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TECHNIKOS LYGIS

Pastaruoju metu buvo manoma, kad 5-hidroksimetilcitozinas (hmC) vaidina
vaidmenj zinduoliy geny ekspresijoje, ypatingai embrioniniy kamieniniy Igsteliy ir
neurony lgsteliy vystimesi kaip tarpiné pakopa demetilinimo procese. (Tahiliani et al.,
Science 324 (5929); 930-5 (2009); Kriaucionis and Heinz, Science 324 (5929). 929-
30 (2009)). Aprasyta TET fermenty Seima, kuri katalizuoja 5-metilinto citozino (mC)
konversijg j hmC (WO 2010/037001). Hidroksimetilinimo aptikimas patvirtino
sunkumus. Cheminiai bldai, daZniausiai natrio bisulfito sekvenavimas naudotas
aptikti mC, neatskyré mC ir hmC (Cokus et al., Nature 452: 215-219 (2008). PCT
publikacija WO 2010/037001 apra$o antikliny, kurie tiesiogiai riSasi prie hmC,
panaudojimg. Produktas, kuris apima endonukleaziy miSinius, leidzia aptikti hmC
subtrakcijos btdu (EpiMark™, New England Biolabs, Inc. (NEB) ir
PCT/US10/46632). Sis produktas naudoja T4 B-gliukoziltransferaze (BGT)
gliukozilinti hmC, kuris tada yra atsparus endonukleazés skeélimui, leidZianCiam
diferencijuotis nuo mC. Bity pageidautina iSplétoti paprastus greitus ir tiesioginius
metodus aptikti ir iSanalizuoti hmC buvimg polinukleotido sekos kontekste, kuris
papildomai jgalina atskirti hemi-hmC nuo simetrinio hmC taip, kad tiksliai identifikuoty
citozing (C), kuris yra hidroksimetilintas.

ISRADIMO ESME

ISradimo jgyvendinime sitilomas preparatas, kuris apima: vieng arba daugiau
igryninty rekombinantiniy baltymy, kuriame baltymai yra ZZYZ baltymy $eimos
nariai; ir reakcijos buferj. [Sradimo jgyvendinime, kiekvienas ZZYZ baltymy $eimos
narys turi katalitinj domeng ir suriS§imo domena. |gyvendinime, suri§imo domenas
DNR-je pirmenybiskai riSasi prie hmC ir gliukozilinto hidroksimetilinto citozino
(ghmC). |gyvendinime, katalitinis domenas skelia DNR nustatytu atstumu (3) nuo
hmC arba ghmC. Nustatytas atstumas dar gali biti charakterizuotas kaip 11-13
nukloeotidai grandinéje, turinioje hmC arba ghmC ir 9-10 nukloeotidai
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komplementarioje grandinéje (3‘). Kiekvienas ZZYZ baltymy Seimos narys dar gali
biti charakterizuotas modifikuoto nukleotido atpazinimu, parinktu i§ hmC arba ghmC

DNR-je taip, kad ghmC arba hmC su mC skilimo santykis yra maziausiai 8:1.

ISradimo jgyvendinime, kiekvienas ZZYZ baltymy Seimos narys turi N-galinj
domena, apimantj aminoriig$¢iy sekg su maziausiai 95 % aminorigsciy sekos
homologija su RX7;KX:EXYX1sQQX11.16DLX,PXsEXDEX;HX6.26DX2RX3l (SEQ ID
NO:14). Kitame jgyvendinime, kiekvienas ZZYZ baltymy Seimos narys turi C-galinj
domena, apimantj aminorGgsciy seka su maZiausiai 95 % aminorig$ciy sekos
homologija su WXNX30.40AX12.13F XGX16.18R (SEQ ID NO:15) C-galiniame domene.
Dar kitame jgyvendinime, maziausiai vienas narys apima aminorligdiy seka
RX7KXEXYX18QQX11.16DLXPXeEXDEX,HX6.26DX2RX3l  (SEQ ID  NO:14). Dar
kitame jgyvendinime, maziausiai vienas igrynintas baltymas turi aminorigs€iy seka
su maziausiai 95 % sekos homologija su SEQ ID NO: 7. Kitame jgyvendinime,
maziausiai vienas isgrynintas baltymas turi aminorigs¢iy seka, apimandig maziausiai
95 % sekos homologija su fermentu, parinktu i§ PvuRts1l, PpeHl, EsaSS310P,
EsaRBORFBP, PatTl, Ykrl, EsaNI, SpeAl, BbiDI, PfrCORF1I80P, PcoORF314P,
BmeDI, AbaSDFI, AbaCl, AbaAl, AbaSi, AbaUMB3ORFAP ir Asp6ORFAP. Kitame
jgyvendinime,  maziausiai vienas 8 iSgryninty baltymy parinktas i§ grupés,
susidedandios i$: PvuRts1l, PpeHI, EsaSS310P, EsaRBORFBP, PatTl, Ykrl, EsaNI,
SpeAl, BbiDI, PfrCORF1I80P, PcoORF314P, BmeDIl, AbaSDFI|, AbaCl, AbaAl,
AbaS|, AbaUMB3ORFAP ir Asp6ORFAP ir katalikiSkai aktyviy mutanty ir jy dariniy.

ISradimo jgyvendinime, buferis preparate gali apimti druska, turingig anijong,
parinktg i$ sulfato, fosfato, acetato arba citrato. Kitame jgyvendinime, buferis neturi
chlorido, nitrato, karbonato arba imidazolo druskos. Druskos koncentracija gali b{ti
50-500 mM srityje. |

ISradimo jgyvendinime, bidas sillo hmC aptikimg genominiame DNR
meginyje. Budas apima pridéjima preparato, kaip ankséiau aprasyta, | genominés
DNR méginj; leidimg baltymui skelti genomine DNR skilimo saite; nustatymg DNR
sekos bent jau vienoje skilimo saito puséje; pasirinktinai, DNR sekos kartografavimg
ant referencinés genominés DNR sekos; ir hmC aptikimg. Preparatas, naudojamas
bide, gali apimti: vieng arba daugiau DNR polimeraziy, pradmeny ir adaptoriy.

Dar kitame jgyvendinime, bldas apima skilusios genominés DNR

amplifikavimg prie$ nustatant DNR seka. Auks&iau minétuose biido jgyvendinimuose,
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genominé DNR gali pirma sureaguoti su 8-gliukoziltransferaze (BGT) arba pazymeta
BGT arba BGT dariniu prie§ sumai$ant reakcijos inde genomine DNR su auks¢iau
apibldintu preparatu. Jgyvendinime, blidas gali bti jvykdytas viename reakcijos inde

arba mikrofluidiniame jtaise.

Papildomame i§radimo jgyvendinime, sitilomas biidas iSgryninti ZZYZ Seimos
baltyma, kuris apima: klonavimg ir ekspresavimg sulieto baltymo, apimangio ZZYZ
§eimos baltymg, inteing ir afiniSkai suriSantj baltymg, pailiustruotg chiting surianciu
domenu (CGD), maltoze suri$anc¢iu domenu (MBP) arba bet kuriuo tinkamu baltymu,
galin€iu priri§ti prie matricos; priversti sulietam baltymui prisijungti prie matricos
afini$kai suri$ancio baltymo priemonémis; atskelti ZZYZ Seimos baltyma nuo inteino;
ir iSgryninto baltymo regeneravima eliuate. Viename jgyvendinime, afiniSkai suriSantis
baltymas yra chiting suriSantis domenas.

ISradimo jgyvendinime, silomas fragmenty rinkinys, kuris apima maziausiai
vieng i$ a) oligonukleotidy fragmenty, turinéiy 20-23 nukleotidy dydj su patalpintu
centre hmC arba ghmC; arba b) didelés DNR arba oligonukleotidy fragmenty, turingiy
hmC arba ghmC, patalpinty DNR dvigubos spiralés vienguboje grandingje 11-13
nukleotidy lokacijoje nuo grandinés 3' galo.

ISradimo jgyvendinime, sidlomas rinkinys, kuris apima: vieng arba daugiau
iSgryninty ZZYZ baltymy Seimos rekombinantiniy baitymy, jy funkciniy dariniy arba jy
katalitiniy fragmenty efektyviame buferyje, sudarantiame galimybe fermento
aktyvumui; ir naudojimo instrukcijg. Rinkinys dar gali turéti BGT ir UDP-gliukoze.
Rinkinys dar gali turéti pradmeny. Rinkinys dar gali turéti adaptoriy, skirty panaudoti
sekvenavimo platformose.

TRUMPAS BREZINIY FIGURU APRASYMAS

Fig. 1 parodo pavyzdinio fermento i§ ZZYZ $eimos iSgrynintg produktg ant
10-20 % denatiruoto poliakrilamido gelio. 1 juosta yra dydzio Zymuo. 2 juosta yra
PvuRts1l, 3 juosta — PpeHlI, 4 juosta — AbaSDFI, 5 juosta — PatTl, 6 juosta ~ EsaNl ir
7 juosta —Ykrl.

Fig. 2 parodo DNR substrato (SEQ ID NO:1) seka, naudojamg 3-5 figiirose.
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Substratas pagamintas polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) amplifikacija taip,
kad kiekvienas citozinas buvo arba nemodifikuotas arba pakeistas per mC, hmC arba
ghmC. mCs ir hmCs buvo jjungti j substrata PGR metu, to tarpu ghmC buvo
gliukoziltransferazés reakcijos su hmCs produktas substrate. Pradmens seka tarp
fragmento citozino neturi. I$orinis Mfel saitas buvo sukonstruotas j PGR sekg tam,
kad kontroliuoty gliukozilinimo statusa.

Fig. 3-5 parodo reakcijos produkta tarp pavyzdiniy fermenty ZZYZ 3eimoje 2-
kartinio serijinio praskiedimo ir substrato i§ Fig. 2, kurioje visi Cs yra nemodifikuoti,
visi Cs pakeisti j mCs, visi Cs pakeisti j ghmCs (BghmCs) ir visi Cs pakeisti | hmCs.
Pirma ir paskutiné juostos turi PGR zymenj. Juostos tarp Zymeny parodo atskiro
fermento du-kartinj serijinj praskiedima. Reakcijos salygos buvo 23°C, 20 min NEB4
buferyje (New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA (NEB)) su galutine KOAc 250 mM

koncentracija.

Fig. 3 parodo PvuRts1l rezultatus, kur santykis hmC:ghmC:mC:C =
2000:2000:8:1. Fermento kiekis pirmoje juostoje, gretimoje kairés pusés Zymeniui,
yra 33 ug.

Fig. 4 parodo PpeHl rezultatus, kur santykis hmC.ghmC:mC.C =
128:256:2:1. Fermento kiekis pirmoje juostoje, gretimoje kairés pusés Zymeniui, yra
123 ug.

Fig. 5 parodo AbaSDFI rezultatus, kur santykis hmC:ghmC:mC:.C =
500:8000:1:ND (neaptiktas). Fermento kiekis pirmoje juostoje, gretimoje kairés pusés
Zymeniui, yra 52 pug.

Fig. 6A ir 6B parodo, kad ZZYZ fermenty S$eima skelia pilnai
hidroksimetilintus oligosubstatus.

Fig. 6A parodo i8gryninto rekombinantinio PpeHI aktyvumg 56 baziy pory
sintetinio nukleotido substrate, turinéiame AhmCGT. 1 juosta: tik DNR, 2-8 juostos:
fermento 2-gubg praskiedima. Reakcijos buvo inkubuotos 37°C temperatiiroje 1
valandai ir atskirtos 20 % TBE poliakrilamido gelyje.

Fig. 6B parodo schematinj oligonukleotido substrato skaldymo vaizda,
rodantj skelimo produktus. PpeHl skelia bet kurioje atpaZinimo saito (parodyta
strelemis) puséje, kad sukurty 20 baziy pory fragmenta.
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Fig. 7 parodo ZZYZ fermenty aktyvumg simetriSkai hidroksimetilintuose
oligonukleotiduose ir hemi-hidroksimetilintuose oligonukleotiduose. Gelis parodo
rezultatus naudojant PpeH!. Skaldymo produktai buvo analizuoti 20 % poliakrilamido
denatliruotame gelyje su 7M karbamidu. Sunumeruotos juostos gelyje atitinka
skeélimo vaizdams, parodytiems piesiniu desinéje gelio puséje. Pavyzdziui, 1 juosta
atitinka skélimo vaizdui, gautam i§ hmCG/GhmC virSutinéje ir apatinéje grandinése
tik su pazyméta virSutine grandine.

Fig. 8A-B parodo ZZYZ Seimos fermenty skélimo saitus kaip atskirai
nustatytus dvigubos grandinés DNR kiekvienai grandinei, turingiai vienoje grandinéje
hmC arba ghmC.

