DNS (citozin-C5) metiltranszferazok szubsztratspecifitasa

A munkaterv gerincét az W (A:T vagy T:A) és az S (G:C vagy C:G) béazisparok
felismerésének vizsgalata képezte. Erre modellrendszerként a Sinl és a Sau96l
metiltranszferazokat (MT4&z) valasztottuk. Ezek felismeréhelye GGWCC ill. GGNCC, és
az alahuzott C-t alakitjak 5-metil-citozinnd. A munka kdzvetlen el6zménye volt, hogy a
Sinl MTéaznak sikertlt relaxalt specifitast mutatd muténsait izolalnunk. Ezek a mutans
enzimek a GGWCC szekvencia mellett a GGSCC szekvenciat is jo hatasfokkal
metilaljak, tehat specifitisuk GGNCC-re valtozott (l. alabb) Ugyanebben a munkaban
kimutattuk, hogy a GGWCC és a GGSCC targetszekvenciak kozotti megkilonboztetés a
DNS kis arkaban torténik (Kiss és mtsai, 2001).

M.SinI-M.Sau961 hibrid metiltranszferazok
A C5-MTéazok egy nagy és egy kis doménbél allnak. Sokaig a kis domént tekintették a

szekvenciaspecifitdas  egyeduli  meghatarozojanak. A kisarki  kdlcsonhatasok
fontossaganak felismerése (Kiss et al., 2001), a két ismert kristalyszerkezet (a Hhal és a
Haelll MTaz DNS-sel alkotott komplexe; Klimasauskas et al., 1994 és Reinisch et al.,
1995), azt sugallta, hogy legaldbbis a W és S megkuldonboztetésben a kis arokkal
koélcsonhato nagy doménnek is szerepe van. Ezt bizonyitandd, olyan rekombinans
(hibrid) MTazokat kiséreltink meg eléallitani, melyek részben a Sinl, részben a Sau961
MTazbdl allnak. Olyan plazmidokat készitettlink, melyek a két gén delécids valtozatat
tandem elhelyezkedésben hordozzék. Ezekben a plazmidokban az els6é gennek a 3’, a
mésodik génnek az 5’ vége hianyzik. Mivel mindkét gén inaktiv, a plazmidban 1évé Sinl
helyek nem metilaltak. A két csonka MTaz gén kozott restrikcios emesztéssel kinyitott
plazmidban exonukledz emésztéssel random delécidsorozatot hoztunk létre, majd a
plazmidokat ligdz enzimmel visszazartuk és E. coli sejtekbe juttattuk. A deléciok méretét
agy prébaltuk bedllitani, hogy a fuzid helye a nagy és a kis domént kédolo génszakasz
kdzé essen. Az igy eldallitott rekombindns génkonyvtarbol in vitro szelekcidval
probaltunk MTéaz aktivitast mutato klénokat izolalni. Ennek alapelve az volt, hogy ha egy
delécio és fuzié eredményeképpen aktiv enzimet kddolo gén jon létre, a hordozé plazmid
rezisztens lesz a Sinl endonukleazzal szemben és igy a vegyes plazmidpreparatumbdl

Sinl emésztés utan egyszerii transzforméacidval E. coli-ban visszanyerheté. Sajnos sem a



Sinl-Sau961 sem a Sau96l1-Sinl fazidk kozil nem sikerilt MTaz aktivitast mutato klont
nyerni. Ezt val6sziniilleg az magyarazza, hogy a szekvenciahasonldsag dacara a két enzim

térszerkezete kozott tal nagy a kilénbség ahhoz, hogy aktiv hibrid jojjon létre.

Megvaltozott specifitdst M.Sinl mutansok vizsgalata

A munkénak ezt a részét Venetianer Pal csoportjaval kollaboracioban végeztik. A
kordbban random mutagenezissel izolalt, a szekvenciaspecifitds megvaltozasat (GGWCC
helyett GGNCC) okoz6 N172S és V173L mutaciokat kombinalva egy kettés-mutanst
hoztunk létre. Megallapitottuk, hogy a két aminosavcsere fenotipusa additiv. Az
idokdzben Timar es Venetianer altal izolalt L214S+Y229H kett6s-mutanst is bevontuk
ezekbe a vizsgalatokba. Osszefoglaldan a kovetkezoket allapithatjuk meg:

1) Valamennyi relaxalt fenotipust okozo mutacio az enzim feltételezett nagy doménjében
talalhato, tehat nem a kis doménben, amelyet eddig a szekvenciaspecifitas egyedili
meghatarozojanak tartottak.

