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Roviditések jegyzéke

APS ammoOnium perszulfat

B-ME 2-merkaptoetanol

DNS dezoxi-ribonukleinsav

dTTP dezoxitimidin-trifoszfat

dUMP dezoxiuridin-monofoszfat

dUPNPP a,fB-imido-dezoxiuridin-trifoszfat

dUuTP dezoxiuridin-trifoszfat

dUTPaz (dezoxiuridin-trifoszfat)-nukleotid hidrolaz

EDTA etiléndiamin-NNN’N’-tetraecetsav

GST glutation-S-transzferaz

H145W 145. szam1 hisztidin aminosav cseréje triptofanra

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

HS magas sotartalmu — high salt

IPTG izopropil-p-D-tiogalaktozid

LB Luria-Bertani

LS alacsony sotartalmu — low salt

MOPS 3-[N-morfolino]-propanszulfonsav

MTB dUTPaz Mycobacterium tuberculosis dUTPaz

Ni-NTA nikkel nitrilotriacetat — nickel nitrilotriacetic acid

oD optikai denzitas

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis — polyacrylamide gel electrophoresis

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

PP; inorganikus pirofoszfat

RNaz ribonukleinsav-hidrolaz

RNS ribonukleinsav

Sap| S. aureus patogenitas sziget — Staphylococcus aureus Pathogenicity
Island

SDS natrium-dodecil szulfat - sodium dodecyl sulfate

TEMED NNN’N’-tetra-metil-etilén-diamin

TRIS trisz-(hidroximetil)-aminometan

UGl uracil-glikozilaz inhibitor

UNG uracil-N-glikozilaz

WT vad tipus — wild type




1. Bevezetés

A genom integritds szabdlyozasaban résztvevd fehérjék gyakori célpontként
szolgilnak a kiilonb6zé megbetegedések kezelésére alkalmazott gyogyszerek
tervezésében. Ilyen célpont lehet a dUTPaz enzim is, mely a dUTP (dezoxi-uridin-
trifoszfat) hidrolizisével csokkenti az wuracil DNS-be torténd beépiilésének
valoszinliségét, ezzel elosegitve a genetikai informacié pontos tovabbadasat.

Specifikus szubsztrat analég antagonistdk vagy dUTPé4z inhibitorok
alkalmazasaval géatolni lehetne az enzim milkddését. Ez nagy jelentdséggel birna a
korokozok 4ltal okozott betegségek terapidja soran, hiszen ezen esszencialis enzim
gatlasa a mutacios rata ndvekedésehez és genom instabilitashoz vezethet, amely a sejt
¢letképességének csokkenését eredményezheti. Annak ellenére, hogy a dUTPaz mar
régbta kutatott gydgyszer célpont, egyeldre specifikus, a gazdaszervezet és a koérokozo
dUTPaz kozott kiilonbséget tevd gyogyszerjelolt molekuldk csak kevés koérokozo
esetében allnak rendelkezésre (pl. malaria).

Az MTA TTK Enzimolégia Intézet Genom Metabolizmus €¢s DNS Hibajavitas
Kutatocsoport latokorébe keriilt egy olyan fehérje (Stl), mely hatékony, a bakterialis és
a human fehérjéket eltéré moédon és mértékben befolyasol6 dUTPaz inhibitornak tiinik.
Ezen inhibitor gatlasi mechanizmusanak mélyrehatd vizsgélataval nyert informaciok
nagyban hozzajarulhatnak az Stl fehérje alapt dUTPaz inhibitorként torténd

alkalmazasahoz.



2. lrodalmi attekintés

2.1. A dUTP4z enzim

Az ¢l6 szervezetekben az egyik legfontosabb feladat a sejtekben megtalalhato
orokité anyag épségének megdrzése. A dUTPaz enzim mikodése egyike a genetikai
allomanyban eléforduld hibak megjelenésének megeldzését célzd6 mechanizmusoknak.

A DNS-ben négyféle bazis talalhato: adenin, guanin, citozin és timin. Utobbit az
RNS-ben uracil helyettesiti. Az uracil és timin bazisokat csupan egy 5-metil csoport

kiilonbozteti meg (1. abra).
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1. abra: A Watson-Crick bazisparosodas
Fent: az oxidativ dezaminalds soran a guaninnal szemben mutagén uracil lesz

Lent: az adeninnel szembeni timint helyettesit6 uracil nem mutagén [2]

Ez a csekély kiilonbség az oka annak, hogy a legtobb DNS polimeraz nem képes
kiilonbséget tenni a két bazist tartalmazéo dNTP (dezoxi-nukleotid-trifoszfat), a dUTP
(dezoxi-uridin-trifoszfat) és a dTTP (dezoxi-timidin-trifoszfat) kozott. Ezért a két
nukleotid DNS-be valo beépiilésének valoszinlisége kizardlag a sejtben 1évo
dUTP/dTTP aranytol fligg. Ennek az ardnynak a megfeleléen alacsony értéken
tartdsaban jatszik szerepet a dUTPaz, mely a dUTP hidrolizisével a dTTP

bioszintéziséhez sziikséges prekurzor molekulat, azaz dUMP-t 4llit eld (2. abra) [1].
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2. dbra: A dUTPaz altal katalizalt reakcio [1]

Az uracil DNS-be valo beépiilése kétféle modon torténhet: i) a DNS polimeraz
timin helyett uracilt épit be ii) a citozin spontan oxidativ dezaminalasa soran uracil jon
létre (1. abra). Az elébbi uracil nem mutagén, mivel nem okoz bazisparosodasi hibat.
Utobbi esetben azonban pontmutacio jon 1étre, ugyanis a kdvetkezo replikacios ciklus
soran az uracillal szemben adenin fog beépiilni guanin helyett. A hibajavitd rendszer
nem kiilonbozteti meg a DNS-be kétféleképpen keriilé uracilt. A baziskivagé hibajavito
rendszer minden uracilt eltavolit a DNS-bol [1].

dUTP4z hianyaban tehat megemelkedik a sejtbeli dUTP/dTTP arany, melynek
koszonhetden megemelkedik az uracil DNS-be vald beépiilésének valdszintisége. A
baziskivagasi mechanizmus igy nem lehet eredményes, mivel a kivagott uracil helyére
ujabb uracil épiilhet be. Ez a hibajavitd6 mechanizmus tulmikodéséhez vezet, mely
genom instabilitdst, DNS kettdsszal toréseket és a sejt életképességének csokkenését

okozhatja [1].
2.2. A dUTPaz enzim szerkezete, aktiv centruma és kinetikai mechanizmusa

A legtobb dUTPaz enzim
homotrimer  szerkezetli, melyben az
alegységek un. ,lekvaros tekercs” (jolly-
roll) moédon tekerednek fel B-lemezzé (3.
abra). Az egyes alegységek 5 darab
konzervalt motivumbol épiilnek fel. Az
enzim harom aktiv hellyel rendelkezik,

melyeket a harom alegység egyiittesen hoz A

létre (3. dbra). Az els6 alegység az 1., 2., és

a 4., a masodik a 3., az utolsé pedig az 5. 3. bra: Homotrimer Mycobacterium

motivummal jarul hozza az aktiv hely tuberculosis dUTPaz szerkezete (PDB: 2PY4)

Kialakitasahoz [3, 4]. [1]. Az aktiv helyeket a térkit61t6 abrazolassal

megjelenitett nukleotidok emelik ki.



Az 1., 2. és a 4. motivumok felelések a nukleotid:Mg®* komplexben talalhato
Mg2+ ion, valamint a nukleotid foszfat lancanak koordinalasaért (4. abra). A Mg2+
jelenléte eldsegiti a nukleotid kotddését €s ndveli a hidrolizis sebességét [5]. A 3.
motivumban talalhat6é torzult B-hajtli biztositja az uracil megkotését (4. abra). Ez a
hidrogén-hidaknak és a sztérikus kolcsonhatasoknak kdszonhetéen nagyon specifikus,
igy a dUTPaz hatékonyan képes megkiilonboztetni a dUTP-t a tobbi nukleotidtol [6].
Ebben a motivumban helyezkedik el egy szigortian konzervalt aszpartat aminosav is,
amely a hidrolizis sordn lejatszodé nukleofil tamadashoz sziikséges vizmolekulat
hidrogénkotésen keresztlil koordinalja (4. abra, Asp83). A harmadik alegységben
talalhato flexibilis C-terminalis régié tartalmazza az 5. szekvencia motivumot. Ez a

glicin-gazdag C-terminalis kar a szomszédos aktiv hely folé nyulik (3. abra), ezzel

crer
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C

4. abra: A Mycobacterium tuberculosis aktiv helyének felépitése, a szubsztratot koordinal6 aminosavak

kiemelésével (PDB: 2PY4). A rémai szamok a konzervalt motivumok szamat jel6lik. ---: H-hid, piros

g6mb: hidrogén, z6ld gomb: Mg [1]

Az 5. szekvencia motivumban talalhaté egy konzervalt aromas aminosav, ami
atlapol a szubsztrat uracil bazisaval (4. dbra, His145). Az uracil bazis és az atlapold
aromas aminosav kozott n-m kdlcsonhatas jon létre, ami eldsegiti a hatékony hidrolizist
[8]. Az 5. motivum konzervalt aromas aminosava triptofan aminosavra cserélheté az
enzim miikodési tulajdonsagainak megvaltozasa nélkiil [7, 8, 9]. A ligand és a triptofan

kozott 1étrejové m-m kolesonhatas kovetkeztében a ligand bekdtddése a fluoreszcencia



csokkenésével, mig felszabaduldsa a fluoreszcencia novekedésével jar. igy ez a triptofan
mutaci6 lehetvé teszi a fehérje nukleotid hidrolizisének fluoreszcens vizsgalatat [9].

A human dUTPaz esetében részletesen tanulmanyoztdk az enzim Kinetikai
mechanizmusat [9]. Ennek soran a kdvetkez6 modellt javasoltak a dUTPaz enzimatikus

ciklusara (5. abra):

Szubsztratkotés  lzomerizacio Hidrolizis Termék felszabadulasa
kg =121 pM1s Kiso = 21.2 8 K, =6.4s" Ky = 684 51
E + dUTP = E.dUTPTT = E.dUTP1T — E.dUMP.PPi* = E.dUMPT
k_g=100s" K_i50=3.7s" »  Kowe=142pM7sT
n - < i
== n o e »
o =2 . 1]
Sa bz Elsg
o - ; -
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5. abra: A human dUTP4z enzimatikus ciklusa [9]. A keresztek és a csillagok a fluoreszcencia

csokkenését/novekedését mutatjak. A nyilak felett az adott 1épésre jellemzo sebességi allandok lathatok.

A dUTPaz enzimatikus ciklusa négy 1épésbdl all. Els6 1épés a szubsztrat, azaz a
dUTP megkotése. Ezt az aktiv helyen egy konformacié-valtozas koveti, mely eldsegiti
az aktiv zsebben torténd hidrolizist. A hidrolizis, melynek sordan dUMP ¢s pirofoszfat
keletkezik, a folyamat sebesség-meghataroz6 Iépése. Legvégiil a termékek gyors

felszabadulasa torténik [9].

2.3. Fag eredetii dUTPaz eddig ismeretlen szerepe a Staphylococcus aureus

patogenitasi szigetek életciklusaban

A Staphylococcus aureus a legintenzivebben kutatott baktériumok k6zé tartozik.
A leggyakoribb emberi bakterialis korokozok egyike, hozzavetbleg az emberiség
20 %-a tartosan, 30 %-a szakaszosan kolonizalt ezzel a baktériummal [10]. A S. aureus
fert6z6képessége a patogenitasi szigeteinek (Staphylococcus aureus pathogenicity
islands, SaPI) koszonhetd, melyek olyan, a genomba integraldodott, mobilis genetikai
elemek, amelyek a korokozd virulencidjat noveld géneket tartalmaznak, példaul
toxinok, adhézids és antibiotikum rezisztencia faktorok génjeit.

A SaPl-k nem kodoljak a horizontalis géntranszferhez sziikséges fehérjéket, a
transzdukciojuk megvaldsitasahoz helper fagokat hasznalnak [11]. A SaPI kifejezodését
helper fagok hidnyaban egy SaPI-n kodolt represszor, az Stl gatolja. Helper fag fert6zés

vagy profidg aktivacid hatdsira azonban megsziinik az Stl gitlo hatdsa és a SaPl

9



aktivalasért felelos gének kifejez6dnek. Ezek a gének a SaPl genombol valo kivagasaért
felelds fehérjéket kodolnak. A SaPl kivagodasa utan replikalodik, majd fag
részecskékbe csomagolodik. A baktérium sejt lizise utdn a SaPI DNS-t tartalmazo6 fag
részecskék ijabb sejteket képesek fertdzni [11].

Kimutattak, hogy az Stl gatldo hatdsdnak megsziinéséért néhany SaPI esetén (pl.
SaPlbovl) a @11 fag dUTPaz felelds. A @11 dUTPaz megbontja az Stl és a DNS kozott
kialakult kolcsonhatast, ezzel lehetévé téve a SaPl aktivacidjat [12, 13]. Nagyon
meglepd, hogy a dUTP4z, mely eddigi ismereteink szerint a pirimidin bioszintézis €s a
genom integritds meglrzéséért felelds esszencidlis enzim, szerepet jatszik egyes mobilis

genetikai elemek expresszidjanak szabalyozasaban.
2.4. A dUTPaz gatlasanak lehetésége — az Stl

Csoportunk a dUTP4z és az Stl kozott kialakuld kolesonhatast tobb szempontbdl
is érdekesnek talalta, ezért a @11 dUTPaz és az Stl kolcsonhatasanak részletes in vitro
vizsgalataba kezdett. Mar az els@ kisérletek soran kideriilt, hogy nem csak a
@11 dUTPAz gatolja a SaPI represszoranak milkddését, hanem ez forditva is igaz.

Laboratériumunkban kimutattak, hogy a SaPlbov1Stl (tovabbiakban roviden Stl)
kozel 100 %-osan képes gatolni a @11 dUTPaz aktivitdsat. A gatlds mar alacsony Stl
koncentracié esetén fellépett, mely a dUTPaz-al vald erds kolcsonhatasara utal. Azt is
megtigyelték, hogy gatlas csak abban az esetben volt jol kimutathato, ha a méréseket a
dUTPaz és az Stl egylittes eldinkubalasa elézte meg, €s szubsztrat csak ezt kovetden
keriilt a reakcidelegybe. Ha azonban az Stl-t és a dUTP-t egymassal egy id6ben adtak a
dUTPA4z-hoz, nem volt szamottevd csokkenés a dUTPaz aktivitdsaban. Ez arra utal,
hogy az Stl sokkal lassabban képes a dUTPaz-hoz k&étddni, mint sajat szubsztratja, a
dUTP. Ez alapjan az Stl egy lassu, de erés inhibiciés mechanizmussal képes gatolni a
@11 dUTPaz-t [13]. A vizsgalatokbol az is kideriilt, hogy az Stl és a dUTP nem képesek
egyidejlileg kotni a @11 dUTPaz-hoz, azaz az inhibicié kompeticion keresztiil valosul
meg.

