specifiné nikuojanti endonukleazé gali nikuoti tik dsDNR
(dvigrandining DNR) ar gali nikuoti DNR/RNR hibridus vienoje arba abiejose grandinése
arba gali nikuoti RNR/RNR dupleksus. Sis biidas leidzia naudoti heterogeninj plazmidziy
misinj arba homogeninj plazmidZiy miSini, bet kurj, turintj vieng ar daugiau skirtingy tipy
restrikcijos endonukleazes arba restrikcijos endonukleaziy subvienetus. Mutagenizuoti
fragmentai gali biiti suskaidyti i du ar daugiau fragmenty. Tagiau atgalinio kryZminimo metu
po ligavimo gautas genas turi gebéti ekspresuoti baltyma.

Auk$Ciau apradytoje (c) pakopoje gena skaidyti galima veikiant restrikcijos
endonukleazémis, ir po to gauti geno fragmentai igskiriami agarozes gelyje. Auk3¢iau
apradytoje (d) pakopoje antroji lasteliy-3eimininkiy populiacija yra transformuojama veikiant
liguotu genu, ir gauti transformantai (transformuotos lastelés-Seimininkeés) yra apsaugomi nuo
ekspresuojamo geno sukelto skaidymo Zalingy poveikiy metilinimu, kurj atlieka giminingos
ar negiminingos metilazémis. Po to seka transformanty klonavimas. Sios kolonijos gali biiti
individualiai ieSkomos pagal jy nikuojantj aktyvuma, tam tikslui naudojant superspiraling
DNR kaip substrata. Skryningas gali biiti atlickamas naudojant visas lasteles kultivavimo

terpéje arba naudojant lasteliy ekstrakta.

R s
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Siame i§radime DNR, koduojangios nikuojandia endonukleze, mutacijos vieta ir tipas
yra apibréZti (determinuoti). Si mutacija gali biiti delecija (iskrita), insercija (jtarpas) ar vieno
ar daugiau nukleotidy pakaita. PavyzdZiui, mutagenizuotas genas gali turéti nuo 3
(maZiausiai) iki 600 (daugiausiai) nukleotidy delecija arba kokia kita tarpinio dydZio delecija.
Dar daugiau, mutagenizuotas genas gali turéti vieng ar daugybines mutacijas. Mutacijos gali
biti sukauptos ekspresuoto baltymo C-terminaliniame arba N-terminaliniame gale, arba
abiejuose. Identifikuota mutacija ar mutacijos po to gali biti jterptos site-nukreiptos
mutagenezés biidu | restrikcijos endonukleazés izo3izomera ar neolizomera. Palyginus
restrikcijos endonukleazes, izogizomero ar neosizomero amino riigi¢iy identiskumas gali bati
nuo 15% iki 99%. Papildoma mutacija gali biti suteikiama nikuojan¢iai endonukleazei pagal
auk&iau aprayta biida arba panaudojant antry atsitiktinés mutagenezés cikla, arba naudojant
sait-nukreipta mutagenezg tam, kad biity pagausintos nikuojantios endonukleazés savybes.
Pavyzdziui, gali biti pageidaujama padidinti nikuojantj aktyvuma, sumazinti dviguba
granding skaidantj aktyvuma ir/ar padidinti specifiskuma grandinei.

Siame biide nurodytos lastelés-Seimininkés gali buti prokariotinés ar eukariotinés
lasteles. Kuomet naudojamos prokariotinés lastelés, lastelés-Seimininkes gali buti gram-
teigiamos ar gram-neigiamos lastelés, pavyzdZiui, E. coli lasteles ar Bacillus kamieny lastelés.

Siame i¥radimo jgyvendinime nikuojanti endonukleazeé yra termofiliné nikuojanti
endonukleazé. Pavyzdziui, nikuojanti endonukleaze gali biti gauta i$ Bsal, BsmAl ar BsmBI.

Siame idradimo jgyvendinime nikuojanZios endonukleazés specifiskumas dvigubos
DNR grandinei yra determinuotas. PavyzdZiui, nikuojanti endonukleazé gali biti vir§utinés
grandinés nikuojanti endonukleazé arba apatinés grandinés nikuojanti endonukleaze.

iame isradimo jgyvendinime pateiktas budas, kaip sukelti vieng ar daugiau vietai
specifiniy viengrandininiy triikiy prie$ tai pasirinktoje dvigubos DNR grandingje; biidas,
apimantis dvigubos DNR skaidyma panaudojant nikuojangia endonukleazg, sukurta auk$¢iau
apraytu biidu, naudojant nikuojan¢iam aktyvumui palankias salygas.

$iame i¥radimo jgyvendinime pateiktas biidas, kaip pagausinti (amplifikuoti) taikining
seka, apimantis: (a) viengrandininio nukleino riigitiy fragmento, turingio taikining seka,
gavima, kur fragmentas turi 5° gala ir 3’ gala; (b) amplifikacijos pradmens nuo grandinés
priklausomai amplifikacijai (SDA) priridima prie fragmento 3’ galo taip, kad pradmuo
sudarytq 5’ viengrandining uZlaida, kur amplifikacijos pradmuo turi sintetinés nikuojancios
endonukleazés, sukurtos apradytu badu, atpaZinimo/skaidymo saita; (c) amplifikacijos
pradmens pailginima fragmente, kai néra derivatiniy ar pakaitiniy dezoksinukleozido

trifosfaty ir yra DNR polimerazé, pasizyminti grandinés iSstimimo aktyvumu ir neturinti 5°-
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3’ egzonukleazés aktyvumo, ir esant keturiems dezoksinukleozido trifosfatams; ir (d)
amplifikuotos  dvigrandininés taikininés sekos skaidyma panaudojant nikuojan¢ia
endonukleaze, tgsiantia skaidyma po DNR polimerazés poveikio, tokiu biidu iSstumiant
pirmaja naujai susintetinta granding nuo fragmento ir generuojant antraji pagausinimo
produkta, susidedantj i§ antros naujai sintezuotos grandinés, ir nikuojangio skaidymo,
pailginimo ir i¥stimimo pakopy kartojima gaunant taikininés sekos pagausinima
(amplifikacija).

Siame isradimo jgyvendinime pateiktas bidas, kaip sukurti fermenta, pasizymintj
modifikuotu specifiskumu substratui ir aktyvumu, ir apimantis: (a) atsitiktinai mutagenizuoty
DNR bibliotekos sukiirima, kur biblioteka turi viena ar daugiau geny, koduojangiy visa ar dalj
mutavusio geno, mutaves genas yra neaktyvus substrato atzZvilgiu ir $is substrato atzvilgiu
neaktyvus fermentas turi N-terminalinj ir C-terminalinj galus, kur inaktyvacija jvyksta dél
mutacijos laukinio tipo fermento N-terminaliniame ar C-terminaliniame gale; (b) vieno ar
daugiau geny, ekspresuojan¢iy inaktyvuotg endonukleaze, skaidyma | maziausiai pirmajj bei
antrgjj fragmentus, kur pirmasis fragmentas koduoja fermento C-terminalinj gala, o antrasis
fragmentas koduoja fermento N-terminalini gala; (c) suliejima (ligavima) fragmenty, atrinkty
i3: pirmojo fragmento ir tre€iojo fragmento, koduojantio laukinio tipo fermento N-terminalinj
gala; antrojo fragmento su ketvirtuoju fragmentu, koduojangiu laukinio tipo fermento C-
terminalinj gala; arba abieju pirmojo ir antrojo fragmento atitinkamai su tre¢iuoju ir
ketvirtuoju fragmentais; ir (d) liguotos DNR ekspresija lasteléje-Seimininkéje.

Siame i8radimo igyvendinime pateiktas badas, kaip pagausinti (amplifikuoti) taikining
nukleino riigdti, apimantis (a) maZiausiai vienos grandines nikavima dvigrandininégje
taikininéje nukleino rugityje daugelyje viety, tam tikslui panaudojant nikuojantj fermenta,
sukurtg pagal apibréZties 1 punktg taip, kad pasigaminty maZiausiai du nauji 3’ galai; (b)
pailginima (ekstensija) vieno ar daugiau i§ dviejy naujy 3° galy tam tikslui panaudojant DNR
polimerazg; (c) (b) pakopoje gauto ekstensijos produkto nikuojantj (viengrandinini)
skaidyma; (d) (c) pakopoje gauto nikuojangio skaidymo produkto pailginima, amplifikuojant
bent dalj viengrandininés taikininés nukleino rgities.

Siame isradimo jgyvendinime pateiktas biidas, kaip greitai atrinkti nikuojangiy
fermenty variantus, panaudojant lasteles-Seimininkes ir kultivavimo terpe DNR nikavimo

reakcijoje, kai naudojama superspiraliné DNR kaip substratas.

A bt e s
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TRUMPAS FIGURU APRASYMAS

Fig. 1 parodyta norimo gauti baltymo sukiirimo, skirto vietai specifiniy ir grandinei
specifiniy DNR nikuojanéiy fermenty gavimui, bendra schema.

Fig. 2 parodyti DNR nikuojan&iy varianty skryningo rezultatai, kur panaudotos lasteliy
kultiros, gautos per naktj kultivavus mutantus. Panaudojant elektroforezg agarozés gelyje
itirta 40 izoliaty (1-40). #11 ir #26 izoliatai (11 ir 26 takeliai) rodo nikuojantj aktyvuma. #36
ir #40 izoliatai (36 ir 40 takeliai) rodo tiek nikuojanti, tiek ir dsSDNR skaidantj aktyvuma. N,
nikuota ziediné DNR; L, linijiné DNR; S, superspiraliné DNR.

Fig. 3 parodyti izoliaty nikuojangio aktyvumo, analizuoto elektroforezés agarozés
gelyje blidu, skryningo rezultatai.

Fig. 3A: NtBsal (K150R/R2236G) DNR nikuojantis aktyvumas naudojant
superspiraling DNR Kkaip substrata. Nt - virSutines grandinés nikavimas. N — nikuota Ziediné
DNR; L - linijiné DNR; S — superspiraliné DNR. 1 takelis — 1 kb DNR masés Zymuo; 2 -
neskiestas lasteliy ekstraktas; 3-10 takelis — lasteliy ekstrakto dukartiniai serijiniai skiedimai;
11 takelis — superspiraliné pUC19 DNR.

Fig. 3B: Nt.Bsal (R236D) DNR nikuojantis aktyvumas naudojant superspiraling DNR
kaip substrata. 1 takelis - 1 kb DNR masés Zymuo; 2 takelis — neskiestas lasteliy ekstraktas; 3-
10 takelis — lasteliy ekstrakto dukartiniai serijiniai skiedimai; 11 takelis — pUC19 substratas;
12 takelis — N.BstNBI. N — nikuota Ziediné DNR; L - linijiné DNR; S — superspiraliné DNR.

Fig. 4 parodyta, kaip DNR nikavimo saitas gali biiti nustatytas panaudojant “run-
off’sekvenavima Nt.Bsal (R236D) nikavimo saito nustatymui.

5' GGTCTCN”NNNN 3’ (SEQ ID NO: 1)

3’ CCAGAGNNNNN 5’

Nikuotos ziedinés DNR produktas buvo gelyje idvalytas ir pateiktas

114

run-
off’sekvenavimui. Taqg DNR polimerazé prikabina adenino (A) bazg prie DNR galo (nuo
matricos nepriklausomas DNR transferazinis aktyvumas).

Fig. 5 parodyti izoliaty nikuojancio aktyvumo skryningo rezultatai.

Fig. 5A: Nt.Bsal DNR nikuojantis aktyvumas naudojant kaip substrata superspiraling
DNR. Nb rodo nikuojantj aktyvuma apatinei grandinei. 1 takelis - 1 kb DNR masés Zymuo; 2-
9 takelis — lasteliy ekstrakto dukartiniai serijiniai skiedimai nuo 4 iki 512; 10 takelis -
nN.BstNBI; 11 takelis -pUC19 DNR; 12 takelis —Bsal skaidyta DNR. N - nikuota Ziedine
DNR; L - linijiné DNR; S - superspiraliné DNR.
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5B paveikslas: DNR nikuojangio aktyvumo tyrimai naudojant lasteliy ekstrakto 10-
kartinius serijinius skiedimus. 1 takelis - 1 kb DNR masés Zymuo; 2-6 takelis - Bsal variantas
N441D/R442G; 7-11 — Bsal A(446-544); 12-16 — BsalA(440-544); 17-19 takelis — ekstraktai,
paruosti i$ lasteliy, turingiy pUC19. 20 takelis — Bsal skaidyta pUC19. 1, 7, 12, ir 17 takelis —
neskiesti Iasteliy ekstraktai; 3-6, 8-11, 13-16, 18-19 - 10-kartiniai serijiniai Iasteliy ekstrakty
skiedimai,

Fig. 6 parodyta, kaip “run-off’sekvenavimas buvo panaudotas Nb.Bsal nikavimo saito
nustatymui.

5* GGTCTCNNNNN 3’ (SEQ ID NO: 1)

3> CCAGAGNNNNN* 5°

Nikuota Ziediné DNR buvo gelyje isvalyta ir pateikta “run-off’sekvenavimui. Taq
DNR polimerazé prikabina adenino (A) baze pric DNR galo (nuo matricos nepriklausomas
DNR transferazinis aktyvumas).

Fig. 7 parodytos amino riigiiy pakaity vietos, esangios Bsal, kuriy déka jgytas DNR
viengrandininio skaidymo aktyvumas. * rodo nenupiestas aminorig§¢iy pakaity vietas. Pilno
ilgio Bsal endonukleazé turi 544 aminordgdCiy liekanas. A rodo iskritas.

Fig. 8 parodytas Bsal ir BsmBI restrikcijos endonukleaziy aminorigitiy seky
i3sidéstymo palyginimas, gautas naudojant GCG “Bestfit” programa. Kritinés Arg ® liekanos
paZzymétos uZjuodintai ir pabrauktos. Dviejy baltymy identiskos aminoriig&¢iy liekanos
paZymétos tiesia linija. PanaSiy ypatumy aminorligd¢iy liekanos pa’ymétos 1 arba 2
taSkeliais. Vir3utiné seka = BsmBI aminoriigitiy sekai (SEQID NO:31). Apatiné seka = Bsal
aminorigd¢iy sekai (SEQ ID NO:32).

Fig. 9 parodyti izoliaty nikuojangios aktyvumo  skryningo rezultatai, gauti
elektroforezés agarozés gelyje biidu.

Fig. 9A: Nb.BsmBI (R438D)DNR nikuojantis aktyvumas. 1 takelis - 1 kb DNR masés
Zymuo; 2 takelis — 1x lasteliy ekstraktas; 3-9 takelis ~ Iasteliy ekstrakto 2-kartiniai serijiniai
skiedimai(1/2, %, 1/6, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, ir 1/128); 10 takelis — pBR322 DNR; 11 takelis —
BsmBI skaidyta pBR322 DNR; 12 takelis ~N.BstNBI nikuota pBR322. N — nikuota Ziediné
DNR; L - linijiné DNR; S ~ superspiraliné DNR.

Fig. 10 parodyta, kaip kaip “run-off’sekvenavimas gali bati panaudotas Nt.BsmBI
nikavimo saito nustatymui.

Nt.BsmBI nikavimo saitas:

5" CGTCTCNANNNN 3’ (SEQ ID NO: 2)

3’ GCAGAGNNNNN 5°
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Fig. 11 parodyta, kaip “run-off’sekvenavimas gali buti panaudotas Nb.BsmBI
nikavimo saito nustatymui.

Nb.BsmBI nikavimo saitas:

5 CGTCTCNNNNN 3’ (SEQ ID NO: 2)

3’ GCAGAGNNNNN" 5’

Fig. 12 parodytas Bsal ir BsmAl restrikcijos endonukleaziy amino riigitiy seky
idsidéstymo palyginimas, gautas naudojant GCG “Bestfit” programa. Kritinés Arg (R)
lickanos pazymétos uZjuodintai ir pabrauktos. Dviejy baltymy identidkos aminorigiciy
lickanos paZymétos tiesia linija. IdentiSkos abiems baltymams aminoriagiiy lickanos
paZymétos tiesia linija. Pana$iy ypatumy aminorligd¢iy lickanos paZzymeétos 1 arba 2
tagkeliais. Virdutiné seka = BsmAI aminoriigiiy sekai (SEQ ID NO:37). Apatiné seka =
Bsal amino riigs¢iy sekai (SEQ ID NO:37).

Fig. 13 parodyti izoliaty nikuojantios aktyvumo skryningo rezultatai, gauti
elektroforezés agarozés gelyje bidu.

Fig. 13A: Nt.BsmAI (R221D)DNR nikuojantis aktyvumas. 1 takelis - 1 kb DNR
masés 2ymuo; 2, 3 takelis — pl, lasteliy ekstraktas; 3-9 takelis — pl, lasteliy ekstrakto 2-
Kartiniai serijiniai skiedimai; 10 takelis ~ neskaidytos pBR322 DNR substratas; 11 takelis —
BsmAl skaidymas; 12 takelis —N.BstNBI.

Fig. 13B: Nb.BsmAI (N415D/R416G) DNR nikuojantis aktyvumas. 1 takelis - 1 kb
DNR masés Zymuo; 2, 3 takelis - pl, lasteliy ekstraktas; 3-9 takelis — pl, lasteliy ekstrakto 2-
kartiniai serijiniai skiedimai; 10 takelis — neskaidytos pBR322 DNR substratas; 11 takelis —
BsmAl skaidymas; 12 takelis -N.BstNBI.

Fig. 14 parodyta, kaip “run-off’sekvenavimas gali biti panaudotas Nt.BsmAl
(R221D) nikavimo saito nustatymui.

