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Bevezeto

A Human Genom Projekt egy évtizeddel ezel6tti befejezésével vilagossa valt, hogy
a DNS nukleotidszekvencidja onmagaban nem lehet felelés az ¢€lovilagban megfigyelt
valtozatossagért. Mara koztudott, hogy a DNS adott bazisait €s a kromatin szerkezetet
érintd, jol meghatarozott ¢és dinamikusan valtozd epigenetikai mddositdsok
elengedhetetlenek az ¢€l6 szervezet normalis fejlodéséhez és mikddéséhez. A DNS
metilacié az epigenetikai szabalyozas egy kulcsfontossagli része, amely baktériumoktol
emldsokig szamos élélényben megtalalhatd. A metilaciot a DNS metiltranszferazok
végzik, amelyek metildonorként  S-adenozil-L-metionint (SAM)  hasznalva,
szekvenciaspecifikus modon egy metilcsoportot juttatnak az adenin N6 illetve a citozin N4
vagy CS5 atomjaira. A keletkezd modosult bazisok a DNS természetes alkotoelemei, a nagy
arokban elhelyezkedd metil csoport ugyanis nem valtoztat a bazisok Watson-Crick
bazisparosodasi képességein, de a DNS-t felismerd enzimek szamara 0j informacidval bir

(Jeltsch, 2002).

A DNS metilacio szerepe prokariotakban

Prokariotadkban mindharom tipust metilacio (C5-metilcitozin, N4-metilcitozin és
N6-metiladenin) megtaladlhato, és leginkabb a replikaci6 szabalyozasban, a DNS
hibajavitasban és a sajat, illetve idegen DNS megkiilonboztetésében jatszanak fontos

szerepet.

Az elébbi két funkcid foként adenin metiltranszferazokhoz kapcsolodik, mint pl. az
Escherichia  coli-ban is  mikoédd Dam  metiltranszferdz  (,,DNA-Adenine-
Methyltransferase”), amely a GATC szekvencidkon beliil talalhato adenint metilalja a DNS
mindkét szalan. A teljesen metilalt kromoszomalis DNS replikacidja soran hemimetilalt
kettésszala DNS keletkezik, amelyben az eredeti sziiléi szal igen, az Ujonnan
szintetizalodott szal viszont nem metilalt. Ez az allapot rovid ideig fennmarad, lehetdséget
adva arra, hogy olyan enzimek kapcsolodjanak a DNS-hez, amelyek szerepet jatszanak a
hibajavitasban, a kromoszéma replikacioban és szegregacioban, plazmid replikacidban,
illetve a transzpozicid és génkifejezddés szabalyozasdban. Annak ellenére, hogy a Dam
metiltranszferaz nem esszencidlis minden vy-proteobaktérium esetén, pl. az E. coli

mutansok életképesek, hidnya a legtobb esetben rendellenes fenotipus, illetve
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megnovekedett mutacios rata megjelenéséhez vezet (Marinus ¢és Casadesus, 2009).
Hasonléan mukodik az els6ként Caulobacter crescentus-ban  kimutatott, o-
proteobaktériumokra  jellemzé, Ccr metiltranszferaz (,,Cell Cycle Regulated
Methyltransferase) amely a GANTC szekvencidkon beliil talalhaté adenint metilalja és a

sejtciklus szabdlyozasaban vesz részt. Hidnya a legtobb esetben a sejt haladlahoz vezet

(Collier, 2009).

A sajat és idegen DNS megkiilonboztetésében ritkdbban maganyosan, gyakrabban
restrikcids endonukleazhoz kototten, a restrikcidos-modifikéacios (RM) rendszerek részeként
miik6dé metiltranszferazok vesznek részt. Ezen rendszerek fo feladata a gazda genom
integritdsanak megorzése transzpozon illetve fag fert6zés esetén. Egyazon RM rendszer
részét képezd két enzim ugyanazt a DNS szekvenciat ismeri fel, amelynek metilacioja
meghatarozott citozin illetve adenin nukleotidoknal védelmet biztosit az endonukleaz altali
hasitassal szemben. A sejtbe jutd idegen DNS altalaban nem rendelkezik az adott gazdara
specifikus metilacioval, igy a DNS mindkét szalanak hasitdsa révén az endonukledz
feldarabolja azt (Wilson és Murray, 1991). Tobb mint 40 évvel ezel6tti felfedezésiik ota
(Smith és Welcox, 1970) a biokémiailag vagy genetikailag jellemzett RM rendszerek
szdma mara kozel 4000-re nétt és a tobb mint 2400 ismert bakteridlis és archea genom
mintegy 90%-a tartalmaz legalabb egy lehetséges RM rendszert (Roberts és mtsai., 2010;
Vasu és Nagaraja, 2013).

Sokféleségiiket és széleskorl elterjedésiiket tobb dolog is magyarazhatja. Egyrészt
amellett, hogy genetikai ,,immunrendszerként” mikodnek, a homolog rekombinéicio
eldsegitésével hozzajarulhatnak a genetikai variabilitdshoz és a mikrobialis evolicidhoz
(Arber, 2000), masrészt a kornyezetbdl szarmazé idegen DNS felvételének szabalyozésa,
illetve a torzs-specifikus metilacido kialakitasa révén szerepiik lehet a faji identités
fenntartdsaban is (Jeltsch, 2003). Egy harmadik elmélet szerint, mivel a posztszegregacios
megsemmisitdé mechanizmus illetve horizontalis géntranszfer révén eldsegitik dnmaguk
fenntartasat és elterjedését, tulajdonképpen 0nzd genetikai elemként miikdodnek

(Kobayashi, 2001).

A restrikcidos-modifikacios rendszerek az enzimek szerkezete, miikodése, kofaktor
igénye, a felismerési hely és egyéb jellegzetességeik alapjan négy nagy csoportba (I-IV)
sorolhatoak (Roberts, 2003). Nagy tobbségiik a II. tipusba tartozik, melyekre jellemzd,

hogy az enzimek altaldban rovid, palindrom szekvencidkat ismertnek fel, az endonukledz a
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hasitashoz legtdbbszor csak Mg” -ot igényel, és a DNS mindkét szalat a felismerési helyen
beliil, vagy ahhoz nagyon kdozel, egy meghatarozott helyen vagja (Pingoud és Jeltsch,
2001). Noha a legtobb restrikcios enzimet gatolja a kanonikus MTaz altali metilacio, a IIM
(metilacio iranyitott endonukleazok) alcsoport egy érdekes kivételnek szamit: a GATC
szekvenciat felismerd Dpnl enzim példaul csak a metilalt adenint tartalmazé célhelyet
hasitja (Lacks ¢és Greenberg, 1975). Fontos azonban megjegyezni, hogy ez az enzim
kiilonbozik a IV. tipusba sorolhatdé McrBC endonukledztol (Raleigh, 1992; Raleigh és
Wilson, 1986), amely szintén metil(citozin)-specifikus enzim, de nem rendelkezik egy jol
meghatarozott hasitasi hellyel. Szamos restrikcios enzim esetén megfigyelték azt is, hogy a
célhely nem kanonikus metilaciéja nem foltétleniil gatolja az endonukleaz miikodését, de
legtobbszor a hasitas sebességének csokkenéséhez vagy csak az egyik szal hasitdsdhoz
(nickeléséhez) vezet (Nelson ¢és mtsai., 1993). Szintén kivételt képeznek a szigor
értelemben vett II. tipusu enzimek kozt az Un. nickeld enzimek, amelyek a DNS csak egyik
szalat hasitjak. Ilyen enzimek eléfordulhatnak természetesen, mint pl. a N.BstNBI (Morgan
¢s mtsai., 2000), lehetnek egy heterodimerként miikodé enzim izolalt alegységei (Xu és
mtsai., 2007), vagy létrehozhatdéak mesterségesen is kiilonb6zd mutacidkkal, mint pl. az

AlwlI restrikcios endonukleazbol szarmaztatott nickeld enzim (Xu és mtsai., 2001).

A 1II. tipusi RM rendszerekhez tartozd enzimek egyszerli szerkezetik és a
nagyszamu ismert, altalaban jol meghatarozott specificitdsuk kovetkeztében a modern
molekuléris biologiai mddszerek elengedhetetlen kellékeivé valtak, ¢s a DNS-fehérje
kolcsonhatasok vizsgalatanak rendkiviil j6 modellrendszerét képezik (Buryanov és

Shevchuk, 2005; Roberts, 2005).

A DNS metilacio szerepe eukariotakban

Eukariotdkban csak C5-citozin metilacié talalhatd, amely a DNS mindkét szalat
érinti, és mig emlésokben foként CG dinukleotidokban fordul eld, addig gombakban (pl.
Neurospora crassa) és novényekben (pl. Arabidopsis thaliana) mas szimmetrikus és nem
szimmetrikus szekvenciakon beliil is megtalalhatd. A DNS metilacio el6forduldsa és
mértéke nem tekinthetd altalanosnak az eukaridtdkndl: a Saccharomices cerevisie és
szdmos gerinctelen torzs esetében példaul teljesen hianyzik, a Drosophila melanogasterben
pedig nagyon kismértékli (Suzuki és Bird, 2008). Ezzel szemben emlésokben a CG
szekvencidk mintegy 60-80%-a metilalt, amelyek térbeni és iddbeni eloszlasa nem

véletlenszerli. A megfeleld metilacidos mintazat kialakitdsaért és fenntartdsaért foként 3
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metiltranszferdz felelés. A Dnmtl ,,fenntarté” metiltranszferazként mikodve a replikacio
soran keletkezett hemimetilalt DNS-t ismeri fel, biztositva a metilaciés mintazat
fenntartasat sejtosztddas utan. A Dnmt3a és b metildlatlan CG szekvencidk felismerésére is
képesek, és valoszinlileg a de novo metilacioért felelések pl. az embrionalis fejlédés soran.
Egy negyedik, eukariotakban konzervaltnak tekintheté metiltranszferaz, a Dnmt2, még
olyan fajokndl is megtalalhatd, ahol nincs kimutathaté DNS metilacié. Ez az enzim
feltételezhetden a tRNS metilacidban jatszik szerepet (Bestor, 2000; Hermann és mtsai.,

2004).

Eukariotdkban a DNS metilacid egyik legfontosabb funkcidja a génkifejezddés
szabalyozasa. A promoter régiok metildcidja altaldban az adott gén kifejezddésének
csOkkenéséhez illetve kikapcsoldsdhoz vezet, egyrészt mivel a metil csoport fizikailag
akadalyozza szédmos transzkripciés faktor DNS-hez kotddését, mdasrészt a metilacio
lehetdvé teszi metil-CG-koto fehérjék kapcesolddasat amely hiszton deacetilazok megkdtése
¢s ezek miikodése révén kromatinkondenzdlodéshoz és ezéltal stabil génrepresszidhoz
vezet (Fuks, 2005; Klose és Bird, 2006). A metilaci6o egyedfejlédés szabalyozasaban
betoltott szerepére €s esszencialis voltara utal, hogy mutins DNS-metiltranszferazzal
rendelkezd egérembriok rendellenesen fejlddnek és homozigdta formaban, a fejlédés adott
szakaszaban elpusztulnak (Li és mtsai., 1992). Ezen kiviil a DNS metilacié részt vesz a
genomikus bevésddésben (Li és mtsai., 1993), X kromoszoma inaktivacioban (Mohandas
és mtsai.,, 1981), illetve transzpozonok és repetitiv szekvencidk metilacidja révén a

genomstabilitas fenntartdsaban is (Yoder és mtsai., 1997).

Figyelembe véve sokrétli szerepét, nem meglepd, hogy a megfelelden kialakitott és
fenntartott metilacids mintazat elengedhetetlen a magasabb rendli eukariotak fejlddéséhez
¢s a szervezet normalis miikodéséhez. A rendellenes metilacid szamos korképpel, igy
neurodegenerativ betegségekkel, cukorbetegséggel, rakkal illetve az oOregedéssel is
Osszefiiggésbe hozhat6é (Jones, 2001). A DNS metilacidt is felderitd epigenetikai
kutatasoknak nagy jelentdsége van nemcsak adott betegségek diagnosztizalasaban, de az
esetleges gyogymodok kidolgozasaban is, igy napjainkban nagy hangstlyt kaptak azok a
fejlesztések, amelyek lehetdvé teszik bizonyos gének metilacids profiljanak vizsgalatat €s
megkisérlik ennek Osszekapcsolasat az adott gén szovet-specifikus kifejezédésével. Mara
mar szamos modszer létezik a globalis illetve a génspecifikus metilacidos mintazat
megallapitdsara is (Ammerpohl és mtsai., 2009). Ezek koziil érdemes kiemelni az Un.

biszulfitos DNS szekvenciameghatdrozast (Frommer és mtsai.,, 1992), amely azon a
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megfigyelésen alapszik, hogy egyszala DNS-ben a natrium-hidrogénszulfit, vagy biszulfit,
sokkal gyorsabban képes specifikusan dezaminalni a citozint uracilld egy dihidrocitozin-
szulfonat intermedier kialakuldsdn keresztil (2. abra/C), mint ahogy azt az 5-
metilcitozinnal teszi. A két bazis eltérd reakcidoképessége feltehetéen annak koszonheto,
hogy S-metilcitozin esetén a szulfonat-addukt sokkal lassabban jon létre (Hayatsu és
mtsai., 1970; Wang és mtsai., 1980). A biszulfittal kezelt DNS felhasznalhaté templatként
egy PCR reakcidhoz, amelyben a keletkezett uracil (eredetileg metildlatlan citozin)
timinként, az eredetileg C5-metilalt citozin, pedig citozinként fog felsokszorozodni. A
DNS szekvencidban létrejott valtozdsok kimutatisara ezutdn szamos modszer
alkalmazhatd. A preferencidlis citozin konverzid egymas utani szulfonaléds, hidrolitikus
dezaminacid, és deszulfonalas révén valosul meg, és bazisparosodasban részt nem vevo
citozinok (tehat egyszali DNS) esetén a leghatékonyabb. Noha a modszer tobb pontjan is
technikai nehézségeket rejteget, mint pl. DNS degradacio, nem teljes konverzid, PCR
soran keletkezd hibak, ami téves értékeléshez vezethet (Laird, 2010; Warnecke és mtsai.,
2002), mara mar nagymértékben automatizalttd valt és egyike a legelterjedtebb metilaciot

vizsgal6 alkalmazasoknak.

C5-citozin metiltranszferazok

A C5-citozin DNS metiltranszferazok evolicids szempontbol is érdekesnek
tekinthetdek, hisz mind prokaridtakban, mind eukariotdkban megtaldlhatéak. A prokariota
enzimek koziil a legjobban jellemzett metiltranszferazok a II. tipusba tartoznak. Ezek
altalaban monomerként mitkddnek, igy egyetlen kétddési esemény soran a DNS csak egyik

szalanak metilacioja valosul meg.

A kiilonb6z0 prokaridta citozin metiltranszferdzok ¢€s az eukaridta CG
metiltranszferazok 500 C-terminalis aminosava jelentds mértékli szekvencia-homoldgiat
mutat, ami alapjan szerkezetiikben 10 konzervalt szekvenciamotivumot kiilonboztethetiink
meg. Ezek koziil hat (I, IV, VI, VIII, IX és X) erdsen, négy pedig gyengébben konzervalt,
¢s ugyanabban a sorrendben kovetik egymast az enzimcsalad minden tagjanal (Kumar ¢€s
mtsai., 1994; Posfai és mtsai., 1989). A VIII. és IX. motivumok kozt egy méretében és
aminosavszekvenciajdban is nagy valtozatossdgot mutatd szakasz taldlhatd, az un.
,variabilis” régid, amely a célszekvencia, és ezen beliil a metilalandé citozin felismeréséért
felelds (Klimasuaskas €és mtsai., 1991; Mi és Roberts, 1992) (1. abra). A variabilis région

beliill Un. célhely felismeré domén (TRD, ,,Target Recognition Domain”) kiilonithetd el,
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amely hasonld specificitasi enzimeknél azonos mérettel és nagyon hasonld

aminosavszekvenciaval rendelkezik (Lauster és mtsai., 1989; Trautner és mtsai., 1996).

I I . Iv. V. VI VII. VIII. variabilis régio IX. X.
Hhal - O i e - a— —_— .-
HpaII — - 3 O 4 il = S — —_— . ..
Human —ms —— - < - aw —
Egér —- T i 4 -OaEm - .—
Sssl - . O a— — - -

GxPCQ ENV QxRxR RxxxxExxR

1. Kiilonb6z6 C5-citozin metiltranszferazok vazlatos szerkezete. A fehér téglalapok a gyengébben, a
szinesek pedig az erésen konzervalt motivumokat jelolik. Az utobbiakra jellemzd konszenzus
aminosavszekvencia az adott motivum alatt taldlhato (x, barmely aminosav lehet) (Kumar és mtsai., 1994

alapjan).

Az enzimek haromdimenzios szerkezeti modelljét a kiillonb6z6 metiltranszferazok
SAM-al illetve DNS-el alkotott kokristdlyainak rontgendiffrakcios elemzése révén
allitottak fel. Az elsdként kristalyositott és legjobban jellemzett enzimek a GCGC
szekvenciat felismerd, Haemophilus haemolyticus-bol izolalt M.Hhal ¢és a GGCC-
specifikus, Haemophilus aegypticus-ban talalhat6 M.Haelll voltak. Ahogy varhat6 volt, a
két enzim szerkezetében és milkodésében sok a hasonldsidg, amibdl levonhaté néhany, a
metiltranszferdzokra 4altaldnosan jellemzd kovetkeztetés is (Cheng és mtsai., 1993;
Reinisch ¢és mtsai., 1995; Youngblood ¢és mtsai., 2007). Ezek alapjan elmondhato, hogy a
metiltranszferdzok altaldban két doménbe szervezddd fehérjek, amelyeket egy, a DNS
kotésre alkalmas arok valaszt el egymastol. A konzervalt motivumok eloszlasa a két
domén kozt nagymértékii aszimmetridt mutat: kilenc koziiliik (I-VIII és a X. motivum nagy
része) a nagy doménben talalhato, amely a SAM kotésért és a katalitikus mechanizmusért

felel6s.

A nagy domén (katalitikus domén) konzervalt motivumai koziil talan legfontosabb
kiemelni az 1. és IV. motivumot. A C5-MTazok I. motivuma (FxGxG, ahol x barmilyen
aminosav lehet) az adenin, illetve N4-citozin metiltranszferazokndl is megtalalhatd, mi

tobb, nagy hasonldsagot mutat egyéb S-adenozil-L-metionint (SAM), vagy S-adenozil-L-
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homociszteint (SAH) kotd, nem metiltranszferaz jellegi enzimekben is fellelhetd
motivummal, utalva szerepére (Kagan és Clarke, 1994; Klimasauskas és mtsai., 1989). Az
. motivum a M.Hhal illetve M.Haelll enzimeken kiviil, a citozin N4 nitrogénjét metilalo
Pwvull, illetve az N6-adenin specifikus Taql MTéazoknal is a metildonor kotd zseb részét
képezi. Az itt talalhato glicinben (Gly, G) gazdag régi6 lehetévé teszi, hogy a SAM kotésre
alkalmas, zsebszerl iireg 1étrej6jjon, €s ez altal a metildonor adenin gytriije megfelelden
kozel keriiljon a fehérje alapvazdhoz. A fenilalanin (Phe, F) a zseb hidrofobitasanak
kialakitasaban vesz részt, elosegitve a metildonor kotését. SAM hidnyaban a koté zsebet
valoszinlileg a Phe oldallanca zarja le (Cheng és mtsai., 1993; Gong ¢és mtsai., 1997,
Labahn és mtsai., 1994). A IV. motivum tartalmazza a katalitikus helyként szamon tartott,
konzervalt prolin-cisztein dipeptidet, amely a nukleofil tiolt biztositja. Az itt talalhato
cisztein (Cys, C) muticidja szamos enzimnél csokkent aktivitdshoz vagy
funkciovesztéshez vezet (Cheng és mtsai., 1993; Mi és Roberts, 1993; Rathert és mtsai.,
2007; Wilke és mtsai., 1988; Wyszynski és mtsai., 1993).

A kis domén (DNS felismeré domén) nagy részEt a specificitast ado varidbilis régio
teszi ki, amely igy mind térbeli szerkezetében, mind méretében nagymértékli heterogenitast
mutat. A M.Hhal esetén a IX. motivum erds kapcsolatban 4ll a variabilis régioval is,

biztositva a kis domén strukturdlis vazat (Cheng és mtsai., 1993).

