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1.IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A genetikai anyag és a sejt integritasanak megorzése az élovilagban

A sejt Orokité anyaganak (DNS) épsége nélkiilozhetetlen a helyes sejtosztodasi
folyamathoz, azonképpen a genetikai anyag mintdzatdnak generaciokon 4t torténd pontos
atorokitéséhez. Hasonloképpen irt véleményt errél mar tobb mint szaz éve még a DNS-
makromolekula pontos szerkezetének megfejtése eldtt 1893-ban Friedrich Miescher
biokémikus: ”az 6roklodés gondoskodik az egymast kdvetdé nemzedékek alaki kontinuitdsrol
¢s ennek alapja még a kémiai molekuldk szintjénél is mélyebben, az atomcsoportok
elrendezddésében keresendd” [1]. Mint ahogy az 1930-as években minden bizonnyal kideriilt,
hogy a DNS hosszu, lancszerti molekula, amely négy szerves bazisbdl épiil fel: adenin (A),
guanin (G), timin (T) és citozin (C). Az 6si elsoként létrejott vilag az ,,RNS-vilag” volt [2],
amelyben a timin helyett az uracil (U) bazis talalhaté meg. Ezen épitékdvek helyes ardnyban
torténd eléfordulasa a sejtben szigor alapfeltétele a megfeleld genetikai kodot tartalmazo
DNS szintézishez. A dUTP és dTTP nukleotidokat egyetlen metil csoport kiilonbozteti meg
egymastol. Ezért fordulhat el6, hogy a DNS polimeraz nem tud kiilonbséget tenni a
nukleotidok kozott, igy a DNS replikacio soran adeninnel szembe a kanonikus dTTP helyett
dUTP-t is beilleszthet [3]. Az uracil pedig hibaként jelenik meg az 6rokité anyagban. Ezen
kiviil az emberi szervezet sejtjeiben naponta ezer és egymillio kozott van a DNS bazispar
sériilések szama. Ezen sériilések okai tobbfélék lehetnek: 1) a DNS-t felépité bazisok kémiai
modosulasa, mint pl. a citozin dezaminalédasa, amely G-C — A-T pontmutéaciot eredményez,
tautomerizalddas, oxidacio stb.; 2) kornyezeti karositdo hatdsok, mint pl. UV-C sugarzas,
amely timin dimerek kialakuldsat okozza; 3) vegyi anyagok pl. N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidin (MNNG), amely erds elektrofilként a DNS molekula nukleofil kdzpontjait, a
nitrogén atomokat tdmadja meg. A sejtek DNS szerkezetét ért karosodas tipusatol fliggden
sokféle DNS-javitdo mechanizmus alakult ki [4] szdmos javito fehérje toborzasaval [5, 6].

A nukleotidok helyes aranyban torténd eléforduldsa a sejtben elengedhetetlen, ami
szamos enzimmiikodés szigorti szabalyozasa alatt all. A nukleotid dUTP egy természetes
koztitermék, amely a timidin bioszintézis sordn minden o0sztd6dd sejtben folyamatosan
szintetizalodik. A megfeleléen alacsony dUTP: dTTP aranyt a sejtben a dUTPaz katalitikus
aktivitasa biztositja, amely az egyetlen de novo természetes szintézis utvonal egyik reakcioja.
A dUTPéz a dUTP hidrolizisét katalizalja, ami 4altal a sejt szamara egyrészt a dTTP nukleotid

bioszintézishez sziikséges dUMP prekurzor molekulat biztositja, masrészt szervetlen



pirofoszfat (PP;) keletkezik (1. dbra) [7-10]. Az enzim aktivitdsa révén csOkkenti a DNS-be
hibaként beépiilheté uracil mennyiségét, hozzajarulva igy a nukleinsav integritasanak

megorzéséhez [11].

= 1.abra A dUTPaz dltal katalizalt hidrolizis
OH,
N |
/E\O/”\'g’gig ﬂ\ j‘\_ i | A reakcio sordan az aktivalt vizmolekula a
o o 90 0 13 O N 3 9 dUTP a-foszfatia ellen indit nukleofil
R_/ \\(j e ’Z\O/g\o 20 tamadast, amely dUMP és PPi keletkezését
Mo HO . eredményezi. Abra forrasa: Barabas et al
\‘Mé% 2004 [115].

A dUTP4az aktivitdsanak csokkenése vagy hidnya folytan a sejtben magas dUTP:dTTP arany
keletkezik, ami a sejtosztodas soran uracil tartalmi DNS-t fog eredményezni. Ez aktivalja az
uracil kivagdsan alapul6 javitd mechanizmust [12]. A javitds azonban nem lesz hatékony,
amennyiben tovabbra is magas a sejt dUTP koncentracidja, mivel a DNS polimeraz a kivagott
uracil bazis helyére nagy Valc’)szinﬁséggel ismét uracilt fog beépiteni. Az igy feler6sodo
halalahoz vezet, amit timinmentes sejthalalnak neveziink [13, 14].

A timinmentes sejthaldl mechanizmusat alapvetden apoptézisként irtdk le [15, 16], de
mas sejthaldl mechanizmus is felmeriilt a dUTPaz csendesitéssel kapcsolatban [17]. Az
autofagia is egy ilyen programozott ¢lettani mechanizmus, amelynek funkcioéi igen
valtozatosak. Alapvetd szerepet jatszik a sejt ¢hezési, hypoxias €s hipertermias stresszre adott
valaszaban, a stressz-indukalt és programozott sejpusztulasban. Feltehetden ilyen stressz
faktornak tekintheté a dUTPaz enzim aktivitdsanak hianya vagy csokkent miikodése is. Az
autofagia (,,0nemésztés”) folyamata soran a citoplazma bizonyos részletei lizoszémakba
jutnak, ahol savas hidrolazok (nukledzok, lipadzok) 4&ltal lebontodnak [18, 19]. Az igy
felszabadulé komponensek ujra hasznosulhatnak a sejtfelépitd folyamatokban, illetve
épitékovekként szolgalhatnak makromolekuldk szintéziséhez. Az autofag degradacio
ugyancsak esszencialis a karosodott, funkcidképtelen makromolekulak, sejtszervecskék
hatékony eltavolitasdhoz [20, 21]. Az autofagia tehat esszencialis szerepet jatszik a sejt
anyagainak megujitdsaban, makromolekuldk Gjra képzddésében, a sejt tilélésében, Gsszegezve
nagymértékben jarul hozzd a sejt épségének megdérzéséhez. Ennek ellenére, egyre tobb
publikdcié olvashaté az irodalomban arrdl, hogy az autofagia a programozott sejthalal egyik

alternativ mechanizmusat képezheti [19, 22].



1.2. A dUTPaz fiziologias funkcidja

A fenti okok miatt a dUTP4z rendkiviil jelentés minden él6 szervezet szamara, ezt
tamasztja ala az a tény is, hogy nemcsak eukariotdk kodoljak genomjukban hanem
prokaridtdkban és virusokban egyarant megtaldlhato [11, 23, 24]. Rékellenes terapidk soran a
timidin bioszintéziséért felelés enzimeket, gatld gyogyszereket, széles korben alkalmazzak.
Ezek koziil is legismertebb a timidilat szintdzt gatld fluoropirimidin: az 5-fluorouracil (5-FU)
[25], vagy a dihidrofolat reduktaz (DHFR) gatlasaért felelés methotrexat [26], amelyek
jelentés mértékben megndvelik a sejtbéli dUTP szintet. [27]. Ezen kiviil azonban mas fert6zo
betegségek, mint pl. a TBC (tiidégiimékor) vagy a malaria esetében is a timidin
bioszintézisben szerepld enzimek igéretes gydgyszercélpontot jelentenek. A timidilat szintdz
enzimek mellett a dUTPaz hasonloképpen fontos gydgyszercélpontnak tekintheté a TBC, a
maléria [28]és a daganatos betegségek gyogyitasdban, mint ahogy ezt tobb nemrégiben
megjelent publikacié is igazolja [29-31]. Kiemelkedden fontos fizioldgiai funkcidval birhat
kiilonosen a mikobaktérium és plazmodium fajokban, ahol a dUTPaz a dTMP-t képzd utvonal
kozponti jelentdségli enzime [11]. A dTTP szintéziséért emberben 3 f6 Gtvonal felelds (két de
novo ¢és egy menekitd), a mikobaktériumokban viszont egyetlen utvonal latja el ezt a feladatot
nevezetesen a dut gén altal kodolt dUTPaz aktivitdsan keresztiil (2. abra). A dUTPaz
l1étfontossagat két szervezetben (E. coli [32] , S. cerevisiae [33, 34]) korabban mar leirtak.
Tovabba egy 2003-ban kozolt genomi méretli mutagenezisen alapuld atfogo, de alacsony
megbizhatdsdgu vizsgalat szerint a dUTPaz nélkiilozhetetlen a sejtosztdodashoz a M.
tuberculosis baktériumban [35]. Mindemellett a M. tuberculosis dUTPaz atfogd biokémiai
jellemzésével [36-38] ellentétben olyan irdnyu kisérletek, amelyekben a dUTPaz génkititott
mutéans fiziologiai hatésat in vivo mikobaktériumban vizsgaltak volna ez iddig nem torténtek.
Holott a timidilat szintaz Gtvonalban résztvevd dUTPaznak az M.smegmatis organizmusban
betoltott fiziologiai szerepének a feltardsa tovabba, mint gydgyszer célmolekula azonositasa
oriasi jelentéséggel birhat a TBC kor gyogyitasaban. Az eddig ismert 6sszes mikobakterialis
genom nagyfoku homologidval tartalmazza a dUTPazt, azonban ennek mikobaktériumban

valo 1étfontossagarol bizonyitékok nem allnak rendelkezésiinkre.
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DNS 2. abra A Mycobacterium smegmatis de
novo timidin bioszintézisében szereplé
DNS . A DNS kulcsenzimek
polimeraz i polimeraz L , .
- DNS A timidin  bioszintézisében  résztvevo
| polimeraz

dCTP m enzimek a kovetkezbek: dezoxi-citidin-
dezaminaz trifoszfat  deamindz  (dCTPdeamindz),
dCTP— = dUTP dTTP dezoxi-uridin-trifoszfat  nukleotidhidroliz
(dUTPadz), nukleozid-difoszfat-kindz (Ndk),

Ndk timidilat-kindz (dTMP kindz) és a timidilat

dUTPaz szintazok nevezetesen a ThyX és a ThyA. A

dTMP-kindz  dUTPaz (sziirke hattérrel kiemelve)a dUTP
foszfatészter-hidrolizisét  katalizalja, igy

ThyA kozvetve hozzajarul a dTMP szintézishez,
dUMP Ty}{} dTMP valamint csokkenti a sejtbeli dUTP szintet.

Megemelkedett dUTP szint az uracil DNS-
nidin-kindz  be vald beépiilését eredményezi, amit a
szaggatott nyillal jeloltem. A menekité
utvonalak  hidnyat tilos  jelzéssel
abrazoltam. Abra forrdasa: Pecsi et al,
biralat alatt a Journal of Bacteriology-nal.

timidin

1.3. A tuberkuloézis és az ujabb gyégyszercélmolekulik azonositasanak fontossaga

A tobb mint egy évszazada tartd intenziv kutatdomunka ellenére a M. tuberculosis baktérium
okozta fert6z6 betegség a TBC napjainkban is kozegészségiigyi problémat jelent vildgszerte.
Evente tobb, mint két millidrd latensen fertzott és nyolc millié aktiv TBC esetet regisztralnak
[39, 40] és a WHO jelentése szerint 2010-ben 1,6 milli6 ember halalat kovetelte [41] (3. abra).
A multi drog rezisztens TBC [42], ezenfeliil az extrém drog rezisztens TBC tobb, mint 40
orszagban vald el6fordulasa [43] és a HIV virus globdlis elterjedése [44] mind olyan
tényezok, amelyek miatt a tuberkulozis kezeléséhez wjabb gyodgyszer célmolekulak
azonositasa nem tiir halasztast a kutatdsban. Napjainkban a rendelkezésiinkre allo egyetlen
TBC vakcina a BCG (Bacille Calmette-Guérin), amit az elmult 90 évben tobb, mint 4 millidrd
embernek adtak be [45]. Szamos bizonyiték all rendelkezésiinkre, amelyek kétséget kizardan
igazoljak, hogy a BCG a feln6ttkori pulmondris TBC ellen nem immunizal [45-47].
Osszefoglalva, 0j gyogyszer célmolekulakra és masodik generacids vakcinara mihamarabb
sziikség van ahhoz, hogy ezt a cseppfertézéssel terjedd korokozot megfékezziik, amely

megfeleld kezelés hijan haldlos kimenetel betegséget okoz [48].
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3. abra A TBC korokozojanak ’biinos”

125,000/day terjedeési ciklusa
(new infection)

Ez a cseppfertozéssel terjedo betegség évente
" 2,200,000,000

llotently infected) 1,6-2 millio ember halalat kéveteli és tobb

mint kilencmillio uj fertézést regisztralnak. A

27,000/cay . . ,
e e TBC korokozdjaval a vildagnépesség csaknem

‘ harmada, mintegy kétmillidrd ember ldtensen
2,000,000/year v g g o
(TB deaths) 5000/day 7z < & fertézddott. Az abran ezek az adatok napra

(deaths) I , , ,
lebontva is lathatok. Abra forrasa: Kaufmann
10,000,000/year

(new TB cases) etal 2010 [45].

A raciondlis gyogyszertervezéshez sziikséges jo gyogyszercélmolekulak azonositdsdhoz
elengedhetetlen fontossdgl, hogy az adott célmolekula ugy fiziolodgids, mint enzimatikus
szerepét az adott organizmusban, ez esetben a mikobaktériumban mélységekben megértsiik és
feltarjuk. Annak ellenére, hogy a dUTPazt mér tobb tanulmanyban is javasoltdk, mint
gyogyszercélmolekulat [29], a racionalis gyogyszertervezésnél igencsak nehéz, olykor
megoldhatatlan feladatot jelent a nagyfoku szelektivitdssal bird molekula meghatarozasa. A
human ¢és patogén dUTPazok nagyfoku szekvencia €s szerkezeti homoldgiaval rendelkeznek,
ami igencsak megneheziti a hatékony és specifikus gydgyszer molekula tervezését. A
mikobakteridlis dUTPazok kivételnek szamitanak, mivel itt az aminosav-szekvencia
Osszehasonlitdsok egyértelmiien igazoltak egy faj-specifikus, 6t aminosavbol all6 motivumot,
amely a human dUTPéazbol hianyzik (4. abra). Ez a mikobakteridlis inzert egy hurok
konformaciot alakit ki a dUTPaz monomer egységek felszinén. Ezen mikobakterilis inzert-
szekvencia ugy fizioldgids, mint enzimatikus aktivitasban betoltott funkcioja ismeretlen volt

munkam kezdetén.
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1.4. A dUTP4z enzimatikus mechanizmusa és szubsztratspecificitiasa

Inhibitor tervezésekor a lehetséges mellékhatasok elkeriilése érdekében nem lehet
figyelmen kiviil hagyni, hogy az enzimaktivitast gatlé6 molekula a dUTP4azra szelektiv legyen,
tovabba ahhoz specifikusan kotédjon. Ehhez sziikséges a dUTPaz enzim szerkezetének alapos
feltérképezése €és enzimmechanizmusdnak részletes ismerete. Korabbi publikaciobol a M.
tuberculosis dUTPaz kristalyszerkezetét mar ismertiik [37], viszont részletes oldatfazisu
kisérletek, amelyek mélységekben az enzimmechanizmust vizsgaljak, hianyoztak. Az enzim
altalanos feltekeredése a bakteridlis dUTP4ztol a human dUTPazig konzervalt [49-53]. A
dUTPéazok a dUTP szubsztratra kiemelkedd modon specifikusak, mind a dezoxiribézra, mind
az uracilbazisra, mind a foszfatlanc hosszara nézve, igy az enzim egyéb nukleotidok
hidrolizisét csak kismértékben katalizalja (pl. az E.coli dUTPaz a dCTP-t alacsony katalitikus
hatékonysaggal bontja) de pl. a dUDP-t egyaltalan nem hidrolizélja el [54]. A M. tuberculosis
¢s a human dUTPazok homotrimer szerkezettel rendelkeznek, azaz harom teljesen azonos
polipeptidlancbol épiilnek fel (4. dbra) és harom szimmetrikus aktiv hely talalhaté benniik.

4. abra (A) M. tuberculosis (PDB:

2PY4) és a (B) humdn (PDB: 3SEHW )
dUTPazok kristalyszerkezete

Mikobakterialis-loop
motivum

C-terminalis kar

A harom azonos polipepidlancbol
felépiilo  dUPNPP szubsztratanaloggal
komplexalodott szerkezetek 3 eltéro szinii
szalagmodellel ~ dbrdzolva. Az  aktiv
zsebekben taldalhato szubsztratok
palcikamodellel szemléltetve. A relevans
szerkezeti sajatsagokat nyilak
szemléltetik. Abra forrdsa: Varga et al

BBRC 2008 (A) [37] és Varga et al Febs

Letters 2007 (B) [94].

Azonban a mikobakteridlis dUTPaz kristalyszerkezetében a human enzimmel
ellentétben a monomer egységek felszinén egy hurok konformdaci6 lathaté (4A. édbra). A
dUTPazokban mindharom aktivhely kialakitdsdban, ahogy az 5-0s d&bran jol lathato ot
konzervalt motivum vesz részt, amelyek a kiilonb6zé (1-es 2-es és 3-as) alegységekbdl
szarmaznak. A hatékony katalizishez sziikséges a nem-szomszédos alegység C-terminalis

karja is, amely a szomszédos alegység folott ativelve és abba beépiilve éri el a tavoli
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aktivhelyet. Az uracil gylr(i kotéséért a III. motivum altal kialakitott B-hajtii felelés, melynek
folanc-atomjai az uracillal a DNS-ben megszokott bazisparosodashoz hasonld, csak az
uracilra jellemz6 hidrogénkdtés-rendszert alakitanak ki. A harmadik motivumban talalhat6 a
katalitikus vizet koordindlo Asp 83 (5. abra) is, a reakciot (1. dbra) ezen aminosav altal
koordinélt viz molekula nukleofil tdmadasa inditja (5. &bra). A nukleofil tdmadas az o
foszfaton torténik. A reakciosebesség meghatarozo 1épés az Sy2 mechanizmusu hidrolizis (k =
6 s’ ) [55]. A II-IV. motivumok az enzim kofaktoranak a Mg*" ionnak és a dUTP-nek a
koordinalasdban vesznek részt [11], valamint olyan kdlesonhatdsokat l1étesitenek, amelyek az
aktivhely alegység-alegység kapcsolat stabilizalasdhoz jarulnak hozza [38].

Az V. motivum a harmadik monomer alegység C-terminalis karjaban talalhato és elssorban a
y-foszfat koordinaldsaban ¢és az atmeneti allapot stabilizdlasdban vesz részt. Ez a motivum
tartalmaz egy konzervalt aromas aminosavat is (human enzimben a 158-as fenilalanin,
mikobakteridlis enzimben a 145-6s hisztidin), melynek oldallanca n-nt kdlcsénhatast hoz 1étre

a szubsztrat (dUTP) uracil gytrtjével.

5. abra M. tuberculosis dUTPaz (PDB kod:2PY4) aktiv

\ i zsebének felépitése
3.alegység Ar H‘\ Az aktiv centrum felépitéséhez az 1.alegység (sarga) az I, 11
j |?r§m“ - és IV-0s motivumokat, a 2.alegység (kék) a Il —as
18 J motivumot mig a 3.alegység (zold) az V-6s motivumot adja.

K™

A megfelelé alegységekben megtaldlhato motivumok
azonos szinnel jelélve. A szubsztratanalog dUPNPP—t
narancssarga palcikamodell szemlélteti. A szubsztrat uracil
gytirije és a konzervalt His 145 kozétt kialakulo aromds
2.alegység kolesonhatas zold savval abrazolva. A Mg2 Tiont (zéld) és a

- - - viz molekuldkat (piros) gombmodell jeloli. Abra forrdsa:

Vertessy és Toth ACR 2009 [11].

Ez a konzervalt aromas kolcsonhatas a rendelkezésiinkre 4llo 0Osszes dUTPaz
kristalyszerkezetben megfigyelhetd, azonban ennek katalizisben betoltott szerepe még
kialakitasdban szamos biologiai rendszerben tanulméanyozzék, mint pl. a DNS kettds hélix
[56], ribonukleo-protein komplexekben [57], fehérjék feltekeredésében [58]. Azonban a m-w
kolcsonhatasok enzim-katalizisben jatszott szerepérdl nem sokat tudunk, az irodalmi adatok
alapjan leginkabb csak a flavoenzimek [59] és a N-glikozidos kotést hasitd enzimek, a

hidrolazok [60] esetében vizsgaltdk. Holott a makromolekuldk felismerésében az aromas
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oldallancok biztositotta kdlcsonhatdsok kulcsfontossagu szereppel rendelkeznek [57]. Ezek
részletekben torténé megértése nélkiilozhetetlen a raciondlis gydgyszertervezéshez ¢és a
hatdanyag optimalizalashoz a farmakoldgidban.

A fent emlitett két példa jol 6sszevethetd az altalunk vizsgalt jelenséggel ugyanis azokban az
esetekben is a kolcsonhatd aromas molekula kovalens vagy nem-kovalens kolcsonhatasok
révén, de a kémiai reakcidé kozpontjdban van. A flavoenzimek altal Kkatalizalt
redoxreakciokban az elektron akceptor flavin kofaktor aromas gylrije a kémiai reakcio
kozpontja, amivel kozvetleniil az enzim egyik aromés oldallanca hat koleson, és ez a
kolesonhatas a redoxpotencial csokkenését eredményezi [61]. A nukleotid hidroldzok pedig az
aromas kolcsonhatast a katalitikus komplexet elhagyd purin nukleobazis megfeleld
protonaltsagahoz hasznaljak [60]. A PDB adatbazisban talalhat6 nukleotidokat hasité enzimek
szerkezetének vizsgalata és Osszehasonlitdsa alapjan azt mondhatjuk, hogy az aktiv zsebben
tobbnyire aromas oldallancok taldlhatok [62] (6. 4&bra) és funkciojukat tekintve a
szubsztratkotésben jatszanak szerepet, mint pl. az ABC transzporterek [63], kinezinek [64] és
kindzok [65] esetében. Ezeknek a kolcsonhatdsoknak a katalizisben betoltott szerepérol

ismereteink igencsak hianyosak.

ABC transzporter 6. dbra Kiilonbozd nukleotidokat hasito
Kinezin enzimcsaldadok szubsztrdtjaikkal alkotott

\&WM_TP&Z szerkezete lathato
Az enzim és szubsztratia kozétt kialakult m-m

kélcsonhatas  figyelheto meg az ABC
transzporter, (PDB:1XEF); a kinezin
(PDB:2NCD) és a dUTPaz (PDB:2HQU)
fehérjékben. Abra forrdsa: Pecsi et al NAR
2010 [135].

A dUTPaz nagyfoku specificitassal rendelkezik a trifoszfat nukleozidra nézve, aminek
ok-okozati Osszefliggéseit valoszinlileg a harmadik alegység V. motivumaban kell keresniink.
A dUTPaz egyik jol ismert tulajdonsdga, hogy a szubsztratjadt a dUTP-t nagy katalitikus
hatékonysaggal hidrolizalja az a és a B foszfat atomok kozott, mig a dUDP ligandumot nem
képes elhidrolizalni annak ellenére, hogy mindkét nukleotid, a katalitikus viz molekula és a
Mg®" ion is az enzim aktiv zsebében azonos moédon (7A. dbra) a katalizishez kompetens
konformacioban helyezkednek el, ahogy a kristalyszerkezetbdl kideriilt. Tovabba a C-

terminalis karban egy P-loop-szer(i hurok szekvencia motivum is talalhat6 (7B. 4bra) [66, 67]
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amelynek feltehetleg a kristdlyszerkezetek alapjdn a szubsztrat y-foszfatjdnak
koordinalasaban, az atmeneti allapot stabilizalasdban, avagy a dUDP ¢és a dUTP nukleotidok

megkiilonboztetésében lehet szerepe.

A dUPNPP 7. dbra Két dUTPaz szerkezet aktiv helyének
illesztése a di-és a trifoszfat ligandumokat
szemléltetve PDB:2HQ ;ISLH (A) és kiilonbozo
enzimek konszenzus P-hurok aminosav
szekvencidi (B)

Az (A) abran jol lathatoé hogy mindkét ligandumndl

B az a-P foszfatok és a katalitikus vizek (narancs a tri-
Walker A: GXXXAXGKS/T - , , .y

R és lila a di foszfat) azonos pozicioban a
Miozin: GESGAGKT

hidrolizishez kompetens konformacioban vannak.

Prot. kinaz: GXGXFGKS/T
dUTPaz: GXGGFGSSIT

Abra forrdsa: Pecsi et al, birdlat alatt a PNAS-nél.

A P-hurok szekvencia szamos ATPaz és GTPaz fehérjecsaladban megtalalhato,
példaul kindzokban, citoszkeletalis motorfehérjékben és ABC transzporterekben. Ezeknek az
enzimeknek ko6zos tulajdonsadga, hogy egy purin nukleotidot hidrolizalnak NDP-vé és
szervetlen foszfattd. A G-fehérjékben és a miozinokban a P-hurok motivum a szubsztrat
nukleotid és a timado viz molekula koordinalasaban, a y foszfaton torténd hatékony nukleofil
tamadasban jatszik fontos szerepet [68-70]. Szerkezeti elhelyezkedését tekintve altalaban a P-
hurokra az jellemzd, hogy a fehérje belsejében / magjaban egy B-reddt kot 6ssze egy o—hélixel
(lasd 3-as abra az [68]-as cikkben). A homotrimer dUTPazok esetében ez a motivum érdekes
szerkezeti elrendezddésben, a fehérje felszinén mintegy az aktiv helyet lezarva talalhat6 (4B.
abra). Korabbi tanulméanyokban FE.coli dUTPazokban kimutattdk, hogy a C-terminalis kar
flexibilis és a dUTP hidrolizishez feltétleniil sziikséges [66, 71, 72]. A humén dUTPaz C-
termindlis karjdnak ezen beliil is csakis a P-loop-szeri hurok motivumnak a
szubsztratkotésben betdltott szerepérdl azonban vizsgalatok nem allnak rendelkezésiinkre.
Azaz tovabbra is nyitott kérdés maradt, hogy a dUTP4z hogyan kiilonbozteti meg a difoszfatot
a szubsztrat trifoszfatjatol és hogy ez a P-loop-szerli hurok motivum milyen mértékben jarul

ehhez hozza.
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2. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran a kdvetkezd kérdések megvalaszolasat tiiztem ki célul:

1. A mikobaktériumokban kiemelkedd jelentdséggel birhat a dUTPaz, mivel a timidin
bioszintézis utvonalban kizarélag ez az enzim biztositja a dUMP prekurzor molekulat a sejt
szaméra. Igy joggal meriilt fel a kérdés, hogy mi a dUTP4z gén kiiitésének fiziologiai hatasa
in vivo M. smegmatisban? Létfontossagi-e ez a fehérje, és ezaltal javasolhato-e igéretes

gyogyszer célmolekuldnak?

