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Eloszo

A prokariéta DNS C5-citozin metiltranszferazok (C5-MTazok) nagyon jé
kisérleti modelljei a szekvenciaspecifikus DNS-fehérje kolcsonhatasnak. Az
irantuk  megnyilvanulé érdeklédés abbol is szarmazik, hogy miikodési
mechanizmusukban, szerkezetiikben hasonlosagot —mutatnak  eukaridta
tarsaikhoz. A DNS metilacio az eukaridta ¢élélényekben a szdmos fontos
bioldgiai folyamat mellett a génszabalyozasban is szerepet jatszik. A prokariota
metildzok tanulmanyozasan keresztiil ezért kdzelebb juthatunk az eukariota C5-
MT4azok biologiai szerepének megismerésehez is.

A disszertacd els@ része prokariota C5-citozin metiltranszferazok
mitkodése soran fellépd jelenséggel, az enzimek altal kivaltott DNS gorbités
vizsgalatdval  foglalkozik. =~ A DNS  gbrbités szamos a  DNS-t
szekvenciaspecifikusan felismerd fehérje sajatsaga. A mar Onmagaban is
érdekes jelenség tanulmanyozésa azonban olyan mas alapvetd kérdésekre is
megadhatja a valaszt, mint példaul, a vizsgalt fehérje DNS hajlitasa hogyan jarul
hozza a szekvenciaspecifikus DNS felismeréshez. A vizsgéalatok kezdetén
kizarélag a BSpRI metiltranszferaz DNS gorbitését akartuk tanulméanyozni,
viszont az elsé eredmények szamos e témdban sziiletett dolgozatnak mondtak
ellent. Ezért dontéttiink 0Ggy, hogy tovabbi enzimeket is bevonunk a
vizsgalataink soraba, annak érdekében, hogy megerdsitsiikk vagy megcafoljuk a
kapott eredményeinket.

A dolgozat masodik része egy CG-specifikus C5-MTaz, az M.Sssl
biotechnologiai célu felhasznéalasdval kapcsolatos eredményeinket foglalja
Ossze. Csoportunk 2001-ben egy nemzetkozi konzorcium tagjaként elnyerte az
Eurdpai Unio 5.Kutatasi Keretprogramjanak tdmogatasat. A projekt célja olyan
C5-MTa4z létrehozéasa, amelynek specifitdsat részben a hozza kovalens kotéssel

kapcsolt oligonukleotid, illetve peptid nukleinsav (PNA) hatarozza meg. E



munkan beliil csoportunk feladata, hogy olyan M.Sssl enzimvariansokat
allitsunk eld, amelyek alkalmasak oligonukleotidhoz (ODN), vagy egy peptid
nukleinsavhoz (PNA) val6 konjugécidra. A variansok eldallitdsa soran a szamos
probléma felmeriilése végett tobb konstrukciodt is létrehoztunk. Ezen variansok
egy része megfelelt a dolgozatban késébb emlitett kovetelményeknek,
masrésziik viszont nem. Eppen a munka jellegéb6l adodoan ez a rész egyfajta
"probalkozasok" sorozatdnak leirdsa, amely sordn szamos igen érdekes
jellemvonast tartunk fel az SssI metiltranszferaz klonozasa és tultermeltetése
vonatkozasaban.

Természetesen az SSSI metiltranszferaz variansok létrehozasa kozben a
kivant kritériumokat probaltuk szem el6tt tartani, de a meglévd fuzids metilazok
nagy mennyiségben torténd, homogenitasig vald tisztitasa felveti annak a
lehetoségét is, hogy az SssI metiltranszferazt kristalyositani lehessen.
Megismerve majd a fehérje haromdimenzids térszerkezetét talan kozelebb
keriilhetnénk az azonos specifitdisi human C5-citozin metiltranszferaz
miitkodésének megismeréséhez is.

Az Sssl MTazzal kapott eredmények egy része Slaska-Kiss Krystyna

munkdjabol szarmazik.



Irodalmi attekintés

A DNS metilacio jelentésége

Szamos ¢lolény DNS-¢ben a négy kozismert bazison kiviil talalhatunk
modositott bazisokat, amelyek az adenin €és a citozin metilalt szarmazékai. A
metiltranszferazok végzik, melyek tobbsége szekvenciaspecifikus enzim, azaz a
DNS-t csak bizonyos, az enzimre jellemzd nukleotidsorrendnél metilaljdk. A
metilacio végeredménye N6-metiladenin, N4-metilcitozin és C5-metilcitozin
lehet. A reakcidban felhasznalt metildonor az S-adenozil-L-metionin (SAM). A
DNS-metilacidé nincs hatassal a Watson-Crick bazisparosodas kialakuldsara. A
metilcsoport mindhdrom metilalt bazis esetében a DNS nagy arkaban
helyezkedik el, igy a DNS-kot6 fehérjék szamara konnyen felismerhetd.

A prokariota é¢€ldlényekben a DNS metilacid szamos fontos biologiai
funkcioban jatszik szerepet, igy: 1, kiillonbségtétel a sajat és a nem sajat
orokitdanyag kozott; 2, a posztreplikativ javitomechanizmus iranyitasa; 3, a
sejtciklus és benne a DNS replikacio szabalyozasa.

A sajat és a nem sajat OrokitOanyag kozti kiillonbség felismerését a
restrikcids-modifikacids rendszerek végzik, amelyek, mint egy "bakterialis
Immunrendszer" képesek a sejtet a kiils6 DNS, példaul fag fertézés behatolasa
ellen megvédeni. Az eddig vizsgalt baktériumok mintegy negyedében talaltak
egy vagy tobb restrikcios-modifikacios rendszert, igy mara mar tobb mint 3000
ilyen rendszerr6l van ismeretiink. A modifikacidos metiltranszferazok biologiai
szerepe a sejt sajat DNS-ének védelme az azonos szekvenciat felismerd
restrikcids endonukledz hasitdsaval szemben. A nem restrikcios-modifikacios
rendszerhez tartozé szekvenciaspecifikus Escherichia coli Dam metiltranszferaz

jelentds szerepet tolt be a DNS-mismatch-repair, a kromoszoémareplikacid és



szegregacid, a plazmidreplikdcid, a transzpozici6 ¢és a génkifejezddés
szabalyozasaban (Messer és Noyer-Weidner, 1988).

Az eml@s, illetve a ndvényi genomikus DNS szekvencidk nagy szdzalékban
tartalmaznak C5-metilalt citozint. Ezen szekvencidk E.coli sejtekbe vald
bejuttatasat nagy mértékben hatraltatjdk a baktériumban miikodd metilcitozin
specifikus restrikcids rendszerek (mcr, mrr) (Raleigh és Wilson, 1986, Heitman
és Model, 1987). Ezek a restrikcids rendszerek az E.coli sejtbe bekeriilé metilalt
citozint tartalmazd DNS-t restrikcios emésztéssel eliminaljak.

Az eukariotdkban csak C5-citozin metiltranszferazokat talalunk.
Emldsokben a CG szekvenciak kozel 60-90%-a metilalt, amely a genomidlis
DNS citozin tartalmanak 3-8%-at teszi ki. Prokariétakban a DNS szekvencia
onmagaban meghatdrozza a metilaci6 helyét, eukaridtdkban metilalt és nem
metilalt CG dinukleotidok léteznek. A citozin metilaci6 a DNS mindkét szalat
érinti. A replikacidban keletkezett DNS szdl metilalaséért a "fenntartd"
metiltranszferazok a feleldsek, amelyek kizardlag hemimetilalt DNS-n
miikodnek. A metildcids mintdzat igy a sejtosztodasok soran valtozasok nélkiil
fennmarad. Az eukaridta szervezetekben a citozin metilacionak szamos bioldgiai
folyamatban van kulcsszerepe, igy példaul a génkifejez0dés szabalyozasdban. A
promoter régiok metildldsa altalaban az adott gén atirdddsanak a csokkenését,
illetve annak kikapcsolasat eredményezheti. Ez a szabalyozas kiilonb6zo
folyamatok eredményeképpen kovetkezhet be. Szamos transzkripcids faktorrol,
mint az AP-2, cMyc/Myn, E2F, NFkB tudjuk, hogy képtelen a metilalt DNS
szekvenciahoz kotddni, igy kifejteni bioldgiai hatasat. Léteznek viszont olyan
fehérjék, amelyek az 5'-metil-citozinhoz vald erételjes kotodésiikkel egy
transzkripcios gatat hoznak létre a metilalt DNS szakaszon, ezaltal
megakadalyozzdk a géndtirds folyamatdt. A metilacidé a kromatint alkotod
hisztonfehérjék deacetilaciojat is eldidézheti, amely folyamat a kromatin
kondenzalodasahoz, ennek eredményeképpen pedig stabil génrepressziohoz

vezet. A DNS metilacié hatdsa még szamos érdekes bioldgiai folyamatban



megmutatkozik. fgy emlithetjilk az X kromoszoma inaktivaldsaban (Gartler és
Riggs, 1983), a genomikus bevésddésben (impriting) (Li és mtsai.,, 1993,
Efstratiadis, 1994), az egyedfejlédés szabalyozasaban (Li és mtsai., 1992)
jatszott szerepet. Egérben a citozin metiltranszferaz miikodése esszencialisnak
bizonyult, hiszen a mutans, mikddésképtelen metiltranszferazt termeld
egérembriok a fejlddés meghatarozott szakaszaban elpusztultak (Li €s mtsai.,
1992).

Jol ismert, hogy a C5-metilcitozin spontan deaminalédéassal timinné
alakulhat. Ez az esemény a citozin deaminaldodasahoz képest konnyebben
végbemegy. Mivel a reakcid sordn egy, a DNS-ben természetes koriilmények
kozott eléfordulo bazis keletkezik, ezért a sejtek DNS-hibajavitorendszere nem
képes a mutaciot felismerni. Igy a C5-metilcitozin mind prokariétakban, mind
eukaridtakban fontos mutacidforrds (Rideout és mtsai., 1990, Oberlé ¢s mtsai.,
1991).

Az utdbbi néhany €v deritett fényt arra, hogy mind az emberi genomban,
mind ndvényekben, egerekben a transzpozonok és a kiillonbozd repetitiv
szekvenciak metilaltsaga kulcsszerepet tOlt be a genetikai allomany
stabilitasdnak fenntartdsaban (Yoder ¢€s mtsai., 1997). A CG felismerdhelyben
gazdag transzpozonok és madas repetitiv szekvencidk metilaltsagi allapota
rendkiviil magas (Smit, 1999), amelynek kismertékli megvaltozasa is ezen
elemek jboli mozgasat idézi el6 mind egerekben, mind ndvényekben (Walsh és
mtsai, 1998; Jackson-Grusby és mtsai., 2001; Chen és mtsai 1998; Miura és
mtsai., 2001).

A 1L tipusu metiltranszferazok
A I tipusi restrikciés-modifikacids rendszerbe tartoz6 metil-

transzferdzokat harom csoportba oszthatjuk aszerint, hogy milyen bazist

metilalnak és mi a reakcio végterméke. Igy megkiilonboztetiink N6-adenin, N4-



citozin, C5-citozin metiltranszferazokat. Mostanara tobb mint szaz II. tipusu
metiltranszferaz génjét sikeriilt klonozni és a legtobb klonozott metilaznak az
aminosavszekvenciaja is ismert.

Az aminosavsorrendek ismeretében lehetdség nyilt a metiltranszferazok
primer szerkezetének oOsszehasonlitdsara. A szekvencidk hasonlésagainak €s
kiilonbozoségeinek meghatarozasaval kozelebb juthatunk a metiltranszferazok
miikodési  mechanizmusdnak  megismeréséhez. Az  eddig elvégzett
szekvenciadsszehasonlitasok a kovetkezé eredményeket hoztak: A C5-citozin-
metiltranszferazok kozott jelentés mértékli szekvenciahomologiat taldlunk. A
C5-MTazok tiz konzervalt blokkot tartalmaznak, amelyek majdnem mindig
azonos sorrendben minden C5-MTazban megtalalhatok (Posfai és mtsai., 1989).
Lényegesen kisebb a hasonlosag az N4-citozin és N6-adenin-metiltranszferazok
csoportjaban. Az N4-citozin €s az N6-adenin metiltranszferdzok kozotti
szerkezetbeli hasonldésag miikodésbeli hasonldsagot is takar (Gong és mitsai.,
1997, Jeltsch és mtsai., 1999, Jeltsch, 2001).

Az elsd konzervativ motivum nemcsak a II. tipusi metiltranszferdzoknal,
hanem  valamennyi olyan metiltranszferaznal = megtaldlhatdo, amely
metildonorként  S-adenozil-metionint (SAM) hasznal (Lauster, 1989;
Klimasauskas ¢és mtsai., 1989). Valészinlileg az itt taldlhat6 aminosavak a
metildonor kotésében jatszanak szerepet (Kagan ¢és Clarke, 1994). Ezt
alatamaszjak a Hhal, a Taqgl és a Pvull metiltranszferazok rontgendiffrakcios
szerkezeti modelljei 1s, amelyekben ez a fehérjerészlet a SAM-kot6 zseb része
(Cheng és mtsai., 1993; Labahn és mtsai., 1994; Gong ¢és mtsai., 1997).

A metiltranszferazok in vivo szubsztratia a DNS replikacidja soran
keletkez6 hemimetilalt DNS. A Il tipusu restrikciés-modifikacids rendszerbe
tartozd metiltranszferazok tobbnyire monomerként miikodd enzimek €s kozos
sajatsaguk, hogy egy kotddési eseményben altaldban csak a DNS egyik szalat
metilezik. Mivel primer szerkezetiikben belsé szimmetriat felfedezni nem lehet,

ezért egy kettdsszall, metildlatlan felismeréhelyhez torténd kotdédés soran



kétféle komplex kialakuldsa lehetséges. Az egyik komplex az egyik szil, a

masik komplex a masik szal metilalasaért felelOs.

A C5-citozin metiltranszferazok

Jelenleg tobb, mint hatvan C5-citozin metiltranszferaz
aminosavszekvencidjat ismerjiilk (Roberts ¢és mtsai., 2003). Ezeknek a
szekvencidknak az 0Osszehasonlitasabol kideriilt, hogy a C5-citozin-
metiltranszferazok kozott jelentds hasonlosag van. A hasonlosagok foleg a mar
emlitett tiz konzervalt blokkra lokalizalhatok. A VIII. és a IX. blokk kozott
talalhatd egy hosszabb szakasz, az un. variabilis régi6. Ez a rész felel0s a
szekvenciaspecifikus DNS-felismerésért (Kumar és mtsai.,, 1994). A C5-
MTazok katalitikus mechanizmusa elég jol ismert. A IV. blokkban, a szigortian
konzervalt PC motivumban talalhat6 cisztein kulcsszerepet jatszik a metilacios
reakcioban. Ennek az aminosavnak a kénje nukleofil tdmadast intéz a
metildlando citozin pirimidin gytirijének 6-os szénatomja ellen. A reakcid sordn
egy kovalens DNS-fehérje komplex képzodik. A nukleofil timadas hatasara a
citozin 5-6s szénatomjan lokalis negativ toltés keletkezik, ami lehetové teszi a
SAM-metildonorr6l a metilkation atkeriilését az 5-0s szénatomra. A metilacio
befejezésével az enzim-DNS-komplex B-eliminaciéval bomlik fel (Wu és Santi,
1987) (I.abra). Az reakcid termékei az S-adenozil-L-homocisztein (SAH) és a
metilalt bazist tartalmazd DNS. A metilacios folyamat sordn kialakuld kovalens
fehérje-DNS intermediert Chen ¢és munkatarsai izolaltak, az elsé konkrét
kisérleti bizonyitékat adva ezzel az addig fOleg enzimkinetikai vizsgélatok

eredményei alapjan feltételezett mechanizmusnak (Chen €s mtsai., 1991).



Glu Glu "““5 ; B
o’LGH‘q N, o /,;CH i ) ll NH,
o :" NI 6 ¢ S o

5—Cys ¥s o° N S—Cys
DNA DNA DNA ONA

1. abra: A C5-citozin metiltranszferazok katalitikus mechanizmusa.

A C5-citozin-metiltranszferazok  miikodésének  vizsgalataban, a
reakcidmechanizmus megismerésében nagyon fontos szerepet jatszottak az 5-
fluorocitozinnal, mint citozinanaldggal végzett kisérletek. A metildlando bazis
helyén 5-fluorocitozint tartalmazéo DNS-sel a Cb5-citozin metiltranszferazok
SAM jelenlétében stabil kovalens komplexet képeznek. Ez a komplex a
metilacidés reakcido egyik intermedierje, amelyben az enzim a katalitikus
nukleofil ciszteinen keresztiil kovalensen kotodik a citozin pirimidingytirtijében
levd 6-0s szénatomhoz. A komplex kialakuldsa utdn a SAM-r6l a metilcsoport
atkeril a pirimidingyliri 5-0s szénatomjara. A metiltranszfert kovetd [3-
eliminacio a fluor nagy elektronegativitdsa miatt nem tud végbemenni, a reakcio
e lépés eldtt megakad. Az 5-fluorocitozint tartalmazé DNS-szubsztrat
segitségével sikeriilt a katalitikus cisztein és a metilaland6 citozin kozott

kialakul6 kovalens intermedier 1€tét igazolni.



C5-citozin-metiltranszferazok rontgendiffrakcios modelljei

A C5-citozin metiltranszferazok szekvenciaspecifitisanak megismerésében
¢s a metilacios reakcid mechanizmusanak tisztazasaban legtobb ismeretiink két
enzim DNS-sel alkotott felismerékomplexének rontgendiffrakcids vizsgalatabol
szarmazik. Ez a két enzim a Haemophilus haemolyticus-ban talalhato, 5°-
GCGC-3" DNS-szekvenciat felismeré Hhal metiltranszferaz és a Haemophilus
aegyptius-bol  izolalt, 5°-GGCC-3*  felismerdhelyet metilaldo  Haelll
metiltranszferaz. Mindkét enzim esetében a kristalyositaskor DNS-
szubsztratként S-fluorocitozint tartalmazo oligonukleotidot hasznaltak, igy a
modellekbdl a metilaciés reakcid soran kialakulé kovalens fehérje-DNS
komplex szerkezetét ismerhetjiik meg. A szerkezetek sok szempontbol
hasonlitanak egymasra. Ez a C5-citozin metiltranszferazok primer szerkezetének
hasonlosédga ismeretében nem meglepd. A két rontgendiffrakciés modell
azonban szdmos lényeges kiillonbséget is mutat, ami azt jelzi, hogy a hasonlo
primer szerkezet ellenére a két enzim kiilonb6z6 mddon 1ép kdlcsonhatdsba a

felismerGhelyét tartalmazé DNS-sel.

