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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AIDS szerzett immunhidnyos szindroma
ATLL felndtt T-sejtes leukémia/limfoma
CA' kapszid protein

CMV citomegalovirus

DABCYL 4-(4-dimetilaminofenilazo)benzoesav
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium- tapfolyadék
DMSO dimetil-szulfoxid

DTT ditiotreitol

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FBS fotalis marha szérum

FRET fluoreszcencia-rezonancia energia transzfer
GFP z0ld fluoreszcens fehérje

Gua-HCL guanidin-hidroklorid

HAM HTLV-1 asszocialt mielopatia

HIV humén immundeficiencia virus
HPLC magas nyomasu folyadékkromatograf
HTLV Humén T-Limfotrép Virus

IN' integraz

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid
MA' matrix protein

MLV egér leukémia virus

NMR magneses magrezonancia

PBS foszfat puffer

P1, P2, P3, stb.>  szubsztrdt aminosavrésze

PEG polietilénglikol

PIC preintegraciés komplex
PVDF poliviniliden-fluorid

PR' retrovirélis protedz

RP forditott-fazisa

RT! reverz transzkriptaz

SDS PAGE natrium dodecil szulfét poliakrilamid gélelektroforézis
su' sejtfelszini protein

TFA trifluor-ecetsav

™' transzmembran protein

TSP tropusi spasztikus paraparézis
VSV vezikuldris sztomatitis virus

" A retrovirus fehérjék kétbetiis nevezéktana Leis és mtsai., (1988) szerint. A nem ismert funkci6ji fehérjéket p
betiivel, majd azt kovetden a fehérjék molekulatomegét kDa-ban kifejez6 szammal jelolik.

2 A szubsztrat valamint a szubsztritkoté alhelyek elnevezése Schechter és Berger (1967) szerint. A szubsztrat
aminosav oldalldncok a hasitdsi helyt6l N-termindlis felé haladva P1, P2, P3, stb., mig a C termindlis felé
haladva P1°, P2°, P3’, stb., vannak jelolve. A megfeleld szubsztratkothelyek jelolése S1, S2, S3, stb., illetve
S1°, S2°, S3’, stb.
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1. BEVEZETES

1.1. A retrovirusok jellemzése

A retrovirusok pozitiv szald, diploid RNS-genommal rendelkezé virusok, a Retroviridae
csaladba tartoznak. A csalddon belill megkiilonboztethetjiik az Orthoretrovirinae €és a
Spumaretrovirinae  alcsalddot. Az  Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus és Gammaretrovirus nemzetség mellett az Orthoretroviridae alcsalddba
tartozik a Lentivirus nemzetség, melynek nevezetes képviseldje a human immunodeficiencia
virus (HIV).

A retrovirusokat Vilhelm Ellerman és Oluf Bang fedezte fel 1908-ban (Ellerman és
Bang, 1908). A kutatdsok az els6 60 évben kizadrdlagosan &llatok megfert6zddésével és
megbetegedésével foglalkoztak. Az els6 human patogén retrovirus, a HTLV-1 (Human T-
Limfotrép Virus 1) felfedezése 1980-ban tortént (Poiesz és mtsai, 1980). A HTLV-1 fert6zés
szdmos betegséget okozhat, pl. felndtt T-sejtes leukémidt/limfémat (ATLL), trépikus
spasztikus paraparesist/HTLV-1 asszocialt mielopatiat (TSP/HAM) (Johnson és mtsai, 2001).
A HTLV-1 fertdzés egyes teriileteken endemikus (pl. Japan, Irdn, Peru, Kolumbia, a Karib-
térség), és a fertdzottek szamat 10-20 millidra becsiilik (Verdonck és mtsai, 2007).

A HTLV-1 felfedezését a szerzett immunhidnyos tiinetegyiittest (AIDS-t) okoz6 virus, a
HIV-1 azonositasa kovette 1983-ban (Barré-Sinoussi és mtsai, 1983; Gallo és mtsai, 1984;
Levy és mtsai, 1984). A becslések szerint 2007-ben 33,2 milliéra teheté a HIV-1 fertézottek
szdma €és 2,1 millidan haltak meg valamilyen, az AIDS miatt kialakulé betegségben
(UNAIDS, 2007).

A retrovirus virionok dtmérdje 80-100 nm kozott valtozik, kiilsé lipid burkukban virélis
glikoproteinek (Env) taldlhaték. A burokfehérjék harom heterodimert tartalmaznak, melyek
egy felszini receptorkotd alegységbdl (SU) és egy ezzel nem-kovalens kdlcsonhatdsban 1évo
transzmembran (TM) alegységbdl allnak (1. abra). A belsO protein mag, mely matrix (MA) és
kapszid (CA) fehérjékbdl épiil fel, alakja és elhelyezkedése a csaldd kiillonbozd fajaiban
eltér0. A magban taldlhaté a nukleokapszid (NC) fehérjével asszocidlt virdlis genom, amely
az életciklushoz nélkiilozhetetlen 3 enzimet is kédolja: a protedzt (PR), a reverz transzkriptazt
(RT) és az integrazt (IN) (Coffin, 1992, 1997).

