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BEVEZETÉS

A kékalgák fotoszintetikus apparátusa a magasabbrendü 

növényekéhez komoly hasonlóságot mutat. Ez a tulajdonsá­

guk magyarázza, hogy ezek az egyszerű prokariota szerve­

zetek az utóbbi években vonzó kisérleti objektummá vál­

tak. Bár a rajtuk végzett kísérletek végső célja a növé­

nyi fotoszintézis illetve anyagcsere vizsgálata, ez 

csak úgy érhető el, ha a modellként felhasznált kékal­

gákról alapos ismeretek állnak rendelkezésre. Tanulmá­

nyozásuk során számos olyan sajátságuk vált ismertté, 

amely speciálisan erre az élőlénycsoportra jellemző. 

Némelyiküket azonban érdekessé teszi, hogy legalább 

részben más, bonyolultabb szervezetekben is megtalál­

hatók összetettebb formában, és ezek igen egyszerű, jól 

vizsgálható analógiáiként értelmezhetők.

Az Anacystis nidulans kékalgában virusfertőzés ha­

tására egy olyan szekvenciaspecifikus endonukleáz jele­

nik meg, amely a kettősszálu DNS molekulákat meghatá­

rozott ponton hasitja. Az enzimet ötszázszorosán tisz­

títottam és meghatároztam fontosabb biokémiai jellem­

zőit. Ennek az endonukleáznak az érdekességét az adja, 

hogy mindezideig más, virulens fágfertőzés hatására 

megjelenő szekvencia-specifikus DN-áz nem ismert. Ennek 

megfelelően egyes restrikciós endonukleázokhoz való 

feltűnő hasonlósága mellett néhány sajátos tulajdon­

sággal rendelkezik.
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Kimutattam, hogy az enzim a virusfertőzés során a 

gazda DNS lebontásában játszhat szerepet. Ennek az 

adatnak a jelentőségét az adja, hogy a hasonló endo- 

nukleázok szerepéről ezideig jórészt csak spekulativ 

elképzelések ismertek.



ÁTTEKINTÉS1. IRODALMI

Dolgozatom tárgya egy a virusfertőzés hatására megjele­

nő szekvencia-specifikus endonukleáz jellemzése és az en­

zim elhelyezése a fertőzési ciklusban, ezen belül a fertő­

zött kékalga DNS anyagcseréjében. Ennek megfelelően az 

irodalmi áttekintés határait az szabta meg, hogy a dolgo­

zat ennek alapján megérthető és az eddigi ismeretekkel

összevethető legyen.

1.1. A kékalgák /Cyanophyta/

1.1.1. Általános jellemzés

Ma már nemcsak divatos, de egyre inkább megalapozott­

nak tekinthető az a felfogás, hogy a kékalgáknak a bak­

tériumoktól való merev elválasztása meglehetősen antro­

pocentrikus és a természetes viszonyt kevéssé tükröző né­

zet. Számos alapvető strukturális és fiziológiai hason­

lóság mellett a klasszikus baktérium-fogalom módosulása, 

a fonalas felépítésű fotoszintetizáló fajok megismerése 

is indokolttá teszi, hogy ezt a meglehetősen heterogén 

csoportot a prokariota élőlények - baktériumok - szerves 

részének tekintik /WOLK, 1973/.
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A kékalgák - jórészt morfológiai alapon - öt szek­

cióba sorolhatók /RIPPKA és mtsai, 1979/. A fajok egy 

része /1-11. szekció/ szabadon úszó önálló sejtekként 

fordul elő, nagyobbrészt azonban /III-V. szekció/ fo­

nalas telepeket alkotnak, amelyek gyakran helyhez kö­

töttek.

A Gram-negativ baktériumokéval azonos felépítésű

peptidoglikán sejtfal egy perifériális helyzetű un. 

kromatoplazmát és egy centrális nukleoplazmát vesz

körül. Előbbinek a fotoszintetikus lamellarendszer,

utóbbinak a kromoszóma a domináló eleme.

Agyagcseréjükben a kékalgák néhány lényeges ponton 

eltérnek valamennyi többi prokariota szervezettől. 

Kizárólag itt fordul elő az egyébként a magasabbrendü 

növényekre jellemző két fotokémiai rendszer. /E tekin­

tetben az egyetlen lényeges különbség, hogy a kékal­

gákban csak az a-klorofill fordul elő./ Fontos egyezés 

továbbá, hogy a fotoszintetizáló baktériumoktól elté­

rően a C02 redukciójánál a viz a végső elektrondonor, 

ezért a fotoszintézis során oxigén képződik. Jellegzetes 

járulékos fotoszintetikus pigmentjei a kékalgáknak /és 

az eukariota vörösmoszatoknak is/ a fikocianin, az

allofikocianin és a fikoeritrin. Ezek az un. fiko-

biliproteinekhez tartozó színanyagok jelentősen kiter­

jesztik a fotoszintetikusán aktiv hullámhossztarto­

mányt .

Igen érdekes és kevéssé ismert tulajdonsága egyes 

kékalgáknak az un. obiigát fotoautotróf viselkedés./^
%

1
C* «-0у
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Az ilyen szervezetek nem képesek fény hiányában különböző 

szénvegyületeket /pl. glukózt, acetátot/ heterotróf módon 

felhasználni, sőt ezeket sötétben fel sem veszik környe­

zetükből. A jelenség oka feltehetően az, hogy a felvétel­

hez aktiv transzportra van szüksége a sejtnek, és ennek 

működése sötétben az igen alacsony ATP szint miatt gátolt 

/STANIER és COHEN-BAZIRE, 1977/.

Egyedülálló egyes fonalas kékalgáknak az a képessége, 

hogy aerob körülmények között is kötni tudják a molekulá­

ris nitrogént. Nitrogénszegény körülmények hatására a 

fonalas telepeken egymástól rendszeres távolságokra nitro­

génkötésre specializálódott sejtformák, un. heterocisz- 

ták alakulnak ki. A heterociszta képzés a sejtdifferen­

ciálódás szempontjából is érdekes és intenziven kutatott

jelenség.

A kékalgák kromoszómája feltehetően cirkuláris, mére-
9

te átlagosan 2-5 x 10 dalton, ami azonosnak tekinthető 

a bakteriális genom nagyságával /HERDMAN és mtsai, 1979/. 

A vizsgált fajok többségében sikerült plazmidokat is ki­

mutatni, néha 4-6 különböző formát egy-egy adott törzs­

ben.

1.1.2. Az Anaaystis nidulans jellemzése

Az irodalomban ezen a néven ismert, legáltalánosabban

vizsgált törzs /Pasteur Culture Collection 6301 sz./ pon­

tos rendszertani helye és rokonsága zavaros, ezért a kö-



6

vetkező adatok csak erre a törzsre vonatkoznak.

A 6301 sz. törzset édesvizi mintából izolálták Texas­

ban. Rendszertanilag a kékalgák I. szekciója /binárisan 

osztódó egysejtes formák/ Synecho coccus genusának faji- 

lag nem azonosított alakja /RIPPKA és mtsai, 1979/. Át­

lagosan 1 x 3-4 pm nagyságú baktériumszerü sejtjei egy 

sikban osztódnak, osztódás után szétválnak, fonalas for­

mát nem képeznek, lebegő életmódot folytatnak.

