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50 years of studies of restriction — modification systems
Summary

The basic function of restriction endonucleases and methyltransferases is
protection of the host genome against foreign DNA. Their recombination and
transposition related functions are still being discussed. Some authors postu-
late that R-M genes may act as selfish genetic elements. Restriction endonucle-
ases are indispensable tools in molecular biology. As these enzymes recognize
DNA sequence very specifically, they serve as a model for protein-DNA interac-
tion. Restriction-modification genes have also played the same role as a model
for evolutionary studies as well as protein structure - function relations. So
far, there have been more than 3500 bacterial strains studied which possessed
R-M genes of more than 280 different specificities towards recognition se-
quence and cleavage sites. They became a very good commercial product for
many biotechnological companies. At present, in a genome sequencing era, R-M
genes seem to be much more common than it was thought before.
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1. Wstep

Endonukieazy restrykcyjne i metytotransferazy wystepujg po-
wszechnie w $wiecie mikroorganizmdw prokariotycznych. ich
podstawowa funkcja jest ochrona genomu gospodarza przed ob-
cym DNA wnikajacym do komdrki. Inne funkcje, zwigzek z re-
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kombinacjg i transpozycjg sa wciaz dyskutowane, jest wiele dowodoéw, ze geny ko-
dujace enzymy restrykcyjne i modyfikujace DNA moga dziata¢ jako elementy pa-
sozytnicze w genomach bakteryjnych. Endonukleazy restrykcyjne w szczegélnosci
typu Il odegraty niezwykle istotng role w badaniach nad genetyka organizméw
i biologii molekularnej. Sa nieodtgcznym narzedziem w analizach genetycznych,
klonowaniu, badaniu zréznicowania genetycznego. Staty sie réwniez doskonatym
modelem do badari specyficznych oddziatywan biatko - kwasy nukleinowe. Po-
stuzyty jako model do poznania zaleznosci pomiedzy strukturg a funkcjg biatek
oraz do badania mechanizméw ewolucji wewnatrz tej ogromnej rodziny funkcjo-
nalnie pokrewnych biatek. Enzymy te ulegaja intensywnemu horyzontalnemu
transferowi pomiedzy genomami, co wywnioskowano na podstawie homologii se-
kwencji, analizy uzycia kodondw i réznic w skladzie par GC. Systemy R-M czesto
powigzane sg z ruchomymi elementami genetycznymi takimi jak: plazmidy, wiru-
sy, transpozony i integrony. Determinanty genetyczne systeméw R-M zachowujg
sie jak mobilne elementy i powodujg rearanzacje w genomach. Analiza sekwencji
kompletnych genoméw bakteryjnych rzucita nowe Swiatto na zagadnienia zwia-
zane z dystrybucja tych enzymow ws$réd mikroorganizméw. Mimo ogromnego za-
sobu wiedzy na ich temat wcigz zaskakujg naukowcow, budzag zainteresowanie
i kontrowersje.

2. Funkcje systeméw R-M

Ponad 50 lat temu zaobserwowano, ze bakteriofagi zdolne do infekcji jednego
szczepu E. coli, bardzo stabo infekujg inny badany szczep E. coli. Stwierdzono, ze
wiekszos¢ zakazonych bakteriofagiem bakterii wcale nie produkowato potomstwa
fagowego, gdyz fagowy materiat genetyczny ulegat w komorce bakteryjnej zniszcze-
niu, proces ten nazwano kilka lat pozniej restrykcja. Nieliczne komorki bakterii pro-
dukowaty normalng liczbe czasteczek fagowych, dzieki procesowi, ktory okreslono
jako modyfikacja DNA. Obserwacji tych dokonali w 1952 r. Luria i Human dla bakte-
riofagow serii T (1) oraz Bertani i Weigle dla fagéw Pl i P2 (2).

Wkrotce wykazano, ze restrykcja i modyfikacja nie ogranicza sie jedynie do bak-
teriofagow, ale dotyczy kazdego rodzaju DNA, wnikajacego do komdrki bakteryjnej
w wyniku transdukcji, koniugacji, badz transformacji (3-5).

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) poza nielicznymi wyjatkami obejmujg
dwie aktywnosci enzymatyczne: endonukleolityczng i modyfikacyjng (metylujaca).
Zaobserwowano réwniez wystepowanie w obrebie tych systeméw dodatkowego
elementu, biatka C petnigcego funkcje regulatorowe (6,7). Oba enzymy: endonuklea-
za restrykcyjna i metylotransferaza rozpoznajg te sama sekwencje nukleotydows
w DNA, lecz réznig sie pod wzgledem specyfiki katalizowanej reakcji i roli jakg
petnig w komdrce. Endonukleaza hydrolizuje wigzania fosfodiestrowe w obrebie
specyficznych sekwencji niezmetylowanego DNA lub w ich sasiedztwie, zas metylo-
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transferaza modyfikuje je przez przyfaczenie do reszty adeniny lub cytozyny grupy
metylowej, chroniac w ten sposob DNA gospodarza przed restrykcja.

Wystepowanie systemow R-M, jak sie wydawato, byto ograniczone do krdlestwa
Procaryota, zarbwno bakterii wtasciwych jak i sinic, tymczasem ich obecno$¢ wykry-
to réwniez u bakteriofagdbw oraz wiruséw atakujacych nizsze organizmy eukario-
tyczne, np. glony z rodzaju Chlorella.

Sens istnienia systeméw R-M wsréd organizmoéw prokariotycznych uzasadniano
potrzeba ochrony komdrki przed wnikaniem obcego DNA, gtéwnie DNA fagowego,
ktéry pozbawiony specyficznej modyfikacji (metytacji) ulega degradacji, w wyniku
dziatania enzyméw restrykcyjnych, podczas gdy metylowany DNA gospodarza jest
w petni chroniony i niepodtega restrykcji. W 1987 r. Kohring i Mayer potwierdziti,
ze zgodnie ze swojg funkcjg czasteczki endonukleaz sg zlokalizowane w peryferyj-
nych obszarach komérki, za$ metylotransferazy réwnomiernie rozproszone w cyto-
plazmie (8). Posrednim dowodem S$wiadczacym o stusznosci tej roli prokariotycz-
nych systeméw R-M jest obecnos¢ licznych zabezpieczen antyrestrykcyjnych wytwo-
rzonych przez wiele bakteriofagdéw, prawdopodobnie jako odpowiedZ na zjawisko
restrykcji (9).

3. Klasyfikacja systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych

Poczatkowo poznane systemy R-M sklasyfikowano w obrebie dwdch typow.
W 1971 r. Boyer zaproponowat, by podzieli¢ endonukleazy na podstawie kofakto-
row wymaganych do reakcji (5). W miare przybywania nowych danych pojawiata sie
konieczno$¢ modyfikowania zasad klasyfikacji systemow R-M. W 1985 r. Szybalski
wyroznit nastepujace kryteria pozwalajace wyr6znié cztery klasy enzymow:

- struktura czasteczki enzymu,

- wymagane kofaktory do restrykcji i modyfikacji DNA,

- rozpoznawana sekwencja, ktora moze byé: ciagta tub nieciaggta, symetryczna
lub asymetryczna, unikatowa lub zdegenerowana, ztozona z 4 lub wiekszej liczby
nukleotydow,

- specyfika ciecia DNA: w lub poza sekwencjg rozpoznawang w dowolnej lub
Scidle zdefiniowanej odlegtosci, ciecie sekwencji metylowanych lub niemetylowa-
nych.

3.1. Enzymy zaliczane do klasy ! systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych
Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne klasy | zostaty odkryte w komorkach bakte-
rii z rodziny Enterobacteriaceae, oraz bakterii nalezacych miedzy innymi do gatun-

kow: Bacillus subtilis, Neisseria gonorrhoeae, Citrobacter freundii, Mycoplasma pulmonis,
Klebsiella pneumoniae, Lactococcus lactis i Staphylococcus aureus. Dotad scharakteryzo-
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wano kilkadziesigt endonukleaz typu | (10). Systemy R-M tej klasy zbudowane sg
z trzech gendw: hsdS, hsdM i hsdR (ang. host specificity for DNA). Produkt genu hsdS
jest odpowiedzialny za rozpoznawanie specyficznych sekwencji podczas restrykcji
jak i modyfikacji DNA. Produkt genu hsdM warunkuje modyfikacje DNA, polegajaca
na przeksztatceniu adeniny w obrebie specyficznej sekwencji w N”~-metyloadenine.
Natomiast produkt genu hsdR wraz z produktami pozostatych gendéw {hsdS i hsdM)
jest odpowiedzialny za restrykcje (hydrolize) DNA. Na podstawie badan poréwnaw-
czych wyrdzniono cztery rozne typy systemow tej klasy: IA, IB, 1C, ID, réznigce sie
sktadem nukleotydowym gendéw strukturalnych (tab. 1). W przypadku wszystkich ty-
poéw systeméw R-M klasy | opisano zarébwno monofunkcjonalng metylotransferaze,
jak i wielofunkcjonalny kompleks enzymatyczny, spetniajacy jednoczesnie funkcje
restryktazy i metylazy DNA.

