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A DOLGOZATBAN GYAKRAN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE

A dolgozatban gyakran hasznalt roviditések jegyzéke
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EGYENI SZEREPEM A DISSZERTACIO ELKESZITESEBEN

Egyéni szerepem a disszertacio elkészitésében

Doktori dolgozatom a 9. fejezetben felsorolt elsé és megosztott elsé szerzés kozleményeken
alapul. A tarsszerz6im altal végzett kisérletek koziil azokat mutatom be, melyek meghatarozo
szereppel birnak az eredményekbdl levonhatd kovetkeztetések megalkotasaban, a doktori
dolgozat jelen formajanak kialakuldsaban. A dolgozatban minden kézremiikodo kollégamat

kiilon megemlitem a relevans kisérleteknél.

A doktori értekezésemben kozolt eredmények tobb kutatd kozds munkdjanak eredményei,

ezért a dolgozatomban mindenhol tobbes szam elsdé személyben fogalmaztam.



IRODALMI ATTEKINTES

1 Irodalmi attekintés

Dolgozatomban elsdsorban a dUTPaz reakcid szerepét vizsgaltam a mikobakteridlis timidilat
bioszintézis Gtvonalban. Ehhez szeretném attekinteni a nukleotid anyagcserével és a genom
stabilitasat biztositdé rendszerekkel kapcsolatos folyamatokat els6sorban a bakterialis

enzimekre koncentralva.

1.1 A dezoxiribonukleotidok de novo szintézise

Az ¢élovilagban a  genetikai informdacidt a  dezoxiribonukleotidokbol  felépiild
dezoxiribonukleinsav, a DNS hordozza. Emiatt a DNS az RNS-nél joval stabilabb, kevésbé
reaktiv, amit a komplementer kettds szalti hélix szerkezet, valamint az épitokovek szerkezete
is biztosit, ugyanis a DNS-t ribonukleotid-monofoszfatok (NMP) helyett a 2’-hidroxil
csoporttal nem rendelkez6 dezoxiribonukleotid-monofoszfatok (dNMP) épitik fel. Ezzel
ellentétben a DNS ¢és az RNS baziskomponenseik 0Osszetételében csak minimalisan
kiilonboznek, ugyanis a DNS-ben az RNS-re jellemz6 uracil helyett a szerkezetileg nagyon
hasonld, de 5-metilcsoporttal is rendelkezd timin fordul eld. A tébbi harom bazis (citozin,
guanin, adenin) megegyezik. A DNS szintézisét a DNS polimerazok végzik
dezoxiribonukleotid trifoszfat (ANTP) szubsztratokbol, melyek koncentracidja a sejtben
szigoruan szabalyozott. A négy kanonikus DNS-alkotd6 dNTP koziil harom (dATP, dCTP és
dGTP) a szerkezetileg megfelelé ribonukleozid difoszfat redukalasaval keletkezik [1]. A
reakcidt a nukleozid difoszfat reduktdz (Nrd) enzim végzi, amely kétféle alegységbdl alkot
funkciondlis enzimet. Az enzim szabalyozasa tobb szinten is megvalosulhat, egyrészt a
sejtciklus soran transzkripcionalis regulacio, masrészt a DNS replikacioja soran pedig
bonyolult allosztérikus szabalyzas biztositja a nukleotidok megfelelé sejtbeli aranyat és
befolyasolja. A sejtbeli ATP/dATP arany meghatarozza az enzim aktivitasat a nagy alegység
(o) igynevezett a-helyére (activity-site) torténd kotddésén keresztiil. Ezaltal az enzim érzékeli
a sejtbeli ANTP koncentracidt, és ahhoz hangolja a katalitikus aktivitasat. A specificitast
meghataroz6 allosztérikus helyre (s-hely, ,,specificity-site””) dATP, ATP, dGTP és dTTP is
kotédhet. Attol fiiggden, hogy az s-helyre melyik nukleotid kotddik, a kozeli katalitikus hely
konforméciovaltozasa befolydsolja az NDP molekuldk kotddését és azok enzimatikus
redukcidjat. A dTTP kotddése a GDP, a dGTP kotddése az ADP redukciojat, mig az ATP
vagy a dATP kotédése a CDP és az UDP redukciojat segiti elé. Ezaltal a négy ANTP-t a DNS

replikacidjahoz szikséges koncentracioban és aranyban tartja. Ett6]l az egyenstlyi helyzettdl
p ] g y g gy y y
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valo eltérés mutagén hatasu tobb megfigyelt organizmus esetében is, pl. az Nrd s-helyét érint6
mutaciok E. coli sejtekben a dNTP készlet egyensulyat felboritjak és jelentds mutator hatast
indukalhatnak [3,4]. A reakcioban keletkez6 ANDP molekulak ANTP-v¢é valo foszforilalasat a
nukleozid difoszfat kindz (Ndk) enzim katalizalja [5]. Ezzel szemben a dTTP kozvetlen
ribonukleotid megfelel6je hianyzik a NTP készletbdl, ezért a timidin bioszintézise az

alabbiakban ismertetett fiiggetlen utvonalakon keresztiil valésul meg.

1.1.1 Timidilat bioszintézis

A dTTP de novo bioszintézise altalaban valamilyen uraciltartalmt koztiterméken at torténik
az ¢lovilag nagy részében, ugyanis a timidilat szintaz reakcio kozvetlen szubsztratjaként a
dUMP szolgél (1. Abra). A legtobb él6lényben a dUMP f§ forrasa citozin dezoxinukleotid
dezaminalasabol szarmazik (dCMP vagy dCTP), mig a dUDP defoszforilacioja kisebb
jelent6séggel bir [6-8]. Enterobaktériumokban, mikobaktériumokban és plazmodiumban
jelentds tutvonalat képvisel a dezoxiuridin trifoszfat (dUTP) pirofoszforolizis reakcidja
dUMP-vé. A reakciot az élovilagban széleskoriien elterjedt dUTPaz enzim katalizalja, ami a
dUMP eldallitasan tal a genom uracilosodasat is megel6zi azaltal, hogy lebontja a sejtben
keletkez6 dUTP-t [9]. A dUTP szarmazhat a dCTP dezaminalasabol, amit a Gram negativ
baktériumokra jellemzé dCTP dezaminaz (Dcd) végez, valamint az Nrd termékébdl (dUDP),
amit aztdn az Ndk enzim foszforilal dUTP-vé. Bizonyos baktériumokban, mint a
Methanocaldococcus jannaschii, vagy a Mycobacterium tuberculosis, egy bifunkcios dCTP
dezaminaz : dUTPaz (Dcd:dut) enzim helyettesiti a Dcd enzimet, mely dCTP-bdl a dezaminaz
és hidrolizis reakcio katalizalasaval egy 1épésben dUMP-t allit el6 [10,11]. Mindharom enzim
(Dcd, dUTPaz, Dcd:dut) a dUTPaz szupercsaladba tartozik és szerkezetileg nagyon hasonlo.
Eukariotakban és Gram pozitiv baktériumokban a citozin dezaminaldsa a monofoszfat-
nukleotidok szintjén torténik és a ACMP dezaminaz (Dctd) enzim katalizalja. A dezaminacios
reakcio nyu;jt lehetdséget a dCTP:dTTP nukleotidok ardnyanak beallitasara is, ugyanis a Dctd,
a Dcd és a Dcd:dut enzim is allosztérikus szabalyozassal rendelkezik. A Dctd esetében a
dCTP aktivalja, mig a dTTP mindharom enzim esetén gatolja dezaminacios reakciokat [8,11-

14].

10
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De novo utvonalak

Ribonukleozid

difoszfat CDP UDP
1Nrd Nrd
Dezoxiribonukleozid v
difoszfat dCDP dUDP
lNdk Nk
Dezoxiribonukleozid A
rifoszfat dCTP dUTP dTTP
Dcd:dut lD_ut IN‘”‘
- Tmpk
Dezoxiribonukleozid ThyA
monofoszfat dUMP W dTMP

1. Abra. A dTTP bioszintézis iitvonalak és az titvonalakban résztvevd enzimek A legtobb élélényben de novo és
menekito utvonalak is részt vesznek a timidilat bioszintézisében. Ezzel ellentétben a mikobaktériumokban csak a
dCTP dezamindz és dUTPdz reakcidkat katalizalo enzimek génjei (ded:dut; dut) vannak a genomban kédolva. A
mikobaktériumokban hidnyzo reakcioutakat sziirkével jeloltem. Roviditések: Dcd — dCTP dezamindz, Dut —
dUTPdz, Dctd — dCMP dezamindz, Dcd:dut — bifunkciés dCTP dezamindz : dUTPdz, Nrd — Nukleozid difoszfat
reduktaz, Ndk — Nukleozid difoszfat kindz, Tmpk — dTMP Kindz, Tk — Timidin kindz, ThyA ThyX — timidilat

szintdz.

A fentiekben ismertetett reakciokban keletkez6 dUMP metilaciojat a timidilat szintaz (TS)
enzim katalizalja redukdld kofaktor jelenlétében. A timidilat szintdz enzim legtobbszor
esszencialis, vagy hianya timidin auxotrofiat eredményez. Az ¢€ldvilagban két kiillonbozo
timidilat szintazt irtak le a kiilonb6z6 fajokban (ThyA ¢és ThyX), amelyek kiilonb6zo
enzimatikus mechanizmussal rendelkeznek, valamint a szerkezetiik is eltér6. A ThyA enzimet
konvencionalis vagy klasszikus timidilat szintaznak nevezik. Az enzim kofaktoraként és
metil-donoraként metilén-tetrahidrofolatot (MTHF) hasznal, amelyet az enzim az uracil
metilalasat kovetéen dihidrofolatta alakit (DHF) [13]. Mivel a redukalt folatok szamos
biologiai folyamathoz sziikségesek, a dihidrofolat reduktaz enzim (Dhfr; Escherichia coli-ban
a folA, Mycobacterium tuberculosis-ban a dfrA nevii gén kodolja) alakitja vissza
tetrahidrofolatta (THF). A prokariotak egy csoportjara azonban egy nemrégiben felfedezett,
nem kanonikus, a ThyA-val nem rokon, az n. flavin-fliggé vagy alternativ timidilat szintaz

(ThyX) jellemz6. A ThyX enzim metil donorként szintén mTHF-ot, viszont kofaktorként
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redukalt flavin adenin dinukleotidot (FADH,) hasznal [14]. A két kiilonb6z6 reakcid soran
keletkez6 THF-ot a szerin hidroximetil transzferaz enzim alakitja vissza MTHF-ta. A
fentiekben ismertetett reakcioban keletkezd dTMP molekuldk dTTP-vé valo foszforilalasat a

timidin monofoszfat kinaz (Tmpk) €s a nukleozid difoszfat kinaz (Ndk) enzim katalizalja.

1.1.2 A mikobakterialis timidilat bioszintézis jellegzetességei

A Mycobacterium tuberculosis altal okozott tiidoglimékor (tuberkuldzis) cseppfertézés Gtjan
terjedd betegség, melyet még ma is sulyos, vilagszerte jelenlévd egészségiigyi problémaként
tartanak szdmon. A tuberkulozisos betegek szdma a HIV fert6zottek és a hajléktalanok
korében jelentds, ugyanis a tuberkulozis els6sorban a valamilyen okbdl legyengiilt
immunrendszerrel rendelkezé embereknél alakul ki. Sulyosbitja a helyzetet, hogy az utdbbi
években ismét megndvekedett a fertézottek szama az Gjonnan kialakult multi drog-rezisztens
(MDR) ¢és extrém drog-rezisztens (XDR) torzsek megjelenése miatt. Ezért ij hatékony és

specifikus gyodgyszercélpontok azonositasara és 0j gyogyszerek fejlesztésére van sziikség.

Mikobaktériumokban a timidilat bioszintézis tobb specifikus jellegzetességgel is bir, ezért a
benne szerepld enzimek jO gyogyszercélpontként szolgalhatnak. Egyrészr6l a dUMP
termelése kizarolagosan a dCTP dezaminaz és dUTPaz reakciokon keresztiil torténik [9]. A
dCTP dezaminalasat a dCTP dezaminaz (Dcd), M. tuberculosis esetén a bifunkciés Dcd:dut
végzi. A sejtben keletkezd dUTP-t a Dut enzim bontja dUMP-vé, a timidilat szintaz enzimek
szubsztratjava. A bifunkcios Dcd:dut dUTPaz aktivitassal is rendelkezik, ezaltal M.
tuberculosis-ban két enzim is képes a dUTP hidrolizisére. Még nem ismert, hogy a tobbi
mikobakterialis faj enzime is rendelkezik-e dUTPaz aktivitassal, ezért bioinformatikai
analizissel megvizsgaltuk a mikobakterialis Dcd enzimeket. A vizsgalat eredményeit késdébb,
az Eredmények fejezetben ismertetem. Masrészr6l a legtobb él6lény genomjaban csak az
egyik timidilat szintaz gén van kodolva, viszont mikobaktériumokban mindkét tipusu enzim
(ThyA, ThyX) génje megtalalhato. A thyX kilitése letalisnak bizonyult a masik timidilat
szintdz (ThyA) megléte mellett is, ezért hatékony és specifikus gyogyszer célpontnak
bizonyulhat a tuberkulozis elleni gyogyszer fejlesztésben [15].

Az altalunk modellként hasznalni kivant mikobaktériumok ezért idedlis modell szervezetek
lehetnek a dUTPaz reakcid sejtbeli vizsgélatara, valamint egy esetleges ) gyogyszercélpont

azonositasa nagy hatassal lehet a tuberkul6zis ellen iranyuld gyogyszerkutatasra.
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1.1.3 A dUTPaz reakcié szerepe a timidilat bioszintézisében

A dCMP utvonallal rendelkezd élolényekben a dUMP 6 forrasa a Dctd enzim altal katalizalt
dCMP dezaminacio, valamint a dUTPaz enzim altal katalizalt hidrolizis reakcio. Ezzel
ellentétben a dCTP utvonallal rendelkezé él6lényekben csak a dUTPaz reakcion keresztiil
keletkezhet a timidilatszintézishez nélkiilozhetetlen dUMP [7]. Ezekben az él6lényekben a
Dut enzim kilitése gyakran letalitast, vagy timidin auxotrofiat eredményez. Bonyolitja az
okozott fenotipus pontos megértését, hogy egyes esetekben, pl. a dCTP utvonalat és menekitd
utvonalat is tartalmaz6 E. coli-ban a dut- letalitds menekithet6 az ung (uracil DNS glikozilaz
enzim) csendesitésével és a dut-, ung- genotipusti baktérium timidint tartalmazo taptalajon
valo novesztésével [16]. Ez arra utal, hogy a dUTPaz enzim genomi integritas megdrzésében
jatszott szerepe is nagyon fontos. Hasonloan, a dCMP utvonalat kodolo S. cerevisiae és C.
elegans esetében a dut- fenotipus szintén menekithetd az ung inaktivaciojaval [17,18]. Ezzel
szemben a menekitd utvonalakat nem tartalmazé Trypanosoma brucei esetén a dut
csendesitése nem menekithetd az ung inaktivacidjaval, s6t a hibajavitdé enzim elrontasa
stlyosbitja a dut csendesités citotoxikus hatasait [19]. A kiilonboz6 ¢€l6lények dUTPaz
enzimét érinté manipulaciok (kiiités, mutaciok, csendesités) hatasat taglald irodalmi adatokat
a fliggelekben taldlhato tablazatban foglaltam Ossze. Mikobaktériumokban szintén nincs
menekitd utvonal, igy ezekben az élélényekben a timidilat bioszintézis kizardlag a dCTP
dezaminaz és dUTPaz reakciokon alapul. M. tuberculosis-ban a dUTPaz mellett a dCTP
dezaminaz enzimnek szintén van dUTPaz aktivitasa [11], megerdsitve ezzel a reakcid

fontossagat a baktériumban.

1.1.4 A dUTPaz szupercsalad

A dUTPaz szupercsalddba tartoz6 enzimek (Dut, Dcd ¢és Dcd:dut) szerkezetileg ¢és
szekvencialisan is nagyon hasonléak (2. Abra), egymassal homoldogok. Mig a Dcd és a
Dcd:dut enzimek jellemzéen csak a dCTP dezaminacidjan keresztill vezetd utvonal
enzimeiként fordulnak eld, addig a dUTPaz az éldvilagban &ltalanosan elterjedt. Egyes
¢lélényekben a dUTPaz reakcidt a homotrimer dUTPaz helyett a dUTPé4z szupercsaladdal
nem homoldg, dimer szerkezetii dUTPaz enzimek katalizaljak [20,21]. A katalitikusan aktiv
enzim harom alegységbdl épiil fel a szupercsalad minden enzime esetében. A kdzéppontos
szimmetridval rendelkezé homotrimer enzimben az egyes alegységek egy koézponti csatornat
Olelnek koriil. Az aktiv helyek a szomszédos alegységek hataran alakulnak ki,
kialakulasukhoz az egyes alegységek C-terminalis flexibilis karja is hozzajarul. Habar az

enzimmagok az egyes enzimcsaladokban szerkezetileg nagyon hasonloak, a N- és C-
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terminalis részek kozott apro kiilonbségek talalhatoak. A dUTPazok esetében az egyes
alegységek C-terminalis karja néhany kivételtdl eltekintve a tavoli alegységek altal kdzrezart
aktiv hely kialakitdsaban vesz részt, ezzel szemben a Dcd és Dcd:dut enzimekben a C-
terminalis kar visszahajlasaval a sajat alegységéhez kozeli aktivhely kialakitasaban vesz részt.
Ezen tilmenden a dUTPazokban erdsen konzervalt, a y-foszfat koordinaldsdban ¢és az
atmeneti allapot stabilizalasaban szerepet jatszo P-loop-szerii V. motivum [22] a Dcd és
Dcd:dut enzimekben hidnyzik. Mindharom enzim esetében a C-termindlis kar csak szubsztrat-
kotott allapotban latszik a kristalyszerkezetben, ami azt jelenti, hogy a szubsztrat kotédése
rendezi €s stabilizalja az amugy flexibilis kart. Emellett az aktivhelyek felépitése is nagyon
hasonl¢ a katalizalt reakciok rokonsaga miatt. Ennek kdszonhetd, hogy a bifunkcios Dcd:dut

enzim egyazon aktivhelyen mindkét reakciot képes katalizalni [23].

2. Abra. A M. tuberculosis dUTPdz a bifunkciés dCTP dezamindz:dUTPdz szerkezete. A) A M. tuberculosis
dUTPdz (PDB: 2PY4) és B) a M. tuberculosis bifunkciés dCTP dezamindz:dUTPdaz (PDB: 2QLP) szerkezete.
Lathato, hogy a két enzim szerkezete nagyon hasonlo, kivéve a C-termindlis kar elhelyezkedését, valamint a
Dcd:dut egy-egy a-helikdlis inszerciét tartalmaz az N-termindlis régioban. A szubsztratot (a-f-imido-dUTP
(dUPNPP), illetve dTTP) palcika dbrazolassal, atomi szinezéssel dbrdazoltuk (sarga szénatomok a dUPNPP
esetén), az alegységeket kiilon szineztiik. Az abrakPyMol szoftverrel késziiltek.

1.15 A mikobakterialis dUTPaz enzim

A dUTP4z enzimek a dUTP foszfat lancanak hidrolitikus hasitasat katalizaljadk az o és P
foszfat kozott. A reakcid végterméke dUMP ¢€s pirofosztat, valamint a katalizis kdzben proton
szabadul fel. A homotrimer enzim harom aktivhelyet is tartalmaz, melyek az alegységek
kozotti arokban helyezkednek el. A hatékony katalizishez mind az 6t konzervalt motivum (I-

V. motivum) sziikséges mindharom alegységbdl [9]. Egy-egy aktiv helyet az els6 alegység 1.,
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II. és IV. motivuma, a masodik alegység IIl. motivuma ¢és a harmadik alegység C-terminalis
karjan talalhat6 V. motivuma alakit ki. A C-terminalis kar konzervalt V. motivuma egy P-
loop szeri motivum, ami a nukleotid hidrolizist katalizal6 enzimekre jellemzd és szdmos
hidrogén-hid ¢és ionos kolcsonhatast 1étesit a dUTP foszfat lancaval, amelyek sziikségesek a
rendkiviil specifikus [24], a MgedUTP koordinalasaban a II-IV. motivumok vesznek részt. A
harmadik motivumban talalhaté erésen konzervalt aszpartat (Asp83 M. tuberculosis enzim
esetén) felelés a katalitikus viz aktivacidjaért, amely nukleofil tamadast indit a dUTP o—
foszfat csoportjan, a reakcid végterméke dUMP és pirofoszfat [25]. A M. tuberculosis
dUTPaz kozponti csatorndjaban az eukariota és viralis enzimek kozponti csatorndjaval
szemben hidrofob kolcsonhatasok jonnek 1étre, ezaltal stabilizalva a homotrimer szerkezetet.
A mikobakteridlis enzim felszinén megfigyelheté egy jellegzetes hurok motivum a
kristalyszerkezetben (PDB: 2PY4), amely jol megkiilonbozteti a mikobakterialis dUTPazokat

a tobbi faj enzimétol.

1.1.6 A mikobakterialis bifunkcios dCTP dezaminaz: dUTPaz enzim

A korabban dCTP dezaminazként annotalt M. tuberculosis bifunkciés dCTP dezaminaz:
dUTP4az enzim a dCTP dezaminaciodjat és a reakcioban keletkez6 dUTP trifoszfat-hidrolizisét
is katalizalja, tehat dCTP-bdl kapcsolt reakcidban allitja eld a dTTP bioszintézis prekurzorat,
a dUMP-t [11] (3. Abra). A bifunkciés Dcd:dut enzim tartalmazza a dUTPaz szupercsalad
enzimeire jellemzd I-IV. konzervalt motivumot, viszont a dUTPéazokra jellemzd V.
motivumot nem tartalmazza, hasonléan a dCTP dezaminaz enzimekhez. A dUTPaz reakcio
meglétéhez elengedhetetlen aminosavak (Ser102, Asp119 és GIn148; M. tuberculosis Dcd:dut
szamozas, [11]) konzervaltak a M. tuberculosis és M. jannaschii bifunkcidos Dcd:dut
enzimekben, valamint a konvencionalis dUTPazokban is. A katalitikus viz koordinaciojaért
felelds Aspl19 aminosav a dUTPazokban interakcioba 1ép a kotott nukleotid 3°-OH
csoportjaval [25]. Ez az aszpartat az egész szupercsaladban konzervalt. A monofunkcids
dCTP dezaminazok ellenben tartalmaznak egy erdsen konzervalt arginint (Arg126 E. coli Dcd
enzimben), amely elfoglalja a katalitikus viz helyét a szerkezetben, valamint sohidat képez a
katalitikus aszpartattal (Asp128 E. coli-ban) (2. Abra). Emiatt a monofunkciés dCTP
dezaminazokban nem mehet végbe a dUTPaz reakcio [23]. A dUTP-t hidrolizalni képes
bifunkcidos Dcd:dut enzimekben (M. jannaschii, M. tuberculosis) arginin helyett ebben a

pozicidban egy aromas aminosav van (Phe, Trp). A monofunkciés dUTPazokhoz [26] képest
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ezekben az enzimekben tobb nagysagrenddel kisebb a dUTP hidrolizisének katalitikus
hatékonysaga [11].

A

motif II motif III motif IV
51 125

ADPSLAAMMLPRSGLGHKHGIVLGNLVGLIDSDYQGQLMISVWNRGQODSFTIQPGERIAQMIFVPVV-Q
DCD-DUT_M. jannaschii PNDISAQYQGRSSLGR--VFLTSHQTAGWIDAGFKGKITLEIVAFDKPVILYKN-QRIGQLIFSKLLSP
DCD_E. coli PADLVGWLDGRSSLAR--LGLMVHVTAHRIDPGWSGCIVLEFYNSGKLPLALRPGMLIGALSFEPLSGP

B C i
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3. Abra. A dCTP deamindz és dUTPdz reakcié és a reakciéhoz sziikséges aminosavak. A) E. coli dCTP
dezamindz, dUTPdz és M. jannschii bifunkcios dCTP dezamindz:dUTPdz szekvencidk tobbszords illesztése. A
monofunkcionalitasért felelés Argl26 aminosavat pirossal emeltiik ki. B) E. coli dCTP dezamindz (sarga), M.
jannaschii bifunkciés dCTP dezamindz:dUTPdz (PDB: 10GH, vildgoskék) és E. coli dUTP4z (PDB: 1DUD,
sotétkék) enzimek aktiv helyének egymdsra illesztett szerkezete. Az abra Eva Johansson et al. J. Biol. Chem. 2005
cikkébdl [27] szarmazik. C) A dCTP dezamindz és dUTPdz reakcio. A bifunkciés dCTP dezamindz:dUTPdz
enzim mindkét reakciot, a dUTPaz csak a dUTP foszfat lancanak hidrolitikus hasitasat katalizalja az o és f
foszfat kozott.

