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Analysis of the mutations in the HsdS recognition subunit of the R-M system

EcoR1241

Type 1 restriction-modification (R-M) systems are hetero-oligomeric enzyme
complexes, consisted of three subunits: HsdR (restriction), HsdM (modification) and
HsdS (specificity). The HsdS subunit recognizes specific target sequences on the DNA
and is responsible for specificity of the enzyme complex. HsdS and HsdM together
form a methylase (MTase) and are necessary for methyltransferase activity and the third
subunit, HsdR, is required for DNA restriction. The HsdS subunit comprises three
conserved domains and two target recognition domains (TRD). The conserved domains
are probably responsible for binding with other subunits (HsdM, HsdR).

The aim of this work was to analyse the effect of the point mutations in the central
and C-terminal conserved regions of HsdS on restriction and modification phenotypes
of EcoR124I enzyme in vivo and in vitro. The mutants were analysed for restriction and
modification phenotypes. Classically, mutations within the AsdS gene of a Type [ R-M
enzyme produce an r- m- phenotype due to the loss of DNA-binding properties. The
substitutions Lys'®Asn and Lys***Asn mutations analysed here were identified as “non-
classical” because they expressed an r m* phenotype, which is thought to be due to
alterations to protein-protein interactions.

Mutant MTase (K384N) was purified and mixed with wt HsdR to reconstitute the
EcoR1241 endonuclease in vitro. Cleavage assay proved an r m’ phenotype in
agreement with the in vivo test. These results implicate that the point mutations in the
central and C-terminal conserved regions of the HsdS subunit can alter ability of HsdS
or MTase to bind to HsdR subunit, which shows the importance of the conserved
regions for intersubunit interactions. This work is a useful background for further
mutagenic analysis in an attempt to identify specific residues that are involved in HsdS-

HsdM and MTase-HsdR interactions.

Kli¢ova slova: Restrikéné-modifikaéni enzymy, rozpoznavaci podjednotka HsdS,

bodova mutace, methylasa, interakce protein-protein

Keywords: Restriction-modifikacion enzymes, HsdS — the recognition subunit, point

mutation, methylase, protein-protein interactions
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1. UVOD

K rozvoji molekularni biologie vyznamné piispély poznatky z padeséatych let
minulého stoleti tykajici se restrikce a modifikace. Objevem restrikénich enzymad,
které napomohly ke genové manipulaci, byl nastartovan vyvoj genového inZenyrstvi.
Musime si uvédomit, Ze pravé diky restrikénim enzymim Typu I doSlo k objevu,
dnes b&Zn€ v praxi pouzivanych, restrik¢énich enzymi Typu II. I kdyZ je jim
vénovana velkd pozornost, studie se nadale intenzivné vénuji restrikénim enzymim
Typu I. Tyto enzymy se zfejmé ucastni Siroké Skaly molekularnich procest
probihajicich v burice jako je replikace, geneticka rekombinace, reparace DNA pfi
jejich poskozenich, i kdyZ jejich uéast vuvadénych procesech nebyla ptfimo
prokazana.

Restrikéné modifikaéni systémy maji dilezitou funkci pfi ochrané bakteridlnich
bun¢k pfed vstupem cizorodé DNA v procesech konjugace, transfekce a
transformace. Proto ma studium téchto enzymi i zna¢ny prakticky vyznam pro
techniky genového inZenyrstvi, nebot’ efektivnost téchto procesti muze byt vyrazné
sniZena, jestliZze pouzZitda DNA neni vhodné modifikovana.

Nemaly vyznam také spociva v tom, Ze restrikéni enzymy Typu I patfi ke skupiné
enzymu rozpoznavajici DNA, a proto jsou vhodnym modelem ke studiu vzajemnych
interakci protein-DNA a protein-protein, ¢imZ se zabyva i tato prace.

Cilem této diplomové prace je :
o Testovani restrikéné-modifikaéniho fenotypu mutaci v rozpoznavaci
podjednotce HsdS komplementa¢ni analyzou
e Pfiprava vybranych mutantnich enzymu a jejich funkéni analyza
¢ Srovnanim fenotypového projevu s vysledky biochemické analyzy in vitro
identifikovat vyznamné aminokyselinové zbytky zapojené v interakci

podjednotek



2. PREHLED LITERATURY

2.1. Historie

Prvni zminky o zmén€ hostitelského spektra faga v zavislosti na hostiteli spadaji
do pocatku padesatych let minulého stoleti. Védci pozorovali jev, kdy fagy
pomnoZené na jednom kmeni jsou schopny jej infikovat, ale na jiném kmeni se
uspéSnost infekce vyrazn€ sniZzuje. Fagy tedy nesou urlitou nedédiénou znacku,
kterou ziskaly od kmene, na kterém byly pomnoZené a mohou ji ztracet nebo
ziskavat novou na jiném kmeni téhoZ druhu. Tento jev byl nazvan jako hostitelem
indukovana modifikace (Luria, 1953).

Bertani a Weigle sledovali rist faga (P2 a A) na riznych hostitelich a zjistili, Ze
fag A, jehoz pfirozenym hostitelem je E.coli se s riznou schopnosti rozmnoZuje na
kmenech blizce si pfibuznych. Schopnost faga rist na E.coli C po ristu na E.coli K-
12 byla mnohem mensi, asi 2x10. Fag pomnoZeny na E.coli K-12 roste na E.coli K-
12 se stejnou efektivitou, neZ na jinych kmenech. Tyto vlastnosti nebyly dédi¢né a
ztracely se po pomnoZeni na jiném hostiteli. Znamenalo to, Ze nedochazelo ke
genetické zméné bakteriofaga, ale tuto zménu vyvolala hostitelska burika (Bertani a
Weigle, 1953).

Podobné pokusy byly provadény i na kmenech Shigelly dysenteri (Luria, 1953) a

vedly ke stejnym zavérim jako piedchozi pokusy.
Teprve v Sedesatych letech min. stoleti se pomoci molekularnich experimentt
podafilo objasnit zdklady vzajemného pusobeni bakteridlni buriky a faga. Byly
poloZeny zéklady restrikce, modifikace a prokdzano, Ze probihd na urovni DNA. Je
to pravé DNA bakteriofaga, kterd je kmenové specificky znafena hostitelskou
burikou. Dojde-li k replikaci vnovém hostiteli tuto modifikaci ztraci (Arber a
Dussoix, 1962).

Modifikace tedy chrani vlastni DNA proti endonuklease (restrikénimu enzymu),
ktery $t€pi vstupujici cizi DNA do buiky. Restrikce a modifikace predstavuji
obranny systém bakterialni buriky (Arber, 1969).

V sedmdesatych letech pak bylo prokdzano, Ze methylaéni enzym je DNA
methyltransferasa, kterd methyluje adenin nebo cytosin vramci rozpoznavaciho

useku DNA (Smith et al., 1972). Jestlize neni usek methylovan, dochézi ke $tépeni



DNA endonukleasou. Je to dimysiny systém chranici vlastni hostitelskou DNA pted
restrikci pomoci methylace adeninovych a cytosinovych zbytkd a zarovenl ochrana

pied vstupem cizorodé DNA.

2.2 Restrikéné- modifikaéni enzymy

Restrik¢éni endonukleasy jsou kmenové specifické enzymy, které §tépi cizi DNA
po vstupu do bakteridlni buiiky. Nachdzi se v fad€¢ bakteridlnich kmenech jak ve
formé produkti genli chromosomalni, tak i plasmidové DNA.

Restrikénimu enzymu odpovidda DNA methylasa, ktera modifikuje bunéénou DNA
tim, Ze pfenasi methyl z S-adenosylmethioninu (Burckhardt et al.) na adenin nebo
cytosin v mistech cilové rozpoznavaci sekvence. Takto je chranéna DNA buriky proti
vlastni endonuklease.

R-M systémy se ptivodné délily do dvou systémi podle slozitosti struktury a
pozadavku kofaktort k reakci (Boyer, 1971). V souasnosti se déli na Ctyfi zakladni
typy: L, II, III, IV podle enzymové struktury, symetrie rozpoznavaciho mista, mista
Sté€peni, reakéniho mechanismu a kofaktori poZzadovaného v reakci (Tab.1) (Roberts
et al., 2003).

Pro znaceni riznych R-M systémt byla navrZena nasledujici nomenklatura. Prvni
pismeno R nebo M oznacuje typ enzymu — endonukleasu (REasa) nebo methylasu
(MTasa). Druhé pismeno rod mikroorganismu, dvé nasledujici druh a posledni
pismeno pak oznacuje kmen. V roce 2003 prosla nomenklatura upravou (Roberts et

al., 2003).
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2.2.1. Restrikéné-modifikaéni systémy Typu I

Typ I R-M systém se sklada ze tfi podjednotek, které tvofi sloZity enzymovy
komplex majici tyto funkce: endonukleasovou, methylasovou, ATPasovou a
topoisomerasovou (Murray, 2000). Pro methyltransferasovou aktivitu je nutny
kofaktor AdoMet jako methylovy donor, endonukleasova aktivita vyZaduje ATP,
AdoMet a Mg®* ionty.

Pro butikku majici R-M systémy Typu I je charakteristickd vlastnost, Ze pti
hladovéni na methionin nedegraduji svoji vlastni DNA. Tato vlastnost je ddna tim, Ze
restrikéni aktivita téchto enzymi je striktné zavisla na pfitomnosti AdoMet. Za
stejnych podminek burika nesouci enzymy Typu II nebo III nepfeZije, nebot’ tyto
enzymy zaénou S§tépit DNA hostitele. Je to zplisobeno tim, Ze tyto enzymy
nevyZaduji k restrikci pfitomnost AdoMet (Lark a Arber, 1970).

Enzymy Typu I rozeznavaji asymetrickou sekvenci sloZzenou ze dvou usekii. Prvni
je tvofen 3-4 pary bazi, druhy 4-5 pary bazi a jsou oddéleny nespecifickym
mezernikem tvofenym z 6-8 pary bazi. V této sekvenci je DNA methylovana v pozici
N-6 na adenosylovém zbytku v obou ¢astech rozpoznavané sekvence (Nagaraja et
al., 1985b). Restrikce DNA probihda mimo rozpoznavaci sekvenci ndhodné v mistech
vzdalenych aZz 4000 pb (Seidel et al., 2004). Stépeni DNA je doprovézeno
hydrolyzou ATP, ktera vSak probihd i po ukonceni S§té€peni (Yuan et al., 1972).
Molekula enzymu se tG¢astni $t€peni pouze jedenkrat.

Enzym Typu I je sloZzen ze tfi podjenotek HsdR, HsdM a HsdS, které jsou
kédované geny hsdR,hsdM a hsdS (Arber, 1969) (Bickle a Kriiger, 1993). Symbol
hsd (host specificity for DNA) pouzivame obecné pro geny, které kdéduji restrikéni a
modifika¢ni funkce(Linn a Arber, 1968). Bylo prokazano, Ze produkty vSech tfi genti
jsou nezbytné pro restrikci, zatimco pro modifikaci (methylaci) jsou nutné pouze
produkty gent hsdS a hsdM (Hubacek a Glover, 1970).

Gen hsdR ma svij vlastni promotor (Pres) a geny hsdM a hsdS maji spoleény
promotor (Pmoq) (Loenen et al., 1987). U podskupin IA a IB je poradi hsd gent:
R,M,S (Suri a Bickle, 1985), u podskupin IC a ID je pofadi nasledujici : M,S,R (Sharp
et al., 1992) (Obr.1).

Podjednotka HsdS rozpoznava specifické vazebné misto na DNA, HsdM
podjednotka je zodpovédna za methylaci a HsdR za endonukeasovou, ATPasovou a

DNA translokaéni aktivitu (Murray, 2000). Tyto podjednotky mohou tvofit dva typy



komplext. Komplex, jehoz stechiometrie je M,S; je tvofen dvéma podjednotkami
HsdM a jednou HsdS ma pouze methylaéni funkci, komplex R,M,S; mé jak
methylacni tak i endonukleasovou aktivitu (Dryden et al., 1997).

Déleni R-M systémti Typu I na zakladé¢ komplementadnich testd, hybridizace
genu hsd, sérologickych testli a porovnanim aminokyselinovych sekvenci poskytlo
pét skupin: IA, IB, IC (Price et al., 1987), ID (Titheradge et al., 1996) a IE (Chin et
al., 2004). Zastupci jednotlivych skupin se obecné zna¢né shoduji v sekvenci HsdR a

HsdM podjednotek, ale li§i se v HsdS podjednotce (Wilson a Murray, 1991).

(&I'z‘)m #— 8 ] M‘F)lt R 4-;--I—//——-s—'?'ﬂ—-

I(:l'gc;RSI pa— R |-|1 ST W™ L —

Obr.1: Geneticka charakteristika zastupc Typu I R-M enzymi (Murray, 2000)

2.2.1.1. Skupina IA

Do této skupiny patii R-M systémy kment E.coli K, B, D (EcoKI, EcoBI, Eco
DI) a systémy StySBI a SPI (Fuller-Pace et al.,1984). Na zédkladé¢ podobnosti
restrikéné-modifikaénich systémi Salmonely a Escherichia coli by se dalo
piedpokladat, Ze maji spole¢ného ptredchtdce, z néhoZ se rekombinaci mezi geny
hsdS vyvinuly R-M systémy, které se vyznauji odli$nou specifitou (Gough a
Murray, 1983). Nejintenzivnéji prostudované jsou restrikéni enzymy EcoKI a EcoBI.