Tabela 1

Przyktady enzyméw R-M typu 1

Rodzina Enzym Sekwencja rozpoznawana
IA EcoBI TGANNNNNNNNTGCT
EcoKI AACNNNNNNGTGC
Ecom TTANNNNNNNGTCY
%LTHI GAGNNNNNNRTAYG
%SPI AACNNNNNNGTRC
1B EcoM GAGNNNNNNNGTCA
EcoEl GAGNNNNNNNATGC
CirAl GCANNNNNNNNGTGG
IC EcoR124l GAANNNNNNRTCG
EcoRI241A GAANNNNNNNHC
ECOR124U GAANNNNNNNRTCG
EcoDXXI TCANNNNNNNRHC
jBcoprrl CCANNNNNNNRTGC
fcoDXXIA TCANNNNNNNNTGA
ID %SBLI CGANNNNNNTACC

Wielofunkcjonalny kompleks enzymatyczny zawiera produkty genéw hsdM, hsdR
i hsdS najprawdopodobniej w stosunku stechiometrycznym: 2:2:1. Sity oddziatywa-
nia (asocjacji) pomiedzy produktem genu hsdR a enzymem modyfikujagcym DNA, jak
sie wydaje, sg bardzo stabe, prawdopodobnie z tego powodu nie mozna oczysci¢
calego biatkowego kompleksu restrykcyjno-modyfikacyjnego. Mozliwe jest nato-
miast przywrocenie aktywnosci restrykcyjnej kompleksu enzymatycznego R-M po
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oddzielnym oczyszczeniu enzymu modyfikujgcego i endonukleazy, a nastepnie
zmieszaniu obydwu biatek. Wykazano, ze poszczeg6lne polipeptydy wchodzace
w sktad kompleksu R-M klasy ! zawieraja stosunkowo dobrze zdefiniowane domeny
biatkowe, odpowiedzialne za poszczegélne funkcje polipeptydow podczas oddzia-
tywania kompleksu enzymatycznego R-M ze specyficzng sekwencjg DNA. Polipeptyd
HsdM zawiera konserwatywnga domene w czesci N-terminalnej biatka, ktora jest
wspoblna dla wszystkich mN”-metylotransferaz i jest odpowiedzialna za wigzanie
S-adenozylo-L-metioniny (SAM) bedacej donorem grup metylowych (11). Natomiast
polipeptyd HsdR zawiera konserwatywna domene specyficzng dla biatek wigzacych
ATP (12). Wykazano roéwniez, ze polipeptyd S klasy | R-M typu IA, IB i 1IC posiada
dwie domeny odpowiedzialne za rozpoznawanie specyficznych sekwencji DNA
(TRD, ang. Target Recognition Domain) (13-16).

3.2. Enzymy zaliczane do klasy Il systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych

Najliczniejsza i najlepiej poznang grupa enzymoéw systemow R-M, sg enzymy Kkla-
sy Il. Do tej pory opisano ponad 3500 endonukleaz nalezacych do tej klasy, wyka-
zujacych okoto 240 réznych specyficznosci enzymatycznych, w odniesieniu do roz-
poznawanej sekwencji DNA (10). Czesto obserwuje sie wystepowanie kilku syste-
méw R-M w jednym gospodarzu bakteryjnym, np. w jednym ze szczep6w Neisseria
gonorrheae zidentyfikowano aktywno$¢ az 14 metylotransferaz i 8 endonukleaz re-
strykcyjnych w wiekszosci zaliczonych do klasy Il (17).

Systemy R-M klasy Il sktadajg sie, z nielicznymi wyjatkami, z dwdch strukturalnie
i funkcjonalnie niezaleznych enzyméw: endonukleazy restrykcyjnej i metylotransfe-
razy. Endonukleaza, w obecnosci jondw Mg"+, trawi czasteczke DNA w obrebie roz-
poznawanej specyficznej sekwencji lub w $cisle okreslonej od niej odlegtosci. Drugi
sktadnik systemu R-M, metylotransferaza DNA katalizuje reakcje przeniesienia gru-
py metylowej z SAM na reszty adeniny lub cytozyny, przeksztatcajgc je w N*-metylo-
adenine, N"*-metylocyto}*yne lub N"-metylocytozyne. Endonukleazy restrykcyjne kla-
sy Il zwykle rozpoznaja specyficzne sekwencje DNA, o dtugosci 4-8 par zasad. Endo-
nukleazy restrykcyjne rozpoznajace takg samg sekwencje DNA nazywamy izoschizo-
merami. jezeli natomiast rozpoznajg te sama sekwencje, ale réznig sie miejscem
ciecia czasteczki DNA w obrebie tej sekwencji to okreslamy je mianem neoschizo-
merow. Wsréd enzymow zaliczonych do tej klasy na podstawie charakterystycznych
wiasciwosci wyrdzniono kilka podtypéw (tab. 2).
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Tabela 2
Podtypy typu Il endonukleaz restrykcyjnych na podstawie Roberts et al., (18)
Podtyp Cechy charakterystyczne Przyktady Sekwencja rozpoznawana
A asymetryczna sekwencja rozpoznawana Fok\ GGATG (9/13)*
Aci\ CCGC (-3/-D*
B tnie po obydwu stronach sekwencji rozpoznawanej Beg\ (10/12) CGANNNNNNTGC (12/10)*
C symetryczna lub asymetryczna sekwencja rozpoznawana, Gsu\ CTGGAG (16/14)*
funkcje R i M w jednym polipeptydzie HaeW (7/13) GAYNNNNNRTC (14/9)*
Bcg\ (10/12) CGANNNNNNTGC (12/10)*
E dwie rozpoznawane sekwencje docelowe, jedna jako efektor  £coRII i cCWGG
Nael gcclgge
F dwie rozpoznawane i ciete sekwencje docelowe Sft\ ggcennnnlnggec
Sgri\ CRICCGGYG
G symetryczna lub asymetryczna sekwencja rozpoznawana, Bsg\ GTGCAG (16/14)*
zaleznos¢ od SAM £c0571 CTGAAG (16/14)*
Mme\ TCCRAC (20/18)*
H symetryczna lub asymetryczna sekwencja rozpoznawana, Bcg\ (10/12) CGANNNNNNTGC (12/10)*
podobienstwo do gendw strukturalnych typu | Ahd\ gacnnnlnngtc
M podtyp P lub A, wymaga sekwencji metylowanej Dpn\ Gm6AITC
P symetryczne miejsce rozpoznawane i ciecie EcoK\ glaattc
Ppuk\ rglgwccy
Bsl\ ccnnnnnlnngg
S asymetryczne miejsce rozpoznawane i ciecie Fok\ GGATG (9/13)*
T symetryczna lub asymetryczna sekwencja rozpoznawana, Bpum CCTNAGC (-5/-2)*
geny R - heterodimery Bsl\ CCNNNNNINNGG

* - w nawiasach podano odlegtos¢ miejsca ciecia od sekwencji rozpoznawanej przez enzym odpowiednio na gérnej i dol-
nej nici, liczby odpowiadajg ilosci niikleotydéw na nici DNA.

3.3. Enzymy zaliczane do klasy Ill systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych

Enzymy klasy Il stanowig najmniejsza poznang grupe systemow R-M. Scharakte-
ryzowano zaledwie kilkunastu jej przedstawicieli. Najwczesniej poznanymi systema-
mi tej grupy sa EcoPl i EcoPISI wyizolowane z bakteriofagow E. coli PI i PI5, system
HinflW z Haemophilus influenzae Rforaz system StyLT| kodowany przez DNA chromo-
somalny wielu gatunkéw z rodzaju Salmonella. Wszystkie zaliczone do tej grupy en-
zymy wykazujg bardzo podobng strukture i mechanizm dziatania. Poza tym wykaza-
no, ze trzy systemy R-M z Enterobacteriaceae: EcoP\, fcoPISI i SfyLTI charakteryzujg
sie duzym podobienstwem sekwencji aminokwasowych. Na podstawie analizy se-
kwencji dostepnych genomoéw réznych mikroorganizméw zidentyfikowano Kilka-
dziesigt gendbw mogacych potencjalnie petnic¢ funkcje endonukleaz typu Il (tab. 3).
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Enzymy klasy Il sg kodowane przez dwa geny strukturalne mod i res. Geny mod
wykazuja strukturalne podobienstwo do gendw hsdS | klasy R-M, zawierajg regiony
konserwatywne oraz regiony zmienne. W budowie genéw mod mozna wyrozni¢ trzy
rejony; dwa wysoce konserwatywne przy koricach 5'i 3’, oraz zmienny rejon central-
ny (19). Uwaza sie, ze rejony konserwatywne kodujg domeny biatkowe odpowie-
dzialne za oddziatywanie polipeptydu Mod z polipeptydem Res bedacym produk-
tem genu res. Centralny rejon zmienny genéw mod najprawdopodobniej koduje do-
meny biatkowe odpowiedzialne za wiazanie polipeptydu Mod ze specyficzng se-
kwencjg DNA oraz jest przynamniej czesciowo odpowiedzialny za wigzanie SAM
(19-23). Endonukleazy restrykcyjne klasy Ill rozpoznajg niesymetryczng sekwencje
DNA: AGACC - EcoPl; CAGCAG - £coP151; CGAAT - H/n/lll; CAGAG - StyLTI
i przecinajg czasteczke DNA w odlegtosci 25-26 pz na prawo od rozpoznawanej se-
kwencji. W przypadku wszystkich poznanych enzymow tej klasy metylotransferaza
modyfikuje adenine tylko w jednej nici rozpoznawanej sekwencji DNA, podczas gdy
adenina w obrebie drugiej z nici pozostaje niezmodyfikowana.

