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Teoriniai pagrindai

Restrikcijos endonukleazés yra fermentai, kurie skaldo dvigrande DNR,
atpaZzindami specifines sekas (Roberts, R.J. Proc Natl Acad Sci USA 102: 5905-5908
(2005); Roberts, et al. Nucleic Acids Res 31: 1805-1812 (2003); Roberts, et al. Nucleic
Acids Res 33: D230-232 (2005); Alves, et al. Restriction Endonucleases, "Protein
Engineering of Restriction Enzymes," ed. Pingoud, Springer-Verlag Berlin Heidelberg,
New York, 393-407 (2004)). Jos yra pladiai paplite tarp prokariotiniy organizmy
(Raleigh, et al., Bacterial Genomes Physical Structure and Analysis, Ch.8, eds. De
Bruijin, et al., Chapman & Hall, New York, 78-92 (1998)), kuriuose jie sudaro dalj
restrikcijos-modifikacijos sistemos, kuri pagrinde susideda i§ endonukleazés ir
metiltransferazés. Gimininga metiltransferaze metilina tokig pacia specifing seka, kurig
atpaZjsta suporuota endonukleazé taip, kad Seimininko DNR bty tinkamai apsaugota.
Taégiau, jeigu yra svetimos DNR invazija, ypatingai bakteriofago DNR, svetima DNR
gali biiti suardyta prie$ tai, kol ji bus pilnai metilinta. Restrikcijos-modifikacijos sistemos
pagrindiné biologiné funkcija yra apsaugoti $eimininkg nuo bakteriofagy infekcijos
(Arber Science 205 : 361-365 (1979)). Yra taip pat galimos ir kitos funkcijos, tokios
kaip dalyvavimas rekombinacijoje ir transpozicijoje (Carlson, et al. Mol Microbiol, 27 :
671-676 (1998); Heitman, Genet Eng (N Y) 15 : 57-108 (1993); McKane, et al .
Genetics 139: 35-43 (19995)).

Zinomas mazdaug 3000 restrikcijos endonukleaziy specifiskumas daugiau
negu 250 skirtingoms taikinio sekoms. Atradus pirmosios restrikcijos endonukleazés
sekai specifine prigimtj (Danna, et al., Proc Natl Acad Sci U S A 68 : 2913-2917 (1971);
Kelly, et al ., J Mol Biol 51 : 393-409 (1970)), netrukus mokslininkai atrado, kad tam
tikros restrikcijos endonukleazés skaldo sekas, kurios yra panasios, bet neidentikos
ju apibréztoms atpazinimo sekoms, esant neoptimalioms sglygoms (Polisky, et al .,
Proc Natl Acad Sci U S A, 72 : 3310-3314 (1975) ; Nasri, et al . , Nucleic Acids Res
14: 811-821 (1986)). Sis susilpnintas specifiskumas yra pavadintas restrikcijos
endonukleaziy Zvaigzdiniu aktyvumu.

Zvaigzdinis aktyvumas yra molekulinés biologijos reakcijy problema.
Zvaigzdinis aktyvumas klonavimo vektoriuose arba kitoje DNR jveda
nepageidaujamus kirpimus. Tokiuose atvejuose kaip teismo ekspertizé, kur tam tikras
DNR substratas turi bati perkirptas restrikcijos endonukleaze, sukuriant unikaly
individo DNR profilj (,pirSty atspauda®), Zvaigzdinis aktyvumas pakeicia skélimo
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pobudj, taip komplikuodamas analize. Zvaigzdinio aktyvumo i§vengimas taip pat yra
lemiamas tokiame pritaikyme, kaip grandinés nustimimo amplifikacija (Walker, et al .,
Proc Natl Acad Sci U S A, 89 : 392-396 (1992)) ir nuosekli geny raiSkos analize
(Velculescu, et al ., Science 270 :484-487 (1999)).

ISRADIMO SANTRAUKA

Isradimo jgyvendinime yra pateikiamas restrikcijos endonukleaziy ir jy varianty
tikslumo indekso (Fl) identifikavimo bidas, kuris apima reakcijos buferio ir DNR
substrato, turinio restrikcijos endonukleazés prisiri§imo ir skélimo vietg, parinkimg;
sudaryma salygy vienodai praskiestai restrikcijos endonukleazei arba jos variantams
perskelti DNR substratg; ir FI nustatyma kiekvienai restrikcijos endonukleazei ir vienam
arba daugiau jos varianty.

Jgyvendinimo bldas dar apima restrikcijos endonukleaziy ir jy varianty Fl
palyginima, kad gauty pagerinimo faktoriy, pvz., didesnj negu 2 kiekvienam variantui.

ISradimo jgyvendinime yra parinktas buferis, kuriame yra kalio acetatas, Tris
acetatas ir magnio acetatas; arba magnio chloridas.

Papildomi jgyvendinimai apima:

(a) Kompoazicija, apimandig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 1, kurioje viena
arba daugiau aminorags€iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i$ grupes, susidedangios i§ S36, K77, P154, E163, Y165 ir K185.

(b) Kompozicija, apimandig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 2, kurioje viena
arba daugiau aminortg$¢€iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ K198 ir Q148.

(c) Kompozicijg, apimangia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 3, kurioje viena
arba daugiau aminorags$¢&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupes, susidedancios i§ S15, H20, E34, M58, Q95, R106, K108, T181,
R187 ir R199.

(d) Kompozicijg, apimangig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 4, kurioje viena
arba daugiau aminorugs¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
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yra parinkta i§ grupés, susidedancios i$ D16, D148 ir E132.

(e) Kompozicijg, apimantia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 5, kurioje viena
arba daugiau aminorlig$&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis

yra parinkta i$ grupés, susidedancios i§ K75, N146 ir D256.

(f) Kompozicija, apimangia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 6, kurioje viena
arba daugiau aminoriig§éiy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis

yra parinkta i§ grupés, susidedangios i§ E198 ir D200.

(g) Kompozicijg, apimantig: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 7, kurioje viena
arba daugiau aminortig$éiy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ K229, E025, R034 ir Q261.

(h) Kompozicijg, apimandig: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 8, kurioje
mutacijos padétis yra K225.

(i) Kompozicijg, apimancia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 9, kurioje viena
arba daugiau aminorig§c¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ H137, D177, K363, K408, R411, Q215, Q226
ir Q230.

() Kompozicijg, apimanéig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 10, kurioje
mutacijos padétis yra F376.

(k) Kompozicijg, apimancia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 11, kurioje viena
arba daugiau aminorags¢&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i$ grupes, susidedancios i§ R78, T140, E1562, R199 ir F217.

() Kompozicijg, apimancig: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 12, kurioje viena
arba daugiau aminorigs¢&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i$ grupeés, susidedandios i§ G26, P105, T195, Q210, Y147, Y193, K114,
T197, S245, D252 ir Y027.

(m) Kompozicijg, apimandig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 13, kurioje viena
arba daugiau aminortgs¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ H10, N208, K48, K74, R75, Y56, K58 ir M 117.

(n) Kompozicijg, apimanéia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 14, kurioje viena
arba daugiau aminorag$¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ K014, Q069, E099, R105, R117, G135 ir Y035.
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(o) Kompozicija, apimancia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 15, kurioje viena
arba daugiau aminorug&¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i§ grupés, susidedangios i§ N106, Q169, E314 ir R126.

(p) Kompozicija, apimandia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 16, kurioje viena
arba daugiau aminortg$éiy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i§ grupés, susidedanéios i§ T20, P52, Y67, K68, R75, E86, Q90, S91,
Q93, H121ir G172.

(q) Kompozicijg, apimancia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 17 kurioje viena
arba daugiau aminorigs¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padeétis
yra parinkta i$ grupés, susidedancios i§ E059, P065, S108, N172, K174, Q179, G182
ir YO55.

(r) Kompozicijg, apimancia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 18, kurioje viena
arba daugiau aminorlig8&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padeétis
yra parinkta i$ grupés, susidedancios i§ N212 ir L213.

(s) Kompozicija, apimancig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 19, turin€ig
mutacijg N65 padétyje.

(t) Kompozicija, apimangia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 20, kurioje viena
arba daugiau aminorigsé¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedandios i§ E007, D011, E049, R073, R114, G137, S210
ir R213.

(u) Kompozicijg, apimanéia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 21, kurioje viena
arba daugiau aminoriigs¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ P079, E086, H096 ir E218.

(v) Kompozicijg, apimanéig: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 22, kurioje viena
arba daugiau aminortig$&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedandios i§ E32, S081, G132, F60 ir S61.

(w) Kompozicijg, apimanc€ig: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 23, kurioje viena
arba daugiau aminoriig$¢€iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i$ grupes, susidedancios i§ G013, G016, K018, P052, R053, K070, E071,
D072, G073, S84, E086, R090, K094, R095, P099, P103, K113, N135, S151, P157,
G173, T204, S206, K207, E233, N235, E237, S238, D241, K295, S301 ir S302.
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(x) Kompozicijg, apimanéia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 24, kurioje viena
arba daugiau aminorlg$éiy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i$ grupés, susidedancios i§ S64, S80, S162, T77/T96 ir N 178.

(y) Kompozicijg, apimangia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 25, kurioje R232

padetis yra mutuota.

(z) Kompozicijg, apimangia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 26, kurioje viena
arba daugiau aminorlig$c¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i$ grupés, susidedancios i§ S50, Y81, N93 ir W207.

(aa) Kompozicijg, apimandia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 27, turintj G26

mutacijg.

(bb) Kompozicijg, apimancia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 28, turintj
E122/R132 mutacija.

(cc) Kompozicijg, apimangia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 29, kurioje viena
arba daugiau aminoriigs&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padeétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ N016, S33, P36, H76, P87, N89, R90, T138,
K141, K143, Q221, Q224, N253, Q292, R296, T152, G326 ir T324.

(dd) Kompozicija, apimangia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 30, kurioje viena
arba daugiau aminorags¢€iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ K024, P214, E146, N251 ir Y095.

(ee) Kompozicijg, apimangia: fermentg, apimantj SEQ ID Nr. 31, kurioje viena
arba daugiau aminorigs$c€iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ G075, Q099, G155, P022 ir R90.

(ff) Kompozicijg, apimandia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 32, kurioje viena
arba daugiau aminorGg$¢iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ S097 ir E125.

(99) Kompozicijg, apimangig: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 33, kurioje viena
arba daugiau aminoriig&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ K021, 1031 ir T120.

(hh) Kompozicijg, apimangig: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 34, kurioje viena
arba daugiau aminorag8&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis
yra parinkta i$ grupés, susidedangios i§ K7, T10, N1, N14, Q232 ir T199.
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(ii) Kompozicija, apimanéia: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 35, kurioje viena
arba daugiau aminorfig&&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padetis
yra parinkta i§ grupés, susidedancios i§ P92, P144, G197 ir M 198.

Bet kuri auk$diau esanti kompozicija dar gali bati charakterizuojama tuo, kad
mutuotas fermentas i§ anksto numatytame buferyje turi didesnj Fl, negu fermentas

neturintis mutacijy i$ anksto numatytame buferyje.

TRUMPAS FIGURY APRASYMAS

Figlrose 1A ir 1B parodytas Pvul-HF ir Pvul-WT aktyvumo palyginimas.

Figlroje 1A 2vaigzdutés (*) Zenklas Zymi takelj kairéje (takelis 2), kur Zvaizdinis
aktyvumas daugiau neaptinkamas. Zenklas (#) Zymi takelj desingje (takelis 8), kur
jvyksta dalinis suskaldymas. Pradiné Pvul-WT koncentracija buvo paskaiCiuota 77
vienetai.

Figroje 1B pilnas suskaldymas buvo stebimas iki 15 takelio, po kurio buvo
stebimas zvaigzdinis aktyvumas. Praskiedimo riba, jgalinanti piina suskaldyma, buvo
praplésta nuo 6 praskiedimy iki 15 praskiedimy serijoje. Pradiné Pvul-HF koncentracija
buvo paskaiciuota maziausiai 9600 vienety.

Figlrose 2A ir 2B parodytas Hindlll-HF ir HindllI-WT aktyvumo palyginimas.

Figlroje 2A zvaigZzdutés (*) Zenklas Zymi takelj kairéje (takelis 9), kur Zvaizdinis
aktyvumas daugiau neaptinkamas. Zenklas (#) Zzymi takelj desinéje (takelis 15), kur
jvyksta dalinis suskaldymas. Pradiné HindIll-WT koncentracija buvo paskaiciuota 9600
vienety.

FigUroje 2B pilnas suskaldymas buvo stebimas iki 13 takelio, po kurio buvo
stebimas 2vaigzdinis aktyvumas. Praskiedimo riba, jgalinanti pilng suskaldyma, buvo
praplesta nuo 6 praskiedimy iki 13 praskiedimy serijoje. Pradiné Hindlll-HF
koncentracija buvo paskaigiuota maziausiai 2400 vienety.

Figlrose 3A ir 3B parodytas Dralll-HF ir Dralll-WT aktyvumo palyginimas.

Figtroje 3A ZvaigZzdutés (*) Zenklas zymi takelj kairéje (takelis 12), kur
2vaizdinis aktyvumas daugiau neaptinkamas. Zenklas (#) Zymi takelj desingje (takelis
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12), kur jvyksta dalinis suskaldymas. Nei Zvaigzdinio aktyvumo nei dalinio DNR
suskaldymo nestebima. Pradiné Dralll-WT koncentracija buvo paskaitiuota 1200

vienety.

Figlroje 3B pilnas suskaldymas buvo stebimas iki 12 takelio, po kurio buvo
stebimas Zvaigzdinis aktyvumas. Praskiedimo riba, jgalinanti pilng suskaldymag, buvo
praplésta nuo 6 praskiedimy iki 13 praskiedimy serijoje. Pradiné Dralll-HF

koncentracija buvo paskaiiuota maziausiai 1200 vienety.
Figlrose 4A ir 4B parodytas Kpnl-HF ir Kpnl-WT aktyvumo palyginimas.

Figlroje 4A * Zenklas Zymi takelj kaireje (takelis 9), kur Zvaizdinis aktyvumas
daugiau neaptinkamas. Zenklas # Zymi takelj desinéje (takelis 13), kur jvyksta dalinis
suskaldymas. Figuroje 1A pradine Kpnl-WT koncentracija buvo paskaitiuota 2000

vienety.

Figlroje 4B pilnas suskaldymas buvo nustatytas visg laikg be Zvaigzdinio
aktyvumo arba dalinio skaldymo. Pradiné Kpnl-HF koncentracija buvo paskaigiuota
didesne negu 12000 vienety.

Figlrose 5A ir 5B parodytas Styl-HF ir Styl-WT aktyvumo palyginimas.

Figaroje 5A * Zenklas Zymi zvaigzdinio aktyvumo pradzig kairéje (takelis 6),
Zenklas # Zymi dalinio aktyvumo pradzig deSinéje (takelis 12). Pradinis Styl-WT kiekis
buvo paskaigiuotas 1000 vienety.

Figuroje 5B ZvaiZdinis aktyvumas buvo nustatytas pirmuose 2 takeliuose ir
dalinis skaldymas nuo 14 arba 15 takelio. Pradinis Styl-HF kiekis buvo paskaiéiuotas
4000 vienety.

Figlroje 6 parodytas Bgll-HF ir Bgll-WT palyginimas ant pXba. Bgll-HF turi FI
maziausiai 8000, tuo tarpu Bgll-WT turi Fl 32, jeigu pagerinimo faktorius yra maZiausiai
250. Desinegje schemoje pateiktas teorinis skaldymo modelis.

Figlroje 7 parodytas BsrDI-HF ir BsrDI-WT palyginimas ant pBR322. BsrDI-
HFturi FI maZiausiai 1000 buferyje NEB4, tuo tarpu BsrDI-WT turi % FI, pateikiant
pagerinimo faktoriy maziausiai 2000. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo
modelis.

FigUroje 8 parodytas Bcll-HF ir Bcll-WT palyginimas buferyje NEB4 ant lambda
(dam-). Bell-HF turi FI maziausiai 2000, tuo tarpu Bcll-WT turi FI 32, pateikiant



LT 6167 B

pagerinimo faktoriy maziausiai 64. Desin¢je schemoje pateiktas teorinis skaldymo

modelis.

Figdroje 9 parodytas Bglll-HF ir Bglll-WT palyginimas ant pXba. Bglll-HF turi
Fl maziausiai 32000, tuo tarpu Bglll-WT turi F1 16, pateikiant pagerinimo faktoriy
maziausiai 2000. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo modelis.

Figlroje 10 parodytas BstEIll-HF ir BStEII-WT palyginimas ant lambda DNR.
BstEII-HF turi F1 maziausiai 2000, tuo tarpu BstEII-WT turi F| 4, pateikiant pagerinimo
faktoriy maziausiai 500. Desinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo modelis.

Figtroje 11 parodytas Sfil-HF ir Sfil-WT palyginimas ant pBC4. Sfil-HF turi FI
maziausiai 8000 NEB4 buferyje, tuo tarpu Sfil-WT turi FI 64, pateikiant pagerinimo
faktoriy maziausiai 120. De$inéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo modelis.

Figaroje 12 parodytas Smal-HF ir Smal-WT palyginimas ant pXba. Smal-HF
turi FI maziausiai 256000, tuo tarpu Smal-WT turi Fl 64, pateikiant pagerinimo faktoriy
maziausiai 4000. Desinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo modelis.

Figtroje 13 parodytas BsmBI-HF ir BsmBI-WT palyginimas ant lambda DNR.
BsmBI-HF turi FI 250 NEB4 buferyje, tuo tarpu BsmBI-WT turi Fl 4, pateikiant
pagerinimo faktoriy maziausiai 64. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo
modelis.

Figlroje 14 parodytas BstNI-HF ir BstNI-WT palyginimas ant pBR322. BstNI-
HF turi FI 500 NEB4 buferyje, tuo tarpu BstNI-WT turi FI 4, pateikiant pagerinimo
faktoriy maziausiai 120. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo modelis.

Figlroje 15 parodytas Miul-HF ir MIul-WT palyginimas ant lambda DNR.
BstNI-HF turi FI maziausiai 32000 NEB4 buferyje, tuo tarpu MIul-WT turi FI 32,
pateikiant pagerinimo faktoriy maziausiai 120. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis
skaldymo modelis.

Figlroje 16 parodytas Nspl-HF ir Nspl-WT palyginimas ant pUC19. Nspl-HF
turi FI maziausiai 500 NEB4 buferyje, tuo tarpu Nspl-WT FI turi 32, pateikiant
pagerinimo faktoriy maZiausiai 16. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo
modelis.

FigUroje 17 parodytas BsrFI-HF ir BsrFI-WT palyginimas ant pBR322. BsrFl-
HF turi FI maziausiai 500 NEB4 buferyje, tuo tarpu BsrFI-WT turi Fl 16, pateikiant
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pagerinimo faktoriy mazZiausiai 32. DeSinéje schemoje pateiktas teorinis skaldymo

modelis.

DETALUS JGYVENDINIMU APRASYMAS

Restrikcijos endonukleaziy mutanty su pagerintu specifiSkumu vienai sekai
suklrimas néra paprastas. Susiduriama su daugybe problemy, kaip sekancios:
mutuotas fermentas turi sumazéjusj aktyvumg arba jo visai neturi, neturi sumazinto
zvaigzdinio aktyvumo arba faktidkai turi padidéjusj Zvaigzdinj aktyvuma. Be to,
mutuotas fermentas negali biti klonuotas ir tokiu badu negali biti analizuojamas.

