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Il. Irodalmi attekintés

Il.1. A DNS metilacid bioldgiai jelent&sége

Mar a mult szazad kozepén felfedezték, hogy él6lények DNS-ét felépité
nukleobazisok (adenin, guanin, timin és citozin) egy része médositott formaban van jelen
(Hotchkiss, 1948). Ezek bioldgiai jelent6ségét azonban csak évtizedekkel kés6bb kezdték
el felismerni. A DNS bazisok kovalens mdédositasai kozil kiemelkedik a metilacio, amely
mara a legintenzivebben tanulmanyozott epigenetikai jellé valt. A metilcsoport a DNS-
metiltranszferdzoknak (DNS-MTaz) nevezett enzimek kdzrem(ikodésével épul be -
tobbnyire szekvenciaspecifikus médon - a DNS adenin és citozin bazisaiba. Jelenlegi
ismereteink szerint valamennyi DNS-MTaz S-adenozil-L-metionint (SAM) hasznal
metildonornak, melyb6l az aktivadlt metilcsoport ataddsat kovetéen S-adenozil-L-

homocisztein (SAH) keletkezik (1. abra).

DNS-metiltranszferaz

1. dbra: A DNS-metildcio dltaldnos folyamata. SAM: S-adenozil-L-metionin, SAH: S-adenozil-L-
homocisztein.

A DNS-MTazokat a reakcid termékeként keletkezé metilalt bazis alapjan harom
csoportba soroljak: C5-citozin, N4-citozin, valamint N6-adenin MTazokat kiilénboztetlink
meg. Az N4-citozin, és N6-adenin MTazok a citozin, illetve adenin exociklikus

aminocsoportjat metildljak, melynek eredményeként N4-metilcitozin, illetve N6-



metiladenin keletkezik. A C5-citozin MTazok a citozin gydrd 5-6s szénatomjara helyezik

el a metilcsoportot és ezaltal C5-metilcitozin jon Iétre (2. dbra).
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2. dbra: A DNS MTdzok tipusai és a metildcio eredményeként keletkezé metildlt bdzisok (Q. Gao
és mtsai., 2023) alapjdn.

A metilcsoport mindhdarom metildlt bazis esetében a DNS nagy arkaban
helyezkedik el és nem befolydsolja a Wattson-Crick-féle bazisparok kialakuldsat,
ugyanakkor hatassal lehet a genomban tarolt informacid kifejez6désére azdltal, hogy
bizonyos DNS kots fehérjék (példaul transzkripcids faktorok, hiszton médosité enzimek)

képesek ezen mddositott bazisokat felismerni (Du és mtsai., 2015).

I1.2. A DNS metilacié szerepe prokaridtakban

Prokariétdkban mindhdrom DNS-metiltranszferaz enzimcsalad megtalalhatd és
az enzimek tobbsége a restrickcids-modifikacios (RM) rendszerek részeként mukodik,
melyek egyfajta bakteridlis immunrendszernek tekintheték. Az eddig leirt négyféle RM
rendszer kozil - valdszinileg a kiemelked6 géntechnoldgiai jelentésége miatt - a ll-es
tipusurdl all rendelkezésre a legtobb ismeret (Pingoud és mtsai., 2014). A ll-es tipusu

RM-rendszerek két kiilondllé enzimbdl, egy restrikciéds endonukleazbdl és egy DNS-



metiltranszferdzbdl allnak, melyek azonos (altaldban 4-8 bazispadr hosszusagu) DNS
szekvenciat ismernek fel. A restrikciés enzim feldarabolja a sejtbe bejutott idegen
(metildlatlan) DNS-molekuldkat, s ezdltal védelmet nyuljt a sejtet megfert6z6
bakteriofagokkal szemben. A DNS-metiltranszferdz a sejt sajat DNS-ében taldlhatd
endonukledz felismerShelyeket metilacidoval megjeldli, igy azok, mivel a metilalt
felismeréhelyek nem szubsztratjai a restrikcids enzimnek, elkeriilik az emésztést.
Leirtak olyan bakteridlis DNS-MTazokat is, melyek nem részei RM-rendszernek.
Ezeket a megfelel6 specifitdsu endonukledz parral nem rendelkez6 enzimeket ,arva”
(,orphan”), vagy ,maganyos” (,,solitary”) metiltranszferazoknak nevezik. A legismertebb
ilyen MTaz az E. coli-ban leirt Dam (DNA adenine methylase), amely a 5'-GATC-3'
szekvenciat ismeri fel és az abban taldlhaté adenin N6-nitrogénjét metildlja a DNS
mindkét szalan (Hattman és mtsai., 1978). A Dam metilacidonak fontos szerepe van a DNS-
replikacio soran keletkez6 bazisparosodasi hibak javitdsdban (postreplicative mismatch
repair), valamint a kromoszomalis genom replikacidjanak szabdlyozdsdban (Adhikari &
Curtis, 2016). Egy hasonlé rendszer mikddik a Caulobacter crescentus baktériumban is,
amely a 5’-GANTC-3’ szekvencidkat metildld (az adenin metilalodik) CcrM (cell cycle—

regulated DNA methyltransferase) enzimen alapul (Berdis és mtsai., 1998).

I1.3. A DNS metilacid jelentésége magasabb rendl eukariétakban

Jelenlegi ismereteink szerint a magasabb rend{ eukariétdk DNS-ében a harom
metilalt bazis kozul csak az egyik, a C5-metilcitozin talalhaté meg (Douvlataniotis és
mtsai., 2020). A C5-metilcitozin névényekben CG, CHG, és CHH ( H = adenin, vagy citozin,
vagy timin) szekvenciakornyezetben fordul el6 (Lucibelli és mtsai.,, 2022). Tobb
rovarcsoportban (tobbek kdzott a méhek és hangyak (Bonasio és mtsai., 2012; Lyko és
mtsai., 2010) esetében is megtaldlhaté a citozin metilacid, ugyanakkor az egyik
leggyakrabban hasznalt modellorganizmus, az ecetmuslica (Drosophila melanogaster)
esetében ez a DNS maddositas nem mutathato ki (Lyko és mtsai., 2010; Urieli-Shoval és
mtsai., 1982).

EmI&s genomokban a C5-metilcitozin elsésorban a 5'-CG-3’ dinukleotidokban
fordul el6, melyeket CpG helyeknek is neveznek. A CG dinukleotidok szimmetrikus

szekvenciak, melynek kovetkeztében az egyes CG helyek metilacios allapota haromféle



lehet: metildlatlan (5’-CG-3’/5’-CG-3’), hemimetilalt (5’-™>CG-3’/5’-CG-3’), vagy teljesen
metilalt(5’-"°CG-3’/5’-m5CG-3).

Becslések szerint az emlds szomatikus sejtekben a CG dinukleotidok mintegy
70%-a metildlt formaban van jelen (Jabbari & Bernardi, 2004). A genomban a metilalt és
metildlatlan CG helyek eloszldsa nem véletlenszerl és az adott sejttipusra jellemzé
mintazatot alkotnak (Z. Chen & Riggs, 2011). Erdekes megfigyelés, hogy az emlds
genomokban a CG dinukleotidok valds el6fordulasi gyakorisaga szignifikdnsan
alacsonyabb a statisztikai szamitasok alapjan vart értéknél (Jabbari & Bernardi, 2004;
Shen és mtsai., 1992). A jelenség hatterében feltehet6en az all, hogy a metilalt CG helyek
mutdcids ,forrépontok” (mutation hot spot), mivel a metilacié termékeként keletkezé
C5-metilcitozin hajlamos a spontan hidrolitikus dezamindciéra, ami C->T tranzicidkhoz
vezethet. A mutdcidk kdvetkeztében a CG helyek egy része elveszett az évmillidk soran.

Annak ellenére, hogy az eml&s genomokban a CG dinukleotidok 0sszességében
alulreprezentaltak, lIéteznek olyan genomi régiok ahol a CG helyek gyakorisaga kiugréan
magas. Ezen, altaldban néhdny szaz bazispar hosszisagl, DNS szakaszokat CpG
szigeteknek nevezik (Bird és mtsai., 1985). A CpG szigetek gyakran atfednek a gének
promotereivel, példaul a human genomban taladlhaté promoterek mintegy 70 %-a CpG
dinukleotidokban gazdag (Saxonov és mtsai.,, 2006). A CpG szigetek nagyobb
gyakorisaggal fordulnak el6 a , haztartasi gének” promotereiben, mint a szovetspecifikus
génekében(Larsen és mtsai.,, 1992; Ponger és mtsai., 2001). Jelenleg nem ismert
pontosan az oka annak, hogy a CpG szigetek miért nem vesztek el a dezaminacio
kovetkeztében. Feltehet6leg, az  érintett promdterek  metilacié  altali
szabalyozhatésdganak megtartdsa olyan fontos volt, hogy elegendd szelekcidos nyomast
tudott biztositani CpG helyek fennmaradasahoz (Saxonov és mtsai., 2006).

Az emlGsok esetében a genomi CG metildcidos mintazat kialakitasdért és
fenntartasdért a Dnmt csaladba tartozé C5-MTazok felelGsek. Az enzimcsaladnak jelenleg

Ot tagja ismert (Jurkowska és Jeltsch, 2016).
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3. dbra: Az emlés DNS-MTdzok doménszerkezete (Jeltsch & Jurkowska, 2016) alapjdn. DMAPD:
DNA methyltransferase associated protein 1 interacting domain, PBD: PCNA binding domain,
NLS: Nuclear localization signal, RFTD: Replication foci targeting domain, CXXC: CXXC domain,
BAH1 és BAH2 — bromo-adjacent homology domains 1 and 2, GKn — glycine lysine repeats,
PWWP: PWWP domain, ADD: ATRX-DNMT3-DNMT3L domain.

Osszességében, a Dnmt enzimek két funkcionalisan eltéré részbdl épiilnek fel (3. dbra).
A C-termindlis doménben azonosithatdk a bakteridlis C5-MTazokra is jellemzd konzervalt
szekvenciamotivumok. Ez a domén értelemszerlien a fehérje katalitikus funkcidjaért
felel. Az enzimek N-terminalis része szabdlyozé doménként mikodik azdltal, hogy
feliletet biztosit mds fehérjékkel (pl. hisztonok) valé kolcsonhatdsokhoz, melyek
serkenthetik, gatolhatjak, illetve a genom valamely részéhez iranyithatjak az enzimet
(Gowher & Jeltsch, 2018; Jeltsch & Jurkowska, 2016).

A szovetspecifikus metilaciés mintazat kialakitasaért a Dnmt3a és a Dnmt3b
metiltranszferazok (,de novo” metiltranszferdazok) felelnek. Ezen enzimeknek a
metildlatlan és hemimetilalt CG helyek egyarant szubsztratjai.

A Dnmtl enzimet ,fenntartd” (,maintenance”) metiltranszferaznak is nevezik,
mivel elsédleges feladata a DNS replikaciét kovetSen keletkezé hemimetilalt CG helyek
modositdsa, mely soran teljesen metilalt CG dinukleotidok jonnek létre (Hermann és
mtsai., 2004). Ez a mechanizmus felelGs azért, hogy a szovetre jellemzé metildcids
mintazat fennmaradjon a sejtosztédasokat kovetben is.

A Dnmt3c enzimet a kézelmultban fedezték fel egérben és feltehet6leg a Dnmt3b
enzimet kddold gén duplikacidjaval j6hetett [étre. Az MTaz a himivarsejtekben fejez6dik
ki és feladata a genom integritasanak védelme a transzpozonok metildlasa altal (Barau

és mtsai., 2016).



Az enzimcsalad otodik tagja, a Dnmt3L (Dnmt3-like) kulonleges abbdl a
szempontbdl, hogy dnmagdban nem rendelkezik metiltranszferdz aktivitassal. Ennek
ellenére képes befolydsolni a metilaciét azaltal, hogy kolcsdnhatasba Iép a de novo
metiltranszferazok N-terminalis részével és serkenti azok m(ikodését (Suetake és mtsai.,
2004). Kimutattdk tovabbd, hogy Dnmt3L jelenléte egerekben nélkilozhetetlen az
imprintalt gének csendesitéséhez (Bourc’his és mtsai., 2001). A Dnmtl és Dnmt3a/b
enzimek fontossagat j6l mutatja, hogy hidnyuk egerekben embriondlis korban vagy
roviddel a szlletés utan halalt okoz (Li és mtsai., 1992; Okano és mtsai., 1999).

A DNS metilacid, akar csak a tobbi epigenetikai jel, reverzibilis médositds. A
demetilacid torténhet passzivan, mely soran fenntartd metiltranszferdz aktivitas
hidnyaban a metilacié ,kihigul” a DNS replikdcié és az azt koveté sejtosztddasok

kovetkeztében (4. abra).

CHs CH;
l. replikéci()‘/ \
CH,3 CH3
II. replikécié / \ / \
CH; CHs

4. dbra: A passziv demetildciéo mechanizmusa.

Régota feltételezik, hogy létezhetnek aktiv demetilaciés mechanizmusok is, mivel
bizonyos sejtek esetében rovid id6 alatt olyan mértékl metilaciés mintazat
atrendezGdést tapasztaltak, ami nem magyarazhaté a passziv demetilaciéval (Mayer és
mtsai., 2000). A legnyilvanvalébb aktiv demetilaciés mechanizmus - a metilcsoport
kozvetlen enzimatikus lehasitdsa a citozinrdl - termodinamikailag nehézségekbe itkozik
a rendkiviil stabil szén-szén kotés miatt, igy nem meglepd hogy a jelenleg ismert

demetilacids rendszerek gy mikodnek, hogy az egész metildlt bazist (a glikozidos kotés
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felbontasaval) eltavolitjdk a DNS-b6l. Zarvaterm6 novények esetében ez kozvetlendl
torténik a DME/ROS1 glikozildzok kozrem(idodésével (H. Jang és mtsai.,, 2014).
EmlI&sokben a mddositott citozin kivagasat tobblépéses enzimatikus oxidacio el6zi meg:
(5-metil-citozin (°®™C) >5-hidroxi-metil-citozin (*"™C) ->5-formil-citozin (*'C) >5-karboxi-
citozin (°C)), melyet a TET (Ten-eleven Translocation) fehérjék katalizalnak (Tahiliani és
mtsai., 2009) (5. dbra). A keletkez6 |éziot (abdzikus helyek) az eml&sok és novények
esetében is a baziskivdgasos hibajavitds (base excision repair) allitja helyre, melynek
eredményeként metilalatlan citozin épiil be. Erdemes megjegyezni, hogy a TET altal
katalizalt oxidacio soran keletkezé °"™C nem csak egy kdztitermék az aktiv demetilacids

folyamatban, hanem epigenetikai jelként is m{kodik (Mellen és mtsai., 2012).

NH, OH NH, o NH, 0 NH, NH,
| \/L TET %L TETH J‘\flnq OH/LEI 06 _ | 1
N (¢} N ) N 0] N 0 N (0}
. . . A A
5-mC 5-hmC 5-fC 5-caC Cc

5. dbra: A TET dltal katalizdlt aktiv demetildcio folyamata (Tahiliani és mtsai., 2009) alapjdn.

A citozin metilaciét altaldban gatlé hatdsu epigenetikai jelnek tekintik. Valéban
szamos bizonyiték van arra, hogy promoterben taldlhaté CG helyek metilaltsaga negativ
korreldcidot mutat az adott gén kifejez6désével (Boyes és Bird, 1992; Lister és mtsai.,
2009; Weber és mtsai.,, 2007) A képet ugyanakkor némileg arnyalja, hogy egyes
tanulmanyok szerint a génen belil taldlhaté CG helyek metilacidja a fentivel ellentétes
hatasu, azaz a génexpressziot fokozza (Yang és mtsai., 2014).

A genomi metilacidés mintdzata dinamikusan valtozik az egyedfejlédés soran. A
petesejt megtermékenyitését kovetGen kiterjedt aktiv demetilacié megy végbe a
genomban, melynek kovetkeztében az ivarsejtekre jellemz6 metilacié nagyrészt eltlinik.
Az embrié bedgyazdddsa utdn a ,de novo” metiltranszferazok kozremikodésével Uj
metildciés mintazatok alakulnak ki sejtvonal specifikus médon (Borgel és mtsai., 2010;
Smith és mtsai., 2012; Xu & Xie, 2018). Ez a differencialt metilacié mas epigenetikai
mechanizmusokkal (pl. hiszton médositdsok) egylttm(ikodve teszi lehet6vé az egyes

sejttipusokra jellemzd génexpresszids mintazatok kialakuldsat.
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A metilaciénak a szovetspecifikus génexpressziés mintdzat fenntartasa mellett
szerepe van még az X-kromoszéma inaktivaciéban valamint, a genomi imprintingben. A
metilacié nélkilozhetetlen tovdbbd az eml6s genom jelentds részét kitevd
transzpozonok és endogén retrovirusok mikodésének gatldsahoz, mely elengedhetetlen
a genom stabilitdsanak megd6rzéséhez (Yoder és mtsai., 1997).

Az abnormalis DNS metilacidé szdmos betegség esetében fontos szerepet jatszik a
patoldgias folyamatokban (Robertson, 2005). A rakos sejtek genomjdra altaldnosan
jellemzé a globalis genomi metildcios szint csokkenése, melynek kovetkezménye a proto-
onkogének, illetve a mobilis genetikai elemek aktivalédasa (Ehrlich, 2009). Ez utdbbi
magyarazatul szolgdlhat a tumorok esetében tapasztalt genomi instabilitasra. A globalis
hipometilacié mellett el6fordul, hogy bizonyos tumor szupresszor gének (példaul p15)

promoterei hipermetilalddnak, gatolva azok kifejez6dését (Nakaoka és mtsai., 2017).

Il.4. Nem kanonikus citozin metilacié emlés genomokban

Az elmult évtizedekben szdmos emlls szévet- és sejttipus esetében végeztek
teljes genomi biszulfit szekvenalast (whole genome bisulphite sequencing, vagy WGBS)
melyek soran felfedezték, hogy bizonyos szévetekben a C5-metilcitozinok egy része nem
a kanonikus CG dinukleotidokban talalhaté (He & Ecker, 2015; Patil és mtsai., 2014; Ziller
és mtsai., 2011). A metilacié ezen formajat nem-CG metilaciénak (non-CG methylation)
nevezték el. A nem-CG metildcié a CA, CT és CC szekvenciakdrnyezetben taldlhaté
citozinokat érinti, ezért gyakran CH ( H = A, T vagy C) metilacidként is hivatkoznak ra.

Biokémiai és genetikai vizsgalatokkal bizonyitottdk, hogy a CH metilaciéért a de
novo MTaz Dnmt3a és Dnmt3b enzimek felel6sek, melyek a CG dinukleotidok mellett -
kisebb hatékonysaggal — a CA, CT és CC helyeket is képesek metilalni (Aoki és mtsai.,
2001; Barres és mtsai., 2009; L. Gao és mtsai., 2020; Ramsahoye és mtsai., 2000; Zhang
és mtsai., 2018). A nem-kanonikus citozin metilacié valamennyi eddig jellemzett
szOvettipus esetében leggyakrabban a CA szekvencidkban fordul el6. A CT és CC helyek
metilacidja kevésbé jelentss.

A nem-CG metilaciénak van egy fontos tulajdonsaga, mely megkilonbozteti a CG
metilaciotdl: a CH helyek aszimmetrikusak (5’-CA-3’/5’-TG-3’, 5’-CT-3’/5’-AG-3’, 5’-CC-
3’/5’-GG-3’), tehat a felismer6hely csak a DNS egyik szalan metildlédhat, mivel a

komplementer szekvencidban nincs citozin (6. dbra). Ez a tény kizdrja annak a
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lehet6ségét, hogy sejtosztddas sordn a CH metilaciés mintazat egy fenntarté MTaz altal

atoroklédjon az utédsejtekre.

CG metilacio CH metilacio
"
<|:H3 5:-0?-3:
5'-CG-3’ 3-6GT-5
3'-GC-5' CH,
|
5'-CT-3’
(s 3-GA-5’
5'-CG-3’
3-GC-5’ o,
|
CH3 51_Cc_3l
3-GG-5'

6. dbra: A CG és nem-CG metildcid 6sszehasonlitdsa.

A CH metilacio el6forduldsi gyakorisaga sejt- illetve szovettipusonként jelentds
valtozatossagot mutat. Az emberi szervezetben a nem-kanonikus metilacié az agy
homloklebenyi régidjaban taldlhatdé neuronokban fordul el6 a legnagyobb
mennyiségben, els6sorban a 5’-CAC-3’ szekvencidkon belll (az aldhdzott citozin
metilalodik) (Guo és mtsai., 2014; H. S. Jang és mtsai., 2017; Kinde és mtsai., 2015). A CH
metildcié szempontjabdl jelentdsnek tekinthetGek még az embriondlis &ssejtek, ahol a
CA helyek els6sorban a 5’-CAG-3’ szekvenciakornyezetben metildltak (Lee és mtsai.,
2017; Ramsahoye és mtsai., 2000). A nem-kanonikus metilacié kimutathaté még tobbek
kozott indukalt pluripotens Gssejtekben (iPSC), petesejtekben, vazizomsejtekben,
adipocitdkban is (He & Ecker, 2015).

A CG metilacidval ellentétben a CH metilacié bioldgiai szerepérdl, a
szovetspecifikus CH metilaciés mintdzat kialakuldasanak mechanizmusardl jelenleg
nagyon kevés ismerettel rendelkezlink és az eredmények gyakran ellentmonddasosak.

Tovabbi kutatdsok szlikségesek a CH metilacid jelent6ségének tisztdzasahoz.

