Az els6 uracil-DNS nukleaz szerkezeti és funkcionalis jellemzése.
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A jelen beszamol6 tartalmazza az elért eredmények rovid, tételszerli felsorolasat, majd a
publikalatlan kisérletes eredmények részletes bemutatasat, tovabba a mellékletekben két bekiildott
kéziratot. Az els6 kéziratbol a terjedelem korlat miatt a ,,Materials and Methods” fejezet kihagyasra kertilt,
ugyanigy a masodik kézirat ,,Supplementary” anyaga.

A palyazatban célul tiiztem ki a nemrég uracil-DNS specifikus nukledzként azonositott fehérje
(UDE) részletes jellemzését enzimatikus aktivitdsa, szerkezete és funkcidja szempontjabol. Az UDE-t
eredetileg kés6i stadiumtt Drosophila larvabol izoldltam, a rekombindns His-taggel ellatott fehérjének
uracil-DNS-re specifikus degradalo aktivitdsat mértem uracil bazisokat random tartalmaz6 plazmid
szubsztraton [1]. Munkahipotézisiinkben feltételeztiik, hogy ecetmuslicaban az UDE enzim szerepet jatszik
a teljes atalakulas sordn zajlo sejthalal folyamatokban. A larva allapotok sordn ugyanis a larvalis
szovetekbol a kanonikus uracil-DNS metabolizmus két kulcsfontossagu enzime, a preventiv szerepet jatszo
dUTPaz és a javitasért felelés UNG (f uracil-DNS glikozilaz), egyarant hianyzik [2]. Igy, a larvélis
genomban lehetdség nyilik uracil felhalmozddasara, mely wuracilok aztdn a larvaallapot végén
forropontokként szolgalhatnak az apoptotikus folyamatokat indito/kiséré DNS-degradacidé szamara. A
larvaallapotok végétél a baballapotban kifejez6dé UDE eddig példa nélkiil allo enzimaktivitasat jol el
tudtuk helyezni a vazolt hipotézisben. Tekintettel szerkezeti és funkciondlis ujszertiségére, feltételezett
érdekes szerepére és jovobeli lehetséges alkalmazasaira, célul tiiztiik ki a fehérje részletes jellemzését.

A palyamunkaban leirt szisztematikus kutatast azonban nem sikeriilt maradéktalanul megvalésitani,
szamos nem vart akadalyba {itkoztlink, ugyanakkor szamos meglepd 1j eredménnyel gazdagodtunk,
melyek a jovoben lehetové teszik a részletes funkciondlis jellemzés megvalositasat, valamint elérhetd
kozelségbe hozzék a fehérje szerkezetének meghatarozasat is.

A projektben megvalositott eredmények roviden:
1. Bedllitottam nukleotid-szintii felbontast engedé gélelektroforetikus modszert a fehérje

aktivitdsa nyoman keletkez0 termékek részletes analizisére. Sajnos azonban egyelére nem sikeriilt
megfeleld méretii/szekvencidju oligonukleotid szubsztratot talalni.

2. Finomitottam a rekombinans His-UDE tisztitasi eljarasat, minek soran sikeriilt
megszabadulni az addigi nukleinsav szennyezéstol.

3. Kimutattam, hogy a ,,szennyez6” nukleinsav a varakozassal ellentétben nem DNS, hanem
egy RNS molekula.

4. Kimutattam, hogy az UDE altal kotott RNS, tobbé-kevésbé homogén, 1000bp koriili
molekulamérettel jellemezhetd.

5. Kimutattam, hogy az UDE altal kotott RNS tartalmazza az UDE sajat mRINS-ét.

6. Ezek utdn eukaridta expresszios rendszerben is kifejeztem a rekombinans fehérjét. SF9
rovarsejtekben jol expresszalodott, de a feltdras soran nagy mennyiség csapadékban maradt, a tisztitott
fehérje nagy ardnyban tartalmazott riboszomalis fehérje-szennyezéket, tovabbd RT-PCR segitségével
kimutathat6 volt az UDE mRNS-ének jelenléte a fehérje preparatumban.

7. Drosophila bab extraktban szintén Kimutattam az UDE RNS-kotését. Ez alapjan
feltehetd, hogy az UDE RNS-kotése nem csupan a rekombinans fehérjére jellemzd artefaktum.
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8. Kimutattam a rekombinans His-UDE RNS-kotott formdja és a nukleinsav-mentes UDE
kozti konformacios és stabilitasbeli kiillonbségeket. (CD, fluorimetrias felfiités, thermofluor)

0. Limitalt proteolizissel kimutattuk, hogy a DNS és RNS kotéhelyek részben kiilonboznek,
részben atfednek az UDE fehérje felszinén.

10.  Vizsgaltam a rekombindns His-UDE RNS- és DNS-koté képességét gélshift analizis
segitségével. Az eredmények finomitésa jelenleg folyamatban van.

Az UDE altal kotott RNS azonositisdarol és az RNS-, ill. DNS-kotésének osszehasonlito
elemzésérol jelenleg egy kézirat késziiloben van. A vonatkozo eredmények részletes kifejtését abrakkal
illusztralva a beszamolo alabb tartalmazza.

11. A fehérje doménanalizisét limitalt proteolizissel vizsgaltuk tobbféle enzimmel, ill. egy
kémiai hasitoszerrel (hidroxilaminnal) is. Kimutattuk az 1A és az 1B relativ 6nallosagat. Ezt kovetden az
1A és 1B fragmensek de novo szerkezetmodellezését kollaboracidban elvégeztiik.

12.  Western bloton megerdsitettem, hogy a vordslisztbogarban a predikcioval 6sszhangban az
UDE-nak egy csonkolt formaja van jelen, melybdl hidnyzik az 1A motivum.

13. A csonkolt enzimre j6 modellként szolgald hidroxilaminnal hasitott rekombinans UDE
megorizte DNS-koto képességét és uracil-plazmidon detektalhatd aktivitasat. Ezért feltételezhetd, hogy
az 1A motivum/domén nem esszencialis része a fehérjének, ill. a homoldg 1B helyettesiteni tudja egy
dimerizal6das révén.

14. Az UDE feltételezett dimerizalédasat gélszliréssel tamasztottuk ala.

A fenti eredményeket részleteiben a beszamoléhoz csatolt, jelenleg revizié alatt allo kézirat
tartalmazza (1. melléklet), melyben a projekt azonosito szama feltiintetésre Keriilt.

15. A plazmidon detektdlhatd aktivitds részletes jellemzéséhez megfeleld oligonukleotid-
szubsztrat megtaladlasa érdekében tobb kotddési tesztet is kifejlesztettiink, ill. fejlesztiink: fluorimetrias,
thermofluor, gélshift titralasok €s tobbféle footprint eljaras.

16.  Két konkrét tesztet (nagy specificitdsi kimotripszines limitalt emésztés ill. triptofan
fluorimetrids titralds) azonositottunk, mely kiilonbséget detektal az uracilos és a kontroll DNS
kotodésében.

17. A megfeleld oligonukleotid szubsztrat megtaldldsa tovabbra is elengedhetetlennek tlinik a
fehérje sikeres kristalyositasahoz is. Az apo fehérjét, valamint uracilt tartalmaz6 15, ill. 30 nt hosszl egyes
¢és kettds szalu oligonukleotidokkal komplexalt formait, tovabba rekombinans uton eléallitott fragmenseit
eddig kozel kétezer koriilményben probéltuk kristalyositani, felhasznalva nemzetkozi egytittmiikodések
(SPINE-2, ESFRI, INSTRUCT (Oxford, Hamburg)) keretében elérhetd robotizalt csucstechnikat is.
Mindeddig nem kaptunk megfeleld méretii ¢s mindségii fehérjekristalyt.

Az aktivitas és az atomi szintii szerkezet jellemzésében ezideig a fenti limitalt eredményeket tudtuk
csupdn felmutatni. A felmeriilo problémakat a jovoben mindenekelott a megfelelden kétodo szubsztrat
keresésével/megtaldlasaval kivanjuk kikiiszobolni.

18.  Uj antitestet is fejlesztettiink a mar nukleinsav-mentesen eldallitott His-UDE fehérje ellen,
amely lehetdséget adott a fehérje fiziologias forméjanak hatékonyabb immunoprecipitalasara.

19. Az Uj poliklondlis antitest segitségével kimutattam és azonositottam a fehérjének egy
masodik izoformajat, ami az elsé tomegspektrometrids adatok szerint a C-terminalison csonkolt forma,
elveszitve nemcsak a nuklearis lokalizacios szignaljat, de feltehetdleg a negyedik konzervalt motivumat is.

20.  Rekombinans uton eldallitott UDE fragmensek segitségével részletesen jellemeztem a két
antitestre jellemzé dominans epitépokat, melyek magyarazatott adtak a két poliklonalis antitest meglepd
izoforma-specificitasara.



21.  Jellemeztem az ujonnan azonositott izoforma expresszios mintazatat az egyedfejlodés
soran, ¢s kimutattam, hogy a hosszli forma baballapotban torténd megjelenését mintegy eldkésziti a rovid
forma mennyiségének 3. larva stadium elejétdl megfigyelhetd fokozatos emelkedése.

22. Az SF9 rovarsejtben termelt rekombinans UDE-n detektaltunk egy foszforilacios helyet. A
foszforilacié pontos lokalizalasa, ill. jelentdségének tisztdzasa, valamint a fiziologidsan jelenlévd két
izoforma foszforilaltsdgénak vizsgalata jelenleg folyamatban van.

