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RUviditégel

Rell rendsser - restrikeids-modifikieidés rendsser
rels eops = /relative efficiency of plating/ fertfzési effi-
ciencia
SAll « Seadenozilele/metil/-metionin
#X 174 RF =« ¥X 174 £4g DNS repliketiv forma
SDS « ndtrium=~dodecil-pzulfdt
ICA « trikldr-ccetsav
EDTA = etilén-diemin-tetraccetsav
Tris « trige/hidroxi-metil/-aminometdn
PPO = 2,5«difenileoxasol
POPOP e lydwiio/2w=,5«fenileoxazoil/~bengol
Lty - ethidium-bromid
S5 DNS, RNS « egyssdlu DNS, RNS
DS IS, RUS e késszdlu DNS, RNS

A restrikeids és modifikdcidés enzimeket a Smith, lNathans
/15/= £éle nevesékton sserint jeltltik, ahol a név elsé be-
tije az enzim forrdcdt jelentd bektérium genusdnek a kezdl=-
betilje, & mdsodik két betili a species név elsd két betiljes
Ha egy tirzsbll t0bLD restrikcids cnzimet izoldlgak, 22 enzie
nek megkiiltnbbztetéasdére tovdbbi betil és szdmjelzést alkelmase
taks Az R restrikeids endonukledst, az Il modifikdéeids metildzt
Jjeltls A kivetkezlkben a dolgozatban enlitett restrikeids en-
zimek és a forrds baktériumok neveit adjuk mege.
endoR.LcoRl « Hscherichia coll RY 13
endo R,LeoB, endoR,Ecoke~ Lscherichia coli B 111, K
endolR.Tagl « Thermus aquaticus ITI

endoR.llhal « lHaemophilus haemoliticus



endoR4liaelll « Hacmophilus aegyptius
endoR Jiboll « loraxella bovie
endoReliind I, II e Hazemophilus influensae R a
endoReliinf I « llaemophilus influenzae Rf
endoR4Pst I « Providencia stuartii
endoRe.BDamiil =« Bacillus amyloliguefaciens I
endoReBot I » Bacillus stearothermophilus 1503
endoReBgl I, II « Bacillus globiggi
endoRe521l I » Streptomyces albus
endoR.Sma I - Serratia marcescens Sp
endoReXma I « Xanthomonas malvacearum
endeoRsliga I « Haemophilus gallinarum
endoReAva I « Anabaena variabilis
A dolgozatben o restrikeids endonukledzok neveinek rividie
tett Jjeltldedt alkalmasmtuk sok helyen, az egyszeriiség kedvé-
éxrts ple endoReLcoRI helyett BEcoRI
A modifikdeids metildzok jeldlése analdg a restrikeids
endonukledzok JjelUlésévels ple az endoR.Ecolllenck megfelelb
modifikdcids metilds neve methM EcoRl vagy rividen MeIcoRl,



A restrikeibse-modifikdcids enzimek a restrikeid-modifikdcid
mikrobioldgiai Jjelensépérll kapték nevilketes A restrikeid Je-
lenségének réssletes tanulményosdsdval, az 1950-es évek elején,
Luria és nmtels /1/ foglalkoztak ellszbr, bakteriofigesejt kile
cebnhetdisok genetikai anslisise sordn, A jelenség a kivetkeszle
képpen irhaté les
« Bgy A baktériumttrzatn /ple Es coli X/ sszaporitott fdggel
B baktériumtbrzset /ple Es coli B/ fertdzve, az elsl szaporo=
ddsl ciklusbon o L4z fertbézés hatdsfoka /efficiency of plating,
eop / az A torzein ésslelt érték ezred-tizesred részére redus
kdl6dik / relativ eop kL. 10“4/ s & B tirzs restrikcids akti-
vitdsa /¥}/ kivetkesztébens
- Ha az ily médon B tirzetn ssaporitott figgal most az A tire
soet fertbasilk, a B tirzsin éozlelt gop Exrtéknél =4 nagye
ségrenddel. kisebb értéket kapunk az A tUrzs /rz / restrikeids
aktivitdsa kilvetkeztében,

A jelenség mechanismusdnek modelljeként 1962«ben Arber éo
Dussoix /2,3/ E. coli K és B ttrzseken végszett #izsgdilatall
alapjdn feltételezték, hogy minden baktérium, mely restrikei-
6s=modifikicids tulajdonsdgot mutat, rendelkezik egy endonuke
leolitikus és egy ezzel antagonista modifikdcids enzimoktivie
tdssal,



- A vestrikeids /xr'/ fenotipusért felelds enzimek endodezoxie
ribonukledszok, melyek meghatdrozott nuklecotidsorrendet ismere
nek fel és kettés szdlu hasitdst eredményeznek a DiiSeben,

- A modifikécids /m*/ fenotipusért felells ensimek modifikde
cids metiltransaferdsok, felismerdszekvencidjuk megegyezik a
megfelell restrikeids enzimével, a felismerbhely egyes bdzie
salt metildl jék ugy, hogy a modifikdlt INS a restrikeids ene
donukledznak nem ssubsstrdtja tibbé, A baktérium sajdt DiiSeét
22 & modifikdeids aktivitds védi meg az endonukleolitikus ha-
tdosal szemben, amig a sejtbe jutd idegen DS, amely nem rene
delkezik ilyen modifikdeidval, gyorsan lebomlik a restrikeids
endonukledz hasitdsa és az azt kivetd exonukleolitikus emésze
tés hatdsdras / Az elsd replikdeids ciklus utdn a "tuléls”
fdg DIiS is modifikdlédik./

Az elmult években néhdny restrikcids-modifikécidés rendszer
réozletes genetikai, biokémial analizisét koztlték. /4«14/

A restrikeide enzimek csoportjdba sorolt fechérjék mind
szeckvenciaspecifikus endonukledzok, Fordntsem igezolt a ma
ismert, restrikcidés endonukledgként tdrgyalt ensimek tulnyomé
t8bbeégére, hogy restrikcids-modifilkdcidés rendszer részei,
bér elnevesésilk ezt feltételezi. /15/

A restrircidsemocifrikéciés enzimek biokémiai jellemzése
1968=ban indult meg /Meselson, Yuan /16/, Linn, Arber /17//
az elsé restrikelds endonukledzok izoldldsdvel. Igasi dttirés
a II, tipusu restrikeids enzimek felfedezésével és analitikai

eszkizként valé felhasznéldsdvel /Smith és mtei, /18,19,20/
kiovetkezett be 1970=Tl=ben,



2/

A restrikeids endonukledzok eléggé dltaldnos jellemzdi a
bektériumoknak. Hagasabbrendiiekbll eddig II. tipusu restrike
cidés endonukledzokhoz hasonld restrikecids enzimektivitdst nem
sikeriilt kimutatni /11/, ez azonban nem zdrja ki analég rende
szerek létezését eucaryotikban ias,

A restrikcidés-modifikdcidés rendsserek Jjellemzbi a kivetkezbk:

e/« Az endonukledz specifikus oligonukleotid szekvencidt
ismer fel a DiSeben,

b/e¢ A hasitds a felismerbhelyen vagy attél bizonyos tévole
sdgban kivetkezik be.

c/e FelismerShely hidnyiben hasités nines.

d/e¢ A felismerbShely specifikus modifikdcidéja /metilélds,
gliilkozilezés / gitolja a megfeleld restrikcids enzim hasitdadt.
/ Egyes esetekben a restrikcids endonukleds kizvetlen gdtlddik
valemely fertbzé fdg termelte inhibitor dltal, /21,22//

e/e¢ LA mocéifikdeids metildz felismerbhelye negegyezik a
restrikeidés endonukledséval a LliSeen,

£/+« A modifikdcids metildz felismerShelyenként két bézist
/vagy adenint, vegy citozint/ metildl,

Az endonukledsz és metildz génjét hordozhatja baktériumkro-
noszéma fEcok és BeoB/, féckromosszéma /EecoPl//23/, kriptikus
profdg /BsuRl//24/ és plasmid /EeoRI, LeoRII//13,25/.

A pestrikeids-modifikdcidés enzimek nemecsak genetikal deter=
nindltsdgukban mutatnek alapvetd eltéréscket, de biokémiai
Jellemzéikben is, linden restrikcids endonukledz specifikus
sgekvencidit ismer fel, de nem mindegylk hasit specifikus szeke



vencildkndl, Ennek alapjén a restrikeids és modifikdcids ensie
neket két cooportba soroljikes

lidrom alegységbll 116 bifunkeiondlis ensimek, restrtkciéé
és modifikdcids aktivitissal egyardnt rendelkeznck, AZ endoe
nukleolitikus mikodés SAliet, ATPet, Hg° =ot, & metilds aktie
vités csak SAli=t igényel, Azt, hogy & bifunkciondlis enzim
melyik aktivitdse keriil elftérbe a felismerbhely dllapota
szabja neg,

a/es Mindkét pzdlon modifikélt felismerShelyil 111, felismerle
helyet nem tartalmazé DlSesel enzimeszubsztrdt komplex nem
jtn létre,

b/. Ha a felismerShely modifikdlatlen, a2z enzim o felismerf-
helyen kivill kettés szdlu hasitdist eredményez. A hasitdoi
pont rendomnak tekinthetl, A hasitdst kivetben az enzim negy
hatdsfoku ATP-dzzd alokul,

¢/s Ha a felismerdhely egyik szdla modifikdlt, a mdsik modi=
fikdlatlan, az ensim metildzként miktdik, Restrilkeids ensime
ként nen képeec hasitoni sz ilyen "heteroduplex” felismerd=
hellyel rendelkezd DliSetes /26,27/

Ebbe a csoportba tartosnak az elsfként jellemzett restrike
ciés ensimek, az EcoK éc ¥eoB, valemint ide soroljék a sok
hasonlé tulejdonsdgot mutatd ZeoPleet is, /16, 17, 23, 28«30/
Az ZeoPl hasitdsi ternéke ag Icokehoz és EcoBehegz hasonldan
heterogén, Az endonukledsz Nge' -ot és ATP=t igényel, SAl ndvell



a reckeid sebessépéte A hasitde befejestével ATP hidrolizis
nem tUrténik,

4/ e

helyen hasitenak, dllendé szému, as
enzinre jellemzé méretil, mélsulyu fragmentet hoznak létre egy
adott DNS emésztése sordn, /10,11/

Ezek a fragmentek gélélektroforézissel egynéstél elvdlaszte
haték, Jjellegzetes sdvozotisdgot mutatva & gélképen, Két azoe

nos specifitdsu enzim emésztési gélképe ugyanaszzel a szubszte
réttal megegyezik, Igy valamely ujonnan izoldlt restrikcide
endonukleds felismerfssekvencidja jelezhetd, ha emésztési géle
képét az eddig ismert restrikecids enzimek gélképeihez hasone
litjuke Azonos 1l1l, hasonldé gélkép esetén, a DliSet mindkét
enzimmel egyiitt emésztve /kettbes emésztés/, ha az egyedi eméoze
tések gélképeihez vissonyitva uj sdv, fragment megjelenését
nem észleljilk, a két enzim igogchizomer, azonos szekvencidt ice
mexr fel a DliSeben,

A II, tipusu restrikcids enzimek dlteldban kis mélsulyu
fehérjék, aktivitdsuwkhoz coupdn lMg?*eot igényelnek, Az eddig
ismert II., tipusu enzimek negyrészt kétszeres rotdcids szime-
metridju, 4, 5, 6, nukleotid hosszu szekvencidt /un. pglinde

le 57 GauGuCwC 3* Haelll / isnernek feles / A felismere
zomot pls e - ‘ .

hely pelindrom, ha a két komplementer szdl agzonos irdnyban ol-

vasva /ple 5%«%?/ azonos nukleotidsorrendet ad./



Hasonlé tipusu szimmetridt mutaté szekveneidk taldlhatdk
egyéd proteineDNS kilesbnhatdisi /kitée/ helyeken ple promote=
rek, operdtorok. /31/

Kiemelked8 analitikai szerepiik magyardssza, hogy Jjéval t6bd
Il. tipusu endonukledz ismert, mint I, tipusu, Az eddig felfe=
dezett 145 ensinm kb, 45«50 specifitdst jelents / Jelenleg asz
iomert felisnmerdssekvencldk alapjan 87 enszimet 37 csoportba
sorolhatunk./

Egyes baktérium genusokbdl igen sok II, tipusu restrikecids
enzinet izoldltake /Igy ple o Haemophilus tdrzsek, ahol 29
megvizogdlt tUrzsbll 22 enzimet isoldltek /11/, vagy a Bacillus
genus, ahol 62 t8rzsbll 20-ban mutattak ki restrikecids endo=-
nukledsz aktivitdsts /33//

Az isoschizomer bektériumtirzsek 111, endonukledszok értékét
prektikus szempontok hatdroszdk meg /pathogenitis, elfdllitisi
ktlteés, mennyiség/. LBgyesek alig detektdlhats mennyiségil enw
zimet tartolmasnek /33/, amig az ellenkesd véglet pl. az dlta=
lunk tisztitott ReBspRIi, ahol 1l0g sejtbil izoldlt homogén enzim
5 g DliSet képes megemésZteni 1 6ra alatt.

Kilbn érdekesscéget Jelent az as 1soaeh1§amer csoport, ahol
az azonos felismerfczekvencidn belil a hasitdsi helyek killone
bbsbk /pl, Smal, ¥mal/, ill, amelyek mds genus valamely fajde
ban taldlhatdé t6bL killénbizd specifitdsu restrikcids enzimmel
isoschizomer ensimecket termelnek, / ple a Gram-negativ lHaemoe
philus engimei a HindlI ée HindIII isoschizomerck a Cramepozie
tiv Corynebacterium humiferum enzimeivel a Chul ill, Chullevel./

Meglepd kilonbséget mutat a Diplococcus pneumoniae enzime
a Dpnl, amely a hasitdshoz metildlt felismerfozekvencidt



igényel / 5°? G.ﬁ-m.c 3? , ahol x a metilesoport helyzetét
Jeloli/ /344 35/, czemben isoschizomerjével, a Dpnilevel, mely
metildlatlan szekvencidkndl hasit,

A Hgal, HphI és Mboll az I. tipusu enzimekhez hasonldéen,
a felismerdhelyen kiviil, ellentétben az I, tipusuakkal, nege
hatdrozott helyen hasitanak, igy specifikus fragmentdlédst okoge

noke /ple Hgal 5° CelelaGulelinlalaliel 59
CoTuGalnl wllellolinlnllellwlolwlel

A HinfI, laell, HindII, Aval és isoschizomerjeik bdizonyos
"pontatlonségot” engednek meg felismerdhelylikbn /pl. HindII
659 Calely~Fusi=C 3?/,

A hasitési helyek természetében is lényeges eltérést ta-
ldlunk az engimek kizsttt. Létrchozhatnek kilinbizd nukleotide
hocssusdgu 5 /ple EeoHII « 5, EcORI « 4, Hinfl « 3, Hpall 2
nukleotid/, 3* egyesszdlu /Pst = 4 / ill, kettbésezdlu fraog-
nentvégeket.