Random mutagenezisen alapul6 kisérletek szerint a bifunkcios enzim jelenléte nem sziikséges
a M. tuberculosis baktérium novekedéséhez, ezzel ellentétben a Dut enzimet esszencialisnak

prediktaltak [28,29].

1.1.7 Menekito utvonalak

A legtobb él6lény a de novo timidilat bioszintézis Gtvonalakon kiviil rendelkezik egyfajta
menekitd Utvonallal, mely az intracellularisan elérhetd timidin foszforilaldsan alapul. Ezt a
reakciot a timidin kinaz (TK) enzim katalizalja. Az eml6sok tobbféle dezoxinukleotid kinazzal
is rendelkezhetnek [30], viszont a Gram pozitiv baktériumok altalaban csak egy, a human Tkl
enzimmel homoldg timidin kindzt, mig a Gram negativ baktériumok egy evolucidésan

fiiggetlen timidin kinazt kédolnak [31]. A timidin kinazok szerepe a de novo bioszintézis
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utvonalak és a dNTP metabolizmus zavara soran értékelédhet fel, valamint fontos
orvosbiologiai szerepilk IS van, ugyanis a virus ¢és rakellenes terapiakban hasznalatos
kiilonb6z6é dezoxiribonukleozid analégok aktivalasaban fontos szerepet toltenek be. Egyes
baktériumok, mint példaul a Pseudomonas aeruginosa, a Helicobacter pylori, valamint a M.
tuberculosis, nem kodolnak timidin kinazt a genomjukban [31], ez arra utal, hogy a timidin
kindz valosziniileg elveszett az evolicié soran néhany baktérium esetében. Az altalunk
modellorganizmusként hasznalni kivant mikobaktériumok ezért is idealis modell szervezetek
a dUTPaz reakcio sejtbeli vizsgdlatara, hiszen ezekben az ¢l6lényekben a timidilat
bioszintézise kizarolag a dCTP dezaminaz és dUTPaz reakcidokon keresztiil folyik. Az Gtvonal

konzervaltsagat a génuszon belill az eredmények szekcidban mutatom be.

1.2 A nukleotid anyagcsere hatasa a DNS osszetételére és a genom integritasara

A DNS-t felépité nukleotid komponensek sejtbeli koncentracidja nem egyenld, raadasul a
nukleotid készletben fellelhetd ardnyaik a DNS-beli eléfordulasukat sem tiikrozik. Példaul a
dTTP sejtbeli koncentracidja a legmagasabb (37 + 30 uM), mig a dATP koncentracidja csak
24 + 22 uM, ezzel szemben a dCTP sejtbeli koncentracidja 29 + 19 uM, mig a dGTP
koncentracidja csak 5,2 + 4,5 uM [32] egy atlagos sejtben. Az egyes nukleotidok sejtbeli

crer

replikacidjahoz, valamint a genomi integritas fenntartasahoz [33,34].

1.2.1 A dNTP aranyok és a mutagenezis

Tobb tanulményban is leirtak, hogy a ANTP készletbeli egyenstly felboruldsa mutagén hatast
lehet [3,4,35,36]. Kumar és kollégai azt talaltak, hogy az egyensuly kismértékii dNTP
eltolodasa is erdsen mutagén hatasu volt Saccharomyces cerevisiae-ben, habar a kiilonboz6

egyensulytalansagok mértéke nem korrelalt direkt modon a mutagén hatas mértékével [37].

okozhat [38,39]. Wheeler és munkatarsai az Nrd enzim taltermelésével a nukleotid
koncentraciok aranyos novekedését idézték elé E. coli-ban, ami a ANTP készlet novelése
mellett a mutacios gyakorisagot is jelent6sen fokozta [40]. Ez azzal magyarazhat6, hogy a
DNS polimerazok kettds aktivitasanak (nukleotid beépités vs. hibajavitds) egyensulya
ideiglenesen eltolddik a nukleotid beépités javara, ezzel csokkentve a polimeraz proofreading
aktivitasat [38]. Vagyis miutan a polimeraz beépit egy nukleotidot és tovabbmozdul a replikal6do
DNS-en, a kovetkezé dANTP beépitéséig kijavithatja a hibasan beépiilt nukleotidot. Amennyiben a

kovetkezd nukleotidnak megfeleld6 dNTP lokalis koncentracioja magas, a nukleotid beépiilése
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gyorsabb lesz, csokkentve ezzel a hibajavitasra fordithat6 ido6t és ezzel a javitas hatékonysagat a
korabban beépiilt nukleotidra nézve. Ezt az irodalomban kdvetkezd nukleotid effektusnak
(‘next nucleotide effect’) nevezik. A ANTP készlet megnovekedése altalanos valasz a DNS
karosodas okozta stresszre [1,2,39] és valoszinlileg a genotoxikus stressz toleralasara
szolgalhat, ugyanis a mutacids rata atmeneti novekedésével lehetdség nyilhat az adaptacios
folyamatok felgyorsitasara. Abban viszont nincs egyetértés, hogy a dANTP készlet deplécidja
milyen hatdssal van a mutdcios ratdra és a genomi integritasra. Bester és munkatarsai azt
talaltak, hogy a karcinogenezisben talexpresszalt gének inaktivacioja csokkenti a dNTP
készletet a genom instabilitasat okozva [41]. Ezzel ellentétben a ANTP készlet csokkentése

Laureti és munkatarsai szerint novelte a replikacio hiiségét [42].

1.2.2 A nem konvencionalis nukleotidok beépiilése a DNS-be

Az clobbiekben bemutatott példakon keresztiil lathattuk, hogy a nukleotid készletben
fellelhetd aranyok eltolddasa, vagy az Ossznukleotid készlet mennyiségének megvaltozasa
mind mutagén hatasu lehet. A DNS-ben azonban megjelenhetnek a konvencionalis
nukleotidoktol eltéré modosult szerkezetli bazisok is. A bazisok modosulasa torténhet a DNS-
en, illetve a kornyezeti hatdsoknak sokkal nagyobb mértékben kitett nukleotid készletben is.
A moédosult bazisok gyakran az eredeti bazistol eltéré kémiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek
¢és kiilonb6z6 mértékben mutagén hatistiak is lehetnek. Ezek a bazisok a konvencionalis
bazisok metabolikus utvonaldnak enzimei altal (pl. dUTP), vagy valamilyen kornyezeti
stressz altal (pl. 8-0x0-dGTP) moédositott szarmazékai. A sejt metabolikus Gtvonalai ugyanis
allando jelleggel termelnek kiilonb6zd melléktermékeket, valamint kiilonbozd stresszhatasok
(pl. oxidativ stressz) altal is modosulhatnak a mar megszintetizalt nukleotidok. A kdrnyezeti
hatasok mellett a sejt normal metabolikus Gtvonalaiban is keletkezhetnek toxikus anyagok. A
legismertebb ilyen stresszorok a sejtlégzés soran keletkezd reaktiv oxigén gyokok. A
leggyakrabban el6fordulé nem kanonikus nukleotidok a dUTP, 8-0xo-dGTP, 8-0x0-dATP,
dITP, dXTP, illetve a 2-oxo-dATP (4. Abra), melyek valamelyik kanonikus nukleotid

dezaminalodasaval, illetve oxidalodasaval keletkeznek.
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4. Abra. Gyakran eldfordulé természetes bizis médosulisok. A)Uracil B) 8-oxo-Guanin C) Inozin D) Xantin
E) 8-0x0-Adenin F) 2-oxo-Adenin

A kilonboz6 DNS  polimerdazok ugyan magas  szelektivitdst —mutatnak a
dezoxiribonukleotidokra (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) a ribonukleotidokkal (ATP, UTP, CTP,
GTP) szemben, de az els6 szénatomon elhelyezkedd bazissal szemben csak nagyon limitalt
szelektivitast mutatnak. Kincaid és munkatdrsai azt talaltdk, hogy az altaluk vizsgalt
polimerazok a bazis helyén szubsztitualt benzimidazolokat tartalmazé nem konvencionalis
nukleotidokat is elfogadtak szubsztratként [43]. Ehhez hasonl6 modon szamos nem kanonikus
nukleotid képes beépililni a genomi DNS-be a replikdcid soran, melyek eltéré kémiai
tulajdonsagaik miatt nem a megfeleld bazissal szemben beépiilve mutaciokat hozhatnak 1étre.
A nem kanonikus nukleotidok hidrolizdlasa és ezaltal a nukleotid készlet tisztdn tartdsa
megfeleld védekezésként szolgdlhat a sejtben a DNS kéarosodasok 1étrejottének
megakadalyozasara. Az ilyen nukleotid-hidrolaz enzimek, az ugynevezett *house-cleaning’
enzimek parhuzamosan dolgoznak a mar a polimerazok altal beépitett, vagy a DNS-en
keletkez6 nem konvencionalis bazisok javitasan dolgozd rendszerekkel, ezaltal egyiitt
biztositjdk a genomi integritas megdrzését. A nem konvenciondlis nukleotidok eltavolitdsdban

szerepet jatszo hibajavitod rendszerek enzimeit az 1. Tablazatban ismertetem.

Régota ismert, hogy a replikativ polimerazok a ribonukleozid trifoszfatokat is elfogadhatjak
szubsztratként, habar sokkal kisebb valdsziniiséggel, mint a dezoxi-ribonukleotidokat. Habar
a polimerazok a ribonukleotidokat szubsztratként felismerd képessége nem szamottevd a
dezoxinukleotidokhoz torténd affinitasukhoz képest, a magas sejtbeli koncentracidjuk miatt
mégis potencialis veszélyforrast jelenthetnek. Két fiiggetlen tanulmany is kortlbeliil 1 : 2500

bazisra becsiili a NTP beépiilést a replikacio soran élesztdben és E. coli-ban is [44,45].
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1.2.3 A nem konvencionalis nukleotidok eltavolitasa a ANTP készletb6l, a genom
preventiv védelme

Mivel a nukleotid hidroldz enzimek szubsztratjai a kanonikus nukleotidokhoz képest igen kis
mennyiségben vannak jelen a sejtben, ezeknél az enzimeknél altaldban igen magas
szubsztratspecifitast (Ky a mikromolaris tartomanyban) figyelhetiink meg. Ezek a nukleotid
pirofoszfataz enzimek legalabb négy, szerkezetileg kiilonb6z6 szupercsaladba sorolhatéak:
Nudix hidrolazok (pl. MutT), trimer dUTPazok, ITPazok és az all-a NTP pirofoszfatazok (pl.
MazG) [46] (1. Tablazat). A teljes genomok szekvenalasabol és annotalasabol szarmazo
adatok azt sugalljak, hogy a house-cleaning rendszerek szamos, egymassal analog és atfedo
aktivitassal rendelkezd enzimekbdl allnak, valamint a kordbbiakban gondoltaknal joval
elterjedtebbek és fontosabb szerepet toltenek be a genom integritdsanak fenntartdsdban. A
kiilonbozé baktériumokban és élesztOben végzett globalis mutagenezis tanulméanyok arra
utalnak, hogy a dUTP4az kivételével a nukleotid hidroldz enzimek altaldban nem tdltenek be
esszencialis szerepet [28,47]. Ez valoszinlileg az egymassal legalabb részben atfedd
aktivitasuknak koszonhetd. Példaul a 8-0x0-dGTPaz enzimet kodoldé mutT null-mutécidja
nem okoz semmilyen jol detektalhato fenotipikus valtozast E. coli-ban, viszont a mutacios
rata jelentds (~100-szoros) novekedését okozza [48]. Tobb tanulmany is igazolta, hogy a
kiilonboz6 mutator sejtvonalak fitnesze lecsokkent tobb generacidés novesztést kovetéen a
mutaciok felhalmozéasa miatt [49,50]. Funchain és munkatarsai azt talaltak, hogy a vizsgalt
mutator sejtvonalak legtobbje koriilbeliil ~1000 generaciot kovetden kisebb méretli telepeket
képzett, 4 % kihalt, 55 % auxotrof lett (minimal taptalajon nem ndvekedett), valamint a
mutator sejtvonalak 26 %-a homérsékletérzékennyé is valt [50]. Emellett a house-cleaning
enzimekben mutans sejtvonalak gyakran mutatnak szintetikus letalitast egy masik gén
kititésére (a két gén mutacidja kiilon-kiilon nem, viszont egyiitt letalis fenotipust eredményez).
Példaul az inozin/xantozin trifoszfatazt kodold rdgB, és a recA vagy a recBC egyiittes
mutacidja is letalis E. coli-ban [51]. Egy-egy ilyen mutacié kovetkezménye tobbsejtii
¢élélényekben még latvanyosabb lehet, példaul egérben az MTHI1, a MutT ortoldgjanak

mutacidja drasztikusan megemeli a rakos elfajulasok el6fordulasat [52,53].

1.2.4 A nem konvencionalis nukleotidok eltavolitasa a DNS-bol
A nem kanonikus nukleotidok DNS-bdl vald eltavolitasaért kiilonb6zé hibajavito
mechanizmusok felelések a sejtben. A hiba felismerése a nukleotidok rendellenes

bazisparosodasan, ezaltal a DNS szerkezeti torzuldsan, vagy kozvetleniil a hibas bazis
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felismerésén alapul. A direkt javitdmechanizmusok tobbnyire kdzvetleniil a modosult bazist

alakitjak vissza az eredeti, konvencionalis bazissa.

A baziskivago javité mechanizmus (BER) glikozildz enzimei a kiilonb6zé modosult bazisokat
hasitjak ki a DNS-b6l. Ezek a DNS hélix letapogatasaval specifikusan ismerik fel a hibas
bazist, majd kiforditjdk az aktiv helyiik felé. A monofunkciondlis DNS glikozildzok egy

katalitikus vizmolekula aktivalasaval hasitjdk az N-glikozidos kotést, a reakcido egy un.

abazikus-helyet (AP-helyet) eredményez.

Protein Funkcio Szerep
MutT1
MutT?2
8-0x0GTP hidrolizis
MutT3 preventiv,
MutT4 a beépiilés
Dut megelozése
Ded-dut dUTP hidrolizis
RdgB dITP, dXTP hidrolizise
glikozilaz, adenin, guanin, timin kivagasa a 8-0xoG-nal
MutY
szemben
MutM (Fpg1) gllkogl}az, 8-0x0G kivagasa, AP-hely endonukledz
aktivitas
MutM2 pszeudogén, nincs DNS k&tddés és gikozilaz aktivitasa
glikozilaz, oxidalt pirimidinek kivagasa, AP-hely
Nth . e
endonukleaz aktivitas
Neil oxidalt pirimidinek kivagasa, a guaninnal szemben 1év6 ’ BER o
-~ 8-0x0G-t is javitja, AP-hely endonukledz aktivits, dRP | (bazis kivago
€l csoport eltavolitas Javitas)
Ung uracil kivagas
UdgB uracil, hipoxantin, etenocisztein kivagasa
TagA 3-metiladenin and 3-metilguanin kivagasa
Mpg 3-metiladenin kivagasa
End AP endonukleaz
XthA exonukleaz
UvrA timin-dimerek, abazikus helyek, DNS keresztkotés,
UvrB szaltorések javitasa
UvrC donuklea NER
vr endonukicaz (nukleotidot
UvrD DNS helikéz kivago javitas)
transzkripciohoz kapcsolt javitas, Uvr proteinek
Mfd .
toborzasa
AlKA metilalt bazisok direkt javitasa . L
. . . - Direkt javitas
Ogt alkilguanin DNS alkiltranszferaz
PolA repair szintézis
LigB, C,D foszfodiészter kotések ligalasa
1. Tablazat. A nem konvenciondlis nukleotidok eltavolitasaban szerepet jatszo hibajavito rendszerek

enzimei mikobaktériumokban
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Szamos DNS glikozilaz (pl. MutM, Nth) az N-glikozidos kotés hasitasa mellett a DNS cukor-
foszfat gerincének 3’ irdnyban torténd hasitasat is katalizalja egyes szaltorést 1étrehozva. A
bifunkcidos DNS glikozilazok egy része (pl. Neil, Nei2) emellett a dezoxirib6z-foszfat (dRP)
eltavolitasat is katalizalja. A monofunkcionalis DNS glikozilazok (pl. Ung, MutY) utan
hatramaradt abazikus helyet az AP endonukledz (End) processzéalja 5’-dRP ¢és 3’-OH
szalvégeket eredményezve (1. Tablazat). A baziskivagd javitas kétféle modon torténhet a
javitas soran eltavolitott szakasz hosszatol fiiggéen [54]. Az un. ,short patch” BER soran
csupan egy nukleotid vagodik ki, mig a ,,long patch” BER soran a 3’-dRP csoportot, illetve
tovabbi 2-8 nukleotidot egy endonukleaz enzim tavolit el. A hiba eltavolitdsa utdn a polimeraz
¢s ligdz enzimek segitségével torténik a nukleotidok visszaépitése €¢s a DNS végek

Osszekapcsolasa.

Dolgozatom szempontjabol fontos szerepe van az uracil kivagasaban Szerepet jatsz6 uracil
DNS glikozildaz (Udg) enzimeknek. A szupercsalad {6 képviseldje az evolucidsan igen
elterjedt és sikeres Ung enzim, mely baktériumokban és eukariotakban egyarant jelen lehet.
Az Ung enzim mellett az emlésok tovabbi harom, uracil javitdsaban szerepet jatsz6 enzimet
(Tdg, Smug, Mbd4) kodolnak, mig a mikobaktériumok egy tovabbi enzimet (UdgB), mely az
archea tipusu enzimekkel mutat homologiat [55]. Az Udg enzimek fontos szerepet téltenck be
a genomi integritds fenntartdsdban, ugyanis a pirimidin és purin bazisok spontan
dezaminalddasa igen gyakori folyamat mind a szabad nukleotidoknal, mind a DNS-be mar
beépiilt nukleotidok szintjén. Példaul ismert, hogy a virdlis genom uracilosoddsa erdsen
befolyasolja a HIV virus fert6z6 képességét [56,57]. Ezért a virusok nagyrésze dUTPaz és /
vagy Ung enzimet kodol [58,59]. Ezzel szemben ismert, hogy a Bacillus subtilis PBS2 fag
uracil szubsztitualt genomot tart fenn, és az Ugi fehérje termelésével gatolja a gazdasejt Ung

enzimének mitkodését a fag genom fragmentalodasanak elkeriilése érdekében [60].

A hibas par javitas (MMR) a hibas parok okozta helytelen illeszkedés miatti DNS
szerkezetbeli torzulasok felismerésére specializalodott. A  hibas par felismerését
baktériumokban a MutS végzi, amely homodimer forméaban aktiv. A felismerést kovetéen a
szintén homodimer MutL kotédik a komplexhez. A hibds par mutins nukleotidjanak
meghatarozasa szempontjabol kulcsfontossagi 1épés, hogy a rendszer meg tudja
kiilonboztetni a frissen szintetizalédott DNS szélat a régitél. A DNS szal diszkriminécidja
baktériumok esetén a GATC szekvencidk segitségével torténik, melyek adeninje metilalt
(GmeATC) a régi szalon. Ezzel ellentétben eukaridtdkban még nem ismert a szal

diszkriminacié pontos mechanizmusa. A MutH endonukleaz a metilalatlan GATC motivum
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alapjan a frissen szintetizalt szalat ismeri fel és hasitja el. A MMR t6bb kilobazis hosszisaga
nukleotid szakasz eltavolitasaval jar, ami a sejt szamara energetikailag megterhel6. Erdekes,
hogy mikobaktériumokban nincsenek jelen a MMR rendszer enzimeinek homoldgjai. Ezen
hibajavit6 enzimek hidnya hozzajarulhat a mikobaktérium fajok kiilénosen jo6 adaptalodasi
képességéhez is [61]. Ismert, hogy a M. tuberculosis-ban gyakran fellép6 gyogyszer
rezisztencia mutaciok nagyrészt pontmutaciok segitségével alakulnak ki [62], mig E. coli
vagy S. aureus esetén a horizontalis géntranszferrel tovabbitott rezisztencia markerek

terjedése sokkal jelent6sebb [63,64].

A nukleotid kivagd javitds (NER) nagyobb, a DNS kettds hélixet torzitd modosulasok
eltavolitasara specializalodott. Fontos szerepe van a nukleotidok kozotti keresztkotések és
beékelddé komplexek javitasaban. E. coli-ban az UvrA-UvrB komplex végzi a DNS
szerkezeti torzuldsadnak felismerését, mig az endonukleaz akivitasért az UvrC, a DNS szal
kitekeréséért pedig a helikaz aktivitassal bird UvrD felelds (1. Tablazat). A nukleotid kivagd
javitd mechanizmusok emellett rendkiviil fontosak az ultraviola (UV) sugarzas okozta DNS
karosodasok javitasaban, példaul az uvrA, uvrB és uvrC mutans Halobacterium torzsek

hiperszenzitivnek bizonyultak az UV sugarzas okozta DNS karosodasokra [65].

1.3 A DNS karosodasra adott sejtvalasz: az ,,SOS response”

A kiilonb6z6é genotoxikus anyagok, hatasok okozta DNS karosodas és a replikacid
megakadéasa sordn indukalédd ugynevezett SOS valasz Gram pozitiv és Gram negativ
baktériumokban egyarant altalanosan eléfordul6 jelenség, amely a sejtciklus és a sejtosztodas
megakadasaval jar [66]. A sejtciklus leallasaval lehetésége van a DNS hibajavitd
rendszereknek a DNS karosodasok (példaul szaltorések) javitasara. Az SOS regulon génjeit a
LexA ¢és a RecA proteinek szabalyozzak [66]. A sejtben az elakadd replikacios komplex
kozelében jelenlévd szimpla szali DNS szakasz szolgadl az SOS vélasz indukalasdhoz
sziikséges szignalként, ehhez kotddik hozza a RecA. Az aktiv RecA a DNS kotése miatt
bekovetkezd konformacidvaltozassal jon létre valamilyen nukleozid trifoszfat, altaldban
(d)ATP jelenlétében. Ezek utan a RecA indukalja az SOS regulon represszoranak, a LexA
fehérjének katalitikus onhasitasat [67]. A represszor inaktivalasaval szamos SOS gén (jelenleg
tobb, mint 30 ismert gén) expresszalodik [68—70]. A kiilonbozé SOS gének indukcidjanak
idobeli lefolyasat a LexA represszor kotddésének affinitdsa hatdrozza meg a kiilonbozo
ugynevezett SOS-box szabdlyozd régidkhoz. A korai SOS valasz soran hibamentes (error-

free) javitd folyamatok indukdlodnak, viszont ha a DNS kdrosodasa nagymértékii volt,
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ugynevezett error-prone utvonalak is aktivalodnak, ezzel atmenetileg megndvelve a baktérium
mutacios ratajat. E. coli-ban az SOS valasz részeként a DNS polimeraz II (polB), a DNS
polimeraz IV (dinB) és a DNS polimeraz V (umuD) expresszioja indukalodhat [71,72]. A
DNS polimeraz IV és V is az Y DNS polimerazok csaladjaba tartozik és nincs ,,proofreading”
aktivitasuk ezért az alacsonyabb fidelitdssal bird polimerazok koézé soroljak dket. Ugyan a
transzlézibs DNS szintézis altalaban magas fidelitdssal zajlik, de az SOS valasz soran
indukalodo polimerazok, foként a PolV joval magasabb rataval épit be mutacidt az ujonnan
szintetizalddé DNS szakaszba [71]. Mivel ekkor a 6 prioritas a stresszhatas talélése, ezért a
letalis DNS szaltorések, 1ézidk kijavitasa az elsddleges feladat, mig a genetikai informacio
pontos visszaallitasa csak masodlagos szerepet tolt be. Habar a 1étrejott mutaciok tobbsége
nem elényds az adott baktériumnak, kis szamban a populacido szempontjabol elényds
modosulasok is létrejohetnek, melyek hossza tdvon evoltcids eldnyokkel jarhatnak az adott
populacid szdmara az adott stressz tuléléséhez. A RecA aktivalodésdhoz a szimpla szala DNS
kotésén kiviil nukleozid-trifoszfat kofaktor kotédésére is sziikség van. Kimutattak, hogy a
kiilonb6z6é (d)NTP-k eltéré hatékonysaggal képesek a RecA aktivacidjat eldsegiteni in vitro
koriilmények kozott, leghatékonyabb aktivatornak a dATP bizonyult, mig a tobbi nukleotid
akar gatolhatta is az aktiv konformécié kialakulasat [73]. Erdekes modon nukleozidok, vagy
szabad bazisok adasa a médiumhoz is hasonl6 hatast valt ki, az adenin adéasa segiti az SOS
valasz kialakulasat, mig a citozin vagy guanin adasa gatlo hatast volt [74]. Hasonloan, a
dCTP nukleotidot taltermel6 ndk és dcd mutansok kismértékben szupresszaltak a konstans
SOS indukciot mutatd recA mutans E. coli sejtvonalak mutator fenotipusat [35,75]. Ezek az
adatok azt sugalljak, hogy a nukleotid készletben fellépd valtozasok befolyasoljdk a RecA
aktivitasat, ezaltal pedig befolyasolhatjak az SOS valasz kialakulasat és lefolyasat is. Példaul
az Nrd enzim taltermelése, és ezaltal a ANTP készlet megnovekedése magas mutacios ratat
okoz E. coli-ban [40,76], azonban Wheeler és munkatarsai azt talaltak, hogy az SOS valasz
indukalodasa ebben nélkiilozhetetlen szerepet jatszik [40]. Az el6zé fejezetek alapjan
lathatjuk, hogy a sejtbeli dANTP készlet nemcsak a DNS szintézis épitOkoveiként szolgal,
hanem a replikacio fidelitasat is nagyban meghatarozza. Lathattuk, hogy az egyes nukleotidok
egymashoz viszonyitott aranya befolyasolja a DNS polimerazok altal beépitett hibas bazisok
eléfordulasanak valoszinliségét [3,4], valamint a ANTP készlet 6sszmennyisége meghatarozza
a polimerazhibak kijavitasanak lehet0ségét is (kovetkez6 nukleotid effektus) [38]. Ezek
alapjan varhatéan a replikdcidhoz hasonléan az SOS mutagenezis is érzékeny a dNTP

készletbeli valtozasokra.
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1.4 A timidilat bioszintézis, mint gyogyszercélpont

Mivel a timidilat bioszintézise egy kulcsfontossagu folyamat az éldvilagban, ezért az itvonal
enzimei szamos betegség (rakos, viralis megbetegedések) kezelésére kedvelt célpontként
szolgalnak. Kemoterapias kezelésekben gyakran alkalmazzak példaul az 5-fluorouracil
szarmazékokat (5-fluorouracil (5FU) és 5-fluoro-dezoxiuridin (5FdU)), amelyek metabolitja,
az 5-fluoro-dUMP a timidilat szintaz irrevezibilis inhibitora [77,78]. A fluorouracil
szarmazékok mellett szamos antifolat analdg is létezik, amely hatassal van a timidilat
bioszintézisre. A metotrexat (MTX) a Dhfr ismert inhibitora, ugyanis a timidilat szintaz
reakciohoz sziikséges metil transzfer 1étrejottét gatolja a folat ciklus gatlasa révén [79]. Mas
antifolat szdrmazékok, mint a raltitrexed (RTX vagy mas néven tomudex, TDX) kozvetleniil a

timidilat szintaz enzimet gatoljak [80-82].

