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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIDS szerzett immunhianyos tiinetegyiittes
ALV madar leukémia virus

CA! kapszid fehérje

CD cirkularis dikroizmus

Coomassie “Coomassie Brilliant Blue 250 fehérje festék
Cyp A ciklofilin A

DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EIAV 16 vészes vérszegénységét okozo virus
GST glutation-S-transzferaz

HIV humén immundeficiencia virus

HPLC magas nyomasu folyadékkromatograf
HTLV human T-sejtes leukémia virus

ICTV International Comittee on Taxonomy of Viruses
INY integraz

IPTG izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid

MA! matrix fehérje

MHR major homology region

MRNS messenger RNS

NC? nukleokapszid

NMR magneses magrezonancia spektroszkopia
P1, P2, P3, sth.? szubsztrat aminosavrésze

PCR polimeraz lancreakciod

PDB fehérje adatbazis

PIC preintegracios komplex

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

PR? retroviralis protedz

1 A retrovirus fehérjék kétbetiis nevezéktana Leis és mtsai, (1988) szerint. A nem ismert funkcioju fehérjéket p
betiivel és a fehérjék molekulatomegét kDa-ban kifejez6 szammal jelolik.

2 A szubsztrat, valamint a szubsztratkotd alhelyek elnevezése Schechter és Berger (1967) szerint. A szubsztrat
aminosav oldallancok a hasitasi helytdl N-terminalis fel¢ haladva P1, P2, P3, stb., mig a C terminalis felé
haladva P1°, P2°, P3’, stb., vannak jelolve. A megfeleld szubsztratkotohelyek jelolése S1, S2, S3, stb., illetve
S1°, S2°, S37, stb.



RP

RT!

S1, S2, S3, sth.?
SDS

su!

™!

tRNS

forditott-fazisa

reverz transzkriptaz

enzim szubsztratkotd helyeinek a része
natrium dodecil szulfat

,surface” fehérje

transzmembran fehérje

transzfer RNS



1. BEVEZETES

A retrovirusok csaladjaba tartozo I-es tipusu human immundeficiencia virus (HIV-1) a
szerzett immunhidnyos tlinetegyiittes (AIDS) korokozoja. A virus altali  fert6zés
kovetkezményeként kialakulhat betegség nélkiili virémia, daganatképzddés, vérszegénység,
immunhiany, illetve kiilonb6zé idegrendszeri elvaltozasok. Napjainkban az aktiv
antiretroviralis terdpia (HAART) alkalmazéasa sikeresen lassitja a fert6zés kovetkeztében
kialakulé komplikaciok megjelenését, jollehet a virus magas mutéacids rataja miatt végleges
gyogymad jelenleg még nem all rendelkezésiinkre. Az UNIADS becslése szerint 2017-ben 36,9
millié6 HIV fertézott €lt vilagszerte, 1,8 millio 0j fertdzottet regisztraltak és 940 ezren haltak
meg a fertdzés kovetkeztében kialakulo betegségekben valamelyikében. Masrészt a HIV-alapa
pszeudotipizalt 6ninaktivald vektorok a leggyakrabban alkalmazott eszk6zok koz¢ tartoznak, a
génterapias kisérletek soran.

A HIV-1 fertézés korai fazisdnak legkritikusabb pontja az ugynevezett dekapszidacio
folyamata, amelynek eldsegitése, vagy késleltetése egyarant okozhatja akar a virusfert6zés
terminaciojat is. Ebben a folyamatban jelents szerepe van a kapszid fehérje megfeleld
stabilitasanak és szamos gazdasejt altal termelt fehérjének is, azonban a sejtbe bejutd kapszid
magok heterogenitasa, valamint a rendelkezésre allo vizsgalati modszerek korlatai miatt a
folyamat részletei, illetve annak végrehajtasaban résztvevé szerepl6k mibenléte tovabbra sem
tisztazott. Az emlitett szereplok (viralis €s gazda fehérjék egyarant) azonositasa, valamint az
azonositott faktorok szerepének alapos ismerete hozzajarulhat a virus életciklusanak alaposabb
ismeretéhez, ezaltal 0j, hatékonyabb HIV-1 ellenes terapidk kifejlesztéséhez, amelyek a
jelenleg alkalmazott terapids modszerekre rezisztens torzsek terjedését is képesek lehetnek
hatékonyan gatolni.

Munkacsoportunk és egy fiiggetlen munkacsoport korabban vizsgalta a HIV-1 proteazt
(PR) illetve annak lehetséges célpontjait a viralis fehérjék korében, ahol a kapszid fehérjét a
proteaz szubsztratjaként azonositottak. Mivel a protedz része a sejtbe bejutdé magi struktiranak
feltételezhetden szerepet jatszik a fertdzés korai fazisdban is, példaul a kapszid monomerek
hasitdsa révén. Munkdm soran elsdként célul tiiztiik ki a kapszid fehérjében azonositott
hasitohelyeken olyan mutaciok (W23A, A77P, A78V, L189F, L1891 és L189P) létrehozasat,
amelyek a proteazon korabban végzett specificitds vizsgalatok eredményei alapjan
megvaltoztatjak a kapszid fehérje virdlis proteaz altali hasithatosagat, ezaltal a késdbbiekben

eszkozként szolgdlhatnak a protedz korai fazisban betoltott szerepének alaposabb



vizsgalatdhoz, kiilonos tekintettel azokra a koriilményekre, amikor a virus vagy virus alapu
vektor receptor-medialt endocit6zis révén jut be a sejtbe, ahol a lizoszomaban kialakuld6 pH
viszonyok miatt a kapszid monomer szerkezete is eldsegitheti a proteolizist. A 1étrehozott
mutans fehérjékben tanulmanyoztuk a hatast, amelyet ezek a modositott hasitohelyek fejtenek
ki azok szerkezetére, legismertebb interakcios partnerével a ciklofilin A-val (CypA) kialakitott
kapcsolatara, illetve HIV-1 PR és tripszin altali hasithatdsagara.

A HIV-1, valamint a génterapias célokra kifejlesztett HIV-alapt vektorok replikacioja
nagymértékben fligg a gazdasejt sajat fehérjéitol. Azoktol, amelyek a velesziiletett immunitas
részeként probaljak megakadalyozni az életciklus kezdeti Iépéseit a sejtbe torténd bejutas utan,
valamint azoktol, amelyeket a virus sikeres fert6zés esetén sajat replikacidjanak elésegitésére
haszndl fel. Tobb gazdasejt fehérje szerepe a HIV-1 életciklusadban jol definialt, azonban a
kozelmultban végzett kisérletek eredményeképpen tobb szaz olyan gazdasejt fehérjét kodolo
gén keriilt kimutatasra, amelyek expressziojanak valtozasa szintén a virusfertézéssel hozhato
kapcsolatba. Ezen gének termékeinek kozvetlen vizsgalata segithet tisztazni azok pontos
szerepét, igy egy tobb géntermékre kiterjesztett proteomikai vizsgalat segithet lesziikiteni a
vizsgalandd célpontok korét. Tovabbi munkank soran egy HIV-1 alapu vektorrendszer
felhasznalasaval 293T sejtekben terveztiik vizsgalni a pszeudovirus altal okozott gazdafehérje
expresszioban bekovetkezd valtozasokat jelolés nélkiili (,,label-free”) kvantitalas segitségével.
Kisérletiink soran célunk az volt, hogy a virusfert6zés korai idépontjaiban olyan fehérjéket
talaljunk, amelyek expresszidja megvaltozik a pszeudovirus részecskékkel torténo transzdukcio

hatasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A retrovirusok

A retrovirusok a virusok egy olyan specialis csaladjat (Retroviridae) alkotjak, amelynek
jellegzetessége, hogy tagjai burokkal, valamint diploid, pozitiv szala RNS genommal
rendelkeznek. A csaladot 2017-ben az International Comittee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
az Ortervirales rendbe sorolta be, amelybe besorolt virusok k6zos jellemzdje a polimeraz (Pol)
poliproteinjiikben talalhatdé homoldg aszpartdt proteaz domén, a gazdasejt altal elallitott
transzfer RNS (tRNS) molekulak primerként torténd felhasznalasa a genom replikacidjdhoz,
valamint a virionban megtalalhaté kapszid (CA) és nukleokapszid (NC) fehérjék jelenléte. A
Retroviridae csaladba az Orthoretrovirinae és Spumaretrovirinae alcsaladok tartoznak. Az
Orthoretrovirinae alcsalad Lentivirus nemzetségébe tartozik a csalad talan legismertebb
képviseldje a human immundeficiencia virus (HIV), a szerzett immunhianyos tiinetegyiittes

(AIDS) korokozoja (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/).

A retrovirusok felfedezése Vilhelm Ellermann ¢és Oluf Bang nevéhez kotédik
(Ellermann és Bang, 1909), akik 1908-ban a csirke leukozis betegség okozdjaként azonositottak
a viruscsalad egyik képvisel6jét, a napjainkban madar leukémia virusként (ALV) ismert
patogént. Mivel a csirkék az embert6l fejlodéstanilag igen tavol allnak ahhoz, hogy modell
szervezetként szolgalhassanak a human megbetegedésekhez, tovabba a human daganatos
megbetegedések nem fert6zoek, a csirkékben leirt atvihetdséget semmilyen moédon nem hoztak
kapcsolatba az emberekben okozott megbetegedésekkel (Coffin és mtsai, 1997). Ilyen mddon
a retrovirus kutatasok ezutan évtizedeken keresztiil az allatokban okozott tumoros
megbetegedésekre korlatozodtak, majd a madarak utan 1936-ban John Bittner felfedezésének

koszonhetéen (Bittner, 1936) az emldsokre is kiterjedtek.

crer

torekvések mar az 1960-as években fokozodtak, az elsé human patogén retrovirust, a human T-
sejtes leukémia virust (HTLV), a T-sejtes leukémia korokozojat csak 1980-ban fedezték fel
(Poiesz és mtsai, 1980), amelyet a HIV-1 azonositasa kovetett 1983-ban (Barre-Sinoussi és
mtsai, 1983; Gallo és mtsai, 1984; Levy és mtsai, 1984). Az AIDS felfedezése és a HIV
fertdzottek szamanak ugrasszerli és tartds ndvekedése évtizedekre eldtérbe helyezte a
retrovirusokkal kapcsolatos kutatdsokat, a fertézés kovetkeztében kialakulo CD4+ limfocitak
szamanak csokkenése (immunhidnyos dallapot), valamint a kovetkeztében kialakulo

opportunista korokozok fert6zésével szembeni érzékenység, sulyos idegrendszeri
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komplikaciok, valamint a limfoma és kaposi szarkoma kialakulasanak nagy valdsziniisége
(Gottlieb és mtsai, 1981; Navia és mtsai, 1986) pedig tovabb ndvelte az igényt a megfeleld
terapias modszer kifejlesztésére. Napjainkra a kiilonb6z6 antiretroviralis szerek, illetve az aktiv
antiretroviralis terdpia (HAART) sikeresen lassitjadk a fert6zés kovetkeztében kialakulo
komplikaciok megjelenését, jollehet a virus szaporoddsanak teljes megsziintetése a magas
mutacios rata kovetkeztében kialakulo rezisztencidk miatt tovabbra sem megoldott. A becslések
szerint 2017-ben 36,9 millio HIV fert6zott élt vilagszerte, 1,8 millio ) fert6zottet regisztraltak
¢és 940 ezren haltak meg a fertdzés kovetkeztében kialakuld betegségekben (Unaids 2018).

A retrovirusok lipid burokkal koriilvett virionjainak atméréje 80-100 nm kozott
valtozik, a lipid burokban (Env) viralis glikoproteinek talalhatok (1. abra). A belsé kapszid mag
(core) matrix (MA) és kapszid (CA) fehérjékbdl épiil fel, alakja fajonként eltéré. A magon beliil
a nukleokapszid fehérjével kapcsolva taldlhato az RNS genom. A csaladba tartozo fajok
genomja 7-12 kb méretli, linearis, pozitiv polaritasi és nem szegmentalt. A csalad fajainak
kiilonlegessége azok replikacios stratégidja, amelyben az RNS-bdl reverz transzkripcio révén

keletkez6 DNS intermedier a gazda genomjaba integralodik.

Transzmembran

glikoprotein glikoprotein
Reverz
Matrix fehérje transzkriptaz
(MA) (RT)

Kapszid fehérje
(CA)

Genomialis RNS

Proteaz (PR)

Nukleokapszid
fehérje (NC)
Integraz (IN)
Lipid burok (Env)

1. abra. 4 retrovirus virion szerkezete



A virdlis genom szervezddése alapjan egyszerii és Osszetett retrovirusokat
kiilonboztetiink meg (Coffin 1992; Murphy és mtsai, 1995). Minden retrovirus tartalmaz 3
poliproteint kodold génszakaszt: a gag koédolja a szerkezeti fehérjéket, mint a matrix (MA), a
kapszid (CA) és a nukleokapszid (NC); a pol kodolja a replikacidért és integracioért felelds
reverz transzkriptaz (RT) és integraz (IN) enzimeket, valamint a génekrél atirddo poliproteinek
feldarabolasaért felelds proteaz enzimet (PR); és az env, amely a lipid burok felszini (SU) és
csak ezeket az alapvetd géneket tartalmazzak, mig az Osszetett retrovirusok (mint példaul a
HIV-1) tovabbi, jarulékos fehérjéket kodold géneket is hordoznak, amelyek a génexpresszio
szabalyozasan tal (Tat, Rev), a sikeres fert6zést (Nef), a gazdasejtben torténd talélést (Vif),
illetve a késobbi kijutast segitik eld (Vpu) elsdésorban a gazdasejt kiilonbozo fehérjéivel torténd

kolcsonhatasok révén.

2.2. A retrovirusok életciklusa
A retrovirusok replikacidja tobb szempontbol is kiillonlegesnek nevezheté. Ennek a
folyamatnak a vizsgalata vezetett a reverz transzkriptaz felfedezéséhez (Temin 1976) és

jelentds szerepet jatszott az elsé génterapias kisérletek elinditasaban is (Rosenberg 1991).

Eletciklusuk korai és késéi fazisra oszthaté (2. dbra), ahol a proviralis DNS integracioja
jelenti a valasztopontot. A HIV-1 életciklusanak elsé 1épéseként receptormedialt endocitozis
vagy direkt membranfuzio révén jut be a sejtbe. A citoplazméban a lipid buroktdl elvalasztott
kapszid magban megtorténik a viralis RNS atirasa, a proviralis DNS clkészitése a reverz
transzkriptaz enzim révén (Varmus és Brown, 1989). A kdzponti magban maradt fehérjékbdl
¢s a keletkezett DNS-bdl kialakult preintegracidos komplex (PIC) bekeriil a sejtmagba. A
legtobb retrovirussal ellentétben a PIC sejtmagba torténd bejutasa a lentivirus nemzetségben

aktiv folyamat, amely lehet6vé teszi a nem o0sztodo sejtek fertézését is (Tozsér és Oroszlan,

2003).

A sejtmagban a virdlis DNS az integraz enzim segitségével integralodik a gazdasejt
genomjaba (provirus képzddés), amellyel véget ér az €letciklus korai szakasza. Az integraciot
kovetden a provirus inaktivva valhat (latens fertdzés), vagy megkezdddhet a viralis gének
expresszidja (produktiv fertdzés) ahol a késéi fazis kezdd 1épéseként proviralis DNS-bdl a
cellularis RNS polimeraz II enzim segitségével RNS keletkezik (Kirchhoff, 2013). A

keletkezett messenger RNS (mRNS) moleluldkrol a korabban emlitett esszencidlis gének (gag,
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pol, env) altal kodolt fehérjék, illetve Gsszetett retrovirusok esetében tovabbi fehérjék irodnak

at.