2. A mikobakterialis dUTPazok egy mikobaktérium specifikus szerkezeti motivummal is
rendelkeznek a human enzimmel ellentétben. Mi lehet ennek a specifikus motivumnak a
szerepe in vivo mikobaktériumban? Célom volt, ennek a motivumnak a funkciojat kiilon is

tanulmanyozni.

3. A tovabbiakban tisztazatlan kérdés volt az is hogy, mi lehet ennek a mikobaktérium
specifikus motivumnak az enzimmechanizmusban betoltott szerepe? Erre a kérdésre steady-

state enzimkinetikai és spektroszkdpiai modszerek alkalmazéasaval kerestiink valaszt.

4. Munkam kezdetén a dUTPaz és a szubsztrat (dUTP) uracil gytirtije kozott kialakult aromas
kolcsonhatasnak a szubsztratkotésben €s a termék felszabaduldsban tulajdonitottak szerepet a
kristalyszerkezetek alapjan [50]. Oldatfazisu kisérletekben is meg kivantuk vizsgalni ezt a
dUTPazokban konzervalt kolcsonhatast mutansokon végzett szerkezeti és kinetikai

modszerekkel.

5. A dUTPazok megkiilonboztetik az NDP (nincs hidrolizis) és NTP ligandumokat, annak
ellenére, hogy a hidrolizis az a-f foszfatok kozott torténik. Miért? Ezen kérdés
megvalaszolasdra a szubsztrat dUTP y-foszfatjanak koordinacidjat befolydsold mutaciokat

terveztiink a dUTP4z P-loop-szerli hurok szerkezetében.
6. A dUTP4z csendesitése C. elegans hermafrodita embridkban az embri6 letalitisa mellett

autofagia folyamatra utald morfoldgiai valtozasokat mutat. Vellai Tibor munkacsoportjaval

egylittmiitkddésben azt vizsgaltuk, mi lehet a dUTP4z szerepe az autofagia folyamataban.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok
Az elektroforézis soran hasznalt anyagokat a Bio-Rad, a kromatografidhoz sziikséges

gyantakat a Qiagen cégtdl szereztiik be. A restrikcidés enzimeket €s a molekularis biologiahoz
(klonozashoz) sziikséges enzimeket a New England Biolabs vagy a Fermentas cégektol
vasaroltuk. A felhasznalt analitikai tisztasdgi vegyszerek a Merck és a Sigma-Aldrich

cégektol szarmaztak.

3.2. Blast analizis
Blast-p aminosav-szekvencia analizist alkalmaztam a timidildt metabolizmusban

szerepl0 enzimek homologia mértékének a meghatarozdsahoz a M. tuberculosis, M
.smegmatis, M. ulcerans, M. leprae és M. bovis fajok kdzott. Az idetartozé fehérjék aminosav
szekvenciainak  illesztését és  Osszehasonlitisat a  kovetkez6  web  szerver

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast alkalmazasaval végeztem. A honlapon talalhato

alapbeallitasi paramétereket hasznaltam.

3.3. A dut génkiiitott mutans sejtvonalak eloallitasa

3.3.1. Bakteridalis torzsek, médiumok és sejtfenntartdsi koriilmények: M. smegmatis
mc?-155 [73] sejtvonalat Lemco (folyadék) médiumban vagy 15 g L™ Bacto agart (szilard)
tartalmazo Petri-csészében ndvesztettem az irodalomban eddig leirtaknak megfelelden [74]. A
kiilonbozd sejtvonalakat a megfeleld antibiotikumokat (20 pg / ml kanamycin, 100 pg / ml
hygromycin B, 10 pg / ml gentamicin, €s 20 pg / ml streptomycin) tartalmazé tapoldatokban
novesztettem. A kiilonb6z6 sejtvonalak szelekcidjdhoz az agart tartalmazo tapoldatokhoz 5 %
(wt/v) szukrozt alkalmaztam. A kék-fehér telepek szelekcidjadhoz 20 pg / ml X-Gal-t (5-brom-
4-klor-3-indol-B-D-galaktopiranozid) hasznaltam. A plazmidokat az E. coli DH5a, és az XL1-
blue sejtvonalakban termeltettem 37 °C-on Luria-Bertani (LB) tapoldatban.

3.3.2. DNS tisztitasa és koncentracio meghatarozasa: Restrikcids DNS fragmentek
valamint PCR amplifikatumok izoléalasat ¢és tisztitasat a Qiagen Gél-izolalo és PCR tisztitod
Kit-el végeztem a gyartd hasznalati utasitdsa szerint. A specifikus PCR termékeket 1%-o0s
agardz gélen 100V-on 30 vagy 45 percig futattam, azaz valasztottam el a szdmomra

nemspecikus amplifikatumoktol. Az elektroporalashoz nélkiilozhetetlen nagy tisztasagu és

crer

crer

18



a Nanodrop ND-1000 Spektrofotométer (Thermo Scientific) késziilékkel hatdroztam meg. A
klonozasi 1épéseket valamint a restrikcios enzimekkel végzett endonukledz emésztést a New
England Biolabs altal gyartott enzimekkel végeztem, standard koriilmények kozaott.

3.3.3. DNS konstruktok elektropordlasa Mycobacterium smegmatisba: 200uL
kompetens M.smegmatis sejtekbe SuL-nyi vagy kevesebb végtérfogatban maximum 5Spg-i
DNS plazmidot elektroporaltam. 0,2 cm atmérdji jégben el6hiitott elektroporald kiivettakat
(Flowgen) hasznaltam. A sejtek elektroporalasat egyszeri pulzust alkalmazva az X Cell Gene
Pulser (Bio-Rad); miiszerrel végeztem 2,5 kV fesziiltség, 25 pF kapacitas, és 1000 Q
ellenallas beallitasa mellett. Ezt kdvetden a kiivettdt még 10 percig jégen inkubéltam, majd a
sejteket 5 mL Lemco tapoldattal atmostam és steril csdbe raktam. A transzformalt sejteket 37
°C-on minimum 2 o6raig 155 rpm-en razattam. Az inkubacios 1d6 leteltével a baktériumokat
4000 rpm-en 10 percig centrifugaltam, majd a sejtcsapadékot friss ImL Lemco tapoldatban
felszuszpendaltam. A sejtszuszpenziot a megfeleld antibiotikumot tartalmazo agar platekre
sz¢lesztettem ki. Az antibiotikum rezisztens transzformansokat 37 °C-os 2-5 napig tartd
inkubacio elteltével izolaltam.

3.3.4. Flexibilis kazetta modszer ismertetése: A dUTPaz génkiiitéshez egy homolodg
rekombinacion alapul6d (lasd 8-as abra) ugynevezett flexibilis kazetta modszert alkalmaztam
[75]. Rekombinacid (genetikai-anyag kicserélddés) kiterjedt homoldég DNS szakaszok kozott
jon létre, amit mikobaktériumokban a RecA fehérje kozvetit [76]. Kezdetleges probalkozasok
a homolég rekombindcids esemény, mint moédszer alkalmazasara a lasstt novekedésti TBC
baktériumban nagyon problematikus volt [77]. Az okok még a mai napig is tisztazatlanok.
Mindamellett ezeknek a probléméknak a megoldasahoz szdmos stratégiat kidolgoztak, aminek
kovetkeztében jelentdségteljes mértékben javult az elérhetd eredmények mindsége. Mint pl. a
minél hosszabb tulnyuld végek [78, 79] alkalmazasa, vagy enyhén karositott (UV vagy lugos
denaturdlo szerek altal) DNS szubsztratok sejtbe torténd bejuttatisa [80] ezzel is a
rekombinacids esemény eléforduldsi gyakorisdgat novelve, valamint tobb szelekcidos marker
egylittes hasznalata [81]. Tovabba, elengedhetetlen volt a mikobaktérium sejtbe juttatdshoz
sziikséges szallitdo stratégiak tovabbfejlesztése, mint pl. hdérzé¢keny fagok, plazmidok,
ongyilkos plazmid rendszerek kidolgozasa, majd a modszerben vald alkalmazasuk [82-84].
Allélikus rekombinécion alapulé mutdnsok létrehozdsdhoz a megfeleld szelekcios markerek
hasznalata alapvet6 fontossagu. A negativ szelekcidos markerek azok a gének melyek karos,
olykor halélos hatassal vannak a baktériumra, amikor a megfelel6 hatdéanyag a médiumba
keriil. Az egyik ilyen leggyakrabban hasznalt negativ szelekcids marker a Bacillus subtilis-

nak a sacB génje altal kodolt levanszukréz, amely a mikobaktériumokban szukréz
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jelenlétében letalitast okoz [85]. Elénye az antibiotikum érzékenységgel szemben, hogy nem
egy antibiotikum rezisztens sejtvonallal kell dolgozni. Ugyanakkor a hatranya, hogy elég nagy
gyakorisadggal alakulhatnak ki spontan szukr6z rezisztens mutansok [77]. Kisérleteim soran
ezt a negativ szelekciés markert hasznaltam. Tovabba egy madsik hatékonyan alkalmazhato
marker a kék szinreakciot eredményez6 lacZ gén éltal kodolt B-galaktozidaz volt [82]. Azok a
sejtek amelyek expresszaljak a fB-galaktozidazt és a médium X-galt tartalmaz, kék szintiek
lesznek, igy a tobbi kolonidktol jol elvélaszthatok. A lacZ gén indukcidjadhoz a
mikobaktériumokban ellentétben az E.coli-val nem sziikséges IPTG-t hasznalni, ugyanis a
génmeghajtast sajat mikobakteridlis promoter (4g85a) végzi. Az altalam alkalmazott
génkilitéses modszer a fent emlitett szelekciés markereket tartalmazza, tovabba két DNS
konstrukciot is, nevezetesen az ,0ngyilkos” ¢és a komplementaldé plazmidokat. Ezen

plazmidok 1épésrol-1épésre torténd eldallitasat az aldbbiakban ismertetem.

A. Kettds keresztez8dés az C. A pseudodiploid sejtvonalban 8. abra Allélikus génkicserélodés
Acsal 1_’(_’2_“:_1915“_6_] az allélikus génkicserél&dés eredménye. sematikus dbrdzoldsa homolég
o vektor RRN e
. ; B bRl -~ rekombindciot kévetéen

A.) Kettos rekombindcios esemény a

! cy | az adott genomba. B.) a kivdint vektor
I e —ECmm———  Vadtipus | eoy ponton térténd bevitele az egyszeri
rekombindcios eseményt kovetéen. C.)

e Ko — —— B mm—— ..Declinquens” , . ;

B. Egyszeri keresztezOdés vagy az A vagy a B a B pontban szemléltetett sejtvonalbdl

_______________ pozicidnal .. ’. .

C vektor : kiindulva az ujabb egyszeri

2 £ rekombindcios esemeény elofordulasatol
Jelmagyardzat: . r . ” ;o .

ARX | és helyetol fiiggéen a kivant mutans

/ B _ o
—Ai —genomi I6kusz: sejtvonal, vagy a vad tipus izoldlhatd.

[ = exogenomi lékusz; deli k smali komi
A 4 | Bl = muticid,delécio,marker; ( elinquens, romoszomatis opia

N - marker; torolve, mutans kopia  genom-ba
l 3 integralddott).

3.3.5. Az ,,6ngyilkos vektor” klonozasa: A dUTPaz (dut) mutans (funkcioképtelen)
sejtvonalak létrehozasahoz egy ,,0ngyilkos” vektort (amely nem képes tovabbi osztodasra igy
a plazmid generaciokra valo atorokitése nem torténhet meg) a kdvetkezOképpen terveztem és
klonoztam: a.) a M. smegmatis genombol polimeraz-lancreakcidval (PCR) egy 2,1 kb méretli
szakaszt amplifikaltam fel amely a dut gént, tovabba a rekombinacidhoz sziikséges talnyulo
végeket tartalmazta. A 2,1 kb PCR termékek 5° végére a Hindlll hasitd helyek beviteléhez a
kovetkezd eldre ¢és ellentétes iranyba haladé primer szekvencidkat terveztem: (5'-
ctacgaagcttaccctgatcttggtctcgge-3’) €s (5'-ctacgaagcttaccgagecgegegtgaccgg-3’). Majd ezt a
2,1 kb méreti szakaszt a p2NIL [75] vektorba klonoztam a Hindlll restrikcids hely
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segitségével. b.) A higromicin marker kazettat (hyg) a pGOALI19 [75] plazmidr6l PCR
reakcioval amplifikaltam fel a kdvetkezo Agel restrikcids helyet tartalmazo elére és ellentétes
iranyba haladé primer szekvenciakkal: (5'-cgtcaccggtgcagtcctccacgggcagetegt-3); (5'-
cgtcaccggtctgaaggtggcatttccgeag-3’) . A funkcioképtelen dUTPazt kodolo allélt a hyg marker
kazettanak az Agel restrikcios hely altal a dut génbe torténd beklonozasa eredményezte.
Ezéaltal egy 1,8 kb méretli hyg rezisztenciat koédold szekvenciaval megszakitott, azaz
funkcioképtelen dUTPazt kodold dut gént kaptam. Ezutan a 6,1 kb méretli Pacl kazettat,
amely a lacZ és a sacB szelekciés markereket tartalmazta a pGOAL17 plazmidbdl [75]
kivagtam majd a p2NIL vektorba beklénoztam a vektor egyetlen Pacl restrikcids helyét
felhasznalva. Mindezen klonozasok a p2Nbk-duts (10A. abra) ,,0ngyilkos vektor” 1étrejottét
eredményezték.

3.3.6. A vad tipus (WT) és a A-loop mutans komplementalo vektorok klonozdsa: A WT
dut komplement vektor elkészitéséhez a teljes dur gént a nativ promoterével egylitt
(amplifikalt szakasz a 9-es abran jelolve) PCR reakcioban megsokszoroztam, amelyben a
kovetkezd eldre és ellentétes irdnyba haladd primer szekvencidkat hasznaltam: (5°-
cgccgatttcggeacctegg-3’) és (5'-cgtcaagetttcacaaactcgeatgtcecgece-37).

9. dbra A M. smegmatis genom

dUTPaz (dut) génjének
kromoszomalis kornyezete

[2830.4kb > [2833.5kh > e ¢
‘ | Az ongyilkos és a komplement vektor
! ! klénozdasahoz — (Hindlll  restrikcios
Msm_2763 Msm_2764 dut  Msm_2766  Msm_2767 . . .
enzimmel)  sziikséges  szekvencia
1 . >< ¥ részeket fekete illetve fehér téglalappal
A p A bk-durh-ba k}nno/ull szakasz P ]eloltem. Abra jorrasa: Pecsi et al,
A pGem-dut-ba klénozolt szakasz » .,
HindITl HindIIl biralat  alatt a  Jowrnal  of

Bacteriology-nal.

Ezt kovetéen a 0,8 kb méreti PCR termékeimre adenin bazisokat szintetizaltattam a Taq
polimerazzal, majd a pGEM T-easy vektorba (Promega) klonoztam. Tovabba az antibiotikum
szelekcioért (gentamicin) és a hely specifikus integracioért felelds Gm-Int kazettat a pUC-
Gm-Int [86] vektorbol Hindlll restrikcids helyek segitségével klonoztam be ugyanebbe a
konstrukcioba, amelynek eredményeképpen a pGem-dut komplementald vektort (10B. abra)
allitottam el6. A A-loop mutans komplementalé vektort a QuikChange irdnyitott mutagenezis
PCR reakcioban templatnak a pGem-dut vektort hasznaltam. A muticidhoz tervezett és
felhasznalt elére és ellentétes irdnyba haladé primer szekvenciak a kdvetkezoek voltak: (5°-

cctegttcgacgagacaaccegtggeg-3’)  €s  (5-‘cgccacgggttgtctcgtcgaacgagg-3’). A vektorok
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helyességét, valamint az inzert szekvencidk meglétét ezutdn restrikciés emésztéssel, és

szekvenalassal ellenériztem (Eurofins MWG Operon, Németorszag).

dut::hyg Cdut

L5 integrase

kan
p2NbKk-duth I pGem-dut
(15 328 bp) (6837 bp)
‘LS attP
amp
sacB lacZ aacCl

10. abra A dUTPaz génkiiitott mutans M. smegmatis sejtvonal eléallitasahoz készitett DNS plazmidok

(A) A p2Nbk-duth éngyilkos vektor a dUTPazt kodolo dut geént tartalmazza, ahova egy 1,8 kb higromicin
rezisztenciat kodolo marker kazetta lett beklonozva, ami egy funkcioképtelen enzimet eredményezett (dut::hyg).
(B) A funkcioképtelen dUTPaz komplementdldasahoz sziikséges pGem-dut vektor, amely a dut génszekvencidjat a
sajat promoterével egyiitt tartalmazza (Cdut). hyg= higromicin rezisztencia gén; kan=kanamicin rezisztencia
gén;lacZ=  f-galaktozidaz; sacB= szukrdz  rezisztencia gén; amp= ampicilin rezisztencia  gén;
aacCl=gentamicin rezisztencia gen; L5attP= hely specifikus integracioért felelds szekvencia. Abra forrdsa:
Pecsi et al, biralat alatt a Journal of Bacteriology-ndl.

3.3.7. Az SCO, a merodiploid és ,,delinquens” sejtvonalak létrehozasa: UV-fénnyel
elékezelt 5 pug DNS plazmidot [87] kompetens M. smegmatis sejtekbe elektroporaltam [88],
majd az egyszeri rekombindcios eseményeken (single cross over, SCO) atesett
transzformédnsokat kanamicin, higromicin €s X-Gal-t tartalmazo taptalajon szelektaltam (11A.
abra). A merodiploid sejtvonalakat a megfeleld komplement plazmidok SCO sejtvonalba
torténd elektroporalasaval allitottam eld, majd kanamicin, higromicin és gentamicin tartalmua
agar taptalajon szelektaltam a transzformansokat. A kettds rekombindcios esemény (double
cross over, DCO) eldéforduldsi gyakorisdganak a novelése érdekében antibiotikum nélkiili
taptalajra szélesztettem gy a vad tipus, mint a merodiploid sejtvonalakat (11B. &bra). A
DCO-on atesett sejtvonalak szelekcidja szukrdzt, gentamicint és X-Gal-t tartalmazo
médiumon tortént az irodalomban korabban leirtaknak megfeleléen [75]. A potencialis DCO-
k fehérek, szukroéz és gentamicin rezisztensek voltak. Tovabba kolonia PCR-rel gén-
specifikus primereket €¢s a Red-Taq polimerdz enzimet hasznalva azonositottam, hogy a

vadtipusnak (WT) vagy az elrontott dut mutans allélnak megfeleld genotipussal (delinquens)

rendelkezett-e az adott sejtvonal (11C. abra).
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_______ I = ccnomi lokusz; Jelmagyarazat , , S e
A f&"ﬁika-dm‘l{“_“'* N - cxogenomi lokusz; 11. abra A dUTPaz génkiiitott
! :." B = Higromicin marker kazetta; mutdns M. smegmatts

1 ~funkcionalis dut gén; sejtvonalak sematikus dbrdzoldsa
"x Egyszeri rekombinacid
—T——WT sejtvonal (A-B) egyszeri rekombinacioval
' létrejott SCO és a funkcionalis
dUTPazt tartalmazo merodiploid
sejtvonalak. (C) a masodik

N

B
— - - - fs———— SCO sejtvonal

4 ~pGem-dut Merodiploid sejtvonal rekombinacios esemény

— e - — eredményeképpen  létrejohet a

delécios dut mutdnst (delinquens)

C e e vagy a vad genotipust hordozo

0 e sejtvonal, valamint mind a két

—l’ﬁ-"" esetben  hely  specifikusan a

A ! by Sfunkcioképes — dut  kopia s
e —w——(—————|  megtalalhato.

Delinquens sejtvonal WT és a komlementald dut kopia

3.3.8. Southern-blot analizist alkalmaztam a PCR termékek genotipus-mintdzatainak
végsO azonositasara. Ehhez PCR reakcioban 0,7 kb méretii DNS probat amplifikaltam amely a
teljes dUTPazt kodold dut gént tartalmazta. A radioaktivan ([a->*P]-dCTP) jelslt probat a
Decalabel™ DNA Labeling Kit-tel (Fermentas) készitettem a gyarté hasznalati utasitasai
szerint. A modszer alapja, hogy egy minta DNS-rdl ez esetben a prébardl egy polimeraz
enzim (Klenow Fragment, exo’) radioaktivan jelolt random dekanukleotid primereket
szintetizal. A beintegralodott izotop nukleotid mennyiségének a meghatérozasa utan 1,25%10°
cpm/mL radioaktivitasnak megfeleld mennyiséget hasznaltam a hibridizacios 1épésekben. 1%-
os agar6z gélen 20 V-on 12 oran at agardzgél-elektroforézissel valasztottam el a megfeleld
sejtvonalakbol szarmazd genomi DNS fragmentumokat. Elézetesen 37 °C-on 12 6rdn at a
Ncol és Pstl enzimekkel emésztettem a genomi DNS-t. Az agardzgéleken megfuttatott DNS-
ek mennyisége zsebenként 7,5 pg volt. Majd ezt kovetéen a blottolds egy éjszakan at az
irodalomban korabban leirtaknak megfelelden tortént [89]. A hibridizacids 1épés a Hames és
Higgins 1985-ben kozolt publikdcionak megfeleléen tortént. A Hybond-N membrant
mosofolyadékkal (1 x SSC; 0,5 % SDS) haromszor 20 percig mostam, majd a membrant
kazettaba raktam és a tetejére rontgen-filmet helyeztem. A filmet -80 °C-on 24 6ras inkubacid
elteltével eldhivtam. A genomi DNS-ek izolalasa a kovetkezoképpen tortént: 10 mL M.
smegmatis sejtkultirat 4000 rpm-en 10 percig centrifugdltam, ezt kovetden a sejteket 1 mL 10
mM Tris pH =7,5 oldatban felszuszpendaltam. Majd 2 mL térfogategységnek megfeleld 0,1
mm atméréji iiveggyongyoket adtam a sejtekhez, amivel megbontottam a sejtfalat a

folyamatos kevertetés (1 perc) majd a jeges inkubacié (2 perc) valtakozasaval, amit haromszor
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megismételtem. A sejttormelékek lecentrifugalasa utan a feliiliszobol a DNS-t a
phenol:chloroform:1AA (25:24:1) oldat hozzaadasaval rutinszertien kicsaptam az oldatbol.
3.3.9. Gén-esszencialitas bizonyitasa a , switching” modszerrel. A mobdszer azon
alapszik, hogy a genomba mar elézdleg integralodott vektort egy masik vektor, amely eltérd
antibiotikum szelekcios markerrel és rekombinaz forrassal rendelkezik, el tud tavolitani/ki tud
vagni a genombol, majd annak a helyére beintegralodik (lasd 12-es abra). Ez az esemény

magas gyakorisaggal fordul el6 [90].

Komplement vektor
elektroporaldsa az SCO-ba

o 0
© O |
SCO o ® L»e&g\' Ongyos
o @ vortexelés,
ns

I db kék transzformans Transzforménsok 1 db transzforma GmXSuc-on
KH-on szélesztve. szelekcidja Gm-re szélesztése. szélesztés,
KHGm-on
oQ
(‘JmX/@% KH /ﬂ% Nele
Q0 O
—VQ o o
Ki/Be kapesold Fehér-KSZH5Z e . B
vektor elektroporélasa S Minden kolonia 40dbfehér-Suck

transzformansokbol L apde széleszidse

a ,delinquens™ 3 . )
azonositisa PCR-el. GmX cs KH-re

7 @M R

14
HGm HGmSm HSm igaaalacs Gm Sm

a ,delinquens™ sejtvonalba. koldénia s;e{ekci:’)ja

Abban az esetben ha esszencialis gént
probélunk kikapesolni,nem izolalhatd
életképes SmR transzformans.

12. abra Esszencidlis gének azonositdsa a ,,switching” modszerrel

Minden esetben egy SCO sejtvonalbol kell kiindulni, amelyet elozoleg egy ongyilkos vektornak (az altalunk
vizsgalni kivant gént funkcioképtelen formdaban tartalmazza) egy WT sejtvonalba valo elektroporadlasaval
hozhatunk létre. Komplementdlo vektor (az daltalunk vizsgalni kivant mdr funkcioképes gént tartalmazza)
bejuttatasa az SCO-ba, majd DCO-k izoldlasa ott ahol a kromoszomadlis kdpia delécioja megtortént (delinquens
sejtvonal). A delinquens sejtvonalba az iires vektor elektroporaldsa majd megfeleld antibiotikumot tartalmazo
taptalajon a vizsgalt gén esszencialitasanak igazolasa. H;higromicin, K kanamicin, Gm;gentamicin
,Sm;sztreptomicin, X; X-Gal ,Suc; szukroz. R- index; az adott anyaggal szemben rezisztens, SZ-az adott anyaggal
szemben érzékeny. Abra forrasa: Mycobacteria Protocols, Parish és Brown 2008.

Egy iires vektornak (ami az altalunk vizsgalni kivant gént nem tartalmazza) a delinquens
sejtvonalba torténd transzformaldsa az integralt komplement vektor kivagédsat eredményezi,
abban az esetben, amikor nem létfontossagii (esszencidlis) génrél van szd, viszont
amennyiben létfontossagi génrdl beszéliink a sejtek életképtelenek lesznek, azaz egyetlen
transzformans sem izolalhat6. Az adott genomban egyetlen egy kopiaban taldlhato
integralodott funkciondlis gént amennyiben az létfontossagli az adott organizmus szédmara

nem lehet kikapcsolni, ami tovabbi bizonyitékot szolgaltat az adott gén 1étfontossagara nézve.
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Az altalam végzett kisérletekhez a pSM128 (ki/be kapcsolhatd) vektort hasznaltam az
irodalomban eddig leirtaknak megfeleléen [90-92]. A delinquens (az endogén dut a
funkcioképtelen exogén dut allélra  cserélddott a rekombindcido soran, valamint a
funkcioképes komplementald dut helyspecikifusan integraloédott a genomba) és a WT M.
smegmatis mc>-155 sejtvonalakba amelyek mar tartalmazzak a komplementald (pGem-dur)
plazmidot, 0,5-1 pg-nak megfeleld pSM128 plazmidot elektroporaltam. Ez a plazmid egy
eltéré szelekcids markerrel a sztreptomicin-el és az integraz enzimen kiviil egy kivago
enzimmel (excisionase) is rendelkezik. Ennek megfeleléen abban az esetben, ha nem
létfontossag a dUTPaz akkor a pSM 128 plazmid a komplementald vektort (pGem-dut) képes
kivagni / eltavolitani a genombol, viszont amennyiben létfontossagti a dUTPé4z a baktérium
szamara a komplementald vektor eltdvolitisa nem torténhet meg. A transzformansokat
sztreptomicint is tartalmaz6 taptalajon izoldltam. A pSMI128 plazmid hely specifikus
integracioja sordn a pGem-dut ki/be kapcsolas tényleges bekovetkeztének igazolasahoz a

megfeleld antibiotikumok meglétére/elvesztésére szelektaltam a sejteket.

