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küvj. ItdsCk

И-A rendszer - restrikciós-nmdifikácAŐB rendszer

rel# eop* - /relative efficiency of plating/ fertőzési effi-

ciencia
üAíí - B-adenozil-L-/metil/-metionin

0X 174 ELP - фХ 174 fág BÍIS replikativ íorna
öDS - nátriun-doaecil-szulfát
l'CA - trlklór-ecetsav
ЕШк - etilén-diamin-tetraecetsEV
íriö - tris-/liiároxi~metil/-aménometán
PPO - 2,5-difenil-oxazol
POPGP - 1,4-di-/2-t 5-fenil-oxazoil/-Benzol 
iJtBr - ethidium-bromid 

öS US, PJIS - egyssdlu DBS, FdíS 

DB ffio, PJSS - kéiszálu ШБ, RNS
A restrikciós és modifikációs enzimeket a Bmith, Käthens 

/15/— féle nevezéktan szerint jelöltük, ahol a név első be
tűje as enzim forrását jelentő baktérium genusának a kezdő
betűje, a második két betű a species név első két betűje#
Ha egy törzsből több restrikciós enzimet izolálta’:, az enzi
mek megkülönböztetésére további betű és számjelzést alkalmaz
tak# Az В restrikciós endonukleázt, az M modifikációs metilázt 

jelöl. A következőkben a dolgozatban említett restrikciós en
zimek és a forrás baktériumok neveit adjuk meg# 

endok# coEI - Escherichia coli RY 15 

endo íU. coB, endoE#Ecok- escherichia coli В ill. К 

endo-;#2aql - She mus equations Y2I 
endoíl# haI - uaemophilus haemoliticus



cndoB«HaeXIX - Haemophilus aegyptius 

endoR.HboII - Loraxella bovio 

endoE«Hind I, II - Haemophilus influenzae Rß 

endoR^Hinf I - Haemophilus influenzae 

endoR*Pst I - Providencia otuartii 
endoR*BamHI - Bacillus amyloliqucfacienc II 
endoh.Bst I - Bacillus stearothemophilus 1503 

cndoPi#Bgl I, II - Bacillus globiggi 
endoR*Sal I - Streptomyces albus 

cnüoR.Sraa I - Serratia narcescens 

endoR.Xoa I - anthononas nalvacearum 

eadoIUEga I - Haemophilus gallinarum 

endoR*Ava I - Anabaena variábilis
A dolgozatban a restrikciós endonukleások neveinél: rövidí

tett j dőlését alkalmaztuk sok helyen, as egyszerűség kedvé
ért* pl* endoR*BcoRI helyett HcoRI

A modifikációé nctilások jelölése analóg a restrikciós 

endonukleások jelölésével* pl* as eadoE*ЕеoRI-nck megfelelő 

modifikációs metilás neve methK*EooEI vagy röviden H.Scokl•
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1/• rcstrikció-got iáikácig. jelensége,. cciinieló.ía

/». re a trike i ó з-nod if ikác lóé enzimek a re о tril:c 1 о-nod if ikác i ó 

mikrobiológiai jelenségéről kaptál: nevüket, A restrikció je
lenségénél: részletes tanulmányozásával, az 195C-ee évek elején, 

luria és ntsl# /1/ foglalkoztak először, bakteriofág-sejt köl
csönhatások genetikai analízise során# A jelenség a következő
képpen irható le:
- kgy A baktériumtörzsen /pl# £. coli К/ szaporított fággal
D baktériumtörzset /pl# E# coli В/ fertőzve, az első szaporo
dási ciklusban a fág fertőzés hatásfoka /efficiency of plating, 

eon / as Д törzsön észlelt érték ezred-tizezreű részére redu
kálódik / relativ eop к • 10~V* а В törzs restrikciós akti
vitása /rá/ következtében,
- ka az ily módon В törzsön szaporított foggal most az Д tör
zset fertőzzük, а В törzsön észlelt con értéknél 3-4 nagy
ságrenddel kisebb értéket kapunk az 4 törzs /r* / restrikciós 

aktivitása következtében#
A jelenség mechanizmusának modelljeként 1962-ben Arber és 

Buosoix /2,3/ E, coli К és В törzseken végzett vizsgálataik 

alapján feltételezték, hogy mine en baktérium, mely restrikci
ós-modifikációs tulajdonságot mutat, rendelkezik egy endonuk- 

leolitikus és egy ezzel antagonista modifikációs enzimoktivi- 

tássál#
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- A restrikciós /г+/ fenotipusért felelős enzimek endodezoxi- 

r i bonukleáz ok, melyek meghatározott nukleotidsorrendet ismer- 

nek fel és kettős szálú hasítást eredményesnek a DKG-ben.
- A modifikációs /п+/ fenotipusért felelős ensinek modifiká
ciós metiltranszferázok, felismerőszekvenciájuk megegyezik a 

megfelelő restrikciós enzimével, a felismerőhely egyes bázi- 

sait metilálják úgy, hogy a modifikált DKG a restrikciós en- 

donuklcáznak nem ozuboztrátja többé# Л baktérium saját DNS-ét 
jz a modifikációs aktivitás védi meg az endonukleolitikus ha
tással szemben, amig a sejtbe jutó idegen MS, amely nem ren
delkezik ilyen modifikációval, gyorsan leboniik a restrikciós 

endonukleás hasitása és az azt követő exonuklcolitikus emész
tés lmtására# / Az első replikációs ciklus után a 

fág DKG is modifikálódik./
Az elmúlt években néhány restrikciós-modifikációs rendszer 

részletes genetikai, biokémiai analízisét közölték# /4-14/
A restrikciós enzimek csoportjába sorolt fehérjék mind 

ssekvenciaopccifikus endonukleások# 1 оrántsem igazolt a ma 

ismert, restrikciós endonukleázként tárgyalt enzimek túlnyomó 

többségére, hogy restrikciós-modifikációs rendszer részei, 

bár elnevezésük est feltételezi* /15/
A restrikciós-modifikációs enzimek biokémiai jellemzése 

1968-ban indult meg /Meselson, Yuan /16/, Linn, Arber /17// 

az első restrikciós endonukleások izolálásával# Igazi áttörés 

a II# tlpusu restrikciós enzimek felfedezésével és analitikai
eszközként való felhasználásával /Smith és mtei* /18,19*20/ 

következett be 1970-71-bcn#

ntúlélő”
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2/• Д хч trikciós-notilfikációs rendszerek biokémiai jellemzése

A restrikciós endonuklcások eléggé általános jellemzői a 

baktériumoknak. kagaaabbrendüekből eddig II. tipucu restrik
ciós enüonükleázokhoz hasonló restrikciós cnzlmaktivitdst nem 

sikerült kimutatni /11/, es asónban nem zárja ki analóg rend
cserek létezését euearyotákban is.

Л restriliciós-modifikációs rendsserck jellemzői a következők: 
As endonukleáz specifikus oligonuklcotid szekvenciát 

ismer fel a DiíS-ben,
b/* A hasítás a felismerőhelyen vagy attól bisonyos távol

ságban következik be.
с/. Ielisncrőhely hiányában hasítás nincs, 

d/. A feliemerőhely specifikus modifikációja /metilálás, 

glükozilesée / gátolja a megfelelő restrikciós enzim hasítását.
/ -gyes esetekben a restrikciós endonukleáz közvetlen gátlóéik 

valamely fertőző fág termelte inliibitor által. /21,22// 

с/. A modifikációs metiláz felismerőhelye megegyezik a 

restrikciós endonukleázőval a JllJ-en.
f/. A modifikációs metiláz fclisnerőhelyenkónt két bázist 

/vagy adenint, vagy citozint/ mctilál.
Az endónul.leáz és metiláz génjét hordozhatja bsktériumkro- 

moszóma /Ico és EcoB/, fágkronoszóma /ЕооР1//23/, kriptikus 

profág /BsuKI//24/ és plazmld /EcoEI, 1со-Ч11//13,25/.
A reetrikoiős-QOdifikációs enzimek nemcsak genetikai deter- 

nináltcágukban mutatná: alapvető eltéréseket, de biokémiai 
jellemző Huben is. Rinden restrikciós endonukleáz specifikus 

szekvenciát ismer fel, de nem mindegyik hasit specifikus szek-

a/*
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ve.no Iáknál. írnek alapján a restrikciós és modifikációé enzi

meket két csoportba sorolják#

3/ ♦ IsUÁmJL

károm alegységből álló bifunkcionáltо enzimek, restrikciós 

és modifikációs aktivitással egyaránt rend elkésnek. Az endо- 

nukleolltikus működés 5Ai.-t, ATF~t, Hg2 -ot, a raetiláz akti
vitás csak SAK-t igényel# Azt, hogy a bifunkeionális enzim 

melyik aktivitása kerül előtérbe a felismerőhely állapota 

szabja meg#
a/# Mindkét szálon modifikált feliomerőhelyü ill. felismorő- 

helyct nem tartalmazó ШШ-sel enzim-szubaztrát komplex nem 

jön létre#
Ha a felismerÓhely modifikálatlan, az enzim a felisnerő- 

helyen kívül kettős szálú hasítást eredményez. A hasitásl 
pont randomnak tekinthető. A hasítást követően az enzim nagy 

hatásfokú ATi'-ázzá alakul*

Ъ/.

c/# Ha a felismerőhely egyik szála modifikált, a másik modi- 

fikálatlan, az enzim mctilázként működik. Restrikciós enzim
ként nem képes hasítani ez ilyen "heteroduplesf felismerő- 

hellyel rendelkező DHS-t. /26,27/
Ebbe a csoportba tartoznak az elsőiként jellemzett restrik

ciós enzimek, az EcoK éo f.coB, valamint ide soroljál: a sok 

hasonló tulajdonságot mutató LcoPl-et is. /16, 17, 23, 20-30/ 
Az EcoPl hasitásl tér. éke az EcoK-hoz és EcoB-hez hasonlóan 

heterogén. Az enöonukleáz fíg2>-ot és A2P-t igényel, SAH növeli
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a reakció sebességét« A hasítás befejeztével ATP hidrolízis 

nea történik#

4/ • li. timtsu restrikciós onüonukleások

A csoport enzimei a felismerőhelyen vagy attól kissé távo
labb, de ncrhatározott helyen hasítanak, állandó számú, as 

enzimre jellemző méretű, ncloulyu fragmentet hoznak létre egy 

adott Ш5 emésztése során, /10,11/
Ezek a fragmentek gélelektroíorésioscl egymástól elválaszt- 

hatók, jellegzetes sávozottoágot mutatva a gélképen# Két azo
nos opeciíitásu enzim emésztési gélképe ugyanazzal a szubszt- 

ráttal megegyezik# így valamely újonnan Izolált restrikciós 

endonukleás felismerőszekvenciája jelezhető, ha emésztési gél- 

képét az eddig ismert restrikciós enzimek gélképeihez hason
lítjuk. Azonos ill# hasonló gélkép esetén, a BíJS-t mindlsét 
enzimmel együtt emésztve /kettős emésztés/, ha az egyedi emész
tések gélképeihez viszonyítva uj sáv, fragment megjelenését 

nem észleljük, a két enzim icoscklzomer. azonos szekvenciát is
mer fel a DlíS-ben#

A II# tipuou restrikciós enzimele áltáléiban kis mólsulyu 

fehérjék, aktivitásukhoz csupán Hg -ot igényelnek. Az eddig 

ismert II# tipusu enzimek nagyrészt kétszeres rotációs szim
metriájú, 4, 5, 6, nukleotid hosszú szekvenciát /un. nallnű-
romot pl# 5* G-G-C-C 3# ilaelll / ismernek fel# / A fclisaerő- 

C—C—G—G
hely palindrom, ha a két komplementer szál azonos irányban ol
vasva /pl* 5#-3’/ azonos nuklcotidsorrenaet ad#/
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Hasonló tipusu szimmetriát mutató szekvenciák találhatók 

e^yéb protein- US kölcsönhatási /kötő-/ helyeken pl* promote- 

rek, operátorok* /31/
Kiemelkedő analitikai szerepük magyarázza, hogy jóval több 

II* tipuou endonulílcíls ismert, mint I* tipusu* Az eddig felfe
dezett 145 enzim kb* 45«*50 specifitáot jelent* / Jelenleg as 

ismert felismerőssekvenciák alapján 87 ensimet 57 csoportba 

sorolhatunk*/
Egyes baktérium genusokból igen sok II* tipuou restrikciós 

ensimet izolálta!:* /így pl* a Haemophilus törssek, ahol 29 

megvizsgált türscből 22 ensimet isoláltak 11/, vagy a Bacillus 

genus, ahol 62 törssből 20-ban mutattak ki restrikciós endo- 

nukleás aktivitást* /33//
Az isoschizomer baktériumtürzoek ill* endonükleások értékét 

praktikus szempontok határozzák meg /pathogenitdo, előállitási 
költség, mennyiség/* Egyesek alig detektálható mennyiségű en
zimet tartalmazna]: /33/, amig az ellenkező véglet pl* az álta
lunk tisztított H*BspRI, ahol 10g sejtből izolált homogén enzim 

5 g lííS-t képes megemészteni 1 óra alatt*
Külön érdekességet jelent az az iooschizomer csoport, ahol 

az azonos felicnerőcsekvencián belül a haoitáci helyek külön
bözők /pl. Smal, ' mai/, ill* amelyek más genus valamely fajá
ban található több különböző specifitásu restrikciós enzimei 
isoschizomer enzimeket termelnek, / pl* a Gran-negativ .'aeno- 

phllus enzimei a indll és Hindin isoschizomerel: a Gram-pozi- 

tiv Corynebactórium huniferum enzimeivel a Chul ill* ühull-vel*/
Meglepő különbséget mutat a Eiplococcus pneumoniae enzime 

a EpnI, amely a hasításhoz metilált felismerőszekvenciát
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x
igényel / 5* G-A-I-C 3* » ahol x a mctilcsoport helyzetét 

jeloli//34, 33/* özemben isoschizomerjével, a Dpnll-vel, mely 

metilálatlan szekvenciáknál hasit.
A ligái» ^phl és liboll az I. tipuou enzimekhez hasonlóén» 

a felismerőhelyen kivili, ellentétben az I. tipusuakkal, meg
határozott helyen hasítanak, Így specifikus fragnentdlást olcos-

3* /nak. /pl. ligái 5' g-A-C-G-C-H-H-II-L-Iíc-av -c-G-ii-iJ-iJ-: »•—:;-:i
A Hinfl, Haell, hindii, Aval éo iooochizoncrjeik bizonyos 

"pontatlanságot” engednek meg felismerőhelyükön /pl. Hindii 

5» G-2-Py-Pu-A-C 3 V#

A haoitáoi helyek természetében is lényeges eltérést ta
lálunk az enzimek között, létrehozhatnak különböző nuklcotid- 

hooszucdgu 5* /pl# looiill - 5* KooRI - 4, Iiinfl - 3» Kpall - 2 

nukleotlű/, 3* egycsozálu /1st - 4 / ill. kcttősczálu frag- 

mentvégeket.
Aa egyesszálu fragmentvégek megfelelő körülmények között 

•'ligázzcl Ücezekapesolhatük /IsC. alkalmazás/#

5/ • II. tirmcii moaiflkáciés mctilások

A II. tipucu modifikáción mctilások kevésbé ismertek, aint 

endonukleáz párjuk. Csak néhány modifikációs aetilázt tiszti- 

tottak /13, 36-39/ és alig több azoknak az enzimeknek a száma, 
amelyeknél meghatározták a aetilált bázis helyzetet a felisme
rő sz ekvenciában•