Az izoformdkra, azok szabdlyozdsdara és poszt-transzlacios modositasukra vonatkozo
eredményeket egy ujabb kéziratban tervezziik kozolni még ebben az évben. A vonatkozo eredmények
reszletes kifejtését abrakkal illusztralva a beszamolo alabb tartalmazza.

23. A munkahipotézis mads, teljes atalakuldssal fejlodé rovarokra vald kiterjeszthetoségét is
vizsgaljuk. Ennek sordn a vezetésem alatt dolgozd egyetemista és gimnazista didkok Western blot
segitségével tobbféle rovarmintat vizsgalnak. Eddig a voros lisztbogarbél és molybdl sikeriilt UDE
homolég fehérjét kimutatni.

24. Az UDE sejtbeli ¢és egyedfejlodésben betdltott szerepét tobb uton is vizsgaljuk a csoportban.
A beszamolohoz csatolt 2. kéziratban leirjuk az UDE siRNS technikaval torténd csendesitése altal okozott
részben letalis fenotipust.

A bekiildont kézirat, melyben a projekt azonosito szama feltiintetésre keriilt, a 2. szamu
mellékletben taldlhato.

A még nem kozolt eredmények részletes bemutatasa

A palydzatban tervezettek szerint bedllitottam egy nukleotid-szintii felbontast engedd
gélelektroforetikus modszert a fehérje aktivitdsa nyoman keletkezd termékek részletes analizisére.
Szusztratként 5° végen Cy3 fluoreszcens jelzdvel ellatott, uracilt meghatarozott helyen tartalmazo, egyes és
kettds szala, 30mer, ill. 60mer oligonukleotidokat haszndltam (1 abra). Kontroll kisérletben vizsgaltam az
UNG enzim

aktivitdsa révén i 1'-| ektrof a:t'_‘i! 14rs Nigvfe':tl_lﬁsu
’ gelelektroforetikus eljaras. reakcioKnoz
az emlitett 60 bp hosszii kettds szalu oligonukleotidot
szubsztratokon U DE UNG hasznaltam, melyben az 5  végen
keletkezo fluoreszcensen jeldlt szal a '31. poziciéba'n
bazismentes uracilt tartalmazott. A mintakat 7M ureat
tartalmazo, 20% TBE-PAGE segitségével
helyek  spontan analizaltam. Tobbféle mintafelvivé koktélt,
hasadasat az N wo “—60mer | Il reakcid ledliitasi modot alkalmaztam.
Sajnos a rekombinans His-UDE az adott
alkalmazott kérilményben, az adott szubsztraton nem
koriilmények aktiv. Tanulsag azonban, hogy az UNG altal
576 4 okozott AP helyek nagyon labilisak és
kO.ZOtt (1 .abra)' el '™ =31mer nemcsak az irodalomban ismert ligos
SaJnOS eddlg nem " _ 30mer kezelés () hatasara hasadnak el, de az
sikertilt egyik ] W . @B wa. 258 altalam alkalmazott formamidos
: S5.,8=2L2RSEE3sE8RSEE3 mintakoktélban (F prepared) hédenaturalva
szubsztraton sem gESeZ=3geeSesgyEes : < b E
S3s28=:2t = es S =2t ges is. Részleges hasadas tapasztalhatdo a 10M
az UNG +28 s-s SSEES S-S eoEEG ureas ill. a vasarolt formamidos loading dye
reakciotol 573 E =S 55838 g a5 aas8=z (commercial) alkalmazasa esetén is. Ezért, a
egyértelmﬁen megfeleld szubsztrat/kérilmény megtalalasa
R utan is sziikséges az adatok kériiltekintd
megkiilénbozteth interpretalasa, ill. fiiggetlen mddszerrel
eto UDE térténd megerbsitése.



aktivitast detektdlni. A  felmeriilt problémat tobb 1ton kiséreltem megoldani: a fehérje
eldallitasanak/kezelésének optimalizalasaval, a reakcidhoz adott esetleges effektor hatasti anyagok
adagolasaval, ill. a szubsztrat oligonukleotidok szekvenciajanak valtoztatasaval. Az aktivitas jellemzésére a
kozeljovoben tovabbi erdfeszitéseket teszek.

A His-taggel ellatott rekombindns fehérje preparatumokat mindig nagy mennyiségli nukleinsav
szennyezte. Feltételeztiik, hogy esetleg ez interferalhat az aktivitas tesztiinkkel, ezért az addig manudlisan
kivitelezett, Ni-agaroz affinitas oszlopon torténd tisztitast felvaltottam gradiens eluciot, ill. folyamatos,
tobb hulldmhosszon torténd monitorozast lehetdvé tevd miiszeres (Akta Purifier, GE Healthcare Itd.)
elvéalasztasra.
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2B: A kétféle His-UDE gélsz(irésének
1004 | kromatogrammja. A nuklein-savat  tartaimazd
: populaciobdl egy az atesdben jelentkez6, oriaskomplexre
jellemzé cslcsot kapunk (fekete). Mig a nukleinsav-
mentes UDE 14,5 ml-nél elualddik (szlrke), ami 57 kD
latszélagos molekula-tdmeget jelent. 2C: A His4JDE altal
kotott nukleinsav RNS. A kezeletlen (fekete) és DNAse-
zal kezelt (sétét szirke) UDE gélszlrés profilja
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jellemzé (vilagos szlrke).
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A gradiens eluci6 soran az UDE két elkiiloniilé cstcsban eludlodott, 2-300mM imidazolnal egy
nukleinsavas frakciot, 600mM imidazolnal pedig egy tobbé-kevésbé nukleinsav-mentes frakcidt kaptam
(2A ébra). A két frakcio tovabbi gélsziirése alatamasztotta, hogy a nukleinsav minden bizonnyal az UDE-
hoz kotott allapotban van jelen (2B édbra). A nukleinsav tartalmu frakcido DNAse-kezelés utani gélsziirés
kromatogrammja nem valtozott, mig RNAse-kezelés hatdsdra a komplex cslics mérete drasztikusan
lecsokkent, ugyanakkor megjelent a nukleinsav-mentes UDE-ra jellemz0 csucs (2C abra).

A kotott nukleinsavat sikertilt agardz gélen is kimutatni, ami viszonylagos méretbeli homogenitasra
is utal (3A 4bra). Az RNAse-os, ill. DNAse-0s emésztés itt is megerdsitette a kotott nukleinsav RNS voltat
(3A abra), ill. a minta proteinaz K-s emésztésével megsziintetve a latszolagos molekulatomeg eltolodast az
RNS valodi mérete 1000 nt koriilinek adodott (3B abra).

A detektalt méret és a bakteridlis overexpresszios rendszer sajatsagai miatt feltételeztiik, hogy ez az
RNS az UDE sajat mRNS-e lehet, amit q-PCR kisérletben ki is mutattunk (4A. dbra). Kivancsi voltam,
hogy ez az RNS-kot6 tulajdonsag csupan az overexpresszios rendszerben eldallitott rekombinans fehérjére
jellemzoé artefaktum, vagy az UDE-nek valdban jellemz6 tulajdonsaga. Eukaridta expresszios rendszerben
is kifejeztem a rekombinans fehérjét. SF9 rovarsejtekben jol expresszalodott, de a feltards soran nagy
mennyiség csapadékban maradt (4C. abra), a tisztitott fehérje nagy aranyban tartalmazott riboszomalis
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fehérjeszennyezoket (tomegspektrometrias adatok), tovabba q-PCR segitségével kimutathatd volt az UDE

mRNS-ének jelenléte a fehérje preparatumban (4B. dbra).
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4. Abra Az UDE fehérje kéti a sajat mRNS-ét. 44: Q-PCR a His-UDE preparatumon. A His-UDE RNS-
et oligoT primemrel cDNS-s€ konvertaltam, majd UDE-ra (fekete), ill. GAPDH (szlrke) haztartasi fehére
génjere specifikus primerekkel g-PCR-t végeztem. Ez alapjan a kététt RNS nagy része az UDE sajat RNS-
e lehet. 4B: Q-PCR az eukariota rendszerben termelt flag-UDE preparatumon. Az SF9 sejtextraktbdl
immunoprecipitalt flag-UDE felét gyantaval egy(tt (vastag fekete), masik felét proteindz K-val térténd
ellcid utan (vékony fekete) hasznaltam reverz transkripcidhoz, majd qPCR-hez. Negativ kontrollként a
preimmun szérummal végzett immunoprecipitadlasbdl indultam ki (szirkék). 4C: Az eukariéta
rendszerben termelt flag-UDE csokkent szolubilitasa. A Westem bloton lathaté, hogy a
homogenizatumban jelenlévé flag-UDE nagy része centrifugaléas utdn a csapadékban marad. Nagyobb sé
koncentracidéval a szolubiliths csupan kis mértékben emelhetd (itt nem kézélt adat). A homogenizalas
hatékonysagat mikroszképpal ellendriztlk.

Drosophila bab extrakt kezeletlen, RNAse-, ill. DNAse-kezelt aliquotjait gélszliréssel
frakcionaltam, a frakciokat Western bloton analizltam, mely eredmény szintén alatdmasztotta, hogy az
UDE-re fizioldgias allapotban is jellemz6 egy nagymértékli komplexalddas, melyben RNS molekula/ak is
fontos szerepet jatszanak (5. abra). Ez alapjan feltehetd, hogy az UDE RNS-k&tése nem csupan a
rekombinans fehérjére jellemzo artefaktum. Felmeriilt az RNS-kétés jelentoségenek, szerepének kérdése.
Mennyiben befolydsolja az RNS-kétés az aktivitast, vagy a lokalizaciot, ill. képes-e az UDE fehérje
valamiképp szabdlyozni sajdat RNS-ének tovabbi processzaldsat. Ezen kérdéseket a jovoben tovabbi
vizsgalat targyava tessziik.



