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2. Roviditések jegyzéke

ShmeU: 5’-hidroximetil-uridin

SmeCpG: S-metil-citidinb6l és guanozinbol allo dinukleotid szegmens

eC: 3, N4-eteno-dezoxicitidin

A: Adenin

A: alanin

AID: Aktivalas Indukalt citidin Dezaminaz

ANS: 1-Anilin-naftil-8-szulfonsav

APE: AP endonukleaz (APE1, APE2: exonukleaz I1I-tipusa human APE-k

APNI: endonukledz IV- tipusu éleszté APE

AP hely: bazismentes hely a DNS-en (apurin/apirimidin hely)

APCI: Atmospheric Pressure Chemical Ionization, atmoszférikus nyomast kémiai
ionizacid

ARP: Aldehyde Reactive Probe, Aldehid reaktiv proba

AUDG: Archedk-ban kifejez6d6é UDG csalad

BAP: biotin akceptor peptid

BER: baziskivagasos javitd mechanizmus (Base Excision Repair)

BrMMK: 4-brommetil-7-metoxikumarin

BSA: marha szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

C: Citozin

CAD: kaszpaz-aktivalta DNaz

CAPS: N-ciklohexil-3-aminopropan-szulfonsav

CD: cirkularis dikroizmus

cDNS: kodolo DNS, az mRNS reverz-transzkripcidjaval el6allitott DNS

CG18410: az azonositott UDE-t kodolé gén kodja

CJ236: dut-, ung- mutans E. coli torzs

CpG: citidinbdl és guanozinbdl allé dinukleotid szegmens

C-terminalis:  karboxi terminalis

D: aszparaginsav

DHE: dihidrofolat-reduktaz
DMSO: Dimetilszulfoxid
DNS: dezoxiribonukleinsav



DNaz:
dRP:
DRUDG:

dsDNS:
dTDP:
dTMP:
DTT:
dTTP:
dUMP:
dut:
dUTP:
dUTPaz:
E:

E. coli:

ECL-reagens:

EDTA:
EMSA:
ESPRIT:
F:
FdUMP:
FEN1:
G:

G:
GAPDH:

HA:
HEPES:
HPLC:

HRP:
HRR:
HS:

DNS-t hidrolizalé enzim

dezoxiriboz foszfat

Deinococcus radiodurans-bol és Rhodococcus erithropolis-bdl izolalt UDG
csalad

kettés szalit DNS

Dezoxitimidin-difoszfat

Dezoxitimidin-monofoszfat

ditio-treitol

Dezoxitimidin-trifoszfat

Dezoxiuridin-monofoszfat

a dUTPaz gén E. coli-ban

Dezoxiuridin-trifoszfat

dezoxiuridin-trifoszfat-nukleotidohidrolaz

glutaminsav

Escherichia coli

HRP-vel kemilumineszcenciat ad6 reagens (Enhanced ChemiLuminescent
reagent)

etiléndiamin-N,N,N’,N’-tetraecetsav

elektroforetikus mobilitas teszt (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
Expression of Soluble Proteins by Random Incremental Truncation
fenil-alanin

Fluoro-dezoxiuridin- monofodzfat

flaping” endonukleaz

glicin

Guanin

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

hisztidin

hidroxilamin

N-(2-hidroxietil) piperazin-N’-etanszulfonsav

High Performance Liquid Chromathography, Nagy elvalasztd képességii
folyadékkromatografia

torma peroxidaz (Horse Radish Peroxidase)

homoldg rekombinacios javitas (homologoue recombination repair)

High salt



IPTG:

LB:
LS:

MBD4:
MMR:
mRNS:
MS:
MUG:
N:
NER:
NHEJ:
NLS:
NMR:

N-terminalis:

OD:
p53:
PBS:
PBS2:
PCNA:
PCR:
PMSEF:
PPi:

R:

RFC:
RNaz:
RNS:
ROS:
rRNS:
RT-PCR:
SAM:
SDS:
SMUGH:

izopropil- 3 -D-tiogalaktozid

lizin

Luria-Bertani (tapoldat)

Low salt

metionin

hibaspar specifikus UDG, (Metil Binding Domain)

Mismatch javitas (mismatch repair)

hirvivé/ messenger RNS

Mass Spectrometry, Tomegspektrometria

hibaspar specifikus UDG (Mismatch Uracil-DNA Glycosylase)
aszparagin

nukleotidkivago javito mechanizmus (nucleotide excision repair)
nem homolég végek dsszekapcesolasa (non-homologous end-joining)
magi lokalizacios szignal (nuclear localisation signal)

Magneses magrezonancia (nuclear magnetic resonance)
amino-terminalis

optikai denzitas

53 kD-os tumorszupresszor fehérje

fiziologias sot tartalmazo foszfat puffer (Phosphate Buffer Saline)
Bacillus subtilis tag 2

szaporodo sejt nuklearis antigén (proliferating cell nuclear antigene)
polimeraz lancreakcio

fenilmetanszulfonil-fluorid

anorganikus pirofoszfat

Arginin

replikéacios faktor C

RNS-t hidrolizal6 enzim

ribonukleinsav

Reactive Oxygen Species, Reaktiv oxigén gyokok

riboszomalis RNS

reverz transzkripcidval kapesolt PCR

S-adenozil-metionin

Na-dodecil-szulfat (Sodium dodecil sulfate)

egyesszal specifikus UDG (Single-strand selective Monofunctional UDG)



SRM: Single Reaction Monitoring

T: Timin

TAE: Tris-acetat-EDTA puffer

TBS: fiziologids sot tartalmazé Tris puffer (Tris Buffer Saline)
TDG: timin-DNS glikozilaz, az E. coli MUG emlés homologja
TE: Tris-EDTA puffer

THEF: tetrahidrofolat

TS: timdilat-szintaz

Tris/HCI: (aminometantriil) trimetanol

Trp: triptofan

U: Uracil

UDE: uracil-DNS degradalo faktor

U-DNS: uracil tartalma DNS

UDG: U-DNS glikozilaz (tobb fehérje csalad 6sszefoglalo neve)
UDGX: baktériumokbol, mint a Mycobacterium leprae, Neisseria, Campylobacter

Jjejuni stb. izolalt UDG csalad

UGL: U-DNS glikozilaz inhibitor fehérje

UNG: a f6 U-DNS glikozilaz, ung: E. coli-ban az UNG génje,
UNGI: UNG mitokondrialis izoformaja

UNG2: UNG nuklearis izoforméaja

UVv: ultraibolya (ultraviolet)

XRCCl: DNS-javité fehérje (XeRoderma Cross Complementing 1)
Y: tirozin

W: triptofan



3. Irodalmi Attekintés
3.1. DNS integritasanak jelentésége

3.1.1. A nukleinsavak felépitése

Minden ¢él6 szervezetben - a prokaridtakon at az eukariotakig - a nukleinsavak a genetikai
informacié tarolasanak ¢és tovabbitasanak makromolekulai. Kétféle vegyiilettipust
kiilonboztetiink meg: a dezoxiribonukleinsavat (DNS) és a ribonukleinsavat (RNS). Az
¢élolények tulnyomo tobbségében az 6roklédod tulajdonsagokat hordozo oridsmolekula a DNS.
Kivételt képez néhany virus, melyekben a teljes genetikai allomanyt tartalmazé anyag az
RNS.

A DNS egy polimer molekula, amely adenin (A), guanin (G), timin (T), vagy citozin (C)
nukleobazist tartalmaz6 foszfodiészter kotéssel egymashoz kapcsolddd dezoxi-ribézokbol
(nukleotidokbol) felépiild kettds spiralt alkot. A DNS gerincét képz6 cukor-foszfat egységek a
polimer lanc kiilsé hidrofil részén helyezkednek el, negativ toltést kolcsonozve a DNS
felilletének. A kettds hélix belesejében az egymas felett elhelyezkedd planaris bazisparok
talalhatok. Az antiparallel lefutasu polinukleotid lancokat a komplementer bazisparok kozott
kialakulé hidrogénkotések rogzitik. A timin és az adenin kettd, mig a guanin és a citozin
harom hidrogénkétést alakit ki egymadssal, 0sszhangban a bazisok stabilis tautomér formaival.
Az informaciét a DNS primer szerkezete, a nukleotidszekvencia hordozza, mig a genetikai
tartalom megdrzése és reprodukalédsa a bazisparok szigort komplementaritasan alapszik.

A ribonukleinsav, - a DNS-hez hasonloan - foszfodiészter kotésekkel egymashoz kapcsolt
purin és pirimidin nukleotidokbol allé6 polimer. Az RNS-ben azonban a bazisok mindig
rib6zhoz kotddnek. Az RNS-molekulak nem tartalmaznak timin bazist, igy a bazisparképzés
soran az adenin a timinnel teljesen analog uracillal képez kotést. A nativ RNS altalaban
egyszalu polinukleotid lanc, melyben az egymas mellé kerilé komplementer szakaszok
hajttiszerti hurkokat képezhetnek.

A dezoxiriboz épitékoveket tartalmazé DNS az RNS-nél alacsonyabb oxigéntartalmu, mely
nagyobb stabilitast biztosit a molekulanak. Valoszinlii ezzel a nagyobb stabilitassal
magyarazhato, hogy szinte minden ¢l61ényben a hosszabb tavi informaci6 tarolasara a DNS

szelektalodott.



3.1.2. A DNS kadrosodas és javitds

A DNS kémiailag instabil molekula, igy a benne tarolt informaciotartalom szamos karos
hatasnak van kitéve. A polimert éré karositd hatasok lehetnek exogén €s endogén eredetiick
is. A kiilsé karositd agensek koziil a kiilonféle ionizalo sugarzasok hatasara egyes illetve
kettds szaltorések johetnek létre a DNS lanc egyik vagy mindkét szalan. Abszorbealt UV-fény
a szomszédos timin bazisok kozott keresztkotések kialakitasaval stabil dimereket hozhat létre.
Egyes forgalomban 1év6é kemikaliak és in vivo biokémiai folyamatok soran keletkez6 kémiai
vegyitiletek koziil az alkilezd szerek szintén keresztkotéseket alakithatnak ki a kiilonb6z6 DNS
szalak, illetve az azonos szalon elhelyezkedd bazisok kozott. A belsé kornyezeti hatasok
koziil az elsédleges genotoxikus agensek a normal metabolikus utvonalak melléktermékeib6l
szarmaz6 reaktiv oxigén gyokok, melyek a bazisok oxidativ valtozasat eredményezik.
Emellett a bazisok hidrolizise ¢és alkilacidja — kiemelend$ az S-adenozil-metionin (SAM)
kozvetitette nem enzimatikus metilacio- a DNS kovalens szerkezetének modosulasahoz
vezetnek [1-3]. Gyakori a replikacié soran Ossze nem ill6 bazisok osszekapcsolodasa,
melynek soran hibas bazis épiil a DNS szélba.

A sejtekben kiilonboz6 mechanizmussal miikodé DNS-javito rendszerek alakultak ki a sériilt
informécio visszaallitasara. Az egyik szalat érinté karosodast javité mechanizmusok koziil a
direkt javitdo rendszerek egy — egy tipusu sériilésre specifikusak ¢és a hibas bazist
visszalakitjak. A kivagasos javitomechanizmusok koziil a baziskivago javitas (BER) a
karosodott nukleotidra korlatozodik, mig a nukleotidkivagoé javitdas (NER) nagyobb szakaszt
érint. A replikacio soran keletkezé 6ssze nem ill6 bazisparok korrekcidjat a Mismatch javitas
(MMR) végzi a hibas szalon. A DNS mindkét szalat érinté karosodas illetve torés két
mechanizmus altal javitodik. Az egyik a homolog rekombinacié (HRR), a masik a nem

homolog végek 6sszekapesolasa (non-homologous end-joining- NHEYJ).



3.1.3. A DNS integritas megvialtozasanak kovetkezményei

Amennyiben a hibak nem keriilnek kijavitasra ugy a DNS integritdsa megsziinik, amely
maradando valtozasokhoz, azaz mutaciok keletkezéséhez vezet. A szomatikus sejtekben
bekdvetkezé mutacio a sejt normalis funkciojanak elvesztését vagy a sejt pusztulasat, mig az
ivarsejtek mutacidja az 0roklodé genetikai informacid megvaltozasat idézheti eld. A
protoonkogének ¢és tumorszupresszor gének mutagén elvaltozasa a sejtek kontrollalatlan
szaporodasahoz és rakos betegség kialakulasahoz vezethet.

A DNS javitasban résztvevo komplexeket felépité fehérjék hianya vagy mutacidja szamos
korkép eldidézdje lehet. A javitas elmaradasa all a hatterében szamos rakos megbetegedésnek,
idegrendszeri karosodasnak, mozgéasszervi és borelvaltozasnak. A sejtek Oregedése soran a
DNS-hibajavitas csokken, amely apoptotikus folyamatok illetve karcinogenezis kivaltoi
lehetnek [4-7].

Az irodalomban leirtak szamos olyan javito fehérjét, melyek tal sok javitatlan DNS-hiba
esetén apoptozis (programozott sejthalal) indukcidjaban miikodnek kozre [8].

A nukleinsavakban tarolt informaci6 tehat a gének altal kodolt fehérjék szerkezetére, adott
id6ben ¢s ideig tarto kifejezOdésére valamint szintézisiik mennyiségi szabalyozasara egyarant
vonatkozik. A sejtek szabalyozott miikddése a genetikai informaci6 stabilitasanak fliggvénye,

ezért a DNS integritasanak megérzése minden szervezet szamara esszencialis feladat.

3.2. Hogyan jelenhet meg uracil a DNS-ben?

3.2.1. A timin bazis szerepe

Az uracil nukleobazis alapvetéen nem alkotéeleme a DNS-nek, mig ezzel szemben a
kémiailag hasonlo szerkezetli RNS-ben a timin funkcidjat az uracil tolti be. A két bazis
csupan egyetlen metil csoportban kiilonbozik egymastol, mely csoport nem vesz részt a
hidrogénkotések kialakitasaban, igy adeninnel ugyanazt a bazisparosodasi mintazatot
alakitjak ki (1. abra).
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1. abra: Adenin és timin alkotta Watson-Crick bazisparosodas [9].

Az uracil és timin tehat az informacio tarolasa és tovabbitasa szempontjabol is ekvivalensnek

bizonyulnak, mégis a timin szelektalodott hosszii tavon a DNS épitékoveként. A timin

(timidilat) bioszintézis egyuttal jelentds metabolikus terhet is jelent a sejt szamara, mivel a

metil csoport addiciojat katalizalo dihidrofolat reduktaz és a timidilat szintetdz enzimek

jelenlétét és miikodésének szabalyozasat igényli [3, 9] (2. abra).
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2. abra: A dezoxitimidin-monofoszfat de novo bioszintézise [9].




A nukleinsavak egy masik épitéeleme, a citozin felelds tulajdonképpen azért, hogy az uracil
szerepét a timin atvehette. A citozin ugyanis viszonylag instabil molekula és normal élettani
kortilmények kozott gyakran uracillé alakul spontan hidrolitikus dezaminalasi reakcid soran
[10]. Ezen mutagén valtozas elkeriilésére a baziskivagason alapuld javitd6 mechanizmust hivja
segitségiil a sejt, mely soran az uracilt a DNS-b6l a javitasért felelds enzimrendszer kihasitja,
majd ujboli szintézissel a DNS eredeti allapotat helyreallitja [11]. Az uracil eltavolitasaért
felelés enzimrendszer nem csak a hibas, hanem az adeninnel szemben all6 uracil molekulakat
is kivagja. Ezért az evolucidé soran az uracil molekuldra egy metil csoport keriilt, mely
atalakulassal tovabbra is megmaradtak a hidrogénkotéseket alkotd funkcids csoportjai, de
megkiilonboztethetévé valt a citozin oxidativ dezaminalasanak eredményeként megjelend
uraciltol.

In vitro DNS szintézis soran a megfelelé nukleotid épit6kovek mellett, de ugyanakkor dTTP
kizarasaval dUTP jelenlétében a templat szal minden adeninjével szemben uracil fog beépiilni
az Ujonnan szintetizalodd DNS szalakban. Az uracil-tartalmit DNS templatrdl szintetizalodo
mRNS bazissorrendje megegyezik az eredeti timin-tartalmtt DNS-r6l késziilt sorrendjével.
Tovabba, az uracil-tartalmi DNS dTTP jelenlétében hibatlanul visszairhat6 timin-tartalmtva.
A fentiek alapjan elmondhatd tehat, hogy az uracillal helyettesitett DNS a timin-tartalmt
DNS-sel ekvivalens [12, 13].

3.2.2. A timin helyett uracil a genomban

Az in vitro adatok mellett az irodalomban felfedezhet6 szaimos eset, amikor a természeetben
uracil jelenik meg a genomban. A Bacillus subtilist-t fert6zé PBS2 fag esetében irtak le, hogy
genomja timin helyett jorészt uracilt tartalmaz [14]. A fag genomjaban a C:G parok aranya
joval kisebb, mint az A:U (2:8) paroké, amely a citozin dezaminalodas kovetkezménye lehet.
Az emelkedett uracil tartalomért valdszinlileg egy dUTPaz inhibitor is felelds, amely
megakadalyozza az wuracil kivagodasat a megfert6z6dott gazdasejt genomjabol [15].
Azonositottak egy- tobb Yersinia fajt is fert6z6- R1-37 fagot, melynek genomjaban nem
talalhat6 timin, csak uracil [16].

Baktériumok ¢életképességét is vizsgaltak uracil-tartalmi DNS mellett. Mesterségesen
létrehoztak olyan mutans egyedeket, amelyekben felborult a dUTP/dTTP arany, vagy a mar
beépiilt uracil nem javitodott kell6képpen. Az elmaradt baziskivagast az UNG mutacidja
eredményezte. Az ung mutans sejtek uracil tartalma nem valtozott jelentés mértékben, de a

C/G — T/A tranzicidé gyakorisaga megnovekedett benniik [13]. Az ¢életképesség terén nem
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tortént valtozas [17]. A dUTP-az mutans baktérium sejteknek a fejlédési iiteme lelassult és
megndvekedett a mutacidra, rekombinaciora valdo hajlamuk. Az életképességiik teljesen
megszlnt, valosziniileg az uracil kivagasért felelds javitomechanizmus tilmiikddése miatt
[18, 19]. A kettés mutans (dut-/ung-) E. coli is életképesnek bizonyult (CJ236), genomjaban a
timin 1-2%-at helyettesiti uracil [12]. Az emlitett példak egyrészt igazoljak az uracil-timin
bazisok cseréjének lehetdségét, masrészt azt, hogy a dUTPaz és UNG enzimek aktivitdsanak
kiesése esetén, adott mennyiségi uracil felhalmozodhat egy sejt genomjaban, anélkiil, hogy

jelentds valtozast okozna a normal sejtciklusban.

3.2.3. Az uracil szerepe fiziologias folyamatokban

Arra is talalunk példat, hogy a DNS-ben atmenetileg megjelend uracil fiziologias
folyamatokban jatszik fontos szerepet. Az aktivalas-indukalt dezaminazt (AID) B-sejt
specifikus, RNS-editalo fehérjeként azonositottak [20]. A szerzok késébb megmutattak, hogy
fontos szereppel bir aktivalt B-sejtekben az osztalyvalto (,,class switch”) rekombinacioban és
a szomatikus hipermutacioban [21]. Az uracil az AID enzim katalizalta citozin oxidativ
dezaminalasa soran tranziens modon jelenik meg a DNS-ben, majd UNG altal eliminalodik
[22]. Az uracil tehat egy még részleteiben nem ismert enzimmechanizmus intermedier
termékeként jarul hozza az immunoglobulin gének variabilitasahoz.

Egy masik irodalomban talalt példa pedig arrél szdmol be, hogy Burton ¢s munkatarsainak a
Chlamydomonas kloroplaszt DNS-en végrehajtott vizsgalata azt eredményezte, hogy az uracil
¢és a paternalis eredetli kloroplaszt DNS metabolizmus kiilonb6zéségében. Tulajdonképpen a
paternalis kloroplaszt DNS, mely a zigétakban specifikusan degradalodik, tartalmaz uracilt,

mig a megmarado maternalis kloroplaszt DNS nem [23].

3.2.4. Az uracil DNS-be épiilésének utvonalai

Annak ellenére, hogy a DNS-ben alapvetden uracil bazis nincs jelen, két kiilénb6z6 utvonalon
is bekertilhet: citozin dezaminacidjaval illetve timin helyettesitéssel. Fiziologias koriilmények
kozott a leggyakoribb DNS-ben el6forduld spontan mutagén valtozas a C = T tranzicid, mely
soran a citozin oxidativ dezaminalasaval (3.abra) [1] uracil keletkezik. A reakcid soran

premutagén G:U bazisparok keletkeznek.
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3. abra: Citozin oxidativ dezaminalasa.

Mivel az uracil adeninnel képez bazispart, igy a kovetkezd replikacidé soran az Gjonnan
szintetizalodd DNS-szalba, az uracillal szemben, guanin helyett adenin ¢épiil be. Ez a
kovetkez6 replikacios ciklusban G:C > A:T stabil pontmutacié 1étrejottéhez vezet (4. abra).
A DNS kettésszalu szerkezete jelentds védelmet nyujt a citozin hidrolitikus dezaminalasaval
szemben, mégis fiziologias koriilmények kozott naponta ~ 60-500 alkalommal is lejatszodik
egy atlagos genomban [24, 25]. Ugyanakkor a transzkripcié soran hosszabb ideig egyesszalu

formaban jelenlévé DNS esetén kb. 200-300-szor gyorsabb lehet a dezaminacio [1].
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4. abra: Uracillal szemben az Gjonnan szintetizal0do szalba adenin keriil.




Uracil a DNS-be timin helyett is beépiilhet a DNS replikacié soran, amennyiben a sejtbeli
dUTP/dTTP arany megnovekedik. A helyettesités U:A bazisparokat eredményez, ugyanis a
legtobb DNS polimeraz, kivéve az archedk B tipusu DNS polimerazat [26] a normal DNS-t
felépité timin helyett az idegen uracil bazist épiti be az adeninnel szembe. A DNS
polimerazok altal felhasznalt épit6kovek — a nukleotid trifoszfatok — igy a dUTP és dTTP
szintje is szigortian szabalyozott. A megfeleléen alacsony dUTP koncentracidt, mely esetben
az ujonnan szintetizalddé DNS szalba timin épiil be uracil helyett, a dUTPaz enzim biztositja.

Maga az enzim a dUTP pirofoszforolizisét katalizalja [27]:

dUTP— dUMP + PPi+ nH+

A dUMP beépiilésekor mutacié ugyan nem keletkezik a DNS-ben, de citotoxikus és mutagén
AP résszel rendelkezé koztiterméket eredményezhet a DNS javitds soran [28]. Uracilt
tartalmaz6 DNS tehat a fent leirt két utvonalon keletkezhet in vivo a szervezetben. A
kiilonbség a "kétféle’ uracil kozott az, hogy a citozin dezaminalasaval keletkezd hibas bazis
mutagén valtozast eredményez, mig a masik artalmatlan a DNS-re nézve, nem valtoztatja meg
a genetikai informaciot.

Fontos azonban megemliteni, hogy létezik szamos olyan fehérje-DNS szekvencia specifikus
kolesonhatas, melyekben a timint az uraciltol megkiilonboztetd metil csoportnak is szerepe
van [29]. Bizonyos transzkripcios faktorok példaul, melyek a génkifejez6dés szabalyozasaért
felelosek, nem ismerik fel az uracillal helyettesitett kotéhelyet az adott promoéter régiokban.
Persze ezeknek a rendszereknek a DNS replikacioban és a DNS javitashoz kapcsolodd

szintézisben kozvetlenill nincs szerepiik, de a sejtek, - akar ezen folyamatokhoz is sziikséges -

3.3. A baziskivagason alapul6 javit6 mechanizmus (BER)
A hibasan beépiilt bazisok, mint az uracil (ill. egyéb uracil analogok) illetve a sériilt bazisok
(pl. 3-metiladenin) eltavolitasara és ezt kovetéen a DNS szal helyreallitdsara szervez6dott a

baziskivagason alapuld6 DNS javitdé (BER) mechanizmus [30, 31]. A tobblépéses

specifikusak. A variansok ko6zos jellemvonasként rendszerint harom f6 1épésbél allnak (5.

abra). A mechanizmus els6 1épéseként egy DNS N-glikozilaz elvagja a dezoxiribdz és a hibas
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bazis kozti glikozidos kotést. Az igy bazis nélkiill maradt helyen az AP-endonukleaz
(apurin/apirimidin-endonukleaz) elhasitja a DNS dezoxiriboz-foszfat gerincét tgy, hogy a
3’0OH-vég marad szabadon. Ezutan a DNS-polimeraz endogén foszfodiészteraz hatdsa révén
eltavolitja a bazis nélkiili dezoxiribdzt, ¢s a 3’OH-vég valamint a megfeleld nukleotid-
trifoszfat felhasznalasaval komplementer bazist épit be [11]. Végiil pedig a DNS ligdz enzim
elvégzi a gerincszal dsszevarrasat.

A baziskivagasos javitomechanizmus elsdsorban kisebb a DNS kettés hélixen torzulast nem
okozo sériilések javitasaért felelds. Ez alol kivételt képez a ciklobutan dimerek javitasa,
ugyanis a pirimidin dimerek javitasa a nukleotidkivagason alapulé javitd mechanizmus (NER)
feladata. A BER végzi tehat a reaktiv oxigén gyokok (ROS) hatasara bekovetkezé oxidativ
bazismodosulasok (8-oxoguanin, timinglikol, formamidopirimidin stb.), a normal sejtbeli
metabolitok okozta alkilalasok (3-metiladenin, 7-metilguanin), valamint a hidrolitikus
dezaminacioval jard valtozasok (uracil, hypoxantin stb.) javitisat is. A BER ezen kiviil
egyesszal torések javitasaban is részt vesz.

A BER a kivagasos javitomechanizmusok koziil egyediilallé abban a tekintetben, hogy az
egyes léziokat kiilonboz6é az adott hibara specializalodott DNS glikozilazok ismerik fel. A
DNS glikozilazok relative kisméretii (~30-50 kDa) monomer fehérjék, amelyek nem igénylik
kofaktorok jelenlétét katalitikus aktivitdsukhoz [32]. Az elsé azonositott DNS glikozilaz az E.
coli Uracil DNS glikozilaz volt, késébb hasonld aktivitasu fehérjéket talaltak mas
baktériumokban, élesztdben, novényekben és emlds sejtekben is. A DNS glikozilazok a hibas
bazisokat a DNS szekvencia alapos vizsgalataval lokalizaljak Mindez kétféle mechanizmussal
torténhet. A hélixet destabilizalo hibak esetén az enzim konnyen felismeri a DNS-ben
létrejovo  extrahelikalis konformaciot. A hélixet nem vagy kis mértékben destabilizalo
karosodasok esetén a DNS glikozilazok a DNS szalat meghajlitva minden bazist kiforditanak
és megvizsgaljak, hogy illeszkedik e az enzim aktiv centrumat alkotd pozitiv toltésii zsebbe.

Az igy azonositott hibas bazist ezutan eltavolitjak az N-glikozidos kotés hasitasaval.
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5. abra: A sériilt bazisok és a DNS szaltorések javitasaéért felelés BER utvonalak sematikus
abrazolasa. A sériilt bazis csillaggal jelolt. A javitast kdveté DNS szintézist kék korok jelzik.

(tovabbi részletek a szovegben)

A DNS glikozilazok Kkatalitikus aktivitasukat tekintve két csoportba sorolhatok. A
monofunkcios glikozilazok esetén a nukleofil tamadasért egy aktivalt vizmolekula, mig a
bifunkcios enzimeknél egy adott amincsoport a felelés. Az AP-liaz aktivitas kovetkeztében
egy P-eliminacios reakcioban a cukor —foszfat gerinc elhasad 3’a,B- aldehid és 5’-foszfat
végeket létrehozva. Néhany AP-liaz tovabbi d-eliminacdval a 3°-aldehid vég helyett szabad 3”

foszfat véget képes kialakitani.