Nt.BsmAI nikavimo saitas:

5° GTCTCNANNNN 3’ (SEQ ID NO: 3)

3’ CAGAGNNNNN 5’

Fig. 15 parodyta, kaip “run-off’sekvenavimas gali biti panaudotas Nb.BsmAl.
nikavimo saito nustatymui.

BsmAl nikavimo saitas:

5’ GTCTCNNNNN 3’ (SEQ ID NO: 3)

3’ CAGAGNNNNNA" 5’

Fig. 16 parodytas N.BsmAlI varianty, i3skirty panaudojant atsitikting mutageneze,

nikuojantis aktyvumas ir ju genetinis skryningas elektroforezés agarozés gelyje bidu. 2-4
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takelis — N.BsmAI izoliato #40 1x, 1/10, 1/100 lasteliy ekstrakto skiedimai; 5-7 takelis —
N.BsmAl izoliato #48 1x, 1/10, 1/100 lasteliy ekstrakto skiedimai; 8-10 takelis — N.BsmAl
izoliato #55 1x, 1/10, 1/100 lasteliy ekstrakto skiedimai; 11-13 takelis — N.BsmAI izoliato
#101 1x, 1/10, 1/100 lasteliy ekstrakto skiedimai; 14-16 takelis — N.BsmAl izoliato #197, 1x,
1710, 1/100 lasteliy ekstrakto skiedimai; 17 takelis — PBR322 DNR; 18 takelis - BsmAl
skaidyta pBR322; 19 takelis — N.BstNBI nikuota pBR322,

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Iradime apraSyta sukfirimo biido strategija apima restrikcijos  endonukleazés
atsitikting mutagenezg ir mutanty rinkinio (bibliotekos) sukiirimg. Strategijos pavyzdys gali
buti geno, koduojangio IIA/IS tipo restrikcijos endonukleazes, turintias asimetrines
atpazinimo sekas, panaudojimas. Svarbu, kad naudojant 8i buda, galima kurti nikuojanéias
endonukleazes be iSankstinio baltymo sandaros ir aktyviy saity Zinojimo. Tuo atveju, jei
mutacijos inaktyvuoja restrikcijos endonukleazés dviguba DNR skaidantj aktyvuma, tai bet
kuriam i§ fermenty nebéra apribojimy dél mutacijos padéties pirmenybés. Restrikcijos
endonukleazés skaido dsDNR (dvigrandining DNR) ir yra toksiskos lasteléms, stokojanéioms
fermento skaidymo saity apsauginio metilinimo. Todel, kuomet mutantiniy restrikcijos
endonukleaziy geny rinkinys (biblioteka) transformacijos biidu yra perneSamas | Seimininke,
neturinia savosios DNR apsauginés modifikacijos aktyvumo, tokios lastelées po
transformacijos DNR, koduojangia aktyvias restrikcijos endonukleazes, nebeidgyvena ir to
pase¢koje visi lik¢ genai, koduojantys labai aktyvius alelius, yra pa3alinami i§ mutanty pulo.

Po to gauti endonukleaziy geny mutantiniai ir laukinio tipo pulai yra restrikeigkai
skaidomi tam, kad biity gauti endonukleaziy geny fragmentai. Nors pagal i§radimo aprasyma
galima mutantinius ar laukinio tipo endonukleaziy genus skaidyti | daugiau nei du
fragmentus, taiau labiau pageidautinas yra endonukleazés geno skaidymas | du fragmentus.
Genas gali biti suskaidytas panaudojant restrikcijos endonukleazg ir suskyla i dvi dalis, kur
8iy daliy procentinis santykis gali svyruoti nuo 5/95 iki 50/50, pavyzdziui, 50/50, 55/45,
60/40, 65/35, ar 70/30.

Mutantiniy ar laukinio tipo geny skaidymo saito lokalizacija gali varijuoti nuo
centrinés padéties, kuomet skaidant gaunami du mazdaug vienodo dydzio fragmentai, iki
asimetrinés padéties, kuomet skaidant gaunami du skirtingo dydzio fragmentai. Taciau
pageidautina, kad fragmente i3likty nikavimo ar jungimosi specifiskumo domenai. Tokiu

bidu, labiau pageidautina yra skaidymo vietos centriné padétis nei periferiné.
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Po to mutantinis fragmentas yra rekombinuojamas arba liguojamas su laukinio tipo
fragmentu, kad biity gautas genas, koduojantis veiklia nikuojandia endonuklezg. Vienas i3
privalumy, gaunamy sukiirus laukinio tipo ir mutagenizuoty fragmenty pula, yra tai, kad tuo
sumazinamas mutacijy poveikis endonukleazés aktyvumui ir leidZziama endonukleazés
reaktyvacija. Biido apraiyme pirmenyb¢ teikiama tam, kad in vitro rekombinacija atlickama
po restrikcijos endonukleazés atsitiktinés mutagenezés, kur beveik pusé mutagenizuoty
(inaktyvuoty) aleliy ir laukinio tipo (wt) koduojantiy seky yra rekombinuojami in vitro
restrikcijos fragmento mainy ir ligavimo biidu.

Lastelé-Seimininké, apsaugota modifikuojant, yra transformuojama, panaudojant
liguota DNR, kuri geriau, kad biity plazmidéje arba vektoriuje. Svarbu, kad Cia parodyta, kad
visa lasteliy kultiira (Iastelés plius kultivavimo terpé) arba lasteliy lizatai gali biti tiriami
skryningo biidu ieskant individualiy transformanty DNR nikuojangio aktyvumo, kad bity
i$gauti norimi kandidatai. Mutantinius alelius galima sekvenuoti ir identifikuoti genetines
mutacijas ir aminorig&¢iy pakaitas. Papildomai, optimizuoto nikuojancio aktyvumo variantai
gali biiti sukurti panaudojant sait-nukreipta mutagenezg ty liekany, kurios pries tai skryningo
metu buvo identifikuotos.

Hibridiné restrikcijos endonukleazé yra atrenkama pagal tai, kaip ji esminiai sugeba
skaidyti specifinéje vietoje ir/arba pagal jos skaidymo specifiSkuma grandinei. Nikuojangio
skaidymo tikslu nebatina, kad dvigubos DNR 100% tik viena grandin¢ biity skaidoma, nei,
kad tik 0% antrosios grandinés biity skaidoma. Tagiau pageidautina, kad biity pasiektas kuo
didesnis nikuojangio skaidymo aktyvumo procentas, toks kaip 95% ar daugiau.

Sekantys terminai yra apradyti, atsizvelgiant { ju naudojima iSradimo apraSymo
pirmenybiniuose variantuose.

Terminu “sintetiné nikuojanti endonukleazé” nurodoma modifikuota rekombinanting
nikuojanti endonukleazé, kuri yra fragmenty mainy tarp DNR, koduojancios laukinio tipo ir
mutagenizuotg restrikcijos endonukleazg, produktas. Sintetiné nikuojanti endonukleaze
skiriasi nuo gamtinio nikuojantio antrininko maZiausiai viena aminorigStimi. Sintetiné
nikuojanti endonukleazé gali biiti toliau skiriama nuo nikuojan¢ios endonukleazes, sukurtos
pagal biida, apraSytq US patento paraidkoje 2003-148275, atsitiktine mutacija fermento C-
gale, dar tiksliau, i3kritos (delecijos) mutacija C-gale aa tarpiniame rajone.

Terminu baltymo “C-terminalinis galas” nurodoma pusé baltymo seky, prasidedan¢iy
nuo paskutinés C-terminalinés aminoriig3ties. Panasiai, N-terminalinis galas atitinka pusei

baltymo seky, prasidedangiy nuo paskutinés N-terminalinés aminorigsties.
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Terminu “mutacija” nurodoma igkrita (delecija), itarpa (insercija) aa aminoriigitiy
pakaita. Mutacija gali apimti viena aa daugiau amino ragiciy tam tikroje baltymo vietoje ir,
be to, tai gali nutikti ir daugelyje viety.

Terminu “genas” nurodoma nukleino rigd¢iy seka, koduojanti baltymg arba peptida.

Terminu “restrikcijos endonukleazé” nurodoma atitinkamame kontekste minimi
aktyviis, neaktyviis fermentai.

Terminu “inaktyvuota”, kai naudojamas restrikcijos endonukleaziy atzvilgiu,
nurodomos restrikcijos endonukleazés, kurios néra toksiskos lasteléms-$eimininkéms,
turin¢ioms nemodifikuota DNR.

Zemiau pateikiamas nikuojanéiy endonukleaziy sukiirimo biido pirmenybinés eigos
apraSymas.

1. Panaudojant restrikcijos endonukleazés geno atsitiktine mutagenezg, sukuriamas
mutantiniy endonukleaziy rinkinys (biblioteka), tam tikslui panaudojant, pavyzdZiui, linkusia
klysti atvirkSting PGR. Mutagenizuota DNR yra transformuojama | E. coli apsauginiy
metilaziy nebuvimo salygomis. DNR i¥ igyvenusiy kolonijy yra surenkama ir
amplifikuojama (pagausinama) tam, kad bity sukurtas mutantiniy plazmidziy, turingiy
inaktyvuoy endonukleziy genus, rinkinys (biblioteka). Klonuoti endonukleaziy genai, esantys
iSgyvenusiose lastelése, funkciniu poZitriu yra neveiklds, apie tai galima spresti i§ lasteliy
iSgyvenimo nesant apsauginio metilinimo.

2. In vitro atgalinis kryZminimas yra atlickamas su laukinio tipo genu, kur fragmentai
i3 mutagenizuoto pulo pakeitia atitinkama geno laukinio tipo segmenta. Tai galima pasiekti:
restrikcinio skaidymo bidu padalinant mutagenizuota geng | du fragmentus; i¥valant
restrikcijos fragmentus gelyje; liguojant mutagenizuota N-terminaling koduojangia seka su
laukinio tipo C-terminaline koduojan&ia seka; ir transformuojant liguota DNR | E. coli kaip
$eimininkeg esant apsauginéms metilazéms (gimininga ir negimininga metilaze).

3. Nikuojan¢iy endonukleaziy aptikimui atlickamas skryningas. PavyzdZiui,
individualiy transformanty lasteliy kultiiry ar lasteliy ekstrakty nikuojangiy fermenty
aktyvumas gali biiti nustatytas panaudojant atitinkamus DNR substratus, tokius kaip
superspiraliné DNR.

4. Nikuojangio fermento aktyvumo optimizacija gali bati pasiekta naudojant jame
identifikuoty aminoriigi¢iy sait-nukreipta mutagenezg, nurodyta (3). Tuo biidu galima gauti
variantus, turin¢ius skirtingas aminorligi¢iy pakaitas ir pasiZymin&ius optimizuotu
nikuojan¢io fermento aktyvumu ir minimaliu dvigrandininiu DNR skaidymu. Gali biti

identifikuotos giminingy endonukleaziy aminorigitiy liekanos, kurios po taikininés
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mutagenezés predeterminuotoje pozicijoje jtakoja nikuojantj aktyvuma, ir tokiu bidu
sukuriamas aukstesnés kokybés nikuojantis fermentas.

Aminoriigd¢iy pakaitai, paveikiantys nikuojantj aktyvuma, nurodyti (3) ir (4) auks€iau,
gali biti jterpti { izo3izomerus, neoSizomerus ar fermentus, turin€ius giminingg atpazinimo
seka ir panagia aminortigs¢iy seky sudétj.

Aukg¢iau apradyti bidai buvo panaudoti nikuojancios endonukleazeés sukiirimui i 1IS
tipo restrikcijos endonukleazés Bsal (1 pavyzdys). Bsal variantai buvo i3skirti ir nustatyti
aminoriigiiy pakaitai. Rasta, kad %ie variantai pasiZymi nikuojan¢iu aktyvumu, kuris
daugiausia pasireidkia sukeldamas triikkius dvigubos DNR virdutinéje ar apatingje grandingje
(virfuting ir apating granding nikuojantys fermentai buvo pavadinti atitinkamai Nt.Bsal ir
Nb.Bsal).

Atitinkami aminorigi¢iy pakaitai buvo jterpti { IIS tipo restrikcijos endonukleazes
BsmBI ir BsmAl, turin&ias panaSias DNR atpaZinimo sekas ir taip pat pana$ias aminoriig8¢iy
sekas. 2 pavyzdyje buvo i3skirti BsmBI nikuojantys fermentai, kurie daugiausiai sukeldavo
tritkius virSutinéje ar apatinéje grandingje (virSuting ir apating granding nikuojantys fermentai
buvo pavadinti atitinkamai Nt.BsmBI ir Nb.BsmBI). Nt.BsmBI ir Nb.BsmBI fermentai buvo
panaSiai sukurti panaudojant sait-nukreipta mutagenezg, pagrista Ziniomis apie N.Bsal
nikuojandiy varianty mutacijas. Be to, 3 pavyzdyje N.BsmAl variantai buvo i3skirti
panaudojant auki&iau apradyta sait-nukreipta mutagenezg ir genetinio skryningo metoda.

Atsitiktiné mutageneze

Atsitiktine mutagenezé gali biiti pasiekta panaudojant bet kuri Zinoma metoda
(Heitman, J. Ir Model, P., EMBO J 9:3369-3378 (1990)). PavyzdZiui, restrikcijos
endonukleazés genas gali bliti mutagenizuotas veikiant cheminiu mutagenu (natrio bisulfitu,
NH,OH, nitrozoguanidinu ir kt.), ar paveikiant mutatoriniu kamienu (MutD/MutH/MutS’,

pasizymingiu klaidingo poravimo DNR reparacijos defektu) arba veikiant lasteles, turinCias
taikininj gena UV arba Y-spinduliuote, arba paveikiant kamienu, kurio DNR polimerazé

pasizymi taisyklingo skaitymo defektu. Kaip alternatyva kiekvienas, mokantis atitinkama
metoda, gali panaudoti Ala skenavima pakeiCiant IIA/IIS tipo endonukleazés baltyme
svarbias lickanas, tokias kaip Asp, Glu, Lys, Arg liekanas, { Ala, ir po to atlickant mutantiniy
lasteliy ekstrakty DNR nikuojantio aktyvumo skryninga. Taip pat galima mutagenizuoti
taikinini gena atvirkstinés PGR biidu, linkusios klysti PGR buidu ar kitais, PGR pagristais

mutagenezés metodais, panaudojant juos po viena ar derinant, liguoti PGR produkta su
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klonavimo vektoriumi ir tada transformuoti liguota DNR i Seimininke tam, kad bty sukurtas
mutantiniy plazmidZziy DNR rinkinys (biblioteka).

Mutagenizuotos DNR klonavimas ir ekspresijos analizé

Po PGR mutagenezés mutagenizuota plazmidiné DNR gali biiti paveikta Dpnl,
skaidan¢iu Dam-metilintg matricing DNR. Po to DNR yra transformuojama i E. coli kaip i
ekspresijos Seimininke giminingy ar negiminingy metilaziy apsaugos nebuvimo salygomis.
Aktyviis mutantai, pasizymintys dsDNR skaidymo aktyvumu, yra eliminuojami, kadangi jie
dél didelio DNR pakenkimo uzmusa Seimininkg¢. MaZo aktyvumo mutantai, nuliniai mutantai,
nikavimo mutantai, mutantai su skaidymo defektu ir galintys jungtis atsiduria tarp
i8gyvenusiy transformanty. Visi transformantai yra surenkami, amplifikuojami ir paruogiama
plazmidiné DNR tam, kad bty sukurtas plazmidinés DNR rinkinys (biblioteka). Kaip
alternatyva galima panaudoti individualiy transformanty nikuojan&io aktyvumo skryninga
lasteliy kulttirose ar lasteliy ekstraktuose tam tikslui naudojant auksto istisinio skryningo
sistema.

Mutagenizuoto geno skaidymas ir rekombinacija_su_skaidyto laukinio tipo _geno

fragmentu
Mutagenizuotas genas gali biiti suskaidytas i du ar daugiau fragmenty ir atgaliniai

sukryZzmintas. Vienas budas tai atlikti yra restrikcijos fragmenty mainai ir kitas badas —
panaudoti PGR. Plazmidés DNR yra skaidoma panaudojant dvi restrikcijos endonukleazes,
vienas fermentas skaido endonukleazés gena j norimus fragmentus ir kitas fermentas skaido
vektoriy (pageidautina, kad tai biity plazmidés replikacijos rajone). Tie patys fermentai taip
pat skaido laukinio tipo (wt) plazmide | fragmentus. Skaidymo saitas restrikcijos gene
nebitinai turi biti tiksliai endonukleazés geno viduryje. Tikslus skaidymo taskas priklauso
nuo esamy restrikcijos saity paciame gene. Po restrikcinio skaidymo restrikcijos fragmentai
yra i$valomi gelyje panaudojant Zemo lydymosi agarozés gelj. wt N-terminaliné koduojanti
seka yra jungiama su mutagenizuota C-terminaline koduojangia seka. Atitinkamai,
mutagenizuota N-terminaliné koduojanti seka yra jungiama su mutagenizuota wtC- -
terminaline koduojan¢ia seka. DNR fragmentai yra liguojami ir perneSami | ekspresijos
Seimininkg apsauginio metilinimo salygomis, esant giminingai ar negiminingai metilazei.
Jeigu nikuojangio fermento aktyvumas néra letalus 3eimininkei arba, jeigu nikuojangio
fermento ekspresija yra labai kontroliuojama (represuota), gali ir nereikéti metilaziy apsaugos.
Elektroporacija — tai pirmenybinis transformacijos atlikimo badas. Taciau, transformacijai

taip pat galima naudoti ir didelio efektyvumo chemigkai kompetentingas lasteles.
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Atgalinio kryzminimo su wt koduojantia seka alternatyvus metodas yra lokalizuotos
atsitiktinés mutagenezés biidas, kurig atlikus liguojamas, pakeigiant wt restrikcijos fragmenta,
mutagenizuotas DNR fragmentas. Be to, galima mutagenizuoti dalj koduojancios sekos
linkusia klysti PGR biidu ir po to liguoti mutagenizuota fragmenta prie likusio wt DNR
fragmento.