5A 5. Abra: Drosophila bab
260 untreated pupal extract extraktban a fiziolégiés
UDE-re nagy mertékl
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Mivel a két forma a kromatografias eljarasok soran két elkiiloniild csticsban elualodik, felmertilt a
kérdés, hogy van-e valamilyen konformacios kiilonbség koztiik, ill. feltételezhetd-e koztiik egyfajta
dinamikus egyensuly. Ezért vizsgaltam a rekombindns His-UDE RNS-kotott €¢s RNS-mentes formaja kozti
konformécids ¢€s stabilitdsbeli kiilonbségeket. A két forma tavoli UV-ban rogzitett CD spektruma
kismértékli eltérést mutat (6A &bra), mely kiillonbség finomabb elemzése jelenleg folyamatban van.
Fluorimetrias és CD-s felfiitési gorbék alapjan az RNS-kotott forma mintegy 5°C-kal alacsonyabb
olvadaspontt, mint a nukleinsav-mentes UDE, ugyanakkor plazmid DNS-sel komplexalt forma tovabbi
stabilizal6dast eredményez (6B abra).

Az un. thermofluor mérésekben a fokozatos felfiitéssel fokozatosan denatural6dé fehérje novekvo
hidrofob felszinéhez kotéddé SyproOrange fluoreszcens festék novekvd fluoreszcenciajat kovetjiik, a kapott
szigmoid gorbe inflexids pontja megadja a Tm-et. A thermofluor mérést 96 lyukt lemezeken g-PCR
késziilékben végeztem, ami lehetdséget adott szamos oldatkoriilmény (pH, puffer, sokoncentracio, EDTA)
¢s hozzaadott kémiai agensek (uracil, dezoxiuridin, ATP, fémionok) stabilitdsra gyakorolt esetleges
hatasanak vizsgalatara is. Ezek a mérések megmutattak, hogy az alacsony pH-k nem kedvezdek, a tul nagy
vagy tal kicsi sokoncentracid bizonyos koriilmények kozt szintén kedvezotlen, ill. a hozzdadott szabad
uracil képes stabilizalni a fehérjét. A thermofluor mérés soran azonban mindvégig mintegy 10°C-kal
alacsonyabb Tm-et kaptam az RNS-mentes UDE-ra, mint a CD-ben vagy a triptofan fluoreszcenciat
kovetve. A SyproOrange, mint kémiai agens, destabilizalo hatasat kizartam fluorimetrias és CD kontroll
kisérletekben. A thermofluor sajnos alkalmatlan az RNS-kotott forma olvadaspontjanak meghatarozasara,
mert ezesetben a kiindulasi allapotban is jelentdsen nagyobb a fluoreszcens jel a tiszta UDE-&hoz képest
(6C abra), ami viszont arra is utal, hogy a két forma kozt jelentdés konformacios kiilonbségek lehetnek.
Feltételezésiink szerint az RNS-kotés egy kevésbé stabil, nagyobb hidrofob felszineket jelentd, ,,nyitott”
UDE konforméciot stabilizalhat, mig az RNS-mentes UDE frakcié egy kompaktabb, stabilabb, ,,zart”
konformaéciot képviselhet.
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6. Abra: Az RNS-His-UDE és az RNS-mentes His-UDE konformaciés és stabilitasbeli kiilonbségei

6A: Az RNS-UDE és UDE tavoli UV tartomanyban felvett CD spektruma. Szolid mértékl eltérés: a 198
nm koéruli pozitiv sav  megemelkedett az RNS-UDE formaban (piros), a 208 nm-nél és 222 nm-nél az a-
hélixekre jellemzé negativ savok relativ aranya valtozik az RNS-mentes UDE-hoz (fekete) képest. A Ni-
oszloprél manualisan egy |épésben elualt UDE spektruma (zéld) kis mértékben mindkettétél eltér. 6B:
Hédenaturacié CD gérbéje. Fokozatos felflités soran az ellipticitas valtozasat 208 nm-en kévetve. Az
RNS-UDE (szurke) kooperativabb jellegl, de alacsonyabb olvadaspontot mutaté goérbét ad, mint az RNS-
mentes UDE (fekete). 6C: Hédenaturacio fluorimetrias gorbéi. Triptofan fluoreszcencia kevésbé adott
kooperativ atmenetet tukréz4 goérbéket. A tisztitas soran alkalmazott imidazol atmenetileg destabilizalja
mindkét UDE frakci6t (vékony gorbék, mellékelt oszlopdiagrammon 2, 5 vs 1, 4). Dializis utan mintegy 7°C-
kal emelkedik mindkét frakcié olvadaspontja (vastag fekete és kdzépszurke, oszlopdiagrammon 1, 4). Az
RNS-UDE (fekete, 1) mintegy 5°C-kal alacsonyabb olvadasponttal jellemezhetd, mint az RNS-mentes
(kozépszurke, 4). Az RNS-UDE RNAse-os kezelése (vilagos szUrke, 3) csOkkend kooperativitast és
névekvé Tm értékeket eredményez. 6D: Thermofluor gorbék. A fehérje hidroféb felszinéhez kétédd
SyproOrange festék fluoreszcenciajat kovetjuk a felfités soran. A gérbe kezdeti névekvd szakaszara
szigmoid gorbe illeszthetd, mely inflexiés pontja megadja a Tm-et. Az RNS-UDE (szurke esetén ezek a
goérbek eértekelhetetlenek, mivel szobahén is magas jelet adnak. Ez egyben a kétfele UDE eltérd

Limitalt proteolizissel kimutattuk a DNS- és RNS-kotés altal okozott védd hatés eltérd jellegét. A
fragmensek tomegspektrometrias azonositasaval megallapitottuk, hogy az RNS a fehérje C-termindlis
részén kiterjedtebben véd, mint a DNS (7. dbra). A DNS mégis képes kiszoritani az UDE altal kotott RNS-t
a kotéhelyrdl (7. abra). Ez alapjan részben atfedd kotdhelyeket feltételezhetiink.
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7. Abra: Limitalt emésztés Asp-N endoproteinazzal. Az RNS-mentes UDE emésztési
profiljahoz (elsd) képest a hozzaadott DNS (masodik) jelentésen ved a proteolizissel szemben:
a sematikus abran piros nyillal jelzett helyen torténd els6é hasitas utan gyakorlatilag megall a
fehérje tovabbi emésztése. Az RNS-UDE emésztési profiljaban (harmadik) még ez a hely is
védett valamelyest, ami az RNS-kdtés kiterjedtebb/részben eltéré kdlcsdnhato felszinére utal.
Az RNS-UDE-hoz az RNS-sel dsszemérheté mennyiségl uracil-tartalmu plazmid DNS-t adva
(negyedik) visszakapjuk az UDE + DNS emeésztési profiljat, ami arra utal, hogy a DNS
kiszoritotta az RNS-t a kotd helyrdl.

A rekombinans His-UDE RNS- és DNS-ko6td képességét gélshift analizis segitségével fogom
Osszehasonlitani, mivel oligonukleotidokkal sikeriilt a fluorimetrids titralasnal pontosabb, nagyobb
felbontasu (kiilon detektalhatok a kiilonb6zd sztdchiometriaji komplexek), kisebb anyagigényli modszert,
kidolgoznom (8AB ébra). A gélkép denzitomet-ralasaval szamszeri-sithetd a komplexek keletkezése, ill. a

szabad  oligonukleotid
fogyasa.  Kimutattam,
hogy egy 30mer

oligonukleotid legalabb
két UDE-t képes kotni, a
komplexebb formara
vonatkoz6 telitési gorbe
szigmoid (8C abra), ami
a kotéhelyek
kooperativitasara, ill. az
UDE a DNS-en torténd
oligomerizalasara

utalhat. Az eredmények
finomitasa, ill. az RNS-
es mérések jelenleg
folyamatban vannak. Az
UDE altal kotott RNS

azonositasarol és az
RNS-, ill. DNS-
kotésének
0sszehasonlito

elemzésérdl jelenleg egy
kézirat készililében van.

Stained with Ethydium-Bromide
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complex

oligo-
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oligo
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Stained with Coomassie

8. Abra: Gélshift teszt az UDE nukleinsav-
kétésének kvantitativ vizsgalatara. 8A: Gélshift
etidium-bromiddal detektalva. 1uM kettésszall,
jeléletlen 30mer oligonukleotid RNS-mentes UDE-
val titralva. Az UDE koncentracick alul pM-ban
kifejezve lathatok. Két komplex format s
elkildnithetink (nyilak). 8B: ugyanaz a geél
Coomassie fehérje festékkel festve. 8C: A geél
denzitometrias értékelésével kapott gorbék. Az
oligonukleotid fogyasara és az oligo-UDE,, komplex
keletkezésére egyarant szigmoid gérbe illeszthetd.
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A megfeleléen kotédd oligonukleotid megtalalasa nemcsak az aktivitas részletes jellemzéséhez, de
minden valosziniiség szerint a kristalyositas sikeréhez is elengedhetetlen, tekintettel az eddig elvégzett igen
nagyszamu, és valtozatosan varialt kristalyositasi kisérletek sikeretelenségére. Ezért a jelen munka f6
iranyat sziikséges volt ilyen irdnyba modositani. Tobb moddszerrel is vizsgaltuk és vizsgaljuk az UDE
oligonukleotid kotését: a fluorimetrids, thermofluor titralasok limitalt felbontoképességlick a relevans
komplexek kialakuldsanak kovetésére, ezért a tovabbiakban a gélshift és a footprint szélesebb kora
alkalmazasat is megkezdjiik. A gélshift alkalmasnak tlinik a latszolagos kotddési allandé meghatarozasan
tul a kiilonboz6 sztdochiometridju komplexek meghatarozasara is (vo. 8. abra).

