Tudomanyos eredmények Osszefoglaldsa

Bevezetés

A restrikcios endonukledzok felfedezése mérfoldké volt a
molekuléris biologia fejlédése szempontjabol. Segitségiikkel nyilt meg a
lehet6ség a DNS in vitro manipuldlédsara, a génsebészet kialakul4sara.
JelentGségiiket a felfedezésiikért és az elsé felhasznalasukért 1978-ban
Werner Arber-nak, Daniel Nathans-nek és Hamilton Smith-nek odaitélt
orvosi Nobel dij is mutatja. Az6ta a restrikcios endonukleazoknak és az in
vitro DNS-rekombinédciot felhasznélé kisérletekben manapsag egyre
fontosabba valé modifikdciés metiltranszferazoknak tisztitdsa és
forgalmazasa virdgzo lzletag lett.

A restrikci6s-modifikdciés rendszerek 4altaldban prokariétakban
el6fordulé enzimrendszerek. Kétféle enzimaktivitas jellemzi 6ket: Az egyik
egy szekvenciaspecifikus endonukledz, amely bizonyos DNS szekvenciak
el6forduldsa esetén hasitja a DNS mindkét szalat. A masik egy, az
endonukledzzal azonos bazissorrendet felismer6 metiltranszferaz, ami S-
adenozil-L-metionint (SAM) haszndlva metildonorként metildlja a
felismerdszekvencia megfelelé bazisat, és igy megvédi a DNS-t az
endonukleédz hasitdsat6l (Wilson és Murray, 1991).

Funkci6juk val6szintileg az idegen genetikai anyag elleni védekezés
(Price és Bickle, 1986). Ujabban feltételezik, hogy tgynevezett "6nzé
genetikai elemekként" viselkednek, ami a sejtben valé megmaradasukat
egyéb szelekcids hatds nélkiil is lehetévé teszi (Naito €s mtsai., 1995;
Kulakauskas €s mtsai., 1995).

A restrikcios-modifik4cios rendszereket alegységszerkezet, kofaktor
igény, a felismer6hely szimmetridja €s a DNS-hasitds helye alapjan
klasszikusan harom csoportba szoktak osztani (Yuan, 1981). Ujabban még
két kiilon csoportot kiilonboztetiink meg (Wilson €s Murray, 1991;



Janulaitis és mtsai.,, 1992). Mindegyik rendszer eset¢ében SAM a
metilforras, az endonukleaz-aktivitishoz pedig Mg2+ jelenléte sziikséges.

Legnagyobb tudomanyos és gyakorlati jelentdsége a II. tipust
enzimeknek van. A nagyszamu és szigoru specifitds, a pontos,
meghatarozott helyen tértén6 hasitas teszi 6ket az in vitro rekombinans-
DNS-technika alapeszkozeivé. A fentieken tal egyszeri szerkezetiik és
kofaktorigényiikk miatt a szekvenciaspecifikus fehérje-DNS-kdlcsénhatas
vizsgalatanak is kivalo alanyai.

A II. tipust rendszerek rendszerek enzimei kiilon fehérjemolekulak.
Az endonukleaz a hasitdshoz csak Mg2+-ot igényel, és a 4-8 bazispar (bp)
hosszisadgii szimmetrikus felismerShelyen beliill, mindig meghatarozott
helyen vagja a DNS mindkét szalat. Ez a meghatirozott helyen torténd
hasitas teszi ezeket az enzimeket a molekularis biologia nélkiil6zhetetlen
eszkbzeivé. A metiltranszferdz mikodésének eredménye N6-metiladenin,
N'-metilcitozin és C’-metilcitozin lehet (Wilson és Murray, 1991).
Idetartoznak a molekularis biol6giai kisérletek szempontjabol legfontosabb
és igy legismertebb rendszerek.

Mivel a II. tipusi restrikciés-modifikdciés rendszerek enzimei
viszonylag révid DNS szakaszokat (4ltaldban 4-8 bp) ismernek fel, és igen
szigori a specifitdsuk (a felismerfszekvencidhoz képest egy bazisnyi
eltérés az aktivitdsuknak akar milliomod részére valé csokkenéséhez is
vezethet), ezért miikodésiik jellemzése alkalmas a szekvenciaspecifikus
fehérje-DNS-kélcsonhatas altalanos vizsgalatara is. Tovéabbi el6nyt jelent
széles korii elterjedésiik, az ismert nagyszamu specifitds és legtobbjiik
viszonylag egyszerd szerkezete.

A 1L tipust metiltranszferdzokat aszerint csoportositjuk, hogy mely
béazisokat és milyen poziciéban metilalnak. igy megkiilonboztetiink N°-
adenin, N'-citozin- és C’-citozin-metiltranszferdzokat. A metilacio

szempontjabol fontosabb a létrehozandé kémiai kotés jellege, mint a



metilalt bizis minGsége: a kétfajta citozin-metiltranszferaz kevéssé hasonlit
egyméasra. Az N'-citozin-metiltranszferizok az ugyancsak exociklikus
aminocsoportot metilez6 N°®-adenin-metiltranszferdzokkal —mutatnak
szerkezeti és val6sziniileg miikodésbeli hasonloségokat (Wilson és Murray,
1991).

Eddig kézel 100 II. tipusi metiltranszferdz és 60 endonukleaz
aminosavsorrendjét hataroztak meg (Wilson, 1991).

Az eddig szekvenilt mintegy 60 rendszer egyikében sem sikeriilt az
endonukledz és metiltranszferaz koézott hasonlésédgot kimutatni, annak
ellenére, hogy azonos DNS-szekvenciat ismernek fel. Ez azt mutatja, hogy
az endonukleazok és metiltranszferazok eltér6 mechanizmussal ismerik fel
DNS-szubsztratjukat, és valoszintileg kiilonboz6 eredetiiek (Wilson, 1991).

Az ismert aminosavsorrendii endonukledzok szekvenciaiban csak
elvétve lehetett szdmottevé hasonlésagot kimutatni (Wilson és Murray,
1991).

