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BEVEZETES

A kékalgak fotoszintetikus appardtusa a magasabbrendi
ndvényekéhez komoly hasonldsdgot mutat. Ez a tulajdonsa-
guk magyarazza, hogy ezek az egyszerili prokariota szerve-
zetek az utdbbi években vonzd kisérleti objektumma val-
tak. Bar a rajtuk végzett kisérletek végsd célja a nové-
nyi fotoszintézis illetve anyagcsere vizsgalata, ez
csak ugy érhetd el, ha a modellként felhasznalt kékal-
gakrdol alapos ismeretek allnak rendelkezésre. Tanulma-
nyozasuk soran szamos olyan sajatsaguk valt ismertté,
amely specidlisan erre az éldlénycsoportra jellemzd.
Némelyikiiket azonban érdekessé teszi, hogy legaléabb
részben mas, bonyolultabb szervezetekben is megtalal-
hatdk Osszetettebb formadban, és ezek igen egyszeri, jol
vizsgalhatd analdgidiként értelmezhetdk.

Az Anacystis nidulans kékalgaban virusfertdzés ha-
tadsara egy olyan szekvenciaspecifikus endonukledz jele-
nik meg, amely a kett&sszalu DNS molekuldkat meghata-
rozott ponton hasitja. Az enzimet Otszazszorosan tisz-
titottam és meghatadroztam fontosabb biokémiai jellem-
z6it. Ennek az endonukleédznak az érdekességét az adja,
hogy mindezideig mas, virulens fagfertdzés hatéasara
megjelend szekvencia-specifikus DN-&z nem ismert. Ennek
megfelelden egyes restrikcids endonukledzokhoz vald
feltiind hasonldsaga mellett néhany sajatos tulajdon-

sédggal rendelkezik.



Kimutattam, hogy az enzim a virusfertdzés soran a
gazda DNS lebontéaséaban jatszhat szerepet. Ennek az
adatnak a jelentdségét az adja, hogy a hasonld endo-
nukleazok szerepérdl ezideig jorészt csak spekulativ

elképzelések ismertek.



1. T"R'O B"A-LM. I ATTEERKINTES

Dolgozatom targya egy a virusfertdzés hatasara megjele-
nd szekvencia-specifikus endonukleaz jellemzése és az en-
zim elhelyezése a fertdzési ciklusban, ezen belil a fertd-
z8tt kékalga DNS anyagcseréjében. Ennek megfelelden az
irodalmi a&ttekintés hatarait az szabta meg, hogy a dolgo-
zat ennek alapjan megérthetd és az eddigi ismeretekkel

Osszevethetd legyen.

1.1. A kékalgak /Cyanophytal

1.1.1. Altalénos jellemzés

Ma mar nemcsak divatos, de egyre inkabb megalapozott-
nak tekinthetd az a felfogéas, hogy a kékalgaknak a bak-
tériumoktdl vald merev elvalasztésa meglehetdsen antro-
pocentrikus és a természetes viszonyt kevéssé tiikrdzd né-
zet. Szamos alapvetd strukturalis és fizioldégiai hason-
1l6sédg mellett a klasszikus baktérium-fogalom médosulésa,
a fonalas felépitésii fotoszintetizald fajok megismerése
is indokolttad teszi, hogy ezt a meglehet®sen heterogén
csoportot a prokariota é€l8lények - baktériumok - szerves

részének tekintik /WOLK, 1973/.



A kékalgdk - jorészt morfoldgiai alapon - 6t szek-
cidka sorolhatdék /RIPPKA és mtsai, 1979/. A fajok egy
része [I-II. szekcid/ szabadon uszd 6ndlld sejtekként
fordul eld, nagyobbrészt azonban [/III-V. szekcid/ fo-
nalas telepeket alkotnak, amelyek gyakran helyhez k&-
tottek.

A Gram-negativ baktériumokéval azonos felépitési
peptidoglikan sejtfal egy periferialis helyzeti un.
kromatoplazmat és egy centralis nukleoplazmiat vesz
koriil. ElGbbinek a fotoszintetikus lamellarendszer,
utdbbinak a kromoszdédma a domindld eleme.

Agyagcseréjiikben a kékalgak néhany lényeges ponton
eltérnek valamennyi t&bbi prokariota szervezettdl.
Kizardlag itt fordul eld az egyébként a magasabbrendi
noévényekre jellemzd két fotokémiai rendszer. [E tekin-
tetben az egyetlen lényeges kiildnbség, hogy a kékal-
gakban csak az a-klorofill fordul eld./ Fontos egyezés
tovabba, hogy a fotoszintetiz&ld baktériumoktdl elté-
rden a co, redukciéjanal a viz a végsd elektrondonor,
ezért a fotoszintézis soran oxigén képzddik. Jellegzetes
jarulékos fotoszintetikus pigmentjei a kékalgdknak /és
az eukariota vbrdsmoszatoknak is/ a fikocianin, az
allofikocianin és a fikoeritrin. Ezek az un. fiko-
biliproteinekhez tartozdé szinanyagok jelentOsen kiter-
jesztik a fotoszintetikusan aktiv hullamhossztarto-
manyt.

Igen érdekes és kevéssé ismert tulajdonsaga egyes¢iﬁjj

&
y v

kékalgaknak az un. obligdt fotoautotrdf viselkedés.ff



Az ilyen szervezetek nem képesek fény hianyaban klildnbdzd
szénvegylileteket /pl. glukdzt, acetatot/ heterotréf mddon
felhasznalni, sOt ezeket sbtétben fel sem veszik kdrnye-
zetlikbdl. A jelenség oka feltehetBen az, hogy a felvétel-
hez aktiv transzportra van sziksége a sejtnek, és ennek
mik6dése soOtétben az igen alacsony ATP szint miatt gatolt
/|STANIER és COHEN-BAZIRE, 1977/.

Egyediildlld egyes fonalas kékalgaknak az a képessége,
hogy aerob kérilmények kozdtt is kdtni tudjadk a molekuléa-
ris nitrogént. Nitrogénszegény koriilmények hatasara a
fonalas telepeken egymastdl rendszeres tavolsagokra nitro-
génkdtésre specializalddott sejtformdk, un. heterocisz-
tadk alakulnak ki. A heterociszta képzés a sejtdifferen-
ciadlddas szempontjabdl is érdekes és intenziven kutatott
jelenség.

A kékalgdk kromoszdémaja feltehetden cirkuléaris, mére-
te atlagosan 2-5 X lO9 dalton, ami azonosnak tekinthetd
a bakteridlis genom nagysdgaval /HERDMAN és mtsai, 1979/.
A vizsgalt fajok tdbbségében sikeriilt plazmidokat is ki-
mutatni, néha 4-6 kiildnbdzd format egy-egy adott tdrzs-—

ben.

1.1.2. Az Anacystis nidulang jellemzése

Az irodalomban ezen a néven ismert, legaltaléanosabban
vizsgdlt tdrzs /Pasteur Culture Collection 6301 sz./ pon-

tos rendszertani helye és rokonsdga zavaros, ezért a ko-



vetkezd adatok csak erre a tdrzsre vonatkoznak.