2) A muténsok altal mutatott specifitasvaltozadsnak enzimkinetikai szempontbdl nézve
hasonlé oka van: megné a GGSCC szubsztrattal szembeni keq érték (Timar et al., 2004
és kozletlen eredményeink).

3) A muténs enzimek tisztitdsa sordn - az aktivitast szubsztratfelesleg mellett mérve —
latszolag megvaltozik a specifitds. Mig a nyers kivonatban a GGWCC helyet tartalmazo
oligonukleotidba kb. ugyanannyi aktivitas épilt be, mint a GGSCC helyet tartalmazdba,
tisztitott enzimmel mérve a GGSCC lesz a preferalt szubsztrat. Eddigi vizsgalataink arra
utalnak, hogy ennek oka az, hogy - szemben a vad tipust enzimmel - a mutansok igen
nagy affinitassal rendelkeznek a metilalt GGWCC helyek irant, és ezért, amig a tisztitas
sorén jelen van a sejtb6l szarmazo, metilalt Sinl helyeket tartalmazé DNS, az kompetitiv
inhibitorként viselkedik. Ehhez a magyaréazathoz fel kell tételeznlink (és ezt az eddigi
eredmények alatdmasztjak), hogy a mutans enzimek affinitasa a kiilonb6zé helyekhez a
kovetkez6: GGWCC > metilalt GGWCC > GGSCC.

A mutans MTazok jellemzésének lezarasaként meg akarjuk vizsgalni, hogy enzimatikus
effektivitasuk milyen a Sau961 MTazzal 6sszehasonlitva a sejtben, azaz milyen Sau96l
endonukleazszinttel szemben képesek a GGWCC és GGSCC helyeket megvedeni in vivo.



Enzimtisztitds rontgenkrisztallogréfiai vizsgalatokhoz

Kollaboréaciot kezdtink a DNS MTéazok szerkezetvizsgélataban legnagyobb tapasztalattal
rendelkezé krisztallografussal (Xiaodong Cheng, Emory University School of Medicine,
Atlanta, GA, U.S.A.). Tébb 10 mg homogén M.Sinl preparadtumot kildtunk. Sajnos, a
kristalyositasi kisérletek nem vezettek eredményre. Ez nem teljesen meglepd, ugyanis a
sok probalkozas ellenére mindmaig csak két bakteridlis C5-MTaz DNS-sel alkotott
komplexének szerkezetét sikerllt meghatarozni (Klimasauskas et al. 1994; Reinisch et
al., 1995).

Ez és egy korabbi kudarc (eredménytelenek voltak a BspRI MTéazzal és egy masik
krisztallografussal folytatott probalkozésaink is) az egész MTaz projekt atgondolasara
kényszeritett benntlinket. Nyilvanvalova valt, hogy bar a specifitdismutansok vizsgalata
hozhat értékes részeredmenyeket, a szekvenciaspecifitast szerkezet nélkil nem erthetjik
meg, s6t olykor meég a raciondlis kiserlettervezés sem lehetséges. Ezért az OTKA
tdmogatas késobbi szakaszaban elsésorban mas, az OTKA munkatervben nem szerepld,
azonban a témaval 6sszefliggo (restrikcios-modifikacios rendszerek, DNS-metilacio)
kutatasokat kezdtunk.

