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Souhrn

Restrikkné-modifikacni systémy typu | jsou enzymatické komplexitgmné v mnoha
bakterialnich druzich, kde slouzi jako &ast jejich obranného systému. Tyto enzymy
se skladaji zeit riznych podjednotek, HsdS, HsdM a HsdR. Rozpoznaspéicifickou
nemodifikovanou sekvenci na DNA. DNA je translokoa&krze enzymovy komplex pomoci
energie ziskané z hydrolyzy ATP, zatimco enzyistava pevé vazan v rozpoznavacim
mis€. V momen¢, kdy je translokace zastavena, dojde k&eti dvouvidknové DNA
v nespecifickém mi&t vzdaleném odrozpozndvaci sekvence. Pro transioka
a endonukleazovou aktivitu ma zasadni vyznam Hsodjepnotka, ktera se sklada z jedné
endonukleazové, dvou helikdzovych a jedné helik@lomény. Prvni znama krystalova
struktura HsdR podjednotky byla popsana u enzynaRER241. Znalost této struktury mimo
jiné odhaluje neobvyklé zapojeni endonukleazove @égndo vazby ATP, které je u helikaz
vazano vyhradh helikdzovymi doménami. Tato vazba, které s@astni Lysin 220 na
endonukleazové domén s nej¢tSi pravépodobnosti hraje tdezitou roli ve spazeni
translok&ni a restrikni aktivity. Biochemickymi testy bylo zji&o, Ze zmina této vazby

vyrazre ovliviiuje endonukleadzovou aktivitdigachovani plné ATP4azové aktivity.

Abychom zjistili vSeobecnou platnosthto poznatk byl, vzhledem k malé sekvem
podobnosti této oblasti mezi jednotlivymi zastupndonukleaz typu I, testovan vliv mutace
analogoveho lysinu na ATPazovou aktivitu u HsdRjeddotky enzymu EcoAl, restidkiho
enzymu typu IB. Pro tyto testy byly pouzity mutantylysinem (kladny naboj)
substituovanym aminokyselinami argininem (kladny bgj alaninem (neutrélni)
a glutamovou kyselinu (zaporny naboj). Bylo Zjigi, Ze u vSech uvedenych mutaci je

ATPéazova aktivita zachovana, stejako u enzymu EcoR1241 (typ IC).

Kli¢ova slova: restriéné-modifikaéni systému typu I, EcCoAl, HsdR podjednotka, trakatai

aktivita, ATPazova aktivita



Summary

The type | restriction-modification systems are yenatic complexes, which are
present in several bacterial species. They areluadoin the protection of bacteria against
bacteriophage attack. These enzymes consist a# thfeerent subunits — HsdS, HsdM and
HsdR. They recognize an unmodified specific DNA uwe. The DNA is translocated
through the stationary enzyme complex while tighbgund at the recognition site.
Translocation relies on energy gained by hydrolggi®ATP. When translocation is stalled,
DNA is cleaved in a nonspecific site far from tleeagnition sequence. The HsdR subunit
which consists of one endonuclease, two helicadena helical domain plays a major role in
translocation and endonuclease activities. The diescribed crystal structure was the HsdR
subunit of the EcoR124l. This structure unexpegtedivealed a contribution of the
endonuclease domain to ATP binding, which is indaskes bound only by the two helicase
domains. This contact through Lysine 220 residuepnsbably important for coupling
endonuclease and translocase functions. Substitutib this contact does alter the

endonuclease activity while retaining full ATPastaty.

As the Lysine containing region is of low sequerstnilarity between different
endonucleases, to support the general validityhf finding the influence of mutations of
potential analogous lysine in the HsdR subunithef énzyme EcoAl from IB family on the
ATPase activity was tested. Mutants with lysineides (positive) changed to arginine
(positive), alanine (neutral) or glutamic acid (atge) were used. We found out that all of
these mutations do retain full ATPase activity vwhig in agreement with the EcoR124l.

Keywords: type | restriction-modification systenis;0Al enzyme, HsdR subunit, restriction

activity, ATPase activity
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1 Uvod

Restrikkné-modifikaeni systémy jsou enzymatické komplexy, které bylypgioy
v fack bakterii. Chrani bakterig'gd vnikem cizorodé DNA do lily tak, Ze methyluji viastni
DNA a Sgpi cizorodou nemodifikovanou DNA. V sgasné dob jsou znamyctyii typy
restrikiné-modifikaénich systém, rozliSované na zaklédsvé skladby a kofaktar které
vyZaduji. Nejznar§Simi restrikkné-modifikaénimi systémy jsou restritké-modifikacni
systémy typu Il Siroce vyuzivané v molekularni b@i v technologiich rekombinantni DNA.
Tato diplomova prace se zabyva resindemodifikacnimi systémy typu | (Murray, 2000).

Restrikkné-modifikacni systémy typu | (R-M typu I) jsou enzymatické kaexy
slozené z gi podjednotek — jedné specifické (HsdS), dvou rfikaénich (HsdM) a dvou
restrikénich (HsdR). HsdS podjednotka je odpdwa za rozpoznani cilové sekvence DNA.
HsdM podjednotka poté zjigje, zda cilova sekvence DNA j& neni modifikovana.
Dohromady tvéi tyto podjednotky samostatny enzym DNA-methylteadfzu. Po fypojeni
HsdR podjednotek je sestavena endonukledza a po&nd DNA modifikovana, dochazi
k jeji translokaci skrze enzymaticky komplex a rdiemu Stpeni DNA mimo rozpoznévaci

sekvenci (Murray, 2000).

HsdR podjednotka je nejisi z celého komplexu a sestav&ig globularnich domén
— endonukleazové, dvou helikazovych a helikalni éoyn Endonukleazova doména zahrnuje
Region X klasifikovatelny jak@ést PD-(E/D)xK rodiny. V Regionu X se nachazi kgiaké
misto pro endonukleazovou aktivitu, vjehoz cengau gitomny fi aminokyselinové
zbytky, které jsou za tuto aktivitu zodpmné. Jedna se o kyselinu asparagovou, kyselinu
glutamovou a lysin (Lapkouskét al., 2009). D¢ helikazové domény obsahuji sedm
DEAD-box motivi klasickych pro helikazy z rodiny SF2, které jsotledité pro vazbu
a hydrolyzu ATP a s ni souvisejici DNA translokadelikalni doména ma praggodobri

vazebnou funkci.

Molekularni mechanismus translokace dvouviaknovéADSDNA), S€épeni DNA
a hydrolyzy ATP neni zatim objasn V sokasnosti je znama krystalova struktura HsdR
podjednotky enzymu EcoR124l, prvni u R-M typu IruBtura odhaluje interakci Lys220
endonukleazové domény s ATP¢kaliv doposud byla zndma pouze interakce ATP
s helikazovymi doménami. Tento aminokyselinovy ehyttak pravépodobré propojuje
endonukleazovou a helikdzovou aktivitu HsdR podjekiyn (Lapkouskiet al., 2009).



Teoreticka ¢ast diplomové prace je za@mena na popis restidké-modifikaénich
systénii, informaci o jejich skladb a funkci. Popsany jsou také konzervované
aminokyselinové zbytky nezbytné pro aktivitu rdging-modifikacnich systém typu 1.

V experimentalntasti bude u enzymu EcoAl, ktery nalezi do IB rodRyM typu I, testovan
vliv substituce lysinu, ktery na zakkagorovnani primarni a sekundéarni struktury s HsdR
podjednotkou EcoR124l zprdstkovava vazbu endonukleazové domény a ATP,
na hydrolyzu ATP a s ni spojenou translokaci DNAsih bude nahrazen aminokyselinami
argininem, glutamovou kyselinou a nebo alaninem. (Mtld-type*) a mutantni HsdR
podjednotky budou exprimovany v bakteriescherichia coli, kmenu JM109(DE3)

a purifikovany pomoci kapalinové chromatografie. Povitro rekonstituci jednotlivych
enzymovych komplexu bude testovana jejich ATPazaktévita na DNA substratu s jednim
rozpoznavacim mistem pro EcoAl. Na zaklagsledki ATPazoveé aktivity bude stanoven

vliv ptislusnych mutaci na translakd aktivitu tohoto enzymu.



2 Souwasny stavireSené problematiky

2.1 Restrik’né-modifika¢ni systéemy

Restrikkné-modifikacni systémy (R-M) byly identifikovany v mnoha bakéémich
druzich. Tyto enzymové systémy chrani bakterez wnikem cizorodé DNA do liky. Prvni
klasické R-M systémy obijevili Bertaet Weigle (1953) u bakteriBscherichia coli (E. coli)
kmeni K12 a B.

Zname ctyii typy restrikkné-modifikacnim systém, které rozliSujeme na zaklad
skladby enzymu, vyZadovanych kofakKipcharakteru rozpoznavaci sekvence a pozice mista,
kde je &pena DNA (v tab. 2.1 charakteristika restrik-modifika¢nich systém).

R-M typu | jsou nejvice komplexni, sestavajici zé podjednotek virzném
zastoupeni. Tyto enzymy jsou multifumk, katalyzuji jak modifikaci, tak restrikci DNA.
Pro restrikci vyZzaduji hydrolyzu ATP, jako kofakyopak S-adenosylmethionin (AdoMet)
a Mg®*. DNA $&pi mimo rozpoznavaci sekvenci, ktera je asymetr{pkghledrs zpracovano
v Bickle et Krliger, 1993). R-M typu | jednovana cela diplomova préace.

R-M typu Il jsou strukturéd jednoduché enzymy, které pini zwlasestrikcni
a modifikasni funkce. Jako kofaktor vyZzaduji pouze ¥g kdyZ rekteré mohou mit i dalsi
specifické pozadavky. DNA &ti piimo vrozpoznavaci sekvenci, ta je symetricka.
Na St€penych koncich zanechavaji 5 -fosfaty a 3"-hydrpxyiky ¢cemuz jsou vyuzivany
v technologiich rekombinantni DNA. Nalezi sem inagnzymy EcoRI a Hindlll (Roberts
et al., 2003).

R-M typu Il jsou restrikni enzymy sestavajici ze dvou podjednotek, jedna ma
DNA-rozpoznavaci a methyai funkci, druha funkci restriini. S&peni probihd pouze
Vv pripact, Ze je restrikni podjednotka v komplexu s podjednotkou metéryia Restrikce
vyZzaduje ATP a S-adenosylmethionin jako kofaktore K&péni DNA musi enzym
interagovat se ddma nepalindromickymi rozpoznavacimi sekvencemirékjseou v obracené
orientaci. NejznarjSimi jsou EcoP1l a EcoP15I (Robegtsl., 2003).

R-M typu IV jsou restrikni enzymy, které sestavaji ze dvou rozdilnych phupéek.
Enzym ma endonukleazovou a translokazovou aktipte, nez vyzaduji hydrolyzu GTP

(guanosin trifosfat). Jako kofaktor slouzi fMgSe&pi pouze modifikovanou DNA, kteréire



byt methylovana, hydroxylmethylovana nebo glukdsydiroxylmethylovana. Rozpoznévaci
sekvence je dvojdilna, rozpoznavaiji purinovou ldziledovanou modifikovanym cytosinem.
Nejlépe prostudovanym enzymem z té&idyt je enzym EcoKMcrBC E. coli (Robertset al.,
2003).

Tab. 2.1:Typy restrik ¢né-modifikaénich systéma (pievzato z Sistlat Rao, 2004)

Typy restrik &né-modifika énich enzymi
Vlastnost Typl Typ i Typ 1l Typ IV
Strukturni
Podjednotky 3 rozdilné 2 shodné 2 rozdilné 2 rozdilné
Enzymaticka aktivita Endonukleaza, Endonukledza nebo Endonukleaza, Endonukleaza,
methyltransferdza, methyltransferaza  methyltransferaza, GTPaza
ATPéaza ATPéaza
Biochemicka
Kofaktory nezbytné prc ATP, AdoMet, Md* Mg** ATP, Mg** Mg*, GTP
Sttpeni DNA (AdoMet)
Methylace AdoMet, Mg AdoMet AdoMet, Mg@* -
Rozpoznavaci sekvence  Asymetricka, Obvykle symetricka ~ Asymetricka Dvojdilna,
dvojdilna methylovana
Misto &tpeni Nahodné, nejmé&n  Pfimo 25—-27 bp od Mezi methylovanymi
1000 bp od V rozpoznavacim rozpoznavaciho mistabazemi v éiznych
rozpoznéavaciho mistamist& nebo pobliz pozicich
Translokace DNA Ano Ne Ano Ano
2.2 R-Mtypul

2.2.1 Obecna charakteristika

Jak jiz byloteceno, R-M typu | jsou multifundni enzymy, které mohou fungovat jako
DNA methyltransferaza (Mtaza), DNA-dependentni AZ&aDNA-translokaza a resttiki
endonukleaza. AdoMet slouzi jako kofaktor ia pethylaci jako donor methylové skupiny.
Endonukledzova aktivita vyzaduje ATP, AdoMet a #IgTypicka nukleotidova sekvence,
kterou rozpoznavaji, je asymetricka a zahrnujeo2ksl — prvni je 3 az 4 bazi dlouhda, druha
4 a7z 5 bazi dlouha a tyto &vjsou oddleny nespecifickym mezernikem o velikosti
6 aZz 8 bazi. R-M typu | se vaZi ke své rozpoznasekvenci a v zavislosti na methylovaném
stavu cilové sekvence vykazuji dumodifikatni nebo restriéni aktivitu. Pokud je cilova

sekvence hemimethylovana, dochazi k methylaci drhdaknarettzce. Jestlize sekvence



methylovana neni, je rozpoznana jako cizoroda ahdlrck jeji translokaci skrz enzym
a k restrikci (pehledrg zpracovano v Murray, 2001).