A 6301 sz. tOrzset édesvizi mintabdl izolaltédk Texas-
ban. Rendszertanilag a kékalgak I. szekcidéja /binarisan
osztb6dd egysejtes formak/ Synechococcus genusé@nak faji-
lag nem azonositott alakja /RIPPKA és mtsai, 1979/. At-
lagosan 1 x 3-4 um nagysagu baktériumszerli sejtjei egy
sikban osztdédnak, osztddas utan szétvalnak, fonalas for-
mat nem képeznek, lebegd életmdédot folytatnak.

Melegkedveld, szaporodasanak homérsékleti optimuma
30°c k&ril van. /10°C-on vagy ez alatti homérsékleten
a sejtek elpusztulnak./ Optimalis kdrnyezetben a gene-
raciés id% kb. 4 ora.

Az Anacystis az egyik legjobban tanulményozott obli-
gat fotoautotrdf szervezet. Anyagcseréjének szabalyoza-
saban kOzponti szerepet tdltenek be a fénytdl fliggd re-
gulacids mechanizmusok. A fotoszintézis intenzitasatol
fliggd redox viszonyok szabalyozzak példaul az intermedier
anyagcsere egyik kulcsenzimének, a glukdz-6-foszfat de-
hidrogenaznak az aktivitaséat /CSEKE és mtsai, 1980/.
Erdekes, a kékalgdkra jellemzd szabalyozasi lehetOség,
hogy alloszterikus aktivator /pl. maga a szubsztrat/
hatadsara egyes enzimek kismértékben OSnmagukban is ak-
tiv monomerjei hiperaktiv oligomer komplexekké alakul-
hatnak /BALOGH és mtsai, 1979; SCHAEFFER és STANIER,
1978/. Az enzimindukcid - taldn az energiaigényes uj

fehérjeszintézis miatt - az Anacystisben alarendelt



szerepet jatszik. /Indukalhatéak pl. a nitrat redukcid
enzimei. /
DNS renaturacids kinetikai mérések alapjan az Anacystis

9

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

1979/. A sejtek ezenkivil egy 5,3 x 106 és egy 30 x lO6
dalton nagysagu plazmidot is tartalmaznak /LAU és mtsai,

1980/

1.2. Cianofagok

1.2.1. Altalénos jellemzés

A kékalgak fagjai kivétel nélkiil az un. binaris fagok
csoportjaba tartoznak: jol elklilonithetd feji és farki rész-
szel rendelkeznek. Valamennyien duplex DNS-t tartalmaznak.

A fertdzési ciklus csak fényben zajlik le. Mivel az uj
szintézisek energetikai bazisat az aktiv fotoszintézis
adja, ezért a fagfertdzés a sejtek fotoszintetikus appa-
ratusat csaknem a lizisig érintetleniil hagyja. Ez lehetO-
séget ad arra, hogy a fertdzott sejteken a fotoszintézis
€s energiatermelés alapvetd - a fag altal ki nem kapcsolt -
folyamatait az egészséges sejtekénél joval egyszeribb rend-

szerben vizsgaljak.

1.2.2. Az AS-1 cianoféag

A fagot édesvizi mintabdl izolaltak Floridéban. A virion

jellegzetes bakteriofdg megjelenésii, 90 nm-es feji és



250 nm-es kontraktilis farki résszel /SAFFERMAN és mtsai,
1972/. Kettdsszalu DNS-e elektronmikroszkdépos vizsgalatok

6 molekulasulyu. Jellegzetessége,

szerint mintegy 80 + 3x10
hogy a DNS szalak egyikén pontosan meghatarozott helyeken
nickek vannak /sajat adatok/. Ilyen jellegii DNS-e csak a

T5 fagnak és néhany k&zeli rokonanak van.

A fag adszorpcidéja kb. 10 percet vesz igénybe, teljessé
csak Na© jelenlétében és fényben tehetd /CSEKE és FARKAS,
1979/.

A fertdzés &altaldnos lefolyasat az AS-1M fagnal irtak
le /SHERMAN és mtsai, 1976; SHERMAN és PAUW, 1976/. Ez a
fag az AS-l-hez morfoldgiailag és szeroldgiailag igen ko&-
zel a4l1 /SHERMAN és CONNELLY, 1976/, viszonyuk durvan a T2
és T4 fagokéhoz hasonlithaté.

Az AS-1M fert®zésnél a lizisidd 7-8 o6ra volt, a sejten-
kénti faghozam 40 koriilinek adddott. A fertdzés ideje alatt
szintetiz416d6 fehérjéket harom osztalyba /korai, kozépss,
késGi/ soroltdk. A korai fehérjék szerepe pl. a gazda szin-
téziseinek blokkoldsa lenne. A gazda DNS lebontdsat végzo
DN-&zt ilyen enzimnek tartjdk. A k6zéps® proteinek kozé
soroljadk pl. a fag DNS szintézisében résztvevd enzimeket.

A kés®i géntermékek jdérészt a virus strukturfehérjéi.

A fertdzott sejtek DNS anyagcseréjét tricialt nukleoti-
dok segitségével vizsgdltak annak alapjan, hogy a jelSlés
milyen mértékben talalhatd a triklodrecetsavval kicsaphatd
DNS frakcidban. /A gazda és a fag DNS-t igy egylitt mérték./
Az eredményeket elektronmikroszképos adataikkal hasonli-

tottdk Ossze. Ugy talaltéak, hogy a gazda DNS lebontas



a fertdzés utan szinte azonnal megindul, legintenzivebb
kb. a 3. 6raban. A fag DNS szintézise a 3. O6raban kezddo-
dik, és a lizisig folyik. Méréseik szerint a gazda DNS
lebontasakor keletkezd nukleotidok tulnyomd része beépiil
a fag DNS-ébe.

A fagfertdzés az AS-1 fag esetében a fertdzdtt sejt
intermedier anyagcseréjét azonnal "rovidre zarja" /[BALOGH
és mtsai, 1979/. A fotoszintézis soran keletkezd glukdz-
—-foszfatok elszivasa minimalissa valik, ezek kOzvetleniil
a glukéz-6-foszfat dehidrogendz aktivalasaval megnyitott
és nagy ateresztOképességli pentdz-foszfat ciklusba keriil-
nek. /Ez a reakcidut az egészséges sejtben - fényben -
teljesen blokkolva van./ Ez azt jelenti, hogy a fertd-
z0tt sejt szinte teljes fotoszintetikus kapacitéasat az
uj szintézisek energiaigényének fedezésére forditja. Az
egyedlili disszimiléacidés ut, a pentdz-foszfat ciklus
fedezi feltehet®en az intenziv nukleinsav szintézisek

pentdz igényét is.

1.3. Szekvencia-specifikus endonukledzok

1.3.1. Meghatéarozasuk

Endonukleazoknak azokat a nukleinsavbontdé aktivitassal
rendelkezd enzimeket nevezik, amelyek tamadési és hasitési
helye egy intakt polinukleotid lancon belil van. /Ellen-
tétben az exonukledzokkal, amelyek a polinukleotid lanc

végalld nukleotidjaitdl kiindulva bontanak./ A DNS-t bontd



un. dezoxi-endonukledzok egy része szempontjabdl az adott
nukleinsav szakasz nukleotidjainak sorrendje indifferens
/pl. a DN-az I esetében/, masik résziiknek viszont csak
abban az esetben szubsztratja egy adott DNS darab, ha az
egy meghatarozott nukleotid-szekvenciat tartalmaz. Ez

utdébbiakat tekintik szekvencia-specifikus DN-&azoknak.