Nesékmé siekiant pagaminti mutantg gali jvykti dél daugybés galimy
priezas€iy, jskaitant bet kurig i§ sekandiy. Tai gali jvykti del nesékmingos atvirk$tines
PGR. Gali bati, kad mutacija, sukelianti naujg specifinj aktyvuma yra toksiSka lgstelei
Seimininkei, netgi jeigu ji vykdo giminingos metilazés raiSka, esant salygoms, kurios
jprastai yra saugios nemutuotos restrikcijos endonukleazés raigkai. Siomis
aplinkybémis negali blti gaunamas gyvybingas mutantinis klonas. Be to mutantas gali
turéti pirmenybe tam tikram buferiui, kad jeigu tiriama kitame buferyje, aktyvumas
nenustatomas. Kitas sunkumas, su kuriuo susiduriama, yra tas, kad net jeigu paprastai
tiriamas kiekvienos mutacijos neapdorotas lizatas ir lizate aktyvumas neaptikamas,
laikant, kad bandymas neigiamas. Kai kuriais atvejais fermentas turi bati i§grynintas,
kad buty aptiktas aktyvumas.

Stebina tai, kad kai kuriuose pavyzdziuose, prolino pakeitimas alaninu duoda
variantus su norimu FI truputj didesniu negu 250 ir duodanéiu maziausiai dvigubg

pagerinimo faktoriy. Tai pailiustruota Pvul, BamHI, Nrul ir Spel variantuose.

Kiti sunkumai didelio tikslumo mutanty gavime susije su DNR, koduojancios
kai kurias restrikcijos endonukleazes, dydzZiu. Tokig DNR gali buti sunku amplifikuoti
PGR metodu dél didelio matricos dydZio. Be to, PGR produktai kai kuriomis
aplinkybémis lengvai nesitransfomuoja j naujg $eimininka. Netgi jeigu transformacija j
lastelg Seimininke bus sékminga, transformuotos Igstelés ne visada duos kolonijas ir
tuo bldu mutacijg bus nelengva aptikti. Kai kuriais atvejais, netgi jeigu po
transformacijos kolonijos aptinkamos, jos negali bti kultivuojamos jokiomis sglygomis.

Priezastys, maZinan€ios mutanty specifinj aktyvumag gali bati sekangios:
mutacija sgveikauja su baltymo susilankstymu, kuris Zymiai mazZina raigkos lygj arba
mutacija veikia specifinj fermento aktyvuma.
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PavyzdZiui, tai buvo nustatyta Styl mutantams: N34A, F35A, D58A, F65A,
KB6A, K67A, F100A, N148A, E213A, F250A, T251A, D258A, D262A, N283A, R293A,
F294A, R295A, R296A, D298A, D299A, M304A, M310A, D318A, S337A, S346A ir
F371A.

Fermentinio aktyvumo praradimas gali jvykti deél bet kurios sekancios
priezasties, apimandcios: mutacija pa$alina liekanas, kurios yra svarbios katalizei,
mutacijos pasekoje pakeistos lieckanos, kurios yra svarbios susilankstymui, taigi,

klaidingai sulankstytas mutuotas baltymas yra neaktyvus.

PavyzdZziui, tai buvo nustatyta Styl mutantams: M33A, D37A, F41A, DS5A,
D71A, N77A, R79A, ESOA, F81A, T82A, E83A, FO7A, F101A, E136A, W137A, M138A,
M 140A, K144A, Q145A, R151A, R255A, R259A, S261A, T264A, F278A, R281A,
T284A, M297A, H305A, N306A, D314A, D338A ir E382A.

Didelio tikslumo mutanty sukidrimas reikalauja kruop$taus darbo. Yra
atrenkama ir testuojama daugybé mutanty ir santykinai tik mazas skai€ius rodo didel;
tiksluma. Buvo nejmanoma numatyti ekstrapoliacijos metodu, kurie mutantai galimai

rodys pagerintas savybes.

Bandymy, atlikty siekiant identifikuoti didelio tikslumo restrikcijos
endonukleaziy variantus, pavyzdZiai parodyti 1-17 figlrose. Figlrose parodyti ir
laukinio tipo ir didelio tikslumo varianty rezultatai viename buferyje. Visose figlrose
parodyti perskeltos DNR kiekiai ir tipai, po dviejy skiedimy serijos gelyje i§ kairés |
desine, fermento koncentracijai mazéjant trikampio kryptimi. Lenteléje 1 pavaizduoti
33 fermenty rezultatai. Pavyzdziuose panaudoti restrikcijos endonukleazés reakcijos
buferiai (1-4 buferiai) yra apibrézti pvz. NEB kataloge (2009/10). Kiti buferiai gali bati
parinkti pagal naudotojo teikiamg pirmenybe.

Bandymuose gautas Fl yra didZiausios restrikcijos fermento koncentracijos,
nerodancios akivaizdaus Zvaigzdinio aktyvumo, santykis kaip nustatyta esant
juostoms, susijusioms su Zvaigzdiniu aktyvumu, su restrikcijos fermenty koncentracija,
kuri pilnai suskaldo 1 ug standartinio DNR substrato 50-yje pl reakcijos per 1 valandg
nustatytoje temperatiroje, standartiniuose NEB buferiuose. 6-17 figlirose yra uZdétas
remelis, rodantis ZvaigZdinio aktyvumo juostas. ISradimo jgyvendinimuose Fl yra
pavyzdZziui geriau bent 250, pavyzdZiui didesnis negu 500, pavyzdZiui didesnis negu
1000, pavyzdziui didesnis negu 5000.
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Tikslumo pagerinimo reik§mé yra skaitiuojama kaip varianto Fl santykis
padalintas i$ nemutuoto fermento FI. ISradimo jgyvendinime, pagerinimo reikSmé yra
pavyzdZiui geriau bent 2, pavyzdZiui geriau bent 4, pavyzdZiui geriau bent 8,

pavyzdziui geriau bent 16.

Jgyvendinime FI nurodomas didZiausio restrikcijos fermento kiekio, nerodancio
akivaizdaus ZvaigZdinio aktyvumo, santykj su kiekiu, kuris pilnai suskaldo 1 ug
standartinio DNR substrato 50-yje ul reakcijos per 1 valandg budingoje temperaturoje,

standartiniuose NEB buferiuose.

1lentelé: HF fermenty savybiy santrauka

Ferme | Subst | FI1 Fl12° FI3 Fl4‘ Pvz. Seka
ntas ratas Nr.
Pvul-HF | pXba | 22000(1/8) | 216000(1) | =>4000(%) | > 16000(1) 1 1
HindlI-HF| A | 2260000(3%) | 2260000(%) | 2250(1/2000) [ 2520000(1) 2 2
Dralll-HF | 2 | 2120(1/16) | 21000{%) | =232(1/64) | 22000(1) 3 3
Kpnl-HF | pXba |>1000000(1)|21000000(1) 230000(1/500)>1000000(1) 4 4
Styl-HF | A | 24000(%) | 2000{1) | >16(1/250) | 4000(%) 5 5
Bsall-HF pBR322[ 21000(%) | 24000(1) | 24000(1) | 24000{1) 6 6
BsaWI-HF | pXba | 8(1/64) 120(1) >120(1)) | 24000(1) 7 7
Bgli-HF A 24000(3z) 28000(1) | 2500{1/16) | 28000{1) 8 8
BsrDI-HF pBR322| >120(1/8) | 2500(1) 264(1/16) | 21000(1) 9 9
Nsil-HF | pXba | 2250(1/32) | 21000{1/8) | 2500{1/16) | 28000(1) 10 10
Dpnli-HF | A(-) | 4000(%) | 2000{1/8) | 64(1/128) | 8000{1) 11 11
Bell-HF | A(—) | 2250(1/32) | 2500{%) | 232(1/64) | 22000(1) 12 12
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Bglll-HF | pXba | 28000(1/8) | >128000(1) | 2000(%) | >32000(%)| 13 13
BstE-HF | 2 | 264(1/32) | >1000(%) | >32(1/64) | 22000{1) 14 14
Banll-HF | A(-) | 24000(1) | >2000(%) | 2500(1/8) | >2000(%) 15 15
PspGI-HF | pBC4 | 21000(%) | 24000{1) | 24000{1) | 24000(1) 16 16
Spel-HF | T7 | 24000(%) | >250(1/8) | 2120(%) | >1000(1) 17 17
BsmAI-HF [ FX174 | 24000(1) | 22000(%) | >500(1/8) | >4000(1) 18 18
BstXI-HF | 2 >500(%) | 21000(1) | >500{1/2) | >1000(1) 19 19
Sfil-HF | pBC4 | 250(%) | 21000(1/8) | 232(1/250) | 28000(1) 20 20
Pmel-HF | pXba | 22000(1/8) | >500(1/16) | >32(1/250) | 28000(1) 21 21
Smal-HF | pxba [>2000(1/500):32000(1/32)| 232(1/32000) | 2256000(1)| 22 22
Aatli-HF | pXba NC NC NC 21000(1) 23 23
Apol-HF | pxba | 22000(%) | 24000(1) | 21000(%) | 22000(%) 24 24
BsmBI-HF| A 32(%) 120(%) >120(%) 250(1) 25 25
Bmtl-HF | pXba | 25600(%) | 25600(%) | 2000(1/500) [1000000(1)] 26 26
BstNI-HF pBR322| 2120(%) | 2500(1) 2120(%) 500(1) 27 27
Miul-HF | & | 216000(%) | 232000(1) | 22000(1/16) | 232000(1) 28 28
Banl-HF | 2 | 21000(%) | 2250(1/8) | 2250(1/8) | 22000(1) 29 29
Kasl-HF pBR322| 28000(%) | 216000(1) | 22000(1/8) | >16000(1) 30 30
Nrul-HF | A | 264(1/250) [21000(1/16)| 2100(1/16) | 216000(1) 31 31
Nspl-HF [puC19]| 24000(1) | 500(1) >250(1/8) | 500(1) 32 32
BsrFI-HF pBR322] 2500(1) | 264(1/8) >100 >500(1) 33 33
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Skiedikliai (Dil) A, B ir C ir 1-4 buferiai yra apibrézti 2009/10 NEB kataloge, 87
psl.

Visos $ioje parai$koje pacituotos nuorodos, kaip ir US laikinosiose paraiSkose,
paduotose 2010 m. vasario 5 d, Nr. 61/301666 ir 2010 m. rugséjo 29 diena, Nr.
61/387800, yra jtrauktos j $ig paraiSkg su nuoroda j minétas paraikas.

PAVYZDZIAI

Pavyzdys 1: Didelio tikslumo (HF) Pvul konstravimas

1. Pvul raiska

Pvul raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pUC19-PvulR ir
pACYC184-Pvul-M, kiekviena i§ kuriy turi Pvul endonukleazés ir metilazés genus.

Lastelés buvo auginamos prie 30 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.
2. Pvul-HF mutagenezé

Visos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr liekanos buvo
pakeistos j Ala padetyse 7, 8, 11, 12, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 26, 28, 29, 30, 31, 34, 35,
36, 38, 40, 42, 44, 45, 46, 48, 49, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 66, 67, 69, 70, 71,72, 73,
77,78, 80, 81, 82, 87, 88, 90, 92, 93, 96, 97, 101, 102, 104, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 115, 116, 119, 120, 121, 122, 126, 127, 129, 131, 132, 135, 138, 139, 144, 146,
147, 148, 150, 151, 152, 154, 155, 157, 158, 160, 161, 162, 163, 167, 169, 170, 172,
173, 174, 178, 180, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 189, 192, 194, 195, 196, 201, 202,
203, 205, 206, 210, 211, 214, 215, 218, 219, 220, 221, 226, 230, 231, 232, 233, 235,
236, 238, 239, 240, 241, 246, 247, 248, 249, 251, 253, 254; tuo tarpuTyr buvo pakeista
| Phe padeétyse 18, 52, 56, 84, 91, 130, 143, 165, 204, 242.

Mutagenezé buvo atlikta inversnés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Produktas buvo transformuotas | E.coli ER2683

kamiena.
3. Pvul-HF atranka

Pvul-HF atranka buvo atlikta naudojant NEB3 ir NEB 4 (New England Biolabs,
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Inc., Ipswich, MA (NEB) aktyvumo palyginima, naudojant pXba DNR kaip substrata.
Pvul-WT turejo didesnj aktyvumg NEB3. Buvo atrinktas pvz. su didesniu NEB4
aktyvumu. Buvo rasti 6 mutantai turintys didesnj aktyvumg NEB4: S36A, K77A, P154A,
E163A, Y165F ir K185A. P154A turéjo daug didesnj aktyvuma, negu WT NEB4.
Paprastai, mutantas su didesniu aktyvumu NEB4 buferyje buvo mutantas su pagerintu
Zvaigzdiniu aktyvumu. Pvul(P154A) buvo pavadintas Pvul-HF. Tai buvo pirmas kartas,

kai buvo efektyvi mutacija proling pakeitus j alaning.
4. Pvul-HF gryninimas

Du litrai EK2683(pUC19-Pvul(P154A), pACYC184-PvulM)) Iasteliy buvo
auginama LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml 30 °C per naktj. Lasteles
surenkamos ir veikiamos ultragarsu 20-yje ml Tris-HCI, kurio pH 7,5 ir 50 mM NaCl.
Po 30 min centrifugavimo prie 15000 rpm, supernatantas SvirkStu buvo jleistas j 5 ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ), i§
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. Didesnio aktyvumo frakcijos buvo toliau koncentruojamos
Vivaspin® 15R (Vivascience, now Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen,
Germany) ir laikomos glicerine prie -20 °C.

5. Pvul-HF ir Pvul-WT palyginimas

Pvul-HF ir Pvul-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pXba DNR keturiuose NEB
buferiuose, su B skiedikliu. Palyginimas parodytas 1 figlroje, rezultatai pateikti
lenteléje 2 (Zemiau).

Lentele 2: Pvul-HF ir Pvul-WT palyginimas

Buferis Pvul-HF Pvul-WT
Aktyvumas | Fl Aktyvumas | Fl Pagerinimo
faktorius
NEB1 12,5 % 22000 6,3 % 32 264
NEB2 100 % 216000 25 % 32 2500
NEB3 25 % 24000 100 % 32 2125
NEB4 100 % 216000 12,5 % 32 2500
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Pvul-HF geriausig aktyvumg rodé NEB2 ir NEB4 buferiuose, kur FI buvo
>16000; WT Pvul geriausias aktyvumas buvo NEB3 buferyje, kur FI buvo 32. Taigi,
bendras pagerinimo faktorius buvo 216000/32 = 2500.

Pavyzdys 2: HF Hindlll konstravimas

Hindlll atpaZjsta ir skaldo A/AGCTT, kaip aprasyta Tarptautinés publikacijos
Nr. WO2009/009797 21-ame pavyzdyje. HindllI(K198A) mutantas buvo atrinktas kaip
Hindlll HF versija. Tolimesnis $io mutanto charakterizavimas atskleidZia, kad netgi
jeigu HindllI(K198A) elgesys vienos valandos skaléje yra puikus, tagiau jis néra puikus
skaldyme per naktj. Tuo tarpu didesnio skaiiaus mutanty paieSka parode, kad
Hindlll(Q148A) taip pat yra dalinai geras. Sekantis Zingsnis tolesnio pagerinimo
kryptimi buvo alanino pakeitimas kita aminorlgsties liekana. Tarp kity, Hindlli(Q1481)
pasirodé puikiai ir vienos valandos skaldyme ir skaldyme per naktj ir jis pavadintas
Hindlll-HF (Figdra 2).

Hindlli-HF rai$ka buvo vykdoma ER3087(puC19-Hindlll(Q1481)M). Auginimo
ir gryninimo metodai buvo atliekami pagal WO/2009/009797.

Sekancioje lenteléje (Lentelé 3) palyginama HindllI-HF ir HindlII-WT FI.

Lentelé 3: HindllI-HF ir Hindlll-WT palyginimas

Buferi | Hindlll-HF HindlII-WT

] Aktyvu | FI Aktyvu | Fi Pagerinimo
mas mas faktorius

NEB2 | 100% > 16000 | 25% 32 >500

NEB3 | 25% 2 4000 1100% 32 2125

NEB4 | 100% 2 16000 {12.5% 32 2500

Geriausias Hindlll-HF aktyvumas buvo NEB4 buferyje; Hindlll-HF FI NEB4
buvo 2520000; HindIlI-WT geriausias aktyvumas buvo NEB2 buferyje. HindllI-WT FI
NEB2 buferyje buvo 250. Taigi bendras pagerinimo faktorius buvo 22000.



16

LT 6167 B

Pavyzdys 3: HF Dralll konstravimas

1. Dralll raiSka

Dralll atpazjsta ir skaldo CACNNN/GTG. Dralll raiS§ka buvo vykdoma E.coli
ER3081 Igstelese su plazmidémis pAGR3-DrallIR() ir pACYC-DralllM(). Lastelés buvo
auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. Dralll mutagenezé

Dralll baltymo ilgis yra 227 aminortigstys. Pradzioje buvo numatytas mutuoti j
Ala (arba Phe) bendras 132 aminorigs$&iy saitas. Cys, Asp, Glu, Phe, His, Lys, Met,
Asn, Gin, Arg, Ser, Thr, Gly ir Trp buvo mutuotos j Ala. Try buvo mutuota j Phe. Tai
buvo: 7, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 28, 29, 31, 32, 34, 35, 37, 40,
42,43, 44, 45, 47, 51, 54, 55, 57, 58, 59, 60, 64, 65, 66, 67, 68, 72, 73, 74,76, 77, 82,
83, 84, 88, 89, 90, 91, 93, 94, 95, 96, 99, 101, 102, 104, 106, 107, 108, 111, 112, 113,
114, 115, 117, 120, 121, 123, 124, 127, 128, 130, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
144, 145, 146, 147,150, 154, 155, 156, 157, 158, 160, 161, 165, 167, 169, 170, 171,
172, 173, 175, 176, 180, 181, 183, 184, 185, 187, 189, 190, 192, 193, 196, 198, 199,
200, 201, 202, 205, 207, 208, 209, 211, 212, 213, 214, 216, 217, 218, 219, 22 ir 223.

Atrinkty mutanty taskiné mutagenezé buvo atlikta atvirkstinés PGR metodu.
PGR reakcija buvo vykdoma 100 ul reakcijos taryje, esant 2 ul kiekvieno PGR
pradmens, 1 pyl pAGR3-DralllR, 400 ul dNTP, 4 vienetus Deep Vent™ DNA
polimerazés (NEB), ir 10 ul 10X Thermopol buferio su papildomu vandens kiekiu.

PGR reakcijos sglygos buvo 94 °C, 5§ min, 25 ciklai prie 94 °C 30 s, 55 °C 60
s, 72 °C 4 min ir paskutinis prailginimo laikas prie 72 °C 7 min. PGR produktas buvo
skaldomas 20 vienety Dpnl 1 valanda. Suskaldytas produktas buvo transformuojamas
| E. coli ER3081(pACYC-DralliM).

3. Dralll-HF atrinkimas

Kiekvienos mutacijos keturios kolonijos buvo uzaugintos LB terpéje su Amp ir
Cam 37 °C per naktj. Standartiniai ir ZvaigZdinio aktyvumo Dralll tyrimai buvo atlikti
naudojant pXba kaip substratgq NEB4 buferyje ir 10 % glicerol;.

