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HASZNALT JELEK ES ROVIDITESEK

ATP adenozin trifoszfat

CIP borjabél foszfatdaz (Calf Intestine Phosphatase)
DNS dezoxiribonukleinsav

DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraacetat

EtBr etidium-bromid

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid
PAGE poliakrilamid-gélelektroforézis
PEG polietilén-glikol

RE restrikcids endonukleaz (ok)

RM restrikcidés-modifikaciods

rpm fordulat per perc

SAM S—-adenozil-metionin

SDS natrium dodecil szulfat

TRD célfelismer® domén

Tris tris(hidroximetil)aminometan

U nemzetkdzi enzimegység

X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indoil-B-D-galaktozid

* csillag (sztar) aktivitas



1.BEVEZETES

Korunk biokémidjanak egyik legnagyobb hatasi eseménye a
restrikcidés endonukleazok felfedezése volt.

A restrikciés-modifikacids (RM) rendszerek
prokariétakban fordulnak eld. Eukaridétakban csak virdalis
genom altal kédolt RM enzimeket irtak le (Chlorella virusok
esetén) (Van Etten és mtsai 1988). Az eddig megvizsgalt tobb
mint tizezer baktériumtdrzs durvan egy negyedében fedeztek
fel valamilyen RM rendszert, ezeknek koriilbeliil fele tdbbet
is tartalmaz egyszerre. Altaldban kettdt vagy harmat, de
eldfordul hat, so6t hét kiilonbodzd rendszer jelenléte egy
adott baktériumban (Wilson, 1991).

A gazdabaktériumok palettdja igen szines, a k&zdnséges
bélbaktériumtdél (E.coli) (Meselson és mtsai 1968) a csendes-
6ceani hoéforrasok kozelében kagyldékon €186 Hyphomonas
jannaschiana-ig (Danaher és mtsai 1990). A széleskodri
eldfordulas oka lehet, hogy a RM rendszerek szelekcibs
eldnyt nyGjtanak a gazdasejtnek. Hasonld jelenségrdl lehet
sz6, mint a drogrezisztencia esetén, ahol a rezisztenciat
hordozé plazmid vagy transzpozon a gazdaseijt tdlélési
esélyeit novelve sajat terjedését segiti.

A restrikcidés endonukledzok (RE) bevonuléisat a
molekularis bioiégia eszkbztaraba Hamilton 0. Smith
felfedezése tette lehetdvé. Megfigyelte, hogy az altala
tanulmanyozott restrikcidés endonukleaz (HindII)

szekvenciaspecifikusan vagta a kétszalad DNS molekuldkat, és



igy lehetségessé valt homogén, pontosan meghatarozott

hosszlisagd DNS fragﬁentek izoldlasa (Smith és Wilcox 1970).
Gyakorlati jelentdségiikén feliil a restrikcids

endonukleazok fontos szerepet tdltenek be mint a specifikus

DNS-fehérje kdlcsdnhatdsok modellrendszerei.



2.IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A restrikcids-modifikdcidés rendszerek

A restrikcidé-modifikacidé jelenségét 1952-ben irtak le
eldszor (Luria és mtsai 1952). Az alapmegfigyelés szerint az
Esherichia coli K12 (K) tdrzsén ndvesztett lambda
bakteriofdagok egy Gjabb fertdzés soran jol ndttek a K jeld
toérzsdn, de csak a varhatd plakkszam kb. 1%-at eredményezték
egy E.coli B torzs pazsitjan. Ezen plakkokbdl szarmazd fagok
viszont mar hatékonyan fertdzték a B todrzs sejtjeit. A
jelenség forditva (B-r8l K-ra) is fenndllt. Valdsziniinek
latszott, hogy a fagok mdédosultak (modifikacid) wvalamilyen,
az adott gazdatdrzsre jellemzd méddon, mig mas tdrzsben
novekedésiik gatolt volt (restrikcid).

Arber és munkatarsai tisztézték a restrikcid és
modifikacidé biokémiai alapjait az 1960-as évek kdzepén
(Arber 1965). Eszerint:

-a restrikcidé a modifikalatlan DNS szekvenciaspecifikus
endonukleolitikus lebontéasa

-a modifikacidé a DNS metilacidéja a gazdasejtre jellemzd
mintazatban, mely altal a DNS restrikcidra rezisztenssé
valik.

A rendszerek enzimei altal felismert szekvencidk 4-8
bazisparosak, lehetnek folytonosak és megszakitottak,
szimmetrikusak (palindrémok) és aszimmetrikusak, egyediek és

degeneraltak. Altalaban kettds szald DNS a szubsztratjuk, de



ismertek egyszald DNS szekvenciat felismerd enzimek is (pl.
DpnA metilaz, BspR) (Cerritelli é&s mtsai 1989; Koncz és
mtsai 1978).

Szerkezeti és mikodésbeli jegyek alapjan a RM
rendszereket harom (Yuan 1981), késGbb négy f46 tipusba
soroltak (Petrusyste 1988).

Szerkezetileg legegyszeriibbek a II-es tipus( rendszerek.
Az ide sorolhaté ismert endonukledzok szama mar toébb mint
2100, bar a sok izoskizomer miatt az egyedi specifitasok
szama Kkisebb, kétszaz feletti (Roberts és mtsai 1992). Az
endonukledz és metilaz aktivitasok két kiilonalld gén altal
koédolt fehérjemolekulahoz kétddnek. A metilazok atlagos
mérete 400, az endonukledazoké 300 aminosav. A felismerdhely
ugyanaz a palindrom szekvencia mindkét enzim szamara, ez
azonban nem jelent szerkezeti hasonldésagot (szekvencia
homoldégiat) a kétféle fehérje kozott, sBt az EcoRI és EcoRV
" rendszer esetén kimutattéak, hogy a felismerési mechanizmus
is eltérd a nukledznal és a metildznal. A restrikciés
reakcidé csupan magnézium ionokat igényel, a metilacidhoz S-
adenozil-metionin (SAM) szlikséges.

A nagyfoku vagdéhely-specificitas miatt fdleg a II-es
tipusi endonukledzok haszndlatosak a molekularis
bioldégiaban.

A kovetkezd lépést a II-es tipusi enzimek egy alosztilya
(ITI 8 tipus; shifted cleavage) képviseli. Az alosztalyt
alkotd jelenleg mintegy 80 endonukledz k&zds jellemzdje,

hogy a 4-7 bazisparos aszimmetrikus felismerdhelytdl 5-9



bazisparral tavolabb torténik a vagas. A molekulatdmegiik kb.
kétszerese a II-es tipusi endonukledzokénak, és monomer a
mikodési egység. A felismerés és a vagas doménjei
elkﬁlénﬁlnek.(Szybalski és mtsai 1991; Li és mtsai 1992).

Bonyolultabb felépitésiiek a III-as tipusba sorolt RM
rendszerek. A két mikodési egységbdl alld multifunkcionalis
proteinek vagni és metildlni is képesek a mddositatlan DNS-
t. Modifikacids alegységiiket két domén alkotja, a
modifikacidért és a szekvencia felismerésért felelds
domének. A két alegység egyidejlileg mikédik. Azt, hogy a
metildcid vagy a restrikcid domindl-e a SAM koncentracid
szabja meg. A SAM Km értéke az endonukleaz reakcidéban 40-
szer kisebb mint a metildz reakcid esetén. Az enzim eqgy 5-6
bazisparos aszimmetrikus szekvenciat ismer fel és metilal, a
vagads azonban 24-27 bazisparral tavolabb toérténik. A
metildlas csak az egyik szdlat érinti. A vagas feltétele két
ellentétes orientdciéji metildlatlan felismerdhely megléte a
DNS-en. ATP és Mg2+ a vagashoz elengedhetetlen, a
metilacidénadl azonban csak stimulativ szerepet jatszik.

A IV-es tipusba tartozdé ezideig harom RM rendszer
(Eco57I, Gsul, Bce83I) bizonyos tulajdonsagaiban a III-as
tipusd rendszerekhez hasonlit, azonban néhany markans
vonasuk indokoltta teszi a kiilon csoportba sorolast.
Aktivitasukhoz Mg?* ionokat igényelnek, ATP-t nem. A SAM a
nukledzaktivitast fokozza. A hexanukleotid felismerdhelyen
bellil Kettds szimmetriajd elemek taldlhatdék. A vagas egyik

szalon 14 a masikon 16 nukleotid tavolsagban tdérténik a



felismerd helytdl (Petrusyste és mtsai 1988; Matvienko és
mtsai 1992)

Az E.coli-ban és rokogaiban (Salmonella, Citrobacter)
irtak le a kevesebb mint tucatnyi I-es tipusi RM rendszert,
amelyeket harom csaladdba soroltak (K, A és R124). Harom gén
altal kédolt multifunkcionalis enzimek. Kiildn gén létezik a
specialis felismerd (S - specificity), a restrikcids (R) és
a modifikacids (M) alegységek szamdra. Ez a hadrom alegység
alkotja az enzimet, mely mind metilacidéra, mind vagasra
képes, azonban e két folyamat egyidejlileg nem mehet végbe.
Az, hogy melyik aktivitads nyilvanul meg, a felismert DNS
szekvencia metilaltsagatdl filigg. Ha mindkét szal metilalt az
enzim ledisszocidl a DNS-r&l. Ha egyik szdl metilalt a
masikat is metildlja, ha azonban egyik szal sem metilalt a
DNS-t transzlokdlja mig egy ugyanigy mikdédd masik enzimmel
érintkezésbe kerilil, és megtdrténik a vagas. A transzlokaciod
és a vagas ATP, Mgt &s SAM igényes reakcid, a metilacidhoz
csak SAM szilkséges. A felismert szekvencia aszimmmetrikus, 3
és 4 bazisparbdl 4116 specifikus szakasz elvalasztva 6-8
aspecifikus bazispérral. A vagas random médon tdrténik kb.
két felismerdhely kozt féluton (Studier és mtsai 1988). Az S
alegységnek két cél felismerd doménje (TRD) van, egy-egy a
felismerShely 3 és 4 bazisparos részeire. A TRD-k egymastdl
fliggetleniil mkddnek, genetikai rekombindcidjuk 4j
specifitasi enzimeket eredményezhet. Ez a modulrendszer
lehet az oka annak, hogy ezek a nagyméretii, bonyolult

enzimek evolicidésan sikeresek voltak (Wilson 1991).



2.2, A II-es tipusi RM rendszerek

2.2.1. Génlokalizacid

A jelenleg ismert RM rendszerek tdlnyomd része II-es
tipusi RM rendszer. A rendszerek génjei plazmidon (pl.
EcoRV, Pvull) vagy kromoszéman (pl. DpnI, DpnII, HpaTl)
helyezkednek el. Olyan kromoszdéman kédolt RM rendszereket is
leirtak, amelyek génjeinek plazmidokon vald eldforduldasa sem
kizadrhaté (pl. PstIl, Hhal) (Wilson 1991).

Az endonukledz és metildz génjei altalaban egyiitt (mint
a rendszer tagjai) fordulnak eld, és csak ritkan figyelhetdk
meg ©6nalldé enzimekként. Az ©6nalldé endonukleaz gén
legalaposabban jellemzett példaja a DpnI, melynek
szubsztratja metilalt DNS (Lacks és Greenberg 1977). Az
egyediildlldé metilaz génre tébb példa is ismeretes (pl dam,
dcm metildzok), bar ezek funkcidja més (metil-iranyitott
mismatch~repair, génexpresszid, DNS replikacidé, "folt"
repair) (Marinus 1987). Néhany bakteriofdag szintén kédol
metildzt, melynek segitségével elkeriilheti a restrikcidét
(pl. Bacillus H2 fag) (Connaughton és mtsai 1990). A ¢3T,
pll és SPR bakteriofagok metilazai szokatlan
multispecificitasi enzimek (Balganesh és mtsai 1987; Behrens
és mtsai 1987; Trautner és mtsai 1988).

Az endonukleaz és metildz gének sorrendjét és iranyat

tekintve mind a négy lehetséges elhelyezkedés eldfordul, ez



a konvergens evolicid lényeges szerepére utal a II-es tipusi

rendszerek létrejdttében.

2.2.2. Szabalvyozas

A II-es tipusi RM rendszerek szabalyozasa részleteiben
még nem tisztazott, bar a requlacid egyes elemeit mar
azonositottdk néhany rendszer esetében.

Elvi szabalyozasi lehetOség adédik az endonukleazok és a
metildzok eltérd struktirajabdl. A legtdbb endonukleéaz
homodimer, tehat az alegységeknek akkumulaléddni kell az
aktiv enzim megjelenéséhez, mig a metildzok altalédban
monomerként mikédnek, igy aktivitasuk koradbban jelenhet meg.

A PstI rendszer esetében az erSsebb metilaz-promdter
atfed és interferal a gyengébb és ellentétes orientacidja
endonukledz-promdéterrel.

A Pvull ,BamHI, EcorV és_ Smal rendszer
génexpresszidjanak szabalyozasaért egy helix-turn-helix
motivummal birdé "trans-acting" proteint (pvuIIC, bamhIC,
ecoVC, smaIC)) tartanak feleldsnek (Tao és mtsai 1991,
Nathan és Brooks 1988, Bougueleret és mtsai 1984, Heidman és
mtsai 1989).

A TaqI helyek aszimmetrikus eloszlasa (nulla a metiléaz,
hét az endonukledz génben) gatolhatja meg az endonukleaz
felszaporodasat metilaz aktivitas hianyaban (Slatko és mtsai

1987) .



Az EcoRV gének transzlacidés reguldacidéja a mRNS
madsodlagos szerkezetén keresztiil valdésul meg (Bougueleret és
mtsai 1984).

A k6dold regidk atfedését szintén a szabdlyozassal
hozzak Osszefiliggésbe (RM HincII, RM NgoPII, RM Taql, RM
TthB8I). A Taql és TthB8I rendszer esetén az atfedd régidk
feltételezett szerepe "hajti" szerkezet kialakitéasa, mely a
transzkripcidé idd eldtti terminacidéjat okozza abban az
esetben ha rdvidebb (hibas) metilaz molekula képzddne. Ez a
mechanizmus védené meg az 4j gazdasejtet az endonukleaz
letalis hatasatdél (Barany és mtsai 1992).