Az egyesszdlu fragmentvégek megfeleld kirilmények kizdtt
DNS-1igéezal Gocsekapcsolhaték /lsd, alkalmazés/.

A II, tipucu modifikéciée metilizok kevésbé ismertek, mint
endonukledz pdirjuk, Usak néhdny modifikdciés metildst tisztie-
tottak /13, 36=39/ és alig tUbb azoknak az enzimeknek a sséma,
anelyesnél meghatdroztik a metilalt bdzis helyzetét a felismew
részekvencidban,

Hetiltranszferdzkint egy-egy nmetil-csoportot visznek &t a
kettbs szdlu LIS szdlaira felismerbhelyenként a SANerél, /pl.



AaHBeIII 594 oGuGuCaCles 3’ Helipall 5%40eCoCaGuCoes3? /
voalmluliml 44, soslimiulmlyy,
x x

Adenin 111, citozin specifikus metiletranssferdzként Genctile
adenint ill, Semetilecitozint hosznak létre, ezzel feltchetlen
o felismerShely adeninjének 608, citozinjének Seis pozicidjie-
val szoros kilestnhatdsba keriillé restrikeids endonukledzok
szterikus gdtlisdt okozzdk. /39/

A termépzetes metildléisnak csupdn t8redék réssze modifikdcie-
6s metildzok milkbdésének eredménye legtibdb baktériumbane, L10=
fordulhat, hogy /nem restrikeids rendszerhez tartozd/ egyéd
netilézok vagy més modifikdls ensimek a felismerbhely bdzisalt
nédositjék /ple glikozileszilk/, megvédik a Dliset a restrikeids
endonukleds hasitdsdval ssemben. /34, 36/ Plasmid /ple BEcoRII/
vagy fégspecifikus restrikeids-modifikdcids rendszert hordozd
baktériumokben igen sszoros funkeidbeli kilestnhatdis valdsul meg
a goazdasejt 111, az R-li rendszer metildsal kozbtt. /35/. Aok
a feltevések azonban, amelyek szerepet tulajdonitanak a modifie
kécibs metildzoknek és az dltaluk bekbvetkezd helyspecifikus
IS metiléldsnak a transszkripeid, génfunkeidk kontroll mecha-
nizmuseiben, jelenleg nem megalaposzottak. /35/

A metildz aktivitds detektéldsdra éo mérésére alkalmas a
restrikeids enzimeknél hoszndlt tessztek nogy résse, felhasze
nélva, hogy as elézetes metildlds megvédi a DiSet az endow
nukleolitikus hasitdstdél./>7/ Eventitotiv tesztként alkalmage
haté a metilesoportjdn /C14, 1 / jelzett SAMenal végzett
metilcsoport bedpitéoi tesst. /36, 38/

6/




Az elsd tisztitdsok sorédn a restrikeids enzimek aktivitisét
a bioldgilai aktivitds /12//transzformdeids, transszfekeids tesze
tek/, DNS szedimentdcids sebessdg /16, 18/ modifikilt konte
rollhos vald viszonyitdsdval kivettdks Cevésbé idligényes,
elaccony ssintli exonukledz jelenlétében is hasonléan kvantite-
tiv tesztek: o DNS viszkositdsestkkenés mérése /18/, exonulkle=
dzzal szemben érzékeny forméba vald dtalakitdson alapuld méde
szer /29/, filter-kbtéesi eljdrdsok /40/, valemint ezildrd
fégishoz kititt radiocaktiv DliS-bEl oligenukleotid felszabadue-
1lés sebességét mérd médszer /41/+ A kvalitativ, de félkventi-
tativvé tehetl tesztek kizill legegyszeriibb / enzimtisztitds
sordn célszeri/ a cosapadék /clote/ teszt /42/, amelynek lénye-
ge, hogy az emésztett DS, bovinalbumin jelenlétében TCA-vel
finom csapadékot képez, szemben a fibrézus, turds csapadékot
adé emésztetlen DliSesel,

Legéltalénosebdb a "gélmeghatdrozds” /Sharp 43, 44/. Akrile
amid, agarés gdéleken, ethidiumebromiddal valdé festés utdn,
az enépgtési fragmentei UV fényben ldthatévd tehetbk, Elénye,
hogy nemcsak & specifikus fraogmenticidt eredményezld endonuke
leds, hanenm aspecifikusan eméazf& nukledsok jelenlétét is
Jelzi. Bazzel a médszerrel meghatéroshatd az a legkisebd en-
gimmennyiség, amely 1 éra alatt 1 ug \DiSet cméozt neg tikée
lectesens Ezt haszndljék fel az aktivitds mennyilségi meghatée
roszéséhozs / A E, )\ hatdzr/

A II, tipusu restrikcids endonukledszok analitikal ecozkiize
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ként valdé felhasgndldsa kiemelkedS Jelentfoéglls Bz nagyarissza,
hogy bér igen sok restrikeids enzimet fedestek fel, a tisztie
tésl eljérdsok sorén elsésorban a kizvetlen gyekorlati felhagge
ndlés igényeit tartottdk szem elltt. Az ensimprepardtumokial
szemben tdmasstott gyakorlati igények:
- mentes legyen aspecifikus nukledzoktdl
» @ tisztitott enzim stabil legyen, mentes szennyczf
protedzoktdl,
Eddig csak az EcoRI /38, 45/, BamiI /46/, és BstRI /47/
restrikeids endonukledzokat tisztitottdk homogenitisige
A leirt tisztitdsok dltaldnos séméba foglalhatdke
¢ tUrténhet: Biogél kromaw
togrifidvel, streptomycin-szulfdtos kicsapdssal, hidroxilapae=
tit kromatogrifidval vegy DEAE-celluldéz kromatogrifidvel.
Egt éltaléban./mi!/gsoi kisézds, majd DEAE-celluliz vagy
foszfocelluléz kromatogrific, esetleg mindkettd, kiveti, Néhdny
restrikeids ensim tisgtitdsdndl egyéb eljdrdsoket is felhasge
néltaks Sikerrel alkelmastik a Hpal tisztitdsdndl /48/ a glie-
kogén~gzintetds tisztitdsdndl haszndlt hidrofdéb kromatogrdafidt
w waminoalkil-Sepharose oszlopon. / Az alkilléne 3, 5, 7 ozéne
atomos lehet, /49//

Kiiltntsen fontos az in vitro reikombindeids kisérletekben a

A nyers kivonat nukleinsavmentesd

"ragadés”, egyes ssdilu fragnentvégeket eredményezd restrikeids
endonukledzok ttkéletes mentesitése szennyezd exonukledzoktdl,
Oridsi tisztulds érheté el S8 DNS,agarézy DliS-celluléz
affinitds~-oszlopok alkalmazdsdval, Elméletileg a restrikeids
enzinek nem k&tédnek a S5 DliS,agards oszlopon, mivel DS DNS-
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speeifikusak, 1gy elkilltnithetlk az egyes szdlu DiSere specis
fikus nukledzoktél, melyek azs osslopon exrfsen kitldneks

Sok tekintetben egysseriibbé és gyorsabbd tette a restrike
cids enzimek tisztitdedt o nemrégiben szdmos ensim iz0ldldsde
ndl alkalmagott Folymin P /polietilén-imin/ frekciondldst ki
veté heparineagardz affinitdekyromatogrdifidt alkelmasd eljdrds.
/ 50, 51/

A modifikécids metildmok kizill az EcoRI, Hpall, liaelll és
Hind metildzok tisztitdésdrél rendelkesiink adatokkals, /36, 38,
59/ A metildzok tisztitdsdra az endonukledszokéhos hasonlé dle
taldnos sgéma jelenleg nen adhatd mege

Az MeEcoRI tisztitdsa kiveti az EcoRI tisztitds menetét
a foszfocelluldéz ille hidroxilapatit kromatogrifida lépésig.
/38, 88/ A Hind metildzokat amméniumssulfét kicsapds utdn ise
mételt foszfocelluldsz kromatogrdfidkkal vdlasztottik el egy=
ndstél, az M.,Hindllet Sephadex Ge«200=on tisztitottdlk tovibbs

Felheszndlhatok agonban, o restrikeids enzimek tisztitdse
sordn sikerrel alkalmazott egyéd méde médszerek is /pl. egyes
pzdlu INS.agards kromatogrifia /39//.

8/

Jelenlegi tuddsunk a IE, tipusu restrikeids enzimek kata= .
litikus tulajdonsdgairdl - kivéve az EcoRI-ect « minimdlis,
Hasitdsuk 3'=-(l, 5%-foszforil fragmentvégeket credményez,
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Eis méleulyu fehérjék /30,000e50,000 D/, széles pi, Mge® ope
timummel rendellkesncke A nogy ionerfsség gdtlelag hat mikidde
stlcres Az eddig iemert ensimek Mg?*won Liviil kofeltorként
mést nem igényelnek, Cu®*, Zn®" inaktivéléadst okomnak, /13, 52/
A pH éeg ionerbsség a specifitdsra is hatdssal lehet, bir erre
edddg csak egy példa ismert / DeoRI - EeonI®/ s /53/

£ltalébon kettls ozdlu DNSet képesek esak hasitoni, néhdny
regtrikeids enszim / Haelll, ihal, Mbell, HinfI, ilipall / az
egyszdlu DSt is eméontd /pls a X 174 111, £1 egyssdlu DNSe
eket a X 174 ill, £f1 RF DiiSenck megfeleld helycken hasitja a
HoelIl/, azonban o hasitdei sebesodg Jjéval kisebb, mint kettls
szdlu DNS esetén, / 54«56 /

Alegyeégozerkesetilket tekintve, feltételesik, hogy in vivo
dimerként ill. tetramerként fordulnak elf. Innek alapjén lee
vezethetd lenne a hasitds mechanignmusa és feltételeshetnénlk,
hogy a dimer fehérjeszerkesetében nmegtaldlhaté a felismerlhely
kétezeres roticids ssimmetridjdinak megfelell konformdcids / Az
SeoRI disssocideiés konstanse 1x10™7, in vivo as enszim kb,

807 wa tetranerként fordul el. /45//

A hapitée kinetikail paramétereinck meghatirozdsdihos ssilke
sdéges volt olyen méréoil méészereck kidolgozdsa, melyek seogitsée
gével a reckeid kvantitativ mbédon kivethetls A fossfodidsster
kUtések hasitdsdnak, hidrolizisodéngk sebessége pontosan csak
olyan szubsstrdtok felhessndldsival hatdroshaté meg, amelyek
az edott enzinre csak egy felismerfhelyet tartalmasnak,

/ Az HcoRI-nél pls SV 40, Col El DliSeek//38, 45/.
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A reakeid Michaeliselenten kinetikdt kdvets / Az EcoRIere

K= 8nm, az dtviteli ssdm 3,8 Col El DNS ssubsstriton 37°C-on,
0,72 30%C=ons/ A hasitds médja hémérsékletfigebs Az EcoRIenél
0% kbrili hémérsékleten a INS egylk szdla hasitdédik csal,

majd as ensim a szubsztrdtrél disssoeidl, 30%Ceon ez ensinm
mindkét szdlat hasitja. A sebességneghatdirozdé lépés feltehetben
az enzimesszubsztrdit komplex disszocidcidjas /45/

T6bb felismerShelyet tortalmasé DiSeek réssleges emésstési
termékeinek vissgdlata bizonyitja azt, hogy az egyes helyeket
a sgubsztriton az enzim nem ugyanazzal a sebességgel hasitjae
/5T, 58/ Az egyes helyek hasitési sebessége kBzbtt nagysdgrene
di killonbség ies lchets Tekintve, hogy minden egyes szubszirdit
/felismerd=/ hely ebben az esetben azonos, ez a megfigyelée
azt mutatja, hogy a felismerbhelyek kbriili DNS szekasznak is
fontoe szerepe van az ensim-gzubsgtrdt klesinhatdsban, Ezt
ténasstjdk ald ezok a kisérletek is, amelyeket az LcoRI ene
ginmel és egy sszintetikus, az enzim felismerShelyét tartalmazd
oktanukleotid szubsztrdittal végestek, /38/

Netildaok

A metildlds kinetikdjdra vonatkozdan c¢sek néhdny adat 411
rendelkezéseiinkre, A recakeid valdeziniileg Michaelis-lienten
kinetikdt ktvete /36/
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A restrikeids enszimek felhassndldsa a DIS struktura és
funkeid anclizisében valéségos forradalmat idézett ell as
utébbi hérom évben a molekuldris bioldgidbane Fhhez igen
nagy segitsdéget nyujtott a2 gélelektroforetilus technika fejw
l8dése, amely lechetdvé tette a restrikeids enzimek emésztési
fragmentjeinek méretneghatdirosdisdt 20«40 nukleotid pontossdggel,
sorrendjilk megdllapitdsdt, ezdltal pontos fizikai térképek kée
ssitéodét. A fizikail térképek Usssevetése a géntérképekkel
lehetbvé tette o funkeidk kromoszénmdlis elhelyezkedéoének moge
éllapitdsit, a génexpressszidé biokémial ansliziséts A restrike
eiés ensimek nélkiilUzhetetlen eszkiseivé véltek a DNS szekvene
clézdsnak, mely a dirvekt kémial médezer bevesetdodvel az ele-
mult évben nagyot lépett ellres /59/ A helyspecifikus hasités
lechetbénséget adott az in vitro rckombindcids kisérletekhes,
melyek felhassznéldel teriilete szinte beldthatotlon, /11/

DIS speeifikus fragmentdlésa, a fragmentek DiS-ligdzzal t0rtée
nd Usssekapesoldsa, esdltal w) reckombindns genomok konstrudlde
sa vetette fel a lechetséget, hogy a restrikeids endonuklede
zok in vivo hasonld fumkeidval rendelkeszhetnek, /11,12/

Izt a feltevést Chang és Cohen /60/ igazolta ez évben,
/ Feltételesve egy sor, & terméssetben gyakori, plasmidtransze
fert killonbbzé restrikcids-modifikdicids rendssert hordoszd
baktériumok ktzitt, ilyen helyspecifikus rckombindeidés folyoe
natok é plazmidok teljes struktturdlis dtrendesfdéedét eredménycse
hetik péladuls./

liem elképzelhetetlen, hogy a restrikcidsemodifikdcidés enzie
mek £6 sserepey, a jelenleg elfogadott ¥lebontd-védelni” funke
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ciéval ellentétben, in vivo, a plezmidok, bakteridlis kromoe
szémék helyspecifikus rckombindeids folysmataiban nyilvénul

megs / Az EcoRleel nyert adatokat ldtszanak aldtdmassztani a

kordbben a Dacillus subtilis restrikcidse-modifikdcids rend=
sgerdvel végzett genetikai vizsgélatok is./

10/‘ i B

A Bacillus sphaericus K t8rscet az SZBX Biokénmial Intée
zetében igoldltdk, Taxonémiai azonositdcdt Ivanovics Gybrgy
professzor végeste el, Részleges mikrobioldgial jellemzése
Rell rendszer jelenlétére utalt. /61/ Ezzel egyidlben fedezték
fel és tisztitottdk réeszlegesen restrikcids enzimét, oz ReBspRle
et, amely igen ellnybs tulajdonsdigokat mutatotts Igen nagy
mennyisdgben izolélhaté / 24,600,000 NE/ 10g sejt/y & tisz-
tités sordn rendkiviil stebil, szemben isoschizomerjeivel, /62/

Isoschigomer csoportjében a biokémiai gyakorlatban lege
t6bbet haszndlt két enzim a BeuRl ¢és a laelll, Egyik kitcrmee
lése sem éri el az ReBopileét /Haelll esetén 50,000 NE/10g
sejt/e A BoulRl kevésbé stabil.