2. abra. A retrovirusok életciklusinak lépései (Tézsér, 2003 alapjan)

1: Kétodés és bejutds
: A virusburok elvesztése
: Proviralis DNS szintézis

: Preintegracios komplex (PIC) bejutdsa a magba

o1 N W N

. Integracio

6: A provirus expresszioja
7: Transzlacio

8: Osszerendezbdés

9: Lefiizodés

10: A virion ,, érése”

A gag és a pol génekrdl atirodott mRNS-ek lokalizaciojuknak megfeleléen a Gag és

Gag-Pol poliproteinek, vagy az Gjonnan keletkezett virionok genomjaként szolgalnak. Az env

gén altal kodolt poliprotein egy Kisebb, illesztett mRNS-rdl irodik at, a szintetizalt fehérje

glikozilalodik, majd a plazmamembranba valo transzport soran, egy cellularis proteinaz altal
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hasad a megfelelé fehérje alegységeire (SU és TM). A jarulékos fehérjék templatjaként
tobbszorosen illesztett mRNS-ek szolgalnak. Az elsddleges termékként szintetizalodo Gag €s
Gag-Pol poliproteinek a gazdasejt membranjanak Env fehérjében gazdag részein, a membran
belsé feliileténél csoportosulnak, majd a viralis genom mRNS-sel egy toroidszerii "éretlen"

részecskévé formalddnak, melyet a virusburok zar be.

A virus a ,,budding” (lefiiz6dés) révén keriil ki, majd a virionban a poliproteineket a
viralis proteaz hasitja kisebb funkcionalis egységekre (Oroszlan és Gilden, 1980; Dickson ¢és
mtsai, 1984). Ez a proteolitikus hasitas sziikséges a virus ,,éréséhez” (3. abra) (Yoshinaka és
Luftig, 1977; Tozsér és Oroszlan, 2003) ¢és a fertézoképesség kialakulasahoz (Lu és Wong,
1979; Katoh és mtsai, 1985).

Eretlen virion Erett virion

Kapszid ,,core”

3. abra. A HIV-1 virion érése (Novikova és mtsai, 2019) alapjdn.

2.3. A HIV-1 kapszid jellemzése

A kapszid fehérje 231 aminosavrészbdl épiil fel és két egymastol fliggetlen doménbdl
all. Az amino(N)-terminalis ,,core” domén az 1.-t61 a 145. aminosavrészig tart (Gitti és mtsai,
1996; Momany és mtsai, 1996), 7 a-hélixet, 2 B-hajtiit és egy kifelé forduld, prolinban gazdag
hurkot foglal magaban. A doménben el6fordulé6 mutacidok okozhatjdk a fertézéképesség teljes
elvesztését, aberrans mag struktira kialakuldsat vagy a reverz transzkripcio defektjét is (Tang
¢és mtsai, 2001). A prolinban gazdag hurkot a gazdasejtek peptidil-prolil izomeraz ciklofilin A

(CypA) fehérje kotdhelyeként azonositottak, amely fehérje szintén jelentOs szerepet jatszik a
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virion fert6zOképességének kialakitasaban (Sokolskaja és mtsai, 2004; Qi és mtsai, 2008). A
karboxi(C)-terminalis oligomerizacios domén a 146.-t6l a 231. aminosavrészig tart (Gamble és
mtsai, 1997), sziikséges szerkezeti eleme a Gag oligomerizacionak, ezaltal a virion
kialakulasaban alapvetd szerepet jatszik. Globularis szerkezetében 4 a-hélix talalhato és
tartalmaz egy evolicidosan megdrzott, 20 aminosavbol allé peptid szekvenciat (Major
Homology Region, MHR) is (Wills és Craven, 1991). Az MHR minden lenti- és onkovirusban
azonosithato, elengedhetetlen komponens a fehérje szerkezet fenntartasahoz, valamint az egyéb
viralis és sejtek fehérjékkel torténd kapcsolatok kialakitasahoz. A két domén egy rovid
Osszekotd szakasszal kapcsolodik egymashoz (Freed, 1998), amely szintén elengedhetetlen
,»szerepl6” a megfelel6 kapszid szerkezet felvételéhez és stabilitasahoz (Jiang és mtsai, 2011).
NMR spektroszkopias (Gitti és mtsai, 1996) és rontgen krisztallografias (Gamble és mitsai,
1997) vizsgalatok igazoltak azt, hogy a HIV-1 CA fehérje nagyrészt a-helikalis masodlagos
szerkezetet vesz fel. Ezen kiviil a rekombinans p24 (CA) fehérje CD-spektroszkopias vizsgalata
is azt mutatta ki, hogy természetes koriilmények kozott a fehérje 56 %-a a-hélixekbe, 3%-a -
redékbe 20 %-a pedig kanyarokba rendezddik (Misselwitz és mtsai, 1995), mig a maradék 21

% rendezetlennek mutatkozott.

A kapszid fehérje a gag gén terméke, amelyet a PR hasit ki a Gag poliproteinbdl. Fontos
szerepet jatszik mind az Osszerendezddés folyamataban, mind a virus bejutdsa utani korai
fazisban. A gag poliprotein PR altali feldaraboléasa a virion ,,érésének” részfolyamata, amely
elsdsorban az érett viralis, HIV-1 esetében a MA, CA, NC és a p6 fehérjék megjelenését jelenti
(Henderson ¢és mtsai, 1992). A folyamat a virion nagymértékii szerkezeti atrendez6dését is
eléidézi, ahol az ilyen modon megrovidiilt fehérjék aminosav Osszetételiiknek megfeleld
konformaciot vesznek fel, és amely 0 funkciok megjelenését vonja maga utan, majd végiil
elvezet egy kup alaku kapszid magot magaban foglalo érett virion megjelenéséig (von
Schwedler és mtsai, 1998; de Marco és mtsai, 2010). A mag koriilbeliil 1500 darab CA
fehérjébdl all, amelyek megkozelitéleg 250 hexamert és pontosan 12 db pentamert alakitanak
ki (Ganser és mtsai, 1999; Li és mtsai, 2000; Pornillos és mtsai, 2011). A CA fehérjék N-
terminalis doménjiikkel szervezédnek hexamerekké, amelyek karboxi-terminalis doménjeik
révén 6 masik hexamerrel kapcsolodnak racsba (Lanman és mtsai, 2003; Ganser-Pornillos és
mtsai, 2007; Pornillos és mtsai, 2009) és alakitjak ki az érett virionra jellemz6 kup alaka
struktarat, amelyet a pentamerek zarnak és ezaltal stabilizdlnak a végeken 1évd megfeleld

pozicidkban (4. ébra).
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Mar a korai kisérletek is arra utaltak, hogy a CA megfeleld stabilitasanak jelentOs
szerepe van a HIV-1 fert6zésben az altal, hogy befolyasolja az ugynevezett dekapszidacio
sebességét a fertdzés korai fazisaban (Tang és mtsai, 2001; Tang és mtsai 2003; Forshey és
mtsai, 2002; Tang és mtsai, 2007; Joshi és mtsai, 2006; Yang és mtsai, 2012). A folyamat,
illetve annak végrehajtasaban résztvevo szereplok mibenléte azonban a megfelelden specifikus
¢s érzékeny vizsgalati modszerek hidnya miatt tovabbra sem teljesen tisztazott. A virusokbol
izolalt, illetve in vitro Osszeszerelt kapszidok nagy heterogenitast mutatnak, raadasul nagy
résziik hibas, ami szintén megneheziti a vizsgalatukat. Az évek folyamén szamos moddszert
fejlesztettek ki a folyamat vizsgalatra, azonban egyikiik sem volt képes valaszt adni minden

felmeril6 kérdésre.

HIV-1 CA CA pentamerek (12)

CA monomer
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CA hexamerek (216)

4. abra. Az érett HIV-1 kapszid szerkezete és épitéelemei (Quinn és mtsai, 2018) alapjan.

2.4. AHIV-1 PR jellemzése
A HIV-1 PR a Gag-Pol poliprotein részeként szintetizalodod, 99 aminosavrészbdl

felépiil6 proteolitikus enzim, amely olyan aszpartil proteazokra jellemz6 tulajdonsagokat mutat,

enziminaktivacid. Azonban a tipikus celluldris aszpartil protedzoktol eltéréen két egyforma
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alegységbdl épiil fel, dimerként miikodik. Elsé- és masodlagos szerkezete a cellularis aszpartil
proteazok egyik doménjével analdog (Toh ¢s mtsai, 1985), tulnyomoan P-redoket és
alegységenként 1 a-hélixet tartalmaz. A két alegység N- és C-terminalis ldncai 6sszefonddva

alkotnak egy négyrétegii antiparallel B-redét.

A HIV-1 PR harom jellegzetes régioja az aktiv centrum, a lebeny (flap) és a C-terminalis
kozelében elhelyezkedd konzervalt dimerizacids régid (5. abra). Az aktiv centrumot alkotd
katalitikus triadok (Asp-Thr-Gly) mindkét alegység esetében az N-terminalis kozelében
helyezkednek el, aminosavrészei hidrogénkotések haldzatan keresztiil kapcsolodnak
egymashoz (Davies, 1990; Wlodawer és Erickson, 1993), amit tiizoltofogasnak (,,fireman’s
grip”) neveznek, amely elnevezés a kotés geometriajara és erds jellegére utal. A flexibilis
lebeny régid tobbé-kevésbé konzervalt (Miller és mtsai, 1989; Navia és mtsai, 1989), a
szubsztrat, illetve az inhibitor kotédésekor elmozdul és rdhajlik a ligandra, ezaltal stabilizalva
aktiv centrumba torténd be- és kilépést, nyitott, vagy zart allapot kialakitasaval (Hornak és
mtsai, 2006). A harmadik konzervalt régio (Gly-Arg-Asn) a C-terminalis kézelében talalhatd

¢s ionparok kialakitasaval a dimerizacioban jatszik fontos szerepet.

A HIV-1 PR pH optimuma savas (4,5-6,5) (Grinde és mtsai, 1992), hasitasi helyeit
viralis poliproteinek felhasznalasaval és az érett fehérjék N- és C-terminalis szekvenciainak
meghatarozasaval azonositottak. Jollehet a hasitasi helyek Osszehasonlitdsaval nem sikertilt
konszenzus hasitasi szekvenciat azonositani, a szekvenciak tobbnyire hidrofébak. A HIV-1 PR-
nak legalabb hét aminosav hosszisagu peptidre van sziiksége a szekvencia felismeréséhez és a
sikeres hasitashoz, amelynek szamos hidrogénkoétéssel, nytjtott béta konformacioban kell az
enzimhez kotédnie (Wlodawer és Erickson, 1993). A rovidebb, nem hasithatd peptidek
kompetitiv gatloszerek lehetnek (Kotler és mtsai, 1988; Roberts és mtsai, 1990; Tézsér és mtsali,
1991). A természetes hasitohelyek analizisébdl arra kovetkeztettek, hogy a PR bizonyos
aminosavakat preferal a hasitohelyek mellett és annak kornyezetében, amely alapjan gy
gondoltdk, hogy két fo tipust kiillonboztethetiink meg: az 1-es tipusnal Tyr(Phe)*Pro- a P1-P1'
helyeken (nevezéktan: Schecter és Berger, 1967 alapjan), a 2-es tipusnal pedig prolin
kivételével hidrofob aminosavak szerepelnek a P1 és P1° helyeken (Pettit és mtsai, 1991; Tozsér
és mtsai, 1991). Oligopeptid szubsztratokkal végzett specificitasi kisérletek a késdbbiekben
alatamasztottak a két tipus létezését (Tozser és mtsai, 1992; Griffiths és mtsai, 1992), tovabba

kimutattdk az enzim P2 és P2’ pozicioban talalhaté aminosavrész preferenciait is. A hasitohely

crer
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Lebeny régio

Szubsztrat Aktiv centrum

Dimerizacios régio

5. abra: A vad tipusu HIV-1 proteadz fehérje VSONYPIVQ peptid szubsztrattal alkotott komplex
szerkezeti modellje. A szerkezetben az a-hélixek piros, a f-redok sdrga szinnel vannak jelélve.
Az abran lila szinnel az aktiv centrum katalitikus aszpartatjai vannak kiemelve (Motyan Janos

keszitette).

figyelhetd meg. A P1’ a P1-hez hasonl6 azzal a kivétellel, hogy prolin aminosav gyakran
eléfordul itt. A P2 és P2’ helyeken hidrofob, vagy kis polaris, mig a kiilsébb pozicidkban
kiilonféle aminosavrészek talalhatok. Az 1-es tipusu hasitohelyet tartalmazo szubsztratokkal
végzett kisérletek kis aminosavrészekre (pl. cisztein és aszparagin) mutattak preferenciat a P2
helyen és B-elagazasu valinra vagy izoleucinra a P2’ pozicioban (Tozser és mtsai, 1992). A 2-
es tipust hasitohelyet tartalmazé peptidekkel végzett kisérletekben pedig a P2 helyen a -
elagazasi aminosavak (legf6képpen a valin), mig a P2’ helyen a glutamin bizonyult a
legkedvezobbnek (Griffiths és mtsai, 1992). Jollehet az enzim homodimerként miikodik, az
azonositott természetes hasitohelyek szekvencidja nem mutat szimmetrikus aminosav eloszlast,
és szimmetrikus szubsztratok iranti preferenciat sem sikeriilt kimutatni (Tozsér és mtsai, 1997).

Mivel a PR szubsztrat-kotd zsebei egymassal atfedésben vannak a szubsztrat oldallancai
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kolcsonhathatnak egymassal, ami az adott oldallanc alternativ pozicionalddasat okozhatja és
egy energetikailag nem-additiv kapcsolat alakul ki a ligand oldallanca és a szubsztrat-koto zseb
kozott (Tozsér és Oroszlan, 2003). A PR miikddése jelentés hasitohely szekvencia fiiggést
mutat, amelynek legfontosabb jellemzdje az aminosavrész mérete és a P-clagazas megléte
(Tozsér és mtsai, 1997), ugyanakkor specificitas vizsgalatokban a P1 és P1’ helyen 1évé
aminosavrészek bizonyultak a legkritikusabb tényezoknek a hasithatosag szempontjabol. Ezért
ugy dontottiink, hogy a CA fehérjét érintd vizsgalatokban ezeken a helyeken mddositjuk a
meglévo hasitohelyek szekvenciait, hogy a proteolitikus hasitasnak ellenalld, vagy arra

fokozottan érzékeny fehérjéket hozzunk létre.

