Megvaltoztatott szekvenciaspecifitasu DNS
metiltranszferazok létrehozasa és vizsgalata

Ph.D értekezés tézisei

Timar Edit

Témavezetok: Dr. Venetianer Pal,
emeritus professzor

Dr. Kiss Antal, tudomanyos tanacsadé

MTA Szegedi Biologiai Kutatékozpont

Biolégia Doktori Iskola
SzTE TTIK
2016



Szeged

Bevezetés

A 1l. tipusu modifikaciés enzimek idealis kisérleti
objektumok a szekvencia-specifikus DNS-fehérje
kdlcsbnhatasok tanulmanyozasara. Ezek az enzimek 2-8
bp hosszu DNS szekvencidkat ismernek fel, és nagy
pontossaggal metilaljak azokat. A metiltranszferazok egy
csoportja, a Cb5-citozin metiltranszferazok szerkezete
nagyon hasonlo felépitést mutat. A C5
metiltranszferazok aminosavsorrendjeinek
0sszehasonlitasabdl kiderilt, hogy ezek az enzimek 10
konzervalt motivumbdl épulnek fel, melyek mindig
azonos sorrendben kovetik egymast. A motivumokbdl 6
erds, 4 pedig gyengébb konzervaltsagot mutat. A VIII. és
IX. szekvenciarész kozott egy valtozéd hosszusagu, és
aminosavosszetétell, ugynevezett variabilis régid
talalhaté. Ez a felépités azt sugallja, hogy a konzervalt
motivumok  felelések az &ltalanos  enzimatikus
reakciokert, a variabilis régio pedig a
szekvenciaspecifitdas meghatarozéja. Ennek dacara a
szekvenciaspecifitdas megvaltozatasa a csak a variabilis
régiok cseréjével sikertelen volt a monospecifikus
metiltranszferazokkal veégzett kisérletekben. Két esetben
irtak le olyan kiméra enzimeket, amelyeknél a variabilis
régio szekvenciaspecifitast meghatarozoé voltat igazoltak
(Klimasauskas et al., 1991), (Mi and Roberts, 1992). A
Hhal (Cheng et al., 1993) és Haelll (Reinisch et al.,
1995) enzimek harom-dimenzidés szerkezetei adatai
szintén megerdsitették a variabilis régioé
szekvenciaspecifitast meghatarozé  szerepét. Az
adatokbdl kiderilt, hogy ezek az enzimek egy nagy, €s
egy kisebb doménbdl alinak, és a két domén altal formalt



arokban torténik a szekvenciaspecifikus DNS koétés.
Mindkét esetben a rontgendiffrakcios adatok azt
mutattak, hogy a nagy domén tartalmazza a legtébb
konzervalt motivumot, és a DNS kis arki felszinével lép
kapcsolatba, mig a kis domén alkotasaban a variabilis
régié és a IX. motivum vesz részt, és a DNS nagy arki
felszinével létesit kapcsolatokat. A munkacsoportunkban
végzett kisérletek azonban kimutattak, hogy legalabbis
két esetben, a Sinl (GGWCC) és az EcoRIll (CCWGG)
enzimek  esetén azon képesség, hogy a
felismerészekvencian bellli A/T, illetve G/C bazisparokat
megkulonboztessék, a DNS kis arkaval Iétesitett
interakciok révén valésul meg (Kiss et al., 2001). Ebbdl a
megfigyelésbél az kovetkezik, hogyha ezen enzimek
felépitése hasonldé a Hhal, és Haelll enzimekéhez, a
specifitast meghatarozé elemek a nagy doménben
talalhatok. A hipotézist alatamasztigk a  Sinl
metiltranszferazzal  végzett random  mutagenezis
kisérletek. A mutagenezis soran a Sinl nagy C-terminalis
részét mutagenizaltdk, mely magaban foglalja a
variabilis régidt is. Két relexalt fenotipusu mutans
enzimet izolaltak (N172S és V173L aminosavcserék),
melyek képesek voltak a felismerészekvencian beluli A/T
bazisparok mellet a G/C szekvenciakat is felismerni és
metilalni. A mutacibk nem a varidbilis régiéban
helyezkedtek el.
Célkitlizés

Kisérleteink célja megvaltozott
szekvenciaspecifitassal rendelkezd Sinl metiltranszferaz
mutansok eléallitasa volt. A Sinl metiltranszferaz génjét
random mutagenezisnek vetettik ala, majd a mutans
gének fragmentumainak ujrarendezését végeztik el a

DNS keverés technika alkalmazasaval. A random
mutagenizalt géneket plazmidvektorba kldnoztuk, és



erds in vitro szelekciét alkalmaztunk, GGNCC specifitasu
endonukleazzal emésztést végeztunk.

