Restrikčno-modifikačné systémy II. typu enterokokov molekulárno-biochemická charakterizácia
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Objavenie restrikčných endonukleáz, tj. enzýmov, ktoré reprodukovateľne štiepia dvojvláknovú DNA v presne definovaných sekvenciách, predstavovalo jeden z najvýznamnejších míľnikov v molekulárno-biologických vedách a vydláždilo tak cestu pre rozvoj rekombinantných DNA technológií. Restrikčno-modifikačné systémy (R-M systémy) boli po prvý krát popísané u bakteriálnych buniek v súvislosti so schopnosťou ochrany bakteriálnych buniek pred vstupom cudzorodej DNA. R-M systémy II. typu pozostávajú z restrikčnej endonukleázy (RE) a modifikačnej DNA metyltransferázy (DNA MTázy).

I napriek tomu, že väčšina enterokokov je neškodná, niektoré kmene spôsobujú závažné ľudské, najmä nozokomiálne infekcie. Pokiaľ ide o výskyt R-M systémov u baktérií rodu Enterococcus, dostupných je len veľmi málo informácií. U enterokokov neboli na biochemickej úrovni doposiaľ charakterizované žiadne R-M systémy a existencia jediného R-M systému II. typu sa predpokladá len na základe sekvenčnej homológie v genóme E. faecalis V583.
Cieľom našej práce bolo preštudovať výskyt restrikčných a modifikačných aktivít II. typu u rôznych bakteriálnych izolátov patriacich do rodu Enterococcus. Pozornosť sa venovala najmä restrikčným enzýmom, ktoré sa po detekcii v hrubých bunkových extraktoch čiatočne purifikovali s použitím afinitnej chromatografie. Preštudovaním základných biochemických vlastností purifikovaných enzýmov (určenie rozoznávanej sekvencie, vplyv podmienok na ich aktivitu) a s využitím metódy „run-off sequencing“ sa stanovili štiepne miesta.
V našich experimentoch sa otestovalo 48 bakteriálnych kmeňov rodu Enterococcus na prítomnosť restrikčných a modifikačných aktivít.
Prítomnosť RE sa jednoznačne potvrdila u kmeňov E. faecium 31K, Enterococcus sp. 8M, E. durans 2C. Endonukleáza Efa31KI je aktívna v širokom rozsahu koncen-trácie solí a rozoznáva sekvenciu CCWGG. Metódou „run-off“ sekvenovania sa dokázalo, že enzým štiepi za druhým cytozínom v rámci CCWGG sekvencie a je teda pravým izoschizomérom BstNI a neoschizomérom EcoRII.

Pre RE Esp8MI, ktorá rozoznáva sekvenciu GDGCHC sa taktiež metódou „run-off“ sekvenovania potvrdilo, že štiepi za piatym nukleotidom (GDGCH/C) a je pravým izoschizomérom SduI. Štiepením totálnej DNA testovaných kmeňov komerčne dostupnými RE sa dokázala aj prítomnosť špecifických DNA MTázových aktivít.
Získané výsledky sú prvou biochemickou štúdiou, popisujúcou restrikčno-modifikačné systémy II. typu u baktérií rodu Enterococcus.
Tato práca vznikla za podpory grantu VEGA 2/0051/08.
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