R-M typu | sestavaji zeitpodjednotek — HsdS (S), HsdM (M) a HsdR (R)¢emz
podjednotky HsdS a HsdM ftiio dohromady DNA-methyltransferazu (Mtazu), ktera
rozpoznava cilovou sekvenci DNA, stav modifikac@igpadre methyluje adenin v DNA.
Pokud jsou pohroma&di s HsdR podjednotkou, tak na zalklaghethylovaného stavu DNA
dochazi ktranslokaci a restrikci nemethylované ADNSymbol hsd (,host specifity
for DNA") se pouziva také obe&npro geny kdédujici jednotlivé podjednotkyi¢bledre
zpracovano v Murray, 2001).

R-M typu | jsou rozdleny na zaklad komplementénich tesi, DNA-DNA
hybridizace, proteinové homologie &Zové reaktivik protilatek do gkolika genovych rodin
(IA — nap. EcoKl, IB — EcoAl, IC — EcoR124l, ID — StySBLE |- KpnBl). Do vSech z nich
pafti velké enzymatické komplexy o molekulové vaze 4800 kDa. Zastupci jedné rodiny
maji zn&nou podobnost v podjednotkach HsdR a HsdM, aleujistrukturu a specifitu
podjednotky HsdS (Chiet al., 2004) (Tab. 2.2).

Tab. 2.2:Rodiny restrik énich systéni typu | (prevzato z Sistlet Rao, 2004). V tabulce

jsou zastupci jednotlivych rodin s rozpoznavaciveeki a charakteristickymi vlastnostmi

Typy R-M typu |
Rodina Clenové Enzym / rozpoznavaci sekvence Charakteristicka vlastnost
A E.coli, Klebsiella sp, ECOKI AAC(N)¢GTGC Ger_1 na chromozomu,
Salmonella sp StySBI GAG(N),RTAYG alelicky
EcolD TTA(N)GTCY
B E. coli, C. freundii EcoAl GAG(N),GTCA Gen na chromozomu,
CfrAl GCA(N),GTGG  alelicky
StySKI CGAT(N),GTTA
C E. coli, Klebsiella sp, ECoR124l AA(N)sRTCG Na konjugativnim
Neisseria S EcoR124/3l GAA(N)/RTCG  plazmidu (uE. coli),
EcoDXXI TCA(N),RTTC  nealelicky
NgoAV GCA(NYTGC
D E. coli, Klebsiella sp, StySBLI CGA(N}TACC
Salmonella Sp. KpnAl GAA(N)6TGCC
EcoR9I
Lactococcus lactis Lidl
E Klebsiella pneumoniae KpnBI CAAA(N)gRTCA  Gen na chromozomu




2.2.2 HsdS podjednotka

HsdS podjednotka resttiké-modifikacnich systém typu | odpovida za rozpoznani
cilové sekvence DNA a navazani na ni. Je kodovarerg hsdS a sestava z variabilni

a strukturg konzervované oblasti.

Variabilni region je hlavni komponenta podilejicé $:a rozpoznéni dvojdilné
asymetrické cilové sekvence DNA. Analyzou hybritininsdS gein bylo prokazano,
Ze variabilni region kéduje dvcilova rozpoznavaci mista (,target recognition dorh
TRD). Kazd4d TRD doména je sloZzenaibf[izné 150 aminokyselin. N-koncova TRD
interaguje siemi ¢i ¢tyfmi nukleotidy (nt) na 5 vlakh cilového mista, C-koncova TRD
sc¢tyfimi az @ti nt na 3 vlake cilového mista DNA. Tato dvmista jsou odéena
nespecifickym mezernikem o délce 6 az 8 nukléot@ne TRD se na DNA vazi nezavisle
na sols, diky cemuz je mozny vznik novych hybridnich variant (OilNeL998). Sturrock
et Dryden (1997) prokazali na zaktagorovnani homologickych sekvenci v TRD a predikce
sekundarni struktury, Ze k interakcim protein-DNAcki&dzi v mist TRD, kde se nachéazi
motiv smyka{list-smycka interagujici s&Sim zlabkem dvouSroubovice, mezi 84. a 121.
aminokyselinou TRD. Stejny motiv mezi aminokysetma80 az 110 TRD pozyl
identifikovali pomoci ndhodné mutageneze i O'Neillal. (1998). TRD mohou byt snadno
zmeénény za jiné TRD a poté enzym rozpoznava novou DNZpoznavaci sekvenci (O’Neill
etal., 1998).

Konzervované domény maji prajgbdobré dwé funkce — udrzuji pozici TRD
a zaji¥uji asociace podjednotky HsdS s ostatnimi sloZkastrikiné-modifikacniho systému
(ptehledré zpracovano v Murray, 2000). &my v konzervované oblasti genu odpovidajici
za specifitu podjednotky nemaji vliv na rozpoznéekvence, pokud nejsou spojeny
i se znménami ve variabilni oblasti, respektive TRD (Cowenal., 1989). Krond téchto
oblasti, které jsou konzervované v ramci vSech Ryplu |, se v HsdS nachézeji i oblasti
konzervované v ramci kazdé HsdS podjednotky. Weiseet Firman (1998) prokazali
na zaklad experimeni se zkracenymi polypeptidy enzymu EcoR124l, Ze koravané
oblasti maji hlavni Ulohu ve vazlbisdS s HsdM i festo, Ze nejdeipmo o mista, kde dochazi

k interakcim &chto dvou podjednotek.

V celkové struktie HsdS podjednotky jsou N- a C-konec u sebe ajealdpdadana

do kruhu (pehledr zpracovano v Kneale, 1994). Kruhovou strukturuvpbli svymi



experimenty i Janscadt Bickle (1998a). HsdS podjednotka vaze jednu Hsdidjgdnotku
na @iblizeny N- a C-konec a druhou HsdM podjednotkuceatralni konzervovanou oblast
(Janscalet Bickle, 1998a). Kimet al, (2005) analyzovali prvni krystalovou strukturud$s
podjednotky MjaXIP a Calistet al., (2005) MgeORF438 a potvrdili jeji kruhovy chatek
a blizkost N- a C-konce.

2.2.3 HsdM podjednotka

Hlavni funkci HsdM podjednotky je &ni methylovaného stavu cilové sekvence
ajeji pipadnd methylace zafipmnosti kofaktoru S-adenosylmethioninu (AdoMet).
Je kédovana genem hsdM, v ramci genoveé rodiny jep@ geneticky konzervovana. HsdM
katalyzuje penos methylové skupiny z AdoMet na N6 pozici spekiho adeninu
pravdépodobré rotaci bazi, kdy cilova baze je &&ma o 180° mimo DNA helix
do katalytického mista enzymu (Mernaghal., 1998). HsdM podjednotka obsahuje motivy
charakteristické pro vSechny adeninové methyltendgly. Zahrnuje motiv |
(D/E/ISXFXGXG) zodpowdny za vazbu AdoMet, motiv IV (N/DPPF/Y/W), ktery gapojen
v katalyze reakce (Willcocét al., 1994). C-konec podjednotky se vaze na HsdS .rbfditaer
M:S; muze vazat DNA, ale teprve po asociaci druhé HsdMjgmbubtky ma komplex
methyltransferdzovou aktivitu (Jansailal., 1998b).

Enzymy z jednotlivych genovych rodin se liSi v prefinci stavu methylace cilové
DNA. EcoAl, zastupce IB skupiny, nevykazuje t#nzadnou afinitu k hemimethylované
DNA, stejre jako je tomu u #tSiny dalSich methyltransferaz. Enzymy z IA a I@Q@ky maji
naopak velmi silnou preferenci hemimethylovanychbsstéfi (prehledé zpracovano
v Murray, 2000). Powellet al. (1998) prokazali, Ze u EcoKl nem& methylovanyv sta
cilové sekvence zadny vliv na vazbu enzymugelzoz je ¥ejmé, ze preference
k methylovanémuci nemethylovanému DNA substratu jsou zavisledevsSim na nié
katalyzy. Drydenet al. (1995) pozorovali, Ze rfgldnim AdoMet se efektivita vazby
protein-DNA vyraz® zvySila, vjeho nefitomnosti mél enzym tendenci disociovat
na neuplnou formu s jednou HsdM i HsdS podjednatkauori dale zjistili, Ze takova Mtaza
zaujima na DNA stejnou plochu jako kompletni MtadadM je tedy lokalizovana na HsdS
mimo helikalni osu DNA a obsahuje katalytickou donnéktera vstupuje do mensSiho Zlabku
DNA v mistech, kde mé dojit k methylaci. Mernagtal. (1996) prokazali, Ze Mtaza EcoKI
(M.EcoKI) a EcoR124l (M.EcoR124l) interaguje s DNWjejim wtSim ZzZlabku. Vazba



enzymu zfisobuje konforméni zmeénu v cukr-fosfatové pateDNA okolo béazi, které jsou
cilem methylace, poté se adeninové zbytky obr&tresmm ven z DNA tak, aby byla umaima
jejich methylace (Mernaght al., 1996). Model vazby methyltransferazy R-M typsi DNA

je na obrazku 2.1.

Obr. 2.1: Model vazby Mtazy na DNA. HsdS
(tmaw Seda) lezi podél helikalni osy DNA (bily

_ Catalytic
terminal | domain

domains F valec). HsdS sestava ze dvou TRD, z nichz kazda

=t Lo “z s . .
rozpoznava jednu cast dvojité rozpoznavaci

sekvence. Oddeny  jsou nespecifickym

- (A mezernikem (,spacer®). HsdM (bild) jsou unist

| terminal
/] domains

catalytic fi i
domain '

na obou stranach HsdS a obklopuiji ji. Katalyticka

doména HsdM (,catalytic domain“) je spojena
s TRD (gevzato z Powellket al., 1998)

2.2.4 HsdR podjednotka

HsdR podjednotka R-M typu | je nezbytna pr@&péni DNA, ma ATPazovou,
translok&ni a endonukleazovou aktivitu. Je kddovana genei® htery v rdmci celé rodiny
R-M typu | vykazuje pouze 20% identitu. Gelovarétte prokazala, Zze v roztoku je HsdR

podjednotka fitomna jako monomer (Zinkevicd al., 1997).

Endonukleazova Helikazova Helikazova C-koncova helikalni
doména doména i doména 2 doména
- I -
PD-(E/D)xK Ql la 1 1 VoVl

Helikazové motivy

Obr. 2.2: Domény a motivy HsdR podjednotky R-M typu I. Jednotlivé domény jsou
znazorrny jako Sedé obdélniky. Modry obdélnik zndzge Region X obsahujici Glu, Asp
a Lys, tvdici misto s endonukledzovou aktivitou. Oranzovééthily znazaiuji jednotlivé
helikdzové motivy (pevzato z Powekt al., 1998, upraveno)



HsdR podjednotka je t¥enacétyimi témet stejré velkymi globularnimi doménami.
Struktura je nejfesr¥ji popsana u HsdR podjednotky EcoR124l, jejiz ceékdélka je 1038
aminokyselin. N-terminalni doména, tema aminokyselinami 13-260 je podobna
endonukledzové domé&nktera se vyskytuje u ostatnich restrismodifikacnich enzyni.
Druha a teti doména mezi zbytky 261-461 a 470-731 vykazo@opnosti s RecA-like
helikazovymi doménami 1 a Atvrta, C-koncova helikalni doména, se nachazi mezi
aminokyselinami 732-892. Mezi kazdym parem doménnaehazeji napadné Zzlabky
(Lapkouskiet al., 2008). Na obr. 2.3 jagimé, jak d¢ helikhzové domény t¥dhelikazovou
Sterbinu, podobnou té, které se vyskytuji u helikdmaslokaz (Duret al., 2005).