Mutantai S15A, H20A, E34A, M58A, Q95A, R106A, K108A, T181A, R187A,
R199A, N202D, T181G, T181N, T181Q, T181C, T181V, T181L, T181I, T181M, D55A,
D35S, D55C, D55G, D55N, T12A, H20A, E34A, H45A, T57A, M58A, T60A, S66A,
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R76A, FO90A, M94A, T101A, C115A, F169A, N172A, R173A, H189A, N193A ir
Q95A/K104A buvo atrinkti atrankos bandymuose. Po keleto palyginimo skirtingose
salygose su skirtingais substratais cikly, buvo surasta, kad Dralll(T181A) yra
pageidaujamas mutantas, i§laikantis auk$ta skaldymo aktyvuma, bet turintis is esmés
sumazintg zvaigzdinj aktyvuma. Dralll(T181A) buvo paZzymétas Dralll-HF.

4. Dralll-HF ir Dralll-WT palyginimas

Dralll-WT ir Dralll-HF(T181A) baltymai buvo iSgryninti, panaudojant heparing
ir Source 158 kolonéle. Detalaus palyginimo bandymo salygos buvo sekanc&ios: NEB4
(arba NEB1, 2, 3), 37 °C, Ih; 2 pl i8gryninto baltymo 20 pl reakcijos sistemos; lambda
DNR kaip substratas. Palyginimas parodytas figirose 3A ir 3B, ir rezultatai iSdéstyti

lenteléje 4.

Lentelé 4: Dralll-HF ir Dralll-WT palyginimas

Buferis | Dralll- Dralll-WT Pagerinimo
HF(T181A) faktorius
Aktyvu | Fi Aktyvu | FI
mas mas
Buferis 1[6,25% 2120 [16% |16 28
Buferis2 | 50% | 21000 |100% |2 2500
Buferis 3 | 1,56 % | 232 50% |2 216
Buferis 4 | 100 % | 264000 | 50% | 0,5 2128000

Dralll-HF turi didZiausig aktyvuma NEB4, kuriame F| buvo maZiausiai 64000;
Dralll-WT turi didZiausia aktyvuma NEB2, kuriame F| yra 2. Bendras Fl pagerinimo

faktorius buvo maziausiai 32000-kartinis.

Pavyzdys Nr.4: HF Kpnl konstravimas

Kpnl atpaZjsta ir skelia GGTAC/C kaip aprasyta tarptautinés publikacijos Nr.
WO2009/009797 pavyzdyje Nr. 26. Trigubas mutantas Kpnl(D16N/E132A/D148E)
buvo atrinktas kaip Kpnl didelio tikslumo versija. Kadangi D148E ir E132A buvo jvestos
vietos specifinés mutagenezés metodu, D16N buvo jvesta PGR metodu. Tolimesnis
Sio trigubo mutanto mutacijy charakterizavimas parode, kad E132A pas$alinimas toliau
pagerina restrikcijos fermenta, ypatingai fermento specifinio aktyvumo aspektu.
Trigubas mutantas Kpnl(D16N/E132A/D148E) turi 200000 vienety/mg baltymo
specifinj aktyvumg, tuo metu Kpnl(D16N/D148E) turi 1800000 vienety/mg baltymo
specifinj aktyvuma. Dvigubas mutantas yra 9 kartus aktyvesnis, negu ankstesnis
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trigubas mutantas, taigi dvigubas mutantas Kpnl(D16N/D148E) buvo pavadintas Kpnl-
HF.

Kpnl-HF rai$ka buvo vykdoma ER2523(pAGR3-Kpnl(D16N/D148E), pSYX20-
KpniM). Auginimo ir gryninimo metodai buvo atliekami pagal WO/2009/009797.

Sekancioje lenteléje (Lentele 5) palyginami Kpnl-HF ir Kpnl-WT Fl.

Lenteleé 5. Kpnl-HF ir Kpnl-WT palyginimas

Buferis Kpnl-HF Kpnl-WT Pagerinimo
Santykinis | Fl Santykini | FI faktorius
aktyvuma s
[ aktyvuma
s
NEB1 100% 21,000,000 | 100% 16 62,500
NEB2 100% 21,000,000 ] 25% 16 62,500
NEB3 0.2% 230,000 6% 8 3,750
NEB4 100% 21,000,000 | 50% 4 250,000

KpnI-WT turéjo geriausia aktyvumg NEB1, Kpnl-WT FI NEB1 buvo 16; Kpnl-
HF turéjo geriausia aktyvumg NEB1, NEB2 ir NEB4 buferiuose. Kpni-HF FI §iuose
trijuose buferiuose buvo visy didZiausias 21000000. Bendras pagerinimo faktorius

buvo 262500.

Pavyzdys Nr.5: HF Styl konstravimas

1. Styl raiska

Styl atpazjsta ir skaldo C/CWWGG. Sty rai$ka buvo vykdoma E. coli (ER2833)
su pACYC-StylM ir placzz-StyIR plazmidemis. Lastelés buvo auginamos 37 °C per
naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. Styl mutagenezé

Atrinkty mutacijy taskiné mutagenezé buvo atlikta su atvirkstines PGR
metodu. Styl buvo atliktos 237 aminorig&¢iy mutacijos sekanéiai: Cys, Asp, Glu, Phe,
His, Lys, Met, Asn, Gin, Arg, Ser, Thr, Trp buvo mutuotos j Ala. Tyr buvo mutuotas j
Phe. Tai buvo padétyse: 7, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 43, 49, 51, 52, 53, 54, 57, 58, 59, 61, 62, 64, 65, 66, 69,
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70, 73, 75, 76, 78, 79, 80, 81, 82, 85, 91, 92, 93, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 102, 103,
104, 105, 106, 109, 111, 112, 114, 116, 118, 119, 122, 123, 124, 125, 126, 128, 129,
130, 131, 135, 136, 137, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 150, 151, 152,
153, 155, 157, 158, 159, 163, 164, 165, 166, 167, 170, 172, 173, 175, 176, 177, 178,
181, 183, 187, 188, 192, 193, 194, 195, 196, 200, 203, 204, 205, 207, 209, 211, 212,
213, 214, 216, 218, 219, 220, 221, 222, 227, 229, 230, 232, 234, 235, 236, 237, 238,
239, 241, 242, 245, 247, 248, 249, 250, 252, 253, 254, 256, 257, 258, 259, 260, 261,
263, 266, 267, 269, 272, 274, 277, 280, 282, 283, 284, 286, 288, 289,291, 292, 293,
294, 295, 296, 297, 298, 303, 304, 305, 307, 308, 309, 313, 317, 318, 319, 320, 323,
324, 326, 327, 329, 331, 335, 336, 337, 339, 340, 343, 345, 346, 347, 349, 350, 351,
353, 355, 356, 359, 360, 361, 363, 365, 366, 368, 369, 370, 372, 373, 376, 377, 379,
381 ir 382.

Pradmeny projektavimo (design) ir PGR metodai gali bati atliekami kaip
aprasyta ir paskelbta PCT paraiSkoje W0O2009/0029376 (Pavyzdys Nr. 1). PGR
produktas buvo skaldomas Dpnl ir transformuotas | kompetentines Igsteles
ER2833(pACYC-StyIMO.

3. Styl-HF atranka

Kiekvienos mutacijos keturios kolonijos buvo auginamos LB terpéje su Amp ir
Cam 37 °C per naktj. Giminingo aktyvumo ir ZvaigZdinio aktyvumo bandymai buvo
atliekami naudojant lambda DNR NEB4 ir Exol buferyje bei 20 % glicerolj atitinkamai.

K75, N146A ir D256A mutantai buvo atrinkti atrankos bandymo metu. Po
keleto palyginimo cikly skirtingose salygose ir substratuose, K75A buvo rastas kaip
geriausias mutantas, i$laikantis didelj skaldymo aktyvuma, bet rodantis i§ esmes zema
zvaigzdinj aktyvuma. Styl(K75A) buvo pazymeétas kaip Styl-HF.

4. Styl-HF ir Styl-WT palyginimas

Styl-HF ir Styl-WT palyginimas NEB4 buferyje parodytas 5A ir 5B figlrose ir
rezultatai iSdéstyti 6-oje lenteléje.

Lentele 6: Styl-HF ir Styl-WT palyginimas

Buferis | Hindlll-HF HindlI-WT Pagerini
Santykinis | Fi Santykinis | Fl [ mo
aktyvumas aktyvumas faktorius
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NEB1 |50 % 2400 | 25 % 32 [2125
0
NEB2 | 100 % 2000 | 100 % 16 | 125
NEB3 | 0.4 % 216 |50 % 32 20,5
NEB4 |50 % 4000 | 25 % 16 | 250

Styl-WT ir Styl-HF turéjo geriausia aktyvuma NEB2. Styl-WT Fl buvo 16 ir Styl-
HF — buvo 2000. Bendras FI pagerinimo faktorius buvo 125.

Pavyzdys 6: HF BsaJl konstravimas

1. BsaJl raiska

BsaJl rai8ka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pRRS-BsaJIR+M, kuri turi
BsaJl endonukleazés ir metilazés geng toje pacioje plazmidéje. Lastelés buvo
auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. BsaJl-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr, Phe,
Trp buvo pakeistos | Ala padétyse 9, 10, 14, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 27, 30, 32, 35,
39, 42, 43, 48, 50, 51, 52, 53, 55, 56, 57, 60, 61, 65, 66, 67, 68, 70,71, 72, 73,78, 79,
81, 83, 84, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 94, 95, 99, 101, 103, 104, 106, 110, 111, 113, 114,
117, 119, 120, 121, 123, 127, 129, 131, 132, 134, 136, 138, 140, 141, 142, 147, 152,
153, 157, 158, 159, 162, 163, 165, 166, 167, 169, 170, 175, 178, 181, 183, 184, 185,
186, 187, 188, 189, 194, 196, 197, 198, 199, 200, 202, 203, 204, 206, 211, 212, 213,
214, 215, 216, 218, 220, 222, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 233, 238, 239, 240,
241, 246, 247, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 257, 260, 262, 265, 267, 268, 269,
270, 271, 273, 274, 276, 277, 280, 281, 282, 283, 285, 287, 288, 290, 291, 293, 294,
295, 298 ir 299; tuo tarpu, Tyr yra pakeistas j Phe padétyse 21, 59, 62, 77, 89, 105,
130, 191, 208, 272, 286 ir 296.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkstinés PGR su poriniais pradmenimis metodu ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo transformuotas | E.coli
ER3081 kamiena.

3. BsaJI-HF atrinkimas

BsaJl-HF atrinkimas buvo atliekamas naudojant BEB3 ir NEB4 palyginima ir
naudojant pBR322 DNR kaip substratg. E198A ir D200A turi didZiausig aktyvuma.
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D200A turéjo NEB4 buferyje Zymiai maZesnj ZvaigZdinj aktyvumg, negu WT.
BsaJi(D200A) yra pavadintas BsaJl-HF.

4. BsaJI-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER3087 (pRRS-BsaJIR(D200A)+M) buvo auginama LB
terpéje su 100 pg/ml Amp, 33 pg/ml Cam ir 0,5 mM IPTG prie 37 °C per naktj. Lgstelés
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 50-yje ml 10mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl.
Po 30 minugiy centrifugavimo prie 15000 rpm, supernatantas Svirk$tu buvo leidZiamas
i 5 ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway,
NJ), i§ anksto subalansuota su tuo paciu buferiu. ] kolonéle jleidZziama tokia eiga: 48
ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-1M
NaCl linijinis gradientas ir po to 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Po to testuotas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos, turinios didZiausig aktyvumg buvo toliau
koncentruotos Amicon® Ultra 30KDa (Millipore, U.S. A; dabar Merck, Germany). |
koncentruotg BsaJl-HF buvo pridétas toks pat tlris glicerolio ir laikoma -20 °C.

5. BsaJI-HF ir BsaJI-WT palyginimas

BsaJl-HF ir BsaJl-WT Fl buvo nustatyti ant pBR322 DNR atskirai keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai iSdéstyti lenteléje 7.

Lentelé 7: BsaJl-HF ir BsaJlI-WT palyginimas

Buferis BsaJl-HF BsaJl-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 25 % 21000 100 % 64 215

NEB2 100 % 24000 100 % 64 260

NEB3 100 % 24000 25 % 16 2250

NEB4 100 % 24000 100 % 64 260

BsaJl-HF geriausiai veiké NEB2, 3 ir 4, kuriuose FI buvo 24000; BsaJl-WT
geriausiai veike NEB1, 2 ir 4, kuriuose F! buvo 64. Taigi NEB4 pagerinimo faktorius
buvo 24000/64 >64.

Pavyzdys 7: HF BsaWI konstravimas

1. BsaWI raiska

BsaW! raika buvo vykdoma E.coli, transformuotose plLacZZ1-BsaWIR ir
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pACYC-MsplM, kuriy kiekviena turi BsaWIl endonukleazeés ir metilazés genga. Lastelés
buvo auginamos 30 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam ir indukuotos 30 °C su 0,5
mM IPTG 18 valandy.

2. BsaWI-HF mutageneze

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 9, 10, 13, 16, 17, 18, 20, 23, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 34,
35, 36, 39, 42, 43, 45, 46, 48, 51, 54, 58, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 69, 70, 71, 74, 75, 78,
80, 81, 82, 84, 85, 86, 88, 89, 92, 93, 96, 99, 100, 101, 102, 104, 105, 107, 109, 113,
114, 115, 117, 121, 112, 123, 124, 127, 128, 129, 130, 131, 133, 136, 137, 138, 140,
141, 142, 145, 149, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 160, 163, 164, 165, 166, 167, 169,
170, 171,173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 181, 184, 189, 195, 196, 197, 200, 202,
203, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 216, 218, 219, 221, 222, 228, 229, 230, 231, 233,
234,237, 239, 241, 243, 247, 248, 250, 251, 254, 255, 258, 259, 260, 261, 264, ir 266;
o Tyr yra pakeista j Phe padeétyse11, 57, 106, 147, 157, 215, 224, 236 ir 265.

Mutagenezé buvo atlikta atvirk$tinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo transformuotas j E.coli
ER3081 kamiena.

3. BsaWI-HF atranka

BsaWI-HF atranka buvo atlikta, panaudojant aktyvumo palyginimg NEB3 ir
NEB4 buferiuose, naudojant lambda DNR kaip substratg. Sekantys mutantai rode
pakeitimus: K229A, E025A, RO34A ir Q261A. BsaWI-WT gali pilnai suskaldyti
abiejuose buferiuose, jeigu auginama mazoje kultlroje; buvo pastebéta, kad Q261A
dave tik stabily dalinj vaizdg. Tai galéjo bati tik dél to, kad mutantas blogai augo maZoje
kultGroje. Jeigu auginama dideléje kultlroje ir iSgryninama, dalinis vaizdas buvo
pasalintas ir substratas suskaldytas pilnai ir rezultatas buvo patvirtintas didelio tikslumo

mutantu, jeigu buvo testuojama ant pXba substrato.
4. BsaWI-HF gryninimas

Du litrai ER3081 (pLacZZI-BwaWIi(Q261A), pACYC-MsplM)) buvo auginamos
30 °C per naktj LB terpéje su 100 ug/mi Amp ir 33 pg/ml. Po 8 val. kultira buvo
indukuota 0,5 mM IPTG. Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml Tris-
HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po centrifugavimo prie 15000 rpm 30 min supernatantas
buvo jleistas j 5 ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, inc.,
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Piscataway, NJ), i§ anksto subalansuota su tuo paciu buferiu. | kolonele jleidziama
tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 m! 10 mM Tris-HCI, pH
7,5, 50mM-1M NaCl linijinis gradientas ir po to 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl.
Po to testuotas eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos, turinios didZiausig aktyvumag
buvo toliau koncentruotos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience
GmbH, Goettingen, Germany). | koncentruota BsaWI-HF buvo pridedamas lygus tlris
glicerolio ir laikomas -20 °C.

5. BsaWI-HF ir BsaWI-WT palyginimas

BsaWI-HF ir BsaWI-WT FI buvo nustatyti atskirai keturiuose NEB buferiuose
ant pXba DNR, su A skiedikliu. Rezultatai iSdéstyti 8 lenteléje (Zemiau).

Lentelé 8: BsaWI-HF ir BsaWI-WT palyginimas

Buferi | BsaWI-HF BsaWI-WT Pagerini

S Santykinis | Fl Santykinis | FI mo
aktyvumas aktyvumas faktorius

NEB1 |16 % 8 12,5 % 4 2

NEB2 | 100 % 120 [50 % 8 |=215

NEB3 | 3,1 % 2250 [3,1% 64 |24

NEB4 | 100 % 24000 | 100 % 16 | 2250

BsaWI-HF didziausig aktyvumag rodé NEB2 ir NEB4 buferiuose, kur geriausias
FI yra 24000; BsaWI-WT didZiausig aktyvumg rodé NEB4, kur Fl yra 16. Bendras
pagerinimo faktorius yra 24000/16=~250.

Pavyzdys 8: Didelio tikslumo Bgll konstravimas

1. Bgll raisSka

Bgll raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pUC19-BglIR ir pSYX20-
Bgll-M, kiekviena turi Bgll endonukieazés ir metilazés geng. Lastelés buvo auginamos
prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Kan.

2. Bgll-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 8,12,14, 15, 16, 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 31,
34, 36, 39, 40, 43, 44,45, 46 47, 48, 50, 52, 54, 5, 57, 60, 61, 65, 67, 68, 70, 71, 72,
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73,75, 76, 77, 78, 79, 81, 84, 86, 87, 88, 91, 92, 94, 95, 96, 99, 100, 101, 102, 103,
105, 107, 108, 110, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 122, 123, 124, 125, 128, 130,
131, 132, 134, 135, 136, 152, 158, 159, 160, 161, 163, 164, 165, 166, 167, 170, 172,
173, 174, 176, 177, 178, 179, 180 181, 183, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 193, 194,
196, 197, 202, 203, 204, 205, 208, 211, 215, 216, 221, 222, 224, 225, 226, 227, 228,
229, 230, 231, 234, 236, 239, 241, 242, 243, 245, 249, 250, 251, 255, 256, 259, 263,
264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 275, 276, 277, 279, 281283, 286, 287,
289, 290, ir 291 ; o Tyr yra pakeistas j Phe padétyse 19, 13, 33, 563, 66, 119, 127, 153,
199, 218, 233, 252 ir 258.

Mutagenezés metodai buvo atvirkstineé PGR su poriniais pradmenimis ir po to
sekandiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo transformuotas j E.coli ER2566

kamiena.
2. Bgll-HF atrinkimas

Bgll-HF atranka buvo vykdoma naudojant aktyvumo palyginimg NEB4
buferyje, naudojant lambda DNR kaip substratg. Bgll-WT turi Zemg aktyvumg NEB4,
nei vienas mutantas su panasiu ar didesniu aktyvumu kaip WT NEB4 buferyje nebuvo
atrinktas, tuomet jie buvo tikrinami prie$ su gliceroliu, del ZvaigZdinio aktyvumo lygio
palyginimo. Tik vienas mutantas K225A rodé panady aktyvumag kaip WT NEB4
buferyje, o taip pat mazéjantj Zvaigzdinj aktyvuma, kai tiriama glicerolyje. Bgll(K225A)
yra pavadintas Bgll-HF.