2.5. A PR szerepe a HIV-1 fert6zés korai fazisaban

Régota ismert tény, hogy szamos virus fehérje mellett a PR is része a kapszid magnak
(Roberts és mtsai, 1991; Welker és mtsai, 2000), amely bejut a sejt citoplazmajaba, ezaltal az
is elképzelhetd, hogy a korai fazisban is hozzajarul a virus fertdzoképességéhez a viralis
fehérjék tovabbi modositasaval, vagy €ppen a gazdasejt megfeleld fehérjéinek hasitasa révén
(Tozsér és Oroszlan, 2003). Egy masik lentivirussal (equine infectious anaemia virus- EIAV)
elvégzett kisérletben igazoltak azt, hogy a PR képes a nukleokapszid fehérje kisebb
fragmensekre torténd hasitasara (Roberts és mtsai, 1991), amely felfedezés alapjaul szolgalt a
PR korai fazisban betoltott szerepét feltételez6 elméleteknek. Azt is igazoltak, hogy a kapszid
mag felépitésében részt vevo fehérjék (CA, NC) szubsztratjai a viralis proteaznak in vitro
(T6zsér és mtsai, 2003, 2004; Rumlova és mtsai, 2003), valamint tobb mint 30 olyan sejtfehérjét
azonositottak, amelyek célpontjai lehetnek a HIV proteaznak (Shoeman és mtsai, 1990, 1993;
Tomasselli és mtsai, 1991; Wagner és mtsai, 2015). Mas kutatasok szerint a PR aktivitasa felel
az egyes sejtvonalakban megfigyelheté nekrotikus (Blanco és mtsai, 2003; Ventoso és mtsali,
2005), vagy apoptotikus (Strack és mtsai, 1996) sejthalalért. Az in vivo PR gatlasi vizsgalatok
ezzel szemben ellentmondédsos eredményekhez vezettek: mig néhdnyan egyértelmiien
kimutattak a korai fazisra kifejtett gatlast (Baboonian és mtsai, 1991; Venaud és mtsai, 1992;
Nagy és mtsai, 1994; Stefanidou és mtsai, 2012), addig masok nem figyeltek meg ilyen hatast
(Jacobsen és mtsai, 1992; Kaplan és mtsai, 1996). Jollehet ezen ellentmondasos eredményeknek
kdszonhetden a PR szerepe a korai fazisban a mai napig nem tisztazott, feltételezhetd, hogy

szerepet jatszik abban.

A korabban emlitett viralis fehérjékkel egyiitt a CA is PR szubsztratjanak bizonyult in
Vitro, és ez a hasitas feltételezhetéen a pH valtozas altal el6idézett konformaciods valtozasnak
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koszonhetd. A poliakrilamid gélelekroforézissel elvalasztott CA fragmensek N-termindlis
szekvenalasanak és tomegspektrometrids azonositdsdnak eredményeként két f6 CA hasitasi
helyet azonositottak: a 77. alanin és 78. alanin, valamint a 189. leucin és 190. leucin

aminosavrészek kozott (Tozsér és mtsai, 2003) (6. abra). Ezeken a helyeken kiviil egy masik

HIV-1 kapszid HIV-1 kapszid
N-terminalis domén C-terminalis domén

6. abra. A vad tipusu HIV-1 kapszid fehérje szerkezete (Motyan Janos készitette). A
szerkezetben az a-hélixek piros, a f-redok sarga szinnel vannak jelolve. Az abran a proteolitikus
hasitasi helyeket térkitolté modellekkel abrazoltuk, a ciklofilin koto hurokhoz tartozo
aminosavrészek pedig kék szinii palcika abrazoldssal lettek kiemelve.

kutatocsoport tovabbi hdrom hasitohelyet azonositott a 22. alanin és 23. triptofan, a 116. glicin
és 117. triptofan, valamint a 204. alanin és 205. leucin aminosavrészek kozott (Rumlova és
mtsai, 2003). Az itt felsorolt hasitasi helyek szerkezeti tulajdonsagai azonban nem felelnek meg
a proteaz-medialt hidrolizis szerkezeti kovetelményeinek, mivel a szubsztratnak nyujtott béta
konformacioban kell az enzimhez k6tédnie (Wlodawer és Erickson, 1993). A kapszid fehérje
szerkezetét 7,5-6s pH-n hataroztak meg, ahol az ellenall a proteolitikus hasitasnak, azonban
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szerkezete és magasabb szervez6dése fokozottan érzékeny a kémhatasra; pH 6,6 alatt a CA
oligomerek monomerekké esnek szét, amelyek ,olvadt gomboc” szerkezetet vesznek fel
(Misselwitz és mtsai, 1995; Ehrlich és mtsai, 2001). A fehérje ezen allapotaban a hasitasi helyek
szabadda valnak és lehetévé valik a protedzhoz torténd kotddés, illetve a fentebb bemutatott

proteolitikus hasitas is.

Habar a HIV-1 sejtbe torténd bejutasa leginkabb direkt fhzidval torténik, amelynél a
citoplazmaba belépd kapszid mag, illetve a monomerek szerkezete a citoplazma semleges pH-
jan nincs kitéve a fentebb leirt valtozdsoknak, az endocitozissal torténd belépés tovabb
novelheti a sikeres fert6zés esélyét a virus izolatumtol és a gazda sejt tipusatol fiiggden (Fackler
¢s Peterlin, 2000; Daecke és mtsai, 2005; Maurin és mtsai, 2007), tovabba a génterapiaban
hasznalt HIV-alapu pszeudovirus részecskék is ezt az utvonalat hasznaljak. Az endocitotikus
uton torténd bejutas révén a lizoszoma savas pH-ja egyrészt jotékony hatassal lehet a PR
aktivitasara, masrészt a CA szerkezet valtozdsa miatt szabaddd vald hasitohelyek lehetévé

teszik annak hasitasat, ezaltal felgyorsulhat a dekapszidacio folyamata is.

crcr

lehetnek olyan mutans CA 1étrehozasara, amely szerkezetében nem, de PR dltali
hasithatosdgaban valtozik, ezéltal eszkozként szolgdl a két fehérje kolcsonhatasanak

vizsgalatara a HIV-1 fertdzés korai szakaszaban.

2.6. Kapszidhoz kot6do gazdasejt fehérjék szerepe a HIV-1 fertozés korai fazisaban

A legjobban jellemzett human fehérje, ami a kapszidhoz kotédik a peptidil-prolil
izomeraz, ciklofilin A fehérje (CypA), amely a HIV-1 életciklusdnak kés6éi fazisaban képes
kotédni a HIV-1 gag poliproteinhez (Luban és mtsai, 1993; Braaten és mtsai, 1996). A CypA a
lefliz6dés folyaman a virionba is becsomagolodik, amely elengedhetetlennek bizonyult a virus
megfeleld fertézoképességének fenntartasahoz (Franke és mtsai, 1994; Thali ¢és mtsai, 1994;
Yoo és mtsai, 1997), jollehet késébbi kutatasok szerint a gazdasejtben jelenlévé CypA sokkal
fontosabb a fert6zoképességhez (Sokolskaja és mtsai, 2004; Qi és mtsai, 2008; Fassati, 2012).
Egyes eredmények szerint bizonyos sejttipusokban (pl HeLa és H9 T sejtek), illetve virus
izolatumok esetében a HIV-1 replikacidja fliggetlen a ciklofilintél (Yin és mtsai, 1998;
Sokolskaja és mtsai, 2004). Az A92E vagy G94D CA mutaciokat hordozé virusok nem képesek
az emlitett sejtekben torténd replikdciéra azonban a CA-CypA kolcsonhatas megsziintetése

visszaallitja fert6z6képességiiket (Yin és mtsai, 1998; Sokolskaja és mtsai, 2004; Hatziioannou
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és mtsai, 2005; Song és Aiken 2007). A CypA a kapszid fehérjén talalhato CypA-koté hurokhoz
kapcsolodik (87HAGPIA92 az amino-terminalis doménen) (7. dbra). A CypA pontos szerepe a
HIV-1 fertézés korai szakaszaban tovabbra sem tisztazott, valdszinlileg a kapszid magot
stabilizalja (Wiegers és mtsai, 1999). Ujabb eredmények szerint a CA mellett a Vpr (Solbak és
mtsai, 2010) és a p6 fehérjéhez is képes kotddni (Solbak és mtsai, 2012). A CypA kapszidhoz
valé kotddése ciklosporinnal, vagy barmely kdtohely aminosavrész mutagenezisével gatolhato.
Egyes sejtvonalakban barmely modszer hasznélata gatolja a fertdzés folyamatat a reverz

transzkripcio el6tt vagy kozben beavatkozva.

Az utobbi néhany évtizedben szamos kutatds soran probaltak azonositani tovabbi
specifikus gazdasejt fehérjéket, amelyek részt vehetnek a HIV-1 fert6zés korai fazisanak
iranyitasaban a fert6zés akadalyozasa vagy éppen segitése révén. Ezen kutatdsok koziil a
legjelentdsebbek kis interferald RNS (siRNS) konyvtarak felhasznalasaval igyekeztek
megtaldlni azokat a géneket és fehérjéket, amelyek sziikségesek a fertdzés 1épéseihez (Brass és
mtsai, 2008; Konig és mtsai, 2008; Zhou és mtsai, 2008; Jager és mtsai, 2012). Ezek koziil
néhany, mint példaul a ,transportin-3” (TNPO3), a ,cellular protein cleavage and
polyadenylation specificity factor subunit 6 (CPSF6) vagy a ,,nuclear pore komplex protein
153” (NUP153) és 358 (NUP358 vagy RunBP2) fehérjék mind képesek kapcsolatba Iépni a CA
fehérjével (Lee és mtsai, 2010; Ambrose és Aiken, 2014; Campbell és Hope, 2015).

A TNPO3 egy nuklearis transzport fehérje, a kezdeti feltételezések szerint a viralis
integrazhoz vald kotodése révén segiti el6 a PIC bejutasat a sejtmagba (Christ és mtsai, 2008),
azonban kés6bbi kutatasok szerint hatasat inkabb a kapszidhoz val6 kotédése révén (Krishnan
¢és mtsai, 2010) fejti ki. Egy kisérletben azt is kimutattak, hogy rekombinans TNPO3
hozzéaadasa a tisztitott kapszid preparatumokhoz elésegiti annak szétszerel6dését in vitro, amit
a CypA képes volt gatolni (Shah és mtsai, 2013). Jollehet ezek megfigyelések azt sugalljak,
hogy a CypA és TNPO3 fehérjék egyiittmiikodése sziikséges a dekapszidacio folyamatanak
megfeleld koordinacidjdhoz, a kdzelmultban végzett kisérletek eredményei inkabb azt jelzik,
hogy a TNPO3 hatasat inkabb indirekt moédon, a CPSF6 fehérje elkiilonitése révén fejti ki, €s

crer

laco és Luban 2011; De laco és mtsai, 2013).

A CPSF6 fehérje szintén kotddik a kapszidhoz, a HIV-1 fertdzés korai fazisdnak tobb
lépésében is szerepet tulajdonitanak neki (Saito és mtsai, 2016). Egyik valoszinii szerepe a
kapszid nukledris transzportjanak elésegitésében van (Lee és mtsai, 2010; Schaller és mtsai,
2011; Price és mtsai, 2012; Chin és mtsai, 2015; Bejarano és mtsai, 2019), ezen kiviil to6bb
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cres

szerepét (Schaller és mtsai, 2011; Koh és mtsai, 2013; Sowd és mtsai, 2016; Rasheedi és mtsal,
2016; Achuthan és mtsai, 2018).

87HAGPIA®?

Ciklofilin A HIV-1 kapszid
N-terminalis domén

7. abra. A vad tipusu HIV-1 CA N-terminalis doménjének kapcsolata a CypA fehérjével
(Motyan Janos készitette). Az abran a ciklofilin k6t hurokhoz tartozé aminosavrészek kék szinti
pdlcika abrdzolassal lettek kiemelve. A szerkezetekben az a-hélixek piros, a p-reddk sarga

szinnel vannak jelolve.

Végiil Rasaiyaah ¢s munkatarsai ahhoz az elmélethez talaltak meggy6z6 adatokat, amely szerint
a makrofagokban a HIV-1 a CypA és CPSF6 fehérje révén keriili el a citoszolban lokalizal6do
DNS szenzor ciklikus GMP-AMP (cGAS) altali felismerést (Rasaiyaah és mtsai, 2013).

A NUP153 és NUP358 nukleoporin fehérjék a magporus komplex fontos alkotoelemei
a korabban emlitett kisérletek koziil kettében is (Brass és mtsai, 2008; Konig és mtsai, 2008)
azonositottdk mindkettét. A NUP358 a porusok citoplazmatikus oldaldn a citoplazmatikus

filamentumok kiindulasi pontjan, vagy ahhoz kozel talalhato (Wu és mtsai, 1995) és az ezzel
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kapcsolatos kisérletek eredményei szerint jelentds szerepe van a HIV-1 magi
kozzétett kisérlet eredményei szerint ezen hatasat masik két gazdafehérjével: a korabban
emlitett CPSF6-al és egy kinezin motoros fehérjével a KIF5B-vel (,,kinesin family member
5B”) kolcsonhatasban képes kifejteni (Dharan és mtsai, 2016).

A NUP153 a porusok magi oldalan talalhaté nukleoporin fehérje. Jollehet elsoként
integrazt koto fehérjeként ismerték fel (Woodward és mtsai, 2009), késdbb a HIV-1 fertézésben
betoltott szerepének genetikai determinansaként a kapszid fehérjét azonositottak be (Matreyek
¢s Engelman, 2011). Képes kapcsolodni a kapszidhoz egy ujabb nukleoporinnal, a NUP93-al
egyiitt (Di Nunzio és mtsai, 2013). A HIV-1 replikacioban betdltott szerepét szamos kutatas
soran alatimasztottak (Di Nunzio és mtsai, 2012, 2013; Matreyek és mtsai, 2013), tovabba
Buffone ¢és munkatarsai egy kozelmultban kozzétett kisérletben azt is igazoltdk, hogy
elengedhetetleniil sziikkséges a nem osztddo sejtekben torténd fertézéshez (Buffone és mtsai,

2018).

Az itt bemutatott fehérjéken kiviil még tobb szaz olyan létezik, amelyrdl kimutattak,
hogy szerepet jatszik a HIV-1 életciklusaban, azonban tobbségiiknél a szerep mibenléte, illetve
az ¢letciklushoz torténd kapcsolddasi pontja tovabbra sem ismert. Ezen fehérjéknek a HIV-1
¢letciklusara kifejtett hatasanak alapos vizsgélata jelentds mértékben hozzajarulhat az Gjabb

HIV-1 ellenes terapiak megjelenéséhez.
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3. CELKITUZES

A HIV-1 fertézés korai fazisanak legkritikusabb pontja a dekapszidacié folyamata,
amelynek eldsegitése vagy késleltetése egyarant okozhatja a virusfertézés terminéciojat. A
folyamatban részt vevO szereplok azonositdsa, valamint azok szerepének ismerete
hozzajarulhat a virus életciklusanak alaposabb ismeretéhez, ezaltal uj, hatékonyabb HIV-1

ellenes terapiak kifejlesztéséhez.
Munkank soran a kovetkezo célokat tiztik ki:

1. A kapszid fehérje korabban azonositott hasitohelyein olyan mutéacidkat terveztiink 1étrehozni
(W23A, A77P, A78V, LI189F, L1891 és L189P), amelyek a protedzon korabban végzett
specificitds vizsgalatok eredményei alapjan megvaltoztatjak a kapszid fehérje viralis proteaz
altali hasithatosagat, ezaltal a késObbiekben eszkozként szolgalhatnak a proteaz korai fazisban
betoltott szerepének alaposabb vizsgalatdhoz. A 1étrehozott mutans fehérjékben terveztiik
tanulmanyozni a hatast, amelyet ezek a moédositott hasitohelyek fejtenek ki HIV-1 PR és
tripszin altali hasithatésagara. Ezen kiviil vizsgalni terveztiik a mutaciok hatasat a mutans

fehérjék szerkezetére, valamint CypA fehérjével kialakitott kapcsolatara.

2. Egy HIV-1 alapu vektorrendszer felhasznalasaval 293T sejtekben terveztiik vizsgalni a
pszeudovirus transzdukcio altal okozott gazdafehérje expresszioban bekovetkezd valtozasokat
jelolés nélkiili (label-free) kvantitalas segitségével azért, hogy olyan gazda eredetii fehérjéket
azonositsunk amelyek feltehetden szerepet jatszanak a pszeudovirussal torténd transzdukcid

korai fazisaban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A mutaciok szerkezetre Kifejtett hatasanak becslése

A masodlagos szerkezeteket a SOPMA masodlagos szerkezet becsld szerver (Combet
et al. 2000) hasznalataval becsiiltiik meg, a mutaciok stabilitasra kifejtett hatasanak becslése
pedig a Site Directed Mutator (SDM) szerver segitségével tortént (Worth és mtsai, 2011) a vad
tipusu teljes hosszasagun HIV-1 CA kristalyszerkezetének (PDB code: 3NTE) (Du és mtsai.,
2011) felhasznalasaval. Az abrak a Pymol programmal (PyMol Molecular Graphics System;
Version 1.3 Schrodinger, LLC) késziiltek.