Melegkedvelő, szaporodásának hőmérsékleti optimuma 

30°C körül van. /10°C-on vagy ez alatti hőmérsékleten 

a sejtek elpusztulnak./ Optimális környezetben a gene­

rációs idő kb. 4 óra.

Az Anacystis az egyik legjobban tanulmányozott obii­

gát fotoautotróf szervezet. Anyagcseréjének szabályozá­

sában központi szerepet töltenek be a fénytől függő re­

gulációs mechanizmusok. A fotoszintézis intenzitásától 

függő redox viszonyok szabályozzák például az intermedier 

anyagcsere egyik kulcsenzimének, a glukóz-6-foszfát de- 

hidrogenáznak az aktivitását /CSÉKE és mtsai, 1980/. 

Érdekes, a kékalgákra jellemző szabályozási lehetőség, 

hogy alloszterikus aktivátor /pl. maga a szubsztrát/ 

hatására egyes enzimek kismértékben önmagukban is ak­

tiv monomerjei hiperaktiv oligomer komplexekké alakul­

hatnak /BALOGH és mtsai, 1979; SCHAEFFER és STANIER,

1978/. Az enzimindukció - talán az energiaigényes uj 

fehérjeszintézis miatt - az Anacystfsben alárendelt
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szerepet játszik. /Indukálhatóak pl. a nitrát redukció 

enzimei./

DNS renaturációs kinetikai mérések alapján az Anaaystis
9

genom mérete mintegy 2 x 10 dalton /HERDMAN és mtsai, 

1979/. A sejtek ezenkivül egy 5,3 x 10^ és egy 30 x 10^ 

dalton nagyságú plazmidot is tartalmaznak /LAU és mtsai,

1980/.

1.2. Cianofágok

1.2.1. Általános jellemzés

A kékalgák tágjai kivétel nélkül az un. bináris fágok

csoportjába tartoznak: jól elkülöníthető feji és farki rész­

szel rendelkeznek* Valamennyien duplex DNS-t tartalmaznak.

A fertőzési ciklus csak fényben zajlik le. Mivel az uj

szintézisek energetikai bázisát az aktiv fotoszintézis

adja, ezért a fágfertőzés a sejtek fotoszintetikus appa­

rátusát csaknem a lizisig érintetlenül hagyja. Ez lehető­

séget ad arra, hogy a fertőzött sejteken a fotoszintézis 

és energiatermelés alapvető - a fág által ki nem kapcsolt - 

folyamatait az egészséges sejtekénél jóval egyszerűbb rend­

szerben vizsgálják.

1.2.2. Az AS-1 cianofág

A fágot édesvizi mintából izolálták Floridában. A virion 

jellegzetes bakteriofág megjelenésű, 90 nm-es feji és
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250 nm-es kontraktilis farki résszel /SAFFERMAN és mtsai,

1972/. Kettősszálu DNS-e elektronmikroszkópos vizsgálatok 

szerint mintegy 80 + 3x10 molekulasulyu. Jellegzetessége, 

hogy a DNS szálak egyikén pontosan meghatározott helyeken 

nickek vannak /saját adatok/. Ilyen jellegű DNS-e csak a 

T5 fágnak és néhány közeli rokonának van.

A fág adszorpciója kb. 10 percet vesz igénybe, teljessé 

csak Na+ jelenlétében és fényben tehető /CSÉKE és FARKAS,

1979/.

A fertőzés általános lefolyását az AS-1M fágnál Írták 

le /SHERMAN és mtsai, 1976; SHERMAN és PAUW, 1976/. Ez a

fág az AS-l-hez morfológiailag és szerológiailag igen kö­

zel áll /SHERMAN és CONNELLY, 1976/, viszonyuk durván a T2

és T4 fágokéhoz hasonlítható.

Az AS-1M fertőzésnél a lizisidő 7-8 óra volt, a sejten-

kénti fághozam 40 körülinek adódott. A fertőzés ideje alatt 

szintetizálódó fehérjéket három osztályba /korai, középső, 

késői/ sorolták. A korai fehérjék szerepe pl. a gazda szin­

téziseinek blokkolása lenne. A gazda DNS lebontását végző 

DN-ázt ilyen enzimnek tartják. A középső proteinek közé 

sorolják pl. a fág DNS szintézisében résztvevő enzimeket.

A késői géntermékek jórészt a virus strukturfehérjéi.

A fertőzött sejtek DNS anyagcseréjét triciált nukleoti- 

dok segítségével vizsgálták annak alapján, hogy a jelölés 

milyen mértékben található a triklórecetsavval kicsapható 

DNS frakcióban. /A gazda és a fág DNS-t igy együtt mérték./

Az eredményeket elektronmikroszkópos adataikkal hasonlí­

tották össze, ügy találták, hogy a gazda DNS lebontás
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a fertőzés után szinte azonnal megindul, legintenzivebb 

kb. a 3. órában. A fág DNS szintézise a 3. órában kezdő­

dik, és a lizisig folyik. Méréseik szerint a gazda DNS 

lebontásakor keletkező nukleotidok túlnyomó része beépül

a fág DNS-ébe.

A fágfertőzés az AS-1 fág esetében a fertőzött sejt 

intermedier anyagcseréjét azonnal "rövidre zárja" /BALOGH 

és mtsai, 1979/. A fotoszintézis során keletkező glukóz-

-foszfátok elszívása minimálissá válik, ezek közvetlenül

a glukóz-6-foszfát dehidrogenáz aktiválásával megnyitott 

és nagy áteresztőképességű pentóz-foszfát ciklusba kerül­

nek. /Ez a reakcióut az egészséges sejtben - fényben - 

teljesen blokkolva van./ Ez azt jelenti, hogy a fertő­

zött sejt szinte teljes fotoszintetikus kapacitását az 

uj szintézisek energiaigényének fedezésére forditja. Az 

egyedüli disszimilációs ut, a pentóz-foszfát ciklus

fedezi feltehetően az intenziv nukleinsav szintézisek

pentóz igényét is.

1.3. Szekvencia-specifikus endonukleázok

1.3.1. Meghatározásuk

Endonukleázoknak azokat a nukleinsavbontó aktivitással

rendelkező enzimeket nevezik, amelyek támadási és hasitási 

helye egy intakt polinukleotid láncon belül van. /Ellen­

tétben az exonukleázokkal, amelyek a polinukleotid lánc 

végálló nukleotidjaitól kiindulva bontanak./ A DNS-t bontó
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un. dezoxi-endonukleázok egy része szempontjából az adott

nukleinsav szakasz nukleotidjainak sorrendje indifferens

/pl. a DN-áz I esetében/, másik részüknek viszont csak 

abban az esetben szubsztrátja egy adott DNS darab, ha az 

egy meghatározott nukleotid-szekvenciát tartalmaz. Ez 

utóbbiakat tekintik szekvencia-specifikus DN-ázoknak.