Az enzim altal megkotott DNS a nagy arokkal a felismerd, a kis arokkal pedig a
katalitikus domén felé néz. A célszekvencia megtaldldsa egy tobblépéses reakcio
eredménye, amely egy nem-specifikus DNS ko6tddés utan linearis diffuzioval valosul meg,
és a specifikus kotodést kovetden mind a DNS mind az enzim esetén nagyméretii

konformaciovaltozast idéz €lo.

A C5-citozin metiltranszferazok mikodése

A C5-citozin metilacio jol ismert reakcio, melynek lépései altalanos érvénylinek
tekinthetdk az enzimcsaladon beliil. A folyamat alapvetden a kovetkezd Iépésekre
bonthato: egy specifikus enzim-DNS-SAM komplexum kialakuldsa, a metilalandé citozin
kibillentése a DNS-kettds hélixbol, kovalens fehérje-DNS intermedier kialakuldsa és metil-
transzfer, végiil a kovalens intermedier felbomlésa és a termékek felszabadulédsa (2. abra).
A reakcid soran az enzim aktiv helyén taldlhato cisztein-tiol nukleofil tdmadast intéz a
citozin C6 atomja ellen, ami egy kovalens fehérje-DNS intermedier kialakuldsdhoz vezet.

Ezt a citozin N3 atomjanak atmeneti protonaldsa segiti az enzim egy szintén konzervalt
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aminosava, az ENV tripeptid (VI. motivum) glutaminsavja (Glu, E) révén. Ennek hatasara
aktivalodik a citozin C5 atomja, lehetdvé téve a metil-kation atadasat a SAM-rol. A
metiltranszfert kovetden, a keletkezett dihidro-citozin B-elimindciéval bomlik fel. A
reakcid végtermékei a C5-metilcitozin €s az S-adenozin-L homocisztein (SAH) (Chen és

mtsai., 1991; Vilkaitis, 2001; Wu és Santi, 1987).

SAM
ENV &GS)%

motivum O o I
V4 /4 CH Vi
Glu—C NH2  Glu—C NH2 57 Gu—¢
0-H A~ M e H Yot
)\ 6 )\ R
0 T O cys 0~ N S-Cys

PCQ
motivum

2. abra. A CS5-citozin metiltranszferazok altal katalizalt reakcié (Darii és mtsai., 2007 alapjan).

A B-DNS kettds hélixébe agyazott, bazisparosodasban résztvevd citozin az Un.
baziskifordulas (,,base-flipping”) mechanizmus révén valik elérhetévé az enzimatikus
reakcid szamdara. Ennek sordn a metilalando citozint az enzim mintegy 180°-al kiforditja a
kettds spiralbol, mikézben a katalitikus hurok a DNS felé tolodik. A folyamat
eredményeként a kilendiilt bazis és a SAM aktiv metil csoportja kellden kozel keriilnek
egymashoz egy, az enzim altal formalt, zart katalitikus zsebben (Estabrook, 2004; Horton,
2004; Huang ¢és mtsai., 2003; Klimasauskas ¢s mtsai., 1994; Reinisch ¢és mtsai., 1995). A
kilendiilt bazissal szemben maradt maganyos guaninnal az enzim hidrogénhidkotéseket
alakit ki, ezaltal stabilizdlva az energetikailag kedvezdtlen DNS konformaciot. A
rendelkezésre allo kristalyszerkezetek, illetve kiilonb6zé metiltranszferazok mutéacios
vizsgalataval sikeriilt kimutatni, hogy a baziskilendiilésben szerepet jatszd6 aminosavak a
IV., VL. és VIII. konzervalt motivumokban illetve a varidbilis région beliil taldlhatoak

(Cheng és Roberts, 2001; Mi és mtsai., 1995).

Az M.Sssl metiltranszferaz

A Spiroplasma sp.-b0l izolalt ,arva” (nem RM rendszer részeként miikodd) Sssl

metiltranszferaz, az egyetlen olyan prokaridta enzim, amely az emlésokben talalhato C5-
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MTazokhoz hasonldan, a CG szekvencidkon beliili citozint modositja (Renbaum és mitsai.,
1990). Az enzim processziven metilalja a DNS mindkét szalat (Renbaum és Razin, 1992),
de érdekes médon, Mg*" ionok jelenlétében a metilacio inkabb disztributivva valik
(valosziniileg a csokkent DNS-hez valo affinitds miatt) €s az enzim gyenge topoizomeraz
aktivitast mutat (Matsuo €és mtsai., 1994). A 386 aminosavbol all6 enzim szekvencidjaban
kimutathaté mind a 10 konzervalt motivum, €s szamitogépes modellezés illetve mutacios
vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy valdsziniileg a tobbi prokariota metiltranszferazhoz
hasonl6 szerkezettel és mukodéssel rendelkezik (Darii és mtsai., 2007; Koudan és mtsai.,
2004). Mivel rontgendiffrakcios szerkezet nem all rendelkezésre, keveset lehet tudni a
pontos DNS felismerési mechanizmusrol, footprint analizissel kimutattak azonban, hogy az
enzim a nagy arok feldl létesit kapcsolatot a felismerési hely bazisaival kiterjedt

kolesonhatéasba 1épve a DNS cukor-foszfat gerincével is (Renbaum ¢és Razin, 1995).

Specificitasanak koszonhetden az M.Sssl nagyon jol alkalmazhaté modellként a
magasabb rendli eukariotdkban eléforduld citozin metilacio, illetve DNS-fehérje
kolcsonhatasok tanulméanyozésara, és rendkiviil hasznos kisérleti eszkdz az epigenetikai

kutatasok soran (Galm, 2001; Jessen és mtsai., 2004; Xu és Bestor, 1997).

Citozin és 5-metilcitozin dezaminacio

A citozin és kiilondsképp az 5-metilcitozin (™C) kémiailag sokkal instabilabb, mint
a tobbi nukleotid bazis. Mindkettd képes spontan, hidrolitikus reakci6 révén dezaminalodni
aminek kovetkeztében uracil, illetve timin keletkezik. Normalis fizioldgiai koriilmények
kozt a citozin dezaminacio sebessége kettdsszali DNS-ben 2.6 — 7 x 10™°/s koriil van
(Frederico ¢s mitsai.,, 1990; Shen és mtsai.,, 1994; Zhang ¢és Mathews, 1994), mig
metilcitozin esetén ez valamivel nagyobb: 5.8 x 10"°/s (Shen és mtsai., 1994) vagy 1.5 x
105 (Zhang ¢és Mathews, 1994). A keletkez6 T:G illetve U:G hibas bazisparok
kijavitdsara baktériumokban legalabb harom rendszer képes: az uracil-DNS glikozilaz
(Ung) altali, a nagyon rovid szakasz kijavitas (,,very-short-patch”, VSP) illetve a metilacio
altal irdnyitott hibas bazisparosodas kijavitas (,,methyl-directed mismatch repair”, MMR).
Ezek hatékonysaga nagymértékben fligg a hibas bazispar helyétdl és a sejtek novekedési
fazisatol is. Ugyanakkor amellett, hogy az 5-metilcitozin spontdn dezaminécidja
konnyebben végbemegy, mint a citoziné, a reakcid kovetkeztében keletkezett timin a DNS
sajat bazisa, igy felismerése és a hibas T:G bazispar kijavitdsa nehezebb, mint az U:G

bazisparoké. Ha a dezaminacid soran keletkezett hibas bazisok javitatlanul maradnak, ez, a
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C—U/™C—T ftvonalon keresztil, C:G—T:A mutaciok megjelenéséhez vezet.
Mindezeket figyelembe véve elmondhatd, hogy az 5-metilcitozin mind prokariétdkban
mind eukariotakban fontos mutacidforrds, és a metilalt citozin ,,mutdciés forré pontnak”

tekinthetd (Lutsenko és Bhagwat, 1999).

C5-citozin metiltranszferazok altal katalizalt dezaminacio

A CCGG szekvenciat felismerd ¢és az aldhuzassal jelzett citozint moddosito,
prokariota Hpall metiltranszferazrél kimutattdk, hogy a metildonor SAM hidnyaban
altal katalizalt metilacio, még mindig 10%-szer gyorsabb, mint a citozin spontin
dezaminacidja. Mind a SAM, mind a metilaciéo végterméke, a SAH, koncentracio-fiiggd

moddon gatoljak az enzim altal katalizalt dezaminacidt (Shen és mtsai., 1992).

A jelenséget késobb tobb prokaridta metiltranszferdz, mint pl. M.EcoRIl, Dcm,
M.Hhal, M.Sssl illetve az eukariota Dnmt3a katalitikus alegysége esetén is kimutattdk
(Bandaru és mtsai., 1995; Métivier és mtsai., 2008; Wyszynski és mtsai., 1994; Yang és
mtsai., 1995). Néhany enzim in vivo is képes mutagén hatast kifejteni, igy pl. a Hpall,
EcoRII vagy Dem metiltranszferaz jelenléte E. coli-ban akar 50-szeresére is novelheti a
célszekvencian beliilli C—T mutaciok gyakorisagat. Ez azonban valoészinlileg nem a
metiltranszferazok altal katalizalt folyamat, hisz a sejtekben taldlhaté SAM koncentracio
elegendd a dezaminacid gatlasadhoz, masrészt M.EcoRII esetén a megndvekedett mutacios
gyakorisadg uracil javitd rendszer mellett is kimutathatdé volt (Bandaru és mtsai., 1995,
1996; Wyszynski és mtsai., 1994). Ezzel szemben egy, a metildonor kotésére képtelen,
M.Hpall mutans enzim mind in vitro, mind in vivo, SAM jelenlétében is, hatékonyan képes
a C—U konverzio katalizalasara. Ez a mutans enzim erdsebben kotddik a 1étrehozott U:G
hibéas bazisparhoz, mint a kanonikus C:G felismerd helyhez, gatolja a megfeleld javitast,
igy in vivo mutatorként mitkddik (Shen és mtsai., 1995). Az Mspl MTéz érdekes modon in
vitro nem mutat fokozott citozin dezaminacidt, E. coli-ban kifejezve viszont mutagén
hatasa Osszehasonlithatd a tobbi vizsgalt prokariota enzimmel (Zingg €s mtsai., 1998). A
mar metildlt citozin enzim 4altali dezaminacidja valdsziniitlenebb, mint a citoziné,
M.EcoRII esetén azonban kimutattdk, hogy ez mégis lehetséges. A reakcid sokkal lassubb,
mint a C—U konverzio, de az 5-metilcitozin spontan, hidrolitikus dezaminacidjahoz képest
nagysagrendekkel gyorsabb (Yebra és Bhagwat, 1995). Az M.Sssl esetén egy teljesen in

vitro rendszert hasznalva szintén kimutattdk, hogy a citozin mellett az 5-metilcitozin
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dezaminaciodt is képes katalizalni, s6t ez utobbit nagyobb hatékonysaggal végzi (Métivier

¢és mtsai., 2008).

A legtobb prokaridta metiltranszferaz altali dezaminéciot egy nagy érzékenységi
genetikai teszttel bizonyitottdk, amely valamilyen antibiotikum-rezisztencia reverzidjan
alapul. Egy plazmid DNS-en talalhatd rezisztencia gént egy vagy tobb, mesterségesen
beiktatott pontmutacio 1étrehozasaval inaktivaltak oly médon, hogy a metiltranszferaz altal
felismert citozin dezaminacidja és az ezt kovetd replikacidé sordn megjelend timin vissza
tudja majd allitani a funkciot. A C5-MTdzzal inkubdlt plazmidot uracil hibajavito
rendszerrel nem rendelkezd gazdaba transzformélva a rezisztens revertdnsok szamabol
megallapithatd a dezamindci6 gyakorisdga. Antibiotikum-rezisztencia helyett egyes
kisérletekben egy inaktiv lacZ gén reverzidjat kovették nyomon kék-fehér szelekcio
felhasznalasaval. A Dnmt3a katalitikus alegysége esetén ezzel szemben egy teljesen in
vitro rendszert hasznaltak, amely a metilacié célhelyét is tartalmazd oligonukleotidok
uracil-DNS glikozilazzal (Ung) vagy timin-DNS glikozildzzal (Tdg) valé emésztésén és az
ezt kovetd kvantitative PCR elemzésen alapszik. Az Ung illetve Tdg enzimek a
dezaminacié soran keletkez6 U:G és T:G hibas bazisparokat ismerik fel és hasitjak a
szubsztrat oligonukleotidot, ezaltal csokkentve, vagy meggatolva annak PCR altali
sokszorositasat. A metiltranszferazzal és utana glikozildzzal kezelt DNS valamint a
kezeletlen minta PCR termékeinek kvantitativ 6sszehasonlitasabol kovetkeztetni lehet a
dezaminacié mértékére. Ugy tiinik az enzimatikus dezaminéci6 vizsgalataban fontos lehet
maga a felhasznalt rendszer is, hisz az M.Sssl esetén példaul a kanamicin-rezisztencia
reverzidjan alapuld és az el6bb emlitett in vitro vizsgéalat is kimutatta a citozin
dezaminacids képességet (Métivier és mtsai., 2008; Zingg és mtsai., 1996), mig a lacZ gén

reverzidjat vizsgalva ezt nem tudtak igazolni (Zhang és Mathews, 1994).

Az enzimatikus citozin dezaminécid feltehetden a metilaciod soran is létrejovo 5,6-
dihidro-citozin intermedier kialakuldsan alapszik, akarcsak egyes kémiai anyagok, mint pl.
a biszulfit altali konverzié (3. abra/B és C). Az enzim altal, a citozin C6 nukleofil
tdmadésaval beinditott reakcid kdvetkeztében a citozin C5 atomja helyi negativ toltést kap.
SAM hianydban ennek a semlegesitése valoszintileg egy, a kornyezetbdl felvett proton
révén valosul meg. A kialakult dihidro-citozin szarmazék megegyezik a biszulfit konverzio
soran létrejové intermedierrel, mely vizes kozegben konnyen dezaminalddik. (Selker,
1990; Shen és mtsai., 1992; Zingg és mtsai.,, 1996). Az enzim szerepe a reakcioban

tulajdonképpen az, hogy a citozin N3 protonalasa és ez altal a C5 aktivalasa révén eldsegiti
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az intermedier kialakulasat, ezért az aktiv tiolt nem tartalmaz6 mutans enzimek képtelenek
beinditani a fent emlitett reakciot. Ezt M.Ecorll illetve M.Hhal esetén kisérletesen is
bebizonyitottak: az aktiv cisztein helyén alanint vagy szerint tartalmazé mutansok nem
mutattdk a vad tipusu enzimek esetén megfigyelt C—U konverziot (Wyszynski és mtsai.,

1994; Yang és mtsai., 1995).

A NH, NH, NH, NH,
H SAM SAH H H*
N3 Y- A " CH, A " :
5 +
)\ c +§_ 1)\ ; )\ H Ei
N o] N o] N
© '1*‘ | E l l
B
NHo Q
H H,0 NH,*
H* N/ H 2\_} ) HN
()\ H Q)\ ' E_
N N
| |
C
NH, NH, o) (o}
H,0 NH,*
N7 | HSO; & S HN OH-  HN |
A = AN T A =
o T OH- o N SOy o T SO, HSO; o N

3. abra. Citozin C5-metilacié és dezaminacié (Hayatsu, 2008; Wyszynski és mtsai., 1994 alapjan). (A) C5-

citozin MTazok altal katalizalt metilaci6 SAM jelenlétében. (B) C5-citozin MTéazok altal katalizalt citozin

dezaminacio SAM hianyaban. (C) Biszulfit altal katalizalt citozin dezaminacio.

Metiltranszferaz inhibitorok hatasa az enzimatikus citozin dezaminaciora

Kimutattik, hogy egyes SAM analogok, mint a szinefungin (SF), amely a metilacié
egy ismert gatldszere, illetve egy adenozin szdrmazék, az 5’-amino-5’-dezoxiadenozin
(AA), fokozzék az enzimatikus citozin dezaminacidt: M.Hpall, M.SssI illetve M.EcoRII
esetén példaul tizszer magasabb dezaminaciot mértek AA jelenlétében, mint dGnmagaban az

enzimmel. Ezek az amino-anal6gok amellett, hogy fokozzdk ezt a reakciot, képesek a
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SAM illetve SAH éltali gatlas lekiizdésére is €s igy a metildonor jelenlétében is eldsegitik
a C—U konverziot. Mi tobb, annak ellenére, hogy az M.Mspl 6nmagaban nem képes a
citozin dezamindciora, AA illetve SF jelenlétében ez ennél az enzimnél is kimutathato.
Eredetileg azt feltételezték, hogy az analégok a citozin C5 atomjanak enzim altali
protonalasat segitik eld, ezaltal hozzajarulva a labilis intermedier kialakuldsahoz, de a
késébbiekben bebizonyitottdk, hogy hatdsukat valosziniileg més modon fejtik ki (Sharath
¢s mtsai., 2000; Zingg és mtsai., 1996; Zingg és mtsai., 1998). Noha a folyamat még nem
teljesen tisztazott, minden bizonnyal a citozin C4 atomjanak hidroxilacidja révén valdsul
meg, amelyet, a metilacid sordan az enzim altal végzett, N3 protondlasa tesz lehetové. Az
AA, és valdszinlileg a tobbi vizsgalt SAM analdg is, két uton fejtheti ki hatdsat: bazisként
mikddve vizes kozegben reaktiv hidroxidion keletkezéséhez vezetnek a C4 atom
kozelében, vagy savként az N4 protondldsa révén eldsegitik az aminocsoport eliminéciojat
ammoniumion formajaban. Mindkét mechanizmus a C4 atom viz altali direkt timadasan
alapszik, igy jelenlétiikben nincs sziikség a citozin C6 atomjanak enzim altali nukleofil
tdmadasara. Ezt kisérletesen be is bizonyitottdk: a katalitikus cisztein helyén alanint
tartalmazd, inaktiv M.EcoRIl mutdns 6nmagéban nem, AA jelenlétében viszont képes a
C—U dezaminaci6 katalizalasara. Az enzim szerepe ebben a reakcidoban nem teljesen
vilagos, de feltételezhetden egyrészt szintén részt vesz az N3 protondldsdban, masrészt
maga a reakcio csak akkor mehet végbe, ha a célzott citozin hozzaférhetd, ami az enzim
altali ,,bazis kilendités” nélkiil nem valdsulna meg. A jelenséget nem vizsgaltak olyan
mutans enzimmel, amely képtelen a citozin kilenditésére, de az enzim elengedhetetlen
szerepére utal, hogy C5-MTaz jelenléte nélkiil, 6nmagéban egyik SAM analdg sem vezet

C—U konverzidhoz (Sharath és mtsai., 2000).
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A genom metilaciés mintdzata, az S-metilcitozinok genomi és gén-specifikus
eloszlasa intenziv kutatdsok célpontja, melynek velejaroja, hogy az ezt vizsgalni hivatott
modszerek tarhdza is rohamosan bdvil. A citozin ¢és S-metilcitozin natrium-
hidrogénszulfittal szemben mutatott eltéré reakcidoképességén alapuld biszulfitos DNS
szekvenciameghatarozas egyike az epigenetikai kutatds legfontosabb modszereinek. A
biszulfit altal indukalt reakcié nagy hasonlésagot mutat az egyes citozin metiltranszferazok

altal meghatarozott koriilmények kozt katalizalt citozin dezaminéacioval.

Ezen a hasonlésdgon elindulva doktori munkdm soran fOként arra voltunk
kivancsiak, hogy az M.Sssl felhasznalhat6-e a biszulfitos reakcid enzimatikus
alternativdjaként az epigenetikailag fontos CG dinukleotidokban taladlhaté metilalt és
metilalatlan citozin megkiilonboztetésére kettdsszalit DNS-ben. Munkankat az motivalta,
hogy a biszulfitos konverzi6 enzimatikus reakcidval valo helyettesitése kikiiszobolhetné a
reakcio hasznalatat gyakran nehezitd egyes technikai problémakat. Ezzel kapcsolatban a

kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

o Képes-e az Sssl MTaz katalizalni a citozin dezaminaciojat? Ez a kérdés azért volt
indokolt, mert az irodalomban erre vonatkozdan ellentmondasos adatok voltak (1.
fent).

o Képes-e az SssI MT4az katalizalni az 5-metilcitozin dezaminacidjat?

e Taldlunk-e olyan reakciokoriilményeket, amelyek k6zott az M.Sssl altal katalizalt
citozin és 5-metilcitozin dezaminéci6 sebességeinek kiilonbsége eléri a biszulfitos
konverzidoban mutatott kiilonbséget?

e Tudunk-e olyan koriilményeket teremteni, hogy az Sssl MTéz in vivo, SAM

jelenlétében is mutasson citozin dezaminaciot?