3.4. Enzymy zaliczane do Kklasy IV systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych

Systemy klasy IV sktadajg sie z jednego lub dwdch gendw kodujacych biatka, kto-
re hydrolizujg tylko DNA zmodyfikowany (metylacja, hydroksymetylacja, gluko-
zo-hydroksymetylacja). Sekwencje rozpoznawane przez enzymy systeméw typu IV
nie zostaty dobrze zdefiniowane, z wyjatkiem EcoKMcrBC pochodzacego z E. coli,
rozpoznajgcego dwie sekwencje RmC oddalone od siebie 0 40 do 3000 pz (par za-
sad). Ciecie w tym przypadku odbywa sie w odlegtosci ok. 30 pz od jednego z tych
miejsc.

4. Klonowanie systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych

Obecnie, kiedy masowo sekwencjonowane sg genomy roznych mikroorganiz-
mow poszukuje sie w nich genéw kodujacych systemy R-M. Do tej pory poznano se-
kwencje gendw kodujacych ponad 300 systemow R-M Klasy I, a ciggle odkrywane sg
nowe geny, ktorym przypisuje sie kodowanie bialek R-M. Najczesciej kodowane sa
przez DNA chromosomalny, niekiedy za$ przez DNA plazmidowy, jak np. R-M EcoRl,
EcoRII, £coRV czy Pvu\l. W ostatnim czasie na podstawie analiz sekwencji nukleoty-
dowej zidentyfikowano ponad 1400 gendw, ktére moga by¢ sktadnikami systemow
R-M typu Il (10). W tabeli 3 podane sg przykiady zsekwencjonowanych genomoéw
bakteryjnych oraz potencjalna liczba genéw kodujacych systemy R-M odnaleziona
na podstawie podobieristw sekwencji nukleotydowe;j.
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Tabela 3

Liczba potencjalnych systeméw R-M zidentyfikowanych na podstawie analiz komputerowych sekwencji DNA
organizméw w przypadku ktérych sekwencjonowano cafy genom; na podstawie Murray N.E. (96)

Pochodzenie

Aeropyrum pernix

Aquifex aeolicus
Archaeoglobus fulgidus
Bacillus subtilis

Borrelia burgdoferi
Campylobacter jejuni
Chlamydia muridarum
Chlamydia trachomatis
Chlamydia pneumoniae ,\R39
Deinococcus radiodurans
Escherichia coli K-12
Haemophilus influenzae
Helicobacter pylori 26695
Helicobacter pylori J99
Methanobacterium thermoautotrophicum
Methanococcus jannaschii
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma pneumonice
Neisseria meningitidis A
Neisseria meningitidis B
Pyrococcus abyssi
Pyrococcus borikoshii
Rickettsia prowazekii
Synechocystis Sp.
Thermatoga maritima
Treponema pallidium

Ureoplasma urealyticum

Wielko$¢ genomu
(Mp2)
1,67
1,25
2,18
421
1,44
1,64
1,07
1,05
1,23
2,65
4,60
183
1,66
1,64
1,75
1,66
4,40
0,58
0,81
2,18
2,27
1,77
1,74
1,10
3,57
1,80
1,16
0,71

Typl

Typll

o

S~

14
16

—

B T N |

Typlll TyplVv
1
1
1
1
3
3
1
2
2
3
2

Geny kodujace endonukleaze i metylotransferaze we wszystkich poznanych
przypadkach zlokalizowane sg blisko siebie, w obrebie jednego operonu. Zwykle
gen kodujacy endonukleaze poprzedza gen kodujacy metylotransferaze. Zaledwie
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w Kilku poznanych systemach R-M geny kodujgce restryktaze i metylotransferaze sg
potozone w odwrotnej orientacji (24).

Endonukleazy typu Il ze wzgledu na precyzje ciecia znalazty najwieksze zastoso-
wanie w rekombinacji DNA in vitro. Mozliwo$¢ uzyskania biatek endonukleaz i mety-
lotransferaz w ilosciach znacznie wigkszych niz naturalny poziom enzymdw wyste-
pujacy w komdrkach gospodarza jak rowniez fatwiejsze niz w przypadku pozo-
statych klas systemdw R-M procedury oczyszczania zachecaty do podejmowania ba-
dan nad klonowaniem. Préby klonowania genéw endonukleaz i metylotransferaz
rozpoczeto w wielu laboratoriach w koncu lat siedemdziesigtych. Pierwszy klono-
wany w 1980 r. przez Szomolanyi i wsp. gen metylotransferazy pochodzit z Bacillus
sphaericus R. Procedura byla niezbyt skomplikowana, dzieki tatwej selekcji klonéw
z aktywnym genem metylotransferazy (25,26). Fragmenty DNA sg ligowane z wekto-
rem (zazwyczaj plazmidem) i transformowane do komérek kompetentnych (najczes-
ciej £. coli) w celu skonstruowania biblioteki genéw. Transformanty inkubuje sie
w warunkach optymalnych dla wzrostu przez krétki czas, aby DNA rekombinantow
niosacych gen metylotransferazy mogt ulec modyfikacji. Nastepnie izoluje sie DNA
plazmidowy i poddaje trawieniu enzymem restrykcyjnym, ktéry hydrolizuje tylko
niezmetylowany DNA. Alternatywna metoda selekcji populacji plazmidow zawie-
rajagcych gen kodujagcy metylotransferaze oparta jest na fenotypie restrykcyjnym.
Przeprowadza sie ja in vivo, przez transformacje gospodarza, w komérkach ktérego
niezmodyfikowany DNA jest hydrolizowany. Obie drogi selekcji genu metylotransfe-
razy, pozwalajg na uzyskanie rekombinantdw zawierajacych oba geny. I1zolacja oby-
dwu genow wynika w duzej mierze stad, ze determinanty genetyczne restryktazy
i metylotransferazy zlokalizowane sg na genomie obok siebie lub w niewielkiej od-
legtosci. Opisane metody sg skuteczne pod pewnymi zastrzezeniami, klonowany
system R-M jest kompletny i zawiera blisko potozone geny kodujgce metylotransfe-
razy i endonukleazy oraz metylotransferaza ulega ekspresji w komorkach nowego
gospodarza.

Zdarza sie, ze ekspresja genu metylazy jest staba lub nie zachodzi, lub tez koeks-
presja gendw z sekwencji sasiadujacych z genem metylazy jest letalna dla komorek
gospodarza i nie mozna uzyskac aktywnego genu. Opracowano wiele sposobow po-
zwalajacych na ominiecie takich ograniczen, jesli pierwszy klon nie zawiera kom-
pletnego genu endonukleazy lub jesli metylotransferaza musi by¢ poddana ekspresji
w komorkach gospodarza jako pierwsza zanim wprowadzony zostanie gen endonu-
kleazy przeprowadza sie tzw. klonowanie dwustopniowe. Probuje sie uzyskac naj-
pierw ekspresje genu metylotransferazy, a potem dopiero przeprowadza sie klono-
wanie genu restryktazy (27-29). W przypadkach kiedy gen metylotransferazy nie
moze hy¢ zidentyfikowany mozna zastosowa¢ dodatkowg uzyteczng procedure do
identyfikacji genu endonukleazy. Polega ona na oczyszczeniu do homogennosci od-
powiedniej ilosci enzymu z macierzystego mikroorganizmu. Nastepnie polipeptyd
endonukleazy poddaje sie N-terminalnemu sekwencjonowaniu, sekwencje amino-
kwasowg polipeptydu wykorzystuje sie do ustalenia hipotetycznych sekwencji nu-
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kleotydowych. Postepowanie to umozliwia zaprojektowanie zestawu oligonukleoty-
dow komplementarnych do danej sekwencji genu endonukleazy. Oligonukleotydy
uzywa sie jako startery do amplifikacji fragmentu genu z DNA genomowego, macie-
rzystego organizmu badz tez z biblioteki klonéw (30). Klony niosace gen endonu-
kleazy mozna stabilizowa¢ za pomocg heterospecyficznych gendéw metylotransfe-
raz, niezwigzanych z endonukleazg oryginalnego gospodarza, jesli rozpoznaja te
sama badz podobng sekwencje i beda mogty petni¢ funkcje ochronna przed trawie-
niem przez klonowang endonukleaze (28).