1.3.2. Felosztásuk

A szekvencia-specifikus dezoxi-endonukleázok legfon­

tosabb - és legismertebb - képviselői a restrikciós en- 

donukleázok. Az elnevezés eredetileg mikrobiológiailag 

vizsgálható restrikciós-modifikációs rendszerekben ját­

szott szerepükre utalt, de újabban ettől függetlenül ál­

talánosan használttá vált /ROBERTS, 1976/. Valamennyiük­

ben közös, hogy egy rájuk jellemző szekvencia felismerése 

után a DNS mindkét szálát egymáshoz közeli helyen elhasit-

ják, ezáltal a szubsztrát molekulát feldarabolják. Közös 

vonásuk továbbá, hogy a restrikckós enzimet termelő sejt 

DNS-e védve van ettől a fragmentálódástól azáltal, hogy 

a restrikciós endonukleáz felismerő-szekvenciái meghatá­

rozott helyen védve /metilezve/ vannak. Az igy maszkíro­

zott felismerőhely az endonukleáznak nem szubsztrátja.

Az un. I. tipusba tartozó restrikciós endonukleázok 

nagy, néhány százezer dalton molekulasulyu, több külön­

böző alegységből felépülő enzimek. Működésükhöz Mg2+,

ATP és S-adenozil-metionin szükséges. Ez a komplex enzim
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felelős a szekvenciaspecifikus modifikációs metiláz 

aktivitásért is. Az Eco К enzim esetében pl. az S-ade- 

nozil-metioninnal kialakuló komplex hozzákapcsolódik

a DNS-hez, és a felismerőhely modifikáltságától /illetve

annak részleges vagy teljes voltától/ függően metilezi

vagy ledisszociál róla. A nem modifikált szekvencia

felismerésekor kialakuló felismerő-komplex ATP jelen­

létében a DNS-en vándorol, és a felismerőhelytől ran­

dom távolságra hasit /BICKLE és mtsai, 1978/. A kelet­

kező fragmentumok ennek megfelelően nem karakteriszti­

kus méretűek. Az ATP és az S-adenozil-metionin az I ti-

pus enzimeinél fontos reguláié tényező, amely minden

esetben biztositja, hogy azoknak a sejt saját DNS-e

ne essen áldozatul.

A II. tipus enzimei viszonylag alacsony molekulasu-
4

lyuak /néhányszor 10 dalton/, igen gyakran dimerek vagy 

tetramerek, amelyek azonos alegységekből épülnek fel.
2 +Müködésükhöz csak Mg -ra van szükségük. Ezek az enzimek

csak endonukleáz funkciót teljesítenek, a specifikus

metilezést külön modifikációs metilázok végzik. Jellemző

a II. tipusu restrikciós endonukleázokra a site-specifi- 

kus hasitás, aminek következtében a reakciótermékek mindig

karakterisztikus méretűek.

Főleg nagy gyakorlati alkalmazhatóságuk miatt a II. ti- 

pusnak igen nagyszámú enzimét ismerik. A II. tipusu en-

donukleázok által felismert szekvenciák igen változato­

sak, rendszerint 4-6 nukleotidra terjednek ki, néha in-

differens nukleotiddal vagy nukleotidokkal megszakítva.
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Nagyon gyakori, hogy a felismerőhely jellegzetes szimmet­

riájú, un. palindrom szekvencia. Az ezeket felismerő

enzimek a felismerő-szekvencián belül hasítanak. Számos

esetben a felismerőhely nem palindrom, ilyenkor a vágás 

helye ezen a szekvencián kivül, attól néhány nukleotidnyi 

távolságra esik. /Áttekintésük: ROBERTS, 1976; MODRICH,

1979; ROBERTS, 1980/.

Egy III. tipusba sorolják a fentiekbe be nem illeszt­

hető Eco Pl, Eco P15 és Hin f III enzimeket. Ezek komp­

lexitás tekintetében az I. és II. tipus között állnak.

A két különböző alegységből felépülő enzim felelős a DNS 

restrikcióért és modifikációért egyaránt. Az endonukleáz
2+ és ATP jelenlétében észlelhető,aktivitás csak Mg

az S-adenozil-metionin stimuláló hatású. Az Eco Pl és

Eco P15 felismerőhelye nem palindrom szekvencia, a hasi-

tási hely ezektől távolabb, mintegy 25 nukleotid távol­

ságban található. A vágás nem site-specifikus, de helye 

csak néhány nukleotidnyi bizonytalanságot mutat, ezért 

jól definiált méretű DNS darabok keletkeznek az emésztés

során /HADI és mtsai, 1979/.

A restrikciós enzimekkel szembeni védelem leggyako­

ribb módja a saját DNS specifikus kémiai védelme, a 

megfelelő pozícióban levő A illetve C metilezése a

felismerőhelyen belül. Bakteriofágok DNS-e gyakran nem

specifikusan védett: valamelyik DNS alkotó nukleotid

teljesen helyettesitődik valamilyen szokatlan vagy szub- 

sztituált formával. Az ilyen DNS nem szubsztrátja a
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restrikciós endonukleázoknak. /Pl. a T páros fágok DNS- 

ében C helyett mindenhol 5-OMe-C fordul elő./ Néhány 

fág esetében a bejutó DNS kémiailag nincs védve, de

egyes korai fág-proteinek specifikusan inaktiválják

a gazdasejt restrikciós enzimeit. A T7 fág az Eco В és

Eco К, a Bacillus subtilis Ф1 fágja a Bam NX enzimmel 

szemben védett ilyen módon /ROBERTS, 1976; MARINO és

SAITO, 1980/.

1.3.3. Funkciójuk

A restrikciós endonukleázok élettani szerepe ma még 

csak felületesen ismert. Bizonyos, hogy védik a sej­

tet idegen /pl. virus/ DNS behatolásával szemben 

/ROBERTS, 1976/. Széleskörű elterjedtségük miatt elkép­

zelhető, hogy emellett más feladatot is ellátnak. Az

Eco Rí enzim esetében pl. leirták /CHANG és COHEN, 1977/,

hogy site-specifikus DNS rekombináció létrejöttében is

szerepet játszik. Szintén az Eco Rí enzimről ismert, 

hogy a 5' ... GAATTA ... 3' szekvenciánál csak az egyik 

DNS szálat hasitja /BISHOP, 1978/. Nem ismert, hogy 

ennek a nick-képző aktivitásnak van-e in vivo valamilyen 

jelentősége.

A X és P2 fágok által kódolt, szekvenciaspecifikus

DN-áz aktivitással rendelkező enzimek az un. terminá-

zok. Az "érett" X DNS 12 nukleotid hosszúságú "ragadós 

végeit" létrehozó termináz a fág feji részét DNS-sel

megtöltő enzimkomplex része /BECKER és GOLD, 1978/.
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A Chlamydomonas reinhardi nevű zöldmoszat - egy 

eukariota egysejtű - site-specifikus endonukleáza a II. 

tipusba tartozó restrikciós enzimekhez sok tekintetben 

igen hasonló. Ez az enzim a zigótaképzés során lebontja 

az "apai" eredetű kloroplasztisz DNS-t, mig a korábban 

intenziven metileződött "anyai" kloroplaszt genom megha­

gyásával a kloroplasztiszok anyai öröklődését biztosít­

ja /BURTON és mtsai, 1977/.