áetiltransz!erázként ogy-egy metil-esoportot visznek át a 

kettős szálú jlíJö szálaira felisnerőhelyenként a SAK-ról. /pl.
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x X
C—C—G—G • • # 3 * /
. .-G-C-üí'UHaeXXZ 5* 3» M.íípall 5*G—G—C—v.;

C-C-G-
* * •• • • • • •

• • •• • •» • *• • •
XX

Adcnln 111# citozin specifikus metil-transzferázként 6-netil- 

aácnint ill* 5-metil-eitozint hoznak létre# őssel feltchetocn 

a feliemerőhely ad enin jenek 6-oo, cltozinjének 5-ös pozíciójá
val szoros kölcsönhatásba kerülő restrikciós endonukloások 

cstorikuo gátlását okozzák* /39/
A természetes net Hálásnak coupon töredék réssé modifikáci

ós metilások működésének eredménye legtöbb baktériumban# elő
fordulhat# hogy /non restrikciós rendszerhez tartósé/ egyéb 

metilások vagy más modifikáló cnsÍrnek a feliomerőhely báslsait 

módosítják /pl# glükozilesik/# megvédik a BES-t a restrikciós 

endonuklcáz hasításával ssesben. /34» 36/ Plaznid /pl# BcoRII/ 

vagy fágspeoifikus restrikciós-modifikációs rendesért hordozó 

baktériumokban igen szoros funkcióbeli kölcsönhatás valósul meg 

a gazdacojt ill. as H-í-i rendoser metllásai között# /35/# Ások 

a feltevések azonban, amelyek szerepet tulajéonitanok a modifi
kációs metilásoknak és as általuk bekövetkező helyapeclfikus 

Х2Ш metilálásnak a transzkripció» génfunkciók kontroll mecha
nizmusaiban, jelenleg nem megalapozottak# /33/

A metilde aktivitás detektálására és mérésére alkalmas a 

restrikciós enzimeknél használt tesztek nagy réssé# felhasz
nálva# hogy az előzetes motilálds megvédi а ШЗ-t az endo- 

nukleolltikus hasítástól•/37/ kvantitatív tesztként alkalmaz
ható a metilcsoportján /C1/; , iP / jelzett SAH-nal végzett 

metilecoi>ort beépítési teszt# /36, 38/

6/ A restrikciós enzimek aktivitásának mérése
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Az első tisztítások során a restrikciós enzimek aktivitását 

a biológiai aktivitás /12//transzformációs, transzfekciós tesz
tek/, DHS ssedinentácics sebesség /16, 18/ modifikált kont
rolihoz vált' viszonyításával követték# evésbe időigényes, 

alacsony szintű exonukleáz jelenlétében is hasonlóan kvantita
tív tesztek: a DKS visskositűsesokkenéo mérése /18/, exonukle- 

ázsal szemben érzékeny formába való átalakításon alapuló mód
szer /29/, filter-kötési eljárások /40/, valamint szilárd 

fázishoz kötött radioaktív DNS-ből oligonukleotld felszabadu
lás sebességét mérő módszer /41/# A kvalitatív, de félkvonti- 

tatiwá tehető tesztek közül legegyszerűbb / ensimtlsztltás 

során célszerű/ a csapadék /clot-/ teszt /42/, amelynek lénye
ge, hogy az emésztett DUS, bovinalbumin jelenlétében TCA-vcl 
finom csapadékot képez, szemben a fibrózuo, túrós csapadékot 

adó emésztetlen D2íg-sel#
legáltalánosabb a ’’célmeghatározás” /Síiarp 43, 44/# Akril- 

amld, agarós géleken, ethldium-broaiddal való festés után, 

az emésztési fragmented. ’JV fényben láthatóvá tehetők# Előnye, 
hogy nemcsal: a specifikus fragiaentációt eredményező endonuk- 

leáz, hanem aepecifikusan emésztő nukleáaok jelenlétét is 

^elzi. Ezzel a módszerrel meghatározható az a legkisebb en- 

zimmennyieóg, amely 1 óra alatt 1 JB| S»t emészt meg töké
letesen# ást használják fel az aktivitás mennyiségi meghatá
rozásához* / л E, к határ/

7/• A restrikciós, modifikációs enzimek tisztítása

A II# tipusu restrikciós endonulú.eások analitikai esskös-
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ként való felhasználása kiemelkedő Jelentőségű. Es magyarázza, 
hogy bár igen оok restrikciós enzimet fedeztek fel, a tisztí
tási eljárások során elsősorban a közvetlen Gyakorlati felhasz
nálás igényeit tartották szem előtt. Az enzimpreparátumokkal 
szemben tásiasztott gyakorlati i.. ények :

- mentes legyen aspeclflkus nukleázoktol
- a tisztított enzim stabil legyen, mentes szenny, ső 

рзго teásoktól*
Eddig csak az EcoRI /38, 45/, Bamííl /46/, és BstRI /47/ 

restrikciós endonukleázokat tisztították homogenitásig*
A leirt tisztítások általános sómába foglalhatók.

A nyers kivonat nuklelnsavucntesltóse történhet: Biogél kinema
tográfiával, streptomycin-ssulfátos kicsapással, hidroxilapa- 

tit kromatográfiával vagy BEAE-cellulóz kromatográfiával.
Ezt általában /Iffl^/gSO^ kisózás, majd ВЕЛЕ-ccllulóz vagy

foszfoccllulóz kromatográfia, esetleg mindkettő, követi* Néhány 

restrikciós enzim tisztításánál egyéb eljárásokat is felliasz- 

náltak* Sikerrel alkalmaztak a Hpal tisztításánál /48/ a gli- 

kogén-ozintetáz tisztításánál használt hidrofób kromatográfiát 

ej-aoinoalkil-Sephtirose oszlopon* / Az alkillánc 3, 5, 7 szén- 

atomos lehet. /49//
Különösen fontos az in vitro rekombinációs kísérletekben a 

ragadós”, egyes szálú fragmentvégeket eredményező restrikciós 

endonukleázok tökéletes mentesítése szennyező exonukleázoktól•
Óriási tisztulás érhető el SS BUS*agárőz, DlíS-ccllulóz 

affinitás-oszlopok alkalmazásával* Elméletileg a restrikciós 

enzimek nem kötődnek a 8S DNS,agaróz oszlopon, mivel BS BUS-
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specifikusak, így elkülöníthetők az egyes szálú ЖБ-re speci
fikus nukleás októl, melyek aa oszlopon erősen kötődnek*

Sok tekintetben egyszerűbbé és gyorsabbá tette a restrik
ciós enzimek tisztítását a nemrégiben számos enzim izolálásá
nál alkalmazott Polymin P /polletilen-inin/ frakcionálási kö
vető heparin-agaróz affinltáskrómatográfiát alkalmazó eljárás* 

/ 50, 51/
A rsociiikáolős metilások közül az LcoRI, Hpall, HaelII és 

-ind metilázok tisztításáról rendelkezünk adatokkal, /36, 58, 
39/ A metilázok tisztítására as endonuklGázokéhoz hasonló ál
talános séma Jelenleg nem adható meg.

Az K*i aoki tisztítása követi az EcoBI tisztítás menetét 
a foezfoeellulóz ill* hidroxilapatit kromatográfiás lépésig, 

/38, 88/ A Hind metilázokat ammónlumszulfát kicsapás után is
mételt foszfocellulóz kronatográfIákkal választották el egy
mástól, az M,HindII-t Sephadex G-20C— on tisztítottál: tovább*

Pelhasználhatok azonban, a restrikciós enzimek tisztítása 

során sikerrel alkalmazott egyéb más módszerei: is /pl* egyes 

szalu US.agarós kromatográfia /39//*

8/. A II, tinuzu enzimek általános katalitikus ;iellenzői

....ndmmileázck

Jelenlegi tudásunk a IS, tipusu restrikciós enzimek kata
litikus tulajdonságairól - kivéve az EooHI-et - minimális* 

Hasításuk З^-СН, 5J-fossforil fragmentvégeket eredményez*
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Kis aóloulyu fehérjék /30*000-3О*ООО 1>/, széles pH, Lg2* op

timumai rend elkésnék« Л nagy ioncrősség gátlólag hat míiködé-
o+sükre* As eddig lomért enalmek Ilg' -on kívül kofaktorként

inaktivál ádás t okosnak* /13» 52/2+, 3nmást nem igényelnek, Cü 

A pH óc ionerő őség a opeoiíitásrn is hatással leket, bár erre 

eddig cook egy példa ismert / EeoRI - Lee. :1я/* /53/
Általában kettős osdlu ЭДЗ-t képesek csői: hasítani, néhány 

restrikciós enzim / HaelII, ííhal, I boll, ilafl, llpall / сл
egyosálu HíG—t is emészti /pl« а 0X 174 ill« fi egyszélu klis
ékét a 0X 174 ill« fi HP DiíS-nek megfelelő helyeken hasítja a 

HaelII/, azonban a hasítási sebesség jóval kisebb, mint kettős 

szálú DíIS esetén, / 54-56 /
Alegyoégeserkesetűket tekintve, feltételezik, hogy in vivo 

dinerként 111* tetramerként fordulnak elő« Ennek alapján le
vezethető lenne a hasítás mechanizmusa éo féltételeshetnénk, 

hogy a dimer fehérjeszerkezetében megtalálható a felismerőhely
kétszeres rotációs szimmetriájának megfelelő konformáció« / Az

—7LcoBI diacsoclúciós konstansa 1::10 , in vivo az enzim kb«
00 -a tetramerként fordul elő* /45//

A hasítás kinetikai párámétereinek meghatározásához szük
séges volt olyan mérési módszerek kidolgozása, melyek segítsé
gével a reakció kvantitatív módon követhető* A foszfodiéozter 

kötések hasításának, hidrolízisének sebessége pontosan csak 

olyan ozuboztrátok felhasználásával határozható meg, amelyek 

az adott enzimre csak egy felionerőhelyet tartalmaznak*

/ Az EcoKI-nél pl. SV 40, Col El MS-ek//38, 45/
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A reakció Kiehaell o-I lenten kinetikát követ# / As EcoRI-re 

К.т=з 8rm, as átviteli ssám '$$Q Col El DNS osubsztráton 37°C-on, 

0f72 30°C-on*/ A hasi tán módja hőmérsékletfüggő * As EeoRI-nól 
0°C körüli hőmérsékleten a MS egyik osála hasitódik csak, 
majd as ensim a ssubsstrátról diessociél* 3C°C-on as ensin 

mindkét szálat hasítja* А о ebes ségmegliatározó lépés feltehetően 

as enzim-szubsztrát komplem dioosocláeiója* /45/
főbb felismerőhelyet tartalmasó DHS-ek részleges emésstóci 

termékeinek vizsgálata bisonyitja azt, hogy as egyes helyeket 

a szuboztrdton es ensim nem ugyanazzal a sebességgel hasltja* 

/57, 58/ Az egyes helyek hasitásl sebessége között nagyságren
di különbség is lehet# tekintve, hogy minden egyes osuboztrát 

/felismerő-/ hely ebben az esetben azonos, ez a megfigyelés 

azt mutatja, hogy a felisnerőhelyek körüli DNS szakasznak is 

fontos szerepe van az enzim-szubsztrát kölcsönhatásban* Ezt 

támasztják alá azok a kísérletek is, amelyeket az Acoki en
zimmel és egy szintetikus, az enzim felismerőhelyét tartalmazó 

oktanukleotid ozubsztráttal végeztek* /38/

kctlldzok

A metildlás kinetikájára vonatkozóan csak néhány adat áll 

rendelkezésünkre* A reakeió valószínűleg Kichaelie-Renten 

kinetillát követ* /36/

9/• A restrlkclós-codlflháeióo enzimek alkalmazása. 
szerepül; in vivő
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A restrikciós enzimek felhasználása a BUS struktúra és 

funkció analisisében valóságos forradalmat idósett elő as 

utóbbi báron évben a molekuláris biológiában. Ehh.es igen 

nagy segitaóget nyújtott a gólelektroforetikus tecimika fej
lődése, amely lehetővé tette a restrikciós ensimek emésztési 
fragment jelnek méretmeghatáro zását 20-40 nukleotid pontossággal» 

sorrendjük megállapítását» esditál pontos fislkai térképek ké
szítését. A fizikai térképek összevetése a géntérképekkel 
lehetővé tette a funkciók kromoszómáiig elhelyezkedésének meg
állapítását, a génoxpresssié biokémiai analízisét. A restrik
ciós ensimek nélkülözhetetlen eszközeivé vállait a DlíS szekvén
ei ásásnál:, mely a direkt kémiai módszer bevezetésével az el
múlt évben nagyot lépett előre. /59/ A helyspecifikus .hasítás 

lehetőséget adott as in vitro rekombinációs kísérletekhez, 

melyei: felhasználási területe szinte beláthatatlan. /11/ A

I>IJ3 specifikus f ragmen tálasa, a fragment ek DííS-ligázsal törté
nő összekapcsolása, ezáltal uj rekombináne genoaok konstruálá
sa vetette fel a lehetőséget, hogy a restrikciós cndonukleá- 

solc in vivo hasonló funkcióval rendelkezhetnek. /11,12/
Est a feltevést hang és Cohen /60/ igazolta ez évben.