A mikobaktériumok koz¢é olyan veszélyes kérokozok tartoznak, mint a tuberkuldzist okozo M.
tuberculosis, a lepras megbetegedéseket okozd Mycobacterium leprae (M. leprae), vagy a
Buruli ulcer nevii, K6zép- és Dél-Afrikaban el6forduld betegség okozdja a Mycobacterium
ulcerans (M. ulcerans) és a szarvasmarhat és embert egyarant fertézni képes, tuberkul6zis
szerll betegséget okozd Mycobacterium bovis (M. bovis). Az elébbiekben felsorolt betegségek
koziil a tuberkuldzis okozza a legnagyobb problémat vilagszerte, leginkabb a drogrezisztens
torzsek terjedése miatt. Ezért siirgetd igény jelentkezett ij gyogyszer hatéanyagok felfedezése
irant, melyek alternativat jelenthetnek a manapsag haszndlatos kombinalt kezelésekre. A
timidilat szintdz reakcid gatlasdra mar szadmos inhibitort haszndlnak, viszont
mikobaktériumokban a dUTPaz reakcié is fontos célpont lehet kizarélagos szerepe miatt.
Emellett, a mikobakteridlis dUTPaz kristalyszerkezetében lathatd egy mikobaktérium-
specifikus felszini struktura, amely nem taldlhaté meg a human és mas fajok dUTPazainak
kristalyszerkezetében. Amennyiben ez a felszini motivum fontos szerepet jatszik az enzim
aktivitasaban, jo lehetdséget kinal kiilonbozé gyogyszermolekuldk tervezéséhez, melyek

szelektiven csak a mikobakterialis dUTPazra fejtenék ki hatasukat.

1.4.1 Specifikus dUTPaz inhibitorok

Az utobbi években kiilonbozo kutatocsoportok tobb kismolekulas dUTPAz inhibitort is leirtak
[83-85]. Azonban fehérje jellegli dUTPaz inhibitort csak az utobbi id6ben sikertilt felfedezni
[86,87]. Lehetséges dUTPaz inhibitorok jelenlétét korabban mar tobb fajban is leirtak (PBS2

bakteriofag fert6zott B. subtilis sejtekben és Drosophila melanogaster sejt extraktumokban
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[88,89]), de egyik esetben sem sikeriilt az inhibitort izolalni, vagy a gatlast molekularis

szinten is bizonyitani.

1.4.2 Az Stl felfedezése és szerepe

2010-ben a Nature folyodiratban megjelent egy cikk, melyben specifikus interakciot irtak le
egy Staphylococcus aureus eredetii represszor fehérje és a baktériumot fert6z6 fag dUTPaza
kozott [86]. Ez a represszor fehérje, az Stl a S. aureus egyik patogenicitasi szigetének, a
SaPlyov1 (Staphylococcus aureus Pathogenicity Island) kifejez6dését gatolja. A patogenicitasi
szigetek a genomba integralodott, mobilis genetikai elemek, amelyek a kérokozo virulenciajat
fokozo géneket (toxinokat, adhézios faktorokat és antibiotikum rezisztencia faktorokat)
kodolnak. A patogenicitési szigetek horizontalis géntranszferrel torténd tovabbadasa komoly
egészségiigyi veszélyeket rejt, kiillondsen az MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) torzsek esetén [90]. A S. aureus manapsag az egyik legelterjedtebb potencialis emberi
korokozd, az egészséges emberek 20-30 %-anak borén megtalalhatd. A baktérium altaldban
nem kodolja a patogenicitasi sziget horizontalis géntranszferéhez sziikséges fehérjéket, a
transzdukcié megvaldsitasahoz leggyakrabban tn. helper fagokat hasznalnak [91,92]. Helper
fagok hianyaban a SaPI kifejez6dését egy a patogenicitasi szigeten kodolt mester represszor,
az Stl gatolja. Helper fag fert6zés vagy profag aktivacid hatdsara azonban a patogenicitasi
sziget aktivalodhat. Ugyanis a helper fag egy olyan fehérjét kodol, ami specifikus
interakcidval megsziinteti az Stl gatld hatasat, ezaltal a patogenicitési sziget genombol torténd
kivagodasaért ¢és az azt kovetd replikacigjaért felelés fehérjéket kodold gének
kifejezddhetnek. A patogenicitasi sziget a kivagodast és replikaciot kovetden a baktériumot
fert6z6 helper fag altal kodolt fag részecskékbe csomagolodik, majd a baktérium lizise utan
ujabb sejteket képes fertézni [92]. A kiilonb6z6 patogenicitasi szigetek derepresszalasaért
kiilonboz6 fagok altal kodolt fehérjék (pl. SaPlpoys esetén a @11 fag dUTPaz) felel6sek. A
SaPlyoy1 derepresszio esetén @71 fag dUTPaza specifikus kolcsonhatast alakit ki az Stl
fehérjével, ezaltal megsziinteti az Stl és a DNS kozotti kolesonhatast és lehetové teszi a

patogenicitasi sziget aktivaciojat [86,87].

1.4.3 Az Stl, mint lehetséges altalanos dUTPaz inhibitor

Csoportunkban ezutdn Szabd Judit Eszter és munkatarsai részletesen karakterizaltdk a
kolcsonhatést az Stl és a @71 tag dUTPaza kozott és leirtdk, hogy a két fehérje altal alkotott
komplexben a dUTPaz aktivitasa kozel 100 %-ban gatolt. Viszont csak akkor tudtdk az

enzimaktivitas gatldsat kimutatni, ha az aktivitdsmérést megelézOen a két fehérjét
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eléinkubaltak egymassal. A részletes in vitro vizsgalatok arra utaltak, hogy az Stl kotédése
sokkal lassabb a dUTP4zhoz, mint a szubsztrat dUTP ko6tddése, valamint a dUTP és az Stl
kozott kompeticio 1ép fel a dUTPazhoz vald kotédés soran [87]. Ezek alapjan egy lasst, de

igen erds kotodést irtak le, valamint egy modellt is kdzoltek.

A modell szerint a patogenicitdsi szigetek aktivalodasa csak megfeleld, dUTP-mentes
kdrnyezetben torténhet meg. A S. aureus torzsek érdekes modon nem kodoljak az éldvilagban
amugy altalanosan elterjedt dUTP4az enzimet. Ezért feltételezhetéen a tobbi ¢él6lénynél
magasabb sejtbeli dUTP szinttel rendelkeznek. A helper fag fert6zése utan a fag dUTPaza
csak azutan lesz képes leszoritani az Stl-t a DNS-r6l, miutan csokkentette a sejtbeli dUTP
készletet igy biztositva a patogenicitasi sziget uracilmentesen tartasat a horizontalis
géntranszfer alatt [87]. Szintén magasabb sejtbeli dUTP szint és a dUTPaz expresszid
csokkenése figyelhetd meg differencialodott immunsejtekben, pl. makrofagokban is, ami a

HIV fert6zés soran hasonloan fontos szerepet jatszhat [56-58].

Az elézoekben leirtak alapjan lathatjuk, hogy az Stl képes gatolni a S. aureus @7/ fag
dUTPaz enzimaktivitasat [87]. Ezek alapjan az Stl az els6 fehérje jellegii inhibitor, ami képes
a dUTPaz enzimaktivitdsdnak gatlasdra. Analdg modon az uracil DNS-glikozilaz (Ung)
esetében is l1étezik egy fag eredetli inhibitor, az Ugi (Uracil glikozildz inhibitor), ami viszont
az Ung enzim aktivitasat gatolja [60,93] és emiatt széles koérben Ung inhibitorként

alkalmazzak.

Az Stl és a @11 tag dUTPaz kozotti interakcio részletes feltdrasa utdn felmertilt, hogy
megvizsgaljuk, vajon az Stl més fajokbdl szarmazé dUTPazokkal is képes-e kolcsonhatni és
gatolni Oket. Ennek vizsgalatara a human, Drosophyla melanogaster, E. coli és M.
tuberculosis dUTPazok és az Stl kozotti kdlesonhatasokat vizsgaltuk meg. Dolgozatomban a
M. tuberculosis dUTPézzal torténd interakcio in vitro koriilmények kozotti vizsgalatat és
Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis) sejtben torténd expressziojanak hatasat vizsgaltam

és mutatom be.
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2 Célkituzések

Az el6z6 fejezetek alapjan lathatjuk, hogy a mikobaktériumok természetesen eléforduld
modellként szolgalhatnak mind a dUTPaz reakci6 sejtbeli lefolyasanak tanulmanyozésara,
mind a dUTP eliminaci6 és dTTP bioszintézis utvonalak fiziologias kapcsolodasanak
felderitésére. Mivel mikobaktériumokban a timidilat bioszintézise kizardlagosan a dUTPaz
reakcido kozremiikodésével valosulhat meg, ezekben az organizmusokban nem zavarja a
reakcid kovetését mas forrasokbol megjelend dUMP vagy dTMP. A menekitd Gtvonalak altali
dTMP szintézis ugyanis mas modell organizmusokban gyakran elfedi a dUTPaz reakcio
hatékonysaganak megvaltoztatasat, példaul a dUTPaz csendesitése human sejtekben alig van
hatassal a dTTP és dUTP szintekre. A képet tovabb bonyolitja a dUTPaz genomi integritas

fenntartasaban betoltott szerepe.

A dUTP4z timidilat bioszintézisében és a genom preventiv védelmében betoltott szerepének

vizsgalatara az alabbi célokat tlztiik ki:

1. dUTPaz kiiitésével vizsgalni kivantuk az enzim timidilatszintézisben betoltott

szerepének fontossagat.

2. A dUTP eliminaci6 és a dTTP bioszintézis fiziologias kapcsoldodasanak, valamint a
Dut és a bifunkcids enzim (Dcd-dut) timidilatszintézis utvonalban betoltott szerepét és

fiziologias funkcidjat kivantuk feltarni.

3. Valamint célunk volt még egy nemrég felfedezett fehérje természetii dUTPaz inhibitor
¢és a mikobakterialis dUTPaz lehetséges kolcsonhatasanak feltarasa mind in vitro,

mind sejtes koriilmények kozott.
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3 Anyagok és médszerek

3.1 Szekvencia analizis és homologia modellezés

A mikobakteridlis timidilatszintézis Utvonalban fontos szerepet jatszo enzimeket protein-

protein BLAST segitségével (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) hasonlitottuk Gssze,

hogy meghatarozhassuk a kiilonb6z6é fajok (M. smegmatis, M. tuberculosis, M. leprae, M.
bovis, M. ulcerans and M. marinum) enzimei ko6zo6tti hasonlosagot. A blast soran az
alapértelmezett paramétereket haszndltuk. Tobbszords szekvencia illesztésre a ClustalW
szoftvert hasznaltuk. A M. smegmatis dCTP dezaminaz enzim 3D szerkezetét (Uniprot:
A0QQ98) Osszehasonlitd  homologia modellezéssel a SWISS-MODEL  szerver
(http://swissmodel.expasy.org/) [94] hasznalataval prediktaltuk. Templatként a M.

tuberculosis Dcd:dut enzimének apo kristalyszerkezetét (PDB: 2QLP) hasznaltuk. A két
enzim kozott 87%-0s szekvencia azonossagot talaltunk. A 1étrehozott modell mindségét az

ANOLEA [95], QMEAN [96] ¢s PROCHECK [97] programokkal ellendriztiik.

3.2 Bakterialis torzsek, taptalajok és sejtfenntartasi koriilmények

M. smegmatis mc?-155 torzset Lemco (folyadék) médiumban vagy 15 g L™ Bacto agart
(szilard taptalaj) tartalmazd Petri-csészében novesztettik az irodalomban leirtaknak
megfelelden [98]. A kiilonbdz6 antibiotikumokat (20 pg/ml kanamicin, 100 pg/ml higromicin
B, és 10 pg/ml gentamicin) a megadott koncentracioban alkalmaztuk. A rekombinans
sejtvonalak szelekcidjahoz a tapoldatokhoz 5 % (wt/v) szukrozt alkalmaztunk. A kék-fehér
telepek szelekcidjahoz 40 pg/ml X-Gal-t (5-brom-4-klor-3-indol-p-D-galaktopiranozid)
hasznaltunk.

3.3 A klonozashoz hasznalt reagensek és koriilmények

A restrikcios emésztéssel nyert DNS fragmensek valamint PCR amplifikatumok izolalasat és
tisztitasat a Qiagen Gél-izolald és PCR tisztito Kit-tel végeztiik a gyartd hasznalati utasitasa
szerint. A specifikus PCR termékeket 1%-o0s agaroz gélen 100 V-on valasztottuk el. A DNS
mintdk koncentracigjadt Nanodrop ND-1000 Spektrofotométer (Thermo Scientific)
késziilékkel hataroztuk meg. A klonozasi 1épéseket valamint a restrikcios enzimekkel végzett
endonukledz emésztést a New England Biolabs altal gyartott enzimekkel végeztiik, standard

koriilmények kozott.
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3.4 DNS konstruktok elektroporalasa M. smegmatis-ba

Elektrokompetens M. smegmatis sejtekbe 0,5-5 ug DNS plazmidot elektroporaltunk. 0,2 cm
rés méretli, jégben elohiitott elektroporald kiivettdkat (BTX) hasznaltunk. A sejtek
elektroporalasat egyszeri pulzust alkalmazva X Cell Gene Pulser (Bio-Rad) miiszerrel
végeztik 2,5 kV fesziiltség, 25 pF kapacitas, és 1000 Q ellendllds beallitdsa mellett. A
transzformalt sejteket 37 °C-on 2 6rdig 150 rpm-en razattuk 5 mL Lemco tapoldatban. Az
inkubacios 1d6 leteltével a baktériumokat 4000 rpm-en 10 percig centrifugéaltuk, majd a
sejtszuszpenziot a megfeleld antibiotikumot tartalmazo agar lemezekre szélesztettiik ki. Az
antibiotikum rezisztens transzformans kolonidkat 37 °C-0S, 4-6 napig tartd inkubacid

elteltével izolaltuk.

3.5 Rekombinacion alapulé allélcsere Mycobacterium-ban

Az allélcserékhez egy homolog rekombinacion alapuld ugynevezett flexibilis kazetta
modszert alkalmaztunk [99]. Az altalunk és egyik leggyakrabban hasznalt negativ szelekcios
marker a Bacillus subtilis sacB génje altal kodolt levanszukroz, amely a mikobaktériumokban
szukréz jelenlétében letalitast okoz [98]. Egy masik hatékonyan alkalmazhato marker a kék
szinreakciot eredményez6 lacZ gén altal kodolt B-galaktozidaz [98]. Ha a médium X-galt
tartalmaz azok a sejtek amelyek expresszaljak a B-galaktozidazt kék szintiek lesznek, igy a
tobbi koloniatol jol elvalaszthatok. A lacZ gén indukcidjahoz esetiinkben nem sziikséges
IPTG-t hasznélni, ugyanis a génmeghajtast sajat mikobakterialis promoter (Ag85a) végzi. A
mutans sejtvonalak létrehozasahoz egy olyan homolog szakaszt kodold vektort hoztunk létre,
mely nem tartalmaz mikobaktérium-specifikus replikdcidos origot, igy nem képes
mikobaktériumban replikélodni. Ezért csak ugy maradhat fent a baktériumban, ha homolog

rekombinaciod segitségével integralodik a mikobakterialis genomba.

3.6 A p2Nbk-duth vektor klonozasa a dut Kiiitéséhez

A dut kiiitéséhez a M. smegmatis genombol polimeraz-lancreakcioval (PCR) egy 2,1 kbp
méretli szakaszt amplifikaltunk, amely a dut gént, tovabba a rekombinacidhoz sziikséges
talnyalé végeket tartalmazott (5. Abra). Majd ezt a 2,1 kb méretii szakaszt a p2NIL [99]
vektorba klonoztuk Hindlll restrikcios hely segitségével. A funkcioképtelen dUTPazt kodolod
allélt egy higromicin marker kazetta Agel restrikciés helyre torténé beklonozasa
eredményezte, ami altal egy 1,8 kb méretii higromicin rezisztenciat kodold szekvenciaval

megszakitott, azaz funkcioképtelen dUTPazt kodolo dut gént kaptunk. A higromicin marker
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kazettat a pGOAL19 [99] plazmidrol PCR reakcidoval amplifikaltuk. Ezutan a pGOAL17
plazmidbdl szarmazo, 6,1 kb méretii LacZ és SacB szelekcios markereket tartalmazé kazettat
a p2NIL vektorba klénoztuk a vektor Pacl restrikcios helyét felhasznalva (6. Abra). A
klonozasokhoz és a mutaciok 1étrehozasahoz tervezett és felhasznalt primereket a fiiggelékben
tintettem fel. A DNS konstrukciokat ezutan minden esetben restrikcidos emésztéssel, valamint

szekvenalassal ellendriztiik (Eurofins MWG Operon, Németorszag).

3.7 A vad tipusu (wt) és a mutans komplementalé vektorok klénozasa

A génkiiités menekitéséhez vad tipusi és kiillonbozé pontmutans dut gént kodolo
komplementald vektorokat (6. Abra) hoztunk l1étre. A wt dut komplement vektor (pGem-dut)
elkészitéséhez a teljes dut gént a nativ promoterével egyiitt (5. Abra) PCR reakcidban

felszaporitottuk.

[2830.4kb» [2833.5kb >

| |
[ |

Msm_2763 Msm_2764 dut  Msm_2766  Msm_2767

A p2Nbk-duth-ba kl6nozott szakasz P
A pGem-dut-ba klonozott szakasz » ————
HindIII HindIII

5. Abra. A M. smegmatis genom dUTPiz (dut) génjének kromoszomdlis kornyezete. A vektorok klénozdsihoz
sziikséges szekvencia részeket fekete illetve fehér téglalappal jeloltem.

Ezt kovetéen a PCR termék végeire adenin bazisokat szintetizaltattunk Taq polimerdzzal,
majd a pGEM T-easy vektorba (Promega) klonoztuk. Az antibiotikum szelekcioért és a
helyspecifikus integracioért felelés Gm-Int kazettat a pUC-Gm-Int [100] vektorbol Hindlll

restrikcids helyek segitségével klonoztuk be.

A mutans komplementalo vektorokat QuikChange iranyitott mutagenezis kit-tel (Stratagene)
hoztuk 1étre. A PCR reakcioban templatként a fentiekben ismertetett pGem-dut vektort
hasznaltuk. A klonozasokhoz és a mutaciok létrehozasadhoz tervezett és felhasznalt primereket
a fuiggelékben tiintettem fel. A konstrukciokat ezutan minden esetben restrikcios emésztéssel,

valamint szekvenalassal ellendriztik.
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dut::hyg

kan
p2Nbk-duth
(15328 bp)

sacB lacZ

Cdut

)

LS integrase

pGem-dut
(6837 bp)
‘LS attP

amp

aacCl

6. Abra A dUTPdz génkiiitott mutins M. smegmatis sejtvonal elddllitisdhoz készitett DNS plazmidok. A) A
p2Nbk-duth vektor a dUTPazt kédolo dut gént tartalmazza, amelybe egy 1,8 kb higromicin rezisztenciat kédolo
marker kazetta lett klonozva, igy egy funkcioképtelen enzimet kaptunk (dut::hyg). B) A funkcidéképtelen dUTPdz
komplementaldasahoz sziikséges pGem-dut vektor, amely a dut génszekvenciajat a sajat promoterével egyiitt
tartalmazza (Cdut). hyg= higromicin rezisztencia gén, kan= kanamicin rezisztencia gén, lacZ= p-galaktozidaz;
sacB= szukroz rezisztencia gén; amp= ampicilin rezisztencia gén; aacCl=gentamicin rezisztencia gén, L5attP=

hely specifikus integracioért felelds szekvencia.

3.8 A p2NIL-dcd:dut A115F vektor klonozasa

Dcd:dut-gtp

p2NIL-dcd:dut-gfp

(15344 bp)

7. Abra. Az inaktiv mutdins, gfp-vel jelilt dcd:dut gént
kodolo DNS plazmid. A p2NIL-dcd:dut-gfp vektor a
ded:dut gént tartalmazza, amelyet egy pontmutdcioval
inaktivaltunk és gfp tag-gel jeloltiink. kan= kanamicin
rezisztencia gén;lacZ= [-galaktozidaz; sacB= szukroz
rezisztencia gén.

A dcd:dut gén inaktivalasahoz a M. smegmatis
genombol a ded:dut gént és a rekombinaciohoz
sziikséges tulnyulo végeket tartalmazo 3,5 kb
€s

méretl  szakaszt

klonoztunk be a p2NIL [99] vektorba Hindlll

amplifikaltunk  fel

restrikcios  hely segitségével. A  mutécid
létrehozasahoz a QuikChange modszer egy
[101] hasznaltuk. A

z0ld

modositott verzidjat
dcd:dut

fluoreszcens fehérje (gfp) mikobaktériumokra

pontmutans gén utan a

crer

optimalizalt kodolo fazionaltattuk

[102]. Ezutan a pGOAL17 plazmidbol [99]

szarmazo 6,1 kb méreti LacZ és SacB szelekcidos markereket tartalmazéd kazettat a p2NIL

vektorba klonoztuk a vektor Pacl restrikcios helyét felhasznalva (7. Abra). A klonozasokhoz

és a mutaciok létrehozasahoz tervezett és felhasznalt primereket a fiiggelékben tiintettem fel.
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A DNS konstrukcidokat ezutan minden esetben restrikcids emésztéssel, valamint

szekvenalassal ellendriztiik.

3.9 A pGem-Stl vektor klénozasa

A dUTP4az sejtbeli gatlasdhoz az Stl nevili potencidlis dUTP4z inhibitort szerettiikk volna M.
smegmatis sejtekben expresszaltatni. A stabil expressziot biztositd vektor elkészitéséhez egy
erds promotert (Kanamicin rezisztencia gén promotere) szaporitottunk fel a p2NIL plazmidrol.
A PCR termékre adenin bazisokat szintetizaltattunk Taq polimerazzal, majd a pGem-T-easy
vektorba (Promega) klonoztuk. Az antibiotikum szelekcidért és helyspecifikus integracioért
felelés Gm-Int kazettat a pUC-Gm-Int [100] vektorbol HindIII restrikcios helyek segitségével

klénoztuk be. Az igy kapott tires (Stl kodolo
Stl

h szekvenciadt nem  tartalmazo)  vektort

hasznaltuk a kisérletekhez kontrollként. Az Stl

L5 integrase kodolo régi6t a pGEX-4T-1 expresszios

pGem-Stl , , f e g

(7110 bp) vektorrol [87] szaporitottuk fel és jeloltik

‘L5 attP AU-1 tag-gel. Az inszertet a prométer mogeé
amp

klonoztuk Nhel restrikcids enzimek
aacCl

segitségével (8. Abra). A klonozasokhoz és a

8. Abra. Az Stl konstans expresszidjahoz készitett mutaciok létrehozasahoz tervezett es
genomba integrdlodé DNS plazmid. Az Stl konstans
expresszidjahoz  alkalmazott — pGem-Stl  vektor,

an:l.ez%}ben, az Sil genszekvenaWAG? &y f:ros pliomoz;‘er tintettem fel. A DNS konstrukciokat minden
moge klonoztuk. amp= ampicilin rezisztencia gén;

specifikus integrdacioert felel6s szekvencia.

felhasznalt  primereket a  fliggelékben

szekvenalassal ellendriztik.