A DNS glikozilazok vagy AP-lidzok altal generalt abazikus (AP) helyeket ismerik fel az AP
endonukleazok, majd a bazismentes helytél 5° iranyban a foszfodiészter kotés elhasitasaval
3’-OH véget és bazismentes 5’-dRP-t hagynak hatra. A hidrolitikus APE-k két szerkezeti
csaladba sorolhatok, melyek elsd képviseldit egyarant E. coli-ban azonositottdk. Az elsé
csaladba az exonukleaz IlI-tipust fehérjék tartoznak, mint példaul a human APEI és APE2.
A masik csalad tagjai az endonukledz IV- tipustiak, ahova az élesztdben talalt APNI is
tartozik [33, 34]. A foszfatészter-hidrolizis katalizise soran az AP endonukleazok is
kihajlitjdk a bazismentes helyet a hélixbdl [35, 36]. A két csalad képviseldi katalitikus
aktivitasukhoz egyarant igényelnek fémionokat, melyek az AP hely koordinalasaban vesznek
részt.

A BER utols6 szakaszan beliil megkiilonboztetiink rovid szakaszos (,,short patch”) és hossza
szakaszos (,,long patch”) itvonalat. A rovid szakaszos javitds soran a DNS polimeraz B, liaz
aktivitasa révén, lehasitja az 5°-dRP-ot, majd polimeraz aktivitasa révén beépiti a hianyzo
bazist [37], azaz csak egyetlen nukleotid cseréje torténik. A hosszu szakaszos BER
mechanizmust a DNS polimeraz § ¢és ¢ katalzidlja a szaporodo sejt nuklearis antigén (PCNA)
fehérje és a replikacios faktor C (RFC) jelenlétében, melyben 2-15 nukleotidnyi DNS-szakasz
Ujra szintézise is torténhet [38, 39]. A polimerazok 5’-dRP-lidz aktivitidsanak hidnyaban a
kimetszésre vard nukleotidokat a flap endonukledz 1 (FENI ) tavolitja el. A szintézist a DNS
polimeraz [ is katalizalhatja, de ebben az esetben csak maximum 6 nukleotidnyi szakasz
cserélodik le [40, 41].

Végiil a ligaz III az XRCCI fehérjével kolcsonhatasban, osszevarrja a DNS-szalat [42]. A
ligaz I-rél in vitro kimutattak, hogy képes a DNS polimeraz f-val kdlcsonhatasba 1épni [43],

és a BER-t lezarni in vitro [44].

3.4. Az uracil-DNS metabolizmusban szerepet jatszo fehérje csaladok

3.4.1. Az uracil-DNS glikozilazok

A DNS-be hibasan beépiilt uracil bazis felismerésével és eltavolitdsdval az uracil-DNS
glikozilazok 6vjak meg a DNS molekulat a mutagén vatozastol. Az enzimeknek eddig hat
csaladjat azonositottak, de ebbdl eukariotakban harmat jellemeztek mélyrehatobban: UNG
(Uracil-DNA N-glycosylase), SMUG (single-stranded selective monofunctional uracil-DNA
glycosylase), TDG (thymine-DNA glycosylase)/MBD4 (Methyl-CpG binding protein).
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Az UDGX csalad tagjai egyes baktériumokban, mint a Mycobacterium leprae, Neisseria,
Campylobacter jejuni stb. fordulnak el6 [45], mig a DRUDG csaladba tartozo fehérjéket

Deinococcus radiodurans-bol és Rhodococcus erithropolis-bol izolaltdk [46]. A termofil
Archaea-kban azonositott AUDG csaldd tagjai még né¢hany baktériumban is részt vesznek a

DNS javitasban [47, 48].
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6. abra: Az uracil-DNS glikozilaz enzimek csaladfaja és el6fordulasa az

¢16 szervezetekben [45].

Az N-glikozidos kotést katalizalo enzimek mind a monofunkciés DNS glikozilazok koézé
sorolhatoak. A csaladok tagjai kozos o/p feltekeredési mintazattal rendelkeznek, szerkezetileg
nagy a hasonlosag koztik (6. abra). Kozos 6si evolucios eredetiikkel ellentétben
szekvenciajukat tekintve extrém divergencia jellemzi ¢ket. Hasonléoan nagy eltérés
mutatkozik a katalitikus hatékonysagukat, szubsztratspecificitasukat és sejtciklushoz kotott
szabalyozasukat illetéen.

AZ UDG-k kozill els6ként az Escherichia Coli UNG fehérjét azonositottak [49], az UDG
enzimcsalad legkonzervativabb képviseldinek tekinthet6k [50]. Megtalalhatoak szinte az
Osszes €16 szervezet genomjaban: baktériumokban, eukariotakban és szamos DNS virusban is,
melyek magasabb rendil eukaridtdkat fertéznek meg. Kivételt képeznek az Archaedk és a

teljes atalakulassal fejlddé rovarok, mint a Drosophila melanogaster [45]. Az UNG enzim
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mind az egyes- és kettdsszali DNS-b61 képes eltavolitani a beépiilt uracilt, fiiggetleniil attol,
hogy milyen bazis all az uracillal szemben, de inkabb az egyesszali szubsztratot preferalja
[51]. Az UNG a tobbi UDG-vel szemben, specifikusan gatolhato az UGI fehérjével [52],
valamint a termékként keletkez6 AP helyek is a huméan enzim esetét kivéve gatld hatastiak
[53].

A kovetkezd csalad a SMUG fehérjéké, melyek baktériumokban és élesztében nincsenek
jelen, féként magasabb rendi ekukariotakban talalhatoak. Koziilik eldszor a Xenopus cDNS
konyvtar in vitro transzlacidja soran azonositottdk a SMUGI fehérjét. Az egyesszall és a
kett6sszala DNS-bdl is képes kihasitani a citozin dezaminacidjaval keletkez6 uracilt, mig a
timin helyett beépiilt uracilt kisebb hatékonysaggal tavolitja el. Az UNG-hoz hasonléan az
egyesszallit DNS-t részesiti elonyben, és hasonlod hatékonysaggal processzalja. Ugyanakkor az
UNG-gal ellentétben kisebb az uracil specificitasa, hiszen az 5-hidroximetil-uracilt is hasonld
mértékben eltavolitja. A két enzim szekvencialisan is tavoli rokonsagot mutat.

A TDG ¢és az MBD4 kettdsszali DNS szubsztratbol a T:G hamis parok esetén a timint
tavolitjak el, valamint a citozin és az 5-metilcitozin dezaminécidjaval képz6doé uracilt CpG ill.
SmeCpG kornyezetbdl [54]. A TDG ezen kivill részt vesz az g-citozin hamis parokbol valo
kivagasaban, ugyanakkor az 5-HmeU-t kevésbé hatékonyan eliminalja. A TDG transzkripcids
faktorként is funkciondl [55]. Bakterialis homolégja, a MUG U:G hibasparban 1évé uracilt
képes vagni, a timint azonban nem. Az MBD4 felismeri az U:G és T:G mellett az 5-
fluorouracilt és kevésbé hatékonyan az eC-t is.

Az emberi szervezetben legalabb négyféle uracil-DNS glikozilaz miikodik: az UNG, a TDG,
a SMUGI és az MBD4 [56]. Az UNG ¢és a SMUG! foleg az egyesszalu, mig a masik két
enzim kizarolag a kett6sszalt DNS-t processzalja [25]. A human sejtekben az UNG-nak két
izoformajat azonositottdk: az UNGI mitokondrialis, mig az UNG2 nuklearis lokalizaciot
mutat [57].

A teljes atalakulassal fejlodo rovarokban igy a Drosophila melanogasterben sem mutattak ki
eddig jelent6s uracil-DNS glikozilaz aktivitast [54]. Két, az UDG-hez képest kisebb
hatékonysagu, duplaszal DNS-re specializalodott glikozilazt azonositottak Drosophildaban is.
Ezek a SMUG és a TDG fehérjék homologjai. A SMUGI1-nek sem szubsztratspecificitasat,
sem katalitikus hatékonysagat még nem vizsgaltdk meg részletesebben, csak az emlds
homolog aktivitasat jellemezték. A TDG homologja Drosophildban egy hosszi C-terminalis
régioval rendelkezik. A C-terminalis régio nélkiili aktiv magot rekombindns uton eléallitottak
¢és jellemezték: a human TDG-hez hasonld specificitasu, de a hibas parban 1évé timint kisebb

mértékben képes eliminalni [58].
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A fenti két enzim a citozin dezaminalasaval keletkez6 uracilt valosziniileg képes javitani, mig
a timin helyettesitésével a DNS-be keriilé uracil eliminalasat nem végzi el. Miutan az uracil-
DNS glikozilazok széles szubsztrat specificitassal rendelkeznek, eléfordulhat, hogy
valamilyen eddig még nem azonositott alternativ Utvonalon a két enzim mégis képes

helyettesiteni a Drosophila genomban nem kodolt £6 uracil-DNS glikozilazt.

3.4.2. dUTPazok

A dezoxiuridin trifoszfat nukleotidhidrolaz (dUTPaz) enzim a dUTP pirofoszforolizisét
katalizalja az alabbi reakcio alapjan [59, 60]:

7. abra: A dUTPaz altal katalizalt hidrolizis. A reakcié soran az aktivalt vizmolekula a dUTP
a-foszfatja ellen indit nukleofil tamadast, amely dUMP és pirofoszfat keletkezését

eredményezi.

A reakcioban a dUTPaz enzim kofaktora a Mg2+ ion. A folyamat a nagyenergiaju foszfat
hidrolizise miatt gyakorlatilag irreverzibilis.

Ezzel a reakcioval az enzim lecsdkkenti a sejtben a dUTP szintet, €s kozben termeli a dUMP
metabolitot, ami a dTTP bioszintézisének alapvetd prekurzora (a timidilat szintdz
szubsztratja). A dUTP/dTTP arany donti el, hogy a DNS polimeraz timint vagy uracilt épit be
ugyanarra a helyre az adeninnel szembe. A dUTPaz altal katalizalt reakcio tehat az uracil
DNS-bél valo kizarasa miatt fontos.

Az elézéekben mar részletesen ismertetett baziskivagason alapulé javitomechanizmus végzi
az uracil eliminalasat a DNS-bol. Az uracil-DNS glikozilaz enzimmel indulé mechanizmus
védelmet nyujt a citozin kémiai instabilitasaval szemben, de nem tud kiilonbséget tenni a

citozin oxidativ dezaminalasaval keletkezett mutagén, és a DNS szintézisekor esetleg timin
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helyére beépiilt, nem mutagén uracil kozott. Ezért a timin helyére valo uracilbeépiilést a DNS
polimeraz emlitett aspecifitasa miatt a dUTP/dTTP arany visszaszoritasaval kell a sejtnek
kivédenie, amit a dUTP4az enzim kétfeldl is biztosit. dUTPaz hidanydban azonban a magas
dUTP/dTTP arany a DNS uracil tartalmanak jelentds ndvekedését okozza. Ezaltal aktivalodik
az uracil kivagasan alapulo javitbmechanizmus. A javitds azonban a tovabbra is fennallo
magas dUTP/dTTP arany mellett nem lehet sikeres, mert a DNS polimeraz a kivagott uracil
helyére ujra uracilt épit be. Az igy feler6s6dd hiabavalo ciklus kettdsszaltorésekhez, az pedig
a kromoszoma fragmentalodasahoz, majd a sejt haldlahoz vezet. Ezt a jelenséget nevezik
timinmentes sejthalalnak (8. abra) [61].

Az eldbbiek alapjan a dUTPaz specifikus gatlasaval varhatéan sejthalal indukalhato, amivel
terapias hatast érhetiink el a rdkos vagy egyes fert6z6 megbetegedések esetén.

A dUTPaz antagonizmus hatékony rakterapias alkalmazhatosagat tobb el6zetes eredmény is
indokolja:

1. A dUTPaz gén kifejezédése a sejteiklustol fiigg [62]. Csak a sejtosztodaskor szamottevo az
enzim bioszintézise, ezért az enzim gatlasa is csak az aktivan 0sztodd szovetekben okozhat
jelentdsebb kart.

2. Két széles korben alkalmazott kemoterapids szer, a fluoro-dezoxi-uridin monofoszfat és a
methotrexdt szintén a timidilat bioszintézist gatolva indukal sejthalalt és fejti ki terapias
hatasat (9. abra).

3. Megfigyelték, hogy daganatokban rezisztencia indukalédhat az emlitett gyogyszerekre,
mely rezisztenciaval Osszefliggésbe hoztak ezen sejtvonalakban kimutathato, erdsen
megndvekedett dUTPaz aktivitast. Ugyanakkor kimutattak, hogy a dUTPaz szint genetikai
manipulalassal eldidézett novelése egyes human tumoros sejtvonalakban fluorouracil-
rezisztencia kivaltasat okozza [63, 64].

4. Szubsztratanalog inhibitorok sejtburjanzas gatld hatasat human rakos sejtvonalakon in vitro
is kimutattak [65].

5. A legfrissebb irodalomban kozoltek adatokat arra vonatkozdan is, hogy a timinmentes
sejthalal utvonal fiiggetlen a p53 fehérjétol [64, 66].

6. Trichinella spiralis-t és Caenorhabditis elegans-t tanulmanyozva, megfigyelték, hogy
nyugvo fonalas férgekben erés a timidilat metabolizmus. Mind a timidilat szintaz, mind a
dihidrofolat reduktaz, valamint a dUTPaz aktivitasa kiilondsen magas, vagyis olyan, mint az
aktivan o0sztodd szovetekben. Ebbol kovetkezéen azt gondoljak, hogy ezeknek a fonalas

férgeknek sziikségiik van ezekre az enzimekre nyugalmi allapotukban is [67].
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8. abra: A dUTPaz szerepe a DNS integritdsanak megorzésében.

A rakos sejtek mar kialakulasukat is részben annak koszonhetik, hogy benniik az apoptotikus
utvonalak jelentds része gatolt. Példaul a programozott sejthaldl eldidézésében altalaban
kulcsfontossagi p53 fehérje rosszindulata sejtekben gyakran olyan mutacio(ka)t mutat,
mely(ek) funkciojanak teljes, vagy részleges elvesztését okozzak, ezért a p53-fliggd apoptozis
utakon torténd terapia hatastalan marad. Ezekben az esetekben a timinmentes sejthalal
indukalasa mégis a gyogyulas reményével kecsegtethet, kiilondsen, ha ez olyan hatékony
modon torténik, mint a dTTP bioszintézisének elsé 1épését katalizalo dUTPaz specifikus
gatlasa. A fluoro-dezoxi-uridinre rezisztenssé valt daganatok esetén a dUTPaz antagonizmus
szintén igéretes kiegészit6 terapia lehet.

Még a retrovirusok is gyakran kodoljak genomjukban a sajat dUTPaz fehérjéjiiket. A viralis
dUTPaz elsésorban azon virusok szamara fontos, melyek differencialt sejteket timadnak meg,
hisz az ilyen gazdasejtben nincs jelen elegendd sajat dUTPaz. A virdlis dUTPaz gének
nullmutacidja csokkenti a virus fert6z6- és szaporodoképességét a differencialt sejtekben,
[68-70].

gyogyitasaban a viralis dUTPaz antagonistai terapias jelentdséggel birhatnak. Az enzim tehat

szovetekben Ez reményt nyujt arra, hogy egyes virusos megbetegedések

igéretes célpont j gyogyszertervezések szamara.
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9. abra: Kapcsolat a timdilat-szintaz (TS), dihidrofolat-reduktaz (DHFR) és a dUTPaz

enzimek altal katalizalt reakciok kozott.

3.5. Az uracil szerepe a Drosophila melanogaster egyedfejlédésében

A DNS javitas vizsgalataval a Drosophila melanogasterben Deutsch és munkatarsai mar a
nyolcvanas évektdl kezdédden foglalkoztak. Munkdjuk szamos érdekes és teljesen ujszerti
eredményhez vezetett, mely alapjaul szolgal a rovarokban zajlé programozott sejthalal
folyamatok megértésének.

A korabban targyalt DNS-t manipulalé enzimekrél bebizonyosodott, hogy fontos szerepet
toltenek be a DNS javitas, az apoptdzis és a karcinogenezis folyamatokban. Ezek kozé
tartoznak az emlés és bakterialis szervezetekben is azonositott uracil-DNS glikozilazok,
melyek mind a citozin dezaminalasaval spontan keletkez6, mind a timin helyettesitéssel a
DNS-be keriil6 uracilt eltavolitjak, megérizve ezzel a DNS molekuldban tarolt informacié
épségét. Miutan azonos funkcioval rendelkezé fehérjéket az ¢l6 szervezetek szinte
mindegyikében taldltak, meglepd volt Friedberg 1978-as kozleménye, mely szerint ilyen
aktivitasu enzim a Drosophila melanogasterben nem detektalhatd. Deutschék tulajdonképpen
Friedberg publikaciojanak hatasara kezdtek el uracil-DNS glikozilaz aktivitds utan kutatni
Drosophila melanogasterben [71]. Helyette egy uracil tartalmtt DNS-re specifikus nukledzt
talaltak- bar ezt fehérje szinten nem azonositottdk-, mely csak a késoi larva stadiumokban
enzim nem érdekelt a DNS javitasban ehelyett inkabb egy sejtbeli mechanizmus részese,
amely bizonyos periodicitassal toréseket kreal a DNS szalban az uracil bazisok kérnyezetében

¢és ezen folyamat eredményezi a harmadik larva stadiumban megfigyelheté DNS degradaciot.
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Figyelmilket ezutdan a pirimidin nukleotid szintézisben és a dUMP DNS-be torténd
beépiiléssének megakadalyozasaban kulcsszerepet betolté dUTPaz enzimre forditottak [72]. A
dUTPaz aktivitas csokkenését illetve az enzim expresszidjanak a hidnyat figyeltek meg az
embrional késobbi fejlodési stadiumokban. Ugyanakkor egy fejlodési allapothoz kotott
dUTPaz inhibitort is azonositottak az elsd larva stadiumban, amely magyarazatként szolgalhat
a dUTPaz aktivitas hanyatlasara a larva allapotok soran [73]. Drosophildban ennek additiv a
jelentdsége, hiszen embriokban hianyzik a timin helyett beépiilé uracil eltavolitasara
szervez0dott javito utvonal, mindez a dUTPaz hidnyaban az wuracil tartalom
megnévekedéséhez vezethet a kiilonbozo fejlodési allapotok soran. Megkisérelték ezért a
DNS emelkedett uracil tartalmat kimutatni a kiilonboz6 fejlédési stadiumokban. Ahogy
korabban masoknak az E. coli dut- mutans sejtekben nekik sem sikeriilt uracilt detektalni az
egyes fejlodési stadiumokhoz tartozod genomialis DNS-ekben. Azt feltételezték ezutan, hogy
valoszintileg az uracilt tartalmaz6 DNS-en aktiv enzimek lecsokkentik az uracil tartalmat a
detektalasi szint ala, vagy esetleg maga az uracil szint olyan alacsony, hogy a detektalast
megakadalyozza. Késobb azt is megmutattak, hogy a Drosophildhoz hasonldan csak a teljes
atalakulassal fejlédo rovarok nem rendelkeznek az uracil-DNS glikozilazzal egyezé DNS
javito aktivitasu fehérjével [74, 75].

Konkluzioként 6k vetettek fel eldszor, hogy dUTPaz hidnyaban az uracil a larvalis szovetek
DNS-ében felhalmozdodhat és UDG hidnyaban javitatlanul szubsztratként szolgalhat a késéi
larva stadiumok végén megjelend uracil DNS-re specifikus nukleaz szamara. Az enzim az
uracil bazisok kihasitasaval nagyszamu DNS torést eredményezhet, mely a metamorfozis

soran zajlo sejthalal folyamatokhoz jarulhat hozza [74].
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4. Célkitiizések

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy minden eddig vizsgalt allati és bakterialis szervezetben,
kivéve néhany teljes atalakulassal fejlodé rovart, kimutathato az uracil-DNS glikozilaz enzim.
Ez a fehérje a DNS-ben talalhato uracilt kimetszi, és bazismentes helyet hagy hatra [3]. Igy az
uracil-DNS glikozildz enzim jelenlétében nem johet létre stabil uracil-tartalmu DNS. Az
ecetmuslica genomjabol azonban hidnyzik az uracil-DNS glikozilaz szekvencia, ezért az
ecetmuslicaban létrejohet uracil-tartalmit DNS, a megfelelé nukleotid aranyok (dUTP-szint
jelents emelkedése) esetén [75]. A csoportunk egyik korabbi kézleményében kimutattuk,
hogy a Drosophila larvakban hidnyzik a dUTP4z nevii enzim, ami a sejtbeli dUTP szintet
alacsonyan tartja [76]. A dUTPaz hianyaban emelked6 dUTP szint tehat a larvaban valoban
uracil-tartalmi DNS megjelenéséhez vezethet.

Mi lehet a szerepe az ecetmuslica larvakban megjelend uracil-tartalmi DNS-nek? Kézismert,
hogy a teljes atalakulassal fejlddo rovaroknal a larvaallapotot kovetd baballapot soran a larva
szovetei programozott sejthalal (apoptézis) utjan lebomlanak, és anyagot szolgaltatnak a
babban kifejlodo felndtt 1égy (imagd) szamara. A larvaszovetek programozott sejthalal utjan
torténd lebomlasanak indito, vagy felerdsitd jelét adhatja, ha a larvaszovetekben kettdsszalti
DNS torések kovetkeznek be. A kettsszala DNS torés ugyanis rendkiviil erds apoptotikus
jelnek szamit [77]. Egy uracil-tartalmi DNS-t endonukleaz médon mindkét szalon hasitd
enzim konnyen generalhat nagyszamu DNS torést az uracil-tartalmi DNS-en [78]. A
folyamat megfeleld szabéalyozasdhoz egyértelmiien sziikséges az is, hogy az uracil-DNS-t
bonté endonukleaz csak a bebabozodas eldtt, vagy kozvetlenil azutan, fejez6djon ki a
rovarban.

Deutschék felvetésével dsszhangban, gy gondoljuk, hogy Drosophildban az uracilos DNS
sértetleniil megérzédhet a harmadik larva stadium végéig, amikor egy altalunk wjonnan
azonositott uracil-specifikus DNS degradald faktor (UDE) el nem kezd termelddni [78].
Doktori munkam két {6 célkitiizése igy szorosan kapcsolodik a leirt hipotézishez. Egyrészt
vizsgalni kivantam az UDE fehérje szerkezet- funkcio Osszefliggéseit szamos csonkitott és
hely specifikus mutans konstrukci6 1étrehozasaval.

Masrészt, hogy kozelebb keriiljiink a teljes atalakulassal fejlédo rovarok metamorfozisa soran
végbemend biokémiai folyamatok megértéséhez megkiséreltem kvalitativ, fél-kvantitativ és
kvantitativ eljarasokat kidolgozni ¢és alkalmazni az ecetmuslica kiilonb6z6 fejlodési

allapotaibol izolalt genomi DNS uracil tartalmanak kimutatasara.
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5. Alkalmazott Mdédszerek

5.1. A Drosophila genomi DNS uracil tartalmanak kimutatasa soran alkalmazott

modszerek

5.1.1. Ecetmuslica tenyésztése és kiilonbozo fejlodési stadiumok gyiijtése

Oregon-R vad tipustu Drosophila melanogaster torzset tartottam fenn a kovetkezd taptalajt
tartalmazo tivegekben: 1, 5 % bakteriologiai agar, 6, 6 % kukoricadara, 6, 6 % élesztd, 9 %
kristalycukor, tovabba 9, 2 mM NaCl, 3, 4 mM CaCl,. A taptalajhoz etanolban oldott 10 %-os
gombadld hatasu Nipagint is adagoltam, mely a taptalaj penészedését akadalyozta meg. A
legyeket petéztetés céljabol egy erre kialakitott miianyag edény aljara kiontétt taptalajra (2 %
szalas agar, 10 % élesztd, 10 % kristalycukor, 10 % malnaszorp) helyeztem at és egy éjszakan
at vagy szinkronizalt tenyésztés esetén két oran at petéztettem. Az embridkat a petéztetd
taptalajrol ecsettel tavolitottam el. A kisérleteimhez késdi 3. stadiumu (,,vandorld™) larvakat
¢és felnétt legyeket (imago) is gytijtéttem. A 3. stadiumu larva allapot a babba formalddast
megel6z6 mintegy 10 Oranyi szakasz. A larvak sziiretelését a petéztetéstdl szamitott 118h
elteltével végeztem. A larvak legyiijtését PBS pufferbe végeztem. A PBS puffer osszetétele:
10X PBS: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14, 4 g Na,HPO,, 2, 4g KH,PO4, 800 ml (pH = 7, 4). A

mintakat folyékony N»-ben lefagyasztva, -80°C-on taroltam a feltarasig.

5.1.2. A genomi DNS prepardldsa

A genomi DNS izolalasat a kiilonboz6 fejlédési stadiumokbol Epicentre MasterPure DNA
Purification Kittel végeztem a mellékelt protokoll szerint. Az 500 pl-nyi larvakat illetve
felnott legyeket 5 pl 50 pg/ul Proteindz K enzimet is tartalmazé lizis pufferben
homogenizaltam. Az igy kapott oldatot 30 percig 65°C-on inkubaltam. Ezutan az oldathoz 50
pul 2mg/ml RNazt adtam és 37°C-on 30 percig kezeltem vele. A mintahoz fehérjéket
precipitald reagenst adtam és 10 000 g -vel 10 percig centrifugaltam. A kapott feliiliszobol
izopropanollal kicsaptam a DNS-t, majd a csapadékot nukledaz mentes desztillalt vizben

visszaoldottam.
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5.1.3. Normadl és uracil-tartalmu plazmid eloallitdasa

Uracil-tartam DNS eléallitasat CJ236 dut-/ung-, mig a normal plazmid DNS-ét XL1-Blue
(vad tipusu) E. coli torzsekben pSUPERIOR-puro plazmid szaporitasaval végeztem. A
mutans E. coli térzsben a timineket atlagosan 1-3 %-ban helyettesiti uracil [12]. A baktérium
sejteket 5 ml LB (10g tripton+10g NaCl+ Sg élesztokivonat 1 1 desztillalt vizben oldva)
tapoldathoz tetraciklint (XL1-Blue) illetve kloramfenikolt (CJ236) adtam és ebbe atoltottam a
-80°C-on tarolt E. coli sejteket. Egy éjszakan keresztill razattam 37°C-on. A felszaporitott
sejtoldatokbol 500 pl-t 50ml LB tapoldatba pipettaztam, amely szintén tartalmazott
antibiotikumokat, majd 120 percig 37°C-os razogépbe helyeztem. Az elegy optikai denzitasat
(OD) spektrofotométerrel kovettem 600 nm-en. Amikor a sejtoldat OD értéke a 0, 4 -et elérte
a sejteket 3600 rpm-en, 4°C-on, 20 percig centrifugaltam. A centrifugalas utan a feliiltszot
ledntdttem, a sejtcsapadékot pedig 5 ml 0,1M MgCly-ban felszuszpendaltam, és 15 percig
jégen inkubaltam. Ezutin az elegyet 5 percig centrifugiltam, 5000 rpm-en 4°C-on. A
feliiluszot leontdttem, majd a letilepedett sejteket 1 ml 0,1M CaCl,-ban felszuszpendaltam. 30
perc jeges inkubdlds utdn a mar kompetenssé tett sejtekkel folytatattam a munkat. A
plazmidokat hdsokk transzformacioval (1 pl plazmid + 100 pl kompetens sejt, 30" jégen, 90’
42°C-on, 100 ml LB tapoldatban 1h 37°C razogép) juttattam a baktérium sejtekbe. A
transzformalt kulturabol 100 pl-t szélesztettem steril LB taptalajos, kloramfenikolt (CJ236)
illetve tetraciklint (XL1 Blue) és ampicillint (pPSUPERIOR) tartalmazé lemezekre, amit 37°C-
on inkubaltam éjszakan at. Az igy kinétt koloniakbol steril LB tapoldatba oltottam és éjszakan
at 37°C-on novesztettem Oket. A felszaporitott plazmidokat Qiagen Plasmid Midi szettel
izolaltam. A tisztitott cirkularis plazmidokat Notl restrikciés enzimmel éjszakan at 37°C-on
linearizaltam (37 pul 0,7 mg/ml plazmid + 3 pl Notl + 4,5 ul NEB Buffer3 + 0,5 ul BSA),
majd 65°C-on 10 percig inaktivaltam. Az agardz assay és az ARP kidolgozasahoz ezeket a
linearizalt, uracilos (pozitiv kontrol) ill. normal (negativ kontrol) DNS plazmidokat

hasznaltam.
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5.1.4. Nukleinsay koncentrdciomérés

hataroztam meg Nanodrop (ND-1000) UV/VIS spektrofotométerrel. A  spektrumrol
leolvastam a 260, 280, 350 nm-en mért értékeket. 260 nm-en a nukleinsavaknak, 280 nm-en a
fehérjéknek (aromds aminosavaknak) van elnyelési maximumuk, 350 nm-en mért
abszorbancia érték a fényszorasbol ered6 kontrol. A 280 nm-en mért érték a minta fehérjékkel
val6 szennyezettségére utal. A Lambert-Beer-torvény szerint a minta DNS koncentracioja
egyenesen aranyos a mért abszorbancia értékkel. Tapasztalati uton meghataroztak, hogy ha
A260=1, akkor a [dsDNS]=50 pg/ml. A két Osszefiiggésbdl kiszamithato a dsDNS

(kett6sszalu DNS) koncentracioja.