9. Abra: DNAse-l footprint. 4 uM (His-UDE
ss DNA dsDNA ssDNA dsDNA esetén), ill. 8 uM (flag-UDE esetén), 5' végen
Cy3 festékkel fluoreszcensen jeldlt, a 31.
helyen uracilt tartalmazo, egyes (ssDNA) és
kettés (dsDNA) szalq, 60mer
60mer oligonukleotidokat 0-16, ill. 0-24 uM névekvd

-« koncentraciéji UDE-val inkubaltam, majd 1
unit DNAse-| enzimmel 30 (His-UDE esetén)
+

His-UDE His-UDE flag-UDE flag-UDE

31mer il. 60 (flag-UDE esetén) masodpercig
uracil emeésztettem. A reakciot EDTA, ill. denaturalo
position | formamidos  mintakoktél hozzaada-saval
allitottam le. A mintakat 20X20 cm, 7M urea,
20% TBE-PAGE-n valasztottam el. A Cy3
festék fluoreszcencigjat UV lampa felett
detektaltam. Ugy tiinik, hogy az UDE az

13mer egyesszalu oligonukleotidokat jobban védi, ill.
= 12mer a kotédés helye (csillaggal jelolt tartomanyok)
az oligo két vége felé talalhaté. Mivel ez a
fehérje ezen az oligonukleotidon nem aktiv,
feltehet6, hogy a detektalt kot6dés nem
megfeleld. A tovabbiakban a modszert az

0 el 0 et L
aktivitas szempontjabdl relevans kotédés
azonositasara kivanjuk hasznalni.

A kiilonboz6 footprint technikakkal pedig jol behatarolhaté a kotddés helye a DNS-en. Eddig DNAsel-
gyel végeztem ilyen kisérleteket (9. abra), amibdl gy tlinik, hogy a 60mer oligonukleotidon (amin az UDE
nem is aktiv) a fehérje az 5° és a 3’ végekhez kozel kot, €s nem a kdzépen talalhatd uracil kornyékén. A
modszer komoly hatranya egyrészt, hogy a DNAse szekvencia preferenciaja miatt nem kapunk egyenletes
1étrat, masrészt, hogy az enzim sztérikus akadalyok miatt nem tudja nukleotid pontossaggal megkdzeliteni

az UDE fehérje kotd helyét. A hatranyok
kikiiszobolheték  bazis-, ill.  gerincmodosito UDE + controll plasmid MM UDE + U-plasmid
kémiai  agensek  alkalmazasaval  (etilacio,
metilacio, bazismentes hely interferencia), ilyen
assay-k beallitdsara hamarosan sor kertil.

Fontos eldrelépést jelenthet tovabba, ha
barmilyen szignifikans  kiilonbséget tudunk
detektalni adott szekvencidjii és méretli uracilos
ill. kontroll oligonukleotid kotddése esetén. Két
konkrét tesztet azonositottunk, mely kiilonbséget
detektdl az wuracilos és a kontroll szubsztrat
kotodésében. Egyrészt Pukancsik Maria PhD
hallgatd fluorimetrias titralas sordn kimutatta, : :
hogy a kontroll, ill. az uracil-tartalma 30mer 0" 107 30" 1h 2h 3h 0" 10° 30" 1h 2h 3h

oligonukleotidok hasonl6o erdsséggel kotddnek - — -
ugyan de U-DNS ko6tédés esetén elmarad a 10. Abra: Nagy specificitasu Kimotripszinnel vegzett
’ ,, 1z limitalt emlésztés soran kilonbség detektalhaté az
kontrollban  megfigyelhetd eltolodds nagyobb a0 pNs és kontroll DNS kstédése altal okozott
hullamhossz felé. Masrészt nagy specificitasi védés profilja kozott. A nyilak nyilvanvalo eltérésekre
kimotripszinnel emésztve az uracilos, ill. kontroll mutatnak. A kiilinbségként jelentkezé fragmensek
plazmiddal komplexalt fehérjét, eltéré emésztési tdmegspektrometrias azonositasa folyamatban van.



mintazatot kaptam (10. abra), mely szintén bizonyos konformacids valtozasokra utal az uracil felismerése
soran. A hasitohelyek azonositdsa jelenleg folyamatban van.

A palydzat masik f6 irdnya volt a fiziologidsan jelenlevd feltételezett poszt-transzlacios
modositasok jellemzése, ill. aktivitasra/funkciora gyakorolt hatasa.

11. abra: Két poliklonalis anti-UDE

E ¥ K E 5 K antiszérum izoforma specificitasa.
2 £ ¢ 2 £ 9 A Western bloton az RNS-mentes
¥ 25 % ¥ 25 % UDE ellen fejlesztett antiszérum

T 2 0 2 T 2 o 2 .
-_— (balra) egy, a rekombinans flag-
== UDE-nal mintegy 7 kD-nal kisebb
- latszolagos molekulatdmegld izoformat

Flag-UDE P

Phys-UDE1 | (phys-UDE2) ismer fel. Ugyanazt a
48,5+/-1,5kD | membrant Ujra festve az RNS-UDE
ellen fejlesztett anti-szérummal

47,5+/-1,5kD

i

‘ I.HI
'

Phys-UDE2 - (jobbra) elttinik a denaturalé modon
40+/-1,5kD eldallitott mintaban (Denat. ext) egy a
& rekombinansnal wvalamivel nagyobb

s '_, ® latszolagos  molekulatdmeg( sav

e (phys-UDE1). A jobb  oldali

With antisera With antisera membranon a rovid izoforma azért

developedagainst  developed against

adhat jelet, mert az ujrafestés eldtt az
RNA-free UDE RNA-UDE

eldzd blot nem lett visszafejlesztve.
Fontos megjegyezni, hogy a hosszu
forma szolubilitasa sokkal rosszabb, a
nativ extraktban nem ad jelet.

Eredetileg uracil-DNS affinitds kromatografidval terveztem a fizioldgias format izolalni erre a célra,
de mivel nagy mennyiségben eld tudtam allitani immaron nukleinsav-mentes fehérjét, gy dontottiink,
hogy érdemesebb lesz 1j poliklonalis antitestet fejleszteni, ami nagyobb eséllyel alkalmazhato
immunoprecipitalasra is. Az igy eldallitott 0j antitest meglepd mddon az UDE-nek egy 1j izoformajat
ismerte fel (11. &bra).

A Old (RNA-binding/long)  New (RNA-free/short) | 12 abra: A Ket, lzoforma-specifikus,
~ = poliklonalis  antiszérum dominans
epitopjainak kdrdlirasa rekombinans Uton

- - - eldallitott UDE fragmensek segitségével.
- = A: A rekombinans fragmensek kilonhozd
i v - preparatumain végzett Westem blot a

hosszil formara specifikus régi antitesttel

P

{balra), ill. a rovid izoformara szelektiv 0j
antitesttel (jobbra). B: tsszefoglald tablazat,

- H . r sep o - - -
Soww O ¥k B mely alapjan leszilkitheté a két antiszérum
= o M @ < e o = o o o < o
S<EEISIIIIZILY S<253S3I33I233T | dominans epitdpjainak lokalizacidia. A rovid

izoformat immunoprecipitalas utan témeg
B New (RNA-free/short)  Old (RNA-binding /long) spektrometriaval analizaltuk. Az elsd adatok
szerint a C-termindlison réviddl, mely
révidiilés feltehetbleg érinti a 4. motivumot is

valamilyen poszt-transzlacios modositas a
hosszd formaban, ami interferalhat az 0j
identified by antitesttel valé kélcsdnhatasaval. Ez a
modositas a rekombinans UDE-rél hianyzik.

R E = B = (zéld nyillal jelzett ).
old new Az eredményeket Osszevetve jelenleg a
_ y | ) kévetkezd hipotézis allithato fel: A regi
) . Pru— antitest dominans epitépja valahol a 4.
i . —) motivum kdrnyékén lehet, ezért nem ismeri
fel a fiziolégias rovid izoformat. Az Uj antitest
* * —— dominans epitépja az egymassal is homolog
+ — 1A és 1B motivumnal lehet. Feltételezésiink
+ O —— szerint ebben a régidban elképzelhetb
[ ——————————————————
+

4
§
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Immunoprecipitaldssal izolaltam ezt az izoformat, ami az elsé tomegspektrometrids adatok szerint a C-
termindlison csonkolt forma, elveszitve nemcsak a nuklearis lokalizacios szignaljat, de feltehetdleg a
negyedik konzervalt motivumat is. Ezutdn rekombinans uton eléallitott UDE fragmensek segitségével
részletesen jellemeztem a két poliklondlis antitestre jellemzd dominans epitopokat, melyek magyarazatott

adtak a két poliklonalis antitest meglepd izoforma-specificitasara (12. abra).