£84—

?{;vdra Helicase 1
& - {‘\Z\
=) f(’#
¥

Helicase 2

o) p -

Helical

Endonuclease
Obr. 2.3: Struktura HsdR podjednotky EcoR124l. Od C- k N- konci jsoua-helixy

¢islovany 1-40dernécislice) ap-listy a—z (bila pismenka). ATP a aminokyselinyktivanim

mis& endonukleazového motivudinkovymi modely (Lapkouskét al., 2009)

Endonukleazova doménaHsdR podjednotky je t¥ena konzervovanym strukturnim

jadremofoa, typickym i pro endonukledzové podjednotky R-Muyh a dale subdoménou,



jejiz funkce prozatim nebyla zj&ta (Niv et al., 2007, Lapkouskiet al., 2009).
V konzervovaném strukturnim jadru jéitomen Region X, ktery dZe byt klasifikovan jako
cast PD-(E/D)xK rodiny. Ta zahrnuje jak R-M systétygu I-lll, tak velkoucast opravnych
a rekombinanich nukleaz (Sisakow al., 2008).

V Regionu X se nachazi katalytické misto pro en#ttgdzovou aktivitu, které je
tvofeno temi aminokyselinovymi zbytky — Asp (151 u EcoR1281, u EcoAl), Glu (165
u EcoR1241, 76 u EcoAl) a Lys (167 u EcoR124l, 78coAl, vychazi z alignmentu
sekundarni struktury, vifpoze) (Lapkouskiet al., 2009; Janscaét al., 1999; Daviest al.,
1999). V helixu 6 endonukledzové doményijggmen konzervovany motiv. QxxxY (GIn179
u EcoR124l, GIn90 u EcoAl; Tyrl83 u EcoR124l, Ty@4coAl), ktery nema vyznamny
vliv pro S€peni DNA, ale pravgpodobre se podili na stabilizaci katalytické domény na DNA
(Sisakoveet al., 2008b). Struktura endonukleazové domény HsdRRERdI na obr. 2.4.

Core domain

Small domain

Obr. 2.4: Struktura endonukleazové domény Doménu lIze rozHit na dw casti,
konzervovanou centralni doménu obsahujici PD-(D¥Epotiv. a mensi doménu jejiz funkce

zatim neni znama (Lapkougdtial., 2008)
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Helikdzové doményl a 2 u HsdR obsahuji RecA-like doménu (obr. 2l63en0ou
ze sedmi DEAD-box motiv konzervovanych v ramci vSech helikaz. EOdomény maji
priblizné stejnou strukturu a dohromady fY@zhledem ke své podobnosti t&inmomodimer,
ktery vaze jednu molekulu ATP. Vazbu ATP zptedkovavaji klasicke ,Walker A*
(fosfat-vazebna sntka) a ,Walker B* (Md'-vazajici asparagovou kyselinu) domény
(Carutherst McKay, 2002).

Il Sensor |

Domain 2 Domain 1

Obr. 2.5: Schematické znazoréni RecA-like domény helikdz (pievzato z Caruthers
et McKay, 2002)

Prvni krystalova struktura byla popsdna u SF1 Belik PcrA bakterieBacillus
stearothermophilus. Obsahuje 4 vyznamné domény, 1A, 1B, 2A, 2B. DomEfya 2A jsou
tvoreny sedmi DEAD-box motivy, uplatjicimi se pi hydrolyze ATP. Velankaet al. (1999)
studovali strukturu PcrA v komplexu s DNA a zjistite ssDNA (jednovlaknova DNA)
fettzec DNA substratu se vaze na vrchol 1A a 2A doméiva@vlaknovy Usek substratu
se vaze podél domény 2B. Domény 1A a 2A jstitomny i u rekombinéniho enzymu RecA
u E. coli a shodn obsahuji vSech sedm helikdzovych mbtataké NTP-vazebné misto, které
je vytvareno mezi nimi. Porovnanim struktur jednotlivychiypelikaz bylo zji&no, Ze HsdR
nalezi do skupiny SF2 helikaz, kterd zahrnuje jakyeny rozplétajici dsDNA, tak enzymy,
které mohou translokovat dsDNA. EcoR124| translekysDNA bez nutnosti jejiho
rozplétani ve siru 3'-5" (Stanleyet al., 2006). Helikazova &tbina HsdR podjednotky
obsahuje motivy la, Ib, Ic a Il domény 1 a motivaldomény 2 v podobném uspdani, jako
ostatni SF2 helikazy (Duret al., 2005). Do této 8thiny je vazana dsDNA a kazda
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helikhzova doména HsdR je pré&poddobré v kontaktu s jednim viaknem molekuly DNA.
Doména 1 mZe kontaktovat vlakno DNA ve smu 5-3°, doména 2 zprdstikovava
kontakty s 3'-5" vlaknemies motiv IVa (Lapkousket al., 2008).

Lys220 EcoR1241 (u EcoAl Lys126 nebo Lys142) vaZePAv helikazové domén
a prav@podobr propojuje endonukledzovou a helikdzovou aktivitapkouskiet al., 2009).
Adenin z ATP je Hipojen k Arg273 a je obklopen dalSimi zbytky z Qtivo. Glu409
z DEAD-box motivu je také fipojena k ATP. Narozdil od&inych helikaz je karboxylace
Glu409 pozninéna interakci s Lys313, ktera unimfe menSi zénu vazebného Ghlu Glu409
k ATP (Lapkouskiet al., 2008, obr. 2.6).

Obr. 2.6:Vazba ATP mezi nukleazovou a helikdzovou doménou HcoR124l Na vazk
se podili Lys220 a Glu409. Mojako bila kulka, Gervert jsou znézorény atomy kysliku
pochazejici z vody. fieruSovanowarou jsou spojeny atomy, které jsou dostateblizko
pro interakci (Lapkouskat al., 2008)
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2.3 Enzymova aktivita R-M typu |

2.3.1 VSeobecny popis

Zakladem kontroly aktivity ECoOR124l je skladaniée komplexu po konjugativnim
pienosuhsd geni do buiky. Buika preziva pouze v okamziku, kdy je nadbytek HsdM a HsdS
podjednotek nad HsdR podjednotkou (Jansetalll., 1996). V péib¢hu sestavovani celého
enzymu je nejprve poskladana funk Mtaza, dikycemuz niize byt methylovana bakterialni
DNA a takto chra#gna ged restrikci vlastnim enzymem. K Mtadze s#p@uje HsdR
podjednotka do stechiometrigMR,S,, kterd ne&pi DNA. Komplex je daleko vice stabilni
nez komplex RM,S,, ktery vznika k jiz vznikléemu po navazani druhédRspodjednotky.

R2M,S; komplex pondrné snadno disociuje zpatky naNR,S, (Janscalet al., 1998b).

Enzymaticky komplex 8pi DNA pii raiznych pondrech DNA ku enzymu. #Pnizkych
pomérech mezi DNA a enzymem vznikajigulevS§im nickované produkty. Dvouvldknoveé
Stpeni DNA se objevuje aziipkoncentracich enzymu ku DNA alespdvakrat vyssSich.
AdoMet, ktery vystupuje u R-M typu | jako allosteky efektor nutny ke spusti reakce také
zvySuje aktivitu Stpeni DNA (Janscalket al., 1996). U EcoR124l neni nutn&itpmnost
AdoMet, protoZe ke 8peni DNA neni nutnd konformiai zmeéna enzymu, nicmeénpridanim
AdoMet se zvySuje mira hydrolyzy ATP &@eni DNA (Janscakt al., 1996).

Bunééna lokalizace enzyise liSi podle fislusnosti k jednotlivym genovym rodinam.
EcoKl se nachazi za vihili membranou prawgodobré diky kontaktu s chromozomalni
DNA, zatimco HsdR podjednotkaistava za v&Si membranou cytoplazmatické membrany.
Podobnou lokalizaci ma i enzym EcoR1241 (Holubeval., 2000; Holubovaet al., 2004).
Enzym EcoAl je pichycen k membrahbakterie¢i néjakym zpisobem chr&n pred &inky
protedz, jelikoz H ovlivnéni periplazmatického prostoru bakterie proteazoni ridadnym
zpasobem poskozen (Holuboehal., 2004).

2.3.2 Prubéh iniciace translokace

Jak uz bylofe¢eno, HsdM a HsdS podjednotky t¥eamostatny enzym — Mtazu,
se stechiometrii ¥6;. Komplexni enzym je sestavefiganim dvou HsdR podjednotek. Toto
je mozné provést in vitro kdy k Mtaze, kter4 tvd jddro enzymu, jsou fmlany HsdR
podjednotky. Enzym d¥e byt sestaven i z Mtazy a jedné HsdR podjednetkymto gipact
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si komplex RM,S; zachovavd ATPazovou aktivitu adie translokovat DNA, komplex
RoM,S; je schopen DNA i g§pit (Janscalket al., 1998b).

R-M typu | S&Epi DNA mimo DNA rozpoznavaci sekvenci, keég@ni nmize dojit
az rekolik tisic pan bazi od ni. Takovy Zsob SEpeni je mozny diky translokaci DNA, ktera
je fizena hydrolyzou ATP. Narozdil od jinych motorovygiotein, které translokuji DNA,
se R-M typu | nepohybuji podél DNA. Motorovy prateije celou dobu navazan
Vv rozpoznavacim mistpres Mtazu a tld DNA smérem dopgedu. Prvni model iniciace
translokace vytvili Studier e¢ Bandyopadhyay (1988). Translokace linearni DNAfaga
enzymem EcoK probiha simult&hnv obou sndrech, ¢imZz se vytvBi dw smyky
translokované DNA, tzv. ,osrkova struktura“ (Studieet Bandyopadhyay, 1988).

Velmi piesny model iniciace translokace pak podali van Naral. (2004).
Mechanismus byl blize studovan pomoci mikroskopiemarnich sil (,atomic force
microscopy”, AFM). Pro z&tek translokace musi enzym vyprodukovat &muyo délce
asi 8 nm. Tato sni#ka predstavuje konformaci inickaiho komplexu, kde jedno viakno DNA
je picitomno v enzymu a chréno pred restrikni endonukleazou a druhé je vystaverspéni
endonukleazou. Porovnanim rychlosti translokaceuobisdR u enzymu EcoR124l bylo
zZjisténo, Ze translokace probihd nezavisle na obou mwotoho podjednotkach jednoho
komplexu. U gkterych smyek vytvaenych na DNA bylo pozorovano nadSroubovicové
vinuti. BEhem celého procesu translokace je HsdR podjedmatkazana k Mtaze (van Noort
et al., 2004). Pokud dojde k disociaci HsdR podjednotksganslokace je zastavena
a k reiniciaci celého procesu jeba navazani nové HsdR podjednotky (Seatal., 2005).

2.3.3 Molekularni mechanismus translokace

Zakladni otazkou ip translokaci helikazami a tedy i R-M typu histava, zda je
nezbytné rozéeni fettzci nukleové kyseliny a jaké vlastnosti sdileji R-Mbiyl s ostatnimi
helikhzami. PestoZze HsdR nalezi do SF2 skupiny helikaz s Rda#otivem typickym
pro vSechny helikdz, HsdR EcoR124l se pohybuje agtir po dsDNA bez nutnosti jeji
separace a timto mechanismem je podobna transloké3tanleyet al., 2006). Transport
DNA se pak podoba transportu translokazou SsoRadf@datalyticka doména homologni
k eukaryotickému Rad54 Aeilfolobus solfataricus) (Lapkouskiet al., 2008). U SsoRad54cd
stimuluje dvouvlaknova DNA hydrolyzu ATP, enzym &k miZe po dsDNA pohybovat

stejre jako HsdR. V pitb¢hu tohoto procesu vnasi do DNA nadSroubovicové tiinu
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Helikdzova &irbina interagujici s DNA je twena motivy la, Ib, Ic a Il helikazové
domény 1 a motivem IVa helikdzové domény 2 (Dairal., 2005). Model komplexu HsdR
s DNA je na obr. 2.7.

Helikazova domena 1

Ib

Obr. 2.7: Model komplexu HsdR s dsDNA Model helikazovych domén znazénych
s DNA v helikdzové gtbiné. Konzervované domeény (la, Ib, Ic, lla a IVa) jsonazorgny

jako barevné&asti HsdR molekuly (fevzato z Lapkouski, 2008; upraveno)

V negitomnosti DNA je DExx-box motiv SsoRad54cd Bakonformaci, ktera
neumo#uje hydrolyzu ATP. Po vazb dsDNA se pepina do aktivné-konformace. Repnuti
z - doa-konformace je umozmo interakci motivu lla s cukr-fosfatovou péaté—3" vidkna
DNA (Durr et al., 2005). Bhem ni dojde k posunu domény d¢vdomérg 2 o 180° (Lewis
et al., 2008). V této pozici seime aktivni misto podilet na polarizaci molekuly yde#hem
hydrolyzy ATP. Stanlewt al. (2006) doplnili pro HsdR EcoR1241, Ze na 5 -3'’kmkvytvai
¢epicku, kterd nema ip translokaci vyznamnou funkci, ale zdji§e, Ze enzym istava

po celou dobu v Uzkém kontaktu s 3"'-5" vlaknem.