Az M.Sssl-el végzett munka sordn egy véletlen megfigyelés kovetkeztében
észrevettiik, hogy a CG-metilacio 0 szubsztrathelyeket teremt az Mval restrikcids enzim
szamara. Ezek az 0j hasitohelyek kiilonboztek az Mval ismert CCWGG (W lehet A vagy
T) szubsztrathelyeitdl, igy célul tiiztiik ki ezen uj, metilacio-fliggd szubsztrathelyek
azonositasat illetve a hasitdas mechanizmusanak tisztazasat. Az 1 felismerési helyek

azonositasa fényt deritett az Mval endonukledz egy eddig nem ismert aktivitasara.
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Baktérium és bakteriofag torzsek, tenyésztési koriilmények

A munka soran hasznalt baktérium ¢€s fag torzsek jellemzoi az 1. tablazatban talalhatoak.

Torzs

Genotipus

Hivatkozas

Escherichia coli
DH10B

F endAl recAl galU galK deoR nupG rpsL AlacX74 ¥
80lacZAM15 araD139 A (ara leu) 7697 mcrA A (mrr-
hsdRMS-mcrBC) &

(Durfee és
mtsai., 2008)

Escherichia coli
DH5a

F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (K-, mK+) phoA supE44 A\~ thi-1 gyrA96 relAl

(Woodcock ¢és
mtsai., 1989)

Escherichia coli
ER1821

F ginV44 el4 (McrA’) rfbD1? relAl? endAl spoT1? thi-1
A(merC-mrr)114::1S10

(Waite-Rees ¢és
mtsai., 1991)

[endAl thi-1 supE44 mcr-67 ung-1 dut A(argF-lac)U169

XL1-Blue MRF

recAl gyrd96 reldl lac [F’ proAB lacl’ZAM15 Tn5 (Kan®)

gg’;;c}”a coli A(merC-mrr)114::1810 recAl F4 proAB laclqg ZDM15 E.',‘:c'l ,Iialelgh
zzf:Tn10(TetY)] yjandexa
Escherichia coli A(mcrA) 183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1
Stratagene

Escherichia coli

K1053 (BW313 F+)

dut, ung, thi-1, reld, spoT1/F'lysA

(Kunkel, 1985)

f1 R176 fag

(Russel és
mtsai., 1986)

1. tablazat. Felhasznalt baktériumtorzsek és genotipusuk

Az E. coli ER2357-kanS ung és DHI10B-kanS ung’ sejtekben a kromoszéman
talalhatdo a pUP41-bdl szdrmazd inaktiv kanamicin-rezisztencia gén. Létrehozasukhoz a
kanS-H94 allélt tartalmazd pUP41 (Beletskii és Bhagwat, 2001) BstBI-Dral (894bp)
fragmentumat a pMS26 plazmid BstBI és Pmel helyei kozé épitettiik majd, a Sibley és
Raleigh altal leirt, Tn7 transzpozicion alapuldé moddszerrel bejuttattuk mindkét gazda
kromoszomajaba. A Tn7 transzpozicié helyspecifikussagabol adoddéan a kanS gén a
kromoszéma egy meghatarozott helyére épiil be mindkét gazda esetén. Ezt kolonia PCR-el

ellendriztiik (Sibley és Raleigh, 2011).

A baktériumokat altaldban LB (Luria-Bertani) tdpoldatban vagy taplemezen
tenyésztettiik 37°C- vagy 30°C-on. A taplemezek elkészitéséhez 1,5% agart hasznaltunk.
Fehérjetisztitaishoz TB, elektrokompetens sejtek készitéséhez pedig SOB tapoldatban
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novesztettilk a baktériumokat. Elektroporalast kovetden a sejteket SOC tapfolyadékban
regeneraltuk (Sambrook és Russell, 2006).

A felhasznalt antibiotikumokat a kdvetkezd végkoncentracioban alkalmaztuk: 100
pg/ml ampicillin (Ap), 50 pg/ml kanamicin (Kn), 25 pg/ml kloramfenikol (Cm). Az M.Sssl
fehérje kifejezddésének gatlasahoz a tapoldatot 0,2% glukozzal, indukalashoz pedig 0,1%
L-arabin6zzal egészitettik ki, ¢és a sejteket 30°C-on nodvesztettik. M.PspGI
metiltranszferaz esetén a fehérje termelést 300uM IPTG hozzaadassal indukéltuk és a

sejteket szobahdmérsékleten ndvesztettiik.

Plazmidok

A munka soran felhasznalt plazmidokat a 2. tablazat mutatja be.

(Df:zgil::é?;i) Fontosabb jellemzé Felhasznalas Hivatkozas
UPHI(APS Ke) | rosistencin sén gy muna | 11020 dezaminci | (Beletsi ¢
P P el szubsztratja Bhagwat, 2001)

alléljat (kanS-H94)

C-terminalisan 6xHis-jeldléssel
pBHNS-MSssI (Ap®) ellatott M.SssI (C368A) fehérje | M.Sssl tultermelés
génjét tartalmazza

(Rathert és mtsai.,
2007)

Az sssIM gén 5° felét

tartalmazza BamHI-Sacl Kiss A., kozletlen

pBSss-16 (Ap®) Iranyitott mutagenezis

fragmentumon a pBluescript eredmény
SK+ vektorba klonozva
R Az sssIM gént tartalmazo pSTC-M.Sssl plazid Kiss A., kozletlen
pB-M.Sssl (Ap™) pBAD24 taltermel6 vektor létrehozasa eredmény

pST76-C (Cm®) Hoérzékeny ColEI kompatibilis | pSTC-M.Sssl plazid (Posfai és mtsai.,

replikonnal rendelkezik létrehozasa 1997)
Héérzékeny replikonnal kanS-H94 allél
MS26 (Ap®) rendelkezik, az MCS régio a beiiltetése ER2357 és | (Sibley és Raleigh,
p P Tn7R és Tn7S transzpoziciés | DH10B sejtek 2011)
hely kozt talalhato kromoszomajaba

Shuang-yong Xu

E pACYC184- (New England
1(33(1?)((:1 84-M.PspGl Tartalmazza a pspRIM gént M.PspGI(S) Biolabs)
létrehozasa bocséjtotta
rendelkezésiinkre
R . pTZBspDX (Rasko és mtsai.,
pTZ-Bsp5 (Ap") Tartalmazza a bspRIM gént létrehozdsa 2010)

2. tablazat. Felhasznalt plazmidok és fontosabb jellemzoéik
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A tovabbi plazmidkonstrukciokat a munka soran hoztuk létre.

A pSTC-M.SssI (Cm®) plazmid az M.SssI metiltranszferaz génjét tartalmazza.
Létrehozasahoz a pB-M.Sssl plazmid Nsil-Pstl fragmentumat atklonoztuk a pST76-C Pstl
helyére. Mivel a plazmid ColEI kompatibilis replikacidos origoval rendelkezik, ezt

hasznaltuk fel a pUP41plazmid in vivo metilacidjahoz.

A pSTdC-MSssI (Cm") plazmidot pSTC-M.SssI-b8l, a 98bp-os Asel-Pstl
fragmentum eltavolitasaval hoztuk Iétre. A delécid célja a BamHI ¢és Sacl helyek
eltdvolitasa volt, amely a késébbi WT, F17S és G19D sssIM gének klonozasat tette
konnyebbé ebbe a vektorba. Ezt a plazmidot haszndltuk fel az in vivo dezaminécios

kisérletekben a pUP41-el vald kettds transzformalashoz.

A pSTAC-MSssI(F17S), pSTdC-MSssI(G19D), pBHNS-MSssI(F17S) és pBHNS-
MSssI(G19D) plazmidok az M.Sssl mutdns varidnsait kddoljak amelyeket helyspecifikus
mutagenezissel (Kunkel, 1985) hoztunk létre (1asd késébb).

Az Osszes sssIM gént tartalmazo plazmidon az MTéz kifejezddés az L-arabindz
altal indukalhatd Pgap promoter és az AraC fehérje szabalyozasa alatt all (Guzman és

mtsai., 1995).

A pACYCI184-M.PspGI(S) (Cm") plazmid tulajdonképpen egyetlen Smal
felismerési helyet tartalmazd pACYC184-M.PspGI. Létrehozasara az eredeti plazmid
egyedi Xbal helyére ligaltuk az Onmagédval részlegesen komplementer AK244
oligonukleotidot. A plazmidot az M.Sssl-specifikusan metilalt Smal helyek Mval altali

hasitasanak kimutatasara hasznaltuk.

A pTZ-BspDX plazmid a pTZ-Bsp5 plazmidbdl szarmazik. Ez utobbibdl kiejtve az
Xbal fragmentumot inaktivaltuk a BspRI metiltranszferdz génjét. A plazmidot a BspRI
metiltranszferaz felismerési helyével atfedd metilacio-fiiggd Mval hasitds vizsgalatanal

hasznaltuk.

A plazmid DNS-t altalaban 1,5 ml-s kultarakbol alkalikus feltarassal tisztitottuk
(Sambrook és Russell, 2006). Nagyobb tisztasigit DNS mintdkhoz a Genelet Plasmid
Purification (Fermentas/Thermo Scientific), nagyobb mennyiségli tiszta plazmid

eldallitasdhoz pedig a GeneElute Hp Plasmid Midiprep (Sigma) kiteket hasznaltuk a
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forgalmazé utasitasait kovetve. Emésztett DNS fragmentumok gélbdl izolalasa a GenelJet

Gel Extraction (Fermentas/Thermo Scientific) kitel tortént.

Oligonukleotidok
A felhasznalt oligonukleotidok az Szegedi Biologia Kutatokdzpontban késziiltek
vagy az Integrated DNA Technologies cégtél szarmaznak. Az oligonukleotidok
szekvencidja, rovid leirdsa és felhasznalasa a 3. tdblazatban lathato.
Név Szekvencia (5’-3’ irdany) Tulajdonsag Felhasznalas
AK240 | GAATGAACTGCAGGACGAGG A pUP4L 171-
190bp szakasza AS
mal,9 hely
A pUP41 438- szekV?nalasara
419bp hasznalt
AK241 | AGTACGTGCTCGCTCGATGC K primerek
omplementer
szakasza
Onmagéval Smal hely
részlegesen beépitése a
AK244 | CTAGATCTGCCCGGGCAGAT komplementer, pACYC-
tartalmaz egy M.PspGI
Smal helyet plazmidba
AK245 | CATGTAACTCGCCTTGATCG A pUP41 2275 -
2294bp szakasza
A Benlyyg hely
A pUP41 2523- szekvc?nalasara
2504bp hasznalt
AK246 | ACGCTCACCGGCTCCAGATT primerek
komplementer
szakasza
AK252 | TAATTGTTGCCGGGAGGCCAGAGTAAG AK254 és AK255
oligokkal A Benl hely
AK253 | TAATTGTTGCS"CGGGAGGCCAGAGTAAG képeznek duplexet | NaSitasanak
tesztelésére
AK254 | TTTCTTACTCTGGCCTCCCGGCAACAATTA AK252 ¢és AK253 ha'sznalt .
oligokkal oligonukleotid
AK255 | TTTCTTACTCTGGCCTCCS"CGGCAACAATTA | képeznek duplexet | dUPlexek
F17S
A pBHNS-M.SssI | aminosavcsere
AK233 | GTATTT GAA GCT TCT GCT GGA ATT GG plazmid 651- létrehozasara
676bp szakasza hasznalt mutagén
primer
G19D
GAA GCT TTT GCT GAC ATT GGT GCT CAA A pBHNS-M.SssI Aminosayesere
AK234 AG plazmid 657- létrehozasara
685bp szakasza hasznalt mutagén
primer

3. tablazat. Felhasznalt oligonukleotidok és jellemzoik.
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Kompetens sejt készités és transzformacio

Az E. coli sejtek transzformalasat a Lederberg és Cohen altal kidolgozott CaCl,-os
modszerrel végeztiik (Lederberg és Cohen, 1974). A kémiailag kompetenssé tett sejteket a
plazmid DNS-sel fél o6ran at jégen inkubaltuk, majd 42°C-on tartottuk 1,5 percig. A
hoékezelés utan a sejteket 1ml LB tapoldatban 1 6rén keresztiil a transzforméland6 plazmid
replikacios rendszerének megfeleld homérsékleten (30°C vagy 37°C) razattuk, majd 150ul

kultarat megfeleld antibiotikum tartalmu LB lemezre szélesztettiink.

A dezaminacids kisérletek soran, nagyobb transzforméalasi hatékonysag elérésének
érdekében elektroporalast alkalmaztunk, amihez a kompetens sejteket standard protokoll
alapjan készitettilk (Sambrook és Russell, 2006). A DNS hozzdaddsa utdn a kompetens
sejtek elektrosokkolasat a Bio-Rad cég MicroPulser késziilékével végeztik, 0,1cm
elektrodavastagsagu kiivettdkban, 1,8 kV maximalis fesziiltségen. Ezutdn a sejteket 1ml
SOC tapoldatban egy oOrdn at razattuk a megfeleld hdmérsékleten, végiil a kultura egy

részét a megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB lemezre szélesztettiik.

Fehérjetisztitas

A C-terminalis hisztidin jeldléssel ellatott WT €s mutans M.Sssl fehérjéket E. coli
ER1821 vagy DH10B sejtekbdl tisztitottuk. A modszer eredeti leirasat lasd (Rathert €s
mtsai., 2007). A pBHNS taltermelé vektorba klonozott gének kifejezddését minden
esetben L-arabinozzal indukaltuk. A sejteket TB tapoldatban novesztettiik 37 C-on, majd
ODg0=0,4 stirliségnél 0,1% L-arabindz hozzdadasaval indukaltuk a metiltranszferaz
termelését. A baktériumkultirat tovabbi 4-6 oran at ndvesztettiik 30°C-on, majd a sejteket
centrifugaltuk, szuszpendaltuk 50mM Tris-HCl (pH=8), 1mM EDTA, 10mM -
merkaptoetanol és 5% glicerin tartalmt pufferben és ultrahangos kezeléssel feltartuk. A
homogenizatumot centrifugéltuk (30 perc 16000 rpm) és a sejtormelékmentes feliiluszot a
feltarashoz hasznalt pufferben kétszeresre higitva heparin-agar6z oszlopon folyattuk at. Az
oszlophoz kotddott fehérjéket 0-1 M NaCl gradienssel (50 mM Tris-HCI pH=8 és 5%
glicerin tartalmu pufferben) elualtuk, majd a frakciokat SDS-poliakrilamid gélen
vizsgaltuk. A legtobb MTazt tartalmazd frakciokat 6sszegytijtottiik €s ekvilibralo pufferben
(50mM Tris-HCI pH=7,5, 0,5M NaCl és 1mM imidazol) kétszeresre higitva az elébb leirt
pufferrel egyensulyba hozott Ni-agar6z oszlopra (His-Select, Sigma) vittiik. A fehérjét
50mM Tris-HCI (pH=7,5), 0,5M NaCl, és 250mM imidazol tartalma pufferrel mostuk le
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az oszloprol. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellenérzott megfeleld frakciokat
Osszegyljtottiikk és toményitd pufferrel szemben (50mM Tris-HCI pH=7,5, 100mM NacCl,
ImM EDTA, 10mM B-merkaptoetanol, 50% glicerin) dializaltuk. A tisztitott enzim
mennyiségét Bradford reakcioval hataroztuk meg az 595nm hulldmhosszon mért optikai

denzitasa alapjan (Bradford, 1976).

Egylépéses tisztitas esetén a sejteket az elobb leirt modon ndvesztettiik,
centrifugdltuk és ultrahangozds utdn 1mM imidazol tartalmt ekvilibralé pufferben
kétszeresre higitva egyenesen Ni-agaréz oszlopra vittik. A tisztitds tovabbi lépései az

el6z6ekhez hasonldan torténtek.

Az F17S és G19D mutans M.Sssl enzimek létrehozasa helyspecifikus
mutagenezissel

Az Sssl metiltranszferaz SAM kot6 motivumdban talalhatd szubsztiticiokat a
Kunkel-féle iranyitott mutagenezissel hoztuk létre (Kunkel, 1985). Ennek soran a
célszekvenciat tartalmazo, fAgmid alapti, pBSss-16 plazmiddal transzformalt E. coli K1053
sejteket 100 pg/ml ampicillin és 0,25 pg/ml uridin jelenlétében LB tapoldatban
novesztettilk. A gazdasejtekbdl hidnyzik a D-uracil-trifoszfatdz (Dut) és az uracil-DNS
glikozildz (Ung) enzim, aminek kdvetkeztében a plazmid replikédcid soran a DNS-be timin
helyett uracil fog beéplilni. ODg=0,15 silirliségnél a baktériumkultirat Otvenszeres
multiplicitas mellett R176 faggal fertdztiik, hogy egyszalu fagmid DNS képzddjon.
Tovabbi 5 oOra razatas utan a sejteket centrifugaldssal (8000 rpm, 15 perc, 4°C) tlepitettiik
¢s a felliliszoban talalhatod fagrészecskékbdl egyszalt DNS-t tisztitottunk. Ehhez 23 ml
feliiliszohoz 4,6 ml 20% PEG és 2,5M NaCl tartalmt oldatot adtunk és 1 orat allni
hagytuk jégen. A kicsapodott fagrészecskéket lecentrifugaltuk (8000 rpm, 30 perc, 4°C),
majd a csapadékot szuszpendaltuk 0,4 ml TE pufferben. Az egyszali DNS-t fenol-

kloroformos extrakcid utan etanollal csaptuk ki és TE pufferben oldottuk fel.

A komplementer DNS szal in vitro szintéziséhez a T4 polinukleotid kindzzal
foszforilalt, megfeleld6 mutaciot hordoz6 AK233 vagy AK234 oligonukleotidot és az
uracilt tartalmazé egyszalu fagmid DNS-t 90-95°C-on 5 percig inkubaltuk, majd hagytuk
lehiilni szobahémérsékletre. A madasodik szal szintézise a kapott uracilos DNS
templat/primer felhasznalasaval 50mM NaCl, 500uM dNTP mix, ImM ATP, 5 egység T4
DNS polimerdz ¢és 5 egység T4 DNS ligaz felhasznéalasaval 40mM Tris-HCl (pH=5),
10mM MgCl,, ImM DTT és 0,1mg/ml BSA tartalmu pufferben tortént. A reakcié 4°C-rél

23



Anyagok és mddszerek

indult majd 5 perc szobahOmérsékleten vald inkubdlds utdn 2,5 oran at tartott 37°C-on.
Szintézis utdan a DNS-t XLBlue MRF’ dut” ung" sejtekbe transzformaltuk, amelyben csak
a mutaciot hordozo szal replikalodik, a templatként hasznélt uracilos szal lebomlik. A
megfeleld klonokat szekvencia meghatarozassal azonositottuk. Végezetiil az sssIM gén vad
tipusu, vagy megfeleld mutacidt tartalmazd BamHI-Sacl fragmentumat a pBSss-16 alapt
plazmidbdl a pSTdC- illetve pBHNS- alapt plazmidok megfeleld helyeire klonoztuk

tovabbi felhasznalas céljabol.

M.Sssl fehérjevariansok kifejezodésének ellenérzése immunoblottal

A mutéans illetve vad tipusi M.Sssl fehérje kifejez6dését ER1821 sejtekben,
pBHNS- alapt plazmidokrol immunoblot technikaval is megvizsgaltuk. A sejteket 20ml
LB/Ap tapoldatban novesztettiik 30°C-on, 0,1% L-arabindz jelenlétében. 4 oras indukcio
utan a sejteket centrifugaltuk, és ultrahangos kezeléssel feltartuk a fehérje tisztitasnal leirt
feltard pufferben. A sejtmentes kivonatban levd fehérjéket 5 perc 95°C-on torténd
inkubéléssal denaturaltuk. Az analizist altalanos Western-blot protokoll alapjan végeztiik
(Sambrook ¢és Russell, 2006). Roviden: SDS-poliakrilamid gélelektroforézis utan a
fehérjéket PVDF (Millipore) membranra vittiik at (30 perc, 10V, 60mA, félszaraz
blottold). A szabadon maradt fehérjekotd feliilet blokkolasat 1% kazein (Novagen)
tartalmt oldattal végeztiik. A 6xHis-farokra specifikus elsddleges ellenanyagot (His-Tag
Monoclonal Antibody, Novagen) 1000-szeres higitdsban hasznaltuk, a koétés 4°C-on,
¢jszakan at tortént. A nem kotédott ellenanyag eltavolitdsahoz a membrant mostuk kétszer
10 percen at 20ml TBSTT majd 10 percen at 15ml TBS oldatban. A masodlagos, torma-
peroxidazzal (,,Horseradish Peroxidase”, HRP) konjugilt ellenanyagot a blokkolashoz is
hasznalt oldatban 15000-szeres higitasban hasznaltuk. A membrant egy oran at inkubaltuk
az oldatban, majd Ujra mostuk otszor (10 perc, 20ml TBSTT). Az immunreakciot
kemilumineszcencias eljarassal (Chemiluminescent Peroxidase Substrate-3, Sigma),

rontgenfilmen detektaltuk.