Restrikcios endonukleazok

Eqy kiilonds viselkedésti EcoRI-RsrI hibrid restrikciés endonukleaz

Az EcoRlI és az Rsrl restrikcids endonukledzok (RE&z) ugyanazt a szekvenciat ismerik fel
(GAATTC) és aminosavszekvencidjuk kb. 50% hasonlésagot mutat (Stephenson et al.,
1989). Ugyanakkor vannak olyan eredmeények, amelyek arra utalnak, hogy a két enzim
kilonbdz6 mechanizmussal ismeri fel a DNS szubsztratot (Aiken et al., 1991). Ennek az
ellentmondasnak a vizsgalatara egy hoéérzékeny EcoRI mutans génje és az Rsrl gén
megfelel6 darabjainak kicserelésével EcoRI-Rsrl rekombinans géneket hoztunk létre. Az
5 vizsgélt hibrid endonukledz kozott egy olyat talaltunk, amely aktivitast mutatott: az
enzimet kodolo plazmid csak akkor volt fenntarhatd a sejtben, ha a sejt az endonukleaz
ellen védelmet nyujté6 EcoRI MTazt termelt. Ebben, az EERE-nek nevezett rekombinans
fehérjében a 147-es és 206-0s hely kozotti, 60 aminosavbdl allo darab van Rsrl-eredetiire
cserélve. Mivel a sziiléi EcoRI enzimhez hasonloan a hibrid fehérje is héérzekenynek

bizonyult, in vivo hatdsat EcoRl MTazt nem termelé (m-) sejtekben is vizsgalni tudtuk.



Megallapitottuk, hogy az enzimaktivitas szempontjabdl permissziv hémérsékleten (30°C)
a hibrid fehérje m- sejtekben legaldbb olyan toxikus, mint a kiindulashoz hasznalt EcoRI
endonukledz. A varakozassal ellentétben azonban az EERE-t termel6 sejtek nem mutattak
fagrestrikciot és a sejtek kivonataban nem tudtunk specifikus endonukleaz aktivitast
kimutatni. E meglepd, ellentmondasos fenotipus értékelésénél fontos hangsulyozni, hogy
nem valami aspecifikus toxikus effektusrél, hanem egy egyelére Kideritetlen
mechanizmust  szekvenciaspecifikus DNS-fehérje kolcsonhatasrol van szo. Ezt
bizonyitja, hogy m+ (EcoRI MTazt termeld) sejtekben, tehat amikor a specifikus
metilacié megvédi a GAATTC helyeket, az EERE hibrid nem toxikus. Kimutattuk, hogy
részlegesen permissziv hdmérsékleten (37°C-on), ahol az EERE hatas még nem letalis,
indukalédik az SOS rendszer, ami DNS karosodasra utal. A kezdeti eredmények azt
sugalltdk, hogy az EERE nem rendelkezik EcoRI aktivitassal, és toxicitasat csak az
EcoRI helyekhez valo tul erés kotodés okozza. Annak vizsgalatara, hogy az in vivo
hatasban szerepe van-e a DNS hasitasnak, létrehoztuk az EERE(E111G) muténst. Az
EcoRI endonukleazban a Glulll az aktiv hely része, és az EcoRI Glu111Gly mutacioja
tobb nagysagrenddel kisebb aktivitdst, de a specifikus DNS-kotésre képes enzimet
eredményez. Az E111G mutécié az EERE toxicitas megsziinéséhez vezetett, ami azt
jelzi, hogy az EERE toxicitasanak lényeges eleme az EcoRI endonukleaz aktivitas. EcoRI
vagasokra es nem mas jellegi kettésszali DNS-torésekre utal az a megfigyelés is, hogy
m- recA és recB torzsek nem voltak érzékenyebbek az EERE hatésra, mint az izogénikus
vad tipusu E. coli gazda (v.0. Heitman et al., 1989; Heitman et al., 1999).

E hatds biokémiai mechanizmusanak tisztazdsat mindmaig akadalyozta, hogy a
taltermel6 E. coli sejtekben az EERE nagyrészt zarvanytestekben, oldhatatlan formaban
halmozddik fel, és az oldhatd frakciobol nem sikerlt tisztitani. Sikerllt viszont a
zarvanytestekbél guanidiumkloridban feloldott EERE-t legalabb részben renaturalni és
tisztitani. Kimutattuk, hogy a tisztitott EERE gyenge (~1%) EcoRI endonukleaz
aktivitassal rendelkezik. Az emésztés optimalis kortlményei (puffer, homérséklet) az
Rsrl-eéhez voltak hasonlok. Kimutattuk, hogy az EERE kimeéra erésebben kétodik EcoRI
helyekhez, mint az EcoRI. Tudomasunk szerint ez az elsé példa egy aktivitassal

rendelkezé hibrid I1. tipust RE&z-ra.