Nikuojandio aktyvumo jvertinimas

Individualiis transformantai gali bati kultivuojami per naktj kaip maZos apimties
kultiira (pavyzdziui, 1-10 mls). I lasteliy kultdira plazmidZiy atrankai pridedama atitinkamy
antibiotiky. Visa lasteliy kultira (lastelés plius terpé) yra naudojama tiesiogiai vertinant
individualiy mutanty nikuojantj aktyvuma panaudojant superspiraling DNR kaip substrata.
Kai kurios E. coli lastelés yra lizuojamos ir jy fermentai i$laisvinami { reakcijos miini. Kaip
alternatyva, lasteliy nuosédas galima resuspenduoti ultragarsinio ardymo ar lizés buferyje.
Lasteles galima lizuoti ultragarsu, veikiant lizozimu, detergentu ar uZ3aldymu-atSildymu.
Kuomet lasteliy kultiiroje aptinkamas nikuojantis aktyvumas, po to nikuojantj aktyvuma
galima patvirtinti panaudojant ultragarsu suardytus ir nuskaidrintus lasteliy ekstraktus.

Mutantinio alelio seky nustatymas (sekvenavimas)

Kuomet patvirtinamas nikuojantis fermento aktyvumas, galima sekvenuoti visa
mutantinio alelio seka, pavyzdZiui, panaudojant didezoksi-terminatorini sekvenavima. Po to
yra identifikuojama genetiné mutacija ir aminorigiiy pakaitos. Jeigu tame paciame baltyme
randamos daugybinés aminoriigi¢iy pakaitos, individualiy amino rugciy pakeitimus galima
segreguoti panaudojant sait-nukreipta mutagenez¢ ir galima {vertinti kiekviena atskira
mutanta jo DNR nikuojangio aktyvumo atzvilgiu.

Variantuy, pasizymin&iy nikuojaniu aktyvumu, optimizacija

Kai kuriais atvejais variantai, pasiZymintys nikuojan¢iu aktyvumu, taip pat pasiZymi ir
silpnu dsDNR skaidymu. Tam, kad biity optimizuotas nikuojantis aktyvumas, identifikuota
amino rigities (aa) lickana galima paveikti panaudojant sait-nukreipta prisotinimo
mutageneze, ir tuomet idskirti variantus, kuriy kiekvienas turi vieng ar daugiau likusiy 18 aa
pakaity. Po to palyginamas visy mutanty DNR nikuojantis aktyvumas. Geriausi nikuojantys
variantai, pasizymintys minimaliu dsDNR skaidymo aktyvumu, yra atrenkami. Kai kuriais
atvejais dvi ar daugiau aa pakaity reikia tam, kad buty pasiektas optimalus nikuojantis
aktyvumas ir maksimalus specifinis aktyvumas. Kitais atvejais sutrumpinti mutantai (C-
terminalinés iskritos (delecijos) mutantai) taip pat pasizymi DNR nikuojan¢iu aktyvumu.

Panagu, kad dvi aa pakaitos su daliniais efektais gali biti pirma kartg identifikuotos dviejuose
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skirtinguose mutantuose. Kuomet dvi aa pakaitos susiderina viename mutante, tuomet
kombinuotos mutacijos gali salygoti labai aktyvy nikuojantj fermenta.

Nikuojantis fermentas dalinai i$valomas chromatografingje kolonéléje (pavyzdziui,
afiniskumo  kolonéléje, jony mainy kolonéléje) ir po to naudojamas atitinkamos
superspiralinés DNR kaip substrato nikavimui. Po to suskaidyta DNR yra tiriama “run-
off’sekvenavimo biidu tam, kad biity nustatyta nikuota grandine. Baltymo valymo
palengvinimui baltymo (peptido) tags, tokios, kaip His tags, chitina-jungian&io domeno tags
ar maltoz¢-jungiancio domeno tags, prijungiamos prie nikuojangiy fermenty C-galo. Sulietas
baltymas iSskiriamas afiniSkumo kolonéléje ir po to tags gali biiti paalintos paveikiant
proteaze ar skaidant baltyma.

Lastelés-§eimininkés

Nikuojangiy fermenty varianty skryningui bakterinés Seimininkés neapsiriboja vien tik
E. coli. Bakterijos-Seimininkeés tokios, kaip Bacillus ir Pseudomonas, gali biiti irgi panaudotos
drauge su atitinkamais klonavimo/ekspresijos vektoriais tam, kad biity gautas pakankamas
DNR transformacijos ar elektroporacijos efektyvumas. Termofiliniams fermentams gali biiti
naudojama Thermus thermophillus Seimininkés ir Thermus-E. coli perne$imo vektorius
(Wayne, J. Ir Xu, S.-y., Gene 195: 32328 (1997)). Nikuojangiy fermenty idskyrimui
naudojamus genetinio skryningo biidus galima panaudoti ir kitiems DNR skaidantiems
fermentams tokiems, kaip fago terminazé, transpozazé, rekombinaze, integrazé, intron-
koduota endonukleazé ar intein-koduota endonukleazé.

ApraSytasis pirmenybinis blidas, kaip IIA/IIS tipo restrikcijos endonukleaze, Bsal,
perdaryti | grandinei specifini nikuojantj fermenta, apémé $ias pakopas:

1. bsalR genas (pUC-BsalR) buvo mutagenizuotas panaudojant linkusia klysti
atvirk$ting PGR (25 ciklai). PGR produktas buvo suskaidytas panaudojant Xhol ir Dpnl ir
suliguotas. Liguota DNR transformacijos biidu perneita | E.coli ER2566 kompetentines
lasteles. Mutanty bibliotekoje gauta apie 2,926 iSgyvenusiy transformanty. Mutantiniy
plazmidZiy DNR i3skirta Qiagen kolon¢léje.

2. Panaudojus Pstl ir BseYl, mutagenizuotos plazmidés ir wt plazmidé buvo
suskaidytos. Pstl lokalizuotas bsalR geno viduryje ir BseYI yra pUC ColEl replikacijos
origin rajone. Du restrikcijos fragmentai i3skirti gelyje ir apkeisti su atitinkamais wt
fragmentais, liguoti ir elektroporacijos bidu pernedti i E. coli kaip i ekspresijos Seimininke.
Seimininké-recipienté turéjo BsmAl metilaze (M.BsmALI), apsaugantia $eimininkés DNR.

3. Penki ml per nakti augintos lasteliy kultiiros buvo gauti individualius

transformantus kultivuojant LB plius Ap ir Cm salygomis, 37° C temperatiiroje, purtykliéje.



17

LT 5262 B

Leétai centrifuguojant gautos lasteliy nuosédos. Desimt ol lasteliy kultiros panaudota og
superspiralinés pUC19 DNR skaidymui (nikavimui). Kuomet lasteliy kultiiroje buvo aptiktas
DNR nikuojantis aktyvumas, lasteliy nuosédos buvo resuspenduotos ultragarsinio ardymo
buferyje ir lizuotos ultragarsu. Lizatai buvo nuskaidrinti ir po to panaudoti nikuojanciy
fermenty aktyvumo lasteliy ekstrakte patvirtinimui. I§ viso skryningo biidu iStirtas 271
mutanto DNR nikuojantis aktyvumas. Penki mutantai pasizyméjo nikuojangiu aktyvumu tiek
lasteliy kultdiroje, tiek ir lasteliy ekstraktuose. Siuose penkiuose nikuojaniuose variantuose
buvo sekvenuoti bsalR aleliai. Skryningo metu buvo taip pat nustatyti keli klaidingai
pozityvils variantai. PradZioje buvo aptiktas nikuojantis aktyvumas lasteliy kultiroje, taliau
nerasta nikuojandio aktyvumo pédsaky lasteliy ekstraktuose. Sie klaidingai pozityvis
variantai buvo eliminuoti ir toliau netyrinéti.

4. Nikuojangio fermento B3 variantas turi aa pakaitas K150R ir R236G. Kitas
nikuojan¢io fermento B36 variantas taip pat turi aa pakaitas S128L ir R236G. Padaryta
ivada, kad R236G yra labiausiai tinkama aa pakaita, turinti jtakos nikuojan¢iam aktyvumui.
Kadangi dvigubi mutantai, K150R/R236G (3A pav.), S128L/R236G, ir viengubas mutantas
R236G be nikuojan&io aktyvumo dar pasiZymi tam tikru lickamuoju dsDNR skaidymo
aktyvumu (~10%), panaudojus sait-nukreipta mutagenezg, buvo sukurtas kitas viengubas
mutantas R236D. Fig. 3B parodyta, kad Bsal variantas R236D daugiausiai nikuoja
superspiraline DNR. Nikuotos DNR produktai buvo panaudoti kaip matrica “run-off”
sekvenavime nikuotai grandinei nustatyti. Fig. 4 parodyta, kad jis skaido virSuting granding ir
tai rodo staigus sekvenavimo signalo sumaZéjimas uz nikuotos (triikio) vietos. Todél N.Bsal
variantas R236D buvo pavadintas Nt.Bsal.

5. Nikuojangio fermento variantas All turi du aa pakaitus N441D ir R442G.
N441D/R442G DNR nikuojantis aktyvumas parodytas fig. SA. N441D ir R442G aa pakitimai
buvo atskirti sait-nukreiptos mutagenezés budu tam, kad biity sukurti viengubi mutantai,
turintys arba N441D, arba R442G. Varianto N441D dsDNR skaidymo aktyvumas pana3us {
wt fermento. R442G be nikuojandio aktyvumo dar pasiZymi ir kai kuriuo dsDNR skaidymo
aktyvumu.Todél dvi aa pakatos gali veikti sinergistiniu biidu,j pasiekdamos didelj nikuojantj
aktyvuma. Nikuotos DNR produktas buvo panaudotas kaip matrica “run-off’sekvenavime
nikuotai grandinei n(;statyti. Fig. 6 parodyta, kad Bsal variantas R442G. N441D/R442G
skaido apating granding ir todél jis buvo pavadintas Nb.Bsal R442G. VirSutin¢ grandiné lieka
nepaliesta ir generuoja normaliag DNR seka.

6. Nikuojangio fermento skryningo metu rasta, kad Bsal iSkritos (delecijos) variantai

taip pat pasizyméjo DNR nikuojan¢iu aktyvumu. Du iskritos variantai atsirado dél prasminio
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kodono mutacijos  stop kodona. Izoliate A26 Leud46 kodonas buvo mutaves | stop kodong
(UUA | UAR). Todél Bsal aa seka po 446 buvo itkritusi izoliate A26 A(446-544). Izoliate
A57 Glu440 kodonas buvo mutaves i stop kodong (GAR | UAR). Todél aa seka po 440 yra
iSkritusi mutante AS7 A(440-544). “run-off’sekvenavimo metu buvo nustatyta, kad delecijos
variantas A57 sukelia trikj apatinéje grandinéje. _

7. Svarbios aa pakaitos, atsakingos uz nikuojantj aktyvuma, gali bati sukeltos
izosizomere/neoSizomere ir kitose restrikcijos endonukleazése, jeigu jos turi panasia DNR
atpaZinimo seka arba turi panaSias/identiskas baltymy aa sekas. I3tyrus aa sekas, homologiski
rajonai rasti tarp Bsal, BsmAl ir BsmBI. Tos patios aa pakaitos, sukeltos BsmBI, sukiiré
Nt.BsmBI ir Nb.BsmBI nikuojan&ius fermentus. Kuomet tos pa&ios aa pakaitos buvo sukeltos
BsmAl, buvo gauti Nt.BsmAI ir Nb.BsmAl nikuojantys fermentai. Tagiau Nb.BsmAl
variantas, gautas atlikus aa liekany, atitinkan¢iy Bsal nikuojantiems fermentams, sait-
nukreiptq mutagenezg, taip pat pasizyméjo ir dsDNR skaidymo aktyvumu. Apibendrinant
galima pasakyti, kad svarbios aa pakaitos gali biiti sukeltos izo%izomeruose ar
neoSizomeruose, kuomet pastarieji pasizymi dideliu aa seky panafumu (nuo 15% iki 99% aa
seky panadumo).

Nikuojangiy fermenty panaudojimas:

1) Grandinés iSstimimo DNR amplifikacija. Panaudojant nikuojantj fermenta galima
sukelti specifinj viengrandininj triikj taikiningje DNR. Bst polimerazé ar kitos DNR
polimerazés gali pradéti naujos grandinés sintezg¢ viengrandininio trikio vietoje ir i¥stumti
nikuota granding, tuo biidu pagaminant linijinius DNR amplifikacijos produktus.

2) Geno fragmenty surinkimo rekombinantiné DNR technologija. DNR fragmentus
galima surinkti, pavyzdZiui, sukeliant imétytus trikius dvigubos DNR virSutingje ir apatinéje
grandinése tam, kad rastysi ilgi viengrandininiai (nuo 8 iki 20 nt ilgio). Komplementariis
lipnus galai gali drauge susijungti. Kadangi fragmentai yra tokie ilgi, todél daZnai galima
praleisti ligavimo pakopg ir susijungusia DNR galima naudoti tiesiogiai transformacijos,
elektroporacijos ar transfekcijos veiksmams. Nikuojantys fermentai gali biti taip pat
naudojami paruodiant viengrandininés DNR galus DNR fragmenty surinkimui { linijine ar
zieding forma.

3) Genetinio polimorfizmo nustatymas. Mazus PGR fragmentus galima amplifikuoti i3
genominés DNR. Naudojant nikuojantj fermenta, taikinyje sukeliamas viengrandininis triikis.
Po denatiiracijos, naudojant auk3to slégio skysting chromatografija, nikuota produkta galima

“perskaityti” masinés spektrometrijos biidu ir nustatyti genetinius pokygius. Nikuojantys
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fermentai gali buiti panaudoti onkogeno mutacijy nustatymui, bakterinio ar virusinio patogeno
detekcijai.

4) Dvigubos DNR, turinCios viengrandininj triikj, pakitusio migracinio mobilumo
gelyje jvertinimas. Sis ypatumas gali buiti panaudotas tiriant skirtinga/diferencing baziy
sangula (stacking) ir artimiausio kaimyno energetika (Kuhn, H. ir kt. Electrophoresis 23:
2384-7 (2002)). '

5) DNR klaidingo poravimo eksciziné reparacija gali buti tiriama paruo3us nikuotg
dvigubg DNR ar “skyléta” DNR (Wang, H.&Hays, J.B., J Biol Chem 277: 26136-42 (2002)).

Duotasis iSradimas toliau yra iliustruojamas pateikiant sekancius pavyzdzius.
PavyzdZiai pateikiami tuo tikslu, kad iSradimas biity suprantamesnis ir jais nesiekiama grieZto
apribojimo. Suprantama, kad patyr¢ tyrinétojai gali daryti nedideles 3io i3radimo
modifikacijas ir variacijas ir gali gauti ta patj rezultata. Cituoti auk3Ciau ir Zemiau darbai yra
itraukti { nuorodas. Priedo | nuorodas jtraukti Zhu ir kt. J. Mol. Biol. 337, 573-583 (2004) ir
Samuelson ir kt. Nucl Acids Res 32, 3661-3671 (2004)).

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys. Grandinei specifiniy nikuojanfiy fermenty Nt.Bsal ir Nb.Bsal
sukiirimas i§ Bsal restrikcijos endonukleazés

1. Mutantinés plazmidZiy DNR rinkinio (bibliotekos) sukiirimas

Pirmiausia bsalR genas buvo klonuotas panaudojant pUC19 tam, kad biity gauta pUC-
Bsal. Norint nustatyti wt sekos buvima, endonukleazés genas buvo sekvenuotas. bsalR genas
mutagenizuotas, panaudojant linkusios klysti atvirkstinés PGR keturias atskiras reakcijas ir
jas atliekant $iomis salygomis: 94° C - 30 sek., 55° C - 30 sek., 72° C — 4 min. 8 sek., 25
ciklai, naudojant Taq DNR polimerazg, pridéjus 2, 4, 6 ar 10 mM MgCl,, dNTF, pUC-Bsal
matricg ir 1x Thermopol buferi. PGR produktai surinkti ir i3valyti Qiagen spin kolonélése,
suskaidyti panaudojant Xhol ir Dpnl. Dpnl skaidymo déka pa3alinama Dam-metilinta DNR
matrica (laukinis tipas). Po to PGR produktai savaime ligavosi ir elektroporacijos biidu buvo
pernedti | E. coli kaip ekspresijos Seimininkg, transformantai buvo paséti Ap lék3telése.
Recipientiné $eimininké neturéjo apsauginés metiltransferazés, ir todel didelio aktyvumo wt
fermentas ar mutantinis fermentas uzmu3é lasteles-Seimininkes. Tik nuliniai mutantai, mazo
aktyvumo mutantai ar mutantai, pasiZymintys skaidymo defektu ir geru jungimosi gebéjimu,

i3gyveno 3ioje transformacijos pakopoje. Viso gauti 2936 i3gyveng transformantai, kurie buvo
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surinkti | bendra pula. Plazmidiné DNR i¥skirta i§ lasteliy pulo ir tuo bidu sukurtas
mutantinés plazmidZiy DNR rinkinys (biblioteka).