Metiltranszferaz aktivitas mérése

Tricium beépiilésén alapul6 metiltranszferaz aktivitas mérés

A vad tipusu vagy mutans M.Sssl varidnsok metiltranszferdz aktivitdsanak

crc

sejtkivonattal inkubaltunk MTaz reakciopufferben (50mM Tris-HCI pH=8,5, 50mM NaCl,
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10mM DTT), 250 pg/ml BSA és 5 uM [metil-’H]-SAM jelenlétében. 20 perc 30°C-on
torténd inkubdacioé utan a reakciot 1,3% SDS hozzaadasaval allitottuk le és a reakcidelegyet
DE81 (Whatman) papirkorongra pipettdztuk. A korongokat mostuk haromszor 50mM
Na,HPO, oldatban és kétszer 95%-os etanollal, majd megszaritottuk. A beépiilt “H

aktivitast folyadékszcintillacios késziilékkel mértiik meg.

Védési teszt

Az Sssl metiltranszferaz variansok félkvantitativ mérésére ugynevezett védési
tesztet hasznaltunk. In vitro aktivitds meghatarozasdhoz az enzimeket kiilonbozo
koncentracioban 10-25 ng/ul plazmid vagy A DNS-el inkubaltunk MTaz reakci6 pufferben
30°C-on fél 6ran at. A reakciot egyes esetekben 20 perces 60°C-os hdinaktivaléssal,
maskor 0,5% SDS hozzaadasaval allitottuk le. Ez utobbi esetben a DNS-t fenol-
kloroformos extrakcid utan etanollal kicsaptuk, és TE pufferben oldottuk fel. /n vivo
aktivitds meghatarozasa esetén pBHNS-M.Sssl, pBHNS-M.SssI(F17S) vagy pBHNS-
M.SssI(G19D) plazmidokkal transzformalt sejtekben 0,1% L-arabinéz hozzdaddséaval
indukaltuk az enzimtermelést, majd 4, 6 illetve 8 6ra utan a 30°C-on novesztett kultirdkbol

plazmidot izolaltunk.

Az in vitro kezelt DNS-t, vagy a tenyészetekbdl izolalt plazmidokat Hin6I
restrikcios enzimmel emésztettiik majd az emésztett DNS-t 1%-0s agar6z gélen vizsgaltuk.

A Hin6lI 4ltali hasitas gatolt, ha a felismerési helyben, GCGC, az alahuzott citozin metilalt.

Metiltranszferaz aktivitas in vivo vizsgalata McrBC restrikcids
emésztéssel szembeni érzékenység alapjan

Az enzimvariansok metiltranszferdz aktivitasanak in vivo vizsgalatdhoz a megfeleld
pBHNS- alapu plazmidot tartalmazé DHSA mcrBC™ és DHI10B mcrBC sejteket 20 ml
LB/Ap tapoldatban novesztettiik 30°C-on. ODgpp=0,3-0,4 stirtiségnél 0,1% L-arabindz
hozzaadassal indukaltuk az enzimtermelést, majd meghatarozott id6k6zonként megmértiik
a kultara optikai denzitasat. Az McrBC endonukledz hasitja a (G/A)™C szekvencikat
tartalmazd DNS-t.

” r

CG-specifikusan metilalt DNS preparatumok eloallitasa

Gélbdl 1zolalt DNS fragmentumok illetve a pUP41 plazmid DNS in vitro CG-

metilaciojat 30°C-on végeztiik, tisztitott M.Sssl felhasznédlédsaval. A reakcidelegy 1-5ug
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DNS-t, MTaz puffert (50mM Tris-HCI pH=8,5, 10mM EDTA, 50mM NaCl, 10mM DTT),
0,16mM SAM-ot, 350 ng/ml BSA-t valamint valtoz6 mennyiségli enzimet tartalmazott. A
30 perces vagy 1 oras inkubaciot kovetden a reakciot 0,5% SDS hozzaadasaval allitottuk
le, majd a DNS-t fenol-kloroformos extrakcioval tisztitottuk, etanollal kicsaptuk és TE
pufferben oldottuk fel.

A pUP41 plazmid CG helyeinek in vivo metilaciojdhoz DH10B sejteket
transzformaltunk pUP41 és pSTC-M.SssI plazmidokkal. Az Ap"Cm® kettds
transzformansokbol plazmid DNS-t tisztitottunk, amihez a sejteket 30°C-on novesztettiik
0,1% L-arabin6z jelenlétében. A tisztitott plazmid metilaltsdgdt Hin6l restrikciods

emésztéssel ellendriztik.

In vitro dezaminacio

A C—U illetve ™C—T dezaminacié kimutatasira egy antibiotikum-rezisztencia
reverziojan alapuld, Bhagwat és csoportja (Beletskii és Bhagwat, 2001) altal kidolgozott
modszert alkalmaztunk. A vizsgéalathoz felhasznalt pUP41 plazmid a Tn5 transzpozonbdl
szarmazd kanamicin-rezisztencia gén egy mutans alléljat (kanS-H94) tartalmazza,
amelyben a Leu94Pro szubsztiticié kanamicin szenzitiv fenotipust eredményez. A mutans
kodon egy Smal restrikciés enzim felismerési helyben (CCC/GGG) taldlhatd. Az
alahuzassal jelzett citozin timinre cserélddése visszaallitja az eredeti Leu94 kodont és az
antibiotikum rezisztencidt. Mivel az aldhtzéssal jelzett citozin része az Sssl
metiltranszferaz felismerési helyének (CG), a pUP41 felhaszndlhatd szubsztratként az
M.Sssl altal katalizalt citozin dezaminacid vizsgalatara. A citozin dezamindcidja
kovetkeztében uracil, €s igy hibas U:G bazispar jon létre, amely ha javitatlan marad, végiil
C—T mutaci6é megjelenését eredményezi a DNS replikacio soran. Ez a citozin-timin csere
ugyanakkor az adott Smal hely eltlinését, és egy uj BstNI (Mval), azaz CC/WGG
felismerési hely megjelenését eredményezi, ami egyszerli emésztéssel ¢€s agardz
gélelektroforézissel kimutathato (4. abra). A pUP41 plazmid 0Osszesen 534 CG

dinukleotidot tartalmaz.
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94 Fenotipus
Vad tipus: -CTATTG GGC -
Leu Leu Gly KanR
, L
Mutans: -CTCCCGGGC- KanS Smal hely CCCGGG
Leu Pro Gly

Revertans: - CTC CTGC GGC - kanR Mval hely CCWGG
Leu Leu Gly

4. abra: A C—T muticiéo kimutatasiara szolgalo reverzios teszt elve. A nyilak a pUP41 kanamicin-

rezisztencia génjében talalhato nukleotid modositasokat jeldlik. A 94. kodon pirossal kiemelve lathato.

A pUP41 plazmidot (70-110ng) tisztitott vad tipusi vagy mutans M.Sssl enzimmel
inkubaltunk 30°C-on 4 6rat. A reakcio 50mM Tris-HCI (pH=8,5), 10mM EDTA, 50mM
NaCl, 10mM DTT tartalmi MTaz reakcidopufferben, 350 pg/ml BSA jelenlétében zajlott.
Ilyen koriilmények kozt a reakcidban 0,18-0,27uM CG-hely volt, az enzim koncentracioja
pedig kisérlettdl fliggden valtozott. A vizsgalni kivant hatastol fliggden a reakcioelegyhez
160uM SAM-ot vagy valtd6zd mennyiségli szinefungint (SF) illetve 5’-amino-5’-
dezoxiadenozint (AA) is adtunk. A dezaminacids reakciét minden esetben 0,5% SDS-el
allitottuk le. A fenol-kloroformos extrakcidval tisztitott, etanollal kicsapott DNS-t TE
pufferben oldottuk fel és E. coli ER2357 ung vagy DH10B ung™ gazdaba juttattuk
elektroporalassal. A baktérium kultarat megfeleld higitasban Ap illetve Kn tartalmu
taplemezre szélesztettiik €s a revertans illetve Osszes transzformalt sejt ardnyabol reverzios
gyakorisagot szamoltunk. 5-metilcitozin dezaminacid vizsgélata esetén az eldzéekben leirt
modon eldallitott in vivo metilalt pUP41 plazmidot hasznaltunk szubsztratként és a kezelt
DNS-t E. coli DHI0B ung' gazdiba transzformalva allapitottuk meg a reverzio
gyakorisagat. Az uracil-DNS glikozildz miikodése révén kiszilirhetd az esetlegesen
metildlatlanul maradt citozinok dezamindcidja, igy a C—U—T utvonalon keresztiil

megjelend revertansok nem torzitjak az eredményt.

In vivo dezaminacio

A reverzio gyakorisaganak mérése (egyszerl in vivo dezaminacios teszt)

Az egyszeriibb in vivo mérés soran a pUP41 és pSTAC-M.SssI (WT), (F17S) vagy
(G19D) plazmidokat tartalmazd kettds transzformansokbol starter kulturat készitettiink
0,2% glukoz jelenlétében. A sejteket kitilepitettiilk, mostuk, majd egy résziiket 20ml, friss
Ap ¢és Cm tartalmu LB tipoldatba oltva tovabb tenyésztettiik 30°C-on. ODg=0,2
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striiségnél 0,1% L-arabindz hozzdadasaval indukéltuk a metiltranszferdz termelést.
Tovabbi 24 6ra novesztés utan 1ml kultirabol a sejteket kitilepitettiik és reszuszpendaltunk
200ul friss LB tapoldatban. Ebbdl 100ul-t Kn tartalmu, a tobbit pedig megfeleld higitadsban
Ap tartalmu taplemezre szélesztettlink és az eldbbiekben leirt moddon reverzids

gyakorisagot szamoltunk.

Abban az esetben, amikor a célszekvenciat tartalmazé kanS (kanS-H94) allél a
gazdasejtek kromoszoémajan volt, a megfeleld metiltranszferdz varians kifejezédése a
pBHNS- alapti plazmidokrdl tortént. A reverzid gyakorisaganak mérését az elbbihez

hasonloan végeztiik 4 oras 0,1% L-arabindz indukcid utan.

Mutacioés rata mérése (fluktuacios teszt)

A dezaminacidés ratdt kanamicin-rezisztens revertansok megjelenésének
gyakorisdgan alapul6 fluktudcios analizissel vizsgaltuk (Luria és Delbruck, 1943; Rosche
¢s Foster, 2000), pUP41 és pSTAC- alapu, két plazmidot tartalmazo rendszert hasznalva. A
méréshez starter kulturat készitettlink 20ml Ap és Cm tartalmu LB tapoldatban, amelyben
a metiltranszferaz termelését 0,2% glukdéz hozzdadasaval represszaltuk. A baktérium
kultarat glukéz nélkiili tapoldatban reszuszpendaltuk és ~10° sejtet atoltottunk 10
parhuzamos, 1ml 0,1% L-arabindzzal és megfelelé antibiotikummal kiegészitett LB
tapoldatba. A kultarakat 30°C-on novesztettiik a stacioner fazis eléréséig majd minden
cs6bol a kulttra felét Kn tartalma taptalajra szé€lesztettiik a revertdnsok szdmdnak
meghatarozasahoz. Az 9sszsejtszdmot 2-2, véletlenszerien kivalasztott cs6bdl vett mintdk
higitdsainak Ap tartalmu taptalajra vald szélesztésével hataroztuk meg. A kapott
telepszamokbdl a reverzios ratat az on-line elérheté FALCOR program segitségével
szamoltuk ki, a Ma-Sandri-Sarkar maximum-likelthood (MSS-MLL) eljarassal (Hall és
mtsai., 2009).

Oligonukleotidok és DNS fragmentumok radioaktiv jelolése

Az oligonukleotid duplexek radioaktiv jeldléséhez a megfeleld, komplementer,
egyszalu oligonukleotid parokat (AK252 és AK254 illetve AK253 és AK255) 80°C-ra
melegitettilk, majd 5S0mM Tris-HCI1 (pH=7,5), 0,9M NaCl tartalmt pufferben 1 6ran at
inkubaltuk 53°C-on. Az AK254 és AK255 oligonukleotidok egy 5°-TTT talnyald véget
tartalmaznak, ami lehetdvé tette a 1étrehozott kettdsszala DNS jelolését Klenow-polimeraz

altali feltoltéssel, [a-""P]-dATP felhasznalasaval. A reakcidt a gyartd utasitasait kovetve
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végeztiik. A DNS duplexek minden esetben a G kozepli szalon tartalmaztdk a radioaktiv
jelzést. Az AK252/254 duplex moédositatlan, mig az AK253/254 és AK252/255 duplexek
modositott (egyik szalon C5-metildciot hordoz6) Benl helyeket tartalmaznak. Az
AK253/255 duplex esetén a Benl hely mindkét szalon modositott citozint tartalmaz. A
pUC18 plazmid Avall-Sspl 441bp-os fragmentumanak radioaktiv jelolését [a-">P]-dCTP
és Klenow polimeraz felhasznalasaval végeztiik, a gyarto utasitasait kovetve. A beépiilt 2P

aktivitast folyadékszcintillacids késziilékkel, Cserenkov sugarzas alapjan mértiik.

Jelolt DNS mintak Mval emésztésének vizsgalata

Annak megallapitasara, hogy a Benl hely milyen mértéksi metilacigja (C-szal, G-
szal vagy mindkettd) sziikséges a szubsztrathely Mval altali hasitdsdhoz, az eldbbiekben
leirt radioaktivan jelolt kettésszalu oligonukleotidokat vagy a pUC18-bdl szarmazé DNS
fragmentumot hasznaltuk fel. A megfelel6 mintdk Mval emésztését a gyarto altal javasolt
koriilmények kozt végeztik (R puffer, 37°C). Az emésztési elegyek minden esetben
tartalmaztak 0,5pg pUCI18 plazmidot is, igy a kanonikus helyek hasitdsanak mértékét
agardz gélen ellendrizni tudtuk. A radioaktivan jelolt DNS emésztési termékeit 7M urea
tartalmiu 6%- vagy 10%-os poliakrilamid gélen vizsgaltuk és autoradiografiaval vagy
phosphor-image analizissel tettiik lathatova altalanos protokollt kovetve (Sambrook és

Russell, 2006).

Egyéb anyagok, enzimek és modszerek

Az Mval restrikcios enzim (hagyomanyos és Fast Digest) a Fermentas/Thermo
Scientific illetve Sigma cégektdl szarmazik. A munka sordn hasznalt restrikcids enzimeket,
T4-DNS ligazt, E. coli DNS polimeraz I-et, és a DNS polimerdz I Klenow-fragmentjét a
Fermentas/Thermo Scientific, az S-adenozil-L-metionint (SAM) pedig a New England
Biolabs cégektdl szereztilk be. Az enzimekkel végzett reakcidkat a gyartd javaslatat
kévetve allitottuk dssze. A [o-> P]-dATP és [0-> P]-dCTP az Izotép Intézet Kft.
(Budapest), a [metil-"H]SAM az American Radiolabeled Chemicals, a szinefungin (SF) ¢és
5’-amino-5’-dezoxiadenozin (AA) pedig az Eli Lilly vagy Sigma cégek termeékei voltak.

A DNS klénozas, polimeraz lancreakcid, szcintillaciés mérések, valamint a DNS
mintdk agar6éz gélelektroforézise ¢és fehérjék SDS-poliakrilamid gélelektroforézise
altalanos protokoll alapjan tortént. A fehérjemintakat 10%-o0s SDS-poliakrilamid gélen

futtattuk és a Comassie Brilliant Blue festékkel tettiikk lathatovd (Sambrook és Russell,
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2006). A DNS mintdk szekvenciameghatdrozasa automatizalt szekvenalokésziilékkel
(ABI) késziilt. A phosphor-image altal alkotott kép kvantitativ elemzése az ImageQuant

szoftverrel tortént. A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism szoftverrel végeztiik.
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M.SsslI altal katalizalt citozin és 5-metilcitozin dezaminacio

M.Sssl altal katalizalt in vitro citozin dezaminacio

A C—U konverzié kimutatasara egy kanamicin-rezisztencia reverzidjan alapuld
tesztet alkalmaztunk. Az M.Sssl 4ltali dezamindcid6 optimalis korilményeinek
meghatdrozasahoz a mutans rezisztencia gént tartalmaz6 pUP41 plazmid DNS-t tisztitott
M.Sssl enzimmel inkubaltuk a metildonor, SAM hidnyaban, kiilonboz6 enzim/CG
(szubsztrat hely) molaris aranyt hasznalva. Figyelembe véve csoportunk M.Sssl-el kapott
eddigi eredményeit miszerint a metiltranszferaz aktivitds mind in vivo mind in vitro 30°C-
on magasabb, mint 37°C-on, és feltételezve, hogy az enzim altal katalizalt dezaminacio is
hasonlé hémérsékleti optimummal rendelkezik, kisérleteinket altaldban 30°C-on végeztiik.
Az M.Sssl-el inkubalt pUP41 DNS-t uracil-DNS glikozilaz hianyos E. coli ER2357 ung
sejtekbe elektroporaltuk, hogy elkeriiljiik a keletkezd uracilok kijavitasat. A reverzid
gyakorisadgat a kanamicin és ampicillin rezisztens kolénidk aranyabol allapitottuk meg. A
legtobb kanamicin-rezisztens koloniat kétszeres enzim/CG arany esetén kaptuk. Ilyen
enzimmennyiségnél a revertansok gyakorisdga i1d6fliggd novekedést mutatott. Ez a
novekedés 4 ora utdn mar nem volt olyan szdmottevd, nagy valdszinliséggel az enzim
csokkend aktivitdsa miatt, igy a tovabbi kisérleteknél a kétszeres enzim/CG hely aranyt és
4 oras inkubaciot alkalmaztunk. Ilyen koriilmények kozt az M.Sssl nélkiil inkubalt
plazmidok esetén 10°-10" koriili reverzi6 frekvencia értékeket kaptunk, amihez képest az
enzim jelenléte tizszeres novekedést eredményezett. A vartnak megfelelden SAM
jelenlétében a reverziod a spontan értékre csokkent (5. abra/A). A metiltranszferazzal kezelt
plazmidok E. coli DHIOB ung' gazdaba valo transzformaldsa esetén a revertansok
gyakorisdga nem mutatott szadmottevé novekedést 8 oOras M.Sssl inkubalds utdn sem,
jelezvén, hogy a kanamicin-rezisztens fenotipus megjelenése valoban a C—-U—-T

utvonalon keresztiil torténik (5. abra/B).
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5. abra. M.Sssl altal Kkatalizalt citozin dezaminacié in vitro. (A) A kanamicin-rezisztencia reverzid
gyakorisaganak valtozasa kétszeres M.Sssl/CG arany esetén SAM (160 pM) illetve AA (500 uM) — lasd
késébb — jelenlétében és hianyaban. A hibavonalak legalabb harom fiiggetlen mérés atlaganak standard
hibajat jelolik. Varianciaanalizissel p<0,01 szintli szignifikanciat hataroztunk meg. (B) A kanamicin-
rezisztencia reverzid gyakorisaganak valtozasa M.Sssl-el vald inkubacios 1d6 fiiggvényében ER2357 ung
(Ung) és DH10B ung" (Ung” gazdakban. A hibavonalak harom fiiggetlen mérés atlaganak standard hibajat
jelolik.

A pUP41 plazmid két Smal és 13 Mval (BstNI) felismerési helyet tartalmaz. Az
egyik Smal (CCC/GGGQG) hely eltiinése és egy uj Mval (CC/WGG) hely megjelenése az
alahuzassal jelzett citozin timinre cserélodését jelzi. Egyes kanamicin-rezisztens
koloniakbol plazmidot izolaltunk és a vart nukleotid cserét jelz6 Smal hely eltiinését és egy

Uj Mval hely megjelenését restrikcios emésztéssel is ki tudtuk mutatni (6. abra).