2.2.1.2. Skupina IB

Hlavnimi zastupci skupiny IB jsou enzymy EcoAl a EcoEl Systém EcoAl byl
nalezen u kmene E.coli 15 T~ . Na zékladé homologie s geny hsdA byly v kmenu
E.coli nalezeny geny piibuzné, které byly pojmenovany hsdE (Fuller-Pace et al.,
1985). Organizace téchto systémi je velmi podobna EcoKI. Rozdily se projevily
hlavn€ ve velikosti podjednotek. Produkt genu AsdR je u obou skupin nejvétsi.
Naproti tomu u EcoKI (skupina IA) je nejmensi produkt genu AsdS a u EcoAl (IB) je
to produkt genu AsdM. Rozdily jsou i v mechanismu modifikace DNA. Enzym
EcoAl na rozdil od EcoKI je schopen uéinné¢ methylovat nemodifikovanou DNA na
obou vléknech. Tato reakce vyZzaduje ATP, zatimco méné ucinna methylace EcoKI je
pritomnosti ATP inhibovana (Suri a Bickle, 1985).

Ttetim zéstupcem skupiny IB je R-M systém nalezeny u kmene Citrobacter
Jfreundii a oznaCeny Cfrl (Daniel et al., 1988) a StySKI v Salmonella enterica serovar

kaduna (Thorpe et al., 1997).

2.2.1.3. Skupina IC

Do skupiny IC jsou zafazeny systémy EcoR124I a EcoR124II (Firman et al.,
1983), které byly nalezeny na plasmidech R124 a R124/3, EcoDXX1 na pDXX a
Ecoprrl, ktery je kédovan chromosomalnimi geny.

Rozpoznavaci sekvence systémti EcoR1241 a EcoR124II je totozna, 1isi se vSak
délkou mezerniku. U EcoR124I je mezernik sloZen ze $esti nukleotidi u EcoR124I1
ze sedmi nukleotidl (Price et al., 1987). Pfi porovnani primarni struktury genu hsdS
bylo zjisténo, Ze 12 pb dlouhy usek ve stiedu genu hsdS ma systém EcoR124I
dvakrat a u systému EcoR124II je tfikrat. To zplisobuje v primérni struktuie
produktu genu AsdS navic 4 aminokyseliny, coZ pfedstavuje v a-helikalni konfiguraci
rozsah 0,6 nm, ktery ziejmé zodpovida za 1pb v mezemiku rozpoznéavaci sekvence

(Price et al., 1989).

2.2.1.4. Skupina ID

K této skupiné patii pomérné neddvno nalezené systémy StySBLI u rodu

Salmonella enterica serovar blegdam, KpnAl u rodu Klebsiella pneumonie a EcoR9I



nalezeny u Escherichia coli (Titheradge et al., 1996). Skupina ID je velmi podobna
systému EcoR1241 a EcoDXXI Typu IC .

Hlavni rozdil mezi skupinami IC a ID je v délce mezerniku rozpoznéavaci
sekvence. U enzyml Typu IC jsou adenosylové zbytky, které jsou substratem pro
methylaci, oddéleny 7-8 nukleotidy, u enzymi skupiny ID jen 6 nukleotidy
(Titheradge et al., 2001)

2.2.1.5. Skupina IE
Skupina IE zatim zahrnuje jen systém KpnBI z rodu Klebsiella pneumonie (Chin
et al., 2004)

2.2.2. Restrikéné-modifikac¢ni systémy Typu 11

Mezi tyto systémy patti velké mnoZstvi dobfe znamych enzymi, které se bézné
vyuzivaji v molekuldrni biologii pfi genovém klonovani. Jejich vyhoda spociva
ve struktuie enzymu, kdy endonukleasa a methylasa jsou kodované oddélenymi geny
fizenymi vlastnimi promotory a tedy pisobi nezavisle na sob&€. Restrikéni enzym
potfebuje ke své &innosti kofaktor Mg**a je funkéni ve formé homodimeru . U
podskupin IIB a IIG restriktasa vyZaduje i AdoMet (Roberts et al., 2003). K $§té€peni
DNA nepotiebuji ATP a dochdzi k nému v rozpoznavaci sekvenci. Methylasa
rozpoznava stejnou sekvenci bazi jako restriktasa. Funkéni formou methylasy je
monomer. V prostfedi s Mg>* a AdoMet methyluje adeniny (N6) a cytosiny (na C5
nebo N4) pfitomné v rozpoznavaci sekvenci (Bickle a Kriiger, 1993). Methylace je
sttedov€ symetrickd. Na kazdém vlakn€ nemodifikované rozpoznavaci sekvence je
methylovéana vzdy jedna baze.

Restrikéné- modifikaéni systémy Typu II se ¢leni podle typu $t€pené sekvence

nebo struktufe vlastniho enzymu do 11 podskupin (Roberts et al., 2003).



2.2.3. Restrikéné-modifikaéni systémy Typu I11

EcoP1 a EcoP15 nalezené v E. coli (Hadi et al.1983), Hinflll v Heamophilus

influenzae (Arber and Dussoix, 1962; Su et al., 1999), StyLTI v Salmonella
enteritica serovar typhimurium (Dartois et al., 1993) a zastupce popsany u gram-
pozitivnich bakterii LlaFI v Lactococcus lactis (Su et al., 1999) jsou fazeny do
systému R-M III.
Enzymy Typu III jsou sloZené ze dvou podjednotek, které jsou produkty gend res a
mod majici jeden promotor stojici pied genem mod. Podjednotka Mod je zodpovédna
za rozpoznani specifické sekvence a za methylaci jednoho vlakna DNA na N6
adeninu. Aktivni methylasa je ve formé dimeru (Bourniquel a Bickle, 2002). Mod
podjednotka pracuje nezavisle na Res podjednotce. Zatimco §tépeni DNA vyZaduje
spolupraci Res a Mod podjednotky (Bourniquel a Bickle, 2002; Colson et al., 1965).
Model §t€peni DNA enzymy Typu III je podobny jako u enzymi Typu I (Bourniquel
a Bickle, 2002). Stépeni DNA vyzaduje spolupraci dvou opa&n& orientovanych
molekul enzymt (Res),(Mod),, z nichZ kazdy se navaZe na jedno rozpoznavaci misto
na DNA. Poté dochézi k protahovani DNA skrze svoji strukturu a vzniku smyc¢ek az
do okamziku, kdy se enzymy setkaji (Janscak et al., 2001). V misté kolize dojde ke
St€peni, jehoZ produktém jsou dvé molekuly DNA, z nichZ kazda obsahuje jedno
rozpoznéavaci misto. Restrikce probihd 25-27 basi za rozpoznévacim mistem (Wilson
a Murray, 1991). Restrikéni enzym vyZaduje pro svoji aktivni funkci kofaktory ATP
a Mg®*, methylagni enzym jen AdoMet (Meisel et al., 1995).

2.2.4. Restrikéné-modifikaéni systémy Typu IV

Mezi nejznaméjsi patfi tyto enzymy EcoKMcrBC, EcoKMcrA, EcoKMrr
nalezené v Escherichia coli K12. Jedna se systémy neklasické, na methylaci zavislé
restrikéni systémy. Systém EcoKMcrBC byl velmi dobie prostudovan. Tento systém
Stépi pouze methylované hydroxymethylované a glukosyl-methylované bése
(Roberts et al.,2003). Nachazime zde dva typy gend mcrC a mcrB. Produktem genu
mcrC je protein McrC, zodpovédny za restrikéni funkci (Pieper et al., 1999).Genu
mcrB to jsou produkty McrB(53kDa) a McrBs (34kDa) obsahuji doménu pro vazbu
GTP. Aktivni enzym obsahuje vSechny tfi proteiny. Enzym EcoKMcrBC rozpoznava
dva dinukleotidy v podob& RmC (R je purin.a C je methylovany cytosin - m4C nebo



m5C), které jsou oddélené mezernikem o délce 40 - 3000 basi. Na kazdy z obou
dinukleotidli se navaze jeden enzym EcoKMcrBC, ktery za soucasné hydrolysy GTP
translokuje DNA. Ke §tépeni dochazi po sraZzce dvou enzymi, pfiblizné 30 pb od
jednoho z rozpoznéavanych dinukleotidi (Dryden et al., 2001).

2.3. Restrikéné-modifikaéni systémy Typu I

2.3.1. Mechanismus restrikéné-modifikaéni reakce enzymu Typu I

Mechanismus G¢inku R-M systému Typu I byl nejvice sledovan in vitro u
systéml EcoKI a EcoR124I.

Mechanismus restrikéni aktivity je rozdélen do nékolika dil¢ich krokd. Tento
proces vyZaduje ATP pro vazbu enzymu na DNA, hydrolyzu ATP pro translokaci
DNA enzymem a Mg®* pro §tépeni DNA. AdoMet je potiebny v po&atecnim stadiu
reakce jako allostericky efektor, pfeménujici enzym na aktivni formu schopnou
vazby na jakoukoliv DNA (modifikovand, nemodifikovana nebo heteroduplexni)
dokonce bez ohledu na piitomnost rozpoznavaciho mista. (Hadi a Yuan, 1974)
Pokud je rozpoznavaci misto pfitomné na DNA, jeho stav rozhodne o tom jaka
enzymatické aktivita se bude exprimovat. Tyto prvni kroky reakce jsou spole¢né pro
restrikéni 1 modifikaéni aktivitu. Restrikéni enzym S3t€pi nemodifikovanou
dvouvldknovou DNA.

Pro methyla¢ni funkci je nezbytné€ nutnd jen ptitomnost AdoMet, Mg*, ATP
pouze stimuluje udinek enzymu. V pfitomnosti téchto kofaktord ptisobi tento
tiipodjednotkovy enzym jako modifikaéni methylasa, kterd methyluje jeden adenin
na kazdém vlakné nemodifikované rozpoznavaci sekvence. Pokud je rozpoznavaci
misto hemimethylované uplatiiuje se MTasa i v prostfedi s ATP a k restrikci

nedochazi (Burckhardt et al., 1981a; Suri a Bickle, 1985).
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2.3.2. Translokace a §tépeni DNA R-M enzymy Typu I

Jeden z prvnich mechanismu translokace DNA byl navrZzen Yuanem (Yuan et al.,
1980). Tento mechanismus predpoklada dvé vazebna mista na DNA a jeho podstata
je zaloZena na tom, Ze v pfitomnosti ATP po pfedchozim navazani aktivovaného
enzymového komplexu na nemodifikované misto sK, dojde ke konformaéni zméné
enzymu. DNA je protahovana skrze enzym za soucasné hydrolyzy ATP. Vznikajici
smy¢cky DNA byly pozorovany v elektronovém mikroskopu (Yuan, 1981).

Kompletni enzym EcoR124I se stechiometrii R;M;S; translokuje DNA rychlosti
1000 pb/sec, enzym s pouze jednou podjednotkou HsdR (R;M,S;) rychlosti 550
pb/sec, coz znali, Ze ob€ podjednotky HsdR translokuji DNA nezdvisle na sobé
(Dryden, 2004; Seidel et al., 2004). Kazd4 podjednotka HsdR protahuje DNA z jiné
strany (Firman a Szczelkun, 2000).

Ke Stépeni DNA dochdzi na zékladé (i) kolize dvou translokujicich enzymi
(Studier a Bandyopadhyay, 1988), pfiCemZ nezédleZi na vzdjemné orientaci
rozpoznavacich mist, na néZ se enzymy vazi (Dreier et al.,, 1996, b), (i) stérické
zabrany na DNA napf. ,,Holliday junction®, ktera zastavi translokaci (Janscak et al.,
1999).

Kolizni mechanismus (Obr.2.a) predpoklada, Zze na DNA jsou navazany dva
enzymy k rozdilnym nemethylovanym mistim. Enzymy na téchto mistech ziistavaji
navazany za soucasného protahovani molekuly DNA enzymem a hydrolyzy ATP. To
zpasobuje vznik vysoce stofenych smyéek DNA. Vlivem protahovani DNA se
molekuly enzymu ptibliZuji k sobé a v misté kontaktu dojde ke $t€peni.

