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1. Szamszertsithetd adatok
Publikaciok — folyoiratcikkek

A jelen OTKA palyazat tamogatasanak felhasznalasaval 22 olyan folydiratcikk sziletett (mind
nemzetkézi referalt folydiratban), melyben a jelen OTKA palyazat szama fel van tintetve. Ezek
Osszesitett impakt faktora: 92,379. Harom tovabbi kézirat kedvezé szerkeszt6i és opponensi
vélemény alapjan atdolgozas alatt all: az atdolgozott valtozat két esetben mar visszakildésre
kerilt. Tovabbi négy kézirat esetén a kisérletes eredmények mar megvannak, a kézirat szévegezés
alatt all. Ezen kéziratokrol tovabbi informaciéval igény szerint szivesen allok rendelkezésre. A
megadott publikacids jegyzék alapjan a kutatas részletes eredményei is megismerheték. Az alabbi
jelentésben csupan néhanyat emeliink ki az eredmények kézil.

A kozlemények kozil kiemelked6 jelentéségtinek tartom a Toéth és mtsai, 2007, J. Biol. Chem., a
Vértessy és Toth, 2009, Accounts Chemical Research, a Merényi és mtsai, 2011, Nucleotides,
Nucleosides and Nucleic Acids, valamint a Pécsi és mtsai, 2011, PNAS cikkeket.

PhD disszertaciok

A jelen OTKA palyazatban nyert eredmények képezték alapjat a kévetkez6 megvédett PhD
értekezéseknek:

Kovari Julia, 2007, summa cum laude

Varga Balazs, 2008, cum laude
Németh-Pongracz Veronika, 2009, cum laude
Takacs Enikd, 2009, summa cum laude
Muha Vills, 2010, summa cum laude

Merényi Gabor, 2011, summa cum laude

(tovabbi informacidk: www.doktori.hu, Vértessy G. Beata adatai)
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2. F6bb eredmények (valogatas az egyes célkitlizésekhez kapcsol6d6an)

1. célkitdzés. A. Az enzimmikodés mechanizmusanak tisztazasa, a kinetikai és egyéb oldatfazisu
valamint a kristalyszerkezeti adatok atfogo értelmezése, a katalitikus ciklus részletes leirasa.

(A kozleményjegyzékben az 1, 2, 3, 4, 9, 10, 14, 16, 21 szamu cikkekben irtuk le az ide tartozé
eredményeket):

Ezen a célkitlzésen belul sikerilt két lényegi ponton részletes jellemzést adnunk a katalitikus
ciklusrél mind human, mind mikobakterialis dUTPazok enzimek esetén. Egyrészt megvizsgaltuk
a human és mikobakteridlis dUTPazok konzervalt 1. szekvenciamotivuman belil szerepld
aszparaginsav oldallanc szerepét az enzimek funkciéjaban. Ezen oldallancrél korabban gy vélték,
hogy a magnézium ion kofaktor koordinalasaért felel6s. Oldatbeli kisérletes technikdk (tranziens
¢és steady-state kinetika, ligandum kot6dés egyensulyi vizsgalata a korabban altalunk bevezetett
aktiv centrumbeli triptofan oldallanc felhasznalasaval) és 3D nagyfelbontasu (1.80 angstrom)
térszerkezetek elemzésének Osszevetett eredményeibél a vad tipusu és az Asp/Asn mutinsok
valamint a C-terminalis régiéban csonkolt mutans enzimek révén kideritettitk, hogy ez az
oldallanc kiemelt jelentéség molekularis kolesénhatasokat biztosit mind a monomeren belil,
mind a homotrimer felépitésében, és nincs jelentés szerepe a fémion koordinalasaban.

Masrészt megvizsgaltuk a C-terminalis konzervalt V. szekvenciamotivumbeli aromas oldallanc
(human enzimben és a dUTPaz szekvencidk tdlnyomé részében fenilalanin, mikobakterialis
enzimben hisztidin) szerepét a katalitikus ciklusban. Kimutattuk, hogy a szubsztrat dUTP uracil
gylrdje és az aromas oldallanc gytrije kozott pi-pi atlapolas jon 1étre, ami nagyban hozzajarul a
nukleotid hidrolizis katalitikus reakcidja soran létrejové atmeneti allapot stabilizalasahoz. Ezen
eredmény kiemelked6 érdekességét és ujszeriségét az adja, hogy a jelen esetben a pi-pi
atlapolasban résztvevé gylrik viszonylag messze esnek a katalizis soran a kémiai reakcidoban
kozvetlenil szerepet jatszo alfa-foszfatcsoporttol.