Szabalyoz6 hatasG lehet a szubsztrat helyek slirlisége
illetve eloszlasa a DNS molekulan beliil, valamint
koncentraciéjuk. Az EcoRII enzim két felismerd hellyel
(CCXGG, X=A vagy T) lép szimultén kapcsolatba az aktiv
komplexben. Az egyik hely alloszterikus aktivatorként
mikodik, és nem vagdédik el. Az aktivalas feltételei:

- a felismerd hely kétddjdn az enzimhez (nem metilalt,
autentikus szekvencia),

- intermolekuléris kdlcsSnhatas esetén a stimulator molekula
kisméretd legyen (sztérikus gatléas elkerlilése miatt),

- intramolekularis kolcsoénhatas esetén a két felismerdhely
kézti tavolsag ne legyen kb. 1000 bp-ndl nagyobb. Az Gjabb
adatok szerint a vdgas produktumai reasszocidlédva

stimulator molekulaként mikddhetnek (Pein és mtsai 1992).
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2.2.3. A IT-es tipusu restrikcids és modifikacids enzimek

alegységszerkezete

A metildzok altalaban monomer molekuldk, jol elkiilonild
felismerd és katalitikus doménnel, bar leirtak dimer alakban
eldforduldkat is (DpnIIM, DpnIIA metildzok; de la Campa és
mtsai 1987).

Az endonukledzokra a homodimer szerkezet jellemzd, bar
ismeriink monomerként mikédd restrikcids endonukleazt is (pl.
BsuRI, Kiss és mtsai 1985, Sau96I, Szildak és mtsai 1990). Az
alegységek kozotti kdlcsonhatasnak fontos szerepe lehet az
enzimmikddésben, mint azt a késbbb az EcoRV endonukleaz
esetén latni fogjuk.

Néhany endonukleaz esetén kisebb nagyobb aggregacibs
hajlamot talaltak in vitro, fdleg a fizioldgiashoz
k6zelalld, alacsony sdkoncentracid esetén. A BamHI, EcCoRI,
Bst1503 (Smith és mtsai 1979; Polisky és mtsai 1975;
Catteral és mtsai 1979) endonukledzok szedimentaciods
vizsgalata dimer és tetramer formdk egyidejui jelenlétét
mutatta ki. A disszociacidés konstans alapjan a tetramer
forma dominancidajat (80%) feltételezték in vivo az EcoRI
endonukleaznal, bar az aktivitast a dimer szerkezethez
kototték (Modrich és mtsai 1976). A BglIl endonukledaz 20
azonos, bioldégiailag aktiv monomerbdl felépiild pentagonalis
dodecahedronna aggregaldédhat, melynek molekulasulya eléri az

1200 kDa-t (Johannssen és mtsai 1979).
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2.2.4. A IT-es tipusi restrikcids endonukledzok kinetikaija

Az eddig felfedezett II-es tipust restrikcids
endonukledzok nagy szamdhoz képest enzimkinetikai adatok
csak elenyészd hanyadukrdél allnak rendeikezésre.

Az endonukleazok a kifejezett szekvenciaspecifitason
kiviil abban is kiilénbdznek a t&bbi enzimtdl, hogy
szubsztratjuk topolégidja jelentdsen befolyasolja kinetikai
folyamataikat és viszonylag lassiG a "turnover"-iik. Az
enzimek d&ntd tébbsége 100 s~ 1 k&riili Koat €rtékkel
rendelkezik, ami koériilbeliil 7 ms-os egyszeres atvitelnek
(single turnover) felel meg. A restrikcidés endonukleazokra
azonban j6éval kisebb atviteli szamok (turnover number)
jellemzbek. Ez lehetdvé tette a "pre-steady-state" kinetikak
viszonylag egyszeri vizsgdlatat is. Az irodalomban eddig
k6zolt "steady-state" restrikcidés endonukledz kinetikak
Michaelis-Menten tipusinak bizonyultak.

Az ECORV endonukledzra 0.9 ms l-os koat €rték jellemzd
Mg?t, s még kisebb (0.04 ms~1l) Mn2* jelenlétében. A
kinetikai adatoknak leginkdbb megfeleld reakcidémechanizmus
(Vermote és mtsai 1992):

kq ky kj kg
E+S & ES — EO — EL —— E+L

ko1 ks 1| k-5
E0”*
ahol S, O, L a "supercoiled", "open-circle" és linearis DNS

formdkat jelenti, E pedig az enzimet. Az EO k&ztitermék EO*

izomer &allapotba kerililhet, meiy mar nem képes a masodik DNS
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szalat hasitani. Mg2+ jelenlétében a k; sokkal nagyobb mint
kg 1gy az izomerizdcid gyakorlatilag nem fordul eld, mig
Mn?*t esetén igen, mivel itt a k3 joéval kisebb (kg mindkeéet
fémionra egyenld). Az izomerizdcidét a protein-DNS komplexen
beliili konformacidévaltozasnak tartjak. A Mg2+ cseréje Mn2t-
- ra a Kp-et haromszorosidra noévelte, mig a Koyt €rtékét tobb
mint huszadara csodkkentette.

Az EcoRI kinetikai mechanizmusara javasolt modell a

kovetkezd (King és mtsai 1989):

. E+DNA

A specifikus DNS-enzim komplex (ES) kialakulasat
nemspecifikus komplexeken keresztil (EN) facilitalt diffazio
segiti eld. E1 és E2 koztitermék egy illetve mindkét szalan
elvagott EcoRI felismerdhelyet jelent. A 2-es az elvagott
szubsztrat. Az E1 intermedier disszociacidja szubsztrat-

fliggo.
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A BamHI kinetikai analizise alapjan javasolt modell:

5 1 2 3
ORONOE
=s —- —%
ks
E*k2‘4 Tl k4‘2 X ES:xk5 l\ Sxk
? 1.5
s @ ) EN*'&Lzﬁ/ .
EN«k, T~ Nek, ,

S, N, L a szuperhelikalis, nickelt és linearis DNS forméakat,
mig E az enzimet szimbolizalja. A k; g5 €&s a k2’4
14
enzimkoncentracié figgd, k, ; és k3 , nem.
14 ’

A TagI RE kinetikai modellje (Zebala és mtsai 1992):

single turnoyer step(s)
k“- 5.8 min’'
PRy =7
heat, Mg°©  mw) o)
E+S+==ES,_+— ES,, —~EP—~E+P

A TaqI restrikcids endonukleaz a DNS két szalat két
egymastdél fliggetlen, azonos sebességi konstansi, reakciéval
hidrolizalja.

Az, hogy a kozolt viszonylag kisszamu restrikciods

endonukledaz kinetika Michaelis-Menten tipusunak bizonyult,
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persze nem jelenti azt, hogy valamennyiilik kinetikaja iyen
kell legyen.

Hill és munkatarsai 11 év enzimkinetikai adatait
adttekintve gy talaltak, hogy az enzimek minimum 22%-a eltér
az egyszeril Michaelis-Menten kinetikatél. Ezek 54%-a
kooperativitast (pozitiv, negativ vagy komplexebb kevert
formajut), a fennmaraddé hanyad pedig szubsztrit gatlast
mutatott (Hill és mtsai 1977).

A kooperativitast altaldban tGgy definidalhatjuk mint egy
molekula (kémiai csoport, kialakuld kotés) befolyasat egy
szomszédos molekulara (kémiai csoportra, kotés
kialakuléasara). Egyik szubsztrat a masikra nem kdzvetleniil,
hanem a fehérje szerkezetén keresztiil hat. Ehhez az
sziikséges, hogy az oligomer protein egyidejilileg tobb
szubsztrat kotésére és konformacidé-valtozasra legyen képes.

Az enzimmikoddés szempontjabdl negativ illetve pozitiv
kooperativitast kiildnbodztetiink meg, a szubsztrat(ok)
mindségétdl fliggGen pedig homotrop vagy a heterotrop
kooperativitasrél beszélink.

A kooperativitds kinetikai jellemzdi a nem hiperbolikus
(pozitiv kooperativitas esetén szigmoid) gdrbe a Michaelis-
Menten féle abrazolasmdédban, az egyenestdl elhajldé vonal
Lineweaver-Burk (1/v versus 1/[S]) féle abrazolas esetén,
illetve ddntBen a Hill koefficiens egytdl kiilonbdzd értéke
(ng>1; pozitiv, ny<1i; negativ kooperativitds). A Hill gdrbe

(log v/ (V -v) versus log[S]) meredeksége (iradnytangense)

max

adja a koefficiens értékét. Pozitiv kooperativitas esetén ny
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értéke egy és a maximalis kotShelyszam koézotti érték lehet,

igy az segitségével becsiilhetd (Neet 1980; Dahlquist 1978).

2.2.5. Az izoskizomerek

Az azonos felismerd- és vagdhelyl restrikcids
endonukleazok az izoskizomerek. A specifitésbeli azonossag
ellenére a legtdbb esetben teljesen eltérd elsddleges
szerkezetl fehérjékrdl van szd6, s ez a nem izoskizomerekre
méginkabb érvényes. A szekvencia hasonldésdg hidnya a nem
izoskizomer endonukledzok korében arra utal, hogy egymastél
teljesen fiiggetleniil alakulhattak ki (ellentétben a
metilazokkal, ahol az esetek nagy részében talalhatdk
homoldég szakaszok a fehérje szekvencidk szintjén) (Anderson
1993).

Az EcoRI-RsrI izoskizomer par esetében irtak le eldszor
a k6z0s eredetet egyértelmiien bizonyitd mintegy 50%-os
aminosavsorrend homoldégidt. A leginkabb konzervaltnak a
szubsztrat kotésben, valamint a katalizisben szerepld
aminosavrégidk bizonyultak (Stephenson és mtsai 1989).
Immunoldgiai adatok alapjdn a két enzim harmadlagos
szerkezete is hasonlé.

Izoskizomerek ko6zotti szignifikans aminosavsorrendbeli
hasonlésa&got még a BsuFI-Mspl (Kapfer és mtsai 1991), a
TaqI-TthHB8I (Barany és mtsaild992), valamint a BsuBI-PstI

(Xu és mtsai 1993) enzimparnal kozdltek.
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2.2.6. A II-es tipusi RM rendszerek kldonozasa

Napjainkig mintegy szaz komplett és félszaz inkomplett
RM rendszer klénozisa tdrtént meg. A szelekcid legtobb
esetben a modifikaciés vagy ritkdbban a restrikciés
fenotipus felhaszndlasan alapult.

Egy RM rendséer egy lépésben torténd kldénozasa
feltételezi, hogy a gazdabaktérium elviseli a nukleaz
jelenlétét, mieldtt a teljes genomja modifikaldédna. Az
E.coli SOS rendszerével képes erre egy bizonyos fokig
(Heitman és mtsai 1989), akar RT™™ fenotipus megjelenését is
lehetdvé téve néhany esetben (Gingeras és mtsai 1983; Wilson
1988) . Ugyanakkor sok mas esetben (pl. Ddel, BamHI, HgiDI,
Kpnl és StyLTI) az endonukleaz gén klénozasa csak tdbb
lépésben, eldzetesen modifikalt genomd gazdaban volt
lehetséges. Valdészinl, hogy ezen rendszerek metilazai
eldnyben részesitik a hemimetilalt szubsztratot, igy
lassabban metildljadk a gazda érintetlen DNS-ét.

Bar elsdsorban az endonukledz jelent toxicitéast a
sejtre, a metildz jelenlétét sem mindig tlri el a baktérium.
Az E. coli-ban tdbb olyan mechanizmus is mikédik, ami
felismeri az idegen DNS-t és elroncsolja azt. Ilyenek pl. a
HsdRMS gének altal kédolt EcoK (és az alternativ EcoB)
rendszerek (Bickle, 1982), amelyek elvagjadk a bizonyos
pozicidéji adenineken nem metildlt DNS-eket, igy akadalyozzak
a modifikalatlan rekombindns DNS elterjedését. Mas E.coli
endonukleédzok viszont a metilalt DNS-t hasitjak: az McraA/B/C

rendszerek a metilalt citozint-, az Mrr rendszer a metilalt
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adenint és citozint tartalmazdé DNS-t emésztik (Raleigh,
1988), s 1gy megnehezitik a metildzok kldénozasat. Ezért
sziikséges olyan mutans gazddkat hasznalni, amelyek nem
tartalmazzak a "belsd" restrikcids rendszereket (pl. RR1
HsdR-M+,McrA-B-; K802 HsdR-M+, McrA-B-).

A legtdbb RM rendszer kldnozadsanal Szomolanyi Eva és
Kiss Antal altal kidolgozott, "Hungarian trick"-ként
emlegetett modszert alkalmaztdk (Szomolanyi és mtsai 1980),
mely a metildz génjére szelektdal. A metilazt kifejezd
konstrukcidk egy része valdészinlileg a nukledz gént is
hordozza, mert RM rendszerek génjei tobbnyire kapcsoltan

fordulnak elo.

2.2.6.1. Szelekcid a metilaz génre

A gazdabaktériumbdél génbankot készitenek. Az ezt
tartalmazdé plazmid-DNS populéciét tObbszbrésen megemésztik a
kérdéses restrikciés endonukledzzal. Fontos, hogy a vektor
is tartalmazza a kérdéses endonukleadaz hasitdhelyét. Az RM
rendszer metildzat hordozdé gén atirddasa soran metilalja a
klén DNS-ét, igy nem emészthetd. A tllemésztés utan elvileg
csak az a DNS marad intakt, amely a metilazt hordozdé klénbdl
szarmazik.

Az igy eldkészitett DNS-sel transzformalnak. Mivel csak
az emésztetlen DNS transzformdl sikeresen, a kindtt telepek
k6z6tt nagy valdsziniliséggel ott lesz a metilazt hordozd klén

is.



18

2.2.6.2. Szelekcid az endonukleaz génre

Ha a metildz és az endonukledz gén szorosan kapcsolt, a
fenti médszerrel a restrikcids endonukledz kldénozasa is
sikeriilhet.

Az in vivo szelekcid azon alapszik, hogy az endonukleazt
termeld klén védettebb fagfertdzéssel szemben. Mig néhany
klénozott RM rendszer hatékonyan megsemmisiti a fag-DNS-t
(Bougueleret és mtsai 1984; Gingeras és Brooks, 1983), addig
mas rendszerek, bar kifejezddnek E.coli-ban, egyaltaléan nen,
vagy csak nagyon gyengén védenek a fagfertdzéssel szemben
(Lunnen és mtsai 1988). In vitro lehetGség az enzimre
jellemzd hasitasi mintdzat kimutatdsa, ez azonban nem minden

esetben lehetséges.
2.3. Az EcoRI RM rendszer

A nagyszam( ismert II-es tipusQ RM rendszer kozlil az
egyik legalaposabban jellemzett az EcoRI rendszer. Az
endonukledz szimmetrikus homodimer fehérje, amely a GAATTC
szekvenciat hasitja a G és A bazisok kozdtt, ligalhatd 5°
ragadods végeket eredményezve (Hedgpeth és mtsai 1972). A
metilaz monomer molekula, mely a két kézponti adenin N©
amino csoportjat metildlva védi meg a felismerdhelyet a
hasitastél. Az endonukleaz és metildz gének egyazon DNS

szalrdl irddnak at, az endonukledz génen kezdve.
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2.3.1. Az FEcoRI endonukledz szerkezete és mikddése

Az EcoRI endonukledz a/B proteint egy a-hélixekkel
koriilvett o6tsz&ald BR-lemez alkotja (Heitman 1992). A
homodimer komplex az EcoRI hely kdzéppontjara nézve
szimmetrikus. Mindkét monomer rendelkezik egy-egy "karral",
ami koriil6leli a DNS-t és stabilizdlja a komplexet. A GAATTC
szekvenciat felismerd alegységrészlet két o-hélixbdl (kiilsd
és belsd) -melyek mélyen benyGlnak a DNS nagy arkaba- és egy
nyGjtott 1la&ncbdl (extended chain) &all, mely athidalja azt
(1/a abra).