4.2. A rekombinans HIV-1 kapszid fehérje mutagenezise, expresszidja és tisztitasa

A vad tipust (wt) HIVIIIB kapszid fehérjét kodolo és vele N-terminalison 6 hisztidin
aminosavbol felépiil, talnyuld véget kodold plazmid (Hise-HIVCA) Dr. Carol Carter
(Department of Molecular Genetics and Microbiology, S.U.N.Y. Stony Brook, USA) ajandéka
volt. A fenti plazmidban a mutaciokat QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével hoztuk 1étre az 1. tdblazatban
feltiintetett oligonukleotid primerek (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, USA)
felhasznalasaval. A létrehozott mutaciokat tartalmazo plazmidokat QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN, Hilden, Németorszag) felhasznalasaval tisztitottuk, és T7 promoter primer
(Promega, Madison, WI, USA), majd Prism dye terminator cycle sequencing kit és 3100-Avant
Genetic Analyzer (mindketté Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA) segitségével szekvenaltuk, annak igazolasara, hogy valoban tartalmazzak a kivant

mutaciot.

A mutans rekombinans kapszid fehérjéket BL21 (DE3) E. coli sejtekben (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) expresszaltuk. Az expressziot 0,4 mM
IPTG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hozzdadasaval indukaltuk és 3 éran keresztiil,
37°C-on végeztiik. A bakterialis sejteket lizis pufferben (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1
mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), pH 8,0), szonikalassal tartuk fel. A lizatumot 17500
g-n centrifugaltuk 25 percig, 4 °C-on, majd a pelletet ismét lizis pufferrel mostuk és
centrifugaltuk, a fentiekkel azonos koriilmények kozott. A pelletet denaturald pufferben (20
mM NaH>POs, 500 mM NaCl, 0,1% Triton-X-100, 40 mM imidazol, 8 M urea, pH 7,5)

szuszpendaltuk fel, majd Gjra szonikaltuk és centrifugaltuk a fentebb leirt koriilmények
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HIV-1 CA | forward: 5’-CAC CTA GAA CTT TAA ATG CAG CGG TAA AAG TAG TAG AAG
W23A AGA AGG-3’

reverse: 5’- CCT TCTCTTCTACTACTT TTACCGCTG CAT TTAAAG TTC TAG
GTG-3’

HIV-1 CA | forward: 5’-GAC CAT CAA TGA GGA ACC TGC AGA ATG GGA TAG AG-3’

ATTP
reverse: 5’-CTC TAT CCC ATT CTG CAG GTT CCT CAT TGATGG TC-3’

HIV-1 CA | forward: 5’-CCA TCA ATG AGG AAG CTG TAG AAT GGG ATA GAG TAC-3°

AT8V
8 reverse: 5’-GTA CTC TAT CCC ATT CTA CAG CTT CCT CAT TGA TGG-3°

HIV-1 CA | forward: 5’-GGA TGA CAG AAA CCT TCT TGG TCC AAA ATG CGA AC-3°

L189F
reverse: 5’-GTT CGC ATT TTG GAC CAA GAAGGT TTC TGT CAT CC-3°

HIV-1 CA | forward: 5’-AAT TGG ATG ACA GAA ACC ATC TTG GTC CAA AAT GCG AAC-
L189l 3

reverse: 5’-GTT CGC ATT TTG GAC CAA GAT GGT TTC TGT CAT CCA ATT-3”

HIV-1 CA | forward: 5’-AAT TGG ATG ACA GAA ACC CCG TTG GTC CAA AAT GCG AAC-
L189P 3

reverse: 5’-GTT CGC ATT TTG GAC CAA CGG GGT TTC TGT CAT CCA ATT-3’

1. tablazat. A HIV-1 CA mutagenezis primerek listdja

kozott. A feliiluszot 0,22 um porusméretii fecskendd sziirén (Merck, Millipore, Darmstadt,
Németorszag) sziirtiik, majd AKTA prime (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Egyesiilt
Kiralysag) késziiléken, Ni-NTA Superflow affinitds toltetet (Quiagen) tartalmazo
kromatografias oszlopra vittiik fel, amit el6tte CA-kot6 pufferrel (20 mM NaH2PO4, 500 mM
NaCl, 0,1% Triton-X-100, 40 mM imidazol, pH 7,5) ekvilibraltunk. A CA-kot6 pufferrel
végzett alapos mosas utan a kikotédott fehérjét CA eludlo pufferben (20 mM NaH;POs, 500
mM NaCl, 500 mM, pH 7,5) elualtuk. A tisztitott fehérje frakciokat ioncserélt (MQ) vizzel
szemben dializaltuk 4 °C-on egy éjszakan keresztiil, majd Concentrator plus késziilék
(Eppendorf, Hamburg, Németorszag) segitségével koncentraltuk. A fehérje koncentratum
Osszetevoit gélsziiréssel valasztottuk el Superose 12 10/300 GL gélsziiré oszlopon (GE
Healthcare, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag), amelyet elézoleg ekvilibrald pufferrel
ekvilibraltunk (50 mM NaH2PO4 0,15 M NaCl, pH 7,0). Az elvalasztast szobahdmérsékleten,
1 ml/perc sebességgel végeztik. A preparatumok tisztasagat SDS-poliakrilamid

gélelektroforézissel ellendriztik, majd a megfeleld tisztasdglh mintdkat dializaltuk és
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NanoDrop késziiléken (Thermo Scientific), 280 nm hullamhosszon mért elnyelésiik alapjan

hataroztuk meg.

4.3. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia

A cirkularis dikroizmus spektrumokat Jasco-810 spektropolariméteren mértiik
szobahdmeérsékleten 10 mM natrium foszfat pufferben 7,5-6s pH-n (Dr. Kurtan Tibor munkéja).
A CD dekonvoluciot CDSSTR analizis programmal végeztiik (Compton és Johnson, 1986;
Manavalan és Johnson, 1987; Sreerama és Woody, 2000), amelyek a Dichroweb honlapjan
(Whitmore és Wallace 2004; 2008) elérhetdek.

4.4. A rekombinans HIV-1 PR expresszigja és tisztitasa

A stabilizald6 mutaciokat tartalmazo vad-tipusa HIV-1 proteazt (Louis et al. 1999;
Bhuvaneshwari Mahalingam et al. 1999) kodolé plazmid Dr. John M. Louis (Laboratory of
Chemical Physics, NIDDK, NIH) ajandéka volt. A fehérjét BL21 (DE3) E. coli sejtekben
(Invitrogen) expresszaltuk. Az expressziot 1 mM IPTG (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
hozzaadasaval indukaltuk, majd 3 oéran keresztiil, 37°C-on végeztiik. A kultarat 6 000 g-n
centrifugaltuk 20 percig 4 °C-on, majd a sejteket tartalmazo pelletet, egy korabban leirt modszer
szerint kezeltiik (Mahalingam és mtsai, 2001). Roviden leirva, a sejteket 20 ml A pufferben (50
mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,2) vettiik fel, majd 100 mg/ml lizozimmal kiegészitve tartuk fel,
jégen torténd szonikalassal. A lizatumot 20 000 g-n centrifugaltuk 20 percig 4 °C-on. A pelletet
B-pufferben (A puffer kiegészitve 2 M guanidin-HCl-dal és 1% Triton X-100-zal)
szuszpendaltuk, majd Gjra centrifugédltuk. A pelletben 1évé inkluzios testeket A pufferben
mostuk és ismét centrifugaltuk. Ezt az utolso pelletet C pufferben (50 mM Tris, 5 mM EDTA,
7.5 M guanidin-HCI, pH 8,0) oldottuk, majd 0,22 um porusméretii fecskend6 sziirén (Millipore)
sziirtiik. A mintakat Superose 12 10/300 GL gélsziir6 oszlopra (GE Healthcare) vittiik fel,
amelyet el6z6leg D pufferrel ekvilibraltunk (50 mM Tris, 4 M guanidin-HCI, 5 mM EDTA pH
8,0). Az elvalasztast szobahdmérsékleten, 0,5 ml/perc sebességgel végeztiik. A megfeleld
csucshoz tartozo frakcidkat egyesitettiik, majd reverz fazisat HPLC-vel POROS 20 R2 oszlopon
tortént tisztitas utdn SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zddtiink meg a kivalasztott
fehérje frakciok tisztasagarol. Az enzim foldingja tobblépéses dializissel tortént, elészor 50 mM

hangyasav oldattal (pH 2,8), majd 50 mM Na-acetat (pH 5,0) pufferrel szemben. A tisztitott,
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hullamhosszon mért elnyelésiik alapjan hataroztuk meg.

4.5. A rekombinans CA fehérjék hasithatésaganak vizsgalata HIV-1 proteazzal

A rekombinans kapszidok (vad tipus €s a mutansok is) hasitashoz a CA fehérjét (10 uM
végkoncentracid) 20:1 molaranyban inkubaltuk rekombinans HIV-1 proteazzal (0,5 uM) PR
reakcio pufferben (100 mM Na-acetat, | mM DTT, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 5,5) 4 oraig
37 °C-on, a korabban leirt médszernek megfelelden ( Tozsér et al. 2003). Az inkubalas utan a
reakciokat kétszeres toménységii, B-merkaptoetanolt is tartalmazo, tricin-SDS mintafelvivo
pufferrel allitottuk le, majd 10 percig 95 °C-on inkubaltuk. A mintakat 16 %-0s, tricines, SDS-
poliakrilamid géleken (Invitrogen) analizaltuk. A fragmensek hozzavetdleges molekulatomegét
Precision Plus Protein Dual Xtra molekulasuly marker (BIO-RAD, Hercules, CA, USA)
segitségével hataroztuk meg. A tdmegspektrometrias mérésekhez készitett mintakat tartalmazo

reakcidkat azonos mennyiségli tomény hangyasav hozzaadasaval allitottuk le.

4.6. CA proteolitikus fragmensek tomegspektrometrias azonositasa

A mérések elott a mintakat ZipTip C18 toltettel ellatott pipettahegyek (Millipore)
hasznalataval tisztitottuk, hogy a PR reakcidé puffer komponenseit eltavolitsuk. A reakcioban
keletkez6 fragmensek molekulatomegét €s szekvencidjat Voyager DE PRO MALDI TOF
késziiléken (Applied Biosystems) hataroztuk meg. A méréseket linearis izemmaodban végeztiik.
Az eredményeket Data Explorer szoftver segitségével értékeltiik ki. (A mérések a DE BMBI

Proteomikai Szolgaltatd Laboratoriumban késziiltek).

4.7. A rekombinans CA fehérjék hasithatosaganak vizsgalata limitalt tripszines
emésztéssel

A rekombindns kapszidokat 1:100 tripszin:CA mdlaranyban inkubaltuk pH 7,5-6n 2
6raig 37 °C-on egy korabban leirt reakcido pufferben (Hausdorf és mtsai, 1994). A
reakcioelegyek 10 uM (végkoncentracio) rekombindns CA fehérjét és 100 nM tripszint
tartalmaztak, a reakciokat 6X-os toménységili, B-merkaptoetanolt is tartalmazo, SDS
mintafelvivé pufferrel allitottuk le, majd 10 percig 95 °C-on inkubéltuk. A mintdkat 16 %-0S
SDS-poliakrilamid géleken, gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk.
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4.8. A pGEX-4T-3-CypA expresszids vektor készitése

A ciklofilin A fehérjét kodold régiot a PPIA (NM_021130) human cDNA ORF Clone-
bol (Origene, Rock- ville, MD, USA) szaporitottuk fel Phusion High-Fidelity DNA polimerase
(New England BiolLabs, Beverly, MA, USA) hasznalataval, a kovetkez6 primer par
alkalmazasaval: 5’-GAGGGATCCATGGTCAACCCCACCGTGTTCTTCG-3’ (forward) és
5’-GCGACGCGGCCGCAATT TATTCGAGTTGTCCACAGTCAG-30 (reverz). A primerek
BamHI és Notl restrikcios endonukleaz hasito helyeket is tartalmaztak (alahuzott részek). A
PCR reakciot egy korabban leirt protokoll szerint végeztiik el (Leeés mtsai, 2008). A PCR
terméket BamHI és Notl enzimekkel emésztettik, majd a korabban ugyanezekkel az
enzimekkel hasitott pGEX-4T-3 plazmidba (Addgene, Cambridge, MA, USA) ligaltuk be.

4.9. A CypA-GST fuzios fehérje tisztitasa

A CypA-GST fehérjét kodold plazmidot E.coli BI21(DE3) sejtekbe (Invitrogen)
transzformaltuk, majd ezeket a sejteket hasznaltuk az expresszidhoz, amelyet 0,1 mM IPTG
hozziadasaval indukaltunk, majd a sejteket 3 oran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. A
centrifugalassal elkiilonitett sejteket egy korabban leirt modszer szerint tartuk fel (Lee és mtsali,
2008). A lizatumot ezutan egy Bio-ScaleTM Mini ProfinityTM GST oszlopra (BIO-RAD,
Hercules, CA, USA) vittiik fel, amit korabban CypA-koté pufferrel (10 mM NaH2POs, 150 mM
NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,4) ekvilibraltunk. Ezzel a pufferrel tortént alapos mosas utan a
kiko6t6dott rekombinans fehérjét CypA eluald pufferrel (20 mM glutation, 100 mM Tris-HCI,
5mM EDTA, pH 8,0) elualtuk az oszloprol. A tisztitott fehérjét MQ vizzel szemben dializaltuk
egy éjszakan at 4 °C-on, majd Concentrator Plus késziilékkel beszaritottuk. A tomény fehérjét
hataroztuk meg 280 nm-es hulldmhosszon mért elnyelésiik alapjan. A mintdkat SDS-

poliakrilamid gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk.

4.10. Hiss-HIVCA ,,pull-down” assay

A Hise-HIVCA fehérjét Ni-NTA magneses agaroz gyongyokkel (Qiagen) inkubaltuk 1
oraig 4 °C -on foszfattal pufferelt sooldatban (PBS), amelyet 20 mM imidazollal és 0,05 %
Tween 20-al (pH 8.0) egészitettiink ki. A gyongyokhoz kikotott Hiss-HIVCA-t ezutan CypA-
GST fehérjével inkubaltuk PBS-ben 1 6raig 4 °C -on. A nem ko6tddott anyagokat mosassal
tavolitottuk el, majd a kikdtédott komplexeket ,,pull-down” elualé pufferrel (50 mM NaH2POg,

28



300 mM NaCl, 250 mM imidazol, 0.05% Tween20, pH 8.0) elualtuk, majd 14 %-0s SDS-

poliakrilamid gélen ellendriztiik.

4.11. A HIV-1 vektor rendszer pMDLg/pRRE plazmidjanak moddositasa

A HIV-1 pszeudovirus részecskék eldallitasahoz sziikséges harmadik generacids
vektorrendszer (Dull és mtsai, 1998) Dr. Didier Trono (Department of Genetics and
Microbiology, University of Geneva Medical School, Geneva, Svijc) ajandéka volt. A CA
fehérjét kodolo szakaszt Avrll és Pmll restrikciés enzimek segitségével hasitottuk ki a
pMDLg/pRRE plazmidbol, majd a pT7 Blue-3 plazmid (Novagen, Madison, WI, USA)
ugyanazon hasitohelyei koze ligaltuk be. A mutagenezist a 3.2. fejezetben leirt moédon végeztiik
el, az ugyanott bemutatott LI89F mutagenezis primerek felhaszndlasdval. A muticio

l1étrehozéasa utan a génszakaszt visszaligaltuk a pMDLg/pRRE vektorba.