A @11 dUTPaz és az Stl kolesonhatasanak in vitro vizsgalata mellett javasoltak
egy esetleges modellt a dUTP4az expresszid szabdlyozasiaban betoltott szerepének
molekularis mechanizmuséara. Az S. aureus torzsek nem rendelkeznek sajat dUTPaz
enzimmel, mely feltehetéleg magas sejtbeli dUTP szintet eredményez. Kimutattak azt

is, hogy Stl és dUTP egyiittes jelenlétében a dUTP4az dUTP koétése és hidrolizise
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gyorsabb, mint az Stl megkdtése. Emiatt fagfert6zés esetén a fag dUTPaz csak a sejtben
talalhaté dUTP hidrolizise utan tud kolcson hatni az Stl fehérjével. A dUTPaz és az Stl
kozott kialakuld kolesonhatas kovetkeztében megsziinik az Stl SaPI DNS atirddasara
kifejtett gatld hatasa. gy megindulhat a SaPI-n kodolt gének kivagasa és replikacioja
immar egy dUTP-mentes kdrnyezetben, mely lehetdvé teszi a mobilis genetikai elemek

hibatlan atirasat [13] (6. abra).

S. aureus
sejt helper fag fert6zés/
profag aktivacié

12

Magas sejtbeli Magas sejtbeli Alacsony sejtbeli
dUTP szint dUTP szint dUTP szint

. . dUTPaz
©+duTP

A dUTPaz
: + Stl
’_)Atirés

SaPl gén

Stl Stl
Nincs atiras Nincs atiras

SaPlgén SaPlgén

6. abra: ®11 dUTPaz szerepe S. aureus-ban [13]

Fontos megemliteni, hogy az Stl lehet az els6 fehérje jellegli dUTPaz inhibitor.
Erdekes, hogy az uracil N-glikozilaz (UNG) esetében — mely szintén egy, a DNS uracil
tartalmanak szabalyozasaban résztvevo enzim, akarcsak a dUTPaz — is létezik egy fag
eredetii inhibitor, az UGI (Uracil glikozildz inhibitor), mely hasonldéan az Stl-hez, erds
kotésen keresztiil gatolja az wuracil N-glikozilazt [14]. Ezen tulajdonsaganak

koszonhetOen széles korben alkalmazzak, mint UNG enzim inhibitort.
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25. Lassi és erds kotédésen keresztiill ~megvalésulé inhibicié

mMechanizmusanak vizsgalata enzimkinetikai modszerekkel

Ahogy korabban bemutattam, az Stl a @11 dUTPé4z-nak egy lassan és erdsen
ko6tddo inhibitora. A lassu és erds kotddésen keresztiil megvaldsuld inhibicié a gatlasi
mechanizmusok egy specialis csoportjaba tartozik. Az ilyen kdlesonhatasokon alapuld
reakciok megértéséhez azonban rendelkezniink kell a klasszikus enzimkinetikai

modszereken alapulé méréstechnikak elméleti €s gyakorlati ismereteivel.

2.5.1. Stacionarius, vagy steady-state kinetika

A klasszikus steady-state kinetika elsd altalanosan elfogadott leirasa Leonor
Michaelis és Maud Menten nevéhez fiizddik. A Michaelis-Menten modell szerint az

enzim reakcio a kdvetkezoképpen jatszodik le (1):
Kon Keat

E+S¢—ES P+5, 1

o @

ahol E az enzimet, az S a szubsztratot, az ES az enzim:szubsztrat komplexet, a P a
terméket jeloli.

A reakcio sebességét mindig steady-state, vagy mas néven stacionarius
allapotaban vizsgaljuk. A stacionarius allapot azt jelenti, hogy az ES komplex
koncentracidja allando (7. bara). Azt feltételezziik, hogy ez a stacionarius allapot
pillanatszerii gyorsasaggal all be. Ez a feltételezés akkor teljesiil, ha a szubsztrat kotés a
reakcional sokkal gyorsabb. A szubsztrat kotés sebességi allandoival ez a modell nem
foglalkozik.

A Michaelis-Menten modell tovabbi feltételezése, hogy a teljes szubsztrat
koncentracio6 és a szabad szubsztrat koncentracio megegyezik. Ez akkor valosulhat meg,
ha a szubsztrat koncentracidojahoz képest az enzim koncentracidja elhanyagolhatd
([E] <<<[S]). Ebben az esetben, ha a reakcio kezdeti szakaszat vizsgaljuk (ahol még a
szubsztrat kevesebb, mint 10%-a alakult at) elmondhatd, hogy a teljes szubsztrat
koncentraci6 és a szabad szubsztrat koncentracié megegyezik, mivel az ES komplexben

1év6 szubsztrat mennyisége az alacsony enzimkoncentracidé miatt elhanyagolhato.
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[So]

Termodinamikai
egyensuly

Koncentracio

Stacionarius

[Eo] [ES] szakasz
[E] d[ES]/dt = O
[P]
Idé
Stacionarius allapot eldtti Stacionarius allapot (stedy state)

helyzet (pre-stedy state)

7. abra: A stacionarius allapot [15]

Ha a Michaelis-Menten modell feltételei teljesiilnek, az enzimreakcio sebessége

a szubsztrat koncentraciojanak fliggvényében az alabbi egyenlet szerint valtozik:

Ky+ [S]

Tehat a reakcid sebessége egy maximum érték felé tart, amit Vax-nak neveziink.
Ha a szubsztrat koncentracidja nagyon magas, a reakcid sebessége eléri a maximalis
sebességet. A Vmax €rtékét az enzim koncentracio €s a katalizis sebességi allandojanak
(Kcat) Szorzata adja meg.

A Michaelis-Menten modellben az enzimreakcid a Vmax mellett egy masodik
allandoval, a Michaelis-Menten konstanssal (Ky) is jellemezhetd. A Ky formalisan a
maximalis reakciosebesség feléhez esé szubsztrat koncentracid. A Ky definidlhato az

egyenletben (3) szerepld sebességi allandokkal:

_ koff+ Kcat
Ky = ot et 3)

Amennyiben a K alland6 elhanyagolhatoan kicsi a szubsztrat disszociacios sebességi

alland6jahoz képest, akkor:

Ko
Km = Kif (4)

azaz a Ky = Kp disszociacios allandoval [15].
A Michaelis-Menten modell feltételeinek természetesen teljesiilniiik kell

inhibitor jelenlétében is, tehat: 1) az enzim koncentracidjanak elhanyagolhatdan kicsinek
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kell lennie az inhibitor koncentraciojahoz képest, ii) a reakciot staciondrius allapotban
vizsgaljuk, ahol az EI (enzim:inhibitor komplex) valamint az ES koncentracioja allando,

ii1) a stacionarius allapot pillanatszerii gyorsasaggal all be.

2.5.2. A lassu és erds kotédésen Kkeresztiil megvalosuld enzimgatlas

Ahogy azt lathattuk, a Michaelis-Menten modell szamos megkotést alkalmaz. A
lassu és erds kotddésen keresztiil megvalosuld inhibicidés mechanizmus azonban
jellegébdl adoddan a legtobb feltételnek nem felel meg.

Azon inhibitorok, melyek erds kolcsonhatason keresztiil kotddnek az enzimhez,
rendkiviil alacsony disszociacios allandoval rendelkeznek. Méréstechnikai okokbol
ezért nem megoldhato, hogy az enzim koncentracioja elhanyagolhatdan kicsi legyen az
inhibitor koncentraciok megegyeznek, nem teljesiil [16]. Emellett, ha az inhibitor
enzimhez vald kotédése lassan megy végbe, akkor az inhibitor:enzim komplex nem
pillanatszeriien gyorsan jon létre. gy az a feltétel sem teljesiil, hogy a reakciot egy
gyors eléegyensuly kialakulasa el6zi meg [17].

Az ilyen mechanizmuson keresztiil megvalosuld gatldas esetében azon az
idéskalan, ahol a gatolatlan enzimreakcid vizsgdlhato, nem csak a steady-state
enzimreakcidnak megfeleld linearis szubsztrat atalakitast latjuk, hanem az inhibitor
kot6désébol adodo, pre-steady-state szakaszra jellemz6 tranziens folyamatokat is. A
koriilményeket tovabb nehezitheti, ha az inhibicid tobb 1épésen keresztiil megy végbe,
pl: ha az inhibitor enzimhez torténd kotddését egy izomerizacids 1épés koveti. Az ilyen
bonyolult, soklépéses folyamatok jellemzése csak tranziens kinetikai moddszerekkel

lehetséges.

2.5.3. Tranziens kinetika

A tranziens kinetika vagy mas néven pre-steady-state kinetika a reakcido azon
szakaszat vizsgalja, ahol még nem alakult ki a termodinamikai egyensuly. Segitségével
megfeleld koriilmények kozott az elemi 1épések egyenként tanulmanyozhatok, és az igy
kapott elemi informaciok felhasznalasaval feldllithatunk egy, a teljes reakciot leird
modellt. A steady-state kozelitésre jellemzo, hogy altaluk csak kozvetett informaciok
nyerhetdek az enzim miikodési mechanizmuséarol, mig a tranziens kinetikai modszerek
segitségével a vizsgdlni kivant 1épést szelektiven tudjuk kovetni, igy segitségével
kozvetlen informaciot kapunk a vizsgalt reakciorol.
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3. Célkituzések

Az MTA TTK Enzimolégia Intézet Genom Metabolizmus és DNS Hibajavitas
Kutatocsoport munkéjaba bekapcsolodva lehetdségem nyilt az Stl fehérje, mint dUTPaz
inhibitor tanulmanyozasara.

Megfigyelték, hogy az Stl a human és a mikobakteridlis dUTPaz-okat is képes
gatolni, am eltéré mértékben, mely a gatlas fajspecifikus voltara utal. A human dUTPaz
aktivitasat 50 %, mig a mikobakterialis dUTPaz-ét 80 %-osan gatolja. A
Mycobacterium tuberculosis a tuberkul6zis megbetegedés egyik korokozodja, melynek
kezelésében nagy gondot okoz a tobbszordsen gyodgyszer rezisztens tOrzsek
megjelenése. Igy nem meglepd, hogy a mikobakteridlis dUTP4z-t, mint potencidlis
gyogyszercélpontot vizsgaljak. Ezen dUTPaz Stl gatlasi mechanizmusanak in vitro
vizsgalataval megérthetjiik, mi okozza az Stl gatlas mértékének kiilonbozdségét a
kiilonbozé fajokbol szdrmazd dUTPaz-ok esetén. Emellett ezek a vizsgéalatok
megalapozhatjak az Stl fehérjealaput dUTP4z inhibitorként térténd in vivo alkalmazasat.
Ezért munkam soran célul tliztem ki az Stl és a
Mycobacterium tuberculosis dUTPaz (MTB dUTPaz) kozott kialakuld kdlesonhatas in
vitro moédszerekkel torténd jellemzését.

Els6 Iépésként a vizsgalataimhoz sziikséges Stl, vad tipust és aktiv helyén
triptofdn pontmutdciot tartalmazod mikobakterialis dUTPaz fehérjék eléallitasat
kivantam véghezvinni. Azt, hogy a két dUTPaz varians aktivitasaban, valamint Stl-el
kialakitott kolcsonhatasaban van-e eltérés, steady-state ¢és tranziens kinetikai
modszerekkel terveztem megallapitani. Célom volt az Stl gatlasi mechanizmusanak
feltarasa, valamint a gatlo6 hatas mértékének meghatarozasa.

Fluoreszcencian alapulé méréstechnikak alkalmazasa mellett szerettem volna
megallapitani az Stl és a dUTPaz kozott kialakuld kdlcsonhatésra jellemz6 kinetikai
paramétereket, valamint vizsgalni kivantam az Stl jelenlétének hatdsat a dUTPaz

szubsztratkotésére.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Fehérje termelés

4.1.1. Kompetens sejt eloallitasa

A kompetens sejteket a QIAGEN protokollja alapjan allitottam el6.

5ml LB tapoldatba 5 pul (0,03 mg/ml) kloramfenikolt mértem, beoltottam
Escherichia coli BL21 Rosetta sejtekkel, majd razatas mellett 37 °C-on egy éjszakan at
novesztettem. A felndvesztett eldkultiraboél 500 pl-t atoltottam 50 ml 50 pl
kléramfenikolt tartalmazé LB tapoldatba. A sejteket 37 °C-on novesztettem orankénti
mintavétel mellett, mig az optikai denzitds (OD, Aeoonm) elérte az exponencidlis
novekedeési fazisra jellemzo 0,6-os értéket. A denzitds mérést Biochrom WPA CO8000
denzitométeren végeztem. A sejteket 3600 rpm-en centrifugaltam 4 °C-on 20 percen at,
ezt kovetden a feliiluszot eltavolitottam. A lefugalt sejteket 5 ml transzformald-puffer |-
ben (100 mM RbCI, 50 mM MnClI, 30 mM K-acetat, 10 mM CaCl,, 15 % glicerin
pH =5,8) felszuszpendaltam, majd 20 percre jégre raktam. Ismételt centrifugalast,
felszuszpendalast és jegelést kovetden 1 ml transzformalo-puffer 11-ben (10 mM MOPS
(3-[N-morfolino]-propanszulfonsav), 10 MM RbCIl, 75 mM CaCl,, 15 % glicerin
pH = 6,8) szuszpendaltam a sejteket. Végiil 15 % glicerint adtam a sejtekhez és 100 pl-
es adagokban folyékony nitrogénnel lefagyasztottam. A kompetens sejteket -80°C-o0s

hiitében taroltam a kovetkez6 felhasznalasig.

4.1.2. Transzformalas

Az MTB dUTPaz-t tartalmazo petl9b plazmid (expresszidos plazmid) DNS
kompetenssé tett sejtekbe vald bejuttatdshoz hdsokk moddszert alkalmaztam. 100 pl
kompetens baktériumsejthez 1 pl 10xhig 1,4 M B-ME-t (2-merkaptoetanol) pipettaztam
¢s 5 percig jégen hagytam. Ezutan hozzaadtam 30 ng plazmidot és 30 percig jegeltem a
sejteket. A hdsokk egy 90 masodperces 42 °C-os termosztaldst kovetd 2 perces
jegelésbol allt. Hozzaadtam 200 pl LB tapoldatot és a sejteket 1 6ran at 37 °C-on
200 rpm-en razattam. Ezt kovette egy szelekcios 1épés, ahol a BL21 Rosetta szelekcios
antibiotikuma mellé a plazmidon kodolt ampicillin rezisztencianak megfeleld
antibiotikumot (carbenicillint) is tettem az LB tapoldatba. Igy csak a sikeresen

transzformalt BL21 Rosetta sejtek szaporodtak. Végiil carbenicillint és kléramfenikolt
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tartalmazo taptalajra szélesztettem 50 pl mintat, majd 37 °C-on ndvesztettem a sejteket

12-16 6ran at.