Endonukleazy restrykcyjne nalezg do grupy biatek cytotoksycznych. Geny ko-
dujgce cytotoksyczne biatka sg niezwykle trudne do klonowania. Czesto zdarza sie,
Zze mimo zastosowania promotorow pozwalajacych na zablokowanie niepozadanej
ekspresji w komorkach gospodarza, ekspresja zachodzi na poziomie minimalnym,
ale wystarczajgcym by by¢ letalnym dla komérek. Stad klonowanie do wektoréw
ekspresyjnych genéw kodujacych biatka toksyczne dla komdrek biorcy jest bardzo
trudne lub niemozliwe (30).

5. Organizacja genéw wchodzacych w skiad systeméw R-M

Istnieje duza réznorodnos¢ organizacji i potozenia genéw kodujacych systemy
R-M.

Geny hsd {hsdS, hsdM, hsdR) kodujgce system R-M typu | sg potozone blisko siebie
w chromosomie bakteryjnym w tej samej orientacji (rys. 1), hsdM zawsze poprzedza
hsdS i sg transkrybowane jako jeden operon, hsdR lezy przed lub za nimi, posiada
swoj wihasny promotor i jest transkrybowany oddzielnie. Zmiany specyficznosci pod-
jednostki hsdS majg identyczny wptyw zaréwno na restrykcje jak i modyfikacje. Sys-
temy R-M typu pierwszego majg wieksze mozliwosci r6znicowania ewolucyjnego
niz systemy typu 11, poniewaz zmiana w specyficznosci jednej aktywnosci automa-
tycznie powoduje zmiane w drugiej. Zmiany specyficznosci w systemach typu ! ob-
serwowane byly w warunkach laboratoryjnych (24).

Systemy typu !l s najprostsze i najpowszechniejsze. Endonukleazy i metylo-
transferazy sg oddzielnymi biatkami. Obecne w tych systemach dwa geny struktural-
ne (wyjatek: Dpnll), kodujagce odpowiednio: endonukleaze i metylotransferaze,
potozone sg w tym samym operonie w roznych orientacjach. Na rysunku 2 przedsta-
wiono wybrane przyktady utozenia genéw kodujgcych R-M typu 11 W obrebie tej

hsdR hsdM hsdS np. CfrA, EcoA, StySB

Rys. 1. Organizacja genéw systemu R-M typu .
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np. Acc\, Ava\\, EcoR\

np. Ben\, EcoRlII, Sfi\

R+M M C np. Eco57\

Rys. 2. Przyklady organizacji genéw systeméw R-M typu Il.

grupy wystepuja rowniez takie biatka, ktdre posiadajg dwie aktywnosci: endonukle-
olityczng i metylujacg w jednym polipeptydzie. Przyktadem jest system R-M £co57i,
ktdry sktada sie z genu kodujacego biatko posiadajagce dwie domeny, tnaca i mety-
lujacg oraz genu kodujacego metyiotransferaze oraz genu biatka regulatorowego C
(rys. 2C).

W grupie enzyméw zaliczanych do typu Il wystepuja dwa geny strukturalne: gen
res poprzedza gen mod, a transkrypcja zachodzi ze wsp6lnego promotora.

Dotychczasowe doniesienia na temat systemdéw R-M czesciej dotycza odkryé no-
wych enzymow restrykcyjnych, niz wynikdw klonowania i ekspresji genow je ko-
dujacych. Wynika to m.in. stad, ze nadal stosunkowo stabo poznana jest regulacja
ekspresji genéw wchodzacych w sktad systeméw R-M, a tym samym czesto trudno
jest uzyskac stabilne klony w szczepach E. coli, poniewaz regulacja ekspresji genow
moze by¢ w nich rézna od regulacji zachodzacej w komdrkach gospodarza, z ktore-
go geny pochodza (24,31).

Poniewaz obecno$¢ endonukleazy restrykcyjnej moze byé potencjalnie letalna,
jej ekspresja podlega Scistej kontroli. Zanim pojawi sie aktywno$¢ endonukleazy,
metylotransferaza musi zmodyfikowa¢ genom komérkowy. Ekspresja genu endonu-
kleazy powinna by¢ regulowana w taki sposob, aby jej poziom byt dostosowany do
stopnia modyfikacji DNA gospodarza, by w ten sposdb zabezpieczy¢ go przed nisz-
czacym dziataniem restryktazy (32,33). Tego typu regulacja jest szczego6lnie istotna,
w przypadku gdy geny kodujace restryktaze i metylaze wystepujg na plazmidach,
ktére na drodze transformacji lub koniugacji moga by¢ przenoszone do komérek
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nowego gospodarza, w ktérych DNA jest niezmodyfikowany (34). Regulacja taka jest
réwniez wazna w przypadku systeméw R-M naturalnie wystepujacych w komérce
podczas chwilowych zaburzen w syntezie biatek, np. w odpowiedzi na gtéd amino-
kwasowy, brak donoréw grup metylowych, szok termiczny, jak réwniez w wyniku
odpowiedzi komorki na utleniacze i uszkodzenia DNA (9).

Regulacja systemdw R-M typu ! i 1l wynika z samej organizacji operonow i struk-
tury funkcjonalnej biatek. W systemie R-M typu ! gen kodujacy podjednostke odpo-
wiedzialng za restrykcje transkrybowany jest z oddzielnego promotora, inaczej niz
geny kodujace podjednostki M i S. Natomiast do pojawienia sie aktywnosci endonu-
kleolitycznej niezbedna jest obecno$¢ wszystkich trzech podjednostek: R, M i S, co
powoduje, ze restrykcja zachodzi jedynie, wéwczas gdy w komdrce nastgpita mody-
fikacja DNA. Dodatkowo pojawienie sie aktywnosci endonukleolitycznej jest uwarun-
kowane obecnoscig SAM, donora grup metylowych niezbednych do metylacji. Ma to
istotne znaczenie dla zabezpieczenia komorki przed autorestrykcjg, w przypadku
niedoboru SAM lub produkcji niefunkcjonalnych podjednostek metylazy (32). Podob-
ne zabezpieczenia wystepujg w przypadku systeméw R-M typu 111, gdzie polipeptyd
R, produkt genu res, wykazuje aktywno$¢ endonukleolityczng jedynie w kompleksie
z biatkiem M. Ponadto hydrotiza DNA nastepuje tylko, wéwczas gdy dwie niezmody-
fikowane, rozpoznawane sekwencje utozone sg w odwrotnej orientacji. Zatezno$¢ ta
zapobiega degradacji DNA gospodarza podczas replikacji, gdy DNA nie jest w pekni
metylowany (9,32). W ostatnich latach opisano réwniez bardzo ciekawy mechanizm,
kontrolujacy funkcje R-M typu 1, zalezny od komérkowej proteazy ClpXP (35). W od-
powiedzi na czynniki uszkadzajgce DNA, w sytuacji, kiedy aktywno$¢ metylujaca jest
zablokowana (36) lub jedynie obnizona (37) dochodzi do proteolizy biatka HsdR
przeprowadzanej przez proteze ClpX, aby nowo powstajacy genomowy DNA, ktory
nie zostat zmodyfikowany przez odpowiednie metylotransferazy nie ulegt zniszcze-
niu. W jaki sposdb komérka bakteryjna odréznia wiasny niezmodyfikowany DNA od
obcego niezmodyfikowanego pozostaje ciggle w sferze badan.

W przypadku systeméw R-M typu Il problem regulacji ekspresji jest bardziej
zréznicowany. Regulacja moze miec tu charakter bierny lub czynny. Regulacja czyn-
na odbywa si¢ z udziatem specyficznych biatek o charakterze represoréw lub induk-
toréw. jeden z mechanizmow regulacji biernej zwiazany jest ze strukturg operonéw
i wynika z naktadania sie pewnych rejonéw genéw kodujacych endonukiteaze i ge-
néw kodujacych metylotransferaze. W systemie R-M Pst\, geny kodujace R i M majg
orientacje rozbiezne. Silniejszy promotor metylotransferazy pokrywa sie ze stab-
szym, zorientowanym przeciwnie promotorem endonukleazy i wspé&tzawodniczy
Z nim o inicjacje transkrypcji (33). Natomiast w systemie R-M Smal, gdzie geny obu
enzymoOw maja orientacje zbiezng i zachodza na siebie rejonami koricowymi, mozna
przypuszczaé, ze transkrypcja jednego genu powoduje przerwanie transkrypcji dru-
giego (38). Alternatywny mechanizm bierny wynikatby stgd, ze zdecydowana wigk-
szo$¢ endonukleaz to homodimery, a zatem do ujawnienia si¢ aktywnosci endonu-
kleolitycznej niezbedne jest potaczenie sie dwoch podjednostek, podczas gdy wiek-
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szo$¢ metylotransferaz jest aktywna jako monomery. Powoduje to opOznienie wy-
stgpienia aktywnosci endonukleolitycznej w stosunku do modyfikacyjnej (33).