4.12. Virusrészecskék eléallitasa

A virusrészecskék eldallitasahoz 293T sejteket (ATCC® CRL—3216™) (American
Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) hasznaltunk, melyeket 10% fo6talis marha
szérumot (FBS) (Invitrogen), 1 % L-glutamint és 1% penicillin streptomicin antibiotikumot
tartalmazo Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen) tenyésztd médiumban
novesztettilk. A sejteket polietilénimin (Sigma-Aldrich) segitségével transzfektaltuk egy
korabban leirt protokoll szerint (Miklossy és mtsai, 2008). Roviden oOsszefoglalva, a
transzfekciot pWOX-CMV-GFP (transzfer vektor plazmid), pMDLg/pRRE (csomagolo
plazmid), pRSV.rev (Rev kodolo plazmid), pMD.G (VSV-G burokfehérjét kodolo plazmid) és
lazac sperma DNS (Sigma-Aldrich) felhasznalasaval végeztiik el 1% FBS-tartalmi DMEM
tapfolyadékban. Az L189F mutans fehérjét tartalmazo virus részecskék termeléséhez a vad
tipusit CA-ot kodolo pMDLg/pRRE plazmid mellett vagy helyett L189F mutans CA-ot kodold
PMDLg/pRRE-L189F plazmidot is hasznaltunk. A plazmidokat (Dull és mtsai, 1998) Dr.
Didier Trono (University of Geneva Medical School, Genf, Svajc) bocsatotta rendelkezésiinkre,
amit munkacsoportunk modositott tovabb (Miklossy és mtsai, 2008). A transzfekcios elegyet 6
ora elteltével tenyészté médiumra cseréltiik. A virusrészecskéket tartalmazo kondicionalt
médiumot 24, 48 és 72 6ra mulva gyljtottiik, centrifugaltuk, atsziirtiik 0,45 um porusméretii
PVDF sziirén (Millipore), majd Ultracel-100 K Amicon Ultra centrifuga sztirével (Millipore)

toményitettiik, végiil -70 °C-on taroltuk. A termelt pszeudovirus mennyiségét a reverz

29



transzkriptaz (RT) aktivitas alapjan hataroztuk meg kolorimetrias kit (Sigma-Aldrich, Roche)

crer

ELISA (ZeptoMetrix, MA, USA) felhasznalasaval.

4.13. Fertozoképesség vizsgalata

293T sejteket 24 lyuka sejttenyésztd edényben novesztettiink a virusrészecskék
eléallitasanal leirt médiumban. 50% konfluencia elérése utan a sejteket 10 ng kapszid fehérje
tartalmt virussal fertoztik tires DMEM-ben. 24 6ra mulva a sejteken 1évé tapfolyadékot
kiegészitettiik kétszeres FBS, antibiotikum és glutamin tartalmt DMEM-mel. A hetedik napon
a sejteket felkapartuk, PBS-el mostuk és a GFP-t termel6 sejtek aranyanak meghatarozasahoz
10 ezer sejtet szamoltunk meg aramlasi citometria segitségével (FACS Calibur, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Az adatok kiértékelését FlowJo szoftver (FlowJo LLC,
Ashland, OR, USA) segitségével végeztiik.

4.14. Statisztikai elemzés
A statisztikai elemzéseket a GraphPad QuikCalcs ingyenes web szamologép

hasznalataval (http://graphpad.com/quickcalcs/ttest2) végeztiik el.

4.15. Transzdukcié és mintagyiijtés tomegspektrometrias (MS) elemzéshez

293 T sejteket T25-0s sejttenyésztd flaskdban 50 %-os konfluencidnal transzdukaltuk 5
ng RT aktivitasnak megfelelé6 HIV-1 pszeudovirionnal, vagy pszeudoviriont nem tartalmazé
kondicionalt médiummal (mock) kezeltiik 4 pg/ml polibrén (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval,
1 ml-es végsd térfogatban. A kondicionalt médium azon sejtek feliiliszdjat tartalmazta,
amelyek a virusrészecskék eldallitasandl leirt modszerrel lettek kezelve, a virusrészecskék
eléallitasahoz sziikséges plazmidok hozzaadéasa nélkiil. Ezutan a sejteket 37 °C-on inkubaltuk
5 % CO, tartalom mellett. 0, 4 és 12 6ra elteltével a sejteket 10 percig tripszinnel kezeltiik, majd
jéghideg PBS-el mostuk, hogy a nem kotédott pszeudovirus részecskékeket eltavolitsuk.
Minden iddpontban kettd minta keriilt begyiijtésre a pszeudovirussal transzdukalt és a kontroll
mintak esetében is. A végso, sejteket tartalmazd pelleteket 4 ml cOmplete protease inhibitor
koktéllal (Sigma-Aldrich) kiegészitett lizis pufferben inkubaltuk (150 mM NaCl, 1.0 % Triton
X-100, 0.5% natrium deoxikolat, 0.1% SDS, 50mM Tris, pH38,0) 30 percig
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szobahdmérsékleten. A lizatumot centrifugaltuk, a feliilaszot 24 ml hideg (-20 °C) acetonnal

kevertiik ssze, majd -20 °C-on taroltuk egy ¢jszakan keresztiil.

4.16. A transzdukalt sejtek fehérje osszetételének tomegspektrometrias elemzése

A lizalt sejtek fehérje tartalmat az acetonos kicsapas utan beszaritottuk, majd 25 mM
ammonium bikarbonat (Sigma-Aldrich) pufferben oldottuk vissza. A fehérjéket tripszines
emésztésnek vetettiik ala (CsOsz és mtsai., 2018) és a keletkezett fragmenseket kollaboracios
partneriink (George Tsaprailis, University of Arizona, Tucson, AZ, USA) LC-MS/MS
segitségével elemezte duplikatumban jelolés nélkiili (label-free) kvantitalds modszerrel,
minden egyes minta esetében. Az LC-MS/MS spektrumok alapjan azonositott fehérje és peptid
szekvencidkat Scaffold v4.4.6. (Proteome Software Inc.) szoftver segitségével ellendriztiik. A
89 %-nal nagyobb konfidenciaval azonositott peptideket fogadtunk el. A fehérjéket akkor
tekintettiik azonositottnak, ha legalabb 2 peptiddel tudtuk azonositani. Amennyiben a szoftver
nem humanként azonositott egy fehérjét, tovabbi analizist végeztiink. A kérdéses fehérjékben
azonositott peptidek szekvenciait Protein BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
program  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE=Proteins)  segitségével  Gjra
ellendriztiik a UniProtKB/Swiss-Prot(swissprot) adatbazisban human (taxid:9606) vagy HIV-1
(taxid:11676) sztirdk, illetve blastp (protein-protein BLAST) algoritmus alkalmazasaval. A
humén vagy HIV-1 eredetiiként is 99 %-ndl nagyobb valésziniiséggel megtalalt fehérjéket
ezutan humanként ill. HIV-1 fehérjeként kezeltiik, mig a mas fajokhoz tartozokat kizartuk a
tovabbi elemzésbol. A Rhodobacter capsulatus citokrom ¢ fehérje (az MS/MS mérések bels6
standardja), a szarvasmarha hasnyalmirigy tripszin inhibitor és szérum albumin (a sejtek
tapfolyadékanak Osszetevdje), valamint a sertés eredetii tripszin (a pszeudovirus részecskék
eltavolitasahoz hasznalt enzim) fehérjéket megtartottuk az adathalmazban, és referenciaként
hasznéltuk. A fehérjék mennyiségének meghatirozdsa a tomegspektrometrids adatokbol a
normalizalt MS/MS spektrumok szdma alapjan tortént. Minden fehérje esetében az adott
koriilményre vonatkozd négy elemzésbdl szarmazd értékek alapjan kiszamolt atlaggal

dolgoztunk.

4.17. A tomegspektrometrias adatok statisztikai elemzése
A statisztikai elemzéshez egy sajat fejlesztésti R-szoftert hasznaltunk (Dr. Emri Miklos

munk3ja), amely STRING (Franceschini és mtsal, 2012), circilize

31



(https://jokergoo.qgithub.io/circlize_book/book/), Ismeans (Lenth, 2016), matrixStats
(https://github.com/HenrikBengtsson/matrixStats), reshape2 (Wickham, 2007) és ggplot2

(Ginestet, 2009) csomagokon alapul. Azt feltételezve, hogy a technikai ismétlésekbdl szarmazo
adatok Poisson eloszlast mutatnak (Marioni és mtsai, 2008) és a bioldgiai ismétlések nagy
varianciai negativ binomialis eloszlassal modellezhetdk (Robinson és Oshlack, 2010), egy
modositott altalanos linearis modellt hasznéltunk a mért fehérje adatok csoport szintii

eltéréseinek leirasara a 4 és 12 oras idépontokban.
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5. EREDMENYEK

5.1. A HIV-1 kapszid fehérje masodlagos szerkezetének in silico vizsgalata

A fehérje hasitasi helyein létrehozott aminosav cserék megvaltoztathatjak a fehérje
masodlagos vagy harmadlagos szerkezetét, igy a megvaltozott hasitohelyek mellett ezek az
eltérések is hozzajarulhatnak a fehérjék miikodésében esetlegesen megfigyelhet6 valtozasok
eléidézéséhez (pl. aberrans kapszid mag struktarak kialakulasa). A CA HIV-1 PR altali
hasitasat 5,5-6s pH-n hajtottuk végre, amely megfelel az endoszomak savas pH-janak, illetve
ahol a CA olvadt gombolyag szerkezetet vesz fel, ezzel lehetévé téve a hasitohelyekhez torténd
hozzaférést a PR szamdara. Ilyen korilmények ko6zott azonban nem kapunk informaciot

szerkezetben esetlegesen bekovetkezd valtozasokrol.

A mutéciok fehérje szerkezetre kifejtett hatasat az SDM szerver segitségével becsiiltiik
meg, amely egy stabilitasi pontot szdmol a mutans és vad tipust fehérje szabadenergidjaban
1év6 eltérésekkel analog modon (Worth és mtsai, 2011) (Dr. Métyan Janos munkaja). A
legmagasabb értékeket az A77P és L189P mutansokra becsiiltiik, ami arra utalt, hogy ezek a
mutaciok nagymértékben destabilizaljak a fehérjék szerkezetét, valamint azok hibas miikodését
is eldidézhetik. Az L1891 mutéciot semlegesnek, mig az A78V ¢s L189F mutacidkat kis
mértékben destabilizalonak becsiiltiik, amelyek elenyész6 mértékii valtozast okozhatnak a
fehérje szerkezetében. A masodlagos szerkezet becslése nem josolt semmiféle valtozast a
W23A mutacio esetében, és az SDM szerver is csak kismértékii szerkezet destabilizald hatast

feltételezett.

5.2. A vad tipusu és mutans HIV-1 kapszid fehérjék hasitasa HIV-1 proteazzal

A modositott proteolitikus hasitohelyek in vitro CA hasitasra kifejtett hatasanak
meghatarozdsdhoz olyan mutaciokat terveztiink a HIV-1 PR specificitdsi jellemzdinek
figyelembevételével, amelyekben a hasitohelyek P1 (A77P, L189F, L1891 és L189P) vagy a
P1’ (W23A és A78V) aminosavrészeit kicseréltiik. A mutans, rekombinans CA fehérjéket E.
coli baktériumban expresszaltuk, majd a megfeleld tisztitasi 1épések utan rekombinans, vad

tipusu HIV-1 protedzzal emésztettiik (8. A abra).
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8. dbra. A vad tipust és mutdns HIV-1 CA fehérjék hasitdsa HIV-1 protedzzal (Toth és mtsai., 2016 alapjan). (A) Az emésztett CA fehérjék
gélelektroforézis képe. A rekombindns CA fehérjéket a HIV-1 PR-al (+), vagy anélkiil (-) inkubdltuk 5,5 s pH-n 37 C-on 4 6rdig, majd a reakcio elegyeket
SDS-poliakrilamid gélen vizsgaltuk. Az M a molekulatémeg standardot (Precision Plus Dual Xtra standard) jelzi. (B) A protedz dltal generdlt proteolitikus
termékek sematikus rajza ldthaté, amelyen z6ld nyillal jeléltiik a mddositott hasitohelyeket és piros kereszttel azokat a helyeket ahol a hasitds
elmaraddsa hozzdjdrul az aktudlis fragmens megjelenéséhez.
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Mivel a HIV-1 PR S1- és S1° kotohelyei egyarant nagyok és hidrofobak, azt
feltételeztiik, hogy a P1’ helyen 1év6 alanin aminosavrész valinra torténd cseréje az Ala77 és
Ala78 (A78V) valamint a P1 helyen 1év6 leucin aminosavrész fenilalaninra (L189F) torténd
cseréje a Leul89 és Leul90 aminosavrészek kozotti hasitohelyeknél eldsegiti a fehérje
proteolizisét. A P1 helyeken 1év6 aminosavrészek prolinra (A77P és L189P) vagy izoleucinra
(L189I) torténd cseréje azonban varakozasaink szerint gatolja a hasitast ezen a helyen, ugyanis
egyetlen természetes vagy ismert mesterségesen létrehozott hasitohely sem tartalmazza ezeket
az aminosavrészeket ebben a pozicidban. Ezen mutaciok mellett vizsgaltuk a Trp23 Ala mutanst
is, amely korabbi kisérletekben fokozottan érzé¢kenynek bizonyult a proteolitikus hasitassal
szemben (Tang és mtsai, 2001), feltételezhetéen a triptofan aminosavrész talsagosan nagy

ahhoz, hogy optimalisan illeszkedjen a HIV-1 PR S1’-k6t6helyére.
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9. abra. A hasitatlan CA mennyiségének osszehasonlitasa a proteolitikus emésztés utan (Toth
és mtsai., 2016 alapjan). Az értékeket 3 fiiggetlen kisérletbol szarmazo adatokbdl szamoltuk. A
hasitatlan CA mennyiségét denzitometrias elemzéssel hataroztuk meg, ahol az értékeket a PR
nélkiil inkubalt CA mennyiségekhez hasonlitottuk. A vad tipusra (VT) szamolt értéket 100%-nak
tekintettiik. A hibasavok szorast (£SD, n=3) jelolnek. * P<0,01, ** P<0,001.

Viarakozasunknak megfeleléen az A77P és L189P mutéaciok gatoltdk a proteolitikus
hasitdst ezeken a hasitohelyeken, ahogy azt megfigyeltiikk a hasitohelyekhez kothetd

proteolitikus termékeknek (8.B abra) megfelelé méretli sdvok intenzitdsanak valtozasabol (az
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A77P mutansnal a 78-231 fragmens mennyisége csokken, valamit az 1-189 fragmens
mennyisége novekszik, mig L189P esetében az 1-189 fragmens eltiinése figyelheté meg). A
W23A mutans CA fokozottan érzé¢kenynek bizonyult a proteolitikus hasitassal szemben, ez a
megfigyelés megerdsiti a korabban k6zolt eredményeket (Tang és mtsai, 2001). Az A78V és
L189F mutansok szintén érzékenyebbnek bizonyultak a proteolitikus hasitassal szemben,
ahogyan azt lathatjuk a hasitohelyekhez kothetd fragmensek (78-231 és 1-189 fragmens)
mennyiségének novekedésébdl, jollehet az L189F mutans dsszességében vett hasitasa csokkent
(9. abra), mig a reakci6é végén megmaradt A78V CA mennyisége nem mutatott szignifikans
eltérést a vad tipusu kapszidhoz viszonyitva. Meglepé mdodon az L1891 mutacio lathatdan nem

gatolta a hasitast a hasitohelyen.