/ Ieltételezve egy sor, a természetben gyakori, plazmidtranoz- 

fert különböző restrikciós-modifikációs rendszert hordozó 

baktériumok között, ilyen hclyspcoifikue rekombinációs folya
matok a plasmidok teljes strukturális átrendeződését eredményez
hetik például./

Nem elképzelhetetlen, hogy a restrikciós-modifikációs enzi
mek fő szerepe, a jelenleg elfogadott wlcbontó-védelmi” funk-
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dóval ellentétben, in vivo, a plazmiclok, bakteriális kromo
szómák helyspecifikus rekombinációs folyamataiban nyilvánul 
meg# / As LcoHI-el nyert adatokat látssanak alátámasztani a 

korábban a Bacillus eubtilis restrikciós-modifikációs rend
szerével végzett genetikai vizsgálatok io#/

10/* A Bacillus cnl'iaorlcuo restrikciós entlonaklodsa* az
k*3sn-.I

A Bacillus sphaericus К törzset as 32БХ Biokémiai Inté
zetében izolálták# Taxonómiai azonosításét Ivanovics György 

professzor végezte el# .Részleges mikrobiológiai jellemzése 

R—M rendszer jelenlétére utalt. /61/ Ezzel egyidőben fedezték 

fel és tisztították részlegesen restrikciós enzimét, az R#BspHI- 

et, amely igen előnyös tulajdonságokat mutatott. Igen nagy 

mennyiségben izolálható / 2*600*000 -ЛЕ/ lCg sejt/, a tisz
títás során rendkívül stabil, szemben iooccliizomerjelvei# /62/ 

Isoochizomer csoportjában a biokémiai gyakorlatban leg
többet használt két enzim a BsuRI és a HaelII# Egyik kiterme
lése sem éri el az E.BopHI—ót /ИаеШ esetén 50#000 ЛЕ/lOg 

eejt/# A BsuEI kevésbé stabil*
Az R#BspEI előnyös tulajdonságai felvetették egy modell

rendszer megalkotásának lehetőségét, mely eszközül szolgálhat
na ШЗ-íehcrje helyspecifikus kölcsönhatások vizsgálatához#

Az K.BspRI és a hozzá kapcsolódó modifikációs metiláz - 

két azonos felismerőhelyü, de eltérő funkciójú enzim - fehér- 

jekőnlai, szerkezeti analízise, valamint az Így nyert adatok



- 16 -

összevetése as isoschizomer enzimek hasonló analíziséből nyert 

adatokkal érdekes információkat szolgáltatna a restrikciós- 

modifikáció© rendes erek evolúciójával, a restrikciós ós modi
fikáció© enzimek térszerkezeti, működési sajátosGázaival kap* 

csolatban#
Célkitűzés

Munkánk alapvető célkitűzése volt as
- R*BspRI tisstitása homogén kormába, reprodukálható tisz

títási eljárás kidolgozása
- Igazolni, bogy as R*BapHI valóban restril-cióo-uoeifikációo 

rend.oser réssé
- Jellemezni a reakció optimális körülményeit
- Yisogdlnl as enzim szűbsztrátspeclfitáeát, elsősorban ast, 

hogy eaéssti-e as egyes csálu ШБ—t, as egyssálu ill* kettős 

csálu PJS-t»
Feltételestül:, hogy г+т* fenotipus esetén az endonukledz- 

hos hasonló mennyiségben kell modifikációé raetilásnak is ter
melődni# Bezel kapcsolatban, a metHáz aktivitás kimutatása 

után célunk volt
- as M#BspRI tiszti tilsa és jellemzése
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^aktóriumtJrssea:. bc-itorlo~á. .ok óu tá-,otal...'.,.iol:
.■ ül^v,qsuált wC.T, u^r‘lai...'^raocl; do eláielmasdsuL.

A törsc
jeliemsébe alkolmasása eredeteneve

JuBspRX 6a M.BspRI 

enaimek, Bsp DNS, 
piamid DNS preparálás Intését

SaBK
Biokémiai

Bacillus 

ophaericuo E
x m

174 m5 fáé 

osaporitása
E. coli
Ш? 4714 Hutcliison

C • A •
osupresssor

táras
JÖX 174 és 0X 174 BF 

DNS preparálás
Hutchison

0 • A*
E* coli G

vad típus

hőindukálható 

lisoeén
lcI857 S7 

preparálás
H* I.

Matvienko
В. coli £12
/ jl cX857 S7 /

Bakteriofágok: £í 174 

/ Hutcliison С.Л./Л cI857 S7
-jí' 174 amber mutánsa, lisio defektivаш^

Táptalajok:

5c NaCl /1 liter
1 ü-táptalaj: 10g Bacto-trypton, 5ß i'Gl, 5c glukőa /1 liter + 

IC"5!! CaCl2

5g Baeto-yeast extrái.t, XOg Bacto-trypton#
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KC-aia-parcari ICg Bacto-trypton» 2,5g KCl, 10g agar, 1 ml 
1 И CgC12 / 1 liter
-ГС-Всйбагаг; КС-táptalaj + lg agar + 0,5ml 1 H CaCl,,/ 1 liter 

ób-táatala.i: 10g Bacto-trypton, 3g RaCl, 5g KC1, ICg glukóz /
1 liter 4. 10*% CaCl2
gPG-tá'otala:»t /63/- szerint» 5ml/ 1 liter 5V-os caeoiainosav
val kiegészítve

BSA /marha ssérmaaXbuisin/ /Calbiochem grade В/» lizozin,
Ш—áz A /Reanol/, Btl-áz /ВЕ-áz mentes/, eytocáron C /Worthing
ton/, proteináz К /Merck/» E* coli HlíS-polinerás /64/, Asper
gillus oryzae SÍ nukleáe /65 szerint tisztítva, Udvordy A-tól/ 

Restrikciós endonukleások

EcoRI /38/, Hindii, Hindin /66/, Hpal, Hpall /67/, ВавНХ 

/68/, ümal /66/, Sáli /66/-szerint tisztítva / Sain Bélától/

n;.:-ek. RHS-ck
Csirke wt* DNS /Beánál/, borjú tinuez ШБ /Calbiochera/,

E# coli /H5/D1IS /Sain B,, Kiss А-tól/, E* coli 16S, 233 rfiHS 

/P3£ ill* II5 jelzett,/69/, Kiss I-tól /» Sindbis virus HP
HKS /Buda Erdei S-től/

A xclB57S7 fág ШИ a bakteriumccjtek feltárása után 

végzett BB-ásos kezeléssel» majd CsCl sűrűségi gradiens cent— 

rifugálással éo fenolosással ticstitóttal:* /70/
A Bacillus ophaericuo R ШЗ preparálást Marmur módszerével 

/71/ végeztük, az E, coli /Н3/Ш3—t /72/ szerint preparáltuk*
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A ragokból izolált ffiS-t lQmM Tris.HCl /pH 8.0/, 10вй EaCl, 
Iml-i DD2A«t tartalmazó puff erben vettük fel ill* hígítottuk.

А ШЗ oldatok koncentrációját Gilford spektrofotométeren 

értékekből határoztuk meg* /IS « 50 ug/ol ШБ /mért Б260

0X 174^ Hff IMS preparálása

A megfelelő titer /103“ -IC1- 0/ml/ eléréséig a fix 174 

fágot az E# coli Hi’ 4714 ozupresszor törzsön szaporítottuk,
Xű-táptalaj on /73/ szerinté

ÜL-táptalaj on növesztett E. coli C kultúrát /02)
/ bxlt/5 sejt/ml/ áenzitásnál 5-10-SBeres multiplicitással 
fertőztük 0. 174 fággal, 37 °C**on. 10 perccel a fertőzés után 

30 jug/ml chloramphenicolt /l.eanal/ adtunk, hogy a f ágé rést 

gátoljuk. / A fág US ebben a stádiumban kétszálu un. repli- 

kativ formában van/* A sejtkultúrát 2.5 órai rásatás után le- 

hütüttük, 5mM EDSA-val kiegészítettük, centrifugáltuk /10.000g, 

ЗО min/* A fi: 174 HP ШБ-t az általánosan használt plazmid- 

isoláláei módszer /Clewell, Helinski 74/ módosításával prepa
ráltuk.

A centrifugált, 25A szacharóz, 50mi- Tris.HCl /pH 8*0/ puf- 

ferben szusspendált E# coli sejteket 1 mg/ml lisozimmel /0.25М 

Tris,IICl /pH 8*0/ pufferben, 5 perc, Ü°G/, majd ELSA /pH 8.0/ 

adása után /25 uH végkoncentráclóig/ egyenlő térfogatú Sriton- 

el eg gyei /0.1; Triton X-1CC, 50aII Sris.IiCl /pH 0.0/, 0.065И 

ELSA, 20 perc, 0°C/ tártuk fel. A membránhoz tapadt baktérium 

LES kiülépítésé után /42.1 rotor, 25.CQOrpm, 1 óra / a cir-

em3

0.4-0.5/550
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kuldrio, un* suporcoilcd fi 174 Ш- ÜlS-t СоС 1«.etkidium-broxaid 

egyensúlyi sűrűségi gradiensen tisztítottuk* / A Csül-ktBr 

egyensúlyi gradiens centrifugáidét 1,53 g/cm^ CcCl, 500 jug/nl 
JtBr, 55*000 rpsa mellett, Bookman 42,1 rotorral, 60 óráig vé
gestül*/ Аз ethidium-bromidot i-aailalkoholos extrahálással 
távolítottul: el, a ШЗ-t 2GmH 2rle*HCl /pH 7.4/, 2 mH EPTA 

puffernd за érában dializáltuk, majd / ugyanezen puffernd teli
tett fenollal/ fenolostul és ismét dialisáltuk*

/I32/- /: 17.: -dl Ya-cuaráldsa

500 ni íl’PG táptalajon növesztett £* coli C kultúrához 

0*4 dentitásnál 30 jaCi/el /?3‘*/-ortofoscfátot /hordosó 

mentes/ adtunk, 5 perccel a fágfértésés előtt, majd 5-1C—sze
res multiplicitással fertőstül fi. 174_ , fággal* A tenyősse- 

tét 3 óráig rézattuk 37°C-on, majd 1ehütöttük, a sejteket cent
rifugáltuk /15*000gf 30 perc/*

A sejteket 10 ml 50mTI ITa-tetraborát, 5mH EDTA puff erber 

szuszpendéltuk, majd lisosiaeo kezelés / 0*3 ng/nl, JC perc,
37 °C/ és néhány csepp kloroform adása után, háromszori fagyaoz- 

tás-melegitősael feltártuk* lOrfl I-IgCl^-ot ad tűni:, majd a bak
teriális DNS—t és ЯЛ.""»—t 10 jug/ml Ш-ászol ill* ШТ-dzzel emész
tettük* / 37 °C, 30 perc/ FJDTA-t adtunk 25mTI végkonc ént náció
ig, majd a sejttönaeléket 1 ©centrifugáltűk. / Beckman J-21,
JA—20 rotor, 18.000 ypm, 1 óra, 4 °C/

A fágot tartalmazó fel llussót lépcsős CsOl gradiensre / 1,3»

CD530
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1*5 * 1*7 ß/caV ró t cg c a tűk, 24*000 грш-mel, Beckaon SW 25*1 

rotorral, 3 óráit centrifugáltuk, a fágnak megfelelő réteget 

leszívtuk és újabb CsCl egyensúlyi gradiensen tisztítottuk*
/ A GsCl kezdeti sűrűsége 1,4 g/cra^ volt, a centrifugáidat 

Beckman SV,r 56-os rotorban, 50,000 rpm-mel, 56 óráig végeztük*/
A fényszórása alapján felismerhető fágcsikot leszívtuk, majd 

egy éjszakán keresztül ХСшзМ fria#HCl /pH 8,0/, 10Ш ЕША, lCmli 
HaCl, C*5/> SIS pufferrel szemben dializáltuk, 50 де/ml protei
nná H-vol / 2 éra, 57°C/ történd emésztés után / 5Cníi Tris*HCl 
/pH 8.0/, lOmM LOTA, lOmlI UaCl, G.5£ SBS/ pufferrel telitett 

fenollal extraháltak. As egyes szálú fág ШБ—t 10a.'; Sris.IICl 
/pH 7*5/, lOmii HaCl, lmí-1 iiDÍA pufferrel ssenben dialisáltuk.

.&wüjaUÍ~MÁ
nromrálása

A cirkuláris, kettős szálú /Ш1/ 0}: 174 DES—t Hpal emész
téssel linear!sáltűk / 2 éra, 10ö A. E Hpal, 100 Mg 0 174 BFI,
37°C U A Hpal a /X 174 BFI molekulát iiárom Helyen hasítja/ 

majd C.15I4 lía-foszfát /pH 6,8/, Imii BD2A pufferrel csőmben 

dialisáltuk.
Egyenlő mennyiségű /ICO Mg/ /P^2/0X 174 /egyes szálú/

DBS—sel való összekeverés után az elegyet lCC°C-on 5 percig 

denaturáltuk. / Az oldat BUS koncentrációját úgy választottuk 

meg, hogy h** 5-4 óra, 50-lOOx c0t, almi e0t«=O.Cl mellett a ^
egyenlőség érvényesüljön^ *260* c^l/0

Az el egyet 60 °C-on 4 óráig liibridisáltuk, mSjő 0,15И/' - A 

jj

következő közelitő

Ííi SZZOH>

\4
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foszfát, 1 ail UlТА /рП 6.8/ puffcrrcl ekvilibrált hldroxil- 

apatit oszlopra vittük. /1-2 ml-со ooslop, GO °C /
As egyes ssálu Ш8 as osslopon átfolyik, /2C-ozoros oszlop- 

térfogat/ puffőrrel való mosás után a kettős ssálu HíS*t 0.3П 

На-foszfát, Imii EDÍEA /pH 6*8/ puff érrel cluáltuk. A radioaktiv 

kettős ssálu frakciót 30mI-I Ua-aoetót /pH 4*6/, 50mí! UaCl, InH 

2nCl. , 3% glicerin puffőrrel szénben dialisáltuk /3 óra/, majd 

A. orysao SÍ nukleással emésztettük / 2 óra, 37 °C/. / Az SÍ 

nűkleás emésztéssel eltávolítóttűk as esetleg raég jelen lévő 

/P^2/ egy ssálu, os enny eső ЗЖБ—t. Az emésztést kb. háronssoros 

mennyiségű egyes ssálu HSS emésztéséhez elegendő mennyiségű 

SÍ nukleással végeztük*/ A DUH-t ezután f enollal extraháltuk, 

majd ü.l térfogat 20, —os K-acetát adása után, 2 térfogat abss. 
alkohollal -70 °C-on kicsaptuk /1 óra/, majd centrifugáltuk 

/10*000 rpm, J—21, JA-20 rotor, 1 óra/ Az Így készített ”hete- 

roűuplex BKS-t Bep-pufferben oldottuk fel.