Tovabba jellemeztem az wjonnan

azonositott izoforma expresszidjat az Old antisera |0ng isoform
egyedfejlodés soran, és kimutattam, hogy a . I ’

hosszi forma  bdballapotban  torténd

megjelenését mintegy elokésziti a rovid Bl
forma mennyiségének 3. larva stddium | - r = |
elejétol megfigyelhetd fokozatos w z = m e a s 20"
emelkedése (13. abra). Ez a mintazat, w S ® & : :ll g2m I~ g- a ®
valamint megel6z6 RT-PCR ill. Northern o~ Y 00 3 ch = vaoE
blot eredményeink alapjan azt feltételezziik, - > o °
hogy a rovid izoforma poszt-transzlacios i ——

enzimatikus hasitds eredményeképp jon
létre, ami az amugy esetleg veszélyes
aktivitasi  UDE-t hatastalanitja a fejlddés
korabbi  szakaszaiban. Ez a  poszt-
transzlaciés szabdlyozas oldodhat fel
valamiképp a 3. larvastadium végén, ill. a
prepupa szakaszban. A szabalyozas pontos
mechanizmusénak leirasara a jovoében
tovabbi kisérleteket terveziink. Az SF9

New antisera, short isoform

13. abra: A két izoforma eltérd expresszids mintazata a Drosophila
melanogaster egyedfejlédése soran. A rovid izoforma, mely minden
valésziniiség szerint nem tartalmazza a nuklearis lokalizacios szignalt,
sem a 4. motivumot, expresszios mintazata (alsé blot) nagyban eltér a
baballapotra specifikus hosszu formaétdl (felso blot). A révid forma jelen
van embridban (E), azon beliil is a késdi embridban (18-24h E), illetve a
3. larva stadium elejétdl, mintegy eltkésziti a hossza forma

rovarsejtben termelt rekombinans UDE-n

megjelenését a prepupa szakaszban; baballapotban (pupa) eltlinik, ahol

elékisérletben kimutattunk €gY  ahosszu forma nagy mértékben expresszalédik, majd a kifejlett [8gyben
foszforilacios  helyet. A foszforilacid  (imago), a hosszii forma eltiinésével Gjra megjelenik. Hipotézisiink
jelentdségének  tisztizasa, valamint a szerint a rovid formq a hosszg poszt—tra'n_‘azla_ciéts _ has.i.tésai"val
fiziolooiasan  iclenlévd  két  izoforma keletkezhet, amely hasitas feltehetdleg a fehérjeszintézist kdvetden

g J kézvetleniil megtorténik, és az UDE akdivitas poszt-transzlacios

foszforilaltsagat jelenleg vizsgaljuk.

szabalyozasa részét képeazi.

Az izoformakra, azok szabalyozasara és poszt-transzlacios modositasukra vonatkozd eredményeket
egy Ujabb kéziratban szeretnénk kézolni még ebben az évben.

A fentiekben bemutatott eredmények jelentds eldrelépést jelentenek ennek az érdekes €s minden
izében Ujszerl fehérjének a vizsgalatdban. A munka korantsem befejezett, az aktivitas részletes jellemzése
¢s a nagyfelbontast atomi szerkezet meghatarozdsa még mindig varat magara. A projekt megvaldsitasa
soran sziiletett eredmények kirajzoljak a tovabbi kutatds irdnyat: megfeleld oligonukleotid szubsztrat
azonositdsa. Igy eljuthatunk az aktivitas részletes jellemzéséhez és a szerkezet meghatarozasahoz, mely
tudas elengedhetetlen az UDE fehérje jovobeli felhasznalasdhoz.

Hivatkozott irodalom:
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DNA. Biochem Biophys Res Commun, 2007. 355(3): p. 643-8.
2. Bekesi, A., et al., Developmental regulation of dUTPase in Drosophila melanogaster. J Biol

Chem, 2004. 279(21): p. 22362-70.

11



1. szamu melleklet: kezirat revizio alatt a “FEBS Journal”-ben

Domain organization of a novel uracil-DNA degrading factor reveals potential conserved
DNA binding surfaces and rationalizes a physiologically observed truncation

Maria Pukz’lncsikl, Angéla Békésil, Eva Klementz, Eva Hunyadi-Gulyz’lsz, Katalin F.
Medzihradszky™”, Jan Kosinski**, Janusz M. Bujnicki* and Beata G. Vértessy'

'Institute of Enzymology, Biological Research Center, Hungarian Academy of Sciences,
Budapest, Hungary,
“Proteomics Research Group, Biological Research Center, Hungarian Academy of Sciences, Szeged, Hungary,
3Department of Pharmaceutical Chemistry, University of California, San Francisco, USA,
*Laboratory of Bioinformatics and Protein Engineering, International Institute of Molecular and Cell Biology, Warsaw,
Poland,
*Institute of Biochemistry and Biophysics PAS, Warsaw, Poland

Abstract

Uracil in DNA is usually considered to be a mistake, however, it may be used for signalling in
Drosophila development via recognition by a novel uracil-DNA degrading factor (UDE). The UDE protein
has no detectable similarity to any other uracil-DNA binding factors and has no structurally or functionally
described homologues; therefore its characterization is indispensable for understanding this recognition
process. Here, combination of theoretical and experimental analyses reveals domain organisation and
DNA-binding pattern of UDE. Sequence alignments and limited proteolysis with different proteases show
extensive protection by DNA at the N-terminal duplicated conserved Motif 1A/1B segment, and a well-
folded domain within the C-terminal half encompassing conserved Motifs 2-4. Fold prediction models for
Motif 1A and 1B suggest similar a-helical bundles and two conserved positively charged surface patches
that may bind DNA. Circular dichroism spectroscopy also reinforce presence of a-helices in UDE. Full
functionality of a physiologically occurring truncated isoform in 7. castaneum lacking one copy of the N-
terminal conserved Motif 1 is revealed by activity assays of a representative truncated construct of D.
melanogaster UDE. Gel filtration and analysis of predicted structural models suggest a possible
dimerization mechanism for preserving functionality of the truncated isoform.

Introduction

The nucleobase uracil is not a normal constituent of DNA, although as compared to thymine (i.e. 5-
methyl-uracil), it provides the same Watson-Crick interaction pattern for adenine and is actually used as the
adenine-counterpart base in RNA. Despite its usual absence, there are two physiological ways for uracil to
appear in DNA: cytosine deamination and thymine replacement. Cytosine to uracil transitions via
hydrolytic deamination are among the most frequently occurring spontaneous mutations. These generate
premutagenic U: G mispairs [1,2]. Thymine replacement by uracil can occur if the cellular dUTP/dTTP
ratio increases since most DNA polymerases will incorporate either U or T against A, based solely on
availability of the corresponding building block nucleotides [3,4]. Thymine-replacing uracil moieties are
not mutagenic, as these provide the same genomic information, but may perturb binding of factors that
require the 5-methyl group on the uracil ring for recognition.

There are also two mechanisms to ensure uracil-free DNA: prevention and excision. dUTPases
prevent uracil incorporation into DNA by removing dUTP from the DNA polymerase pathway [5]. Uracil
in DNA, either produced by cytosine deamination or uracil misincorporation, is excised by uracil-DNA
glycosylases (UDGs) during the base excision repair (BER) pathway [6,7]. Among the different UDGs, the
protein product of the ung gene (termed UNG) is by far the most efficient in catalyzing uracil excision [8].
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UNG is responsible for most of the repair process since its mutations in E. coli, mouse and human was
found to induce considerable increase in uracil content [9-11].

Null mutations in the dUTPase gene (duf) result in non-viable phenotype that can be rescued by a
second null-mutation in the ung gene. The dut-ung- phenotype presents mass uracil incorporation into
DNA [9,12]. Interestingly, an analogous situation with simultaneous lack of dUTPase and UNG activities
arises in Drosophila larvae under physiological conditions. On one hand, the ung gene coding for the major
UDG enzyme is not present in the Drosophila genome [13]. On the other hand, it has been shown that
dUTPase level is under detection limit in larval tissues and the enzyme is present exclusively in the
imaginal discs [14]. Simultaneous lack of UNG and dUTPase may lead to accumulation of uracil-
substituted DNA in fruitfly larval tissues. A specific protein termed uracil-DNA degrading factor (UDE),
was identified in Drosophila late larvae and pupae that recognizes and degrades uracil-DNA [15],
strengthening the hypothesis that Drosophila melanogaster may use uracil-DNA as a signal to turn on
metamorphosis related cell death [15] [16,17].

UDE, the recently described uracil-DNA degrading factor, constitutes the first member of a new
protein family recognizing uracil-DNA. It has no glycosylase activity and its sequence does not show any
appreciable similarity to other nucleases or uracil-DNA recognising proteins [15] (Figure 1). Homologous
protein sequences were found only in translated genomes of other pupating insects, however, no structural
or functional data have been published on any of these putative proteins. In all these homologous
sequences, four distinct conserved sequence motifs could be identified (Motifs 1-4), among which the first
motif is substantially longer and is usually present in two copies (Motifs 1A and 1B). Comparison of these
motifs to motifs in uracil-DNA glycosylases does not offer any clue regarding the structure and function of
UDE, since no apparent similarity could be observed (Figure 1B)[18]. Therefore, structural analysis of
UDE is indispensable to define the function of this novel protein family. Investigation of this protein may
offer new insights into the physiological role and catalytic mechanism of nucleases.