A Hhal metiltranszferaz felismerékomplexének rontgendiffrakcios

szerkezeti modellje

A Hhal metiltranszferaz a 5°-GCGC-3’ felismerdszekvenciaban a bels6
citozint metiladlja. Ez volt az els6é olyan citozin metiltranszferaz, amelybdl
sikeriilt rontgendiffrakcids vizsgalatra alkalmas mindségli kristalyt eldallitani.
Eldszor az enzim metildonorral alkotott komplexének (Cheng €s mtsai., 1993),
majd a kovalens metiltranszferaz-DNS komplexnek a szerkezetét sikeriilt
meghatarozni  (Klimasauskas ¢és mtsai., 1994). A Hhal-DNS komplex
kristalyositdsa soran olyan hemimetilalt DNS-oligonukleotidot hasznaltak,

amely a metilalanddé citozin helyett 5-fluorocitozint tartalmazott. A



felismerdhely masik szala metilalt volt, igy a két lehetséges felismerOkomplex
koziil csak az egyik keletkezett, ez fontos feltétele volt mind a kristalyositasnak,
metildonor SAM is, ¢és a komplex kialakuldsdval a DNS metilacioja is
végbement, igy a modellben a metilacidés reakcid utani, metiltranszferazbol,
metilalt DNS-bdl és SAH-bo1 allo terner komplex szerkezetét 1atjuk.

A metilacids reakcid egyik legérdekesebb jellegzetessége éppen a Hhal
felismerdkomplex vizsgalata soran felfedezett baziskifordulads (base flipping)
jelenség. A Hhal metiltranszferaz a metildland6 citozint, a hozzatartozd
dezoxiribozzal egyiitt teljesen kiforditja a DNS kettds spiralbol (2.abra). A
kettés spiralbol mintegy 180°kal kifordult citozin igy mar kell6 kozelségbe
keriil a SAM aktiv metilcsoportjdhoz. A citozinnal szemben levd arvan maradt

guaninnal a fehérje két aminosava hidrogénhidkotéseket alakit ki, stabilizalva

s

(A) (B)

2.dbra. (A) A Hhal metiltranszferaz felismer6komplexének rontgendiffrakcios
szerkezeti modellje. (B) A felismer6komplexben a metilalando citozin 180°-kal kifordul a
DNS kettdsspiralbol.
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A metiltranszferaz két doménbdl all. A nagyobbik domént fOleg a
konzervalt blokkok alkotjak, itt talalhat6 a SAM-kotohely és itt vannak a
katalizisben résztvevd aminosavak is. A kisebbik domén foként a variabilis
régidbol all, és a metiladlandd6 DNS-szakasz felismerését végzi. A fehérjének a
bazisokkal alkotott specifikus kapcsolatai szinte kizardlag a DNS nagyarkaban
valosulnak meg, kisarki kapcsolatok eleny€sz6 mértékben vesznek részt a DNS
kotésben. A fehérje a bazisokkal alkotott kolcsonhatdsokon til mind a
felismerdhelyében, mind azon kiviil, a DNS mindkét szélanak cukor-foszfat
gerincével is kapcsolatokat 1étesit.

A DNS szerkezetében a baziskifordulason kiviill més torzulast nem

tapasztaltak.

A  Haelll metiltranszferaz felismerékomplexének rontgendiffrakcios

szerkezeti modellje

A masik C5-citozin metiltranszferaz, amelynek ismert a rontgendiffrakcios
szerkezete, a Haemophilus aegyptius-ban talalhatdo Haelll metiltranszferaz. Az
enzim a 5°-GGCC-3’ felismerdszekvencian beliil a belsd citozint metilalja. A
felismerdkomplex kristalyositdsa sordn ebben az esetben is a metildlandé citozin
helyén 5-fluorocitozint tartalmaz6é hemimetilalt DNS-szubsztratot hasznaltak.
Az 5-fluorocitozin tartalmi DNS-sel alkotott kovalens komplex 1étrejottéhez a
Haelll esetében is SAM jelenléte sziikséges. Igy a komplex kialakulasa soran a
Hhal MTaznal tapasztaltakhoz hasonléan végbement a metilcsoport atvitele. A
komplexben a SAM-bol keletkez6 SAH viszont mar nem volt jelen, a
metilcsoport atadasa utan a kofaktor ledisszocialt a fehérjérol.

A Hhal MTaznal tapasztaltakhoz hasonléan a Haelll metiltranszferaz-DNS
komplexben is kifordul a metildlando citozin a DNS kettds spirdlbol. A Haelll
metiltranszferaz DNS-kotése esetében a “base flipping”-en tal a felismerdhely

tovabbi torzuldsa is tapasztalhat6. A kifordult citozinnal szemben levd arvan
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maradt guanin part képez a felismeréhely kiils6 citozinjaval. A kiilsé citozinnal
szemben levd guaninnal a metiltranszferdz egyik argininje (R234) Iétesit
hidrogénhidkotést.

A Haelll metiltranszferaz a Hhal metilazhoz hasonldéan két doménbdl épiil
fel. A nagyobbik domén tartalmazza az enzim aktiv centrumat és a SAM-kotd
zsebet. A kisebbik domént zommel a variabilis régidé alkotja, és a Hhal
metiltranszferazhoz hasonldan itt is ez végzi a specifikus DNS felismerést. A
DNS bazisaival alkotott specifikus kapcsolatok egy kivétellel a nagy arokban
torténnek. A Haelll metiltranszferaz felismerdhelyében és azon kiviil is mindkét
szalon szdmos kapcsolatot alkot a DNS gerinc fosztatcsoportjaival.

A Haelll felismerékomplex rontgendiffrakcios szerkezetében azonositott, a
DNS-sel kolcsonhatasba 1épd aminosavak a 5°-GGCC-3” felismerdhelyii
metiltranszferazokban erésen konzervaltak. Igy valoszinli, hogy ezek az

enzimek a felismerdhelyiiket azonos mdédon ismerik fel (Finta és Kiss, 1997).

A DNS gorbiilése a specifikus fehérje-DNS-kolecsonhatasok soran

Szamos bizonyiték utal arra, hogy a DNS-fehérje kdlcsonhatasok soran
mind a fehérjének, mind a DNS-nek megvaltozik a szerkezete.

A DNS konformacioja a specifikus felismerés soran tobbféleképpen is
megvaltozhat. Eléfordul, hogy a DNS-ben olyan valtozdsok mennek végbe,
amelyek a B-DNS formatol valo eltérést eredményezik (Otwinowski és mtsai.,
1988). A leggyakoribb konformaciovaltozas a fehérje altal kivaltott gorbiilet. Ez
a DNS-gorbités nagymértékben hozzdjarulhat a szekvenciaspecifikus
felismeréshez, mivel eldsegitheti a specifikus fehérje-DNS kapcsolatokat.

Az irodalombol rengeteg példat ismeriink arra, hogy egy specifikus fehérje-
DNS komplexben a DNS meggorbiil, és néhany esetben sikeriilt azt is
bizonyitani, hogy a goOrbités hozzajarul a szekvenciaspecifikus felismeréshez

(Nagaich és mtsai., 1997).
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A DNS-gorbités kimutatasa

A DNS-fragmentumok gorbiilésének kimutatdsara tobb modszert is
hasznalhatunk: ligaciés DNS-cirkularizacio, permutacidés gélretardacio,
elektronmikroszképpal torténd vizsgalat (Lane ¢és mtsai.,, 1992). A
legegyszeriibben kivitelezhetd ¢€s leggyakrabban alkalmazott modszer a
permutacios gélretardacio.

A gélretardacio alapja, hogy a gélelektroforézis soran a DNS-fehérje
komplex a gélben lassabban vandorol, mint a fehérjéhez nem kotédo, szabad
DNS. A kisérletek sordn a DNS-t altaldban radioaktivan jeloljik és igy
elektroforézis utdn a kotott és a szabad DNS-fragmentumok helyzetét
autoradiografiaval konnyen meghatarozhatjuk. Az elektroforézis soran a
kialakult fehérje-DNS-komplex véandorlasi sebességét tobbek kozott a
komplexben levd fragmentum két végének egymastol mért tavolsaga hatarozza
meg. Két azonos hosszusagi DNS-fragmentum koziil az fog lassabban
vandorolni, amelyik gorbiiletet tartalmaz és igy a két végének egymastol vald
tavolsaga kisebb, mint az ugyanolyan hosszusagi, de egyenes fragmentum
esetében. A retardacio mértéke fiigg a gorbiillet kozéppontjanak
elhelyezkedésétdl is. Az azonos mértékben meghajlitott fragmentumok koziil az
fog a gélben leglassabban véandorolni, amelyben a gorbiilet kozéppontja a
fragmentum kézepén van. Ahogy a gorbiilet kdzéppontja a fragmentum végéhez
kozeledik, egyre nagyobb lesz a fragmentum két végének egymastdol mért
tavolsaga. Ennek eredményeként a retardacidos hatas is kisebb lesz (Lane és
mtsai., 1992) (3.dbra). Tehat azonos hosszisagh és a DNS-kotd fehérje
felismerdszekvencidjat mdas-mas  pozicidban hordozo  fragmentumokat
hasznalva, gélretardacios kisérletekben a DNS fehérje altal okozott
meggorbiilését ki lehet mutatni, a gorbiilet kozéppontjat €s mértékét meg lehet

hatarozni.
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3.dbra. Az egyenld hosszisagu, cirkuldrisan permutalt DNS fragmentumok azonos mértékii
meggorbiilése esetén a fragmentumok eltérd térkitoltésiik miatt a gélben kiilonbozd relativ

mobilitassal fognak rendelkezni.

A DNS-gorbiilés iranyanak meghatarozasa

A DNS-gorbités iranyat un. “phasing” analizissel hatdrozhatjuk meg. Az
analizishez a gélretardacid soran olyan fragmentumokat kell hasznalni, amelyek
tartalmazzak a vizsgalandd DNS-kotd fehérje felismerdszekvenciajat, és a
fragmentumon egy ismert iranyd DNS-gorbiiletet is hordoznak. A DNS-kotd
fehérje altal okozott gorbiilet és a fragmentum sajat gorbiilete kozotti tdvolsagot

valtoztatva kiilonb6z6 mobilitasu fragmentumokat kapunk (4.abra).
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4.abra. A két DNS-gorbiilet kozott 1évé tavolsdgot valtoztatva a DNS helikalis
szerkezete miatt valtozni fog a két gorbiilet egymashoz viszonyitott iranya, amely kiillonb6z6

relativ mobilitast fragmentumokat eredményez.

Leggyorsabban vandorol az a fragmentum, amelyikben a DNS-gorbiiletek
“ellentétes iranytiak™ (transz helyzet). Leglassabban mozog az a fragmentum,
amelyikben a két gorbiilet “azonos irany(l” (cisz helyzet). Az ismert irany
DNS-gorbiilet és az altalunk vizsgalt fehérje altal kivaltott gorbiilet kozéppontja
kozotti tavolsagot valtoztatva, a DNS helikalis szerkezete miatt valtozik a két
gorbiilet egymashoz viszonyitott iranya ¢és ezzel a fragmentumok
gélelektroforézis soran tapasztalhatd mobilitisa. gy a vizsgalt, fehérje altal

indukalt DNS-gorbiilet irdnya meghatarozhato.

A 1L tipusu metiltranszferazok altal kivaltott DNS-hajlitas

Eddig csak néhany II. tipusi metiltranszferaz esetében vizsgaltdk, hogy
torténik-e DNS-hajlitds a DNS-enzim komplex kialakulasa soran.

A 5’-GATATC-3" szekvenciat felismerd, és a G és T kozotti adenint
metilaldo ECORV metiltranszferaz a specifikus komplexben a DNS-t ~62°-0s

szogben gorbitette a nagy arok felé. Az enzim altal indukalt DNS-gorbités nem
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fliggott a felismerdhely metilaltsdgatol, az enzim mind a metilalatlan, mind a
hemimetilalt, illetve teljesen metilalt felismerdhelyet tartalmazé DNS-t kozel
azonos mértékben hajlitotta meg (Cal és Connolly, 1995).

Permutécios gélretardacioval egy masik adenin metiltranszferazrol, az
EcoRI metildzrol i1s kimutattdk, hogy a specifikus DNS-fehérje komplex
kialakitdsa sordn mintegy 52°-0S DNS-gorbités torténik. A DNS enzim altal
indukalt meghajlasat elektronmikroszkdpos technikaval is megerdsitették (Allan
¢s mtsai., 1999).

A C5-MTazok kozé tartozd6 Hhal metiltranszferaz felismer6komplexének
rontgendiffrakcids szerkezetében nem tapasztalhato a DNS meggorbiilése
(Klimasauskas ¢s mtsai., 1994). Garcia ¢és munkatarsai permuticids
gélretardacidval 2°-os gorbitést tudtak kimutatni, a felismerékomplexrdl kesziilt
elektronmikroszkdpos felvételek is csak csekély DNS hajlitast mutattak (Garcia
¢s mtsai., 1996).

Ezzel szemben egy masik C5-MTaz, a 5°-CCGG-3’ szekvenciat felismerd
MspI metilaz drdmai mértékben, mintegy 140°-kal gorbiti meg a felismerdhelyét

tartalmazd DNS-t (Dubey és Bhattacharya, 1997).

A vizsgalt metiltranszferazok néhany jellemzdoje

A Bacillus sphaericus-bol izolalt BspRI metiltranszferaz a 5°-GGCC-3’
szekvenciaban a belsé citozint metilalja. A metilacio eredménye 5-metilcitozin.
A  MTazt koédoldo gén klonozasa Iehetévé tette a  bspRIM  gén
nukleotidsorrendjének meghatarozasat (Szomolanyi és mtsai., 1980; Pdsfai és
mtsai.,1983), az enzim E. coli-ban valo taltermeltetését és homogenitasig
torténo tisztitdsat (Pdosfai és mtsai., 1986). A BspRI MTaz monomer felépitésii
enzim, molekulatotmege 52 kDa (Koncz ¢és mtsai.,, 1978). A BspRI
metiltranszferaz képes a DNS felismeréhelyének specifikus kotésére a masik
szubsztrat (SAM) jelenléte nélkiil (Kovacs, 1991). Az enzim DNS hianydban
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képes dnmagat metilezni egy lassu reakcioban (Szildk és mtsai., 1994). A DNS
onmetilezési reakcidjaban a katalizisben kdzponti szerepet jatszo, konzervativ
ciszteinre (C156) keriil 4t a metilcsoport. A katalitikus cisztein metilalédésaval
az enzim inaktivalodik (Szildk és mtsai., 1994). Footprintes kisérletekben
megfigyelték (Finta és Kiss, 1997), hogy a DNazl, illetve a dimetilszulfat
fokozottan reagilt a felismer6komplexben 1évé DNS bizonyos pontjaival. Ez a
DNS-nek az enzim hatdsara bekovetkezd konformacidvaltozasdra utalt. A
metiltranszferaz a kisarokspecifikus orto-fenantrolin-Cu(Il)-komplex hasitasatol
nem védte a DNS-t. Igy valdszinii, hogy a BspRI MTaz specifikus DNS-
kotésében kisarki kapcsolatok nem jatszanak fontos szerepet. A BspRI
metiltranszferazzal azonos szekvenciat ismer fel a Haemophilus aegyptius-bol
izolalt Haelll metiltranszferaz. Ez az enzim is a 5°-GGCC-3’ szekvencia belsd
citozinjat metilalja, a metilaci6 eredménye itt is S5-metilcitozin. A Haelll
metiltranszferaz DNS-sel alkotott felismerkomplexének rontgendiffrakcids
szerkezete ismert (Reinisch és mtsai., 1995).

A Staphylococcus aureus-bdl izolalhatdé Sau961 metiltranszferaz a GGNCC
szekvenciat ismeri fel (N barmely bazis lehet) €s a belsd citozint metilalja
(Szilak és mtsai., 1990). A Sinl metiltranszferaz génjét Karreman és munkatarsa
izolaltak el6szor Salmonella infantis-bol (Karreman és de Waard, 1988). A
metiltranszferaz a GGA/TCC szekvenciaban a belsd citozint metilalja. Az enzim
E. coli-ban torténd taltermeltetését és homogenitasig vald tisztitasat csoportunk
végezte (Kiss és mtsai., 2001). A Hpall metiltranszferaz génjének klonozasat
Haemophilus parainfluenzae-bol és nukleotidszekvencidjanak meghatarozasat
Card ¢és munkatarsai végezték (Card és mtsai., 1990). A metiltranszferaz a

CCGG szekvenciat ismeri fel és a belsd citozint metilalja (Quint és Cedar,

1981).
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“Programozhato” specifitasu Sssl metiltranszferazok eléallitasa

A genom szekvendld programokbol szarmazo informacié megértését nagy
mértékben segithetné, ha képesek lennénk a genomialis DNS-ben egy-egy, a
génregulacioban fontos hely szelektiv metildlasara. Ez a feladat elvben
megvalosithatd lenne Gigynevezett programozhato specifitdsii metiltranszferazok
eldallitasaval. 2001-ben csoportunk egy nemzetkdzi konzorcium tagjaként
elnyerte az EU 5. keretprogramjanak kutatasi tadmogatasat tetszolegesen
modosithatd, "programozhaté"  specifitasi  C5-citozin  metiltranszferaz
eldallitasara. Az elképzelésiink szerint, ha egy C5-MTézt kovalensen
hozzdkapcsolunk egy oligonukleotidhoz (ODN), vagy egy peptid nukleinsavhoz
(PNA), akkor az enzim specifitasat részben az fogja meghatarozni, hogy a PNA,
illetve az ODN affinitasfarok a genom mely szekvenciajahoz fog kotédni
(5.abra). A cél, hogy az ODN-nel, illetve a PNA-val konjugaltatott SssI MTaz
variansok alkalmasak legyenek arra, hogy szOvettenyészetekbe juttatva egy
adott gén promdterét In Vvivo szelektiven metilaljak ¢és ezaltal a gén
transzkripciojat megsziintessék. A kiillonb6zd szekvencidja ODN és PNA karok
a metiltranszferazt igy programozhaté specifitdsuva alakitanak at.

Az elmult évtized egyik jelentds kutatasi teriiletének szdmit olyan uj
kémiai reagensek eldallitdsa, amelyek nagy affinitassal képesek kotddni a
kettosszala DNS-hez. A specifikus DNS-hez valo kotddésre képes anyagok
felfedezése 1) tavlatokat nyithat a génterapias eljardsoknak, 0j lehetdségeket
adhat a molekularis biologusok, biotechnologusok kezébe. Az elmult évek
eredményei azt bizonyitjdk, hogy a legigéretesebb ilyen vegyiiletek a peptid

nukleinsavak (Kosaganov és mtsai., 2000, Nielsen, 2001).
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Tripla hélixet kialakito
szekvencia Y

CG metilacids
felismero6hely

5.abra. A peptid nukleinsav (PNA) illetve az oligodezoxinukleinsav (ODN) és a kettdsszala
DNS specifikus tripla hélix kapcsolata.