Az ReBgpRI ellnybs tulajdonsdgail felvetettdk egy modelle
rendszer megalkotdednak lehetbsépét, mely eszkisill szolgdlhate
na DlSefehérje helyspecifikus kilestnhatdisok vizegédlatihoze

Az ReBepRI és a hozzéd kapcoolddd modifikdicide metiliz -
két azonos felismerShelyil, de eltérd funkeldju enzin - fehére
Jekémiai, sserkeseti analizise, velamint az igy nyert adetok
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sszevetése az isoschizomer enzimek hasonld analizisébll nyert
adatokkal érdekes informdeidkat szolgdltatne a restrikeids-
modifikdcide rendsserek evoluciéjéval, o restrileids és modie
fikdeids enzimek térsgerkezeti, miikidési sajdtossdgaival kape
csolatban,

Selitiaco

HMunkénk alapveté célikcitlizéoe volt az
= R¢BepRI tisztitdse homogén formdba, reprodukilhaté tlsze
titdsl eljdrds kidolgozdsa
« Igazolni, hogy az ReBspRI valdban restrikeids-nodifikdeids
rendszer része
- Jellemezni a reakeid optimdlis kirilményeit
- Vizsgdlni az enzim sgubsztritopecifitdsdt, elsdsorban aszt,
hogy emészti-e az cgyes szdlu IDliSet, az egyszédlu ill, kettds
szdlu RliSet,

Feltételestilk, hogy r'm' fenotipus esetén ez endonukledse
hoz hasonld mennyisdégben kell modifikécids metildsnak is tere
melddni, Ezzel kepcsolatban, a metildsz sktivitds kimutatdisa
utdén célunk volt

- az l4BgpRl tisztitisa és Jjellemzése
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A t0rse
neve Jellemsbje alkalmogédsa eredete
Baeillus *n® ReBepRI éo M.BuBRI S5eBK
plazmid DS prepardlds Intészet
E, coli gx 174 am3 66
HF 4714 sgupresszor sgaporitisa Hutchison
tires G’A.
Es c0li C g% 174 és #X 174 RF  Hutchison
vad tipus DNS prepardlds Ce As
E. colil K12 héindukdlhaté I ¢l85T ST DHS He Ie
Hatvienko

/ aelesy s7 / Lisogén prepardlds

Bekterdofdgoks X 174, =-f¥ 174 amber muténss, lizis defektiv

/ Hutchison C.A«/X ¢I857 87

Téptalojoki

IT=téptolodt Sg Bactowyeast extrakt, 1l0g Bacto-trypton.

S5g NaCl /1 liter

LEC-téptalad: 10g Bacto=trypton, 5g KCl, 5g glukés /1 liter +

107y Call,
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EC=glopagar: 10g Bacto-trypton, 2,5g ECl, 10g agar, 1 ml

1 M CeCl, / 1 liter

EC=fedbagar: KCetdptala] + Tg agar + Op5ml 1 M CaCl,/ 1 liter
Sl=téptalad: 10g Bacto-trypton, 3g NaCl, 5g ECl, 10g glukés /
1 liter + 10N CaCl,

IPCG=téptalais /63/= szerint, Sml/ 1 liter 5%=os caseminosave
val kiegészitve

BSA /merha szérumeldbumin/ /Calbiochen grade B/, lizozim,
Riedz A /Reanal/, Di-iz /Hliediz nentes/, cytochron C /Worthing-
ton/, proteindz K /lerek/, Es colli RNSepolimerds /64/, Aspere
gillue oryzae S1 nukledsz /65 szerint tissztitva, Udvardy A-t6l/

Regtrikeids endonukledzok
LeoRI /38/, HindII, HindIII /66/, Hpal, Hpell /67/, Bamil
/68/,4 Smal /66/, Sall /66/=szerint tisztitva / Sain Béldtél/

e Bl S

Cesirke vvte. DNS /Reanal/, borju timusz DNS /Calbiochem/,
Ee coli /HP/DHS /Sain B,, Kiss A=t61l/, Ee. coli 165, 235 rRNS
/P22 111, 07 jelzett,/69/, Fiss I-t61 /, Sindbis virus RF
RiS /Duda Esy Erdei Set6l/

A XelB578T L£ég Dliset a bakteriumsecjtek feltdrdise utén
végzett Dledzop kezeléssel, majd CsCl siiriieégl gradiens cente
rifugdléssal és fenolozdssel tisztitottuk, /70/

A Baeillus sphaericus R INS prepardldst Marmur médezerével
/71/ végestik, oz E, coli /H7/DiSet /72/ smerint prepardltuk,
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A fAgokb6l 120181t DNSet 10mM Tris.HCl /pH 8,0/, 10mM NaCl,
imi EDTA«t tortalmazé pufferben vettik fel ills higitottuk,

A JHS oldatok koncentrdcidjst Gilford spektrofotométeren
nért By o értélekbbl hatdroztuk mege /1E » 50 ug/ml NS /

gx 174ﬂﬂ§ RF INS prepardléisa

A megfelels titer /107°=101% ¢/m1/ eléréséig a #¥ 174,
fégot az BEs coli HF 4714 szupresssor tirssin ssaporitottulk,
ECwtdptalajon /73/ sserint.

SI=tdptalajon nivesstett E, coli C kulturdt /OD550 Usdula5/
/ 5x10° sejt/ml/ densitdendl S-10-sseres multiplicitdssal
fertéstik g1 174 fdggal, 37 %Ceons 10 percecel a fertézés utdn
30 mg/ml chloremphenicolt /Reansal/ adtunk, hogy a fdgérést
gatoljuks / A fég IS ebben a stddiumban kétszdlu un. replie
kativ formdban van/. A sejtkulturdt 2,5 érai rédsatds utdn lee
nitottik, SmM EDTAevel kiegéssitettilk, centrifugdltuk /10,000g,
30 min/e A £X 174 RP DiSet az dltalénosan haszndlt plazmide
izoldldel médsser /Clewell, Helinski 74/ médositdsdval prope=
réltule

A centrifugdlt, 257 szachawrés, 50ml Tris HCl /pH 8,0/ pufe
ferben szusgpenddlt Zs coll sejteket 1 mg/ml lizozimmel /0425M
TpiseHCLl /pll 840/ pufferben, 5 pere, 0°C/, majd EDTA /pH 8,0/
addsa utdn /25 ml végkoncentrdeidig/ egyenlé térfogatu Tritone
eleggyel /Culi Triton X«100, 50mM Tris.HCl /pH 8.0/, 0.065H
EDTA, 20 pere, 0°C/ tértuk fele A membrdnhoz tepadt baktérium
LNS kitllepitése utdn /42,1 rotox, 25,000rpm, 1 6ra / a cire -



- U -

kuldris, un, supercoiled ¥ 174 RF DliSet CoCleethidiumebromid-
egyensulyi slricégl gradiencen tisztitottuke / A CsCleE4Byr
egyensulyi gradiens centrifugélist 1,58 g/em® CoCl, 500 ng/ml
EtBry 354000 rpm mellett, Beciman 42,1 rotorral, 6C Oriig vée
geztilte/ Az ethidiumebromidot i-amilialkoholos extrahdldissal
tivolitottuk el, a IHSet 20mll TriseHCl /pH Te4/, 2 mi EDTA
pufferrel szemben dializdltulk, majd /ugyenezen pufferrel telie
tett fenollal/ femnlogtuk és iomét dializdliulk,

500 ml TPG tdptalajon nbvesstett I, coli C kulturdhoz
ODg.(, Osd denmitdsndl 30 pCi/md /22 fmoriofosstétot /hordosé
mentes/ adtunk, 5 perccel a fédgferténés ellitt, majd Sell=pgze~
res multiplicitissal fertlstik I¥ 174, 5 féocels A tenyésse=
tet 3 érdig rdsattuk 37%eon, mojd lehlitittik, o sejteket cent-
rifugdltuk /15,000g, 30 pere/.

A sejteket 10 ml 50mil Naetetrabordt, Smil EDTA pufferber

szuszpenddltul, majd lizozimes kezelés / 0,3 mg/ml, 30 pere,
37 ®C/ és néhény csepp kloroform addsa utdn, héromszori fagyacse
tis~nelegitéscel feltdrtuk, 10mM HgCly=0t adtmlk, mejd a bake
teridlis DliSet éo RiSet 10 ng/ml DHedzzal 111, Rliedzzal eménse
tettiky / 37 9C, 30 pere/ EDTA=-t adtunk 25m végkoncentrécide
ig, majd a sejttbrmeldket lecentrifugdltuk, / Beckmon Je=21,
Jhe20 rotor, 18,000 rpm, 1 éra, 4 °C/ |

A fépot tartalmaszd felilussdét lépesds CsCl gradiensre / 1,3%;
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1455 147 g/en’/ rétegestilk, 24,000 rpmemel, Beckmen SW 2541
rotorral, 3 Ordip centrifugdltuk, s fdgnak megfeleld réteget
lessivituk és ujabb CeCl egyensulyl gradiensen tissztitottulc,
/ A CeCl kesdeti siirisége 1,4 g/ en’ volt, a centrifugdlist
Beckman SW 56=~08 rotorban, 50,000 rpmemel, 36 6rdig végestilkc,/
A fényszérdse alepjén felismerhetd fdgesikot lessziviuk, majd
egy éjesakén keresztil 10mM Tris.iCl /pH 8,0/, 10miM EDTA, 10mM
HaCl, C+5% SDS pufferrel sszemben dialiszdltuk, 50 mg/ml proteie
nds Keval / 2 6ra, 37°C/ tortén6 emésztés utdn / SOmil Tris.iCl
/pi 8,0/, 10mM EDTA, 10mi NaCl, 0,55 SDS/ pufferrel telitett
fenollael extrohdltuk, Az egyes szdlu fdg DiSet 10mil Tris,iCl
/P8 745/, 10mi NaCl, lmi EDTA puffervel szemben dialiszdltuk,

A eirkuldriss kettés szdlu /RFI/ #X 174 DiiSet Hpal endsge
téosel linearizéltuk / 2 éra, 100 AE HpaI, 100 mg #X 174 RFI,
37°C 4/ A Hpal e £X 174 BEFI molekuldt hérom helyen hasitje/
najd C.15M Nawfoszsfdt /pi 648/, 1mi LDTA pufferrel cszemben
dializdltuk, |

Egyenl$ mennyiségi /100 mg/ /PP2/g% 174 /egyes ssdlu/
iSegel vald Bsszekeverés utdn az elegyet 100%won 5 pereig
denaturdltuk, / Az oldat DNS koncentrdcidéjdt ugy vdlasstottuk
neg, hogy he 3«4 6ra, 50-100x cor’t, aniol e, t=0401 mellett a

/

kivetkess kiselisé egyenlieds éxvényesiditn, Boco, o B
60= ¢,

Az elegyet 60 “Ceon 4 6réig hibridisdltul, mfjd 0415M
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fosafdit, 1 mil EDTA /pH 6.8/ pufferrel ekvilibrdlt hidroxile
apatit osszlopre vittik, /le2 mlecs osszlop, 60 °C /

Az egyes szdlu INS az osszlopon dtfolyik, /20=-szoros oszlop-
térfogat/ pufferrel vald mosds utén a kettls szdlu ISt O 3M
Nawfopzfdt, lmi EDTA /pi 648/ pufferrel eludltuk. A radioaktiv
kettds ssdlu frakeidt 30mM Naeacetdt /pH 4.6/, 50mil NaCl, 1lmM
ZnCl,, 5% glicerin pufferrel szemben dialisdltuk /3 éra/, majd
Ae oryzae S1 nukledzzal emésstettilc / 2 éra, 37 °C/. / Az S1
nukleds emésztéssel eltdvolitottuk az esetleg még jelen 1évl
/P32/ egyszdlu, szennyezd DliSets Az emésztést kbe hiromszoros
mennyiségll egyes sszdlu IS emésstésdhes elegendd mennyilségil
S1 nukledzzal végestiks/ A DiSet esutén fenollal extrahdltulk,
majd U.l térfogat 20«08 Kepcetit addsa utdn, 2 térfogat abez,.
alkohollal «70 ®Ceon kicsaptuk /1 éra/, majd centrifugdltulk
/184,000 rpm, Je2l, JA«20 rotor, 1 Ora/ Az igy készitett "hetew
roduplex MiSet Bgpepufferben oldottuk fel,

p3e

A eirkuléris f£¥ 174 RFI molekula lipal emépztéscel vald lie
nearizdlésa utdn / 100 mg £X 174 RFI DNS, 100QE Hpal, 2 6ra,
37 %, maja 20mi EDTA / a §X 1T74eHpal fragmenteket M BspRI
metildzzal metildltuk / 5 éra, 37 °C, 24 w1 SAM, 150200 U
MeBapRI /o majd a metildlde teljessdégét R.BespRl emésztéssel

cllenSriztike, A tovébbiakben asz egylk ezélon "etil4lt X 174
"heteroduplex" prepardlisdt az elézlekben leirt médon végeztiik,
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Az enzim tisztitdsokhoz és elektroforézishez felhaszndlt
vegyszerek Merck ill, BDH /Anelar/ gyértményuak voltak, To=
vibbi, kisérleteinkhez felhaszndlt vegysserek: agaréz /Sigma/,
glicerin /BDH, Nerck/, Seadenosilele/metil/-metionin-klorid
/Sigma/, foszfocellulés /Whotmen P11/, DEAZecellulés /Whatmen
DE 52/, Cllecellulés /Whatmen CM 52/, SDS /Na=dodecileszulfit/
/Sexrva/+. A DiS.agardést /75, 76/ szerint kéézitettﬂk, esirke
vvt, IS felhaszndlisdvale. A hidroxilapatitot /77/ alepjdn kée
szitettilk,