Annak vizsgalatara, hogy a 60 aminosavbol allé6 szegmentum hogyan valtoztatta
meg az EcoRI térszerkezetét, egylttmikodést kezdtink Fuxreiter Monikaval (MTA
SZBK Enzimoldgiai Intézet), aki az EcoRI-DNS komplex kristalyszerkezetének
(Grigorescu et al., 2004) felhaszndlasaval molekularis dinamikai szimulacios
szamitasokat végzett. Megéllapitotta, hogy az EERE kiméra szerkezete nagyon hasonlit
az EcoRI-éhez, ugyanakkor tébb H-kotés réven kapcsolddik a targetszekvenciahoz, mint
az EcoRIl. Ez 6sszhangban van a biokémiai eredményekkel. A szamitasokbol ad6dd
maésik kovetkeztetés az volt, hogy az a ket alegység kozott levé kdlcsdnhatas, amely az
EcoRI-ben a felismerés és a hasitds dsszekapcsolasa szempontjabdl fontosnak latszik
(,,crosstalk ring”, Kurpiewski et al., 2004) serll a kiméraban. Ez dsszhangban van az
alacsony aktivitassal.

Mivel a gyenge EcoRI aktivitdas nem magyarazza meg az erés in vivo hatést,
feltételezniink kell egyéb tényezék hozzéjarulasat is. gy szoba johet az EcoRI helyekhez
vald erés kotodés (gatolhatja a replikéciot és transzkripcidt), vagy az is, hogy a reakcio
utdn az enzimmolekula csak lassan tavozik a fragmentum végerél, ezzel gatolva a ligaz
enzim kotodését, a DNS karosodas javitasat. Ennek tisztdzasa tovabbi munkat igényel. A
munka eddigi eredmenyeit leird kézirat (Chuluunbaatar et al., A cleavage impaired
EcoRI-Rsrl chimeric endonuclease is highly toxic to E. coli: structural and physiological

implications) keszilében van.

A BspRI és a Bepl endonukledz

Mig a hosszabb (elsésorban 6 bp) felismeréhelyt 1. tipusu restrikcios enzimekrol igen
sok ismeret halmozddott fel, kevesebbet tudunk a révidebb szekvenciat felismerd
enzimek miuikddési mechanizmusarél, DNS-sel valdé kolcsonhatasarol. Ennek oka
nagyrészt technikai: a DNS hasitas kdvetésére a legegyszeriibb mddszer egy supercoiled
enzimekhez sok esetben nehéz olyan plazmidot taldlni, amelyben csak egyetlen
felismerdhely van.

Két olyan, 4-es felismerdhelyt restrikcids-modifikéacios rendszer (BspRIl, GGCC
és Bepl, CGCG) endonukleazanak a génjét sikertlt klonozni, melyekhez tartoz6 MTazt

mar korabban kl6noztuk (Szomoléanyi et al., 1980; Kupper et al., 1989). Valo6jaban



mindkét esetben a MT&az gén mellett az endonukledz génjét is klénoztuk korabban,
azonban ez sokaig nem volt nyilvanvalo, mert a gén nem fejez6dott ki E. coli-ban.

