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Bevezeto

A DNS metilacio az epigenetikai szabalyozds egy kulcsfontossagu eleme, amely
baktériumoktdl emldésokig szamos él6lényben megfigyelheté. Az N6-metiladenin, N4-
metilcitozin és C5-metilcitozin a DNS természetes alkotéelemei, a nagy arokban elhelyezkedd
metil csoport ugyanis nem valtoztat a bazisok Watson-Crick bazisparosodasi képességein, de

a DNS-t felismer6 enzimek szamara 101j informécioval bir.

Eukariotdk genomjaban kizarolag C5-citozin metilacid figyelheté meg, mely
emlOsoknél foként a CpG dinukleotidokban taldlhatd citozinokat érinti. A reakciot a C5-
citozin metiltranszferazok katalizaljak, melyek egy aktivalt metilcsoportot juttatnak a citozin
0t0s szénatomjara S-adenozil-L-metionint (SAM) haszndlva donorként. A metilalt citozinok
térbeni és idébeni eloszldsa nem véletlen, hanem egy jol meghatarozott mintdzatot kovet.
Ennek helyes kialakitasa és fenntartdsa elengedhetetlen a szervezet normalis fejlodéséhez ¢€s
miikodéséhez. A rendellenes metilacid szamos korképpel, igy neurodegenerativ
betegségekkel, cukorbetegséggel, rakkal illetve az Gregedéssel is Osszefiiggésbe hozhatd. A
DNS-metilaciot vizsgald epigenetikai kutatdsoknak nagy jelentdsége van nemcsak adott
betegségek diagnosztizalasaban, de az esetleges gyogymoddok kidolgozasaban is, igy
napjainkban nagy hangsulyt kaptak azok a kutatdsok, amelyek megkisérlik bizonyos gének
metilacios profiljanak Osszekapcsolasat az adott gén szovet-specifikus kifejezédésével.
Szamos mddszer 1étezik a globalis illetve a génspecifikus metilacids mintazat megallapitasara,
melyek koziil a legelterjedtebb az Gn. biszulfitos DNS szekvenciameghatarozas. A modszer
azon a megfigyelésen alapszik, hogy egyszali DNS-ben a natrium-hidrogénszulfit, vagy
biszulfit, sokkal gyorsabban képes dezaminalni a citozint uracilla egy dihidrocitozin-szulfonat
intermedier kialakuldsan keresztiil, mint ahogy azt az 5-metilcitozinnal teszi. A mddszer egy
nagy hatranya, hogy a reakcio sordn hasznalt koriilmények (hosszii inkubécios 1d6, magas

c gy

eredmény megbizhatatlansdgahoz vezethetnek.

Egyes prokariota metiltranszferazokrol és az eukaridta Dnmt3a metiltranszferaz
katalitikus alegységérdl kimutattak, hogy metildonor hidnyaban képes a célszekvencian beliil
talalhato citozint uracilld dezamindlni. Az enzimatikus citozin dezaminacio feltehetden a
metilacié sordn is létrejovd 5,6-dihidro-citozin intermedier kialakulasan alapszik, és a
biszulfit konverzidhoz hasonldéan megy végbe. Az Sssl citozin-metiltranszferaz az egyetlen

olyan prokaridta enzim, mely az emlésokben taldlhaté C5-MTéazokhoz hasonléan a CpG



szekvencidkon beliili citozint moddositja, igy jol alkalmazhaté modellként és kisérleti
eszkozként a magasabb rendii eukariotdkban eldforduld citozin metilaci6 tanulmanyozasaban.
Az M.Sssl altal katalizalt dezamindciora vonatkoz6 irodalmi adatok ellentmondésosak:
néhany cikk arrél szdmol be, hogy az M.Sssl képes a citozin st az S-metilcitozin

dezaminécidjara is, mig egy masik tanulmanyban ezt nem tudtak igazolni.