Lzotdpok

SuadenozilaL-/G144metil/-metion1n /60e3 uCi/umél, Radioe
chemicel Centre, Amersham/, Seadenozilele/H -netil/-metionin
/10,6 Ci/mmél, Anmcrshan/, P 2eortofoszfét / Isotép Intézet,
Budapest/

iitrocelluléz filterek /Sartorius/, iivegfilterek /GF/C/,
DE 81 kromatogréfids papir /Whatmen/, Fixion-50 X8 /Chinoin/

re
Bthidiunebromid /Calbiochem, I grade/, brémfenolkék /Calbio=
chem/, Stains all /SIRVA/, Coomassie Brillirnt Blue /Serva/
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Az emépztésl elegyek dltaliban 12 ng /egyes esetekben
ennél t6bb/ DiiSet tartelmeztek, az alkalmazott enzimmennyisée
gek reakeidtdl figgben vdltoztak C.1«10,000 Negységige Az
enésztdol 1d6k 4dlteldben 1 dére idbtartamuak voltak, részle-
ges enépstéseknél S«30 pere, prolongdlt endsztésekndél 2«24 dbra.
Az eméeztéseket a Smal esetében 30%Ceon, asz Goszes tUbbi ene
zimmel pedig 37%-on végestiik,

Egy tipikus emésstési reakeidelegy Ysssetétele a kivetkezd
veolt 25, 50, 100 nl térfogatokbent 5x timény ensimpuffer,

DS /o #X 174 R¥/, ensim, H,0,

EcoRIepuffer: Ol Tris.HCl /pH 7.5/, 5mi MgCl,, 0,05 NaCl
linde puffer: 1Cmi Tris.HCl /pH 7.5/, 10mi Hgll,, 10nl 2e-mere
captoetanol

Smoepuffer: 15mi Tris.iCl /pH 9.0/, 6mi MgCl,, 15mi KC1
Bgpepuffer: 25mM Tris.HCl /pH 8.2/, 50mil NaCl, 20mi MgCl,

A HindlI, HindilI, Hpal, iipall, BamHI, Sall emésztéselkhez
Hinde~puffert haszndltunk. A reakecidkat 1/5 térf. 507 szachae
rés, Oy2M EDPA, 0,1% brdémfenolkék oldattal 1ll, O.1M EDTA,
50% glicerin oldattal dllitottuk lee

Sglelokiroforézis
I, a/e A fehérjeelektroforézist C.1% SDS jelenlétében Weber
és Osborn /78/ médszere sserint végestilk, A minta elbkésszités
méd ja néhdny esetben ettll eltérd volt. A fehérjemintdt 1l.5M
Trisl JiCl /pH 843/, 1/ 2-mercaptoetancl, 1% SDS Jjelenlétében
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57 %Ceon, 4 6rdig, 50 mg/ml jédeacetamid /Serva Chem, Coe/
addsa utdn tovdbbi 1 6rdig inkubdliuk, majd 10mM KH,PO 4 /Pl T7+2/,
Celft SDSy CWlfh Zemercaptoetancl pufferben / ShS-elektrofordsis
minta puffer/ dializdliuk és 107 =08 glicerinben vittik gélre.
Az elektroforésis utdn a géleket C.2/=08 Coomassie Brilliant
Blue festékoldattal / O.2g Coomassie/ 100ml metanoleviz /1:1/
elegye; felhaszndlds elftt Tml jégecetet adunk az oldathosz/
festettik 2 Srdig, majd dessts vizes Ublités utdn géldifferens
¢1416 oldattal /25 ml metanol, 37.5 ml Jjégecet, vizzel 500 mle
re kiegészitve/ differencidltuk,

b/e A fehérjeelektroforézist nativ kirilmények kBzttt
Triseglicin pufferben, Jovin /798/ sserint végeztik, kivéve,
hogy katalisdtorként riboflevint haszndltunic,

/ A fehérjék elekiroforézice corén T.2; Te5iwos géleket / cote
ves/ Oebx 13 111, Co6 x 15 cm/ é8 lemez /15 x 21 em/ géleket/
képzitettiink, SDS elektroforézis esetén a mintdiat 40-60V/40-
60mierel 10-16 6rdig, nativ gélek esetén 4%°C-on , 100w120V/1C-
40nherel 4«8 dréig futtatiul,
A festett fchérjesdvok absszorpeidjit 550nmenél, Gilford

spektrofotométeren, kiird feltéttel kivettilk,

II, A DNS mintdkat akrilamid vagy egardés géleken elektrofoe
retisdltuk,

a/e Akrilemid elektroforézis esetén a gélek Usszetdtele a
kivetkezd volts 4% akrilamid, 0.2 Dbiseakrilemid, C.1% amménie
uneperssulfdit, 0,01 térf.¢ TEMED, Az elcktroforézis-tartdlye
puffer 40mi Tris.iCl /pi 8,0/, 20mi Nawacetdtot éo 1lmdl EDTAet
tartalmagott. A futtatiot 60=80 V/40=60mi-rel végestik, rende
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sperint 2«3 érdig, Futds utdn o gélcket 0.5 ng/ml ethidiume
bromiddal festettik gélpufferben 20«30 percig, mejd rovid
hulldmhossgu UV ldmpa alatt értékeltik ill, Lényképestilk
narancsvirds saiirét hassnédlve.

b/« Ha g IS mintdkat agerés gélen elektroforetizdltuk,
az elvdlasztdshos 0,T=20=08 agerész géleket haszndltunk /gyors
tesztekhez 0.6x83 0o6 x 10 cmwes csbveket/ cebves ill, lemes
elekttroforézis kirilményei kizitt. Rovid idltartamu futdsoke
nél a gélek 05 ug/ml ethidiunebromidot tartalmastak, hosszu
idétartanu futdsokndl a festéet a futtatds befejezése utdn
végentiks A géleket lényegében Helling ete ole /80/ szerint
késgitettik, A tartdlypuifer Usssetétele a kivetkezd volts
50mi Tris.acetdt /pil 8.3/, 20m Naeacetdit, 2mM EDTA, 18mM
HaCl, Az elektroforézist gyors fultatdisok esetén rivid csiveke
ben 8«1CmA / e¢86 , hosszabb csUvekben 3mA / 5V /esé 1ll, le=-
mezgél esetén 80 V/ 60mA mellett végestik,

¢/e« Az egyes szdlu INS fragmentek analiziséhes 47 =0s,
TH uredt tartalmasd akrilamid géleket hassndltunk. A gélek
késziténét, a mintdik ellkezelését / denaturdldsdt/ és elektroe-
forézinét lényegében Maxam, Gilbert /59/ szerint végesztiik.
/ 30 ¥/ smA, 12 éxa/

III. Az RIS minték elektroforészisét 2.,25% akrilamidot,
0,5% agarést tartelmazd géleken végesztik 0,02% SDS Jelenlétée
ben, 40mll Triol HCl /pH 7.2/, 20mM Naeacetdt, lml EDTA, 0,02%
SDS pufferben,
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Ha radiocaktiv nukleinsav mintdkat futtattunk, a géleket
futds utdn vilkuumpunpdval megssdritottuk vékony milanyag £61ide
ba coomagolva, majd a filmeket / Jeroy f£ilm, Forte, Agfa, XKodak/
o felvitt aktivitdotdl fliggben 2«48 Srdig 1ll. 1«2 hétig exe
pondltulk, A /H’/ tartelmu mintdk avtofluorogrdfidjét /81/
szerint végeotill,

A /272/.jedzett nintdk eltivitdsdt vises kivettdben, a /147,
/1%]wjelzett mintdk cktivitdedt toluolos clegyben / 4g PPO,
0405g POPOP / 1 ILiter toluol/ mértik Beckmen LS200, Packard,
Fuclear Chicago ill, LEB ILiguid szcintilldecids czdmldldékon,

/ A /2%?/ejelzett mintdk rodiocaktivitdsét vises kilvettdben,
Ceercnkov sugdrzde slapjén mértilk./

Az enzintisstitdsok sordn az egyes fralkeidk aktivitdsdt
csapadék teszttel / clot teszt //Smith, 42/ hatéroztuk mege

1«20 nl ensimet / titrdldéckor az engim higitdsi sor tage
Jjaibél/ mértiunk 100 ul TSM / 10mM TricdCl /pH 7.5/, 50mi
NaCly 10mi HgCl, /o A reaokeiét 20 ml borju timusz INS /1.5 mg/
nl/ addsdval inditottuk. Az elegyet 20 pereig 37 “Ceon inkue
bédltuk, majd 50 nl 0,3 =08 BSA=val éo 200 pl 10%-os hideg
ICA=val ledllitottulk, RUvid ideig dllni hagytuk, majd ujra
Ussgerdsva értékeltill,

Az enzimaktivitds egysége az az ensimmennyiség, amely még

pozitiv reakeiét / apré, finom clossldsu csapadékot / ade

/edeok B/
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A csapedél: teszttel mért ektivitdsok helyét / az egyes frake
cidkban/ és mennyiségét AINS emésztéet kbvetd gélelektroforée
siscel ellenlrisztik. 1 pg A MiSet emésztettiink Bepspufferben
az enzim higitési soroszat tagjeival 37%eon, 1 érdig, majd a
reakeidkot ledllitottuk, A reakcidolegycket O4T=1l.0f=08 agarés
vagy 4. wos akrilamid géleken elektroforetizdltuk, Az ghktivitds
ecypére oz oz ensimmennyiség, amely 1 éra alatt 37%eon 1 ug
A IMiSet teljesen megenésste /A B/

1 clot egynég megfelel 5 Aegységneks. Ezdltal, bdr a clot
tenst aspecifikus, clkolmas a tisztitdsok sordn az enzim mennyie
ségi mérésére, j6 kimelitéssel,

Az ReBepRI aktivitds optimumi-Brilményeinek, tovdbbd az
egyes ionok hatdsdnak vizsgdlatekor olyan enzimmennyiséggel
enésztettiink, omely csak 2z optimdlis kirilmények kizttt okoe
zott teljes vagy a teljeshez kizel 4116 eméeztént, AZ enzine
aktivitdst befolydsold tényezbk /pl, ionerbscég stb,/ optimde
1list6l veld eltérése vagy gdtléanyagok hatdsz a gélképen a
nagymélsulyu réesleges emészténi termékek /edvok/ megszaporoe
déséban, esetleg nz endésstés hidnydben nyilvinul mege

Az enzimprepardbumolk exoﬁukleéz szennyesésének meghatirozde
séra a teszteket a restrikeids cmésztés kirilnényel kbzdtt,
& radioaktiv DlS~bl felszabeduld savoldhaté emésztési termée
kek mérése dltal végeztilk,

Smubsstréticént /P72/ X IiSet hasgndltunk / spece oe 564000
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epn/ ug /s mclyet nbvekvs mennyiségi, nagy £oloslegl cnzimmel
inkubdltunk 37%eon, 7 6rédig, 100 pl térfogatbens A reakeidt
200 nl 1,5 mg/ml borju timusz DNS addsa utdn, 500 ml 10fieos
TCAwval 4llitottuk les 0%eon 30 pere precipitdlédds utén

a coapadékot centrifugdltuk / 2,500 rpm, 3C perc, Jenctzky X23/,
2 ssupernatans aktivitdsdt mértilk Beckmen IS200 folyadék szcine
tilldeids 0zémlélén, / A mért értékeket korrigdltuk, figyeleme
be véve a TCA kiolté / quenchels/ hatéséte

EE a ;'_!z Isi d ~

A minték Rlledg szennyezettsdégének mértékét az exonukleds
néréshez hosonld alapelven hatdroztulz mege Nivelvd feleslegl
enzimmel tessteltilt az egyes szdlu 111, kétszdlu RliSere spee
cifilkue Fledzok jelenlétét /P2/-jelzett 235 1ENS /spece as
380,000 cpm/ mg/ ille /P°%/ Sindbis virus RF RBNS felhasznde
lésdval,

Eehéxick mérése

A minték fehérjetartalménak meghardrozdsdt Lowry ésc mtci,
/82/ szmerint végeztilk,

A metilds aktivitds két médeserrel is mérhetl, de nem azoe
nos hatdofolkal. A kvalitativ méréshez 41l kizelebd a



1/+ xéddei tepzte = A helyspeeifilkus metildlds megvédi a
DliS=t az azt kivetd restrikeids eméoztéosel szemben,

A Depemetildz puffer / 20mi Tris,HCL /pH 7.5/, 50mM HaCl,
10mil EDTA / mellett a reakeidelegy 1 mg ADNSet, 10100 mll SAllet,
és killinbbzé mennyiségil metildzt tertalmazotte A reakcideles
gyet 3e5 6rdig inkubdltuk 37 OCeon, mejd kiegéoszitettil Mgt
mal / 20mi végkoncentrdeiéis/ és ReBopRI endonukledst /5 A E/
pdtunk hozzds Tovdbbi 1 éra inkubdlds utdn a reakeidt ledllie
totitul, e elegyet elektroforetizdlituk,
2z 1 ng AIiiS=t 3 éra alatt, 37°Ceon

2/
A teszt alkalmas a metildlds kvantitotiv mérdedéres A Jels

zett metilecsoport bedpitési reakeid sordn az idbegység alatt
beépiild metilecsoportok mennyiségét hatirozzuk mege A metilde
16 reakeibelegy 5=10 MM Seadenozilele/H metil/-metionint tore
telmagotts Inzinepyedpkiént /U/ azt a metildz nennyiséget defie
nidltulk, amely 1 éra alatt, 37°Ceon 1 pmél metilecsoportot
épit a DiiSebes

A reakelidelegy aliquotjait DE 81 /vhatmen/ filterre sszdrie
tottuk, majd a filtercket 30 perecig, rdsogatds mellett 20 md
BayllP0, /pi 7.5/ pufferben dstattulk jégen, est kivetSen 2x5 ml
ugyenilyen puffer:el, 2x5 ml 96508 Jéghideg etenollal és 5 ml
etil-éterrel mostuk, Szdritds utdn toluolos elegyben, LEB
szeintilldeids szdnldlén mértik o filter«kititt aktivitdst.
/ A DE 81 papir adssorbedlja a DiiSet/.