3.4. Fehérjék eloallitasa
3.4.1. Iranyitott mutagenezis: A mutans M. tuberculosis és human dUTPaz fehérjék

létrehozasahoz a Stratagene cég QuikChange irdnyitott mutagenezis kit-jét a gyartd utasitasai
szerint hasznaltam. A dolgozatomban targyalt mutans mikobakteridlis és human dUTPaz
fehérjék 1étrehozasahoz a vad tipusu enzimek génszekvenciajat tartalmazoé plazmidokbdl (M.
tuberculosis dUTPéaz: pET19b-dut; H. sapiens dUTPaz:pET22b-dut) indultam ki. A
szekvencidkat a mutagenezist kovetden szekvenalassal ellendriztem (Eurofins MWG Operon,
Németorszag). A pontmutaciokhoz tervezett és felhasznalt primereket az 1-es tablazatban
foglaltam 0ssze (a dolgozat végén a tablazatok fejezetben talalhato).

3.4.2. Fehérjek expresszioja, feltarasa és tisztitasa: a kilonb6zo fent emlitett
mutacidokat mar tartalmazd M. tuberculosis (pET19b-dut) és humén dUTPaz enzimeket
(pET22b-dut) kodold plazmidokat E. coli BL21pLysS sejtekbe transzformaltam, amelyek
tartalmaztdk a T7 RNS polimerazt kodolé génszekvenciat [93]. A transzformalt sejteket
ampicillint (50 pg/mL) és kloramfenikolt (34 pg/mL) tartalmazo Luria-Bertani (LB)-agaron
novesztettem egy ¢jszakan at 37 °C-on. A felnétt telepeket méasnap steril koriilmények kozott
500 mL LB tépoldatba oltottam és az exponencialis ndvekedési fazis elérésekor izopropil-p3-
D-tiogalaktoziddal (IPTG- az oldatban 0,5 mM a végkoncentracié) inditottam be a T7 RNS

polimeraz expressziojat és ezzel a kiilonb6z6 mutans M. tuberculosis €s human dUTPazt
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koédolod génekrdl torténd fehérjék termelését. Indukalast kovetden a sejteket még 3 oOran
keresztiil novesztettem, majd 4 °C - on lecentrifugaltam (3500 rpm, 2 X 15 perc) a két
centrifugalds kozott a sejteket 1 X PBS pufferben (pH=7,4) szuszpendaltam fel, ezzel is
maximalizalva a tapoldat (LB) teljes eltavolitasat. Az igy Osszegyljtott sejteket majd lizis
pufferben (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA és 1 mM DTT) az irodalomban
eddig leirtaknak megfelelden feltartam és a fehérje elegyet a Ni-NTA toltetii oszlopon
affinitas kromatografiaval megtisztitottam [94, 95]. Az eludlt fehérjék beazonositasara,
valamint tisztasaguk mértékének az ellendrzésére a natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid-
gélelektroforézist (SDS-PAGE) 12%-o0s poliakrilamid minigéleken Protean III késziilékkel
(Bio-Rad) végeztem [96]. A kiilonb6zo fehérje mintdkat tartalmazd gélt 200 V-on 30-45
percig futattam, majd az SDS kimosdasa utan a fehérjék lathatova tételét a Coomassie Brilliant
Blue festékkel (Biosafe Coomassie stain;Bio-Rad) végeztem, a gélek kiértékelését a GelDoc
denzitométerrel (Bio-Rad) hatiroztam meg. Minden esetben legalabb 95%-os tisztasagi

fehérjét sikertilt eldallitanom (13. ébra).

13. dbra A hDUT™"*** fehérje Ni-NTA

affinitaskromatogrdfids tisztitdsa

M= 80 kDa fehérje marker ;1 = csapadék; 2 =
¢ feliiliiszo; 3 = atesé; 4 = 50 mM-os imidazol
mosas ; a 0.5 M-os imidazollal elualt 19 kDa

fehérjét nyillal jelltem.

A megtisztitott fehérje oldatokat egy ¢jszakan at 4 °C-on 20 mM HEPES, 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl, és 1 mM DTT tartalmazé pufferben (pH = 7,5) folyamatos kevertetés
mellett 4tdializdltam. Ezt a dializis puffert hasznaltam tovdabba minden egyes
spektrofotometrids illetve gyorskinetikai mérések soran.

erer

3.4.3.  Fehérjemintik  koncentraciojanak  meghatarozasa: A  fehérjemintak
ultraibolya (UV) spektruma alapjan hatdroztam meg. A Bradford modszer kalibralasara a
szarvasmarha-szérum albumint (BSA) hasznaltam. A fehérjemintdk UV spektrumat JASCO -
550 UV/VIS spektrofotométerrel hataroztam meg. A 280 nm-en észlelt abszorbcids csucs
elsésorban a fehérjékben levd aromads triptofan, tirozin oldalldncok elnyelésébdl szarmazik.
Igy a fehérje aminosav dsszetétele alapjan kiszamithato az ugynevezett fajlagos abszorpcios

egylitthato értéke. Az egyiitthatok kozelité becslésére ingyenesen hozzaférhetd szoftvert
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hasznaltam  (http://au.expasy.org.ProtParam). A  fehérjéknek ezzel a programmal

meghatérozott abszorpcios értékei a kovetkezdek voltak: (a WT hDUT-nak, a hDUT™ és a
hDUT""** —nak 4,50=10555M 'em ', a hDUTV® | hDUT®"* ¢s a hDUT""**V-nak 16055
Mflcmfl, az mtDUTTY _nak 8480 Mflcmfl,és az mtDUTA _nak 2980 Mflcmfl)
monomer egységekre megadva.

3.4.4. Steady-state reakciosebesség meérés: A dUTPaz altal katalizalt reakcid soran
felszabaduld protonok mennyiségét egy fenolvords sav-bazis indikator szinvaltozasdnak
spektrofotometrids mérésével a kordbban Vértessy és mtsai altal leirtak alapjan végeztem
[98]. A méréseket 1 mM HEPES, (pH = 7,5) 100 mM KCI, 40 uM fenolvords (Merck) és 5
mM MgCl, pufferben, 20 °C-on termosztalt 10 mm-es optikai Gthosszu kiivettadban a Specord
200 (Analytic Jena, Németorszagban gyartott) spektrofotométerrel végeztem. A bekovetkezd
abszorbancia valtozast 559 nm-es hulldmhosszon regisztraltam. A steady-state katalitikus
sebességi allandot (kear) a telitési szubsztrat-koncentraciondl mért gorbéken az elsd 10
masodpercben észlelt meredekségbdl (AA/sec) és a AAges-b6l szadmitottam (AA:
abszorbancivaltozas, sec: masodperc) az 1. és a 2. egyenletek alapjan ( a szogletes zarojel a

benne foglalt anyag koncentraciojat jelenti).

A[dUTP]/sec = ([dUTP]eljes*( AA/sec)) / AAseljes 1.

Keat= (A[dUTP]/sec) / [dUTPaz] 2.

A Michealis-allandok (Kwy) értékét a szubsztrat dUTP koncentraciok fliggvényében kapott
kezdeti sebesség gorbékre valo Michealis-Menten illesztésbdl hataroztam meg [54, 66]. Az
illesztést az Origin 7.5 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) programmal végeztem.

3.5.Fluoreszcencia spektroszkopiai titralasok

A kiilonb6z6 enzim-nukleotid komplexek disszocidcios allandojat (K4) fluoreszcens titralassal
hatdroztam meg. Az eredetileg triptofain aminosavat nem tartalmazé enzimekbe elézetesen
beépitett triptofan mutacié (a human enzimben a F158W, a mikobakteridlis enzimben a
H145W) lehetové tette a fehérje nukleotid kotésének fluoreszcens vizsgalatat. A szubsztrat
megkotésével jaré konformdaciovaltozas az enzim fluoreszcencidjanak csokkenését
eredményezi [55]. Ezeket a mutans fehérjéket korabban kollegaim készitették el, igy doktori
munkam kezdetén mar rendelkezésre allt. A méréseket a Jobin Yvon Spex Fluoromax-3

spektrofluoriméterrel 20 °C-on termosztalva, a 295 nm-en gerjesztett (1 nm rés) triptofan
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szenzor fluoreszcencia valtozasat kovettem 347 nm emisszios hullamhosszon (5 nm-es rés).
szubsztrat oldat hozzaadasaval titraltam. A titralast mindaddig végeztem, amig tovabbi
szubsztrat hozzdaddsa mar nem csokkentette az enzim fluoreszcencidjat. Mivel nagy
mennyiségli szubsztratot adtam a reakcidelegyhez ezért az esetlegesen ebbdl keletkezhetd
fluoreszcencia jelvaltozast, valamint az inner-filter hatdsokat, minden esetben korrigaltam.
Tovabba a higulassal és puffer jelével vald korrekcid utan az egyes titralasi pontokhoz tartozo
relativ fluoreszencia értékeket abrdzoltam a szubsztrat koncentracid fliggvényében. Az igy
kapott telitési pontokra a K4 értékek meghatarozdsdhoz kvadratikus fiiggvényt illesztettem (3-
as egyenlet).

s+A*[(c+x+K)—\/(c+x+K)2 —4*c*x}

= 3.
Y 2*%¢

s = a gorbe kezddpontjanak relativ fluoreszcencia értéke;
A = a kezd6- és végpont kozotti relativ fluoreszcencia kiilonbség, a valtozas amplituddja
¢ = az enzim koncentracioja,

K= az enzim-ligandum komplex disszociacios allanddja ( Ky )

3.6. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképiai titralasok

A CD spektrumok felvételét 20 °C-on termosztalt, 1 cm-es optikai uthossza kvarc kiivettaban
a Jasco 720 Spektropolariméterrel végeztem. A kovetkezd bedllitdsi paramétereket

hasznaltam: pasztazasi sebesség 50 nm/perc, érzékenység 100 mdeg, savszélesség 0,5 nm. Az

cre

crer

részletekben torténd adagolasdval. Minden egyes nukleotid koncentracional egy A = 250-290
nm kozotti hullamhosszisagt (kozeli UV tartomany) spektrumot vettem fel. A differencia
spektrumokat Ggy szdmoltam ki, hogy kizarélag a ligandum spektrumat kivontam az ennek a
ligandumnak megfelel6 fehérje-ligandum komplex altal indukalt spektrumbol. A differencialis

ellipticitast Amax = 269 nm hulldmhosszon abrazoltam a kiilonb6zd ligandum koncentraciok
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fliggvényében. Az igy kapott pontokra kvadratikus fiiggvényt (3). illesztettem, majd ebbdl a

telitési gorbébdl hataroztam meg a Ky értékeket.

3.7. Tranziens kinetikai mérések

3.7.1. Stopped-flow mérés: Az enzimek pre-steady state kinetikai tulajdonsagait
Applied Photophysics SX-20 stopped-flow miiszerrel hatdroztuk meg. A méréseket
témavezetOmmel Dr. Toth Judittal kzosen végeztiik. A stopped-flow (megallitott aramlasos)
a reakcid kiinduldsi reagenseit egy kiivettdban Osszekeveri, és a reakcid soran keletkezd
spektoszkopiai jelet méri. A hasznalt miiszer holtideje 2 ms. A mérések soran egy beépitett
triptofan szenzort (F158W, H145W) 295 nm hullamhosszi fénnyel gerjesztettiink, az
emissziobol szarmazo jelet pedig 320 nm hullamhossz felett egy 320 LP sziiré segitségével
mértiik. A méréseket 20°C-os termosztalas mellett végeztiik. A mérések soran logaritmikus
adatgyljtést alkalmaztunk. Az aktivhely titralashoz 35 uM, a dUTP kotés vizsgalatahoz pedig
0,25 uM enzimet hasznaltunk (kiivetta koncentracio). A reakciogorbéket kiillonbozé szubsztrat
koncentraciok mellett vettiik fel. A korabban Té6th €s mtsai altal [S5] meghatarozott reakcio
mechanizmus szerint a gorbék leszalld aga a szubsztrat kotésnek, mig a felszallo ag a termék
elengedésének felel meg, amelyet a lassabb hidrolizis 1épés sebességi allandojaval figyeliink
meg. (A triptofan atlapol a bek6tddd szubsztrattal ezért csokken a fluoreszcencidja, majd a
termék elengedésekor ismét nd). Az egyszeres atvitel (single turnover) reakcid sebességi
allanddinak meghatarozasahoz a gérbékre tripla exponencidlis fiiggvényt illesztettiink:

F=ag e % L gy 2@ R0 L gy 2 ef ¥ L e ahol a4y, a, és a3 az egyes szakaszokra (kotés,
izomerizacid, hidrolizis) jellemzd fluoreszcencia valtozas amplitadoi, k;, k2, k; az elébbi
folyamatokhoz tartozo sebességi allandok, ¢ pedig a gorbe végpontjanak fluoreszcenciaja.

A kotésre jellemz6 sebességi allandok meghatirozasahoz a gorbe leszalld agéra illesztettiink
szimpla exponencidlis fliggvényt:

F=ayreilw o , ahol az el6zoh6z hasonldan a; a kotés kovetkeztében bekovetkezo
fluoreszcencia valtozas amplitaddja, a k; a kotés latszolagos sebességi allanddja (Kobs), ¢ pedig
a gorbe végpontjanak fluoreszcencidja. A dUTP kotés €s disszocidcio sebességi allanddinak
(kon és a ko) meghatarozasdhoz a kapott latszélagos sebességi allandokat a szubsztrat
koncentraci6 fliggvényében abrazoltuk. A pontokra egyenest illesztettiink, melynek y
tengelymetszetébdl a kog-ot, meredekségébdl a ko,-t, a kettdé hadnyadosabol pedig a Kg-t
hataroztuk meg.
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3.7.2. Radioaktiv quench-flow mérés: A quench- flow kisérletek tervezését, elvégzését
¢s kiértékelését témavezetom Dr. Téth Judit végezte az NIH Molecular Physiology
laboratoriuméaban (USA). A mérések a RQF-3 (KinTec Corp., Austin, Texas, USA) quench-
flow miiszerrel torténtek a kordbbiakban kozoltek alapjan [55]. 25 uM fehérje (dUTPaz) 17,5
uM y*?P-dUTP szubsztrattal lett dsszekeverve és ezt kovetden a hidrolizis soran keletkezett
2PP; termék felszabadulasa regisztralva. A **PP; termék mennyiségének a meghatarozasa
vizben egy folyadék szcintillacidos méréstechnika alkalmazisaval a Wallac 1409 (Liquid
Scintillation Counter, PerkinElemer, Inc.) miiszer segitségével tortént. A mérések 20°C-os

termosztalas mellett torténtek.

3.8. Rontgendiffrakcios szerkezetvizsgalat

A rontgendiffrakcios szerkezetelemzéssel kapcsolatos munkdkban a kristalyok
eloallitasat, az adatgyijtést, a szerkezet-meghatarozast €s finomitast, munkatarsam Leveles
Ibolya és Harmat Veronika végezte. Az mtDUT™ W ¢ mtDUT™** fehérjék az a,B-imido-
dUTP szubsztrat analdggal alkotott komplexeinek az egyidejii kristalyositasa a legelterjedtebb
kristalyosité technikaval, a fliggbcsepp modszerrel [37] késziilt, amely a goézdiffuzio
jelenségén alapul. Egy légmentesen lezart 2 ml térfogata térrész egy 2-10 pl térfogata
fehérjetartalmu cseppet tartalmaz, amely a 1égtéren 4t 1 ml kristalyositd oldattal érintkezik. A
cseppben ¢és a kristalyositd oldatban 1évé kicsapdszer koncentraci6 a goztéren at
kiegyenlitédik, a csepp fehérjére nézve lassan betoményedik. E technika eldnye, hogy
kiméletes a fehérjével, kevés anyag felhasznalasaval teszi lehetdvé nagyszdmu koriilmény
kiprobalasat és az optimalis koriilmény megtalalasat. Az elkészitett mutans (mtDUTH Y,
mtDUTM ) M. tuberculosis dUTPaz:ligandum oldat 3 mg/ml enzimet, 1,25 mM o,B-imido-
dUTP-t és 10 mM MgCl,-ot tartalmazott 50 mM Tris-HCI pufferoldatban (pH = 7,5), 1,20-
1,75 M ammonium-szulfat és 10 % glicerin mellett 1:1 aranyban.

Az mtDUTH*Y ¢s mtDUTM'** fehérjék dUPNPP-vel alkotott komplexeirél a teljes
rontgendiffrakcios adatkészlet gytijtése az EMBL/DESY kutatokézpont (European Molecular
Biology Laboratory/ Deutsches Electronen Synchrotron Facility, Hamburg, Németorszag)
BW7B mérohelyén tortént. Az adatok feldolgozasa az XDS, az XSCALE [99] és a CCP4
[100] nevii programcsomagokkal késziilt. Mindkét mutéans: a,B-imido-dUTP:Mg*" komplex
szerkezetét molekularis helyettesitéssel oldottdk meg a MOLREP [101] nevili program
segitségével. Kiinduldsi modellnek a ligandumot nem tartalmazé vad tipusi mikobakterialis

dUTPaz-t hasznaltak (PDB kod: 2PY4). A szerkezeti modell épitése a Coot [102] programmal
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tortént. A B-faktorok finomitdsa majd a finomitott modellek tovabbépitése a Shelx-97 nevii
programcsomaggal késziiltek [103].

A mikobakteridlis mutans dUTPazok fehérjeszerkezeti adatbazisba (PDB) kiildott szerkezeti
faktorai és koordindtdi a kovetkezd kodokat kaptdk: 3HZA (mtDUTH*Y) ¢s 3L0J
(mtDUTH!#4),

3.9. Ioncserélé kromatografia

Az ioncseréld kromatografiat a Bio-Scale Q2 —es oszlopon (Bio-Rad) egy AKTA Purifier (GE
Healthcare) kromatografias rendszeren végeztiik. 25 nmol dUMP/dUDP oldatot egy 20 mM
HEPES (pH=7,5) 2 mM MgCl,, 50 mM NaCl és 1 mM DTT-t tartalmazé pufferoldatban
vittlink fel az oszlopra. Amit izokratikus elucié kovetett, azaz a mozg6fazis Osszetétele
allandé maradt a teljes elvalasztasi folyamat alatt. A hDUT.dUDP.BeFy komplex dsszetétele a
kovetkezd volt: 10 uM human dUTP4z enzim, 50 uM dUDP, 50 uM BeCl, és 2 mM NaF.
Miel6tt az oldatot az oszlopra vittiik, néhany oOra inkubécios id6t alkalmaztunk annak
érdekében, hogy a megfeleld katalitikusan aktiv komplex kialakulhasson €s a hidrolizis
megtorténhessen. Tovabba a fehérjét az oldatbol denaturdld koriilményeket alkalmazva
hésokkal kicsaptuk és centrifugdlassal eltavolitottuk, igy az oszlopra felvitt komplex mar

inaktiv volt.

3.10. DNS-fehérje kotési vizsgalatok (electrophoretic mobility shift assay, EMSA)

Elektroforetikus gél-eltolodas vizsgalatokat nagy gyakorisaggal alkalmaznak fehérje és
specifikus DNS szakaszok kozotti kdlcsonhatdsok kimutatasara, mert egyszeri és gyorsan
kivitelezhetd. Mindemellett elég érzékeny moddszer arra, hogy szekvenciaspecifikus DNS
régiokhoz kotott fehérjéket teljes extraktumbol nagy hatékonysaggal kimutathassuk.
Ezenkiviil alkalmazhato tisztitott fehérjék specifikus DNS régioval alkotott komplexeinek a
detektalasara is. A Ni-NTA affinitas kromatografas modszerrel tisztitott rekombinans CES-2
(5 uM) és ATF-2 (10 uM) fehérjéket a megfeleld Igg-1 és bec-1 DNS oligonukleotidokkal
(1uM) 1 X TBE (19:1 bisacrylamide) pufferben 20 percig 37 °C- on inkubaltuk. Ezt kovetden
TBE-PAGE (8%-0s) nativ gélre vittiikk a mintdkat, eldzéleg a gélt 1 orant at 100 V-on
elofutattunk. Majd a fehérje-DNS komplex képzddést etidium-bromidos festést kovetéen UV
lampa alatt detektaltuk. A felhasznalt oligonukleotidok szekvenciaja az aldbbi volt: bec-1
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elére (5’GGGGCATCCGTCTGTCGACTACGTAATCGCTCAGTGCCT3’) és ellentétes
iranyba (3’ TAGGCAGACAGCTGATGCATTAGCGAGTCACGGAAGCGGGS’);  bec-1
muténs  elére  (5’GGGGCATCCGTCTGTCGACAATGTTGTCGCTCAGTGCCT3)
ellentétes iranyba (3’ TAGGCAGACAGCTGTTACAACAGCGAGTCACGGAAGCGGGS’);
lgg-1 elére (5’GGGGTTTTATATAGATTTCGCAATGTGTTATCGAATCGG 3°) ellentétes
iranyba  (3’AAAATATATCTAAAGCGTTACACAATAGCTTAGCCAGGGGS’); lgg-1
muténs  elére  (5’GGGGTTTTATATAGAAATTGCTGTGTGTTATCGAATCGG3)
ellentétes irdnyba (3’AAAATATATCTTTAACGACACACAATAGCTTAGCCAGGGGS’)

mutato szekvenciak.

3.11. Eredmények statisztikai kiértékelése

A spektroszkopiai és kinetikai méréseket minden esetben legaldbb haromszor megismételtiik.
A mérési pontokon megadott szoréds értékek standard deviaciot jelentenek. Abban az esetben
ahol nincs feltiintetve szordsérték ott egy reprezentativ mérést mutattam be tobb fliggetlen
mérés atlagabdl, és az ide tartozo értékeket beleértve a kiillonbozé paraméterek szorasait is egy
tablazatban tlintettem fel. A stopped-flow kisérletek esetében tipikusan 5-8 mérést
gyljtottiink, majd ezeket atlagoltuk. A M. smegmatis baktériumban végzett in vivo kisérletek
esetében az interneten is hozzaférhetd Fisher Exact tesztet

(http://www.langsrud.com/fisher.htm)  hasznaltam a  p-értékek  szignifikancidjanak

meghatarozasdhoz. Ez a teszt kivaléan alkalmas kis mintaszamot tartalmazo kisérletek

szignifikancidinak eldontéséhez [104, 105].
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A dUTPaz fiziolégiai szerepének in vivo vizsgalata Mycobacterium smegmatisban

4.1.1. A M. smegmatis, mint érvényes M. tuberculosis modell organizmus

PhD tanulmanyaim alatt egy EMBO ¢és egy FEMS 06sztondij keretében lehetOséget
kaptam a Londoni Queen Mary egyetemhez tartozd Immunologia és Fertdzd Betegségek
kutatocsoportban vendégkutatoként tobb honapot eltdlteni. Az emlitett 6sztondij rovidsége,
valamint jelenleg az Enzimoldgia Intézetben a 3-as biztonsagi fokozatnak megfeleld
felszereltséggel rendelkez6 (BSL-3) laboratorium hianya miatt az in vivo kisérleteket a M.
smegmatis fajban végeztem.

A M. smegmatis egy 3.0- 5.0um hosszu palcika alaku (14. dbra), nem patogén [106]
aerob szaprofita, gyors ndvekedési baktérium ¢és BSL-1 felszereltséggel rendelkezd
laboratoriumban noveszthetd. 3-5 nap utan jol lathato jellegzetes kolonidk izolalhatok. A
teljes M. smegmatis genom szekvencia mar rendelkezésre all, amit 2006-ban a J. Craig Venter

Intézet tett kozzé (http://www.jcvi.org/).

14. abra Mycobacterium smegmatis mc’ -155
sejtvonalbdl szarmazo kolonia
M. smegmatis sejtvonal 10 napig tarto minimal
médiumon és 30 °C-on tortént inkubdciot
kovetden. Képet keészitette: Hera Viamakis.

(Forras: American Society for Microbiology).

A fagok, plazmidok ¢és mas mobilis elemek (pl. transzpozonok) egyre szélesebb
alkalmazhatosaguknak elterjedése lehetové tette pl. egy adott gén Ilétfontossaganak
meghatarozasat a kiilonboz6 markereket tartalmazo szallitdo rendszerek segitségével [107]. A
M. smegmatist elterjedten alkalmazzak mint M. tuberculosis modell organizmust legf6képp
anyagcsere utvonalak tanulmanyozasahoz [108], amihez genetikai manipulacids rendszereket
(pl. flexibilis kazetta modszer [75]) hasznalnak. Ilyen manipuldciés modszerek

alkalmazaséaval olyan jelentdségteljes kérdésekre kaphatunk vélaszt, mint pl. a kiilonb6zd
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létfontossdgii metabolikus folyamatokban (pl. nitrogén metabolizmusban a glutamin-
szintetdz) szerepld enzimek [109] egyenkénti fiziologias funkcidjanak meghatarozasa [110].

A M. smegmatisban végzett in vivo kisérleteket megel6zOen a timidin anyagcserében
szerepld enzimekre kiterjedt Osszehasonlitd aminosav-szekvencia analizist alkalmaztunk
Hirmond¢ Rita munkatarsammal. A p-Blast programmal a M. smegmatis és a M. tuberculosis,
organizmusok timidilat anyagcserében szerepld fehérjéit hasonlitottuk Ossze, melynek
eredményeképpen elmondhatod, hogy a timidin-szintaz utvonalban mindkét fajban azonos
enzimek szerepelnek. Ezeknek a fehérjéknek (lasd 2-es tablédzat) az aminosav-szekvencia
illesztése a Blast szoftverrel egyértelmiien igazolta, hogy a legnagyobb mértékli hasonlosaggal
a dCTPdezaminaz és a dUTPaz rendelkeznek, azaz 87% ¢és 85%-o0s azonossaggal valamint
95% ¢és 94 %- os hasonlosaggal, egyenként. A mikobakteridlis timidilat anyagcserében
résztvevd tobbi enzim (2. tablazat) hasonloan 80% feletti azonossagot és 90%-os hasonlosagot
mutatnak a fajok kozott, a legtobb eltéréssel viszont egyediill a timidilat-kindz enzim
rendelkezik.