2. wt ir mutantinés plazmidZiy DNR restrikcinis skaidymas, restrikcijos fragmenty
mainai ir ligavimas

wt ir mutantinés plazmidés (~4.1 kb) buvo suskaidytos restrikcijos fermentais Pstl ir
BseYI. Kadangi Pstl lokalizavosi bsalR geno viduryje, todél, skaidant Pstl, endonukleazés
genas skilo | du lygius segmentus. BseYI lokalizavosi vektoriaus ColEI replikacijos ori
rajone. Restrikcijos fragmentai buvo idskirti Zemos lydymosi temperatiiros gelyje ir po to
iSvalyti Qiagen spin kolonélése. wt N-terminaliné koduojanti seka (wt kaire pusé) buvo
sujungta su mutagenizuota (inaktyvuota) C-terminaline koduojangia seka (mutantas desiné
pus¢) ir liguota panaudojant T4 DNR ligaze. Liguota DNR, panaudojus standartine
transformacija ar elektroporacija, buvo pernesta i E. coli kaip ekspresijos Seiminink¢ ER2683
[PACYC-BsmAlI]. Negimininga metilazé M. BsmAl (atpaZinimo seka GTCTC) modifikuoja
visus Bsal saitus lygiai taip, kaip ir papildomus giminingus saitus ir todél suteikia eimininkés
DNR apsauga. Standartiné transformacija, panaudojant chemidkai kompetentingas lasteles,
duoda mazai transformanty, todél pirmenybé¢ teikiama elektroporacijai, kaip transformacijos
badui. Transformantai buvo i3séti LB agaro lék3telése + Ap ir Cm ir inkubuoti per naktj prie
37° C temperatiiros.

3. Nikuojangiy fermenty varianty skryningas lasteliy kultiirose ir lasteliy ekstraktuose\

Pavienés kolonijos, atsiradusios po transformacijos buvo i¥sétos { 10 ml terpés,
turintios LB+ Ap ir Cm, ir augintos per naktj 37 °C temperatiiroje. Testuojant nikuojantj
aktyvuma (skaidyma), isbandytas degimties pl totalinés lasteliy kultiiros poveikis 1 pug pUC19
superspiralines DNR. Pozityvios kontrolés variante tas pats substratas veiktas skaidant
grandinei specifiniu nikuojan&iu fermentu N.BstNBI. Nikuota DNR buvo ifanalizuota
clektroforezés agarozés gelyje biidu. Kuomet izoliato kultiiros terpéje buvo nustatyta nikuota
Ziediné DNR, tuomet atitinkamas lasteliy nuosédy kiekis buvo atSildytas, lizuotas veikiant
ultragarsu ir nuskaidrintas centrifuguojant. Lasteliy ekstraktas buvo panaudotas nikuojangio
fermento aktyvumo patvirtinimui. Kai kuriais atvejais, kuomet buvo nustatomas didelis
nikuojantio fermento aktyvumas, lasteliy ekstrakta reikéjo skiesti serijiniais skiedimais.
Pavyzdziui, 2-kartinis serijinis skiedimas nuo 2-karty iki 512-karty buvo atliktas nustatant
mutantinio izoliato All (Nb.Bsal, N441D/R442G, fig. 5A) nikuojantj aktyvuma. Pirmo
skryningo metu iStyrus 160 klony, rasta, kad 11 klony pasizyméjo pozityviu nikuojangiu
aktyvumu lasteliy kultaroje, ir 3 klonai (All, A26 ir A57) buvo po to sekvenuoti ir

apibidinti. Antro skryningo metu 6 pozityviis nikuojantys aktyvumai buvo aptikti lasteliy
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kulturose ir du (B3 ir B36) buvo sekvenuoti ir apibidinti. Tie, kurie pasizyméjo tam tikru
nikuojantiu aktyvumu lasteliy kultiiroje, bet nepasiZyméjo nikuojan&iu aktyvumu lasteliy
ekstraktuose, buvo laikomi klaidingai pozityviais ir buvo atmesti. Tie variantai, kurie
pasizyméjo tam tikru nikuojanfiu aktyvumu ir aktyviu dvigrandininiu DNR skaidymu, buvo
taip pat atmesti. Tik tie variantai, kurie pasiZyméjo vyraujangiu nikuojandiu aktyvumu buvo
sekvenuojami ir toliau tiriami. Sekantys pradmenys panaudoti i3tisy bsalR aleliy, koduojanéiy
nikuojan&ius variantus, sekvenavimui:
$12248 ir S1233S (pUC universaliis jpriekiniai ir atbuliniai pradmenys)
S’CGATCTGTCTATTTCGTTCATCCA 3’ (299-313) (SEQ ID NO:4)
S’GGCAACAATTAATAGACTGGATGG 3’ (299-314) (SEQ ID NO:5)
STTTGAAATTGATTCACTAGAACAT 3’ (299-315) (SEQ ID NO:6)
S’AAGGAAACTTGTTTAAATGATAAC 3’ (299-316) (SEQ ID NO:7)
S’AGAGATACAAAATACACTGAAGAG 3’ (299-317) (SEQ ID NO:8)
1 lentelé sumuoja mutantiniy izoliaty skaiiy, baziy mutacijas, aa pakaitas ir

nikuojamg granding.

1 lentelé. Nikuojanciy fermenty variantai, gauti bsalR geno atsitiktinés mutagenezés

budu
Izoliato numeris Bazés mutacija aa pakaita Nikuojama
grandiné
All AAC|{GAC N441D/R442G Apatiné
AGA {GGA
A26 UUA j UAA Stop kodonas Nenustatyta
446
A(446-544)
AS7 GAA {UAA Stop kodonas Apatiné
440
A(440-544)
B3 AAA {AGA K150R/R236G Virsutiné
AGA { GGA
B36 UCG { UUG S128L/R236G Virsutiné
AGA { GGA
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4. aa lickany, susijusiy su fermento nikuojangiu aktyvumu, sait-nukreipta mutagenezé

Kadangi abu izoliatai B3 ir B36 turi R236G pakaitas, padaryta i$vada, kad Arg236
pakaita | Gly gali rodyti, kad 8i yra lickana yra atsakinga uZ nikuojantj fenotipa. Mes
pagrindéme, kad Sios aminoriigities (R) konversija i riigiting (D) galéty turéti dar didesne
itaka nikuojan€iam aktyvumui negu Gly pakaita. Asp buvo pasirinkta “dél jos 3oninés
grandinés neigiamo kriivio. Atlikta sait-nukreipta mutagenezé (atvirkdtine PGR) tam, kad
bty sukurti viengubi mutantai R236G ir R236D. Atvirkitinés PGR pradmenys turi ias sekas:

R236G i_priekinis pradmuo

5> TCATATACAACAGATAGAGGAGCATTTGAATACTGGGTT 3’

(SEQ ID NO:9)

R236G atbulinis pradmuo

5" AACCCAGTATTCAAATGCTCCTCTATCTGTTGTATATGA 3’

(SEQ ID NO:10)

R236D jpriekinis pradmuo

5> TCATATACAACAGATAGAGACGCATTTGAATACTGGGTT 3’

(SEQ ID NO:11)

R236D atbulinis pradmuo

5> AACCCAGTATTCAAATGCGTCTCTATCTGTTGTATATGA 3’

(SEQID NO:12)

Atvirk3tinés PGR reakcijos atliktos Siomis salygomis: 94 °c.30 sek., 55°C =30 sek.,
72°C -4 min.b 8 sek., 20 cikly, naudojant Vent DNR polimeraze, pridéjus 2, 4, ir 8mM
MgCly, dNTF, pUC-Bsal matricg ir 1x Thermopol buferj. Amplifikuoti produktai paveikti
Dpnl tam, kad biity suskaidyta matricos DNR. I¥ transformanty skryningo biidu atrinkti
viengubi mutantai, norimai mutacijai patvirtinti mutantai buvo sekvenuoti. Paruogti varianty
R236G ir R236D lasteliy ekstraktai ir patikrintas $iy varianty grandinei specifinis nikuojantis
aktyvumas. Rasta, kad R236D pasizymi vyraujan¢iu nikuojandiu aktyvumu ir labai ma%u
dsDNR skaidanéiu aktyvumu (fig. 3B). Variantai K150R/R236G (fig. 3A), R236G taip pat
nikuoja DNR, bet nedidelé dalis DNR buvo jy skaidoma ir dvigrandiniskai. Padaryta i$vada,
kad Arg236 pakaita | Glu ar Gly yra atsakinga uZ virsma i nikuojantj fermenta. Sis bandymas
parode, kad po atsitiktines mutagenezés, skirtos aa liekany, susijusiy su nikuojan&iu
aktyvumu, identifikavimui, galima daryti i§vada, kad sait-nukreipta mutageneze galima

naudoti varianty, pasizymin¢iy optimizuotu grandinei specifiniu, aktyvumu, sukarimui.
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Nikuojantis variantas N441D/R442G turi dvi aa pakaitas. Bsal varianto
N441D/R442G nikuojantis aktyvumas parodytas fig. SA. Vienguby mutanty N441D ir R442G
sukiirimui panaudota sait-nukreipta mutagenezé. Atvirk$tines PGR pradmenys turi $ias sekas:

N441D jpriekinis pradmuo

5> AGCTATATTGAAAAAGAAGACAGAAATGCCTTATTAGTAATA 3’

(SEQ ID NO:13) |

N441D atbulinis pradmuo

5> TATTACTAATAAGGCATTTCTGTCTTCTTTTTCAATATAGCT 3’

(SEQ ID NO:14)

R442G jpriekinis pradmuo

S’AGCTATATTGAAAAAGAAAACGGAAATGCCTTATTAGTAATA 3°

(SEQ ID NO:15)

R442G atbulinis pradmuo

S’ TATTACTAATAAGGCATTTCCGTTTTTCTTTTTCAATATAGCT 3’

(SEQ ID NO:16)

Atvirk3tinés PGR reakcijos atliktos Siomis salygomis: 94 °C - 30 sek., 55 °C - 30 sek.,
72 °C — 4 min. 8 sek., 20 cikly, naudojant Vent DNR polimerazg, pridéjus 2 ir 4 mM MgCl,,
dNTF, pUC-Bsal matricg ir 1x Thermopol buferj. Amplifikuoti produktai paveikti Dpnl tam,
kad buty eliminuota matricos DNR. I$ transformanty atrinkti mutantai, norima mutacijai
patvirtint atlikus DNR sekvenavimg. Variantas N441D pasizymi dsDNR skaidandiu
aktyvumu, o variantas R442G - vyraujan¢iu nikuojangiu aktyvumu. Tagiau viengubo mutanto
R442G nikuojantis aktyvumas yra maZdaug 8x maZesnis negu dvigubo mutanto
N441D/R442G. Palyginus lasteliy ekstrakty nikuojandius aktyvumus, nustatyta, kad R442G
aktyvumas yra 1 x 10° vienety/gramui drégny lasteliy, o dvigubo mutanto N441D/R442G
atitinkamai — 8 x 10° vienety/gramui drégny lasteliy. Tod¢l padaryta i3vada, kad dvigubo
mutanto N441D/R442G dvi aa pakaitos gali veikti sinergistiskai paver&iant Bsal i nikuojantj
fermenta. Fig. 7 i3vardinti visi Bsal nikuojan¢io fermento variantai iskirti gauti naudojant
atsitikting ir sait-nukreipta mutageneze.

6. I3krita (delecija) turiniy Bsal varianty, pasizymin&iy DNR nikuojan&iu aktyvumu,
i8skyrimas

Kaip parodyta 1 lenteléje, du idkrita turintys variantai A26 ir A57 buvo igskirti i§
plazmidinés DNR rinkinio (bibliotekos), gauto atsitiktinés mutagenezés bidu. A26 ir A57 turi

i3krita atitinkamai nuo 446 iki 544 ir nuo 440 iki 554. Dviejy deleciniy varianty nikuojantys
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aktyvumai parodyti 5B figliroje (7-16 takeliai). Pirma karta parodyta, kad C-terminalinés
iskritos mutacija gali paversti IIA/IIS tipo restrikcijos endonukleaz¢ | DNR nikuojantj
fermenta. AS57 poveikio déka gauta nikuota DNR panaudota kaip matrica “run-
off’sekvenavime. Nustatyta, kad A57 A(440-554) nikuoja apating granding. Todél pastarasis
buvo pavadintas Nb.BsalA(440-544). Nb.Bsalo(440-544) nikuojantis ‘aktyvumas yra
maZiausiai visa eile maZesnis negu kity nikuojanéiy varianty Nt.Bsal (R236D) ar Nb.Bsal
(N441D/R442D).

7. Nikuojan¢iy fermenty dalinis i$valymas

N.Bsal nikuojantys fermentai buvo dalinai iSvalyti chromatografiskai panaudojant
heparino Sefarozés ir DEAE Sefarozés kolonéles. Baltymai eliuoti i§ heparino Sefarozés
kolonélés panaudojant NaCl gradienta nuo 50 mM iki 1 M. Baltymai srove praéjo pro DEAE
Sefarozés kolonéle, o DNR/RNR liko prikibusios kolonélgje.

8. Siame darbe panaudoti molekulinés biologijos metodai

PGR, atvirk§tines PGR bidu atlickamos sait-nukreiptos mutagenezés eiga: PGR
salygos — 94 °C - 30 sek., 55 °C — 30 sek., 72 °C — 4 min. 8 sek., 20 — 25 ciklai, naudojant Taq
ar Vent DNR polimerazg, pridéjus 2 —10 mM MgCl;, dNTF, pUC-Bsal matrica ir 1x
Thermopol buferi. Taq DNR polimerazé naudota atvirk$tinés PGR metu vykdant atsitikting
mutagenez¢. Vent DNR polimerazé néudota atvirk3tinés PGR metu vykdant oligonukleotido-
nukreipta mutagenezg. Paveikus Dpnl, i§ amplifikuotos DNR buvo pasalinta ma\t\ricos DNR.

Plazmidinés DNR paruodimo eiga: Plazmidinés DNR paruofimui naudota Qiagen
siikinio (spin) kolonélés. Lasteliy lize, baltymy ir lastelinés DNR denatiiracija atlikta pridéjus
P1, P2 ir N3 buferiy. Nuskaidrinti supernatantai, turintys plazmiding DNR, buvo uzliejami ant
Qiagen kolonéliy ir plaunami PB ir PE buferiais. Plazmidiné DNR eliuojama su 10 mM Tris-
HCIl buferiu.

Transformacijos eiga: Chemiskai kompetentingos lastelés paruodtos veikiant
eksponentinés augimo fazés E. coli lasteles lede at3aldytu 50 mM CaCl; 30 min.
Kompetentingos lastelés sumaiSomos su plazmidine DNR ir inkubuojamos ant ledo 30 min.
Po 3-5 min. kaitinimo 37° C temperatiiroje pridedamas toks pat kiekis LB terpés. Lastelés
auginamos vieng val prie 37° C temperatiiros inkubatoriuje. Transformantai i$s¢jami j LB
agaro lek3teles pridéjus atitinkamy antibiotiky plazmidZiy selekcijai.

Elektroporacijos eiga: Elektro-kompetentingos lastelés paruostos plaunant du kartus
eksponentinés augimo fazés E. coli lasteles lede at3aldytu 10% gliceroliu (500 ml 10%

glicerolio/ lasteliy nuosédoms, gautoms i§ 1 1 Iasteliy kultiiros). Sumai3ius DNR su 100 pl
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kompetentingy lasteliy, elektroporacija vykdyta laikantis iy salygu: 1900 V, 200 Q, 25 pF,
0.1 cm kiuvete. Prie Iasteliy pridedama 1 ml LB terpés ir inkubuojama 1 val tam, kad bity
amplifikuoti transformantai. Transformantai buvo i$séti | LB Iék3teles pridéjus atitinkamy
antibiotiky (Ap, Ap plius Cm) plazmidziy selekcijai.

Lasteliy ekstrakty paruofimas: Lastelés kultivuotos per naktj 37 °C temperatiiroje
purtykléje, po to, létai centrifuguojant (1800 g), nusodintos. Lastelés resuspenduotos
ultragarsinio ardymo buferyje (50 mM Tri-HCI, pH 7.8, 10 mM B-merkaptoetanolis, 50 mM
NaCl). Lastelés lizuojamos ultragarsu, esant ideigai 4, 50 %, nutraukiant 5 kartus, naudojant
maza ultragarsinio ardymo antgalj. Lizatas nuskaidrintas centrifuguojant prie 14000 g 4°C
temperatiiroje 10 min. Supernatantas (lasteliy ekstraktas) panaudotas nikuojangio fermento
vertinimui,

Nikuojan¢io fermento vertinimas: lasteliy kultiiros arba skiesto lasteliy ekstrakto 10al
panaudota superspiralinés pUC19 DNR 1 pg skaidyti (nikuoti) 1 val 1x Bsal restrikcijos
buferyje (1% SDS, 50 % glicerolis, 0.1% BPB daZas). Nikuoti produktai perneti j nuo 0.8
iki 1 % agarozés gelj su TBE buferiu.

“Run-off’sekvenavimas ir DNR sekvenavimas: Nikuoti produktai ar gelyje idvalyti
nikuoti produktai naudoti “run-off’sekvenavimui. Sekvenavimo reakcijose naudotas “Big dye
AmpliTaq dideoxy terminator” sekvenavimo rinkinys (Applied Biosystems, Foster City, CA).
DNR seka nustatyta automatiniu sekvenatoriumi ABI373A. DNR.seka redaguota ir analizuota

panaudojant Seqed programg ir GCG programas.

