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l. Irodalmi attekintés

.1. Bevezet6

A makromolekularis kélcsdnhatasok egyik talan legszebb példaja bizonyos fehérjék
azon tulajdonsaga, hogy képesek a DNS szekvenciaspecifikus felismerésére, modositasara.
A sejt életében alapvetd, de rendkivil bonyolult folyamatok, mint a DNS replikacio,
transzkripcio, vagy a DNS-hibajavitas részleteinek felderitéséhez elengedhetetlenil fontos a
DNS-fehérje kblcsdnhatasok ismerete. A DNS-fehérje kdlcsdnhatasok tanulmanyozasasnak
kitiind kisérleti objektumai a DNS metiltranszferazok, melyek képesek a DNS molekula
szekvenciaspecifikus felismerésére, és modositasara. EI6nylk, hogy viszonylag
kisméretliek, szamos DNS metiltranszferdz aminosavszekvenciaja ismert, és tdbb enzim

rontgendiffrakcids szerkezeti képe is rendelkezésre all.

1.2. A DNS metilacio biolégiai jelentésége

Szamos él6lény DNS-e tartalmaz metilalt bazisokat (N6-metiladenin, N4-metilcitozin
és C5-metilcitozin) a négy altalanos (adenin, guanin, citozin, timin) bazis mellett. Ezek a
metilalt bazisok a DNS molekula természetes komponensei, ellentétben azokkal a médosult
bazisokkal, melyek alkilalas, vagy oxidativ DNS karosodas soran jonnek létre. A DNS
metiltranszferdzok S-adenozil-L-metionint (SAM), mint metil donort hasznalva -
szekvenciaspecifikus moédon- katalizaljak egy metilcsoport beéptilését a DNS adenin, vagy
citozin bazisaira. Mindharom metilalt bazis esetén a metilcsoport a DNS molekula nagy
arkaban helyezkedik el, igy kdnnyen felismerheté a DNS-k6t6 fehérjék szamara. A metilalt
bazisok Uj, a genetikai kédban nem tarolt, ugynevezett epigenetikus informaciot adnak a
DNS molekulanak.

1. abra : A DNS metiltranszferazok altal Iétrehozott médosult bazisok

I.: N6-metiladenin, Il.: N4-metilcitozin, lll.: C5-metilcitozin



1.2.1. A DNS metilaci6 jelentésége prokariotakban

Prokariota élélényekben mindharom tipusu metilacié (N6-metiladenin, N4-metilcitozin
és Cb-metilcitozin) eléfordul, mig eukaridtdkban féként C5 tipusu metilacié ismert.
Prokariétakban a DNS metilacio olyan fontos folyamatokban jatszik szerepet, mint a sajat és
idegen DNS megkulonboztetése, részt vesz a DNS replikacid soran keletkezett
bazisparosodasi hibak javitdsaban (posztreplikativ javitdmechanizmus iranyitasa), valamint
szabalyozza a sejtciklust, azon belll a DNS replikaciot.

A sajat és idegen DNS megkuldnbdztetésében az R-M (restrikciés-modifikacios)
rendszer tagjaként, mint modifikaciés metiltranszferaz vesz részt (G. G. Wilson és mtsai.,
1991.) mely védelmet biztosit az idegen DNS bejutéassal szemben. Az R-M rendszerben a
modifikacids metiltranszferaz (M) parja a restrikcios endonukleaz (R).

A restrikciés-modifikacios rendszerek a metiltranszferaz és endonukledz egymashoz valo
viszonya, kofaktor igénye, a felismeréhely mérete és szimmetrigja alapjan négy (l.-IV.) f6

csoportba oszthatdk (Roberts és mtsai., 2003).

I.tipus .tipus [ll.tipus IV.tipus
R és M aktivitas | Multifunkcios Kilén R és M enzim | Multifunkcids Egy vagy két
enzim R és M enzim R és M | fehérjébdl allnak, csak
aktivitassal aktivitassal és | a modositott DNS-t
kildn M enzim hasitjak (nincs M)
Hasitohely Nem specifikus a | A felismer8helyen | A FelismerShelytdl

felismeréhelyt6l>1 | belil vagy kivul | felismeréhelytdl specifikus tavolsagra

000 bp-ra meghatarozott specifikus
helyen tavolsagra
Ismert példa EcoKI EcoRlI EcoP1l McrBC

1.tablazat. Az R-M rendszerek tipusai

Az ismert R-M rendszerek tulnyomo tébbsége a |l. tipusba tartozik. A modifikacios
metiltranszferdz egy adott célszekvenciat modosit (a 1l. tipus esetén ez altalaban 2-8
bazispar hosszu, sokszor palindrdm szekvencia), mig a restrikciés enzim parja hasitja az
adott célszekvenciat, ha az nincs metilalva. lly médon képes az R-M rendszer megvédeni a
baktériumot a bakteriofagoktdl, plazmidoktél. Ha egy bakteriofag mégis tuléli a hasitast,
DNS-e metilalt lesz, képes megfertézni a baktériumsejtet, utdédai is a gazdasejttel azonos
metilaciés mintazatot hordoznak, tehat ez az R-M rendszer tébbet nem nyujt védelmet a
baktériumsejtnek. Sok baktérium azonban egynél tébb R-M rendszerrel rendelkezik, ez
hatékonyabb védelmet nyujt a bakteriofag fert6zéssel szemben. Mai tudasunk szerint tobb

mint 4000 kulonbdzé 1. tipusu restrikcids endonukleazt és tobb mint 1700 kilénbdzd |l.




tipusu modifikaciés metiltranszferazt ismerink (http://rebase.neb.com/rebase/statlist.html). A
restrikcios-modifikacios rendszerek hozzajarulhatnak a bakteridlis genom diverzitdsahoz is, a
homoldg rekombinacié elésegitése révén. A bejutdé idegen DNS-t a gazda restrikcids
endonukleaza feldarabolja, ezek a fragmentumok pedig szubsztratjai a sejtben miikoédd
exonukledzoknak. Az exonukledzok mikddésének eredményeképpen az idegen DNS
fragmentumai rekombinacié révén integralédhatnak a gazda kromoszémajaba (Arber, 2000).
Egy masik elképzelés szerint (Kobayashi, 2001) a restrikcios-modifikacios rendszerek
sokfélesége azért is alakulhatott ki, mert a rendszer ,6nz8” genetikai elemként viselkedik,
hozzajarulva a horizontdlis géntranszferhez. Az a baktériumsejt, mely elvesziti R-M
rendszerét, az ugynevezett ,post segregation killing” folyamat miatt meghal. Az endonukleazt
és a metiltranszferazt kodolé gének eltlinése a sejtosztédas, vagy mas néven szegregacio
utédsejtekben. A folyamat eredményeként az Ujonnan replikalddott baktérium kromoszdémat
mar a kevés metiltranszferaz enzim nem képes teljes mértékben metilalni, megvédeni a
sejtben maradt endonukleazoktél, végeredményben a kromoszéma aldozatul esik a
restrikcios endonukleazoknak, a sejt meghal. Akar egyetlen restrikcids hasitas is elég a
kromoszoman (hibajavitas nélkil), hogy a sejt halaldhoz vezessen, mig a teljes védelemhez
a metilazoknak az dsszes felismeréhelyet metilalniuk kell, és végeredményben ez a kényes
egyensulyi helyzet borul fel az R-M rendszer elvesztésekor.

A restrikcios endonukledzok és a modifikacios metiltranszferazok leggyakrabban
egyutt fordulnak elb, léteznek azonban maganyos metiltranszferazok, melyek kozll
egyeseknek a feladata a sejtosztdodas koordinalasa. Az egyik legismertebb, legjobban
tanulmanyozott ilyen enzim az Escherichia coli Dam metilaza, amely részt vesz a DNS-
mismatch-repair, a kromoszémareplikacid és szegregacid, a plazmidreplikacio, a
transzpozicié és a génkifejez8dés szabalyozasaban (Messer és Noyer-Weidner, 1988). A
Dam metiltranszferaz metilalja az adenin bazist a GATC szekvencian belll, a DNS mindkét
szalan. A replikacid6 megtorténte utan az eredeti szil6i szal metilalt, mig az ujonnan
szintetizalodott szal metildlatlan (hemimetilalt allapot: G"ATC/GATC). Ez a hemimetilalt
allapot a replikacié utan rovid ideig, 2-4 masodpercig all fenn, ekkor van lehetéség a
replikacio soran keletkezett hibak kijavitdsara. A sejt hibajavité rendszere felismeri a
metilalatlan (Uj) lancot, és az eredeti (metilalt) szallal komplementerré javitja. A Dam metilaz
jelentds szerepet tolt be a replikacio, és a sejtciklus dsszehangolasaban is. Sokrétl és fontos
feladatai ellenére a Dam metiltranszferaz nem esszencidlis az Escherichia coli szamara. Igaz
a Dam metiltranszferazt nem tartalmazd, illetve taltermelé mutans E. coli sejteknél
megndvekedett spontdan mutacids frekvenciat tapasztaltak (Palmer és Marinus, 1994.). A
Dam metilacié ugyan nem esszencialis az a-proteobaktériumok esetén, de fontos szerepe

van bizonyos baktériumok patogenezisében (Heusipp és mtsai., 2007).



A Dam metiltranszferazhoz nagyon hasonlé rendszer mikddik a Caulobacter
crescentus-ban. A Ccrm metiltranszferaz szintén az adenin bazist metilala a GANTC
szekvencian belll, és a sejtciklus szabalyozasaban van fontos szerepe (Reisenauer és
mtsai., 1999). Erdekes, hogy mig a y-proteobaktériumok szubdivizidjaba tartozé E. coli
esetén a Dam metiltranszferaz nem esszencidlis, az a-proteobaktériumok esetén a Ccrm
hianya a sejt halalat eredményezi.

Az R-M rendszerek f6 feladata a baktériumsejtbe kerilt idegen (metilalatlan) DNS
eliminalasa. Az E. coli sejtek védekeznek a sejtbe bejutott metilalt DNS-sel szemben is. A
metilalt citozint tartalmazd DNS E. coli sejtekbe val6é bejuttatasat gatoljak a baktériumban
mikoédé metilcitozin specifikus restrikcios rendszerek (mcr, mrr) (Raleigh és Wilson, 1986,
Heitman és Model, 1987). Ezek a restrikcidés rendszerek az E. coli sejtbe bekerild metilalt

citozint tartalmazé DNS-t hasitjak.

.3. A DNS metiltranszferazok

A DNS metiltranszferazok in vivo szubsztratia a DNS replikaciéja soran keletkezé
hemimetilalt DNS. A restrikciés-modifikacios rendszerek részeiként mikoddé DNS
metiltranszferazok harom, ujabban négy f6 tipusba sorolhaték (I-IV.) (1. tablazat). A
legismertebb, legjobban tanulmanyozott, és leggyakrabban eléfordulé metiltranszferazok a |l.
tipusba tartoznak. Jellemzdjik, hogy tébbnyire monomerként miikédé enzimek és kbzds
sajatsaguk, hogy egy koétédési eseményben altaldban csak a DNS egyik szalat metilezik.
Mivel primer szerkezetlkben belsé szimmetriat felfedezni nem lehet, ezért egy kettésszalu,
metilalatlan felismeréhelyhez t6rténd kétédés soran kétféle komplex kialakulasa lehetséges.
Az egyik komplex az egyik szal, a masik komplex a masik szal metilalasaért felelés.

A ll. tipusu metiltranszferazok az altaluk katalizalt metilaciés reakcié alapjan harom
csoportba oszthatdk, igy megklldnbdztetiink Cb5-citozin, N6-adenin, és N4-citozin
metiltranszferazokat. Jelenleg tébb mint hatszaz Il. tipusu metiltranszferaz génjét sikertlt
klébnozni. Az aminosavsorrendek ismeretében lehet8ség nyilt a metiltranszferazok primer
szerkezetének 6sszehasonlitdsara. A szekvenciak hasonlosagainak és kilonb6zdségeinek
meghatarozasaval kdzelebb juthatunk a metiltranszferazok mikédési mechanizmusanak
megismeréséhez. Az eddig elvégzett szekvenciadsszehasonlitdsok a kovetkezd
eredményeket hoztdk: A  Cb-citozin-metiltranszferazok  kozott  jelentés  mértéki
szekvenciahasonlésagot taldlunk. A C5-metildzok tiz konzervalt blokkot tartalmaznak,
amelyek mindig azonos sorrendben kovetik egymast, és minden CS5-metiltranszferazban
megtalalhaték (Posfai és mtsai.,, 1989). Lényegesen kisebb a hasonldésag az N4-citozin és

N6-adenin-metiltranszferazok  csoportjaban. Az  N4-citozin és az  N6-adenin



metiltranszferazok kozotti szerkezetbeli hasonlésag mikoédésbeli hasonldésagot is takar
(Gong és mtsai., 1997, Jeltsch és mtsai., 1999, Jeltsch, 2001).

Az els6 konzervativ motivum nemcsak a Il. tipusu metiltranszferdzoknal, hanem
valamennyi olyan metiltranszferaznal megtalalhaté, amely metildonorként S-adenozil-
metionint (SAM) hasznal (Lauster, 1989; Klimasauskas és mtsai., 1989). Az itt talalhato

aminosavak a metildonor kétésében jatszanak szerepet (Kagan és Clarke, 1994).

1.3.1. A prokariéta C5-citozin metiltranszferazok

A C5 metiltranszferazokban tiz konzervalt motivum fordul el, amely az enzimcsalad
majdnem minden tagjaban megtalalhaté ugyanabban a sorrendben, beleértve az emlds
metiltranszferazokat is (Pdsfai és mtsai., 1989). A tiz konzervalt szekvenciablokk kézil hat
(I, V., VL, VIIL, IX., X.) (Kumar és mtsai., 1993) erdsen, négy gyengébben konzervaltnak
bizonyult.

A VIIl. és a IX. motivum kdzott taldlhatd egy hosszabb szakasz, az un. variabilis régid,
melynek mérete és aminosavszekvenciaja nagy valtozatossagot mutat az egyes enzimek
esetében. A konzervalt motivumok felelések a C5-metiltranszferazokra kdzdsen jellemzd
kémiai reakcidkért, és a varidbilis régié hatarozza meg a szekvenciaspecifitast (Chen és

mtsai., 1991). A C5-citozin metiltranszferazok altalanos szerkezetét a 2. 4bra mutatja.

l. Il. Il V. V. VI. VI VIII. var.reg. IX. X.
FxGxG GxPC ENV QxRxR RxxxxExxR GN

2.abra: A Cb5-citozin metiltranszferazok altalanos szerkezete
A téglalapok a konzervalt motivumokat szimbolizaljak. A leginkabb konzervalt szekvenciablokkok
kékek, a kevésbé konzervaltak feketék. Az adott motivumra jellemzé aminosavak a motivumok alatt

taldlhatok. Az x barmely aminosavat jeldl.

Az 0&sszehasonlitd vizsgalatok megallapitottak, hogy a SAM-ot metildonorként
hasznalé enzimek tobbségében megtalalhaté a FXGXG szekvencia (. motivum), ahol az X
barmilyen aminosavat jelél. A motivum a SAM koétéséért feleldés, amit a Hhal, Taql és a Pvul
metiltranszferazok SAM-mal alkotott kokristalyainak rontgendiffrakciés szerkezeti modelljei is
alatamasztanak, ugyanis az emlitett motivum mindharom esetben a metildonor-koté zseb

részének bizonyult (Cheng és mtsai., 1993; Labahn és mtsai., 1994; Gong és mtsai., 1997).



A IV. motivum tartalmaz egy konzervalt prolin-cisztein dipeptidet, amely a katalitikus hely
részeként biztositia a nukleofil tiol csoportot. A cisztein mutacidja a katalitikus aktivitas
elvesztését okozza. A rontgendiffrakcids elemzések kdzvetlendl is azonositottak a katalitikus
cisztein és a metilalandé citozin kdzotti kovalens kapcsolatot.

A C5-metiltranszferazok nem tartalmaznak a transzkripcios faktorok szerkezetébdl jol
ismert hagyomanyos DNS-k6t6 motivumokat. Haromdimenzids szerkezeti modelljuket a
Hhal és a Haelll metiltranszferaz enzimek DNS-sel és AdoMet-nal alkotott kokristalyanak
rontgendiffrakcios elemzése alapjan allitottak fel (Cheng és mtsai., 1993; Reinisch és mtsai.,
1995). Két doménbe rendezddnek, amelyet egy, a DNS kotésére alkalmas arok valaszt el
egymastol. A nagy domént az [-VIIl. motivumok és a X. motivum nagy része alkotja. A
nagymértékben konzervalt 1., IV., VI. és VIIl. motivumbdl épiul fel a molekula nagy
doménjének kozponti strukturgja. Az M.Hhal kis doménjét els6sorban a variabilis régié

alkotja, egyetlen konzervalt motivuma a IX. motivum (Kumar és mtsai., 1994).

1.3.2. A C5 metiltranszferazok altalt katalizalt reakcio

A Cb5-metiltranszferazok Aaltal katalizalt reakciét a 3. abra mutatia. A Cb5-
metiltranszferazok a citozin pirimidingydriijében metilaljak az 6tds szénatomot, a reakcid
végterméke az 5-metilcitozin. A folyamat egyik kulcslépése egy atmeneti kovalens komplex
kialakulasa az enzim és a moddositandd citozin kdzott. A metildaz aktiv helyében levd
cisztein-tiol nukleofil tAmadast intéz a citozin hatos szénatomja ellen, amely egy kovalens
enzim-DNS intermedier kialakulasahoz vezet. A nukleofil csoport kétédése aktivalja az 6tés
szénatomot, igy lehetévé teszi a metilkation atadasat az AdoMet-rél az 6t6s szénatomra és
az S-adenozil-L-homocisztein (AdoHcy) felszabadulasat. A metiltranszfert kdvetéen f-
eliminacidval megsziinik az enzim-DNS koz6tti kapcsolat. A reakcidé soran kialakulé kovalens
intermediert el6szdr Chen és mtsai. izolaltak, els6 kisérleti bizonyitékat adva az addig féleg
enzimkinetikai vizsgalatokon alapulo felételezett reakcidmechanizmusnak (Chen és mtsai,
1991).

Enz Enz
Glu Glu “\» A Iy EL. I?l I!_“_I
NH, i H.N ) 1 MNH
QH*’] ° ,-"' CH, 0F OH | H ~ad i
)\ )\ > I
| 5—Cys I 5 Cys Dd’/’l\f?l ) 5—Cys
DNA DNA DNA ONA

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



A Hhal metiltranszferaz a Haemophilus haemolyticus Il. tipusu restrikciés-modifikacios
rendszerének tagja, 327 aminosavbol épll fel. Az enzim a 5’-GCGC-3’ szekvenciat ismeri fel,
amelyen belll az elsé citozint metilalja. Ez volt az elsé olyan C5-metiltranszferaz, amelybdl
sikerult rontgendiffrakcids vizsgalatra alkalmas minéségu kristalyt elallitani. A metilacids
eseményt kovetéen a DNS-AdoHcy-enzim komplex blokkolhatd, ha a reakcidban részt vevd
oligonukleotidban a metilalandd citozin hidrogén atom helyett fluort tartalmaz az 6tés

szénatomon. A terner komplex rontgendiffrakcidos szerkezetébdl készult modellt a 4. abra

mutatja. (Klimasauskas és mtsai., 1994).

4. abra A Hhal metiltranszferaz rontgendiffrakcios szerkezeti modellje. Lila: M.Hhal enzim, kék és
z6ld: DNS. (Klimasauskas és mtsai., 1994)

Igazoltak, hogy a DNS kotése valdban a két domén altal formalt arokban toérténik. A
kotott DNS B formaban van, a bazisparokat hidrogénkotések tartjak dssze a Watson-Crick
parosodasnak megfeleléen, kivéve a metildlandé citozint tartalmazé G-C bazispart. A
metilaland6 citozin a DNS kettds spiralbdl teljesen kifordul (base flipping) (5. &bra), igy

elérhet6vé valik az enzimatikus moédositas szamara.
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5. abra: Base flipping. A Hhal metiltranszferaz DNS és AdoMet komplex szerkezeti modelljébdl a
szubsztrat DNS-szakasz lathatd, amelybél a metiltranszferaz kifordtotta a metilalandé citozint

(Klimasauskas és mtsai., 1994)

A citozin kiforditasa utan a DNS szerkezete instabilla valik, amelyet az enzim két aminosava
stabilizal (GIn237 és Ser87). Ezek hidrogénkdtéseket létesitenek egymassal és a maganyos
guaninnal és erdsitik a bazisok koz6tti hidrofob kdlcsdnhatasokat.

Bar a rontgendiffrakcidos vizsgalatokbdl szarmazé eredmények a DNS Cb5-
metiltranszferdzok szerkezetének és mikodésének szamos részletét felfedték, illetve
megerésitették, mégis jonéhany kérdést megvalaszolatlanul hagytak. Példaul nem biztos,
hogy az enzim és a reakcié végtermékei kdzotti komplex rontgendiffrakcidés elemzése soran
megallapitott DNS-fehérje kdlcsdnhatasok megegyeznek azokkal az interakcidkkal, amelyek
a DNS kezdeti kotédése soran megvaldsuld szekvencia-specifikus felismerésért felelések.
Valdszinlnek tlnik, hogy a kezdeti felismerési 1épés és a citozin kiforduldsa a DNS kett6s
spiralbol egymastdl figgd, egyidejlleg zajlé reakciok. A metilalt citozin bazis DNS-be torténé
visszaépulésének mechanizmusa szintén tisztazatlan. E kérdések megvalaszolasahoz nagy
segitséget nyujthat olyan mutédns enzimek vizsgalata, melyek a reakciout egyes lépéseiben
mutansok, illetve olyan citozinanaldgok hasznalata, amelyek a reakciéut egyes lépéseiben

gatoljak a folyamatot.