Cela translokace SsoRad54cd pak vypada naslédosDNA se vaze na rozhrani

domény 1A a 2A do takové pozice, ktera je nejlepg translokaci DNAftizenou
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konformani zmenou domén 1A a 2A pomoci ATP. DNA se véZe k doinénpres
cukr-fosfatovou pateobou DNAfetzci menSiho Zlabku. Celkéwe doména 1 vaze na 6-7
nukleotidi, stejré jako se SF1 helikazy vazi na ssDNA. Domény 1B ap2R hraji roli

v translokaci DNA. DsDNA je pak navazana na enzymfrkonformaci bez jakéhokoliv
naznaku jejiho rozplétani (Duet al., 2006). Translokace je uk&sna v okamziku, kdy dojde
k disociaci HsdR podjednotky (Seidelal., 2005).

2.3.4 Blokace v translokaci

Blokaci v translokaci jako mechanismugp&ni DNA studovali Janscadt al. (1999).
K pokusu byly pouzity molekuly DNA obsahujicéjakou bariéru v translokaci — pozitivni
vinuti, Hollidayav spoj a nebo enzymy azanych rodin, které se istavaji na DNA. Bylo
zjisténo, Ze topologicka bariéra neméa vliv nap&ni DNA. Sépeni DNA je spugno
v okamziku, kdy je zastavena translokace DNA. Razitvinuti neni bariérou vedouci
k zastaveni translokace a tudiz ke sgnisepeni DNA. Bariéra v translokaci je tedy jedinym
moznym divodem k zastaveni translokace, na jejimz z&kiadl navrzen model §eni DNA
R-M typu | (obr. 2.8) (Janscadt al., 1999). Pro us{né Stpeni je dilezit¢jSi integrita 5'-3"
vlakna DNA, mezery v 3'-5" vlakrmohou byt pi translokaci tolerovany. 5°-3" vlakno hraje
pii translokaci hlavni Glohu, vlidkno 3°-5fipranslokaci pouze napoméhé (Stan&tyal.,
2006).

LR (Waz R Obr. 2.8: Model Swpeni DNA

I 1 spouseéného bariérou v translokaci
A rozpoznavac! misto Po obou stranach Mtazy se nachazeji HsdR

l podjednotky. Schematicky je znazéma

cizoroda DNA s rozpoznavacim mistem

ATP ADP+P ATP ADP+P

a bariéra v translokaci fgvzato z Janscak
et al., 1999; upraveno)

ATP ADP+P B ]
bariéra v translokaci

_C
—> | \ X
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2.3.5 Endonukleazova aktivita

Jiz Studieret Bandyopadyay (1980) studovali aktivitu R-M typa gneny, ke kterym
dochéazi v pibéhu reakce. Na zakladjejich modelu popisujiciho &eni DNA mimo
rozpoznavaci sekvenci a vyZadujiciho translokaciAD&hzymem mohlo byt navazano

dalSimi experimenty.

Szczelkuret al. (1996) zkoumali na linearnich a kruhovych DNA stallach Stpeni
enzymem EcoR124l. U linearnich substr@ioskytuje primarni 8peni linearni produkty.
Pokud obsahuje linearni DNA jedno rozpoznavacianjetSépeni mozné pouze za vysokych
koncentraci enzymu. Nejde se vaze jeden enzymaticky komplex specifickytépdruhy
enzymaticky komplex do nespecifického vazebnéhaanmis rozSpeni dochazi ip kolizi

téchto dvou proteinovych kompléxSzczelkuret al., 1996).

K porekud jiné situaci dochazitpstépeni kruhovych DNA substnat Na kruhové
molekule DNA je &fpeni umozano prostorovymi vlastnostmi molekulyiiohybu enzymu
po kruhové molekule DNA dochéazi ke &ms jejiho nadSroubovicového vinuti. U linearnich
molekul DNA je veSkeré nadSroubovicové vinuti vajiki pohybem enzymu odstraro
volnou rotaci na obou koncich molekuly. Simultdnprobihajici vazba endonukleazy
na rozpoznavaci misto igs Mtézu) i misto kde Zma translokace uchycuje protein a tak
zabrauje jeho rotaci okolo DNAgIimZ jsou vyvolany ot&ky DNA. Na kruhové molekule
DNA potom dochazi k tvokb kladného a zaporného vinuti. Translokace je zastv
az tehdy, kdyz je vinuti na kratkém Useku DNA n&tahus€no, Ze vznika termodynamicka
bariéra k dalSi translokaci (Szczelketral., 1996). Jedina mozZnost, jak tuto bariérekonat,
je prestipnutim jednoho viakna DNAgd z&atkem translokace. Uét8iny R-M typu | bylo
pozorovano toto i@stipnuti jednovlakna a ne dvouvlaknovépéhi. Pokud je jedno vlakno
DNA v translokované sniége DNA peStipnuto, je umo&mo jeho odkrouceni a tim
se vldkno stane @p relaxovanym. Translokace tre dale pokréovat, ale s moznosti

vytvoieni dalSiho nadSroubicového vinuti (Jansstal., 1996).

Janscalet al. (1996) popsali, Ze pokud je kruhova DNA relaxayaacoR124l ji $ipi
efektivrgji, nez pokud ma negativni vinuti. ZvySeni negaitinn vinuti snizi efektivnost
Stpeni, jak bylo pozorovano na zaktagkumulace mnozstvi linearnich produkto S&peni
DNA (Janscaket al., 1996). Délka DNA, kterou musi enzymaticky komxpteanslokovat

a potazmo mnozstvi hydrolyzované ATP je menSi axmlané DNA neZ u té, kterd ma
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negativni vinuti. Vytveéeni pozitivniho vinuti ve zkracujicim se DNA vla&kmiZe spoust
Sttpeni DNA na kruhovych substratech. Jakmile je polpgb DNA vlivem nadmirného
pozitivniho vinuti zastaven, je umaZo rozsStipnuti obou vidken DNA (Szczelkenal.,
1996).

Bergeet al. (2000) objevili pomoci AFM, Ze na linearizovan@tazmidu obsahujicim
dvé rozpoznévaci mista, dochazi k dimerizaci enzyrkgtic komplex: jeS€ pred gidanim
ATP, ¢imz doplnil existujici model restitki reakce, Ze enzymy se mohou potkatdbghnu
translokace § jejich kolizi, kdy dochazi k restrikci (Janscekal., 1999). Bergeovy vysledky
potvrdili Neaveset al. (2009) pozorovanim dimeérenzymu EcoKl na DNA s jednim
rozpoznavacim mistem. K dimerizaci nedochazi palen jedna molekula EcoKl navazana
na DNA, zéehoZ lze soudit, Ze po navazani na DNA prochaziyreaticky komplex
konformani zmeénou, ktera umaiuje jeho dimerizaci. Pro enzym EcoKl dale navrhl
mechanismus jeho fungovani. Monomer EcoKl se nejpmtipoji kamkoliv na DNA,
pohybuje se podél ni a ¥ipadt, Ze narazi na cilovou sekvenci, vaZe se na nieha enzym
se miZze vazat druhy enzym za tvorby dimeru. Dimer jebigt&jSi, pokud je navazan
v cilovém mist DNA. Dimer navazany v cilovém mésse niize @ipojit na dalSi specifické
¢i ¢astji nespecifické misto na DNA, vytyviase smyka a enzym ofi hleda cilovou sekvenci
pohybem podél DNA. iedtim nez je nalezeno druhé rozpoznavaci mistiZzendojit
nékolikrat k rozpojeni vzniklé sniky. AZ poté, co je dimer spojen se¢dva cilovymi misty
muze zd&it translokacdizena hydrolyzou ATP a iniciacespeni DNA. Pré enzym vyuZiva
tento proces neni zatim zceléejmé, dimerizace enzymu a pohyb po DNA totiz neni
nezbytny pro translokaci. Jednim z moznych ¥tlewi je, Ze bakterie si takto chrani svou
vlastni DNA, protoZze ve stresovych podminkach byns#hl enzymaticky komplex vazat
na vlastni nemodifikovanou DNA a&pit ji (Neaveset al., 2009).

Charakter koni, které jsou produkovany R-M typu kipStpeni DNA studovali
Jindrovaet al. (2005). Byly analyzovany &tené konce na kruhovych molekulach DNA
pomoci enzym EcoKl, EcoAl a EcoR124| jako zastupdr-M typu IA, IB a IC. Bylo
prokazano, ze vSechny tyto enzymatické komplexy p@jobny mechanismusipeni DNA.
Zanechavaji lepivé konce na 5  tak na 3" konci DblAizné délce, tupé konce nebyly
pozorovany. EcoKl produkuje lepivé koncée@evsim na 5° konci o délce 6—7 nt, EcoAl
na 3" konci o délce 2-3 nt a EcoR124I na 5" koméloce 3-5 nt. Krotpreference kratkych
piesali byla pozorovana i produkce lepivych kdnga 3~ konci DNA pesahujicich 100 nt,
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jak to jiz bylo popsano pro IA enzym EcoBI (KimbatlLinn, 1976; Endlichet Linn, 1985).
Jindrova et al. (2005) dale studovali, zda k dvouvlaknovym ziom na DNA je teba
piitomnost jednéc¢i dvou HsdR podjednotek. Mutaci v Regionu X bylarusana
endonukleazova aktivita enzymu EcoAlfigemZz schopnost pohybu po DNAastala
zachovana. Bylo zji8ho, Ze pro vneseni dvouvlaknového zlomu na DNAgba pitomnost
dvou aktivnich nukledzovych center pobliz sebedfdivaet al., 2005).
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3 Cile prace
1. Zpracovani dostupnych informaci o restri&modifikacnich systémech typu I,

vypracovani literarni reSerse.

2. Priprava expresnich systému pridgpavu mutantnich HsdR podjednotek enzymu
EcoAl.

3. Exprese a purifikace wild-type a mutantnich HsdBj@dnotek enzymu EcoAl.

4. Rekonstituce kompletniho enzymatického komplexud@yita HsdR podjednotky)

a stanoveni optimalnich podminek pro restrikeakci wild-type EcoAl.

5. Testovani ATPazové aktivity wild-type a mutantnit$dR podjednotek EcoAl.
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4 Material a metody

4.1.1 Bakterialni kmeny

K ptipraw plazmidi byl pouZzit bakterialni kmeik. coli DH5a. Kmen JM109(DE3)
byl vyuzit k expresi wt a mutantnich HsdR podjedkot

4.1.2 Pouzité plazmidy

K expresi wt HsdR podjednotky byl pouzit plazmidP@2 (Janscalet al., 1998).
Mutantni HsdR podjednotky byly fipraveny z plazmidl pJP22K126R, pJP22K126A,
pJP22K126E, pJP22K142R, pJP22K142A a pJP22K142E kiznikly mutaci wt hsdR genu
v plazmidu pJP22 v pozici, ktera kdéduje Lys126 s8142.

4.1.3 Mutace HsdR podjednotky EcoAl

Mutantni HsdR podjednotky EcoAl bylytfipraveny misti-specifickou mutagenezi
ve wt hsdR genu plazmidu pJP22 (Hutchinsbal., 1978). K mutaci Lys126 a Lys142 byly
pouzity komplementarni primery uvedené v nasledtgioulce (tab. 4.1). Tyto aminokyseliny
byly substituovany za alanin (neutralni, mutant glytamovou kyselinu (kysela, mutant E)
a arginin (bazicky, mutant R). K amplifikaci bylaoyrita Expand LongRange DNA
polymeraza pro amplifikaci velkych DNA fragménfRoche Applied Science, Mannheim,
Germany). SloZeni PCR reali sntsi je uvedeno vtab. 4.2. Podminky PCR reakce jsou
uvedeny v tab. 4.3.
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Tab.4.1:Primery pouZzité k PCR s mutaci v HsdR genu EcoAl (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

Mutace Primer Sekvence
K126A F 5 -GTGAATGCCTTGAAGAGCAAATAACGCTGGATG-3
R 5 -GATCCAGCGCGTTATTTE&TCTTCAAGCATTCAC-5
K126E F 5 -GTGAATGCCTTGAALCGCAAATAACGCTGGATG-3’
R 5-GATCCAGCGCGTTATTTE&GCTTCAAGCATTCAC-5
K126R F 5 -GTGAATGCCTGGAAGGCAAATAACGCTGGATG-3’
R 5 -GATCCAGCGCGTTATTTE&CTTTCAAGCATTCAC-5
K142A F 5 -CTGAACTCTGGCAAGAATTCTGCCTCTGGAAAG-3
R 5-CTTTCCAGAGGCAGAATCTTGCCAGAGTTCAG-3
K142E F 5-CTGAACTCTGGCASCATTCTGCCTCTGGAAAG-3’
R 5-CTTTCCAGAGGCAGAAGCTTGCCAGAGTTCAG-3
K142R F 5-CTGAACTCTGGCAAGATTCTGCCTCTGGAAAG-3’
R 5-CTTTCCAGAGGCAGAACTTTGCCAGAGTTCAG-3

Tab. 4.2:Slozeni PCR reakni smési

Slozka 1 reakce
pJP22 0,25ug

dNTP 200umol.dm?®
Expand LongRange DNA polymeraza 1,5U

Pufr (bez MgQ)) 1x

Primer reverse 0,3pmol.dm?
Primer forward 0,3pmol.dm?
DMSO 3%

Celkovy objem 20 pl

Tab. 4.3:Podminky PCR reakce

Proces Teplota Cas
Gvodni denaturace templatu 96 °C 2 min
30 cyki denaturace 96 °C 30s
nasednuti primér 55 °C 1 min30s
syntéza DNA 68 °C 8min40s
zawrecna elongace 68 °C 7 min
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Po provedeni PCR byla zbytkova templatovd DNA @ihsira restrikni
endonukleazou Dpnl (20 U na reakci, New EnglandLBibs Inc., Ipswich, MA, USA)
pii 37 °C po dobu 2 hod, poté byl enzym inaktivovd&ng® °C po dobu 20 min (Dri-Block
DB2A, TECHNE, Staffordshire, GB).