Urvik szálán ractilált. másik szálán fTJÍ'f~AClsett hibrid
ц~цх>1ех /к 174 IHS késsitése

A cirkuláris 07 174 BPI molekula Ilpel emésztéssel való li
near izdlása után / 100 jug 0} 174 HFI BHS, 100 A. E Hpal, 2 óra, 

37 °C, majd 20aH EDTA / a 0X 174-HpaI fragmenteket K.BspRI 
metilással metiláltuk / 5 óra, 37 °0, 24 juH SAH, 130-200 U
H.Bsp- I /, majd a metilóláo teljességét E.BspEI emésstéosel

metilált 07 174ellenőriztük. A továbbiakban as egyik szálon 

"hctcroduplex5’ preparálását az előzőekben leirt módon végeztük.
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-■•rvéb felhasznált vegyszerek ód anyagok

Az enzim tisztításokhoz ód elektroforéslsliez felhasznált 

vegyszerek Merck ill* BDH //malar/ gyártmányúak voltak# To
vábbi, kisorl©teánkhoz felhasznált vegyszerek: agaráé /Slgma/, 

glicerin /BDH, Merck/, S-adenozil—L-/netil/-raetionin-klorid 

/Sigma/, foszf©cellulóz /Whatman ill/, DEAE-cellulóz /Whatman 

DE 52/, CM—cellulóz /Whatman СИ 52/, CDS /Па-aodecil-osulfát/ 

/Serva/# А ШБ#ас;árost /75* 76/ gsérint készítettük, csirke 

wt# üiS felhasználásával# A hidroxilapatitot /77/ alapján ké
szítettük#

Izotópok

S-adenosll—L-/C1' -metil/-metionin /6ö#3 juCi/junól, Kadio- 

chealcal Centre, Amcrzhaa/, S-adenosil-L-/íP-metil/-metionin 

/10,6 Ci/maól, Amcrsham/, P^-ortofoazfát / Izotóp Intézet, 

Budapest/

MbfoaesKi.
Eitrocollulós filterek /Sartorius/, üvegfilterek /GP/С/,
DE 81 kromatográfiás papír /Whatman/, Fixlon-5ü 30 /Chinoin/

1-estékek
Ethidiun-bromid /Calbiochem, В grade/, brómfenolkék /Galbio- 

ehen/, Stains all /SI EVA/, Cooiaassie Brilliant Blue /Serve/
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Restrikciós enc.onukleáz reakciók

Az emésztési elegyek által; ban 1-2 дg /egyes esetekben 

ennél több/ DES-t tartalmaztak, az alkalmazott enzimmennyisé— 

gek reakciótól függően változtak 0.1-10*000 Лegységig* Az 

emészteni idők általában 1 óra időtartamúak voltai:, részle
ges emésztéseknél 5-20 perc, prolongált emésztéseknél 2-24 éra* 

Az emésztéseket a Smal esetében 30°ű-on, az összes többi en

zimnél pedig 37°G-on végeztük*
Egy tipikus emésztési reakcióelegy összetétele a következő 

volt 25, 50, 100 pl térfogatokban: 5x tömény enzimpuffor, 

ffiS /X , 0X 174 RT/, enzim, Hg0*
EcoRI-puffer: С.1Г; Iris.HCl /pH 7.5/* 5mH KgCl2, 0.C5K HaCl 
Hind- puffer: lC-mlI Trio.HCl /pH 7.5/* lOmi-I MgCl2, lOniM 2-mer- 

captoetanol
Sma-puffer: 15mK Tris.IiCl /pH 9*0/, 6mK MgCl2, 15mM KC1 

Bep-puffer: 25mM Tris.KCl /pH 8.2/, 50mM HaCl, 2GmII IígCl2 

A Hindii, HinálII, Hpal, Hpall, BamHI, Sáli emésztésekhez 

Hind-puffért használtunk* A reakciókat 1/5 térf* 50>i szacha
róz, 0,211 HDTA, 0.1,, brómfenolkék oldattal ill. 0.111 MA,

50$ glicerin oldattal állítottuk le*

ó-élelcktroforézis 

I. a/* á fehérjeelektroforézist 0*1 SDS jelenlétében Weber 

és Osborn /78/ módszere szerint végeztük* A minta előkészítés
módja néhány esetben ettől eltérő volt. A fehérjenintát 1.5K 

Irls.IICl /pH 8.3/» 1 2-mercaptoetanol» 1$ SBS jelenlétében
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37 °C-on, 4 óráig, 50 mg/ml jód-acetamid /Serva Chem* Со./ 

adása után további 1 óráig inkubáltuk, majd IGnII KHgPG^ /pH 7*2/, 

0.1, 31)3, 0,1,> 2~nercaptoetanol pufferben / SDS-elektroforézis 

rainta puffer/ dializáltuk és 10, -оз glicerinben vittük gélre.
Az elektroforézis után a géleket C,2;—od Coomaoeie Brilliant 

Blue festék-oldattal / 0.2g Coomascie/ 100ml metanol-viz /1:1/ 

elegye; felhasználás előtt 7ml jégecetot adunk az oldathoz/ 

festettük 2 óráig, majd desst* vises öblítés után géldifferen
ciáló oldattal /25 ml metanol, 37*5 ni jégecet, viszel 500 mi
re kiegészítve/ differenciáltuk,

A fehérjeelektroforézist nativ körülmények között 

Sris.glicin pufferben, Jovin /79/ szerint végeztük, kivéve, 

hogy katalizátorként riboflavint használtunk«
/ A fehérjék elektroforézice során 7«2; 7.5, —oo géleket / csö
ves/ 0.6x 13 ül, 0,6 x 15 cm/ és lemez /15 r. 21 cm/ géleket/ 

kéősitettünk, 31)3 elektroforézis esetén a mintákat 4O-6OV/4C- 

6GmA-rel 10-16 óráig, nativ gélek esetén 4°C-on , IOC—12GV/1C- 

40mA-rel 4-8 óráig futtattuk,
A festett fehérjcsávók abszorpcióját 550nm-nél, Gilford 

spektrofotométeren, kiiró feltéttel követtük,
II, A DKS mintákat akrilamid vagy agaróz géleken elektrofo- 

retizdltük.

V.

a/. Akrilamid elektroforézis esetén a gélek összetétele a 

következő volt: 4á akrilamid, 0,2 bls-akrilamid, 0.1>j amnóni- 

um-perssulfát, 0,01 téri,)« TlllBD, Az elektroforésio-tartály- 

puffer 40тИ Srio,. Cl /pH 8,0/, 20má i.a-acetátot és lmK BDTA-t 
tartalmazott« A futtatást 60-00 V/4C-60nA-rel végeztük, rend-



- 26 -

ez érint 2-3 óráig* Futás után а géleket 0*5 Jig/nl ethiaium- 

broniddal festettük gélpuíferben 2C—30 percig, majd rövid 

hullánhocszu UV lámpa alatt értékeltük ill* fényképeztük 

naranccvörös szűrőt használva*
Ha a MS mintákat agaróz gélen elektroforetizúltuk, 

аа elválasztáshoz 0*7-2';—og agaréz géleket hasánál tunk /gyors 

tesztekhez 0*6x8; 0*6 x 10 cm-es csöveket/ csöves ill* lemez 

elektroforézio körülményei között* liüvid időtartamú futások
nál a géléi: 0*3 jug/iul etilleliuu-broiaidot tartalmaztak, hosszú 

időtartamú futásoknál a festést a futtatás befejezése után 

végeztük* A géleket lényegében Helling et* al* /8С/ szerint 

készítettül:* A tartálypuffer összetétele a következő volts 

5CxaII Trio.acetát /pH 8.3/, 20mM Ha-acetát, 2m2I EDIA, löml-i 
BaCl* Az elektrofőrézist gyors futtatások esetén rövid csövek
ben 8-lCmA / cső , hosszabb csövekben 3mA / 5V /соő ill* le- 

mesgél esetén 80 V/ 6CmA mellett végeztük*
Az egyes szálú ШS fragmentek analíziséhez 4, —oo,

7И ureát tartalmazó akrilamid géleket használ tűni:. A gélek 

készítését, a minták előkezelését / denaturáláoát/ ás elektro- 

foréziaét lényegében Maxaa, Gilbert /59/ szerint végeztük*
/ 30 V/ 3mA, 12 éra/

Az EHS minták elektroferózióét 2*25^ akriloniúot,

V.

c/*

III.
0,5. agarózt tartalmazó géleken végeztük 0*02^1 SDS jelenlété

ben, 40mK Irio.IICl /pH 7.2/, 20mM Ha-acetát, Imii EDI A, 0*G2>1

3DS pufferben.

Autoradio! ráfla, radioaktivitásiuérés
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Ha radioaktív nukleineav mintákat futtattunk, a géleket 

futdo után vákuumpumpával negozáritottuk vékony műanyag fóliá
ba csomagolva, mujö a filmeket / : -ray film, Porte, Agfa, Kodak/ 
a felvitt aktivitástól függően 2-48 óráig ill* 1-2 hétig ex
ponáltuk* A /H"V tartalmi minták autofluoro gráf iáját /81/ 

szerint végestük*
A /P^2/-jelzett minták aktivitását vises küvettában, a /C^V* 

/К "У-jelzett mintái: aktivitását toluolos elegyben / 4g PPG, 
C*05g PGPCP / 1 liter toluol/ mértük Beokaaa LG20G, Packard, 
Unclear Chicago ill* LEB Liquid szcintllláclőe számlálókon*
/ A /P^V-jelzett mintái: radioaktivitását vizes klivettában, 

Cserenkov sugárzás alapján mértük*/

ÜndcnuLleáz aktivitás mérése az ongimticatitások során

Az eazlmtisztitáeok során az egyes frakciók aktivitását 

csapadék teszttel / clot teszt //Smith, 42/ határoztuk meg* 

1-20 jul enzimet / titráláckor az enzim higitási sor tag
jaiból/ mértünk ICO pl TSlí / IGnlI Tris.HCl /pH 7.5/, 50nK 

KaCl, IGcuI HgClo /• A reakciót 20 pl borjú timusz KIS /1*5 mg/ 
ml/ adásával indítottul:. Az elegyet 20 percig 37 °C-on inku- 

báltuk, majd 50 ul 0*3, -os BSA-val és 200 pl IC —os hideg 

TCA-val leállítottuk# Hövid ideig állni hagytuk, majd újra 

összerázva értékeltük.
Az enzimaktivltás egysége az az cnsinmennyiség, amely még 

pozitív reakciót / apró, finom eloszlású csapadékot / ad*

/slsúLl/
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A cKapadéle teszttel mért aktivitások helyét / as ©eyes frak
ciókban/ és mennyiségét emésztést követé ©élelektroforé-
slssel ellenéristük. ljU£ Л IXlü-t ómé estettünk Bsp-pufí erben 

as enzim hígítás! sorosat tagjaival 37°C-on, 1 óráig, majd a 

reakciókat leállítottuk» A reakcióolegyeke t C#7-»l»C,=-os agarós 

vagy 4; -oc akrilsmid géleken clcktroforctisáltnk# As aktivitás 

ervs ár: a as as ensimsennyiség, amely 1 éra alatt 37°C-on 1 jug 

Л US*'t teljesen megemészt» ДЕ/
1 clot egység megfelel 5 hegységnek* Ezáltal* bár a clot 

tesst aopecifikus, Halms a ties Vitások során as ensim mennyi- 

cégi mérésére, jő köselitéssel*
As B*BspRI aktivitás optimumkörülményeiaek, továbbá gs 

egyes ionok hatásának vissgálatakor olyan ensimmennyiséggel 
emésztettünk, amely csak as optimális körülmények kösött oko
zott teljes vagy a teljeshez közel állé emésztést. As enzim- 

aktivitást befolyásoló tényezők /pH, ionerősség stb»/ optioá- 

llotél való eltérése vagy gátlóanyagok hatása a gélképen a 

nagyiGŐlsulyu részleges emésztési termékek /zárolt/ megezaporo- 

dásábon, esetleg as emésztés hiányában nyilvánul meg»

2.>:oniéeloáscl: : .éi.éoo

As ensimpreparátumok exonukleáz szennyezésének meghatározá
sára a teszteket a restrikciós emésztés körülményei között, 

a radioaktiv ВИС-bél felszabaduló oavoldható emésztési termé
kek mérése által végeztük*

Szubsztráffcént /3?^/A ШС-t használtunk / spec» a* 5$»C0C
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ерш/ jug /, m ly et növekvő nmmy ioégii, nagy fölöslegül enzimmel 
ihkubáűtunk 37°C-on, 7 óráig$ 100 д! térfogatban* A reakciót 

200 jal 1.5 mg/ml borjú timusz ШЗ adása után, 500 jul ICv'-os 

TCA-val állítottuk 1c. C°C-on 30 porc precipitálódás után 

a csapadékot centrifugáltál: / 2*500 грш, 30 perc, Janctsky 1С23/, 
a ssupematsne aktivitását mertük Becknon ЬБ20С folyadék sscin- 

tillációs számlálón* / A mért értékeket korrigáltuk, figyelem
be véve а PCA kioltó / qtuenehclő/ hatását.

A minták Klí-áz szennyezettségének mértékét as exonukleáe 

mérésheg hasonló alapelven határos tűk meg. Kövekvő feleslegU 

enzimmel teszteltük as egyes szálú ill. kétszálu EKS-re spe
cif Ilma FH-ázok jelenlétét /P^/-jelzett 23S ralíS /ар 

380.000 ери/ jug/ ill. /Р^2/ öinűbis virus HP Ш8 felhaszná
lásával.

ec. a.

A minták fehérjetartalmának megharározásét Lov/ry és mtci. 

/82/ szerint végestlik.

A metllás aktivitás mérése, követése a tisztitáscl: során

A metiláz aktivitás két módszerrel io mérhető, de nem azo
nos hatásfokkal* A kvalitatív méréshez áll közelebb а
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1/* vőC'űci teszt. - A helyspocifikue metiláláe megvédi a 

DN3-t as ast követő restrikciós emésztéssel özemben.
A Bsp-metilás puffer / 20mI2 íric.IICl /pH 7.5/, 50mM UaCl, 

IOeuí ШA / mellett a reakcióelegy 1 ng Apiid-t, lu-100 jafó SAK-t, 

és ;rülüaböso mennyiségű, metilázt tartalmazott. A reakcióéie- 

gyet 5-5 óráig fokúbóltűk 37 °C-on, majd kiegészítettük' 'Kg2*- 

mal / 2Qeü1 végkoncentrdelóig/ és B.BspEI endonuklcázt /ЗЛЕ/ 

adtunk kossá* további 1 óra inkubáláo utóm a reakciót leálli- 

tottuk, az elegyet elektroforetfsáltuk*
...............s.s 1 и X . -t 3 ér.:.' -slsit, 374t-on

megvédő oetiláz mennyiségét definiáltuk, /сеti/

2/ « áctil-cso~ort bcé'oitéci teszt

A tcsst alkalmas a metiláláe kvantitatív mérésére. A jel
zett metil-esöpört beépítési reakció során as időegység alatt 

beépülő metil-csöpörtök mennyiségét határozzuk meg. A metllá- 

ló reakcióele; у 5-Ю pM é-auenoail-L-/H^metil/*metionint tar
talmazott. - .nz;l:::e;.ként /1-/ azt a motilás mennyiséget defi
niáltuk, amely 1 éra alatt, 37°C-on 1 paől aetil-ceoportot 

épit a DES—be .
A roakcióelegy aliquotjait DE 81 /Whatman/ filterre szári- 

tottuk, majd a filtereket 30 percig, rázogatáo mellett 20 ml 
Еа^НРОд /pH 7.5/ puff erben áztattuk jégen, ezt követően 2x5 al 
ugyanilyen puff orr el, 2x5 ml 96; -os jéghideg etanollal és 5 ml 
etil-éterrel mostuk. Szárítás után toluolos clegyben, LK3 

szcintllláclós számlálón mértük a filter-kötött aktivitást.
/ A DE 81 papir adszerbcálja a DHS-t/.

A nctiláláoi reakciót telítésig végezve / az összes felic-
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mérőhely metilálédásáig/ Jelzett SAh-nal, meghatározható a 

felismerőhelyele száma bármely ЖБ-en, A eI857S7 ШЗ—еп a 

£clisnerőhelyek számának meghatározásához Ш 

100 pH metiláat /ilíS.agarcz frakció/, 5 >ь /C*4/SAM»t mértünk 

a metiláz puffert tartalmazó reakcióelegybe, A reakcióéi egyet 
37°G—on inljubáltuk, időnként 20 jul-es aliquotokat vettünk, 

mégha tárostul-: a beépült metil-esöpörtök pmóljainak számát, 
pmól ezubeztrátra vonatkostatva« Miután további beépülést nem 

észleltünk, erről lenételt SAH ill, enzim adásával és védési 
teszttel neggyőződtünk, a rcakcióelegyet fenolóztuk, lQriH 

Tris,HCl /pH 8,0/, Írná ША pufíerrel szemben dializáltuk, A 

feliomerőholyek számát a telítés! beépülés értékéből meghatá
roztuk.

