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(54} Zpasob chromatografické purifikace restrikéni endonukleasy Pst |

Refen{ se tykd nového zplsobu chroma-
tografické purifikace restrikéni endonuklea-
sy Pst I, ktery vyuZivd sloupcové chroma-
tografie na fosfocelulose s pfedfazenim
kolony s DEAE-celulosou a na hydroxylapatitu.
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Vyndlez se tyk& zplsobu purifikace restrik&n{ endonukleasy Pst I z bakteridlnich bun&k
kmene Providencia stuartii 164.

Restrikdn{ endonukleasy jsou endodeoxyribonukleasy, které po rozpoznidni specifické
sekvence dvojvliknové DNA %tdpf v kafdém v14kn& jednu fosfodiesterovou vazbu. RozliSuj{
se t¥i t¥ifdy restrikénich endonukleas, z nich? pro genové in¥engrstvi mi nejvétif vyznam
t¥{da druh&, do které patif{ také restrikéni endonukleasa Pst I. Endonukleasy této t¥idy
$tépl dvojvldknovou DNA p¥imo v rozpoznévaené sekvenci nebo v jeji t&sné blizkosti.

P¥i purifikaci restrik&nifch endonukleas z bun&Zného extraktu se vyuZivd zejména metod
sloupcové chromatografie, p¥i¥em¥ je &asto nutné nejprve odstranit nukleové kyseliny, které
mohou p¥i chromatografickych krocich interferovat. Nukleové kyseliny lze z bun&&ného extraktu
odstranit gelovou filtracf, pasdfovadnim bun&ného extraktu p¥es DEAE-celulosu za podminek,
za nich? se restik®nf endonukleasa nezachytf, ddle precipitac{ streptomycinsulfétem nebo
precipitacif polyethyleniminem. Bylo publikovéno n&kolik postupd pro purifikaci restrikéni
endonukleasy Pst I.

Postupem vyuZfivajicim chromatografie na DEAE-celulose a fosfocelulose (Smith, D. I.,
Blattner, F. R. and Davies, J.: The isolation and partial characterization of a new restriction
endonuclease from P}ovidencia stuartii. NUCL. ACID. RES. 3, 343, 1976) byl zisk&n enzym
s velmi nfzkou stabilitou. Pro stanoven{ rozpoznévaci sekvence restrik&nf endonukleasy
Pst I bylo k purifikaci.tohoto enzymu uZito gelové filtrace, chromatografie na fosfocelulose
a chromatografie na-DEAE-celulose (Brown, N. L. and Smith, M.: The mapping and sequence
determination of the single site in ¢X174am3 replicative form DNA cleaved by restriction
endonuclease Pst I. FEBS LETT. 65, 284, 1976).

Dal§f postupy spodfivaly v chromatografii na blue—Sebhafdse nebo pyran-Sepharose po
qutxanéhi nukleovych kyselin (George, J. and Chirikjian J. G.: Biospecific fractionation
méﬁrices for sequence specific endonuclease. NUCL. ACID. RES. 5, 2 223, 1978), oba tyto
postupy byly nelspé&Sné v odstranéni kontaminujfcich nukleas. Obecny postup purifikace, dopo-
rudovany i pro restrik&nf endonukleasu Pst I, vyufivd chromatografie na fosfocelulose a
hydroxylapatitu (Greene, P. J., Heyneker, H. L., Bolivar, F., Rodriquez, R. L., Betlach,

M. C., Covarrubias, A. A.,,Backman;'K$ﬁ'Russel, D. J., Tait, R. and Boyer, H.: A general
method for purification:bff:éspficﬁion enzymes. NUCL. ACID. RES., 5, 2 373, 1978).