1.3.3. A DNS metiltranszferazok szekvenciaspecifitasa

A C5 citozin metiltranszferazok altalanos szerkezetébdl kézenfekvé volt az a
feltételezés, hogy a katalitikus folyamatok altalanos lépéseiért a konzervalt régiok, mig a
szekvenciaspecifitasért a variabilis régié felel. Ezt alatamasztottdk a multispecifikus

metiltranszferazokkal végzett kisérletek. A multispecifikus metilazok bakteriofagokbdl
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szarmazo enzimek, jellemzéjuk, hogy nemcsak egy, hanem tdbb célszekvenciat is képesek
felismerni, és metilalni. Az enzimek variabilis régidéja a monospecifikus metiltranszferazokkal
O0sszehasonlitva Iényegesen hosszabb, a varidbilis région belll a kilénb6z6 szekvenciakat
felismer§ régidkat target recognition domain-eknek (TRD régio) nevezik. A kulénb6zd
célszekvenciakat kulonb6zé TRD-k ismerik fel. A TRD régiok cseréje a kulonb6zd enzimek
kozott a szekvenciaspecifitds megvaltozasat eredményezte, tehat ezek a kisérletek
bizonyitottak, hogy a szekvenciaspecifitasért a multispecifikus enzimek esetén valéban a
TRD régiok felelések (Wilke és mtsai., 1988, Balganesh és mtsai., 1987).

A monospecifikus metiltranszferazok szekvenciaspecifitasardl biokémiai és szerkezeti
vizsgalatok allnak rendelkezésiinkre. A ,footprint” egy olyan in vitro technika, mellyel
megallapithatd a DNS-kétd fehérjék szekvencia specifitasa. A moddszer Iényege, hogy egy
rovid DNS szakaszt (50-200bp) altalaban radioaktivan jelélnek, majd a DNS-k6td fehérjének
megfeleld koriiményeket teremtve megtdrténik a DNS-fehérje kdtédés. Ezutan kémiai vagy
enzimatikus (pl DNazl) hasitassal a jelolt DNS darabot random, nem szekvenciaspecifikus
mddon hasitjak, majd poliakrilamid gélen analizalva a reakciét kimutathatd, mely DNS
régiohoz kotédott szekvenciaspecifkusan a vizsgalt DNS-kété fehérje. A footprint technikat
kombinalva kémiai agensekkel, melyek szelektiven moédositanak bizonyos bazisokat, még
tobb informacié szerezhet6 a szekvenciaspecifikus DNS koétésrél. A dimetilszulfat (DMS) egy
metilcsoportot rak a guanin 7-es nitrogénatomjara a nagy arokban, és ugyancsak metlalja az
adenin 3-as nitrogénjét a kis arokban. igy ha a jelélt DNS-t a DNS metiltranszferaz kotés
utan dimetilszulfattal kezelik, megallapithatd, hogy az enzim a DNS kis, vagy nagy arki
felszinével létesitett specifikus kapcsolatokat. Az MSssl és az MHhal metiltranszferdzok
footprint analizise kimutatta, hogy ezen enzimek a nagy arki felszinnel létesitenek
kapcsolatokat, a kis arki kdlcsdnhatasok minimalisak (Renbaum és mtsai, 1995).

A C5 metiltranszferazokkal végzett rontgendiffrakcids kisérletek is alatamasztjak,
hogy a varidbilis régié a szekvenciaspecifitdst meghatarozé régié. A Hhal, és a Haelll
metiltranszferazok rontgendiffrakcidés szerkezete megmutatta, hogy a nagy domént alkotd
konzervalt szekvenciarészek a DNS kis arkaval, mig a kis domén alkotdsaban részt vevd
variabilis régi6 a DNS nagy arkaval Ilétesit kapcsolatot. Kimutattak, hogy a
szekvenciaspecifikus DNS felismerés az enzim kis doménje, és a DNS nagy arka kozotti
kapcsolatokon keresztul valésul meg. (Klimasauskas és mtsai., 1994; Reinisch és mtsai.,
1995).

1.3.4 A DNS metiltranszferazok szekvenciaspecifitaisanak megvaltoztatasa

A monospecifikus metiltranszferazok szekvenciaspecifitdsanak megvaltoztatasa

intenziven kutatott, de a sok eréfeszités ellenére igen kevés sikeres kisérletet ismertink az
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irodalombdél. A rongendiffrakciés szerkezeti modellek alapjan, a multispecifikus
metiltranszferazok TRD régioi cseréjének mintajara, az MHpall és a MHhal enzimek hibridjeit
(Klimasuskas és mtsai, 1991), valamint az MMspl és az MHpall hibridjeit hoztak létre (Mi és
Roberts, 1992). Sikeresen létrehoztak megvaltozott specifitasu, funkcidképes hibrid
enzimeket, bar enzimek az eredeti, vad tipusi enzimekhez képest jéval kisebb aktivitassal
rendelkeztek. Ezen kisérletek igazoltadk a variabilis régié szekvenciaspecifitast meghatarozé
voltat ezeknél az enzimeknél.

Munkacsoportunk régéta foglalkozik a Salmonella infantis-bél szarmazé M.Sinl
metiltranszferazzal. Az enzim 461 aminosavbdl all, molekulatbmege 51.8 kDa, az enzim
haromdimenziés szerkezete még nem ismert. A Sinl metiltranszferaz a GGA/TCC
szekvencidk mellett kismértékben ugyan, de képes felismerni és metilaini a GGG/CCC
szekvenciakat is (Karreman és de Waard, 1988).

A Hhal és Haelll metiltranszferazok haromdimenzidés szerkezete ismert,
rontgendiffrakcios adatokkal bizonyitottak, hogy a szekvenciaspecifikus DNS felismerés az
enzim kis doménje és a DNS nagy arka kozott torténik. Kutatocsoportunkban végzett korabbi
kisérletek azonban azt az eredményt hoztak, hogy az M.Sinl (GGA/TCC) és az M.EcoRlI
(CCA/ITGG) enzimek esetén (haromdimenziés szerkezetitk nem ismert) a
szekvenciaspecifikus DNS felismerés egy eleme, a felismerészekvencian beldli A/T, illetve
G/C elkilénités, a DNS kis arkaval létesitett kapcsolatokon keresztul valésul meg (Kiss és
mtsai., 2001).

A DNS kis arkaval a nagy domén létesit kapcsolatot, ezen enzimek esetén igy a
szekvenciaspecifitdst nem kizardlag a variabilis régié hatarozza meg. A feltételezést
alatamasztja, hogy a munka sordan az M.Sinl enzim génjét er6s mutagenezisnek és
szelekcidnak vetették ala, és megvaltozott specifitasi mutansokat izolaltak. Olyan relexalt
specifitdssal rendelkez6 mutansokat kerestek, melyek nemcsak a GGA/TCC, hanem a
GGG/CCC helyeket is képesek metilalni. Az izolalt mutansok esetén a megvaltozott
specifitast okozé mutaciok a nagy doménben, az V. konzervalt blokkban talalhatok. A
kisérletek sordan a Sinl metiltranszferaz génjének igen nagy részét mutagenizaltak, mely
magaban foglalta a variabilis régiét is.

A sikeres kisérlet inditott el arra minket, hogy a teljes Sinl gént mutagenizaljuk,
relexalt fenotipusu mutansokat izolaljunk, és a megvaltozott specifitasért felelés aminosavak
elemzése révén tobb informacidét szerezzink a szekvenciaspecifitast meghatarozé

tényez6krol.
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l.4. Mutagenezis, in vitro evolucios kisérletek

A vegyipar, a gyoégyszeripar, a kozmetikai ipar és természetesen a molekularis
bioldgia is igényt tart Uj enzimekre, melyek héstabilabbak, U aktivitdsokkal rendelkeznek,
szllkebb, vagy tagabb specifitdsi spektrumuk van, vagy egyéb elényds tulajdonsaggal
rendelkeznek, mint a jelenleg rendelkezésre allok. A természetben ismert enzimek
modositasaval, mutagenezisével Uj tulajdonsagu enzimeket nyerhetiink, melyek nemcsak
ipari felhasznalasban alkalmazhatdk, de a mutans enzimek vizsgalata kozelebb vihet az
enzimkinetikai reakciék, a hdstabilitds, vagy éppen a szekvenciaspecifitds jobb
megértéséhez.

A mutagenezissel torténé fehérje modositasi technikak két nagy csoportot alkotnak,
aszerint hogy a fehérjét egy meghatarozott részen, elére megtervezett aminosav vagy akar
nagyobb fehérjerégié cseréjével, vagy — az evoluciés valtozasokhoz hasonléan —
véletlenszerlien generalt mutacidkkal kivanjuk médositani. Az el6bbi esetben iranyitott, mig
az utébbiban véletlenszerli (random) mutagenezisrél beszélink. A mutagenezis utan
megfeleld szelekcidés technikat valasztva halasszuk ki a kivant tulajdonsagu enzimet a
mutans populaciébdl, illetve egyéb tesztrendszert (screen) hasznalunk.

A fehérjét kdédolé gén mutagenezisét a random mutagenezis soran tébbféleképpen
végezhetjuk. Alkalmazhatunk mutator térzset, PCR technikat, kazetta mutagenezist
(6sszefoglalé a témabdl: Kuchner és Arnold, 1997). Az egyik legkorabbi sikeres alkalmazas
soran error-prone PCR segitségével mutagenizaltak a szubtilizin E proteazt, és olyan
mutansokat kerestek, melyek szerves olddszerben, dimetilformamidban aktivak. Olyan
mutans enzimet sikerllt igy el&allitani, mely 60%-os dimetilformamidban majdnem olyan
hatékonyan miikdédott, mind a vad tipusu enzim vizben, kdézel 500-szorosara ndvelve a
KoK értéket (You és Arnold, 1996). A kazetta mutagenezis sordn az enzim egy
oligonukleotidok segitségével, majd a kivant tulajdonsagra szelektalnak, illetve a
megvaltozott tulajdonsagra tesztelnek. Egy ilyen kisérlet soran a herpes simplex virus 1
(HSV-1) timidin kinaz enzimjét valtoztattdk meg, a ganciklovirral szemben 43-szoros, az
aciklovirral (antiviralis szerek, nukleozid analégok) szemben pedig 20-szoros érzékenységet
mutatott a vad tipusu enzimmel dsszehasonlitva (Black és mtsai, 1996). Mutator torzs
alkalmazasara szép példa a kanamicin nukleotidiltranszferaz enzim héstabilitasanak
novelése. (A mutator torzsekrél altaldnossagban elmondhatd, hogy mutdns DNS polimeraz
Il enzimmel rendelkeznek, és sokszor a replikacio utani DNS hibajavitas is sériilt. igy tehat
az ilyen mutator térzsekbe transzformalt plazmidok a DNS replikacidk soran egyre tébb és
tobb mutaciéot hordoznak.) A mezofil Bacillus subtilis vad tipusu kanamicin

nukleotidiltranszferaz enzimje a termofil Bacillus stearothermophilus-ban 47°C
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hémérsékleten aktiv, mig 55°C-on, és felette nem. A mutator térzs segitségével eldallitott
mutans enzim pedig 63°C hémérsékleten is aktivitdst mutatott (Liao és mtsai, 1985).

Kisérleteink soran PCR alapu mutagenezist alkalmaztunk, kombinalva véletlenszeri
DNS keveréssel (DNA-shuffling). A random mutagenezis utan a mutaciok véletlenszeri
kombinalasat érhetjik el a DNS keverés (Stemmer, 1994) technika alkalmazasaval. A
mutagenizalt géneket magnézium, vagy mangan ionok jelenlétében DNazl enzimmel
emeésztjik, majd a kisméretii (10-300bp) DNS darabok véletlenszerl rekombinaciéjat hajtjuk
végre. (A DNS keverés technikat részletesebben az Anyagok és Moddszerek fejezetben
ismertetem.) A DNS keverés technika sikeresen alkalmazhat6 géncsaladok kozott is, melyek
akar kulonbozd fajokbdl szarmaznak (family-shuffling). Egy ilyen kisérlet soran négy
kiildnbdz6 baktériumbdl szarmazoé cefalosporinaz gén DNS keverését végezték el, és egy Uj,
moxolaktam antibiotikumot nagy hatasfokkal degradalé kimérat kaptak (Crameri és mtsai,
1998). A DNS keverés technikat napjainkban el6szeretettel alkalmazzak in vitro
fehérjeevolucidos kisérletekben. A fehériek megvaltoztatasa evolucidés moddszerekkel
intenziven kutatott téma, irodalma is nagyon széles. A technika alkalmazasaval nagyon sok
fehérije  hdstabilitdsat, szekvenciaspecifitasat, enantioszelektivitasat stb.  sikerdlt
megvaltoztatni (6sszefoglald publikacidk: Antikainen és Martin, 2005, Tao és Cornish, 2002).

Az iranyitott evolucios technikak az utobbi évtizedben robbanasszerl fejl6désen
mentek keresztlil. A DNS polimerazok iranyitott evolucidja mind a kutatas, mind pedig a
biotechnoldgiai alkalmazasok forré pontja. A PCR technikak fejlédése (reverz PCR, multiplex
PCR, szekvenalasi technikak, stb) olyan Uj tulajdonsagu polimerazokat igényel, melyek a
négy természetes dezoxi-nukleozid trifoszfaton (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) kivil egyéb
nukleozid analégokat is képesek a DNS lancba épiteni. Sziikség van olyan polimerazokra is,
melyek Osszetett mintakat (pl: vér, fold, bilncselekmények nyomai, fosszilidk, stb)
templatként hasznalva j6 mindségl, analizalhatdé DNS-t eredményeznek. (6sszefoglald
publikacié: Laos és mtsai, 2014) Wang és munkatarsai (Wang és mtsai 2004)
megndvekedett processzivitassal rendelkezd Taq és Pfu polimeraz enzimeket fejlesztettek,
fuzionaltatva a polimeraz enzimeket egy Ssod7 nevi fehériével, mely a Sulfolobus
Solfactarius hipertemofil archedbdl szarmazo6 kettds szalu DNS-t kotd fehérje. A fuzids
polimerazok az eredeti enzimekhez képest hatékonyabb enzimeknek bizonyultak PCR
reakcioban a vad tipusu polimerazokhoz képest. A fuziés Pfu polimeraz ugyanolyan PCR
kérdimények kozodtt 15 kilobazis DNS amplifikalasara volt képes, mig a vad tipust enzim
maximalisan 5 kilobazis DNS-t eredményezett. d’Abbadie és munkatarsai harom
Thermophilus faj, a Thermus thermophilus, a Thermus aquaticus és a Thermus flavus DNS
polimerdz | enzim génjein csinalt DNS keverést. A létrejott kiméra enzim képes volt
karosodott DNS amplifikalasara, 50.000 éves barlangi medve mitokondrialis DNS darabjait

amplifikaltak ilyen modon. Az 6si DNS mintak sok egyszeres, kétszeres, vagy akar
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tobbszords hibas bazisparosodasokat, hianyzd bazisokat tartalmazhatnak, melyeket a Taq
polimeraz nem képes atirni, a kiméra enzim azonban alkalmas lehet kadrosodott DNS mintak
amplifikalasara, szekvenalasara is (d’Abbadie és mtsai, 2007). Rengeteg példat lehetne még
irni, laboratériumban evolvalt bakteridlis és eukariota enzimekrél, Ujabb és ujabb o6tletes
technikakrél. Végezetil csak annyit, hogy az in vitro fehérjeevolucié mellett az in vivo
fehérjeevolucios technikak is oriasit fejlédtek. Egy nagyon fontos in vivo alkalmazas a MAGE
(multiplex automated genomic engineering), mellyel sejten belll egyszerre tdbb gént, DNS
régiét lehet valtoztatni tervezett oligonukleotidok segitségével (Wang és mtsai, 2009). Egy
masik fontos alkalmazas a genom DNS keverése (genome shuffling). A mddszer alkalmas
mind prokariéta mind eukaridta sejtek genomjanak keverésére, mutans sejtpopulaciobdl
kiindulva az eredeti genomok véletlenszer(i, random keverését érhetjik el, 0j tulajdonsagu
sejteket létrehozva. Egy igen szemléletes példa a genom DNS keverés alkalmazasara a
Streptomyces fradiae tilozin termelésének ndvelése (a tilozin egy komplex poliketid tipusu
antibiotikum). A vad tipusu Streptomyces fradiae SF1 nevi térzse 1g/l tilozint termel. 20 év
kutatbmunkajaval, nitrites sav, ultraibolya besugarzas, és nitrozo-guanodin, mint
hagyomanyos mutagén agensek alkalmazasaval az 1g/I-rél 6g/l-re sikerilt ezt feltornaszni. A
hagyomanyos mutagenezis sordn az eredeti vad tipusu baktériumot mutagenizaltédk, a
mutansok tilozin termeld képességét mérték, kivalasztottak a legjobb termeldt, majd ezt Ujra
mutagenizaltak, ismét a legjobb termelét kivalasztottak, és igy ment ez éveken keresztil. A
genom DNS keverés alkalmazasaval ugyanilyen jol termeld, azaz az eredeti szUl6i
baktériumnal haromszor jobb termel6t egy év alatt sikertlt produkalni, a hagyomanyos 20
évvel szemben. Az eredeti baktériumot nitrozo-guanidin kezelésnek vetették ala, majd a
jobban termelbket kivalasztottak, szamszerint 11-et, protoplasztot készitettek belélik, majd

genomi DNS keverést hajtottak végre tobb cikluson keresztil (Zhang és mtsai, 2002).
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Il. Célkitiizés

Kisérleteink célia  megvaltozott  szekvenciaspecifitdssal rendelkezd  Sinl
metiltranszferdz mutansok el6allitasa volt. Célunk azoknak az aminosavaknak az
azonositasa volt, amelyek feladata az enzim DNS felismeréhelyén beluli A/T illetve G/C
bazisok elkilonitése. A csoport mar korabban (Kiss €s mtsai, 2001) izolalt ilyen mutansokat,
akkor azonban csak a nagy domént kodold régiét mutagenizaltak. Jelenleg bemutatott
munkam soran a teljes Sinl metiltranszferaz gént mutagenizaltam, majd a random
mutagenizalt gének fragmentumainak ujrarendezését végeztem a DNS keverés technika
segitségével, végll erds szelekcidt alkalmazva izolaltam egy megvaltozott specifitasu,
mutans Sinl metiltranszferazt.

A dolgozat masik részében a régebben (Kiss és mtsai, 2001) és a jelenlegi kisérletek
soran izolalt megvaltozott szekvenciaspecifitdisi mutans Sinl metiltranszferazok in vivo
vizsgalatat végeztik. A kisérletek soran azt kivantuk tesztelni, vajon a megvaltozott
specifitasu enzimek képesek-e, illetve milyen mértékben képesek védelmet nyujtani a

baktériumsejteknek egy GGNCC specifitasu endonukleazzal szemben.
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lll. Anyagok és Médszerek

Alkalmazott baktériumtorzsek

Munkank soran az alabbi Escherichia coli baktériumtorzseket hasznaltuk. Az XL1-Blue
MRF’ (Stratagene) térzset hasznaltuk a mutagenezis és a DNS keverés utan a PCR termékek
klbnozasadhoz, a mutansok szelekciéjahoz. A térzs genotipusa: A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F* proAB lacl’ZAM15 Tn5
(Kan")]. Az ER1398 F endA1 thi1 hsdR2 supE44 mcr1 A (Raleigh és Wilson, 1986.)
baktériumtérzset a pER23S(-ATG) vektorba kldnozott metiltranszferazok taltermelésére
alkalmaztuk. Ugyanezt a torzset haszndltuk a DNS ligaz in vivo hatasat vizsgalo
kisérletekben. Az N2604 lig ts7 (Gottesman és mtsai., 1973.) torzset a DNS ligaz gént
hordozé rekombinans plazmid ellenérzésére hasznaltuk. A DH10B F" endA1 recA1 galU galK
deoR nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAM15 araD139 A(ara, leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) N baktériumtdrzset az életképességet vizsgalo kisérleteknél alkalmaztuk.

A baktériumokat Lysogeny Broth (LB) tapoldatban illetve taplemezen ndvesztettik,
altaldban 37°C-on. A metiltranszferazok tultermelését 30°C-on végeztik, az enzimtermelést 1
mM izopropil-B-D-galaktopiranozid (IPTG) hozzaadasaval indukaltuk. A héérzékeny
replikaciéval rendelkezd plazmidokat 30°-on tartottuk fenn, 42°C-on eliminaltuk. Az
antibiotikumokat a kdvetkez6 koncentracidkban hasznaltuk: ampicillin (Ap) 100 pg/ml,
kanamicin (Kan) 50 pg/ml, kloramfenikol (Cm) 25 pug/ml, gentamicin (Gm) 10 ug/ml, eritromicin

(Em) 15 pg/ml. A taplemezek készitéséhez 1.5% agart hasznaltunk.

Plazmidok

Az in vitro mutagenezis és szelekcio soran hasznalt plazmidok

A pTZ57R/T klonozd vektort (Fermentas) hasznaltuk a mutagenezis és DNS keverés
utan keletkezett PCR termékek kldnozdsahoz. A pER23S(-ATG) (Lukacsovics és mtsai.,
1990.) tultermeld plazmidba klénoztuk a mutans metiltranszferaz géneket. A pVH1 (Haring és
mtsai., 1985.) lacl, represszor gént tartalmazé plazmidot alkalmaztuk a pER23S(-ATG)
plazmidrol induld transzkripcid represszalasara. A mutagenezis soran templatként a pSin5
(Kiss és mtsai., 2001) plazmidot hasznaltuk, mely a Sinl modifikacios metiltranszferaz génjét

tartalmazza.
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Az életképesséqi kisérletekben hasznalt plazmidok

A 4. tablazat tartalmazza a plazmidok eredetét, antibiotikum rezisztenciajukat, és a
plazmidok altal kddolt, a kisérlet szempontjabdl fontos fehérjéket. Az eredmények részben az
adott kisérletben szerepld plazmidok sematikus abraja a fontosabb restrikcidos helyekkel
szintén megtalalhaté. A dolgozatban leirt munka soran készitett plazmidok létrehozasat az
Eredmények fejezetben irom le. A pSl4 (Karremann és de Waard, 1988.) a teljes Sinl
restrikcios-modifikacios rendszert tartalmazza, pUC19 vektorban. A pSin5 (Kiss és mtsai.,
2001) ennek egy Hindlll-delécios szarmazéka, eltavolitva a sinIR gén 3’ végét, a sinIM gént
hordozza. A pSin10-19 és a pSin10-106 (Kiss és mtsai., 2001), a pSin5-hdz hasonléak, annak
mutans szarmazeékai. A pSin10-19 az N172S, a pSin10-106 a V173L aminosavcserét hordozé
mutans metiltranszferaz géneket tartalmazza. A pSau1 (Szildak és mtsai., 1990.) és ennek
delécios szarmazéka a pSau2 a Sau96l metiltranszferaz génjét hordozzak (pBR322 alapuak,
ApR). A pSau21 plazmid a telies Sau96l restrikcids-modifikaciés rendszert tartalmazza,
pOK12 (Vieira és Messing, 1991) alapu (Kan®). A pSTC-MSau96l (Cm®) a Sau96l
metiltranszferaz gént kodolja, pSC101"® alapu, (Pdsfai és mtsai., 1997) hoérzékeny
replikaciéju plazmid, mely 30°C-on fenntarthatd, 42°C-on eliminaldédik a sejtb6l. A pMSin-
RSau a pSl4 szarmazéka, hibrid restrikcios-modifikaciés rendszert hordoz, a Sinl
metiltranszferdz gént és a Sau96l endonukleaz gént. A pLG2520 plazmid (Ishino és mtsai.,
1986) az E.coli DNS ligaz génjét tartalmazza. A pJAT13araE (Khlebnikov és mtsai., 2001) az
arabin6z transzporter gént kodolja, konstitutiv promoter iranyitasa alatt. A plazmid pBBR1
replikaciés origét tartalmaz, eritromicin, és gentamicin rezisztenciat kédol. A pUC19-alapu
konstrukcidk ColE1 replikacids origét, a pOK12 alapuak p15A replikacios origét tartalmaznak,

a pBBR1 origd ezekkel kompatibilis.