É S MÓDSZEREK2. ANYAGOK

2.1. Kékalga és cjanofág,tenyésztési körülmények

Az Anaaystis nidulans (=Syneahoaoaaus sp.) PCC 6301 sz.

törzsét /RIPPKA és mtsai, 1979/ KRATZ és MYERS féle "C"

médiumban /KRATZ és MYERS, 1955/ tenyésztettem 30°C-on,

5% C02-tartalmu levegővel buborékoltatva. A tenyészetet 

4 -23,6 x 10 mW m intenzitású fehér fénnyel világítottam 

meg. A fertőzéseket AS-1 fággal /SAFFERMAN és mtsai, 1972/ 

log. fázisban levő kultúrákon 5-ös multiplicitással végez­

tem. A fertőzési ciklus hossza ilyen körülmények között

7,5-8 óra volt.

Az esetleges bakteriális kontamináció ellenőrzésére

használt YT táptalaj literenként 10 g bacto-tryptont,

1 g bacto élesztőkivonatot és 5 g NaCl-ot /pH 7,0/ tar­

talmazott .

2.2. DNS minták

Az AS-1 DNS-t differenciál - centrifugálással tisztí­

tott fágból, proteináz К kezelés után végzett fenolos 

extrakcióval nyertem /KAISER jés HOGNESS, 1966/. А X cl 

857 S? fágot a GOLDBERG és HOWE /1969/ által leirt mó­

don preparáltam és az AS-1 fágéval azonos módon tisztí­

tottam. Az Anaaystis DNS-t a FISCHER és LERMAN /1979/ 

által leirt módszer szerint tisztítottam. A pBR 322
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plazmid DNS-t BOROS I-től /MTA Biológiai Központ, Biokémiai 

Intézet/ kaptam. A DNS koncentrációkat a 260 nm-es abszorp­

ciós értékből kalkuláltam.

2.3. A DNS elektroforézise

A DNS fragmenteket elektroforézissel, 1%-os, 0,6x12 cm 

méretű csöves agaróz gélen szeparáltam. Az elektroforézis 

puffer 0,05 M Tris-HCl-t, 0,02 M NaAc-ot és 2 mM EDTA-t tar­

talmazott /pH 8,0/. A futtatást 5 mA/cső áramerősséggel 

végeztem. A pBR 322 fragmenteket 15 x 18 cm-es, 3 mm vas­

tag 6%-os poliakrilamid gélen futtattam, azonos pufferben, 

80 V feszültséggel. Amint a brómfenolkék marker a gél 

2/3-áig vándorolt, a futtatást befejeztem, a géleket

etidiumbromiddal festettem, a DNS-t UV-fényben tettem lát­

hatóvá.

2.4. A DNS bázis- és nukleotid-analizise

Az alkalmazott kvalitatív és kvantitatív analíziseket

a TOMASZ J. /1973, 1975/ által leirt módon végeztem.

2.5. Enzimaktivitás mérések

Az enzim tisztítása és jellemzése során az enzimakti­

vitást a szubsztrát DNS-ből származó fragmentek gélelektro-

foretikus analízisével teszteltem. A 25 yl reakcióelegy
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10 mM Tris-HCl-t, 10 тМ MgCl2-ot, 60 ШМ NaCl-ot és 14 шМ 

ß-merkaptoetanolt /pH 7,5/, továbbá 2 yg X DNS-t tartal­

mazott. Az enzim hozzáadása után a reakció 37°C-on 30

vagy 60 percig folyt, majd 5 pl 0,2 M EDTA, 50% szaharóz

és 0,1% brómfenolkék tartalmú keverék hozzáadásával le­

állítottam, s a keletkezett fragmenteket a már leirt mó­

don közvetlenül elektroforetikusan analizáltam.

Az enzimaktivitás kvantitatív meghatározása a kezdeti

intakt X DNS fogyásának mérésén alapult. Gélelektrofore- 

tikus elválasztás után a gélek fénykép negativjain Zeiss

MD 100 tipusu mikrodenzitométerrel mértem az emésztetlen 

fág DNS-nek megfelelő sáv intenzitását.

Mivel az enzimmel nem sikerült limit emésztést el­

érni, a restrikciós enzimeknél használthoz hasonló enzim­

egység nem volt definiálható. Jobb összehasonlitás hiján 

egy egységnek tekintettem azt az enzimmennyiséget, amely 

optimális körülmények között 37°C-on egy óra alatt 1 yg 

X DNS-t annyira lebont, hogy az intakt DNS-nek megfelelő 

sáv már gélelektroforézissel nem észlelhető.

2.6. Molekulasúly meghatározása Sephadex G-200 kromatog-

ráfiával

2,4 x 100 cm-es Sephadex G-200 oszlopot 50 mM Tris- 

-HCl-t és 7 mM ß-merkaptoetanolt tartalmazó pufferrel 

/pH 7,5/ ekvilibráltam. 2 ml foszfocellulóz kromatográfia 

után kapott enzimfrakciót - amely tartalmazott még 2 mg
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torma peroxidázt /Reanal/ és 10 mg citokróm C-t /Reanal/ - 

felvittem az oszlopra és 20 ml/h folyási sebességgel 3 ml-es 

frakciókba szedtem. A kizárási térfogat meghatározására

blue dextrán 2000-t /Pharmacia/ használtam.

A peroxidáz aktivitást a BRITTON és MAEHLY /1955/ által 

leirt guajakolos módszerrel határoztam meg, a citokróm 

C-t 415 nm-es abszorpciója alapján lokalizáltam. Az 

endonukleáz aktivitás mérése a fent leirt módon történt.

2.7. Alegység molekulasúly meghatározása SDS-poliakrilamid

gélelektroforézissel

A tisztított enzimet 0,6 x 8 cm-es csövekben, 10%-os

poliakrilamid gélen futtattam a WEBER és mtsai /1972/ 

által leirt módon, 6 órát 8 mA/cső áramerősség mellett.

A gélenkénti proteinmennyiség a 280 nm-es abszorpció 

alapján becsülve kb. 20 yg volt. A protein band-eket

coomassie brilliant blue G 250 festéssel tettem látha­

tóvá. Molekulasuly-markerként tojás lizozimet /NNP Inc./, 

marha pankreatikus DN-ázt /Worthington/ és marha 

szérumalbumint /Serva/ használtam. A nativ gélelektrofo- 

rézist azonos futtatási rendszerben, SDS nélkül végeztem 

4°C hőmérsékleten.

