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1. A projekt eredményességének mutatoi

Az OTKA palydzat tamogatdsanak felhasznaldsaval 10 kozlemény jelent meg nemzetkdzi referalt
folydiratokban. Az ezekben kozzétett eredmények a még kozlés alatt allé eredményekkel egyitt
maradéktalanul teljesitik a pdlyazatban megfogalmazott célkitlizéseket. A publikacidkban az OTKA
palydzat, mint tdmogatasi forrds 9 esetben feltlintetésre keriilt (tapasztalatlansdg miatt sajnos az elsé
cikkbdl kimaradt, pedig az szervesen a témdhoz kapcsolddik). A megjelent cikkek 6sszesitett impakt
faktora: 67,481. A 10-bél 6 cikkben a témavezet6 elsé/utolsd/levelezd szerz6 (ezek Gsszesitett impakt
faktora 48,741). Tovabbi két kézirat véleményezés alatt, négy kézirat pedig kdzvetlenil bekiildés
el6tt illetve a szovegezési fazisban all (felsorolas szerz6kkel és cimmel a 4. fejezetnél taldlhatd).

Szintén az OTKA projekt témajabdl és a vezet6 kutatd témavezetésével sziiletett
- 1 PhD (disszertacié: Pécsi Illdiké, 2012 ELTE Szerkezeti Biokémia Program
http://www.doktori.hu/index.php?menuid=192&sz 1D=7749)
- OTDKIII. helyezés: Lopata Anna, Kémiai és Vegyipari szekcié 2009
- OTDK . helyezés: Lopata Anna, Kémiai és Vegyipari szekcié 2011
- OTDK II. helyezés: Szabd Judit Eszter, Bioldgia szekcié 2011.
Lopata Anna a TDK versenyeken elért kivalé eredményeiért Pro Scientia Aranyéremben is részesiilt.

2. A projekt célkittizése

A dUTPaz a dUTP difoszforolizisét katalizdlja, és ezzel szabalyozza a sejtekben a dUTP:dTTP nukleotid
aranyt, ezen keresztil pedig az uracil DNS-be valé beépiilésének mértékét. A DNS-be épilé nagy
mennyiségli uracil kovetkezménye sejthalal is lehet. Ezért nagy tudomanyos érdekl&désre tart szamot
a dUTP4z gatlasan alapuld Uj rékellenes, antivirdlis és antituberkuldzis gyégymodok kutatasa. Jelen
palyazat fokuszaban a Mycobacterium tuberculosis (MTB) dUTPaz allt, amelyrél a dTTP szintézisben
bet6ltott kozponti szerepe miatt azt a hipotézist allitottuk fel, hogy hidnydban a baktérium
életképtelen. A palyazat f6 célkitlizései ezek voltak:

1. a Mycobacterium tulélésének vizsgalata a dUTPaz m(ikédésének hidnyaban

2. a MTB dUTP4z enzimatikus mechanizmusanak felderitése kiilonds tekintettel a human (gazda) és
MTB (patogén) enzimek kozotti kiillonbségekre

3. a MTB és human dUTPazokat leginkabb megkllonboztet6 két szerkezeti elem, a C-termindlis kar és
a kdzponti csatorna, katalizisben bet6ltott szerepének meghatarozasa.

A fenti célok megvaldsitdsdhoz szdmos gyorskinetikai valamint egyensulyi enzimoldgiai és
spektroszkdpiai modszert alkalmaztunk vad tipusu és hely specifikusan mddositott MTB és human
dUTPaz enzimeken. A dUTPaz funkcidvesztés (feltehetSen letdlis) hatdsat irdnyitott géncserével
torténd génkittéssel egy nem-patogén Mycobacterium modellben vizsgaltuk.

