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Bevezetés és célkituzések

A dUTPaz a dUTP hidrolizisét katalizalja, ami éltal a sejt szamara egyrészt a dTTP
nukleotid bioszintézishez sziikséges dUMP prekurzor molekulat biztositja, masrészt
szervetlen pirofoszfat (PP;) keletkezik. Aktivitasa révén csokkenti a DNS-be hibaként
beépiilhetd wuracil mennyiségét, hozzdjarulva igy a nukleinsav integritdsanak
megorzéséhez [1]. A dTTP szintéziséért emberben 3 f0 utvonal felelds (két de novo és
egy menekitd), a mikobaktériumokban viszont egyetlen utvonal latja el ezt a feladatot,
nevezetesen a dut gén altal kodolt dUTPaz. A dUTPaz létfontossagat két szervezetben
(E.coli és S.cerevisiae) korabban mar leirtdk [2-4]. Egy genomi méretli mutagenezisen
alapulo vizsgalat szerint, a dUTPaz nélkiilozhetetlen a sejtosztodashoz a M. tuberculosis
baktériumban [5]. Az eddig ismert 6sszes mikobakterialis genom nagyfokt hasonlosaggal
tartalmazza a dUTPéazt, azonban ennek mikobaktériumban vald [étfontossagarol
bizonyitékok nem dallnak rendelkezésiinkre. Mi a dUTPaz gén kiiitésének fizioldgiai
hatasa in vivo M. smegmatisban? Létfontossagu-e ez a fehérje, és ezaltal javasolhato-e
igéretes gyogyszer célmolekulanak? A mikobakteridlis dUTPazok egy mikobaktérium
specifikus szerkezeti motivummal is rendelkeznek, amely a human enzimbdl hidnyzik.
Mi lehet ennek a specifikus motivumnak a szerepe in vivo mikobaktériumban és in vitro
az enzimmechanizmusban? A homotrimer dUTPazok egy flexibilis C-termindlis karral
rendelkeznek, amely az aktiv zseb kialakitasaban is részt vesz [6, 7]. Ezen beliil talalhato
egy P-loop-szeri hurok szekvencia. Ebben a szekvenciaban talalhatdo konzervalt
aminosavak nagymértékben jarulhatnak hozzd a dUTPaz hatékony kataliziséhez, ahogy
ez a koradbbi kristalyszerkezetek alapjan elmondhato [8, 9]. Az egyik ilyen konzervalt
aminosav a huméan dUTPé4zban a 158-as fenilalnin és a mikobakteridlis enzimben a 145-
0s hisztidin. Ezek az aromas oldallinci aminosavak a szubsztrat uracil gytriijével
mintegy atlapolva, szoros kolcsonhatast alakitanak ki. Mi lehet ennek az aromas
kolcsonhatasnak a szerepe a szubsztratkotésben és a termék felszabadulasban? A
dUTPazok nagyfokil szubsztrat specificitassal rendelkeznek a nukleozid foszfatlanc
hosszara nézve. Megkiilonboztetik az NDP (nincs hidrolizis) és NTP ligandumokat annak
ellenére, hogy a hidrolizis az a-f foszfatok kozott torténik. Miért? A szubsztrat y-

fosztatjanak koordinaciojaért felelés aminosavak szintén a P-loop-szeri hurok



motivumon beliill taldlhatok. Kordbban C.elegansban kimutattdk, hogy a dUTPaz
csendesitése embrionadlis letalitdst eredményez az apoptdzis Utvonal aktivacidja révén,
amiben egy DNS-javitd mechanizmus is részt vesz [10]. A dUTPaz csendesitett
hermafrodita embridkban az autofagia gének expresszidja feliilszabalyozodik. ATF-2 és
CES-2 fehérjék képesek-e kotni az [gg-1 és bec-1 autofagia gének promoter régidit in
vitro? Ennek eldontésére EMSA kisérleteket végeztiink.

Alkalmazott modszerek

- Blast-p aminosav-szekvencia analizis:
a mikobaktériumok timidin metabolizmuséaban szereplé enzimek hasonldsaganak
meghatarozasa.

-, Flexibilis kazetta” modszer:
kétlépcsds homoldg rekombinacion alapuld, tobb szelekcios markert tartalmazo
modszer, amely egy ,,0ngyilkos” €s egy komplement plazmidnak az adott
baktérium genomjaba torténd integralédasan alapszik; amit a Mycobacterium
smegmatis dUTPaz (dut gén Aaltal kodolt) génkilitott mutdns sejtvonalak
eldallitasahoz alkalmaztunk.