5.3. A vad tipusi és mutans HIV-1 kapszid fehérjék masodlagos szerkezetének CD
spektroszkopias vizsgalata

CD spektroszkopia segitségével vizsgaltuk a fehérjék szerkezetét, hogy meghatarozzuk
a hasitohely mutaciok hatadsat a CA fehérje szerkezetére. A 180-t61 300 nm-ig terjedd
tartomanyban vizsgaltuk az egyes fehérjékhez tartozd spektrumok molekularis ellipticitasat
(10. abra), majd a mutans CA fehérjék spektrumait a vad tipusd CA fehérje spektrumahoz
hasonlitottuk. A CD spektrumokat a CDSSTR analizis program segitségével elemeztiik,
amelyet a 2. tablazatban Osszesitettiink. Ezeket a spektrumokat 7,5-6s pH-n vettiik fel, ahol a

CA fehérje fenntartja szerkezeti épségét (Misselwitz és mtsai, 1995; Ehrlich és mtsai, 2001).

A vad tipustt CA fehérje pozitiv ellipticitast mutatott, amely 190 nm-en érte el maximumat €s
egy hatdrozott negativ ellipticitast, amely 208 nm-en érte el minimumat, valamint egy 220 nm-
nél megjelend vallat is megfigyelhetlink. A spektrum metszéspontja 200 nm-nél talalhato (9.
abra). A mésodlagos szerkezeti elemek eloszldsa 6sszhangban van a hexahisztidinnel kapcsolt
CA fehérjérdl korabban kozolt, 7,5-0s pH-n mért eredményekkel (Gitti et al. 1996; Gamble et
al. 1997; Misselwitz et al. 1995; Hausdorf et al. 1994) és a becslésekkel, amelyeket a vad tipust
fehérje aminosav szekvencidja alapjan végeztiink (2. tablazat). Az A78V és L189F mutansok
spektruma a vad tipushoz nagyban hasonld tulajdonsagokkal rendelkezett, mig az L1891 mutans
esetében a spektrum némileg magasabb maximummal rendelkezik 191 nm-en. A W23A, A77P
és L189P mutansok spektruma szamos tulajdonsagaban eltér a vad tipusétol. A spektrumok
nagymértékben csokkent maximumai és minimumai, valamint eltolédott metszéspontjai a

masodlagos szerkezetek kiilonb6zé mértékii eltolodasat jelzik.
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10. abra. 4 rekombinans HIV-1 CA fehérje és mutansainak cirkularis dikroizmus spektruma a
kozeli UV tartomanyban 7,5-0S pH-n (Toth és mtsai., 2016 alapjan). A kiivetta fényut hossza
0,02 cm volt.

A CD spektroszkopias mérések eredményei alapjan 6sszefoglalasként elmondhatjuk,
hogy az A78V, L189F ¢és L1891 mutansok szerkezete csak kis kiilonbségeket mutat, azok a vad
tipushoz nagyon hasonléak. A W23A és A77P mutansok kifejezettebb valtozast mutattak a
masodlagos szerkezetek eloszlasanak tekintetében, az L189P CA mutans szerkezete pedig
nagymértékben kiilonbozik a tulnyomoédan a-helikalis szerkezettel rendelkezé vad tipusu

kapszid szerkezetétdl (2. tablazat).

Kristalyszerkezet ls\;I::l(().dll)ae%(s)lsés CD spektroszkopia

vad vad vad |W23A [A77P [ A78V | L189F | L189l | L189P

tipus tipus tipus
a-hélix 57 52 48 31 31 48 48 53 17
B-redd 3 11 12 19 18 11 11 11 27
Hurok 10 8 15 20 21 16 16 13 22
Rendezetlen |30 29 25 30 30 25 25 23 34

2. tablazat. A vad tipusu és mutans HIV-1 kapszid fehérjék mdsodlagos szerkezetének
szervezodése 7,5-6s pH-n (Toth és mtsai., 2016 alapjan). A mdsodlagos szerkezeti elemek
szazalékos aranyat a CD spektroszkopias mérések eredményei alapjan hatdaroztuk meg. A
tablazatban feltiintetett értékek a vad tipusu HIV-1 kapszid fehérje kristalyszerkezetén
(3NTE.pdb) és a masodlagos szerkezet becslés (SOPMA) eredményein alapulnak.
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A mutaciok becsiilt hatasai altalaban 6sszhangban voltak a CD spektroszkdopias mérések
eredményeivel. Az A77P és L189P mutans CA fehérjékre becsiilt nagymértékii valtozasokat a
CD spektroszkopids mérések megerdsitették. Az A77P, L189F és L1891 mutansokra becsiilt
hatasok javarészt megegyeztek a kisérletesen meghatarozott eredményekkel: mig az L1891
mutans masodlagos szerkezeti elemeinek megoszlasa nagyon hasonlit a vad tipusu

kapszidéhoz, az A78V és L189F mutansok minddssze kis mértékben kiilonbdznek attol.

5.4. A vad tipusu és mutans HIV-1 kapszid fehérjék tripszines emésztése

A HIV-1 CA fehérjével végzett korabbi kisérletek alapjan arra lehetett kovetkeztetni,
hogy a tripszines emésztésnek kitett teriiletek elengedhetetleniil fontosak a monomerek 6ssze-
kapcsolodasahoz és a tripszines hasitassal szemben mutatott érzékenység fokozodasa olyan CA
oligomerek kialakulasahoz vezet, amelyek in vitro rendellenes kapszidokhoz hasonld

szerkezetek kialakulasat idézik el (Ehrlich és mtsai, 1994).
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11. abra. 4 rekombinans vad tipusu és mutans HIV-1 CA fehérjék tripszines emésztésének
reprezentativ SDS gélelektroforézis képe (Toth és mtsai., 2016 alapjan). A rekombindns CA
fehérjéket tripszinnel (+), vagy anélkiil (-) inkubaltuk 2 oran keresztiil, 37 °C-on, 7,5-6s pH-n.
Az M a molekulatomeg standardot jeloli (Precision Plus Dual Xtra Standard).
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Tanulményoztuk a tripszin hasitohelyek hozzaférhetdségét azért is, hogy megbecsiiljiik
a vad tipusi és mutans kapszid monomerek kozott esetlegesen megjelend szerkezeti
kiilonbségeket. Azonos mennyiségli fehérjét korlatozott idejii proteolizisnek vetettiink ala
tripszin jelenlétében a CD spektroszkopias mérésekhez hasznalt koriilményekkel megegyezden
(pH 7,5), majd a reakcioelegyeket SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk
(11. abra).

A reakcio végén visszamaradt hasitatlan CA mennyiségi elemzése alapjan A78V,
L189F és L189P mutansok esetében a tripszines emésztés hatékonysaga a vad tipusi CA
fehérjéhez hasonlonak bizonyult, nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a hasitatlan CA
mennyiségében (12. dbra). A W23A, A77P és L1891 mutansok esetében azonban a reakciod
végén megmaradt hasitatlan CA fehérje mennyisége szignifikdns csokkenést mutatott, vagyis
ezek a mutans CA fehérjék fokozottan érzékenyek a tripszines hasitassal szemben a vad

tipushoz viszonyitva.
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12. abra. A tripszines emésztés utan maradt hasitatlan CA mennyiségének osszehasonlitdasa
(Toth és mtsai., 2016 alapjan). Az értékeket 3 fiiggetlen kisérletbol szarmazo adatokbol
szamoltuk. A hasitatlan CA mennyiségét denzitometrids elemzéssel hatdaroztuk meg, ahol az
értékeket a tripszin nélkiil inkubadlt CA mennyiségekhez hasonlitottuk. A vad tipusra (VT)
szamolt értéket 100%-nak tekintettiik. A hibasdavok szorast £SD (n=3) jelolnek. * P<0,01.
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5.5. Hise-HIVCA és CypA-GST rekombinans fehérjék kolcsonhatasanak vizsgalata ,,pull-
down” technikaval

A CypA fehérje kotédése a CA fehérjéhez bizonyos koriilmények kozott
elengedhetetlen fontossagli a dekapszidacidé folyamatanak megfeleld lefolyasahoz a HIV-1
fertdzés korai fazisaban. Megvizsgaltuk, vajon a CA fehérje mutacioi befolyasoljak-e a CA-
CypA kolcsonhatast €s in vitro vizsgaltuk a kotodés hatékonysagat. A tisztitott His6-HIVCA
é¢s CypA-GST fehérjéket ,,pull-down” assay-nek vetettik ald, majd SDS-poliakrilamid

gélektroforézis segitségével vizsgaltuk az elualt fehérje komplexeket (13. dbra).
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13. abra. Hise-HIVCA és CypA-GST fehérjék ,,pull-down” vizsgalatanak reprezentativ SDS-
gélelektroforezis képe (Toth és mtsai, 2016 alapjan). Az M a molekulatomeg standard-ot
(Precision Plus Dual Xtra Standard) jeldli.

A CypA fehérjéhez kapcsolodott W23A, A78V, L189F, L1891 és L189P mutans kapszidok
mennyisége nem mutatott szignifikdns valtozast, mig az A77P mutdns CA fehérje
nagymértékben csdkkent CypA kotd képességgel rendelkezett a vad tipusit CA fehérjéhez

viszonyitva (14. ébra).
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14. abra. A rekombinans HIV-1 kapszid fehérjék CypA koto képességének dsszehasonlitasa
(Toth és mtsai., 2016 alapjan). Az értékeket 3 fiiggetlen kisérletbol szarmazo adatokbol
szamoltuk. A hasitatlan CA mennyiségét denzitometrias elemzéssel hataroztuk meg, majd a
fehérjék aranyat oszlop diagramon dbrazoltuk. A hibasavok szorast £SD (n=3) jelolnek. *
P<0,01.

5.6. Vad tipusi és L189F mutans CA fehérjéket hordozo pszeudovirus részecskék
fertozoképességének vizsgalata

A vad tipust és mutans CA fehérjét is tartalmazo virus részecskék fertdzoképességének
vizsgalatdhoz egy harmadik generacios HIV-1 vektorrendszert hasznaltunk fel, amely a GFP
marker gén bejuttatasara képes. A pMDLG/pRRE plazmid CA fehérjét kodolo részét pT7 Blue-
3 plazmidba klonoztuk, majd a CA szekvencidjat helyspecifikus mutagenezissel modositottuk
¢s a mutans szekvenciat visszajuttattuk az eredeti plazmidba. Ezutan 293T sejteket
transzfektaltunk az L189F és a vad tipusu kapszidot kodolo plazmidok kiilonb6z6 aranyu (1:0,
293T sejteket azonos p24 mennyiséget tartalmazo pszeudovirussal transzdukaltuk. Egy hét utan
a GFP-t expresszald sejtek szamat éaramlési citométerrel hataroztuk meg. A kontroll
fertézéseknél a vad tipusu CA fehérjét kodolo plazmid mellett azonos mennyiségii lazac sperma
DNS-t hasznaltunk, melyben a sejtek 32 %-a fert6z6dott meg (15-16. abra). Az L189F mutans

kapszidot kodold plazmid mennyiségének novelése csokkentette a fertdzott sejtek mennyiségét
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1:1 arany esetében 15 %-ra, a kizarélag L189F kapszidot kédold plazmid hasznalata esetén

pedig 2 %-ra csokkent a GFP pozitiv sejtek szama (15-16. abra).
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15. abra. Csak vad tipusu (kontroll), egyenlé aranyban vad tipusu és L189F kapszidot (1:1),

vagy csak L189F kapszidot hordozo virusokkal fertézott 293T-sejtek FACS-analizisének

szaggatott vonal jelzi.
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16. abra. Csak vad tipusu, egyenlé aranyban vad tipusu és L189F kapszidot, vagy csak L189F
kapszidot hordozo virusokkal fertézott 293T-sejtek FACS-analizisének oszlopdiagramja. A
hibasavok szorast £8D (n=3) jelolnek. * P<0,01

5.7. A lentiviralis vektorral torténé transzdukcio hatasara bekovetkezo fehérje szinti
valtozasok tomegspektrometrias vizsgalata a fert6zés korai fazisaban

Kisérletiink célja az volt, hogy egy HIV-1 alapt vektorrendszer felhasznalasaval
vizsgaljuk a gazdasejt fehérje Osszetételében bekovetkezd valtozasokat a pszeudovirus
részecskékkel torténd transzdukcidé Korai szakaszaban. Kisérletiink soran 293T sejteket
transzdukaltunk vesicular stomatitis virus G-fehérjével (VSV-G) pszeudotipizalt HIV-1
virussal, majd a sejtek lizatumat a transzdukcio kezdetétdl szamitott 0, 4 és 12 ora elteltével
begytjtottiik ¢és jelolés nélkiili kvantitdlds alkalmazasdval vizsgaltuk a fehérje szintli
valtozasokat. Minden idépontban két minta keriilt begytjtésre a pszeudovirussal transzdukalt
¢és a kontroll mintak esetében is, majd ezeket a mintakat kétszer mértiik le, igy minden
idépontban 2 bioldgiai és 2 technikai ismétlésbdl szdrmazd adat allt rendelkezésiinkre. A
tomegspektrometrias mérésekbodl szarmazo adatokat feltoltottik a publikusan hozzaférhetd

ProteomeXchange adatbazisba (PXD010436 https://doi.org/10.6019/PXD010436).

A tomegspektrometrids analizisek sordn azonositott fehérjéket tartalmazo listat
manualisan ellendriztiik és a nem-human, illetve nem-viralis eredetiinek azonositott fehérjék
esetében a mérésekbdl azonositott peptidek szekvenciajat ellendriztiik. Ezek tobbségében

tévesen lettek nem-human eredeti fehérjeként azonositva, igy ezeket javitottunk, azonban
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n¢hany esetben az azonositott peptidek szekvencidi egyik human vagy viralis fehérjével sem
mutattak egyezést, ami miatt ezeket kizartuk a tovabbi elemzésb6l. A Rhodobacter capsulatus
citokrom c, szarvasmarha hasnyalmirigy tripszin inhibitor, szarvasmarha szérum albumin és a
sertés eredetl tripszin fehérjéket a mennyiségi elemzéshez szolgald referenciaként
megtartottuk, de a tovabbi szamitdsokhoz nem hasznéltuk fel. A fehérjék mennyiségének
meghatarozasa a tomegspektrometrias adatokbol az MS/MS spektrumok szama alapjan tortént.
Minden fehérje esetében az adott koriilményre vonatkozo négy elemzésbdl szarmazo értékek

alapjan kiszamolt atlaggal dolgoztunk.

5.8. A tomegspektrometrias adatok statisztikai elemzése

A mennyiségi elemzés utdn csak azokat a fehérjéket vetettiik ala statisztikai elemzésnek,
amelyek jelenlétét az egy adott mintdhoz tartozé négy ismétlésbol legalabb két alkalommal Ki
tudtuk mutatni és mas idépontban, illetve mas kezelés kdvetkezményeképpen ez nem volt
lehetséges. Ezzel a mddszerrel 25 olyan fehérjét azonositottunk (3. tdblazat) a transzdukalt
sejtekben, amelyek mennyisége valamelyik mintavételi idopontban eltér a kontrolltél. A
HIST1H1E, HNRNPL, PRRC2A ¢s a TRIM28 fehérjék csak a transzdukcid utan 4 oraval

voltak jelen a sejtekben.