A tovabbiakban a ClustalW program alkalmazasdval tovabbi aminosav-szekvencia
illesztéseket végeztink a dUTPaz-ra. Ebben az esetben kiilonb6zd fajokbdl szarmazod
(Echerichia coli, Equine infectious anemia virus, Vaccinia virus, Saccharomyces cerevisiae és
Homo sapiens) dUTPaz-ok C-terminalis aminosav szekvencidit illesztettiik relevans
mikobaktérium fajokhoz. Az illesztés eredménye igazolt egy 5 aminosav hosszu inzert
szekvenciat (15. dbra), amely a mikobakterialis dUTPazokat egyértelmiien megkiilonbozteti a
humén és mas fajokban talalhat6 dUTPazoktol. A M. smegmatis és M. tuberculosis fajok
timidildt metabolizmuséban szerepld enzimek nagyfokii hasonlésdggal rendelkeznek. Az
Osszehasonlitd genomi analizis egyértelmiien igazolta, hogy mind a két organizmus timidilat
metabolizmusaban azonos kulcsenzimek vesznek részt, ami arra engedett kdvetkeztetni, hogy
a M. smegmatis, mint érvényes M. tuberculosis modell organizmus ebben az esetben teljes
mértékben megfeleltethetd és alkalmazhato. Az egyetlen kiilonbség a két baktérium timidilat-
szintézis utvonalaban a kétfunkcios dCTPdezaminaz / dUTPaz enzim, amelyet ez idaig csak a
M. tuberculosis fajban azonositottak (Rv_0321).

Ez a kétfunkcids enzim a dCTP-t dezamindlja és hidrolizalja is, igy dUMP-t 4llit eld [111].
Korabbi tanulméanyokbol kideriilt azonban, hogy az egyfunkciés dUTPazhoz képest (10°-10’
M's™ ) [37] a kétfunkcios enzim 1ényegesen alacsonyabb katalitikus aktivitassal rendelkezik
(4 x 10* M's™ ) [112], tovabba nem létfontossagn a M. tuberculosis szaméra [35]. Mindezek
ismeretében megkérddjelezhetd, hogy a dCTPdezaminaz/dUTP4z kétfunkcids enzim képes-e

megfelelden ellatni az egyfunkcios dUTPaz feladatat. Ismert, hogy a dUMP ¢és a dTMP
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esszencidlis nukleotidok szintéziséhez ugy az emberben, mint mas fajokban is kiilonb6zd
menekitd utvonalak allnak rendelkezésre. Ezekben a menekité utvonalakban résztvevd
enzimek emberben a kovetkezok: a dCMP dezaminaz (Uniprot: P32321) ¢és a timidin-kinaz
(Uniprot: P04183). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk ezen utvonalak meglétét/hianyat a
mikobakteridlis genomokban a fent emlitett két enzimre tovabbi p-Blast analizist
alkalmaztunk. Az 6sszehasonlitdé szekvencia vizsgalat és illesztés soran a fent emlitett egyik
enzimet sem tudtuk azonositani, ugy a M. smegmatis, mint a M. tuberculosis organizmusok
genomjaban. Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a mikobaktériumok nem
rendelkeznek menekité-utvonalakkal, ami megerdsiti azt a feltételezést miszerint a dUTPaz
enzim a mikobaktériumokban kiemelkedd fontossaggal rendelkezhet. Ennek a feltételezésnek
részletes targyaldsat és igazoldsat a kovetkezd alfejezetben (1.2) ismertetem. Tovabba
felmeriilt a kérdés, hogy ugyanez lehet-e a helyzet mas sikeres patogén mikobaktériumok
esetében is, mint pl. a M. leprae, M. ulcerans, és M. bovis. Ennek tanulméanyozasa végett,
ismét p-Blast aminosav-szekvencia dsszehasonlitast végeztiink az itt felsorolt fajok timidilat-
szintdz Utvonalaiban szerepld Osszes eddig ismert enzim €és a M. smegmatis organizmus
relevans enzimei kozott. Valamennyi enzim 6sszehasonlitasa ebben az esetben is 84% feletti
hasonlésadgot mutatott, mig a legtdbb eltéréssel ebben az esetekben is a timidilat-kinaz (66%-
os hasonlosaggal) rendelkezett. Konklizioként tehat elmondhatjuk, hogy nemcsak a M.
smegmatis és a M. tuberculosis organizmusok timidilat-szintdz itvonalaiban szereplé enzimek
kozott all fenn nagyfokt hasonlosag, hanem maés sikeres patogén mikobaktérium fajok és a M.

smegmatis kKOzott is.

M. tuberculecsis

IELIE®
ENVNT G LIYORIY-YPEL
QL ILERIVDDACIVY

IV.Motivum M.I  V.Motiviuin

15. dbra Osszetett aminosav-szekvencia illesztés mikobakteridlis és nem-mikobakteridglis fajokbol
szarmazo dUTPdazok C-termindlis részére

Kiilonbozé fajok dUTPaz szekvencidinak Osszehasonlitisa egy 5 aminosav hosszisdgu inzertet (kék
kockaban fehér betiikkel kiemelve) mutat, amely kizarolag a mikobakteridlis genomokban fordul elé. A IV
és V —os konzervadlt motivumokat sziirke hatterii kockakkal jeloltem. Az M.I. révidités a ,, mikobakteridlis
inzertnek” felel meg. Az aminosavak szamozasa a M. tuberculosis szekvencianak feleltetheté meg. Az
dbrdt a ClustalW programmal készitettem. EIAV; Equine infectious anemia virus. Abra forrdsa: Pecsi et
al, biralat alatt a Journal of Bacteriology-ndl.
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4.1.2. A dUTPazt kédolo dut gén kiiitése letalis a M. smegmatisban

Esszencialis génnek nevezziik definici6 szerint azokat a géneket, amelyek a taléléshez
nélkiilozhetetlenek és mint ilyenek a kromoszoémardl nem tordlhetéek. Az irodalomban eddig
két tanulmany olvashatd, amelyben a dUTPaz gén létfontossagat mar igazoltak, nevezetesen
az E. coli [32] és a S. cerevisiae [33, 34] fajokban. Tovabba egy teszt alapt kisérletsorozat
eredményeképpen feltételezhetd, hogy a dUTPéaz létfontossdgu lehet a M. tuberculosis
szamara is [35]. Ezen érdekes, mikobaktériumokban eddig még nem vizsgalt és alapvetd
fontossagi kérdés megvalaszoldsit egy megbizhato, hatékony kétlépcsds rekombinacios
stratégia alkalmazasdval valdsitottam meg. Elsé 1épésben egy higromicin marker kazettaval
megszakitott funkcioképtelen dut mutdns sejtvonalat probaltam létrehozni és izoldlni a vad
tipusu sejtekben, amelyek az endogén dUTPazt tartalmazzak. Ehhez a p2Nbk-dut# 6ngyilkos
vektort (10A. &bra) elektroporalassal bejutattam a M. smegmatis sejtekbe, majd az egyszeri
rekombinansokra (SCO) szelektaltam a sejteket Hyg, Kan, és X-galt tartalmazé taptalajon
(16A. abra). Majd az SCO sejteket 24 oran keresztiil antibiotikum-mentes taptalajon
novesztettem, igy fokozva a kettds rekombindcios esemény (DCO) el6fordulasi gyakorisagat.
Az igy izolalt potencialis DCO-n atesett sejtvonalakbol kolénia PCR reakcioval, specifikus
primerek hozzdadasaval hatdroztam meg, hogy a vad tipusu vagy a delécids dut muténs allél
mintazattal rendelkezett-e az adott sejtkolonia. Normalis esetben azok a sejtek, amelyek DCO-
n atestek vagy a vad tipus, vagy a delécids dut mutans mintazattal kell, hogy rendelkezzenek.
Abban az esetben ellenben, amikor gy a vadtipus, mint a delécidos mutans kopia is a
genomban maradt, a sejtekben nem tortént meg a kettés rekombindcids esemény. 59
potencialis DCO-t teszteltem le, amibdl 49 vad tipusnak megfelelé genotipussal, mig a tobbi

10 sejtvonal spontan szukr6z rezisztenciaval rendelkezé SCO volt (16B. dbra).
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16. abra Az SCO és DCO eseményeken dtesett sejtvonalak azonositisa kolonia PCR-el

Az M mind a ket gél képen 1kb DNS markert jelol. (A) a p2Nbk-duth dngyilkos vektor integralodasa a genomba.
WT = M. smegmatis mc’-155 vad tipus genomi DNS mint pozitiv kontrol; SCO= a 0,8 kb DNS amlifikdtum a dut
delécios mutans integralodasat igazolja a genomba. (B) Az azonos szamok ugyanazt a sejtvonalat jelentik.
Mindegyik sejtvonal a vad tipus (1-7ig jeldlve) és a dut delécios mutans (1°-7°ig jelolve) génre tesztelve lett,
egyenként specifikus primerszekvenciakkal WT = 0,7 kb, SCO = 1,1 kb. Pozitiv kontrolok: WT és SCO. Az A
gélképen lathaté termékek méretbeli kiilonbsége a B gélképhez képest, az eltéré primereknek kiszénhetd. Abra
forrasa: Pecsi et al,birdalat alatt a Journal of Bacteriology-nal.

Abban az esetben, amikor egy olyan génrél van sz6, amelynek kiiitése nem
eredményez letalis fenotipust, az adott delécidos mutdns gént tartalmazo sejtvonal altalaban
mar kevés potencialis DCO sejtvonal tesztelése soran konnyen izolalhato. Ellenben amikor az
adott génkiiités letdlis a baktérium szdmara, nem izolalhat6 az adott génre nézve delécids
mutans sejtvonal, hacsak nem biztositunk a sejt szamdra egy funkcioképes gént. Mivel
delécids dut mutans sejtvonalat nem sikertilt izolalnom a vad tipusu hattérben, ezért az eddigi
eredmények eldzetes bizonyitékot szolgaltattak arra nézve, hogy a dUTP4z esszencialis lehet.
Ahhoz, hogy errdl tényleges formalis genetikai bizonyossagot nyerjek egy merodiploid
sejtvonalat hoztam létre, amelyben egy komplementdld plazmidon a funkciondlis dut gént
biztositottam a baktérium szamdra. Ez a komplementalé plazmid egy mikobakteriofag L5
alapu hely specifikusan beintegralodé vektor, amely a teljes dut gént a sajat promoterével
egyltt tartalmazza (10B. ébra). Miutdin meggy6zédtem a pGem-dut (komplement vektor)
genom-integraciojarol kolonia PCR segitségével (17A. abra), a kordbbiakban leirtaknak
megfelelden, viszont most mar ebben a merodiploid hattérben szintén a DCO eseményeken
atesett sejtekre szelektaltam. 19 potencialis DCO tesztelése soran 13 sejtvonal a dut vad
tipusnak megfelelé DCO, valamint 6 a dut delécidos mutans genotipussal rendelkezett (17B.
abra). Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a dut kromoszomalis kopia csak
akkor torolhetd a M. smegmatis genombol, ha biztositunk szamara egy funkcionalis dUTPazt.

A dut delécidos mutdns genotipus mintazatanak megerdsitéséhez Southern-blot analizist
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alkalmaztam, amivel kimutattam, hogy a dut kromo6szémalis kopia valoban torlédott és a
delécids dut kopia integralodott a genomba (17C. abra; 2 db sejtvonalat valasztottam ki a 6-
bol). Ezek az eredmények alapvetd bizonyitékot adnak arra nézve, hogy a dut gén kiiitése
letalis fenotipust eredményez a M. smegmatisban, ugyanis csak a merodiploid hattérben
sikerlilt dut deléciés mutans sejtvonalat izoldlni. (a Fisher tesztet haszndlva a p érték a

kovetkezonek adodott; p < 0,00025).
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—
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17. abra A merodiploid és a delécids dut mutdans sejtvonalak azonositasa

A gél képeken az M 1kb DNS markert jelol. (A) A pGem-dut vektor integrdloddsa az SCO sejtvonalba.l és 2-es
kontrollnak a pGem-dutot mint templatot hasznaltam a PCR reakcioban. (B) Delécios dut mutdinsok
azonositdsa. Az azonos szamok ugyanazt a sejtvonalat jelolik. 1=vad tipusi kettés rekombinans; 2° 3°= delécios
(C) Dut gén esszencialitasanak bizonyitdsa Southern blot-tal. A 0,7 kb hibridizacios proba vart mintazatai: 1:
1,5 kb vad genotipusnak megfelelo; 2 és 3: delécios dut mutans genotipusnak megfelelé 3,3 kb hibridizacios
profil. Abra forrasa: Pecsi et al, birdlat alatt a Journal of Bacteriology-nal.

A dut gén a predikcid szerint (http://operondb.cbcb.umd.edu/cgi-bin/operondb) egy

transzkripcids egységen (operon) beliil helyezkedik el egy eddig még ismeretlen funkcidji
fehérjével (M.SMEGMATIS 2766). Ezért joggal meriilhet fel az, hogy a dut delécids mutans
latszolagos életképtelenségét a szomszédos gén sériilése okozza és un. polaros hatasok
kovetkeztében transzkripcidja gatolt. Annak bebizonyitdsa érdekében, hogy valdban kizardlag
a dut gén hidnya okoz letalitast a M. smegmatisban, a kisérleteim sordn a kovetkezd
szempontokat vettem figyelembe. Elsdsorban, a higromicin rezisztenciaért felelds marker
kazettat ugy klonoztam be (a leolvasasi keretet is megtartva) a dUTPaz fehérjét kodolo
szekvenciaba, hogy az operon, ezen beliil is a promoter régio, ne sériiljon meg, igy biztositva
a downstream gének helyes atirdsat. Mdésodsorban, a funkciondlis dut gént tartalmazo
merodiploid sejtvonalbol elegendd mennyiségli génkiiitott mutans sejtvonalat lehetett izolalni,

ami azt bizonyitja, hogy egyediil a funkcioképes dut a korabbi letdlis fenotipust életképes
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fenotipussa tudta valtoztatni és a downstream gének kizarolagos hozzajarulasa a letalitdshoz
feltehetéleg nem szignifikans. Harmadsorban, hogy minden kétséget kizarva igazolni tudjam,
hogy egyediil a dut gén 1étfontossagn, egy un. ,switching”, azaz ki-be kapcsold stratégiat
alkalmaztam. Ez a modszer azon alapszik, hogy a merodiploid sejtvonalban egy adott gén
antibiotikum rezisztenciaval rendelkezik, eltavolitja / kivagja [90]. A komplemental6 DNS
régi6 nem tavolithatd el, amennyiben az adott gén kromoszoémalis kopiaja funkcioképtelen,
illetve az adott gén esszencialis a baktérium szdmara. A delécios dut gént komplementalo
pGem-dut plazmidot probaltam helyettesiteni a pSM128 iires vektorral [113, 114] ami
gentamicin helyett sztreptomicin rezisztenciaval rendelkezik. A pGem-dut plazmidot mar
tartalmazo merodiploid €s kontrollként a vad tipusu sejtvonalakba elektroporaltam a pSM128
vektort. Annak bebizonyitasa végett, hogy a pGem-dut helyettesitése a pSM128 vektorral
megtortént, 48 Hyg/Sm transzformanst Sm és Gm tartalmu taptalajra szélesztettem. Mig a Gm
tartalmt taptalajon mind a 48 transzformans novekedett, addig az Sm tartalmu taptalajon
egyetlen transzformans sem volt izolalhatd. Vagyis a pGem-dut vektort a pSM128 plazmid
nem tudta helyettesiteni / kikapcsolni. A kontroll mérések esetében viszont kielégit6 0,5 x 10?
/ug kikapcsolasi transzformacids hatékonysagot kaptam, amikor is a pSM128 plazmid
helyettesitette a pGem-dut vektort WT hattérben. A pSMI128 plazmid transzformacios
hatékonyséagat a 3-as tablazatban tiintettem fel. Ezek az eredmények egyértelmiien igazoltak,
hogy a M. smegmatis ¢€letképessége a komplement vektor, azaz a funkcioképes dut gén

jelenlététdl fligg.

4.1.3 A mikobakterialis loop motivum delécioja letalis fenotipust mutat

A mikobakterialis dUTPazok C-termindlis részén egy 5 aminosavbol allo konzervalt
inzert szekvencia taldlhatd, amely egy jellegzetes loop, azaz hurok konformacié (lasd 18-as
abra) kialakitasaért felelds. Ez az inzert szekvencia viszont nem talalhaté meg a huméan és mas
fajok dUTPaz szekvencidiban. Mindemellett ismereteink ezen szekvencia fizioldgiai és
funkciondlis szerepérdl meglehetdsen hidnyosak. Holott ez a mikobaktérium-specifikus
felszini struktura, amennyiben esszencialis a mikobaktérium szamara, jo lehetdséget kinalhat
kiilonbozé gyogyszermolekuldk tervezéséhez, melyek szelektiven csak a mikobakterialis

dUTPazra fejtenék ki hatasukat.
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18. abra A mikobakteridlis inzert egy hurok
konformadciot alakit ki a dUTPaz monomer
egyseégek felszinén

A human (PDB kod: 3EHW) és a M. tuberculosis
(PDB kod: 2PY4) dUTPdz enzimek egymdsra
illesztett szalagmodell szerkezete lathato, zélddel
jelélve a mikobakterialis és sdargdval a human
dUTPazt. Minden monomer felszinén bekarikdzva
a hurok szerkezet lathato. Az aktiv helyen a
dUPNPP ligandum (pdlcikamodell) és a Mg’"
atom, mint gémbmodell (sargdaval a human,
zélddel a mikobakterialis) van dbrazolva. Az
illesztés a PyMOL programmal késziilt. Abra
forrasa: Pecsi et al, biralat alatt a Journal of
Bacteriology-nal.

Ennek az érdekes és igen fontos kérdésnek a megvalaszolasa érdekében a letalis dut mutans

fenotipust probaltuk Hirmond6é Rita munkatirsammal komplementalni egy olyan dUTPaz

enzimmel, amely ezt a loop motivumot nem tartalmazta. Azaz egy olyan komplement vektort

készitettiink, amelyben a hurok kialakitasaért felelés konzervalt 5 aminosavat (AGLAS)

iranyitott mutagenezissel kitoroltik. A tovabbiakban ezt a DNS konstruktot A-loopnak

neveztem. Majd ezt a komplementald A-loop plazmidot SCO sejtekbe elektroporaltuk. Miutan

meggy0zddtiink a plazmid integracidjarol (19A. abra), a korabbiakban leirtaknak megfeleléen

a DCO eseményekre szelektaltuk a sejteket. 88 potencidlis DCO sejtvonal tesztelése soran 2

sejtvonalat tudtunk izolalni a megfeleld szelekcids markerek segitségével, amelyek a kolonia

PCR eredménye alapjan egy vad tipus DCO és egy spontan szukroz rezisztens SCO

genotipussal rendelkeztek (19B. abra).
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19. abra A A-loop komplement vektor integrdcidja és a DCO-k azonositdisa

Az M 1kb DNS markert jelol. (A) A loop mutins komplement vektor integracioja az SCO sejtekbe. Pozitiv
kontrollnak a merodiploid sejtvonalat hasznaltam. Mindkét esetben a vart 635 bp DNS fragmens azonosithato.
(B) Az azonos szamok ugyanazt a sejtvonalat jelentik. 2,2°= vad tipus A-loop DCO; 4,4’= spontin szukroz
rezisztens SCO. Abra forrdsa: Pecsi et al, birdlat alatt a Journal of Bacteriology-ndl.
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Az itt bemutatott in vivo kisérletes eredmények alapjan nem tudtunk életképes dut
génkilitdtt mutans sejtvonalat izoldlni a A-loop komplementald hattérben, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a loop motivum esszencidlis a M. smegmatis ndvekedéséhez. A loop
motivumot nem tartalmaz6 dUTP4z nem komplementdlta a vad tipusa dUTPazt. A
tovabbiakban felmeriilt a kérdés, hogy milyen hatast eredményezhet ennek az esszencialis
motivumnak a hidnya az enzim szubsztratkotésében ¢és hidrolizisben. Ennek részletes

targyalasat az alabbiakban ismertetem.

4.2. A M. tuberculosis A-loop mutans dUTPaz enzimatikus szerepének in vitro vizsgalata

A korabbi tanulményok eredményeképpen rendelkezésiinkre allt egy olyan M.
tuberculosis dUTPaz fehérje (mtDUT™**Y), amely az aktiv helyre bevitt triptofan aminosavat
mar tartalmazta [37, 55]. Kutatdcsoportunk korabbi publikdcidban azt is igazolta, hogy az

H14 . ’ ’ ,
W enzim a vad tipustt dUTP4zzal azonos

aktiv helyre bevitt triptofant tartalmaz6é mtDUT
enzimaktivitist mutat [55]. Igy kontrollnak alkalmazhatd volt egy olyan M. tuberculosis
dUTPaz fehérje, amely a triptofan jelet tartalmazta és vad tipusi enzimaktivitassal
rendelkezett, amit az itt bemutatott kisérletekben, mint vad tipustt dUTPazt (mtDUTH W)y
hasznaltunk [38]. A A-loop mutans M. tuberculosis dUTPazt (mtDUT*'P) iranyitott
mutagenzissel, templatként a mtDUT"' Y fehérjét felhasznalva az 6t (AGLAS) aminosav
torlésével munkatarsam, Lopata Anna készitette. fgy az mtDUT*"? muténs is tartalmazta a

fluorimetrids méréshez sziikséges triptofan jelet.

4.2.1. A steady-state reakciosebesség vizsgalata

crer

spektrofotometrids modszerrel 0,1uM enzimmel vizsgaltuk. A méréseket és az ehhez tartozo
abrat munkatarsam, Lopata Anna készitette. Mint ahogyan a 20-as abran jol lathatd, a
mtDUT*'? enzim maximalis steady-state aktivitasa 0,8 s’ —ra csokkent a vad tipushoz
képest (1,2 s1). A Michealis alland6 (Ky) mindkét enzim esetében 0,9 és 1,1 uM kozott volt

(4. tablazat). A megfigyelt 1,3- szoros Vn.x értékcsokkenés tovabba a kozel azonos Ky
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allandok azt mutatjdk, hogy a dUTPaz enzim katalitikus aktivitdsait a hurok torlése

szignifikdns mértékben nem valtoztatta meg.

1.5 20. abra A A-loop mutdcio okozta hatasanak
12 S R— ] vizsgdlata a szubsztrdt hidrolizisre
-~ u

- 0.9 /m  a - & 1 A grafikonon a mikobakteridalis vad tipus valamint a
o [ kA A-loop  mutans  dUTPazok  Michealis-Menten
¢ 0861 A& 1 gorbéinek Osszehasonlitisa lathaté. A hiperbola
0.3 il illesztések a kovetkezd értekeket eredményezték: V.
e m WT || =122+006s"avad tipus és 0,88 + 0,02 s a 4-
0.0 A A-loop|| loop mutans esetében; Ky 0,’9 + 0,5 uM a vad tipus és
. g T 1,1 £ 0,2 uM a mutans. Abra forrasa: Pecsi et al,

o
—
o

20 30 40
[dUTP] / uM

birdlat alatt a Journal of Bacteriology-ndl.

4.2.2. Disszociacios dllando meghatdrozasa differencialis  fluoreszcencia és CD

spektroszkopiaval

Korabbi kristalyositasi eredmények igazoltdk, hogy ez a felszini hurok struktira
viszonylagos kozelségben helyezkedik el az enzim szubsztratkotd zsebével [37]. Ezért
feltételezhetd, hogy ennek a huroknak a hidnya befolydsolhatja az enzim szubsztratk6td
képességét. Ennek megvizsgaldsa érdekében a fluorimetrids és cirkularis dikroizmus
spektroszkopiai titralasi méréseket munkatarsam Lopata Anna végezte a nem-hidrolizalhato
o-B-imido-dUTP (dUPNPP) szubsztrat analoggal. A mtDUT*" esetében a dUPNPP kotést
kisérd relativ fluoreszcencia valtozas csokkenést tapasztaltunk a vad tipushoz képest (21A.
abra), ami arra utalhat, hogy a hurok struktiira kis mértékben vesz részt a szubsztrat kotésben,
mint ahogy ezt a Ky értékek is mutatjak (lasd 4-es tablazat). Az enzim-szubsztrat komplex
kialakulasat eredményezd CD jelvaltozés soran kapott K4 adatok is azt mutatjak (21B. abra),
hogy a muticié kis mértékben befolyasolta a dUPNPP kotést. Erdekes modon ez a hatas az
enzim steady-state aktivitasdban nem mutathato ki. Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy a
hurok struktura delécidja a dUTP hidrolizisre nincs szamottevo hatassal, viszont a dUPNPP
ligandum kotés erdsségét kismértékben csokkenti. Ezek az eredmények a kovetkezd érdekes
kérdést vetették fel: amennyiben ez a mikobakteridlis inzert nem feltétleniil sziikséges az
enzim katalizishez akkor, miért nem tudta komplementélni a letalis mutans dut fenotipust a M.

smegmatisban? Ennek a kérdéskornek részletes targyalasat az 5. fejezetben ismertetem.
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21. abra A mikobakteridlis inzert delécidjanak hatdsa a szubsztrdtkotésre

(A) Fluorimetrias titralas. A grafikonon a WT enzimnek a dUPNPP-vel valo titrdalas eredménye lathato az
mtDUT"" -al Gsszehasonlitva. A mérési pontokra illesztett kvadratikus gorbe a kovetkezd K, értékeket
eredményezte: 0,3 £ 0,1 uM a WT és 3,3 £ 0,5uM a A-loop esetében. (B) Enzim-szubsztrat komplex kialakulasat
eredményezé CD jelvaltozas dUPNPP titralast kovetéen. A mérési pontokra kvadratikus fiiggvényt illesztve a
kovetkezé K, adatokat kaptuk: 0,9 = 0,5 uM a WT és 3,9 + 2,4 uM az mtDUT> " esetében. Abra forrdsa: Pecsi
et al, birdlat alatt a Journal of Bacteriology-ndl. Abrdkat készitette: Lopata Anna

4.3. A human és mikobakterialis dUTPaz szerkezet-funkcié kapcsolatanak in vitro

vizsgalata

Korabbi cikkekbdl mar szamos dUTPaz kristalyszerkezete ismert volt [36, 51, 115] és
részletes oldatfazisu kisérletek, amelyek az enzimmechanizmust vizsgaljak, is rendelkezésre
alltak [54, 55]. Ebben a fejezetben a human és a M. tuberculosis dUTPaz enzim eddig még
nem vizsgalt és tobbnyire a szubsztrat hidrolizisének specificitasat, szelektivitasat és modjat
meghatarozo6 kérdéskort tanulmanyoztuk. A kristalyszerkezet alapjan a homotrimer dUTPazok
az aktivhelyiikon egy konzervalt aromés oldallancot tartalmaznak, amely a szubsztrat uracil
gytrtjével atlapolva szoros kolcsonhatast alakit ki. Errél az aromés kolcsonhatasrél a korabbi
szerkezeti adatok ismeretében feltételezték, hogy jelentds mértékben hozzajarulhat az enzim
szubsztratkotéséhez, valamint a termék (dUMP) felszabadulasdhoz [50]. Ebbdl kifolyodlag a
kovetkezd kérdést fogalmaztuk meg: 1.) Hogyan befolydsolja a szubsztratkotést és a
hidrolizist a dUTPazokban talalhato konzervalt aromds n-r kolesonhatas?