A dUTPaz altal katalizalt reakcid6 mechanizmusanak leginkabb részletes leirasat a
fehérjekrisztallografia, a 31P NMR, ¢és a QM-MM szamitasos moddszerek, valamint
bioinformatikai analizis egytttes alkalmazasa révén sikertlt megadnunk. A reakcidkoordinata
mentan a reakci6 idébeli lefolyasa soran 13 kristalyszerkezetet rogzitettink (PDB kodok: 3TPN,
3TPS, 3TPY, 3TQ3, 3TQ4, 3TQ5, 3TRL, 3TRN, 3TS6, 3TSL, 3TTA, 3TPW, 3TP1) és ezek
alapjan négy eddig ismeretlen intermedier allapotot siketirlt azonositani. Az eredmények alapjan
megismertik az atmenti allapot szerkezetét, amely sikeres inhibitor tervezések kiindulépontja
lehet. Az eredményeket leiré kézirat kedvezé editori és opponensi vélemények alapjan atirt
valtozata jelenleg az Angewandte Chemie International Edition nagypresztizsi folyoiratnal editori
elbiralas alatt all. A kézirat elsé oldalat csatolom a zardjelentéshez.

A kooperativ mechanizmusra nézve nincsenek olyan adataink, melyek egyértelmden bizonyitanak
a homotrimer kooperativitasat. Ezen kérdés tovabbi vizsgalatira kovalens pszeudo-trimereket
hoztunk létre, melyekben a harom aktiv centrum kozil egyet vagy kett6t tudunk specifikusan
inaktivalni. A mérések folyamatban vannak, az ezeket 6sszefoglald kézirat kézlésre vald bekiildése
2012-ben varhat6.

A homotrimer dUTPazok szerkezeti analizise soran azonositottuk az egyes kolcsonhatasi elemek
viszonylagos hozzajarulasanak jelent6ségét a homotrimer kialakitasaban. Megallapitottuk, hogy a
hidroféb kolesonhatasok dominanciaja elsésorban a bakterialis (E. cof, M. tuberculosis) eredetd
enzimfehérjékre jellemz6. Meghataroztuk a C-terminalis atlapolé kar szerepét a szerkezet
stabilizalasaban. Meghataroztuk az ecetmuslica dUTPaz enzim 3D szerkezetét, és itt meglepd
modon egy eddig nem észlelt oligomer format tapasztaltunk a kristalyositas soran (dimer). Az
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oldatban homotrimer, de a kristalyfazisban dimert mutaté fehérje szerkezeti analizise
egyértelmiien ramutatott az atlapold kar dltal létrehozott kolcsonhatasok kiemelkedd
jelentéségére. A human dUTPaz szerkezeti analizisét kisszogd rontgenszorassal is elvégeztik
(SAXS). Ezek a vizsgalatok el6szor tették lehet6ve, hogy a kiemelt flexibilitasi N-terminalis kar
hozzavetbleges orientaciojat és alakjat is meghatarozhassuk. Ez a szegmens élettanilag is fontos,
mert itt talalhaté a dUTPaz kognans lokalizacidjahoz elengedhetetlen nuklearis lokalizacié szignal

(NLS) peptidszegmens.

1. célkittzés B. A human dUTPaz kis RNS-el torténé sejtbeli csendesitése. (A
kozleményjegyzékben a 20. szamu cikkben irtuk le az ide tartoz6 eredményeket):

Sokréti kisérletsorozat eredményeképpen sikeres siRNS csendesitést alkalmaztunk: Hel.a
sejtvonalon a human dUTPaz fehérjeszintjét a kimutatasi hatar ala vittiik. Ezen perturbacié soran
a sejtvonal 5-fluoro-uracillal és 5’-fluoro-deoxiuridinnel szembeni érzékenysége nagymértékben
megnovekedett. Ugyanakkor a csendesités soran 6%-os enzimaktivitas még mérheté maradt.
Val6szintleg ez az aktivitas elegend6 volt a HelLa sejtvonal életképességének fenntartasashoz, igy
az E. coli dUTPaz enzimmel végzend6 menekitési kisérletek elvégzése akkor varhatd, amikor a
dUTPaz teljes kititését kivitelezni tudjuk. Erre vonatkozé kisérleteinket az idén mar elérhets j
Zn-finger nukleaz technolégiaval kivanjuk a j6v6 évben megvalositani, tobbféle sejtvonalon.

2. célkittizés és 3. célkitizés. A dUTPaz kolcsonhat6 haldzat elemzése.
Hsc70 gén klonozasa pET expresszios rendszerbe, Hsc70 fehérje expresszidja és tisztitasa
Hsc70 és dUTPaz fehérjék kolesonhatasanak vizsgalata.

