Emlosokben az epigenetikus szabalyozasnak a legrégebben felfedezett, legjobban ismert
eleme a DNS metilaci6é. A citozinok egy része metilalt (C5-metilcitozin), ezek a metilalt
citozinok nagyrészt 5°-CG-3’ dinukleotidokban (,,CpG helyek™) talalhatok. A promoterrégiok
CpG helyeinek metilalasa altaldban a gén kikapcsolasahoz vezet. A DNS metilacio
szerepének és a genomban kdodolt informacidonak a mélyebb megértését segitené, ha a genom
egyes régioit, vagy akar egyetlen CpG-t szelektiven tudnank metilalni. Erre az iranyitott vagy
célzott DNS-metilaciora az elsé probalkozas 1997-ben tortént, amikor az SssI DNS-
metiltranszferazt (MTaz) egy szekvenciaspecifikus DNS-kot6 cink-ujj fehérjéhez (zinc finger,
ZF) fuzionaltdk azzal a céllal, hogy a MTézt a ZF domén révén a DNS egy kivalasztott
hely¢hez kossék. Az elképzelés az volt, hogy az enzim elsésorban a kozeli CpG helyeket
fogja metilalni. /n vitro rendszerben sikeriilt is a ZF kotéhely kornyékén preferencialis
metilaciot kimutatni (Xu and Bestor, 1997). Azdta tobb olyan kdzlemény jelent meg, amelyek
arr6l tudositottak, hogy emlds sejtekben vagy E. coliban sikeriilt iranyitott DNS metilaciot
elérni. Ezek azonban egytdl-egyig ,,proof-of-principle” cikkek maradtak, a médszer nem valt
a molekularis biologiai eszkdztar részéve.
Ennek f6 okai a kdvetkezok:

1) A sziikségesnél kisebb a specifitas, azaz tul nagy gyakorisaggal metilalodnak nem

célzott helyek.

2) A kozolt modszerek tul bonyolultak, alkalmazasuk nehézkes.
Az OTKA tamogatassal végrehajtott kutatasunk altalanos célja az volt, hogy megprébaljunk
az iranyitott metilaci6 modszerén javitani, elsésorban a specifitdsat novelni. Munkankhoz a
bakterialis SssI DNS MTazt (M.Sssl) hasznaltuk, amelynek specifitasa CG, tehat megegyezik
az emlés DNS MTéazokéval. Kisérleteinket E. coliban végeztiik. Iranyitddoménként két 6
egységbdl (ujjbol) allé és 18 bp-os DNS szakaszokat felismerd cink-ujj fehérjét (6ZA és 6ZB)
hasznaltunk (Gommans et al., 2007; 1. alabb).

A munkatervnek megfelelden két irdnyba inditottuk a kutatast:

1) Meg akartuk vizsgalni, hogy a fragmentumkomplementacié jelenségét az SssI MTaz
esetében ki lehet-e haszndlni a specifitas novelésére. A fragmentumkomplementacion alapuld
stratégia, melyet korabban egy masik C5-MTézra alkalmazva javasoltak (Nomura and Barbas,
2007), igéretes, de ellentmondasos (Meister et al, 2008) megkozelitésnek latszott. Mivel ezt

eredetileg olyan MTazokkal demonstraltdk, amelyek specifitdsa alkalmatlan eukariota



sejtekben torténd altalanos felhasznalasra, ki akartuk deriteni, mikddik-e a CG-specifikus

M.Sssl-gyel.

2) Megvizsgaltuk, hogy lehet-e az irdnyitott metilacido specifitasat olyan enzimvariansok

felhasznalasaval novelni, amelyek gyengébben kotédnek a DNS-hez, mint a vad tipusit MTaz.