1.3.2. Felosztasuk

A szekvencia-specifikus dezoxi-endonukleazok legfon-
tosabb - és legismertebb - képviseldi a restrikcids en-
donukleazok. Az elnevezés eredetileg mikrobioldgiailag
vizsgadlhatd restrikcidés-modifikacidés rendszerekben jat-
szott szereplikre utalt, de ujabban ettdl filiggetlenil &al-
taldanosan haszndltta valt /ROBERTS, 1976/. Valamennyilk-
ben k&z8s, hogy egy rajuk jellemzd szekvencia felismerése
utadn a DNS mindkét szalat egymashoz kdzeli helyen elhasit-
jak, ezaltal a szubsztrat molekulat feldaraboljak. Kozds
vonasuk tovabba, hogy a restrikckds enzimet termeld sejt
DNS-e védve van ettdl a fragmentalddastdél azaltal, hogy
a restrikcids endonukleédz felismerd-szekvenciai meghata-
rozott helyen védve /metilezve/ vannak. Az igy maszkiro-
zott felismerdhely az endonukledznak nem szubsztratja.

Az un. I. tipusba tartozd restrikcids endonukleéazok
nagy, néhany szazezer dalton molekulasulyu, tdbb kiildn-
b5z6 alegységbdl feléplild enzimek. Miikddéslikhdz Mgz+,

ATP és S-—-adenozil-metionin szlikséges. Ez a komplex enzim



felelds a szekvenciaspecifikus modifikacidés metilaz
aktivitésért is. Az Eco K enzim esetében pl. az S-ade-
nozil-metioninnal kialakuld komplex hozzadkapcsolddik

a DNS-hez, és a felismerdhely modifikaltsagatdol /illetve
annak részleges vagy teljes voltatdl/ fliggben metilezi
vagy ledisszocidl réla. A nem modifikalt szekvencia
felismerésekor kialakuld felismerd-komplex ATP jelen-
létében a DNS-en vandorol, és a felismerShelytdl ran-
dom tavolsagra hasit /BICKLE és mtsai, 1978/. A kelet-
kezd fragmentumok ennek megfelelden nem karakteriszti-
kus méretiiek. Az ATP és az S—adenozil-metionin az I ti-
pus enzimeinél fontos regulald tényezd, amely minden
esetben biztositja, hogy azoknak a sejt sajat DNS-e

ne essen aldozatul.

A II. tipus enzimei viszonylag alacsony molekulasu-
lyuak /néhanyszor lO4 dalton/, igen gyakran dimerek vagy
tetramerek, amelyek azonos alegységekbdl épiilnek fel.
Mikodéslikhéz csak Mg2+—ra van szlikséglik. Ezek az enzimek
csak endonukleaz funkcidt teljesitenek, a specifikus
metilezést kiilon modifikacids metildzok végzik. Jellemzd
a II. tipusu restrikcids endonukleédzokra a site-specifi-
kus hasitéas, aminek k&vetkeztében a reakcidtermékek mindig
karakterisztikus méretiek.

Fdleg nagy gyakorlati alkalmazhatdsdguk miatt a II. ti-
pusnak igen nagyszamu enzimét ismerik. A II. tipusu en-
donukleazok altal felismert szekvenciadk igen valtozato-
sak, rendszerint 4-6 nukleotidra terjednek ki, néha in-

differens nukleotiddal vagy nukleotidokkal megszakitva.



Nagyon gyakori, hogy a felismerdhely jellegzetes szimmet-
ridju, un. palindrom szekvencia. Az ezeket felismerd
enzimek a felismerd-szekvencian beliil hasitanak. Szamos
esetben a felismerdhely nem palindrom, ilyenkor a vagas
helye ezen a szekvencian kiviil, attdél néhéany nukleotidnyi
tavolsagra esik. /[Attekintésilik: ROBERTS, 1976; MODRICH,
1979; ROBERTS, 1980/.

Egy III. tipusba soroljak a fentiekbe be nem illeszt-
hetd Eco Pl, Eco P15 és Hin f III enzimeket. Ezek komp-
lexitas tekintetében az I. és II. tipus kozdtt allnak.

A két kiilonbozd alegységbdl felépiild enzim felelds a DNS
restrikcidért és modifikacidért egyaréant. Az endonukleaz

aktivitas csak Mg2+

és ATP jelenlétében észlelhetd,

az S-adenozil-metionin stimuldld hatasu. Az Eco Pl és
Eco P15 felismerdhelye nem palindrom szekvencia, a hasi-
tasi hely ezektdl tavolabb, mintegy 25 nukleotid tavol-
sagban talalhaté. A vagas nem site-specifikus, de helye
csak néhéany nukleotidnyi bizonytalansdgot mutat, ezért
j6l definidlt méretli DNS darabok keletkeznek az emésztés
soradan /[HADI és mtsai, 1979/.

A restrikcids enzimekkel szembeni védelem leggyako-
ribb médja a sajat DNS specifikus kémiai védelme, a
megfeleld pozicidban levd A illetve C metilezése a
felismerdhelyen beliil. Bakteriofagok DNS-e gyakran nem
specifikusan védett: valamelyik DNS alkotd nukleotid

teljesen helyettesitddik valamilyen szokatlan vagy szub-

sztituadlt formédval. Az ilyen DNS nem szubsztratja a



restrikcidés endonukleéazoknak. /Pl. a T paros fagok DNS-
ében C helyett mindenhol 5-OMe-C fordul eld./ Néhany
fag esetében a bejutd DNS kémiailag nincs védve, de
egyes korai fag-proteinek specifikusan inaktivaljak

a gazdasejt restrikcids enzimeit. A T7 fag az Eco B és
Eco K, a Bacillus subtilis %1 fagja a Bam NX enzimmel
szemben védett ilyen médon /ROBERTS, 1976; MAKINO és

SAITO, 1980/.

1l.3.3. Funkcidjuk

A restrikcids endonukledzok élettani szerepe ma még
csak felliletesen ismert. Bizonyos, hogy védik a sej-
tet idegen /pl. virus/ DNS behatolasaval szemben
/ROBERTS, 1976/. Széleskdri elterjedtségilik miatt elkép-
zelhetd, hogy emellett mas feladatot is ellatnak. Az
Eco RI enzim esetében pl. leirtak /CHANG és COHEN, 1977/,
hogy site-specifikus DNS rekombinacidé létrejottében is
szerepet jatszik. Szintén az Eco RI enzimrdl ismert,
hogy a 5’ ... GAATTA ... 3’ szekvencidndl csak az egyik
DNS szalat hasitja /BISHOP, 1978/. Nem ismert, hogy
ennek a nick-képzd aktivitéasnak van-e in vivo valamilyen
jelent&sége.

A ) és P2 fagok altal kdédolt, szekvenciaspecifikus
DN-&z aktivitéassal rendelkezd enzimek az un. terminéa-
zok. Az "érett" )X DNS 12 nukleotid hosszusagu "ragadds
végeit" létrehozd termindz a fag feji részét DNS-sel

megtdltd enzimkomplex része /BECKER és GOLD, 1978/.



A Chlamydomonas reinhardi nevi zdldmoszat - egy
eukariota egysejtii - site-specifikus endonukleaza a II.
tipusba tartozd restrikcids enzimekhez sok tekintetben
igen hasonldé. Ez az enzim a zigdétaképzés soran lebontija
az "apai" eredeti kloroplasztisz DNS-t, mig a korébban
intenziven metilezdddtt "anyai" kloroplaszt genom megha-
gyasaval a kloroplasztiszok anyai 6r&klddését biztosit-

ja /BURTON és mtsai, 1977/.