Az EcoRI endonukleaz kezdetben aspecifikusan koéti a DNS-
t, majd végighaladva rajta leli meg a felismerdhelyet. A
szekvencia specifikus DNS kotés konformacidévaltozast indukal
és alloszterikusan aktivalja a DNS vagast. A konformacid
valtozasok terjedhetnek az alegységeken beliil, az alegységek
k6zott és egyidejlileg alegységeken beliil és kozdtt. Az egyik
alegység szubsztrat kodtése a masik alegységen vagast
eredményezhet.

A katalizisben vizmolekuldbél protonelvonas révén
létrejott hidroxil ion jatszik kozre. Sy2 nukleofil tamadast
hoz létre a foszfatcsoporton, melyet Mg2+ -a katalizis
esszencidlis kofaktoraként- indukal, mivel koordinaciés
kotést létesit a foszfatcsoport oxigénjeivel (1/b. abra).

A specifikus k&tddés Mg?* nélkiil is megvalésul. A Mg2t
jarulékos kontaktusok kialakulasat segiti eld, feltehetden a

Glulll és Asp91 DNS-t taszitd hatasat csokkentve.
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A két szal vagasa egymas utan (szekvencialisan)
térténik. A vagas sebességét a felismerdhelyet szegélyezd
szekvencidk is befolyasoljak, feltehetden a katalizist
megeldzd DNS konformédcid valtozasokra hatva.

Az enzim a fizioldégiastdl eltérd pufferek, kofaktorok,
illetve bizonyoé mutdcidék hatasara sztar (*) aktivitassal
bir, ami a felismerésbeli hiiség "1lotydgését" jelenti.
Fizioldgias korililmények kozott in vitro a sztdr helyeken az
enzim csak az egyik DNS szalat (nicking), mig sztar
korilmények kozétt mind a kettdt elvagja. A sztar helyeken
ilyenkor a vagas két kiilonbozd koétddés eredménye, mely egy
szubsztrat szintl "proofreading" mechanizmus lehetOségére
utal in vivo. Az enzim a nickelt DNS-hez koétddve a méasik
szdlat is elvagja ha az autentikus helyrdl van szd6, mig az
EcoRI* kotdohelyrdl levalik.

In vivo a gazdabaktérium genomja a felismerdhelyen
metilalt, tehat védett a vagas ellen, a nickeket pedig a DNS
ligaz gyorsan kijavitja. Elkerililve ezzel a DNS karosodéas
altal kivaltott SOS valaszt, mely hatraltatja a
sejtosztédast és mutagén hatédsi. Ezenkivil az EcoRI metiléaz
az autentikus felismerdhelyeken kiviil a sztar helyek egy
részét is metildlja (tGlmetilalas) (Woodbury és mtsai 1980

a, b).
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2.3.2. Szubsztrat felismerés

2.3.2.1. Az elsd modell

Az elsd rontgenkrisztallografias méréseken alapuld
modellt 1986-ban publik&lt&dk (McClarin és mtsai 1986). A
katalizist meggatolandd a kristalyositas Mg??t nélkiil
tortént. A modell 1lényege: a monomerekrdl két-két a-hélix
nyGlik be a DNS nagy arkaba, lehetdvé téve, hogy az Arg200 a
guaninnal, a Glul44/Argl45 a két adeninnel létesitsen
Osszesen 12 H-kOtést. Ez biztositand a szekvencia-
specificitast.
2.3.2.2. A médositott modell

Az Gjabb biokémiai, genetikai és rontgen-
krisztallografias adatok a modell revizidéjat tették
szlikségessé (Wolfes és mtsai 1986; Needels és mtsai 1989;
Heitman és mtsai 1990; Alves és mtsai 1989; Oelgeschlager és
mtsai 1990). Kimutattdk, hogy a fent emlitett aminosavak
cseréje nem valtoztatta meg a szubsztrat-specificitast, bar
némely szubsztitdcidk még H-kotés kialakulasat sem tették
lehetdvé. SOt a kettds illetve harmas mutacidk sem rontottak
a szubsztrat felismerést, pedig a katalizist sGlyosan
befolyasoltak.

Az EcoRI endonukledz szubsztratfelismerési mechanizmusai
a moédositott modell szerint a kovetkezdk (Kim é&s mtsai 1990;
Heitman 1992):

I.direkt felismerés

l.purinbazisokkal hidrogén kotések



2.pirimidinbazisokkal van der Waals és hidrogén

kotések

3.a felismerdhelytdl kissé kiildnbozd szekvenciak

bazisparjai és a protein funkciondlis csoportjai

kozotti litkozések (sztar aktivitas)

= ~ IXI.indirekt felismerés

l.szekvencia specifikus foszfat-interakciodk

2.szekvencia specifikus DNS-konformacidé torzulasok

Azonositottdk a DNS felismerd (Alal38, Asnl4l, Arg200,

Arg203; Glnll5, Met137, Gly140,

Glul92, Tyrl93), valamint a

katalizisben szerepld (Pro90, Asp91l, Glulll, Lys1l13)

aminosavakat (1/c. abra).

inner o helix

outer o helix
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Extended Chain 1. abra (Heitman 1992)
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2.4. AZ ECORV restrikcidés-modifikacidés rendszer

Az EcoRV jelenleg az EcoRI mellett a masik
legalaposabban jellemzett RM rendszer. A metildz monomer
molekula, amely a GATATC felismerdhely elsd adeninjét
metilalja (Garneft,és mtsai 1988) Az endonukleadz homodimer
enzim. A fenti szekvenciat kozépen hasitja tompa végeket
eredményezve. A két gén egy 310 bp-os intergenikus régidébdl
kiindulva ellentétes iranyban irdédik at (Bougueleret et al

1984).

2.4.1. Az EcoRV RM rendszer szabalyozasa

Az EcoRV endonukleaz termelddésének szabialyozéasa
kiilénb6z8 szinteken valdésul meqg:

-transzlacidé iniciacié szintjén, gyenge riboszdémakotd

hely révén

-elongacid szintjén, kodon hasznalattal

-az mRNS masodlagos szerkezete &ltal, mely
transzkripcidés terminatorként képes mikddni. Lényegében egy,
az mRNS-en az endonukledz géntdl 3° iranyban elhelyezkedd
"stem-loop" szerkezet jon létre. Ennek egy 7 bazisbél &l1l6
szekvencia részlete parosodni képes a startkodont kodrnyezd
szekvenciaval, igy csak a naszcens mRNS tud transzlalédni,
ami az endonukleaz termelés alacsony szintjét eredményezi.
Mivel a metildz mRNS-nél nem taldltak ilyen strukturat
valdészind, hogy a metilaz gyorsan magas koncentracidét érhet

el a sejtben, megvédve annak DNS-ét (Bougueleret & al 1984).
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-az EcoRV RM génjei ko6zott taldlhatd egy 310 bp-os ORF,
mely valdszinlleg egy trans-acting szabalyozdéfehérjét

(ecovc) kodol.

2.4.2. Szubsztrat felismerés

Réntgenkrisztallogréfiés vizsgalatokkal felderitették az
EcoRV endonukleaz kristélyszérkezetét szabad illetve
felismerdhelyhez vagy kissé médositott felismerdhelyhez
kotott formadban egyarant (Winkler és mtsai 1991; 1993).

Az EcoRV egy kinydldé hurkokkal bird «/B protein . Mind a
specifikus és a nem specifikus komplexek esetén 10 bp-nyi
DNS helyezkedik el a két alegység kozti mély hasadékban. A
dimerizacid a dimerizacids szubdoménnek nevezett régidkon
keresztiil valdésul meg (19-32 ill. 150-160 aminosavak). A
DNS-sel a DNS k&td szubdomén lép kolcsonhatéasba, mely
magaban foglalja az aA hélix N-termindlis részét és az aB
hélixet (a 141-166 aminosavak kivételével). A maradék
szegmensek (13-18, 33-37, 141-149, 161-165) a fenti két
egység flexibilis kapcsolatat biztositjak. A DNS kis arkaval
beagyazodik az U alakl dimer mélyedésébe. A fehérje-DNS
kapcsoldédasi pontok jelentds része két révid hurkon
talalhaté. A felismerd huroknak elnevezett szakaszt a 182-
187 aminosavak (Gly-Ser-Gly-Asn-Thr-Thr) alkotjak (Vermote
és mtsai 1992b). E két hurok atdleli a felismert DNS
szekvencia kozépsd részét, a nagy arokba nyulva. A dimer keét

felismerd hurka 6-6 H-kotést létesit a GATATC szekvencia
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két-két szélsd bazisparjaval. A kozépsd két bazisparral nem
jon létre H-kotés.

A masik féle hurok egy B-kanyar (B turn) - melyet
szekvencidja miatt (G1lné68, Gln69, Asn70, His71) Q kanyarnak
neveztek el - fdleg a cukor-foszfat gerinccel és a
kisarokban elhelyezkedd bazisokkal érintkezik. Valdszinlileg
az Asn70 kapcsolddik H-kotéssel a GC bazispar citozinjahoz
és vagy az AT bazispar adeninjéhez. A kis &rokban
kapcsoldédik még a DNS-hez a Lys38.

Cél DNS szekvencia kotddésekor jarulékos kontaktusok
jonnek létre a fenti két hurok kézétt is.

Egy-egy alegység Osszesen 10 H-kotést alakit ki egy DNS

szl cukor-foszfat gerincével, melyek kozil hatot a Be lemez

hdrom aminosava létesit (92-95) (2. abra).

2. abra (Winkler és mtsai 1993)
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Katalitikus mechanizmusként az EcoRI-éhez hasonld Sy2
tipusi nukleofil reakcidt valdszinlisitenek. A kétértékid
fémion szerepe itt is a reaktiv foszfat csoport
polarizacidéja és/vagy az otértékd atmeneti &allapot
stabilizacidéja lehet. Az Asp74, Asp90, Lys92 és Asnl88
aminosavak oldailéncai alakithatjak ki az aktiv centrumot.
Az Asp90 és Lys92 megtaldlhatd az egyébként teljesen
klilénbdz8 EcoRI katalitikus centruméban is.

Médositott felismerdhelyet tartalmazéd
oligonukleotidokkal végzett kisérletek tisztéaztak az egyes
nukleotidok szerepét a GATATC szekvencid@n beliil. Bar a
guanin -NH, csoporja révén a felismerésben is részt vesz,
hidnya mégis inkabb a katalizist érinti, cso6kkenti a reakcid
Koat €rtékét. A két adenin -NH, és az elsd adenin N7
valamint a citozin -NH, csoportja hidrogén hidakat létesit,
a két timin -CH; csoportja pedig hidroféb kdlcsdnhatasban
vesz részt (Fliess és mtsai 1988; Mazzarelli és mtsai 1989;
Newman és mtsai 1990).

Ellentétben az EcoRI-gyel, Mg2+ hianyaban az ECORV
egyforma affinitassal kotddik a DNS barmely szekvenciajahoz
beleértve a felismerd helyet is (Taylor és mtsai 1991) . A
specifikus és nem-specifikus komplexek izoenergetikusak, de
nem izosztérikusak, ugyanis a specifikus komplex DNS-ének
szerkezete jelentds mértékben torzult a szabdlyos B DNS
struktdrdhoz képest. Itt az enzim kb. 45°-0s hajlatot idéz
eld a DNS-en, mig a nem-specifikus Komplexben nem mérhetd a

DNS torzulasa (Stoever és mtsai 1993). A protein harmadlagos
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szerkezete szintén eltérd a kétféle kétddés esetén. Az
autentikus szekvencia konformaciévaltozast indukalva segiti
eld a katalitikus centrum kialakuléaséat.

Mg2t jelenlétében elsdként szintén az enzim-DNS
kapcsolat alakul ki. Amennyiben az EcoRV restrikcids
endonukledz az autentikus szekvencidhoz kotddik, nagyobb az
affinitasa a Mg2' ionok felé, és létrejdn egy energetikailag
stabil enzim—DNS-Mg2+ komplex. A Mgt "régziti" az enzimet a
felismerdhelyen. Amikor viszont a GATATC-tSl eltérd
szekvencian "iil" az endonukleaz, Mg2%t iranti affinitéasa
joéval kisebb. Az enzim—DNS-Mg2+ komplex kialakulésa
energetikailag kedvezdtlen, igy az EcoRV tovabbcsiszik a
DNS-en (Thielking és mtsai 1992).

VégsOsoron az EcoRV aktivitédsa egy adott DNS szakaszon
az enzim-~DNS komplex fémionnal vald telitettségével aranyos.
A kettds szal elvagasahoz mindkét alegység Mg2+-ot (vagy
Mn2t-t) kell k&ssdn. A magnézium iradnt nagy affinitéasa
fémion kotd hely viszont csak a felismerdhelyet tartalmazd
enzim-DNS komplexben alakul ki. A Mg2+ kotddése megnoveli a
kontaktusok szamat igy a kotés energidjat, melynek egy része
a DNS torzitasara, mas része pedig a katalitikus kdzpont
aktivalasara hasznaldédhat fel.

A fémion ko6td hely kialakitédsaban szerepld aminosavak
mutécidja illetve egy nem autentikus DNS szekvencia kodtése
azt eredményezi, hogy az enzim kofaktorkotd helye és igy

2+y .

fémion igénye is megvaltozik (Mg?* -> Mn A 185-06s és

188-as Asn cseréje Ala-ra a felismerdhely bazisaira
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specifikus kontaktusokat sziintet meg, mégsincs jelentds
hatasa a DNS kdtésére. Ehelyett a mutacidk helyétdl tavoli
Mg?*t k&tést zavarja meg. Ez az enzim egymastdl térben jol1
elhatarolt régidéi kézt fennalld molekuldris kommunikéacioét
valdészinlisit. FeltehetBen a bek&tddsétt DNS konforméacid-

valtozasa_szerepel mint kdzvetitd (Vermote és mtsai 1992Db).

Az EcoRV restrikcidés endonukledz az autentikus
felismerdhelyeken kiviil nagyszam@ alternativ helyet is képes
elvagni (sztdr aktivitas). Az alternativ helyek 1 bazispar
eltérést mutatnak az autentikus helyekhez képest, kivéve a
két s2é1sd bazis cseréjét egy masik fajta bazisra. A kétféle
helyen mérhetd aktivitéas a diszkriminéciés faktorral
jellemezhetd, mely 3*10° az autentikus hely javara (Vermote
és mtsai 1992a). Bar kimutattdk, hogy az EcoRV metilaz nem
csak a GATATC szekvenciat metildlja hanem a dam helyeket is,
a tdlmetilalasnak mégsincs olyan jelentds szerepe a gazda
genomjanak védelmében, mint az EcoRI rendszernél.