Pomoci mikroskopické metody AFM (,,atomic force microscopy*) bylo
pozorovano Ze v nepfitomnosti ATP dochdzi k navdzéni dvou molekul enzymu
EcoKI k nemethylované DNA a molekula tak vytvaii dimer (Obr. 2.b). Tento model
je srovnatelny s ,.koliznim“ modelem, ale nevysvétluje jak dochazi ke §t€peni DNA
pouze s jednim rozpoznavacim mistem. To vysvétluje az dal$i model, kdy ke $tépeni
dochazi je-li translokace zastavena (blokovana) stérickou zabranou napf. ,,Holliday
junction® (Obr. 2 c). Tento model je v soucasné dobé nejpravdépodobnéjsi (Janscak

etal., 1999).
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Obr.2: Schematické zndzornéni restrikéni reakce enzymy Typu I (komplex péti
podjednotek- RoM,S,) (Dryden et al., 2001).
Smér translokace DNA je znazornén pomoci Sipek, misto $t€peni je znafeno vetsi

Sipkou, vazebna mista na DNA jsou znazornény pomoci bilych obdélniku.
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2.3.3. Struktura rozpoznavaciho mista

Rozpoznavaci misto(sK) R-M enzymt Typu I (Tab.2) ma asymetrickou strukturu
na rozdil od rota¢né symetrickych rozpoznavacich mist u enzymi Typu II. Je sloZzeno
ze dvou kratkych 3-4 a 4-5 pb specifickych sekvenci, které jsou oddéleny
nespecifickou sekvenci dlouhou 6-8 nukeotidi. Pfitomnost mezerniku zptisobuje, Ze
obé¢ specifické sekvence jsou na stejné strané dvouvldknové DNA (Ravetch et al.,
1978) a to ve dvou po sobé jdoucich Zlabcich. Je velmi pravdépodobné, Ze enzym se
vaZze na DNA na jedné strané¢ dvouvlaknové struktury a ke kontaktu DNA-enzym
dochazi ve dvou sousednich vétsich Zlabcich (Nagaraja et al., 1985a). Podél mensiho
(vnitiniho) Zlabku v DNA struktufe na dvé konstantni domény sekvence sK se vaze
podjednotka HsdS. Tato vazba je nestabilni a nezavisi na methylovaném stavu mista.
Po navazani AdoMet na HsdM podjednotku dojde ke konforma¢ni zméné€ enzymu a
podjednotka HsdM pouzZije methylové skupiny na AdoMet jako sondu ke zjiSténi
piitomnost methylovanych bazi ve vnéj§im Zlabku DNA. Pokud je dané misto sK
modifikované (oba fetézce methylované) podjednotky HsdM nevstoupi do vnéjsiho
zlabku z divodu stérické zabrany, kterd je ddna dvéma methylovanymi adeniny.
Enzym tak zidstane v tak zvané oteviené konformaci a disociuje z rozpoznavaciho
mista. V pfipadé heteroduplexni DNA (jedno vldkno je methylovano) se podjednotka
HsdM véaze do vnéjsiho Zlabku s nemodifikovanou doménou mista sK Enzym
zaujme Caste¢né€ otevienu konformaci a po interakci s ATP dojde k methylaci. Pokud
je rozpoznavaci misto nemodifikované, dojde k navazani obou podjednotek HsdM do
vnéjsiho Zlabku nemethylovanych doménach. Enzym je v uzaviené konformaci, tim
se navzajem pfibliZi podjednotky HSAR a dojde k vytvofeni funkéniho restrikéniho
mista, které je schopné translokovat DNA. Piedpoklada se, Ze v této konfiguraci

podjednotka HsdR brani podjednotce HsdM katalyzovat methylaci.
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Tab. 2: Sekvence rozpoznavacich mist R-M enzymt Typu I (Titheradge et al., 2001)

1A
EcoKI 5" AAG N¢GTGC 3’

Eco 5" TGA NsTGCT 3’

StySPI 5" AAC NgGTRC 3’
StyLTIII 5" GAG Ny RTAYG 3’

EcoDI 5"TTAN;GTCY 3

IB

EcoAl 5" GAGN; GTCA 3’

EcoEl 5" GAGN; ATGC 3’

CfrAl 5" GCA Ng GTGG 3’

IC

EcoR 1241 5 GAANgRTCG 3’
EcoR 12411 5 GAAN;RTCG 3’
EcoDXXI 5" TCAN;RTTC 3"
Ecoprrl 5" CCA N;RTGC 3
ID

StySBLI 5" CGA Ng TACC 3
IE

KpnBI 5" CAAA N4 RTCA 3°

Y-pyrimidin, R-purin, N-libovolna baze

2.4. Regulace funkce R-M enzymi Typu I
2.4.1. Regulace neprobiha na trovni transkripce a translace

Restrikéni versus modifikaéni funkce R-M systémid Typu I neni regulovana na
urovni transkripce ani translace, ackoli jsou geny pro podjednotky HsdM a HsdS,
tvofici funkéni methyltransferasu, pfepisovany z jiného promotoru neZ gen pro
podjednotku HsdR, zodpovidajici za restrikci (Kulik a Bickle, 1996; Loenen et al.,
1987, Prakash-Cheng et al., 1993).

14



Restrikéni aktivita ale regulovana je, nebot’ po vneseni genti ssd systému EcoKI do
nové buriky dochazi k opozdéni restriéni funkce za modifikaéni o n€kolik generaci,
coz je pravdépodobné doba potiebna k tomu, aby byla veskera rozpozndvaci mista na

bakteridlnim chromosomu methylovana (Prakash-Cheng a Ryu, 1993).
2.4. 2. Vliv koncentrace podjednotek na funkci komplexniho enzymu

Vysledky biochemické analyzy R-M enzymi Typu I ukézaly, Ze tyto enzymy
mohou mit za riznych podminek rizné poméry podjednotek : R M;S ; R M,S, nebo
R.M,S, u endonukleasy EcoBI (Eskin a Linn, 1972) a R M,S  u endonukleasy
EcoKI (Meselson et al., 1972). Methylasa EcoKI byla purifikovana ve sloZeni M,S
nebo M;S, (Dryden et al., 1993), zatimco methylasa EcoR124I jen ve stabilni
stechiometrii M,,S,. Tyto vysledky naznaCuji, Ze aktivita enzymu by mohla byt dana
stupném multimerizace komplexu. Prace s teplotné-senzitivnimi mutacemi v genu
hsdS systému EcoKI také demonstrovaly vztah mezi restrikéni aktivitou a hladinou
podjednotek v burice (Weiserova et al., 1993; Weiserova et al., 1994) .

Ukazuje se, Ze pravé zpisob sestavovani podjednotek do funkéniho enzymu mize
kontrolovat aktivitu restrikéni endonukleasy Typu I in vivo (Dryden et al., 1997).
Endonucleasa EcoKI tvoii stabilni komplex R,M,S;, zatimco nezavisla methylasa
M,S; je komplex relativné slaby, ktery snadno disociuje na neaktivni komplex M;S,;
a volnou podjednotku HsdM . Komplex miZe vazat podjednotku HsdR a vytvofit
neaktivni komplex R;M;S; . Pfedpoklada se, Ze vét§ina HsdR podjednotek miiZe byt
vézéna v nefunkénim komplexu a tim ochrani chromosom buriky pfi genetickém
pfenosu tohoto systému do nového hostitele (Dryden et al., 1993).

Purifikovana endonukleasa EcoR124I byla detekovéana jako smés dvou forem -
RoM,S; a RiM;S; Jediné komplex RoM,S; je funkéni, avsak je relativné slaby a pfi
koncentracich ptedpokladanych in vivo snadno disociuje na neaktivni formu R;M,S;
a volnou podjednotku HsdR (Janscak et al., 1998). Sestavovani methylasy a
endonukleasy miiZze podobné jako u EcoKI pfedstavovat mechanismus jak regulovat
obé funkce, aby methylace vzdy ptfedchdzela restrikci. Jako prvni se v buiice
sestavuje MTasa (M,S;), nebo se mize vytvaret komplex RijM,S,, ktery je schopen
methylovat, ale neni schopen $tépit DNA. Tvorba téchto komplexi je zavisld na
koncentraci podjednotky HsdR v buiice. VSechny podjednotky HsdR budou

v prvnich stadiich vdzany do tohoto komplexu. Komplex RoM,S; se bude vytvéfet
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pouze pii vyss§i koncentraci HsdR, coZ neni moZné v prvnich stadiich tvorby R-M

systému v recipientni buiice.

2.4.3. Lokalizace restrikéné-modifika¢nich enzymi v bakterialni bunce

Prvni studie o lokalizaci restrikéné-modifikaénich enzymi byly provedeny u
enzymu EcoRI (Typ II) (Tanaka a Weisblum, 1975) a ukézaly, Ze restrikéni
endonuleasa se nachazi v cytoplasmatické frakci.

Analyza subcelularnich frakci E. coli transformované plasmidy s jednotlivymi
geny hsd prokazala rozdilné umisténi jednotlivych podjednotek, které byly
detekovany jak v cytoplasmé tak v membranové frakci. Podjednotky HsdR i HsdM
se nachézely rozpustné v cytoplazmé a pouze podjednotka HsdS byla detekovana
v membranové frakci. Podjednotky HsdR a HsdM byly nalezeny v membranové
frakci jen tehdy, kdyZ do$lo s podjednotkou HsdS k vytvofeni methylasy nebo
endonukleasy.

V dal3ich studiich doslo k upfesnéni lokalizace polypeptidi R-M enzymu EcoKI,
kdy intaktni sféroplasty byly vystaveny u¢inku enzymu trypsinu. Trypsin patii mezi
proteolytické enzymy a je vyuZivan ke studiu topologie membranovych proteini
vzhledem k tomu, Ze nepronikd membranou a §tépi pouze proteiny exponované na
jejim vné&j§im povrchu (Minsky, 1986). Bylo prokazano, Ze uéinkem trypsinu
dochazi k vyrazné degradaci polypeptidu HsdR v membranové frakci, kde se nachazi
pouze jako soucast komplexni endonukleasy. Methylasa byla pted u€inkem trypsinu
chranéna v cytoplazmé (Holubova et al., 2000).

Sféroplasty ptipravené z bunék v nichZ se exprimovala bud’ endonukleasa nebo
methylasa byly v pribéhu osmotické lyze vystaveny ucinku benzonasy . Benzoasa je
extracelularni endonukleasa, ktera §tépi DNA na kratké oligonukleotidy (Nestle a
Roberts, 1969). V pifitomnosti benzonasy doslo k uvolnéni endonukleasy i methylasy
z membranové frakce do cytoplazmy, coZ naznaduje roli DNA ve vazbé EcoKI na
membranu (Holubova et al., 2000).

Nasledna analyza lokalizace u EcoR124I byla téméf shodna s vysledky u EcoKI.
Podjednotky HsdR a HsdM byly detekovany v buiice ve formé solubilni,
podjednotka HsdS ve formé nesolubilni. Jediny rozdil byl zjistén v u¢inku trypsinu,

ktery u EcoR124I plné€ degradoval podjednotku HsdR, coZ ukézalo, Ze podjednotka
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HsdR je jako souéast endonuklesasy pravdépodobné exponovana znaénou ¢asti své

struktury do periplazmatického prostoru (Holubova et al., 2004).

2.4.4. Regulace proteolysou podjednotky HsdR

V burikach E.coli se vyskytuje proteasa ClpXP, ktera je tvofena dvéma proteiny.
ClpP s proteolytickou aktivitou a ClpX, ktery hraje roli chaperonu (Makovets et al.,
1999). Jestlize bakteridlni chromosom neni methylovéan, proteasa ClpXP chrani
hostitelskou bakterii pfed letalnim ucinkem vlastniho R-M systému tim, Ze
proteolysuje podjednotku HsdR zodpovédnou za restrikci DNA (Makovets et al.,
1999). Stav, kdy je rozpoznavaci sekvence pozménéna nebo neptistupna methylaci
muZe nastat v ptipad€ chyb pfi replikaci, mutaci za tvorby novych rozpoznavacich
mist na DNA, chybné methylace DNA, ale i v pfipadé oprav homolognimi
rekombinacemi (Makovets et al., 2004).

Pokud dojde k vazbé restrikéné-modifikaénich enzymi na nemodifikovanou
rozpoznavaci sekvenci, dojde k iniciaci translokaci a nasledné proteasa ClpXP
proteolysuje podjednotku HsdR a tim ji odstrani zkomplexu. K degradaci
podjednotky HsdR nedochazi v pfipadé mutaci v kazdém ze sedmi DEAD-boxd,
které jsou odpovédné za translokaci a ATPasovou aktivitu (Makovets et al., 1999), a
v nepfitomnosti podjednotky HsdM nebo HsdS. Restrikéni aktivita je takto
regulovana jen u R-M skupiny IA a IB.

2.5. Popis podjednotek R-M enzymi Typu I
2.5.1. Podjednotka HsdM a methyltransferasa

Podjednotka HsdM EcoKI obsahuje tfi domény. N-koncova doména, ktera je
odpovédna za rozpoznavani methylovaného stavu cilové sekvence na DNA
(Kelleher et al., 1991). Centralni doména katalyzuje methylaci a je zodpovédna za
vazbu AdoMet na vazebné misto. C-koncova doména je pravdépodobné zodpovédna
za interakce mezi dal§imi dvéma podjednotkami (Powell et al., 2003).

Aktivni methyltransferasa je tvofena dvéma podjednotkami HsdM a jednou HsdS,
ma tedy stechiometrii M,S; (Dryden et al., 1993). Systému EcoKI ma v podminkach
in vivo MTasu M;S; ktera je nestabilni a rozpada se na volnou podjednotku HsdM a

neaktivni dvoupodjednotkovy komplex M;S; (Dryden et al., 1993). Methylasa
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EcoR124I je stabilni ve stechiometrii M,S  (Taylor et al., 1992). MTasa vazZe
AdoMet, ktery pouziva jako donor methylové skupiny pii methylaci adeninu ve
specifické rozpoznavaci sekvenci na DNA. AdoMet hraje pravdépodobné
vyznamnou roli pfi rozliSeni methylované a nemethylované DNA (Powell a Murray,

1995).

2.5.2. Podjednotka HsdR

Podjednotka HsdR (Obr.3) je tvofena N-koncovou doménou (endonukleasovou),
centralni oblasti a C-koncovou doménou.V centralni oblasti se nachazi 7 DEAD-
boxl aminokyselinovych motivli (Asp-Glu-Ala-Asp) zodpovédnych za vazbu ATP,
ATP hydrolyzu a DNA translokaci (Murray, 2000). Mutace v DEAD boxech
zpusobuji ztratu ATPasové i translokaéni aktivity (Davies et al., 1999 b).