Wsrod systemow R-M typu Il stwierdzono mozliwos¢ regulacji na poziomie tran-
skrypcji uwarunkowang obecnoscig w poblizu lub w obrebie sekwencji genéw ko-
dujacych endonukleaze lub metylotransferaze, miejsc rozpoznawanych przez te en-
zymy. Dotyczy to np. systemow: PaeR7\ (dwie sekwencje rozpoznawane przed ge-
nem paeR71M), Fok\ (po dwie sekwencje rozpoznawane przed genami:/okIM i/o/dR),
MboW (dwie sekwencje rozpoznawane w obrebie genu mbollR), Tagq\ (siedem se-
kwencji rozpoznawanych w obrebie genu taq\R). Takie strategiczne rozmieszczenie
rozpoznawanych sekwencji, w miejscach mogacych wptywac na transkrypcje, suge-
ruje mozliwo$¢ formowania obszar6w wigzania czynnikéw regulatorowych takich
jak: represory czy induktory, badZz samych biatek endonukleaz lub metylotransferaz,
ktérych powinowactwo zalezatoby od stopnia modyfikacji sekwencji (32).

Ponadto zaproponowano réwniez mechanizmy regulacji potranskrypcyjnej na
poziomie inicjacji translacji. Dotyczy to systemow: EcoRW, Taq\, Fok\, w ktérych w re-
jonie promotorowym gendw restryktaz stwierdzono obecnos¢ struktury typu ,,spin-
ki do wiosow”, ktdéra obniza poziom ich ekspresji (39-41). Pewng role w op6znianiu
ekspresji genu endonukteazy, a tym samym ograniczeniu jej aktywnosci w komdrce
mogtoby réwniez odgrywac wystepowanie stosunkowo stabych miejsc wigzania ry-
bosoméw (RBS, ang. Ribosomal Binding Site) dla genu restryktazy, jak ma to miejsce
w przypadku systemu £coRV (39).

Kolejny mechanizm regulacji na poziomie mRNA zaproponowano dla systemu
Dpnll. System ten zawiera jedng endonukleaze DpnB i dwie metylotransferazy:
DpnM, ktéra metyluje DNA dwuniciowy i DpnA, ktéra preferuje DNA jednoniciowy.
Wszystkie trzy geny, w kolejnosci: dpnM, dpnA, dpnB, majg te samg orientacje i sg
pod kontrola wspolnego promotora, ktéry poprzedza gen dpnM. Dodatkowo przed
genem dpnM znajduje sie tzw. nietypowe miejsce wigzania rybosomoéw (ARBS, ang.
Atypical Ribosomal Binding Site), ktére bez potaczenia z hipotetycznym, pomocni-
czym biatkiem komorkowym nie jest rozpoznawane przez rybosomy. Podobne miej-
sce ARBS, jak rowniez klasyczne RBS, znajduje sie przed genem dpnA. Natomiast
przed genem dpnB obecne jest jedynie RBS. Ze wspdlnego promotora powstaje je-
den dhugi transkrypt mRNA. W miejscu ARBS moze rozpoczaé sie translacja tylko
w obecno$ci pomocniczego czynnika komérkowego, ktéry oddziatujac z ARBS umoz-
liwia wigzanie sie rybosomow. Zaklada sie, ze biatko to produkowane jest konstytu-
tywnie. W przypadku gdy w komorce istnieje pojedyncza kopia operonu kodu-
jacego system DpnW to translacja moze zaczynac sie zaréwno w ARBS jak i w RBS.
Wodweczas wszystkie trzy biatka: DpnM, DpnA, DpnB produkowane sg ha tym samym
poziomie, jesli w komdrce wystepuje wiecej niz jedna kopia operonu, wéwczas ze
wzgledu na ograniczong ilo$¢ czynnika pomocniczego, tylko cze$¢ transkryptu
mRNA moze ulec translacji z ARBS. W pozostatych przypadkach translacja zachodzi
jedynie z RBS, a niechroniony przez rybosomy koniec 5 mRNA kodujacy DpnM ulega
degradacji. Powstajg wdwczas jedynie biatka: DpnA i DpnB (42).
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Sekwencje RBS zaangazowane sg rowniez w regulacje ekspresji gendw systemu
McrAE. coli. Poziom ekspresji zalezny Jest tu od tworzenia struktur drugorzedowych
mRNA w rejonie inicjacji translacji, co wigze sie ze stopniem dostepnosci RBS dla ry-
bosomow (43).

Whikliwa analiza sekwencji nukleotydowych niektérych systeméw R-M typu 1
wykazata obecnos¢ dodatkowej ramki odczytu (ORF, ang. Open Reading Frame), le-
zgcej zwykle poza genem metylotransferazy, przewaznie tuz przed genem restryk-
tazy (7,33,44). Okazalo si¢, ze mutacje w obrebie tej dodatkowej ORF dajg fenotyp
nierestrykcyjny nawet. Jesli gen endonukleazy Jest nienaruszony. Efekt ten zostaje
zniesiony przez dodanie niezmienionej kopii ORF w ukiadzie in trans. Biatka kodo-
wane przez te dodatkowe ramki odczytu zostaty nazwane biatkami C (ang. control-
ler) (7). Na podstawie analizy sekwencji tych biatek wykazano obecnos$¢ wysoce kon-
serwatywnego regionu przypominajgcego strukture helisa-skret-helisa (ang. helix-
-turn-helix), charakterystycznego dla wielu biatek regulatorowych wigzacych DNA. Na
tej podstawie zatozono, ze biatka C moga funkcjonowac Jako represory lub aktywa-
tory transkrypcyjne, analogicznie do represora cl bakteriofaga X (33).

W przypadku systemu Pvu\\ zaobserwowano, ze gen kodujacy biatko C i gen en-
donukleazy pvullR naktadajg sie na siebie i majg te samg orientacje. Okazato sig, ze
ekspresja genu endonukleazy zachodzi efektywnie dopiero po nagromadzeniu sie
biatka C, ktore dziata tu Jako pozytywny regulator ekspresji, opéZniajac Jednoczes-
nie pojawienie sie aktywnosci endonukleolitycznej. Natomiast metylotransferaza
produkowana Jest niezaleznie od syntezy biatka C. Dodatkowo w obrebie genu me-
tylotransferazy wykryto niewielka, przeciwnie zorientowang czwartg ramke odczy-
tu. Kodowany przez nig polipeptyd, tzw. biatko W, strukturg swojg przypomina ele-
ment budowy endonukleazy, w miejscu wiagzania sie dwoch podjednostek homodi-
meru. Na podstawie zaobserwowanego podobienstwa zatozono istnienie dodatko-
wego mechanizmu regulacji, w ktérym hipotetyczny produkt czwartej ramki odczy-
tu - biatko W, z uwagi na swoja budowe, moze dziata¢ Jako inhibitor taczenia sie
podjednostek endonukleazy. Wspotzawodniczac o miejsce wigzania dwoch podjed-
nostek i wiazac sie z nimi moze zapobiega¢ dimeryzacji niewielkiej liczby czaste-
czek endonukleazy. Jakie mogtyby powsta¢ z pierwotnego, dtugiego transkryptu,
zanim powstataby odpowiednia ilos¢ biatka C. Jest to dodatkowy mechanizm chro-
nigcy przed zbyt wczesnym pojawieniem sie aktywnosci endonukleolitycznej
(34,45). Poza tym stwierdzono, ze biatka C majg zdolno$¢ ograniczenia ekspresji
genu metylotransferaz, w przypadku gdy caty DNA komorkowy zostat zmodyfikowa-

ny (32).

6. Poglady na temat pokrewienistwa i ewolucji systemow R-M

Problem pokrewienstwa i ewolucji systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych Jest
wcigz otwarty. Przeprowadzano liczne analizy poréwnawcze sekwencji aminokwa-

78 PRACE PRZEGLADOWE



Systemy restrykcyjno-modyflkacyjne - 50 lat badan

sowych wsrod endonukleaz i metylotransferaz w celu znalezienia homologii mo-
gacych wskaza¢ na istnienie powigzan ewolucyjnych.