2. AN Y A:iG OK E S MODSZEREHK

2.1. Kékalga és cianofdg,tenyésztési koriilmények

Az Anacystis nidulans (=Synechococcus sp.) PCC 6301 sz.
tOorzsét /RIPPKA és mtsai, 1979/ KRATZ és MYERS féle "C"
médiumban /KRATZ és MYERS, 1955/ tenyésztettem 3OOC—on,

5% Coz-tartalmu levegdvel buborékoltatva. A tenyészetet
3.6 % 104 mwW m_2 intenzitasu fehér fénnyel vilagitottam
meg. A fertOzéseket AS-1 faggal /SAFFERMAN és mtsai, 1972/
log. fazisban levd kulturékon 5-6s multiplicitéassal végez-
tem. A fert®zési ciklus hossza ilyen koSriilmények kozdtt
7,5-8 o6ra volt.

Az esetleges bakterialis kontaminéciéiellenérzésére
hasznalt YT taptalaj literenként 10 g bacto-tryptont,

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

talmazott.

2.2. DNS mintéak

Az AS-1 DNS-t differencial — centrifugdlassal tiszti-
tott fagbdl, proteinédz K kezelés utan végzett fenolos
extrakcidval nyertem /KAISER-és HOGNESS, 1966/. A X cI
857 S7 fagot a GOLDBERG és HOWE /1969/ altal leirt mé-
don preparéaltam és az AS-1 fagéval azonos mdédon tiszti-

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

adltal leirt mbédszer szerint tisztitottam. A pBR 322



plazmid DNS-t BOROS I-t&l /MTA Bioldgiai K&zpont, Biokémiai
Intézet/ kaptam. A DNS koncentracidkat a 260 nm-es abszorp-

cids értékbdl kalkulaltam.

2.3. A DNS elektroforézise

A DNS fragmenteket elektroforézissel, 1%-os, 0,6x12 cm
méretli csdves agardz gélen szeparadltam. 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 futtatdst 5 mA/cs® aramerdsséggel
végeztem. A pBR 322 fragmenteket 15 x 18 cm-es, 3 mm vas-
tag 6%-0s poliakrilamid gélen futtattam, azonos pufferben,
80 V feszililtséggel. Amint a brdémfenolkék marker a gél
2/3-aig vandorolt, a futtatast befejeztem, a géleket
etidiumbromiddal festettem, a DNS-t UV-fényben tettem lat-

hatova.

2.4. A DNS bazis- és nukleotid-analizise

Az alkalmazott kvalitativ és kvantitativ analiziseket

a TOMASZ J. /1973, 1975/ altal leirt mdédon végeztem.

2.5. Enzimaktivitas mérések

Az enzim tisztitdsa és jellemzése soran az enzimakti-
vitdst a szubsztrat DNS-bOl szarmazd fragmentek gélelektro-

foretikus analizisével teszteltem. A 25 ul reakcidelegy-.



10 mM Tris-HCl-t, 10 mM MgClZ-Ot, 60 mM NaCl-ot és 14 mM
B-merkaptoetanolt /pH 7,5/, tovabba 2 pg A DNS-t tartal-
mazott. Az enzim hozziadadsa utan a reakcié 37°C-on 30
vagy 60 percig folyt, majd 5 ul 0,2 M EDTA, 50% szahardz
és 0,1% bromfenolkék tartalmu keverék hozzaadasaval le-
adllitottam, s a keletkezett fragmenteket a mar leirt mo-
don kOzvetlenilil elektroforetikusan analizaltam.

Az enzimaktivitds kvantitativ meghatéarozasa a kezdeti
intakt A DNS fogyaséanak mérésén alapult. Gélelektrofore-
tikus elvalasztas utan a gélek fénykép negativjain Zeiss
MD 100 tipusu mikrodenzitométerrel mértem az emésztetlen
fag DNS-nek megfeleld sav intenzitasat.

Mivel az enzimmel nem sikerililt limit emésztést el-
érni, a restrikcidés enzimeknél haszndlthoz hasonld enzim-
egység nem volt definidlhatd. Jobb &sszehasonlitds hijéan
egy egységnek tekintettem azt az enzimmennyiséget, amely
optimalis k&riilmények ko&zott 37°%c-on egy Ora alatt 1 ug
A DNS-t annyira lebont, hogy az intakt DNS-nek megfeleld

sav mar gélelektroforézissel nem észlelhetd.

2.6. Molekulasuly meghatiarozasa Sephadex G-200 kromatog-

rafiaval

2,4 x 100 cm-es Sephadex G-200 oszlopot 50 mM Tris-
-HCl-t és 7 mM B-merkaptoetanolt tartalmazdé pufferrel
/[pH 7,5/ ekvilibrdltam. 2 ml foszfocelluldz kromatografia

utan kapott enzimfrakcidét - amely tartalmazott még 2 mg



torma peroxidazt /Reanal/ és 10 mg citokrém C-t /Reanal/ -
felvittem az oszlopra és 20 ml/h folyasi sebességgel 3 ml-es
frakcidkba szedtem. A kizarasi térfogat meghatarozasara

blue dextran 2000-t /Pharmacia/ hasznaltam.

A peroxidaz aktivitdst a BRITTON és MAEHLY /1955/ &altal
leirt guajakolos mdédszerrel hatdroztam meg, a citokrdm

C-t 415 nm-es abszorpcidja alapjan lokalizéaltam. Az

endonukledz aktivitads mérése a fent leirt mdédon tdrtént.

2.7. Alegység molekulasuly meghatdrozasa SDS-poliakrilamid

gélelektroforézissel

A tisztitott enzimet 0,6 x 8 cm—es csOvekben, 10%-o0s
poliakrilamid gélen futtattam a WEBER és mtsai /1972/
altal leirt mbédon, 6 O6rat 8 mA/csO aramerOsség mellett.
A gélenkénti proteinmennyiség a 280 nm-es abszorpcid
alapjan becsiilve kb. 20 ug volt. A protein band-eket
coomassie brilliant blue G 250 festéssel tettem latha-
tdéva. Molekulasuly-markerként tojéds lizozimet /NNP Inc./,
marha pankreatikus DN-&zt /Worthington/ és marha
szérumalbumint /Serva/ haszndltam. A nativ gélelektrofo-
rézist azonos futtatédsi rendszerben, SDS nélkiil végeztem

4OC hémérsékleten.

2.8. A gazda és fag DNS elvalasztasa

A DNS-t a fertdzdtt kulturabdl o6ranként vett mintakbdl



nyertem a gazda DNS kivonasara hasznalt, mar leirt méd-
szerrel. A fenolos tisztitasi lépést itt kihagytam. A
kivonatban 1évd gazda és fag DNS-t a FISCHER és LERMAN
/1979/ altal kidolgozott denaturald gradiens-gél rend-
szer segitségével valasztottam el. Korabbi kisérletek
tanusaga szerint ez a mdédszer alkalmas a tisztitott
alga, illetve AS-1 DNS szeparalasara. /A tisztitott
DNS-eket kiilon-kiildn és keverékként futtattam./

Az elvalasztashoz 10 x 10 x 0,3 cm-es, 4% poliakrilamid
alapu lap géleket haszndltam, amelyekben 0-7,0 M karbamid
és 0-40% formamid gradiens volt. A futtatast 24 oréig
végeztem GOOC—on, 150 V fesziiltség mellett. Ezutdn a gé-
leket etidiumbromiddal festettem, majd UV fénynél lefény-
képezZtem. A negativokat a leirt mdédon mikrodenzitométerrel
scanneltem. A DNS mennyiségeket a gbrbe alatti terililetek-
bd1l kalkuléaltam.