Endonukeasové doms Doména 1A Doména 24
ndonukeasova doména A 0 omy v VI

AD (X);y EAK GTGKT FLVDRR DEAH LTATP EGEPVYRY LTTGYD QMKGRAT
Endonukleasovy motiv DEAD-Box motivy

Obr.3: Struktura podjednotky HsdR EcoKI (Murray, 2000)

C-koncova doména podjednotky HsdR je zodpovédna za vazbu s podjednotkou
HsdM a interakci s konzervovanymi doménami podjednotky HsdS (Davies et al.,

1999 a).

2.5.3. Podjednotka HsdS

Polypeptid HsdS hraje kli¢ovou tlohu pfi rozpoznavani cilové sekvence na DNA.
Srovnani sekvenci gend hsdS u ptibuznych systémi prokazalo existenci dvou
rozsahlych variabilnich oblasti, které kdéduji dvé proteinové domény 150 a 180
aminokyselin dlouhé, z nichZ kazdd rozpoznava jednu polovinu specifickych
rozpoznavanych sekvenci (Cowan et al., 1989).

N-koncova TRD1 rozpoznava 5’-koncovou ¢&éast rozpoznavaci sekvence a C-

koncova TRD2 rozpoznava 3’-koncovou &ast rozpoznavaci sekvence (Fuller-Pace a
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Murray, 1986; Gubler et al., 1992). Kromé variabilnich oblasti obsahuji podjednotky
HsdS dvé konzervované domény, centralni (délka zhruba 30 aminokyselin) a na C-
konci( délka 80 aminokyselin). Typ IC a IB obsahuje jesté kratkou konzervovanou
oblast na N-konci. Tyto domény jsou zodpovédné za interakce s ostatnimi
podjednotkami (Janscak et al., 1998) Vytvoienim prvni krystalové struktury HsdS
podjednotky R-M systému Typu I u kmene Methanococcus jannaschii (Obr.4) byla
odhalena tercialni struktura této podjednotky. Konzervované domény tvoii dva
antiparalelni a-helixy, které na zakladé hydrofobnich vazeb interaguji mezi sebou a

pravdépodobné i s podjednotkami HsdM a HsdR (Kim et al., 2005).

Obr.4. Struktura podjednotky HsdS M. jannaschii (Kim et al., 2005) (a) Stereogram
celkové struktury. (b) Topologicky diagram. (CCR, central conserved region =
centralni konzervovana oblast; DCR, distal conserved region = distalni konzervovana
oblast; DNA Binding Cleft = Zlabek pro vazbu DNA)

Dalsi prilom v pochopeni struktury i funkce rozpoznavaci podjednotky pfispéla
analyza mutace v genu hsdS specifity R124I, ktera méla za nasledek vyménu

2% cytosin, coz zpusobilo v podjednotce HsdS zménu Trp*'?Arg na za&atku

thyminu
oblasti TRD2 s vyslednym fenotypem r m’. Tento fenotyp je ,neklasickym*
fenotypem pro mutanty v genu hsdS. In vitro bylo prokazana, Ze tato zaména

ovlivnuje vazbu s podjednotkou HsdM a tim i vazbu MTasy na DNA (Weiserova a
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Firman, 1998). Obvykle mutace v genu hsdS zplsobuji r' m™ genotyp, ktery se fadi k
tzv. klasickym fenotypim (Glover, 1970). Podobné vysledky byly ziskany i u
teplotné senzitivni mutace vgenu hsdS EcoKI, které zpisobily vyménu

1015thymin odpovidajici substituci Ser**’Phe na pravém okraji domény TRD2

cytosinu
podjednotky HsdS. Tato mutace ovlivnila vazbu proteinu na DNA (Zinkevich et al.,
1992;Janscak et al., 2000). Tyto a fada dal§ich poznatkii o struktufe a funkci
rozpoznavaci podjednotky nam umoziiuji dal$i studium interakei protein-DNA a
protein-protein u R-M enzymi Typu I a tim i identifikovat dal§i aminokyseliny

v podjednotce HsdS, které jsou zodpovédné za tyto interakce.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Bakterialni kmeny, plasmidy a bakteriofagy

3.1.1. Bakterialni kmeny a plasmidy

Seznam pouZitych bakteridlnich kmeni E.coli a plasmidt je uvedeny v tabulce 3.

Tab.3: Bakterialni kmeny a plasmidy

Kmen

Geneticka charakteristika

Citace

JM109(DE3)

F’ traA36, lacl, A(lacZ)M15
proAB,recAl, endAl, gyrA96
(Nal®), hsdR17, mcrd, reldl,
supE, sbcBC, thi-1, A(lac-
proAB) MAE3)

Promega

C122

E.coli C prototroph A(hsdR-
S)

sbirka kment Velké
Britanie, kmen ¢.122

Plasmid

Geneticka charakteristika

Citace

R124

plasmid IncFIV nesouci geny

hsd EcoR1241, Tc®

Hedges a Datta, 1972

R124/3

plasmid R124 IncFIV
nesouci geny hsd EcoR124II,
TcR

Hedges a Datta, 1972

pKF650

pACYC184 nesouci hsd R,
M, S, geny EcoR124II R-M
systému

CmR

Abadjieva et al., 1993

pACISM

hsdM  pod  T7
promotorem

v pACYC184

TcR

Weiserova et al. 2004
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oligoduplex s jednim
rozpoznavacim mistem pro
EcoR1241

ApR

pJS491 hsdS pod T7 promotorem Patel et al.,1992
ApR
pJS491(K184N) derivaty pJS491nesouci Obarska et al., 2006
pJS491(K384N) mutantni geny hsdS
pJS491(K184N,K384N) | EcoR124I pod kontrolou Pr;
ApR
pCFD30 pTZ19R nesouci 30 pb Weiserova et al., 2000

3.1.2. Bakteriofagy

Avir

mutant faga A, je schopny se mnoZit na lyzogennich i nelyzogennich builkéch

(Ptashne, 1988, sbirka MBU)

Ao

fag Avir pomnoZeny na kmeni C r' m’, kde nedochazi k modifikaci (nemodifikovany)

A Ri2a1

fag Avir pomnoZeny na kmeni C122/R124I, kde je modifikovan na specifitu R1241

LR] 2411

fag Avir pomnozZeny na kmeni JMI109(DE3)/pKF650, kde je modifikovan na

specifitu R124I1
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3.2. Kultivaéni pudy

Puda LB LURJA-BERTANI (modifikace Rosner 1972)

Tryptone .................. 10g
Yeast Extract ............... 5g
NaCl......ooooviiiiin S¢g
destilovana voda ....... ad 1000ml

pted autoklavovanim pH upravené na 7,2-7,4

Tuhé pidy LA:
1,5% LA: 1,5 gagaru/ 100 ml LB
0,6% LA (vrchni agar): 0,6 agaru /100 ml LB

2xYT

Tryptone .................. 16g
Yeast Extract ............. 10g
NaCl ..ooviiiiiiiiiiianns Sg
destilovana voda ....... ad 1000ml

pied autoklavovanim pH upravené na 7,2

3.3. Antibiotika

Ampicilin
Zasobni roztok: 100 mg/ ml destilované vody; kone€nd koncentrace v ptidach: 100

pg/ml

Tetracyklin
Zasobni roztok: 12,5 mg/ ml destilované vody s 96% ethanolem (50% v/v); kone¢na

koncentrace v pidach: 12,5 pg/ml.

Chloramfenikol

Zasobni roztok: 20 mg/ ml 96% ethanolu; koneéna koncentrace v piidach: 50 pg/ml.
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3.4. Pufry a roztoky

Fagovy pufr; pH 7.2

22 mM KH; PO4

49,1 mM Na,HPO4

85,6 mM NaCl, pH upraveno pied autoklavovanim

Po sterilizaci pfidano: 1 mM MgSO4 0,1 mM CaCl,, 0,001% Zelatina

TCM:

IM MgCl,

IM CaCl,

IM Tris pH 7,5

Pufr pro zaostfovaci gel; pH 6,8
3,48 mM SDS
500 mM Tris-HCl

Pufr pro separaéni gel; pH 8,8
3,48 mM SDS
375 mM Tris-HCl

Roztok na barveni proteinti
0,1% brilantni modf Coomasie R250

50% methanol

10% kyselina octova

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (4 x koncentrovany); pH 6,8
80 mM SDS

5% B-mercaptoethanol

7,9% glycerol
61,9 mM Tris-HCI

0,005% bromfenolova modf



Elektroforeticky pufr pro SDS-PAGE (10 x koncentrovany);

Tris-HCL. ... 33,4 g
Glycine........coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeen 144 g
destilovanéd voda..................................ad 1 000 ml

pH se neupravuje

STE

10 mM Tris-HCI pH 8
100mM NaCl

0,1 mM EDTA pH 8

Sonikaéni pufr
50 mM Tris-HCI pH 8

25% sacharosa

5 mM EDTA pH 8
3mM DTT

ImM benzamidin
0,2M PMSF

Eluéni pufr L
10mM Tris-HCIl, pH 8

50mM NaCl
0,imM EDTA, pH 8
ImM DTT

Eluéni pufr H
10 mM Tris-HCI, pH 8

2M NaCl
0,1 mM EDTA, pH 8
ImM DTT
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Eluéni pufr C
10mM Tris-HCI, pH 8

0,2M NaCl
0,1 mM EDTA, pH 8
ImM DTT

TAE: Tris-acetatovy pufr, pH 8
40 mM Tris-acetat

1 mM EDTA

TE

10mM Tris-HCI

ImM EDTA

pH 8,0

Restrikéni pufr; pH 8
50 mM Tris-HCl
10 mM MgCl,
1 mM DTT
50 mM NaCl

Stop roztok
2% SDS

100 mM EDTA
10% Glycerol
0,1% BFM

Redici pufr pro enzymy
50% Eluéni pufr L

50% glycerol

BFM, bromfenolova modf
2,5% Glycerol

2,5mM DTT

0,025% BFM
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TBE; Tris-boratovy pufr, pH 8
90 mM Tris-borat
2 mM EDTA

Polvakrvlamidovy gel (SDS PAGE)

Zaostfovaci gel: 10 %

AA/BAA (30% zasob. roztok).............. 0,750 ml
zaostfovaci pufr pH 6,8...................... 1,25 ml
10% peroxodisiran amonny.....................20 pl
TEMED.......ciiiiiiiiiiiiiiiiireee e 5pul
destilovand voda..............c.oooiiiiiiiiinl 3ml

Separaéni gel: 10%

AA/BAA (30% zésob. roztok)................... 4 ml
separaéni pufr pH 8,8............c.crivineee . 3ml
10% peroxodisiran amonny...................... 40 ul
TEMED.....ccoiiiiiiiiiiiiiiiie e, 16 pl
destilovand voda...........c.c.coviiiiiiiiininnatn, S5ml

Roztoky pouzité pri isolaci plasmidové DNA

Roztok I;: pH 8
50 mM glukosa

25 mM Tris-HCI
10 mM EDTA
Roztok II

0,2 N NaOH

1% SDS

Roztok 111

7,5 M octan amonny
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3.5. Chemikalie

Chemikalie Vyrobce
Acrylamid Serva
AA/BAA (Acrylamid/bis-acrylamid),29:1, | Sigma-Aldrich
30% zasobni roztok

Agar Oxoid
Agarosa Sigma-Aldrich
ATP Sigma-Aldrich
Benzamidin Sigma-Aldrich
Bis-acrylamid (N,N’-methylenbisacrylamid) Serva
Brillantni modf R-250 Serva
Bromphenolova modf Lachema
CaCl; ( chlorid vépenaty ) Lachema
CH3;COOH (kys. octova) Lachema

Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich
EDTA (ethylendiamintetractova kyselina) Lachema
Glycerol Lachema
Glycin Sigma-Aldrich
HCI( kys.chlorovodikova) Fluka

H3BOs( kys. borita) Lachema
IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid) Serva
KH,PO4 ( dihydrogenfosfore¢nan draselny) Sigma-Aldrich
Methanol Lachema
MgCly(chlorid hote¢naty ) Lachema
MgSOg4(siran hore¢naty) Lachema
NaCl;(chlorid sodny) Lachema
Na;HPO,( hydrogenfosfore¢nan sodny ) Lachema
NaOH( hydroxid sodny) Lachema
(NH4)2SOy4( siran amonny) Lachema
(NH4),S,0g(peroxodisiran amonny) Lachema

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluorid)

Sigma-Aldrich

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Serva

28




Sacharosa Lachema
TEMED(N,N,N',N"- Serva
tetramethylethylendiamin)

Tris-HCl Lachema
Tryptone Oxoid
Zelatina Oxoid

3.6.Pristroje a pomicky

3.6.1. Pristroje

Centricon, Amicon, Millipore, USA

Centrifuga K 26, Janetzki, Némecko

Odstiedivka, Mini Spin Plus, Eppendorf, SRN

OTD-Combi, ultracentrifuaéni odstfedivka, Sorvall-OTD-Combi, DuPont, USA
Orbitalni rotacka, Vortex Genie 2, Scientific Industries, USA
Ptistroj pro analysu a dokumentaci geltt GDS 5000, UNLipmex
Sonikator, U50, Kika Laboratortechnik, Némecko
Spektrofotometr, Unicam SP, 1700 , UK

Sorvall-RT 6000B, DuPont, USA

Sorvall RC5C, DuPont, USA

Susicka gelt, Model 583 Gel dryer,Bio-Rad, USA

Systém pro elektroforesu proteini, ATTO gel box, GRI, Japonsko
Systém na purifikaci proteint,Econo system, Bio Rad, USA
Trepacka, Orbi-Safe TS Net Wise, Schoeller, Némecko

Vodni lazeni, SUB 6, Grant Instruments, UK

Zdroj napéti, model 500/200, Bio-Rad Laboratories, USA

3.6.2. Pomicky
Rotor TFT 80.13 (rmax= 84,7 mm), Dupont, USA
Rotor SS 34, (rmax= 10,7 mm), Dupont, USA

Chromatogafické kolony:Hi Prep16/10 DEAE FF,Amersham Pharmacia Biotech UK
HiTrap Heparin HP, Amersham Pharmacia Biotech UK
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3.7. Metody

3.7.1. Kultivace bakterii

Kultivace bakterii E.coli probihala pfi optimalnich podminkach ristu pii 37°C.
Bakterie byly kultivované v tekutém médiu LB nebo na Petriho miskach s LA piidou.
U bakterii nesouci plasmid, bylo do média pfidano ptislu$né antibiotikum.