Na podstawie tych analiz wykazano, ze metylotransferazy posiadajg wiele kon-
serwatywnych motywdéw w sekwencjach aminokwasowych, ktére umozliwiajg bada-
nie ich pokrewienstwa (46-56). Najwieksze podobieristwo sekwencji stwierdzono
w przypadku genoéw kodujacych m~C-metylotransferazy. Rodzina metylotransferaz
m~C jest z ewolucyjnego punktu widzenia szczego6lna i jej przedstawiciele wyste-
puja zaréwno u Procaryoto jak i u Eucaryota. Mimo réznej specyficznosci, mozna
u nich zlokalizowa¢ zestaw dziesieciu wysoce konserwatywnych motywow amino-
kwasowych wystepujacych w tym samym liniowym porzadku, ktore sg niezwykle
pomocne podczas identyfikacji nowych enzyméw na podstawie sekwencji pierwszo-
rzedowej (49,52,56,57). Roéwniez w przypadku dwdch pozostatych klas metylotrans-
feraz: m~A-metylotransferaz oraz m"~C-metylotransferaz, mozna wyrdznic¢ pewne po-
dobienstwa w sekwencji aminokwasowej biatek, jak i nukleotydowej genéw ko-
dujgcych te enzymy. Znaczne r6znice w pierwszorzedowej strukturze obserwuje sie
natomiast w poréwnaniach sekwencji aminokwasowej adenino-metylotransferaz
z sekwencjami cytozyno-metylotransferaz (46,47).

Nie stwierdzono zadnych podobienstw zaréwno w sekwencji nukleotydowej ge-
now jak i aminokwasowej biatek endonukleazy i metylotransferazy wchodzacych
w skiad tego samego systemu R-M. jedynym opisanym wyjatkiem, w przypadku kto-
rego mozna dopatrywaé sie takich podobienstw, jest system EcoRIl (58).

W przeciwienstwie do metylotransferaz endonukleazy nie posiadajg znaczacych
podobienstw w sekwencjach aminokwasowych z wyjatkiem kilku par izoschizome-
row endonukleaz katalizujgcych identyczng reakcje (rozpoznajgce identyczng se-
kwencje nukleotydowsg i hydrolizujgce DNA w identycznym miejscu) jak np. EcoR\
i Rsrl, Fm/DI i NgoPlII, Xma\ i C/r91. Nalezy nadmieni¢, ze wszystkie wymienione pary
izoschizomeréw pochodzg z gospodarzy nalezacych do roznych gatunkéw bakterii.

Natomiast te endonukleazy, ktére rozpoznajag odmienne sekwencje, nie wykazy-
waly, jak sie wydawato, zadnej homologii. W ostatnich badaniach wykorzystujacych
najnowsza wiedze informatyczng wykazano, ze homologia moze wystepowaé row-
niez na poziomie trojwymiarowym - przestrzennej struktury biatkowej (47). Nasu-
wa to sugestie dotyczace drogi ewolucji endonukleaz. Brak podobienstwa sekwen-
cji aminokwasowych sugerowatby, ze endonukleazy ewoluowaty niezaleznie. Nie-
ktore izoschimeryczne systemy sg spokrewnione posrednio (podobne komponenty,
lecz odmienna organizacja genow), albo bezposrednio (zaréwno organizacja ge-
now, jak i sktad nukleotydowy genéw kodujacych obydwa enzymy wykazujg korela-
cje). Inne sg zaledwie marginalnie podobne, nasuwajgc pytanie, czy powstaty one
droga dywergencji od bardzo dawnego przodka, czy ewoluowaty niezaleznie od sie-
bie. Przyktadem sg HhaW i Hinf\, ktére majg te samg organizacje genéw, lecz odpo-
wiednie enzymy skladowe wykazujg niewielki procent zgodnosci sekwencji. Jeszcze
inne systemy nalezgce do izoschizomeréw prawdopodobnie podlegaty wielokrot-
nym zmianom w toku ewolucji, na co wskazuje, na przyktad wysoki stopien pokre-
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wienstwa metylotransferaz przy jednoczesnej odmiennosci endonukleaz lub réznej
organizacji genéw w poszczegélnych systemach (32). Ze wzgledu na fakt, ze endo-
nukleazy restrykcyjne nie wykazujg podobieristwa w sekwencji aminokwasowej przy-
jeto poczatkowo, ze nie sg ze sobg spokrewnione. Pierwsze doniesienia, ze endonu-
kleazy ewoluowaty od wspélnego przodka ukazaty sie w 1995 r., kiedy jeltsch opu-
blikowat dane wskazujgce na zwigzek pomiedzy sekwencjg aminokwasowg enzymu
a rozpoznawang sekwencjg DNA (59). Na podstawie analiz krystalograficznych endo-
nukleaz restrykcyjnych typu 1l wykazano istnienie strukturalnego rdzenia zbudowa-
nego z P-kartek otoczonych a-helisami, ktérych utozenie przestrzenne pozwala na
bliskie sasiedztwo dwdch lub trzech kwasnych reszt aminokwasowych ijednej lizy-
ny. W niektdrych przypadkach lizyna moze by¢ zastgpiona przez glutamine lub kwas
glutaminowy. Ten charakterystyczny motyw okreslany jest jako motyw PDX10-30D/EXK
po raz pierwszy zostat opisany dla endonukleaz EcoR\ i EcoRM (60). Motyw ten jest
odpowiedzialny za wigzanie jondw Mg++ niezbednych do hydrolizy DNA. Istotna
rola tego motywu zostata potwierdzona licznymi badaniami opartymi na miejscowo
specyficznej metagenezie. Spostrzezenia te potwierdzity teze, ze endonukleazy re-
strykcyjne majg wspolne korzenie ewolucyjne. Podsumowujac wyniki przeprowa-
dzonych badan pokrewienstwa wsrdd enzymow restrykcyjno-modyfikacyjnych,
mozna przytoczy¢ skrajne przyktady zaréwno konwergencyjnej jak i dywergencyj-
nej ewolucji. Badania nad sekwencjami kompletnych genomoéw réznych mikroorga-
nizmow przyniosg z pewnoscig nowe poglady na temat pokrewienstwa i ewolucji
systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych.

7. Poszukiwania i dystrybucja systeméw R-M

Niemal wszystkie poznane do dzis enzymy restrykcyjno-modyfikacyjne zostaty
wykryte metoda systematycznego badania ogromnej liczby izolatéw bakteryjnych,
otrzymanych z kolekcji szczep6w lub izolowanych przez badaczy ze Srodowiska na-
turalnego. Poszukiwania enzymoéw R-M zapoczatkowat we wczesnych latach sie-
demdziesigtych H. Smith (10).

Poszukiwanie endonukleaz restrykcyjnych polegato woéwczas na hodowli bada-
nego mikroorganizmu, uzyskaniu z niego ekstraktu komorkowego i inkubowaniu
probek ekstraktu z DNA (np. DNA faga lambda) stanowigcego substrat dla endonu-
kleazy. Nastepnie strawiony DNA faga lambda rozdzielano elektroforetycznie w zelu
agarozowym, w celu stwierdzenia, czy ulegt on specyficznej fragmentacji w wyniku
aktywnosci jednej lub kilku endonukleaz restrykcyjnych obecnych w komérkach ba-
danego mikroorganizmu.

Wykryty w ten spos6b enzym restrykcyjny byt oczyszczany najczesciej przy uzy-
ciu technik chromatograficznych, a nastepnie okreslano jego specyficznos¢ wzgle-
dem DNA substratowego oraz wihasciwosci fizykochemiczne. W ciagu ostatnich 25
lat badan wykazano, ze przy zastosowaniu tej metody w 25” badanych ekstraktow
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komérek bakteryjnych mozna stwierdzi¢ aktywno$¢ przynajmniej jednej endonukle-
azy restrykcyjnej typu Il (10,61). Aby zwiekszyé prawdopodobienstwo wykrycia no-
wych endonukleaz restrykcyjnych jako substrat do badania aktywnosci endonukle-
azy, wykorzystuje sie DNA o mozliwie jak najwiekszej liczbie réznych wariantéw se-
kwencji nukleotydowych rozpoznawanych przez endonukleazy, czyli zarbwno DNA
pochodzacy z organizméw prokariotycznych jak i eukariotycznych (61).

Dzieki ogromnej réznorodnosci endonukleazy restrykcyjne znalazty réwniez za-
stosowanie jako marker taksonomiczny na przyktad do rdznicowania szczepow
w obrebie tego samego gatunku (62-66).