4 oraval a transzdukcio utan a CSDA, EEF1A1, EEF1D, HN1, NPM1, PGAMI ¢és
SRSF6 fehérjék mennyisége szignifikdnsan nodvekedett, mig a HISTIHID ¢és HSPAS
mennyisége szignifikdnsan csokkent a transzdukalt sejtekben a kontroll sejtek 4 oOras

idépontjahoz, valamint a 0 6ras idéponthoz képest (17. abra).

Mas fehérjéket 12 oraval a fert6zés utdn nem tudtunk kimutatni a transzdukalt sejtekben,
viszont mas idOpontokban egyértelmiien jelen voltak (ALYREF, CCDC86, CSDA, COXS5A,
HNI1, MYL6, PPIF, SEPT2, SRSF6, TCOF1 és TPM3 fehérjék) (18. abra). Ezek eltlinése arra
utalhat, hogy 12 6réaval a fertdz¢s kezdete utdn a bejutott pszeudovirus részecskék mar jelentds
kontrollt gyakorolnak a gazdasejt fehérje expresszidjara. Néhany fehérje (CSDA, HNI1 és
SRSF6) mennyisége a 4. 6radban jelentdsen megemelkedett, majd Gjabb 8 ora elteltével mar nem
volt kimutathat6 a transzdukalt sejtek lizdtumaban. A transzdukcid utan 12 6raval a COX6B1
és PDIA3 fehérjék mennyisége szignifikdansan nétt, mig az EEF2 és GAPDH fehérjék

mennyisége csokkent a transzdukalt sejtekben (18. abra).
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Név Teljes Név Lokalizacié Funkcié
ALYREF Aly/REF export factor | sejtmag RNS kotés, export
CCDC86 Coiled-Coil Domain | ismeretlen Ismeretlen
Containing 86
COX5A Cytochrome c oxidas | mitokondrium Energiatermelés
e subunit 5a
COX6B1 Cytochrome c oxidase | mitokondrium Energiatermelés
subunit 6B1
CSDA DNA-binding protein | sejtmag, citoplazma | DNS kotés
A
EEF1A1l Elongation factor 1- | sejtmag RNS kotés
alpha 1
EEF1D Elongation factor 1- | sejtmag DNS kotés, GDP-GTP csere
delta
EEF2 Elongation factor 2 sejtmag RNS kotés
GAPDH Glyceraldehyde  3- | citoplazma glikolizis, transzkripcio, apoptozis,
phosphate vezikularis transzport, axonalis transzport
dehydrogenase
HIST1H1D | Histone H1.3 sejtmag a nukleoszoma és a linker DNS szakaszok
Osszekotése, magasabb szintli szerkezetek
létrehozasa.
HIST1H1E Histone H1.4 sejtmag Id. HIST1H1D
HN1 Hematological  and | sejtmag, citoplazma | jelatvitel szabalyozasa
neurological
expressed 1 protein
HNRNPL Heterogeneous sejtmag RNS kotés, transzkripeid szabalyozasa
nuclear
ribonucleoprotein L
HSPAS5 Endoplasmic ER fehérje folding
reticulum chaperone
BiP
MYL6 Myosin light | citoszkeleton, A miozin szabalyozo6 konnyi lanc fehérjéje
polypeptide 6 citoplazma,
extracellularis tér
NPM1 Nucleophosmin sejtmag RNS kotés, fehérje folding, hiszton
Osszeszerel0dés, sejtosztodas

3. tablazat. A transzdukalt sejtekben szignifikans valtozast mutato fehérjék.
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PDIA3 Protein disulfide- | endoplazmatikus | fehérjékben talalhat6 diszulfid hidak atrendezése

isomerase A3 retikulum

PGAM1 Phosphoglycerate citoplazma, 3- és 2-phosphoglycerat atrendezddés
mutase 1 extracellularis tér

PPIF Peptidyl-prolyl  cis- | mitokondrium fehérje folding

trans isomerase F,

mitochondrial

PRRC2A Protein PRRC2A sejtmag mRNS splicing (valésziniileg)
SEPT2 Septin-2 citoplazma filament képz6dés
SRSF6 Serine/arginine-rich sejtmag RNS kotés, mRNS splicing
splicing factor 6
TCOF1 Treacle protein sejtmag RNS kotés
TPM3 Tropomyosin alpha-3 | citoszkeleton aktin filamentum stabilizacio
chain
TRIM28 Transcription sejtmag DNS kotés, transzkripcid szabalyozasa

intermediary factor 1-
beta

3. tablazat. 4 transzdukalt sejtekben szignifikans valtozast mutato fehérjék (folytatas).

Ha a szignifikans valtozast mutaté fehérjék funkcioit vizsgaljuk, azt mondhatjuk, hogy 4 6raval
a fert6zés kezdete utan emelkedik az RNS-koto fehérjék mennyisége, amely aztan a 12 o6ras
idépontban lecsokken. Atmeneti fehérje mennyiség novekedést a génexpresszid valtozasa
mellett okozhat a viralis és gazdasejt fehérjék kapcsolatanak stabilizalé hatasa, valamint a

fehérje lebontas sebességének a csokkenése is.

5.9. A valtozast mutaté gazdafehérjék kapcsolata a HIV-1 fehérjéivel és életciklusaval

A HIV-1 replikacidja nagymértékben fiigg a gazdasejt sajat fehérjéitdl, ezért
vizsgalatunkban célul tlztik ki, hogy tomegspektrometrids moddszerrel azonositsunk olyan
fehérjéket, amelyek valamilyen mddon befolyasoljak a replikaciot a virusfertézés korai
szakaszaban. Az azonositott fehérjék koziil egy kivételével valamennyit kotottek valamilyen
moddon a HIV-1 életciklusdhoz az irodalomban, azonban szamos esetben pontos szerepiik a mai

napig nem tisztazott.
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17. abra. A HIV-1 pszeudovirussal transzdukalt mintakban 4 ora inkubdcio utan szignifikans
valtozast (p<0,05) mutato fehérjék relativ mennyiségei a kontrollhoz hasonlitva (Csész és
mtsai, 2019 alapjan.). Az x tengelyen a mintavételi idépontok, az y tengelyen pedig a relativ
fehérje mennyiségek lathatok. A diagramokban kék szinnel jeloltiik a kontroll mintat, sargaval
pedig a HIV-1 pszeudovirussal kezelt mintdakat.

Az EEF1A1 és EEF1D fehérjék egyarant az EEF1 komplex részei (Sasikumar és mtsai,
2012), amely elGsegiti a reverz transzkripcid folyamatat az eukaridta sejtekben (Warren és

mtsai, 2012). Az EEF1A1 fehérje ilyen jellegii szerepét mas kozlemények is alatamasztjak
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18. abra. A HIV-1 pszeudovirussal transzdukalt mintakban 12 éra inkubdcio utan szignifikans
valtozast (p<0,05) mutato fehérjék relativ mennyiségei a kontrollhoz hasonlitva (Csész és
mtsai, 2019 alapjan.). Az x tengelyen a mintavételi idopontok, az y tengelyen pedig a relativ
fehérje mennyiségek lathatok. A diagramokban kék szinnel jeloltiik a kontroll mintat, sargaval

pedig a HIV-1 pszeudovirussal kezelt mintdakat.
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(Li és mtsai, 2015; Rawle és mtsai, 2018). Az EEF1D kotodését a viralis fehérjékhez ugyan
nem, szerepét azonban mashol is igazoltak (Knoener és mtsai, 2017), az EEF1 komplex

részeként valoszinilileg az EEF1A1 fehérjével egyiittmiikodve fejti ki hatasat.

Az EEF2 fehérje a virdlis Gag-hoz kotddik, amely kapcsolatot a CypA képes
stabilizalni, komplexiik a sejt fertdzések elleni védekezésében fontos stressz granulumok
Osszeszerelddését képes gatolni (Valiente-Echeverria és mtsai, 2014). Az EEF2 hianya a virus

termelés csokkenését, illetve a termelt virionok csokkent fertozOképességét vonja maga utan.

Az MYL6 a szerepét a HIV életciklusaban masok is kimutattak (Mohammadi és mtsali,
2013), szintén képes a Gag fehérjéhez kotédni (Engeland és mtsai, 2014), azonban ennek a

kapcsolatnak a jelentdsége egyelére nem ismert.

Az NPM1 és az ALYREEF a viralis fehérjék koziil a Rev-hez képesek kotddni. Az NPM1
feltételezések szerint a Rev nuklearis importjaban miikodik kézre (Fankhauser és mtsai, 1991;
Nouri és mtsai, 2015), mig a Rev-hez kapcsolodd ALYREF fehérje nem képes RNS-t kotni, a
Rev valosziniileg ezen a kapcsolaton keresztiil favorizalja a viralis RNS exportjat a sejtbeli

RNS-ekkel szemben (Taniguchi és mtsai, 2014).

A COXS5A, COX6B1 és PDIA3 fehérjék szerepét korabban is kimutattak, ahogy
kapcsolatukat a virus burokfehérjével is (Zhou és mtsai, 2008; Jager és mtsai, 2012;
Mohammadi és mtsai, 2013; Knoener és mtsai, 2017). Azonban a HIV burokfehérje nincs jelen
a pszeudovirusban, ezaltal kapcsolatuk a virushoz és szerepiik az ¢letciklusban tovabbi

vizsgalatra szorul.

Az SRSF6 egy a kozelmultban végzett kutatas eredménye szerint valdsziniileg a viralis
génexpresszio gatlasaért felel (Erkelenz és mtsai., 2015), a viralis Tat fehérjét kodolo6 mRNS-

ek hasitasan keresztiil. Kapcsolata mas viralis fehérjék mRNS-ével egyelére nem ismert.

A TRIM28 fehérje szintén ismert szereplé a HIV-1 életciklusaban (Knoener és mtsai,
2017), egy nemrég kozolt kutatas eredménye szerint jelentds szerepet jatszik a viralis gének
expresszidjanak gatlasaban (Ma és mtsai, 2019). A sejt védekez6 mechanizmusanak fontos
része lehet, erre utal a 4 Oras id6pontban torténd megjelenése, majd eltiinése a 12 6ras

idépontban.

A HIST1H1E, HNRPL, CCDC86, CSDA, PPIF, PRRC2A, SEPT2, TCOF1, TPM3,
HIST1H1D, PGAM1, HSPAS és GAPDH fehérjéket szintén olyan gazdasejt faktorokként

azonositottak, amelyek szerepet jatszanak a HIV-1 ¢letciklusaban (Konig és mtsai, 2008;
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Mohammadi és mtsai, 2013; Knoener és mtsai, 2017; Bradley és mtsai, 2018), azonban

szerepiik mibenléte egyeldre ismeretlen.

A HN1 szerepe a HIV-1 életciklusaban egyeldore nem ismert, jollehet a vele

kapcsolatban 1évo fehérjék a transzkripcio, illetve a mikrotubulus szerkezet kialakitasdban

vesznek részt.
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6. MEGBESZELES

Munkank soran célul tiztiik ki olyan mutans CA fehérjék létrehozasat és vizsgalatat,
amelyek fokozottan, vagy kevéssé érzékenyek a viralis proteaz altali hasitasra. A vad tipusa és
mutans (W23A, A77P, A78V, L189F, L189P, and L189I) CA fehérjéket expresszaltuk és
tisztitottuk, majd vizsgaltuk a mutdciok hatdsat azok szerkezetére, CypA-val kialakitott
kapcsolatara, illetve PR altali hasithatosagara azért, hogy olyan mutans fehérjéket talaljunk,
amelyek a késObbiekben alkalmasak lehetnek a virdlis protedz korai fazisban betdltott

szerepének vizsgalatara.

Jollehet a vad tipust HIV-1 elsdsorban direkt fuzioval 1ép be a sejtbe, egyes virus
torzsek ¢és sejtvonalak, tovabba a génterapids célokra hasznalt VSV burokfehérjével
pszeudotipizalt virusrészecskék esetében a receptor-medialt endocitozis utvonal hasznalata az
elsédleges. A CA HIV-1 PR altali hasitasat 5,5-6s pH-n hajtottuk végre, amely megfelel az
endoszomak savas pH-janak, (Geisow és Evans, 1984), illetve ahol a kapszid mag
monomerekre esik szét, amelyek az olvadt gombolyag szerkezetet veszik fel (Misselwitz és
mtsai, 1995; Ehrlich és mtsai, 2001). Ez a szerkezet teszi lehet6vé a PR kapcsolodasat azokhoz
a hasitohelyekhez, amelyek egyébként a fehérje helikalis részeiben vannak eltemetve. A
proteolizis hatékonysaga jelentésen megnovekedett a W23A, A78V és L189F mutaciokat
tartalmazo hasitohelyek mellett, azonban a reakcié végén megmaradt hasitatlan CA mennyisége
az utdbbi kettdé esetében nem (A78V) vagy csak kismértékben csokkent a vad tipushoz
hasonlitva. Az A77P és L189P mutaciok viszont sikeresen csokkentették az adott hasitohelyen
torténd enzimatikus hasitas gyakorisagat, ezaltal csokkentették CA proteolizis hatékonysagat.
Meglep6 modon az L1891 muticid6 nem okozott érzékelhetdé valtozast a proteolizis
hatékonysaganak tekintetében, amit véleménylink szerint a hasitohely egy aminosavrésszel
torténd eltolodasa okozhatott, és ezaltal egy TETIL/VQNAN 2-es tipusu hasitohely 1étrejotte
(Dunn és mtsai, 1994; Louis és mtsai, 2000) azonban ezt nem tudtuk bizonyitani, mivel a
fragmensek MALDI-TOF tomegspektrometrias elemzésébdl a megfeleld méretii peptidek

koziil egyiket sem sikeriilt azonositani.

A viralis proteaz altali hasithatosag mellett sziikséges volt megtudnunk azt is, hogy a
mutaciok milyen hatassal vannak a CA kapszid szerkezetére neutralis pH-n, melyen a virus
Osszeszerelddése is torténik. A fehérje szerkezetben bekodvetkezd valtozdsok ugyanis hatdssal

lehetnek mind a PR altali hasithatosdgra, mind a CA monomerekbdl felépiild kapszid mag
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stabilitasara, amely emiatt onmagaban is megvaltoztathatja a virus fertézéképességét (Forshey
¢s mtsai, 2002). A mutaciok hatasat in silico vizsgalatok alapjan becsiiltik meg, majd
meghataroztuk a fehérjék masodlagos szerkezeti elemeinek eloszlasat CD-spektroszkopia
segitségével. A becsiilt valtozasok nagymértékben megegyeztek a mérési eredményeinkkel. Az
A77P és LI189P mutacioknak nagymértékii destabilizaldé hatast becsiiltink a prolin
aminosavrész ismert hélix-tor6 hatasa miatt. Az A78V, LI89F és L1891 mutaciokat
semlegesnek vagy kis mértékben destabilizalonak becsiiltiik, amelyet a CD-spektroszkdpia
eredményei is alatamasztottak. Egyetlen kivétel a W23A mutacié volt, amit szintén Kkis
mértékben destabilizdlonak becsiiltiink, azonban meéréseink szerint jelentds valtozasokat
okozott a fehérje masodlagos szerkezetében. Habar a W23 A mutécio 1étrehozasat semlegesnek
becsiiltiik, korabban kozlésre kertilt, hogy a 23. triptofan aminosavrész a fehérje szekvenciaban
konzervalt aminosavak koz¢é tartozik (Tang és mtsai, 2001, 2003, 2007) és hozzajarul a hidrofob
kapszid mag kialakulasahoz (Tang és mtsai, 2007) is, ezaltal nem meglepd, hogy mutacidja

jelentds valtozast idéz eld a fehérje masodlagos szerkezetében.