Az endonukleazokkal szemben a metiltranszferdzok els6dleges
szerkezeteiben mar ki lehet mutatni A4ltalanos hasonlésagokat. Ez
legkifejezettebb a C’-citozin-metiltranszferdzok csoportjaban, amelyek tiz
konzervalt motivumot tartalmaznak (Pésfai és mtsai., 1989). A konzervalt
szakaszok egymdis utdni sorrendje 4llandé és minden C’-citozin-
metiltranszferdzban - még az eukariéta DNS-metiltranszferazban is -
megtaldlhatéak. A konzervativ motivumok funkci6éjdnak megismerésé€hez
nagymértékben hozzajarult a Hhal és Haelll metiltranszferazok
rontgendiffrakcioval megoldott szerkezete (Cheng és mtsai., 1993;
Klimasauskas és mtsai., 1994; Reinisch és mtsai., 1995).

Az adenin-metiltranszferdzok szerkezete kevésbé konzervalodott.
Altalanosan csak egy rovid allandé motivumot (DhVhX(N/D)PPYh, ahol A
hidrofob és X barmilyen aminosav lehet) taldlunk benniik (Lauster 1989).

Ugyanez mondhaté el az N*-citozin-metiltranszferazokrél is, annyi



kiilonbséggel, hogy itt inkabb SPPY szekvencia fordul el6 (Klimasauskas
és mtsai., 1989).

Az Osszes II. tipusi metiltranszferazban egy éaltalanosan eléfordulo
szakaszt lehet kimutatni (Lauster, 1989; Klimasauskas €s mtsai., 1989). Ez
a motivum (hh(D/S)(L/P)FXGXG, ahol 4 hidroféb, X pedig barmely
aminosav lehet) altalaban jellemz6 a SAM-ot szubsztratként hasznalo
e'nzimekre (Kagan és Clarke, 1994), valdszintlileg a metildonor kétésében
jatszik szerepet. Ezt aldtdmasztjdk a Hhal és 7aqgl metiltranszferazok
rontgendiffrakcids szerkezeti modelljei, ahol mindkett6ben a SAM-koté
zseb része ez a fehérjerészlet (Cheng és mtsai.,, 1993; Labahn és mtsai.,
1994).

A metiltranszferdzok kétszubsztratos enzimek. Egyik szubsztratjuk a
metilalandé felismerGszekvenciadt tartalmazé DNS, mig a maéasik a
metilcsoportot szolgaltat6 SAM. A szubsztratokkal valé kolcsOnhatis
jellemezhet6 indirekt moédon: enzimkinetikai mérésekkel €s szamitasokkal,
valamint vizsgalhaté kozvetleniil, molekularis biologiai eszkozokkel is.
Tobb metiltranszferaz DNS-sel valé kapcsolatat jellemezték gélretard4cios
(Dam: Bergerat és Guschlbauer, 1990; M.BspRI: Kovécs, 1991; M. Mspl:
Dubey és Roberts, 1992) és "foot-print" (M. Mspl: Dubey és Roberts, 1992,
M.Sssl és M. Hhal: Renbaum és Razin, 1995) kisérletekkel. Néhany DNS-
metiltranszferaz esetében sikeriilt az enzimet ultraibolya fény segitségével
SAM-mal vagy annak 8-azido szarmazékéval (8-azido-S-adenozil-L-
metionin) keresztkétni (Reich és Everett, 1990; Som és Friedman, 1990;
Wenzel és mtsai., 1991; Ahmad és Rao, 1994). Ez a metildonorral valé
specifikus kapcsolat kimutatdsan tal konkrét adatokat szolgaltathat a SAM-
kotShely kialakitasaban résztvevé aminosavakrdl is (Reich és Everett,
1990; Som ¢s Friedman, 1991; Wenzel és Guschlbauer, 1993).

A MTA Szegedi Biologiai Kozpont Biokémiai Intézetében dolgozo,
Kiss Antal 4ltal irdnyitott kutatécsoport a II. tipusu restrikcios



- endonukleazok ¢és modifikaciés metiltranszferizok molekularis szintd
jellemzésével foglalkozik, kiilonos tekintettel 'a DNS-sel valo
szekvenciaspecifikus kolcsonhatasra. Ennek soran egy olyan enzimcsaladot
vizsgalnak, melynek tagjai az 5' GGCC 3' és az ezzel rokon
bazissorrendeket ismerik fel. Tobb endonukledz és metiltranszferaz génjét
kloénoztik, a klénozott gének nukleotidsorrendjét meghatiroztdk. Szdmos
enzim taltermeltetése és homogenitasig valo tisztitdsa szintén megoldott.
Ezen kutatési program keretében keriilt sor tobbek kozott Klebsiella
pneumoniae egy klinikai torzsébdl izolalt, az 5' GGTACC 3' bazissorendet
felismer6 KpnI rendszerbe tartoz6 Kpnl metiltranszferaz jellemzésére, és
Bacillus substilis R torzsbol izolalt, 5' GGCC 3' szekvenciaspecifitasu
BspRI metiltranszferaznak a SAM-mal val6 kélcsonhatasédnak vizsgalatara
és ugyanezen enzim DNS kotesének footprint kisérletekkel t6rténd

jellemzésére.
Célkitiizések

1. A Kpnl metiltranszferaz jellemzése

Munkank kezdetekor ismeretlen volt a Kpnl metiltranszferaz
els6dleges szerkezete, ezért els6 célunk a Kpnl metiltranszferaz
aminosavsorrendjének meghatarozasa volt. Ehhez legegyszeribben a
génjének klonozaséval, és a gén bazissorrendjének meghatarozasaval
juthatunk. A kpnIM gén nukleotidsorrendjének ismeretében lehetGség nyilt
az enzim taltermeltetésére és nagyobb mennyiségben val6 tisztitdsara. A
tisztitott metiltranszferaz felhasznalasdval mar vizsgalhaté volt a
szubsztratokkal valé kolcsonhatas. Kivéancsiak voltunk, hogy ki lehet-e
mutatni enzim-DNS és enzim-SAM komplexeket. Ez az enzim-szubsztrat

kotés vizsgélatdnak alapvetd feltétele, és a tavolabbi jovGben tervezett



enzim-szubsztrat komplex (M.Kpnl-SAM és M.Kpnl-DNS)

rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalatahoz is elengedhetetlen.