3.7.2. Transformace

Byla pouzita metoda transformace (Maniatis, 1982) kompetentnich burek
pfipravovanych pomoci prodlouZené inkubace v CaCl, (Mandel a Higa, 1970).
Transformace je metoda, pii které je do kompetentnich buriek zaveden vyhovujici
plasmid. Transformanti jsou pak selektovani ristem na LA s pfisluSnym

antibiotikem.

3.7.2.1. Priprava kompetentnich buiek

Do 4ml LB bylo pfidano 10ul kultury a kultivovano pfi 37°C po dobu 16 hodin.
100pl 16-h kultury bylo inokulovano do 10ml LB, kultura byla poté intenzivné
ttepana pii 37°C po dobu 180-240 min. do ODggy v rozmezi 0,2- 0,3 (koncentrace
kultury 107 bufiek/ml). Buitky byly ochlazeny 10 minut na ledové lazni,
centrifugovany (4000 x g, 15 min., 4°C). Sediment byl nasledné resuspendovan
v5ml (1/2 vychoziho objemu kultury) ledového 50mM CaCl,. Suspense byla
inkubovana na ledové lazni po dobu 1 h., opét centrifugovana a sediment jemné
resuspendovan v 625ul (1/16 pivodniho objemu) roztoku S0mM CaCl, s 20%
glycerolem. Suspense kompetentnich buriek byla rozplnéna po 100ul do

Ependorfovych mikrozkumavek a uchovana pro dalsi praci pfi teploté -70°C.

3.7.2.2. Transformace

Ke 100ul kompetentnich buriek byl pfidan 1ul plasmidové DNA (5 ng/1 pl) a 10
ul 10x koncentrovaného roztoku TCM. Obsah byl pomalym obracenim promichéan a
inkubovan 30 minut na ledové lazni. Potom byla smés ponechana v 37°C teplé vodni

lazni po dobu 2 minut a 10 minut p#i pokojové teploté. K obsahu byl sterilné pfidan
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Iml LB, ohfaty na 37°C, a suspense byla nékolikrat promichana obracenim.
Nasledoval teplotni $ok pfi 42°C po dobu 2 minut a suspense byla kultivovana
lhodinu pfi 37°C. Buiky byly vysety po 0,Iml na pidu LA s pfisluSnym
antibiotikem. Petriho misky byly inkubovény pii 37°C pies noc. Jako kontrola byly
vysévany kompetentni buriky opracované stejnym zplsobem, avSak bez piidani

DNA.
3.7.3 Metody pouZzité pii praci s fagy

3.7.3.1 Priprava fagovych lyzata

0,1 ml zasobniho lyzatu faga A (10°-10'° PFU/ml) a 0,5 ml 16-h kultury vhodného
bakteridlniho kmene bylo pfidano ke 3 ml 45°C teplé pidy LB s 0,6 % agaru a vylito
na povrch misky s LA. Po 16-h kultivaci pfi 37°C dojde k téméf kompletni lyzi
bunék.

Mekky agar byl setfen do Ehrlenmayerovy baiiky a se 3 ml fagového pufru a 0,5
ml chloroformu intenzivné tfepan 3 h pti 37°C. (Obvykle jsme ziskavali lyzat ze 3
Petriho misek najednou.) Poté byla suspense centrifugovana (4 000 x g, 30 min, LT),
supernatant odebran a vhodné nafedén roztokem FF a byl stanoven titr fagového
lyzatu.

Vhodné kmeny pro pomnoZeni faga byly voleny s ohledem na poZadovanou
modifikaci fagové DNA. Fag Avir.0 s nemodifikovanou DNA se ziska pomnoZenim
na kmeni C122 (r" m’), fag Avir.R1241 oznaCuje DNA faga R124 specifity, kterou fag
ziskal pomnoZenim na kmeni C122/R124. a fag Avir.R1241I byl ziskan pomnoZenim
na kmeni JM109/pKF650.

3.7.3.2 Stanoveni titru fagového lyzatu

3 ml pddy LB s 0,6 % agaru vyhtaté na 45°C byly smiseny s 0,1 ml vhodné
ziedéného fagového lyzatu a s 0,5 ml 16-h kultury bun€k indikatorového kmene
(1x10° bun&k/ml) a nality na misky s pidou LA. Po ztuhnuti byly misky pfeneseny
do 37°C a po 24 h kultivace byl odecten pocet plakli v souvislém naristu

indikatorové kultury. Podle fedéni byl vypoéten titr faga v lyzatu (pocet PFU/ml).
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3.7. 4. Testovani restrik¢né-modifikaéniho fenotypu

Fenotyp r-m EcoR124 zahrnuje dva znaky : a)znak pro restrikci (r), b)znak pro
modifikaci (m)
Tento test nam slouZi kovéfeni fenotypu kmend E.coli transformovanych

pfislusnymi plasmidy.

3.7.4.1. Stanoveni restrikéniho fenotypu

Na stanoveni restrikéniho fenotypu byl pouzivan kvalitativni (kapkovy) test

(Colson et al., 1965).
Povrch misek s LA ptidou a odpovidajicim antibiotikem byl pfevrstven 3 ml 0,6%
agaru obsahujicim 0,5 ml ON narostlé testovaci 1 kontrolni kultury. Po ztuhnuti byl
na povrch agaru nakapéan lyzat pFislusnych fagé o znamé pracovni koncentraci 10°,
10* 2 10° PFU/ml.

Po 16 hodinach kultivace pfi teploté 37°C byl spogitan poet plakt. Uéinnost
restrikce (e.o.p. = efficiency of plating) je ddna podilem po¢tu plakid na testovaném a
kontrolnim nerestringujicim kmeni r ".Hodnoty 0,0001- 0,01 odpovidaji r*, hodnoty
0,01-0,1 '~ a hodnoty 0,1-1,0 fenotypur".

3.7.4.2. Stanoveni modifika¢niho fenotypu

Pro ur¢eni modifikaéniho fenotypu (m) se pouziva lyzat faga Avir pomnoZeny na
testovaném kmeni, ktery se ziskdva z plakli vytvofenych pfi testovani restrikéniho
fenotypu.

Do stedu plaku byl zaveden sterilni platinovy dratek a mirnym krouzenim dos$lo
k zachyceni fagovych &astic. Tyto &astice byly resuspendovany v Iml roztoku
fagového pufru. Ze ziskané suspense fagh (pfiblizné 10° PFU/ml) byla vytvofena
fedéni 107, 102, 10, Znovu byl pouzit kapkovy test (Colson et al., 1965). Jednotliva
fedéni faga byla nakapana paralelné¢ na povrch ztuhlé pidy LB s0,6% agaru
s obsahem indikatorovych kmeni (restringujici a nerestringujici kmen). Tyto kmeny
byly ptedem pomnozZeny pfi 37°C 16hodin ve 4ml LB. Po 16 hodinach kultivaci pii

32



byly ptedem pomnozZeny pti 37°C 16hodin ve 4ml LB. Po 16 hodinach kultivaci pfi
37°C byla vypoé¢tena uéinnost modifikace, ktera je dana podilem titru faga na kmeni
restringujicim (nesouci plasmid s danou specifitou) a nerestringujicim. Hodnoty 1,0-

0,5 odpovidaji fenotypu m*, 0,5- 0,09 fenotypu m" " a hodnoty pod 0,09 fenotypu m".

Obr. 6: Stanoveni restrikéniho fenotypu

Utinnost restrikce (e.0.p. = efficiency of plating) je dana podilem poétu plakii na
testovaném a kontrolnim nerestringujicim kmeni r . Hodnoty 0,0001- 0,01 odpovidaji
r', hodnoty 0,01-0,1 "~ a hodnoty 0,1-1,0 fenotypur".

(A) Fagy o znamé pracovni koncentraci 10%, 10" a 10° PFU/ml

nakapané na kontrolni nerestringijici kmen a na testované kmeny (B) nerestringujici;
(C) restringujici .

Obr.7: Stanoveni modifika¢niho fenotypu

Utinnost modifikace je dana podilem titru faga na kmeni restringujicim (nesouci
plasmid s danou specifitou) a nerestringujicim. Hodnoty 1,0-0,5 odpovidaji fenotypu
m’, 0,5- 0,09 fenotypu m* "~ a hodnoty pod 0,09 fenotypu m"

(A) Lyzat faga pomnozZeného na testovaném kmeni nakapany na kontrolni
nerestringujici kmen; a na kmeny specitity B a C . Testovany fagovy lyzat ziskal
pomnoZenim na testovaném kmeni specifitu B.

33



3.7.5. Prace s plasmidovou DNA
3.7.5.1. Isolace plasmidové DNA z E. coli

Pro isolaci plasmidové DNA byla pouZita metoda alkalické lyze (Maniatis, 1982).
Isolované kolonie nesouci vhodny plasmid byly kultivoviny ON ve 3 ml LB
s pfislusnym antibiotikem. Opakovanou centrifugaci byly builky ze 3 ml kultury
shromézdény v EP mikrokyveté (15 000 x g, 3min, LT, laboratorni stolni centrifuga).
Supernatant byl odsan a pelet resuspendovan na vortexu ve 200 pl ledového roztoku
I ( 50 mM glukosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl, pH 8,0) a suspense byla
inkubovana 5 min pfi pokojové teploté. K suspensi bylo pfidano 400 pl ledového
Cerstvé pripraveného roztoku II (0,2 N NaOH, 1% SDS). Obsah EP mikrokyvet byl
promichan pfevracenim a po 5 min inkubace v ledu bylo pfiddano 300 pl ledového
roztoku III (7,5 M octan amonny). Obsah byl velmi jemné& promichén pfevracenim
EP mikrokyvet a ponechan 10 min na ledu.

Vznikl4 sraZenina byla odstranéna centrifugaci (15 000 x g, 15 min, LT) a DNA
v supernatantu byla vysraZzena 600 pul ml isopropanolu, 10 - 60 min ponechéna pii
pokojové teploté, sedimentovana centrifugaci (16 000 x g, 10 min,LT), jedenkrat
promyta 0,8 ml 70 % ethanolu, centrifugovana, vysuSena v termostatu pti 37°C a
rozpu$téna ve 20 pl pufru TE. 3 ul byly pouZity pro ovéfeni ptitomnosti plasmidové

DNA elektroforesou v agarosovém gelu.
3.7.5.2. Elektroforesa plasmidové DNA v agarosovém gelu

Elektroforesa plasmidové DNA byla provadéna v horizontdlnim uspofadani
(p¥istroj firmy Pharmacia LKB, Svédsko) v 0,9 % agarosovém gelu. Do 50 °C teplé
agarosy bylo pfidano 5 pl EtBr (kone¢na koncentrace 0,2 pg/l1 ml ). Vzorky DNA
byly smiseny s indika¢ni smési (0,07 % bromfenolova modf, 7% SDS. 33% glycerol)
v poméru 3:1 a nanaSeny na gel. Elektroforesa probihala v pufru TAE pfi LT a napéti
60-80 V. DNA byla detekovana v ultrafialovém svétle (254 nm) na pfistroji GDS
5 000.
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3.7.6. Elektroforesa proteinu v polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti SDS
(SDS- PAGE)

Proteiny jsme analysovali metodou SDS-PAGE v diskontinudlnim systému pufri
(Laemmli, 1970). Mezi dvé skla (16x 16cm) piistroje ATTO gel box (Japonsko GRI)
na elektroforesu proteinti byl nalit do 2/3 vysky 10% separaéni gel, povrch jsme
prevrstvili destilovanou vodou. Po zpolymerovani separa¢niho gelu byla vylita voda
a na osuSeny gel nalit zaostfovaci gel, do néhoZ jsme zasunuli teflonovy
hfeben.Takto ptipraveny gel byl umistén do pfistroje na elektroforesu a pfevrstven
SDS elektroforetickym pufrem. Smichame 10-15pl vzorku se vzorkovym pufrem pro
SDS-PAGE( vpoméru 1:2), nechdme 3 minuty povafit a naneseme na gel.
Elektroforesa zpocatku probihala pfi konstantnim proudu 10mA/gel, pfi pfechodu
vedouciho ¢ela ze zaostfovaciho gelu do gelu separaéniho byl proud zdvojnasoben.
Elektroforesa byla ukon¢ena po dosaZeni vedouciho &ela konce gelu.