Reakéni snmési PCR byly pouZity pro transformaci biknE. coli DH5a a z narostlych
bakterialnich kolonii byla vyizolovdna DNA a odesddk sekvenaci pro kontroluippmnosti
mutace. K sekvenaci byl pouzit primer 5-CATTGAAGGTCTCCAAC-"3.

4.1.4 Exprese proteinu a purifikace

Pro produkci wt a mutantnich EcoAl HsdR podjednoteld kmen E. coli
JM109(DE3) transformovan plazmidem pJP22 giwhutantnimi hsdR geny. coli nesouci
rekombinantni plazmid bylyips noc kultivovany v LB médiu (Formedium, Norfol&B)

s carbemycilinem (50 mg carbemycilinu nal ml LB dma¢ Duchefa biochemie, NL).
Tyto kultury byly pouzity na inokulaci 5x 200 ml LBnédia obsahujiciho antibiotikum
ampicilin (100 ug ampicilinu na 1 ml LB média, Formedium, Norfol&B) pro expresi
jednotlivych podjednotek. Kultura byla inkubovana tiepace @i 37 °C a po dosazeni
ODgoo= 0,6 byla indukovana exprese proteinufidgnim 1 mmol.dii IPTG
(izopropyB-D-thiogalaktopyranosid, Duchefa biochemie, NL)dmbu 4 h. Poté byly kultury
centrifugovany fi 4000 xg po dobu 10 min a skladovanyi p20 °C. Exprese jednotlivych
proteini byla kontrolovana na 10% SDS-PAGE (Sodium dodetf@s polyakrylamidova
gelova elektroforéza) v SDS pufrlx(SDS pufr — 0,1% SDS; 25 mmol.dfh TRIS;
192 mmol.dri? glycin) (zdroj pro elektroforézu Power Station 3QABNET, Edison, NJ,
USA). Vizualizace proteiin byla provedena barvenim v Commasie Brilliant Blue
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Pred samotnou purifikaci byly kky lyzovany enzymaticky 30 min figdanim
lysozymu (100 mg na 1 ml, Duchefa Biochemie, Nlpwiru A (pufr A — 20 mmol.drit
TRIS, pH 8; 50 mmol.dm NaCl; 0,1 mmol.dii EDTA; 1 mmol.dn? DTT; na pH 8)
a mechanicky za pouziti French Pressu (138 MPanidvéisher Scientific Inc.) a baény
lyzat byl praisten na ultracentrifuze (230000 g, 1 hod 30 min, 4 °C, Optima L-90

K Ultracentrifuge, Beckman-Coulter Inc.).
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Proteiny byly purifikovany za pouZziti ionexové chratografie pistrojem AKTA
Purifier 900 (GE Healthcare). Proteinovy extrakt hgnesen na DEAE Sepharose kolonu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ekvilibrovangoufrem A. Navazané proteiny byly
eluovany linearnim gradientem NaCl [0,05 mol#h mol.dn®, 10 CV (objem kolony)]
postupnym fidavanim pufru B gufr B — 20 mmol.drif TRIS pH 8; 1 mol.dii NaCl;
0,1 mmol.dn® EDTA; 1 mmol.dn? DTT: na pH 8). Jednotlivé frakce byly sbirany
do zkumavek po 2 mlifstrojem AKTA Purifier FRAC 950 (GE Healthcare) apgsnost
purifikace kontrolovana na 10% SDS-PAGE. V dalSimokk byly frakce obsahujici
exprimovanou HsdR podjednotku zakoncentrovany piouZzcentrikonu Amicon Ultra-4
50000 NMWL (Millipore, Billerica, MA, USA) a promyt pufrem S300 $300 pufr — 10
mmol.dm® TRIS, pH 8; 150 mmol.difi NaCl; 3 mmol.drif DTT; 0,1 mmol.dri? EDTA),
procisteny gelovou filtraci na kolahSephacryl S300 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Uspssnost preisteni byla ogt kontrolovana na 10% SDS-PAGE a frakce obsahujici
preciStétnou HsdR podjednotku byly zakoncentrovany pouZitemtrikonu Amicon Ultra-4
50000 NMWL a promyty NEB2 pufrem10x NEB2 pufr — 100 mmol.dii TRIS;
500 mmol.dr? NaCl; 100 mmol.dii MgCly; 1 mol.dm® DTT), pro dlouhodobé skladovani
pii -20°C s pidavkem 50 % (v/v) glycerolu. Koncentrace proteibbyla stanovena

spektrofotometricky 280 NnmM Exsar econ= 101 565 Mcm?).

4.1.5 Restrikéni reakce

Pro restrikni reakce byl jako DNA substrat pouzit plazmid pARKsahujici jedno
restrikkni misto pro enzym EcoAl (Janscak al., 1996). Wt EcoAl bylain vitro
rekonstituovana smichanim Mtazy EcoAl s HsdR paupkbu v pondru 1:4. Reakce byla
provedena v objemu 28@. Reakini snés obsahovala 1x NEB2 pufr, 5 nmol.dnDNA,
30 nmol.dn? EcoAl a byla preinkubovana 1 mitti 87 °C (vodni laz& WNE11 Excellent,
MEMMERT, Schwabach, D) a samotna reakce byla zabgjgdanim ATP (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) o koncentraci 20 mmol.dna AdoMet (New England Biolabs Inc.,
Ipswich, MA, USA) o koncentraci 0,1 mmol.dim Bshem reakce byly odebirany @0
alikvoty reakni smési v ¢asech 0, 15, 30, 45, 60, 600 a 1800 s. Reakce Zzagtavena
ptidanim 8ul 0,1 mol.dm® EDTA. Pro rozvol&ni komplexi protein-DNA byly gidany 2yl
10% SDS. Winnost restrikce byla kontrolovana na 0,9% agarémogelu s 1x TBESx TBE
pufr na 1l 54 g TRIS; 27,5 g kys. boritd; 20 ml 0,5 moi* EDTA). DNA byla

24



vizualizovana barvenim ethidium bromidem (@& EtBr na 1 ml pufru, Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, USA).

4.1.6 Test ATPazové aktivity

Stanoveni uvoliného anorganického fosfatu z hydrolyzy ATP

Testy ATPazové aktivity probihaly s DNA o koncentr®0 nmol.dn¥, Mtazou
10 nmol.dn? a HsdR podjednotkou 40 nmol.#mReakce probihaly stejnym igmbem
jako restrikni reakce, odebirany byly glDalikvoty reakni snesi v ¢asech 0, 15, 30, 45, 60,
240 a 900 s. Reakce byly zastaverijdgnim 10pul 0,1 mol.dm® EDTA. Koncentrace
anorganického fosfatu, ktery vznik&i phydrolyze ATP byla réena testem zaloZzenym
na tvortt komplexu mezi malachitovou zeleni, molybdenatemoramim a uvoldnym
anorganickym fosfatem. Uvalny anorganicky fosfat (P byl kvantifikovana
spektrofotometricky ( 620 nm, spektrofotometr Infinite 200, TECAN, Mamdorf, CH,
program Spectra Manager) (Chearal., 1986). Mnozstvi uvokného anorganického fosfatu
bylo ukeno z kalibrani kiivky, odvozené zroztak KH,PO, o znamé koncentraci.
U jednotlivych vzork bylo smichano 40ul vzorku (v @gipadt vysoké koncentrace
anorganického fosfatu byl vzorekieein s HO) se 10Qul molybdenatu amonného (5,72 %
w/v, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 20 malachitové zelen(0,0812 % w/v, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Stanoveni kinetickych paramétnydrolyzy ATP

Km, Vim @ Keathydrolytické reakce ATP byly vygitany z tzv. dvojnasol@reciproké

+
rovnice Lineweavera a Burkal— = Koy [SO] = Koy + 1 (Lineweaveret Burk, 1934),
VO Vlim I::ljso] Vlim [ﬁso] VIim
, . . . . . Vi [[9] e
kterd vychazi z rovnice Michaelise a MentenW@—m. Vo odpovida pgateeni

rychlosti reakce, kterou lze it in vitro po gidani enzymu v okamziku, kdy je nulova
koncentrace produkt Vi, je maximalni rychlost kterou e reakce za danych podminek
probihat v pipac, Ze je enzym pkh saturovan substratem.JSe poiateni koncentrace
substratu (Kodicek, 2007). V nasSich experimentegd pouzity koncentrace substratu 1, 2, 6
a 20 mmol.drit.
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Z grafu zavislosti rychlosti enzymové reakce nandemtraci uvoldného
anorganického fosfaturipriznych koncentracich ATP ziskdmé hodnotgteni rychlosti
Vo, ktera odpovida sémnici piimky v linearni oblasti hyperbolické zavislosti. Mgsenim

1 1
zavislosti V_o na H] pak ziskdme ffimku, kter4 odpovidé rovnici Lineweavera a Burka

K 1
(obr. 4.1, Lineweaveet Burk, 1934), kdeﬁ udava sklon fimky, v, Posun pimky
Im |

od paatku po ose y (obr. 4.1).

Viim

1
[So]

Obr. 4.1:Reciproké rozloZeni Lineweavera a BurkgLineweaveret Burk, 1934).
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5 Vysledky

5.1 Priprava expresnich systéipro péipravu mutantnich HsdR podjednotek

Jak uz bylo pedeslano v teoretickéasti této diplomové prace, z prvni krystalove
struktury HsdR podjednotky EcoR1241, R-M typu |,ldydentifikovana neobvykla vazba
Lys220 endonukledzové domény s ATP, které je u qoph helikdz &n¢ vazano pouze
helikazovymi doménami (Lapkouskt al., 2009). Tato vazba je praymbdobr dulezita

pro propojeni translokai a endonukleazové funkce R-M typu |.

Jelikoz se Lys220 nachazi v sekéah nekonzervované oblasti, byly na zakiad
porovnani primarni a sekundarni struktury HsdR @daptky EcoAl a EcoR1241 vybrany
u enzymu EcoAl dva aminokyselinové zbytky — LysE6ys142 (piloha 1), které mohou
odpovidat Lys220 u enzymu EcoR124l. Mutantni HsdRjgdnotky EcoAl byly fipraveny
mistre-specifickou mutagenezi ve wt hsdR genu (Hutchigtoal., 1978). PCR reakce byla
provedena s plazmidem pJP22 nesoucim hsdR gen Etgsihové zbytky (kladny naboj)
byly substituovany za alanin (neutralni, mutanty2BA a K142A), glutamovou kyselinu
(zdporny naboj, mutanty K126E a K142E) a arginiftadky naboj, mutanty K126R
a K142R). Pouzité primery jsou uvedeny v tab. & amplifikaci mutantnich plazmidbyla
pouzita Expand LongRange DNA polymeraza pro anialdi velkych DNA fragmerit
(Roche Applied Science, Mannheim, D). Podminky P@Rkce jsou uvedeny v tab. 4.2.
Pro odstraéni templatové nemutované DNA byla pouzita restrikendonukleaza Dpnl,
kterd S&pi methylovanou DNA. Po transformaci DNA Ho coli DH5a byla gitomnost
mutace zjistna sekvenaci. Plazmidy nesouci mutovany gen hstRoby expresi mutantniho

proteinu transformovany do expresniho kmeneoli JM109(DE3).

