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A preventiv DNS-hibajavitas szerkezeti biologiaja
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1. Bevezetés

Idén iinnepeljiik a Krisztallografia Nemzetkozi Evét. A
jubileumi datum ahhoz a nagyjelentéségli megfigyeléshez
kotédik, amit Sir William Henry Bragg és Sir William
Lawrence Bragg az 1910-es években tett. Korabban Max
von Laue kimutatta, hogy a Wilhelm Conrad Rontgen altal
felfedezett sugarzas réz-szulfat kristalyokon fizikailag a
szerkezettel Osszefiiggden értelmezhetd diffrakcids képet
nyujt, mivel a rontgensugarzas hullamhossza 6sszemérhetd
a kémiai kotésben 1évé atomok kozti tavolsagokkal. W.
L. Bragg ezen 0Osszefiiggés rendkiviil elegans és egyszerii
matematikai leirasat adta, W. H. Bragg megépitette az elsd
rontgen-fotométert (a mai diffraktométerek/szinkrotronok
0sét), és ezzel meghataroztdk a koésd, majd a gyémant
térszerkezetét. Ezen felfedezések jelentségét szinte azonnal
felismerve, 1914-ben Laue, 1915-ben a két Bragg (apa és
fia) Nobel-dijban részesiilt (a fiatalabb Bragg ekkor 25 éves
volt!).

A makromolekuléris szerkezetmeghatarozas terén ezek
utan jo negyven évet kellett varni arra, hogy az elsd
fehérjeszerkezetet —meghatarozzak  (mioglobin, John
Kendrew, 1958, Nobel dij 1962). Kicsit korabban, 1953-ban
kertilt kozlésre a hipotézis a DNS térszerkezeti modelljérdl
(Rosalind Franklin adatai alapjan Francis Crick és James
Watson tollabol). Ma a makromolekularis térszerkezeteket
tarold adatbdzis szdzezernél is tobb fehérje és komplex
szerkezetét tarolja, és havonta hozzavetdlegesen 1000 Uj
szerkezetkertiil - szigort ellendrzés - utan az adattarba (Protein
Data Bank). A szerkezetmeghatarozasok robbanasszerti
gyorsulasanak tobb lényegi oka van, ezek kozott a két
legfontosabb: a  szerkezetmeghatarozasi  moddszerek
matematikai és fizikai fejlédése és a vizsgalando6 objektumok
géntechnologiai  eldallitdsanak  egyre  hatékonyabb
lehetdsége. A legutobbi Nobel dijat ezen a téren 2012-ben
a kis G-fehérjékkel kapcsolt receptorok térszerkezetének
feltarasaért adtak (Robert Lefkowitz és Brian Kobilka),
tovabba a tavalyi kémiai Nobel dij (kvantummechanika és
molekularis dinamika, Karplus-Levitt-Warshel) is szorosan
kotédik a rontgenkrisztallografidhoz.

Napjainkban a szerkezetek felderitésébdl szarmazo
tudas felbecsiilhetetlen hasznot hoz a bioldgiai felderitd
kutatdsokban és a  molekularis  mechanizmusok
megértésében. A biologiai egyedekben és kozdsségekben
(a mikrobialistdl a gerincesekig) megvaldsuld jelatvitel,
ingeriiletatvitel,  kommunikaci6  alapjait is  ilyen
szerkezetek révén érthetjik meg, ¢és a megértés révén
céljainknak megfelelden befolyasolhatjuk. A térszerkezeti
informacié  nélkiilozhetetlen a gydgyszertervezésben,
a  biotechnologidban, a  nano-tudomanyokban  ¢és

fejlesztésekben egyarant. Sajat kutatocsoportom a dUTPaz
enzimcsalad egyes komplexeinek szerkezeti leirasaval a
genomi integritds folyamatainak megértésén dolgozik.
Eredményeink mind rakellenes, mind anti-mikrobialis
gyogyszerek tervezésében fontosak.

2. A dUTPaz enzimcsalad szerepe a genomi integritas
fenntartasaban

s

tarolasaért a DNS felelds. Egy informaciotarold eszkoztol
elvarhato lenne, hogy a rabizott adatokat hiien 6rizze. Sajnos,
a DNS tavolrdl sem felel meg ennek a kivanalomnak, mivel
inherens kémiai reaktivitasa a sejtbeli koriilmények kozott
percenként tobb olyan reakcidhoz vezet, ahol az informacio
tarolasaért felelés bazisok atalakulnak, vagy mas modon (pl.
a dezoxiriboz gylirt felhasadasaval vagy a foszfodiészter
lanc felszakadasaval) sériil a DNS kovalens szerkezete.
Ezen nagyfoku valtozékonysag korlatok kdzé szoritasat
a DNS hibafelismer6 ¢és javitd mechanizmusok végzik. A
DNS-javitoé Gtvonalak nem megfeleld mikodése a genom
instabilitisdhoz, és ezen keresztiil rakos elvaltozasokhoz
vezethet.