6. abra. A dezaminicié sorin kialakulé C—U és ™C—T szekvencia

valtozasok kimutatasa restrikciés emésztéssel. Az dbran kiilonbozé Kn®
koloniakbdl izolalt revertdns plazmidok Smal illetve Mval emésztésének
agaroz gélelektroforézise lathatd. 1 — kezeletlen pUP41, 2 — metilalatlan
pUP41 szubsztrattal kapott revertans plazmid, 3 — CG-metilalt szubsztrattal
kapott revertdns plazmid, csillag — eltind Smal fragmentum, nyil —
megjelend Mval fragmentum. A 2. minta esetén megfigyelhetd halvanyabb
fragmentumok, amelyek a kezeletlen minta fragmentumaival egyiitt

vandorolnak, a nem teljes plazmidszegregacié miatt megjelend, vegyes

plazmid populaciora utalnak.
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M.Sssl variansok in vivo metiltranszferaz aktivitasanak jellemzése

A metiltranszferazokra altalanosan jellemz6, FxGxG szekvenciaja, 1. konzervalt
motivum a SAM ko&t6 zseb részét képezi (Cheng és mtsai., 1993; Kumar és mtsai., 1994;
Reinisch és mtsai.,, 1995). Az M.Sssl daltal katalizalt citozin dezaminacid in vivo
tanulmanyozasdhoz a Shen ¢és munkatarsai altal létrehozott, csokkent SAM kotd
aktivitassal rendelkez6 F38S ¢és G40D M.Hpall (Shen ¢és mtsai.,, 1995) variansokhoz
hasonl6 M.SssI mutansokat hoztunk létre. A Hpall metiltranszferaz F38 ¢és G40
aminosavai az elébbiekben emlitett szekvenciamotivum részét képezik és az Sssl MTaz

esetén az F17 és G19 aminosavaknak felelnek meg (7. abra).

l. Motivum
>M.Hpall 21 EPESNPNLREKFTFIDLFAGIGGFRIAMQON 50
>M.Sss1 1 MSKVENKTKKLRVFEAFAGIGAQRKALEK 29
A
S D

7. abra. A Hpall és az SssI metiltranszferazok aminosavszekvencidjanak egy részlete kiemelve a

konzervalt FxGxG motivumot. Pirossal az F38/F17S és a G40/G19D szubsztitaciok lathatoak.

Az M.Sssl F17S és G19D aminosavcseré€it helyspecifikus mutagenezissel hoztuk
létre majd az sssIM gén mutans és vad alléljait két kiilonbozd tipusti plazmidra klonoztuk:
a pSTdC- plazmidokat a pUP41-el valé kotranszformalashoz és in vivo kisérletekhez
hasznaltuk, a pBHNS- plazmidokat pedig taltermeld vektorként az M.Sssl tisztitdshoz. A
metiltranszferdz kifejez0dés €s ennek szabalyozhatosdga SDS-poliakrilamid gélen és

pBHNS- alapu plazmidok esetén immunoblot analizissel is kimutathato volt (8. abra).
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8. abra. M.SssI WT, F17S és G19D enzimek termelésének kimutatasa. (A) A kiilonb6z6 enzimvariansok
kimutatasa nyers sejtkivonatbol, SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel. 1 — pBHNS- alapu, 2 — pSTdC-
alapu plazmidrol kifejezett fehérje, T — tisztitott M.Sssl, M- fehérje mdlsuly marker. (B) pBHNS-alapu
plazmidokrdl torténd fehérje kifejezodés szabalyozhatdsdganak kimutatdsa immunoblot analizissel. Az
enzimek jelenlétét nyers sejtkivonatbdl, a 6xHis-farokra specifikus ellenanyag felhasznalasaval vizsgaltuk. +

0,1% L-arabindzzal indukalt, - 0,2% glukozzal represszalt minta. T — tisztitott M.Sssl.

Az F17S és G19D mutansok metiltranszferdz aktivitdsat kiilonb6zd hossziisagu
indukcio utan izolalt pBHNS-alapti plazmidokon vizsgéltuk. Az egyes plazmidok CG-
metilaciojat a Hin6l restrikcios emésztéssel szembeni védettség alapjan allapitottuk meg. 4
ora indukcié utan a WT MTazt kddold plazmid mar teljesen védett, mig az F17S és G19D
mutansokat kodold plazmidok majdnem teljesen emészthetdek voltak. 6 és 8 ora indukcio
utdn a mutdnsokat kodolo plazmidok esetén egyre tobb részleges emésztési termék jelent
meg, ami a metilacid mértékének novekedését jelezte. A pBHNS-M.SssI(G19D) nagyobb
védettséget mutatott Hin6l emésztéssel szemben, mint a pBHNS-M.SssI(F17S) (9.
abra/A). Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a két muticid
nagymértékii csokkenést eredményezett a metiltranszferaz aktivitdsban, de nem vezetett
teljes inaktivacidhoz. A részleges aktivitdst a mutans metiltranszferazokat kifejezo
McrBC" és McrBC™ gazdék eltérd életképessége is megerdsitette. Az McrBC endonukleaz
a (G/A)™C szekvenciakat ismeri fel és hasitja a DNS-t mar az egyik szal metilacidja
esetén (Raleigh, 1992). Az M.Sssl altali citozin metilacid szdmos McrBC felismerési
helyet hoz létre a baktérium kromoszomajan, ami egy McrBC' gazdaban DNS
degradacidhoz vezet. A mutdns metiltranszferazok kifejez6dése a pBHNS- alapt
plazmidokrol McrBC" sejtekben novekedés gatlashoz vezetett, mig az McrBC ™ sejtek
tovabb néttek (9. abra/B).
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9. abra. Az F17S és G19D mutans M.Sssl enzimek in vivo DNS metiltranszferaz aktivitasa. (A) A képen
a vad tipusu illetve mutans M.Sssl variansokat kédolo pBHNS-M.SssI, pPBHNS-M.SssI(F17S), és pPBHNS-
M.SssI(G19D) plazmidok Hin6l emésztésének agardz gélelektroforézise lathato 4, 6 illetve 8 oras arabinoz
indukcié utdn. Metilalatlan — glukozon ndvesztett (metiltranszferaz kifejez6désben gatolt) pBHNS-
M.SssI(G19D) plazmid Hin6l emésztése, Emésztetlen — Hin6l emésztés nélkiili pPBHNS-M.Sssl plazmid, M
— DNS marker. (B) A WT és mutdns M.SsslI enzimek kifejezddésének hatdsa McrBC™ és McrBC' sejtek
novekedésére. Az enzimtermelést 0,1% L-arabindzzal indukaltuk. A novekedési gorbe 0 pontja az indukcio

pillanatat jelenti. A hibavonalak harom fiiggetlen mérés atlaganak standard hibajat jelolik.

M.Sssl varidnsok in vivo dezaminacios aktivitasanak jellemzése

A vad tipusu illetve mutdns enzimvariansok dezaminéacios képességét in vivo
eredetileg egy két plazmidot tartalmazo6 rendszerben teszteltiik, amelyben a célszekvencia
¢és a metiltranszferazok génjei is plazmidon taldlhatéak. Ebben a rendszerben az ER2357
ung és ER1821 ung' sejteket pUP41 és a ColEl replikonnal kompatibilis, pSTdC-
M.SssI(WT), (F17S) vagy (G19D) plazmidokkal transzformaltuk, majd a kettds
transzforménsokat felhasznéalva 24 6rés arabin6z indukcid utdn meghataroztuk a reverzid
mértékét. Ung gazdaban megnodvekedett reverzids gyakorisagot tapasztaltunk a G19D
enzimvarians esetén. A tovabbiakban, hogy pontosabb képet kapjuk a citozin dezaminaciéd
gyakorisdgarol, megvizsgaltuk a dezamindciot in vivo gy is, hogy a célszekvencia, a
mutans kanamicin-rezisztencia gén, az ER2357-kanS ung és DHI10B-kanS ung"
gazdasejtek kromoszoéméjan volt. Ez lehetdséget adott egyrészt arra, hogy a reverzid
gyakorisdganak megallapitasanal kisziirjiik a plazmidszegregacidhoz kapcsolodo esetleges
hibakat, masrészt a rendszer lehetévé tette a magas kopiaszamu pBHNS- alapu plazmidok

hasznalatat, ami az eldbbi rendszerhez képest sokkal magasabb in vivo enzimkoncentraciot
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eredményez. A reverzid gyakorisdgat ebben az esetben 4 oOras arabindéz indukcié utdn
vizsgéltuk. A pBHNS plazmidot nem tartalmaz6, tehdt metiltranszferdzt nem termeld
sejtekkel mért reverzids gyakorisagot tekintettilk az adott koriilmények kdzt mért spontan
citozin dezaminacié gyakorisaganak. Ez Ung™ gazda esetén 107-10" koriil volt, mig Ung”
gazdaban ennél koriilbeliil egy nagysdgrenddel alacsonyabb. A WT ¢és F17S varidnsok
kifejez6dése nem okozott szamottevd valtozast, a G19D viszont ~tizszeres novekedést

eredményezett a spontan dezaminaciohoz képest mindkét gazdaban (10. abra/A)

Az eldbbiekben leirt egyszerli reverzios teszttel a kiilonboz0 M.Sssl varidnsok
miikddése kovetkeztében megjelend mutaciok gyakorisagat (vagy a reverzio frekvenciat)
tudjuk megallapitani, ez azonban a mutdcios ratdr6l nem ad pontos képet (Rosche ¢és
Foster, 2000). A dezaminacids rata megallapitasihoz a pUP41 és pSTdC- alapu, két
plazmidot tartalmaz6 rendszert hasznalva fluktuacios tesztet végeztiink. Az eredmények
megerdsitették az egyszerli reverzios tesztnél latottakat: Ung  gazdaban az F17S mutans
csak kismértékii (~kétszeres) mig a G19D ~11-szeres ndvekedést eredményezett a spontan

dezaminacids ratahoz képest (10. abra/B).

A B
104+ 105+
T )
il g
2 1074 ® & 107+
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s £5
N 1084 2:2 108
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- WT F17S G19D F17S G19D

10. abra. WT és mutans M.Sssl altal katalizalt dezamindci6 in vive. (A) Kiilonb6z6 M.Sssl variansok
hatasa a kanamicin-rezisztencia reverzid gyakorisdgara ER2357-kanS ung (fehér) és DH10B-kanS wung+
(fekete) gazdakban. A hibavonalak harom fiiggetlen mérés atlaganak standard hibajat jelolik.
Varianciaanalizissel p<0,01 szintii szignifikanciat allapitottunk meg. Az arabinéz indukcié utan bekdvetkezd
lasstt novekedés miatt a WT enzimet kifejez6 DH10B-kanS gazda reverzids gyakorisiga nem volt pontosan
meghatarozhato, ezért ez az adat nem szerepel az abran. (B) Kiilonb6z6 M.Sssl variansokat kifejez6 ER2357
ung (fehér) és DHI0B ung’ (fekete) gazddk mutdcids rataja. A méréseket a kanamicin-rezisztencia
reverziojan alapul6 fluktuacios teszttel végeztiik. Fliggetlen mérések szama: MTaz nélkiil (3), WT és F17S

(2), G19D (4). A hibavonalak a mérések atlagainak standard hibajat jelolik.
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Mindkét mérés esetén megfigyelhetd volt a G19D altal okozott dezamindcios
gyakorisag, illetve mutacios rata novekedése Ung" gazda esetén is, noha az Ung” gazdaban
mérthez képest itt alacsonyabb értékeket kaptunk. A citozin dezaminacié hasonlo, nem vart
novekedését figyeltek meg a Hpall G40D variansa esetén is. Ez valoszinlileg annak
tudhato be, hogy a MTaz erdsen kotddik a dezaminacid sordn keletkezé premutagén U:G
bazisparhoz (erdsebben, mint a kanonikus C:G parhoz) meggatolva az uracil-DNS
glikozilaz hozzaférését az adott szekvencidhoz €s a javitast (Shen és mtsai., 1995; Yang és

mtsai., 1995).

Az M.Sssl variansok in vitro metiltranszferaz aktivitasanak jellemzése

Az M.Sssl enzimvaridansokat a pBHNS-alapu ttltermeld vektor felhasznalasaval
tisztitottuk az Anyagok és Modszerek fejezetben leirt modon heparin-agardz és Ni-agardz,
vagy csak Ni-agar6z affinitaskromatografiaval. Az enzimpreparatumok tisztasagat SDS gél
alapjan becsiiltikk meg. Ez két oszlopon val¢ tisztitas esetén kdzel 100%, ha csak Ni-agaroz
oszlopot haszndltunk, enzimpreparatumtol fiiggéen, 60-80% volt. A tiszta enzimek
metiltranszferaz aktivitdsat védési teszttel hasonlitottuk Gssze, amely aldtdmasztotta az in
vivo eredményeket: mindkét mutans enzim szdmottevéen alacsonyabb aktivitassal
rendelkezett, mint a vad tipusd (11. abra). Ezt a “H beépiilésén alapulé mérések is

megerdsitették.

G19D (nM) F17S (nM) WT (nM) g
_4 | E,
MTdz 1 @ 1 0 © o o o ~ oo o 0 i o o B
1az L S T T I o W o -

m nélkil 5 B0 5 82 388 22 3 g8 Eowm

emésztésének agardz gélelektroforézise lathato. MTaz nélkiil — az els6 savban kezeletlen A DNS preparatum,

a masodik savban metiltranszferaz nélkiil inkubalt A DNS Hin6l emésztése, Emésztetlen — Hin6I emésztés

nélkili A DNS, M — DNS marker.
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Az M.Sssl variansok in vitro dezaminacios aktivitasanak jellemzése

A tisztitott enzimek citozin dezaminacids képességét in vitro a WT enzimmel
végzett kisérlethez hasonld koriilmények kozt vizsgaltuk. SAM hianyaban mindkét mutans
a vad tipashoz hasonld novekedést eredményezett a kanamicin-rezisztencia

megjelenésének gyakorisdgaban.

A szinefungin (SF) és az 5’-amino-5’-dezoxiadenozin (AA) a metilaciot gatlo két
SAM analég, amelyekrél kimutattdk, hogy tobb prokaridta metiltranszferaz citozin
dezaminacids aktivitasat is képesek nagymértékben megndvelni (Sharath és mtsai., 2000;
Zingg ¢és mtsai., 1996; Zingg és mtsai., 1998). Kivancsiak voltunk, hogy hasonlo hatas
megfigyelhet6-e az altalunk eléallitott F17S és G19D mutéans esetén is. Az elébbiekben
leirt reverzids teszttel a SAM analogok koncentracidjanak fiiggvényében megvizsgaltuk a
mutansok altali citozin dezaminacidt, és azt kaptuk, hogy a szinefungin 500uM, az 5°-
amino-5’-dezoxiadenozin pedig 250uM koncentracioban a leghatékonyabb. Mig a SF
hatasa nem volt jelentds, az AA kb. egy nagysagrenddel ndvelte a reverzid gyakorisagat
mindharom enzimvaridns esetében. A legnagyobb reverzidés gyakorisagot a WT + AA
kombindcioval figyeltiik meg. A mutdns enzimekre gyakorolt gyengébb hatds nagy
valoszinliséggel a kofaktorhoz és ezéltal az analogokhoz valo affinitas csékkenésével
magyarazhato. Az altalunk hasznalt koriilmények kozt 250uM AA mintegy hiszszorosara
novelte a WT enzim altali reverzids gyakorisagot, ami nagyjabol nyolcvanszor nagyobb,
mint az enzim hidnyaban mért spontan dezaminacids gyakorisag (12. abra). SAM jelenléte

eltorolte az AA hatdsat, és a reverzios gyakorisadg a spontan értékre csokkent (5. abra).

, 12. abra. Szinefungin (SF) és 5’-amino-5’-
104+

B dezoxiadenozin (AA) hatasa a vad tipusu
()]
@ E és mutins M.SssI altal katalizalt citozin
% 1073+ . dezamindaciora in vitro. A SF-t 500pM, mig
> az AA-t 250uM koncentracioban hasznaltuk.
w
<2 Csikozott oszlop — enzim nélkiili minta,
— 1 0 -4 7
% ? fehér oszlop — WT, sziirke oszlop — F178,
o f fekete oszlop — G19D. A hibavonalak 5
10°° fiiggetlen mérés atlaganak standard hibajat
SF et jeldlik. Varianciaanalizissel p<0,01 szinti
AA + o+ o+

szignifikanciat allapitottunk meg.
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M.Sssl altal katalizalt citozin és 5-metilcitozin dezaminaci6
0sszehasonlitasa

A vad tipusu M.Sssl metilcitozin dezamindcios képességének vizsgalatahoz CG
helyeken metilalt pUP41 plazmidot hasznaltunk szubsztratként az in vitro reverzids
tesztben. A kisérleti koriilmények ugyanazok voltak, mint a metilalatlan citozin
metildlatlanul maradt citozinok dezaminacidjanak mérését, a reverzio gyakorisagat DH10B
ung’ sejtekben hatdroztuk meg. Az enzim nélkiil mért spontin dezaminacié metilalt és
metilalatlan plazmid esetén hasonld volt, igy az Ung és Ung gazdaban mért reverzid
direkt modon Osszehasonlithatd. Mig a metildlatlan citozin esetén az enzim jelenléte
mintegy tizszeres, AA és enzim egylittes hatdsa pedig kozel két nagysagrend novekedést
eredményezett a spontan értékhez képest, a metilalt plazmid esetén a reverzié gyakorisdga

nem valtozott szdmottevden egyik esetben sem (13. abra).

13. abra. M.Sssl altal katalizalt citozin és 5-

1024
> metilcitozin dezaminacié osszehasonlitasa.
E 10-34 ] A reverziés gyakorisdg meghatarozasa
% . metilalatlan plazmid (fehér) (C—U konverzio)
>
o 1044 esetén ER2357 ung, metilalt plazmid (fekete)
w
?g (™C—T konverzio) esetén pedig DHI0B
% 10 ung’ gazdaban tortént. A hibavonalak 3
& . figgetlen mérés atlaganak standard hibajat
10 -6 . v r ey . . , . e
i WT WT+AA jelolik. Varianciaanalizissel p<0,01 szint{i

szignifikanciat allapitottunk meg.

Ez ellentmondasban van a Métivier és munkatarsai altal kozolt eredménnyel, akik a
citozin illetve 5-metilcitozin dezaminacioja soran keletkezd U:G illetve T:G hibas
bazisparok megjelenését egy teljesen in vitro teszttel mérték. Abban a kisérleti rendszerben
az M.Sssl képes volt mind citozin, mind 5-metilcitozin dezaminacidra, st ez utdbbi esetén
mintegy 30%-al magasabb dezamindcios ratat mértek, mint citozin esetén. Rdadasul C—U
konverzid csak AA vagy SF jelenlétében, mig az ™ C—T dezaminacié a kofaktor analogok
hidnyaban is kimutathatdé volt (Métivier és mtsai., 2008). A Métivier és csoportja altal

hasznalt reakciokoriilmények némileg eltértek az altalunk hasznaltaktol: 6k Mg”" tartalma
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pH=7,5 puffert, ¢jszakan at tartd inkubalast alkalmaztak és 37°C-on vizsgaltak az enzim
dezaminacids képességét. A kapott eredmények kozti ellentmondéds feloldasa végett
megismételtiik a kisérletet az altalunk tisztitott enzimmel 37°C-on, 16 6rds inkubalast és a
Métivier €s mtsai. altal leirt puffert alkalmazva. Metildlatlan plazmid esetén a reverziod
gyakorisaga ebben az esetben is novekedést mutatott, a metilalt plazmiddal azonban 16 6ra
inkubalas utan is alacsonyabb reverzios értékeket kaptunk, mint az altalunk altalaban

alkalmazott kisérleti koriilmények kozt.

M.Sssl-specifikus metilacié kovetkeztében megjelen6 Gj Mval
hasitasi helyek

A CG-specifikus M.Sssl metiltranszferazzal végzett kisérleteink soran azt vettiik
észre, hogy a pUP41 plazmid in vivo vagy in vitro M.Sssl altali metilacidja olyan
fragmentumok megjelenését eredményezi a plazmid Mval (CC/WGGQG) restrikcios
enzimmel kapott emésztményében, amelyek metildlatlan DNS esetén nincsenek jelen. Az
~1250bp ¢és ~454bp DNS fragmentumok megjelenése és az 1482bp fragmentum
parhuzamos eltinése a C—(U)—>T csere kovetkeztében 1étrejott revertans allapotra
jellemz6, de mivel a megvaltozott emésztési mintazat nem tarsult kanamicin rezisztens

fenotipussal, nem tlint valdsziniinek, hogy a vart mutéacio bekdvetkezett.