5.2 Exprese a purifikace HsdR podjednotky EcoAl

HsdR podjednotky (wt i mutantni) byly exprimovanybakterii E. coli, kmenu
JM109(DE3) a vzorky byly ffipraveny pro purifikaci, jak je popsano v kapitdiaterial
a metody. Usgsnost indukce exprese jednotlivych protebyla vizualizovana na 10% SDS-
PAGE (obr. 5.1). Koncentrace exprimovanych mutadi42A a K142E byla niZSi nez wt,
u ostatnich mutafitjsme nepozorovali sniZzeni exprese oproti wt. Vigdakly purifikovany
pouzitim ionexové chromatografie (DEAE Sepharosegsleds precistény gelovou filtraci
(Sephacryl S300) jak je popsano v kapitole Mateaainetody. Vzhledem k tomu, Ze se
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purifika¢ni podminky pro jednotlivé proteiny neliSily, uvéu v této kapitole pouze vysledky
purifikace u HsdR K142R podjednotky. Frakce z iamex chromatografie eluované
linearnim gradientem NaCl (50 mmol.d~1 mol.dm®, 10 CV), které vykazovalyifiomnost
proteinu (pik, Asgg obr. 5.2), byly vizualizovany na 10% SDS-PAGEr(dh3).

Obr. 5.1: Kontrola indukce exprese HsdR podjednotky EcoAl K142Il. Draha¢. 1 —
proteinovy standard (Precision Plus Protein Stah@a0f kD, Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
drahac. 2 — exprese HsdR K142A, draba3 — exprese HsdR K142E, drahad — exprese
HsdR K142R.

HsdR podjednotky, jak wt tak mutantni, byly eluoygako jediny pik, v rozmezi
27 %-33 % pufru B, coZ odpovida koncentraci NaCD 38mol.dm®~380 mmol.drt
(obr. 5.2). Frakce obsahujicirgpistétnou HsdR podjednotku (obr. 5.3, drdha 7-11) byly

zakoncentrovany a daléggisteny gelovou filtraci.
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Obr. 5.2:Eluéni profil purifikace mutantni podjednotky HsdR K142 EcoAl na DEAE
Sepharose Pik ozndeny v Sedém poli obsahuje HsdR K142 EcoAl.cRlyrofily purifikace
wt a ostatnich mutantnich HsdR podjednotek bylwrsatelné, z toho W/odu zde nejsou

zobrazeny. Pik oziany Sedym polem obsahoval HsdR podjednotku.
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Obr. 5.3:SDS-PAGE znazotiujici purifikaci HsdR K142R podjednotky EcoAl na DEAE
Sepharose kolo#. Draha¢. 1 — proteinovy standard (Precision Plus Protéam&ard 250 kD,
Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 2 — pozitivni kontrelddsdR EcoAl, 3-9 purifikovana HsdR
podjednotka. HsdR podjednotka EcoAl ma molekulohouotnost okolo 100 kDa. Frakce
vdrahach 7 az 11 byly zakoncentrovany. Stejnyraisapem byly kontrolovany vSechny
purifikované HsdR podjednotky

Po purifikaci na DEAE Sepharose byly zakoncentrévliakce proisteny na kolort
Sephadex S300, fungujici jako molekulové sito (6bt). Frakce z oblasti celého piku byly
kontrolovany na 10% SDS-PAGE gelu. Frakce obsahgjieisttnou HsdR podjednotku
EcoAl (obr. 5.5, drah&. 6 az 9) byly zakoncentrovdny a promyty 1x NEBZXrem.
Po zakoncentrovani byla stanovena koncentrace ipuotgpektrofotometricky (4so, Jasco
V-530 UV-VIS, Easten, MD, USA) s pouzitim extitrkho koeficientu pro HsdR EcoAl

(Ensdr Econ= 101 565 NMcm™) a proteiny byly skladovany v 50% glycerolu (vfi#) -20 °C.
Ziskané HsdR podjednotky byly pouzity pro resinika ATPazove testy.
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Obr. 5.4:Eluéni profil pro ¢isténi HsdR K142R podjednotky EcoAl na koloré Sephadex
S300

Obr. 5.5:SDS-PAGE ukazujici praisténi HsdR podjednotky EcoAl na Sephadexu S300
Drahac¢. 1 — proteinovy standard (Precision Plus Protaan&ard 250 kD, Hercules, CA,
USA), 2-9 prgiSttna HsdR podjednotka, 10 — pozitivni kontrola — HJEHEDAI. Frakce
v drahach 6 az 9 byly zakoncentrovany. Stejnymisapem byly kontrolovany vSechny
procisténé HsdR podjednotky
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5.3 Restrikéni reakce

Pro restrikni reakci byl enzymovy komplex EcoAl rekonstituovidnvitro z Mtazy
awt HsdR podjednotky. V literatel je uvedeno, Ze proépeni DNA je zapdtbi pouzit
poméru DNA:enzym 1:1, Mtaza:HsdR podjednotka 1:6 (Jaksat al., 1998). Vzhledem
k tomu, Ze enzymové prepy obsahuiji jisty podil tigakho proteinu, jsou tyto pogny jiné
aje nutno je experiment&rstanovit. Pro toto stanoveni jsme pouzili nasledupontry
DNA:enzym 1:1-1:6, Mtaza:HsdR 1:2-1:8. Jako DNA pgluzit plazmid pARK s jednim
rozpoznavacim mistem pro EcoAliitemnost linearizované DNA byla vizualizovana
elektroforeticky na 0,9% agarézovém gelu. Nejlepsiisledku bylo dosazendigomgru
DNA:enzym 1:6, a pro dalSi experimenty byl vybrampr Mtaza:HsdR 1:4 (obr. 5.6, draha
¢. 4, 0br. 5.7).

6000

oc
3000 -— L
1000, —

Obr. 5.6: Testovani &innosti restrikce pri riznych pomérech HsdR podjednotky

a Mtazy. Draha¢. 1 — marker molekulovych hmotnosti (Gene Ruler INNA ladder,
Fermentas, Ontario, CA), drakia2—8 pomdr DNA:enzym 1.6, Mtaza:HsdR 1:2-1:8, draha
¢. 9 Sepena kontrola (pARK 8peny Hindlll enzymem (New England BioLabs Inc. vijish,
MA, USA), drah&. 10 nestpeny plazmid pARK. OC — otéend kruznice, L — linearizovana
DNA, SC — nadSroubovicéwinuta DNA.
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Obr. 5.7:Casovy pritbéh restrik éni reakce wt EcoAl Pouzita byla 5 nmol.dfh DNA,
30 nmol.dn? Mtadza a 120 nmol.dih wt HsdR podjednotka. Drah& 1 — marker
molekulovych hmotnosti (Gene Ruler 1kb DNA laddeermentas, Ontario, CA), drahy
¢. 2-9 SEpeni DNA véasech 0, 15, 30, 45, 60 s, 4, 30, 60 min. OC —tetg kruznice,

L — linearizovana DNA, SC — nadSrouboviéoxnuta DNA.

5.4 Test ATPazoveé aktivity

Pro testy ATPazové aktivity byly wt a mutantni endkledzy EcoAl rekonstituovany
in vitro v pontru Mtaza:HsdR 1:4, ktery byl experimentélrstanoven z restréaich
experimeni (kapitola 5.3). Experimentéinbylo stanoveno (Janscak, osobni komunikace),
Ze enzym v nadbytku DNA preferuje translékibaktivitu gred aktivitou restrikni. Proto byla
pro stanoveni ATP&zové aktivity pouZita DNA v nailioy (20 nmol.dri¥, porer
DNA:enzym 4:1). Testy ATPazové aktivity byly prowsy tak, jak je popsano v kapitole
Material a metody. ATPazova aktivita byla ¢ovana nefimo spekrofotometrickym

33



stanovenim uvokného anorganického fosfatuéehem hydrolyzy ATP. Pro stanoveni
ATP&zové aktivity byly pouZityizné koncentrace ATP (1, 2, 6, 20 mmolYmaby bylo

mozné stanovit konstantu Michaelise-Mentenovg) (&chto reakci.

ATPa&zova aktivita jednotlivych enzynbyla stanovena na zakkadasového proehu
uvoliovani anorganického fosfatu;\ehem hydrolyzy ATP wasech 0, 15, 30, 45, 60, 240
a 900 s. Grafy zavislosti uvalného anorganického fosfatu éase pi riznych koncentracich
ATP jsou zobrazeny na obr. 5.8-5.11. Ze ziskangthodly vypaitany kinetické parametry
hydrolytické reakce, konstanta Michaelise-Menten@ig), limitni rychlost reakce (M)

a katalytickad konstanta ¢&) pro wt a mutantni HsdR podjednotky EcoAl dle ahésgobss
reciproké rovnice Lineweavera a Burka (LineweatdBurk, 1934).

Z grafi na obr. 5.8 a 5.10 je patrno, Ze koncentracenovainého anorganického
fosfatu Bhem casoveho prbéhu ATPazové reakce je zavisla na&@ani koncentraci ATP
substratu, ktery byl fiddn do reakce. Vifpad malého mnozstvi ATP, 1 mmol.dn
a 2 mmol.drit byl substrat viferpan po velmi kratké déba po 15 s a mnoZstvi uvétmého
fosfatu bylo velice nizké pro vSechny testovanéyeryz coz s¥dci o velice nizké ATPazové
aktivité enzynii. MiZzeme konstatovat, e 1 a 2 mmoldpocateini koncentrace ATP neni
dostatén¢ vysoké pro translokaci DNA ani wt EcoAl ani mutaimbi enzymy. U koncentrace
ATP 6 mmol.dif a 20 mmol.dii dochazi k prudké hydrolyze&em prvnich 15 s,
koncentrace uvolmého anorganického fosfatu se postupaySuje v piibéhu reakce, az je
dosazeno nejvysSi hodnotyase 900 s. Tento zakladni charakter reakci byhgtak u wt
EcoAl, tak u mutarit v Lys126 a v Lys142 (k porovnani na obr. 5.8 &05drafy aa b pro
koncentrace substratu 1 a 2 mmolYmgrafy ca d pro koncentrace substratu
6 a 20 mmol.dil). Z tchto vysledk je patrno, 7e vSechny testované enzymy vykazuiji
translok&ni aktivitu pi pocatesni koncentraci ATP 6 a 20 mmol.ch{obr. 5.8, 5.9, 5.10
ab5.11, c, d). ATPazové reakce vykazuji pro wt aamuni enzymy v fipad paocatesni
koncentrace ATP 6 mmol.dinpodobny trend. Vifpads koncentrace ATP 20 mmol.dm
vykazuje nejvyssi aktivitu wt ECOAl a nejnizSi muitya Lys— Arg jak v pozici 126 tak 142,
ackoliv rozdil neni nijak vyznamny. Znamena to, Zé j@dna z testovanych mutaci n&m

vyrazrejsi vliv na hydrolyzu ATP.
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Obr. 5.8: Casovy pribéh hydrolyzy ATP WT a mutanti v Lys 126 enzymu EcoAl
20 nmol.dn? plazmid pARK byl inkubovan s 10 nmol.dirMitazy a 40 nmol.dim HsdR
podjednotky. Koncentrace ATP byla 1 mmol:drta), 2 mmol.drii (b), 6 mmol.dri? (c)
a 20 mmol.drit (d). Detailni znédzommi prvnich 60 s ATP4azového testu je na obr. 5.9
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Obr. 5.9: Detailni znazornéni ¢asového pibéhu hydrolyzy ATP WT a mutanta
v Lys 126 enzymu EcoAl 20 nmol.dri? plazmid pARK byl inkubovan s 10 nmol.dn
Mtazy a 40 nmol.dM HsdR podjednotky. Koncentrace ATP byla 1 mmoldita),
2 mmol.dm® (b), 6 mmol.dri? (c) a 20 mmol.dni(d)
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Obr. 5.10:Casovy pribéh hydrolyzy ATP WT a mutanti v Lys 142 enzymu EcoAl
20 nmol.dn? plazmid pARK byl inkubovan s 10 nmol.dirMtazy a 40 nmol.dim HsdR
podjednotky. Koncentrace ATP byla 1 mmol:drta), 2 mmol.drii (b), 6 mmol.drt (c)
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Obr. 5.11: Detailni znazornéni ¢asoveho phbéhu hydrolyzy ATP WT a mutanta
v Lys 142 enzymu EcoAl 20 nmol.dri? plazmid pARK byl inkubovan s 10 nmol.dn
Mtazy a 40 nmol.di HsdR podjednotky. Koncentrace ATP byla 1 mmoldifa),
2 mmol.dm® (b), 6 mmol.dn¥ (c) a 20 mmol.dni (d)

Pro vypa@et Kn, Vim a K.t byla pouZzita reciproka rovnice Lineweavera a Burka,
odvozena z rovnice Michaelise a Mentenové jak jpspao v kapitole Material a metody
(Lineweaveret Burk, 1934). Michaelisova konstanta{(Kodpovida koncentraci substratu,
pii které reakce probiha polovinou limitni rychlost, tedy kdy je obsazena polovina
vazebnych mist enzymu. Vypovida tedy také o vazelfinés enzymu k substrat@€im nizsi
je hodnota K, tim vy3Si ma enzym afinitu k substratu. Limitpéhlost (Mim) udavd mnozstvi
substétu, P kterém jsou vSechna vazebnd mista na enzymu ehsaa reakce probih&

maximalni rychlosti, které je mozné za danych podki(pH, teplota) dosahnout. Hodnota
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Kcat je definovana jako pet mol substratu, ktery z&asovou jednotku pro#&ni jeden

mol enzymu fi nasyceni substratem (Kodicek, 2007).