4.1.3. Expresszio6

Az expressziés plazmiddal transzformalt, majd egy éjszakan 4t novesztett
sejtkultarat atoltottam 0,51 steril, kloramfenikol és carbenicillin antibiotikumokat
tartalmaz6 LB tapoldatba, majd a sejteket 37 °C-on szaporitottam.

A sejtkoncentracid valtozasat bizonyos i1dOkozonként vett mintdk optikai
denzitasdnak spektrofotometrids mérésével kovettem. A sejteket logaritmikus
novekedési fazisuk elején 500 ul 0,5 M IPTG-vel (izopropil-tiogalaktozid) indukaltam.

Az IPTG — ami az allolakt6z stabil analogja — a lac promoter ellenérzése alatt
allo T7 DNS-fiiggd RNS polimerdz enzimet kodold génrél meginditja a polimerdz
expresszidjat. Az igy termelddott T7 polimerdz tevékenységét a plazmidra irdnyitja a
nagyon erds T/7-specifikus promoter régio, amely a termelni kivant fehérje gén eldtt
helyezkedik el a plazmidon. Igy az IPTG hozzaadasaval a dUTPaz génrdl torténd
expresszidt tudtam beinditani. Harom oran keresztiil termeltettem az enzimet, kdzben
oranként 200 pl mintat vettem, melyek felhasznalasaval SDS-PAGE-el utdlag
ellenériztem az expresszid sikerességét. Ezt kovetden 20 percig centrifugaltam a
sejteket 4000 rpm-en, eltavolitottam a feliiluszot, a sejteket felvettem 20 ml dH,O-ben,
majd megismételtem a centrifugalast. Végiil a sejteket -80°C-os hiitOben taroltam a

kovetkezo felhasznalasig.
4.1.4. Feltaras

A feltaras célja, hogy megbontsuk a sejtfalat, és a plazmaban talalhato, oldhat6
fehérjéket sértetleniil oldatba vigyiik.

A sejtpelletet 50 ml lizis pufferben (50 mM TRIS HCI, 150 mM NacCl,
0,5 mM EDTA, 10 mM B-ME, 0,1 % Triton X-100, 1 mM PMSF (fenil-metil-szulfonil-
fluorid), 5mM benzamidin, 1x Complete, EDTA-free proteaz gatlo tabletta,
0,1 mg/ml DNaz, 0,001 mg/ml RNaz A, pH = 8) vettem fel.

A feltaras soran a sejteket Potter-csé segitségével homogenizaltam, majd a
feltdrando sejtmintat szonikaltam, 4x30 masodperces szonikalasi programot hasznalva.
A felmelegedés elkeriilése érdekében a feltards soran a sejtmintat jéggel hiitottem, a

ciklusok kozott fél perc hitési id6t alkalmaztam. Végiil a sejtfalmaradvanyokat és a
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feltaratlan sejteket centrifugalassal tavolitottam el (4 °C, 11000 rpm, 30 perc). A

feliilaszoban maradt fehérjéket kromatografias modszerrel tisztitottam.
4.1.5. Mycobacterium tuberculosis dUTPaz tisztitasa

A feltart fehérjét affinitas kromatografiaval tisztitottam Ni-NTA (Novagen)
toltetii oszlopon. A fehérje N-terminalisan 1évé hatszoros hisztidin cimke a nitrilo-
triecetsav altal kotott nikkel ionokkal keldtkomplexet képez, és ezaltal immobilizalodik.

A tisztitas megkezdése eldtt az etanolban tarolt oszlopot desztillalt vizzel
mostam, majd ekvilibraltam egy fehérjéket nem tartalmazo, alacsony NaCl-tartalma
pufferrel (LS (low salt) puffer: 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM B-ME,
5mM MgCly, pH =7,5). A fehérjéket tartalmazo feliiluszo mintat felvittem az oszlopra.
Az oszlopon nem specifikusan megkotddott szennyezé molekulakat alacsony és magas
NaCl-tartalma (HS (high salt) puffer: 20 mM HEPES, 300 mM NaCl, 10 mM B-ME,
5mM MgCl,, pH = 7,5) oldatos mosasokkal tavolitottam el. Ezutan 75 mM-o0s
imidazollal lemostam a nikkel ionnal szintén kelatkomplexet képzd aromas szennyezo
anyagokat. Végiil 0,5M imidazolt tartalmaz6 elucios oldattal (LS puffer, 0,5 M
imidazol, 10 mM B-ME, 0,1 mM PMSF, 5 mM MgCl,, 0,5 mM benzamidin, pH = 7,5)
mostam le a megtisztitott fehérjét, amibdl koriilbeliil 500 ml-enként mintat véve, majd
Bradford reagenshez pipettazva kdvettem az oszloprol lejovo oldat fehérjetartalmat. A
tisztitas eredményességét SDS-PAGE gélen elektroforetikusan ellenériztem. A
megtisztitott fehérje oldatot 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 10 mM f-
ME, 0,5 mM benzamidin tartalmu dializis pufferben dializaltam 16-18 6ran at, melynek
cé¢lja az imidazol eltavolitasa volt.

A tisztitasi folyamat befejeztével az oszlopot 1 M imidazollal, majd desztillalt

vizzel mostam. Ezutan az oszlopot etanollal feltdltve taroltam tovabb 4 °C-on.
4.1.6. Az Stl tisztitasa

Ebben az esetben az StI-GST fuzios fehérje génjét tartalmazd pGEX-4T-1
vektorral transzformalt Escherichia coli BL21(DE3)pLysS expresszalt sejtek a
rendelkezésemre alltak. Az 500 ml baktérium kultarabol szarmazo sejt pelletet 25 ml
feltaro pufferbél (50 mM TRIS HCI, 1 M NaCl, pH =7,5) készitett lizis pufferben
(10 mM B-ME, 0,1 % Triton X-100, 1x Complete, EDTA-free proteaz gatld tabletta,
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0,1 mg/ml DNaz, 0,001 mg/ml RNaz A, pH = 8) vettem fel. A feltarast a tovabbiakban a
mar kordbban ismertetett modon fejeztem be.

A fehérje tisztitdsdhoz haszndlt glutation-agaréz affinitds kromatografias
oszlopot 30 ml vizzel és 30 ml feltar6 pufferrel ekvilibraltam, majd a centrifugalas
soran nyert feliiliszoval 18 °C-on 30 percig inkubaltam. Ezt kdvetden az ates6 frakciot
gyljtéttem, majd az oszlopot 30 ml feltard pufferrel mostam, mellyel eltdvolitottam az
aspecifikusan kotédott szennyezé molekulakat. Ahhoz, hogy az Stl-t lehasitsam a
glutation-S-transzferazrol, az oszlopot 80 U (Calbiochem) trombint tartalmazé feltard
pufferel inkubdltam 18 °C-on egy ¢jszakan at. Az emésztést kovetéen a fehérjét
tartalmazo oldatot gyiijtéttem, majd az oszlopot 2x2 ml feltar6 pufterrel mostam. Az
oszlopra felkotédott GST-t 2x5 ml elucids oldattal (50 mM TRIS-HCI, 100 mM
redukalt glutation, pH = 8) tavolitottam el.

A tisztitasi folyamatot kovetGen sziikség Volt az oszlop regeneralasara. Ehhez
eldszor 10 ml regenerald oldat A-val (0,1 M Na-acetat, 0,5 M NaCl, pH = 4,5) mostam
at az oszlopot, majd ezt Gijabb 10 ml regeneral6 oldat B (0,1 M Na-acetat, 0,5 M NaCl,
pH = 8,5) kovette. Ezt haromszor ismételtem meg. Utolsé 1épésként 30 ml PBS oldatot
(200 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH=7,3) engedtem at az oszlopon, végiil 20 %

etanolban 4 °C-os hiitében taroltam.
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4.2. Fehérjevizsgalat

4.2.1. SDS poliakrilamid gélelektroforézis

Az elvalasztast poliakrilamid gélben végeztem, ami SDS (sodium-dodecil-
szulfat) denaturald agenst tartalmazott. Ennek hatasara a fehérjék elvesztették nativ
konforméaciojukat, feliileti toltésiik a teljes aminosav lancon negativva valt. A fehérjék
tehat eredeti toltésiiktol fliggetlentil a pozitiv toltés felé haladtak, az elvalasztast egyediil
az egyes proteinek mérete hatarozta meg, mely aranyos a molekulatomeggel. A gél egy
vékony, a kiilonboz6 fehérjék koncentralasat szolgald tomoritd (6 % poliakrilamid) és
egy elvalasztd (12 % poliakrilamid) rétegbdl allt.

A gélelektroforézist poliakrilamid géleken Protean III berendezésben (Bio-Rad)
végeztem. A fehérje savokat kolloidalis Coomassie Brilliant Blue festéssel (Biosafe
Coomassie stain; Bio-Rad) tettem lathatova.

A molekulatomeg meghatarozashoz PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

létrat hasznaltam.

A gél elvalszto €s tomoritd rétegének Osszetétele a kovetkezo volt:

Elvalaszto gél: 2,2 ml ddH,O, 1,25 ml elvalaszto puffer, 1 ml 40 % akrilamid,
50 pul 10 % SDS, 50 ul 10 % APS (ammoénium-perszulfat), 5 ul TEMED (N, N, N', N'-
tetrametil-etiléndiamin)

Tomorité  gél: 1,63 ml ddH,O, 625 ul tomoritd puffer, 244 pul 40 % akrilamid,
25 ul 10 % SDS, 25 pl 10 % APS, 5 ul TEMED

4.2.2. Koncentracio mérés

A fehérjék az aromds aminosav oldallincok miatt 280 nm-nél specifikus
fényelnyelést mutatnak. Az abszorbancia €s koncentracid kozti 6sszefliggést a Lambert-
Beer torvényt (5) adja meg, segitségével a tiszta fehérjék koncentracioja

meghatarozhat6:
A=c-l-¢ (5)

ahol a fehérjékre vonatkozd extinkcidos koefficienst (e, mg-ml'l-cm'l) az Expasy
ProtParam programjaval becsiiltem meg a fehérjék szekvenciaja alapjan (1. tablazat). A

mérést Nanodrop ND-2000 spektrofotométeren (Thermo Scientific) végeztem.
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Molekulatémeg (Da) ¢ (mg-ml*-cm™)

WT MTB dUTPaz 17966 0,166
H145W MTB dUTPaz 17966 0,471
Stl 34029 1,083

1. tablazat: A mérések soran hasznalt fehérjék Expasy Prot Param

programmal becsiilt molekulatomege és extinkcios koefficiens értékei

4.2.3. Fotometrias mérések

A vad tipusu valamint a fehérje aktiv helyén triptofdn pontmutaciot tartalmazéd
dUTPaz-ok aktivitisanak mérését spektrofotometriasan, 20 °C-ra termosztalva
végeztem a JASCO-550 UV/VIS spektrofotométerrel. A méréshez hasznalt oldat 1 mM
HEPES-t, 150 mM KCl-ot, 5 mM MgCl,-ot és 40 uM fenolvords sav-bazis indikatort
tartalmazott (pH = 7,5). A dUTPaz altal katalizalt reakcié soran protonok szabadulnak
fel, amelyek mennyisége egyenesen aranyos az elhidrolizalt dUTP mennyiségével.
Mivel az oldat gyengén pufferolt, a dUTP hidroliziséb6l felszabaduld protonok
detektalhatd mértékben savanyitjadk a kozeget, amit a fenolvords sav-bazis indikator
szinvaltozasanak 559 nm-es hulldmhosszon valé abszorbancia mérésével tudtam

kovetni.
dUTP + H,O0—> dUMP + PP; + nH", ahol n a kdzeg pH-jatol fiigg (6)

A méréseket minden esetben 50 nM dUTPaz-al végeztem, a reakciét a dUTP

hozzaadasaval inditottam.

4.2.3.1. A fehérjék steady-state aktivitdsanak meghatdrozdsa

A dUTPé4z variansok steady-state aktivitdsinak mérése soran kapott reakcid
gorbék elsé 10 %-ara illesztett egyenes meredekségébdl meghataroztam a kezdeti
reakcidosebességet. Az adott szubsztrat koncentracidhoz tartozd kezdeti sebességet (Vo)

az alabbi egyenlet alapjan szamoltam ki:

Vo = —z 7
0 [E]_% (7)
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ahol V, a kezdeti sebesség, m az illesztett egyenes meredeksége, [S] a szubsztrat
(dUTP) koncentracidja, [E] az enzim koncentracidja, AA a reakcio kezdeti- és végpontja

kozotti abszorbancia kiilonbség.

4.2.3.2. Steady-state enzim aktivitds fotometrids meghatdrozdsa erds kotédésen

keresztiil megvaldsulé inhibicid esetén

Az Stl feltételezhetden egy lassi, de erds kotddésen keresztiill megvalosuld
inhibicids mechanizmussal gatolja a ®11 dUTPaz enzimet. Erre a tipusi mérésre
jellemzd, hogy az inhibitor lasstt kotddése, valamint disszocidcidja miatt azon az
iddskalan, ahol a gétolatlan reakcid steady-state koriilmények kozott vizsgalhatd, még
nem all be a stacionarius allapot. Ebben a meghosszabbodott pre-steady-state
szakaszban exponencialis lefutast tranziensek jelennek meg. A lassu és erds kotddéssel
jellemezhetd inhibitorok gétldsi mechanizmusanak vizsgalata kétféleképpen lehetséges:
1) a szubsztratot €s az inhibitort egy idében adjuk az enzimhez, ii) a szubsztrat
adagolasat az enzim és az inhibitor egyiittes eldinkubalasa el6zi meg. EIGbbi modszer
esetén a megjelend tranziens folyamatok vizsgalatdval az inhibitor asszociacids €s
disszociacios sebességi allandojardl kaphatunk informaciot. A masodik modszer
hasznalatdval a gyorsan kotd szubsztratot mar csak akkor adjuk az enzimhez és
inhibitorhoz, amikor az enzim:inhibitor komplex mar kialakult. igy a szubsztrat
hozz4addsa utan a gatolt enzim steady-state aktivitasat reprezentalod linearis szakaszt
figyelhetiink meg. Bizonyos inhibiciés mechanizmusok esetében (pl. kompetitiv
inhibicid) az eléinkubalasos modszert alkalmazva is megjelenhetnek a reakcio kezdeti
szakaszan tranziens folyamatok. Ebben az esetben ezek a tranziensek az inhibitor
disszociaciojarol szolgaltatnak informaciot.

Mivel az Stl dUTPaz-hoz vald kotddését mas méréstechnika alkalmazésaval is
lehetdségem volt vizsgalni, az inhibitor jelenlétében torténd fotometrids aktivitdismérés
soran csak a valodi steady-state szakaszt kivantam kiértékelni. Ehhez, az egyszeriibb
kivitelezés és kiértékelés miatt az eldinkubdldsos modszert valasztottam. Az Stl-t és a
dUTPaz-t a mérés megkezdése elbtt 5 percig egylittesen eldinkubaltam, majd a reakcio
gorbe lineéris szakaszara egyenest illesztettem. Itt fontos megjegyezni, hogy a reakci6
gorbék vége, feltételezhetden termék gatlas és szubsztrat fogyasanak kovetkeztében mar
nem volt linedris. Ezt a részt szintén kihagytam az illesztésbol.