Elénylik, hogy nukledzokkal szemben rezisztencidt mutatnak. Szerkezetiik
hasonl6 az oligodezoxinukleotidokéhoz, csak a béazisokat nem foszfodiészter,
hanem peptid-kotés koti 6ssze. A PNA-k mind egyesszali, mind a kett6sszalu
DNS molekuldkkal képesek kolcsonhatast kialkitani. A PNA és a kettdsszala
DNS specifikus tripla hélixet képez, amelyben a PNA és a DNS bazisai kozott a
Watson-Crick féle hidrogén-hid kotések torvényszeriisége €rvényesiil (Ray és
Nordén, 2000).

Az elmult hat év kutatomunkaja bizonyitotta, hogy 1étre lehet hozni olyan
fuzios C5-MTéazokat, amelyek specifitdsat részben a fizios partner hatirozza
meg. Xu ¢s Bestor eldallitottak olyan Zif268-M.Sssl fuzids metiltranszferazt,
amely csak a Zif268 felismerdhely kornyezetében 1évé CG dinukleotidokban
talalhaté citozinokat metildlta (Xu ¢és Bestor, 1997). McNamara ¢és
munkatarsainak két masik C5-MTaz (M.Hpall, M.Hhal) cink-finger motivumot
hordoz6 fehérjével alkotott konjugatumat sikeriilt 1étrehoznia (McNamara és
mtsai., 2002). Mind a Zf-M.Hpall, mind a Zf-M.Hhal faziés metiltranszferaz

megtartotta  metilacios  képességét a  konjugacid utan. A f0zios
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metiltranszferazok kb. 20-szor nagyobb affinitassal kotddtek olyan DNS-hez,
amely mind a cink-finger partner, mind a metilazok felismerdhelyét is
tartalmaztak, mint ahhoz a DNS-hez, amely csak a metildz felismerdhelyét
hordozta. A Zf-M.Hpall konjugatum, a Zf és a Hpall felismeréhelyet is
tartalmazo oligonukleotidot ~11-szer nagyobb aktivitassal metilalta, mint a csak
a Hpall helyet hordozé oligonukleotidot. A Zif268-M.Sssl és a Zf-M.Hpall
konjugatumoknal felmertilt az a probléma, hogy a fzi6s metiltranszferdzok nem
csak a cink-finger partner és a metilaz felismeréhelyét tartalmazé DNS-t
metilaljak, hanem a cink-finger partner felismeréhelyét nem tartalmaz6 DNS-t
is. Ezt a problémat taldn csokkent DNS-ko6td képeséggel rendelkezé6 M.Hpall,
illetve M.SssI mutansok felhasznalasaval lehet megoldani.

Az Sssl metiltranszferazzal kapcsolatos munka kollaborécios jellegii. A
csoportunk feladata olyan SssI MTaz variansok l1étrehozéasa, amelyek alkalmasak
oligodezoxinukleotidokhoz (ODN), illetve peptid nukleinsavakhoz (PNA) valo
kovalens kotésre. Az M.Sssl ODN/PNA-hoz valé kapcsolasat a kollaboracios
partnerek fogjak végezni. Azért esett a valasztasunk a Spiroplasma sp.-bol
izolalhaté SssI metildzra, mert egyrészt ez a legkisebb speciftasi C5-MTaz,
ezaltal a legalkalmasabb arra, hogy a specifitasat ,,programozhatéva” tegyiik,
masrészt felismerdszekvencidja megegyezik a human C5-MTazéval (CG). Az
M.Sssl olyan C5-MTaz, amely egy DNS molekulan beliil a CG szekvenciakat
processziven metilélja (Renbaum és Razin, 1992). Erdekes tulajdonsaga, hogy
Mg?* inok jelenlétében topoizomeraz aktivitast mutat (Matsuo és mtsai., 1994).

A cél: ugy modositani az M.SssI metiltranszferazt, hogy alkalmas legyen a
kovalens kapcsolési reakciokra. Mivel figyelembe kellett venniink azt is, hogy a
variansok konnyen tisztithatoak legyenek, megprobaltunk fuzios valtozatokat is
1étrehozni.

Az ODN és a PNA M.Sssl metiltranszferdzhoz valod kovalens kotésére tobb
moédszer is alkalmasnak latszik. A  bifunkciondlis reagenssel vald

keresztkotéshez az Sssl metiltranszferazt ugy kell modositani, hogy annak C-
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vagy N-terminalis végén egy cisztein legyen. Az SsSI metiltranszferaz
miikodéséhez feltétleniil sziikséges a katalitikus aktiv helyet alkotd cisztein
(C141) mellett még egy cisztein van (C368). Célszeriinek latszott ennek mas
aminosavra valo cserélése.

Az Sssl MTaz-ODN/PNA kovalens komplex eldallitasara a kémiai peptid
ligacidt is alkalmazhatjuk (Dawson €s mtsai., 1994). A modszer feltétele, hogy a
fehérje N-terminalis aminosava cisztein legyen. Az enzimben talalhat6 tovabbi
ciszteinek a kotési reakciot nem befolyasoljak. Ahhoz, hogy az N-terminalis
cisztein kritérium, illetve a konnyen tisztithatosag feltételének eleget tegyiink,
olyan M.Sssl variansokat terveztiink létrehozni, amelyek N-terminalisan egy
fuziés fehérje partnert hordoznak. A partner kivalasztasakor annak a
kovetelménynek kellett megfelelni, hogy a fuzids rész protedzzal vald lehasitasa
N-terminalis ciszteint eredményezzen. Ezért csak olyan fuzidkat tervezhettiink,
amelyek megengedik, hogy a specifikus protedz hasitas a teljes "idegen" részt
eltavolitja. Ennek feltétele, hogy a fiizios partner eltdvolitasara szolgald proteaz
hasitas a proteaz felismeréhely C-terminalis hataran torténjen. Igy kizarélag az
Xa faktor és az entrerokindz felismerShelyeket tartalmazd vektorok johettek

szamitasba, de példaul a trombin felismerdhelyet tartalmazdak nem.
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Anyagok és modszerek

Enzimek és reakciokoriilmények

A Sau96l, Sinl és a BspRI metiltranszferazokat Escherichia coli
taltermeld torzsekbdl az SzBK Biokémiai Intézetében preparaltak. Mindhdrom
enzim tisztasdga legaldbb 95%-os volt, amelyrél SDS-poliakrilamid
gélelektroforézis (Sambrook és mtsai, 1989) utan torténé Comassie Brillant Blue
festéssel gyozodtink meg. A Hhal metiltranszferaz preparatumot S.
Klimasauskas (Institute of Biotechnology FERMENTAS, Vilnius, Litvénia)
bocsajtotta rendelkezésiinkre. A Haelll metiltranszferazt, a Mung Bean nukleazt
a New England Biolabs, a Hpall metiltranszferazt a Fermentas cégtdl
metiltranszferaz egylittes SDS-poliakrilamid gélektroforézise utan becsiiltiik
meg. A munka soran felhasznalt restrikcios endonukleazok, a T4 polinukleotid-
kindz, a DNS-polimeraz 1 Klenow-fragmentje, a T4 DNS-ligaz, a Tag DNS
polimeraz a Fermentas-t6l szarmazott. Az 5'-[a-P]dATP-t és az 5'-[y3? -P]ATP-
t (3000 Ci/mmol) az Izotop Intézet Kft.-t8l vasaroltuk. A linkereket illetve a
PCR reakcidkban haszndlt DNS primereket a New England Biolabs-tol,

valamint az Integrated DNA Technologies cégektdl szereztiik be.
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Baktérium és fag torzsek

A kisérletekben az alabbi baktérium és fag torzseket hasznaltuk:

Torzs Genotipus Referencia
Escherichia coli FendAl hsdR supE44 thil (Raleigh és Wilson,
ER1398 mcrB1 relAl 1986)

Escherichia coli XL-1
Blue MRF' Kan'

A(mcrA)183A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl
SupE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac/F' proAB
lacl9ZAM15 Tn5 (Kan")/

( Stratagene katalogus,
1997)

Escherichia coli
ER1821

F-ginV44 el4 (McrA)
rfbD1? relA1l? endAl spoT1?
thi-1A(mcrC-mrr)114::1S10

(New England Biolabs
katalogus, 2001)

Escherichia coli
K1053=BW313

HfrKL16 PO/45/1ysA(61-62/,
dutl ungl thil relAl

(Kunkel és mtsai, 1987)

f1 R176 fag

(Russel és mtsai., 1986)

ACEG6 fag

(Studier ¢és mtsai., 1990)

A baktériumok tenyésztése altalaban Luria-Bertani taptalajban (LB) tortént

30° vagy 37 °C-on. Az LB taptalajt sziikség esetén 100ug/ml ampicillinnel,

50ug/ml kanamicinnel vagy 12,5 ug/ml tetraciklinnel egészitettik ki. Az

elektroporaciot kovetden a transzformalt sejteket SOB (Sambrook és mtsai.,
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1989) tapfolyadékban regeneraltattuk. A felhasznalt baktériumtorzsek szilard
taptalajon valdé noOvesztéséhez 1,5 % agarral kiegészitett LB lemezeket

hasznaltunk (Sambrook €s mtsai., 1989).

e re s

crcr

Kettészala DNS esetében az Aze=1 abszorpciot 50 pg/ml DNS-koncentracionak
tekintettiik (Sambrook és mtsai.,, 1989). Az egyesszalu oligonukleotidok
esetében a megfeleld extinkcios koefficiens kiszdmitdsa az oligonukleotid

bazisosszeteétele szerint tortént (Fasman, 1975).

Plazmid DNS tisztitas

Plazmid DNS-t rutinszeren 1,5 ml kultarabol alkalikus feltarassal
(Sambrook €s mtsai., 1989) tisztitottunk. Nagyobb mennyiségii plazmidot (100
ml kulturabdl) az alkalikus lizist kovetden diatomafold hasznéalatdval nyertiink a
kovetkezd modon:

100 ml stirGi baktériumkulturabdl a sejteket centrifugéalassal kitilepitettiik
(20 perc, 4000 g). A sejteket 4 ml 50 mM gliikéz, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 10
mM EDTA oldatban szuszpendaltuk és 10 ul 10 mg/ml RN-azt adtunk hozza.
Az 5 perces szobahdmérsékleten  valod inkubaci6  utdn a
baktériumszuszpenzidhoz 6 ml 0,2 M NaOH és 1 % SDS tartalmt oldatot
adtunk, majd az inkubaciot jégen folytattuk tovabb 5 percig.

A lizis utdn 5 ml 5 M K-acetat pH 4,8 oldatot adtunk az elegyhez, majd
tovabbi 15 percig jégen inkubaltuk. A csapadékot centrifugalassal kiiilepitettiik
(30 perc, 30000 g). Annak érdekében, hogy a csapadéktol tokéletesen
megszabaduljunk, a feliiliszot ismételten centrifugaltuk (30 perc, 30000 g).
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Az igy kapott feliiliszéhoz 12 ml 7 M guanidin-HCI, 1 % diatomafold
szuszpenziot adtunk, majd 3 perces erds rdzatast kovetOen a diatomafoldet
centrifugdlassal kitilepitettiik (2 perc, 4000 g). A kiiilepitett diatomafoldet,
amely a plazmid DNS-t mar kototte, haromszor mostuk 10-10 ml 0,2 M NacCl,
20 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 5 mM EDTA és 55 % etanol oldattal, majd kétszer 15
ml 80 %-os etanollal. A masodik etanolos mosas utan a szobahdmérsékleten
megszaritott diatomafoldrdl a plazmid DNS-t 60 °C-os vizzel elualtuk. A DNS-t
fenol-kloroformos (1:1), majd kloroformos kirazassal, végiil etanolos
kicsapassal tisztitottuk tovabb. A kicsapott plazmid DNS-t 10 mM Tris-HCI pH
8,0 ¢s 1 mM EDTA (TE) pufferben oldottuk fel.

Agaroz-gélelektroforézis

A DNS-mintak gélelektroforézise 1,0-1,8 %-os horizontalis agar6z gélben
tortént. Az elektroforézishez 50 mM Tris-HCI, 50 mM boérsav, 1| mM EDTA pH
8,3 (TBE) puffert hasznaltunk. A DNS-t a gélben 0,5 pg/ml etidium-bromiddal
festettiik, és ates0, 254 nm hullamhosszisagi ultraibolya fénnyel tettiik

lathatova.

Poliakrilamid gélelektroforézis

A radioaktivan jelolt PCR termékeket 8 %-os poliakrilamid gélbdl
izolaltuk. A gélben az akrilamid és a bis-akrilamid aranya 29:1 volt. Az
akrilamid gél készitésénél 1xTBE puffert hasznéltunk.

A komplexeket és a szabad DNS-t 6 %-os poliakrilamid gélben torténd
gélelektroforézissel valasztottuk el. A gél 1xTBE puffert, 5 % glicerint és
minden esetben, kivéve a M.Hpall-t, 2 uM S-adenozil-L-homociszteint

tartalmazott. A géleket 4 °C-on, 200 V fesziiltség mellett 3 ordig futtattuk.
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Elektroforézis utan a gélt 10 % ecetsavat és 10 % etanolt tartalmazd oldatban
fixaltuk, majd beszaritottuk.

A fehérje mintdkat rutinszerien 10 %-0S SDS-poliakrilamid gélen
futtattuk, majd Comassie Brillant Blue festékkel tettiik lathatova (Sambrook és
mtsai.1989).

DNS tisztitas agaroz-gélbol

A DNS agar6z gélbdl torténd izolalasat a Clontech cég NucleoTrap, vagy a
QIAGEN cég altal gyartott QIAEX kit-ekkel végeztiik.

DNS tisztitas poliakrilamid-gélbol

A poliakrilamid gélb6l valé DNS-tisztitdas az un. “crush and soak”
(Sambrook ¢és mtsai.,, 1989) modszerrel tortént. Az izoldlni kivant DNS-
fragmentumot tartalmazo géldarabot 16 6ran keresztiil 0,5 M NHjy-acetatot, 10
MM Mg-acetatot, | mM EDTA-t és 0,1 % SDS-t tartalmazo oldatban aztattuk. A
gélbdl kidiffundalt DNS-t etanollal kétszer kicsaptuk, majd TE pufferben
oldottuk.

Plazmid DNS bejuttatasa Escherichia coli sejtekbe

A baktériumok transzformalasat a Lederberg és Cohen altal kidolgozott
CaClz-os modszerrel (Lederberg és Cohen, 1974) végeztiik. A CaClz-dal
kompetenss¢ tett sejteket a plazmid DNS-sel egy Oran keresztiil jégen
inkubaltuk. Ezutan a mintat 2 percig 42 °C-on inkubaltuk. A hdékezelés utan a
sejtekhez 1 ml LB taptalajt adtunk és egy oran keresztiil 37 °C-on razattuk. A
razatast kovetéen 100 pl mennyiséget megfeleld antibiotikumot tartalmazo LB

lemezre szélesztettiink.
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Az elektroporacid sordn az elektrokompetens sejtek készitését és a
1995) egy Invitrogen Electroporator II késziilékben (150Q-os ellenéllas, 50 pF-
os kapacitas, 15000 V/cm térerd, 7,5 ms) végeztiik.

Linkerek beépitése

A linkerek beépitése két kiilonb6zé modszer alapjan tortént, figyelembe
véve azt, hogy a feleslegben beépiilt DNS oligomereket el tudtuk-e restrikcids

emésztéssel tavolitani vagy sem.

Foszforilalt linker beépités

A T4 polinukleotid kinazzal foszforilalt linkereket nagy feleslegben
(~4000:1) az elokészitett linearizalt vektorhoz ligaltuk. A ligalési reakcio 16 °C-
on 16 oran keresztiil tortént. A ligalast kovetden a T4 DNS-ligazt 65 °C-on
inaktivaltuk, majd a DNS-t azzal az endonukledzzal emésztettiik, amelynek a
felismerdhelyét a linker tartalmazta. Annak érdekében, hogy a be nem épiilt,
illetve az emésztés soran eltavolitott linker-fragmentumoktdl megszabaduljunk,
az emésztés utan a plazmid DNS-t agardéz gélbdl izoldltuk. A plazmidot ezt
kovetéen T4 DNS-ligdzzal cirkularizaltuk. Ezzel a modszerrel épitettiik be az

Apal linkert.

Foszforilalatlan linker beépités

A linearizalt plazmidokhoz a T4 DNS-ligaz segitségével foszforilalatlan
linkereket ligaltunk. A ligalas 20 pl-es reakcidelegyben tortént: 500 ng
linearizalt plazmid, ~2,5 pg foszforilalatlan linker, 30 mM NaCl, 30 mM Tris-
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HCIl pH 7,5, 7,4 mM MgCl,, 250 uM ATP, 2 mM ditiotreitol (DTT), 200 uM
EDTA, 1 mM spermidin, 0,1 mg/ml marha-szérumalbumin (BSA), 5 egység T4
DNS-ligdz. Az inkubaciét 16 °C-on 16 oran keresztiil végeztiik. A ligalas utan a
DNS-t fenolos kirdzassal és etanolos kicsapassal tisztitottuk. A modszer nagy
elénye, hogy csak egyetlen linker épiil be. Igy épitettiik be a Pstl linkereket, az
AKI11, AK32 oligonukleotidokat ¢s az AK27-AK28, AK83-AK84, AK87-AKS88
oligoduplexeket.

DNS szubsztratkészités a gélretardacios modszerhez

A permuticidés gélretardacidhoz sziikséges radioaktivan jelolt DNS
fragmentumokat polimeraz lancreakcioval allitottuk eld, templatként a pBend-
GGCC, pBend-GGWCC, pBend-CCGG ¢és a pBend-GCGC plazmidokat
hasznalva. A PCR reakciokban primerként a bendl €s a bend2 vagy némely
esetben az AK29 és az AK30 oligonukleotidokat hasznaltuk. A primerek a
plazmidok polilinker végeihez hibridizdlnak (6.4bra). A reakcidelegy
Osszetétele a kovetkezo wvolt: 50 ng plazmid DNS, 100 pmol primer
oligonukleotidok, 2 mM MqgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1 %
Triton-X100, 250 uM dNTP mix, 6 pmol dezoxiadenozin 5’-[o-32P]trifoszfat és
2,5 egység Tag DNA polimerdz. A polimerdz reakcio 30 ciklusa a kovetkezd
Iépésekbdl allt: denaturacio: 94 °C, 30 mp; primer hibridizacié (annealing): 55
°C, 30 mp; polimerizacio: 72 °C, 30 mp. A DNS-t 1 ml-es Sephadex G-50-el
(Pharmacia) toltott oszlopon gélsziiréssel, majd fenolos kirdzéassal és etanolos
kicsapassal tisztitottuk, majd TE pufferben oldottuk.

A radioaktivan jelolt PCR terméket poliakrilamid gélbdl izolaltuk, majd a
cirkuldrisan permutélt fragmentumsorozat létrehozasa céljabol a megfeleld
restrikcios endonukledzzal emésztettiik (6.abra).