2.8. A gazda és fág DNS elválasztása

A DNS-t a fertőzött kultúrából óránként vett mintákból
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nyertem a gazda DNS kivonására használt, már leirt mód­

szerrel. A fenolos tisztítási lépést itt kihagytam. A 

kivonatban lévő gazda és fág DNS-t a FISCHER és LERMAN 

/1979/ által kidolgozott denaturáló gradiens-gél rend­

szer segítségével választottam el. Korábbi kísérletek 

tanúsága szerint ez a módszer alkalmas a tisztított

alga, illetve AS-1 DNS szeparálására. /А tisztított 

DNS-eket külön-külön és keverékként futtattam./;y ■

Az elválasztáshoz 10 x 10 x 0,3 cm-es, 4% poliakrilamid 

alapú lap géleket használtam, amelyekben 0-7,0 M karbamid 

és 0-40% formamid gradiens volt. A futtatást 24 óráig 

végeztem 60°C-on, 150 V feszültség mellett. Ezután a gé-

leket etidiumbromiddal festettem, majd UV fénynél lefény­

képeztem. A negatívokat a leirt módon mikrodenzitométerrel

scanneltem. A DNS mennyiségeket a görbe alatti területek­

ből kalkuláltam.

A gélekben gyorsabban vándorló gazda DNS-nek és a las­

súbb fág DNS-nek megfelelő csúcsok élesen elváltak és 

helyzetük azonos volt a referenciaként használt tisztított 

gazda és fág DNS pozíciójával.

2.9. DNS fragmentumok 5' végálló nukleotidjának megha-

tározása

50 yg X DNS-t a tisztított enzim preparátummal extenziven 

emésztettem /10 standard enzimegység/yg DNS, 37°C-on két 

óra/, a keletkezett fragmenteket bakteriális alkalikus 

foszfatázzal /Worthington/ a WU és KAISER /1967/ által



20

leirt módon kezeltem. Az 5' végálló nukleotidokat T4
32polinukleotid kináz segítségével, y- P-ATP-vel (spec.akt.

5500 MBq/ymol) refoszforiláltam /МАХАМ és GILBERT,

1977/. A reakció során megmaradó ATP-t egy 1 x 35 cm-es 

Sephadex G-50 oszlopon molekulaszüréssel távolítottam el.

A végjelölt fragmenteket DN-áz I-gyel és kigyóméreg 

foszfodieszterázzal /mindkettő Worthington/ emésztettem, 

majd a kapott 5'-nukleotidokat polietilénimin-cellulóz 

vékonyrétegen /Polygram Cel 300 PEI, Macherey-Nagel Со./

1 M-os LiCl-dal futtatva választottam szét. Az egyes nuk- 

leotidoknak megfelelő foltokat UV abszorpciójuk alapján 

lehetett lokalizálni. A foltokat 5'-mononukleotid standard-

ekkel /P-L Biochemicals/ azonosítottam. Autoradiográfia 

után a foltokat kivágtam, radioaktivitásukat szcintillá-

ciós számlálóval mértem.

2.10. Proteinmennyiség mérése

Az enzimtisztitás során a különböző tisztaságú pre­

parátumok proteintartalmát a PETERSEN és munkatársai 

/1977/ által leirt módon határoztam meg.



EREDMÉNYEK3.

3.1. Az enzim tisztítása

Log. fázisban növő Anaaystis nidulans tenyészetet AS-1 

fággal 5-ös multiplicitással fertőztem, 3,5 óra után a 

kultúrát lecentrifugáltam. Az esetleges baktérium fer­

tőzést YT-agar lemezre kiszélesztett mintával ellenő­

riztem. A további műveleteket 0-4°C-on végeztem.

Az összegyűjtött sejteket feltáró pufferben /20 mM 

Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, 14 mM ß-merkaptoetanol, pH 8,0/ 

szuszpendáltam, 10 percig tartó ultrahangozással állan­

dó hűtés mellett feltártam. 60 perc, 100 000 xg-s 

centrifugálás után a felüluszót NaCl-dal 1 M-ra állítot­

tam be és 2,5 x 100 cm-es BioGel A 0,5-ös oszlopon kro-

matografáltam. A kombinált aktiv frakciókat PC pufferrel 

/10 mM К-foszfát, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 7 mM ß-merkapto- 

etanol/ szemben dializáltam.

PC pufferrel ekvilibrált Whatman Pll foszfocellulóz 

oszlopon az összes aktivitás megkötődött. A gradiens 

eluálást 0-1,0 M-os NaCl tartalmú pufferrel végezve,

az enzim 0,3 és 0,45 M között jött le. A kombinált ak­

tiv frakciókat közvetlenül egy 1x5 cm-es hidroxil- 

apatit oszlopra vive az átfolyóban nem kaptam detektál­

ható aktivitást. Az oszlopot 0,2 M NaCl-ot tartalmazó

PC pufferrel mostam, majd 0,2 M NaCl-ot és 7 mM 

ß-merkaptoetanolt tartalmazó, 0,01 - 0,5 M-os, pH 7,5-ös
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К-foszfát grádienssel eluáltam. A 0,15-0,2 M között lejött 

aktiv frakciókat 50% glicerint tartalmazó PC pufferten

A kapott enzimpreparátum -20°C-on hónapokig 

változatlan aktivitású és tulajdonságú marad.

Az enzimtisztitási lépéseket a következő táblázat

dializáltam.

foglalja össze.

1. Táblázat

Összes
enzimaktivitás
(enzimegység)

Összes
protein

(mg)

Specifikus
aktivitás

(egység/mg protein)
Tisztitási lépés

362 800 101 000Nyers kivonat

15989 000Bio-Gel A 
frakciók

560

Foszfocellulóz
frakciók 2 7388,4 2 3 000

Hidroxilapatit
frakciók 15 25018 3001,2

3.2. Az enzim molekulasúlyának és alegységszerkezetének

meghatározása

A molekulasúly közelito meghatározását Sephadex G-200 

gélkromatográfiával végeztem. Az oszlopról lejövő enzimaktivi­

tás egyetlen határozott csúcsot adott, amely a torma peroxi- 

dáznak megfelelő csúccsal egybeesett. Ez arra utal, hogy az 

endonukleáz molekulasúlya 40 000 körül van.

Az enzimpreparátumot mind 10%-os nativ /1. ábra/, mind 10%-os 

SDS poliakrilamid gélelektroforézissel /2. ábra/ analizálva
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egyetlen jelentős protein-komponenst lehetett kimutatni, 

ami a preparátum nagyfokú tisztaságára utal. Enzimak­

tivitást a nativ gélen csak a coomassie brilliant hiúé­

val erősen festődő band-ből sikerült kimutatni /1. ábra/.

Elektroforetikus mobilitása alapján /3. ábra/ az en­

zim molekulasúlya mintegy 40 000-re tehető / + 10%/.

A gélszüréssel és az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis- 

sel kapott molekulasulyok egybeesése erősen valószinüsi- 

ti, hogy az enzim egyetlen polipeptid molekula.

3.3. Az enzim specifitása

Az enzim a szubsztrát DNS-t /X vagy pBR 322/ karak­

terisztikus méretű fragmentekre vágja, amelyek gélelek-

troforetikus analizis során mint különálló band-ek

észlelhetők. Ez azt mutatja, hogy az enzim a DNS-en meg­

határozott szekvenciákat ismer fel és ezeknek megfelelő

helyeken hasit.

