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A taldlmény targya eljaras Bfll jeld Gj rest-
rikcios endonukledz el6llitdsara.

Az eljards soran Bacillus cereus subsp.
fluorescens NCAIM B (P) 001018 térzset vagy
annak a fenti enzimet termelé mutédnsat vagy
variansat asszimildlhatd szén-, nitrogénfor-
rast és asvényi sét tartalmazé taptalajon
siillyesztett, aerob kérulmények kozott te-
nyésztink, majd a sejttdomegbdl kinyerjuk a
Bfll enzimet.

A leirés terjedelme: 4 oldal, 2 rajz, 3 ébra
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A restrikciés endonukledzok azon enzimek,
melyek a kettdsldnci DNS-ben bizonyos, ra-
juk jellemzd szekvenciakat felismernek, majd
endonukleolitikusan mindkét lancot hasitjak.

Mai tudésunk szerint restrikciés endo-
nukleédzok csak prokariota szervezetekben,
azaz baktériumokban és kékalgakban kelet—
keznek, itt viszont elég gyakoriak. Az eddig
ismert restrikcios endonukledzok széma meg-
haladja a 400-at. Kiulénbdzd eredetll és szer-
kezetli enzimek végezhetnek azonos funkciét,
ezek az Un. izoszkizomer enzimek. A felisme-
rési specificitds az enzimek nagy szdma mel-
lett is kevesebb mint 100-féle.

Az enzimes bontasok egyik csoportjanél
a hasitds a két lancot szemben, azonos he-
lyen vagja el, .tompa® véget eredményezve.
Egy masik tipust hasitds a két lancot aszim-
metrikusan végja el, igy 3~ vagy 5- tul-
nyulo, .ragados’ vég keletkezik. A restrikci-
6s endonukleazok felismerd szekvencidja
gyakran un. palindrom, azaz olyan DNS sza-
kasz, amely leolvasés-szimmetrikus, az egyik
szal bazissorendje a komplementer szdl meg-

felel6 darabjan visszafelé olvasva azonos,
CTGCAG'
pl: GACGTC

A felismeréhely vagy hasitohely véltoza-
tainka bovitése igen nagy jelentdségl. A
restrikcids endonukledzok kutatdsi és gya-
korlati alkalmazdsa ma mar szélesen elterjedt
és sokcélu. Valamennyi feladatban fontos, né-
mely feladatban déntd ismérv, hogy ezen en-
zimek meghatérozott helyen egy konkrét DNS
szerkezetet definidlnak. A definidlhatd helyek
és szerkezetek szamanak bévitése értelem-
szer(en béviti az alkalmazas és valasznyerés
lehetdségeit.

A széleskorl alkalmazasbol kiemelve ne-
hényat:

- DNS fizikai térképezése

- DNS mddositésa rekombinéans DNS

technikédval (muténsok eldallitésa, ne-
mesités)

- DNS izoldldsa hibridizacios probadk se-

glitségével

- diagnozis DNS azonositdsa alapjan

~ diagnézis DNS mutécié igazolasa alap-

jén

- faj, fajta, torzs azonossdg, vagy elté-

rés igazoldsa DNS szerkezet alapjan

- magasabbrendl szervezetben DNS me-

tilaltsdg helyének megéllapitasa a ha-
sithatosag alapjan stb.

A restrikcios endonukledzok egy
érdekes alcsoportja a II S enzimtipus. Ezek
nem palindrom felismerd szekvencidhoz kap-
csolodva a felismerdhelyen kivil hasitanak,
természetesen szintén specifikusan (Gene 47,
1-154, 1986).

Kutatasaink sorén sikertlt egy olyan
baktériumtorzset izoldlnunk, melynek tenyé-
szetébdl egy eddig nem ismert specificitdsu
II S tipusu enzim nyerhetd. A torzs Bacillus
cereus subsp., fluorescens, melyet az Ipari és
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Mezogazdasadgi Mikroorganizmusok Nemzeti
GylGjteményében NCAIM B (P) 001018 szamon
deponaltunk.

A taldlmény szerint eldadllitott Bfll enzi-
met vizsgélatoknak vetettiik ald, a felismeré-
hely és hasitohely megallapitasédra. Ugy talal-
tuk, hogy az enzim felismerdhelye:

ACGGC (N)12

TGCCG (N)13*

(a felismeréhelytdl 12 ill. 13 nukleotidnél tor-
ténik a hasitéas)

A talélmany szerint a Bfll enzim eldalli-
tasara ugy jarunk el, hogy Bacillus cereus
subsp. fluoreszcens NCAIM B (P) 001018 tor-
zset asszimilalhaté szén-, nitrogénforrast és
asvanyi sokat tartalmazo taptalajon siillyesz-
tett, levegdztetett kérilmények kozott te-
nyésztiunk, majd a sejttdmegbdl a keletkezett
enzimet kinyerjak.

