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Vazlat

- Altalanos elvek

» Célzott problémara fokuszalas

- DNS modosulasok szerepei

- Egy szokatlan bazis a DNS-ben

« Enzimatikus reakciéo mechanizmus: dUTPaz
« Racionalis inhibitor tervezés



Hogyan tegylnk fel kerdeseket a mai
molekularis biologiaban (kémiaban)?

2 Kisérlet-vezérelt kutatas

Adatbazisok / rendszerbioldgia
Omikak

“*Hipotézis-vezérelt kutatas
Esettanulmanyok, specifikus problémak
Ellendrzés/Igazolas/ERTELMEZES!!

mindazon adatokra, melyeket
a rendszerszemlélet begytijtott




Tissue/Cell Lines

'@  Omikak - Technolégidk

* Comparative genome hybridization
DNA copy-number assessment P ) & Y
to DNA microarrays

mics
Gen 0 * DNA sequencing

Mutation screening ~} * Mass-spectrometry-based genotyping
* Mutation-specific PCR J
g q 3
Y ﬁ Lipids
- % %, Lipidomics

Chromosomes

Metabolomics
" Metabolomic profili
Carbohydrates ELaR0I0mIc protiiing

Glycomics \ -l * Mass spectrometry

Transcripto,.?,'cs\/

2 Amino acids
Gene-expression proﬁling_l * DNA microarrays Protein Proteomic profiling -| * Mass spectrometry
* Multiplex PCR
MicroRNA-expression profiling | * DNA microarrays Proteomics *fassspeciomenty aﬂc{
« Multiplex PCR Phosphoproteomic | immunoprecipitation with
profiling phosphotyrosine-specific
antibodies

SAGE journals



Valasztott megkozelites

“*Hipotézis-vezérelt kutatas
Esettanulmanyok, specifikus
problémak

Ellendrzés/Igazolas/ERTELMEZES!!



I ——.
Kémiai bioldgia - mi az?

« Az élettudomanyok és a kémia/fizika kozti
hatarmezsgye

- Kémiai technologiakat hasznal a bioldgiai folyamatok
leirasahoz és megértéséhez

- Rendszerszemléletli megkozelités: szintetikus
biologia/kémia, szerkezeti/molekularis/sejtbiologiai
modszerek

- Kvantitativ megkozelitési modok

- Dinamikus analizis — kinetika!

- Ismert példa: farmakogenomika — kémiai genomika



A M1 ESE all H

Paradoxon: stabil infotarolas reaktiv
makromolekulakban??

DNS és sejtbeli kornyezet: reaktiv!!
Spontan kémiai modositasok normal
élettani kortilmeények mellett

Hogyan lehet feloldani a paradoxont?

DNS javito mechanizmusok |, | |, |
Genom stabilitas biztositasa ¢ < RS
Uracil Timin

Uracil — a leggyakoribb hiba
Uracil — talan nem csak hiba? Jelatvitel!



DNS - kemiai nezopontbol

Q)
N V4
P Reaktiv csoportok
¢ sokasaga
egy linearis

polimerre fuzve




lonizalo sugarzas
Radioterapia
Kemoterapia
Szabadgyokok
Repliszoma
Replikacidos UV sugarzas leallas \

g ) N A

Kornyezeti
Alkilezés toxinok

adduktok

7 N
'R 0 —mefhyl
" - Szaltores guanine

Pirimidin
dimerek
Hamis parok,
inzerciok, deléciok
\ / BRCA UDG, dUTPaz
Adott hibakra specializalt javitas
Alapveto: a modositott kémiai szerkezet felismerése




DNS karosodasok

Og oan OT QC

ds DNS tii{és \ Hajmls par C-U deaminlas
W?T T3 550

co0ebee , 060

[ N

Kovalens keresztkotés

/

Timidin dimer

SS toreés



ERZEKELES: 3D > 1D

—e > !
Csuszik

Ugral
Athurkol

Halford S E , Marko J F Nucl. Acids Res. 2004;32:3040-3052

©2004 by Oxford University Press NUC'QiC ACids Reseaf Ch



. Bazis kivago DNS hibajavitas (BER)

//\///\/I/\//\//

DNS-glikozilaz felismeri a
sérilt/hibas bazist

A sérilt/hibas bazis lehasitasa,
szubsztrat elengedés, AP hely

AP endonukleaz a cukor-foszfat
gerincet a hibatol 5" iranyban
elvagja

PolB hidrolizalja az 5’
dezoxiriboz foszfatot és kitolti
a lyukat; ligaz 6sszevarr

