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Bevezetés

Az emldsok DNS-¢ben a citozinok egy része metilalt (C5-
metilcitozin) formadban van jelen. A metilalt citozinok tobbnyire
CG (CpG) dinukleotidokban fordulnak el6. A genomi CG
metilacios mintazat kialakitasaért a Dnmt3a és Dnmt3b
metiltranszferazok (de novo MTazok) felelnek. A CG metilacid
a legrészletesebben ismert epigenetikai jel, mely fontos szerepet
jatszik olyan folyamatokban, mint az embrionalis fejlodés és
szoveti differenciacio szabalyozasa, X-kromoszéma
inaktivacid, genomikus imprinting, valamint a transzpozonok
csendesitése. Az abnormalis metilacid szamos patologias
allapottal (példaul a rak) is 6sszefiiggésben van.

A kozelmultban felfedezték, hogy emlésokben nem csak a CG,
hanem a CA, CT és CC (réviden CH) dinukleotidok is metilacios
célhelyek lehetnek. Ennek az tigynevezett nem-CG vagy CH-
metilacionak jelenleg nem ismert a biologiai szerepe. A nem-CG
metilaci6 kutatdsa szempontjabol kihivast jelent, hogy
ugyanazok az enzimek (Dnmt3a és Dnmt3b) felelések a CG ¢és
a CH metilacioért is. Ennek kovetkeztében nehéz a CH
metilacidt befolyasolni anélkiil, hogy a kanonikus CG metilacio

is megvaltozzon.



Célkitiizések

Doktori munkém soran célul tliztiik ki olyan uj CH (CA, CT, CC
vagy ezek barmilyen kombinécidja) specifikus DNS-MTazok
eloallitasat, melyek Ilehetdvé tennék a nem-CG metilacio
biologiai szerepének tanulmanyozasat.

Kiindulasi alapnak az M.Mpel nevii enzimet hasznaltuk, amely
egy bakterialis CG-specifikus DNS-MTaz. A specifitas
megvaltoztatasat két lépésben terveztik megvaldsitani. A
munka elsd szakaszdban célunk a CG specifitds CN-re rontasa
volt a M.Mpel-DNS felismer6komplex szerkezeti modellje
alapjan tervezett mutaciok beépitésével. A munka maésodik
fazisaban a relaxalt specifitasi mutansokbol kiindulva terveztiik
létrehozni iranyitott enzimevoliciéval a CH helyeket metilald

enzimeket.

Alkalmazott modszerek
e rekombinans DNS technikdk
o helyspecifikus mutagenezis (inverz PCR)
e telitési mutagenezis (inverz PCR)
e error-prone” PCR mutagenezis
o fehérjetisztitas affinitdskromatografiaval
e DNS szekvenalas

e in-silico fehérje modellezés (I-TASSER)



e enzimkinetikai paraméterek meghatarozasa

e metiltranszferaz mutansok aktivitdsanak és

specifitdsanak jellemzése metilaciora érzékeny

restrikcids enzimekkel (in vivo) (lasd az alabbi

tablazatot) vagy triciummal jel6lt metilcsoport

beépiilésének kimutatasaval (in vitro)

restrikcios felismeré- | Az emésztést | tesztelheto
enzim szekvencia gatlo metilacié
™SC metilacié | specifitas
Bsh12361 CGCG CGCG CG
GCGC GCGC
CGCG
GCGC
BsuRlI GGCC GGCC CC
CCGG CCGG
Eco47l GGWCC GGWCC CN
CCWGG CCWGG

Az eredmények odsszefoglalasa

Kimutattuk, hogy a vad tipusa M.Mpel (az eukariota Dnmt3a és

Dnmt3b enzimekkel ellentétben) nem rendelkezik masodlagos

aktivitassal a CH szubsztratokon.



A rendkiviil szigora CG felismerés elrontasa céljabol szdmos
mutaciot (pontmutaciok, mikrodeléciok) terveztiink, melyeket
az enzim szekvenciaspecifitdsaért felelés TRD (Target
célpontok azok az aminosavak voltak, melyek a CG
felismerdhely masodik bazisparjaval (5°-CG-3°/5’-CG-3”)
létesitenek  hidrogénhidakat. Gondolva arra, hogy a
szekvenciafelisméresében indirekt DNS-fehérje kolcsonhatasok
is  szerepet jatszhatnak, tovabbi  aminosavakat is
mutagenizaltunk, tobbek kozott a 302-es fenilalanint, melynek
aromads oldallanca be¢kelddik a CG hely nem szubsztrat szalaba,
ezaltal egy jellegzetes DNS torzulast eldidézve.

