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1. Integralt szerkezeti biologia

Az életjelenségek kémiai, biokémiai alapokon valo feltarasa
régi vagya a biologia ¢és kémia hatdrmezsgyéjén dolgozo
kutatoknak. A mas kifejezéssel molekularis élettudomanyok
néven illetett tudomanyteriilet els6 nagy eredményei olyan
makromolekulakhoz kotédtek, melyek haromdimenzios
térszerkezetét régdta ismerjik (kiemelt példa itt a DNS
kettds spiral, vagy az elsé fehérjeszerkezetek). Ezektdl az
eredményektdl elindulva mara odaig jutottunk, hogy szinte
futészalagon torténik a rendkiviil felgyorsult adatgytijtés a
makromolekulak és komplexeik térszerkezetérdl —és
dinamikus tulajdonsagair6l. Emellett a rendszerszintii
biologiai ¢és kémiai kutatdsok Oriasi adathalmazokat
generalnak  sejtek, szervezetek teljes  genomjardl,
proteomjarol, metabolomjarél (azaz a sejt, illetve szervezet
Osszes génjének, fehérjéjének, anyagcsere intermedierjeinek
Osszességerol, ezek pontos szerkezete mellett). Az egyre
gyorsuld adatgylijtést a moddszerek elképeszté aranyu
fejlodése teszi lehetévé, ezen belil kiemelendd a
molekularis biologia restrikcios enzimekre és polimeraz
lancreakciora tamaszkod6 eszkoztara, mely mara mar a
genommérnokséget is lehetévé tévé nagyhatékonysagu
kromoszoma-szerkesztést is Dbiztositani tudja (ZFN,
TALEN; CRISPR/Cas9 rendszerek).

Molekularis ismereteink ilyen o6romteli robbanasszeri
gyarapodasa véleményiink szerint most azt az igazi kihivast
rejti magdban, hogy a rendszerszintii adatgytijtésekkel
generalt informaciotomeget értelmezni tudjuk, és ezt az
értelmezést okosan fel tudjuk hasznalni életmindségilink
javitasara. Az ezredfordulén a molekularis biologiai
kutatasok egyik legnagyobb horderejii projektje a human
genom feltérképezése volt. Azonban a nukleotidszekvencia
megismerése bar elengedhetetlen, még sem elégséges ahhoz,
hogy megértsik az Osszes szervezetben lejatszodo
folyamatot és azok szabalyozasat, melyek a géntermékeken
keresztiil valésulnak meg. Tobb ezer olyan gént
azonositottak, melyek ismeretlen funkcidéval rendelkezd
fehérjét kodolnak. Az aminosav-szekvencia (elsédleges
fehérjeszerkezet) ismert ezen esetekben, de ez gyakran nem
elegendd az ismeretlen funkciok és ezen fehérjék élettani
szerepének feltérképezésére. A fehérjék térszerkezetének
ismerete  alapjan  azonban  megalapozott  mddon
kovetkeztetni lehet a lehetséges funkciokra. A fehérjék
térszerkezete, azaz a fehérjét alkotd atomok térbeli
helyzetének ismerete, a tudomany jelenlegi alldsa szerint
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csak mérések alapjan hatarozhaté meg megbizhaté6 modon,
jollehet a szerkezeti bioinformatika egyre hatékonyabb
moddszerekkel dolgozik. Napjaink kutatdsdban ezért
kiemelkedd szerepet toltenek be fehérje térszerkezet
vizsgalatat lehetévé tevo modszerek: a
rontgenkrisztallografia, a magneses magrezonancia (NMR)
és a krioelektron mikroszkopia, melyek egymassal részben
atfedo, részben kiegészité technikak. A kutatécsoportunk
altal  alkalmazott  rontgenkrisztallografias  modszer
legnagyobb elénye, hogy nem limitald tényezé a vizsgalni
kivant objektum mérete, kisméretii peptid hormonok, fehérje
komplexek s6t egész virusok atomi felbontast 3D szerkezete
is meghatarozhat6. Emellett gyakran alkalmazzadk ezt a
modszert  gyogyszerjeloltek  vizsgalataira mivel a
kristalyosithaté gyogyszercélpont fehérjék esetében a tobbi
moddszerhez viszonyitva viszonylag konnyen kaphatd
szerkezeti informacié a kiilonboz6 jeldltek kotédésérdl.
A fehérjerontgenkrisztallografia modszerének széles korti
elterjedéséhez nagyban hozzajarul, hogy jelenleg az ezen a
terilleten érdekelt kutatok szamara elérhetok nagy
intenzitasu szinkrotron sugarforrasok. Tovabba az egyre
inkabb automatizalhat6 szamitogépes szerkezetmeghatarozo
szoftverek fejlesztése folyamatosan konnyiti az adatok
értelmezését.

