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Per daugiau nei 20 metų, nuo pirmųjų pritaikymų
biofizikiniuose tyrimuose, pavienių molekulių (PM) fluo-
rescencijos metodai subrendo ir išsiplėtojo leisdami atsa-
kyti į daugelį biologinių klausimų, į kuriuos atsakymų ne-
buvo rasta naudojant ansamblio tipo matavimo metodus.
Šiuo metu PM fluorescencijos metodai naudojant Fiors-
terio rezonansinę energijos pernašą (FRET) ir kitus prin-
cipus leidžia stebėti dinamines nukleorūgščių ir baltymų
sąveikas, tirti konformacinę baltymų dinamiką, sekti in-
dividualių biomolekulių ir kitų nanometrinių dydžių bio-
loginių kompleksų judėjimą mikroniniais atstumais ir at-
skleisti sukamuosius kompleksinių sistemų judesius [1].
Šiuo metu vykstant perėjimui iš in vitro į in vivo ir in si-
tu sąlygas, yra tikimasi kad PM fluorescencijos ir FRET
metodai taps plačiai naudojamu įrankiu molekulinėje bio-
logijoje [2]. Pranešimo metu aptarsiu PM fluorescenci-
nės mikroskopijos metodus, reikalavimus keliamus šiems
matavimams, bei technologinius proveržius ir iškylančias
problemas.

Taip pat pranešimo metu pristatysiu mūsų laborato-
rijoje atliekamus PM fluorescencinės mikroskopijos tyri-
mus, kurie šiuo metu fokusuojasi į mechanistinį Restrikci-
jos endonukleazių (REazės) ir DNR sąveikų išaiškinimą.
REazės saugo bakterijas nuo neigiamo virusinės DNR po-
veikio. Antrojo tipo REazės atpažįsta 4 - 8 bazių porų il-
gio taikinius esančius virusinėje DNR ir juos perkerpa pu-
siau. Tokiu būdu virusinė DNR yra inaktyvuojama. Dau-
gelis II-ojo tipo REazių vykdo efektyvų DNR karpymą tik
prisijungusios prie dviejų DNR taikinių [4]. Vienu metu
vykstanti tokio tipo edonukleazės sąveika su dviem DNR
taikiniais galiausiai suformuoja DNR kilpą (1 pav.). Pri-
statysiu mūsų išvystytą PM FRET mikroskopijos metodi-
ką DNR ir baltymo sąveikos tyrimams [5, 3]. Ji leido at-
likti kiekybinius Ecl18kI REazės ir ant paviršiaus imobi-
lizuotų DNR molekulių dinaminės sąveikos tyrimus. Taip
pat pristatysiu naujus BfiI (BfiI K107A ir BfiI-SS) ir DNR
sąveikos PM FRET mikroskopijos tyrimų rezultatus.

Pavienių molekulių FRET matavimams pritaikėme
gerai veikiančią strategiją: biotinilintas ir FRET dažiklių
pora pažymėtas DNR molekules imobilizavome ant sila-
nizuoto ir metoksi-PEG bei biotin-PEG modifikuoto den-
giamojo stiklelio per neutravidiną. Susiformavus DNR
kilpai dažikliai esantys prie REazės taikinių suartėja ir do-
noro fluorescencijos energija rezonansiniu būdu yra per-
nešama į akceptorių (1 pav.). Pernašos efektyvumas pri-
klauso nuo atstumo tarp šių dažiklių. Šis metodas leidžia
matuoti atstumą tarp dažiklių nuo 2 iki 10 nanometrų.
Mes parodėme, kad du ant DNR prisijungę Ecl18kI di-

merai formuoja tetramerą ir kilpoja DNR tokiu greičiu,
kuris yra keliomis eilėmis lėtesnis nei difuzijos greitis.
Taip pat mūsų išvystyta matavimo metodika leido atskir-
ti ir charakterizuoti dviejų tipų DNR kilpas. Mūsų atlikti
BfiI tyrimai parodė, kad vienas dimeras prisijungia du tai-
kinius esančius ant vienos DNR molekulės ir taip sufor-
muoja vieno tipo DNR kilpą. BfiI aktyvaus centro mutan-
tas (K107A) parodė skirtingą dinaminę sąveiką su DNR,
nei užrakintas BfiI-SS baltymas.

1 pav. Tetramerinės REazės Ecl18kI indukuoto DNR
kilpojimo tyrimų naudojant PM fluorescencinės
mikroskopijos ir FRET schema. FRET dažiklių pora
žymėtas, du Ecl18kI prisijungimo taikinius turintis
biotinilintas DNR fragmentas per Neutravidiną yra
prijungiamas prie metoxy-PEG ir Biotin-PEG mišiniu
padengto stiklelio. Prie kiekvieno iš taikinių prisijungia
po Ecl18kI dimerą, kurie tarpusavyje sąveikaudami
suformuoja DNR kilpą. Ecl18kI atpažįsta palindrominę
taikinio seką, todėl DNR kilpa gali susiformuoti dviejų
tipų (U formos ir phi formos). Mūsų išvystytas PM
fluorescencinės mikroskopijos tyrimo metodas leido
realiu laiku stebėti kiekvienos iš šių kilpų dinamiką [5].
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