Fragmentumkomplementacio

Korabban kimutattuk, hogy az M.Sssl [1-304]-es és [191-386]-0s fragmentumai, melyek
egyenként inaktivak, képesek gyenge aktivitasu enzimmé Osszedllni, ha ugyanabban az E. coli
sejtben szintetizalodnak. Elsé célunk az volt, hogy ennek a jelenségnek a hatarait felderitsiik,
megvizsgaljuk a komplementacios képesség feltételeit. Ennek érdekében olyan
plazmidsorozatot allitottunk eld, amelynek tagjai az M.Sssl kiilonb6zé hossziusaghi N- vagy
C-terminalis  fragmentumait  kodoltdk  és  meghataroztuk, hogy az  egyes
fragmentumkombinaciok ~ milyen = komplementacios képességgel rendelkeznek.
Megallapitottuk, hogy a C-termindlis fragmentumok koziil azok komplementdlnak a
legjobban, amelyek az M.Sssl feltételezett nagy és kis doménje kozott kezdédnek. Az N-
terminalis fragmentumok esetében nem lehetett ilyen egyértelmli torvényszeriiséget
felfedezni. A MTaz aktivitast mutatd fragmentumparok tagjai kozott altalaban volt hosszabb-
rovidebb atfedés, de talaltunk olyan komplementald part is, amelynek tagjai kdzott nem volt
atfedés. Bebizonyitottuk, hogy az in vivo ¢észlelt MTaz aktivitds valoban az
enzimfragmentumok kozotti komplementacié miatt jon létre és nem annak az eredménye,
hogy az atfed6 génszakaszokbol homolog rekombinécié révén helyredll az intakt M.Sssl gén.
Radioaktiv S-adenozil-metionin metildonor felhasznalasaval megallapitottuk, hogy a

legjobban komplemental6 fragmentumparok aktivitasa a vad tipusu enzimének csak ~2 %-a.

A gének 0Osszeépitésével fuziot hoztunk 1étre négy M.Sssl fragmentum ([1-239], [1-304],
[241-386], [261-386] valamint ZF domének kozott. A 6ZB domént az N-terminalis
fragmentumok elejéhez, mig a 6ZA domént a C-terminalis fragmentumok végéhez épitettiik.
Megallapitottuk, hogy a ZF doménekkel vald fuziok nem csokkentik lényegesen a
fragmentumok komplementaciés képességét. A fenti eredményeket egy kozleményben
mutattuk be (Slaska—Kiss et al, 2012).



A kozlemény elfogadéasa utan tovabbi fuzidkat hoztunk létre N-terminalis fragmentumok és a
6ZB domén, valamint C-terminalis fragmentumok és a 6ZA ZF domén kozott (1. tablazat). A
metilacios specifitast egy olyan kisérleti rendszerben kezdtiik vizsgalni, mint amilyenben a
teljes hosszusdgt mutdns enzimeket tanulmanyoztuk (l. alabb). Az eddig tesztelt

kombinaciokkal nem sikeriilt a kivant specifitasi metilaciot elérni.

6ZB-[M.Sssl fragm.] [M.Sssl fragm.]-6ZA

pB6ZB-Sss[1-304] pOB-Sss[241-386]-6ZA
pB6ZB-Sss[1-317] pOB-Sss[250-386]-6ZA
pB6ZB-Sss[1-318] pOB-Sss[261-386]-6ZA

pB6ZB-Sss[1-324]
pB6ZB-Sss[1-304]
pB6ZB-Sss[1-317]
pB6ZB-Sss[1-318]
pB6ZB-Sss[1-324]

1. tablazat. M.Sssl fragmentum-ZF domén fzids fehérjéket kodold plazmidok. A szogletes
zardjelben 1évo szamok a fragmentum elejét és végét képezd aminosavat jelolik (az Sssl
MTaz 386 aminosavbol all). 6ZA és 6ZB: 18 bp-os szekvenciat felismeré (1. abra) ZF
domének. Az N-termindlis fragmentumokat expresszald plazmidok (pB6ZB-) ampicillin, mig
a C-terminalis fragmentumokat expresszalé plazmidok (pOB-) kanamicin rezisztenciat
koédolnak. Az elobbiek ColEl, mig az utdbbiak pl15A replikonnal rendelkeznek, tehat
kompatibilisak.