A tovéabbiakban a dUTPaznak egy masik igen érdekes, eddig mélységekben még nem
vizsgalt sajatossagat kivantuk feltarni. Az 6sszes eddig ismert P-hurokkal rendelkezé ATP- és
GTP-kotd fehérjékképesek a di- és a tri-foszfat nukleozidok megkiilonbdztetésére a P-hurok
révén, ami a PB-y foszfat hidrolizisét katalizalja. A nukleotid hidrolazokhoz hasonldéan a

homotrimer dUTPazokban is megtalalhaté a P-hurok motivummal kozel azonos szekvencia
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(7B. ébra). A dUTPaz azonban az a-f foszfatok kozott hasitja a dUTP-t. A kotott dUDP -nél
is azonos foszfatlanc konformaciot talalunk (7A. dbra), ami a hidrolizis 1€pést elvileg lehetdvé
tenné, a dUDP azonban nem szubsztratja, hanem inhibitora az enzimnek. igy joggal meriilhet
fel benniink az a kérdés, hogy: 2.) Milyen mechanizmus szerint kiilonbozteti meg a dUTPdz
az NDP (nincs hidrolizis) és NTP (van hidrolizis) ligandumokat?

Ezen két kérdéskor részletes tanulmanyozasdhoz iranyitott mutagenezissel a kdvetkezo
mutans dUTPaz fehérjéket allitottuk el6. A huméan dUTPazban az aromas kolcsonhatasért

F158A

felelds fenilalanint alaninra cseréltem (hDUT ), mig a mikobakteridlis enzimben az ennek

megfeleld mutaciodt (hisztidint alaninra mtDUTH!#4

), munkatarsam Lopata Anna végezte
Ezaltal az enzim és a szubsztrat uracil gytirije kozott kialakuld konzervalt - kdlesonhatést
megszintettiik. Tovabba a kovetkezd aminosav cserékkel a human dUTPé4zban a P-loop-szerti
hurok motivum és a szubsztrat y-foszfatja kozotti kdlesonhatasért felelés hidrogén kotéseket

sziintettem meg; 160-as szerint és 161-es treonint alaninra (hDUT®"A*

), a 153-as arginint
lizinre (hDUT™®) valamint a 151-es treonin helyére egy stop kodont vittem be, ezaltal egy
teljes karnélkiili (P-loop-szer(i hurok motivum mentes) mutanst (hDUT™) allitottam el

(22. abra).

22. abra A szubsztrat (AUPNPP) y -foszfatianak

koordinacidjdaért felelos és a mutagenezisnek
alavetett aminosavak a dUTPaz (PDB:2HQU) C-

termindlis karon beliil

A bevitt mutaciok a y-foszfat és az enzim kozotti
kélcsonhatast majdhogynem teljes mértékben
megsziintették. A hidrogénkotéseket kék szaggatott
vonallal jeloltem. A 85-0s arginin nem a C-
termindlis karon beliil helyezkedik el. Abra

forrasa: Pecsi et al, biralat alatt a PNAS-nél.

Sikeres mutagenezist majd hatékony (10 mg / 0,5L) expressziot kovetden mindegyik fehérjét

minimum 95%-os tisztasaggal sikeriilt eldallitanom (13. 4bra).
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4.3.1. A dUTPazok aktiv helyén talalhato fenilalanin konzervalt

Annak tanulmanyozasa érdekében, hogy mas fajok dUTPazaban a P-loop-szerii hurok
motivumban az aromas aminosavak megtaldlhatoak-e ¢és milyen mértékii hasonlosdgot
mutatnak a human dUTPazzal, egy nem-redundéans fehérje szekvencia adatbazisban (NCBI) a
p-blast alkalmazast hasznalva a human dUTP4z nuklearis izoformara homolég szekvencia
keresést végeztiink. Az elsd 500 kiilonb6zd fajbol szdrmazdé dUTPaz szekvencia illesztése
(ClustalW 2 programmal) a kovetkezdket eredményezte: 96,4%-ban fenilalanint, 1,8%-ban
hisztidint, 1,6%-ban tirozint és 0,2%-ban triptofant talaltunk. Az eukariétdkban tobbnyire
fenilalanin, mig a mikobaktériumokban hisztidin volt jelen a megfeleld (uracil gytirtivel
atlapold) pozicidban. Az aminosav szekvencia illesztés 1. szdmu mellékletként a dolgozat

végén lathato.

4.3.2. Az mtDUT"Y ristalyszerkezete az aromds kélesonhatds konzervaltsagat tikrozi

A vizsgélatokhoz két kiillonbozd fajbol szarmazd (human és a M. tuberculosis)
dUTPaz fehérjét valasztottunk a kovetkezd l1ényeges szempontok miatt: i) a két kiilonbozd
fehérjében az altalunk vizsgalt pozicioban eltéré aminosavak alakitjak ki a jellegzetes aromas
kolcsonhatast (human enzimben fenilalanin, mig a mikobakterialis enzimben hisztidin); ii) a
két fehérje nagyfoku szerkezeti és szekvencia hasonlosaggal rendelkezik (22.4bra A); iii) a
human dUTP4z részletes enzimmechanizmusat jol ismerjiik; [55] iv) a mikobakterialis vad
tipusu dUTP4az valamint mutansai konnyen kristalyosithatok. Kovetkezésképpen az
mtDUT™'Y fehérjének a dUPNPP szubsztrat analdggal alkotott kristalyszerkezetébdl jo
mindségli rontgen diffrakcidos mintdzatot tudtunk detektidlni. A felvett diffrakcids
adatkészletb6l Leveles Ibolya munkatirsam Harmat Veronika segitségével megoldotta a
szerkezetet (1,20A" felbontésig), amit a fehérjeszerkezeti adatbazisba (PDB) 3HZA névvel
ellatva taroltunk.

A human és a mikobakterialis vad tipust dUTPazok, valamint az Gjonnan kristalyositott
hDUT"*WVszerkezetek egymasra illesztése lathatova tette, hogy nemcsak az aromas
oldallancok konzervaltak, hanem azok konformacidja is a szubsztrathoz képest. Tovabba
mindegyik aromas gyiirii 3 atomja (y, &', ') egymasra illeszthet$ annak ellenére, hogy ezek
eltéré méretiick (23. 4bra). A kiilonbozd szerkezetek kozotti konzervaltsdg ugy az aromas

gytirtik sikbeli elhelyezkedése, mint a gylirik altal bezart szogeket illetden arra enged

45



kovetkeztetni, hogy a n-m kdlcsonhatasnak jelentOs szerepe lehet az enzimaktivitdsban egy

kedvezo enzim-szubsztrat konformacio kialakitasa altal [116].

23. dabra Eltérd aromds oldallancokat tartalmazo dUTPaz
szerkezetek katalitikus helyének egymdsra illesztése a
dUPNPP szubsztrit analéggal és a fémionnal (Mg*)
egyiitt abrazolva

Fenilalanin (zold), hisztidin (kék), triptofan (lila) —val
jelolve. Az illesztett szerkezetek PDB kodjai a kovetkezoek:
2HQU, 2PY4, 3HZA kiilon-kiilon. A dUPNPP

palcikamodellel, mig a fémion gémbmodellel abrazolva.

Abra forrdsa: Pecsi et al NAR 2010 [135].

4.3.3 Az aromas kolcsonhatas megsziintetése nincs hatassal a dUTPaz adltalanos

konformaciojara, sem a szubsztratkoto zseb szerkezetére

Annak érdekében, hogy mélyrehatobban vizsgalni tudjuk az uracil és a kiilonb6zd
aromas oldallancok (fenilalanin / hisztidin / triptofan) kozotti interakcid elvesztésének hatasat
mutansokat allitottuk el8. Altalaban egy ilyen radikalis aminosav csere az adott fehérjében
annak feltekeredésére €s / vagy aktivitasara kedvezoOtlen hatassal birhat. Ennek okan az alanin
mutans huméan ¢és mikobakteridlis dUTPaz fehérjék kristalyositasat céloztuk meg. Az
mtDUT™* esetében sikeriilt is jol diffraktalo kristalyokat azonositani. A felvett diffrakcios
adatkészletb6l ennek a fehérjének a dUPNPP-vel komplexalodott szerkezetét (1,251&
felbontasig) Leveles Ibolya ¢és Harmat Veronika oldott meg, amit a fehérjeszerkezeti
adatbazisba (PDB) 3LOJ névvel ellatva taroltunk.

Az mtDUT™™*4 a vad tipus és a mtDUT™M Y qUTP4z szerkezetek egymasra illesztése azt
mutatta, hogy az aromds oldallanc delécidja nincs hatdssal a fehérje egészének
feltekeredésére, tovabba a szubsztratkotés modjat sem befolyédsolta (24A ¢és B. ébra). A
dUTPaz kristalyszerkezetek jo felbontdsa tovabba lehetdvé tette az enzim aktiv helyén
talalhat6 vizmolekuldk halézatdnak részletes elemzését is. A 24-es C. dbra az aromas
oldallanc elvesztését kovetden megjelend vizmolekulakat mutatja. Az aromas oldallanc helyét
egy Jjol meghatarozhaté vizhalozat tolti ki, amely egy indol gylrli nagysaganak
megfeleltethetd helyet foglal el a szerkezetben (24D. abra). Ez a vizhaldzat a vad tipusu
kristalyszerkezetben megfigyelt hidrogénkotések altal kialakitott haldzatba is jol illeszkedik.
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Ezen feliil az 6sszes mutans dUTPaz szerkezetben ugy a katalitikus vizmolekula, mint az
osszes konzervalt aminosav és a kofakor (Mg”") egyforman, azaz azonos pozicidban
helyezkednek el egymashoz képest (24C. 4bra). Ami utalhat arra, hogy az mtDUTH'*#
reakcidsebesség csokkenése, amit a kovetkezd alfejezetben ismertetek, nem a katalitikus
helyen kialakult interakcios halozatok (vizhalozat, konzervalt aminosavak altal kialakitott H-
kotések a szubsztrattal) megbontdsanak az eredménye. Ezen felill a vizmolekuldk
viszonylagos alacsony mobilitdsa, tovabba hogy az alanin mutansban a vizmolekulak egy
aromas oldallanc nagysaganak megfeleld helyet foglalnak el, azt magyarazza, hogy a Phe/Trp

/His/Tyr oldallancok mdas aromas oldallancokra cserélhetéek. Mint ahogyan ezt a dUTPaz

szekvencia illesztéseink is mutatjak (1. szdmua melléklet).
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24. abra Az ujonnan kristdlyositott mutdns és vad tipusu dUTPaz szerkezetek egymdsra illesztése

(A) A vad tipusu humdan (z6ld, PDB kod:2HQU) és M.tuberculosis (ciankéek, PDB kod:2PY4) dUTPazok a nem
hidrolizalhato  dUPNPP (pdlcikamodellel abrazolva) szubsztrat analoggal alkotott szerkezetek illesztése
nagyfoku szerkezeti hasonlosagot mutat. (B) A vad tipusi mikobakterialis dUTPazt (ciankék) a két vj mutdans
szerkezettel illesztettiik (mtDUTHMijagenta, PDB kéd:3HZA; mtDUTHMjAamny, PDB kod:3LOJ) annak
sziirke nyilak az mtDUT és mtDUT"*? szerkezetekben eldfordulé vizmolekuldkat szemléltetik. A nukleofil
tamadé vizmolekuldt (W) a 83-as aszpartdt aminosav koordindlja H-kétésen keresztiil. (D) Az mtDUT™**
szerkezet aktiv helyének a B-faktor (mozgékonysag) szerinti abrazolasa. Megjegyzendd a triptofant helyettesitd
vizmolekuldknak (nyilakkal jelélve) a viszonylagos alacsony mobilitdsa. Abra forrdsa: Pecsi et al, NAR 2010
[135].
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4.3.4. A -1 kolcsonhatas megsziintetése csokkentette a steady-state reakciosebességet.

Korabban kutatocsoportomban munkatarsaim igazoltdk, hogy az aktiv helyre bevitt triptofan
aminosav nem befolyasolja a dUTP4az enzimmechanizmusat és a vad tipussal azonos
enzimaktivitassal rendelkezik [55, 94]. Annak megvizsgélasa érdekében, hogy milyen hatassal
van a dUTPaz enzimatikus viselkedésére az aromas interakcid megsziintetése, steady-state
enzimaktivitast (az ES-komplex koncentracigja ebben az id6étartomanyban allandd) mértem a
fenolvords pH indikator modszerrel, amivel a hidrolizist kovetd proton felszabadulast

F158A 4 . ft s -1 . 1 4
%A mutans enzimaktivitasa 0,3 s™' -re csokkent a vad tipushoz képest

regisztraltam. A hDUT
(5,8 s'), mig a Michealis allandé6 (Ky) 1uM-r6] 5 pM-ra emelkedett (25A. 4bra). Az
mtDUT™'** mutans esetében (25B. 4bra) azonképpen 20-szoros enzimaktivitas csokkenést
tapasztaltunk a vad tipushoz képest, ahol a ke és a Ky értékek a kovetkezéek voltak: 3,1 s™ -

610,16 s -ra, mig a 0,46 uM-r6l 0,56 uM-ra valtozott.
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25. abra Az aromas kéolcsonhatds megsziintetése kiozel azonos k.., csokkenést eredményezett ugy a humdn,
mint a mikobakterialis dUTPazban

A hDUT és a hDUT™* paramétereket lisd az 5-6s tabldzatban) valamint az mtDUT és a mtDUT™**
Michealis-Menten gorbéi lathatok (A-B). A hiperbolikus fiiggvény illesztése a kapott pontokra a kovetkezd
értékeket eredmeényezte: k.,=3,1 = 0,06; Ky =0,46 £ 0,2uM az mtDUT és k.,,=0,16 + 0,001, Ky, =0,56 + 0,1uM
az mtDUT"*4 esetében. Abra forrdsa: Pecsi et al, NAR 2010 [135].
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4.3.5. A hidrolizis lépés felelés a csokkent enzimaktivitasért a hRDUT™** mutinsban

Korabbi publikacidban témavezetém igazolta, hogy a dUTPaz enzimatikus ciklusdban a
reakciosebesség-meghatarozo 1€pés a hidrolizis [55]. Ennek ismeretében a tovabbiakban a vad
tipus és a hDUT"'°** hidrolizis 1épés sebességének a valtozasat vizsgaltuk a stopped-flow
(26A. abra) ¢s a quench-flow (26B. dbra) mddszerekkel. Magas enzimkoncentracidkat (35 uM
¢€s 25 uM) hasznaltunk annak érdekében, hogy a szubsztratkotés elegendden gyors legyen €s a
reakciosebességet ne befolyasolja, ily mdédon a hidrolizis 1épés sebességét tudjuk kovetni.
Megmértiik a stopped-flow modszerrel a proton-felszabadulas kinetikdjat fenolvords indikator
segitségével A proton felszabadulas sebességi allandéja kp= 0,25 s kozel azonosnak adodott
a steady-state reakciosebességgel (lasd 5-0s tablazat). Tovabba ahhoz, hogy kozvetleniil a
kémiai 1épést, ez esetben a hidrolizist vizsgaljuk az enzimreakcidban, quench-flow mérést
alkalmaztunk, melynek sordn a radioaktivan jel6lt dUTP hidrolizisét mértiik (26B. abra). A
kapott pontokra illesztett exponencidlis fliggvény a kovetkezd sebességi 4allandokat

F158A

eredményezte: a hidrolizis sebességi alland6ja a hDUT esetében ki = 0,13 s, mig a vad

tipusnak ky = 5,5 s adédott.
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26. dbra a hDUT""** csikkent steady-state aktivitdsdért a gitolt / lassult hidrolizis lépés tehetd felelGssé

(A) Proton-felszabadulads kévetkeztében kialakult abszorbancia valtozas az ido fiiggvényében abrazolva. 35uM
hDUT™* fehérje pufferrel illetve (10 uM) dUTP-vel ésszekeverve a stopped-flow miiszerben. Exponencidlis
fiiggvény illesztésével a keletkezett protonok értéke ko= 0,23 £ 0,007 s”'. (B) a hDUT és a hDUT™* enzimek
quench-flow modszerrel mért izotoppal jelolt dUTP szubsztrat hidrolizis sebessége az id6 fiiggvényében
dbrazolva. A belsé dabra ugyanezt a mérést mutatja logaritmikus skalan feltiintetve. Az ehhez tartozo sebességi
dllanddkat az 5-6s tabldazat tartalmazza. Abra forrdsa: Pecsi et al, NAR 2010 [135].

Amennyiben a steady-state allanddkat Osszevetjilk a gyorskinetikai adatokkal nyilvanvald,
hogy a hDUT""** mutans steady-state aktivitasdnak nagymértékii csokkenéséért a gatolt
kémiai 1épés (hidrolizis) a felelds (5. tablazat). Tovabba a korabbi megfigyelésekkel [55]

megegyezOen a hidrolizis 1€épésben a protonok felszabadulasa, mint a hidrolizis reakcio
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velejard kisérd jelensége figyelhetd meg, ahogy ezt a kozel azonos sebességi allandok (k p ~ k
m) 1s igazoljak. A fenti eredményeket Osszegezve elmondhatjuk, hogy az aromas interakcid
megsziintetése az enzimmechanizmust alapjaban nem valtoztatta meg, de a kémiai 1épés

sebességét jelentds mértékben csdkkentette.

4.3.6. Az enzim-szubsztrat w-m kolcsonhatasanak megsziintetése a szubsztrat koétést

kismértékben befolyasolta.

Az aromas kolcsonhatasok legfontosabb szerepe a molekuldk felismerésében rejlik, és mint
ilyenek a kolcsonhato partnerek affinitasat nagymértékben meghatarozzak, szabalyozzak. A
hDUT *V és a hDUT""*® fehérjék szubsztrat analoggal (QUPNPP) alkotott komplexeinek
disszociacids allandoit (Kg) cirkuléaris dikroizmus (CD) spektroszkopidval torténd titralassal
hataroztam meg. A hDUT, hDUT""**V és a hDUT""*** fehérjék ligandum (dUPNPP) kotését
eredményez6 telitési gorbe a kovetkezd Ky értékeket adta: 2, 1,5 és 4,8 uM kiilon-kiilon (27.
abra). Ami arra utalhat, hogy egy aromas oldallincnak egy masik, de szintén aromas
oldallancra torténd mutacioja nem befolyasolja a dUTPaz szubsztratkotés mértékét és az
aromds oldallanc hidnya is csak 3-szoros affinitds csokkenést eredményezett a dUPNPP
kotésben. Ez a viszonylag kismértékli szubsztratkotés affinitas-csokkenés egy korabbi
publikacié alapjan azzal magyardzhaté, hogy a dUTPaznak a nagyfoki szubsztrat
szelektivitasaért és specificitdsaért az a konzervalt antiparallel B-hajtiije felel amely hidrogén

kotéseket alakit ki a szubsztrat uracil gytirlijével, mintegy kézrezarva a szubsztrat molekulat

crer

o

kolesonhatastdl (fenilalanin €s a szubsztrat uracil gytri atfedése) fiiggetlen.
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27. abra Az aromas kélcsonhatds megsziintetésének hatdsa a szubsztrdt kiotésre

(A) Az enzim-szubsztrat komplex kialakulasat eredményezé CD jelvaltozas 50 uM fehérjéknek a dUPNPP
szubsztrat analoggal valo titralasat kidvetden. A kapott pontokra illesztett kvadratikus fiiggvény az 5-6s
tablazatban feltiintetett K, értékeket eredményezte. (B) A hDUT " *-nak a dUPNPP-vel (0-200uM) valé
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e s

Jehérjementes dUPNPP spektrumokat (szaggatott vonal) dbrazoltam. A kétési gorbéken (4) dabrazolt mérési
pontok a 269 nm-nél mert differencia spektrumokbol szarmazott. Abra forrasa: Pecsi et al, NAR 2010 [135].

4.3.7. A P-loop-szerii hurok mutins dUTPazok nem tudnak Fkiilonbséget tenni a di-és a

trifoszfat ligandumok kozott

A P-loop-szerli hurok mutans human dUTPaz enzimek fiziologiai ligandumaikkal kialakitott
kolcsonhatasainak tanulmanyozasahoz egy, az aktiv helyre beépitett triptofdn aminosav altal
kozvetitett fluoreszcencia jelet hasznaltunk fel [94]. Ennek a triptofdnnak (W158) a
fluoreszcencidja a dUTPaz-ligandum komplexekre karakterisztikus fluoreszcencia-kioltési
spektrumokat mutat az apoenzimhez képest [55]. Ezért a jellegzetes kioltasért a szubsztrat
uracil gytrtije valamint a dUTPaz P-loop-szeri hurok motivumaban taldlhaté konzervalt
aromds oldallanca kozott kialakuld kolcsonhatas a felelés. Az apoenzimben a P-loop-szerii
hurok motivum igen nagy flexibilitdssal rendelkezik [71, 72], ugyanakkor az aktiv hellyel
allando kapcsolatot tart fenn a nukleotid-fliggetlen monomer-alegységek kozott kialakuld
kolcsonhatasok révén. A dUTPazoknak a dUDP-vel és a nem-hidrolizalhaté o-f-imido-dUTP
(dUPNPP) szubsztrat analoggal tortént fluorimetrias titraldsa a 28-as A. abran lathato. A
hDUTS" 4 mutansnak a dUDP és dUPNPP ligandumokkal kialakitott kotési gorbéi a WT
dUTPaznak a dUDP kotési gorbéjével megegyezd lefutast, ami azt mutatja, hogy ebben a
mutansban a dUPNPP szubsztrat kotése hasonld a vad tipusit enzim dUDP kotott
konformécigjaval. A hDUTM® mutans a ligandumok megkotését kisérd fluoreszcencia
jelintenzitas-csokkenést mutatott (belsd 28A. abra), tovabba ugy a dUDP, mint a dUPNPP
komplexek kialakulasat kovetden hasonld Ky értékeket eredményezett (7. tdblazat). Mivel a

karmentes mutans (hDUT*™<*

) fluoreszcencia jelet nem tartalmazott, igy cirkuldris
dikroizmus spektroszkopiai tirtdlast alkalmaztam az enzim-szubsztrat komplexek
disszociacids allanddinak meghatarozasahoz (28C. és D. éabra). A CD egyenstlyi és a
fluorimetrids titraldsok Ky értékei nagymértékii hasonldosdgot mutattak azokban az esetekben,
amikor mind a két modszert alkalmaztam (7. tablazat). A hDUT*™* mutans, amely a
nukleotid szubsztrat y—foszfatjaval nem mutat kozvetlen kolcsonhatast, hasonld kotési
allandokat eredményezett ugy a difoszfat, mint a trifoszfat ligandumokkal valo CD titralast

kovetden (28D. abra). A termék dUMP kotése nem mutatott szignifikédns valtozast a P-loop-

szer(l hurok motivumot érinté mutaciok hatasara (7. tablazat).
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A y—foszfat nélkiilozhetetlen jelenlétének erds bizonyitékaként szolgal a 28B. abran
bemutatott P-loop-szerli hurok mutans dUTPéazok szervetlen pirofoszfattal tortént
fluorimetrids titralasa. A titralas soran az enzimet elsé 1épésben a dUMP termékkel telitettiik,
majd a PP; l1épésenkénti adagolasdval magas koncentraciok mellett az enzim.dUMP.PP;
termék komplex képzddését probaltuk detektalni a mutansok esetében is, mint ahogy azt a vad
tipusi enzimben sikeresen kimutattuk. A mutdnsok esetében a PP; kotése nem volt
detektalhatd. Ez igen magas Ky értékeket enged feltételezni, vagy a WT-hez képest egy eltérd
mechanizmussal megvalosuld kotést jelenthet, amit ezzel a jellegzetes fluoreszcencia szignal

valtozassal nem detektalhatunk [55].
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28. abra A P-loop-szerii hurok mutdciok hatisa a dUPNPP és a dUDP nukleotidok valamint a pirofoszfit
kotésre

Fluorimetrias (A-B) és cirkularis dikroizmus egyensulyi (C-D) titralasok. (A) P-loop-szerti hurok mutdns
fehérjéknek (4uM) a dUPNPP és a dUDP ligandumokkal tortent titralasa. (B) A dUMP-vel telitett vad és mutdans
dUTPaz enzimek PP; kotése. (C) a vad tipus és a P-loop-szerii hurok mutans dUTPazok dUPNPP-vel valo CD
titraldsoknak az ésszehasonlitasa. (D) hDUT"™ mutdans dUTPéaznak a dUDP és dUPNPP —vel valé titraldsa. A
kapott mérési pontokra illesztett hiperbolikus fiiggvény a 6. tablazatban feltiintetett K, értékeket eredményezte.
WT (kocka), hDUTY® (hiromszig), hDUT"** (balra mutaté hiromszég). A szérashibdk (S. D.) 3 vagy tobb
fiiggetlen mérés dtlagdbdl szarmaznak. Abra forrdsa: Pecsi et al, birdlat alatt a PNAS-nél.
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4.3.8. A P-loop-szerii hurok dUTPdz mutansok steady-state reakciosebességeét érinto

valtozasai

A P-loop-szerli hurok motivumot érintd mutaciok drasztikus mértékben befolyésoltak a
dUTPé4z katalitikus aktivitasat és hatékonysagat a kovetkezd sorrendben: hDUT ™S>
hDUTN®> hDUTS"A>> WT (29A. és B. 4bra, 7. tablazat). Ezek az eredmények a vértnak
megfeleldek, ugyanis mig a hDUTS "% és a hDUT®* mutansokban a y—foszfatot koordinald
minddssze néhany H-kotést sziintettiink meg, addig a hDUT"™ esetében a szubsztrat y—
foszfatjanak teljes koordinaciojat toroltik. Eredményeink a korabban kozolt adatokkal is
kivaléban egybevagnak, miszerint az E.coli és a Mason-Pfizer majom virus (M-PMV)
karmentes dUTP4z mutdnsa majdhogynem inaktiv volt [71, 117], tovabba a 16-virus (Equine
Infectious Anemia Virus) és az M-PMV dUTP4z R/K mutansa is a karmentes mutanshoz

hasonl6 aktivitas-értékekkel rendelkezett [117, 118].