A proofreading mechanizmus alapja. a DNS ligaz miikcdése
(Taylor 1990). Az autentikus felismerdShelynél az endonukleaz
kapcsolt reakcidmechanizmussal egyidejlileg hasitja a két
szalat. Az alternativ helyeknél ezzel szemben két lépésben
torténik a kettds szal vagasa. Elvagja egqyik széalat,
ledisszocial a DNS-rdl, majd egy Gjabb kotddés utan vaghatija
el a masodik szalat. Ha a rendszer nem telitett magnéziummal
az autentikus helyeken is két lépésben vag az enzim. A ligaz
sokkal nagyobb aktivitassal foltozza be a nickeket, mint

egyesit két tompa végl DNS szalat. Végeredményben a kezdeti
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nickek kijavitédsa nem parosul a duplasziala tdérések

Gjraegyesitésével.
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3.CELKRITUOZES

Célunk a laboratdoriumunkban 1986-ban felfedezett
restrikciés endonukledz biokémiai jellemzése volt. Az enzim
gazdajat -mely egy a Stul restrikcids endonukleazt termeld
baktériumtenyészetet szennyezd koldéniaként hivta fel magara
a figyelmet- Corynebacterium equii-ként azonositotta a K&JAL
mikrobioldgiai laboratériuma.

Az i120l4lt Ceql restrikcids endonukledz (a tovabbiakban
a CeqgI névvel az endonukleazt jeldldm, mivel a metildzt nem
vizsgaltuk) a II. tipusi restrikcids enzimek csoportjaba
tartozik. Az altala felismert szekvencia (GATATC), és a
hasitas helye azonos az EcoRV endonukledznal leirttal (Duda
és mtsai 1987). Mivel az EcoRV az egyik legintenzivebben
kutatott, és ennek eredményeképpen legalaposabban jellemzett
restrikciés enzim, a Ceql szerkezetérdl és mUkodésérdl
szerzett adatok lehetdvé teszik a két azonos specifitasd
rendszer Osszevetését. Ehhez mind struktiralis, mind pedig
funkcionalis szempontbdél vizsgalni kellett az Cegl-et.

Mar a Ceql izoldlasanak kezdeti lépései soran feltint,
hogy a restrikcids endonukleazok tobbségéhez képest
szokatlan tulajdonsdgokkal rendelkezik. Az enzimaktivitas
ultracentrifugdlas soran kililepedett, ami az enzimmolekuldk
valamiféle aggregdci6jat jelezte. A membranhoz kotodttséget
nem lehetett egyértelmililen kizarni. Kézenfekvd volt az
aggregatum természetére vonatkozd kérdések felvetése.

Mitermék-e? Homogén-e? Disszocidlhatdésaganak mik a
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feltételei? Mi az enzimaktivités szerkezeti alapegysége? A
kiilonleges struktidralis tulajdonsagok befolyasoljak-e az
enzimmikoédést, és ha igen hogyan?

Egy fehérje alapos jellemzéséhez nélkiilézhetetlen
elsGdleges szerkezetének (aminosavsorrendijének) ismerete,
-ezért végiil, de.nem utolsdé sorban célul tlztiik ki a CegI RM
rendszer génjeinek E.coli-ban toérténd kifejeztetését, és

nukleotidsorrendjeik meghatarozasat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A Corynebacterium equii tenyésztése

A baktérium novesztése YTA taptalajon tortént. A késdi
log fazis elérése utan a baktériumot tovabbi 48 oéraig, 4 °c-
on inkubaltuk. A telepeket lekapartuk a lemezekrdl. Az
Osszegyljtott masszat egyszer mostuk fiziolégids sbdban, majd

centrifugalas utan felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

4.2. A Corynebacterium equii feltarasa

A baktérium feltardasara 3 kiilonb6zd médszert is
haszndltunk: X-press; French-press, ill. ultrahangos
feltaras. Mindhdrom esetben a feltard puffer PC (10 mM
kadlium-foszfat pH 7,4; 0,1.mM EDTA; 10 mM merkaptoetanol)

volt.

4.3. A Ceql részleges tisztitasa

-A feltart baktérium-masszat (kb 20-30 g) centrifugaltuk
(Beckman centrifuga, JA-20 rotor, 16000 rpm, 4 Oc, 20 perc) ;
-a felliliszbhoz streptomicin-szulfatot adtunk 1 %-os

végkoncentracidig (0 °C, 30 perc), lassan kevertettiik;

-ismét centrifugaltunk (12000 rpm, 4 °C, 20 perc);
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-a fellilisz6t amménium-szulfattal 70 %¥-ig telitettiik.
(lassan kevertettiik 4 °Cc-on, éjszakan at, 2 M Tris-sel
fenntartva a pH 7,4-et);

-4jbéli centrifugadlas utan (18000 rpm, 4 °C, 20 perc) a
csapadékot dializdltuk PC-vel szemben (CeqI(l) preparatum);

~az igy nyert oldatot DEAE-52 oszlopra vittilik (60 cm3),
amit mosatas utan (Ajgg < 0,1), 3-3 oszloptérfogatnyi 0,15
M; 0,4 M; 0,8 M és 1 M KC1l/PC oldatokkal elualtunk.

A Ceql aktivitds a 0,4 M - 1 M KC1l tartalmi frakcidkban
volt mérhetd. Az Osszegyljtdtt, aktivitdast mutatd eludtumot
PC pufferrel szemben dializaltuk, majd PC + 50 % glicerin
tartalmi pufferben betdményitettiik (4 ©C, 48 é6ra). Az igy
nyert Ceql(2) prepardtum mentes minden egyéb nukleaz ill.
foszfataz szennyezéstdl, -20 ©C-on tarolva legaldbb két évig

megtartja aktivitasat (Duda és mtsai 1987).

4.4. Az enzimpreparatum tarolasa

- 50 % glicerint tartalmazd PC pufferrel szemben vald
dializalas soran (4 °C; éjszakan at) az enzim kb. 3-ad
részére téményedik és -20 ©C-on legaldbb két évig kiildndsebb
aktivitasvesztés nélkiil tarolhaté.

- Nagyon j& hatasfokkal t&rolhaté az enzim -70 ©C-on a
kovetkezdképpen. Az enzimet tartalmazé oldatot pipettaval
kb. 50 pl -es aliquotokban folyékony nitrogénbe
csdpdgtetjlik, majd a keletkezett "gydngydket" -70 ©C-ra

helyezzik.
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4.5. Enzimaktivitas mérés

A Ceql aktivitasanak meghatarozasara 1 pug DNS-t
inkubaltunk (1 éra, 37 ©C) 50 ul végtérfogatd A pufferben
(50 mM Tris-HCl pH 7.4; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl2; 1 mM DTT)
A reakcidt "STOP" oldattal (0,1 % Brom-fenolkék; 0,2 M EDTA;
50 % glicerin) &allitottuk le.

A reakcid eredményét 1,4 % agardz gélen etidium-bromid
festés utan Uv-lampa alatt tettiik lathatéva.

Az enzimaktivitds meghatdrozasa definicid szerint
tortént (1 egységnyi (U) restrikcidés endonukleaz 1 pug lambda
fag DNS-t, 1 éra alatt; 37 °C-on, 50 ul térfogatban teljesen

megemészt).
4.6. A Ceql preparatum ultracentrifugalasa

4.6.1. PC pufferben

200 U CeqI(2) preparatumot (10 ml térfogatban, PC

pufferben) 10 éran at centrifugaltunk (33 000 rpm, 4 °C).

4.6.2. Szachardz gradiensen

Ultracentrifuga csovekben 5-20%, ill. 5-30 %-os,
linedris szachardz gradienst készitettiink a kovetkezd mdédon:
a toményebb oldat kerlilt a csd aljara, majd erre 6vatosan
rarétegeztilk a higabb cukoroldatot. A centifugacsodveket
lezartuk, majd a csoveket kissé megdontve rodgzitettilk: (2

éra, szobah®). Az ez idd alatt kialakult gradiens felszinére
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CeqgI(2) preparatumot rétegeztiink 100 pl térfogatban. Az
egyes kisérletekben az oldatok PC puffert vagy PC + 1M NaCl-
tartalmaztak. A csovekbdl "Autodensiflow" (Blichel Inst.)
készilékkel, fellilrdl lefelé haladva frakcidkat szedtiink,
amelyeknek meghataroztuk az aktivitaséat. Kontrollként
elvégeztiik a frakcidészedést és az aktivitasméréseket egy
hasonléan dsszedllitott, de nem centrifugalt csdbdl is. A
kdévetkezd markerfehérjéket hasznaltuk kalibréaléasra: ferritin
(440 kDa); katalaz (232 kDa); bovin szérum albumin (67 kDa)
illetve ovalbumin (45 kDa); hemoglobin (64,4 kDa); citokrom
C (12,4 kDa). Az egyes fehérjék relativ vandorlasat
hataroztuk meg az ovalbuminhoz ill. a katalazhoz

viszonyitva.

4.7. A CeqI kicsapasa é&s mosasa szerves olddszerekkel

200 U CeqI(l1l) preparatumot 200 mM KCl jelenlétében, 2
térfogat -20 °C-os acetonnal kicsaptunk;

- 3' centrifugalas, 0 °c;

- csapadékot hiUtott "speed-vac"-ban szaritottuk;

- metanol : kloroform; 1 : 1 aradnya keverékével mostuk;

- PC pufferben Gjraoldottuk;

4.8. A Ceql molekulatomeg szerint valdé elvalasztasa

Tisztitott CeqI prepardtumot kromatografaltunk

Sephacryl-300 gélfiltrald oszlopon (8*400 mm).
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a/ PC puffer

b/ PC puffer + 1 M KCl

c/ PC + 0,1 % Triton X-100
tartalmid pufferekben. A kdvetkezd markerfehérjéket
hasznaltuk kalibralasra: ferritin (440 kDa); katalaz (232
kDa); bovin szérum albumin (67 kDa);

Az elBbbihez hasonld kisérletben 100 U részlegesen
tisztitott CeqI(2)-et kromatografdaltunk az S-300 oszlopon R
pufferben 1, 0.2 és 0 mg/ml ultrahangozott csirkevér DNS
jelenlétében (0.5-1 kb méretld fragmentek).

Megmértik az egyes frakcidk térfogatat ill.
enzimaktivitasat (a sé ill. a detergens 10 x-es higitéasa
utan). Osszaktivitast becsiiltiink a frakcidkban mért
aktivitasok Osszegzésével. Kiszamoltuk az egyes frakcidk
relativ aktivitasi értékeit, amelyet az oGsszaktivitas

szdzalékaként hataroztunk megq.

4.9. DNS preparalasi médszerek

4.9.1. A plazmidok preparalasa az alkali-extrakciés
médszer szerint toértént (Clewell és mtsai, 1972). A DNS-t
szliikség esetén tovabb tisztitottuk Et-Br/CsCl
sliriségradiensen vagy Sephacryl-300 gélfiltraldé oszlopon.

4.9.2. A restrikcids emésztésekkel eldallitott DNS-
fragmentek izolalasakor a DNS darabokat agardz gélen
valasztottuk szét, majd méretiiktdl fliggden DEAE-membran

segitségével ill. dializald hartyara vald futtatassal
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eludltuk az agardézbdl. Fenol-kloroform extrakcidval, majd
azt kovetden etanolos kicsapéssal tovabb tisztitottuk. A
fragmentek koncentracidéjanak meghatarozasa "EtBr dot-
quantitation" mbédszerrel tortént (Ausubel és mtsai., 1987).
4.9.3. A kisérletekben felhasznalt oligonukleotidokat
(CCGGGTTATCCCGG; CCGGGATATCCCGG) tisztitott &allapotban,
készen kaptuk Dr Alfred Pingoud (Hannover) ill. Dr Szilak

Lasz1l6 (Biokémiai Intézet) joévoltabol.

4.10. A DNS radioaktiv jeldlése

~3'talnyald végen: —(a—32P)dATP és Klenow fragment
felhasznalasaval;

-5'tompa végen: —(1—32P)ATP jelenlétében T4-
polinukleotid kindzzal toértént. A reakcidkat Maniatis és
mtsai. ajanlésai alapjan allitottuk Ossze (Maniatis és

mtsai, 1982, 1989).

4.11. Kooperacid-vizsgalat a Ceql endonukledaz alegységei

kozott

4.11.1. Emésztési reakcidk:

i./ CCGGGATATCCCCGG bazissorrendl oligonukleotidot
emésztettiink (egy tipikus emésztési reakcidelegy kb. 3000
cpm 5'végen jeldlt oligonukleotidot; 100 mM Tris-HCl pH 7.4,
100 mM NaCl, 1 mM DTT) tartalmd puffert és 2 U enzimet

tartalmazott 20 wl -es térfogatban (14 ©°C, 1 éra)). A puffer
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a 10. abran jelzett aranyban tartalmazott MgCl,-t illetve
MnClz—t. Az emésztményt 20 %-os 7 M ureat tartalmazd (29:1;
akrilamid:bisz-akrilamid) poliakrilamid gélen futtattuk (35
X 50 cm; 1000 V; 5 6ra). a nedves gélt ORWO réntgen filmen
autoradiografaltuk.

ii./ Az i./ pontban jelzett reakcidkoériilményeket
dllitottuk be pBR322 HindIII-BamHI, 346 bazisparos, egy Ceql
felismerdhelyet tartalmazd, mindkét végén a-39p daTP-vel
radioaktivan jeldlt fragmentjének emésztésekor is. Az
emésztési reakcid korililményeit az enzimpreparatum
higitasaval Ggy hangoltuk 6ssze, hogy részleges emésztést
kapjunk (50 ng jelolt fragmentet emésztettiink 2 U enzimmel
(30 masodperc, 37 °C). A reakcidelegyekhez kiildnbbzd
mennyiségl Ceql felismerdhelyet vagy annak mdédositott
valtozatat adtuk (CCGGGATATCCCCGG, CCGGGTTATCCCCGG).

A reakcid termékeit 1,5 %-os agardz gélen futtattuk, a
géleket Whatmann 3MM papirra szaritottuk, majd

autoradiografaltuk.

4.11.2. A kisérletek kiértékelése:

i./ Az eldhivott film segitségével azonositottuk az
egyes radioaktiv csikokat. Ezeket kivagtuk, celofanra
szaritottuk és toluolos szcintilldcidés koktélban Beckman
folyadék szcintillacidés szamlalédval mértiik.

ii./ Az autoradiogrammot Beckman DUv8 denzitométerrel

analiz&altuk.
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A D/(D + U) értéket hataroztuk meg (D:emésztett; U:

emésztetlen).