Po ukonceni SDS-PAGE byl oddélen separa¢ni gel, promyt destilovanou vodou a
proteiny byly detekovany barvenim gelu v roztoku Coomasie brilantni mod#i R-250
30 minut pfi 30°C nebo 16 hodin pfi LT. Poté byl gel odbarvovan v destilované vodé
zahtivané k bodu varu po dobu 10-15 minut. Gely byly suSeny 1 hodinu pfi 80°C

v suSic¢ce geld.

3.7.7. Exprese podjednotek HsdR, HsdM a HsdS

100 pl 16-h kultury bylo inokulovano do 10 ml LB s pfislusnym antibiotikem,
kultura byla intenzivné tfepana pfi 37 °C do ODggo 0,4-0,6. K suspensi bunék byl
pfidan isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) do kone¢né koncentrace 0,5 mM.
Po 16h kultivaci pfi 25 °C byla suspense inkubovana 10 min na ledové 1azni a poté
centrifugovana (4 000 x g, 15 min, 4 °C). Pelet byl promyt ledovym roztokem STE a
resuspendovan ve 2 ml sonika¢niho pufru. Vzorek byl sonikovan 2 min na ledové
lazni do projasnéni (pfistroj pro sonikaci — US0, IKA, cyklus 0,5, amplituda 90 %).

Bylo odebrano 200 pl sonikované kultury na analysu celkovych bunéénych proteint.
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3.7.8. Purifikace proteind

3.7.8.1. Ptiprava bunééného extraktu

2 000 ml pidy 2xYT (Maniatis, 1982) s pfislusnym antibiotikem bylo
inokulovano 20 ml 16-h kultury kmene JM109(DE3) s jednotlivymi plasmidy pro
purifikaci MTas. Bunééna suspense byla intenzivné tfepana pti 37 °C do ODggo 0,4-
0,6 a po pfidani 1 ml 1 M IPTG dal$ich 16 h ptfi 25°C. Kultura byla ochlazena 30
min na ledu a centrifugovana (K26, 30 min, 4 500 rpm, 4 °C). Pelety byly
resuspendovany ve 20 ml ledového STE a centrifugovany pfi 4 500 rpm, 15 min, 4
°C (centrifuga Sorvall-RT 6000B). Pelety byly znovu promyty 10ml ledovym STE,
resuspendovany a centrifugovany na SorvalRC5C (rotor SS 34, 10 000rpm, 15 min.,
4 °C) a ziskan4 buné&na hmota byla zvaZena. Uinnost indukce byla kontrolovana
elektroforeticky.

3 g bunélné hmoty bylo resuspendovano v ledovém sonikaénim pufru, suspense
sonikovana (cyklus 0,5, amplituda 90 %) a centrifugovana pti 18 000 rpm, 20 min,
4 °C (centrifuga SorvalRC5C, rotor SS 34). K supernatantu byl ptfidan siran amonny
do 70% saturace, smés byla michdna 3h pii 4 °C a precipitat proteini byl
centrifugovana 18 000 rpm, 20 min, 4 °C (centrifuga SorvalRC5C, rotor SS 34).
Pelet byl resuspendovan ve 20 ml pufru s nizkou koncentraci NaCl (Eluéni pufr L, 50
mM NaCl) a roztok byl dialysovan proti 5 1 Eluéniho pufru L s 0,5 mM
dithiothreitolem (DTT) pti 4 °C (16 h). Po dialyse byl nerozpustny podil ve vzorku
odstranén ultracentrifugaci 50000rpm, 60 min, 4 °C (ultracentrifuga Sorval, rotor
TFT 80.13) a supernatant byl nand$en na chromatografickou kolonu. K purifikaci
vSech enzymi byl pouZit pfistroj Econo System, Bio Rad.

3.7.8.2. Purifikace methylas
Enzymy byly purifikovany pouZitim iontoméni¢ové a afinitni chromatografie

(Taylor et al., 1992; Weiserova et al., 2000).

Iontomé&nidova chromatografie

Pro iontoméni¢ovou chromatografii byla pouZita kolona Hi Prep 16/10 DEAE FF,
20ml (Amersham). Kolona byla uchovana ve 20% ethanolu, pfed prvnim pouZitim
byla ekvilibrovana 5V kolony Eluéniho pufru L s nizkou koncentraci NaCl (50 mM,
pH 8,2; dale oznacovany L,), SV kolony Elu¢niho pufru H s vysokou koncentraci
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NaCl (2 M, pH 8.2; dale ozna¢ovany H) a 5V kolony L pufru, pfi pritoku 1 ml/min,
4 °C. Pti opakovaném pouzivani byla ekvilibrovana 2V kolony H pufru a 10 V
kolony L pufru pfi prutoku 1 ml/min, 4 °C.

Po dialyse byl vzorek nanesen na ekvilibrovanou kolonu rychlosti 1 ml/min.
Kolona byla promyta stejnou rychlosti 5V pufru L a navazané proteiny byly
vymyvany linedrnim gradientem NaCl (0,05 - 0,5 M NaCl). Eluce byla
monitorovana kontinudlnim méfenim absorbance pifi 280 nm a pfitomnost
dvoupodjednotkového komplexu MTasy byla ve vybranych frakcich kontrolovana
elektroforeticky porovnavanim se standardem. Frakce s nejvy$§im obsahem enzymu
byly spojeny a obsah NaCl byl nafedén na koncentraci NaCl v L pufru (0,05 M)
,L** pufrem bez obsahu NaCl.

Afinitni chromatografie

Pro afinitni chromatografii byla pouZita heparinova Hi Trap kolona, 5 ml
(Amersham). Kolona byla uchovana ve 20% ethanolu, pifed prvnim pouZitim byla
ekvilibrovana 10V kolony L pufru, nasledné 2V kolony H pufru a 10V kolony L
pufru. Mezi purifikacemi byla kolona ekvilibrovana 2V kolony H pufru a 10V
kolony L pufru. Pritok pro afinitni kolonu v pribéhu ekvilibrace a purifikace MTas
byl 1 ml/min pfi 4 °C.

Spojené frakce po iontoméniCové chromatografii byly naneseny na
ekvilibrovanou heparinovou kolonu. Kolona byla promyta 10V pufru L a navézané
proteiny byly vymyvany linedmim gradientem NaCl (0,05 — 1 M NaCl, celkovy
objem 50 ml). Po ukonleni gradientu byly vybrany frakce s nejvy$§im obsahem
bilkovin. Pfitomnost enzymid v téchto frakcich byla kontrolovana elektroforeticky.
Frakce s nejvy$§im obsahem enzymu byly spojeny a zakoncentrovany na Centrikonu
30 (odstfedivka Amicon- 5000 g, 30 min, 4 °C). Koncentrace proteinu byla
stanovena na zakladé absorbance UV pii 280 nm s pouZitim extinkéniho koeficientu
odvozeného z obsahu aromatickych aminokyselin MTasy EcoR 1241 (E ;3= 157 800
M cm™). Enzymy byly uchovéany v 50% glycerolu p¥i —20 °C.
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3.7.8.3. Purifikace podjednotky HsdR
Podjednotka HsdR byla purifikovana z kmene E.coli IM109(DE3) nesouci
plasmid pVZR2 pouZitim iontoméni¢ové chromatografie a gelové filtrace (Janscak et

al., 1996).

Iontoménilova chromatografie

Pro iontoméni¢ovou chromatografii byla pouZita kolona Hi Prep 16/10 DEAE
FF, 20ml, Amersham jako pii purifikaci MTas a stejnym zpusobem ekvilibrovana
(kapitola 3.14.2.1.). Pro ekvilibraci a purifikaci byl pouZit pritok 1 ml/min.

Po dialyse byl vzorek nanesen na ekvilibrovanou kolonu. Kolona byla promyta
5 V pufru L a navazané proteiny byly vymyvany linearnim gradientem NaCl (0,05-
0,3 M NaCl, celkovy objem 200 ml). Pfitomnost proteint ve vybranych frakcich byla
kontrolovana elektroforeticky. Frakce s nejvy$§im obsahem podjednotky HsdR byly
spojeny, zkoncentrovany na Centrikonu 30 (odstfedivka Amicon — 5 000g, 30 min,

4 °C) na objem maximalné do 4,8 ml a pfipraveny pro gelovou chromatografii.

Gelova filtrace

Pro gelovou filtraci byla pouzita kolona Hi Prep 16/60 Sephacryl S-200 HR,
120ml, Amersham. Pfed prvnim pouZitim byla kolona ekvilibrovana destilovanou
vodou (0,5 V kolony, pritok 0,5 ml/min) a nasledné H pufrem (2V kolony, pritok 1
ml/min).

Zakoncentrované frakce po iontoméni¢ové chromatografii byly naneseny na
ekvilibrovanou sephacryl kolonu rychlosti 0,5 ml/min. Kolona byla promyvéna
stejnou rychlosti H pufrem (celkovy objem 480 ml). Frakce byly kontrolovany
elektroforeticky, ty snejvy$§im obsahem podjednotky HsdR spojeny,
zkoncentrovany na Centrikonu 30 a koncentrat byl uchovan v 50% glycerolu pii

-20 °C.
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3.7.9. Biochemicka charakterizace purifikovanych enzymi

3.7.9.1. Restrikéni aktivita in vitro sestavenych endonukleas

Restrikéni aktivita u in vitro sestavenych standardnich a mutantnich REas byla
sledovana na zakladé restrikce kruhové plasmidové DNA na linearni formu .

REasy byly rekonstituovany smisenim podjednotky HsdR se standardni
MTasou nebo mutantnimi MTasami v molarnim poméru 5:1. Rekonstituce probihala
v prostfedi restrikéniho pufru pfi pokojové teplot¢ po dobu 10 min. Jako kontrola
restrikéni reakce byla pouZita smés bez pfitomnosti REasy. Substratem byl plasmid
pCFD30 s jednim rozpoznavacim mistem specifity R1241, pomér enzym:DNA byl
1:1. Restrikéni reakce byla zahajena pfidavkem 0,1 M ATP do kone¢né koncentrace
v reakéni smési 2 mM. Reakce probihala po dobu 5 min pti 37 °C v objemu 20 pl,
byla zastavena ptidavkem 10 pl stop roztoku a deaktivovana 5 min pti 65 °C.
Jednotlivé formy DNA byly rozdéleny a detekovany v 0,8% agarosovém gelu

barveném v EtBr.

3.7.9.2. DNA methylace in vitro

Tato metoda je zaloZena na vystaveni plasmidu pCFD30 nesouci 30 pb
oligoduplex (CCCCGTGCAGAATTCGAGGTCGACGGATCCGGG) s jednim
rozpoznavacim mistem specifity R1241 (Weiserova et al., 2000) u€inku mutantnich
MTas a nasledné ucinku restrikéniho enzymu Typu II EcoRI. Enzym EcoR124I
skupina IC rozpoznava sekvenci 5’"GAA Ng RTCG 3’ zatimco enzym EcoRI Typ II
sekvenci 5'GAATTC 3’ ptitomnou v oligoduplexu pCFD30. Proto v pfipadé€, Ze by
DNA byla plné methylovana MTasou R1241, enzym EcoRI by DNA nestépil.

Objem reakéni smési byl 25ul, 50 nM nemodifikovana DNA byla inkubovana s
150 nM MTasou v prostfedi 1 x koncentrovaného restrikéniho pufru a 200 uM
AdoMet. Methylace DNA probihala 1 h pti 37 °C. Poté byly MTasy deaktivovany 10
min. pfi 65°C, bylo pfidano 10 U restrikéniho enzymu EcoRI, reakce byla
inkubovéna 1 h pfi 37 °C a poté deaktivovana 10 min pfi 65°C. Jednotlivé formy
DNA byly visualisovany barvenim gelu v EtBr .
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4. VYSLEDKY

Podjednotka HsdS hraje kli€ovou roli v komplexnim enzymu, nebot’
rozpoznava specifické misto na DNA v procesu modifikace i restrikce. A také ma
hlavni tlohu ve vazbé s ostatnimi podjednotkami prostfednictvim konzervovanych
domén, na coz jsme se zaméfili.

Na zdklad¢ objeveni mutace v hsdS72 genu (Weiserova et al.,, 1998) s tzv.
»heklasickym® fenotypem byly zkonstruovany plasmidy s mutacemi v centralni
konzervované doméné hsdS genu specifity R1241. Vychozim materidlem pro moji
praci byly derivaty plasmidu pJS491 nesouci geny hsdS s bodovymi mutacemi
vedouci k zaméné lysinu v pozici 184 a/nebo 384 za arginin (K184N, K384N). U
téchto mutaci se na zékladé strukturniho modelu (Obarska et al., 2006), ptedpokladal

vliv na interakci protein-protein a tedy na vazbu podjednotek.

4.1. Priprava analysovanych kloni
4.1.1. Transformace mutantich plasmida do JM109(DE3)/pKF650

Do kmene JMI09(DE3)/pKF650 (plasmid nese geny hsdR M,S systému
EcoR124I,Cm") (Abadjieva et al.,1993) byly transformovany mutantni plasmidy
(kapitola 3.7.2.2.). Transformanti byly selektovani na Petriho miskach sLA a
antibiotikem (Cm,Ap).

Nasledné byl proveden komplementaéni test restrikéniho fenotypu u vSech

pfipravenych kment.