2 pavyzdys. BsmBI nikuojanéiy varianty sukiirimas i§ BsmBI endonukleazés,
sait-nukreiptos mutagenezés biidu pakeifiant aa lickanas atitinkamai aa pakaitoms,
esantioms Nt.Bsal ir Nb.Bsal

Bsal ir BsmBI restrikcijos endonukleazés atpaZista panasias DNR atpaZinimo sekas
(Bsal GGTCTC; BsmBI CGTCTC) ir skaido N1/NS pasroviui. Dvi endonukleazés pasizymi
45 % panaSumu ir 34 % seky identiSkumu amino riigi¢iy lygyje (fig. 8). Pagristai manoma,
kad aa pakaitos, identifikuotos Bsal, pakeitusios Bsal endonukleazg  nikuojan&ius fermentus,
sait-nukreiptos mutagenezés biidu galéty biiti sukeltos BsmBI restrikcijos endonukleazéje ir
tai sukurty BsmBI nikuojan€ius variantus. Biitina salyga tokiam ekvivalentiniam mutacijy
perneSimui yra tai, kad du baltymai pasizyméty aa seky, aktyviy saity ir sandaros panadumu.
GCG “Bestfit” aa seky i3déstymo programos duomenimis BsmBI Arg233 lickana atitinka
Bsal Arg236 (fig. 8.). Kaip parodyta 1 pavyzdyje, Bsal endonukleazéje pakeitus Arg236 | Gly
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ar Arg236 | Asp, generuojami Bsal nikuojantys variantai (Nt.Bsal (R236D, Nt.Bsal
(R236G)). Atitinkamas BsmBI variantas R233D buvo sukurtas oligonukleotido-nukreiptos
mutagenezés (atvirkStiné PGR) budu. Atvirkstines PGR pradmenys turi sekandias sekas:

R233D jpriekinis pradmuo

5" CCTATATAATCATGATAGAGATGCTTTTATGTGGTGGTCA 3

(SEQIDNO: 17)

R233D atbulinis pradmuo

5" TGACCACCACATAAAAGCATCTCTATCATGATTATATAG 3’

(SEQ ID NO: 18)

Atvirkstiné PGR atlikta $iomis salygomis: 94 °C - 30 sek., 55 °C - 30 sek., 72 °C - 4
min., 20 cikly (DeepVent DNR polimeraze, pridéjus 2 ir 4 mM MgSO4). Amplifikuoti
produktai paveikti Dpnl ir pernedti | E.coli ER2683 [pPACYC-BsmAIM] kaip ekspresijos
$eimininke. Individualiis transformantai kultivuoti 10 m! LB + Ap ir Cm per naktj purtant 37
°c temperatiroje. Lasteliy kultiros (10 pl) buvo tiesiogiai tirtos skryningo biidu ieskant
BsmBI nikuojan&io aktyvumo. Sesi klonai skryningo biidu tirti iekant N.BsmBI nikuojangio
aktyvumo ir trys klonai parodé nikuojantj aktyvuma. Po to, kai buvo nustatytas nikuojantis
aktyvumas, lasteliy nuosédos buvo resuspenduotos ultragarsinio ardymo buferyje ir lizuotos
ultragarsu. Lasteliy liekanos buvo pasalintos centrifuguojant ir buvo tirtas Iasteliy ekstrakto
gebéjimas nikuoti (skaidyti) superspiraling pBR322 DNR. BsmBI variantas R233D
pasizyméjo DNR nikuojantj aktyvuma tiek tiriant lasteliy kultiira, tiek ir lasteliy kultiira (9B
paveikslas). Nikuotas produktas buvo gelyje idskirtas ir panaudotas kaip matrica “run-
off’sekvenavime. Nustatyta, kad BsmBI R233D nikavo virSuting granding ir todéel buvo
pavadintas Nt.BsmBI (R233D). Nikavimo saito nustatymo rezultatas parodytas 10 paveiksle.
Apatin¢ granding, kaip matrica, pagamino besitgsiantj pradmens ekstensijos produkta, kai tuo
tarpu virSutiné granding, kaip matrica, davé sutrumpinta produkta,

Bsal nikuojantys variantai Nb.Bsal (N441D/R442G) ir Nb.Bsal (R442G) turgjo aa
pakaitas N441 ir R442 vietose. Bsal endonukleazéje R442G pakaita yra esminé liekana, kuri
Bsal endonukleazg pavertia j N.Bsal nikuojantj fermenta. Atitinkama BsmBI aa liekana yra
Arg438 (Glu liekana yra prie§ Arg438, Glu437Arg438, 8 pav.). Arg438 buvo pakeista | Asp
ar Gly oligonukleotido-nukreiptos mutagenezés biidu (atvirkitine PGR). Atvirkitinés PGR
pradmenys turi $ias sekas:

R438G jpriekinis pradmuo

5" ATTCTAAGGATATAAATGAGGGAAAGTTAATTAAATTTGACACT 3°

(SEQ ID NO: 19)
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R438G atbulinis pradmuo

5’AGTGTCAAATTTAATTAACTTTCCCTCATTTATATCCTTAGAATT 3’

(SEQ ID NO: 20)

R438D jpriekinis pradmuo

S’AATTCTAAGGATATAAATGAGGATAAGTTAATTAAATTTGACACT 3

(SEQ ID NO: 21)

R438D atbulinis pradmuo

5’AGTGTCAAATTTAATTAACTTATCCTCATTTATATCCTTAGAATT 3’

(SEQ ID NO: 22)

Atvirkstiné PGR atlikta Siomis salygomis: 94 °C - 30 sek., 55 °C — 30 sek., 72°C -4 \
min., 20 cikly (DeepVent DNR polimerazé, pridéjus 2 ir 4 mM MgSOs). Amplifikuoti PGR
produktai paveikti Dpnl ir pernesti i E.coli ER2683 [pACYC-BsmAIM] kaip ekspresijos
Seimininke. Individualiis transformantai kultivuoti 10 ml LB + Ap ir Cm per naktj purtant 37
°C temperatiiroje. Lasteliy kultiros tiesiogiai tirtos skryningo biidu ieskant BsmBI
nikuojangio aktyvumo. Po to, kai buvo nustatytas nikuojantis aktyvumas, lasteliy kultros
létai centrifuguotos ir lasteliy nuosédos buvo resuspenduotos ultragarsinio ardymo buferyje ir
lizuotos ultragarsu. Lasteliy lickanos pasalintos centrifuguojant ir tirtas lasteliy ekstrakto
gebéjimas nikuoti (skaidyti) superspiraling pBR322 DNR. BsmBI variantai R438D ir R438G
pasizyméjo DNR nikuojan&iu aktyvumu tiek tiriant lasteliy kultiira, tiek ir lgsteliy kultira (fig.
9A). Nikuotas produktas buvo gelyje iSskirtas ir panaudotas kaip matrica “run-
off’sekvenavime. Nustatyta, kad BsmBI R438D nikavo apating granding ir todél buvo
pavadintas Nb.BsmBI (R438D). Nikavimo saito nustatymo rezultatas parodytas 11 figtiroje.
Virutiné grandiné liko nenikuota ir “run-off’sekvenavimas parodé ja vientisa. Apating

grandiné buvo nikuota ir “run-off’sekvenavimas staiga sustojo ties nikuota vieta.

3 pavyzdys. Grandinei specifiniy nikuojandiy fermenty Nt.Bsmal ir Nb.Bsmal
sukiirimas i§ BsmAlI restrikcijos endonukleazés sait-nukreiptos mutagenezés biidu

Bsal ir BsmAl restrikcijos endonukleazés atpaZista panaSias DNR atpazZinimo sekas
(Bsal GGTCTC; BsmAl GTCTC) ir skaido N1/N5 pasroviui. Dvi endonukleazés pasizymi
48 % aa seky panasumu ir 37 % aa seky identidkumu (fig. 12). Pagristai manoma, kad aa
pakaitos, identifikuotos Bsal, pavertusios Bsal endonukleaz¢ i nikuojancius fermentus, sait-
nukreiptos mutagenezés biidu galéty biti sukeltos BsmAl restrikcijos endonukleazéje ir tai
sukurty BsmAl nikuojandius variantus. GCG “Bestfit” aa seky iSdéstymo programos
duomenimis BsmAl Arg221 liekana atitinka Bsal Arg236 (fig. 12). Kaip parodyta |
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pavyzdyje, Bsal endonukleazéje pakeitus Arg236 | Gly ar Arg236 i Asp, sukuriami Bsal
nikuojantys variantai (Nb.Bsal (R236D, Nt.Bsal (R236G)). Atitinkamas BsmAl variantas
R221D buvo sukurtas oligonukleotido-nukreiptos mutagenezés (atvirkdting PGR) bidu.
BsmAIR genas buvo pirma karta klonuotas pUC19 vektoriuje tam, kad biity gauta pUC-
BsmAIR. Atvirk§tinés PGR pradmenys turi $ias sekas:

R221D jpriekinis pradmuo

5’ TCGTATACAAAAGATAGAGATGCATATGAATATTGGAGC 3’

(SEQ ID NO: 23)

R221D atbulinis pradmuo

5’ GCTCCAATATTCATATGCATCTCTATCTTTTGTATACGA 3’

(SEQ ID NO: 24)

Atvirk3tine PGR atlikta Siomis salygomis: 94 °C - 30 sek., 55 °C - 30 sek., 72 °C — 4
min., 20 cikly (DeepVent DNR polimerazé, pridéjus 2, 4 ir 6 mM MgSoy). Amplifikuoti PGR
produktai paveikti Dpnl ir pernesti i E.coli ER2683 [pACYC-BsmAIM] kaip ekspresijos
Seimininke¢. Individualds transformantai kultivuoti 10 ml + Ap ir Cm per naktj purtant 37 °C
temperatiiroje. Lasteliy kultiiros tiesiogiai tirtos skryningo bidu ieskant BsmBI nikuojénéio
aktyvumo. SeSiolika klony skryningo budu tirti ie$kant N.BsmBI nikuojangio aktyvumo ir 14
klony parodé nikuojantj aktyvuma. Pozityviy klony lasteliy nuosédos buvo resuspenduotos
ultragarsinio ardymo buferyje ir lizuotos ultragarsu. Lasteliy liekanos padalintos
centrifuguojant ir tirtas lasteliy ekstrakto gebéjimas nikuoti (skaidyti) superspiraline pBR322
DNR. BsmAlI varianta R221D pasizyméjo DNR nikuojandiu aktyvumu tiek tiriant lasteliy
kultiira, tiek ir lasteliy ekstrakta (fig. 13). Taip pat buvo aptiktas ir nedidelis dsDNR skaidymo
aktyvumas (fig. 13A). Nikuotas produktas buvo gelyje i3skirtas ir panaudotas kaip matrica
“run-off’sekvenavime. Nustatyta, kad BsmAI R221D nikavo virSuting grandine ir todél buvo
pavadintas Nt.BsmBI (R221D). Nikavimo saito nustatymo rezultatas parodytas 14 figiiroje.

Bsal nikuojantys variantai Nb.Bsal (N441D/R442G) ir Nb.Bsal (R442G) turéjo aa
pakaitas N441 ir R442 vietose. Bsal endonukleazéje R442G pakaita yra esminé lickana, kuri
Bsal endonukleaze pavertia | N.Bsal nikuojantj fermenta. Atitinkama BsmAlI aa liekana yra
N415 ir R416. Oligonukleotido-nukreiptos mutagenezés biidu (atvirkiting PGR) BsmAlI
endonukleazeje Asn415 buvo pakeista | Asp (N415D) ir Argd16 i Gly (R416G). Atvirkitinés
PGR pradmenys turi 3ias sekas:

N415D/R416G jpriekinis pradmuo

S’GATTATAATGAAAAAGAAGATGGAAATATAAAAGCAAACCTC 3°

(SEQ ID NO: 25)
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N415D/R416G BsmAlI atbulinis pradmuo

5" GAGGTTTGCTTTTATATTTCCATCTTCTTTTTCATTATAATC 3’

(SEQ ID NO: 26)

Atvirkdtiné PGR atlikta iomis salygomis: 94 °C - 30 sek., 55 °C — 30 sek., 72 °C — 4
min., 20 cikly (DeepVent DNR polimerazé, pridéjus 2, 4 ir 6 mM MgSOs). Amplifikuoti PGR
produktai paveikti Dpnl ir pernesti | E.coli ER2683 [pACYC-BsmAIM]‘kaip ekspresijos
$eimininke. Individualis transformantai kultivuoti 10 ml LB + Ap ir Cm per naktj purtant 37
%C temperatiiroje. Lasteliy kultiiros tiesiogiai tirtos skryningo biidu ie¥kant BsmBI
nikuojan¢io aktyvumo. Rasti 3e3i pozityviis nikuojantys aktyvumai tarp 8, tirty skryningo
biidu ieskant N.BsmBI nikuojan¢io aktyvumo. SeSiy pozityviy klony lasteliy nuosédos
resuspenduotos ultragarsinio ardymo buferyje ir lizuotos ultragarsu. Lasteliy liekanos
pasalintos centrifuguojant ir tirtas lasteliy ekstrakto gebéjimas nikuoti (skaidyti)
superspiraling pBR322 DNR. BsmAl variantas N415D/R416G pasizyméjo tieck dsDNR
skaidan¢iu, tiek ir nikuojanciu aktyvumais (fig. 13B). Kadangi BsmAlI variantas 3alia dSSDNR
skaidymo pasizyméjo ir nikuojan&iu aktyvumu, jo specifikuma grandinei galima buvo toliau
optimizuoti. BsmAI varianto N415D/R416G nikuojama grandiné buvo nustatyta “run-
off’sekvenavimo biidu. Nustatyta, kad jis nikavo apating granding, tai parodé¢ staigus
sekvenavimo piko signalo kritimas nikuotoje vietoje (fig.15). VirSutiné grandiné generavo

normaliag DNR seka.

4 pavyzdys. Grandinei specifinio nikuojanfio fermento N.Bsmal sukiirimas i$
BsmAI restrikcijos endonukleazés atsitiktinés mutagenezés ir genetinio skryningo bidu

Tam, kad biity gauta daugiau Bsmal nikuojandiy varianty atlikta bsmAIR geno
atsitiktiné mutagenezé. bsmAIR genas mutagenizuotas panaudojant linkusig klysti atvirkting
PGR Siomis salygomis: 94 °C - 30 sek., 55 °C — 30 sek., 72 °C — 4 min. 8 sek., 25 ciklai,
naudojant Taq DNR polimerazg, pridéjus 2, 4, 6, 10 mM MgCl,, dNTF, pUC-BsmAI matrica
ir 1x Thermopol buferj. PGR produktai surinkti ir iSvalyti Qiagen siikinio kolonélése,
suskaidyti panaudojant Xhol ir Dpnl. Dpnl skaidymo déka pa3alinama Dam-metilinta DNR
matrica. Po to PGR produktai savaime ligavosi ir elektroporacijos bidu buvo pernesti | E. coli
kaip ekspresijos 3eimininke, transformantai buvo paséti Ap lék3telése. Recipientiné
Jeimininké neturéjo apsauginés metilazés, ir todél didelio aktyvumo wt fermentas ar
mutantinis fermentas uZzmu$é lasteles-3eimininkes. Tik nuliniai mutantai, maZo aktyvumo
mutantai ar mutantai, pasiZymintys skaidymo defektu ir geru jungimosi gebéjimu, iSgyveno

Sioje transformacijos pakopoje. Viso gauta apie 3,600 idgyvenusiy transformanty, kurie buvo
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surinkti | bendra pula. Plazmidiné DNR i3skirta i¥ lasteliy pulo ir tuo budu sukurtas
mutantinés plazmidinés DNR rinkinys (biblioteka).

BsmAI wt ir mutantinés plazmidés (~3.9 kb) buvo suskaidytos restrikcijos fermentais
Pstl ir BseYI. Pstl lokalizavosi bsmAIR geno viduryje ir todél, skaidant Pstl, endonukleazés
genas skilo | lygius segmentus (43% ir 57 %). BseYI lokalizavosi vektoriaus ColEIl
replikacijos origin rajone. Restrikcijos fragmentai buvo i$skirti Zemos lydymosi temperatiros
gelyje ir po to iSvalyti Qiagen stkinio kolonélése. wt N-terminalin¢ koduojanti seka (wt kaire
pus¢) buvo sujungta su mutagenizuota (inaktyvuota) C-terminaline koduojangia seka
(mutantiné de§ihé puse) ir liguota panaudojant T4 DNR ligaze. Priedingai, mutagenizuota
(inaktyvuota) N-terminaliné koduojanti seka (mutantiné kairé pus¢) buvo sujungta su wt C-
terminaline koduojania seka (wt desiné pusé) ir liguota panaudojant T4 DNR ligaze. Liguota
DNR, panaudojus elektroporacija, buvo perneita i E. coli kaip ekspresijos Seimininkg ER2683
[PACYC-BsmAI]. Gimininga metilazé¢ M.BsmAl suteiké 3eimininkés DNR apsauga.
Transformantai buvo i3séti LB agaro lekdtelese + Ap ir Cm ir inkubuoti per naktj 37 °C
temperatiiroje.

Transformanty pavienés kolonijos, buvo i3sétos j 10 ml terpés, turindios LB + Ap ir
Cm, ir augintos purtykléje per naktj 37° C temperattiroje. Testuojant nikuojantj aktyvuma,
iSbandytas de3imties pl totalinés lasteliy kultiros poveikis 1 pug pUC19 superspiralinés DNR.
Nikuota DNR buvo i8analizuota elektroforezé agarozés gelyje bidu. Kuomet tam tikro
izoliato kultlros terpéje buvo aptikta nikuota Ziediné DNR, tuomet 10 ml lasteliy nuosédy
buvo surinktos greitai centrifuguojant. Lasteliy nuosédos resuspenduotos ultragarsinio
ardymo buferyje ir lizuotos veikiant ultragarsu. Nuskaidrintas supernatantas (Iasteliy
ekstraktas) buvo panaudotas nikuojan&io fermento aktyvumo patvirtinimui. Viso istirta 24
transformanty skryningo biidu ieSkant nikuojan&io aktyvumo. Trys klonai (#48, #100, #234)
*pasiZyméjo pozityviu nikuojantiu aktyvumu tiek lasteliy kultiroje, tiek ir lasteliy
ekstraktuose. Plazmidiné DNR i3skirta i¥ iy trijy izoliaty, ir bsmAIR alelis sekvenuotas
naudojant pUC universalius pradmenis ir vietoje pagamintus pradmenis: Pradmenys turéjo
Sias sekas:

5’GAAGTTATTTATGAACTTGAATCA 3’ (303-023) (SEQ ID NO:27)

STTAATTTCTGGAGTTTACCGAGAT 3’ (303-024) (SEQ ID NO:28)

BsmAlI nikuojantis variantas #48 turi 59-aa C-terminaling iskrita (delecija), atsiradusia
del stop kodono jtarpos vietoje kodono 394 [#48N.BsmAI A(394-465)] (ziiir. 16 paveiksla, 5-
7 takeliai). Kitas BsmAl nikuojantis variantas #100 turi dvi aa pakaitas Nt.BsmAl
(R221H/K287N). Kaip parodyta 3 pavyzdyje, N.BsmAIl variantas R221D yra viruting
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granding nikuojantis fermentas (Nt.BsmAl). Atitinkamai rezultatui, pateiktam 3 pavyzdyje,
atsitiktinés mutagenezés biidu taip pat nustatyta, kad R221 yra kritiné liekana, susijusi su
konversija i nikuojantj fermenta. K287N pakaitos indélis | nikuojantj aktyvuma dvigubame
mutante, matomai, yra minimalus.