4.12. CeqI-DNS kotés vizsgdlata '"mobility shift"

elektroforézissel.

4.12.1. Specifikus DNS prdéba elballitasa a kotési

kisérletekhez

A kobtési kisérletekhez hasznalt pPC9 jell plazmid a
pUC19-bd1l szarmazik. Egy Ceql felimerdhelyet tartalmazo,
GGGATATCCC szekvenciaji, palindrdédm tulajdonsaga
oligonukleotidot épitettiink be a pUC1l9 polilinker Smal
helyére. A Ceql felismerdhelyet egy kdépidban tartalmazod
k16nt hasznaltuk a tovabbiakban (pPC9), amelybdl EcoRI-
HindIII kettds emésztéssel nyertiink egy a Ceql
felismerdhelyet tartalmazd, 61 bp hosszisagld fragmentet,
amelyet radioaktivan jeldltiink (a—32P)dATP jelenlétében,
Klenow fragment segitségével (Maniatis és mtsai, 1982)). A
fragment koncentraciéjanak meghatarozasat etidium bromid
"dot-quantitation" médszerrel végeztilk (Ausubel és mtsai,

1987) .

4.12.2. A kbtési reakcid

Egy tipikus reakcidelegy a kdvetkezdket tartalmazta 20
ul-es végtérfogatban: 1 pg poly-dI.dC, 0,003-3,0 pmol enzim
(nyers kivonat vagy részlegesen tisztitott forma), kotd

puffer (100 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,8; 1 mM DTT; 200 ug
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BSA; 5 % glicerin). SzobahOmérsékleten 10 percig inkubaltuk
az elegyet, majd hozzadadtuk a specifikus prébat (10 ng - 2,7
pmol - pPC9 EcoRI-HindIII, mindkét végen jeldlt fragment),
amivel még inkubaltuk tovabbi 30 percig. Amikor tisztitott
enzimpreparatummal dolgoztunk (CeqI(2)), 1,3-0,0065 pmol
Ceql enzimet hasznaltunk ill., 5 ng (1,35 pmol DNS
fragmentet). Volt, hogy a kétdpuffer EDTA helyett 1 mM
magnéziumot tartalmazott. A reakcididd lejarta utén
glicerin-brémfenolkék oldatot adtunk az elegyhez, majd 4,7

%-os, nativ poliakrilamid gélen futtattuk.

4.12.3. Gél elektroforézis

A fehérje-DNS komplexeket 4,7 %-os poliakrilamid gélen
(29:1; akrilamid : bisz-akrilamid) elemeztiik, alacsony
ionerdsségi (50 mM NaCl, 0.6 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 7.5)
pufferben. A géleket minden esetben 100 V, 30 mA-en 30
percig eldfuttattuk. A mintak elektroforézise 140 V-on, 50-
60 mA-en folyt, az elektroforézis-puffer allandd

cirkulaltatasaval 25 ©C alatti homérsékleten.

4.12.4. Autoradiogréafia

A jelodlt fragmenteket tartalmazd gélt Whatman 3MM
papirra szaritottuk. Az autoradiogrdfia ORWO rontgen filmen

tortént.
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4.13. Kinetikai vizsgalatok

4.13.1. pBR322 plazmidot PvuIIl enzimmel linearizaltunk,
amely igy egy Ceqgl felismerdShelyet tartalmazott korlilbeldl a
DNS szekvencia "k&zepén'". Ez szolgalt késSbb az enzim
szubsztratjaként, radioaktivan jeldlt, vagy "hideg"
formajéban. A szubsztrat koncentraciéja 0,125 és 10 nM
kozott valtozott. A reakcidkhoz részlegesen tisztitott (1)
illetve tisztitott CeqI(2) preparatumot hasznaltunk. Az
enzim szubsztrat koncentracidk aranyat Ggy allitottuk be,
hogy 15 perc alatt korililbellil 20-80 %-os részleges emésztést
kapjunk. A reakcidétermék versus idd grafikon 40 percen tidl
hagyta el a linearis tartoményt. 10-, 15- és 20 perc
inkubdlas utan a reakcidt ledllitottuk 2 pl STOP oldat
hozzdadasdval és 1%-os agardz gélen megfuttattuk. A gélekrdl
készitett fotdnegativokat, ill. az autoradiogramokat
Beckmann DUv8 spektrofotométeren analizaltuk (Depew és
mtsai, 1975; Conrad és mtsai, 1989), valamint a kivagott
DNS-tartalmi géldarabkak radioaktivitasat szcintillaciéds
szdmlaloéval mértiikk. Az emésztett szubsztrat szazalékos
aradnyat hataroztuk meg a D/ (D + U) képlet (D:emésztett; U:

emésztetlen) alapjan.

4.13.2. A kinetikai adatok illesztését a kezdeti
reakcidsebesség versus szubsztrat koncentracidé filiggvényhez
Dr Marc Eberhard COSY nevezetili programjaval végeztiik.

Matematikai alapjat két nem linedris legkisebb négyzetek
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algoritmus képezi; a Marquard és az ELORMA eljaras (Eberhard

1991) .

4.14. A Ceql restrikcidés-modifikdcidés rendszer kldénozasa

4.14.1. Kromoszémdlis DNS készitése C.equii-bdl

A kromoszomalis DNS tisztitasa egy Izsvak Zsuzsa altal
kifejlesztett mdédszer szerint toértént:

—-a baktériummasszat (kb 10 g) 20 ml1 TEN + 0.1 % sarkosyl
pufferben mostuk;

-felvettiik 7 ml TEN puffer; 0,7 ml SDS; 1 ml proteinaz-K
(10 mg/ml) tartalmd oldatban, majd é&jszakan &t inkubdltuk 37
°C-on.

-egy térfogat TE-vel telitett fenolt adtunk hozza.
Tekintélyes mennyiségili csapadék keletkezett, amit a
fellilisz6tb6l elvalasztottunk:

—-a csapadékot TEN pufferben szuszpendaltuk, majd 0,4
térfogat amménium-acetat (5 M) jelenlétében 2 térfogat
izopropanollal szobahdn kicsaptuk. Centrifugalas utan (10',
8000 rpm), a fellillGszb6t elontottiik, a csapadékot
megszaritottuk, majd felvettiik TE pufferben. A nem o01doédd
anyagot kicentrifugaltuk. Az igy nyert DNS oldatot
egyesitettiik a felliliszdéval, amit haromszor extrahaltunk
fenol/kloroformmal, majd kicsaptuk etanollal.

A kromosz6émalis DNS méretét ill. mindségét 0.5 %-os

agardz gélen ellendriztik.
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TEN puffer: TE puffer:
50 mM Tris-HC1 10 mM Tris-HCl
20 mM EDTA 1 mM EDTA
50 mM NacCl

4.14.2. Génbank készités

A Corynebacterium equii=bol készitett—kromoszémalis DNS-
t részlegesen emésztettilk R MboIlI-el. Az emésztés
k6rilményeit az enzim higitasaval Ggy allitottuk be, hogy a
kapott fragmentek mérete kb. 2-7000 bp kozdtt mozogjon.

A Lambda-pGY97 (Ampicillin rezisztenciat hordozd)
fagmid-vektort (Vincze & Kiss, 1990) R Xhol és R Xbal
enzimmel megemésztettiik, majd defoszforildltuk CIP enzim
segitségével. A vektort tovabbemésztettiik R BamHI-el, amely
igy készen allt az R MboI-el részlegesen emésztett
genomidlis DNS befogadasara. A vektort az inszerttel (2 : 1
aranyban keverve) ligaltuk (50 mM Tris-HCl (pH 7,4; 10 mM
MgCl2; 10 mM DTT; 1 mM spermidin; 1 mM ATP; 12 % PEG-6000;
100 ug/ml BSA pufferben, 16 °C, 4 6ra), amit etanolos
kicsapas kovetett. A DNS-t TE pufferben Gjraoldottuk, majd

in vitro pakoltuk, amivel K-1400 jeld gazdat fertdztiink.

4.14.3. In vitro pakoléas

A 1ligalt DNS-t in vitro pakoltuk (Scalenghe és mtsai

1981) .
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4.14.4. K-1400 jelll gazda fertdzése

Lényegében a Sambrook és munkatarsai (1989) &altal
javasolt eljarast kovettiik, azzal a kivétellel, hogy a gazda
sejtet (E. coli K-1400, supE, supF, hsdS- , recA56, Mcr- ,

lambdal512 delcIII-int) 32 °C-on novesztettiik.

4.14.5. Szelekcid Ceqgl metilazra

A génbankot képviseld plakkokat fiziolbégias sobban
dsszemostuk, 100 ml ampicillin tartalmd YTB taptalajban
éjszakan at, 28 °C-on tovabbnovesztettiik, majd fagmidot
prepardaltunk beldle (Clewell 1972). A fagmid-preparatumot
200 upl -es térfogatban haromszor emésztettiik CegI-el
(Szomolanyi és mtsai 1980).

Az emésztések kozott a DNS-t tisztitottuk
fenol/kloroformos extrakcidéval ill. etanolos kicsapassal. Az
ilymédon kezelt plazmid-DNS_valészinﬁleg teljesen emésztett
allapota volt. Az emésztménnyel K-1400-at transzformaltunk,
mely sejttipusban a fagmid nem fagként, hanem plazmidként
viselkedik. A fagmid DNS igen nagy mérete miatt (ami rontja
a transzformdcidé hatasfokat) egy mdédositott médszert

alkalmaztunk a DNS gazdaba valdé juttatéséara.

4.14.6. Mbdszer a szokasosndl nagyobb plazmid

transzformalasara

A kompetens sejt készitéshez a baktériumot (K-1400)
éjszakan &t novesztettiik, majd masnap 2 ml-t oltottunk 80 ml

LB taptalajra, ahol ODggp=0.5 novesztettik;
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-~ 5 percig centrifugaltuk (3000 g, 4 °C);

- 20 ml 0,1 M-o0os MgCl2-ban szuszpendaltuk, 0 °C-on;

- 5 ml-es aliquotokban Gjra centrifugdaltuk (1500 g,
10 perc, 4 °C);

- a centrifugalt sejteket 4 ml CaCl,-ban szuszpendaltuk
fel;

- 0 °C-on inkubaltuk 1 &rat;

- A fagmid-DNS-t 500 ¢l 0.1 M CaCl, : 1 x SSC; 4:3

aranyi keverékben, 100 ng mennyiségben adtuk az igy

elkészitett kompetens sejthez;

- 0 °C-on inkubaltuk 1 orat;

- 32 °C-on hosokkoltuk 5 percen keresztiil;

- ismét 0 °C-on tartottuk 2-3 percig;

- 5 ml YTB taptalajt adtunk hozza;

- 2 o6rat razattuk 32 °C-on;

- centrifugaltuk 10 pe:cig, 1500 g;

- folvettik 500 ul YTB-ben és lemezeltilk 50 ug/ml

ampicillint tartalmazdé taptalajra;

4.14.7. Szelekcid Ceqgl endonukleazra

A Ceql metildzt hordozdé klén szerencsés esetben
tartalmazhat endonukledaz gént is, amelynek a kimutatasara
kévetkezd vizsgalatokat végeztiik:

-a rekombinans klénokat lambda-faggal fertdztiik
(Bougeleret és mtsai 1984) és vizsgaltuk van-e kiilonbség az

egyes kldénok fagfertdzéssel szembeni érzékenységében.



46

-a klénokat ODggy = 0,7 —-ig novesztettiik 28 °C-on, nyers
kivonatot készitettlink beldliik, majd lambda-DNS-t és A
puffert tartalmazdé reakcidelegyben inkubaltuk 5, 10, 15
percig, 37 °C-on. Az emésztési képet agardz gélen vizsgalva

DNS/Cegl hasitasi mint&zatot kerestiink.

4.14.8. A DNS szekvencia meghatarozasa (Sanger féle)

lanctermindciés médszerrel

4.14.8.1. Klénozas M13 fagokba (M13mpl9, M13mpl8),
transzformansok szélesztése

A kétszalu M13 vektorba vald ligdlas utan (Maniatis és
mtsai.,1989), JIJM109 ill. XL1Blue jelld E.coli kompetens
sejteket transzformdltunk. A transzformansokat lemezenként
20 1 /0,2 M IPTG-t, 40 ul 2% X-gal-t és 200 pl éjszakan at
ndévesztett IJM109 ill. XL1Blue jell E.coli startert
tartalmazdé 45 °C-os 0.7%-os feddagarba kevertik majd
lemezekre kiontottiik. 12-16 éras inkubalas (37 °C) utan a
fehér szinl plakkokra szelektdltunk. JM109 esetében minimal
taptalajjal, XL1Blue esetén tetraciklinnel szelektaltunk F'
szexpilusra.

4.14.8.2, Fertdzés M13 faggal

- 2 ml 2 x YT tapfolyadékban 20 pl sliri éjszakan at

névesztett JM109 vagy XL1Blue jell baktériumtdrzset

faggal fertdztiink és 6-8 &ran at 37 °9C-on razattuk.

4.14.9.3. Az M13 k1ld6n ellenOrzése elektroforézissel

- A faggal fertdzott baktérium tenyészetet 5 percig

centrifugaltuk.
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- az elozd lépést a feliiliszdéval megismételtik.

- a tiszta felliliszé6bdl 20 pl -t agardz gélre vittink

(0,2 % SDS tartalmd felvivopufferben).

- a rekombinans fag nagyobb mérete alapjan rendszerint

j61 azonosithatdé volt.

4.14.8.4. Egyszala fag-DNS izoldléasa

- 1 ml 2~-szer centrifugdlt felillidszdéhoz 250 ul (2,5 M

NaCl; 20 % PEG-6000) tartalmd oldatot adtunk.

- inkubaltuk 4 °C, 1 o6rat;

- kétszer centrifugaltuk (10 és 1 percig), a PEG-es

oldatot mindkét esetben eltavolitottuk.

- a csapadékot Ujraszuszpendaltuk 200 pul TE pufferben.

- extrahaltuk fenol/kloroformmal ill. kloroformmal,

majd etanollal kicsaptuk.

4.14.8.5. A szekvenalasi reakcid

A szekvendalés lénterminéciés médszerrel (Sanger 1977),
s32-aTP (Amersham) alkalmazasaval az United States
Biochemical, Sequnease Version 2.0 jell szekvenald
készletével tortént. A reakcid soran kovettik az USB altal
javasolt lépéseket.

4.14.8.6. Elektroforézis, gélszaritas, autoradiogran
készités

A szekvenalasi reakcidk termékeit (7 M urea; 1 x TEB)
tartalmid, szekvenald gélekre vittik, majd 1000 V-on
futtattuk dket. A kész géleket az urea eltavolitasa utan

Whatmann 3MM jelld szlrOpapirra helyeztiik, majd gélszaritédval
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szaritottuk. Rendszerint éjszakan at autoradiografaltunk,

szobahon.
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5. EREDMENYEK

5.1. A Corynebacterium equii tenyésztése

A Corynebacterium equii egy feltlinG élénkvords pigmentet
tartalmazéd baktériumfaj.