’ b [dUTFﬁO!,uM > “ wT STIAA RIK' karmentes

29. abra a P-loop-szerii hurok mutdciok hatisa a dUTPaz steady-state aktivitdsra

(A) Michealis-Menten gérbék illesztése a mért adatpontokra a fenol véros pH indikator alapu modszer
alkalmazasat kévetéen. A belsé dbran a hDUT és a hDUT? " mutdnsok aktivitisanak kinagyitott képe lathato.
A Michealis-Menten egyenlet illesztése az adatpontokra a (B) abran oszlopdiagram formdajaban dabrazolt V,,,,
értekeket eredmeényezte. A Ky, értékek a kovetkezoek voltak: 2,3uM a WT; 11,6 = 1,74 uM a KDUT 44 g
6,1£1,7 uM a hDUT®X esetében. A karmentes mutins (hDUT"™) esetében a drasztikus aktivitds csokkenés
miatt aktivitasgorbét nem lehetett meghatarozni, ezért ezt a tobbi mutanssal egyiitt az oOsszehasonlithatosdg
érdekében oszlopdiagramon van dabrdazolva. A szordashibdak (S. D.) 3 vagy tobb fiiggetlen mérés atlagabol
szdrmaznak. Abra forrdsa: Pecsi et al, birdlat alatt a PNAS-nél.
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4.3.9. A y-foszfat koordinaciojaért felelos aminosavak mutacioi a hidrolizis lépés sebességi

dllandojat szignifikans mértékben csokkentették

Annak eldontésére, hogy a mutaciok hogyan befolyédsoljak a dUTP4z enzim mechanizmusat,
vagyis melyik kémiai lépésre és milyen mértékben vannak hatassal, tranziens kinetikai
méréseket végeztiink. A dUTP kotést a hDUT " enzimhez és a termék disszociacio
kinetikai paramétereit stopped-flow modszerrel a Trp szignalt (W158) felhasznalva hataroztuk
meg. A 30-as A. abran a hDUT®"** enzimet az egyre nagyobb koncentracioja dUTP
szubsztrat mennyiséggel kevertiik 6ssze majd a fluoreszcencia valtozast az id6 fiiggvényében
regisztraltuk. A mérési gorbékre kétszeres exponencialis fliggvényt illesztettiink. A dUTPaz
enzimmechanizmusanak ismeretében [55], els6 1épésben egy gyors és koncentracio fiiggd
dUTP szubsztratkotés detektalhatd [55], ami a hDUTS" A mutans esetében a kovetkezének
adodott: kqutp, on= 84 = 8 uM'ls'1 €s kqutp, ot = 250 £ 36 s'. Ezek a sebességi allandok a WT-
hez képest valamelyest gyorsabb dUTP kotést mutatnak (7. tdblazat). A masodik kinetikai
1épés, azaz az izomerizacids 1épés sebességi allandoi hasonld értékeket mutattak mindkét
enzimben (kiso = 29 s' a mutans és 24 s a vad tipus).

A tovabbiakban a quench-flow mddszerrel a reakciosebesség meghatarozd 1épést, a
hidrolizist vettiik vizsgélat ala. A 30-as C. abran az egyszeri atvitel (single turnover) hidrolizis
sebességi gorbéket lathatjuk, ahol a mutans enzimek a vad tipushoz képest tobb nagysagrendi
hidrolizis sebesség csokkenést mutattak, ezek a hidrolizis sebességi allandok jol egybevagnak
a steady-state mérések sordn kapott értékekkel (lasd 7-es tablazat).

A kovetkezd 1épésben az enzim-termék komplexbdl torténd PP; felszabadulast
megakadalyozza a tavozo PP; visszakotédését az enzimhez. A WT-sal ellentétben, amikor a
hDUTSVAA mutans enzimmel végeztiikk el a kisérletet, PP; disszociaciét nem detektaltunk
dUTP bekotédésével azonos sebességli vagy gyorsabb volt. i) nem képzddott detektalhatd
mennyiségli enzim.PP; komplex. Mind a két lehetséges magyarazat arra utalhat, hogy a PP;
disszociacié a P-loop-szerli hurok mutdnsokban feltehetdleg gyorsabb, mint a WT enzimben

(kp= 740 s [55]-6s cikkben) és igy a steady-state aktivitast nem befolyasolja.
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30. abra a P-loop-szerii hurok mutdns dUTPdzok tranziens kinetikai analizise

Az A és a B dbrik a hDUT" mutinsnak a stopped-flow mérésben kapott dUTP kétését mutatjdk. (A) 0.8 uM

crev

fluoreszcencia jelvaltozast regisztralva. A gorbékre dupla exponencialis fiiggvenyt illesztettiink, ennek az elsé
kotésgorbének a tovabbi analizise lathaté a B panelen .(kobs= 29 = 5 s ) (B) A kémiai reakcié gyors kezdeti-
fazisaban megfigyelt sebessegi allandok dUTP koncentrdcio fiiggése. A pontokra illesztett egyenes a kovetkezo
asszocidcios (ko= 84 + 8 uM's™) és disszocidcios (ko= 250+ 36 s sebességi dallandckat eredményezte. (C) A
WT és a P-loop-szerii hurok mutins dUTPdzok y*>P-dUTP hidrolizisének egyszeres dtvitel sebességi dllandok
meghatdarozasa quench-flow modszerrel. Az adatpontokra egyszeres exponencidlis gorbék illesztése a 7 es
tablazatban feltiintetett hidrolizis sebességi dllanddkat (ky) eredményezte. (D) A WT és hDUT"* enzim ImM
dUTP és 2mM PP; reakciooldatban a PP; termék felszabadulasanak kdvetése az ido fiiggvényében (stopped-
flow). A dUTP kétés sebességét a PP; disszocidcios sebessége hatarozza meg, ami a WT esetéeben (sziirkével) jol
lathato, mig a mutans enzim esetében PP; ji.ociacic nem tapasztalhato. Abra forrasa: Pecsi et al, biralat alatt a
PNAS-nél.

4.3.10. A human dUTPadz a dUTP analog dUDP. BeFx komplexet nem hidrolizalja el

Az el6z6 alfejezetekben a dUTPaznak a dUTP szubsztrat kotés és hidrolizis
mechanizmusat vizsgaltuk a P-loop-szerti hurok mutansokban, ahol a y-foszfat és az enzim
kozotti kolesonhatdsokat (H-kotéseket) majdhogynem teljes mértékben megsziintettiik. Az is
ismeretes, hogy a dUTP4z nem tudja elhidrolizalni a y-foszfatot nem tartalmazé dUDP
nukleotidot, holott a hidrolizis az o-B foszfatok kozott torténik. Eppen ezért kivancsiak
voltunk, hogy a nukleotid analég dUDP.BeFy -ot el tudja-e hidrolizalni a dUTPaz. Ennek
tanulmdnyozasara ioncseréld kromatografias kisérleteket végeztiink. Kordbban miozinokban

[119, 120] és mas enzimek esetében kimutattdk, hogy az enzim. ADP.BeFy komplex a
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hidrolizis eldtti ATP-kotott konformacids allapotot imitalni tudja. A mi esetiinkben ezért
feltételezhetd, hogy a dUDP.BeFy szubsztratanalog megfeleld kapcsolatot alakit ki az enzim
P-loop-szerti hurok szegmensével és konformacios valtozasokat kozvetit a nukleotid analog
minden egyes komponensére nézve. Ezen konformacids valtozasok detektalasara
fluoreszcencia spektrumokat vettiink fel. A 31A. &bran jol lathaté, hogy a Be*' és a F-
hozzédadasa a hDUT.dUDP komplexhez a Trp fluoreszcencia jelintenzitds drasztikus
csokkenését eredményezte a hDUT-hoz képest (F;=0,35), ami a dUPNPP ligandum altal
indukdlt F-jelkioltassal azonos. Ez a nagymértékii fluoreszcencia (F) jelkioltds a
hDUT.dUPNPP ¢és a hDUT.dUTP komplexek kialakuldsat kovetden detektalhato [55, 94]. Ez
arra utal, hogy a dUDP.BeFy analég hatékonyan kivaltotta a hidrolizis 1épés el6tti
konformaéciods allapotot. Ezek a fluoreszcencia spektrumok azt mutattak, hogy az a-P foszfatok
kozott nincs hidrolizis, mivel az enzim-szubsztrat komplex képzddést kovetden tobb ora
inkubdcios 1dd elteltével fluoreszcencia jelvaltozast nem tapasztaltunk. Ezen eredményeink
megerdsitése végett egy olyan kisérletet végeztiink el, ahol denaturalo koriilmények kozott az
enzim-kotott elhidrolizalt termék az oldatba kiszabadulhat. Ily modon, amennyiben a dUDP
nukleotid a-f foszfatja kozott hidrolizis van, egy a dUMP nukleozidnak megfeleld csucsot
kell detektadlnunk az ioncseréld kromatografids elvalasztds sordn a hDUT/ dUDP.BeFy
komplexben. Ennek a kisérletnek az eredményét a 31-es B. dbra mutatja be, ahol jol lathato,
hogy a dUDP és a dUMP kontroll kromatogramokhoz képest az enzim. dUDP.BeFy

komplexben valéban nem tortént hidrolizis.
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31. abra A dUTPdznak a dUDP.BeF,-al kialakitott kélcsonhatdsdanak fluoreszcens és ioncserélo-

kromatogridfias vizsgdlata
(A) A 10 uM-os WT dUTPaz triptofan fluoreszcencia spektruma (F,= 1, kockaval jelolve), 50 uM-os dUDP-
vel alkotott komplexe (F,,=0,64; haromszoggel jelolve) és az 50 uM-os dUDP.BeF, valamint a dUPNPP
szubsztrat analogokkal képzett komplexei (F .. =0,3; X-el és fekete kockaval feltiintetve).(B) A dUDP és a dUMP
nukleotidok elvalasztisa ioncserélé kromatografias Q2 Bio-Scale oszlopon a dUTPadz adltal katalizalt
reakciotermékek detektalasara dUDP.BeF, —szubsztratanalog. Az enzim. dUDP.BeF, komplexet (kereszttel
jelolve) a kromatogrdfias elvalasztast megelézéen tébb oran at inkubaltuk. Kizardlag csak dUDP-t tudtunk
detektdlni, ami azt mutatja, hogy az a-p foszfatok kozott nem volt hidrolizis. Abra forrdsa: Pecsi et al, birdlat
alatt a PNAS-nél.
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4.4. A dUTPaz enzim fiziologiai hatasanak vizsgalata C. elegansban

Doktori munkam soran lehetdség adodott egyik kollaboracids partneriink Dr. Vellai
Tibor altal vezetett kutatdocsoportjdban folyd egyik munkdba bekapcsolddni, amelyben a
dUTPaz enzim és az autofagia szabalyozd gének kolcsonhatasat vizsgaltuk C. elegans
modellben.

Egy korébbi publikidcioban kimutattdk, hogy a C. elegans dUTPaz csendesitése
embrionalis letalitdst eredményez az apoptdzis utvonal aktivacidja révén, amiben egy DNS-
javité mechanizmus is részt vesz [17]. A dUTP4az enzim hidnyanak kdvetkeztében fellépd
morfoldgiai valtozasok vizsgalatra a Vellai csoportban RNS interferenciaval csendesitett dut
C. elegans torzset hoztak létre. A Dengg et al. cikkben kozoltekkel megegyezden itt is
embrionalis letalitds volt tapasztalhato [121]. Ezenfelil, szdmos dUTPaz csendesitett
embridban a vad tipushoz képest autofagia folyamatra utal6 jeleket detektaltunk: kromoszoma
kondenzaci6, autofagoszomak, autolizoszomak jelenléte [122, 123]. Ezen eredmények
alapjan, a tovabbiakban 3 autofagiaval kapcsolatos GFP-vel fuzionalt fehérje (Bec-1, Lgg-1,
Atg-18) expressziojat vizsgaltuk dUTPaz csendesitett és vad tipusi nematoddkban. Ennek
eredményeképpen azt taldltuk, hogy a dUTPaz csendesitett hermafrodita embriokban az
autofagia riporter gének expresszioja drasztikusan megnétt a kontroll egyedekehez képest (32.
abra).

GFP::LGG-1 GFP :: BEC-1 atg-18::gfp

.
Vad-tipus _ Vad-tipus

A 3 Wi

Vad-tipus

ew
dUTP&z-1(RNAI)

32. abra A dUTPaz csendesités a C. elegans embriokban harom autofdgia marker gén (GFP::LGG-1, BEC-
1::GFP és az atg-18::gfp [123, 124]) erdteljes expressziojat indukdlja

A vad tipusu embriokban a GFP-vel fuzionalt fehérjék gyenge expressziot mutatnak (kozépso képsor), ami sétét
kor alaku foltokban nyilvanul meg a hermafroditikban. Az ennek megfeleld kontrasztfazisu interferencia képek
(DIC) a felsé sorban lathatok. Az also sorban a dut csendesitett és a riporter konstrukciokat tartalmazo géneket
intenziven expresszalo (fényes fluoreszcens pontok formajaban megjeleni) embriok lathatok a hermafroditakban.
A BEC-lexpresszioja az LGG-1 és az atg-18 génekhez képest csokkent (néhdany embrioban jol lathato fehér
foltok), ami a nem integralodott BEC-1 riporter gén mozaicizmusanak tulajdonithato. A nyilak a GFP::LGG-1

transzgénikus hermafroditaban 1évé embridkat mutatjdk. Abra forrdsa: Erdelyi et al, JCS 2010 [121].
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A fenti eredmények alapjan elmondhatod, hogy az embrionalis fejléddés soran az autofagia
gének nevezetesen a bec-1, lgg-1 ¢és az atg-18 stressz hatasara, azaz dUTPaz-hidnyos
allapotban feliilszabalyozddnak. Ezen eredmények fényében a tovabbiakban szekvencia
elemzésnek vetettiik ald ezeknek az autofag géneknek a szabalyozo6 régioit, €s az lgg-1 és bec-
1 promoterekben konzervalt CES-2/ATF-2 kotéhelyeket talaltunk. Ezek a kotShelyek
nemcsak a C. elegansban, hanem masik két nematoda fajban is konzervaltnak bizonyultak
(33A. abra). A ces-2 ¢és az atf-2 paralog gének (ugyanabban az organizmusban taldlhatdak), a
human bZip-szerl transzkripcids faktorok féreg ortologjait kodoljak [125, 126].

33. abra Az Igg-1 és a bec-1 autofig gének

szabdlyozo régioi

A -440 r lgg-1

/“_YT| ™ (A) A bec-1 és az Ilgg-1 gének upstream
ATTTCGCAAT.. C. elegans szabalyozo régioi vélhetdleg CES-2 specifikus
-TTTCGCRAT.. C.remanet koto helyet tartalmaznak, amelyek konzervaltak
GTTTCGCAAT.. C. briggsae . .
nemcsak a C. elegans hanem a C. briggsae és
-400 bec-1 C. remanei nematoddkban is. A CES-2
T specifikus kotéhelyek elhelyezkedését a bec-1 és
ACTACGTAATCG... C. elegans az lgg-1 geéneken a transzldcio inicidciojahoz

GCTGCGTAATCC.. C. remanel , ’ . g , . geeqs
GCTGCGTAATCG... C. briggsae képest (nyillal jelolve) szamok jelolik. A
B konszenzus  szekvencian  beliil  taldalhato

konzervalt  nukleotidokat  piros, a nem-
konzervalt nukleotidokat kek, mig a konzervalt
tulnyulo rész zold szinekkel abrazolva. (B) A

konszenzus
lin-48

bec-t bec-1 és az Igg-1 promoter szakaszon beliil
bec-1m talalhato  feltételezett CES-2 koté  helyek.
l9g-1 Konzervalt bazisok sziirke, mig a bevitt
fgg-1m mutdciék sdrga  szinnel dbrdzolva.  Abra

forrasa: Erdelyi et al, JCS 2010 [121]

A CES-2 fehérje az apoptotikus utvonal upstream szabalyozo faktora, az egl-1 expresziojat
befolyasolja [126], aminek kovetkeztében a testvér kromatiddk (NSM) eltavolitasdban van
fontos szerepe [127]. Erdekes modon a ces-2 gitlasa nem okoz embrio letalitast és
expresszioja is csak néhany sejtben fejezddik ki az embridgenezis soran [128]. Az atf-2
(cAMP-fiiggd transzkripcids faktor-2) a ces-2 egyik legkozelebbi paralég génje, amely
fokozottan expresszalodik embridkban és az életképességhez nélkiilozhetetlen [128]. A ces-2
¢s az atf-2 paralog gének egyiitt szabalyozzdk a [in-48 gén expressziojat, amely az
egyedfejlodés soran kiilonbozdé szervek fejlodésében jatszik fontos szerepet. Ezek utan
felmertilt a kérdés, hogy a rekombinans ATF-2 és CES-2 fehérjék képesek-e kotni az imént
emlitett gének (lgg-1 ¢és bec-1) promoéter régidit in vitro? Ennek eldontésére EMSA

kisérleteket végeztiink.
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- 6-1 -+ - * 34. abra A CES-2 és az ATF-2
d <«—kotatt DNS fehérje kot a bec-1 gén promdoter
régidjahoz

oo s £ - Az ATF-2 fehérje az lgg-1 gén
o H e u «—szabad DNS feltételezett kétéhelyéhez is képes
lin-48 bec-1  bec-1mut in vitro kotni. A fehérjéket ATF-2
B ATE-2 (10 uM) és CES-2 (5 uM) a
E— — -+ - 1+ - i megfelelé oligonukleotidokkal

Y osszekevertiik (1 uM) és nativ
- +— kotott DNS PAGE gélen futattuk meg. A lin-48
oligonukleotidot, mint  pozitiv

kontrollt alkalmaztuk a Wang et
al.,2006 cikk alapjan.  Abra

H. h h h h b '- «_ szabad DNS J;(;i’zrﬁa.' Erdelyi et al, JCS 2010

lin-48 bec-1 bec-1m4t  [gg-1  Igg-1mut

A gélshift eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a CES-2 koti a bec-1 gén promoter
szakaszat (34A. abra) és az ATF-2 fehérje is kotddik a bec-1 és az Igg-1 gének promoter
régidihoz (34B. abra). Ezzel ellentétben, amikor a konzervalt bazisokat elmutaltuk (33B. abra)
¢s a mutans oligonukleotidokkal inkubaltuk a CES-2 és az ATF-2 fehérjéket, fehérje-DNS
komplex képzddést nem detektalunk egyik esetben sem (34. abra). Kovetkeztetésként
elmondhatjuk, hogy a CES-2 ¢és az ATF-2 fehérjék in vitro kotddnek az lgg-1 és bec-1

promoterekhez.
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5. EREDMENYEK TARGYALASA

A dUTP4az esszencialitasat korabban mar két organizmusban (E. coli és S. cerevisiae)
kimutattak, viszont ez idaig mikobaktériumokban ilyen irdnyu kisérletek nem torténtek.
Holott, amint azt a bevezetd részben ismertettem, a dUTPaz a timidilat bioszintézis
utvonalban feltételezhetéen kiemelkedd szereppel rendelkezik ezekben az éldlényekben.
Annak érdekében, hogy a dUTPaz enzim fontossagat a mikobaktériumban vizsgaljuk, egy
hatékony kétlépcsds, rekombinacios stratégiat alkalmaztunk. Ezzel a moddszerrel formalis
genetikai bizonyitékot szolgaltattunk arra nézve, hogy a dut gén kilitése letalis a
mikobaktériumban, ugyanis kizdrélag abban az esetben sikeriilt deléciés dut mutans
sejtvonalat izoldlni, amikor egy komplementalé plazmidon a funkciondlis dUTPazt
biztositottuk a baktérium szdmara. Ezt kovetéen, a dut letalis fenotipust a A-loop dut
mutanssal probaltuk komplementélni, azaz menekiteni a baktériumot. Athaté DCO szelekciot
kovetden, ebben a A-loop mutans hattérben nem sikeriilt életképes delécidos dut mutans
sejtvonalat izolalni. Mivel a vad tipusi dUTPaz funkcionalis komplementacidja a loop-ot nem
tartalmazd6 mutdns dUTPazzal nem lehetséges, ez a mikobaktériumspecifikus szerkezeti
motivum a baktérium életképességéhez nélkiilozhetetlen. A A-loop mutans dUTP4zzal végzett
spektroszkopiai és steady-state kinetikai méréseink igazoltdk, hogy ennek a motivumnak,
amely egy hurok strukturat alakit ki az aktivhely viszonylagos kozelségében, az enzimatikus
aktivitasra (katalizisre) nincs szignifikdns hatassal. Az irodalomban t6bb olyan tanulmany
olvashato, ahol mikobaktériumokban esszenciadlis domének feltérképezésével probaljak
meghatdrozni az adott fehérje funkciojat. Ilyen fehérjék pl. a WhiB-fehérje [129] vagy az
UvrD1 fehérje [130]. Ezen fehérjék esetében viszont a vizsgalt szerkezeti domén minden
esetben nélkiilozhetetlen volt az enzim aktivitdsahoz. A specifikus loop motivumot tartalmazo
dUTPaz esetében ellenben nem ez a helyzet, mivel itt egy, az aktivitds szempontjabol
nélkiilozhetd, ugyanakkor a baktérium életképességéhez nélkiilozhetetlen motivumrol van
sz6. Eppen ezért joggal meriilhet fel a kérdés, hogy miért 1étfontossagt a loop struktira a M.
smegmatis szamara? Kristalyszerkezetben jol lathatd, hogy ez az 6t aminosav (AGLAS) a
homotrimer fehérje monomer egységeinek a felszinén egy hurok konformécio kialakuldsat
indukalja [37]. Ezért feltételezhetjiik, hogy egy kolcsonhatd partnernek, avagy ligandumnak
szolgaltathat kdtohelyet. Ennek alapjan tovabba vélhetd, hogy ez a faj specifikus kdlesonhatés

kozvetitheti a loop motivum esszencialitasat, amit az in vivo kisérletekben kimutattunk.
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Egy nemrég kozolt tanulméanyban kimutattdk, hogy kiilonb6zd bakteriofagok dUTPézai
genetikailag eltérd, két kiilonbozd funkcioval rendelkeznek, vagyis az aktivitas mellett mas
fehérje expresszidjat is képesek indukalni [131]. Ugy tiinik, hogy a mikobaterialis
dUTPazoknal hasonl6 lehet a helyzet, mivel az enzimatikus aktivitds mellett mas funkcidval
is rendelkeznek, amit egy egyediilallo és esszencidlis szekvencia motivum kozvetit. Mivel ez
a mikobaktérium-specifikus motivum a mikobaktérium életképességéhez nélkiilozhetetlen és
a human dUTPazbol hianyzik, ezért ezt a molekula felszint felhasznalva hatékony és
specifikus antimikobakterialis gyodgyszer molekula tervezhetd. Mivel kutatdcsoportunk
szerves része egy Uj antituberkulotikumokat fejlesztd konzorciumnak, ezért a M .tuberculosis
dUTPaz looprol gytjtott ismereteinket felhasznalva erre a felszinre szelektiv drogjeldlt
molekuldkat terveztek konzorciumi partnereink. Ezeket a drogjeldlteket tuberkuldzissal
fertdzott tengerimalac modelleken immar le is tesztelték, j6 eredménnyel. Ezen konzorcidlis

projektmunka két molekulacsalad szabadalmaztatasdhoz vezetett (35. abra).

35. abra M. tuberculosis dUTPaz loop motivumara tervezett szabadalom alatt

allo ket drogjelolt molekulacsaldd szerkezeti képlete

A timidin-szintaz utvonalban szerepld dUTPaz és a tobbi kulcsfontossagli enzimek nagyfokt
hasonlosagot mutattak mas sikeres patogén mikobaktériumokban (M. leprae, M. ulcerans és a
M. bovis) is. A Buruli ulcers eléfordulédsi gyakorisdga egyes tropusi/szubtropusi teriileteken
mint pl. nyugat Afrikdban emelkedd tendencidt mutat [132]. A M. bovis baktérium
tuberkul6zist okoz szamos emldsben beleértve az embert, de foleg a szarvasmarhat fertdzve
komoly gazdasagi ¢és kozegészségiigyi problémaékat jelent napjainkban is [133]. Mindezen
patogén mikobakteriumok a dUTPaz fehérjét valamint a loop motivumért felelds 5
aminosavat nagy hasonlésaggal kodoljak genomjukban. Ezért feltételezhetjiik, hogy a dUTPaz
enzim a M. smegmatishoz hasonl6 kulcsfontossagu fizioldgiai szereppel rendelkezik ezekben
a patogén fajokban is.

Dolgozatom 4.3. fejezete a dUTP4z eddig még részleteikben nem ismert és tobbnyire a
szubsztratkotésre €s a hidrolizis szelektivitdsara iranyuld kérdések megvalaszolasat szolgalod
kisérleteket (steady-state kinetika, tranziens kinetika, spektroszkopia, ioncseréld-

kromatografia és krisztallografia) tartalmaz. Els6sorban a dUTPazban taldlhatdé konzervalt
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aromds aminosav (Phel58) és a ligandum uracil gytirtijével atlapolo kolcsonhatast vizsgaltuk.
Szekvencia illesztésekbdl szarmazd eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a kiilonb6z6
fajok dUTP4zaiban a szubsztrat nukleotiddal kialakitott aromas kdlcsonhatas konzervalt. Ez a
konzervalt aromds aminosav (humén dUTPazban Phel58; mikobakteridlis enzimben a
His145;) egy masik, de szintén aromas aminosavval helyettesithetd anélkiil, hogy a dUTPazra
jellemz6 szerkezeti €s aktivitasbeli modosuldsokat okozna. A m- 7 interakcid megsziintetése
dUTPaz kristalyszerkezete is tiikr6zi. Ezen kolcsOnhatds megsziintetése ugyanakkor a
reakcidsebesség meghatarozo 1épést, a hidrolizist szignifikdns mértékben (20-30szoros)
lelassitotta. A tovabbiakban azt vettiikk vizsgalat ala, hogy az aromas interakci6 energetikai
szempontbol milyen mértékben jarul(hat) hozza az enzim-szubsztrat komplex kialakulasdhoz.
A hDUT™® mutans disszociacids allandojanak (K4, gquenep) kismértékli nodvekedése
(6.tablazat) arra utalhat, hogy az aromds kolcsonhatas kismértékben stabilizalta az enzim-
szubsztrat komplex kialakulasat. Amennyiben ennek a konzervalt fenilalaninnak a
geometriajat megvizsgaljuk az uracil gylirth6z képest, a Phe-Phe modell rendszer ismeretében
[116] azt feltételezhetnénk, hogy egy gyenge taszitd kolcsonhatds van érvényben.
Mindemellett, mivel az uracil egy heterociklusos nukleobdzis, igy kdlcsonhat6 partnerében ez
esetben a Phe-ban elektromos dipolt képes indukalni [134], ezaltal az uracil és a fenilalanin
interakcioja révén kialakult geometriara kedvez6 hatassal lehet.