A DNS minták emésztésekor kapott gélelektroforetikus 

mintázat függ az alkalmazott enzimmennyiségtől. pBR 322 

DNS-t növekvő mennyiségű enzimmel emésztve és a kapott 

fragmenteket elektroforetizálva olyan változó gélképet

kaptam, amelyben a nagyobb molekulasulyu daraboknak

megfelelő band-ek idővel rendre eltűntek, mig a kisebb 

molekulasulyoknak megfelelő régióban uj, jól definiált 

band-ek jelentek meg /4. ábra/.
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1000001

50 000

10 000

Relativ mobilitás

3. ábra

A fág-indukált endonukleáz molakulasulyának meghatározása 

SDS-poliakrilamid gélen. 1: marha szérumalbumin /68 000/, 
2: AS-1 endonukleáz, 3: DN-áz I /31 000/, 4: tojás lizozim 

/14 300/.
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dba c

4. ábra

A pBR 322 plazmid DNS emésztési képének változása az en­
zimmennyiség növelésének hatására. 1 yg DNS-t 37°C-on 

2 órát inkubáltam 2 /а/, 4 /b/ és 8 /с/ standard enzimegy­
séggel. A jobboldali számok a referenciaként használt 

DNS-darabok /pBR 322 DNS Bsu I fragmentumai/ nagyságát jelö­
lik bázispárokban megadva.
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Ezeknél a kísérleteknél két órás inkubációt alkalmaz­

tam annak demonstrálására, hogy hosszabb inkubációs idő 

mellett is tovább változik a gélkép az enzim mennyiségé­

nek növelésével. A pBR 322 plazmid kis mérete és ismert 

nukleotid-szekvenciája miatt olyan szubsztrátot jelentett

ebben az esetben, amely a - \ DNS-hez viszonyítva - ki­

sebb számú képződő fragmentum folytán jól reprodukálható 

gél-mintázatok bemutatását tette lehetővé.

A standard enzimegységnek /lásd Anyagok és Módszerek/ 

még mintegy negyvenszerese sem volt elegendő ahhoz, 

hogy a leirt kísérleti körülmények között limit emész­

tést adjon.

Az, hogy a reakció során keletkező meghatározott 

méretű fragmentek reprodukálhatóan kimutathatók, de a 

reakcióidő vagy az enzim mennyiségének növelésével ezek 

tovább hasíthatok, arra mutat, hogy az enzim nem csupán 

egyetlen meghatározott szekvenciát ismer fel, és a kü­

lönböző "megengedett" szekvenciáknál más-más hatékony­

sággal hasit.

Arra vonatkozóan, hogy az enzim meghatározott nukleo- 

tid-szekvenciáknál hasit /"site-specifikus"/ további 

bizonyitékot szolgáltatott a keletkező fragmentumok 5' 

végálló nukleotidjainak analízise. Mivel feltételezhető 

volt, hogy az enzim esetleg több, egymáshoz csak részben 

hasonló szekvenciánál is hasit /különböző gyakorisággal/, 

e szekvenciák lehetséges közös elemének megismerése cél­

jából fontos volt elérni, hogy a vizsgált DNS minél több
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lehetséges helyen legyen elvágva. Ezért extrém emésztési 

körülmények között /nagy enzimfelesleg, hosszú inkubá­

ciós idő - lásd Anyagok és Módszerek/ kapott fragmentumok­

kal végeztem a kísérletet. Mint az 5. ábrán és a 2. táb­

lázatban látható, még ilyen körülmények között is az 

5' végálló nukleotidoknak mintegy 70%-a dCMP volt.

2. Táblázat

A \ DNS szubsztrát emésztése során keletkező fragmentumok 

5' végálló nukleotidjainak megoszlása

Ossz.Nukleotid %c.p.m.

6815 152dCMP

2 854 13dAMP

2 654 11dGMP

81 766dTMP

Feltételezhető, hogy a 100%-tól való eltérés oka a nagy 

mennyiségű enzimmel bevitt aspecifikus DN-áz aktivitás 

lehet. így,figyelembe véve, hogy a vizsgált körülmények 

között valamennyi "megengedett" felismerő szekvencia elő­

fordulhat, ez az eredmény arra utal, hogy ezek legtöbbjé­

nek - esetleg valamennyiének - 5' végálló nukleotidja a

dCMP.

A tisztítási lépések /BioGel A 0,5, foszfocellulóz, 

hidroxilapatit vagy DEAE-cellulóz, Sephadex G-200/ során 

a különböző tisztaságú preparátumokkal előállítható 

fragmentum mintázatok reprodukálhatóan azonosak voltak.



29

Ч.
NI \\ ' dTMPЧ

-----------«w. ^
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dCMP

dAMP

dGMP

5. ábra

AS—1 endonukleázzal emésztett A DNS fragmentumok 5' 
végálló nukleotidjai vékonyrétegen szeparálva. A vékony­
réteg autoradiogramja.
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Ez arra utal, hogy kimutatható mennyiségű más szekvencia- 

-specifikus endonukleáz a tisztított enzim-preparátumban

nem volt.

Kísérleteim szerint az enzim indukciójáért felelős AS-1 

fág DNS-e extenziv emésztési körülmények között is rezisz- 

tens az endonukleázzal szemben. A fertőzetlen algából

tisztított alga DNS-t viszont a X DNS bontásával közel 

azonos sebességgel emésztette az enzim, amint azt az 

összehasonlítható körülmények között folytatott reakciók 

során keletkező fragmentek méreteloszlásából becsülni

lehet.

3.4. Optimális reakciókörülmények

Az enzimaktivitás optimális körülményeinek vizsgálata 

során rendszeresen teszteltem azokat a paramétereket, 

amelyekről ismert, hogy egyes restrikciós endonukleázok 

szekvencia-felismerését befolyásolhatják /MALYGUINE és

mtsai, 1980/.

A reakció pH függését az 5,0 - 9,0 tartományban vizs­

gáltam, 0,5 pH egységenként, az optimális ionerősség mel­

lett. A fenti értékek között a pH az enzimreakciót ke­

véssé befolyásolta /6. ábra/. A reakciósebesség a pH 

növekedésével körülbelül lineárisan nőtt, pH 9,0-nél 

a pH 5,0-ön mértnek mintegy duplája volt. Az enzimre 

jellemző DNS emésztési mintázat változatlan maradt. 

pH 7,0 és pH 8,0 között /pH optimum/ aspecifikus hasitás 

nem volt kimutatható.
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*

6. ábra

Az AS-1 endonukleázzal emésztett X DNS (1 enzimegység/yg 

DNS) elektroforetikus mintázata különböző pH értékeken.
/A jobb összehasonlíthatóság kedvéért a reakciósebesség 

változását az inkubációs idők változtatásával kompenzáltam./ 
Balról jobbra: pH 5,0 /80 perc/, 6,0 /70 perc/, 7,0 /60 

perc/, 8,0 /50 perc/, 9,0 /40 perc/
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7. ábra

Az AS—1 endonukleázzal emésztett A DNS (1 enzimegység/yg DNS) 
elektroforetikus mintázatának változása az ionerosség függ­
vényében, 60 perc inkubálás után. Balról jobbra: 25, 50, 100 

és 200 mM - Tris-HCl-lel beállított - ionerosség mellett.
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Az ionerősség drasztikusan befolyásolja az enzimaktivi­

tást. 7,5-ös pH mellett, 25 és 500 mM közötti tartomány-
+ + 2+ban tesztelve számos ion /pl. К , Na , Mg 

tében az optimum 100 mM körül volt. 200 mM, illetve ennél 

magasabb ionerősség az enzimműködést teljesen gátolja, 

mig 100 mM alatt a reakció lassabbá és kevésbé specifikussá

és Tris/ ese-

válik /7. ábra/.
2 +Az enzimreakcióhoz csak Mg“'-ra van szükség. Ezt 

2 +Mn -nal helyettesitve, a szekvencia-felismerés erősen 

romlik, és jórészt aspecifikus DNS degradálódás figyelhe­

tő meg.