2. A BspRI metiltranszferdz onmetilezése soran keletkez6 modifikalt

aminosav meghatarozasa

Az 5° GGCC 3’ felismer6helyli BspRI C’-citozin-metiltranszferaz a
metildonor S-adenozil-L-metionint felhasznilva képes 6nmagét metilezni.
A [metil-3H]SAM-ma1 metilezett enzim proteolitikus emésztésébdl kapott
radioaktiv peptidek szekvenciaanalizisével nagyjabol azonositani lehetett a
fehérjéhez kot6dé metilcsoport helyét. Kérdéses volt, hogy a metilcsoport
mely aminosav(ak)hoz kotédik. Hogy ezt kideritsikk, konkrétan
azonositottuk a BspRI metiltranszferdz Onmetilezése sordn keletkez6

metilalt aminosavakat.

3. A BspRI metiltranszferaz DNS-kotésének vizsgalata

Az 5° GGCC 3’ felismerbhelyli BspRI metiltranszferdz DNS-
szubsztratjaval valé kolcsonhatasat kivantuk footprint kisérletekkel
jellemezni. Kiilonb6z6 DNS-hasitasi modszereket hasznélva, igy a DNS-t
kiilonb6z6 funkcids csoportokon tdimadva, a metiltranszferaz-DNS komplex
kiilénboz6 pontjai térképezhet6k. A szekvenciaspecifikus DNS-kotés
kimutatdsira és a metiltranszferaz 4altal lefedett DNS-szakasz
hozzéavet6leges meghatirozasara a DN4zI footprint modszert hasznaltuk. A
nagyéarokban levd kolcsonhatasokat dimetilszulfattal végzett metilacios
védéssel vizsgiltuk. A kisarki kolcsonhatdsok vizsgéilataira a DNS
kisarkaba ko6t6dé 1,10-fenantrolin-Cu(Il)-et mig a foszfat-cukor lanccal

valé kapcsolatok kimutatasara a hidroxilgyokos footprint moédszert
hasznaltuk.



Eredmények

1. A Kpol metiltranszferazt kodol6 gén klonozasa

A Kpnl metiltranszferazt a II tipust metiltranszferazok klonozaséara
altalanosan hasznalt szelekci6val, a klénok in vivo metiltranszferaz-
aktivitisara szelektdlva klonoztuk. A moddszer elve a kovetkez6. A
klénozand6 metiltranszferazt tartalmaz6 baktérium DNS-€bSl megfeleld
klénoz6 vektorban (4ltalaban plazmidban) klontarat készitink. A klénozni
kivant metiltranszferaz felismer6helyét a vektornak tartalmaznia kell. A
rekombinans plazmidokat hordozé baktériumokbol plazmidot tisztitunk. Az
igy nyert plazmidkeveréket emésztjiik a megfelel6 endonukleazzal. Ezt az
emésztést csak azok a plazmidok élik til, amelyek a megfeleld
felismer6helyeken metildlva vannak, tehat benniik van, és ki is fejez6dik a
metiltranszferaz génje. Ezeket a plazmidokat egy, az emésztést kovetd
transzforméaci6val egyszerien megkaphatjuk. A moédszer
eredményességének alapvetd feltétele, hogy a klonozé vektorban a
metiltranszferaz felismer6helye minél nagyobb szamban legyen jelen.
Mivel az 4ltalanosan elterjedt klonozé vektorokban vagy egy Kpnl hely
van, vagy nincsen egy sem, ezért a kléonozashoz egy altalunk készitett
plazmidot hasznaltunk. Ezt pBR322 plazmidbdl készitettikk, agy, hogy
annak hirom egyedi hasitohelyére egy-egy Kpml linkert épitettiink. A
harom hely a pBR322-ben egyszer el6fordulé Ball, Pvull és Sspl helyek
voltak. Az igy keletkezett, hAirom Kpnl hasitéhelyet tartalmaz6 plazmidot
pLZS3-nak neveztiik el.

BamHI-gyel linearizélt, majd bakterialis alkalikus foszfatazzal kezelt
pLZS3 plézmidba Sau3Al enzimmel részlegesen emésztett Klebsiella
pneumoniae DNS-fragmentumokat ligaltunk. Ebb6l a klontarbol a fent

részletezett szelekciot elvégezve izolaltunk egy klént, amiben a



rekombinéns plazmid védett volt Kpnl emésztéssel szemben. Azt, hogy az
izolalt klon valéban tartalmazza a Kpnl metiltranszferazt az alabbi modon
bizonyitottuk:

1. Nemcsak a plazmid, hanem a sejtekbdl tisztitott kromoszomalis
DNS is védett volt Kpnl emésztéssel szemben.

2. A plazmidbdl a beépitett fragmentumot kivagva a vektor Kpnl-
gyel emészthetévé valt, bizonyitva, hogy a rekombinans plazmid Kpnl
endonukledzzal szembeni védettségét nem a plazmidon levd
felismeréhelyek megvaltozasa vagy eltinése, hanem metil4ci6ja okozta.

3. A rekombindns plazmidot hordoz6 baktériumok sejtkivonatabol

Kpnl metiltranszferaz-aktivitast lehetett kimutatni (Kiss és mtsai., 1991).

A rekombinans plazmidot hordozé sejt fagrestrikciot nem mutatott.
A baktérium sejtkivonataban sem tudtunk endonukleaz-aktivitast kimutatni.
Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az endonukleéz génjét - legalabbis teljes,
miik6d6 formajaban - nem tartalmazza a klonozott DNS-fragmentum.

Mboédszerek:

A Kpnl metiltranszferaz klénozasahoz hasznalt pLZS3 vektort a pBR322

plazmid moédositasaval készitettik.

A Kpnl metiltranszferazt Escherichia coli ER1398 torzsben klonoztuk. A
baktériumok tenyésztése Luria-Bertani tiptalajban (LB) tértént 37 °C-on, amit sziikség
esetén 100 ug/ml ampicillinnel vagy 12,5 pg/ml tetraciklinnel egészitettiink ki. A

baktériumok lemezen valé ndvesztéséhez 1,5 % agart tartalmaz6 LB taptalajt
hasznéltunk (Sambrook és mtsai., 1989).