Towards this goal, in the present study we probed the domain organisation of UDE from D.
melanogaster, expressed as a recombinant protein (Dm,UDE), by limited proteolysis and revealed that a
specific truncated fragment lacking the N-terminus may fold into a stable conformation. Interestingly, we
also identified such a truncated physiologically occurring UDE isoform from the pupating insect, Tribolium
castaneum (TcUDE) [19]. The TcUDE isoform lacks one copy of the N-terminal duplicated first motif. We
generated the respective segment from Dm,;UDE by chemical cleavage with hydroxylamine and found that
this truncated segment preserves catalytic specificity and activity. The structural results therefore offer an
explanation for the physiological existence of the truncated isoform. De novo modelling was performed
using ROSETTA and a 3D structural model was constructed for the tandemly duplicated N-terminal motifs
1A and 1B. The model suggests that both motifs constitute similar three-helical bundles with the same
topology and relative orientation. High content of helical secondary structure in UDE was also
independently confirmed by circular dichroism. The predictions together with the domain organisation
studies offer a model of DNA-binding to an extended surface on the protein along the conserved motifs.

Results

Identification of a physiologically occurring truncated isoform of UDE

BLAST searches indicated that UDE has homologues only in genomes of pupating insects (Figure
1A.) The multiple sequence alignment shows four conserved motifs (Figure 1A and 1D). The first extended
UDE motif is present in two highly similar copies. The UDE homologue from 7. castaneum contains only

one copy of motif 1, suggesting that lack of the first motif may still result in a functional protein (Figure
1A).
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UDE and UDG motifs.
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To confirm the in silico prediction of the UDE-like protein product in Tribolium, extracts of the
insect larvae were investigated on Western blot using the polyclonal antiserum produced against
recombinant Dm,;UDE. As expected from the high sequence similarity, the antiserum did recognise the
Tribolium protein (TcUDE) as well (Figure 2). The blot clearly indicates that larval extract from T.
castaneum contains a single protein that reacts with the UDE-specific antibody. This positive band is found
at a position corresponding to a much lower molecular mass as compared to the recombinant Dm,UDE
and to the physiological form of DmUDE. The altered position of TcUDE was in agreement with the
genomic  data  (cf.

- Figure 2. Immunodetection of
Figure 1A) and led to — A L _DmUDE | UDE homologue from T.
the conclusion that the castaneum. Western blot indicates
physiolo gically __ T¢UDE that polyclonal anti-DmUDE

. TcUDE lack antiserum recognizes the UDE
occurring 1€ ap S homologue from T. castaneum that
the N-terminal

segment. These results
suggest that an isoform
of UDE lacking Motif
1A may fold on its

55 kDa

36 kDa

own, and may form a
functional protein.

Domain organisation

appeared at a lower position as
compared to physiological DmUDE
or recombinant Dm_UDE. Lane 1,
D. melanogaster larval extract; lane
2, purified recombinant Dm, UDE;
lane 3, T. castaneum larval extract.

To delineate domain organisation of the UDE protein more precisely, limited proteolysis
experiments were performed. Three proteases with different specificities were used. Experiments were
conducted with Dm,;UDE alone and also in the presence of added DNA to study potential DNA-binding-
induced conformational changes.
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Figure 3. Initial domain analysis of D. mel. UDE by limited proteolysis. A:
Tryptic digestion pattern. Arrows indicate fragments preferentially produced
in the absence of DNA, star shows the detected position of stable fragment
persisting in the presence of DNA. (B) and (C) Limited digestion patterns
using high specificity chymotrypsin and Asp-N endoproteinase. Timescale of
limited digestion and the presence or absence of added ligand are indicated at
the top of the gel. MM stands for molecular markers (data in kDa). (D)
Summary of cleavage sites identified by mass spectrometry. Top row,
chymotryptic sites, bottom row, Asp-N sites. Solid arrows indicate cleavage sites
similarly observable both in the presence and absence of DNA. Dashed arrows
indicate sites protected in the presence of DNA. Dotted arrows indicate cleavage
sites detected only in the presence of DNA. Cleavage site of hydroxylamine is
marked with bold arrow.

Trypsin was selected first, as the UDE protein contains many potential tryptic cleavage sites (i.e.
lysine and arginine residues) scattered throughout the sequence. Figure 3A indicates fast initial
fragmentation leading to loss of 5-7 kDa fragments from either N- or C-termini, or both. This initial
fragmentation is not affected by the presence of DNA. Flexibility of the N-terminal segment (residues 1-
47) is also suggested by the drastic overrep-resentation of basic residues leading to an extremely high pl
(11.5) for this segment. At later stages of proteolysis, DNA protection is evident as a specific fragment
(indicated by a star) persists stably in the presence of DNA, while this fragment is rapidly degraded in the
absence of DNA. Several smaller fragments (cf. arrows) are produced in relatively great amount in the
absence of DNA while these peptides are practically absent in the presence of DNA. Data suggest the
presence of an inner folded core that is suggested to participate in DNA binding, based on DNA-binding
induced stabilization. The large number of potential tryptic cleavage sites prevented straightforward
identification of the fragments, observed on SDS-PAGE, by mass spectrometry.

For further characterization and localization of flexible segments undergoing conformational
transitions upon DNA binding to UDE, two additional sets of experiments were conducted, using highly
specific chymotrypsin [20] and Asp-N endoproteinase. These enzymes have considerably less potential
cleavage sites in the protein. In both cases, protection by DNA is evident again (Figure 3B,C). Figure 3B
shows that in the absence of DNA, initial chymotryptic cleavage removes a segment of about 9.6 kDa from
UDE, while in the presence of DNA, the removed peptide is much smaller, around 3 kDa. Mass
spectrometric analysis of the initially cleaved fragments revealed that the C-terminus remained intact and
therefore the two peptide bonds most sensitive to chymotrypsin could be localized at the N-terminus at
Trpl0 and Tyr69 (W'°,Y®) in the presence and in the absence of DNA, respectively (cf Figure 3D). DNA
binding is therefore associated with significant protection at the Tyr69-Arg70 (Y®¥-R') peptide bond
located within the conserved motif 1 A. In addition, DNA-binding induced conformational changes are also
reflected at the peptide bonds Phel04-Glul05 (F'™-E'®®) and Tyr311-Ile312 (Y*'"'-I’'?) that become
exposed in the presence of DNA (cf Figure 3D).

To characterize the potential involvement of the C-terminal region of UDE in DNA-binding, Asp-N
endoproteinase was also used for limited proteolysis as the C-terminus of the protein is rather rich in Asp
residues (Figure 3C,D). When digested by Asp-N endoproteinase, the primary cleavage removes a short
fragment of about 3.4 kDa, independently of the presence of DNA. This loss is in good agreement with a
C-terminal cleavage (at Asp333 (D**), leading to loss of 2.6 kDa), while cleavage at the first N-terminal
Asp residue (Asp44 (D**)) would remove a 6.6 kDa peptide that is much larger than estimated from the gel
electrophoretic analysis. It is evident that in the absence of DNA, additional cleavages can also occur
yielding 23-25 kDa and 17 kDa polypeptides, as observed on SDS-PAGE. Binding of DNA induces
significant protection against all these sites, except at the Asp333 (D**) site that shows the same highly
exposed character for Asp-N endoproteinase digestion either in the presence or absence of DNA.

Results of proteolytic experiments are summarized in Figure 3D. DNA binding provides significant
protection against proteolytic cleavage along most of the protein. The C-terminal part of UDE containing
2-4 motifs is expected to be compactly folded because we did not identify any preferred cleavage sites by
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either of the proteases either in the presence or absence of DNA. In agreement with the physiological
isoform in Tribolium (TcUDE), proteolysis data suggest that the truncated protein lacking Motif 1A may
constitute a well-folded segment, especially in the presence of DNA.

To further strengthen this suggestion, we selected a chemical agent, hydroxylamine that cleaves
peptide bonds exclusively between asparagine and glycine [21]. There is only one such dipeptide in
DmUDE at residues Asnl11-Gly112 (N'"'-G''?) (Figure 3D), located between Motifs 1A and 1B. Figure
4A shows that in agreement with the previously determined exposed character of the linker segment
between Motifs 1A and 1B, hydroxylamine cleaved the protein into an N-terminal Metl—Asn111 (M'—
N'") and a C-terminal Glyl112-Glu355 (G''>-E**®) fragment, as verified by mass spectrometry. The
molecular masses of the cleavage products are 14 kDa and 27 kDa as calculated from the sequence, while
values of 16 kDa and 32 kDa were estimated from the SDS-PAGE gels. The C-terminal fragment closely
corresponds to the physiological TcUDE isoform. The presence of the N-terminal His-tag on Dm,;UDE
allowed straightforward separation of N- and C-terminal hydroxylamine-cleaved segments by Ni-NTA
chromatography (Figure 4A).

Figure 4. A: Production and characte-

A Nt rization of the truncated UDE isoform.

_L Panel A. Cleavage with hydroxylamine
@7 1A 1B 2|3 ‘B_Dmrt”m': generates the expected fragments.
T — y — Schematic representation marks the single

cleavage site at residue N125 between the 1A
and 1B motifs with an arrow. Gel images show
gelectrophoretic analysis of hydroxylamine
cleavage and purification of the C-terminal
motif to homogeneity. HA, hydroxylamine.
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To check if removal of Motif 1A alters the specific function of the protein, we performed catalytic
assay and electrophoretic mobility shift assays with the purified Gly112—-Glu355 (G''*~E***) C-terminal
fragment. Figure 4B,C shows that the C-terminal segment preserves catalytic activity and specificity for
uracil-substituted DNA that does not depend on the presence or absence of available divalent metal ions.
The gel shift result indicates the DNA-binding capability of the C-terminal fragment and also demonstrates
the specific DNA-cleaving activity (Figure 4D).