3. F6bb eredmények az egyes célkitlizések szerint
3.1 A dUTPdz kiiités hatdsa a Mycobacterium életképességére, gyogyszercélpontok kijelélése

Nagy eredménynek tartom, hogy sikerllt meghonositani egy jol mikodé mikobakteridlis modell
rendszert a témavezet6 kutatéhelyén. A nem-fert6z6 Mycobacterium smegmatis faj laboratoriumi

sz

hallgatémnak kdszonhet6, aki egy EMBO Short Term Fellowship tamogatdsaval a technoldgiat


http://www.doktori.hu/index.php?menuid=192&sz_ID=7749

OTKA projekt zdro beszamolo PD72008 — Toth Judit

Anglidbdl importalta. Az Uj rendszer beadllitasaval jaro kezdeti nehézségek miatt a palyazat
futamidejének vége felé jutottunk el a projekt egyik sarokkovének, a dUTPaz mikobaktériumbeli
|étfontossaganak lekozléséig (4.1 / 1. cikk, Pécsi és mtsi PLoS One 2012). Az endogén dUTPaz gént
kicseréltiik egy elrontott dUTP4z szekvenciara, amely egy m{kodé szelekcids markert is tartalmazott.
Ez a rekombindciéval torténd csere csak akkor eredményezett életképes sejteket, ha a kromoszédma
egy masik szakaszdra bevittiink egy menekit6 dUTPaz gént egyértelmien jelezve, hogy az intakt
dUTPaz jelenléte életfontossagud a Mycobacterium smegmatis szdmdra. Szintén végeztlink egy
genomikai analizist a pirimidin nukelotid anyagcserében részt vevé enzimekre fékuszdlva az dsszes
ismert mikobaktérium genom bevonasaval. Ennek eredménye szerint ezen nukleotidok anyagcseréje
erdsen konzervalt a Mycobacterium rendben, ezért megallapitasaink valészin(lleg az dsszes, veszélyes
patogéneket is nagy szamban felsorold, fajra érvényesek. Megdllapitottuk tovabbd, hogy a
dUTPaznak az enzimatikus aktivitdson kivil egyéb, a mikobaktériumokra specifikus dUTPaz szerkezeti
elemen keresztil megvaldsuld szerepe is van. Legérdekesebb felfedezéslink szerint ez a jelenleg
ismeretlen funkcié okozza a dUTPaz létfontossagat, és nem a dUTPaz enzimaktivitasa. A
mikobakérium-specifikus szerkezeti elemmel rendelkezd, de inaktiv dUTPaz-t hordozé mutans torzs
stresszmentes koriilmények kozott megklilonboztethetetlen a vadtipustdl, mig e szerkezeti elem
hidnydban az in vitro j6l m(ik6d6 enzim letalitast okoz. Ezzel a felfedezéssel egy nagyon specifikus és
potencidlisan hatékony antituberkuldzis célpontot tudtunk javasolni. Ugyanebben a témakdrben
szliletett egy kollaborativ munka is, amely Ujszerl, a doméndsszetételen, és nem a kisszamu
fajspecifikus fehérjén alapuld, stratégiat javasol az Uj tuberkuldzis célpontok kivalasztasara (4.1 / 4.
cikk, Mészaros és mtsi. PLoS Comput Biol 2011).

Az az eredmény, miszerint az inaktiv enzimet hordozd bakteridlis torzsiink életképes, utjara inditotta
az u.n. in vivo enzimoldgia témankat, amelyben az in vitro mar karakterizdlt dUTP4z mutacidkat
hordozd Mycobacterium smegmatis torzseket allitottunk eld, és ezekben vizsgdljuk az enzimaktivitas
egyéb mérhet6 paramétereivel. Reményeink szerint a dUTPaz enzimhatds molekuldris
mechanizmusat a DNS anyagcserében eddig nem ismert részletekben fogjuk megismerni.

3.2 A MTB és human dUTPdzok enzimatikus mechanizmusa

A projektidGszak elején egy hidnypdtld munkaban 6sszefoglaltuk sajat és irodalmi adatok alapjan a
dUTPazok mi(ikoédési mechanizmusat, rdmutatva a dUTPaz enzimmi{kodés egyetemes
konzervaltsagara és a potencidlis szerkezeti kilonbségekre (4.1 / 10. cikk, Vértessy és Téth ACR
2009).