A kldnozas soran felhaszndlt restrikciés endonukleazok, T4 DNS-ligiz,
bakterialis alkalikus foszfataz és T4 polinukleotid kindz hasznilatindl a gyart6é altal
megadott reakciokoriilményeket alkalmaztuk.

A Kiebsiella pneumoniae 0ssz-DNS tisztitisa az SDS/proteinaz K lizis

modszerével tortént (Silhavy és mtsai., 1984)



moédszerrel végeztikk (Lederberg és Cohen, 1974).

A fagrestrikci6é vizsgilatihoz LB lemez felilletére 300 pl 10 mM Tris.HCl
pH7,5, 10 mM MgCly, 5 ul A,;, 5 ul ®80, (mindkét fagszuszpenzié koncentracidja kb.
10® fag/ul) oldatot kentiink, majd 1-1,5 pl siirii baktériumkultirat cseppentettiink a
lemezre. Pozitiv - fagrestrikciét mutatd - kontrollnak pSU19 plazmidot (Kiss és mtsai.,
1985) tartalmaz6 E. coli ER1398 torzset hasznaltunk.

A plazmid-DNS tisztitas, a Kpnl linkerek beépitése és a DNS-mintdk agardz-
gélelektroforézise a rekombinans-DNS technikdkat alkalmazé kisérletekben

rutinszerien alkalmazott standard moédszerek szerint tortént (Sambrook és mtsai.,
1989).

2. A Kpnl adenin-metiltranszferaz

Az irodalomban ellentmond6é eredmények voltak a Kpnl metilacio
helyével kapcsolatban. Egyes szerzk adenin-metildciot (Hammond és
mtsai., 1990), masok N*-citozin-metilaciot (Nelson és McClelland, 1989)
val6szintsitettek. Megvizsgaltuk a Kpnl szerint modifikalt 5’
GGTACCCGGG 3’ szekvenciaban (aldhuzva a Kpnl felismerShelye) a
Kpnl felismerShellyel atfedé Mspl, Hpall (5° CCGG 3°) és Smal (5’
CCCGGG 3’) hasitohelyek emészthetoségét. A Kpnl metiltranszferazt
szubklonoztuk pUC19 plazmidban, és az ebbdl izolélt 837 bp nagysagu - a
pUC19 plazmid polilinkerét tartalmaz6 - fragmentumot emésztettiik Smal,
Mspl és Hpall enzimekkel. Az irodalombdl ismert volt, hogy az
™CCCGGG, ™CCCGGG és C**CCGGG modon metilalt szekvenciat nem
hasitja a Smal endonukledz. Az “*CCGG modifikalt felismerShely védett a
Hpall, az ™CCGG szekvencia pedig az Mspl emésztés ellen (Nelson é€s
McClelland, 1989). Mivel mind a harom enzim hidroliz4lta a DNS-t a fenti,
Kpnl emésztéssel szemben védett szekvencianél, csak az adenin lehet a
metilalt bazis (Kiss és mtsai., 1991).
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Moddszerek:

A Kpol metilicié helyének meghatirozdsihoz a metiltranszferdzt pUC19
plazmidban szubklonoztuk.

A restrikciés emésztéssel létrehozott, izolalni kivint DNS-fragmentumot
agar6zgélbdl DE81 (DEAE-cellul6z) papirba futtattuk, majd arrél 2X100 pl 10 mM
Tris.HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 M NaCl] oldattal eludltuk.

A kisérletek sordn alkalmazott egyéb moédszerek: plazmid-DNS-tisztitas,
restrikciés emésztések, DNS-mintdk agaréz gélelektroforézise az 1. pontban leirt

modon tortént.

3. A kpnIM gén nukleotidsorrendjének meghatarozasa

Elvégeztik a kloénozott 5,3 kb nagysagun fragmentum fizikai
térképezését, és kiilonboz6 szubklénok in wvivo metiltranszferaz-
aktivitdsanak vizsgalatidval megallapitottuk, hogy a kpnIM gén a klénozott
fragmentum szélén, egy koriilbelil 1450 nukleotid nagysagt szakaszon
helyezkedik el. A Sanger-féle lancterminaciés modszer segitségével
meghatiroztuk ennek az 1441 bp hosszusdga fragmentumnak a
bazissorrendjét. A szekvencia tartalmaz egy nyitott leolvasasi keretet,
amely - ismerve a II. tipusi metiltranszferdzok atlagos hosszat (3-400
aminosav) - megfelelé nagysaga a Kpnl metiltranszferaz kodolasara. A
szekvencia 5' részén harom lehetséges transzlacios kezdSpont van. A
harom transzlaciés startpont koziil csak az egyik el6tt talalhatdé a
konszenzus, riboszomakoté Shine-Dalgarno szekvencia (Shine és
Dalgarno, 1975), a fehérje transzlacidja valdszintlleg ezzel a metioninnal
kezd6dik. Igy a gén bazissorrendje alapjan a Kpnl metiltranszferaz 417
aminosav hosszusagu, relativ molekulatémege 47.582 Da.

A Kpnl metiltranszferaz rendelkezik az adenin-
metiltranszferazokban 4ltalinosan megtaldlhatd DPPY motivummal
(Lauster, 1989) és a SAM-ot hasznilé enzimekre jellemz6 FXGXG
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motivummal (X béarmilyen aminosav lehet) (Kagan és Clarke, 1994).
Vizsgéltuk a Kpnl metiltranszferdz aminosav-szekvencidja és az eddig
ismert adenin-metiltranszferizok aminosavsorrendje kozotti esetleges
tovabbi hasonlésdgokat. A mar emlitett, adenin-metiltranszferazokra
altalanosan jellemz6, rovid, konzervalt szakaszokon kiviil homolégiat egyik
esetben sem talaltunk.

Maoébdszerek:

A kpnIM gén nukleotidsorrendjének meghatarozasdhoz a klénozott K.
pneumoniae DNS fragmentumait M13mp18 és M13mp19 fagokban szubklonoztuk. A
bakteriofagok gazdajanak Escherichia coli IM109 vagy Escherichia coli XL1-Blue
torzset hasznaltunk.