N&vekedése viszonylag lassi, 37 ©C-on koriilbeliil egy hét
alatt éri el a logaritmikus fazist. Prébalkozasaink gyorsabb
nbévekedés elérésére sikertelenek maradtak. Tapasztalatunk
szerint a baktérium endonukledz tartalma akkor volt
legmagasabb, ha a 37 °C-on késd logaritmikus fazisig
tenyésztett telepeket 48 6ran keresztiil 4 ©C-on
tovabbnovesztettiik. A telepek szine ilyenkor a téglapiros
szinbdl biborba valtott. Az alacsony homérséklet szerepét a
jelenségben nem ismerjiik. Elképzelhetd, hogy a
Corynebacterium equii a hOmérséklet drasztikus csdkkenése
egyfajta "stressz'"-t jelent a sejt szamdra és a hatéasara
indukaléddé gének termékei szabalyozd hatast fejtenek ki az
RM rendszerre, fokozhatjdk génjeinek expresszidjat. Ezt a
feltevést 1latszik alatamasztani, hogy a fagfertdzés is
stressz a baktérium szamara, és vannak arra utald adatok,
hogy a két rendszer szabalyozasa kapcsolatban a4ll1 egyméassal
(Lal és mtsai, 1988).

Taptalajok kozilil az altalanosan hasznalt YTA volt a
legmegfeleldbb. A Corynebacterium equii kozepesen sotiurd,
500 mM NaCl-ot tartalmazé taptalajon még j6l1 nd, viszont az

1 M-os koncentracidé midr gatolja a szaporodast.
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5.2. A Corynebacterium equii feltarasa

A baktérium feltarasara haromféle mdéddszert hasznaltunk.
A Corynebacterium equii Gram-pozitiv baktérium, mig az
altalanosan haszndlt Escherichia coli Gram-negativ
festddésl. A sejtfalszerkezeti kiilonbség abban is
megmutatkozott, hogy a Corynebacterium equii sejtfala sokkal
ellenalldébbnak bizonyult az alkalmazott mechanikai
hatasokkal szemben.

A viszonylag szivds sejtfal roncsolasara az an. Express
készililék bizonyult a leghatékonyabbnak és egyben a

legkiméletesebbnek (még a genomi DNS is ép maradt).

5.3. A Corynebacterium equii fehérjepreparatum

ultracentrifugalasa

Erdekes jelenségre lettiink figyelmesek a Ceql preparatum
részleges tisztitasanak kidolgozasa kdzben. A nyers
extraktum néhany o6ras ultracentrifugdlédsa soran piros szinid
iledék keletkezett, amely a Ceql aktivitas dontd hanyadat
(74 %) tartalmazta. Ezt a lépést szamos mas restrikciods
endonukledz tisztitidsanal is rutinszeriien alkalmazzak,
hasonldé kévetkezmény nélkiil. Mivel az ultracentrifugalast a
feltarast kovetd nyers kivonattal végeztik, arra
kévetkeztettiink, hogy az Ceql in vivo nagy tomegl

aggregatumot képez.
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Valészinlinek latszott az enzim membranasszocidltsaga,
mivel Triton X-100 (vagy Nonidet P-40) Jjelenléte a pufferben
mind a szedimentacidés képet, mind a DEAE cellulbéz oszloprél
valdé eltGcidé mintazatat megvaltoztatta. Mas kisérletek
viszont arra utaltak, hogy az enzim nem membranhoz ko&tstt.
Egyrészt nem sikerililt az Ceql-et liposzdémédba zarni, masrészt
acetonos kicsapas és metanolos kloroformos mosds utén is

lehetséges volt enzimaktivitast detektalni.

5.4. A CeqI endonukleaz reakcidé optimdlis koriilményei

Az enzim pH 7.5-pH 8 tartomdnyban 100-150 mM NacCl
koncentracié mellett miikédik optimélisan. Magasabb
s6koncentracidék (pl. 300 mM KCl) reverzibilisen gatoljak az
enzimaktivitast, mig alacsonyabb sétartalmid pufferekben
foképpen pH 6 alatt az endonukleaz destabilizaldédik. Az
enzim kofaktoraként mind a Mg2+, mind a Mn?% megfeleld, bar
az utdébbi kation sztdr aktivitast okoz. Maximdalis

enzimaktivitas 42 ©°C-on mérhetd (3. abra).
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3. abra

A pH (A), a sdékoncentracidé (B) és a hOmérséklet (C)
hatasa a CegI endonukleaz aktivitasara. pH 5-6 kozdtt Na-

acetat, pH 7-9 kozétt Tris-HCl, pH 9-10 kozétt NaOH-glicin
puffereket hasznaltunk.

5.5. Molekulatomeg és molekularis formak

Homogenitasig tisztitott CeqI endonukleaz SDS
poliakrilamid gélelektroforézisével nyert adatok alapjan az

alegység molekulatomegét 32+2 kDa-nak becsiiltik (4. abra).
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1 2 kDa
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RELATIV VANDORLAS

a b

;émggZiitésig tisztitott R Ceql preparatum (5ug) SDS
PAGE képe molekulatdmeg standard fehérjék mellett (a), és
molekulatodmegének meghatarozasa (b).

Hasonld molekulatdmeg értéket kaptunk 5-20 %-os linearis
szachardz gradiens centrifugalassal (5./a abra) és Sephacryl
S-300 gélfiltracidés kromatografiaval is, magas ionerdsség
esetén (1 M KCl) (6. abra).

A fizioldgiashoz kozeli sdkoncentraciodknal (150-200 mM)
a Ceqgl endonukleaz aktivitasat egyarant a 300 kDa-nal

nagyobb molekulatdmegnek megfeleld frakcidkban talaltuk a

két utdébbi mébdszerrel (5./b, 6. abra).
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300-600 kDa-os komplexek diszaggregalhatdak. Magas

sdékoncentracid esetén csak a monomernek megfeleld 32 kDa

koérili forma volt jelen. Nem-ionos detergensek (Triton X-100

vagy Nonidet P-40) jelenletében a nagyméretd komplex és a

monomer mellett kisszami koztes méretd molekulaformat

detektaltunk (6. abra).

DNS-t tartalmazé pufferben végzett gélfiltracids

kromatografia szintén a komplexek méretének csokkenését

mutatta ki (7. abra).
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IgMr

A Ceql endonukleaz molekulatomegének meghatarozasa
linearis szacharoz gradiens ultracentrifugalassal 5-20 %-os
illetve 5-30 %-os gradiensen PC + 1 M NacCl
pufferben (b). A nyilak a Ceql aktivitas helyét jelodlik.

gradiensen PC (a)
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6. abra

A CeqI molekulatdmegének valtozasa magas sdékoncentraciod
és Triton-X100 detergens hatasara. S-300 kromatografia (a)
PC puffer + 1 % Tx-100; (b) PC puffer + 1 M KC1l; (c¢) Pc
puffer jelenlétében. F -ferritin (440 kDa); C -katalaz (232
kDa); B -bovin szérumalbumin (64 kDa).

[ ONA kone.  EEE DNA kone. DNA konc.
1 mg/ml 0.2 mg/ml O mg/mi
2 40
@ 30 &l
s 20 e
X |1
10 e |8 I (sl

-— 0| ; d ?_ 7 Z 77 27777
c .....'-'—’ II‘ 4 H II IE/.'......
o o J 7 7 727 A A A A A 11 | ’_/=_/......
(&

10 F 15 c 20 25 ' 30

Frakcio szam
7. abra

A nagyméretll enzimkomplexek diszaggregaciéja DNS
hatasara. F = ferritin, C = katalaz, B = bovin
szérumalbumin. Az S-300 kromatografia koriilményeinek
részletes lelrasa az Anyag és mddszer fejezetben taldlhaté.
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5.6. Gél-retardaciés (mobility-shift) kisérletek

Milyen szerkezeti egységhez kothetd az enzimaktivitas? A
kérdést gél-retardacids elektroforézis kisérletekkel
probaltuk megvalaszolni.

A II-es tipusl restrikcidés endonukleazok a vagasi

~ 7 “reakcidhoz valamilyen-kétértékd kation kofaktort (&ltaldban

Mg2*, de lehet Mn?%, co2%) igényelnek. A kofaktor hianyaban
a DNS-t (mely egy fehérjekotd helyet.tartalmazé fadioaktivan
jeldlt kisebb fragment) ugyan megkéti az enzim, de a hasitas
nem jon létre, igy DNS-endonukledz komplexek detektalhatdk a
médszerrel. A komplexek fehérjekomponensének mérete bizonyos
feltételek teljesiilése mellett Bading médszerével
kiszamithatd. Megallapitéasa szerint egy linearis DNS
fragment retardacidéja aranyos a fehérje molekulatomegével
(M). Ez az aranyossag

M = K*(m/1-m')
képlettel irhaté le, ahol m a szabad, m' a kotott DNS
vandorlasi tavolsaga, K pedig a gél silirlségétdl fliggd
dllandd (Bading 1988).

Alacsony ionerdsségl kotSpuffer (10 mM NaCl) hasznalata
esetén tobb -DNS-fehérje komplexnek megfeleld- halvany csik
volt megfigyelhetd , melyek méreteit a monomer méret paros
szamli tobbszdrdseinek szamoltuk a fenti médszert alkalmazva.

Egy felismerdhellyel bird 61 bp-os DNS fragmentek és
Ceql altal létrehozott specifikus DNS-fehérje komplexeket

mutat a 8. abra.
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8. abra

Corynebacterium equii kivonat mobility shift
elektroforézis képe. Valamennyi minta 1.35 pmol jeldlt 61
bp-os pPC9 fragmentet tartalmazott. A kotési reakcid és az
elektroforézis paraméterei az Anyag és modszer fejezetben
talalhatdék. Az 1-3 savok 0, 1.3, 0.65 pmol nyers kivonatot
(CegI(l)), a 4 és 5 savok 0.13 és 0.065 pmol részlegesen
tisztitott (CeqI(2)) kivonatot tartalmaztak. A 6-os sav
kotési reakcidéja 1 mM Mg2+ jelenlétében EDTA nélkil
jatszodott le.

A két retardalt csik (a és b) mérete 130 és 75 kDa-nak
adédott a fenti szamitassal. A 75 kDa-os komplex csak a
nyers kivonattal végzett kisérletek esetén volt jelen,
tisztitott preparatumokat hasznalva viszont sohasem, ezért
feltételeztiik, hogy fehérjekomponense nem az endonukleaz.
Amennyiben a kotési reakcidt Mg2+ jelenlétében jatszattuk
le, a kb. 130 kDa-os komplex eltint, és helyette 35 és 26
bp-os oligonukleotidoknak megfeleld csikok (d és e csik)

jelentek meg, igazolva, hogy ezen komplex fehérjedsszetevdje
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az endonukleaz. Amikor kozvetleniil az elektroforézis
inditasa eldtt Mg2' ionokat adtunk az egyik mintahoz, a
radioaktiv "DNS-kenddésben" a komplexnek megfeleld
magassagban rés keletkezett, mig a rés alatt fokozott

denzitasa "DNS-kenddés" tiint fel (9. abra).

12345678910

-

9. abra

A kisérleti korilmények leirdasa az Anyag és modszer
fejezetben talalhatdé. A kdtdpuffer 2.7 pmol jeldlt 61
bazisparos fragmentet és csdkkend mennyiségl CeqlI (2)
preparatumot tartalmazott (1-10 savok; 0, 3, 1.3, 0.6, 0.3,
0.06, 0.03, 0.01, 0.0065 és 0.03 pmol). A 10-es zsebbe 10 pul
10 mM MgCl,-t adtunk az elektroforézis inditasa eldtt.

A jelenség lehetséges magyarazata, hogy nativ gélrdl
lévén szo, az endonukledz az elektroforézis alatt
folyamatosan mikoédott, az elhasitott jeldlt fragment
darabjai a komplexrdl ledisszocidlva gyorsabban vandoroltak,
az enzim pedig Gjabb szubsztratot kdthetett meg.

A kisérletek eredményeit Osszefoglalva nagyon valdszind,

hogy a Ceql endonukleaz DNS kotd és vago (azaz aktiv)
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formaja a 130 kDa-os (tetramer) forma, &s nem a multimer
nagy molekulasilya alakok. Ez azt is jelenti, hogy a DNS
molekulaknak disszociald hatasa van a nagy molekulasidlyd
aggregatumokra. A DNS jelenlétében végzett Sephacryl-300
gélfiltracidés kromatografia eredménye is megerdsiti ezt az
a11itast (7. abra).

A gél retardacios vizsgélatok alapjan megéllapithaté,

2%+ hianyaban a Ceql endonukledz felismerdhely

hogy Mg
specifikusan k&ti a DNS-t. Igy ebbdl a szempontbdl az EcoRI
-és nem az izoskizomer EcoRV- endonukledzhoz hasonldan

viselkedik.
5.7. Kinetikai vizsgalatok

Néhany korai, az enzimmikoédés vizsgalatara iranyuld
kisérlet felvetette annak lehetdségét, hogy nemcsak
struktirajdban, de miikédésében is sajatsagos endonukleazzal
allunk szemben.

2+

Az enzim ugyan aktivabb volt Mg2+ mint Mn ionok

2% aktivalt enzimhez Mg2+ ionokat adva a

jelenlétében, a Mn
katalitikus aktivitas mégis lecsdkkent, ekvimolaris
koncentracidéknal érve el a minimumot (10/a. abra).

Az izoskizomer EcoRV aktivitdsaban nem okozott valtozast
Mn?t hozzaadasa a Mg2+ ionokkal mikodd rendszerhez.

Hasonld eredményt kaptunk, ha GTTATC -sztar koriilmények

kozott vagdbhelynek szamitdé (Izsvak és Duda 1989)- mddositott

felismerdhellyel bird decamer oligonukleotidot adtunk



60

szubsztratot tartalmazé reakcidelegyhez. A jeldlt
szubsztraton mérhetd enzimaktivitds erdsen lecsdkkent, mig
az EcoRV enzimmel végzett paralell kisérletben nem valtozott

szignifikansan (10/b. &abra).

Q

Aktivitas (%)
L]
°

1 BES :
6:0 6:1 6:3 6:6 3:6 1:6 0:6
Mg®* (mM) : Mn" (mM)

10. abra

A kéteértéku kationok hatasa a Ceqgl aktivitasara (a).