Plazmid DNS tisztitas

Plazmid DNS-t 1,5 ml kulturabdl alkalikus feltarassal (Sambrook és mtsai., 1989)
tisztitottunk. A plazmid DNS mintdkat TE pufferben (10 mM Tris-HCI (pH, 7,4), 1 mM EDTA)
oldottuk fel, -20°C-on taroltuk. Nagyobb mennyiségli DNS preparatumot, vagy a
szekvenciameghatarozashoz szikséges tisztasagl mintat a Viogene, a V-gene, vagy a

Qiagen cégek altal forgalmazott plazmid DNS tisztitd kitekkel nyertink.
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A kisérletek soran alkalmazott vegyszerek, enzimek

A DNS fragmentumok kldbnozasahoz szikséges restrikciés enzimeket a Fermentas és
a New England Biolabs cégektél szereztiik be. A T4 DNS ligaz, a Taq DNS polimeraz, és a
Pfu DNS polimeraz a Fermentas-tol szarmazik, a DNazl a Promega cég terméke, a [metil-
*H]AdoMet (111 GBg/mmol) a New England Nuclear-tél szarmazik. A gyartdk altal javasolt
pufferekben és korilmények koézott végeztik a reakcidkat. A kisérletekhez a Sigma, és a

Reanal cégek altal forgalmazott analitikai tisztasagu vegyszereket hasznaltuk.
Agaréz gélelektroforézis

A DNS-mintak gélelektroforézise 1-1.5 %-0s agaréz gélben toértént. A kisméretd, 10-
200 bazisparos fragmentumokat a Sigma cég altal forgalmazott VII. A tipusu, alacsony
dermedéspontu 2%-o0s agardzgélben futattuk. Az elektroforézishez 50 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA pH 8.3, 50 mM bérsav tartalmu puffert (TEB) hasznaltunk. A DNS-t a gélben 0.5 ug/ml

etidium-bromiddal festettik, 254 nm hulldmhosszusagu ultraibolya fénnyel tettik lathatova.
Fehérjék gélelektroforézise denaturalé kériilmények k6zott

A fehérjégk SDS-PAGE gélelektroforézisét Laemmli modszerével (Laemmli, 1970)
végeztik. A fehériemintakat 60 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% Na-dodecil-szulfat (SDS), 10%
glicerin, 5% B-merkaptoetanol és kis mennyiségl brémfenolkék tartalmu pufferben 10%-os
poliakrilamid gélre vittik, és 25 mM Tris-HCI-t (pH 8.0), 0.2 M glicint, 0.1% SDS-t tartalmazé

pufferben elektroforetizaltuk. A gélt Coomassie Brilliant Blue-val (R250) festettuk.
DNS fragmentum izolalasa agaroz géelbél

A DNS fragmentumok agardz gélbdl torténé izolalasat a Qiagen cég altal forgalmazott
QlAquick Gel Extraction Kit segitségével végeztik. A forgalomban levd fragmentizolald
kitekkel a 40-70 bazisparnal kisebb fragmentumokat egyaltalan nem, vagy csak Kkis
hatékonysaggal lehet izolalni. Ezért a DNS keverés soran keletkezé kisméretli, 10-200
bazisparos fragmentumok izolalasat DE81 (Whatmann) papirral végeztik. A 2%-os, alacsony
dermedéspontu agar6z gélre felvitt mintdkat elektroforetizaltuk, steril pengével vagast
ejtettlink az izolaland6 régié alatt és folott, ebbe a kis vagasokba helyeztik a DES81
papircsikokat, majd a gélt visszahelyeztik a futtaté tankba, tovabb futattuk. A DNS
fragmentumok kétédtek a papircsikokhoz, a masik papircsik pedig megakadalyozta, hogy az

izolalandé fragmentumoknal nagyobb méreti DNS molekulak is a papirhoz kétédjenek. A

20



DE81 papircsikrdl 1 M NaCl-lel elualtuk a DNS-t, majd fenol-kloroformos extrakcioval

tisztitottuk, és etanollal kicsaptuk. A kicsapott DNS-t TE pufferben oldottuk.

Plazmid DNS bejuttatasa Escherichia coli sejtekbe

A baktériumok transzformalasat a Lederberg és Cohen altal kidolgozott CaCl,-os
modszerrel (Lederberg és Cohen, 1974) végeztik. A CaCl,-dal kompetenssé tett sejteket a
plazmid DNS-sel egy oran keresztul jégen inkubaltuk, majd 2 percre 42°C-ra tettuk. A
hékezelés utan a sejtekhez 1 ml LB taptalajt adtunk és egy éran keresztil 37°C-on razattuk.
Ezutan 100 pl baktériumkulturat szélesztettiink megfelelé antibiotikumot tartalmazé LB
lemezre, és egy €jszakan at termosztatban inkubaltuk 30, 37, illetve 42°C-on.

Elektroporacié soran az elektrokompetens sejtek készitését és a baktériumok
elektroporaciojat a Hengen altal javasolt modszerrel (Hengen, 1995) végeztuk. Az
elektrokompetens sejtekhez maximum 3 pyl DNS-t adtunk, és a keveréket a Bio-Rad cég altal
gyartott 0.1 cm elektrédatavolsagu Gene Pulser kivettaba pipettaztuk. A transzformalast a
Bio-Rad cég MicroPulser elektroporatoraval végeztik, 1500 V fesziiltségen. Ezutan a sejteket
LB tapoldatban 37°C-on ndvesztettuk 1 oran at. 100 pl baktériumkulturat szelektiv
agarlemezre szélesztettiink, és egy éjszakan at inkubaltuk termosztatban 30, 37 illetve 42°C-

on.

A Sinl metiltranszferaz gén mutagenezise

A mutagenezist PCR technika alkalmazasaval végeztik. Az ,error-prone” PCR soran
(Spee és mtsai., 1993) harom dezoxi-nukleotid trifoszfatbdl (ANTP) azonos mennyiséget,
egybél pedig kevesebbet adtunk a reakcidelegybe. A reakcidba dITP-t is (dezoxi-inozin
trifoszfat) adtunk. Mivel a dITP barmely masik, a DNS-ben természetesen el6forduld
nukleotiddal képes bazisparosodast l|étesiteni, ndveli a hibas parosodasok szamat. A
reakcioelegy 6sszetétele a kdvetkezé volt: 10 ng templat DNS (pSin5), 20-20 pmol SinA, és
SinB oligonukleotidok (lasd alabb), 2mM MgCl,, PCR puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM
KCI, 0.08% Nonidet P40), 0.2 mM harom dNTP-bél, 0.014 mM az egyik dNTP-bél, 0.2 mM
dITP, egy egység Taq DNS polimeraz. Az alkalmazott program: 94°C 3 perc/ 94°C 30 s, 55°C
1 perc, 72°C 1 perc, 25 ciklusban/ 72°C 5 perc.

A ,hipermutagén” PCR soran (Buchholz és mtsai.,, 1998) az egyik dNTP-t joval
nagyobb mennyiségben alkalmaztunk, valamint MnCl,-t is tettink a reakcidelegybe. A
reakcioban jelen levd mangan ionok névelik annak a valészinliségét, hogy a Taq polimeraz

hibas nukleotidokat épitsen be. A reakcidelegy dsszetétele: 10 ng templat DNS (pSin5), 20-20
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pmol SinA, és SinB oligonukleotidok, 9 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KClI,
0.08% Nonidet P40, 0.2 mM harom dNTP-bél, 3.4 mM 1 dNTP-bdl, egy egység Taq DNS

polimeraz.

Egy masik reakcioelegyben 0.04 mM dATP és dGTP mellett 0.2 mM dCTP-t és dTTP-t
hasznaltunk, 4 mM MgCl,, és 0.25 mM MnCIl, jelenléte mellett. Az alkalmazott program

ugyanaz volt, mint az el6z6 reakciok soran.

A SinA primer: 5 ACC GGA TCC TTC AGT TTA GA
BamHlI

A SinB primer: 5 GCA GAA TTC GCG ACA ATACG
EcoRI

A PCR reakcidk eredményeként egy kb 1.7 kilobazisos DNS fragmentumot kaptunk. Mivel a
PCR reakciokban jelen levd eredeti templat DNS, és a primerek zavarjak a shufflingot, részt
vehetnek a rekombinaciés folyamatban, a mutagenizalt géneket minden esetben agaréz

gelbél izolaltuk a DNS shuffling reakciod elétt.

A DNS keverés

Két kilonbd6z6 DNS keverés mddszert hasznaltunk. A mutagenizalt M.Sinl gént vagy
MgCl, (Stemmer, 1994), vagy MnCl, (Zhao és Arnold, 1997) jelenlétében emésztettiik DNazl

enzimmel.

Emésztés DNazl-gyel MnCl, jelenlétében

A reakcidelegy komponensei 50 ul végtérfogatban: 2-4 ug PCR-rel mutagenizalt
fragmentum, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM MnCl, és 0.4 egység DNazl (Promega). A
reakciohoz hasznalt PCR program: 23°C 2 perc/ 90°C 10 perc (utdbbi a DNazl
inaktivalasahoz szlkséges). A kisméreti (10-200) bazisparos fragmentumokat fenol-

kloroformos extrakcidval tisztitottuk, etanollal kicsaptuk, majd vizben oldottuk.

Emésztés DNazl-gyel MgCl, jelenlétében
A reakcidelegy Osszetevéi 100 pl végtérfogatban: 2-4 ug PCR-rel mutagenizalt

fragmentum, 40 mM Tris-HCI (pH 7.9), 6 mM MgCl,, 10 mM NaCl, 10 mM CaCl, és 0.3
egység DNazl (Promega). A reakciot szobahémérsékleten végeztik, 5, 10, 15, 20 és 25 perc

elteltével mintakat vettiink, melyeket 2%-0s alacsony dermedéspontu agaréz gélen, futattunk,
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meghatatoztuk a megfelel6 inkubalasi idét. A kb. 10-100 bp nagysagu DNS-fragmentumokat

2%-0s alacsony olvadaspontu agaréz gélbdl izolaltuk.

Polimeraz lancreakcio:

Primer nélkiili PCR a DNazl emésztéssel kapott M.Sinl génfragmentumok kézétti
rekombinacié létrehozasara

A reakcié soran az M.Sinl génbdl szarmazd, kildnbdzd hosszusagu DNS-
fragmentumok kozott rekombinacio jatszédik le, amely az egyes fragmentumokban levd
mutaciok kombinalasaval U0j tulajdonsagu fehériét kodold DNS-szakasz létrejottét
eredményezheti. A reakcio dsszetétele: 10-30 ng/ul 10-200 bp fragmentum, 10 mM Tris-HCI
(pH 8.8), 50 mM KCI, 0.08% Nonidet P40, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP és 1 egység Taq DNS-
polimeraz. A MnCl,-os emésztést kdvetd primer nélkili PCR program: 94°C 3 perc/ 94°C 1
perc, 55°C 1 perc, 72°C 30 s + 5 s ciklusonként, 40 ciklusban/ 72°C 5 perc.

A MgCl,-0s emésztést kdvetd primer nélkili PCR program: 94°C 1 perc/ 94°C 30 s, 55°C 30
s, 72°C 30 s, 40 ciklusban/ 72°C 5 perc.

Polimeraz lancreakcio az eredeti méretii M.Sinl gén visszanyerésére

Templatként a primer nélkuli PCR reakcié 1/10-1/40 aranyu higitdsat hasznaltuk. A
tovabbi 6sszetevék: 20 pmol AK54 primer, 20 pmol AK55 primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50
mM KCI, 0.08% Nonidet P40 , 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP és 1 egység Taq DNS-polimeraz.
Az AK54 és AK55 belsd primerek, az 1.4 kb-os M.Sinl gént amplifikalasat teszik lehetévé, a
transzlacios iniciacids ponttdl a stop kodonig. Az alkalmazott program a kdvetkezd volt: 94°C
3 perc/ 94°C 30 s, 55°C 1 perc, 72°C 1 perc, 25 ciklusban/ 72°C 5 perc.

Az AK54 primer: 5 CCGCTCGAGATGATAATGAATGAATGACATCAA TAC

Az AK55 primer: 5 CCGCTCGAGTTAGACCAACTCTCCAAA

Mindkét primerbe Xhol hasitdhelyet terveztink, (alahuzva), melyet a fragmentum

kldnozasanal kivantunk felhasznalni.

Egyéb polimeraz lancreakciok

A vad tipusu M.Sinl gén amplifikaldsara pSinS templatot, AK54 és AK55 primereket

hasznaltunk, a reakciét nem mutagén korilmények kdzott végeztik. A PCR terméket a Taq
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polimeraz altal a DNS fragmentum 3’ épitett dA nukleotidot kihasznalva pTZ57R/T vektorba
klénoztuk, az igy kapott plazmid neve pTZS.

A Sau96l endonukledaz gén amplifikalasat pSau21 templaton, AK143 és AK144
primerekkel végeztik (lasd alabb). A reakcié dsszetétele: 10 ng templat, 10-10 pmol primer,
2mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI, 0.08% Nonidet P40, 0.2mM dNTP, 1
egyseég Pfu polimeraz. Az alkalmazott program a kévetkezd volt: 94°C, 3 perc/ 94°C 30 s, 50°
45 s, 72°C 1 perc 25 ciklusban/ 72°C 5 perc. Az amplifikalt kb. 750 bp-os fragmentumot
elészor pTZ57R/T vektorba ligaltuk, az igy kapott plazmidot pTZSau-nak neveztik el. A
pTZSau plazmidot Ncol és Xbal enzimekkel emésztettik majd az Ncol és Xbal enzimekkel

emeésztett pOK-BAD plazmidba klénoztuk. A kapott konstrukcié neve pOB-R.Sau96l.
AK143 : 5 GCCATGGCTAATAAGTATTTAAGTTTTATC

AK144 : 5 GTTTAGTGTCTATTATTCTAACAT

A mutagenezis és DNS keverés utan nyert PCR termékek direkt klbnozasa

A PCR termékeket agaréz gélbél tisztitottuk, majd 0.1-0.3 ug pTZ57R/T (Fermentas
Inst/A Clone™ PCR Product Cloning Kit) plazmidhoz ligaltuk. A reakciét 16°C-on végeztiik,

12-14 6rat inkubaltuk. A ligatumot tisztitottuk, majd elektrokompetens sejtbe transzformaltuk.

A mutagenizalt gének szelekcidja

A mutagenezis és DNS keverés utan nyert transzformansokat LB médiumban
0sszemostuk a lemezekrdl, majd 100 pl-t kivéve 10 ml LB/Amp folyadékban ndvesztettiink
ODs50=0.4-0.5-ig 37°C-on. (A pTZ57R vektorban IPTG-vel indukalhaté promoter van, a
klénozas soran ezen indukalhaté promoter mogé ultettik a mutans Sinl géneket). 1 mM IPTG-
t adtunk a baktériumkultirahoz, és tovabbi 4 6rat novesztettik 30°C-on. Az indukalt kultirabol
plazmidot izolaltunk, 500 ng DNS-t emésztettiink 15 egység Cfr13l endonukleazzal. A Cfr13l
nem hasitja a GGNCC helyeket, ha a bels§ citozin metilalt (Bitinaite és mtsai., 1985) Az
emésztésbdl kulonbdzd idékben mintakat vettink, E. coli sejtekbe transzformaltuk,
meghataroztuk a transzformalas utani telepszamot. Kontrollként az indukalt pTZS (vad tipusu

M.Sinl) plazmidot hasznaltuk.

A mutans metiltranszferaz fehérjék tisztitasa
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A mutans M.Sinl enzimeket a vad tipusu enzimhez kidolgozott médszer (Kiss és
mtsai., 2001) kissé médositott valtozataval tisztitottuk. A pER23S(-ATG) tultermeld vektorba
klénozott génrdl IPTG hozzaadasaval indukaltuk a metiltranszferaz termelédését. Mivel a
transzkripcié szintje indukalatlan allapotban is magas, represszalasara a pVH1 plazmidot,
mely a lacl, represszor génjét tartalmazza, alkalmaztuk. A sejteket 37°C-on ndvesztettik
ODs50=0.5-ig, majd 1 mM IPTG hozzaadasa utan 30°C-on, 4 o6ran keresztll végeztik az
indukciot. A sejteket centrifugaltuk, 20 mM Tris-HCI (pH=8.0), 1 mM EDTA, 7 mM -
merkaptoetanol tartalmu pufferben szuszpendaltuk, majd ultrahangos kezeléssel feltartuk. A
homogenizatumot centrifugaltuk, (4°C, 15.000 rpm, 30 perc), majd a fellluszét PC pufferrel
(20 mM Kkalium-foszfat (pH=7.5), 10 mM B-merkaptoetanol, 1 mM EDTA, 5% glicerin)
ekvilibralt foszfocelluléz oszlopra vittlk. A fehérjéket 0.2-1 M NaCl (PC pufferben) gradienssel
eludltuk. A frakcidkat védési teszttel vizsgaltuk (Id. kdvetkez6 mddszer). Az aktiv frakcidkat
(0.46 és 0.5 M NaCl kozott) dsszegyiijtottik, 0.2 M NaCl tartalmu PC pufferrel szemben
dializaltuk. A fehérjéket 0.2 M NaCl tartalmu PC pufferrel ekvilibralt heparin-agar6z oszlopra
vittik, ugyanolyan NaCl gradienssel végeztik az eluciét, mint az elsé oszlop esetén. Az aktiv
frakciokat, melyek 0.5 és 0.57 M NaCl koncentracid6 kozott jottek le az oszloprdl,
Osszegyljtottik, dializaltuk tdmeényité pufferrel (0.1 M Tris-HCI (pH=7.5), 50 mM KCI, 0.1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerin) szemben, a mintat -20°C-on taroltuk. A tisztitott enzim
mennyiségét Bradford-reakcidval, (Bradford, 1976) 595 nm hullamhosszon mért optikai

denzitasa alapjan hataroztuk meg.
A metiltranszferazok aktivitasanak mérése

A metiltranszferazok aktivitasmérését a csoport altal mar kdzolt (Kiss és mtsai., 2001)
modon végeztiik. A mérésekhez metildonorként triciummal jeldlt [metil-*H]-AdoMet metildonort
(SAM), és két 19 bp-os duplaszalu oligonukleotidot hasznaltunk. A két oligonukleotid

szekvencigja:

AK13-14 : 5’-GACGTCAGGACCACTCCTC
CTGCAGTCCTGGTGAGGAG-5’

AK15-16 : 5’-GACGTCACCGGGACTCCTC
CTGCAGTGGCCCTGAGGAG-5’

A mutans M.Sinl enzim egyensulyi kinetikai paramétereit, a két szubsztrat (DNS és SAM)

A reakcibéelegyek metilaz puffert (50 mM Tris-HCI pH=8.5, 50 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol), 7,
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13, 27, 67, 133, 267, 667, 1333,vagy 2667 nM) mennyiségi oligonukleotidokat, 0.078, 0.156,
0.313, 0.625, 1.25, 2.5,vagy 5 UM mennyiségii [metil-*H]-AdoMet (111 GBg/mmol), New
England Nuclear) és 7 nM tisztitott enzimet (M.Sinl L214S+Y229H) tartalmaztak. 20 perces
30°C-o0s inkubaciét kovetben az enzimet 4 pyl 10 %-os SDS-sel inaktivaltuk, majd a
reakcioelegyet DE81 papirkorongra pipettaztuk. A korongokat haromszor 50 mM Na,HPO,-el,
ezt kovetben kétszer 95 %-os etanollal mostuk, majd megszaritottuk. A papirkorongokat
szcintillacios kivettaba helyeztik, majd 10 ml toluolos koktélt mértiink a klivettaba. A toluolos
koktél készitésekor 1000ml toluolhoz adtunk 4 g 2,5 difenil oxazolt, és 0.05g 1,4 bis 5-fenil 2-
oxazol benzént. A beépiilt *H aktivitast az SZBK Biokémiai Intézetében a Perkin Elmer cég
altal forgalmazott Tri-Carb folyadékszcintillacios készllékkel mértik.

A Sinl metiltranszferaz preparatumok félkvantitativ. mérésére ugynevezett védési
tesztet hasznaltunk. Az oszloprél elualt frakciokbol vett mintakat inkubaltuk 500 ng pBR322
plazmid DNS (15 GGNCC helyet tartalmaz), 2.5 yM Ado-Met, 50 mM Tris-HCI (pH=8.0), 50
mM NaCl, 10 mM EDTA, és 1 mM DTT jelenlétében, 25ul végtérfogatban, 20 percig 37°C-on,
majd hékezeléssel inaktivaltuk a metiltranszferazokat (65°C-on, 20 percig). Ezutan 4 ul 100
mM MgCl,-t, és 1 egység Cfr13l enzimet adtunk a reakcidokhoz, 37°C-on 1 6ran keresztul

inkubaltuk, majd 1%-os agardz gélen analizaltuk a mintakat.