Kimutattuk, hogy a dUTP4az enzim jol ismert konzervalt motivumai kozotti kolcsénhatasok
kulcsfontossaguak az enzim hatékonysaganak szempontjabdl. Ezek a motivumok alakitjak ki harom
alegység hatdran az enzim aktiv helyét. Eddig azt lehetett tudni réluk, hogy a szubsztrattal vald
kolcsonhatadsaik miatt fontosak, de uUjdonsagként azt tapasztaltuk, hogy akar egy H-kotés
megviltoztatasa a konzervalt motivumok kozott végzetes hatassal bir az enzimaktivitasra nézve (4.1 /
8. cikk, Takacs és mtsi, FEBS Lett 2010).

Egy fontos célkitlizéslink volt a homotrimer enzimen belili allosztérikus és korabban javasolt
kooperativ viselkedés vizsgalata. Ez az enzim potencialis szabdlyozdsa és mesterséges gatlasa
szempontjabdl volt érdekes. Azért, hogy aszimmetrikus homotrimerben csak egy-egy alegységre hato
mutaciokat tudjunk Iétrehozni, kovalens pszeudotrimer dUTPaz konstrukcidkat terveztiink,
amelyeket sikeresen termeltiink az E. coli rekombinans fehérjeexpressziés rendszerben.
Megallapitottuk, hogy a 3 kovalensen 6sszekapcsolt monomer j6 modellje a vadtipusd enzimnek,
azonos katalitikus hatékonysaggal bir, illetve fluoreszcens tulajdonsagai is kdzel megegyeznek az
el6z6ekben részletesen vizsgdlt trimeréivel. A kilonb6z6 mutans enzimek hidrolizis reakcidinak
kinetikai és egyensulyi paramétereit meghatdroztuk. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy a dUTPaz alegységek egymastdl fliggetleniil, tehat nem-kooperativan mikddnek, szemben a
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hasonld szerkezettel rendelkez6 és ugyanebbe a csalddba tartozé bifunkciés dCTP dezaminaz-
dUTPazokkal. Utdbbiak aktivitasat a bioszintézis utvonal eredményeként termel6d6 dTTP kozvetlendl
negativ feedback mechanizmussal szabdlyozza, a kooperativitds is csak dTTP jelenlétében nyilvanul
meg. A dUTP3az enzimeknél ugyanakkor ilyen feedback szabalyozas nem ismert, ezzel fligghet 6ssze,
hogy a funkcid betoltéséhez a kooperativ viselkedés feltehetéen nem hordoz el6nyoket.
Kovetkeztetésilink tehdt az, hogy tobb-alegységes enzimekben a kooperativ viselkedést a funkcid
hivia életre egy adott szerkezeti felépitményben, ezért barmennyire intuitiv is maga a szerkezet,
abbdl a kooperativitdsra 6nmagdban nem kovetkeztethetiink. Az ebben a témdban sziletett kézirat
bekuldés el6tt all (4.3 / 2. cikk, Szabd és mtsi).

Egy specialis molekuladinamikai mddszerrel (Random Acceleration Molecular Dynamics) kombinalt
kinetikai projektiink eredményeképpen teljesen Uj mechanizmust javaslunk a dUTPaz
szubsztratkotésére, amely relative zart aktivhelyen valdsul meg. Ezt ,,strip door”, azaz , h6fliggony”
vagy ,szalagfliggdny” mechanizmusnak neveztik el azért, mert az aktivhelyet az oldattdl elzaré
polipeptidlanc kis amplituddju és random iranyu fluktudcidjat kihasznalva kozlekedik a nukleotid
szubsztrat illetve termék az aktivhely és az oldat k6zott. Ez a mechanizmus magyarazza leginkdbb azt
a két, latszolag ellentmondd tényt, hogy a szubsztrat nélkili kristdlyszerkezetekben az aktivhely
mindig nyitottnak, mig spektroszkdpiailag ilyenkor is viszonylag zartnak tlnik. A kristalyszerkezetben
ez az elem tehat valdszin(leg a kis amplitudéju fluktudcid miatt nem latszik, nem pedig azért, mert a
polipeptidlanc teljesen nyitva hagyja az aktivhelyet és az oldatban precesszal (4.2 / 1. cikk, Lopata és
Mtsi, biralat alatt a NAR-ban).