11.5. A C5-citozin metiltranszferazok szerkezete és m(ikddése

A C5-citozin metiltranszferazok (EC 2.1.1.37) a prokaridtakban és eukariotdkban

is megtalalhatok. Ezen enzimek tobbnyire monomer fehérjék, azaz egyetlen polipeptid
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[ancbdl épililnek fel, melynek hossza a bakteridlis MTazok esetében altalaban 300-400
aminosav. Az eukaridéta C5-MTazok nagyobbak, mivel a metiltranszferdz domén mellett
tartalmaznak egy N-terminalis szabalyozé domént is (3. dbra).

A C5-MTaz aminosav szekvencidak 0Osszehasonlitdsaval tiz konzervalt
szekvenciamotivumot azonositottak, amelyek valamennyi enzimben megtalalhatok,
legyenek azok bakteridlis vagy eukaridta eredetliek (Kumar és mtsai., 1994; Pdsfai és
mtsai., 1989). A konzervalt blokkokat — melyek a legtébb enzim esetében a megadott
sorrendben fordulnak el6 - rémai szamokkal jel6ljik I-t6l X-ig (7. abra). Az 1, 1V, VI, VIII,
IX, X motivumok erésen, mig a ll, lll, V, VIl motivumok gyengébben konzervaltak. A VIII-
as és IX-es konzervalt blokkok 3ltal kbzrefogott szakasz az ugynevezett varidbilis régio,
melynek aminosav szekvencidja és mérete jelentds valtozatossagot mutat az egyes
enzimek kozott. A konzervalt motivumokban talalhaté aminosavaknak a metildonor S-
adenozil-L-metionin kotésében és a metilcsoport-atvitel katalizisében van szerepiik. A
variabilis régié tartalmazza a targetfelismer6 domént (TRD: target recognising domain ),
mely az enzim szekvenciaspecifitdsdért felel (Balganesh és mtsai., 1987; Klimasauskas és

mtsai., 1991).

| Hm VvV VE VI VI psieregs X X
= milgle iz gz Seemm @ m

FxGxG GxPCQ ENV QxRxR ExxxxRxxR GN

7. dbra: A C5-citozin MTdzok konzervdlt motivumai. Az erésen konzervalt motivumokat kék, a
gyengén konzervdlt motivumokat fehér téglalapok jelélik. Alul Iathatdk az adott motivumra
jellemzé konszenzus szekvencidk.

A C5-MTazok tobbsége monospecifikus metiltranszferdz, azaz csak egyféle metilacids
célhelyet ismer fel. A monospecifikus MTazok korébe tartoznak tobbek kozott a
restrikciés-modifikacids rendszerek részét képezé MTazok, valamint olyan arva MTazok,
mint példdul a Dam vagy CcrM. A monospecifikus MTazok esetében a
szekvenciaspecifitasért felel6s varidbilis régid altalaban 80 -120 aminosavbdl épiil fel.

A C5-metiltranzferazok haromdimenzids szerkezetére vonatkozd ismereteink
els6sorban a kristalyositott fehérjék rontgendiffrakcids vizsgalatdbdl szdrmaznak.
Els6ként a Haemophilus haemolyticus baktériumbdl izoldlt Hhal metiltranszferaz

(M.Hhal) S-adenozil-L-metioninnal alkotott komplexének szerkezetét kozolték (Cheng és
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mtsai., 1993). Hamarosan az M.Hhal DNS-el alkotott specifikus felismer6komplexének
szerkezetét is meghatdroztak, mely soran felfedezték, hogy az enzim a metilalandd
citozint teljesen kiforditja a DNS-bdl (Klimasauskas és mtsai., 1994) (8. dbra). Ma mar
tudjuk, hogy a baziskiforditas (,base flipping”) jelensége valamennyi DNS MTazra
jellemzd és nélkilozhetetlen a MTaz reakcidhoz, mivel a kettds hélixben eltemetett bazis

nem hozzaférhet6 a katalitikus apparatus szamara.

8. dbra: A specifikus M.Hhal-DNS felismerékomplex réntgenkrisztallogrdfids szerkezete (PDB:
2HR1). Az enzim kiforditja a metildlando bazist (narancs szin) a duplaszdlu DNS-b6! (kék).

Az eddig publikalt C5-MTaz szerkezeteket 6sszevetve (http://rebase.neb.com/cgi-

bin/crylist) elmondhatd, hogy az enzimek egy kis és egy nagy doménbdl allnak, melyeket
egy, a DNS kotésre szolgald arok vélaszt el egymastdl (9. dbra). A nagy domén a DNS kis
arkaval a kis domén a DNS nagy arkdaval [ép koélcsonhatasba. A nagy domén magjat egy
B-red6s szerkezet alkotja, amely 6 parhuzamos lefutdsu B-szalbdl épiil fel, melybe
beékel6dik egy hetedik antiparallel szal az 6todik és hatodik szalak kozé. A nagy domén
magaba foglalja az I-VIIl motivumokat és a X-es motivumot, a kis domén pedig a IX-es
motivumot és a varidbilis régiot tartalmazza. A konzervalt motivumok tdbbnyire a
masodlagos szerkezeti elemeket 6sszekoté hurkokban helyezkednek el. Az I-es, ll-es, llI-

as, X-es motivumok egylttesen alakitjdk ki a SAM koté zsebet, mig a katalitikus zseb
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felépitésében az V-6s, Vl-os, Vll-es, Vlll-as motivumok vesznek részt. A kis doménben
taldlhato a TRD (target recognising domain), amely egy vagy tobb hurokbdl épil fel és
szekvenciaspecifikus kdlcsonhatasokat |étesit a felismerShely bazisaival a DNS nagy arki

felszinén.

9. dbra: Az M.Hhal-DNS-AdoHyc terner komplex szerkezeti modellje (PDB: 2HR1).

11.5.1. A C5-citozin metiltranszferazok katalitikus mechanizmusa

A metiltranszferdz el6szor nemspecifikus médon kotédik a DNS-hez, féleg a
cukor-foszfat gerinccel kialakitott kdlcsonhatdsokon keresztiil, majd linedris diffuziéval
mozog a DNS ldnc mentén, addig amig egy felismerGhelyet nem talal, amikor is
megtorténik a szekvenciaspecifikus DNS kotés, mely a fehérje konformacidjanak jelentds
megvaltozdsdaval jar (Poddar és mtsai., 2018). A kovetkezd 1épésben az enzim kiforditja a
metildlandd citozint a DNS-bél. A kibillentett bazis helyét egy aminosav oldallanc (az
M.Hhal esetében a Glu-237) foglalja el, mely hidrogénhid-kotést létesit az arvan maradt
guaninnal (,orphan guanine”), stabilizdlva ezt az energetikailag kedvezGtlen DNS
konformdaciét. A kiforditott citozin a nagy doménben taldlhatdé hidroféb katalitikus

zsebbe illeszkedik.

16



A C5-MTazok dltal katalizalt reakcid Iépéseit (Wu & Santi, 1987) a 10. dbra mutatja

be.
Ado;\/let Adorcy
HQN H2N HSC-S+ HQN S HZN
H,C
H H 5 .CH
NF N\ NF N/ J N7 NSH NZ ’
J A= L A
6 6
o/\N o/\N 6™ S-Enz o/\N Os-Enz O/\N
| *S-Enz |
DNS DNS DNS DNS

10. dbra: A C5-MTdzok dltal katalizalt DNS-metildcio lIépései (Darii és mtsai., 2009).

A IV. motivumban (PCQ) taladlhatd ciszteinb6l képz6d6 tiolat anion nukleofil
tdmadast indit a citozin 6. szénatomja ellen, melynek eredményeként kovalens kotés
alakul ki az enzim és a DNS szubsztrat kozott. A kovalens komplex kialakulasat a citozin
gyliriben elhelyezked6 N3 atom protonalddasa is segiti, mely a VI. motivumban (ENV)
taldlhatd glutaminsav kozremdkodésével megy végbe. A fenti [épések eredményeként a
C5 atom aktivalddik, igy atkertlhet ra a metilkation a SAM-rél, melybél a reakcidé soran
S-adenosyl-L-homocisztein (SAH) keletkezik. A metiltranszfert kévet6en a C5-atom
deprotonalddik, majd a kovalens kotés a katalitikus cisztein és a Cé6-atom kozott B-
eliminacidval megsz(inik. Végiil a metilcitozin visszafordul a DNS-duplexbe, és SAH

disszocial az enzimrdl.

I.6. Kisérletek a DNS-metiltranszferazok szekvenciaspecifitasanak

megvaltoztatdsara

Az elmult évtizedekben szdmos kutatdcsoport probalkozott, a fehérjemérnokség
eszkoztarat felhasznalva, kilonboz6 bakterialis DNS-metiltranszferazok
szekvenciaspecifitdsanak megvaltoztatasaval. Az ilyen irdnyu kutatasok mogott tobbféle
motivacié is allt, mint példaul a specifikus DNS-fehérje kolcsénhatdsok mélyebb
megismerésére valod torekvés, vagy az Uj szekvenciaspecifitdsok kialakuldasahoz vezet6
evollcids utvonalak feltérképezése. A molekuldris bioldgiai kutatdsokhoz is hasznosak
lehetnek az Uj szekvenciaspecifitassal rendelkezé enzimek.

A DNS-metiltranszferazok szekvenciaspecifitasanak megvaltoztatdsa nem
egyszer( feladat, az irodalombdl kevés sikeres prébalkozas ismert (Chahar és mtsai.,
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2010; Gerasimaité és mtsai., 2009; Kiss és mtsai., 2001; Rockah-Shmuel & Tawfik, 2012;
Timar és mtsai.,, 2004). Mas DNS koté fehérjékkel (mint példdul a cink-ujj fehérjék,
TALEN) ellentében a DNS-MTazok esetében nincsenek jél definidlhaté DNS-felismerd
motivumok, amelyek tervezhet6évé tennék a szekvenciaspecifitast. A kiilonb6z6 MTazok
valtozatos mddon ismerik fel a metilacids célhelyet, gyakran indirekt kolcsonhatdsokon
keresztil, melyek nem vagy nehezen olvashatdk ki az enzim-DNS specifikus komplexének
rontgenkrisztallografias szerkezetébdl (ami sok esetben nem is all rendelkezésre). A
bazisspecifikus DNS-fehérje kolcsonhatasok tervezett megvaltoztatasa altaldban nem
vezetett eredményre (a legtobb esetben relaxalt specifitasi enzimeket eredményezett)
igy a kutatdk az iranyitott evoluciés megkozelités felé fordultak. Az iranyitott evolucids
kisérletek soran nagyszdmu mutdns valtozatot hoznak létre a fehérjét kddolé génbdl
valamilyen in vivo (pl. mutator torzsek haszndlata) vagy in vitro technika (pl. error prone
PCR, helyspecifikus telitési mutagenezis) alkalmazasaval, majd egy gondosan
megtervezett szelekcids rendszer segitségével kivalogatjak azon génvaltozatokat, melyek
a kivant fenotipusu fehérjét kddoljak. Az irdnyitott enzimevoluciot elséként Frances
Arnold alkalmazta olyan szubsztilizin E valtozatok el6allitasara, melyek szerves olddszert
(dimetilformamid) tartalmazo kozegben is m(ikod6képesek maradtak (K. Chen & Arnold,
1993).

A DNS-metiltranszferdzok kivalé alanyai az irdnyitott evolucids kisérleteknek,
mivel a MTazt kddolé DNS maga is az enzim szubsztratjat képezi, s ebbél egy rendkiviil
egyszer(i és elegans szelekciés mddszer adddik: a nem kivant specifitasi/aktivitasu
valtozatokat kdédold DNS konstrukciok megfelel6en kivalasztott metilacié érzékeny
restrikcidos enzimek segitségével elimindlhatdak. Egy ilyen iranyitott evolucids kisérlet
altalanos lépéseit mutatja be a 11. abra. A mutans plazmidkonyvtarat E. coli sejtekbe
transzformaljak. A sejtekben kifejez6d6 MTaz valtozatok, feltéve ha aktivak, metilaljak a
sajat kddold plazmidjukat, melyek igy hordozni fogjdk az adott mutansra jellemzé
metilaciés mintazatot. A sejtekbdl izolalt plazmidokat a kivant specifitdsu
metildciéraérzékeny restrikciés enzimekkel emésztik. Az emésztési elegy
visszatranszformadlasaval feldusithatéak azok a plazmidok, melyek a kivant specifitasu
mutdnst kédoljak. (Ezt a plazmidvédettségen alapuld technikat eredileg restrikcids-
modifikacids rendszerek klonozdsdra haszndltdk (Kiss és mtsai., 1985; Szomolanyi és

mtsai., 1980)).
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11. abra: Az in-vivo plazmidmetildcion alapuld szelekcids stratégia folyamatdbrdja.

I.7. CG specifikus bakteridlis C5-MTazok

Az ,arva” (restrikcios endunukledz parral nem rendelkezd) bakteridlis C5-
metiltranszferazok kozil kiemelt jelent6ségli az M.Sssl és az M.Mpel, mivel
szekvenciaspecifitasuk megegyezik az emls Dnmt enzimekével: a CG dinukleotidokban
talalhatd citozinokat metilaljak. Ennek kovetkeztében ezen enzimek kivald kutatdsi
eszkozok lehetnek az emlGsokre jellemzé DNS metilacié tanulmanyozasahoz.

Az 1990-ben leirt M.Sssl a Spiroplasma monobiae MQ1 térzsbdl szarmazik
(Renbaum és mtsai., 1990). Az enzim egy 386 aminosavbdl feléplilé6 monomer fehérje

mely processziven metilalja a DNS-ben taldlhaté CG dinukleotidokat. A metilalatlan és
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hemimetildlt CG helyek egyarant az enzim szubsztratjat képezik. A MTaz érdekes
tulajdonsaga, hogy Mg?* ionok jelenlétében topoizomeraz aktivitidst mutat (Matsuo és
mtsai., 1994).

A kozelmultban felfedezett masik bakteridlis CG specifikus metiltranszferaz, az
M.Mpel a Malacoplasma (kordbban Mycoplasma) penetrans baktériumbodl szarmazik és
395 aminosavbol épiil fel (Wojciechowski és mtsai., 2013). Az M.Mpel és az M.Sssl

aminosav szekvencidja jelentés homoldgiat (44 % egyezés) mutat (12. dbra).
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e . * *x AL ********‘k:* ***:-- *: ** * kkx Kk *** .
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12. dbra: Az M.Sssl és M.Mpel aminosav szekvencia illesztése (ClustalO). A romai szamok a
konzervdlt motivumakat jelélik. TRD: target recognising domain.

A két enzim kozil csak az M.Mpel esetében 3all rendelkezésre
rontgenkrisztallografias szerkezeti modell a specifikus enzim-DNS felismerékomplexrdl
(PDB koéd: 4dkj) (13. dbra). Az M.Sssl-DNS-AdoHcy terner komplexrdl csupan egy

szamitégéppel generdlt modell érhet6 el, amely a kristalyositott M.Hhal (PDB kéd:2hr1)
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és M.Haelll (PDB kod:1dct) enzimek szerkezetét vette alapul (Koudan és mtsai., 2004)
(13. abra).

M.Mpel M.Sssl

13. dbra: Az M.Mpel és az M.Sssl hdromdimenzids szerkezetének Gsszehasonlitdsa. Balra: az
M.Mpel-DNS-Ado-Hcy terner komplex réntgendiffrakcids szerkezete. Jobbra: Az M.Sssl-DNS-
AdoHcy komplex szamitogéppel prediktdlt modellje.

Az M.Mpel kristalyositasa olyan duplaszald DNS oligonukleoid jelenlétében
tortént, amely a metildlandoé citozin helyén 5-fluorocitozint (5FC) tartalmazott. Az 5FC-
ban taldlhato fluor atom gatolja a MTaz reakcié utolsé |épését, az enzim és DNS kozotti
kovalalens kapcsolat felbomlasat, lehetévé téve a specifikus enzim-DNS komplex
vizsgalatat. Az M.Mpel, a tobbi bakteridlis DNS- metiltranszferdzhoz hasonldan, egy kis
és egy nagy doménbdl épiil fel (13. dbra). A DNS kis arki felszinével kdlcsénhatasba 1ép6
nagy domén katalitikus zsebébe illeszkedik a kiforditott 5FC, ahol a pirimidin gy(r( 6t6dik
szénatomja megfelel6 kozelségbe keril a katalitikus cisztein (C135) nukleofil tiol
csoportjahoz. Az arvan maradt guaninnal a Q141 aminosav l|étesit hidrogénhidat. A
szekvencia felismerésért felel6s TRD az M.Mpel esetében (az M.Hhal-hez hasonldan) két
fehérjehurokbdl all (loop 1, loop 2), melyek a DNS nagy arki felszinén l|épnek

kdlcsonhatasba a bazisokkal, illetve a cukor-foszfat gerinccel.
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1. Celkittizés

Eml6sdkben a CG specifikus C5-metilacid nélkilozhetetlen szerepet tolt be a
génm(ikodés szabalyozasdban, az egyedfejlédésben, a genom stabilitdsdanak
megG6rzésében és szamos mas folyamatban. Az utdbbi években egyre tobb bizonyiték
gy(lt Ossze arra, hogy bizonyos sejttipusokban a CG mellett a CA, CT, CC (réviden: CH)
dinukleotidok is metilacids célhelyek lehetnek. Ennek az ugynevezett nem-CG vagy CH-
metilacionak jelenleg nem ismert a bioldgiai szerepe.

A nem-CG metilacio kutatasa szempontjabdl kihivast jelent, hogy ugyanazok az
enzimek (Dnmt3a és Dnmt3B) felel6sek a CG és CH metildcidért is, s igy nehéz
befolydsolni a nem-CG metilaciét anélkil, hogy a CG metilacid is megvaltozna. A nem-
CG metilacié szerepének tisztdzasahoz tehat olyan CA/CT/CC specifikus DNS-
metiltranszferazokra van sziikség, melyek nem metildljdk a kanonikus CG helyeket.
Tudomasunk szerint jelenleg ilyen enzimek nem ismertek (Roberts és mtsai., 2023), ezért
elhataroztuk, hogy kisérletet tesziink arra, hogy ,fehérje engineering” technikak
alkalmazasaval létrehozzunk ilyen metiltranszferazokat.

Munkankhoz kiinduldsi alapnak a bakteridlis CG specifikus M.Mpel MTazt
valasztottuk. Az M.Mpel-nek a szintén CG helyeket metildlé M.Sssl-gyel szemben az az
egyik el6nye, hogy a haromdimenziés szerkezetére vonatkozé informacidk
megbizhatdbbak (elérhet6 rontgendiffrakcios szerkezet a specifikus
felismer6komplexrél). Tovabbd, korabbi tapasztalataink alapjan, az M.Mpel—-gyel a
kedvez6bb stabilitdsi és oldhatdsagi tulajdonsagai miatt kdnnyebb dolgozni, mint az
M.Sssl-gyel (Albert és mtsai., 2018).

Doktori munkam soran a kovetkezé célokat tliztuk ki:

1. Olyan M.Mpel valtozatok elGallitdsa helyspecifikus mutagenezissel, melyek
specifitdsa a CG-r6l CN-re romlott, azaz hatékonyan képesek metildlni a kanonikus CG
dinukleottdok mellet a CH helyeket is. A mutagenizdlandd aminosavak
kivalasztasahoz fel kivantuk haszndlni az M.Mpel-DNS felismerékomplex

rontgenkrisztallografias szerkezeti modelljét.
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2. Olyan CH helyeket (CA, CT, CC, vagy ezek barmilyen kombindacidja) metildlé M.Mpel
valtozatok létrehozdsa a relaxalt specifitasi mutansokbdl (1asd: el6z6 pont) kiindulva,
melyeknek nincs vagy nagyon gyenge aktivitasa van a kanonikus CG szubsztraton. Ezt

véletlenszerld mutagenezissel és iranyitott evollcidéval kivantuk megvaldsitani.

A kivant mutdns enzimek fontos eszkdzok lehetnének a CH metilacié bioldgiai
szerepének tanulmanyozasaban. A projekttél azt is reméltik, hogy az eredmények
hozzajarulhatnak a DNS-metiltranszferazok szekvenciaspecifikus DNS-felismerésének

jobb megértéséhez.
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IV. Anyagok és modszerek

IV.1. Enzimek és reakcidokoriilmények

A plazmid DNS-ek illetve a PCR termékek emésztéséhez a Thermo Scientific és a

New England Biolabs altal forgalmazott restrikcidos endonukledzokat hasznaltuk. A DNS

defoszforildldsa FastAP

termoszenzitiv

(Thermo Scientific)

alkalikus foszfataz

felhasznalasaval tortént. A foszforilalasi reakcidokhoz polinukleotid kinazt hasznaltunk

(Thermo Scientific). A ligalasi reakcidk T4 DNS ligdz (Thermo Scientific) felhasznalasaval

torténtek. A reakcidkat a gyarto altal elGirt koriilmények kdzott, a megfeleld pufferekben

végeztik.