5.1.5. DNS mintdik agaroz gélelektroforézise

A gélelektroforézis alapelve az, hogy a toltéssel rendelkezé molekulak az Ossztoltésiiknek
megfelelden elektromos térben az ellentétes toltéssel rendelkezé elektrod felé vandorolnak. A
vandorlas sebessége fligg a molekula toltésétl, tomegétdl és alakjatol, tovabba az elektromos
térerdtol.

A nukleinsavak toltése aranyos a tomegiikkel ¢és a hossziisagukkal, tehat a modszer témeg
szerinti elvalasztasra is alkalmazhat6. A futds sebességét a nukleinsavak masodlagos
szerkezete befolyasolja, azonos tomegi helikalis és linearis nukleinsav molekulak kiilonboz6
sebességgel futnak.

Nukleinsavak elektroforézisét agaroz gélben végezziik, az elvalasztani kivant nukleinsav
méretétdl fiigg a gél agardz koncentracidja. Altalaban 0,75%-os agar6z gélt hasznalunk, de
1kb-nal kisebb fragmensek elvalasztasara toményebb, 1-2%-os gél alkalmazasa ajanlott.

A nukleinsavakat etidium bromiddal mutatjuk ki. Az etidium bromid, ha DNS-hez kotédik,
akkor UV fény hatasara fluoreszkal. Az etidium bromidot a gél matrix tartalmazza.

Az agardzt TAE (40 mM Tris/acetit, 1| mM EDTA, pH = 8,5) pufferben felmelegitve
oldottam, majd 50°C-ra hiitve 2-3 csepp 0,008 %-os etidium bromidot adtam hozza, és a
g¢élontd apparatusban hagytam megdermedni. A gélre a DNS mintdkat mintakoktélban (,,6X
Loading dye”) vittem fel. Az elektroforézist TAE pufferben végeztem, 100 mV fesziiltséggel.
A gélben 1évé DNS-t UVIdoc denzitométerben, UV megvilagitassal detektaltam.
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5.1.6. Agaroz assay

Az uracilt tartalmaz6 DNS-t (0,05 mg/ml) elsé Iépésben 10 units/ml UNG enzimmel
inkubaltam 37°C 1 6ran at Bennett pufferben (25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM NaCl, 10
mM MgCl,.). Majd ehhez a reakcioelegyhez hozzaadtam 107 units/ml APE enzimet és a
mintat tovabbi 60 percig inkubaltam APE reakci6 pufferben (500 mM HEPES (pH 7,5), 500
mM KCl, 100 mM MgCl,, 0,5% Triton X-100, 10 pg/ml BSA). Ezutan az enzimeket
inaktivaltam 15 percig 65 °C-on. A mintakat agar6z gélen megfuttatva uracil-tartalmi DNS

esetén az UDG/APE hatasara bekovetkez6 fragmentalodas volt lathato.

5.1.7. Aldehid reaktiv proba (ARP)

Az aldehid reaktiv proba [12] a glikozilaz reakcid soran keletkezé bazismentes (AP) helyek
detektalasara alkalmas. Az uracilt a DNS-b6l az uracil-DNS glikozilaz (UDG) enzimek
vagjak ki a glikozidos kotés hasitasaval, amely soran bazismentes helyek keletkeznek. Majd a
depurinalt DNS-en a riboz gytrii felnyildsaval keletkezd aldehid csoportokkal reagal a
biotinalt hidroxilamin ARP (Dojindo Molecular Technologies) reagens. A biotin és a DNS
kozott kovalens kotés alakul ki és a biotin valamilyen fluoroforral vagy enzimmel kapcsolt
sztreptavidinnel detektalhatova valik. Az uracilt tartalmazé DNS szubsztratot (0,1 mg/ml)
37°C-on 1 6rén 4t 107 units/ml UNG enzimmel kezeltem olyan pufferben (25 mM Tris-HCI,
1 mM MgCl,, 0.1 mg/ml BSA, pH 7.5), amely 2 mM ARP reagenst is tartalmazott a reaktiv
AP helyek megjelolésére. A detektalast cseppblottal végeztem nitrocelluléz membranon. A
membrant 1 M ammoénium acetat oldattal hidrataltam, miel6tt az UDG-vel kezelt mintakat
felcseppentettem. A felvitt DNS-t (10 pl) UV keresztk6td reakcioban (0.2 J/cm2, 30 perc,
25°C) fixaltam a membranhoz. Majd a membrant blokkol6 pufferben (20mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7.5, 50mg/ml BSA) inkubaltam szobahdmérsékleten 30 percig. Ezt Gjabb 60 perces
inkubacio kovette szintén szobahdmérsékleten sztreptavidint tartalmazo (20mM Tris, 150 mM
NaCl, 20 mg/ml BSA, 0,05% Tween, 0.05 pg/ml sztreptavidin-peroxidaz) oldatban. Végiil a
membrant 5X TBS pufferben (20mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5) mostam. Az el6hivashoz
kemilumineszcens jelet ad6 ECL reagenseket hasznaltam, mely jelet rontgenfilmen
detektaltam. A blotokat 1 percig razattam ECL reagensek 1:1 aranyu elegyében. Sziir6papiron
hagytam a blotokat megszaradni. Majd sotétszobaban a blotokra rahelyeztem a rontgenfilmet,

rovid ideig exponaltam. Ezutan a filmet el6hivtam és hagytam megszaradni.
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5.1.8. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (HPLC) kapcsolt
tomegspektrometria (MS)

A HPLC-MS modszer két kiilonb6zé analitikai technika egyesitésébol all. Egy szelektiv
analitikai HPLC (nagyhatékonysagt folyadékkromatograf) kapcsolodik egy szintén nagy
érzékenységli és  specificitasi  tomegspektrométerhez (MS). A tomegspektrométer
alkalmazéasaval igy egy tovabbi elvalasztasi eljaras parosul a folyadékkromatografidhoz. A
tomegspektrometria olyan elvalasztasi modszer, ahol ionos részecskéket valasztunk el
fajlagos tomegiik (toltésegységre esé tomegiik: m/z) szerint csokkentett nyomason,
elektromos vagy magneses mezé segitségével. Az elvalasztott ionok intenzitasat mérjiik és
igy egy ionaram intenzitas- fajlagos tomeg fliggvényt, a tomegspektrumot kapjuk. Ez a
spektrum a mindségi informacioé alapja, mivel nincs két olyan ion, atom vagy molekula,
amelynek azonos lenne a tomegspektruma. Az ionok abszolut intenzitasai, vagy azok dsszege

a vizsgalando anyag mennyiségével aranyos.

5.1.8.1 Szabad uracil mérése HPLC-MS modszerrel

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat Applied Biosystem 140C késziiléken a Szegedi
Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében kollaborald partneriink, Dr. Kele Zoltan végezte.
Alland6 metanol-viz dsszetételii mozgofazis (250 pl/min) mellett a kromatografias oszlopon
(YMC J’sphere ODS-H80) egyszerre 20 pl mintat valasztottunk el, melyet azutan Finnigan
TSQ 7000 harmas kvadrupol tomegspektrométeren analizaltunk. A késziilék pozitiv
ionmédban miikddé Finnigan Atmoszférikus nyomasu kémiai ionizalé (APCI) ionforrassal
volt ellatva. Az analizatort SRM, azaz szelektiv reakcids modban hasznaltuk. Ez azt jelenti,
hogy a spektrométer ebben az ilizemmodban csak az eldre beallitott prekurzorokat (uracil
esetén 113) és az ebbdl képzddd elore beallitott fragmentionokat (uracilnal 96 (NH3
lehasadasa esetén), és 70 (HNCO lehasadasa esetén) detektaljuk [79]. A kedvezdbb jel/zaj
arany miatt az uracil tartalom meghatarozasahoz a 113-96 atalakulasbol szarmazo jeleket
hasznaltuk. Az uracil kalibracios gorbét 20 pl-es DMSO-ban feloldott szabad uracilt
tartalmaz6 50-100 ng/ml-es oldatok injektalasaval vettiik fel. A mérést megeldzd glikozilaz
reakciot 20, 40 illetve 400 pg/ml vizsgalandd DNS-t, 10 units/ml UNG fehérjét tartalmazo
10 mM ammoénium bikarbonat pufferben (pH=8) hajtottam végre. A reakciot 37°C-on 60

percig végeztem, majd 65°C -on 15 perces hevitéssel allitottam le.
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5.1.8.2 Derivatizalt uracil mérése HPLC-MS-sel

A derivatizalt uracil mintakat szintén Applied Biosystem 140C késziiléken valasztottuk el Dr.
Szabo Péllal az MTA Kémiai Kutatokdzpontban. Allandd metanol-viz-ecetsav dsszetételii
mozgofazis (400 pl/min) alkalmaztunk. A tomegspektrométer paraméterei, mellyel a mérést
végeztiik, a fent leirtakkal megegyezik. Az SRM moédban az elére beallitott prekurzor a
derivatizalt uracil esetén 489, mig az ebbdl képzddo fragmentionok esetén: 161, 189, 232, 258
volt. A kedvezObb jel/zaj arany miatt az uracil tartalom meghatarozasahoz a 489-232
atalakulasbol szarmazo jeleket hasznaltuk. Az uracil kalibracios gorbét metanol-ecetsav
elegyében feloldott derivatizalt uracilt tartalmazd 400 pg/ml-es oldatbol higitott (2000-
32000x) 20 pl-es alikvotok injektalasaval vettitk fel. A glikozilaz reakciot 20-400 pg/ml
vizsgalandé DNS-t, 10 units/ml UNG fehérjét tartalmazé TE pufferben (pH=7.5) hajtottam
végre. A reakciot 37°C-on 60 percig végeztem, majd 95°C -on 3 perces hevitéssel allitottam
le. A glikozilaz reakcio utan a mintékat liofilizaltam, majd visszavettem ket 1,2 pl viz és 80
ul aceton elegyébe. Bels6 standardként 5 pg tiszta uracilt hasznaltam. 40 mg kaliumkarbonat
hozzaadasa utan a mintdkat 3 percig razattam. Majd 50 pl 1 mg/ml-es 4-brommetil-7-
metoxikumarinnal (BrMMK) ¢és 50 ul 2.5 mg/ml-es 18-crown-6-tal 60 percig
szobahémérsékleten derivatizaltam a mintdkat. A derivatizalas utan vakuum centrifugaval
beszaritottam, majd 70 ul metanol és ecetsav elegyébe visszaszuszpendaltam éket a méréshez

[80].

5.2. Az UDE fehérje szerkezet és funkcio6 vizsgalata soran alkalmazott

médszerek
5.2.1. Fehérje termelés

5.2.1.1 Klénozas és mutagenezis

A rekombindns UDE fehérjét Felfoldi Ferenc allitotta eld. A Drosophila melanogaster
CG18410 gén cDNS-ét (Open Biosystems) Ndel és Xhol restrikcidos enzimekkel pET19b
(Novagene) plazmidba klonozta. A rekombinans konstrukt egy hat hisztidinbdl allo cimkét
tartalmaz az N-terminalis végén, igy az expresszios vektort pET-HisUDE-nak neveztiik el.

A Tribolium Castaneumban talalt UDE homolognak megfeleld csonkitott G112-E355
Drosophila melanogaster UDE konstruktot a pET-HisUDE —bdl az 5°- GAG ATA TAC ATA
TGG GCG GAG GGG CGT CCA GCA AG-3’ ¢és 5’- AAG CTT GAG CTC GAG CTC CTC
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CCT CTT CTT CTT CC -3’ primerekkel generaltam. A DNS fragmenst ezutan Ndel és Xhol
restrikcios enzimekkel pET22b (Novagene) vektorba klonoztam. A rekombinans csonkitott
fehérje igy a hat hisztidinbdl 4116 cimkét a C-terminalis végén tartalmazza.

A K50, K137, H292 aminosavak cseréjét alaninre irdnyitott mutagenezissel hoztam 1étre, ahol
templatként a pET-HisUDE-t hasznaltam. A PCR reakciot a kovetkezé primerekkel
végeztem:

5"-GAA ATT TTG GCT TTC GCG GAC ATG GAG AAG G - 3’ (UDE®),

5°- GATTGG GGA TTC GCG GAC AAG GCT GCT G - 3° (UDEX"*7%),

5"~ ACC CAC CGACCT GGC CCT GCA GTT GA — 3’(UDE"),

E KSOAKITA elallitasahoz templatként UDE®** konstrukt szolgalt,

A kettésmutans UD
primerként pedig a K137-es aminosav cseréjéhez tervezett primer.

A UDE'"?355W5%F hontmutanst a csonkitott UDE''?3% jzoforman generaltam. A PCR
reakciot a kovetkez6 primerrel hajtottam végre: 5° - GAA AAG ACC AGC TTT GAT ATT
GTG CGC-3".

Az UDE®'7 ¢s az UDE***" csonkitott muténsokat az In-fusion médszerrel allitotta el6
Konya Emese az irodalomban leirtak szerint ([81],[82]) az oxfordi Protein Production Facility
keretein beliil. Mindkét konstrukt hat hisztidint és TEV-protedz hasito helyet tartalmaz az N-
terminalisan.

A polimeraz lancreakciot (PCR) kdvetden az eredeti, metilalt plazmidot minden esetben Dpnl
restrikcios enzimmel emésztettem. A megmarad6, mutans fehérjét kodold vektort XL1-Blue
E. coli sejtekbe transzformaltam, és termeltettem. A szekvencidkat szekvenalassal

ellendriztem (Eurofins MWG Operon, Németorszag).

5.2.1.2 Fehérje expresszio és tisztitas

A rekombinans Drosophila UDE-t illetve a csonkitott és pontmutans UDE konstruktokat
kodold szekvenciakat tartalmazo plazmidokat hdsokkal transzformaltam E. coli BL21 (DE3)
pLysS, BL21 (DE3) ung-151 és BL21 (DE3) ung-151 pLysS sejtekbe, amelyek tartalmaztak a
T7 RNS polimerazt kodolo génszekvenciat [83].

A transzformalt sejteket, megfelelé antibiotikumot (ampicillin, tetraciklin, kloramfenikol)
tartalmaz6 Luria-Bertani (LB)-agaron ndvesztettem egy ¢jszakan at 37 °C-on. A felndtt
telepekbdl masnap antibiotikumot nem tartalmazé LB tapoldatba oltottam, és az
exponencialis novekedési fazis elérésekor izopropil-, D-tiogalaktoziddal (IPTG — az oldatban

0,5 mM a végkoncentracid) inditottam be a T7 RNS polimerdz expresszidjat, ¢és ezzel a
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fehérjéket kodold génrdl torténd fehérje termelést. Indukalas utan a sejteket még 4 oran
keresztiil 25°C-on novesztettem, majd 4 °C-on lecentrifugaltam (2750 x g, 20 perc, 4 °C).

A vad tipusu ¢és a mutans fehérjéket azonos modon tisztitottam BL21 (DE3) ung-151 pLysS
sejtekbol. A tisztitasi folyamat sordn a termelt fehérjéket végig 0 és 4 °C kozott tartottam.

A lecentrifugalt sejtcsapadékot feltard putferben (50 mM Tris/HCI (pH=8,0), 150 mM NaCl,
1 mM EDTA) szuszpendaltam fel, amely kiegésziilt frissen hozzaadott fenil-metanszulfonil
fluorid (PMSF — 1,0 mM) elegyével. A sejtszuszpenziot 30 percig jégen kevertettem, majd 6
X 45 masodpercig szonikaltam, hogy a baktériumok sejtfalat roncsoljam. A kapott elegyet a
szonikalas utan lecentrifugaltam (18000 x g, 20 perc, 4 °C). A feliiliszobdl a rekombinans
fehérjéket Ni-NTA oszlopon tisztitottam kétféleképpen.

A manualis tisztitas soran el6szor az oszlopot 3 oszloptérfogatnyi (Vo) LS pufferrel (50mM
HEPES (N-(2-hidroxietil) piperazin- N’-etanszulfonsav), pH = 7,5, 30 mM KCI) hoztam
egyenstlyba. Miutan a feliiluszot oszlopra vittem a kovetkezé mosasi 1épéseket végeztem: 2
Vo LS, 2 Vo HS (50 mM HEPES pH = 7,5, 300 mM KCl), tjra 1 Vo LS puffer. Ezutan LS
pufferben oldott 50 mM imidazollal eludltam az esetlegesen aspecifikusan ko6tédo
szennyezOdéseket, kozben Bradford modszer segitségével kovettem az elualodd
fehérjemennyiséget. Végiil 200 mM vizben oldott imidazollal eludltam a rekombinans UDE
fehérjéket, az eluciot szintén Bradford reakcioval kovettem. Ezt kovetden a fehérjéket 150
mM KCl-ot, 25 mM HEPES-t (pH = 7,5), 1 mM EDTA-t és 1000 x hig proteazgatld mixet
(Sigma) tartalmazé dializis pufferbe dializaltam. A preparatumokat 10-25 mg/ml
végkoncentracioig toményitve (Vivaspin centrifugalis toményitd), folyékony N,-ben
lefagyasztva -80°C-on taroltam.

A fehérjéket a manudlis kromatografidhoz hasonlé modon HisTrap Ni-oszlopon (GE
Healthcare) AKTA késziilékkel, a rendszerhez tartozé Unicorn szoftver segitségével is
tisztitottuk. Az eluatum abszorbancidjat 260 és 280 nm-en kovettiik. A fehérjét tartalmazo
sejtextraktot az oszlopra vittiik, majd A pufferrel (50 mM Tris-HCI (pH=7.5), 30 mM KCl, 1
mM EDTA, 5 mM imidazol, 0.1 PMSF és | mM DTT) mostuk a gyantat az alapvonal
eléréséig. Utana 50 % B pufferrel (A puffer 1 M KCl-os koncentracioval) az aspecifikusan
kotédo szennyezd fehérjéket tavolitottuk el. Végiil linearis gradiens soran C pufferrel (A
puffer 1 M imidazol koncentracioval) elualtuk az eltérd affinitassal k6t6d6 UDE frakciokat. A

dializist és a fehérje toményitést a fent leirtakkal azonos modon végeztiik.
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5.2.2. A fehérjemintdk jellemzése

5.2.2.1 SDS-gélelektroforézis, fehérje koncentracié6 meghatarozasa
Na-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) Laemmli szerint (Laemmli
1970, Nature) 12%-os poliakrilamid minigéleken Protean III berendezésben (Bio-Rad)
végeztem. A fehérje csikokat kolloidalis Coomassie Brilliant Blue festéssel (Biosafe
Coomassie stain; Bio-Rad) tettem lathatova, és GelDoc denzitométerrel (Bio-Rad) értékeltem
ki. A tisztitott fehérje mintak egyediili lathato csikként jelentek meg a géleken, és a gélképek
denzitometrias analizise szerint legalabb 95%-os tisztasagunak mutatkoztak. A fehérjemintak
hataroztam meg. A Bradford-modszer alapja, hogy a fehérjemintat olyan, a
fehérjemolekulakhoz specifikusan kotédo festékanyaggal keverjiik 6ssze, amelynek molekulai
szabad allapotukban masképpen nyelik el a fényt, mint fehérjéhez kotve. Az 595 nm-en
bekovetkezo fényelnyelés valtozas aranyos a fehérjekoncentracioval. A modszer kalibralasara
szarvasmarha szérum albumint (BSA) hasznaltam. A fehérjemintak ultraibolya spektrumat
JASCO-V550 és Nanodrop spektrofotométerrel vettem fel. A spektrumokat minden esetben a
fehérjét nem tartalmazo, de az Gsszes tobbi komponenst tartalmazé pufferoldatrol felvett
alapvonallal korrigaltam. A spektrumban 280 nm-nél észlelheté abszorpcids csucs elsésorban
a fehérjében 16v6 aromés triptofan és tirozin oldallancoktol szarmazik. Igy a fehérje aminosav
Osszetétele alapjan kiszamithato az ugynevezett elméleti fajlagos abszorpcios egytitthato (go‘l%
1 om, 280 nmm), amely Iényegileg 1 mg/ml-es fehérjeoldat elnyelését adja meg
(http://au.expasy.org, PROTPARAM programmal kalkulal hato). Ennek alapjan a fehérjeoldat
ultraibolya spektrumaban 280 nm-en észlelt korrigalt elnyelésbdl a fehérjekoncentracié
kozvetleniil szamithaté a Lambert-Beer torvény szerinti A = ¢ * & * | képlet alapjan (ahol A:

abszorbancia 280 nm-en, c: koncentracié [mg/ml], I: a fény uthossza a mintaban (1cm)).
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5.2.2.2 Katalitikus aktivitas teszt

A 5.1.3.-ban leirt moédon nyert 50 pg/ml normal és uracil-tartalmu plazmid DNS-t UDE
aktivitas pufferben (25 mM Tris/HCI, pH = 7,5, 100 pg/ml BSA, 2 mM MgCl, vagy 1 mM
EDTA) 50 pg/ml UDE-val inkubaltam 37°C-on adott ideig. A terméket 65°C-on 15 percig
denaturdltam, majd agar6z gélelektroforézis segitségével analizdltam. Osszehasonlito
mérésekben hasznaltam UNG enzimet is, ugyanebben a pufferben ugyanezeken a
szubsztratokon. Ezt kovetden a mintakat a keletkezé AP helyeket elhasitandé 60 mM NaOH-
dal kezeltem 15 percig szobahdmérsékleten.

Haracska Lajos laborjaban az uracilt meghatarozott helyen (30. pozicidban) tartalmazo, 5’
végen radioaktivan jelolt, 75 hosszii oligonukleotid szubsztratokon vizsgaltuk az UDE
reakciot. A termékeket denaturald koriilmények kozt (8 M urea), nagyméretii szekvenalod
gélen (4 % PAGE) vélasztottuk el, majd a radioaktivitast detektaltuk.

Csoportunkban késobb optimalizaltunk egy ujabb médszert az UDE aktivitasanak folyamatos
mérésére. A tesztet 60 hossz(l szintetikus uracil-tartalmu egyes és kettdsszalu
oligonukleotidokon (Eurofin MWG Operon) végeztem. Az uracilt a 32. pozicidban tartalmazd
oligonukleotid az 5’ végén Cy3 fluoreszcens festékkel volt jelolt. A komplementer szal, amit
a kettGsszalu szubsztrat eldallitasahoz hasznaltunk, nem tartalmazott uracilt és nem jeloltiik
fluoreszcensen.

Az uracil-tartalmt oligonukleotid szekvenciaja: Cy3-5" — CTC GCA AAT GAA CTG GGC
GAT GCG GTC GCA CUA CTT CAC CTC GAA ATC AAC ATC TGA GTG-3’;

A komplementer oligonukleotid szekvenciaja: 5° — CAC TCA GAT GTT GAT TTC GAG
GTG AAG TAG TGC GAC CGC ATC GCC CAG TTC ATT TGC GAG-3".

A kettésszali oligonukleotidot az uracil-tartalmi és a komplementer oligonukleotid egyenld
mennyiségét 95°C-on 5 percig inkubalva allitottam el6.

Az aktivitas reakcioban 25 pmol egyes- vagy kettésszalu oligonukleotidot 50 pg/ml vad
tipust vagy kiilonbozé UDE csonkitott illetve pontmutans fehérjékkel inkubaltam 10 pl 25
mM TRIS/HCI-t (pH 7.5), 0.1 mg/ml BSA-t, | mM EDTA-t tartalmaz6 pufferben 37°C-on.
Adott reakci6idonél a reakcio termékeket 10% Tris-Borate-EDTA (TBE)-PAGE gélen
vizsgaltam UV-fény alatt.

Az in vitro szintetizalt 471 nukleotidbol allo kettdsszali RNS-en végzett aktivitasmérést a
plazmid DNS-en végzett teszttel analog modon végeztem. A kettdsszala RNS szubsztratot a

duplaszalu DNS eléallitasaval azonos eljarassal készitettem.
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5.2.2.3 Elektroforetikus mobilitas teszt (EMSA)

Az EMSA fehérjék DNS-kotd képességének vizsgalatara alkalmazott modszer. A fehérje-
DNS komplex kevésbé mobilis a nativ agardz gélelektroforézis soran, ezért a gélen

a fehérjét nem koté DNS-kontrollhoz képest a komplex a nagyobb molekulatomeg felé
eltolodva jelenik meg a gélen.

A plazmid DNS-sel végzett mobilitas teszt soran hasznalt fehérje koncentraciokat a gél felett
tiintettem fel pg/ml —ben. A DNS koncentracidja minden elegyben (25 mM TRIS/HCI (pH
7.5), 0.1 mg/ml BSA, 1 mM EDTA) 20 pg/ml volt. A kiilonb6zé mennyiségii fehérjéket a
DNS mintakhoz adtam, majd az elegyeket agar6z gélen elvalasztottam. A DNS csikokat a
szokott moédon UV-fény alatt detektaltam.

A szintetikus oligonukleotiddal végzett EMSA soran kiindulasként 3 pM vad tipusa UDE
fehérje és 1 uM Cy3 jeldlt 30 hosszu uracil tartalmu egyesszalu oligonukleotid (5°-Cy3-ACG
AAT TCG TAA UAT GCC TAC ACT GGA GCA-3’) elegyébol (25 mM TRIS/HCI (pH
7.5), 150 mM KCl, 1 mM EDTA) indultunk ki. A fehérje-jelolt oligonukleotid elegyet négy
kiilonboz6 (egyes- és kettésszalu, normal és uracil-tartalmt) 30 hosszu jeldletlen kompetitor
oligonukleotiddal titraltuk. Az oligonukleotid szekvencidja: 5’-ACT GCC ATG CCA XCG
CCC TAA CGA TCC GCA-3’, ahol X a T/U bazisok helyét jeloli. Az egyes titralasi
pontoknak megfeleld elegyet 6%Tris-Borate-EDTA (TBE) -PAGE gélen vizsgaltam UV-fény
alatt. Az UDE- jelolt oligonukleotiddal alkotott komplexének denzitometrias kiértékelését

UviDoc szoftverrel végeztem.