- felszini plazmon rezonanciaval nyert eredményeink szerint a kolcsonhatas a dUTPaz és a Hsc70
fehérje kognans nukleotid ligandjaival modulalhat6
- izotermalis titralé mikrokalorimetrias eredményeink szerint a Hsc70-dUTPaz complex
disszociacios allandoja hozzavetblegesen 400 pM feletti érték. Feltehets, hogy ez a laza komplex
nehezen lesz egytitt kristalyosithatd. Feltevésiink szerint mas sejtbeli partnerek erdsithetik a
kolcsonhatast — ezért “halaszhattuk ki” eredeti immunprecipitacioés kisérleteinkben a Hsc70
fehérjét, mint a human dUTPaz kdlcsénhaté partnerét.

Elvégeztik a human dUTPaz fehérje és a human APE fehérje, valamint a PARP-k6t6 fehérje in
vitro komplexalédasi kisérleteit Thermofluor technikaval. Mindkét esetben azt az eredményt
kaptuk, hogy a komplexek latszélagos disszociacids allandéi 500 uM-nal nagyobbak. Ezen
esetekben is tehat azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy mas sejtbeli partnerek erGsithetik a
kolesonhatast — ezért “halaszhattuk ki” eredeti immunprecipitacids kisérleteinkben a Hsc70
fehérjét, mint a human dUTPaz kolcsonhatd partnerét.

Makromolekularis felismerés szabalyozasa sejtciklus-fiigeé foszforilacioval a human dUTPaz
sejtmagi transzportja soran.

A jelen projekten belili TAP-tag kisérleteinkben azonositottuk az importin-alfa fehérjét, mint a
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human dUTPaz egyik tovabbi sejtbeli kolcsénhatd partnerét. A kolesonhatas jelentésége és
fontos hattere az, hogy az eukariétak genetikai allomanyukat killén kompartmentumba kiilonitik
el, és igy egy térben és idében rendkivil hatasos szabalyozasi lehetéséghez jutnak. A >40 kDa
makromolekulak magi transzportjaért azok Nuklearis Lokalizaciés Szignalja felelés. A human
dUTPaz dominans izoformaja jellegzetes NLS-t hordoz. A dUTPaz mikodése elengedhetetlen a
genomi integritds megbrzéséhez; hianyaban nagymennyiségi uracil épil a DNS-be, ami
apoptozishoz vezet. Osztddd sejtekben az enzim zomében foszforilalt formaban talalhat6, am
ezen modositas funkcidja ismeretlen volt. A foszforilacios hely a fehérje NLS-ének kozvetlen
szomszédsagaban talalhat6, és a CDK1 kinaz konszenzus foszforiliciés motivumaba esik.
Bizonyitottuk, hogy ez a foszforilacié kihat a dUTPaz intracellularis lokalizacidjara: az NLS-
mellett foszforillt fehérjét mimikalé mutans kireked a sejtmagbdl. A vad tipusu enzim, egy
hiperfoszforilaciot, valamint egy hipofoszforilaciét mimikalé mutans forma magi
akkumulaciéjanak  dinamikait  videomikroszképos — kisérletekkel — hasonlitottuk — Gssze.
Megallapitottuk, hogy az utddsejtekbe jutd foszforilalt dUTPaz pool a sejtciklus el6rehaladtaval,
valészintleg defoszforilaciot kovetéen djra akkumulalédhat a magban, de ez a folyamat lassu. A
hipofoszforilaciét mimikalé mutans az utddsejtben sokkal gyorsabban jut be djra a magba. A
dUTPaz és az importin rendszer kolesOnhatasat in vitro kotédésvizsgalatokkal igyeksziink
jellemezni.

A human dUTPaz és kolecsénhatd partnere, az importin-alfa komplexeinek krisztallografidja és
komplex kristalyszerkezetek finomitasa.

A komplexképzédést a fenti mutaciok jellegzetesen befolyasoljak, amit szamos biofizikai
modszerrel igazoltunk. A két fehérje kolesOnhatasat és a foszforilacié hatasara bekovetkezé
valtozasokat az importin-alfa és dUTPaz NLS peptidek kristalyszerkezetének tanulmanyozasan
keresztil probaljuk megérteni. Sikeresen kristalyositottuk az importin-dUTPaz NLS komplexeket,
mind a vad tipus, mind t6bb pontmutans esetében. Eddigi rontgendiffrakcios vizsgalataink soran
harom komplex szerkezetet sikertilt megoldanunk ¢és 1.9 — 2.1 angstrom felbontasig
finomitanunk. Tovabbi kutatasaink ramutattak, hogy a CDKI1-konszenzusnak megfelel6
foszforilaciés pozicié szamos egyéb magi fehérje (p53, APC, ubikvitin-aktivalé enzim) NLS-ében
megtalalhat6. Ezért felmertl az altalunk azonositott sejtciklus-fiiged transzlokacié altalanos
jelentSsége is, amit tovabb kivanunk vizsgalni.