A gélekben gyorsabban vandorlé gazda DNS-nek és a las-
subb fag DNS-nek megfeleld csucsok élesen elvaltak és
helyzetiik azonos volt a referenciaként hasznalt tisztitott

gazda és fag DNS pozicidjaval.

2.9. DNS fragmentumok 5’ végalldé nukleotidjanak megha-

tarozasa

50 ug A DNS-t a tisztitott enzim preparatummal extenziven
emésztettem /10 standard enzimegység/ug DNS, 37°%Cc-on két
ora/, a keletkezett fragmenteket bakteridlis alkalikus

foszfatazzal /Worthington/ a WU és KAISER /1967/ &altal



leirt médon kezeltem. Az 5’ vé&galld nukleotidokat T4
polinukleotid kindz segitségével, Y—32P-ATP—vel (spec.akt.
5500 MBqg/umol) refoszforilaltam /MAXAM és GILBERT,
1977/. A reakcid soran megmaradd ATP-t egy 1 x 35 cm-es
Sephadex G-50 oszlopon molekulasziliréssel tavolitottam el.
A végjeldlt fragmenteket DN-az I-gyel és kigyéméregl
foszfodieszterazzal /mindkettd Worthington/ emésztettem,
majd a kapott 5’-nukleotidokat polietilénimin-celluldz
'vékonyrétegen /Polygram Cel 300 PEI, Macherey-Nagel Co./
1 M-os LiCl-dal futtatva valasztottam szét. Az egyes nuk-
leotidoknak megfeleld foltokat UV abszorpcidéjuk alapjan
lehetett lokalizédlni. A foltokat 5’-mononukleotid standard-
ekkel /P-L Biochemicals/ azonositottam. Autoradiografia

utan a foltokat kivagtam, radioaktivitasukat szcintilla-

cids szamlaldval mértem.

2.10. Proteinmennyiség mérése

Az enzimtisztitds soréan a kiilonbbdzd tisztasagu pre-
paratumok proteintartalmadt a PETERSEN és munkatarsai

/1977/ altal leirt mdédon hataroztam meg.



3.. ERBDMENYEK

3.1. Az enzim tisztitéasa

Log. fazisban n&vo Anacystis nidulans tenyészetet AS-1
fadggal 5-6s multiplicitassal fertdztem, 3,5 6ra utéan a
kulturat lecentrifugdltam. Az esetleges baktérium fer-
tOzést YT-agar lemezre kiszélesztett mintaval ellend-
riztem. A tovabbi miiveleteket 0-4°C-on végeztem.

Az Osszegylijtdtt sejteket feltard pufferben /20 mM
Tris-HCl, O,1 mM EDTA, 14 mM B-merkaptoetanol, pH 8,0/
szuszpenddltam, 1O percig tartd ultrahangozassal allan-
dé hiités mellett feltartam. 60 perc, 100 OO0 xg-s
centrifugalas utadn a feliiluszd6t NaCl-dal 1 M-ra allitot-
tam be és 2,5 x 100 cm-es BioGel A 0,5-0s oszlopon kro-
matografdltam. A kombindlt aktiv frakcidkat PC pufferrel
/10 mM K-foszfat, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 7 mM B-merkapto-
etanol/ szemben dializaltam.

PC pufferrel ekvilibralt Whatman P11 foszfocellulédz
oszlopon az Osszes aktivitads megkdtdddtt. A gradiens
eludlast 0-1,0 M-os NaCl tartalmu pufferrel végezve,
az enzim 0,3 és 0,45 M kozdtt jott le. A kombinalt ak-
tiv frakcidkat kdzvetleniil egy 1 x 5 cm-es hidroxil-
apatit oszlopra vive az &atfolydban nem kaptam detektal-
hatdé aktivitédst. Az oszlopot 0,2 M NaCl-ot tartalmazd
PC pufferrel mostam, majd 0,2 M NaCl-ot és 7 mM

B-merkaptoetanolt tartalmazé, 0,01 - 0,5 M-os, pH 7,5-0s



K-foszfat gradienssel eludltam. A 0,15-0,2 M kozdtt lejott
aktiv frakcidkat 50% glicerint tartalmazd PC pufferben
dializaltam. A kapott enzimpreparatum -20%°C-on hénapokig
valtozatlan aktivitdsu és tulajdonsadgu marad.

Az enzimtisztitdsi lépéseket a kovetkezd téablazat

foglalja Ossze.

1. Tablazat

Piaytitisl Tevss Osszes Osszes Specifikus

P protein | enzimaktivités aktivitas

(mg) (enzimegységqg) (egység/mg protein)

Nyers kivonat 2 800 101 000 36
Bio-Gel A 560 89 000 159
frakciodk
Foszfocelluldz
Fraleet bk 8,4 23 000 2 738
Hgnroxilapatis 1,2 18 300 15 250
frakcidk

3.2. Az enzim molekulasulyanak és alegységszerkezetének

meghatarozasa

A molekulasuly kozelitd meghatdrozasat Sephadex G-200
gélkromatografidval végeztem. Az oszloprdol lejovd enzimaktivi-
tads egyetlen hatarozott csucsot adott, amely a torma peroxi-
daznak megfeleld csuccsal egybeesett. Ez arra utal, hogy az
endonukleidz molekulasulya 40 000 k&ridl van.

Az enzimprepardtumot mind 1l0%-os nativ /1. abra/, mind 10%-os

SDS poliakrilamid gélelektroforézissel /2. &bra/ analizalva




1. abra

A tisztitott nativ endonukleédz elektrofo-
retogramja poliakrilamid gélen. Az endo-
nukledz aktivitas a megjeldlt /I/ terlilet-
rol nyerhetd vissza.

2. abra

A tisztitott endonukleaz elektrofore-
togramja SDS-poliakrilamid gélen.

EC



egyetlen jelentds protein-komponenst lehetett kimutatni,
ami a preparatum nagyfoku tisztasagara utal. Enzimak-
tivitdst a nativ gélen csak a coomassie brilliant blue-
val erdsen festddd band-bdl sikeriilt kimutatni /1. abra/.
Elektroforetikus mobilitasa alapjan [3. &bra/ az en-
zim molekulasulya mintegy 40 00O-re tehetd /+ 10%/.
A gélsziiréssel és az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis-
sel kapott molekulasulyok egybeesése erdsen valdsziniisi-

ti, hogy az enzim egyetlen polipeptid molekula.

3.3. Az enzim specifitésa

Az enzim a szubsztrat DNS-t /X vagy pBR 322/ karak-
terisztikus méretii fragmentekre vagja, amelyek gélelek-
troforetikus analizis soran mint kiilénallé band-ek
észlelhetdk. Ez azt mutatja, hogy az enzim a DNS-en meg-
hatdrozott szekvenciidkat ismer fel és ezeknek megfeleld
helyeken hasit.