A metilalt fragmentumokat a poliakrilamid gélbdl izolalt PCR termék in

vitro metilalasaval, majd a megfeleld restrikcios endonukledzokkal torténd
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emésztéssel nyertiik. Az in vitro metilalast BspRI metiltranszferazzal végeztiik
37°C-on 30 pecig. A metilacidés reakcid koriilményei: 100 pmol BspRI
metiltranszferaz, 50 mM Tris-HClI pH 8,0; 10 mM EDTA; 7 mM f-
merkaptoetanol, 5 uM SAM. Annak érdekében, hogy a fragmentumok
metilaltsaga teljes legyen, a reakciot kétszer megismételtiik. A fragmentumok
metilaltsagat BSpRI endonukledzzal val6 emésztéssel ellendriztilk. A metilalt
radioaktiv DNS-t fenol-kloroformos (1:1), kloroformos kirdzassal, majd

etanolos kicsapdssal tisztitottuk, majd TE pufferben oldottuk.

A permutacios gélretardacio reakciokoriilményei

A gélretardacios  kisérletekben a radioaktiv, permutalt DNS-
fragmentumok és a metiltranszferazok kotési reakciokoriilményei az aldbbiak
voltak. A kotési reakciokba radioaktivan jelolt (3000 cpm) DNS fragmentumot

mértiink be. A reakcidelegy tovabbi komponensei a kovetkezok voltak:

M.BspRI reakcié: 0.4 puM M.BspRI, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 uM S-
adenosil-L-homocisztein (AdoHcy), 40 pg/ml polydl-dC, 10 mM EDTA, 7 mM

2-merkaptoetanol.
M.Haelll reakcio: 0.4 uM M.Haelll, 50 mM Tris-HCI pH 8.5, 2 uM AdoHcy,

100 pg/ml polydl-dC, 50 mM NaCl, 10 mM ditiotreitol.
M.Hhal reakci6o: 0.5 uM M.Hhal, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 2 uM AdoHcy,

100 pg/ml polydl-dC, 10 mM EDTA, 5 mM 2-merkaptoetanol.
M.SinI reakcio: 2 uM M.Sinl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 uM AdoHcy, 50

ug/ml polydl-dC, 10 mM EDTA, 7 mM 2-mercaptoethanol.
M.Sau96lI reakcio: 0.3 uM M.Sau96l, 50 mM Tris-HCI pH 8.5, 2 uM AdoHcy,

100 pg/ml polydl-dC, 50 mM NaCl, 10 mM ditiotreitol.
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M.Hpall reakcié: 0.25 uM M.Hpall, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 uM

sinefungin, 50 ug/ml polydl-dC, 1 mM ditiotreitol, 20 mM NacCl.

A kotési reakciok 5 vagy 10 ul térfogatti reakciodelegyben, 22 °C-on
torténtek az M.BspRI, M.Haelll, M.Hhal és az M.Sau961 enzim esetében 5
percig. A Sinl metilaz kotését 32 °C-on 5 percig, a Hpall metilaz kotési
reakcidjat pedig 37 °C-on 15 percig csinaltuk. A gélretardécios kisérletekben az
aspecifikus DNS-fehérje komplexek kialakulasat a reakcidelegybe adott
szintetikus poli(d1.dC) polinukleotiddal eldztiik meg.

DNS szubsztratkészités "phasing' analizishez

A DNS gorbités iranyanak meghatarozasa céljabol négy plazmidot hoztunk
létre (pBSufl, pBSufll, pBSufl2, pBSufl3), amelyek az egyedi GGCC
felismerdhelytdl kiilonbozd tavolsagra egy ismert irdnyu és mértékii gorbiiletet
hordozé DNS szakaszt tartalmaztak. A pBend28 plazmidot Boros Imre (MTA
SzBK Biokémiai Intézet) bocsijtotta rendelkezésiinkre. Ez a plazmid egy
EcoRI-Sall fragmentumon (7.dbra) a pBend2 plazmid (Kim és mtsai., 1989)
polilinkerének felét és egy poli-A/T szakaszt hordozott. Ezt a DNS
fragmentumot iiltettiik at pBluescript SKII(+) fagmidba, létrehozva a pBSufl
plazmidot. A pBSufll plazmidot a pBSufl plazmid Acc651 endonukleazzal
torténd emeésztése, majd a végek Klenow polimerazzal vald feltoltésével és
ujraligdlasaval kaptuk. A pBSufl2 plazmidot, a pBSufll plazmid BamHI
hasitasa, majd Klenow polimerdzzal val6 feltdltése utani Gjraligalasaval hoztuk
létre. Végiil a pBSufl3 hasonld modszerrel, a pPBSufl2 plazmidbdl késziilt tgy,
hogy a plazmidot Xbal helyen hasitottuk.
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EcoRI
GAATTCACGCGTAGATCTGCTAGCATCGATCCATGGACTAGTCTCGAGTTTAAAGATATCCAGCT 65

(+4) (+4)  (+4)
Acc6bI BamHI Xbal
GCCCGGGAE™STTCGCGAAATATT GGTACCCCATGGAATCGAGGGATCCTCTAGAGTCGATGCC 130

GCCCTCEGGAAGCGCT AK12
m5

Sall
CGTTTTTGCCCGTTTTTGCCCGTTTTTGTCGAC

) GTAAAACGACGGCCAGT M13/pUC primer

7.abra. A phasing analizishez hasznalt DNS fragmentumok ¢és a primerként felhasznalt
oligonukleotidok szekvencidja. A két DNS gorbiilet kozotti tavolsagot az Acc65l (+ 4bp), a
BamHI (+8 bp) és az Xbal (+12 bp) helyek feltoltésével valtoztattuk. (pBSufll, pBSufl2,
pBSufl3 plazmidok készitése). A nyil a poli-A/T szakasz gorbiiletének kdzéppontjat jelzi.
Fekete hattérrel a Haelll metiltranszferaz felismeréhelyét abrazoltuk.

A plazmidokat E. coli XL1-Blue MRF’ Kan" baktériumba transzformaltuk,
majd az egyesszali plazmid DNS-eket a kovetkez6 modon tisztitottuk: A
tenyészetet 37 °C-on OD: 0,2-0,3 siiriségig novesztettiik, majd f1 R176 faggal
30-szoros multiplicitds mellett megfertdztiik. A fertdzés utan tovabbi 5 6ran
keresztiill er6s razatas mellett noOvesztettik a kultarakat. A sejteket
centrifugalassal iilepitettiik, majd a feliiluszé 23 ml-éhez 4,6 ml 20% PEG, 2,5M
NaCl oldatot adtunk. A kicsapodott, egyesszalu fagmid DNS-t tartalmazo
fagrészecskéket lecentrifugaltuk (8000 rpm, 30 perc, 4 °C), majd a csapadékot
400 pl TE pufferben feloldottuk. A DNS-t fenol-kloroformos (1:1), kloroformos
kirazassal, majd etanolos kicsapassal tisztitottuk. A metilalt citozint tartalmazo
AK12 oligonukleotidot T4 polinukleotid kin4zzal, adenozin-5’-[y-*?P]trifoszfat
felhasznalasaval 37°C-on 10 perces reakcidban végjeloltik. Az egyesszalu
fagmid DNS-hez, mint templathoz, hibridizaltattuk az AK12 és a M13/pUC
—20-as primereket 20-20 pmol mennyiségben. A hibridizaciohoz az elegyet

eldszor 95°-on 5 percig melegitettiik, majd lassan szobahdmérsékletlire hiitottiik.
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A komplementer szal szintézise a kdvetkezd reakcioelegyben tortént: hibridizalt
templat/primer DNS, 40 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl;, 1
mM DTT, 0.1 mg/ml marha-szérum-albumin (BSA), 0.5 mM dNTP mix, 1 mM
ATP, 5 egység T4 DNA polimeraz és 5 egység T4 DNA ligdz. A 2,5 6rés
szintézis utan az elegyet 1 ml-es Sephadex G-50-¢l (Pharmacia) t61tott oszlopon
gelsziiréssel, majd fenolos kirdzassal €s etanolos kicsapassal tisztitottuk. A
kicsapott DNS-t TE pufferben oldottuk. Az igy kapott DNS EcoRI+Sall
emésztésével nyertiik a phasing analizishez hasznalt fragmentumokat. A kotési
reakciok ¢€és a gélretardacid korilményei a permutdcios gélretardaciod
koriilményeivel azonosak voltak.

A poliakrilamid gélekben a radioaktiv mintakat autoradiografiaval vagy
Phosphor Image Analyzer-rel (Molecular Dynamics 445S]) tettiik lathatova. Az
autoradiografia soran a beszaritott gélre filmet (Forte, X-ray) raktunk, és
rendszerint erdsitéfoliat alkalmazva 12 oran at exponaltuk. A Phosphor Image

Analyzer-rel digitalizalt képeket az ImageQuant nevii programmal értékeltiik.

PCR reakciok és a T/A klonozas

A PCR reakciokat rutinszerlien 50 pl végtérfogatban a kovetkezd
koriilmények kozott végeztiik: 50-100 ng pCAL7 plazmid DNS templat, primer
oligonukleotidok 10-10 pmol, 250 uM dNTP mix, 1,5-2 mM MgCl,, 50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0,1 % Triton-X100, 2,5 egység Taq DNS
polimeraz. A reakciok ciklusai a kovetkezok voltak: 94 °C 5 perc, 25 cikluson
keresztiil 94 °C 30-40 mp, hibridizaciéo a primer oligonukleotidok hosszanak
megfeleléen 30-40 mp, a hibridizacios homérsékletet az alacsonyabb
olvadaspontu (Tm) primer oligonukleotid Tm értékénél 5 °C-al alacsonyabb
homérsékleten végeztik, a szintézis 72 °C-on 30-40 madasodpercig folyt. Az

utopolimerizacio 5 percig 72 °C-on tortént. A termékeket a fragmentizolalo
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kitek segitségével agardéz gélbdl tisztitottuk, majd 0,1-0,3 ug pTZ57R/T
(Fermentas Inst/A Clone™ PCR Product Cloning Kit) plazmidhoz 16 °C-on 16
oran keresztiil ligaltuk. Mivel a Tag DNS polimerdaz nem rendelkezik 3’=>5’
exonukleaz aktivitassal, viszont dezoxinukleotidil-transzferaz (TdT) aktivitassal
igen, a PCR reakcioban keletkezett termékek 3' végei egy extra adenin bazist
fognak hordozni. Ezeknek a fragmentumoknak a klonozasidt megkonnyiti a

pTZ57R/T plazmid 3' végein 1évo talnyuld dideoxi-timidin (ddT) nukleotid.

Helyspecifikus mutagenezis

A helyspecifikus mutacidkat a Kunkel és munkatarsai altal kidolgozott
modszerrel hoztuk létre (Kunkel és mtsai, 1987). Az E.coli K1053 (=BW313)
sejtek olyan mutans baktérium sejtek, amelyek két enzim, az uracil-N-gliikkozilaz
¢és a d-uracil-trifoszfataz enzimekben mutansak (ung -, dut 7). A d-uracil-
trifoszfatdz enzim hidnya azt eredményezi, hogy a sejtben a DNS szintézisekor
timin bazis helyett uracil épiilhet be. Az uracil-N-gliikozilaz hianya (ung - )
pedig képtelenné teszi a sejtet arra, hogy a szintézis soran a DNS-be mar beépiilt
uracilt eltavolitsa. fgy ha a tapfolyadékot uracillal egészitjilk ki, akkor a
szintézis soran a DNS-be timin helyett uracil épiil be. A helyspecifikus muticiot
hordozé primer oligonukleotidot az egyesszali, uracilt tartalmazd6 DNS
templathoz hibridizaltatjuk, majd in vitro megszintetizaljuk a masodik szalat. Ha
az in vitro szintetizalt DNS-t ung® tipusu sejtekbe juttatjuk be, csak a mutaciot
hordoz6 szal fog replikalddni, a templatként hasznalt uracilos szal az uracil-N-
gliikozildz mitkodése kovetkeztében eliminéalodik.

A pBluescript SKII(+) alapti fagmid DNS-sel transzformalt E. coli K1053
sejteket 50 ml LB taptalajban 100 pg/ml ampicillinnel és 0,25 pg/ml uracillal
kiegészitve 37 °C-on OD=0,2-0,3 denzitasig tenyésztettiikk, majd 30-50-szeres
multiplicitdas mellett f1 R176 faggal fertoztilk. Az fl R176 fag a segédfag
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szerepét toOltotte be, annak érdekében, hogy az egyesszali fagmid DNS
képzédjon és ez a szintetizdlodo fagfehérjékkel egyiitt fagrészecskéket
képezzen. Tovabbi 5 oOras razatds utan a sejteket centrifugaldssal iilepitettiik
(8000 rpm, 15 perc, 4 °C).

Az uracilt tartalmazo egyesszali fagmid DNS-eket a mar emlitett PEG-es
moddszerrel tisztitottuk, majd fenol-kloroformos kirdzds wutan alkohollal
kicsaptuk. A komplementer DNS szal in vitro szintézisét a kovetkezéképpen
végeztik: a T4 polinukleotid kindzzal foszforilalt, mutaciét hordozd
oligonukleotidot (20 pmol) és a 0,5-1 pg uracilt tartalmazd egyesszali fagmid
DNS-t 90-95 °C-on 5 percig inkubaltuk, majd az elegyet lassan
szobahOmérsékletre hiitottiik. A mdasodik szdl szintézisét 4 °C-on kezdtiik 5
percig, majd a tovabbi szintézis 37 °C-on tortént 2,5 O6rdn keresztil. A
reakcidelegy a kovetkezOket tartalmazta: uracilos egyesszalu DNS templat/
primer, 50 mM NaCl, 500 uM dNTP mix, 1 mM ATP, 40 mM Tris-HCI pH 5,
10 mM MgClz, 1 mM DTT, 0,1 mg/ml marhaszérumalbumin, 5 egység T4 DNS
polimeraz és 5 egység T4 DNS ligaz. A szintézis utan a DNS-t E.coli XLBlue
MRF' Kan" ( ung”® dut*) sejtekbe transzformaltuk, majd ampicillinre rezisztens

klonokat szelektaltunk.

A fazios SssI metiltranszferazok tultermelése

A pFLAG-MAC plazmid alapi fuzidos metiltranszferdz varidnsok
taltermeltetéséhez a sejteket OD=0,5-0,6 denzitdsig novesztettik LB
tapfolyadékban, majd a MTaz termelést 0,5-1 mM IPTG-vel indukaltuk. A
tenyésztést a tovabbiakban 30 °C-on folytattuk 4 6ran keresztiil.

A pBAD24 vektor alapi M.Sssl varidnsok tultermelését a kovetkezd
modon oldottuk meg: A metilaz variansokat termeld E.coli ER1821 sejteket 200
ml LB-ben 37 °C-on OD 0,5-0,6-ig novesztettilk, majd a tapfolyadékba az

araBAD promoter indukélasa érdekében 0,5-1 % arabinozt tettiink. A sejteket
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tovabbi 4 oran keresztil 30°C-on rédzattuk. A rézatas utan a sejteket

centrifugalassal tlepitettiik (8000 rpm, 4 °C, 20 perc).

Sejtextraktum készitése

A tenyésztést altaldban LB taptalajban végeztilk, majd az indukcios
periddus utdn a sejteket centrifugalassal iilepitettiik. A lecentrifugalt sejteket 20
mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM 2-merkaptoetanol, 1 mM EDTA oldatban
szuszpendaltuk, majd ultrahagos kezeléssel feltartuk. A sejttormeléket

centrifugalassal eltavolitottuk (18000 rpm, 4 °C, 30 perc).

Az Sssl-6xHis metiltranszferaz tisztitasa heparin-agaroz
oszlopkromatografiaval

Az ER1821 (pBH-MSssl) sejteket a centrifugalast kovetéen 10 ml feltaro
pufferben vettiik fel (20 mM Tris HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10
MM B-merkaptoetanol), majd ultrahangos kezelésnek tettiik ki (10 x 30
masodperc). A sejttormeléket centrifugaléassal tavolitottuk el (4°C, 18000 rpm,
30 perc). A feliluszot egy 30 ml-es heparin-agar6z oszlopon folyattuk at,
amelyet el6zoleg az oszlop-pufferrel (20 mM Tris HCI pH 7.5, 50 mM NacCl,
5% glicerin) ekvilibraltunk. Az oszlopot a tovdbbiakban 5 térfogatnyi oszlop-
pufferrel mostuk, majd a felkotodott M.Sss-6xHis enzimet 50 mM-1 M NacCl
gradienssel (oszlop-pufferben) elualtuk.

A fazios metiltranszferazok tisztitasa

A f0z16s metiltranszferazok tisztitdsat a fiizids partner tisztitasara javasolt

affinitasoszlopok  protokolljai  szerint  végeztik. @~ A  FLAG-MSss
enzimvariansokat ANTI-FLAG M2 affinitdsoszlopon tisztitottuk, a MTazt az
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oszloprol FLAG oktapeptiddel elualtuk. A 6xHis affinitdsfarokkal rendelkezd
variansokat Ni-agardz affinitasoszlopon tisztitottuk. A MTazokat az oszloprél

250 mM-1M imidazol gradiens oldattal elualtuk.

Metiltranszferaz aktivitas mérése

Az aktivitasmérést a kovetkezo reakcioelegyben (30 ul) végeztiik: 50 mM
Tris-HCI pH 8,5, 50 mM NaCl, 10 mM ditiotreitol, 1 ug A DNS, 5 uM [metil-
3H] S-adenozil-L-metionin (111 GBg/mmol) és 2 ul nyers sejtkivonat, vagy
tisztitott enzim. 20 perc 37 °C-on torténd inkubacid utan az enzimet 4 pl 10 %-
0s SDS-sel inaktivaltuk, majd a reakcidelegyet DE81 papirkorongra pipettaztuk.
A korongokat haromszor 50 mM Na,HPOs-el, majd kétszer 95 %-0s etanollal
mostuk, majd megszaritottuk. A beépiilt 3H aktivitast folyadékszcintillacids

készulékkel mértuk.