/pl*1'/petéiéit ЖБ báslsanslizioc

А /G1 7 Eietilalt Л-ЛМ /50 юе/ szárasra pároltuk, 0.5 ml 
98, -ос hangyasawal bo beesőbe mostuk, a csövet lezárva, 175 

°C-on, 50 pereit hidrclizáltuk 1 mg csirke wt. l;k o-oel együtt, 

A hierolizátunot a hangyasav elpárologtatása után 50 jul 3# Hói
ban feloldottuk, madd i’ixion 50-л8 kationé serélő vékonyréte
gen 2,Ш HCl-ban 5 éráig kromatografáltuk• / Tornász J,, 83 

szerint/ Kontrollként adenin, guanin, tinin, citosin, 5-metil- 

eitozin bázisok 5 mg/ml-cs oldataiból 5-Ю jul-t vittünk fel,
A lemezeket szárítás után autoradiogrofáltuk, a C^Ej -Jelölt 

bázist azonosítottuk.
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А tisztított В .BejülI és M.BepEI enzimeket Sepíiadex G-450 

/1*0x50 сщ/ oszlopon kromatoerafáltuk 5C0II Srio.Xl /pH 7*5/* 

0*11-1 KC1, 7sm 1 2-merkapto etonol puff érrel* As oszlopot Blue 

dextrán 200-zal /Ptormacia/ /ill* kálium»bikroináttal/ kalib
ráltuk* Sertés laktát-dehldroeenáet /ШШ/, E* coli alkalikue 

focsfatdst /iu /, is on cytokróm C-t használtunk mólsulyaorke- 

rékként* /Iiol ekulasulyalk sorrendben 142*000# 86#000f 11*7 0/
1 ni térfogatban 75 U 13Ш# 50 E alkalikue foszfatáz, КЮ011 

R*BspEIf 175 TJ M#Bbj£I éo 5 шщ, cv tokróm C clegyét rét ereztük 

az oszlopra# majd 15 ml/óra átfolyással eluúltuk.
As LDH és alkalikue fossfatás aktivitásokat /84# 05/ sse- 

rint# a cytokrém C-t 412 no-es abszorpciója alapján, as R*BspRI- 

ct Л. emésztési teszttel# az Ií*Bepfíl-et netil-ccoport beépítési 
éo védési tossttel követtük* / A netllás reakoiéelegyeket 

0*Cl,j BSA-val kiecéositettük# ninákét teszt esetén az inku- 

bálási idő 3 óra volt, 37°C-on./
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Bredoények értékelése és met vitatásaIII.

1/. Az A.Bmr I rcatrikclép-aodif leölés resides er réssé

As E.BopRI а II. tipusu restrikciós endonuklcásokra jellem- 

ző specifikus fragmentáoiót mutat ftX 174 ЕР* л BBS-eken.
I elismerőhelyének szekvenciája 5* G-G-C-C 3*. ízt alátámaszt
ja a EsuRI-el végzett kettős emésztés gélképe is. Az R.BspRI 
а IlaelII, Вею. I, BluII, PuuDI, Pali, Ilhgl, Sfal isoschizomerje.

Arra, hogy az R.BspT;! restrikciós endonukleáz ill. restrik
ciós-modifikációs rend ser része közvetlen bizonyítók nem volt. 

A kérdés eldöntése szempontjából döntő, hogy az R.Asp .1 iiasit- 

ja-e a specifikus modifikációval rendelkező szubsztrátot, a 

saját ШЗ-t.
Bacillus spliaericus R HiS-t R.BspRI-el prolongáltan enószt- 

ve a gélképen fragmentációt nem észleltünk. Ugyanezt az ered
ményt kaptuk a BspR törzsből izolált plasmid ill. in vitro 

M.BspEI-el mctilált i*-с1857, 174 DITS-ek emésztése során.
Ввек az eredmények egyértelműen igazolják az R.BspRI restrlk* 

ciós endonukleáz voltát.

2/. Ag « si?. I tisztítása

A tisztítás menete a i'oosfoeclluléz kromatográfiás lépé
sig megegyezik a korábbi eljárással. /62/ Számos tisztítás 

során további kromatográfiás lépéseket iktattunk be, próbál
tuk ki azok kombinációit, ellenőriztük reprodukálhatóságukat, 

amig a jelenlegi eljárással sikerült az R,BopR2-et homogón
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formiban kinyerni* / A preparálás menetét as I# táblásat mu
tatja#/ Az összes műveletet o-4°0 között végeztük*

1.

A fermentált, lefagyasztott sejtmasazát / 40 g/ 13 g-os 

tételekben 4°C~ra melegítettük, 15 ml 20mK Tris#HCl /pH 8*0/, 

14©П 2-aerkaptoetanol, 0#liall EDTA puff erben felszucspendáltuk* 

/ Biogél ^q#5E oeslopunk mérete miatt 15 g-ndl nagyobb téte
lekből nem volt célszerű kiindulni#/ A sejtazuszpenziét GÓ-jég 

hűtés mellett ultrahangos túl: /MSE ultrahangosé/, ómig as OD 

értéke as eredeti IC—15, -ára nem csökkent /15x30 sec/# A fel
tárás után a sejttörmeléket centrifugáltuk / Beckman 50*1 

rotor, 30*000 rpm, 1 éra, 4 °C/*

550

II* lukleinsavmentecités

A felulussót ITaCl-üal 1 M~ig telit ettük. Ezután 20nI2 Eris* 

ЯС1 /pH #0/, 14m. ■ £-merkaptoetanol, 0#lm ■ ЕША, Ш EaCl puf- 

ferrel ekvilibrált Biogél AQ /2#5x 75 on/ oszlopra vittük* 

/40 ml/ érc/ Ugyanolyan puff erre! eluáltuk /60 ml/óra/, 6-8 ml- 

eo frakciókat szedve# A frakciókból endonukleés és netiláz 

meghatározást végeztünk* / A Biogél frakciók as R*BapF»I mellett 

a teljes ractilás aktivitást is tartalmassák#/ Eukleinsavnen- 

tecités után az egyes sejtfeltárásokból származó aktiv frak
ciókat egyesítettük*

III* ámmóniua-csulfát

Az clőkicérietek során megállapítottul , hogy milyen
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/ini^/gSO^ koncentráció mellett sózódik ki as R.BepRI óo as 

K.BspRI. As I. és II. ábra mutatja egy ilyen kísérlet eredmé
nyét, ast, hogy as endonukleáz döntő többsége 4C-GC. > telített
ség között sósódik ki, a teljes metiláz aktivitással együtt*

A kisósást C°C-on végeztük állandó, lassú kevertetéo mel
lett. / 3C-60 perc/ Az oldat pií-ját tömény HH^CII—dal állítot
tuk neutráliora, ha szükséges volt. Kaga© koncent
rációknál az enzim gyorsan inaktiválódik oldatban, csapadék
formájában viszont stabil*

A Blogél frakciót először 40fa-ig telitettük omóniun-szul- 

fáttál, majd a kivált csapadékot centrifugáltuk. / Beckman 

J—21 centrifuga, JA-2G rotor, 18.000 rpn, 20 perc, 2 °C /
A felüluszóhoz további amnőniun-szulfátоt adtunk, 60, -oc te
lítésig, majd ismét centrifugáltuk. / 40 perc/ A kivált csa
padékot PC-nuff erben /ДОюН К-foszfát /pH 1,5/$ 1nM 2-merkap- 

toetanol, С#1ш IJDTA / feloldottuk és ugyanezzel a pufferrel 
szemben dializáltuk / 200-szoroo kültér, háromszori pufferese
re/ , anig vezetőképessége 2-4 mS-re nem csökkent.

I-oosfoccllulóz kronato,- ,ráf ia /Р-j 1/IV-

Az ammónlua-czulfátos frakciót előzőleg PC-pufferrel ck- 

villbrált f о о sf о c ellulós oszlopra /1.7x23 cm/ vittük. /5 ml/óra/ 

Az oszlopot 5-ozörös ossloptérfogatnyi pufferrel mostuk / 20 

ml/óra/, majd 1000 ml 0-С.7П KOI gradienssel eludltuk 3-4 ml
es frakciókat szedve.

A foszfocellulóz oszlopra felvitt endonukleáz aktivitás 

4P-a, a metiláz nagy többsége nem kötődött meg# Az H.BspEI
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1. ábra Az Г л amisén! tm-sziéLf át frakclonáláüft

As R.BspRI Biogél frakciót /dializáldc nélkül, XM EaCl 
mellett/ telítettük lCt 20.5, 31. 41, 46, 51. 56, 62, 67, 71, 

92$ telítettségig amónium-szulfáttal. As egyes tclitósi lép* 

esői: csapadékait i'C-pufferrel szemben dializáltuk, as enzim- 

aktivitást csapadék teszttel határoztuk meg.

II. ábra аз a^felrci-rarqv'át i'ra^clpnáláaa

As E.BspHI ammőnium-szulfát telítési lépcsők coapadélaait 
vóaési teszttel vizsgáltuk mctildzra. As ábra metiláz aktivi
tást mutat 46-62$ telítettségi tartományban. Egyéb értékeknél 
a védési teszt negatív.

A gélek sorrendben a következő cmónium-esulfát telítések 

csapadékaiból végzett védési teszteket mutatják: 1/. 10, , 2/, 

21$. 3/. 31$, 4/. 41,0, 5/. 46$, 6/. 51$, 7/. 56$. 8/. 62$,
9/. 67$. Ю/. 71 , 11/, 92$, 12/• 100$ . / As I. és II. áb
rán feltüntetett enzimaktivltáe adatok a megadott /Кй^/gSO^
tolitési lépcsők között kisőzóűó enzimmennyioégeket jelölik./

190-ЗЮиП KCl között eluálóáik /12С ml/, a visszanyerés 60» 

65.-os, A fossfoccllulóz oszlopon az endonukleáz aktivitás 

gyakorlatilag teljesen elkülöníthető a szennyező exomdJLcá- 

soktól, lieo kellő oszlop 111. gradiensméret választása esetén 

az exonukleáz szennyezés mértéke elérheti az 1-2 -ot is.
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As oszlopon megkötődő nctilás továbbra Ig együtt tisztul az 

R*BspRI-el* Iáért a xaetiláz tisztítása előtt est a frakciót 

használtuk as in vitro netiláláci kísérletekben* / A tisztí
tásban a foszfocellulóz kationcserélő oszlop bizonyos szén- 

pontból affinitáskromatográfiának is tekinthető, mivel a DNS«* 
hez specifikusan kötődő fehérjék legtöbbjét megköti*/

V « *iidroxilauatit kronato; ráfla /На/

A IV-es frakciót /12С ml/ 20all K-fossfát /pil 7*5/, 7aM 

2-nerkaptoetcnül, C*lmM BETA, G*1I1 KOI puffernd szemben dia- 

lisáltuk* majd előzőleg ugyanilyen prjfférrel ekvilibrélt hid- 

24>::.ilapatit oszlopra /1*6:;1C cm/ Vittük / 5 ml/óra/ * Az osz
lopot 5-8-ssoros térfogatnyi 50mK L-fossfát /pH 7*5/* 7vM 2- 

merkaptoctanol, C.ln.” EDTA pufferről mostuk, majd 7mM 2-mer- 

kaptoe'-anolt és G.lníí BI-CA-t tartalmazó 50- ЗСОтП H-foszfát 

/pH 7*5/ gradienssel /500 ml/ eluáltuk* Az enconuklcáz okti- 

vitás 00-120гаИ KH2P04 között jött le, a felvitt aktivitás 

65-70, -át nyertük vissza* A netiláz szennyezés itt is megta
lálható az cndonükleáz mellett*

Az aktiv frakciókat DBö.agaróa puffer /ЮшК Sris*HCl /pH 

8*0/, 50eű; K.C1, Imii BETA/ 20-ssoros térfogatával szemben 

dializáltuk*

•ejVI*

Az egyszálu /denaturált/ ISiS-t tartalmazó DlíS#agaróz mát
rixot /75/ szerint készitettük* Az V* frakciót / 80 ml/ 5 ml/



- 38 -

ora мЙММИ^ше^ vittük us oszlopra / 1*5x10 cm/* oajd lej alább 

tisozerec oosloptőrfotatnyi ; ufferrel soßtuk, 500 ml 50-500mii 
KC1 lineáris gradienssel eludltuk, 3 ml-es frakciókat szedve#
/ 20 ml/ore/# As K.LopEI aktivitás éles c sue ekén t eluálódott 

230-30Cni‘l KG1 tartományban# 0#3H Cl alatt nctilús aktivitást 

némi nem tudtunk, ami feleste, hogy a DUG.agaróz elválasztja 

as endonukleáz és metilás aktivitást egymástól#
As osslopról as endonukleáz visszanyerése 80-ЭО-оо volt#

Az aktiv frakciókat / 80 ml/ 55е/ glicerint tartalmasé PC-puf- 

férrel szembeni űialisissel tönényltettiik és - 2C°C-on tárol» 

juk* A Ü4i>*agarós frakció homogén iUbspnl-ot tartalmas# /led* 

később/
A tiszti tás korábbi változataiban а 1ЖБ#аgarős oszlopot

altaOmaatuk aa /IiH4/2SC4 frakoionáláel lápóa ill. kB.vetie-
aül a foszfocellulóz Icroaatográfia után. brai lépésekben a
й^#а( aróz am zllmlWii az exonukloáztól való elválasztásra# 

A foszfocellulóz kromatográfiát követő lépésként közel 
homogén enzim nyerhető, mely exonukleáz mentes, nem tártál- 

máz egyes ill# kettős szálú KKö specifikus ribonukleázt#

3/. As к.ЗвШ! tisztítása

Az ReBspSI tisztítások során nyert tapasztalatok alapján 

próbál tűni: az endonukl edzlioz hasonló hatásos tisztítási eljá
rást kidolgozni az ií»BopltI-re#

Az M#3opEI a foosfoccllulózos lépésig együtt tisztul az
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endonukleázsal , a fossfocellulós kronatográfia során /pH 7*5- 

nél/ a metilás aktivitás kb* 9C‘ -a nem kötődik as oszlopon»
A metilás tisstitás első változatában a fossfocellulós 

oszlopon átfolyt n.Bepiil frakciót tisztítottuk, a követkéső 

lépések során, tovább» As enzinaktivitást a tiostitdo folyamán 

védési tesettel követtük#

a/»

I • .1; -cellulóz kromtonráfia

löméi r:-focsfát /pl 7*0/, Imii EBSA, 7mll 2-merkaptoetanol, 

5üfflö KaCl pufferrel ekvilibrált CK-cellulóz oszlopon a tolles 

metilás aktivitás átfolyik# Cisstitdei lépésként való alkalmat» 

sása maximum 2-3-ssoroo tisstuláot eredményes»

II»

As I» frakciót /S3 ml/ 2Orruk K-foszfát /pH 7*5/, 7тИ 2-ner- 

kaptoctanol, U»l.l Cl pufferrel szemben clialisáltuk, majd 

ugyanezzel a pufferrel ekvilibrált /2*2x13*5 cm/ hidroxllapa- 

tit oszlopra vittük» As oszlopot 25mH K-foczfét /pH 7*5/, 7mK 

2«*merkaptoetanol, C.lmFi ED2A pufferrel mostuk / tissseres 

ossloptérfocat/, mád 500 ml 2C-5öOmll E-fossfát /pH 7»5, 7mll 
2-merkap toetanol» O.lraH ЕВША / gradiensed eluáltuk» A felvitt 

aktivitás 80-90,'-át nyertük viassa, a metilás 45-160гт1 KHgPO^ 

kösött mosódott le as oszlopról»

211 •

A 2x13 cm-cs BE 52 oszlopot 10toli E-foszfát /pH 7*5/, 7шЛ 

2-nerkaptoetonol, Ö.lnuí ШШ1 pufferrel elcvilibráltuk» A űiali-
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sóit /105 ml/ II# frakciót felvitel után /10 ni/'óra/ három 

osslopierfogatnyi pufferrel mostuk# / 20 ni/óra/ Est követően, 
1000 ml C-1#GK KOI Gradiens::el mosva as oszlopot, a felvitt 

metilás aktivitás 45-50)1-0 eludlódott 10C-27Gall KOI kösött*
As összegyűjtött aktiv frakciókat MS.agaróz pufferrel szem
ben dtalizáltuk /92 ml/#

E#a; aróa ironato; ráflaIV.