A reakci6 gorbékre illesztett egyenesek meredekségébdl a (7) egyenlet

segitségével kiszamoltam a reakcid steady-state sebességét (Vss). A kapott sebesség
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értékeket az Stl koncentracid fiiggvényében abrazoltam, majd a pontokra a dUTPaz és
Stl fehérjék kozott 1:1 sztdchiometridval, erds kotddésen keresztiil megvaldsuld
komplexképzddési modellnek megfeleld egyenletet (kvadratikus egyenlet) illesztettem
(8). A gorbeillesztéskor felhasznalt egyenlet a kdvetkezo:

A(c+x+K;))—/(c+x+K)%—4x-C
2-c

y=5+ 8)
ahol x a valtoz6 Stl koncentracio, S a gatolatlan enzim aktivitasa (y=S ha x=0), A az Stl
nélkiil mért aktivitashoz képest mért valtozas mértéke az Stl-el telitett végallapot esetén,
¢ a dUTPaz koncentracioja, K;az Stl-re vonatkozo disszociacios allando.

Az egyenletnek négy paramétere van, amelyek koziil az illesztés soran a dUTPaz
koncentraciot valasztottam valtozatlannak, a tobbi paraméter esetén kezdeti értéket

adtam meg, amit az Orgin Lab 8.5 program az iterdlas soran hasznalt fel.

4.2.3.3. Szubsztrdt telitési gorbék meghatdrozdsa

A reakciosebességek szubsztrat koncentracio fliggvényében vald abrazoldsaval
kapott pontokra a Michaelis-Menten modellnek megfeleléen hiperbolat illesztettem,
amelynek egyenlete:

_ Vmax [S]
Kyt [S]

(2)

ahol v a mért kezdeti sebesség (gatolatlan reakcio esetén), vagy a mért steady-state
sebesség (gatolt reakcid esetén), S a dUTP koncentracid, Vmax a maximalis
reakciosebesség ¢s Ky a Michaelis-Menten allando.

A gatolt reakcid szubsztrat telitési gorbéjének meghatarozasdhoz a reakcio
gorbéket az 4.2.3.2. fejezetben leirtaknak megfelelden értékeltem ki. Ehhez a méréshez
alland6 Stl koncentraciot alkalmaztam (150 nM) és az Stl-t a dUTPaz-al a kordbbiakhoz
hasonloan 5 percig eldinkubéaltam. Az Stl esetében a 150 nM-t telitési koncentracionak
vettem, ugyanis a korabbi mérések alapjan tovabbi Stl hozzdaddsa mar nem

csOkkentette a dUTPaz aktivitasat.
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4.2.3.4. Az MTB dUTPaz aktivitdsmérés Stl jelenlétében fotometrids mdodszerrel

Azokban az esetekben, amikor Stl jelenlétben felvett reakciogorbék elején
megfigyelhetd tranziens folyamatokat is ki kivantam értékelni, a reakcido gorbékre az
alabbi egyenletet illesztettem, mely egy exponencidlis és egy linedris tagbol tevodik

0ssze:.

y=Al—-e ™) +mt+c 9)

ahol A az exponencialis taghoz tartozo abszorbancia valtozas, k a sebességi allando, t az
1d6, m az exponencialis fazist kovetd linearis szakasz meredeksége, ¢ pedig a gorbe
végpontjanak abszorbancia értéke. Az egyenes meredekségébdl a reakcid sebességet a

korabbiakhoz hasonldéan szamoltam.

4.2.4. Stopped-flow mérések

A stopped-flow (megallitott aramlas) modszer a tranziens kinetikai mérések
egyik eszkoze, amellyel a reakcid milliszekundumos skalan tanulmanyozhaté. A miiszer
a reakcid kiinduldsi reagenseit nagy sebességgel Osszekeveri egy kiivettdban. A
kiivettaba aramlo keverék az el6zdleg ott tartozkodo folyadékot kimossa. Ezt kdvetden
a miszer az aramlast szinte azonnal megallitja. A kiivettaban tartdzkodd folyadékbol
szarmazd spektroszkdpiai jelet a miiszer mar az 0sszekeverés pillanatatol méri. A mért
jel viszont csak akkor lesz értelmes, ha az aramlas megallitodik. Az dsszekeverés €s a
megallitas pillanata kozott eltelt id6 a holtido.

A méréseket 20 °C-ra termosztalva az Applied Photophysics SX-20 stopped-
flow miiszeren mértem, melynek holtideje 2 ms. A mérés soran a fluoreszcens jelet
kovettem, amelyet az enzim aktiv helyére mutacidval beépitett triptofan tett lehetévé. A
triptofan fluoreszcencidt 295 nm hullamhosszii fénnyel gerjesztettem, majd a jelet

320 nm hullamhossz felett egy 320LP sziir§ segitségével mértem.
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4.2.4.1. dUTP kétés

A H145W MTB dUTPaz dUTP kotésének vizsgalatat pszeudo-elsdrendii
koriilmények kozott végeztem ([E] << [S]). Igy a latszolagos sebességi allando értéke
csak a dUTP koncentraciojatol figgott.
dUTP-t hasznaltam (5-30 uM). A dUTPéz-t és a dUTP-t a dializis pufferben higitottam.
A kapott gorbék az alabbi dupla exponencialis egyenlettel voltak jellemezhetdek:

y = (()’01 - Yoz) - Az) et + A eF2t 4y, (10)

ahol A; a masodik exponencialis tagokhoz tartozé fluoreszcencia valtozas, Ky az adott
dUTP koncentracido mellett mérhetd latszolagos sebességi allandod, t az 1d6, yo; a gorbe
kezdépontjanak fluoreszcencia értéke, melyet lefixaltam a puffer értékére, yo, pedig a
gorbe végpontjanak fluoreszcencia értéke. Az Yo és az Yo, érték kiillonbsége megadja a
teljes fluoreszcencia valtozast, mig az ((Yoi- Yoz2)-Az) kifejezés els6é exponencialis taghoz
tartozo fluoreszcencia valtozas (A;) értékével egyenld.

A dUTP kotésre vonatkozd latszolagos sebességi allandokat a szubsztrat
koncentraci6 fliggvényében abrazoltam. A pontokra illesztett egyenes meredeksége a
Kon (asszociacios sebességi allandd), az y tengely metszéspontja a ko (disszociacios
sebességi allando) sebességi allandokat reprezentaljak, melyekbdl az alabbi 6sszefliggés
alapjan a Kp disszociacios allandé meghatarozhato:

Ko
Kp = Kif (11)

4.2.4.2. Aktiv hely titrdlds

Az aktiv hely titrdlds soran olyan szubsztrat koncentracidkat alkalmazunk,
melyek az egyszeri és a tobbszords atviteli reakciot is lefedik, igy lathatova valik az
atmenet. Egyszeri atviteli koriilményeket gy hozhatunk létre, hogy az enzim
koncentracidjanal alacsonyabb szubsztrat koncentréaciot alkalmazunk
([dUTP] < [dUTPaz]). igy a szubsztrat épp annyira elegendé, hogy a dUTPaz egy
enzimatikus ciklusa lejatszodjon. Ha az enzim koncentracidja alacsonyabb, mint a
szubsztrat koncentracioja, tobbszords atviteli koriilményrdl beszéliink, mely sordn mar
beall a steady-state allapot az enzimatikus reakcioban. A H145W MTB dUTP4z aktiv

hely titralasahoz 15 uM enzimet (kiivetta koncentracio) és valtozé dUTP koncentraciot
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hasznaltam. Az enzimet és a szubsztratot a dUTPéz dializis pufferében higitottam. Az
egyszeri atviteli korilmények kozott felvett fluoreszcencia gorbékre haromszoros
exponencialis gorbét illesztettem (12). Az illesztett exponencialis gorbék
hatvanykitevoiben szereplé k koefficiensek megadtak az adott folyamatra jellemz6

sebességi allandokat.
y=A;(1—-e ™)+ A4,(1—e )+ A;(1 —e kst + ¢ (12)

ahol Ay az exponencialis tagokhoz tartozo fluoreszcencia valtozas, kx a sebességi
allando, t az 1d0, c pedig a gorbe végpontjanak fluoreszcencia értéke.

A vad tipust MTB dUTPaz esetében, mivel az nem tartalmaz triptofan jelolést,
az aktiv hely titralast a fotometrids mérés mintajara fenolvords indikatorban végeztem.
A méréshez hasznalt puffer 40 pM helyett 100 uM fenolvords indikatort tartalmazott,
mellyel megnéveltem az indikator protonfelvételre vonatkozo kapacitasat. A fehérjét a
fenolvoros indikator oldatban 2x1 6ran keresztiil dializaltam, a dUTP szubsztratot a
dializis pufferben higitottam, mellyel elértem, hogy az enzim és a szubsztrat azonos
pufferben legyenek. A méréseket 20 °C-ra termosztalva, 30 uM dUTPaz koncentracio
(kiivettara vonatkoztatva) mellett végeztem. A sav-bazis indikator szinvaltozasat
559 nm-es hullamhosszon kovettem. Az 1d6 fliggvényében kapott reakcid gorbékre

egyszeres exponencialis gorbét illesztettem:
y=A(1l—-e*)+¢ (13)

ahol A a kezdd- €s a végpont kdzotti abszorbancia valtozas, k a sebességi allando, t az

1d6, ¢ pedig a gorbe végpontjanak abszorbancia értéke.

4.2.4.3. A dUTPaz:Stl komplex disszocidcids dllandéjanak meghatdrozdsa

A dUTPaz:Stl komplex disszociacios allandojat is stopped-flow segitségével,
pszeudo-elsérendii koriilmények kozott ([Stl] << [dUTPaz]) hataroztam meg. A mérést
alland6, 1 uM Stl koncentraci6é (kiivettira vonatkoztatva) és valtozo H145W MTB
dUTPaz koncentracid mellett hajtottam végre. A fehérjék higitasdhoz azt a puffert
hasznaltam, melyben kordbban a dUTP4z dializisét végeztem. A mérés soran kapott
gorbékre egyszeres exponencidlis gorbét illesztettem (13), melyben az A a kezdd- és a

végpont kozotti fluoreszcencia véltozas, k a latszélagos sebességi allando, t az idd, c
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pedig a gorbe végpontjanak fluoreszcencia értéke. Az igy kapott latszdlagos sebességi
allandokat a dUTP4z koncentracio fliggvényében abrazoltam.

A pontokra illesztett egyenes meredeksége a kon (asszociacidos sebességi
alland6), az y tengely metszéspontja a ko (disszociacios sebességi allando) sebességi
allandokat reprezentaljak, melyekbdl a (11) Osszefiiggés alapjan a Kp disszociacios

alland6 meghatarozhato.

4.2.5. Fluorimetrias mérések

A H145W MTB dUTPaz fluorimetras vizsgalatat az tette lehetévé, hogy az aktiv
helyen talalhat6 triptofAn miatt a szubsztratok (dUTP, dUPNPP) valamint a termékek
(dUMP, PP;) megkotése fluoreszcencia valtozassal jar. A méréseket a JOBIN YVON
Fluoromax-3 spektrofluoriméterrel, 20 °C-ra termosztalva végeztem el. A mintat
295 nm hullamhosszi fénnyel gerjesztettem, majd a fluoreszcenciat a maximalis
intenzitasnak megfelelé hullamhossz értékeken, a szabad dUTP4z esetében 355 nm-en,
a dUTPaz:Stl komplex esetében 340 nm-en detektaltam. A kiilonbség abbol adodik,
hogy az Stl kotddése valamelyest eltolja a dUTPaz-bol eredd maximalis intenzitdsnak
megfelelé csucsot. A mérésekhez 3 uM dUTPaz-t és 6 uM Stl-t hasznaltam, melyek
higitasat a dializis pufferben végeztem.

A dUTPAaz:Stl komplexszel végzett vizsgalatok soran a méréseket a dUTPaz
valamint az Stl egyiittes cléinkubalasa clézte meg. Az elGinkubalassal és az Stl
feleslegben valo alkalmazasaval elértem, hogy az Osszes dUTPaz telitve legyen a

hozzaadott inhibitorral.

4.2.5.1. Disszocidcids dllandé mérése fluorimetrids titrdldssal

A H145W MTB dUTPaz termékekre (dUMP, PP;) vonatkoztatott disszociacios
allandojat fluorimetrids titraldssal hatdroztam meg. A méréseket addig végeztem, amig
tovabbi termék hozzdadasara mar nem valtozott az enzim fluoreszcenciaja.

A mérés soran kapott nyers adatokat a puffer jelével valamint a higulassal
korrigaltam, majd a dUTPaz-ban talalhatd triptofanbdl eredd6 maximalis intenzitas
értékhez relativizaltam. A kapott pontokra az 1:1 sztochiometridval megvalosulo

komplexképzodési modellnek megfeleld egyenletet (kvadratikus egyenlet) illesztettem:

A(c+x+Kp)—/ (c+x+Kp)2—4-x-c

y:S+ 2'c

(14)
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ahol x a valtozd szubsztrat/termék koncentracid, S a gorbe kezddpontjanak relativ
fluoreszcencia értéke, A a kezdo- és végpont kozotti relativ fluoreszecencia kiilonbség, a
valtozas amplitudoja, ¢ a dUTPaz koncentracioja, Kp az enzim:ligandum disszociacios
allandoja.

Az egyenletnek négy paramétere van, amelyek koziil a dUTPaz koncentraciot
valasztottam valtozatlannak, a tobbi paraméter estén kezdeti értéket adtam meg, amit az

Orgin Lab 8.5 program az iteralas soran hasznalt fel.

4.2.5.2. dUPNPP H145W MTB dUTPdz:Stl komplexhez vald kétédésének vizsgdlata

fluorimetrids médszerrel

A mérésekhez 3 uM H145W MTB dUTPaz-t és 6 uM Stl-t hasznaltam. A mérés

soran kapott reakcid gorbékre dupla exponencialis gorbét illesztettem.
y=A41—-eMt)+4,(1—e ") +¢ (15)

ahol Ay az exponencialis tagokhoz tartozo fluoreszcencia valtozas, kx a sebességi
allando, t az 1dd, c pedig a gorbe végpontjanak fluoreszcencia értéke.
Az exponencialis tagokhoz tartozd fluoreszcencia valtozas értékeket, azaz az

crcr

pontokra hiperbolikus egyenletet illesztettem:

_ Amax [S]

" Kp+[S] (16)

ahol v a mért kezdeti sebesség, S a dUPNPP koncentracio, Amax a maximalis amplitado

és Kp a disszociacios allando.
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5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. MTB dUTPaz fehérjék expresszidja és tisztitasa

A munkam megkezdéséhez els6é I€pésként sziikségem volt a vizsgalni kivant
fehérjék megfeleld mennyiségben €s tisztasagban torténd eloallitasara.