A BspRI gén klénozasahoz tisztitottuk az enzimet és hagyomanyos Edman
maodszerrel, valamint tomegspektrometriaval részleges aminosavszekvenciat hataroztunk
meg. A szekvenciameghatarozas D. Marshak laboratériumaban (Cold Spring Harbor
Laboratory) ill. az SZBK Proteomikai Csoportjdban tortént. Ezt felhasznélva sikerilt
elészor a gén egy darabjat PCR-rel amplifikalni. Ekkor jottink r4, hogy a BspRIl REaz
gén rajta van azon a fragmentumon, melyen a BspRI MTazt klonoztuk. Meghataroztuk a
gén nukleotidszekvenciajat. A kodolt fehérje 317 aminosavbdl all (36 kDa). Kiderdilt,
hogy a gén TTG startkodonnal rendelkezik, ezért nem fejezédik ki E. coli-ban. A BspRI
gént - startkodonjat ATG-re modositva és jobb Shine-Dalgarno szekvenciaval ellatva -
pBAD24 expresszios vektorba (ltettik. igy mar jelentds aktivitast kaptunk E. coli-ban.
Ebbdl a térzsbol nagyobb mennyiségii homogen enzimet preparaltunk. Sikerdlt egy olyan
plazmidot talalnunk, melyben csak egyetlen GGCC hely van (pC194, B. subtilis
plazmid), ezzel megkezdtiik a BspRI enzimoldgiai vizsgalatat. A BspRI volt az els6 11P
tipusi RE&z, amelyrol kimutattak, hogy valosziniileg monomerként makddik (Koncz et
al. 1978). Ezt az eredmenylinket sokaig szkepszissel fogadtak, mivel nem illett bele abba
a sok 6-os felismeréhelyli enzim példajaval tdmogatott logikus képbe, mely szerint a
palindrom felismeréhely mindket szalanak hasitasahoz homodimer RE&z (két aktiv hely)
kell. Ezt a képet megvaltoztatta az utobbi idében ket 4-es felismerohely REaz specifikus
DNS komplexérol kapott kristalyszerkezet: az Mspl (CCGG) és a HinP1ll (GCGC)
monomerkeént kapcsolodik a szubsztratszekvencidhoz (Xu et al., 2004; Yang et al., 2005;
Xu et al., 2005). Ez egyrészt azt jelzi, hogy a rovidebb felismeréhelyti enzimek kozott
vannak egyetlen alegységbdol allok, sét még az is lehet, hogy ez a tipikus, masrészt felveti
a kérdést, hogyan torténik a kettdsszald célszekvencia felismerése és mindkét DNS szél
hasitasa ha az enzim egyetlen aktiv hellyel rendelkezik? Erre szeretnénk vélaszt kapni a
BspRI és esetleg a Bepl (l. lentebb) vizsgalataval. A MTéz projekt kudarca utan biztato,
hogy jelenleg 20 koril van azoknak a Il. tipusu REazoknak a szdma, melyekrél van
kristalyszerkezet. Ez azt sugallja, hogy a RE&zok konnyebben kristalyosithatok, mint a
MTéazok.



A Bepl MTéaz gént hordozd plazmidon (pBep-A), a MTaz gén mellett talaltunk
egy ismeretlen funkcidju, 348 aminosavbdl allé fehérjét meghataroz6 ORF-et. A MTaz
génhez valo kozelség azt sugallta, hogy ez lehet a Bepl RE&z génje. Ez a feltevés
igazolodott, mert a gént PCR amplifikacié utdn pT7-7 expresszios vektorplazmidba
Ultetve a sejtkivonatban jelentés Bepl endonukleaz aktivitast tudtunk kimutatni. Ez azt
bizonyitja, hogy az eredeti klonban azért nem tudtunk Bepl aktivitast kimutatni, mert a
gén promotere E. coli-ban nem mikddik. A Bepl munka eredményeit leird kézirat
(Slaska-Kiss, K. and Kiss, A. ,,Characterization of a Brevicterium epidermidis plasmid
carrying the Bepl restriction-modification system and genes suggesting the ability of
horizontal transfer” készuloben van.

A restrikcios-modifikacios rendszerek nomenklatiraja
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Lepések egy iranyithatd specifitasu DNS-metiltranszferaz eléallitasa fele

A magasabbrendt eukariotak, igy az ember DNS-ében is a citozin bazisok egy része
metilalt (5-metil-citozin). Ezek szinte kiz&r6lag CG dinukleotidban fordulnak elé. A
DNS-metilacio fontos szerepet jatszik olyan biologiai folyamatokban, mint az

egyedfejlodés, X kromoszoma inaktivalodas, a genomba épult retrovirusok génjeinek



inaktivalasa, karcinogenezis (pl. Leonhardt and Cardoso, 2000). A jelenlegi ismeretek
szerint egy gén promoterében 1évé CG-k metilaldsa altaldban a gén transzkripcidjanak
gatlasahoz vezet. EIméleti és gyakorlati szempontbol egyarant fontos lenne, ha egy-egy
promoter mitkddesét szelektiven tudnank befolyasolni.