IV.2. Oligonukleotidok

A munka soran haszndlt oligonukleotidok a Szegedi Bioldgiai Kutatékozpont

Oligonukleotid Szintézis Laboratériumdaban késziiltek. Az oligonukleotidok szekvencidja

és rovid leirasa az 1. tablazatban lathato.

oligo szekvencia (5’ - 3’)

megjegyzés

AK463 |CCATACCATGGGCAATAG

"forward’ PCR primer az M.Mpel gén
amplifikalasahoz,
Ncol hely aldhtzva

AK514 | GCGAACAGTGAAAACTATGTATACAAT

"forward’ PCR primer az F302A mutdcid
beépitéséhez,
mutacid aldhuzva

AK515 |AGTTGTGTAATTTTTAAGAGGTCTT

‘reverz’ PCR primer az F302A, F302M, F302Q,
F302Y, F302W mutacidk beépitéséhez

AK541 | AACTATGTATACAATATCAATG

"forward’ PCR primer az E305A, E305S,
AA323+N324G+E305Q, AA323+N324G+E305N,
AA323+N324G+R326G+E305N,

A[T301-E305] mutansok létrehozasahoz

AK542! | TGTGTAATTTTTAAGAGGTC

‘reverz’ PCR primer a A[T301-E305] mutéans
létrehozasahoz

AKS64 CGCACTGTTAAAAGTTGTG

‘reverz’ PCR primer az E305A mutacio
beépitéséhez,
mutacié alahtzva

AKS65 TGGAACAGTGAAAACTATGTATACAAT

‘forward’ PCR primer az F302W mutacio
beépitéséhez, mutdcid alahuzva
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AK566

ATGAACAGTGAAAACTATGTATACAAT

"forward’ PCR primer az F302M mutdcid
beépitéséhez,
mutdcié alahuzva

AK567

CAGAACAGTGAAAACTATGTATACAAT

forward’ PCR primer az F302Q mutacid
beépitéséhez,
mutdcié aldhuzva

AK568

TATAACAGTGAAAACTATGTATACAAT

"forward’ PCR primer az F302Y mutacio
beépitéséhez,
mutdcié alahuzva

AK579 CTGACTGTTAAAAGTTGTG re\,/erz, P,CR primer az E305Q mutacid
- beépitéséhez,
mutacié alahuzva
AK580 "forward’ PCR primer az A323P mutacio

CCGAACTCAAGAATTAAAATTGAAAC

beépitéséhez,
mutdcié alahuzva

AK581

ACCAGATGCAGTAAGAGTTG

‘reverz’ PCR primer az A323P, AA323+N324G,
A323G+S325G+E305A, S325G+E305A
mutansok létrehozasahoz

AK586

GCTACTGTTAAAAGTTGTG

‘reverz’ PCR primer az E305S mutacié
beépitéséhez,
mutacié alahuzva

AK603

GGTTCAAGAATTAAAATTGAAACTCAAC

"forward’ PCR primer az N324G mutacio
beépitéséhez,
mutdcié aldhuzva

AK702

GAATTATAAAACGAAAATAAAAC

AK703

GTTTTATTTT™CGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds mérésekhez, a CG szubsztrathely kék
szinnel jeldlve

AK704

GAATTATAAAACAAAAATAAAAC

AK705

GTTTTATTTTTGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds mérésekhez, a CA szubsztrathely kék
szinnel jelGlve

AK706

GAATTATAAAACTAAAATAAAAC

AK707

GTTTTATTTTAGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds mérésekhez, a CT szubsztrathely kék
szinnel jelGlve

AK708

GAATTATAAAACCAAAATAAAAC

AK709

GTTTTATTTTGGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds mérésekhez, a CC szubsztrathely kék
szinnel jel6lve

AK714

GAGATGATTATCTAGAAAAAACAGG

"forward’ primer ‘error-prone’ PCR-hez, Xbal
hely alahuzva

25




AK715 | GGTGCTCGAGTTCCTC ‘reverz’ primer 'error-prone’ PCR-hez, Xhol
hely alahuzva
AK739 reverz’ PCR primer az M.Mpel gén

CGTAAGCTTGGCTTTGTTAGCAGC

amplifikalasahoz,
HindlIl hely alahuzva

AK775

CTGCATCTGGTNNSNNSNNSATTAAAATTGAAAC
TCAACAAGGTG

"forward’ PCR primer a AA323+N324G+E305A
valtozat N324-R326 szakaszanak random
mutageneziséhez, a randomizalt kodonok
félkovérrel kiemelve

AK776

TAAGAGTTGGCCCAATACCATTGATATTG

‘reverz’ PCR primer, az AK775 parja

AK793

GCCAACTCTTACTNNSNNSNNSGGTTCAAGAAT
TAAAATTGAAACTCAAC

"forward’ PCR primer a AA323+N324G+E305A
valtozat A320-G322 szakaszanak random
mutageneziséhez, a randomizalt kodonok
félkovérrel kiemelve

AK794

CCAATACCATTGATATTGTATACATAGTTCGC

‘reverz’ PCR primer, az AK793 parja

AK800

GGCAACGGCAGAATTAAAATTGAAACTCAACAA
G

"forward’ PCR primer az A323G+S325G+E305A
mutans létrehozdsahoz, G323 és G325
kodonok aldahuzva

AK807

GCAAACGGCAGAATTAAAATTGAAACTCAAC

"forward’ PCR primer az S325G+E305A mutans
létrehozasahoz,
G325 kodon aldhuzva

AK808

GTTACTGTTAAAAGTTGTG

‘reverz’ PCR primer a AA323+N324G+E305N és
a AA323+N324G+R326G+E305N mutdnsok
létrehozasahoz (az N305 kodon reverz
komplementere alahutzva )

AK809

CAACTTTTAACAGTNNSAACTATGTATACAATATC
AATGG

"forward’ PCR primer a 305. aminosav telitési
mutageneziséhez, a randomizalt kodon
félkovérrel kiemelve

AK810!

TGTAATTTTTAAGAGGTCTTGAAATGATG

‘reverz’ PCR primer, az AK809 parja

AK921

GAATTATAAAGCCAAAATAAAAC

AK922

GTTTTATTTTGGCTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK923

GAATTATAAATCCAAAATAAAAC

AK924

GTTTTATTTTGGATTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK925

GAATTATAAACCCAAAATAAAAC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
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AK926

GTTTTATTTTGGGTTTATAATTC

nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK927

GAATTATAAAACCTAAATAAAAC

AK928

GTTTTATTTAGGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK929

GAATTATAAAACCGAAATAAAAC

AK930

GTTTTATTTCGGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatasanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jeldlve

AK931

GAATTATAAAACCCAAATAAAAC

AK932

GTTTTATTTGGGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatdsanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jeldlve

AK946

CCATCTGCGTTGGATCCAACCG

részben komplementer oligonukleotidok
Eco31l és Psp1406l kompatibilis tulnyalé

AK947 | CGCGGTTGGATCCAACGCAG végekkel, BamHI hely aldhtzva

AK948 | CCATCTGCGTGGGATCCCACCG részben komplementer oligonukleotidok
AK949 | CGCGGTGGGATCCCACGCAG \EIZZZ’ ;L:IS ;Z FSSPELROS::E:\’/':S tdlnyalo
AK967 | GAATTATAAAGCCTAAATAAAAC komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz

AK968

GTTTTATTTAGGCTTTATAATTC

aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatdsanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK969

GAATTATAAAGCCCAAATAAAAC

AK970

GTTTTATTTGGGCTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatdsanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK971

GAATTATAAAGCCGAAATAAAAC

AK972

GTTTTATTTCGGCTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK973

GAATTATAAATCCGAAATAAAAC

AK974

GTTTTATTTCGGATTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatdsanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK975

GAATTATAAATCCCAAATAAAAC

AK976

GTTTTATTTGGGATTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatdsanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK977

GAATTATAAATCCTAAATAAAAC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
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AK978

GTTTTATTTAGGATTTATAATTC

nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK979

GAATTATAAACCCGAAATAAAAC

AK980

GTTTTATTTCGGGTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatasanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK981

GAATTATAAACCCTAAATAAAAC

AK982

GTTTTATTTAGGGTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatasanak vizsgdlatdhoz, a
szubsztrathely kék szinnel jeldlve

AK983

GAATTATAAACCCCAAATAAAAC

AK984

GTTTTATTTGGGGTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK987

GAATTATAAAACCCTAATAAAAC

AK988

GTTTTATTAGGGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK989

GAATTATAAAGCCCTAATAAAAC

AK990

GTTTTATTAGGGCTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatdsanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK991

GAATTATAAATCCCTAATAAAAC

AK992

GTTTTATTAGGGATTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarolo
nukleotidok hatdsanak vizsgdlatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jellve

AK993

GAATTATAAACCCCTAATAAAAC

AK994

GTTTTATTAGGGGTTTATAATTC

AK1009

GTTTTATTTG™ CGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok in vitro MTaz
aktivitds méréshez, a CC helyet hatarold
nukleotidok hatasanak vizsgalatahoz, a
szubsztrathely kék szinnel jel6lve

AK1010

GAATTATAAAACGGAAATAAAAC

AK1011

GTTTTATTTC™CGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok a vad tipusu
M.Mpel 3’ végi nukleotid preferencidjanak
vizsgalatahoz, a szubsztrathely kék szinnel
jelolve

AK1012

GAATTATAAAACGTAAATAAAAC

AK1013

GTTTTATTTA™CGTTTTATAATTC

komplementer oligonukleotidok a vad tipusu
M.Mpel 3’ végi nukleotid preferencidjanak
vizsgalatahoz, a szubsztrathely kék szinnel
jelolve

1. tabldzat: A munka sordn felhaszndlt oligonukleotidok.




IV.3. Baktériumtorzsek

Munkdank soran harom Escherichia coli torzzsel dolgoztunk. A DH10B torzset a
mutans metiltranszferdzok létrehozasara, illetve egyéb klonozdsi mdlveletek soran
haszndltuk (Durfee és mtsai., 2008). A torzs genotipusa: F - endA1 recAl galU galK deoR
nupG rpsL AlacX74 80lacZAM15 araD139 A (ara leu) 7697 mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC)
A. A mutans metiltranszferazok termeltetése a restrikcids védési tesztekhez a
ScarabXpress T7 lac (Scarab Genomics) vagy ER1821 (Jobling és mtsai., 2016) térzsben
tortént. Az ER1821 genitipusa: F- ginV44 el4-(McrA-) rfbD1 relAl endAl spoT1 thi-1
A(mcrC-mrr)114::1S10

IV.4. Plazmidok

A pET28-M.Mpe plazmid (KnR) (eredetileg: pET-28a::Mmpe) a vad tipusi M.Mpel
fehérje a C-termindlison hexahisztidinnel (6xH) fuzionalt vdltozatat kddolja
(Wojciechowski és mtsai.,, 2013). Az M.Mpel gén transzkripcidja a T7 bakteriofag
promoter szabdlyozasa alatt all és a kifejez6dése az allolaktéz analég IPTG-vel
indukdlhaté. A plazmidot Matthias Botchler (IIMCB, Varsd) bocsatotta a
rendelkezésiinkre. Bizonyos esetekben az M.Mpel valtozatokat a pOK-BAD (KnR)
vektorban klédnoztuk (Timar és mtsai., 2008), melyben a beépitett gén kifejez6dését az
L-arabindzzal indukdlhaté araBAD promoter biztositja. Mindkét plazmid hordoz egy
kanamicin-rezisztenciat biztositd gént, mely szelekcidés markerként szolgal. A tovabbi

plazmidok a munka soran késziiltek. A plazmidok listdjat az 2. tdblazat tartalmazza.

Plazmid neve

pOK-BAD

pET28-MMpel

pET28-MMpel(F302A)

pET28-MMpel(F302M)

pET28-MMpel(F302Q)

pET28-MMpel(F302Y)

pET28-MMpel(F302W)
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pET28-MMpel(E305A)

pET28-MMpel(E305S)

pET28-MMpel(E305Q)

pET28-MMpel(A323P)

pET28-MMpel(A323V)

pET28-MMpel(A[T301-E305])

pET28-MMpel(AG322)

pET28-MMpel(AA323)

pET28-MMpel(AN324)

pET28-MMpel(A[G322-A323])

pET28-MMpel(A[G322-N324])

pPET28-MMpel(AA323+N324G)

pPET28-MMpel(AA323+N324G+E305A)

pET28-MMpel(A323G+E305A)

pET28-MMpel(S325G+E305A)

pET28-MMpel(AA323+N324G+E305S)

pET28-MMpel(AA323+N324G+E305Q)

pET28-MMpel(AA323+N324G+E305N)

pET28-MMpel(AA323+N324G+E305W)

pOB-MMpel

pOB-MMpel(AA323)

pOB-MMpel(AA323+N324G+E305A)

pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305A)

pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)

pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK946
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pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK948

2. tabldzat: A munka sordn felhaszndlt plazmidok listdja.

IV.5. Taptalajok, tenyésztési koriilmények

Az altalanos klénozasi munkak sordn a baktériumokat Lysogeny Broth (LB) (Green
& Sambrook, 2012) tapoldatban, illetve taplemezen tenyésztettitk. Osszetétel 1 literre:
10 g NaCl, 10 g tripton, 5 g éleszt6 kivonat. A szildard tdplemezek készitése agar
hozzaadasaval (1,5 % végkoncentracid) tortént.

Fehérjetisztitds céljabdl a sejteket Terrific Broth (Green & Sambrook, 2012)
tdpoldatban tenyésztettilk, melynek 0Osszetétele 1 liter végtérfogat esetében a
kovetkez6: 20 g tripton, 24 g éleszt6-kivonat, 4 ml glicerin, 100 ml foszfat puffer (0,17 M
KH2PO4, 0,72 M KzHPOQa).

Az elektroporalast kovetSen a sejteket SOB (Super Optimized Broth) (Green és
Sambrook, 2012) taptalajban regeneraltuk, melynek 0sszetétele a kovetkezd: 2% tripton,
0,5% éleszt6kivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgS04, 10 mM MgCls. A sejtek
tenyésztése 37 °C, illetve 30 °C hémérsékleten tortént. A munka soran antibiotikumokat

a kovetkez6 végkoncentraciéban alkalmaztuk a taptalajokban:

o ampicillin (Ap): 100 pg/ml
o kanamicin (Kn): 50 pg/ml

IV.6. Plazmid DNS tisztitasa

A plazmid DNS tisztitdsa altaldban alkalikus feltdrassal tortént 1,5 ml-es
sejtkulturakbdl kiindulva a standard protokol alapjan (Green és Sambrook, 2012). Ha
nagy tisztasagu DNS mintdkra volt sziikség, példaul szekvenaldshoz, a GenelET Plasmid
Miniprep Kit-et (Themo Fischer Scientific), vagy a NucleoSpin Plasmid Kit-et (Macherey-
Nagel) hasznaltuk. Nagyobb mennyiségl plazmid DNS izoldldsa a NucleoBond Xtra Midi

Kit (Macherey-Nagel) felhaszndlasaval tortént.

IV.7. Agaroz gélelektroforézis

A DNS fragmentumok méret szerinti elvalasztasahoz 1 vagy 1,2% -os agaroz gélt

hasznaltunk. Az elektroforézis pH 8.3-as TBE pufferben tortént (50 mM Tris-HCI, 50 mM
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borsav, 1 mM EDTA). A DNS fragmentum méretek becsléséhez a GeneRuler 1kb DNA
Ladder (Thermo Fischer Scientific) szolgdlt viszonyitasi alapnak. A DNS-t az ECO Safe
Nucleic Acid Staining Solution (Avegene Life Science ), vagy a SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen) fluoreszkalé festékek felhasznaldsaval tettik lathatéva. A gélképek

elkészitése az UVITEC CAMBRIDGE Essential V6 transzlumindtor segitségével tortént.

IV.8. DNS fragmentumok izolalasa gélbdl

Fragmentumizoldlas céljabdl az emésztett DNS mintat nagy tisztasagu agaroz
(SeaKem GTG Agarose) felhasznalasaval késziilt gélben futtattuk. Az izolalni kivant DNS
fragmentumot tartalmazoé géldarabot steril szikével vagtuk ki. A m(velet sordn a DNS
karosodas megel&zése érdekében a gélt UV helyett kék fénnyel viladgitottuk meg. A DNS
tisztitdsa a Thermo Scientific dltal forgalmazott GenelET Gel Extraction Kit, vagy a

VIOGENE Gel/PCR Isolation System segitségével tortént.

IV.9. DNS koncentracié meghatarozas

A plazmidpreparatumok, illetve a tisztitott PCR termékek koncentracidjat a
NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo Fischer Scientific) segitségével hataroztuk

meg.
IV.10. Ligdtum tisztitdsa elektroporalashoz

A ligdtumhoz fél térfogat fenolt és fél térfogat kloroformot adtunk, majd a
keveréket vortexezés utdn 2 percig centrifugaltuk 13000 rpm fordulatszdmon. A
feluluszét atpipettaztuk tiszta 1,5 ml-es eppendorf cs6be majd 1 térfogat kloroform
hozzdaddasat és vortexezést kovetGen centrifugaltuk (2 perc, 13000 rpm). A fellldszét
egy tiszta eppendorf csébe pipettaztuk majd a DNS kicsapasa céljabol 1/10 térfogat Na-
acetdtot és 2,5 térfogat abszolut etanolt adtunk hozza. A keveréket 30 percen 4t
inkubaltuk -20 °C-os mélyh(it6ben, majd ezt kdvetéen 30 percig centrifugaltuk 4 °C-on
(13000 rpm). A felliluszot eltdvolitottuk és a csapadékot 70 %-os etanollal mostuk, majd

beszaritottuk. Végil a csapadékot feloldottuk 10 pl UP vizben.

IV.11. Plazmid DNS bejuttatasa baktériumsejtekbe

A baktériumsejtek transzformaldsa a Lederberg és Cohen altal kidolgozott CaCl,-

0s modszerrel tortént (Lederberg és Cohen, 1974). A kompetens sejtekhez maximum 4
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plplazmid DNS-t kevertlink, majd a szuszpenziét 30 percen at jégen inkubdltuk. Ezt
kovetGen a sejteket masfél percig 42 °C-os hésokknak tettiik ki, majd 1 ml LB tapoldat
hozzaadasa utan 1 o6ran at inkubdltuk 37 °C-os rdzdinkubatorban. Végil a
sejtszuszpenzidbdl 150 uL-t kiszélesztettlink a megfelel6 antibiotikumot tartalmazé agar
lemezekre.

Az irdnyitott evolucids kisérletek soran, a nagyobb transzformacids hatékonysag
érdekében elektropordlassal juttattuk be a sejtekbe a mutans plazmidkényvtarat. Az
elektrokompetens sejtek készitése a standard protokoll alapjan tortént (Green és
Sambrook, 2012). Az elektrokompetens sejtekhez 1-3 uL tisztitott ligdtumot adtunk,
majd a szuszpenziét atpipettaztuk 0,1 cm elektrédatavolsagu GenePulser (Bio-Rad)
kiivettakba. A transzformadlast a Bio-Rad cég dltal gyartott MicroPulser elektroporald
készilékkel végeztiik, 1,5 kV fesziiltségen. Az elektrosokkot kbvetéen 1 ml SOB taptalajt
adtunk a sejtekhez, majd 1 6ran at inkubdltuk azokat 37 °C-os rdzatétermosztatban.
Véglil a sejtszuszpenzidt kiszélesztettiilk a megfelel6 antibiotikumot tartalmazé LB

lemezekre.

IV.12. Helyspecifikus mutagenezis

Az M.Mpel gén mutdns valtozatait egy inverz PCR-en alapulé technikdval hoztuk
létre (Silva és mtsai., 2017) (14. abra). A mutagenezis soran felhasznalt primerek a 3.

tablazatban lathatok.

Mutacio Oligonukleotidok
F302A AK514, AK515
F302M AK566, AK515
F302Q AK567, AK515
F302Y AK568, AK515
F302W AK565, AK515
E305A AK564, AK541
E305S AK586, AK541
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E305Q AK579, AK541

A[T301-E305] AK541, AK542
A323P AK580, AK581
N324G AK603, AK581
A323G+S325G+E305A AK800, AK581
S325G+E305A AK807, AK581
AA323+N324G+E305N és AK541, AK808

AA323+N324G+R326G+E305N

305. pozicié, random AK809, AK810

mutagenezis

320-322 szakasz, random AK793, AK794

mutagenezis

324-326 szakasz, random AK775, AK776

mutagenezis

3. tdbldzat: A helyspecifikus mutagenezis kisérletek sordn haszndlt oligonukleotidok. Az
oligonukleotidok szekvencidja az 1. tabldzatban ldthatd.

A PCR reakcié a kovetkez6 6sszetevSkbdl allt (20 pl térfogatban): 1 ng templat
plazmid (pET28-M.Mpel, vagy annak olyan vdltozatai, melyek mutans M.Mpel gént
tartalmaznak), primerek (0,5 uM), 0,2 uM dNTP mix, 1x Phusion HF buffer, 0,5 U Phusion
DNS polimeraz.

Az alkalmazott program: 98 °C, 2 perc, 30x{98 °C, 20 masodperc, 52 °C, 20
masodperc, 72 °C 2 perc}, 72 °C 10 perc.