Végiil a kemoterdpiai alkalmazdasu fluoro-uracil (5FU) fizioldgias hatdsdnak vizsgalatat egészitettik ki
az dUTP4z altali 5FdUTP hidrolizis részletes kinetikai analizisével (4.2 / 3. cikk, Merényi és mtsi NNN
2011). Ismeretes, hogy az 5FAUMP a timidilat szintdz potens gatldszere, ezaltal citosztatikus hatdst
fejt ki. Azt talaltuk, hogy az 5FdUTP a dUTPaz tokéletes szubsztratja, azt hatékonyan képes 5SFAUMP-
re és PPi-re hasitani. Az uracil gylrlin a H = F csere annyi valtozast eredményez a kinetikai
paraméterekben, hogy a szubsztrat kotést 2x lassabba, mig a katalizishez kompetens konformacié
kialakuldsat 2x gyorsabba teszi. Az 5FdAUMP altali termékgatldas a dUTPazban gyengébb, mint a
szubsztitudlatlan dUMP esetében. Ennek alapjan azt javasoltuk, hogy a dUTP4z az 5FU altal kifejtett
fiziolégiai hatdsban kett6s szerepet jatszik: egyrészt elGallitja a timidilat szintdz inhibitorat, az
5FdUMP-t, mdsrészt megakadalyozza, hogy az 5FdUTP a DNS-be épiiljon.

3.3 A MTB és humdn dUTPdzokat leginkabb megkiilonbézteté két szerkezeti elem, a C-termindlis
kar és a kézponti csatorna, katalizisben betéltott szerepének meghatdrozdsa

A C-termindlis kar tematikdhoz kapcsolédéan megjelent Pécsi es mtsi (PNAS 2011, 4.1 / 5. cikk,)
munkdnk az altalanos enzimmd{kodés és enzimevollcid szempontjabdl is érdekes eredményeket
mutat be. Megmutattuk, hogy a nukleotid difoszfatazok (pl. DNS és RNS polimerazok, ligdzok) kozott
a dUTPazok egyedi stratégiat alkalmaznak a nemszubsztrat dNDP és a szubsztrat dNTP
megkilonboztetésére. Nevezetesen egy P-loop- vagy Walker A- szer(i motivumot, amely a hasonldan
jol kotéds di- és trifoszfatokat kinetikailag kiillonbozteti meg egymdstdl. Erdekes, hogy ez a
széleskorlien elterjedt motivum az enzimek funkciondlis adaptdcidja sordn tobbszor is |étrejott
hasonlo és eltéré funkcidkkal egyarant.

Kimutattuk tovabba, hogy az enzim és szubsztratja kozott |étrejové aromas kélcsdnhatds kdzvetlendl
befolydsolja a nukleotid hidrolizist azaltal, hogy az atmeneti allapot elektrongazdag szerkezetét
stabilizalja. A molekularis felismerésben oly nagy szerepet jatszé aromas kolcsdnhatasok katalizisben
bet6ltott szerepét eddig csak oxidoredukcids enzimekben vizsgaltak, mas fehérjékben kizardlag az
intra- és intermolekularis kdlcsonhatasok kialakitdsaban implikaltak éket. A mi eredményeink arra
utalnak, hogy hidrolazokban is a katalizis egyik &altaldnos motorja lehet az aromds vagy m-=
kolcsonhatas (4.1 / 9. cikk, Pécsi és mtsi, NAR 2010)