Fig. 8A parodo skélimo produkta dviguboje grandinéje, komplementarios
grandinei, turiniai hmC, atitinkan¢iai 3 ir 4 juostoms gelyje. Naudojamy
oligonukleotidy sekos yra parodytos gretimai geliui. Gelis yra toks pat kaip parodytas
Fig. 7. Sintetiniai oligonukleotidy Zymenys (M1, M5 ir M2, M3) sillo gidg skélimo
saity aptikimui. Oligonukleotidy substratai ir sintetiniai Zzymenys buvo pazymeéti FAM
fluorescuojandia grupe ir atskirti denatiiruoto 20 % poliakrilamido gelyje su 7M
karbamidu. Skelimo fragmentai atitinka M2 ir M3 (3 juosta) ir M1 ir M5 (4 juosta) ir
pazymeéti oligonukleotido sekoje (SEQ ID NO:2), sekancioje geliui.

Fig. 8B parodo skélimo produktg dviguboje grandinéje, turinéioje ghmC.
Substratas (R2), turintis parodytas sekas (SEQ ID NO:3 ir 4), kiekviename gale (*)
buvo pazymeétas su alfa-*>P dATP. Zymenys (M1 ir M2) paZyméti su gama->>P ATP
naudojant polinukleotidkinaze.

Fig. 8C parodo, kad ZZYZ baltymas skelia DNR, turinig ghmC arba hmC
tame paciame 3‘ atstume nuo modifikuoto nukleotido. Gliukozilinimas neveikia
skelimo atstumo. Reakcijoje buvo naudojami skirtingi substraty rinkiniai, arba su hmC
(1 ir 3 juostos) arba su ghmC (2 ir 4 juostos). Fluorescentiniai Zymenys (FAM)
Figaroje parodyti kaip uZpildyti apskritimai. Laukiamos skélimo vietos paZymeétos
linijomis. Cia buvo naudotas fermentas AbaSDFI. Lyginant 3 ir 4 juostas, gali bati
padaryta iSvada, kad skelimo atstumai modifikacijy dviejy tipy prieSingose
grandinése yra tokie pat.

Fig. 9 parodo hmC viety identifikavimo bldg Ziurkiy smegenyse genomingje
DNR. Genominé DNR buvo paveikta su T4 BGT, kad gliukozilinty bet kuriuos hmCs



LT 6019 B

ir po to skaldoma ZZYZ fermentu (pvz. AbaSDFI). Skaldyti produktai buvo liguoti su
sintetiniu  dvigubos grandinés oligonukleotido adaptoriumi, kaip pailiustruota.
Ligatabilus galas turi 2 bp degeneruoty nukleotidy. Liguoti fragmentai buvo atrinkti
pagal dydj nuo maZdaug 1 kb-3 kb. Sie buvo PGR amplifikuoti naudojant jprastg
pradmenj, specifinj adapteriui. Po to amplifikuoti PCR produktai gali bati klonuoti |
jprastg klonavimo vektoriy ir sekvenuoti, kad nustatyty, kuris i§ gretimy citoziny yra
hidroksimetilintas.

Fig. 10 parodo klonuoty fragmenty i§ Ziurkiy smegeny genominés DNR,
gautos pagal Fig. 9, pavyzdine logo seka. Visi klonuoti fragmentai atitiko pavyzdiniam
Ziurkés genomui. Skaldymo saito 40 bp langai kairéje ir desinéje buvo i§ekstrahuoti ir

jvertinti, kaip pailiustruota Figlroje.

Fig. 11 apraSo didelio naSumo sekvenavimo protokolg, kad nustatyty, kuris i$
citoziny, gretimuose CpG motyvuose yra hidroksimetilinti ir tarnauja kaip substratas
ZZYZ $eimos nariy skelmui. (A): DNR fragmento laisvieji galai apklausai yra
uZblokuoti. Skelimas jvyksta saite, esanciame tarp dviejy identifikuoty citoziny su
ZZYZ fermentu, besibaigian¢iu 1-3 baze lipniame gale. (B): Lipnus DNR galas
pasalinamas DNR fragmento buku galu. (C): Zinomos sekos adapteris yra liguotas
prie abiejy skelimo fragmenty buky galy, kur adapteris turi nemodifikuotg CC/GG
viename gale ir Zymenj X - kitame. Neliguotas adapteris pasalinamas sukinio
koloneéle. (D): Adapteris, liguotas DNR, yra skeliamas antrg kartg su ZZYZ fermentu,
kad iSlaisvinty adapter, liekantj uz CC kaip lipnusis galas nuo fragmento, turingio
hmC. Fragmentas, kuris turi nemodifikuota citozina, yra neskeliamas. Yra naudojama
sukinio koloneéle, kad pasalinty skelta adapteri. (E): Antrasis adapteris pridedamas
skelti fragmentg su CC lipniu galu. Antras adapteris turi Y Zymenj. Citozinas, kuris yra
modifikuotas, gali bdti nustatytas i§ sekvenavimo fragmento su Y Zymeniu.
Nemodifikuotas citozinas gali biti patvirtintas sekvenuojant fragmentg su X Zymeniu.
(F): Nesuskaldytas fragmentas sekvenuojamas transkripcijos kryptimi nuo hmC (5-
hmC) saity. (G): hemi-hmC (5-hmC) yra kartografuotas ant referencinio genomo.

Fig. 12 parodo sekvenavimo schemos pavyzdj hidroksimetilomos
dekodavimui. Genominé DNR yra pirmiausiai paveikiama su BGT, o po to skaldoma
su ZZYZ seimos fermentu (pvz. AbaSDFI). Atskiri adapteriai, arba su 2-degeneruotos
bazes 3' lipniu galu arba su 3-degeneruotos bazes 3' lipniu galu, tada yra liguojami
prie suskaldyty produkty. DNR adapteris turi Zyme (tokig kaip biotinas), kad
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palengvinty gryninimg transkripcijos kryptimi. Liguota DNR yra sukarpoma j
maZesnius fragmentus. Sie fragmentai su adapteriais, liguotais prie galy, yra
iStempiami naudojant avidino rutuliukus. Po to fragmentai liguojami su antru
sekvenuojanéiu adapteriu. Liguoti produktai yra PGR-amplifikuoti naudojant

sekvenavimui specifinius pradmenis.

Fig. 13 parodo Promals'o (Pei & Grishin, Bioinformatics, 23(7):802-808
(2007)) naujos fermenty Seimos nariy pirmine struktliros sulyginamaja analize, Cia
identifikuotag kaip ZZYZ Seimg (SEQ ID NO: 5-13). Parodyti devyni $eimos nariai, kur
kiekvienas fermentas turi hmC arba ghmC pirmenybinj skélimo aktyvuma, palyginus
su mC arba nemodifikuotu citozinu dvigrandéje DNR (dsDNR).

Fig. 14 parodo, kad PvuRts1] gali iSskirti DNRs su hmC skirtingais lygiais
skirtingose Igstelése. Cia hmC lygiai embrioninése kamieninése lastelése buvo
sulyginti su fibroblastais. E-14 genominé DNR buvo suskaldyta j lipnig klampia
medziaga, tuo tarpu kai NIH3T3 DNR buvo suskaldyta tik truputj, patvirtinant Zymy
hemi-metilinto hmC buvimg E-14 Igstelése ir Zymiai maZesnius bet kurio hmC lygius
fibroblastuose.

DETALUS IGYVENDINIMU APRASYMAS

Cia aprasyti fermenty $eimos unikaltis poZymiai yra jy ri8amosios savybeés ir
specifinis skeélimas, kuris pirmiausiai sillo tiesioginj fermentinj bldg aptikti hmC

genome, apimant hemi-hidroksimetilintuoses saituose, kiekybi§kai ir seky kontekste.

Cia apra$yti naujai apibrézty ZZYZ $eimos fermentai yra ypatingo démesio
del prieZasc¢iy, kurios apima jy gebejima atskirti hmC (taip pat ir ghmC) liekanas nuo
mCs arba nemetilinto citozino, kad gauty DNR fragmenty rinkinj, kur skélimas jvyksta
pagrindinai fiksuoto atstumo transkripcijos kryptimi nuo fermento atpaZinimo saito
DNR-je. Fragmenty nariy dydis fragmenty rinkinyje, atsiradusiy i§ skeélimo su ZZYZ
fermentais, gali bati pilnai heterogeninis. Kai DNR turi hemi-hmC arba hemi-ghmC,
dviguba grandiné triksta tik ant modifikuoto nukleotido vienos puseés(3‘), kad
generuoty kintamo ilgio dsDNR fragmentus. dsDNR fragmentai bus generuojami 20-
23 nukleotidy dydZio, kai hmC arba ghmC yra simetrigkai i§sidéste CpG saituose.
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Tam tikri terminai aprasyti Zemiau.

_Didelée DNR* skirtas nurodyti bet kuriai natiralios kiimés arba sintetinei
DNR, turinéiai dydj, didesnj negu 100 nukleotidy iki genomo dydzio.

Panasus dydis* su nuoroda j fragmenty ,rinkinys® skirtas nurodyti

fragmentams, kurie kinta ne daugiau negu apie + 5 nukleotidai pagal ilgj.

Patalpintas centre” skirtas nurodyti modifikuoto nukleotido atitikimui lokacijai
vienoje grandinéje, kuri yra apytiksliai centruota dsDNR fragmento toje pacioje
grandinéje. Lokacija pagrindinai yra tarp 5 centre nustatyty nukleotidy skaigiuojant

nukleotidus nuo fragmento bet kurio galo.

,N-galinis domenas* nurodo | sritj, istesta iki baltymo aminortgsciy sekos
apie 50 %. ,C-galinis domenas* nurodo j sritj, iStesta iki baltymo aminortgsciy sekos
apie 50 %.

Matrica* skirtas jjungti bet kurig struktira, turin€ia pavirSiy, tinkama
imobilizuoti molekule, kuri turi gimininguma matricai ir apima, pavyzdZiui, granules
(rutuliukus), kolonéles, plok$&ius pavir$ius, tokius kaip popierius arba stiklas, viso
pavir§iaus vidus arba tuséia forma, ir t.t.

,Fragmenty rinkinys“ gaunamas skeliant didele dsDNR su ZZYZ Seimos
fermento nariu. Fragmenty rinkinys apima dvigubos grandinés oligonukleotidus, kurie
yra dideles DNR skeélimo produktas simetringje hmC arba ghmC (hmCG/GhmC)
abiejose pusése ir kintamo dydzio fragmentus, kuriuose hemi-hmC arba hemi-ghmC
yra i$sidestes fiksuotoje padétyje nuo skaldymo saito (pvz., 9-13 nukleotidai). Jeigu
genomas, kuris susideda i§ daugybiniy dideliy DNR (pvz., chromosomy), yra
suskaldytas, tai kiekviena didelé DNR tures duoti daug fragmenty rinkiniy. Fragmenty
misinys, gautas i§ viso Zmogaus genomo, gali biiti laikomas kaip daugybe fragmenty
rinkiniy, kai kiekvienas rinkinys i§vestas i§ chromosomos arba kaip fragmenty vienas
rinkinys, priklausomai nuo konteksto. [gyvendinime, fragmenty rinkinys apima
maziausiai 6 nukleotidy fragmentus su skirtingomis DNR sekomis. PavyzdZiui,
nukleotidy rinkinys gali apimti maziausiai 10 fragmenty su skirtingomis sekomis arba
maziausiai 20 fragmenty su skirtingomis sekomis. Viename jgyvendinime, nukleotidy
rinkinys apima vieng arba daugiau panasaus dydZio fragmenty su centre patalpintu
hmC arba ghmC.

,Fermento preparatas” skirtas nurodyti reagentui ir niekam kitam, kilusiam jo
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natdralioje blsenoje in vivo.
X", kai naudojamas aminoriigsciy sekoje, reiSkia bet kurig aminortigst.

Cia identifikuota DNR skelianti nauja $§eima kaip ZZYZ $eima, kur Seimos
nariai pirmenybiskai atpaZjsta hmC ir ghmC ir nemetilinta (mC) arba nemodifikuotus
citozinus dsDR-je ir po to skelia DNR neatstikitiniame atstume transkripcijos kryptimi
(3* krytimi) nuo hmC arba ghmC nukleotido kiekvienoje DNR grandinéje, kuri turi
hmC arba ghmC. Sios $eimos nariai apima, bet yra neapriboti bakteriniy restrikcijos

endonukleaziy.

Seimos nariai gali bt apibldinti struktari$kai skirtingu skélimo domenu ir
surisimo domenu ir ypatingai N-galiniu konservatyviu domenu su didesniu negu 85 %
aminorigé&iy sekos homologiskumu, pavyzdziui, didesniu negu 90 % aminorigsciy
sekos homologi$kumu, pavyzdZiui, didesniu negu 98 % aminorugsciy sekos
homologigkumu su RX7KXzEXYX15QQX11.1sDLX2PXeEXDEX2HX6.26DX2R X3! (SEQ 1D
NO:14) N-galiniame domene, ir/farba daugiau negu 85 % arba 90 % arba 98 %
aminorgétiy sekos homologiskumu su WXNX30.40AX12.13FXGX16.18R  (SEQ ID
NO:15) C-galiniame domene. Viename jgyvendinime, baltymas (pailiustruotas per
AbaSDFI) su RX7KX:EXYX:13QQX11.1sDLX2PXsEXDEX,HX26DXRX3l (SEQ ID
NO:16) su N-galine seka, turi didelj selektyvumo laipsnj tarp ghmC/hmC/ ir mC.