A DNS mintdk emésztésekor kapott gélelektroforetikus
mintadzat fligg az alkalmazott enzimmennyiségtdl. pBR 322
DNS-t ndvekvd mennyiségii enzimmel emésztve és a kapott
fragmenteket elektroforetizalva olyan valtozd gélképet
kaptam, amelyben a nagyobb molekulasulyu daraboknak
megfeleld band-ek iddvel rendre eltiintek, mig a kisebb
molekulasulyoknak megfeleld régidban uj, jo6l definidlt

band-ek jelentek meg /4. &abra/.



10 000 -

Relativ mobilitéas

3. abra

A fag-indukalt endonukledz molakulasulydnak meghatarozasa

SDS-poliakrilamid gélen. l: marha szérumalbumin /68 000/,

2: AS-1 endonukleaz, 3: DN-az I /31 000/, 4: tojas lizozim
/14 300/.
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4, abra

A pBR 322 plazmid DNS emésztési képének valtozasa az en-
zimmennyiség ndvelésének hatasara. 1 ug DNS-t 37°c-on

2 6rat inkubaltam 2 /a/, 4 /b/ és 8 /c/ standard enzimegy-
séggel. A jobboldali szamok a referenciaként hasznalt
DNS-darabok /pBR 322 DNS Bsu I fragmentumai/ nagysagat jeld-
lik bazispéarokban megadva.



Ezeknél a kisérleteknél két Oras inkubacidét alkalmaz-
tam annak demonstr&dlasara, hogy hosszabb inkubacidés idd
mellett is tovabb valtozik a gélkép az enzim mennyiségé-
nek ndvelésével. A pBR 322 plazmid kis mérete és ismert
nukleotid-szekvencidja miatt olyan szubsztratot jelentett
ebben az esetben, amely a - A DNS-hez viszonyitva - ki-
sebb szamu képzddd fragmentum folytan jél reprodukéalhatd
gél-mintazatok bemutatdsat tette lehetdvé.

A standard enzimegységnek /lasd Anyagok és Moddszerek/
még mintegy negyvenszerese sem volt elegendd ahhoz,
hogy a leirt kisérleti koriilmények kozdtt limit emész-
tést adjon.

Az, hogy a reakcid soréan keletkezd meghatarozott
méreti fragmentek reprodukalhatdan kimutathatdk, de a
reakcididd vagy az enzim mennyiségének ndvelésével ezek
tovabb hasithatdk, arra mutat, hogy az enzim nem csupéan
egyetlen meghatarozott szekvenciat ismer fel, és a kii-
16nb6z3 "megengedett" szekvencidknal mas-més hatékony-
saggal hasit.

Arra vonatkozdan, hogy az enzim meghatarozott nukleo-
tid-szekvencidknal hasit /"site-specifikus"/ tovabbi
bizonyitékot szolgdltatott a keletkezd fragmentumok 5’
v€galld nukleotidjainak analizise. Mivel feltételezhetd
volt, hogy az enzim esetleg t8bb, egymashoz csak részben
hasonld szekvenciandl is hasit /klilénb&z8 gyakorisaggal/,
e szekvencidk lehetséges k&zds elemének megismerése cél-

jabdél fontos volt elérni, hogy a vizsgalt DNS minél t&bb



lehetséges helyen legyen elvagva. Ezért extrém emésztési
kdriilmények k6zdtt /nagy enzimfelesleg, hosszu inkuba-
cidés idd - lasd Anyagok és Mdodszerek/ kapott fragmentumok-
kal végeztem a kisérletet. Mint az 5. a&bréan és a 2. tab-
ladzatban lathatd, még ilyen koriilmények k&zdtt is az

5’ végalld nukleotidoknak mintegy 70%-a dCMP volt.

2. Tablazat

A )\ DNS szubsztrat emésztése soran keletkezd fragmentumok

5’ végalld nukleotidjainak megoszlasa

Nukleotid Ossz. c.p.m. %
dCMP 15 152 68
dAMP 2 854 13
dGMP 2 654 11
dTMP 1 766 8

Feltételezhetd, hogy a 100%-tdl vald eltérés oka a nagy
mennyiségl enzimmel bevitt aspecifikus DN-&az aktivitas
lehet. Igy,figyelembe Véve, hogy a vizsgalt kdriilmények
ko6zbtt valamennyi "megengedett" felismerd szekvencia eld-
fordulhat, ez az eredmény arra utal, hogy ezek legtdbbjé-
nek - esetleg valamennyiének - 5’ végdlld nukleotidja a
dCMP.

A tisztitéasi lépések /BioGel A 0,5, foszfocellulbdz,
hidroxilapatit vagy DEAE-celluldz, Sephadex G-200/ soréan
a kiilénbdzd tisztasdgu preparatumokkal eldallithatd

fragmentum mintdzatok reprodukadlhatdéan azonosak voltak.



dAMP

dGMP

5. abra

AS-1 endonukledzzal emésztett A DNS fragmentumok 5’
végallé nukleotidjai vékonyrétegen szeparadlva. A vékony-

réteg autoradiogramja.



Ez arra utal, hogy kimutathatd mennyiségli mas szekvencia-
-specifikus endonukledz a tisztitott enzim-preparatumban
nem volt.

Kisérleteim szerint az enzim indukcidjaért felelds AS-1
fag DNS-e extenziv emésztési korilmények kozdtt is rezisz-
tens az endonukledzzal szemben. A fertdzetlen algabdl
tisztitott alga DNS-t viszont a A DNS bontéasaval kdzel
azonos sebességgel emésztette az enzim, amint azt az
8sszehasonlithatd kériilmények kozdtt folytatott reakcidk
soran keletkezd fragmentek méreteloszlasabdl becsiilni

lehet.

3.4. Optimdlis reakcidkdriilmények

Az enzimaktivitds optimalis korlilményeinek vizsgalata
soran rendszeresen teszteltem azokat a paramétereket,
amelyekrdl ismert, hogy egyes restrikcids endonukleazok
szekvencia-felismerését befolyasolhatjak /MALYGUINE és
mtsai, 1980/.

A reakcid pH figgését az 5,0 - 9,0 tartomanyban vizs-
galtam, 0,5 pH egységenként, az optimdlis ionerdsség mel-
lett. A fenti értékek k&zOtt a pH az enzimreakcidt ke-
véssé befolyasolta /6. dbra/. A reakcidsebesség a pH
ndvekedésével koriilbeliil lineadrisan ndtt, pH 9,0-nél
a pH 5,0-8n mértnek mintegy dupldja volt. Az enzimre
jellemzd DNS emésztési mintazat valtozatlan maradt.

PH 7,0 és pH 8,0 k&zott /pH optimum/ aspecifikus hasités

nem volt kimutathatd.



6. abra

Az AS-1 endonukledzzal emésztett A DNS (1 enzimegység/ug
DNS) elektroforetikus mintazata klildnbbzd pH értékeken.

/A jobb Osszehasonlithatdsag kedvéért a reakcidsebesség
vadltozasat az inkubacidés iddk valtoztatdsaval kompenzaltam. /
Balrél jobbra: pH 5,0 /80 perc/, 6,0 /70 perc/, 7,0 [60
perc/, 8,0 /50 perc/, 9,0 /40 perc/



7. abra

Az AS-1 endonukledzzal emésztett A DNS (1 enzimegység/ug DNS)
elektroforetikus mintédzaté&nak valtozasa az ionerdsség fligg-
vényében, 60 perc inkub&dlas utén. Balrdl jobbra: 25, 50, 100
és 200 mM - Tris-HCl-lel bedllitott - ionerOsség mellett.