3.10 A tetraciklin-indukalhato pKW08-Stl klénozasa

crer

1 expresszids vektorrol [87] szaporitottuk fel és AU-1 taggel jeloltiik. Ezutan a pKWO08-Lx
[103] (Addgene) vektorba klonoztuk az Lx gén helyére BamHI és HindIll restrikcios
hasitohelyek segitségével (9. Abra). A klonozasokhoz és a mutaciok létrehozasahoz tervezett
¢és felhasznalt primereket a fiiggelékben tiintettem fel. A DNS konstrukciokat minden esetben

restrikcios emésztéssel, valamint szekvenalassal ellenoriztiik.
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TetRO8 TetRO8

pKWOS-Lx pKW08-Stl

6721 b
ng ( )

(7960 bp)

9. Abra. Az Stl indukdlhaté expresszidjihoz alkalmazott DNS plazmidok. A) A kontrollként alkalmazott
pKWO08-Lx vektor. B) A tetraciklin-indukdlhato Stl expressziot biztosité plazmid. HygR= higromicin rezisztencia
gén; OriE= E. coli replikacios origo, OriM= mikobakterialis replikdacios origo; TetRO8= Tet-represszor kot
régio.

3.11 A dut Kiiitése

A dut kilitéséhez 5 pg DNS plazmidot elektrokompetens M. smegmatis sejtekbe
elektroporaltunk, majd az egyszeri rekombinacios eseményeken (single cross over, SCO)
atesett transzformansokat kanamicint, higromicint és X-Gal-t tartalmazo taptalajon
szelektaltuk. A merodiploid (a kérdéses gént diploid formaban kodold baktérium sejtvonal)
sejtvonalakat a komplementald plazmid SCO sejtvonalba torténd elektroporalasaval allitottuk
eld, majd kanamicin, higromicin és gentamicin tartalmu agar taptalajon szelektaltuk. A kettds
rekombinacids eseményen (double cross over, DCO) atesett sejtvonalak szelekcidja szukrozt,
gentamicint és X-Gal-t tartalmaz6é médiumon tortént az irodalomban korabban leirtaknak
megfelelden [98]. A potencialis DCO-k fehérek, szukroz- és gentamicin- rezisztensek voltak,
mivel elvesztették ezeket a markereket a masodik rekombindcios esemény hatasara. Kolonia
PCR-rel azonositottuk, hogy vad tipusu (wt) vagy az elrontott dut mutans allélnak megfeleld
genotipussal rendelkezik-e az adott sejtvonal (10. Abra). Ha a kérdéses gén esszencialis, csak
akkor kaphatunk mutans génkopiat a genomi kopia helyén a rekombinacids események utan,
ha egy masodik 10kuszrol expresszaljuk a fehérjét a baktériumban, azaz a baktérium

merodiploid az adott génre.
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—EENN - - SCO torzs

}  *+pGem-dut

Masodik cross-over

KO torzs funkcidképes komplementald képiaval WT ,.C” toérzs

10. Abra. A dUTPdz génkiiittt mutins M. smegmatis sejtvonalak sematikus dbrdzoldsa. A-B) egyszeri
rekombindcioval létrejott SCO és a funkciondlis dUTPazt tartalmazo merodiploid sejtvonalak. C) A mdsodik
rekombindcios esemény eredményeképpen létrejohet a delécios dut mutanst vagy a vad genotipust hordozo
sejtvonal, melyekben megtalalhato a helyspecifikusan integralodott menekitd dut kopia is.

3.12 A dut mutans sejtvonalak létrehozasa

A dut mutans sejtvonalak létrehozasahoz a dut KO SCO sejteket hasznaltuk kiindulési
alapként, kiilonboz6 dut mutans komplementalé vektorokkal menekitve az amugy letalis
génkilitést. A mutdns komplementaldo vektorok létrehozasandl a QuikChange modszert
(Stratagene) alkalmaztuk, templatként a vad tipust pGem-dut menekité vektort [104]
hasznalva. A mutans sejtvonalakat a kovetkez6képp hoztuk létre: a mutans komplementald
plazmidokat elektroporalassal juttattuk az SCO sejtvonalba, igy merodiploid sejtvonalat
hozva létre. A masodik rekombinacids esemény utan azokra a DCO telepekre szelektaltunk,
amelyek a komplementald mutans dut kopia mellett a nem funkcionalis, kilitott dut gént
tartalmaztak. A kivalasztott sejtvonalak genotipusat kolénia PCR mellett Southern blottal és a
megfeleld genomi régid szekvenalasaval is ellendriztik. Minden mutdnsbol harom
parhuzamos sejtvonalat valasztottunk ki a tovabbi kisérletekre. A klonozasra, mutagenezisre

€s a genotipus tesztelésére hasznalt primereket a fiiggelékben tiintettem fel.
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3.13 A dcd:dut mutans sejtvonal 1étrehozasa

A dcd:dut mutans sejtvonal létrehozasahoz a vad tipusit dUTPazzal menekitett dut KO
sejteket (Dut-::duty;) hasznaltuk kiindulasi alapként. 5 pg p2NIL-dcd:dutaiise plazmidot
elektrokompetens Dut-::dut,; M. smegmatis sejtekbe elektroporaltunk, majd az egyszeri
rekombinacios eseményeken (single cross over, SCO) atesett transzformansokat kanamicin,
higromicin és X-Gal-t tartalmaz6 taptalajon szelektaltuk. A kettés rekombinacios eseményen
atesett sejtvonalakat szukrozt, gentamicint és X-Gal-t tartalmazé médiumon szelektaltuk. A
potencialis DCO-k fehérek ¢és szukréz rezisztensek voltak, mivel elvesztették ezeket a
markereket a masodik rekombinacios esemény hatasara. Kolénia PCR-rel azonositottuk, hogy
vad tipust (wt) vagy dcd:dut mutans allélnak megfeleld genotipussal rendelkezik-e az adott
sejtvonal. A kivalasztott sejtvonalak genotipusat kolonia PCR mellett Southern blottal és a
megfeleld genomi régi6 szekvenalasaval is ellendriztik. Minden mutdnsbol hdarom
parhuzamos sejtvonalat valasztottunk ki a tovabbi kisérletekre. A klénozasra, mutagenezisre

¢és a genotipus tesztelésére hasznalt primereket a fiiggelékben tiintettem fel.

3.14 Az Stl fehérjét expresszalo M. smegmatis sejtvonal 1étrehozasa

0,5-0,5 pg pGem-Stl és pGem-empty (kontroll) plazmidot elektroporaltunk elektrokompetens
wt M. smegmatis torzsbe. Harom parhuzamos sejtvonalat valasztottunk ki a tovabbi
kisérletekre. A klonozasra, mutagenezisre és a genotipus tesztelésére hasznalt primereket a

fliggelékben tiintettem fel.

3.15 A tetraciklin-indukalhaté Stl expresszios M. smegmatis sejtvonalak létrehozasa

0,5-0,5 pg pKWO08-Stl és pKWO08-Lx (kontroll) plazmidot elektroporaltunk elektrokompetens
wt M. smegmatis torzsbe. Harom parhuzamos sejtvonalat valasztottunk ki a tovabbi
kisérletekre. A klonozasra, mutagenezisre €s a genotipus tesztelésére hasznalt primereket a

fliggelékben tiintettem fel.

3.16 A genomi DNS izolalasa

10 mL overnight M. smegmatis sejtkultarat 4000 rpm-en 10 percig centrifugaltunk, ezt
kovetden a sejteket 1 mL 10 mM TRIS pH =7,5 oldatban felszuszpendaltuk és 0,1 mm
atmérdjli iiveggyongyoket adtunk a sejtekhez. Folyamatos vortexelés (1 perc) és a jégben

torténd inkubacid (2 perc) valtakozasaval megbontottuk a sejtfalat. A sejttdrmelékek
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lecentrifugalasa utan a feliiluszobol a DNS-t a fenol:kloroform:izoamil-alkohol (25:24:1)

oldat hozzaadasaval izolaltuk az oldatbol.

3.17 Southern blot analizis

A létrehozott sejtvonalak genotipusanak megerdsitésére Southern blot analizist alkalmaztunk.
A probat radioaktivan ([a-32P]-dCTP) jeloltik a DecalLabelTM DNA Labeling Kit
segitségével a gyarté (Fermentas) haszndlati utasitdsai szerint. Az integralddott izotdppal
jelolt nukleotid mennyiségének meghatdrozasa utan 1,25%10° cpm/mL radioaktivitasnak
megfeleld mennyiséget haszndltunk a hibridizacids 1épésekben. 1%-0s agar6z gélen 60 V-on
4 6ran at agar6z gél-elektroforézissel valasztottuk el a megfeleld sejtvonalakbdl szdrmazo
7,5 ug genomi DNS fragmentumokat, melyeket 37 °C-on 12 6ran at restikcios enzimekkel
emésztettiik. A blottolas és a hibridizacios 1épés az irodalomban korabban leirtaknak
megfelelden tortént [105]. A membrant mosofolyadékkal (1 x SSC; 0,5 % SDS) haromszor
20 percig mostam, majd a membrant kazettaba raktuk ¢€s a tetejére rontgen-filmet helyeztiink.
A filmet -80 °C-on 24 o6ras inkubacid elteltével eléhivtuk. A genomi DNS restrikciods
emésztése Ncol és Pstl enzimekkel tortént a dUTPaz mutansok esetében és 1,5 kb illetve
3,3kb hosszusagh fragmenteket eredményezett a wt illetve dut-mutans sejtvonalaknal.
Probaként 0,7 kb hosszt fragmenst alkalmaztunk, amely teljes egészében lefedte a dut gént
(az alkalmazott primereket a fiiggelékben tiintettem fel). A genomi DNS restrikcios emésztése
Ncol enzimmel tortént a dcd:dut mutans esetében és 5,4 kb illetve 2,1 kb hosszusagh
fragmenteket eredményezett a wt illetve dcd:dut-mutans sejtvonalak esetén. Probaként a
dcd:dut gén mogé tervezett 0,5 kb hossza fragmenst alkalmaztunk (az alkalmazott primereket

a fliggelékben tiintettem fel).

3.18 A fehérje expresszio ellenérzése Western blot-tal

Az Stl-t expresszalo M. smegmatis sejtvonalat 0,4-0,5 ODgo értékig novesztettiik, majd a
sejteket centrifugaltuk. A pelleteket lizis pufferben (50 mM Tris-HCI, pH= 7,5; 140 mM
NaCl; 1 mM EDTA; 0,5% SDS; 1% Triton X-100; 0,5 mM PMSF; 2 mM BA; 15 mM -
merkaptoetanol; 0,1 mg/ml DN4az) oldottuk vissza és szonikaltuk (Elma, S30H ElmaSonic,
1000 késziilékkel mértilk meg. Az egyes mintakbol azonos mennyiségli fehérjét futtattunk
meg SDS-PAGE segitségével, és PVDF membranra blottoltuk. A membrant 5%-0s tejporral
blokkoltuk, a fehérjénket AU1 epitop-tag specifikus ellenanyaggal (Novus Biologicals)
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jeloltik. Az immunkomplexeket kemilumineszcens eljarassal hivtuk eld. Loading

kontrollként a Ponceau-val megfestett PVDF membrant alkalmaztuk.

3.19 Novekedési tesztek folyadékkultiiraban

A mutans M. smegmatis sejtvonalakat folyadékkultiraban novesztettiik, és minden harmadik
oraban megmértiik az optikai denzitast 600 nm hullamhosszon (ODgy). Minden mutansbol
harom parhuzamos sejtvonalat, és minden sejtvonalbol harom parhuzamost hasznaltunk

(6sszesen 9 parhuzamos egy mutaciora szamolva).

3.20 A koloniaképzés vizsgalata

A mutans M. smegmatis sejtvonalakat folyadékkultaraban 0,4-0,5 ODgqp értékig ndvesztettiik
¢s 20 ng/ml tetraciklinnel indukaltuk. 10-szeres higitasi sorozatokat szélesztettiink agar
lemezekre az indukcio utan 0, 1, 2, 4, 8 és 24 oraval. 2 nap inkubacié utan CFU-t szamoltunk,

az értékeket t=0-hoz normalizaltuk. Minden sejtvonalbol harom parhuzamost hasznaltunk.

3.21 A mikobaktérium sejtvonalak mutacios ratajanak meghatarozasa

A mutéaciés rata meghatarozasahoz rifampicin szenzitiv koloniakkal inokulalt folyadék
kultarakat novesztettiink 37 °C-on, 150 rpm razatassal. A feln6tt kultirdkbol 10-szeres
higitasi sorozatokat szélesztettiink 100 pg/ml rifampicint tartalmazo €s nem tartalmazo6 agar
lemezekre ¢s meghataroztuk a CFU értékeket a kétféle lemezen. A muticids ratat
kovetkezoképp szamoltuk az egyes parhuzamosokra: p = [(m¢N;) — (mo/Ng)] % In (N¢/Np),
ahol my a mutansok szama t=0 id6pontban, m; a mutansok szama t idépontban, valamint Ng
and N; a sejtek szama t=0 és t idépontban [106]. Minden mutans esetében harom parhuzamos

sejtvonalat hasznaltunk és a mutacios ratak atlagat és standard hibajat abrazoltuk.

s rer

A mutacids analizishez 45-45 rifampicin rezisztens wt, D83N dut mutans és A115F dcd:dut

mutans koloniat valasztottunk. A rifampicin rezisztencia génjének (rpoB) 1000 bp hosszu

crer

alkalmazott primereket a fiiggelékben tiintettem fel).

A szekvencidkat MUSCLE  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/)  programmal

illesztettiik és PERL szkriptekkel analizaltuk (az alkalmazott szkripteket a fiiggelékben

tiintettem fel).
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3.23 A genomi uraciltartalom meghatarozasa

A genomi uraciltartalom meghatdrozasara egy valds-idejii kvantitativ  PCR alapti mérést
hasznaltunk [108]. A moddszer alapja, hogy a Pfu polimeraz nem képes uraciltartalmt templat
DNS-t amplifikalni. A mintak Pfu és Taq polimerazzal torténd amplifikalasat kovetden a két
polimerdz adott templaton torténd reakcid hatékonysaganak Osszevetésével a minta relativ
uraciltartalma meghatarozhatd6. A méréshez genomi DNS-t izolaltunk a fent leirtaknak
megfeleléen és BamHI restrikcids enzimmel emésztettiik. Az 5 kbp hosszusdga DNS
darabokat gélbdl izolaltuk és tisztitottuk, ezzel felszaporitottuk a kivant DNS szakasz relativ
mennyiségét a mintdban. A real-time PCR reakciokat Mx3000P qPCR késziilékben (Agilent
Technologies) futtattuk EvaGreen festéket (Biotium) és PfuTurbo Hotstart DNS polimerazt
(Stratagene) illetve Mytaq Hotstart DNS polimerazt (Bioline) alkalmazva. 1017 bp
hosszisagli szegmenst amplifikaltunk a reakcié soran. Kétszeres higitasi sorozatot

készitettiink a mintakbol, minden mutansbol harom parhuzamos sejtvonalat vizsgaltunk.

3.24 dNTP extrakeio

Exponencialis fazisa sejtkulturakat megfeleld antibiotikumok jelenlétében nodvesztettiink.
Meghataroztuk az egyes kultirdk CFU szamat, majd a sejteket eldkészitettik a dNTP
extrahalashoz. A mosott sejtcsapadékot 0,5 ml jéghideg 60%-0S metanolban overnight -
20 °C-on extrahaltuk majd 5 percet forraltuk. A sejttormeléket centrifugéalassal tavolitottuk el
(20 perc, 13000 rpm). Ezutan a feliilluszot, amely az oldhatdé dNTP frakciot tartalmazta,
vakuum-szaritd (Eppendorf) segitségével 45 °C-on 40 perc alatt beszaritottuk. A beszaritott
frakciot 100 ul dUTPaz pufferben (30 mM Tris-HCL, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 50 mM NacCl, 1
mM EDTA) oldottuk vissza és a felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

3.25 A dNTP pool meghatarozasa

A szabad dTTP koncentraci6 meghatarozdsahoz az irodalomban mar jol ismert és gyakran
alkalmazott enzimatikus eljarast alkalmaztuk [109]. A moddszer lényege, hogy egy
polimerizacids reakcidoban, a megfeleld nukleotid Osszetételli és szekvencidji (a kérdéses
dNTP nukleotidra specifikus) primer és templat oligonukleotid jelenlétében a Klenow-
fragment altali polimerizacié mértéke egyenesen aranyos a rendszerhez adott dNTP-
kérdéses dANTP nukleotiddal nem megegyezd radioaktivan jelzett dNTP nukleotid

beépiilésének aranyaval tudjuk nyomon kovetni. A reakcidelegy (50 pl) a kovetkezd
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komponensekbdl allt: Klenow puffer; 0,5 egység exonukleaz-negativ Klenow-fragment
(Fermentas); 0,25 uM dTTP/dUTP specifikus templat és primer; 8 ul dNTP-extraktum;
2,5 UM *a-32P-dATP (1,5 Ci/mmol) (American Radiolabeled Chemicals, Inc.). A reakciokat
37 °C-on 45 percig inkubaltuk, majd minden reakciébol 40 ul-t DES1 filter papirra (Sigma-
Aldrich) csepegtettiink ¢és szobahdn teljesen beszaritottuk. A be nem ¢épilt radioaktiv
nukleotidok minél hatékonyabb eltavolitisa érdekében a filter papirokat 5%-0s Na,HPO4
oldattal (3 x 10 percig), desztillalt vizzel (1 x 3 percig) és 96%-0s etanollal (1 x 30
masodpercig) mostuk. Az alapos mosast kovetden a filter papirokat ismételten beszaritottuk,
¢s a mintak radioaktivitasat Wallac szcintillator (PerkinElmer) segitségével meghataroztuk. A
dCTP mérés esetében Taq polimerazt (RedTaq, Sigma) hasznaltunk, mivel a Klenow
polimeraz az extraktumban jelen 1évé CTP és GTP nukleotidokat is beépitheti [110]. Ebben
az esetben 48 °C-on 1 6raig inkubaltuk a reakciokat. Kétszeres higitasi sorozatot készitettiink

a mintakbol, minden mutansbol harom parhuzamos sejtvonalat vizsgaltunk.

e rer

A dUTP koncentraciot az irodalomban mar korabban leirt médon hataroztuk meg [111]. A
modszer 1ényege, hogy adott sejtvonalbol szarmazo dNTP-extraktum azonos
térfogathanyadaban jelenlévé dUTP nukleotidot in vitro rekombinans dUTPaz segitségével
a fentiekben leirt médon meghatarozzuk és a mintak kozotti eltérést kiszamolva megkapjuk az
érintett sejtekben jelenlévé dUTP koncentraciot. A mintak egyik részéhez 40 ng rekombinans
dUTPazt adtunk €s 37 °C-on 45 percig inkubaltuk. A reakcid végén az enzimet 60%-0S
metanollal precipitaltuk, majd centrifugalast kvetden a feliiliszot ismét beszaritottuk és steril

nukleaz-mentes vizben visszaoldottuk.
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4 Eredmények és megvitatasuk

4.1 A timidilat bioszintézis konzervaltsaiga mikobaktérium fajokban

A mikobakterialis timidilat bioszintézisben szerepet jatszo enzimekre kiterjedt 6sszehasonlito
aminosav-szekvencia analizist végeztiink. P-Blast analizissel Osszehasonlitottuk a
Mycobacterium fajok (M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, M. ulcerans és M. marinum)
timidilat anyagcserében szerepld fehérjéit az altalunk modellként hasznalni kivant M.
smegmatis enzimeivel. A 2. Téablazatban lathatdé, hogy a timidilat-szintdz utvonal a
mikobaktérium fajokban ugyanazzal az enzimkészlettel rendelkezik és erdsen konzervalt. A
mikobakterialis timidildt anyagcserében résztvevd enzimek 80% feletti szekvencia
azonossagot mutatnak az altalunk vizsgalt fajok kozott, a timidilat kindz enzim esetében a
szekvencia azonossag 66-69%. A dCTP dezaminaz és a dUTPaz enzimek 85-87% ¢és

84-86%-os szekvencia azonossaggal rendelkeznek.

Enzim M. tuberculosis M. leprae M. bovis M. ulcerans M. marinum
Dcd 87 87 87 85 85
Dut 85 84 84 85 86
Ndk 80 82 82 84 84
Tdk 64 69 66 68 67
ThyA 87 84 89 88 87
ThyX 86 82 86 88 89

2. Tablazat A mikobakterialis timidilat bioszintézis utvonalban résztvevo enzimek szazalékos szekvencia
azonossaga a M. smegmatis enzimeihez viszonyitva

Az 0Osszehasonlitd szekvencia analizis soran a menekitd utvonalban résztvevd timidin-kindz
homoldgot, vagy a masik de novo utvonal f6 enzimét, a dCMP dezaminazt nem tudtuk
azonositani a mikobaktériumok genomjaban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
mikobaktériumokban a timidilat bioszintézis kizardlagosan a dCTP dezaminédz és dUTPaz
reakciok kozremiikddésével torténik, tehat ezek az organizmusok nem rendelkeznek menekitd

utvonalakkal.

Helt és munkatarsai bizonyitottak, hogy a korabban dCTP dezaminazként annotalt M.
tuberculosis enzim dUTPaz funkcidval is rendelkezik, igy dCTP-bdl kapcsolt reakcioban
képes a dTTP bioszintézis prekurzorat, a dUMP-t eldallitani [11]. Osszehasonlité szekvencia
analizis vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy az utvonal enzimei nagyfokd hasonlésagot

mutatnak a kiilonb6zd fajokban. Viszont vizsgélataink szempontjabdl alapvetd jelentdséggel
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"o

bir, hogy a mikobaktériumokban ugyanaz az enzimkészlet felelds-e a dUMP eléallitasaért.
Ezért tobbszords szekvencia illesztéseket végeztiink, hogy megvizsgaljuk a kiillonb6z6
fajokbol szarmaz6 monofunkciés dUTPazokat, ténylegesen annotalt és lehetséges bifunkcios
Dcd:dut enzimeket és a ténylegesen monofunkciés dCTP dezaminazokat. A kiilonbozo
szekvencidk Osszahasonlitasaval azt talaltuk, hogy a dCTP dezamindz enzimként annotalt
mikobakterialis enzimek, a M. tuberculosis Dcd:dut enzimhez hasonléan tartalmaztak
mindazokat a konzervalt aminosavakat (Ser102, Aspl119 és GIn148; M. tuberculosis alapt
szamozas, [11]) melyek a dUTP4z reakciohoz sziikségesek (11. Abra). Ezek az aminosavak
konzervaltak a mikobakterialis dCTP dezaminazokban, a bifunkciés Dcd:dut enzimként
annotalt M. tuberculosis és Methanocaldococcus jannaschii dCTP dezaminazokban, valamint
a konvencionalis dUTPazokban is (11. Abra). A katalitikus viz koordinacidjaért felelds
Aspl119 aminosav (M. tuberculosis Dcd:dut szdmozas) a dUTPazokban interakcioba 1ép a
kotott nukleotid 3°-OH csoportjaval [25]. Az abran lathatd, hogy ez az Asp az egész
szupercsaladban konzervalt. A monofunkcidos dCTP dezaminazok emellett tartalmaznak egy
er6sen konzervalt Arg-t (Argl26 E. coli Dcd enzimben), amely elfoglalja a katalitikus viz
helyét a szerkezetben, valamint sohidat képez a katalitikus Asp-al (Asp128 E. coli-ban [27]).
Emiatt a monofunkciés dCTP dezaminazokban nem mehet végbe a dUTPaz reakcio. A
dUTP-t hidrolizalni képes bifunkcidés Dcd:dut enzimekben (M. jannaschi, M. tuberculosis)
Arg helyett ebben a pozicidoban egy aromas aminosav van (Phe, Trp) hasonléan a tobbi

mikobakterialis dCTP dezaminazhoz.

motif II motif III motif IV

91 155

| - - - |
DUT_Mycobacterium tuberculosis PFGMVGLVHPRSGLATRVGLSIVNSPGTIDAGYRGEIKVALINLDPAAPIVVHRGDRIAQLLVQRVELYV
DUT_Mycobacterium smegmatis PHGMVGLVHPRSGLAARVGLSIVNSPGTIDAGYRGEIKVSLINLDPQTPVVISRGDRIAQLLVQRVELP
DCD-DUT_Methanocaldococcus jannaschii  PNDISAQYQGRSSLG-RVFLTSHQTAGWIDAGFKGKITLEIVAFD-K-PVILYKNQRIGQLIFSKLLSP

DCD-DUT_Mycobacterium tuberculosis PDNLAGRLEGKSSLG-RLGLLTHSTAGFIDPGFSGHITLELSNVA-NLPITLWPGMKIGQLCMLRLTSP

DCD_Mycobacterium smegmatis PDDLAGRLEGKSSLG-RLGLLTHSTAGFIDPGFSGHITLELSNVA-NLPITLWPGMKIGQLCLLRLTSP
DCD Mycobacterium ulcerans PGDLAGRLEGKSSLG-RLGLLTHSTAGFIDPGFSGHITLELSNVA-NLPITLWPGMKIGQLCILKLTSP
DCD_Mycobacterium leprae PEDLAGRLEGKSSLG-RLGLLTHSTAGFIDPGFCGHITLELSNVA-NLPITLWPGMKIGQLCVLRLTSP
DCD_Mycobacterium bovis PDNLAGRLEGKSSLG-RLGLLTHSTAGFIDPGFSGHITLELSNVA-NLPITLWPGMKIGQLCMLRLTSP
DCD_Haemophilus influenzae PANIIGWLDGRSSLA-RLGLMVHVTAHRIDPGWEGKIVLEFYNSG-KLPLALRPNMVIGALSFEVLSGE
DCD_Escherichia coli PADLVGWLDGRSSLA-RLGLMVHVTAHRIDPGWSGCIVLEFYNSG-KLPLALRPGMLIGALSFEPLSGP
DCD Salmonella paratyphi PPDLVGWLDGRSSLA-RLGLMVHVTAHRIDPGWSGCIVLEFYNSG-KLPLALRPGMLIGALSFEPLSGP

11. Abra. A dUTPiz reakcidban szerepet Jatszo konzervalt aminosavak a szupercsalad enzimeiben. Sziirke
hattérrel a dUTPaz reakcioban fontos szerepet jatszo, fekete hattérrel a dCTP dezamindz monofukcionalitast
biztosito aminosavakat jeloltem.