A bakterofagok figok lemezen valé tenyésztéséhez 0,7 % agart tartalmazé LB
taptalajt hasznaltunk.

A nukleotidsorrend meghatarozasahoz hasznalt M13mp18-ban és M13mp19-ben
készitett kpnIM szubklonok egy részét exonukledz IIl-mal végzett egyiranya
delécioképzéssel készitettikk (Henikoff, 1987). '

Az Ml13mpl8 és MI13mpl9-ben készitett szubklénok bazisorrendjének
meghatirozasat a Sanger-féle lancterminaciés moédszerrel (Sanger és mtsai., 1977;

Sambrook és mtsai., 1989) végeztik. Az in vitro szintetizilt komplementer szil

jelblésére [o*°S]dATP-t hasznaltunk (Biggin és mtsai., 1983).

Az MI13 Dbakteriofigok egyes- ¢és kettGsszali formdjanak tisztitdsa,
baktériumsejtek M13 bakteriofdg kettdsszdla formdjaval valé transzformadlasa, a

bakteriofagok tenyésztése leirt, standard médszerek szerint tértént (Sambrook é€s mtsai.,
1989).

A plazmid-DNS tisztitds, baktériumsejtek plazmiddal valé transzformalasa
restrikciés emésztések, DNS-mintdk gélelektroforézise az 1. pontban leirtaknak

megfelel8en tortént.
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4. A Kpnl metiltranszferaz tisztitasa

A  Kpnl metiltranszferizt a T7 expressziés rendszerben
taltermeltettiik (Tabor és Richardson, 1985). Ehhez a kpnIM gént a T7
bakteriofag @10 promoétere mogé szubklonoztuk. Tultermeltetéshez
gazdanak Escherichia. coli BL21(DE3)-t torzset hasznaltunk , amelyben a
kromoszéman az indukalhatdo Jac promoéter mogé épitve talalhaté a T7
RNS-polimeraz génje. Az Escherichia. coli BL21(DE3)-ban tultermeltetett
metiltranszferdzt harom egymast kovetd kromatografids oszlopon
homogenitasig tisztitottuk. A tisztitis menete a kovetkezd volt: A French-
pressel feltart sejtek kivonatit el6szor Bio-Gel-0.5m gélsziir6 oszlopon
kromatograféltuk. Az 6sszegytjtott aktiv frakcidkat foszfocellul6z oszlopra
toltottiik, majd a kot6d6 fehérjéket novekvé (NH,),SO, gradienssel
eludltuk. Az enzimaktivitdst mutatd frakcidkat Osszeontottiikk, €s fenil-
agar6z oszlopra toltottiik. Az oszlophoz kot6dé fehérjéket csokkend
(NH,),SO, gradienssel elualtuk. Az SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel
homogénnek talélt frakcidkat Osszegytjtottikk, majd heparin-agar6z vagy

hidroxil-apatit oszlopon koncentraltuk (Finta és mtsai., 1995).

Moddszerek:

Az enzim tiltermeltetése a kdvetkez8képpen tortént: A sejteket 37 °C-on 100
png/ml ampicillint tartalmaz6 LB taptalajban novesztettik. A Kpnl metiltranszferaz
termeltetését 0,2 % lakt6éz vagy 1 mM izopropil-3-D-tiogalaktopiranozid hozzdadasaval
indukaltuk, ODssy=1 sejtsiiriiségnél. Az induktor hozzdad4dsa utdn a sejteket 37 °C-on
tovabbi 6 6ran keresztiil razattuk.

A Kpnl metiltranszferaz-aktivitast a tisztitds sordn 50 pl 50 mM Tris.HCI
pH7,8, 1 mM B-merkaptoetanol oldatban mértiik, 5 uM [metil->H]SAM-ot (specifikus
aktivitidsa 50 Bq/pmol) hasznilva metilforrasként. DNS-szubsztratnak 200 nM pLZS3
plazmidot, vagy 1 puM kettsszdla egy Kpnl felismerShelyet tartalmazé szintetikus
oligonukleotidot hasznéltunk (025) (nukleotidsorrendje: 5'
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GGCACGAGGGTACCAGGTCCAGACG 3' és az ezzel komplementer szil;, a
szekvencidban alihtizassal jeldltem a Kpnl felismer8szekvencijat). A reakcié 37 °C-on,
2-30 percig tartott, és 6 ul 1 %-os SDS hozzdadédsival llitottuk le. S0 pl-t 3 cm’-es
DES81 korongra cseppentettiink, és az el nem reagilt SAM-ot 50 mM NapyHPO4-os
(3X10 perc), majd etilalkoholos mosassal (2X10 perc) kimostuk a filterbdl. A korongon
levd radioaktivitast toluol alapu szcintillaciés koktélban mértiik.

A fehérjék elvilasztisdhoz 10-15 %-os vertikdlis SDS-poliakrilamid-géleket
haszniltunk. A fehérjéket Coomassie Brilliant Blue R250 festékkel festettitk (Sambrook
és mtsai., 1989).

A DNS-oldatok koncentracidjat spektrofotometriasan hatdroztuk meg. Plazmid-
DNS esetében az A,q=1 abszorpciét 50 pug/ml DNS-koncentraciénak feleltettiik meg
(Sambrook és mtsai., 1989). Egyesszilu oligonukleotidok esetében a megfeleld
extinkcids koefficiens kiszdmitasa az oligonukleotidot alkoté nukleotidok szamanak és

mindségének figyelembe vételével tortént (Fasman, 1975).

A fehérjekoncentricié meghatirozdsa Bradford médszerével (Bradford, 1976)
tortént. Standardként marha-szérumalbumint (BSA) hasznéltunk.