To determine whether the absence of the N-terminus has any effect on quaternary structure
organisation of UDE, the native molecular mass for the full length protein and the C-terminal fragment was
determined by analytical gel filtration (Figure 5). The full length protein eluted at a position corresponding
to 52 kDa, somewhat larger than the full-length monomer calculated molecular mass of 41.3 kDa. This
alteration may indicate partial rapid equilibrium dimerization. Interestingly, the C-terminal G112-E355
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fragment eluted from the gel filtration column at practically the same position corresponding to 52 kDa.
Since the calculated molecular mass of the monomeric G112-E355 fragment is 27 kDa, the elution profile
strongly suggests that this fragment forms a dimer.

Figure 5. Determination of UDE
oligomer status by analytical
gelfiltration. Dashed arrows indicate
molecular mass markers: RNase (13

055
kDa), chymotrypsin (25 kDa), ovalbumin

& (43 kDa), BSA (67 kDa). Solid arrows
0as indicate elution position of intact
Dm_UDE UDE and its C-terminal G112-

409 E3535 fragment. Note that these two
0as4 proteins hawve wvery similar native

R A S molecular masses as estimated by
Yoo Nw gelfiltration.

Structure prediction of UDE reveals pseudosymmetrical arrangement of two alpha-helical bundles

For structural prediction, DmUDE full length sequence was submitted to GeneSilico Metaserver
[22] which is the gateway providing unified interface to several servers for secondary and tertiary structure
predictions. The analysis of predictions of domain composition suggested that UDE contains an N-terminal
helical region of approximately 30 residues and at least three structural domains corresponding to Motifs
1A, 1B and the C-terminus, encompassing Motifs 2, 3 and 4. The very C-terminus of 40-50 residues as
well as the loop connecting Motifs 1A and 1B (between residues 109-137) are predicted to be mostly
disordered. All three domains are predicted to be mainly helical, although the secondary structure
predictions for the third domain were uncertain as there was no agreement between alternative servers.

The fold recognition analysis did not reveal any confident matches to known protein structures
suggesting that UDE 3D structure may exhibit a novel fold. Therefore, to predict at least partially the
tertiary structure of UDE, we performed de novo modeling of the region encompassing Motifs 1A and 1B
using ROSETTA program [23]. In total about 500,000 different low resolution models (aka decoys) were
generated and 10% of the lowest energy structures were clustered based on their similarity. The
representatives of the best clusters were refined with ROSETTA full atom refinement protocol and scored
with Model Quality.

Figure 6. Structural model of

D.melanogaster UDE duplication

fragment. Structures are shown in

two views: front (upper panel) and top
A Motif 1B Motif 1A B 4 (bottom panel). A: Cartoon
representation. Duplicated motifs 1A
and 1B are colored green and orange,
respectively, and  non-conserved
linker is colored gray. Peptide bonds
protected from proteolytic cleavage
upon DNA binding are colored
magenta. The peptide bond between
residues 104 and 105 cleaved only
upon DNA binding is colored red.
Note that the duplicated fragments
are only approximately symmetrical
as the model is of low resolution and
local conformation of the backbone is
uncertain. B and C: Sequence
conservation mapped onto the ribbon
diagram (B) or the molecular surface
(C)(conserved residues are colored
salmon and red, variable residues are

Cartoon model colored Cartoon model colored by  Surface model colored by Surface model colored by colored blue). D: Electrostatic
by motifs sequence conservation sequence conservation clectrostatic potential potential mapped onto the molecular
(magenta and red — protease surface (positively and negatively
cleavage sites) charged regions are colored blue and

RED - conserved RED - conserved RED — negative red, respectively). Arrows indicate the

BLUE - variable BLUE — variable BLUE — positive positively charged conserved patches

that may accommodate DNA.
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Assessment Programs (MQAPs) ProQ [24] and MetaMQAP [25]. Evaluation of the largest clusters
revealed that both Motifs 1A and 1B constitute similar three-helical bundles with the same topology and
relative orientation of the helices. Nevertheless, the top clusters differed in relative orientation of the two
helical bundles to each other (data not shown). Among these clusters, one single cluster contained the
specific topology that exhibited pseudosymmetrical orientation of the two motifs. Importantly, members of
this cluster exhibited low energy levels and were well scored by MQAPs. Figure 6 depicts the predicted
model in several different orientations. The two homologous Motifs (Motif 1A and Motif 1B) form a four-
helix bundle interaction surface (Figure 6A, B). On the surface of the model, a well-conserved positively
charged surface is well defined. This may serve as the nucleic acid binding surface, in agreement with the
limited proteolysis data.

Estimation of secondary structural elements by circular dichroism spectroscopy

To wverify structural predictions, circular
dichroism (CD) spectroscopy measurements were
carried out, as CD spectra in the far—UV wavelength ]
(190-240 nm) range are much indicative of different \
secondary structural elements [26]. Spectra of the intact
protein and that of the C-terminal fragment G112-E355
showed double minima at 208 and 222 nm,
characteristic for the presence of a-helices (Figure 7). .
Quantitative evaluation of the spectral data was o] ¢ GuzEssspm UDE
performed by the k2d program [27]. The estimated
percentages of protein secondary structures from CD
spectra reveal a majority of a-helices, with low amount
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of B -structure. Figure 7. CD-spectra of intact UDE (solid
line) and C-terminal fragment (dashed line)

Discussion confirm the presence of a-helices.

The potential signalling role of deoxyuridine moieties in genomes of pupating insects was first
suggested by Deutsch and co-workers [16] based on the lack of uracil-DNA glycosylase activity in these
insects. The hypothesis stating that uracil-DNA might be present transiently in larval stages and its
degradation at the end of larval stages may contribute to cell death during metamorphosis was much
debated due to independent findings from several laboratories, which showed the presence of uracil-DNA
glycosylase activity in some developmental stages of Drosophila [28-32]. This debate could be resolved by
the fully annotated Drosophila genome that clearly indicated the lack of the major UDG gene ung but
presence of several, catalytically much less efficient UDG genes. Absence of dUTPase from larval stages
[14] and the recent discovery of a strictly regulated uracil-DNA degrading factor (UDE) [15] reinforced the
hypothesis on the possible role of uracil-DNA in Drosophila and suggested a role for UDE in programmed
cell death during metamorphosis. Functional analysis of UDE identified this protein as a novel uracil-
recognising factor [15] with no similarities to either UDGs [18] or the Exolll/Mth212 nuclease [33].
Multiple sequence alignments of UDE homologues from all available pupating insect genomes indicated
conserved motifs present in most species with the same distribution (Figure 1).

The UDE homologue in 7. castaneum lacks one copy of the N-terminal duplicated first motif
(Figures 1, 2, cf also Figure 9 for a flowchart of the different approaches). TcUDE showed reactivity with
the antiserum produced against recombinant Dm,.UDE, suggesting that the truncated TcUDE isoform
constitutes a well folded UDE-like protein. It was also observable on the blot that the physiological forms
of the proteins from both Drosophila and Tribolium extracts were detected at much higher electrophoretic
positions than expected from the calculated molecular mass values: molecular mass data estimated from the
electrophoretic experiment are 53.3 and 41.7 kDa for DmUDE and TcUDE homologues respectively,
whereas sequence-based theoretical masses are 39.9 and 27 kDa. Recombinant Dm,;UDE, expressed in E.
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coli, did not show such large deviation from its expected position (calculated molecular mass is 41.3 kDa,
electrophoretic estimation is 44.2 kDa). The large shift of the physiological samples to the higher apparent
molecular mass positions on SDS-PAGE may be indicative of some post-translational modification, the
identification of which is in progress.

Limited proteolysis experiments indicated that DNA-binding may occur along the conserved motifs.
It induces a protein conformational transition resulting in significant protection against multiple proteases
at peptide bonds scattered throughout the duplicated Motifs 1A and 1B (Figure 3). Secondary structure
prediction revealed that the duplicated fragments at the N-terminal end of UDE are mainly helical, and this
observation has been confirmed also by circular dichroism measurements (Figure 7). According to the low
resolution structural model of the fragment encompassing Motifs 1A and 1B the duplicated motifs together
form a conserved helical bundle (Figure 6AB). The pseudodimer contains large conserved segment on the
surface, which is composed of two positively charged patches separated by small region of negative
potential (Figure 6CD, arrows). These patches may correspond to DNA binding and/or catalytic site.
However, based on this low resolution model the DNA binding mode and catalytic site residues cannot be
confidently predicted. Interestingly, many protease cleavage sites that are protected after DNA binding are
located on the opposite non-conserved and negatively charged side of the structure (Figure 6A). Therefore,
these sites are not likely to be directly sterically protected from the cleavage by bound DNA. Instead, they
probably lay in a region that is partially flexible or disordered in the absence of DNA.

The primary

Figure 8. Structural models of
‘S'[I'UC.'[UI'G of TcUDE B DmUDE pseudodimer {A) and TcUDE
implied that the lack

dimer [B]. Structures are shown in
of one copy of Motif cartoon representation and colored by
1 does not

Motifs (Motif 1A in DmUDE and Motif
1 in TcUDE, bright orange, Motif 1B,

necessarily perturb green, non-conserved segments, gray).

formation of a

functional protein.