Ezt kovetden kollégammal, Lopata Annaval egy 3D szerkezeti modellt épitettiink a M.

smegmatis dCTP dezaminazara a M. tuberculosis bifunkcios Dcd:dut enzim
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kristalyszerkezetét templatként hasznalva (a két enzim 87%-0S szekvencia azonossdgot
mutat). A M. smegmatis és a M. tuberculosis enzimek szerkezete a modelliink szerint nagy
hasonlésagot mutat (&sszevetve a fehérjékben talalhatd 6sszes atomot, 0,33 A RMSD értéket
kaptunk), illetve az 0sszes dUTPaz reakcioban résztvevo, a bifunkcidés Dcd:dut enzimekre
jellemz6 [11,27], konzervalt aminosav azonos pozicioban helyezkedik el a két fehérjében (12.
Abra). Adataink alapjan nemcsak a M. tuberculosis enzime, hanem a M. smegmatis és az
egyeb mikobakteridlis dCTP dezaminazok is katalizaljak a dCTP dezaminalason tul a dUTPaz
reakciot is, tehat bifunkcios Dcd:dut enzimek. Ez megerdsiti azt a feltételezést is, miszerint a

dUTPaz reakcidé a mikobaktériumokban kiemelked6 fontossaggal bir.

12. Abra. A M. smegmatis dCTP dezamindz prediktilt szerkezete. A) A M. tuberculosis bifunkciés dCTP
dezamindz/dUTPaz (z6ld szinnel jeldlve) és a M. smegmatis dCTP dezamindz (magenta szinnel jelolve) enzimek
egymdsra illesztett szerkezete. B) A két enzim aktiv centrumdnak felnagyitott képe. A nem hidrolizdalhaté
szubsztratanalégot (o--imido-dUTP (dUPNPP)) az aktiv helyre modelleztiik, a konzervadlt aminosavakat és a
dUPNPP-t pdlcika dbrdzoldssal, atomi szinezéssel dbrazoltuk (zold, magenta és cian szénatomok a M.
tuberculosis, M. smegmatis enzimek és a dUPNPP esetén). A szerkezetek PyMol szoftverrel késziiltek.

Ezt kovetden kiilonbozo fajokbol szarmazo (Escherichia coli, Equine infectious anemia virus,
Vaccinia virus, Saccharomyces cerevisiae ¢és Homo sapiens) dUTPaz-ok C-terminalis
aminosav szekvenciait illesztettiik az &ltalunk kivéalasztott mikobaktérium fajok dUTPaz
szekvencidihoz ClustalW program alkalmazasaval. Illesztésiink alapjdn, a mikobakterialis
dUTPazok tartalmaznak egy 5 aminosav hossza inszert szekvenciat (13. Abra), amely a
kristalyszerkezetben is lathaté hurok motivumot alkot az enzim felszinén, és egyértelmiien
megkiilonbozteti a mikobakteridlis dUTPazokat a huméan ¢és mas fajokban talalhato

dUTPazoktol.

43



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

120 170

| |
M. tuberculosis LDPAAPIVVHRGDRIAQLLVQRVELVELVEVSSFDEAGLASTSRGDGGHGSSGGHASL
M.bovis LDPAAPIVVHRGDRIAQLLVQRVELVELVEVSSEFDEAGLASTSRGDGGHGSSGGHASL
M. leprae LDPVEPLVVHRGDRIAQLLVQRVELVELVEVSSEFDERAG. TSRGDGGHGSSGGHASL
M.marinum LDPATPIVVNRGDRIAQLLVQRVELLELVEVSSEFDERAG. TSRGDGGHGSSGGHASL
M. smegmatis LDPQTPVVISRGDRIAQLLVQRVELPELVEVTSFDEAGLAOTTRGDGGHGSSGGHASL
H.sapiens FG-KEKFEVKKGDRIAQLICERIFYPEIEEVQALDDF———- TERGSGGFGSTGKN—---
E.coli RG-QDSFTIQPGERIAQMIFVPVVQAEFNLVEDEDARF——— TDRGEGGFGHSGRQ---
EIAV IG-KSNIKLIEGQKFAQLITILOQHHSNSRQPWDENKI|——— SQRGDKGFGSTGVEF--—

Motif IV M.I. Motif V

13. Abra. Kiilonbizé fajokbol szdirmazé dUTPdz szekvencidk tobbszoros illesztése. Sziirke hattérrel a dUTPdz
reakcioban fontos szerepet jatszo konzervalt motivumokat, fekete kerettel a mikobaktériumokra specifikus ot
aminosavbol allo inszertet jeloltem.

Az éltalunk elvégzett Osszehasonlitd szekvenciaanalizis egyértelmiien igazolta, hogy a
mikobaktériumok timidilat anyagcseréjében azonos kulcsenzimek vesznek részt és ezek az
enzimek nagyfokll hasonlosaggal rendelkeznek. Eredményeink szerint a M. smegmatis jol
alkalmazhaté modell organizmus a mikobakterialis timidilatszintézis vizsgalatara, valamint a

dUTPaz enzimek kizarolagos szerepe miatt a dUTPaz reakcio €16 sejtben torténd vizsgalatara.

4.2 A dUTPazt kédolé dut gén esszencialis M. smegmatis-ban

A dut genombdl torténd kiiitését Pécsi Ildikd kollégammal egy megbizhatd, hatékony,
kétlépcsés rekombinacios stratégia [99] alkalmazasaval valositottuk meg. Els6 1épésben az
endogén dut mellett egy higromicin marker kazettaval megszakitott funkcioképtelen dut gént
hordoz6 mutans sejtvonalat hoztunk 1étre, a p2Nbk-duth mikobaktériumokban nem
replikalodo vektort (6. Abra) elektroporalva M. smegmatis sejtekbe. Higromicint, kanamicint,
¢s X-gal-t tartalmazo taptalajon azokra a kolonidkra szelektaltunk, amelyekben homolog
rekombinacioval a vektorunk integralodott a M. smegmatis genomjaba (SCO sejtek). Az igy
izolalt SCO sejtek novesztése utan szukrozt és X-gal-t tartalmazo taptalajon azokra a
kolonidkra szelektaltunk, amelyekben egy masodik rekombinacios 1épés utan valamelyik dut
kopia (az endogén vagy az altalunk bevitt funkcioképtelen képia) kiesett és ezaltal a LacZ,
valamint a negativ sacB szelekcios markert is elveszitette a baktérium (DCO sejtek). Az igy
izolalt potencialis DCO-n 4tesett sejtvonalakbdl kolonia PCR reakcioval hataroztuk meg,

hogy a vad tipust vagy a delécios dut mutans allél mintazattal rendelkezett-e az adott kolonia.

Azt talaltuk, hogy a dut kiiitése letalis fenotipust eredményez, mivel delécidos dut mutans

alléllal rendelkezé baktérium sejtvonalat csak abban az esetben tudtunk izolalni, ha egy
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komplementald plazmidon funkcionalis dut gént biztositottunk a baktérium szamara (pGem-
dut). Ezek az eredmények alapvetd bizonyitékot szolgaltatnak, hogy a dut gén esszencialis M.
smegmatis-ban, valamint nagy valosziniiséggel a tobbi mikobaktérium fajban is a timidilat

bioszintézis utvonal nagyfoku konzervaltsaga miatt.

4.3 A mutans dUTPAaz enzimek tervezése

A laborunkban tortént human és E. coli dUTPaz enzimeken folytatott vizsgalatok alapjan
[112,22], olyan fokozatosan csokkend aktivitassal rendelkez6 mutans enzimeket terveztiink,
melyek egy vagy tobb nagysagrendli enzimaktivitas csokkenést mutatnak. A mutans M.
tuberculosis enzimeket iranyitott mutagenezissel hoztuk 1étre és in vitro mérésekkel
karakterizaltuk. A T138stop, S148A és A-loop mutans M. tuberculosis dUTPaz fehérjék in
vitro karakterizalasat Lopata Anna kollégam végezte. Ezek utan az ismert aktivitas-
csokkenéssel bird enzimeket egyetlen kopiaként kodolo M. smegmatis sejtvonalakat hoztunk
1étre, melyek felhasznalasaval az €16 sejtben vizsgalhattuk a dUTPAz aktivitas csokkenésének

hatésait.

A B Loop-motivum

\C-term. kar

Ser148

Loopymotivum

14. Abra. A dUTPiz enzimek szerkezete és az aktiv centrum felnagyitott képe. A) A M. tuberculosis dUTPdz
(PDB: 2PY4, zild szinnel jelolve) és bifunkcios dCTP dezamindz:dUTPaz (PDB: 2QLP, sarga szinnel jelolve)
egymdsra illesztett szerkezete. Ldathato, hogy a két enzim szerkezete nagyon hasonlo. B) A dUTPadz aktiv
centrumanak felnagyitott képe. A nem hidrolizalhaté szubsztratanalégot (a-p-imido-dUTP (dUPNPP)) és az
dltalunk elmutalt aminosavakat pdlcika abrazoldassal, atomi szinezéssel dbrazoltuk (sarga szénatomok a
dUPNPP esetén). A C-termindlis kart, amelyet toréltiink a T138stop mutdcioval, zold szinnel jeloltiik. A
szerkezetek PyMol szoftverrel késziiltek.
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A katalitikus Asp83 elmutalasaval (D83N) elrontottuk a katalitikus vizmolekula
koordinaciojat. A mutacid hatasara az enzimaktivitas kozel nullara csokkent (14. Abra, 3.
Michaelis allandot (Ky) nem tudtuk pontosan meghatarozni a drasztikusan lecsokkent
enzimaktivitas okozta mérési nehézségek miatt. A Ky ebben az esetben jobban becsiilhetd a
mutans dUTPaz és a nem hidrolizalhaté szubsztrat analdg o,p-imido-dUTP (dUPNPP) altal
alkotott komplex disszociacids allanddjabol (Kg). A D83N.dUPNPP komplex disszociacios
allandoja méréseink szerint nagyon hasonld volt a wt.dUPNPP komplex Kg értékéhez (3.

Tablazat), tehat nem a kot6dés, hanem a katalizis elromlasa okozza a fent emlitett valtozast.

A T138Stop mutans nem tartalmazza az V. konzervalt motivumot, ami fontos szerepet tolt be
a hidrolizis reakcio lejatszodasaban (14. Abra). Ez a P-loop-szerii motivum a szubsztrat
kotddés hatasara konformdaciovaltozason esik at és ezaltal poziciondlja a nukleotid trifoszfat
csoportjat elésegitve a hatékony katalizist [22,113-115]. Amint vartuk, a T138Stop mutans
szintén alacsony enzimaktivitassal rendelkezett, csupan 3-szor magasabb aktivitassal birt,
mint a korabban ismertetett D83N mutans (3. Tablazat). Az enzim.dUPNPP komplex
disszociacids allandoja, valamint a reakcid Ky értéke koriilbeliil 4-szer magasabbnak adodott

a wt komplexben mért értékeknél.

A S148A mutacioval elrontottuk az egyik hidrogénkotést a P-loop-szer(i motivum és a
szubsztrat kozott, amely a dUTP y-foszfat csoportjat koordinélta a reakci soran (14. Abra). A
S148A mutans enzim egy nagysagrendil aktivitascsokkenést mutatott a steady-state aktivitas
mérések soran (3. Tablazat) hasonloképp a korabban tapasztalt aktivitascsokkenéshez az
S148A mutaciéval analég human mutansban [22]. A Ky és a Ky koriilbeliil 2-szeresére

emelkedett a wt enzimben mért értékekhez képest (3. Tablazat).

Szekvencia analizisiink igazolta, hogy a mikobakteridlis dUTPazok C-terminélis
részén egy 5 aminosavbol allo konzervalt inszert szekvencia taldlhato, amely egy jellegzetes
hurok motivum kialakitdsaért felelds (14. Abra). Ezen motivum fiziolégiai szerepérél
nincsenenek irodalmi adatok, pedig ez a mikobaktérium-specifikus felszini struktura,
amennyiben fontos szerepet jatszik az enzim aktivitdsdban, jo lehetdséget kinalhat kiilonbdz6
gyogyszermolekuldk tervezéséhez, melyek szelektiven csak a mikobakteridlis dUTPazra
fejtenék ki hatasukat, ugyanis ez az inszert szekvencia nem taldlhaté meg a human és mas
fajok dUTPaz szekvenciaiban. Ezért a hurok kialakitaséért felelds konzervalt 5 aminosavat

(AGLAS) iranyitott mutagenezissel kitoroltik. A A-loop mutans enzim steady-state aktivitasa
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nem csokkent jelentés mértékben a vad tipushoz képest (3. Tablazat). A steady-state aktivitas,
valamint a kozel azonos Ky 4allandok azt mutatjadk, hogy a dUTPaz enzim katalitikus
aktivitasat a hurok eltavolitdsa kevéssé valtoztatta meg. Ellenben fluorimetrias és cirkularis
dikroizmus spektroszkopiai titraldsi méréseink arra utalnak, hogy a hurok struktara kis

mértékben részt vesz a szubsztratkotésben [104].

Enzim Keat (57) Knm (uM) K‘Eﬁﬁgpp |(<'at/1’5<i\; Hatékonysag Ref.
wt Dut 1,22+ 0,06 1,7£0,5  09+05  1,36E+06 1 L.A. mérése
A-loop Dut 0,88 % 0,02 1,1£02 39424  08E+06 0,6 L.A. mérése
S148A Dut 0,43 + 0,04 15206 18+10  287E+05 0,2 L.A. mérése
T138stop Dut  0,0035+0,0001  67+04  39+13  522E+02 00004  L.A. mérése
D83N Dut 0,0013£0,0005 7,767 15+01 169E+02* 0,000 sajét mérés
wt Ded:dut 0,33 £ 0,02 7329 n.d. 4,18 E+03 0,003 HeétO%tSa"'

3. Tablazat. A wt és mutins dUTPdazok, a bifunkcios Dcd:dut kinetikai paraméterei, valamint a dUTPidz-
dUPNPP komplexek disszocidcios dllandoi. A csillaggal jelolt paraméterek nem megbizhatéak a drasztikusan
lecsokkent enzimaktivitds okozta mérési nehézségek miatt; L.A. =Lopata Anna mérése. A tablazatban a
bifunkcios Dcd:dut enzim esetén a dUTPaz reakcio paramétereit tiintettem fel.

Az altalunk tervezett és létrehozott, fokozatosan csokkend aktivitasih mutans enzimek a vart
modon viselkedtek az in vitro kisérletekben. A S148A és a T138stop dut mutaciok, melyekkel
egy vagy tobb interakciot is elrontottunk a P-loop szeri motivum és a szubsztrat trifoszfat
csoportja kozott, egy illetve tobb mint 3 nagysagrendli aktivitascsokkenést okoztak és a
szubsztrat kotddését is befolyasoltak (a Kq és a Ky értéke is nétt az érintett kolcsonhatasok
szamanak fiiggvényében, 3. Tablazat). A D83N mutansban a katalitikus viz koordinacidéjanak
elrontdsa a szubsztrat kotddését nem befolyasolta, viszont az enzim szinte teljes inaktivitasat
okozta (3. Tablazat). Ezzel szemben, a A-loop mutans enzim kvazi vad tipusu aktivitast

mutatott, viszont a motivum hidnya kismértékben befolyasolta a szubsztrat kotédését.

4.4 A mutans M. smegmatis sejtvonalak létrehozasa

Vizsgalataink f6 célja az volt, hogy a dUTPaz aktivitascsokkenésének hatasait a sejtben
elemezziik. Ezért a fentiekben ismertetett mutaciokat (A-loop, S148A, T138Stop és D83N)

egyetlen dUTPaz kopiaban k6dolo mutans M. smegmatis sejtvonalakat kivantunk 1étrehozni.
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A M. tuberculosis és M. smegmatis dUTPazok 85 % szekvencia azonossaggal rendelkeznek
(ez az érték 100 % a konzervalt motivumokon beliil), ezért valdszintisithetéen a két enzimben
létrehozott azonos mutdciok azonos moédon viselkednek. A mutansok létrehozdsdhoz a
fentickben ismertetett modszert hasznaltuk, amelyben a dut-kiiitott sejtvonalunkat egy
funkcionalis dut kopiaval menekitettiik. Ebben az esetben viszont az altalunk létrehozott
mutans dut gént (A-loop, S148A, T138Stop és D83N) kodold komplementald plazmidokkal
menekitettiik a letalis dut KO fenotipust. Ezéltal olyan mutdns dUTPazokat koédolo M.
smegmatis sejtvonalakt kaptunk, amelyek nem tartalmaztak wt dUTPazt. A sikeres
allélcseréket Southern blot segitségével, a mutaciok meglétét pedig az adott genomi régiod

szekvenalasaval bizonyitottuk.

4.5 A mikobaktérium-specifikus hurok eltavolitasa letalis hatasa

A A-loop mutans esetében nem tudtunk életképes dut génkiiitott mutans sejtvonalat izolalni a
A-loop komplementald hattérben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a loop motivum
esszencialis a M. smegmatis ndvekedéséhez igy specifikus gyogyszer célpontként
alkalmazhato. A mutans enzim in vitro karakterizalasakor azt talaltuk, hogy a motivum
eltavolitasa csekély hatdssal bir az enzimkatalizisre az aktivhely mutans enzimek (S148A,
T138stop, D83N) tobb nagysagrendii aktivitascsokkenéséhez viszonyitva. Mivel a hurok
motivumot nem tartalmaz6 dUTPaz ennek ellenére nem menekitette a vad tipusu dUTPaz
hidnyat, ezért nagy valoszinliséggel részt vesz valamilyen esszencialis folyamatban. Az
irodalomban eddig esszencialisnak talalt fehérjemotivumok donté tobbsége a fehérje
enzimaktivitasaban jatszott nélkiilozhetetlen szerepet [116,117]. Mivel a mikobaktérium
dUTPaz esetében ez a specifikus motivum nem jatszik dontd szerepet az enzimaktivitasban,
ezért feltételezziik, hogy az elhelyezkedésébdl adoddan valamilyen kotofelszinként szolgalhat
egy még ezidaig ismeretlen kotdpartner szamara. Ma mar ismert, hogy a dUTPaz fehérjék
kiilonboz6 szabalyozasi folyamatokban is részt vehetnek [86,118,119]. A laborunkban
kimutattdk, hogy a dUTP kotddése gatolja a @11 fag dUTPaz Stl nevil represszor fehérjével
val6 kolcsonhatasat, amely egy mobilis genetikai elem (SaPI: S. aureus patogenicitasi sziget)
aktivalodasat szabalyozza Staphylococcus aureus-ban [87,120]. Ehhez hasonléan
valosziniileg a mikobakteridlis dUTPazoknak is van egy még ismeretlen masodlagos
(moonlighting), de esszencidlis funkcidja. A lehetséges masodlagos funkcio és a kdlcsonhato
partnerek feltarasara laborunkban kiilonboz6 kisérletek folynak. Ezeket a kisérleteket doktori

dolgozatomban nem targyalom.
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A de novo timidilatszintézis (1. Abra) kulcsenzimei kedvelt gyoégyszercélpontok a
tuberkulozis kutatasban. Manapsag a leggyakrabban hasznalt gyogyszercélpontok a
mikobaktériumokban esszencialis ThyX [15,28,121] és az élovilagban altalanosan jelenlévo
ThyA timidilat szintaz [122,123] enzimek. Az atvonal konzervaltsaga és a dUTPaz enzimek
hasonlésaga miatt a mikobakteridlis hurok motivum valdsziniisithetben a patogén
mikobatérium fajokban is esszencidlis szerepet tolt be, ezért a dUTPaz a timidilat szintaz
enzimhez hasonléan jo célpont lehet a tuberkuldzis ellen iranyuld terapidkban. A M.
tuberculosis mellett a M. leprae, a lepra korokozoéja, valamint a M. ulcerans, a Buruli ulcers
nevil betegség korokozoja szintén sulyos egészségligyi problémakat jelent [124]. Emellett a
M. bovis jelentds egészségiigyi és mezdgazdasagi szereppel is bir, ugyanis ez a patogén faj
széles gazda spektrummal rendelkezik és a tuberkuldzishoz hasonl6 betegséget okoz tobbek

kozott szarvasmarhaban és emberben is.

4.6 A Dut vagy a Dcd:dut dUTPaz aktvitasa is elegend6 a M. smegmatis normal
novekedéséhez

Mindharom tovabbi mutdnsunk (S148A, T138stop és D83N) ¢letképesnek bizonyult, és
meglepetésiinkre nem mutattak semmiféle novekedésbeli elmaradast a wt torzshoz képest
folyadékkulturaban novesztve (15. Abra). Ez arra utal, hogy a Dut mutansokban a teljes
aktivitassal bir6 Dcd:dut enzim dUMP termelése elegend6 a dTTP normal szintéziséhez még
ugy is, hogy ez az enzim a dUTP4z enzimhez képest joval alacsonyabb dUTPé4z aktivitassal

bir [11].
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15. Abra. Dut mutdns és wt M. smegmatis sejtvonalak in vitro novekedési analizise. A folyadékkultirdkat
2 napig 37 °C-on rdzatdssal novesztettiik. Az egyes mutdans sejtvonalakbdl hdarom pdrhuzamos mérés dtlagat és
szordsat abrazoltuk. Az y = al(l + exp(-k*(X-xc))) Hill egyenlet illesztése a kovetkezé paramétereket
eredményezte: a=0,94, xc=9,5 és k=0,22 a wt, a=1,04, xc=11,5 és k=0,19 az S1484, a=1,02, xc=12,4 és k=
0,17 a T138stop és a=1,03, xc=11,0 és k=0,19 a D83N Dut mutdns sejtvonal esetén.
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Az elébbi feltételezés igazolasara egy olyan M. smegmatis mutans sejtvonalat is készitettiink,
amely inaktiv Dcd:dut enzimet koédol. Ehhez az Alal1l5 aminosavat Phe aminosavra cseréltiik
(A115F), hogy megakadalyozzuk a szubsztratkotést az aktivhelyen. Ugyanis a Phe oldallanc
csak ugy fér el a kotézsebben, ha elfoglalja az uracilgyiirii helyét (16. Abra). Korabban Szabo
Judit Eszter kollégam mar létrehozta €s karakterizalta ezt a mutanst a szerkezetileg hasonlo
human dUTPaz esetében, ahol a mutans enzim nem tudott nukleotidot kétni. Judit mérései
alapjan a mutacido nem befolyasolta a fehérjeszerkezetet (Szabd és mtsai, kézirat). A
pontmutaciok alkalmazasanak elénye a génkiiitéssel szemben az, hogy alkalmazasukkal
kivédhetok a szomszédos gének véletlen elrontasabol, vagy az esetleges fehérje-fehérje
kolcsonhatasok megsziintetésébdl eredd aspecifikus hatasok. Az A115F dcd:dut mutans
sejtvonalat homolog rekombinacion alapuld allélcserével hoztuk létre. A mutansok hatékony
megtalalasa érdekében a pontmutacidt hordozo gént Gfp tag-gel is ellattuk. A homolog
rekombinaciot wt és inaktiv dut (D83N) mutans hattérben is indukaltuk. A sikeres
allélcseréket Southern blot segitségével, a mutaciok meglétét pedig az adott genomi régio
szekvenalasaval bizonyitottuk. Az A115F dcd:dut mutans sejtvonal életképesnek bizonyult, a
novekedési rataja hasonléan a dut mutansokéhoz, nem kiilonbozott a wt torzstol
folyadékkulturaban novesztve (16. Abra). Ellenben nem tudtunk olyan kettés mutans koloniat
izolalni, amely mindkét dUTPaz enzimet inaktiv formaban hordozta volna (A115F dcd:dut,
D83N dut). Ez arra utal hogy a dUTPaz reakcid esszencialis a baktérium életképességének
megoOrzésében, valamint megerdsiti a korabbi eredményiinket is, ami szerint a

mikobakériumok nem kodolnak alternativ itvonalakat a timidilat bioszintézisben.
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16. Abra. Az inaktiv Dcd:dut létrehozdsa és a mutdcié nivekedésre kifejtett hatdsa. A) A mutdns bifunkciés
dCTP dezaminaz:dUTPaz aktiv centrumanak felnagyitott képe. A nem hidrolizalhato szubsztratanalogot (a-f-
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imido-dUTP (dUPNPP)) az apoenzim aktiv helyére modelleztiik, és pdlicika dabrdzoldssal, atomi szinezéssel
dbrazoltuk (kék szénatomok a dUPNPP esetén). A szerkezet PyMol szoftverrel késziilt. B) Dcd:dut mutdans és Wt
M. smegmatis torzsek in vitro novekedési analizise. A folyadékkulturdkat 2 napig 37 °C-on rdzatdssal
novesztettiik. A mutdans és Wt torzsekbol harom parhuzamos mérés atlagat és szorvasat abrazoltuk. Az y = a/(1 +
exp(-k*(x-xc))) Hill egyenlet illesztése a kovetkezd paramétereket eredményezte: a=0,94, xc=9,5 és k=0,22 a wt,
és a=0,96, xc=10,8 és k= 0,19 az A115F Dcd:dut mutans sejtvonal esetén.