A megvaltozott Mval emésztési kép csak az M.Sssl-el kezelt plazmidokra volt
jellemzd, amibdl arra kovetkeztettink, hogy ez a DNS metilacios allapotaval lehet
kapcsolatban. Ennek igazolasara DH10B sejteket pUP41 és pSTC-M.Sssl plazmidokkal
transzformaltunk, majd a sejteket 4 oran at novesztettilk L-arabindz jelenlétében, hogy
biztositsuk a metiltranszferaz termelését és a pUP41 plazmid CG-metilacigjat. Ezutan a
sejtek egy részébdl plazmidot izolaltunk, a tobbit pedig friss taptalajban 0,2% glukédz
jelenlétében tovabb ndvesztettiik ¢jszakan at. Mivel glukoéz jelenlétében a metiltranszferaz
kifejez0dése gatolt, a replikacid sordn keletkezd ujabb plazmidokat mar nincs ami
metilalja, ezért az igy novesztett sejtekben levé DNS-rdl gyakorlatilag teljesen letorolhetd

a metilacio.

Az igy eldallitott plazmidok Mval emésztéseit 6sszehasonlitva azt kaptuk, hogy az
Uj fragmentumok kizardlag az arabindzzal indukalt kultarabol szdrmazé plazmidra
jellemzoéek, glukoz represszid €s a metilacio letdrlését kovetden visszaall az ismert pUP41
Mval emésztési mintazat. Ugyanezen plazmid preparatumok BstNI (egy Mval

izoszkizomer) emésztményében nem észleltink semmilyen valtozast (14. abra/A).
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Mindebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a CG-metilacid 1), az Mval-re specifikus

hasitési helyek megjelenését eredményezi.

28 Smal

1482

Eco0109I

14. abra. Metilacio-fiiggoé uj Mval hasitasi helyek. (A) M.SssI metilalt pUP41 plazmid Mval illetve BstNI
emésztésének agaroz gélelektroforézise. 1 — metilalatlan pUP41, 2 — M.Sssl-el in vitro metilalt pUP41, 3 — L-
arabinodzzal indukalt sejtekbdl tisztitott (M.Sssl-el in vivo metilalt) pUP41, 4 — a metilacio letorléséhez
glukozzal represszalt sejtekbdl tisztitott pUP41, 5 — indukalatlan sejtekbdl izolalt pSTC-M.Sssl plazmid. A
gélkép mellett azon fragmentumok mérete van feltiintetve, amelyek a metilalt illetve metilalatlan plazmid
emésztményében eltéréek. Az 543bp fragmentum a metilalt plazmid emésztményében is lathatd, mert egyiitt
vandorol egy 540bp fragmentummal. Csillaggal vannak jelolve a metilalt plazmid Mval emésztése soran
szub-sztochiometrikus mennyiségben megjelend extra fragmentumok — lasd késébb. (B) A pUP41 Mval
(kiszogellések) és Smal (nyilak) helyeket és a hasitasok soran keletkezd relevans fragmentumokat feltiintetd

restrikcios térképe.

A metilacio-fiiggd kettdsszalu felismerési hely jellemzése

Restrikcios térképezéssel sikeriilt kideriteni, hogy az 1j, metilacio-fiiggd felismerési
helyek egybeesnek vagy atfednek a pUP41-en talalhato két Smal (CCCGGQG) hellyel (14.
abra/B). Erre tovabbi bizonyitékot a PspGI metiltranszferaz génjét hordozo, pACYC184-
M.PspGI(S) plazmid Mval emésztése szolgaltatott. A PspGI metiltranszferdz a CCWGG
helyek egyik citozinjat metilalja ezaltal gatolva a kanonikus helyek Mval altali hasitasat.

Az egyetlen Smal helyet tartalmaz6 plazmidot csak abban az esetben sikeriilt Mval-el
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o

linearizalnunk, ha ezt M.Sssl altal el6zdleg in vitro metilaltuk. A metilalatlan plazmid

védett volt az Mval emésztéssel szemben (15. abra).

15. abra. Metilacio-fiiggé Mval hasitas M.PspGI altal védett CCWGG
helyeken. A képen a pACYC184-M.PspGI(S) plazmid Mval, BstNI és Smal

[
BstNI Mval &

emésztésének agardz gélelektroforézise lathatd. A — és + a plazmid M.Sssl

altali metilaciojara utal. L — linearizalt plazmid, M — DNS marker.

A hasitas pontos helyének meghatarozadsdhoz a pUP41 Smal,79 helyét tartalmazo,
EcoO1091-Asull (1243bp) fragmentumot (14. abra/B) metilaltuk M.Sssl-el in vitro, Mval
enzimmel emésztettiik és az emésztményt templatként hasznalva szekvenciameghatarozast
végeztiink a Smal hely irdnyaba. Az tigynevezett ,,run-off” reakcidban a szekvenalasi jel
hirtelen cs6kkenése egy bazis utan, a DNS fragmentum végét, vagyis a hasitas helyét jeldli.
Az emésztetlen fragmentumot hasznalva kontrollként azt kaptuk, hogy a DNS fragmentum
mindkét szala hasadt a Smal helynél (CCCGGGQG), mégpedig a harmadik (vagyis metilalt)
citozin és a guanin kozt (16. abra). Ez az eredmény alatdmasztotta elképzelésiinket,
miszerint a metilacio-fliggd Mval hasitas a Smal helynél torténik, és tompa végeket

eredményez.
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16. abra. Mval hasitas az M.SssI-specifikusan metilalt Smal helyeknél. (A) A szekvenciameghatarozas
eredménye metilalt pUP41 Smal,;9 helynél intakt illetve Mval-el emésztett fragmentumon. A bal oldali séma
a szekvenalas iranyat és felhasznalt primereket mutatja. (B) Mval hasitas a kanonikus és a metilalt Smal
felismerési helyeken. Az emésztett DNS-fragmentum mindkét szalanak 3°- végén megfigyelhetd adenin
(csillag), a szekvenciameghatarozasnal hasznalt Tag-polimeraz nem-templatspecifikus mitkodésének

eredménye (Clark, 1988).

A metilacié-fiiggd kettdsszalu hasitas jellemzése

Az M.Sssl metilalt pUP41 plazmid Mval emésztése soran a Smal helyek
hasitasabol szarmazo 1250bp és 450bp fragmentumok mellett néhany halvanyabb DNS
fragmentum is megjelenik a gélképen, amelyek hosszantartd6 emésztéssel ersebbé valnak.
Ezek a fragmentumok valoszintileg a CC™CGGT helyek hasitasabol keletkezd részleges
emésztési termékek (14. abra/A csillaggal jelolve). Mivel teljes emésztést nem tudtunk
elérni, tovabb nem vizsgaltuk e szekvencidk Mval hasitasat, de megjelenésiik az
emésztményben mindenképpen arra utal, hogy a metilacido-fliggdé Mval hasitas kevésbé

specifikus, mint az enzim kanonikus aktivitasa (17. abra).
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Metilalatlan M.Sssl-metilalt

125x
125x

x x x >
n o n o
(S N -

2x
1x
=
o

X
w

17. abra. A Kanonikus és a metilacio-fiiggo
Mval hasitas specificitisa. A  képen
metilalatlan és M.Sssl-specifikusan metilalt
pUP41 plazmid Mval emésztésének agardz
gélelektroforézise lathatd. A gélképek folotti
szamok a kereskedelmi enzimpreparatum
higitasat jelolik. A csillagok az alahtizassal
jelzett citozinnal metilalt Smal (CCCGGG)
helyek emésztésébdl szarmazo 1249bp és 454bp
fragmentumokat jeldlik. A metilalt plazmid 1x
Mval emésztményében megjelend tobbi halvany

fragmentum a csokkent specificitast jelzi.

A kanonikus és a metilacio-fliggd aktivitas sebességeinek Osszehasonlitdsdhoz in

vitro M.Sssl-el metilalt pUP41 plazmidot kiilonb6zé koncentracioja Mval enzimmel

emésztettiik. Adott koriilmények kozt mintegy tizszer tobb enzimre volt sziikség a metilalt

Smal helyek teljes emésztéséhez (18. abra). Hasonlé vagy valamivel nagyobb

kiilonbségeket figyeltink meg abban az

szekvenciakornyezetben volt.
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esetben is, ha a Smal hely mas

18. abra. A kanonikus CCWGG és M.Sssl-
metilalt Smal (CC™CGGG) helyek Mval
hasitasi sebességeinek Osszehasonlitasa. A
képen M.Sssl-el in vitro metilalt pUP41 plazmid
Mval emésztésének agardz gélelektroforézise
lathato. M — DNS marker, -M.Sssl -
metilalatlan pUP41. AZ 1249bp és 454bp
fragmentumok megjelenése a pUP41 két

metilalt Smal helyének emésztését jelolik.
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Olyan plazmidok esetén, ahol a Smal hely részleges atfedésben van egy BspRI
(GGCC) hellyel, nem sikeriilt emésztést elérni (19. abra), ami arra enged kovetkeztetni,
hogy az atfedd BspRI metilacié (CCCGGG™CC/GG™CCCGGG) gatolia a CG-

specifikusan metilalt Smal helyek Mval emésztését.

M.BspRI + M.BspRI - 19. abra. Metilacié-fiiggd Mval hasitas atfed6 M.BspRI helyeknél. A

képen a M.BspRI génjét tartalmazé pTZ-BspS (M.BspRI +) és az
inaktivalt MTaz gént tartalmazé pTZ-BspDX (M.BspRI —) plazmidok
Mval emésztésének agardz gélelektroforézise lathatd. A — és + jelolések
az M.Sssl-specifikus metilaciot jelolik, M — DNS marker. A nyil a
metilacio-fiiggé Mval hasitas kovetkeztében megjelend fragmentumot

jeloli. Ez csak BspRI metilacié hianyaban figyelhetd meg.

Hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy az észlelt 1) Mval aktivitds a
Fermentas/Thermo Scientific-t6l kapott preparatumban levd szennyezd enzimaktivitas
eredménye, a metilacio-fliggd hasitohelyek emésztését mas forgalmazotdl szarmazod
enzimmel is leellendriztiik. Ezt a Sigma cégtdl szarmazo Mval preparatummal is ki tudtuk

mutatni.

M.Sssl altal metilalt C»5SCSGG (Bcenl) helyek egyszala hasitasa

Az Mval egy monomer, amely szubsztrat szekvencidjat aszimmetrikusan ismeri fel,
¢s a DNS kettdsszalat két egyszali hasitds, vagy nick révén vagja, 5’- talnyalo véget
eredményezve (Butkus és mtsai., 1985; Kaus-Drobek és mtsai., 2007; Kubareva és mtsai.,
1991). Eddigi eredményeink azt mutattak, hogy ugyanez az enzim képes egy masik, hat
nukleotidbdl allo, specidlisan metilalt palindrom szekvenciat is felismerni, de ebben az
esetben a hasitas tompa végeket eredményez. Annak ellenére, hogy a két szekvencia mutat
némi hasonldsdgot az eltérd hasitdsi mod valdszerlitlennek tiint, hisz ez a II. tipust
restrikcids enzimek egy szigoruan meghatarozott jellemzdje. A metilacio-fiiggd aktivitas
célhelyeként azonositott Smal hely nukleotidszekvencidja egy alternativ magyarazattal

szolgalt. A CCCGGG Smal hely tulajdonképpen tartalmaz két, egymassal részben atfedd
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¢s ellentétes iranyt Benl (CCSGG, S lehet C vagy G) helyet, amelyek csak a kozépsod
nukleotidparban térnek el a kanonikus Mval felismerési helytdl. Ez alapjan azt a hipotézist
vetettiik fel, hogy az Mval valdjadban a metilalt Benl helyeket ismeri fel, de csak az egyik
szalon hasitja, azaz nickeli a DNS-t. Ez esetben a Smal helynél tapasztalt kettdsszali DNS
hasitas valojaban az atfedd Bcenl helyek kettds nickelésének az eredménye és az 1j
szubsztrathelyek hasitasanak mechanizmusa nagyjabdl ugyanaz, mint a kanonikus helyek
esetén. Az Mval monomerikus volta lehetdséget ad a DNS nickelésre, és tudvan, hogy az
enzim 20%-os strukturalis és szekvenciabeli hasonldsagot is mutat a Benl enzimmel a
hipotézisiink megalapozottnak tiint (Janulaitis és mtsai., 1982; Kaus-Drobek és mtsai.,

2007; Sokolowska és mtsai., 2007).

Annak megallapitdsara, hogy az Mval a metilalt Benl hely G- vagy a C-szalat
hasitja, in vitro M.Sssl-el metilalt, ¢s Mval-el emésztett pUP41-et templatként hasznalva,
ujra run-off szekvenalast végeztiink a plazmidon talalhaté Bcenlys;; hely esetén, mindkét
iranybol. Amikor a G-szalat hasznaltuk templatnak, a szekvenalasi jel hirtelen lecsokkent a
Benl helynél a citozin 3’-oldalan, mig a C-szal esetén folytatodott, jelezvén, hogy az enzim

a G kozepl szalat hasitja (20. abra).

5m 5m 20. abra. Mval altali szal-specifikus hasitas M.SssI-metilalt
A CCCGG CCCIGG

GG GICC ceGeCcC Benl (CCSGG) hely esetén. (A) Mval 4ltali nickelés
G-szal nici2|és C-szal niCkweg|éS lehetséges helye M.Sssl-metilalt Benl helynél. (B) A
B ‘I?\- szekvenciameghatarozds eredménye a pUP41 M.Sssl-
G-szal specifikusan metilalt és Mval-el emésztett Benlyyy; helyénél. A

komplementere ||
H csillag a Tag-polimerdz nem-templatspecifikus mikodése

kovetkeztében hozzaadott adenint jel6li (Clark, 1988).

A \
A (|
Naanft |
MUATIRA LY ]
NV

C-szal

ATGAATGAGATCGARAGGGCCGTTGTTAATTATCTG 5°
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Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a Benl hely mely szalanak metilacioja sziikséges
az egyszalu hasitashoz, metilalatlan, hemimetilalt vagy mindkét szalon metilalt Benl helyet
tartalmaz6, radioaktivan jelolt oligonukleotid duplexeket emésztettlink az Mval
endonukledzzal. A hemimetilalt duplexek abban kiillonboztek egymastol, hogy a metilaciot
kiilonbozé DNS szalon hordoztik: az AK253/254 esetén a G-szal (C™CGGG/CCCGG)
mig az AK252/255 esetén a C-szal (CCGGG/CC™CGG) volt metilalt. Minden esetben a
G-szal hasitdsa vagy a Benl hely teljes kétszalu emésztése egy 19 nukleotid nagysagu
egyszali fragmentum megjelenését eredményezi a denaturald poliakrilamid gélen (21.
abra/A). A hemimetilalt illetve mindkét szdlon metilalt duplexek nagyrésze emésztodott,
ami azt mutatta, hogy a Benl hely barmelyik szalanak CG-specifikus metilacidja kivaltja a
G-szal Mval altali hasitasat. A teljesen metilalt Benl helyek valamivel jobb szubsztratnak

bizonyultak, mint a hemimetilaltak (21. abra/B).

A 19 nt
5 CCGGG i
GGCcCcC
B AK252/254 AK253/254 AK252/255 AK253/255
5
CCGGG ctece CCGGG CCGGG
ceccc GeccCcC ceccec ceccc

Mval Benl 0 Mval Benl 0 Mval Benl 0 Mval Benl 0
(nt)

- - . .‘..'..*30

21. abra. Metilalatlan (AK252/254), hemimetilalt (AK253/AK254 és AK252/AK255) vagy mindkét
szalon metilalt (AK253/AK255) Benl helyeket tartalmazo oligonukleotidok Mval emésztése. (A) Az
emésztéshez hasznalt oligonukleotid sematikus abraja. A 30bp nagysagu duplexek G kozepii szala a 3’ végen
radioaktivan jelolt. A 19nt nagysagi oligonukleotid megjelenése a G-szal hasitasara utal. (B) Az
emésztmények denaturald poliakrilamid gélelektroforézise. Mval — Mval altal emésztett, Benl — Benl altal

emésztett, 0 — emésztetlen minta.
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A metildlatlan duplex nagymértékben, de nem teljesen volt rezisztens az Mval
emésztésre (21. abra/B). Ugy gondoltuk, hogy a kis mennyiségben megjelend emésztési
termék ebben az esetben az oligonukleotidok nem teljes hibridizacidjanak kovetkeztében
megmarad6 egyszalu fragmentumok hasitasanak eredménye lehet, az 5’-jelolést viseld
AK252 oligonukleotid esetén azonban nem tapasztaltunk Mval emésztést. Ez arra utalt,
hogy az enzim a metilalatlan Benl helyeket is képes hasitani. Hogy ennek mértékérdl
kvantitativ adatot kapjunk, elvégeztiikk a phosphor-image altal alkotott kép denzitometriai
analizisét (az ImageQuant szoftver felhasznaldsaval. Az oligonukleotidok kémiai
szintézisébdl illetve a hibridizaci6 soran fellépd lehetséges hibak elkeriilése végett, a
kisérlethez egy gélbdl tisztitott DNS-fragmentumot hasznaltunk. A pUCI18 Avall-Sspl
(444bp) fragmentuma kanonikus Mval felismerési helyet (CCWGG) nem és csak egyetlen
Benl helyet (CCSGQG) tartalmaz. A G-szél nickelése ezen a helyen egy 175 nukleotid
nagysagu egyszalll fragmentumot eredményez (22. abra/A). A phosphor-image egyszerli
vizualis elemzésével (22. abra/B) ebben az esetben is megfigyelhetd volt kismértékii
nickelés, a kép denzitometriai vizsgalata alapjan azonban elmondhatd, hogy e
fragmentumok intenzitdsa, igy maga a metildlatlan Benl hely hasitdsa, elhanyagolhato
mértéklt (22. abra/ C). Ez Osszhangban van eddigi eredményiinkkel, miszerint a

metilalatlan Smal helyeknél nincs Mval emésztés.
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A 175 bp
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22. abra. Egyetlen metildlatlan Benl helyet tartalmazé DNS-fragmentum Mval emésztése. (A). A
pUC18-bol szarmazé Avall-Sspl fragmentum sematikus abrazolasa. A 444bp nagysagu fragmentum G
kozepii szala a 3” végen radioaktivan jelolt. A Benl hely kettdsszalt hasitasa valamint a G-szal nickelése egy
175nt nagysagu egyszalu fragmentum megjelenését eredményezi. (B). Az Mval emésztmények denaturald
poliakrilamid gélelektroforézise. 1 — emésztetlen; 2 és 5 — Benl-el emésztett; 3 és 6 — 0,5 U/ul Mval-el
emésztett; 4 és 7 — 1 U/ul Mval-el emésztett mintdk. Az 5, 6 és 7 savban talalhaté mintak jeldletlen pUC18-at
is tartalmaztak, hogy az emésztés teljességét ellendrizni tudjuk agardz gélen is. (C) Az 1, 2 és 4 savban
talalhaté mintdk emésztésének denzitometrids analizise. A gorbék az emésztményben megjelend egyes
fragmentumok intenzitasat mutatjadk. (D) Az 5, 6 és 7 savban talalhatd mintdk emésztésének agardz
gélelektroforézise. pUC — pUCI18 plazmid DNS teljes emésztése Mval és Benl enzimekkel, M — DNS

marker.
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M.Sssl altal katalizalt citozin és 5-metilcitozin dezaminacio

A C5-citozin metiltranszferazok altal katalizalt DNS metilacié mind prokaridtakban
mind eukariotakban fontos molekuldris mechanizmus, mely szamos biologiai folyamat
szabalyozasaban vesz részt. A metildciés mintdzat nem egy stabilan meghatarozott jelleg,
hanem egy folyamatosan, dinamikusan valtozo tulajdonsag, amely az adott DNS-t
Szamos betegség hatterében a nem megfeleld epigenetikai szabalyozas all, igy kiemelt
fontossagunak tekinthetdek azok a kutatasok, melyek a genomi metilaciés mintazat, vagy
génspecifikus DNS metilacio vizsgalatat teszik lehetdvé. A DNS-ben taldlhato 5-
metilcitozinok azonositdsara illetve a metilacios mintdzat megallapitasara leggyakrabban
alkalmazott médszer, a citozin illetve 5-metilcitozin biszulfittal valo eltéré reaktivitasan
alapulo, un. biszulfit szekvenalds (Frommer és mtsai., 1992). Az egymas utan kovetkezo
kémiai reakciokbol allo tobblépéses modszer szamos eldnye és sokrétli felhasznalasa
ellenére sem mondhatod tokéletesnek: a nem teljes citozin konverzio, illetve a biszulfit
kezelés soran fellépd DNS degradacido az eredmény téves értékeléséhez vezethet
(Warnecke ¢s mtsai.,, 2002). Figyelembe véve, hogy a biszulfit altal katalizalt
citozin—uracil konverzi6é nagy hasonldsdgot mutat az egyes prokariota metiltranszferazok
altal katalizalt citozin dezamindcidhoz, doktori munkam soran azt kivantuk vizsgalni, hogy
a CG-specifikus M.Sssl felhaszndlhato-e, mint enzimatikus alternativa, a CG
szekvencidkon beliil talalhatd S-metilcitozinok kimutatidsara. Az M.Sssl felhasznéalasanak
legnagyobb eldnye abban rejlik, hogy szemben a biszulfittal, az enzimatikus dezaminacid
szubsztratja a kettdsszalo DNS-ben taldlhatod citozin, igy elkeriilhetd lenne a biszulfitos
konverzidbhoz hasznalt reakciokoriilmények (alacsony pH, hosszi inkubacid, magas

hémérseklet) miatt megtigyelhetd DNS degradacio.