5.2.2.4 Western blot (immunblot)

Az SDS-PAGE utan a nitrocellul6z membranon a fehérjék részlegesen visszatekerednek, de
eredeti nativ formajukat nem nyerik vissza. A membranon a fehérjék festhetdk aspecifikusan
(Ponceau) illetve a kivalasztott fehérje detektalhatd immuntechnikakkal. Az immuntechnika
alkalmazésa soran a membranra blottolt fehérjét elészor az adott fehérjét felismerd antitesttel
reagaltatjuk, majd az immunglobulinra specifikus, valamilyen enzimmel konjugalt masodik
ellenanyaggal inkubéljuk a blotot. Az inkubalas alatt lejatszodo enzimreakcio utan a fehérje
detektalhatova valik.

A Drosophila szoveteket 500-szor hig proteazgatld koktélt, | mM DTT-t, | mM EDTA-t, 0,1
% Tween 20-t is tartalmazo PBS-ben, Potter-Elvehjem homogenizatorban homogenizaltuk,
aztan 5 percig forrd vizfiirddn inkubaltuk, szonikaltuk, majd SDS-es mintakoktélban ujra 5

percig forrd vizfiirdén inkubaltuk, végiil 13 000 g-vel 10 percig centrifugaltuk.
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Az eljaras soran az el6zbleg poliakrilamid gélen elvalasztott fehérjéket nitrocelluloz
membranra blottoltuk, 12 pH-ja CAPS (10 mM CAPS, 10 % metilalkohol) pufferben
elektroforetikus uton. Ilyen pH-n a fehérjék tobbnyire negativ toltéstick, és az elektrolizis
soran a pozitiv iranyba fognak vandorolni, a gélbdl a nitrocellul6z membranra keriilnek.

Az elektrolizist az erre a célra kifejlesztett Mini Protean (BioRad) késziilékben 4 °C-on
kevertetés kozben 350 Amperen, 3-4 oran at végeztik jegelve és folyamatos kevertetés
mellett.

A blotot Ponceau-val megfestettiik (0.5 % Ponceau 1% ecetsavban, 1-2 perc razatas), amely
reverzibilis aspecifikus fehérjefesték. Igy lathatova valtak a blotra atkeriilt fehérje csikok,
amit fotozas utan TBS pufferben 5-10 perc alatt el lehetett tavolitani. Fotdzas utan vagy

megkezdtilk a Western blot fejlesztését, vagy szarazon el is tehettiik masnapra a membrant.

A Western blot eljaras menete [85] :

A  membranokat 0,1% Tween-t is tartalmazo blokkold pufferben 1 oran at
szobahémérsékleten razattuk, az elsédleges ellenanyaggal 2 6ran 4t inkubéltuk 0,1% Tween-t
is tartalmazo blokkold pufferben 150 000x-es higitasban. A membranokat ezutan TBS-sel
illetve TBS/TWEEN-nel mostuk. Ezutan a masodlagos ellenanyaggal (2500X hig) razattuk a
membranokat 1 6rdn at, mialatt az IgG-t felismerd torma peroxiddz (HRP) konjugalt antitest
az UDE-ra specifikus elsédleges antitesthez kotddott. Majd ujra a fent emlitett pufferekkel
mostuk a membranokat, végiil desztillalt vizzel oblitettiik le 6ket.

A felhasznalt pufferek: TBS (20 mM TRIS (pH=7,5), 150 mM NacCl), Blokkolé puffer
(TBS+5V/V% (5g/100 ml) sovany tejpor), TBS/TWEEN (TBS + 0,1% TWEEN).

A fehérjék detektalasara alkalmazott modszert:

Enhanced Chemiluminescence (ECL) reagenseket (Pharmacia) hasznaltunk, ami
kemilumineszcens jelet ad, melyet rontgenfilmen detektaltunk. A blotokat 1 percig razattuk
ECL reagensek 1:1 aranyu elegyében. SziirGpapiron hagytuk a blotokat megszaradni. Majd
sOtétszobaban a blotokra rahelyeztiik a rontgenfilmet, rovid ideig exponaltuk. Ezutan a filmet
elohivtuk és hagytuk megszaradni.

Az antiszérumokat Prof. Erdei Anna (ELTE TTK Immunolégiai Tanszék) csoportjaban
allitottak eld nyulak rekombinans fehérjével tortént immunizalasival. Az antiszérum
specificitasat Western bloton teszteltik. Az UDE esetén a 150 000-szeres higitas megfeleld

specificitasu és érzé¢kenységl jelet adott.
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5.2.2.5 Glikozilaz aktivitas vizsgalata két fiiggetlen médszerrel

5.2.2.5.1 Aldehid reaktiv proba (ARP)

Az 1 mg/ml uracil-tartalmt plazmid DNS-t 37°C-on 1 6ran at 107 units/ml UNG illetve 50
png/ml UDE enzimmel kezeltem 25 mM Tris-HCl-ot (pH=7.5), 1 mM MgCl-t, 0.1 mg/ml
BSA-t és 2 mM ARP reagenst is tartalmazo pufferben. A detektalast és az eléhivast a 5.1.7.-

ben leirtak szerint hajtottam végre.

5.2.2.5.2 HPLC-MS médszer

Az 1 mg/ml uracil-tartalmu plazmid DNS-t 37°C-on 1 6ran 4t 107 units/ml UNG-ot illetve 50
pg/ml UDE enzimet tartalmazo 10 mM Ammoniumbikarbonat (pH=8) pufferben inkubaltam.
A reakciot 1.2 M-os HCl-dal allitottam le, majd a mintakat 10-szeresére higitottam vizben az
injektalas elott. A mintakhoz ellenérzésképpen hozzaadott uracil mennyisége 4 ng volt. A

mérést a 5. 1. 8. 1.-ben leirtak szerint végeztiik.

5.2.2.6 Limitalt proteolizis

Az UDE fehérje limitalt emésztését specifikus protedzokkal (tripszin, nagy specificitasi
kimotripszin, Aszparagin-N endoproteinaz) végeztem. Ezen felil a T. castaneum UDE
homolognak megfeleld fehérje szegmenset hidroxilaminnal végrehajtott proteolizissel
allitottam elo.

A tripszin (Sigma) 67 potencialis hasito hellyel bir az UDE szekvencian. K és R utan hasit.

A nagy specificitasu kimotripszin (Princeton Separations, Inc.) 19 potencialis hasito hellyel
bir az UDE szekvencian. A proteaz W, Y és F utani peptidkotést hidrolizalja.

Az Asp-N endoproteinaz (Sigma) 21 potencialis hasitd hellyel bir az UDE-n. A proteaz
aszpartat és ciszteinsav elott vag.

A reakciok soran 0,5 mg/ml UDE-t, 50 ng/ml tripszinnel vagy 1,25 pg/ml kimotripszinnel
vagy 2,5 pug/ml Aszparagin-N endoproteinazzal 0,5 mg/ml uracil-tartalmt DNS jelenlétében
¢és anélkil 150 mM KCl-ot és ImM DTT-t tartalmazé 20 mM Hepes (pH=7.5) vagy 1 mM
CaCly-ot tartalmazo 50 mM Tris/HCI (pH = 8) vagy 5 mM MgCl,-ot tartalmazé 100 mM
Tris/HCI (pH = 8,5) pufferben inkubaltam szobahémérsékleten. A reakciokat I mM PMSEF-
dal illetve Asp-N endoproteindz esetétn 5 mM EDTA-val allitottam le és azonnal

lefagyasztottam Oket.
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A hidroxilamin (Sigma) aszparagin ¢és glicin kozti peptidkotést képes hasitani [86]. Az UDE
szekvenciaban csak egyetlen ilyen hely van az N111 és G112 aminosavak kozott. A reakcio
soran: 2 mg/ml UDE fehérjét 2 M hidroxilaminnal, 0,2 M NH4HCOs-ban éjszakan at 37°C-on
inkubéltam, majd UDE dializis pufferbe dializaltam (Id. 7. 2. 1. 2. pontban). Az emésztéssel
kapott két fehérje fragmenst Ni-NTA oszlopon szétvalasztottam és a GI112-E355
szegmensnek megfelelé csonkitott UDE izoformat a fent emlitett dializis pufferben taroltam.

Az emésztményeket SDS-PAGE-n analizaltam, és az Asp-N endoproteindz valamint a nagy
specificitasi  kimotripszin esetén a specifikus fragmenseket tomegspektrometriaval
azonositottuk is. Az MS méréseket Dr. Hunyadi-Gulyas Eva és Klement Eva végezték a

Medzihradszky F. Katalin vezette MTA SzBK Proteomika Kutatocsoportban.

5.2.2.7 Az UDE-nukleinsav komplex elvalasztisa

10 pl 3-10 mg/ml UDE fehérjét 0. 45 mg/ml Proteinaz K-val (Sigma) vagy ugyanannyi
mennyiségli DNazzal (Sigma) vagy RNazzal (Epicentre) 15 percig szobahémérsékleten
inkubéltunk Az agar6z gélelektroforézist ¢és a detektalast a 5. 1. 5. pontban leirtak szerint

hajtottuk végre.

5.2.3. Reverz transzkripcio és valos idejii PCR (RT-PCR)

Tisztitott RNS-UDE frakciobol az RNS-t TRIZOL reagenssel (Invitrogen) a gyartd altal
javasolt protokoll szerint izolaltuk. A fehérje-nukleinsav frakcidt Trizol reagenssel 5 percig
szobahémérsékleten allni hagytuk, majd kloroformmal Osszeraztuk. Ezt 15 percig 4°C-on
12000 g-vel centrifugaltuk. A centrifugalas utan haromfazisu oldatot kaptunk, melyben a
fels6 vizes fazis tartalmazta az RNS frakciot. Ezt elkiilonitve, izopropanollal 10 percig
szobahémérsékleten inkubalva az RNS kicsaptuk. A csapadékot 4°C-on 10 percig 12000 g-
vel centrifugaltuk, majd hideg 75 %-os etanollal mostuk. A beszaritott csapadékot jégen 30-
60 percig inkubalva RNaz mentes vizben oldottam. Az RNS koncentraciot UV spektrum
alapjan hataroztuk meg AOng/ml 260nm,10mm = 0,25 koefficienssel szamolva.

1 pg izolalt RNS templatbol reverz transzkripciéval random hexamer primer (Fermentas)
segitségével M-MuLV reverz transzkriptdz enzimmel (New England Biolabs) RiboLock
RNaz inhibitor (Fermentas) jelenlétében 37°C- on éjszakan at cDNS-sé irtuk. Masnap 10
percig 65 °C-on inaktivaltuk az enzimet. Ezt kdvetden a teljes cDNS készletbdl higitasi sort
(1, 10, 100, 1000, 10000X) készitettiink, majd ebb6l 1 pl-t a PCR elegyhez hasznaltunk fel.
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PCR-ben felszaporitottuk Immomix reagens (Bioline) és EvaGreen (Fermentas) fluoreszcens
festék jelenlétében harom vizsgalni kivant mRNS (rRNS, UDE mRNS ¢és GAPDH)
szekvenciat specifikus primerekkel Stratagene Mx3000P valos ideji PCR késziilékben
(Agilent Technologies) MxPro szoftverrel kdvetve az amplifikaciot.

23S rRNS V. Doménre spesifikus primerek: (5> — GCGGTGTTTGGCACCTCGAT -3°,5" —
AGTGATGCGTCCACTCCGGT - 3’);

UDE mRNS-re specifikus primerek (5° — GGAGAAGGCGTTAGAGACGTTG - 3°, 5° —
CTCTGTCTTGGCATTCTTGCTG - 3’);

E. coli GAPDH-ra specifikus primerek (5’-CAACGCTTCCTGCACCACCA-3’, 5’-
AGCAGCACCGGTAGAGGACG-3’).

5.2.4. Analitikai gélsziirés

Az analitikai gélsziirést Superdex 200HR (Amersham Pharmacia Biotech Ltd.) oszlopon
végeztem. A vizsgalt vad tipusit UDE ¢és a csonkolt UDE izoforma nativ molekulatomegének
kiszamitasahoz, és ezen keresztiil a fehérjék oligomerizacios allapotanak meghatarozasahoz
eloszor kalibracios egyenest vettem fel, majd a vizsgalt enzimmel is végrehajtottam a
gélsziirést. Az egyenes felvételéhez a Superdex oszlopokhoz javasolt standard kalibracios
fehérjéket hasznaltam, név szerint tiroglobulint (669 kDa), BSA-t (67 kDa), ovalbumint (43
kDa), kimotripszint (25 kDa) és RNazt (13,7 kDa). Az oszlopra 500 ul pufferoldatban 1-6
mg/ml koncentracioban vittem fel a fehérjéket.

A kiértékelés soran a papirsebesség ¢és az aramlasi sebesség segitségével kiszamitottam a
minta elicios térfogatat (V.). Az oszlop sajat paraméterei kozott szerepel az interpartikularis
(ires) térfogat (V,), és a teljes oszloptérfogat ml-ben (V). Ekkor a hasznos elvalasztasi
térfogatot a teljes oszloptérfogat és az tires térfogat kiilonbségeként kapjuk (V-V,). Ezen
értékek felhasznalasaval kiszamitottam a K,, térfogati megoszlasi egyiitthatot, ami az adott
porusméretli géltipus és molekula kdlcsonhatasara jellemzo, dimenziotol fiiggetlen anyagi
allando:

Ka= (Ve Vo) (Vi-Vo).

Ezutan abrazoltam az 06t kalibrald fehérjére kapott K,, értékeket a hozzajuk tartozo
molekulatomegek tizes alapt logaritmusanak fiiggvényében. A pontokra egyenest
illesztettem, majd az egyenes paramétereibdl kiszamoltam a vad tipusu fehérjére és a csonkolt

UDE izoformara vonatkozé latszolagos molekulatomeget.
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Ezt a modszert alkalmaztuk a rekombinans UDE fehérjének, valamint kezeletlen illetve
DNazzal vagy RNazzal kezelt Drosophila larva extraktok nukleinsav tartalmt és nukleinsav

mentes frakciodinak vizsgalatara.

5.2.5. Analitikai ultracentrifuga

A méréseket Optima XL-A (Beckman-Coulter, Palo Alto, CA) analitikai ultracentrifugaval
Dr. Carlos Alfonso és Dr. German Rivas (Chemical and Physical Biology, Centro de
Investigaciones Biologicas, Madrid, Spain) hajtottak végre. A kisérletet 0.53 mg/ml-es vad
tipusi UDE-val és 0.8 mg/ml-es csonkitott UDE izoformaval (UDE®!'> %) végezték 20°C-

on, mikdzben az UV-abszorbanciat 280 nm-en detektaltak.

5.2.5.1 Szedimentacids sebességi mérés

A szedimentacios sebességi mérések soran a kivalasztott sebesség 48 krpm volt 400 pl
mintatérfogat esetén. Az iilepedési allandok eloszlasat a legkisebb négyzetek modszerét
alkalmazva a SEDFIT programmal a szedimentacios sebességi mérésekbdl nyert adatok
felhasznalasaval hataroztak meg [87, 88]. A kisérleti iilepedési egyiitthatokat az oldoszer

Osszetételére és a mérési hdmérsékletre a SEDNTERP programmal korrigaltak.

5.2.5.2 Szedimenticids egyensilyi mérés

A szedimentacios egyensulyi méréseket 85 ul mintatérfogatban kiilonb6z6 sebességeken, 10,
13 és 16 krpm-en hajtottak végre. Ezt kovetden nagy sebességii 42 krpm-en torténd
centrifugalast végeztek az alapvonal eltolodas becslése céljabol. A kisérleti adatokra Hetero-
Analysis programmal illesztett single species modell alapjan allapitottdk meg a sulyozott
molekulatomegeket [89]. A vad tipusu UDE és a csonkitott UDE izoforma sulyozott
molekulatomegét a 0,737 és 0,734 ml/g részleges specifikus térfogatuk alapjan hataroztak
meg [90].
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5.2.6. Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia hatékony vizsgalati modszer kiralis molekulak
térszerkezetének kutatasahoz. A fehérjéket felépitd aminosavak — a glicin kivételével —
kiralisak, a fehérjék kromofor csoportjai, a peptidkotések és az aromas oldallancok akiralisak.
Azonban az 6nmagukban akiralis kromoforok fehérjén beliili aszimmetrikus kornyezetébdl is
adodhat kiralitas, és ilyenkor is megfigyelheté a cirkularis dikroizmus jelensége. A fehérjék
ismétlodé kromoforja az amid csoport, aminek tavoli UV tartomanyban jellemz6 elnyelése
van (230-210 nm és 190-200 nm), ezért 250 nm alatt a CD spektrumot az amid csoportok
hatarozzak meg. A tavoli ultraibolya (UV) tartomanyban (190-260 nm) felvett CD
spektrumbdl kovetkeztethetink a masodlagos szerkezeti elemek (o-hélix, B-szerkezet,
rendezetlen lancok) meglétére (10. abra), illetve ezek aranyara a fehérje térszerkezetében, mig
a kozeli UV tartomany (230-350 nm) az aromas oldallancokrol, azok egymashoz viszonyitott
térbeli orientacidjarol, vagyis a harmadlagos szerkezetr6l ad informaciot. A CD
spektroszkopia természetesen nem helyettesitheti a nagyfelbontasu szerkezetvizsgalo

modszereket (rontgenkrisztallografia, NMR), azonban azok hasznos kiegészitdje lehet.

[8] x 10-% fok cmZ/dmol

190 200 210 220 230 240 250
Hullamhossz/ nm

10. abra: Fehérjék masodlagos szerkezeti elemeire jellemz6 CD spektrumok [91] a-hélix:
vilagoskék folytonos vonal; B-red6: sotétkék szaggatott vonal; rendezetlen szerkezet:

vilagoskék szaggatott vonal.
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Téavoli-UV CD spektrumokat (190-240 nm) szintén a JASCO 720 spektropolariméteren
vettem fel. A mintakat 25 °C-on egy Neslab RTE-100 szamitogép vezérelt termosztattal 1 mm
uthosszu kiivettdban mértem. A méréseket 0,2 mg/ml vad tipustt UDE-val és csonkolt UDE
izoformaval 20 mM natrium-foszfat pufferrben végeztem (pH=7,5). A fehérjék masodlagos

szerkezetielem-Osszetételét a k2d és SELCON programmal hataroztam meg [92-94].

5.2.7. Bioinformatikai modszerek

Az UDE fehérjével homolég szekvenciakat az NCBI honlapjan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) elérheté Tblastp és genomi BLAST programmal végeztiik

A homoldg szekvenciak Osszerendezését az ExPaSy (http://au.expasy.org) honlapon elérhetd
CLUSTALW programmal készitettiik [95]. Ugyanitt a homolog fehérjék elsdleges
paramétereit, mint méret, tomeg, aminosav-Osszetétel, elméletileg szamitott extinkcids
koefficiens és pl, a PROTPARAM programmal hataroztuk meg. A nukleotid szekvenciak hat
keretben torténé forditasat az ExPaSy honlapon elérhet6 TRANSLATE programmal
végeztik.

Az UDE fehérje limitalt emésztésérnél alkalmazott proteazokat és kémiai hasitoszert szintén
az ExPaSy honlapon elérheté PEPTIDCUTTER program segitségével véalasztottuk ki. Az
IUPred, DISOPRED, RONN programokat a fehérje szerkezetében fellelhetd rendezetlenség
becslésére hasznaltam [96-98] .

Lengyel egylittm{ikdd6 partnereink, Dr.Janusz Bujnicki és Dr. Jan Kosinski (Laboratory of
Bioinformatics and Protein Engineering, International Institute of Molecular and Cell
Biology, Warsaw, Poland) a domén hatarok, a masodlagos szerkezeti elemek és a fehérje
feltekeredés predikciojat a GeneSilico Metaserver (http://genesilico.pl/meta2/) [99]
segitségével hajtottak végre.

Az 1A ¢és 1B fragmensek de novo szerkezetmodellezését ROSETTA modszerrel készitették el
[100]. A modell elektrosztatikus potencial eloszlasat APBS programmal [101] kalkulaltuk ki
¢és PyMol szoftverrel készitettiik el a felszini potencial térképet [102].

Munkank soran az annotalt Drosophila Genom adatbazist is hasznaltuk (FlyBase:

http:/flybase.bio.indiana.edu) [103].
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5.2.8. Fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok

Az UV- fénnyel gerjesztett molekulak relaxacidja fényemisszioval jarhat. A jelenséget a
lejatszod6  elektronatmenettdl fiiggben fluoreszcencianak (S;—S, 4atmenet, nem jar
elektronspin-valtozassal), vagy foszforeszcencianak (T;—S,, elektronspin-valtozassal jard
atmenet) nevezzik.

A fehérjék tobbségében a fluoreszcencia foként a triptofan aminosav gerjesztésének
koszonhetd. Emellett a tirozin is viselkedhet fluoroforként, de az altala kibocsatott fény
intenzitsa joval kisebb, mint a triptofané. fgy ha a fehérjében nincs triptofan, és a tirozinok
szama is csekély, a fluoreszcencias analizis nem ad megbizhaté eredményt [104]. Fontos
megjegyezni, hogy a triptofan fluoroforként valo viselkedését jelentésen befolyasolja a
koriilotte kialakult fehérje mikrokornyezet. Mikor a fehérje kitekeredésével a triptofan kikertil
a fehérje belsejében eltemetett hidrofob magbol, az oldoszernek jobban kitett krnyezetben
megvaltozik az aminosav emisszios spektrumanak jellege.

A méréseket JOBIN YVON HORIBA Fluoromax-3 spektrofluoriméterrel végeztem, 10 mm-
uthosszu kiivettaban 25°C-on a beépitett Excitation Acquisition programot hasznalva. A
méréseimet 1-Anilin-naftil-8-szulfonsav (ANS) jelenlétében végeztem [105], amely a fehérjék
hidrofob részéhez képes kotddni, igy emisszidjanak maximuma és helye a fehérje szabad
apolaris feliiletétdl fiigg. Apolaris kornyezetben igy az ANS-t61 szarmazo jelintenzitas megnd.
Az ANS-nek mind a gerjesztési mind az emisszios hullimhossza eltér a triptofanétol, mely
lehetdvé tette egylittes alkalmazéasukat.

A gerjesztés spektrumot triptofan esetén 250-350 nm az ANS esetén 350-420 nm-es
tartomanyban vettem fel. A kapott spektrumok alapjan megallapitottam, hogy a triptofan
gerjesztési hullamhossza 285 nm, mig az ANS esetén 385 nm, a tovabbiakban ezeket a
gerjesztési hullamhosszokat alkalmaztam.

Az emisszios spektrumot triptofan esetén 300-420 nm, ANS esetén 430-530 nm tartomanyban
detektaltam. A jel maximumahoz tartozo intenzitas értéket a csak fehérjéket tartalmazo oldat
esetén 340 nm-en (Trp) és 470 nm-en (ANS) olvastam le. A mérés soran eldszor felvettem a
puffer (25 mM Tris, pH=7,5, 150 mM KCI, 100 mM PMSF, 1000x hig proteazgatld mix)
emisszios spektrumat (alapvonal), késébb ezzel korrigaltam az eredményeket.

A kisérletben az UDE ¢és a mutans fehérjéket uracil-tartalma és normal 30 hosszu kettds- és
egyesszalii oligonukleotiddal titraltam. Az uracil-tartalmt oligonukleotid szekvenciaja: 5°-
ACT GCC ATG CCA UCG CCC TAA CGA TCC GCA-3’ a normal oligonukleotid
szekvenciaja: 5’-ACT GCC ATG CCA TCG CCC TAA CGA TCC GCA-3’.
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A vizsgalat soran alkalmazott koncentracio 400 pl végtérfogatii reakcio elegyben: 3 uM
enzim, 3-12 puM uracil-tartalmi és normal egyes és kettds szalu oligonukleotid. A titralas

soran mindig a mar meglévo oldathoz adtam az ujabb alikvot oligonukleotidot.

5.2.9. ESPRIT technologia

5.2.9.1 Konyvtar struktiara létrehozasa

A PCR alapt metodikaval ellentétben a Dr. Darren Hart és csoportja (European Molecular
Biology Laboratory, Grenoble, France) éltal kidolgozott random ,,pasztdz6” modszer soran
exonukleaz protokollt alkalmaztunk [106, 107] az Gsszes lehetséges ude géndelécios mutans
eloallitasara. Ez azt jelenti, hogy a fehérjét kodoldo gén minden egyes pontja start vagy stop
helyként szolgalt. Ezzel a technikdval létrej6vé nagyobb deléciés konstruktok az egyes
domének elkiilonitését eredményezhetik, amig a kisebb delécios mutansok a kozel teljes
hosszusagu fehérje expresszios szintjét illetve oldhatosagat segithetik el6 [108].

Az ude-t kodolo gént pTARO10 vektorba klénoztuk mely az exonukleaz csonkolashoz
sziikséges helyek kialakitasahoz restrikcios enzim hasito helyeket és a C-terminalis végén az
oldhat6 formaban termelddé konstruktok indikacidjahoz egy biotint koté peptidet tartalmaz

(11. 4bra) [109].

T7  exHis%g
promoter TEV << Gene of interest BAP
- / \
GACGT m;g_c‘ P
Mung @wIEC [ ]
Bean Exo lll 3'

11. abra: Az ESPRIT mddszer molekularis biol(’)giai alapja. Az abra a pTAROlO vektor
exonukledaz III rezisztens tulnyuld véget, mig Ascl enzimmel hasitva generalodik az
exonukledz III szamara szubsztratként szolgalo tulnyulod egyesszala vég. Az exonukleaz IIT
emésztés utan Mung bean endonukledz eltavolitja a megmaradd egyesszala DNS darabot a

vektor ligalas utani recirkularizacioja elétt.
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Egyiranyt géndeléciok létrehozasahoz az ude gént tartalmazd linearizalt plazmidot
exonukleaz III enzimmel inkubaltuk 12 °C-on, majd minden 30. masodpercben mintat vettiink
a reakcidelegybdl. Ezzel tulajdonképp az ude gén linedris méret eloszlasu egyre névekvo
csonkitasat értiik el [110]. Az Exonukleaz III enzim azonban csak egyesszali DNS-en aktiv,
ezért a reakci6 végén Mung bean nukleazt adtunk a reakcidelegyhez a megmaradt egyesszal
eltavolitdsa érdekében. Végiil a csonkolt UDE fragmenseket az N-termindlis végen hat

hisztidinbdl allo cimkét is tartalmazé vektorba ligaltuk.

5.2.9.2 A konyvtarak vizsgalata

Minden konstrukt esetén 3-5 mintavételezést hajtottunk végre azon csonkolt konstruktok
azonositasa céljabol, melyek jol oldhatd ¢és termelédé doméneket adhatnak. Dr. Hart
laborjaban rutin eljaras keretében 28 000 koloniat tudnak felvenni kisérletenként 384 lyuka
plétekbe kolonia-szedé robotok segitségével. Mivel lehetetlen a létrehozott konstruktok
ezreinek az oldhatdsagat és expresszios szintjét megmérni, ezért egy rovid biotin koto fehérjét

hasznaltunk indikatorként erre a célra (12. 4bra).

a)
p biotin ligated
biotin
BAP ,.‘, y >
E. coli biotin
ligase
Protein expressed soluble Efficient biotinylation Streptavidin detection
in vivo in vivo in vitro

Protein expressed insoluble Inefficient biotinylation Streptavidin no/little detection
in vivo in vivo in vitro

12. abra: Oldhatosag vizsgalata in vivo biotinalassal. Az expresszalt célfehérjét rovid
0sszekotd (linker) szakasz kapesolja a biotin akceptor peptidhez (BAP). Az oldhato fehérje (a)
nagyobb mennyiségben koti az E. coli termelte biotint, mint az esetlegesen degradalt vagy

oldhatatlan fehérje (b) [107].
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Ha ugyanis a vizsgalt fehérje fragmens oldhatd, az E. coli sejtek endogén BirA enzime
kozvetiti a peptid in vivo biotinalasat [109]. A klonokat ezért a robotok segitségével
nitrocelluléz membranra blottoltuk at, hogy ezen ndvessziik ket és az arabin6z indukalta
fehérje expressziot vizsgalhassuk. Fluoreszcens molekulaval konjugalt sztreptavidinnel
hibridizacios kisérlet soran azonositottuk Visualgrid programmal a jol oldhaté és termel6dd
UDE fragmenseket. A 96 legerésebb expresszios szinttel és oldhatosaggal rendelkezd
konstruktokat 24 lyuku pléteken 4 ml LB tapoldatban termeltettiik és Tecan folyadék-kezeld
robottal Ni**-NTA gyantan tisztitottuk. Az elualt frakciokat nagy ateresztd képességii SDS-
PAGE-n analizaltuk, hogy igazoljuk az oldhatésagukat és tisztasagukat. A pozitiv klénokat

elkiildtiik szekvenalasra, hogy utana azonithassuk az UDE fehérje oldhato régioit.
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6. Eredmények és Kiértékelésiik
6.1. Larva DNS uracil tartalmanak meghatarozasa
6.1.1. Kvalitativ kimutatas

6.1.1.1 Uracil tartalmu plazmid eléallitasa és felszaporitasa

Els6 lépésként a kompetenssé tett E.coli CJ-236 ung-/dut- sejtekbe pSUPERIOR-puro
plazmidot transzformaltam. A kettés mutans sejtekben felszaporitott és ennek kovetkeztében
uracilt tartalmazé plazmidokat pozitiv kontrolként hasznaltam az uracil kimutatasat célzo
kisérleteimben.