A virdlis genom szervezddése szerint megkiilonboztethetjilk az egyszerli és az Osszetett
retrovirusokat. A legegyszeriibb esetben, pl. az egér leukémia virus (MLV) esetében, a
retrovirdlis replikdcidhoz csupidn hdrom, a virus altal kodolt gén sziikséges (Varmus és

Brown, 1989). A gag, mely a virion struktdrélis fehérjéit, a pol, mely a virdlis enzimeket és



az env, mely a burokfehérjét kddolja. Az integrdlédott provirusban ez a harom gén mindig
ugyanabban a sorrendben taldlhaté (5°-gag-pol-env-3’) és mindkét végén a reverz
transzkripcid sordn keletkezo, jellegzetes hosszisagu ismétlddo végszekvencidk (LTR, long
terminal repeat) taldlhaték (2. dbra). Az LTR tartalmazza a retrovirdlis genom hatékony
transzkripcidjdhoz sziikséges promoter €s enhanszer elemeket, valamint az mRNS 3’-végi
poliadenilaciéjdhoz sziikséges szekvencidkat. Az egyszerli retrovirusok esetében az
integralddott provirusrdl két kiilonbozd transzkriptum keletkezik, mégpedig a genomi RNS,
ami mRNS-ként is szolgal a Gag és Pol szintéziséhez, illetve egy kisebb illesztett mRNS, ami
az Env fehérjét kdédolja. A virdlis génexpresszidt cisz-aktivald virdlis DNS vagy RNS

szekvencidk €s a gazdasejt altal kodolt transz-aktivalé faktorok egyiittesen szabalyozzak.

Lipidek

Virus burck

Viralis RNS

1. abra: A HIV-1 virion szerkezete (http://www.tibotec-hiv.com alapjan).

A HIV-1, a Lentivirus genus tobbi tagjaval egyiitt, osszetett genommal rendelkezik (2.
abra), ami azt jelenti, hogy az egyszerli retrovirusokra jellemzd géneken kiviil egyéb
géntermékeket is kédol (Cullen és Greene, 1990; Pavlakis és Felber, 1990). A Tat és a Rev
fehérjék transz-aktivalé elemként szabdlyozzdk a HIV-1 génexpressziét (Cullen és Greene,

1989; Pavlakis és Felber, 1990). A Tat fehérje a HIV-1 LTR-specifikus transzkripcidjanak



hatdsos aktivétora és ezért egy erdteljes pozitiv visszacsatolast hoz 1étre. A Tat fehérjének ez
a hatdsa a Rev fehérje felhalmozddasat eredményezi, ami meggatolja a tobbszorosen
illesztett, szabalyozé6 mRNS-ek szintézisét és aktivalja az egyszeresen illesztett, a strukturélis
fehérjéket kodol6 mRNS szintézisét (Cullen és Greene, 1989; Kim és mtsai, 1989; Pavlakis
és Felber, 1990). A HIV-1 esetében 9 kiilonb6zdé géntermékrdl tobb mint 20 eltéré mRNS
keletkezik (Cullen és Greene, 1990; Pavlakis és Felber, 1990). Ezek egyike, a Nef protein,
korai géntermék, amelynek szabdlyozd szerepe van, mig a Vpr, a Vpu és a Vif késoi
géntermékek, melyeknek a morfogenezisben és a virusok sejtbdl valé kijutdsdban van

szerepluk.

LTR

LTR
ENV
MLV [ e FoL | il |

LTR VPU LTR

R N |
[NEF|

f —

A
REV

2. abra: Az MLV, egy tipikus egyszerii retrovirus és a HIV-1, mint 0sszetett retrovirus
sematikus genomszerkezete (Cullen, 1991 alapjan).