A munkatervben az szerepelt, hogy iranyitott evoliicioval olyan M.Sssl fragmentumpérokat
probalunk szelektalni, amelyek egymdéshoz vald affinitasa gyenge, és ahhoz, hogy aktiv
enzimmé alljanak Ossze, sziikség van arra, hogy a ZF-ek segitségével egymas kozelébe
kotddjenek. Ehhez a munkahoz hozzakezdtiink, de a felmeriilt technikai nehézségek miatt ugy
éreztiik, hogy a két projektet nem fogjuk tudni parhuzamosan vinni, ezért a tovabbiakban a
gyenge kotoképességli mutanson alapuld megkozelitésre koncentraltunk (lasd alabb). A
dontésben az is szerepet jatszott, hogy egy amerikai csoportnak sikeriilt egy olyan
fragmentumpart létrehozni, amellyel E. coliban nagy specifitdsii célzott DNS metilaciot

tudtak elérni (Chaikind et al, 2012, Chaikind és Ostermeier, 2014).

A fragmentumkomplementacion alapulé stratégiaval kapcsolatban hangstlyozni kell, hogy a
modszer tovabbra sincs készen, tobbek kozott azért sem, mert nincs bizonyiték arra, hogy a
fragmentumkomplementacié emlds sejtekben is miikodik. Figyelmeztetd jel, hogy eddig csak

akkor tudtunk enzimaktivitast detektalni, ha a két M.Sssl fragmentum ugyanabban az E. coli
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sejtben egyiitt termelddott, a sejtkivonatokat in vitro kombinalva nem volt kimutathaté MTéz
aktivitas. Annak kideritésére, hogy az M.Sssl fragmentumkomplementaciéo miikddik-e emlds
sejtekben, kozos munkat kezdtiink Marianne G. Rots csoportjaval (University Medical Center

Groningen, Hollandia).

Gyenge DNS-koto6 képességti mutans felhasznalasa

Ez a stratégia azon az elképzelésen alapszik, hogy ha a MTaz DNS-hez valé affinitasat
csokkentjiik, akkor csokken a valoszinlisége annak, hogy a fuzios MTaz nem célzott CpG
hely(ek)hez kotddik, mig a célzott CpG helynél ezt a gyenge affinitast az kompenzalja, hogy a
MTaz a ZF domén révén kotddve hosszabb ideig tartézkodik ott. Kordabbi munkdnk soran
létrehoztunk két olyan M.SssI mutanst (Q147L és T313H), melyek DNS-hez mutatott
affinitdsa csokkent (Darii et al, 2009). Kezdetben els6sorban ezzel a két mutanssal
dolgoztunk, késébb bevontuk a munkéba a nagyon kis aktivitasu (Rathert et al, 2007), de a
vad tipust enzimhez hasonld DNS-affinitasu (Darii et al, 2009) C141S mutanst is.

A metilacio specifitasat E. coliban vizsgaltuk. Létrehoztunk egy plazmidsorozatot, amelynek

tagjai a kdvetkezd, a kisérleteink szempontjabdl kiemelend6 elemeket hordoztak:

1) A ZF-M.Sssl (vagy M.SssI-ZF) fazio génjét. Két ZF domént (6ZA és 6ZB) alkalmaztunk.

Mivel nem tudtuk, melyik elrendezés lesz elonyosebb a metilacid specifitasa szempontjabol,
N- és C-terminalis fuziokat is készitettiink, s6t késziilt egy, a MTaz mindkét végén ZF domént
hordoz6 un. szendvicsfuzid is (2. tablazat). A domének sorrendjének és a targetrégio
szerkezetének kialakitasakor a ZF fehérjék DNS-hez valo kotddésérdl ismertek szerint jartunk
el (3’—5’ felel meg a ZF N—C iranyanak). A fuzidés gének a Ppap promoter transzkripcios

kontrollja alatt allnak, expresszidjuk arabindzzal indukalhato.