Parhuzamosan XL1-Blue E.coli sejtekkel is elvégeztem a transzformaciot, ugyanis az igy
kapott DNS-t ,,normal” bazisok alkotjak, azaz timin-tartalmu maradt. Ezeket a tovabbi
kisérletekben negativ kontrolként hasznaltam.

A plazmid preparalast Qiagen Midi Kittel végeztem, majd a kinyert DNS-t tartalmaz6 oldat
tobb csikban fut a kiilonb6zé szupercsavart szerkezetei miatt, ami a gélek denzitometrids

kiértékelését megneheziti.

U-plazmid T-plazmid

13. abra: Cirkularis és linearizalt uracil tartalmu és normal plazmid DNS.
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A tisztitott cirkularis plazmidokat ezért Notl restrikcids enzimmel linearizaltam. A
hatékonysagot agaroz gélen ellendriztem (13. abra).

Kisérleteimhez azért valasztottam a Notl enzimet, mert a felismerd helyében nincs timin,
ezért az enzimet biztosan nem zavarja a plazmid uracil tartalma, tovabba a plazmidon, csupan

egyetlen Notl hasit6 hely van.

6.1.1.2 Agaréz assay optimalizalisa kontrol plazmidokon

A DNS-ben megnovekedett szintli uracilt- ahogy az Irodalmi attekintés cimii fejezetben
emlitettem- az uracil-DNS glikozilaz (UDG) enzimek kivagjak tgy, hogy elhasitjak a
glikozidos kotést, amivel a bazis a cukor-foszfat lanc dezoxirib6zahoz kapcsolodik. Ennek
kovetkeztében a DNS-ben bazis nélkiili (AP) hely keletkezik, amit az AP endonukleazok
(APE) ismernek fel, odakotddnek és elvagjak a cukor-foszfat gerincet. Ezzel a keletkez6 DNS
szaltorések agaroz gélen detektalhatova valnak.

A preparalt uracilt illetve timint (normal) tartalmaz6 plazmidokat UDG és/vagy APE-val

kezeltem az Alkalmazott modszerekben leirtak szerint (14. dbra).

U-plazmid T-plazmid
0 AUtA 0 A U+tA M

UL,

~

14. abra: UNG és/vagy APE kezelés uracil tartalmi és normal plazmidon.

U: UDG, A: APE, U+A: UDG és APE kezelést jelent. M: DNS létrat jeloli.
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A csak APE-val valo kezelésre azért volt sziikség, mert a DNS az UDG reakciotol fiiggetleniil
is tartalmazhat bazismentes helyet, amely az APE szubsztratjaként szolgal. Ezzel igyekeztem
kiszlirni a nem uracil bazis eltavolitasabol szarmazo AP helyeket.

Miutén az uracilos plazmid random mddon tartalmazza az uracilt, ezért hasitasa sok
kiilonboz6 tomegii terméket eredményez. A gélen csak a kiindulasi anyag fogyasat tudjuk

detektalni. A modszer lehetéséget ad a DNS uracil tartalméanak kvalitativ detektalasara.

6.1.1.3 Genomialis DNS preparalasa

Felnétt legyekbdl és 3. stadiumt vandorlo larvakbol Epicentre MasterPure DNA Purification
Kittel végeztem a DNS izolalast, a forgalmazo altal mellékelt protokoll szerint (15. abra). A
célom az volt, hogy minél kevésbé fragmentalodott DNS-t tudjak kinyerni az ecetmuslica és a
larva szovetekbdl, azért hogy az UNG és az UNG/APE reakcio jol kovethet6 legyen az igy
kapott szubsztratokon.

A fenti abran jol lathatd, hogy a legkisebb DNS darabok is 10 000 bazispar felett jelentek meg
az agar6z gélen. Ennél nagyobb fragmentek is épen maradtak, melyek méretiiknél fogva nem

tudtak a gélbe vandorolni, igy a zsebekben maradtak.

M 3L FL

-

(g

15. abra: 3. stadiumu larvabol és felnétt 1égybol izolalt total DNS.
3.L: 3. stadium® masz6 larvat, FL: feln6tt legyet jelent. M: DNS 1étrat jeloli.
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6.1.1.4 Agaroz assay genomialis DNS-sel

A korabban ismertetett hipotézisiink értelmében azt vartam, hogy a f6 UNG és dUTPaz
enzimek hianyaban a 3. stadiumu larva genomi DNS-e a felndtt 1égy DNS-¢hez képest
megndvekedett uracil tartalommal bir.

A larvakbol és felnétt legyekbdl izolalt genomi DNS-t UNG és APE enzimmel kezeltem,
hogy azutan agaréz gélen denzitometrias kiértékeléssel 6sszehasonlithassam a felnétt 1égy és
a larva DNS-t (16. abra). A DNS csokkenése csak a larvalis DNS esetében volt detektalhato,
bar a fogyas kozel sem volt olyan jelentés mértékdi, mint az uracilos plazmidnal, ami a
kevesebb uracil tartalomnak tulajdonithato.

Az agar6z assay ezért nem bizonyult megfelelden érzékeny modszernek a késéi larvak

genomi DNS uracil tartalméanak detektalasara.

Légy
0 U+A

16. abra: UNG ¢és APE reakci6 3. stadiumu (balra) és felnétt 1égy (jobbra) total DNS-en. 0:

enzimet nem tartalmazo reakcioelegyet,U+A: UDG és APE kezelést jelent.
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6.1.2. Fél- kvantitativ modszer

6.1.2.1 Glikozilaz reakciéval 6sszekapcsolt aldehid reaktiv préba

Az aldehid reaktiv probat az irodalom mint az agar6z assay-nél joval szenzitivebb modszert
emliti a DNS uracil tartalmanak meghatdrozasara [12]. Az aldehid reaktiv reakcio
bazismentes (AP) helyek detektalasara alkalmas. Az ARP reagens a depurinalt DNS-ben a
felnyilo riboz gytirti aldehid csoportjaval reagal. A reagens és a DNS kozott kovalens kotés
alakul ki, mely ezutdn valamilyen fluoreszcens vagy kemilumineszcens modszerrel
detektalhatova valik.

A kisérlet soran a késoi larvakbol izolalt genomi DNS-t és a kontrolként hasznalt uracil
tartalmu és normal plazmid DNS-eket UDG-vel kezeltem a biotinalt hidroxilamint tartalmazé
ARP reagens jelenlétében. Az UDG kezelés hatasara létrejott AP-helyeket cseppbloton
detektaltam torma peroxidazzal konjugalt sztreptavidinnel.

Az eredményt rontgen filmen hivtam el6 kemilumineszcens jelet ado ECL reagenssel.(17.

abra).

|
| T-plaziid U-plazmid Larva DINS |

17. abra: ARP reakci6 normal (T-plazmid), uracilt tartalmazo (U-plazmid) plazmidon és 3.

stadium larva DNS-en.

Pozitiv jelet csak az uracilos plazmid és a larva genomi DNS esetében kaptam. Az eredmény
alatamasztja hipotézisiinket, miszerint a larvalis genomi DNS uracil tartalma megnovekedett a
larva allapotok soran. A filmen detektalt jelek denzitometrias kiértékelését tekintve azt
allapitottam meg, hogy nincs jelentds mennyiségbeli kiilonbség az uracilos plazmid és a larva
DNS wracil tartalma kozott. Ez azonban ellentmond az agar6z modszerrel kapott

eredménynek.

55




A két kvalitativ modszerrel kapott eredmények alapjan azt allithatom tehat, hogy a larvalis
DNS-ben az uracil felhalmozodik, de arra nem kaptam valaszt egyik eljarassal sem, hogy az

uracil-szint emelkedése milyen mértékd.

6.1.3. Kvantitativ meghatdrozds

6.1.3.1 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
(HPLC- MS)

Egy szelektiv és érzékeny eljarast, a nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometriat alkalmaztam a Drosophila larvak uracil tartalmanak mennyiségi
meghatarozasara [79]. A méréseket a Szegedi Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében
kollaborald partneriink, Dr. Kele Zoltan végezte. A kimutatas tulajdonképpen a korabban
targyalt min6ségi meghatarozason alapszik. A DNS mintakat ugyanis el6szér UDG enzimmel
utan a  keletkez6 fragmentionokra jellemzé molekulatomeg szelekcid alapjan

tomegspektrométerrel hataroztam meg.
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18. abra: A: szabad uracil spektruma HPLC-MS-sel. B: Kalibralo egyenesek uracil vizes
oldataval (iires szimbolum) ill. a glikozilaz reakcidelegyhez adott uracillal (fekete

szimbolum).
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uracilcsucsok cstcs alatti teriiletét abrazoltam. A kalibracid soran kimértem azt a legkisebb
uracil koncentraciot, ami a késziilékkel az adott mérési koriilmények kozott detektalhato volt.
A kimutatas alsé hataranak 50 ng/ml-es uracil koncentraciot kaptam.

A kalibraci6 utan elvégeztem az UDG kezelést 3. stadiumu larva és felnétt 1égybdl szarmazo
DNS-en illetve a negativ kontrolként hasznalt timines plazmidon. A folyadékkromatografias

elvalasztast kovetden felvettem a mintak tomegspektrumat (19. abra).

100ng/ml 200ng/ml 500ng/ml

1N [y

Larva Felnott légy

Timines nlazmid

i

plazmid) illetve a Drosophila genomi DNS-ek (3. stadiumu larva, felnétt légy)
tomegspektruma.

A kontroll plazmidbol és a felndtt 1égybdl szarmazd mintaknal a larva mintahoz képest
nagyobb, - az uracilnak megfeleld retencios idonél (1,41 perc) megjelend- csucsot kaptam. Ez
egyrészt abbol adodhatott, hogy a kiindulasi DNS mennyiség a plazmid és a felndtt légy
esetén nagyobb volt. Az is torzithatta az eredményt, hogy a citozin az uracilhoz hasonld
tomegli ionokra fragmentalodik. Az uracil fajlagos tomege pozitiv ionmddban 113 és 96
illetve 70 tomeg/toltésti ionokra fragmentalodik NH; vagy HNCO elveszitésével. A

tomegspektrum felvételekor mindig csak az egyik ion képzodését kovettem, ami az uracilnal a
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113-96-0s atalakulasbol szarmazott, mivel az ebbdl szarmazd jel sokkal szelektivebbnek
bizonyult. A citozinbdl, amely 111 tomeg/t6ltésti szintén képzodhet 96-os fajlagos tomegi
fragmention. gy a genomi DNS-ekbdl és a plazmidbél szarmazé uracil spektruméhoz
hozzaadodhatott a citozintol szarmazo fragmention mennyisége is.

A larva DNS uracil tartalma éppen a kimutatasi hatar kornyékén volt mérhetd, amelybdl azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy ndvelni kell a kiindulasi DNS mennyiségét. Nagyobb
kiindulasi DNS mennyiségnél azonban annyira megndvekedett az ugynevezett matrixhatas,
hogy a szabad uraciltol szarmazé jelet elfedték az oldoszer ¢és egyéb eléforduld anyagoktol
szarmazo jelek.

A modszer tehat nem elég érzékeny olyan kis tomegli molekulak kimutatasara, amellyel a
szennyez$ anyag Osszemérheté mennyiségben van jelen. A tovabbiakban az uracil bazis
derivatizalasat azért valasztottam, mert az igy keletkez6 iontermékek nagyobb tomegiik
kovetkeztében a tomegspektrometrias detektalas soran nagyobb jelet adnak megnovelve igy a

specifikus kimutatast.
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6.1.3.2 Derivatizalt uracil kvantitativ analizise

Ez az eljaras az el6z6 modszer, a HPLC-vel sszekotott MS tovabbfejlesztése. A méréseket a
Kémiai Kutatokézpontban Dr. Szabd Pallal végeztem kollaboracidban. A preparalt genomi
DNS-eket el6szor ez esetben is UDG-vel kezeltem majd a felszabaduld uracilt 4-brommetil-7-

metoxikumarinnal (BrMMK) reagaltattam.
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20. abra: Uracil derivatizalasa 4-brommetil-7-metoxikumarinnal és a derivatumbol képz6do

fragmentionok.

A derivatizaloszer az uracil gylrli nitrogénjaival 1ép reakcioba és 1étrejon a 4-metilén-7-
metoxikumaril-uracil (20. abra). A 489 m/z-i derivatum négy ionterméket hoz létre, melyek
161, 189, 232, 258 m/z-liek (20-21. abra). A mérések soran a 232 m/z-li iont kovettem, mivel
ez adott szelektiv és megfelelden nagy jelet. Ezzel a beiktatott reakcioval kikiiszoboltem az

el6z6 modszernél fellépd, a citozin esetleges fragmentionjaitol szarmazo zavaro jelet.
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21. abra: A keletkezett fragmentionok teljes spektruma az irodalmi adatok (fent) és az

altalunk mért tomegspektrum (lent).
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A kalibral6 egyenest a szabad uracilokkal is elvégzett derivatizalas utan vettem fel, ahol a 232
m/z-1 terméktdl szarmazo csutcs teriiletét hasznaltam fel (22. abra). Sikeriilt a higitasi sorral
olyan nagy tartomanyt lefedni, hogy a lényegesen tobb uracilt tartalmazo6 uracil-plazmid és a

larva mintakbol szarmazo jelek a mérési tartomanyon beliil voltak.

Cscs alatti teriilet
§

1 200~ abo | abo | s | 60 | 7 | s | em 1000 | 10 120 100 1400 150 1600 1700

Uracil koncentracié (umol)

22. abra: A felvett kalibracios egyenes derivatizalt uracil standarddal.

Ezutan a teljes procedurat elvégeztem légy és larva genomi DNS-sel illetve kontrolként

normal és uracilos-plazmiddal is (23. abra).
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23. abra: A kontrol plazmidok (normal és uracilos plazmid), a larva és a légy mintak

232 m/z-1i fragmentionjainak tomegspektruma (két parhuzamos mérés).
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A kalibracios egyenes egyenlete és a kiindulasi DNS mennyiség alapjan visszakovetkeztettem
a kontrol és a Drosophila mintak uracil tartalmara melyet az 1. Tablazatban foglaltam Gssze.
A normal plazmidban egyaltalan nem vartam kimutathat6 uracil mennyiséget, mig az uracilos
plazmid esetén az irodalmi adatokhoz képest tobb nagysagrendbeli eltérést detektaltam.
Ennek fényében feltehetéen a larva és légy DNS-ben mért uracil mennyiség sem a valds

mennyiséget tiikrozi.

Normal — | Uracilos- Larva Légy
plazmid plazmid DNS DNS

(Uracil/ (Uracil/ (Uracil/ (Uracil/
millié bp) | millié bp) | millié bp) | millié bp)

1.mérés 1883 248 175 432 126
2.mérés 1830 240 875 436 140
Irodalmi adatok - 3-8 000 - -

1. tablazat: A kontrol plazmidok (normal és uracilos plazmid), a larva és a 1égy DNS uracil

tartalma egymillio nukleotidra vonatkoztatva.

A tovabbiakban pozitiv kontrolként BL21ung- E.coli sejtekbdl preparalt DNS-t probaltam
hasznalni. Ezekben a mintdkban nem sikeriilt uracilt kimutatnom, ami az elvart és az irodalmi
adatoknak is ellentmondott.

Negativ kontrolként human HeLa sejtek genomi DNS-ét hasznaltam, melyben nem
detektaltam uracilt, ahogy ezt vartam.

Ezen a ponton azonban el kellett dontenem, hogy a mintael6készités, azaz a derivatizalas nem
tokéletes vagy esetleg a HPLC-s elvalasztas illetve a mérés nem mitkodik megfelelden.

A kovetkezd méréssorozatnal ezért a larva DNS-hez UDG reakcidt kovetéen ismert
mennyiségl tiszta uracilt adtam, majd egyiitt derivatizaltam Oket. A 24. abran jol lathato,
hogy a larva minta spektrumanak teriilete a hozzaadott uracil hatdsara jelentésen novekedett.
A tomegspektrumbol szamitott uracil mennyiség azonban joval a hozzaadott uracil mennyiség
alatt volt. Valoszinii tehat, hogy maga a derivatizalasi reakcid nem megy végbe teljesen és a
derivatizalt uracil jelentds részét nem tudjuk detektalni. Ebbél még az is kovetkezik, hogy a
kalibracios egyenesem sem volt tokéletes, hiszen ahhoz is derivatizalt uracil oldat higitasi

sorat hasznaltam.
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24. abra: A larva 232 m/z-0i fragmentionjainak témegspektruma hozzaadott uracil nélkiil és

hozzaadott uracillal.

Tovabbiakban ezért majd optimalizalnom kell tiszta uracilra a derivatizalasi reakciot, hogy a
kalibracios egyenesem megfeleld legyen, hiszen ez alapjan kovetkeztetek a kontrol és a
Drosophila mintak uracil tartalmara. Majd Gjra el kell végeznem az eddigi méréseket az
optimalizalt derivatizalassal el6készitett mintakon.

A kvalitativ analizisek azt bizonyitjak, hogy ténylegesen felhalmozodik az uracil a larvalis
szovetek DNS-ében, bar a két modszerrel nyert mennyiségi adatok ellentmondoak
egymasnak. Ezért nagyon fontos egy megbizhatd kvantitativ modszer kidolgozasa, mely
informaciot adhat arr6l, hogy a minor UDG-k milyen mértékben helyettesithetik a f6 UNG-ot
ecetmuslicaban és mas teljes atalakulassal fejlodé rovarokban. A HPLC/MS moédszer mellett
a laborban folyamatban van egy valds idejii PCR alapt uracil kimutatasi eljaras is, mely ugy
tiinik, gyorsabban eredményre vezet a genomi DNS wuracil tartalmdnak mennyiségi

meghatarozasaban.
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6.2. Uracil -DNS degradalé faktor szerkezet-funkcié vizsgalata

6.2.1. Uracil-DNS degradalo faktor (UDE) izoldldsa és azonositdsa

Deutsch és munkatarsai eredményein elindulva csoportunkban Békési Angéla uracil-DNS
affinitas kromatografiaval izolalta a Drosophila melanogaster metamorfozishoz kotott
fejlédési allapotaiban kifejez6do nukleaz aktivitasért felelds fehérjét. Deutschék ugyanis késoi
3. larva extraktban nukleaz aktivitast mutattak ki, majd tovabb jellemezték az aktivitast és
vizsgaltak az aktivitasért felelds fehérje kifejez6dését a kiilonbozo fejlédési stadiumokban, de
magat az enzimet nem azonositottak.

A kisérlet sordn bromciannal (CNBr) aktivalt szefaréz gyantdhoz E.coli CJ236 dut-/ung-
sejtekben felszaporitott és azokbol izolalt uracil-DNS-t kotott, majd az igy kapott affinitas
oszlopra kés6i 3. larva extraktumot toltott. Az oszloprdl elualta az uracil tartalmia DNS-hez
specifikusan kikotodott fehérjéket, majd SDS gélen elvalasztotta ket. Az igy detektalt fehérje
savokat tomegspektrometrias azonositashoz kipreparalta a gélbdl. A gélen a legnagyobb
intenzitasi savban megjelend, 35,5 kDa latszolagos molekulatomegii fehérje a Drosophila
adatbazisbol a CG18410 gén altal kodolt ismeretlen funkcioju fehérje szekvenciajaval
bizonyult megegyezonek.

A munkaba ezen a ponton kapcsolédtam. A CG18410 gén cDNS-ét petl9b vektorba
klonoztuk tgy hogy a majdani rekombinans fehérje az N-terminalisan hat hisztidinbdl allo
cimkét (His-tag) tartalmazzon, mely lehet6vé teszi a fehérje tisztitasat Ni- affinitds oszlopon
(25.4bra). Az azonositott fehérjét uracil DNS degradalo faktornak - roviden UDE-nak-, az
expresszios vektort pET-HisUDE-nak neveztiik el.

A rekombindns UDE termelését E.coli bakterialis expresszidés rendszerben kivantuk
megvalositani. Az E.coli sejtek azonban tartalmaznak endogén UNG-ot, igy ha a két fehérjét
—~UDE ¢és UNG- egyszerre nyerjilk ki a sejtekbodl, akkor az esetleges UNG szennyezés

konnyen gatolhatta volna az UDE katalitikus funkcidjanak fiiggetlen vizsgalatat.
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25. abra: (A) A rekombinans UDE fehérje expresszidja és tisztitasa. 1.sav: E.coli sejtextrakt
indukecio elétt,2.sav: E.coli sejt extrakt indukci6 utan, 3.sav: Ni-NTA oszlop ates6 frakcioja,
4.sav: lres , 5. sav: tisztitott UDE fehérje. (B) dUTPaz enzim és UDE expresszidja Bl21
(DE3) ung-151 és BL21(DE3)ung-151pLysS E.coli sejtekben. A dUTPaz enzim pLysS
plazmid jelenlétében és anélkiil is termelédik, mig az UDE csak pLysS plazmid jelenlétében

fejezodik ki.

Az UDE-t ezért E.coli (DE3) BL2lung-151 sejtekben termeltem pLysS plazmid szigorti
kontrolja mellett (25.4bra). Az UDE expresszidja ugyanis az E.coli sejtekre toxikus hatastinak
bizonyult. Ez azzal magyarazhat6, hogy a baktériumok DNS-ének uracil tartalma UNG
UDE termelédésével. A pLysS plazmid azonban a fehérje expresszidjat kizardlag az
indukalast kovetd periodusra korlatozta. Ezzel igyekeztem biztositani, hogy a fehérje tovabbi
karakterizalasa soran megfigyelt UDE katalitikus funkcioja nem az UNG szennyezddésnek

koszonhetd.

6.2.2. Egy uj uracil-DNS-re specifikus fehérje csalad elsd tagja

Az UDE fehérje in silico elemzését, azaz részletes homologiakeresést kiilonb6z6
genomadatbazisokban, az NCBI honlapjan elérhetd blast programmal végeztiik. Az analizis
soran csak teljes atalakulassal fejlédd rovarok genomjaban talaltunk homolog szekvenciakat,

melyek szintén ismeretlen funkcioval bird, idaig még nem karakterizalt fehérjéket kodolnak.

66




Az UDE-val feltételezhetéen azonos funkcidt betdltd fehérjék szerkezetérdl sem talaltunk
publikalt adatot. A homolog szekvencidk Osszerendezésével 6t konzervalt motivum
rajzolodott ki, melyek koziil az elsé kettd kiterjedtebb ¢és altaldban két kopiaban van jelen (26.
abra, 1A, 1B motivumok). Ez alol kivételt képez a Tribolium castaneumban talalt UDE
homolog, melynek N-terminalis végérdl hianyzik a duplikalt elsé motivum 1A kopiaja (26.
abra).

A mar azonositott konzervalt motivumokat hasznalva a homolégiakereséshez, az UDE nem
mutatott rokonsagot az eddig leirt nukleazokkal és uracil DNS-t felismer6 fehérjékkel. Ezt
bizonyitja a 27. abran bemutatott és korabban mar részletesen ismertetett UDG csaladokra és
az UDE-ra jellemz6 konzervalt motivumok 6sszevetése is. Az UDG csaladok mindegyikére
ugyan azonos o/f3 fold jellemzd, de a katalizisiikben fontos szerepet jatszé konzervalt

motivumaik meglepden alacsony szintii hasonlosagot mutatnak [45]. Az UDG-k harom és az

sugallja, hogy az UDE fehérje vizsgalataval ujfajta betekintést nyerhetiink a nukleazok
fiziologias szerepét és katalitikus mechanizmusat illetden.

A fehérje elsddleges fizikai és kémiai paramétereit a ProtParam program segitségével
értékeltem ki és azt kaptam, hogy 355 aminosavbol all, latszolagos molekulatomege 39,895
kDa. A fehérje aminosav Osszetétele alapjan prediktalt izoelektromos pontja (pI=9,41)
viszonylag magas. A bazikus oldallanci aminosavak talsulya is arra utal, hogy a fehérje
feltehet6en nagy potenciallal kotddik negativ toltésti makromolekuldkhoz -, mint példaul a
DNS- elektrosztatikus kélcsonhatasok révén.

A PSORTII szoftverrel két kiilonbozo feltételezett nuklearis lokalizacios szignalt (NLS) is
(PEKRKQE) egyarant tartalmaz pozitiv és negativ toltésti oldallancokat is, mig a masikat
(PKRKKKR) nagyrészt bazikus aminosavak alkotjak. A Merényi Gabor altal iranyitott
mutagenezissel létrehozott pontmutans és a csonkitott UDE fehérjékbol generalt YFP-riporter
konstruktokkal végzett kisérletekbdl kidertiilt, hogy a rovar sejtekben a nuklearis
lokalizacioért csak a szinte kizarolag pozitiv toltésti oldallancokat tartalmazé szakasz
(PKRKKKR) a felelds. Ez a szegmens megegyezik a mar jol ismert SV40 T-antigén NLS-vel.
Mindez azt demonstralja, hogy az UDE specifikusan és kizarolag a magban lokalizalodik

Osszhangban a rovar sejtekben feltételezett nuklearis funkcidjaval.
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(Al H2}{3}]4]

UDG csaladok | 1. Motivum 2. Motivum 3. Motivum
UNG VhhLGQDPYH | F hFhhWG hhcppHPSP
MUG/TDG hhhxGINPGL FiY hhhFxG haVhPppSh
UDGX hhhhGShPxx Y hhhxpG hhxLPSTSx
AUDG hhhhGEXPGx F hhhxhG hhhxaHPSh
DRUDG XxLXxLLExPGP f VVhxLG xhxxxHPSh
SMUG hhFhGMNPGP F hhVhVG VxxLxHPSP
UDE
motivumok
1A/1B GFKDxxxAxxTLxxLxxRDxpY pxxxhxGLhxx AKRVLxx TKXExKhxxIKxAhxxhEpaL
2 GpYKcLRp
3 TWDIXRN
4 KxFpxcxxxPTxxHLxxIxWAY SxpxxKhK

27. abra: Az UDE és az UDG szupercsalad tagjainak konzervalt motivumai. A felsd panelek
az UDG csaladok kozotti evolucios kapesolatot, valamint az UDG-ban és az UDE-ban
azonositott konzervalt motivumokat abrazolja. A Drosophila melanogaster genomja altal
kodolt uracil- DNS-t felismer6 fehérjék sziirke hattérrel jelzettek. Az alsé panelek az UDG és
az UDE konzervalt motivumainak konszenzus szekvencidit mutatjak. Nagy betiik jelzik a
konzervalt aminosavakat, a kisbetlik az aminosavak jellemz6it (h: hidrofob; a: aromas; p:
polaris/toltéssel rendelkezd). A nem konzervalt helyeket x jeloli. Az uracil gytrivel atlapold
konzervalt F/Y aminosavak az UDG-k C-terminalis végétél kezdve az 1. motivumig
helyezkedhetnek el. Az UDG csaladok 1. motivumaban elhelyezkedd alahuzott D/E
aminosavak a katalizisben jatszanak szerepet, mig a 3. motivumban talalhaté alahtizott H-ek

az UDG-k katalitikus reakcidjanak koztitermékét stabilizaljak.
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6.2.3. Az UDE szerkezetének vizsgalata

6.2.3.1 Domén organiziciés analizis limitalt proteolizissel

Miutan az UDE szekvencia in silico elemzése soran kideriilt, hogy az enzim nem mutat
hasonlosagot egyetlen ismert szerkezetli fehérjével sem, igy nem is sikeriilt azonositanom
ismert DNS koté motivumokat illetve a konzervalt régidkon beliil uracil DNS-t processzalo
fehérjékre jellemzd katalitikus helyeket, ezért megkezdtem a fehérje kezdeti domén
szerkezetének felderitését limitalt proteolizissel. Harom eltérd specificitdssal rendelkezd
proteazt (tripszin, kimotripszin, Asp-N endoproteinaz) alkalmaztam a lehetséges funkcionalis
domének azonositasara. A kisérleteket hozzaadott uracil tartalmi DNS jelenlétében is
elvégeztem az esetleges DNS-kot6 szegmentek tanulmanyozasa érdekében.