Célkituzés

A Dbiszulfit konverzié és a metiltranszferazok altal katalizalt citozin dezamindcidé kozti
hasonlosagbol kiindulva doktori munkdm sordn foként arra voltunk kivancsiak, hogy
felhasznalhato-e az M.Sssl az epigenetikailag fontos CG dinukleotidokban talalhatd metilalt
¢s metildlatlan citozin megkiilonboztetésére. A munkadt az motivalta, hogy a biszulfitos
konverzi6é enzimatikus reakcioval vald helyettesitése kikiiszobolhetné a reakcid hasznalatat
gyakran nehezitd egyes technikai problémaékat. Ezzel kapcsolatban a kovetkezd kérdésekre

kerestiik a valaszt:

crer

o Képes-e az SssI MTaz katalizélni a citozin dezaminaciojat? Ez a kérdés azért volt

indokolt, mert az irodalomban erre vonatkozdan ellentmondasos adatok voltak.
o Képes-e az Sssl MT4az katalizalni az 5-metilcitozin dezaminacidjat?

e Taldlunk-e olyan reakciokoriilményeket, amelyek kozott az M.Sssl altal katalizalt
citozin ¢s S5-metilcitozin dezaminacié sebességeinek kiilonbsége eléri a biszulfitos

konverzioban mutatott kiilonbséget?

e Tudunk-e olyan koriilményeket teremteni, hogy az SssI MTaz in vivo, SAM

jelenlétében is mutasson citozin dezaminaciot?

Az M.Sssl-el végzett munka soran egy véletlen megfigyelés kovetkeztében
észrevettiikk, hogy a CG metilacio 0 szubsztrathelyeket teremt az Mval restrikcids enzim
szamara. Ezek az 0 hasitohelyek kiilonboztek az Mval ismert CCWGG (W lehet A vagy T)
szubsztrathelyeitdl, igy célul tliztiik ki ezen 0j, metilacio-fiiggd szubsztrathelyek azonositasat
illetve a hasitds mechanizmuséanak tisztazasat. Az 0j felismerési helyek azonositasa fényt

deritett az Mval endonukleaz egy eddig nem ismert aktivitasara.



Alkalmazott modszerek

e Rekombinans-DNS modszerek, plazmidkonstrukciok 1étrehozasa

e Aminosavszubsztiticiokat hordozé fehérjék 1étrehozasa iranyitott mutagenezissel
e Fehérjetermelés vizsgalata immunoblotal és tisztitas affinitdskromatografiaval

e Metiltranszferdz aktivitds mérés in vivo és in vitro

e Mutécids rata mérés

e DNS-szekvencia analizis

e Oligonukleotidok radioaktiv jeldlése és phosphor-image analizis

e Statisztikai tesztek

Eredmények

Az M.Sssl altal katalizalt dezaminacid vizsgalatahoz felhasznalt pUP41 plazmid egy
mutans kanamicin-rezisztencia gént tartalmaz, amelyben egy aminosavszubsztiticid
kanamicin szenzitiv fenotipust eredményez. A mutans kodon egy Smal restrikcids enzim
felismerési helyben (CCC/GGQ) talalhato. Az aldhuzassal jelzett citozin timinre cserélddése
visszaallitja az eredeti kodont, és igy a kanamicin rezisztenciat. Mivel az aldhuzassal jelzett
citozin része az Sssl metiltranszferaz felismerési helyének (CG), a pUP41 felhasznalhato
szubsztratként az M.Sssl 4altal katalizalt citozin dezaminacidé vizsgalatdra. A citozin
dezaminécidja kovetkeztében uracil, €s igy hibas U:G bazispar jon létre, amely ha javitatlan
marad, végiil C—T mutacié megjelenését eredményezi a DNS replikacio soran. Ez a citozin-
timin csere ugyanakkor az adott Smal hely eltlinését, és egy 0j BstNI (Mval), azaz CC/WGG

felismerési hely megjelenését eredményezi.