3. Bgll-HF gryninimas

Du litrai lgsteliy EK2566(pUC19-Bgll(K225A), pSYX20-BgliM) buvo auginama
LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml Kan at 37 °C per naktj. Lastelés buvo
surenkamos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15,000 rpm 30 minudiy supernatantas buvo jleistas j 5ml HiTrap™
Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§ anksto
subalansuotg su tuo pagdiu buferiu. ] kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NacCl linijinis
gradientas ir po to 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas eliuuoty
frakcijy aktyvumas. Didesnio aktyvumo frakcijos dar buvo koncentruotos Vivaspin®
15R (Vivascience, dabar SartoriusVivascience GmbH, Goettingen, Germany). |
koncentruotg Bgll-HF buvo pridedamas lygus taris glicerolio ir saugomas prie -20 °C.
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4. Bgll-HF ir Bgl-WT palyginimas

Bgll-HF ir Bgl-WT FI buvo nustatyti atskirai ant lanbda DNR keturiuose NEB
buferiuose su B skiedikliu. Palyginimas parodytas figiroje 6 ir rezultatai iSdéstyti

lenteléje 9 (zemiau).

Lentelé 9: Bgll-HF ir Bgll-WT palyginimas

Buferis Bgll-HF Bgll-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 50 % 24000 25,0 % 64 >62

NEB2 100 % 28000 100 % 64 2125

NEB3 6,3 % 2500 100 % 250 22

NEB4 100 % 28000 50 % 32 2250

Bgll HF didziausig aktyvumg rodé NEB2 ir NEB4 buferiuose, kuriuose Fl buvo
28000; Bgll-WT aktyviausias buvo NEB3, kur Fl buvo 250. Bendras pagerinimo
faktorius buvo 28000/250=232.

Pavyzdys 9: HF BsrDI konstravimas

1.BsrDl raiska
BsrDI fermentas turi du subvienetus: BsrDIA ir BsrDIB.

Norint gautu gryng BsrDIA subvieneta, buvo naudojama IMPACT (Intein-
Mediated purification with an Affinity Chitin-Binding Tag) sistema (NEB katalogas:
E6901) vienos pakopos BsrDIA gryninimui. Trumpai sakant, BsrDIA genas buvo
subklonuotas | pTXB1 vektoriy, kuris po to buvo transformuotas j kompetentinj
kamiena, turintj T7 polimeraze, kontroliuojama lac operono (NEB Nr.ER2566). Po
atrankos ir sekvenavimo buvo atrinktas tinkamas kamienas. Lastelés buvo auginamos
LB terpéje su ampicilinu (100 pg/ml) prie 37 °C iki ODsoo pasiekia 0,5. Tuomet buvo
pridedama IPTG iki galutinés koncentracijos 0,4 mM déel BsrDIA indukcijos 3 valandas.
Lasteliy kultlira buvo iSsodinta, resuspenduota lediniame kolonélés buferyje (20 mM
Tris-HCI, pH 8,5, 500 mM HCI) ir lizuota, veikiant ultragarsu. Gautas lasteliy lizatas
buvo centrifuguojamas, norint pasalinti lasteliy nuolauzas. Po to, supernatantas buvo
uznestas ant nulygsvarintos chitino kolonélés. Po praplovimo su uzne$imo buferiu,
kolonéle buvo inkubuota su skaldymo buferiu (20 mM Tris-HCI, pH 8,5, 500 mM NaCl
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ir 50 mMDTT) prie 4 °C per naktj. Galiausiai, Btsl.A baltymas buvo eliuuotas dialize
prie§ saugojimo buferj (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 0,1 mm EDTA, 1 mM DTT, 50 mM

KCl ir 50 % glicerolio).

BsrDIB subvieneto raiska buvo vykdoma E.coli, transformuotose pUC19-
BsrDIRB ir pLG-BsrBIM1M2, kiekviena i$ kuriy turi BsrDI endonukleazés ir metilazés
gena. Lastelés buvo auginamos 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Kam.

2. BsrDI-HF mutagenezé

Visos BsrDIB liekanos, jskaitant Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin,
Arg, Ser, Thr buvo pakeistos | Ala padétyse 7, 11, 12, 14, 15, 17, 21, 22, 25, 28, 29,
30, 33, 34, 35, 37, 40, 45, 46, 47, 51, 52, 56, 58, 62, 64, 65, 67,68, 71,72, 74, 75, 81,
83, 90, 91, 92, 93, 99, 100, 101, 106, 108, 109, 112, 113, 115, 116, 120, 122, 123,
124, 132, 133, 136, 137, 138, 139, 142, 143, 144, 145, 146, 150, 155, 157, 158, 161,
162, 164, 168, 170, 171, 173, 174, 176, 177, 179, 180, 182, 185, 189, 190, 193, 197,
200, 202, 203, 206, 210, 213, 215, 217, 218, 221, 224, 225, 226, 228, 229, 230, 232,
237, 238, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 249, 253, 258, 259, 261, 264, 265, 268, 271,
272, 273, 274, 276, 278, 279, 281, 285, 287, 288, 292, 294, 295, 299, 300, 301, 306,
307, 308, 312, 314, 315, 317, 318, 320, 321, 324, 325, 326, 327, 328, 331, 332, 335,
337, 341, 343, 345, 347, 352, 353, 354, 355, 356, 360, 361, 362, 363, 364, 370, 373,
374, 376, 380, 381, 385, 387, 389, 392, 393, 395, 396, 397, 405, 406, 408, 411, 415,
418, 420, 422, 425, 426, 430, 431, 432, 434, 437, 445, 446, 449, 450, 454, 455, 456,
457, 458, 459, 460, 463, 465, 466, 467, 469, 470, 475, 481 ; o Tyr yra pakeistas j Phe
padeétyse 9, 38, 63, 87, 118, 129, 169, 178, 198, 216, 251, 286, 291, 303, 357, 358,
367, 371,402, 442, 443, 448.

Mutagenezes metodai buvo inversiné PGR su poriniais pradmenimis ir po to

sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo transformuotas j E.coli ER2566

kamiena.
3. BsrDI-HF atranka

BsrDI-HF atranka buvo vykdoma naudojant 2vaigZdinio aktyvumo tarp BsrDIB
WT sumaisyto su BsrDIA ir mutantinio BsrDIB sumaisyto su BsrDIA NEB4 buferyje ant
PBR322 DNR, kaip substrato. Buvo rasti astuoni mutantai, turintys mazesnj Zvaigzdinj
aktyvuma NEB4: H137A, D177A, K363A, K408A, R411A, Q215A, Q226A, Q230A.

Tolimesniam 2vaigZdinio aktyvumo sumaZinimui, kombinuojant mutacijas,
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buvo padaryti dvigubi mutantai: K363A/Q230A, K363A/K408A, Q230A/K408A. Tuomet
BsrDI su mutacijomis Q230A/K363A ant BsrDIB yra pavadintas kaip BsrDI-HF.

4. BsrDI-HF gryninimas

Du litrai ER2566(pUC19-BsrDI(Q230A/K363A), pLG-BsrDIM1MZ2)) buvo
auginamos 37 °C per naktj LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml Kam. Lasteles
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 min supernatantas buvo jleistas | 5 ml HiTrap™
Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ), i§ anksto
subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM-1M NacCl linijinis
gradientas ir 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Po to testuotas eliuuoty frakcijy
aktyvumas. Frakcijos, turin€ios didzZiausig aktyvumg buvo toliau koncentruotos
Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen,
Germany). | koncentruotg BsrDI-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio ir laikomas
-20°C.

5. BsrDI-HF ir BsrDI-WT palyginimas

BsrDI-HF ir BsrDI-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pBR322 DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai parodyti figlroje 7 ir rezultatai iSdéstyti

lenteléje 10 (Zemiau).

Lentele 10: BsrDI-HF ir BsrDI-WT palyginimas

Buferis BsrDI-HF BsrDI-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 12,5 % 2120 6 % 1 2120

NEB2 100 % 2500 100 % 4 2120

NEB3 6 % 264 12,5 % 4 216

NEB4 100 % 21000 25 % 1/2 22000

BsrDI-HF didZiausig aktyvumg rodé NEB4 buferyje, kur Fl buvo 21000; BsrDI-
WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB3, kur Fl buvo 64. Bendras pagerinimo faktorius
buvo 21000/0,5=22000.
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Pavyzdys 10: HF Nsil konstravimas

1.Nsil raiSka

Nsil raiska buvo vykdoma E.coli, transformuotose placzz1-NsilR ir pACYX-
NsilR M, kiekviena turi NsilR endonukleazés ir metilazés gena. Lastelés buvo

auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.
2. Nsil-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr, Phe,
Trp, buvo pakeistos j Ala padétyse 8, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 32,
34, 35,42, 44,45, 46, 47, 49, 50, 52, 563, 54, 55, 57, 58, 60, 61, 69, 70, 73, 74, 79, 80,
84, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 102, 103, 105, 106, 108, 109, 110,
113, 114, 115, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 126, 134, 135, 137, 138, 139,
140, 142, 144, 145, 146, 149, 151, 153, 154, 155, 156, 1569, 160, 161, 162, 163, 166,
167, 170, 173, 174, 175, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 186, 188, 189, 190, 191,
192, 195, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 206, 207, 209, 210, 211, 213, 215, 216,
217, 219, 221, 222, 225, 230, 231, 232, 234, 235, 236, 237, 239, 242, 243, 244, 245,
246, 249, 250, 251, 256, 257, 259, 260, 261, 263, 264, 268, 269, 271, 272, 273, 276,
277, 278, 279, 281, 282, 283, 285, 287, 288, 290, 292, 294, 295, 297, 298, 299, 302,
303, 306, 307, 308, 309, 310, 312, 315, 316, 319, 320, 323, 325, 327, 329, 333, 334,
336, 337, 338, 340, 341, 344, 347, 349, 350, 352, 353, 354, 355, 358, 359, 360, 362,
363, 365, 366, 367, 371, 372, 373, 375, 376 ir 377; o Tyr yra pakeistas j Phe padétyse
of 30, 40, 62, 65, 71, 76, 83, 86, 141, 226, 233, 255, 289, 311, 326, 335, 351, 357,
378.

Mutageneze buvo atlikta atv irkstines PGR metodu su poriniais pradmenimis
ir po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER3081 kamiena.

3. Nsil-HF atranka

Nsil-HF atranka buvo atlikta, panaudojant aktyvumo palyginimg NEB3 ir NEB4
buferiuose, naudojant pXba DNR kaip substratg. Nsil-WT turéjo didZiausig aktyvuma
NEB3, buvo atrinktas vienas su didZiausiu aktyvumu NEB4. Rasti 148 mutantai,
turintys didZiausig aktyvuma NEB4. F376A turejo daug didesnj aktyvumg NEB4, negu
WT. Paprastai mutantas su didZiausiu aktyvumu NEB4 yra mutantas su pagerintu
2vaigZdiniu aktyvumu. Nsil(F376A) yra pavadintas kaip Nsil-HF.
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4. Nsil-HF gryninimas

Du litrai ER3081 (placzzl- Nsil(F376A), pACYC-NsilM)) buvo auginamos 37 °C
per naktj LB terpéje su 100 ug/ml Amp ir 33 pg/ml Camir 0,5 mM IPTG. Lasteles buvo
surinktos ir veikiamos ultragarsu 50 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 min. Supernatantas SvirkS§tu buvo jleistas j 5 ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ), i$
anksto subalansuotg su tuo padiu buferiu. | kolonéle jleidZziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-1M NaCl
linijinis gradientas ir po to sekanti 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl pakopa. Po
to testuotas eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos, turingios didZiausig aktyvumag buvo
toliau koncentruotos Amicon Ultra 30 KDa (Millipore, U.S.A.; dabar Merck, Germany).
| koncentruotg Nsil-HF buvo pridedamas lygus tdris glicerolio ir laikoma -20 °C.

5. Nsil-HF ir Nsil-WT palyginimas

Nsil-HF ir Nsil-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pXba DNR keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai iSdéstyti lenteléje 11 (Zemiau).

Lentelé 11: Nsil-HF ir Nsil-WT palyginimas

Buferis Nsil-HF Nsil-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 3% 2250 6,3 % 32 28

NEB2 12,5 % 21000 25 % 32 230

NEB3 6 % 2500 100 % 32 215

NEB4 100 % 28000 12,5 % 32 2250

Nsil-HF didZiausia aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur Fl buvo 28000; Nsil-WT
aktyviausias buvo NEBS3, kur Fl buvo 32. taip pagerinimo faktorius NEB4 buvo
28000/32=2250.

Pavyzdys 11: Dpnll konstravimas

1. Dpnll raiska

Dpnll rai$ka buvo vykdoma E. coli 3081, transformuotose pBAD241-Dpnll RM.
Lasteles buvo auginamos 30 °C temperatiroje LB terpeje su AMP per naktj.

2. Dpnll mutagenezé

Atrinkty mutacijy taskiné mutageneze buvo atlikta atvirkstines PGR metodu.
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Dpnll buvo padarytos sekancios 189 aminoriig$éiy mutacijos: Cys, Asp, Glu, Phe, His,
Lys, Met, Asn, Gin, Arg, Ser, Thr, Trp buvo mutuotos j Ala. Try buvo mutuotas j Phe.
Tai buvo: 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 31,
32, 33, 35, 36, 38, 40, 42, 44, 45, 46, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 59, 61, 62, 63, 64, 66,
69, 76, 77, 78, 80, 81, 82, 86, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 111, 112, 113, 116, 117, 118, 120, 121, 122, 125, 126,
129, 130, 132, 135, 138, 139, 140, 141, 143, 144, 145, 146, 147, 149, 150, 151, 152,
153, 156, 157, 158, 160, 161, 162, 164, 168, 169, 171, 172, 173, 175, 176, 177, 178,
180, 181, 183, 184, 186, 188, 189, 191, 192, 193, 195, 196, 198, 199, 200, 201, 202,
205, 206, 207, 208, 211, 214, 216, 217, 218, 219, 221, 223, 224, 226, 227, 228, 229,
230, 231, 232, 233, 234, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 244, 246, 247, 248, 249, 251,
252, 254, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 264, 265, 266, 267, 268, 272, 274, 275,
277, 278, 280, 281 ir 282.

Pradmeny projektavimo ir PGR metodas is similar to that described previously.
PGR produktas buvo suskaldytas su Dpnl ir transformuotas | kompetentines E. coli
3081 Iasteles.

3. DpnlI-HF atranka

Kiekvienos mutacijos keturios kolonijos buvo uzaugintos 37 °C LB terpeje su
Amp per naktj. Buvo atliktas standartinis Dpnll atrankos testas, naudojant dam-lambda

substratg NEB4 buferyje ir 5 % glicerolyje.

I$ atrankos testo buvo atrinkti R78A, T140A, E152A, R199A ir F217A mutantai.
Po keleto patikrinimo cikly skirtingose salygose ir buferiuose, kaip kandidatas buvo
pasirinktas R199A, iSlaikantis auk3ta kanoninj fermento aktyvuma, bet rodantis i$
esmeés sumazintg zvaigzdinj aktyvuma. R199A buvo pazymétas kaip Dpnll-HF.

4. Dpnll-HF gryninimas

Du litrai E. coli (pBAD241.Dpnll.RM(R199A)) buvo auginamos 30 °C per naktj
LB terpéje su 100 pg/ml Amp. Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml
10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po 30 min. centrifugavimo prie 15000 rpm
supernatantas SvirkStu buvo jleistas j 5 ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE
Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ), kuri i§ anksto buvo subalansuota tuo
paciu buferiu. | kolonéle buvo leidziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50
mM NacCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-1M NaCl linijinis gradientas ir po to
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10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas.
Frakcijos, turin¢ios didZiausia aktyvumg buvo toliau koncentruojamos. | koncentruotg

Dpnlil-HF buvo pridétas toks pat taris glicerolio ir laikoma prie -20 °C.
5. Dpnli-HF ir Dpnll-WT palyginimas

Dpnll-HF buvo 2 kartus paeiliui praskiestas B buferiu ir tiriamas keturiuose

NEB buferiuose. Rezultatai yra iSdéstyti lenteléje 12.

Lentelé 12: Dpnll-HF ir Dpnll-WT palyginimas

Buferis Dpnll-HF Dpnll-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | Fl faktorius

NEB1 50 % 4000 25 % 1 4000

NEB2 25 % 2000 25 % 1 2000

NEB3 0,8 % 64 100 % 32 2

NEB4 100 % 8000 25 % 1 8000

Dpnll-HF didzZiausig aktyvumag rodé NEB4 buferyje, kur geriausias Fl buvo
=8000; Dpnll-WT aktyviausias buvo NEB3, kur Fl buvo 32. Bendras pagerinimo
faktorius Fl buvo 8000/32=250.

Pavyzdys 12: Didelio tikslumo Bcll konstravimas

1. Bell raiSka

Bcll raiSka buvo vykdoma E. coli, transformuotose pRRS-BclIR ir pACYC184-
BcliM, kiekviena i8 kuriy turi endonukleazés ir metilazés geng. Lastelés buvo

uzaugintos per naktj 37 °C LB terpéje su Amp.
2. Bell-HF atranka

Bcll-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginima glicerolyje ir
NEB4, naudojant dam- lambda kaip substrata. Jei tik jtariamas Zemesnis ZvaigZdinis
aktyvumas, mutantai taip pat palyginami su normaliu aktyvumu vandenyje irNEB4 ant
to paties substrato. Buvo atrinkti mutantai su panasiu j WT NEB4 buferyje ir taip pat
potencialiai turintys Zemesnj ZvaigZdinj aktyvuma. Yra surasti 6 mutantai, turintys
tokias charakteristikas: G26A, P105A, T195A, Q210A, Y147F ir Y193F. Kai kurie
mutantai (K114A, T197A, S245A, D252A ir YO27F) rodé Zemesnj aktyvuma vandenyje,
bet sumazintg ZvaigZdinj aktyvuma taip pat; jie paprastai turéjo aukstesnj aktyvuma
giminingg aktyvumg negu WT, esant aukstesnei glicerolio koncentracijai. Vienas
mutantas rodé aukstesnj aktyvuma negu WT ir taip pat Zemesnj Zvaigzdinj aktyvuma;
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Y192F. Bcll(Y192F) yra pavadintas kaip Bcll-HF.
4. Bcell-HF gryninimas

Du litrai lgsteliy EK2984(pRRS-Bcli(Y192F), pACYC184-BcllM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp prie 37 °C per naktj. Lgstelés buvo surinktos
ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po centrifugavimo
prie 15000 rpm 30 minuciy, supernatantas buvo Svirkstu jleistas j 5ml HiTrap™ Heparin
HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ), kuri i§ anksto buvo
subalansuota tuo paciu buferiu. | kolonéle buvo leidZziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl linijinis
gradientas ir poto 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Po to buvo tiriamas eliuuoty
frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau koncentruojamos
Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen,
Germany). | koncentruotg Bcll-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio ir laikomas -
20 °C.

5. Bell-HF ir Bell-WT palyginimas

Bcell-HF ir Bell-WT Fl buvo nustatomi atskirai ant dam- lambda DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas yra parodytas figliroje 8 ir rezultatai
iSdéstyti lenteléje 13 (Zemiau).

Lentelé 13: Bcell-HF ir Bell-WT palyginimas

Buferis Bcell-HF Bell-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 12,5 % 2250 50 % 120 22

NEB2 100 % 2500 100 % 32 216

NEB3 25 % 232 50 % 64 21/2

NEB4 100 % 22000 100 % 32 260

Bcll HF didZiausig aktyvuma rodé NEB2 ir NEB4 buferiuose, kuriuose Fl buvo
22000; Bcll-WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB4, kur FI buvo 32. Bendras pagerinimo
faktorius yra 22000/32=>64.

