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Розроблено метод виділення і очищення сайт-специфічної ендонуклеази рестрикції II типу 
Streptomyces sp. 48. Було встановлено, що в лізаті міцелію штаму Streptomyces sp. 48 міститься 
тільки один фермент, який має сайт-специфічну ендонуклеазну активність. Максимальну елюцію 
ферменту зареєстровано при значенні іонної сили 350 мМ NaCL Представлений метод забезпечує 
достатнє очищення і концентрування ферменту із збереженням специфічної активності. 

Вступ. Отримання очищених препаратів рестрик-
таз необхідно як для їхнього вивчення, так і для 
подальшого використання як інструменту в ге-
ноінженерних дослідженнях. Виділення очищених 
рестриктаз дає змогу досягти функціональної чис­
тоти, що необхідно для запобігання небажаної мі­
норної активності, та фізичної чистоти, яка по­
трібна для максимальної активності ферменту. За­
вдяки методам очищення питома активність ре-
стриктази підвищується на одиницю об'єму. 

Мета роботи полягала в очищенні сайт-спе­
цифічної ендонуклеази з лізату міцелію Strep­
tomyces sp. 48, в якому раніше було виявлено 
рестриктазну активність [1]. 

Матеріали і методи. В роботі досліджували 
штам S. sp. 48, виділений в 1995 р. із зразка грунту 
Київської області України. В дослідах використано 
ДНК фага А. 

Виділення сайт-специфічної ендонуклеази. Ку­
льтуру S. sp. 48 вирощували в середовищі S [2] 
протягом 48 год при температурі 28 °С в умовах 
перемішування на качалці при 240 об/хв. Міцелій 
збирали центрифугуванням і промивали дистильо­
ваною водою. Для руйнування міцелію біомасу 
ресуспендували в б м л буфера А (10 мМ трис-НСІ, 
рН 8,0, 0,5 мМ ЕДТА, 10 мМ /?-меркаптоетанол) 
[З ]. Клітини руйнували в льодяній бані ультразву­
ковим дезинтегратором УЗДН-2 протягом 5 хв 
(ЗО с — імпульс, 30 с — пауза). Лізат центрифугу-
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вали протягом 60 хв при 25000 об/хв в роторі Ті50 
(центрифуга типу «Весктап», США). Освітлений 
супернатант (6,5 мл) наносили із швидкістю 
0,4 мл/хв на колонку з «Sevacel» DE-52 («Serva», 
Німеччина), попередньо зрівноважену буфером А. 
Об'єм сорбенту становив 6 мл. Після промивання 
колонки буфером А білки елюювали лінійним гра­
дієнтом концентрації NaCl (0,1—1,2 М) у буфері А 
із швидкістю 0,4 мл/хв. Сумарний об'єм фрак­
цій —43,2 мл, час їхнього збирання — 90 хв. Об'єм 
кожної окремої фракції становив 2,4 мл. Білок 
визначали за методом Бредфорда [4] та на спект­
рофотометрі СФ-16 при А ^ . Після цього колонки 
промивали 4 М NaCl у буфері А. 

Нуклеазну активність фракцій виділеного фер­
менту визначали в 40 мкл буфера MR В (10 мМ 
трис-НСІ, рН 8,0, 100 мМ NaCl, 10 мМ MgCl 2), що 
містив 0,3 мкг ДНК фага А та 2 мкл отриманого 
елюату фракції. Інкубацію здійснювали протягом 
1 год при температурі 37 °С, далі продукти реакції 
аналізували електрофорезом в 0,7 %-му агарозно-
му гелі [5]. 

За одиницю активності приймали кількість 
ферменту, яка здійснює повний гідроліз 1 мкг ДНК 
фага А за 1 год при температурі 37 °С 

Результати і обговорення. В лізатах міцелію 
штама S. sp. 48 було знайдено сайт-специфічну 
ендонуклеазу рестрикції 5. sp. 48, яка є ізоши-
зомером рестриктази Asull [1, 6 ]. Первинний скри-
нінг рестриктазної активності проводили за мето­
дом Белавіна [7]. 
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Рис. 1. Оптичний про­
філь елюції освітленого 
лізату Streptomyces sp. 48 
з колонки «Servacel» DE-
52: / — профіль елюції 
білка; 2 — концентрація 
NaCl; З — ендонуклеазна 
активність фракцій 