ZZYZ $eimos nariai (pavyzdziui, zidr. Fig. 13) apima rekombinantinius
baltymus, variantus ir darinius. Varianty pavyzdZiai apima mutantus, kuriuose,
pavyzdziui, katalitinis domenas buvo modifikuotas arba pasalintas i$ baltymo ir liko tik
DNR suri$antis domenas, skirtas hmC ir ghmC. Varianty papildomi pavyzdziai yra
sulieti baltymai. Sie sulieti baltymai gali tarnauti kaip reagentai arba gali bati tarpiniai
junginiai fermenty gryninime arba hidroksimetilinty nukleotidy kartografijoje.

Suliety baltymy variantai ZZYZ baltymy Seimoje gali bati sulieti su antru
baltymu arba daugybe baltymy, kurie tarnauja kaip Zymé, Zymelé arba Zymuo
vizualizacijai in situ baltymui, prijungtam prie hmC arba ghmC arba afininiam
gryninimui. Suliety partneriy pavyzdziai apima inteinus (JAV patentas Nr. 5643758),
maltoze suriSancius baltymus (MBPs) (JAV patentas Nrr. 5643758 ir 7825218; ir PCT
publikacija WO 2010/114532), SNAP-TAG® (JAV publikacija Nr. US-2004-0115130)
arba gali turéti pakaita, kuris veikia kaip Zymeé, pavyzdziui, pakei€iant cisteing |
selenocisteing (Zitr. JAV patentas Nr. 7141366). Alternatyviai, sulietas baltymas gali
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apimti nukleorligéties aptamera Zymeéjimui arba gryninimui (pavyzdZiui, Zidr. JAV
patentus 5670637; 5696249; 5874557, 5693502).

Seimos nariai dalijasi vienas su kitu maZiausiai 30 % aminorlgsciy sekos
identiskumu, pavyzdZiui maziausiai 40 %, pavyzdZiui maZiausiai 50 %, pavyzdZiui
maziausiai 60 %, pavyzdZiui maziausiai 70 %, pavyzdZiui maZiausiai 80 %,
pavyzdZiui maZiausiai 90 %, arba maZiausiai 95 % aminorlgséiy sekos tapatumo
kaip pareiksta Promals‘o pirminés struktliros sulyginamojoje analizéje (Pei & Grishin,
Bioinformatics, 23(7):802-808 (2007)) ir apima PvuRts1l, PpeHl, AbaSDF1,
EsaSS310P, EsaRBORFBP, PatTl, Ykrl, EsaNIl, SpeAl, BbiDI, PfrCORF1I80P,
PcoORF314P ir BmeD1, kai kurie i§ jy apradyti 1 lenteléje ir Fig. 13. PavyzdZiui,
vienas Seimos narys yra AbaSDF1, kur variantai AbaCl
(GenBankas:ACQB1000053), Abal (GenBankas: ABXK01000045), AbaSI
(GenBankas: NC_009085), AbaUMB3ORFAP (GenBankas: AEPM01000006) ir
Asp6ORFAP (GenBankas: ACYS1000207) dalijasi maZiausiai 95 % sekos tapatumu
su AbaSDF1. Sie fermentai nejtraukti j 1 lentele. Jy savybés yra i§ esmes tokios pat
kaip ir AbaSDFI. Nuoroda j $eimos atskirus narius yra skirtas apimti jo darinius ir
katalikiSkai aktyvius fragmentus.

AntikGinai gali bati pakelti iki ZZYZ fermenty Seimos nariy naudojant
standartines technikas, skirtas sukurti monokloninius arba poliklonininius antiklinus
arba antikainy fragmentus. Sie antikiinai arba jy fragmentai gali bati panaudoti ZZYZ
fermento $eimos nario in situ Zymeéjimui, prijungtam prie hidroksimetilintos arba
gliukozilintos hidroksimetilintos didelés DNR.

Vienas ZZYZ fermenty $eimos narys yra PvuRts1l. Si restrikcijos
endonukleazé pirmiausia buvo aprasyta Ishaq & Kaji (Biological Chemistry
255(9):4040-4047 (1980)) ir parodyta, kad ji yra hmC-specifiné restrikcijos
endonukleaze, koduota plazmide Rts1. PvuRts1l genas buvo klonuotas ir
ekspresuotas (Janosi and Kaji, FASEB J. 6:A216 (1992); Janosi et al., Joumal of
Molecular Biology 242: 45-61 (1994)) ir Rts1 plazmidé buvo pilnai sekvenuota
(Murata et al., Joumal of Molecular Biology 184 (12):3194-202 (2002)).

Tadiau néra atlikta $io fermento gilesnés studijos arba publikacijos. Be to, po
pirmyjy publikacijy, Siuo fermentu buvo menkai domimasi. Tai rySkiausiai buvo
atsispindéta PCT publikacijoje WO 2010/037001, kuri turéjo skyriy apie hmC ir ghmC
aptikimo bilidus, bet nebuvo jokiy uZzuominy apie §j fermentg. WO 2010/037001
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apraso biidus, kurie yra cheminés prigimties arba apima baltymy, tokiy kaip
antikinai, suriima. Kur fermentai yra paminéti, tai tokie iliustruoti iSimtinai

gliukoziltransferazémis.

Tam, kad bty itirtos Sios $eimos savybés kaip specifinés, reikejo fermentus
iSgryninti. Po ripestingy analiziy ir i$pléstiniy eksperimenty atrasta, kad daug jprastai
gryninimui naudojamy joniniy reagenty, tokiy kaip NaCl, fermentus iSaktyvuoja. Dar
atrasta, kad skirtingy tipy drusky ir jy koncentracijy panaudojimas paveikia aktyvuma.
Rasta, kad ZZYZ fermenty $eima buvo i$aktyvuota dalyvaujant druskoms, tokioms
kaip chloridai, nitratai, karbonatai arba imidazolo druskos. Todél buvo padaryta
i$vada, kad $iy drusky reikia vengti. Pasirode, kad kitos druskos, tokios kaip sulfatai,
fosfatai, acetatai ir citratai aiSkiai slopina fermenty aktyvumag esant didelems
koncentracijoms ir todél geriau fermentus laikyti arba naudoti 50-500 mM
koncentracijy ribose.

Kitas svarbus svarstymas buvo fermentus skirianéios savybés hmC nuo mC
ir C. Nuo tada, kai nustatyta, kad genome hmC pasitaiko labai retai, maZi skélimo
lygiai prie mC arba C galéty i$plaukti | didele geneting apsuptj, kuri paveikty galimybe
aptikti hmC.

ZZYZ $eimos nariy gryninimas sudaryty galimybe fermenty $eimos skelimo
savybiy studijai. Pirminés pastangos i§gryninti gamtinj arba rekombinantinj PvuRts1l
buvo problematinés, nes visos standartinés kolonélés, naudojamos gryninimui, vede |
?ymy fermento aktyvumo praradima. Rekombinantinis PvuRts1l buvo gautas kaip
sulietas baltymas su 6xHis Zymele PvuRts1l N-gale, turéjo fermento labai didéjancio
skelimo aktyvumo ant nemodifikuoto substrato nepageidauting efekta, kas sumazino
fermento pritaikyma aptikti hmC tiesiogiai. C-galinés 6xHis Zymelés pridéjimas
nepakeité santykinio aktyvumo skirtingy metilinimo statusy ant kiekvieno substrato,
bet fermento specifinis aktyvumas buvo Zenkliai sumazintas.

Rekombinantinis PvuRts1l buvo taip pat sulietas su intein-CBD (IMPACT™
rinkiniu, NEB), kuris po to buvo skeliamas, kad atpalaiduoty gryng fermenta. Siuo
keliu galéjo biti gauta aktyvaus fermento didelé iSeiga (ZiGr. 1 pavyzdj).

Rekombinantinis baltymas arba vienas, modifikuotas arba sulietas su Zzyme
gali bati pazymeétas vaizdo gavimo tikslais panaudojant spektroskopinj Zymejima, tokj

kaip fluorescentinj arba chemiliuminescentinj Zymeéjima, radioaktyvyjj Zymeéjima arba
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kita reakcinga cheminj agenta, arba Zymeta cukry, Zymétg antikling arba kitg Zymeta
baltymo Zyme (apimant pavyzdZiui SNAP-TAG®, NEB) (taip pat zior. Chung-Xiao
Song et al., Nature Biotechnology 29:68-72 (201 1)).

Tyrimo taikymas, parodytas Fig. 3-5, fermenty koncentracijy nustatymui, prie
kuriy atsiranda maksimalus ghmC- ir hmC-specifinis skelimas ir aptiktas minimalus
mC ir C skeélimas jgalino identifikuoti ZZYZ $eimos nariy skelimo savybes. Rezultatai,
gauti i§ specifiniy analiziy (pavyzdZiui, Ziar. 1 lentele) parodeé, kad Sios Seimos nariai
pateiké Zymiai pagerintg ir paprastesnj biada specifiniam hmC nustatymui ir
kartografavimui DNR-je.

Efektyvesnei hmC analizei genome, reagenty pozymiai apima reagenty
atskyrimy savybes hmC ir/arba ghmC nuo mC ir C. Taigi, buvo nustatyti santykiai
fermento skélimo specifiskumui. Santykiy pavyzdziai skirtingiems fermentams 2ZYZ

geimoje pateikti 1 lenteléje.

Rasta, kad i§gryninti fermentai ZZYZ $eimoje turi hmC arba ghmC:mC
minimaly skelimo santykj mazZiausiai 8:1, pavyzdziui, 50:1, pavyzdZiui, maziausiai
100:1, pavyzdZiui maziausiai 200:1 arba pavyzdziui maZiausiai 250:1; ir hmC arba
ghmC:C minimaly skaldymo santykj maziausiai 50:1, pavyzdziui, maziausiai 100:1,
pavyzdziui maziausiai 200:1 arba pavyzdZiui maZiausiai 250:1. Sie santykiai gali bt
nustatyti pagal tiriamajj pavyzdj, aprasyta 1 pavyzdyje ir Fig. 3-5.

Tiriamojo pavyzdzio konsistencijos pagerinimui, PGR DNRs buvo naudoti
kaip substratas vietoje fago T4 ir ADNR, hmC-, mC- ir C-, turintys DNR substratus
buvo gauti simetriniy oligonukleotidy, gauty komerciskai, PCR bldu (Integruotos
DNR technologijos (IDT), Coralville, 1A), kuriame hidroksimetilintas deoksicitidino
trifosfatas (hmdCTP) arba metilintas deoksicitidino trifosfatas (mdCTP) buvo
pakeistas | dCTP kaip apradyta. hmC PGR fragmentas toliau buvo gliukozilintas
naudojant BGT, kad tapty ghmC PGR DNR fragmentu. Sio tyrimo rezultatai parode,
pavyzdziui, kad PvuRts1l turi hmC:ghmC:5-mC:C=2000:2000:8:1 aktyvumo santykj;
PpeHl jis yra 12:250:2:1; AbaSDFI jis yra 500:8000:1:ND. ND d&ia reiskia, kad
skélimas nestebimas net prie didZiausiy fermento koncentracijy.

ZZYX $eimos nariy poZzymis yra tas, kad tikslus hmC arba ghmC skeélimo
saitas gali kisti 3' transkripcijos kryptimi nuo hmC arba ghmC ne daugiau kaip 5

nukleotidais, pavyzdZiui, ne daugiau kaip 3 nukleotidais. PavyzdZiui, naudojant
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sintetinius substratus (Zidr., pavyzdziui, 3 pavyzdj ir Fig. 6-8) parodyta, kad nors
ZZYX $eimos nariai daugiausia skélé dsDNR viename nustatytame atstume nuo
hmC arba ghmC, skélimo saitas gali bati stebimas 11-13 nukleotidy atstumu nuo
hmC arba ghmC vienoje grandingje ir 9-10 nukleotidy atstumu nuo hmC arba ghmC
prieSingoje grandingje (ghmCN11.13/Ng.10). Apie 20-23 bp skélimo fragmentas
atsiranda i§ skelimo simetriniame hmC saite (hrmCG/GhmC) dviejy grandiniy DNR.

Jvairovés jvertinimas deél skeélimo atstumo ZZYZ fermenty $eimos pagalba yra
svarbus hmC baziy lokacijos kartografavimui genome. Fig. 8C taip pat atskleista,
kad ghmC buvimas hmC vietoje neturi pastebimo efekto skelimo atstumui. Atkreiptas
demesys, vis delto, kad skelimo aktyvumas gali bati padidintas, jeigu G yra fiksuotas
prie 21-22 nukleotidy i§ ZZYZ atpaZinimo saito priesingoje vijoje, net jei Cia néra
absoliutaus reikalavimo, skirto G $ioje lokacijoje, net jei &ia yra bet koks Zymus arba

net aptinkamas nukleotido nuokrypis tuojau pat flankuojantis ghmC arba hmC.

hmC arba ghmC lokacija dideléje DNR gali bati nustatyta klonuojant skelimo
produktus ir/arba sekvenuojant, pavyzdZiui, ultra didelio nasumo sekvenavimo
platformomis (Zidr. 7 pavyzdj). Naudojant ZZYZ $eimos narius, yra galimybe nustatyti
ir kartografuoti hmC arba ghmC ir juos diferencijuoti i§ mCs vienoje fermento
reakcijoje. Kur du hemi-metilinti CpG saitai yra arti vienas kito, yra galimybé nustatyti,
kuri i$ 4 galimy pozicijy turi hmC (pavyzdZiui, Fig. 9-11).