5. A Kpnl metiltranszferaz kdlcsonhatasa DNS szubsztratjaval

Megvizsgaltuk a Kpnl metiltranszferdz stabilitdsat optimalis
reakciokoriilmények kozott. Ehhez az enzimet 37 °C-on inkubaltuk,
meghatarozott id6kdzonként mintat vettiink, és a megfelelé szubsztrat(ok)
(DNS és/vagy [metil-3H]SAM) hozzaaddsa utan metiltranszferaz-aktivitast
mértiink. Szubsztrat jelenléte nélkiil az enzim folyamatosan inaktivalédott,
30 perces inkubélds utdn nagyjabol a kiindulasi aktivitds felét mértiik.
Hasonl6 inaktivalodast tapasztaltunk akkor is, ha az enzimet SAM
jelenlétében inkubaltuk. A Kpnl felismerbhelyet tartalmazé DNS az
enzimet megvédte az inaktivalodastdl, és ugyanilyen hatasa volt a
felismer6helyet nem tartalmazé DNS-nek is. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az enzim a metildonor jelenléte nélkil is kdlcsonhatasba 1€p
a DNS-sel, bér ez a kétés nem biztos, hogy specifikus.
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Modszerek:

A tisztitott metiltranszferdz jellemzése sordn az enzimaktivitast 50 yl 50 mM
MOPS pH7,0, 50 mM NaCl, 1 mM B-merkaptoetanol, 5 % glicerin, 150 nM Kpnl
metiltranszferaz, 1 uM 025 oligonukleotid (4. pont) és 3 pM [meti1-3H]SAM (50
Bq/pmol) tartalma oldatban mértik 37 °C-on 5 percig. A DNS-be beépiilt
radioaktivitist a 4. pontban részletezett médon hataroztuk meg.

A fehérje és DNS koncentrici6 meghatdrozidsa ugyanugy tortént, mint a 4.

pontban.

6. A Kpnl metiltranszferaz kolcsonhatisa a SAM-mal

A Kpnl metiltranszferiz SAM kotésének vizsgdlatira alkalmasnak
bizonyult az enzim rovid hullamhosszasagu ultraibolya (UV) fénnyel
végzett besugarzasa [metil-3H]SAM jelenlétében. Az UV besugarzas
keresztkotést hozott 1étre az enzim és a SAM kozott. A [meti1—3H]SAM-mal
keresztkotott enzimet  SDS-poliakrilamid-gél-elektroforézist  kovetd
fluorogréafidval illetve filterkotéssel is ki tudtuk mutatni. A
metiltranszferazhoz kapcsolodé radioaktiv jelet 1 % SDS és 1 M J3-
merkaptoetanol jelenlétében végzett 2 perces forralassal, vagy a fehérje
triklor-ecetsavval valo kicsapasaval nem lehetett eltavolitani. Ez arra utalt,
hogy a jelolédés kovalens kotés eredménye. Ha a besugarzasnal a
karboxilcsoportban '*C-nel jelzett SAM-ot hasznaltunk (S-adenozil-L-
[karboxil-MC]metionin), szintén kaptunk radioaktiv jelbeépiilést. Ezért
val6észini, hogy az UV fény hatdsira az egész SAM molekula
hozz4k6t6dott a metiltranszferdzhoz.

A Kponl metiltranszferdz és SAM ko6zotti keresztkotés az enzim é€s a
metildonor specifikus kolcsOnhatdsanak eredménye. Ezt a kovetkezd
eredmények igazoljak:

1. A keresztkotott termék megjelenéséhez nativ enzimre volt sziikség.

2. Nem keletkezett radioaktiv termék UV fénnyel val6 kezelés nélkiil.
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3. Hasonl6 koriilmények kozott egy SAM-ot nem koté fehérjét, BSA-t nem
tudtuk keresztkotni a [meti1-3H]SAM-ma1.

4. A jelolést SAM analogok (S-adenozil-L-homocisztein és sinefungin), a
metiltranszferiz-reakcio dltalanosan hasznalt kompetitiv inhibitorai gatoltak
(Finta és mtsai., 1995).

Maoédszerek:

Az enzim SAM-mal valé keresztkotését 30 ul SO mM MOPS pH7,0, 50 mM
NaCl, 5 mM B-merkaptoetanol, 5 % glicerin, 150 nM M.Kpnl, 0,6 pM [metil-’H]SAM
(3,1 kBg/pmol) tartalmi oldatban végeztik. Az UV fénnyel valé besugarzis
TOKIG6TS germicid lampaval, 6 cm tavolsagbol, szobahSmérsékleten, altalaban 15
percig tortént.

A metiltranszferazba beépult radioaktiv jel fluorografids kimutatisa a
kovetkez8képpen tortént: Besugdrzds utan a mintdkhoz 1/5. térfogat (tf) 325 mM
Tris.HC1 pH6,8, 10 % SDS, 5 M pB-merkaptoetanol, 50 % glicerin és 0,1 %
bréomfenolkék tartalmi mintapuffert adtunk, majd 2 percig 100 °C-on inkubiltuk. Az
igy denaturdlt metiltranszferazt 10 %-os SDS-poliakrilamid-gélen végzett
elektroforézissel valasztottuk el a feleslegben maradt SAM-t6l. A gélt ezutan 30 percig
izopropanol/ecetsav/viz (25:10:65) keverékében fixaltuk. A fixalt gélt 30 percig
szcintillator folyadékban (Amplify, Amersham) é4ztattuk, majd megszaritottuk, és -70
°C-on 5 napig fluorografiltuk.

A fehérjébe beépiilt radioaktiv jel DES81 filterkotéssel valé detektilasa a
kovetkezGképpen tortént: Az UV-vel kezelt mintdkhoz 1 tf 500 mM Na,HPO, oldatot
adtunk, majd 3 cm’-es DE81 korongra cseppentettik. A nem kotédott SAM-ot a
metiltranszferaz-aktivitds mérésénél mar részletezett Na,HPO,-os, etilalkoholos
mosassal tavolitottuk el. A beépiilt radioaktivitast toluol alapu szcintillaciés koktélban
mértiik.