4.2, Testovani restrikéniho a modifikaéniho fenotypu

Nejprve byl testovan restrikéni fenotyp komplementaéni analysou (kapitola
3.7.4.1.) zaloZenou na kompetici mezi dv€éma blizce pfibuznymi podjednotkami
HsdS se specifitou R1241 a podjednotkou HsdS se specifitou R124II, o vazbu
s podjednotkami HsdM a HsdR. Tento test ndm umoziiuje rozlisit potencidlni DNA-
vazebné mutanty (dochdzi ke kompetici mezi pfibuznymi podjednotkami HsdS) od
mutantd neschopnych vazby s ostatnimi podjednotkami (ke kompetici nedochazi)
(Abadjieva et al., 1993). K analyse byly pouZity plasmidy pKF650 a pJS491.
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Plasmid pKF650 nese geny hsdR, hsdM a hsdS kodujici komplexni endonukleasu
systétmu EcoR124II (restringuje faga A.R124I) a je kompatibilni s plasmidem
pJS491, ktery kdéduje podjednotku HsdS systému EcoR1241 (restringuje faga
A.R1241I). Byla porovnavana schopnost restrikce fagi A.R124I1 a A.R124I
transformanty JM109(DE3) nesoucimi plasmid pKF650 a jednotlivé mutantni
plasmidy pJS491 skmenem nesoucim plasmidy pKF650 a pJS491 a s kmenem
nesoucim pouze plasmid pKF650.

Kompetice mezi podjednotkami HsdS specifity R1241 a R124II o vazbu s
podjednotkami HsdM, HsdR v komplexni endonukleasu EcoR1241 se projevi
sniZzenou restrikci faga A.R124I systémem EcoR124Il na plasmidu pKF650. A
snizena restrikce faga A.R124Il ukazuje na potencidlni DNA-vazebné mutanty. U
naSich mutaci tedy nalézame potencidlni DNA-vazebné mutanty vzhledem
k hodnotam restrikce (Tab. 4.). ProtoZe tento test byl jen orienta¢nim, pfistoupili
jsme v dal§im kroku k testovéni restrikéniho i modifikaéniho fenotypu.

Hodnoty, které jsme ziskali jsou shrnuty do tabulky 5., z nichZ vyplyva, Ze u
vSech testovanych mutant v podjednotce HsdS dochazi ke vzniku methylasy,
schopné vazby na DNA a nasledné modifikace na specifitu R124I. Jedna se tedy o
dalsi ,,neklasické” mutace (rm’) s primarné poskozenou vazbou s podjednotkou

HsdR.
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Tab.5:Testovani restrikéné-modifikaéniho fenotypu komplementaéni analysou

IRESTRIKCE® |[MODIFIKACE® [r-m FENOTYP
Kmen Fag Kmen
LJM109(DE3) AO NT
Al 1 R124| NT
Al 1 R1 24" NT
JM109(DE3)/pKF650 |AO 10°
Al 10°  |R1241 10 | r Riza1 M “R1241
All |1 [R1240 1| r'Rizen m Rizan
IJM109(DE3)/pKF650, |AO 107
pJS491 Al 10°  |R124l 1 | PRzt M Riza1
Al 10*  |[R12411 1 I‘+R124u m+R124"
.JM109(DE3)/pKF650, |AO 102
pJS491K184N Al 10?  |R124l 1 I Ri241 m+R124l
ANl 10" |R1241 1 r R12411 m+R1241]
JM109(DE3)/pKF650, |AO 102
pJS491K384N Al 102 |R1241 1 r Ri241 M R1241
Al 10" |R124l1 »1 r° RI12411 m+R124_H
JM109(DE3)/pKF650, [AO 102
pJS491K184N,K384N (Al 102  |R124l 1 I R1241 m+R124]
Al 10" |R1241 1 r° R12411 m+R124n

a — ucinnost restrikce je dana podilem titru faga specifity A.R1241 a A.R124Il na
testovaném a kontrolnim kmenir -

b — uéinnost modifikace je dana podilem titru faga (pomnoZeného v transformantech) na
kontrolnich kmenech CI122/R124 r *Rrizg m'rize;, C122/R124/3 1 “Rizen m'Rizan

(restringujici, nesouci plasmid s danou specifitou) a nerestringujicim kmeni C122r "'m".
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4.3. Priprava mutantnich methylas

4.3.1. Transformace mutantnich plasmidia do JM109(DE3)/pAC15M

Do kmene E.coli IM109(DE3) byl postupné vnesen metodou transformace
(Mandel a Higa, 1970) (kapitola 3.7.2.2.) plasmid pAC15M (Holubova et al., 2004)
s genem hsdM pod promotorem pr; a nésledn€ plasmidy s jednotlivymi mutantnimi
geny hsdS. Transformanti byli selektovani na Petriho miskach s LA a pfislusnym

antibiotikem (Ap., Tc).

4.3.2 Kontrola R-M fenotypu u transformanti

Dalsim krokem bylo u ziskanych transformantd ovéfit funkci u dvou-
plasmidového systému.
Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 6. Testovani restrikéniho i modifika¢niho
fenotypu ukézalo, Ze u vSech mutanti doSlo k zachovani modifika¢ni funkce.
K restrikci nedochazi vzhledem k nepfitomnosti genu AsdR v burice a je provedena

jen za u€elem pomnoZeni faga na testovaném kmeni.

Tab.6: R-M fenotyp u mutantnich podjednotek HsdS

JIM109(DE3)/pAC15M | Restrikce Modifikace R-M fenotyp
pJS491(wt) 1,0 1,0 r’'m"
pJS491 K184N 0,6 1,0 r'm"
pJS491 K384N 1,0 0,9 r'm’
pJS491 K184N,K384N | 1,0 1,0 r'm’

— u¢innost modifikace je ddna podilem titru faga na kontrolnim, restringujicim kmeni

C122/R124 r "r1241 m'Ri2412 na nerestringujicim kmeni C122r 'm’.
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4. 4. Kontrola indukované exprese gent hsdS a hsdM

Restrikéni a modifika¢ni funkce byly testovany in vivo v neindukovaném kmeni
IMI109(DE3), ktery je zdrojem T7 polymerasy. Je znamo, Ze hladina T7 RNA
polymerasy je u tohoto kmene v podminkach bez indukce dostate¢na pro analysu R-
M aktivity (Abadjieva et al.,1993). Pro purifikaci enzymt bylo nejprve nutné ovéfit
indukovatelnou expresi genti hsdS a hsdM tvoticich methylasu.

Indukce byla provadéna pomoci 0,1M IPTG. Po pifidani IPTG doslo
k nadprodukci pfislusnych podjednotek, coz je zfetelné vidét na obrazku 7. U vSech
nami testovanych klonl byla indukce exprese gend funkéni (Obr. 7). Indukované

podjednotky byly separovany na 10% SDS-PAGE.
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Obr.7: Kontrola exprese genu

Mutantni geny hsdS byly exprimovany v klonech JM109(DE3)/pACI5M s
pfislusnym mutantnim plasmidem.

Drahy: 1 - proteinovy standard; 2 - pJS491K184N, exprese pted indukci, 3 -
pJS491K 184N, exprese po indukci; 4- pJS491K384N, exprese pred indukci; 5-
pJS491K384N, exprese po indukci; 6- pJS491K 184N, K384N, exprese pied indukci;
7 - pJS491K 184N, K384N, exprese po indukci; 8 - pJS491, exprese pted indukci; 9 -
pJS491, exprese po indukci
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4.5. Purifikace methylas

Porovnani vysledkli biochemické analysy purifikovanych mutantnich methylas
s vysledky standardniho enzymu ndm poskytne bliZ$i informace o tom jaky vliv maji
mutace na vlastnosti podjednotky HsdS in vitro. K analyse byla vybrana mutanta
K384N.

Enzym byl purifikovan z kmene JMI109(DE3) nesouci plasmidy pAC15M
(Holubova et al.,2004 ) a pJS491 (Patel et al., 1992). Enzym byl isolovan nejprve
pomoci iontoméni¢ové chromatografie na kolon¢ Hi Prep 16/10 DEAE FF, kdy
nejveétsi mnozstvi proteinu bylo eluovano ve frakcich ¢.31,8.32 a €.33 (Obr. 8).
Spojené frakce byly nasledné naneseny na heparinovou HiTrap kolonu (afinitni
chromatografie) podle metody uvedené v kapitole 3.7.8. Cistota proteinu byla
kontrolovana pomoci elektroforesy proteinu v polyakrylamidovém  gelu
v pfitomnosti SDS (Obr.9) (kapitola 3.7.6.). Nasledovalo zakoncentrovani enzymu
(nejcistsi frakce €.11) na centrifuga¢nim filtru YM-30 (Amicon). Centrifugaéni filtry
30 zadrzuji proteiny o molekulové hmotnosti vy$s§i neZ 30kDa. Podjednotka HsdM
ma molekulovou hmotnost 66kDa a podjednotka HsdS 45kDa. Obdobnym zpisobem
jsme purifikovali mutantni MTasu z klonu JM109(DE3)/pAC15M,pJS491K384N.
Vysledné ziskané molarni koncentrace purifikovanych MTas jsou uvedeny v tabulce

7.

Tab.7:Vysledné molarni koncentrace purifikovanych MTas

MTasa Molarni koncentrace /uM
standardni 128,0
mutanta K384N 10,0
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Obr.8: Kontrola frakci - Iontoméni¢ova chromatografie na kolon¢ Hi Prep 16/10
DEAE FF

Drahy: 1 — standardni enzym nanaseny na kolonu ; 2 - frakce ¢. 30; 3 - frakce €. 31;

4 - frakce ¢&. 32; 5 - frakce €. 33; 6 - frakce ¢. 34

'"""’W «—=HsdM

- - | == HsdS

Obr.9: Kontrola frakci - Afinitni chromatografie na heparinové HiTrap koloné
Dréahy: 1 — marker ; 2 — frakce nanaSena na kolonu; 3 — frakce €.9; 4 — frakce €.10;
5 — vysledna zakonzervovana frakce ¢.11; 6 — frakce ¢€.12; 7 — frakce €. 13

47



4.6. Purifikace podjednotky HsdR

Pro biochemickou analyzu in vitro rekonstituovanych endonukleas, je nutné
isolovat také podjednotku HsdR, ktera je nezbytnou soucasti restrikéni endonukleasy.
Podjednotka HsdR byla purifikovana pouZitim iontoméniCové a gelové
chromatografie S-200 Sephacryl HR. Podjednotka HsdR byla purifikovana Ing.Evou
Sidakovou (MBU) a s jejim souhlasem pouzita pro biochemickou charakterizaci

mutantnich forem methylas.

4.7. Biochemicka charakterizace mutantni formy MTasy

4.7.1. Methylaéni aktivita in vitro

Principem tohoto testu je vystaveni plasmidu pCFD30 nesouci 30 pb oligoduplex
(CCCCGTGCAGAATTCGAGGTCGACGGATCCGGQG) s jednim rozpoznavacim
mistem specifity R1241 (Weiserova et al., 2000) G¢inku mutantnich MTas a nasledné
udinku restrikéniho enzymu Typu II EcoRI. Enzym EcoR1241 skupina IC
rozpoznava sekvenci 5"GAA Ng RTCG 3’ zatimco enzym EcoRI Typ II sekvenci
5'GAATTC 3’ ptitomnou v oligoduplexu pCFD30. Proto v pfipad€, Ze by DNA byla
pln¢ methylovana MTasou R124l, enzym EcoRI by DNA nestépil. Test methylace
byl proveden podle metody uvedené v kapitole 3.7.9.2.

Za standardnich podminek je plasmid pCFD30 s jednim rozpoznavacim mistem
pro enzym EcoRI $té€pen za vzniku linearni formy, jak v prostfedi restrikéniho pufru
specifického pro EcoRI tak v prostiedi pufru specifického pro MTasy Typu I
(Obr.10, drahy 2,5). Vystavenim plasmidu pCFD30 standardni a mutantni Mtase
nedoSlo ve srovnani s nativnim plasmidem ke zméné poméru CCC a OC forem
plasmidu (Obr.10, drahy 6,7,8). Za danych podminek pusobenim standardni a
mutanti MTasy doSlo k methylaci rozpoznavaciho mista pro enzym EcoRI, ktery
nasledné nebyl schopen rozitépit veskerou plasmidovou DNA na linearni formu
(Obr. 10, dréhy 3,4). U mutantni methylasy tak byla prokazana schopnost methylovat

DNA in vitro srovnatelné se stadardnim enzymem.
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Obr.10: Methyla¢ni aktivita standardni MTasy a mutantni MTasy K384N

Na obrazku je ukéazana restrikce 50 nM pCFD30 EcoRI. Reakéni smési byly
naneseny na 0,8% agarosovy gel. OC — oteviena forma, L — linearni forma, CCC —
kruhové uzaviena forma pCFD30.

Dréhy: 1 — DNA marker; 2 — pCFD30 $té€pen enzymem EcoRI; 3 — §t€peni enzymem
EcoRI po pisobeni standardni MTasy; 4 — $t€peni enzymem EcoRI po plsobeni
mutantni MTasyK384N S — kontrolni $té€peni enzymem EcoRI v pufru specifickém
pro MTasy Typu I ; 6 — plasmid po pusobeni standardni MTasy; 7 — plasmid po
pasobeni mutantni MTasy; 8 - kontrola nativniho plasmidu

4.7.2. Restrikce in vitro

Restrikce in vitro je zaloZena na $tépeni kovalentné uzaviené kruhové formy DNA
restrikéni endonukleasou, na lineérni formu pifi poméru REasa:DNA 1:1.