A t6bb fehérjébdl allo, nagyobb komplexek esetében ezeket
gyakran kiegészitik kisszogli rontgenszoras (SAXS),
hidrogén-deutérium cserén alapuld tomegspektrometrias
(HDX-MS), kémia keresztkotésen illetve fluoreszcencia
alapt tavolsag meghatarozasi modszerekkel. Tovabba a
kiilonbozo spektroszkopiai (fluoreszeencia, CD, UV-VIS,
NIR, Raman) és termodinamikai (ITC) technikak is fontos
hozzaadott értéket képviseld informaciot tudnak szolgaltatni
a fehérjék szerkezeti valtozasairdl, és ezeknek a
fehérjemtikddésre gyakorolt hatdsairdl. A fentiekben
felsorolt technikak egyiittes alkalmazasara valo torekvést
nevezzilk dsszefoglaldé néven integralt szerkezeti biologiai
megkozelitésnek.

2. A Biostruct laboratérium infrastruktiraja

A Biostruct laboratorium, amely 2011 6ta a Budapesti
Miszaki ¢és Gazdasagtudomanyi Egyetem Alkalmazott
Biotechnologia  és  Elelmiszertudomanyi  Tanszékén
mikodik, lehetové teszi a legmodernebb eszkdzok
alkalmazésat rontgenkrisztallografiai kutatasok teriiletén.
Jol diffraktal6 fehérjekristalyok eldallitdsa mind a mai napig
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sok erdfeszitést igényel a kutatok részérél. A fehérje-
krisztallografiai kutatdbmunka elsé 1épése minden esetben,
olyan megfeleld oldatkorilmény megtalalasa, amelyben
kristalyképzddés lehetséges. Az ehhez sziikséges nagy
ateresztOképességll szlirovizsgalatok koltség és idéhatékony
moédon torténd elvégzését a Biostruct laboratoriumban
talalhatdé Mosquito folyadékkezelé robot (TTP Labtech)
teszi lehet6vé szamunkra, mely 50-2000 nanoliteres
térfogatok pontos pipettazasara alkalmas (1. abra).

Automatizalt

-nagy atereszt6képességl robotok:

Mosquito (TTPLabtech)
kis térfogatokat kiméré
pipettazoé robot

Rocklmager
(Formulatrix)
Kristalymonitorozo
termosztatalt robot,

UV /VIS mikroszképokkal

Manualis

1. abra. Kristalyositas a Biostruct laborban

A sziirbvizsgalatok soran 96-lyukt talcakon vizsgaljuk a
fehérje viselkedését olyan kiilonbdzé oldoészerkoriilmények
kozott, melyek  olddszer-szettekként — kereskedelmi
forgalomban kaphatok. A kapott eredmények attekintését és
a kristalynovekedés kovetését a Rock Imager automatizalt
képalkoto rendszer (Formulatrix) segiti (1. abra). A késziilék
a  termosztatjdban  tartott  talcakrol  programozott
1d6kdzonkeént képet készit, mellyel 1ényegesen megkonnyiti
az igéretes oldatkoriilmények megtalalasat, emellett az
UV-indukalast kovetd fluoreszcens fény detektalasara is
alkalmas, amely emisszid a fehérjékre jellemzd. Az igy
kapott képek lehetové teszik a talalatok validalasat is mivel
azokon a fehérje ¢és so kristalyok altalaban jol
megkiilonboztethetok. Azonban a tesztek soran kapott
legnagyobb kristalyok is jellemzden olyan kis méretiiek,
hogy még nem alkalmasak kozvetlen diffrakcios mérésre.
A nagyobb méretli kristalyok eldallitasahoz elséként a
szlirévizsgalatok soran kivalasztott oldatkorilmények
finomhangolasa (pH, Osszetétel) és ezzel parhuzamosan

méretnovelés sziikséges. A mérésre alkalmas kristalyok
eléallitasdhoz  sziikséges nagyobb  oldatmennyiségek
konnyen és pontosan kezelhetok manualisan, ezért az
optimalasi kisérleteket kézi pipetta segitségével allitjuk
Ossze 24-lyuka talcan. Az igy kapott nagyobb méretli
kristalyokat a Biostruct laboratériumban talalhatd -
SuperNova (Agilent Oxford Diffraction) egykristaly
rontgendiffraktométer segitségével teszteljik (2. abra).
A rézanodos katédsugarcsoves késziilék altal eldallitott
mikrofokuszalt rontgensugar, a beépitett négykords kappa
goniométer és kristalyok hiitését szolgald nitrogén hiitésii
krio-egység a tesztelésen kiviil fehérjeszerkezetek
meghatarozasara alkalmas teljes adatkészletek felvételét is
lehetévé teszi, akar 1.9L felbontésban, ha sikeriil megfelelé
fehérjekristalyt noveszteni (2. abra).