Jacobs and Schar, DNA glycosylases: in DNA repair and beyond. 2012, Chromosoma



DNS modosulas

MErzékel(’ik

Jelatalakitok

1 Végrehajtok

Jelatvitel

Ny shhivae  Sejthalal
DNSjavitds  gejtciklus Tovabbiras

leallitas



Orvosbiologiai vonatkozasok

DNS-modosulasok a karcinogenezisben:
mutacios gyakorisag - hibas gének, pl BRCA

Tumorsejtek tamadasa a DNS-karosodas
valaszreakcioi utjan

Fert6z6 mikroorganizmusok elleni kiizdelem
(mikobaktérium stratégia: hibatiiré polimerazok)

Kutatasi modozatok

Organizmus-szint: human tumoros vs normal sejtvonalak
Drosophila modellek (Szeged, Budapest)

In vitro: molekularis és szerkezeti bioldgia, kinetika, egyedi
molekulavizsgalatok



il
BRCA egy DNS- Jav1to feherJe mutacioi a

DINA break
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A DNS kémiai tere limitalt!

 Ez sok korlatot jelent
« De vannak azért érdekes, ritkabb alkotok is!
- Ritka bazisok: lehet hiba, lehet jel



E————————.
A DNS kemiai tere limitalt!

- METILACIO: citozin, adenin
» Prokariotak: ,sajat” DNS definialasa
- Eukariotak: génkifejezodés szabalyozasa, epigenetika

Passive DNA Demethylation Active DNA Demethylation
NH2 (0]
TDG/SMUG1 .
| \N < HO' I
)\ o
| 0 NN
kNH | 5hmuU
I\
/\ﬁ\ / | I/KO ila \ NHy
5caC C/\ﬁ\N
(DNMTH1, | | (H)DNMTH, |
: 3NB G [Ty o~
5hmC / :
‘;a’“ 5fC
NHp \0\
TET1 2, 3 > NH,
HO | SN
5th
!
Rm(‘. = 5hmC




Szokatlan alkotéelemek: szokatlan szerepek

Uracil

- Hiba

- Jel a immunoglobulin gének
diverzifikaciojahoz

- Fejlodesbiologiai kapcsolo ey

- HIV genom

integralodashoz kell e | bl
- U-DNS fagok .‘

APOPTOSIS

Ribonukleotidok

- Hiba

- Tavtarto-vezerelt szaltorés indukalas
(architektura-elem)



Elso fejezet:

Uracil: hiba, amit javitani kell



G-C> AU

Dezaminalt citozin: mutagén uracil

H
O . ... —
N/ nr o
/ dezaminalas
N NH NS\ >
N— A—NH
e %
. H . i
guanin citozin uracil
DNS replikacio
H H
N N—H o o) CH N
- Y
NHZ N S NEIZZEANN
N— PN =/
//
: ®) H
adenin - _

vagyis: 5-metil-uracil



Timin-helyettesito uracil:

, : A-T = A-U
artalmatlan uracil

dATP dTTP >> dutp dATP damrr<<dUTP

. DNS szintézis
DNS szintézis

\ 4
\ 4
H H

\N—H """"" @) CH N N—H @)
= (¢ -
NH_// \N ............ HN \ NH-(/ \|\| ------------ HN \
N:/ /\_N N:/ /\/—N
adenin O/ " o
tlmln adenin uracil

vagyis: 5-metil-uracil



Uracil a DNS-ben?
Két utvonal

> Timin-helyettesito

» Citozin dezaminalas beépiilés
= 500/nap/genom = magas sejtbeli dUTP/dTTP
= MUTAGEN = ARTALMATLAN

. JaVl't.(’) fel}qsze,rt igényel: bazis- = pem feltétleniil javitandd, de
kivago javitas (BER) BER szubsztrat

* hiabavalo ciklust general
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Uragcil Bazis kivago javitas

(dUMP) uracil-DNA
DNS-ben Glycosylase

I-I'ogyan jon dNTP pool safeguarding
létre?
AP Uracil
endonuclease ,
Hogyan mentesseg dUTP
tavolithato W biztositasa hydrolysis
el? i cc]npgs|h]sju
4 S
KIVAGAS : UDG MEGELOZES : dUTPaz
Dezaminalt citozinra és Csak timin-helyettesit6 uracilra
timin-helyettesit6 uracilra
egyarant