A talalmény szerinti eljardst az alébbi
példdk kapcsan részletesen is ismertetjiuk.

1. példa

Bacillus cereus subsp. fluorescens
NCAIM (P) 001018 szamu torzset YTA jell
agaron tartjuk fenn, 2-3 havonkénti Atoltds-
sal, a 37 °C-on 16 oéra alatt kindétt ferde
agar tenyészeteket jégszekrényben +4 °C-on
térolva,.

Az enzim eléallitdséhoz ugyanezen tédpta-
lajbdl Petri-csészében lemezt 6ntunk, a tor-
zset erre szélesztjik. A kindtt telepek kozil
néhanyat kaccsal levéve 10 ml YTB taptalaj-
ban szuszpendéljuk, és egy éjszakan at sza-
poritjuk. Az .overnight™ szuszpenziobdl
1 ml-rel razolombikban 100 ml YTB taptalajt
oltunk, ezt 6 o6ran &t réazdasztalon (180 rpm)
37 °C-on inkubé&ljuk, és oltotenyészetként
hasznaljuk. A termeld fermentacidhoz 1 1 YTB
taptalajt sterilezink 3 l-es Erlenmeyer lom-
bikban, ezt 10 ml oltétenyészettel oljtuk be.
A szaporitas razoasztalon (180 rpm) 37 °C-on
torténik, 8 Orén at. A fermentaciot leallitva a
fermentlevet centrifugaljuk (4000 rpm, 30
perc), 1 1 fermentlébdl 50 g fuganedves sej-
tet nyerink. A sejteket kétszeres mennyisé-
gu 0,01 M 2-merkapto--etanol-tartalmu,
0,01 M pH = 7,5.Tris~HC] pufferban szuszpen-
déljuk, a sejtek feltarasat ultrahanggal,
SONIFER CELL DISRUPTOR készulékkel 10
percig végezzuk. A sejttdrmeléket 60 perces
ultracentrifugélassal (35 000 rpm) tavolitjuk
el. A feluluszohoz 1 M koncentracidig NaCl-ot
adunk, és a sejtkivonatot 4 x 90 cm~es Bio-
-Gel A-0,5 m oszlopon kromatografédljuk. Az
eluens 1 M NaCl, 0,01 M pH 7= 7,5 Tris-HC],
0,01 M 2-merkapto-etanol-oldat. 6 ml-es frak-
cickat szedink, ezekben restrikcios enzim-~
-aktivitast vizsgalunk. Modja az aldbbi:
0,01 M pH = 7,8 Tris-HCl, 3 mM MgClz, 6 mM
2-merkapto-etanol, 0,1 mg/ml zselatin kozeg-
hez 25 ul végterfogatban 1 ug lambda fag
DNS-t és 2 ul mintdt adunk. Az inkubalést
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37 °C-on 60 percig végezzik. A reakciot 3 ul
reagenssel allitjuk le, ennek Osszetétele:
0,2 M EDTA, 50% szaccharéz, 0,1% brom-fenol-
kék. Az elegyet 1,4%-os agardz gélen elekt-
roforetizal juk.

Az elektroforézis puffere 0,05 M Tris-
-acetat pH = 8,05, 0,02 M nétrium-acetat,
2 mM EDTA. 200 V, 2 6ra. A DNS-t etidium-
~bromiddal festve detektaljuk {lasd:
Biochemistry 12, 3055 (1973)). Az enzimaktivi-
tast mutaté frakcickat egyesitjuk és PC puf-
ferral szemben dializéljuk. A kovetkezd tisz-
titasnédl PC pufferral ekvilibralt 3 x 25 cm-es
Whatman DE52 DEAE-celluléz oszlopot alkal-
mazunk, az elvélasztds linearis gradiens eli-
cioval térténik, 1000 ml PC pufferban 0-0,5 M
NaCl-ot adagolva. A 0,15-0,20 M NaCl-tartalom
mellett elualt frakcidkat gyajtjuk, ezeket
egyesitve, a fenti médon PC pufferral szem-
ben dializdljuk.

végul 1,5 x 15 cm-es Whatman P 11
foszfo-celluloz oszlopon 200 ml PC pufferral
vélasztjuk el a 0,50-0,7 M NaCl-tartalom mel-
let elualodd enzimaktiv fehérjéket, ezt térold
pufferral szemben dializéljuk.

A nyert enzim hozama 50 egyseg/g ned-
ves sejt. Jele: Bfll. Az enzim nem igényel
Na- vagy K-ionokat, Mg# igénye kb. 3 mM,
pH optimuma 7,8, hbéoptimuma 37 °C.