2. abra. SuperNova rontgen diffrakcios késziilék a Biostruct laborban

3. Kurrens Kutatasok és néhany kiemelt eredmény'":
Enzimcsaladok a foszfat-csoport atvitelében: nukleofil
tamadas az alfa-foszfor atomon, mint kozos nevezo a
genom integritasban illetve a lipidanyagcserében
szereplé enzimeknél.

A foszfatcsoportnak a bioldgiaban kiemelt jelentdsége van.
Ezen egyszerti kémiai csoport kismolekulajii metabolitok és
fehérje aminosav oldallancok kdzott valo ide-oda adogatasa,
cseréje, a foszfatészterek és foszforsav anhidridek reakcioi
meghataroz6é  jelentdséglick szamos  ¢letfolyamatban
(sejtosztodas, egyedfejlodés, jelatvitel, mozgés, bioldgiai
energia, anyagcsere intermedierek aktivaldsa, nukleinsavak
szintézise, masolasa, lebontasa, stb.). A mi kutatdocsoportunk
két kitiintetett enzimcsaladdal foglalkozik, melyek a
nukleotid anyagcserében (dUTPéazok) ¢és a lipid
anyagcserében (CTP:foszfokolin-citidililtranszferazok,
CCT) jatszanak fontos szerepet. Ez a két élettani feladat
nagyban kiilonbozik, mégis kémiai szemmel nézve érdekes
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moédon Osszekapcsolja Oket az enzimatikus katalizis
reakcidémechanizmusanak lényegi hasonldséaga.
Nevezetesen, az enzimkatalizalt reakcio kezdeti 1épése a
szubsztrat  nukleozid-trifoszfatok  (dUTP, ill CTP)
alfa-foszforatomjan torténd nukleofil tdmadas (egy aktivalt
vizmolekula oxigénje, illetve a foszfokolin foszfat-
csoportjdnak egyik oxigénje altal). Ezen kémiai részlet
jelentésagét az adja, hogy a nukleozid-trifoszfatok
foszfat-transzfer reakcidiban az alfa-P atom reaktivitasa
kisebb, igy az ilyen reakcidt katalizaldé enzimeknek
sziikségszerlien nagyobb katalitikus hatékonysaggal kell
rendelkezniik.

Az elmult évek soran a dUTPaz enzimcsalad szamos
képviseldjét (human, ecetmuslica, retroviralis, fag-eredeti,
mikobakterialis, enterobakterialis) vizsgaltuk. A katalizalt
reakcié (dUTP — dUMP + pirofoszfat) altalanosan hasonlo
jellegét a szerkezeti bioldgia és az enzimologia modszereivel
jellemeztiik. Csoportunk rontgendiffrakcidos szerkezet-
meghatarozason alapuld eredményei révén ezidaig dsszesen
48 szerkezetet tettink kozzé a PDB fehérjeszerkezeti
adatbazisban, melyek alapjan a dUTPazok mukodési
mechanizmuséanak alapvetd jellegzetességeit tartuk fel®!1-13,
Ezen tevékenységlinkben 2011 6ta, a Biostruct laboratérium
mikodésbe 1épését kovetden nagy segitséget nyujt
szamunkra, hogy eldallitott fehérjekristalyainkat helyben
tesztelhetjiik. ~ Megallapitottuk, hogy a katalitikus
reakciomechanizmus a kiilonb6z6 eredetti dUTPazok kozott
jelentds hasonlosagokat mutat, de ugyanakkor vannak olyan
fajspecifikus jellemzOék, melyek alapjan fajspecifikus
inhibitorok fejlesztése javasolhato!'*. Kiilondsen érdekes
felfedezést tettiink a Mycobacterium tuberculosis (a tiidébaj
kérokozoja) dUTPAz enzime esetében. Kimutattuk ugyanis,
hogy a mikobakterialis dUTPaz fehérje egyik fajspecifikus
szegmense esszencidlis az ¢l8lény tléléséhez!>. Ez a
fajspecifikus szegmens az aktiv centrum kozelében
talalhato, de mégsem vesz részt magaban a katalitikus
reakcioban (3.4bra). Eltavolitasa utan a csonkolt enzim
tovabbra is meg6érzi dUTP hidrolizalé hatékonysagat.
Ugyanakkor viszont ez a csonkolds a Mycobacterium
tuberculosis sejteket haldlra itéli. Ezzel tehat lehet6vé valt
egy olyan fajspecifikus szegmens azonositasa, amely
kismolekulaju gyogyszerjelolt vegyiiletekkel tamadhato. E16
is allitottunk szamos ilyen gydgyszerjelolt kismolekulat,
melyek vizsgilata jelenleg is folyik'6:!”.