Elsoként a tripszint valasztottam, mivel az UDE szamos triptikus hasit6 hellyel rendelkezik

a szekvenciaja mentén. A nem konzervalt, ugyanakkor lizinben és argininben gazdag N — és
C-terminalis végeken kezdeti gyors degradaciot figyeltem meg, amely 5-7 kDa-os fragmensek
elvesztését eredményezte (28. A dbra). Az emésztés soran detektalt hasitasi termékek nagy
szama szinte lehetetlenné tette mindegyikiik izolalasat az SDS gélbdl és tomegspektrometrids
analizisét. Sikeriilt mégis azonositanom egy a DNS jelenlétében stabil fragmenst (csillag
jeloli), mely DNS hianyaban tobb kisebb darabra degradalddott (nyilakkal jelolve).
Feltehetden ez a fragmens a fehérje szerkezetének egy belsd jol feltekert, aktiv magjat alkotja,
mely a DNS koétésben vesz részt.

Tovébbi specifikus illetve DNS-kot6 szegmensek lokalizélasa céljabol a jelentésen kevesebb
potencialis hasité hellyel rendelkezd nagy specificitasu kimotripszinnel és aszparagin-N
endoproteinazzal is elvégeztem a kisérletet (28. B és C abra). Mindkét esetben egyértelmii
védelmet nyujtott az UDE szamara a hozzaadott DNS megkotése a proteolizissel szemben.

A kimotripszin esetében a tomegspektrometrias analizis eredményeként azt kaptam, hogy a
kezdeti degradacio soran egy 9.6 kDa nagysagu szegmens tavozik, mig DNS jelenlétében egy
kisebb 3 kDa kortili fragmens hasitodik le. Részletesebb vizsgalodas utan azt talaltam, hogy
az UDE N-terminalis végén a flexibilis régioban elhelyezkedé W10 és az 1A motivum Y69 —
ja a DNS jelenlététol fuggetleniil mindig kitett a proteolitikus hasitasnak, mig a DNS-kotés
jelentds védelmet nyujtott a konzervalt 1A motivumban talalhato Y69 és R70 peptidkotés
szamara. DNS- kotés hatasara 1étrejové konformacios valtozasok kialakulasat tamasztjak ala a
DNS jelenlétében exponaltta valo F104 ¢s E105 valamint W311 és 1312 peptidkdtések.

A C-terminalis régio6 DNS-kotésben betdltott szerepének tanulmanyozasara tovabbi specifikus

proteazt alkalmaztam. A kisérletben aszparagin endoproteinazt hasznaltam, mivel az UDE C-
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terminalis része aszparaginban meglehetésen gazdag. Ez esetben azt allapitottam meg, hogy
az emésztés soran elséként egy 3.4 kDa nagysagu fragmens tavozik a fehérje C-terminalis
végérdl (D333), melyet a DNS megkotése sem akadalyoz meg. Ezen kiviil 23-25 kDa koriili
¢és 17 kDa latszolagos molekulatémegli polipeptidek is megjelentek az SDS gélen, melyeket
DNS jelenlétében nem detektaltam.

A limitalt proteolizis soran tomegspektrometria segitségével azonositott hasité helyeket a 28.
D abran Oszesitettem. A kisérletekbdl konkluzioként levontam, hogy a 2-3-4 motivumokat
magaba foglalo fehérje szegmens egy jol feltekert, kompakt részét alkotja az UDE-nak, hiszen
még DNS jelenléte nélkiil sem sikeriilt ebben a régidban egyetlen proteolitikus helyet sem
kimutatnom, annak ellenére, hogy a proteazok szamos potencialis hasito hellyel rendelkeznek
ezekben a C-terminalis motivumokban is. Az 1A ¢és1B motivumok sokkal nagyobb mértékben
hozzaférhetének bizonyultak a proteazok szamara, kiilondsen hozzaadott DNS hianyaban.

A DNS kotés tehat jelentés védelmet biztositott a proteolitikus vagassal szemben a konzervalt
1A és 1B motivumok mentén vagy a DNS kotés indukalta konformacios valtozasok vagy az

egyébként exponalt hasitd helyek elfedésével.
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28. abra: UDE domén analizise limitalt proteolizissel. A: Tripszines emésztés mintazata:
Nyilak a DNS hidnyaban képzodott fragmenseket, a csillag a DNS jelenlétében keletkezett
stabil fragmenst jelzi. B és C: A nagy specificitasi kimotripszines és aszparagin-N
endoproteindzos emésztés mintazatai. A limitalt emésztés idéskalaja valamint a hozzaadott
Uracil-DNS jelenléte illetve hianya a gél tetején talalhato. MM a latszolagos molekulatémeg
markert jeloli. D: Az MS-sel azonositott hasitdo helyek Osszefoglalasa: Felsé sorban a
kimotripszin, alsé sorban az Asp-N endoproteinaz hasit6é helyek lathatok. Normal nyilak a
DNS jelenlétében és tavollétében egyarant megfigyelhetd hasito helyeket, a szaggatott nyilak
a DNS kotés altal védett, a pontozott vonali nyilak a DNS jelenlétében kitetté valt hasitd
helyeket mutatjak.

72




6.2.3.2 Fehérje domének azonositasa ESPRIT médszerrel

A limitalt proteolizis kisérletekb6l szarmazé eredmények arra utalnak, hogy az UDE
multidomén szerkezettel rendelkezik. A domének elkiilonitett vizsgalatanak legegyszeriibb
modja a PCR alapu klonozassal rovidebb, csonkitott fehérje fragmensek eléallitasa és
karakterizalasa. Az eljaras hatranya, hogy a domén hatarok pontos predikcidja sziikséges a
PCR reakcidhoz hasznalatos primerek tervezéséhez. Mivel az UDE-nak csak mas teljes
atalakulassal fejlodé rovarok genomjaban talaltunk eddig ismeretlen szerkezettel és
funkcioval bird homoldgjait, nyilvanvaléan a szekvencia Osszerendezéssel kapott ot
konzervalt motivum nem hatarozza meg a lehetséges fehérje domének pontos hatarat. Ez egy
gyakori akadaly Gj célfehérjék esetén és nagyban gatolja a fehérje szerkezeti és funkcionalis
vizsgalatat, mert hosszadalmas kloénozasi és expresszios kisérletek sorozatat kell végrehajtani
mire jol feltekeredett, nagy mennyiségben termelhetd, oldhato fehérjét vagy fehérje fragmenst
kapunk [112].

A random mutacion alapuld stratégidk koziil, amely a legkdzelebb all a hagyomanyos
genetikai konstruktok létrehozasakor alkalmazott eljarashoz, az egyik az exonukleaz III
degradacion alapulo ESPRIT modszer. Az ESPRIT- et (Expression of Soluble Proteins by
Random Incremental Truncation), mely egy Gj DNS konyvtar-alapu nagy hatékonysagh
technika, az EMBL-ben (European Molecular Biology Laboratory) fejlesztették ki
expresszalhatdo domének rovid iddintervallum alatti azonositasa céljabol [107]. A modszer
segitségével tobb tizezer random UDE konstruktot generaltam, és automatizalt, robotok
vezérelte eszkozokkel E.coli rendszerben jol expresszalddo oldhaté doméneket és multidomén
fehérje fragmenseket azonositottam.

A Kklasszikus “feltételezésen-alapuld”, azaz a szekvencia szerint potencialis doménnek itélt
szegmensek klonozasahoz képest az ESPRIT el6nyei, hogy egyrészrdl ebben az esetben az
Osszes konstruktot egyetlen, néhany hétig tarto kisérletben létrehozhatjuk, megtakaritva ezzel
a klonozasok ¢és expressziok ismétlésére forditott rengeteg idét. Masrészrél szamos azonos
domént lefedd csonkitott mutanst nyerhetink, mellyel a kristalyositas esélyét is
megnovelhetjiik. Az eljaras hatékonysagat mar szamos viralis fehérje esetén bizonyitottak
[110, 113, 114].
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Naterm. L. N:term. 2.
1 LGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MPSSWIRRLRK ISRILALTGS RQILTQVLAT 50

51 KGARMAEGDS KFGFKDMEKA LETLKLLESH DMQYRKLTVR GLLGRAKRVL 100
N-term. 3.
101 TMTKAEEKLK NINAAIGVEFE KWLEENIGGGA SSKNAKTESE DKVETVPGLG 150
151 FEKDEAAAEAT LSILAERDPD YQRLAIKGLI GSSKRVLSGT KNEDKITAIK 200
Coterm. L.
201 EGVQVLEDFL [EKFEAENRIK DNRAYLPLAV VTKLPDPKDE LAKEFLEAYG 250
251 GSKRAKEGNYKH LRTMFPKTDE KTSWDIVRNR QLSKLLEQIK SEEAKLFDAE 300
Cflerm.Z.IAK

301 TGAPTDLHLQ LIHWAYSPOP DKLKQYIEKL KTPEKRKQ ESSSSASDSS 350
C-term. 3.

351 ATSQDSDGED KPKRKKKREEI

NIE356 NIL316 MHL1S6 CiM1I Gl CINTI2
STRDD —

ThOp — — gy -
=3

0.5 Kbp e

29. abra: Az exonukleaz emésztéshez tervezett kiindulasi pontok elhelyezkedése az UDE
szekvenciaban (feliil). Az ennek megfeleld PCR reakcio soran felszaporitott UDE fragmensek

(alul).

Az ESPRIT modszert azért alkalmaztam az UDE esetén, hogy a limitalt proteolizis soran
nyert eredményeken tilmenden tovabbi informaciokat tudjak meg a fehérje domén
Osszetételét és tagoltsagat illetéen. Az exonukleaz III emésztést hat kiindulasi pontbodl
hajtottam végre (29.abra), ami azt jelenti, hogy hatféle UDE inzertet klonoztam az erre a célra

kifejlesztett pTARO10 vektorokba és ezek mindegyikét alavetettem a nukledz reakcionak.
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30. abra: Az UDE rendezetlenségi profilja. Az abra az aminosav szekvencia fliggvényében
abrazolja a rendezetlenség valosziniiségét. Az analizis soran hasznalt szoftverek: RONN,
IUPred, DISOPRED [96-98].

A startpontok megtervezésénél figyelembe vettem a fehérje aminosav szekvencidja alapjan
szerkezeti rendezetlenséget josolod programokkal kapott eredményt is (30.abra). A szerverek
mindegyike nagy felixibilitast régiot azonositott az UDE N- és C-terminalis végein, valamint
az 1A és 1B motivumok kozott. fgy harom startpontot terveztem az N-terminélis irdnya és
harmat a C-terminalis irany exonukleaz reakciohoz. A csonkitas soran kapott tobb tizezer
konstruktot expresszios vektorba klénoztam, igy létrehoztam egy N-terminalis és egy C-
terminalis konyvtarat. A tovabbiakban a konstruktok N-terminalis végén elhelyezked6 His-
cimkét és a C-terminalis végén talalhatd biotin tagot a fehérje expresszid és az oldhatosag
tesztelésére hasznaltam. A hisztidin cimke a fehérjék Ni-affinitas kromatografiaval torténd
tisztitasat is lehetévé tette (31.4bra). Mind a termelékenység és az oldhatosag vizsgalatat,
mind a fehérje tisztitasat automatizalt, nagy ateresztoképességli miiszerekkel végeztem dr.

Darren Hart csoportjaban.
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31. abra: A Ni-affinitas oszlopon tisztitott N-terminalis (fels6 kettd) és C-terminalis (also

kett6) konyvtarhoz tartozo fehérje frakciok elvalasztasa SDS-PAGE gélelektroforézissel.

A nagy mennyiségben expresszalodo és jol oldhatdo SDS gélen detektalt fehérje fragmenseket
kodolo konstruktokat megszekvenaltattuk, hogy azonosithassam a létrehozott csonkitott UDE
konstruktokat (32. abra).

Az igy kapott aminosav szekvenciakat Osszerendeztem és a 33. abran feltiintetett doméneket

talaltam az expresszio szintjének eréssége és a szekvencialisan lefedett fehérje szegmensek
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figyelembe vételével a kristalyositas céljara kivalasztott kilenc konstrukt esetén. Fontos
megemliteni, hogy a korabbi homoldg szekvencidk Osszehasonlitasakor —kijel6lt
doménhatarokhoz képest 6t esetben, még ha csak néhany aminosavnyi eltéréssel is, de 1j

doménhatarokat sikertilt azonositanom.

32. abra: Az N-terminalis (fels6) és a C-terminalis (alsd) emésztésbdl szarmazo

fehérje fragmenseket kodolo DNS szekvencidk dsszerendezése.
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Jelenleg a kristalyositast megel6zve a nagyobb 1éptékii (100-500ml) fehérje termelés és
tisztitds optimalizalasat végzem. Az ESPRIT soran ugyanis, amikor az oldhatosagat és
termelékenységét teszteltem a csonkitott UDE konstruktoknak, elegenddnek bizonyult a kis
Iéptékli (4 ml) fehérje expresszid is. Kilatasba helyeztem a limitalt proteolizis kisérletének
megismétlését is a csonkitott UDE fehérjéken, mert a teljes hosszti enzimmel végzett
vizsgalathoz képest valdsziniileg 1j hasitd helyeket tudnék azonositani és esetleg a DNS
kotésben résztvevo tovabbi szegmenseket is talalnék.

A fehérje 3D szerkezetének ismerete, valamint a DNS szubsztratokon és a fehérje
pontmutansaival végzett funkcionalis vizsgalatok jelentds 0ij informaciokat eredményeznének

az uracil-DNS felismerése és a nukleazok katalizise terén.

"

47 108 133 195 2PN72564 289 309 355

33. abra: Az N-terminalis és C-terminalis konyvtarbol kivalasztott kilenc UDE konstrukt
altal lefedett szakaszok, valamint a teljes hosszl fehérje konzervalt motivumainak abrazolasa.

A csillaggal jelolt fragmensek esetén (1j doménhatarokat azonositottam.
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6.2.3.3 Az UDE szerkezeti predikcidja és de novo modellezése

Kosinski végezték el a GeneSilico Metaserveren [99] azaz a teljes hosszi fehérje szekvenciaja
alapjan, annak masodlagos és harmadlagos szerkezetét probaltak megjosolni. A fehérje
domén Osszetételét illetden azt allapitottak meg, hogy az UDE harom fébb szerkezeti domént
tartalmaz az 1A ¢és 1B illetve a C-termindlis 2-3-4 —es motivumoknak megfelelden.
Mindharom domént foként alfa-helikalis szerkezetiinek josoltak, bar a 3. domén esetén a
predikciot bizonytalannak itélték, ugyanis az alternativ szerverekkel nem kaptak egybevagd
eredményt. A fehérje N-terminalis végén egy 30 aminosavnyi helikalis, flexibilis szegmenset
talaltak. Az 1A és 1B motivumokat 6sszekotd régiot a C-terminalis végen elhelyezked 40-50
aminosavbol 4ll6 szakaszhoz hasonloan javarészt rendezetlen szerkezetlinek prediktaltak.

A fehérje feltekeredésének analizise soran nem taldltak az UDE-ra ismert feltekeredési
mintazatot. igy a negyedleges szerkezet részleges predikcidja érdekében elvégezték az 1A és
1B motivumok de novo modellezését ROSETTA programmal [115]. A modellezés soran
Osszesen kb. 500 000 modellt generaltak, majd a legkisebb energidju szerkezeteket
hasonlésaguk alapjan csoportositottdk és finomitottak [116, 117]. A legtobb szerkezetet
tartalmazo csoportokat kiértékelték és ez alapjan az 1A és 1B motivumokra azt talaltak, hogy

mindkét fragmenst harom alfa hélix alkotja azonos topoldgiaval és relativ orientacioval.

79



-3KkT/e +3 KkT/e

34. abra: Az UDE els6 két duplikalt motivumanak szerkezeti modellje. A felsé paneleken
lathato szerkezeteket eldlnézetben, az also paneleken 1évoket feliil nézetben dbrazoltam. A 3-3
alfa-hélixbol felépiilé 1A (zold) és 1B (narancssarga) motivumok szalagmodelljén a nem
konzervalt 6sszekotd régiot sziirkével, a DNS kotés altal védett proteolitikus hasito helyeket
kékkel jeloltem. A duplikalt fragmensek csak megkdozelitéleg szimmetrikusak mivel a modell
alacsony felbontast (A panel). A B és C panel szalagmodelljén illetve a felszini modellen a
szigoruan konzervalt aminosavakat narancssargaval, a konzervalt szekvencidkat sargaval, a
variabilis szegmenseket z6lddel jeloltem. A D panelen a felszini modellre az elektrosztatikus
potencial eloszlast vetitettem. A pozitiv toltésti régiok kék sziniiek, a negativ toltéstick
pirosak. Nyilak jelzik a pozitiv toltésti konzervalt felszineket, amelyek potencialis DNS koté

helyként szolgalhatnak.
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A prediktalt masodlagos szerkezeti elemek igazolasara CD spektroszkopia méréseket
hajtottam végre a teljes hosszl fehérje és egyik csomkitott izoformaja (nem tartalmazza az 1A
motivumot) esetén tavoli UV tartomanyban (190-240 nm). A CD gorbéken detektalt két
lokalis minimum, 208 és 222 nm-en, egyértelmiien az alfa-helikalis karakterisztikara jellemz6
(35. ébra). A CD spektroszkopiaval nyert adatok kvantitativ analizise soran a k2d és
SELCON programokkal becsiilt masodlagos szerkezeti elemek aranya a teljes hosszu

fehérjében: 37%-ban alfa-helikalis és 18-26 %-ban B-szerkezet.

6000 T T T T T T T T T T T
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-2000

', G112-E355 trunkalt UDE ;/
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3S. abra: A teljes hosszu UDE és egy csonkitott valtozatanak CD spektruma, mely igazolja a

fehérje talnyomorészt alfa-helikalis szerkezetét.
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6.2.4. A rekombindans UDE funkciojanak karakterizdlasa
6.2.4.1 A fehérje katalitikus aktivitisianak jellemzése

6.2.4.1.1 Az enzimaktivitas kezdeti karakterizdldsa

A rekombinans uton el@allitott fehérje uracil DNS degradald aktivitasat normal és uracil
tartalmt plazmid DNS-en vizsgaltam, majd az eredményt agaréz gélen detektaltam. A DNS
fogyasat csak az uracilt tartalmazd szubsztrat esetén tapasztaltam. Ugyanilyen koértiilmények

kozott végzett inkubacié soran a normal DNS intakt maradt (36. A abra).

UDE UNG
A normil DNS U-DNS B 0> 10° 30> 1h 10° 30’ 1h
0> 30 1h 0> 30° 1h
—— | —— — - —

s o
denaturils 75°C-on denaturalas 75°C-on

UDE UNG Mg* EDTA
0 15 30 10’ 30’ 1h 0> 10’ 30° 1h 10’ 30’ 1h

- “ue M

|-

NaOH-os kezelés

36. abra: A: A rekombinans UDE DNS degradalé aktivitasanak ellenérzése normal és urcail
tartalma DNS szubsztraton. B, C: Az UDE Kkatalitikus aktivitasanak Osszevetése az UNG
katalizissel hdédenaturaciot illetve alkali kezelést kovetéen. D: Az UDE  aktivitas
fémfiiggetlenségének bizonyitdsa. Az UDE 1 mM EDTA jelenlétében is aktiv uracilos DNS-
en. (Az inkubalasi idoket a gélek felett tiintettem fel.)

A DNS degradacidja csak h6 indukalta (75°C-ra hevités) DNS denaturacié utan, azaz a DNS
szalak szétvalasa utan valt lathatova. Ez arra utal, hogy a fehérje nagy valdszintiséggel csak
egyesszalon aktiv, vagyis csak az egyik DNS szalat hasitja. A kontrolként hasznalt uracil-
DNS glikozilaz reakcioban a DNS fragmentacié, ahogy vartam, csak a bazismentes helyek

alkali (NaOH) kezelése utan jelent meg agaroz gélen (36. B és C abra). Az UDE fehérje uracil
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DNS-re specifikus aktivitasat EDTA jelenlétében is megérizte, ami azt tamasztja ala, hogy
katalitikus aktivitdsahoz nem igényli kétértékii fémionok jelenlétét (36.D abra). A kezdeti
kisérletek soran az is kideriilt, hogy az UDE mas uracil DNS-en aktiv enzimekhez képest
joval alacsonyabb hatékonysagi, ugyanis meglehetésen hosszl inkubacios id6t igényelt, hogy

jelentds DNS degradaciot detektaljak.

normal DNS U-DNS
o o ° 9
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37. abra: Elektroforetikus mobilitas teszt. Normal és uracilos plazmidot névekvd

fehérje -DNS komplexeket agardz gélen detektaltam.

Elektroforetikus mobilitas teszttel az UDE DNS koté képességét analizaltam emelkedd
fehérje koncentracio esetén. Mind a normal, mind az uracil tartalmu plazmid DNS-nél lattam
eltolodast, bar a normal plazmid esetén kisebb mértékben (37. abra). Az uracilos plazmid

fogyasaval az UDE specifikus aktivitasa egyértelmiien igazolodott.

6.2.4.1.2 Az UDE nem mutat uracil-DNS glikozilaz aktivitdst

Az UDE fehérjét a kordbban mar targyalt moédon, E.coli (DE3) BL2lung-151 sejtekben
termeltem a lehetséges UNG szennyezés kikiiszobolése érdekében. Igy megtehettem, hogy két
egymastol teljesen eltéré modszerrel is Osszehasonlitsam az UDE és az UNG Kkatalitikus
aktivitasat.

Eldszor az uracil tartalmu DNS-t az UDE illetve UNG enzimekkel kezelt reakciobol

felszabadulo szabad uracilt, azaz az esetleges reakcio termékeket HPLC-hez kapcsolt MS
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modszerrel probaltam kimutatni (38.abra). Az UDE ¢és a szubsztrat DNS inkubacidja soran
nem sikeriilt uraciltol szarmazo jelet megfigyelnem. Azért, hogy ellenérizhessem az
esetlegesen fellépd matrixhatast, ismert mennyiségli uracilt adtam a plazmid DNS-t és az
UDE-t is tartalmaz6 reakcidelegyhez. Ezt kovetden megismételtem a mérést és a hozzaadott
uracil a vart retencids id6énél (1.4 min) jelent meg, de csokkent intenzitassal. Ez arra utal,
hogy a matrix csokkentette ugyan a jel intenzitdst, de a mérés érzékenységét nem
befolyasolta. Az eredmény tehat azt mutatja, hogy az UDE nem képes uracilt felszabaditani az

uracil tartalmi DNS-bél ellentétben az UNG-gal, amely a vart pozitiv reakciot mutatta.
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38. abra: A glikozilaz reakcioban felszabaduld uracil kimutatasa HPLC-hez kapcsolt MS
modszerrel. UDE ¢és U-DNS (bal) valamint UNG és U-DNS (jobb) reakciolegyek
tomegspektruma hozzaadott uracil jelenlétében (szaggatott vonal) és anélkiil (folytonos

vonal).

Az aldehid reaktiv proba (ARP), a mar korabbi kisérleteimben is alkalmazott eljaras, a
bazismentes helyek kimutatasara alkalmas. Ezzel a modszerrel is csak az UNG esetén kaptunk
pozitiv eredményt (39. abra). Az UDE nem adott jelet a filmen, mert aktivitasa soran nem
keletkezik abazikus hely, vagyis nemcsak az uracil bazist tavolitja el, hanem magat a
nukleotidot vagy nukleotidokat is.

Bebizonyosodott ezzel a két kisérlettel, hogy az UDE nem katalizalja a glikozidos kotés
hasitasat valamint az is, hogy a tisztitott UDE fehérje preparitum nem tartalmaz UNG

szennyezEst.
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fehérje nélkiil UDE UNG

39. abra: Aldehid reaktiv proba az abazikus helyek kimutatasara. Fehérje nélkiil és UDE-val
kezelt U-DNS esetén nem detektaltam jelet, mig az UNG reakcid pozitiv jelet adott.

6.2.4.1.3 Az UDE katalitikus reakcidja sordn keletkezd termék azonositdsa

Az UDE altal katalizalt reakcio termékét radioaktivan jeldlt szintetikus oligonukleotidokon
vizsgaltam nagyméretli denatural6 poliakrilamid gélen Haracska Lajos laborjaban a Szegedi
Biologiai Kutatokozpontban. A szubsztratok 75 nukleotid hossztak és az egyik DNS szal 5°
végén voltak radioaktivan jelolve. Az uracil bazist a 30. pozicidban tartalmaztak a jelolt
illetve néhany esetben a jeldletlen DNS szalon. A nyolcféle oligonukleotidon elvégzett
kisérletek azt igazoltak, hogy az UDE reakcid uracil DNS-re specifikus (40.abra). Az enzim
csak az uracilt tartalmazo szalat hasitotta el, fiiggetleniil attol, hogy az uracil adeninnel vagy
citozinnal allt e szemben. A tobbi esetben hasitasi terméket nem detektaltam, még a T:C és
G:A hibas parok esetén sem. Amikor az uracilt a radioaktivan nem jeldlt szal tartalmazta,
reakcidtermék a gélen nem jelent meg, ami azt bizonyitja, hogy az UDE csak a DNS egyik
szalan aktiv. A gélen két kiilonboz6 pozicidoban megjelend terméket azonositottam, ami arra
utal, hogy az enzim két helyen is képes hasitani a cukor-foszfat gerincet. Ha az iddskalat is
figyelembe vessziik, akkor azt mondhatjuk, hogy az UDE el6szér az uraciltol 5° iranyban
hasit, igy 29 nukleotid hosszu termék keletkezik, majd 3’ iranyban is ejt egy vagast létrehozva

igy a 31 nukleotid hosszu terméket.
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40. abra: Az UDE katalitikus aktivitasanak vizsgalata radioaktivan jel6lt oligonukleotid
szubsztratokon. Az alkalmazott szubsztratokat a gél felett abrazoltam feltiintetve az uracilt, a
vele szemben elhelyezkedd, illetve a normal oligonukleotid esetén a pozicidjaban 1évd bazist.
A radioaktiv jelolést csillaggal jeloltem. Az inkubacios idoket a gél felett percben adtam meg,

oldalt pedig a markerként hasznalt 29-32 hosszi oligonukleotidokat tiintettem fel.