Az eredmények értékelésénél felhasznalt matematikai osszefiiggések

A DNS-gorbités mértekét a Ferrari és mtsai. (Ferrari és mtsai., 1992) altal
kidolgozott médszerrel hatdroztuk meg. E szerint, ha az egyes komplexek relativ
fliggvényében abrazoljuk, a kapott pontokra parabolat illeszthetiink. A parabola
egyenletébdl (y=ax?+bx+c), a kovetkezd oOsszefliggés alapjan meg tudjuk
hatarozni a DNS-gorbités szogét: a vagy -b=2c(l+cos6). Az a, b és ¢
paraméterek a masodfoku egyenlet egyiitthatoi és 6=180°-a, ahol a a gorbités

szoge.
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A dolgozatban emlitett oligonukleotidok

1.tablazat
név szekvencia (5'—>3") felhasznalas

bendl GAATTCACGCGTAG pBend-plazmidok
bend2 AAGCTTGGATCCC pBend-plazmidok
AK29 GAATTCACGCGTAGATCTG pBend-plazmidok
AK30 AAGCTTGGATCCCTCGATT pBend-plazmidok

Apal linker GGGGCCCC pBend-GGCC készitése

Pstl linker GCTGCAGC pBend-GGCC készitése
AK12 TCGCGAAGG™PCCTCCCG phasing analizis

M13/puC GTAAAACGACGGCCAGT phasing analizis
AK27 CTAGCAGGACCTG pBend-GGWCC készitése
AK28 CTAGCAGGTCCTG pBend-GGWCC készitése
AK11 CTAGCAGCGCTG pBend-GCGC készitése
AK32 CTAGCACCGGTG pBend-CCGG készitése
AKG68 TATTGACAAGTATTAACATCCAATTTTATCTAT pBS-CAL72 készitése
AK62 GATATTGAATTTCCAGCAACAAATATTTTTTGA pBS-CALTI készitése
AK70 GATCCACGTGCATGAGCAAAGTAGAAAATAAAAC PTZ-Sssl keszitése
AK71 GGCCAGATCTTTAACCTCCAATTTTATCTAT PTZ-Sssl keszitése
AKS80 AACATATTCATTTCCTAGTCAAGACTTATCTCA pBS-Sss13 keszitése
AKS83 GTACCGTCGACATGGACTACAAGGACGACGATGACAA | PTZ-Sss3 készitese
AK84 TTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCATGTCGACG PTZ-Sss3 készitése
AK86 ATCTTTTATTGACAAGTGTTAACCTCCAATTTT pBS-CALTS5 késztése
AKB87 CTCATCACCATCACCATCACTGCTAACTGCA pBS-CALT76 késztése
AKB88 GTTAGCAGTGATGGTCATGGTGATGAG pBS-CAL76 késztése
AK91 GGGATCCCATATGTGCAAAGTAGAAAATAAAACAAAAA | PTZ-SssT készitese
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Eredmények

A C5-citozin metiltranszferazok altal kivaltott DNS gorbiilet

A BspRI metiltranszferaz footprint analizise (Finta és mtsai. 1997)
kapcsdn az a hipotézis meriilt fel, hogy az enzim a metilacios folyamat soran a
DNS-ben torzulast hoz létre. Ezért megvizsgaltuk, hogy az enzim a specifikus
komplex kialakitasakor okoz-e gorbiiletet a DNS-ben. Létrehoztunk egy
plazmidot, amelynek a polilinker része alkalmas permutacios gélretardacidhoz
szilkkséges fragmentumok eldallitasara. KésObb mas specifitasi C5-citozin
metilazokat is bevontunk a vizsgalatokba, amelyek tovabbi plazmidok

elkészitését igényelték.

A permutalt szerkezetii fragmentumok eldallitasa

A munka soran létrehozott plazmidkonstrukciok a pBend2 plazmid (Kim
¢s mtsai., 1989) valtozatai (6.abra). A pBend2 plazmid EcoRI-Hindlll helyek
altal hatéarolt polilinker részét, amely restrikcids endonukledzok tandem
1smétlédd felismerdhelyeit hordozza, iiltettiik at pUCI18 vektorba (Norrander és
mtsai., 1983). Az igy létrejové pBend6 plazmidot a tovabbiakban ugy
modositottuk, hogy az altalunk vizsgalni kivant metiltranszferaz felismeréhelyét
a két polilinker fél kozott elhelyezkedd Xbal helybe épitettilk. Azoknal a
konstrukcidknal, amelyek polilinker részei mar eredetileg is tartalmaztak a
metiltranszferaz  felismerdhelyét ugy modositottuk, hogy az eredeti
felismerdhelyeket linkerek beépitésével megsziintettiik. A munka soran
1étrehozott plazmidok polilinker szekvenciait az 6.abran tiintettiik fel. A pBend6
plazmid polilinker részében taldlhato két Stul helyben 1évé BspRI
felismerdhelyet Pstl linkerek beépitésével sziintettik meg. A késdbbi
szekvenciameghatarozads mutatta csak meg, hogy az egyik linker beépiilése

folyaman 2 bazispar eliminalodott. Ezt a delécidt a kisérletek eredményeinek
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értekelésénél figyelembe vettiik. Annak érdekében, hogy egyedi BspRI
felismerdhelyet hozzunk 1étre a polilinker részben, a Klenow enzimmel feltoltott
Xbal helyre egy Apal linkert épitettiink (pBend-GGCC). Az Apal linker
szekvenciagja (GGGGCCCC) miatt a pBend-GGCC plazmid GGSCC helyet
tartalmaz6 (S = C vagy G) fragmentumsorozat eldallitdsara is alkalmas volt.

A pBend-GGWCC plazmidot a pBend6 Xbal helyére torténd, az AK27 és
AK28 részlegesen komplementer kettdsszalti oligonukleotidok beépitésével
hoztuk Iétre. A ligalast az AK27/AK28 oligonukleotid egyesszalu Xbal talnyalo
vegei segitették.

A pBend-GCGC plazmidot a pBend6 plazmidbdl hoztuk létre ugy, hogy
az Xbal helyre beépitettik az Onmagaval részlegesen komplementer AKI1
oligonukleotidot.

A pBend-CCGG plazmid készitéséhez a polilinkerben 1évé két Smal
helybe (CCCGGG) egy-egy Pstl linkert épitettiink be. Ezt kovetéen az Xbal
helybe egy onmagaval részlegesen komplementer oligonukleotidbol (AK32)
létrehozott duplexet ligaltunk.

A plazmidkonstrukciok  polilinker  részé&t DNS  szekvencia-
meghatarozassal ellendriztiik.

A kisérletekhez sziikséges permutdlt fragmentumokat polimeraz
lancreakcioval, a pBend plazmidokat templatként hasznalva, majd a PCR termék
restrikcids endonukledzas hasitasaval allitottuk el6 (Iasd anyagok és modszerek)

(6.abra).

Gélelektroforetikus  mobilitas  vizsgalata  cirkularisan  permutalt

fragmentumokkal

A BspRI metiltranszferdz a felismerdhelyét tartalmazd kettdsszala,
modifikalatlan DNS-sel specifikus komplexet alkotott. A kialakult komplexek

specifikussaganak bizonyitéka, hogy a metiltranszferaz csak a felismerdhelyét
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tartalmazé fragmentumokkal képzett komplexet, a felismeréhelyét nem hordozo
fragmentumokkal nem. A gélretardacids kisérletekben a BSpRI metiltranszferaz-
DNS komplex kialakuldsat a homocisztein nagy mértékben eldsegitette. A
homocisztein a metilacios reakcid végterméke és egyben az enzimatikus reakciod
altalanosan hasznalt kompetitora. A homocisztein az M.BsSpRI-DNS komplex
stabilitasat is nagy mértékben megnovelte. Ha a g¢él nem tartalmazott
homociszteint, akkor a komplex az elektroforézis sordn nagy mértékben
disszocialt, a képe igy az autoradiogramon diffuzza valt.

Metilalatlan DNS-fragmentumokat hasznalva, a BSpRI metiltranszferaz-
DNS komplexek mobilitasabél DNS gorbitésre kdvetkeztethettiink (8.dbra). Az
autoradiogrammon megfigyelhetd, hogy a komplexek mobilitasait a
fragmentumban elhelyezkedd BSpRI felismerdhely pozicidja hatarozza meg.
Ahogy a felismer6hely a fragmentum kozepe fele tolodik el, a komplex
mobilitdsa ugy csokken. A DNS hajlitds mértékét a Ferrari és munkatdrsai
(Ferrari és mtsai., 1992) altal k6zolt modszerrel szamitottuk ki (anyagok és
moddszerek). Ezzel az egyenlettel szamolva 46-50°-0s gorbitési szoget kaptunk
(2.tablazat). Mivel a Haelll és a BspRI metiltranszferaz azonos specificitassal
rendelkezik, €és primer szerkezetilk nagy hasonlosdgot mutat, feltételezhetd,
hogy a DNS felismerésiik is hasonld6 moddon torténik. Ezért a Haelll
metiltranszferaz rontgendiffrakcios modelljének tiikrében, ahol a DNS nincs
meggorbiilve, ez az eredmény igen meglepd volt. Az ellentmondast tisztdzando,
a Haelll metiltranszferadzzal is permutacios gélretardacios kisérletet végeztiink.
A Kkisérletek eredményei 40-43°-os DNS gorbitésre engedtek kovetkeztetni
(8.abra).

A meglepd eredmények miatt tovabbi bizonyitékokat szerettiink volna
szerezni annak igazoldsara, hogy a két enzim a DNS felismerése soran DNS
gorbitést indukal. Ennek érdekében a két metiltranszferazt “phasing” analizisnek
vetettilk ala. A kisérletekhez olyan radioaktivan jelolt DNS fragmentumokat
hoztunk 1étre, amelyekben a GGCC felismerdhely kiilonbozd tavolsagra volt egy
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ismert mértékii és iranya DNS gorbiiletet 1étrehozo poli-A/T szakasztol. igy a
DNS helikalis szerkezete miatt valtozott a két gorbiilet egymashoz viszonyitott
iranya is. A kisérletek tervezésénél figyelembe kellett venniink azt a tényt, hogy
a metiltranszferazok a kettdsszalua metiladlatlan DNS-hez kétféle orientdcidban
képesek kotddni. Az igy kialakult két fehérje-DNS komplex a gorbités
iranyanak meghatarozasa szempontjabol nem ekvivalens egymassal. Annak
érdekében, hogy csak egyfajta orientacid johessen létre, a phasing analizishez
hemimetilalt GGCC felismerdhelyet tartalmaz6 DNS fragmentumokat
készitettiink (anyagok ¢és modszerek). A legkisebb relativ mobilitassal az a
komplex rendelkezett, amelyben a két gorbiilet kbzéppontja kozti tavolsag 73
bazispar volt, amely B-DNS-re vonatkoztatva kb 7 helikalis fordulatnak felel
meg. A legnagyobb relativ mobilitdsi komplexnek az bizonyult, ahol a
fragmentumban a két gorbiilet tdvolsaga 69 bp volt, amely kb 6,5 helikalis
fordulatot jelent. Tudtuk, hogy a poli-A/T szakasz a DNS kisarka felé¢ gorbiti a
DNS-t. Mivel a legkisebb relativ mobilitassal az a komplex rendelkezett,
amelyben a két gorbiilet kozott 1€vo tavolsag kozel 7 helikdlis fordulatnyi és a
legnagyobb relativ mobilitassal az, ahol a tavolsag 6,5 helikalis fordulatnyi, arra
kovetkeztettiink, hogy az elébbi komplexben a két DNS gorbiilet azonos, mig az
utobbi komplexben a két gorbiilet ellentétes iranyban helyezkedett el. Ez azt
jelentette, hogy mind a BspRI, mind a Haelll metiltranszferaz a DNS kisarka
felé gorbitette meg a DNS-t (9.dbra).

Az eredményeink ¢és a Haelll metiltranszferdz rontgendiffrakcios
modellje kozotti ellentmondéas egy lehetséges magyarazata az lehet, hogy a
permutacios gélretardacios kisérletekben a MTéaz-DNS komplexet a metilacids
folyamat kezdeti 1épéseiben vizsgaljuk, mig a kristalyszerkezeti modell a
metilcsoport atvitele utani allapotrdl késziilt. Lehetséges, hogy a metilacios
folyamat kezdetén az enzim a DNS-ben gorbiiletet indukal, melynek szerepe
lehet a felismerésben és baziskifordulasban (base flipping), majd a folyamat

végén a DNS visszanyeri az eredeti torzulatlan formajat. Annak érdekében, hogy
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ezt az elképzelést megvizsgaljuk, a Haelll MTéazzal mindkét szdlon metilalt
DNS fragmentumokkal permutacios gélretardaciot végeztiink (anyagok és

modszerek). Ezek a kisérletek 32-33°-0s DNS gorbitést mutattak ki (8.dbra).

a
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9.dbra. a: A Haelll metiltranszferaz-DNS komplex phasing analizise (K-komplex, Sz-
szabad DNS fragmentum) autoradiogramm. b: Az egyes komplexek relativ mobilitasa a DNS
fragmentumban 1évo két gorbiilet kozti tavolsag fliggvényében. Az adatok azt mutatjdk, hogy
az egyes komplexekben a két gorbiilet kozott 1évo tavolsag hanyszoros helikalis fordulatnak

felel meg.
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A Haelll MT4z-DNS komplex kristalyszerkezeti modelljének latszolag
ellentmond6 megfigyeléseink miatt felmeriilt benniink a gyanu, hogy
eredményeink taldn valamiféle kisérleti miitermékek, amelyek a vizsgélati
mobdszer hibdjara vezethetdek vissza. Ezért bevontuk a vizsgélatainkba a jol
jellemzett Hhal MTazt is. Az irodalombdl ismertiik, hogy ez a MTaz
permutacids kisérletekben nem, mig elektromikroszkopos vizsgalatok sordn is
csak csekély mértékl (11-13°) DNS gorbitést mutatott (Garcia és mtsai., 1996).
A pBend-GCGC plazmid felhasznalasaval elkészitett permutalt fragmentumok
segitségével a Hhal MTazzal gélretardaciot végeztink. A gélretardacio
eredményei 0sszhangban alltak a fent emlitett szerzdk adataival. Kisérleteinkben
Hhal MTaz igen csekély mértékben, 10-15°-ben gorbitette meg a DNS-t
(8.abra). Ezek az adatok azt jelezték, hogy a Haelll és a BspRI
metiltranszferazokkal kapott eredményeink megbizhatdak.

Kutatasainkat tovabbi harom C5-MTazra is kiterjesztettiik. Valasztasunk
azért esett a Sinl és a Sau961 (felismerdszekvenciagja GGWCC, a metilalt citozin
alahuzva, illetve GGNCC) MTazokra, mert a felismerészekvenciajuk hasonlo a
BspRI és a Haelll metiltazokéhoz. A Hpall MTaz (CCGG) vizsgalatat azért
tartottuk fontosnak, mert a felismerdszekvencidgja megegyezik az Mspl
metilazéval, melyrél ismert volt, hogy igen nagy mértékli DNS-gorbiiletet
(140°) indukal (Dubey és mtsai.,, 1997). Eddigi eredményeink alapjan azt
feltételeztiik, hogy a DNS gorbités mértéke attol fligg, hogy milyen bazis koveti
a metilalando citozint. Ezért érdekesnek tiint a Hpall MTaz bevonasa ebbe a
munkaba, mert a M.Hpall az M.Mspl-tdl eltérden a belsd citozint metilalja, igy
a metilalt citozin utan (3' iranyban) mas bazis van. A Sinl MTaz vizsgalatara a
pBend-GGWCC, mig a Hpall MTaz vizsgalataira a pBend-CCGG plazmidot
hoztuk Iétre. A Sau96l metilaz kétféle szekvenciat is képes felismerni:
GGA/+CC, illetve a GG®/cCC-t. A GGA/1CC felismerdszekvenciat tartalmazo
permutalt fragmentumokat a pBend-GGWCC plazmid, mig a GG®/cCC
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felismerdszekvencidt hordoz6d fragmentumokat

segitségével készitettiik el (6.abra).

a pBend-GGCC plazmid

Mindharom MTaz esetében ki tudtunk mutatni a DNS g6rbitést (10.dbra).

Az M.Hpall esetében 30°-0s, az M.Sinl-esetében 34-37°-0s gorbitést mértiink.

A Sau96l MTaz mind az A/T, mind a G/C kozepili felismerdhelyet tartalmazé

DNS fragmentumot képes volt 52-57°-0s szogben meggorbiteni. Taldn a

legérdekesebb eredmény a Hpall (30°) és az Mspl (140°) metilaz kozotti

kiilonbség (2.tabldzat).

MT-az | felismeré- A felismeréhelyben torténd DNS OH Hivatkozas
hely szerkezeti valtozas gorbités footprint
eltolodasa
Hhal GCGC baziskifordulas 2,13° 5’ Ga}:clggjalsggg;kg;’alri?r;ka
Sssl CG ? ? 5’ Renbaum, 1995
Hpall CCGG ? 30° ? ez a munka
Haelll GGCC baziskifordulas és atrendezddés 40-43° ? Remis?hrlﬁg& eza
BspRI GGCC ? 46-50 ° 3 Finta, 1997; ez a munka
Sinl GGA/xCC ? 34-37° ? ez a munka
Sau96l | GG*/rCC ? 52-57° ? ez a munka
Sau96l | GGC/.CC ? 53-57° ? ez a munka
Mspl CCGG ? 130-140° 3 Dubey, 1997

2.tablazat. Az eddig vizsgalt metiltranszferazok felismer6komplexeinek néhany kiemelt
tulajdonsaga.
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Az Sssl metiltranszferaz atalakitasa oligonukleotidokhoz és PNA-hoz valo

kapcsolas céljabol

A klonozaési folyamatok soran szamos elére nem vart problémaval kellett
szembenézniink, amelyeket az egyes 1épésekbdl, illetve stratégidkbol szerzett

tapasztalatok felhasznalasaval igyekeztiink megoldani.

pCALT7-alapu konstrukciok

A munka elsd fazisaban gy terveztiik, hogy a keresztkotési reakciohoz
sziikséges feltételeket a pCAL7 plazmidon 1év6é SssI metiltranszferaz génjének
modositasaval fogjuk elérni. Ugy gondoltuk, hogy a kovetelményeknek
megfeleld mdédositasok utan errdl a plazmidrol fogjuk thltermeltetni az egyes
varians tipusokat. A New England Biolabs cég a pCAL7 plazmidot hasznélja az
SssI metiltranszferaz eldallitasara. A pCAL7 plazmid egy pBR322 alapu
plazmid, amely az M.SssI gént tartalmazza. A metiltranszferaz atirodasa a Piac
prométer kontrollja alatt all. A Spiroplasma kodonhasznalata eltér az E.coli
kodonhasznalatatol. A vad tipust SsSIM génben 4 TGA (W43, W83, W165,
W203) kodon van, amely a Spiroplasmaban triptofant kodol. A TGA triplet
E.coli-ban stop kodont jelent, ezért eredetileg a klonozott sssIM kifejezodését
csak egy szupresszor tRNS-t szintetizalo torzsben lehetett elérni. A kdnnyebb
kezelhetdség érdekében a New England Biolabs cég ezeket a kodonokat az
E.coliban is triptofant jelenté TGG-re modositotta. A pCAL7 plazmidbol
készitett szarmazékok szekvenciameghatdrozasakor egy tovabbi mutdciot is
felfedeztiink, amely aminosavcserét is eredményezett (1343M). Mint utdbb
kideriilt, ez a mutéacio jelen volt a pCAL7 plazmidban is. Ennek a mutacionak az
eredetét nem sikeriilt kideritenlink, ezért feltételezhetd, hogy az eredeti

kozleményben (Renbaum ¢és mtsai., 1990) kozolt szekvencia hibas.
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Gly386Cys mutans eloallitasa pCAL7-alapu plazmidban

A Gly386Cys mutécid 1étrehozdsa annak érdekében tortént, hogy az Sssli
MTézban C-termindlis helyzetben létrehozzunk egy végalld ciszteint. Ezt a
metilaz varidnst a heterobifunkciondlis keresztkotési reakcioban lehetne
haszndlni. Az sssIM gén atalakitasa érdekében a pCAL7 plazmid 938 bp Sacl-
Kpnl fragmentumat atklonoztuk pBluescriptSKII+ fagmidba. Az igy kapott
pBS-CAL71 plazmidon AK68 mutagén oligonukleotid felhasznalésaval
helyspecifikus mutacioét hoztunk létre. A mutans pBS-CAL72 plazmid Sacl-
Kpnl fragmentuméat visszaiiltettik pCAL7 plazmidba. Az igy Iétrejott uj
plazmidot pCAL7-72-nek neveztiik el (/1.abra).

