A munkatervben véllalt feladat 1ényegében az el6z6 — hasonlé cimi —
OTKA palyazatunkban elért eredmények tovabbfejlesztése és lezarasa volt.
E palyazatban ugyanis in vitro evolucios stratégiaval eléallitottuk és
jellemeztik egy DNS-modifikacios metilaz  enzim  megvaltozott
szekvenciaspecifitdsu mutansat. A jelen munkaban kittzott cél tobb ()
hasonlo tipusi mutans eléallitasa es jellemzese, az el6szor jellemzett mutans
altal felvetett néhany probléma megvalaszolasa, tovabba — amennyiben a
vizsgalt enzim térszerkezete tisztazodik — tervezett, megvaltozott specifitasd
mutansok el6éallitasa lett volna. Ettél a munkatervtél — szamos ok miatt —
tobb ponton eltérunk.

Az ujonnan létrehozott megvaltozott specifitasi mutansok kozil
kettovel foglalkoztunk részletesebben. Az egyik a fehérje 172, poziciéjaban
lévé aszparagin helyett szerint (N172S), a masik a 176. pozicidban lizin
helyett aszparagint (K176N) tartalmazott. Az eldbbi (N172S) mutans
enzimet sikerult tisztitani, de az enzimkinetikai mérések értelmezhetetlenek
voltak (rendkivil instabil volt az enzim). A masik mutans enzimet,
(K176N), amely nyers kivonatban a legnagyobb specifitasvaltozast mutatta,
nem sikeriilt homogenitasig tisztitani és az enzimkineatikai mérések itt is
nehezen értelmezhetd, rendhagyo eredményeket adtak.

Munkéank soran felmerilt az a kérdes, hogy a Sinl metilaz gén in vivo
transzlacioja valdban azon a ponton kezdddik-e, amelyet az irodalom allit és,
amelyet korabban feltétel nélkil elfogadtunk. Ez azért vetodott fel, mert a
Sinl metilaz enzim N-terminalis része (az I. homolog box elétti szakasz)
jéval hosszabb, mint mas hasonlé szerkezetti enzimek megfelelé régidja és
ezen a részen még két ATG (iniciator) kodon fordul elé. Elkészitettiink tehat
egy olyan delécios mutanst, amely eltavolitotta az N-terminalis régio elejét
(a 30. aminosavig). Ezen a mutans génen a transzlacio a (eredeti szamozas
szerinti) 66. aminosavnak megfelel6 ATG kodonnal kezdédétt. Ez a
roviditett enzim in vivo, illetve nyers Kivonatban mutatta a vad-tipusu
metilaz aktivitast, tisztitottuk is, de kinetikai elemzése ennek sem sikertilt.
Amikor ugyanezt a deléciot az elséként izolalt (az elé6z6 palyazati
periddusban jellemzett) mutansban (L214S, Y229H) Allitottuk elé, ez a
roviditett enzim nyers kivonatban a mutans fenotipust mutatta (s6t a
specifitasvaltozas még erésebbnek tiint, mint a teljes hosszusagu valtozatnal)
de ez a mutans enzim a sejtben fétdmegében oldhatatlan zarvanykeént jelent
meq, tisztitdsa nem sikerilt

Kitiizott céljaink kozott szerepelt ,,Az eddig eléallitott mutans gének
athelyezése maés, jobban szabalyozhato muikodési vektorba...” Ezt a
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szabalyozhaté miikédésti pBAD promotert tartalmazo vektorba vittik be a



vizsgélandd géneket. Ez az eredmény viszont felvetette azt az Otletet, hogy
ez a vektor lehetéséget kindlna a megvaltoztatott specifitasi enzimek
mitkddésének in vivo kimutatdsara is. Erre az irodalomban tudomasunk
szerint nincs példa. Az elgondolas lényege az volt, hogy a szabalyozhatd
pBAD promoéterhez a Sau96l restrikcios endonukleazt kodolo gent
kapcsoljuk hozza. Ha ez a gén (amely GGNCC szekvenciat hasit) mikodik,
akkor megoli a kisérleteinkben hasznélt E. coli gazdasejtet a Sinl metilaz
jelenlétében is, mert az endonukleaz ellen a vad-tipust Sinl metilaz (amely
csak a GGA/TCC szekvenciat metilalja) nem véd. Az altalunk létrehozott
mutans metilazoknak azonban - feltételezésiink szerint — részleges, vagy
teljes védelmet kell biztositani a Sau961 endonukleaz ellen. Az endonukleaz
aktivitas arabindz altali szabalyozasaval pedig kvantitative jellemezhet6 a
védelem mertéke. Ezen elgondolas alapjan egy meglehetésen bonyolult —
harom kilonb6z6 antibiotikumrezisztenciat hordozd, tehat szelektalhato,
plazmidvektoron alapulé — in vivo rendszert dolgoztunk ki, amely alkalmas
volt arra, hogy kulénb6zé arabindzkoncentracioju agarlemezeken toérténé
koldniaszamlalassal 6sszehasonlitsa a modosult specifitdsi  mutans
metildzok in vivo aktivitasat. Ez sikerllt is bar a—Az eredmeny
szépséghibaja, hogy az in vivo és az in vitro eredmények-nem kvantitative
nem mindig korrelaltak a killonb6z6 mutansok esetében.-

Befejezésil még eqy — tanulsagos — meqgfigyelésrol  érdemes
beszamolni. Mutansizolalasi Kisérleteink soran tobbizben szelektaltunk
olyan klonokat, amelyek hatdrozottan megvaltozott specifitdsu fenotipussal
rendelkeztek, de a gén szekvenaldsa csak Un. szinonim mutacidk jelenlétét
mutatta Ki. Tekintve, hogy ezek az eredmények ellentmondani latszottak a
molekularis bioldgia elfogadott tanainak, ezekkel az altalunk ,,almutansnak”
nevezett klonokkal nem foglalkoztunk tovabb. 2006. decemberében azonban
két olyan kozlemény (Nackley et al. Science, 314, 1930-32, Kimchi-Sarfaty
et al. Science, 315, 525-528) jelent meg az irodalomban, amelyek Kkét
kilonb6zé (eukaryota) Kisérleti rendszerben eqgyértelmiien bizonyitottak,
hogy szinonim mutacidk is vezethetnek megvaltozott fenotipusu fehérjék
kialakulasahoz (feltételezhetéen a szinonim kodonnak megfelel6 tRNS
eléfordulasi gyakorisdganak eltérése a vad-tipusétdl megvaltoztatja a
peptidlanc szintézisének sebesséqét es ez eltéré folding-kinetikat, igy eltéré
harmadlagos szerkezetet eredményez). Ezzel e kérdéssel tehat érdemes volna
foglalkozni, én azonban jelen palyazat lejartaval befejezettnek tekintem
experimentalis kutatdi palyamat, tehat erre a feladatra mar nem
vallalkozom.