- ,,Switching” modszer:
a komplement vektor kivagasat szolgald (pSM128) plazmid, amely rekombindz és
hely specifikus integracios forrassal rendelkezik.

- Fehérje eldallitasa:
a mutans M. tuberculosis és human dUTP4az fehérjék létrehozdsdhoz a Stratagene
cég QuikChange irdnyitott mutagenezis kitjét hasznaltuk.

- Fehérje expresszio:
E. coli BL21pLysS sejtekben tortént. (konstrukciok: WT hDUT, hDUT*™e,
hDUT ¥ hDUT?®, hDUTS"A | hDUT" Y, mtDUT™ Y ¢s az mtDUT™4 ),

- Fehérje tisztitas: Ni-NTA affinitas kromatografia

crer

Bradford modszerrel és/vagy a fehérje ultraibolya (UV) spektruma alapjan tortént.

- Steady-state kinetika:



a dUTPaz altal katalizalt reakci6é soran felszabaduld protonok mennyiségét egy
fenolvords sav-bazis indikdtor szinvaltozasanak spektrofotometrids mérésével
kovettiik.

- Fluorimetriés és cirkularis dikroizmus titralasok:
a kiilonb6z6 mutans dUTPaz-nukleotid komplexek disszocidcios allandoit (Ky) a
Jobin Yvon Spex Fluoromax-3 spektrofluoriméter ¢és a Jasco 720
Spektropolariméter segitségével hataroztuk meg.

- Gyors-kinetikai modszerek:
fluoreszcens stopped-flow méréseket (Applied Photophysics SX-20) végeztiink az
aktivhely titralashoz és a szubsztrat (dUTP) kotés vizsgalatadhoz; quench-flow
mérésekkel (RQF-3 KinTec Corp., Austin, Texas, USA) a dUTPaz altal katalizalt
reakci6 soran keletkezett **PP; termék mennyiségét hataroztuk meg.

- Rontgen diffrakcios szerkezetvizsgalat:
az mtDUT™™V ¢s mtDUT™'** fehérjéknek az a,B-imido-dUTP szubsztrat
analoggal alkotott komplexeinek egyidejli kristalyositasa a fiiggdcsepp
modszerrel késziilt.

- Ioncserél6 kromatografia:
a Bio-Scale Q2 —es oszlopon (Bio-Rad) egy AKTA Purifier (GE Healthcare)
kromatografias rendszeren végeztik a kisérletet, a lehetséges dUDP
hidrolizisének detektalasara.

- DNS-fehérje kotési vizsgalatok (EMSA): az ATF-2 és CES-2 fehérjéknek a Igg-1,bec-1
¢s atg-18 autofag gének promoter régioinak kotési vizsgalataihoz.

Eredmények (tézisek)

1. A timidin bioszintézisben szerepld dUTPazt és a tobbi kulcsenzimeket nagyfoku
hasonlésaggal kodoljak genomjukban a M. smegmatis, M. tuberculosis és mas patogén
(M. leprae, M. ulcerans, és M. bovis) mikobaktériumok is.

2. Kiilonb6zo fajokbol szarmazd (Echerichia coli, Equine infectious anemia virus,
Vaccinia virus, Saccharomyces cerevisiae és Homo sapiens) dUTPazok C-terminalis
aminosav szekvencidinak illesztése egyértelmiien igazolt egy 5 aminosav hosszl inzert
szekvencidt, amely a mikobakteridlis dUTPazokat egyértelmiien megkiilonbozteti a

human és mas fajokban talalhatd6 dUTPazoktol.



3. A dUTPazt koédold dut gén kititése letalis a M. smegmatisban.

4. A ,switching” moédszerrel maradéktalanul igazoltuk, hogy kizardlag a dut gén hianya
okozza a letalitast a M. smegmatisban.

5. A mikobaktérium-specifikus hurok (loop) motivum delécioja letalis fenotipust mutat
M. smegmatisban.

6. A M.tuberculosis dUTPaz loop motivum delécidja az enzim steady-state aktivitasat
szignifikdns mértékben nem valtoztatta meg (1,3- szoros Vyax €rtékcsokkenés), viszont a
dUPNPP ligandum kotés erdsségét kismértékben (11-szeres Ky érték kiilonbség)
csokkentette.