NDP dNMP
e



dUTPaz hianya
genomi instabilitast okoz

' ( dUMP .............. »dTTP _ pr0V|deS dTTP

precursor
\ dUTPase

decreases dUTP

dUTP level

high dUTP/dTTP
DNA polymerase

| HT
Uracil (U) substituted
BER  DNA

INRNENNDANR
DNA double strand breaks
Chromosome fragmentation

J

CELL DEATH

Lack of
dUTPase

Pécsi et al, 2011 PNAS

Toth et al 2007 JBC

Kovari et al 2004 JBC
Dubrovay et al 2004 JBC
Barabas et al 2004 JBC
Békési et al 2004 JBC

Németh et al 2007 NAR

Varga et al 2007 FEBS Lett
Vértessy 2009 Acc. Chem. Res.
Merényi et al, 2010 FEBS J
Pukancsik et al 2010 FEBS J
Pécsi et al, 2010 NAR

Horvath et al, 2010 NAR
Békési et al, 2011 FEBS J
Muha et al, 2012 PLoS Genetics



Timinmentes sejthalal:
a kemoterapia egyik 10 eszkoze

/dUTP » dUMP THF
DNA lT ZEEctasﬂT

AN

dTTP dTDP <« dTMP dihydrofolate

sejthalalt indukalnak a dTTP/dUTP arany
perturbalasa révén, a timidilat szintaz (TS), dihidrofolat
reduktaz (DHF) vagy a dUTPaz gatlasaval.
p53-deficiens tumorsejtekben is miikodo stratégia!



Fobb celjaink

« A timinmentes sejthalal vizsgalata human
tumoros ¢s normal sejtvonalakban

» Az uracil-DNS szerepének felderitése
kiilonbozo organizmusokban

« dUTPaz-gatlo gyogyszerjeloltek
azonositasa: tumorok ellen, de patogen
mikroorganizmusok ellen is!



Projektek/Modszerek
Elettani szerep |

Szerkezeti biologia

»Mechanistic studies
» Species-specific characteristics
»Folding

»Enzyme Kinetics

» Low resolution conformational
spectroscopies (CD, fluoresc.)

»EPR-ENDOR

» Multidimensional NMR

» X-ray crystallography

Mit vizsgalunk:
Uracil-DNS metabolizmus




a SuperNova egykristaly diffraktométer

Biostruct Laboratdorium

Kristalyositas és rontgenkrisztallografia
-kis- és makromolekularis/komplexek-

HENSN00SEIR0

Contact:

BME CH épiilet

Biostruct laboratérium
Budapest, 1113 Szt Gellért tér 4
E-mail: vertessy@enzim.hu,

Homepage:
www.biostruct.enzim.hu

leveles@enzim.hu




dUTPaz szerkezet

Szimmetrikus homotrimer

\ Argllo(1v)

Arg6d (ll)' \\

-
-
-

\
L Asp28 (1)

Harom aktiv centrum
Mindharom monomer részt vesz
az aktiv centrum felépitésében
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Intermedierek a reakcido koordinata mentén H

Approach
Intermediate, dW*

& "y
(E-Al) P—O—R—U

onss—.—NH

TS mimic i
intermediate o P
(E-S/E-piP mix) {0

& 4

Intermediate
(E-piP) OP U

Post-attack ?y




Intermedierek a reakcio koordinata mentén:
3D szerkezetek kiilonbozo intermedierekre
Near-attack conformer E-I int, mix density

Intermediate model shown in dark red.
Mixture model shown in two shades of green.
Light green: the product dUMP,

dark green: the substrate a,b-imino-dUTP

Note: Wcat and aP densities separate.



Dissociative
mechanism

Reactants

Associative
mechanism

Expected intermediate

&
P —0—R~U

Expected intermediate
g

# oy !
5 Qu:P—O—R—U

NH

P2063-

N\,

Crystallographic
intermediate 1

(E-Al)

Experimentally
described
intermediates 1-3

7

Crystallographic intermediate 2

(E-S/E-piP mix)

Products

Crystallographic
intermediate 3

(E-piP)




dUTPaz gatlas hatasa a sejt
proliferaciora 5-FdUR jelenléetében

O
HN 3
A | gyakran hasznalt kemoterapias szer
Ho. ©° N
110 O —a— dUTPaz gatolt
] —e— kontrolll
100 - OH —a— kontroll2
~ 90-
= .
= &Yy dUTPaz gatlas
S 70- nagyban noveli
o 60- L az érzékenységet
S .
= 20" 5-FAdUR-re
2 40-
» 30-
20 -

0  24h  48h  72h  96h

Incubation time (hours)



Timinmentes sejthalal: a kemoterapia
egyik fo eszkoze
Proof of concept: igazoltuk, hogy itt a tobb
helyen valo tamadas elonyos!