A dolgozat masik részében a régebben (Kiss és
mtsai, 2001) és a jelenlegi kisérletek soran izolalt
megvaltozott  szekvenciaspecifitdasui  mutans  Sinl
metiltranszferazok in vivo vizsgalatat végeztuk. A
kisérletek soran azt kivantuk tesztelni, vajon a
megvaltozott specifitasu enzimek milyen mértékben
képesek védelmet nyujtani a baktériumsejteknek egy
GGNCC specifitasu endonukleazzal szemben.

Alkalmazott moédszerek

o PCR technikak (mutagenezis, DNS keverés)

o Rekombinans DNS technikak
plazmidkonstrukciok Iétrehozasara

o Baktériumsejtek transzformalasa

o Fehérje tisztitas

e Egyensulyi enzimkinetikai paraméterek
meghatarozasa

o DNS szekvencia analizis

Eredmények
A mutans M.Sinl gén izolalasa

A random mutagenezis, a DNS-keverés, és
akivant  fenotipusra iranyuld erés szelekcid
alkalmazasaval izolaltunk egy mutans Sinl enzimet,
amely a GGWCC szekvenciak mellett a GGSCC
szekvenciakat is képes volt nagymértékben metilalni. A
mutans gén kilenc pontmutaciét tartalmazott, 6t mutacio
(C101T, A130C, T197C, T641C ¢és T685C)
aminosavcserét eredmeényezett (A34V, K44Q, M66T,
L214S és Y229H). Egyetlen mutacié sem volt a variabilis
régioban, harom ezek koézil az enzim N-terminalis



részén, az |. konzervalt motivum el6tt, kettd pedig a
molekula belsé részén, a VI. és VII. konzervalt régié
kozotti részben talalhaté. Megallapitottuk, hogy a
megvaltozott szekvenciaspecifitasért a VI. és VII. régiot
Osszekdtd régidban elhelyezkedé mutaciok a felelések,
az N-terminalis részben talalhato mutacidk
hozzajarulasa a megvaltozott fenotipushoz minimalis. A
csak a két bels6 mutaciokat (L214S, Y229H) hordozo
enzimet kdzel homogenitasig tisztitottuk, steady-state
kinetikai paramétereit meghataroztuk. A mutans enzim
(M.Sinl L214S + Y229H) Kea/Ky értéke 4.5-szor
alacsonyabb az eredeti GGWCC szubsztrattal, mint a
vad tipusu enzim hasonl6 értékei. Ez a valtozas a Kca
érték csdkkenésének kdszonhetd. A mutdns enzim
kea/ Ky értéke kb husszor magasabb volt a GGSCC
szubsztrattal, 6sszehasonlitva a vad tipusu enzimmel. A
mutans K, értéke ezzel a szubsztrattal 2-szer magasabb
volt, mint a vad tipusu enzimé, de k.. értékének 40-
szeres nOvekedése kompenzalta a hianyt.

A mutans Sinl metiltranszferazok nyujtotta védelem
egy szabalyozhatd expresszidji GGNCC specifikus
endonukleazzal szemben

A restrikcidos-modifikacios rendszerekben a
modifikacidos metiltranszferazok feladata a sejtben a
gazdasejt DNS-ének megvedeése a sajat endonuklazatél.
Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, vajon a korabban
(N172S, és V173L), valami a doktori munkam soran
izolalt (A34V, K44Q, M66T, L214S és Y229H) mutans
Sinl metiltranszferazok képesek-e védelmet nyujtani a
baktériumsejteknek egy olyan endonukleazzal szemben,
mely mind a GGWCC, mind a GGSCC helyeket képes
hasitani. A munka sordn egy in vivo tesztrendszert
hasznaltunk, amelyben a mutans Sinl
metiltranszferazokat egyutt expresszaltattuk a



szabalyozhaté expresszidju GGNCC specifikus Sau96l
endonukleazzal. Létrehoztuk egy olyan plazmidot, ahol a
Sau96l endonukleaz transzkripcidja az araBAD promoter
iranyitasa alatt allt. Ebben a konstrukciéban a Sau96l
endonukledz  génjének transzkripciéja  glikdzzal
represszalhatd, arabindézzal pedig indukalhaté, de
Sau96l metiltranszferazt nem hordoz6
baktérumsejtekben letalis, még glikoéz jelenlétében is.
DH10B E. coli baktériumsejteket egyszerre harom
kllénbdz6 plazmiddal transzformaltunk. A plazmidok a
kovetkezbek voltak:

-vad és a mutans metiltranszferazokat (N172S,
V173L, illetve 5 aminosavcserés mutans)
hordozé plazmidok.

-a szabalyozhaté epresszidju endonukleazt
tartalmazo (pOB-R.Sau96l),

-valamint a pJAT13araE plazmidok.