ZZYZ fermenty $eimos nariy panaudojimas generuoti fragmenty rinkinius
hidroksimetilinimo genominei analizei arba kitiems tikslams, galima pasikliauti
pavieniu fermentu arba galima jjungti fermenty gausybe, kur keli arba visi i$ fermenty
yra: ZZYZ $eimos nariai; kildinti i§ ZZYZ $eimos nariy; MspJl fermenty $eimos jjungti
nariai (PCT publikacija WO02010/075375) ir/arba Mmel-kaip endonukleaziy
restrikcijos $§eima; ir/farba endonukleaziy restrikcijos kiti tipai.

Vienas i§ poZymiy, kuris charakterizuoja ZZYZ baltymy Seimg yra surisimo
domeno (C-galinio) ir katalitinio domeno buvimas. ZZYZ panasiy fermenty surisimo
domenas gali biti panaudotas abiems in vivo ir in vitro pritaikymams. Suri§imo
domeno panaudojimo pavyzdZiai apima: hmC turin¢io DNR in vitro praturtinima,
pavyzdZiui, kaip reagenta afininiam gryninimui arba hmC in vitro taiknj. Pastarasis
gali biti pasiektas pazymint suri§imo domeng arba suliejant suri§imo domeng su
kitais domenais jvedant jj j hmC saitus genome. Suri§imo domenas taip pat gali bati

sulietas su nukleazés domenu, kad i§Saukty dvigubos grandinés trikius gretimuose
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hmC saituose, kad aktyvuoty DNR reparacijos kelig taip, kad Siy saity epigenetinis

statusas galéty bati pakeistas.

Epigenetinéms studijoms yra svarbus DNR pavyzdziy hidroksimetilinimo
lygio nustatymas. Genomo epigenetiné reguliacija apima chromatino remodeliavima,
kuris dalinai lie¢ia mC konvertavima j hmC. Skirtumai hidroksimetilinimo modeliuose
gali badti lemiamas indikatorius netinkamy vystimosi procesy, pavyzdZiui,
embrioninems kamieninéms lastelems. Dabar $ie skirtumai gali biti tiriami jprastu
budu panaudojant fermentus i§ ZZYZ baltymy $eimos, kuri selektyviai nukreipia
taikinj j hmC ir ghmC. Sios nukleotido modifikacijos tada gali bti kartografuotos ant

metilomos arba genomo.

PCT paraiska PCT/US2010/046632, kuri Cia jtraukta visa apimtimi, toliau
detaliau aiskina apie kartografavimo reikme hidroksimetilinty nukleotidy genome,
kad baty suprastas Igstelés $eimininkeés ir organizmo fenotipas. ZZYZ Seima viena
arba kartu su kitais fermentais (pavyzdZiui, MspJl $eimos nariu arba Mspl arba
fermenty, funkciskai giminingy Mspl) gali bati panaudota pateikti metilomg arba
hidroksimetiloma kartu panaudojant sekvenavimo technika, apradytg ia arba kitas
sekvenavimo technikas, Zzinomas i$ technikos lygio.

Fragmenty rinkinys(iai), gautas(ti) i§ fermenty skaldymo su vienu arba
daugiau fermenty i§ ZZYZ $eimos ir pasirinktinai kity DNR skelimo fermenty, kurie
skelia modifikuotus nukleotidus, gali biiti sekvenuojami panaudojant didelio nasumo
jvairiy rasiy sekvenavimo bidus, kurie $iuo metu prieinami naudojant, pavyzdZiui,
NextGen sekvenavimo metodus, kad identifikuoty ir kartografuoty hmCs arba ghmCs
DNR-je. Specifiniy skaldymo produkty parinkimas, kurie genome hibridizuoja tam
tikrus regionus, gali biiti panaudoti greitiems diagnostikos blidams, atskleidZiantiems
nenormaly hmCs arba ghmCs buvima arba nebuvima, koreliuojantj su liga, tokia kaip
vezys. Individo konkretaus fenotipo nustatymui gali biti panaudoti specifiniai
oligonukleotidai. PavyzdZiui, fragmenty rinkinio hibridizacija apibréZtai sekai arba
seky rinkiniui, esanéioms ant kieto pavirSiaus (hibridizacijos nustatymas) arba
pazymétoms tirpale (arba visa versa) gali atskleisti skirtumus tarp fragmenty rinkinyje
ir standartiniy fragmenty rinkiniy, kurie charakterizuoja metilomg. qPGR arba
hibridizacijos nustatymas taip pat gali bati panaudoti detaliai iStirti vieng arba daugiau
Zinomy tiriamy lokacijy kopijavimui. hmCs arba ghmC arba suri§imo domenas gali

bati pazymeéti fluorescentine arba chemiliuminescentine Zyme arba kitais Zymejimo
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badais, Zinomais technikos lygyje, kad palengvinty aptikima.

ZZYZ fermenty $eimos nariy gryninimas ir jy skaldymo specifiSkumo
charakterizavimas ir jy gebgjimas atskirti hemi-hmC nuo simetrinio hmC pirmiausiai
pateikia duomeny generacijos tipg, kuris reikalingas tyrime, medicininéje
diagnostikoje ir gydyme, kad bty suprasta hidroksimetilintos DNR rolé ir prasmé bet

kuriam specialiam fenotipui.

Medicininiy salygy detalus apraSymas pateiktas PCT publikacijoje
WO2010/037001, kuri &ia jtraukta kaip nuoroda visa apimtimi. Kiekvienu atveju, kur
TET baltymai yra jtraukti j geny ekspresija, bus bitina nustatyti, kur hmC, kuri yra
sukurta TET baltymy, yra lokalizuota, ir tokiu badu bus pageidautina panaudoti ZZYZ
$eima, Cia aprasyta.

1 Lentelé: ZZYZ baltymy $eimos nariy pavyzdziai

Pavadini- | Alternatyvus hmC ghmC [ mCG | C ligis, Saltinis

mas pavadinimas panasSumas ir
tapatumas su
PvuRts1l

PvuRts1l | PvuRts1l 2000 2000 | 8 1 293, Proteus vulgaris
100 %, (Rts1)
100 %

PpeHI PROPEN_01738 | 128 256 2 1 294, Proteus penneri
72.5 %, ATCC 35198
64.6 %

PatTl Pat_1499 2000 8000 | 128 1 306, Pseudoalteromonas
51.4 %, Atlantica Téc ATCC
36.5 % BAA-1087

Ykri Ykris0001_38440 | 250 1000 | 64 1 299, Yersinia kristensenii
49.6 %, ATCC33638
36.1%

EsaNI G0S_7810815 128 64 8 1 299, Jarinis
47.8 %, metagenomas
39.6 %

AbaSDF| | ABSDF3356 500 8000 |1 0 317, Acinetobacter
47.8 %, baumanii SDF
354 %

SpeAl Spea_2956 285, Shewanella
47.1 %, pealeana
35.6 % ATCC 7000345

BbiDI BbifN4_02244 311, Bifidobactenium
43.3 %, bifidum
32.0% NCIMB 41171

BmeDlI 300, Bacillus
40.0 %, megaterium
30.5 % kamienas

DSM319




16
LT 6019 B

Pateikti eksperimenty protokolai nenumatyti, kad bty apribojami. Bet kuris,
patyres $ioje srityje, galety panaudoti eksperimentinj plang kaip pasillyma bet kuriam
naujai nustatytos $eimos papildomam nariui.

Visos &ia cituojamos nuorodos, jskaitant JAV atskirtas paraiskas 61/376932,
pateikta 2010 mety rugpjacio 25 dieng ir 61/296630, pateikta 2010 mety sausio 20

dieng, yra jtrauktos kaip nuorodos.

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys: ZZYZ baltymy gryninimas ir aktyvumo bei specifiSkumo tyrimas

Pasirinktos sekos atpaZjstamos BLAST paie$kos sistema (Zhang et al., J.
Comput. Biol. 7(1-2): 203-214 (2000)) ir tiriamasis yra ZZYZ $eimos narys, kuris gali
biti ekspresuotas dabar Zinomomis technikomis, pavyzdziui in vitro transkripcija-
transliacija (PURExpress®, NEB). Genas gali bti pasirinktinai kodono optimizuotas

ir po to klonuotas kaip aprasyta Zemiau PvuRts 1l baltymui.

PvuRts1! buvo idgrynintas sekanéiu bldu: A genas, koduojantis PvuRts1l,
buvo jterptas j pTXB1 vektoriy (NEB), klonuotas j ER2566 (T7 ekspresijos
$eimininkas) ir augintas LB kultdroje su Ampicilinu (100 pg/ml) 30°C temperattroje
4x10 ml, kad gauty naktine kultirg. 4x10 ml naktinés kultdros buvo pasétos j 2x1L
LB su Ampicilinu (100 pg/ml). Po to 1L kultiros buvo augintas 30°C temperatiroje 6
valandas, j kultiirg pridétas IPTG iki galutinés 500 uM koncentracijos. Kultlira dar
buvo inkubuota 16°C temperatiiroje per naktj. PvuRts1l buvo i$grynintas naudojant
chitino granuliy gravitacinge kolonéle. Po to PvuRts1l buvo patalpintas j kolonele
druskingame buferyje (10 mM tris-acetatas, 500 mM, KOAc, pH 8.0), kolonélé buvo
plaunama vel druskingu buferiu. Druskingo buferio, turinéio 30 mM DTT, trys
kolonélés tariai buvo panaudoti perpilti per kolonéle. Kolonélé buvo inkubuota 16
valandy 4°C temperatiiroje druskingame buferyje su DDT. Baltymas buvo eliuotas ir
sukoncentruotas. Bendrai buvo gauta apie 10 mg PvuRts1l. Baltymas buvo pridétas |
50 % glicerolj ir laikytas -20°C temperatiroje tolimesniam gelio charakterizavimui. Kai
1 ug eliuanto nubégo ant nuo 10 % iki 20 % poliakrilamido gelio, buvo aptiktos
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igryninto fermento juostos, patvirtinancios fermenty grynumg (Zidr. Fig. 1). Sis
bidas buvo taip pat pritaikytas iSgryninti kitus ZZYZ $eimos narius, tokius kaip
PpeHI, AbaSDFI, PatTl, EsaNl ir Ykrl.

ISgryninto fermento substrato aktyvumui ir specifiSkumui i$tirti, sintetinis
substratas buvo amplifikuotas panaudojant PGR kaip aprasyta Fig. 2. Citozinas, mC
arba hmC buvo panaudoti PGR reakcijoje, kad gauty produktg su arba nemodifikuotu
C, arba pilnai modifikuotu C. PGR produktas su hmC véliau jvestas j reakcijg su BGT
ir UDP-gliukoze, kad konvertuoty hmC j ghmC.

Substrato specifiSkumo ir aktyvumo analizés buvo atliktos sekandiai: buvo
sudarytas reakcijos misinys, kuris turéjo fermenta (3 pl, turintj 33-123 pg fermento), 3
ul kalio acetato (galutiné koncentracija 250 mM) ir NEB4 buferio (NEB), 50 ng DNR
substrato, kuriame citozinas yra nepakeistas arba pakeistas | hmC, ghmC arba mC, ir
pridéta 30 uyl vandens iki galutinio reakcijos tirio.

Fermentas buvo nuosekliai praskiestas ir pridétas j reakcijos misinj, kuris
buvo inkubuotas 20 minuciy kambario temperatiroje (23°C) ir po to patalpintas j 1,8
% agarozés gelj. Reakcija buvo sustabdyta stop-reagentu, o rezultatai parodyti Fig.
3-5 ir susumuoti 1 lenteléje.

Skelimo sritis 1 lenteléje parodo, kad hmC buvo atpaZintas ir suskaldytas
maziausiai 50 karty aktyviau negu citozinas ir daugiau negu 8 kartus uz mC. Kas dél
AbaSDFI, tai jo santykinis skeélimo aktyvumas buvo 8000 karty aktyvesnis ghmC
atzvilgiu, negu hmC ir 500 karty aktyvesnis hmC atzvilgiu, negu mC ir nebuvo
aptiktas aktyvumas C atzvilgiu.