Pavyzdys 13: HF Bglll konstravimas

1. Bglll raiSka

Bglll raiska buvo vykdoma E.coli, transformuotose pLacZZ-BgllIR ir pACYC-
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BgllIM, kuriy kiekviena turi Bglll endonukleazés ir metilazés geng. Lastelés buvo
auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. Bglll-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos ‘j Ala padétyse 2,4, 6,7, 9, 10, 12, 13, 16, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 29, 30,
33, 35, 37, 38, 39, 41, 42, 45, 48, 49, 53, 54, 55, 58, 59, 60, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 74,
75,76, 77,78, 81, 82, 84, 85, 87, 88, 89, 90, 93, 95, 96, 97, 98, 101, 104, 105, 106,
108, 109, 110, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 120, 121, 122, 124, 125, 131, 132,
134, 135, 136, 139, 140, 141, 142, 146, 147, 149, 150, 151, 153, 154, 157, 1589, 161,
162, 166, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 179, 182, 183, 184, 187, 188, 189, 191, 192,
193, 195, 196, 197, 198, 199, 201, 203, 206, 207, 208, 209, 211, 212, 213, 214, 215,
216, 217, 219, 222; o Tyr yra pakeistas j Phe padétyse 8, 56, 99, 144, 145, 158, 185
ir 190.

Mutagenezé buvo atlikta inversnés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER3081 kamiena.

3. Bglll-HF atranka

Bglll-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginima NEB3 ir
NEB4 buferyje, naudojant pXba DNR kaip substratg. Bglll-WT turejo didesnj aktyvumag
NEB3 buferyje, taigi buvo atrinkti mutantai su didesniu aktyvumu NEB4 buferyje. Visi
mutantai su didesniu aktyvumu buvo po to palyginti su WT aktyvumu glicerolyje,
ieskant 2vaigzdinio aktyvumo. Normaliai mutantai su didesniu aktyvumu NEB4
buferyje turi pagerinta Zvaigzdinj aktyvuma. Mutantai, kurie buvo teikiantys vilgiy
(H10A, N208A, K48A, K74A, R75A, Y56F, K58A, M117A) buvo galiausiai tiriami su
Exol buferiu vandenyje, kurie galéjo pakelti Zvaigzdinj aktyvuma. MazZoje kultiiroje $is
mutantas gali pasirodyti turintis stabily dalinj aktyvuma, kurj mes galime nustatyti, yra
kitas indikatorius, kad tikslumas pasikeité. Bglll(N208A) pavadintas kaip Bglil-HF.

4. Bglll-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER3087(pLacZZ-Bgll(N208A), pACYC184-BglliM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 ug/ml prie 37 °C per naktj. Lastelés buvo
surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuéiy, supernatantas buvo uZnestas ant 5ml
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HiTrap™ Heparin HP kolonélés (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i$
anksto subalansuotos su tuo paciu buferiu SvirkSto injekcija. kolonélé buvo po to
uzne$ama ant sistemos pagal sekancig procediira: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50
mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir 10 ml
10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Po to buvo tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas.
Frakcijos su didesniu aktyvumu buvo toliau koncentruojamos Vivaspin® 15R
(Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen, Germany). |

koncentruotg Bglll-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio ir laikomas -20 °C.
4. Bglll-HF ir Bglll-WT palyginimas

Bglll-HF ir Bglll-WT Fl buvo nustatomi atskirai ant pXba DNR keturiuose NEB
buferiuose su B skiedikliu. Palyginimas yra parodytas figuroje 9 ir rezultatai iSdéstyti

lenteléje 14 (Zemiau).

Lentele 14: Bglll-HF ir Bglll-WT palyginimas

Buferis Bell-HF Bell-WT Pagerinimo
Aktyvumas | Fl Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 12,5 % 28000 25 % 250 232

NEB2 100 % 212800 100 % 64 22000

NEB3 50 % 22000 100 % 120 216

NEB4 25 % 232000 6,3 % 16 22000

Bglll-HF didZiausig aktyvumg rodé NEB2, kuriame FI buvo 2128000; Bglll-WT
aktyviausias buvo NEB3, kur FI buvo 120. Bendras pagerinimo faktorius yra
2128000/120=21000.

Pavyzdys 14: HF BstEll konstravimas

1. BstEll raiska

BstEll rai8ka buvo vykdoma E. coli 3081, transformuotose pUC19-BstEIIR ir
PACYC-BstEIIM, kiekviena i$ kuriy turi BstEll endonukleazés ir metilazés gena.
Lastelés buvo auginamos 37 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam.

2. BstEIl-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 9, 10, 14, 17, 20, 21, 22, 25, 26, 29, 30, 32, 36, 37, 40, 41,
44,47, 48, 49, 50, 51, 52, 54, 57, 58, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 67, 68, 69, 72, 75, 76, 79,
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80, 81, 82, 83, 85, 88, 89, 90, 91, 92, 94, 95, 98, 99, 101, 102, 103, 105, 106, 111,
112, 113, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 130, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 140, 142, 143, 147, 150, 151, 152, 154, 155, 157, 160, 161, 162, 163, 165, 166,
167, 171, 172, 175, 176, 178, 179, 180, 182, 184, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195,
199, 202, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219,
220, 221, 222, 224, 225, 227, 228, 232, 233, 234, 236, 238, 243, 244, 245, 246, 247,
251, 252, 255, 256, 258, 261, 262, 264, 265, 266, 272, 274, 277, 278, 279, 281; o Tyr
yra pakeistas j Phe padétyse 8, 15, 24, 27, 35, 43, 77, 129, 131, 139, 156, 188, 203,
229, 257 ir 263.

Mutagenezeé buvo atlikta atvirk§tinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanc¢iu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2683 kamiena.

3. BstEIll-HF atranka

BstEIll-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginimg NEB3 ir
NEB4 buferyje, naudojant lambda DNR kaip substratg. BstEII-WT turéjo didesnj
aktyvumag NEB3 buferyje, taigi buvo atrinkti mutantai su didesniu aktyvumu NEB4
buferyje. Buvo rasti septyni mutantai, turintys pagerintg aktyvumg NEB4 buferyje:
KO14A, QO69A, E099A, R105A, R117A, G135A ir YO35F. R105A turéjo didZiausig
aktyvumo skirtuma, palyginus su WT NEB4 buferyje ir vandenyje ir taip pat rodé
sumazintg 2vaigzdinj aktyvuma, kai buvo tiriamas kartu glicerolyje su Exol buferiu,
salyga, kuri rodé zvaigzdinj aktyvumag WT. BstEII(R105A) yra pavadintas BstEIl-HF.

4. BstEIlI-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER2683(pUC19-BstEI(R105), pACYC-BstEIIM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 ug/ml Amp ir 33 pug/ml prie 30 °C per naktj. Lastelés buvo
surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuciy, supernatantas $virk$tu buvo jleistas j 5ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonele jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Po to buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,



36

LT 6167 B

Goettingen, Germany). | koncentruota BstElI-HF buvo pridedamas lygus taris glicerolio
ir laikomas -20 °C.

5. BstEIl-HF ir BstEII-WT palyginimas
BstE!I-HF ir BStEII-WT FI buvo nustatyti atskirai ant lambda DNR keturiuose

NEB buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas figiroje 10 ir rezultatai iSdéstyti

lenteléje 15 (Zemiau).

Lentele 15: BstEIl-HF ir BstEII-WT palyginimas

Buferis BstEll-HF BstEII-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 3% 264 50 % 16 24

NEB2 50 % 21000 100 % 4 2250

NEB3 1,6 % 232 50 % 16 22

NEB4 100 % 22000 100 % 4 2500

BstE|l-HF didziausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur Fl buvo 22000; BstEIl-
WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB4, kur F! buvo 4. Bendras pagerinimo faktorius yra

22000/4=2500.

Pavyzdys 15: HF Banll konstravimas

1. Banll raiska

Banll raiska buvo vykdoma E. coli 3081, transformuotose pUC19-BanlIR ir
pACYC-BanlIM, kiekviena i§ kuriy turi Banll endonukleazes ir metilazés geng. Lastelés

buvo auginamos 37 °C temperatiroje LB terpeje per naktj su Amp ir Cam.
2. Banll mutagenezé

Visos liekanos, i§skyrus Tyr (ir tas, kurios jau buvo Ala) buvo pakeistos j Ala
padetyse 7, 8, 9, 10, 12, 16, 17, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 28, 29, 24, 31, 32, 35, 38, 39,
43, 44, 45, 47, 49, 54, 59, 61, 63, 64, 66, 67, 71,72,73,74,75,77,78, 81, 83, 84, 87,
88, 92, 94, 95, 96, 97, 99, 100, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 111, 112, 113, 115, 117,
118, 120, 121, 122, 123, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 135, 139, 142, 143, 145, 146,
147, 148, 149, 152, 153, 155,156, 163, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 173, 175, 176,
178, 179, 180, 181, 183, 184, 186, 190, 191, 194, 195, 196, 198, 199, 200, 207, 208,
211, 213, 214, 215, 216, 219, 220, 221, 222, 224, 226, 229, 230, 231, 232, 234, 235,
236, 237, 239, 240, 242, 245, 246, 247, 248, 252, 254, 256, 257, 258, 259, 261, 262,
263, 264, 266, 267, 270, 271, 272, 274, 276, 278, 279, 281 284, 285, 286, 287, 289,
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291, 292, 293, 294, 295, 296, 300, 302, 303, 305, 309, 311, 312, 314, 317, 318, 319,
322, 326, 327, 328, 330, 331, 334, 338, 339, 341, 342, 344, 346, 347, 348, 349, 3531,
352, 355, 356 ir 358; Tyr buvo pakeistas j Phe padétyse 27, 50, 80, 160, 182, 197,
244, 251, 260, 307 ir 313.

Mutageneze buvo atlikta atvirk$tines PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekan&iu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2566 kamiena.

3. Banll-HF atranka

Banll-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginimg NEB4 su
vandeniu su zvaigzdiniu aktyvumu, Exol buferyje ir glicerolyje, naudojant lambda DNR
kaip substratg. Mutantai, kurie rodé panasy arba pagerintg aktyvuma, lyginant su WT
vandenyje ir NEB4, jeigu taip pat rodé pagerintg Zvaigzdinj aktyvuma, buvo atrinkti
tolimesniam tyrimui. Sie mutantai sudare N106A, Q169A ir E314A. R126A buvo
atrinktas, kadangi rodé pastovy dalinj vaizda, kuris, kaip mes parodéme, taip pat buvo
didelio tikslumo indikatorius. Po iSgryninimo R126A rodé geriausig Zvaigzdinio
aktyvumo sumazéjima. Banll(R126A) yra pavadintas Banll-HF.

2. Banll gryninimas

Du litrai lagsteliy ER2566(pUC19-Banlli(R126A),pACYC-BanliM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 ug/mi prie 30 °C per naktj. Lastelés buvo
surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuéiy, supernatantas Svirk$tu buvo jleistas j 5ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§
anksto subalansuotg su tuo padiu buferiu. ] kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to 10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruota Banll-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio
ir laikoma -20 °C.

5. BanlI-HF ir Banll-WT palyginimas

Banll-HF ir Banll-WT FI buvo nustatyti atskirai ant dam lambda DNR
keturiuose NEB buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai i§déstyti lenteléje 16 (Zemiau).
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Lentelé 16: Banll-HF ir Banll-WT palyginimas
Buferis Banll-HF Banll-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 100 % 24000 100 % 64 264

NEB2 50 % 22000 100 % 64 232

NEB3 12,5 % 2500 12,5 % 16 232

NEB4 50 % 22000 100 % 16 2125

Banll-HF didzZiausig aktyvuma rodé NEB1 buferyje, kur Fl buvo 24000; Banll-
WT aktyviausias buvo NEB1, NEB2 ir NEB4, kur Fl buvo 64. Taigi, bendras pagerinimo
faktorius yra 24000/64=264.

Pavyzdys 16: HF PspGl konstravimas

1. PspGl raiska
PspGl raiska buvo vykdoma E.coli, transformuotose pRRS-PspGIRM, kurios

turi PspGl endonukleazés ir metilazés gena. Lastelés buvo auginamos prie 30 °C per
naktj LB terpéje su Amp.

2. PspGI-HF mutagenezé

PspGl baltymo ilgis yra 272 aminorugstys. Visos PspGl baltymo 166 a.r. vietos
buvo numatytos mutuoti j Ala (arba Phe). Cys, Asp, Glu, Phe, His, Lys, Met, Asn, Gin,
Arg, Ser, Thr, Trp buvo mutuotos j Ala. Try buvo mutuota j Phe. Tai buvo: 8, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 18,19, 20, 21, 22, 25, 26, 29, 30, 32, 34, 35, 38, 39, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 51, 52, 53, 54, 57, 60, 61, 62, 65, 68, 69, 71, 72, 73, 75, 76, 80, 82, 84, 85,
86, 87, 89, 90, 91, 93, 94, 96, 98, 99, 100, 101, 102, 105, 109, 110, 113, 134, 135,
136, 137, 138, 142, 143, 145, 149, 150, 151, 152, 153, 158, 160, 161, 162, 164 ir 165.
Mutagenezé buvo atlikta atvirkstines PGR metodu su poriniais pradmenimis ir po to
sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo tuomet transformuotas j E. coli
ER2984 kamiena.

3. PspGI-HF atranka

PspGI-HF atranka buvo atlikta naudojant mutanty ir WT aktyvumo palyginima
NEB4 buferyje ir naudojant pBC4 DNR kaip substratg. PspGl atrankos bandymai buvo
atliekami naudojant pBC4 DNR kaip substrata NEB4 buferyje (2h skaldymas prie 69
°C). Rasta 11 mutantanty, turin¢iy didesnj aktyvuma, negu WT NEB4 buferyje: T20A,
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P52A, Y67F, K68A, R75A, E86A, Q90A, S91A, Q93A, H121A ir G172A. PspGl (R75A)
turéjo daug didesnj aktyvuma, negu WT NEB4 buferyje. Paprastai, mutantas su
didziausiu aktyvumu NEB4 turi pagerintg Zvaigzdinj aktyvuma. Po keleto cikly
palyginimy skirtingomis salygomis ir esant skirtingiems substratams, rasta, kad PspGl
yra pageidaujamas mutantas, i$laikantis auk$tg skélimo aktyvuma, bet rodantis i$
esmeés sumazintg zvaigzdinj aktyvuma. PspGl (R75A) yra pavadintas PspGI-HF.

4. PspGI-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy E.coli 2984(pRRS-PspGIRM(R75A)) buvo auginamos LB
terpéje su 100 pg/ml Amp prie 30 °C per naktj. Lastelés buvo surinktos ir veikiamos
ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po centrifugavimo prie 15000
rom 30 minuéiy, supernatantas Svirk§tu buvo jleistas j 5ml HiTrap™ Heparin HP
kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuota
su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidZziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
50 mM NacCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po
to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas.
frakcijos su auk$tesniu aktyvumu buvo toliau koncentruojamos Vivaspin® 15R
(Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen, Germany). |
koncentruotg PspGI-HF buvo pridedamas lygus tdris glicerolio ir laikoma -20 °C.

5. PspGI-HF ir PspGI-WT palyginimas

PspGI-HF ir PspGI-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pBC4 DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai iSdéstyti lenteléje 17 (Zemiau).

Lentelé 17: PspGI-HF ir PspGI-WT palyginimas

Buferis PspGI-HF PspGI-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius
NEB1 25 % 21000 12,5 % 1 21000
NEB2 100 % 24000 100 % 4 21000
NEB3 100 % 24000 100 % 8 2500
NEB4 100 % 24000 100 % 1 24000

PspGI-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB2, NEB3 ir NEB4 buferiuose, kur
pageidaujamas Fl buvo 24000; PspGI-WT aktyviausias buvo NEB2, NEB3 ir NEB4.
Kur geriausias PspGI-WT FI NEB 3 buferyje buvo 8. Bendras pagerinimo faktorius FI
yra 24000/8=2500.
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Pavyzdys 17. HF Spel konstravimas

1. Spel raiska

Spel rai$ka buvo vykdoma E. coli, transformuotose pRRS-Spel ir pASYX20-
SpelM9, kiekviena turi Spel endonukleazés ir metilazés geng. Lastelés buvo

auginamos prie 30 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Kan.
2. Spel-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 9, 10, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
36, 40, 43, 45, 46, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 57, 58, 59, 61, 65, 66, 70, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 80, 81, 84, 86, 87, 88, 89, 90, 92, 96, 97, 101, 102, 103, 105, 107, 108, 109, 110,
112, 113, 115, 116, 118, 121, 122, 125, 126, 128, 130, 131, 137, 138, 139, 140, 142,
146, 149, 1561, 1562, 154, 157, 158, 159, 160, 161, 163, 166, 167, 169, 170, 172, 174,
175, 179, 180 ir 182; Tyr buvo pakeistas j Phe padétyse 13, 19, 28, 55, 104, 120, 129
ir 164.

Mutagenezeé buvo atlikta atvirkstinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER1038 kamiena.

3. Spel-HF atranka

Spel-HF atranka buvo pasiekta panaudojant kiekvieno mutanto aktyvumo
palyginimg NEB4 buferyje su vandeniu ir pXBA DNR, kuri pirma buvo suskaldyta su
Sacl-HF kaip substratu, glicerolio reakcija su Exol ir normalia pXba. Sacl-HF
suskaldyta pXba pripazinta kaip didesnio grynumo, kai tiiamas mutanty aktyvumas,
palyginus su WT. Glicerolio reakcija buvo naudojama ZvaigZdinio aktyvumo rezultaty
palyginimui. Kai kurie mutantai rodé aukstg gimininga aktyvuma ir tuo pat metu
zvaigZdinio aktyvumo sumazéjima: E059A, PO65A, S108A, N 172A, K174A, Q179A,
G182A ir YO55F. Po iSgryninty pavyzdziy palyginimo, Spel(P065A) buvo pavadintas
kaip Spel-HF.

3. Spel-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER 3081(pRRS-SpelM7(P065A), pSYX20-SpelM9)) buvo
auginamos LB terpeje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml prie 30 °C per naktj. Lgstelés buvo
surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
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centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minudiy, supernatantas SvirkStu buvo jleistas j Sml
HiTrap™ Heparin HP koloné¢le (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i$
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su didesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Spel-HF buvo pridedamas lygus taris glicerolio

ir laikoma -20 °C.
5. Spel-HF ir Spel-WT palyginimas

Spel-HF ir Spel-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pXba keturiuvose NEB
buferiuose su C skiedikliu ir rezultatai parodyti lenteléje 18 (Zemiau).

Lentelé 18: Spel-HF ir Spel-WT palyginimas

Buferis Spel-HF Spel-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 50 % 24000 100 % 100 >1000

NEB2 12,5 % 22000 100 % 500 22

NEB3 12,5 % 22000 12,5 % 2000 21/8

NEB4 100 % 28000 50 % 500 22

Spel-HF didziausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur FI buvo 28000; Spel-
WT aktyviausias buvo NEB1, kur Fl buvo 1000. Taigi, bendras pagerinimo faktorius
yra 28.