Mivel a tisztított enzimpreparátum glicerint tartalma­

zott, külön meggyőződtem arról, hogy az enzim aktivitását, 

illetve specifitását a reakció során 10%-nyi glicerin jelen­

léte nem befolyásolta.

3.5. Az enzimaktivitás időbeni változása a fertőzés során

A kísérleteket ultrahangozott sejtek 30 OOOx g-s felül- 

uszójával végeztem. Az enzimaktivitást a fertőzés során 

óránként vett mintákból a leirt módon határoztam meg. A 

X DNS degradálódását alapvetően a virus-indukált endonuk- 

leáznak tulajdonítottam, mert /i/ a fertőzetlen algában 

az összes DNS-bontó aktivitás olyan alacsony volt, hogy a

kísérleteimben használt extraktum-mennyiség 10-szeresével 

sem okozott tesztrendszeremben kimutatható változást,

/ii / az endonukleáz tisztítása során, a tisztításnál hasz-^ 

nált assay-körülmények között sem kaptam olyan egyéb DNS-
SZSGEŰ v>

■
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-bontó aktivitást, ami a mérést zavarta volna.

Az enzimaktivitások összehasonlitása a reakció során

fogyó intakt A DNS mennyiségének mérésén alapult. Az adott 

fertőzési körülmények között, amikor a lizis a 7,5-8. órá­

ban következett be, az egységnyi extraktum-térfogatban

levő enzimaktivitás hirtelen emelkedését a fertőzés utáni

3. és 4. óra között kaptam /8. ábra/.

3.6. A gazda DNS lebontódása a fertőzött sejtben

A 9. ábrán látható, hogy a gazda DNS gyors degradálódása 

a fertőzés 3. és 4. órája között megy végbe. Ez a periódus 

durván egybeesik az endonukleáz-szint gyors emelkedésével 

a fertőzött sejtben /8. ábra/.
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Fertőzés után: idő /6/

8. ábra

A fágindukált endonukleáz aktivitásának növekedése a fer­
tőzési ciklus során az AS-1 cianofággal fertőzött Anaaystis-ben.
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3-1

т
1 2 3О 4 5

Fertőzés után: idő /о/

9. ábra

A gazda DNS /о/ lebomlása és a fág DNS /А/ felhalmozódása az 

AS-1 fág fertőzési ciklusa során. A gazda és a fág DNS mennyisé­
gét а О időpontban /a fágadszorpció befejeződésekor/ jelenlévő 

mennyiségükhöz mint egységhez viszonyítva tüntettem fel.



MEGVITATÁS4.

4.1. Bakteriofágok és szekvencia-specifikus endonukleázok

Egy olyan site-specifikus endonukleázt tisztítottam 

és jellemeztem, amely egy kékalgában fágfertőzés hatá­

sára indukálódik. Prokariota szervezetben virulens

fertőzés hatására kialakuló ilyen tipusu enzimre tudo­

másom szerint eddig nincs adat. Jóllehet a T5 fág ese­

tében feltételezték, hogy a fertőzéskor indukálódó, a 

gazda DNS degradálódásáért felelős endonukleáz esetleg 

szekvencia-specifikus /FIELDING és LUNT, 1969; 

McCORQUODALE, 1975/.

Eddig egyetlen fág-kódolt /Р1/ szekvencia-specifikus 

endonukleázt /Есо Pl/ Írtak le /HABERMANN és mtsai,

1972/. Ez esetben azonban az Anacystis-KS-1 rendszerrel 

szemben lényeges különbséget jelent, hogy az endonukle­

ázt lizogén - tehát alapvetően normális életfunkciókat 

végző - sejtek termelik, mig az Anacystis esetében pusz­

tuló sejtekben jelenik meg.

Mivel az AS-1 indukálta endonukleáz érdekességét jó­

részt az adja, hogy fágfertőzéskor jelenik meg, fontos 

annak a bizonyítása, hogy a fertőzetlen sejtekben ilyen 

aktivitás nincs. Egyrészt erre utal, hogy az egészséges 

Anacy stis-bői nem sikerült az enzimet kimutatni. Másrész­

ről fontos érv emellett az is, hogy az AS-1 DNS-sel el-
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lentétben az alga DNS nincs védve az endonukleázzal szem­

ben. /A specifikus védelem hiánya - pl. restrikciós 

endonukleázok esetében - letális kimenetelű a sejtekre

nézve./

4.2. Az enzim helye a szekvencia-specifikus endonukle- 

ázok között

Az enzim - a szekvencia-specifikus endonukleázokkal 

összehasonlitva - viszonylag kis molekulasúlya /40 000 

dalton/, valamint az alapján, hogy egyetlen polipeptid-

2+-t igényel, a 

II. tipusu restrikciós endonukleázokhoz áll közel. Ha­

sonló vonás továbbá az is, hogy a saját DNS /itt az 

AS-1 DNS/ valamilyen módon védett az enzimmel szemben. 

Feltételezhető, hogy ez a védelem valamilyen szintén 

szekvencia-specifikus modifikációs rendszertől ered. A 

védelemnek azt a lehetőségét, hogy a fág DNS-ben vala­

melyik DNS bázist egy un. "ritka" bázis teljesen helyet­

tesítené, kizárják azok a kísérletek, amelyekben az 

AS-1 DNS-t hangyasavval hidrolizálva és a bázisokat a 

TOMASZ által leirt módon vékonyrétegen elválasztva 

/TOMASZ, 1973; TOMASZ, 1975/ a módszer érzékenysége mel-

-láncból áll és aktivitásához csak Mg

lett csak a négy DNS alapbázist tudtam kimutatni.

Sajátos vonása ugyanakkor a fág-indukált endonukle- 

áznak, hogy nem /vagy esetleg csak szélsőséges körülmé­

nyek között/ ad limit emésztést, valamint, hogy - ennek 

megfelelően - több lehetséges nukleotid-szekvenciánál is
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hasithat: szekvencia-felismerése degenerált.

4.3. A szekvencia-felismerés degeneráltsága

Az általam vizsgált körülmények között az enzimmel

nem sikerült limit-emésztést elérni. Az enzim e vonat­

kozásban olyan II. tipusu restrikciós enzimekhez /pl.