Jako substrat byl pouzit plasmid pCFD30 nesouci jedno rozpoznédvaci misto
specifity R1241 . DNA byla $tépena in vitro rekonstruovanymi REasami o poméru
HsdR:MTasa 5:1, ktery zaru¢i tvorbu komplexu R,M,S; Zatimco pii poméru
HsdR:MTasa 1:1 wvznikajici komplex R;M;S; DNA nestépi, vykazuje pouze
transloka¢ni aktivitu. Restrik¢éni aktivita standardni endonukleasy byla porovnéana

s vysledky restrikéni aktivity mutantnich endonukleas. Test restrikce byl proveden
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podle metody uvedené v kapitole 3.7.9.1. Pisobenim standardni REasy doSlo
k dvouvlaknovému $tépeni kruhové formy DNA a k ¢aste€nému Sté€peni oteviené
formy DNA na formu linearni (Obr.11 , draha 2). Mutanta K384N (Obr.11 , drdha 3)
nevykazovala restrikéni aktivitu. Z pfedloZenych vysledki je zfejmé, Ze schopnost
restrikce nebyla obnovena ani pfi zvy$eném poméru podjednotky HsdR. Vysledky se

tedy shoduji s analyzou in vivo.

-=0C

-=CCC

2 3

Obr.11: Restrikce kruhové formy pCFD30 in vitro sestavenymi REasami

In vitro sestavené REasy o poméru podjednotek 5:1 byly kultivovany
v ekvimolarnim poméru s 30 nM DNA. Restrikéni reakce byly naneseny na 0,8%
agarosovy gel. OC — oteviena forma, L — linearni forma, CCC — kruhové uzaviena
forma pCFD30.

Dréhy: 1 — pCFD30 bez pfitomnosti REasy; 2 — standardni REasa; 3— REasa mutanty
K384N
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S. DISKUSE

Restrikéné-modifikaéni systémy chrani bakteridlni buriku pfed vstupem

cizorodé DNA v procesech transformace, konjugace nebo transfekce. R-M systémy
jsou soucasti fady bakteridlnich kmend jako produkty genti chromosomalni nebo
plastidové DNA (Luria, 1953).Tyto systémy hraji nemalou roli v oblasti molekularni
biologie, a proto je jim vénovéana znana pozornost.
(Murray, 2000). Enzymovy komplex je slozen ze tfi podjednotek, které tvoii
restrikéni endonukleasu schopnou §tépit i methylovat DNA. Kazdd z téchto
podjednotek ma svoji specifickou funkci. Podjednotka HsdS rozpoznava specifické
vazebné misto na DNA, v podjednotce HsdM je soustfedéna methyla¢ni, v HsdR
endonukleasova, ATPasova a DNA translokaéni aktivita (Murray, 2000).

Nejvétsi pozornost je vénovand podjednotce HsdS, kterda obsahuje
konzervované oblasti, které se vyznamné uCastni interakci protein-protein
s podjednotkami HsdM, HsdR a variabilni oblasti, které jsou odpovédné za vazbu
enzymu ke specifickym sekvencim na DNA (Janscak et al., 1998, Weiserova et al.,
1998). Pfedpoklada se, Ze celé konzervované a variabilni domény se pfimo neucastni
interakce, ale jen pomoci usekii nachazejicich se v téchto doménach. V centralni
konzervované doméné podjednotky HsdS specifity R124I v oblasti 161-200 aa se
vyskytuji opakujici se aminokyselinové sekvence, které byly také nalezeny i v C-
koncové konzervované doméné v oblasti 362-401 aa. Opakujici se aminokyselinova
sekvence centrdlni konzervované oblasti je pravdépodobné nejvice odpovédna za
interakci s podjednotkou HsdM.

Pomoci krystalové struktury podjednotky HsdS (Kim et al., 2005) bylo
zjiSténo, Ze konzervované domény tvoii dva antiparalelni o-helixy, které diky
hydrofobnim vazbam mezi sebou interaguji a pravdépodobné i s ostatnimi
podjednotkami.

Cilem této diplomové prace bylo identifikovat soubor mutaci v
konzervovanych doménach rozpoznavaci podjednotky HsdS. Méli jsme k dispozici
tH mutantni geny hsdS R124I, které byly pfipraveny chybnou inkorporaci v procesu
PCR, zpisobenou pfitomnosti riznych koncentraci manganu (Weiserova et al.,

1998). Jednalo se o mutace pfitomné v opakujicich se aminokyselinovych sekvencich
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v centralni a C-terminalni konzervované doméné€ podjednotky HsdS. Mutace v genu
hsdS obvykle zpsobi r ‘m *fenotyp stejné jako v genu AsdM. Ale byla jiz objevena
mutace v genu hsdS specifity R1241, ktera vedla ke zméné Trp*'?Arg, na rozhrani
centralni konzervované oblasti a distalni variabilni oblasti TRD2 (Obr.12). Mutace
ovlivnila vazbu HsdS a HsdM do funkéni MTasy a tim byla poSkozena i schopnost
vazby na DNA. Nasledné biochemické testy in vitro ukazaly, Ze jeji methyla¢ni
aktivita se Caste¢né obnovila po pfidani podjednotky HsdR, kterd uzpisobila jeji
konformaci k vazb&€ na DNA. Mutace HsdS72 byla tedy prvnim pfipadem tzv.
,neklasického* fenotypu rm" (Weiserova et al, 1998 ) a poukézala na vyznam
centralni konzervované domény pfi sestavovani komplexniho restrikéné-
modifika¢niho enzymu.

»Neklasicky* fenotyp byl zjistén i u teplotné senzitivnich mutaci v genu hsdS
EcoKI (Zinkevich et al., 1992 ), které se nachézely ve stejné oblasti jako v pfipadé
vy$e uvedené mutanty v genu hsdS R1241L.

184 Asn patii

Prvni nami testovana mutanta pJS491K184N se zaménou Lys
k dal§im mutacim s ,,neklasickym* fenotypem. Jedna se o zaménu aminokyseliny
s dlouhym postrannim fetézcem, bazickym za aminokyselinu s postrannim fetézcem
o mens§im po¢tu atomt uhliku. Tato mutanta je velmi zajimava, protoZe po odhaleni
tercialni struktury HsdS podjednotky R-M systému Typu I C u kmene
Methanococcus jannaschii, bylo zji§téno Ze se nachézi v dilezité oblasti zodpoveédné
za interakce mezi podjednotkami. Dal$i byla mutace pJS491K384N (zdména

%4 Asn), ktera se nachézi na paralelnim helixu (Obr.10.), a je ekvivalentem

Lys
predeslé aminokyselinové zadmény. Z téchto indicii se domnivame, Ze bude také
vytvaret stejny fenotyp. Posledni mutanta pJS491K184N,K384N ma obé zamény a to
Lys '*Asn a Lys®®Asn. Jak u mutant jednobodovych tak i u dvojité mutanty jsme
prepokladali, Ze budou vykazovat tzv. ,neklasicky* fenotyp r “m" (Obarska et al.,

2005). Prisludné mutanty jsou znazornény na obrazkul?2.
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Obr.12 : Lokalizace neklasickych mutaci u HsdS podjednotky (Obarska et al.,
2005). Mutace charakterizovany jako neklasické, vzhledem k rm" fenotypu jsou
oznaceny Cerven€. Slabé mutace jsou znazornény modfe a Zluté je znazornéna
zéména Pro?'®, ktera vykazuje r m fenotyp.

Mutantni plasmidy byly transformovény (kapitola 3.7.2.) do kmene
JM109(DE3), ktery byl pouzit pro expresi proteini. Pomoci komplementa¢niho testu
na zjisténi restrikéniho fenotypu, jsme zjistili, Ze u danych mutant dochazi ke
kompetici mezi podjednotkami HsdS specifity R1241 a R124I1 o vazbu
s podjednotkami HsdM, HsdR (viz Tab.4). CoZ znali, Ze se jednd o mutace
zpusobujici potencialni DNA-vazebné mutace. Po otestovani restrikéniho i
modifika¢niho fenotypu, pouzitim metody kvalitativniho (,.kapkového®) testu
(kapitola 3.7.4.), jsme dospéli k piekvapivym vysledkim. Dané mutanty jsou
schopny modifikovat fagy na specifitu R1241, a proto nemohou byt klasifikovany
jako DNA-vazebné mutanty, ale musi byt u nich primarn€ poskozend vazba
podjednotek. U vSech mutant tedy byl prokazan ,neklasicky“ fenotyp r “m" (viz
Tab.5).

Déle jsme pfistoupili ke kontrole indukované exprese genti hsdM a
mutantnich AsdS (kapitola 3.7.7.). Exprese u vSech mutantnich gend AhsdS byla
funkéni (viz Obr.5).

Na zakladé vysledki kontroly indukované exprese gend bylo mozZné

pfistoupit k vlastni purifikaci standardni a mutantni methylasy (zdména K384N).
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Béhem purifikace se vyskytly problémy s navazanim mutantni Mtasy na heparinovou
kolonu, kterd zde predstavovala matrici DNA. Domnivame se, Ze tato sniZena
schopnost vazby na DNA je zptisobena pfitomnou mutaci (interakce protein - DNA
nebyla testovana).

Nasledovalo srovnéani fenotypového projevu s biochemickou analysou in
vitro. Pro biochemickou analyzu in vitro jsme si vybrali mutantu se zdménou
Lys**Asn, nebot’ u mutanty se zdménou Lys'® Asn byla jiZ provedena studie in vivo
i in vitro (Vejsadova S., PhD these, 2005).

Nejprve byla testovana DNA methylace in vitro (kapitola 3.7.9.2 ). Nami
vybrand mutanta byla schopna methylovat DNA, pfitomna mutanta tedy primarné
neovlivni vznik methylasy. Tyto vysledky souhlasi s fenotypovym projevem, kdy se
jedna o m" fenotyp.

Biochemicky byla dale testovana restrikéni aktivita in  vitro
rekonstruovanych REas. Aktivni restrikéni endonukleasa vznika vazbou Mtasy
s podjednotkou HsdR. Bylo prokadzano, Ze podjednotka HsdR je v buiice in vivo
limitovana (Dryden et al, 1993). V bakteriadlni burice nejprve dochazi k vytvofeni
komplexu R;M,S; ¢imzZ dojde k navazani vétSiny podjednotek HsdR, a az v pfipadé
nadbytku podjednotky HsdR dojde k vytvofeni komplexu R,M,S; ProtoZe je znamo,
Zze pii poméru HsdR:MTasa mensi nez 1 vznikd komplex R;M,S;, zatimco pfi
poméru HsdR:MTasa vetsi nez 1 vznika komplex RoM,S;, ktery na rozdil od prvniho
komplexu vykazuje restrikéni aktivitu (Janscak et al.,1998; Weiserova et al.,2000).
Pouzili jsme pomér HsdR:MTasa 5:1 pro zajisténi tvorby komplexu RoM,S; Jiz
drive ziskané vysledky u ,,neklasického* fenotypu mutanty HsdS72 (Weiserova et
al., 2000) ukazovaly, Ze nadbytek podjednotky HsdR ovlivni spravné uzpisobeni
MTasy a jeji funce se nasledné obnovi. Tyto zadvéry bychom mohli o€ekéavat i u nasi
mutanty. Ziskané vysledky nam ukazaly, Ze mutantni REasa se zaménou Lys3 ¥Asn
nestépi DNA (viz Obr.10). Nadbytek podjednotky HsdR tedy pravdépodobné nebyl
schopen uzpuisobit REasu, tak aby mohlo dojit ke $t€peni DNA. Tato mutace tedy
vyrazné ovlivni schopnost rozpoznavaci podjednotky HsdS vazby s podjednotkou
HsdR.

Ziskané vysledky ztéto prace potvrdily, Ze u jednotlivych zamén Lys'®*Asn,
Lys’®Asn a u dvojité zamény (Lys'**Asn, Lys’®*Asn), které se nachézeji v
konzervovanych doménach podjednotky HsdS, maji vyrazny vliv na sestavovani

restrikéné-modifika¢niho enzymu. Piedkladané poznatky o struktufe rozpoznévaci
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podjednotky HsdS otviraji cestu pro dalsi studium interakci protein-DNA a protein-
protein u R-M enzymi Typu I a tim identifikovat dal§i aminokyseliny v podjednotce,

které jsou zodpovédné za tyto interakce.
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6. SOUHRN

Diplomova prace byla zaméfena na analysu mutaci v konzervovanych doménach
rozpoznavaci podjednotky HsdS ovliviiuyjicich vazbu podjednotek.

U vsech nami testovanych mutant byl prokazan tzv. ,neklasicky* fenotyp rm”
metodou komplementaéni analysou.

Za podminek in vitro byla testovana methylace DNA, ktera prokazala schopnost
mutantni MTasy methylovat DNA.

Biochemicka analyza restrikce in vitro nepotvrdila obnovenou funkci restrikéni
aktivity v dtsledku nadbytku podjednotky HsdR.

Z téchto vysledkid jsme dospéli k tomuto zdvéru. Mutantni enzymy si zachovavaji
modifika¢ni aktivitu in vivo a in vitro, ale ztraceji schopnost vazby mezi HsdS
(Mtasou) a HsdR podjednotkou v procesu sestavovani podjednotek.

Analysované zamény lysinu v konzervovanych doméndch rozpoznavaci
podjednotky HsdS maji vyrazny vliv na interakci podjednotek.

Vsech cilu diplomové prace bylo dosaZeno.
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