Pavyzdys 18: HF BsmAl konstravimas

1. BsmAl raiSka

BsmAl rai8ka buvo vykdoma E. coli, transformuotose pBAD241-BsmAIR ir
pACYC184-BsmAlM, kiekviena i§ kuriy turi BsmAl endonukleazés ir metilazés gena.
Lastelés buvo uzaugintos per naktj 37 °C LB terpéje su Amp ir Cam ir po to indukuotos
arabinoze 4 valandas.

2. BsmAIl-HF mutagenezé

Dél homologijos tarp Bsal, BsmBI ir BsmAl, buvo pasirinktos aminoriigstys
BsmAl 210-227 srityje nuosekliam mutavimui | Ala, kadangi Bsal ir BsmBl didelio
tikslumo mutantai buvo rasti panasioje j Sig srityje.
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Mutagenezeé buvo atlikta atvirkstinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanéiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER3081 kamiena.

3. BsmAIl-HF atranka

BsmAI-HF atranka buvo pasiekta naudojant BsmAl mutanto ir BsmAl WT
Zvaigzdinio aktyvumo palyginimg NEB4 ant FX174 DNR kaip substrato. Du mutantai
turéjo mazesnj zvaigzdinj aktyvuma, negu BsmAI WT: N212A ir L213A. BsmAI(N212A)
mutantas pavadintas kaip BsmAI-HF.

4. BsmAI-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy EK2566(pBAD241-BsmAI(N212A), pACYC184-BsmAIM))
buvo auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 ug/ml Cam prie 37 °C per nakt;.
Po to Igstelés buvo indukuotos 4 val. arabinoze, kurios galutiné koncentracija 0,2 %.
Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM
NaCl. Po centrifugavimo prie 156000 rpm 30 minuéiy, supernatantas Svirk$tu buvo
jleistas | 5mi HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc.,
Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuota su tuo paciu buferiu. ] kolonéle jleidziama tokia
eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo
tiramas eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su didesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg BsmAl-HF buvo pridedamas lygus taris

glicerolio ir laikoma -20 °C.
5. BsmAI-HF ir BsmAI-WT palyginimas

BsmAI-HF ir BsmAI-WT FI buvo nustatyti atskirai ant FX174 DNR keturiuose
NEB buferiuose su B skiedikliu. Rezultatai iSdéstyti lenteleje 19 (Zemiau).

Lentelé 19: BsmAI-HF ir BsmAI-WT palyginimas

Buferis BsmAIl-HF BsmAI-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 100 % 24000 50 % 120 232

NEB2 50 % 22000 50 % 500 24

NEB3 12,5 % 2500 50 % 500 1

NEB4 100 % 24000 100 % 250 28

BsmAI-HF didZiausig aktyvuma rode NEB1 ir NEB4 buferiuosee, kur Fl buvo
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24000; BsmAI-WT aktyviausias buvo NEB4, kur FI buvo 250. Taigi, bendras
pagerinimo faktorius yra 24000/250=216.

Pavyzdys 19: HF BstX| konstravimas

BstXI atpaZjsta ir skaldo ties CCANNNNN/NTGG kaip apradyta tarptautines
parai§kos publikacijoje Nr. WO 2009/009797. BstXI (N65A) mutantas buvo atrinktas
kaip BstXI didelio tikslumo versija. Sekanti geresnio su mazesniu ZvaigZdiniu aktyvumu
BstX| paieSkos pakopa buvo N65 mutavimas | kitas aminorigs¢iy liekanas. IS visy
buvo rasta, kad BstXI(N65T) turi mazg Zvaigzdinj aktyvumg ir jis buvo pavadintas
BstXI-HF.

BstXI-HF raiS§ka buvo vykdoma ER2833 (pBAD241-BstXI(N65T), pACYC-
BstXIM. Auginimo ir gryninimo metodai buvo atliekami pagal WO/2009/009797.

Sekandioje lenteléje (Lentelé 20) palyginti BstXI-HF ir BstXI-WT FI.
Lentele 20: BstXI-HF ir BstXI-WT palyginimas

Buferis BstXI-HF BstXI-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 50 % 2500 6 % 4 2125

NEB2 100 % 21000 100 % 32 232

NEB3 100 % 21000 100 % 2 2500

NEB4 100 % 21000 100 % 32 232

BstXI-HF geriausia aktyvumg rodé NEB2, NEB3 ir NEB4 buferiuose,
geriausias BstXI-HF Fl buvo 21000; WT BstXI turéjo geriausig aktyvumag NEB2, NEB3
ir NEB4 buferiuose. WT BstXl FI NEB2 buferyje ir NEB4 buferyje buvo 32. Taigi,
bendras pagerinimo faktorius buvo 232.

Pavyzdys 20: HF Sfil konstravimas

1. Sfil raiSka

Sfil raiSka buvo vykdoma E. coli, transformuotose pRRS-SfilR ir pSX33-SfilM,
kiekviena turi Sfil endonukleazes ir metilazés gena. Lastelés buvo auginamos prie 30
°C per naktj LB terpéje su Amp ir Kan.

2. Sfil-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos | Ala padétyse 7, 9, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 26, 29, 30, 32, 33,



44

LT 6167 B

34, 36, 37, 40, 41, 42, 45, 46, 47, 48, 49, 55, 56, 58, 59, 63, 66, 67,69, 71, 72,73, 76,
79, 81, 82, 84, 87, 88, 89, 90, 91, 94, 95, 100, 102, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 113, 114, 115, 116, 118, 120, 122, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 133, 135,
137, 140, 141, 145, 146, 148, 149, 150, 153, 156, 157, 158, 162, 166, 167, 169, 170,
172, 173, 174, 176, 177, 179, 180, 185, 187, 188, 190, 192, 193, 194, 196, 197, 198,
199, 200, 201, 202, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 213, 214, 215, 218, 220, 224, 225,
227, 228, 231, 233, 235, 236, 238, 240, 242, 243, 244, 246, 247, 248, 249, 251, 252,
254, 255, 257, 258, 259, 261, 262, 263; Tyr yra pakeistas j Phe padétyse 31, 60, 68,
80, 164, 165, 175, 182, 195, 222, 239, ir 245.

Mutagenezé buvo atlikta atvirk$tines PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekancéiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas | E.
coli ER2169 kamiena.

3. Sfil-HF atranka

Sfil-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginima tarp mutanty
ir WT vandenyje su NEB Exol buferiu ir BSA, panaudojant kaip substratg pXba DNR,
i§ anksto suskaldytg EcoRI-HF. Buvo atrinkti mutantai su panaSiu arba didesniu
aktyvumu negu laukinis tipas, taip pat rodantys Zvaigzdinio aktyvumo pasikeitimg tam
tikrame buferyje, lyginant su WT. Rasta keletas mutanty, turin€iy didesnj aktyvuma
NEB4: E007A, DOHA, E049A, R073A, RO114A, G137A, S210A ir R213A. Po
gryninimo P114A pasirodé turjs didZiausig ZvaigZdinio aktyvumo sumaZzéjima.
Sfil(R114A) yra pavadintas Sfil-HF.

Taip pat jsidémeétini buvo mutantai, kuriy ZvaigZdinis aktyvumas padidejo:
NO71A, DO79A, H 162A, R225A, K227A, YO68F ir Y182F. YO68F anksCiau buvo
pastebéti, kad turi skirtingg skeélimg, negu WT.

4. Sfil-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER2169(pRRS-Sfil(R114A), pSX33-SfilM)) buvo auginamos
LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml Kan prie 30 °C per naktj. Lasteles buvo
surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minudiy, supernatantas $virk§tu buvo jleistas j 5ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i$
anksto subalansuotg su tuo padiu buferiu. | kolonéle jleidZziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
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linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su aukStesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Sfil-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio ir
laikoma -20 °C.

5. Sfil-HF ir Sfil-WT palyginimas

Sfil-HF ir Sfil-WT Fl buvo nustatyti atskirai ant pBC4 DNR keturiuose NEB
buferiuose su C skiedikliu. Palyginimas parodytas 11 figQroje ir rezultatai idéstyti

lenteléje 21 (Zemiau).

Lentelé 21: Sfil-HF ir Sfil-WT palyginimas

Buferis Sfil-HF Sfil-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 50 % 2250 12,5 % 64 >4

NEB2 12,5 % 24000 100 % 250 24

NEB3 0.4 % 232 100 % 2000 21/64

NEB4 100 % 28000 25 % 64 2125

Sfil-HF didzZiausig aktyvumg rodé NEB4 buferyjee, kur FI buvo 28000; Sfil-WT
aktyviausias buvo NEB3, kuriame Fl buvo 2000. Bendras pagerinimo faktorius Fl yra
28000/2000=24.

Pavyzdys 21: HF Pmel konstravimas

1. Pmel raiska

Pmel raiSka buvo vykdoma E. coli 3081, transformuotose pRRS-PmelR ir
pACYC- EsaS91M, kiekviena i$§ kuriy turi Pmel endonukleazés ir metilazés gena.
Lasteles buvo auginamos 37 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam.

2. Pmel-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 8, 10, 13, 14, 17, 20, 21, 22, 25, 28, 29, 30, 32, 33, 35, 37,
39, 41, 42, 43, 46, 47, 49, 50, 51, 54, 55, 60, 62, 63, 64, 66, 67, 68,69, 71, 72, 73, 77,
79, 80, 81, 82, 83, 86, 87, 91, 94, 95, 96, 97, 98, 100, 104, 106, 107, 108, 109, 110,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 121, 123, 124, 127, 130, 131, 132, 133, 134, 135,
137, 138, 145, 147, 148, 149, 151, 152, 153, 154, 155, 157, 160, 162, 165, 166, 167,
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169, 170, 171, 172, 177, 180, 181, 182, 183, 185, 186, 188, 190, 191, 192, 193, 194,
199, 200, 201, 202, 204, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 215, 218, 219, 221, 222, 223,
225; Tyr yra pakeistas j Phe padétyse 111, 129, 146 ir 161.

Mutagenezé buvo atlikta atvirk$tinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanéiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2426 kamieng.

3. Pmel-HF atranka

Pmel-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginimg tarp
mutanty ir WT vandeniniame NEB4, naudojant lambda DNR kaip substrata, su tais pat
mutantais glicerolyje su NEB Thermopol buferiu ir pXba kaip substratu. Pmel mutanty
ir WT tyrimas vandenyje ant lambda DNR leido palyginti gretimus aktyvumus ir buvo
atrinkti mutantai su panasiu arba didesniu aktyvumu negu WT NEB4 buferyje. Taciau
mutantai su priimtinu aktyvumu paskui buvo atmesti, jeigu jie nerodé ZvaigZdinio
aktyvumo pasikeitimo, tiriant esant glicerolio sglygoms su Thermopol buferiu ir pXba.
Keletas mutanty parodé turintys ZvaigZdinio aktyvumo skirtumus: PO79A, EO86A,
HO96A ir E218A. Pmel(EO86A) yra pavadintas kaip Pmel-HF.

4. Pmel-HF gryninimas

Du litrai lgsteliy EK2426(pRRS-Pmel(P154A), pACYC184-EsaS9IM)) buvo
auginama LB terpeje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml Cam prie 37 °C per naktj. Lastelés
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuéiy, supernatantas $virk$tu buvo jleistas j 5ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§
anksto subalansuota su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Sfil-HF buvo pridedamas lygus taris glicerolio ir
laikoma -20 °C.

5. Pmel-HF ir Pmel-WT palyginimas

Pmel-HF ir Pmel-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pXba DNR keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas Rezultatai iSdéstyti lenteléje 22
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(Zemiau).
Lentelé 22: Pmel-HF ir Pmel-WT palyginimas
Buferis Pmel-HF Pmel-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 12,5 % 22000 100 % 250 264

NEB2 6,3 % 2500 100 % 250 2500

NEB3 0,4 % 232 50 % 120 2125

NEB4 100 % 28000 25 % 64 2500

Pmel-HF didzZiausig aktyvumg rodé NEB4 buferyje, kur Fl buvo 28000; Pmel-
WT aktyviausias buvo NEB1 ir NEB2, kur FI buvo 250. Bendras pagerinimo faktorius

Fl yra 28000/250=216.

Pavyzdys 21: HF Smal konstravirhas

1. Smal raiska

Smal raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pRRS-SmalR ir pSYX20-
SmalM, kiekviena i kuriy turi Smal endonukleazés ir metilazés geng. Lastelés buvo

auginamos 37 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Kan.
2. Smal-HF mutagenezeé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala; visi Tyr buvo pakeisti j Phe.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkStineés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas | E.
coli ER2428 kamiena.

3. Smal-HF atranka

Smal-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumy palyginima
vandeniniame NEB4, naudojant pXba DNR kaip substratg su Zvaigzdinj aktyvuma
duodanciomis glicerolio salygomis NEb standartiniame Taq buferyje. Mutantai, kurie
rodé ZvaigZdinio aktyvumo pasikeitimus nurodytame buferyje, buvo atrinkti, jeigu
iSlaike pana$y arba auk3tg giminingg aktyvumg WT. Buvo rasta keletas mutanty:
E32R, S081A, G132A ir dvigubas mutantas F60L/S61R. Smal(F60L/S61R) yra
pavadintas kaip Smal-HF.

4. Smal-HF gryninimas
Du litrai lgsteliy EK2428(pRRS-Smal(F60L/S61R), pSYX20-SmalM)) buvo



48

LT 6167 B

auginama LB terpéje su 100 ug/mi Amp ird 33 pg/ml Kan prie 37 °C per naktj. Lgsteles
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuéiy, supernatantas 3virkStu buvo jleistas j Sml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i$
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 mi 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po t010 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
elivuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su didesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). ] koncentruotg Smal-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio
ir laikoma -20 °C.

5. Smal-HF ir Smal-WT palyginimas

Smal-HF ir Smal-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pXba keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas figlroje 12 ir rezultatai parodyti
lenteléje 23 (Zemiau).

Lentelé 23: Smal-HF ir Smal-WT palyginimas

Buferis Smal-HF Smal-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 0,2% 22000 3% 216 ND

NEB2 32% 232000 12,5 % 264 ND

NEB3 0,0032 % 232 0,8 % >8 ND

NEB4 100 % 2256000 100 % 64 24000

ND: nenustatyta

Smal-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur FI buvo 2256000;
Smal-WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB4, kur Fl buvo 64. Bendras pagerinimo
faktorius yra 256000/64=24000.

Pavyzdys 23: Didelio tikslumo Aatll konstravimas

1. Aatll raiska

Aatll raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pRRS-Aatll ir pACYC184-
AatlIM, kiekviena i$ kuriy turi Aatll endonukleazes ir metilazés geng. Lastelés buvo
uZaugintos per naktj 37 °C LB terpéje su Amp ir Cam.
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2. Aatll-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 8, 9, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 20, 22, 26, 29, 32, 33, 35, 36, 37,
38, 40, 43, 45, 46, 49, 52, 53, 54, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 64, 65, 69, 70, 71, 72, 73, 74,
75, 77, 79, 80, 83, 84, 86, 87, 90, 92, 93, 94, 95, 97, 99, 100, 103, 104, 106, 107, 111,
113, 114, 117, 121, 123, 124, 125, 126, 128, 129, 131, 132, 133, 135, 136, 140, 141,
143, 144, 145, 146, 148, 149, 150, 151, 153, 155, 156, 157, 160, 164, 165, 167, 169,
171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 179, 181, 182, 186, 189, 191, 192, 193, 194, 196,
198, 200, 201, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 210, 211, 213, 214, 216, 217, 219, 220,
221, 222, 226, 228, 230, 231, 233, 235, 236, 237, 238, 240, 241, 244, 247, 248, 249,
250, 251, 252, 253, 256, 262, 264, 265, 266, 268, 269, 272, 273, 275, 280, 281, 282,
283, 286, 208, 292, 293, 295, 296, 297, 298, 301, 302, 308, 309, 311, 312, 313, 314,
315, 317, 319, 321, 325, 327, 329, 330, 333, 334, 335, 336; Tyr buvo pakeistas j Phe
padétyse 82, 89, 98, 112, 232, 305 ir 306.

Mutagenezé buvo atlikta atvirk$tinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanéiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas | E.
coli ER2426 kamieng.

3. Aatll-HF atranka

Aatll-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumy palyginima vandeniniame
NEB4 su NEB Exol buferyje glicerolyje, naudojant pXba DNR kaip substratg. Mutantai,
kurie rodé zvaigzdinio aktyvumo pasikeitimus, esant glicerolio sglygoms, buvo atrinkti
tolimesniam tyrimui iki tol, kol jie turéjo pana8y arba aukstesnj aktyvumg negu WT
esant normalioms saglygoms vandenyje. Po pradinés atrankos buvo atrinkta keletas
mutanty tolimesniam tyrimui: G013A, GO16A, KO18A, P052A, RO53A, KO70A, E071A,
D072A, GO73A, S84A, E086A, RO90A, K094A, R095A, PO99A, P103A, K113A, N
135A, S151A, P157A, G173A, T204A, S206A, K207A, E233A, N235A, E237A, S238A,
D241A, K295A, S301A ir S302A. Aatll(N235A) yra pavadintas kaip Aatll-HF.

4. Aatll-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy EK2426(pRRS-Aatli(N235A), pACYC184-AatliM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml Cam prie 37 °C per naktj. Lastelés
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rom 30 minudiy, supernatantas Svirkstu buvo jleistas j Sml
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HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i$
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po t010 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su auksStesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Aatll-HF buvo pridedamas lygus taris glicerolio
ir laikoma -20 °C.

3. Aatll-HF ir Aatll-WT palyginimas

Aatll-HF ir Aatll-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pBR322 DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas Rezultatai isdéstyti lentel¢je 24
(Zemiau).

Lentelé 24: Aatll-HF ir Aatll-WT palyginimas

Buferis Aatll-HF Aatll-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 NC NC 3% 32 ND

NEB2 NC NC 100 % 1/4 ND

NEB3 NC NC NC NC ND

NEB4 100 % 21000 50 % 16 264

NC: nezbaigta; ND: nei$matuojama

Aatll-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur FI buvo 21000; Aatll-
WT aktyviausias buvo NEB2, kur FI buvo 1/4. Bendras pagerinimo faktorius FI yra
21000/1/4=24000.

Pavyzdys 24: HF Apol konstravimas
1. Apol raisSka

Apol raiska buvo vykdoma E. coli 3081, transformuotose pRRS-ApoIR ir
PACYC184-ApolM, kiekviena i§ kuriy turi Apol endonukleazés ir metilazés gena.
Lastelés buvo auginamos 37 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam.

2. Apol-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin ir Arg, buvo
pakeistos j Ala padétyse 8, 9, 10, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 29,
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33, 35, 36, 37, 39, 41, 43, 47, 48, 49, 50, 51, 56, 57, 60, 62, 63, 64, 66, 67,69, 71, 72,
73,75, 76, 77, 80, 81, 82, 83, 84, 87, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 102, 103, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111, 113, 115, 116, 117, 119, 120, 121, 124, 125, 128, 129, 131, 132,
133, 136, 137, 143, 144, 145, 148, 153, 155, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 166, 167,
169, 170, 175, 176, 178, 179, 181, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 192, 193, 194, 195,
199, 201, 202, 204, 206, 207, 209, 210, 214, 216, 217, 218, 221, 226, 227, 229 ir 230.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkitines PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanéiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas | E.
coli ER2426 kamiena.