A kromatográfiai /1*6x13 cm-со/ oszlopon végestük a restrik- 

ciős endonukleáséhos hasonló körülmények között# As oszlopot, 

felvitel után, З-ззогоо ooslaptórfogatnyl pufferrel mostuk, 
majd 5OO ml C#05-1.011 KOI Gradienssel eluáltuk 2.5 ml-es frak
ciókat szedve* A metilás aktivitás töredék réssé eluálódott 

420-475 mH KCl között, óles csúcs formájában.

V. A metilás tisztítás második váltósain lépéseiben 

megegyezik a restrikciós enöonukleázrc leirt tisztitási el
járással. á tisztítás során a metilás aktivitást védési és 

metil-csoport beépítési teszttel követtük#

25«*30g sejt ultrahangos feltárása utón a nyers 

lisátumot i&traeentrifugáltuk. /100#0öCg/ A felülussót, nukle-
najd 62) >-

I#-III#

incavncntecités után / 111 HaCl, Biogól A^.., / 42 9

lg telítettük /SH^/gSO^-tal* A 62: -oc telítés csapadékát
PC-pufferrel szemben dlalizdltuk# / Az első három lépés tisztí
tási hatásfoka megegyező as I. táblázat adataival#/

rv • , ossfocelluloz kromatoiráfla
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A foszfocellulőz kromatográfia körülményeinek csekély meg»- 
változtatásával /pH 7*2/ sikerült a metiláz aktivitás 65-70, - 

át az oszlopon / 2x19 со/ megkötni# Az enzimet 150 Öml C-1.0M 

SCI gradienssel eluáltuk# A metiláz aktivitás 21G-330mil között, 

széles csúcsként eluálódott* Az oszlopról a felvitt aktivitás 

30-35/-át nyertül: vissza*

v. „

A HA-pufferrel esőiben dializált 17* frakciót 1*8x12*5 

ша-es hidroxilapatit oszlopra vittük* Mosás után az enzim a 

40—300 mii H-foszfát /pH 7*5* 7o*í 2-ocrkaptoetanol, Ö.lmEf 1ШТА/ 
gradiensen 70-löGmM ^-foszfáttal cluálódott* / Az oszlopról 
52-55$ hatásfokkal nyertük vissza az enzimet./

v 1 • iSEBBafcSÍWi!

Az V* frakciót ICmH Sris.HCl /pH 8*0/, 50mM KC1, 7mSS 2- 

merkaptoetanol pufferrel ekvillbrált DHS*agaróz oszlopra 

/1*5x12 cm/ vittük* Intensiv mosás után az enzimet O.C5-1.CÍ4 

KOI gradienssel eluáltuk* A restrikciós endonukloáz 200-270mM, 
a metiláz 320-380 mM KC1 között cluálódott. A felvitt metiláz 

aktivitásnak csupán 8. —át nyert-ük vissza* / Bár a tisztítás 

folyamán a metiláz aktivitást követtük, az affinitáskromatog- 

ráfia után közel homogén endonukleáz preparátumot nyertünk*/
A MS*agaró« metiláz frakciókat 55. -os glicerines HJ-puf- 

ferről töményitett k9 -2Q°C-on tároltuk* 

több, mint и hónapon át nem csökkent -2Q°C-on.
A metiláz aktivitása
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Jel. nlcs a metiláa irreverzibilis aktivitása sztését,a 

DIíS*agaróz líxomatObráÜia során, magyarázni nera tudjuk# / Fel
tételezhető azonban, hogy a tisztításnál: obben a stádiumában 

kevésbé stabil, hatásosabb védelmet /magasabb 2-nerkaptootanol 
koncentráció, 33SA vagy glicerin/ igényel#/

I# táblásat As .„.Bon.-! tisztítása

Vissza- tisztulásFrakció teljes spec,
feliérje /mg/ aktivitás A j/mg/ nyerés

/Я
16854 4780 10 0I# crude 

II# Biogél 
Л0.5т 1C625

18645

2.2792443

III, /Ш1/./28С/ 4*037657.2

ГУ. Foosfo- 

cellulős 67.2 111600 23 23.5
V# Uidroxil-

apatit
VI. DUS.agorós

166.22 852400
10576900

178
221013.40.416
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4/ • Да ÍU-gpUI -éa_ с1с1^^ох:ог.(гШа][1..15жй.1Мсс

а/* Да Д.~-ст>...1 nativ f ohérócolcktroforésise

As enzim nativ fehórjeelektroíorézioét a tisstitás EhS*aga- 

rós frakciójával végeztük. A riboflavinaal polimerizált 7*5- 

os okrllamid gélre a mintákat 5/ -os gélbe polinerisálva vit
tük fel, 4°C-on 8Q-10CV/ 2G-40mA-rcl, 6-7 órán át elektrofore- 

tizáltuk#
As H*BopRI restrikciós cnüonuklcdz egyetlen fehérjesávként 

fcctődütt a géleken.

b/. As Д.Дспк! Oh. -clektroforézisc. mólóulг/шха!: . ic; ..atá- 

Ш&В&

A restrikciós endonukledz homogenitásának igazolására 

/IáiS- ollaeráz és cytokróm C nólciilynarkerek .mellett/ 20 ill.
20 jug R.BspAI-et elektroforetizáltunk csövenként. Az ÖDS-gél- 

képen az ensim egyetlen, az íüí^-polimeráz * alegységénél va
lamivel nagyobb nobilitáou fehérjeoávot adott. Az R.BspRI 
f ehér j©sávjának megfelelő abszorpciós görbét a 3* ábra, a gél
képet a 4« ábra mutatja. /Az A.BspItl móleulymeghatározását, 
az erre alkalmasabb, lenesgélen végeztük /7*2//# ló Mg U.BspRI- 

et vittünk a gélre, egу éjszakán át 40V/4CmA mellett futtattul:,/ 

Az Ш. -polinerás ^alegységének / a teljes aminosavaaekvén
eidből megállapított / méloulya, a korábban elfogadott 44.000 

dalton helyett, 36.50С./86/ Az enzim log móleuly-nobilitás 

diagramról leolvasott mólsúlya9 cn ck alapján, denaturáló kö
rülmények között 30*000 dalton.
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ás K.BspIlI elcktroforetllrus tisztasága legalább $B • 

ás enzim alegységeserkezetének vizsgálata céljából mólou- 

lyát Sephaöex G-150 gélfiltráclóval / E* coli alkallkus fosz
fáté®* lclrfcát-dehidrogenáz* cytokróm C aólsulymarkerek mellett/ 

le meghatároztuk* Figyelembe véve as Így kapott 36*000 dalion 

értéket* valószínű* hogy as aktiv enzim egyetlen polipeptid 

láncból áll* A IC^-log mőlsuly görbét a 6* ábra mutatja*
Eoncoutráoiófüggő dlmér ill* tetromerképződés igazolására 

non rendelkezünk adatolásai» Így nem zárható ki* hogy as aktiv 

enzim in vivo, as aoKI-hcz hasonlóan dimer ill* tetramer 

struktúrája /45/* A Sephadex gélfiltráció adatait tekintve 

azonban, as aktiv enzim na у valószínűséggel monomer*
As R.BspEI hidroxilapatit frakciója a restrikciós endonuk- 

leás mellett szennyezésként, közel hasonló mennyiségben, egy 

52.000 dalton mólsúlya fehérjét tartalmas* /4* ábra/

3/. ábra М-ЖлШк-^к. Шг&г£Мж9Ш:ймШ

30 jug H*BopKI-et /Ш8*а frakció/ elektroforetizáltunk dena
turáló körülmények között, 0*1,- SDl-t tartalmazó 7*2, ~od ok- 

rilamid gélen. /0*6x15 ca-ев csövek* 60?/50má, 6 óra/ az en
zim homogenitásának igazolása céljából. As ábra a gél denzi- 

tometriás görbéjét mutatja* / Gilford spektrofotométeren, 

55ш10»п01, gólocan kiíró feltéttel*/
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4/. ábra Л& .és., iL^:,.■:

As ábra az á.BspüI tisztítás DHS.agarós és hidroxilapatit, 

as H#BspKI tisztítás /a/* váltósat/ 3)HS#agaré® frakciójának 

SBS-clcktroforésizsel nyert képeit Kutatja E. coli RITS-poli- 

meráz és cytokróm C mólsulymarkerek mellett 7,2; -oc akrilamid- 

/0,1,»/ űI)C géleken, / As cl ektr of őré siet С.бзс13 cm-es csövek
ben, 4 ОУ/ 5ОтЛ-nél, 12 órán át végeztük,/ RUS-polimorás /I/, 

n*BspEI /DIíS,a frakció//II/, E*Bsp.4l /hidroxilapatit frakció/ 

/III;/, R,BspRI /DlíS.a frakció//I¥/, cytokróm С /V,/

5/• ábra As к.Хкгак! mólsulvának sgí határoaápff

As ábra as R,BspRI ill. H.BspRI log aólsuly-nobilitác dia
gramját mutatja, / As ábrán as R.BspRI DIIS,agaróz ill, hid- 

roxilapatit, as K.BepRI tisztítás /а/ • váltósat/ BTS.agaróz 

frakciójában lóvó feliérj élői ek megfelelő mól súlyokat tüntettük 

fel, a mólsulymarkerek mellett, /1Ш3-polimerás л/1бЗ*0С;0/, я 

/155,000/, <4/95,000/, <*/36,500/ ill. cytokrón C /11.700// Az 

alsó nyilak as M»BspRI /I)HS,a/, a felsők as R.BspRI /HA ill.
ES,a/ frakcióiban lévő fehérjék mőlsulyait jelölik.

6/. ábra Ад R.BnnEI és Ii.Bsnal mőlsulvának menhatározása
áciéval

As ábra a iá, - log mól súly diagramot mutatja, A gélfii trá- 

eió során markerként használt fehérjék nólsulyi a következők: 

E, coli alkalikus foszfatás /A3?/ 86.000/, laktát-dehidrogenáz
/sertés//LBIi/ 142,000, cytokróm C 11.700,
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с/ • Az L*3smli áLO~gélclektrQforéE»iae* átólsúlyának

As L.BspKI tisztítás első változatának DlíO.agaros frak
ciója bárom fehérjeeávot tartalmaz üDS gélen* Ilivel as *BspHI 
hiűrcoíllnpatlt frakciójában jelen van a modifikációs metilás , 
as L.BspEI tisztítás BBS * araró s frakciójához hasonló nagyság
rendű aktivitásként, feltételestük, hogy as E.BspEI hidroxil- 

apatit és аз I • npRI BBS.agarós frakció 3B3-gélen aaonoeitlia- 

tó kosos fchérjesávja megfelel a modifikációs metiIáénak*
As Il.BspHI folté telesett mólsulya ennek alapján 52*0C-C+ 2000 

dalton* /4* ábra/
As K.Bephl tisztítás második változatának 131*3 ,agarőz frak

ciója két fehérjeoávot mutat BBS gélen /7* ábra/, melyek mól* 

súlya 44*000 és 52*000 dal toil*
A ßephaues 0-150 gélfiitráció során a metilás aóloulya 

52*000 daltommk bizonyult*
Lsek alapján feltételeshetjUk, hogy a metilás a restrik

ciós endonukleáshoz hasonlóan egyetlen polipeptiö láncból áll, 

melynek mólsulya 52*000+ 2000 dalion*
Linókét tisztítással nyert metilás preparátum nyomokban sseny- 

nyesett Ií*BapKl-el /л határ 10 jul felett/, a restrikciós ©ndo- 

nukleás azonban OBd-elektroforéziesel kimutathatatlan mennyi
ségben van jelen.
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7/ • ábra Да Д,Ве13:,1 tisztítás frakcióinál: ДДЗ /-téielektro-

xorézioe

Az ábra az M.BspRI tisztítás foszfocellulóz /I*/, hidro il~ 

apátit /II*/, és a MS.agaróson szétválasztott R*BepHI /III*/ 

ill. K*Bsp!lX /IV«/ frakcióinak SI)S géléiektroforóaioael nyert 

képeit mutatja cytokróm С /V*/, ill, RKG-pclimeráz /VI*/ 

móloulynarkerck mellett, 7*5; -os akrilamiö gélen* / Az elcktro- 

forésist 0,8x15 cm-es csövekben 60V/40iaA-rel végeztük 6 óráig*/

I- II III- IV ъ VI-
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5/. AZ . 1,1.. .1 UZÚCO

As optimum lorn er et énei: hiányában a vizsgálatok előtt 

25míl Tris.IÍCl /pH 7.5/, 50mi- NaCl, lCmi MgClg puffert hasá
nál tunic as emésztések során. As optimumvizsgálatok során 

ehhez a kiindulási összetételhez képest változtattuk egy-egy 

komponens koncentrációját ill. hagytuk el, cseréltük fel más- 

sal az adott összetevőt.