A génkiiités kisérletek altaldban csak arra adnak vélaszt, hogy az adott gén esszencialis-e a
vizsgalt organizmusban, de a gén funkcidjarol vagy a letalitds hatdsmechanizmusarél nem
adnak mélyebb informaciot. A korabbi random mutagenezisen alapul6 tanulmanyok [28,29]
M. tuberculosis-ban esszencialisnak talaltak a dut gént, mig a dcd:dut gént nem. Ezek alapjan
egyaltalan nem volt vildgos, hogy a dUTPaz enzimek és aktivitasuk hogyan befolyasoljak a
sejtbeli ANTP készletet és a genom integritdsanak megdrzését, valamint hogy miért van
szikség két dUTPaz aktivitassal rendelkezd enzimre a mikobaktériumokban. Az 1. Abran
lathattuk, hogy M. smegmatis-ban a dTTP szintézise kizarélag a dUTPaz reakcion keresztiil
torténik, habar ezt az allitast eldttiink még nem bizonyitotta senki, ugyanis eddig mindig csak
a dUTPaz enzimek egyikét vizsgaltak egyszerre [28,29,104]. Tovabbi kisérleteinkkel azt
igyekeztiik  kideriteni, hogy a két dUTPaz redundans szerepet tolt-e be a

mikobaktériumokban, vagy sajatos munkamegosztas van kozottiik.

4.7 Mutator fenotipus és mutacios mintazat

Mivel egyik inaktiv mutaciéo sem eredményezett jol érzékelhetd fenotipust, pl. ndvekedési
defektust, kivancsiak voltunk a létrehozott mutaciok hossza tavu hatasaira is. Ezért mutacios
ratat mértiink az altalunk 1étrehozott 6sszes mutans sejtvonalban a rifampicin antibiotikumra
kialakulo rezisztencia detektalasaval [106,125]. A dut mutans sejtvonalakban jelentdsen
megemelkedett az igy mért mutacios rata, korrelalva az enzim in vitro aktivitascsokkenésével
(7-szeres a S148A, 9-szeres a T138stop és 15-sz6rds mutacios rata emelkedés a D83N dut
mutans sejtvonalban). Ezzel szemben az A115F dcd:dut mutans sejtvonalban csak kétszeres

mutacios rata novekedést tapasztaltunk (17. Abra).
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dut ‘

. Aranyos . Aranyos . Aranyos
L. Esemény ., Esemény .., . . b | Esemény ., . b
Mutacié mutacios mutacios | Novekedés muticios | Novekedés
(db; %) (2 (db; %) . a (db; %) (2
rata’ rata rata
2 17 7,9E-09 2 14 1,2E-08 15 1 4,4E-08 55
0 0 0 0 0 0 1 1 4,4E-08 +
1 8 4,0E-09 3 21 1,8E-08 4,5 2 12 8,8E-08 22
4 33 1,6E-08 4 29 2,5E-08 1,6 6 35 2,6E-07 16
4 33 1,6E-08 1 7 6,1E-09 0,4 5 29 2,2E-07 14
0 0 4 29 2,5E-08 +++ 0 0 0 1
1 4,0E-09 0 0 0 - 2 12 8,8E-08 22
tranzicié 6 55 2,7E-08 6 43 3,8E-08 14 7 47 3,5E-07 13
transzverzié 5 45 2,2E-08 8 57 5,0E-08 2,3 8 53 3,9E-07 18
osszes® 12 | 100 | 4,94E-08 | 15 | 100 | 8,77E-08 1,8 17 | 100 | 7,42E-07 15

4. Tablazat. Mutdciés mintizat a Wt, a D83N dut mutdns, valamint a dcd:dut mutdns sejtvonalak esetén. Az
adott mutdciora vonatkoztatott ardnyos mutdcios rdata a teljes mutdcios rata adott mutdciora vonatkoztatott
hanyada: Aranyos mutacios rata = Mutacios rata * Mutdcios esemény (%). ®4 tablazatban mutatott névekedés
az adott mutdcio tipus gyakorisigdanak novekedése a Wt torzshéz viszonyitva: Novekedés = Mutdacios rdta
(mutdns) / Mutacios rata (wWt). “Rifampicin rezisztens kolénidk, amelyek tartalmaztak mutdciét a szekvendlt
régioban. Valamint "+’ jellel ndvekedést, "+++ jellel nagymértékii novekedest jeldltem.

A megndvekedett mutacidos ratdhoz tartozd muticids mintdzat felderitése érdekében
megvizsgaltuk a wt torzs, a dcd:dut mutans és a legkisebb dUTPaz aktivitassal bir6 D83N dut
mutans sejtvonal mutacios mintazatat a rifampicin rezisztenciaért felelés rpoB gén 1000 bp
[126]). 45-45 rifampicin rezisztens koloniat szekvenaltunk wt, D83N dut és A115F dcd:dut
mutans sejtvonalbol. Az azonositott mutaciokat a fliggelékben foglaltam G&ssze, az
eredmények értékelése a 4. Tablazatban lathato. A dcd:dut mutans esetében a mutator
fenotipus egy jol jellemezhetd mutdcidés mintdzat véltozassal kothetd ossze: a G-C—C-G
transzverziok gyakorisdga 0-rol kozel 30 %-ra, mig az A-T—T-A mutaciok gyakorisdga 8 %-
ol tobb, mint 20 %-ra emelkedett. Ellenben a G-C—T-A tranzicidés mutaciok gyakorisaga 33
%-1r6l 7 Y%-ra esett. A G/C—T mutacidk Osszesitett gyakorisaga igy lecsokkent 66%-rol kicsit
tobb mint az érték felére. Habar a dut mutans sejtvonalak mutacios rataja joval magasabb volt,
mint a dcd:dut mutansé, a D83N dut mutans sejtvonal esetében nem talaltunk a wt-tol
szignifikansan eltéré mutaciés mintazatot (4. Tablazat). A transzverziok : tranziciok aranya
0,82-r61 1,33-ra emelkedett a dcd:dut mutans, és 1,13-ra az inaktiv dut mutans sejtvonal

esetében.
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4.8 A dut mutans sejtvonalak uracilt halmoznak fel a genomi DNS-iikben

A laborunkban Horvath Andras kollégam q-PCR alapu modszerét [108] felhasznalva,
megmértiilk a mutdnsok genomjaba beépiilt uracil mennyiségét is. A mérés azon alapul, hogy
a Pfu polimeraz uracilos DNS-t nem képes amplifikdlni. A templat DNS-en Pfu és Taq
polimerdzt is alkalmazva, a polimerdz reakci6 hatékonysaganak 0Osszehasonlitasaval
kovetkeztetni tudunk a minta uraciltartalmara. Méréseink soran azt talaltuk, hogy a dut
mutans sejtvonalak genomi uracilszintje megemelkedett a wt térzshoz viszonyitva, és ez a
megemelkedett genomi uracilszint jol korrelalt az enzim in vitro aktivitascsokkenésével (50,
250 és 340-el tobb uracilt mértiink a S148A, T138stop és D83N dut mutans sejtvonalban
millié bazisonként, mint a wt torzsben) (17. Abra). Osszehasonlitasként, a D83N inaktiv dut
mutans esetében mért 340 uracil / milli6 bazispar genomi uracilszint jol egyezik az ung-
E. coli, valamint az ung- MEF sejtekben mért irodalmi adatokkal [108,127], mig a dut-/ung-
E. coli koriilbeliil 20-szor tobb uracilt tartalmaz a genomjaban (kb. 8000 uracil / milli6 bazis)
[108]. A dcd:dut mutans sejtvonalban nem tudtunk a wt torzstdl eltéré uracil mennyiséget
detektalni. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a mutans Dut mellett jelenlévé in vitro
gyengébb dUTPaz aktivitdsu Dcd:dut nem elegendd a sejtben keletkez6 dUTP teljes
lebontasahoz, ami ezaltal képes beépiilni a dut mutansok genomi DNS-ébe. Ezért
feltételezhetjiik, hogy a Dcd:dut enzim nem vesz részt szignifikdns mértékben a ANTP készlet

dUTP mentesitésében.
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17. Abra. A dUTPidz enzimek mutdcidjanak hatdsai. A) A vizsgalt sejtvonalak mutdcios ratdja. A mutdns és Wt
torzsekbol harom parhuzamos mérés dtlagat és hibajat abrazoltuk, a Wt enzimet ‘+’-al jeldltem. A mért értékek
jol korreldlnak az adott mutdns enzim in vitro aktivitdsdval. B) A vizsgalt sejtvonalak genomi uracil szintje. A
mutans és Wt torzsekbol harom pdrhuzamos mérés dtlagat és hibdjat dbrazoltuk a legkisebb mért értékre
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normalva, a Wt enzimet ‘+’-al jeloltem. A mért értékek jol korrelalnak az adott mutans enzim in vitro
aktivitasaval.

4.9 Megvaltozott ANTP készlet a mutans sejtvonalakban

Az eddig tapasztalt eredmények (uracil felhalmozddasa a dut mutdnsokban, valamint
megvaltozott mutaciés mintazat a dcd:dut mutansokban) jobb megértéséhez meghataroztuk a
mutansok sejtbeli pirimidin nukleotid készletét. A dUTP, dTTP ¢és dCTP szintek
meghatarozasara egy PCR-alapt modszert [110,128] alkalmaztunk. A moédszer radioaktivan
jelolt dATP beépiilésének kovetésére épil. A mérés soran a triciummal jelolt dATP
beépiilését a mérendd nukleotidra specifikus templatba a sejtextraktum dNTP tartalma
limitalja. A dUTP szintet a sejtextraktumban taldlhaté dUTP rekombinans dUTPazzal vald
lebontasaval és a dUTPaz kezeletlen mintakkal dsszehasonlitva hataroztuk meg. Méréseink
alapjan, a dUTP sejtbeli koncentracidja megemelkedett az 6sszes dut mutansban (18. Abra). A
dTTP:dUTP arany a wt 100:1 aranyrol korilbeliil 5:1 aranyra emelkedett a S148A dut
mutansban, illetve 4:1 aranyra a T138stop és D83N dut mutans sejtvonalakban. Ellenben a
dTTP ¢és dCTP koncentracidja és a dTTP:dCTP arany sem valtozott szignifikdnsan a wt
torzshoz képest. Azonban, a mutans sejtek 6sszpirimidin szintje a mutacio aktivitdscsokkentd
hatasaval korrelalva gyengén megemelkedett (18. Abra). A D83N mutans sejtvonalban a
dCTP szint 1,6-szorosara, mig a dTTP koncentracio 1,4-szeresére novekedett. Ezzel
ellentétben az A115F dcd:dut mutans sejtvonalban normal, alacsony dUTP szintet mértiink,
viszont a dTTP:dCTP arany ebben a sejtvonalban teljesen megvaltozott (18. Abra). A dCTP
koncentracidja az A115F mutans sejtextraktumban tobb mint 6-Szoros emelkedést mutatott,
mig a dTTP szint a wt érték felére csokkent (18. Abra). A dCTP szint megemelkedése és a
dTTP szint csokkenése is megerdsiti, hogy az altalunk alkalmazott A115F mutacid
inaktivitast okoz a Dcd:dut enzimben in vivo is. Eredményeinkbdl az is kovetkezik, hogy a
Dcd:dut enzimmel ellentétben, a Dut nem vesz részt szignifikans mértékben a dCTP és dTTP

készlet szabalyozasaban.
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18. Abra. A mutdns sejtvonalak pirimidin nukleotid készlete. A dTTP, dUTP és dCTP nukleotid mennyiségét
egy PCR alapu modszerrel hataroztuk meg. A mutans és Wt torzsekbol harom parhuzamos mérés atlagat és
hibajat abrazoltuk, a Wt enzimet ‘+’-al jeloltem. A mért értékek jol korrelalnak az adott mutans enzim in vitro
aktivitasaval. A belsé dabran a pirimidin nukleotidok szdzalékos megoszlasat dbrazoltam a wt, a D83N dut
mutans és az A115F dcd:dut mutdans esetén.

Az elébbiekben ismertetett eredmények (mutacids rata, genomi uracilszint, ANTP készletbeli
valtozasok) jol korrelalnak egymassal (5. Tablazat) és a mutans enzim aktivitascsokkenésével
1s, viszont fliggetlenek az alkalmazott mutiacidk hatdsmechanizmusatol (pl. a T138stop ¢és
D83N mutéciok esetén jol lathatd, hogy csakis az enzim katalitikus aktivitasa hatdrozza meg a
mutacid okozta fenotipus sulyossagat). Eredményeink alapjan a Dcd:dut és a Dut egymastol
jol elhatarolodd szerepet toltenek be a pirimidin nukleotidok sejtbeli koncentraciojanak

szabalyozasaban €s a genom integritdsanak fenntartasaban.
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Sejt- Fletképes Novekedés duTP Genor_nl dTTP dCTP dCTP-dTTP Mut,acms Mutacios Szerep
vonal konc. uracil konc. konc. rata  spektrum
wit igen normal wit wt  normal normal  normal wt wit
. . kvazi  kvazi . genomi
dut- igen normal magas magas , , normal 15x . .
normal normal integritas
dNTP készlet 4TTP
dcd:dut-  igen normal wit wit 0.5x 6X eltolodott 2x  valtozasokkal . .
. szintezis
korrelal
kettds
z nem
mutans

5. Tablazat. A mutdns sejtvonalak in vivo karakterizdldsinak Gsszefoglaldsa

A fokozatosan csokkend aktivitassal rendelkez6 Dut mutans sejtvonalak megnovekedett
mutacidés ratdval rendelkeznek, amely jol korreldl a genomi uracilszintben mérhetd
emelkedéssel (18. Abra). A mikobaktériumok genomjaban a konvencionalis ung mellett egy
archea tipusu uracil DNS glikozil4z, az udgB is kédolva van [129,130], lehetévé téve az igen
hatékony uracil kivago javitast ezekben a baktériumokban [130]. Ez is megerdsiti, hogy az
uracil felhalmozdédasa egy nem kivant folyamat, és valdszinlileg egyiitt jarhat a dUTPaz
deficiens populédcio lassu leromldsdval a megemelkedett mutacids rata kovetkeztében. A
lehetséges ok, hogy az uracil mégis felhalmozodhat a dut mutans sejtvonalak genomi DNS-
¢ben az, hogy a polimerazok altalaban nem tesznek kiilonbséget az egyetlen metilcsoportban
eltéré dTTP és dUTP kozott, és kvazi hasonlod hatékonysaggal épitik be a két nukleotidot az
adenin bazissal szemben. Tehat a dUTP beépiilését a sejtbeli koncentracidja hatdrozza meg.
Ha ez magas, mint a dut mutansok esetében, tobb uracil épiil be a replikacio soran a genomba.
Habar az uracil DNS glikozildz enzimek nagy hatékonysaggal tavolitjak el a beépiilt uracilt, a
polimeraz nagy valdszinliséggel Ojra visszaépiti az uracilt a sejtbeli magas dUTP koncentracio
miatt (20-25x dUTP szint novekedés a mutansokban, 18. Abra). Az adeninnel szemben
beépiilt uracilok (U-A parok) nem szamitanak mutagénnek [131], ezzel ellentétben az
abazikus helyek mutagén hatasairdl mar megoszlanak a vélemények az irodalomban [132—
134]. Emellett a folytonosan beépiild, kivagdodo és Gjra beépiild uracilok feltehetdleg stresszt
€s genomi instabilitast is okozhatnak a baktériumban. Az ndk mutans E. coli sejtvonalban a
megndvekedett dUTP szint és az uracil kivdgd mechanizmus altal generalt replikacios
intermedierek tobb szazszoros mutacids rata ndvekedést okoztak a baktériumban. Az ung
elmutalasaval azonban részben menekithetd volt a mutagén hatés, mivel igy lehetévé valt az
uracil stabil beépiilése a genomba [36]. Az uracil hibajavitas megemelkedett gyakorisaga, ami
rovid, vagy hossza DNS szakasz kivagasaval is torténhet (‘short patch’ vagy ‘long patch’
BER [54]), szintén felel6s lehet a mutaciok megjelenéséért. A dut mutacioja kismértékben

megnovelte a dCTP és dTTP szintjét is [36]. Ehhez hasonldan a dut mutaciok M. smegmatis-
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crer

tanulmanyban is leirtdk, hogy a dNTP készlet megndvekedése altalanos véalasz a DNS
karosodas okozta stresszre [1,2,135] és valosziniileg a genotoxikus stressz toleralasara
szolgalhat. Ugyanis a megemelkedett dANTP szint megnéveli a mutacios ratat [3,37—39]
azaltal, hogy a DNS polimerazok kettds aktivitasanak egyensulya ideiglenesen eltolodik a
nukleotid beépités javara, ezzel csokkentve a polimeraz proofreading aktivitasat [38]. Ezt
nevezik az irodalomban kovetkezd nukleotid effektusnak (‘next nucleotide effect’). Ezek a
megfontolasok a mi eredményeinkkel is 0sszhangban vannak. Ha a beépiilt uracil vagy az
uracil javitasa soran megjelend koztitermék, az abazikus helyek birnanak kozvetleniil
mutagén hatéssal, akkor a megjelend mutaciok kozott a timin bazisokat érinté mutaciok
gyakorisdganak dusuldsat varnank. Ezzel szemben, a T-A bazisparokat érintdé mutaciok

gyakorisaga nem valtozott szignifikansan a dut mutans sejtvonalban.

Erdekes, hogy a dTTP:dCTP arany teljesen eltolodott a dcd:dut mutins sejtvonalban, a
mutacids ratdban mégis csak kétszeres novekedést detektaltunk. Ezek az eredmények szintén
Osszhangban vannak kordbbi irodalmi adatokkal, ahol szintén kétszeres mutdcios rata
novekedést mértek az altalunk is hasznalt rifampicin rezisztencia assay-vel dcd mutans E.
coli-ban [133]. Azonban azt is sikeriilt megallapitaniuk, hogy az alkalmazott kisérleti rendszer
erdsen befolyasolja a talalt mutagenicitas mértékét. A tanulméanyukban rifampicin rezisztencia
alapt mutacios rata assay-t alkalmazva kétszeres mutacios rata novekedést tapasztaltak, mig
egy LacZ alapt rendszert alkalmazva a mutacios rata sokkal nagyobbnak adodott (42-szeres
novekedés) [133]. Sajnos ez a rendszer jelenleg csak E. coli-ban torténé vizsgalatokra
elérhetd, ezért mi a rifampicin rezisztens kolonidk rpoB génjének szekvenalasaval hataroztuk
meg a mutacios mintazatot a mutans M. smegmatis sejtvonalakban. Eredményeink szerint a
wt és dut mutans sejtvonalakban tilnyomorészt eléfordulo G-C—T-A mutaciok jelentésen
lecsokkentek, mig a G-C—C-G mutaciok gyakorisaga pedig jelentésen nétt a dcd:dut mutans
sejtvonalban. Ezek a valtozasok logikusnak tekinthetéek, mivel a nukleotidok versengenek
egymassal a polimeraz reakcio soran. Magas dCTP:dTTP aranynal kevésbé valoszinii, hogy a
timin hibas bazisként ¢épiiljon be, mig a citozin beépiilésének valdszinlisége megnd.
Masrészrdl a beépiilésnél soron kovetkezé nukleotid magas koncentracidja megnoveli a szal
tovabbépitésének valoszinliségét akar olyan dron is, hogy a hibasan beépiilt bazis kijavitatlan
marad [136-138]. Igy a soron kovetkezé dCTP a vezetd szalon, vagy dGTP a kovetd szalon
megnovelheti az adott pozicidoban eléforduld mutaciok valdszintiségét magas sejtbeli dCTP

koncentracid esetén. Ez a hatas kimutathaté a dcd:dut mutansban is, mivel itt a mutaciok 86
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%-a citozin el6tt talalhatd a vezetd szalon, mig 58 %-a pedig guanin elétt a kovetd szalon (7-7
% timin vagy adenin el6tt a vezetd szalon, és 14 % adenin el6tt, mig 28 %-a citozin el6tt
talalhato a kovetd szalon). A mutaciés mintazat analizis soran kapott eredmények részletes

bemutatasa a fliggelékben talalhato.

Az irodalmi adatok ellentmonddak arra nézve, hogy a ANTP készletbeli egyensuly felborulasa
okoz-e mutator hatast. Kumar és kollégai azt talaltak, hogy a kismértékii INTP egyenstly
felborulas is er6sen mutagén hatasi Saccharomyces cerevisiae-ben. Habar a kiilonb6z6
egyensulytalansagok mértéke nem korrelalt direkt moédon a mutagén hatas mértékével [37].
Mig Nordman és Wright szerint az ndk mutans E. coli-ban a mutator hatas kialakulasat nem a
dNTP készlet egyensulyanak felborulasa okozta [36]. Eredményeink szerint a dCTP:dTTP
arany felboruldsa egy erds “next nucleotide” effektust eredményez, de ez alacsonyabb

mutagén hatassal rendelkezik, mint a DNS uracilossa vélasa.

Erdekes modon a felére csokkent dTTP koncentracié nem limitalta a dcd:dut mutans
novekedését, és mivel a mutansok generacios ideje sem valtozott meg, valdsziniisithetéen a
DNS replikacié sebességét sem befolyasolta. Ezért ugy tiinik, hogy barmelyik dUTP4z enzim
aktivitasa mar elegendd a dTTP szintézishez elengedhetetlen mennyiségli dUMP termeléséhez
¢s a M. smegmatis megfeleld novekedéséhez. A S. cerevisiae és Caenorhabditis elegans
organizmusokban (dACMP dezaminaz enzimmel és menekitd Gtvonallal is rendelkeznek) a dut
inaktivacioja letalis. Az ung csendesitése / inhibicidja viszont menekiti a fenotipust [17,18]
hangsulyozva ezaltal a genomi uracilacio veszélyét. Ezzel ellentétben a Trypanosoma brucei
esetén, ahol nincs dCTP / dCMP dezamindz és a dUMP keletkezése teljes egészében a
dUDP/dUTP hidrolizis reakcion alapszik, az ung inaktivalasa nemhogy nem menekiti a dut
csendesités fenotipusat, de még sulyosbitja is az alacsony dUMP szint okozta citotoxikus
hatasokat [19]. A fenti megfontolasok alapjan a mikobaktériumokban a bifunkciés dCTP
dezaminaz-dUTP4z megléte a széleskorben eléforduld monofunkciés dUTPaz mellett elényt
jelenthet, ugyanis ezekben az organizmusokban a dUTPaz reakcid kizéarolagos szereppel

rendelkezik a dTTP bioszintézis utvonalban.

Eredményeinkbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a dUMP keletkezése és a dTTP
szintézis a bifunkcids enzim szabalyozésa alatt all, annak ellenére hogy a Dcd:dut enzim
sokkal kevésbé hatékony dUTPaz, mint a Dut [11,26]. Ez azt sugallja, hogy a mechanisztikus
kiilonbségek a két dUTPAaz enzim kozott sokkal nagyobb szerepet jatszanak, mint csupan a

katalitikus hatékonysag kérdése. A Dcd:dut képes dTTP-t is kotni, aminek a kotddése gatolja
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az enzimaktivitast [12]. Ez a negativ visszacsatolas lehetové teszi a sejtbeli dCTP:dTTP
koncentraciok pontos szabdlyozésat. A Dut ezzel szemben csak dUTP-t képes kotni a
kotdzseb szigorubb diszkriminacidja miatt, és nincs lehetdség az allosztérikus szabalyozasra
sem az enzimben [139]. Eredményeink alapjan a Dut szerepe a sejtbeli dUTP hatékony
lebontasa, igy biztositva a genom integritasat. Ezzel szemben a bifunkciés Dcd:dut fenntartja
viszonyitott aranyat. Az ilyen funkciondlis szétvalasnak sokféle elénye lehet. A dUTP
folyamatosan keletkezik a sejtben a dUDP foszforilasaval a nukleozid difoszfat kinaz (Ndk)
enzim kozremuikodésével, vagy a dCTP spontan dezaminacidja soran. Az igy keletkezé dUTP
felhalmozdodasat elézi meg a monofunkciondlis Dut enzim a dUTP igen hatékony
lebontasaval. fgy “tisztan tartja” a sejt ANTP készletét és megakadalyozza a genomban az
uracil felhalmozddasat. A szabalyozas képessége viszont a masik, szerkezetileg nagyon
hasonl6 enzimben, a Dcd:dut-ban van kédolva. Ez az enzim egyébként nem bizonyult tul
hatékony dNTP készlet “tisztogatd” enzimnek, de ezzel szemben nagyon hatékonyan képes
biztositani a DNS szintézishez alapvetden sziikséges pirimidin koncentraciok allandé szinten
tartasat, valamint ezek pontos aranyat is a sejtben (18. Abra). A bifunkcids enzim jelenlétének
masik eldnye, hogy a dCTP dezaminalasa utan a veszélyes koztitermék, a dUTP nem Iép ki a

sejtbe, hanem az enzimen beliil megtorténik a tovabbalakitasa dUMP-v¢é [10,11].

Ez a funkcioszétvalas valoszintlileg olyan mas organizmusokban is megtortént, amelyekben
egyéb dTTP bioszintézis utvonalak is jelen vannak. A Dut az éldvilagban széleskoriien
elterjedt, emellett nagyon hatékony dUTP lebontdé enzimnek mutatkozott az eddig vizsgalt
hogy a dCTP és/vagy dCMP dezaminaz enzimekhez kotédik. A dCTP és dCMP dezaminazok
egyarant allosztérikus szabalyzassal birnak, habar nem rendelkeznek szerkezeti homologidval
[10,140,141,12,142]. A funkcidszétvalas mélyebb szintli kutatasa segitséget jelenthet a DNS
evolucio folyamatanak, pl. a timin DNS-ben térténé megjelenésének €és az uracil DNS-bol

val6 kizardsanak a megértéséhez.

4.10 Az Stl gatolja a M. tuberculosis dUTPaz in vitro enzimaktivitasat

Mivel a Dut esszencialis mikobaktériumokban [104], ezért a dUTPaz gatlasa 1) lehetdségeket
nyithat a mikobakterialis patogének (M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis) elleni
kiizdelemben. A laborunkban tortént korabbi vizsgalatok alapjan a Staphylococcus aureus

patogenicitasi szigetek (SaPlpoy1) mester represszora, az Stl képes komplexet alkotni a S.
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19. Abra. Az Stl és a M. tuberculosis dUTPiz
(mtDut) komplexdloddsa nativ gélen. Az alkalmazott kollégdm végezte. Amint a 19. Abran is

latszik, amennyiben az Stl és mtDut fehérjék
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valoszinisithetéen a két fehérje altal alkotott komplexnek felel meg. A legteljesebb

komplexalodas Stl : mtDut = 1:1 alegység aranynal figyelhetd meg.

Mivel a nativ gél kisérlet alapjan a két fehérje egymassal kdlcsonhat, ezért az Stl jelenlétében
dUTPaz aktivitdas méréseket is végeztiink, hogy megallapitsuk, az Stl képes-e gatolni a
mikobakterialis dUTPaz enzimaktivitasat. A steady-state aktivitas és gatlas méréseket Szabod
Judit Eszter és Dobrotka Paula végezték. A gatlasi vizsgalatokat vad tipusu (mtDut")

enzimen és a kvézi vad tipust (mtDUT™4W

), az aktivhelyen triptofant tartalmazo6 varidnson
végeztiik [26,115]. A dUTPazok ezzel a pozicioval homoldg pozicidban egy konzervalt
aromas aminosavat (Phe/ Tyr/ Trp) hordoznak, amely atlapol a szubsztrat uracil gyiriijén,
ezaltal koordinalva a szubsztratot a dUTPaz reakcid soran [115]. Az aromas aminosav Trp
aminosavra cserélése nem befolyasolja a reakcié mechanizmusat, viszont a Trp fluoreszcens
jelének valtozasaval a reakcio kovethet6 [139].

Mindkét enzim varidns esetében azt talaltuk, hogy az Stl igen erdsen gatolja a dUTPaz
enzimatikus aktivitasat (20. Abra). A gatlas sordn mind a kei €s a Ky értéke megvaltozott,
ezzel egy kevert tipusu gatlasra utalva. A korabbi @17/ dUTPazzal végzett kisérletekhez
hasonloan [87] gatlast csak akkor figyeltink meg, amennyiben a dUTPaz enzimet
preinkubaltuk az Stl proteinnel a reakcié inditasat szolgaldé dUTP hozzaadasat megelézden.

Ez a megfigyelés arra utal, hogy a mtDut:Stl komplex kialakulasa elhanyagolhatoéan lasst a

dUTPaz szubtratk6téséhez viszonyitva.
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20. Abra. Az Stl gitlé hatisa a mikobakteridlis dUTPdz (mtDUT", mtDUT™ V) aktivitdsra. A) Az adatokat a
két dUTPaz varians gatolatlan aktivitasara normaltuk. Az adatokra kvadratikus egyenletet illesztve a kovetkezo
paramétereket kaptuk: latszolagos K; = 5,5 = 4,6 nM a mtDUT™ és 4,4 + 2,8 nM a mtDUTY enzimre. Az
aktivitdas csokkenés maximalis amplitudoja 83,8 £ 6,7 % volt a mtDUT" és 87,1 + 5,8 % a mtDU’ W anzimre.
B) A mtDUT" és mtDUT™ Y enzimatikus aktivitisinak szubsztratfiiggése az Stl jelenlétében és hidnydban. Az
adatokra Michaelis-Menten egyenletet illesztve a kévetkezd paramétereket kaptuk: Ky = 1,4 = 0,3 uM a
mtDUT™ és 1,3 + 0,4 uM a mtDUT*Y enzimekre St hidnydban, illetve Ky = 9,7 + 2,5 uM a mtDUT" és 5,3 +
0,4 az mtDUTH*VY epzimre 150 nM Stl jelenlétében. Az adatokat a Vmax értékekre normaltuk.

A kiilonb6z6 Stl koncentraciokkal valo titralas eredménye szerint a latszolagos gatlasi allando
nagyon alacsony (nanomolaris nagysagrendii K; érték, 20. Abra). Ez az érték ugyanabba az
alacsony tartomanyba esik, mint a S. aureus @77 fag dUTPaz esetén [87]. Eszerint az Stl a
S. aureus @171 fag dUTPazzal és a M. tuberculosis dUTPazzal is hasonloan stabil komplexet
képez, viszont az Stl okozta maximalis gatlds a mtDut esetén csak hozzavetdleg 80 %,
szemben a 100 %-os @11 fag dUTPaz gatlassal, ami a két dUTPaz gatlasaban mechanisztikus
kiilonbségekre utalhat.

A dUTPaz aktivitds szubsztratfiiggését is vizsgaltuk Stl hidnyaban és jelenlétében.
Eredményeink szerint mindkét enzim (Wt és HI145W mutdns) maximals enzimatikus
aktivitasa hasonld mértékben csokkent Stl jelenlétében, mig a Michaelis konstans (Ky)
megemelkedett (20. Abra). Ezek az adatok mind arra utalnak, hogy az Stl a mikobakterialis
dUTPazzal ugyanugy lasst, de szoros kolcsonhatast alakit ki, mint a @7/ dUTPaz esetén

[87]. A gatlas mechanizmusanak megértésére végzett tovabbi kinetikai kisérleteket doktori

dolgozatomban nem targyalom.

4.11 Az Stl fehérjét expresszalé M. smegmatis sejtvonalak létrehozasa

Az in vitro gatlasi kisérletek eredményei utan szerettiik volna megvizsgalni a kolcsonhatast az
€16 sejtben is. A sejtbeli gatlas vizsgalatara kétféle M. smegmatis sejtvonalat hoztunk 1étre. Az

egyik sejtvonal genomjaba az attB helyre integraltuk az Stl kodold szekvencidjat egy
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folyamatosan kifejez6d6, er6s promoéter meghajtasaval (pGem-Stl). Az alternativ sejtvonal

olyan episzomalis plazmidot hordozott, amelyrdl az Stl expresszidja tetraciklin hozzaadasaval

indukalhato (pKWO08-Stl). Ehhez

K M - 0 1 2 4 8 24 elektrokompetens vad tipusi M. smegmatis
TeA % ' «lst sejteket transzforméltunk a pGem-int-Stl,
: illetve a pKWO08-Stl plazmiddal. Az AU-1

taggel ellatott Stl protein expresszidjat a

21. Abra. Az Stl expresszidja az dltalunk létrehozott transzformalt sejtvonalakban Western blot
M. smegmatis sejivonalakban. K-val a konstans
expressziot, M-el a markert jeloltem. A szamok az
indukdlds utan eltelt iddt jelolik 6rdban megadva. expresszioja 20 ng/ml tetraciklinnel torténd

segitségével igazoltuk (21. Abra). Az Sil

indukalas utan 1 6raval mar jol lathato, 8
ordval az indukci6 utdn pedig mar hozzamérhetd a konstans expresszioval rendelkezd

sejtvonal expresszidjahoz (21. Abra). Indukcid nélkiil az Stl expresszidja nagyon alacsony.

4.12 Az Stl expresszidja magas sejtbeli dUTP szintet okoz M.smegmatis-ban

A dolgozatomban ismertetett korabbi eredményeink szerint a dUTPaz enzimaktivitasanak
csOkkenése egyértelmiien nyomon kovethetd a sejtbeli dUTP koncentracid vizsgalataval.
Ezért az Stl sejtbeli dUTPaz gatlasanak vizsgalatara meghataroztuk a pirimidin nukleotidok
expressziot mutatd, pGem-int-Stl plazmiddal transzformalt sejtvonalatt hasznaltuk, mert
ebben a sejtvonalban az Stl expresszioja er6sebbnek bizonyult az indukalhato sejtvonalban
mért expresszios szintnél. Kontrollként az Stl kodold szekvencidjat nem tartalmazod iires
plazmiddal (pGem-int-empty) transzformalt sejtvonalat alkalmaztuk. Eredményeink szerint a
sejtbeli dTTP és dCTP koncentraciok nem kiilonboztek szignifikdnsan a kontroll
sejtvonalétol, amely csak tires vektort tartalmazott. Ezzel szemben a sejtbeli dUTP
koncentracio hasonld szintre emelkedett, mint a korabban ismertetett dUTP4z mutans
sejtvonalak esetében. Az Stl-t expresszalo sejtvonalak magas dUTP szintje (22. Abra) igazolja
az Stl in vivo dUTPaz gatl6 hatasat. A sejtvonal normal dTTP és dCTP koncentracidja arra
utal, hogy az Stl nem hat kdlcson a szerkezetileg hasonld6 mikobakterialis bifunkcios dCTP
dezaminaz:dUTPaz enzimmel. Ezek utdn a genomi uracil szinteket is megmértiik a vizsgalt
sejtvonalakban a korabbiakban ismertetett moédon, azonban a vizsgalt sejtvonalak genomi
uracil szintjében csak kismértéki novekedést detektaltunk. Ez egyaltalin nem meglepd,
ugyanis in vitro méréseink szerint az Stl csak koriilbeliil 80 %-0s hatékonysaggal gatolja a

dUTP4az enzimet, szemben a tobb nagysadgrenddel csokkent aktivitasii mutdns Dut enzimekkel
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(T138stop és D83N mutans Dut) rendelkez6 sejtvonalakkal, ahol jelentésen magasabb genomi
uracil szintet tudtunk mérni. Méréseink szerint a korabban bemutatott hasonlé nagysagrendii

aktivitassal bird6 S148 A mutans esetén sem volt jelentds a genomi uracil szint névekedése (22.
Abra).
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22. Abra. Az Stl gétolja a dUTPdz enzim aktivitisdt az él6 sejtben. A) Az Stl-t expresszalé sejtvonal pirimidin
nukleotid készlete. A dTTP, dUTP és dCTP nukleotidok mennyiségét egy PCR alapi modszerrel hatdroztuk meg.
A sejtvonalakbdl hdrom pdarhuzamos mérés dtlagat és hibdjat dbrdzoltuk. B) A vizsgdlt sejtvonalak genomi
uracil szintje. A sejtvonalakbdl hdrom pdarhuzamos mérés dtlagadt és hibdjat abrazoltuk a legkisebb mért értékre
normdlva.

crer

poolbdl beépiild dUMP jelentds részét képes a sejtbeli uracil kivagd rendszer kijavitani. A
bevezetd részben lathattuk, hogy mikobaktériumokban az éldvilagban altalanosan jelenlévd
Ung enzim mellett egy az Archeakban kodolt uracil-DNS glikozilazzal rokon UdgB enzim is
jelen van [129,130], el6segitve ezzel a hatékony hibajavitast.

4.13 Az Stl expresszioja megzavarja M. smegmatis sejtvonalak telepképzését

A novekedési kisérletek elvégzéséhez az indukdlhato Stl expresszioval rendelkezd
sejtvonalakat (pKWO08-Stl plazmiddal transzformalt sejtvonal) alkalmaztuk, hogy kizarjunk
barmilyen hosszti tdvon fellépd kompenzald hatdst. Negativ kontrollként a luciferdz gént
indukalhatd moédon expresszald sejtvonalat (pKWO08-Lx plazmiddal [103] transzformalt
sejtvonal) alkalmaztuk. Azt talaltuk, hogy az Stl expresszio indukalasaval a sejtvonal altal
képzett kolonidk szdma (CFU) nem novekedett, hanem kis visszaesés utan allandé maradt
(23. Abra). Ezzel szemben a kontroll sejtvonal esetén a luciferdz enzim expresszidjanak

indukalasa utan a koloniak szama exponencialisan novekedett, ezzel arra utalva, hogy az Stl
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kifejez6dése kismértékben gatolta a sejtek osztédasat. Ezt aldtdmasztja egy masik
megfigyelésiink is, miszerint az Stl-t konstans moédon expresszald sejtvonal 1étrehozasakor
ugyanolyan mennyiségii plazmidot elektroporalva a kontroll (pGem-int-empty) és Stl-t
tartalmazé plazmidbdl (pGem-int-Stl), az Stl-t tartalmazo vektor esetén joval alacsonyabb
transzformacios hatékonysagot tudtunk csak elérni, mint a kontroll plazmid esetében.
Hasonldan a Dut mutans sejtvonalakhoz, folyadékkultiraban az optikai denzitas kovetésével
ebben az esetben sem tudtunk szignifikans novekedés gatld hatast kimutatni, igy arra
kovetkeztethetiink, hogy a dolgozatomban kordbban mar ismertetett esszencialis
mikobakterialis hurok motivum altal kdzvetitett interakcidt az Stl kotddése valosziniileg nem,

vagy csak kismértékben zavarja.
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23. Abra. Az Stl expresszidjinak hatisa a sejtvonalak kolénia szamdra. A szamok az indukdlds utan eltelt idét
jelélik oraban megadva.

Habar a konvencionalis hibas bazispar javitdas (MMR) hidnya és az error-prone polimerazok
jelenléte evolucios elonyt jelenthet €s a mikobakterialis genom jol ismert valtozékonysagat is
okozhatja [61], eredményeink arra utalnak, hogy a normal nukleotid készlet és a genom
integritdsanak fenntartdsa kiilonosen fontos a mikobaktériumokban. Ezt aldtdmasztja a
mikobakterialis genomban tobbszorosen kodolt, funkcionalisan nagyon hasonldé enzimek

jelenléte a preventiv és baziskivago javitasi mechanizmusokban is (6. Tablazat).
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Fehérje Funkcio Mtb

homolog

Preventiv javito utvonalak
MutT1 MSMEG_2390 Rv2985
MutT?2 Sy MSMEG_5148 Rv1160
MUtT3 8-0xoGTP hidrolizis MSMEG_0790 | Rv0413
MutT4 MSMEG_6927 Rv3908
Dut S MSMEG_2765 Rv2697c
Ded:dut dUTP hidrolizis MSMEG 0678 | Rv0321
Baziskivagé javitasi (BER) tutvonalak
MutM1 (Fpgl) | glikozildz, 8-0x0G eltavolitas MSMEG_2419 Rv2924c
MutM2 pszeudogén, nincs DNS kotddés és gikozilaz - Rv0944
aktivitasa

Neil endonukleaz VIII, oxidalt pirimidinek kivagasa MSMEG_4683 Rv2464c
Nei2 MSMEG_1756 Rv3297
Ung uracil kivagas MSMEG_2399 Rv2976¢
UdgB uracil, hipoxantin, etenocisztein kivagasa MSMEG_5031 Rv1259
TagA 3-metiladenin and 3-metilguanin kivagasa MSMEG_5082 Rv1210
AlKA 3-metilpurin és 7-metilpurin kivagasa MSMEG_4925 Rv1317c
Mpg 3-metiladenin kivagasa MSMEG_3759 Rv1688
6. Tablazat A mikobaktériumok genomjaban t6bbszorésen kodolt, hasonlo reakciokat katalizalo hibajavito
enzimek.

Az Stl-t expresszaldo mikobaktérium esetén jol detektalhatd fenotipust (megnovekedett dUTP
koncentraci6 és a koloniaképzés csokkenése) tudtunk megfigyelni annak ellenére, hogy az in
vitro gatlasi gorbék alapjan koriilbeliil 20 %-os dUTPaz aktivitas maradhat a sejtben. Ezzel
szemben human sejtekben a dUTPaz siRNS-sel vald szinte teljes csendesitése is csak akkor
mutat barmilyen detektalhatd fenotipust, ha emellett FdUrd-nal kezeljiik a dut-csendesitett
sejteket [143,144].

Mivel a dUTPaz Stl fehérjével torténé gatlasa nem okoz letalitast M. smegmatis-ban, ez az
interakci6 valoszinlileg kevésbé lehet hasznos a mikobaktéridlis patogének elleni
kiizdelemben, ellenben in vitro vagy in situ/in vivo dUTPaz gatlasi kisérletekben jol
hasznosithato lehet, az Ung proteint gatld, széles korben alkalmazott, szintén fag (Bacillus
subtilis bakteriofag PBS2) eredetii Ugi (uracil-DNS glikozilaz inhibitor) proteinhez hasonldan
[81,93,145,146]. Lehetséges dUTPaz inhibitorok jelenlétét korabban tobb fajban is leirtak
(PBS2 bakteriofag fertézott B. subtilis sejtekben és Drosophila melanogaster sejt
extraktumokban [88,89]), de egyik esetben sem sikeriilt az inhibitort izolalni, vagy a gatlast
molekularis szinten is bizonyitani. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy a S. aureus eredetii Stl,
nemcsak a @71 fag dUTPaz inhibitora [87], hanem a mikobakterialis dUTPazokat is
hatékonyan gatolja mind in vitro koriilmények kozott, mind a bakterialis sejtben. Az inhibitor
hasznalata mind Staphylococcus-ban, mind Mycobacterium-ban hatékony eszkozként

szolgalhat a nukleotid metabolizmus utvonalak sejtes kornyezetben torténd vizsgalatdhoz.
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Tovéabbi eukariota ¢és bakteridlis dUTPazok gatlasanak tesztelése is folyamatban van

laborunkban.
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5 Kovetkeztetések

A dUTPaz enzimek a dTTP bioszintézisében és a genomi integritds megdrzésében betoltott
szerepét nagyon nehéz szétvalasztani az eddigi tanulmanyok alapjan az utvonalak
komplexitasa és az enzimek hidnyaban fellép6 gyakori letalitas miatt. A helyzetet tovabb
bonyolitja, hogy a menekitd utvonalon keletkezd6 dTMP elfedheti az ezen enzimek
funkciojanak részletes feltarasara iranyuld kisérletek eredményeit. A mikobaktériumok egy
természetesen el6forduld jo modellt nydjtanak ezen reakciok, enzimek vizsgalatara, ugyanis
ezekben az el6lényekben sem menekité utvonal, sem dCMP dezaminaz enzim nincs jelen, igy
a dTMP szintézise csakis a dUTPaz reakcion keresztiil valosulhat meg. Eredményeinkbdl
kideriil, hogy a timidilat bioszintézise és a dUTP eliminalasa kiilon szabalyozas alatt all a
mikobakterialis sejtekben. Ez a megallapitds azonban nemcsak mikobaktériumokra, hanem az
¢lovilag szélesebb korében is igaz lehet. Ismert, hogy a citozin-nukleotid dezaminaz enzimek
(Dcd, Dcd:dut, Dctd) mind allosztérikusan szabélyozhatoak, ezéltal képesek kontrolldlni a
pirimidin nukleotid szinteket és a nukleotidok aranyat is a ANTP készletben. Ezzel szemben a
dUTP4z enzim nagy specificitasu €s hatékonysagu reakciot katalizal, amely a sejtben képzodo
dUTP-t nagy hatékonysaggal hidrolizalja, ezaltal tisztan tartja a ANTP készletet, és megovja a
genomi DNS-t a replikacio soran az esetleges uracilbeépiiléstél. A  kiilonb6z6
organizmusokban végzett dUTP4z manipuldciok hatasait a fiiggelékben talalhatd tablazatban
gyljtottem Ossze. Ennek alapjan az alabbi példak szemléltetik, hogy a dUTPaz
szupercsaladon beliili funkcidszétvalas széleskorii lehet, és hogy a M. smegmatis modellben

kapott eredményeink kiterjeszthetdek az élovilag egy jelentds részére.

Human sejtekben, ahol a f6 dUMP input a dCMP dezaminaz reakcioban keletkezik, a dut
csendesitése nem okoz szignifikdns valtozast a dTTP szintjében, csak ha parhuzamosan a
timidilat szintdz enzimet is gatoltak [144,147,148]. A szintén dCMP dezaminazt kodold
C.elegans és S. cerevisiae esetében a dUTPaz elrontasa menekithetd az Ung egyideji
inaktivaciojaval [17,18], amely arra utal, hogy a dUTPaz szerepe ezekben az él6lényekben is
els6sorban a genomi integritas védelme. A D. melanogaster Dut csendesités esetén tapasztalt
DNS szaltorések megléte [119] szintén a Dut genomi integritas megbrzésében valo szerepét
erdsiti meg. Az Arabidopsis thaliana dUTPazanak kiilonbozé mértékii csendesitésével szintén
letalitast, illetve a DNS szaltorések eléfordulasanak fokozodasat irtak le [149,150]. Sajnos a
human sejtvonalak kivételével egyik esetben sem vizsgéltdk meg a sejtek pirimidin nukleotid

készletének Osszetételét.
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A monofunkciés dCTP dezaminaz enzimet kodolé E. coli-ban mar valamivel fontosabb
szerep jut a dUTP4z enzimnek a dTTP bioszintézisében is, mivel a dezaminaz reakcid
terméke itt a dUTP, amit még a dUTPaz enzimnek hidrolizalnia kell, hogy a dTMP
bioszintézis prekurzora, a dAUMP keletkezzen. Hochhauser és munkatarsai azt talaltak, hogy
az altaluk vizsgalt dut mutansok kb. 90 % aktivitascsokkenéssel, jelentésen megemelkedett
mutacios rataval, ¢€s lassabb novekedési képességgel rendelkeztek [151]. Ahogy korabbi
organizmusok esetén is lathattuk, E. coli-ban is képes menekiteni a dUTPaz elrontasa okozta
fenotipust mind az Ung inaktivacioja (genomi integritas meg6érzésében vald szerep), mind
pedig kiils6 timidin adasa a tapfolyadékhoz [16,152,153]. Ez a timidin bioszintézis reakcid
robosztussagara utal, hogy az egyes reakcioutak képesek atvenni egymas feladatat. Ezzel
szemben a dut kilités okozta letalitist nem menekitette sem az ung inaktivacidja, sem kiilsé

timidinforras adasa sem E. coli esetén [154].