A fehérje- és DNS-koncentrici6 meghatirozasa ugyanigy tortént, mint a 4.
pontban.
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7. A BspRI metiltranszferdz 6nmetilezése sorin modifikalt aminosav

azonositasa

A BspRI metiltranszferaz DNS jelenléte nélkiill képes oOnmagat
metilezni a metildonor SAM felhasznélasaval (Szildk és mtsai., 1994). A
[metil-’H]SAM-mal radioaktivan jelslt enzim tripszines és kimotripszines
emésztésével kapott peptideket egymast6l elvalasztva harom radioaktiv
oligopeptidet lehetett izoldlni. Meghatarozva a tisztitott oligopeptidek
aminosavsorrendjét azonositani lehetett a harom peptid helyzetét a BspRI
metiltranszferdz aminosavszekvencidjaban. Kideriilt, hogy a harom peptid
kozil kett6 egymassal atfed6, tehat feltételezni lehetett, hogy az
onmetilezési reakcié sordn a metiltranszferaz két aminosavja jel616dott.
Ezek utan eldontend6 kérdés maradt, hogy mely aminosav(ak) hordozzék a
radioaktiv  metilcsoportot. = Ehhez  karboxipeptidaz-Y  enzimmel
aminosavakra hidrolizaltuk az izoldlt peptideket, majd az aminosavakat
szilikagél vékonyrétegen elvalasztottuk. A radioaktiv jel mindharom peptid
esetében a standardként hasznalt metilciszteinnel futott egyitt. Ha a
peptidek hidrolizalasaval kapott aminosavakat H,0,-dal oxidaltuk, akkor a
vékonyrétegen a radioaktiv jel a standardként felvitt metil-cisztein-
szulfonsavval egyiitt vandorolt. Ezek utan nyilvanval6 volt, hogy a BspRI
metiltranszferdz onmetilezésének eredménye metilcisztein. A fehérjében
levé harom cisztein koziil kettd metilez6dik. A radioaktiv peptidek
térképhelyzetének ismeretében megallapithattuk, hogy a BspRI
metiltranszferdz a Cys;ss és Cys;g; aminosavakon metilez6dik. A Cys;s
metilez6dése azért meglep6, mert ez a C’-citozin-metiltranszferazokban
er6sen konzervalt aminosav a metilcsoport DNS-re valo atvitelében
kozponti szerepet jatszik, a katalizis egyik legfontosabb szereplGje (Wu és
Santi, 1987). Metilalasaval az enzim sajat magat inaktivalja (Szildk és
mtsai, 1994). |
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Médszerek:

A tisztitott radioaktiv peptidek;t (4000 cpm) 300 pg/ml karboxipeptiddz Y-nal
emésztettiikk- 25 °C-on, 18 6ran keresztil 100 mM trietilammoénium-acetit pHS,0
oldatban. Az emésztményt liofilizaltuk, majd 1-2 ul vizben oldottuk, és az
aminosavakat  szilikagél  vékonyréteg-kromatografidval  elvélasztottuk. A
kromatogrammot butanol:ecetsav:viz (4:1:1) elegyében fejlesztettiik ki. Standardként S-
adenozil-L-metilciszteint hasznéltunk. Ninhidrines festés utin a lemezr6l a szilikagélt
5X10 mm-es darabokban lekapargattuk, és radioaktivitdsukat liquid szintillaciés
koktélban meghataroztuk.

Az oxidalt szarmazék el8allitaisdhoz a mintakat 5 % H,0,-dal 25 °C-on 2 6ran
keresztiil kezeltiik.

7. A BspRI metiltranszferdz-DNS kolcsonhatds vizsgalata footprint
kisérletekkel

A BspRI metiltranszferdz-DNS kolcsonhatas vizsgalatara négyféle
footprint technikat hasznéltunk. Szubsztratként pBR322 plazmidbél izolalt,
egy BspRI felismerShelyet (5° GGCC 3°) tartalmazo, 152 bazispar
hosszisagi fragmentum szolgalt.

1. Footprint DN4z I-gyel

A metiltranszferaz altal lefedett DNS-szakasz becslését DNéazl
footprint kisérletekkel végeztiik. A metiltranszferaz felismerShelyén kiviil
még tobb nukleotidot is védett DNazI hasitissal szemben mind 3’ mind S’
iranyban. (Az egyik szalon 5’ irdnyban 4-5, 3’ irAnyban 8-9 , mig a masik
szdlon 5° irdnyban 7, 3’ irdnyban 8-9 nukleotid volt védett a
felismer6helyen kiviil.) A védett régi6 a felismerShelyhez viszonyitva
aszimmetrikus volt. A metiltranszferdz-DNS-komplex footprintben a

felismer6helyt6l 5° iranyban, 10 illetve 9 nukleotid tavolsagban mindkét
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szalon egy-egy DN4zI emésztésre kiillonosen érzé€keny hely jelent meg. Ez

a DNS-nek az enzim hatisara bekovetkez6 konformaciovaltozasat jelzi.

2. Footprint dimetilszulfattal

A DNS nagyérkaban levd kapcsolatok vizsgalatara a dimetilszulfattal
végzett metilacié elleni védést hasznidltuk. A dimetilszulfat metildlja a
guaninnak a nagyarokban levé N7 és az adeninnek a kisarokban 1évé N3
atomjat. A metilalt guaninokndl a DNS piperidines kezeléssel elhasithato
(Maxam és Gilbert, 1980). A BspRI metiltranszferdz felismerShelyében
mindkét szdlon mindkét guanint megvédte a dimetilszulfattal wvalo
metilezést6l, ami azt mutatja, hogy az enzim a nagyarok fel6li oldalon
kozel keriil a DNS-hez. Az egyik szalon a felismerShelytdl 5° iranyban, a 2
és 3 nukleotid tavolsadgban levd guaninok az enzim kot6désének hataséra
fokozott érzékenységet mutattak a dimetilszulfattal valé metilezésre. Ez a

DNS-nek az enzim hatasara bekovetkezd konforméciovaltozasat jelzi.

3. 1.10-fenantrolin-Cu(II) védés

Az 1,10-fenantrolin-Cu(II)-komplex a DNS kisarkaba kotddik, és a
DNS bazissorendjét6l fiiggetleniill hasitja a cukor-foszfat gerincet
(Papavassiliou, 1995). Ezt a reagenst hasznidlva nem kaptunk védést a
BspRI metiltranszferdzzal. Ez azt jelenti, hogy a BspRI DNS-kotésében a
kisarki kapcsolatoknak valdszinileg nincsen, vagy csak elenyész6 szerepe

varn.