2) A targetrégié valamelyik valtozatat. A targetrégio egy legalabb 2 CG-t tartalmazé rovid
DNS szakaszbol és az ezt két oldalrol hatarolo két ZF kotohelybdl (6ZA és 6ZB) all (1. abra).
Az eredeti elképzelés szerint a targetrégio és a ZF-M.SssI/M.SssI-ZF hibrid fehérjéket kodolod

gének nem ugyanazon a plazmidon lettek volna (ez a megoldas technikailag egyszeriibbé tette
volna a munkat). Miutan kideriilt, hogy a két plazmidot tartalmazd preparatumok

emésztésekor kapott restrikcios mintazat tul komplex ahhoz, hogy megbizhatoéan értékeljiik,



mindkét elemet ugyanarra a plazmidra iiltettik és a tovabbiakban ilyen egyplazmidos

rendszerrel dolgoztunk.

A metilacio specifitasat elsé kozelitésben restrikcios emésztéssel kivantuk jellemezni. Ennek
érdekében a targetrégiot ugy terveztilk, hogy a célzott CG egy olyan restrikcidos enzim
felismerdhelyében legyen, amelyrdl ismert, hogy a CG-specifikus metilacidé meggatolja a
hasitast. Ennek megfelelden a targetrégioban egy BsaAl helyet (5’-YACGTR/5’-YACGTR)
alakitottunk ki. A REBASE adatbazis (Roberts et al, 2015) szerint az M.SssI-specifikusan
metilalt BsaAl helyet (5°-YA™CGTR/5’-YA™CGTR) sem a BsaAl, sem annak Ppu211 nevii
isoschizomerje nem képes hasitani. (Ezt kisérletesen mi is igazoltuk). Munkankat sokaig
hatraltatta, hogy sem BsaAl-gyel, sem Ppu2ll-gyel nem tudtuk a targetrégioban 1évo
TACGTA hely védettségét kimutatni olyan plazmidok esetében sem, amelyekrdl utobb
kideriilt, hogy a targetrégioban nagy gyakorisaggal hordoznak metilalt citozint. Szerencsére
sikeriilt egy masik enzimet (Aval) talalni, amelynek az eredeti targetrégioban is volt egy
felismerdhelye (CCCGGG, egyben Smal hely, 1. abra), és amellyel ki tudtuk mutatni egy, a
targetrégion beliili CpG hely védettségét, azaz metilaciojat. A tovabbiakban els6sorban Aval-

et hasznaltunk a metilacios specifitas vizsgalatara.

Azt, hogy a BsaAl-gyel és Ppu21l-gyel kapcsolatos kudarcnak mi volt az oka, egyelére nem
tudjuk biztosan. Ugy gondoljuk, hogy a magyardzat abban rejlik, hogy a C5-MTézok a
szimmetrikus felismeréhely két szalat egymastol fiiggetlen eseményben, a felismeréhelyhez

ellenkez6 iranybdl kotédve metilaljak és ezért a ZF kotohelyhez horgonyzott enzim a hozza

kozeli CG helyhez csak az egyik szal metildlasdhoz megfeleld orientacidban tud hozzaférni.
Ha a tesztelésre hasznalt restrikciés endonukleaz érzékeny a hemimetilaciora (feltevésiink
szerint ilyen az Aval), akkor a kozeli CpG hely hemimetilacidjat ki tudjuk mutatni, ha hasitja
a hemimetilalt helyet (valdsziniileg ilyen a BsaAl és a Ppu2ll), akkor nem. Ennek a

hipotézisnek a bizonyitasa folyamatban van.

Abbdl a célbol, hogy megvizsgaljuk, a metilacio szempontjabol mi a ZF kotéhely és a célzott
CG optimalis tavolsaga, egy olyan plazmidsorozatot készitettiink, amelynek tagjaiban a 6ZB
cink-ujj kotohely és az Aval helyben 1évo CG tavolsaga 5,9, 11, 13, 16, 20, 26, ill. 32 bp. (Az
eredeti plazmidban ez a tavolsag 7 bp volt.). A targetrégiok szekvencidjat az 1. dbra mutatja.
Két valtozat (+4 és +8, 1. abra) vizsgalatdhoz Aval helyett egy masik enzimet (Bsh1285I,

felismerdszekvencia: CGGCCQG) hasznaltunk a specifikus metilaci6 kimutatasara.
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eredeti BsaAl
EcoRlI (Ppu21l) Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGAGCTCGGTACACCTACGTAGGT GTACCCGGGGATCCEEACTTCECCEACTCAGT
6ZA kotShely 7 bp 6ZB kotShely