Az ionerOsség drasztikusan befolyasolja az enzimaktivi-
tast. 7,5-8s pH mellett, 25 és 500 mM k&zdtti tartomany-

2+ . .
és Tris/ ese-

ban tesztelve szamos ion /pl. K+, Na+, Mg
tében az optimum 100 mM k&riil volt. 200 mM, illetve ennél
magasabb ionerdsség az enzimmiikddést teljesen gatolja,

mig 100 mM alatt a reakcid lassabbad és kevésbé specifikussa
valik |75 +abral.

Az enzimreakcidhoz csak Mg2+—ra van szilikség. Ezt
Mn2+—nal helyettesitve, a szekvencia-felismerés erdsen
romlik, és jérését aspecifikus DNS degradaldédas figyelhe-
td meg.

Mivel a tisztitott enzimpreparatum glicerint tartalma-
zott, kiildn meggydzddtem arrdl, hogy az enzim aktivitéasat,
illetve specifitésat a reakcid sorén 10%-nyi glicerin jelen-

léte nem befolyasolta.

3.5. Az enzimaktivitas iddbeni valtozasa a fertdzés soran

A kisérleteket ultrahangozott sejtek 30 000x g-s felilil-
uszdjaval végeztem. Az enzimaktivitast a fertdzés soréan
dranként vett mintdkbdl a leirt mdédon hatédroztam meg. A
X DNS degraddldédasat alapvetden a virus-indukalt endonuk-
ledznak tulajdonitottam, mert /i/ a fertdzetlen algéban
az Osszes DNS-bontd aktivitas olyan alacsony volt, hogy a
kisérleteimben haszndlt extraktum-mennyiség lO-szeresével
sem okozott tesztrendszeremben kimutathatd valtozéast,

/ii/ az endonukledz tisztitdsa sordn, a tisztitasndl hasz-=

nalt assay-koriilmények k&zdtt sem kaptam olyan egyéb DNS- )




-bontd aktivitast, ami a mérést zavarta volna.

Az enzimaktivitdsok Osszehasonlitdsa a reakcid soréan
fogyd intakt A DNS mennyiségének mérésén alapult. Az adott
fertdzési korlilmények kozdtt, amikor a lizis a 7,5-8. oOra-
ban kovetkezett be, az egységnyi extraktum-térfogatban
levd enzimaktivitads hirtelen emelkedését a fertdzés utéani

3. és 4., Ora kOzott kaptam /8. abra/.

3.6. A gazda DNS lebontddasa a fertdzdtt sejtben

A 9. abran lathatd, hogy a gazda DNS gyors degradalddasa
a fertdzés 3. és 4. draja kozdtt megy végbe. Ez a periddus
durvan egybeesik az endonukledz-szint gyors emelkedésével

a fertdzott sejtben /8. abral.
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DNS emésztettség /[%/
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-
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Fertdzés utéan: idsd [/6/

8. abra

A fagindukalt endonukledz aktivitdsanak ndvekedése a fer-

t8zési ciklus sordn az AS-1 cianofaggal fertdzdtt Anacystis-ben.



-

Relativ DNS mennyiség

Fertdzés utan: idd /d/
9. abra

A gazda DNS /o/ lebomlédsa és a fag DNS /A/ felhalmozddasa az
AS-1 fag fert®zési ciklusa sordn. A gazda és a fag DNS mennyisé-
gét a O iddpontban /a fagadszorpcid befejezddésekor/ jelenlévd

mennyiséglikh6éz mint egységhez viszonyitva tilintettem fel.



4. MEGVITATAS

4.1. Bakteriofdgok és szekvencia-specifikus endonukleazok

Egy olyan site-specifikus endonukleazt tisztitottam
és jellemeztem, amely egy kékalgaban fagfertdzés hata-
sara indukaldédik. Prokariota szervezetben virulens
fertdzés hatdsara kialakuld ilyen tipusu enzimre tudo-
masom szerint eddig nincs adat. Jéllehet a T5 fag ese-
tében feltételezték, hogy a fertdzéskor indukalédd, a
gazda DNS degradalddasiért felelds endonukledz esetleg
szekvencia-specifikus /FIELDING és LUNT, 1969;
McCORQUODALE, 1975/.

Eddig egyetlen fag-kdédolt /Pl/ szekvencia-specifikus
endonukledzt /Eco Pl/ irtak le /HABERMANN és mtsai,
1972/. Ez esetben azonban az Anacystis—AS-1 rendszerrel
szemben lényeges klildnbséget jelent, hogy az endonukle-
dzt lizogén - tehat alapvet®en normalis életfunkcidkat
végzd - sejtek termelik, mig az Anacystis esetében pusz-
tuld sejtekben jelenik meg.

Mivel az AS-1 indukalta endonukleaz érdekességét jo-
részt az adja, hogy fagfertdzéskor jelenik meg, fontos
annak a bizonyitdsa, hogy a fertdzetlen sejtekben ilyen
aktivitds nincs. Egyrészt erre utal, hogy az egészséges
Anacystis-bdl nem sikeriilt az enzimet kimutatni. Masrész-

rol fontos érv emellett az is, hogy az AS-1 DNS-sel el-



lentétben az alga DNS nincs védve az endonukleazzal szem-
ben. [/A specifikus védelem hiadnya - pl. restrikcids
endonukledzok esetében - letdlis kimenetell a sejtekre

nézve. /

4.2. Az enzim helye a szekvencia-specifikus endonukle-

azok kozdtt

Az enzim - a szekvencia-specifikus endonukleéazokkal
8sszehasonlitva - viszonylag kis molekulasulya /40 00O
dalton/, valamint az alapjan, hogy egyetlen polipeptid-
-lancbdol all és aktivitasahoz csak Mg2+—t igényel, a
II. tipusu restrikcidés endonukledzokhoz all k&zel. Ha-
sonld vonads tovabba az is, hogy a sajat DNS /itt az
AS-1 DNS/ valamilyen mddon védett az enzimmel szemben.
Feltételezhetd, hogy ez a védelem valamilyen szintén
szekvencia-specifikus modifikacids rendszertdl ered. A
védelemnek azt a lehetdségét, hogy a fag DNS-ben vala-
melyik DNS bazist egy un. "ritka" bazis teljesen helyet-
tesitené, kizarjak azok a kisérletek, amelyekben az
AS-1 DNS-t hangyasavval hidrolizalva és a bazisokat a
TOMASZ &altal leirt mdédon vékonyrétegen elvalasztva
/TOMASZ, 1973; TOMASZ, 1975/ a mdédszer érzékenysége mel-
lett csak a négy DNS alapbazist tudtam kimutatni.

Sajatos vonasa ugyanakkor a fag-indukalt endonukle-
aznak, hogy nem /vagy esetleg csak szélsOséges kériilmé-
nyek k&zott/ ad limit emésztést, valamint, hogy - ennek

megfelelden - t8bb lehetséges nukleotid-szekvenciénal is



hasithat: szekvencia-felismerése degeneralt.

4.3. A szekvencia-felismerés degeneraltsaga

Az &altalam vizsgalt koérilmények kozdtt az enzimmel
nem sikerilt limit-emésztést elérni. Az enzim e vonat-
kozédsban olyan II. tipusu restrikcids enzimekhez /pl.