A human dUTPaz — importin kélesonhatast leird kéziratunk kozlésre valéd bekiildését még 2011-
re tervezzuk.

3. Bekiildott kézirat els6 oldala (kedvezé editori és opponensi vélemények alapjan atirt
verzio, jelenleg elbiralas alatt).
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Enzyme  action revealed in four
dimensions using crystallography, *'P-
NMR, computation and kinetics

Structural Snapshots of
Enzyme-Catalysed  Nucleotide
Hydrolysis Directly Visualize In-
line Attack and Inversion
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Nucleophilic substitution reactions on phosphoric acid
derivatives (such as anhydrides or esters) are involved in
metabolism, signal transduction, and nucleic acid biosynthesis
and processing. While the y-phosphate group of nucleotides is
quite reactive (e.g. ATP or GTP y-phosphate), their o-
phosphate position and the phosphodiester linkage in nucleic
acid polymers, are significantly more inert to prevent
unwanted modifications!* ?!. Reactions at these sites require
superb enzyme catalysts (e.g. nucleases, polymerases, Nudix
hydrolases and dUTPases) and follow one of three alternative
pathways™® (Scheme 1la-d). In the associative pathway
(AntDy) nucleophilic attack occurs in-line with the scissile
bond, generates a pentacoordinated phosphorane intermediate,
and results in inversion on the phosphorus reaction centre
(Scheme 1la). In an alternative two-step mechanism
(dissociative or Dy+Ay), unimolecular dissociation generates
a metaphosphate intermediate, which may attract any nearby
nucleophile with or without inversion (Scheme 1d). Bond
breaking and forming may also occur simultaneously (one-
step concerted pathway) through a single transition state (TS),
with either associative (Scheme 1b) or dissociative character
(Scheme 1c). Enzymatic reactions are thought to proceed via
an associative character (Ay+Dy or ANDN)[4’ 1 but direct
evidence and a visual grasp on the pathway of these important
reactions has been long sought!®].
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Running title: Reaction intermediates in the dUTPase active site

Reactants

Products

a g
9
H _R-O—p=Q
H-G » U-R-O l"u.,ob— fo
«\‘ gd— o ;/O
U-R-O—P PO U-R-O—P
\ \d
0-P,0*

Associative mechanism

NgNy papeouog

s
e Dissociative mechanism i

Scheme 1 Four possible pathways of hydrolysis at the a-
phosphate position. Characteristic energy landscapes are
shown for each pathway with key intermediates or transition
states. Dashed lines (b) indicate high bond order in the
transition state while dotted lines (c) stand for low bond order.

Current approaches to investigate enzyme mechanism at
the atomic level (X-ray crystallography® ', *'P-NMR
spectroscopy™ 2!, ab initio QM/MM simulations!*"!7], etc.)
have their inherent limitations requiring integration of
multiple methods. In the present work, we have taken
advantage of the low k¢, value of the Mason-Pfizer monkey
virus (M-PMV) dUTPase ['¥ (Figure 1) and a suboptimal
substrate, a,B-imido-dUTP!'” (cf. Supporting Information) to
study the reaction mechanism in four dimensions. The
ubiquitous enzyme dUTPase contributes to maintain genome
integrity by removing dUTP and generating the dTTP
precursor dUMP™™ %3 Here we combine enzyme kinetics,
mass  spectrometry, 3P.NMR spectroscopy,  X-ray
crystallography and theoretical calculations to analyze the
molecular structures formed during the catalytic reaction of
this essential enzyme.

The M-PMV dUTPase-catalyzed dUTP and a,B-imido-
dUTP cleavage (Figure la) was followed in 'O water by
mass spectrometry. Results showed that nucleophilic attack by
the incoming water oxygen occurs invariably at the o-
phosphorus atom (c.f. Supporting Information). We also
quantitatively characterized the kinetics of a,B-imido-dUTP
cleavage by *'P-NMR in solution (Supporting Information,
Figure S1). The *'P-NMR assay method provided independent
physico-chemical proof of the site of the nucleophilic attack
and showed that the reaction was slow enough to potentially
allow collection of crystallographic snapshots along the
reaction coordinate. Optimization of crystallization for rapid
growth resulted in well-diffracting crystals that grew in three
days in the presence of a,B-imido-dUTP, and were analysed in
the X-ray beam at various time intervals. To obtain structures
at early stages of the reaction, we introduced apo enzyme