DNS szekvenciameghatarozas

A mutans M.Sinl gén nukleotidszekvenciajanak meghatarozasa az SZBK Automata

Szekvenalo Laboratériumaban tortént. A reakcidban hasznalt primerek a kdvetkezdk voltak:
DS5 primer 5 AACATGGCCCTTATCGGAGA

AK42 primer: 5 TGATATCCAAGGCGACATTC

XS5 primer: 5 AATTTCGGCGGTCCTCAA

MS3 primer: 5 TCTGGGAATAGCACATG

AK54 primer: 5 CCGCTCGAGATGATAATGAATGAATGACATCAATAC

AKS55 primer: 5 CCGCTCGAGTTAGACCAACTCTCCAAA

A DS5, az XS5, és az AK54 primerekkel a sinIM gént kbédolé szal, a tdbbi primerrel a
komplementer szal szekvenciajat hataroztattuk meg. Az AK54 az M.Sinl gén 5 elejéhez, a
DS5 a gén els6 negyedéhez, mig az XS5 a gén feléhez hibridizal. Az AK55 a gén 3’ végéhez,

az AK42 a gén els6 harmadahoz, az MS3 pedig a gén masodik harmadahoz hibridizal.
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A baktériumsejtek GGNCC specifikus endonukleazzal szemben mutatott

életképességének vizsgadlata

Kisérletiinkben azt vizsgaltuk, vajon azok a mutans Sinl metiltranszferazok, melyek
jelentésen megnovekedett aktivitast mutatnak a GGSCC szubsztrathelyen, képesek-e in vivo
igazi GGNCC specifikus modifikaciés DNS metiltranszferazként viselkedni. (Az eredmények
részben talalhato 4 tablazat tartalmazza a kisérletek soran hasznalt plazmidokat, antibiotikum
rezisztenciajukat, eredetiiket). A baktériumsejtekben a szabalyozhaté expresszidju
endonukledz gént tartalmazé plazmidot (pOB-R.Sau96l, Kan®) Sau96| metiltranszferaz gént
kodold plazmid mellett tartottuk fenn (pSTC-M.Sau96l, Cm®). A pOB-R.Sau96! plazmidban az
arabin6z operon szabalyozza a Sau96l endonulkedz gén transzkripcidjat, arabindzzal
indukalhatd, mig glukdézzal gatolhaté a transzkripcié. A Sau96l metiltranszferazt koédold
plazmid Hpal enzimmel emészthetd, az endonukleaz gént tartalmazé plazmidban nincs Hpal
hely. Az arabindz transzporter gént, (pJAT73araE (GmF)), valamint a vad és mutans
metiltranszferaz géneket (pSin5, pSin10-19, pSin10-106, illetve pSin10-5mut) kodolo
plazmidokat tartalmazé DH10B sejteket Hpal-gyel emésztett pOB-R.Sau961/pSTC-M.Sau96l
preparatummal transzformaltuk. A transzformansokat LB/Ap/Kan/Gm/és 0.2% glikoéz tartalmu
lemezekre szélesztettink, majd a lemezeket 42°C-on inkubaltuk 16 éran at. A telepeket
ugyanilyen antibiotikum tartalmu lemezekre (37°C inkub&cio), valamint LB/Cm lemezekre
tovabb passzaltuk. Az LB/Cm lemezeket 30°C-on inkubaltuk, ellendrizve a transzformansok
kloramfenikol szenzitivitasat (Cm®), vagyis a Sau96| metiltranszferaz gént hordozé plazmid
eliminalasat. A Gm®, Ap®, Kan®, Cm® baktériumsejtek szuszpenzidjat 17% glicerinnel

kiegészitve -80°C-on taroltuk.

A kisérletek soran alkalmazott optimalis arabindzkoncentracié megallapitasahoz a -
80°C-on tarolt tenyészetekbdl inditott, egy éjszakan at LB/Gm/Ap/Kan/gliikéz médiumban
novesztett slrli tenyészeteket friss taptalajjal 20-szorosara higitottuk, ODs5,=0.6-0.7-ig
novesztettik 37°C-on. 5-5 uyl baktériumkultirat 100ul LB-be tettlink, majd 10-es léptékii
higitasi sort készitettiink. A mintakbdl 5-5 ul-t pipettaztunk olyan lemezekre, melyek

c s

arabindzt tartalmaztak. A lemezeket 37°C-on inkubaltuk.

A mutans metiltranszferazokat tartalmazdé baktériumsejtek telepformald képességét
vizsgalo kisérletekben a kdvetkez6képpen jartunk el. LB/Gm/Ap/Kan/glik6z médiumban
novesztett slrli tenyészeteket friss taptalajjal 20-szorosara higitottuk, ODs5,=0.3-0.6-ig
ndvesztettik 37°C-on. A kulturakat LB médiumban azonos optikai denzitasura higitottuk, majd
10-es |éptékld higitdsi sort készitettink. A tenyészetekben levé éIl6 sejtszam

meghatarozasahoz az azonos optikai denzitdsu mintakbdl 100-100 pl-eket szélesztettiink
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LB/Gm/Ap/Kan/glukoz, illetve 0.01% arabindzt tartalmazé lemezekre. A lemezeket 37°C-on
inkubaltuk.

A Sau96l endonukleaz aktivitasanak mérése nyers sejtkivonatbol

A pSau2, pOB-R.Sau96l és pJAT13araE plazmidokat tartalmazé6 DH10B
baktériumsejteket 50 ml LB/Gm/Ap/Kan/glikéz médiumban ndvesztettiik ODss=0.4-ig 37°C-
on. A tenyészetet centrifugaltuk, a fellluszo6t eltavolitottuk, és ugyanilyen térfogatu
LB/Gm/Ap/Kan és 0.005% arabinozt tartalmazé médiumban ndvesztettik tovabb, 37°C-on, 3
oran at. A sejteket ismét centrifugaltuk, 3 ml feltarépufferben (50 mM Tris HCI (pH=8.0), 10
mM B-merkaptoetanol, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk, ultrahanggal feltartuk. Ujabb
centrifugalas utan a fellluszot a feltaropuferrel higitottuk 10, 100, és 1000—szeres léptékben.
A mintakat 0.6 pg lambda fag DNS-sel inkubaltuk, 50 mM K-acetat, 20 mM Tris-acetat, 10 mM
Mg-acetat, és 1 mM DTT jelenlétében 37°C-on, 1 éran at. A reakcidkat agaréz gélen

teszteltlk.

Ugyanilyen moédon mértik a Sau961 endonukleaz aktivitasat azokban a kisérletekben,
amelyekben a megnoévelt DNS ligaz szint életképességet ndveld hatasat vizsgaltuk. A 10 ml
LB/Ap/Kan médiumban éjszakan at sirire nétt pMSin(V173L)-R.Sau, pOK-LigA plazmidokat
tartalmazé6 ER1398 sejteket 1 ml feltarépufferben vettlk fel, és meghataroztuk a

sejtkivonatban 1évé Sau961 endonukleaz aktivitast.
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IV. Eredmények

IV.1. A vad tipusu M.Sinl gén mutagenezise, a mutans gének fragmentumainak

ujrarendezése (DNS keverés)

A vad tipusu M.Sinl gént kétféle médon, az un. ,error-prone” és a ,hipermutagén”
PCR technikakat alkalmazva mutagenizaltuk. A mutagenizalt DNS fragmentumokat
egyesitettik, ennek egyik részét MgCl,, masik részét MnCl, jelenlétében emésztettik DNazl
enzimmel. A mutagenezis sordn a SinA, és a SinB primereket hasznaltuk, ezek
felhasznalasaval egy kb 1.7 kb-os DNS fragmentumot kaptunk, mely tartalmazta a Sinl
metiltranszferazt gént, a promoter régiot, valamint a génen kivil egy hosszu 5’ és 3’ régiét. A
DNS keverés soran a primer nélkuli PCR reakcidok utan a végs6é amplifikalasra AK54 és
AKS5 oligonukleotidokat hasznaltunk, egy kb 1.4 kb-os végterméket kaptunk, mely a Sinl

metiltranszferaz gént kédolja a transzlacios iniciacidos kodontdl a terminaciés kodonig.

IV.1.2. A mutans M.Sinl gén izolalasa

A vad tipusu M.Sinl gént az el6z6ekben leirt kétféle modon mutagenizaltuk, majd
DNS keverésnek vetettilk ala. A magnézium, és mangan ionok jelenlétében végzett DNS
keveréssel kapott termékeket egyesitettik, majd a pTZ57R/T vektorba ligaltuk. Kérulbelll
7000 transzformanst kaptunk. A telepeket 6sszemostuk, a ~7000 transzformanst tartalmazé
szuszpenzidval friss tenyészetet inditottunk, melyet IPTG-vel indukaltunk (a vektorba
beépitett gének sajat promoteriiket nem tartalmaztak, ezért volt sziikség indukciéra), plazmid
DNS-t izolaltunk, és kb 5-sz6rés feleslegesben levd (500ng plazmid DNS-hez 5 unit enzimet
adtunk) Cfr13l (GGNCC specifitas) enzimmel emésztettik. Az emésztésbdl kuldnbozé
idépontokban mintakat vettiink, és kis mennyiségeket E. coli Xl1-Blue sejtekbe
transzformaltunk. A pTZ57R/T vektor 2 GGWCC (W=A/T) és 6 GGSCC (S=G/C) helyet
tartalmaz, az M.Sinl gén pedig 3 GGSCC helyet. A szelekcié alapja, hogy amennyiben a
mutans metiltranszferaz képes metilalni a plazmidon lévé GGWCC és GGSCC helyeket is
Cfr13l restrikciés enzimmel szemben védve lesz. A vad tipusu Sinl metiltranszferazt kédolo
plazmidon pedig csak a GGWCC helyek lesznek metilalva, és ezaltal a plazmid érzékeny
lesz Cfr13] emésztéssel szemben. A 90 perces Cfr13l emésztés utan kapott DNS

preparatumot E. coli sejtekbe juttatva egyetlen klont kaptunk.
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IV.2. A mutans M.Sinl gén jellemzése

Az izolalt plazmid (pTZSmut) nagyfoku rezisztenciat mutatott Cfr13l1 emésztéssel
szemben (6. abra). A pTZS (vad tipusu M.Sinl) és pTZSmut plazmidokat Cfr13l, valamint
Sacl, EcoRl, és Xbal enzimekkel emésztettiik. A Sacl és EcoRI a vektor multiklonozé részén

hasit, a Xbal a multiklénozé régidéban és az M.Sinl génben talalhaté.

1 2 3 4 5 6 7

8
—
1431 bp

920 bp
689 bp

6..abra: A vad és mutans M.Sinl géneket hordozé plazmidok Cfr13l+Xbal, illetve Cfr13I+EcoRI, és
Cfr13I+Sacl emésztése

Az emésztéseket 1%-0s agardz gélen elektroforetizaltuk. A mintdk sorrendje:1. emésztetlen pTZS, 2-
3: Cfr13l-Xbal, 4-5: Cfr13I-EcoRl, 6-7: Cfr13l-Sacl emésztések. 2, 4, 6: pTZS plazmid emésztések,

3, 5, 7: pTZSmut plazmid emésztések. 8. molekulasuly marker (A fag DNS Sspl enzimmel emésztve)

A mutans gén orientaciéja a varakozasnak megfeleléen, a pTZ57R/T lac promoterrdl induld
transzkripcio iranyaval azonos volt. A vad és mutans géneket tartalmazoé plazmidokat Mspl
(CCGQG), Hhal (GCGC), Sau3Al (GATC) és BspRI (GGCC) enzimekkel emésztettik. Ezek az
enzimek érzékenyek a C5-citozin metilaciora. Az Mspl, Hhal, és Sau3Al emésztések azonos
képet adtak, a vad és mutans géneket kédold plazmidok emésztési képe megegyezett. A
BspRI emésztések kilonbdztek, a metilalt GGGCC (a metilalt citozin alahuzassal jeldlve)
helyek a plazmidon egyben metilalt BspRI (GGCC) helyek is, tehat a BspRI enzim ezeket a
helyeket nem emészti. Ez a kisérlet arra utal, hogy valéban egy a GGSCC helyeket is
metilalé mutans metiltranszferazt izolaltunk, nem pedig egy aspecifikus C5-metiltranszferazt.

Nyers sejtkivonatot készitettiink a vad és mutans klénokbol, [metil-*H]AdoMet
metildonor, és GGWCC, illetve GGSCC szekvenciat tartalmazé szintetikus oligonukleotid

szubsztratokon mértuk az enzimek metilacios aktivitasat (2. tablazat).
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pTZS (vad M.Sinl) pTZSmut
GGWCC 15 perc 1496 cpm 1202 cpm
GGWCC 30 perc 2037 cpm 2729 cpm
GGWCC 45 perc 2259 cpm 3762 cpm
GGSCC 15 perc 208 cpm 1139 cpm
GGSCC 30 perc 271 cpm 1499 cpm
GGSCC 45 perc 275 cpm 1976 cpm

2.tablazat: Nyers sejtkivonatok GGWCC és GGSCC aktivitasa az id6 fuggvényében

A mutans metiltranszferaz lényegesen nagyobb beltésszamokat mutatott GGSCC
oligonukleotid szubsztrattal mérve, és eredeti GGWCC aktivitasa is megmaradt.
Meghataroztuk a mutans gén szekvenciajat, egyetlen mutaciét sem detektaltunk a
variabilis régioban, amely a korabbi felfogas szerint a szekvenciaspecifitas egyeduli
meghatarozoja. Kilenc nukleotidcserét talaltunk, ebbdél hét tranzicidé (purin bazis purinra,
illetve pirimidin pirimidinre valtozik), kett§ transzverzié (purin bazis pirimidinre, illetve pirimidin
purinra valtozik) volt. Négy ezek kozul csendes mutacié volt, azaz nem eredményezett
aminosavcserét (T96C, C169T, C242T, és G618C). Ot pontmutacio (C101T, A130C, T197C,
T641C és T685C) aminosavcseréhez vezetett. Az aminosavcserék a kdvetkezdk: a 34-es
alanin valinra, a 44-es lizin glutaminra, a 66-0s metionin treoninra, a 214-es leucin szerinre, a

229-es tirozin hisztidinre valtozott. A 7. abra az aminosavcseréket okozé mutaciok helyét

mutatja.
N-term l. . 1. Iv. V. VI. VIL. VIIl. varabilis régié IX. X.
Xbal
A34V L214S
K44Q Y229H

M66T

7. &bra: A mutans M.Sinl aminosavcseréi

A z0ld téglalapok a konzervalt régidkat, a fekete nyilak az aminosavcserék helyét jelentik. A piros
nyillal jelzett mutacié ugyan aminosavcserét nem eredményezett (G618C) de ezaltal egy uj GGCCC
hely jott létre. Az M.Sinl génben az V. konzervalt régio el6tt talalhaté egy Xbal restrikcids hely, a

mutaciok szétvalasztasanal ezt hasznaltuk.
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IV.2.1. A bels6 és az N-terminalis mutaciok szétvalasztasa

s

részben, ketté pedig a VI. és VII. konzervalt régid kozoétt talalhaté. Az eredmény abbdl a
szempontbol meglepd, hogy ez az N-terminalis régid sok C5-metiltranszferaz esetén
hianyzik, vagy lényegesen révidebb, a VI. és VII. konzervalt régiokat 6sszekodtd szekvencia
pedig a Sinl metiltranszferaz esetén szintén extra hosszusagu (Kumar és mtsai., 1993.).
Kivancsiak voltunk, vajon melyik mutacié okozza a szekvenciaspecifitasban észlelt valtozast,
ezért az N terminalis és a belsé mutacidk csoportjait szétvalasztottuk. A pTZ57R
multiklonozo helyén talalhato egy Xbal restrikcids felismerdhely (az M.Sinl gén 3’ iranyaban),
és a Sinl metiltranszferaz gén is tartalmaz egyet az V. konzervalt régi6 elétt (7.4bra). A pTZS
és pTZSmut plazmidok kdzott kicseréltiik a 898 bp-os Xbal fragmentumot. igy két plazmidot
kaptunk, melyek az els6 harom, ill. az utolsé két mutaciot hordoztak: pTZSmut123
(A34V+K44Q+M66T) és pTZSmutd5 (L214S+Y229H). A plazmidokat Eco471 (GGWCC), és
Cfr131 (GGNCC) enzimekkel emésztettik (8.abra).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

689 bp
367 bp

210 bp

8.abra: A vad tipusu és mutans metiltranszferaz géneket hordozé plazmidok GGWCC és GGSCC
helyeinek metilaltsaga

A plazmidok metlildltsagi allapotdt Eco471 (GGWCC) és Cfr13l (GGNCC) enzimekkel emésztve
vizsgaltuk, a mintakat 1.5%-os agaréz gélen elektroforetizaltuk. A mintak sorrendje a kdvetkezé: 1.
pTZS emésztetlen, 2. pTZS-Eco47l, 3. pTZS-Cfr13l, 4. pTZSmut-Eco471, 5. pTZSmut-Cfr13l, 6.
pTZSmut45-Ecod7l, 7. pTZSmutd5-Cfr13l, 8. pTZSmut123-Eco47l, 9. pTZSmut123-Cfr13I, 10.
molekulasuly marker (A fag DNS Sspl enzimmel emésztve) Mindegyik plazmid 2 GGWCC helyet
tartalmaz, a pTZSmut123 plazmid szenzitiv Eco47] emésztésre, a létrejott 222bp-os fragmentumot
fehér csillag jeldli. A pTZS és pTZSmut123 kilenc GGSCC helyet tartalmaz (hat a vektorbdl, harom a
Sinl metiltranszferaz génbdl szarmazik), a pTZSmut, és pTZSmut45 plazmidok pedig egyel tébb, tiz
GGSCC helyet tartalmaznak a G618C nukleotidcsere miatt.
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A pTZSmut és pTZSmut45 plazmidok metilaltsagi allapota gyakorlatilag azonos volt. A
pTZSmut123 plazmidban a GGSCC helyek részlegesen metilaltak, a GGWCC helyek
metilaltsaga pedig nem teljes. Ebbdl a kisérletbél arra kdvetkeztettlink, hogy a mutans enzim
megvaltozott szekvenciaspecifitasanak okozoja foéként az L214S+Y229H kettds
aminosavcsere, a harom, N-terminalis régidban elhelyezkedd aminosavcsere hozzajarulasa

a megvaltozott fenotipushoz minimalis.

IV.2.2. A Leu214Ser, Tyr229His aminosavcseréket hordozé mutans enzim tisztitasa,

jellemzése

A pTZSmut, a pTZSmut45, és a pTZmut123 plazmidokat tartalmazé baktériumsejtekbdl
nyers sejtkivonatokat készitettink, és radioaktivan jelolt metildonor és DNS szubsztrat
jelenlétében mértuk metiltranszferaz aktivitdsukat. A metiltranszferdz aktivitas szintje
mindharom esetben alacsony volt. Ezért a mutans géneket atiiltettik a pER23S(-ATG) (Ap®)
expresszios vektorba. A DNS keverés soran hasznalt AK54 és AK55 oligonukleotidok Xhol
hasitohelyet tartalmaznak, az Xhol végekkel rendelkezd fragmentumokat a pER23S(-ATG)
vektor multiklbnozé helyén taldlhaté Sall helyre ultettik. (A Sall és Xhol végek
komlementerek). A pER23S(-ATG) vektorba épitett génekrdl a transzkripcié IPTG-vel
indukalhaté az E. coli rrnB P2 promoterérél. Ebben a vektorban a promoter mégé épitett
génekrdl indulé transzkripcié szintje nagyon magas. A pVH1 (Kan®) plazmidot hasznaltuk a
transzkripcio represszalasara.

A harom N-terminalis aminosavcserét, és az 6t aminosavcserét hordozé klénnal ez
az atlltetés nem hozott sikert, a mutans fehériék nagy része oldhatatlan csapadék
formajaban volt jelen. A csak két belsd (L214S+Y229H) mutaciét hordozd enzim oldhaté
formaban volt, foszfocelluléz, és heparin agaréz oszlopokon tisztitottuk kézel homogenitasig
az Anyagok és Modszerekben leirt modszer szerint. A muténs enzim tisztitasat, és steady-
state kinetikai paramétereinek meghatarozasat Groma Gergely végezte. A fehérjetisztitas
egyes lépéseiben kapott enzimpreparatumok tisztasagat SDS gélelektroforézissal vizsgaltuk
(9.4bra).
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9. abra: A Leu214Ser+Tyr229H mutacidkat tartalmazo Sinl metiltranszferaz enzim tisztitasa

1. Ultrahangos feltaras és centrifugalas utani sejttérmelék-mentes felliliszd, 2. foszfocelluléz
oszlopkromatografia utan 3. foszfocelluléz és heparin-agaréz oszlopkromatografia utan, 4. vad tipusu
M.Sinl fehérje, 5. fehérje molekulasulymarker

A mintakat 10%-os SDS poliakrilamid gélen elektroforetizaltuk.

A tisztitott mutans enzim steady-state kinetikai paramétereit az Anyagok és Mddszerek
fejezetben leirt médon hataroztuk meg. A GGWCC, és a GGSCC DNS szubsztratokra
vonatkozd Km és V. értékeket, majd az enzim koncentraciod ismeretében a ks és ke Km

értékeket az 10. abra és 3. tablazat mutatja.
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10. abra: Az L214S+Y229H mutans enzim steady-state kinetikai analizise kilénb6z6 DNS
szubsztratokkal. Az dbra a reakcidésebesség alakulasat mutatjia a szubsztratkoncentraciéd

figgvényében. A haromszégek a GGWCC, a négyzetek a GGSCC szubsztratot jeldlik.

3. tablazat: A vad és a mutans (L214S+Y229H) M.Sinl stady-state kinetikai paraméterei

enzimkinetikai M.Sinl M.Sinl (L214S+Y229H)
jellemzok GGWCC GGSCC GGWCC GGSCC
K (o) 17 116 20.7 +0.34 255 + 15
Keat (t/perc) 0.3 0.014 0.08 + 0.0048 0.56 + 0.06
KooK (10° M7 s 2.94 0.02 0.65 0.37

A mutans enzim (L214S+Y229H) GGWCC szubsztrattal mutatott k../ Km értéke 4.5-
szeresére csoOkkent a vad tipusu enzimhez képest. Ez a valtozas féként a GGWCC
szubsztrattal mutatott csOkkent k.. értéknek kdszdnhetd (a mutans enzim K, értéke erre a
szubsztratra a vad tipusuéval kdzel azonos). A mutans enzim kétszer nagyobb K, értéket
mutatott GGSCC szubsztratra, mint a vad tipusu enzim, de ez a hiany kompenzaldédott a k.4
érték 40-szeres ndvekedésével. A mutans enzim katalitikus aktivitasa (k../Km) kb 4.5-szer
volt alacsonyabb az eredeti GGWCC szubsztrattal, és kb 20-szor magasabb a GGSCC

szubsztrattal, mint a vad tipusu enzim ugyanezen értékei.