A pJAT13araE plazmidrél konstitutivan expresszalédik
az arabinéz transzporter. Azért hasznaltuk ezt a
plazmidot, hogy a baktériumtenyészet minden egyes
sejtiében az arbinézkoncentracié fliggvényében azonos
legyen a transzkripcio intenzitasa. A kulonb6z6 (vad és
mutans) metiltranszferazokat hordozo baktériumsejtek
életképességét megallapitottuk glikéz, és kuldnbdzé
mennyiségl arabinézt tartalmazé lemezeken. A harom
plazmidot tartalmazoé baktériumsejteket  glikéz
jelenlétében tapfolyadékon novesztettlk, majd
kllénbdz6 higitasu baktériumkulturakat szélesztettiink
0.01% arabinézt tartalmazd lemezek fellletére, és
megallapitottuk az élésejtszamot. Ebben a kisérletben
az N172S, és a V173L mutans metiltranszferazokat
tartalmazé  baktériumsejtek  életképessége  Otszor
magasabb volt, mint a vad, és az 5 aminosavcserés Sinl
metiltranszferazt hordoz6 sejteke, jelezvén, hogy az



N172S és V173L mutadns metiltranszferazok nagyfoku
védelmet képesek nyujtani a baktériumsejteknek a
Sau96! endonukleazzal szemben. Meglepd, hogy az 5
aminosavcserés mutanst hordozé plazmid GGSCC
helyeinek metilaltsaga hasonlé volt a masik két
mutanséhoz, mégis az életképességi tesztben a vad
tipussal azonos életképességet mutatott. Az N172S és a
V173L aminosavcseréket hordoz6 mutans
metiltranszferazok képesek nagyfoku, de nem teljes
védelmet nyujtani in vivo egy GGNCC specifitasu
endonukledzzal szemben. Igaz, az életképességi
tesztben az arabinéz tartalmi lemezeken felndtt
koloniakat tovabboltva arabinézt tartalmazé lemezre,
vagy tapfolyadékra, nem kaptunk novekedést, hiszen a
GGSCC helyek nem tdkéletes metildltsaga ebben a
kisérletben nem elegendé a sejtek hosszu tavu
tuléléséhez.

A DNS ligaz hatasa

Az N172S és V173L mutans metiltranszferazok
nyujtotta védelem a Sau96l endonukledzzal szemben
meglepd, hiszen ha a plazmidokon levé GGSCC helyek
nem teljesen védettek (12. dbra), akkor a kromoszéman
levd 4218 GGSCC (Pdsfai Janos személyes kozlése)
egy része is metildlatlan. Feltételeztuk, hogy ez a
védelem a DNS ligaznak koszonhetd, amely képes a
Sau96! endonukleaz okozta kettds szalu DNS torések
javitasara. Feltételezésilnket két korabbi megfigyelésre
alapoztuk (Heitman et al., 1989; Smith et al., 1992). Az
elmélet tesztelésére, egy olyan plazmidkonstrukciét
hasznaltunk, amely hibrid restrikcios-modifikacios
rendszert (pMSin-RSau, Ap) tartalmaz, a Sinl
metiltranszferazt, és a Sau96l endonukleazt. Ennek a



plazmidnak egy olyan valtozatat is elkészitettik, amely a
Sinl metiltranszferaz V173L mutans alléljat tartalmazza.
A pOK-ligA (Kan) plazmid ezekkel kompatibilis, a DNS
ligaz gént kddolja, sajat promoterének iranyitasa alatt. A
pMSin-RSau, és a pMSin(V173L)-RSau plazmidok a
GGSCC helyek nem tokéletes metilaltsaga miatt Sau96l
metiltranszferazt kdédolé plazmid (pSTC-M.Sau96l)
mellett tarthattuk fenn stabilan. pMSin-RSau (Ap)/pSTC-
M.Sau961 (Cm) plazmidokat tartalmazé ER1398 E. coli
baktériumsejteket transzformaltunk pOK-ligA (Kan)
plazmiddal. Sok kilénbdz6 méretli Ap/Kan kettds
rezisztens koldniat kaptunk, ezek azonban tovabboltva
friss Ap/Kan tapfolyadékra, vagy lemezre nem voltak
életképesek. 1000 transzformansbdl csak ketté nétt fel
Ap/Kan tapfolyadékon, ezek a klébnok azonban nem
tartalmaztak a Sau96! endonukleazt. A pMSin(V173L)-
RSau, és pOK-ligA plazmidokkal transzformalt
baktériumsejtek esetén azonban a kettés rezisztens
kibnok 10%-a életképesenk bizonyult, és valéban
funkcidképes Sau96! endonukleazt tartalmazott.

Ezek az eredmények, valamint a korabbi
megfigyelések egy altalanos ligaz-fliggé mechanizmust
sugallnak, mely képes megmenteni az E. coli sejteket a
klénozott endonukleaztdl, minden olyan esetben amikor
életképes r" m~ kldnokat izolaltak. Legjobb tudasunk
szerint, minden olyan kisérlet soran, ahol életképes r' m~
kiébnokat izolaltak, a restrikcios enzim tulnyulé véget
eredményezett, amely ellentétben a tompa végekkel,
szubsztratja a DNS ligaz enzimnek.
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