Kadangi pirmojo genetinio skryningo metu identifikuoti trys BsmAI nikuojantys
variantai (#48, #100 ir #234) ir $ie trys fermentai pasizyméjo taip pat ir tam tikru dsDNR
skaidymo aktyvumu, todel atliktas antrasis genetinis skryningas tam, kad bity i3skirta
daugiau nikuojanéiy varianty. BsmAI wt ir mutantinés plazmidés (~3.9 kb) buvo suskaidytos
restrikcijos fermentais BsrGI ir BseYI. BsrGl lokalizavosi bsmAIR geno viduryje ir todél,
skaidant BsrGl, endonukleazés genas skilo | du segmentus (56% ir 44 %). BseYI lokalizavosi
vektoriaus ColEI replikacijos origin rajone. Restrikcijos fragmentai buvo isskirti Zemos
lydymosi temperatiiros gelyje ir po to idvalyti Qiagen siikinio kolonélése. wt N-terminaliné
koduojanti seka (wt kairé pusé) buvo sujungta su mutagenizuota (inaktyvuota) C-terminaline
koduojangia seka (mutantiné desiné pusé) ir liguota panaudojant T4 DNR ligaze. Priesingai,
mutagenizuota (inaktyvuota) N-terminaliné koduojanti seka (mutantiné kairé pusé) buvo
sujungta su wt C-terminaline koduojan&ia seka (wt desiné pusé) ir liguota panaudojant T4
DNR ligazg. Liguota DNR, panaudojus elektroporacija, buvo pernedta | E. coli, kaip
ekspresijos $eiminink¢ ER2683 [PACYC-BsmAl]. Gimininga metilazé M.BsmAI suteiké
Seimininkés DNR apsauga. Transformantai buvo i§séti LB agaro lék3telése + Ap ir Cm ir
inkubuoti per naktj 37° C temperatiiroje. Skryningo biidu testuojant DNR nikuojantj
aktyvuma, i$bandytas 240 transformanty lasteliy kultiry poveikis pUC19 superspiralinei
DNR. Sesiolika bandiniy pasizyméjo DNR nikuojan&iu aktyvumu. Véliau i DNR nikuojantj
aktyvuma patvirtino lasteliy ekstrakty tyrimai, ir keturi aktyviausi variantai (#40, #55, #101 ir
#197) buvo atrinkti. DNR sekvenavimui. N.BsmAlI varianty DNR nikuojantis aktyvumas,
nustatytas antrojo genetinio skryningo metu, parodytas 16 paveiksle (#40, 2-4 takeliai; . #55,
8-10 takeliai; #101, 11-13 takeliai; #197, 14-16 takeliai). aa pakaitos ar delecija, esandios

N.BsmAI nikuojang&iuose variantuose, parodyti Zemiau 2 lenteléje:

2 lentelé. aa pakaitos ar delecija, esanfios N.BsmAl nikuojan¢iuose variantuose

Izoliato numeris Kodono aa Nikuojama
Pakeitimas pakaita/delecija grandiné
#48 (1 skryningas) UAU { UAA | A(394-465) nenustatyta
#100 CGU { CAU | R221H/K287N virSutiné
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(1 AAA [AAC
skryningas)

#40 (2 AAC {UAC | N349Y Virdutiné
skryningas)

#55 (2 UGG { UGU | W8C/G207E - virSutiné
skryningas) GGA | GAA

#101(2 AAG {UAG | A(362-465) vir§utiné
skryningas)

#197 CCCiCAC | P26H/W302L/R3 vir§utiné

¥ UGG jUUG | 86S
skryningas) CGU { AGU

Delecinis variantas #101A(362-465) ir mutantinis variantas #197 pasizyméjo
nikuojantiu aktyvumu, nustatytu atliekant riboto skaidymo testg (1/100 skiedimas 16
figiiroje). Naudojant didelg fermento koncentracija, aptiktas dsDNR skaidymo aktyvumas.
Todel nikuojantis aktyvumas gali biiti optimizuotas vykdant Arg386 mutageneze, pavyzdziui,
i3skiriant R386D ar R386E. Be to, aa pakaitos, identifikuotos atsitiktinés mutagenezés biidu,
gali biti kombinuojamos siekiant gauti dvigubus ar trigubus mutantus, pavyzdziui, i¥skiriant
N349Y/R386S, G207E/R386S ar G207E/N349Y/R386S. Dvigubus ar trigubus mutantus

galima sukurti oligonukleotido-nukreiptos PGR mutagenezés biidu.

S pavyzdys. IIA/IIS tipo restrikcijos endonukleazés lokalizuota atsitiktiné
mutagenezé, skirta grandinei specifiniy nikuojandiy fermenty gavimui

Panaudojant restrikcijos fermentus, IIA/IIS tipo restrikcijos endonukleazés genas gali
buti skaidomas | du fragmentus, viena fragmenta, koduojantj N-terminalines aa, ir kita,
koduojantj C-terminalines aa. Vidinis restrikcijos saitas gali biiti lokalizuotas koduojanéios
sekos viduje nuo 5% iki 95% reliatyvioje pozicijoje skaitant nuo pirmojo startinio kodono.
DNR N-terminalinis koduojantis fragmentas ar C-terminalinis fragmentas gali bati klonuoti j
ekspresijos vektoriy. N-terminaliné koduojanti DNR gali biiti mutagenizuota atsitiktinés
mutagenezés blidu. Po restrikcinio skaidymo, gavus atitinkamg fragmenta, mutagenizuotas
fragmentas gali biiti liguotas su wt C-terminaliniu koduojanéiu fragmentu /vektoriumi ir tokia
liguota DNR gali buti panaudota premodifikuotos ar nemodifikuotos Seimininkés

transformacijai. IeSkant nikuojan¢iy fermenty varianty galima atlikti transformanty lasteliy
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kulttiry ar Iasteliy ekstrakty skryninga. Kaip alternatyva, C-terminaliné koduojanti DNR gali
biiti mutagenizuota atsitiktinés mutagenezés biidu. Po restrikcinio skaidymo atitinkamy
flankuojanéiy restrikcijos saity gavimui mutagenizuotas fragmentas gali biiti liguotas su wt N-
terminaliniu  koduojangiu  fragmentu/vektoriumi ir tada liguota DNR naudojama
premodifikuotos Seimininkés transformacijai. Ie3kant nikuojanéiy fermenty varianty
atliekamas transformanty lasteliy kulttry ar lasteliy ekstrakty skryningas; Po nikuojan&iy
varianty i$skyrimo atlickamas nikuojamo saito ir nikuojamos grandinés nustatymas, tam

tikslui naudojant atitinkama DNR substrata.

6 pavyzdys. IIA/IIS tipo restrikcijos endonukleazés dalies geno atsitiktiné
mutagenezé, skirta grandinei specifiniy nikuojanciy fermenty gavimui

Galima klonuoti wt IIA/IIS tipo restrikcijos endonukleazés gena | plazmide ir
replikuoti plazmide lasteléje-Seimininkéje, turingioje apsauging metilazg. Galima klonuoti dalj
restrikcijos endonukleazés geno (restrikcijos fragmentas, atitinkantis nuo 5% iki 95 % viso
geno) ir tada, panaudojant linkusig klysti PGR ar kitus atsitiktinés mutagenezés biidus,
galima 3j sub-fragmenta mutagenizuoti. Po restrikcijos skaidymo tam, kad buty gauti
atitinkami  restrikcijos galai, mutagenizuotas fragmentas yra liguojamas su wt
DNR/vektoriumi pakeigiant atitinkama wt rajona. Liguota DNR naudojama Seimininkes,
turindios ar neturin¢ios apsauging metilaze, transformacijai. Transformanty lasteliy kultGrose

galima atlikti nikuojan&iy varianty skryninga.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Grandinei specifinés nikuojancios endonukleazés sukiirimo blidas, besiskiriantis
tuo, kad apima:

(a) pirmosios lasteliy-Seimininkiy, kurios neturi metilaziy apsaugos, populiacijos -
transformacija plazmideémis, turintiomis atsitiktinai mutagenizuota restrikcijos endonukleazés
gena;

(b) (a) pakopoje gauty transformuoty lasteliy-Seimininkiy kultivavima ir plazmidZiy
i8skyrima;

(¢) (a) pakopoje nurodyto mutagenizuoto restrikcijos endonukleazés geno ir
atitinkamo laukinio tipo restrikcijos endonukleazés geno skaidyma j fragmentus;

(d) laukinio tipo ir mutagenizuoto endonukleazés restrikcijos geny (c) pakopoje gauty
fragmenty in vitro atgalinj kryZminima ir liguoto geno gavima;

(¢) (d) pakopoje gauto liguoto geno ekspresuojamo baltymo grandinei specifinio
nikuojangio aktyvumo nustatyma; ir

(f) sukurtos grandinei specifinés nikuojandios endonukleazés identifikavima.

2. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad restrikcijos endonukleazés geno (c)
pakopoje nurodytas skaidymas atliekamas panaudojant restrikcijos endonukleazes skaidyma ir

kur restrikcijos endonukleazés geno fragmentai i§valomi agarozés gelyje.

3. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (d) pakopa toliau apima: antrosios
lasteliy-Seimininkiy populiacijos transformacija liguotu genu, kur transformantai yra

apsaugoti giminingy ir negiminingy metilaziy.

4. Budas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad toliau apimantis individualiy

transformanty kolonijy auginima,

5. Budas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad ie$kant nikuojandio aktyvumo

kolonijy individualaus skryningo metu kaip substratas naudojama superspiraliné DNR.

6. Biidas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad individualaus skryningo pakopoje

naudojamos visos lastelés lasteliy kultiroje arba lasteliy ekstraktas.
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7. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (f) pakopa toliau apima mutacijy

vietos ir tipo nustatyma nikuojan¢ia endonukleaze koduojan&ioje DNR.

8. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas restrikcijos

endonukleazés genas turi iSkritg (delecija), jtarpa ar vieno ar daugiau nukleotidy pakaita.

9. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas genas turi

daugybines mutacijas.

10. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas genas turi vieng

mutacija.

11. Buidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad restrikcijos endonukleazés genas
koduoja baltyma, turintj C-terminalinj galg ir N-terminalinj gala, kur viena ar daugiau

mutacijy lokalizuotos C-terminaliniame gale.

12. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas genas turi nuo 3 iki

600 nukleotidy ilgio i¥krita (delecija).

13. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (a) pakopoje nurodytas lasteliy-
$eimininkiy paruodimas yra pasirenkamas i§ gram-neigiamy ar gram-teigiamy bakterijy-

Seimininkiy.

14. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (a) pakopoje nurodytas Iasteliy-

Seimininkiy paruoimas yra pasirenkamas i3 E. coli ar Bacillus kamieny.

15. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad toliau apima: mutacijos, esan¢ios
nikuojantioje endonuklezéje, identifikavimg lyginant su laukinio tipo restrikcijos
endonukleaze, i¥ kurios ji kilo, ir mutacijos jterpima sait-nukreiptos mutagenezés bidu

restrikcijos endonukleazés izoSizomerg ar neo3izomera.

16. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad toliau apima papildomos mutacijos

iterpima | nikuojangia endonuklezg¢ (f) pakopoje apradytu biidu, panaudojant sait-nukreipta
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mutagenezg, nikuojantio aktyvumo padidinimui ar dvigrandininio DNR skaidymo aktyvumo

sumazinimui, ar abiem tikslais.

17. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad mutagenizuotas restrikcijos

endonukleazés genas yra IIA tipo endonukleazés genas.

18. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad nikuojanti endonukleazé¢ yra

termofiliné nikuojanti endonukleazé.

19. Budas pagal 17 punkta, besiskiriantis tuo, kad restrikcijos endonukleazé yra Bsal,

BsmAlI, BsmBI ar jy neoSizomerai, ar izo§izomerai.

20. Bidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (f) pakopa toliau apima

nikuojancios endonukleazés specifiSkumo dvigubos DNR grandinei nustatyma.

21. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (d) pakopos nikuojanti

endonukleazé yra virSuting granding nikuojanti endonukleazé.

22. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (d) pakopos nikuojanti

endonukleazé yra apating granding nikuojanti endonukleazé.

23. Nikuojanti endonukleaze, sukurta biidu pagal 1 punkta.

24. Nikuojanti endonukleaze, apimanti modifikuota rekombinanting Bsal.

25. Nikuojanti endonukleaze, apimanti modifikuota rekombinanting BsmAl.

26. Nikuojanti endonukleaze, apimanti modifikuota rekombinanting BsmBI.

27. Vieno ar daugiau sait-specifiniy viengrandininiy triikiy jterpimo | pasirinktas
dvigubos DNR grandines biidas, besiskiriantis tuo, kad apima: dvigubos DNR skaidyma

panaudojant nikuojancia endonukleaze, sukurta biidu pagal 19 punkta ir ilaikant salygas,

palankias nikuojanéio aktyvumo pasirei3kimui.
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28. Taikininés sekos amplifikacijos biidas, besiskiriantis tuo, kad apima:

(a) viengrandininio nukleino rigdties fragmento, turin&io taikining seka ir turingio 5’
galg ir 3’ gala, gavima;

(b) SDA amplifikacijos pradmens prijungima prie fragmento 3’ galo taip, kad
pradmuo sudaryty 5’ viengrandining uZlaida, amplifikacijos pradmeni, apimantj nikuojangios
endonukleazés, sukurtos pagal 1 apibréZztj, atpaZinimo/skaidymo saita; ir

(c) ant fragmento esan¢io amplifikacijos pradmens pailginima, kai néra derivatizuoto
ar pakaitinio dezoksinukleozido trifosfato, ir, kai yra: (1) DNR polimerazé, pasiZyminti
granding i$stumian¢iu aktyvumu ir neturinti 5°-3’ egzonukleazés aktyvumo, ir (2) keturi
dezoksinukleozido trifosfatai; ir

(d) amplifikuotos dvigrandininés taikininés sekos nikavima, panaudojant nikuojandia
endonukleazg, pailginama nuo triikio vietos naudojant DNR polimerazg, tuo biidu i$stumiant
pirmaja naujai sintezuotg granding nuo fragmento ir generuojant antraji ekstensijos produkta,
apimantj antraja naujai sintezuota granding; ir nikavimo, pailginimo ir i3stimimo pakopy

kartojimg taip, kad biity amplifikuota taikininé seka.

29. Fermento, pasiZymingio bent vienu modifikuotu specifikumu substratui ir
aktyvumu, sukiirimo biidas, besiskiriantis tuo, kad apima:

(a) atsitiktinai mutagenizuotos DNR rinkinio (bibliotekos) sukiirima, kur rinkinys turi
vieng ar daugiau geny, koduojan¢iy visa ar mutantinio geno dalj, kur mutantinis fermentas yra
i§ esmés inaktyvus, kur i§ esmés inaktyvus fermentas turi N-terminalinj galg ir C-terminalini
gala, kur inaktyvacija yra atsiradusi dél mutacijos, esan&ios laukinio tipo fermento N-
terminaliniame gale ar C-terminaliniame gale;

(b) vieno ar daugiau geny, ekspresuojangiy inaktyvig endonukleaze, skaidyma i bent
pirma ir antrg fragmentus, kur pirmasis fragmentas koduoja fermento C-terminalinj galg ir,
kur antrasis fragmentas koduoja fermento N-terminalinj gala;

(c) ligavima fragmenty, parinkty i§: pirmojo fragmento ir tre¢iojo fragmento,
koduojanéio laukinio tipo fermento N-terminalini gala; antrojo fragmento ir ketvirtojo
fragmento, koduojancio laukinio tipo fermento C-terminalinj gala; arba abiejy pirmojo ir
antrojo fragmenty su atitinkamai tre¢iuoju ir ketvirtuoju fragmentais; ir

(d) liguotos DNR ekspresija lasteléje-Seimininkéje tam, kad biity gautas fermentas,

pasizymintis modifikuotu specifiSkumu substratui ir aktyvumu.

30. Taikininés nukleino riigities amplifikavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad apima:
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(a) dvigrandininés taikininés nukleino riigities bent vienos grandinés viengrandininj
skaidyma (nikavima) daugelyje viety panaudojant nikuojantj fermenta, sukurta pagal 1 punkta
tam, kad susidaryty maziausiai du nauji 3’ terminaliniai galai;

(b) vieno ar daugiau i§ maZiausiai dviejy naujy 3’ terminaliniy galy pailginima
panaudojant DNR polimerazg;

(c) ekstensijos produkto, gauto (b) pakopoje, nikavima; ir

(d) nikavimo produkto, gauto (c¢) pakopoje, pailginima amplifikuojant bent dalj

taikininés nukleino rtigsties grandinés.