Dla uzyskania nowych aktywnosci endonukleaz podejmowane sg proby tworze-
nia endonukleaz poprzez zmiany poznanych juz enzymow tak, aby w efekcie rozpo-
znawaty nowe sekwencje nukleotydowe. W przypadku enzyméw rozpoznajacych
szescionukleotydowe sekwencje, ktorych struktura krystalograficzna jest znana, pro-
bowano zmieni¢ ich specyficznos¢ na drodze mutagenezy (67). Pewnym sukcesem
byto zmodyfikowanie przez tanio i wsp. enzymu fcoRV, efektywniej hydrolizuja-
cego rozszerzong sekwencje 8-nukleotydowa niz wyjsciowg 6-nukleotydows (68).
Zmieniono réwniez sekwencje genu kodujgcego endonukleaze BamH\ tak, ze zmie-
niony enzym hydrolizowat sekwencje zmetylowane (69). CzeSciowym sukcesem za-
konczyly sie tez badania nad endonukleazg £co571 (70). Zmiana specyficznosci re-
strykcyjnej wigze sie prawdopodobnie ze zmianami wielu aminokwasow. Z tego po-
wodu prowadzone dotad préby nie zakonczyly sie spektakularnymi wynikami po-
twierdzajgcymi mozliwo$¢ komponowania nowych specyficznosci poprzez zmiane
sekwencji aminokwasowej.

W potowie lat osiemdziesigtych zapoczatkowano réwniez konstruowanie tzw.
chimerycznych enzymdw restrykcyjnych, wykorzystujagc domenowg strukture endo-
nukleazy Fok\ (nalezacej do klasy IIS). Pierwsze proby dotyczyly zastosowania Fok\
jako uniwersalnego enzymu restrykcyjnego do precyzyjnego ciecia DNA w okreslo-
nym przez eksperymentatora miejscu (71,72). W badaniach zespotéw Podhajskiej
i Szybalskiego stwierdzono, ze enzym Fok\ wykazuje duzg tolerancje i wigze sie
z sekwencja rozpoznawang wystepujaca na przytagczonym do nici DNA adaptorze
i mimo niepetnej hybrydyzacji w obrebie obydwu nici DNA, enzym ,,odlicza nukleo-
tydy” prawidtowo i przecina DNA heterogennych nici zgodnie z oczekiwaniami a nie
9 i 13 nukleotydéw od sekwencji rozpoznawanej, jak to miato miejsce w przypadku
niezmodyfikowanego enzymu Fok\.

Byt to enzym, ktéry rokowat powodzenie w konstrukcji rekombinowanych ak-
tywnosci enzymatycznych. Wkrétce Chandrasegaran, Kim i Huang niezaleznie pod-
jeli proby tworzenia enzyméw fuzyjnych. DNA kodujacy domene tnacg foki rekom-
binowano in vitro z DNA kodujgcym domeny biatkowe wigzgce sie z DNA. Z powo-
dzeniem wykorzystywano determinanty genetyczne powszechne u Eucaryota, ko-
dujgce motywy helisa-petla-helisa (ang. helix-loop-helix), motywy palca cynkowego,
helisa-skret-helisa biatek zawierajgcych motyw zamka leucynowego odpowiedzial-
nego za wigzanie sie z DNA. W wyniku rekombinacji uzyskiwano endonukleazy
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0 nowej specyficznodci. Tak skonstruowane chimeryczne endonukleazy sg zdolne
przecina¢ dwuniciowy DNA bardzo blisko oczekiwanego miejsca, cho¢ z niewielkg
wydajnoscig (73-80).

7.1. Poszukiwania systeméw R-M w genomach bakteryjnych

Nowe mozliwosci poszukiwania systemOw restrykcyjno-modyfikacyjnych poja-
wily sie wraz z zakoriczeniem wielu projektéw sekwencjonowania catych genomow
bakteryjnych. Obecnie dostepne sg dane o ponad 387 sekwencjonowanych geno-
mach bakterii i 26 genomach archebakterii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/ge-
nomtable.cgi).

Doktadne przeszukanie znanych sekwencji genomoéw zaowocowato niezwykle
interesujgcymi spostrzezeniami (31). Determinanty genetyczne metylotransferaz sg
fatwe do zidentyfikowania podczas analizy sekwencji genomu bakteryjnego ze wzgle-
du na obecnos¢ fragmentéw sekwencji kodujacych charakterystyczne dla tych bia-
fek motywy 6-12 aminokwaséw. Determinanty genetyczne endonukleaz restrykcyj-
nych zazwyczaj sa znajdowane w bezposredniej bliskosci genu odpowiadajacej im
metylazy (24). Niestety, jak dotad, geny kodujace endonukleazy moga by¢ jedno-
znacznie identyfikowane, tylko jesli wykazuja bardzo bliskie podobienstwo sekwen-
cji do sekwencji innego znanego enzymu restrykcyjnego o tej samej specyficznosci.
Najczesciej opisywane sg jako otwarte ramki odczytu lezace przed lub za genem
metylotransferazy, ktore nie wykazujq jakiegokolwiek podobienstwa do sekwencji
obecnych w GenBanku. W wyniku analizy genomu Helicobacter pylori zidentyfikowa-
no 23 geny, ktére moga potencjalnie kodowaé metylotransferazy, z czego 14 moze
by¢ czescig systemu R-M typu Il (31). W tym przypadku stosowane wcze$niej meto-
dy pozwolity badaczom na detekcje aktywnosci | metylotransferazy i 2 endonukleaz.

Determinanty genetyczne systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych, jak widag, sa
szerzej rozpowszechnione niz mozna by bylo przypuszczaé¢ na podstawie wczesniej
uzyskanych danych. Nie zawsze jednak ulegajg one ekspresji w komorce gospoda-
rza i nie zawsze przejawiajg swojg aktywnos¢ in vitro.

Wyjasnieniem braku ekspresji endonukleazy w badanych przypadkach moze byc,
miedzy innymi, zjawisko zmiennosci fazowej w ramce odczytu (ang. phase variation).
Niektore geny R-M posiadajg krétkie powtdrzone sekwencje wewnatrz regionow
kodujacych, ktére wykazujg sktonnosé do powodowania btedéw w replikacji (31,81,
82). Bledy te moga powodowaé zmiane ramki odczytu i powstawanie nieaktywnych
biatek. Istnieje zatem mozliwos¢, ze pewna czes$¢ populacji danego gatunku bakterii
moze posiada¢ funkcjonalne geny endonukleaz czy metylotransferaz, a czes¢ nie.
Wiele potencjalnych enzymdw restrykcyjnych moze by¢ obecnych w komérce w for-
mie nieaktywnej, prawdopodobnie potrzebuja jakiego$ czynnika indukujgcego akty-
wacje gendw. Geny wykazujace takie whasciwosci majg zdolno$¢ do bardzo szybkiej
ewolucji poprzez state przejscia ze stanu aktywnego w nieaktywny (31,82). Jest to
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zjawisko, ktore w pewien spos6b moze ttumaczy¢ tak duze zrdznicowanie pomie-
dzy enzymami restrykcyjnymi. W hipotezach tych, jak sie wydaje, potwierdza sie ob-
serwacje dokonywane przy poszukiwaniu endonukleaz restrykcyjnych w sinicach.
Napotykano na szczepy sinic z rodzaju Phormidium i Anabaena, ktére dawaty niepo-
wtarzalne wyniki jesli chodzi o detekcje aktywnosci endonukleazy restrykcyjnej
(dane nie publikowane). Obserwowano aktywnos¢ jednej lub dwéch endonukleaz
w komorce w zaleznosci od warunkéw hodowli, jezeli geny endonukleaz restrykcyj-
nych, jak i prawdopodobnie zwigzane z nimi geny metylotransferaz czesto oscylujg
miedzy stanem aktywnym i nieaktywnym, to hipoteza pasozytniczych systemow re-
strykcyjno-modyfikacyjnych proponowana przez Kobayashi jako wyjasnienie ich utrzy-
mania w komérce gospodarza, jak sie wydaje, jest mniej uniwersalna (83). W hipote-
zie tej zakfada sie, ze gtdwnym enzymem systemu R-M jest metylotransferaza, gdyz
odpowiada za szereg procesow biologicznych w komérce (83). Utrata tego elemen-
tu kompleksu restrykcyjno-modyfikacyjnego prowadzi do $mierci komorki gospoda-
rza w wyniku zniszczenia genomu przez odpowiadajacg metylotransferazie endonu-
kleaze. Zabicie komoérek gospodarza przez geny uszkodzonego systemu R-M nie
jest mozliwe, gdy w komérce istnieje drugi kompleks genéw R-M, lub inna metylo-
transferaza, modyfikujgca te samg sekwencje rozpoznawang (23,24,84). Utrata en-
donukleazy w komérce, ktéra odpowiedzialna jest za ,,pilnowanie”, statej aktywno-
sci metylotransferazy moze posrednio przyczyni¢ sie do Smierci komoérki gospoda-
rza. Komorka taka woéwczas nie jest chroniona przed utrzymywaniem sie w niej ob-
cego DNA na przyktad bakteriofagowego, ktorego ekspresja moze prowadzi¢ do
Smierci komorki. Model ten jest realny jedynie w przypadku systeméw R-M ule-
gajacych statej ekspresji w komorce.