Specificitasi szegmensek : fajspecifikus inhibitorok

3. abra. Mycobacterium tuberculosis dUTPéaz szerkezete a
mikobaktérium-specifikus szegmensek feltiintetésével.

A CTP:foszfokolin citidililtranszferdz enzim (CCT)
(EC-szam: 2.7.7.15) a de novo foszfatidilkolin bioszintézis
kulcsfontossagu enzime. Az enzim a bioszintetikus utvonal
masodik, sebességmeghatdrozo 1épését katalizdlja. Ennek
soran a kolin-foszfat (ChoP) és CTP reakcigjabol CDP-kolin
(CDPCho) nagyenergiaji metabolikus koztiterméket allit
eld, pirofoszfat melléktermék keletkezése mellett. A CCT
enzim kolin-fejcsoport szubsztrat-specificitast mutatott, az
etanolamin-foszfattél pa kolin-foszfatig a szubsztrat
ammoénium csoport fokozatos metilaciéja az enzim ligand
kotd  képességének és  katalitikus  hatékonysaganak
novekedését eredményezte. Az enzim kolin-kdto zsebe nem
mutat szekvencialis ¢és szerkezeti hasonlosagot az
evoluciésan  rokon  CTP:glicerol-3-foszfat  citidilil-
transzferaz (GCT) ¢és CTP:etanolamin-foszfat citidilil-
transzferaz (ECT) enzimekkel, melyek eltérd szubsztratokat
alakitanak at.

A CDPCho koztiterméken keresztiil végbemend de novo
foszfatidilkolin bioszintézis kulcsfontossagi a malaria
korokozojat jelentd, a Plasmodium fajokban (Plasmodium
falciparum, Plasmodium berghei). A bioszintézis utvonalon
beliil a CCT egy sebességmeghatarozo 1épést katalizal. A
CCT fehérje a  Plasmodium parazitdk minden
¢letszakaszaban termelddik. Az eddigi kutatdsok alapjan a
kolin analog szerkezetii malariacllenes hatéanyagcesalad
egyik lehetséges gyogyszercélpontjat a Plasmodium
parazitdk CCT enzime jelentheti. Az enzim gyogyszer-
kolcsonhatasanak jellemzéséhez ismerniink kell az enzim
szerkezeti felépitését és mikodésének jellegzetességeit. A
malaria napjainkban is az egyik legstlyosabb fert6z6
betegség. A vilagon 3,2 milliard embert veszélyeztet malaria
fertézés, koziilik 1,2 millidrdan fokozottan veszélyeztetett
tertileten élnek. A malaria jellemzden tropusi betegség, a
halalesetek 90 %-a Afrikdban torténik. A terhes ndék
valamint az 5 év alatti gyermekek kiemelten
veszélyeztetettek, utobbiak teszik ki a malaria dldozatainak
mintegy haromnegyedét. Az Egészségiigyi Vilagszervezet
erdfeszitéseinek koszonhetéen a malaria altal okozott
halalozasok szama 47 %-kal csokkent 2000 és 2013 kozott.
2013-ban azonban igy is mintegy 200 millié6 0j malaria
fert6zést és 584 000 halalesetet észleltek. Ezzel a malaria
tobb emberéletet kovetel, mint az Osszes tobbi eukaridta
eredetli fertdzés egyiittesen. Kutatocsoportunk egyik kiemelt
projektie a Plasmodium falciparum CCT (PfCCT)
enzimének tanulmanyozasa, mind alapkutatasi kérdések,
mint gyogyszerfejlesztési célok szempontjabol.