T. brucei-ben a dUMP bioszintézise kizarolagosan a dUTPaz reakcion keresztiil torténik,
ugyanis ebben az organizmusban sem dCTP, sem dCMP dezaminaz enzimek nem talalhatoak.
Ezért az UDP-bdl indulé Nrd enzim altal katalizalt reduktaz reakcié sokkal nagyobb szerepet
kap, mint az élovilag mas részeiben. A Tk enzim 4altal katalizalt menekité utvonal a dUTPaz
hianyaban szintén nagy szerepet kap a timidilat bioszintézisében. Ezzel Osszhangban a
dUTPaz csendesités és kiiités menekithetd kiilsé timidin forras adasaval [155], tehat a
menekité utvonal at tudja venni a dUTPaz timidin bioszintézisben betoltott szerepét. Viszont
az Ung inaktivalasa itt csak sulyosbitja az amtgy is er0s citotoxikus hatasokat [19]. Azt is
sikertilt kimutatniuk, hogy a dUTPaz csendesitése noveli a muticios ratat, valamint a DNS

szaltorések eléfordulasat is [156].

Az eldbbiekben ismertetett irodalmi adatok alapjan lathatjuk, hogy ez a funkcidszétvalas
valosziniileg olyan mas organizmusokban is megtortént, amelyekben egyéb dTTP bioszintézis
utvonalak is jelen vannak. A funkcidszétvalas mélyebb szintli kutatasa segitséget jelenthet a
DNS evolucio folyamatanak, pl. a timin DNS-ben torténd megjelenésének, valamint az uracil

DNS-bdl val6 kizarasanak a megértéséhez is.

Tovabba kisérleti eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést is levonhatjuk, hogy a
mikobakterialis dUTPaznak valamilyen ismeretlen, masodik funkcidja is van, melyet a
mikobaktérium-specifikus hurok motivum kozvetit. Ugyanis a hurok eltavolitasa letalis hatasa
volt, ezért ez a motivum hatékony ¢és feltételezhetden specifikus gyogyszercélpontként

szolgalhat. Eziranyban laborunk tovabbi kutatasokat végez.
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Azt is kimutattuk, hogy a mikobakterialis dUTPaz aktivitasa gatolhaté a S. aureus eredeti Stl
fehérjével. A gatlas a dUTP szint novekedését eredményezi, valamint zavart okoz az Stl-t
expresszalo sejtvonalak telepképzésében. Eredményeink szerint az Stl a dUTPaz enzimek
altalanos inhibitora lehet, analdg modon az Ugi-Ung kdlcsonhatashoz. A tovabbi eukaridta és

bakterialis dUTPazok gatlasanak tesztelése is folyamatban van laborunkban.
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6 Osszefoglalas

A dTTP bioszintézise és a genomi uracilfelhalmozodas megel6zése két, a dUTPaz reakciod
altal 0Osszekapcsolt folyamat. A dUTPaz hidrolizis reakci6 végterméke, a dUMP
prekurzorként szolgal a dTTP bioszintéziséhez, mig a sejtbeli dUTP elbontasa azt szolgélja,
hogy a sejt hatékonyan elkeriilhesse az uracil beépiilését a DNS-be a replikacio soran. Annak
érdekében, hogy ezt a kettds szerepet megvizsgaljuk, pontmutans M. smegmatis sejtvonalakat
hoztunk 1étre és karakterizaltuk az enzimaktivitas valtozasokat in vitro koriilmények kozott,
illetve ezek hatasat a sejten beliil. Ehhez a mikobaktériumok jo modellként szolgalnak,
ugyanis a dUMP keletkezése ezekben az ¢él6lényekben kizarolag a két dUTPaz enzim altal

katalizalt reakcion keresztil torténik.

Kisérleteinkhez olyan M. smegmatis sejtvonalakat hoztunk 1étre, melyekben a Dut aktivitasat
kiilonbozé pontmutaciok alkalmazéasaval fokozatosan csokkentettiik. Vizsgalataink soran azt
talaltuk, hogy a dut mutdnsokban a mutacidos rata és a genomi uracilszint az aktivitas
csOkkenésének fliggvényében emelkedett, mig a mutdciok tipusai nem valtoztak
szamottevéen a vad tipust sejtvonalhoz viszonyitva. Ezzel szemben a dcd:dut mutans
sejtvonalban erésen eltolodott dANTP aranyokat és mutacidés spektrumot detektaltunk.
Kimutattuk, hogy az egyébként nagyon hasonlé szerkezettel rendelkez6 dUTPaz (dut) és a
bifunkcios dCTP dezaminaz/dUTPaz (dcd:dut) funkcidja evoliciosa kiilonvalt a genomi
integritds fenntartdsara ¢és a dNTP készlet szabalyozasara. A dNTP bioszintézis
szabalyozasanak és a DNS-be beépithetd6 dUTP alacsony szinten tartasanak evolucios

szétvalasa valoszinlisithetden eldnyds a genomi integritas fenntartasaban.

Szintén megmutattuk, hogy egy mikobaktérium-specifikus motivum térlése a Dut felszinérdl
letalis hatast. E specifikus motivum eltavolitasa ezzel szemben az in vitro enzimaktivitast
nem befolyasolta jelentésen, igy valdszinisithetéen az altalunk detektalt letalitast egy még
ismeretlen, feltérképezésre vard kolcsonhatas okozhatja. Eredményeink alapjan a Dut enzim
antituberkulotikus hatéanyagok célpontjaként szolgalhat a génusz-specifikus felszini

huroknak koszonhetden.

Egyéb szervezetekben mar azonositottak a dUTPazzal kdlcsonhato fehérje partnert. Egy ilyen
kolcsonhatas vizsgalata laboratoriumunkban is folyik. Ennek részeként megallapitottuk, hogy
a Staphylococcus patogenecitasi sziget represszor fehérje, az igynevezett Stlszpipov1 (Stl) képes

gatolni a dUTPAaz reakciot mikobaktériumban is. Ismereteink szerint ez az elsé irodalmi adat,
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amelyben kiilonboz6é fajok fehérjéi kozott miukodoé gatlast irtak le dUTPazok esetén.
Eredményeink szerint a S. aureus Stl és a M. tuberculosis dUTPaz stabil komplexet képeznek,
amelyben a dUTPaz aktivitasa erésen gatolt. Emellett az Stl-t mikobakterialis sejtben
expresszalva a sejtbeli dUTP szint megemelkedését detektaltuk, valamint a dUTP4z inhibitor
sejtbeli expresszidja zavart okozott a M. smegmatis koloniaképzésében is. Eredményeink
szerint az Stl potencialis altalanos dUTPaz inhibitor lehet, valamint fontos reagensként

hasznalhatjuk kiilonb6z6 in vitro/in situ vagy in vivo dUTPaz gatlasi kisérletekben.
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7 Summary

dTTP biosynthesis and the exclusion of uracil from DNA for genomic stability are linked
through the dUTPase reaction. The hydrolysis product dUMP has exclusive biosynthetic role
in dTTP biosynthesis while the elimination of excess dUTP prevents DNA uracilation. We
combined enzymology and genetics to investigate this potential double role in Mycobacterium

smegmatis beneficially conferring two dUTPases and no alternative ways to produce dUMP.

We created mutant bacterial strains in which dut activity was gradually tuned down. We
detected that the mutation rate and genomic uracil content increased in correlation with the
engineered in vitro activity-loss while the mutational spectrum and the dNTP balance
remained normal in dut point mutant strains. In contrast, mutants carrying inactive dcd:dut
exhibited a highly perturbed dNTP balance and markedly changed mutational spectrum. We
showed that dUTPase (dut) and the bifunctional dCTP deaminase/dUTPase (dcd:dut) sharing
the same core structure and reaction product seem to be adapted to the distinct roles of
genome integrity maintenance and dNTP pool balancing. We suggest that de-coupling of
dNTP regulation and uracil elimination is advantegous for maintaining genome integrity.

We also demonstrated that the genus-specific loop on the surface of the mycobacterial
dUTPase molecule confers a yet unknown but essential function. We also showed that the
deletion of the mycobacteria-specific loop has no major effect on dUTPase enzymatic
properties in vitro and thus a yet to be identified loop-specific interaction seems to be
essential within the bacterial cell context. Our results indicate the potential of dUTPase as a
target for antitubercular drugs and identify a genus-specific surface loop on the enzyme as a

selective target.

We also reported that a Staphylococcus pathogenicity island repressor protein called
Stlsapinova (Stl) exhibits potent dUTPase inhibition in Mycobacteria. To our knowledge, this is
the first indication of a cross-species inhibitor protein for any dUTPase. We demonstrated that
the Staphylococcus aureus Stl and the Mycobacterium tuberculosis dUTPase form a stable
complex and that in this complex, the enzymatic activity of dUTPase is strongly inhibited. We
also found that the expression of the Stl protein in Mycobacterium smegmatis led to highly
increased cellular dUTP levels in the mycobacterial cell, this effect is in agreement with its
dUTPase inhibitory role. In addition, Stl expression in M. smegmatis decreased colony

forming ability, as well. Therefore, we propose that Stl can be considered a potent cross-
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species dUTPase inhibitor and may be used as an important reagent in dUTPase inhibition

experiments either in vitro/in situ or in vivo.
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10 Fiiggelék

10.1 A dUTPaz manipulaciéjaval okozott hatasok gyitijteménye kiilonb6z6 organizmusokban

dI{TPa,z, Organlzmus / Hatékonysag Menekités? dNTP készlet | Mutagenicitas | Egyéb Referencia
modositasa utvonal
o magas dUTP fonalas sejtek,
;ﬁfg?;i?ll)zmv dut 5% aktivitas (25°C) Eggéégg;:)s sabb (10x), dTTP nd “hyperrec’ fenotipus [16]
(3x) szintek (DNS szaltorések)
megndvekedett
szintetikus letalitas pyrE generacios ido,
. génnel, kiils6 timidin spontan mutacios | 5'-FdUrd szenzitivitas,
termoszenzitiv dut 90% vagy magasabb . . . o . S
allél (dut]-duts) aktivitds csokkends forras ada§a nem menekiti nd rata novekedése magas rekombinacios [151]
a dut mutansok lassabb (5-15x) rata (hyper-Rec),
ndvekedését novekedési gatldas 2 mM
uracil jelenlétében
KO KO gg‘i‘fscgémn'l‘i'tgé ?OGIS)A ung, nd nd letalitds [154]
szintetikus letalitas xth
o . < 1% aktivitas dcd-, ung- menekiti a dut- génnel (Exolll) 37-
;ﬁfg‘g;ﬁﬁlgtﬁ; E-[‘)’SL' (T?(;:d’ (37°C) xth- letalitést, a timidin nd nd 42°C-on; timidin [153]
: (5%, 25°C) auxotr6fiat nem auxotrof 37-42°C-on,
fonalas sejtek
szintetikus letalitas recA
vagy recBC mutansokkal; ¢életképes, bar valamivel
Thr25lle (dutl)/ de ung, dcd vagy pst lassabban no,
Gly147Asp 2-10% aktivitas inaktivacioé menekiti a nd nd kromoszoma [152]
(dut1l) dut, rec letalitast: fragmentacio; nem kell
kromoszoma kiils6 timidin forras
fragmentacio csokken
szintetikus letalitas degP,
termoszenzitiy dut polA, recA, recB, recC, k_on_kl_ézi(): nem a
nd ruvA, ruvB, ruvC, tdk, és nd nd timidin hianya okozza a [157]

allél (dut)

xthA mutansokkal; DE
ung- menekit, kivéve: tdk

dut KO letalitasat




dUTPiaz

Organizmus /

médositasa Gtvonal Hatékonysag Menekités? dNTP készlet | Mutagenicitas | Egyéb Referencia
. Hirmondo
Dfliﬁutécié ('\[’)"CZ'_TSZ%”‘SSS kvézi inaktiv nd 20x dUTP szint | ~15x emelkedés nd etal., 2015,
P o kozlés alatt
sejtciklus
RNAI Western blottal nincs | nincs, ung- noveli a magas dUTP 9x emelkedés glfjn%rﬁléltzﬁg:amasszw [156]
detektalhato protein | citotoxicitast szint P .
genomba, kromoszéma
T. brucei (Dut, fragmentaciok
Tk) o L. MTX szenzitivitas,
RNAI %0 /"é’séfli‘:;{;sz‘m kiils® timidin forrds magas ‘(jggp nd sejtciklus blokk, DNS [155]
fragmentaciod
KO KO iilso timidin forras, ung- nd nd letalitds [19]
noveli a citotoxicitast
. embrionalis letalitas;
RNAI C. elegans nd (“r'l?iai'okif (Itliﬁ‘llidinforrés nd nd ATLL RADSL foci =S- | 1o
(Dctd, Dut, Tk) csak részben) fazis checkpoint
aktivacio
. . letalitas korai
. D. melanogaster | Western blottal nincs uracil a .
RNAI I . nd i nd baballapotban, [119]
(Dctd, Dut) detektalhato protein DNS-ben DNS szaltérések
kiils6 timidilat (dATMP),
ung- (dutl ungl dupla ,
KO KO muténs, de a timidin nd nd ((j|;r|r|:/c|;5 ?Llf)‘o”"ﬁa [158]
S. cerevisiae ¢heztetés sejtciklus
(Dctd, Dut) leéllast és sejthalalt okoz)
nincs Tk ung inaktivacidé menekit novekedési
Gly82Ser o . . R ’ igen (féleg AT | visszamaradas,
pontmuticié <10% aktivitas APE inaktivacioja nem, nd > CG) sejtciklus [18]

csokkent életképesség

abnormalitasok




?nlérg(l:;fésa Or%il:(l)znr:lu s/ Hatékonysag Menekités? dNTP készlet | Mutagenicitas | Egyéb Referencia
HT29 (Dotd, 50% aktivitds _nincs nincs hatdssal a DNS
Dut, TK) csokkends szignifikans karosodas mennyiségére
' valtozas, csak és a kemoszenzitivitasra
. ha +TS
RNAI SW620 és MCF- . nd inhibicié nd N [147]
. 75% aktivitas . FdUrd szenzitivitas,
7 sejtvonalak . . (teljes dTTP e s
(Detd, Dut, TK) csokkenés eliminacié, DNS dupla szaltorések
magas dUTP)
szignifikans
novekedés az
Hela, HT29, és ~95% aktivits intracellularis
RNAI SW620 sejtvonal o axuvitas nd dUTP szintben nd roliferacio csokkenés [148]
y csokkenés p
(Dctd, Dut, Tk) (8-12x HelLa és
SW620
sejtekben)
. . Tmk, Tk expresszio
17x csokkenés Dut, Tmk dupla dUTP 2x; L , .
RNA HeLa (Detd, |\ oNs szinten, ~6% | csendesités érzékeny FU | dTTP 1,5x nd szintek ndvekedése (3,23 1 ) pp0
Dut, Tk) e . . . , 2X), szenzitivitas FU
aktivitas szarmazékokra novekedés ; ,
szarmazékokra
letalitas, vagy sterilitas,
RNAI nd nd nd nd szenzitivitas FU [149]
szarmazékokra
Arabidopsis primer transzformansok
thaliana (F[))ct d nagyrésze elpusztul,
' 0% e AN szenzitivitas FU
RNAI Dut, Tk) 12% és 34% MRNS nincs kritikus partner nd nd szarmazékokra, DNS [150]

szint

karosodas,
rekombinacios
események novekedése
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10.2 A mutaciés mintazat vizsgalataval kapott eredmények részletes bemutatasa

A magas inkorrekt/korrekt dNTP arany, vagy a magas kovetkezd dNTP koncentracio (kovetkezo
nukleotid effektus) is okozhatta a detektalt mutaciokat (sziirke hattérrel).

o o —_
S o - = e |Sz |8z
g | ez | 2 ¢« | 2| B |gg| 2 |E28|E32&
1071 G T 1 357E D G A
1073 T A 2 358 V D C G
1075 G A 1 N A C
1076 A C 1 359D A C G
1077 C T 1 csendes G A
1078 G T 1 360D Y A C
1108 C T 2 C G G
1109 G T 1 37T0R L C C
1287 G T 1 429 Q H T A
1291 A T 1 431 M L T C
1295 A T \Y C G
1295 A G 432D G C G
1312 T C 438 S P C G
1325 A G 1 442 H R C C
1531 G T 1 511E stop A C
1624 A T 1 542 N Y A G
1733 T A 1 578 V E G G
1789 C T 1 596 A \Y T G
1877 C G 2 626 A G G G
1897 G T 1 F T G
1899 C T 1 o33V csendes G T
1904 C T 1 635 A Vv C G
1909 A G 1 1 637 K E A C
1914 C T 638 T | G C
1937 C G 2 646 A G C G
1957 T insz. 1 2 f;ar]Tff c
1958 C A 1 653 A D C G
1959 C T 2 1 csendes G C
1970 C T 1 657 T M G A
1977 G T 659 Q H T A
1979 C T 660 S F C T
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10.3 A dolgozatban felhasznalt primerek listaja

Primer szekvencia Felhasznalas

5’- CTACGAAGCTTACCCTGATCTTGGTCTCGGC -3°

5’- CTACGAAGCTTACCGAGCCGCGCGTGACCGG -3’

dut gén és flanking régiok
amplifikalasa a p2NIL-duth
klénozasahoz

5’- CGTCACCGGTGCAGTCCTCCACGGGCAGCTCGT -3’

5’- CGTCACCGGTCTGAAGGTGGCATTTCCGCAG -3’

higromicin marker gén
amplifikalasa a dut gén elrontasahoz

5’- CGCCGATTTCGGCACCTCGG -3’

5’- CGTCAAGCTTTCACAAACTCGCATGTCCGCC -3°

dut gén amplifikalasa sajat
promoterrel a pGEM-dut
klénozasahoz

5’- CTAGCTAGCTCACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCCAAACTCGCA
TGTC-3

5’- TACTAGCTAGCTCGACCAAGACGATCACC -3’

flag-tagelt komplementvektor

5’- GGTGGCTGGGGTTCCGCCGGCGGACATGCG -3°

5’- CGCATGTCCGCCGGCGGAACCCCAGCCACC -3

S148A mutans

5’- CGTCGTTCGACGAGACATCCCGCGGCGAC -3’

5’- GTCGCCGCGGGATGTCTCGTCGAACGACG -3’

QuikChange
mutagenezis a
mutans mtDut

A-loop mutans

5’- GGGCTGGCCTCGTGATCCCGCGGCGACGG -3°

5’- CCTCGTTCGACGAGACAACCCGTGGCG -3’

5’- CGCCACGGGTTGTCTCGTCGAACGAGG -3’

T138stop mutans ) enzimfak'

5’- CCGTCGCCGCGGGATCACGAGGCCAGCCC -3° 1étrehozasara
5’- CCGGGCACCATCAACGCGGGTTATCGTGGGG -3°

D83N muténs
5’- GGCCCGTGGTAGTTGCGCCCAATAGCACCCC -3’
5’- CGGTCACGGTTCCGCCGGCGGACATGCG -3°

S148A mutans
5’- CGCATGTCCGCCGGCGGAACCGTGACCG -3’

QuikChange

mutagenezis a
komplementalo

A-loop mutans

5’- GCCGGTTTGGCGGACTGAACCCGTGGCG -3

5’- CGCCACGGGTTCAGTCCGCCAAACCGGC -3'

dut mutans
pGem vektorok
l1étrehozasara

T138stop mutans

5’- CCGGCACGATCAACGCCGGCTACCG -3

5’- CGGTAGCCGGCGTTGATCGTGCCGG -3'

D83N mutans

5’- CAACCTGGATCCGCAGACG -3'

5’- CACCTTCCTGCACGACTTCG -3'

5’- CGTCTGCGGATCCAGGTTG -3

SCO, DCO screen, dut mutansok

5’- GAACCACCAGAACCATCGGG -3

5’- CAGTACGCGAAGAACCACGCC -3'

A komplement vektorok genomi

s

5’- GGCGGACCTTTCCGGAGAGG -3'

5’- CGGGGGCCAGTTCGACGTTC -3'

dut proba, Southern blot

5’- TTCCTGAGCACACCGTGACC -3'

5’- GTTCCGAGAATTGCTGCGACG -3'

SCO, DCO screen, ded:dut mutans

5'- CGCCAATTCACTTGCGTCTCAC -3'

5’- ACGTGACACCGATCGACTTGAGAT -3'

A115F dcd:dut proba, Southern blot

5'- GCTGACGCACTCGACCTTCGGCTTCATCGATCCGGG -3'

5'- CCCGGATCGATGAAGCCGAAGGTCGAGTGCGTCAGC -3

QuikChange mutagenezis az A115F
mutans dcd:dut 1étrehozasara

5’- TACTAAGATCTGCCCCGCCGGAAGGAGATATACATATGAGTAAA
GGAG -3'

5’- TAGTAAGATCTTCATTTGTATAGTTCATCCATGCC -3'

Gfp fuzios protein klonozasa az
A115F dcd:dut mogé
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5'- TCTCAACCGAAGAGTTCACC -3'

5- ATTCCGTAGTCATCCTGTGG -3'

Genomi uracil gPCR

5'-GTACCTGGTGCGTCTGC -3'

5'- AGGCGGTAGGACTGACG -3'

rpoB gén 1 kbp hot-spot regié PCR
amplifikalasa

5-TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGGGCGGTGGAGGCGG -3'

S-TTATTATTATTATTATTAGGCGGTGGAGGCGG -3'

5'- CCGCCTCCACCGCC -3

dNTP készlet mérés

5- TAATCGATCGTATGTAGCGATACGTATCCATAACACCCCTTGTATT
ACTG -3

5'- GTCATCACCGAAACGC -3'

5'- ATTAAGCTAGCGCGGCCGCTTAGTTGGTATC -3'

5'- ATTAACGATCGCATATGGAAGGCGCGGGCC -3

konstans Stl expressziot biztosito
vektor klonozasa

5'- ATTAAAAGCTTGCGGCCGCTTAGTTGGTATC -3'

5'- AATTAGGATCCATGGATACGTATCGCTACATAGCTAGCC -3'

indukalhaté Stl expressziot biztositd
vektor klénozasa
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10.4 A mutacios analizishez hasznalt PERL szkriptek
#!/usr/bin/perl -w

#Hasznalat: Az illesztés alapjan jellemzi az egyes pozicidkban
elb6forduld aminosavak szamat

open (IN, "alignment.aln.out") || die "can't open inputfile!";
Sk = 0;
while (<KIN>) {

Sk++;

print "Working with $k. line!\n";

chomp $ ;

@darabok = split (/ /,$ );
$seq = pop (@darabok);
@amino = split (//,S$seq);

$i = 0;
foreach $x (QRamino) {
Sit++;
if (Sx ne "-" && Sx ne " " && Sx ne "\/") {

if (Sdata{s$i,S$x}) {
Sdata{S$i, Sx}++;
}

else {
Sdata{si, sx} = 1;
}

}
}
close (IN);
open (OUT, ">positions.out"™) || die "can't open outputfile!";
foreach Sy (keys %data) {
print OUT "Sy,Sdata{s$y}\n";

}
close (OUT) ;
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#!/usr/bin/perl -w

#Hasznalat: A  pozicidk jellemzése alapjan eldallitja
consensus seg-t

open (IN, "positions.out™) || die "can't open inputfile!";
sh = 1;
sk = 0;
while (<IN>) {
Skt++;

if ($k == 100) {
$1 = Sh * $k;
print "Working with $1. line!\n";
Sh++;
Sk = 0;
}
chomp $ ;
($pos, S$bazis, S$num) = split (/,/,$ );
if (Sdata[$pos]) {
if (Snum > S$Sdata[Spos]) {
Sdata[S$Spos] = S$Snum;

Scons [$pos] = Sbazis;
}
}
else {
Sdata[$pos] = Snum;
Scons [$pos] = S$bazis;
}
}
close (IN);
open (OUT, ">consensus.out") || die "can't open outputfile!";
select (OUT);
print "CONSENSUS";

foreach $x (Qcons) {
print OUT $x;
}

close (OUT);
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#!/usr/bin/perl -w

#Haszndlat: A pozicidk jellemzése alapjan kiszamitja, hogy egy
adott pozicidban mely aminosav hany szadzalékdban fordul el

open (IN, "positions.out™) || die "can't open inputfile!";
sh = 1;
sk = 0;
while (<IN>) {
Skt++;

if ($k == 100) {
$1 = Sh * S$k;
print "Working with $1. line!\n";

Sh++;
Sk = 0;
}
chomp $ ;
($pos, S$amino, $num) = split (/,/,$ );
if (Sdata[$pos]) {
$data[Spos] .= "," . Samino . ":" . Snum ;
}
else {
Sdata[Spos] = Spos . "," . Samino . ":" . Snum;

}
if ($Sn[$pos]l) {
S$n[$pos] += $Snum;
}
else {
$n[S$pos] = Snum;
}
}
close (IN);
open (0ouT, ">allpositions rend.out") | | die "can't
outputfile!";
select (OUT);
for ($1 = 1; $1i <= 5000; S$i++) {
@darabok = split (/,/, S$data[$i]);
Spos = shift (@darabok);
print "Spos:";
foreach $x (QRdarabok) {
($amino, Snum) = split (":", $x);
Spercent = $Snum / $n[S$pos];
print "S$amino, $num, Spercent;";
}
print "Sn[$pos]l\n";
}
close (OUT) ;
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