Miutan Intézetiink ekkor még nem rendelkezett megfeleléen kialakitott izotop laborral, igy
kidolgoztunk egy szintetikus fluoreszcens jelolt oligoval végezhet aktivitas probat. A
teszthez az 5’végen Cye3 fluoreszcens festékkel jelolt 60 nukleotidbdl allo, az uracil bazist a
30. pozicioban tartalmazo kettésszalu és egyesszalu oligonukleotid szubsztratokat hasznaltam
(41.abra). A reakcidtermékeket denaturald poliakrilamid gélen valasztottam el. A teljes
hosszi UDE mindkét szubsztraton aktivnak bizonyult, hiszen mindkét esetben a 31 nukleotid
hossza marker pozicidja kornyékén jelentek meg a termékek. A detektalt jel az egyesszalt
oligonukleotid esetén sokkal erésebb volt, ami azt sugallja, hogy az enzim az egyesszalu
DNS-en aktivabb. Az el6z0 kisérlettel ellentétben itt csak egyfajta termék keletkezését lattam,

ez azonban a gél kisebb felbontoképességébdl is adodhatott.
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41. abra: UDE aktivitds proba fluoreszcens jelolt kettdsszalii és egyesszalii szintetikus
oligonukleotid szubsztraton. (Az inkubalasi idoket a gélek felett tiintettem fel. Markerként 31

hosszu fluoreszcens jelolt nukleotidot hasznaltam.)

Fontos azt is észrevenni, hogy a termékek a markerhez képest kicsit feljebb jelentek meg a
gélen, ami azt is jelentheti, hogy az UDE nem feltétleniil az AP endonukleazokhoz hasonld
modon hasitja el a cukor foszfat gerincet, hanem a glikozilaz aktivitassal is rendelkezé AP
lidzokhoz hasonléan. Az UDG reakcidt kovetden keletkezd abazikus helyet felismerve az AP
endonukleazok katalizise soran szabad 3’OH ¢és 5° dezoxiriboz foszfat vég keletkezik, mig az
AP liazok aktivitasa nyoman 3’ o,p3- aldehid és 5° foszfat vég keletkezik 3 eliminacioval [118-
120]. Ha az UDE AP endonukledazhoz hasonld aktivitassal rendelkezne, akkor a
reakcioterméket a 31-es marker pozicioban kellene detektalnom, mig AP liaz aktivitas esetén
a reakcioterméknek a 32-es pozicidnak megfeleld magassagban kellene a gélen megjelennie,
azaz a 31-es markehez képest feljebb. A tényleges UDE katalitikus aktivitds azonositasat 31
illetve 32 nukleotidbol allo markerek segitségével, egy az eddigihez képest nagyobb
felbontast gélen, ahol a markerek jol szétvalaszthatoak kivaloan el lehetne végezni. Ilyen

iranyu kisérletek jelenleg is folynak a csoportban.
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6.2.4.2 Az UDE homolég karakterizalasa Tribolium castaneumban

6.2.4.2.1 A fiziologidasan létezd csonkitott UDE izoforma azonositisa

Részletes homologiakereséssel teljes atalakulassal fejlédo rovarok genomjaban talaltunk UDE
homolég fehérjéket. A szekvencidk Osszerendezésével négy konzervalt motivumot
azonositottunk, melybdl az els6 ketté két kopiaban van jelen. A Tribolium castaneum, azaz a
vords lisztbogar UDE homologja - egyetlen kivételként- az N-terminalis végén révidebb,
ugyanis csak az 1B motivummal rendelkezik. Gyakorlatban eléfordulhat, hogy a rovarok
specialis adatbazisaban fellelheté genomok annotacidja hibas, ezért megkezdtem az in silico
prediktalt géntermék jellemzését.

A predikcio igazolasa céljabol T. castaneum larva extraktot vizsgaltunk Western blot
modszerrel az rekombinans UDE ellen termeltettet poliklonalis antiszérummal. A bloton,
melyet Békési Angéla készitett, azt detektaltuk (42.abra), hogy az UDE-ra specifikus antitest
felismert egy fehérjét a Tribolium larva extraktban, amely joval alacsonyabb
molekulatomegnek megfelelé pozicioban jelent meg a rekombinans és a fiziologias D.
melanogaster UDE-hoz képest. Az antiszérummal reagalt Tribolium fehérje pozicidja
megegyezett a josolt genomi adatokkal és arra engedett kovetkeztetni, hogy a fiziologias
Tribolium castaneumban talalt UDE homoldg valoban nem tartalmazza a tobbi rovarban talalt
fehérjékben meglévé N-terminalis szegmenset.

Azt is megfigyeltiik, hogy a Drosophila és a Tribolium extraktok UDE fehérjéi az aminosav
szekvencidk alapjan kalkulalt molekulatomegekhez képest joval magasabb pozicioban
jelentek meg. A gélelektroforézis alapjan meghatarozott molekulatomegek 53,3 kDa és 41. 7
kDa volt a Drosophila illetve a Tribolium UDE fehérje esetén, mig a vart elméleti tomegek
39.9 kDa és 28 kDa. A rekombinans Drosophila UDE nem mutatott ilyen nagymértékii
eltérést, ugyanis a becsiilt molekulatomeg 41.446 kDa, az elektroforetikus kalkulacio 44.2
kDa volt. A fiziologias mintak esetén megfigyelt eltolodas a magasabb molekulatomegek felé
valamilyen jellegli poszttranszlacios modositas lehet6ségét veti fel. Ennek a modositasnak az
azonositasara iranyulo kisérletek folyamatban vannak.

Mindenesetre az immunoldgiai modszerrel végzett kisérlet arra utal, hogy az 1A motivumot

nem tartalmazé UDE izoforma egy jol feltekeredd funkcionalis fehérjét alkothat.
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42. abra: UDE homolog fehérje detektalasa Western bloton. A rekombinans UDE elleni
poliklonalis antiszérum felismerte a Tribolium castaneumban talalt UDE homolog fehérjét.
A bloton lathaté mintak sorrendje: 1. D.melanogaster larva extrakt, 2. rekombinans D.mel.

UDE, 3. T. castaneum larva extrakt.

6.2.4.2.2 Az 14 motivum sziikséges-e az UDE katalitikus aktivitasihoz?

Annak tisztazasa érdekében, hogy az azonositott csonkitott UDE izoforma is ugyanazzal a
specifikus funkcidval rendelkezik, mint a D. melanogaster UDE, DNS kotd képességének ¢és
katalitikus aktivitasanak ellendrzését tiiztem ki célul.

Ehhez azonban maganak a csonkitott fehérjének az eldallitasara volt sziikségem. A fiziologias
Tribolium fehérjének megfeleld csonkitott Drosophila UDE izoformat egy kémiai reagenssel,
a hidroxilaminnal allitottam el6, amely aszparagin és glicin aminosavak ko6zotti peptidkotést
hasitja. Az UDE szekvencia egyetlen ilyen hasit6 helyet tartalmaz a 111. aszparagin és 112.
glicin (N111-G112) koz6tt (43. abra).
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43. abra: A csonkitott UDE izoforma eldallitasa hidroxilaminos emésztéssel. A fenti panel a
hidroxilamin egyetlen hasit6 helyét (N101) az UDE szekvenciaban valamint a vagas nyoman
létrejové N-terminalis (M1-N101) és C-terminalis (G102-E355) fragmensek megoszlasat
mutatja. Az alsé panelen a hidroxilaminos hasitas gélelektroforetikus vizsgalatat illetve a

tisztitott C-terminalis fragmens homogenitasanak ellenérzését reprezentaljak.

A hidroxilamin tehat az 1A ¢és 1B motivumokat &sszekotd szakaszon -elhelyezkedd
peptidkotés hasitasaval egy N-terminalis (M1-N111) és egy C-terminalis (G112-E355)
fragmensre osztja a teljes hosszl fehérjét. Az igy eldallitott szegmensek koziil a C-terminalis
fragmens felel meg a Tribolium castaneum fizioldgias UDE izoforméajanak. Az rekombinans
Drosophila UDE-n talalhaté hat hisztidinbdl all6 cimke nyujtott lehetdséget arra, hogy Ni-
affinitds kromatografia segitségével elvalasszam a hidroxilaminos emésztéssel létrejott N-
terminalis és C-terminalis fragmenseket (43 . abra). A késobbiekben a koriilményes

eloallitashoz sziikséges preparativ munka leroviditése céljabol a Tribolium castaneum UDE-
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nak megfelelé kodold szakaszt az ude génb6l pET22b vektorba klonoztam, mely konstrukt a
C-terminalisan tartalmaz egy His-cimkét. Az expressziojat és tisztitasat a teljes hosszi UDE-
val azonos médon tudtam kivitelezni. A csonkitott UDE izoforma karakterizalasara iranyuld

kisérleteket természetesen mindkét uton eldallitott fehérjével elvégeztem.

A G112-E355 trunkalt UDE izoforma B G112-E355 trunkalt UDE izoforma
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44. abra: A: Aktivitds teszt linedris normal ¢és uracil tartalmi plazmid DNS-en. B:
Elektroforetikus mobilitas teszt uracil-tartalmu plazmid DNS-en novekvé fehérje
koncentracié mellett (0-100 ng). C, D: A teljes hosszu UDE ¢és a csonkitott UDE izoforma
aktivitasanak Osszevetése fluoreszcens jelolt egyesszali és kett6sszalu oligonukleotid

szubsztratokon.

Annak ellendrzésére, hogy az 1A motivum megvaltoztatja-e a csonkitott fehérje specifikus
funkcigjat katalitikus és elektroforetikus mobilitas tesztet hajtottam végre a tisztitott C-
terminalis fragmenssel. A katalitikus aktivitas analizisét EDTA jelenlétében normal és uracil

tartalmt plazmid DNS-en végeztem, igy ez a kisérlet nemcsak azt igazolja , hogy a C-
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terminalis fragmens katalitikus aktivitasat megdrizte, hanem azt is, hogy kétértékdi fémionok
jelenlétét ehhez nem igényelte (44.A abra). A 44.B abra abran lathato géleltolodas azt
bizonyitja, hogy a csonkitott izoforma megorizte DNS koté képességét is, valamint
demonstrélja a specifikus uracil DNS hasitast is.

A pontos hasitoé hely megallapitasahoz a katalitikus tesztet szintetikus, fluoreszcens jelolt 60
nukleotidbol 4llo, az uracil bazist a 32. pozicidban tartalmazo, egyesszali és kettsszalu
oligonukleotidokon is elvégeztem (44.D ébra). Osszehasonlitva a teljes hosszi UDE
katalitikus aktivitasaval, azt tapasztaltuk, hogy a reakciotermékeket ugyantgy a 31 nukleotid
hosszusagii marker pozicidjaban detektaltuk, de a csonkitott UDE izoforma csak egyesszala
szubsztraton mutatott aktivitast (44.C és D abra).

A Tribolium castaneum fiziologias formajanak tehat a D. melanogaster UDE-hoz hasonld

ujszerti funkcidja van, és ugyanazt a feltételezett fiziologias szerepet toltheti be.

6.2.4.2.3 A teljes hosszu és a csonkitott UDE izoforma negyedleges szerkezete

Az elozbéekben jellemzett csonkitott UDE izoformdban az N-terminalis vége a fehérjének
jelentdsen rovidebb, amely esetleg hatassal lehet a negyedleges szerkezet kialakulasara.

Ezt vizsgalva meghataroztam a teljes hosszi UDE ¢s a C-terminalis fragmens nativ molekula
tomegét analitikai gélszliréssel (45. abra).

A teljes hosszu UDE 52 kDa molekulatomegnek megfeleld pozicioban elualodott az
oszloprol, amely valamivel meghaladja a teljes hosszusagt monomer fehérjére kalkulalt
41.446 kDa molekulatomeget. Ez az eltérés adodhat a részleges dimer képz6désbol, vagy a
fehérje rendellenes permeacios tulajdonsaganak lehet a kovetkezménye. Az anomalis
permedcios viselkedés pedig a mar rendezetlenséget prediktald programokkal is kimutatott,
rendezetlenséget hordozo, jelent6sen flexibilis fehérje szegmensek jelenlétére utal. A C-
terminalis fragmens a teljes hosszii fehérjével azonos pozicidban, szintén 52 kDa
molekulatomegnél elualodott az oszloprol. A monomer fragmens becsiilt molekulatomege 28
kDa, tehat az eredmény egyértelmiien azt sugallja, hogy a C-terminalis fragmens, a teljes

hosszu fehérjétél eltéré modon dimert képez.
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45. abra: A teljes hosszi UDE és a C-terminalis fragmens oligomer allapotanak
meghatdrozasa analitikai gélsziiréssel. Szaggatott nyilak a markerként hasznalt fehérjék
molekulatomegét jelzik: RNaz (13 kDa), Kimotripszin (25 kDa), Ovalbumin (43 kDa), BSA
(67 kDa). Folytonos vonalt nyilak A teljes hosszu UDE ¢és a C-terminalis fragmens elucios

pozicidjat jelolik.

A gélszliréssel kapott eredményeket analitikai ultracentrifugaval végzett mérésekkel
erfsitettem meg, mely méréseket egyiittmitkodo partnereink C. Alfonso és G. Rivas végezték
Madridban (46.abra). Ezen beliil a két fehérje nativ molekulatomegét a szedimentacids
ekvilibrium technikéval hatdroztuk meg. A teljes hosszii UDE esetén az igy kapott 42.8 + 2
kDa molekulatomeg, szinte teljesen megegyezik az aminosav szekvencia alapjan becsiilt
molekulatomegével (41.446 kDa). A C-terminalis fragmens esetén megallapitott 49 + 1.2
kDa-os tomeg inkabb a csonkitott izoforma dimer molekulatémegéhez (56 kDa) all kozelebb.
Az iilepedési sebesség mérésére iranyuld kisérletekbdl kideriilt (46.abra), hogy a teljes hosszil
fehérje 16 tomegének (82 %) iilepedési allanddja 2.6 S + 0.1 S. Ez a szedimentacios
ekvilibrium mérésekbdl szarmazod adatokkal egyiitt olyan fehérjére utal, amelynek

hidrodinamikai viselkedése eltér a globularis fehérjékétol. A csonkitott UDE izoforma
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nagyfoku polidiszperzitast mutatott, a megallapitott tlepedési allandd a fehérje betoltési
koncentraciojanak 70 %-a esetén 2.5 S, 20 %- nal 4.3 S, 6%-nal pedig 6 S volt. A 6 tomeg
2.5 S iilepedési allanddja a csonkitott izoforma globularis monomerjének felel meg, de az

adatok arra utalnak, hogy a monomer dimerr¢ illetve nagyobb oligomerré is dsszeallhat.
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46. abra: A teljes hosszi UDE ¢és a csonkitott UDE izoforma oligomer allapotanak
meghatarozasa analitikai ultracentrifugaval. A fels6 panelen a teljes hosszit UDE (o) és a
csonkitott izoforma (0O) szedimentacios ekvilibrium gradiense lathatd. Az also panel a kisérleti
¢és az egyes pontokra illesztett adatok kozti kiilonbséget abrazolja. A beszart panelen a teljes
hosszu UDE (folytonos vonal) és a csonkitott UDE izoforma (szaggatott vonal) tilepedési

allandoinak eloszlasat mutatja.

Konkluzioként elmondhatd, hogy az analitikai gélsziiréssel és ultracentrifugaval elvégzett
kisérletekbdl szarmazo eredmények azt tamasztjak ala, hogy a teljes hosszi UDE nativ
monomert, mig a csonkitott UDE izoforma nativ dimert képez (47. abra). Az errdl készitett

szerkezeti modellen azt probaltuk bemutatni, hogy az 1A és 1B motivumok a teljes hossza

94




fehérjében részleges pszeudodimert képeznek és ugyanezt a kolcsonhato feliiletet 6rzi meg a

fiziologias T. castaneumnak megfeleld csonkitott UDE izoforma homodimer alkotasaval.
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47. abra: A Drosophila melanogaster UDE alkotta pszeudodimer ¢és a Tribolium
castaneumban azonositott UDE homoldg alkotta homodimer szerkezeti modellje. A 2-3-4
motivumokat csak sematikusan abrazoltuk. Az als6 panelen a Tribolium UDE 1. motivumat
hasonlitottam 6ssze a Drosophila UDE la és 1B motivumaval. Pirossal és zdlddel az azonos

¢és konzervalt aminosavakat jeloltem. A helikalisnak prediktalt részeket a szekvencia felett

tiintettem fel.
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6.2.4.3 Az UDE katalitikus helyének térképezése mutacié analizissel

Az UDE enzim kémiai katalizisének megismerés¢hez kiindulasi pontként az uracil hiba
felismerésére ¢és eltavolitasara szervezodott baziskivagason alapuld javitomechanizmus
fehérjéinek ismert katalitikus mechanizmusa szolgalt. A kezdeti aktivitas tesztek soran
azonban hamar kideriilt, hogy az altalunk azonositott fehérje teljesen Ujszerii aktivitassal
rendelkezik, és nem mutat azonossagot az eddig leirt glikozilazokkal és nukleazokkal.
Megallapitottam, hogy az UDE uracil-DNS degradalo aktivitassal rendelkezik, bar a reakcid
soran szabad uracil nem keletkezik. A foszfodiészter kotés hasitasat a fehérje EDTA
jelenlétében is megérzi, és nem feltétleniil igényel kétértékli fémionokat, ami az enzim relativ
fémfliggetlenségére utal.

Az irodalombol ismert fém fliggetlen nukleazok igy, mint a foszfolipaz D szupercsalad tagjai
vagy az eukaridta Oggl AP lidz 4ltaldban pozitiv toltésti hisztidin vagy lizin/arginin
aminosavakat hasznalnak a DNS szal foszfatgerincének nukleofil timadasahoz [121, 122].
Apoptotikus nukledzok, mint a kaszpaz-aktivalta DNaz (CAD) vagy a DNaz II enzimek
esetén konzervalt hisztidinek toltenek be funkcionalisan relevans szerepet [123]. Osszhangban
az el6zdekkel, megprobaltam olyan hisztidin, lizin vagy arginin aminosavakat azonositani az
UDE enzim szekvencidjan belill, melyek a fém-fliggetlen funkcioban esetlegesen szerepet
jatszhatnak.

A korabban mar bemutatott szerkezeti modell szerint az UDE 1A ¢és 1B motivumai a
konzervalt pozitiv toltésii felszinnel rendelkez$ szegmensein keresztiil koleson hatnak
egymassal. A predikcié szerint a DNS ko6t6 és a katalitikus hely kialakitasaban az egyes
motivumok egymasnak megfeleltethetd részei vesznek részt. Ezt figyelembe véve szamos
olyan pozitiv t6ltésti aminosavat taldltam az UDE szekvencidn beliil, amely potencialis
jelentdséggel birhat a DNS kétésben vagy az aktiv hely formalasaban.

Az irodalmi adatok és az in silico modell alapjan pontmutaciokat terveztem a konzervalt
motivumokon belil. Az N-termindlis duplikadlt motivumok szdmos konzervalt lizint
tartalmaznak, melyek koziil kettd, a két motivumban, ugyanabban a pozicioban helyezkedik
el, az 50. lizin az 1A és al37. lizin az 1B motivumban. A negyedik motivumban
azonositottam egy hisztidin aminosavat is, mely az egyetlen konzervalt hisztidin a teljes
fehérje szekvenciaban (48. dbra). A kivalasztott aminosavak mindegyikét az apolaris alaninra
cseréltem  iranyitott —mutagenezissel. Az igy létrehozott UDE pontmutansokat
(UDE®® UDE*¥74, UDE™”# ) nagy mennyiségben tudtam termelni, és Ni-affinitas

kromatografiaval megfeleld tisztasagura pucolni a tovabbi funkcionalis analizishez.
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1A motivum
D.mel. 47 FGFKDMEKALETLKLLESHDMOYRKLTVRGLLGRAKRVLTMTKAEEKLKNINAAIGVFEKWL 109
D.ana. 8 FGFKDMEKALETLKLLESHDMQYRKLTVRGLLGRAKRVLTMTKAEEKLKNINDAIGVFEKWL 70
D.pse. 8 FGFKDMEKALETLKLLEDHDMOYRKLTVRGLLGRAKRVLTLTKAEEKLKNINEAIGVFEKWL 70
D.wil. 8 FGFKDMEKALETLRLLEEHDMOYRKLTVRGLLGRAKRVLTLTKAEEKLKNINDAIGVFEKWL 70
A.aeg. 8 YGFKDKAKAEESLELLKSEDHKYQVLTVRGLLGRAKRVLTLTKAEEKVKNIKEAIEVFENWI 70
A.gam 9 YGFKDKAKAEESLELLKSEDHKYQLLTVRGLIGRAKRVLTLTKAEDKINNIKAAIETFEQWL 71
C.pip. 8 YGFKDKAKAEESLELLKSEDHKYQTLTVRGLLGRAKRVLTLTKAEEKVKNIKEAIGVFEAWL 70
A.mel. 9 MGFKDKQKALDTLKALDGRDISYQYHVIASFVSRAKRTLQITRDEEKLANTREALKVFEDWL 71
B.mor. 59 FGFKDKAKAEDTLRLLEEHDLNYRRLTVRGLLGRAKRVLSVTKAEEKIKNIKEAMEVFENWL 121
T.CAS. - m s st oo
1B motivum
D.mel. 133 LGFKDKAAAEATLSILAERDPDYQRLATKGLIGSSKRVLSGTKNEDKITATIKEGVQVLEDFL 264
D.ana. 94 LGFKDKAAAEATLSILAERDPDYQRLAVKGLIGSSKRVLSGTKNEDKINAIKEGVQVLEDFL 157
D.pse. 94 LGFKDKAAAEATLSILAERDPDYQRLAIKGLIGSSKRVLSGTKNEDKINSIKEGVQVLEDFL 157
D.wil. 94 LGFKDKAAAEATLSILAERDPDYQRLAIKGLIGSSKRVLSGTKNEDKINAIKEAVQVLEEFL 157
A.aeg. 94 LGFKDKEAAEKTLKILKGRDPDYQKLAIKGLLGSAKRVLPSTKNEDKIKSIKEAMETFEDFL 157
A.gam. 95 LGFKDKQAAEQTLSILEGRDPDYQKLAIKGLIGSAKRVIPATKNEEKLSSIKQAVALFEDFL 158
C.pip. 94 LGFKDKEAAEKTLKILEGRDPDYQKLAIKGLLGSAKRVLPSTKNEDKIAAIKAAVALFEDFL 157
A.mel. 102 LGFKDKEKALQTIKLLEGRDLNYQYHAISGLVKRAERVISCTKDEQKLKNIKEAVEVFDNWI 165
B.mor. 144 LGFKDKSAAEGTLKVLDGRDPDYQRLAVKGLIGRAKRVLTCTRDETKVSNIKEAITVFEKFL 207
T.cas 18 LGFKDKEKALETIKNLEGRDPDYQKLATKGLIGRAKRTLTLTKDKEKLQNINDAMAVFDEWL 81
4. motivum

D.mel. 288 PTDLHLQLIHWAYSPQPDKLK 309

D.ana. 249 PTDLHLQLIHWAYSPQPDKLK 270

D.pse. 249 PTDLHLQLIHWAYTPQPDKVK 270

D.wil. 249 PTELHLELTHWAYSPQQODKVK 270

A.aeg. 248 PTKVHLEMIYWAYSPNVDKLK 269

A.gam. 249 PTELHLOMVQWAYSPQVEKLK 270

C.pip. 250 PTETHLAMIFWAYSPNVDKLK 271

A.mel. 259 PTEGHIRCIMWAYSHDAGKLK 280

B.mor. 294 PTPEHLELILWAYSPEAARLK 315

T.cas. 167 PTAEHLKLILWAYSPDASKIK 188

1B Motivum 1A Motivum

48. abra: A tervezett pontmutaciok az adott konzervalt motivumokban. Az azonos pozicioban
elhelyezkedd konzervalt lizineket az 1A és 1B motivumokban pirossal, mig z egyetlen
konzervalt hisztidint a 4. motivumban kékkel jeldltem. A pozitiv toltésti konzervalt lizineket

az 1A ¢és 1B motivumok prediktalt szerkezeti modelljén is feltlintettem.

A két egyezd pozicidji lizinben mutans UDES** és UDE®'*" fehérje aktivitasat fluoreszcens

jelolt uracil tartalmu oligonukleotidon vizsgaltam. Egyik mutans sem bizonyult aktivnak

EXY muténs

K50A-K137A

dupla szalti oligonukleotidon, egyesszalli szubsztraton pedig csak az UD
mutatott aktivitast (49. A és B abra). A késébb eldallitott kettds mutans UDE
fehérje szintén a vartnak megfelelden inaktiv volt mindkét szubsztraton (49.C abra).

EH293A

Az egyetlen konzervalt hisztidin szerepének felderitésére megvizsgaltam az UD mutans
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katalitikus aktivitasat, mely szintén csak az egyesszalu uracilt tartalmazd oligonukleotidot
hasitotta (49.D abra).

Az eredmények arra utalnak, hogy az 50. lizin és a 293. hisztidin nem sziikséges az UDE
katalitikus funkcidjahoz, mig a 137. lizin mutacioja valamint a kettés mutacio drasztikus
hatassal van az UDE funkciojara.

Az szintén kiolvashat6 az eredményekbdl, hogy a duplikalt motivumok koziil az 1B motivum
jelentdsebb funkciot tolt be. Ez dsszhangban all a fiziologiasan is létezd T. castaneumban
azonositott csonkitott UDE izoforma jellemzésekor tapasztaltakkal, miszerint a csonkitott
fehérje megdrizte aktivitasat uracil-tartalmu egyesszala oligonukleotidon annak ellenére, hogy

az 1A motivumot nem tartalmazza.

UDEKS50A UDEKI37A
A duplaszala U-oligo egy ala U-oligo B duplaszali U-oligo egy alaU-oligo
0" 30" 60°120° 0 30" 60" 120° M 0" 30" 60 120° 0" 30" 60" 120° M
b‘-f~~w~ TR e e —
—— e~ -~
UDEKS50A-K137A UDEH293A
C duplaszala U-oligo  egyesszili U-oligo duplaszala U-oligo egyesszala U-oligo
0" 30" 60" 1200 0 30° 60" 1200 M 0" 30 60" 1200 M 0" 30" 60" 120
s W L | e ow w e A W e o it
-

49. abra: Az UDE pontmutansok aktivitas tesztje fluoreszcens jelolt egyes és kettds szala
uracil tartalmt oligonukleotidon. A specifikus reakciotermékeket a 31 nukleotidbol 4allo
marker poziciojaban detektaltam. Az inkubacios idoket, a szubsztratokat és az egyes

mutansok elnevezésére utalo roviditéseket a gélek felett jeleztem.
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6.2.4.4 Az UDE nukleinsav koto képességének vizsgalata

6.2.4.4.1 A vad tipusi és a pontmutins UDE fehérjék DNS kotésének tanulmdanyozdsa

A teljes hosszii UDE fehérje affinitasat normal és uracil tartalma oligonukleotidok felé
elektroforetikus mobilitas teszt soran ellendriztiik. A kisérletet Békési Angéla gy hajtotta
végre, hogy az UDE enzim ¢és a fluoreszcens jelolt uracil tartalmi egyesszalu oligonukleotid
elegyét jeloletlen normal illetve uracil tartalmu egyesszalu és kett6sszalu oligonukleotiddal
titralta. Az egyes titralasi ponthoz tartozo elegyeket poliakrilamid gélen denaturald
koriilmények kozott vizsgaltuk (50.abra). A kiértékeléshez az UDE- jeldlt oligonukleotid
komplex gélen detektalt denzitasanak valtozasat hasznaltuk fel (50.abra). Az eredmények azt
tamasztjak ala, hogy az UDE hasonl6 affinitassal képes kotni a normal és uracil tartalmi
oligonukleotidot is, figgetleniil attol, hogy a ligand egyesszalu vagy kettdsszalu oligomer.