/dUTP » dUMP THF
DNA lT ZEEctasﬂT

AN

dTTP dTDP <« dTMP dihydrofolate

sejthalalt indukalnak a dTTP/dUTP arany
perturbalasa révén, a timidilat szintaz (TS), dihidrofolat
reduktaz (DHF) vagy a dUTPaz gatlasaval.



Szerkezet és mechanizmus alapu inhibitor tervezés

Munkafolyamat

1. HTSInsilico screening
2 millié vegyuletre

2. Invitro enzimtesztek
100-200 vegylletre

3. Sejtbeli gatlas
350 vegylletre

4. Human sejt vizsgalatok
50 vegylletre

5. Allatkisérletek

6. Szabadalmaztatas

Human dUTPaz: rakos sejtekben tultermelt, védd faktor a tumornak
Ha gatoljuk, csokken a tumorsejt életképessége



Tuberkuldzis és malaria:
dUTPaz, mint kdzos target fehérje

DNA
/ A Wo{}merﬂse
dCTP '
dUTP dTTP
o deaminase > A Nucleoside
Denovo' 1\ dUTPase diphosphate
pathway kinase and
dTMP kinase

dcw\(ﬁu?/ 5 JUMP I in-';fm(h-lafe) dTMP

W synthase
\ A

N
Salvage X~

Mycobacterium
tuberculosis

és

Plasmodium
falciparum

Két fontos enzim hianyzik
-dCMP dezaminaz
-Timidin kinaz

dUTP3z:

Nemcsak a dUTP elbontasaban,
hanem a dUMP/dTTP
termelésben is

kulcsszerepe van



M. tuberculosis dUTPaz
Mikobaktérium-specifikus szegmensek

Specificitasi szegmensek : fajspecifikus inhibitorok
Varga et al 2008, Pécsi et al 2012
PDB ID: 2PY4



Masodik fejezet:

Uracil: jel, ami elettanilag fontos



Paradigma valtas

Korabban csak hibaként tekintetbe vett
DNS modosulasok uj szerepei

Uracil, illetve egyéb DNS-hibak a javito utvonalakon kivul
mas jelatviteli utvonalakba is bekapcsolodhatnak



Az uracil bazis fontos jelatviteli szignal:
IgG gének, indukalt dezaminalas adott helyen

VvDJ

Fncionalimmunogiobuin gone (I OT> ORI —

. . il x

Gene conversion Somatic Class-switch
hypermutation recombination

Nature Reviews | Immunology
A megfeleld helyen keletkezett uracil elinditja a DNS-szaltoréshez vezeto utat

UNG enzim hianya egérben: immundeficiens tunetegyutteshez vezet



DNS karosodasok

Og oan OT QC

ds DNS tii{és \ Hajmls par C-U dezaminalss
W?T T3 550

co0ebee , 060

[ N

Kovalens keresztkotés

/

Timidin dimer

SS toreés



BER javitas es epigenetika kapcsolata

Hibas bazis
vagy metil-citozin &

¥ l\
s

MA

DNS glikozilaz |
UNG/TDG i
5wl M site

5' AP endonuclease l

Ny

i 7

# Kivagott bazis
&

5

TDG(UDG)-fiiggo aktiv demetilacio
Cytosine

% ? D
& 7.\

5caC @ _&@ 5mC

Silent promoters

Bivalent promoters

CH
pose | Active enhancers @
+ 9 @ TF binding sites
5 i ‘ 3
DNA polymerase ? ?
+ DNA ligase l 5fC F—/ 5hmC
s QAR * @D
H decarboxylase
: TET NH; TET NH; TET NH; O b i NHz
enzymes enzymes enzymes base excision repair
NZ N7 OH N~"~o N OH R N~
N N PN PN PN
S-methyl 5-hydroxymethyl 5-formyl 5-carboxy cytosine
cytosine cytosine cytosine cytosine



Uracil-DNS:
- kozvetlen mérés a genomi DNS-bo6l a személyre

szabott gyogyitas indikatora lehet
- mintazatanak feltérképezése a jelatviteli
funkciok megeértéséhez is kell

- Hogyan mérhet6 a genomi uracil?