Az enzim ni. ontinuna

Az optimum meghatározását 2£>иН Tris.HCl /pH 7.5-Ю/ és 

25mil glicii-glicin /píl 4.5-7.3/ puff erekben, lCmK MgClg je
lenlétében, Д pile 0.2-enként, 1 jug ^ I -t emésztve, olyan 

körülmények között végeztük, hogy az enzim csak az optimum- 

határokon belül mutatott teljes vagy ahhoz közel álló emész
tést*

Az enzim rendkívül széles pH tartományban képes emészteni 
/pH 5.0-10.0/• Az enzim pH optimuma ö.G-8.5 közé esik /pH 8.2/, 

ebben a tartományban észlelhető a maximális aktivitás /25mi - 

os üris.HCl pufferben/. /8. ábra/

flivalonokationok A; tác;. az it.HsnRI aktivitására

2+Az enzim egyedüli kofoktorként Mg -ot igényel, ATP és 

SAH nem befolyásolja az enzim aktivitását. / Is is bizonylt
ja, hogy az K.BspRI II. tipusu restrikciós endonukleds./ 

Magnézium hiányában hasítás nem történik,
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Aß éneim magnézium optimuma oséles, mximális
aktivitást ZOel. Mg2+ koncentráció mellett kaptunk* /9* ábra/

24- OaAn ensim Ag igénye asa kizárólagoe, Ka4“ helyettesüket!
p+a reakoióelegyben* Aa E#BspRI a Ag -kos hasonló saélee opti

mumot mutat An2*nol is /5-20тЩ/ • A Kn2*
ciója alacsonyabb, aint a % -é, lOma, d© a reakciósebesség 

kisebb, aint íig
An*" ’-aal as optimális koncentráció felett as emésztés 

©specifikussá válik*
О * p jílg és Aa együttes jelenlétében as emésztési kép nem

9* 2-4változik* Optimális % koncentráció mellett magasabb i-hi 
koncentráció /20-30ть/ aem okos gátlást, sem aapeeiflkus 

emésztést,
A Cu2+ nem képes a Ag*'* helyettesitésére• Eltérően más 

restrikciós ezuslmoktól nem okos abszolút inaktiválódáet*
5®** Cu*" .jelenlétében / egyébként optimális körülmények
között/ még teljes emésztést kapunk*

2+ 2+As enzim Zn '-el nem mutat aktivitást# Sn
inhibitora, már 2nA koncentrációja is teljes gátlást okos*

üa‘~' és Го * nincs hatással az cnsin aktivitására-

optimális koncentrd-

2* jelenlétében* /10, ábra/

as main erős

donoré ne é/ lie: tása as . , г;.- .l'-rc

As cnsim a só teljes elhagyása mellett is működőképes*
100—15C mA HaCl ill, XC1 koncentrációval arányos gátlás növe
kedést eredményes, mely 4ÖCmA felett teljessé válik* /11* ábra./ 

A gátlás reverzibilis* Igen nagy ionerősség mellett /1*5- 

21%/, hig oldatban az ensi:. gyorsan és irreverzibilisen inak- 

tiválódik*
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8/ • ábra А».it.i-ssíiül.mL .OEt.tfflfrtlPШ ШШйШМШМШЛ

A reakcióelegy 50mll líaCl-ot, XOaM I%2+-ot, pH 4.5-7,5 

között 25гш1 glieil-rlicint, pH 7*5-10,0 tartományban 25шИ 

Eris.nci—t, valamint 1 jug л ШШ*% és 0,1 ■XE R,BopRI-et tartal
mazott* A reakcióelegyek pH-ja 0,2-enként változott* A reak- 

clőelegy komponenseit 0-4 °C-on mértül: össze, majd az enzim 

előzetes hozzáadása uteín 37°0-ra melegítve, a reakciókat egy

szerre indítottuk, 1 óra emésztési idő után a reakciókat le

állítottuk, majd 0.6x8 orr-es csövekben /7,57/cső/ elcktrofo- 

retisáltuk a reakció el egy eket, 0.5 Mg/ml ethidiun-bromidot 

tartalmazó 1.0 -os agarós gélen, C,5-1,0 óráig. A géleket 

rövid hullámhosszú UY lámpa alatt fényképeztük.

9/• ábra Az Ы.лзтШ optimális yjt'* 

zása

idényének ne■ határo-

A reakcióclegyek 2$»M Sris#líCl -t /pH 8.0/, 50ml HaCl-ot,
1 jog OLpHS-t ée 1 ЛЕ A.BspRI-et tartalmaztak, A 1%2+ 

rációit l-200má határok között változtattuk, / A reakciót 

4 °C—ról 37°C-ra való melegítéssel indítottuk, majd az ©legyet 

elek i.roforetizáltűk, / A reakcióelegyek sorrendben /balról 

jobbra/ 2, 3» 4, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 24, 28, 32,

36 , 40, 80, 120, lőQjpíi KgCl2-ot tartalmaztak.

koncént-
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■О .

10/ « ábra in‘~~ hatása ensiisreahcio sebessé; őre

A reakcióéi egyek összetétele a következő volts 25m*i Trie. 

IIC1 /рИ 8*0/, 5(лай liaCl ill* a/ esetében 1, 2, 3# 4, 5t 6,
8, lü, 1G, 2GbuI йа2*| Ъ/ esetében 8, 12, 16, 20mЙ Hg2+.

1 ug Лй SMI emésztettünk 1 ЛВ K*BepHI-el 1 óráig 37°C-on, 
majd a reakcióelegyeket as előzőekhez hasonlóan eiektroíoreti- 

sáltub.

11/. ábra lonerónaéa hatása ш R .Bgpl:I,_skJ;lyjLtág.áza

A reakcióelegyek ös setétele a következő volt: 23ail Trie* 

HCl /pH 8.0/, 20má MgClg, 1 Mg HSSf 1 ЛЕ Il*BspHI. Л reak
ció el egyek /sorrendben balról jobbra/ 8, 16, 24, 32, 40, 20, 
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 240, 280, 320, 360, 
4CQmM EaCl-ot tartalmaztak* / A mintákat 1 óráig inkubáltuk 

37°C-on, majd a reakció leállítása után 0*7>*os agares gélen 

elektroáoretisáltuk*/

Is . . -sn. -• stabilitása

Az enzim a tisztítás során igen nagy stabilitást mutatott* 

Aktivitása, 50-os glicerinben tárolva - 20 °C-on, 6-12 hóna
pig nem csökkent* -ílg oldatban a tiszta enzim gyorsan inakti
válódik 37°G-o:i* 30 perc inkubáció alatt aktivitása leiére c ok- 

ken* Ez a hatás C*(.1,1 BOA adásával tökéletesen kivédhető*
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Л BSA-val védett enzim 8 óra alatt aktivitásánál: csak 1C„ - 

át veszti el* A liofilesctt enzimproperátum eredeti aktivitá
sának 10, «»át órai meg.

Ад -,.Astx I saubsstrdtnneclfitása

Az E.BspRI restrii:ciós endonukleáz AS specifikus* Kern 

hasitja az E* coli 16S és 23S riboszonális RNS—eket, sem a 

kettős szálú /Ш/ Sindbis virus MIS—t* /Mindkét esetben 

/P^2/-íelaett RAS-eket emésztettünk nagy felesleg!! lUBspRI-el* 

az enzimreakció optimumkörUlményei között és autoradio^ráfiá
val azonosítottuk az emésztési termékeket*/

korábbi vizsgálatokból ismert /62/, hogy az E.BspRI fel- 

iamerőszekvenclája 5* G-C-C-C 3*, az enzim a ilaelll iooschi- 

zonerje.
A II* tipueu restrikciós cndonuicleázok nagy többsége csak 

kettős szálú DMJ-en aktiv* Néhányról /54-56/ azonban, igy a 

G-G-C-C fclicmerőhelyü enzimek csoportjánál: legismertebb kép
viselőjéről, a I aelll-ról, kimutatták, hogy - bár jóval kisebb 

sebességgel - egyszálu US hasítására is képes*
Arra vonatkozóan, hogy ez a kétségkívül specifikus hasí

tás ugyanazon a helyen következik-e be, mint a kettős szálú 

ezubeztráton ill* ha igen, akkor a hasítás egyszálu helyeken, 
vagy egyetlen szál távoli komplementer szakaszával időlegesen 

kialakult rövid kettős szálú régiókban türténik-e, egészen a 

legutóbbi időkig nem volt egységes álláspont*
Blakesley és Wells
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magac /57-62 °Q/ hőmérsékleten emésztve, igazolták, hogy egy 

adott hőmérsékleti érték /58°С/ felett, ahol aa időlegesen 

kialakult kettős szálú régiók létrejöttének valóezinüsége 

alacsony, a ilaelxl restrikciós enüonukleáz, szemben а 0X 174 

RT DiíS«*en azonos hőmérsékleten mutatott aktivitásával, nem 

emészti az egyes szálú liS szubsstrátot# A hasítás, tehát szi
gorúan kettős szálú struktúrát igényel* /87/ Peek az adatok 

valószínűsítik az egyes szálú /'•' 174 П1Б B#BepkI hasításra 

vonatkozó, korábbi kísérleteinkből levont, következtetések 

helyességét*
Kegvizsgáltuk, hogy a 01 174 Ш8, amelynek kettős szálú 

/Ш/ formáját az B#BepEX 11 fragmentre hasítja, ssubcstrét- 

ja-e az enzimnek# /Р^/-jelzett 0X 174 Dlíö-t emésztettünk 

nagy felesiegü R*BspRI-el, majd az emésztési termékeket elektron 

forésis után autoradiográfiával azonosítottul:* A 13* ábráról 
megállapítható, hogy az egyesálu 07 174 DUS-ből 11 fragment 
keletkezük, amelyek elektrofcretilus mintázata azonban lénye
gesen különbözik a kétszálu DHS-bŐl származó fragmentekétől*
/12* ábra/ iämek magyarázata az egyszálu és kétssálu ÜS 

bázisösszetételében és térszerkesetében lévő különbségek el
térő hatása lehet*

Az emésztés sebessége egyes ; sálu 0% 174 ssubeztrátot al
kalmazva nagyságrenddel kisebb, mint kettős szálú 01 174 KíS 

esetén.
hasonlóan, mint kettős szálú PUS ecetén, az enzim képes

Kn^*-t felhasználni Kg^+ helyett* Az emésztés luf'^-nal ebben
2+az esetben is lassúbb, mint ííg -mai#
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Az egyszálu 0X 174 - NS azubsstrátja as И#ВерЩ-пек is, 

amely megvédi as R.BopRI hasításával szemben#
Annak eldöntésére, hogy az R*BepRI ugyanazon a helyen 

hasitja-e aa egyes szálú ЖЗ ozubsztrátot, mint a kettős szá
lút, a következő kísérletet végeztük cl* In vitre olyan kettős 

szálú 0* 17 hibrid DNS molekulát készítettünk, melynek vi- 

rális szála /P^’/ jelzett* Az Így nyert fa 174 hibrid duplex 

BUS—t elválasztottuk a szennyező egyes szdlu, /P^2/-jelölt 

fa 174 BUS—tői hidroxilapatit kronatográfiával, majd az eset
leges egyes szálú virálio BUS szennyeződés tökéletes eliminá
lása céljából a nibrid duplex frakciót egyes szálú DNS speci
fikus SÍ nuklcázsal emésztettük#

A hibrid 0X 174 kettős szálú BBS R#BspRI hasitási termé
keit 7Ш ureát tartalmazó 4. -os akrilamid gélen clektrofore- 

tizáltuk, a /P*V 0'% 174 virális BHS hasitási termékeivel 
párhuzamosan *

A két emésztés elektroforetiI:us mintázata megegyező, 
mely azt bizonyltja, hogy az E.BoplI restrikciós enöonukleás 

az egyes szálú BBS ssubostrátot a kettős szálúval azonos he
lyeken hasítja* /14# ábra/

A hasítás módjának felderítésére, azaz, hogy az enzim 

valódi egyes szálú vagy csal: időlegesen kialakult un* hairpin 

struktúrákat képes-e hasítani, esetünkben nehéz kísérleti
adást találni. Alacsony enzimkoncentráció / 5 1В/ jelenlé

tében, egyes szálú ШЗ-t emésztve különböző időtartamokig, 

a teljes emésztési képhez viszonyítva, egyes fragmentkategóri- 

ák nem jelennek meg, prolongált emésztések során /С óra/ sem*
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feltételezhetően* ezeken a haoitóhelyeken, térbeli szerkeze
tük követierztében, kis valós zinüséggel ijöhet létre időleges 

kettős szálú straktusa* Est látszik alátámasztani, bogy tel
jes emésztés csak nagy enzimfelesleggel /50*100 АЕ/ érhető el* 

/15* ábra/ /Az enzirkoncentráció növelésével nő a hasítás 

valószínűsége is, az egyes fcllsmerőhelyekre vonatkoztatva*/ 

Esek alapján levezethető lenne, hogy az enzim, hasonlóan 

az isoschisomer HaelII-hoz, kettős szála struktúrát ismer fel 
és képes hasítani, ennek igazolására azonban közvetlen bizo
nyítékokkal nem rendelkezünk*

12/* ábra Д 174 M ms emésztési kéne r:*3sTi:l*ol

Az ábra a 0: 174 HP I DBS emésztési képét nutet «ja R.BspRI- 

el, BsuRI-el ill* E.BapRI ♦ BeüliI enzimekkel 4.'-os akril- 

anid gélen* / Kiss A./

13/. ábra /Р32/ fy 174 И-IS emésztése E

1*5 jug /Р52/ JÍX 174 /virdlis/ DNS-t emésztettünk 4G0 

/H*V| 1000 /III.VI,/ és 2C00 ЛЕ /rV.VII./ R*BapEI-cl 
optimális körülmények között 2 éráig 37°ö*on* A reakció leállí
tása után a mintákat 4‘ -os lemez akrllamiü gélen elektro- 

foretizáltuk 60V/4ÖOÄ mellett 12 óráig* A gélt szárítás 

után autoraáiografáltun / 3 óráig/* Az ábra az autoradiog- 

ramrél készült fényképet mutatja*

.Bshkl-el
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12/* ábra 0X 174 KP BITS eméostéol kepe E.BopííI-el

' ... П

ч

"i

*

13/* ábra /P5</0‘ 174 BBS cnéostése K*BepRI-el



■i

-б 3 -
ű

\

/Р^2/ ft- 174 3XG ős vlrálls ssálon /B32/-.icl- 

aett hibrid duplex fa 174 BBS hasítása h.BopRl-el
14/. ábra

.

1 MG /*52/ 174 ШБ-t /spec.a. 276.000 cpm/ug//l./ ill.
0,2 MG hibrid duplex 0X 174 BHS~t /II./ emésztettünk 25 ЛЕ 

R.BopHI-el 1 óráig 37°C-on, majd a reakciók Icállitáca után 

as el egyeket denaturáló gólén elektroforetisdltuk. Az ábra 

gs autoradiogrexrról készült fényképet mutatja.

15/* ábra . ; voo ssálu /l^2/ 174 BBS enslmkoncentrá-
ciófüaró haoltúaa .Bánó T-cl

1 Mg /Р52/ 0X 174 DlíS-t eméestettünk 50 R.BspRI-el 
1 óráig ill. 5 ЛЕ R.3spEI-el 1-6 óráig 37°C-on. A reakció
kat leállítva gs emésztési termékeket denaturáló о után 7И 

urea-4> akrilamid gélen elektroforetisáltuk. /I./ 50-Ae/i óra, 

/II./ 5*5/1 óra, /III./ 5л E/б óra

Ssámoo uj problémát vet fel as a kísérlet, amelyet vi
ral i о ssalán /P^V-jclsett, komplementer csalán in vitro И. 
BspHI metilált liibrid duplex 0X 174 INS-sel végeztünk.