Az irodalmi adatok egy részét alatimasztva kimutattuk, hogy a metildonor hianyaban
az M.Sssl valoban képes a citozint uracilla dezaminalni, és a reakcid egy SAM analég, az 5°-

amino-5’-dezoxiadenozin (AA) hozzdadéasaval mintegy tizszeresére gyorsithato.

Egyszali DNS-ben a biszulfit altal indukdlt C—U konverzié ~0tvenszer gyorsabb,
mint az ugyanilyen koriilmények kozt megfigyelhets ™C—T dezaminacio. Osszehasonlitva
a kettds szali DNS-ben talalhato citozin és 5-metilcitozin nukleotidok M.SssI altal katalizalt
dezaminacidjanak sebességeit kimutattuk, hogy 5’-amino-5’-dezoxiadenozin jelenlétében ez

utobbi legaldbb szazszor lassubb. Ez azt sugallja, hogy az M.Sssl altali konverzid elég



érzékeny ahhoz, hogy megbizhat6an megkiilonboztesse a metilalatlan és metilalt citozinokat.
Mindemellett eredményeink azt mutatjak, hogy az M.SsslI altal katalizalt reakci6 joval lasstibb
folyamat, mint az altalanosan hasznalt koriilmények kozt végbemend biszulfitos konverzio,

igy jelen formajaban nem alkalmas a gyakorlati hasznalatra.

Az in vitro vizsgalatok mellett arra is kivancsiak voltunk, hogy az Sssl
metiltranszferaz felhaszndlhato-e citozin dezaminacidra in vivo, SAM jelenlétében. Ennek
vizsgalatara 1étrehoztunk két mutans enzimet. A C5-citozin metiltranszferazok kozt erésen
konzervalt, feltehetdleg a SAM kotésében szerepet jatszo 1. motivum Phel7 és Glyl9
aminosavait helyspecifikus mutagenezissel szerinre illetve aszparaginsavra cseréltik. Az
aminosavszubsztituciok a metildonorhoz valo affinitds cs6kkentése révén, az alacsony SAM
koncentracié soran fellépd koriilményeket voltak hivatva utdnozni in vivo. A létrehozott
M.SssI(F17S) és M.SssI(G19D) mutans enzimek dezamindcioés aktivitasat két kiilonbozo E.
coli gazddban is megvizsgaltuk. Az egyik esetben az sssIM allél és a célzott mutans
kanamicin-rezisztencia gén (kanS) két kiilonb6z6é plazmidon voltak, mig a mésik gazdanal a
kanS gén a kromoszoman volt. A G19D enzimvarians mindkét, uracil-DNS glikozilazzal
(Ung) nem rendelkez6 gazda esetén ~tizszeresére novelte a citozin dezaminécid sebességét,
mig a WT enzim és az F17S mutans esetén nem tapasztaltunk hatast. A megndvekedett C—U
mutacios ratat fluktuacids teszttel is igazoltuk. Erdekes modon az M.SssI(G19D) muténs
Ung' gazda esetén is megndvekedett dezaminacids ratdhoz vezetett, ami azt sugallja, hogy az
enzim képes az uracil-DNS glikozilazhoz kapcsolt javitas gatlasara. A mutdnsok csokkent
SAM kotd képességét az is alatamasztotta, hogy mind in vivo mind in vitro alacsonyabb

metiltranszferaz aktivitassal rendelkeztek, mint a vad tipust enzim.

A CG-specifikus M.Sssl metiltranszferazzal végzett munka soran észrevettiik, hogy az
M.Sssl altali in vivo vagy in vitro metilacié 0 szubsztrathelyeket teremt az Mval restrikcios
enzim szamara. Az 1) felismerési helyek megjelenése a CG-metilaciotol fliggott, és az Mval

endonukledzra specifikus volt, az enzim egy izoszkizomerje, a BstNI, nem ismerte fel dket.