A Kkisérleteimhez harom kiilonb6z6 fehérjére volt sziikkségem: az Stl-re, a vad
tipust M. tuberculosis dUTPaz-ra (WT MTB dUTPaz, WT: wild type) illetve egy, az
aktiv helyén triptofan pontmutaciot tartalmazo M. tuberculosis dUTPaz-ra (H145W
MTB dUTPaz). Utébbit fluoreszcencidn alapuld méréstechnikdk alkalmazédsa mellett

kivantam felhasznalni.

5.1.1. MTB dUTPaz-ok expresszidja és tisztitasa

Els6 lépésként a vad tipusu valamint a H145W MTB dUTPaz enzimek
expresszidjat végeztem el, melyet BL21 Rosetta sejtek IPTG-vel valo indukciojaval

valdsitottam meg. Az expressziok eredményét a 8. abra mutatja, melyen jol lathatok a

MTB dUTPaz fehérjéknek megfelel6 18 KDA-os savok.

WT MTB H145W MTB
dU"I'Péz dU"I'Péz

kka M  Oh 3h Oh  3h

8. abra: A kétféele MTB dUTPaz
expresszidjanak eredménye

M: marker, Oh, 3h: IPTG-vel val6 indukci6 idStartama
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Az expresszi6 utan elvégeztem a fehérjék Ni-NTA toltetti oszlopon torténd
tisztitasat. Ehhez az indukalt sejtek feltarasat kovetd centrifugélas sordn nyert feliiliszot
hasznaltam. A tisztitds eredményességét SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
ellenériztem (9. és 10. abra). 500 ml kultarab6l 12 mg WT MTB dUTPaz-t valamint
13,5 mg H145W MTB dUTPaz-t sikertilt tisztitanom.

kba M P FU AF SM MI MI E E

15
9. abra: WT MTB dUTPaz tisztitasanak eredménye
M: marker, P: pellet, FU: feliiltszo, AF: atfolyd, SM: s0s mosas,

MI: 75 mM imidazolos mosasbol szarmazo, E: eltucios frakciok

10. abra: H145W MTB dUTPaz tisztitasanak eredménye
M: marker, P: pellet, FU: feliiliszo, AF: atfolyo, SM: s6s mosas,

MI: 75 mM imidazolos mosasbol szarmazo, E: eltcios frakciok

A fehérjesavok Osszehasonlithatosdga érdekében mindegyik frakciobol azonos
mennyiségii mintat készitettem, melyekbdl az eliicios frakciok kivételével 10 pl-t vittem
fel a gélre. Az elucios frakciok esetében csak 5 pl mintdt hasznaltam a magas

fehérjetartamuk miatt, azonban még igy is tal toménynek bizonyultak. Ennek
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kovetkeztében erdsen latszanak a szennyezok is, bar azok koncentracidja a dUTPaz-ok
koncentracidjahoz képest alacsony. Ezt tdmasztja ald az is, hogy kevésbé koncentralt
minta esetén (10. abra masodik elucios minta) a dUTPaz-nak megfeleld sdv még jol

latszik, a szennyezok viszont eltiinnek.

5.1.2. Stl fehérje tisztitasa

Kovetkezd 1épésként az Stl tisztitasat végeztem el. Ebben az esetben az
expresszalt sejtek a rendelkezésemre alltak, igy a sejtek novesztését kovetden a GST-vel
fuzionaltatott Stl fehérje tisztitasat glutation-agardz affinitas kromatografias oszlop
felhasznalasaval oldottam meg. A folyamat soran nyert frakciokat SDS poliakrilamid
gélen futtattam meg, hogy megallapitsam a fehérjetisztitas eredményességét (11. abra).

500 ml kultarabol 1,9 mg Stl-t tisztitottam.

AF MO M ON-TR M1 M2 E1l E2

11. 4bra: Az Stl tisztitasanak eredménye
P: pellet, FU: feliilaszo, AF: atfolyd, M: marker, MO: moso frakcio, ON-TR: trombinnal torténd hasitas

utan ates6 frakcid, M1; M2: trombinnal torténd hasitas utani moso frakciok, E1; E2: elacids frakciok

A gélképen 34 kDa-ndl jol lathatok az Stl-nek megfeleld fehérje savok mind a
trombinnal torténd hasitast kovetd mintavétel sordn nyert atesé (ON-TR), mind a mos6
(M1, M2) frakcidkban, melyek az oszlopon még fennmaradt fehérjét tartalmazzak. Az
elucios mintakban (E1, E2) — melyekben az oszlopon fennmaradt glutation-S-
transzferazt gylijtottem — jol lathatd a 26 kDa-os GST, egy kevés szabad Stl, tovabba,
mivel az Stl hasitdsa nem volt 100 %-osan hatékony, 60 kDa-nal lathato egy kis
mennyiségli GST:Stl komplex is. Ettdl eltekintve az Stl tisztitadst eredményesnek itéltem
meg. A tovabbiakban az ON-TR frakcioval dolgoztam, mivel ez tartalmazta a legtobb
Stl fehérjét.
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5.2. MTB dUTPaz-ok aktivitisainak meghatirozasa

Mivel a késobbiekben a H145W MTB dUTPaz-t a fluoreszcencids mérések
soran, mint kvazi vad tipust dUTPaz-t kivantam vizsgalni, meg kellett hataroznom,
hogy nincs-e szamottevo kiilonbség a vad tipusu, illetve a H145W MTB dUTPaz és az
Stl kdlesonhatasa kozott.

A H145W MTB dUTP4z mutans esetében mar végeztek steady-state aktivitas
vizsgalatokat annak megallapitdsara, van-e barmi hatasa a triptofan megjelenésének az
enzim aktiv helyén. Ennek soran a WT és a H145W MTB dUTP4az aktivitdsaban nem
mutattak ki kiilonbséget [7]. En azonban a tovabbiakban vizsgalni kivantam azt is, hogy
az Stl, mint inhibitor a mutaci6 ellenére hasonldéan képes-e gatolni a két dUTPaz
varianst. Ehhez elsé Iépésként meg kellett bizonyosodnom arrél, hogy az altalam
tisztitott fehérjék valoban hasonl6 aktivitassal rendelkeznek.

El6szor a dUTPaz-ok Michaelis-Menten szubsztrat telitési gorbéit vettem fel,
mely informaciot szolgaltat a dUTPaz-ok maximalis reakciosebességérdl, valamint a
Kwm értékrél. A méréshez 50 nM MTB dUTPéz-t és valtozd koncentracioji dUTP-t
hasznaltam, 1-50 uM tartomanyban. A kapott katalitikus allandokat a szubsztrat
koncentraci6 fliggvényében abrazoltam (12. abra). A mérést haromszor ismételtem meg.

= WTMTE dUTPaz
# H145W MTB dUTPaz

0,0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

dUTP (uM)

12. abra: Az MTB dUTPaz-ok szubsztrat telitési gorbéi
A gorbék adatai: WT MTB dUTPé4z Ve 3,0£0,1 st Ku=1,4+£0,3 uM
H145W MTB dUTPAZ Vi 0,7 £ 0,04 s, Ky= 1,3 £ 0,4 uM
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Az alabbi tablazat (2. tablazat) tartalmazza a harom mérés soran kapott kinetikali

paraméterek atlagait:

Vimax (s-l) Ku (uM)
WT MTB dUTPaz 2,6+0,6 1,4+0,1
H145W MTB dUTPaz 0,8+0,2 16+1,2

2. tablazat: A mérés soran kapott gorbék adatai

A WT MTB dUTP4z maximalis reakcidsebessége 2,6 s'-nek, mig a H145W
MTB dUTP4z maximalis sebessége 0,8 s'-nek adodott. Ezen eredmények dsszhangban
vannak a korabbi eredményekkel, miszerint a vad tipusit dUTPaz aktivitasa 1,2-5,8 st
kozott [7, 8, 18], a triptofan mutaciot tartalmazé dUTPaz katalitikus aktivitasa 1,2-
2,4 5 [2, 18] kbzbtt mozog.

A steady-state kisérletekben a két MTB dUTPaz varians aktivitas kozott
viszonylag nagy kiilonbséget talaltam. A kiilonbség eredhet a két fehérje katalitikus
allandoja kozotti valodi kiilonbségbdl, vagy a fehérje prepardtumok mindsége kozotti
kiilonbségbdl is. Ennek eldontésére tranziens kinetikai mdodszerrel megéllapitottam a
fehérjék egyszeri atviteli (single turnover) aktivitasat.

A H145W MTB dUTPaz esetében a triptofan fluoreszcencia tette lehetdvé, hogy
stopped-flow segitségével tanulmanyozhassuk a dUTPaz enzimatikus reakcidjanak
Iépéseit (13. abra). A mérést egyszeri atviteli koriilmények kézott végeztem, mely soran
nem toreksziink a steady-state allapot elérésére, éppen ellenkezdleg: a mérés soran az
enzim koncentracidja magasabb, mint a szubsztrat koncentracidja, vagy egyenld vele.
fgy a szubsztrat épp annyira elegendé, hogy a dUTPaz egy enzimatikus ciklusa
lejatszodjon. Az aktiv hely titralas kezdetén olyan koncentraciokat alkalmazunk, ahol
még biztosan teljesiilnek az egyszeri atvitel feltételei, majd a koncentraciot addig

emeljiik, mig el nem érjiik a tobbszori atviteli koriilményeket.
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13. abra: A H145W MTB dUTPaz mutanssal mért aktiv hely titralas eredménye

srr

A szubsztrat megkdotése fluoreszcencia csokkenéssel, mig a termékek — dUMP és
PP; — elengedése fluoreszcencia novekedéssel jar, nem csak a szubsztrat kotott
allapothoz, de a szabad enzim fluoreszcenciajahoz képest is. A hidrolizis 1épés nem jar
fluoreszcencia valtozassal [8, 9]. A termék elengedés sebessége a hidrolizis
sebességének felel meg, hiszen ezen sebesség-meghatarozo I€pés limitalja a termék
felszabadulasanak sebességét [9]. Abban az esetben, ha a reakcié soran valoban csak
egyszeri atvitel torténik, a reakcid gorbékre tripla exponencidlis illesztheté (12). A
gorbe els6 két szakasza a dUTP kotést jellemzi, mig a harmadik fazis exponencialis
koefficiense megadja a hidrolizis katalitikus sebességét [8, 9]. Abban az esetben, ha
adott koncentracid viszonyok kozott mar nem érvényesiilnek az egyszeri atviteli
koriilmények, a reakcidgorbére nem illeszthetd tripla exponencidlis.

A H145W MTB dUTPé4z esetében az egyszeri atviteli sebesség 1,7 s, mely
ugyancsak jo 6sszhangban van a korabban mar publikalt adatokkal [18]. A mérés arrol
is informaciot ad, hogy a fehérje minta hany szézaléka aktiv. A bemutatott mérés soran
15 uM dUTPaz-t alkalmaztam, tehat ha az enzim 100 %-a aktiv, akkor az egyszeres
atvitel 15 pM dUTP hozzdadasanal még megfigyelhetd lenne. Az 5 és 10 uM dUTP
jelenlétében mért reakciogorbékre még tudtam tripla exponencialis egyenletet illeszteni,
a 15 pM dUTP-vel mért gorbére azonban mar nem. Ez alapjan az aktiv fehérjék aranya
a mintaban legalabb 75 %, de biztosan kisebb, mint 100 %. A tobbszords atviteli
koriilmények kozott ([S]>[E]) mért gorbéken jol megfigyelhetd egy alacsony
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fluoreszcencidval jellemezhetd vizszintes fazis. Ez megfeleltethetd a steady-state
allapotnak, amikor az enzim folyamatosan a spektroszkopiailag csendes hidrolizis
allapotaban van.

A vad tipust MTB dUTPaz esetében is vizsgaltam a fehérje egyszeri atviteli
aktivitasat. Itt azonban nem volt lehetdségem fluoreszcencia alapti meghatérozésra,
ezért a mérést fenolvords indikator oldatban végeztem, és az abszorbancia valtozason
keresztiil tanulmanyoztam a reakcidt (14. abra). A mérés soran 30 uM WT MTB
dUTPaz-t alkalmaztam. Ebben az esetben azt varjuk, hogy egyszeri atviteli

koriilmények kozott a reakcid gorbe egy egyszeres exponencialissal lesz leirhato.
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14. abra: A WT MTB dUTPaz-al mért aktiv hely titralas eredménye

Ennél a tipusu mérésnél nem lehet egyértelmiien leolvasni, pontosan mely dUTP
koncentracional jelenik meg az egyszeri atvitel, mivel az egyszeres exponencialistol
valo szignifikdns eltérést sokkal nehezebb detektdlni, igy a mérés alapjan a mintdban
talalhat6 aktiv fehérje aranya is nehezebben meghatarozhatd. A hidrolizis sebességének
megadasahoz azokat a gorbéket elemeztem, amelyek esetében biztosan fenn all az
egyszeri atviteli koriilmény ([E] <[S] (50 %)). A hidrolizis sebessége a vad tipust
dUTPaz esetében 3,5 s™-nak adodott.

Az alabbi tablazat (3. tablazat) osszefoglalja a kiilonb6z6 aktivitasmérések soran

kapott sebesség értékeket:
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ksteady-state (5_1) ksingle turnover (5_1)
WT MTB dUTPiaz 2,6 0,6 3,50+ 0,02
H145W MTB dUTPaz 0,8+0,2 1,7+0,2

3. tablazat: A két MTB dUTP4z variansra jellemzo aktivitas értékek

Az egyszeri atviteli aktivitdsmérések soran valamivel magasabb értékeket
kaptam, melynek oka, hogy ennél a mérésnél a fehérje minta aktiv hanyadara
vonatkoztatva kapjuk meg az eredményt, mig a fotometrias méréseknél nem tudjuk,
hogy a reakcidelegyhez adott fehérje mennyiség pontosan hany szézaléka aktiv.

A mérések alapjan elmondhatd, hogy a H145W MTB dUTPaz aktivitasa
valamivel alacsonyabb, mint a WT MTB dUTPaz aktivitasa. A Ky értéke azonban
valtozatlan a WT MTB dUTPaz-hoz képest. A humadn dUTPaz kinetikai
mechanizmusdnak részletes vizsgalata sordn kimutattak, hogy nincs kiilonbség a vad
tipusu és a triptofan mutaciot tartalmazo dUTPaz-ok reakcié mechanizmusa kozott [9].
Emellett azt is megallapitottak, hogy a két dUTP4z varians kristalyszerkezetében nincs
jelentds eltérés [7]. A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a WT és a H145W MTB
dUTP4z altal katalizalt reakci® mechanizmusaban nincs kiilonbség, annak ellenére,

hogy a katalitikus 1épés hatékonysaga eltéro.