35




IV.3. A vad és mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek GGWCC és

GGNCC specifitasi endonukleazzal szembeni rezisztencidjanak vizsgalata

Az 4.tablazat tartalmazza a munka soran hasznalt legfontosabb plazmidokat, eredetiket,

rezisztenciajukat, valamint az altaluk hordozott, a kisérletek szempontjabdl fontos fehérjéket.

Plazmid neve

Vector/rezisztencia

A kédolt fontos fehérje

Hivatkozas

pSl4

pSl4-106
pSin5
pSin10-19
pSin10-106
pSin10-5mut
pSau1

pSau2

pSau21
pOB-RSau96l
pSTC-MSau96l
pMSin-RSau
pMSin(V173L)-RSau
pOK-ligA

pJAT13araE

pUC19/Ap
pUC19/Ap
pUC19/Ap
pUC19/Ap
pUC19/Ap
pUC19/Ap
pBR322/Ap
pBR322/Ap
pOK12/Kn
pOK12/Kn
pSC101°/Cm
pUC19/Ap
pUC19/Ap
pOK12/Kn

pJN105/Gm, Em

M.Sinl + R.Sinl
M.SinlV""? + R.Sinl
M.Sinl

M.Sin[N'72

M.SinlV173t

s 1A34V+K44Q+M6E6T+L214S+Y229H
M.Sinl 34V+ Q+M66T+ S+ 9

M.Sau96l

M.Sau96l

M.Sau96l! + R.Sau96l
R.Sau96l

M.Sau96l

M.Sinl + R.Sau96l
M.Sinl"""" + R.Sau96l
E. coli DNS ligaz

arabinéz transzporter

Karreman és de Waard, 1988
a munka soran készult
Kiss és mtsai, 2001

Kiss és mtsai, 2001

Kiss, és mtsai, 2001

A munka soran készult
Szilak és mtsai, 1990

Kiss Antaltol szarmazik
Kiss Antaltol szarmazik

A munka soran készult
Pdsfai Gyorgytél szarmazik
Kiss Antaltol szarmazik

A munka soran készult

A munka soran készult

Khlebnikov és mtsai, 2001

4. tablazat. A kisérletek soran hasznalt plazmidok. A pOB-RSau96l plazmidban az R.Sau96l

endonukleaz expresszidja a Pgap promoter altal szabalyozott. A pUC19 és pBR322 alapu konstrukcidk
ColE1, a pOK12 alapuak p15A, a pJN105 pedig pBBR1 replikacids origét hordoz.
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IV.3.1.A mutans metiltranszferazokat tartalmazoé plazmidok metilaltsagi allapota

A pTZSmut (A34V+K44Q+M66T+L214S+Y229H) plazmidot BseRI-Ndel enzimekkel
emésztettuk, a keletkezett 1245 bp-os fragmentumot atultettiik a pSin5 (vad M.Sinl-et kddol)
BseRI-Ndel helyére. Az igy kapott plazmidot pSin10-5mut-nak neveztik el. A pSin5
plazmidon a Sinl metiltranszferaz termel6dését sajat promotere iranyitja. A mar korabban
izolalt N172S és V173L metiltranszferaz mutansok génjét szintén a pSin5 plazmidba lltették
(Kiss és mtsai, 2001). A pSin10-5mut igy a pSin5 (vad tipusu M.Sinl), pSin10-19 (N172S
aminosavcsere) és a pSin10-106 (V173L) plazmidokkal identikus. A 12. abran, a pSin5
plazmid sematikus rajzan feltintettik a klbnozéshoz hasznalt restrikcids helyeket.A vad és a
mutans M.Sinl géneket hordozé plazmidokat (pSin5, pSin10-19, pSin10-106, és pSin10-
5mut) valamint az M.Sau961 gént hordozé pSau2 plazmidot metilacié érzékeny restrikcidos
endonukleadzokkal emésztettik. (11. abra). Az Eco471 endonukleaz a GGWCC helyeket
emeészti, mig a Cfr13l a GGSCC helyeket is, ha azok a belsé citozinnal nincsenek metilalva.
A GGWCC helyek tdkéletesen védettnek bizonyultak, mig a GGSCC helyek védettsége
részleges volt, jelezve azt, hogy metilaltsaguk nem volt teljes. A pSin10-19, és a pSin10-106
plazmidok rezisztensebbek voltak Cfr13l emésztéssel szemben, mint a pSin10-5mut, tehat
az N172S, illetve V173L mutacidkat tartalmazé mutansok jobban metilaljgk a GGSCC
helyeket, mint az 5 aminosavcserét (A34V, K44Q, M66T, L214S, Y229H) tartalmazé mutans.

Vad M.Sinl N172S V173L Smut  M.Sau9él

12 34 5 67 8 910 111213141516

—_ y Lodad A Rt X

- . ‘ <— 3000bp

.| <— 1500bp

11. abra: A vad és mutans metiltranszferazokat tartalmazé plazmidok metilaltsaga.

Az E coli DH10B sejtekbdl izolalt plazmidokat Eco47] (GGWCC), és Cfr13l (GGNCC) restrikcios
endonukleazokkal emésztettiik, a mintakat 1%-os agaréz gélen elektroforetizaltuk. A mintak sorrendje:
1-3:pSind (vad tipusu M.Sinl), 4-6:pSin10-19 (N172S), 7-9:pSin10-106 (V173L) , 10-12:pSin10-5mut
(A34V, K44Q, M66T, L214S, Y229H), 13-15:pSau2 (vad tipusu M.Sau96l), 16 DNS molekulasuly
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marker (Fermentas) Az 1, 4, 7, 10, 13-as mintak emésztetlenek, a 2, 5, 8, 11, 14-es mintakat Eco47I
enzimmel , a 3, 6, 9, 12, 15-6s mintakat Cfr13l enzimmel emésztettik. A plazmidok 2 GGWCC, és 8
GGSCC helyet tartalmaznak. A belsd citozinnal (alahuzassal jeldlve) metilalt GGWCC, és GGSCC

helyek rezisztensek az Eco47l, illetve Cfr13] emésztéssel szemben.

IV.3.2. Baktériumsejtek GGWCC specifitasu endonukleazzal szembeni rezisztenciaja in

vivo kisérletben

A restrikciés-modifikacidés rendszerek DNS metiltranszferazainak funkciéja az, hogy
megvédjék a sejt DNS-ét a sajat restrikcios endonukleazuktdl. A restrikcids enzimes
emeésztések eredményei alapjan arra kdvetkeztethettlink, hogy a mutans metiltranszferazok
a GGWCC felismerdhelyeket telies mértékben metilaljak (11.abra Eco47] emésztés). Az
izotopos mérésekkel azonban a mutans klénok nyers sejtkivonataiban alacsonyabb GGWCC
aktivitas volt kimutathaté mint a vad tipusu enzimet tartalmazé kivonatban (Kiss és mitsai,
2001). Ezért megvizsgaltuk, vajon a mutans Sinl metiltranszferazok képesek-e megvédeni a
sejtet in vivo a Sinl endonukledzzal szemben. Létrehoztuk a pSl4-106 konstrukciot, amely
egyetlen plazmidon hordozza a V173L aminosavcserét tartalmazé Sinl metiltranszferaz
génjét, és a Sinl restrikcidos endonukleaz gént. A pSI4-106 plazmidot ugy hoztuk létre, hogy a
pSin10-106 (V173L) plazmid Hindlll helyébe vissziltettik a pSl4-bél korabban eltavolitott
~700 bp-os Hindlll fragmentumot (Kiss és mtsai, 2001) helyredllitva ezzel a Sinl
endonukleaz gént. A pSin5 (a pSin10-106 ettél egyetlen nukleotidcserében kilénbdzik, a
V173L aminosavcserét eredményezve) és a pSl4 plazmidok sematikus rajzat a 12. abra

mutatja.

BaeRl Mdeal Mrul Hindill Sphl Hindii
| I | P..
- —— ] —{—:—-rt lac pSl4
sinih SR
BzaRI Mdel Hindlll
N I | | Pias pSinG
sinihM

12.abra: A pSl4 és a pSin5 plazmidok sematikus rajza

A pSin5 a pSI4 plazmid Hindlll delécids szarmazéka.

A pSl4-106 plazmiddal transzformalt baktériumsejtek normalis ndvekedést mutattak,
tehat a V173L aminosavcserét hordozé mutdans GGWCC-specifikus aktivitasa elég nagy
ahhoz, hogy a sejt sajat DNS-ét megvédije a Sinl endonukleazzal szemben. Az N172S és az

5 aminosavcserét hordozé valtozatokkal nem végeztink ilyen kisérletet, az in vitro
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enzimmérések alapjan feltételezzik, hogy az utébbiak is hasonlé fenotipust mutatnanak in

vivo.

IV.3.3. A mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek GGNCC specifitasu

endonukleazzal szembeni rezisztenciaja in vivo kisérletben

Az el6z6 kisérletekben bizonyitottuk, hogy a mutans metiltranszferazok képesek
megvédeni a sejtet sajat GGWCC-specifitasu restrikcios endonukleazukkal szemben. A
kovetkez6kben kivancsiak voltunk, vajon képesek-e ezek a metiltranszferazok védelmet
nyujtani a baktériumsejteknek egy GGNCC-specifitdsi endonukledzzal szemben. A pSau21
plazmid tartalmazza a teljes Sau96l restrikcidos-modifikacios rendszert, a ColE1 replikacids
origoval kompatibilis p15A replikacids origot tartalmaz, kanamicin rezisztenciat hordoz, és a
Sau96l metiltranszferaz génje kdnnyen deletalhaté a plazmidbdl. A 13. abra a pSin5 és a

pSau21 plazmidok sematikus rajzat mutatja, a fontosabb restrikciés endonukleaz helyekkel.

BseRl MNdel Hindlll
- —— '_——|_l !:P_"" pSind
sinid
Pst Apall
?all Nrul EcoRl EcoRI Emﬂll BatYl Sphl BamHI
Ecori | | | L | ,
— = =5 TITTTIIT I :[:p_| ................... pSau21
Plac saudBIM saud6IR

13. abra:A pSin5 és a pSau21 plazmidok sematikus rajza

A pSau21 négy EcoRI hasitohelyet tartalmaz, ezzel az enzimmel emésztve, majd ligalva a
plazmidot, a Sau96| metiltranszferaz gén nagy része eltavolithatd, mig a vektor, és a Sau96l
endonukleadz gén intakt marad. ER1398 baktériumsejteket, melyek tartalmaztak a mutans
Sinl metiltranszferaz géneket kddold (N172S és V173L) plazmidokat, transzformaltunk az
EcoRI-gyel emésztett, majd ligalt pSau21 plazmiddal. Kontrollként olyan baktériumsejteket
hasznaltunk, amelyek a pSau1 (Sau96l metiltranszferaz gént kdédol) plazmidot hordoztak.
Csak a pSau1 plazmidot tartalmazé baktériumsejtek transzformalasa esetén kaptunk Ap/Kan
kettbs rezisztenciat tartalmazé telepeket, tehat a mutans Sinl metiltranszferazok nem voltak
képesek megvédeni a sejtet egy GGNCC specifikus endonukleaztél. Az eredmény nem
meglepd, hiszen a mutans metiltranszferazok nem mutatnak teljes GGNCC rezisztenciat (11.

abra).
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A kontroll kisérletben a ketts, Ap/Kan rezisztenciat mutaté telepekbdl plazmidot
izolaltunk, valéban a pSaul plazmidot és a pSau21 EcoRI delécios szarmazékat

tartalmaztak.

IV.4. A mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek életképességének

vizsgalata szabalyozhato expresszioju GGNCC specifitasi endonukleazzal szemben

Annak érdekében, hogy a mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek
GGNCC endonukledzzal szembeni rezisztenciajat érzékenyebben vizsgalhassuk,
kidolgoztunk egy in vivo rendszert, amelyben a baktériumsejtek életképességét egy
GGNCC-specifikus endonukleaz (Sau96l) valtoztathaté szintje mellett tesztelhettik. Ehhez
létrehoztuk egy olyan plazmidot, amely a vad és a mutans Sinl metiltranszferaz géneket
hordoz6 plazmidok replikacids origdjaval kompatibilis replikacios origét, valamint ezektdl
(pSin5 és szarmazékai) eltérd antibiotikum rezisztenciat hordoz. A konstrukciét pOK-BAD-
nak neveztiik el, és a kdvetkezdképpen készitettiik: a pOK12 (kdzepes kdpiaszamu, Kan®)
plazmidot Stul-Fspl enzimekkel emésztettik, a keletkezett 1838 bp-os fragmentumot ligaltuk
a pBAD24 (Guzmann és mtsai., 1995) 1830bp-os Clal-Paql fragmentumaval, melynek végeit
Klenow polimerazzal feltdltottuk. A keletkezett pOK-BAD plazmid tartalmazza a pOK12-bdl
szarmazo replikacios origét (p15A), és a kanamicin rezisztenciagént, valamint a pBAD24-bdél
szarmazo araC regulatorgént, az araBAD promotert, a multikibnozé helyet, és az rrmB
terminator szekvenciat. Az AK143 és AK144 primerekkel amplifikalt Sau96l endonukleaz
gént pTZ57R/T vektorba ligaltuk, Ncol és Xbal enzimekkel emésztettiik, majd az Ncol-Xbal
enzimekkel emésztett pOK-BAD vektorba ligaltuk. Az igy kapott pOB-R.Sau96l plazmid
tartalmazza a Sau96l endonukleaz gént, melynek atirddasa az araBAD promoter altal
szabalyozott. Ezen a plazmidon a Sau96l restrikcids endonukledz transzkripcioja glukoz
hozzdadasaval represszalhatdé, mig arabindézzal indukalhatdé. A csak a pOB-R.Sau96l
plazmidot tartalmazé sejtek még glikéz jelenlétében sem voltak életképesek, mig ha a sejtek
pSTC-MSau96! (M.Sau96l metiltranszferazt kodol, héérzékeny replikaciés origdju, Cm")
plazmidot is tartalmaztak, stabilan fenntarthatéak voltak 30°C-on. A pOB-R.Sau96l és pSTC-
M.Sau96! plazmidokat tartalmazé DH10B baktériumsejtek normalisan néttek 30°C-on mind
0.2% gllikdz, mind 1% arabinéz jelenlétében, 42°C-on viszont glikoz represszor jelenlétében
sem kaptunk életképes klénokat. Ez azt mutatja, hogy az arabin6z promoterrdl kifejez6dé
Sau96l endonukleaz szintie még glikéz represszor jelenlétében sem nulla. A pSTC-
M.Sau96l plazmidban van egy Hpal hely(az M.Sau96l génben), mig a pOB-R.Sau96l nem
tartalmaz  Hpal hasitéhelyet. A  Hpal-emésztett pOB-R.Sau96l/pSTC-M.Sau96l
plazmidkeveréket DH10B sejtekbe transzformaltuk, glikézt tartalmazé taptalajra

szélesztettlik, majd 42°C-on inkubaltuk. Két KanR/Cm?® transzformanst kaptunk, de ezek a
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Sau96l endonukleaz gén delécios szarmazékat tartalmaztak. Ez a kisérlet is azt bizonyitja,
hogy glukéz hozzdadasaval sem tudjuk teljes mértékben represszalni az arabin6z

promoterrél indulé endonukleaz transzkripciét.
IV.4.1. A sejten beliili arabinézkoncentracio szinkronizaldsa

A pSin5 (vad M.Sinl), és a mutans metiltranszferazokat (pSin10-19, pSin10-106, és
pSin10-5mut) tartalmazé6 DH10B baktériumsejteket Hpal enzimmel emésztett pOB-
R.Sau961/pSTC-M.Sau96l plazmidokkal transzformaltuk, LB/Ap/Kan/glikéz lemezekre
szélesztettik. A pSin5 és pOB-R.Sau96! plazmidokat tartalmazé transzformansok glikéz
represszid mellett rovid ideig fenntarthatéak voltak. Tartdés ndvesztés soran mutacidk
halmozddnak fel, inaktivalva az R.Sau96l endonukledaz gént. A vad, illetve mutans
metiltranszferaz géneket hordozé plazmidokat (pSin5, pSin10-19, pSin10-106, illetve pSin10-
5mut) tartalmazdé  baktériumsejteket  Hpal-emésztett pOB.RSa96l/pSTC-M.Sa96l
plazmidkeverékkel transzformaltuk, a sejteket LB/Ap/Kan lemezekre szélesztettlink, 42°C-os
termosztatban inkubaltuk a lemezeket. Az ApF/Kan®/Cm® baktériumsejteket folyadékon
novesztettlk, az Anyagok és Mddszerek fejezetben leirt moédon higitasi sort készitettlink, és
glukozt, valamint kuldnb6z6é mennyiségl arabindzt tartalmazé LB/Ap/Kan lemezekre
csepegtettink a higitott  kulturakbdl. A kisérletek nem voltak megbizhatdak,
reprodukalhatéak. Tobb esetben a vad tipusu M.Sinl-et tartalmazoé telepek bizonyultak a
leginkabb életképesnek. Mas E. coli baktériumtorzsekben is elvégeztik a kisérletet, de a
kapott eredmények tovabbra sem voltak értékelheték, megismételhetdék. Tobb publikacié is
szol arrél, hogy az araBAD operonrdl induld transzkripcié ugyan szabalyozhaté kilénbdzd
és mtsai, 2001). A kilénb6zé mennyiségl arabinéz jelenlétében a sejtek egy bizonyos
szazaléka teljes indukcid, mas része gyakorlatilag teljes represszio alatt van. Ez a jelenség a
sejtekben mikdéds, arabindztdl fliggé arabindz transzporter mikoédése miatt van. A cikk
szerzbi egy arabindztél figgetlen, konstitutiv promoter iranyitasa ala helyezték az arabinéz
transzportert. Bizonyitottak, hogy igy a tenyészet minden sejtiében egyforman lehet az
arabinéz koncentracidéval szabalyozni a transzkripcio intenzitasat. A publikacié szerzéitdl
elkértik ezt a plazmidot (pJAT13arakE). A pJAT13araE ColE1 (pSin5 és szarmazékai) és
p15A (pOB-R.Sau96l) replikaciés origokkal kompatibilis pBBR1 replikaciés origét, valamint
gentamicin  (Gm), és eritromicin (Em) rezisztenciagéneket tartalmaz. A pJAT13araE
plazmidot tartalmazé DH10B baktériumsejteket transzformaltuk a metiltranszferaz géneket
tartalmazo plazmidok valamelyikével (pSau2, pSin5, pSin10-19, pSin10-106, illetve pSin10-
5mut), majd végul a Hpal enzimmel emésztett pOB-R.Sau961/pSTC-M.Sau96l! plazmidokkal.
A transzformansokat LB/Ap/Kan/Gm/glikéz tartalmu lemezeken, 42°C-on inkubaltuk. A 3
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plazmidot tartalmazé transzformansok metilaltsagi allapota restrikcidés enzimes emésztéssel
vizsgalva megegyezett a csak metiltranszferaz-plazmidokat tartalmazo (11. 4bra) mintak

metilaltsagi mintazataval.

IV.4.2. A sejten beliili Sau96l endonukleaz szint

Megvizsgaltuk, vajon kisérleti korllményeink kozott arabindz indukcid hatasara
mekkora a sejten bellli Sau96l endonukleaz szint. pJAT13ara+pSau2+pOB-R.Sau96l
plazmidokat tartalmazé E. coli DH10B sejteket ndvesztettiink, majd 0.005% arabinézzal
indukaltunk, nyers sejtkivonatot készitettink az Anyagok és Moddszerek fejezetben leirt
modon. A sejtkivonat kilénb6zd higitasaival A fag DNS-t emésztettiink, meghatarozva a
Sau96l endonukleaz szintet (14. abra). A 10-szeresére higitott sejtkivonat a fag DNS

tokéletes emésztését eredményezte, jelezvén a sejten bellli magas endonukleaz aktivitast.

1. 2. 3. 4.

14 .abra: Sau96! endonukleaz aktivitas nyers sejtkivonatban

A pJAT13araE+pSau2+pOB-R.Sau96l plazmidokat tartalmaz6é E.coli DH10B sejteket 0.005%
arabinézzal indukaltunk. A nyers sejtkivonat higitasainak endonukleaz aktivitasat A fag DNS-en
teszteltlk, a mintakat 1%-os agar6z gélen elektroforetizaltuk. A mintak sorrendje a kdvetkezd volt:
1.emésztetlen A fag DNS, 2. 10x higitott sejtkivonat, 3. 100x higitott sejtkivonat, 4. 1000x higitott

sejtkivonat
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IV4.3. A vad és mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek
életképességének vizsgdlata szabalyozhaté expresszioji GGNCC specifitasu

endonukleazal szemben

A vad és a mutans Sinl metiltranszferazokat tartalmazoé, valamint kulonbozé
mennyiségl Sau96l endonukleazt tartalmazd baktériumsejtek életképességére telepformald
képesseglkbdl kdvetkeztettiink az Anyagok és Mdodszerek fejezetben leirt modon. A kisérlet
el6zményeként el8szér az azonos optikai denzitdsu mintakbdl 5-5 ul-eket csepegtettlink
glukézt, illetve arabindzt tartalmazé LB/Ap/Kan/Gm agarlamezekre. Mar igen kis mennyiségi
(0.0001%) arabindz jelenlétében a vad tipusu metiltranszferazt tartalmazé baktériumsejtek
élésejtszama dramai csokkenést mutatott.

A vad és mutans metiltranszferazokat tartalmazé  baktériumsejteket
LB/Ap/Kan/Gm/glikéz tapfolyadékban névesztettilk, majd a tenyészeteket azonos optikai
denzitasura higitottuk. Ezekbdl a kulturakbdl 100-100 pl-eket szélesztettlink
LB/Ap/Kan/Gm/0.2% glukdz, illetve LB/Ap/Kan/Gm 0.01% arabinézt tartalmazo lemezekre,

majd meghataroztuk a lemezeken a telepszamokat. (15. abra)

0.75-
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156. abra: A vad és a mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek telepformalé képessége
szabalyozhaté expressziéju GGNCC specifitasi endonukleaz mellett.