A dUTPaz alegységeinek kolcsénhatasait az el6z6 fejezetben kifejtett eredmények mellett erre a
projekt célra vonatkozdan is vizsgaltuk. A kutatast kiterjesztettiik a dUTP4z szupercsaladra, amely
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hasonld szerkezet(i, de a timidilat anyagcserében eltérG szerepet jatszo enzimeket foglal magdban.
Azt talaltuk, hogy a kooperativitds hidnya a dUTPaz enzimmechanizmusaban Osszefligg a dUTP4z
nagy szubsztrat specificitdsaval. A szupercsalad kooperativ tagjaiban megfigyelhet6 allosztérikus
hurok mdédosulasa a felel6s a szlk és specifikus aktivhelyért a dUTPazokban, amely egyiitt jar a
koézponti csatorna megvaltozdsdval igy megakadalyozva a fehérjecsalddban megfigyelt, a csatornan
keresztlil megvaldsuld allosztérikus mechanizmust. A dUTPazok csatornaja alapvetden kétféle mdédon
valtozott meg a szupercsalad kooperativ tagjaiéhoz képest. Az eukaridta és virdlis dUTPazok javarészt
Mg?*-kotéssel stabilizaljak a kozponti csatorndjukat, amely igy nem enged teret egy globdlis
kooperativ konformacié valtozdsnak. A bakterialis dUTPazok azonban mas stratégidval stabilizaljak és
szlikitik be kodzponti csatorndjukat: egy erGsen hidroféb belsé felszinnel. Ez a szerkezeti valtozas
magasabb olvadaspontban (Tm) is megnyilvanul. Ezeket az eredményeket is a Szabd és mtsi (4.3 / 2.
cikk) kézleményben kivanjuk nyilvdnossagra hozni.

3.4 Kollaboraciok

E helyltt kivanom roviden bemutatni azokat az eredményeket, amelyek ugyan nem tartoznak
szorosan az eredetileg megjel6lt célokhoz, de a kutatasainkbdl gyokereznek és hozzajarultak az OTKA
projekt sikeres megvaldsitasdhoz.

Az altalunk elvégzett biokémiai kisérletek hozzajarultak a dUTP4z hidanydban mddosuld transzkripcids
utvonalak feltardsahoz a C. elegans egyedfejl6dése soran. A dUTP4z csendesitése arra vildgitott ra,
hogy egyes transzkripcidés faktorok autofdg és apoptotikus folyamatokat egyarant szabalyoznak,
ezaltal ez a két alapvetd sejthalal mechanizmus 6sszehangoltan m(ikodik a morfogenezis soran (4.1 /
2. cikk, Erdélyi és mtsi. J Cell Sci 2011).

Egy masik, a dUTP4aztél tdvolabbi kollaborativ témdban két publikacid sziiletett 2010-ben, az egyik
nagy részben kinetikai mérésimen alapul. Ez a téma sokban hozzajarult a tranziens kinetikai
tapasztalatszerzéshez, amelyet aztan a késGbbiekben mads témadakban is kamatoztattunk. Nagyon
érdekes és Ujszer(i eredményeket kaptunk, amelyek a calmodulin (CaM), mint altalanos Ca** szenzor
molekula Uj szabalyozdsdra mutatnak ra. Kimutattuk, hogy az SPC szfingolipid a CaM kompetitiv
inhibitora, arrél a Ca**-jelatvitelben szereplé CaM-kots célpeptideket képes leszoritani. Ennek a
kompetitiv mechanizmusnak a kvantitativ kinetikai és termodinamikai modelljét elkészitettuk (4.1 /
6. cikk, Kovacs és mtsi, JBC 2010). A CaM-SPC kolcsonhatdst szerkezetileg is jellemeztik egy
egyedilalld fehérje-lipid kristalyszerkezet segitségével (Harmat Veronika érdeme), amely
eredmények termodinamikaval és kinetikaval torténé szintézise egy egészen kerek képet nyujt arrdl,
hogy az SPC molekula hogyan téltheti be kordbban leirt, de meg- nem-értett masodlagos hirvivé
funkciodjat (4.1 / 7. cikk, Kovacs et al, FASEB J 2010).

4. A projektbdl szarmazé publikacidk

4.1 Nemzetkozi referdlt folydiratban megjelent publikdciok

1. Pecsil, Hirmondo R, Brown AC, Lopata A, Parish T, Vertessy BG and Téth J (2012)
The dUTPase Enzyme Is Essential in Mycobacterium smegmatis.
PLoS ONE 7, e37461.
If.: 4.092
2. Erdélyi P, Borsos E, Takacs-Vellai K, Kovacs T, Kovdacs AL, Sigmond T, Hargitai B, Pasztor L,
Sengupta T, Dengg M, Pécsi |, Téth J, Nilsen H, Vértessy BG and Vellai T (2011)
Shared developmental roles and transcriptional control of autophagy and apoptosis in

Caenorhabditis elegans.
J Cell Sci 124, 1510-8.