Рис. 2. Аналіз активності градієнта на наявність 
сайт-специфічної ендонуклеазної активності: / — X + 
+ Pvull; 2 — 4-та фракція нанесення; 3 — 5 + 6-та 
фракції нанесення; 4 — фракція промивання; 5 — 
3-тя фракція елюції; б — 5-та фракція елюції; 7 — 
7-ма фракція елюції; 8 — 8-ма фракція елюції; 9 — 
10-та фракція елюції; 10—12-та фракція елюції; 
11 — 14-та фракція елюції; 12 — 16-та фракція елю­
ції; 13—високосольове промивання; 14—А + 
+ Asidl + 7-ма фрація елюції 

Міцелій 5. sp. 48 збирали центрифугуванням 
та промивали буфером А. Отриману біомасу в 
кількості 1 г ресуспендували в буфері А та руйну­
вали ультразвуком. Освітлений центрифугуванням 

лізат наносили на колонку і білки елюювали лі­
нійним градієнтом концентрації NaCl у діапазоні 
0,1—1,2 М. Всього зібрано 18 фракцій (рис. 1). 

Як встановлено, білок містився у «змиві» та в 
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ВИДІЛЕННЯ САЙТ-СПЕЦИФІЧНОЇ ЕНДОНУКЛЕАЗИ STREPTOMYCES SP. 

5—9-ій фракціях при високосольовому промиванні. 
Після визначення загальної кількості білка в кож­
ній з цих проб було виявлено, що значна частина 
білків залишилася зв'язаною з носієм і потребує 
додаткового змивання більш концентрованим роз­
чином солі. 

При визначенні ендонуклеазної активності зі­
браних фракцій встановлено, що тільки 5—9-та 
фракції здатні фрагментувати ДНК фага А (рис. 2). 
Як визначено, сумарна питома активність 6, 7 та 
8-ї фракцій становить 1184,2 од/мг, у той час як 
питома активність вихідного препарату — 
275 од/мг. За нашими підрахунками, з 1 г біомаси 
було отримано 6500 одиниць активності. Після 
очищення фракції 6, 7 та 8 містили 4500 одиниць 
активності. Таким чином, ступінь очищення ендо­
нуклеази становила 4,3. 

Виявлено, що в лізаті штама 5. sp. 48 міститься 
лише один фермент, який має сайт-специфічну 
ендонуклеазну активність (рис. 1,2). 

Максимальна елюція ферменту має місце при 
значенні іонної сили 350 мМ NaCl. При дослід­
женні активності рестриктази у фракціях було 
встановлено, що ендонуклеазна активність збіга­
ється з білковим піком. 

Таким чином, з результатів проведеної роботи 
випливає, що штам 5. sp. 48 містить один фермент 
з ендонуклеазною активністю, пік рестриктазної 
активності отриманого ферменту збігається з піком 
елюювання, основна частина білка з рестриктазною 
активністю елюювалася при 350 мМ NaCl. Пред­
ставлений метод забезпечує достатню очистку і 
концентрування активного ферменту. 

В. В. Лукьянчук, С. М. Суханов, Л. В. Полищук, Б. П. Мацелюх 

Выделение сайт-специфической эндонуклеазы Streptomyces sp. 
48 

Резюме 

Разработан метод выделения и очистки сайт-специфической 
эндонуклеазы рестрикции II типа Ssp48. Установлено, что 
лизат мицелия штамма S. sp. 48 содержит только один 
фермент, имеющий сайт-специфическую эндонуклеазную ак­

тивность. Максимальная элюция эндонуклеазы зарегистриро­
вана при ионной силе буфера 350 мМ NaCl. Представленный 
метод обеспечивает достаточную очистку и концентрирова­
ние фермента с сохранением специфической активности. 

V. V. Lukyanchuk, S. М. Sukhanoff, L. V. Polishchuk, 
В. P. Matselyukh 

Isolation of site-specific endonuclease of Streptomyces sp. 48 

Summary 

A method of isolation and purification of site-specific endonuclease 
of the II type S. sp. 48 has been worked out. It has been determined 
that the S. sp. 48 lysate contains only one enzyme with site-specific 
activity. Maximum elution of the endonuclease was made by buffer 
with ionic strength of 350 mM NaCL This method provides 
sufficient purification and concentration of this enzyme with pre­
servation of its specific activity. 
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