8. Horyzontalny transfer systeméw R-M

w coraz bardziej zaawansowanych badaniach genomoéw bakteryjnych wskazuje
sie, ze horyzontalny transfer gendw moze mie¢ istotny wptyw na dystrybucje réz-
nych grup genéw ws$réd mikroorganizmow oraz ewolucje genoméw bakteryjnych
(31,85). Czestos¢ transferu okreslonych gendw ma Scisty zwiazek z ich funkcja. Bar-
dzo powszechny jest transfer tzw. grup gendéw operacyjnych (zwigzanych z prze-
trwaniem gospodarza w danym Srodowisku), podczas gdy geny informacyjne (zwia-
zane z transkrypcjg, translacja, naprawg DNA i pokrewnymi procesami) niezwykle
rzadko ulegajg transferowi.

Scharakteryzowano trzy procesy umozliwiajgce transfer gendw: transformacje,
koniugacje i transdukcje. Specyficzne wymagania kazdego z nich sugerujg rozne
prawdopodobienstwa dla ich zajscia w r6znych warunkach srodowiskowych. Proces
koniugacji jest najbardziej ztozony i ma najwyzsze wymagania. Komorki dawcy
muszg zawiera¢ element koniugacyjny (plazmid lub transpozon), a komérki dawcy
i biorcy muszg mie¢ ze sobg kontakt fizyczny wystarczajgco stabilny by transfer DNA
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byt mozliwy. Obydwie komdrki musza by¢ metabolicznie aktywne, by mozliwa byta
synteza DNA i inne aktywnosci (86). Transfer genéw na drodze transdukcji wymaga
aktywnego metabolicznie biorcy, by transdukujace czasteczki fagowe mogtly byc¢ re-
produkowane. Biorca moze by¢ oddalony od dawcy zaréwno przestrzennie jak
i w czasie, gdyz informacja genetyczna zawarta w czgsteczkach fagowych moze
przetrwac dhugi czas. Fagi czesto sg bardzo odporne na wiele fizycznych i chemicz-
nych czynnikdw i mogg przetrwa¢ w Srodowisku w stanie nieuszkodzonym (86).
Biorca, podobnie jak dawca, musi mie¢ identyczng wrazliwos¢ na bakteriofaga.
Transfer gendw na drodze transformacji nie wymaga zywych komorek dawcy, wy-
starczy by komorki dawcy ulegty lizie i uwolnity DNA do $Srodowiska. Zdolnos¢ wol-
nego DNA do przetrwania i rozprzestrzeniania sie w Srodowisku naturalnym deter-
minuje jak daleko w czasie i przestrzeni komorki biorcy moga by¢ oddalone od daw-
cy. Biorca musi by¢ fizjologicznie aktywny by moc przyja¢ wolny DNA. Dawca i bior-
ca nie muszg by¢ blisko spokrewnieni by zaszta transformacja. Dlatego tez natural-
na transformacja ma kilka cech umozliwiajacych wystepowanie tego procesu w roz-
nych populacjach mikroorganizméw, szczeg6lnie w Srodowiskach narazonych na
ekstremalne zmiany (np. temperatury, pH, zasolenia) lub, w ktérych spotyka sie
duze fluktuacje dynamiki populacyjnej (86).

Stwierdzono takze, ze wiele mikroorganizméw moze spontanicznie wydziela¢
DNA na zewnatrz komorki. W srodowiskach naturalnych moga wystepowaé znaczne
ilosci wolnego DNA wydzielanego aktywnie przez zywe komorki mikroorganizmow,
jak réwniez pochodzacego z lizujagcych komoérek. Najczesciej taki DNA jest szybko
degradowany przez enzymy bakteryjne hydrolizujagce DNA (patrz tab. 2 i tab. 3). Naj-
lepiej poznanym przyktadem horyzontalnego transferu genéw jest przenoszenie ge-
néw opornosci na antybiotyki i srodki chemiczne (86).

Na podstawie poréwnania i analizy wielu systeméw R-M potwierdzono hipoteze,
ze geny kodujace enzymy restrykcyjno-modyfikacyjne moga réwniez ulega¢ hory-
zontalnemu transferowi (52,85,87,88,94). Geny kodujace biatka zwigzane z ruchli-
woscig DNA: transpozazy, integrazy, inwertazy sg niekiedy znajdowane w bezpo-
Sredniej bliskosci determinant genetycznych systeméw R-M zlokalizowanych w chro-
mosomalnym DNA (88-93). Biatka te moga ukatwic transfer genéw restrykaz i mety-
lotransferaz pomiedzy réznymi mikroorganizmami.

Po poréwnaniu 8 izoschizomeréw endonukleaz wyizolowanych z komdrek bakte-
rii z gatunkéw nalezacych do rodzaju Thermus okazato sie, ze izoschizomery izolo-
wane ze szczepOw pochodzacych z bliskich geograficznie Srodowisk byly identyczne
lub prawie identyczne, natomiast enzymy izolowane ze szczepOw pochodzacych ze
Srodowisk odlegtych geograficznie wykazywaty wieksze zrd6znicowanie. Podobien-
stwo sekwencji aminokwasowej pomiedzy izoschizomerami ze Standéw Zjednoczo-
nych i Japonii wynosito 75%, USA i Wysp Azorskich 67%, USA i Nowej Zelandii 59%.
W przypadku wszystkich 8 izoschizomeroéw zaobserwowano, w $rodkowej czesci
ramki odczytu, wysoce konserwowany ewolucyjnie, region 34 aminokwasowy
(87-120); zmiany aminokwasoéw w tym obszarze dotycza jedynie pozycji 98 i 113 (95).
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Autorzy sugeruja, ze system R-M Tag\ mdgt by¢ w przesztosci przeniesiony do
rodzaju Thermus. Na potwierdzenie, zwracajg oni uwage na znaczace roéznice w pro-
cencie par G-fC w sekwencjach kodujgcych determinanty genetyczne izoschizome-
row systemu R-M Tag\ w stosunku do pozostatej czesci genomu przedstawicieli ro-
dzaju Thermus. Rowniez uzycie specyficznych kodondw, odmiennych niz powszech-
nie wystepujagce w rodzaju Thermus, odpowiadajgcych poszczegdlnym aminokwa-
som w sekwencji gendéw kodujacych determinanty systeméw z rodziny Tagl, wska-
zuje na obce pochodzenie tych genéw (85,95). Hipoteze te, jak sie zdaje, potwier-
dza stwierdzenie po raz pierwszy w mezofilnej sinicy Phormidium papyraceum, mi-
kroorganizmie nie nalezacym do rodzaju Thermus, obecnosci termofilnej endonukle-
azy PpaAW bedacej izoschizomerem Tagl (66). Co wiecej, nie stwierdzono w przy-
padku szczepu Phormidium papyraceum towarzyszacej endonukleazie PpaAW aktyw-
nej metylotransferazy.

jeltsch i Pingoud postuluja, ze badanie wystepowania specyficznych kodondéw
w determinantach genetycznych kodujacych systemy restrykcyjno-modyfikacyjne
pozwala na wskazanie, ktére geny systeméw R-M przywedrowaty do danego gospo-
darza (85). Zaobserwowano, ze w poszczegdlnych gatunkach mikroorganizméw wy-
stepuja charakterystyczne preferencje w uzyciu kodonéw, kodujacych poszczegdlne
aminokwasy, jezeli w obrebie badanej determinanty genetycznej zaobserwuje sie
uzycie kodondw innych niz typowe dla genomu gospodarza, to moze oznaczaé, ze
gen ten pochodzi z innego organizmu (85).

9. Podsumowanie

Od pierwszej obserwacji aktywnosci endonukleaz restrykcyjnych i towarzysza-
cych im metylotransferaz dokonanej przez Luriie i Bertaniego mineto ponad 50 lat.
Ich odkrycie przyczynito sie do szybszego rozwoju biologii molekularnej i genetyki.
Enzymy te staly sie jednym z wazniejszych narzedzi badawczych. W efekcie prowa-
dzonych, przez ponad 50 lat, poszukiwar enzymow restykcyjnych, w wielu $wiato-
wych laboratoriach przebadano kilkanascie tysiecy szczepow bakterii i scharaktery-
zowano ponad 3565 roznych szczepow bakteryjnych posiadajacych endonukleazy
restrykcyjne i metylotransferazy, wykazujace ponad 280 roznych specyficznosci pod
wzgledem rozpoznawanej sekwencji nukleotydowej i miejsca hydrolizy DNA (23).
Poznano mechanizm ich dziatania, regulacje ekspresji, budowe przestrzenng czaste-
czek. Badano ewolucje i pokrewienstwo oraz mechanizmy dystrybucji systeméw re-
strykcyjno-modyfikacyjnych w $wiecie mikroorganizmow. Enzymy te staty sie takze
zrodtem dochodéw wielu firm biotechnologicznych. Analizy sekwencji kompletnych
genomoOw bakteryjnych z pewnoscig przyniosg jeszcze wiele interesujgcych obser-
wacji na temat tej grupy biatek.
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