If.: 6.111
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10.

Merényi G, Kovari J, Toéth J, Takacs E, Zagyva |, Erdei A and Vértessy BG (2011)

Cellular Response to Efficient dUTPase RNAI Silencing in Stable Hela Cell Lines Perturbs
Expression Levels of Genes Involved in Thymidylate Metabolism.

Nucleos Nucleot Nucl 30, 369-90.

If.: 0.899

Mészaros B, Téth J, Vértessy BG, Dosztanyi Z and Simon | (2011)

Proteins with Complex Architecture as Potential Targets for Drug Design: A Case Study of
Mycobacterium tuberculosis.

PLoS Comput Biol 7, e1002118.

If.: 5.215

Pécsi |, Szabd JE, Adams SD, Simon |, Sellers JR, Vértessy BG and Téth J (2011)

Nucleotide pyrophosphatase employs a P-loop-like motif to enhance catalytic power and
NDP/NTP discrimination.

P Natl Acad Sci Usa 108, 14437-14442.

If.: 9.681

Kovacs E*, Téth J*, Vértessy BG and Liliom K (2010)

Dissociation of calmodulin-target peptide complexes by the lipid mediator
sphingosylphosphorylcholine: implications in calcium signaling.

J Biol Chem 285, 1799-808.

*equal contribution

If.: 5.328

Kovacs E, Harmat V, Téth J, Vértessy BG, Mddos K, Kardos J and Liliom K (2010)
Structure and mechanism of calmodulin binding to a signaling sphingolipid reveal new
aspects of lipid-protein interactions.

FASEB J 24, 3829-39.

If.: 6.515

Takacs E, Nagy G, Leveles |, Harmat V, Lopata A, Téth J* and Vértessy BG* (2010)
Direct contacts between conserved motifs of different subunits provide major contribution
to active site organization in human and mycobacterial dUTPases.

FEBS Lett 584, 3047-54.

*shared corresponding authors

If.: 3.601

Pecsi |, Leveles |, Harmat V, Vertessy BG and Toth J (2010)

Aromatic stacking between nucleobase and enzyme promotes phosphate ester hydrolysis in
dUTPase.

Nucleic Acids Res 38, 7179-86.

If.: 7.836

Vértessy BG and Téth J (2009)
Keeping uracil out of DNA: physiological role, structure and catalytic mechanism of dUTPases.
Accounts Chem Res 42, 97-106.

If.: 18.203

4.2 Nemzetkozi referdlt folydiratban birdlat alatt dllo publikdciok

1.

Lopata A, Levels |, Bendes AA, Viskolcz B, Vertessy BG, Jojart B and Téth J
Passage through a strip door: nucleotide binding to a hidden active site requires small
conformational changes. Nucleic Acids Res
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2. Rodna G, KoérnyeiZ, Marfori M, Borsos M, Neubrandt M, Scheer |, Takdcs |, TéthJ, Babos B,
Magyar A, Erdei A, Madardsz M, Bozéky Z, EllisJJ, Mehdi AM, Bodén M, Buday L, Kobe B and
Vértessy BG

Reconstitution of the nuclear proteome after cell division through NLS modulation.
Dev Cell

4.3 Benyujtds elétt allé publikaciok

1. Lopata A, Takacs E, Jojart B, Leveles |, Bezur L, Viskolcz B, Vertessy BG and Téth J
Beyond chelation: EDTA is an unexpected competitive inhibitor of nucleotide hydrolysis.

2. Szabo JE, Takacs E, Merenyi G, Vertessy BG and Téth J
Trade-off between specificity and cooperativity in the dUTPase superfamily.
3. Lopata A, Vertessy BG, Toth J, Rosta E

QM/MM calculation of hydrolysis parameters in Mycobacterium tuberculosis dUTPase
mutants

4. Takacs E, Lopata A, Jojart B, Viskolcz B, Vertessy BG, Toth J
The magnesium cofactor is a conformational rectifier in the nucleotide hydrolysis of dUTPase
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