7. A homotrimer dUTPéazok aktiv helyén (C-terminalis részén beliil talalhatdo P-loop-
szerl hurok szekvenciaban) talalhat6 fenilalanin konzervalt.

8. Az mtDUTH145W kristalyszerkezete az aromas kolcsonhatds konzervaltsagat tiikkrozi.
9. Az aromds kolcsonhatds megsziintetése nincs hatassal a dUTPaz altalanos
10. A m-n kolcsonhatds megsziintetése a steady-state reakciosebességet 03 s' —ra
csokkentette a vad tipushoz képest (5,8 s) mig a szubsztrat kotés affinitast csak 3 x
szoros mértékben csokkentette. Ezt kovetéen gyors kinetikai mérésekkel meghataroztuk,
hogy a hDUT""*** mutansban a csokkent enzimaktivitasért a hidrolizis 1épés felel6s.

12. A P-loop-szerli hurok mutans dUTP4zok nem tudnak kiilonbséget tenni a dUDP és a
dUPNPP nukleotidok kotése kozott (mindkettdt kotik) és a pirofoszfat kotése nem volt
detektalhato. Ugyanakkor a bevitt mutaciok a steady-state reakcidsebességet szignifikans
mértékben csokkentették. Ezt kovetden gyors-kinetikat alkalmaztunk annak
meghatarozasahoz, hogy az enzimmechanizmus melyik [épését befolyasolhatjak.
Kimutattuk, hogy a hidrolizis 1épés sebességi allandojat csokkentették.

13. Az ioncseréld kromatografias kisérletekkel igazoltuk, hogy a human dUTPaz a dUTP
analog dUDP.BeFx komplexet nem hidrolizalja el, amit tovabbi fluoreszcencia
spektrumok jelintenzitas valtozasai is alatimasztottak.

14. Kimutattuk, hogy az CES-2 koéti a bec-1 gén promoter szakaszat és az ATF-2 fehérje
is kotddik a bec-1 és az Igg-1 gének promoter régidihoz, specifikusan. Mivel a mutans

génekkel tortént kisérlet soran fehérje-DNS komplex képzddést nem detektaltunk.



Kovetkeztetések

1. Kimutattuk, hogy a dut gén altal kodolt dUTPaz enzim esszencialis a M. smegmatisban
in vivo, tovabba a mikobakterium specifikus motivum is nélkiilozhetetlen a baktérium
novekedéséhez. Szekvencia elemzésekkel igazoltuk, hogy a M.smegmatis és a
M.tuberculosis fajokon kiviil més patogén mikobaktériumok genomjaban is megtaldlhato
a dUTP4z ¢és a timidin bioszintézisben résztvevd tobbi enzimek is, nagyfoku
hasonlosaggal.

2. Kimutattuk, hogy a loop delécidja nem jart drasztikus aktivitasbeli és szubsztratkotési
kovetkezményekkel. Kristalyszerkezetben jol lathato, hogy az 6t aminosav (AGLAS) a
homotrimer fehérje monomer egységeinek a felszinén egy hurok konformaciot alakit ki.
Ezek a tények arra engednek kovetkeztetni, hogy ez a mikobaktérium specifikus inzert
egy kolcsonhatd partnernek, avagy ligandumnak szolgéltathat kotOhelyet. Ez alapjan,
feltételezhetjiik, hogy ez a kolcsonhatas kozvetitheti a loop motivum esszencialitdsat,
amit az in vivo kisérletekben kimutattunk.

3. Kimutattuk, hogy a dUTPé4zok aktiv helyén taldlhaté aminosav, amelyik a szubsztrat
uracillal atlapol az aromas oldallanc tekintetében konzervalt, amit kristalyszerkezetekkel
is igazoltunk. Stopped-flow és quench-flow moddszerekkel igazoltuk, hogy a mutans
hDUT" ' csokkent aktivitasaért a hidrolizis 1épés a felelés. Fluoreszcencia kisérletekkel
kimutattuk, hogy az atmeneti allapotbol a kovetkezd konformécios allapot eljutdsaig
tovabbi F-jelkioltas torténik, ami feltételezhetben az enzim és a szubsztrat kozott
kialakult m-m kolcsonhatasnak tulajdonithatd. Konklazioként elmondhatjuk, hogy a
dUTPézban talalhato konzervalt aromas aminosavnak a szubsztrattal alkotott
elektrosztatikus kolcsonhatasa, a foszfatészter hidrolizist az atmeneti allapot
stabilizacidja révén eldsegiti.