3. Apol-HF atranka

Apol-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumy palyginima NEB3 ir NEB4
buferiuose, naudojant lambda DNR kaip substratg. Buvo atrinkti mutantai su didesniu
aktyvumu negu WT NEB4 buferyje, kadangi padidintas aktyvumas NEB4 buferyje yra
padidinto tikslumo indikatorius. Buvo rasti sekantys mutantai, turintys didesn;
aktyvumg NEB4: S64A, S80A, S162A, T77A/T96A ir N178A. Apol(T77A/T96A) yra
pavadintas kaip Apol-HF.

4. Apol-HF gryninimas

Du litrai lasteliy EK2426(pRRS-Apol(T77A/T96A), pACYC184-ApolM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 ug/ml Cam prie 37 °C per naktj. Lgstelés
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuciy, supernatantas SvirkStu buvo jleistas j Sml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidZiama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NacCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po t010 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su auks$tesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Apol-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio
ir laikoma -20 °C.

5. Apol-HF ir Apol-WT palyginimas

Apol-HF ir Apol-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pXba DNR keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas Rezultatai iSdéstyti lenteléje 24
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(Zemiau).
Lentelé 24: Apol-HF ir Apol-WT palyginimas
Buferis Apol-HF Apol-WT Pagerinimo
Aktyvumas | Fi Aktyvumas | Fl faktorius

NEB1 50 % 22000 25 % 120 216

NEB2 100 % 24000 100 % 32 2125

NEB3 25 % 21000 100 % 64 216

NEB4 50 % 22000 50 % 32 264

Apol-HF didziausig aktyvuma rodé NEB2 buferyje, kur Fl buvo 24000; Apol-
WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB3, kur Fl buvo 64. Bendras pagerinimo faktorius Fl
yra 24000/64=264.

Pavyzdys 25: HF BsmBI konstravimas

BsmBI atpazjsta ir skaldo CGTCTCN1/N5 kaip apraSyta Tarptautinés
publikacijos Nr. WO2009/009797 23 pavyzdyje. BsmBI(R232A) mutantas buvo
atrinktas kaip BsmBl didelio tikslumo versija. Tolimesnis 8i0 mutanto
characterizavimas atskleide, kad nors BsmBI(R232A) elgesys vienos valandos skaléje
yra labai geras, ta€iau jis nepasirodo puikiu skaldyme per nakt]. Atliekant paieska tarp
didesnio sakaiCiaus mutanty, BsmBI(W238A) buvo surastas, kad yra puikus ir vienos
valandos reakcijoje ir reakcijoje per naktj ir pavadintas BsmBI-HF (Figara 13).

BsmBI-HF raiSka buvo vykdoma ER3081 (pBAD241-
BsmBIR(W238A)/pACYC-BsmAIM) . Auginimo ir gryninimo metodai buvo atlikti pagal
WO/2009/009797.

Sekangioje lenteléje (lentelé 26) palyginami BsmBI-HF ir BsmBI-WT FI.

Lentele 26: BsmBI-HF ir BsmBI-WT palyginimas

Buferis BsmBI-HF BsmBI-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fi Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 50 % 32 12,5 % 1 32

NEB2 50 % 120 50 % 8 25

NEB3 12,5 % 250 100 % 120 2

NEB4 100 % 250 25 % 4 64

BsmBI-HF didZiausig aktyvuma rode NEB4 buferyje, kur BsmBI-HF FI NEB4
buvo 250; BsmBI-WT aktyviausias buvo NEB3. FI BsmBI-WT NEB2 buvo 120.
Bendras pagerinimo faktorius yra 2.
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Pavyzdys 26: Didelio tikslumo Bmtl konstravimas

1. Bmtl raiSka

Bmtl raiS8ka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pACYC-BmtIM ir placzz1-
BmtIR. pACYC yra maZakopijiné suderinama plazmidé. Lastelés buvo auginamos prie

37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.
2. Bmtl mutagenezé

Atrinkty mutanty taskiné mutagenezé buvo atlikta atvirkstineés PGR metodu.
Buvo padarytos 150 sekangiy Bmtl aminorig$¢iy mutacijy. Cys, Asp, Glu, Phe, His,
Lys, Met, Asn, Gin, Arg, Ser, Thr, Trp buvo mutuotos j Ala. Try buvo mutuota j Phe.
Taibuvo: 5, 9, 11, 12, 16, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 39, 45, 46,
49, 50, 51, 53, 56, 58, 59, 60, 63, 65,69, 71,72,73,74,75,76, 78,79, 80, 81, 83, 85,
86, 88, 89, 90, 92, 93, 94, 95, 97, 98, 99, 101, 104, 105, 106, 108, 110, 111, 112, 113,
116, 118, 119, 120, 121, 122, 124, 128, 129, 131, 132, 133, 134, 136, 138, 139, 140,
141, 142, 144, 145, 146, 147, 148, 150, 151, 152, 154, 156, 157, 161, 162, 163, 165,
166, 167, 168, 169, 171, 172, 173, 175, 178, 179, 180, 181, 185, 186, 189, 190, 191,
193, 194, 195, 196, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 210, 211, 213,
214, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 226, 228, 229, 230, 231, 234, 236, 237, 238,
239 ir 241. Mutagenezé buvo atlikta atvirk$tinés PGR metodu su poriniais pradmenimis
ir po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER3081 kamiena.

3. Bmtl-HF atranka

Kiekvienos mutacijos keturios kolonijos buvo uZaugintos LB terpéje su Amp ir
Cam 37 °C per naktj. Standartiniai Bmtl giminingi ir ZvaigZdinio aktyvumo bandymai
buvo atlikti naudojant pBC4 Exol buferyje ir 10 % DMSO.

Mutantai S50A, Y81F, N93A ir W207A buvo atrinkti patikrinimo bandymuose.
Po keleto palyginimo skirtingose salygose raundy buvo rasta, kad S50A yra
privilegijuotas mutantas, iSlaikantis auk$tg kanoninj fermento aktyvuma, bet

disponuojantis i§ esmeés sumazintu ZvaigZdiniu aktyvumu. Bmtl(S50A) buvo
pazymétas kaip Bmtl-HF.

4. Bmtl-HF gryninimas
Du litrai E. coli lasteliy 3081 (placzzl-BmtIR(S50A), pACYC-BmtIM) buvo
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uZaugintos LB terpéje su 100 pg/ml Amp and 30 pg/ml Cam prie 37 °C per nakij.
Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM
NaCl. Po centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuciy, supernatantas SvirkS§tu buvo
jleistas | 5ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc.,
Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidZiama tokia
eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po to10 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo
tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). ] koncentruota Bmtl-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio
ir laikoma -20 °C.

5. Bmtl-HF ir Bmtl-WT palyginimas

Bmtl-HF buvo du kartus paeiliui praskiestas A skiedikliu ir juo veikiama pXba.
Rezultatas yra parodytas lenteléje 27.

Lentelé 27: Bmtl-HF ir Bmtl-WT palyginimas

Buferis Bmtl-HF Bmtl-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fi Aktyvumas Fi faktorius

NEB1 25 % 2256000 50 % 32 28000

NEB2 25 % 2256000 100 % 16 216000

NEB3 0,2% 22000 6,3 % 32 264

NEB4 100 % 21000000 100 % 16 262500

Bmtl-HF didziausig aktyvumg rodé NEB4 buferyje, kur FI buvo 21000000;
Bmtl-WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB4, kur Fl buvo 16. Bendras pagerinimo
faktorius Fl buvo 21000000/164=262500.

Pavyzdys 27: HF BstNI konstravimas

1. BstNIl raiska

BstNI raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pBAD241-BstNIR and
PACYC184-BstNIM, kiekviena i$ kuriy turi BstNI endonukleazés ir metilazés gena.
Lastelés buvo auginamos 37 °C temperatiiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam,
praskiestos iki 1/10 LB terpe ir tuomet indukuotos arabinoze 4 valandas.

2. BstNI-HF mutagenezé ir atranka

Serijos BstNl mutacijy sukdrimo eksperimento metu buvo surastas
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BstNI(G26N), turintis mazesnj zvaigzdinj aktyvuma negu WT BstNI. leSkant geresniy
BstNI mutanty su netgi mazesniu zvaigzdiniu aktyvumu, G26 buvo mutuotas j visas
kitas aminorfigstis. Tarp visy Siy mutanty BstNI(G26T) turéjo maZiausig Zvaigzdinj

aktyvuma ir yra pavadintas kaip BstNI-HF.
3. BstNI-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy EK2833(pBAD241-BstNI(G26T), pACYC184-BstNIM) buvo
auginamos LB terpéje su 100 ug/ml Amp ir 33 ug/ml Cam prie 37 °C per naktj. Po to
lastelés buvo praskiestos 1:10 LB terpe ir indukuotos arabinoze, kurios galutine
koncentracija 0,2 %, keturias valandas. Lgstelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu
20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po centrifugavimo prie 15000 rpm 30
minugiy, supernatantas SvirkStu buvo jleistas j 5ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE
Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuotg su tuo padiu
buferiu. | kolonéle jleidZziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NacCl,
100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NacCl linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su
aukstesniu aktyvumu buvo toliau koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar
Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen, Germany). | koncentruotg BstNI-HF buvo
pridedamas lygus taris glicerolio ir laikoma -20 °C.

3. BstNI-HF ir BstNI-WT palyginimas

BstNI-HF ir BstNI-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pBR322 DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas figlroje 14, ir rezultatai i§destyti
lenteléje 28 (Zemiau).

Lentelé 28: BstNI-HF ir BstNI-WT palyginimas

Buferis BstNI-HF BstNI-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | FI faktorius

NEB1 50 % 2120 50 % 8 216

NEB2 100 % 2500 100 % 64 8

NEB3 25 % 2120 100 % 250 21/8

NEB4 100 % 500 50 % 4 232

BstNI-HF didZiausig aktyvumg rode NEB2 irNEB4 buferiuose, kur Fl buvo
2500; BstNI-WT aktyviausias buvo NEB2 ir NEB3, kur FI buvo 250. Bendras
pagerinimo faktorius Fl buvo 2500/250=22.
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Pavyzdys 28: HF Miul konstravimas

1. Mlul raiska

Mlul raiSka buvo vykdoma E. coli, transformuotose pUC19-MIuIR ir pACYC-
MiulM, kiekviena i8 kuriy turi Mlul endonukleazés ir metilazés geng. Lastelés buvo
auginamos 30 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam.

2. Mlul mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 8, 10, 11, 13, 16, 21, 23, 24, 26, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 36,
37, 39, 42, 44, 48, 50, 51, 54, 57, 59, 60, 61, 67,68, 71, 72,74,75, 78, 79, 81, 83, 84,
85, 86, 89, 90, 93, 94, 95, 97, 99, 101,102, 104, 106, 108, 111, 112, 114, 116, 117,
119, 120, 121, 123, 125, 128, 130, 131, 132, 134, 136, 137, 139, 140, 141, 142, 144,
145, 146, 148, 152, 154, 155, 156, 157, 159, 161, 163, 165, 166, 170, 172, 173, 174,
176, 177, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 186, 189, 192, 195, 196, 197, 200, 206, 207,
208, 210, 211, 214, 216, 218, 219, 220, 221, 223, 227, 228, 230, 232, 233, 234, 236,
237, 238, 240, 243, 244, 247, 249, 255, 256, 257, 258, 261, 263, 264, 265, 266, 269;
Tyr buvo pakeistas | Phe padétyse 14, 28, 47, 53, 77, 107, 175, 198, 217, 239 ir 248.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkstineés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas | E.
coli ER1582 kamiena.

3. Mlul-HF atranka

Miul-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginimg NEB3 ir
NEB4 buferiuose, naudojant lambda DNR kaip substratg. Buvo atrinkti mutantai su
didesniu aktyvumu negu WT NEB4 buferyje, kadangi padidintas aktyvumas NEB4 yra
padidinto tikslumo indikatorius. Buvo rastas vienintelis mutantas, atitinkantis masy
kriterijus buvo E112A/R132A; MIu(E112A/R132A) pavadintas Miul-HF.

4. Mlul-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy EKi582(pUC19-MIul(E112A/R132A), pACYC184- MIulM))
buvo auginamos LB terpeje su su 100 pg/ml Amp and 30 pg/ml Cam prie 30 °C per
naktj. Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
50 mM NaCl. Po centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minugiy, supernatantas $virkétu
buvo jleistas j 5ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc.,



57

LT 6167 B

Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidZiama tokia
eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7.5,
50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo
tiiamas eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su auks$tesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruota Miul-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio

ir laikoma -20 °C.
5. Miul-HF ir Mlul-WT palyginimas

MIul-HF ir MIul-WT FI buvo nustatyti atskirai ant lambda DNR keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas figGroje 15, ir rezultatai iSdéstyti

lenteléje 29 (Zemiau).

Lentelé 29: Miul-HF ir MIul-WT palyginimas

Buferis Miul-HF Mlul-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fi Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 25 % 2256000 50 % 32 28000

NEB2 25 % 2256000 100 % 16 216000

NEB3 0,2% 22000 6,3 % 32 264

NEB4 100 % 21000000 100 % 16 262500

Mlul-HF didziausig aktyvuma rodé NEB2 ir NEB4 buferyje, kur FI buvo 232000;
Miul-WT aktyviausias buvo NEB3, kur FI buvo 2000. Bendras pagerinimo faktorius Fl
yra 232000/2000=216.

Pavyzdys 29: HF Banl konstravimas

1. Banl raiska

Banl rai8ka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pUC19-BanIR ir
pACYC184-BanIM, kiekviena i$ kuriy turi Banl endonukleazés ir metilazés gena..
Lastelés buvo auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. Banl-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos | Ala padétyse 7, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 19, 22, 23, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 36, 37, 40, 41, 42, 43, 47, 50, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 61, 64, 66, 67, 69, 70, 71, 75,
76, 81, 82, 84, 85, 86, 87, 89, 90, 92, 93, 94, 96, 97, 100, 103, 105, 106, 107, 109,
110, 111, 112, 114, 115, 117, 121, 122, 123, 124, 126, 130, 131, 133, 135, 136, 138,
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139, 140, 141, 143, 145, 146, 148, 150, 151, 152, 154, 156, 157, 160, 161, 169, 171,
174, 175, 176, 178, 179, 182, 183, 185, 187, 188, 191, 192, 193, 194, 195, 197, 198,
201, 202, 203, 208, 209, 211, 212, 213, 215, 217, 218, 220, 221, 224, 225, 226, 229,
232, 233, 234, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 248, 249, 251, 252, 253,
254, 255, 256, 257, 259, 260, 262, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 275, 277, 279, 281,
282, 283, 284, 285, 287, 288, 289, 291, 292, 294, 296, 298, 301, 302, 303, 304, 305,
312, 313, 315, 316, 318, 319, 320, 321, 324, 325, 328, 329, 330, 331, 333, 337, 338,
339, 340, 342, 346; Tyr buvo pakeistas j Phe padétyse 104, 125, 127, 156, 159, 204,
239, 297, 306 ir 336.

Mutageneze buvo atlikta atvirkStinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2683 kamiena.

3. Banl-HF atranka

Banl-HF atranka buvo pasiekta panaudojant aktyvumo palyginimg vandenyje
ir NEB4 pries glicerolj ir NEB Exol buferj, naudojant lambda DNR kaip substratg. Buvo
atrinkti mutantai su tokiu aktyvumu arba didesniu kaip WT NEB4 buferyje, jeigu jie taip
pat rodé ZvaigZdinio aktyvumo pasikeitimg, jeigu buvo tiriama esant glicerolio
sglygoms. Kitas indikatorius, naudojamas $iy mutanty atrinkimui, buvo faktas, kad
ZvaigZdinio aktyvumo pasalinimas sukuria palaipsni$ka gretimo skaldymo saitg. Buvo
surasti skaitlingi mutantai, turintys ZvaigZdinio aktyvumo pakitimus ir gaunamg
palaipsni$kg saitg: NO16A,S33A, P36A, H76A, P87A, N89A, RO0A, T138A, K141A,
K143A, Q221A, Q224A, N253A, Q292A, R296A, T1521, G326A ir T324A. Banl(Q292A)
yra pavadintas kaip Banl-HF.

4. Banl-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER2683(pUC19-Banl(P154A), pACYC184-BanIM)) buvo
auginamos LB terpeje su 100 ug/ml Amp ir 33 ug/mi Cam prie 37 °C per naktj. Lasteles
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minugiy, supernatantas $virkétu buvo jleistas j 5ml
HiTrap™ Heparin HP kolonele (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonele jleidziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HClI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
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eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Banl-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio

ir laikoma -20 °C.
5. Banl-HF ir Banl-WT palyginimas

Banl-HF ir Banl-WT FI buvo nustatyti atskirai ant lambda DNR keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai iSdéstyti lenteléje 30 (Zzemiau).

Lentelé 30: Banl-HF ir Banl-WT palyginimas

Buferis Banl-HF Banl-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 50 % 21000 25 % 4 2250

NEB2 12,5 % 2250 25 %, 4 >63

NEB3 0,4 % 28 6,3 % 2 24

NEB4 100 % 22000 100 % 16 2125

Banl-HF didziausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur FI buvo 22000; Banl-
WT taip pat aktyviausias buvo NEB4, kur Fl buvo 16. Bendras pagerinimo faktorius yra
22000/16=2125.

Pavyzdys 30: HF Kasl konstravimas

1. Kasl raiska

Kasl raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose placZZ-KasIR ir pACY-
SfolM, kiekviena i$ kuriy turi Kasl endonukleazés ir metilazés gena.. Lastelés buvo
auginamos prie 30 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. Kasl-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 8, 9, 11, 13, 14, 17, 18, 21, 24, 26, 28, 29, 31, 32, 33, 34,
36, 37, 39, 42, 43, 44, 47, 48, 51, 52, 54, 55, 56, 58, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 69, 70, 73,
76,77,78,79, 83, 85, 86, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 98, 100, 101, 102, 103, 104, 108,
110, 111, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 122, 123, 124, 125, 126, 128, 129, 134, 137,
138, 139, 140, 142, 143, 144, 145, 146, 149, 150, 152, 153, 154, 156, 158, 161, 162,
163, 164, 165, 167, 168, 173, 177, 178, 180, 181, 182\, 184, 185, 188, 189, 190, 191,
192, 195, 197, 198, 200, 202, 203, 204, 210, 211, 212, 214, 215, 216, 217, 218, 219,
220, 221, 222, 223, 225, 226, 228, 229, 231, 234, 237, 238, 241, 243, 244, 245, 246,
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248, 251, 253, 255, 257, 258, 259, 260, 261, 263, 264, 265, 266, 269, 270, 271, 274,
275, 276, 277 ir 278; Tyr buvo pakeistas j Phe padétyse 19, 41, 74, 80, 95, 207 ir 256.

Mutagenezeé buvo atlikta atvirkstinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2683 kamieng.

3. Kasl-HF atranka

Kasl-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumo palyginimg NEB3 ir NEB4
buferiuose, kaip substratg naudojant pBR322 DNR. Buvo atrinkti mutantai su didesniu
aktyvumu, negu WT NEB4, kadangi padidintas aktyvumas NEB4 yra pagerinto
tikslumo indikatorius. Buvo surasti sekantys mutantai, turintys didesnj aktyvumg NEB4:
KO024A, P214A, E146A, N251A ir YO95F. Kasl(N251A) yra pavadintas kaip Kasl-HF.