A Kkulénbdzb metiltranszferazokat tartalmazé baktériumtenyészeteket az Anyagok és Modszerek
fejezetben leirt médon névesztettlik, majd azonos optikai denzitasura higitottuk. A mintakbdél 100-100
pl-eket szélesztettlink glukézt, illetve 0.01% arabindzt tartalmazé lemezekre. Az oszlopok az
arabin6z/glikéz lemezeken szamolt élésejtszam hanyadost mutatjak. Mindegyik érték 6t-nyolc
parhuzamos kisérlet eredménye. Az adatokat a Prism programmal elemeztik, az abran a szorast is

feltintettem.
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Az N172S és V173L mutans metiltranszferazokat tartalmazd baktériumsejtek
telepformald képessége kb. Otszor volt magasabb a vad tipusu, illetve 5 aminosavcserét
hordozé metiltranszferazt tartalmazo sejtekénél. Ez azt mutatja, hogy az N172S és V173L
mutansok képesek megvédeni in vivo nemcsak a GGWCC helyeket, de nagymértékben
metilaljak a GGSCC helyeket is, megndvekedett védelmet nyujtva a sejteknek a GGNCC
specifitasu Sau96l endonukleazzal szemben. Meglepd, hogy bar a pSin10-5mut metilaltsagi
allapota nem volt sokkal kisebb mértékl, mint a masik két mutansé (11. abra), mégis
telepformald képessége az életképességi tesztben nem volt jobb, mint az M.Sinl-et (vad
tipus) tartalmazoé sejtekeé.

Az N172S és V173L mutans metiltranszferazokat tartalmazo klonok megndvekedett
életképessége a Sau96l endonukledz inaktivalodasa miatt is torténhetett. Hogy kizarjuk
ennek a lehetéségét, a harom plazmidot tartalmazé transzformansokbdl (pJAT13araE+pOB-
R.Sau961+pSin10-19, illetve pSin10-106) plazmidpreparatumot készitettlink, pSTC-M.Sau96l
plazmidot tartalmazé DH10B sejteket transzformaltunk, Kan®/Cm¥Ap® klénokra
szelektaltunk 30°C-on. A kdvetkezd Iépésben a 30°C-on felnétt Kan®Cm® sejteket 42°C-ra
tettlk Km/arabinézt tartalmazé taplemezre. Minden esetben 30°C-on életképes sejteket
kaptunk, mig 42°-on nem voltak életképesek. Abban az esetben, ha a transzformansok
inaktiv Sau96l endonukleaz tartalmaznak, 42°C-on arabinéz jelenlétében is életképes
klénokat kapunk, kisérletinkben azonban 42°C-on nem kaptunk ndvekedést. Ezzel a
kisérlettel bizonyitottuk, hogy az N172S és V173L mutansokkal kapott megndvekedett
életképesség valdban a mutansok megndvekedett GGSCC aktivitasanak kdszénhet, nem
pedig a funkcidképtelen endonukleaznak.

Az N172S és V173L mutans metiltranszferazokat tartalmazo baktériumsejtek képesek
voltak arabindz tartalmu lemezeken koldniat formalni, azonban Uj (arabinézos) lemezre, vagy
folyadékra atoltva nem voltak életképesek. Ez azt mutatja, hogy a GGSCC helyek
metilaltsaga nem teljes, a sejtek hosszu tavu tuléléséhez nem elegendd a metilacios
aktivitdas. Az arabindzos lemezen felnétt sejteket tovabboltva glikozt tartalmazdé lemezre,
vagy folyadékra, a baktériumsejtek normalisan ndvekedtek. A folyadékon felnétt kulturakbadl
izolalt plazmid DNS az eredeti plazmidokkal megegyezd metilaltsagi allapotu volt.

A kovetkezé életképességi tesztben azt vizsgaltuk, vajon a glikoz, illetve 0.01%
arabin6zos lemezen feln6tt telepek mennyi életképes sejtet tartalmaznak. A kisérletekbe
csak az N172S és V173L metiltranszferazokat vontuk be. A gliikézon, illetve arabindzon
felndtt telepekbdl 1-1, kb azonos méretl koloniat 100 pl LB-ben felszuszpendaltuk, majd 10-
es léptékd higitasi sort készitettink (a kisérlet soran mind az N172S, mind a V173L
esetében 5-5 parhuzamossal dolgoztunk). A Kkilénb6z8 higitasokbdl 5-5 pl-eket

cseppentettink LB/Ap/Kan/Gm/glikéz lemezekre. Az eredetileg arabinézt tartalmazé
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lemezen felnétt sejtek 10-100-szor kevesebb él6 sejtet tartalmaztak, mint a glikéz tartalmu

lemezen felnbtt sejtek.

IV.5. A DNS ligaz hatasa az endonukleazt tartalmazé sejtek életképességére

A részleges védelem, melyet az N172S és a V173L mutansok nyujtanak a sejtnek
meglepd, hiszen a plazmidok ugyan részlegesen, de emésztheték Sau96l endonukleazzal (
a plazmidon 8 GGSCC hely van). Ha a plazmid emészthetd, akkor az E. coli kromoszoéman
talalhatd 4218 (Poésfai Janos személyes kdzlése ) GGSCC helyek egy része sincs védve.
Hogyan képes a sejt ezt tuléIni? Feltételeztik, hogy ez a védelem az E. coli DNS ligaz
enzimnek kdszdnhetf, amely egy bizonyos hatarig képes a sejtben az endonukleaz altal
okozott kettds szalu DNS tdrések javitasara. Feltételezéslinket két megfigyelés tamasztja
ala. Kimutattak, hogy az E. coli DNS ligaz olyan sejtekben, melyek nem tartalmazzak az
EcoRI metiltranszferazt, képes egy bizonyos szintig kijavitani az EcoRI endonukleaz altal
okozott kettds szali DNS téréseket (Heitman és mtsai., 1989.). Szintén a DNS ligaz védoé
szerepét irtak le a Pvul restrikcios-modifikacios rendszer kldnozasakor. A Pvul restrikcios
endonukleazt tartalmazé vad tipusu (azaz funkcioképes DNS ligazt tartalmazo) E.coli sejtek
életképesek voltak Pvul modfikaciés metiltranszferaz nélkil is, azonban ha a DNS ligazt
héérzékeny plazmidra helyezték, majd olyan hémérsékleten inkubaltak a sejteket, ahol a
DNS ligaz mar nem termelédik, a sejtek életképtelenek lettek (Smith és mtsai., 1992.).

Feltételezésunk az volt, hogy esetiinkben az az E. coli sejt, melynek GGSCC helyei
nem telies mértékben metilaltak, mégis képes lehet névekedni a GGNCC specifitasu
endonukleaz mellett a DNS ligaz véd6 hatasa miatt. Kisérletesen teszteltik hipotézisinket.
A pMSin-RSau plazmid (Ap®) egy hibrid restrikciés-modifikaciés rendszert kédol, a Sinl
metiltranszferaz gént, és a Sau96l endonukleaz gént, mindketté sajat promoterérdl irddik at
(16.abra).

BsgR NAE! \rurapaLl Sphl Hindlll
NV

=== ——anmmmmmi}—\i(‘—_Pﬁc pMSin-RSau
siniM sau96IR

16. abra: A hibrid restrikcios-modifikacios rendszert hordozé pMSin-RSau sematikus rajza.

Létrehoztuk ennek egy olyan valtozatat, mely a Sinl metiltranszferaz V173L aminosavcserét
hordozé alléljat tartalmazza. A Sinl metiltranszferaz gén két Styl restrikcidés hasitohelyet

tartalmaz, a Styl fragmentumon talalhaté a V173L aminosavcserét okozé nukleotid is. A
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pMSin-RSau plazmidot Styl enzimmel emésztettik, alkalikus foszfatazzal kezeltik, és a
pSin10-106-b6l  szarmazé 278bp-os Styl fragmentummal ligaltuk, létrehozva a
pMSin(V173L)-RSau konstrukciot. Az Sinl(V173L) metiltranszferdaz nem képes teljes
mértékben metilalni a GGSCC helyeket, ezért a pMSin-RSau, és a pMSin(V173L)-RSau
plazmidokat pSTC-M.Sau96! plazmidot tartalmazé sejtekben tartottuk fenn 30°C-on. A
pLG2520 plazmidbdl, egy 2.7kb-os Nhel-BamHI fragmentumot (a DNS ligaz génjét
tartalmazza) atultettink a pOK12 vektorba. Az Nhel-BamHI fragment végeit Klenow
polimerazzal feltoltéttik, majd az EcoRV emésztett pOK12 vektorba ligaltuk. A létrejott
plazmid a pOK-ligA (Kan®), ebben a konstrukciéban a DNS ligaz gén sajat promoterérdl
irodik at. Ellenériztik, vajon funkcidképes ligaz termelédik-e a pOK-ligA plazmidrol. Az
N2604 lig ts7 (Gottesman és mtsai., 1973.) E. coli baktériumtdrzs DNS ligaza h6érzékeny. A
DNS ligaz az E. coli sejtek szamara esszencialis, a torzs képes névekedni 30°-on, mig 42°C-
on nem. A pOK-ligA plazmiddal transzformalt N2604 lig ts7 baktériumsejtek képesek voltak
ndvekedni 42°C-on, jelezvén hogy a pOK-ligA plazmidrol funkcioképes ligaz enzim
termelédik. A pOK-ligA plazmidot tartalmazé ER1398 sejteket transzformaltunk pMSin-
RSau/pSTC-M.Sau96! plazmidpreparatummal, LB/Ap/Kan lemezekre szélesztettunk, 42°C-
on inkubaltunk. (30°C-on LB/Cm lemezen vizsgaltuk a pSTC-M.Sau96l! plazmid jelenlétét,
illetve eltlinését) Kiildnbdzé6 méretli ApT/Kan®/Cm® kettds rezisztens transzformansokat
kaptunk, de ezeket tovabb oltva sem lemezen, sem folyadékon nem kaptunk névekedést.
Negativ kontrollként pOK12 plazmidot tartalmazé ER1398 sejteket transzformaltunk pMSin-
RSau/pSTC-M.Sau96! plazmidpreparatummal, majd LB/Ap/Kan lemezekre szélesztettiink.
Ebben az esetben sem kaptunk életképes Ap~/Kan® kettés rezisztens klénokat a 42°C-on
torténé novesztés soran. A pOK-ligA plazmidot tartamazé ER1398 sejteket transzformalva
pMSin(V173L)-RSau/pSTC.MSau96!1 plazmidokat tartalmazé preparatummal stabil
Ap"/Kan®/Cm® klénokat kaptunk 42°C-on. A V173L mutans metiltranszferazt tartalmazo
kibnok kb 10%-a LB/Ap/Kan folyadékon sirlire nétt. Az izolalt plazmidok részlegesen
emeészthetdek voltak Cfr13l enzimmel (GGNCC), jelezvén, hogy nem tartalmaznak M.Sau96l
metiltranszferazt. A kulturakbol nyers sejtkivonatot készitettiink, teszteltik Sau96l
endonukleaz aktivitasukat az Anyagok és Moddszerek fejezetben leirt médon. A klénok
funkcioképes Sau96l endonukleazt termeltek, tehat a megnévekedett életképesség valdéban
az E.coli DNS ligaz véddhatasanak kodszonhetd. Kontrollként a pMSin-RSau plazmid egy
olyan valtozataval dolgoztunk, amely a Sinl metiltranszferaz gén delécios valtozatat
hordozta. Ebben az esetben nem kaptunk életképes, kettés antibiotikum rezisztenciaval
rendelkezd telepeket, jelezve, hogy a DNS ligaz dnmagaban nem képes védelmet nyujtani a
baktériumsejteknek a Sau961 endonukleazzal szemben.

Az 5.tablazatban 6sszefoglaltam a vad és mutans metiltranszferazok kulonb6zé specifitasu

endonukledzokkal szemben nyujtott védé hatasat. A tablazat csak a legfontosabb
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kisérleteket tartalmazza, és csak a legfontosabb fehérjéket mutatja, nem jeleztem a

héérzékeny

transzportert sem.

replikaciés origoju

M.Sau96l metiltranszferazt,

valamint

az arabinéz

1.plazmid altal kédolt relevans | 2. plazmid altal kodolt relevans | életképesség

fehérje fehérje

M.Sinl, vagy N172S vagy V173L R.Sau96l 1]

M.Sau96l R.Sau96l normal ndvekedés, stabil kién

M.Sinl-R.Sinl (azonos plazmidon)

normal novekedés, stabil klon

V173L-R.Sinl(azonos plazmidon)

normal novekedés, stabil klon

M.Sinl vagy N172S vagy V173L

R.Sau96l (valtoztathaté expresszio)

telepformal6 képesség

vagy Smut 15.abra
M.Sinl-R.Sau96l T4 DNS ligaz 1]
V173L-R.Sau96l T4 DNS ligaz kléonok 10%-a életképes,miikodd

R.Sau96l

5.tablazat: A vad és mutans Sinl metiltranszferazok in vivo nyujtotta védelem R.Sinl és R.Sau96l

endonukleazokkal szemben.
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V. Az eredmények értékelése

P

V.1. Megvaltozott specifitasu Sinl metiltranszferaz eléallitasa random mutagenezissel

Doktori  munkdm  soran célunk  megvaltozott  specifitdssal rendelkezd
metiltranszferazok izolalasa volt, in vitro mutagenezis technika alkalmazasaval. A csoport
(Kiss és mtsai., 2001) mar korabban izolalt két megvaltozott specifitasu mutans Sinl
metiltranszferazt (N172S és V173L aminosavcserék), melyek a vad tipusu enzimnél
magasabb GGSCC aktivitassal rendelkeztek. A mutaciokat okozé aminosavcserék az enzim
nagy doménjében talalhatok, ez a domén a DNS kis arki felszinével létesit kapcsolatot. Az
altaldnosan uralkod6é felfogas szerint a DNS metiltranszferazok szekvenciaspecifitasat
kizarolag a variabilis régié hatdrozza meg, amely az enzimek kis doménjének alkotasaban
vesz részt, és a DNS nagy arki felszinével 1ép kapcsolatba. Munkam soran tesztelni kivantuk
azt a hipotézist, hogy a Sinl metiltranszferaz esetén (és valdszinlleg minden olyan
metiltranszferaz esetén, melyek a felismerészekvencian belili A/T, illetve G/C bazisparok
kozotti diszkriminacidt végeznek) az A/T iletve G/C elklldnités az enzim nagy doménje és a
DNS kis arka kodzotti kapcsolatok révén valdsul meg. Célunk Uj, megvaltozott specifitasu
enzimek izolalasa volt, melyek a vad tipusi enzimnél magasabb GGSCC aktivitassal
rendelkeznek. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a mutagenezis soran hasznalt in vitro
evolucids technikak alkalmasak-e megvaltozott specifitasu metiltranszferazok eldallitasara.
Nagyon sokan, nagyon régéta probalkoztak mar megvaltozott specifitasu metiltranszferazok
eléallitasaval, de az irodalombdl az eréfeszitések ellenére igen kevés sikeres kisérlet ismert.

A vad tipusu Sinl metiltranszferazt kodold gént PCR technikak alkalmazasaval
mutagenizaltuk, majd DNS keverést végeztink, ezaltal a mutagenizalt fragmentumok
random rekombinaciojat hajtottuk végre. Végul erds in vitro szelekcié alkalmazasaval
izolaltunk egy mutans Sinl metiltranszferazt, mely az eredeti GGA/TCC szekvenciak mellett a
GGG/CCC szekvencidkat is nagymértékben képes volt metilalni. A mutans gén kilenc
nukleotidcserét tartalmazott, ebbdl 6t aminosavcserét okozott a kddolt fehérjeben. Harom
egymashoz kozeli mutacio a fehérje N-termindlis részén (A34V, K44Q, MG66T), kettd
egymashoz szintén kdzeli (L214S, Y229H) a konzervalt VI. és VII. régidkat 6sszekotd
részben talalhaté. A mutaciokat szeparaltuk, létrehoztunk olyan mutans enzimeket, melyek
csak a harom N-terminalis, illetve csak a két bels6 aminosavcseréket tertalmazzak. Az ot
aminosavcserét, illetve a csak két bels® aminosavcserét hordozéd mutans enzimek
egymashoz nagyon hasonldéak voltak, jelezvén, hogy a N-terminalison levé mutacidk

hozzajarulasa a megvaltozott fenotipushoz minimalis.
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A két belsé aminosavcserét (L214S és Y229H) tartalmazd mutans enzimet kdzel
homogenitasig tisztitottuk, és megallapitottuk steady-state kinetikai paramétereit. A vad
tipusu enzimhez képest az eredeti GGA/TCC szubsztratra mutatott k../K,, érték kb. 6tddére
csOkkent a mutans enzimnél, mig ugyanezen érték a GGG/CCC szubsztratra kb.
husszorosara nétt. A GGG/CCC szubsztratra mutatott ndvekedés a k.r érték nagymértéeki
novekedésének tudhatd be, a mutans enzim G/C kdzep(i szubsztratra 40-szer magasabb K4
értékkel rendelkezik, mint a vad tipusu enzim.

A metiltranszferazok szekvenciaspecifitasaval, azok megvaltoztatasaval szamos
kutatécsoport probalkozott kuldonb6zé technikak alkalmazasaval. Ennek ellenére az
irodalombdl kevés, valdban sikeres kisérlet ismert. Egy ilyen sikeres prébalkozas volt az
EcoRV metiltranszferdz szekvenciaspecifitdsanak megvaltoztatasa (Roth és Jeltsch, 2001)
Iranyitott  mutagenezissel létrehoztak olyan EcoRV enzimvaridnst, amely a
felismerészekvencian (GATATC) bellli adenin helyett (GATATC, alahuzassal jelélve a
metilalt adenin) egy masik szubsztratot, a GCTATC felismerdszekvenciat is képes volt
metilalni (GCTATC a metlalt citozin alahuzva). A vad tipusu enzim mindkét bazist képes
metilalni, preferalva az adenint. A mutans enzim gyakorlatilag csak a citozin nukleotidot
metilalta, ez a valtozas azonban az altalanos katalitikus aktivitds nagyfoku csdkkenésével
jart. Fontos azonban megjegyezni, hogy itt egy teljesen Uj specifitdsi enzimet hoztak létre
egy eredetileg N6 adenin metiltranszferazbdl N4 citozin metiltranszferaz lett. Egy masik
sikeres kisérlet soran in vitro evolucios technikak alkalmazasaval, és egy nagyon elegans Uj
technika, az in vitro kompartmentalizacié segitségével izolaltak egy megvaltozott specifitasu
Haelll metiltranszferazt (Cohen és mtsai.,, 2004). A mutans enzim katalitikus aktivitasa
minden esetben magasabb volt, mint vad tipust Haelll metiltranszferaz elsédleges (GGCC),
és masodlagos (AGCC) szubsztratokra mutatott aktivitdsa. Lehet vitatkozni, hogy az
irdnyitott evoluciés, vagy a random technikdk alkalmasabbak-e enzimek specifitasanak,
katalitikus aktivitasanak, héstabilitasanak stb. megvaltoztatasara. Mindkét eljarasnak
megvannak a maga pro és kontra érvei, mindketté6 megfeleléen alkalmazva hatasos fegyver
Haelll metiltranszferazok  szekvenciaspecifitasanak  megvaltoztatasa a  fehérjék
haromdimenziés szerkezetének ismeretében, célzott aminosavcserékkel, illetve célzott régiod
megvaltoztatasaval valésult meg. Véleményem szerint a fehérje szerkezetének ismeretében
a célzott fehérjetervezési technikak alkalmasabbak a kivant enzim |étrehozasara.
Esetlinkben azonban a Sinl metiltranszferaz szerkezete nem allt, és még most sem all
rendelkezésre, ezért fordultunk a random mutagenezist alkalmazé evolucios technikakhoz.
Ezen technikdk alkalmazasa kisérleteink soran a C5-metiltranszferazokrol szerzett
ismereteinket fontos elemmel bdvitették. Megallapitottuk, hogy legalébbis a Sinl metilaz

esetén nem a variabilis régidé a szekvenciaspecifitds egyedili meghatarozdja. Kiss Antal és
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munkatarsai (Kiss és mtsai, 2001) megallapitottak, hogy a Sinl metiltranszferaz esetében a
szekvenciaspecifikus DNS felismerés egyik aspektusa, a felismerészekvencian beldli A/T és
G/C bazisparok elkllénitése az enzim nagy doménje, és DNS kis arka kdzotti kapcsolatok
révén valésul meg. Doktori munkdmban az in vitro evolucios technikakkal eléallitott 5
aminosavcserés Sinl metiltranszferaz pedig alatdmasztja ezt a korabbi felismerést, azaz a
megvaltozott szekvenciaspecifitasért felelés aminosavcserék ebben az esetben is az enzim
nagy doménjében talalhaték, mely a DNS kis arkaval létesit kapcsolatot. Eredményeinket
2004-ben publikaltuk, azéta szamos publikacié jelent meg a bakteriadlis metiltranszferazok
szekvenciaspecifitdsat megvaltoztatd témakorben. Szamunkra igen fontos két publikacié:
Gerasimaite és munkatarsai, valamint Chahar és munkatarsai a tervezett fehérjemérndkség
és a random mutagenzist alkalmazé evoluciés technikakat kombinalva 0 tulajdonsagu,
megvaltoztatott szekvencispecifitdssal bird metiltranszferaz enzimeket allitottak el.
Gerasimaite és munkatarsai (Gerasimaite és mtsai., 2009) a GCGC szekvenciaspecifitassal
rendelkezd Hhal-bél kiindulva fejlesztettek ki egy Uj GCG specifitasu metiltranszferazt, az uj
varians altalanos katalitikus aktivitasa a vad tipusiu enziméhez hasonlé volt. Chahar és
munkatarsai (Chahar és mtsai, 2010) szintén kombinaltak a tervezett fehérjiemddositast a
random mutagenezist alkalmazé evolucids technikakkal. A munka soran az Escherichia coli
Dam metiltranszferaz felismer8&specifitasat valtoztattak meg, a mutans enzim az eredeti
GATC szekvencidk helyett a GATT szekvenciakat metildlia és a mutans enzim metilacios
aktivitisa Osszevetheté a vad tipuséval. Ugy gondolom, hogy a C5 metilazok
szekvenciaspecifitdsanak megvaltoztatasara a legalkalmasabb a tervezett, és a random
evolucios technikak kombinacidjanak alkalmazasa. A jov6ben érdekes kisérlet lenne a Sinl
metiltranszferdz enzim variabilis régidjanak megvaltoztatasa random oligonukleotidok
segitségével, és megvaltozott, GGSCC specifitisu mutansok keresése, analizise.
Munkacsoportunk eredményei alapjan kijelenthetjuk, hogy a Sinl metilaz enzim esetén a
szekvenciaspecifikus DNS felismerést nem kizardlag a varidbilis régié6 hatarozza meg.
Kivancsiak lennénk, hogy csak a variabilis régié mutacioi milyen mértékben befolyasoljak a
DNS felismerést, az enzim kinetikai paramétereit, illetve a mar meglevé, nagy doménben

taldlhaté mutaciokkal kombinalva milyen uj tulajdonsagu enzimek allithatdk eld.