ProtoZe uvédenymi purifikadnimi postupy nebyl ;iskén-ddstateéné ¢isty enzym, byl vypra-
covén novy postup, ktery zaruduje nejen dostate®nou &istotu purifikovaného enzymu, ale i vyS3{
vyt&¥nost. Navrhovany postup sestdv4d ze dvou chromatografickych krok - chromatografie na
fosfocelulose a hydroxylapatitu, p¥iZemZ p¥i prvnim kroku je pfed kolonu s fosfocelulosou
pfedfazena kolona s DEAE-celulosou, kterd zachyti nukleové kyseliny a &4st proteini v&etné
znadného mno¥stvi nespecifickych endonukleas, &imZ se podstatné zefektivni oba nédsledujici
chromatografické kroky. S vyhodou lze kolony s DEAE-celulosou a fosfocelulosou spojit,
takie se bund¥ny extrakt pfi prvnim purifikainim kroku nané&${ na fosfocelulosu p¥es DEAE-celu-

losu.

Tontovd sfla isoladniho fosfétového pufru musi{ byt upravena na 0,12 mol/l NaCl, protoZe
za téchto podminek se restrik&ni endonukleasa Pst I védZe na fosfocelulosu ale nikoli na
DEAE-celulosu, kdeZto nukleové kyseliny a velkd &dst kontaminujicich proteinl se na DEAE-celu-
losu zachyti. Spojenim obou kolon se podstatné zkrdti doba, po kterou je enzym voln& v roztoku,
kde je jeho stabilita men%f ne¥% p¥i vazb& na nosil. Stabilitu restrikéni endonukleasy Pst I
b&hem purifikace lze také s vyhodou zvySit p¥itomnostf Tritonu X-100 (0,15%) v isola&nim

pufru.
Popis konkrétniho provedeni.

Bakteri4lnf bunky se suspendujf v pufru A (10 mmol/l KH2P04-K2HPO4, 0,12 mol/1 NaCl,
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1 mmol/1l EDTA, 7 mmol/l1 2-ME, pH 7,0), p¥id4 se 100 Pg/ml lysozymu a 25 Pg/ml PMSF a hodinu
se michd za chlazenf ledem. VSechny dal${ operace se provddéji p¥i teplot& 0 a% 6 °C. Bunky
se rozbiji sonikaci a po odstranéni bun&&nych zbytkl ultracentrifiigacf se supernatant krétce
dialysuje proti pufru A obsahujicim 0,15 % Tritonu X-100, a nanese na spojené kolony s DEAE-
~celulosou a fosfocelulosou. Po promyti obou kolon pufrem A s 0,15% Tritonem X-100 se enzym
z fosfocelulosy eluuje gradientem NaCl (0,12 a% 0,6 mol/l 'NaCl).

Akxtivni frakce se spoji, krdtce dialysuji proti pufru B (10 mmol/1l KH,PO ,~K,HPO,,
0,2 mol/1 NaCl, 1 mmol/l EDTA, 7 mmol/l 2-ME, 0,15% Triton X-100, pH 7,0); misto dialysy
lze také upravit koncentraci NaCl na¥ed&nim. Po dialyse se enzym nanese na kolonu s hydroxy-
lapatitem, kolona se promyje pufrem B a enzym se eluuje gradientem 0,01 a% 0,4 mol/l
KH,PO,~K,HPO, . Bktivn{ frakce se spoji, dialysou se pfevedou do skladovaciho pufru (10 mmol/1
Tris-rCl, 0,2 mol/l NaCl, 0,1 mmol/l EDTA, 7 mmol/l 2-ME, 0,15% Triton X~100, 50% glycerol,

pH 7,4 pfi 20 °C) a ulo%f p¥i teplotd -20 °c.
PouZité zkratky

DEAE -~ diethylaminoethyl-

EDTA - ethylendiamintetraoctové kyselina
2-ME - 2-merkaptoethanol

PMSF - fenylmethylsulfonylfluorid

Tris - tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

PREDMET VYNALEZU

Zplisob chromatografické purifikace restrikéni endonukleasy Pst I, vyznadujfci se tim,
Ze se vyuZije sloupcové chromatografie na fosfocelulose s pfedfazenim kolony s DEAE-celulosou,
p¥ilemZ iontovd sfla fosf4tového isoladniho pufru je upravena na 0,12 mol/l NaCl, a nédsledné
chromatografie na hydroxylapatitu.
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