Az Mval restrikcios enzim kanonikus felismerési helye a 5’-CC|AGG/5’-CCT1TGG
szekvencia, melyet a nyilaknak megfeleléen, monomerként hasit. Az enzim RM rendszerbeli
tarsa, az Mval MTéz, a felismerési szekvencia masodik citozinjat metildlja N4 pozicidban
(C™CAGG/C™CTGG). A kanonikus hely citozinjainak C5-metilacioja nem jelent védelmet a
hasitassal szemben. Kimutattuk, hogy az Mval restrikciés enzim a kanonikus kettdsszalu

hasitas mellett a metilalt Benl helyek (C™C|GGG/CC™CGG) egyszalu hasitasara (nick) is



képes, a nyillal jeldlt pozicioban. A CC™C|GGG/CC™C1GGG szekvenciaknal (CG-metilalt
Smal hely), ahol két ellentétes iranyu metilalt Benl hely atfedé modon egyméas mellé keriil, a
metilacio-fliggd aktivitds kétszalu hasitdst eredményez, ahogy a nyilak jelzik. A hasitas
sebessége ¢és a felismerés specifikussaga ezeken a helyeken alacsonyabb, mint az enzim

kanonikus aktivitasa esetén.

Az Mval az els0 példa arra, hogy egy restrikciés enzim kettds specificitassal
rendelkezhet, azaz a “szokdsos” II. tipusii endonukledzokra jellemzd metilalatlan
felismerdhely mellett egy attdl eltérd szekvenciaji meghatarozott modon metilalt helyet is
hasit. Az Mval metilacio-fliggd aktivitasa egyszerre jelent egy- és kettOsszalu specificitast

(C™C|GGG/CC™CGG és CC™C|GGG/CC™CT1GGG), melyek eddig ismeretlenek voltak.

Eredmények roviden

* Kimutattuk, hogy metildonor SAM hidnyaban az M.SssI képes a CG szekvencidkban
talalhaté citozint uracilld dezaminalni és egy SAM analég, az 5’-amino-5’-

dezoxiadenozin nagymértékben gyorsitja ezt a reakciot.

* Kimutattuk, hogy a citozin és 5-metilcitozin a biszulfit konverzidhoz hasonlédan, eltérd

érzékenységet mutat az M.Sssl altal katalizalt dezaminacidval szemben is.

* Eredményeink azt mutatjak, hogy az M.Sssl altal katalizalt citozin dezaminacio, az
alacsony reakciosebesség miatt, jelenleg nem alkalmas a gyakorlati felhasznalasra. Az
altalunk 1étrehozott E. coli-KanS torzs azonban lehetdséget ad irdnyitott evolucios
modszerek alkalmazasara és egy jobb dezaminécidos képességekkel rendelkezd

enzimvarians létrehozasara.

* Kimutattuk, hogy az F17S és GI19D aminosavszubsztiticiok a metiltranszferaz
aktivitds erds csokkenéséhez vezetnek és a G19D mutans enzim fokozott C—U
dezaminacids aktivitassal rendelkezik in vivo, SAM jelenlétében. Ez felveti annak a
lehetdségét, hogy az enzimet iranyitott C—T mutacidk létrehozasara hasznaljuk in

Vivo.

* Kimutattuk, hogy az Mval endonukleaz egy kettds specificitassal rendelkezd
restrikciés enzim, mely a metildlatlan felismerdhely mellett egy attol eltérd

szekvenciaji masik helyet is hasit, amennyiben az meghatarozott médon metilalt. Az
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Mval-nek ezt a tulajdonsagat figyelembe kell venni CG-specifikusan metilalt DNS,
igy pl. emlés DNS emésztésekor. Az Mval metilacio-fliggd aktivitdsa 01j hasitési

specifitast jelent, amely boviti a DNS-kutatas eszkoztarat.
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