A PCR-t kovetGen a templat plazmid eltdvolitdsa céljdbdl a reakcidelegyhez
hozzamértiink 10 egység Dpnl restrikcids endonukleazt, amely kizarélag Dam+ sejtekbdl
szarmazd, GMCATC metildciét tartalmazd tartalmazd DNS-t emészti meg. Az emésztést 30
percig végeztik 37 °C-on. A linedris PCR termék foszforildlasahoz és ligdlasahoz a
kovetkezs reakcidt mértiik ossze 20 pl végtérfogatban: 4 ul Dpnl kezelt PCR termék, 1x
T4 DNS ligdz puffer, 1U T4 DNS ligaz, 0,1 U polinukleotid kindz, 0,5 mM ATP. A ligdtumbdl
3-4 pl-t transzformaltunk kémiailag kompetens DH10B sejtekbe. A transzformansokat
kanamicin tartalmu lemezen szelektaltuk. A mutdcié beépiilését a plazmid M.Mpel gént

kodold részének szekvenalasaval ellendriztik.
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Mutagén
primer

Foszforilalas
Dpnl és .
Inverz PCR emésztés ligalas Transzformalas

Mutans
plazmid

Templat

plazmid

14. dbra: Az inverz PCR alapu helyspecifikus mutegenezis folyamata

IV.13. Error-prone PCR mutagenezis

Az M.Mpel(AA323+N324G+E305A) tripla mutanst kodold gén egy 486
bazisparos szakaszat a Taq DNS polimeraz segitségével mutagenizaltuk. A téves
nukleotidbeéplilések gyakorisaganak novelése érdekében olyan dezoxi-nukleotid
trifoszfat (ANTP) keverékeket készitettlink melyekben a négy természetes dNTP koziil az
egyiket (dATP vagy dTTP) részben dITP-vel helyettesitettiik. A keverékek Oszetétele a
kovetkez6 volt:

1) 25-25 mM dGTP, dCTP, dTTP, 5 mM ATP, 20 mM dITP

2) 25-25 mM dGTP, dCTP, dATP, 5 mM TTP, 20 mM dITP.

A PCR reakcidelegy (50 ul végtérfogat) a kovetkezé komponensekbdl allt: 1x Taq
puffer, 9 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP keverék, 0,2 uM oligonukleotid primerek (AK714 és
AK715), 1 ng templat DNS, 2,5 egység Taq DNS polimeraz. Az alkalmazott program: 94
°C 3 perc, 30x {94 °C, 30 masodperc, 47 °C, 30 masodperc, 72 °C 2 perc}, 72 °C 5 perc.

IV.14. DNS szekvencia meghatarozas

A plazmidok relevans részének nukleotidsorrendjét automata Sanger
szekvenadlassal hataroztak meg a Szegedi Bioldgiai Kutatokoézpont vagy a Delta Bio 2000

Kft. szekvenald laboratériumaban.
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IV.15. A mutans fehérjék tultermeltetése

A mutadns fehérjét kodolé plazmidot ScarabExpress T7 lac sejtekbe
transzformaltuk. A transzformansokat Kn tartalmua agar lemezen szelektdltuk. Egy telepet
leoltottunk 5 ml LB(+Kn) starterkulturaba, melyet 37 °C-on inkubdltunk 16 éran at. A
starterkulturabdl 100x higitasban atoltottunk 20 ml TB taptalajba. A sejteket 37 °C-on
novesztettiik addig, amig a tenyészet optikai denzitdsa (OD600) el nem érte a 0,5-0s
értéket. A fehérje termel6dését 0,4 mM IPTG hozzdadasaval indukaltuk. A sejteket 30 °C-

on razattuk 1-5 éran at.

IV.16. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist az altalanos protokoll szerint végeztiik
(Sambrook és Russell, 2006). A mintdkat 10 %-os gélen futtattuk és a fehérjéket
Coomassie Brilliant Blue festékkel tettiik lathatéva. A fehérjék molekulatomegének
becslése a PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific) marker segitségével

tortént.

IV.17. Fehérjetisztitas

A C-termindlisan hexahisztidinhez (6xHis) fuzionalt vad tipusu és mutans M.Mpel
fehérjék tisztitasa Ni-affinitdas kromatografiaval tortént. Kisebb mennyiségl fehérje
tisztitdsahoz a His-Spin Protein Miniprep kitet (Zymo Research) hasznaltuk. A tisztitandd
metiltranszferazt kédold plazmidot ScarabXpress T7 lac sejtekbe transzformaltuk. A
sejteket 20 ml TB tapoldatban novesztettiik 37 °C-on OD550 = 0,5 s(ir(iségig. A fehérje
kifejez6dését 0.4 mM IPTG hozzdadasaval indukaltuk. A sejteket tovabbi 5 éran at
novesztettiik 30 °C -on. A kulturabdl 10 ml-t lecentrifugaltunk (4500 rpm, 10 perc) majd
felszuszpendaltuk 1 ml His Binding Buffer-ben. A sejteket ultrahangos kezeléssel tartuk
fel. A homogenizdtumot lecentrifugaltuk (12000 rpm, 5 perc, 4 °C), majd a fellluszoval
dolgoztunk tovabb a gyartd utasitasait kovetve. Az eludlt fehérje tisztasaganak
ellen6rzésére SDS-poliakrilamid gélelektroforézist hasznaltunk. A tisztitott fehérjét
dializissel (Pur-A-Lyzer Mini 12000 dializis kit, Sigma - Aldrich) toményitettiik, majd a
mintat —20 °C-os mélyh(t6ben taroltuk a felhaszndlasig. A dializispuffer dsszetetétele a
kovetkezs volt: 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM B-merkaptoetanol, 50%

glicerol. A tisztitott fehérje koncentraciéjanak becsléséhez a preparatumbél 1 plL-tismert
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koncentraciéju tisztitott WT-M.Mpel kiilonb6z6 higitdsai mellett futtattunk SDS-
poliakrilamid gélen.

Nagyobb mennyiségli fehérje tisztitdsahoz Ni-agardz oszlopot hasznaltunk (His-
Select, Sigma-Aldrich) 400 ml, 5 6ran at indukalt sejtkultdrabdl kiindulva. A fehérjét
tartalmazd elualt frakciokat dializiszacskdkba pipettdztuk és a fent leirt Gsszetétel(i
pufferrel szemben dializadltuk. A toményitett fehérje koncentraciéjat a minta 280 nm
hulldmhosszon mért optikai denzitdsa alapjan hataroztuk meg. A fehérje molaris
extinkcios koefficiensét a ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) program
segitéségével szamoltuk ki.

A fehérjepreparatumok tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel

ellendriztk.

IV.18. A metiltranszferaz valtozatok aktivitasanak és specifitdsanak jellemzése

IV.18.1. Plazmid védettségi teszt

A metiltranszferdz valtozatok aktivitdsanak, illetve szekvenciaspecifitdsanak
jellemzéséhez kihasznaltuk, hogy bizonyos restrikcids endonukledzok nem hasitanak, ha
az enzim felismerGhelyében taldlhaté citozin(ok) C5-metilaltak. Attél figgéen, hogy a
széban forgd citozint milyen bazis koveti 3’ irdnyban, az emésztést a CA, CG, CT vagy CC
dinukleotidok metilacidja is gatolhatja. Az emésztési mintazat alapjan kovetkeztetni

lehet a metiltranszferaz specifitdsdra. A munka soran hasznalt enzimek az 4. tablazatban

lathatok.
restrikcios felismeré- az emésztést gatlé | tesztelhetd metilacio
enzim szekvencia m5C metilacié specifitas
Alw44] GTGCAC GTGCAC CN
CACGTG CACGTG
BamHlI GGATCC GGATCC CC
CCTAGG CCTAGG
Bsh1236l CGCG CGCG CGCG | CG
GCGC GCGC GCGC
BsuRl GGCC GGCC CC
CCaGa CCGa
Eco47I GGWCC GGWCC CN
CCWGG CCWGG
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Hin6l GCGC GCGC CG
CGCG CGCG

Mspl CCGG CCGG CcC
GGCC GGCC

Ncol CCATGG CCATGG CcC
GGTACC GGTACC

Xmil GTMKAC GTMKAC CN
CAKMTG CAKMTG

4. tdbldzat: Az M.Mpel mutdnsok specifitdsdnak tesztelésére haszndlt restrikcidos enzimek. A
metildcio-érzékenységre vonatkozo informdciok a REBASE weboldalrdl szarmaznak. Aldhuzdssal
jeléltiik a citozinokat, melyek C5-metildcidja gdtolja az emésztést.

A védési tesztekhez a mutans MTaz valtozatokat kédoléd plazmidokat
ScarabXpress T7 lac vagy ER1821 sejtekbe transzformaltuk. A metiltranszferaz
kifejez6dését 0,4 mM IPTG-vel vagy 0,1% arabindzzal indukaltuk. A sejteket 5 dran at
rdzattuk 30 °C-on, majd plazmid DNS-t izoladltunk. A plazmidokbdl ~500 ng-ot a
tablazatban lathaté metilaciéra érzékeny restrikcios enzimekkel emésztettiink és a

keletkezett fragmentumokat agaréz gélelektroforézissel viszgaltuk.

IV.18.2. Tricium beépiilésen alapulé MTaz aktivitasmérés

A metiltranszferaz valtozatok kilénb6z6 szubsztratokon mutatott aktivitasanak in
vitro mérését a (Greene és mtsai.,, 1975; Slaska-Kiss és mtsai., 2012) altal kozolt
modszerrel végeztik.

A standard reakcio Osszetétele a kovetkez6 volt: 2 uM dupla szalu oligonukleotid
DNS szubsztrat, 50 mM Tris-HCl pH 8,5, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 5 mM DTT, 5 uM S-
adenozil-L-[metil-3H]metionin, 0,1 mg/ml BSA, tisztitott M.Mpel (vad tipusu vagy
mutdns)

Az radioaktivan jelolt S-adenozil-L-[metil-3H]metionint (specifikus aktivitads: 555
Bg/pmol) a Perkin Elmer-t8l szereztilk be. A mérésekhez 130 Bg/pmol specifikus
aktivitdsu preparatumot készitettlink ugy, hogy a gyari preparatumhoz nem radioaktiv
SAM-ot (New England Biolabs) adtunk.

DNS szubsztratnak 23 bdzispar hosszusdgu duplaszadli oligonukleotidokat
hasznaltunk. (Az oligonukleotid-parok szekvencidjat és rovid leirdsat az 1. tablazat

tartalmazza.)
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Az enzim hozzdaddsat kdvetben a mintdkat 30 °C-on inkubaltuk, majd a reakciét
4 pl 10%-os SDS-sel allitottuk le. A mintdkat 2x2 cm-es négyzet alaki DE81 (Whatman)
papirdarabokra pipettdztuk, majd a papirnégyzeteket haromszor mostuk 50 mM
toménységli Na;HPOs oldatban és kétszer 100%-os etanolban. A megszaritott
papirdarabokat Ultima Gold MV (Perkin Elmer) szcintillaciés koktéllal itattuk at. A DNS-
be beépiilt tricium aktivitasat Tri-Carb 2100TR folyadékszcintillacios detektorral mértik
meg.

A DNS-szubsztrdtra  vonatkozé  steady-state  kinetikai  paraméterek
meghatdrozasahoz a vad tipusu enzimet 5 nM, az
M.Mpel(A323A+N324G+R326G+E305N) négyes mutans valtozatot 350 nM
koncentracidban adtuk a reakciéhoz, amely 5 uM [metil-3H]-SAM-ot  és valtozd

koncentracidju oligonukleotid szubsztratot tartalmazott.

IV.19. Bioinformatikai médszerek

A klédnozasi munkak, a PCR primerek megtervezése a SnapGene nevi szoftverrel
tortént. A plazmidjaink in silico emésztését és az agardz gélelektroforézis szimulaciéjat a
NEBCUTTER 2.0 webalkalmazassal végeztiik (Vincze, Posfai, és Roberts 2003). A
dolgozatban szereplé sajat készitésl abrak egy része a nyilt forraskddla Inkscape
vektorgrafikus rajzoloprogrammal késziltek (https://inkscape.org/). Az M.Mpel-DNA-
AdoHcy terner komplex (4dkj) atomi koorinatdit tartalmazé PDB fajl-t a RCSB PBD

weboldalardl (https://www.rcsb.org/) szereztiik be.

A mutans M.Mpel valtozatok szerkezeti modelljeit az |-TASSER platform
segitségével allitottuk el6 (Roy, 2010 #27). A haromdimenziés fehérjeszerkezetek
megjelenitéséhez a PyMOL (Schédinger Inc.) molekulamodellez6 szoftver 2.2.0
verzidszamu valtozatat hasznaltuk. Az aminosavszekvencia-illesztések a Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) szoftverrel késziiltek.

A diagrammok a GraphPad Prism 3, a plazmidtérképek a Clone Manager 10

szoftverrel késziltek.

39


https://www.rcsb.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

V. Eredmények

V.1. A vad tipusi M.Mpel szekvenciaspecifitasa

Szamos olyan DNS-metiltranszferaz ismert (példaul M.Haelll, M.EcoKDam,
M.BamHI), melyek szekvenciaspecifitdisa nem teljesen szigoru, azaz, altaldban kis
hatékonysaggal, a kanonikus felismeréhelytdl egy-két nukleotidban eltéré szekvencidkat
is metilalnak (Borgaro és mtsai., 2013). Az ilyen masodlagos aktivitasok fontos szerepet
jatszanak az enzimevolucidban, mivel megfelel6 szelekcids nyomds hatdsara elsédleges
aktivitassda valhatnak és ezaltal Uj enzimek johetnek létre (Khersonsky és mtsai., 2006).
A DNS - metiltranszferdzok szekvenciaspecifitdsanak mesterséges megvaltoztatasat célul
kitliz6 kisérletek soran tobb esetben is sikerrel épitettek erre a jelenségre (Cohen és
mtsai., 2004; Rockah-Shmuel & Tawfik, 2012; Timar és mtsai., 2004).

Kivancsiak voltunk arra, hogy a CG specifikus enzimként ismert M.Mpel mutat-e
masodlagos aktivitdst a CH (CA, CC, CT) helyek esetében, mely felhaszndlhaté lenne
kiindulasi alapnak a nem-kanonikus helyeket metildlé enzimek létrehozasara.

A pET28-MMpel plazmid a vad tipusd, a C-termindlison hexahisztidint (Hs)
hordozé valtozatanak génjét tartalmazza. Az enzim kifejez6dését T7 bakteriofag
promoter biztositja. A plazmid szekvenalasat kovetben észrevettiik, hogy az azon kédolt
M.Mpel fehérje N-termindlis részének aminosavszekveniaja (Met-Gly-Asn-Ser) eltér az
NCBI adatbdzisban kozolt vad tipusi M.Mpel szekvenciatél (Met-Asn-Ser)

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/protein/4DKJ A). Annak érdekében, hogy eredményeink

a korabbi adatokkal konnyebben 6sszevethet6k legyenek, munkank soran fenntartottuk
az aminosavak korabbi szdmozasat.

Az M.Mpel 3dltali metilacié specifitdsanak vizsgalatdhoz a pET28-MMpel
plazmidot ScarabXpress T7 lac E. coli sejtekbe transzformaltuk, majd a MTaz
kifejez6dését IPTG-vel indukaltuk. A sejtekbdl izolalt plazmidot harom C5-metilacidra
érzékeny restrikcids endonukleazzal (Alw44l, Xmil, BsuRI) emésztettiik.

Az Alw44l a 5’-GTGCAC-3’ szekvenciat ismeri fel és nem hasit, ha a 3’ végi citozin
akar csak az egyik szalon is metildlt (5’-GTGCA™>C/5’-GTGCAC) (Roberts és mtsai., 2023).

Az Alw44l 3ltali emésztést a CG, CA, CT és CC metilacid is gatolhatja, attdl fliggben, hogy
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milyen nukleotidok hataroljak a felismer6hely 3’ végeit. A pET28 plazmidban taldlhaté
harom Alw441 (15/A. dbra) hely egylittesen alkalmas valamennyi CN dinukleotid valtozat

metilacidjanak kimutatasara.

5'76TGCAEE*3'
A B 3'—§EACGTG—5'
Alwd4| 5913 Alw44|
cc/ca
M - + IPTG
(bp)

(bp)

4485

4000 20885

3000

-
1000

~.-PET28-MMpel
5421 bps

2000 1935

3986

2000
-

1000

Alwd4| 3978
cr/cc

500

Alwd4l 3478
CA/CG

15. dbra: A vad tipusu M.Mpel szekvenciaspecifitdsdnak tesztelése a pET28-MMpel plazmid
Alw44l emésztésével. A: A plazmid térképe az Alw44l helyekkel. A kék szamok a teljes emésztés
esetén keletkez6 DNS-fragmentumok méretét jeldlik. Az egyes Alwd4l helyekkel dtfedé CN
dinukleotidok piros szinnel vannak jelélve. B: Az indukdlatlan és IPTG indukdlt sejtelbdl izoldlt
plazmidok Alw44l emésztési mintdzata. A védett fragmentum mérete piros szinnel kiemelve. M:
GeneRuler 1 kb DNA ladder.

Az 15/B abran lathaté az indukdlatlan és indukalt sejtkultirakbol izolalt
plazmidok Alw44l emésztési képe. Az indukcid kovetkeztében egyetlen védett
fragmentum (4486 bp) jelent meg a gélen, mely a 3478-as Alw44l helyben tortént
metildciéra utal. Ezen Alw44l hely 3’ végeit G, illetve A nukleotidok szegélyezik, tehat az
emésztést itt CG és CA metilacio is gatolhatja. Az CA dinukleotidok metilacidja miatti
védettség kizarhatd, mivel akkor az 5913-as Alw44l hely is védett lenne az emésztéssel
szemben, tehat egy 5921 (1935 + 3986) és/vagy egy 6421 (1935 + 3986 + 500) bazisparos
fragmentum is megjelent volna a gélen. Az emésztési képen nincs jele a CC és CT
specifikus metilaciénak sem: Ha a CC helyek metildltak lennének, a 6421, 5921, 2435
bazisparos fragmentumok jelentek volna meg a gélen. A CT specifikus metilacio pedig a

2435 bp-os fragmentum megjelenését eredményezné.
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Az Xmil restrikcids enzim az 5-GTMKAC-3’ (M = A vagy C, K = G vagy T)
szekvenciat ismeri fel és nem hasit ha a 3’ végi citozin metildlt (Roberts és mtsai., 2023).
A pET28-MMpel plazmidban két Xmil hely talalhaté (16. dbra). Az egyik hely (1225-06s
pozicid) 3’ végeit adenin hatadrolja a DNS mindkét szalan, tehat itt a CA metilacié véd az
emésztéssel szemben. A masik helyet (4023) a CA és/vagy CT metilacié is gatolhatja.

A BsuRl a 5’-GGCC-3’ tetranukleotidot ismeri fel, melybdl 23 talalhaté a pET28-
M.Mpel plazmidban. Ha az aldhuzott citozin legaldbb az egyik szalon metilalédik, az
emésztés gatolt, tehdt ez az enzim alkalmas a CC dinukleotidok metilacidjanak
kimutatasara (Roberts és mtsai., 2023). (A 3’ végi citozin metilacidja nem befolyasolja az

emésztést.)

S’ -GTMKACN-3' 5’ -GGCC-3'
3’ -NCAKMTG-5' 3’ -CCGG-5'

Xmil BsuRI
IPTG - + - + M

3623

(bp)

3623
2798

| M.Mpel

i
8000

-
1000

—~,.PET28-MMpel
6421 bps

2000

4000

Xmil 4023 2798

cA/CT

16. dbra: A vad tipusu M.Mpel szekvenciaspecifitdsdnak tesztelése a pET28-MMpel plazmid Xmil
és BsuRl emésztésével. Balra: A pET28-MMpel plazmid térképe az Xmil helyekkel.. A kék szdmok
a teljes emésztés sordn keletkez6 DNS-fragmentumok méretét jeldli. Az adott Xmil hellyel dtfedé
CN dinukletoidok pirossal vannak jelélve.

Az 16. abran lathatd, hogy mind az Xmil, mind a BsuRI teljesen megemészti az
indukalt sejtekbdl izolalt pET28-MMpel plazmidot, ami megerdsiti az Alw44l emésztéssel
kapott eredményeket: az M.Mpel-nek nincs kimutathaté aktivitdésa a CH
dinukleotidokban. Ezen eredmények 6sszhangban vannak a (Wojciechowski és mtsai.,

2013) altal kozolt biszulfitos szekvendldsi adatokkal. Fontos megjegyezni, hogy annak
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ellenére sem lattunk nem-kanonikus metilaciéra utalé védettséget, hogy a vizsgalt
plazmidokat olyan sejtekbdl izolaltuk, melyek tultermelték a metiltranszferazt. Az
M.Mpel szekvenciaspecifitdisdnak mértéke tehat figyelemre méltéan magas a DNS-

metiltanszferazok korében.

V.2. Az M.Mpel dltali specifikus DNS felismerésben szerepet jatszo kdlcsénhatasok

A M.Mpel és a hemimetilalt CG felismerShely (5’-m°CG-3’/5’-CG-3’) kdzott
fontosabb  kdlcsonhatdasokat az  enzim-DNS  specifikus  felismer6komplex

rontgendiffrakcids szerkezeti modellje (PDB: 4dkj) alapjan az 17. abra szemlélteti.

o~ ["a) m ()]

(<2} o o o

o~ (2] m o

A ISRPLEKNYTTENSENYVYNINGIGPTLTASGANSRIKI
1. felismeréhurok 2. felismeréhurok

C

E305 A323
(1. felismeré&hurok) (2. felismer6hurok)

O @ mSC S
S i
G

17. dbra: Az M.Mpel szekvenciaspecifitdsanak szerkezeti hdttere. A: A CG dinukleotid nagy drki
felszinével kblcsénhatdsba 1éps két felismerShurok. B: A nem-szubsztradt szalban lévé C és G k6zé
ékel6dd fenilalanin (F302) és az drva guaninnal hidrogénhidat Iétesité glutaminsav (Q141). C: Az
M.Mpel és a CG dinukleotid mdsodik bdzispdrjdval Iétesitett specifikus kélcsénhatdsok.