A példékban alkalmazott taptalajok és
pufferok osszetétele:

YTA téptalaj:

Bacto tripton 10 g,
Bacto élesztbkivonat 5g,
NaCl 5 g,
Bacto agar 15 g,
csapviz ad 1L
Sterilezés: 120 °C-on, 30 percig.

YTB taptalaj:

Bacto tripton 10 g,
Bacto élesztOkivonat 5 g,
NaCl 5 g,
csapviz ad 1 1L

Sterilezés: 120 °C-on 30 percig.

PC puffer:

0,01 M pH = 7,4 kéalium-foszfat puffer,
0,1 mM EDTA,

0,01 M 2-merkapto-etanol.

Tarolé puffer:
0,05 M KCl
0,01 M pH = 7,6 Tris-HCl puffer
0,1 mM EDTA
1,0 mM ditio~-treitol
200 ug/ml marhaszérum albumin
50% glicerin.,
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2. példa
A BflI enzim jellemzése

a) Felismerdhely igazolasa

Ismert médon elvégezzik pBR 322 plaz-
mid kettds hasitasat az Uj enzimmel, és vele,
illetve mellette az aldbbi ismert enzimekkel:
Bspl, Hpall, Alul, Mboll, Avall, Sall, HindIII,
BamHI, Ball, Pstl, Bgll, Fokl. Az enzimek Bio-
labs illetve REANAL termékek. A nyert frag-
mentumok analizise azt mutatja, hogy az 0j
enzim a pBR322 plazmidot hérom helyen ha-
sitja a 600-620, 1150-1170 és 2950-2980 ba-
zisparok kozott. A fenti harom szakaszon két
homolég régio talalhato: a CCTAA és az
ACGGC szerkezet. Lambda bakteriofaggal
végzett hasonlo vizsgalat a CCTAA felismerd-
helyet kizarja, és az ACGGC szerkezetet iga~
zolja; minthogy ennek eldfordulasi gyakorisa-
ga aranyos a kimutathaté bontasi fragmensek
szamaval. Ez a felismerdhely II S tipusi en-
zimet jelent, egyben utal arra, hogy a hasi-
tohely a felismerd szekvencian kivil van.

b) A hasitohely megéallapitasa

Ebben a vizsgalatban pKLT1 plazmidot,
vagy mas, kis molekulatomegl DNS-t hasznal-
tunk, melybdl kihasithatd volt a pKLT1 plaz-
mid HindlII-Hinfl szakasza. A kivant DNS
fragmens bazissorendje az 1. abra szerinti. A
fragmenst 5'-végen jeloljuk polinukleotid-ki-
nazzal gamma-32P-ATP jelenlétében. (Az is-
mert modszer leirésa: Maniatis Lab. Manual,
Cold Spring Harbor Lab.,, N. Y. (1982)]. A
preparatumokat a vizsgalt enzimmel
emésztjuk az alabbi kozegben: 1,01 M pH =
= 7,8 Tris-HCl puffer, 0,003 M MgClz, 100 ng/
/ml zselatin, 1 ul, az 1. példa szerinti enzim-
oldatbsl, 1 ug DNS fragmens; 50 ul ossztérfo-
gat, 37 °C-on, 1 orén at inkubalva. Az
emésztés soran kb. 30 bazispar hosszu
HindIII-Bfll fragmens keletkezik. Ezt Maxam-
—Gilbert modszerrel vizsgaljuk. [Methods En-
zymol., 5, 499-560 (1980)]. A gélanalizis ered-
ménye szerint a hasitdhely ACGGC(N)iz illet-
ve TGCCG(N)13 (lasd 2. ébra).

3. példa

Az 1. példa szerint eldallitott fermentlé-
b6l a sejttomeget kinyerjok. 26 g nedves
sejtanyaghoz 40 ml feltaropuffert (0,01 M 2-
-merkapto-etanolt tartalmaze 0,01 M pH = 7,5
tris-HCl-t) adunk. Ultrahangos kezelést veg-
zink (50%-os munkaidd, 10 perc idStartam), a
térmeléket centrifugalassal eltavolitjuk
(35 000 rpm, 60 perc).

A feluluszéhoz (48 ml) 1,25 g KCl-ot és
3,36 ml 10%-os Polymin P-t (Serva, Heidel-
berg) adunk, az elegyet olvadd jég hofokon
30 percig lassan keverjuk, a keletkezd csa-
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padékot centrifugalassal elvélasztjuk
(20 000 rpm, 20 perc). A nyers, feheérjetar-
tartalm’ oldatot 6 éréan at dializdljuk. Az elsé
tisztitolépésként Heparin-Sepharose kromato-
grafiat végzank, 1,5 x 15 cm-es oszlopon,
30 ml/h fejlesztd sebességgel, eluensként
0,0-0,6 M NaCl-t tartalmazé PC puffert alkal-
mazva. Az aktiv frakcié 0,06-0,15 M NaCl-nal
nyerhetd. A tovéabbtisztitast 1,5 x 5,0 cm-es
aminopentil kromatografias oszlopon végez-
zuk, eluensként 0,0-0,6 M NaCl-os PC puffert
alkalmazva. A gyujtétt frakciok 0,12-0,18 M
NaCl ertéknél vannak.