Cys368Ala mutdns eloallitisa pCAL7-alapu plazmidban

A kémiai keresztkotési reakcid feltétele, hogy az N vagy C terminélis
cisztein mellett tovabbi reaktiv ciszteint ne tartalmazzon a fehérje. Ennek
érdekében a Cys368 aminosavat alaninra cseréltiik. A helyspecifikus
mutagenezist a pBS-CAL71 plazmidon végeztik az AK62 mutagén
oligonukleotid segitségével (1l.dbra). Az igy kapott mutdns pBS-CAL73
plazmid Sacl-Kpnl fragmentumat visszaiiltettik pCAL7 plazmidba. Az 1j
plazmid a pCAL7-73 nevet kapta.
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Cys368Ala + Gly386Cys kettds mutdns eloallitisa pCAL7-alapu plazmidban

Annak érdekében, hogy megfeleljiink a fent emlitett két feltételnek (C-
terminalis cisztein, tovabbi reaktiv cisztein hianya), olyan varianst hoztunk létre,
amely mindkét mutacidt tartalmazta (Cys368Ala + Gly386Cys). Ezért a
helyspecifikus mutagenezist (Cys368Ala) a pBS-CAL72 plazmidon AKG62
mutagén oligonukleotiddal készitettiik el (11.abra). A kettds mutacidt hordozod
pBS-CAL74 plazmid Sacl-KpnI fragmentumat visszaiiltettik a pCAL7-be. Az
Uj plazmidnak a pCAL7-74 nevet adtuk.

Annak ellenére, hogy a pCAL7 alapt konstrukciok aktiv metiltranszferaz
géneket hordoztak, nem valtottdk be a hozzdjuk flizott reményeket, mert nem
sikeriilt a variansokat taltermeltetni és hagyomanyos modszerekkel (P11
foszfocelluloz-, heparin agar6z-oszlopok) a kivant mértékben tisztitani. Ezért
ugy dontottiink, hogy a munkat ezekkel a varidnsokkal nem folytatjuk tovabb. A
munka ezen fazisdnak kudarca ravilagitott arra, hogy a homogenitasig torténd
tisztitast csakis fuzids fehérje partnerrel ellatott varidnsokkal lesziink képesek
megoldani. Ezért figyelmiinket olyan fehérjetaltermelésre  alkalmas
plazmidkonstrukciok felé iranyitottuk, amelyek lehetévé teszik fuzios fehérjék

eloallitasat.
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pBS-Cal 72 (Gly386Cys)

Sael sl M Konl
pBS CALTL
Gly3Ea
AK 68 primer Crya

F.TATCTATTTT AACCT-ACA- ATTATGAACAGTTAT-5°

pBS-CALT3 (Cys368Ala)

aeel cosi M Fpnl
pBS CALTL
Cysi68
AK 62 primer Ala

FAGTTTTTTATAAACAA CGACCTTTAAGTTAT AG-S°

pBS-CAL74 (Cys368Ala + Gly386Cys)

Cysige
Sael sl M Konl
pBS CAIT2
Cysdad
AK 62 primer &la

FAGTTTTTTATAAACAA CGA-COCTTTAAGTT AT AG-

11.abra. A Gly386Cys és a Cys368Ala aminosavcserék 1étrehozésa helyspecifikus
mutagenezissel.
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A pFLAG-MAC plazmid alapu FLAG-M.Sssl varians eldallitasa

Miutan a pCAL7 plazmid-alapt varidansokat nem tudtuk a sziikséges
mennyiségben tisztitani, ezért kisérletet tettiink a metiltranszferdz {0zids
fehérjeként torténd eldallitasra. Erre a célra eldészor a Sigma cég altal
forgalmazott pFLAG-MAC faziés plazmidot hasznaltuk. A vektor a FLAG
oktapeptidet (DYKDDDDK) koédolja, amely magaba foglalja az enterokinaz
felismer6helyét (DDDDK).

pFLAG-MAC
enterokinaz
\
M D Y K D D D D K
atg gac tac aag gac gac gat gac a/aa gtc aag- - - -tgcagatct
Th1111 (Psy]) Belll

A fazids fehérje transzkripcidja a Piac promoéter kontrollja alatt all. A
fuzios fehérjét FLAG peptid ellenanyagot tartalmazo affinitdsoszlopon lehet
tisztitani, majd a f0zids peptidrészt enterokindzzal proteolitikusan el lehet
tavolitani. Az Sssl metiltranszferaz génjét a pCAL7 plazmidrél, mint templatrol
PCR reakcioval amplifikaltuk AK70 és AK71 primerekkel (12.abra), majd a
terméket T/A kldénozas segitségével plazmidba iiltettiik (anyagok és mddszerek).
Az igy keletkez6 pTZ-Sssl plazmidban az SssI gén iranya ellentétes volt a lac
promoterrdl induld transzkripcioval. Ez magyardzhatja az enzim gyenge
kifejezodését, hiszen a plazmid Hin6l-gyel gyakorlatilag teljesen emésztodott.
(A Hin6I endonukleaz az 5'-GCGC szekvenciat ismeri fel; az enzim hasitasat a
felismerdszekvencidban 1év0 belsd citozin metilalasaval blokkolni lehet.) A
tovabbiakban a pTZ-Sssl plazmidbol a klonozott fragmentumot Eco721 és Bglll

emésztéssel kivagtuk, majd Psyl endonukleazzal emésztett, Klenow enzim
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segitségével feltoltott, ezt kovetéen Bglll-vel emésztett pFLAG-MAC vektor
DNS-hez ligaltuk. Az Eco72 hasitassal (CAC/GTGQG) létrejott véget feltoltott Psyl
véghez ligdlva 1étrejon egy lizin kodon (AAG). Ez a kodon helyredllitja az
enterokindz felismerdhelyét, igy a proteaz hasitds utan egy olyan Sssl

metiltranszferaz jon létre, amely N-termindlisan egy ciszteint hordoz.

5’-primer AK70

Eco72I
5’-GATCCACG TGC ATG AGC AAA GTA GAA AAT AAA AC-3

C M S K V E N K->

3’-primer AK71

Bglll
5’-GGCCAGATCTT TAA CCT CCA ATT TTA TCT AT-3’
* G G I K D | «

12.abra. A pTZ-Sssl plazmid eldallitasahoz felhasznalt primerek illeszkedése a SssI gén 5' és

3' végeihez.

Szamos probalkozds utan sem sikeriilt a kivant plazmidkonstrukciot
eldallitani. Az izolalt plazmid DNS-ek annyiban kiilonboztek a tervezett
PFLAG-MSssl plazmidtol, hogy egy nukleotid hianyzott azon a helyen, ahol a
két fragmentum ligalodott, emiatt a fizi6 sem jOhetett letre a FLAG peptid
szekvenciaval. Az igy pFLAG-M.SssIA1-nek nevezett plazmidok azonban
metilaltak voltak €s nyers kivonatban jelentds aktivitast mutattak. A transzlacio
feltehetéen az eredeti M.Sssl startkodonrol indult. Valoszinii, hogy in vitro a
kivant plazmid szerkezet is 1étrejott, de azért nem sikeriilt megkapnunk végiil a

klont, mert az nem volt €letképes.
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Cysl141Ser katalitikusan inaktiv mutans eldallitaisa pFLAG-alapu

plazmidban

Egy katalitikusan inaktiv mutans létrehozasat azért tartottuk fontosnak,
mert nem volt vildgos, hogy a mar kész metilaz varidnsokat miért nem voltunk
képesek megfelel6 mértékben tultermeltetni. Azt feltételeztiik, hogy ennek oka a
nagy metilacios aktivitds volt, amely a sejtek szamara egy bizonyos szint utan
toxikussd valt. Megvizsgaltuk, hogy az SssSI metiltranszferaz egy inaktiv
mutansat lehet-e nagyobb mennyiségben termeltetni. A cél érdekében a pFLAG-
MSssIA1  plazmid 753  bp-os  EcoRI  fragmentumat  (/3.dbra)
pBluesckriptSSKII+ fagmidba kloénoztuk olyan orientacidban, hogy a fagban az
antisense szal legyen. Ez a plazmid a pBS-Sss12 nevet kapta.

A mutagezist a mar ismertett modszer alapjan az AK80 mutagén

oligonukleotiddal végeztiik.

AKS80 primer szekvencidja és a Cys141Ser mutacio:

Cys141—>Ser
5-AACATATTCATTTCCT AGT CAAGACTTATCTCA-3'

A mutans plazmidot pBS-Sss13-nek neveztiik el. A (C141S) mutaciot
hordoz6 EcoRI fragmentumot visszaiiltettiik pFLAG-MSssIA1-be, az 0j plazmid
a pPFLAG-MSssIC1418S lett. A plazmid a vartnak megfeleléen nem volt metilalt.
Bar SDS-poliakrilamid gélen megjelent a vart méretii enzim, a C141S inaktiv
SssI metiltranszferaz taltermelése nem sikeriilt. Ugyanakkor gélen azt is
megfigyelhettiik, hogy a tobbi fehérje termelddése IPTG hozzdaddsa utan
visszaszorult. A jelenség lehetséges magyarazata lehet, hogy az inaktiv muténs
metiltranszferaz is jelentés DNS kotésre volt képes, annak ellenére, hogy

elvesztette a metilacids aktivitasat. A toxikussag magyardzata az lehet, hogy az
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SssI MTaz a DNS-hez vald kotddésével gatolja a replikaciot €s a transzkripciot.
Hasonlo megfigyeléseket észleltek ECORII és Hhal MTazoknal is, mikor a
katalitikus ciszteint mas aminosavakra cserélték (Wyszynski és mtsai., 1992,

Mi, S. és Roberts, R.J., 1993).

EcoRI (390)

v
6000

FLAG-MSsslAl
Apal (5053) EcoRI (1143)

7
1000

Bglll (1303)
Hpal (4756)
pPFLAG-MSsslAl

6195 bp

2000 _
4000
7

AmpR

3000 Scal (2136)

13.dbra. A pFLAG-MSssIAL plazmid szerkezete

N-terminalis 6xHis affinitasfarokkal ellatott variansok eloallitasa

A pFLAG-MAC vektorral parhuzamosan kiprobaltuk a pETHis fazids
plazmidrendszert is (Chen és Hai, 1994). A pTZ-Sssl plazmidot Eco721 és Bglll
endonukleazokkal hasitottuk. A kihasadt fragmentumot pET3His plazmid Xhol-
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gyel emésztett, Klenow enzimmel feltoltott, majd a tovabbiakban BamHI-el
hasitott végeihez ligaltuk. Az igy kapott pET3His-MSssl plazmidban a 6XHis

affinitdsfarok azonos leolvasasi fazisba keriilt a metilaz génjével.

M HlI H2Z H3 H4 H5 H6 L E cC M
ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC CTC GAG TGC ATG

[Xhol] [Eco72l]

A C368A+G386C cseréhez a pBS-CAL74 plazmidot Acc65I-el
hasitottuk, majd a végeket Klenow enzimmel felt6ltottiik. A tovabbiakban a
plazmidot Sacl endonukleazzal emésztettiik, majd a tisztitott fragmentumot a
PET3His-MSssl plazmid BpullO2l-el hasitott, majd Klenow enzimmel
feltoltott, tovabbiakban Sacl-el emésztett nagy fragmentumdhoz ligaltuk

(14. dabra). A létrejott uj plazmid neve pET3His-MSssl-74 lett.

pBS-CALT4
Sacl Aectal
T o
CYs36éAla G1y3é6cys
pET3His-MSssI N ‘
Suel sz: 1102

14.abra. A pET3HIis-MSssl-74 plazmid 1étrehozasahoz a pET3His-MSssl plazmid
Sacl-Bpul102 fragmentumat kicseréltiik a pBS-CAL74 Sacl-Acc65I1 fragmentumara.

Az ERI1821 torzsbdl izoldlt mindkét plazmid részleges védettséget
mutatott Hin6l endonukleaz hasitasaval szemben. A Novagen cég altal

forgalmazott pET plazmidok az egyik legelterjedtebb expresszios
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plazmidvektorok. A fehérjetermeltetést a T7 bakteriofdg transzkripcios
rendszere iranyitja E.coli sejtekben. A baktérium kromoszomajaba épitett T7
RNS polimeraz gén szelektiv indukcioja lehetévé teszi a pET-His plazmidon a
T7 promoter kontrollja alatt 1évd fuzios fehérje nagymértékli termelddését
(Studier és mtsai., 1990).

Mivel nem allt rendelkezésiinkre olyan E.coli térzs, amely kromoszémaja
hordozza a T7 RNS polimeraz génjét és egyben genetikai hattere lehetdvé teszi
az SssI MTaz klonozasat (mcrBC™ mcrA™ mrr), ezért a fuziés metiltranszferaz
taltermeltetése érdekében a Novagen, DE3 Lysogenisation Kit segitségével
készitettiink az E.coli ER1821 t6rzsb6l (mcrBC™ mcrA- mrr?) egy ER1821(DE3)
lizogén torzset. Ez a torzs alkalmasnak latszott a fuziés metiltranszferaz
tultermeltetésére. Sajnos ezekbe a baktérium sejtekbe sem sikeriilt stabilan
bevinni ezeket a plazmidokat, még akkor sem, ha a gazda a T7 polimeraz
kifejezddését gatlo pVHI(laclg), illetve a T7 RNS polimerdz inhibitorat
(lizozim) kodold pLysE vagy pLysS plazmidokat tartalmazta (Moffat és Studier.
1987). Kizarolag akkor kaptunk jelentésebb mértékii M.SssI termelést, amikor
az ER1821(pET3His-MSssl)-et sejteket a T7 RNS polimeraz génjét hordozo
ACEG6 faggal fertdztiink. Az igy elért M.SssI termelés i1s alacsony mértékiinek
mutatkozott, rdaddsul a modszer is nagyon nehézkes volt, mivel nem sikertilt

magas titeri ACE6 fagot eldallitani.
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A pBAD24 vector alapu FLAG-M.SssI plazmid 1étrehozasa

A tervezett FLAG-M.Sssl fiziot a fenti médon nem sikeriilt 1étrehozni,
ezért Ujabb probalkozast tettink a jol represszalhatd pBAD24 vektor
felhasznalasaval. A pBAD24 plazmid egyike a toxikus fehérjék klonozasara
leggyakrabban alkalmazott expresszids vektoroknak. A klonozott gén
toxikus gének klonozdsara, mert az araBAD promoterrdl induld transzkripcio
szintje induktor (L-arabin6z) nélkiil nagyon alacsony, és ez a szint gliikoz
hozzaadasaval (katabolitrepresszid) tovabb csokkenthetd. A FLAG peptidet
kodold génszakaszt egy kettdsszali oligonukleotid (AK83/AK84) pTZ-Sssl
plazmidba iiltetésével épitettiik az SSSIM gén elé (15.abra).

A két oligonukleotid hibridizaldsaval kapott részlegesen kétszalt duplexet
az Accb5l-gyel ¢és Eco72l-gyel emésztett pTZ-Sssl plazmidba ligaltuk. Az
oligoduplex ligdlasat az Acc651 5' tulnyuldé veg segitette. Az igy kapott
plazmidot pTZ-Sss3-nek neveztiik el.

A pTZ-Sss3 plazmidbol az sssIM gént Acc65I-Pstl fragmentumon
atklonoztuk a pPBAD24 vektorba. Az igy kapott plazmidban (pBFL-MSssl-1) a
vektor inicidcidos kodonja nem volt fazisban a FLAG-MSssl génnel. Errdl a
plazmidrol LB+gliikoz taptalajban nem volt jelentds kifejezddes, a plazmid csak
részlegesen volt metildlva, mig 0.2 % arabin6zt tartalmazd LB-taptalajban nott

sejtekbdl preparalt plazmid teljesen metilalt volt.
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M.Sssl

AecbSI FEeo72l

-~
~.

Ace6ST ssi MM D Y K D D D D
8’-GTACCGTCGACATGGACTACAAGGACGACGATGACAA-S’

J3’-GCAGCTGTACCTGATGTTCCTGCTGCTACTGTT-S°

15.dbra. A pTZ-Sssl plazmid Acc651 és Eco721 helyekre beépitett AK83/AK84

oligonukleotid altal Iétrehozott szekvencia.

A FLAG-MSssl génnek a pPBAD24 vektor ATG-jével azonos transzlacios
fazisba hozasdhoz a pBFL-MSssl-1 plazmidot Acc651 endonukleazzal

emésztettiik, majd a vegeket feltoltottiik és a plazmidot Ujraligaltuk.

M V R T V D M
ATG GTA CGT ACC GTC GAC ATG

[Acc Acc] Sall

Mar az LB+glikoz taptalajon nétt sejtekbdl izolalhaté plazmid is

részleges rezisztenciat mutatott Hin6l endonukleaz hasitdsaval szemben, mig a
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sejteket 0.2 % arabinozt tartalmaz6 LB taptalajban novesztve a plazmid teljesen
metilalt volt.

A pBS-CAL74 plazmid C368A+G386C kettds mutaciot tartalmazo Sacl-
Pstl fragmentumat a pPBFL-MSssI-2 plazmid Sacl+Pstl hasitas utan kapott nagy
fragmentumahoz ligaltuk. Az igy kapott klon a pBFL-MSssI-74 lett. A pBFL-
MSssl-74 mar gliikkoz tartalmt taptalajrol preparalva is metilalt volt, ami azt
jelentette, hogy a kettds mutans nagyobb aktivitdst mutatott, mint a vad tipus.

Mindkét metiltranszferaz varians taltermelését ¢€s homogenitasig torténd

tisztitasat megoldottuk (16., 17.dbra).

kba v 1 2 3 4 5 § 7
75 ——
50 :
“~ —
37
. g

16.dbra. A FLAG-M.Sssl fuzids metiltranszferaz tisztitasa Anti-Flag2-agardz oszlopon. 1,
ER1821(pBFL-MSssl-2) nyers sejtkivonat, 2, atfolyo, 3-7, elicios frakciok FLAG szintetikus
peptiddel (DYKDDDDK). M=protein molekulatémeg marker.
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17.abra. A FLAG-M.Sssl-74 fazioés metiltranszferaz tisztitisa Anti-Flag2-agaréz oszlopon.
1, elozetesen Heparin-agar6z kromatografiaval tisztitott fuziés FLAG-M:Sss-74
csucsfrakcidja, 2, atfolyd, 3, moso frakcio-1, 4, moso frakcio-I1:moséd puffer +400mM NaCl,
5-7, elucio FLAG peptiddel: frakciok. M=protein molekulatdmeg marker.