A szekvenciafelismerésért felel6s TRD két fehérjehurkot tartalmaz, melyek a DNS

nagy arki felszinével érintkeznek (17/A. dbra). Az 1. felismerShurok (11292 - Tyr309) a
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nem-szubsztrat DNS szalat ismeri fel, mig a 2. felismerShurok (Gly315 - lle329)
elsésorban a metildlando citozint tartalmazo szallal 1étesit kdlcsonhatdsokat.

A kiforditott citozin helyét a nagy doménben talalhatd 141-es glutamin oldallanca
foglalja el, mely hidrogénhidakat létesit az arvan maradt guaninnal (17/B. abra).

Az M.Mpel-DNS komplex talan legszembet(in6bb vonasa az 1. felismer6hurokban
elhelyezked6 302-es fenilalanin aromas oldallancdnak beékel6dése a nem-szubsztrat
szalban taldlhatd M™°C és a G kozé (17/B. abra), melynek kdvetkeztében a bazissikok kozotti
tdvolsdg a normalis duplajdra névekszik. Ez a jellegzetes DNS torzitds feltehetbleg egy
indirekt szekvenciafelismerési mechanizmus része.

A CG és a CH dinukleotidok kozotti kiilonbségtételben a legfontosabb szerepe a
felismer6hely masodik (C:G) bazisparjaval létesitett specifikus kdlcsonhatdsoknak lehet.
Az 1. felismer6hurokban talalhatd 305-6s glutaminsav oldalldnc karbonil oxigénje
hidrogénhidat fogad a nem szubsztrat szalban elhelyezked8 ™>C N4-es nitrogénjétél. A 2.
felismerShurokban taldlhaté 323-mas alanin f6ldnci amino csoportja hidrogénhidat

létesit a szubsztrat szalban elhelyezkedd guanin O6 atomjaval (17/C. abra).

V.3. Relaxalt specifitdsi M.Mpel valtozatok elGallitasa helyspecifikus

mutagenezissel

Munkdnk els6é |épésében helyspecifikus mutagenezissel olyan M.Mpel
valtozatokat akartunk el&allitani, melyek specifitdsa rosszabb, mint a vad tipusu enzimé,
tehat képessé valtak a CG dinukleotidok mellett a CH helyekben taldlhato citozinokat is
metildlni. A specifitas-valtozast az enzim és a CG szubsztrathely kézotti kdlcsonhatasok
megzavarasaval kivantuk elérni. Gondolva arra, hogy a keresett, relaxalt specifitassal
rendelkez6 mutansok a genom megnovekedett metilacidja miatt toxikusak lehetnek a
sejtek szamara, a mutadnsokat a pET28-Mpe plazmiban készitettiik el, amelyben az
M.Mpel gén csak akkor irddik at, ha a gazda baktérium T7 RNS polimerdzt termel. A
mutaciokat az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett inverz PCR alapu

technikdaval épitettiik be a metiltranszferazt kédolé szekvenciaba.

V.3.1. F302 mutansok

El6szor azt akartuk megvizsgalni, hogy a CG hely nem-szubsztrat szaladba ékel6d6

fenilalanin cseréjének van-e hatdsa az enzim szekvenciaspecifitdsira. Ot M.Mpel

44



valtozatot készitettlink, melyekben a 302-es fenilalanint alaninra, metioninra,

glutaminra, tirozinra, illetve triptofanra cseréltiik ki (F302A, F302Q, F302M, F302W,

F302Y).
Alw44| Hinél
M F302A F302Q F302M F302W F302Y M M F302A F302Q F302M  F302W F302Y M
IPTG -+ - + -+ -+ -+ IPTG -+ -+ -+ - -+

(bp)

4486
3986 ) ) S Y

1935

500

18. dbra: Az F302 mutdnsok szekvenciaspecifitdsdnak vizsgdlata. A  pET28-
MMpel(F302A/Q/M/W/Y) plazmidok Alw44l és Hin6l emésztési képe. Az Alw44l emésztési
mintdzat értelmezéséhez Idsd a 15. dbrdn taldlhato plazmidtérképet.

A mutansokat kédold plazmidok Alw44l emésztési mintazata arra engedett
kovetkeztetni, hogy egyik valtozat sem valt képessé a CH helyek metilaciéjara. Az IPTG-
vel indukalt sejtekbdl izolalt plazmidok esetében kizarolag a 3478-as Alw44l hely volt
védett részlegesen (F302A, F302Q) vagy teljesen (F302M, F302W, F302Y), ami arra utal,
hogy a mutdnsok megérizték a CG specifitast (18. abra).

Az egyes mutansok CG metilaciés aktivitdsanak becslése érdekében Hin6l
emésztést is végeztiink (18. dbra). A Hin6l nem vag, ha a felismeréhelyében (5’-GCGC-3’)
taldlhaté CG dinukleotid mindkét szdlon metilalt (Roberts és mtsai., 2023). A pET28-
MMpel plazmidban 46 Hin6l hely talalhatd. Az emésztési kép alapjan azon valtozatok
mutattdk a legnagyobb CG specifikus aktivitast, melyek aromas aminosavakat
tartalmaztak a 302-es pozicidban (F302W, F302Y). Ezen esetekben az indukalt sejtekbdl
izolalt plazmidok teljesen védettek voltak a Hin6l emésztéssel szemben. Az F302M
mutdns MTaz aktivitdsa kisebb, mivel kifejez6dése csak részleges védettséget biztositott
a plazmidnak. A leggyengébb CG metilacids aktivitdssal az F302A és F302Q valtozatok

rendelkeznek, ezen esetekben a plazmidok szinte teljesen megemésztédtek.
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V.3.2. E305 mutansok

A kovetkez6 kisérletekben az enzim és a CG felismer6hely masodik bazisparja
kozotti kdlcsonhatasokat probaltuk megzavarni. Az 1. felismer8hurokban talalhaté E305
a nem-szubsztrat szalban elhelyezked6 citozinnal létesit hidrogénhidat (17/C. abra).
Harom mutans valtozatot hoztunk létre, melyekben a 305-0s glutaminsavat alaninra,
szerinre, illetve glutaminra cseréltiik. Az indukalt sejtekbdl izoldlt plazmidok Alw44l
emésztési mintazata alapjan egyik mutans sem rendelkezett nem-kanonikus aktivitassal.
A 3778-as Alw44l hely mindhdrom esetben teljesen védett volt, illetve a Hin6l
emésztésnek is ellendlltak a plazmidok, tehdt a mutansoknak jelent6s CG specifikus

aktivitasa volt (19. dbra).

Alw44] Hin6l
M E305A E305S E305Q M M E305A E305S E305Q M
IPTG -+ - % -+ IPTG -+ -+ -+

500

19. dbra: Az E305 mutdnsok szekvenciaspecifitdsdnak tesztelése. A pET28-MMpel(E305A/5/Q)
plazmidok Alw44l és Hin6l emésztési képe.

V.3.3. Delécid az 1. felismeréhurokban

Mivel az aminosavcserék nem vezettek eredményre, a kovetkezd |épésben
drasztikusabb mddon, egy 6t aminosavas delécid létrehozasaval probaltuk megzavarni
az 1. felismer6hurok és a DNS kozotti kdlcsonhatasokat. Az Alw44l emésztés alapjan a
A[T301-E305] mutans gyenge CG specifikus aktivitassal rendelkezett (a 3778-as Alw44l
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hely részlegesen védett), nem kanonikus metilacidt tovabbra sem tudtunk kimutatni (20.

abra).

A301-305
IPTG

(bp) (bp)
o 4000

A — _—
4 3000
1935 B 2000
4l 1000

500

20. dbra: Az M.Mpel(A[T301-E305]) mutdnst kédolo plazmid Alw44l emésztési képe.

Osszefoglalva, az 1. felismeréhurokban létrehozott valtoztatdsok nem bizonyultak

elegendbnek az enzim szekvenciaspecifitdsanak megvaltoztatdasahoz.

V.3.4. Mutacidk a 2. felismer6hurokban

A 2. felismeréhurokban elhelyezked6 A323 a metildlandé citozint kbvetd guanin
(5’-CG-3’) 06 atomjaval létesit hidrogénhidat. A kolcsénhatds megzavarasa
szempontjabdl nehézséget jelentett, hogy ez esetben nem az oldallanc, hanem a
peptidgerinc (-NH) vesz részt a hidrogénhid kialakitasaban (17/C. abra).

El&szor az A323P és az A323V mutansokat készitettik el. Az Alw44l emésztések
alapjan az A323P valtozat inaktiv volt, az A323V pedig gyenge CG specifikus MTaz

aktivitassal rendelkezett (21. dbra).
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A323P A323V

IPTG IPTG
(bp) (bp) (bp) (bp)
6000 s 506
3986 4000 3986 4000
3000 3000
2000 2000
1000
1000

21. dbra: Az A323P és A323V mutdnsokokat kodolo plazmidok Alw44l emésztési képe.

Az M.Mpel-DNS szerkezeti modell elemzése felfedte, hogy az A323 térbeli
helyzetét — amely pont optimalis a guaninnal torténd hidrogénhid kialakitdsahoz -
alapvet6en két kdlcsdnhatas tartja fenn (22. dbra).

1. Az A323 metilcsoportja szorosan illeszkedik egy ,zsebbe” melyet az 1.
felismeréhurokban elhelyezkedd F302, S304 and Q305 oldallancai alakitanak ki

2. A S325 hidrogénhidakat |étesit a G322 és az A323 kozotti peptidkotéssel.
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22. dbra: A CG felismeréhely guanin-O6 és az A323 ko6z6tti hidrogénhidat stabilizald
kélcsénhatdsok. Balra: Az S325 hidrogénhidakat létesit az G322-A323 kézotti petidkotés
oxigénjével. Jobbra: Az A323 mozgdsdt korldtozza az 1. felismeréhurok dltal kialakitott ,,zseb”.

Feltételeztik, hogy ezen kolcsonhatasok megsziintetésével destabilizalhatjuk a
guanin O6-tal létesitett hidrogénhidat, ami utat nyithat a szigord CG-specifitas
elrontdsdhoz. A hipotézis tesztelése céljabol elkészittettik az A323G+E305A,
S325G+E305A valamint az A323G+5325G+E305A mutansokat. Az A323G helyettesitéssel
eltavolitottuk az 1. felismer6hurok altal alkotott zsebbe benyulé metilcsoportot. Az
S325G mutacié pedig megsziintette a szerin oldallanc és a peptidkotés kozotti
hidrogénhidat. Mindharom mutdns esetében az E305A cserét is beépitettiik, hogy

komplementer bazis (citozin) felismerését is megzavarjuk.
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A323G+

A323G+ S325G+

E305A E305A A323G+S325G+E305A
A Alw4a| M Alwaa| B Xmil BsuRl Bsh1236l M
IPTG - + = = PTG - + N B (A B
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2000
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1935 1000

500

23. dbra: Az M.Mpel(A323G+E305A) és az M.Mpel(A323G+S325G+E305A) mutdnsok
szekvenciaspecifitdsdnak vizsgdlata. A: A pET28-MMpel(A323G+E305A) és a  pET28-
MMpel(A323G+S325G+E305A) plazmidok  Alw44] emésztési képe. B: A pET28-
MMpel(A323G+S325G+E305A) plazmid Xmil, BsuRl és Bsh1236] emésztése. Az emésztési
mintdzatok értelmezéséhez ldsd a plazmidtérképeket a 15. és 16. dbradn.

Az A323G+E305A mutdns esetében az Alw44liszs hely teljesen védett az
emésztéssel szemben, ami 6nmagdban CG specifikus metilaciora utal. A gélen
ugyanakkor halvdnyan megjelent a linearizalt plazmid méretének megfelel6 (6421 bp)
fragmentum is, ami arra utal, hogy kis mértékben a tobbi Alw44l hely is metildlodhat
(23/A. abra). Ezen megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy bar a mutans
tovdbbra is elsGsorban a CG dinukleotidokat metildlja, képessé valt, nagyon kis
hatdkonysaggal, a CH helyekben elhelyezkedd citozinok mddositasara is.

Az A323G+S325G+E305A harmas mutans esetében a 6421 bazisparos védett
fragmentum sokkal intenzivebben jelenik meg, mint a kett6s mutansnal, tehat erre a
valtozatra er6teljesebb nem-kanonikus metilacié jellemz6, mint a kettés mutansra. Mivel
az Alw44l emésztés alapjan onmagaban nehéz megitélni, hogy milyen ardnyban
metildlddnak a CG és a nem-kanonikus CH helyek, mas restrikciés enzimekkel (Xmil,
BsuRl, Bsh1236l) is vizsgaltuk a plazmidokat (23/B. abra).

Az indukalt sejtekbdl izolalt plazmid részlegesen védett volt az Xmil emésztéssel
szemben: hatarozottan latszik egy 6421 bazisparos védett fragmentum, ami CA
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metilaciéra utal. A CC metilacié kimutatdsara szolgalé BsuRl emésztés esetében is
latszédnak a védett fragmentumok, melyek meglehetdsen halvanyak. Osszeségében
tehat a nem-kanonikus metilacié els6sorban a CA helyeken torténik.

A CG metilacids aktivitas becslésére a Bsh12361 enzimet hasznaltuk, amely a 5'-
CGCG-3’ szekvenciat ismeri fel és az emésztés gatolt, ha az aldhuzott citozinok legaldbb
egyike metilalt (Roberts és mtsai., 2023). A pET28-MMpel plazmidban 28 Bsh1236I hely
taldlhatd. Az emésztési kép alapjan a A323G+S325G+E305A harmas mutdns jelentds

aktivitassal rendelkezik a kanonikus CG helyeken.

V.3.5. Delécidk a 2. felismer6hurokban

Egy kordbbi tanulmdanyban (Gerasimaité és mtsai., 2009) a Hhal metiltranszferaz
olyan valtozatait allitottdk els, melyek felismerShelye a vad tipusu enzimre jellemzé
négyrél ( 5-GCGC -3’) harom nukleotidosra rovidilt (5-GCGN-3’). Lényegében, egy
delécio beépitésével eltavolitottak a 2. felismeréhurok azon szakaszat, amely a 5’-GCGC
-3’ szekvencia 3’ végi bazisparjat (5’-GCGC-3’/5’-GCGC-3’) ismeri fel.

Az M.Hhal és M.Mpel TRD-ben taldlhaté 2. felismer6hurkok jelent8s
szekvenciahomoldgiat mutatnak (24. dbra), ami arra utal, hogy a két enzim legaldbb
részben hasonlé mechanizmussal ismeri fel a célszekvenciat. Ez felvetette annak a
lehetdségét, hogy a (Gerasimaité és mtsai., 2009) altal alkalmazott stratégia segithet az

M.Mpel szekvenciaspecifitasanak CG-rél CN-re rontasaban is.
317 323

M.Mpel GLIGPTLTASGANSRIKI
M.Hhal GTAITLSAYGGGIFAKT
* k *

kkoek ko

24. dbra: Az M.Mpel és M.Hhal TRD-ben taldlhato 2. felismeréhurkok aminosav-
szekvenciaillesztése

Rovid delécidkat hoztunk létre az M.Mpel 2. felismer6hurok azon részében,

amely a metildlando citozint kdvet6 guaninnal létesit kdlcsonhatasokat (25. abra).
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317 323

l |
WT  GIGPTLTASGANSRIKI
A322 GIGPTLTAS - ANSRIKI
8323 GIGPTLTASG-NSRIKI
2324 GIGPTLTASGA-SRIKI

0323-324 GIGPTLTASG- - SRIKI

A322-324 GIGPTLTAS- - -SRIKI

25. dbra: A deléciés M.Mpel vdltozatok aminosav szekvencidja (2. felismeréhurok)

A mutdnsokat kdédolé plazmidok az Alw44l emésztési képén halvanyan
megjelentek olyan védett fragmentumok, melyek nem-kanonikus metilaciéra utalnak
(6421 bp, 5921 bp). A deléciés mutansok kozil a A[A323-N324] valtozat mutatta a
legnagyobb aktivitast (26 abra).

AA323 AA323-N324
IPTG - +
(bp)

M

(bp)

4000
3000

2000

3986

1935

1000

26. abra: A deléciés mutdnsok szekvenciaspecifitdsdnak tesztelése. Balra: A pET28-
MMpelAA323 plazmid Alw44l emésztési képe. Jobbra: A pET28-MMpelA[A323-N324] plazmid
Alw44| emésztési képe.

Meglepbnek taladltuk, hogy a fenti, két aminosav deléciét tartalmazé mutdans
nagyobb aktivitdst mutatott, mint az egy aminosav deléciét tartalmazé AA323, mivel a
nagyobb delécidk altaldban a fehérje szerkezetének jelentGsebb torzuldsaval jarnak, ami
hatranyosan befolydsolja az enzim katalitikus aktivitasat. Mivel a AA323 minddssze
abban tér el a A[A323-N324] valtozattél, hogy az utdbbiban nincs jelen az N324
feltételeztiik, hogy az aktivitaskiilonbség oka az, hogy a AA323 mutansban az N324
viszonylag nagy térkitoltésd oldallanca sztérikus konfliktusba kertilhet a fehérje tébbi
részével. A hipotézis igazolasara az |-Tasser szolgaltatas segitségével elkészitettiik a
AA323 mutans haromdimenzids szerkezeti modelljét. A prediktdlt atomi koordinatakat a
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PyMol segitségével a vad tipusi M.Mpel-DNS komplex rontgendiffrakcids szerkezetéhez
illesztettiik (27. abra). Megfigyeltiik, hogy a AA323 mutdns modellje esetében az N324
oldallanca valéban jelent6sen elmozdul az eredeti helyzetéhez képest és abba a

térrészbe keril ahol a vad tipusu enzim esetében a F302 aromas oldallanca taldlhato.

N324(AA323)

27. abra: Az A323 delécio dltal okozott feltételezett szerkezeti torzulds. A vad tipusu M.Mpel
(réntgendiffrakcios szerkezeti modell) és a AA323 vdltozat prediktdlt (I-TASSER) szerkezetének
illesztése. Sdrga: DNS, kék: vad tipusu M.Mpel, zéld: AA323 vdltozat

Afeltételezett szerkezeti torzuldst megprébaltuk ugy megsziintetni, hogy a AA323

valtozatban a 324-es aszparagint glicinre cseréltiik, |étrehozva a AA323+N324G kettds

mutanst.
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28. Gbra: A pET28-MMpel(AA323+N324G) és a pET28-MMpel(AA323+N324G+E305A)
plazmidok Alw44l emésztési képe.

A mutdns enzimet tultermel6 plazmid Alw44l emésztési képén megjelent egy
igen intenziv védett fragmentum, amely a teljes hosszusagu linearizalt plazmidnak (6418
bp) felel meg (28. abra). A védettség mértéke alapjan az eddig elkésziilt mutdnsok kozil
ez a valtozat rendelkezett a legnagyobb nem-kanonikus aktivitassal.

A kovetkez6 lépésben a AA323+N324G mutdnsba beépitettik az E305A
aminosavcserét is abbdl a célbdl, hogy a komplementer bazis (citozin) felismerését is
megzavarjuk. Az igy kapott AA323+N324G+E305A harmas mutdns CH specifikus
metilacidés aktivitdsa a kett6s mutanshoz képest is tovabb fokozédott. Az Alw44l
emeésztési képen a plazmid nagyrészt a teljes hosszusagu linearis formaban jelent meg
(28. abra).

Hogy részletesebb képet kapjunk a AA323+N324G+E305A
szekvenciaspecifitasardl, a harmas mutdanst affinitdas kromatografiaval tisztitottuk, majd
az igy nyert preparatummal in vitro méréseket végeztiink kett6sszalu oligonukleotid
szubsztratokkal. A fehérje termelGdését, illetve a prepardtum tisztasagat SDS-PAGE
gélelektroforézissel ellenériztiik. A gélkép tanusaga szerint a fehérje kifejezetten nagy

mennyiségben és oldhatd formaban termel6dott (29. dbra).
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29. dbra: Az Mpel( AA323+N324G+E305A) mutdns tisztitdsa affinitds kromatogrdfidval, SDS-
poliakrilamid gél. F: a sejtextraxtum centrifugdldsa utdn nyert feliiliszd, E: A His-Spin oszloprdl
eludlt fehérje M: molekulasuly marker

Az enzim specifitdsdnak és aktivitdsanak jellemzése az Anyagok és mdédszerek
fejezetben leirt tricium beépllésen alapulé moddszerrel tortént. A méréshez olyan
duplaszalu oligonukleotidokat hasznaltunk, melyek egyetlen CG, CA, CT, vagy CC
szubsztrathelyet tartalmaztak (30. dbra). A CG dinukleotidot tartalmazd duplex esetében
a szubsztrathely az egyik szalon metildlt volt annak érdekében, hogy a
szubsztratkoncentracié mind a négy esetben azonos legyen. (A CH helyek csak az egyik

szalon metilalédhatnak.)

5’ -GAATTATAAAACGAAAATAAAAC-3'
AK702-703 3+ CTTAATATTTTGCTTTTATTTTG-5"

CH;

AK704-705 O -GAATTATAAAACAAAAATAAAAC-3'
3'-CTTAATATTTTGTTTTTATTTTG-5"

5’ -GAATTATAAAACTAAAATAAAAC-3'

AKTO06-707 3 CTTAATATTTTGATTTTATTTTG-5"

5’ -GAATTATAAAACCAAAATAAAAC-3'

AKTOB705 31 CTTAATATTTTGGTTTTATTTTG-5'

30. dbra: Az in vitro MTdz aktivitds méréshez haszndlt duplaszdlu oligonukleotidok. A
metildlhatd szubsztrdathelyek piros szinnel kiemelve.