Priedui prie aktyvumo ir santykinio specifiSkumo (greiciy) tyrimo, ZZYZ
8eimos nariams gali buti nustatyta disociacijos pusiausvyros konstanta (Kg).
Atitinkamai, fermenty reakcijos greitis su skirtingai modifikuotais substrato
oligonukleotidais gali bati nustatytas panaudojant gelio mobiliojo poslinkio tyrimus
panaudojant mikrogrynas-EZ kolonéles (Millipore, Billerica, MA). Pavyzdziui, Zyméty
oligonukleotidy pastovis kiekiai gali bati sumaisyti su fermento didéjandiais kiekiais
neskélimo salygose, pvz. be Mg®, ir fermento-DNR misinys analizuotas ant gamtinio
poliakrilamido gelio, arba panaudojant sukinio kolonéles, kurios tik atpalaiduoja DNR
oligonukleotidus (skeélimo produktus), kai fermentas yra prijungtas. K4y duomenys gali

blti panaudoti jmirkymo eksperimentuose, kad jgyty kokristalus. Priedo, C-galinio
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domeno Ky , kuris tarnauja kaip suriS§imo modulis hidroksimetilintai bazei ir jo

flankuojandios sekos substrate gali bati paprastai nustatytos.

2 pavyzdys: Skeélimo lokacijos nustatymas substrate ZZYZ $eimos nariais

Patvirtinimui, kad ZZYZ baltymy $eima skelia dsDNR, pazinimo nukleotido 3*
transkripcijos kryptimi fiksuotoje padétyje, buvo sukurti sintetiniai nukleotidai, kurie
buvo pazyméti vienoje grandinéje arba abiejose grandinése, ir kurie turéjo simetrinius
hmC arba ghmC nukleotidus arba buvo hemi-hidroksimetilinti kaip parodyta Fig. 7.
Visi nukleotidai su fluorescentinémis Zzymémis buvo pagaminti panaudojant organinés
sintezés standartines metodikas panaudojant hmC fosforamiditg (Glen Research,
sterling,VA). dsDNRs buvo gautos leidZiant dviems oligonukleotidams aneliuoti j 10
UM tirpala. Visi skaldymai buvo atlikti NEB4 buferyje (NEB). Kiekviename skaldyme
10 pmol substrato buvo inkubuota su 1 PpeHI vienetu 37°C temperatiiroje 1 valandai.
Vienas vienetas yra apibréztas kaip fermento kiekis, reikalingas suskaldyti T4gt DNR
1 pg j stabily mazy fragmenty vaizdg 37°C temperatiroje 1 valandai. Tada 2 i
kiekvieno reakcijos misinio buvo patalpinta | 20 % poliakrilamido gelj su 7M
karbamido. Rezultatai yra parodyti Fig. 7. Strélés rodos juostas, atitinkanéias
suskilusiems fragmentams, parodytiems gelio des$inéje. Rezultatai rodo, kad
fermentai gali skelti atpaZinimo sekos abiejose pusése apytiksliai i§ esmeés

fiksuotame atstume nuo atpazinimo saito.

3 pavyzdys: Skélimo atstumo nustatymas kiekvienoje dviguboje DNR
grandinéje

Taip pat buvo nustatytas skélimo atstumo specifiSkumas. PaZyméti ir
nepaZzymeéti nukleotidai, turintys hmC, buvo susintetinti panaudojant organinés
sintezés standartines metodikas kaip aprasyta 2 pavyzdyje. Oligonukleotido dydZio
Zymuo buvo taip susintetintas, kad nustatyty skeélimo saitus kaip parodyta Fig. 8A. 3
ir 4 juostos parodo, kad skélimo saitai hmC turin¢ios grandinés komplementarioje
grandinéje buvo 9-10 nt ant 3' pusés nuo hmC.

Kad biity nustatyti skélimo saitai hmC toje pacioje grandingje, dsDNRs buvo
sudaryti leidZiant oligonukleotidams, turintiems hmC, aneliuoti j oligonukleotidus,

turin¢ius nemodifikuoty citozing j 20 uM tirpala. 40 ul aneliuotos DNR buvo paveikta
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su T4 BGT (NEB) pagal gamintojo protokola. Po reakcijos DNR buvo iSgryninta per
QIAquick® nukleotido pasalinimo rinkinj (Quigen, Germantown, MD) ir eliuuota 30 ul
taryje. 3' Zyméjimo reakcija atlikta panaudojant Taq polimeraze (NEB) dalyvaujant
alfa-33P dATP pagal standartinius protokolus. Apie 10 pmol substrato buvo inkubuota
su AbaSDFI 1 vienetu 4 buferyje 37°C temperatlroje 1 valandai. 2 pl reakcijos
turinio, kartu su Zymenimis, buvo patalpinti | 20 % poliakrilamido gelj su 7M
karbamido. Zymenys buvo pagaminti sinteti$kai ir pazymeéti su gama-*’P ATP
naudojant T4 polinukleotido kinaze (NEB). Gelis buvo iSdZiovintas, eksponuotas j
fosforo ekrang ir nuskenuotas. Rezultatai yra parodyti Fig. 8B. Fig. 8B skelimo vietos
gali biti iSvestos, kad yra 12-13 nukleotidai nuo hmC toje paCioje grandineje.

Nors specifiniai dydzio skélimo fragmentai vyrauja Flg. 8A ir 8B, rasta, kad
sekos kontekstas ir fermento koncentracija gali sukelti abejones dél fermento skeélimo

saito, tokias kaip skeélimo saitai gali kisti vienu arba dviem nukleotidais.

4 Pavyzdys: Nustatymas, ar ghmC turi skirtinga ar tokj pat poveikj j hmC

skélimo vaizdus

Naudojant metodus, aprasytus auk8éiau, buvo palygintas skeélimo
specifiSkumas saitams, modifikuotiems su hmC ir ghmC.

Visi nukleotidai su fluorescentiniais Zymenimis ir hmC buvo gauti organinés
sintezés bidu, kaip aprasyta auk$¢iau. hmC turintys substratai buvo konvertuoti |
ghmC turinéius substratus naudojant T4 BGT (NEB) pagal gamintojo instrukcijas.
Rezultatai Fig. 8C parodé, kad hmC turinti DNR 1 ir 3 juostose turi tokj pat skeélimo
atstumo specifiSkuma kaip ir ghmC 2 ir 4 juostose.

5 Pavyzdys: hmC fragmenty klonavimas i§ Ziurkés smegeny genominés

DN

Buvo istitas ZZYZ fermenty naudingumas atskleidZiant hmC saitus Ziurkés
smegeny genominéje DNR. 1 ug zZiurkés smegeny genominés DNR pradZzioje buvo
paveiktas su T4 BGT, kad hmC konvertuoty j ghmC. DNR po reakcijos buvo
iSsodinta ir buvo pajungta AbaSDFI skaldymui. Suskaldyti DNR produktai buvo veél
iSgryninti ir pateikti ligavimo reakcijai su sintetiniu dsDNR adapteriu. Vienas adapterio
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galas turéjo 3 lipny galg su dviem degeneruotomis bazémis taip, kad ji galéjo liguoti
skelty produkty galus su 2-bazeés 3'-lipniu galu. Tada liguoti produktai nupilti ant
semai besilydandios agarozés gelio ir parinktas dydis buvo nuo 1 kb iki 3 kb. Tada
parinkto dydZzio DNR PGR amplifikuota naudojant specifinj pradmenj liguotam
adapteriui. PGR pradmuo gali biiti suplanuotas turéti daug restrikcijos saity. Siame
pavyzdyje Xbal buvo naudojamas klonavimo palengvinimui. PGR produktai buvo
iSgryninti ir suskaldyti su Xbal ir liguoti iki atitinkamo vektoriaus, skirto transformacijai.

Kolonijos buvo augintos ir sekvenuotos, kad nustatyty klonuotus jterpimus.

Velesnéje kompiuteringje analizéje klonuoty jterpimy sekose viskas atitiko
nurodytam Ziurkes genomui. Siy seky galai, pazyméti 2 bp 3“-lipniu galu, kuriuos
generavo AbaSDFI. Tada mes iekstrahavome 40 bp sekos langg abiems - kairiam ir
desiniam aplink skélimo saitg ir iSdéstém sekas atskleisdami potencialy kosensusa,
kaip parodyta Fig. 10. Buvo stebimi du matomi CG klasteriai prie abiejy skélimo saity
desinés ir kairés pusés. Atstumas tarp iy CG klasteriy ir skélimo saito atitiko
AbaSDFI| fermento skeélimo atstumui. Kol nenorima, kad baty apribota teorijos,
siiloma, kad AbaSDFI| dimerizacija gali realizuotis apie 22 nukleotidy skelimy
atstume modifikuoto citozino vienoje puséje. Taigi, gali bati padaryta ivada, kad
maziausiai vienas i§ CG saity yra hidroksimetilintas.

6 Pavyzdys: Hidroksimetilinty baziy genominéje DNR aptikimas

E14 pelés embrioninés kamieninés lastelés ir NIH3T3 pelés genominés DNR
~ 500 ng buvo pajungta skaldymui su padidintos koncentracijos PvuRts1l 25°C
temperattiroje valandai NEB4 buferyje. Molekulinés masés Zymenys buvo pBR322
DNR skaldymo su Mspl, su keliy juosty dydzZiu, i$vardintu deSinéje. Suskaldytas
produktas buvo paskleistas ant 20 % TBE gelio 2 valandoms prie 140 V, nudazytas
su SYBER®Gold nukleorligsties gelio dazikliu (Invitrogen, dabar Life Technologies,
Carlsbad, CA) ir kiekybi$kai nustatytas naudojant Typhoon skanerj (GE Healthcare
Life Sciences, Piscataway, NJ) naudojant 488 nM lazerj (ZiGr. Fig. 15).

7 Pavyzdys: Seky, turinéiy hmCs, kartografavimas

Kai hmC pasitaiko genome, atrodo, kad tai daZniausiai pasitaiko CpG saite.

Vis del to taip pat tikétina, kad DNR yra hemi-hidroksimetilinta CpG saite. Jeigu &ia
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DNR sekoje yra du kaimyniniai CpG saitai ir skélimo vaizdas rodo hemi-
hidroksimetilinima, tai bdtina nustatyti, kuris i§ dviejy galimy CpGs yra
hidroksimetilintas. Sekantis eksperimentas iliustruoja kaip hemi-hidroksimetilinto saito

lokacija net gali biti nustatyta kai yra du kaimyniniai CpGs.

DNR fragmentai yra sukurti po specifinio arba nespecifinio genomo skelimo.
Egzistuojantys trys galai ant $iy fragmenty yra blokuoti, pavyzdZiui, L,uZbukinimu®
arba defosforilinimu. Skeliami fragmentai yra liguojami prie oligonukleotidy adapterio,
tada fragmentai pajungiami skélimui fermentu i ZZYZ &eimos (pavyzdZiui,
AbaSDFI). Kad nustatyty, ar DNR skelimo saito ant abiejy pusiy turi hmC ar tik viena
pusé turi hmC, skaldyta genominé DNR yra ,uzbukinama“ ir liguojama prie X-
kontrolés-koduoto SOLID™ pradmens ir P1 pradmens naudojant NEBNext® greito
ligavimo modulj (NEB M2200). Po ligavimo, DNR yra veél skaldoma ZZYZ fermenty
Seima, ir fragmentai, kurie negali bati nuskelti nuo X-kontrolés-koduoto soLp™
pradmens (Applied Biosystems, dabar Life Technologies, Carlsbad, CA) turés sekg
hmC transkripcijos kryptimi. Fragmentai, kurie gali bati suskaldyti, gamins produkta
su specifiniu 2 nt 3‘ galu, kuris yra i§ X-kontrolés-koduoto pradmens. Tada antras Y-
kontrolés-koduotas SOLID™ pradmuo yra liguotas prie laisvojo galo; &is SOLID™
judantis ratu sekvenavimas atskleis seka, turin¢ig hmC. Nesvarbu, jeigu Sio metodo
5-hmC saitai yra sugrupuoti arba atsitiktinai paskirstyti (Fig. 11).

hmC pozicijos nustatymas DNR sekoje ir sekos kartografavimas ant genomo
Zemélapio jgalina hidroksimetilomos sukiirimag. Tai taip pat jgalina diagnostikos testg
nustatyti hmC buvimg ant taikinio DNR ir po to tai palyginti su etalonine
hidroksimetiloma, kad nustatyty koreliacijg su fenotipu. Salia specifinio fermentinio
skaldymo su arba be gliukozilinimo, suristo su gPCR, gali bati nustatytas kiekybinis
hidroksimetilinimas specifiniuose saituose.

Identifikuojant pozicijg ir hmC kiekj i§ skirtingy $altiniy, apimant skirtingus
audinius ir lastelés kultlrg prie skirtingu laiko tasky, galima pateikti svarbiy jZvalgy |
geny ekspresijg ir reguliacijg.

8 Pavyzdys: hmC aptikimo bidas DNR pavyzdyje

ZZYZ baltymy Seimos charakterizavimas atidaro naujas galimybes didelio
skaitiaus meginiy greitai analizei arba diagnostiniams testams, skiriamiems gydytojo
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priimamajame.

Kadaise hmCs yra kartografuoti ant hidroksimetilomos ir parinkta hmC
pozicija koreliavo su fenotipu, todél noresis nustatyti specifiniy hmCs buvimg genomo
taikinio regionuose. Tai gali bti lengvai pasiekiama naudojant ZZYZ baltymy Seima.
Jeigu DNR yra simetrikai hidroksimetilinta, tai atsiras specifinio dydzio fragmentas
(20-30 nt). Jeigu DNR yra hemi- hidroksimetilinta, tai hmC buvimas gali biti nusisytas

kaip nurodyta Zemiau.