A C-terminalis 6xHis fazios M.SssI varians létrehozasa

Elsé 1épésben létrehoztunk egy olyan plazmidot, amelyben az SSSIM gén
transzlacids stop kodonjat elrontottuk €s egyben létrehoztunk egy, az egykori
stop koddal atfedé Hpal helyet. Ezt tgy értiik el, hogy a Cys368Ala mutéciot
hordoz6 pBS-CAL73 plazmidon helyspecifikus mutagenezist végeztiink az
AKS6 oligonukleotid segitségével (18.abra).

Lys Ile Gly Gly ***
3-TTT TAA CCT CCA ATT G TGAACAGTTATTTTCTA-5
&< Hpal =

18.abra. A helyspecifikus mutagenezishez felhasznalt AK86 oligonukleotid szekvencidja €s a

komplementer értelmes szal altal kodolt aminosavak. A muticio helyét aldhuzassal jeloltiik.

Az oligonukleotid hordozott egy T—C mutaciot (dolt betii és alahuzva) a

metiltranszferaz stop kodonja utdn. Ez a pontmutacio létrehozott egy Hpal
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restrikcios helyet, amelyet a tovabbi klonozasnal ki tudtunk hasznalni. A
mutaciot hordozé plazmid a pBS-CAL75 nevet kapta.

Annak érdekében, hogy olyan M.Sssl varianst kapjunk, amely kozvetleniil
felhasznalhato a keresztkotési reakcidban, az SSSIM gén C termindlis végére egy
6xHis-Cys peptidet kodolo linkert épitettiink be. A C-terminalis 6xHis-Cys
farok beépitését ugy oldottuk meg, hogy a pBS-CAL75 plazmidot Hpal és Pstl
endonukledzokal hasitottuk, majd egy részlegesen kettdsszali oligonukleotidhoz
(AK87, AKS88) ligaltuk (/9.abra). A két oligonukleotid hibridizacidja utan
létrejott duplex ligalasat a 3' Pstl vég nagy mértékben segitette. Az
oligonukleotidok beépitése révén egy extra szerin aminosav is beépiilt a
fehérjebe a His farok eldtt. A beépitett oligonukleotidot tartalmazé 1
plazmidnak a pBS-CAL76 nevet adtuk.

AK87 5'-CTC ATC ACC ATC ACC ATC ACT GCT AAC TGCA-3'
AK88 3-GAG TAG TGG TAC TGG TAG TGA CGA TTG-5'

Lys lle Gly Gly Ser His His His His His His Cys ***
5-AAA ATT GGA GGT TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC TGC TAA CTG CA-3'

19.abra. Az AK87 ¢és az AK 88 olignukleotidok szekvenciaja és a pBS-CAL76 plazmidban
létrejott 6XHis-Cys fuzid szerkezete. Az oligonukleotid altal kodolt szerin és a végallo
cisztein aminosavakat félkovér betiik jelolik.

A pBS-CALY76 plazmid Sacl-Pstl fragmentumat visszaiiltettiik a Sacl-Pstl
endonukledzokkal hasitott pPBFL-MSssI-2 plazmid azonos helyeire. A klonozasi
Iépések sordn a represszid fenntartdsa végett az ER1821 sejteket 0.2% gliikozt
tartalmazoé LB taptalajban novesztettik. Az Gj pBFH-MSssl nevii plazmid
(20.abra), amely a teljes sssIM gént tartalmazta a kovetkezd jellemzokkel
rendelkezett: N-terminalis FLAG, enterokinaz hasitohely és azt kovetd cisztein,
C-termindlis 6xHis-Cys fuzi6, Cys368Ala mutacié. A metilazt termeld

ER1821(pBFH-MSssl) sejteket OD~0,5-0,6 stirtiségig novesztettilk 37°C-on,
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majd 0,5-1% arabindz hozzdadasa utan a razatast 30°C-on folytattuk 4 o6ran
keresztiil. A fuzids enzimet a Sigma altal a FLAG-fuzios fehérjék tisztitasara

javasolt protokoll szerint végeztiik.

BamHlI, 534
: Ncol, 613

' sall, 627
Xba, 864

FLAG-MSss-6xHis

-

1000 --Sacl, 1228

pPBFH-MSssl
5746 bp

4000

pstl, 1848
|

AmpR N

‘Scal, 2688

20.abra. A pBFH-MSssl plazmid szerkezete.

Ser2Cys mutans eloallitasa pPBFH-MSss| plazmidban
A varians létrehozasanak csak akkor van értelme, ha az E.coli sejtben a

fehérje N-terminalis formilmetioninja lehasad. Az N terminalis formilmetionin

lehasitasat a metionil-aminopeptiddz enzim végzi. A  formilmetionin
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eltavolitdsanak hatékonysaga a masodik aminosav mindségétdl fiigg (Hirel és
mtsai., 1989).

A pCALT7 plazmidot, mint templatot felhasznalva PCR reakcioban AK91
(21.abra), és AK65 primerek segitségével amplifikaltuk az sssIM gén N-
terminalis darabjat, majd a terméket T/A klonozassal pTZS7R/T plazmidba
ligaltuk. A kapott plazmidot pTZ-Sss7-nek neveztiik.

M Cc K V E N K T K

5-GGGA TCC CAT ATG TGC AAA GTA GAA AAT AAA ACA AAA A-3'
Ncol

21.abra. Az AK91 mutagén primer oligonukleotid szekvencidja és az altala kddolt aminosav

szekvencia.

A pTZ-Sss7 251 bp-os Ncol-Xbal fragmentumat a pBFH-M.Sssl plazmid
Ncol, Xbal helyei kozé épitettiik be. A keletkez6 0j plazmid, a pBH-Sss7 nem
volt metildlt. Ennek oka feltehetéleg az lehet, hogy a pBAD24 plazmid
polilinker szekvenciajanak metionin kodonjaval a fiziés metiltranszferdz nem
volt azonos fazisban. A fazisba hozas érdekében a pBH-Sss7 plazmidot Ncol-el
emésztettiik, majd a tilnyalo 5' vegeket Mung Bean nukleazzal leemésztettiik. A
plazmidot T4 ligazzal Gjra cirkularizaltattuk. Az uj, pBH-MSssl-nek nevezett
plazmid mar mikodoképes fizidos metiltranszferazt kodolt, amelyet heparin-

agardz és Ni-agardz affinitas oszlop segitségével tisztitottunk (22., 23. dbra).
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22.4bra. Az M.SsslI-6XHis tisztitdsa heparin agar6z oszlopon. M: fehérje molekulatomeg
marker, 1: nyers sejtkivonat, 2: atfolyo, 3: mosoé, 4-17: eltcids frakciok (0,05-1 M NaCl).

kDa

116 =
66 we

23. 4bra. Az M.Sssl-6XHis tisztitasa Ni-agardz oszlopon. M: fehérje molekulatomeg marker,
1: heparin-agaroz 14, 15 frakciok, 2: atfolyo, 3: mosé (5 mM imidazol), 4: mos6 (30 mM
imidazol), 5: eluci6 (500 mM imidazol) (1.frakcio), 6: elucid (500 mM imidazol) (2.frakcid),
7: eltcio (1 M imidazol) (1.frakcio), 8: elucio (1 M imidazol) (2.frakcid).
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Megbeszélés

Ot C5-citozin metiltranszferaz altal kivaltott DNS gorbitést vizsgaltunk.
Kimutattuk, hogy mind az 0t enzim gorbiiletet idéz elé a specifikus
felismer0komplexben 1évé DNS-ben. Az altalunk hasznalt modszer
megbizhatésaganak bizonyitdsara a Hhal metiltranszferazt is bevontuk a
vizsgélatokba, mivel kordbban ezzel az enzimmel mar késziiltek hasonlo jellegii
munkak. Kisérleteink azt mutattak, hogy a Hhal metiltranszferaz a DNS-t 13°-0s
szogben gorbitette. Ez az eredmény egyrészt az M.Hhal rontgendiffrakcios
szerkezeti modellel (Klimasauskas és mtsai., 1994), masrészt a Garcia és
munkatérsai altal kozolt (Garcia €s mtsai.,, 1996) permutacios gélretardacio
eredményeinek is ellentmondott. Mivel Garcia és munkatdrsai csak két
felismerdkomplex relativ mobilitdsabdl szdmoltak ki a DNS gorbitési szoget
(2°), ugy gondoljuk, hogy a mi hat komplexet figyelembe vevd
meghatarozasunk pontosabb. Ezt aldtdmasztani latszik az a tény is, hogy
ugyanebben a munkdban egy elektronmikroszképos modszerrel vald
meghatarozas eredményeit is kozolték, €s ezek a mérések 10-15°-0s gorbiteést
mutattak.

A Haelll metiltranszferazzal végzett vizsgalataink egyértelmiien
bizonyitottak, hogy a felismer6komplexben a DNS meghajlik. Ez az eredmény
ellentmond a Haelll metiltranszferaz felismerdkomplex kristalyszerkezeti
modelljének, amelyben a DNS egyenes. Mivel sem a permutdcios
gélretardacional, sem a phasing analizisnél nem észleltiink elektroforetikus
anomaliakra utal6 jeleket, nagy biztonsaggal allithatjuk, hogy az éltalunk kapott
eredmények nem kisérleti miitermékek. Gélelektroforetikus anomalidk, amelyek
megtévesztéen DNS gorbitésre utaldo jeleket mutattak, egyes leucin-zipper
csaladba tartozo fehérjék, illetve merev fehérje motivumok vizsgalatakor
meriiltek fel (McCormick ¢és mtsai., 1996). A DNS alakjdban mutatkozé

kiilonbség magyarazata az lehet, hogy a kristalyszerkezet €s a gélretardacios
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teszt két egymastol eltér6 fehérje-DNS  komplexet jellemez. A
rontgendiffrakcidés modell a reakciout egy késdbbi 1épcsdjérdl, a metilcsoport
atvitele utani allapotrol késziilt. Az is lehetséges, hogy a rontgendiffrakcids
szerkezetben latott egyenes DNS valdjaban csak mitermék, amit a kristalyositas
soran hasznélt magas sOkencentracid, vagy a kristdlyositds soran fellépd
fesziilési er0k (crystal packing forces) idéznek elo.

Milyen szerepet tolt be DNS gorbités a metilacios folyamat soran? Egy
lehetséges valasz erre a kérdésre az, hogy a DNS gorbitése a
szekvenciaspecifikus DNS felismerés mellett eldsegiti a baziskifordulast (base
flipping). A két kristalyszerkezeti modellben jol latszik a metilalt citozin 180°-0S
kifordulasa a kettdsspiralbol. Molekularis modellezési vizsgalatok egy
kapcsolatot tartak fel a baziskifordulas és a DNS gorbités kozott. E szerint, a
DNS meggorbiilese eldsegiti a baziskifordulast, ugyanakkor a baziskifordulas
utdn a DNS konnyebben hajlik meg (Ramstein és mtsai., 1988). Ez a gondolat
felveti azt az érdekes kérdést, hogy a DNS gorbités a vizsgalt C5-citozin
metiltranszferazok esetében a baziskifordulasnak oka vagy kovetkezménye. Két
modell Iehetséges. Az egyik szerint a DNS gorbités a primer folyamat, amely
aztdn elGsegiti a metildland6 citozin kiforduldsat a kettOspirdlbol. A masik
lehetdség, hogy a gorbités a citozin kiforduldsa utan kdvetkezik be és a gorbités
funkcidja igy a kialakult szerkezet stabilitdsanak fenntartdsa. A masodik modell
valoszinlibb. Bizonyiték lehet erre egyrészt az egymas folotti bazisok
kapcsolatabol szamitott, B-DNS-re vonatkoztatott energia értékek (stacking
energy). A teljes stacking energiaértékek (mind az ugyanazon a szalon 1€vo,
mind a komplementer szdlon lévd bazisok kozott fellépd kolcsonhatasokkal
szamolva) a citozin bdzisra vonatkozatva NCC kornyezetben a kovetkezdk
lehetnek: ha N=Adenin: -6,82; N=Citozin: -5,52; N=Guanin: -7,81; N=Timin: -
5,75 kcal/mol. Ez a CCG kornyezetben (M.Hpall-re esete) —6,17 kcal/mol.
Mivel ezek az értékek nem térnek el nagy mértékben egymadstol, igy nem

magyarazzak miért latunk drasztikus kiilonbséget az Mspl (140°) és a Hpall
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(30°) metiltranszferazok altal kivaltott DNS gorbités kozott. Az energiaértékek
hasonld6 DNS hajlitdsi mértéket feltételeznének. A masodik modellt, tehat a
baziskifordulas elsddlegességét tdmasztja ald az is, hogy a phasing analizis
szerint a Haelll és a BSpRI metiltranszferaz is a kisarok iranyaba hajlitja a DNS-
t. Molekulamodellezési szamitasok szerint a baziskifordulds a kisarok felé
energetikailag sokkal kedvezdtlenebb, mint a nagyarok fel¢, mivel a kisarki
funkcids csoportok torlodasahoz vezet (Ramstein és Lavery, 1988). Ha a DNS a
felismer6komplexben a kisarok felé hajlik, mint azt a kisérleteink mutatjak,
akkor a hajlitas varhatoan inkabb akadalyoznd, mint segiten¢ a baziskifordulast.
A DNS gorbités valoszinlileg a baziskifordulds utan johet 1étre, funkcidja pedig
a DNS hélix stabilitasanak fenntartasa a felismer6komplexben. Az EcoRI adenin
metiltranszferaz esetében hasonld sorrendet allapitottak meg a DNS gorbités és a
baziskifordulas kozott (Allan és mtsai., 1996). A legajabb, Hhal
metiltranszferdzzal — végzett  molekulaenergetikai  szdmitdsok arra a
kovetkeztetésre vezettek, hogy a baziskifordulas a DNS nagyarkéban torténik
(Huang ¢és mtsai., 2003). Ez némileg 0 megvilagitisba helyezi a korabbi
gorbités ¢és baziskifordulds kapcsolatarol alkotott elképzelésiinket. Ha a citozin a
nagyarok felé fordul ki a kettds spirdlbol, nincs akadalya annak, hogy a DNS
hajlitas megelézze a baziskiforduldst. A baziskifordulds és a DNS gorbités
sorrendjének a tisztazasa tehat még tovabbi kisérletes munkat igényel.

A Haelll ¢és a BspRI metiltranszferazok a metilalt felismerdhelyet
tartalmaz6 fragmentumokat, habar kisebb mértékben, de képesek voltak
meggdrbiteni. Ez a megfigyelés nem mond ellent az altalunk javasolt gorbités és
baziskifordulasi sorrendnek. A Hhal metiltranszferaz metilalt DNS-sel alkotott
felismerdkomplexének kristalyszerkezeti modelljében a metilalt citozin hasonld
modon fordul ki a DNS kettdsspiralbdl, mint a metilalatlan citozin ( O'Gara és
mtsai., 1996, Roberts ¢s Cheng, 1998).

Az 2.tdblazatban a C5-citozin metiltranszferazok szekvenciaspecifikus

DNS felismerésére vonatkozo egyes kisérleti eredményeket foglaltuk 6ssze. Az
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adatokat  aszerint  csoportositottuk, @ hogy a  metilizok  milyen
felismerdszekvencidval rendelkeznek, indukalnak-e DNS gorbitést, illetve
milyen a hidroxilgyokos footprint pozicidja a felismeréhely centrumahoz képest.
Annak ellenére, hogy a tablazat a Hhal metilaz kivételével nem rendelkezik
minden enzimet kimeritden jellemzd adatokkal, egy hipotézis allithaté fel a
felismerdszekvencia és az enzim DNS-sel kialakitott kapcsolata kozott. Azok az
enzimek, amelyek felismerdszekvencigjaban a metildland6 citozint guanin
kovet, kisebb  DNS  gorbiiletet hoznak  létre, mint  amelyek
felismerdszekvencidjadban ebben a pozicidban citozin van. A hidroxil gyokos
footprint eredmények az egyes enzimek felismer6komplexének elhelyezkedését
mutatjak a felismerdszekvencia pozicidjahoz képest. Harom C5-citozin
metiltranszferazrol van footprint adatunk (2.tablazat). Mindhdrom metildz
hidroxilgyokds  footprintje  aszimmetrikus  elhelyezkedést mutat a
felismerdszekvencia kdzéppontjdhoz képest. Az eltolodési irdny az altalunk
javasolt két csoportnak megfeleléen kiillonbozik. Az SssI és a Hhal
metiltranszferazok footprintje 5’ iranyban, a BSpRI metilaz footprintje pedig 3’
iranyban van eltoldédva a felismerdszekvencia kdozéppontjahoz viszonyitva.

Annak ellenére, hogy a C5-citozin metiltranszferazok szerkezetében
jelentdés hasonloésag van (Kumar és mtsai., 1994), az in vitro kisérletek
eredményei, illetve a rendelkezésre allo kristalyszerkezeti modellek azt
sugalljak, hogy ezeknek az enzimeknek a DNS szubsztratfelismerésében igen
nagy kiilonbségek vannak. Ezt tamasztjak alda a Hhal és Haelll metilaz
rontgendiffrakcids szerkezetében (Klimasauskas és mtsai., 1994; Reinisch és
mtsai., 1995), valamint a Hhal, SsslI és BspRI metiltranszferaz footprint
fenotipusaban észlelhetd kiillonbségek (Renbaum ¢€s Razin, 1995; Finta ¢és Kiss,
1997) is.

Remélhetéleg a jovOben mas  CS5-citozin  metiltranszferazok
kristalyszerkezeti modelljeit is megismerjiik, amelyek majd igazolhatjak, vagy

megcafolhatjak a hipotézisiinket.
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Az M.Sssl variansok

A Sssl metiltranszferaz variansok Iétrehozasaval elvben lehetOség
nyilik olyan ,programozhat6” enzimek eldallitasara, amelyek
oligodezoxinukleotidokhoz (ODN), illetve peptid nukleinsavakhoz (PNA)
kothetok és DNS-hez vald kotddésiik, ezaltal szekvenciaspecifitasuk nagy
mértékben a kovalensen kotott ODN/PNA szekvencidjanak fliggvénye lesz. A
variansok tervezésénél szem eldtt kellett tartanunk azt a feltételt, hogy a
fehérjéket minél egyszeribb modszerekkel, homogenitdsig tudjuk majd
tisztitani. Ennek érdekében olyan konstrukciokat probaltunk létrehozni, amelyek
valamilyen fuzids fehérjepartnerhez kotottek.