55



A mérési eredmények igazoltdk az enzim relaxalt szekvenciaspecifitasat: a CG
helyek mellett a CA, és CC szubsztratok esetében is kimutathaté volt radioaktivitds-
beépulés (31. dbra). Tovdbbra is a CG helyek voltak az enzim legjobb szubsztratjai,
masodik legjobb szubsztrat a CA, a harmadik a CC. Erdekes médon a CT dinukleotidok
esetében nem lehetett kimutatni metilaciét, tehat a hdrmas mutdns enzim nem egy

teljesen aspecifikus C5-metiltranszferaz.

7500

5000

cpm

2500

cGM™cG CATG CT/AG CC/GG

szubsztrat

31. dbra: Az M.Mpel(AA323+N324G+E305A) mutdns aktivitdsa a CN dinukleotid
szubsztrdtokon.

V.4. Megvaltozott szekvenciaspecifitasu M.Mpel valtozatok elGallitasa véletlenszer(

mutagenezissel

V.4.1. Helyspecifikus random mutagenezis

A kovetkez6 l1épésben a AA323+N324G+E305A harmas mutansban a 305. poziciét
telitési mutagenezisnek vetettik ald, melytdl azt reméltiik, hogy izolalni tudunk olyan
véltozatokat, melyekben a specifitds a CG fel6l a CA és/vagy CT és vagy CC helyek
iranyaba tolddott.

A mutdnsok inverz PCR-rel késziiltek az AK809 és AK810 oligonukleotidok
felhasznalasaval. Az AK809 egy degenerdlt NNS (N=A, G, Tvagy C; S = G vagy C) tripletet
tartalmazott, amely biztositotta a véletlenszerld mutdaciok beépiilését a 305. pozicidba. A
mutdns konyvtdrat ScarabExpress T7 lac sejtekbe elektroporaltuk. A transzformansok

kozil véletlenszer(ien kivalasztottunk mintegy 60 klont, melyek metilacios aktivitasat és
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specifitasat restrikcios védési teszttel (Alw44l) elemeztiik. Olyan valtozatokat kerestink,
amelyekben a plazmidvédettségi mintdzat eltér attél, amit a AA323+N324G+E305A
esetében tapasztaltunk. Négy klént valasztottunk ki részletesebb jellemzésre melyek, a
szekvenalasi eredmények alapjan, az aldbbi mutdnsokat kédoltak:

AA323+N324G+E305S

AA323+N324G+E305Q

AA323+N324G+E305N

AA323+N324G+E305W
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A Alw44l (MSCN) B Xmil (MSCN/™SCN)

AA323 + N324G AA323 + N324G
< I} ol Fel 1= = = =d ol el = =
111L1L
PTG - + + + + + M PTG - + + + + + M
(bp) (bp) (bp) (bp)

4000 cirkularis
8000 6418 009
4000
3623

2795 @ 2
3000

BsuRI ("5CC) Bsh12361 ("°CG)

AA323 + N324G AA323 + N324G

1111 22 a G
S 9 2 2 8 9 21 =21 120 12 0S BS
R R R D 2 E2Y ES1 N R A
IPTG - + + + + + M IPTG - + + + + + M
(bp) (bp) (bp)
3000 6000
2000

1000
1000

32. dbra: A pET28-MMpel(AA323+N324G+E305X) plazmidvdltozatok AlwA44l, Xmil, BsuRl és
Bsh12361 emésztési képe. Az emésztési mintdzatok értelmezéséhez Idsd a plazmidtérképeket a
15 és 16. dbrdkon. A gélek felett piros szinnel Idthatd, hogy milyen metildcié véd az adott
enzimmel térténé emésztéssel szemben.

Az indukalt sejtekbdl izolalt plazmidokat az Alw44l, Xmil, BsuRI, Bsh1236l

enzimekkel emésztettiik (32. abra).
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Az Alw44l emésztések alapjan a AA323+N324G+E305S/Q/N mutansok
Osszaktivitdsa (CN) hasonlé volt a AA323+N324G+E305A varidnshoz, mig a
AA323+N324G+E305W valtozat nagyon gyenge aktivitdssal rendelkezett.

Az Xmil emésztés gélképe a CA metilacids aktivitasrdl ad informacidt. A védett
fragmentumok intenzitdsa alapjan egyik mutans sem metildlta hatékonyabban a CA
helyeket, mint a AA323+N324G+E305A. A CC metilacié altal gatolt BsuRl emésztési
képén viszont kiemelkedik a AA323+N324G+E305N valtozat, amely latvanyosan
hatékonyabban metildlta a CC helyeket, mint a E305A mutans. Azonban a
AA323+N324G+E305N, a Bsh1236l emésztés tanusaga szerint, tovdbbra is jelent6s
mértékl CG specifikus metilacidra volt képes.

A mutansok  koziil  harmat  (AA323+N324G+E305A/N/W)  affinitas
kromatografidval tisztitottunk és a szubsztratpreferencidjukat a korabban ismertetett,
triciummal jelolt metilcsoport beépiilésén alapulé moddszerrel vizsgaltuk. A mérési
eredmények (tobbnyire) megerbsitették a plazmidvédettségi tesztekbdl levont

kovetkeztetéseket (5. tablazat).

szubsztrat +305A +305N +305W
AK702-AK703 (5’-CG/5’-™°CG) 4961 940 307
AK704-AK705 (5’-CA/5’-TG) 3289 417 0
AK706-AK707 (5’-CT/5’-AG) 0 0 0
AK708-AK709 (5’-CC/5’-GG) 2351 429 0

5. tabldzat: Az egyes oligonukleotid szubsztrdtokba beépiilt radioaktivitds (cpm). Két fiiggetlen
mérés dtlaga.

A AA323+N324G+E305W mutans nagyon gyenge CG specifikus aktivitast
mutatott, a CH szubsztratok esetében pedig nem tapasztaltunk radioaktivitas-beépiilést.
A AA323+N324G+E305A és a AA323+N324G+E305N valtozatok a CA és CC helyeket is
metildltak, ugyanakkor mindkét esetben tovabbra is a CG dinukleotidok maradtak a
legjobb szubsztratok. Egyik mutans esetében sem volt kimutathaté aktivitds a CT

helyeken.
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Kulonosnek taldltuk, hogy a AA323+N324G+E305N esetében kevesebb
radioaktivitds épllt be a CC dinukleotidot tartalmazd szubsztratba, mint a
AA323+N324G+E305A valtozatnal, mivel ez ellentmondott a BsuRl emésztés
eredményének (32/C. dbra). Ezt az ellentmondast csak a munka egy kés6bbi szakaszaban

tudtuk feloldani (lasd V.5.1 alfejezet).

V.4.2. A2.felismerShurok két révid szakaszanak random mutagenizalasa

A munka tovabbi részében a véletlenszerli mutagenezist és szelekcidt magaba
foglald irdnyitott evollicids megkozelitéssel probaltuk a AA323+N324G+E305A varians
szubsztratpreferenciajat a CH dinukleotidok felé tolni.

Az els6 prdobalkozas soran inverz PCR-rel random mutacidkat épitettiink be a
pET28Mpe(AA323+N324G+E305A) plazmidban taldlhatdé harmas mutanst kédold gén
azon szakaszdba, mely a 2. felismer6hurkot kdédolja. A mutagenezis degeneralt
tripleteket (NNS) tartalmazd oligonukleotidok felhaszndladsaval tortént a V.12
alfejezetben ismertetett médon és a 320-322, illetve a 324 -326 szakaszokat érintette.

A ligadlas soran keletkezett plazmidkonyvtarat ScarabExpress T7 lac sejtekbe
transzformaltuk és a kapott telepeket 0Osszemostuk. A szuszpenzidbdl 200 pl-t
atoltottunk 100 ml LB tdpoldatba. Az 6t 6ran at indukalt (IPTG) kulturdbdl plazmidot
izolaltunk és 500 ng plazmid DNS-t Alw44l enzimmel emésztettiik. Az emésztett DNS-
b4l vett mintaval ScrabExpress T7 lac sejteket transzformaltunk. A kapott klénokat a
metilaciora érzékeny restrikciés enzimekkel teszteltiik. Sajnos nem sikeriilt olyan
mutdnst taldlnunk, amely hatékonyabban metildljla CH helyeket, mint a

AA323+N324G+E305A harmas mutans.

V.4.3. ,Error-prone” PCR mutagenezis

A kovetkez6 kisérlet soran AA323+N324G+E305A harmas mutdnst kddold gén egy
hosszabb szakaszat vetettiik ald mutagenezisnek a Tag DNS polimeraz felhasznalasaval.
A reakcidkorilmények részletes leirdsa az Anyagok és Mddszerek fejezetben talalhaté
(IV.13). A mutagenizalt rész a gén Xbal és Xhol restrikcios helyek altal hatarolt ~460
bazispar hosszusagl szakasza volt, amely az enzim kis doménjét és benne a

szekvenciaspecifitasért felel6s TRD régiot kddolja (33. abra).
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Mpe(AA323+N324G+E305A)

33. dbra: Irdnyitott evolucids kisérlet az Mpe(AA323+N324G+E305A) hdrmas mutdns metildcios
preferencidjdnak megvdltoztatdsdra. A: Az enzim C-termindlis felének EP-PCR alapu
mutagenezise. A fehérje mutagenizdlt részét kék szin jeloli. B: Az Xbal/Xhol emésztett PCR
fragmentumokat a pOB-MMpel(AA323) plazmidba klonoztuk be. A plazmidtérképen lathatéak
a szelekciora haszndlt Eco471 helyek. Az egyes hasitohelyeknél a piros szinnel jelélt dinukleotid-
metildcid gdtolja az emésztést.

A tisztitott PCR terméket Xbal és Xhol restrikcids enzimekkel emésztettiik, majd a
fragmentumot a pOB-MMpel(AA323) plazmid Xbal és Xhol helyei k6zé klénozuk be.

A tisztitott ligdtumot ScarabExpress sejtekbe elektroporaltuk. A mutacids
gyakorisdg meghatdrozdsa céljabdl hat véletlenszerlien kivalasztott transzformansbal
plazmidot izolaltunk és meghataroztuk a metiltranszferazt kédold gén szekvencidjat. A
mintdban egy gén atlagosan 2,5 mutdciét tartalmazott, melyek 80%-a A -> G tranzicid
volt.

A megvaltozott specifitdsu MTaz valtozatok szelektadldasahoz a telepeket (6sszesen
~60 000 klén) 6sszemostuk, majd a szuszpenzidbdl 1 ml-t 100 ml kanamicint tartalmazé
LB folyadéktapoldatba oltottunk at. A sejteket 37 °C-on novesztettiik addig, amig a
kultura 600 nm-en mért optikai denzitasa el nem érte a 0,6 —os értéket. Ekkor 1 ml 10%
L-arabindz  hozzdadasaval indukdltuk az araBAD  promoterr6l  torténd
fehérjekifejez6dést. Az indukdldszer hozzdadasat kovetéen a sejteket 30 °C-on
novesztettiik 5 6ran at. Ezt kdvet6en a tenyészetbdl plazmid DNS-t izolaltunk. A CH
helyeket metilalé valtozatok szelektaldsa céljabdl 500 ng plazmidot 20 egység Eco47I
restrikcids endonukledzzal emésztettliink 20 uL végtérfogatban. Az Eco47l a 5-GGWCC

szekvencidkat ismeri fel és nem hasit, ha a felismer6hely 3’ végen taldlhatd citozin akar
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csak az egyik szélon is metilalt (Roberts és mtsai., 2023). A metiltranszferaz valtozatokat
kifejez6 pOK-BAD alapu plazmidban harom Eco47l felismeréhely taldlhatd olyan
szekvenciakdrnyezetben, ahol a 3’ végi citozint két esetben C és A (114. és 1662.), illetve
egy esetben C és T (4150.) koveti (33/B. abra). Ezek egylttesen lehet6vé teszik a CH
metilaciora vald szelektalast.

A emésztési elegyb6l 5 upL-t kémiailag kompetens ER1821 sejtekbe
transzformaltunk. A transzformdnsokat egyenként LB tapoldatba oltottuk és arabindz
hozzdadasaval indukdltuk az araBAD promoterrdl torténd fehérjekifejez6dést. A
sejtkulturakbdl izoldlt plazmidok metilaltsagi allapotat Eco471 (CH metilacidéra érzékeny),
BsuRI (CC metilaciéra érzékeny), és Bsh1236l1 (CG metilacidéra érzékeny) emésztéssel
vizsgdltuk.

Egy klont talaltunk, amely az emésztési kép alapjan a CC helyeken nagyobb, a CG
helyeken pedig kisebb aktivitdst mutatott, mint a random mutagenezis templatjaként

szolgald M.Mpel(AA323+N324G+E305A) harmas mutans (34. dbra).

BsuRl Bsh1236l

v o mSCG
3mut 4mut M 3mut 4mut

34. dbra: A AA323+N324G+E305A varidns (az dbrdn 3mut) és az irdnyitott evolicids kisérlet
eredményeként  nyert mutdns  AA323+N324G+R326G+E305A (az dbrdn  4mut),
szekvenciaspecifitdsdnak 6sszehasonlitdsa. Mindkét mutdns a pOB plazmidba volt beépitve. Az
5 6rdn dt indukdlt sejtekbdl izoldlt plazmidokat BsuRl és Bsh12361 emésztéssel vizsgdltuk. Az
enzimek nevei alatt piros szinnel Idthaté az emésztés ellen védd metildcid-specifitds.

A plazmidban talalhatéd metiltranszferdz gén szekvenaldsa két Uj pontmutdciot

fedett fel, melyek koziil az egyik csendes mutacio volt, a masik pedig az R326G cseréhez
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vezetett. A plazmidot, amely a négyes mutans M.Mpel vdltozatot kdédolja pOB-
M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305A)-nak neveztiik el.

Az V.4.1. alfejezetben leirt munka soran megfigyeltiik, hogy az
M.Mpel(AA323+N324G+E305A) harmas mutans CC metilacids aktivitdsa fokozddik, ha a
305-6s alanint aszparaginra cseréljlik. Sajnos ez a mutans
(M.Mpel(AA323+N324G+E305N)) tovdbbra is jelentés CG specifikus aktivitassal
rendelkezett. Az E305N cserét beépitettiik az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305A)
négyes mutansba, reménykedve abban, hogy a mutdns CC specifikus aktivitdsa tovabb
fokozddik és a CG speficikus metilacié tovabbra is alacsony szint(i marad. A létrehozott

plazmid neve: pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N).

(n ’,CN) (vr"vc_(;) (-\ ﬁ-c—6) (HerN/ﬂ‘r)CN)
Eco47l  BsuRI Bsh1236l Xmil

CT/CA
Eco4714150 ara
(bp)

1548
M.Mpel(4mut)

~
4000

1o~ 2488
pOB-MMpel(d323A-N324G-R326G-E305N)

4864 bps

1548

KnR

3000

828

CC/CA
Eco47! 1662

2488

35. dbra: Az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) négyes mutdns szekvenciaspecifitdsanak
vizsgdlata. A: A pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N) plazmid térképe az Eco47!
hasitohelyekkel. A kék szamok a teljes emésztés sordn keletkez6 DNS-fragmentumok méreteit
jelélik. B: A pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N) plazmid emésztése metildciora érzékeny
restrikcios endonukledzokkal. +: arabindzzal indukdlt sejtekbdl tisztitott plazmidok, -:
indukdlatlan sejtekbdl izoldlt plazmidok. Az enzimek nevei felett piros szinnel Iathatd az adott
enzimmel tesztelheté metildcid specifitds.

Az ot 6ran at indukalt kultarakbal izolalt pOB-
MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N) plazmidot Eco471, BsuRl, Bsh1236l, és Xmil
enzimekkel emésztettiik (35/B. dbra). A AA323+N324G+R326G+E305N mutans nagyobb

védettséget mutatott a BsuRl emésztéssel szemben, mint a
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AA323+N324G+R326G+E305A valtozat(36. dbra). A CG metilaciora érzékeny Bsh1236l
enzimmel szembeni védettség tovabbra is alacsony maradt.

A pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)  plazmid egyetlen  Xmil
felismeréhelyet tartalmaz melynek 3’ végeit mindként szdlon adeninek szegélyezik, tehat
a hely emészthetGsége a CA specifikus metilaciordl ad felvilagositast. A gélkép tanusaga
szerint a plazmidban talalhaté Xmi hely csaknem teljesen megemésztédik, tehat a
mutans nagyon gyenge aktivitdssal rendelkezik a CA diknukleotidok esetében.
Osszeségében, az emésztési képek arra utalnak, hogy a AA323+N324G+R326G+E305N
négyes mutdns egy olyan DNS MTaz, amely erés preferenciat mutat a CC dinukleotidok
irant.

Meglep6nek taldltuk, hogy az indukalt sejtekbdl izolalt plazmid nagyrészt
cirkularis formaban maradt meg az Eco47| emésztést kovetSen (35/B. abra), mivel a
harom Eco47I hely kozil csak ketté esetében (a plazmidtérképen a 114, 1662 poziciok)
hoz létre a felismeréhely 3’ végi citozinja és a downstream nukleotid CC motivumot (35/A
abra). A harmadik Eco47l hely (4150) 3’ végi nukleotidjait egy adenin, illetve egy timin
szegélyezi, tehat — mivel az Xmil emésztés alapjan a CA és/vagy CT helyek csak
elhanyagolhatd mértékben metildlodnak - a gélen az Eco47] emésztett plazmidnak
els6sorban linearizdlt formdban kellett volna megjelennie. Az ellentmondasra
magyardazattal szolgal, hogy az Eco47l felismerShely belsé citozinjdnak metilacidja
(GGWCQC) is gatolja az emésztést (Timdar és mtsai., 2004). Ebbdl kovetkezik, hogy a CC
metildcié mindharom felismer6helyet meg tudja védeni a hasitdssal szemben.

A korabbi mutdnsokkal (melyek a pET28 plazmidban késziltek) vald
Osszehasonlitds érdekében atépitettiik a AA323+N324G+R326G+E305A és a
AA323+N324G+R326G+E305N mutansokat kddold géneket a pET28 alapu plazmidba. Az
igy létrehozott pET28-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305A), illetve  pET28-
MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N) plazmiddal is elvégeztiik a védési teszteket (36.

abra), melyek megerdgsitették a kordbbi eredményeket:

1) Mindkét valtozat elsGsorban a CC dinukleotidokat metiladlja. Az E305N mutacio
beépitése fokozta a CC helyek metilacidjat (BsuRlI emésztés).
2) A CG dinukleotidok metilaciéjanak hatékonysaga alacsony, kiléndsen az E305N

mutdns esetében (Bsh1236l emésztés).
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3) A mutdnsok CA és CT specifikus aktivitdsa gyenge, vagy hidnyzik (Xmil emésztés).

vektor pOB pET28 vektor pOB pET28
A323+N324G+R326G A323+N324G+R326G
+ - + + + + + +
E305A E305N E305A  E305N E305A E305N E305A  E305N
ind. - + - + M - + - 4 ind. - + - + ™M - + - +

Eco47] emésztés Alw44| emésztés BsuRl emésztés
vektor pOB pET28 vektor pOB pET28
A323+N324G+R326G A323+N324G+R326G
+ + + + + + + +
E305A  E305N E305A E305N E305A  E305N E305A E305N
ind. - + - + M -+ -+ ind. - + - + M - 4+ -+

‘“"“““u—.

Xmil emésztés Bsh1236l emésztés

36. dbra: Az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305A) és a
M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) négyes mutdnsok szekvenciaspecifitdsdnak vizsgdlata.
A mutdnsokat eredetileg a pOK-BAD vektorban hoztuk létre, majd dtklonoztuk a pET28 vektorba.
Mindkét vdltozatot az dbrdn Idthatoé metildcidra érzékeny restrikcios enzimekkel emésztettiik. M:
GeneRuler 1 kb DNA ladder.
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V.5. A M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) négyes mutdns tisztitasa és

jellemzése in vitro mérésekkel

A M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) négyes mutdns tisztitdsa az Anyagok
és modszerek fejezetben ismertetett mdédon affinitas kromatografiaval, a His-Spin

Protein Miniprep kit, illetve a His-Select Ni-agardz oszlop hasznalatdval tortént.

A B

(kDa) (kba) 1 2 3

50  —
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50 W
—
~v
&5 o«
—
—
Overlay control ~ Clear graph each Sample  [+] 340 nm normalization (V] 0on SampleType
5351 3 Other protein (€ & MW)
B /\ e (I000) | 5031 2
45.00~
MW, 2
40,00 J \ (kDa) 4582 %
35.00 Sample ID
e |\
@ 30.00
e |\
& 25.00
<
E 20.00~ Sample# 2
S 1500 N —\
A 280 5 172.711
1000 \ L
5.00 \ A-280 10 mm path  17.711
0.00
260280 077
-5.35= i ' | | ' ' | ' i ' ' |
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 mglml 16.13

Wavelength nm
37.1B1481-0.71128/32

37. dbra: Az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) mutdns tisztitdsa.

A: A His-Spin oszloppal tisztitott fehérje ellenbrzése SDS-PAGE gélen. 1: feliiluszd, 2: tisztitott
fehérje, M: PageRuler Unstained Protein Ladder.

B: A His-Select Nickel oszloppal tisztitott fehérje. 1: 2 uL a 10x higitott enzimbdl, 2: 2 ulL a 66x
higitott enzimbdl, 3: 2 uL 5x higitott His-Spin prepardtum.

. ses

spektrofotométerrel.