4. Hidroxilgyokds footprint

A H,0, Fe(I)-vel torténd redukciodja soran keletkez6 hidroxilgyokok
a DNS gerincében levé dezoxiriboz C4’ atomjat tamadva hasitjak a DNS-t
(Papavassiliou, 1995). A BspRI metiltranszferdz mindkét szalon a
felismerShelyén tal 3’ irAnyban még tovabbi 2 nukleotidot védett meg a
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hasitastol. A hidroxilgyokos footprint azt mutatja, hogy a metiltranszferaz

altal kotott DNS-szakasz a felismer6helyhez viszonyitva aszimmetrikus.

Eddig két C’-citozin-metiltranszferazzal végeztek hidroxilgyokos
footprint kisérleteket (Renbaum és Razin, 1995). Ez a két enzim az 5 CG
3> felismerShelyi SssI és az 5° GCGC 3’ felismerShelyli Hhal
metiltranszferaz volt. Osszehasonlitva a fenti két enzim és a BspRI
metiltranszferdz footprintjeit szembeotld a komplexek kiilonbozdsége. A
BspR1 metiltranszferdz felismer6szekvenciajan tal még tovéabbi két
nukleotidot véd felismerShelyétél 3’ iranyban. Ezzel szemben az Sssl és
Hhal metiltranszferdzok altal védett régié a felismerShelyeken kiviil egy
attol 5° irAnyban elhelyezkedd szakaszt foglal magéaba, és az egész védett
szakasz hosszabb, mint a BspRI esetében tapasztalt. Ugyanakkor a BspRI
footprint  kiterjedése és a felismerdszekvencidhoz  viszonyitott
elhelyezkedése megfelel azoknak az enzim-foszfat kapcsolatoknak,
melyeket a BspRI-gyel azonos specifitdsi Haelll metiltranszferaz-DNS-
komplex rontgendiffrakciés szerkezetében leirtak (Reinisch és mitsai.,
1995). Ez azt mutatja, hogy a BspRI metiltranszferaz feltehet6leg hasonl6
médon ko6tédik DNS-szubsztratjdhoz, mint az ugyanazt a szekvenciat

felismerd Haelll metiltranszferaz.

Moédszerek:

A DNS szubsztrat preparaldsa

A footprint kisérletekhez a pBR322 plazmid 152 bp nagysagu, egy BspRI helyet
tartalmaz6 BamHI-Nhel fragmentumjat haszndltuk. A DNS fragmentumot egyik végén
radioaktivan jeloltiik. Ehhez a pBR322 plazmidot BamHI vagy Nhel endonukleazzal
emésztettiikk, a keletkezett fragmentum végeit E. coli DNS polimeriz Klenow

fragmentjével deoxiadenozin-5’-o-(*°P)-trifoszfat-ot hasznilva feltoltéssel jeloltiik.
Ezutdn a DNS-t emésztettiik a masik endonukledzzal (Nhel-gyel vagy BamHI-gyel),
majd a 152 bp nagysagi fragmentumot agardzgélbél tisztitottuk.
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A BspRI metiltranszferaz-DNS koétési reakcid

A BspRI metiltranszferdz DNS kotési reakcidja 25 ul térfogatd SO mM Tris-Cl
pH 8,0, 10 mM EDTA, 7 mM [-merkaptoetanol, 4 uM Asinefungin és 8 ng/ul
poly(dI-dC) oldatban tortént, amely tartalmazott 6nM egyik végén radioaktivan jelolt

BamHI- Nhel fragmentumot (50.000-200.000 cpm) és 0-2 uM BspRI metiltranszferazt.
A kotési reakcié szobahSmérsékleten 5 percig folyt.

Footprint DNazl-gyel
A DNazI védés soran az enzim-DNS komplexhez 5 pul 15 mM CaCl,, 60 mM

MgCl, és 5 ng/ul DNazl oldatot adtunk. Egy perces szobah&mérsékleten tortént
inkubalds utan a reakciét a minta fenolos extrakcidjaval illitottuk le, majd a DNS-t
kétszer etanollal kicsaptuk.

Footprint dimetilszulfittal

Az enzim-DNS komplexhez 1 pl 10%-os dimetilszulfatot adtunk. Harom perces
szobahSmérsékleten tortént inkubalast kovetGen a reakciét 6 pl 1,5 M nétrium-acetit
pH 7,0, 1 M B-merkaptoetanol és 250 pg/ml tRNS hozziadésaval allitottuk le. A DNS-t

kétszer kicsaptuk, majd 150 ul 1 M piperidinben oldottuk. A DNS hasitdsdhoz a mintat
90 °C-on inkubdltuk 30 percen keresztiil. A piperidin eltivolitisa n-butanolos

extrakcidval tértént, majd a mintét liofilizéltuk.

Hidroxilgy6kos footprint
Az enzim-DNS komplexhez 2 ul 75 mM Fe(II)-EDTA, 2 upl 150 mM

aszkorbinsav és 1 pl 0,3 % H,0, oldatot adtunk. A reakcié szobahdémérsékleten harom
percen keresztiil folyt, majd 90 ul 3 % glicerin, 0,13 M natrium-acetat pH 7,0 és 92 %
etanol hozzaadisival allitottuk le. A DNS-t fenolos extrakcié utin etanollal ismét
kicsaptuk.

Footprint 1,10 fenantrolin-Cu(II) komlexszel

Az enzim-DNS komplexhez 2.5 pl 1 mM 1,10-fenatrolin/0.25 mM CuSO, és 2

pul 150 mM aszkorbinsav oldatot adtunk. A DNS hasitidsa és a minta tovabbi kezelése
ugyanugy tortént, mint a hidroxilgy6kds footprint esetében.
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A DNS fragm‘ entumok elektroforézise

A kicsapott DNS mintakat 2 1l 98 % formamid, 10 mM EDTA pH 8,0, 0.025 %
xiléncianol és 0.025 % bromfenolkék oldatban oldottuk és 10%-0s, 8M ureat tartalmazoé
poliakrilamid gélben futtattuk. A radioaktiv csikok lathatéva tétele Molecular Dynamics
445 SI phosphorimage analyzer-rel tortént. A gélt Maxam-Gilbert A + G reakciébol
szarmazé fragmentumokkal kalibraltuk (Sambrook és mtsai., 1989).
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