Kutatasaink soran megallapitottuk, hogy a PfCCT aktiv hely
kolin koté zsebénél a ligand kotddés elektrosztatikus
valamint kation-t kolcsonhatasok révén valosul meg.
Megvizsgaltuk a kdolcsonhatasokért felelés oldallancok
egyedi  hozzijarulasat a  megfeleld  konzervativ
pontmutaciodik létrehozasaval, mely sordn szerkezetileg
hasonld, de eltérd kolcsOnhatast biztositd aminosavakra
cseréltik oket. Az igy létrehozott fehérje konstruktok
katalitikus hatékonysaganak valamint ligand kdotésének
vizsgalata soran azonositani tudtuk az egyes oldallancok
ligand kolcsonhatdsdnak meghatdrozo elektrosztatikus,
illetve kation-7 jellegét. Megmutattuk, hogy mindkét tipusu
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kolecsonhatas  elengedhetetlen a  PfCCT  hatékony
kvaterner-ammoénium ligand kdtéséhez, valamint enzim
aktivitdsahoz 4. abra). Eredményeink hozzajarulhatnak a
lipid metabolizmus utvonalon haté malariaellenes
hatéanyagok szerkezet alapt fejlesztéséhez.

composite
aromatic box

4. abra. A CDP-kolin ligandum koordinalasa a CCT enzim aktiv
centrumaban — kozelkép az aktiv centrumrol. A kiemelt kolesonhatasokban
résztvevé atomok tavolsagat szaggatott vonalakra irt szamok jelolik,
melyek angstromben értenddk. Az abran a kovetkezd szinkoddal jeldltiik a
nem-kovalens kolcsonhatasokban —résztvevd — csoportokat:  apolaros
kontaktusokban résztvevé oldallancok C-atomjai sarga szinnel, mig a
polaros vagy toltott kolesonhatast biztositd oldallancok C-atomjai kék
szinnel, a CDP-kolin ligandum C-atomjai z6ld szinnel lathatoak, a tobbi
atom a szokasos atomi szinkodnak megfeleléen vannak szinezve (O: piros,
N: kék, P: narancssarga). A CCT fehérje tobbi feltintetett C-atomja sziirke,
tovabba az aktiv centrum kozeli fehérje-félancot (peptidvazat) szintén
sziirke szalagmodell mutatja'®. A kutatasainkban felderitett “composite
aromatic box™ altaldnos karakterét a jobb also betétabra szemlélteti'.
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A CCT enzim kapcsan felderitett ligandum-koto zseb
sajatossagai  altalanos  jelentdségli  felfedezéshez s
elvezettek. Nevezetesen, a PDB (Protein Data Bank)
adatbazisban megtalalhatdé makromolekularis szerkezetek
Osszehasonlitd elemzésével ramutattunk, hogy a pozitiv
toltésti kvaterner ammoénium csoportot szamos tovabbi
enzimcsalad hasonlé aktiv centrumban alakitja at. Ezen
fehérj¢k kotézsebe Un. ,0sszetett aromas dobozként”
(composite aromatic box) irhato le, melyet aromas és negativ
toltéssel rendelkezd oldallancok alkotnak. Ezzel szemben a
korabban felismert ,aromatic box” rigidebb struktiraja
elsésorban a receptor (nem enzim) funkcioval rendelkezd
fehérjékre jellemz6'©.

A Biostruct laboratorium a magyar szerkezeti biologiai
kutatas fontos ,bastydja”, vezetd szerepet jatszik a hazai
rontgendiffrakcion alapulé makromolekularis szerkezeti
kutatdsokban. A cikkben bemutatott tanulmanyok mellett
kollaboraciés  projektekben  (tobbek  kozt  szoros
egylittmikodésben az ELTE Kémiai Intézetében miikodo
rontgendiffrakcios  laboratériummal) szamos  makro-
molekulas ¢és kismolekulds szerkezet megoldasdhoz
jérultunk hozza. A tovabbiakban is nyitottak vagyunk
hasonlo egyiittmiikddések kialakitasara.

Koszonetnyilvanitas

Koszonetet mondunk az alabbi palyazati forrasoknak:
NKFIH OTKA NK 84008, K109486, K119493, K111024,
Uj Magyarorszag Fejlesztési program - Baross program
3DSTRUCT, OMFB-00266/2010 REG-KM-09-1-2009-
0050, Magyar Tudomanyos Akadémia TTK IF-28/2012,
Varga Jozsef Alapitvany, European Commission FP6
STREP 012127, FP7 SPINE2¢ LSHG-CT-2006-031220 and
FP7 Biostruct-X projekt (#283570), Howard Hughes
Medical Institutes ((#55005628 és #55000342), USA.