Annak tovabbi igazolasara, hogy az aromas kdlcsonhatds az enzim €s a szubsztrat kozott az
atmeneti allapotot stabilizélja, a Trp szenzor fluoreszcencia jelvaltozésait vizsgaltuk az
enzimatikus ciklus soran. Az aktivhelyeknek a ligandum-kotott allapotat a 36-os A. abra
mutatja, ahol a hDUT **¥ ¢s az mtDUT' Y fehérjékben a triptofan aromas oldallanca és a
ligandum uracil gytriije kozott kialakult a n-m interakcid. A F-jelkioltas a dUMP megkotését
kovetden kisebb volt, mint a lassan hidrolizdlhaté dUPNPP szubsztratanalog bekotddésekor.
A legnagyobb F-jelkioltdst a dUTP szubsztrattal tapasztaltunk. Mivel a reakcidsebességet
meghatarozo 1épés a hidrolizis, és mivel az azt kovetkezd termék (dUMP) felszabadulésa
gyors, ezért nagy mennyiségli dUTP-vel a reakcioelegyben szinte az §sszes enzim az atmeneti
allapothoz kozeli, avagy hidrolizis-kompetens konformécioban van. A dUPNPP és a dUTP
ligandumok kozotti F-jelkiilonbség adodhat abbol, hogy a szubsztratanalog dUPNPP nem
tudja teljes mértékben a hidrolizis-kompetens konformacio kialakulasat indukalni. Tovabba ez
azt is mutatja, hogy a kotott szubsztrat allapotbdl a kovetkezd konformacios allapotba valo
atmenet tovabbi F-kioltassal jar, ami feltételezhetéen az enzim és a szubsztrat kozotti n-n

kolcsonhatas valtozdsanak tulajdonithatd. A 36-os B. abran sematikusan bemutatott hidrolizis
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reakcid nagy valoszinliséggel asszociativ mechanizmus szerint torténik [115], ahol az
atmeneti allapotban kialakult pentakovalens molekula elektron gazdag, kiilondsen az a-foszfat
kornyékén. A m-m kdlcsonhatastol fiiggd F jelvaltozasok és a reakciomechanizmus egyiittesen
azt sugalljdk, hogy az datmeneti 4allapot stabilizacigjdhoz az aromds kolesonhatés

nagymértékben hozzajarulhat.
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36. abra n-7t kolcsonhatas relativ energia valtozdasa Trp fluoreszcencidval dabrdazolva (A) az
asszociativ tipusu hidrolizis reakcio sematikus dabrazolasa (B).
Abra forrdasa: Pecsi et al NAR 2010 [135].

Mint ismeretes, a dUTPaz enzimatikus ciklusa sordn a fehérjében nem kovetkezik be nagy
konformacid valtozas, ezért feltételezhetéen katalitikus hatékonysaga tobbnyire az atmeneti
allapotban a szubsztrattal alkotott elektrosztatikus kolcsonhatas stabilizacioja és/vagy
geometridjanak finomhangolasa révén valdsulhat meg, ahogy ezt kisérleteink igazoltak [135].
Dolgozatom 4.3.7-10 fejezeteiben az eddig még részleteiben nem ismert kdvetkezd két
kérdéskort vizsgaltuk: 1.) milyen mechanizmus szerint kiilonbozteti meg a human dUTPaz a
dUDP ¢és dUPNPP ligandumokat annak ellenére, hogy mindkét nukleotid a hidrolizishez
sziikséges foszforanhidrid kotést tartalmazza; 2.) milyen mértékben jarul (hat) hozza a P-loop-
szeri hurok motivum ehhez a szubsztrat szelektivitdshoz. Ahhoz, hogy az imént emlitett
mechanizmusba betekintést nyerjlink, olyan dUTPaz mutansokat terveztiink, amelyekkel
részben, illetve teljes egészében a szubsztrat y-foszfatja és a P-loop-szerti hurok motivum

kozotti masodlagos kotéseket megsziintettiik. Ezt kovetden a megtisztitott mutans fehérjékkel
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kinetikai méréseket végeztiink. A P-loop-szerli hurok motivum a dUTPaz esetében a
polipeptidlanc C-terminalis végén helyezkedik el. A tervezett mutaciok beleértve a teljes C-
valtoztatta meg [66, 71, 117, 136]. A fluorimetrias €s quench-flow eredmények egységesen
azt mutattdk, hogy a madsodlagos kolcsonhatdsok megsziintetése a P-loop-szerli hurok
motivum és a szubsztrat y-foszfatja kozott csokkentette az enzim-szubsztrat komplex
jol latszik, hogy a hidrolizis mindegyik mutinsban megtorténik az okozott bevatkozas
mértéknek fiiggvényében (WT >> hDUT®"A* > hDUT®® > hDUT*™). A y-foszfatot szinte
kizarolagosan koordinald szerkezeti elem a P-loop-szeri hurok motivum, viszont nem az
egyetlen, ugyanis a 85-0s konzervalt arginin a ligandum B-és y-foszfatjdnak a koordinacidjan
keresztiil ugyancsak fontos szerepet tolt be az aktivitdsban (22. 4bra). Ennek tudhatd be

armless

valdsziniileg a hDUT esetében tapasztalt igen alacsony aktivitds megléte annak ellenére,
hogy a teljes P-loop-szeri hurok motivum hidnyzik. A tranziens kinetikai méréseinkbdl
tovabba arra kovetkeztethetiink, hogy az egyetlen kémiai 1€pés, ami a mutansok steady-state
sebességét meghatarozza maga a hidrolizis 1épés. A szubsztrat kotés és termék felszabadulés
(tobb nagysagrenddel gyorsabb) sordn bekdvetkezd esetleges tovabbi valtozdsok a steady-
state sebességet nem befolyasoljak. Ugy tiinik, hogy a dUTPazban a P-loop-szeri hurok
motivum a hidrolizishez nélkiilozhetetlen kompetens konformécio kialakuldsat segiti el és
ennek koszonhetden a hidrolizis 1épés eldfordulasi gyakorisagat noveli. Ez a jelenség azzal is
magyarazhato, hogy a P-loop-szerli hurok motivum az altala kialakitott masodlagos kotések
révén mintegy az a-foszfat koriili elektron tobbletet csokkenti. Ily mdédon hozzajarulhat az
atmeneti allapot stabilizalasdhoz, az aktivacios energia csokkentéséhez, tovabba a hidrolizis
A P-loop-szerli hurok motivum eltavolitasa a vad tipustt human dUTPazhoz képest 720-szoros
katalitikus hatékonysag csokkenést eredményezett. Ezért joggal feltételezhetjiik, hogy a di-és
a tri-foszfat nukleotidok megkiilonboztetése a y-foszfat és a P-loop-szerti hurok motivum
kozott kialakult kolcsonhatas révén kovetkezik be, amit korabban az E. coli dUTPazra is
javasolt Vértessy Beata és munkatarsai [66, 71].

Mindemellett a WT dUTPaznak a lehetséges dUDP hidrolizisét ioncserés kromatografias
kisérlettel is megvizsgaltuk, a dUDP.BeFy nukleotid analdégot hasznalva. Ebben az esetben a
y-foszfat tulajdonsagait valtoztattuk meg, mig a P-loop-szerti hurok motivum sértetlen maradt.
A szubsztrat B-foszfatja és a Be atom kozott feltételezhetjiik, hogy kovalens kotés alakul ki

[137] mig a fluor atom az oxigén atomhoz hasonléan H-kotés kialakitasara képes mintegy
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imitalva a y-foszfat jelenlétét. Ennek megfeleléen azt vartuk, hogy a dUDP.BeFy nukleotid
analdog a dUTP és/vagy a dUPNPP-vel megegyez6 aktiv konformécios allapotot tud indukalni
az enzim-szubsztrat komplexben, mint ahogy ezt a fluoreszcencia eredmények maradéktalanul
igazoltdk is (31A. abra). Az igy kialakult [ES] komplexben azonban nem detektaltunk
hidrolizist, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a y-foszfat és a nukleotid tobbi része kozott
kialakul6 foszfatészter kotés teljes egészében sziikségeltetik ahhoz, hogy a P-loop-szerii hurok
motivum hatasa a hidrolizis helyén, az a-foszfaton érvényesiiljon.

Az eredmények tovabbi elemzése érdekében a dUTPazt a funkcionalis szempontbol
legrelevansabb  enzimmel, a  kétfunkcios dUDP/dUTPé4zzal hasonlitottuk  Gssze
munkatarsammal, Szabo Judit Eszterrel. A dUTPéazzal megegyezden a kétfunkcids enzim
katalizise sordn is dUMP keletkezik, amit tovabbi kapcsolt reakcié nem kovet, azaz hidrolizis
mechanizmusban azonosak, viszont a szubsztrat dUTP mellett az egyfunkciés dUTPéazzal
ellentétben a dUDP nukleozidot is el tudjak hidrolizalni, kdzel azonos katalitikus
hatékonysaggal. Mint pl. a Leishmania major dUDP/dUTPaza, ahol a ke./Kwm értékek a dUTP
szubsztrat esetében 2,3 x 10° s'M™', mig a dUDP-re 1 x 10°s"M™" —nak adodott [138], vagy a
Campylobacter jejuni esetében, ahol a dUTP hidrolizise 18,6 x 10° s' M mig a dUDP
katalitikus hatékonysaga 3,5 x 10°s'M™ —nak bizonyult [139]. Ezeket a fehérjeszerkezeteket
megvizsgaltuk és jol lathatd, hogy a kotott dUTP y-foszfatjat egyediil csak vizmolekuldk

koordinaljak és az oldoszernek kitett allapotban van (37. dbra).
37. abra A Campylobacter jejuni dUDP/dUTPaz
( PDB 2CIC) aktivhelye

Mig a szubsztrat dUPNPP [-foszfatia tobb
kolcsonhatast is kialakit a fehérjével, addig a y—
foszfatot csak viz molekulik koordindljak (piros
gombmodellel jelélve). A H-kétéseket szaggatott
kék vonalak jelolik. Abra forrdsa: Pecsi et al,

biralat alatt a PNAS-nél. Abrat készitette: Szabé

Judit Eszter.

fgy tehat a kétfunkcids enzim esetében a szubsztrat B-foszfitja az, ami kozvetlen
kolcsonhatast alakit ki a megfelelé aminosav-oldallancokkal és a Mg®* kofaktorral (5A. 4bra a
[140] cikkben), ellentétben az egyfunkcidos dUTPé4zzal, ahol ez a kdlcsonhatés a szubsztrat y-
foszfatja és a P-loop-szerti hurok motivum kozott alakul ki. Tovabba szekvencia illesztésekbdl

kideriilt, hogy a kétfunkciés dUDP/dUTP4az enzim nem rendelkezik P-loop-szerti hurok
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motivummal (vagy ehhez hasonld és a y-foszfatot koordindlod szerkezeti struktiraval), ami
megerositi  feltételezésiinket, miszerint a dUTPazban a dUDP és a dUTP nukleotidok
megkiilonboztetéséért a P-loop-szerti hurok szekvencia a felelds.

Abban az esetben, amikor a dUTPazt az ATP koté fehérjékkel (pl. miozin)
hasonlitottuk 0ssze megfigyelhetd volt, hogy mig az ATPazokban a P-hurok motivum és a
nukleotid foszfatlanca tokéletesen egymasra illeszthet6k (5-0s abra a [68]-as cikkben), addig a
dUTPaznal a P-loop-szeri hurok szekvencia a szubsztrat nukleotidhoz képest eltérd

konformaciot vesz fel (38A. Abra).
A B

THR-186

38. abra. A P-hurokkal rendelkezé miozin és a P-loop-szerii hurok motivummal rendelkezo dUTPaz szerkezeti
osszehasonlitisa

(A) dUTPaz (narancssarga PDB 2HQU)P-hurokszerii és a Dictyostelium discoideum Il-es miozin (z6ld PDB
IMMN) P-hurok motivumok elhelyeszkedésének ésszehasonlitisa. A dUPNPP és az ATP szubsztratokat
palckamodell abrazolja, a Mngr iont gombmodell. (B) A dUTPaz (narancssdrga) és a D. d. 1l-es miozin (z6ld)
hurok strukturdk illesztése, a Walker A motivumban taldlhato konzervalt aminosavakat pdlcikamodell
szemlélteti. Abra forrdsa: Pecsi et al, birdlat alatt a PNAS-nél. Abrdkat készitette: Szabé Judit Eszter.

A két szerkezet Osszeillesztésébdl ugyanakkor jol latszik, hogy van szerkezeti hasonldsag a
két motivum konforméacioja kozott, kiillondsen annal az aminosavnal (Ser-160) amely a
szekvencialis kiilonbséget eredményezi a konszenzus P-hurok ¢és a dUTPaz P-loop-szerii
hurok szekvencidk kozott (38B. édbra). A {6 kiilonbség a miozinok és a dUTPazok
konformacigja kozott a P-hurok motivumot illetden az, hogy mig a miozinoknal a P-hurok
korbeveszi mindkét foszfatot (B és y), addig a dUTPaz esetében a P-loop-szerli hurok
struktara kizarolag a y foszfattal alakit ki kolcsonhatast (22 ¢és 38A. abra). Ez a kiilonbség
feltehetéleg a dUTPaz P-loop-szerli hurok motivuméanak elhelyezkedésével hozhatod
Osszefliggésbe. Amig a miozinokndl a P-hurok tobbnyire a fehérje magjaban foglal helyet,
addig a dUTazoknal a C-termindlison taldlhatd, ahol szubsztratjaval (dUTP) egy fedd

(,,eclipsed”) dUTP-kotott konformacidt alakitanak ki. Mindezen konformacios tulajdonsagok
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is megerdsitik hipotézisiinket, miszerint a dUTPazok P-loop-szerli hurok motivumanak
szerepe a dUDP ¢és a dUTP ligandumok kozotti y foszfat megkiilonboztetésében keresendo.

A Walker-A szekvencia az irodalomban ugy ismeretes, mint a -y kozotti kotés hasitdsdhoz
szlikséges szerkezeti elem, egyetlen kivételnek latszik ez alol a dUTP4az, ahol az a-f kozotti
hasitashoz sziikséges. A nukleotid pirofoszfatazok di- és trifoszfat ligandumaik
megkiilonboztetését altalaban kapcsolt reakciok révén, avagy egy szerkezeti elem segitségével
valositjak meg. A mai dUTPazok esetében, ilyen szerkezeti elemnek tekintheté a P-loop-szerti
hurok szekvencia, amit feltételezhetden evolucidés adapticidval szerzett meg az enzim,
valosziniileg a hatékony uracil-specifikus DNS javitdé rendszerek egyidejii megjelenésével.
Ezéltal egy hatékony dUTP hidrolizist biztosit6 dUTPaz enzim jott 1étre, amely katalizise
révén a DNS integritasanak megdrzésében nélkiilozhetetlen szerepet tolt be.

Dolgozatom 4.4. fejezetében a dUTPaz enzim fiziolodgiai szerepének tiikrében az
apoptotikus utvonal és az autofag gének kapcsolatat vettiik vizsgélat ala. A dUTPaz RNAi-vel
csendesitett C. elegans hermafrodita embriokban egyértelmiien megfigyelhetéek voltak az
autofagia folyamatara utaldé sulyos morfoldgiai rendellenességek. Ennek kovetkeztében 3
GFP-vel jelolt autofag gén expresszios mintazatat vizsgaltuk meg a dUTPazra csendesitett és
a vad tipusu nematodakban. Azt talaltuk, hogy e gének (bec-1, Igg-1 és atg-18) a dUTPaz
megvondsara fellilszabalyozddnak. Az Erdélyi et. al publikdcidban munkatarsaink tovabba azt
is kimutattak, hogy a harom autofag gén feliilszabalyozodésa az 5-FU-lal tortént kezelés vagy
a dut gén csendesitését eredményezd dUTPaz aktivitds csokkenés hatasara is bekdvetkezik.
[121]. Ezt kovetéen ezen autofdg gének szabalyozd régiodinak a szekvencia elemzéseibdl
kideriilt, hogy a bec-1 és az lgg-1 promdterekben CES-2/ATF-2 kotdhelyek vannak. Ezek a
fehérjék az apoptotikus utvonal upstream szabalyozo faktorai [126]. EMSA vizsgalatokkal in
vitro kimutattuk, hogy ezek a fehérjék kotédnek bec-1 és az Igg-1 promoterekhez.
Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy az autofag gének €s az apoptotikus utvonal egymast
kiegészitve szabalyozhatjak a C. elegans korai egyedfejlodését [121]. Ebben a szabalyozéasban
a dUTPaznak ¢és a timidin anyagcserére haté molekulaknak mediator szerepet

tulajdonithatunk, ami a megfeleld sejtbéli dUTP:dTTP arany biztositasa révén valdsul meg.
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6. OSSZEFOGLALAS

Eredményeinket a 2. fejezetben (CELKITUZESEK) korabban megfogalmazott kérdések
alapjan foglaltam Gssze.

1. Bebizonyitottuk, hogy a dUTPaz gén kiiitése letdlis a M. smegmatisban. Annak
maradéktalan igazolasara, hogy kizarolag az operonikus egységen belill a dut gén
1étfontossdg a M. smegmatis szamara, egy tovabbi ,,switching” modszer alkalmazasaval is
meggy0zodtiink. Szekvencia Osszehasonlitasi vizsgalatokkal kimutattuk, hogy nemcsak a M.
smegmatis és a M. tuberculosis, hanem mas patogén mikobaktériumok (M. ulcerans, M. bovis
és M. leprae) is nagyfoku hasonlosaggal (94%) kodoljak a dUTPazt genomjukban és a timidin
bioszintézisben szerepld tobbi enzimek kdzott is nagyfokt hasonldsag all fenn.

2. Kiilonb6z6 fajokbol szarmazdé dUTPazok C-terminalis szekvencidinak illesztése egy
kizar6lag mikobaktériumokban megtalalhatd 6t aminosavbol (AGLAS) 4ll6 szekvencia
motivumot eredményezett. Kimutattuk, hogy ez a mikobaktérium-specikus szerkezeti
motivum a M. smegmatis in vivo ndvekedéséhez nélkiilozhetetlen.

3. A mikobaktérium-specifikus rovid szekvencia egy hurok konformacié kialakitasaért
felelds, amely a fehérje felszinén helyezkedik el. Az enzimaktivitdsi €és szubsztratkotési
kisérletek szerint ennek a huroknak a delécidja nem okoz szignifikans valtozést a vad tipushoz
képest az enzimatikus funkcidban.

4. Kimutattuk, hogy a dUTPazok aktiv helyén talalhato uracillal atlapolé aromas

aminosav konzervalt. A mikobakterialis (mtDUT™*Y

) kristalyszerkezet is ennek az aromas
kolcsonhatasnak a konzervaltsagat tiikrozte. Az aromés kolcsonhatas megsziintetése 20-szoros
enzimaktivitds csOkkenést eredményezett, mig a szubsztratkotést kismértékben befolyésolta
(3-szoros csokkenés). Stopped-flow €s quench-flow modszerekkel igazoltuk, hogy a mutans
hDUT"* csokkent aktivitasaért a hidrolizis 1épés lelassulasa a felelés. A dUTPaz altali
katalizis tobbnyire az atmeneti allapotban a szubsztrattal alkotott elektrosztatikus
kolecsonhatdsa révén valdsulhat meg, amelyhez az enzim és a szubsztrat kozott kialakult n-n
kolcsonhatas hozzéjarul [135].

5. A masodlagos kolcsonhatasok megsziintetése a P-loop-szerti hurok motivum ¢és a
szubsztrat y -foszfatja kozott csokkentette az enzim-szubsztrat komplexben a katalitikusan
kompetens konformacié kialakuldsanak valoszinliségét. Steady-state aktivitdsméréseink
igazoltdk, hogy a hidrolizis mindegyik mutinsban megtorténik az okozott beavatkozas

mértékének fliggvényében. A P-loop-szerli hurok motivum eltavolitdsa a vad tipusi human

dUTPazhoz képest 720-szoros katalitikus hatékonysag csokkenést eredményezett. Ez azt jelzi,
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hogy a di-¢s a tri-foszfat nukleotidok megkiilonbdztetése a y-foszfat és a P-loop-szerii hurok
motivum ko6zott kialakult kolcsOnhatas révén kovetkezik be. Mivel az enzim.dUDP.Be.Fy
komplexben nem detektaltunk hidrolizist, feltételezziik, hogy a y-foszfat és a nukleotid tobbi
része kozott kialakuld foszforanhidrid kotés sziikségeltetik ahhoz, hogy a P-loop-szerli hurok
motivum hatasa a hidrolizis helyén, az a-foszfaton érvényesiiljon. Kimutattuk, hogy a P-loop-
szerli hurok motivum a katalizis hatékonysagat nagymértében noveli és a dUDP, dUTP
ligandumok megkiilonboztetését a szubsztrat y-foszfatjanak koordindcidjan keresztiil valositja
meg a dUTPaz. Mas nukleotid hidroldzokkal tortént Osszehasonlitdsok eredményeképpen
feltételezhetd, hogy a dUTPaz P-loop-szeri hurok motivumat funkcionalis adaptacioval
szerezte meg az enzim, a DNS hibajavito rendszerek egyidejii tokéletesedésével.

6. DNS-fehérje kotési vizsgalatokkal in vitro kimutattuk, hogy az ATF-2 fehérje
specifikusan kotddik a bec-1 és az Igg-1 promoéterekhez. Osszefoglalasul elmondhatjuk, hogy
az autofadg gének és az apoptotikus utvonal egymast kiegészitve szabalyozhatjak a C. elegans
korai egyedfejlodését. A sejtbéli dUTPaz aktivitas csokkenése és a timidin anyagcserére hatd

metabolitok ezt a kettds élet-halal valaszt hatékonyan képesek kivaltani.
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7. SUMMARY

In the first part of my thesis we provided formal genetic proof of dUTPase essentiality
for the first time in vivo in M. smegmatis. The sequence comparison of the C-termini of
dUTPases from widely different species exposes an insert that distinguishes mycobacterial
dUTPases from the human and other homologs. We also proved that this mycobacteria-
specific motif is essential for growth in M. smegmatis. We showed that this insert has only
subtle contribution to the enzymatic activity of dUTPase. Sequence comparisons of the
mycobacterial dUTPases and the other enzymes of thymidylate synthesis indicates that
mycobacteria share a common dTTP biosynthetic route and that our findings in M. smegmatis
may be applied to other, pathogenic mycobacterial species.

In the second part of my thesis, yet unknown structural and functional characteristics
of the C-terminal conserved motif of dUTPase (human and mycobacterial) were investigated.
We found that: i) the geometry of the face-to face offset stacking interaction between the
substrate nucleotide and dUTPase is conserved; ii) the aromatic residue involved in this
interaction is interchangeable with another aromatic residue; iii) loss of the m-m interaction
does not affect the ground state active-site conformation in the alanine mutant; iv) a
significant 20-30- fold decrease was observed in the rate constant of the chemical step. The
catalytic efficacy of dUTPase is mostly due to long-range electrostatic stabilization of the
transition state. dUTPases can discriminate between the substrate dUTP and the inhibitor
dUDP, despite the fact that the scissile bond between the a- phosphates is present on both
ligands. To gain insight into the mechanism of discrimination potentially related to the P-
loop-like sequence, we designed mutants which fully or partially lost contact between the y-P
of the substrate nucleotide and the P-loop-like sequence. We found that the P-loop-like motif
of dUTPase promotes catalysis and discriminates against dUDP at the same time. We
demonstrated that the unique use of a P-loop-like nucleotide binding sequence in dUTPase
among nucleotide pyrophosphatases is functional adaptation to high dUTP specificity likely
related to the development of uracil-DNA repair systems.

In the third part of my thesis, we have demonstrated that the ATF-2 protein
specifically binds to the bec-1 and Igg-1 promoter regions in vitro. As a summary we can
presume that the bec-1 and /gg-1 autophagy-related genes together with the apoptotic pathway
coregulate the early stage of C. elegans development. The role of dUTPase in this machinery
might be a mediator between stresses and autophagy through its indispensable catalytic

activity.
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8. TABLAZATOK

1.tablazat

crer

szekvenciak.
dUTPaz enzimek Mutacié Primer szekvenciak
HI45A 5'-ggcgacggtggcgegggttectecgge-3”
M.tuberculosis (mtDUT™4A ) seegacegieaeacaes 88
HI145A r 5'-ggcggaggaacccgegecaccgtegee-3’

A133-S137f 5’-cgtcgttcgacgagacatccegeggegac-3’
M.tuberculosis (mtDUT~"P )
A133-S137r 5’-gtcgecgegggatgtctcgtcgaacgacg- 3’

F158A f 5'-ggggttcaggaggtactggttccactgg-3'
H. sapiens (h(DUTF'*** )
F158Ar 5'-ccagtggaaccagcacctcctgaaccee-3’

T151 Stop f 5'-gccttggatgactaggaaaggggttcaggagg-3'
H. sapiens (hDUT*™ )
T151 Stop r S'-cctectgaacccectttectagtcatccaagge-3'

S160T161AA f S'-ggaggttttggtgccgetggaaagaattaa-3'
H. sapiens (hDUTSTAM

S160T161AA r 5'-ttaattctttccagcggceaccaaaacctce-3'
R153K f S'-atgacaccgaaaagggttcaggagg-3'
H. sapiens (h(DUTYX )
R153Kr S'-cctectgaacccttttcggtgteat-3'

A pontmutaciok elnevezésében olvashato ,,f” betli a néma szalhoz tapadd primert, mig az ,,r”” betii a vezetd
szalhoz tapadd primert jelenti. Az aminosavak egybetiis kodjaval és helyének szamszeri megjelolésével
tiintettem fel a sikeres mutagenezist eredményezé aminosavak cseréjét, a stop kodon bevitelét, valamint a loop

cres

2.tablazat
A M. smegmatis és M. tuberculosis fajok timidilat metabolizmus Gtvonalaiban szerepld
enzimek kozotti hasonlosag mértékének meghatarozasa Blast-p analizissel

Enzimek Azonossag' (%) Hasonlosag® (%)
Dezoxi-citidin-trifoszfat-deaminaz 87 95
dUTPaz 85 94
Nucleozid-difoszfat-kinaz 80 88
Timidilat-kinaz 64 71
Timidilat-szintaz (thyA) 87 92
Timidilat-szintaz (thyX) 86 92

1=100%-ban azonos aminosavak;
2= aminosavak oldallancainak kémiai tulajdonsagai alapjan tortént osztalyozasa (pl.polaros vs.apolaros);

71



A dut delécids mutans €s a vad tipus M. smegmatis sejtvonalakba a pSM128 plazmid

3.tablazat

elektroporalasat eredményezé transzformacios hatékonysagok

Transzformacios
Sejtvonalak Antibiotikumok hatékonysag

_ Hyg / Gm 6.75 x 10°
Dut delécids |
mutins Hyg /Sm 4x10
Hyg/Gm/Sm 7x 10

Gm 4.54x 10°
Vad tipus® Sm 1x10°
Gm /Sm 3x 10’

1= dut kromoszomalis kopia torélve, dut funkcionalis kopia hely specifikusan a genomba integralodott;
2= funkcionalis dut gént a pGem-dut vektoron egy WT M. smegmatis sejtvonalba elektroporaltam;

4.tablazat
A WT ¢és a A—loop mutans dUTPaz kinetikai paraméterei, valamint a dUTPaz-dUPNPP
komplexek disszociacios allandoi

WT A-loop

Keat (s 1.22+0. .88 +0.02
Aktivitas  (5) 0.06 | 08800
Ku (M) | 0.9+0.5 1.1+0.2

Fluorimetrias Amax (%) 72 +£2 -46 + 1
titralas Kq(uM) | 03+0.1 33+0.5
Cirkularis
dikrotzmus Ka (uM) 0.9+0.5 3.9+2.4
5. tablazat

A human dUTPaz mutans enzimek kinetikai és szubsztratkotési paraméterei

Keat (8 l) ky (s l) kp (s l)

hDUTYT 58+0.5 8.0+2
i 0 kel 6.8 +2° 55+ 2.5 6.5+ 0.1
11 B s 0.32 £ 0.1 0.13 + 0.01 0.25 + 0.03

Ky (pM) Kyaupnep (HM) kear/Kng (M7 1%571)
hDUTYT 1.0+ 04 2.0 £ 1 5.8%10°
hDUT 'Y 3.6 + 22 1.5+ 1 1.9%10°
hDUTH 4 53 £ 0.4 4.8 £ 2 6.2%10"
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ky: hidrolizis 1épés sebességi allandodja.

kp: protonfelszabadulas sebességi allandoja.