Pro vypa@et byla pouzita data z intervalu 0—45 s kde ma masa kinetika linearni
pribéh a to pouze z hodnot uve@mého anorganického fosfatuii phydrolyze ATP
o koncentraci 6 a 20 mmol.dinjeliko? Kivky ziskané pro hodnoty péteini koncentrace
ATP 1 a 2 mmol.di nemaji poateni pribsh v intervalu 045 s linearni a nelze je proto
pro vypaket kinetickych parameirtouto metodou pouzit. Rateina rychlost \ byla u vSech
reakci stanovena jako gmice @gimky, ktera popisuje zavislost uvémého anorganického
fosfatu nacase v intervalu 0-45 s. Hodnoty kinetickych parathdtyly stanoveny z grafu

1
zavislosti gevracenych hodnot limitnich rychlo: V_o na grevracenych hodnotach gaesni

K
koncentrace substréttasl—o] (obr.4.1). Smarnici vzniklé gimky je ﬁ , jejim prisetikem
m

1 1
S osou x je hodnot ™ x a s osou y hodno Vi Hodnota K4byla stanovena jako podil
m Im

limitni rychlosti a p@ateni koncentrace enzymu%/ém—]) (Kodicek et al., 2007)
0

Experimentals stanovené hodnoty K Viim a Keajsou uvedeny v tab. 5.1.

Jak je z tab. 5.1 patrné, experimentatanovené hodnoty JKse pohybuji ve stdu
intervalu 10'~10° mol.dm® (Racek, J., Klinicka biochemie, Galén, Praha 198®ry je
tim vysSi je afinita enzymu k substratu vykazujitamty K126A a K126E vysSi afinitu
a mutant K126R ma nizSi afinitu enzym-substrat @dain k wt EcoAl. U mutantK142l je
tomu naopak — mutant K142R vykazuje zvySenou, kdeftitant K142A sniZzenou afinitu
enzym-substrat. Wt HsdR podjednotka se svoji afink substratu nachazi upriest rozdit
mezi podjednotkami s vy3Si a podjednotkami s néffiitou enzym-substrat. Diametréin
vySSi hodnoty kinetickych paramétn K142E jsou vzhledem k fioéhu reakce (obr. 5.8, 5.9,

5.10 a 5.11, c, d) nereélné a jsou agpisobeny chybou stanoveni.

Hodnoty Mim a K. charakterizuji rychlost, jakou reakce probiha. Bugenim
vysledki mutanta K142E iizeme fict, Ze se hodnotyéthto kinetickych parametr
pro jednotlivé enzymy vyrazmeliSi s vyjimkou mutaiitK126E a K142R. estoZze mutanty
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K126E a K142R vykazuji vysokou afinitu enzymu k stnétu, katalyzuji reakci dvakrét,

respektiveitkrat pomaleji nez wt ECOAL.

Vzhledem k tomu, Ze k vygtu kinetickych parameirvsak byly pouzity pouze dv
hodnoty pdateini koncentrace 6 a 20 mmol.dnmohou byt jejich rozdily dany chybou
stanoveni. Abychom mohly stanovené hodnoty kingtibkparamefr brat jako signifikantni,
je zapotebi tyto data doplnit o vysledky ATPazovych test tiznymi paatenimi

koncentracemi substratu, které jsm&agovych dvodi nemohli do této prace zahrnout.

Tab. 5.1:Hodnoty K, Viim a Keat pro wt a mutantni HsdR podjednotky

Km [umOI'dm_S] | Vlim [Hm0|-5l] | Kcat [S_l]

WT 13443,6 14,4 963,0
K126A 9598,2 10,5 697,5
K126E 6337,4 7,7 511,2
K126R 20622,0 13,3 889,8
K142A 27082,8 13,8 922,6
K142E 1271798,6 364,8 24322,0
K142R 8030,5 5,4 362,7
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6 Diskuze

Restrikni enzymy typu | jsou nejdéle znamé enzymy z fesi&i modifikatnich
systénii. Kvili jejich komplikovanosti je ale jejich funkce stalobestena nejasnostmi.
K odhaleni mechanismu jejich ¢idku vyrazre prispélo vyreSeni struktury motorové
podjednotky HsdR u enzymu EcoR124I1, R-M typu | Hgly (Lapkouskiet al., 2009). Tato
struktura odhalila zajimavé zapojeni Lys220 EcoR1tvazby ATP, které je uéhnych
helikdz vazano pouze helikdzovymi doménami (Datral., 2005). Tento aminokyselinovy
zbytek se nachazi v helixu 8 ,core” domeény (ob4.,22.6.) mimo konzervativni Region X,
dulezity pro endonukleazovou funkci (Jansagkal., 1999, Daviest al., 1999, Sisakova
et al., 2008). Tato vazba ime byt kitova pro propojeni endonukledzové a translokazové
aktivity enzymu (Lapkousket al., 2009). Sm§ka, na které se nachazi Lys220 neni vSak
u RM-systéni typu | vyrazi konzervovana, a tudiz se nabizi otazka, jesprgetuto vazbu
nutny @imo lysin, nebo jen jiny kladnnabity aminokyselinovy zbytek (v naSemipac
arginin). Biochemické testy odhalily, Ze substitlgs220 jinym aminokyselinovym zbytkem
nema vyraz§Si vliv na ATPazovou aktivitu endonukledzy EcoRIl24le jiny néaboj
aminokyselinového zbytku vyragrovliviiuje in vitro ain vivo restrikni aktivitu (Csefalvay
et al., 2010, submitted). Na zakkadéchto vysledk byly navrzeny mutace analogového
Lys venzymu EcoAl, abychom potvrdili nebo vyvrétijejich vSeobecnou platnost
pro restrikni enzymy typu I. Vzhledem k odliSné délce (Eco8D&minokyselin, ECoR124l
1034 aminokyselin) a v této oblasti nekonzervovanéarni sekvenci, byly vybrany dva
aminokyselinové zbytky Lys126 nebo Lysl142 u EcoAlichZz jeden odpovida Lys220
u enzymu EcoR1241 v publikovaném alignmentu prin@rnsekvenci (Lapkousket al.,
2009, viz. Rilohy). Tato rezidua byla zam¢na za Arg, Ala a Glu.

Testovanim ATPazové aktivitgdhto mutani pii rizné p@atesni koncentraci ATP
bylo zjiS€no, Zecasovy ptibeh hydrolyzy ATP se nijak vyrazmeliSi od wt EcoAl (obr.5.8-
5.11), coz odpovida vysletin z experimerit s enzymem EcoR1241 (Csefalvetyal., 2010,
submitted).

Porovnanim jednotlivych kinetickych parantetziskanych pro enzymy EcoAI
a EcoR1241 (Csefalvast al., 2010, submitted) jsme zjistili, Ze hodnoty,Va od ni odvozené
Kcat JSOU srovnatelné,igemz Kyecoal je 0fad vySSi nez Kecor1244 Z toho je mozné usoudit,

Ze oba dva enzymy hydrolyzuji ATP porovnatelnouhtysti, ale EcoAl ma nizSi afinitu
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k ATP, nez EcoR124l. Tyto hodnoty by potvrzovalys@axperimentalni zji&i, Ze EcoAl
neni téndt schopny hydrolyzovat ATPippocateinich koncentracich 1 a 2 mmol.dnkteré

byly dostaténé pro spugni hydrolytické reakce enzymem EcoR1241.

Hodnoty kinetickych paraméirpro jednotlivé mutanty vykazuji v porovnani s wt
EcoAl jisté odliSnosti. U mutafitLys— Arg, kdy nedochazi ke zn¢ naboje jsou hodnoty
Km pro K126R vysSi, zatimco pro K142R nizsiicpmz v druhém fipact je snizena i .
Naopak je to v fipact zantny za neutralni Ala. K126A vykazuje nizSi, zatimCb42A vysSi
hodnotu kK, Hodnoty Vi, se vtomto fipact nijak neliSi od wt EcoAl. Zagna kladného
naboje za zaporny vykazuje ¥ipact K126E snizni jak hodnoty I, tak i Vim. Tak vyrazné
rozdily jednotlivych kinetickych paramétnebyly v gipadt enzymu EcoR124| pozorovany.
Abychom ale potvrdily jejich relevanci je nutno kasa data doplnit o dalSi experimenty,
kdy budou pouzity jiné pateini koncentrace ATP, abychomélindostatek bod pro linearni

regresi podle Lineweavera a Burka a z ni vychaizkijietické parametry.

Zawrem lze tedytici, Zze v této fazi neni ze ziskanych vyshkedg&dnoznané, ktery
z lysinovych zbytk enzymu EcoAl je homologni k Lys220 EcoR124| agp@en do vazby
ATP. | piesto ze ATPazové testy vykazuji menSi rozdily, mytabou lysinovych zbytk
maji zachovanou ATPazovou aktivitujipemerict, Ze tato aktivta je srovnatelna s wt ECoAI.
V piipact kdy se jedna o aminokyselinu v ATP vazebném énisjde s ufitosti o nahodu,
ale o fakt, Ze tato aminokyselina tispéje k ATPasové aktivit jako takové, ale propojuje
translokaci s endonukledzovou aktivitou. Toto pjepb endonukledzové a translokazoveé
aktivity se potvrdi f in vivo testech, které nam daji odgovna otazku, zda bakterie nesouci
mutantnihsdR geny dokazi fezit utok faga, a tudiz i na to, ktery z mutovaniydinovych

zbytki je zapojen do vazby ATP.
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7 Zavér

V této diplomové praci bylo na zakkagorovnani primarni a sekundarni struktury
enzymi EcoR1241 a EcoAl vybrdny aminokyselinové zbytkytgrmidlé homologni
k Lys220 EcoR1241. U enzymu EcoAl to pak byly Ly§l2 Lys142. Tyto aminokyseliny
byly poté mutovany mistaspecifickou mutagenezi. Lysin byl v obotigadech substituovan
za arginin, alanin a glutamovou Kkyselinu. Byla m@dena exprese a purifikace
wt a mutantnich HsdR podjednotek enzymu EcoAl. iRovitro rekonstituci enzymu
a stanoveni vhodnych p@ni mezi DNA, Mtazou a HsdR podjednotkou bylo testavan
ovlivnéni ATPazové aktivity jednotlivymi mutacemi. Bylo i#gno, Ze mutace Lys126
a Lys142 v endonukledzové domiémema prokazatelny vliv na ATPazovou aktivitu celéh
enzymového komplexu a tato aktivita je v obdipadech zachovand v faisrovnatelné s wt
EcoAl. Rozdily kinetickych paramétrpro jednotlivé ATPzové reakce jsou s v
pravdEpodobnosti dilem jejich négsného stanoveni a je nutné potvrdit jejich relevan
dalSimi testy. Ziskané vysledky je nutno porovniat\gvo restrikinimi testy, které jsou cilem
prace v jiné laborato a prozatim nejsou znamy vysledky. Z dostupnych tédy zatim
nemizeme fici, ktery z aminokyselinovych zbyikje strukturg a funkéné homologni
k Lys220 u enzymu EcoR124l, vime ovSem Zeilpqt toho spravného z¢h dvou je
ATPéazova aktivita zachovana stejjako u EcoR124l, a vliv na endonukleazovou aktivit
bude potvrzen vn vivo testech, které ndm jaspotvtrdi, zda je mechanismus ndmi popsany

pro enzym EcoR124l je vSeobégulatny pro Typel RM-systémy.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AdoMet
AFM
ATP
CcVv
dsDNA
DTT

E. coli
EDTA
EtBr
GTP
hsdM
hsdS
hsdR
HsdM, M
HsdS, S
HsdR, R
IPTG
MTéaza
nt
PAGE
P

R-M systémy

S-adenosylmethionin, kofaktor restrik-modifika¢nich typu |
~2Atomic Force Microscopy“, mikroskopie atommach sil
adenosin trifosfat
objem kolony

dvouvlaknova DNA

1,4 - dithiotreitol
Escherichia coli

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethidium bromid

guanosin trifosfat

gen kddujici modifikai podjednotku R-M typu |

gen kédujici podjednotkiwiici specifitu R-M typu |
gen kédujici podjednotku R-M typu | zodgonou za restrikci
modifik&ni podjednotka

podjednotkadujici specifitu

restriéni podjednotka
izopropyB-D-thiogalaktopyranosid

DNA methyltransferaza

nukleotid

polyakrylamidova gelova elektroforéza
anorganicky fosfat vznikajickighydrolyze ATP

restrisné-modifikacni systémy
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SDS-PAGE
SF1

SF2
ssDNA

SsoRad54cd

PCR
Pi
TRD

TRIS

sodium dodecylsulfat polyakrylamidovéogé elektroforéza
2superfamily 1" rodina DNA helikaz

»superfamily 2" rodina DNA helikaz

jednovlaknova DNA

katalytickd doména homologni k eukiakgmu Rad54 z&ulfolobus
solfataricus

~polymerase chain reaction”, polymerazimtézova reakce
anorganicky fosfat uvamy pri hydrolyze ATP

Larget recognition domain®, cilova rozpamaci doména
tris(hydroxymethyl)aminometan

~wild-type" — forma genu vyskytujici se v pdpai s nejvyssi frekvenci
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10 P¥ilohy

Priloha 1: Alignment primarni struktury HsdR EcoR124l a EcoAl. HsdR EcoR124l je
sloZzena z 1038 aminokyselin, HsdR EcoAl z 810 akyselin. Zele® ozn&eno katalytické
misto v Regionu X zodp&dné za endonukleazovou aktivitu. Fialawzna&en konzervovany
motiv QxxxY. Cerveré je oznaen Lys220 u EcoR124l a teoreticky homolog u EcoAl —
Lys 126 a Lys142.