5. Christie, M., Chang, C.-W., Rona, G., Smith, K. M.,
Stewart, A. G., Takeda, A. A. S., Fontes, M. R. M., Stewart,
M., Vertessy, B. G., Forwood, J. K. & Kobe, B. Structural
Biology and Regulation of Protein Import into the Nucleus.
J Mol Biol 428, 2060-2090, (2016).
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2015.10.023

6.  Nyiri, K., Kohegyi, B., Micsonai, A., Kardos, J. & Vertessy,
B. G. Evidence-Based Structural Model of the
Staphylococcal Repressor Protein: Separation of Functions
into Different Domains. PloS one 10, ¢0139086, (2015).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0139086

7. Hirmondo, R., Szabo, J. E., Nyiri, K., Tarjanyi, S.,
Dobrotka, P., Toth, J. & Vertessy, B. G. Cross-species
inhibition of dUTPase via the Staphylococcal St protein
perturbs dNTP pool and colony formation in
Mycobacterium. DNA Repair (Amst) 30, 21-27, (2015).
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2015.03.005

8. Szabo, J. E., Nemeth, V., Papp-Kadar, V., Nyiri, K.,
Leveles, 1., Bendes, A. A., Zagyva, 1., Rona, G., Palinkas,
H. L., Besztercei, B., Ozohanics, O., Vekey, K., Liliom, K.,
Toth, J. & Vertessy, B.G. Highly potent dUTPase inhibition
by a bacterial repressor protein reveals a novel mechanism
for gene expression control. Nucleic Acids Res 42,
11912-11920, (2014). https://doi.org/10.1093/nar/gku882

124. évfolyam, 3. szam, 2018.



Magyar Kémiai Folyoirat 125

9. Rona, G., Borsos, M., Ellis, J. J., Mehdi, A. M., Christie,
M., Kornyei, Z., Neubrandt, M., Toth, J., Bozoky, Z.,
Buday, L., Madarasz, E., Boden, M., Kobe, B. & Vertessy,
B. G. Dynamics of re-constitution of the human nuclear
proteome after cell division is regulated by NLS-adjacent
phosphorylation. Cell cycle 13, 3551-3564, (2014).
https://doi.org/10.4161/15384101.2014.960740

10. Nagy, G. N., Marton, L., Contet, A., Ozohanics, O.,
Ardelean, L.-M., Revesz, A., Vekey, K., Irimie, F. D., Vial,
H., Cerdan, R. & Vertessy, B. G. Composite aromatic boxes
for enzymatic transformations of quaternary ammonium
substrates. Angewandte Chemie 53, 13471-13476, (2014).
https://doi.org/10.1002/anie.201408246

11. Rona, G., Marfori, M., Borsos, M., Scheer, 1., Takacs, E.,
Toth, J., Babos, F., Magyar, A., Erdei, A., Bozoky, Z.,
Buday, L., Kobe, B. & Vertessy, B. G. Phosphorylation
adjacent to the nuclear localization signal of human
dUTPase abolishes nuclear import: structural and
mechanistic insights. Acta Crystallographica Section D
D69, 2495-2505 (2013).
https://doi.org/10.1107/S0907444913023354

12. Leveles, 1., Nemeth, V., Szabo, J. E., Harmat, V., Nyiri, K.,
Bendes, A. A., Papp-Kadar, V., Zagyva, 1., Rona, G.,
Ozohanics, O., Vekey, K., Toth, J. & Vertessy, B.G.
Structure and enzymatic mechanism of a moonlighting
dUTPase. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 69,
2298-2308, (2013).
https://doi.org/10.1107/S0907444913021136

13. Barabas, O., Németh, V., Bodor, A., Perczel, A., Rosta, E.,
Kele, Z., Zagyva, 1., Szabadka, Z., Grolmusz, V.,
Wilmanns, M. & Vertessy, B. G. Catalytic mechanism of
alpha-phosphate attack in dUTPase is revealed by X-ray
crystallographic snapshots of distinct intermediates,
31P-NMR spectroscopy and reaction path modelling.
Nucleic Acids Res, (2013).
https://doi.org/10.1093/nar/gkt756

14. Nyiri, K. & Vertessy, B. G. Perturbation of genome
integrity to fight pathogenic microorganisms. Biochimica et
biophysica acta 1861, 3593-3612, (2017).
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2016.05.024