A szorashibak S.D. értékek harom fliggetlen mérés adataibol szamolva.
*Toth et al.2007 JBC [55].

6.tablazat

A WT ¢és a P-loop-szer(i hurok mutans dUTPazok dUMP, dUDP és dUPNPP ligandumokkal
alkotott komplexeinek disszociacios allandoi triptofan fluoreszcencia vagy cirkularis
dikroizmus jeltitralassal meghatarozva

Ka (UM)

dUMP dUDP dUPNPP

WT 78 4 4 1241 50+£3

3.4+1°

hDUT ®*® 11+4
+ 14 2+

96+ 14 12+1 10 4 42

hDUT >7a4 i 65+ 1

T4+6 56+06 68+ 3°

hDUTkarmentes  NT) 9.5+£3" 14+04"

% differencialis CD spektroszkopiaval kapott érték.
ND: nincs meghatarozva.

7.tablazat

A WT és a P-loop-szerii hurok mutans huméan dUTPéazok kinetikai paraméterei

Vimax Ky Kea' Kt ky Kqutp. on Keore, kl_s]o
¢ e orsh ) s )
WI 6(')5.,: 13205 50x10° 55%3 1200 100° 246
WDUT™ Oess e1=17 13x100 O008E ND ND  ND
hpUT 020%  nx2 2ax0t HOF gyag VT 295
npUTemeans 000> xp 7 x10° s NA NA  NA

% Toth et al. 2007, JBC cikkben kozolt adatok [55].

°: a hDUT*™™* JUPNPP komplex K 4llanddja van bemutatva a Ky érték helyett.
ND: nincs meghatarozva.

NA: az alkalmazott modszerrel nem hatarozhaté meg.
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9. MELLEKLET

74

A dUTPazok aromaés oldallanc konzervaltsagat tiikkr6z6 (nyillal jeldlve), elsé 500 kiilonb6zo

fajbol szarmazo6 aminosav szekvenciainak ClustalW programmal végzett 6sszehasonlitasa.

|

911123499943 |sp|021Q00.1|DUT_A 147
gil166217603|sp|A7THIF9.1|DUT_A 147
gi181558746|sp|Q5LWD3.1|DUT_ST 151
gi191206610|sp|Q3J0B2.1|DUT_RH 155
9i1123172796|sp|Q16AZ3.1|DUT_R 152
gi156404355|sp|Q6AJZ0.1|DUT_DE 150
gi]32171381|sp|Q8A245.1|DUT_BA 144
gi156404345|sp|Q642ZK3.1|DUT_BA 144
9i1166217605|sp|A6L083.1|DUT_B 144
gi1189027737|sp|A5FL22.1|DUT_F 144
gi|46576247|sp|Q7MVT6.1|DUT_PO 144
911123059092 |sp|Q11253.1|DUT_C 154
91122095587 |sp|Q8RER7.1|DUT_FU 146
gi148427870|sp|P61912.1|DUT_TR 144
gi]6015041|sp|083855.1|DUT_TRE < 146
gi133301048|sp|082309.1|DUT_CH EEGLTA----TSRGSRGFGHTGEK—--——--——-- 147
gi|81312861|sp|Q5L6D8.1|DUT_CH EEGLTT----TSRGSRGFGHTGEK—--—————-— 147
gi|7674011|sp|Q929C2.1|DUT CHL QESLAE----TARGSGGFGHTGAS—--—--——=— 145
gi|7674008|sp|084294.1|DUT_CHL QEELTA----TARGTGGFGHTGEC—--—--——-— 145
gi113878477|sp|Q9PKA2.2|DUT_CH QEELTA----TARGTGGFGHTGEC— 145
gi156404375|sp|Q6MEK7.1|DUT_PA 150
9113913521 |sp|066592.1|DUT_AQU 150
91148427864 |sp|P61906.1|DUT_BD 149
gi159802556|sp|Q9X3X5.3|DUT_ZY 146
gi|166218229|sp|ASVG00.1|DUT S 149
gi 122095601 |sp|Q9A253.1|DUT_CA 155
gil166217608|sp|A4YJH3.1|DUT_B 152
gil166217607|sp|ASE891.1|DUT B 152
gi1122477564|sp|Q21CDO0.1|DUT_R 152
91191206603 |sp|Q3SWM9.1|DUT_NI 152
911122418972 |sp|Q1QS44.1|DUT_N 152
911123408923 |sp|Q2J2H6.1|DUT_R 152
911123166747 |sp|Q13EPL.1|DUT_R 152
gi148427869|sp|P61911.1|DUT RH 152
gi130178601|sp|052597.2|DUT_BR 152
gi1189027742|sp|A7HZCO.1|DUT_P 155
gi]172048045|sp|A8IPW5.1|DUT A 157
91181556891 |sp|Q5FN20.1|DUT_GL 151
gil166918315|sp|A5FZ98.1|DUT_A 154
gi148427871|sp|P61913.1|DUT_WO 153
gi]75497916|sp|Q5GST1.1|DUT_WO 156
gil226740132|sp|B3CL69.1|DUT_W 153
gi|81599136|sp|Q5PAE6.1|DUT_AN 147
gi]123513279|sp|Q2KDD4.1|DUT_R 156
911166218216|sp|QIMMG6.1|DUT_R 156
91122095591 |sp|Q8UIIL.1|DUT_AG 156
gi122095598|sp|Q925M6.1|DUT_RH 160
gil166218228|sp|A6UFD9.1|DUT_S 160
gi]54037009|sp|P64005.1|DUT_BR 157
gi122095600|sp|Q98C10.1|DUT_RH 161
gi156404367|sp|Q6G202.1|DUT_BA 184
gi|56404366|sp|Q6FYR2.1|DUT_BA 185
gi]1166217606|sp|AIURB3.1|DUT_B 177
gi191206595|sp|Q3AQ75.1|DUT_CH 149
gil166217616|sp|ALIBEP9.1|DUT_C 153
gi191206605|sp|Q3B304.1|DUT_PE 148
gi]189027744|sp|A4SFI9.1|DUT_P 148
gi122654230|sp|068992.2|DUT_CH 152
gi191206604|sp|Q3A499.1|DUT_PE 147
gi148427866|sp|P61908.1|DUT_GE 149
gi|91206600|sp|Q39V99.1|DUT_GE 148
9i1123517494|sp|Q2LWT5.1|DUT_S 150
gi122095597|sp|Q92174.1|DUT_RI 148
gil166218220|sp|A8GRY1.1|DUT_R 148
gil166918329|sp|A8F1H0.1|DUT_R 148
gi]75536552|sp|Q4ULV2.1|DUT_RI 148
gil166218217|sp|A8GNBL.1|DUT_R 148
gil166218219|sp|A8EZ30.1|DUT_R 148
911122425921 |sp|QIRJQL.1|DUT_R 150
9i156404349|sp|Q68WX8.1|DUT_RI 148
gi|7674012|sp|Q92ZDD2.1|DUT RIC 148
9i1166918327|sp|A5CD09.1|DUT_O 148
911122314872 |sp|Q0AK44.1|DUT_M 152
9i|122318486|sp|QOAYH7.1|DUT_S 145
gi191206599|sp|Q3YRU2.1|DUT_EH 153
gi 122095584 |sp|Q8RA46.1|DUT_TH 148
gi|45593161|sp|Q8NPA9.1|DUT_CO 149
gil166217617|sp|A4QER2.1|DUT_C 149
91148427890 |sp|Q8FPHY.1|DUT_CO 181
gi148427865|sp|P61907.1|DUT_CO 152
91191206597 |sp|Q4JVB1.1|DUT_CO 155
gil166217628|sp|A0QWO8.1|DUT_M 154
gil166217629|sp|A3PYI9.1|DUT M 154
gil166217633|sp|AlT7Y0.1|DUT M 154
911189027740 |sp|A4TCR4.1|DUT_M 154




91148427868 |sp|P61910.1|DUT_MY
gi]61222976|sp|POA552.1|DUT_MY
gi113432131|sp|Q49992.3|DUT_MY
gi1166217632|sp|AOPT52.1|DUT_M
gi|61212354|sp|Q5YT90.1|DUT_NO
91146576283 |sp|Q82KK4.1|DUT_ST
gi13913546|sp|054134.1|DUT_STR
gi|48427891|sp|Q8G4E8.1|DUT_BI
91156404351 |sp|Q6A8W1.1|DUT_PR
gi156404353|sp|Q6AFEQ.1|DUT_LE
9i|91206614|sp|Q47NK1.1|DUT_TH
91148427887 |sp|Q83G43.1|DUT_TR
gi148427879|sp|Q7NKL2.2|DUT_GL
gi13023662|sp|045920.1|DUT_COX
9i|189027735|sp|A9KGS5.1|DUT_C
9i161212311|sp|Q5Q2ZB6.1|DUT_ID
gi|91206591|sp|Q491W8.1|DUT_BL
gil1169438|sp|P43792.1|DUT_HAE
gi161212376|sp|Q65R66.1|DUT_MA
gi1123327072|sp|Q0I0Y1.1|DUT_H
gil171472901|sp|A6VK96.1|DUT_A
gi]13431440|sp|P57914.1|DUT_PA
gi]75479867|sp|Q57IA2.1|DUT_SA
gi]54037011|sp|P64009.1|DUT_SA
gi]189027747|sp|AIMKN5.1|DUT_S
gi]166918318|sp|A8ARM7.1|DUT_C
gil166918326|sp|A6TFNL.1|DUT_K
gi|166918323|sp|A7MQ93.1|DUT E
gil166918322|sp|A4WS509.1|DUT_E
911122421885|sp|Q1R4V2.1|DUT_E
gil226740095|sp|B7MFK1.1|DUT_E
gil226740099|sp|B1LK77.1|DUT_E
gi]54037010|sp|P64007.1|DUT_EC
gi|118953|sp|P06968.1|DUT ECOL
gi191206613|sp|Q3YW02.1|DUT_SH
gi|46576288|sp|Q83PN3.1|DUT_SH
9i1123342269|sp|Q0SYG7.1|DUT_S
gi1226740096|sp|B7NQO1.1|DUT_E
gi122095596|sp|Q82JP5.1|DUT_YE
gi]166218230|sp|AL1JHX0.1|DUT_Y
gi]166918330|sp|A8GLE7.1|DUT S
gi146576245|sp|Q7MAX3.1|DUT_PH
91156404361 |sp|Q6DAVI.1|DUT_ER
gi1123518741|sp|Q2NQUO.1|DUT_S
gil226740129|sp|B4F0W6.1|DUT_P
gi]189027750|sp|BOTQK9.1|DUT_S
gi]189027751|sp|A8HIB2.1|DUT_S
gil226740131|sp|B8CM27.1|DUT_S
gil166218221|sp|A1S2D0.1|DUT_S
gi]166218224|sp|A3QIQ1.1|DUT_S
gi1166218222|sp|A3CzJ4.1|DUT_S
gi]166218223|sp|A6WIA4.1|DUT_S
9i1123324585|sp|QOHE54.1|DUT_S
911123326958 |sp|Q0HZUS5.1|DUT_S
gil166218225|sp|A4Y2K9.1|DUT_S
gi|32171387|sp|Q8EOMO.1|DUT_SH
gi1189027752|sp|A8FQ73.1|DUT_S
gil166918328|sp|AL1SR17.1|DUT_P
gil166217601|sp|AOKEM6.1|DUT_A
gil166217602|sp|A4STD7.1|DUT A
gil226740102|sp|B1Y839.1|DUT_L
91148427878 |sp|Q7MBES.1|DUT_CH
gi191206601|sp|Q2Y742.1|DUT_NI
gi|91206598|sp|Q47BB1.1|DUT_DE
gi]166217604|sp|ALKAK1.1|DUT_A
gi]1166918325|sp|A6SW68.1|DUT_J
gi1166918324|sp|A4G3E3.1|DUT_H
gil166217615|sp|A4JH35.1|DUT_B
gi1122322416|sp|QOBCK5.1|DUT_B
91191206594 |sp|Q39DM5.1|DUT_BU
gi]123071991|sp|Q1BU98.1|DUT B
gi|61212365|sp|Q62HL1.1|DUT_BU
gi1123537857|sp|Q2TOH6.1|DUT_B
911123358507 |sp|Q13UV8.1|DUT_B
91122095594 |sp|Q8XWL1.1|DUT_RA
gi]91206616|sp|Q3SFR7.1|DUT_TH
gi1189027743|sp|A4S2P2.1|DUT_P
gi[123515318|sp|Q2L2L5.1|DUT_B
9i161212362|sp|Q603M1.1|DUT_ME
gi|91206602|sp|Q3J6Wl.1|DUT_NI
gi191206615|sp|Q31EC7.1|DUT_TH
gi1123726460|sp|Q2SN67.1|DUT_H
911123149769|sp|Q0VT60.1|DUT_A
91156404364 |sp|Q6FDRO.1|DUT_AC
gil226740092|sp|B7GYK9.1|DUT A
gil166217635|sp|A4Y0K9.1|DUT_P
gi1122401254|sp|Q1T2U01.1|DUT_P
gi]91206606|sp|Q48Q06.1|DUT_PS
gi|75503903|sp|Q422X9.1|DUT_PS
gi191206607|sp|Q4K352.1|DUT_PS
gi|32171374|sp|Q88BD3.1|DUT_PS
gi]32171375|sp|Q88C95.1|DUT_PS
911166217636 |sp|ASWB04.1|DUT_P
gi]189027745|sp|BOKQ89.1|DUT P
gi122095602|sp|Q9HTN3.1|DUT_PS
911122256511 |sp|Q02E41.1|DUT_P
gil166217634|sp|A6VECS.1|DUT_ P
gil166217637|sp|A4VGS6.1|DUT_P
gi|91206608|sp|Q3K4M6.1|DUT_PS
9i1122415846|sp|Q1QDAO.1|DUT_P
gi122095604 |sp|Q9J2U7.1|DUT_NE
gi122095603|sp|Q9JUWL.1|DUT_NE
gi]75432542|sp|Q5F9E0.1|DUT NE

|

-DEAGLAGTSRGDGGHGSSGGHASL—
-DEAGLASTSRGDGGHGSSGGHASL-

- 154
- 154

EEF-ELTERGAGGFGSSGQN----—--—---
EEF-HETDRGEGGFGHSGRS—=-——-——--
KSF-IPTERGPHGFGHSM-———————————
EDF-QQTERGEGGFGHSGKQ--—--—------
TDF-TQTERGEGGFGHSGKQ-
EEF-QQTDRGNGGFGHSGKK—--—-====-=

SDF-AQTERGEGGFGHSGKQ------=--=

EAF-DATERGEGGFGHSGRK-----=--=--- 152

EAF-DATERGEGGFGHSGRK- - 151
EAF-DATERGEGGFGHSGRK- - 152
EEF-EATDRGEGGFGHSGRK— - 152
ESF-DATDRGEGGFGHSGRK--—-—---—-—— 152
EDF-TATDRGEGGFGHSGRK--—-—-----— 152

DDF-DATDRGEGGFGHSGRK-—-—-—---—-
EDF-DATDRGEGGFGHSGRQ--—-—---—-——
EDF-DATDRGEGGFGHSGRQ-
EDF-DATDRGEGGFGHSGRQ—--—-—-—-—-—
EDF-DATDRGEGGFGHSGRQ--—-—---—-——
EDF-DATDRGEGGFGHSGRQ----------

EDF-TDSERGTGGFGHSGRQ
EDF-DLSERGTGGFGHSGRQ---------—
EEF-DSSERGAGGFGHSGRH--—-—-—-—--— 152
EDF-ETSERGSGGFGHSGRQ—--—---—-—-— 152
EDF-VGSERGEGGFGHSGRS-
ESF-DTSERGEGGFGHSGRQ--—--—-—-—-—
EDF-TATERGTGGFGHSGRQ—--—---—-—-—
DEF-NQSDRGTGGFGHSGTK---—-———-——
DEF-NQSDRGAGGFGHSGTK-—-—-—---—- 152

DEF-DSSDRGAGGFGHSGTK- - 152
DEF-DTSMRGEGGFGHSGTR- - 152
DEF-DTSDRGEGGFGHSGTQ- - 152
DEF-DSSDRGEGGFGHSGTK-—=-==—=—-—— 152
DEF-DSSDRGEGGFGHSGTK---—-———-—— 152
DEF-DSSDRGEGGFGHSGTK----—==--— 152
DEF-DSSDRGEGGFGHSGTK-—=-=—===--—— 152
DEF-DSSDRGEGGFGHSGTK- 152
DEF-DSSDRGEGGFGHSGTK---—-—-=--— 152
DEF-DNSSRGEGGFGHSGTK-—————=—-—— 152
DEF-KSSERGEGGFGHSGKH---—-—---—— 151
DEF-NQSERGEGGFGSSGRQ----—-=--— 152
DEF-NQSERGEGGFGSSGRQ- - 152
DEF-EASDRGVAGFGSTGRG— - 150
DDF-DASDRGAGGFGSTGRG— - 150
DDF-EQSERGANGFGSTGKH-—-—-—---—- 149
DDF-DASHRGEGGFGSTGKA---—-———-—— 149
DDF-AASERGEGGFGSTGKH- - 149
EEF-DTSERGIGGFGSTGKH- - 149
DDF-DSSERGAGGFGSTGKH— - 149
DDF-AQSERGEGGFGSTGRH--—-—-——=--— 148
DDF-AQSDRGEGGFGSTGRH-—-——-—--—- 148
DDF-AESDRGDGGFGSTGRH-———===-—— 148
DEF-TESDRGEGGFGSTGRH----—-=--— 148

DDF-AQSERGAGGFGSTGRG-
GDF-AQSDRGAGGFGSTGRH--—--—-—-—
DDF-ETSERGAGGFGSTGKH--—-—-——--——
DAF-AESERGAGGFGSTGRH-—-—-—---—- 148
EAF-ETTARGEGGFGSTGRQ-—-————-—-——— l46

EEF-TESSRGAGGFGSTGRT- - 149
DEF-GASERGAGGFGSTGRS— - 149
EAF-AESRRAEGGFGHTGRH- - 151
ETF-TATLRGEGGFGHTGRH--------—— 151

EEFGDATERGEGGFGHTGSH----------
DDF-DDSSRGAGGFGSTGTK-—-—--—-—-
ESF-SASKRGEGGFGHSGRQ--—-—----——
EEFVAT-DRGAGGFGHTGQK-
EEFEET-LRGAGGFGHTGKQ--—---—-—--—
EQFDET-QRGAGGFGHSGSH---—----——
EQFDET-QRGTGGFGHSGTR--—-—----——

EAFDES-QRGAGGFGHSGSH--—---—-—--—
EAFDES-QRGAGGFGHSGSH-—-—==--——-
EQFDES-QRGAGGFGHSGSH-
EQFDES-QRGAGGFGHSGSH--—-—-—-—--—
DSFDSS-DRGAGGFGHSGSH-———=——-——
EEFVET-ERGTGGFGHSGTK-------—-——
TEFSDTSARGAGGFGHSGRQ—--—--—-—-—-—
EEF-VGSSRGEGGFGSTGSH-
EEF-VGSSRGEGGFGSTGLH-



gi148427896|sp|Q9F7S4.1|DUT_PR
gi[32129500|sp|Q87F19.1|DUT_XY
gi122095605|sp|Q9PGZ6.1|DUT_XY
gi]75436948|sp|Q5H5LY.1|DUT_XA
911123523354 |sp|Q2P8A8.1|DUT_X
gi148474235|sp|Q8PFR5.1|DUT_XA
gi148474736|sp|Q8P458.1|DUT_XA
gil171769517|sp|ALIWZE9.1|DUT_H
gi1122482386|sp|Q24UJ8.1|DUT_D
9i1226740094 |sp|B7KFZ3.1|DUT_C
gil226697989|sp|B1lWN93.1|DUT_C
gi|3913543|sp|030931.1|DUT CLO
gi122095599|sp|Q97J61.1|DUT_CL
gi]166918316|sp|A6TLM6.1|DUT_A
gi1321713791sp|Q895R1.1|DUT_CL
911189027734 |sp|A0QIN5.1|DUT_C
911122964907 |sp|Q113K0.1|DUT_T
911189027729 |sp|BOCINT.1|DUT_A
911189027733 |sp|A5N7A5.1|DUT_C
911122255901 |sp|Q02BZ2.1|DUT_S
911122980489|sp|Q1CT07.1|DUT_H
9116225288 |sp|025536.1|DUT_HEL
gi]7531094|sp|Q9ZKY3.1|DUT_HEL
9i1123173320|sp|Q17WJ4.1|DUT_H
gi146576243|sp|Q7MIN1.1|DUT_WO
91148427880 |sp|Q7VJU0.1|DUT_HE
911122280505|sp|Q04QV4.1|DUT_L
9i148427867|sp|P61909.1|DUT_LE
gi13041664|sp|P33316.3|DUT_HUM
gil14916974|sp|P70583.3|DUT_RA
9i]139356|sp|P14597.1|DUT_OREN
gi1461972|sp|P33826.1|DUT_VARV
gi|56404391|sp|Q77527.1|DUT_CA
91156404380 |sp|Q6RZR1.1|DUT_RA
gi1139358|sp|P17374.1|DUT_VACC
gi|56404389|sp|Q76RE7.1|DUT_VA
gi|56404338|sp|P87630.1|DUT_CW
9i118203102|sp|Q9J5G5.1|DUT_FO
gil418297|sp|P32208.1|DUT_SWPV
gi1156404329|sp|Q6TUZ4.1|DUT_YM
gi]7531092|sp|Q89662.1|DUT_ADE
gi]7531093|sp|Q9YYS0.1|DUT_ADE
gi113124143|sp|Q9P6Q5.1|DUT_SC
gi156404376|sp|Q6MVL2.1|DUT_NE
gi]74850663|sp|Q54BW5.1|DUT_DI
gil416922|sp|P32518.1|DUT_SOLL
9i13913545|sp|041033.1|DUT_PBC
gi11169437|sp|P43058.1|DUT_CAN
91156404357 sp|Q6BRN7.1|DUT_DE
gi]56404365|sp|Q6FKQ6.1|DUT CA
gi]57013824|sp|P33317.2|DUT_YE
91156404359 sp|Q6CON7.1|DUT_KL
91156404388 |sp|Q74ZF0.1|DUT_AS
gi]56404358|sp|Q6C141.1|DUT_YA
gi|56404362|sp|Q6E4Q0.1|DUT_AN
gi156404412|sp|Q8SRS0.1|DUT_EN

!

DEF-NETQRGEKGFGSSGIN-
DTF-VESGRGAGGFGHTGVR-

LDD---TERGSGGFGSTGKN-—-—-—---——
LDN---TERGSGGFGSTGKN---—-——--——
LDN---TDRGDSGFGSTGSGACGGRDTAWY
LDS---TDRGDQGFGSTGLR-———===-——
LDS---TDRGDQGFGSTGLR-——-—-———-——
LEEVQS----——-———-—-—---- LDS---TDRGDQGFGSTGLR---—---—--—

LGE---TDRGASGFGSTGMGAVDRNQRSVL
LDE---TARGAAGFGST--GGFDTG---—--
LEA---TVRGANGFGSTGV-—-—-——=—-—
LEE---SVRGAGGFGSTGVGSGVGEQMKN—
IDE---TQRGAGGFGSTGV-—-—-- KVQN-
LDS---TVRGSGGFGSTGV-—-———=—————

IVVVES-===========—— LEE---TQRGAGGFGSTGKN------====
VVVVES============== LDE---SSRGEGGFGSTGN--====--===

LES---TERGAGGFGSTGINDEKKRKLDEA
LSD---TKRGSCGWGSTGIS——-—-———-——
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139
155
155
155
155
155
152
153
151
145
142
143
145
144
145
142
142

145
145
149
157
145
145
252
205
157
147
147
147
144
147
147
145
142
143
170
156
140
165
179
169
141
159
160



10. KOZLEMENYEK LISTAJA

10.1. A doktori értekezés témajahoz kapcsolodoé kozlemények

Referalt tudomanyos folyodiratban megjelent kézlemények:

1.) Pécsi Ildiko", Leveles I, Harmat V, Vertessy BG, Toth J.
wAromatic stacking between nucleobase and enzyme promotes phosphate ester hydrolysis in
dUTPase ,, Nucleic Acids Res. 2010 Nov 1;38(20):7179-86. Epub 2010 Jul 2.

*megosztott elsd szerzok
2.) Erdélyi P, Borsos E, Takacs-Vellai K, Kovacs T, Kovacs AL, Sigmond T, Hargitai B,
Pasztor L, Sengupta T, Dengg M, Pécsi Ildiké, Toth J, Nilsen H, Vértessy BG, Vellai T.
whared developmental roles and transcriptional control of autophagy and apoptosis in

Caenorhabditis elegans ” J Cell Sci. 2011 May 1;124(Pt 9):1510-8.
Referalt tudoményos folyoiratban elbiralas alatt 1évo kozlemények:

1.) Ildiko Pecsi, Rita Hirmondo, Amanda C.Brown, Anna Lopata, Tanya Parish, Beata G.
Vertessy and Judit Toth.

»IThe dUTPase enzyme is required for mycobacterial viability ” A Journal of Bacteriology-
ban elbiralas alatt

2.) Ildiko Pecsi*, Judit E. Szabo*, Scott Adams, Istvan Simon, James R. Sellers, Beata G.
Vertessy and Judit Toth.

»Nucleotide pyrophosphatase employs a P-loop-like motif to enhance catalytic power and
NDP/NTP discrimination ,, PNAS-ben elbiralas alatt. *megosztott els6 szerzok

Konferencian tartott szobeli eloadas (el6ad6 neve alahtizva)

Pécsi Ildiko, Hirmond6 Rita, Amanda C. Brown, Lopata Anna, Tanya Parish, Vértessy G.
Beéta és Toth Judit.

A dUTPaz enzim fajspecifikus szerkezeti motivumanak esszencialitasa a Mycobacterium

smegmatisban: uj célmolekula azonositasa a tuberkulozis gyogyszerterapiaban™

77



IX. Magyar Genetikai Kongresszus és XVI. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok. Siofok, 2011.

marcius 25-27.

Konferenciakon tartott poszter eléadasok (eléado neve alahuzva):

1.) L. Pecsi, R.Hirmondo, A. C. Brown, A. Lopata, T. Parish, V. G. Beata and J. Toth

P1017,, A genus-specific loop in dUTPase is essential for mycobacterial viability ™

21 ECCMID 27™ ICC (European Congress of Clinical Microbiology and Infectious diseases
and International Congress of Chemotherapy) Milan, Italy 7-10 May 2011.
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