A metildldei reakeidt telitésig végezve / az Usozes felise
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nerbhely metildldéddsdig/ jelzett SAMenal, meghatdrozhaté o
felismerShelyek széume bdrmely IliSeens A ¢IB5757 DiiSeen a
felismerShelyek sazdmdnak meghatdrozdsdhoz 100 mg A DliSet,

100 nl metildst /DNS.apgards frakeld/, 5 mli /014/SAH~t mértink
a metildz puffert tertalmaszé reakeidelegybes A reakeidelegyet
57%won inkubdltuk, 1d6nként 20 plees aliquotokat vettink,
megha tdroztul a beéplilt metil-csoportok pméljainak szdmdt,
pudl cgubszirdtra vonatkoztatvas lMiutdn tovdbbi bedpilést nem
éozleltink, errfl iomételt SAM ill, enszim addsdvel és védési
teszttel meppybabdtink, a reakeidelegyet fenoloztul, 10mM
TriselCl /pil 8,0/, lmli EDTA pufferrel szemben Gializdltuk. A
felismerShelyek ezdmit o telitdéoi bedpillée Eértékébdl meghatie
rogtul,. »

A /CY/ nmetilélt Niiisay /S0 mg/ ssérazra paroltuk, 0.5 ml
98jwos hengyasavvel borbeesébe mostuk, a cotvet lesdrva, 175
OCwon, 30 pereig hidrelizdltuk 1 mg csirke vvte DiiSesel egyiitte.
A hidrolizdtumot a hangyasav elpdrologtatdsa utédn 50 ul 1 HCle
ban feloldottuk, majd Fixion 50-X8 kationcseréld vékonyrétee
gen 2,8 HCleban 5 érdig kromatografdltuk. / Tomasz Jey 83
szgerint/ Kontrollként adenin, guanin, timin, citozin, S-metile
citozin bdzisok 5 mg/mlecs oldataibél 5«10 ulet vittink fel,

A lemegeket szdritis utin autoradiograféltuk, a 014H3 -jelélt
béziet azonositotiuk,



o 52 -

A ticztitott R.BepRI és l.BepRI enzimeket Sephadex Ge150
/148%50 en/ oszlopon kromatografdltuk 50mM Tris.HCl /pH 7.5/,
O.1f KEC1l, Tmi 2emerkeptoetancl pufferrels Az oczlopot Dlue
dextrdn 200-zal /Pharmecia/ /ill, kéliunebikromdttel/ kalibe
réltuk, Sertés laktétedehidrogendzt /IDH/, E, coli alkalikus
foszfatdat /AF/, izom cytokrém Cet haszndltunk mélsulymarkee
rekként. /Molekulasulyailk sorrendben 142,000, 86,000, 11,700/
1 nl $érfogatban 75 U LDH, 50 E alkalikus foszfatds, 6CCOALE
ReBepRI, 175 U leBepRI és 5 mg cytokrém C elegyét rétegestilk
az oszlopra, majd 15 ml/éra dtfolydssal eludltulk,

Az LDH és alkalikus fossfatdz aktivitdeokat /84, 85/ sze=
rint, a cytokrém Cet 412 nnecs absszorpecidja alapjén, az R.Bophle
et A enésztési teozttel, oz !,Bepileet metil-csoport beépitési
éo védéel teszttel kivettilks / A metilds reakeidelegyeket
0es01% BSAeval kiegészitettil, nindkét teszt csctén az inkue
béldsi 1d6 3 béra volt, 37°Ceon./
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Az ReBepRI a II¢ tipusu restrikcidés endonukledszokra jelleme
28 specifikus fragmentdeidét mutat #X 174 RF, A IliSeckens
FelismerShelyének szekvencidja 5? GeGwlel 3%, Lzt aldtdimaszte
Ja a BeuRleel végzett kettls emésztés gélképe ise Az R.BepRI
a HaeIII, BswRI, BluII, FnubDI, Pall, Hhgl, Sfal isoschizomerje.

Arre, hogy ag R.BspRI restrikecidés endonukledz ill. restrike
cidsemodifikicidés rendoser résge kigvetlen bizonyiték nem volt.
A kérdés eldtntése szempontjébll dvntl, hogy az R.Bspil hasite
Jawe & specifikus modifikdcidval rendelkezl szubszitritot, a
sajét DliSet,

Bacillus sphaericus R DiiSet R.Bepileel prolongdltan emészte
ve a gélképen frogmentdeidt nem éssleltiink, Ugyeneszt az erede
nényt kaptuk a BspR t0rsebSl izolélt plesmid ill, in vitro
M BopRIeel metildlt AcIB57, £¥X 174 DliSeeck emésztése sordn.

Ezek ag eredmények egyértelmilen igazoljdk az R.BspRI restrike
- eids endonukledsz voltdt,

2/

A ticztitds mencte a foszfocellulds kromatogrdifids 1épée
sig megegyezik a kordbbi eljdrdssel. /62/ Szémos tisztitds
sorén tovédbbi kromatogrdfids lépésekeﬁ iktattunk be, prébile
tult ki aszok kombindcidit, ecllenbrisztilk reprodukdlhatésdgukat,
amig o Jjelenlegi eljérdssal sikerﬁlt a2 ReDgphilect homogén



formében kinyernis / A prepardlds menctét az I. tdbldzet mue

totjos/ Az Bosses miiveletet 0=4°C kUzbtt végestilk,

A fermentdlt, lefagyasztott sejtmasszdt / 40 g/ 15 geos
tételekben 4°Cora melegitettiik, 15 ml 20mil Tris.iCl /pil 840/,
14mil 2emerkaptoetanol, C.lmi EDTA pufferben felszusapepdéltuk.
/ BiogélvAo’Sm oaalopunk mérete miatt 15'g~nél nogyobb téte=
lekbél nem volt célszeri kiindulnie/ A sejtszusspenzidt sé=jég
hiités méllett ultrahengoztuk /lMSE ultrahangozé/. emig az 0D550
értéke az ercdeti 10=15/edra nem csikkent /15x30 sec/e A fele
tdrds utdn a sejttirmeléket centrifugdltuk / Beckman 50,1
rotor, 30,000 rpm, 1 éra, 4 °C/.

A feliluszdét Nalledal 1 Meig telitettiik. Dzutdn 20mil Tris,
HC1 /pH 640/, 1l4mli 2emerkaptoetanol, O.lm} EDTA, 1 NaCl pufe
ferrel ekvilibrélt Biogél &O.Bm /2452 15 en/ oszlmpra vitfuk,
/40 ml/ére/ Ugyonolyen pufferrel eludltuk /60 ml/éra/, 6=8 mle
es frakeidkat szedve. A fraleiékbél endonukledz és metilds
meghatérozédst végestinks / A Biogél frakeidk az ReBspRI mellett
a teijea metildz aktivitdst is tartalmazzdk./ Nukleinsavmene
tesités utdn az egyes sejtfeltdrdsokbll szdrmasd ektiv freke
eidkat egyesitettiik,

IiI,

Az ellkisérletek sordn megdllapitottul, hogy milyen



/Hﬁ4/2304 kancentréoié mellett s626dik ki az R.BepRI és az
HeBopRIe Az I, és II. dbra mutatje egy ilyen kisérlet credmée
nyét, ast, hogy az endonukledz dtnté t¥bbsége 4C«607 telitettw
ség kizbtt sbézddik ki, a teljes metildz aktivitdssal egyiitts

A kigézdet 0°Ceon végesztilk 411andé, lassu kevertetés mele-
letts / 30=6C pere/ Az oldat plejit tiémény Ni,Olledal d11itote
tuk neutrdlisra, ha szilkséges volte. lagas [ﬁﬁ4/2$04 koncente
récidkndl az enzim gyorsan inaktivdlédik oldatben, csapadék
forméd jiban vissont stabil,

A Biogél frakeidt ellszir 400wig telitettik anméniunmeszule
féttal, majd a kivdlt csapadékot centrifugdltuk. / Beckmon
Je21 centrifuga, JA=20 rotor, 18,000 rpm, 20 pere, 2 °C /

A feliiluszdhoz tovdbbi amméniumeszulfdtot adtunk, 607=o0s tee
litésig, mejd ismét centrifugdltuk. / 40 perc/ A kivdlt coa=
padékot ECepufferben /10mM Kefoszfdt /pH 7.5/, Tmll 2emerkope
toetanol, O,1lmil EDTA / feloldottuk és ugyanezszel a pufferrel
szemben dializdltuk / 200-pzoros killtér, hiéromszori puffercoee=
re/, amig vezetlképesoége 2«4 mSere nem cstkkent.

/2947

Az axméniun-sgulfdtos frakeidt ellzlleg PC-pufferrel cke
vilibrdlt foszfocelluldz osszlopra /l.Tx23 em/ vittik. /5 ml/éxa/
Az oszlopot Sesziris osgloptérfogatnyi pufferrel mostuk / 20
ml/éra/, majd 1000 ml Ow047M KC1l gradienssel eludliuk 3ed mle
es fralkcidket szedve.

A fosgfocelluléz oszlopra felvitt endonukledsz aktivitds
4=, a metildz nogy tUbbseége nem kit6d6tt mege Az ReBepRI



Az ReBepRI Biogél frakeidt /dielizdlds nélkill, 11 NaCl
mellett/ telitettilk 10, 2045, 31, 41, 46, 51, 56, 624 674 T1,
925 telitettedgig anmdniumesgulfdttals Ag egyes telitéoi lépe
cadlk aé&paﬁékait PCepufferrel szemben dializdltuk, az ensime
aktivitdst coopadék teszttel hatéroztuk megs

IIQ é»bm L il

Az EeBepiI amméniunesgulfdt telitési lépesbk coapadékait
véideli tessttel vizgegdltuk metildzras Az dbra netilds ckiivie
tést mutat 46-627 telitettoépl tertoményben, Egyéb értékelnél
a védési teocst negativ,

A gélek sorrendben g kivetkezd amméniumeszulfdt telitések
csapadékaibdl végzett védési teszteket mutatjdks 1/. 105, 2/,
215, 3/e 3Xiy 4/ 415y 5/ 463y S/e 5Ly /e 5659 8/4 625,
9/« 673y 10/s T1iy 1L/e 9274 12/ 1C0% o / Am Is é8 II, ébe
rin feltintetett enzimektivitds adetok a megadott /RH4/2804
telitési lépesbk kPpbit kisézéddé enzimmennyisdgeket jelvlik./

190«310mi1 KC1 kbzitt eludlédik /120 ml/, a visssanyerdés 60e
654=08s A foszfoecelluldz osslopon ag endonukledz aktivitéds
gyekorlatileg teljesen elkillnithetd a szennyesd cxonuklede
zoktéle lem kelld osglop 1ll. gradiensméret vdlassctdsa esetén

as exonukledsz szennyezés mértéke eldrheti az 1l=2i=0t is.
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Az osglopon megkitfadé metildz tovdbbra is egyiitt tisztul asz
ReBopRIeels Ezért a metildz tisztitdsa clftt est a frakeidt
hapzndltuk az in vitro metildldsi kieérletekben, / A tisztie
tésban a foszfocelluldz kationcserélé oszlop bizonyos szeme
pontbél affinitdskromatogrifidnak is tekinthetl, mivel a DNSe
hez specifikusen ktt6d6 fehérjék legtibbjét megkitis/

s /HA/

A IVees frakeidt /120 ml/ 20mi Kefoszfdt /pi 745/, Tmd
2enerkaptoetanocl, O.,lm} EDTA, CO4.1i EC) pufferrecl szemben diae
lizéltuk, majd elfzblcg ugyenilyen prfferrel ekvilibrédlt hide
roxilepatit oszlopra /1.6x10 em/ vittik / 5 md/éra/s AZ 0oge
lopot Se8epzoros térfogatnyi S0ml Kefoszfdt /pH 745/, Tl 2e
merkaptoetancl, C.lm EDTA pufferrel mostuk, majd Tnll 2eriere
kaptoetanolt éo C.lnmll EDTAet toartelmaszdé 50«300mM Kefoszfdt
/P Te5/ gredienssel /500 ml/ eludltuk. Az endonukleds aktie
vités 80=120mil K22P04 kbzttt Jott le, a felvitt aktivitén
65«70 =4t nyertik viosza. A metiléz szennyezée itt is megtoe
ldlhaté az endonukleds mellett,

Az aktiv frakcidkat DNS,agerés puffer /lOmll Tris.HCl /pH
840/, 50mli EC1, 1lmM EDTA/ 20-szoros térfogatéval szemben

dializdltuke.

VI, DS

Az egyszélu /denaturdlt/ IMiSet tartalmazé DNS.agards mite
rixot /75/ szerint késsitettllk, Az V. frakeidét / 80 ml/ 5 ml/
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éra sebességgel vittik az osszlopra / 1l¢5x10 om/, majd legaldbo
tizezeres oszloptérfogatnyl pufferrel mostuk, 500 ml 50=500mH
EC1l linedris grodienssel eludltuk, % mlees frakcidkat szedve.
/ 20 ml/é6ra/e Am ReBepRI aktivitds éles coucsként eludlédott
250=300ml ¥C1l tartomdnyban, 0,301 KC1 alatt metildszs aktivitdst
mérni nen tudtunk, ani jelezte, hogy a IiiS.agardz elvdlacztja
az endonukledz és metilds aktivitdst egymdstél.

Az ossloprdél az endonukledsz visszanyerése 80«90«08 volt.
Az aktiv frakeidkat / 60 ml/ 55% glicerint tartalmazé FCepufe
ferrel ssembeni diaiizissel téményitetiik és = 20%eon tdrole
Julkke A INS.agarés Lrawcidé homogén ReospRleet toytalmass /loda
kéabbb/

A tisstités kordbbi vdltozataiban a DNS,agardéz oszlopot
alkalmagtuk az /mH4/2504 frakeiondidsi 1épés 1ll, kizvetliew
niil & foszfocellulds kromatografia utdn. loral lépéuekben a
S sagardéz nem alkelmas as exonukledztdl veld eivdlassztdsrae

A foszfocellulds kromatogrdfidt kivetd lépésként kisel
homogén enzim nyerhetd, mely exonukledsz mentes, nem tartale
nag epyes ill, kettde ssdlu RIS specifikus ribonukledszt,

5/« Az MsDepRl tipstitica

Az R4BepRI tiesztitdsok sorda nyert tapasztalatok alapjén
prébéltunk az endonukledzhoz hagonldé hatdsop tisstitdsi el jde
rést kidolgozni ag l,DepRlere,

Az HM¢BspRl a foszfocelluldzos lépdsipg egyliitt tioztul az
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endonukledzzal, a fosszfocelluldz kromatogrdfia sordn /pi 7.5«
nél/ a metildz aktivitds kbe 90 «a nem kUt6dik ag oszlopon.

a/e A metildz tisztitds elsdé vdltozatdiban a foszfocelluldsz
oszlopon dtfolyt H.BepRI frakeidt tisstitottulk, a kivetkeszd
lépéeek sordn, tovdbbe Az ensimaktivitdst a tisztitds folyeméan
védépsl teszttel kivettilk,

10mil Fefoszfdt /pil T4C/, lmil EDTA, Tmil 2emerkaptoetanol,
50mil Nall pufferrel ekvilibrdlt Cliecelluldz oszlopon a teljes
metiléds aktivitds dtfolyiks Tismtitdsi lépésként vald alkalmae
gésa maxinun Z2e3egzoros tisstuldst eredményes,

Az I, frokeidt /63 ml/ 20mll Kefoszfdt /pH Te5/, Tnil 2emers
kaptoetanol, U1 HC1l pufferrel szemben dializdltuk, majd
ugyanezszel a pufferrel ekvilibrdlt /2.2x13.5 em/ hidroxilapae
tit osslopra vittike. Az osslopot 25mi Kefoszfdt /pH Te5/, Tmll
2enmerkaptoetanol, C.lmi EDTA pufferrel mostuk / tizszeres
oszloptérfogat/, majd 500 ml 20=500mi Kefoszfdt /pH TS5, Tmi
2emerkeptoetanol, O.lmi EDTA / gradienscel eludltuk. A felvitt
aktivitis 60«90/ =it nyertik viscza, a metilds 45«160mil K, ¥0,
kizott mosddott le az oszloprdél,.