Genomini DNR yra pasirinktinai gliukozilinama ir po to paveikiama fermentu
i§ ZZYZ baltymy Seimos atitinkamame buferyje, tokiame kaip 250 mM kalio acetate,
kad leisty skelima j fragmentus prie nukleotidy 11-13 saity 3 transkripcijos kryptimi
nuo hmC toje padioje grandingje ir 9-10 nukleotidy 3' transkripcijos kryptimi nuo hmC
komplementarioje grandinéje. Yra parinkti pradmenys, kurie yra komplementarus
sekoms bet kurioje ZZYZ baltymo skelimo saito puséje, tokia kaip DNR, kuri néra
skelta yra amplifikuota. Tada aptikti fragmentai atitiks hmC nebuvimui. Kur DNR yra
skelta ZZYZ baltymu, nurodanéiu hmC buvima, jokio amplifikacijos produkto nebus
aptikta. Sulyginant amplifikacijos produkta genominiame bandinyje paveiktus ir
nepaveiktus ZZYZ baltymu, pastarasis gali potencialiai jvertinti hidroksimetilinimo
procentinj dydj. Alternatyviai, adapteriai, turintys pradmens sekg gali bati liguoti prie
pakopiniy galy prie 3‘ skilimo saito arba liguoti prie DNR ,uzbukinty galy® ir tik tokie
fragmentai, turintys hmC, bus amplifikuoti nuo pradmens priklausancia amplifikacija.
Taigi, hmC buvimas bus aptiktas kaip amplifikacijos produktas. Siuo atveju
amplifikuoti fragmentai gali bati sekvenuoti.

Sio metodo pranasumas yra tas, kad visos reakcijos gali bati jvykdytos
paprastame reakcijos inde arba mikrofluidiniame jtaise arba luste.

9 Pavyzdys: Rinkinys, skirtas aptikti hmC DNR meéginyje

Pateikiamas rinkinys, kuris turi vieng arba daugiau i$gryninty rekombinantiniy
baltymy i§ ZZYZ baltymy $eimos, jy funkciniy dariniy arba jy katalitiniy fragmenty,
pavyzdziui AbaSDF1, kartu su atitinkamu reakcijos buferiu ir papildomai BGT ir UDP-
gliukoze. Be to, rinkinys turi oligonukleotidy adapterius, kad palengvinty didelio
naSumo sekvenavimg. Be to, rinkinys dar gali apimti fermentus, tinkancius ,galy

uzbukinimui® ir ligavimui, ir papildomuose jgyvendinimuose gali apimti specifinius
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pradmenis. I§radimo jgyvendinime, rinkinys dar apima jpakavimo medZiagas ir

rinkiniy naudojimo instrukcijas.
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ttttaaatta aaaatgaagt tttaaatcaa tctaaagtat atatgagtaa acttggtctg 60
acagttacca atgcttaatc agtgaggcac ctatctcage gatctgtcta tttegttcat 120

ccatagttgc ctgactcccc gtegtgtaga taactacgat acgggagggc ttaccatctg 180
gccccagtge tgcaatgata ccgcgagacce cacgctcace ggcetccagat ttatcagcaa 240

taaaccagcc agccggaagg gecgagegea gaagtggtee tgcaacttta tccgectcca 300

tccagtctat caattgttgc cgggaagcta gagtaagtag ttcgccagtt aatagtttge 360
gcaacgttgt tgccattgct acaggcateg tggtgtcacg ctegtegttt ggtatggcett 420
cattcagctc cggttcccaa cgatcaagge gagttacatg atcccccatg ttgtgcaaaa 480
aagcggttag ctccttcggt cctccgateg ttgtcagaag taagttggec geagtgttat 540
cactcatggt tatggcagca ctgcataatt ctcttactgt catgccatce gtaagatgct 600
tttctgtgac tggtgagtac tcaaccaagt cattctgaga atagtgtatg cggcgaccga 660
gttgctettg cccggegteca atacgggata ataccgegec acatagcaga actttaaaag 720
tgctcatcat tggaaaacgt tettcgggge gaaaactctc aaggatctta ccgetgttga 780
gatccagttc gatgtaaccc actcgtgcac ccaactgatc ttcagcatct tttactttca 840

ccagcgtttc tgggtgagca aaaacaggaa ggcaaaatgc cgcaaaaaag ggaataaggg 900

cgacacggaa atgttgaata ctcatactct tcctttttca atattatt 948

<210> 2

<211> 56

<212> DNR

<213> dirbtiné

<220>

<223> oligonukleotidas
<400> 2

cggcgtttcc gggttccata ggcteccgeca cgtactctga tgaccagggce atcaca 56
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<210> 3

<211> 55

<212> DNR

<213> dirbtine

<220>

<223> oligonukleotidas
<400> 3

ccatacatat cccttacttc tcctaacgtg gatgataaag gtagtttatg tggaa 55

<210> 4

<211> 55

<212> DNR

<213> dirbtiné

<220>

<223> oligonukleotidas
<400> 4

tccacataaa ctacctttat catccacgtt aggagaagta agggatatgt atgga 55

<210> 5

<211> 334

<212> PRT

<213> Bacillus megaterium

<400> 5

Met Asn Lys Tyr Asp Tyr lle Lys Arg Gin Leu Ala Lys Thr Asn Lys
1 5 10 15

Lys Asn Asp Glu Asn Tyr lle Val Thr Arg lle Trp His Leu Leu Asp
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20 25 30
Asn Tyr Asp lle Lys lle Asn Thr GIn GIn Tyr Val Val Arg Ser Asn
35 40 45
Lys Asn Gin Lys Ala Glu Tyr Gly Leu lle Asp Leu Tyr Phe Pro Gin
50 55 60
Phe Asn Leu Ala Val Glu lle Asp Glu Ala His His Lys Asn Asp lle
65 70 75 80
Asn GIn Thr Leu Asp Glu lle Arg Lys Asn Asp lle Val Asn Ala Leu
85 90 95
Asp Cys Glu Phe lle Arg lie Asp Ala Thr GIn Ser Phe Glu Lys lle
100 105 110
His Glu Lys lle Asp Gin Val Val Glu Lys lle Asn Leu Leu Thr Lys
115 120 125
Glu Lys Trp Phe lle Pro Trp Asp Leu Glu Lys Glu Tyr Asp Pro Asn
130 135 140
Thr Tyr lle Glu Gin Gly Tyr lle Asp Ala Asp Asp Asn Val Ser Leu
145 150 155 160
Arg Leu Val Ala Asp Cys Cys Asn Val Phe Gly Ala Gly Tyr Ala His
165 170 175
Gly lle Gin Lys Ser Gly Ala Pro His Lys Phe Glu Glu Asp Thr Asp
180 185 190
lle Lys Arg Leu Lys Phe Phe Pro Asn Glu Thr Trp Asn Asn GIn Leu
195 200 205
Leu Glu Asn Glu Glu lle Phe lie Glu Tyr Asn Thr lle Pro Glu Glu
210 215 220

Asn Glu Ala Tyr Phe GIn Lys Arg Met Tyr GIn Leu Asn GIn Lys lle
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225 230 235 240
Ala Leu Phe Ala Tyr Ala Lys Thr Ser Ser Gly Arg Phe Glu Ala lle
245 250 255
Phe Lys Gly Leu Tyr Leu Leu Asn Arg Glu Lys Ser Lys Asn Thr Gly
260 265 270
Val Leu Thr Tyr Asn Arg lle Ser Thr lle Met Pro Thr Tyr Tyr Pro
275 280 285
Lys Asp Val Lys GIn Pro Leu Arg lle Ala Glu Ala Tyr Asn Asn Asp
290 295 300
Glu Tyr Lys Val Ala His Phe Tyr Thr Glu Asn GIn Val Arg Lys Phe
305 310 315 320
Glu Gly Lys Tyr Lys Lys Arg Tyr Lys lle lle Ser Tyr Ser
325 330

<210> 6

<211> 309

<212> PRT

<213> Bifidobacterium bifidum

<400> 6

Met Ser Gly Ala Asp Lys Leu Gly Tyr Leu lle Arg Ala Leu Ser Arg

1 5 10 15

Thr Lys Arg Lys Asp Tyr Glu Asn Tyr Val Val Asn Ala lle Trp Asn

20 25 30

Arg Leu Ala Met Asp Asp Val Lys Pro Val Thr GIn Gin Leu Val Leu
35 40 45

Trp Pro Asp Gly Arg Arg Ser Phe Val Asp Leu Tyr Phe Pro Gin Ala
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50 55 60
Met lle Gly Val Glu Cys Asp Glu Ala Tyr His Gin Arg GIn Arg Glu
65 70 75 80
Arg Asp Arg Glu Arg Glu lle Thr lle Thr Asp Val Leu Arg Gin lle
85 90 95
Arg Gly Glu Asp Tyr Arg Ala Leu His Val Asp Val Ser Gly Ser Tyr
100 105 110
Glu GIn Val Glu Arg Ser lle Asp Asp Cys Val Arg Arg lle Arg Ala
115 120 125
Glu lle Glu Arg Arg Arg Gin Ala Asn Glu Phe Thr Pro Trp Thr Glu
130 135 140
Ala Tyr Val Asp Tyr Lys Glu Phe Tyr Lys Thr Arg Asp Ala Val Ser
145 150 155 160
Val Ala Asp Asp Val Gly Phe Pro Arg lle Ala Asp Ala Val Asn Thr
165 170 175
Leu Cys Gly Ser Glu Tyr Lys Arg Phe GIn Glu Ser Trp Phe Val Pro
180 185 190
Ser Val Met Arg GIn Trp Tyr Gly Asp Arg Tyr Arg Val Trp Phe Pro
195 200 205
Lys Leu Ala lle Gly Gly Lys Ala Val Ala Asn Gly Trp Asn Asn Arg
210 215 220
Leu Ser Asp Asp Gly Thr Tyr lle Tyr Glu Tyr Asn Glu Asp Ala Asp
225 230 235 240
Leu Val Asp Pro Val Gly Asp Gly Asp Pro Asn Asp lle Arg lle Thr
245 250 255
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Phe Ala Lys Ser Ala Asp Pro Val Thr Arg lle GIn Ala Tyr Arg Phe
260 265 270
Val Gly Val Phe Arg Arg lle Ser Asn Ser Glu Asp Gly Thr Arg Lys
275 280 285
Arg Tyr GIn Arg lie Glu Thr Val Phe Pro lle His Arg Thr Pro Cys
290 295 300
Leu Pro lle His Arg
305

<210> 7

<211> 321

<212> PRT

<213> Acinetobacter baumannii

<400> 7

Met Cys Asn Lys Ala Ser Ser Asp Leu Thr Asp Tyr Val lle Arg GIn

1 5 10 15

Leu Gly Arg Thr Lys Asn Lys Arg Tyr Glu Ala Tyr Val Val Ser Arg

20 25 30
lie lle His Leu Leu Asn Asp Phe Thr Leu Lys Phe Val Thr Gin Gin
35 40 45
Phe Val Arg Leu Ser Asn Lys Lys lle Ala Leu Thr Asp Leu Tyr Phe
50 55 60

Pro GIn Leu Gly lle His lle Glu Val Asp Glu Gly His His Phe Leu

65 70 75 80

Arg Asn Ser Lys Met Glu Tyr Ser Leu Asn Gin lle Asp Glu Pro Leu
85 90 95
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Tyr Ser lle Ser Gin Thr Glu Ser Asp Ala Met Arg Glu Glu Asp lle
100 | 105 110
lle Ser lle Thr Gly His Lys lle Phe Arg Val Ash Val Phe Lys Asn
115 120 125
GIn Glu Gly GIn Pro GIn Asn Leu Glu Asn lle His GIn GIn lle Asp
130 135 140

Lys lle lle Glu Glu lle Lys Thr Ala Lys Asn Lys Leu lle Glu Ala

145 150 155 160

Ser Thr Phe Lys Glu Trp Asn lle Glu Thr Glu Tyr Asn Pro Gin Thr
165 170 175

Tyr lle Asp Leu Gly Arg lle Ser Leu Ala Asp Asn Val Val Leu Lys

180 185 190
Thr Thr Lys Asp Val Cys Asn Cys Phe Gly Tyr Ser Tyr Lys Asn Tyr
195 200 205
GiIn Arg Gly Gly Ala Leu His Pro Tyr Lys Lys Asp Thr Leu lle Trp
210 215 220

Phe Pro Arg Leu Tyr Glu Asn Lys Asp Trp lle Asn Thr lle Ser Pro

225 230 235 240

Asp Gly Leu Thr lle Thr Glu Lys Ser Thr Asp Glu Thr lle Thr Leu
245 | 250 255

Lys Lys Leu Glu Glu Trp Lys Asn Gly Pro GIn Lys Arg lle Val Phe

260 265 270
Ala Arg Val Lys Asp Asn Leu Ser Ser Arg Ala Met Tyr Arg Phe Met
275 280 285
Gly Leu Tyr Glu Phe Gin Lys Ala Asp Leu Lys Asp Gly Ala Val Trp
290 295 300
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Lys Arg Val Lys Cys Glu Val GIn Thr Tyr Ser Pro Lys Glu Thr Lys
305 310 315 320