1.2. A retrovirusok életciklusa

A retrovirusok életciklusa két szakaszra oszthatd, melyeket korai és késdi fazisnak
neveziink (3. dbra). A korai fazis elsé 1épéseként a virus membran fizidval vagy receptor
kozvetitett endocitdzissal bejut a sejtbe. A reverz transzkripcié a belépd kapszid struktirdban
torténik meg, melyben a pozitiv szdld RNS-genom dupla szdld DNS-genomma irédik at. A
genomi DNS-bdI és a belépd kapszid néhany fehérje komponensébdl preintegraciés komplex
(PIC) formalodik, amely bejut a sejtmagba. A legtobb retrovirus esetében ez passziv 1€pés,
igy csak osztddo sejteket képesek megfertdzni, melyek sejtmaghértydja nem ép, azonban a
HIV-1 és a Lentivirus alcsalddba tartoz6 egyéb retrovirusok esetében a PIC aktiv transzportja
lehetové teszi nem osztddo sejtek fert6zését is (TOzsér és Oroszlan, 2003). A virdlis DNS a
PIC nélkiilozhetetlen részét képezd IN segitségével beépiil a gazdasejt genomjaba. A késoi
fazis els0 1épése a virdlis DNS transzkripcidja, mely a cellularis RNS-polimerdz II
kozvetitésével megy végbe. A keletkezett mRNS molekuldk egy része mddositatlanul

elhagyja a sejtmagot és a Gag, illetve Gag-Pro-Pol poliproteinek templitja lesz vagy a



virusburokba kertil és az utédvirusok genomjanak templatjaként szolgél. Egy kisebb, illesztett
mRNS-rél irédnak &4t az env-kédolt fehérjék, melyek elébb glikozildlédnak, majd a
plazmamembrédnba val6 transzport sordn egy feliileti (SU) és egy transzmembran (TM)
fehérjére hasadnak egy celluldris protedz hatdsdra. Szdmos, tobbszorosen illesztett mRNS
szolgdl a kiegészitd fehérjék, mint a Tat, Rev, Vif, Nef, Vpr szintézisének templatjaként. A
Gag fehérjék a gazdasejt membranjanak Env proteinekben koncentrélt részein, a membran
belso feliiletén csoportosulnak, majd a fank-alakd kapszid struktirdval rendelkezd ,éretlen”
virusrészecske a ,,lefliz0dés” (budding) révén kikeriil a sejtbdl. A virus a poliproteineket
meghatarozott helyeken elhasité protedz aktivdléddsa utdn valik ,éretté”, fertézoképessé.
Ekkor a virusrészecskének tomor, kip-alakd belsd szerkezete van. Mivel csak az ,érett”

virusrészecskék fertozOképesek, a PR milkddése nélkiilozhetetlen a virus replikdcié sordn

(Tdzsér, 2003).
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3. abra: A retrovirusok életciklusa (Tézsér, 2003 alapjan). (1) Kotodés-penetracio. (2) A
virusburok elvesztése. (3) Proviralis DNS-szintézis. (4) A preintegracios komplex
bejutdsa a magba. (5) Integracié. (6) Provirus expresszidja. (7) Transzlacié. (8) Virion
osszerendezodése. (9) Virion lefiizodése. (10) A virion ,,érése” a PR segitségével.



1.3. A HIV-1 proteaz jellemzése

A retrovirdlis protedzok 99-138 aminosavbdl 4ll6, 11-15 kDa molekulatomegii
fehérjék, amelyek tobb, aszpartil protedzokra jellemz6 tulajdonsdgot mutatnak (pepsztatinnal
valo gatolhatésdg, a Kkatalitikus aszpartat mutédcidjaval eloidézhetd enziminaktivacio).
Azonban a két, topoldgiailag hasonld, de mégsem teljesen egyforma domént hordozé
egylancu celluldris aszpartil protedzoktdl eltérdéen, a retrovirdlis protedzok két egyforma
alegységbdl felépiild, dimerként mikodd enzimek. A retrovirdlis protedazok elsd- és
masodlagos szerkezete a celluldris aszpartil protedzok egyik doménjével analég (Toh és
mtsai, 1985), szdmos B-reddt és enzimtdl fiiggden egy vagy két rovid a-hélixet tartalmaznak.
A két alegység N- és C-termindlis lancai Osszefonddva alkotnak egy négyrétegii antiparallel

B-redot (4. dbra).

4. abra: A HIV-1 proteaz kristalyszerkezet alapjan késziilt szalagmodellje. Piros szin
jeloli az o-hélixeket, kék a B-redét, sairga a hurok régiokat. A bekotodott szubsztratot
zold szinnel, valamint gomb és palcika abrazolassal mutatjuk be.