A preparatumok tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellenériztiik
(37. abra). A tisztitott enzim szubsztratpreferencidjat a kordbban mar ismertetett
radioaktiv metilcsoport beépiilésén alapulé mddszerrel hatdroztuk meg. A mérések

soran hasznalt duplaszali oligonukleotidok CG/™CG, CA/TG, CC/GG, illetve a CT/AG
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szubsztrathelyeket tartalmaztak. Az oligoduplexek teljes szekvencidjat a 30. abra
tartalmazza.

A mérési eredménynek (38. abra) megerGsitették a védési tesztek alapjan levont
kovetkeztetést: a mutans enzim elsésorban CC dinukleotidokat metilal. Az enzim nagyon
gyenge hatékonysaggal metilalta a CG as CA helyeket. A CT dinukleotidok esetében nem

tudtunk metilaciét kimutatni (38/A. abra).

A MMpel(A323A+N324G+R326G+E305N) B 5 nM M.Mpel(wt) - CG
3000 5000 -
4000 /é
~
-
2000+
c £ 3000 A ,/{"
[} [+% -,
(5] (5] '
2000 &
1000+ ’,
4
1000 - /7
7
d
0 0 T T T 1
cG CcA cT cc 0.0 25 5.0 75 10.0
szubsztrat id6 (min)
C MNMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)
4000+
3000 GG
—x CA
£
S 2000+
1000
0 P 17_5‘-,--;--,---,---;::{3
0 10 20 30 40 50
idd (min)

38. dbra: Az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) mutdns szekvenciaspecifitdsanak
vizsgdlata in vitro duplaszdlu oligonukleotidok (AK703-709) és [metil->*H]-SAM] felhaszndldsdval.
A: A dinuklelotid szubsztrdthelyekbe 30 perc alatt beépiilt radioaktivitds. Két fiiggetlen mérés
dtlaga.

B és C: A CG, CA és CC szubsztrdtokba beéplilt radioaktivitds az id6 fliggvényében. Vad tipusu
M.Mpel (B) és M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) mutdns (C). Hdrom fliggetlen mérés
dtlaga.

Az egyik kisérlet soran az id6 fliggvényében mértiik a radioaktiv metilcsoport
beépllését a négy kiulonbozb szubsztrat esetében (38/C. abra). A reakcidt a tisztitott
metiltranszferdz hozzdadasaval (350 nM végkoncentracid) inditottuk el, majd 15, 30,

illetve 45 perc elteltével mintat vettliink a reakcidelegybdl és 4 puL 10 %-os SDS
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hozzaadasaval inaktivaltuk az enzimet. Az egyes szubsztratokra vonatkozd
reakcidésebesség a 6. tablazatban ldthatd. A négyes mutans ~ 10-szer gyorsabban

metilalja a CC szubsztratot mint a kanonikus CG dinukleotidot.

szubsztrat dinukleotid | metilacio rata
(CPM/min)

cc 73,4

CG 7,6

CA 12,9

CT 0

6. tdbldzat: Az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) mutdns dltal katalizalt metildcio
sebessége a négy szubsztrdt esetében.

A vad tipusi M.Mpel CG dinukleotidokon mutatott aktivitdsanak méréséhez
(38/B. 4bra) a hemimetilalt CG helyet tartalmazé AK702-703 oligonukleotid duplexet
haszndltuk. Az enzim nagy aktivitasa miatt az id6fliggés mérésekhez a tisztitott vad
tipusli M.Mpel-et 5 nM végkoncentacidoban adtuk a reakcidhoz és 2, 4, 6, 8 perc reakciét
kovetéen mértiik meg a beépllt radioaktivitast.

A négyes mutans CC szubsztraton mutatott fajlagos aktivitasa (0,2 com/min/nM)
kozelit6leg 530-szor kisebb, mint a WT-M.Mpel CG dinukleotidokon mutatott aktivitasa
(106 cpm/min/nM).

V.5.1. A hatdrolé nukleotidok hatasa a CC metilacié hatékonysagara

Az eukariéta Dnmt3a és Dnmt3b enzimek esetében kimutattak, hogy a CG
motivumokat hatdrold nukleotidok jelentdsen befolyasoljak az adott hely metilacidjanak
hatékonysagat (Handa & Jeltsch, 2005; Mallona és mtsai., 2021). Kivancsiak voltunk arra,
hogy az altalunk |étrehozott CcC specifikus mutans enzim
(M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N)) esetében a CC szubsztrathely
szekvenciakdrnyezetének van-e hatdsa a metilaciora.

A mérésekhez a radioaktivan jelolt metilcsoport beépiilésén alapulé médszert
hasznaltuk. A kisérleteket olyan duplaszalu oligonukleotidokkal végeztiik, melyek a CC

szubsztrathelyet hatarold nukleotidokban kiilonboztek. Az 0Osszes variacio (4*4)
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teszteléséhez 16 oligoduplexre volt sziikség, melyek teljes szekvenciaja az 7. tdblazatban

lathato.

Szubsztrathely

négy hatarolé

Oligonukloeotidok

Az oligonukleotid duplex

szekvencidja

nukleotiddal
AAcgAA AK702 — AK703 GAATTATAAAACGAAAATAAAAC
CTTAATATTTTGCTTTTATTTTG
AAccAA AK708 — AK709 GAATTATAAAACCAAAATAAAAC
CTTAATATTTTGGTTTTATTTTG
AGccAA AK921 - AK922 GAATTATAAAGCCAAAATAAAAC
CTTAATATTTCGGTTTTATTTTG
ATccAA AK923 - AK924 GAATTATAAATCCAAAATAAAAC
CTTAATATTTAGGTTTTATTTTG
ACccAA AK925 - AK926 GAATTATAAACCCAAAATAAAAC
CTTAATATTTGGGTTTTATTTTG
AAccCA AK931 - AK932 GAATTATAAAACCCAAATAAAAC
CTTAATATTTTGGGTTTATTTTG
AGccCA AK969 - AK970 GAATTATAAAGCCCAAATAAAAC
CTTAATATTTCGGGTTTATTTTG
ATccCA AK975 - AK976 GAATTATAAATCCCAAATAAAAC
CTTAATATTTAGGGTTTATTTTG
ACccCA AK983 - AK984 GAATTATAAACCCCAAATAAAAC
CTTAATATTTGGGGTTTATTTTG
AAccTA AK927 - AK928 GAATTATAAAACCTAAATAAAAC
CTTAATATTTTGGATTTATTTTG
AGccTA AK967 - AK968 GAATTATAAAGCCTAAATAAAAC
CTTAATATTTCGGATTTATTTTG
ATccTA AK977 - AK978 GAATTATAAATCCTAAATAAAAC
CTTAATATTTAGGATTTATTTTG
ACccTA AK981 - AK982 GAATTATAAACCCTAAATAAAAC
CTTAATATTTGGGATTTATTTTG
AAccGA AK929 - AK930 GAATTATAAAACCGAAATAAAAC
CTTAATATTTTGGCTTTATTTTG
AGccGA AK971 - AK972 GAATTATAAAGCCGAAATAAAAC

CTTAATATTTCGGCTTTATTTTG
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ATccGA AK973 - AK974 GAATTATAAATCCGAAATAAAAC
CTTAATATTTAGGCTTTATTTTG

ACccGA AK979 - AK980 GAATTATAAACCCGAAATAAAAC
CTTAATATTTGGGCTTTATTTTG

AAccCT AK987 — AK988 GAATTATAAAACCCTAATAAAAC
CTTAATATTTTGGGATTATTTTG

AGccCT AK989 — AK990 GAATTATAAAGCCCTAATAAAAC
CTTAATATTTCGGGATTATTTTG

ATccCT AK991 —AK992 GAATTATAAATCCCTAATAAAAC
CTTAATATTTAGGGATTATTTTG

ACccCT AK993 — AK994 GAATTATAAACCCCTAATAAAAC
CTTAATATTTGGGGATTATTTTG

AAcgCA AK1008 — AK1009 GAATTATAAAACGCAAATAAAAC
CTTAATATTTTGCGTTTATTTTG

AAcgGA AK1010 - AK1011 GAATTATAAAACGGAAATAAAAC
CTTAATATTTTGCCTTTATTTTG

AAcgTA AK1012 - AK1013 GAATTATAAAACGTAAATAAAAC
CTTAATATTTTGCATTTATTTTG

7. tdbldzat: A CC szubsztrdthelyet hatdrold nukleotidok hatdsdnak vizsgdlatdra haszndlt
oligoduplexek.

A reakcid sordn a tisztitott metiltranszferazt 30 percig inkubaltuk az oligoduplexek
jelenlétében. A mérési eredmények alapjan a CC helyet hatarolé nukleotidok jelent6sen
befolydsoltak a metilacié hatékonysagat (39. dbra). A legjobb (ATccAA) és a legrosszabb
szubsztrat (ATccTA) kozott mintegy 150-szeres kilonbséget mértiink a beépilt

radioaktivitasban.
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39. dbra: A CC helyeket hatdrold nukleotidok hatdsa a metildcio hatékonysdgdra. Hdrom
fliggetlen mérés dtlaga. A: A 16 lehetséges hatdroldnukleotid-varidcio hatdsa. B: Az ANccCA és
ANccCT helyek metildlhatdsdgdnak sszehasonlitdsa.

Azon CC helyek, melyeket 3’ iranyban T vagy G nukleotidok szegélyezik sokkal
rosszabb hatékonysaggal metilalédtak, mint az ezen poziciéban A-t vagy C-t tartalmazé
oligok.

A 3’ oldalon citozint tartalmazé szubsztratok (AAccCA, AGccCA, ATccCA, ACccCA)
esetében az eredménynek értelmezését megnehezitette, hogy a ccC mellett ccA
(ANccCA) szubsztrathelyet is tartalmaztak, ezért a méréseket olyan szubsztratokkal is
elvégeztik, melyekben a ccC helyet T kdveti A helyett (ANccCT, AK987-AK994). (A ccT
helyek gyenge szubsztratok.) A 39/B d&bran lathatd, hogy a ANccCT szubsztratok is
metildlhatdak, igaz kisebb hatékonysaggal, mint a ANccCA valtozatok. Osszességében
elmondhatd, hogy az enzim azokat a szubsztratokat részesiti el6nyben, melyekben a CC
helyet A, vagy C koveti.

Az 5’ oldali hatdrold nukleotid hatdsa kevésbé jelent6s, mint a 3’ hatarold
nukleotidé, a legtobb valtozat hatékonyan metilalhaté (39/A. abra). Ebben a poziciéban
az A jelenléte a legkedvez6tlenebb a metilacié hatékonysaga szempontjabal.

Kivancsiak voltunk arra, hogy a négyes mutans 3’ oldali hatarolé nukleotid
preferencidja kimutathaté-e in vivo is. A pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)
plazmidot ER1821 sejtekbe transzformaltuk. Az indukalatlan, illetve 5 éran at indukalt
(0,1 % arabindz) sejtekbdl plazmid DNS-t izoladltunk, melyet BsuRl (GGCC), Mspl(CCGG),
BamHI (GGATCC) and Ncol (CCATGG) restrikcios endonukleazokkal emésztettiink. Mind

a négy enzim esetében a felismer6hely atfed egy CC dinukleotiddal és az aldhuzott citozin
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metilacidja gatolja az emésztést, akkor is, ha csak az egyik szl metildlédik (Roberts és
mtsai., 2023).

Az 40. dbran lathato, hogy az indukalt kulturdbdl izolalt plazmid nagyobb foku
védettséget mutatott a BsuRI emésztéssel szemben, mint az Mspl emésztéssel szemben.
Ez 6sszhangban van az in vitro mérési eredményekkel, mivel a plazmidban taldlhaté 13
BsuRlI hely koziil mind6ssze egy van, amelynek 3’ végét nem A vagy C hatarolja legaldbb
az egyik szalon. (A CCa és CCc motivumok in vitro jé szubsztratok.) Ugyanakkor az Mspl
helyben talalhaté CC motivumot minden esetben G kéveti 3’ iranyban.

Az indukalt minta esetében a plazmidban taldlhaté egyetlen BamHI hely teljesen
megemészt6dott. Az eredmény nem megleps, mivel a BamHI helyben taldlhaté CC
dinukleotidot 3’ irdnyban T, illtve G hatarolja. Ezzel szemben a plazmidban szintén egyedi
Ncol hely csaknem teljesen ellendllt az emésztésnek, amire magyarazattal szolgal az,

hogy a felismeréhelyben taldlhaté CC motivumot 3’ irdnyban adenin kdveti DNS mindkét

szalan.
GCEC CCGG GGATCCT  ACCATGG
ECCG GGCC  GCCTAGG GGTACCC
BsuRlI Mspl  BamHI Ncol

40. dbra: Az M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) mutdns 3’ oldali hatdrolo nukleotid
preferencidjdnak vizsgdlata in vivo metildlt plazmidok restrikcios emésztésével.
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Annak érdekében, hogy tovabbi bizonyossagot szerezziink a négyes mutans CCa,
illetve CCc (az aldhuzott citozin metilaciéjat vizsgdltuk) szekvencidk iranti
preferenciajardl, a pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N) plazmidba beépitettiink
egy masodik BamHI helyet. Kétféle plazmidvaltozatot készitettlink. Az egyikben az Uj
BamHlI felismer6hely 3’ végeit A, a masikban C hatarolta.

A BamHI hely beépitéséhez az AK946/947, illetve az AK948/949 oligonukleotid
duplexeket (a szekvenciat lasd az 1. tablazatban) az Eco31l és Psp1406l enzimekkel
emésztett pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N) plazmidba ligaltuk.

Az arabindzzal indukalt kultarabal izolalt pOB-
MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK946 és pOB-
MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK948 plazmidok BamHI emésztési képén
lathatd, hogy az Ujonnan beépitett BamHI hely teljesen, illetve részlegesen védett az
emésztéssel szemben (41. dbra). A védettség mértéke CCa szekvenciadval atfedé BamHI
helyet tartalmazé plazmid (pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK946)
esetében nagyobb, mint CCc szekvencidval atfed6 BamHI helyet tartalmazé
plazmidvaltozat esetében (pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK946). A fenti
in vivo kisérletek megerGsitik az in vitro mérések eredményeit, mely szerint a mutans
enzim azokat a CC helyeket részesiti el6nyben, melyek 3’ végét adenin vagy citozin

hatarolja.
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41. dbra: A pOB-MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N), pOB-

MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-AK946 és a pOB-
MMpel(AA323+N324G+R326G+E305N)-948 plazmidok térképe és BamHI| emésztési képe. Az
utobbi két plazmid egy mdsodik BamHI helyet is tartalmaz. Az egyes BamHI helyek 3’ végi
hatdrold nukleotidjai a gél felett Iathatoak piros szinnel kiemelve.

Kivancsiak voltunk arra, hogy a felismerGhelyet 3’ oldalrél hataroldé nukleotid
befolyasolja-e a vad tipusi M.Mpel esetében is a metilacié hatékonysagat. A méréseket
a radioizotépos maddszerrel végeztik a kordbban ismertetett mdédon, olyan duplaszalu
oligonukleotidok felhasznalasaval, melyekben a CG szubsztrathelyet 3’ irdnyban A, C, G,
vagy T koveti (AK702-AK703 (ACGA), AK1008-AK1009 (ACGC), AK1010-AK1011 (ACGG)
és AK1012-AK1013 (ACGT), az oligonukleotidok teljes szekvencidjat lasd az 1.
tablazatban). A 10 percig tarté reakcié soran a tisztitott M.Mpel-et 10 nM
koncentracioban alkalmaztuk.

Az 42. abran [athatd, hogy nincs szignifikans kilonbség a négy szubsztrat kozott a

beéplilt radioaktivitasban. A négyes mutansra (AA323+N324G+R326G+E305N) jellemzé
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3’ végi hatdroldnukleotid preferencia tehat nem jellemzé a vad tipusu enzimre, az a

mutaciok kdvetkezménye lehet.

vad tipusa M.Mpel

7500 1

5000 - —_ —_ T
— —

2500 1

cpm

ACGA ACGC ACGG ACGT

szubsztrat

42. abra: A 3'végi hatdrold nukleotidok hatdsa a vad tipust M.Mpel dltali CG metildciéra. Hdrom
fliggetlen mérés dtlaga.

A hatdroldé nukleotid preferencia jelensége, feltételezve hogy mar a harmas
mutansoknal is jelen volt, magyarazattal szolgdlhat az V.4.1 alfejezetben ismertetett
ellentmondasra. A BsuRI emésztés alapjan a AA323+N324G+E305N mutdns nagyobb CC
aktivitassal rendelkezett, mint a AA323+N324G+E305A. A tisztitott enzimekkel végzett
mérések viszont nem tikrozték ezt a megfigyelést. A pET28 plazmidban 23 BsuRlI hely
talalhatd, melyek tobb mint felében (14/23) a CC motivum 3’ végét A vagy C hatarolja
legalabb az egyik szalon és 5’ végét minden esetben G szegélyezi. Az in vitro méréseket
viszont az AK709/709 oligonukleotidokkal végeztiik, melyben a CC helyet adeninek
hataroljak mindkét oldalon, ami viszonylag rossz szubsztrat az enzim szamdara (39/A.
abra).

A tisztitott vad tipusu M.Mpel-el és a négyes mutanssal steady-state kinetikai
méréseket végeztiink (43. abra, 8. tablazat). A vad tipusu enzim esetében a hemimetilalt
CG (CG/™CG) szubsztratra vonatkozd kinetikai paramétereket hatdroztuk meg
(AK702/703). A négyes mutanssal végzett mérésekhez a tCCa helyet tartalmazé
oligoduplexet hasznaltuk, mely a korabbi kisérletek soran az egyik legjobb szubsztratnak

bizonyult (39/A. abra).
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43. dbra: A vad tipusu (balra) és AA323+N324G+R326G+E305N mutdns (jobbra) M.Mpel enzimek
steady-state kinetikai analizise.

enzimkinetikai M.Mpel M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N)
jellemz&k AC GA TCCA
TGMSCT AGGT
Vimax (pmol/perc) 0.09850 0.09536
Km (nM) 221 1449
Keat (1/perc) 0.65 0.009
Keat /Km (1/percxnM) | 0.0029 0.0000062

8. tablazat: A: AA323+N324G+R326G+E305N mutdns kinetikai jellemzdi

A négyes mutdns ATccAA szubsztraton mutatott Km értéke kozelitéleg 6,8-szor

nagyobb, mint a vad tipust enzim 5’-CG/™>CG szubsztraton mutatott Km értéke. A Kkcat/

Km értékek alapjan a mutans enzim ATccAA szubsztraton mutatott aktivitasa ~470-szer

volt alacsonyabb, mint a vad tipust enzim kanonikus szubsztraton (5’-CG/™CG) mért

aktivitasa.
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VI. Az eredmények megyvitatasa

A célunk olyan M.Mpel mutdnsok el@allitasa volt, melyek képessé valtak a CA
és/vagy CT és/vagy CC dinukleotidok metilalasara, ugyanakkor elvesztették a vad tipusu
enzimre jellemz6 CG metilacids aktivitast. A kivant specifitdsi enzimek Uj eszkézoket
adnanak a keziinkbe az emlés genomokban el6fordulé nem-kanonikus citozin metilacio
tanulmanyozasara.

A mutagenezis-kisérletek megkezdése el6tt megvizsgdltuk, hogy a vad tipusu
M.Mpel-nek van-e masodlagos aktivitasa a nem-CG dinukleotidokon. A metiltranszferazt
tultermel6 E. coli sejtekbél izoldlt plazmidokat olyan restrikcids enzimekkel emésztettiik,
melyeket a CH szekvenciakérnyezetben taldlhatd citozinok metilacidja gatol. Az
emésztési képeken nem [dttunk nem-kanonikus metildciéra utald védett
fragmentumokat. Ez az eredmény 0Osszhangban van a kordbban kozolt biszulfitos
szekvenalasi adatokkal (Wojciechowski és mtsai., 2013). Osszeségében, a vad tipusu
M.Mpel kiemelked6en magas szekvenciaspecifitassal rendelkezik. Mivel a rovid (2 bp)
felismerdszekvencia miatt a lehetséges bazisspecifikus kolcsénhatasok szdma kicsi,
feltehetéen indirekt felismerési mechanizmusok is szerepet jatszhatnak az M.Mpel altali
szekvenciaspecifikus DNS felismerésben.

A projekt elsd szakaszaban azt a célt tlztik ki, hogy a CG specifitdst CN-re rontjuk,
melyet helyspecifikus mutagenezissel kivantunk megvaldsitani. A mutaciokat a CG-
bazispar nagy arki felszinével kélcsonhatasba [ép6 felismer6hurkokban hoztuk létre.
El6sz6r a nem-szubsztrat szdlban 1évé C és G kozé ékel6d8 302-es fenilalanint cseréltiik
mas aminosavakra (A, Q, M, T, W). Feltételezések szerint az F302 interkalacié egy indirekt
szekvenciafelismerési mechanizmus része lehet, amely a DNS szekvenciatdl figgé
torzithatésagan alapul. Egyik F302 mutdns esetében sem tudtunk megvaltozott
specifitdst kimutatni.

A kovetkezG |épésben azokat az aminosavakat cseréltiik, melyek részt vesznek az
enzim és a CG felismerShely masodik bazisparja (5’-CG/5’-CG) kozotti hidrogénhidak
kialakitasaban. Az 1. felismer6hurokban elhelyezkeds, a nem szubsztrat szalban Iévé
citozint felismer6 305-0s glutaminsav cseréje nem vezetett eredményre. A 2.

felismeréhurokban taldlhaté 323-mas alanin a metildlando citozin melleti guanint ismeri
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fel. A kolcsOnhatas megzavarasat megnehezitette, hogy az A323 esetében nem az
oldallanc, hanem a félanc vesz részt a hidrogénhid kialakitdsaban. Az A323 mutansok
(A323P, A323V) gyenge CG metilacids aktivitdst mutattak.