5.3. Az Stl gatlasi mechanizmusanak steady-state vizsgalata: a gatlas Stl-
koncentracio fiiggése

Az Stl WT MTB dUTPaz és H145W MTB dUTPaz aktivitasara gyakorolt
hatasanak vizsgélatat fotometrias méréstechnikdval végeztem, ahol meghatarozott
enzim és szubsztrat koncentracid mellett alkalmaztam ndvekvd Stl koncentraciot. A
mérés célja az volt, hogy megallapitsam, hogy az Stl milyen mértékben és milyen
inhibicids allandoval képes gatolni az MTB dUTP4az varidnsokat.

A @11 dUTPaz esetében leirtdk, hogy az enzim és az Stl kozott egy lassu
kinetikdjti, szoros kolcsonhatds jon létre, illetve, hogy az Stl és a szubsztrat nem
képesek egyszerre kotni az enzimhez [13]. A lassi és szoros kotddésen keresztiil
megvalosuld inhibicid esetében nem teljesiilnek a steady-state feltételek, ahogyan azt a
bevezetdben is bemutattam. Az anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint,
minden mérést a két fehérje 5 perces eldinkubalasat kovetden inditottam, mely

idOtartam elegendd id6t biztositott az Stl szamara a dUTPaz-hoz vald kotédésre.
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Az Stl gatlas mérésekor a szubsztrat (dUTP) magas koncentracidban (30 pM)
volt jelen, ami a gatolatlan reakcid esetén mar elegendé volt a maximalis steady-state
sebesség eléréséhez. Exponencidlis szakaszokat csak magas inhibitor koncentracio
alkalmazasakor, a reakcid gorbe kezdeti szakaszadn figyeltem meg. Ezen szakasz
mélyrehatobb vizsgalata tranziens kinetikai modszerrel lehetséges, melynek elvégzése
késobbi terveim kozott szerepelt. A kezdeti exponencidlis szakaszt egy linearis fazis
kovette. Ez a linearis fazis azonban ténylegesen a gatolt dUTPaz steady-state aktivitasat
jellemzi [19], ezért minden esetben erre a szakaszra illesztettem. Az alabbi abra
szemléltet egy reakcio gorbét, ahol a WT MTB dUTPaz 50 nM, az Stl 150 nM

koncentracioban voltak jelen (15. abra).
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15. abra: WT MTB dUTPaz steady-state reakcio gorbéje Stl jelenlétében

fekete: reakcio gorbe, piros: linearis illesztés

Megfigyelhet6, hogy a reakcio eleje és a reakcio vége nem linearis lefutast. Ennek oka a reakci6 elején

.....

fogyasabol és a felgyiilemld termékek altal okozott gatlasbol adodhat.

Az Stl dUTP4z varidnsok aktivitdsdra gyakorolt hatdsat az Stl koncentracio
fliggvényében vizsgaltam. A mérést haromszor végeztem el. Az egyes mérések soran
kapott pontokra a (8) szamu egyenletet illesztettem. Az illesztésekb6l kapott
paraméterek atlagat és szorasat a 4. tablazat tartalmazza. Az alabbi abra szemléltet egy-

egy altalam valasztott sorozatra illesztett gatlasi gorbét (16. abra).
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16. abra: A dUTPaz-ok gatlasi gorbéi
A reprezentativ gorbék adatai: WT MTB dUTPaz: K; = 5,5 + 4,6 nM, Gatlas: 83,8+ 6,7 %
H145W MTB dUTPaz: K; = 4,4 + 2,8 nM, Gatlas: 87,1 +£5,8 %
Mivel a két dUTPaz varians gatolatlan steady-state aktivitasa eltérd volt, az eredményeket az

Osszehasonlithatosag érdekében szazalékosan abrazoltam.

Ki (NM) Gatlas (%)
WT MTB dUTPiz 6,8 + 4,4 81,1+10,2
H145W MTB dUTP4z 42+0,8 85,2 +1,5

4. tablazat: A mérések soran nyert gorbék adatainak atlaga

Az eredmények szerint nem tapasztalhaté teljes inhibicid, a vizsgalt dUTPaz-ok

aktivitasdban hozzavetdleg ~ 80 %-os csokkenés mutathatd ki. A ®11 dUTPaz esetében
ez az érték csaknem 100 % [13]. Az, hogy Stl-el valo telités esetén is megmarad a

mikobakterialis dUTPaz-ok aktivitasanak 20 %-a arra utalhat, hogy az enzim:inhibitor

komplex is képes a dUTP szubsztrat megkotésére valamint hidrolizisére.

A gétlasi mechanizmus tovabbi jellemzéséhez szubsztrat telitési gorbéket

kivantam felvenni Stl jelenlétében. Ehhez a méréshez allandd6 dUTPaz (50 nM) és Stl
(150 nM) koncentraciot alkalmaztam. Utobbit a kordbbi mérés alapjan telitési
koncentracionak vettem, mivel tovabbi Stl hozzaadasa nem csokkentette a dUTPaz-ok

aktivitasat. A méréseket megel6zéen a koradbbiakhoz hasonléan 5 perces eldinkubalasi

1d6t alkalmaztam.
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A korébbi kisérlet eredményei arra utaltak, hogy az Stl kevert tipust inhibicios
mechanizmussal gatolja a mikobakteridlis dUTPaz-okat, tehat a folyamat sorén
létrejohet egy EIS komplex is. Ennél a tipusu inhibicional a gatldszer jelenléte az enzim
maximalis reakcidsebességének (Vmax) csokkenését és a latszolagos Ky értékének
novekedését okozza. Ezért ett6l a méréstdl a kinetikai paraméterek ilyen jellegii
valtozasat vartam.

A reakcid gorbék kiértékelése soran — hasonldéan a korabbi méréshez — az
illesztést a valddi steady-state kinetikat reprezentdlo lineéris szakaszra végeztem.

Az WT MTB dUTPaz esetében kettd, mig a H145W MTB dUTP4az esetében
harom parhuzamos mérést végeztem. EQy-egy gorbét az alabbi abra szemléltet

(17. abra), a mérési eredmények atlagait az 5. tablazat tartalmazza.
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17. abra: Gatolatlan és Stl gatolt szubsztrat telitési gorbék
Az Gsszehasonlithatosag érdekében az aktivitasokat szazalékosan abrazoltam és az abran feltiintettem a
12. abran mar bemutatott, Stl hianyaban mért szubsztrat telitési gorbéket is.
A gorbék adatai: WT MTB dUTPaz gatolatlan: Vi = 90,9 £ 03,2 %, Ky = 1,4 £ 0,3 uM,
gatolt: Ve = 49,6 £3,7 %, Ky = 10,2 £ 2,5 uM
H145W MTB dUTPaz gatolatlan: Vi = 95,8 £5,5 %, Ky = 1,3 £ 0,4 uM,
gatolt: Viax = 36,0+ 0,7 %, Ky = 7,3 £ 0,6 uM
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Vmax (S-l) Vmax (%) KM (HM)
gatolatlan 2,6£0,6 94,0 4,3 1,4+0,1
WT MTB dUTPaz
gatolt 1,4+0,4 492 +5,4 10,1 +4,8
gatolatlan 0,8+0,2 97,1 £1,0 1,6 1,2
H145W MTB dUTPaz
gatolt 0,30 +0,04 36,6 4,4 6,33 +1,03

5. tablazat: A mérések soran nyert gérbék adatai

A dUTPaz Stl-el valo gatlasanak kdvetkeztében a vartnak megfeleléen a Vmax
értéke csokkent, mig a latszolagos Ky értéke ndtt. Ezen eredmények alatamasztjak azt a
feltételezést, miszerint az Stl kevert tipusu inhibicids mechanizmuson keresztiil gatolja
mind a WT MTB dUTPaz, mind a H145W MTB dUTPaz enzimeket.

Fontos megjegyezni, hogy a dUTPaz-ok homotrimer enzimek, tehat harom aktiv
hellyel rendelkeznek. A ®11 dUTPaz esetében kimutattak, hogy az Stl monomer
valamint dimer formaban is képes kotni az enzimhez [13]. Ezt figyelembe véve a
fennmarado6 20 % aktivitas kétféleképpen magyardzhato: i) a dUTPaz mindharom aktiv
helye Stl kotott allapotban van, igy az Stl-el telitett dUTPaz is képes dUTP-t kotni és
hidrolizalni, de alacsonyabb hatékonysaggal i1) a dUTPaz-nak marad szabad aktiv helye
Stl-el telitett allapotban is, és a dUTP hidrolizis a szabad aktiv helyen torténik.
Amennyiben az 1) eset all fenn, az eredmények arra utalnak, hogy a szubsztrat és az
inhibitor nem versengenek a dUTPaz szabad aktiv helyeiért (kompetitiv gatlas), azaz
nem csak enzim:inhibitor (EI) vagy enzim:szubsztrat (ES) komplexek keletkeznek,
hanem enzim:inhibitor:szubsztrat (EIS) komplex is létrejohet, mely a kevert tipust
inhibicié soran figyelheté meg. Amennyiben az ii) eset all fenn a dUTPaz egészére,
tehat a homotrimer enzimre nézve szintén kevert inhibici6 jon Iétre. Ebben az esetben
arrol, hogy az egyes aktiv helyekre vonatkozdéan milyen inhibicios mechanizmus
valosul meg, ezek a mérések még nem adnak informaciot.

Fontos kiemelni azt is, hogy a ®11 dUTP4az esetében 100 %-os gatlas volt
megfigyelheté [13]. A steady-state gatlasi tulajdonsagokban tapasztalt eltérések
fajspecifikus kiilonbségekre utalnak az Stl és a két kiilonbozd fajbol szarmazoé dUTPaz
kozotti kolesonhatas természetében.

A mérésekbdl az is kideriilt, hogy az Stl hasonl6 mdédon és mértékben képes
gatolni a vad tipusu és a triptofan mutéciot tartalmazé dUTPaz-okat. Ezen megallapitas
lehetévé tette, hogy a késGbbiekben tervezett fluoreszcencias valamint fluorimetrias
mérések soran a HI145W MTB dUTPaz-t, mint kvazi vad tipusat dUTPaz-t

tanulméanyozhassam.
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5.4. A H145W MTB dUTPaz szubsztrat- és termékkotési mechanizmusa

Ahhoz, hogy pontos képet kapjunk az Stl gatlasi mechanizmusanak részleteir6l,
fluoreszcens tranziens kinetikai méréseket kivantam végezni. Ahhoz, hogy egy olyan
Osszetett folyamatot, mint az Stl gatlas értelmezni tudjunk, tisztdban kell lenniink az
egyes részfolyamatok altal okozott fluoreszcencia valtozasokkal is. Ehhez elsd
lépésként fluoreszcens méréstechnikak alkalmazasa mellett a gatolatlan H145W MTB
dUTPaz szubsztrat- és termékkotési tulajdonsagait vizsgaltam meg. Az igy kapott
eredmények Osszehasonlitdsi alapként szolgéltak a késdbbi mérések soran, ahol Stl
jelenlétében kivantam vizsgalni a dUTPéaz ¢és a szubsztrat illetve a dUTPaz ¢és a

termékek viszonyat.

5.4.1. A H145W MTB dUTPaz szubsztrat kotésének vizsgalata

A HI145W MTB dUTPaz dUTP kotésének tanulmanyozasat stopped-flow
segitségével végeztem. A human dUTP4z szubsztratkdtési mechanizmusanak részletes
vizsgalata soran kideriilt, hogy a reakcio két 1épésbol all: az els6 1épés a szubsztrat
megkotése, melynek sebessége fligg a hozzaadott szubsztrat mennyiségétdl; a masodik
Iépés pedig egy izomerizacios lépés, amelynek sebessége a vizsgalhatd szubsztrat
koncentraci6 tartomanyban fiiggetlen a szubsztrat koncentraciojatol (vo. 5. abra) [9].
Ezzel ellentétben a @11 fag dUTPaz esetében a dUTP kotése sordn csak egy 1épést
figyeltek meg, mely arra utal, hogy ebben az esetben vagy nem torténik konformacio-
valtozas, vagy ha mégis, nem detektalhato.

A H145W MTB dUTPaz dUTP kotésének mérése soran kapott reakcid gorbéket

az alabbi dbra szemlélteti (18. abra):
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18. abra: A H145W MTB dUTPaz szubsztratkotése kiillonb6z6 dUTP koncentraciok mellett

Az egyenes piros vonal a dupla exponencialis illesztést jeloli.

A nyil a névekvd dUTP koncentraci6 irdnyaba mutat.

A reakcid gorbék kiértékelését dupla exponencialis egyenlet illesztésével (10)
tudtam megvalositani, mely arra utal, hogy a H145W MTB dUTPaz dUTP kotése,
akarcsak a human dUTPaz esetében, két 1épésbol all.

Az illesztésbol nyert latszolagos sebességi allandokat (Kops1 €s Kops2) a szubsztrat
koncentraci6 fliggvényében abrazoltam (19. abra). A mérést haromszor végeztem el, az

alabbi abra egy mérést mutat be.
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19. abra: A latszolagos sebességi allandok abrazolasa a dUTP koncentracio fliggvényében

Az egyenesek adatai: Kops1 > Kon = 16,0 + 0,9 pM™s™, Kot = 73,3+ 15,9 57, Kops2 > 8,2 £ 1,9 5™
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Az ébra jol mutatja, hogy az elsd 1épés egy koncentracio-fliggd folyamat, mig a
masodik 1épés latszdlagos sebességi allanddja a vizsgalt szubsztrat koncentracid
tartomanyban nem fligg a szubsztrat mennyiségétol.

A Kops1 értékekre illesztett egyenes meredekségébl és y  tengely
metszéspontjabol megadhaté a dUTP bekotddésének (kon) és felszabadulasanak (Koff)
sebességi allandoja. A harom mérés eredményeire illesztett egyenesbdl kapott kon €s Koff

értékek atlagat az alabbi tablazat tartalmazza (6. tablazat).

kon (uMhls-l) koff (S-l)

H145W MTB dUTPaz 16,1 +1,3 61,3 +233

6. tablazat: A H145W MTB dUTPaz dUTP kétésének sebességi allandoi

A (11) szdmu 6sszefliggés alapjan kiszamithato a dUTP H145W MTB dUTPaz-
ra vonatkoztatott disszociacios allanddja (Kp), mely 3,8 uM-nak adodott. Ez az érték
egy nagysagrendbe esik a human dUTPaz dUTP-re vonatkoztatott disszociacids
allandojaval, mely 1,2 uM [9], mig a ®11 fag dUTPaz esetében a Kp valamivel
alacsonyabb, 0,8 uM [20]. A masodik 1épés feltételezhetéen megfelel a human dUTPaz-

nal is latott izomerizacids 1épésnek. Ez alapjan a kotés a kovetkezé modon jatszodik le:

Ko = 16,1 pM s K, = 22,051
E+ dUTP+———=F - dUTP+——=FE* - dUTP (17)
Kopr = 61,3 st K iso

Ebben az esetben az izomerizacidés 1épés szubsztrat koncentracio-fliggését az

alabbi hiperbola adja meg (18) [21].

kisoS

k =k_jso +
obs2 iso Kp+S

(18)

Adott mérési koriilmények kozott mar a hiperbola telitési szakaszaban vagyunk.
A kapott Kqps» értékek nagyjabol megfeleltethetdek az izomerizacios 1épés elére haladd
sebességi allandojanak (kis). Az altalunk hasznalt mddszerekkel azt a koncentracid
tartomanyt, ahol az izomerizacios lépés visszaalakulasi sebességi allanddja (K-iso) IS
meghatdrozhatd lenne, sajnos nem tudjuk vizsgalni. Az Stl gatlas értelmezéséhez

azonban igy is elegendd informaciot nyertiink a dUTP kotésrol.
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5.4.2. A H145W MTB dUTPaz termék kotésének mechanizmusa

A dUTPéz enzimatikus reakcidjanak vizsgalata soran figyelembe kell venni,
hogy a dUTP hidrolizisével keletkezd termékek, a dUMP és a PP; is képesek kotddni az
enzimhez. Ezért fontos meghatarozni a felszabaduld termékek enzimre vonatkoztatott
disszociacios allandoit, mely eredmények informaciot szolgaltatnak az esetlegesen
kialakuld termék inhibicié mértékérdl.