4. Kasl-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy ER2683(pLacZZ-Kasl(M251A), pACYC-SfolM)) buvo
auginama LB terpéje su 100 pg/ml Amp and 33 pg/ml Cam prie 30 °C per naktj.
Lasteles buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM
NaCl. Po centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuéiy, supernatantas $virkstu buvo
jleistas j 5ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc.,
Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolon¢le jleidZiama tokia
eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo
tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Kasl-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio
ir laikoma -20 °C.

5. Kasl-HF ir kasl-WT palyginimas

Kasl-HF ir Kas|-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pBR322 DNR keturiuose NEB
buferiuose su B skiedikliu. Rezultatai i§déstyti lentelgje 31 (Zemiau).

Lentele 31: Kasl-HF ir Kasl-WT palyginimas

Buferis Kasl-HF Kasl-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | Fi faktorius

NEB1 50 % 28000 100 % 1 28000

NEB2 100 % 216000 100 % 8 22000
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NEB3 12,5 % 22000 100 % 8 2250
NEB4 100 % 216000 | 100 % 4 24000

Kasl-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB2 ir NEB4 buferyje, kur Fl yra 216000;
Kasl|-WT taip pat aktyviausias buvo tuose paciuose buferiuose, kur geriausiasb FI

yra 8. Bendras pagerinimo faktorius yra 216000/8=22000.

Pavyzdys 31: HF Nrul konstravimas

1. Nrul raiska

Nrul raiska buvo vykdoma E.coli, transformuotose pUC19-NrulR ir pACYC-
Sbo13IM, kiekviena i kuriy turi Nrul endonukleazés ir metilazés geng. Lagstelés buvo
auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Cam.

2. Nrul-HF mutagenezeé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos | Ala padetyse 8, 10, 12, 13, 15, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 30, 34, 36,
38, 39, 44, 45, 46, 47, 49, 50, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 68, 70, 71,
72,73,75,77,79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 89, 90, 91, 92, 93, 95, 96, 97, 99, 101, 103,
104, 106, 107, 112, 113, 114, 115, 117, 118, 119, 124, 125, 127, 132, 134, 137, 138,
139, 141, 146, 147, 148, 149, 152, 154, 155, 157, 1568, 159, 162, 163, 165, 166, 168,
169, 170, 171, 174, 175, 177, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 189, 190, 191, 193, 196,
197, 200, 201, 202, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 211 ir 213; Tyr buvo pakeistas j Phe
padétyse 11, 31, 52, 69, 98, 64 ir 187.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkstinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2683 kamiena.

3. Nrul-HF atranka

Nrul-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumy palyginimg NEB3 ir NEB4
buferiuose, naudojant dam- lambda DNR kaip substratg. Mutantai su disesniu
aktyvumu negu WT NEB4 buferyje buvo atrinkti, kadangi padidintas aktyvumas NEB4
yra padidinto tikslumo indikatorius. Buvo rasti sekantys mutantai, turintys didesnj
aktyvumg NEB4: GO75A, Q099A, G155A ir P022A/R90A. P154A Nrul(P022A/R90A)
yra pavadintas kaip Nrul-HF.
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4. Nrul-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy EK2683(pUC19-Nrul(P022AR90A), pACYC184-Shol3IM)
buvo auginamos LB terpéje su 100 ug/ml Amp ir 33 pg/ml Cam prie 37 °C per naktj.
Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM
NaCl. Po centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minu€iy, supernatantas Svirk§tu buvo
jleistas | 5ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc.,
Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidziama tokia
eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po to10 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo
tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su aukstesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
Goettingen, Germany). | koncentruotg Nrul-HF buvo pridedamas lygus taris glicerolio

ir laikoma -20 °C.
5. Nrul-HF ir Nrul-WT palyginimas

- Nrul-HF ir Nrul-WT FI buvo nustatyti atskirai ant dam- lambda DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Rezultatai iSdestyti lenteléje 32 (Zemiau).

Lentelé 32: Nrul-HF ir Nrul-WT palyginimas

Buferis Nrul-HF Nrul-WT Pagerinimo
Aktyvumas | FI Aktyvumas | Fl faktorius

NEB1 0,4 % 264 12,5 % 64 21

NEB2 6,3 % 21000 50 % 250 24

NEB3 6,3 % 21000 100 % 500 22

NEB4 100 % 216000 12,6 % 32 232

Nrul-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur FI buvo 216000; Nrul-
WT aktyviausias buvo NEB3, kur FI buvo 500. Bendras pagerinimo faktorius yra
216000/500=232.

Pavyzdys 32: HF Nspl konstravimas

1. Nspl raiska

Nspl raiska buvo vykdoma E. coli, transformuotose pUC19-NspIR ir pACYC-
FatiM, kiekviena i$ kuriy turi Nspl endonukleazes ir metilazés gena. Lasteles buvo
auginamos 37 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam.
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2. Nspl-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos | Ala padétyse 9, 10, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 26, 29, 30, 31,
32, 34, 36, 37, 39,40, 41,42, 44, 45, 46, 47, 50, 51, 52, 53, 55, 56, 58, §9, 60, 61, 62,
63, 64, 65,66, 70,71,72,73,74,77,78, 80, 81, 82, 83, 85, 86, 87, 89, 90, 91, 93, 94,
96, 97, 99, 100, 102, 104, 107, 108, 111, 114, 116, 117, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 132, 133, 134, 136, 138, 139, 141, 143, 144, 145, 146, 147, 149, 150,
152, 163, 154, 1565, 157, 1568, 159, 161, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172,
175, 176, 177, 178, 180, 181, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 191, 193, 195, 199, 200,
201, 202, 203, 205, 206, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 216, 217, 220, 222, 225,
227, 230, 231, 234, 235, 236, ir 238; Tyr buvo pakeistas j Phe padétyse 48, 75, 113,
115, 198 ir 224.

Mutageneze buvo atlikta atvirk$tinés PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2566 kamiena.

3. Nspl-HF atranka

Nspl-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumo palyginimg NEB3 ir NEB4
buferiuose, kaip substratg naudojant pPBR322 DNR. Buvo atrinkti mutantai su didesniu
aktyvumu, negu WT NEB4, kadangi padidintas aktyvumas NEB4 yra pagerinto
tikslumo indikatorius. Buvo surasti sekantys mutantai, turintys didesnj aktyvuma NEB4:
S097A ir E125A. Nspl(S097A) yra pavadintas kaip Nspl-HF.

4. Nspl-HF gryninimas

Du litrai Igsteliy EK2566(pUC19-Nspl(S097A), pACYC-FatiM)) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 ug/mil Cam prie 37 °C per naktj. Lastelés
buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po
centrifugavimo prie 15000 rpm 30 minuéiy, supernatantas $virk§tu buvo jleistas j 5ml
HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§
anksto subalansuotg su tuo paciu buferiu. | kolonéle jleidZziama tokia eiga: 48 ml 10
mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 100 m! 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl
linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas
eliuuoty frakcijy aktyvumas. Frakcijos su auks$tesniu aktyvumu buvo toliau
koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar Sartorius Vivascience GmbH,
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Goettingen, Germany). ] koncentruotg Nspl-HF buvo pridedamas lygus tiris glicerolio

ir laikoma -20 °C.
5. Nspl-HF ir Nspl-WT palyginimas

Nspl-HF ir Nspl-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pUC19 DNR keturiuose NEB
buferiuose su A skiedikliu ir su BSA. Palyginimas yra parodytas figtroje 16, ir rezultatai

iSdestyti lenteléje 33 (Zemiau).

Lentelé 33: Nspl-HF ir Nspl-WT palyginimas

Buferis Nspl-HF Nspl-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 100 % 24000 100 % 250 216

NEB2 100 % 2500 100 % 16 232

NEB3 12,5 % 2250 25 % 120 250

NEB4 100 % 500 50 % 32 216

Nspl-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB1 ir NEB4 buferyje, kur geriausias FlI
buvo 24000; Nspl-WT aktyviausias buvo NEB1 ir NEB2 buferiuose, kur geriausiasb Fi
buvo 250. Bendras pagerinimo faktorius yra 24000/250=216.

Pavyzdys 33: HF BsrFl konstravimas

1. BsrFl rai§ka

BsrF| raiSka buvo vykdoma E.coli, transformuotose pBAD-BsrFIR ir pSYX33-
HpallM, kiekviena i$ kuriy turi BsrFl endonukleazés ir metilazés gena.. Lgstelés buvo
auginamos prie 37 °C per naktj LB terpéje su Amp ir Kan su arabinozés indukcija.

2. BsrFI-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 25, 26, 28, 32,
35, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 44, 45, 46, 48, 49, 51, 52, 56, 59, 61, 62, 64, 65, 66, 68, 72,
73,74,75,76, 77, 80, 86, 87, 89, 91, 93, 94, 95, 97, 98, 103, 105, 106, 108, 109, 111,
113, 114, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 126, 128, 129, 130, 133, 134, 135, 136,
137, 139, 142, 143, 144, 145, 146, 151, 152, 153, 154, 157, 158, 159, 161, 162, 163,
165, 166, 168, 169, 170, 171, 173, 174, 177, 180, 181, 183, 184, 185, 187, 189, 190,
194, 196, 198, 199, 200, 202, 203, 204, 205, 206, 208, 211, 212, 213, 214, 217, 218,
222, 224, 226, 229, 230, 231, 233, 235, 238, 240, 241, 242, 243, 245, 246, 248, 249,
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250, 253, 254, 257, 258, 259, 262, 264, 265, 266, 267, 268, 269, 272, 273, 276, 278,
279, 281, 282, 284 ir 285; Tyr yra pakeistas j Phe padétyse 14, 34, 63, 90, 96, 99, 125,
160, 227, 236, 237.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkstines PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekangiu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER2566 kamieng.

3. BsrFI-HF atranka

BsrFI-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumy palyginimg NEB3 ir
NEB4 buferiuose, naudojant pBR322 DNR kaip substratg. Mutantai su disesniu
aktyvumu negu WT NEB4 buferyje buvo atrinkti, kadangi padidintas aktyvumas NEB4
yra padidinto tikslumo indikatorius. Buvo rasti sekantys mutantai, turintys didesnj
aktyvuma NEB4: K021A/I031R ir T120A. BsrFI(K0O21A/I031R) yra pavadintas kaip
BsrFI-HF.

4. BsrFI-HF gryninimas

Du litrai lasteliy EK2566(pBAD-BsrFI1(K021A/1031R), pSYX33-HpallM) buvo
auginamos LB terpéje su 100 pg/ml Amp ir 33 pg/ml Kan prie 37 °C per naktj su 0,2 %
arabinozés indukcija po 8 valandy. Lastelés buvo surinktos ir veikiamos ultragarsu 20
ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl. Po 30 minu¢iy centrifugavimo prie 15000
rpm, supernatantas $virkStu buvo jleistas j 5ml HiTrap™ Heparin HP kolonéle (GE
Healthcare, dabar Pfizer, Inc., Piscataway, NJ) i§ anksto subalansuotg su tuo paciu
buferiu. ) kolonéle jleidziama tokia eiga: 48 ml 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl,
100 mi 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50mM-IM NaCl linijinis gradientas ir po to10 ml 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 1M NaCl. Buvo tiriamas eliuuoty frakcijy aktyvumas. frakcijos su
aukstesniu aktyvumu buvo toliau koncentruojamos Vivaspin® 15R (Vivascience, dabar
Sartorius Vivascience GmbH, Goettingen, Germany). | koncentruotg BsrFI-HF buvo
pridedamas lygus tiris glicerolio ir laikoma -20 °C.

5. BsrFI-HF ir BsrFI-WT palyginimas

BsrFI-HF ir BsrFI-WT FI buvo nustatyti atskirai ant pBR322 DNR keturiuose
NEB buferiuose su A skiedikliu. Palyginimas parodytas figtroje 17 ir rezultatai iSdéstyti
lenteléje 35 (Zemiau).
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Lentele 35: BsrFI-HF ir BsrFI-WT palyginimas
Buferis BsrFI-HF BsrFI-WT Pagerinimo
Aktyvumas Fl Aktyvumas Fl faktorius

NEB1 100 % 2500 25 % 16 232

NEB2 12,5 % 264 100 % 4 2500

NEB3 NC NC 31% 8 2-8

NEB4 100 % 2500 50 % 16 232

BsrFI-HF didZiausig aktyvuma rodé NEB4 buferyje, kur Fl buvo 216000; BsrFi-
WT aktyviausias buvo NEB2, kur FI buvo 4. Bendras pagerinimo faktorius yra
2500/4=2120.

Pavyzdys 34: HF BspEl konstravimas

1. BspEl raiSka (SEQ ID Nr. 34)

BspEl raiSka buvo vykdoma E. coli, transformuotose plLazz1-BspEIR ir
PACYC184-BspEIM, kiekviena i§ kuriy turi BspEl endonukleazés ir metilazeés gena.
Lasteles buvo auginamos 37 °C temperatiroje LB terpéje per naktj su Amp ir Cam.

2. BspEI-HF mutagenezé

Visos liekanos Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Asn, Pro, Gin, Arg, Ser, Thr buvo
pakeistos j Ala padétyse 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 27, 30, 31, 33,
34, 35, 36, 37, 39, 42, 43, 44, 45, 46, 48, 49, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 60, 62, 63,
64, 66, 67,68, 71,72,73, 74,75, 78,79, 81, 82, 84, 85, 88, 89, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
98, 101, 102, 103, 106, 107, 108, 110, 111, 113, 114, 115, 117, 121, 122, 124, 126,
127, 128, 129, 132, 133, 135, 136, 137, 138, 140, 141, 148, 149, 151, 153, 155, 156,
157, 160, 162, 164, 166, 167, 168, 169, 172, 174, 175, 176, 177, 178, 182, 183, 184,
185, 186, 187, 189, 192, 193, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 203, 204, 208, 209,
212, 213, 214, 216, 217, 218, 219, 221, 222, 228, 229, 231, 232, 233, 234, 235, 236,
237, 238, 239, 240, 242, 244, 245, 246, 250, 251, 253, 254, 255, 256, 258, 260, 261,
263, 264, 266, 267, 269, 270, 271, 272, 273, 275, 276, 277, 281, 282, 283, 285, 286,
288, 289, 293, 294.

Mutagenezé buvo atlikta atvirkstines PGR metodu su poriniais pradmenimis ir
po to sekanciu skaldymu Dpnl. Apdorotas produktas buvo po to transformuotas j E.
coli ER3081 kamieng.
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3. BspEI-HF atranka

BspEI-HF atranka buvo pasiekta naudojant aktyvumy palyginima NEB3 ir
NEB4 buferiuose, naudojant nemetilintg (A) DNR kaip substratg. WT BspEl turéjo
didesnj aktyvumg NEB3, buvo atrinkatas vienintelis su didesniu aktyvumu NEB4. Rasti
6 mutantai, turintys didesnj aktyvumg NEB4: K7A, T10A, N11A, N14A, Q232A and
T199A. T199A turéjo didziausig aktyvumg NEB4 buferyje, lyginant su WT.
BspEI(T199A) yra pavadintas kaip BspEI-HF.

Pavyzdys 35: Didelio tikslumo BamHI konstravimas (papildomi mutantai)

BamHI (SEQ ID Nr. 35) atpaZjsta ir skaldo G/GATCC kaip aprasyta
Tarptautinés  publikacijos Nr. WO  2009/009797 1-ame  pavyzdyje.
BamHI(E163A/E167T) mutantas buvo atrinktas kaip BamHI didelio tikslumo versija.

Buvo atlikta pilna BamHI mutacija. Be liekany, apie kurias pranesta
ankstesniuose patentuose ir paraiskose, likusios liekanos taip pat buvo mutuotos j Ala
padétyse 3, 7, 8, 15, 16, 21, 22, 23, 24, 27, 29, 31, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 45, 47, 48,
49, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 63, 64, 67, 68, 73, 74, 79, 80, 82, 83, 85, 90, 91, 92,
93, 95, 99, 100, 102, 105, 108, 109, 110, 112, 115, 116, 117, 124, 125, 127, 128, 129,
130, 131, 134, 136, 138, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 147, 148, 151, 152, 156, 158,
159, 162, 164, 166, 168, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 185, 187,
188, 189, 190, 191, 192, 194, 197, 198, 203, 206, 210 ir 212.

Tarp $iy mutanty P92A, P144A, G197A ir M198A turéjo aukstesnj aktyvuma
negu laukinio tipo BamHI. P92A gali biiti alternatyvus didelio tikslumo BamHI.
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SEQID Nr. 13
<120> Didelio tikslumo restrikcijos endonukleazés

<130> NEB-331-PCT
<150> 61/301,666
<151> 2010-02-05
<150> 61/387,800
<151> 2010-09-29
<160> 35
<170> Patentln version 3.5
<210> 13
<211> 223
<212> PRT
<213> Bacillus globigii
<400> 13
Met Lys lle Asp lle Thr Asp Tyr Asn His Ala Asp Glu lle Leu Asn
1 5 10 15
Pro GIn Leu Trp Lys Glu lle Glu Glu Thr Leu Leu Lys Met Pro Leu
20 25 30
His Val Lys Ala Ser Asp GIn Ala Ser Lys Val Gly Ser Leu lle Phe
35 40 45
Asp Pro Val Gly Thr Asn GIn Tyr lle Lys Asp Glu Leu Val Pro Lys
50 55 60
His Trp Lys Asn Asn lle Pro lie Pro Lys Arg Phe Asp Phe Leu Gly
65 70 75 80
Thr Asp lle Asp Phe Gly Lys Arg Asp Thr Leu Val Glu Val GIn Phe
85 90 95
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Ser Asn Tyr Pro Phe Leu Leu Asn Asn Thr Val Arg Ser Glu Leu Phe
100 105 110
His Lys Ser Asn Met Asp lle Asp Glu Glu Gly Met Lys Val Ala lle
115 120 125
lle lle Thr Lys Gly His Met Phe Pro Ala Ser Asn Ser Ser Leu Tyr
130 135 140 145
Tyr Glu GIn Ala GIn Asn GIn Leu Asn Ser Leu Ala Glu Tyr Asn Val
150 155 160
Phe Asp Val Pro lle Arg Leu Val Gly Leu lle Glu Asp Phe Glu Thr
165 170 175
Asp lle Asp lle Val Ser Thr Thr Tyr Ala Asp Lys Arg Tyr Ser Arg
180 185 190
Thr lle Thr Lys Arg Asp Thr Val Lys Gly Lys Val lle Asp Thr Asn
195 200 205
Thr Pro Asn Thr Arg Arg Arg Lys Arg Gly Thr lle Val Thr Tyr
210 215 220

LT 6167 B
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ISradimo apibréztis

1. Kompozicija, apimanti: fermenta, apimantj SEQ ID Nr. 13, kurioje viena arba
daugiau aminordigs&iy yra mutuotos, kur vienos arba daugiau mutacijy padétis yra
parinkta i§ grupés, susidedancios i§ H10, N208, K48, K74, R75, Y56, K58 ir M117.

2. Fermentas pagal 1 punkta, kur aminorigsties mutacija yra parinkta i§
grupés, susidedancios i§ H10A, N208A, K48A, K74A, R75A, Y56F, K58A ir M117A.

3. Fermentas pagal 1 arba 2 punkta, kur mutacija yra N208A.

4. Nukleoriigsties seka, koduojanti fermenta, turintj aminorag$¢iy sekg pagal
bet kurj 1-3 punkta.

5. Vektorius, apimantis nukleortgsties seka pagal 4 punkta.

6. Lastele Seimininké, apimanti nukleorligties sekg pagal 4 punkta arba
vektoriy pagal 5 punkta.
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