Az egyik leggyakoribb DNS-beli hiba az uracil megjelenése
a DNS-ben. A citozin hidrolitikus dezaminaldsa soran
uracil jon létre, ami pontmutaciohoz vezet. Az uracil egy
masik moédon is megjelenhet a DNS-ben: ha a sejtbeli
dUTP szint megemelkedik és Osszemérhetové valik a
dTTP szinttel, akkor a DNS polimeraz adeninnel szemben
uracilt is be tud épiteni. A DNS-beli uracilt a bazis kivagasi
javitdé mechanizmus tudja eltavolitani, ami tobb lépésne
keresztiil helyre tudja allitani az eredeti, uracil-mentes €és
mutaciomentes DNS-t.! Ha azonban a sejtbeli dUTP/dTTP
arany tartésan magas, akkor a DNS-beli uracilok aranya
nagyon megndvekedhet, és a javito mechanizmus kapacitasa
kimeriilhet. Ilyen koriilmények kozott a DNS kettdsszal
toréseket szenvedhet, a kromoszomak fragmentalddasa
pedig sejthalalhoz vezethet. A dUTP/dTTP nukleotidszintek
helyes fenntartasaért a dUTPaz enzimcsalad a felelds felel,
amely tehat jelentGs szerepet jatszik a genom épségének
fenntartasaban. A dUTPaz enzim a dUTP a dUMP +
PP, reakciot katalizalja, igy elbontja a sejtbeli dUTP-t,
ezzel megakadalyozza az uracil DNS-be valod beépiilését.
A reakcié terméke, a dUMP a dTTP szintézis kiinduld
anyaga: a timidilat szintdz enzim katalizalja az uracil gyira
metilezését, igy a dTMP keletkezését ¢s a dTMP aztan dTTP-
ve foszforilalodik. A dUTPaz tehat egyrészt a dUTP szint
csokkentésével, masrészt a dTTP szintézis eldsegitésével
allitja be a megfeleléen alacsony dUTP/dTTP aranyt.
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A dUTP4z enzim genom integritdsban betdltott védofaktor
szerepét a rakos sejtek is ,kihasznaljak”, tobb esetben
megfigyelhetd, hogy rakos szdvetekben a dUTPaz szintje
megemelkedik, és a magas dUTPaz szint a tumorok rossz
prognoézisaval tarsithato.>* Ezért nagyjelent6ségii a dUTPaz
ellenes inhibitorok fejlesztése, amivel a rakos sejtek
életképességét csokkenteni lehet.* Ezen tilmendéen, adUTPaz
ellenes inhibitorok szamos patogén mikroorganizmus
(pl a tiid6vész és a malaria korokozoi) ellen is jelentds 1j
gyoOgyszerjelolt molekulakat eredményezhetnek.!® Az
inhibitorok tervezéséhez a dUTPaz szerkezetét és mikodési
mechanizmusét kell megismerniink. Az 1. Abra mutatja a
dUTPazokra leginkdbb jellemzd homotrimer szerkezetet,
amelyet egykristaly rontgendiffrakcioval —hataroztunk
meg. 10

1. Abra. A homotrimer dUTP4z enzim térszerkezete. Az egyes alegységek
szalagmodellje (kék, sarga, zold) jol mutatja a trimer szoros szerkezetét.

A harom aktiv centrum helyét az odakotott szubsztrat (dUTP analog) jelzi
(atomi szinezésii térkitolté modell, N: kék, O: piros, C: sziirke, P: narancs)

Az  enzimatikus  reakciomechanizmus  megértéséhez
elengedhetetlen az egyes elemi 1épések pontos jellemzése.
Ehhez a reakciout eldrehaladasat rontgenkrisztallografiai
»pillanatfelvételekkel” sikeriilt kdvetniink, melynek soran
jellemezni tudtuk az egyes intermedierck szerkezetét.
Az intermedierek inhibitor jelolt molekulak tervezéséhez

nyujtanak fontos informaciot. Az intermedierek ilyen
jellegi azonositasat az teszi lehet6évé, hogy az enzimfehérje
kristalyos fazisaban is képes katalizisre, csak jelentésen
lelassult modon. A lassitott felvétel képeit a kristalyositott
enzim-szubsztrat  komplex  kiilonb6zé  iddpontokban
torténd  rontgendiffrakciés  szerkezeteibdl — nyertiik.
Kovetkeztetéseinket szamitasos uton, QM/MM mddszerrel
is igazoltuk."!
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Structural Biology of Preventive DNA repair

The International Year of Crystallography celebrates the 100"
year anniversary of the discovery of Bragg’s law. Crystallography
of macromolecules and their complexes presents a highly
useful and quite indispensable method to gain structural and
functional information for drug design. Our group works towards
understanding the mechanistic details of preventive DNA repair
using protein crystallography, in combination with other techniques
of structural cell biology. The enzyme family of dUTPases play
a crucial role in maintaining genome integrity and these enzymes
present a promising novel target for drug design against tumors and
infectious pathogens. Our results led to a detailed description of
dUTPase mechanism, providing the key information required for
inhibitor design.
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