Pavieniy molekuliy fluorescenciné ir FRET mikroskopija DNR ir baltymy saveikos tyrimams
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Per daugiau nei 20 mety, nuo pirmyjy pritaikymy
biofizikiniuose tyrimuose, pavieniy molekuliy (PM) fluo-
rescencijos metodai subrendo ir i$siplétojo leisdami atsa-
kyti j daugelj biologiniy klausimy, j kuriuos atsakymy ne-
buvo rasta naudojant ansamblio tipo matavimo metodus.
Siuo metu PM fluorescencijos metodai naudojant Fiors-
terio rezonansing energijos pernasa (FRET) ir kitus prin-
cipus leidZia stebéti dinamines nukleortigsciy ir baltymy
saveikas, tirti konformacine¢ baltymy dinamika, sekti in-
dividualiy biomolekuliy ir kity nanometriniy dydZiy bio-
loginiy kompleksy judéjima mikroniniais atstumais ir at-
skleisti sukamuosius kompleksiniy sistemy judesius [1].
Siuo metu vykstant peréjimui i§ in vitro i in vivo ir in si-
tu salygas, yra tikimasi kad PM fluorescencijos ir FRET
metodai taps placiai naudojamu jrankiu molekulinéje bio-
logijoje [2]. PraneSimo metu aptarsiu PM fluorescenci-
nés mikroskopijos metodus, reikalavimus keliamus Siems
matavimams, bei technologinius proverzius ir iSkylancias
problemas.

Taip pat praneSimo metu pristatysiu musy laborato-
rijoje atliekamus PM fluorescencinés mikroskopijos tyri-
mus, kurie Siuo metu fokusuojasi j mechanistinj Restrikci-
jos endonukleaziy (REazés) ir DNR saveiky iSaiSkinima.
REazés saugo bakterijas nuo neigiamo virusinés DNR po-
veikio. Antrojo tipo REazés atpaZjsta 4 - 8 baziy pory il-
gio taikinius esancius virusinéje DNR ir juos perkerpa pu-
siau. Tokiu budu virusiné DNR yra inaktyvuojama. Dau-
gelis II-ojo tipo REaziy vykdo efektyvy DNR karpyma tik
prisijungusios prie dviejy DNR taikiniy [4]. Vienu metu
vykstanti tokio tipo edonukleazés sgveika su dviem DNR
taikiniais galiausiai suformuoja DNR kilpg (1 pav.). Pri-
statysiu musy i§vystyta PM FRET mikroskopijos metodi-
ka DNR ir baltymo sgveikos tyrimams [5, 3]. Ji leido at-
likti kiekybinius Ecl18kI REazés ir ant pavirSiaus imobi-
lizuoty DNR molekuliy dinaminés sgveikos tyrimus. Taip
pat pristatysiu naujus Bfil (Bfil K107A ir Bfil-SS) ir DNR
sagveikos PM FRET mikroskopijos tyrimy rezultatus.

Pavieniy molekuliy FRET matavimams pritaikéme
gerai veikiancia strategija: biotinilintas ir FRET daZikliy
pora pazymétas DNR molekules imobilizavome ant sila-
nizuoto ir metoksi-PEG bei biotin-PEG modifikuoto den-
giamojo stiklelio per neutraviding. Susiformavus DNR
kilpai dazikliai esantys prie REazés taikiniy suartéja ir do-
noro fluorescencijos energija rezonansiniu biidu yra per-
neSama j akceptoriy (1 pav.). PernaSos efektyvumas pri-
klauso nuo atstumo tarp iy dazikliy. Sis metodas leid#ia
matuoti atstuma tarp dazikliy nuo 2 iki 10 nanometry.
Mes parodéme, kad du ant DNR prisijunge Ecl18kI di-

merai formuoja tetramerg ir kilpoja DNR tokiu greiciu,
kuris yra keliomis eilémis létesnis nei difuzijos greitis.
Taip pat musy iSvystyta matavimo metodika leido atskir-
ti ir charakterizuoti dviejy tipy DNR kilpas. Musy atlikti
BAil tyrimai parodé, kad vienas dimeras prisijungia du tai-
kinius esancius ant vienos DNR molekulés ir taip sufor-
muoja vieno tipo DNR kilpa. Bfil aktyvaus centro mutan-
tas (K107A) parodé skirtingg dinaming sgveika su DNR,
nei uZrakintas Bfil-SS baltymas.

1 pav. Tetramerinés REazés Ecl18kI indukuoto DNR
kilpojimo tyrimy naudojant PM fluorescencinés
mikroskopijos ir FRET schema. FRET dazikliy pora
Zymeétas, du Ecl18KI prisijungimo taikinius turintis
biotinilintas DNR fragmentas per Neutraviding yra
prijungiamas prie metoxy-PEG ir Biotin-PEG miSiniu
padengto stiklelio. Prie kiekvieno i$ taikiniy prisijungia
po Ecl18kI dimera, kurie tarpusavyje sagveikaudami
suformuoja DNR kilpa. Ecl18KkI atpazjsta palindroming
taikinio seka, todél DNR Kkilpa gali susiformuoti dviejy
tipy (U formos ir phi formos). Musy iSvystytas PM
fluorescencinés mikroskopijos tyrimo metodas leido
realiu laiku stebéti kiekvienos iS Siy kilpy dinamika [5].
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