A teljes hosszll és a pontmutans fehérjéken egy masik, a DNS és fehérje kolcsonhatasok
analizisekor gyakran alkalmazott modszert, a fluoreszcencia spektroszkopia mérést végeztem
aminosav fluoreszcens emissziojat, a DNS-t alkoto bazisok képesek kioltani. Az UDE fehérje
szekvencidja négy triptofant is tartalmaz, melyek kozil az egyik a flexibilis N-terminalis
végen oldoszernek mindig kitett helyen, mig a masik harom kiilonb6z6 konzervalt
motivumokban  valészinileg eltemetett, hidrofob koérnyezetben taldlhaté. Ennek
kovetkeztében a fehérje emissziés maximumat 340-341 nm-en detektaltam. Ez 6sszhangban
all az irodalmi adatokkal, miszerint polaris kozegben a triptofan emissziés maximuma 355

nm-en mérhetd. Mig apolaros, hidrofob kornyezetben ez az érték eltolodik 337 nm-re.
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50. abra: Az UDE fehérje DNS koté képességének vizsgalata elektroforetikus mobilitas

teszttel. Az UDE ¢és a fluoreszcens jelolt egyesszalu uracil tartalmu oligonukleotid elegyét

novekvé koncentracioji jeldletlen 30 hosszii egyes és kettésszali, normal illetve uracil

tartalmit  kompetitor oligonukleotiddal titraltuk, majd denaturalé poliakrilamid gélen

megfutattuk. A nyilak az UDE és a jelolt oligonukleotid komplexek pozicidit mutatjak. A

komplexek denzitometrias kiértékelését az alsoé diagramon abrazoltuk. Az egyesszalu (nyitott

szimbolum) és kettésszalu (zart szimbolum), normal (négyzet) és uracil tartalmu (kor)

oligonukleotiddal végzett titralasi pontokat abrazolo gorbék azonos lefutasuak.
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A mérés soran egyre ndvekvé mennyiségli uracil tartalmi és normal, egyesszali illetve
kett6sszalu oligonukleotiddal titraltam a vad tipust és a pontmutans UDE fehérjéket. Minden
titralasi pontban felvettem az emisszids spektrumot, ¢és igy a triptofan fluoreszcencia
fokozatos csokkenését figyelhettem meg az egyre novekvé mennyiségben adott DNS ligand
hatasara. Ezt a csokkend jelet hasznaltam az egyes fehérje -DNS komplexek disszocidcids
allanddjanak meghatarozasahoz. Az egyes komplexekre kapott Ky adatok (2. tablazat) nem
mutattak jelentds kiilonbségeket, ami arra utalt, hogy a pontmutaciok a DNS hasitd
képességét ugyan befolyasoltak a fehérjének, de a DNS koté képességét nem befolyasoltak

meghatarozé modon.

Kd, asu Kd, «u Kd, g5t Kd, sr
(M) (rM) (»M) (rM)

UDE 11,6 1,5 7,08+ 1,0 6,84+ 0,4 4,71 1,6
UDEF™A 4,03+1,75 18,5+ 8,3 7,11+ 2,8 6,84+ 1,85
UDEXTA 0,98+ 0,2 13,7+ 2,8 2,2+ 0,75 5,22+ 2,45

UDEROAKDTA 7,9+ 3,0 11,29+ 10,0 3,42+ 0,3 2,9+ 1,2
UDETA 4,36+ 0,21 19,33+ 1,51 3,83+ 0,22 13,6+ 11,0
UDE™™" 15,67+ 1,65 | 6,29+3,91 6,74+ 1,76 8,09+ 2,35
UDEZ™® 2,11+ 0,91 0,94= 0,8 2,62+ 0,13 7,44% 1,59
UDE™S 1,84 0,48 12,96+ 7,21 21+ 4,81 3,62+ 1,54
UDE " WEF ™9 05+ 4.9 138+ 1,03 | 1643£12,28 | 9,37£1,98

2. tablazat: A vad tipusi, a pontmutans valamint a csonkitott UDE fehérjék egyesszalt és
kett6sszalu normal illetve uracil tartalmi oligonukleotidokkal alkotott komplexek

disszociacios allandoi (Kg).

A vad tipusu és a mutans UDE fehérjék kozel hasonlé disszociacios allanddval jellemezhetd
modon kétddnek a normal és az uracil tartalmu oligonukleotidokhoz. Kiilonbség volt azonban
tapasztalhat6 abban, hogy a normal oligonukleotidokkal val¢ titralas soran az emisszids
maximumokhoz tartoz6 hullamhossz értékek megvaltoztak, fokozatosan a magasabb
hullamhossz tartomany felé tolodtak el. Ez a hatas mind a vad tipust (51.abra), mind a

mutans UDE fehérjéknél érvényesiilt. Ez az Gin. voros-eltolodas arra utal, hogy a fehérje és a
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DNS komplexében a fehérjében talalhato triptofan oldallancok kérnyezete megvaltozik
(jobban polaros kornyezetbe keriilnek).

A fluorimetrias kisérletekbdl tehat nyilvanvalova valt, hogy az UDE fehérje és a normal
illetve uracil tartalma oligonukleotidok altal létrehozott komplexek kiilonb6zd spektralis
tulajdonsaggal jellemezheték. Ez a megkiilonboztetés fiiggetlen 0j eredményként tdmasztja
ala azt, hogy az UDE fehérje képes kiilonbséget tenni a normal és az uracil tartalmi DNS

kozott.

UDE
w10 wi07 w239 W299

(NS Sl B

duplaszali
normél-oligo

500+ duplaszali 4007

400+

300

AU

200

100

300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)

51. abra: A vad tipust fehérje kettdsszalu uracil tartalmu (jobb oldali panel) és kettdsszala
normal (bal oldali panel) oligonukleotiddal végzett titralas soran detektalt emisszios
spektruma. Az abrakon (340nm-nél) fiiggéleges vonallal jeloltem a fehérje emisszids
maximumat. A névekvé normal oligonukleotid koncentracié (0 uM, 3 uM, 6 uM, 9 uM és12
uM) hatasara megnovekedett az eltolodas mértéke is, mig az uracil tartalmi ligand esetén
csak a fluoreszcencia intenzitas csokkenését tapasztaltam. A fenti panel a négy triptofan

aminosav elhelyezkedését jelzi az UDE szekvenciaban.
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6.2.4.4.2 A DNS kotésért felels fehérje szegmensek azonositisa

A triptofan aminosavak nagyon érzékenyek mikrokdryezetiik valtozasara, ezért, hogy
felderithessem a voros eltolodas hatterében allo valtozasokat, harom csonkitott UDE mutanst
hoztunk létre. Az elsé fragmens az 1A és 1B motivumokat (UDE*7), a masodik a 2-3-4

240318
E

konzervalt motivumokat (UD ) foglalja magaba. A harmadik csonkitott forma (UDE''*

35%) melybdl csak az 1A motivum hidnyzik, a kordbban mar karakterizalt fiziologidsan is

eloforduld T. castaneumban azonositott UDE csonkitott izoformaja. Az igy létrehozott

UDE*"7 fragmenst normal oligonukleotiddal titralva a vad tipusi és a pontmutans UDE
fehérj¢khez hasonld eredményre vezetett, azaz a triptofan emisszids maximumanak
hullamhossza hasonlé mértékti vords eltolodast mutatott. A prediktalt DNS kotés indukalta
konformaci6 valtozas tehat az 1A motivumban elhelyezkedd§ W107-es aminosav
mikrokdrnyezetének megvaltozasat vonja maga utdn, hiszen ez az egyetlen triptofan az
UDE*17 fragmensben (52.A abra, 3. tablazat). A kovetkeztetés 0sszhangban all a limitalt
proteolizis eredményével is, miszerint az 1A és 1B motivumokat magaba foglal6 régio egy
kiterjedt DNS ko6t6 felszint alkot.

Az UDE***'® fragmens az el6z6ektl teljesen eltéré spektralis karakterisztikat adott (52. B
abra ). A triptofan emissziés maximum hullamhossza mar az apoenzim esetén is a magasabb
hullamhossz tartomany felé tolodott el, és nem is detektaltam valtozast a normal és uracil
tartalmu oligonukleotiddal tortént titralas alatt sem. Ez a megfigyelés egyrészt arra utal, hogy
az UDE**'® fragmens nem képes az uracil tartalmu és a normal DNS megkiilénboztetésére.
Mésrészt az UDE**3!8 fragmens a teljes hosszit UDE fehérjéhez képest feltételezhetéen
masképp tekeredik fel.

A korébban jellemzett UDE''*?*® csonkitott UDE izoformarél, mely fiziologias formaja a T,
castaneumban talalt UDE homoldg fehérjének, bebizonyosodott, hogy megoérzi katalitikus
aktivitasat, annak ellenére, hogy az 1A motivumot nem tartalmazza. Annak ellenére, hogy az
UDE''?%% az UDE**3!8 fragmenshez hasonloképpen ugyanazt a két triptofan aminosavat, a
W239-et és a W299-et hordozza, normal oligonukleotiddal titralva emissziés maximuma
hasonléan a vad tipusit UDE-hoz eltolédott a nagyobb hullamhosszu tartomany felé¢ (52. C
abra).
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52. abra: A normal DNS kotés hatasa a csonkitott UDE fragmensek triptofan emissziojara.
DNS kétés indukalta voros eltolodast detektaltam az UDE*'®7 (A) és az UDE''***
fragmensek (C) esetén. A W239-es aminosav mutacidjaval bebizonyitottam, hogy a W299
felelés az UDE''?3% fragmens emisszids maximumanak eltolodasaért (D). Az UDE*0318
fragmens titralasakor nem tapasztaltam valtozast az emisszios maximum hullimhosszaban a
spektrum felvételekor. A titralas soran a ligandum koncentraciok a kovetkezok voltak: 0 uM,

3uM, 6 uM, 9 uM és 12 uM.

Azért, hogy kideritsem, hogy a két triptofan (W239 és W299) koziil, melyik felel6s a voros
eltolddasért, a harmas konzervalt motivumban taldlhatdo W239-es aminosavat fenilalaninre
cseréltem az UDE''*?% fragmensben (UDE”Z'3 55, W235K ). Mivel a normal oligonukleotiddal
torténd titralds soran a triptofan emisszios maximumanak eltolodasa tovabbra is
megfigyelheté volt, arra kovetkeztettem, hogy a W299-es aminosav mikrokdrnyezetében
torténik valtozas, azaz ez a triptofan helyezkedik el a DNS kéotésben részt vevd fehérje

felszinen.
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Amax €Missziod
Enzime + normal
Apoenzim oligonukleotid

UDEwt 340.5 nm 368 nm

UDE48-197 341.5 nm 367.5 nm
UDE240-318 355 nm 355 nm
UDE112-355 340 nm 352 nm
UDE112-355,W239F 341 nm 352 nm

3. tablazat: A teljes hosszii és a csonkitott UDE fragmensek triptofan emisszios
maximumanak hulldmhossza (Anax). Az elsé oszlop a fragmensek roviditését, a masodik az
apoenzimek emissziés maximumanak hulldmhosszat, a harmadik a normal oligonukleotiddal
végzett titralas végén (12 uM végkoncentracio) detektalt triptofan emissziés maximumok

hullamhosszat tartalmazza.

A teljes hossza UDE-t valamint a csonkitott mutansok koziil, az UDE"'***® ¢s az UDE"'*
WS fragmenseket az oligonukleotidok mellett ANS-sel is titraltam. Az ANS az
aminosavak pozitiv toltésii oldallancaihoz képes kotni és altalaban a vizoldhatd fehérjék
apolaris tulajdonsaganak karakterizalasara hasznaljak [105]. Az UDE esetében a festéket a
DNS kotés indukalta konformécids valtozas kovetkeztében esetlegesen exponalttd valo
hidrofob felszinek detektalasara alkalmaztam. Ezt az tette lehetévé, hogy a molekula
gerjesztési és emisszios hullamhossza is kiilonbozik a triptofanétol, igy az ANS jelet ettdl
fiiggetleniil tudtam vizsgalni. A kisérlet azonban azt bizonyitotta, hogy az UDE-DNS
komplex kialakuldsa nem vonja maga utan olyan hidrofob felszinek megjelenését, amely az
ANS szamara is hozzaférhet6.

Az UDE*"7 ¢s az UDE***3'® fragmensek specifikus aktivitasat szintetikus fluoreszcens jeldlt
oligonukleotidokon ellendriztem, de a két csonkitott forma koziil egyik sem bizonyult
aktivnak (53. abra). A harmadik csonkitott fragmensrél mar elézéleg kimutattam, hogy
meg6rzi DNS degradalo aktivitasat, mely az 1B motivum UDE funkcidban betoltott

kulcsfontossagl szerepét hangsulyozza.
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53. dbra: Az UDE™" &s az UDE*"'"® csonkitott fragmensek Katalitikus aktivitisanak
vizsgalata egyesszali uracil tartalmi oligonukleotid szubsztraton. (inkubacios idéket a gélek

felett jeloltem, M: 31 hosszl oligonukleotid marker).

Motivumok DNS u/r DNS
kotés | megkiilonboztetés hasité
1A1B 2 3 4 aktivitas
UDE™ + o+ o+ + + + + +
+ o+ + + -
UDE48—197
UDE240-318 + o+ 4+ + - -
12355 + + o+ + + + +
UDE

4. tablazat: A teljes hosszii UDE és a csonkitott fragmensek DNS kotd képességének és
katalitikus aktivitdsanak vizsgalata soran nyert eredmények Osszefoglalasa. Az els6 oszlop az
UDE konstruktok roviditését tartalmazzak, a kovetkezé6 oszlopok mutatjak az egyes
fragmensek altal lefedett konzervalt motivumokat, a vizsgalt fehérjék DNS koté képességét, a
normal és az uracil tartalmu DNS felismerésének képességét, valamint az uracil degradald

aktivitast.

A mért és a prediktalt adatok (4. tablazat) arra engednek kovetkeztetni, hogy a DNS kotésben
¢és ezen felill az uracil tartalmt illetve a normal DNS megkiilonboztetésében mind az 1A és

1B valamint a 4. motivumok egyarant részt vesznek (54. abra).
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54. abra: A teljes hossza UDE és a normal DNS feltételezett modellje. A hengerek képviselik
a fehérje szekvencidban azonositott konzervalt motivumokat: 1A motivum (sarga), 1B
motivum (z6ld), 2 motivum (kék), 3 motivum (narancssarga), 4 motivum (piros). Az egyes

motivumokat 0sszejotd szakaszokat sziirkére szineztem.

6.2.4.5 Az UDE-ribonukleinsav altal alkotott komplex analizise

6.2.4.5.1 Az UDE nukleinsay tartalmu frakciojanak jellemzése

A rekombinans UDE fehérjét Ni- affinitas oszlopon, teljesen automatizalt folyadék
kromatografias rendszerrel (AKTA system) tisztitva a gradiens elcié soran két fehérje
frakciot detektaltunk (55.A abra). Az egyik frakcid nagy mennyiségli nukleinsavat
tartalmazott, mig a masodik frakciot a fehérjéhez képest relative nukleinsav mentesnek
tekintettiik. A két frakciot analitikai gélszlirésnek is alavetettiik, és azt kaptuk eredményiil,
hogy a nukleinsavas frakcid az oszlop kizarasi térfogatanak megfelelé (> 660 kDa)
pozicidban, mig a nukleinsavtél mentes frakcio 52 kDa-nal elualodott (55. B abra). Ezt
kovetden megkezdtiik a nukleinsav k6tott UDE frakceio karakterizalasat.
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55. abra: A: A rekombinans UDE fehérje elucios profilja Ni-affinitas kromatografia soran. A
290 mM-os imidazol koncentraciénal a nukleinsav kotott frakciot, 590 mM-os
koncentracional pedig a nukleinsavtol mentes frakciot elualtuk. A vastag vonal a fehérje
frakcio 280 nm-en detektalt UV-abszorbanciajat, mig a vékony vonal a DNS 260 nm-en mért
B: A két UDE frakcio analitikai gélszlirésssel kapott eltcios profilja. A fekete vonal a
nukleinsav kotott, mig a sziirke a nukleinsavtol mentes fehérje frakciot jeloli. A 9 ml-es
elucios térfogat 660 kDa, a 14, 5 ml-es pedig 52 kDa latszélagos molekulatomegnek felel

meg. A vastag vonal a fehérje frakcio 280 nm-en detektalt UV-abszorbanciajat, mig a vékony

(56. abra), amely azt bizonyitotta, hogy az UDE fehérje a tisztitasa soran jelentés mennyiségii

RNS-t hoz magaval.
A kotott RNS latszolagos méretének meghatarozasdhoz az UDE-RNS komplexet Proteindz K-
val emésztettiik. Nativ agar6z gélen ezutan az 1000 bazisparnak megfeleld pozicidban

viszonylag homogén jel jelent meg (56. abra).
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56. abra: A nukleinsav kotott frakci6 karakterizaldsa. A bal oldali agar6z gél a nukleinsav
kotott UDE frakcio DNaz és RNaz emésztését mutatja. 1: kezeletlen, 2: DNaz kezelt, 3: RNaz
kezelt mintak. A jobb oldali nativ agar6éz gélen pedig a nukleinsav kotott UDE frakeid
Proteinaz K kezelése lathato. 4: intakt UDE-nukleinsav komplex, 5: Proteinaz K-val emésztett

frakcio.

Az RNS kotott és az RNS mentes UDE frakciok UV-spektrumanak kiértékelése utdn, a 260 ¢és
280-on mért abszorbanciak aranyabol arra kovetkeztettink, hogy egy UDE monomer
koriilbeliil 17-22 nukleotidhoz kotédik. Ugyanahhoz az RNS molekuldahoz tehat szamos (kb.
50) UDE fehérje kotédhet nem szekvencia specifikus modon.

Annak ellenére, hogy az UDE fehérjét uracil-DNS degradalé enzimként azonositottuk,
potencialis RNS degradalo aktivitasat is analizaltam. Az aktivitds tesztet in vitro szintetizalt
471 nukleotidbol all6 kettdsszaltt RNS-en végeztem. Sem az RNS-t koté sem a nukleinsavtol

mentes UDE fehérje frakcidé nem mutatott az RNS szubsztraton aktivitast (57. abra).
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57. dbra: A rekombinans UDE nem rendelkezik RNaz- aktivitdssal. Az RNS-UDE és a
nukleinsavtol mentes UDE frakcio RNS degradalo aktivitasat 471 nukleotid hossza kettds
szalu szintetikus RNS szubsztraton teszteltem. Az inkubacios idoket a gélek felett tiintettem

fel. A nyilak a kiilonb6z6 hosszasagu markerek poziciojat jelolik.

6.2.4.5.2 A kotott RNS tartalom azonositdsa és fiziologids jelentésége

A rekombinans UDE fehérjével egyiitt tisztitott RNS tartalom azonositasa céljabol reverz
transzkripcion alapuld valds idejii PCR technikat alkalmaztunk. Az UDE altal kotott RNS
izolalasat és reverz transzkripcidjat kovetben specifikus primerekkel megprobaltuk
felszaporitani az UDE mRNS-t, amely a rekombinans overexpresszids rendszer miatt nagy
mennyiségben jelen lehet, a 23S riboszomalis fehérje V. doménjét, amely a transzlacidhoz
kotott de novo fehérje feltekeredést segiti, illetve kontrollként a GAPDH fehérje mRNS-ét.

A kisérlet az UDE mRNS és a 23S riboszoémalis fehérje V. doménjének jelenlétét is igazolta
az UDE-RNS komplexben (58. abra). Az eredmény azt sugallja, hogy az UDE-RNS komplex

a transzlaciohoz kapcsolodé de novo fehérje folding soran alakul ki.
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58. abra: Az RNS-UDE RNS tartalmanak karakterizalasa valos idejii PCR-rel. Az UDE
mRNS, a 23S riboszomalis fehérje V. doménje, a GAPDH mRNS amplifikacios gorbéit

rendre sziirke, fekete, vilagossziirke szinek jelolik.

Azt is megvizsgaltuk, hogy az UDE fiziologids koriilmények kozott is nagy mennyiségli
RNS-t kot. Drosophila melanogaster larva extraktot analitikai gélsziiréssel elemeztiink és az
egyes frakciokban az UDE fehérje jelenlétét Western bloton kovettiik. Ugyanezt a kisérletet
elvégeztilk DN4z és RNaz kezelt larva extraktokkal is. Eredménytil azt kaptuk, hogy az intakt
és a DNaz emésztett extraktok esetén az endogén UDE az oszlop kizarasi térfogatanak
frakcidjahoz. Az RNaz kezelt larva extraktnal az UDE elicios profilja a rekombinans fehérje
RNS mentes frakciojanak profiljaval egyezett meg (59. C abra). A megfigyelés azt tamasztja

ala, hogy az endogén UDE jelent6s része szintén RNS-sel komplexalodik.
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59. abra: Az UDE fizioldgias formaja RNS fiiggé komplexalodast mutat. Az analitikai
gélsziiréssel kapott kromatogrammon a fekete vonal az extrakt 280 nm-en detektalt UV-
abszorbancigjat, mig a sziirke vonal a 260 nm-en mért abszorbanciajat jeleniti meg. Az
endogén UDE jelenlétét Western bloton kovettiik, melyek a kromatogrammok alatt
helyezkednek el. A nyilak az RNS-UDE komplex illetve az RNS mentes fehérje vart
pozicidjat mutatjdk. A kezeletlen larva extrakt analizise az A panelen, az RN4az kezelt a B

panelen, a DNaz kezelt a C panelen lathato.
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6.2.4.6 Az UDE fehérje fejlodéshez kotott kontrollja

Az UDE fehérje kifejezodését a Drosophila melanogaster kiilonbozo fejlodési stadiumaiban
Western bloton kovettiik a rekombindans UDE ellen termeltetett antitest segitségével. Azt
figyeltiik meg, hogy a fehérje a késéi 3. stddiumu vandorlo larvakban jelenik meg eldszor,
szintje jelentésen megemelkedik a baballapotok soran, és még a fiatal felnétt légyben is
detektalhato.

A bebabozodashoz kotott UDE expresszios mintazata valamint a fehérje specifikus aktivitasa
mind azt tdmasztja ala, hogy az Gjonnan felfedezett enzim az ecetmuslica larva allapotok alatt
felhalmozodd uracil-DNS  felismerésében ¢és degradalasaban jatszik szerepet, mely a

metamorfozis soran zajlo sejthalal folyamatok indito jeleként szolgalhat.

1 12 [ 314 5] 6] 7] 81910 11] 12|13 14

60. abra: Az UDE fehérje szintjének detektalasa Western bloton. 1: embrio, 2: elsd larva
stadium, 3: masodik larva stadium, 4: korai harmadik larva stddium, 5: vandorlo, késéi
harmadik larva stadium, 6: korai bab stadium, 7: baballapot fej kifejlodése elott, 8: baballapot
fej kifejlédése utan, max 17h, 9: baballapot 24-42 h, 10: baballapot 50 h, 11: baballapot 80 h,
12: baballapot >96 h, 13: fiatal 1égy, 14: felnott légy.
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7. Osszefoglalas

A Drosophila larvakban hianyzik két DNS hibakat javito enzim, az uracil-DNS glikozilaz és a
dUTPaz enzim, az ecetmuslicaban igy létrejohet uracil-tartalmi DNS. Célul tiztem ki az
uracil-DNS kimutatasat Drosophila larvalis szovetekben. Osszehasonlitottam a larvakbol és
felnétt egyedekbdl izolalt genomi DNS-t, miutan UNG-gal és APE-val - a BER mechanizmus
tagjaival- kezeltem Oket. A larvalis genomi DNS-ben jelentds degradaciét detektaltam.
Tovabba alkalmaztam egy még érzékenyebb modszert, az aldehid reaktiv probat, mellyel
szintén kimutattam, hogy a larvalis DNS uracilt tartalmaz. A Drosophila szovetek uracil
tartalmanak mennyiségi meghatdrozasara megkezdtem egy szintén érzékeny és szelektiv
analitikai modszer a HPLC-vel kapcsolt MS optimalizalasat.

A bebabozodaskor kifejezddd uracil-DNS degradald faktor (UDE) altal felismert uracil a
DNS-ben a Drosophila egyedfejlddésben jelatviteli szerepet tolthet be. Az UDE nem mutat
hasonlésagot mas uracil-DNS-t kotd faktorral és nem ismert homolog fehérjeszerkezet vagy
funkcio sem. A kiilonboz6 protedzokkal elvégzett limitalt proteolizissel szemben kiterjedt
DNS-kotés altal védett szegmenset azonositottam az N-terminalis konzervalt 1A és 1B
motivumok mentén, mig a C-terminalis konzervalt 2-3-4 motivumokbol all6 rész kompaktnak
bizonyult. Az N-terminalis végén csonkolt (els6 motivum nélkiili) fehérje képes stabilan
feltekeredni. Voros lisztbogarban (Tribolium castaneum) ez a csonkolt forma van jelen, mely
meglrzi specificitasat és katalitikus aktivitasat. A fehérje uracil-DNS-re specifikus,
egyesszalil uracil-tartalmi DNS-t hasit, ¢és aktivitdsadhoz nem igényli hozzdadott kétértéki
fémionok jelenlétét. Az UDE DNS kot6 szegmenseinek karakterizalasa soran azonositottam
egy konzervalt lizint (K137) a konzervalt 1B motivumban, mely esszencialisnak bizonyult a
fehérje DNS-hasité funkciojahoz. Az elektroforetikus mobilitas tesztek azt igazoltak, hogy az
UDE hasonl6 affinitassal kotédik a normal és az uracil-tartalmu oligonukleotidhoz is. A
fehérjék triptofan fluoreszcencidjan alapuld kotddési analizis viszont azt mutatta, hogy a
DNS-sel alkotott komplexben a fehérje képes kiilonbséget tenni az uracil és a timin bazis
kozott. Emellett az is kideriilt, hogy az UDE fehérjével egyiitt tisztitott nukleinsav a
fehérjéhez szorosan kotddé RNS. Ecetmuslica bab extraktban ilyen RNS-fiiggd UDE
komplexalodast figyeltiink meg, ami az RNS kotés fiziologias jelentdségére utal.

Az UDE fehérje tehat egy 0j fehérjecsalad képvisel6je, amely a metamorfozishoz kapcsolodd
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8. Summary

Fruitfly larvae lack two repair enzymes, the major uracil-DNA glycosylase and dUTPase, and
may accumulate uracil-DNA. I set out to analyze the presence of uracil-DNA in Drosophila
larval tissues. I compared genomic DNA from larvae and imago after treating them with UNG
and APE, members of BER mechanism. In larval genomic DNA, notable degradation was
detectable. I also applied a more sensitive method, the Aldehyde Reactive Probe assay, which
was also capable to determine the uracil content of larval DNA. For quantative determination
of the uracil content of Drosophila tissues, we started with the optimization of HPLC - MS
which is also a sensitive and selective analytical method.

Uracil in DNA may be used for signalling in Drosophila development via recognition by a
novel uracil-DNA degrading factor (UDE) expressed during pupation. The UDE protein has
no detectable similarity to any other uracil-DNA binding factors and has no structurally or
functionally described homologues. Limited proteolysis with different proteases shows
extensive protection by DNA at the N-terminal duplicated conserved Motif 1A/1B, and a
well-folded domain within the C-terminal conserved Motifs 2-4. Fold prediction models for
Motif 1A and 1B suggest similar o-helical bundles and two conserved positively charged
surface patches that may bind DNA. A truncated protein construct, lacking one copy of the N-
terminal conserved Motif 1, is capable to fold on its own. This physiologically occurring
truncated isoform in 7. castaneum preserved its specificity and catalytic activity. The protein
is specific for uracil, it cuts single stranded uracil-containing DNA and does not requires the
presence of any divalent metal ions. I characterized DNA-binding segments of UDE and
identified a conserved lysine residue (K-137) within conserved Motif 1B that may be essential
for DNA-cleaving function. Electrophoretic mobility shift assay showed that UDE has
comparable binding affinities towards normal and uracil-containing oligonucleotides. Binding
assays based on protein tryptophane fluorescence revealed that the protein is capable of
uracil/thymine distinction in complex with DNA. We also found that recombinant UDE is co-
purified with significant amount of RNA species strongly bound to the protein. RNA-
dependent complexation of UDE was also demonstrated in fruit-fly pupal extract suggesting
physiological relevance of RNA-binding.

UDE represents a new class of proteins that process uracil-DNA with potential involvement

in metamorphosis.
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