M.Sssl altal katalizalt in vitro dezaminacio

Az M.Sssl altali citozin dezaminaciora vonatkozo irodalmi adatok
ellentmondasosak. Egy antibiotikum-rezisztencia reverzidjan alapuld tesztet hasznalva két
csoport is kimutatta az enzim altal katalizalt C—U konverziét (Bandaru és mtsai., 1995;

Zingg és mtsai., 1996). Egy harmadik csoport, egy inaktiv lacZ gén reverzidjan alapulo
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vizsgalattal sem az M.Sssl, sem a M.Hpall altali dezaminaciéra nem kapott bizonyitékot
(Zhang és Mathews, 1994). Végezetiil, egy teljesen in vitro rendszert hasznalva Métivier és
munkacsoportja azt kapta, hogy az M.Sssl nemcsak a citozin, de az S-metilcitozin
dezaminacidjara is képes (Métivier és mtsai., 2008). Ezek tudatdban elsdként tisztazni
szerettilk volna ezt az ellentmondast, masrészt, ha lehetséges, megtalalni azokat a
koriilményeket, ahol az M.Sssl a legnagyobb citozin dezamindcids aktivitdst mutatja.
Eltéréen a korabbi vizsgélatoktol, mi nem kereskedelmi, hanem sajat magunk altal tisztitott
enzimpreparatumot hasznaltunk, ami lehetévé tette a reakcid sztochiometrikus

viszonyainak jobb kontrollalasat.

A munka soran kimutattuk, hogy metildonor (SAM) hidnyaban, az M.SssI képes
kettdsszala DNS szubsztrat esetén a CG szekvencidkban talalhatd citozint uracilla
dezaminalni. Egy SAM analég, az 5’-amino-5’-dezoxiadenozin, nagymértékben
felgyorsitja ezt a reakciot, de érdekes modon, a SAM altali gatlo hatast nem tudja legy6zni.
Az M.Sssl citozin dezaminacids képességére vonatkozd eredményeink Osszhangban
vannak az irodalomban k6z061t harom masik csoport munkajaval (Bandaru és mtsai., 1995;
Métivier és mtsai., 2008; Zingg ¢és mtsai., 1996), de mivel az altalunk hasznalt kisérleti
koériilmények (mint az inkubacié ideje, hémérséklet, pH, Mg”" hianya a reakciohoz
hasznalt pufferben) eltérnek az eddigiektdl, a kvantitativ eredmények 6sszehasonlitdsa nem
teljesen egyértelmli. Az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozt (4 ora, 30°C,
pH=8,5) az M.Sssl-el in vitro mért atlagos reverzids gyakorisag ~2,7x10™, amely egy
nagysagrenddel nagyobb, mint a Bandaru és munkatarsai altal k6zolt, 37°C-on mért érték
(Bandaru és mtsai., 1995). Zingg és munkatarsai ugyancsak 37°C-on vizsgaltdk a
dezaminaciot, és 16 oOrds inkubacid utdn mértek az altalunk megfigyelthez hasonld
reverzios gyakorisagot (Zingg ¢és mtsai., 1996). Kérdéses, hogy az enzim mennyire marad
stabil ilyen hosszt 1ddn keresztiil. A kisérleteinkhez hasznalt korilmények kozt a
kanamicin-rezisztencia visszatérésének gyakorisdiga 4 Ora utdn mar nem mutatott
szamottevd novekedést, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a dezamindcid sebessége, nagy
valoszinliséggel az enzim aktivitdsdnak romlésa miatt, idovel csokken. Csoportunk
elézetes munkai soran arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az M.Sssl 30°C-on nagyobb
metiltranszferaz aktivitassal rendelkezik, mint a széles korben alkalmazott 37°C-on.
Figyelembe véve, hogy a metilacidos és dezaminacios reakcid kezdeti 1épései hasonld
utvonalat kovetnek, elképzelhetd, hogy az altalunk mért magasabb reverzios gyakorisag,

vagyis gyorsabb dezaminicié az alkalmazott hdomérsékleten megfigyelhetd, jobb
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enzimmiikodés kovetkezménye. Az M.Sssl és 250uM 5’-amino-5’-dezoxiadenozin
egyiittes hatsara a kanamicin-rezisztencia megjelenésének gyakorisaga ~3,3x107-ra nétt,
ami kdzel all a Zingg és munkacsoportja altal, 16 6ra utan kapott értékhez (Zingg és mtsai.,

1996).

Az M.Sssl-el végzett munkat arra a feltevésre alapoztuk, hogy a citozin és 5-
metilcitozin eltérd érzékenységet mutatnak az M.Sssl altal katalizalt dezaminacioval
szemben. Feltevésiink abbol a megfigyelésbol ered, hogy a C5-citozin metiltranszferazok
altal katalizalt dezaminécios reakcid mechanizmusa hasonlé a biszulfit altali C—U
konverzidhoz. Mindkét reakcid soran egy instabil 5,6-dihidrocitozin intermedier jon 1étre,
melynek spontdn, hidrolitikus dezaminacidja kdnnyen végbemegy (Hayatsu és mitsai.,
1970; Shapiro és mtsai., 1973; Zingg és mtsai., 1996). Egyszali DNS esetén a citozin és 5-
metilcitozin biszulfittal szembeni reakcioképessége nagyon eltérd: a biszulfit altal indukalt
C—U konverzié ~50-szer gyorsabb, mint az ugyanilyen koriilmények kozt megfigyelhetd
a ™C—T dezaminaci6 (Wang és mtsai., 1980). A kanamicin-rezisztencia reverziojan
alapul¢ tesztet hasznalva 6sszehasonlitottuk a kettdésszala DNS-ben taldlhatd citozin és 5-
metilcitozin M.Sssl altal katalizalt dezaminacidjat, és kimutattuk, hogy 5’-amino-5’-
dezoxiadenozin jelenlétében ez utobbinil a reverzi6 gyakorisaga, és feltehetéen a

dezaminacid sebessége is, legalabb szdzszor alacsonyabb, mint a citozin esetén.

A biszulfit konverzid felhasznalasat az 5-metilcitozinok azonositasara alapvetden
két tényezd teszi lehetdvé: egyrészt a szubsztratok (metildlatlan és metildlt citozinok)
megbizhatd megkiilonboztetése, masrészt a DNS-ben talalhaté citozinok konverzidjanak

teljessége.

Az els6 tényez6 a citozin ¢és S-metilcitozin biszulfittal vald eltérd
reakcioképességebdl adodik, melynek hatterében az all, hogy a reakcid végbemeneteléhez
sziikséges szulfonat-addukt metilalt citozin esetén sokkal lassabban jon létre (Wang és
mtsai., 1980). M.Sssl-el végzett kisérleteink soran kimutattuk, hogy a citozin és 5-
metilcitozin eltérd érzékenységet mutat az enzim altal katalizalt dezaminaci6 esetén is, igy

a metiltranszferaz nagy biztonsaggal alkalmazhat6 a két bazis megkiilonboztetésére.

A DNS-ben taldlhatd citozinok konverziojanak teljessége leginkabb a reakcid
sebességétol fligg. A lacZ gén reverzidjan alapuld teszttel Chen és Shaw kimutattak, hogy
egyszalu DNS esetén, fizioldgias koriilmények kozt (37°C, pH=7,4), a biszulfit altali

citozin dezaminaci6 kovetkeztében kapott revertansok gyakorisaga egy napi inkubacid
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utan ~2x10™, ami 10"%/s nagysagrendii dezaminécios sebességnek felel meg (Chen és
Shaw, 1993). Ez az érték, melyet S0mM biszulfit felhasznalasaval kaptak, kozel all, s6t
némileg alacsonyabb is, mint az altalunk M.Sssl-el kapott reverzidés gyakorisag. Az
altalanosan elterjedt biszulfit szekvenaldsi protokollok (lasd pl. Clark és mitsai., 2006)
azonban ennél joval drasztikusabb koriilményeket (5-10M biszulfit, 55°-65°C, pH=5,5)
javasolnak az egyszali DNS-ben taldlhat6 citozinok teljes konverzidjanak eléréséhez.
Ismert ugyanis, hogy a reakcidé sebessége a homérséklet és a biszulfit koncentracid
emelésével jelentésen novelhetd (Hayatsu, 2008; Hayatsu €s mtsai., 1970, 2004; Shiraishi
¢s Hayatsu, 2004; Sono ¢és mtsai., 1973). Ezek alapjan elmondhato, hogy az M.Sssl altal
katalizalt dezaminacid, jelenlegi forméjaban tul lassi a gyakorlati felhasznalashoz. A
metiltranszferaz altal katalizalt dezaminacié egy jol meghatarozott koriilmények kozt
végbemend enzimatikus reakcid, melynek paraméterei csak szik keretek kozt
valtoztathatoak anélkiil, hogy ellentétes (gatld) hatast fejtsenek ki. Az enzim dezaminécios
aktivitasanak ,javitasara” elméletileg van lehetdség pl. irdnyitott evolucioval. Erre a
kovetkezd kisérleti stratégia kinalkozik: kiilonb6zd in vitro modszerekkel, mint pl. a
hib4zésra hajlamos PCR (Spee és mtsai., 1993) vagy a hipermutagén PCR (Buchholz ¢és
mtsai., 1998), random muticidkat hozunk létre az sss/IM génben, majd egy, a mutins
génvariansokat hordozé plazmidkonyvtarat felhasznalva, megndvekedett citozin
dezaminaciot mutatd varidnsokra szelektdlunk. A munka soran létrehozott ER2357-kanS
ung torzs lehetdséget ad egy erds szelekcidos rendszer kialakitasara, hisz a mutins
plazmidok ebbe a gazdaba torténd transzformaldsa és a bizonyos id6 utdn megjelend
kanamicin-rezisztens revertansok kivalogatasaval kisziirhetéek a szdmunkra lényeges
mutansok. Ezek jboli mutagenezise, €s a baktériumsejtek egyre rovidebb idejii novesztése
utan megjelend kanamicin-rezisztensek szelekcidja varhatéan elvezethet a megnovekedett

dezaminacios aktivitassal rendelkezé M.Sssl variansok feldusulasahoz.

M.Sssl enzimvariansok altal katalizalt in vivo citozin dezaminacio

Az M.Sssl altal katalizalt in vitro citozin dezaminacio mellett vizsgalni kivantuk az
enzim felhasznalhatosagat in vivo, SAM jelenlétében is. Ennek érdekében helyspecifikus
mutagenezissel létrehoztunk két mutans enzimet. Az enzim feltételezett SAM kotod
motivumaban levdé F17S és G19D aminosavcserék, a metildonorhoz vald affinitas
csokkentése révén, az alacsony SAM koncentracié soran fellépd koriilményeket voltak
hivatva utdnozni in vivo. Az eredetileg a Hpall metiltranszferaz esetén alkalmazott
megkozelités (Shen ¢és mtsai., 1995) az M.Sssl-nél is célravezetd volt: a G19D
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enzimvarians megnovekedett dezaminacios aktivitassal rendelkezett E. coli sejtekben. A
metiltranszferdzok dezaminacids aktivitasat két kiilonb6z6 rendszerben is megvizsgaltuk.
Az egyik esetben a célszekvencidt tartalmazod kanamicin-rezisztencia gén ¢és a
metiltranszferdz génje két kiilonb6zo plazmidon, a masik esetben az eldébbi a gazdasejt
kromoszomajan volt. Az elsd, két plazmidot tartalmazé rendszerben az sssIM allél egy
alacsony-, a masik esetben viszont egy magas kopiaszamu plazmidon volt, ami eltérd
intracellularis enzim koncentraciét eredményezett a két gazddban. Uracil-DNS
glikozilazzal nem rendelkez6 (Ung’) sejtek esetén az M.SssI(G19D) mindkét rendszerben
megnovelte a kanamicin-rezisztens kolonidk gyakorisagat, mig a WT ¢és FI17S
varidnsoknak nem volt kimutathatd hatdsa. Az enzim altal indukalt C—U mutécios rata
novekedését fluktuacios teszttel is kimutattuk. Erdekes modon a G19D altal kivaltott
megndvekedett reverzids gyakorisag Ung' gazdaban is kimutathaté volt, ami arra utal,
hogy az enzim jelenléte nem csak atmeneti muticiok gyakoribb megjelenését, de —
valoszintileg javitasuk gatlasan keresztiil — stabilizalodasukat is eldsegiti. Ez 6sszhangban
van az M.Hpall enzimmel kapott eredményekkel, és azzal a megfigyeléssel, hogy a
metiltranszferazok altalaban jobban kotddnek a felismerési helyen beliil talalhatd hibas
U:G bazisparokhoz, mint a helyes C:G bazisparokhoz (Shen és mtsai., 1995; Yang és
mtsai., 1995).

A WT enzim in vivo dezaminacios aktivitasdnak hidnya elsé ranézésre ellentmond
az in vitro eredményeknek, miszerint SAM hidnydban az enzim tizszeresére ndveli a
kanamicin-rezisztencia gyakorisagat. Nem szabad azonban figyelmen kiviil hagyni azt a
tényt, hogy a metiltranszferazok, igy az M.Sssl 4ltal katalizalt dezaminaciot is, a SAM
jelenléte mar nagyon kis koncentracidban is gatolja. Noha pontosan nem tudjuk a hasznalt
E. coli sejtekben jelenlevd SAM mennyiségét, ez minden bizonnyal elegendd ahhoz, hogy

megmagyarazza a WT enzim in vivo dezaminécios aktivitdsanak hianyat.

A mutans enzimek alacsony metiltranszferaz aktivitasa és a G19D altal mutatott
megnovekedett dezamindcios aktivitds in vivo a csokkent SAM kotd képesség
kovetkeztében vart tulajdonsagok. Az F17S és G19D szubsztituciok az M.Hpall F38S és
G40D aminosavcseréinek felelnek meg. A dezaminacios képességre gyakorolt hatasuk
tekintetében elmondhato, hogy a glicin cseréje mindkét enzim esetén nagyobb hatassal
volt, mint a fenilalaniné (Shen és mtsai., 1995). Az FxGxG motivumban tal4dlhat6 mindkét
megvaltoztatott aminosav erésen konzervalt a CS5-citozin metiltranszferdzoknal,

mutaciojuk az M.Hpall, M.Hhal és az eukariota Dnmt3a MT4az esetén is a metiltranszferaz
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aktivitas csokkenését eredményezte (Gowher és mtsai., 2006; Sankpal és Rao, 2002; Shen
¢s mtsai., 1995). Az I. motivumban talalhaté glicin feltételezhetden a metiltranszferazok
SAM kotése soran végbemend konformacidvaltozasaban jatszik szerepet melynek cseréje
nagy oldallanccal, vagy negativ toltéssel rendelkezé aminosavakra (mint pl. az
aszparaginsav) meggatolja a helyes konformacié kialakulasat, és igy a DNS metilacids
képesség elvesztéséhez vezet (Wilke és mtsai., 1988; Willcock és mitsai., 1994). Ilyen
szempontbol érdekes, hogy az altalunk létrehozott M.SssI(G19D), a megfeleldé M.Hpall
varianssal ellentétben, mutat némi metilacids aktivitast, ami arra enged kovetkeztetni, hogy

az M.Sssl ,,rugalmasabb” a metildonorral valo interakciokban.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy az M.Sssl(G19D) in vivo CG specifikus
dezaminazként mikodik, ami felveti annak a lehetdségét, hogy az enzimet iranyitott C—T
mutacidk létrehozasara hasznaljuk in vivo. A lehetséges felhasznalasi mod nagyban
hasonlit az irdnyitott DNS metilacid soran alkalmazott modszerhez (Jeltsch és mitsai.,
2007; Xu ¢és Bestor, 1997): az enzimet genetikailag vagy kémiailag hozzé lehet kapcsolni
specifikus nukleotidszekvencidkat felismerd iranyit6 doménekhez, mint pl. cink-ujj
fehérjék vagy tripla-hélix-formal6 oligonukleotidok, melyek révén meghatarozott CG
szekvencidk kozelébe iranyithatd, ahol a célzott citozin dezaminicidja nagy
valoszinliséggel végbemegy majd. Az M.Sssl(G19D) két fontos tulajdonsaggal is
rendelkezik, mely az emlitett felhaszndlasra alkalmassa teszi. Az iranyitott DNS
metilacidhoz kapcsolodo kutatdsok soran kideriilt, hogy az alacsonyabb metiltranszferaz
aktivitassal rendelkez6 muténs enzimekkel nagyobb specificitds érhetd el (Chaikind és
mtsai., 2012; van der Gun és mtsai., 2010), igy varhato, hogy a G19D viszonylag alacsony
citozin dezaminacids aktivitisa ilyen szempontbol elényds lesz. Masrészt, az Ung’
gazddban megfigyelt uracil javitdssal szembeni ellenéllas fontos lehet az enzim altal
létrehozott pre-mutagén U:G bazisparok fenntartasaban €s a stabil T:A mutans bazisparok

kialakitasaban.

Mval, egy kettds specificitasu restrikcios enzim

Az IIP tipust Mval restrikcidos enzim a CC|WGG szekvencidkat ismeri fel,
melyeket, a nyillal jelzett helyen, monomerként hasitva 5’-tilnytlé végeket eredményez. A
kanonikus M.Mval metiltranszferdaz a felismerdhelyen beliil taldlhatd mdasodik citozint
metildlja az N4 pozicidban, a restrikcios hasitds gatlasdhoz vezetve (Butkus és mtsai.,

1985; Kaus-Drobek és mtsai., 2007). A kanonikus hely citozinjainak C5-metilacidja nem
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jelent védelmet a hasitassal szemben. Az enzim egy érdekes jellegzetessége, hogy
viszonylag jol toleralja a felismerési hely szamos mas jellegli modifikaciojat is (Kubareva
¢s mtsai., 1988). Az Mval ~20%-o0s szekvenciabeli és strukturalis hasonlosagot mutat a
Benl restrikcios endonukleazzal, amely a hasonlo jellegii CC|SGG (S lehet C vagy G)
helyeket ismeri fel (Janulaitis €s mtsai., 1982; Kaus-Drobek ¢és mtsai., 2007; Sokolowska

¢és mtsai., 2007).

Az Sssl MTazzal végzett kisérleteink ahhoz az érdekes megfigyeléshez vezettek,
hogy az Mval tulajdonképpen egy kettds specificitdssal rendelkezd restrikcios
endonukledz. Kimutattuk, hogy a jol ismert felismerési hely (CC|]AGG/CCT1TGG) mellett
az enzim képes a Benl helyek nickelésére is, amennyiben az alahtizassal jelzett citozin C5-
metilalt (CC|GGG/CCCGQ), és ez az egyszalu hasitas csakis a G-kozepl szalon torténik.
Mivel a két atfedd Benl helyet tartalmazé Smal (CCCGGG) helyek esetén a nickelések
kétszala DNS hasitast eredményeztek, Ossze tudtuk hasonlitani a két aktivitas (kanonikus
¢és metilacio-fiiggd) sebességét. A Smal helyek metilacio-fiiggd, kettdsszalti hasitasa
sokkal lassabban megy végbe, mint a kanonikus helyek emésztése, mégis elég erdés ahhoz,
hogy ne egy furcsa mellékreakcionak tekintsiik. Az Mval altal kifejtett metilacio-fiiggd
aktivitast két kiillonbozd kereskedelmi forgalomban levd preparatummal is ki tudtuk
mutatni, melyek koziil az egyik (Fermentas/Thermo Scientific) taltermeld E. coli sejtekbdl,
mig a masik (Sigma) a nativ Micrococcus varians Rf119 gazdabol szarmazik. Ezek alapjan
elmondhato, hogy az Gjonnan leirt aktivitds nem az enzimprepardtumok szennyez6désének

kovetkezménye, hanem az Mval egy jellemzd tulajdonsaga.