« Tobb modszer 1étezik: kvalitativ, kevéssé
érzékeny

- Tomegspektrometria: viszonylag megbizhato, de
hosszadalmas, indirekt

- EGYIK SEM ALKALMAS A KORNYEZET
FELDERITESERE!



PCR-alapu > NNNNNN _Pfupol @

assay: N N N N N N NNN@NNNNNNNS,
Kozvetlen
Egylépcsos 5
Piu“®s pol
Kvantitativ N'NN NN NG NCNN —>
N'N N N N NN N N BN NNNNNN
. 59

50000,

50000, @  Pfu V93 (1057b)
400001 / © 40000] & Pfu wt (1057Db) /

)
CCD &)
@ 30000 o S 30000 ‘0‘
8 o &) (J &Q&
@ 20000 L 9 20000; A £
— @ — (4 A
@) ® A o
E — $ 1 e PfuVos(544b) S 10000 -, A

0 MM A Pfu wt (544b) = O- WWM

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
cycle number cycle number

Horvath and Vértessy, Nucleic Acids Research, 2010
Muha et al PLoS Genetics, 2012



A DNS-beli uracil tartalom

a kvantitativ PCR modszerrel
az egyes killonbozo sejtekben
¢s allapotokban

-sejtciklus fazisok,

- gyogyszeres kezelgs,

- genkititések

jol mérheto, ,tetszOlegesen”
felterképezhetd

50 [ Jwt MEF
1 [ JUng-,- MEF w

Génhianyos sejtek |
¢s FUdR kezelés

1oo:j W :
S|

deoxyuridine content (1/million)
N
o
o

0 100
5FUdR added (uM)

Nl
S 8500

ESOOO- T Génhis ok
= ] ¢nhianyos sejte
:L;ggg . FUdR kezelés
c | Sejtciklus allapotok
£ 6500 I
c 1
S Z
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o (50 ot
(- 4 < 1
S 250- [
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s 91 Al .
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5FUdR (uM) ) _ ] . 307 613
D
100-
<
~ 75_
Py
'S 50-
S | = wiMEF
25 % ung-,- MEF

1 10 100 1000
5FUdR (uM)




Uracil-DNA in Droso

dUTPaz jelenléte negativ korrelaciot mutat a DNS-beli urac
Muha et al. 2012, PLoS Gen.

T o 2 1.0
@ dUTPaz szint L WT RNAI
< < o8]
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] % N 2 %> Q disc sal. gl. CO“\(O =\ QR

~ ¥ Y 3" larval tissues
Developmental stages 3" larvae tissues



Uracil-DNA in Dro

dUTPaz gatlasa transzgénikus muslicaban letalis

Muha et al. 2012, PLoS Gen.

TUNEL assay

Bab-allapotbeli elhalas

al

o

o
)

WT  RNAI

N
o
o

w

o

o
L

200+

100+

no of TUNEL positive cells/img. disc
o

WT  dut RNAI

dUTPaz gatlas egyes szoveti régidkra iranyithatd: ahol gatolva van, pontosan ott elhal a szévet!

(o)
100% blistered
80% ”
50% deformed
° ”

40%

20%

0% - !g

MS1096 9 SiRNA 21883 21883; 21883; 21884 21884; 21884;

DmDut20 DmDut29 DmDut20 DmDut29




Ecetmuslica modellszervezet:
A dUTPaz élet/halal dontést kozvetit,
a DNS-beli uracil jelenléte a fejlodési allapottol fligg

SURVIVAL

dUTPase

No dUTPase 3 : APOPTOSIS

A dUTPaz jelenlétében tulélnek, hianyaban elhalnak a szovetek



Konkluzidk:
A DNS modosulasok karcinogén hatasuk mellett
mas szerepeket is betoltenek

A DNS-beli uracil adekvat példaja a kettOs szerepnek

A rakterapiaban gyakori gy6gyszerek hatasmechanizmusat
vizsgaljuk tobbféle néz6pontbol

Modszert alkottunk a DNS-beli uracil genom-kornyezetbeli
feltérképezésre

A dUTPaz lényegi voltat igazoltuk, jelenleg a kapcsol6do
jelatviteli utakat vizsgaljuk
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