4. Kimutattuk, hogy a masodlagos kolcsonhatasok megsziintetése a P-loop-szerti hurok
motivum ¢és a szubsztrat y -foszfatja kozott csokkentette az enzim-szubsztrat komplex
katalitikusan ~ kompetens konformaci6janak a  kialakulasat. Steady-state
aktivitdsméréseink igazoltdk, hogy a hidrolizis mindegyik mutinsban megtorténik az
okozott mutacié mértékének fiiggvényében. Feltételezhetjiik, hogy a di-és a tri-foszfat
nukleotidok megkiilonboztetése a y-foszfat és a P-loop-szeri hurok motivum kozott

kialakult kolesonhatas révén kovetkezik be. loncserés kisérleteink eredményei arra



engednek kovetkeztetni, hogy a y-foszfat és a nukleotid tobbi része kozott kialakulo
foszfatészter kotés teljes egészében sziikségeltetik ahhoz, hogy a P-loop-szerli hurok
motivum hatésa a hidrolizis helyén, az a-foszfaton érvényesiiljon.

5. A dUTPézt funkcionalis szempontbdl két relevans fehérjével, a Campylobacter jejuni
kétfunkciés dUDP/dUTPazaval ¢és a Dictyostelium discoideum 1l-es miozinnal
hasonlitottuk 6ssze. A kovetkezoket taldltuk: i) a kétfunkcios enzim esetében a kotott
dUTP vy-foszfatjat egyediil csak vizmolekuldk koordinaljak, mig a dUTPazban a
szubsztrat y-foszfatja és a P-loop-szerli hurok motivum kozott masodlagos
kolcsonhatasok vannak; ii) a kétfunkciés dUDP/dUTPaz enzim nem rendelkezik P-hurok
motivummal. iii) mig a miozinoknal a P-hurok korbeveszi mindkét foszfatot (B és vy),
addig a dUTP4z esetében a P-loop-szerli hurok struktira kizarolag a y-foszfattal alakit ki
kolesonhatast. Ez a kiilonbség feltehetéleg a dUTPéaz P-loop-szerti hurok motivumanak
elhelyezkedésével hozhatd Osszefiiggésbe, amely a C-termindlis karon beliil talalhato,
ahol szubsztratjaval egy fedo (,,eclipsed”) dUTP kotott konformdaciot alakit ki.

6. Az Osszehasonlitdsok eredményeképpen feltételezhetd, hogy a dUTPaz P-loop-szerti
hurok motivumanak egyedi szerepét feltehetdleg funkcionalis adaptacioval szerezte meg
az enzim, a DNS hibajavit6 rendszerek egyidejii tokéletesedésével.

7. Kimutattuk, hogy az ATF-2 fehérje specifikusan kotédik a bec-1 és az lgg-1
promoterekhez. Elmondhatjuk, hogy az autofag gének €s az apoptotikus utvonal egymast
kiegészitve szabalyozhatjdk a C.elegans korai egyedfejlodését. A sejtbéli dUTPaz
aktivitas csokkenése és a timidin anyagcserére haté metabolitok ezt a kettds ¢élet-halal

valaszt hatékonyan képesek kivaltani.

Osszefoglalas

Osszefoglaldsként elmondhatom, hogy a dUTP4z enzim és az 5 aminosavbél allé hurok
motivuma 1étfontossagd a M. smegmatis organizmusban. Frdekes modon a M.
tuberculosis dUTPaz hurok motivumanak a torlésével nem szlint meg az aktivitdsa. A
dUTPézok foszfatészter hidrolizisének hatékonysagahoz, az aromas n-n kdlcsonhatas az
atmeneti allapot stabilizacidja révén nagymértékben hozzajarul. Tovabba a dUTPazok
nagyfoku szubsztrat specificitasat, a nukleozid foszfatlanc hosszara nézve, a P-loop-szerti

hurok motivum megjelenése és funkcioja biztositja, kisérleteink eredményei alapjan.



Tovabba a dUTPaznak a C.elegans egyedfejlodésében egy kozvetitd szerepet

feltételezhetiink az autofag gének és az apoptozis utvonal kozott.
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