Residues 1-11 of TcUDE are not
This hypothesis was

otif IA  Motif1

shown (conformation of this fragment
15 wvery uncertam). C-terminal parts
corresponding to motifs 2, 3 and 4 are
shown  schematically only. C.

confirmed by P oy Alignment  between  Motifs 1
: i Sy oy . residues for DmUDE and TcUDE.
pI'OdLlCI.I’Ig the [ Motifs2,3,4 ;! Motifs2,3,4 } Identical and conserved residues are
respectlve truncated . _e’ \\_‘ _~’ vcolored red and green, respectively.
isoform with TcUDE The helical prediction is indicated.
. Note the numerous  conserved
chemical CleaVage hydrophobic and polar residues that
from Dm,.UDE may form the dimerization surface.
(Figure  4).  We C R G L L C C O C C C R CC C C TV
therefore COHClude DmlA GFKDMEKALETLKLLESHDMQYRKLTVRGLLGRAKRVLTMTKAEEKLEKNINAATIGVFEKWLEEN
that the Tel GFKDREKALETIKNLEGRDPDYOQKLAIKGLIGRAKRTLTLTEDEEKLONINDAMAVFDEWLNNFE
physiological form
Of TCUDE Could Tcl GFKDKEKALETIKNLEGRDPDYQKLATKGLIGRAKRTLTLTKDKEKLONINDAMAVFDEWLNNE
DmlB GFRKDRAAAERATLSILAERDPDYQRLATKGLIGSSKRVLSGTKNEDKITATKEGVQVLEDFLEKF
have the same Ammamiv Ca mmamaammaTay JAmRTTARA RImR TR R

unique function and

the same putative physisological role. Native molecular mass estimation by gel filtration indicated that the
truncated Dm,UDE, representing TcUDE, forms a homodimer (Figure 5). A structural model for this
homodimer is suggested in Figure 8. The two homologous Motifs 1A and 1B in the Dm,;UDE monomer
may lead to the formation of a partial pseudodimer, and this interaction pattern may be preserved in the
suggested TcUDE dimer (Figure 8C). The low resolution predicted model prevented direct assessment of
interaction pattern between the two copies of Motif 1 (1A/1B). Still, numerous hydrophobic interactions
are very probable between the conserved apolar residues, and H-bonds can also easily form between the
polar side chains within the three-helical bundles. In the dimerized modules, the nucleic acid binding
surface can also be formed in a manner much similar to the full-length UDE proteins.

Conclusion
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UDE significance is twofold: 1) it may be developed into a manifold molecular biotechnological
tool [34], and ii) its targeting may yield species-specific insecticides to be used against e.g. malaria
mosquitoes. Here, we employed a multidiscip-linary set of theoretical and experimental approaches
(schematically described in Figure 9) to reveal structural and functional characteristics. The present data
allow insight into the domain structure and nucleic acid binding site of this novel DNA-degrading protein
in the context of sequence motifs previously not described in nucleases or uracil-recognition proteins.

Figure 9. Flowchart scheme of bioinformatics and experimental approaches
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Materials and methods (TRUNCATED!!!)

Recombinant protein expression [15], Western blotting, Limited proteolysis, Hydroxylamine digestion [21], Mass
spectrometry [35-37], Catalytic assay [15], Electrophoretic mobility shift assay of DNA binding, Analytical gel filtration,
Circular dichroism spectroscopy, Bioinformatics analyses [38],[22,39],[24],[25],[40],[41],[42].
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Uracil-DNA in Drosophila: interpretation and developmental involvement
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Abstract: Uracil in DNA is usually considered to be a mistake that has to be corrected to prevent
mutagenic errors. This adverse notion on uracil in DNA is, however, justified only for those uracils that are
products of cytosine deamination, while thymine-replacing uracils present the normal coding message in
the Watson-Crick base pairs. We show that Drosophila cells interpret uracil-substituted DNA as normal
DNA. Importantly, this unusual trait is under strong developmental control in the frutifly organism, and
applies only for animals before pupation. The normal progress of metamorphosis is drastically perturbed by
silencing of the protein genes of dUTPase and uracil-DNA degrading factor, which are involved in uracil-
DNA metabolism. Results suggests that uracil-DNA may be involved in developmental signaling in
Drosophila.

Textbooks say that there are two major differences between the chemical composition of DNA and
RNA: 1) at the sugar level (deoxyribose vs. ribose) and ii) at the base level (thymine vs. uracil). Uracil,
however, frequently appears in DNA either from cytosine deamination or thymine-replacing incorporation.
These appearances are usually ephemeral due to catalytic action of two key factors: dUTPase, responsible
for prevention of uracil incorporation into DNA and the major isoform of uracil-DNA glycosylase (UNG)
that excises uracil from DNA. Recent results showed that UNG is not encoded in Drosophila melanogaster
genome (/) and dUTPase is down-regulated in larval tissues (2). Lack of these two enzymes in genetically
engineered model organisms led to accumulation of uracilsubstituted DNA (U-DNA) (3) and therefore a
similar situation can be envisioned in Drosophila larvae under physiological spatial-temporal control.

We first asked if such chemically unusual DNA may be tolerated and interpreted in Drosophila
cells. U-DNA specific cell response was provoked by transfecting cells with exogenous plasmid U-DNA
and by increasing dUMP content of genomic DNA with 5’-fluorouracil treatment.

Upon transfection of both human and Drosophila cells with normal DNA plasmid, the expression of
the fluorescent protein encoded by the plasmid can be readily observed, according to the usual expectation
(Fig.1A, Fig.S1). The same plasmid can be produced in a uracil-substituted version (U-plasmid, containing
approx 3000 uracil/million bases, cf with levels less than 10 uracil/million in normal cells/organisms) in
double mutant (dut-, ung-) E. coli cells (3). Human cells transfected with U-plasmid do not show any
appreciable fluorescent signal, indicating that uracil-substituted DNA was not interpreted, probably due to
its degradation. In Drosophila cells, however, transfection with U-plasmid leads to expression of the
fluorescent protein at levels comparable to that observed in cells transfected with normal plasmid.

The drug 5’-fluorouracil, frequently used as an inhibitor of thymidylate metabolism, leads to
perturbation of nucleotide levels thereby inducing major increase in the uracil content within DNA (4). Fig.
1B and Supplementary T1 report that 5’-fluorouracil destroys human cells with a half-maximal dose
ranging between 0.5-300 uM, while Drosophila cells tolerate this drug very well: no inhibition of growth is
observed.

These results can be explained only by assuming that the genetic information stored in
uracilsubstituted DNA serves as a cognate code for transcription in Drosophila cells. Such ability of the
fruitfly cells is most probably due to lack of UNG so that U-DNA does not get rapidly degraded.

Having established that Drosophila cells in in vitro culture may tolerate and do correctly interpret
uracil-substituted DNA, we wished to assess the physiological response of the fruitfly to silencing of key
factors involved in uracil-DNA metabolism. The ubiquitous enzyme responsible for keeping uracil out of
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DNA is dUTPase. Efficient silencing could be achieved using well-described transgenic approaches (5)
(Fig.S2), lowering dUTPase protein levels under detection limit (Fig.S3A). We observed that this silencing
did not perturb normal life and development of embryo and larvae. At early pupal stage, however,
dUTPase silencing led to lethality — no silenced animals could develop into imago (Fig.S3B). Morphologic
observations indicated serious adverse effects: failure of head eversion and developmental arrest (Fig.1C).
This result argued that although dUTPase is dispensable in larval tissues (2), the enzyme is essential for
normal development during metamorphosis. Furthermore, it also indicated that tolerance of uracil-DNA
(synthesized in lack of dUTPase) may be stage-specific in Drosophila.

Recently, we have described the existence of a novel uracil-DNA degrading factor (UDE,
CG18410) that is expressed at the latest larval/pupal stage (6). The uracil-DNA degrading action of this
protein that becomes apparent at the onset of metamorphosis may explain the stage-specific tolerance of
the fruitfly towards dUTPase silencing and also bode a potential role for UDE in Drosophila development.
To check this conjecture, a transgenic fly exhibiting UDE silencing was produced. Here, silencing led to
significant decrease of UDE protein level (Fig.S3C). The UDE-silenced strain behaved very much similar
to the dUTPase-silenced strain (Fig.S3D). It showed no effect until the latest larval stages, but about 55 %
of the animals failed to complete metamorphosis.

The extraordinary situation of tolerance and interpretation of uracil-DNA may not be exclusively
present in Drosophila. The major factor that allows this tolerance is quite probably the lack of the ung gene
that is by far the most powerful catalyst responsible for cleaving uracil out of DNA. Interestingly, we
observed that the absence of ung gene and appearance of ude tend to occur simultaneously among
holometabolous insects (Fig.1D).

We conclude that uracil-substituted DNA can be tolerated and interpreted in Drosophila, serving an
exception that proves the rule. Uracil-DNA metabolism may have a signaling role in the fruitfly, as its
perturbation via silencing of dUTPase and UDE leads to developmental arrest at pupation.
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Fig.1 U-DNA interpretation in Drosophila models.

(A) Drosophila S2 and human HeLa cells transfected with normal plasmid or U-plasmid. Drosophila S2 cells were
transfected with yellow and human HeLa cells with red fluorescent protein (using plasmids pRmYFP and pdsRedMonomer,
respectively, cf Supporting Material). Plasmid with high uracil-content (U-plasmid) can drive the expression of fluorescent
protein in Drosophila, but not in human cells. (B) Dose-response curve of 5’-fluorouracil (5°’FU) treatment of Drosophila S2
cells and human HeLa cells. Drosophila S2 cells tolerate high doses of 5’-fluorouracil, a thymidylate synthase inhibitor,
reflecting that UDNA may be well tolerated in Drosophila. (C) Developmental deficiencies in Drosophila pupae upon
silencing of dUTPase. Incomplete head sac eversion (') was detected at ~12h after puparium formation (APF). Malphigian
tubules (1) do not appear at ~34h APF indicating that further development is partially arrested. (D) Occurrence of factors
involved in U-DNA metabolism, recognition and repair.
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