Nemzetkdzi kooperacidban megprobalunk olyan DNS MTézt elsallitani, melynek
metilacios szelektivitasat a hozza kovalensen kotott oligonukleotid, vagy peptid
nukleinsav (PNA) oligomer révén befolyasolni lehet. A valasztasunk az Sssl MTazra
esett, ugyanis ennek specifitasa (CG) megegyezik az eukariota MTazok specifitisaval
(Renbaum et al., 1990).

Az N-, vagy C-terminalisan kapcsolt oligonukleotid/PNA szerepe az lenne, hogy
szekvenciaspecifikus triplexet képezve (Casey and Glazer, 2001) a MTazt a kivant helyre
»lehorgonyozza”. A helyhezkotott M.Sssl igy elsésorban a kozelében 1évé CG

helye(eke)t tudnd metilalni (1. &bra).

DNA/PNA

DNA

triple helix \ J

forming site methylation site

1. &bra. M.Sssl iranyitadsa egy meghatarozott CG szekvencidhoz kovalensen

kotott oligonukleotid/PNA segitségével.

Az elére lathatd, hogy a konjugatum metilacios szelektivitasa tobb tényez6tol
fugg majd, igy a triplex specifitasatol, stabilitasatol, valamint attol, mennyire lehet a
MTaz ,,szabad” aktivitdsat visszaszoritani. Ez utobbira valoszintileg a szubsztratkotés
ergsségét gyengité mutaciok lennének legalkalmasabbak. A vazolt megkozelitésnek az
elvi megvalosithatosagat egy restrikcios enzimmel mér demonstraltak (Eisenschmidt et
al., 2005).

A nemzetkdzi kooperacioban, melyet az EU tdmogatott (QLK3-CT2001-00448),
ill. tamogat (CRAFT 017984), csoportunk feladata olyan M.Sssl variansok el6allitasa,

melyek alkalmasak oligonukleotidhoz tortén6 kapcsolasra. Az oligonukleotidhoz torténd



kapcsolast két német csoportban végeztek/végzik (A. Jeltsch, Bremen; E. Weinhold,
Aachen) Az enzim és az oligo/PNA rész kozotti kapcsolas kémidja olyan M.Sssl
mutansokat igényel, melyekben N-vagy C-terminalisan cisztein van. Egy tovabbi
kivanalom volt, hogy az enzim egyik belsé ciszteinjét (Cys368) mas aminosavra
cseréljuk. A masik ciszteint (Cys141) meg kellett 6rizni, mert ez kulcsszerepet jatszik a
katalizisben. Fontos volt az is, hogy az enzim kdnnyen, nagy mennyiségben tisztithatd
legyen.

E munka sorén sokaig nagy nehézséget okozott, hogy a tervezett plazmidok egy
részét nem tudtuk létrehozni, feltehetéen azért, mert a gazda-DNS kiterjedt metilaltsaga
(vagy az enzim DNS-hez valo kotédése) miatt a klon nem volt életképes. Akkor sikerult
stabil klonokat kapnunk, ha a nagyon jol represszalhatd promotert haszndlé pBAD24
vektort alkalmaztuk. Az enzimtermelés L-arabinoz adéasaval indukalhato.

A munka soran nagyon sok varianst kellett létrehoznunk, alapvetéen azert, mert
tobb, elvben jonak latsz0 stratégia cséddt mondott. Az eldéllitott M.Sssl varidnsok
tobbsege ket alaptipusba sorolhato:

1. Ser2Cys mutans, C-termindlis 6xHis nyulvany.

Bar a lanckezd6 fMet lehasad, és igy cisztein lesz az N-terminalis aminosav, ez a varians
nem bizonyult hasznalhaténak, mert a lanckezdé cisztein — valdszintileg a sejtbél hozott
modifikacio miatt - nem reagalt a kapcsolasi (kémiai keresztkotés) reakcioban. Ezt a bajt
még tetézte, hogy a katalitikus Cys141 viszont nagyon erésen reagalt a keresztkotd
reagenssel. A katalitikus cisztein reaktivitasa azt jelentette, hogy a C-terminalis ciszteint
hordoz6 varidns sem hasznalhatd, azaz a bifunkciés reagenssel torténé kémiai
keresztkotés nem alkalmazhato.