Az Mval mellett még harom olyan restrikcios enzim van (Benl, HinPI és Mspl)
melyekrdl krisztallografias szerkezetiik ismeretében tudjuk, hogy monomerként miikédnek
(Kaus-Drobek et al., 2007; Sokolowska et al., 2007; Xu et al., 2004; Yang, 2005). Mind a
négy enzim palindrom, vagy kozel palindrom szubsztrathellyel rendelkezik, melyeket
aszimmetrikusan ismernek fel, kapcsolatot 1étesitve a DNS mindkét szalaval. A felismerési
komplexum aszimmetridja azt sugallja, hogy ezek az enzimek nickeld enzimként
miikddnek, és a kettdsszali DNS hasitast tulajdonképpen két egymas utani egyszala hasitas
(nick) révén érik el. Ez a mitkodési mod eddig a HinPl és az Mval endonukledazoknal
bizonyitott, st ez utdbbi esetén azt is kimutattak, hogy képes kiilonbséget tenni a két szal
kozt, az A-kdzepli szalat gyorsabban hasitva (Horton, 2006; Kubareva és mtsai., 1991). Ez
magyarazhatja a metilacio-fiiggd aktivitds sordn megfigyelt purin kozepli (G) szal

preferencidlis hasitasat is. A nickeld mechanizmust alatamasztja tovabba az is, hogy mind
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az Mval, mind a Benl endonukledzok nagymértékii strukturalis hasonldsagot mutatnak az
Ossze nem ill¢ bazisparok javitdsdban résztvevé mutH fehérjével, mely nickeld enzimként
miukodve, a hemimetilalt G™ATC szekvencidkat tartalmazé DNS metilalatlan szalat

hasitja (Sokolowska és mtsai., 2007; Welsh és mtsai., 1987).

A kanonikus Mval felismerési helyen az A/T kettdsség figyelheté meg: az enzim
felismeri az A:T vagy T:A (W) bazispart, de nem fogadja el a G:C vagy C:G (S)
bazisparokat. A szinttn CCWGG szekvenciat felismeré PspGIl endonukleaz a
célszekvencia kozepén talalhatdo adenin DNS-bdI valo kilenditése révén tesz kiillonbséget a
bazisok kozott, az Mval esetén azonban nem figyeltek meg ehhez hasonlé mechanizmust
(Szczepanowski és mtsai., 2008). Az intakt kettdsszalu hélixben, a bazisparok geometriaja
¢s a hidrogénkdtésekben potencialisan résztvevd csoportok elhelyezkedése miatt, a W és S
bazisparok megkiilonboztetése kizarodlag a DNS kis arka feldli interakcidk révén valdsulhat
meg (Seeman ¢és mtsai.,, 1976). A csoportunkban végzett kutatdsok eredményei is azt
mutatjak azonban, hogy ez a mechanizmus kevésbé specifikus, mint a jol meghatarozott
béazisparok nagy arki felismerése. Igy példaul a GGWCC szekvenciakat felismeré Sinl
metiltranszferaz, gyengébben ugyan, de a GGSCC szekvencidkat is képes metilalni. Mi
tobb, viszonylag egyszerli olyan megvaltozott, relaxalt specificitdst M.Sinl mutansokat
létrehozni, melyek képtelenek kiilonbséget tenni a két szekvencia kozt, ami szintén azt
mutatja, hogy a W illetve S bazisparok felismerése sokkal kevésbé szigortian koriilhatarolt,
mint egyetlen, j0l meghatarozott bazispar esetén (Kiss és mtsai., 2001; Timar, 2004). Az
Mval DNS-el alkotott kokristdlyanak szerkezetébdl nem teljesen egyértelmii, hogyan
ismeri fel az enzim az A:T illetve T:A bazisparokat, hiszen a kristdlyban a lehetséges
kotddési modok koziil egy alkalommal mindig csak az egyiket vizsgaltak (Kaus-Drobek és
mtsai., 2007). Az Mval-el végzett munka soran kapott eredmények azt mutatjak, hogy a
CCGGG/CCCGG  szekvenciak  aldhuzéssal  jelolt  citozinjainak — C5-metilacidja
nagymértékben csokkenti az enzim W és S bazisparok kozti diszkriminacids képességét.
Az egyik moédositott citozin a Benl hely kozepén taldlhatd, melyet a kanonikus felismerési
szekvenciaban az A:T bazispar foglal el. A DNS nagy arka fel6l a C5-metilcitozin nagyon
hasonl6 a timinhez, ezért feltételezhetd, hogy tulajdonképpen ez teszi lehetévé a metilalt
Benl helyek Mval altali felismerését. A kristalyszerkezet alapjan azonban, ez maga utan
vonna a C-kozepli szal hasitasat, ami ellentmond eredményeinknek. Az Mval endonukleaz
szerkezetének tovabbi tanulmanyozasa talan valaszt adhat arra, hogy a citozin C5-

metilacidja, hogyan valtja ki az észlelt specificitas valtozast.
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Az Mval az elsé6 olyan restrikcios enzim mely, az aszimmetrikus
szubsztratfelismerés és a specialis, metilaciot igényld szubsztratfelismerés kombindcidja
révén, kettds specificitassal rendelkezik. Az 0j metilacio-fiiggd aktivitas egyarant jelenthet
egyszalu (C™C|GGG/CC™CGQG) illetve kettdsszala (CC™C|GGG/CC™C1GGG) DNS
specificitast, melyek eddig ismeretlenek voltak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a
metilacio-fliggd aktivitas esetén a szubsztrathely felismerése nem olyan szigortian

meghatédrozott, mint a kanonikus CCWGG helyé¢.
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A DNS metilaci6 az epigenetikai szabalyozas egyik 6 Osszetevdje, mely szerepet
jatszik tobbek kozt a génkifejezodés, a genetikai bevésddés ¢és az egyedfejlodés
szabalyozasaban. Emlésok genomjaban kizardlag CS5-citozin metilacio figyelheté meg,
amely foként a CG dinukleotidokban talalhat6 citozinokat érinti. A reakcidt a C5-citozin
metiltranszferazok katalizaljak, melyek egy aktivalt metil csoportot juttatnak a citozin 6tos
szénatomjara az S-adenozil-L-metionint (SAM) hasznalva donorként. A metilalt citozinok
térbeni €és idObeni eloszlasa nem véletlen, hanem egy jol meghatdrozott mintazatot kovet.
Ennek a helyes kialakitdsa ¢és fenntartdsa elengedhetetlen a szervezet normalis
mikodéséhez (Jeltsch, 2002; Jones, 2001). A genomi DNS-ben levd 5-metilcitozinok
azonositasanak leggyakrabban alkalmazott moddja az Gn. biszulfitos DNS
szekvenciameghatarozas, amely azon a megfigyelésen alapszik, hogy egyszala DNS-ben a
natrium-hidrogénszulfit sokkal gyorsabban képes specifikusan dezamindlni a citozint
uracilld, mint ahogy azt az 5-metilcitozinnal teszi (Frommer és mtsai., 1992). A modszer
egy nagy hatranya, hogy a reakcié soran hasznalt koriilmények esetenként a vizsgalni

crer

(Dahl és Guldberg, 2003; Warnecke és mtsai., 2002).

Az Sssl metiltranszferdz az egyetlen olyan prokariota enzim, mely az eml8sdkben
talalhatdo C5-MTézokhoz hasonldan, a CG szekvencidkban levo citozint modositja, igy jol
alkalmazhat6 modellként és kisérleti eszkozként a magasabbrendii eukaridtakban
eléforduld citozin metilacid tanulmanyozasaban (Koudan és mitsai., 2004; Renbaum és
mtsai., 1990). Kordbban kimutattdk, hogy metildonor hidnydban az enzim képes a
célszekvencian beliil talalhato citozint uracilla dezaminélni. A reakci6 feltehetdleg hasonlo
utvonalon keresztiil megy végbe, mint a biszulfit altali C—T konverzié (Bandaru és mtsai.,
1995; Métivier és mtsai., 2008; Zingg és mtsai., 1996). Ebbdl a hasonlosagbol kiindulva
doktori munkdm sordn arra voltunk kivancsiak, hogy az M.Sssl felhasznalhaté-e a
kettdsszali DNS-ben, az epigenetikailag fontos CG dinukleotidokban taldlhaté metilalt €s
metilalatlan citozin megkiilonboztetésére. Ugy gondoltuk az M.Sssl felhasznalasa, mint
enzimatikus alternativa, lehetdséget ad a biszulfitos reakcid haszndlatit gyakran nehezitd

egyes technikai problémak megkeriilésére.
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Az M.Sssl altal katalizalt dezaminacid vizsgéalatahoz egy inaktiv kanamicin-
rezisztencia gén reverzidjan alapuld tesztet hasznéltunk. Az irodalmi adatok egy részét
alatamasztva kimutattuk, hogy a metildonor hianyaban az M.Sssl valdban képes a citozint
uracilld dezaminalni, és a reakcié egy SAM analdg, az 5’-amino5’-dezoxiadenozin (AA)

hozzaadésaval felgyorsithato.

Egyszalii DNS-ben a biszulfit altal indukalt C-U konverzié ~6tvenszer gyorsabb,
mint az ugyanilyen koriilmények kozt megfigyelhet6 ™C—T dezaminacié (Wang és
mtsai., 1980). Osszehasonlitva a kettdsszala DNS-ben talalhato citozin és 5-metilcitozin
nukleotidok M.Sssl altal katalizalt dezaminaciojanak sebességeit kimutattuk, hogy 5°-
amino-5’-dezoxiadenozin jelenlétében ez utdbbi legalabb szdzszor lassubb. Ez azt sugallja,
hogy az M.Sssl altali konverzid6 elég érzékeny ahhoz, hogy megbizhatéan
megkiilonboztesse a metildlatlan és metilalt citozinokat. Mindemellett eredményeink azt
mutatjak, hogy az M.Sssl altal katalizalt reakci6 joval lassubb folyamat, mint az
altalanosan hasznalt koriilmények kozt végbemend biszulfitos konverzio, igy jelen

form4jaban nem alkalmas a gyakorlati hasznélatra.

Az M.Sssl jarulékos in vitro aktivitasanak vizsgalata mellett arra is kivancsiak
voltunk, hogy felhasznalhat6-e az enzim citozin dezaminéciora in vivo, SAM jelenlétében.
Ennek vizsgalatara, egy el6zdleg a Hpall metiltranszferazzal végzett munka alapjan (Shen
€s mtsai., 1995), létrehoztunk két mutans enzimet. A C5-citozin metiltranszferazok kozt
erdsen konzervalt, feltehetéleg a SAM kotésében szerepet jatszo 1. motivum (Kumar és
mtsai., 1994) Phel7 és Glyl9 aminosavait helyspecifikus mutagenezissel szerinre illetve
aszparaginsavra cseréltilk. Az aminosavcserék, a metildonorhoz valo affinitds csokkentése
révén, az alacsony SAM koncentracid soran fellépd koriilményeket voltak hivatva utdnozni
in vivo. A l1étrehozott M.SssI(F17S) és M.SssI(G19D) mutdns enzimek dezaminacids
aktivitasat két kiilonb6zo E. coli gazdaban is megvizsgaltuk. Az egyik esetben az sssIM
allél és a célzott mutans kanamicin (kanS) gén két kiilonbozé plazmidon voltak, mig a
masik gazdanal a kanS gén a kromoszéman volt. A G19D enzim varians mindkét, uracil-
DNS glikozilazzal (Ung) nem rendelkezd, gazda esetén ~tizszeresére novelte a citozin
dezaminacid sebességét, mig a WT enzim ¢és az F17S muténs esetén nem tapasztaltunk
hatast. A megnovekedett C—U mutéacids gyakorisagot fluktudcids teszttel is igazoltuk.
Erdekes modon az M.SssI(G19D) mutans Ung’ gazda esetén is megndvekedett

dezaminacids ratdhoz vezetett, ami azt sugallja, hogy az enzim képes az uracil-DNS
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glikozilazhoz kapcsolt javitas gatlasara. A mutansok csokkent SAM koto képességét az is
alatamasztotta, hogy mind in vivo mind in vitro alacsonyabb metiltranszferaz aktivitassal

rendelkeztek, mint a vad tipusu enzim.

A CG-specifikus M.Sssl metiltranszferazzal végzett munka sordn észrevettiik, hogy
az M.Sssl altali in vivo vagy in vitro metilacido 0j szubsztrathelyeket teremt az Mval
restrikcids enzim szamara. Az 10j felismerési helyek megjelenése CG-metilaciotol fliggott,
¢s az Mval endonukleazra specifikus volt, az enzim egy izoszkizomerje, a BstNI, nem

ismerte fel Oket.

Az Mval restrikcids enzim kanonikus felismerési helye a 5°-CC|AGG/5’-CCT1TGG
szekvencia, melyet a nyilaknak megfeleléen, monomerként hasit. Az enzim RM
rendszerbeli tarsa, az Mval MTéz, a felismerési szekvencia masodik citozinjat metilalja N4
pozicidban (C™CAGG/C™CTGG). A kanonikus hely citozinjainak C5-metilacidja nem
jelent védelmet a hasitdssal szemben (Butkus és mtsai., 1985; Kaus-Drobek és mitsai.,
2007). Kimutattuk, hogy az Mval restrikcids enzim a kanonikus kettdsszala hasitas mellett
a metilalt Benl helyek (C™C|GGG/CC™CGG) egyszalii hasitasara (nick) is képes, a
nyillal jelslt pozicioban. A CC™C|GGG/CC™C1GGG szekvencidknal (CG-metilalt Smal
hely), ahol két ellentétes irdnyu metilalt Benl hely atfed6 modon egymas mellé kertil, a
metilacio-fliggd aktivitds kétszalt hasitast eredményez, ahogy a nyilak jelzik. A hasitas
sebessége és a felismerés specifikussdga ezeken a helyeken alacsonyabb, mint az enzim

kanonikus aktivitasa esetén.

Az Mval az elsé példa arra, hogy egy restrikcidos enzim kettds specificitassal
rendelkezhet, azaz a ‘“szokédsos” II. tipusii endonukledzokra jellemzd metilalatlan
felismerdhely mellett egy attol eltérd szekvencidji masik helyet is hasit, amennyiben az
meghatarozott modon metilalt. Az Mval metilacio-fiiggd aktivitdsa egyszerre jelent egy- €s
kettésszali specificitast (C™C|GGG/CC™CGG és CC™C|GGG/CC™C1GGG), melyek

eddig ismeretlenek voltak.
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DNA methylation, along with histone modification, is a major component of
epigenetic regulation, being involved in processes, such as gene expression regulation,
genetic imprinting or developmental regulation. In the genomes of vertebrates’ only
cytosines within CpG dinucleotides are methylated at the carbon-5. Cytosine methylation
is catalyzed by DNA-cytosine methyltransferases, which transfer an activated methyl
group from the donor S-adenosyl-L-methionine (SAM) to the carbon-5 of the cytosine.
The genomic distribution of the methyl cytosine residues forms a pattern, which varies
among species, and it is tissue specific. Properly established and maintained methylation
patterns are essential for mammalian development and for normal function of the
organism. The most widely used method for identification of methylated cytosine employs
the treatment of genomic DNA with sodium-bisulfite. Upon this treatment unmethylated
cytosines deaminate to uracil while 5-methylcytosines remain unchanged. Due to the harsh
conditions used for the conversion reaction, the method is prone to certain reaction

artefacts that affect its reliability (Dahl and Guldberg, 2003; Warnecke et al., 2002).

The prokaryotic DNA-(cytosine-5)-methyltransferase M.Sssl shares the specificity
of eukaryotic DNA methyltransferases (CG) and is an important model and experimental
tool in the study of eukaryotic DNA methylation (Koudan et al., 2004; Renbaum et al.,
1990). Previously, M.Sssl was shown to be able to catalyze deamination of the target
cytosine to uracil if the methyl donor SAM was missing from the reaction. The enzymatic
cytosine deamination is assumed to follow a path analogous to that of bisulfite mediated C-
to-T conversion (Bandaru et al., 1995; Métivier et al., 2008; Zingg et al., 1996). Based on
this similarity, we wished to test whether the deamination side-activity of the M.Sssl can
be used to distinguish between unmethylated and C5-methylated cytosines in CG
dinucleotides. The use of M.Sssl as an enzymatic alternative to bisulfite conversion would

give the possibility to bypass some of the technical difficulties associated with this method.

To test the deamination activity of the M.SssI MTase, we used a sensitive genetic
assay based on the mutation in an inactive kanamycin resistance gene resulting in reversion
to kanamycin resistant phenotype. Confirming some of the previous results we could show
that M.Sssl can deaminate cytosines to uracil in a slow reaction, and that the rate of the

conversion can be increased by the SAM analogue 5’-amino-5’-deoxyadenosine (AA).
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In single-stranded DNA the rate of bisulfite mediated conversion of C-to-U is ~50-
fold higher than the rate of ™C-to-T conversion (Wang et al., 1980), which forms the basis
of bisulfite-sequencing (Frommer et al., 1992). We compared the reactivities of cytosine
and 5-methylcytosine in double stranded DNA to M.SssI mediated deamination and found
that in the presence of AA the difference of the reaction rates is at least 100-fold. This
suggests that the M.Sssl-catalyzed conversion is sensitive enough to reliably discriminate
between unmethylated and C5-methylated cytosines. However, our results show that the
rate of M.SssI mediated cytosine deamination is still much slower than that obtained with
standard bisulfite protocols, making the M.SssI mediated cytosine deamination, at present,

impractical as an alternative method.

Besides studying this side activity of M.Sssl in vitro, we wished to test whether the
enzyme can be used to deaminate cytosines in vivo, in the presence of SAM. To this end
we constructed two mutant enzymes based on previous work with the Hpall MTase (Shen
et al., 1995). Amino acids Phel7 and Gly19 of conserved motif I, presumed to be part of
the SAM binding pocket of the C5-DNA MTases (Kumar et al., 1994), were changed by
site directed mutagenesis to Ser and Asp respectively. We expected the amino acid
substitutions to weaken the cofactor binding abilities of the enzyme, and thus to mimic
conditions of limiting SAM in vivo. The cytosine deamination activity of both mutant
enzymes (F17S and G19D) was tested in two different E. coli hosts. In one of them the
sssIM allele and the targeted kanS gene were on two separate plasmids, while the other
host carried the kanS gene on the chromosome. The G19D variant caused a ~10-fold
increase in the deamination rate in both types of hosts lacking uracil-DNA-glycosylase
(Ung) related repair, while the WT enzyme and the F17S mutant had no effect. The
elevated C-to-U reversion rate was also demonstrated by fluctuation test. Interestingly,
M.SssI(G19D) increased the deamination rate also in Ung' hosts, suggesting that the
enzyme can block uracil-DNA glycosylase mediated repair. Consistent with the envisioned
effect of impaired SAM binding, both mutants had reduced methyltransferase activities in

vivo and in vitro compared to WT.

In the course of our work with the CG-specific DNA cytosine-5 methyltransferase
M.Sssl, we noticed that in vivo or in vitro M.Sssl methylation leads to the appearance of
new substrate sites for the Mval restriction enzyme. Appearance of these new sites was
dependent on CG-methylation and it was specific for Mval, the phenomenon was not

shown by its isoschizomer BstNI.
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The Mval restriction endonuclease cuts CC|AGG/CCTTGG sequences, as
indicated by the arrows, as a monomer. The cognate Mval MTase modifies the internal
cytosine to produce N4-methylcytosine (C™CAGG/C™CTGG). C5-methylation of the
same cytosine does not protect the site against Mval cleavage (Butkus et al., 1985; Kaus-
Drobek et al., 2007). We have shown that the Mval endonuclease, in addition to its double-
stranded cleavage activity on the canonical recognition sequence (CC|AGG/CCT1TGG,
nicks Benl sites (C™C|GGG/CC™CGG) as indicated, if the inner cytosines are C5-
methylated. This nicking activity results in  double-strand scissions at
CC™C|GGG/CC™CT1GGG (CG-methylated Smal) sites, where two oppositely oriented
methylated Benl sites overlap. The double-stranded cleavage rate and the stringency of the
substrate site recognition are lower at the methylation-dependent site than at the canonical

target sites.

Mval formally combines features of “typical” Type Il REases cutting unmethylated
sequences, with those of methyl-directed Type II enzymes which require methylated
substrate sites. To our knowledge, Mval is the first REase, for which such dual specificity
has been shown. The new, methylation-dependent activity represents nicking and double-
stranded cleavage specificities (C™C|GGG/CC™CGG and CC™C|GGG/CC™C1GGG,

respectively) not known before.
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