Eco RI, Hin 4 III/ /POLISKY és mtsai, 1975; HSU és BERG,
1978/ hasonldan viselkedik, amelyek szekvencia-felis-
merése kedvezdtlen kdriilmények kézdtt degeneralddik.
Néhany ilyen esetben kimutattdk /POISKY és mtsai, 1975;
HEININGER és mtsai, 1977/, hogy a szuboptimalis k&riil-
mények hatasara ezek az enzimek ugy valtoznak meg,

hogy az eredeti felismerd-szekvencidk széls® nukleotid-
jai a felismerés szempontjabdl indifferenssé valnak, és
igy nemcsak azoknédl, hanem azokhoz részben hasonld
szekvencidknal is hasitanak. Az ismert esetekben az ilyen
hasitdsok gyakorisdga durvan a hasonldsidg mértékével
aranyos. Az enzim affinitdsa a kiilénbdzd "megengedett"
szekvenciakhoz nagygégrendi eltéréseket is mutathat, ez
magyarazza, hogy a limit emésztés /[valamennyi potencidlis
felismerBhely elvagasa/ nehezen érhetd el. A restrikciéds
mintadzat és az enzimreakcid soran keletkezd fragmentumok
5’ végalld nukleotidjai arra utalnak, hogy az AS-1 indu-
kalt endonukleédz szekvencia-felismerése hasonld mechaniz-
must kovet.

A II. tipusu restrikcids enzimek esetében a leirt je-

lenség csak szuboptimdlis kdriilmények kozdtt figyelhetd



meg. Az eddig ismert mintegy tiz ilyen esetben ezek a
korilmények igen hasonldak /magas pH, csbkkent'hidratélt—
sag, Mg2+ helyettesitése Mn2+-nal/ /MALYGUINE és mtsai,
1980/. Ezzel szemben a fertdzott Anacystis nidulans—ban
megjelend enzim specifitdsdt a pH és a hidratdltsag
mértéke /[ionerGsség, illetve glicerin jelenléte a reak-
cidelegyben/ nem befolyasolja.

Hogy az AS-1 indukéalt enzim zZmn vZvo kO6rilmények kézdtt
is a leirt mbédon hasithat azzal is alatamaszthatd, hogy
mig a mesterségesen degeneralt szekvencia-felismerési
enzimekkel emészthetd a vellik szemben Zn vivo specifiku-
san modifikalt DNS /POLISKY és mtsai, 1975; HSU és BERG,
1978/, az AS-1 DNS modifik&ltsédga sajat degeneralt jelle-

gli endonukleazaval szemben teljes védelmet biztosit.

4.4. Az enzim szerepe a fertdzott sejtben

Az eddig ismert restrikcids endonukleazok valamennyi-
en szaporododoképes, normalis életfunkcidkat végzd sejtekben
termelddnek. Ezzel szemben az AS-1 indukalt endonukleéz
egy virusfertdzési folyamat soran képzddik. Az, hogy az
enzim megjelenésétdl a sejtek liziséig minddssze négy Ora
telik el, erdsen behatdrolja az enzim lehetséges funkcid-
it. Mivel a fertdzést kivaltd fag DNS-e védett az enzim-
mel szemben, potencidlis szubsztratnak csak a gazda DNS-e
tekinthetd. Annak alapjan, hogy az enzimaktivitas mere-
dek emelkedése a fertdzés folyaman iddben egybeesik a gazda

DNS degradaldédasaval, igen valdsziniinek latszik, hogy az



enzim szerepe a gazda DNS szelektiv lebontéasa. Specifi-
tasa folytéan ezt a funkcidt ugy képes elvégezni, hogy az
ezzel idSben részben atfedd fag DNS szintézissel nem in-

terferal.

4.5. Gazda DNS lebontéds a T4, illetve T5 faggal fertdzdtt

Escherichia coli-ban

A T4 fag altal iranyitott gazda DNS lebontas mind gene-
tikai, mind biokémiai aspektusbdl elég részletesen ismert
folyamat /KOERNER és SNUSTAD, 1979/. A lebontas iniciacié-
jaért egy olyan endonukledz /T4 endonukledz II/ felel®s,
amely a duplex DNS-en a citozin tartalmu részeken nickeket
idéz eld. /Ezeken a helyeken kezdddhet meg az exonukleo-
litikus bontas./ A T4 endonukledz II nem tekinthetd site-
specifikusnak, és Onmagdban nem képes DNS fragmentdlddast
eldidézni. Ugyanakkor figyelemreméltd analdgiat jelent az
Anacystis —-AS-1 rendszerrel az, hogy a gazda DNS lebontéa-
sdban egy olyan endonukledz jatszik kulcsszerepet, amely-
lyel szemben a fag DNS-e kémiailag védve van. [A T4 fag
DNS-e citozin helyett 5-hidroximetil-citozint tartalmaz./

A T5 fag esetében a gazda DNS lebontésanak mechanizmusa
kevéssé ismert. Bizonyitott egy DNS fragmentdcidt kivaltd
endonukleidz szerepe a folyamatban /McCORQUODALE, 1975/.
Kimutattdk tovabba négy kiilonbdzd nick-képzd szekvencia-
-specifikus endonukledz jelenlétét a fertdzdtt sejtekben
/ROGERS és RHOADES, 1976/. [A T5 DNS alapvetden a szokasos

négy DNS bazist tartalmazza, ezért itt a szelektiv DNS-fel-



ismerésre varhatdan szekvencia-specifikus enzimek alkalma-
sak. /

A leirtak alapjan elképzelhetd egy, a fagfertdzdtt bakté-
rium gazda DNS lebontéasat magyarazd, esetleg dltalédnosabban
alkalmazhaté - alapjaban a fag DNS kémiai védelmén alapuld
modell, amelynek az Anacystis - AS-1 rendszer egy igen egy-

szerli esete.

4.6. Szelektiv DNS degradacid eukariotakban

A Chlamydomonas reinhardi zdldmoszat ivaros szaporodéasa
sorén a zigdéta két formailag azonos ivarsejtbdl alakul ki
/izogamia/. A zigbétaképzés soran az egyik ivarsejt kloroplasz-
tiszéanak genomja megsemmisiil, igy a kloroplasztiszok "anyai"
uton Orodklddnek. Sikerililt kimutatni /BURTON és mtsai, 1979/,
hogy az un. anyai ivarsejtben a zigdtaképzés folyaman a klo-
roplasztisz DNS intenziven metilezddik. Tisztitottak mas-
részrdl a zigdotakbdl egy, a restrikcids endonukledzokhoz
igen hasonld site-specifikus endonukledzt /BURTON és mtsai,
1977/. Ez az enzim végzi az "apai" kloroplasztisz genomjanak
szelektiv lebontasat.

T6bb més eukariota esetében utalnak arra indirekt bizo-
nyitékok, hogy egyes ©nalld genetikai &allomé&nnyal rendelkezd
sejtorganellumok anyai uton vald 6rcklddését [pl. Pelargonium
kloroplasztiszok, élesztd mitokondriumok/ specidlis restrik-
cidés-modifikacids rendszer biztositja /SAGER és KITCHIN,
1975/. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy kémiailag megk@%@ﬁggz—
tethetd DNS-ek szelektiv endonukleotikus lebontésa agfé%§gii

& &

lagban széleskdrben elterjedt reguldcids tényezd.
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