Pavieniy molekuliy fluorescencijos mikroskopija DNR saveikos su Bfil restriktazémis
tyrimuose
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Restrikcijos endonukleazés (REazés) — tai fermentai,
kuriy funkcija yra atpazinti specifing DNR taikinio seka
ir jg perkirpti. Jos yra bene vienas svarbiausiy jrankiy
molekulinéje biologijoje, genetikoje ir
biotechnologijoje, kurios palengvina laboratorijoje
atliekamas analizes.

Siame darbe tiriamos REazés: WT Bfil, Bfil S-S,
Bfil K107A. Bfil baltymai, isskiriami i§ Bacillus firmus
58120 stamo, yra priskiriami [1S tipo restrikcijos
fermentams. Bfil restriktazé skiriasi nuo kity IS tipo
restriktaziy tuo, kad skirtingai nuo daugelio restrikcijos
fermenty DNR karpoma nesant Mg®*, bet &is
kofaktorius pagreitina karpyma dél konformaciniy
poky¢iy. Bfil pasiekia maksimaly aktyvumga tik tuomet,
kai saveikauja su dviem restrikcijos atpaZinimo
sekomis. Bfil REazé atpazjsta nepalindromines
asimetrines heksanukleotidines ACTGGG sekas. Sis
fermentas karpo dvigrande DNR vienu po Kkito
einanCiais etapais, panaudojant vieng aktyvy centra,
pirmiausia karpoma DNR apatiné grandiné, o po to —
virutiné [1, 2].

Siame darbe baltymo, indukuojan¢io DNR
kilpojimasi, analizei, dinamikai ir konformaciniams
pokyc&iams nustatyti, mes taikome smFRET metoda. Si
technologija yra vienas i§ pagrindiniy biofizikiniy
metody, labiausiai pritatkomy vienos molekulés
mikroskopijos ar spektroskopijos tyrimams, nes atstumy
tarp dazikliy ruozas, kuriame yra jautrus FRET, gerai
sutampa su biomolekuliy dydziais. Pavieniy molekuliy
mikroskopija yra galingas metodas, padedantis
analizuoti  konformacing dinamikg ir laikinas
nehomogeniskas sgveikas [3].

Analizuojant pavienes molekules TIRF mikroskopu
biotinilintos ir FRET pora (cy3B, Atto647N arba cy3,
Atto647N) zymétos DNR molekulés buvo imobilizuotos
ant silanizuoto ir PEGilizuoto stiklo pavirSiaus per
neutraviding. Ypatingai stipri ir ilgai trunkanti biotino-
neutravidino sgveika wuztikrina, kad imobilizuotos
molekulés neatsiskirs nuo pavirSiaus, ir todél jos gali
bati analizuojamos net iki keliy valandy. Bfil dimeras,
prisijunges du DNR taikinius, indukuoja DNR
kilpojimasi. Tokiu badu, dazikliai, esantys prie REazés
taikiniy, suartéja, ir donoro fluorescencijos energija
rezonansiniu biidu yra perneSama j akceptoriy. Pernasos
sparta priklauso nuo atstumo tarp dazikliy (Zr. I
paveikslél)).
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1 pav. Eksperimento schema

Misy atlikti Bfil tyrimai parodé, kad vienas dimeras
prisijungia du taikinius, esanCius ant vienos DNR
molekulés, ir taip suformuoja vieno tipo DNR kilpa.
Bfil aktyvaus centro mutantas K107A parodé skirtingg
dinamine saveikg su DNR negu S-S skersiniais rysiais
sujungtas Bfil S-S baltymas.

Reiksminiai  ZodzZiai: pavienés molekulés, FRET,
restrikcijos endonukleazés, TIRF, DNR baltymo sqveika.
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