Eco RI, Hin d III/ /POLISKY és mtsai, 1975; HSU és BERG,

1978/ hasonlóan viselkedik, amelyek szekvencia-felis­

merése kedvezőtlen körülmények között degenerálódik. 

Néhány ilyen esetben kimutatták /POISKY és mtsai, 1975; 

HEININGER és mtsai, 1977/, hogy a szuboptimális körül­

mények hatására ezek az enzimek úgy változnak meg,

hogy az eredeti felismerő-szekvenciák szélső nukleotid-

jai a felismerés szempontjából indifferenssé válnak, és 

igy nemcsak azoknál, hanem azokhoz részben hasonló

szekvenciáknál is hasítanak. Az ismert esetekben az ilyen 

hasítások gyakorisága durván a hasonlóság mértékével 

arányos. Az enzim affinitása a különböző "megengedett" 

szekvenciákhoz nagyságrendi eltéréseket is mutathat, ez 

magyarázza, hogy a limit emésztés /valamennyi potenciális 

felismerőhely elvágása/ nehezen érhető el. A restrikciós 

mintázat és az enzimreakció során keletkező fragmentumok 

5' végálló nukleotidjai arra utalnak, hogy az AS-1 indu­

kált endonukleáz szekvencia-felismerése hasonló mechaniz­

must követ.

A II. tipusu restrikciós enzimek esetében a leirt je­

lenség csak szuboptimális körülmények között figyelhető
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meg. Az eddig ismert mintegy tiz ilyen esetben ezek a

körülmények igen hasonlóak /magas pH, csökkent hidratált- 

2+ 2+ság, Mg helyettesitése Mn -nal/ /MALYGUINE és mtsai, 

1980/. Ezzel szemben a fertőzött Anacystis nidulans-ban 

megjelenő enzim specifitását a pH és a hidratáltság 

mértéke /ionerősség, illetve glicerin jelenléte a reak- 

cióelegyben/ nem befolyásolja.

Hogy az AS-1 indukált enzim in vivo körülmények között 

is a leirt módon hasithat azzal is alátámasztható, hogy 

mig a mesterségesen degenerált szekvencia-felismerésü 

enzimekkel emészthető a velük szemben in vivo specifiku­

san modifikált DNS /POLISKY és mtsai, 1975? HSU és BERG, 

1978/, az AS-1 DNS modifikáltsága saját degenerált jelle­

gű endonukleázával szemben teljes védelmet biztosit.

4.4. Az enzim szerepe a fertőzött sejtben

Az eddig ismert restrikciós endonukleázok valamennyi­

en szaporodóképes, normális életfunkciókat végző sejtekben

termelődnek. Ezzel szemben az AS-1 indukált endonukleáz

egy virusfertőzési folyamat során képződik. Az, hogy az 

enzim megjelenésétől a sejtek liziséig mindössze négy óra 

telik el, erősen behatárolja az enzim lehetséges funkció­

it. Mivel a fertőzést kiváltó fág DNS-e védett az enzim­

mel szemben, potenciális szubsztrátnak csak a gazda DNS-e

tekinthető. Annak alapján, hogy az enzimaktivitás mere­

dek emelkedése a fertőzés folyamán időben egybeesik a gazda 

DNS degradálódásával, igen valószínűnek látszik, hogy az
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enzim szerepe a gazda DNS szelektiv lebontása. Specifi- 

tása folytán ezt a funkciót úgy képes elvégezni, hogy az 

ezzel időben részben átfedő fág DNS szintézissel nem in-

terferál.

4.5. Gazda DNS lebontás a T4, illetve T5 fággal fertőzött

Escherichia coli-ha.r\

А T4 fág által irányított gazda DNS lebontás mind gene­

tikai, mind biokémiai aspektusból elég részletesen ismert 

folyamat /KOERNER és SNUSTAD, 1979/. A lebontás iniciáció- 

jáért egy olyan endonukleáz /T4 endonukleáz II/ felelős, 

amely a duplex DNS-en a citozin tartalmú részeken nickeket 

idéz elő. /Ezeken a helyeken kezdődhet meg az exonukleo- 

litikus bontás./ А T4 endonukleáz II nem tekinthető site- 

specifikusnak, és önmagában nem képes DNS fragmentálódást 

előidézni. Ugyanakkor figyelemreméltó analógiát jelent az 

Anacystis -AS-1 rendszerrel az, hogy a gazda DNS lebontá­

sában egy olyan endonukleáz játszik kulcsszerepet, amely- 

lyel szemben a fág DNS-e kémiailag védve van. /А T4 fág 

DNS-e citozin helyett 5-hidroximetil-citozint tartalmaz./

А T5 fág esetében a gazda DNS lebontásának mechanizmusa 

kevéssé ismert. Bizonyított egy DNS fragmentációt kiváltó 

endonukleáz szerepe a folyamatban /McCORQUODALE, 1975/. 

Kimutatták továbbá négy különböző nick-képző szekvencia- 

-specifikus endonukleáz jelenlétét a fertőzött sejtekben 

/ROGERS és RHOADES, 1976/. /А T5 DNS alapvetően a szokásos 

négy DNS bázist tartalmazza, ezért itt a szelektiv DNS-fel-
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ismerésre várhatóan szekvencia-specifikus enzimek alkalma­

sak. /

A leirtak alapján elképzelhető egy, a fágfertőzött bakté­

rium gazda DNS lebontását magyarázó, esetleg általánosabban 

alkalmazható - alapjában a fág DNS kémiai védelmén alapuló 

modell, amelynek az Anaaystis - AS-1 rendszer egy igen egy­

szerű esete.

4.6. Szelektiv DNS degradáció eukariotákban

A Chlamydomonas reinhardi zöldmoszat ivaros szaporodása 

során a zigóta két formailag azonos ivarsejtből alakul ki 

/izogámia/. A zigótaképzés során az egyik ivarsejt kloroplasz- 

tiszának genomja megsemmisül, igy a kloroplasztiszok "anyai" 

utón öröklődnek. Sikerült kimutatni /BURTON és mtsai, 1979/, 

hogy az un. anyai ivarsejtben a zigótaképzés folyamán a klo- 

roplasztisz DNS intenziven metileződik. Tisztítottak más­

részről a zigótákból egy, a restrikciós endonukleázokhoz 

igen hasonló site-specifikus endonukleázt /BURTON és mtsai, 

1977/. Ez az enzim végzi az "apai" kloroplasztisz genomjának 

szelektiv lebontását.

Több más eukariota esetében utalnak arra indirekt bizo-

nyitékok, hogy egyes önálló genetikai állománnyal rendelkező 

sejtorganellumok anyai utón való öröklődését /pl. Pelargonium 

kloroplasztiszok, élesztő mitokondriumok/ speciális restrik­

ciós-modifikációs rendszer biztosítja /SAGER és KITCHIN,

1975/. Ezek alapján elképzelhető, hogy kémiailag megküi^^öz-
~ - '/s^ kö­

tethető DNS-ek szelektiv endonukleotikus

lágban széleskörben elterjedt regulációs tényező.
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