15. Pecsi, L., Hirmondo, R., Brown, A.C., Lopata, A., Parish, T.,
Vertessy, B.G. & Toth, J.The dUTPase enzyme is essential
in Mycobacterium smegmatis. PloS one 7, 37461, (2012).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037461

16. Horvati, K., Bacsa, B., Szabo, N., Fodor, K., Balka, G.,
Rusvai, M., Kiss, E., Mezo, G., Grolmusz, V., Vertessy, B.,
Hudecz, F. & Bosze, S. Antimycobacterial activity of
peptide conjugate of pyridopyrimidine derivative against
Mycobacterium tuberculosis in a series of in vitro and in
vivo models. Tuberculosis 95 Suppl 1, S207-211, (2015).
https://doi.org/10.1016/j.tube.2015.02.026

17. Horvati, K., Bacsa, B., Szabo, N., David, S., Mezo, G.,
Grolmusz, V., Vertessy, B. G., Hudecz, F. & Bosze, S.
Enhanced Cellular Uptake of a New, in Silico Identified
Antitubercular Candidate by Peptide Conjugation.
Bioconjug Chem 23, 900-907, (2012).
https://doi.org/10.1021/bc200221t

18. Varga, B., Barabas, O., Takacs, E., Nagy, N., Nagy, P. &
Vertessy, B.G. Active site of mycobacterial dUTPase:
structural characteristics and a built-in sensor. Biochem
Biophys Res Commun 373, 8-13, (2008). [pii]
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2008.05.130

19. Marton, L., Nagy, G. N., Ozohanics, O., Labas, A., Kramos,
B., Olah, J., Vekey, K. & Vertessy, B.G. Molecular
Mechanism for the Thermo-Sensitive Phenotype of
CHO-MTS58 Cell Line Harbouring a Mutant
CTP:Phosphocholine Cytidylyltransferase. PloS one 10,
e0129632, (2015).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0129632

20. Nagy, G. N., Marton, L., Kramos, B., Olah, J., Revesz, A.,
Vekey, K., Delsuc, F., Hunyadi-Gulyas, E., Medzihradszky,
K.F., Lavigne, M., Vial, H., Cerdan, R. & Vertessy, B. G.
Evolutionary and mechanistic insights into substrate and
product accommodation of CTP:phosphocholine
cytidylyltransferase from Plasmodium falciparum. FEBS J
280, 3132-3148, (2013).
https://doi.org/10.1111/febs.12282

Structural biology studies at the BME Biostruct Laboratory by X-ray crystallography

Investigation of the biochemical basis of life is a long
standing challenge for scientists. The field of molecular
biology was established based on the pioneering studies of
macromolecular structures, including the structural
characterization of the DNA double helix and the description
of the first protein structures. These early achievements
along with the technical development, e.g. automatic data
collection and computer-assisted data analysis enables
extremely efficient and fast determination of structure and
dynamic properties of proteins. The sequencing of the
human genome revealed the genetic code of life, however
there is still much to explore about structure and function of
vital macromolecules. Although computer-based, in silico
structure prediction methods are rapidly developing, reliable
determination of protein structure is yet only possible based
on additional analysis of experimental data. Towards this
end, integrated structural biology allows us to obtain insights
into structure-function relationships of macromolecules and
their complexes with hitherto unprecedented details. The
core of such studies relies on three dimensional structural

(3D) determination by X-ray crystallography or
multidimensional nuclear magnetic resonance (NMR), as
well as cryo-electron microscopy (cryo-EM). An
increasingly widespread approach additionally includes the
additional employment of small angle X-ray scattering
(SAXS), hydrogen deuterium exchange mass spectrometry
(HDX-MS), chemical crosslinking and fluorescent
spectroscopic  techniques to provide complementary
information to the aforementioned techniques. Further
biophysical techniques including isothermal titration
calorimetry (ITC) or microscale thermophoresis (MST) and
spectroscopic analysis (fluorimetry, CD, UV-VIS, NIR,
Raman) also contribute to a more in-depth understanding of
protein form and function. Last but not least, emergent new
hypotheses additionally provided by the dynamically
expanding field of computational methods including
quantum mechanics and molecular dynamics calculations.
This approach is collectively referred as integrated structural
biology, which is perhaps one of the most dynamically
expanding field of life sciences.
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The X-ray crystallography technique employed by our group
is a key element of the methods’ repertoire since it has the
great advantage that the size of the target is theoretically not
limited. Structural insights can be acquired by X-ray
diffraction from molecules that encompasses the complete
size range starting from ions, small peptide hormones, large
protein complexes up to that of entire viruses. This method
provides high, sometimes atomic level resolution structural
information about the sample depending on the X-ray source
and crystal quality. The widespread access of the X-ray
crystallographer community to high brilliance synchrotron
X-ray photon sources as well as to the wide range of
automatized or easy-to-use computational structure
determination methods promotes the popularity of this
experimental technique and enables its application to
large-scale screening and structure based development of
drug candidates.