Felismerdhelyet (GATATC) és mddositott felismerdhelyet
(GTTATC) tartalmazd oligonukleotidok hatasa a Ceql
aktivitasara (b). 50 ng pBR322 377 bp-os, egy Ceql
felismerdhelyet tartalmazo, 32p jeldlt fragmentjét
emésztettik 1 U enzimmel (100 sec, 37 °C, 100 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 6 mM Mg2+), ami korilbelll 90 %-os
emésztést eredményezett. A tSbbi mintat hasonld mdédon
kezeltiik, a kétértékl kationok mennyiségének valtoztatéasa
mellett. Az emésztési hatasfok meghatarozasa az Anyag és
moédszer fejezetben leirtak szerint tortént. A (b) abra az
autoradiogramok "scan"-jét mutatja. A jeldlt 377 bp-os fragment
részleges emésztése (I), GATATC (II) és GTTATC (III) szekvenciak hatasa.
D -emésztett, U -emésztetlen fragment radioaktivitasa.
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Ezen eredmények alapjan meriilt fel az enzimalegységek
kozotti valamiféle kdlcsdnhatas lehetSsége, mely zavart
szenvedhet ha kiilénbdzd kofaktort vagy szubsztratot kotnek a
rendszer egyes elemei.

Az enzimkinetika tipusédnak tisztéazasa végett vizsgaltuk
a szubsztratkoncentracié vadltozas hatasat a reakcid kezdeti
sebességére (v versus [S]).iiiil. ébééié kisérleti
eredmények (a) Lineweaver-Burk és (b) Hill féle &abrazolasat
mutatja.

Mindkét gdrbe eltérése az egyenestdl nem Michaelis-
Menten kinetikara utal. A Hill gdrbe meredeksége a k&zéppont
(Vmax/2) koriili régidéban nagyobb mint egy. A kisérleti
adatokat szamitdégép segitségével (Dr Marc Eberhard COSY nevl
programjat hasznalva) is elemeztiik. A gép altal szamolt
ng=1.35 * 0.09 érték pozitiv kooperacidt jelez, valamint
legfeljebb két szubsztratkotdhely létezésére enged

kovetkeztetni.

100

min./nM

1/(velocity)

0 13 26 39 52 65

o

1/(DNA concentration) 1/nM
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11. abra

A Ceqgl endonukledaz kinetikai adatainak (a) Lineweaver-
Burk- és (b) Hill-gdrbéje
Az enzimaktivitas mérése az Anyag és Modszer fejezetben
leirtak szerint tortént.

5.8. A CeqI restrikcidés-modifikacidos rendszer kldonozasa E.

coli-ban

A RM CeqI gének kldénozasa a "hungarian trick" médszer
alapjan tortént.

Feltételeztik, hogy a RM Ceql géneket (az EcoRV génekkel
ellentétben) valdszinlleg a kromoszdémalis DNS kdédolja, mivel
a Corynebacterium equii-bdl preparalt plazmid
rezisztenciagénnel elldtva és E. coli-ba transzformalva nem
mutatott RM aktivitast. A fentiek miatt tehat a
Corynebacterium equil genomialis DNS-ét Mbol endonukleazzal
részlegesen emésztettiik, majd ampicillin rezisztenciat

hordozé Lambda-pGY97 fagmid vektor (Vincze és Kiss, 1990)
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BamHI helyére klénoztuk (Anyagok és mdédszerek). A ligatumot
in vitro pakoltuk, majd K-1400 jelfli, E.coli gazdat
fertdztiink. Az‘igy nyert fagmid-kléntarbdl ©ssz-DNS-t
preparaltunk, amit tdbbszdr egymds uté&n Ceql-el
emésztettiink. Az emésztett DNS-t transzformadlas segitségével
Gjra K-1400 sejtekbe juttattuk, és ampicillin rezisztenciara
szelektaltunk. A klénéér Ceqgl-el vald emésztése feldarabolt
minden metildlatlan DNS-t ( a lambda-pGY90 vektoron 22 CeqI
felismerdhely van), tehadt az antibiotikum szelekcidé utéan
megmaradd klénok metilazt kédoldok kellett legyenek.

Az 55 pozitiv k1lon tesztelését tobbféleképpen végeztik.
A rekombinadns fagmidokat kontroll DNS jelenlétében is
emésztettiik CeqI-el, s kizartuk az emésztési reakcid
hibajat.

A fagmid klénok nagy méretik miatt, plazmid formajukban
fenntartva nagyon mutabilisak voltak, egy-egy transzformacié
utan jelentds méretcsdkkenést mutattak, igy meg kellett
vizsgdlnunk azt lehetdséget, hogy a kldénozadsi procedira
soran a plazmid delécidés mutdcidéval elvesztette a Ceql
felismerdhelyeket, ami hibas pozitiv eredményre vezet. A
pPBR322 plazmid ampicillin-rezisztencia génjének helyére egy
Ceql felismerdhelyet tartalmazd pPC9 fragmentet klénoztunk,
igy annak csak a tetraciklin-rezisztencia génje maradt ép
(p6) (12. abra).

Az igy kialakitott konstrukcidt egyitt transzformaltuk a
tesztelendd plazmiddal (E.coli, JM107), majd ampicillin-

tetraciklin kettds szelekciodot alkalmaztunk. A
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kotranszformalt p6 BamHI fragmentje nem volt emészthetd
CeqI-gyel, ellentétben a kontroll p6 plazmid azonos
kdriilmények kozott emésztett hasonldé fragmentjével, mely

teljesen megemésztddott (13. abra).

Ceql
(EcoRV)
Sall Xbal Kpnl Sacl
Pstl\l (EcoRI
pPCO> e ,
BamHI

Ceql(EcoRV)

12. abra
A p6 plazmid restrikcids térképe.

A metilaz pozitiv kldénokat tovabbvizsgaltuk endonukleaz
aktivitast keresve.

Egyrészt nyers fehérje kivonatot (crude extract)
készitettiink minden egyes esetben, amivel Lambda-DNS-t
proébaltunk emészteni. A Ceql eredeti gazdajaban, a
Corynebacterium equii-ben stabil enzim. Nyers fehérije
kivonatbdél j6l1l mérhetd, proteazgatldék hidnyaban sem

degradaldédik. Ez nem mondhatd el a kldnozott enzimrdl.
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3 k1lén esetében kaptunk CeqIl emésztésre emlékeztetd
mintazatot (pCM4, pCM7, pCM1l4). Az aktivitast produkald
enzim valdszinlleg instabil, mert a specifikus
enzimaktivitds a transzformdlt E.coli nyers kivonatanak DES52

oszlopon tdrténd tisztitasa utan mar nem volt kimutathatéb.

13. abra

A p6 (A) és a p6+pCMR7 (B) plazmidok emésztése. (1)
emésztetlen; (2) BamHI; (3) BamHI és Ceql emésztés; M
lambda/HindIII. (A) esetben a kb.400 bp-os p6/BamHI fragment
eltlint, mig (B) esetben megmaradt a kettds emésztés utan.
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Denaturdld poliakrilamid gélen a pCM7 jeld plazmiddal
transzformalt E.coli nyers fehérjekivonatot (JM107/pCM7)
futtatva, a 32 kDa-os mérettartomanyban extra fehérjecsik
taldalhatdé, plazmidot nem tartalmazdé kontroll (JM107) mellett

(14. abra).

~
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14. abra ..

Sok enzim eredeti gazdajaboél nehezebben illetve kisebb
hatasfokkal tisztithatd, mint E.coli-bdl. Vannak azonban
olyan esetek is, amikor a helyzet forditott. Ilyenkor vagy
az idegen gének kifejezddése gyengébb, vagy a gének termékei
gyorsabban degradaldédnak. Eldfordulhat az is, hogy a
kldénozas soran valamilyen fontos régidé lemaradt a génrol.
Ennek az ellenkezdjét tapasztaltak a Ddel R-M klonozasa
soran. A teljes metildz gén terméke volt meglehetdsen

instabil, mig annak egy csonka valtozata aktivabbnak és
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egyben jdéval stabilabbnak is bizonyult (Sznyter és mtsai.
1987).

Vizsgaltuk a kloénok fagfertdzéssel szembeni
érzékenységét (fagteszt), mivel az RM rendszerek elsdsorban

a baktérium védekezési mechanizmusdban jatszanak szerepet.

Az endonukledzt expresszald klénok altalaban rezisztenciat

mutatnak fagfertdzés esetén. A fagteszt endonukleazt
kifejezd klénok szelektdalasara onmagaban nem alkalmas, mert
fagrezisztenciat nem mutatdé kldénok is termelhetnek
endonukleazt, de a megfeleld kontrollhoz képest tapasztalt
rezisztencia restrikcids enzim jelenlétére utal (Lunnen és
mtsai 1988).

A pCM7 jeld klén esetében harom nagysagrenddel kevesebb
plakkot szamoltunk, mint a kontrollon. Ezt a plazmidot
tartottuk meg a tovabbi kisérletekhez, és pCMR7-nek neveztik
el, mivel a metildaz génje mellett a restriktazt is hordoz:za

(15. abra).
EcoRI y1,21(19395)

Pvull(19716)

Sall

15. abra
A pCMR7 plazmid szerkezete és restrikcids térképe.
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5.9. A Ceql RM rendszer génjeinek szekvenalasa

A 17. abra mutatja a szekvenalasi stratégiat, a talalt
két ORF-et és a két gén egymashoz viszonyitott helyzetének
meghatarozasat. A szamitdgépes nukleisav (GenBank, EMBL) és
protein (Swisstot, PIR) adatbazis keresés (Fasta, Blast
programok) megerdsitette, hogy eddig ismeretlen
szekvenciakrél van sz6.

Az endonukledz gén a 286-os nukleotidnal taldlhatd ATG
kodonnal kezdddhet, tdle -12 bazisparra kezdddik az AGAGGG
szekvencia, mely megfelel a Gram+ baktériumokra jellemzden
erds riboszomakdétd helynek (Shine-Dalgarno szekvencia). Az
ORF-et kettds termindcids kodon zarja (1196-os
nukleotidt6l). A gén mérete 810 bp, a leforditott 270
aminosavas fehérje molekulasilya 31.6 kDa, mely jél egyezik
a kisérletes adattal (32%2 kDa). A protein jelentds hidroféb
régidkat tartalmaz (pl. 124-164, 185-203 aminosavak), ez
magyaradzhatja a korabban emlitett aggregacidés hajlamot.

A masik 1551 bazisparos ORF a komplementer szalon az
eldbbivel ellentétes orientédcidban taldalhatdé (a két gén 37
nukleotidnyit atfed). A leforditott fehérje 517 aminosavat
tartalmaz (kb. 60 kDa). A metilaz méretére nincs kisérletes
adatunk. A szekvencidban az adeninmetildzokra jellemzd két

motivummal homoldégiat mutatd régidkat talaltunk (17. abra).
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16. abra

A CeqgIl RM rendszer génjeit hordozdé 3 kilobazis nagysagua
DNS fragment restrikcids térképe. A gének elhelyezkedésének
megallapitasa delécids mutansok segitségével (M metilaz, R
endonukledaz aktivitast jeldl). A nyilak a szekvenalt M13
szubklonok elhelyezkedését és iranyultsagat jelzik. A
csillaggal jelzett konstrukcidk letdalis hatasuak.

DPPY motivum

RVQLSFSC
SVQLIICD
SVQLAVID
PVDLIIAN
IFDGALGN
KSDIVVTN
RDDVVYCD
SIDLIFAD
PFDATIVSN
RKYNKILN

17. abra

A Ceql metilazban talalt,

PPF
PPY
PPY
PPY
PPF
PPF
PPY
PPY
PPY
PPY

IKNR
NIML
NLSK
VRTQ
IRYQ
SLFR
IGRH
FMQT
SVKW
LKIA

Ceql
RsrI
MboII
BanIII
Eco571
EcoRI
EcoRV
Hinfl
HsdM

M PstI

RRRIRRRRER

~e

Ne Ne Ne N Ve Ne No No N N

FxXGxG

LIRSP
LILDP
LILDF
RYFEP
CLVEP
LVIDP
VWVEP
VVLDP
LVLDF
IVLDF

motivum

FSRVG
ASGGY
FAGSG
FVGGG
FVGAG
FCGSG
FMGTG
FFGTG
FAGSG
FAGSG

FXGXG motivumaival homoldégiat mutatdo régidk,
Osszehasonlitasa néhany adeninmetildaz homolog
szekvenciaival.

YGLSD
SVFEC
TTAHA
ALFFD
SVFLN
STLHA
VVAFN
TTGAV
TTAEA
TTAHT

az adeninmetilazok DPPY
és azok

M CeqI
M HhaII
M KpnI
M DpnII
Ecodam
Ecal
EcoOoRV
HinfI
EcoP1l
EcoP15

RRRERR

es

+ 2

P41 +
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6. OSSZEFOGLALAS

A Corynebacterium equii-b6l izolalt Ceql restrikcids
endonukledz nativ &llapotban 12-20 alegységbdl &ll1ld
komplexeket alkot, melyek DNS illetve nem-ionos detergens
jelenlétében réézlegesen szétesnek. Magas sdékoncentracional
(pl. 1 M NaCl) az enzim alegységeire disszocidl és elveszti
aktivitéasat.

Mobility shift kisérleteink alapjan a négy alegységbdl
4116 komplex (tetramer) bizonyult az endonukledz DNS-t kotd
és vagdé formajanak. Ez a jelenség azért figyelemreméltd,
mert az eddig behatébban tanulmanyozott II tipusad
restrikcibés enzimek funkcionadlis egységeként a dimer alakot
irtadk le, bar egyes esetekben (EcoRI, BamHI, Bst1l503)
tetramer enzimmolekuldk létezését is bizonyitottak.

Kinetikai vizsgdlataink az alegységek kozdtt pozitiv
kooperativ kdlcsonhatas létére utalnak.

A fentiek alapjan a Ceql mikodésére a kovetkezd
hipotézist allitottuk fel:

=12-20 monomerbdl al116, inaktiv komplexekként tarolédik
a sejtben

~DNS hatasara aktiv tetramerekre disszocial

-egy-egy tetramer egy vagy két palindrom szekvenciat
kéthet és vaghat a szubsztratkoncentracidé fliggvényében.

-a katalitikus reakcid kooperativ mdédon jatszédik le,

mely egyfajta szabalyozasi mechanizmust jelenthet.
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A CeqI RM rendszert kédold géneket sikeriilt kife-
jeztetnlink E.coli-ban, és meghataroztuk nukleotid-
sorrendjliket. Az R Cegl aminosavsorrendje nem tartalmaz
homolég szakaszokat az eddig kozolt endonukleaz
szekvencidkkal. Az izoskizomer EcoRV-hoz képest erdsen
hidroféb molekula. A CeqIl metildzban kimutathatdéak az adenin

metildzok jellegzetes motivumai.
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Fliggelék

A CeqI RM rendszer génjeit tartalmazdé DNS fragment
szekvenciaja és az endonukleaz génrdl leforditott
aminosavsorrend. A ddlt betlis fehérjerégidk hidrofdb
jellegliek. SD a feltételezett Shine-Dalgarno szekvenciat
jeldli.