EcoR124| MIHQTHTI AESNNFI VLDKYI KAEPTGDSYQSESDLERELI QDLRNQGYEFI SVKSQSAM 60
EcoAl - MAELNLSNLTEADI I TKC\/NPAI LNAG\/\DNTTQ RQEVK 39

* %

EcoR124| LANVREQL QNLNGVVFNDSEVRRFTEQYLDNPSDG LDKTRKI HI DYl CDFI FDDERLEN 120

ECOA 0 e 41
*

EcoR1241 | YLI DKKNLMRNKVQ | QQFEQAGSHANRYBVTI LVNGLPLVQ ELKKRGVAI REAFN@I 180

ECoAl -~ - - DGKVI VRGKVAARRTVKSAR: - - - - - | VLYHKPG PLAVI EARANKHE! GKGIV[]G 91

* % --* * % * ** * % %

EcoR124| HRYSKESFNSENSL FKYLQLFVI SNGTDTRYFANT TKRDNSFDFTMNWAKSDNTLI KDL 240
EcoAl | ENAR- - -------- LLDVPFVFATNGDGHI FRDATAAEGECL EIQ TL DDFPSPAELV\Q 141

* .o ** . *

ECoR1241  KDFTATCFQKHTLLNVLVNYSVFDSSQTLLVMRPYQ AATERI LVKI KSSFTAKNWSKPE 300
EcoAl lFCLV\KGYTQAQ_PVI TQDYYDDCBGK— - - SPRYYQLQAI NKTI EAVSN- - - - - - - - - Q 189

*** *

EcoR124| SGGYI WVHTTGSGKTLTSFKAARLATELDFI DKVFFVVDRKDLDYQTMK- EYQRFSPDSVN 359
EcoAl NRVLLVMATGT GKTYTAFQ | V\RLV\KSKNKKRI LFLADRNI LVDQTKNNDFQPFGT AMI'K 249

-** * % % * * - k. ** * * % - DA 3 *

EcoR124| GSENTAGLKRNLDKDDNKI | VTTI QKLNNLMKAESDL PVYNQQVVFI FDECHRSQFG- - E 417
EcoAl VSGRTI DPAYEI HLALYQAI TGPEEDQKAFKQVAPDF- - - - - FDLI VI DECHRGSASEDS 304

* * .. .k . . . . * . ...*****

EcoR124| AQKNLKKKFKRYYQFGFTGTPI FPENALGSETTASVFGRELHSYVI TDAI RDEKVLKFKV 477

EcoAl AV\REI LDYFSSATQ GLTATPKETHEVS- --- STDYFGDPVYVYSL KEG EDGFLAPYKYV 360
: Fokok okx o n, TLLoFE LR LR

EcoR124l DYNDVRPQFKSLETETDEKKLS- - - - - - AAENQQAFLHPMRI QEI TQYI LNNFRQKTHRT 531

EcoAl VRVDI DVDLQG\/\RPTKGQT DL NGEVI DDRI YNQKDFDRTMWI DERTELVARTI TDYLKRT 420

Kk ok ok ke k ke - P

EcoR124| FPGSKG-NAMLAVSSVDAAKAYYATFKRLQEEAANKSATYKPLRI ATI FSFAANEEQNAI 591
EcoAl NPMDK- - - TI VFCNDI DHAERNRRALVNL NPEQ\/KKNDKY ———————————————————— 457

* * -** * -k

ECoR124l  GEl SDETFDTSAMVDSSAKEFLDAAI REYNSHFKTNFSTDSNGEFQNYYRDLAQRVKNQDI D 651
ECOAl ------ VIVKI TGDDEI GKAQLDNFI NPKKPYPVI ATTS: - - - - - oo oo oo oo 489

* * % *
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EcoR124l1
EcoAl

EcoR124l
EcoAl

EcoR124l
EcoAl

EcoR124l
EcoAl

EcoR124l
EcoAl

EcoR124l1
EcoAl

EcoR124l1
EcoAl

LLI VWGVFLTGFDAPTLNTLFVDKNLR- YHGLMQAFSRTNRI YDAT- KTFGNI VTFRDLE 709
----- ELMI'TGVDAKTCKLWLDQ\II @MI'KFKQ I GRGTRI DERYGKLV\FTI LDFK--- 541

** *% *x - . . * * % - . * - * -

RSTI DAl TLFGDKNTKNVVLEKSYTEYMEG-TDAATGEAKRGFMTVWSELEQRFPDPTSI 769
----KATELFAD------------- ERFDG PEKVMDTTPEDI ADPESDFEEKLEEI SEH 584

* ** % * s k. . . . FREE X

ESEKEKKDFVKLFGEYLRAENI LONYDEFATLKALQQ DLS- DPVAVEKFKAEHYVDDEK 828
DEEQ\/T GVDEPPAPPYQ\/T DTDDVGPL PEEDEKKI RKFHVNGVAVGVI AQ?VQYY DADGK 644
*

FAELQTI RLPADRKI QDYRSAYNDI RDWORREKEAEKKEKST TDWDDVVFEVDLLKSQEI 888
LVTESFKDYTRKTLLKEYASL DDFTRKV‘QDADRKE ——————————— Al'l HELEQQ----- 688

LS N . ***

NLDYI LGLI FEHNRONKGKCGEM EEVKRLI RSSLGNRAKEGLVVDFI QQTNLDDLPDKAS 948
—————— Gl V\EVLAEEVGKDLDPFDM_CH\/VYCQ:’PLTRKERAENVRKRNYFTKYSEAAQ 742

* * * .. **

I | DAFFTFAQREQQREAEAL| KEENLNEDAAKRYI RTSLKREYATENGTELNETLPKLSP1008
AVL DNL L DKYADAGVQEI ESI Q\/ L KL KPFDSNGTL PEI I KTGFGDRNG— YNQAL SEL EN 800

* % * - s %

LNPQYKTKKQAVFQKI VSFI EKFKGVGGKI 1038
Bl YQUPPRSA- -~ - - v momome oo 810
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Priloha 2: Primarni sekvence hsdR genu EcoAlCerveré oznaeny nukleotidy, jejichz

zantna je zodpoddna za substituci Lys126, zetemukleotidy zodpo¥dné za substituci

Lys142.

1 atggcggaac tgaacctaag taacctgacg gaagcagaca tcattaccaa
1 ccagccattc

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

cgggacggt a
gacat cgt gc
aaacat gaaa
ccttttottt
ggt gaat gcc
caa@aat t ct
tattacgacg
accat t gaag
gggaaaacct
cgcattttgt
cagccatttg
attcacctcg
caagt cgcac
t ccgaagaca
ttaaccgcca
gtttacgtct
gtccgtgttg
ttaaacggcg
gt aat cgacg
aacccgat gg
cgcgccct gg
at caccggcg
ccgtacccgg
t gcaaact gg
ggtcgtggta
aaaaaagcca
gat accacac
at cagcgaac
caggttaccg
aagtttcacg
gccgacggt a
gaat at gcct
at cattcacg
aaagat ctcg
cgcaaagagc
gcgcaagccg
gaaagtattc
at t aaaaccg
gaaat ct acc

t caat gcagg
aagt cat cgt
tgtaccacaa
tt ggcaaagg
ttgccaccaa
tt gaagi@fica
gcct ct ggaa
atggcagcgg
ccgtctccaa
ataccgcatt
tccttgecga
gt acggcaat
cgctctatca
cagatttctt
gcgecetggeg
cgccaaaaga
actcgct aaa
atat t gat gt
aagt gat cga
aacgcacaga
at aaaaccat
ttaatctcaa
at gat gaaat
ttat cgcgac
t agt act gga
cacgcat cga
ccgaactgtt
cagaggat at
at gacgaaga
at accgat ga
t caacggt gt
aactggttac
cgct ggat ga
agct ggagca
acccgttcga
gcgccgagaa
tgct cgat aa
aggt gct gaa
gatttggcga
aattaccgcc

ct gggacaac
acgt ggt aaa
gccaggcat t
gat gcaacag
t ggt gat ggc
aat aacgctg
aggat acaca
t aaat cgcca
cgggcaaaac
ccagat cat c
tcgcaacat t
gaccaaagt c
ggct at aact
cgatctgatc
agagat cct t
gacgcat gaa
agaagggat c
tgatctgcaa
cgatcgtatc
act ggttgcc
cgtcttctgt
cccggagcag
t ggcaaagct
cacttcagag
ccagaacat c
cgaacgttac
t gccgat gag
cgccgat cca
acaggt aaca
tgtcggccca
agcggt gggce
cgaatctttt
ctttacccgce
acaggggat t
catgctttgce
cgt gcgcaag
tct gct ggat
actt aaacca
ccgt aacggg
ccgct ct get
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acaacgcaaa
gttgcggcac
cccttageceg
ggcat t gaat
tttatcttcc
gat gacttcc
caagct cagc
cgttattacc
cgcgttctge
t ggcgcect gt
ct ggt cgacc
agcggacgca
ggcccggagyg
gt gat cgacg
gattatttca
gt ctccagca
gaagacggct
ggct ggcgec
tat aaccaga
agaaccatta
aacgacat cg
gt gaaaaaga
cagttggata
ct gat gacca
cagt cgat ga
ggcaaact ct
cgtttcgatg
gaatctgatt
ggcgttgatg
cttccggaag
gttattgccc
aaagattaca
aagt ggcagg
at ct gggaag
cacgt agt gt
cggaact act
aaat acgccg
ttcgacagca
t at aat cagg
taa

t cagacagga
gcagaacggt
t gat t gaagc
at gcgcgcect
gcgat gccac
cctceceeege
ttccggt gat
agct t caggc
t ggt cat ggc
ggaaat caaa
aaaccaaaaa
ccattgatcc
aagaccaaaa
aat gccat cg
gttccgeccac
cggattactt
tcctcgeccce
caaccaaagg
aagatttcga
ccgact at ct
at cat gcaga
acgacaaat a
acttcat caa
ccggt gt gga
ccaaatt caa
ggtttaccat
gcattcccga
tt gaagagaa
aaccgcct gc
aagacgagaa
agcgtgttca
cccgcaaaac
acgccgat cg
tact ggcaga
at ggt cagcc
t cacaaaat a
at gcgggegt
t gggcacct t
cgct cagcga

atgcgttatg
ggt caaact c
aaaat ct gct
aaaagccaac
gct ggacgt t
cgcagccgaa
t gaact ct gg
t act caggac
aat caacaaa
gaccggaaca
aaat aaaaaa
taatgatttc
cgcttatgaa
agcgtttaaa
cggcagcgca
ccaaat t ggc
cggcgat ccg
ttataaagtt
gcaaact gac
tcgcacgat g
caagcgcacc
acgt at gcgce
cgt cat gaaa
cccgaaaaaa
t gct aaaacc
gcagattatc
cctcgacttt
aaaagtcatg
act cgaagaa
gccaccat ac
gaaaat ccgc
gt att acgac
act gct caaa
gaaagaagcg
agaagt cggt
gcegtt aacc
ct ct gaagca
acaggagat c
accggagat t
gct ggaaaac