Here we describe the infrastructure available at the Biostruct
macromolecular crystallography laboratory founded in 2011
at the Budapest University of Technology and Economics.
The first step of macromolecular crystallography is to find
the conditions which result in crystal formation from the
supersaturated solution of the protein. We benefit from the
assistance of a high throughput liquid-handling robot
(Mosquito, TTP Labtech) to set up 96-well plates with
50-100 nl drops of protein mixed with the crystallization
solution. The crystal formation in the drops is followed by
the Rock Imager automated imaging system (Formulatrix).
The initial hits can be assessed based on UV-fluorescence
emission, which provides fast and efficient way to
discriminate protein and salt crystals. Optimization and fine
tuning of conditions to gain 3D crystals with um dimensions
for diffraction experiments are performed on 24-well trays,
where crystallization is set up manually. The X-ray
diffraction pattern of the crystals are recorded by a
SuperNova (Agilent Oxford Diffraction) microfocus X-ray
diffractometer equipped with a CCD detector applying cryo
conditions.

Relying on crystallography and structural biology (cf. a total
of'48 structures have been deposited by our research group to
the Protein Data Bank), our research topics at the Biostruct
laboratory focus on enzymes involved in phosphate transfer
reactions either in nucleotide metabolism / DNA repair or in
lipid biosynthesis. Within the past two decades we provided
essential contribution to the characterization of the
deoxyuridine 5’-triphosphate nucleotidohydrolase
(dUTPase, enzyme commission (EC) number: 3.6.1.23)
enzyme family by characterizing its multiple orthologues
including human, drosophila, retroviral, phage-like,
mycobaterial and enterobacterial variants. Structural
analysis of dUTPase enabled us to provide insights into the

conserved catalytic mechanism of these enzymes as well as
to discover species-specific segments that could provide a
selective target in fighting deadly human pathogens. One of
the most interesting piece of evidence results was obtained
for the dUTPase of Mycobacterium tuberculosis, the
bacterium responsible for tuberculosis. We have shown that
the mycobacterial dUTPase has a species specific segment
close to its active site that is dispensable for its catalytic
mechanism. Nevertheless, this segment was found to be
essential in vivo based on cellular studies performed using
the closely related Mycobacterium smegmatis model
organism. Subsequent ongoing studies are in progress in our
laboratory to characterize the yet unknown function of this
drug target species specific segment and to develop novel
inhibitors against Mycobacteria.

An additional research area in our laboratory focuses on the
structure-based characterization of a key lipid biosynthesis
enzyme of the Plasmodium malaria causative agents. The
Plasmodium Salciparum CTP:phosphocholine
cytidylyltransferase (PfCCT, EC: 2.7.7.15) catalyzes a
rate-limiting step in de mnovo phosphatidylcholine
biosynthesis of the parasite and has been validated as a
potential antimalarial drug target. Beyond the enzymatic
characterization of a construct encompassing the catalytic
domain of PfCCT, our research focuses on deciphering of
ligand recognition at the choline binding subpocket of the
active site, which is a probable interaction surface of
choline-mimicking antimalarial drugs. We engineered point
mutants for choline interacting residues at the active site of
PfCCT to test their contribution to ligand binding and
catalytic efficiency. Our results indicate that electrostatic and
cation-d interactions from charged and aromatic residues are
both essential for efficient ligand recognition and conversion
at this enzyme subsite. We additionally observed through a
comprehensive analysis of deposited protein structures that
such a combination of aromatic and charged ligand
recognition pattern termed as composite aromatic box has
been emerged as a widespread structural solution for
coordination of quaternary ammonium ligands by enzymes.
Notably, this binding motif is clearly distinct from the
well-known aromatic box or aromatic cage architecture
found abundantly at receptor proteins without enzymatic
function. The presented ligand recognition patterns are
critical for the mechanism of action for enzymes and
receptors from neurotransmission, lipid biosynthesis,
cellular defense and epigenetics.

In addition to these exemplary studies shown here as
snapshots, several other research projects on small molecular
and macromolecular structure determination are running at
the Biostruct laboratory many of which is realized within a
collaborative framework.
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