Cys

<210> 8
<211> 285
<212> PRT
<213> Pseudoalteromonas atlantica
<400> 8
Met Asp Lys Lys Glu Tyr lle lle Arg Gin Leu Gly Arg Thr Lys Asn
1 5 10 15
Lys Lys Tyr Glu Ala Tyr Val Val Thr Arg lle lle His Leu Leu Asn
20 25 30
Asp Phe Ser lle Lys Phez lle Thr GIn GIn Tyr Val Thr Arg Pro Lys
35 40 45
Gly Arg Ala Leu Thr Asp Leu Tyr Phe Pro Gin Phe Ala Phe His lle
50 55 60
Glu Val Asp Glu Gly Gln‘ His Phe Asn GIn Ala Asn lle Glu Ala Asp
65 70 75 80
Lys lle Arg Glu Ala Asp lle lle Asn Ala Thr Gly His Glu lle Leu
85 | 90 95
Arg lle Asp Val Thr Lys Ser Phe Asp Asp lle Asn Thr GIn lle Asp
100 105 110

Ala Ala Val Asn Lys lie Lys Ser Met Arg GIn Glu lle Ser Phe lle
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115 120 125
Pro Trp Asp lle Asp Ser Glu Phe Asp Ser Ala Thr Tyr lle Lys Arg
130 135 140
Gly Tyr lle Asp lle Lys Asp Asn Val Ala Phe Lys Thr lle Lys Asp
145 150 155 160
Ala Cys Asn Cys Phe Gly His Asn Tyr Thr Gly Tyr Gin Arg Ala Gly
165 170 175
Ala Ala His Pro Asp His Tyr lie Met Leu Trp Phe Pro Lys Leu Phe
180 185 190
Pro Asn Gly Glu Trp Asp Asn GIn lle Ser Ser Asp Glu Glu Val lle
195 200 205
Thr Glu Arg Asn Glu Asp Asp Lys Lys Ala Lys GIn His Val Ser Ser
210 215 220
His Val Asn Asn Lys Glu Lys His Lys His GIn Arg lle Val Phe Ala
225 230 235 240
Lys Val Arg Gly Asn Leu Gly Asp Val Leu Tyr Arg Phe Arg Gly Gin
245 250 255
Tyr GIn Leu Asp Val Lys Asp Ser Asn Glu Lys Thr Gly Leu lle Trp
260 265 270
Arg Arg lle Lys Thr Arg Val Lys Thr Tyr Glu GIn Asn
275 280 285

<210> 9
<211> 289
<212> PRT

<213> Yersinia kristensenii
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<400> 9
Met lle Ser Gin Tyr Glu Tyr Val Val Arg Gin Leu Ala Arg Thr Lys
1 5 10 15
Asn Lys Lys His Glu GlIn Tyr Val Val Thr Gly lle Val His Lys Leu
20 25 30
Asn Arg Asp Asp lle Lys Phe Val Thr GIn GIn Tyr Val Lys Arg Glu
35 40 45
Ser Gly Arg Ala Leu Thr Asp Leu Tyr Phe Pro Ala lle Asn Leu His
50 55 60

lle Glu lle Asp Glu Pro Phe His Leu Lys GIn Ala Glu His Asp Asn
65 70 75 80
Leu Arg Glu Ala Asp lle lle Asp Ala Thr Gly His Glu Val lle Arg

85 90 95
lle Ser Val Asp Gly Ser Leu Arg GIn Met Asn Glu Arg lle Asp Asp

100 105 110
Cys Val Ala Ala lle Lys Ser Lys lle Ser Ala Leu Gly Asp Cys Phe
115 120 125
Glu Pro Trp Asp Met Asp Lys Glu Leu Ser lle Glu Pro His lle Arg
130 135 140

Arg Gly Tyr lle Asp Val Lys Asp Asn Val Ala Phe Arg Arg lle Thr
145 150 155 160
Asp Ala Cys Asn Cys Phe Gly His Asn Tyr Lys Phe Leu GIn Lys Ala

165 170 175
Gly Ala Lys His Pro Tyr His Asp Asp lle Leu lle Trp Leu Pro Lys

180 185 190

Leu Phe Asp Asn Glu His Trp Ser Asn GIn lle Ser Asn Asp Glu Asn
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195 200 205
Val lle Thr Glu lle Pro Lys Ser Glu Asp Ala GlIn Ala Ala His Phe
210 215 220

Asp Lys Trp Met Ala Glu Thr Arg Asn Lys Arg Leu Val Phe Ala Lys

225 230 235 240

Ala Lys Asp Asn Leu Gly Met Thr Leu Tyr Arg Phe Lys Gly Leu Tyr
245 250 255

Glu Leu Asn Pro Lys Lys Ser Asn Arg Thr lle Gly Leu Tyr Trp Gin

260 265 270
Arg lle Ser Thr Arg Val Lys Thr Tyr Pro Ser Pro Ala Arg Asn Pro
275 280 285

Asp

210> 10

<211> 283

<212> PRT

<213> Shewanella pealeana

<400> 10

Met Lys Thr Leu His Met Thr Arg GIn Leu GIn Arg Cys Lys Asn Lys

1 5 10 15

Arg Phe Glu Leu Tyr Ala lle Thr Arg lle lle His Lys Val Asp Asp

20 25 30
Leu Asp lle Lys Phe lle Thr GIn GIn Tyr Val Ala Arg Pro Asp Gly
35 40 45

Phe Ala Leu Thr Asp Leu Tyr Leu Pro Gin Leu Lys Leu His lle Glu

50 55 60
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lle Asp Glu Gly Phe His Lys Gin GIn Val Asp Ala Asp Lys Val Arg
65 70 75 80
Glu Leu Asp lle lle Thr Ala Thr Asp His GIn Val Lys Arg lle Asp
85 90 95
Ala Ser Val Ala lle Glu GIn lle Asn Leu GIn Val Asp Gin lle Val
100 105 110
Ala Glu lle Leu Gin Ser Val Glu Val Gln Lys Ala Ala Gly Asn Phe
115 120 125
GIn Ala Trp Asp Pro Glu Thr Glu His Ser Val Ser Tyr Leu Gin Ser
130 135 140
Arg Gly Val lle Arg Ala Ser Glu Asn Val Ala Leu Arg Thr Ser Ala
145 150 155 160
Glu Val Cys Asn Leu Leu Gly His Asn Tyr Lys Gly Trp GIn Arg Ser
165 170 175
Ser Ala Ser Val Pro His Tyr Pro Asn lle Arg Leu Trp Phe Pro Lys
180 185 190
Leu Tyr Pro Asn Glu GIn Trp Phe Asn His lle Ser Tyr Asp Gly Cys
195 200 205
Glu lle His Glu Tyr Cys lle Glu Ser Glu Thr Lys Lys Arg GIn Phe
210 215 220
lle Asp Lys Asn Leu Ser Glu Asn lle GIn Gin Met Val Phe Ala Arg
225 230 235 240
Val Lys Asp Glu Leu Gly GIn Thr Met Tyr Arg Phe Lys Gly Leu Phe
245 250 255
lle Leu Asp Arg Asp Lys Thr Cys His Glu Ser Gly Val Tyr Trp Lys
260 265 270
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Arg Val Ala Thr Glu Phe Glu Leu Gly Leu Thr
275 280
<210> 11
<211> 296
<212> PRT

<213> Aplinkos méginys, Newport Harbor, Rhode Island
<400> 11
Met Ser Lys Phe Thr Lys Glu Thr Tyr Val Thr Arg Asn Phe GIn Lys
1 5 10 15
lle Ser Gly Lys Arg Trp Glu Leu Tyr Val lle Thr Arg Val lle His
20 25 30
Leu Leu Asn Asp Pro Asp lle Glu Tyr Val Cys GIn GIn Tyr lle Asn
35 40 45
Pro Pro GIn Asn Lys Asp Tyr Tyr Leu Ala Asp Leu Ala Phe Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Leu Tyr Leu Glu lle Asp Glu Gly GIn His Gly Ser Glu Met
65 70 75 80
His Gin Thr Ser Asp Leu Lys Arg Asp Ala Glu lle Leu Glu Ala Thr
85 90 95
Asp Trp Thr Cys Lys Arg lle Pro Val Phe Val Lys Lys Gly Ser Ser
100 105 110
Lys lle Asp Lys Ser Leu Glu Ala Leu Asn Lys Glu lle Asp Asp Phe
115 120 125
Val Ser Tyr Val Glu GIn Lys Lys GIn Lys Met Val Ser Ala Gly His
130 135 140
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Lys lle Ser Trp Asn Tyr Glu GIn Lys Phe Ser Pro Asp Thr Phe lle
145 150 155 160
Ala Lys Glu Lys lle Lys Val Ser Asp Asn Val Ala Leu Leu Asn His
165 170 175
Arg Asp Val Leu Arg Leu Phe Gly Tyr Lys Lys Gly His Tyr GIn Arg
180 185 190
Ala Val Trp Thr lle Lys Lys Thr Asn GIn Met Val Trp Phe Pro Lys
195 200 205
Leu Tyr Pro Asn Ser Asp Trp Val Asn Ser Phe Asp Asp Lys Ser Gly
210 215 220
Tyr lle His GIn Phe Arg Lys Asp Asn GIn Pro His Pro Met Pro Lys
225 230 235 240
Glu Gly Asp Pro Asp Arg lle Val Phe Ala His GIn Lys Asn lle Phe
245 250 255
Gly GIn Thr Val Tyr Lys Phe Phe Gly lle Phe Arg Ala Asp Leu Asn
260 265 270
Lys Thr Asp Pro Val His His Tyr Phe Lys Arg lle Asn Thr Cys Leu
275 280 285
Asp Leu Ser Arg Tyr Ser Ala Asn
290 295

<210> 12

<211> 293

<212> PRT

<213> Proteus penneri

<400> 12
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Met Ser Lys Thr Asp Tyr lle Leu Arg Ser Leu Ser Lys lle Thr Lys

1 5 10 15

Lys Arg Trp Glu His Tyr Val lle Asn Arg lle Phe His Lys Leu Asp
20 25 30

Asp Pro Glu lle Glu Phe Val Cys GIn GIn Cys lle Arg Lys Ala Asn

35 40 45
Ser Pro Asp Lys lle Tyr Leu Ala Asp Leu Phe Phe Pro Gin Leu Ala
50 55 60

Leu Tyr Leu Glu lle Asp Glu Glu His His Asp Ser Asp Glu Ala Lys

65 70 75 80

Lys Lys Asp Ala Lys Arg Arg Leu Asp lle lle Glu Ala Thr Gly Phe

85 90 95

lle Glu Lys Arg lle Pro Ala Ser Asn Val Thr lle Glu GIn Leu Asn
100 105 110

Thr Ser lle Asp Glu Phe Val Lys Leu Leu lle Asp Thr Lys Glu Lys

115 120 125
GIn Lys Ala GIn Lys Lys Phe lle Pro Trp Asp Tyr Ser Ala GIn Tyr
130 135 140

Thr Ala Lys Arg His lle Asp Ala Gly Phe lie Glu Val Gly Pro His

145 150 155 160

Ala lle Phe Arg Tyr His Arg Asp Ala Leu Glu Cys Phe Gly Tyr lle

165 170 175

Asn Lys Gly His His GIn Ser Gly Ser Trp Lys Leu Pro Glu Asn lle
180 185 190

Val Arg Glu lle Gly Leu Ser Gly Arg lle Met Val Trp Phe Pro Arg

195 200 205
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Leu Tyr Asn Ala Gly Val Trp Asn Asn Glu Leu Ser Pro Asp Gly Glu
210 215 220
Trp lle Thr Glu Glu Ser Léu Glu Val Asp Asn Asn Tyr lle Glu Asp
225 230 235 240
Trp Asp Tyr Arg lle Val Met Ala His Ser Arg Asp Glu Leu Asn Arg
245 250 255
Val Leu Tyr Arg Phe Leu‘GIy Val Phe GIn lle Asp Lys Asn Lys Ser
260 265 270

Val Glu Gly Lys Asn lle Phe Lys Arg lle Asn Thr Lys Val Lys Val
275 | 280 285
Phe Asn Ser Tyr Asn
290

<210> 13
<211> 293
<212> PRT
<213> Proteus vulgaris
<400> 13
Met Ser Lys Thr Asp Tyr‘lle Leu Arg Ala Leu Ser Lys lle Ser His
1 5 10 15

Lys Arg Trp Glu His Tyr lle lie Asn Arg Val Val His Thr Leu Asp

20 | 25 30
Asp Pro Asp lle Glu Phe Val Cys GIn GIn Cys lle Arg Lys Glu Gly
35 40 45
His Leu Gly Lys lle Tyr Leu Ala Asp Leu Leu Phe Pro GIn Leu Asn
50 55 60
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Leu Tyr Leu Glu lle Asp élu Ala His His Asp Ser Asn Asp Ala Arg