A vizsgalatot a H145W MTB dUTPaz fluorimetrids titralasaval végeztem. A
dUMP kotédése az aktiv helyen taldlhato triptofan fluoreszcencidjanak csdkkenésével,
mig a PP; kotdédése a fluoreszcencia intenzitasdnak novekedésével jart. A relativ
triptofdn fluoreszcencia értékeket a novekvd termék koncentracid fliggvényében
abrazoltam, a mérést haromszor ismételtem meg. A vizsgalatot dUMP esetében
60-12000 uM, a PP; esetében 10-5000 uM koncentracio-tartomanyban végeztem. Egy-
egy mérésébdl kapott pontokat €s a pontokra illesztett gorbét az alabbi dbra szemlétet

(20., 21. abra).
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20. 4bra: A H145W MTB dUTPA4z fluorimetrids titralasa dUMP-vel
A gorbe adatai: Kp = 1259,2 £ 252.8 uM
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21. abra: A H145W MTB dUTPAaz fluorimetrids titralasa PP;-al
A gorbe adatai: Kp = 148,6 = 6,8 uM

A kapott pontokra az 1:1 sztochiometridval megvaldosulo komplexképzddési
modellnek megfeleld egyenletet (kvadratikus egyenlet (14)) illesztettem, melybdl a
megkaptam a termékekre vonatkoz6 disszociacidés allanddkat, mely harom mérés
alapjan a dUMP esetében 1406,2 uM-nak, a PP; esetében 191,1 uM-nak adodott. Ez azt
jelenti, hogy a human dUTPé4z-hoz hasonloan, a termékek a szubsztratnal joval
gyengébben kotddnek. A gyenge kotddés altalaban gyors disszociacidval jar egylitt,
tehat valosziniileg a termékek a hidrolizist kovetden nagy sebességgel képesek
disszocidlni az enzimrdl, ahogy azt a Michaelis-Menten modell alkalmazédsa soran,
illetve az aktiv hely titralas esetében alkalmazott egyszeri atviteli koriilmények
felallitasanal is feltételeztiik.

Az aldbbi Osszefoglald dbra szemlélteti, hogyan valtozik a H145W MTB
dUTPaz fluoreszcencia intenzitasa szubsztrat- illetve termékkotés esetén (22. abra). A

spektrumokat 300-400 nm hullamhossz tartomanyban vizsgaltam.
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22. dbra: A H145W MTB dUTPaz spektrumai szubsztrat- és termékkotést kovetden

Az 4bran jol lathato, hogyan valtozik a dUTPaz aktiv helyén talalhato triptofan
fluoreszcencidjanak intenzitdsa kiilonbozd szubsztrat illetve termék jelenlétében. A
dUMP, dUTP és a dUPNPP (a-B-imido dUTP) kotédése esetén a fluoreszcencia
csokken. Utobbi egy dUTP szubsztrat analdég, melynek a- és B-foszfat csoportja kozott
O helyett N taldlhato, melynek koszonhetéen a dUTPaz csak nagyon lassan képes
elhidrolizalni [22]. PP; valamint dUMP és PP; egyiittes adagolasa esetén fluoreszcencia
novekedés tapasztalhatdo. Az aldbbi tablazat tartalmazza a H145W MTB dUTPaz

fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat szubsztrat- és termékkotés esetén (7. tablazat).

H145W MTB dUTPiaz + szubsztrat/termék
Hullamhossz (nm) Intenzitas Hullamhossz (nm) Intenzitas
dUPNPP 355 1 343 0,108026
duTP 355 1 343 0,333259
dUuMP 355 1 356 0,681160
PP; 355 1 342 2,700794
dUMP+PP; 355 1 344 2,086375

7. tablazat: A H145W MTB dUTPaz intenzitasanak valtozasa szubsztrat és termék

hozzaadasa esetén. Az értékeket a dUTPaz maximalis intenzitas értékéhez relativizaltam.
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A szubsztrat-, illetve termékkotés esetén varhato teljes relativ fluoreszcencia
valtozadsok meghatdrozasa nagy segitséglinkre lesz az Gsszetett fluoreszcencias gorbék
értelmezésében. Emellett a két termék disszocidcids allanddjanak ismerete segit annak
eldontésében, hogy mi az a szubsztrat koncentracid, ahol a reakcidé soran keletkezd

termékek dUTPaz-hoz vald kétddése mar nem elhanyagolhato.
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5.5. A H145W MTB dUTPaz és az Stl komplexképzdodésének vizsgalata

A @11 fag dUTPaz aktiv helyén triptofant tartalmazd variansa esetében azt
lattuk, hogy Stl kotés hatdsara a triptofan fluoreszcencia novekszik. Fluoreszcens
vizsgalat segitségével megerdsitettem, hogy ez H145W MTB dUTPaz esetében is
hasonléan torténik (23. abra).

—— H145W MTB dUTPaz
3,5 - —— H145W MTB dUTPaz + 5t

3,0-_
2,5_-
2,0—_
1,5—_
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0,5 -
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23. dbra: A H145W MTB dUTPaz és a H145W MTB dUTPaz:Stl komplex spektruma

A mérés soran a dUTP4az és az Stl koncentracioja 3, illetve 6 uM volt.

Kovetkezo Iépésként stopped-flow alkalmazasa mellett vizsgaltam az Stl és a
dUTPaz kozott kialakuld kolcsonhatasra jellemzé kinetikai paramétereket. Ezt allando
Stl és valtozo dUTPaz koncentracid mellett végeztem. Az alabbi 4dbra szemléltet egy
altalam valasztott reakciogorbét, melyet 1 uM Stl és 5 uM dUTPaz felhasznaldsa
mellett vettem fel (24. abra).
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24. abra: A H145W MTB dUTPaz Stl kétése stopped-flow-ban

A piros vonal az egyszeres exponencialis illesztést jeldli.

A gorbéket egyszeres exponencialis egyenlet (13) illesztésével tudtam
kiértékelni, mely arra utal, hogy a mikobakteridlis dUTP4z szubsztratkotésével szemben
az Stl kotése nem jar fluoreszcencia valtozast okozo konformacio-valtozassal. A mérést
kétszer végeztem el, az illesztésekbOl nyert latszolagos sebességi allandokat (kops) @

dUTPaz koncentracidjanak fliggvényében abrazoltam (25. abra).
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A reprezentativ mérésre illesztett egyenes adatai: ko, = 1,48 + 0,14 pM'ls'l, Kog=1,13+195s?
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A pontokra illesztett egyenes meredekségébdl a kon asszociacios sebességi
allandot, az y tengely metszéspontjabol a ko disszociacios sebességi allandot kaptam.

Az értékeket az alabbi tablazatban foglaltam 6ssze (8. tablazat):

kon (HM-ls-l) koff (S-l)

H145W MTB dUTPaz 1,5+0,1 1,2+3,2

8. tablazat: H145W MTB dUTPaz Stl kotésének sebességi allandoi

Az eredmények alapjan az Stl H145W MTB dUTPaz enzimhez valo
kotddésének sebessége (kon) egy nagysagrenddel kisebb, mint a dUTP esetében, ahol a
kon asszociacios sebességi allandd 16,1 uM s -nek adddott. A disszociacids sebességi
allandd a dUTP-re vonatkozdan 61,3 s*. Ez az allandd az Stl esetében ugyancsak
alacsonyabbnak bizonyult. Ez az eredmény egybevag azzal a feltételezéssel, hogy az Stl
a szubsztrathoz képest lassan kotddik az MTB dUTPaz-hoz. Mivel egyenes illesztés
esetén az y tengelymetszet hibaja altalanossdgban nagymérték, kis ks értékek esetén a
disszociacio sebességi allanddja nem hatdrozhatdé meg pontosan. Ezekben az esetekben
az eredmények legfeljebb becslésre adnak lehetdséget. Az Stl esetében is azt latjuk,
hogy a Kofr értékének hibaja tulsagosan nagymértékii a sebességi allando (és ezaltal a Kp
disszociacios allandd) meghatarozasahoz. Ezen érték pontos meghatarozasahoz tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.
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5.6. dUPNPP H145W MTB dUTPaz:Stl komplexhez valé kotédésének

vizsgalata fluorimetrias modszerrel

Az MTB dUTPaz-ok steady-state aktivitasanak vizsgalata soran kideriilt, hogy
az Stl gatlasi mechanizmusa eltér a ®11 fag dUTPaz-nal tapasztaltakt6l. Ebben az
esetben ugyanis nem volt megfigyelhet6 teljes inhibicio, a mikobakterialis dUTPaz-ok
aktivitasanak 20 %-a megmaradt, illetve az eredmények kevert tipusu inhibiciora utaltak
a @11 fag dUTPaz kompetitiv inhibiciojaval szemben. Mind kompetitiv, mind kevert
tipust inhibicidé esetén eléfordulhat, hogy az enzim szubsztratkitési tulajdonsdgai az
inhibitor jelenlétében modosulnak. Ezért fluorimetrids modszerrel vizsgaltam a
szubsztrat H145W MTB dUTPaz:Stl komplexhez vald kotddését. A méréseket dUTP
szubsztrat analoggal, dUPNPP-vel végeztem. Ez lehetdvé tette, hogy ezzel is kizarjam a
dUTP hidrolizisével jar6 befolydsoldo koriilményeket (szubsztrdt koncentracid
csokkenése a hidrolizis kovetkeztében, termékek kotddése az enzimhez nagy szubsztrat
koncentraciok esetén). Mindenekel6tt megvizsgaltam, hogy a dUPNPP hozzaadasa
hogyan befolyasolja az MTB dUTP4z:Stl komplex spektrumat, melynek eredménye az
alabbi abran lathato. A mérést S000 uM dUPNPP jelenlétében végeztem (26. abra).

—— H145W MTB dUTPaz

3.5_ ——H145W MTB dUTPaz + Stl
, ——H145W MTB dUTPaz + 5tl + dUPNPP

3,0-_
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0,5
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26. abra: A H145W MTB dUTPaz:Stl komplex fluoreszcens spektruma dUPNPP jelenlétében

A mérés soran a dUTP4z és az Stl koncentracidja 3, illetve 6 pM volt.

Lathato, hogy 5000 uM dUPNPP hozziad4sa nagymértékben csokkentette a
fehérje komplex fluoreszcencidjat. A fluoreszcencia csdkkenés tobb folyamatbol is

eredhet. Egyrészt lehetséges, hogy a dUPNPP kotodése a H145W MTB dUTP4z és Stl
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komplexéhez fluoreszcencia csokkenéssel jar. Masrészt lehetséges az is, hogy az egyes
aktiv helyekre vonatkoztatott inhibicid6 mechanizmusa kompetitiv. Ebben az esetben a
fluoreszcencia csokkenést eredményezheti az Stl disszociacio és az ezt kovetd dUPNPP

kotés egyiittes folyamata.
Ezt kovetéen 80, 200, 1000 és 3000 uM dUPNPP koncentraciok mellett idében

kovettem a reakcio lefutdsat. Egy altalam valasztott reakcido gorbe az aldbbi abran

lathato (27. abra).
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27. abra: A H145W MTB dUTPaz:Stl komplex dUPNPP kétése 3000 uM esetén

A piros vonal a dupla exponencialis illesztést mutatja.

A gorbék kiértékelése dupla exponencialis egyenlet (15) illesztésével valt
lehetové, tehat a gorbék egy két Iépésbol allo folyamatot reprezentalnak. Ennek
megfelelden két latszolagos sebességi allandét kaptam, melyeket a dUPNPP

koncentracidjanak fliggvényében abrazoltam (28. abra).
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28. abra: A fluorimetrias mérés soran kapott latszolagos sebességi allandok abrazolasa a dUPNPP

koncentracio fiiggvényében

A latszolagos sebességi allandok abrazolasabol kideriilt, hogy a két fazis koziil
egyik sebessége sem fligg a szubsztrat koncentraciojatol. Ez bizonyosan kijelenthetd,
ugyanis az alkalmazott dUPNPP koncentracio-tartomany megfeleléen széles volt ahhoz,
hogy az esetleges koncentracio-fliggés észlelhetd legyen.

Abban az esetben, ha a dUPNPP az Stl-el telitett dUTPaz-hoz kétne az inhibitor
disszocidcioja nélkiil, akkor egy szubsztrat koncentracido-fliggd folyamatot latnank. A
koncentracié fliggés hidnya arra utal, hogy az Stl és a dUPNPP versengenek egymassal
a H145W MTB dUTPéaz-hoz val6 kotés soran, valamint arra, hogy ennek kovetkeztében
a dUPNPP dUTPaz-hoz valdé kotodését egy lassu, koncentracio-fliggetlen folyamat
korlatozza.

Két olyan folyamatot ismeriink, melyek sebessége nem fligg a szubsztrat
Koncentraciojatol, ezek a disszociacid és a konformacio-valtozas. Ez alapjan a fenti
eredmények kétféleképpen magyardzhatok. Az egyik lehetéség szerint az Stl
disszociacidja egy konformacid-valtozason keresztiil valosul meg, az alabbi egyenlet

szerint:

EI" > El +So ES+1 (19)

cre

latnank két fazist a fluoreszcencia csokkenésében, ha a két eltérd konformdacidja

enzim:inhibitor komplex fluoreszcencidja eltéré lenne. A két konformacios allapot
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azonos fluoreszcencidja esetén a két Iépésen keresztiil torténd disszociaciobol csak a
lassabb lépést latnank. Korabban a stopped-flow-al végzett kisérlet soran nem lattunk
fluoreszcencia valtozassal jardo konformacidé valtozast (vo. 5.5. fejezet). A fentiek
alapjan az elképzelés, miszerint a megfigyelt két 1épésbol allo folyamat konforméacio
valtozason keresztiil torténd disszocidcionak feleltethetd meg, nem allja meg a helyét.