Az Sssl metiltranszferdz génjének modositasa soran arra torekedtiink,
hogy a metiltranszferaz alkalmas legyen majd az ODN/PNA molekulakhoz valo
kapcsolasra. Kezdetben a metiltranszferdz varidnsokat a pCAL7 plazmid
modositasaval probaltuk elkésziteni. Ezekkel a klonokkal nem sikeriilt ezeket a
fehérjéket a kivant mértékben taltermeltetni és homogenitdsig tisztitani. Az
ezekkel a konstrukciokkal végzett munka kudarca arra kényszeritett minket,
hogy a konnyl tisztithatosag érdekében fuzids metiltranszferazokat hozzunk
létre. A kémiai peptid ligdcidohoz sziikséges, N-termindlis ciszteint hordozd
varianst a pBAD24 plazmid alapa FLAG fuziés klonokkal hoztuk 1étre. A
FLAG-M.Sssl illetve a FLAG-M.Sssl-74 metiltranszferazokat homogenitasig
tudtuk tisztitani a FLAG-affinitdsoszlopon. Annak érdekében, hogy az N-
terminalis ciszteinnel rendelkez0 metiltranszferazt kapjunk, a FLAG-M.Sssl
variansokat enterokinéazzal hasitottuk.

Az N-terminalis ciszteint hordozé M.Sssl eldallitasdt mas tton is
megkiséreltiik. Olyan pBAD24 alapu konstrukcidt hoztunk létre, amelyben a
kezddé metionint egy cisztein kovet. Ez a terv arra a nagyon valdszinii
feltételezésre épiilt, hogy a sejtben a kezdé formilmetionin aminosav lehasad a

fehérjérdl, ezzel létrehozva a kivant N-termindlis ciszteint. Ezen varidns
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affinitdsoszloppal torténd tisztithatosagat ugy értiik el, hogy egy C-terminalisan
elhelyezkedd 6xHis fuzios peptidet kodold oligonukleotidot épitettiink az sSsIM
génhez.

Az, hogy csak a pBAD24-alapti plazmidok adtak stabil klont, azzal
magyarazhatd, hogy a fehérje termelést iranyitdé arabindéz promoéter nagy
mértékben kontrollalhatd. Csak akkor kaptunk jelentdés metiltranszferaz
taltermel6dést, ha a tapfolyadékba arabindzt tettiink. A metiltranszferaz
variansok taltermelésekor az indukcids szakaszban a sejteket 30°C-on tartottuk,
ezzel kivantuk novelni a tisztitani kivant fehérjék oldhatosagat.

Szamos mas konstrukciot is létrehoztunk, amelyek, mint utébb kideriilt,
sajnos nem voltak sikeresek a munka kovetelményei szempontjabol. A pET3His
vektor alapu, N-temindlisan 6xHis peptidet hordoz6 variansok (pETHis-MSssl,
PETHis-MSssl-74) aktivak voltak ER1821 tdorzsben, de nem voltak jol
tultermelhetdk. Ez azzal volt magyarazhatd, hogy a pET3 plazmid indukcioja
specialis gazdat, a kromoszoman a T7 polimeraz génjét hordozé E.coli BL21
torzset 1gényli. Sajnos a BL21 baktériumtérzs nem mcrBC™, mcrA™, mrr torzs,
ezért a pET3His plazmid alapi konstrukcidkat, amelyek aktiv C5-citozin
metiltranszferazokat hordoznak, ezekbe a sejtekbe nem lehet bejuttatni. Ezért a
PET3His-MSssl és pET3His-MSss-74 plazmidokat ER1821 torzsben tartottuk
fenn, majd a metiltranszferaz termeléshez a T7 RNS polimeraz génjét a ACEG
fagfertdzéssel juttattuk be. Az elérhetd maximalis fagtiter mellett is csak nagyon
kis mennyiségben szintetizalodott az enzim. Tovabbi prébalkozasként
létrehoztunk egy ER1821(DE3) lizogén torzset is, de sajndlatos médon ezekbe a
sejtekbe kiillonb6zé, T7 RNS polimerdz aktivitdst csokkenté plazmidok
(pVH1(laclq), pLysE vagy pLysS (Moffat és Studier. 1987) mellett sem sikeriilt
a pETHis-MSssl, pETHis-MSssl-74 plazmidokat bejutattni.

A munka sordn végig problémat jelentett az M.SSSI metiltranszferaz
toxicitdsa. Szdmos esetben tapasztaltuk, hogy a sejtek fehérjetermelés indukcioja

utan elpusztultak. Feltételeztiik, hogy a toxicitdsért a DNS kiterjedt metilacioja
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felelds. Létrehoztuk az M.SssI inaktiv valtozatat, amely metildcidra képtelen, de
a szekvenciaspecifikus DNS kotése megmarad. Hasonlo, az EcoRIlI
metiltranszferazzal  végzett  kisérletekb6l  tudjuk, hogy az inaktiv
metiltranszferazok metilaciés képességiik elvesztése utan is képesek
szekvenciaspecifikus DNS kotésre (Gabbara és mtsai., 1995). Meglepetésiinkre
az inaktiv enzim is toxikus volt a sejt szamara. A fehérjegéleken az egyébként
csekély mértékben taltermelt inaktiv M.SssI mellett levd tobbi fehérje
termelddése visszaszorulni latszott. Ezek utan ugy véljik, hogy a toxicitasért
valdszintileg a metilaz DNS-hez valo kotodése a felelds. A sejt sajat DNS-e is
szamos CG felismerdszekvenciat tartalmaz, amelyek mind potencialis célpontok
a metiltranszferdz szamara. A toxicitds igy azzal magyaridzhato, hogy a
megnovekedett enzimmennyiség hatdsara a metildlhatd6 CG helyek telitddnek
aktiv enzimekkel, amelyek igy fizikai gatat szabnak a sejt szamadra létfontossagu
gének atirodasanak, vagy a replikacionak.

A pBAD24 plazmid alapt konstrukcidk sikerének az oka az lehet, hogy
ezeknél a plazmidokndl az araBAD operon atir6déasat igen szigort médon lehet
szabalyozni azaltal, hogy tesziink-e¢ a tapfolyadékba arabindzt vagy sem. Mivel
az araBAD operon katabolit repressziora érzékeny, az enzimszintet tovabb lehet
csOkkenteni gliik6z hozzdadasaval.

A hatékony tisztitas érdekében eldallitottunk egy un. ,,kombinalt” varianst
Is. A pBFH-MSssI nevii plazmid olyan metiltranszferazt hordoz, amely egyrészt
N-terminélis FLAG, C-terminalis 6xHis-Cys fuzids peptideket kddol, masrészt a
Cys368Ala mutaciot is hordozza. Ennek a variansnak abban rejlik az eldnye,
hogy a ODN-hez vagy PNA-hoz valé kotés utan is affinitasoszloppal lehet

tisztitani a mar konjugalt metiltranszferazt.
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Summary

DNA bending induced by DNA (cytosine-5) methyltransferases

Footprinting studies with the M.BspRI C5-cytosine methyltransferase
suggested that the enzyme might induce a distortion, perhaps a bend in substrate
DNA. We performed mobility shift assays using a circularly permutated set of
DNA fragments. This method relates electrophoretic mobility of DNA-protein
complexes to the position of the complex within the fragment. For preparation
of the circularly permutated set of fragments, a plasmid (pBend-GGCC) was
constructed and a 3?P-labeled DNA fragment was synthesized in vitro by PCR
amplification of the polylinker segment of pBend-GGCC. A permutated set of
fragments was generated by cleaving the PCR product with restriction enzymes
having cleavage sites in the tandem repeats. Complexes were formed between
the radioactively labeled fragments and purified M.BspRI, and they were
analyzed by electrophoresis in polyacrylamide gels. The autoradiogram of the
gel showed that mobility of the complexes depended on the position of the
methyltransferase binding site. Complexes of fragments with the binding site
near to one of the ends migrated faster than complexes with the binding site near
to the middle of the fragments. Such electrophoretic behavior characterizes
complexes in which the DNA is bent. Calculations yielded bend values between
46° and 50°. This was a surprising observation in the light of the X-ray structure
of the M.Haelll-DNA complex, because in the crystal the DNA was unbent.
M.BspRI and M.Haelll have the same specificity, share extensive sequence
homology and presumably recognize substrate DNA in a similar fashion. We
performed similar gel shift experiments with M.Haelll, and found that this
enzyme also induced a 40°-43° bend. To obtain additional evidence for protein-
induced DNA curving, we performed phasing experiments with the BspRI and

Haelll methyltransferases. This method relates complex mobility to the helical
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phasing between the protein-induced bend and a sequence-directed intrinsic
bend on the same DNA fragment. In these experiments we used a set of DNA
fragments which carried three helically phased (A/T)s-tracts and a single GGCC
site. The fragments differed from each other in the distance between the GGCC
site and the (A/T)s-tracts. It is known that (A/T)s-tracts are characterized by a
bend toward the minor groove, thus the direction of a protein-induced bend can
be derived from the dependence of electrophoretic mobility on the helical
phasing between the two bends. In designing this experiment, we wanted to
avoid potential problems arising from the fact that an unmethylated GGCC site
can bind methyltransferase molecules in either of two orientations, and the two
resulting complexes may not be equivalent with regard to the position of the
induced bend. Therefore, to allow just one binding orientation, hemimethylated
DNA fragments were prepared. Autoradiography of the gels with complexes
formed between M.Haelll and the labeled fragments showed that the relative
mobility was a function of the distance between the (A/T)s-tracts and the GGCC
site. The complex migrating with the lowest relative mobility was formed with
the fragment, in which the distance between the center of the intrinsic bend and
the GGCC site was 73 bp, which corresponds to approximately seven helical
turns of B DNA. The complex with the fragment in which this distance was 69
bp (close to 6.5 helical turns) migrated with the highest relative mobility. The
pattern of the relation between mobility and the distance of the bend centers
suggests that the direction of the protein-induced bend is toward the minor
groove. Similar results were obtained with M.BspRI.

A possible explanation of the contradiction between our data (M.Haelll-
induced bend) and the crystal structure (unbent DNA in the M.Haelll complex)
could be that the gel shift experiments characterize the initial recognition
complex, whereas the X-ray structure was that of a post-methyl transfer
intermediate, in which the enzyme and the DNA substrate were covalently

bound. We considered a model in which, at the beginning of the methylation
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reaction, the enzyme induces a curvature in the DNA to facilitate sequence-
specific recognition and base flipping, then after the methyl transfer has
occurred, the DNA again assumes the undistorted B form. To test this
hypothesis, circular permutation gel shift assays were performed with PCR-
generated fragments that had been methylated in vitro. These experiments
yielded a protein-induced bend of 32 - 33°.

Because of the contradiction between the M.Haelll structure and our
results, we were concerned that the observed electrophoretic behavior of the
M.Haelll and M.BspRI complexes might be due to some DNA conformational
effect other than bending. Former studies with the M.Hhal-DNA complex by
circular permutation gel shift assay and scanning force microscopy showed no
protein-induced bending. Thus, M.Hhal methyltransferase seemed a good
candidate as a control enzyme. We constructed the plasmid pBend-GCGC and
used it to synthesize permutated fragments with a single Hhal recognition site.
Gel shift assay with M.Hhal showed only a very slight bend. This finding
increases the reliability of our data with M.Haelll and M.BspRI.

We extended the studies to three other C5-cytosine methyltransferases:
M.Sinl (GGWCC), M.Sau96l (GGNCC), and M.Hpall (CCGG). We had
choosen M.Sinl and M.Sau961 because the recognition sites of these enzymes
are related to the recognition site of M.BspRI/M.Haelll and represent different
degrees of degeneracy. M.Hpall was choosen because it shares recognition
specificity with M.Mspl (CCGG), an enzyme which had previously been shown
to cause a very sharp DNA bend (130-140°). Data from experiments with
M.BspRI, M.Haelll and M.Hhal suggested a connection between the magnitude
of the methyltransferase-induced DNA bend and the base recognized 3’ to the
target cytosine. We thought that it would be interesting to test M.Hpall which
differs from M.Mspl in the methylated base. To generate permutated sets of
fragments with single binding sites for M.Sinl and M.Hpall, the plasmids
pBend-GGWCC and pBend-CCGG were constructed. M.Sau96l has two
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recognition sites: GG*/tCC and GG®/cCC. Interaction with the GG*/1CC site
was tested with fragments obtained from pBend-GGWCC. For the GG®/cCC
site, fragments amplified from the pBend-GGCC template were used because
the GGCC site in the plasmid overlaps with a GGSCC sequence.

All three enzymes produced mobility shift patterns which are
characteristic for protein-induced bending. The bend angles were estimated to be
30°, 34°- 37° and 52° - 57° for M.Hpall, M.Sinl and M.Sau961, respectively. The
Sau961 methyltransferase bent fragments containing either recognition site to a
similar degree. Perhaps the most interesting observation in these experiments
was that M.Hpall induced only a moderate curve in substrate DNA. This differs
drastically from the bend characterizing the M.Mspl complex.

What function DNA bending could have in the action of a DNA
methyltransferase? In addition to possible role in sequence-specific DNA
recognition, it may play a role in base flipping. During base flipping the target
base is rotated out from the helix by 180°. A connection between bending and
base pair opening was indicated by molecular modeling. It was shown that DNA
bending facilitates base pair opening and that, conversely, once a base pair is
disrupted, DNA can bend very easily. This leads to the question whether
bending is a cause or a consequence of base flipping. One of the alternatives is
that DNA bending is a mechanism by which the enzyme overcomes the forces
holding the target base in the helix. Alternatively, bending may follow base
flipping in time and its role may be to stabilize the DNA structure after the base
has flipped out. We believe that the second model seems to be more likely. The
newest molecular modeling based on free-energy calculation indicates that base
rotation occur via the major groove. These results are consistent with results of
phasing experiments with M.Haelll which showed the bending is toward the

minor groove.
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Construction of M.Sssl variants for coupling with peptid nucleic acid or

oligodeoxynucleotid

The ability to methylate DNA sequences playing a role in gene regulation
may help to understand information generated by genomic sequencing. This task
may be achievable by generation of methyltransferases with "programmable"
specificities. In 2001, our group as a member of an international consortium won
a research grant of the European Fifth Framework Programme for development
of methyltransferases with programmable specifities. Oligodeoxynucleotid
(ODN) and peptid nucleic acid (PNA) have the capacity form sequence-specific
complexes with DNA. It is assumed that if ODN or PNA is covalently bound to
a methyltransferase, the specifity of the conjugate will be in part determined by
the sequence of the PNA/ODN tag. The aim is to introduce PNA/ODN-
methylase conjugates into cultured cells and disrupt transcription of certain
genes by selective methylation of their promoter. The PNA/ODN tag of the
conjugate will make specifity of the methyltransferase programmable.

The Spiroplasma C5-cytosine methyltransferase, M.Sssl was choosen as
model enzyme for coupling with ODN or PNA. M.Sssl has the lowest specificity
(CG) among prokaryotic C5-methyltransferases, thus sequence specificity of the
envisaged conjugates will be largely dependent on the “programming” ODNs or
PNAS.

For coupling of PNA/ODN to the methylase, the structure of the enzyme
Is must be modified according to the specific requirements of the coupling
reactions. Coupling using the bifunctional crosslinker requires a Cys residue
placed at or close to the N or the C terminus of the molecule. Because any thiol
group in the protein may react with the reagent, the protein should ideally not
contain any other cysteine. Native chemical peptide ligation is dependent on a
free cysteine thiol group at the amino terminus of the target protein, internal Cys

residues, however, do not react.
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First, we attempted to modify the original pCAL7 plasmid (obtained from
New England Biolabs), which encodes wild type M.Sssl. Unfortunatelly, neither
the wild type, nor the mutant enzymes could be overproduced and purified to
homogenity. To facilitate purification, we decided to construct variants, in wich
M.Sssl is fused to an affinity tag.

For native chemical peptid ligation we have made two M.Sssl variants
carrying the FLAG octapeptide at the N-terminus (FLAG-M.Sssl and FLAG-
M.Sss-74) and purified them to homogenity using a FLAG affinity column. The
FLAG-M.Sssl-74 variant differs from FLAG-M.Sssl, in that it has a C368A
mutation and a C-terminal Cys. The FLAG fusion part could be removed by
enterokinase cleavage resulting in N-terminal cysteine. Because of its C-
terminal Cys pFLAG-MSss-74 in principle could be suitable for coupling using
the bifunctional reagent without prior removal of the N-terminal affinity tail.

In another approach to generate an M.Sssl variant carrying N-terminal
cysteine, we mutated Ser2 to cysteine and cloned the modified gene in pBAD24
vector. This construct was made in the hope that the N-terminal formil-
methionine will be removed enzymatically in the E.coli cells resulting in N-
terminal cysteine. For purification of this variant, an oligonucleotide encoding a
6xHis-peptide tag was added to the C-terminus of the Sssl methyltransferase
gene.

Two plasmid constructions (pETHis-MSssl, pETHis-MSss-74) based on
the pET-His vector system were generated, but no significant overproduction of
the 6xHis-tagged variants were obtained.

In several cases we observed that the cells died after induction of M.Sssl
production. We believed that the reason of toxicity was overmethylation of the
DNA. To test this assumption, we generated an inactive variant of M.Sssl by
mutagenesis of the catalytic Cys residue. Suprisingly, this variant was also toxic
for cells after protein induction. Presumably, the reason of toxicity was binding

of the methyltransferase to the DNA. We suggest that the explanation of toxicity
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Is the binding of the Sssl MTase to CG sites resulting in blockage of replication
and transcription.

For the purpose of more effective purification we generated a "combined
variant" (FLAG-M.Sss-6xHis-Cys), which carried the FLAG octapeptide at the
N-terminus and a 6xHis-Cys peptide at the C-terminus. Advantage of this
double-tagged variant is, that the second affinity tag will allow separation of the
conjugate from free ODN/PNA.

In the course of this work, several plasmid expression vectors were tried
to overexpress M.Sssl and its mutant derivates. The only vector to give
substantial overproduction was pBAD24. We assume that the success of
pBAD24 based plasmids could be the tight regulation of araBAD promoter.

One of the aims of our work is to purify M.Sssl for X-ray crystallographic
study. We hope that studies of the M.Sssl structure will help us to understand the
catalytic mechnism of the human methyltransferase which has similar

specificity.
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Roviditések

C5-MTaz
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mcr

mrr

ODN
PNA
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LB
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SAH, AdoHcy

SDS
BSA
PCR
EDTA
cpm
Kan'
PEG
ATP
IPTG
oD

rpm

- DNS C5-citozin metiltranszferaz
- S-adenozil-L-metionin
- methylated cytosine restriction
- methylation requiring restriction
- oligodezoxinukleotid
- peptid nukleinsav
- cink finger
- Luria-Bertani taptalaj
- 10 mM Tris-HCI pH 8,0 és 1| mM EDTA oldat

- S-adenozil-L-homocisztein

- natriumdodecil szulfat

- marha-szérumalbumin

- polimeraz lancreakcio

- etilén-diamin tetra-acetat

- (count per minute) percenkénti beiitésszam

-kanamicin rezisztens

- polietilén-glikol

-adenozin-trifoszfat
- izopropil B-o-tiogalaktopiranozid
- optikai denzitas

- (rotate per minute) percenkénti fordulatszam