T284
EcoRlI Aval Kpn2l

GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTCCEEAGTICECECACTCAGT
6ZA kotShely 5 bp 6ZB kotShely

T286
EcoRl Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTATATCC EEACTICECECACTCAGT
6ZA kotShely 9 bp 6ZB kotShely

T288
EcoRl Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTATATATCC EEACTICCCCCACTCAGT
6ZA kotShely 11 bp 6ZB kotShely

T290
EcoRl Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTATATATAT CCECACIICCCECACTCAGT
6ZA kotShely 13 bp 6ZB kotShely

T296
EcoRl Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTACCTTATATATCCEEACEICCCCCACTICAGT
6ZA kotShely 16 bp 6ZB kotShely

T296-20
EcoRl Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTACGTACCTTATATATC CECACTICCCCCACTCAGT
6ZA kotShely 20 bp 6ZB kotShely

T296-215
EcoRlI Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCEGGGTACTACGTAGTACCTTATATATCCECACTIGCCCCACTCAGT
6ZA kotShely 26 bp 6ZB kotShely

T296-219
EcoRl Aval Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGGTGTACCCGGGTACACCTACGTAGGTGTACCT TATATATCCECACTIGCCCEACTCAGT
6ZA kotShely 32 bp 6ZB kotShely

+4
EcoRI Ppu21l Bsh1285I Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGAGCTCGGTACACCTACGTAGGTGTACCEEGCCEGGGATCC EEAGTICECCCACTCAGHT
6ZA kotShely 7 bp 6ZB kotShely

+8
EcoRl Ppu21l Bsh1285I1 Kpn2l
GCCGGGGCTGGGGGAGGGAATTCGAGCTCGGTACACCTACGTAGGTGTACCEEGCCEGCCEGGGATCC EEAGTICECECACTCAGT
11 bp 6ZB kotShely

T286 ( a pM.Sssl-6ZB-T286 tipust plazmidokban)
Aval

EEAGTTGEEEEAGTEAGT AT TCGCTGTACCCEGGTATATCC

6ZB kotShely 13 bp

1. abra. A kiilonb6z6 targetrégiok nukleotidszekvencidja. Az egyes targetrégiok nevei a
szekvenciak folott bal oldalt lathatok. Sarga ill. zold kiemelés jelzi a két ZF kdtohelyet, sziirke
kiemelés pedig a két kotdhelyen beliili CG helyeket. A szekvencidk ald irt kék szamok a
legkozelebbi olyan CG-nek a 6ZB kotdhelytdl mért tavolsagat jelzik, melynek metilacids
allapotat restrikcios enzimes emésztéssel vizsgalni lehet.
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A nem specifikus ,off-target” metildci6 kimutatasara Hin6l emésztést (GCGC, a
G™CGC/G™CGC hely védett) hasznaltunk.

A meghatarozas ugy tortént, hogy indukalatlan és arabindzzal indukalt tenyészetbdl izolalt
plazmidokat megemésztettiik M.Sssl-specifikus metilaciora érzékeny enzimekkel, majd az
emésztményeket agardz-gélelektroforézissel vizsgaltuk. Az indukcid hatdsdra megjelend uj
“védett” fragmentum(ok) méretébdl kovetkeztettiink a metilalt hely(ek)re, a metilacio

specifitasara (2. abra).