31. Nikuojancio fermento varianty greito skryningo bidas, besiskiriantis tuo, kad
DNR nikavimo reakcijoje naudojamos lasteles-Seimininkés plius kultivavimo terpé drauge su

superspiraline DNR kaip substratu.
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<211> 39

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 11
tcatatacaa cagatagaga cgcatttgaa tactgggtt

<210> 12

<211> 39

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 12
aacccagtat tcaaatgegt ctctatctgt tgtatatga

<210> 13

<211> 42

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 13

agctatattg aaaaagaaga cagaaatgcc ttattagtaa ta

<210> 14

<2l1> 42

<212> DNR
<213> neZinomas

39

39

39

39

42
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<220>
<223> pradmuo

<400> 14
tattactaat aaggcatttc tgtcttctit ticaatatag ct

<210> 15

<211> 42

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 15
agctatattg aaaaagaaaa cggaaatgcc (tattagtaa ta

<210> 16

<211> 42

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 16
tattactaat aaggcatttc cgttttcttt ticaatatag ct

<210> 17

<211> 39

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 17
ctatataatc atgatagaga tgcttttatg tggtggtca

<210> 18

<211> 39

<212> DNR
<213> neZinomas

<220> 7
<223> pradmuo

<400> 18
tgaccaccac ataaaagcat ctctatcatg attatatag

<210> 19

<211> 45

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 19
aattctaagg atataaatga gggaaagtta attaaatttg acact

42

42

42

39

39

45

LT 5262 B



<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 25
galtataatg aaaaagaaga tggaaatata aaagcaaacc tc

<210> 26

<211> 42

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 26
gaggtttgct tttatatttc catcttcttt ttcattataa tc

<210> 27

<211> 23

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 27
ggtetegegg tatcattgea gea

<210> 28

<211> 20

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<220>

<221> jvairiis poZymiai

<222> (16)..(16)

<223> polimerazés pagalba pridétas nukleotidas

<220>

<221> jvairis poZymiai
<222> (17)..(20)
<223> n=ga,cort

<400> 28
tgctgeaatg ataccgannn

<210> 29

<211> 21

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 29

42

23

20

42
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<210> 20

<211> 45

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 20
agtgtcaaat ttaattaact ttccctcatt tatatcctta gaatt

<210> 21

<211> 45

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 21
aatictaagg atataaatga ggataagtta attaaatttg acact

<210> 22

<211> 45

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 22
agtgtcaaat ttaattaact tatcctcatt tatatcctta gaatt

<210> 23

<211> 39

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 23
tcgtatacaa aagatagaga tgcatatgaa tattggagc

<210> 24

<211> 39

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<400> 24
getecaatat tcatatgceat ctetatcttt tgtatacga

<210> 25
<211> 42
<212> DNR

45

45

45

39

39
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cgtgggtcte geggtatcat t 21

<210> 30

211> 19
<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<220>

<221> jvairlis poZymiai

<222> (16)..(16)

<223> polimerazés pagalba pridétas nukleotidas

<220>

<221> jvairlis poZymiai
<222> (17).(19)
<223> n=ga,cort

<400> 30
cgtgggtete geggtannn 19

<210> 31

<211> 524
<212> PRT
<213> nezinomas

<220>
<223> Bacillus stearothermophilus 6-55

<400> 31
Ala Glu Tyr Gly Gln Gly His Pro Ile Phe Leu Glu Tyr Ala Glu Gln
1 5 10 15

Ite Ile GIn His Lys Glu Tyr Gln Gly Met Pro Asp Leu Arg Tyr Pro
20 25 30

Asp Gly Arg lle GIn Trp Glu Ala Pro Ser Asn Arg Lys Ser Gly Ile
35 40 45

Phe Lys Asp Thr Asn Ile Lys Arg Arg Lys Trp Trp Glu Gln Lys Ala
50 55 60

Ile Ser lle Gly Ile Asp Pro Ser Ser Asn Gln Trp Ile Ser Lys Thr
65 70 75 80

Ala Lys Leu Ile His Pro Thr Met Arg Lys Pro Cys Lys Lys Cys Gly
85 90 95

Arg Ile Met Asp Leu Arg Tyr Ser Tyr Pro Thr Lys Asn Leu lle Lys
100 105 110

Arg lle Arg Lys Leu Pro Tyr Val Asp Glu Ser Phe Glu Ile Asp Ser
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1S 120 125

Leu Glu His lle Leu Lys Leu Ile Lys Arg Leu Val Leu Gin Tyr Gly
130 135 140

Asp Lys Val Tyr Asp Asp Leu Pro Lys Leu Leu Thr Cys Lys Ala Val
145 150 155 160

Lys Asn lle Pro Arg Leu Gly Asn Asp Leu Asp Thr Trp Leu Asn Trp
165 170 175

Ile Asp Ser Val Tyr Ile Pro Ser Glu Pro Ser Met Leu Ser Pro Gly
180 185 190

Ala Met Ala Asn Pro Pro Asp Arg Leu Asp Gly Phe His Ser Leu Asn
195 200 205

Glu Cys Cys Arg Ser His Ala Asp Arg Gly Arg Trp Glu Lys Asn Leu
210 215 220

Arg Ser Tyr Thr Thr Asp Arg Arg Ala Phe Glu Tyr Trp Val Asp Gly
225 230 235 240

Asp Trp Val Ala Ala Asp Lys Leu Met Gly Leu Ile Arg Thr Asn Glu
245 250 255

Gln Ile Lys Lys Glu Thr Cys Leu Asn Asp Asn His Pro Gly Pro Cys
260 265 270

Ser Ala Asp His Ile Gly Pro Ile Ser Leu Gly Phe Val His Arg Pro
275 280 285

Glu Phe GIn Leu Leu Cys Asn Ser Cys Asn Ser Ala Lys Asn Asn Arg
290 295 300

Met Thr Phe Ser Asp Val Gln His Leu Ile Asn Ala Glu Asn Asn Gly
305 310 315 320

Glu Glu Val Ala Ser Trp Tyr Cys Lys His Ile Trp Asp Leu Arg Lys
325 330 335

His Asp Val Lys Asn Asn Glu Asn Ala Leu Arg Leu Ser Lys Ile Leu
340 345 350

Arg Asp Asn Arg His Thr Ala Met Phe Ile Leu Ser Glu Leu Leu Lys
355 360 365

Asp Asn His Tyr Leu Phe Leu Ser Thr Phe Leu Gly Leu GIn Tyr Ala
370 375 380
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Glu Arg Ser Val Ser Phe Ser Asn Ile Lys Ile Glu Asn His Ile Ile
385 390 395 400

Thr Gly Gln Ile Ser Glu Gln Pro Arg Asp Thr Lys Tyr Thr Glu Glu
405 410 415

rd

Gln Lys Ala Arg Arg Met Arg lle Gly Phe Glu Ala Leu Lys Ser Tyr
420 425 430

Ile Glu Lys Glu Asn Arg Asn Ala Leu Leu Val Ile Asn Asp Lys lle
435 440 445

Ile Asp Lys Ile Asn Glu Ile Lys Asn Ile Leu Gln Asp Ile Pro Asp
450 455 460

Glu Tyr Lys Leu Leu Asn Glu Lys Ile Ser Glu GIn Phe Asn Ser Glu
465 470 475 480

Glu Val Ser Asp Glu Leu Leu Arg Asp Leu Val Thr His Leu Pro Thr
485 490 495

Lys Glu Ser Glu Pro Ala Asn Phe Lys Leu Ala Arg Lys Tyr Leu Gln
500 505 510

Glu Ile Met Glu Ile Val Gly Asp Glu Leu Ser Lys
515 520

<210> 32

<211> 525
<212> PRT
<213> neZinomas

<220>
<223> Bacillus stearothermophilus NUB36

<400> 32
Ala Lys Tyr Gly Arg Gly Lys Phe Leu Pro His Gln Asn Tyr Ile Asp
1 5 10 N B

Tyr Met His Phe Ile Val Asn His Lys Asn Tyr Ser Gly Met Pro Asn
20 25 30

Alalle Gly Glu Asp Gly Arg Ile Asn Trp Gln Val Ser Ser Gly Lys
35 40 45

Thr Thr Ser Phe Tyr Glu Tyr Tyr Gln Ala Arg Phe Glu Trp Trp Glu
50 55 60

Lys Lys Ala Asp Glu Leu Asn Leu Pro Gly Thr Gly Asn Ser Asn Lys

LT 5262 B



65 70 75 80

Arg Phe Ser Leu Ala Ala Arg Leu Ile His Pro Thr Gly GIn Arg Pro
85 90 95

Cys Arg Leu Cys Gly Lys Tyr Gln Tyr Val Gly Tyr Met Tyr Val Ser
100 105 110

His Asn Leu Tyr Lys Arg Trp Ser Lys Ile Thr Gly Arg Glu Asp Leu
115 120 125

~N

Phe Phe Lys Lys Gln Asn Ile Ile Glu Ala Ala Asn Ile Phe Lys Ser
130 135 140

Ile Met Gly Glu Gln Ala Leu Ile Asn Glu Leu Thr Thr Ile Phe Pro
145 150 155 160

Glu Arg Lys Asp Tyr Phe Asn Arg Leu Pro Asn Ile Glu Asp Phe Phe
165 170 175

Val Ser Ser Ser His Ile Lys Asn Asn Gly Asn Tyr Ite Ser Pro Gly
180 185 190

Phe Met Ala Asn Pro Pro Asp Arg Leu Asp Gly Phe His Asp Tyr Gly
195 200 205

Ile Cys Cys Arg Lys Glu Lys Asp Pro Gly Arg His Asp Asp Asn Met
210 215 220

Arg Leu Tyr Asn His Asp Arg Arg Ala Phe Met Trp Trp Ser Glu Gly
225 230 235 240

Asp Trp Ala Leu Ala Asp Ala Leu Tyr Asn Lys Ala Gly Ala Gly Lys
245 250 255

Cys Ala Asp Pro Asp Cys Glin Lys Glu Val Glu Lys Ile Ser Pro Asp
260 265 270

His Val Gly Pro Ile Ser Cys Gly Phe Lys GIn Ile Pro Phe Phe Lys
275 280 - 285

Pro Leu Cys Ala Ser Cys Asn Ser Ala Lys Asn Arg Arg Phe Ser Tyr
290 295 300

Gln Asp Val Lys Glu Leu Leu Lys Tyr Glu Asn Tyr Thr Gly Asp Ser
305 310 315 320

Val Ala Ser Trp Gln Val Arg Ala Leu Trp Asp Asn Cys Lys His Leu
325 330 335
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Val Lys Asn Asp Asp Asp Ser Lys Leu Leu Ser Asn Leu Met Arg Ser
340 345 350

Leu Gin Asp Tyr Tyr Leu Arg Ser Leu Tyr Lys Leu Tyr Ser Asn Gly
355 360 365

Phe Ala His Leu Leu Ser Tyr Phe Leu Thr Pro Glu Tyr Ala His Tyr
370 375 380

Lys Ile Thr Phe Glu Gly Leu Asn Thr Ser Thr Leu Glu Tyr Glu Arg
385 390 395 400

\
Tyr Tyr Lys Thr Phe Lys Lys Thr Lys Ser Thr Ser Ser Leu Ala Ala
405 410 415

Arg lle Val Arg Ile Ala Phe Glu Glu Leu Glu Ile Tyr Asn Ser Lys
420 425 430

Asp Ile Asn Glu Arg Lys Leu Ile Lys Phe Asp Thr Ser Ser Trp Glu
435 440 445

Lys Asp Phe Glu Asn Ile Ile Ser Tyr Ala Thr Lys Asn Leu Ser Leu
450 455 460

Asp Glu Glu Ala Ser Lys Trp Asn Lys Val Leu Thr Asp Lys Asn Leu
465 470 475 480

Ser Ser Thr Glu Lys Asp Lys Lys Ile Ser Ser Leu Leu Glu Asp Lys
485 490 495

Asn Tyr Glu Val Asn Lys Lys Gin Phe Tyr Ile Leu Lys Asp Leu Leu
500 505 510

Val Glu His Phe Asn Lys Ile Gly Glu GIn Ile Ala Lys
515 520 525

<210> 33

<211> 33

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 33
aagctgtgac cgtetecggg agcetgeatgt gtc 33

<210> 34
<211> 16
<212> DNR
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<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 34
gggagctgca tgtgtc

<210> 35

<211> 33

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 35

aagctgtgac cgtctecggg agetgeatgt gic

<210> 36

<211> 25

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<220>

<221> jvairiis poZymiai

<222> (22).(22)

<223> polimerazés pagalba pridétas nukleotidas

<220>

<221> jvairiis poZymiai

<222> (23).(25)
<223> n=ga,cort

<400> 36

aagctgtgac cgtctccggg aannn

<210> 37

<211> 470
<2{2> PRT
<213> neZinomas

<220>

<223> Bacillus stearothermophilus 6-55

<400> 37

Glu Tyr Gly GIn Gly His Pro Ile Phe Leu Glu Tyr Ala Glu Gln Ile

1 5

lle Gln His Lys Glu Tyr Gln Gly Met Pro Asp Leu Arg Tyr Pro Asp

20

Gly Arg Ile GIn Trp Glu Ala Pro Ser Asn Arg Lys Ser Gly lle Phe
35 40

16

33

25
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Lys Asp Thr Asn Ile Lys Arg Arg Lys Trp Trp Glu Gln Lys Ala lle
50 55 60

Ser Ile Gly Ile Asp Pro Ser Ser Asn Gln Trp Ile Ser Lys Thr Ala
65 70 75 80

Lys Leu He His Pro Thr Met Arg Lys Pro Cys Lys Lys Cys Gly Arg
85 90 95

Ile Met Asp Leu Arg Tyr Ser Tyr Pro Thr Lys Asn Leu Ile Lys Arg
100 105 110

Ile Arg Lys Leu Pro Tyr Val Asp Glu Ser Phe Glu Ile Asp Ser Leu
115 120 125

Glu His Ile Leu Lys Leu Ile Lys Arg Leu Val Leu Gln Tyr Gly Asp
130 135 140

Lys Val Tyr Asp Asp Leu Pro Lys Leu Leu Thr Cys Lys Ala Val Lys
145 150 155 160

Asn Ile Pro Arg Leu Gly Asn Asp Leu Asp Thr Trp Leu Asn Trp Ile
165 170 175

Asp Ser Val Tyr Ile Pro Ser Glu Pro Ser Met Leu Ser Pro Gly Ala
180 185 190

Met Ala Asn Pro Pro Asp Arg Leu Asp Gly Phe His Ser Leu Asn Glu
195 200 205

Cys Cys Arg Ser His Ala Asp Arg Gly Arg Trp Glu Lys Asn Leu Arg
210 215 220

Ser Tyr Thr Thr Asp Arg Arg Ala Phe Glu Tyr Trp Val Asp Gly Asp
225 230 235 240

Trp Val Ala Ala Asp Lys Leu Met Gly Leu Ile Arg Thr Asn Glu Gln
245 250 255

Ile Lys Lys Glu Thr Cys Leu Asn Asp Asn His Pro Gly Pro Cys Ser
260 265 270

Ala Asp His Ile Gly Pro lle Ser Leu Gly Phe Val His Arg Pro Glu
275 280 285

Phe Gln Leu Leu Cys Asn Ser Cys Asn Ser Ala Lys Asn Asn Arg Met
290 295 300
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Thr Phe Ser Asp Val GIn His Leu lle Asn Ala Glu Asn Asn Gly Glu
305 310 315 320

Glu Val Ala Ser Trp Tyr Cys Lys His Ile Trp Asp Leu Arg Lys His
325 330 335

Asp Val Lys Asn Asn Glu Asn Ala Leu Arg Leu Ser Lys Ile Leu Arg
340 345 350

Asp Asn Arg His Thr Ala Met Phe Ile Leu Ser Glu Leu Leu Lys Asp
355 360 365

Asn His Tyr Leu Phe Leu Ser Thr Phe Leu Gly Leu Gln Tyr Ala Glu
370 375 380

Arg Ser Val Ser Phe Ser Asn Ile Lys Ile Glu Asn His Ile Ile Thr
385 390 395 400

Gly Gln lle Ser Glu Gln Pro Arg Asp Thr Lys Tyr Thr Glu Glu Gln
405 410 415

Lys Ala Arg Arg Met Arg Ile Gly Phe Glu Ala Leu Lys Ser Tyr lle
420 425 430

Glu Lys Glu Asn Arg Asn Ala Leu Leu Val Ile Asn Asp Lys Ile Ile
435 440 445

Asp Lys Ile Asn Glu Ile Lys Asn Ile Leu Gln Asp lle Pro Asp Glu
450 455 460

Tyr Lys Leu Leu Asn Glu
465 470

<210> 38

<211> 449
<212> PRT
<213> nezinomas

<220>
<223> Bacillus stearothermophilus A664

<400> 38
Glu Glu Arg Glu Trp His Pro Lys Phe Ile Glu Tyr Met Asp Phe lle
1 5 10 15

Ile GIn His Pro Asn Tyr Lys Gly Leu Pro Ile Thr Lys Lys Ser Asp
20 25 30

Gly Ser Trp Ser Trp Phe Gly Thr Lys Lys Thr Gin Ile Gly Lys Ala
35 40 45
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Arg lle Ala Trp Cys Glu Asn Lys Ala Lys Glu Leu Gly Phe Pro Ile
50 55 60