Az oldatot tarolopufferral szemben diali-
2zaljuk. A nyert prepardtum aktivitdsa megfe-
lel az 1. példa szerintinek.

4. példa

Bacillus cereus subsp. fluorescens
NCAIM B (P) 001018 szamu torzset YTA aga-
ron tenyésztjik. Héromnapos ferde agar te-
nyészetet lemosunk 5 ml AGK taptalajjal,
majd a szuszpenzioval 300 ml AGK taptalajt
oltunk 1 l-es Erlenmeyer lombikban., A te-
nyésztést 20 oran &t 37 °C-on folytatjuk ra-
zatéssal (rpm 350). A tenyészetet centrifu-
géljuk (8000 rpm, 30 perc), 24 g fuganedves
sejttomeget nyerunk, ezt az 1. példa szerint
dolgozzuk fel. A kapott enzim hasitasi jellege
szerint a Bfll-el azonos. Ismert DNS moleku-
lak emésztésének az eredményét mutatja be a
3. ébra.

Az AGK taptalaj dsszetétele:

aszparagin lg
glukoz 5¢g
kukoricalekvar por 2 g
kalium-dihidrogén-foszfat 0,05 g
magnézium-szulfét 0,01 g

csapviz ad 1 1.
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Eljéras Bfll jelh restrikcios endonukledz
elollitdsara, azzal jellemezve, hogy Bacillus
cereus subsp. fluorescens NCAIM B (P)
001018 tobrzset vagy annak a fenti enzimet
termeld mutdnsidt vagy varidnsat asszimilél-
hato szén-, nitrogénforrédst és ésvanyi sot
tartalmazo taptalajon sullyesztett, aerob ko-
rilmények koézott tenyésztink, majd a sejt-
témegbdl kinyerjuk a BflI enzimet.

Kiadja az Orszagos Taldlményi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: dr. Szvoboda Gabriella osztalyvezetd
R 4981 - KJK

91.3911.66-13-2 Alfoldi Nyomda Debrecen - Feleldés vezetd: Szabo Viktor vezérigazgatd
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Int CIS

pKLT1l fragmentum szekvencia

513 523
AAGCTTGCTT CTTTGCTGAC

583 593
TAACTACTGG AAACGGTAGC

653 663
SCCATCGGAT CGCGGTGGTC

. 723 733
5CGGCAGTAG CGCGGTGGTC

793 803
‘AGTGTGGGG TCTCCCCATG

863 873
.GACTGGSCC TTTCGTTTTA

933 943
CGGATTTGA ACGTTGCGAA

1003 1013
TCAAATTAA GCAGAAGGCC

1073
ACCGGCCAA G

533
GAGTGGCGGA

603
TAATACCGCA

€73
CCACCTGACC

743
CCACCTGACC

813
CGAGAGTAGG

883
TCTGTTGTTT

953
GCAACGGCCC

1023
ATCCTGAGGA

1. édbra
pKLT1 plazmid HindIII - Hinfl szakasza

HU 202273 B

C 12 N 9/22

C 12 N 1/20
543 553
CGGGTGAGTA ATGTCTGGGA
613 623
TAACGTCGCA AGACCAAAGA
683 693
CCATGCCGAA CTCAGAAGTG
753 763
CCATGCCGAA CTCAGAAGTG
823 833
GAACTGCCAC CCATCAAATA
893 903
GTCGGTGAAC GCTCTCCTGA
963 973
GGAGGGTGEC GGGCAGGACG
1033 1043
TGGCCTTTTT GCGTTTCTAC

563
AACTGCCTGA

633
GGGGGACCTT

703
AAACGCCGTA

173
AAACGCCGTA

843
AAACGAAAGG

913
GTAGGACAAA

983
CCCGCCATAA

1053
AAACTCCCGG

573
TGGAGGGGGA

643
CGGGCCTCTT

713
GCGCCGATGG

783
GCGCCGATGG

853
CTCAGTCGAA

923
TCCGCCGGGA

993
ACTGCCAGGC

1063
TACCGGCCGG
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Int CI5  C 12 N 9/22
C 12 N 1/20

Wnd W -XRT ([

Wend W -XERT(C
¢ CavU

]

)u-:fas\s{:

S DS
2L

QT4 DS
+E QY

2-0\ DHS
+%aly

). dbma
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