6ZB-M.Sssl M.Sssl-6ZA 3M.Sssl-6ZB 6ZB-M.Sssl-6ZA
pZB-M.Sss! pMSss|(C141S)-6ZA pMSss|-6ZB-T286 pZB-MSssl-6ZA
pZB-M.Sssl(Q147L) pMSss|(T313H)-62B-T286  pZB-MSssl(C141S)-6ZA
pZB-M.Sss|(T313H) pMSss|(C141S)-6ZB-T286

pZB-M.Sssl(C141S)
pZB-MSss|(T313H)-T284
pZB-MSss|(T313H)-T286
pZB-MSss|(T313H)-T288
pZB-MSss|(T313H)-T290
pZB-MSss|(T313H)-T296
pZB-MSss|(T313H)-T296-20
pZB-MSssl(T313H)-T296-215
pZB-MSss|(T313H)-T296-219
pZB-Msssl(T313H)+4
pZB-Msssl(T313H)+8
pZB-M.Sssl(T313H)L1-T286
pZB-M.SssI(T313H)L1-T288
pZB-M.Sssl(C141S)L1
pZB-M.Sssl(T313H)L11
pZB-M.Sssl(C141S)L11
1p7dB-MSss|(T313H)L1
2pYB-MSssl(T313H)

2. tablazat. M.Sssl variansok és ZF domének kozotti fiziokat kodold plazmidok.

A targetrégiokra a plazmidok nevének toldalékai (+4, +8, T284, T286, stb.) utalnak,
nukleotidszekvenciajukat lasd az 1. dbran. Ha nincs a targetrégiora utald toldalék (pl. pZB-
MSssl), a plazmid az “eredeti” targetrégiot hordozza.

Az L1 ill. L11 toldalékok olyan szarmazékokat jeldlnek, amelyekben a ZF és a MTaz domén
kozotti “linker” peptid meg lett hosszabbitva.

Eredeti linker: GGGSGGSLEC;

L1 linker: GELGGGSGGSLEGGGSGLEC;

L11 linker: GGGSGGSLEGGGSGLEGGGSGLEC.

1pZdB-MSssl(T313H)L1, hianyzik a 6ZB kotohely.

2pYB-MSssl(T313H), a targetrégio a plazmid mas helyén van.

3Ezekben a plazmidokban a 6ZB kotShely és a célzott Aval hely sorrendje forditott (1. dbra
also sor).



A 2. tablazatban feltiintetett plazmidok egy részének jellemzése még folyik. Az eddig
levonhatd kovetkeztetések a 6ZB-MSssl fuzids fehérjéket kodolo, pZB- jelii plazmidokkal
kapott eredményekbdl szarmaznak. Ezekben a szekvenciaspecifikus metilacio fliggdtt a 6ZB
iranyitodomén jelenlététél. Ha a 6ZB kotOhelyet mas szekvencidval helyettesitettiik (pZdB-
MSssI(T313H)L1, 2. tablazat), megsziint a specifikus metilacid. Ha a targetrégiot athelyeztiik
a plazmid egy tavoli helyére (pYB-MSssI(T313H)), a védett fragmentum mérete a vart moédon

valtozott.
uninduced induced
1 2 M 1 2

2. abra Helyspecifikus DNS-metilaci6 kimutatasa

restrikciés enzimes emésztéssel. A nyil mutatja az

indukci6 hatdsara megjelené ~3700 bp-os fragmentumot,
bp | amely a targetrégidban 1évé Aval hely védettsége
e | kOvetkeztében jon létre, és az 1924-es és 1804-es

-" e | fragmentumbol all.

T 1)pZB—MSSSI(T313H)L1 - Aval

“To- wen | 2) pZB-MSssI(T313H)L1-T288 - Aval

M) Fermentas SM1163 marker

A restrikcios védési teszt eredménye alapjan tobb plazmidot Un. biszulfitos szekvenalassal is
megvizsgaltunk. Ezzel a modszerrel meghatarozhato, hogy egy-egy kivalasztott 400-500 bp-
os région (amplikonon) beliil mely citozinok milyen gyakorisaggal metilalodtak (Frommer et
al., 1992).

A legfontosabb eredmények €s az ezekbdl levonhato kdvetkeztetések:

1) Létrehoztunk egy kisérleti rendszert, amelynek segitségével E. coliban vizsgalhat6 a cink-
ujj fehérjék altal iranyitott SssI MTéaz specifitdsa, a kivaltott DNS metilacio szintje,
kiterjedése. A plazmidok modularis szerkezete lehetoséget ad a ZF iranyitodomén, a MTaz és
a targetrégié Ujabb valtozatainak viszonylag egyszeri kialakitasara és a metilacios specifitas

analizisére.