Az els6 mutdns, amely esetében ki tudtunk mutatni nem- kanonikus metilaciot
az M.Mpel(A323G+S325G+E305A) volt. Az A323G és az S325G mutacidk beépitésének
célja az volt, hogy fokozza a 323. aminosav mozgékonysagat destabilizalva ezzel a f6lanc
és a metilalando citozint kdvet6 guanin kozotti hidrogénhidat. Az E305A mutdciot is
beépitettik, hogy a komplementer bazis felismerését is megzavarjuk. A hdrmas mutdns
a CG helyek mellett els6sorban a CA dinukleotidokat metildlta.

A fenti eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a CG és CH
helyek kozotti kiilonbségtétel elsGsorban a 2. felismer6hurokban talalhaté A323 altal
|étesitett hidrogénhid kdzrem(ikodésével valdsul meg. Ezt a kdlcsdnhatast megprébaltuk
ugy is megzavarni, hogy az A323 aminosavat eltavolitottuk a fehérjébdl. Az A323 delécid
kombindlva az N324G és E305A szubsztitucidéval egy olyan M.Mpel vdéltozatot
eredményezett (AA323+N324G+E305A), amely nagyobb nem-kanonikus aktivitassal
rendelkezett, mint a M.Mpel(A323G+S325G+E305A) harmas mutans. Az N324G mutacio
jelenté6sen megnovelte az enzim metilacids aktivitdsat a csak a deléciot tartalmazé
mutdanshoz képest, aminek feltehetéen az volt az oka, hogy megsziintette az A323
delécid altal okozott szerkezeti torzuldst. Az E305A mutdcié beépitése, amely a
komplementer citozin felismerését zavarta meg, tovabb fokozta a nem-CG helyeken
torténé metildciét. Tisztitott enzimmel végzett in vitro mérések alapjan a
(AA323+N324G+E305A) mutans tovabbra is elsGsorban a CG dinukleotidokat metilalta.
A CA/CG és a CC/CG metilacios aktivitas aranya ~0,65, illetve ~0,4 volt. A mutansnak nem
volt kimutathatd aktivitasa a CT dinukleotidokon, tehat az enzim nem egy CN, hanem
egy CV (V =G, A, vagy C) specifikus C5-MTaz.

Annak érdekében hogy olyan M.Mpel valtozatokat allitsunk el6, melyek elényben
részesitik a CH helyeket a kanonikus CG dinukleotiddal szemben az
M.Mpel(AA323+N324G+E305A) harmas mutanst kddold gén C-terminalis felét, amely a
targetfelismer6 domént tartalmazza, random mutagenezisnek vetettiik alda és
szelektaltunk azokra az M.Mpel véltozatokra, amelyek specifitasa tovabb valtozott CH

irdnyba.
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A CH helyeket metildld M.Mpel véltozatok szelektaldsara egy olyan restrikcios
emésztésen alapuld technikat hasznaltunk, melyet kordbban mar sikerrel alkalmaztak
megvaltozott specifitdsi MTazok izolaldsdra. A moddszer alapja, hogy a termel6dott
MTaz, feltéve ha aktiv enzim, metildlja a sajat kddold plazmidjat, igy az hordozza az adott
mutansra jellemz8 metilaciés mintazatot. A sejtekbdl izolalt plazmidokat az Eco47I
restrikcios endonukledzzal emésztettilk, melyet a CH specifikus metilacié gatol. Azt
reméltik, hogy a kivant specifitdsi enzimvaltozatokat kdédolé plazmidok tulélik az
emésztést és transzformalassal visszanyerhetdk.

A szelekcid eredményeként kapott enzim, az
M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305A), egyetlen Uj aminosav cserét okozd mutacidt
(R326G) tartalmazott, mely a 2. felismer6hurokban helyezkedik el. A restrikcids védési
tesztek alapjan a mutdns enzim képes volt metildlni a nem-kanonikus felismer&helyeket,
ugyanakkor jelentésen gyengébb aktivitast mutatott a CG dinukleotidokon, mint a EP-
PCR mutagenezisben templatként hasznalt harmas mutdns. Az E305N szubsztitucid
beépitésével sikeriilt ndvelni a CC dinukleotidokon mutatott aktivitast, mikézben a CG
helyek metilacidja tovabb csokkent. Az igy létrehozott
M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) négyes mutans az in vitro mérések alapjan
hatékonyan metildlta a CC dinukleotidokat és nagyon gyenge aktivitast mutatott a CG és
CA helyken. CT metilacié nem volt kimutathato.

In vitro és in vivo vizsgalatok alapjan a négyes mutdns markans preferenciat
mutatott azon CC helyek irdnt, melyeket 3’ irdnyban A vagy C hatarolt. A 5’ hatarolé
nukleotid hatasa a metilacié hatékonysagara kevésbé volt jelent8s, az enzim mind a négy
nukleotidot elfogadta, ugyanakkor az Acc kissé rosszabb szubsztratnak bizonyult mint a
Gcg, Tcc, és a Ccc.

A vad tipusu M.Mpel azonos hatékonysaggal metildlta a CGA, CGG, CGC, CGT
szubsztratokat, tehat a M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) valtozat esetében
tapasztalt 3’ hatarold nukleotid preferencia a mutdcidk (egy nem kivant) kovetkezménye
lehet

Az enzimkinetikai mérések alapjan a négyes mutdns katalitikus hatékonysaga
jelentGsen rosszabb, mint a vad tipusu M.Mpel enzimé. Azonban érdemes megjegyezni,
hogy még ez a viszonylag alacsony aktivitas is jobb, mint az eukariéta de novo DNS-

metiltranszferdz Dnmt3a esetében mért aktivitas (Aoki és mtsai., 2001).
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A DNS-metiltranszferdzok szekvenciaspecifitdsdanak megvaltoztatdsa régota
kutatott téma és a kevés eredményes prébdlkozas, amit ismeriink elsésorban a
véletlenszerd mutagenezis és a kivant specifitdsra torténd szelekcid kombindlasara
épitett.

Ennek az irdnyitott enzimevolucids megkozelitésnek a mi munkankban is fontos
szerep jutott. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy az azt megel6z6, a
rontgendiffrakcids szerkezeti modell alapjan tervezett mutacidkat magdba foglald
[épések is nélkilozhetetlenek voltak, mivel lehetévé tették egy relaxalt specifitasu
M.Mpel valtozat el6allitdsat, ami a kiindulasi alapja volt a random mutagenezises
kisérletnek. Osszességében a munkank kivdléan demonstrélja, hogy a racionalis
fehérjetervezés és az iranyitott evollicid kombinalasa hatékony stratégia lehet egy
fehérje valamely tulajdonsdgdnak megvaltoztatasara.

Az munka soran elért szekvenciaspecifitas-valtozas (CG -> CCM) szerkezeti
hatterének megismerése céljabol az I-TASSER platform segitségével elkészitettiik a
M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N) négyes mutans prediktdlt 3D szerkezeti
modelljét. A CC specifitasra részben magyarazattal szolgdlhat, hogy a prediktalt
szerkezet alapjan az 1. felismer6hurokban taldlhaté N305 képes lehet hidrogénhidat
|étesiteni a nem szubsztrat szélban elhelyezkedd guaninnal (5’-CC/5’-GG) (44. dbra). A 2.
felismerShurokba beépitett valtozasok szerepérél a modell alapjan nem tudtunk konkrét
koveztetéseket levonni, ezek a mutacidk valdszin(ileg indirekt médon jarulnak hozza a
megvaltozott fenotipushoz.

WT AA323+N324G+R326G+E305N

E305 N305

44. dbra: A 305. aminosav szerepe a szubsztrdtfelismerésben a vad tipusu és a
AA323+N324G+R326G+E305N négyes mutdns M.Mpel esetében.
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A munka sordn els6ként sikerllt egy olyan DNS-metiltranszferaz
szekvenciaspecifitdsat megvaltoztatni, amely az eml6s MTazokhoz hasonléan révid
(dinukleotid) felismerészekvencidval rendelkezik. Tudomdsunk szerint az altalunk izoldlt

mutanshoz hasonld szekvenciaspecifitasi C5-metiltranszferazokat még nem irtak le.
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VII. JOovGbeli tervek

A munka soran egy olyan CC helyeket metildl6 DNS-MTazt nyertiink, amely
markdns preferenciat mutat azon CC dinukleotidok irdnt, melyek 3’ oldalat A vagy G
hatdrolja. A CC metilacié bioldgiai szerepének tanulmanyozdsahoz el6nytsebb lenne egy
olyan enzimvaltozat, amely hasonld hatékonysaggal metilalja valamennyi CC helyet, azok
szekvenciakornyezetétdl fliggetlenil. llyen mutdnsokra taldn a legegyszerlbben BsuRI
emésztéssel lehetne szelektalni egy olyan rendszerben, ahol a mutdns konyvtarat
hordozé vektorban taldlhaté BsuRI helyek egylittesen valamennyi CCN hellyel atfednek.
A fenti munka soran a mutans (a vad tipusi M.Mpel enziméhez képest meglehet6sen
alacsony) katalitikus aktivitdsan is lehetne javitani. Az indukciés id6, vagy az induktor
koncentracié fokozatos csokkentésével és a plazmidprepardtum minden szelekcios
[épésben megismételt emésztésével elvben szelektdlhatdk lennének egyre nagyobb
aktivitassal rendelkez6 MTaz variansok.

Mivel eml6sékben a nem-kanonikus citozin metilacié leggyakrabban CA
szekvenciakérnyezetben fordul eld, terveink kdzott szerepel az is, hogy megprobaljuk az
M.Mpel-et egy CA specifikus MTazza alakitani. A munkdhoz kiinduldsi alapnak a
AA323+N324G+R326G+E305A mutdns lehet a legalkalmasabb, amely a CA és CC
metilacid mellett nagyon gyenge aktivitdst mutat a nativ CG helyeken. A szelekcids
rendszert ugy maddositanank, hogy alkalmas legyen a CA helyeken metilalt plazmidok
visszanyerésére. Ehhez olyan Alw44l helyeket épitenénk be a pOK-BAD vektorba,
melyeket Ugy terveznénk meg, hogy a metilaciéra érzékeny 3’ végi citozinokat mindkét

DNS szalon adenin kovesse.
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Xl. Magyar és angol nyelv(

Osszefoglald

XI.1. Magyar nyelv{ 6sszefoglalé

Eml6s genomokban a CG dinukleotidokban elhelyezkedé citozinok egy része
metilalt formaban (C5-metilcitozin) van jelen. A CG-metilacié mint epigenetikai jel fontos
szerepet jatszik tobbek kozott a génexpresszid szabdlyozasaban, az embrionalis
fejlédésben, az X-kromoszédma inaktivacidéban, valamint az imprinting jelenségében.
Feltételezik, hogy az abnormalis genomi metilacié hozzajarulhat kiilonféle betegségek
(pl. a rak) kialakuldsahoz.

A kozelmultban felfedezték, hogy bizonyos sejttipusokban a CA, CT és CC
(roviden: CH) dinukleotidokban taldlhatd citozinok is metildlédhatnak. Ennek a nem-
kanonikus metilaciénak jelenleg nem ismert a biolégiai szerepe. A CG és a CH-
metilacidért is ugyanazok ez enzimek (Dnmt3a és Dnmt3b) a felelGsek.

A nem-CG metilacié kutatasat nagyban el6segitené, ha elérhetéek lennének
olyan enzimek, melyekkel célzottan metilalni lehetne a CH helyeket, anélkiil hogy
befolydsolndnk a CG-metilacidos mintadzatot. Jelenleg ilyen specifitdsu C5-MTazok nem
ismertek.

Munkdank soran célul tlztik ki a bakteridlis M.Mpel DNS-metiltranszferaz olyan
mutansainak el6allitasat, melyek szekvenciaspecifitdsa CG-rél CH-ra (CA, CT, CC, vagy
ezek kombinacidja) valtozott.

A projekt els6 szakaszaban arra térekedtiink, hogy a CG specifitdst CN-re rontsuk,
melyet helyspecifikus mutagenezissel kivantunk elérni. A mutagenizalandé aminosavak
kivalasztasanal felhasznaltuk az M.Mpel DNS-sel alkotott specifikus komplexének rtg.
diffrakcids szerkezetébdl nyerhetdé informacidt. Els6sorban olyan aminosavakat
valtoztattunk helyspecifikus mutagenezissel, amelyek a felismerGhely nem
szubsztratbazisparjaval (5-CG/5’-CG-3’) létesitenek specifikus kolcsénhatdsokat.
Létrehoztunk olyan enzimvaltozatokat is, amelyekben az aromas oldallancaval a nem-

szubsztrat szalban lév6 C és G kozé ékel6dd, jellegzetes torzuldst okozd és ezaltal a
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szekvenciaspecifitasban valdszin(ileg szerepet jatszé 302-es fenilalanint cseréltiik mas
aminosavra. Az elkészilt mutdnsok kozott voltak egyszeri aminosavcserék,
mikrodelécidk, illetve ezek kombindcidi. A mutdns enzimek fenotipusanak vizsgdlatahoz
a MTaz-valtozatokat kddold plazmidokat E. coli sejtekbdl izolaltuk, majd olyan restrikcids
enzimekkel emésztettiik, amelyekrdl tudtuk, hogy miikodésiiket a keresett relaxalt
specifitdsi metildci6 megakaddlyoznd. A védett fragmentumok megjelenésébdl,
méretébdl kovetkeztettiink a mutans enzimek megvaltozott specifitasara.

A relaxalt specifitasu M.Mpel valtozat el8allitdasdahoz a nem-szubsztrat bazispar
mindkét tagjanak felismerését meg kellett sziintetniink. A 2. felismeréhurokban talalhaté
A323 f6lanca és a metildlandd citozint koveté guanin kozotti  hidrogénhid
megzavardsanak leghatékonyabb mddjanak az A323 delécidja bizonyult. A megfelel6
aktivitdsu enzim létrehozdsdhoz sziikség volt az N324G mutdcid beépitésére, amely
valdészinlileg megsziintetett egy, az A323 delécid altal okozott, szerkezeti torzuldst. A
legjobb aktivitassal rendelkezs relaxalt specifitdsi mutans (AA323 + N324G +E305A) az
in vitro mérések alapjan a CG helyek mellett a CA és CC dinukleotidokat is elfogadta
szubsztratnak, a CT dinukleotidokat nem metilalta.

A munka masodik szakaszdban az volt a célunk, hogy noveljik az enzim CH
specifikus aktivitasat, lehet6ség szerint a kanonikus CG-metilacids aktivitas rovasara.

Az egyik munka soran telitési mutagenezist végeztiink, mely azokat az
aminosavakat érintette, melyek feltételezéseink szerint szerepet jatszhatnak a nem-
szubsztrat szélban elhelyezked§ citozin felismeréséban(CG/CG). A sejtekbdl izolalt
plazmidok emésztési képe alapjan azonositottunk egy mutanst (AA323+N324G+E305N),
amely kissé hatékonyabban metilalta a CC helyeket, mint a AA323+N324G+E305A.
Sajnos ez a valtozat tovabbra is nagymértékben metilalta a kanonikus CG helyeket is.

Egy parhuzamos munka soran a AA323+N324G+E305A mutanst kddold gén egy
nagyobb szakaszat (~500 bp) random mutagenezisnek vetettik ald. Ennek
eredményeként egy megkozelit6leg 60 000 kldnbdl allé plazmidkonyvtdrat kaptunk. A
konyvtarbdl Ecod?l (felismerShely: GGWCC, a belsé és az 5’ végi citozin C5 metilacidja
véd az emésztéssel szemben) emésztéssel igyekeztiink olyan plazmidokat szelektalni,
amely CA és/vagy CC specifitdsi metiltranszferaz enzimeket kédolnak. Az emésztést
tulélt és transzformaldssal visszanyert plazmidok koéziul az egyik a

AA323+N324G+R326G+E305A négyes mutanst kddolta, amely a védési tesztek alapjan
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megnovekedett CC specifikus metiltranszferaz aktivitdst mutatott. Az R326G mutdacidnak
tovabbi el6nyds kdvetkezménye volt, hogy a CG dinukleotidok metilacidja csaknem
teljesen megszint. A két mutagenezis kisérletbdl szarmazé elényds mutaciok (E305N és
R326G) kombindlasaval [étrehoztunk egy Ujabb négyes mutanst
(AA323+N324G+R326G+E305N), amely tovabbra is minimalis mértékben metilalta a CG
helyeket, a CC specifikus metilacids aktivitas viszont tovabb fokozddott.

A AA323+N324G+R326G+E305N négyes mutdns oldhatd formaban termel&dik és
nagy mennyiségben tisztithatd. Az in vitro mérések alapjan az enzim mintegy 10-szer
gyorsabban metildlta a CC helyeket, mint a kanonikus CG dinukleotidokat. Kimutattuk
tovabb3, hogy a mutdns markans preferencidt mutat azon CC szubsztratok irdnt, melyek
3’ oldaldt A vagy C nukleotidok hataroljak, tehat az enzim egy CCA és CCC specifikus C5-

MTaznak tekinthet6, melyhez hasonlé enzimet még nem irtak le.

XI.2. Angol nyelv(i 6sszefoglald

In most mammalian cells, a fraction of cytosines located in CG dinucleotides are
methylated (C5-methylcytosine). CG methylation is an important epigenetic mechanism,
which has roles in a wide range of phenomena such as gene silencing, genomic
imprinting, embryonic development and X-chromosome inactivation. Dysregulation of
CG methylation is the hallmark of several diseases including cancer. Besides the
predominant CG context, C5-methylcytosines were also found in non-CG context; i.e. CA,
CT, or CC (collectively: CH). The biological role of non-CG methylation is currently
unknown. The same C5-MTases are responsible for both CG- and non-CG-methylation in
mammals. Analysis of the biological role of non-CG-methylation would be greatly aided
by experimental systems, which would allow targeting of C5-methylation to
predetermined genomic non-CG sites in vivo. Unfortunately, C5-MTases methylating CA,
CC or CT sites are not known to exist.

We aimed to create variants of the CG specific bacterial C5-MTase M.Mpel, which
can methylate cytosines in CH (CA, CC, CT, or any combination thereof), but not in CG
context. We chose M.Mpel, because it has some advantages (higher activity and the
availability of an X-ray structure), compared to the mammalian enzymes or to the

commercially available CG-specific bacterial MTase M.Sssl. The desired CH-specific
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M.Mpel variant could be a useful research tool in the study of the biological role of non-
CG specific DNA methylation in higher eukaryotes. Our first objective was broadening
(relaxing) the specificity of M.Mpel from CG to CN.

To obtain relaxed specificity variants of M.Mpel, we employed site directed
mutagenesis guided by the crystallographic structure of the specific DNA-MTase
complex. The primary targets were amino acids contacting the second basepair (E305,
A323) of the CG recognition site (5’-CG/5’-CG). A phenylalanine residue (F302), which
presumably contributes to indirect sequence readout by inducing a characteristic
distortion in the target DNA structure, was also subjected to mutagenesis.

Several mutants including amino acid replacements, microdeletions, or
combinations thereof were constructed. The phenotypes of the mutant proteins were
first analyzed in E. coli using restriction-protection assay: plasmid DNA extracted from
cells overexpressing the mutants was digested with restriction endonucleases sensitive
to cytosine methylation in specific sequence contexts.

Most M.Mpel variants containing single or double amino acid substitutions
retained CG specificity with variable levels of catalytic activity. The specificity change was
finally brought about by the deletion of A323, which recognizes the guanine of the
second basepair in the CG target site (5’-CG/5’-CG) by a main chain hydrogen bond.
Unfortunately, the activity of this mutant (AA323) was very low. Inspection of the crystal
structure suggested that the diminished activity of the AA323 variant could be, at least
partly, explained by a steric clash between the rather bulky N324 sidechain and the DNA.
This observation prompted us to add the N324G substitution to the deletion mutant. As
expected, the double mutant AA323+N324G retained the relaxed specificity of AA323,
but displayed significantly higher overall MTase activity. The MTase activity was further
improved by combining the AA323+N324G mutations with the E305A substitution,
which, by itself, had no effect on specificity. The M.Mpel (AA323+N324G+E305A) triple
mutant was purified and characterized in vitro using [methyl-3H]-labeled S-
adenosylmethionine and oligonucleotide duplexes containing single CG, CA, CT, or CC
substrate sites. The AA323+N324G+E305A mutant methylated CA and CC dinucleotides
in addition to the canonical CG, but did not modify CT sites.

In the second part of the work we aimed to achieve a further shift in the

specificity of the triple mutant towards non-CG sites using random mutagenesis. A

95



single-round directed evolution experiment and a further site directed mutation (E305N)
yielded the quadruple mutant M.Mpel(AA323+N324G+R326G+E305N), which efficiently
methylated CC sites but had very low activity on CG dinucleotides. The mutant had a
very strong bias towards CC sites flanked by 3’ A or C making it a CCA/CCC specific MTase

which represents a novel MTase specificity.
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XIl. Témavezetdi nyilatkozat

Mds csoporttagok hozzajaruldsa a munkahoz a kdvetkez6 volt:
Varga Bence készitette az F302A és a A322-323 mutdnst.

Tanusitom, hogy a disszertaciéban leirt eredmények nagyrészt Albert Pal munkajabdl

szarmaznak, aki joggal hasznalhatja fel 6ket disszertacidja megirasahoz.

Dr. Kiss Antal

témavezets
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