A 2x13 emecs DE 52 osszlopot 10mil FKefoszfdt /pH Te5/, Tmli
2enmerkaptoetancl, O.lmil EDTA pufferrel eckvilibrdltuk, A dialie
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21t /105 ml/ II, frekeiét felvitel utdn /10 mi/ére/ hdrom
oszloptérfogatnyl puifferrel mostuk. / 20 ml/ére/ Eszt kivetben,
1000 ml Cel,0l ICl gradienscel mosva az oszlopot, a felvitt
netildz aktivitds 45«500ea eludlédott 180«270mil KC1 kizitte
Az Usezegyiljtitt aktiv frakeidkat DiiS.agaréz pufferrel szeme
ben dializdltuk /92 ml/.

A kromatogrdfidt /1.6x13 cmees/ oszlopon végestik a restrile
cidés endonukledzéhoz hasonlé kirillmények kizitt, Az osszlopot,
felvitel utén, Se-szirts oszloptérfogatnyi pufferrel mostuk,
majd 500 ml O,05«1,0i KC1 gradienssel eludltult 2,5 mlees frake
cidkat szedves A metildz aktivitds toredék risze eludldédott
420«475 mil ¥C1 kUzbtt, €éles csucs formdjdban,

b/ . A metilds tvisztitds mdsodik vdltozata lépéseiben
negegyesik a restrikeids endonukledzra leirt tisztitdsi ele
Jérdssale A tioztitde cordn a metildz aktivitdst védéol és
metilecooport beépitéei teszittel kivettiil,

I,»IX1, 25«30g sejt ultrahangos feltdrdca utén a nyers
lizdtumot ultracentrifugdltuk. /100,000g/ A feliluszét, nuklew
inpovmentesités utdn / Ui NaCl, Blogél Ay o/ 427 mejd 62ie
ig telitettilk /§H4/2804utal. A 625w0s telités csapaddékdt
PCepufferrel szemben dializdltuk, / Az elsé hérom lépés tisztie
tési hatdefoka megegyezd az I, tdbldset adataivals/
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A foszfocelluldés kromatogrdfia kirilményeinek csekély megw
véltoztatdsdval /pHi 7.2/ sikeriilt o metilds aktivitis 65«70«
4% az osslopon / 2x19 cm/ megkttni., Az enzimet 1500ml Owl.OM
KCl gradienssel eludltuk, A metildz aktivitds 210«3530m kizitt,
széles coucsként eludldédotts Az cesloprdl a felvitt aktivitde
30=357 =4t nyertik visszae

A HAepufferrel ssemben dialisdlt IV. frakeidt 1.0x1245
con~es hidroxilapatit oszlopra vittik. Mosds utdn az enszim a -
40300 mM Kefoszfdt /pH TS5, Tmil 2e-merkaptoetanol, O.lmii EDTA/
gradiensen T0«150ml Kefosgfdittal eludlddott. / Az oszloprdl
52«55% hatdsfokkal anyertik vissza as enzimet./

Az Vo frakeidt iOmil Tris,HCl /pH 840/, 50mil KCl, Tmi 2«
merkaptoetanol pufferrel ckvilibrdlt DUS.agerdéz osslopra
/1e5x12 om/ wittike Intensziv mosds utdn az enzimet 0405«1.0H
ECl gradienssel eludltuk, A restrikeids endonukleds 200270mil,
a metildz 320«380 mil KC1 kisbtt cludlédotte. A felvitt metilds
aktivitisnak csupdn 87w-dt nyertik visssa. / Bér o tisstitds
folyamén a metildz aktivitdst kivettilk, asz affinitéazznmatogw
réfie uldn kbzel homogén endonukledsz prepardtumot nyertiink,/

A DESe.agards metilézvfrakciéka$A55%~oa glicerines PCepuf= ’
ferrel toményitettil, «20%eon téroltuk, A metilds oktivitdsa
t5bb, mint O hénapon 4t nem csbtkkent »20°Ceon,
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Jelcnleg a metilds irreverzibilis aktivitdsvceztését,a
DNS sagarézs kromatogrdifia sordn, magyardszni nem tudjuks / Fele
tételeshetl azonban, hogy a tisztitdsnalk ebben a stddiumdban
kevéobé stabil, hatdsosadbd védelmet /magasebd 2emerkaptoetanocl
koncentrdcid, BSA vagy glicerin/ igényels/

I, tibldzet A H.Dopiil tilogtitdgo

Prakeid Teljes specCe Visosa~ Tissztulds
fehérje /mg/ aktivitds /AE/mg/ nyﬁgfa
,’3

I, erude 6854 4780 100 1
II., Biogél

Ao.5m 2443 10625 79 242
111, /NH4/2504 657.2 18645 37 440
IVe Joozfo=

cellulds 6742 111600 23 2345

Ve Hidroxile

apatit 6422 852400 16 178

VI, DiiS.agards 0e416 10576900 ' 154 2210




Fyakeid Teljes Spece Vissge~ Ticztulés

fehérje /ug/ aktivitds /metE/mg/ nyerds
15/

Ie Foozfo=
celluldz T51e5 266 100 1
IIle Clie
celluldz 46645 429 29 1.8
111, Hidrouile

apatit 1617 1307 98 449
IV, DEAEe
cellulds 5446 1689 - 46 Ge3
Ve DiS.agoréz 0405 160000 4 600

III, téblézat

Frekeid Teljes BpeCe Vieszae Tissztulds
fehérje /mg/ aktivitds / U/mg/ nyerés
1%/
I. nyers
kivonat 2685 146 100 1
IV, Yoozfo=
celluldz 1945 %510 17 24.
Ve Hidroxile :
epatit 4418 8600 9 59

VI, LliS.agarés ~ 0,02 ~ 123700 ~ (a6 ~ 850
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Az enzim nativ fehérjeelcktroforézisét a tisztitds DiS.agoe-
réz frakeiéjéval végestike A riboflavinnel polimerizdlt 7.5
oo akrilemid gélre a mintdékat S/ =08 pgélbe polimerizdlve vite
tilkk fel, 4%Ceon 80100V/ 20«40mA=rel, 6«7 érdn &t elektroforee
tizdltul,

Az RyBspRI restrikcids endonukledsz egyetlen fehérjesdvként
feotfdbtt a gélcken,

A restrikeids endonukledz homopenitisdnak igagoldsdira
/RliSepolimerds és cytekrdém C mélsulymerkerek mellett/ %0 ill.
20 ng ReBegpRlect elektroforetizdltunk csivenként, Az SDS=géle

képen az engim egyetlen, az RiSepolimerdz < alegységéndél vae
lanmivel nagyobb mobilitdsu fehérjesdvot adotte Az R.Bopil
fehérjesdvidnak megfeleld abszorpeids gbrbét a 5. dbra, o géle
képet a 4. dbra mutatjae. /Az ReBepRI mélsulymeghatdrozdsit,
az erre alkalmasebb, lemezgélen végeztik /T+2%/« 16 ug ReBopRle
et vittink a gélre, egy éjssakén 4t 40V/40mA mellett futtattuk./
Ag RiiSepolimerdz dalegyeégének / a teljes aminosavszekvens
cidbél megdllapitott / mélsulya, a kordbban elfogadott 44.006
dalton helyett, 36.500.,/86/ Az enzim log mélsulyenmobilitds
diagramy6l leolvagott nélsulye, ennek alapjén, denaturdld ke
rilmények kizitt 30,000 dalton.
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Az R,BepRl elektroforetikus ticztasdga legaldbb 964

Az enzin elegységsserkeszetének vissgdlete ¢€ljdbél mélou=
lydt Sephadex G=150 gélfiltrdeidval / B¢ coli alkalikus fosge
fatéz, lektdt-dehidrogendz, cytokrdém C mélsulymarkerck mellett/
ic meghatdromtuks Pigyelembe véve az igy kapott 56,000 daliton
értéket, valdszinl, hogy az alktiv enszim epgyetlen polipeptid
lénebél 411 A Eq=log méleuly girbét a 6. dbra mutatja.

Eoncentriciofiggl dimér 11l. tetramerképsldés igasoldsdira
nen rendelkeziink adatokkal, igy nem zdrhaté ki, hogy az aktiv
enzim in vivo, az ILcoRlehez hasonléan dimer ill. tetraner
strukturdju /45/. A Sephadex gélfiltrdcid adetoit tekintve
agonban, oz aktiv enzim nepy valdsziniiséggel monomer.

Az ReBopRI hidroxilapatit frakeidja o restrikeids endonuke
ledz mellett osennyesésként, kizel hasonld mennyiségben, egy
52,000 dalton mélsulyu fehérjét tartalmaz, /4. dbra/

3/s dbra

30 mg ReoBopRhleet /DliS.a frakeld/ elaktrofuretiﬁéltunk denge
turdlé kirilnényel kisbtt, 0.1 5DSet tartalmosé 7.2ieos oke
rilemid gélen. /0,6x15 cmees coivek, 60V/50mA, 6 éra/ oz ene
zin homogenitdsdnek igazolésa c6ljébéls Az dbra a gél denzie
tometrids girbéjét mutatja. / Gilford spektrofotométeren,
550nmendl, gélocen lkiiré feltéttel./ |



4/« ébre Az ReBer

o

Az &bra az R.BspRI tisztitie DiS,agerés és hidroxilapatit,
az [.BespRI tisstitde /a/. vdltozat/ DliS.agarés frakeidjénak
ShS=cleltroforésissel nyert képeit mutatja E. coli RliSepoli-
merds és cytokrém C mélsulymarkerek mellett 7.27=o0s akrilamide
/0,15%/ 5DS gélekens / Az elektroforészist 0.6x15 cmees csbveke
ben, 40V/30mAenél, 12 érén &t végestilk,/ RliS=polimerds /I/,
lieBepRI /DNSea frakeid//II/, R4BspRl /hidroxilapatit frakeid/
/III;/, ReBopRI /DNS.a frakeid//IV/, cytokrém C /V,/

5/« ébra

Az dbro az ReBspRI 1l1l, M.BepRI log mélsulyenobilitds diae
gramjét nutatjae. / Az dbrdn az R.BspRl DiiS,agaréz 1ll, hide
roxilapatit, az M.BspRI tissztitds /a/. véltozat/ DliS.agarés
frakeidjédban 1évé fehérjéimek mepfeleld mélsulyokat tintettik
fel, a méloulymarkerck mellett. /RliSepolimerdz */165,000/, 5
71554000/ 4 ¢ 795,000/, */36,500/ 111, cytokrén C /11,700// Az
alsé nyilak az !.BspRI /DliS.a/, a felsék az R.BepRI /HA 111,
DliiSea/ frokeidiben 1lévé fehérjék mélsulyait jelilik,

Az ébra a Kq = log méleuly diogramot mutatjae A gélfiltrie
cié pordn markerként haszndlt fehérjék mdélsulyi a kivetkesbl:
Ee coli alkalikus foszfatéz /AF¥/ 86,000/, lektdt-dehidrogendis
/sertés//IDH/ 142,000, eytokrém C 11,700.
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5/« Gbra Az ReBepRl mélsulydnak meghatdrozdsa
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6/+ dbra Az R BepRI és 1N,BepRI mélsulydnak meghatdrozdsa
Sephadex G150 gélfiltrdeidval
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Az U, ,BepiI tisztitis elsd vdltozatdnak DliS.agarés frake
ciéje héron fehérjesdvot tartalmesz SDS gélens flivel az R BspRI
hidroxilapetit frakeidjdban jelen van a modifikdcids metildsz ,
oz HeBepRI tisztitdes DiS.agardés frakeidjdhoz hasonld nagysdge
rendll aktivitdsként, feltdételesztills, hogy 22z R.BspRI hidroxile
apatit és os M BepRI INS.aparés frakei SDS=gélen azonosithae
t6 kizis fehérjesévia megfelel a modifikdcids metilisznak,

Az Ui DespRI feltételezett mélsulya ennek alapjén 52,00C+ 2000
daltons /4. dbra/

Az He.BepRI tisstitds mdsodik vdltozatanalr DiiS.agerdz frake
cidja két fehérjesdvot mutat 5DS gélem /7. dbra/, melyek méle
pulya 44,000 és 524,000 dalton.

A Sephadex G150 gélfiltricid sordn a metildz mélsulya
524000 doltonnak bizonyult.