Sikeriilt olyan restrikcidos enzimeket taldlni, amelyek alkalmasak a ZF kotohelyek kozelében
1év6 CpG helyek metilacios allapotanak vizsgalatdra. Bar a jelenség mechanizmusara
vonatkozo hipotézisiink (csak az egyik szal metilalodik, a restrikcids enzimek nem egyforman
érzékenyek a hemimetilaciora, lasd fent) még igazolasra var, eredményeink ramutattak arra az
eddig tudomasunk szerint figyelmen kiviil hagyott lehetdségre, hogy a ZF kotéhelyhez kozeli
CpG helynek valosziniileg csak az egyik szala fog metilalodni és ennek kimutatdsahoz nem
elég a mindkét szalon metilalt helyre vonatkoz6 adatok alapjan restrikcios enzimet valasztani.
A hemimetilaci6 hatdsara vonatkozdan sokkal kevesebb adat all rendelkezésre (REBASE,

Roberts et al., 2015), ezért ezt az esetek tobbségében kisérletesen kell meghatarozni.

2) A vizsgalt M.Sssl valtozatok metilacios specifitdsanak szintje a kdvetkezo volt:

T313H > C141S >> Q147L >> WT.
Tehat alacsony aktivitdsti enzim hasznalatdval novelhetd az irdnyitott metilacid specifitdsa.
Bar a T313H mutanssal nagyobb specifitast kaptunk, mint a C141S-sel, a kiilonbség a vartnal
kisebbnek bizonyult. Ebbdl ugy tinik, hogy az irdnyitott metilacio specifitasa szempontjabol

fontosabb a MT4z aktivitas szintje, mint a DNS-hez valo affinitas mértéke.

3) A célzott CpG hely 6ZB kothelytél mért tavolsaganak hatdsat 5-t6l 32 bp-ig terjedd
tartomanyon beliil vizsgaltuk (1. dbra). Az 5 bp-ostdl eltekintve valamennyi tavolsag esetében
jol (~30-50%-ban) metilalodott a célhely, mig a plazmidon 1évé mas Aval helyek
emésztodtek, nagyrészt metilalatlanok maradtak. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az 5
bp tavolsag tul kicsi, viszont 7 bp-t6l kezdve a vizsgalt tartomanyon beliil a metilacid mértéke
hasonl6 volt, azaz a ZFP domén révén a DNS-hez kotodott SssI MTaz tavolabbi CpG
helyeket is képes “elérni”. Ezt a biszulfitos szekvenalas is megerdsitette. A célzott Aval
helytél még 100-200 bp tavolsagra is talaltunk metilalt helyeket, sot detektaltunk metilaciot a
targetrégion kiviil, a 6ZB kotéhely ,,kiilsé” oldalan. Ezek a megfigyelések, amelyek a DNS
flexibilitdsa miatt nem is nagyon meglepdek, egyszersmind a modszerrel elérhetd specifitas
korlatait is jelzik: egy bizonyos tartomanyon belill nem tudjuk a metilaciot csak egyetlen
kivalasztott CpG-re iranyitani. A biszulfitos szekvenciameghatarozas meglep6 eredménye
volt, hogy a T313H mutins esetében — kis gyakorisaggal — talaltunk olyan klonokat,
amelyekben a metilalt citozin nem CG dinukleotidban volt. Ez arra utal, hogy a T313H csere

rontja az enzim DNS szubsztratfelismerd-képességének szigoriisagat.



4) A ZF domén és MTaz kozotti 6sszekotd peptid (linker) hosszéanak hatdsat néhany N-
terminalis fiizio (6ZB-M.Sssl) esetében vizsgaltuk. Az eredeti 6ZB-M.SssI fuzidban a linker
peptid szekvencidja GGGSGGS LEC. Ezt oligonukleotidok beépitésével a kovetkezokre
hosszabbitottuk:

GGGSGGS LEGGGSGLEC (L1-es valtozatok)

GGGSGGS LEGGGSGLEG GGSGLEC (L11-es valtozatok) (2. tablazat).