65 70 75 80

Lys Ala Asp Ala Val Arg Arg Leu Asp lle Val Glu Ala Thr Gly Phe

85 90 95

GIn Glu Glu Arg lle Pro Ala Ser Asn lle Thr Leu Ser Glu Val Asn
100 ‘ 105 110

Lys Leu Val Asp Glu Phei Val Arg Leu Val Lys Asp Lys Lys Glu Glu

115 120 125
Leu Glu Asn GIn Gly Leul Phe Phe Arg Trp Asp Tyr Asp Glu Arg Tyr
130 135 140

Ser Ala Lys Lys His lle Aén Thr Gly Tyr Met Ala Val Gly Pro Asn

145 150 155 160

Ser Val Phe Arg Tyr His Arg Asp Ala Leu GIn Cys Phe Gly Tyr Arg

165 170 175

Arg Glu Gly His His GIn Ser Gly Gly Trp Ala Leu Pro Ala Glu Val
180 185 190

Ala Gin Ser lle Gly Leu Tjhr Gly Arg Val Met Val Trp Phe Pro Arg

195 200 205
Leu Tyr Glu Ala Gly Glu Trp Lys Asn Ala Leu Ser Ala Asp Gly Asn
210 215 220

Lys lle Thr Glu GIn Ser Li—au Asn Ala Thr Arg Asn Tyr GIn Glu Thr

225 230 235 240

Trp Asp Tyr Arg lle Val Met Ala His Ser Arg Asp Glu Leu Asn Arg

245 250 255

Thr Leu Tyr Arg Phe LeuiGIy Val Phe Ala lle Asp Val Asp Lys Ser

260 265 270
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Ser Asp Glu Val Lys Val Phe Ser Arg Val Tyr Ser Arg Val Asn Val
275 280 285
Tyr Arg Ser GIn Asn
290

<210> 14
<211> 102
<212> PRT
<213> dirbtine
<220>

<223> konservatyvi seka N-galiniame domene

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (2)..(8)

<223> X = bet kuri aminortgstis

<220>
<221> [VAIRUS POZYMIAI
<222> (10)..(11)

<223> X= bet kuri aminorlgstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (13)..(13)

<223> X= bet kuri aminoriigstis
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<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (15)..(32)

<223> X= bet kuri aminoragstis

<220>

<221> VAIRUS POZYMIAI

<222> (35)..(50)

<223> X gali blti pakartota minimaliai 11 karty ir maksimaliai 16 karty
<220>

<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (53)..(54)

<223> X= bet kuri aminoriigstis

<220>

<221> VAIRUS POZYMIAI
<222> (56)..(61)

<223> X= bet kuri aminoriigstis
<220>

<221> VAIRUS POZYMIAI
<222> (63)..(63)

<223> X= bet kuri aminoragstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
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<222> (66)..(67)

<223> X= bet kuri aminorugstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (69)..(94)

<223> X gali blti pakartota minimaliai 6 kartus ir maksimaliai 26 kartus

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (96)..(97)

<223> X= bet kuri aminorugstis

<220>
<221> |[VAIRUS POZYMIAI
<222> (99)..(101)
<223> X= bet kuri aminoriigstis
<400> 14
Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Xaa Glu Xaa Tyr Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
GIn GIn Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Xaa Xaa Asp Leu Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Asp
50 55 60
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Glu Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
65 70 75 80
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Xaa
85 90 95
Xaa Arg Xaa Xaa Xaa lle
100

<210> 15
<211> 79
<212> PRT
<213> dirbtine
<220>

<223> konservatyvi seka C-galiniame domene

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (2)..(2)

<223> X= bet kuri aminortgstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (4)..(43)

<223> X= bet kuri aminortgstis; X gali bati pakartota minimaliai 30 karty ir
maksimaliai 40 karty

<220>
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<221> [VAIRUS POZYMIAI
<222> (45)..(57)

<223> X= bet kuri aminorigstis; X gali biti pakartota minimaliai 12 karty ir

maksimaliai 13 karty

<220>
<221> |[VAIRUS POZYMIAI
<222> (59)..(59)

<223> X= bet kuri aminortgstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (61)..(78)

<223> X= bet kuri aminorigstis; X gali biti pakartota minimaliai 16 karty ir
maksimaliai 18 karty

<400> 15
Trp Xaa Asn Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Xaa
50 55 60
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg

65 70 75
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<210> 16
<211> 102
<212> PRT
<213> dirbtiné

<220>

<223> konservatyvi seka N-galiniame domene

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (2)..(8)

<223> X= bet kuri aminoragstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (10)..(11)

<223> X= bet kuri aminorligstis
<220>

<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (13)..(13)

<223> X= bet kuri aminoriigstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI

LT 6019 B
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<222> (15)..(32)

<223> X= bet kuri aminorigstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (35)..(50)

<223> X= bet kuri aminorlgstis, X gali bati pakartota minimaliai 11 karty ir
maksimaliai 16ty

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (53)..(54)

<223> X= bet kuri aminorhgstis
<220>

<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (56)..(61)

<223> X= bet kuri aminoriigétis
<220>

<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (63)..(63)



<223> X= bet kuri aminoriigstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI

<222> (66)..(67)

<223> X= bet kuri aminortgstis

<220>
<221> VAIRUS POZYMIAI

<222> (69)..(94)

<223> X= bet kuri aminortgstis

<220>
<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (96)..(97)

<223> X= bet kuri aminorigstis

<220>

<221> |VAIRUS POZYMIAI
<222> (99)..(101)

<223> X= bet kuri aminorfigstis

<400> 16
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Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Xaa Xaa Glu Xaa Tyr Xaa Xaa

1 5

15
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Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
20 25 30
GIn GIn Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Xaa Xaa Asp Leu Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Asp
50 55 60
Glu Xaa Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
65 70 75 80
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Xaa
85 90 95
Xaa Arg Xaa Xaa Xaa lle
100
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ISradimo apibréztis

1. Preparatas besis kiriantis tuo, kad apima vieng arba daugiau
i$gryninty rekombinantiniy baltymy, kuriame baltymai yra ZZYZ baltymy Seimos
nariai, kai kiekvienas ZZYZ baltymy Seimos narys turi N-galinj domena, kur N-galinis
domenas turi maziausiai 95 % homologijg su SEQ ID Nr. 14, ir reakcijos bufer;.

2. Preparatas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad vienas arba
daugiau i$gryninty baltymy pirmenybiskai riSasi prie hidroksimetilinto citozino (hmC)
irfarba prie glikozilinto hidroksimetilinto citozino (ghmC), palyginus su ri§imusi prie
DNR metilinto citozino (mC).

3. Preparatas pagal bet k‘uri i$ nuo 1 iki 2 punktg, besiskiriantis tuo,
kad vienas arba daugiau iSgryninty baltymy pirmenybiSkai skelia DNR hmC arba
ghmC nustatytu atstumu nuo 3'.

4. Preparatas pagal bet kurj i nuo 1 iki 3 punkty, besiskiriantis tuo,
kad nustatytas atstumas yra 11-13 nukleotidy grandinéje, turinéioje hmC arba ghmC,
arba 9-10 nukleotidy komplementarioje grandinéje.

5. Preparatas pagal bet k‘urj i8 nuo 1iki4 punkty, besiskiriantis tuo,
kad vienas arba daugiau iSgryninty baltymy skelia DNR, turin¢iag ghmC, hmC ir/arba
mC santykiu maziausiai 8:1 pagal ghmC arba hmC su mC.

6. Preparatas pagal bet kurj i$ nuo 1 iki 5 punkty besiskiriantis tuo,
kad buferis apima druska, besiskirian¢ig anijonu, parinktu i§ grupes, susidedancios i$
sulfato, fosfato, acetato ir citrato. ‘

7. Preparatas pagal bet kurj nuo 1 punkto iki 6 punkty, besiskiriantis

tuo, kad buferis neturi chlorido, nitrato, karbonato arba imidazolo drusky.



52
LT 6019 B

8. Preparatas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad druskos
koncentracija yra 50-500 mM.

9. Preparatas pagal bet kurj i§ nuo 1 iki 8 punkta, besiskiriantis tuo,
kad bent vienas narys apima SEQ ID Nr. 14.

10. Preparatas pagal bet kurj i§ nuo 1 iki 9 punkta, besiskiriantis
tuo, kad bent vienas i§grynintas baltymas turi aminortig$¢iy sekg su maziausiai 95 %
sekos homologija su SEQ ID Nr. 7.

11. Preparatas pagal bet kurj i§ nuo 1 iki 10 punkta, besiskiriantis
tuo, kad bent vienas i§grynintas baltymas turi aminoriigdCiy seka, apimancia
maZiausiai 95 % sekos homologija su fermentu, parinktu i§ PvuRts1l, PpeH],
EsaSS310P, EsaRBORFBP, PatTl, Ykrl, EsaNIl, SpeAl, BbiDI, PfrCORF1180P,
PcoORF314P, BmeD1, AbaSDF1, AbaCl, AbaAl, AbaSl, AbaUMB3ORFAP ir
Asp60ORFAP.

12. Preparatas pagal bet kurj i§ nuo 1 iki 11 punktg, besiskiriantis
tuo, kad bent vienas i$§ i§gryninty baltymy yra parinktas i§ grupés, susidedancios is:
PvuRts1l, PpeHI, EsaSS310P, EsaRBORFBP, PatTl, Ykrl, EsaNI, SpeAl, BbiDlI,
PfrCORF1180P, PcoORF314P, BmeD1, AbaSDF1, AbaCl, AbaAl, AbaSlI,
AbaUMB3ORFAP ir Asp6ORFAP ir jy katalitiSkai aktyviy mutanty ir jy dariniy.

13. hmC aptikimo bldas genominés DNR meginyje, apimantis:

a) preparato pagal bet kurj i$ nuo 1 iki 12 punkty pridéjimg j genominés DNR
megin;j;

b) sudarymg galimybés baltymui skelti genomine DNR skélimo vietoje;

c) skelimo vietos DNR sekos bent vienos pusés nustatyma;
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d) pasirinktinai, DNR sekos kartografavimg ant referencinés genominés DNR
sekos; ir
e) hmC aptikima.

14. Budas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad preparatas a)
pakopoje dar apima: vieng arba daugiau DNR polimeraziy, pradmeny ir adapteriy.

15. Bldas pagal bet kurj i$ nuo 13 iki 14 punkty, besiskiriantis tuo,
kad dar apima: prie$ nustatant DNR sekg c) pakopoje, suskaldytos genominés DNR
amplifikacijg b) pakopoje.

16. Badas pagal bet kurj i§ nuo 13 iki 15 punkty, besiskiriantis tuo,
kad prie$ a) pakopa genominé DNR reaguoja su B-gliukoziltransferaze (BGT).

17. Bldas pagal bet kurj i$ nuo 13 iki 16 punkty imtinai, dar apimantis: a)-c)
pakopy vykdyma viename reakcijos inde arba mikrofliuidiniame jtaise.

18. Rekombinantinio ZZYZ $eimos baltymo gryninimo biidas, apimantis:

klonavimg ir ekspresavimg suliety baltymy, apimanéiy ZZYZ baltymus,
inteing ir afininio suri§imo baltymg;

sukelimg sulieto baltymo ri§imosi prie matricos afininio suri§imo baltymo
priemonémis;

Z7ZYZ baltymo atskelima nuo inteino; ir

iSgryninto baltymo regeneravimg eliuate.

19. Blidas pagal 18 punktg, besiskiriantis tuo, kad afininio suri§imo
baltymas yra chiting suri§antis domenas.
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20. Fragmenty rinkinys, besiskiriantis tuo, kad apima maZiausiai
vieng i§ a) oligonukleotido fragmenta, turintj 20-23 nukleotidy dydj su patalpintu
centre hmC arba ghmC; arba b) didele DNR arba oligonukleotidy fragmentus,
turingius hmC arba ghmC, patalpintus DNR duplekso vienguboje grandinéje prie 11-
13 nukleotidy padétimi nuo grandinés 3‘ galo.

21. Rinkinys, besiskiriantis tuo, kad apima: vieng arba daugiau
isgryninty rekombinantiniy ZZYZ baltymy $eimos baltymy, jy funkciniy dariniy arba jy
katalitiniy fragmenty veiksmingame buferyje fermento aktyvumui; ir naudojimo
instrukcija.

22. Rinkinys pagal 21 punkta, besiskiriantis tuo, kad dar apima BGT
ir UDP-gliukoze.

23. Rinkinys pagal 21 arba 22 punkta, besiskiriantis tuo, kad dar
apima pradmenis. |

24. Reakcijos indas, apimantis: preparatg pagal bet kurj i§ 1-12 punkty,
pradmenis ir/arba adapterius ir termostabilig polimeraze.

25. Preparatas, besiskiriantis tuo, kad apima: ZZYZ baltymy Seimos
nario baltymo funkcinius darinius arba katalitinius fragmentus; ir reakcijos bufer;.
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Fig. 3
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Fig. 5
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