Egek elapjdn feltételezshetjik, hogy & metiliz a reotrike
cidées endonukledshoz hasonléan egyctlen polipeptid ldncbél 411,
melynek mélsulya 5240004 2000 dalton,

Hindkét tisztitdssal nyert metilds prepardtum nyomokban szenye

nyezett R.DopRieel /A hatdr 10 ul felett/, o restrikeids endoe
nukledsz azonban SDS-elektroforézissel kimutathatatlen memnyie

ségben van jelens
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5/« A2 BeBgpRI Jjellemzdge

Az optinum ismeretének hidnydban a vizsgdlatok elftt
25mi TriseHCL /pd Te5/y SOmit NaCl, 10wt HgCl, puffert hasse
ndltunk az eﬁésztéaek sorén, Az optimumvizsgdlatok sordn
ehhez a kiinduldsi Usszetételhez képest vdltostottuk egyeepy
komponens koncentrdcidjdt ill, hegytuk el, cserdéltik fel mdse
sal az adott Usszetevit,

Ag enzinm pl optimuma

Az optimum meghatdrosdsdt 25mM TrisliCl /pl T.5«10/ és
25mi glicileglicin /pil 445=7¢5/ pufferekben, 10mi HgCl, je=
lenlétében, A plis Os2=enként, 1 ug M DliSet emésztve, olyan
kérilmények kvsitt végeztik, hogy az enzim csek az optimune
hatdrokon beliill mutatott teljes vogy ahhoz kizel 4116 emésge
téote

Az enzim rendkiviil szdles pii tartomdnyban képes emészteni
/Pl 540e10,0/¢ Az enzim pl optimuma 8,0=8,5 kizé esik /pH 8.2/,
ebben a tartoményban észlelhetd a maximdlic aktivitds /25mle
08 Tris.iCl pufferben/s /8+ ébra/

2+

Az enzim egyedlili kofaktorként lig™ ~ot igényel, ATP és
SAM nem befolydsolje az enzim aktivitésite / E2 is bizonyite
jay hogy a2 ReBepRI II. tipusu restrikeids endonukledsz./

lHagnézium hidnydban hacitds nem tirténik,



Ag enzin megnézium optisuma széles, 15«50mil, maxindlis

aktivitdet 20mil 1g®* koncentrdeié mellett kaptunke /9. dbra/
Az enzin ﬁgz* igénye nen kizdrdlagos, ﬁna* helyettesitheti

a reakeidelegybens Az LHeBepHI a ﬁgz+~hoz hasonldé széles optie

nunot mutat ﬁn?*nal is /Se20mil/. 4 M2t optimdlis koncentrie
ciéje alacsonyabb, mint o Mgo'ed, 10mi, de e reakeibsebesség
kisebb, mint Mg jelenlétében. /10, &bre/

Mt encl az optimdlis koncentrdeid felett az eméssztés
aspecifikussé vdlik,

ng* éo o egylittes Jjelenlétében az cmésztési kép nem
véltoziks Optimélis Mgz* koncentrdcid mellett magasabb T
koncentrdcid /20«30mli/ sem okoz gdtlist, sem aspecifikus
enésztésts

2+

A Cu 2+

nenm képeé a Mg® helyettesitéséres Eltérden mds
restrikeids ensincktél nem okoz absszolut fasktivdldddst,
Smii Cu®? jelenlétébun / egyébként optimdlis korilmények
kositt/ még teljes emésztéot kapunk,

Az ensim Zn°*eel nem mutat aktivitéot, Zn°t
inhibitors, mdr 2mil konceatrdeidja is teljes gétldct okosze

Ca®* és Pe®* nincs hotdssel az enzim aktivitdsére.

az cazin erfe

az 2o Bopitl

Az enzim a o6 teljes elhagydsa mrllett is nlikidSképess
100=15C mi HaCl 111, EC1l konecentrdcidval ardnyos géllds nivee
kedést eredményes, mely 400mll felett teljeseé vdlik, /11, dbra/

A gdtlés reverzibilis, Igen nagy ionerdeség mellett /leSe
2li/, hig oldetben ez enzinm gyorsen és irrevesszibilisen inake
tivéldadk,



A reakeidelegy 50mi NaCleot, 10mil Mg2*eot, pil 445e7e5
kbgttt 25mi glieileglicint, pi T.5«1C.0 tertemdnyban 25mM
Tris,iClet, velamint 1 ng 2 DNSet 5 Os1 AE RyDepRiect tartale
mazotte A reakeldelegyek pHeja 6.2-enként védltozotte A reake
cidelegy komponenseit Oed %Ceon mértik Becze, mejd oz ensim
elfzetes hoszdiaddsa utédn 37°c~i~a. melegitve, a reakcidkat egye
szerre inditottuke 1 éra emésztési 146 utdn a reakcidkat lee
4111tottuk, majd 0.6x8 cmees cstvekben /7.5V/csb/ elektrofoe
retizdltul a reakeidelegyckety, 0o5 mg/ml ethidiuwsebromidot
tartalnesd 1,05=08 agarés gélen, 0.5=1.0 6rdigs A géleket
rivid hulldémhosszu UV ldmpa alatt fényképesztiik.

9/« Ebra g 1g°t 10én

A reakeiéelegyelk 25mM Tris,liCl «t /pi 8,0/, 50mil NaCleot,
1 pg AilSet és 1 AE ReBepillect tortalmaztaks A 1g?* koncente
rdeiéit 1-200m! hatdrok kiszttt vdltoztattuk. / A reekeidt
4 %°Cersi 37%era valé melegitéssel inditottuk, majd az elegyet
elekiroforetizdltuk, / A reakeidelegyek sorrendben /balrél
jobbra/ 2, 3, 45 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32,
369 40, 80, 120, 160gH Mgll, =0t tartalmaztek.
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10/ .+ dbra

A reakcidelegyek Uscmetétele a kivetkesd wolt: 25mM Tris,
HC1 /pH 840/, 50mii NaCl ill, o/ esetében 1, 2, 34 4, 5; 6,
8, 10, 16, 20mi Mn°*; b/ esetében 8, 12, 16, 20mi Mg2*,
1 ng O\ DiiSet emésztettiink 1 AE R,Baphleel 1 6xdig 37°C-on,
majd a recakecidelegyeket az elbzdekhez hesonldan elektrolioretie
zéltuk,

A reakciéelegyék tscgetéiele a kivetkezf volt: 25mil Tris,
HCL /pH 840/, 20mi MgCl,, 1 mg A DNS, 1 AE ReBspil. A reake
cidelegyek /sorrendben balrél jobbra/ 8, 16, 24, 32, 40, 20,
40, 60, 80, 100, 12C, 140, 160, 180, 200, 240, 280, 320, 360,
400mll NaCleot tartelmestalk, / A mintdkat 1 6rédig inkubdltuk
57%w=on, mejd e reakeidé ledllitdsa utdn O.Tiwos agards gélen
elektroforetizdltuls/

Az enzim o tisstitds sorédn igen nagy stabilitiet mutatott,
Aktivitdsa, 50/=0s glicerinben t4rolve = 20 %Ceon, 8«12 hinae
pic nem csbkkent, Hig oldatban a tiszta enzim gyorsan inaktie
véléaik 37%eon, 30 pere inkubdeié alatt aktivitdsa felére cotke
kene Ez a hatds C,01% BSA addsdval ttkéletesen kivédhetd,
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A BSAevel védett enzim 8 dra alatt aktivitédsdnak csek 10%e
4t veszti els A liofilezett enzinmprepardtum eredeti aktivitde
sénak l0f«dt O6rszi meg.

Az R.BspRI restrikecidés endonukledz DIS specifilkus, lem
hasitja az E, ecoli 165 és 235 riboszdémdélis RiiSeecket, sem a
kettés szdlu /RP/ Sindbis virus RliSet, /Mindkét esetben
/P32/~Jelzett RiiSwcket emépztettiink nagy feleslegili ReBspRleel,
az enzimreakeid optimumkirilményei kizitt és autoradiogrifide
val azonositottuk az emésztési termékekets/

Korébvi vizsgdlatokbdél ismert /62/, hogy az ReBepil fele
ismerdsszekvencidjo 5° Gel=C«C 3, az enzin a HaeIll isoschie
zomerjee |

A II, tipusu restrikeiée endonukledzok nagy tUbbsége csak
kettls szélu DiiSeen aktive liéhdnyrél /54«56/ azonben, igy a
Culwlel felismerdhelyll ensimek cooportjdénalk legismertebd képew
viseléjérdl, a Haelll-rdl, kimutattdk, hogy - bdr jéval kisebb
sebességgel = egyszdlu DS hesitdsdra is képese.

Arra vonatkozdan, hogy ez a kétségkivill specifikus hasie
tés ugyanazon & helyen kivetkezikee be, mint a kettds szdlu
szubsztréton ill, ha igen, akkor a hasitds égyaaélu helyeken,
vagy egyetlen pzdl tdvoli komplementer szakaszédval iddlegesen
kialakult rivid kettde szdlu régidkban tirténikee, egészen a
legutdébbi iddkig nem volt egységes dlldspont,

Blakesley ¢és Wells, egyes szdlu £ 174 DiiSet kilinbigé™
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magas /37«62 °C/ hémérsékleten emésaztve, igazoltdlk, hogy egy
adott hémérsékleti érték /58%C/ felett, ahol az idblegesen
kialakult kettles szdlu régidk létrejittének valdeszinlsége
alacsony, a Haelil restrikciés endonukleds, ssemben a X 174
RF DiiSeen azonos hémérséklecten mutatott aktivitdsdval, nem
emésztl az egyes szélu DNS szubsztrdtots A hasitis, tchit szi-
goruan kettés szdlu strukturdt igényel. /87/ Lsek az sdatok
valészinlisitik az egyee szdlu £¥ 174 INS R.BspRI hesitdsra
vonatkozd, kordbbi kisérleteinkoll levont, kivetkeztetések
helyességéte

Hegvizsgdltuk, hogy a FX 174 NS, amelynek kettés szédlu
/R¥/ formijét az R.BepRl 11 fragmentre hesitja, szubsztrite
ja=e 0z emzimmek, /P7%/-jelzett fX 174 DliSet cmésstettink

nagy feleslegil R Bsphleel, majé az eméoztési termékeket elektroe

forézis utén autoradiogrifidvel asonositottuk, A 13. dbrdrél
megéllapithaté, hogy az egyszdlu ¥ 174 INSebSl 11 fragment
keletkezik, amelyek elektroforetikus mintdzate szonban lényee
gesen kilinbbzik a kétszdlu IiS-bE)l szdirmesd fregmentckétfl,
/124 ébrs/ Ennek magyerdsate oz egyssdlu és kétszdlu INS
bdzictpssetételdben és térsserkesetében lévd killinbedgek ele
térd hotédsa lehets

Az emésztés scbessdge egyes czélu fY 174 szubsztrdtot aie
kelmogve nagységrenddel Lkisebb, mint ketts ezdlu £X 174 INS
coetén,

Haponldéan, mint kettfs szédlu INS esetén, az eanzim képes
¥n?*at felhasznélal Mg?* helyette Az eméosztés !n“*ensl ebben
az csetben is lassubb, mint ﬁg2+-mal.



Az egyezdlu PX 174 DNS ssubsstrdtja az Me.BepRlenek is,
anmely megvédi az R.BspRI hasitdsdval szemben.

Annak elddntésére, hogy az R.BspRI ugyanegon a helyen
hasitja=ec az egyes szdlu INS szubsztrdtot, nint a kettis szd-
lut, & kbvetkesl kisérletet végestilk els In vitre olyan kettls
gzdlu £ 174 hibrid IS molekuldt készitettink, melynek vie
rélis ssdla /P°%/ jelzetts Az igy nyert #¥ 174 hibrid duplex
MiSet elvdilasztottuk & szennyezd egyes szédlu, /P32/—3e151t
£ 174 DNSet61 hidroxilapatit kromatogrdfidvel, mejd az esete
leges egyes sgdlu virdlis NS sgennyeszfdés tkdéletes eliminde
ldpa ¢€ljéb6l a nibrid duplex frakeidt egyes szdlu DNS specie
fikus S1 nukledzzal emésstettilk,

L hibrid #X 174 kettls szélu DNS ReBepRI hasitdsi termée
kedt 7M uredt tertalmaszd 4i=os akrilamid gélen elektrofore-
tizdltuk, a /P32/ #X 174 virdlis DNS hasitdei termékeivel
pérhuzemosane

A két emésztés elektroforetikus mintizate megegyesd,
mely azt bizonyitje, hogy az ReBspRl restrikeiés endonukleds
az egyes szdlu DNS sgubsztrdtot a kettés szdluvel azonos hee
lyeken hasitjas /1l4e ébra/

A hasitéis médjénak felderitésére, azaz, hogy az enzim
valédi egyes ozélu vagy csak idflegesen kialekult une hairnin
strukturdkat képes-e hasiteni, esetinkben nehéz kisérleti
igesoldst teldlni. Alacsony ensimkoncentrdeid / 5 1B/ jelenlé=
tében, egyes szdlu MiSet cmésztve killindbizd iddtartamokig,

a teljes emésztési képhez viczonyitva, egyes fragmentkategbrie
ék nem jelennek meg, prolongélt emésztések sordn /8 dra/ sem.
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Feltdteloshetben, czecken a hasitéhelyeken, térbeli azeikazaa
tik kivetkestében, kis valéssinileéggel jbhet létre idbleges
kettfs sgdlu strukturas Ezt ldtozik aldtdmasztoni, hogy tele
Jes emésztés csak nagy enszimfelesleggel /50=100 25/ érhetb el
/15. ébra/ /Az enzimkoncentrdcidé nbvelésével nb a hasitds
valdéesiniisége is, az egyes felismerbhelyekre vonatkosztatvas/

Bgzek alapjén leveszethetd lenne, hogy az ensim, hasonléan
a2z isoschizomer laelllshog, kettfs szdlu ~trukturdt ismer fel
és képes hasitani, ermek igaszoldséra agonban kizvetlen bizoe
nyitélcokkal nem rendelkesiink,

Az dbra a £ 174 RF I DS emésstési képét mutatja ReBspRIe
el, DouRleel 111, ReBepRI + BguRI enzimckkel 4iwos akrile
amid gélen, / Kiss A./

1%/« édra

1.5 mg /P7%/ #% 174 /virdlis/ DiSet eméostettink 400
/I1.Ve/y 1000 /II1,VIe/ é8 2000 A E /IVVIIe/ ReBephileel
optimdlis kirilmények ktzttt 2 éréig 57%Ceon. A reakeid ledllie
tdsa utdn o mintdkat 4{¥=08 lemes skrilamid gélen elektroe
foretizdltuk 60V/40rA mellett 12 Srédlge A gélt szdrités
utén autoradiograféliuic / 3 érdig/. Az ébra oz sutoradioge
roampdl képzsiilt fényképet mutatjae



12/. dbra @X 174 RF DHS e

-

mésztési képe R.BspRI-el

o e

emésztése ReBspRI-el
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12/+ dbra ¢#X 174 RP DNS emésztési képe ReBspRI-el

13/ dbre /P22/¢x 174 DNS emésztése R.BepRleel
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14/ « &bra

1 pg /P°%/ fx 174 LiiSet /specsas 2764000 epm/ug//I./ 111,
0p2 mg hibrid duplex #X 174 Diiset /II,./ emésgtettilnk 25 A\ E
ReDopRIeel 1 6réig 37%Ceon, majd a weakeidk ledllitdsa utdn
az elegyeket dematurdld gélen elektroforetizdltuk, Az dbra
az autoradiogrenrdl kéegzilt Lényképet mutatja.

1 ug /P72 fx 174 Diset emésztettink 50 AE R,BspRIecl
1 6réig 111, 5 O\ R.Boplileel 1=8 6rdig 37%eon, A reakeibe
kat ledllitva az endsztdsi termékeket denaturdlds utdn M
urea=45% akrilamid gélen elcktroforetisdltuk, /I./ 50 AE/1 éra,
/114/ 5B/ 1 bra, /I11./ 5AE/8 éra

Sgémos uj problémdt vet fel az a kisérlet, ameclyet vie-
rdlis szdldn /P32/~Jelnett, komplementer szdldn in vitro I,
BppRI metildlt hibrid duplex #X 174 DliSepel viégestink,

Az egyik szdlon metildlt hibrid molekuldt in vitro M.BopRI
meti141% #X 174 RFI és egyes szdlu /P 2/¢x 174 TNS=bGl késsie
tettilk a fentickhez hasonldane.