A mutansok tobbsége nem rendelkezett kimutathaté CH
aktivitassal. A szigori CG felismerés elrontasahoz az A323 és a
metilalando citozint kovetd guanin 5°-CG-3°/5’-CG-3” kozotti
hidrogénhid eltavolitasara volt sziikség. Ezt leghatékonyabban
helyeken mutatott aktivitasan jelentOsen tudtunk javitani két
tovabbi mutéacido beépitésével. Az igy Ilétrehozott harmas
mutans(AA323+N324G+E305A), mely esetében a nem-
szubsztrat bazipar mindkét tagjanak felismerését elrontottuk, a
CG mellett a CA ¢és CC helyeket is hatékonyan metilalta,

ugyanakkor a CT helyek metilacioja nem volt kimutathato.



A munka masodik részében a AA323+N324G+E305A harmas
mutansbol kiindulva véletlenszerii mutagenezissel igyekeztiik a
nem-CG specifikus aktivitast fokozni. Az egyik megkdozelités
soran a 305-6s poziciot (a vad tipust enzimben az E305 a nem
szubsztrat-citozin felismeréséért felel, 5°-CG-3°/%’-CG-3"))
telitési mutagenezisnek vetettik ala. Az egyes klonok
specifitasat  metildciora  érzékeny restrikciés  enzimek

segitségével teszteltiik.

Az egyik valtozat (AA323+N324G+E305N) nagyobb
védettséget mutatott a CC metilacié altal gatolt BsuRI
emésztéssel szemben, mint a kiinduldsnak hasznalt harmas
mutans (AA323+N324G+E305A). Sajnos ez a mutans tovabbra
is erdteljesen metilalta a kanonikus CG szubsztratot is

(Bsh12361 emésztés).

Ezt kovetéen iranyitott enzimevolicidoval probaltuk a
AA323+N324G+E305A harmas mutans nem-CG specifitasat
novelni és CG specifitdsat csokkenteni. A kodold gén egy
hosszabb szakaszat (460 bp) mutagenizaltuk az error-prone PCR
(EP-PCR) technikaval. A mutagenizalt génszakasz magaba

foglalta az enzim teljes kis doménjét (benne a TRD-vel) kodold



részt. Az EP-PCR eredményeként egy ~60 000 klonbol allo
plazmidkonyvtarat kaptunk, melyben az egyes klonok atlagosan
2-3 pontmutacidt tartalmaztak. A nem-CG helyeket metilald
mutansok szelektalasa céljabol az indukalt sejtkultirabol izolalt
plazmidkonyvarat az Eco471 restrikcidos endonukledzzal
emésztettiik meg (az Eco47I altali emésztést a CH metilacio
gatolja). Az emésztési elegy Ujratraszformalasaval egy olyan
klont (AA323+N324G+E305A+R326G) nyertiink, mely a
harmas mutdnshoz képest kiss¢é megnovekedett aktivitast
mutatott a CC helyeken, mikézben a kanonikus CG helyek
metilacioja jelentdsen csokkent. A két munka soran talalt
elényds mutaciok (E305N ¢és R326G) kombinalasaval
létrehoztuk a AA323+N324G+E305N+R326G négyes mutanst.
Az affinitaskromatografiaval tisztitott enzim radioaktiv
metilcsoport beépiilésén alapuldé mérések alapjan mintegy 10-
szer gyorsabban metilalta a CC szubsztratot, mint a kanonikus
CG dinukleotidot. Az in vitro mérési eredményeket az in vivo
plazmidvédettségi tesztek 1s megerdsitették: ugy tiint, hogy egy
CC specifikus C5-MTazt sikeriilt izolalnunk.

Kivancsiak voltunk arra, hogy a CC helyet hatarol6 nukleotidok
befolyasoljak-e a metilacio hatékonysagat. A méréseket in vitro

végeztik a radioizotopos modszerrel. Szubsztratnak olyan



duplaszali oligonukleotidokat hasznaltunk, melyek csak a CC
helyet hatarol6 nukleotidokban kiilonboztek egymastol. Az
Osszes NCCN variacio lefedéséhez 16 oligoduplexre volt
sziikségiink. A mérési eredmények alapjan a hatarold
nukleotidok valdban jelentésen befolyasoljak a CC metilacio
hatékonysagat. A legjobb (TCCA) és a legrosszabb szubsztrat
(TCCT) kozott mintegy 150-szeres kiilonbséget mértiink a
beépiilt radioaktivitasban. Azok a CC helyek, melyeket a 3’
oldalon A vagy C hatarolt, jo szubsztratjai voltak az enzimnek,
mig az ebben a pozicioban T-t vagy G-t tartalmazdok rossz
szubsztratok voltak. Az 5’ oldali hatarolé nukleotidok hatasa
kevésbé volt jelentds, ebben a pozicidban az A jelenléte volt a
legkedvezdtlenebb. Ez a markans hatarolo nukleotid-preferencia
in vivo plazmidvédettségi teszttel is kimutathaté volt.
Osszefoglalva, a AA323+N324G+E305N+R326G négyes
mutans egy olyan CC specifikus C5-MTaz, mely jelentds
preferenciat mutat a CCA és CCC helyek irant.
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