A linker peptid L1-es hosszabbitasa kissé fokozta a célzott Aval hely metilacidjanak

gyakorisagat.

Az M.Sssl-ZF fuzidkkal kapott eredményeket leird kézirat késziiloben van. Eredményeink
egyértelmiien bizonyitjak, hogy E. coliban a fazionalt ZF irdnyitodoménnal vezérelt T313H
mutans sokkal nagyobb metilacios specifitast tesz lehetévé, mint a vad tipusi enzim. Azt,
hogy ez emlds sejtekben is igy van-e, jelenleg egyiittm{ikodé holland partnereink (Marianne

Rots, UMCG, Groningen) vizsgaljak.

Az Sssl MTaz citozin-dezaminacids aktivitasa

Korabban néhany DNS-(citozin-5)-MTazrél kimutattak, hogy ha az enzimet a metildonor S-
adenozilmetionin (SAM) nélkiil, csak DNS-sel inkubaljak, akkor a MTéz a ra jellemzd
specifikus felismerdszekvenciadban 1évé szubsztrat citozint egy lassu reakcidban uracilla
dezaminalja. Megvizsgaltuk, hogy az M.Sssl képes-e erre a mellékreakciora, tovabba azt is,
hogy vajon tudja-e a C5-metilcitozint timinné dezaminalni. Ezt a munkat az a remény
motivalta, hogy ha a C — U reakcié sokkal gyorsabb lenne, mint az ™C — T atalakulas,
akkor ki lehetne fejleszteni egy modszert CG dinukleotidokban 1évé metilalt citozinok
kimutatasara. Egy ilyen moddszer a DNS-metildcié kutatdsdban kulcsfontossagu, de sok

technikai problémaval terhelt biszulfitos szekvenalas enzimatikus alternativaja lehetne.

Megallapitottuk, hogy az M.Sssl képes a CG dinukleotidokban elhelyezkedd citozinokat in
vitro uracilla dezaminalni, mig a metilalt helyekkel (™CG/™CG) nem reagélt kimutathatdan.
A két reakcio sebessége kozotti kiilonbség legalabb akkora, mint amit a biszulfitos reakciora
leirtak. Sajnos ennek ellenére a M.Sssl altal katalizalt reakcié nem latszik versenyképesnek a

biszulfitos dezaminalassal, ugyanis az enzimatikus C — U 4atalakulas sebessége, bar 5’-
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amino-5’-dezoxiadenozin hozzaadasaval legalabb egy nagysagrenddel novelhetd volt, még
igy is tl lassu ahhoz, hogy hasznalhaté moédszer legyen. Eldallitottuk az M.Sssl egy olyan
mutéansat (G19D), amely — feltehetden amiatt, hogy romlott az enzimnek a SAM metildonort
koté képessége - E. coli sejtekben, fiziologias SAM koncentracio mellett is képes citozin
dezaminaciora. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a GI19D mutans enzimet

iranyitddoménhez kapcsolva in vivo helyspecifikus mutagenezisre hasznaljuk.

Az M.Sssl citozin-dezaminacios aktivitasat vizsgald munkabol egy kozleményiink jelent meg

(Stier and Kiss, 2013). Stier Ildiko, aki ennek az OTKA projektnek a résztvevdje volt, részben

crcr

Kisérlet egy E. coli rendszer létrehozasara szekvenciaspecifikus DNS-koto

fehérjék vizsgalatahoz

Miutan tobb esetben is a vartnal joval kisebb metilacios specifitast kaptunk, felvet6dott, hogy
E. coliban a 6ZA és a 6ZB ZF fehérje nem mukddik ugy, ahogy varjuk. Ennek a vizsgalatara
megkezdtiikk egy olyan, az E. coli lac rendszerén alapuld modszer létrehozasat, amely
alkalmas fehérjék helyspecifikus DNS-kotodésének tesztelésére in vivo. A moddszer
reményeink szerint alkalmas lesz barmilyen DNS-kot6 fehérje vizsgalatdra, amennyiben a

kotohely nukleotidszekvenciaja ismert.
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