Glu Pro Gly Val Tyr Ala Asn Val Met Arg Glu Ile His Pro Thr Lys
65 70 75 80

Trp Lys Val Cys Gln Thr Cys Gly His Ser Met Ser Ile Tyr Tyr His
85 90 95

Tyr Pro Ser Ala Asn Phe Leu Lys Ala Leu Lys Lys Glu Phe Gly Val
100 105 110

Glu Tyr Thr Glu Val Asp His Ile Ala Asp Ile Trp Asp Asp Leu Leu
115 120 125

Ser Arg Gly Phe Ser Asn Asn Lys Ile Ala Ser Phe Leu Ile Lys Lys
130 135 140

Gly Glu Leu Asp Leu Asn Ala Lys Thr Ser Ser Lys Asp Glu Val lle
145 150 155 160

Tyr Glu Leu Glu Ser Val Cys Arg Asn Lys Gly Lys Lys Ile Leu Ser
165 170 175

Pro Gly Ala Met Ser Asn Phe Pro Asp Arg Phe Asp Gly Phe His Thr
180 185 190

Tyr Asn Arg Cys Cys Arg Ala Ser Gln Asp Lys Gly Arg Ser Lys Glu
195 200 205

Asn Leu Lys Ser Tyr Thr Lys Asp Arg Arg Ala Tyr Glu Tyr Trp Ser
210 215 220

Asp Gly Asn lle His Ala Ala Asn Gln Phe Met Gly Ser Pro Phe Phe
225 230 235 240

Asn Asn lle Ser Ala Asp His Ile Gly Pro Ile Ser Leu Gly Phe Val
245 250 255

His Asp Pro Arg Tyr Leu Gln Pro Met Ser Gly Gly Asp Asn Ser Ser
260 265 270

Lys Arg Asp Arg Leu Gln Leu Asp Asp Ile Glu Lys Ile Ille Glu Thr
275 280 285

Glu Lys Arg Thr Asn Val Tyr Pro Met Ser Trp Tyr Ser Lys Leu Ile
290 295 300
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Trp Glu Tyr Ile Lys Lys Asn Tyr Ser Thr His Lys Ser Leu Ile Ser
305 310 315 320

Gly Val Tyr Arg Asp Ala Leu Lys Gln Asn Met Ser Asn Phe Met Tyr
325 330 335

Ile Leu Trp Tyr lle Leu Glu His Cys Asn Gin Asp Gly Glu His Phe
340 345 350

Leu Glu Glu Ala Leu Leu Lys Pro Asn Tyr Asp Tyr Phe Gln Tyr Ser
355 360 365

Tyr Thr Phe Asn Glu Leu Gly Glu Ile Val Ser Ile Asn Pro Arg His
370 375 380

Phe Thr Asp Arg Asn Gln Tyr Glu Thr Glu Arg Tyr Lys Arg Ile Ala
385 390 395 400

Phe Glu Ser Val Tyr Asp Tyr Asn Glu Lys Glu Asn Arg Asn lle Lys
405 410 415

Ala Asn Leu Ile Asp Asn Glu GIn Arg Met Leu Asn Lys Leu Cys Gln
420 425 430

Glu Ile Ser Ser Gly Val Pro Val Glu Gln Cys Lys Lys Leu Leu lle
435 440 445

Glu

<210> 39

<211> 23

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 39
ggtctegegg tatcattgea gea 23

<210> 40

<211> 20

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<220>

<221> jvairils poZymiai

<222> (17)..(17)

<223> polimerazés pagalba pridétas nukleotidas
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<220> LT 5262 B

<221> jvairlis poZymiai
<222> (18)..(20)
<223> n=ga,cort

<400> 40
tgctgeaatg ataccgannn 20

<210> 41

<211> 21

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<400> 41
cgtgggtcte geggtatcat ¢ 21

<210> 42

<211> 19
<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> pradmuo

<220>

<221> jvairiis poZymiai

<222> (16)..(16)

<223> polimerazés pagalba pridétas nukleotidas

<220>

<221> {vairiis poZymiai
<222> (17)..(19)
<223> n=ga,cort

<400> 42
cgtgggtete geggtannn 19

<210> 43

<?211> 11

<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<220>

<221> jvairlis poZymiai
<222> (4)..(8)

<223> n=gacort

<400> 43

cgannnnntg ¢ 11

<210> 44
211> 11



<212> DNR
<213> neZinomas

<220>
<223> sintetiné

<220>

<221> jvairiis poZymiai
<222> (3)..(6)

<223> n=ga,cort

<220>

<221> jvairdis poZymiai
<222> (10)..(10)
<223> y=cort

<400> 44
acnnnngtay ¢

11
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Fig. 1

Restrikcijos endonukleazés geno PGR/atvirkstiné PGR mutagenezé
DNR matricos skaidymas panaudojant Dpnl

y
Transformacija | £. coli kompetentines lasteles

nesant metilaziy apsaugos
¢
Surink iSgyvenusius transformantus, paruo3k mutantinés plazmidinés DNR rinkinj (biblioteka)
wt ir mutantinés plazmidinés DNR restrikcijos skaidymas
Suskaidyk wt ir mutagenizuota RE genus j apytikriai lygias puses
I8valyk restrikcijos fragmentus Zemo lydymosi agarozés gelyje
i
Liguok wt N-terminaling koduojancia seka (wt-kairé pusé) su mutagenizuota C-terminaline
koduojanéia ska (mutantiné-desiné pusé) arba
Liguok mutagenizuota N-terminaling koduojanéia seka (mutantiné-kairé pus¢) su wt C-

terminaline koduojancia seka (wt-kairé pusé)
i

Transformacija | E. coli lasteles elektroporacijos biidu

esant metilaziy apsaugai
y

Augink kiekvieno transformanto 1-10 m! lasteliy kulttiros per naktj
Atlik nikuojanéiy fermenty aktyvumo skryninga, panaudodamas, kaip substrata, superspiraling
DNR ir naudodamas lasteliy kultiira ar lasteliy ekstraktus.
)
Nustatyk nikuojan¢iy fermenty aleliy sekas ir identifikuok genetines mutacijas ir
aminorfigi¢iy pakaitas
Sait-nukreiptos mutagenezés bidu toliau mutagenizuok amino riigé¢iy liekanas, susijusias su
nikavimu, ir i$skirk variantus, pasiZymin¢ius optimizuotu nikuojanéiu aktyvumu
v
Nikavimo saito ir nikuojamos grandinés identiftkavimui atlik “run-off”’sekvenavima
y
Sait-nukreiptos  mutagenezés  bldu  jterpk  panadias  aminoriigdiy  pakaitas |
1zoSizomera/neosizomera ar endonukleazes, pasiZyminCias gimininga DNR atpaZinimo seka ir

aminoriigi¢iy seka, ir tada atlik nikuojanéiy fermenty aktyvumo skryninga
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Fig. 4

5 GGTCTCGCGGTATCATTGCAGCA 3'  (sekalD Nr. 27)
3’ CCAGAGCGCCATAGTAACGTCGT &'
Nt.Bsal
gelyje iSvalytas nikuotas produktas
termociklinis sekvenavimas

3JACGACGTTACTATGGC  5'( nikuota matrica )

—» S'tgctgcaatgatacca(a)nnn 3" (“run-off” seka)
pradmuo . \a ID Nr. 28)

80 90 100
T G C A A AT ACC G A NNNNNNNNNN
M i

) a

(E_‘

e

Nt.Bsal

LA MMXJ/UV)LJ&\L

nikuotos virSutinés grandinés “run-off” sekvenavimas

100
CGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCA

xumhuhulhhhm

seka, nustatyta naudojant intakting apating grandine kaip matricg
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Fig. 6

5'CGTGGGTCTCGCGGTATCATT 3’ (scka ID Nr. 29)
3'GCACCCAGAGCGCCATAGTAAY

Nb.Bsal

gelyje i§valytas nikuotas produktas

termociklinis sekvenavimas

3'GCACCCAGAGCGCCA S'( nikuota matrica )

— 5'catgaatctcacaat(@a)nnn 3'  (“run-off” seka)
pradmuo oka ID Nr. 30)

60
T GC T GCAATGATACTC GC G AG ACCCACG

J LY AAA A “ W‘

seka, nustatyta naudojant intakting virSuting grandin¢ kaip matricg

90 100
Cc C GG TA NNN N NN N NNNTWN

T

[ ]
W Nb.Bsal
Ul b A A AL

nikuotos apatinés grandinés “run-off” sekvenavimas

— @




Fig. 7

WT Bsal 544 aa
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B36: Nt.Bsal (S128L/R236G)
* %

B3: Nt.Bsal (K150R/R236G)
* %k

perdarytas  Nt.Bsal (R236D)
s

All, Nb.Bsal (N441D/R442G)

perdarytas Nb.Bsal (R442G)

AS57 (delecijos mutantas)  : 1-439 A( 440-544), Nb.Bsal

A26 (delecijos mutantas) : 1-445 A( 446-544)
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g 8 = Bsal  {scha 3 Ne 31) ; AsaBI  (scka I Nr. 32)

Bsal 5 AEYGQG. .. .HPIFLEYAEQIIQHKEYQGMPDLRYPDGRIQWEAPSNRKS 50

Lorl.] oeoed e 0 b, N N I
BsmBI 2 AKYGRGKFLPHQNYIDYMHFIVNHKNYSGMPNAIGEDGRINWQV.SSGKT 50

51 GIFKDTNIKRRKWWEQKAISIGI..DPSSNQWISKTAKLIHPTMRKPCKK 98

[ ot e N N S RN R
51 TSFYEYYQARFEWWEKKADELNLPGTGNSNKRFSLAARLIHPTGQORPCRL 100

99 CGRIMDLRYSYPTKNLIKRIRKLP.YVDESFEIDSLEHILKLIKRLVLQY 147

H: e R [ ;o
101 CGKYQYVGYMYVSHNLYKRWSKITGREDLFFKKQNIIEAANIFKSIM 147

148 GDKVYDDLPKLLTCKAVKNIPRLGNDLDTWLNWIDSVYIPSEPSMLSPGA 197

f:. N 1 AR
148 GEQALINELTTIFPERKDYFNRLPNIEDF .FVSSSHIKNNGNYISPGF 194

198 MANPPDRLDGFHSLNECCRSHADRGRWEKNLRSYTTDRRAFEYWVDGDWV 247

EERRRRRERRN Fi NIRRT
195 MANPPDRLDGFHDYGICCRKEKDPGRHDDNMRLYNHDRRAFMWWSEGDWA 244

248 AADKLMGLIRTNEQIKKETCLNDNHPGPCSADHIGPISLGFVHRPEFQLL 297

Hd . I Forr=tier bl
245 LADALYNKAGAGKCADED. COKEVE. .KISPDHVGPISCGFKQIPFFKPL 291

298 CNSCNSAKNNRMTFSDVQHLINAEN.NGEEVASWYCKHIWDLRKHDVKNN 346

O e T e e O N N
292 CASCNSAKNRRFSYQDVKELLKYENYTGDSVASWQVRALWDNCKHLVKND 341

347 ENALRLSKILRDNRHTAMFILSELLKDNHYLFLSTFLGLQYAERSVSFSN 396
I I I - (N I - N
342 DDSKLLSNLMRSLQDYYLRSLYKLYSNGFAHLLSYFLTPEYAHYKITFEG 391
—————

397 IKIENHIITGQISEQPRDTKYTEEQKARRMRIGFEALKSYIEKE NRNAL 445

: A N B !
392 LNTST LEYERYYKTFKKTKSTSSLAARIVRIAFEELEIYNSKDINERKL 440

446 LVINDKIIDKINEIKNILQ ...... DIPDEYKLLNEKISEQFNSEEVSDE 489
: 0 H I o . .t | | .
441 IKFDTSSWEK . DFENIISYATKNLSLDEEASKWNKVLTDKNLSSTEKDK 488

490 LLRDLVTHLPTKESEPANFKLARKYLQEIMEIVGDELSK 528
: | . | | ¢ I IR
489 KISSLLED.KNYEVNKKQFYILKDLLVEHFNKIGEQIAK 526
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Fig. 9
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Fig. 10

5 AAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTC
3)

(seka ID Nr. 33)

3' TTCGACACTGGCAGAHBEOBEGACGTACACAG

5’ ( gelyje iSvalytas nikuotas produktas

termociklinis sekvenavimas

nikuota matrica 5 GGGAGCTGCATGTGTC 3
(seka ID Nr. 34)

.(“run-off” seka)  3'nnn(a)ccctcgacgtacacag o' <+—
pradmuo
60 90 100
G ACACA T GCA GC TCCCA NNN NNNW N MNBMNNNUNNNINDN

AN ﬂﬂ
\/ /\/\M\ /\/LA/\AA/\

“run-off” sekvenavimas naudojant nikuotg virSuting grandine kaip matrica

|
100 110 120 130
AAGCTGT TG ACCGT CTCCGGG AG CT GCAT G T G

seka, nustatyta haudojant intakting apating¢ granding¢ kaip matricg



LT 5262 B

Fig. 11

5' AAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTC 3’
(seka ID Nr. 35)

3 TTCGACACTGGCAGAGGCd'CTCGACGTACACAG 5

Nb.BsmBl
gelyje iSvalytas nikuotas produktas

termociklinis sekvenavimas

(nikuota matrica) 3 TTCGACACTGGCAGAGGCCCT 5'

“run-off” scka 5-aagetytgaccgtctecggga(a)nnn 3’
(seka ID Nr. 36) pradmuo

a0 90 100
G ACACA T G CAGC T CCC GG AG AC GG T CACAG C

seka, nustatyta naudojant intakting virfuting granding kaip matrica

100 110 120 130
A AG CTG TG ACCGTCTCCG G G A ANUINUNNUNINNGSNNN

AL ® WV\/\ A ANAA

“run-off” sekvenavimas naudojant nikuota apating grandine kaip matrica
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396

376

444

418
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b Bsal (schalDMNr 37y . Bsmar (scka iy Be 38

EYGOGHPIFLEYAEQIIQHKEYQGMPDLRYPDGRIQWEAPSNRKSGIFKD

I A A AR P e l N I
EEREWHPKFIEYMDFITIQHPNYKGLPITKKSDG. . SWSWFGTKKTQIGK.

TNIKRRKWWEQKAISIGIDPSSNQWISKTAKLIHPTMRKPCKKCGRIMDI,

A . SRR R A A
. . .ARIAWCENKAKELGF.PIEPGVYANVMREIHPTKWKVCQTCGHSMSI

RYSYPTKNLIKRIRKLPYVDESFEIDSLEHILKLIKRLVLQYGDKVYDDL

Pl bosl el : ! A N P .ot
YYHYPSANFLK%PKK....EFGVEYTEVDHIADIWDDL.LSRGFS.NNKI

PKLLTCKAVKNIPRLGNDLDTWLNWIDSVYIPSEPSMLSPGAMANPPDRL
I S A ST EEE L T
ASFLIKKGELDLNAKTSSKDEVIYELESVCRNKGKKILSPGAMSNFPDRF

DGFHSLNECCRSHADRGRWEKNLRSYTTDRRAFEYWVDGDWVAADKIMGL

N P e N e N AR NI N I N D
DGFHTYNRCCRASQDKGRSKENLKSYTKDRRAYEYWSDGNIHAANQFMG.

IRTNEQIKKETCLNDNHPGPCSADHIGPISLGFVHRPEF.QLLCNSCNSA

. FELELERErererr 1o 1 e M.
......... SPFENN.....ISADHIGPISLGFVHDPRYLQPMSGGDNSS

KNNRMTFSDVQHLINAENNGEEV.ASWYCKHIWDLRKHDVKNNENALR. .

I I B I Y R T I S (R ce. t
KRDRLQLDDIEKIIETEKRTNVYPMSWYSKLIWEYIKKNYSTHKSLISGV

LSKILRDNRHTAMFILSELL. ...KDNHYLFLSTFL. .GLQYAERSVSFS

l: bel D = o I l A T
YRDALKQNMSNFMYILWYILEHCNQDGEHFLEEALLKPNYDYFQYSYTFN

NIKIENHIITGQI.SEQPRD.TKYTEEQKARRMRIGFEALKSYIEKENRN

: S A AR
EL........ GEIVSINPRHFTDRNQYETERYKRIAFESVYDYNEKENRN

. .ALLVIND.KIIDKINEIKNILQDIPDEY. .KLLNE 475
[ T IR SR I < S RN
IKANLIDNEQRMLNKL. .CQEISSGVPVEQCKKLLIE 452

55

50

105

96

155

140

205

190

255

239

304

275

351

325

395

375

443

417
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Fig. 13

~
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Fig. 14

5" GGTCTCGCGGTATCATTGCAGCA 3’

(seka ID Nr. 39)

3' CCAGAGCGCCATAGTAACGTCGT &'
Nt.BsmAl

gelyjc iSvalytas nikuotas produktas

termociklinis sekvenavimas

3'ACGACGTTACTATGGC 5’ (nikuota matrica)
—>

pradmuo  gigctgcaatgataccg(a)nnn 3' (“run-off” scka)
(seka ID Nr. 40)

70 80 90 100
T GC TGCAATOGATACC GANNNNNNNNNDMNNDNUMNUENEIKNN

il ]

AU ALV Ub/\ /\/\A(\/\AW

“run-off” sekvenavimas naudojant nikuotg virSuting grandine kaip matricg

90 100 110
C GT6EG6GG6 TCTCGCGGTATC CATTGT CAGT CACTG

-

_ A A

seka, nustatyta naudojant intaktine apating granding kaip matricy




LT 5262 B
Fig. 15

5'CGTGGGTCTCGCGGTATCATT 3
(SEQ ID NO:41)
3'GCACCCAGAGCGACATAGTAA 5’

Nb.BsmAl
gelyje iSvalytas nikuotas produktas

termociklinis sekvenavimas

I'GCACCCAGAGCGCCA 5'( nikuota matrica )
—

pradmuo  5'cgtgggtctegeggt(a)nnn 3'(1 “run-of scka )
(SEQ ID NO:42) /

70 80 90
TGCAATGAT)\CCGCG'\GACCCFCGCTCACCGGC

Il L

seka, nustatyta naudojant intakting virSutin¢ granding kaip matric

90 100 110
CGTGGGTCTCGCGGTANNNNNNNNNNHNNNNNN

| ;
W\ \J&Lﬁ N

nikuotos apatinés grandinés “run-off” sekvenavimas
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Fig. 16
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