A CA fehérjével végzett korabbi kisérletekbdl kdvetkeztethetd, hogy a fehérje tripszines
hasitasnak kitett részei elengedhetetleniil fontosak a multimerizéciohoz, tovabba azt is lathato,
hogy a tripszines hasitassal szembeni érzékenység megvaltozasa a rendellenes kapszid
szerkezethez hasonld CA oligomer struktarak kialakulasat eredményezhetik in vitro (Hausdorf
¢és mtsai, 1994). Méréseink soran azt talaltuk, hogy a fehérjékbe bevitt mutaciok nem okoztak
szignifikans valtozast a tripszines hasitassal szembeni érzékenységben az A78V, L189F ¢és
L189P mutansok esetében, amely valosziniileg nem vezet el hibas fehérje multimerizaciohoz.
Ezzel szemben, W23A, A77P és L1891 mutansok érzékenysége kiilonb6z6 mértékben
novekedett, amely azt sugallja, hogy ezek a fehérjék nagyobb valdszinliséggel alakitanak ki
hibas CA oligomer szerkezeteket. Tovabba ezek az eredmények az L189F, W23A, A77P, and
L1891 mutansok esetében megegyeztek az in silico analizis és/vagy a CD-spektroszkopia

eredményeivel.

A CA ¢és CypA kozotti kdlesonhatas fontossagat a HIV-1 életciklusaban tobb kutatés is
bizonyitotta (Braaten és mtsai, 1996; Braaten és Luban, 2001; Sokolskaja és mtsai, 2004). Ez a
tudas vezetett el ahhoz a feltételezéshez, amely szerint a CypA szerepet jatszik a dekapszidacid
folyamataban is (Li és mtsai, 2009), jollehet bizonyos sejtvonalak és virus izolatumok esetében
ezt egyértelmiien megcafoltdk. Az eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az A77P mutacid
kivételével a mutdciok, amelyek a fehérje kisebb vagy nagyobb mértékii szerkezeti valtozasat

idézték eld nem voltak hatassal a CA fehérje CypA kotd képességére. Mivel a CA fehérje
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CypA-koto feliilete a fehérje felszinének egy jol hozzaférhetd hurok részén talalhatd (Gamble
és mtsai, 1997) a masodlagos szerkezetben bekdvetkezett valtozasok a CA fehérje mas részein
ezaltal nem valtoztatjdk meg a CA fehérje CypA-koté hurkdnak és CypA fehérjének
kolesonhatasat. Az A77P CA CypA kotd képességégének megvaltozadsa meglepd eredmény,
mivel az A77P mutacié kivil esik a CypA koté région, ezaltal nem feltételeztiik, hogy
barmilyen mértékben hatdssal lehet a két fehérje kolcsonhatdsara. A CypA mellett szdmos
fehérjérdl (pl. CPSF6, RunBP2, TNPO3) kimutattdk, hogy kdlcsonhat a CA fehérjével és képes
megvaltoztatni a virus fertdzoképességét, azonban ezek a fehérjék tudomasunk szerint nem
csomagolodnak be a virionba. Ezeknek a fehérjéknek a kotdhelye egy konzervalt teriiletnek
bizonyult, amelyet tobb aminosavrész (N57, M66, Q67, K70, N74, and T107) alakit ki a CA
N-terminalis doménjében (Price és mtsai, 2012). Mivel a létrehozott mutaciok egyike sincs
kapcsolatban az itt felsorolt fehérjék kotdhelyeivel €s egyik fehérje sem csomagolddik be a
virionba, a mutans fehérjékkel kialakitott kapcsolatuk vizsgalatat jelen koriilmények kozolt

nem lattuk indokoltnak.

A mutans CA fehérjéket érintd vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy az elsédleges
hasitasi helyekhez tartozd aminosavak mutacidja nem csak a kapszid fehérje PR éltali
hasithatosagat valtoztatja meg, hanem esetenként annak masodlagos szerkezetét és egy esetben
ciklofilin A kot6 képességét is. A 1étrehozott mutans fehérjék koziil egyediil az L189F szerkezete
maradt valtozatlan a vad tipust fehérjéhez viszonyitva, ezaltal ugy gondoljuk, ez lehet a
legalkalmasabb jelolt a PR altali CA hasitas korai fazisban betoltott szerepének tovabbi
vizsgalatara. Hozza kell tenniink azonban, hogy a CA fehérje szdmos funkcidjanak kovetkeztében
igen nehéz feladatnak latszik olyan mutaciok létrehozdsa, amelyek csak a fehérje egyes
tulajdonsagait (pl. a hasitdssal szembeni érzékenység megvaltoztatdsa) érintik. Ezen
megallapitasunkat egy a kozelmultban megjelent, a HIV-1 CA extrém genetikai érzékenységét

vizsgalo tanulmany is alatamasztja (Rihn és mtsai, 2013).

Vizsgaltuk in vitro koriilmények kozott az L189F mutans kapszid fehérjét hordozo
pszeudovirus részecskék fertdzoképességének valtozasat, amelyhez egy harmadik generacios
HIV-1 vektorrendszert modositottunk. Az L189F mutans kapszidot kiilonb6z6 mennyiségben
tartalmaz6 pszeudovirusokkal 293T sejteket transzdukaltunk, majd vizsgaltuk a fert6zott sejtek
szamaban bekovetkezd valtozasokat. Mivel vizsgélataink szerint a proteolitikus hasitast
befolyasold mutaciok koziil az L189F nem befolydsolja a CA monomerek szerkezetét a

citoplazméaban uralkodd pH viszonyok kozott, feltételezhetjiik, hogy a mutans fehérjéket
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tartalmazo pszeudovirus részecskék csokkent fertdzoképessége a virdlis PR altali hasithatosag
megvaltozasanak koszonhetd. Meg kell jegyezniink azonban, hogy ezek csak -eldzetes
eredmények, elméletiink alatimasztasahoz, illetve a PR korai fazisban betoltott szerepének
igazoldsdhoz tovabbi, sejtkultirds koriilmények kozott végzett vizsgalatok sziikségesek.
Vizsgalataink alapjan az L189F CA mutans nem bizonyult transz-dominans negativ hatasunak,
ami arra utal, hogy jelenlétében nem keletkeznek kevert CA molekuldkat tartalmazo

pszeudovirionok.

A HIV-1 életciklusa nagymértékben fiigg a gazdasejt sajat fehérj€itdl, illetve azoktol a
folyamatokt6l, amelyek normalis koriilmények kozott a sejt sajat tulélését €s szaporodasat
szolgaljak. Vizsgalataink soran tomegspektrometrids modszer segitségével jelolés nélkiili
kvantitalassal 25 olyan fehérjét azonositottunk 293T sejtekben, amelyek expresszidja a
pszeudovirussal tortén6 transzdukcio hatasara megvaltozott, vagyis feltételezhetéen valamilyen
modon befolyasoljak a replikacidt a virusfertdzés korai szakaszdban, vagy a transzdukcio
kovetkeztében valtozik a mennyiségiik. Ezen, szignifikans valtozast mutatd fehérjék funkcidja
¢s lokalizacidja igen nagy variabilitast mutat, az eredmények Osszesitése alapjan mégis
elmondhatjuk, hogy 4 oraval a transzdukciot kovetéen emelkedik az RNS-kot6 fehérjék

mennyisége, amely aztan a 12 6ras idépontban lecsokken.

A vad tipust HIV-el korabban végzett in vivo képalkotod vizsgalatok szerint a virus
belépése utan 30-60 perccel a dekapszidacio folyamata befejez6dik (Hulme és mtsai, 2011; Xu
¢és mtsai, 2013; Mamede és mtsai, 2017), s6t a reverz transzkripcio gatlasa késlelteti is ezt a
folyamatot, ami azt sugallja, hogy habar a reverz transzkripcié mar zajlik ebben az idépontban
(valosziniileg az RNS-DNS hibrid vagy a keletkezett dupla szala proviralis DNS mérete miatt
destabilizalja a kapszid magot), a dekapszidaci6 kezdete megelézi annak befejezését.
Legkésdbb 1 ordval a virus bejutasa utdn a sejt védelmi rendszere altal is hozzaférhetdvé valik
az addig a kapszid mag altal védett, viralis RNS, proviralis DNS, valamint a PIC hozza

kapcsolodo alkotdelemei is, lehetdvé téve a védekezést a fert6zd agens ellen.

Tehat, amennyiben fenti megfigyelésiinket a HIV-1 életciklusaba probaljuk beilleszteni,
azt feltételezhetjiik, hogy 4 oraval a fertéz¢és utan a sejt mar aktiv védekezést folytat, amely
legfoképpen hozzaférhetdvé valt viralis RNS-ek ellen irdnyul, Gjabb 8§ 6ra elteltével azonban a
fehérjék expresszidja megsziinik, ahogy a virus atveszi az iranyitast a sejt folyamatai felett. Ez
a folyamat valdsziniileg szintén a virus/pszeudovirus altal hordozott fehérjéken keresztiil
valosulhat meg, ugyanis az integracid és a virdlis RNS-ek expresszidoja csak késdbbi
idépontokban kdvetkeznek be (Kim és mtsai, 1989; van’t Wout és mtsai, 2003).
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Kisérleteink folyaman szintén vizsgaltuk a mérések folyaman szignifikdns valtozast
mutatd fehérjék lehetséges kapcsolatat a HIV életciklusahoz. Ezen fehérjék nagy részét
kordbban is a replikdcidban szerepet jatszo faktorokként azonositottak kiillonbozd
munkacsoportok altal és modszerekkel végzett vizsgalatokban, amely egyrészt alatamasztja
modszeriink helyességét, masrészt pedig megerdsiti ezen szerepiiket a HIV-1 életciklusaban.
Véleményiink szerint ezek a fehérjék, illetve mas fehérjékkel alkotott kapcsolataik alaposabb
vizsgalata segithet azonositani azokat a jelatviteli utvonalakat, amelyeken keresztiil a HIV-1
képes sajat céljaira hasznalni a sejtben miikodd rendszereket, ezaltal Gjabb célpontokat
szolgéltathat az antivirdlis terapidk kifejlesztéséhez, valamint a génterapias modszerek

hatékonyabba tételéhez.
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7. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben bemutatott munkaim sordn elsOsorban lehetéségem volt a
HIV-1 kapszid fehérje mutansainak (W23A, A77P, A78V, LI89F, L1891 és L189P)
tervezésére, létrehozasara ¢€s tisztitdsdra. Ezen munka sordn vizsgaltam a létrehozott mutans
fehérjék masodlagos szerkezetét, kiilonb6z6 enzimek altali hasithatosagat, illetve
kolcsonhatasukat a kapszid fehérje egyik legismertebb interakcios partnerével a ciklofilin A-
val. Ezen kiviil lehet6ségem volt, a HIV-1 transzdukcio korai fazisanak vizsgalatara, amely
soran a fert6zott sejtek fehérje tartalmanak valtozasat kovettik nyomon jelolés nélkiili
kvantitalas alkalmazasaval, hogy ujabb gazdasejt faktorokat azonositsunk, amelyek

befolyasolhatjdk a transzdukcio kimenetelét.

A létrehozott mutans kapszid fehérjék szerkezetében bekovetkezé valtozasokat in silico
becsiiltik meg, amelyet CD-spektroszkopia alkalmazasaval tamasztottunk ala. A fehérjék
proteolizissel szembeni érzékenységét HIV-1 PR és tripszin altal Iétrehozott hasitasi termékek
analizisével hatdroztuk meg. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az els6dleges hasitasi
helyekhez tartozé aminosavak mutacioja altaldban nem csak a kapszid fehérje proteaz altali
hasithatosagat valtoztatja meg, hanem esetenként annak masodlagos szerkezetét és CypA kotd
képességét is. Jollehet a W23 A, A77P és L189P mutaciok sikeresen modositjak a proteaz altali
hasitast, masodlagos szerkezetiik is jelent6sen megvaltozik, ezaltal nem alkalmasak a
célkitlizésben megfogalmazott céljainkra. Mutansaink koziil egyediill az L189F tiinik
szerkezetében valtozatlannak a vad tipushoz viszonyitva, ezaltal ez lehet a legalkalmasabb jeldlt a
PR altali CA hasitds korai fazisban betoltott szerepének tovabbi vizsgalatdra sejtkultiras
koriilmények kozott.

A HIV-1 alapt vektor transzdukcid korai fazisdnak proteomikai vizsgalatanak
eredményeképpen sikeriilt azonositanunk 25 olyan fehérjét, amelynek expresszidja valamilyen
irinyban megvaltozik a HIV-1 pszeudovirussal transzdukalt sejtekben a transzdukcid utan 4,
illetve 12 oraval. Az azonositott fehérjék irodalmanak vizsgélata alapjan Osszefoglalasként
elmondhatjuk, hogy a jel6lés nélkiili kvantitalas alkalmas modszer a sejtben bekovetkezd
véltozasok nyomon kovetésére, ugyanis a fehérjék tobbségét korabban is 0sszefliggésbe hoztak a
HIV-1 életciklusaval. Sajnos azonban néhanyuk kivételével pontos szerepiik a folyamatban
tovabbra sem tisztazott. Véleménylink szerint a vizsgalatunk sordn azonositott fehérjék megfeleld
célpontokat kinalhatnak a HIV-1- gazdasejt kapcsolatanak vizsgalatdhoz, amely segitséget

nyujthat 0j, hatékonyabb antiviralis terapidk kifejlesztéséhez.
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7. SUMMARY

Throughout the works summarized in my dissertation | had the possibility to plan,
establish, and purify mutant (W23A, A77P, A78V, L189F, L1891 and L189P) capsid proteins
of human immunodeficiency virus type 1. In this work | have examined the changes in the
secondary structure and proteolytic susceptibility of the mutant capsid proteins, as well as their
interaction with the well-characterized partner cyclophilin A protein. Furthermore, | also had
the opportunity to investigate the events of the early phase of HIV-1 infection with the
utilization of a HIV-based self-inactivating pseudovirus. In this experiment we have followed
the changes in the protein content of the transducted cells with the use of label-free proteomics
to identify the host factors capable of altering the outcome of the transduction.

We have predicted the changes generated by the introduced mutations with in silico
analysis. The results of the predictions were verified by CD-spectroscopy analysis, and the
proteolytic susceptibility of the proteins were determined by the analyses of the proteolytic
fragments. We concluded, that the mutations of the capsid cleavage sites not only affect the
proteolytic susceptibility by the HIV-1 protease, but may also substantially alter the secondary
structure, tryptic susceptibility and cyclophilin A binding ability of the monomeric capsid
protein. Although the W23A, A77P, and L189P mutations were able to modify the cleavage of
the capsid by the HIV-1 protease, due to the observed structural alterations, they are not suitable
for our goal. Our experiments also showed that only the L189F mutant protein remains
structurally unchanged, hence, it could be the best candidate for use in experiments regarding

the role of HIV-1 protease in the early phase of HIV-1 infection.

With the utilization of a HIV-1 pseudovirus and label-free proteomics we have identified
25 host proteins, which showed significant alterations in their expression level 4 and/or 12 hours
after the transduction. The examination of the literature regarding the interaction and role of
these proteins to the HIV-1 life cycle showed that with only one exception these proteins were
already verified as possible factors in the HIV-1 replication, however in most cases their exact
role is still not clarified. Based on these data we concluded that label-free proteomics is a
capable method for the investigation of proteomic changes in the HIV-1 replication. Moreover,
we think that the thorough examination of the identified proteins presented here would give us
more information regarding the host players and signaling pathways of HIV replication,

eventually leading to the development of new and more effective antiviral therapies.
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