As egyik ssálon metilált hibrid molekulát in vitro K.BspRI 
metilált 0X 174 RFI és egyes ssálu /P32/0X 174 PES-ből készí
tettük a fentiekbe» haconlóan.

As R.Bepkl nem képes hasítani a mindkét osalán Bep-speci- 

fikusan metilált I)!iS-t, amit a kísérletben as in vitro ÍL.BopRI 
modifikált, Hpal hasított 0/ 174 fragmentek R.BspRI-cl ssem-
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báni |3oaitiv védési tesztje io igazolt. A felismerőhely egyik 

szálának specifikus mctiláldoa azonban nem gátolja a másik 

szál restrikciós endonukleúz általi hasítását. Az R.BspRI 
specifikusan, a kettős szálúval azonos felismerőhelyei en ha
sítja az egyik szálon metilált hasitóhelyeket tartalmazó hib
rid duplex molekula komplementer, met Hálát len, /Г^2/- jelzett 

szálát* /16, ábra/
Kivel az egyik szálán metilált hibrid duplex ШS egy 

repllkációe intermedier molekula modelljeként fogható fel, 

nem olkőpzclhetetien, hogy а Вор resfcrikciős-raodifikációs 

enzimek, az LcoHI-hes hasonló, helyspecifikus rekombinációs 

folyamatban játszhatnak szerepet in vivo, ennek igazolására 

azonban további kísérleti adatok szükségesek, /60/

16/• ábra ik szálén I.*ápe':l metilált* náslк szálán 

/l-3:7-jelsot.t, kifejté duplex £ 174 Bkg emésztése

2 jug /Р52/ 0X 174 BNS-t ill. 0.3 № egyik szálán H.EspRI 
metilált hibrid duplex 0X 174 ШБ-t emésztettünk 4 óráig 37°C- 

on I50 IS Ш| 100 лE R.BspHI-el. Az emésztési termékeket 
denaturálva 7Ш urca-4'P akrilaoid gélen elektroforetizáltuk, 

majd a gélt 1 ill. 4 napig autoradiogrofáltuk. Az ábra az 

autoradiogram fényképét mutatja.
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4 ■

16/* ábra - gyilc о sálán . • áopál taetllált, nácik szálán 

/P^V-jelzett hibrid duplex 0> 174 Г-US emésztése

6/* Лй-> 1лЪвтИ modifikációs metlláz áellemzcac

A modifikációé metilázt nem sikerült as В .BopRI-hez ha
sonlóan homogenitásig tisztítani# В Ivctkesoskóppen 5óval
kevesebb ismerettel rendelkezünk az l #r<spRI~ról| mint restrik

ciót,cióe endonuklcáz párjáról# Az enzim nem igényel Г-g 

ATP-t, egyedüli kőfal:tora az -ad enozil-1-/metil/-netioni:i • 

Az íi#Bfl;íRI specifikusan védi a BBS ozubsztrátot az ’ V'opRI 

liasitáedval özemben#
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а/. Bármely BITS E#BopkI-el történő in vitro metilálással 
rezioztcnssé tehető az R*BepEI haaitásával szemben* /Ezt hasz
náltuk fel a védési tesztek során#/ A metiláláo folyamata 

/С'*'4/ vagy /iP/-jelzett ö-aáenozil-l-/itnctil/-netionint hasz- 

nálva kofakt őrként nyomon követhető#
Telitéoi /teljen/ nctiláláct végezve meghatározható bármely 

KJE-cn a felionerőhelyek /specifikus szekvenciák/ száma#
A metiláló elegyek 50-1CC jug ADHS-t, 8C-100 ü H*Bs;ipltf-ct, 

15-00 nmol /1—8 nnól /Н^/SAK/ SAK-t tartalmaztak# /500 дг! 
térfogatban/ A netiláldot 50 ul-es aliquotokát véve, a mintá
kat BE 81 filterre szűrve, a beépülést számolva követtük#
A telítést jelző platót elérve# ahol további enzim és SAH 

adása nem eredményezte a beépülés növekedését, a teljes 

metiláldst ellenőriztük R#BcpRI emésztéssel# /17* ábra/
Ismerve a reakcióéiegyben lévő АШЗ mennyi весе t és a /H*fy 

/ill# /С14// jelzett SAH specifikus aktivitását, a telítésnél 
mért radioaktivitásból mégha táró zható а я.: r,D-en lévő 1 '.BopRI 
/és egyben H*BspRI/ felismerőhelyek száma#

kontrollként hasonló körülmények között, E#BspRI emész
tett 1ШМ mctiláltunk# Feltételeztük, hogy az II.Bspin nem 

képes a restrikciós cndonukleáz emésztette BUS fragmentek 

metildlásáx'a#
Az emésztetlen A -en a telítési metiláldst 5-6 óra 

alatt értük el, a tclitéci értékből meghatározott felismerő- 

helyek száma 11.5-150, amely jól megegyezik a korábban közölt 

adatokkal */62/
A kontrollként használt E.Bspál- A fragmented: esetén is
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észleltünk metil-cooport beépülést, kisebb sebességgel, mint 

intakt Л. KIS ssubcztrdt esetén* / 30 jul-l SÍIK koncentráció, £20 

U/nl metiláz mellett 37°C-on 10*6 mól/óra R.BopKI л fragmen- 

teken, 52.3 pmól/óra intakt 1 BBS»#* 1 pmól Л;;g-rc vonatkos- 

tatva*//Az adatok közelítő értékek, mivel a /H'’/SAM specifikus 

aktivitásánál; ellenőrzését nem végeztük el./
A iactiláláot 30 óráig tovább folytatva az intakt Л l.ö-en 

a tclitési platóval elért érték nem változott, amíg az R*BopEI 
fragmentek metiláláoa /502 pnól/pmól BKS értékkel/ magas 

netiláláoi platót ért el* / A tclitési metllálás kísérletek 

egy tipikus beépülést görbéjét a lg* ábra mutatja*/
Ilivel jelenleg nem rendelkezünk adatokkal a metiláz spe

cif! tására vonatkozóan R.Bop I hasított DBS ,j zabost rá ton és 

nem igazolt, hogy k.BopRI preparátumunk nem tartalmaz ew;yéb, 
szennycső metilást /bár ez gyakorlatilag kizárható/, Így csak 

feltételesen to m kt tjük el а Я. I.ó-re meghatározott E#BspRI 
felismerőhelyek számát*

II on zárható ki azonban, hogy а Л DH&*R*BspRX famentekkel 
észlelt "tulmetilálás" a metiláz egy edtig ismeretlen speci
al tusának eredménye*

A aetiláldsi reakció kezdeti sebessége egyenesen arányos 

az alkalmazott SAk koncentrációkkal• A metllálás Kiohaelis- 

Ilenten kinetikát követ* /”- és V
kísérleti feltételek tisztázása után lehet megadni*/

A leirt kísérletekből látható, hogy az in vitro metilá- 

lási reakció, az eneoaukleolitikus reakcióhoz viszonyítva 

rendkívül lassú folyamat*

értékeket csali: a fentima:;.

/7 «?
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17/ • ábra As ln vitro nctllálá3 teljességének ellen«» 
őrsége védési, teszttel

JLőzetesen in vitro metilált 2 не ADSS-hez 2Cut KgCl.,- 

ot, 10 3.L IleBspRL»et adtunk, as elegyet 37°C-on 1 óráig 

inkubáltuk, majd a reakciókat leállítva, metilálatlan, R.BepHI 
enésetett Л1)Ш kontroll jelenlétében elektroforetisáltuk Ív - 

os agaróz gélen* Az ábra a metiláláe beiejeztével, a metilált 

•^-LHS teljes védettségét mutatja a restrikciós ensia emész
tésével szemben, a kontroll csÓ mellett.

18/. ábra ^-DkS és K.BpnRI- f rámentek metilálása
A.Bcpkl-el

A reakcióelegyek 100 pl 5xtömény metiláz puffert, 110 U 

K.BepRI-et, 0.01; BSA-t, 55 m Ac1857 BNS-t ill. 55 № B,BspRI 
fragmentált Л-DHS-t tartalmaztak. A SAK koncentrációja az 

elegyben 15-100 pH volt. / A SAK tisoserecen /izotóp/ hígí
tott /K^/SAM-t tartalmaz ott•/ A metilálár t 37°C-on végeztük, 

az 50 pi-es mintáiét BE 81 papir filterre azürtük, toluolos 

elegyben aktivitásukat Beckman bS200 folyadék sscintillációs 

számlálón nértill:, majd a beépült mctll-cooi^ortok mennyiségét 
pmól A. kiis-re meghatároztuk.
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IÍ
■г

ими

F

17/. ábra

yó.ác.sl teszttel 500

400 ■

-
-° 300

Q.
и

-ö
£
a
зГ 200

* ó-emésztetlen 
ЛС1857

100
•-R.Bsp Rí- TicI 857 

fragmentek

\

2 4 6 8 Ю "■ 27 30 
h/óra/

18/ • ábra ADHS és H.BspRI«» аШ'ь f rámentek met Hálása

^каш11=й1
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Ъ/. A metilálás spесifitáaának vizsgálatára elvégeztük 

as in vitro /O^VsAIl-nal t elite Dip nc tile It Лс1057 diS kva
litatív bdzisanalizisát. 5k MG /О1 V-metilált Л»;,g-t 175°С- 

on 3О percig roncsoltunk 38 -on hangyasawel lug ccirke wt. 

riíS jelenlétében, / A csirkevér DHS-nek as volt a gsегере, 
hogy a kroinatogramon as egyes bázisok helyét 1okaiisálai tud
juk, melyre egyébként nem volna lehetőség, mivel az 30 MG 

■A ,;.díS—bői Bzámazó básiook mennyisége a kromatográfiás kinu- 

tatáoi határ alatt van,/ A hidrolisiDt követően a hangyasavat 
eliiárologtattnk, a hidrollsát-uaot Iá GI-ban kationcserélő 

Tikion 5C-„.8 vékonyrétegre vittük, Л 13, ábra mutatja, hogy 

-ixion rétegen egydimenziós kronatográfiável io igen jó el
választás érhető el, Л DÓaav elpárologtatása után a iroma- 

tograDon UV lámpa alatt a foltok helyzetét meghatároztuk, 
majd a réteget autoradiograf ál túli, A röntg enfilisct a kroraa- 

togramra helyesve nogállapitottuk, hogy a /0^' / jelzés döntő 

többsége a kromatogranion as 5-metil-citozlanak meg .elelő he
lyen található. Az M.BepRI modifikációs metiláz következés
képpen citosin-3-metiltranszíeráBi a Bsp felismerőhely vala
melyik eitosinjét metilálja# / Valóssina, hogy a vele azonos
szekvenciát modifikáló IlaelII metilázhoz hasonlóan a к-gal

к
jelölt citosint metilálja 5* G-G-C-C 3’/•

C—0—G —G

с/. Azt, hogy az áltelünk vizsgált mctlláz valóben spe
cifikus helyeken / Bsp felismerőhelyeken/ lévő citozin báziso
kat mctilál és nem általában citosint, as is bizonyltja, hogy 

az in vitro I , ер -el «etiléit A. :-t ' 3* ' -C-G-G 39/
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. pozefo; lalázIV#

munkánk Gorája továbbiéjlesztettük a Bacillus aphaericus R 

restrikciós endonzkleáz korábbi /62/ tisztítási eljárását, 

az ii#3epkl-et homogenitásig tisztítottuk.
áisonyitottuz;, biokémiai módszerekkel, hogy as K.Bspál 

szekvonciaspeclfinus endonukleáz, restrikciós enzim.
as B.BopRI 30.CŰC dalton mlsúlyú fehérje, a vizsgált 

körülmények között monomer, egyedüli kofaictorként iig -ot 

igényel.
i elhatároztuk as end onuirl colitikus reakció optimális 

feltételeit. Vizsgáltuk különböző bivolens kationok hatását 

az enzim aktivitáséra.
Oj,A Mg optimális koncentrációja 20mli. Szénben a jól is

mert ácoul endonukledczal, hasonlóan a BstRI-hea, azt talál-
p.

túli;, hogy az enzim of" -nal is működőképes, bár a reakció 

sebessége ebben az esetben kisebb, Zn‘~r az enzim erős inhi
bitora.

Gyakorlati szempontból rendkívül fontos, hegy az enzim 

a tisztítás során stabil, az enzimreakció csali magas ionerős- 

séggel gátolható, a gátlás reverzibilis, irreverzibilis gát
lás csak rendkívül nagy sókoncentráciők alkalmazása esetén 

következik be. Az enzim a pil változásaira kevéssé érzékeny, 

széles pl tartományban működőképes /pl; 5*0-10,0/ Az enzim 

pH optimum pil £.2.
Az R.BspRI 59 G-C-C-C 3# specifikus, A HaelII isoschiso-

aerje.



• 74 -

Az enzim különleges jellemzője, hogy képe© az egyes szalu 

ШП szubsztrát hasítására* Az egyes szálú BBS szubsztrátot 

az enzim a kettős szálú BBS-nek megfelelő helyeken, feltehető
en, az időlegesen kialakuló kettős szálú /hairpin/ régiókban 

hasitja*
Az R#BepHI specifikusan hasítja az egyik szálán metilált 

duplex BUS—t, a metilálatlan felismerőesekvenciákat hordozó 

szálon* A jelenség feltételezett biológiai szerepe /ui» hcly- 

speeifikus rekombináció/ jelenleg nem igazolt* Az eddig vizs
gált restrikciós enöonukleázok közli egyedül a BeuRJ., az 

R*Bsp I iooschisomerje mutat még hasonló tulajdonságot*
A Bacillus sphaericus lt-ből kimutattuk a restrikciós en

zimnek megfelelő modifikációs aktivitást és a modifikáció© 

metilázt /M.BspRI/ közel homog enitásig tisztítottuk* к egállá- 

pitottuk, hogy a modifikációs metiláz citozin-metil-transz- 

ferás, mely specifikus szekvenciáknál /Вер £ élionerőhelyек/ 

citozinokat metilál, modifikálja a DliS-t, megvédve eszel a 

restrikciós enzim hasításával szemben*
Az !'•.'#BspEI 52*COO dalton mólsulyu fehérje* Egyedüli kő

fal: torként S-adenozil-L-/metil/-metionint igényel*
Az egyes szálú DSS-t a kettős szálú ШБ-пек megfelelő 

s z ekvcnciáknál képes net Hálni*
Az íuBapkl modifikációs metilás részletes jellemzése még 

további munkát igényel*
A Bacillus sphaericus restrikciós-modifikáció© rendszere 

jó lehetőséget szolgáltat a ssekvenciaspecifikus fehérje- ‘KS 

kölcsönhatások molekuláris mechanizmusainak ensimológiai és 

fisikokéaiai módszerekkel való további vizsgálataihoz*
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