Az ReDepRI nem képes hasiteni a mindkét ozdldén Bep-speci=
fikuson metildlt DliSet, amit a kisérletben az in vitro M.BspRI
modifikdlt, Hpal hasitott #X 174 fragmentek R.BopRlecl szeme



beni pozitiv védési tesztje is igozolte A felismerfhely egyik
sgdlénak specifikus metiléldsa asonban nem gdtolja a mdsik
szdl restrikcids endonukleds dltali hasitdsdts Az R BspRI
specifikusany, a kettés szdluval agoros felismerdhelyeicen haw
sitja as egyik szdlon metildlt hasitdhelyeket tartalmasd hibe
rid duplex molekula komplementer, metilélatlen. /P7%/=jelzett
ozdldt. /16, dbra/

HMivel az egyik szdldn metildlt hibrid dupiex DNS egy
replikdcids intermedier molekula modalljekéntvfoghaté fel,w
nen elképzelhetetlen, hogy a Bep retrikeidsemodifikdeids
ensimek, az IcoRl-hez hasonlé, helyspecifikus rckombindcids
folyamatban jétszhatnak szerecpet in vivo, ennck igazoldsdra
agonban tovibbi kisérletl adatok ssiksdégesek, /60/

2 mg /P7%/ ¢X 174 DiSet 111, 0.3 pg egyik ssdlén M BspRI
nmetilélt hibrid duplex §¥ 174 INSet emésstettink 4 6rdig 37°C-
on 150 AE {11, 100 AE R,BepRieels Az enésztésl termélccket
denaturdlve TV urea=4 akrilamid gélen elekitroforetizdltuks
majd a gélt 1 1lle 4 napipg autoradiografdltuk. Az dbra az
autoradiogram fényképét mutatje.
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16/. ébra Egyik ssdlén NeBepRI metildlt, mdoik szdldn
/P%jujelzett hibrid duplex @¥ 174 LUS emésstése

6/

A modifikdcide metildzt nem sikeriilt az Re.Doplilehez ha-
sonldan homogenitdsig tisstiteni, Zdvetkezdoképpen Jéval
kevesebb ismerettel rondelkesiink az MeBspRl-rfl, mint restrike
ciés endonukleds pdrjdréls Ag enzim nem igényel Hg®*eot,
ATP=t, egyedlili kofektora as Seadenopilele/metil/-netionin,

Ag ivi.BapRI spec.ifilcuaah védi a VIS pzubsztritot az ReBapRl
hasltésdval ssembens
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e/« Bérmely DNS M,Bepiileel torténd in vitro metildldssal
rezisstenssé tehetd az ReBopRI hasitdsdval szembens /Ezt hasse
ndltuk fel a védési tesztck sordn,/ A metilélés folyamate
/Y4 vagy [5%/ejelzett Seadenozilele/®netil/-netionint hosge
ndlva kofaktorként nyomon Livethetl,

Telitéel /teljen/ metildldst végesve meghatdrozhatdé bdrmely
IliSwen a feliemerbhelyek /specifikus szekvenciék/ szdma.

A metildlé elegyek 50100 mg N\ DiiSet, 80100 U M,BspRI-et,
1580 nmél /1-8 nmél /H?/SAN/ SAlet tartalmastoke /500 ml
tériogatban/ A metildldst 5C ulees aliquotokat véve, a mintde
kat DE 81 filterre ssilrve, a beépillést szdmolva kivettiilk,

A telitést jelzé platét elérve, ahol tovdbbi ensim és SAM
addsa nen credményczte o bedpiilés nivekedésdt, a teljes
metildldist ellenfriztilk R.DspRI emésstéacels /1T+ dbra/
Ismerve a rcakeidelegyben 1év8 ADNS mennylségét és a /H3/
/311s /CY%// jelzett SAM speeifilus aktivitdsdt, a telitésnél
mért radioakiivitdsbdl meghatdrozhaté a A UVNSeen 1évd MyBapRI
/és egyben R4BopRI/ fclismerbhelyek szdémas

Kontrollkdnt hasonld kirillmények kizitt,; ReBespRI emésze
tett ADISet metildltunke Feltételeaztik, hogy az lMsBspRI nenm
képes a restrilkcidés endonukledz emépztette DS fraogmentek
metildldsdiras

Ag eméogtetlen A DNS-en a telitési metildldst 5«6 dra
alatt értik el, a telitési értékbLSl meghatirozott felismerle
helyek szdme 125«150, anmely jol megegyezik a korébbon kizdlt
adatokkall/62/

A kontrollként haszndlt ReBsp®Ie N fregmentek esetén is
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észleltink metilecsoport beépillést, kisedbdb sebességgel, mint
intakt A DIS szubsztrdit esetén, / 30 mll SAM koncentrdeid, 220
U/ml metilézs mellett 37°Ceon 18,6 pmél/éra ReBspRI A fragmene
telken, 52,3 pmél/déra intakt A DNSeen 1 pmél N DiiSere vonatkoze
tatva.//As adatok kbzelité értékek, mivel a /HJ/SAM specifikus
aktivitdsdnak ellenbrzését nem végeztilk els/

A metildldst 30 6rdig tovdbb folytatva az intakt X DlSeen
a telitési plotéval eldért érték nem vdltozott, amig az R.BspRI
fragmentek metildlisa /502 pmél/pmél DES értékkel/ mages
metildldoi platét ért el / A telitési metildlds kisérletek
ecy tipikus bedplilési gbrbéjét a 18. dbra mutatjae/

Hivel jelenleg nem rendelkeziink adatokkal a metilés spew
cifitépdra vonatkozdaon R¢Bepil hasitott DNS ssubsztrdton és
nem igazolt, hogy MsBspRI prepardtumunk ncm tertalmaz e yéb,
scennyesl metildst /bér es gyakorlatileg kisdrhaté/, igy cesek
feltételesen fogadhatjuk 2l a ADNSere meghatdrozott lM,BepRI
felismerdhelyck szdndit,

Nem sérhaté ki aszonban, hogy a A DHSeR.BgpRI fragmentekkel
éezlelt "tulmetildlds” a metilds egy cddig ismerctlen species
fitdsénal ercdnényece |

A metildldsi reakcid kezdetl sebessége egyenesen ardnyos
a2z alkalmasott SAN koncentrdcidlkkal. A metildldis Michaellse
Menten kinetikit kivets /K, és V _ Ertékeket csak a fentd
kisérleti feltdtclek tisztisdsa utdn lchet megadnis/

A leirt kisérletekbd) ldthetd, hogy az in vitro metilée
lédsi reakeid, a2 endonukleolitikus reakcidhoz viszonyitva

-

rendkiviil lessu folyamote Lo "’}:‘\\;\
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17/« ébra

Elézetesen in vitro metildlt 2 ng A DliS~hez 20mM MgClzu
oty 10 2E R,BspRleet adtunk, az elegyet 37°%Ceon 1 érdig
inkubdltuk, mejd a reakeidkat ledllitva, metildlatlen, R.BspRl
enésgtett \DNE kontroll Jjelenlétében elektroforetizdltuk 1ie
os agardéz gélen, Az dbra a metildlds befejeztével, a metilslt

ADHS teljes védettadgét mutatja a restrikeids enzim emésge
téeével szemben, a kontroll c¢sd mellett,

A reakeidbelegyek 100 nl Sxtimény metildzs puffert, 110 U
HeBppRleet, 0,01% BSA=t, 55 mg Ael857 LNSet 111, 55 ug R,BspRI
fragmentdlt A DNSet tartelmastaks. A SAN koncentrdeiéja az
elegyben 15«1CC plM volte / A SAM tizszeresen /izotép/ higie
tott /HP/5MVet tartelmazotte/ A metildldst 37%°eon végestil,
az 50 nlees mintédkat DE 81 papir filterre salirtilky, toluolos
elegyben aktivitdsukat Beckmen LS200 folyadék szcintilldeids
82édmldloén mértik, majd a beépilt metilecsoportok mennyiségét
pmél X DliSere meghatéroztuk,



17/«

18/, édbra
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b e A metildlds specifitdsénak vizegdlatira elvégestik
az in vitro /C*/Silienal telitésip metildlt AcIB57 LHS kva=
1itetiv biszisanalizisét, 5¢ pg /C1*/-metildlt A DNs-t 175%C-
on 30 percig roncsoltunk S8 e-o0s hangyasavval lmg csirke vves
DS jelenlétébens / A csirkevér DiSenck az volt a sserepe,
hogy a kromatogramon as cgyes bdzisok helyét lokalizdlni tud=
Juk, melyre egyébként nem volna lehetdség, mivel az 50 ug

N DiiS~bll szdrmazd bisisok mennyivdége a kromatogrdfids kinmue
tatdel hatdr elatt vans/ A hidroliziet kivetSen a hangyesevat
elpérologtattuk, a hidrolizdti.mot 1 [iICleban kationcseréld
Fixion 50«X8 vékonyrdétegre vittik., A 19+ dbra mutatja, hogy
Fizion rétegen egydimenzids kromatogrifidvel is igen jé el-
vdlasgtds érhetl els A sdsav elpdrologtatisa ulén a lkrome-
togramon UV ldmpa alatt a foltok helyzetét ue@hatéroztuk,
majd a réteget autoradiografdltuk, A rintgenfilmet o kromae
togramra helyezve megdllapitottuk, hogy a /014/ Jjelzés duintd
tibbeége a kromatogramon az Se-metilecitozinnok megfeleld hee
lyen taldlhatde Az [yBepRI modifikdécidés metilds kivetkezés-
képpen eitogineSe~metiltrangzferds; o Bsp felismerbhely valae
‘melyik citozinjét metiléljae / Valdeszini, hogy & vele aszonos
szekvencidt modifikdléd Haelll metildzhoz hasonléon o sm=-gal
jelolt eitozint metildlja 5° GuGalal 3%/

Caeoall mll
-

e/« Asty, hogy as dltalunk vizsgdilt metildz valdban spew
cifikus helyeken / Bsp felismerdhelycken/ 1évl citozin bdziso=
kat metilél és nenm dltaldban eitozint, au is bisonylitje, hogy
az in vitro VeBopRleel mctildlt ALNSet az / 5% CeCebel 37/
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felismerdhelyl fpall és & / 57 Culealeleleat 3?/ felismerdhe=
lyti Smal éppen ugy enésgti, nint & metildletlent,

50 mg .lci857 liS~t roncsoltunk / a fent leirt kirilmée
nyek koztts/ 1 mg esirke vvte DIS jJelenlétében, A hidrolizéde
tumot /két réssletben III, IVe/ 50 ml 1N HCleban vittik a
vékonyrétegre, 5«10 ul / 25«50 ug/ Semetilecitozinnal / Semcte
C/ egyutts Harkerként 510 ul /5 mg/ml/ edenint /A/, guanint
/G/y timint /T/, citozint /C/ és B-metil;citosint vittink
fels /II, 411le Ie helyre Semetilecitozint/ Az 4bra mellett
megal jelbltik a /ety jelzés helyét,




Munkdink sordn tovibbfejlcasztettilk a Bacillus spheericus R
restrikeiés endonukledz kowdbbi /62/ tisztitdsi eljérdsét,
az ReBepRleet homogenitdsig tisstitottulk,

Lizonyitottuk, biokémiai mdédsszerekkel, hogy as LReBspRI
szekvenciagpecifikus endonukledsz, restrikeids enzim,

A% ReBepRI 3504000 dalton mélpulyu fehérje, a visegdlt
kbrilnények kizdtt monomer, egyedilli kofakto:ként Mgz*sot
i ényel.

lleghatdiroztuk az endonukleolitikus reakeid optindlis
feltételeit, Vizegdltuk killonbtzd bivelens kationok hatdedt
ez enzim:aktivitéséra. ,

A Hga* optindlis koncentrdcidja 20miiy Szemben a JO1 iow
mert SeoRl endonukledzzal, hasonléanla Bsthlehez, azt talile
tuk, hogy az enzim Mn“‘enal is milktadképes, bar a reakeid
cebessége cbben az esetben kisebbe Zn°° az ensim erés inhie
bitoras

Cyakorlati szempontbdl rendkivil fontos, hogy az ensim
a tisstitis sordn stabil, aa.enzimreakcié coak magas ionerdce
aéggel gdtolhaté, o gitlés reverzibilis, irreverzibilis gite
lée coak rendkivill nagy sékoncentréicidk slkalmeszdsa esetén
kbvetkezsik bes Az enzim a pl vdltosdsaira kevéssé ¢radékeny,
széles pH tartomdnyban mikBdbképes /pil 540=10,0/ Lz enzim
pl optimuma pH E42,

Az ReBspRI 5° GaGaCeal 5% specifikus, a HaeIIl isoschiszo-

merje.
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Az enzin kulﬁniegea Jellemzéje, hogy képes az egyes szélu
DHS sgubsztrdt hasitdsdira. Az egyes ssdlu DNS szubsztrdtot
az enzim a kettfs szélu DliSenek megfelelé helyeken, feltechetle
en, az idélegesen kialakuldé kettbs szdlu /hairpin/ régidkban
hasitjae |

Az RaBspRI apecifikuaan hasitja az egyik szdlén metilslt
duplex DiiS«t, a metildlatlan felismerdszekvencidkat hordozd
szdlon, A jelenség feltételezett bioléglal szerepe /uie hely=
specifikus rckombindeid/ jelenleg nem igazolt. Az eddip vizoe
gélt restrikeids endonukledmok kbzil egyediil a BesuRl, as
ReBepill isoschizomerje mutat még hasonlé tulajdonsdgote

A Baeillus sphaericus Re~bdl kimutattuk a restrikeids ene
zimnek megfeleld modifikdcids sktivitdst és o modifikdcids
retildzt /MeBspRI/ kizel homegenitdsig tisztitottuk, legdllae
pitottuk, hogy a modifikédcids metiléz citozinenetiletransze
ferdz, mely specifikue szekvencidkndl /Bep felismerbhelyek/
citozinokat metildl, modifikdlja & DiiSet, megvéive ezzel a
restrikeids enszim hasitdsdval ozemben,

Az MeBepRI 52,000 dalton mélsulyu fehérje. Egyediili koe
faktorként Seadenozilele/metil/~metionint igényel,

Az egyes szdlu DiiSet a kettlés szdlu Dlitenck negfeleld
szekvencidkndl képec metildlni,

Az MeEspRI modifikécids metildz részletes jellemzése még
tovébbi munkdt igényeles

A Bacillus sphaericus restrikcids-modifikdicidés rendssere
J6 lechetlséget czolgdltat a szekvenciaspecifikus fehérje~DES
ktlesbnhatdsok molekuldris mechenizmucainak enzimoldgiai és
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