A masik lehet6ség szerint kétféle dUTPaz:Stl komplex egymastol fiiggetlen,
eltéré sebességi allandoval torténd disszociacidjat latjuk. Mivel a stopped-flow-al
végzett mérések soran csak egy Iépést latunk, feltételezhetd, hogy a kétféle komplex
kialakulasanak asszociacids allandojaban nincs szamottevo kiilonbség.

A latszolagos sebességi allandok kiértékelése mellett vizsgaltam a két lépésre
jellemzé  fluoreszcencia-valtozas értékeket is a dUPNPP  koncentracidjanak
fliggvényében (29. abra). A két 1épés fluoreszcencia-valtozas értékei a dUPNPP
koncentracié fliggvényében hiperbolikus telitést mutatnak, ezért a pontokra a (16)

egyenletet illesztettem.
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29. abra: dUPNPP telitési gorbék

Az alabbi tablazat (9. tdblazat) tartalmazza a mérés soran nyert adatokat:

kobs,l (S_l) kobs,Z (S_l) KD app,1 (HM) KD app,2 (HM)
0,006 £+ 0,002 0,029 £ 0,005 255 +£31 40+ 11

9. tablazat: A dUPNPP dUTPaz:Stl komplexhez vald kétddésének adatai
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A pontokra torténd illesztésbél megadhato a latszolagos dUPNPP  kotési
disszocidcios allando (Kp app (app: apparent = latszolagos)). A vizsgalt esetben a Kp app
értékek arrdl adnak informaciot, hogy adott HI45W MTB dUTP4z és Stl koncentracio
jelenlétében a dUPNPP milyen hatékonysaggal képes kotddni a H145W MTB dUTPaz-
hoz. Az, hogy a dUPNPP kotddése adott Stl koncentracié mellett kétféle latszolagos
disszociacios allandoval jellemezhetd, megerdsiti azt a feltételezést, hogy kétféle
disszociacios sebességi allandoval és egyensulyi disszocidcids allanddval jellemezhetd
dUTP4z:Stl komplexszel van dolgunk. A két latszolagos dUPNPP koétési disszociacios
allando kozott kozel hatszoros kiilonbség van, ami arra utal, hogy a kétféle Stl komplex
kotési allandoja kozott is megkozelitéleg ilyen mértékii kiilonbség all fenn. Ahogy
korabban emlitettem, a két komplex asszociacios sebességi allanddja (Kon) valoszintileg
csak kis mértékben tér el egymastol. Ez alapjan a kétféle Stl komplex Kp éallandoi
kozott 1évo kiilonbségnek nagyrészt a disszociacios sebességi allandobol (kos) kell
szarmaznia. Ennek jo6l megfelel a kapott disszocidcids sebességi allandok kozotti
nagyjabol 6tszoros kiilonbség.

Mivel az Stl a @11 fag dUTP4z-hoz dimer és monomer forméban is képes kotni,
logikus azt feltételezni, hogy az MTB dUTPaz esetén is hasonld folyamatok jatszodnak
le. A 29. abran megfigyelhetd, hogy a fluoreszcencia valtozasok, azaz az amplitatdok
1/3:2/3 aranyban oszlanak meg a teljes fluoreszcencia-valtozashoz képest. Ez a
megtigyelés ugyancsak aldtamasztja azt a feltételezést, miszerint az Stl egy monomer és
egy dimer formajaban kotédik a H145W MTB dUTPaz-hoz. A monomer disszociacidja
a fluoreszcencia-valtozas 1/3-aért, a dimer disszociacidja a fluoreszcencia-valtozas
2/3-aért felelds.

Fontos megjegyezni, hogy ahhoz, hogy kisérletesen két komplexképzddési
folyamat egymastol elkiilonithetd legyen, a két komplex kotési er6ssége kozott legalabb
egy nagysagrend kiilonbség sziikséges. Az aktivitdismérés sordn egy-egy ardnyu
kotddeést feltételezve az adatok nagyon szépen illeszthetdek voltak. A fentiek
ismeretében azonban val6szin(sithet6, hogy az ott kapott K; érték mindkét
komplexképzddési folyamatot magdba foglalja. Feltételezheté, hogy a korabbi
aktivitasmérések soran alacsony koncentracioban alkalmazott dUTP (17. abra, 1-50 uM
dUTP) csak a gyengébben kotddé komplex disszociaciojat tette lehetévé. Ennek lehet
kdszonhetd, hogy alacsony dUTP koncentracioknal nem, vagy csak kis mértékben
jelentek meg exponencialis fazisok a reakcidé gorbe kezdeti szakaszdban, mivel itt a

disszociaciobol eredd jelvaltozas aranya tulsagosan alacsony volt a linearis fazishoz
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képest. A Michaelis-Menten szubsztrat telitési gorbék felvétele soran Stl jelenlétében a
dUTP K értékére 5 uM-t kaptam. Ez alapjan a masodik Stl komplex disszociacidéjahoz
tartozo latszolagos Ky érték 30 pM. Ahhoz, hogy ez az allandé mérhetd legyen, és hogy
magasabb dUTP koncentracio tartomanyban kell végezni.

Ezért magasabb dUTP koncentraciok mellett is elvégeztem a H145W MTB
dUTPaz aktivitdsdnak mérését Stl jelenlétében. A dUTPé4z koncentracidja 50 nM, mig
az Stl koncentraciéja 150 nM volt, a dUTP-b6l 50, 70, 100, 200 és 300 pM-t
hasznaltam. A reakcio gorbék kezdeti szakasza a mérések soran exponencidlis lefutast
mutatott, melyet egy linearis fazis kovetett (30. abra). A reakcid gorbéket az

exponencialis €s linedris tagot is tartalmazo (9) egyenlet illesztésével vizsgaltam.
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30. abra: A H145W MTB dUTPaz reakcid gorbéje Stl jelenlétében, magas, 100 uM dUTP

koncentracio mellett

A linearis fazis meredekségébdl szamolt steady-state sebességeket a szubsztrat

Koncentraci6 fliggvényében abrazolva az alabbi gorbéhez jutottam (31. abra).
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31. abra: H145W MTB dUTP4az dUTP telitési gorbéje Stl jelenlétében

A maximalis reakcidsebesség 0,8 s-nek adodott, mely érték a korabbi mérések
alapjan megfelel a gatolatlan H145W MTB dUTPé4z maximadlis aktivitdsanak. Ezen
eredmény alatdmasztja azt a feltételezést, miszerint az erdsebben kotédd Stl komplex
sziikséges. A latszolagos Ku-re 60 pM-os értéket kaptam, mely egy nagysagrendbe esik
a korabban feltételezett, masodik Stl komplexre jellemzd latszolagos Ky értékkel.

Az illesztett egyenletek exponencialis koefficiense (k =0,002s™) a vartnak
megfeleloen fliggetlen volt a dUTP koncentraciotdl és egy nagysagrendbe esett a
fluorimetrias mérések soran tapasztalt lassabb fazis sebességi allandéjaval. Ez szintén
megerdsiti azt a feltételezést, hogy a folyamat megfeleltethetd a szorosabban kotédé Stl
forma disszocidcidjanak.

Ezen informaciok felhasznalasaval az aldbbi sematikus é&bra (32. abra)
szemlélteti az Stl altalam felallitott gatlasi modelljét:

D @

I\ 7

Ky

------

Jelolések: zold kor: dUTP, piros haromszog: Stl monomer, fehér kér: dUTP4z monomer
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6. Az eredmények osszefoglalasa, diszkusszio

A vizsgalataimhoz sziikséges fehérjék eldallitasat kovetden vizsgaltam a WT
MTB dUTPaz és a H145W MTB dUTPaz aktivitasat mind steady-state, mind egyszeri
atviteli koriilmények kozott. Ennek soran megéllapitottam, hogy a H145W MTB
dUTPaz aktivitdsa valamivel alacsonyabb, de Ky értéke valtozatlan a vad tipusu
dUTPaz-hoz képest.

Steady-state aktivitasmérés segitségével megallapitottam, hogy az Stl altali
dUTPaz gatlds nM-0s inhibicios allandoval jellemezhetd. 30 uM szubsztrat ¢s 50 nM
enzim jelenlétében az MTB dUTPaz-ok aktivitasdban kb. 80 %-os csokkenés volt
kimutathatd. Ez a 80 %-os gatlds mar 150 nM Stl jelenlétében megfigyelhetd volt. Az
Stl koncentracié tovabbi novelése (500 nM-ig) nem eredményezett tovabbi aktivitas
csokkenést. Az, hogy Stl-el valo telités esetén is megmaradt az MTB dUTPaz-ok
aktivitdsanak 20 %-a, arra utalt, hogy az enzim:inhibitor komplex is képes a dUTP
szubsztrat megkotésére valamint hidrolizisére.

A gatlasi mechanizmus tovabbi jellemzésére szubsztrat telitési gorbéket vettem
fel. A Vmax és Ky értékek valtozasa a korabbi mérés eredményeihez hasonloan kevert
tipust inhibiciora utalt. A kevert tipusu inhibicidé egy trimer enzim esetében kétféle
médon jOhet létre: 1) az inhibitor minden egyes aktiv helyet kevert inhibicids
mechanizmussal gatol ii) az inhibitor a trimer enzimen beliil csak az aktiv helyek egy
részéhez kot, mig a tobbi aktiv hely szabadon miikodik.

A steady-state mérések segitségével megmutattam azt is, hogy az Stl hasonlo
moddon és mértékben képes gatolni a WT MTB dUTPéaz-t és a H145W MTB dUTPaz-t.
Ez alapjan H145W MTB dUTPaz-t, mint kvazi vad tipusi enzimet hasznaltam a
fluoreszcens alapti mérésekhez.

A gatldsi mechanizmus részletesebb megértéséhez tranziens kinetikai
modszereket alkalmaztam. Els6é Iépésként fluoreszcens technikdk segitségével
jellemeztem a kovetkezd folyamatokat: szubsztratkotés, egyensulyi termékkotés, Stl-
kotés. A szubsztrat- és a termékkdotési tulajdonsagok a human dUTPAaz esetén leirtakhoz
hasonldéak voltak. A dUTPaz dUTP kotésének vizsgalata soran két 1épést figyeltem
meg: a szubsztrat megkotését, valamint egy koncentracio-fliggetlen, feltételezhetdéen
izomerizacios 1épést. Megallapitottam, hogy a dUTP hidrolizisével keletkezd termékek

(dUMP, PP;) a dUTP-nél joval gyengébben kdtddnek a dUTPaz-hoz.
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Stopped-flow-al végzett kisérletek alapjan az Stl H145W MTB dUTPaz-hoz
val6 kotddése egyetlen 1épésen keresztiil valosul meg. Az Stl dUTPaz-hoz vald kotése a
dUTP kotés mindkét 1épésénél lassabb folyamatnak bizonyult. Az Stl kotés kozvetlen
vizsgalata tehat megerdsitette azt a feltételezést, hogy az dUTPaz:Stl komplex a
dUTPaz:szubsztrat komplexhez képest lassan alakul ki.

Az egyes komponensek kotési tulajdonsagainak jellemzése utan fluoreszcens
modszerrel megvizsgaltam a dUPNPP szubsztrat analog H145W MTB dUTPaz-hoz
vald kotddését Stl jelenlétében. Azt talaltam, hogy a dUPNPP kotodesét két, egymdstol
fiiggetlen, lasst disszociacios folyamat limitalja. Ez egyrészt arra utal, hogy az Stl és a
szubsztrat kozott kompeticio van, tehat nem képesek egyszerre kotddni a dUTPaz egyes
aktiv helyeihez. Az eredmények masrészt indikaljadk azt is, hogy az Stl-nek két,
kiilonbozo disszociacios allandoval jellemezhetd formaja képes a dUTPéaz-hoz kotni. Ha
figyelembe vessziik, hogy a dUTP4az egy homotrimer enzim, valamint azt, hogy az Stl a
®11 dUTPaz esetében monomer valamint dimer formédban is képes kolcsonhatdst
kialakitani az enzimmel, feltételezhetd, hogy a két disszocidcios 1épés megfeleltethetd a
kozott az eredmények alapjan kb. 5-6-szoros kiilonbség van.

A steady-state mérések soran adott koncentracio viszonyok kozott a dUTPaz
aktivitas kb. 80 %-os csokkenése volt megtigyelhetd. Ez alapjan, illetve a fluoreszcens
mérések eredménye alapjan feltételezhetd volt, hogy a 80 %-os csdkkenésért a dimer Stl
dUTPaz-hoz valo kotddése felelds. Feltételezhetd volt tovabba az is, hogy a 20 %
maradék aktivitds annak az eredménye, hogy a mérésben alkalmazott dUTP
koncentracié mellett az Stl monomer formaja disszocial a dUTPéaz-rol, az igy szabadon
maradt aktiv hely képes a szubsztrat megkotésére, valamint hidrolizisére. Ebbdl a
feltételezésbol kovetkezik, hogy a gyenge kélesonhatast a monomer Stl, mig az erésebb
kolcsonhatast a dimer Stl alakitja ki az MTB dUTPaz-al.

Ezen feltételezéseket kovetden hipotéziseim igazolasara megvizsgaltam a
H145W MTB dUTPéaz Stl jelenlétében mért steady-state aktivitdsdt magasabb
szubsztrat koncentracio mellett is. A mérés soran azt lattam, hogy a varakozasnak
megfeleléen, a nagyobb dUTP koncentraciok mar elegendéek voltak a dimer Stl
leszoritasahoz. Ezekben a mérésekben a legnagyobb dUTP koncentraciok esetén, a
kompetitiv inhibicionak megfelelden az enzim aktivitds megkdzelitette az inhibitor

nélkiil mért enzim aktivitast.

59



Osszegezve tehdt azt talaltam, hogy a trimer MTB dUTP4z enzimhez egy dimer
Stl molekula és egy monomer Stl molekula képes kotdédni (32. dbra). Az eredmények
azt mutatjak, hogy mindkét Stl forma kompetal a szubsztrattal. Ezek az eredmények
megegyeznek a @11 fag dUTPaz esetében tapasztaltakkal [13]. Azonban mig a ®11 fag
dUTPaz esetében a két Stl forma kotési tulajdonsagai kozott a kiilonbség nem volt
kimutathat6, addig az MTB dUTPaz esetében a két forma disszocidcios allandoja kdzott
kb. 5-6 szoros kiilonbséget figyeltem meg. Ez a kiilonbség mar elegend6 ahhoz, hogy a
gyengébben kotddé monomer forma dUTP-vel szembeni kompeticidjat jelentdsen
gyengitse.

Munkam megalapozta, hogy az Stl segitségével in vivo, Mycobacterium
smegmatis-ban is vizsgalni tudjuk a dUTPaz gatlas hatasat a DNS anyagcserére €s a
DNS uracil tartalmara.

Tovabbi terveim kozott szerepel a jelen munka alapjan felallitott gatlasi modell
tovabbi tesztelése illetve annak szerkezeti vizsgalata, hogy mi okozhatja azt, hogy az Stl
dimer és monomer formdja a ®11 fag dUTPaz-t6l eltér6 médon kot az MTB dUTPaz-

hoz.
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