V.2. A mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek életképességének

vizsgalata kiilbnb6z6 specifitasu endonukleazokkal szemben

A modifikaciés metiltranszferazok feladata a restrikciés-modifikaciés rendszerekben,
hogy megvédjék a sejt DNS-ét a sajat restrikcidos endonukleazatél. Megvizsgaltuk, vajon a
megvaltozott specifitdsi mutans Sinl metiltranszferazok (melyek eredeti specifitasa

GGWCC) képesek-e védelmet nyujtani a sejteknek egy GGNCC-specifitasu Sau96l
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endonukleazzal szemben. A kisérlet soran a mutans metiltranszferazok és az endonukleaz
gének atirasat is sajat promoteriik iranyitotta. A mutans metiltranszferazok nem nyujtottak
védelmet a baktériumsejteknek a Sau96! enonukledzzal szemben. Az eredmény nem
meglepd, hiszen a mutans metiltranszferazokat kédold plazmidok metilaltsdga nem teljes,
GGNCC specifitdsu endonukledzzal részlegesen emészheték (11. abra). Ha a plazmidok
metiladltsdga nem teljes, akkor természetesen a baktériumsejtek kromoszémajan talalhaté
4218 G/C kdzepl hely egy része szintén nem teljesen metilalt, a Sau961 endonukleaz hasitja
ezeket a nem metilalt szekvenciakat, a sejt halalat eredményezve. GGWCC specifitasu
endonukleazzal emészve a mutans metiltranszferazokat kodold plazmidokat, ugy tlnik, az
A/T kbzepl helyek teljesen metildltak. A plazmidok azonban kevés, minddssze kett6 A/T
kdzepl helyet tartalmaznak, a baktériumsejtek kromoszémajan pedig 2874 ilyen hely
talalhatd. Ezért teszteltik, vajon in vivo képesek-e a mutans Sinl metiltranszferazok
védelmet nyujtani a baktériumsejteknek sajat Sinl endonukleazukkal szemben. Létrehoztunk
egy olyan Kkonstrukciot (pSl4-106), amely egyetlen plazmidon hordozza a V173L
aminosavcserét tartalmazé mutans M.Sinl gént, és az R.Sinl endonukleazt. A
metiltranszferaz és az endonukleaz gének atirédasat sajat promoterik szabalyozta. A pSl4-
106 plazmiddal transzformalt baktériumsejtek normalis ndévekedést mutattak, bizonyitva,
hogy a V173L aminosavcserét (és valdszinileg az N172S és az 5 aminosavcserét hordozo
mutans enzim esetében is) hordozé6 mutans metiltranszferaz képes védelmet nyujtani a
baktériumsejteknek a sajat GGWCC specifitasi endonukleazaval szemben.

A mutans metiltranszferazokat tartalmazd baktériumsejtek nem voltak képesek
megvédeni a sejt DNS-ét egy sajat promoterének szabalyozasa alatt alld6 GGNCC-
specifitasu endonukleazzal szemben. Ahhoz, hogy a kiilénb6zd mutans metiltranszferazokat
tartalmazé baktériumsejtek GGNCC-specifitasi endonukleazzal szembeni rezisztenciajat
alaposabban vizsgalhassuk, kidolgoztunk egy in vivo rendszert, amelyben a baktériumsejtek
életképességét egy GGNCC-specifikus endonukleaz (Sau96l) valtoztathatd szintje mellett
tesztelhettiik. Készitettlink egy olyan plazmidot, amelyben a Sau96l endonukleaz génjének
atirédasa az arabindz operon altal szabalyozott. Baktériumsejteket transzformaltunk a vad és
mutans metiltranszferazokat tartalmazoé plazmidokkal, a szabalyozhatd expresszidju Sau96l
endonukleaz gént tartalmazé plazmiddal, valamint az arabin6z transzporter gént hordoz6
plazmiddal. Az arabinéz transzporter gént hordozé segédplazmid tette lehetévé, hogy a
baktériumsejteket tartalmazé tenyészet minden egyes sejtigben azonos legyen az
arabinoztél figgé transzkripcid mértéke. A harom plazmidot tartalmazé baktériumsejtek
telepformald képességét vizsgaltuk glikéz represszor, és kildnb6z6 mennyiségl arabindz
(induktor) jelenlétében. A vad tipusu Sinl metiltranszferazt tartalmazé sejtek mar igen kis
mennyiségl arabindz jelenlétében sem voltak életképesek, mig a mutans N172S és V173L

aminosavcseréket tartalmazo enzimek még viszonylag nagy arabinéz koncentracié mellett is
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magas telepformalé képességgel rendelkeztek (15. abra). A védelem azonban nem volt
lemezre nem adtak életképes klonokat, mutatva hogy a baktériumsejt DNS-e nem teljes
mértékben metilalt. Meglep8, hogy az 5 aminosavcserés (A34V, K44Q, M66T, L214S,
Y229H) mutanst hordozé plazmid GGSCC helyeinek metilaltsaga hasonlé volt a masik két
mutanséhoz (11. abra), mégis az életképességi tesztben nem nyujtott nagyobb védelmet,
mint a vad tipusu enzim. Az N172S és V173L aminosavcseréket hordozé mutansok
egyensulyi kinetikai paramétereit sajnos nem tudtuk meghatarozni, méréseink nem voltak
reprodukalhatéak. A GGSCC szubsztatokon mért k.. értékek nagyaranyu névekedését
mindkét mutans esetében megallapitottuk. A K, értékek pontos meghatarozasa nem sikertilt,
de ugy gondoljuk, ezen mutansok értékei alacsonyabbak, mint az 5 aminosavcserét hordozé
mutans hasonlod értékei, és ez okozza az életképességi tesztben mutatott nagyfoku
eltéréseket. Az N172S, a V173L és az 5 aminosavcserés mutans enzimeket hordozé
plazmidok metilaltsagi allapota in vitro tesztben igen hasonldé volt, mig in vivo az 5
aminosavcserés mutans nem mutatott nagyobb védelmet, mint a vad tipusu enzim. Ismerjuk
az Escherichia coli kromoszéman taldlhaté GGSCC helyek szamat, és a sejt térfogatat,
ezekbdl pedig kiszamolhato a sejten bellli GGSCC koncentracio, ez korulbelll 1TuM. A sejten
belll 4218 GGSCC hely van, ha ezek 90%-a metilalt, a maradék még metilalatlan helyek (kb
400 hely) koncentraciéja 100nM. Az 5 aminosavcserés mutans K, értéke 255nM GGSCC
szubsztratokra, ez pedig azt jelenti, hogy az utolsé6 10% még metilalatlan hely nagyon rossz
hatasfokkal metilalodik, ez pedig a sejt szempontjabdl élet-halal kérdés. Ez persze csak
kozelité szamitas, a sejtet homogén, kompartmentek nélkiili egységként kezeltem, és azzal
sem szamoltam, hogy minden GGSCC hely azonos mértékben hozzaférheté-e a metilaz
szamara, és minden hely azonos kinetikaval metilalédik-e. Ugy gondoljuk, hogy az
életképességi tesztekben nagyfoku védelmet nyujté N172S és V173L mutansok Kea/Kn
értékei magasabbak GGSCC szubsztratokra, mint az 5 aminosavcserés mutanse, és ez
teszi lehetévé a Sau96l endonukleazzal szemben mutatott nagyfoku, bar nem teljes
védelmet az in vivo tesztekben.

Az N172S és V173L mutans metiltranszferazok nyujtotta részleges védelem némileg
meglepd, hiszen a sejt kromoszémajan levé 4218 G/C hely egy része metilalatlan. Az volt a
feltevésink, hogy a sejtek tulélése az E.coli DNS ligdz enzimnek kdszonhetd, amely egy
bizonyos hatarig képes a sejtben az endonukleaz altal okozott kettés szalu DNS toérések
javitasara. Hipotézistinket két korabbi megfigyelésre épitettik. Kimutattak, hogy az E.coli
DNS ligaz olyan sejtekben, melyek nem tartalmazzak az EcoRI metiltranszferazt, képes egy
bizonyos szintig kijavitani az EcoRI endonukleaz altal okozott kettés szalu DNS toréseket

(Heitman és mtsai., 1989). A DNS ligaz védd szerepét leirtak a Pvul restrikcids
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endonukledzzal szemben is, szintén olyan sejtekben melyek nem tartalmaztak a Pvul
modifikacios metiltranszferazt (Smith és mtsai., 1992).
A hipotézis tesztelésére készitettliink egy olyan plazmidot (pMSin-RSau), amely egy hibrid
restrikcidos-modifikacidos rendszert tartalmaz, a Sinl metiltranszferaz, és a Sau96l
endonukleaz génjét tartalmazza. A két gén kifejez6dése sajat promoterének szabalyozasa
alatt allt. Ennek a plazmidnak egy olyan variansat is elkészitettuk (pMSinV173L-RSau),
amely a vad tipusu M.Sinl gén helyett a V173L mutaciot okozé allélt tartalmazta. Ezeket a
plazmidokat ER1398 baktériumsejtekbe transzformalva nem kaptunk életképes klonokat. Ha
egy masik plazmidon bejuttatuk ezekbe a sejtekbe az E.coli DNS ligaz génjét, a
pMSinV173L-RSau esetén a lemezen felnétt telepek kb 10%-a életképes volt. A vad tipusu
M.Sinl-et tartalmazd konstrukcié esetén nem kaptunk életképes klonokat a ligaz gén
jelenlétében sem. (A vad és mutans metiltranszferazok kulonb6zd specifitasu
endonukleadzokkal szemben mutatott legfontosabb kisérleti eredményeit az 5. tablazat
foglalja 6ssze.)

Ugy gondoljuk, eredményiink és a két korabbi megfigyelés is (Heitman és mtsai.,
1989., valamint Smith és mtsai.,, 1992.) egy Aaltalanos érvény ligaz-figgd tulélési
mechanizmust sugallnak. A restrikcios-modifikacios rendszerek izolalasanak h&skoraban
tobb esetben kaptak olyan életképes klonokat, amelyek csak a restrikcios endonukleazt (r)
tartalmaztak, a modifikacidos metiltranszferazt nem (m’). Ezek a meglepd eredmények
valamilyen sejtbeli javitomechanizmussal magyarazhatdék, az endonukledz altal okozott
kettés szalu DNS toréseket a sejt képes kijavitani, életképessé téve a baktériumot.
Ismereteink szerint, minden ilyen esetben, ahol r'm™ életképes klonokat izolaltak, a restrikcios
enzim mikoédése tulnyuld véget eredményez, amely (a tompa végekkel ellentétben)
szubsztratja az E.coli DNS ligaznak. llyen életképes r'm” klonokat izolaltak a PaeR7I
(C/ITCGAG) (Gingeras és Brooks, 1983), a Taql (T/CGA) (Barany, 1987, Slatko és mtsai.,
1987) a Haell (RGCGC/Y), a HgiAl (GWGCW/C), a Hinfl (G/ANTC), a Pstl (CTGCA/G), a
Xbal (T/CTAGA) (Chandrasegaran és mtsai. 1988, az Mwol (GCNNNNN/NNGC) (Lunnen és
mtsai., 1988), a Banlll (AT/CGAT) (Maekawa és Kawakami, 1990), a BstVI (C/TCGAG)
(Vasgeuz és mtsai., 1991), és a Pvul (CGAT/CG) (Smith és mtsai., 1992) restrikcids enzimek
esetén. A restrikcids enzimek direkt klbnozasahoz hasznalt technika az ugynevezett ,endo-
blue” mddszer. Egy olyan baktériumtdrzset hasznalnak hozza, mely dinD1-LacZ fuzios
fehérjét hordoz. A dinD1 (damage inducible) fehérjének a bakteridlis SOS valaszban fontos
szerepe van. Ha a sejtet valamilyen DNS karositdé agens éri, UV sugarzas, kémiai
mutagének, vagy egy restrikcios endonuklaz, kettdsszali DNS térések jonnek létre a
kromoszoman, elindul az SOS valasz, ezzel egyitt a dinD1 fehérje termelédése. A dinD1-
lacZ fuziés fehérjével rendelkezé baktériumsejt DNS karosodas esetén X-Gal indikator

jelenlétében kék szinl telepeket eredményez, ezért hivjdk ,endo-blue” technikanak. Az
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.endo-blue” technikaval izolalt restrikciés enzimek is tulnyuld véget eredményeznek: Taql,
Tth111l (GACN/NNGTC) és a BsoBIl (C/YCGRG) (Fomenkov és mtsai., 1994, Ruan és
mtsai., 1996). A jovében szeretnénk elméletiinket tesztelni, mas endonukledzokat bevonva
az in vivo vizsgalatokba. Jé lenne in vivo tesztrendszertinket finomitani, a ligdz enzim szintjét
is valtoztathatéva tenni, hogy a kiildénb6zé metiltranszferaz mutansok in vivo endonukleazzal

szemben nyujtott védé hatasaiban kisebb kulonbségeket is ki tudjunk mutatni.
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VI. Osszefoglalé

A ll. tipusu modifikacios enzimek idealis kisérleti objektumok a szekvencia-specifikus
DNS-fehérje kdlcsdnhatasok tanulmanyozasara. Ezek az enzimek 2-8 bp hosszi DNS
szekvenciakat ismernek fel, és nagy pontossaggal metilaljak azokat. A metiltranszferazok
egy csoportja, a C5-citozin metiltranszferazok szerkezete nagyon hasonlo felépitést mutat. A
C5 metiltranszferazok aminosavsorrendjeinek 6sszehasonlitasabdl kiderdlt, hogy ezek az
enzimek 10 konzervalt motivumot tartalmaznak, melyek mindig azonos sorrendben kdvetik
egymast. A motivumokbdl 6 erds, 4 pedig gyengébb konzervaltsagot mutat [(Pésfai et al.,
1989), (Kumar et al., 1994), 2. abra]. A VIIl. és IX. szekvenciarész kozott egy valtozéd
hosszlsagu és aminosavdsszetételli, ugynevezett variabilis régié talalhatd. Szerkezeti és
biokémiai vizsgalatok is alatamasztottak, hogy a konzervalt motivumok felel6sek az altalanos
enzimatikus reakciokért, a variabilis régié pedig a szekvenciaspecifitas meghatarozédja.
Ennek dacara a szekvenciaspecifitdas megvaltoztatasa a csak a variabilis régiok cseréjével
altalaban sikertelen volt a monospecifikus metiltranszferazokkal végzett kisérletekben. Két
esetben irtak le olyan kiméra enzimeket, amelyeknél a varidbilis régio kicserélésével a
szekvenciaspecifitds megvaltozott (Klimasauskas et al., 1991), (Mi and Roberts, 1992). A
Hhal (Cheng et al., 1993) és Haelll (Reinisch et al., 1995) metiltranszferdzok harom-
dimenziés szerkezetei adatai szintén megerésitették a variabilis régié szekvenciaspecifitast
meghatarozd szerepét. Az adatokbdl kiderllt, hogy ezek az enzimek egy nagy, és egy
kisebb doménbdl alinak, és a két domén altal formalt arokban térténik a szekvenciaspecifikus
DNS koétés. Mindkét esetben a rontgendiffrakciés adatok azt mutattak, hogy a nagy domén
tartalmazza a legtébb konzervalt motivumot, és a DNS kis arki felszinével 1ép kapcsolatba,
mig a kis domén alkotasaban a variabilis régié és a IX. motivum vesz részt, és a DNS nagy
arki felszinével létesit kapcsolatokat. A munkacsoportunkban végzett kisérletek azonban
kimutattak, hogy legalabbis két esetben, a Sinl (GGWCC) és az EcoRIl (CCWGG) enzimek
esetén azon képesség, hogy a felismerészekvencian bellli A/T, illetve G/C bazisparokat
megkulldnbdztessék, a DNS kis arkaval létesitett interakciok révén valésul meg (Kiss et al.,
2001). Ebbdl a medfigyelésbdl az kovetkezik, hogyha ezen enzimek felépitése hasonld a
Hhal, és Haelll enzimekéhez, a specifitast meghatarozé elemek a nagy doménben
talalhatok. A hipotézist alatamasztjdk a Sinl metiltranszferazzal végzett random mutagenezis
kisérletek. A mutagenezis sordan a Sinl nagy C-termindlis részét mutagenizaltak, mely
magaban foglalja a variabilis régiét is. Két relexalt fenotipusu mutans enzimet izolaltak
(N172S és V173L aminosavcserék), melyek képesek voltak a GGA/TCC
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felismer&szekvencia mellett a GGG/CCC szekvenciakat is felismerni és metilalni. A mutacidok
nem a variabilis régioban helyezkedtek el. Doktori munkam soran most a teljes Sinl gént
mutagenizaltuk, egy uUj megkdzelitésben kivantunk uj, relaxalt specifitisu mutansokat
keresni. Kisérleti stratégiank magaban foglalta a Sinl gén teljes mutagenezisét, majd in vitro

random rekombinaciojat (DNS-keverés), végul az erés szelekcio alkalmazasat.

VI.1. A mutans Sinl metiltranszferaz izolalasa és jellemzése

A random mutagenezis, a DNS-keverés, és az erGs szelekcié alkalmazasaval izolaltunk egy
mutans Sinl enzimet, amely a GGWCC szekvencidk mellett a GGSCC szekvenciakat is
képes volt nagymértékben metilalni. A mutans gén kilenc pontmutaciét tartalmazott. Ot
mutacié (C101T, A130C, T197C, T641C és T685C) aminosavcserét eredményezett (A34V,
K44Q, M66T, L214S és Y229H). Egyetlen mutacidé sincs a variabilis régioban, harom ezek
koézul az enzim N-terminalis részén, az I. konzervalt motivum elétt, ketté pedig a molekula
belsd részén, a VI. és VII. konzervalt régiét dsszekdtd részben talalhatoé (8. abra). Ahhoz,
hogy megallapitsuk, mely mutacidk okozzak a megvaltozott fenotipust, a mutacios
csoportokat szétvalasztottuk. Megallapitottuk, hogy a megvaltozott szekvenciaspecifitasért a
VI. és VII. régiot dsszekotd régioban elhelyezkedé mutaciok a felel6sek, az N-termindlis
részben talalhaté mutaciok hozzajarulasa a megvaltozott fenotipushoz minimalis. A csak két
belsé mutacidkat (L214S, Y229H) hordoz6 enzimet kdzel homogenitasig tisztitottuk, steady-
state kinetikai paramétereit meghataroztuk (10. abra, és 3. tablazat) A mutans enzim (M.Sinl
L214S + Y229H) k../K, értéke 4.5-sz6r alacsonyabb az eredeti GGWCC szubsztrattal, mint
a vad tipusu enzim hasonlo6 értékei. Ez a valtozas a k. érték csdkkenésének készonhetd. A
mutans enzim k../K,, értéke kb husszor magasabb volt a GGSCC szubsztrattal, mint a vad
tipusu enzimé. A mutans K, értéke ezzel a szubsztrattal 2-szer magasabb volt, mint a vad

tipusu enzimé, de k., értékének 40-szeres ndvekedése kompenzalta a hianyt.

A DNS metiltranszferazok szekvenciaspecifitisanak megvaltoztatasa régoéta
intenziven kutatott téma. Egy ilyen sikeres, tervezett aminosvacseréken alapuld kisérlet
soran elGallitottak egy olyan EcoRV metiltranszferdzt, amely az adenin bazis helyett
(GATATC a metilalt adenin aldhuzva) a citozint (GCTATC a metilalt citozin alahuzva)
metilalta. Igaz ez a valtozas a katalitikus aktivitas nagymértékii csdkkenésével jart (Roth és
Jeltsch, 2001). Egy masik sikeres kisérlet soran az in vitro kompartmentalizaciés technika
alkalmazasaval olyan Haelll mutans enzimet izolaltak, amely sokkal nagyobb
hatékonysaggal metilalta az eredeti els6dleges (GGCC), és masodlagos (AGCC)
szubsztratokat, mint a vad tipusu enzim (Cohen és mtsai., 2004). A 2000-es évek végén, az

random mutagenezist alkalmaz6 evolucidos és a tervezett fehérjiemérndkség technikak
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kombinacidjaval sikerllt megvaltozott specifitasu, a vad tipusu enzim altalanos kataliktikus
aktivitasaval megegyez6 Uj tipusu enzimeket fejleszteni (Gerasimaite és mtsai., 2009,
Chahar és mtsai,, 2010). A doktori munkam soran bemutatott megvaltoztatott
szekvenciaspecifitasu metiltranszferaz enzim az irodalombdl ismert masodik példa (az elsé
Cohen és mtsai., 2004) a metiltranszferazok szekvenciaspecifitdsanak megvaltoztatasara, az

altalanos katalitikus aktivitas nagyfoku csokkenése nélkul.

VI.2. A mutans Sinl metiltranszferazok nyujtotta védelem egy szabalyozhaté

expresszioju GGNCC specifikus endonukleazzal szemben

A modifikaciés metiltranszferdzok feladata a sejtben a gazdasejt DNS-ének
megvédése a sajat endonuklazatdl. Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, vajon a korabban
(N172S, és V173L), valami a doktori munkam soran izolalt (A34V, K44Q, M66T, L214S és
Y229H) mutans Sinl metiltranszferazok képesek-e védelmet nyuljtani a baktériumsejteknek
egy olyan endonukleazzal szemben, mely mind a GGWCC, mind a GGSCC helyeket képes
hasitani. A munka soran egy in vivo tesztrendszert hasznaltunk, amely soran a
baktériumsejtekben a mutans Sinl metiltranszferazokat egyutt expresszaltattuk a

szabalyozhat6 expresszioju GGNCC specifikus Sau961 endonukleazzal.