2. FUzi6s konstrukciok.

A termindlis kapcsolas egy alternativ mddszere az un. nativ kémiai peptidligalas. E
modszerhez N-terminalis ciszteinre van szlikség, és elénye, hogy a belsé ciszteinek nem
reagalnak. Faziés fehérjéket hoztunk létre, melyek N-terminalis része egy
affinitdskromatogréfias tisztitast lehetéve tevé hosszabb-révidebb peptid (FLAG, 6xHis)
vagy fehérje (maltose binding protein), a C-terminalis felé es6 rész pedig az Sssl MTaz.
A ket részt egy specifikus proteaz (enterokinaz, Xa-faktor, Tev) felismeréhelye vélasztja

el. A faziét agy alakitottuk ki, hogy a protedz hasitds eredményeképpen a MTaz



lanckezdé aminosava cisztein legyen. Sajnos az enterokinaz és a Xa faktor nem bizonyult
elég specifikusnak, nem sikerilt olyan korulményeket talalni, amikor csak a kivant
hasitas kovetkezik be és a MTaz nem sérill. Jobb eredményeket kaptunk a Tev proteédzzal.
A Tev protedz hasitohelyet tartalmazd varidns (2. abra) specifikusan hasithatd, az

oligonukleotidhoz valé kapcsoldson most dolgoznak az aacheni laboratériumban.

M.Sssl

Tev

MVPGM LESTENLYFQCLECMSK\V

2. &bra. A pBNHT-MSssl plazmid &ltal kodolt Sssl MTaz N-termindlis szekvenciaja. Az

alahlzés a Tev protedz felismeréhelyét jeloli.

Az irdnyitott MTaz tervezett felhasznalasa tobb, még kidolgozas, vagy fejlesztés
alatt all6 metodika egyuttes alkalmazésat koveteli meg. Ezek kozil az egyik az
oligonukleotidhoz kapcsolt MTéz bejuttatasa a sejtmagba. Az erre alkalmas modszer
kidolgozasa elsésorban a konzorciumban résztvevé holland kollégak érdeme. Készilo
kéziratunk: van der Gun, B.T., Monami, A., Geel, T.M., Laarmann, S., Raskd, T.,

Slaska-Kiss, K., Weinhold, E., Wasserkort , R., de Leij, L.F., Marcel H. Ruiters , Kiss,
A., McLaughlin, P.M., “Use of the cationic amphiphilic lipid Saint-2 to mediate

intranuclear protein delivery”.

Ugyancsak a groningeni csoporttal valo egylttmiikdés keretében készitettink két
olyan plazmidot, mely az M.Sssl génjét az emldés sejtben miikddd citomegalovirus
promoterhez kapcsolva hordozza. A cél annak a vizsgélata, hogy az idegen CG-
specifikus MTéaz miként befolydsolja egyes tumorsejtek jellegzetes fehérjéinek

termelddését.

Az Sssl metiltranszferaz topoizomeraz aktivitasanak vizsgalata




Az Sssl metiltranszferaz Mg?* jelenlétében gyenge topoizomeréaz | aktivitdst mutat. A
MTéaz és tobb topoizomerdz kozott észlelt gyenge szekvenciahasonldsdg alapjan
feltételezték, hogy az Sssl MTaz 137-es tirozinja jatsza azt a szerepet, amelyet az |.
tipust topoizomerazok aktiv helyében lévé tirozin (Matsuo et al., 1994). Ennek a
hipotézisnek a vizsgalatara helyspecifikus mutagenezissel létrehoztuk a Tyrl37Phe
cserét. A mutans enzim megérizte a MTaz aktivitast, de nem mutatott topoizomeraz

aktivitast, ez 6sszhangban van a Matsuo és munkatérsai altal kzolt hipotézissel.
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