ATTGCGTAAZCAGCTCACC%GGAGAATCG%GCCATGTAGXACCTTCGTT¥ 50

AATAGATCC¥CTGC&TTCGXTTTTGTGCGZCTATAGACA%GTACTCGGTX 100

TCCCGAACGZAATAAATTG¥GGGCCATGC¥TTTTCCCATXACTCCCGTCZ 150

CGATAAAACZGATTGTAAGXTCCCGTTCT%TCAAAAGCCZAACTCCTTTZ 200
v HindIIIv v v v

CTGTGTTAGCCTAAGCTTACGACCATAACCAACGGCTTAAAACAGACAAT 250

v v SD v \4 v
TCTTGAGATTTCCTTTTATTTCAGAGGGTTCCAGAATGAGAACAAAAAAT 300
M R T K N 5

v v v v v
GTCTGCACGTTTCAGTTGATTCTTTTTCCTAAAGTTAGATCGTACATCCC 350
v ¢ ™ F Q L I L F P K V R S Y I P 22

v v v v v

ATTGCCGCTCATTTTAAAAAGGATTGAGATCACCAAAAATTGTATATCAA 400
L P L I L K R I E I T K N CcC I s T 39

v v v HindIII v
CAAGAGGTGAGACAACAAAAACATCGGTCACGGAGAAGCTTTCGGAAGAA 450
R G E T T K T S vV T E K L S E E 55
Vv v v v v
AAAACGGTCGTTGTAGAGCCAGTCTTCGGATTCCTAAAGGCTCACTTTCA 500
XK T Vv vyvVvVv E P V F G F L K A H F H 72
v v v v v

TTCCACTCGGTTCTCCGAAGAGGCAACGAAAAGGCGAAAAAGAAAATGGG 550
s TR F S E E A T K R R K R K W A 89

v v \4 " v v
CCCTCCTGGTGGTAATCCTTCGAAAGTATACCGCCAGAAACAGTAAACAA 600
L L v v T L R K ¥ T A R N S K Q 105

v v v v v

AAGAGAACCAAAAAAACTAGACAAAAAGGAGTCCGCTCGTCGTTTATTGA 650
K R T K K T R @ K GG VvV R S S F I D 122



v v v v v
TGAGCGGACTCCTTTTTCATTTATTTTTTGGCTGGTTTTGTTTCGGCCTC
E R " P F S F I F W L V L F R P L

v v v v EcoRIvV
TTTTTAATGTTTTACCTTGTTCTGCCCAGTCTCTTTTTGTACAAGAATTC
F N V L P C S A Q S L F V Q E F

v v v v v
TTCATTACGTCGCCGTGCCTGGTTTGTCCTGCATTTCCACTGGAACAGAA
¥F 1T T S P C L V C P A F P L E Q N

, — 57 ; v v v i v
CGTTTCTGCTTTTGCTCCATCCACAAACGGAACAAAAACAAAGCAGATGA
v s A F A P S T N G T K T" K Q0 M I

v \'4 v v v
TTACGATTACACCAATGATTCGTTTCATTGTTGTTCAGCTCCTGACCCTA
T I ™" P M I R F I V V Q L L T L

v v v v v
AGATTTTCATATCGTACGGTTAAAGGAATTTCTCCGTTACGTCGCCGTGC
R F s ¥ R T VvV K G I S P L R R R A

v v v v v
CTGGTTTTTCTTGTGGTTCAATCGGAGTAAATGTTTCTGCGTTGGCTCCA
w F F L W F N R S K ¢ F C Vv G S I

v v v v \'4
TCCACAAACGGAACAAAAATAAAGCAGACAAGCAATACCAAACGGAATAT
H K R N K N K A D K Q Y Q T E Y

v v v v v
TCGTTTCATTGCTGTTCAACTCCTATCATTTTCATATTAGTACGGTAATG
Ss F H ¢ ¢ s T P I I F I L V R

v v Stul v v v
AAGCGCTTCTTTCATGTAATAAAAGGCCTTTTCAAGCAACGATTGTTGTT
v v v v v
TATAGTATTCAGCAATCTCTTCTGCTAGTTCTGAATACTCAGTGTAAAAT
v v v \Y% v
TCTCGCTCCAACAGTCGTTGCAACTCACTTGTAAGTCGCTCGTCCCTCCC
v v v v v
TTCGTTTATGTACAATGCTTCCGTGATGGCACAGCGTACCATACATTCTT
v v v v v
CGAGATGAATGGCTGTCGCTCCTGCTTTTGCTTCTTGTAACAAACGAATT
v v v " Ball v
GCTTCTGCATTGTTGGCATTCTGGCGCAAGCGAACATTGGCCAAGTTAGC
v v v BolI v
CTTTGTTTTAAGTCCTTCTACACTTTTAGAATGATCACCAATCGTTAGCG
v v v v v
CTTCAGCAAAATACATTTCCGCTTCATATAATTTTCTTTGGCGGACACGA
v v \Y% v v
TTAAGCCCTAATGCCCTTAACAGAAGAGCGTGCGTCGTTGGATAAGGCGT

700
139

750
155

800
172

850
189

900
205

950
222

1000
239

1050
255

1100

270
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500

1550



v v v v v
TGCGTCAGCAAGTGCCGATTGGTACTCTTTTTCAGCCTCATCAAACAGAT
v v v v v
TCAGTTCTGTTTTTATAGCTGCTAAAAGCAACCTACAATTTAAAATCGTC
v v v v v
CAAATAAAATTGTTGTTCTCAAACAAATCAATTGCCTGTTCAAGATAAGA
v v v v v
GACAGCAAATGTATATTGGTGATGCGCAAAATAACTTTCTCCTAAACGGA
v v v v v
AATAAAATTCGGCTTTCTCTGATTGATCGTGAACGTGGTCAATTTTCTGT
v v v v v
—TCAGCGATCTTATATAGACGAAGCGCTGATTGATACCGCCCTTCATAAAA
v v v v v
CTCATATTGCCCACTCATAAAATAATATAGAAACGCTAACAAACCATCAT
v v v v v
AAATCGTATCCTCTACATTAACAGCCTGGAGGCTCGTTGGTTCAACCCTT
v v v v v
TTTTGTTGCACATCTTCTGTTAGTAGTTGATGGCGAAACAAAACAAGCGA
v v v v v
GTAATAGGACAACACTTTTTCGTCGGATCTTTCAAGCTGATTGACCAATT
BalIl v v v v v
GGCCAATTTCCTGTTTATATTCTTCTGCTTGTTCAACCTCACGAGAGACG
Pvull v v v v v
ATACAGCTGTACCATTCAACAATTTTTGCGCCCAATTTTTCAGGTGAAAT
v \Y v v v
AGAAGAAGCCATAGGCACCAACCTTTCGGAAGTAATTGGTAACTTATCCT
v v v v v
GATTATATCCAAGCATTTTAAAAATGTATATCATGTTGCTGTTTTCCCAA
v v Stul v v v
CATGCGAAAAATTTGATACCCCACAGGCCTAACAATGAACTACTATTAAC
v v v v v
GTCCGATAGGCCATAGCCGACTCTACTAAAAGGAGAACGAATCAAGTAAA
v v v v v
ATTGGAATTGTCTATTTTTTATGAATGGAGGGCATGAAAATGAAAGTTGG
v v v v v
ACCCGCCACCCCGTGCAGCGAGTGGACCGCCCGTGAGGTGCTCGCCCACG
v v Xmal v v v
TCGTGGACGAGCAGATGTGGGTCCCGGGACTGTTGGCCGGAGGAACGGTC
Sall v v v v v
GACGAGGTCGGCCGGGGACCTCGAGGCAGCCGCTCCGTCGGCTCAACCGG
v v v v v
GGCCAGCGGCCCCGACCTCGTGGCCTACTGGCACACCCTGCGGAACTGGT
v v v v v
CACCACCATCGCCTTGGCTCGCCCATCCAGGCGCCAGGCCACGTTCTGGC
v MboI
GGAAGTGTTCGACGATGATC

1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650

2670



A CeqI metildzt koédold DNS szakasz szekvenciaija,
valamint az enzim aminosavsorrendje. Az aldhtzott szakaszok
a lehetséges Shine-Dalgarno szekvencidkat, a * jel a szdba
johetd startkodonokat, az X a stop kodont jeldli. A homoldg
régidkat ddlt betik jeldlik.

MboI v
GATCATCGTCG 11
v v v v b 4
AACACTTCCGCCAGAACGTGGCCTGGCGCCTGGATGGGCGAGCCAAGGCG 61
* * * v v v v v
ATGGTGGTGACCAGTTCCGCAGGGTGTGCCAGTAGGCCACGAGGTCGGGG 111
M vv T S 8§ A G C A S R P R G R G 17
v v v v v

CCGCTGGCCCCGGTTGAGCCGACGGAGCGGCTGCCTCGAGGTCCCCGGLCC 161
R w P R L S R R S G C L E V P G R 34

Sall v v XmaIl v v
GACCTCGTCGACCGTTCCTCCGGCCAACAGTCCCGGGACCCACATCTGCT 211
P R R P F L R P T V P G P T S A 50

v v v v v
GTCCACGACGTGGGCGAGCACCTCACGGGCGGTCCACTCGCTGCACGGG 261
R P R R G R A P H G R S T R C T G 67

v v v v v

GTGGCGGGTCCAACTTTCATTTTCATGCCCTCCATTCATAAAAAATAGAC 311
W R YV Q0 L § F S ¢ P P F I K N R Q 84

v \Y v v v
AATTCCAATTTTACTTGATTCGTTCTCCTTTTAGTAGAGTCGGCTATGGC 361
¥F Q ¥ Y L I R §S P F S R V G Y G 100

v v vStul v v

CTATCGGACGTTAATAGTAGTTCATTGTTAGGCCTGTGGGGTATCAAATT 411
L s D vV N S s s L L G L W G I K F 117

v v v v \4
TTTCGCATGTTGGGAAAACAGCAACATGATATACATTTTTAAAATGCTTG 461
F A ¢C W E N S N M I Y I F K M L G 134

v v v v v
GATATAATCAGGATAAGTTACCAATTACTTCCGAAAGGTTGGTGCCTATG 511
Yy N @ b K L P I T S E R L V P M 150

v v v v v

GCTTCTTCTATTTCACCTGAAAAATTGGGCGCAAAAATTGTTGAATGGTA 561
A S 5§ I s P E K L G A K I V E W Y 167

Pvull v v v v v
CAGCTGTATCGTCTCTCGTGAGGTTGAACAAGCAGAAGAATATAAACAGG 611
s ¢ I vV 8 R E V E Q A E E Y K Q E 184



BalIl v v v v
AAATTGGCCAATTGGTCAATCAGCTTGAAAGATCCGACGAAAAAGTGTTG
I G 9 L V. N 9 L E R S D E K V L

v v \'4 v v
TCCTATTACTCGCTTGTTTTGTTTCGCCATCAACTACTAACAGAAGATGT
s ¥y ¥y s L v L F R H @ L L T E D V

v v v v v
GCAACAAAAAAGGGTTGAACCAACGAGCCTCCAGGCTGTTAATGTAGAGG
Q 9 K R V E P T S L Q A V N V E D

v v v v v
ATACGATTTATGATGGTTTGTTAGCGTTTCTATATTATTTTATGAGTGGG
T r ¥y D 66 L L A F L Y Y F M S G

v v v v v
CAATATGAGTTTTATGAAGGGCGGTATCAATCAGCGCTTCGTCTATATAA
Q Y E F ¥ E G R ¥ Q s A L R L Y K

v \%4 v v v
GATCGCTGAACAGAAAATTGACCACGTTCACGATCAATCAGAGAAAGCCG
I A E @ K I D H V H D Q S E K A E

v v v v v
AATTTTATTTCCGTTTAGGAGAAAGTTATTTTGCGCATCACCAATATACA
F ¥ F R L G E S Y F A H H Q Y T

v v v v v
TTTGCTGTCTCTTATCTTGAACAGGCAATTGATTTGTTTGAGAACAACAA
F A V S ¥ L E Q A I D L F E N N N

v v \4 \%4 \4
TTTTATTTGGACGATTTTAAATTGTAGGTTGCTTTTAGCAGCTATAAAAA
F I w T I L N C R L L L A A I K T

A\ v v v \Y%
CAGAACTGAATCTGTTTGATGAGGCTGAAAAAGAGTACCAATCGGCACTT
E L NL F D E A E K E Y Q S A L

v v v v v
GCTGACGCAACGCCTTATCCAACGACGCACGCTCTTCTGTTAAGGGCATT
A D A T P Y P T THA L L L R A L

v v v \4 v
AGGGCTTAATCGTGTCCGCCAAAGAAAATTATATGAAGCGGAAATGTATT
G L N R V R Q R K L Y E A E M Y F

v v BclIl v v v
TTGCTGAAGCGCTAACGATTGGTGATCATTCTAAAAGTGTAGAAGGACTT
A E A L T I G D H S K S V E G L

661
200

711
217

761
234

811
250

861
267

211
284

961
300

1011
317

1061
334

1111
350

1161
367

1211
384

1261
400



v BalIl v v v
AAAACAAAGGCTAACTTGGCCAATGTTCGCTTGCGCCAGAATGCCAACAA
K T K A N L A N V R L R Q N A N N

v v v v v
TGCAGAAGCAATTCGTTTGTTACAAGAAGCAAAAGCAGGAGCGACAGCCA
A E A I R L L Q E A K A G A T A I

v v v v \4
TTCATCTCGAAGAATGTATGGTACGCTGTGCCATCACGGAAGCATTGTAC
H L E E C M VvV R C A I T E A L Y

v v v v v
ATAAACGAAGGGAGGGACGAGCGACTTACAAGTGAGTTGCAACGACTGTT
I N E G R D E R L T S E L Q R L L

v v \4 v v
GGAGCGAGAATTTTACACTGAGTATTCAGAACTAGCAGAAGAGATTGCTG
E R, -E/ F.¥ T E ¥ S E L A E E I A E

v v v Stul v v
AATACTATAAACAACAATCGTTGCTTGAAAAGGCCTTTTATTACATGAAA
Y ¥ K Q 9 s L L E K A F Y Y M K

X <== az endonukleaz gén vége
v AAT v v v v
GAAGCGCTTCATTACCGTACTAATATGAAAATGATAGGAGTTGAACAGCA
E A L H Y R T N M K M I G V E Q Q

X v v v v v
ATGAAACGAATATTCCGTTTGGTATTGCTTGTCTGCTTTATTTTTGTTCC
v v v v v

GTTTGTGGATGGAGCCAACGCAGAAACATTTACTCCGATTGAACCACAAG

1311
417

1361
434

1411
450

1461
467

1511
484

1561
500

1611
517

1661

1711
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