Els6 1épésként megvizsgaltuk, vajon a mutans Sinl metiltranszferazok képesek-e
megvédeni a baktériumsejteket a Sau961 (GGNCC) endonukleaztdl. A kisérlet soran mind a
metiltranszferazok, mind az endonukleaz sajat promoterének szabalyozasa alatt allt. Az
eredmények azt mutattak, hogy a mutans metiltranszferazok nem képesek védelmet nyujtani
a baktériumsejteknek az endonukleazzal szemben. Megvizsgaltuk, hogy ez letalitas
mennyire koétheté a GGWCC illetve a GGSCC helyek elégtelen védettségének. A mutans
metiltranszferdzokat hordozé plazmidok GGWCC helyei teljesen védettnek tlinnek (11.
abra). Ez a tény azt sugallja, hogy a mutans metiltranszferazok képesek védelmet nyujtani a
Sinl endonukleazzal szemben. Az elmélet tesztelésére létrehoztunk egy olyan plazmidot
(pSl4-106) mely tartalmazza a Sinl endonukleazt, és a V173L aminosavcserét hordozo Sinl
metiltranszferazt, a plazmidban mindkét gén atirasat sajat promotere iranyitja. A pSl4-106
plazmiddal transzformalt baktériumsejtek normalis noévekedést mutattak, ez pedig azt
mutatja, hogy a V173L mutans metiltranszferaz képes védelmet nyuljtani a sejteknek sajat

endonukleazukkal szemben.

A mutans Sinl metiltranszferazok GGNCC specifikus aktivitasanak érzékenyebb
vizsgalatara kidolgoztunk egy in vivo tesztrendszert, amelyben a Sau96l endonukleaz

transzkripciojat finoman szabalyoztuk. Létrehoztuk a pOB-R.Sau96l (Kan) plazmidot, ahol az
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endonukledz transzkripcidja az araBAD promoter iranyitasa alatt allt. Ebben a
konstrukciéban a Sau96l endonukleaz génjének transzkripcidja glikézzal represszalhato,
arabin6zzal pedig indukalhaté. A pOB-R.Sau96l plazmid stabilan fenntarthatdé pSTC-
M.Sau96l (Sau96l metiltranszferazt hordoz) plazmid mellett, de Sau96l metiltranszferazt

nem hordozo baktérumsejtekben letalis, még glikéz jelenlétében is.

DH10B Escherichia coli baktériumsejteket transzformaltunk a vad és a mutans
metiltranszferazokat (N172S, V173L, illetve 5 aminosavcserés mutans), a szabalyozhat6
epresszidju endonukleazt tartalmazoé (pOB-R.Sau96l), valamint a pJAT13araE plazmidokkal.
A pJAT13araE (Gm® Em®) plazmidrél konstitutivan expresszalédik az arabinéz transzporter.
Azért hasznaltuk ezt a plazmidot, hogy a baktériumtenyészet minden egyes sejtjében az
arbinézkoncentracio fuggvényében azonos legyen a transzkripcio intenzitasa. A kilonb6zé
(vad és mutans) metiltranszferazokat hordozd baktériumsejtek  életképességét
megallapitottuk glikéz, és kilénbdzé mennyiségl arabinézt tartalmazé lemezeken. A harom
plazmidot tartalmazé baktériumsejteket glikéz jelenlétében tapfolyadékon ndvesztettik,
majd kulénb6z6 higitdsu baktériumkulturakat szélesztettink 0.01% arabinozt tartalmazo
lemezek fellletére, és megallapitottuk az élésejtszamot. Ebben a kisérletben az N172S, és a
V173L mutans metiltranszferazokat tartalmazé baktériumsejtek életképessége 6tszor
magasabb volt, mint a vad, és az 5 aminosavcserés Sinl metiltranszferazt hordozé sejteké
(15. abra), jelezvén, hogy az N172S és V173L mutans metiltranszferazok nagyfoku védelmet
képesek nyujtani a baktériumsejteknek a Sau96l endonukleazzal szemben. Meglepd, hogy
az 5 aminosavcserés mutanst hordozé plazmid GGSCC helyeinek metilaltsaga hasonlo volt
a masik két mutanséhoz (11. abra), az életképességi tesztben nem nyujtott nagyobb
védelmet, mint a vad tipus. Az N172S és a V173L aminosavcseréket hordozé6 mutans
metiltranszferazok képesek egy bizonyos szintig védelmet nyujtani in vivo egy GGNCC
specifitdasu endonukleazzal szemben. Igaz, az életképességi tesztben az arabin6z tartalmu
lemezeken felnétt koléniakat tovabboltva arabindzt tartalmazé lemezre, vagy tapfolyadékra,
nem kaptunk ndvekedést, hiszen a GGSCC helyek nem tdkéletes metilaltsaga ebben a

kisérletben nem elegendd a sejtek hosszu tavu tuléléséhez.
VI.3. A DNS ligaz hatasa

Az N172S és V173L mutans metiltranszferazok nyujtotta védelem a Sau96l
endonukleadzzal szemben meglepd, hiszen ha a plazmidokon levé GGSCC helyek nem
teliesen védettek (11. abra), akkor a kromoszoman levd 4218 GGSCC (Pésfai Janos
személyes kozlése) egy része is metilalatlan. Feltételeztik, hogy ez a védelem a DNS

ligaznak kdszonhetd, amely képes a Sau96l endonukleaz okozta kettés szalu DNS torések
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javitasara. Feltételezéslinket két korabbi megfigyelés is alatamasztja (Heitman et al., 1989;
Smith et al., 1992).

Az elmélet tesztelésére, egy olyan plazmidkonstrukciot hasznaltunk, amely hibrid restrikcios-
modifikaciés rendszert (pMSin-RSau, Ap) tartalmaz, a Sinl metiltranszferazt, és a Sau96l
endonukleazt. Ennek a plazmidnak egy olyan valtozatat is elkészitettik, amely a Sinl
metiltranszferdz V173L mutans alléljat tartalmazza [pMSin(V173L)-RSau]. A pOK-ligA (Kan)
plazmid ezekkel kompatibilis, a DNS ligaz gént kddolja, sajat promoterének iranyitasa alatt.
A pMSin-RSau, és a pMSin(V173L)-RSau plazmidokat a GGSCC helyek nem tokéletes
metiladltsdga miatt Sau96l metiltranszferazt hordozé plazmid (pSTC-M.Sau96l) mellett
tarthattuk fenn stabilan. A pSTC-M.Sau96l1 plazmid héérzékeny replikaciés origot tartalmaz,
30°C-on képes replikalédni, mig 42°C-on nem. pMSin-RSau (Ap)/pSTC-M.Sau96l (Cm)
plazmidokat tartalmazé ER1398 E. coli baktériumsejteket transzformaltunk pOK-ligA (Kan)
plazmiddal, a sejteket 42°C-on inkubaltuk. Sok kilénb6z6 méretli Ap/Kan kettés rezisztens
koloniat kaptunk, ezek azonban tovabboltva friss Ap/Kan tapfolyadékra, vagy lemezre nem
voltak életképesek. 1000 transzformansbdl csak ketté nétt fel Ap/Kan tapfolyadékon, ezek a
klébnok azonban nem tartalmaztak a Sau96! endonukleazt. A pMSin(V173L)-RSau, és pOK-
ligA plazmidokkal transzformalt baktériumsejtek esetén azonban a kettds rezisztens klonok

10%-a életképesenk bizonyult, és valdéban funkcidképes Sau96l endonukleazt tartalmazott.

Ezek az eredmények, valamint a korabbi megfigyelések egy altalanos ligaz fliiggd
mechanizmust sugallnak, mely képes megmenteni az E. coli sejteket sajat endonukleazuktdl,
minden olyan esetben amikor életképes r' m~ klonokat izolaltak. Legjobb tudasunk szerint,
minden olyan kisérlet soran, ahol életképes r* m~ klonokat izolaltak, a restrikciés enzim
tulnyuld véget eredményezett, amely ellentétben a tompa végekkel szubsztratjia a DNS ligaz
enzimnek. llyen életképes r'm kldénokat izolaltak a PaeR7| (C/TCGAG) (Gingeras és Brooks,
1983) , a Taql (T/CGA) (Barany, 1987, Slatko és mtsai., 1987) a Haell (RGCGC/Y), a HgiAl
(GWGCW/C), a Hinfl (GIANTC), a Pstl (CTGCA/G), a Xbal (T/CTAGA) (Chandrasegaran és
mtsai. 1988, az Mwol (GCNNNNN/NNGC) (Lunnen és mtsai., 1988), a Banlll (AT/CGAT)
(Maekawa és Kawakami, 1990), a BstVI (C/TCGAG) (Vasqeuz és mtsai., 1991), és a Pvul
(CGAT/CG) (Smith és mtsai., 1992) restrikcids enzimek esetén.
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VIl. Summary

Type Il modification enzymes are ideally suited to studying the molecular mechanisms
of sequence-specific protein—-DNA interactions as these enzymes are able to recognize, and
act upon, 2-8 bp long DNA sequence elements with an astonishing degree of accuracy
(Cheng, 1995). The member of one subgroup of these enzymes, the cytosine-C5
methyltransferases (C5-MTases), display a basically similar architecture. Comparison of the
amino acid sequences of C5-MTases showed that they share 6 strongly conserved and 4
weakly conserved sequence motifs arranged in every case in the same order [Pdsfai at al
1989, Kumar et al, 1994, Figure 2.]. Motifs VIIl and IX are separated by a long variable
stretch of amino acids with little or no homology between different enzymes. This structure
suggested the intuitively attractive assumption that the common motifs might be responsible
for the common enzymatic reaction, i.e. the transfer of the methyl group from S-adenosyl-L-
methionine (AdoMet) to the ring C5 of the target cytosine, whereas the variable region would
determine the recognition specificity that distinguishes these enzymes from each other. A
subgroup of Cb5-MTases, the bacteriophage-coded multispecific MTases are able to
methylate several different DNA sequences. These enzymes have unusually long variable
regions, and segments of these regions (target recognizing domains) were shown to be
responsible for the recognition of each of these sequences, as recognition specificity proved
to be transferable with the transfer of target recognizing domains to the variable region of
another enzyme (Wilke et al, 1988, Balganesh et al, 1987). Although changing sequence
specificity by transferring only the variable region has not been reported for any of the
monospecific C5-MTases, in two cases chimeric C5-MTases could be constructed whose
methylation specificity strongly supported the role of the variable region in the DNA substrate
recognition (Klimasauskas et al, 1991; Mi and Roberts, 1992).

The three-dimensional structures of the specific enzyme—DNA complexes of M.Hhal
(Cheng et al, 1993) and M.Haelll (Reinisch et al, 1995) also confirmed the notion that the
variable region determines specificity. The structures show that the enzymes consist of a
larger and a smaller domain forming a cleft where the substrate DNA fits. In both X-ray
models, the large domain containing most of the conserved motifs faces the minor groove of
the DNA, whereas the small domain contains the variable region and motif IX faces the major
groove. Contacts mediating sequence-specific DNA recognition were shown to occur
between the small domain of the MTase and the major groove surface of the DNA. However,
experiments from this laboratory have shown that at least in the case of two C5-MTases
(M.Sinl and M.EcoRll, recognition sequences are GG*/tCC and CC"GG, respectively) the

ability of the enzyme to distinguish between */;r and /¢ base pairs in the middle of the

60



recognition sequence depends on interaction with the minor groove of the DNA (Kiss et al,
2001). This observation suggested that, if these enzymes have a similar three-dimensional
structure to M.Hhal and M.Haelll, the determining elements must be in the large domain, but
not in the variable region. This model was consistent with the results from random
mutagenesis of a large segment (including the variable region) of the M.Sinl gene. Two
mutants with relaxed specificity for the central base pair of the recognition sequence were
isolated. None of these mutations was found in the variable region. As in the previous study
only the C-terminal two-third of the M.Sinl gene was mutagenized, we decided to try a new
approach to isolate relaxed specificity mutants of M.Sinl. Our experimental strategy involved
random mutagenesis of the entire M.Sinl gene, followed by ,DNA-shuffling” (in vitro random

recombination), and a strong in vitro selection step for the required phenotype.

VIl.1 Selection and characterization of the mutant Sinl MTase

By a combination of in vitro mutagenesis, DNA shuffling and strong selection for the
required phenotype, we have isolated a mutant Sinl MTase (pTZSmut), which in addition to
its canonical substrate sequence GGWCC efficiently methylates also GGSCC sites. DNA
sequencing revealed that the mutant gene contained nine point mutations, seven transitions
and two transversions. Five mutations (C101T, A130C, T197C, T641C and T685C) resulted
in amino acid replacements (A34V, K44Q, M66T, L214S and Y229H). Three of these
replacements were located in the N-terminal part, preceding the first conserved structural
motif; two replacements were in the middle of the molecule between conserved blocks VI and
VII. No substitution was found in the variable region (between blocks VIII and IX). To study
their contribution to the altered phenotype, the two groups of mutations were separated. We
have found that altered sequence specificity of the mutant enzyme is mainly caused by one
or both of the two replacements between motifs VI and VII, and contribution to the phenotype
of the three N-terminal mutation was minimal.

The enzyme carrying only the two internal mutations was proved to be soluble and
could be purified to near homogeneity (Figure 9). Steady-state kinetic parameters of the
double-mutant Sinl MTase were determined (Figure 10 and Table 3). M.Sinl(L214S + Y229H)
has a 4.5-fold lower k../Kr value for the canonical substrate GGWCC than the WT enzyme.
This change is mainly due to the decrease in k.. The mutant has 2-fold higher K, than the
WT enzyme for the GGSCC substrate, however, this loss is more than compensated by the
large (40-fold) increase in Kcat.

Changing recognition specificity of modification methylases by various techniques of
protein engineering has long been a desirable goal of several groups working in this field. In

one successful attempt, rational protein design was used to change the target base
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preference of M.EcoRV from adenine to cytosine. However, this change in specificity was
accompanied by a large decrease in overall catalytic activity (Roth and Jeltsch, 2001). Other
authors successfully employed a directed in vitro evolution technique (in vitro
compartmentalisation) to achieve a change in the specificity of the Haelll MTase. The
catalytic efficiency of the mutant enzyme was better than that of the WT enzyme with the
principal substrate (Cohen et al, 2004).

To the best of our knowledge, our results represent the second example of a change
in recognition specificity without significant impairment of activity. The success of achieving a
change in substrate specificity using in vitro evolution provides new ammunition for those

arguing for the superiority of random, over ‘designed’ approaches.

VII.2 In vivo DNA protection by relaxed-specificity Sinl DNA methyltransferase variants

The role of the modification MTase is to protect the host DNA from the cognate
restriction endonuclease. In this work we tested the level of protection provided by the M.Sinl
mutants against a restriction enzyme cleaving both GGWCC and GGSCC sites. We used an
in vivo system in which the mutant MTases were coexpressed with the GGNCC-specific
Sau96l endonuclease, whose expression could be tightly controlled, and viability of the cells
was quantitatively estimated.

First we tested the ability of the mutant enzymes to function as the counterpart of a
GGNCC-specific restriction endonuclease. In this experiment the endonuclease (Sau96l1) and
the mutant methyltransferases were expressed from their native promoter. These results
showed that the mutant Sinl MTases could not protect the cell DNA from Sau96l
endonuclease in vivo. GGWCC-specific methylation of the mutant plasmids seemed to be
complete (Figure 11), suggesting that the mutant enzymes can protect the host DNA against
the Sinl endonuclease in vivo. To test this assumption, a plasmid (pS14-106) which contains
the Sinl REase and Sinl MTase genes in their native arrangement but in which the MTase
gene has the V173L mutation was constructed. DH10B cells harboring this plasmid had a
normal growth rate. These data indicated that M.Sinl (V173L), and most probably also the
N172S and the 5mut variants, preserved the capacity to function as a genuine GGWCC-
specific modification MTase, but their acquired GGSCC-specific activity was too low to
protect the cell againsta GGNCC-specific restriction endonuclease.

To test the GGNCC-specific activity of the mutant Sinl MTases in vivo in a more
controlled manner, a system in which expression of the Sau96l endonuclease can be tightly
regulated was designed. A plasmid (pOB-RSau96l) expressing R.Sau96l under the control of
the araBAD promoter was constructed. Transcription of the Sau96] REase gene in pOB-

RSau96l can be repressed by adding glucose or induced by adding arabinose to the medium.
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pOB-RSau96l is stable in cells containing pSTC-MSau96l, which expresses the Sau96l
MTase, but is lethal in m™ cells even in the presence of glucose.

To assess the viability of cells coexpressing the mutant MTases and Sau96l
endonuclease, E. coli DH10B cells were transformed with three plasmids: pJAT13araE,
pSin5 or its mutant derivatives, and pOB-RSau96l. Plasmid pJAT13araE (Gm~ Em®), which
constitutively expresses an arabinose transporter protein and is compatible with both ColE1
and p15A replicons, was used to ensure uniform expression of R.Sau96l in all cells of the
culture.

Viability was tested by plating aliquots of cultures grown in the presence of glucose
onto agar plates containing glucose or different concentrations of arabinose. Viability was
quantitatively assessed by determining plating efficiency at 0.01% arabinose as described in
Materials and Methods. At this arabinose concentration, the plating efficiency of cells
producing the N172S or V173L mutant MTases was approximately fivefold higher than that of
cells producing the WT or the 5mut enzyme (Figure 15), indicating thatthe N172S and V173L
mutants of M.Sinl can provide significant protection against Sau96l cleavage in vivo.
Interestingly, although the methylation level of GGSCC sites in pSin10-5mut was not
dramatically lower than that in the two single mutants (Figure 11), the clone producing the
variant with five substitutions displayed no increase in plating efficiency relative to the WT
(Figure 15). This suggests that there is a minimum level of methylation which is essential to
have a detectable effect on viability under the conditions of the plating assay.

The experiments described above demonstrated that the N172S and V173L mutant
Sinl MTases provide significant protection in vivo against a restriction endonuclease with
GGNCC specificity. However, when the colonies obtained on the arabinose-containing plates
were transferred onto fresh arabinose-containing plates, they usually did not grow, indicating
that the level of methylation at GGSCC sites was insufficient to support long-term survival. To
further test the viability of cells in colonies appearing on arabinose-containing plates,
colonies taken from arabinose-containing as well as glucose-containing plates were
suspended and replated on glucose-containing plates. These tests revealed that for both
N172S and V173L, colonies that appeared on arabinose-containing plates contained
approximately 10- to 100-fold fewer viable cells than colonies taken from glucose-containing

plates.

VIl.3 Effect of elevated level of DNA ligase

At first glance, even the limited protection provided by the N172S and V173L mutants
seems surprising, as methylation of the GGSCC sites in the plasmid DNA, and presumably in

the genomic DNA, was not complete (Figure 11), probably leaving many of the 4218 GGSCC
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sites in the E. coli genome (J. Pésfai, personal communication) unprotected. We assumed
that viability under these conditions was due to DNA ligase-mediated repair of Sau96l
endonuclease-inflicted DNA scissions. This model was suggested by two previous
observations (Heitman et al,1989; Smith et al, 1992). To test the hypothesis that DNA ligase
can repair DNA scissions occurring at incompletely modified GGSCC sites, two plasmids
encoding Sinl-Sau96l hybrid R-M systems [pMSin-RSau and pMSin(V173L)-RSau] and a
compatible plasmid (pOK-ligA) encoding E. coli DNA ligase were constructed. pMSin-RSau
carries the WT Sinl MTase and the Sau96l REase genes, whereas pMSin(V173L)-RSau
carries the V173L mutant allele of the Sinl MTase gene and the Sau96l REase gene (Figure
16; Table 5). Because of unprotected GGSCC sites, these plasmids can be maintained only
in cells containing the Sau96l MTase gene on a compatible plasmid. When plasmid
preparations containing pMSin-RSau and pSTC-MSau96! were used to transform ER1398
(pOK-ligA) cells at 42°C, a temperature nonpermissive for pSTC-MSau96!, Ap*Kn® colonies
of various sizes were obtained. Of 1,000 Ap"Kn*Cm® transformants, only two grew when
transferred onto fresh Ap-Kn plates or inoculated into LB-Ap-Kn liquid medium. Analysis of
these two clones revealed that they did not contain Sau96l endonuclease. In contrast, when
ER1398(pOK-ligA) cells were transformed with the same plasmid preparation
[PMSin(V173L)-RSau/pSTC-MSau96l], approximately 10% of the 200 Ap"Kn*Cm°® clones
tested were stable enough to grow up to high density in a liquid culture. Digestion of plasmid
DNA purified from these clones showed the characteristic partial fragmentation pattern with
Cfr13l, and cell extracts prepared from the clones contained Sau96! endonuclease, proving
that the increased viability was not due to the presence of the Sau961 MTase or the absence

of the Sau96! endonuclease.

These results and previous observations suggest the generalization that the same
mechanism (ligase-mediated repair) saved E. coli cells from self-destruction in all cases
where the puzzling phenomenon of viable r* m™ clones was observed. In this context, it is
worth to call attention to the so-far-perhaps-unrecognized fact that, to our knowledge, in all
R-M systems where viable r' m™ clones have been reported, the restriction enzyme produces
cohesive ends, which (unlike blunt ends) are substrates for E. coli DNA ligase: PaeR7I
(C/ITCGAG) (Gingeras and Brooks, 1983), Taql (T/CGA) (Barany, 1987, Slatko et al, 1987),
Haell (RGCGCY/Y), HgiAl (GWGCW/C), Hinfl (G/ANTC), Pstl (CTGCA/G), Xbal (T/CTAGA)
(Chandrasegaran et al, 1988), Mwol (GCNNNNN/NNGC) (Lunnen et al, 1988), Banlll
(AT/CGAT) (Maekawa and Kawakami, 1990), BstVI (C/TCGAG) (Vasqeuz et al, 1991), and
Pvul (CGAT/CG) (Smith et al, 1992). Moreover, the restriction enzymes cloned by the "endo-
blue method," which is based on the expression of the restriction endonuclease in cells

whose DNA is unprotected or is only partially protected by methylation, belong to the type
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making overhanging ends: Taql, Tth111l (GACN/NNGTC), and BsoBIl (C/YCGRG)
(Fomenkov et al, 1994, Ruan et al, 1996).
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VIll. Készoénetnyilvanitas

Kdszodnettel tartozom Venetianer Palnak, aki megszeretette velem a DNS
metiltranszferdzokat, és a random evoluciés technikakat. Koészéném, hogy mindig volt egy jo
tanacsa, egy Uj otlete, és kdszdndm a batoritd 1égkdrt, ahol dolgozhattam.

Kdszéndm Kiss Antalnak a munka soran nyujtott rengeteg segitségét, tanacsait.
Kdszdnet illeti a dolgozat készitése soran szakmai segitségéért, és tirelméért is.

Kdszdndm Groma Gergelynek a mutans metiltranszferazok tisztitdsaban és kinetikai
jellemz8inek meghatarozasaban végzett munkajat.

Kdszdndm Magyarddi Erzsébetnek a kisérletek soran nyujtott technikai segitségét,

aldozatos munkajat.
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