A HIV-1 protedzt harom jellegzetes régidval jellemezhetjiik: az aktiv centrum, az un.
flap és a C-termindlis kozelében elhelyezkedd konzervalt régid. Az aktiv centrumot kédolo
katalitikus tridd (Asp-Thr/Ser-Gly) az N-terminélis kozelében helyezkedik el. Az alegységek
katalitikus triddjai hurkot alkotnak, amely anal6g a celluldris aszpartil protedazokra leirt y-
struktirdval (Oroszlan és Tdzsér, 1990). A katalitikus tripletek hidrogénkotések hdlézatan

keresztiil kapcsolédnak egymdshoz (Davies, 1990; Wlodawer és Erickson, 1993), amit
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tlizolt6fogasnak (,,fireman’s grip”’) neveznek, utalva a kotés geometridjara és erds jellegére. A
flexibilis ,,flap” régié tobbé-kevésbé konzervativ (Miller és mtsai, 1989; Navia és mitsai,
1989), mely a szubsztrat, illetve az inhibitor kotddésekor elmozdul és rdhajlik a ligandra, igy
stabilizdlva a komplexet (Miller és mtsai, 1989; Swain és mtsai, 1990; Jaskolski és mitsai,
1991). A harmadik konzervalt régi6 (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-termindlis kozelében
helyezkedik el és ion parok kialakitdsdval a dimerizdcidban jatszik fontos szerepet.

A HIV-1 PR savas pH-ju (4,5-6,5) kornyezetben mutatja a legnagyobb aktivitdst
(Grinde és mtsai, 1992) és a celluldris aszpartil protedzokhoz hasonldéan in vitro nagy
ionerdsség (1-2 M NaCl, (Kotler és mtsai, 1989)) mellett is aktiv. A PR pontos hasitasi
helyeit a virdlis poliproteinek felhasznaldsdval és az érett fehérjék N- és C-termindlis
szekvencidinak meghatdrozasaval azonositottak. A hasitasi helyek Osszehasonlitdsdval nem
talaltak egységes aminosavsorrendet, de elmondhatd, hogy a szekvenciak tobbnyire hidrofob
jellegiek. Az a felfedezés, hogy kis szintetikus peptidek szubsztratként vagy inhibitorként
funkcionédlhatnak, megkonnyitette a PR specificitdsdnak részletes tanulméanyozasat (Katz és
Skalka, 1994). A HIV-1 PR esetén legaldbb hét aminosavnyi szekvencia sziikséges a
felismeréshez €s a hasitdshoz. A rovidebb, nem hasithaté peptidek kompetitiv gatlészerek
lehetnek (Kotler és mtsai, 1988; Roberts, 1990; Tozsér és mtsai, 1991).

Szamos munkacsoport médositotta az eredeti, HPLC-n alapul6 peptid esszét. Néhany
esetben radioaktivitds segitségével detektdltak a hasitdsi termékeket (Hyland és mtsai, 1990).
Az egyik modositott peptid szubsztrat N-termindlis prolint tartalmazott és a hasitds sordn
keletkez6 N-termindlis primer amint fluoreszkaminnal detektaltdk (Leis és mtsai, 1989). A
PR aktivitdsdnak mérésére kolorimetrids esszéket is kidolgoztak. Az izatint hasznalé médszer
(Broudhurst és mtsai, 1991) a minta elfdzését igényli, igy nem alkalmazhaté mikrotiter
lemezre, mig egy mdsik modszer, melynek sordn a szintetikus peptid hidrolizisét két nem
enzimatikus 1épés koveti (Stebbins €s Debouck, 1997), alkalmas a HIV-1 PR aktivitdsanak
nagy atersztoképességii mérésére. El0szor a HIV-1 protedzra irtak le fluorogén aktivitdisméro
modszert (Matayoshi és mtsai, 1990; Wang és mtsai, 1990). Szubsztratként a HIV-1 MA |CA
hasitdsi  helyen alapuld6 peptidet hasznaltdk, mely tartalmazott az  5-((2-
aminoetil)amino)naftalén-1 szulfonsavval, vagyis az EDANS nevii fluoroférral médositott
glutamétot €s a 4-(4-dimetilaminofenilazo)benzoesavval, vagyis DABCYL nevii akceptor
molekuldval modositott lizint. Az akceptor molekulat ugy vadlasztottdk ki, hogy az
abszorpcids spektruma atfedjen a fluorofér emisszids spektrumaval, ezért az EDANS teljes

gerjesztési energidja csak a proteolitikus hasitds kovetkeztében tud felszabadulni. Késébb
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mads protedzokra (pl. citomegalovirus PR, Holskin és mtsai, 1995; hepatitis C virus NS3 PR,

Liu és mtsai, 1999) is kifejlesztettek hasonl6 elven alapulé mérési modszereket.

1.4. A HIV-1 proteaz inhibitorai

Kezdetben a kis molekuldju inhibitorokra koncentréltak a proteazt célzé hatéanyagok

tervezésekor, kiillonosen a szubsztrat alapu peptidszert gatldszerekre. A klinikumban jelenleg

haszndlatos minden inhibitor ebbe a tipusba tartozik (Wlodawer, 2002; Randolph és DeGoey,

2004). A klinikumban jelenleg alkalmazott 9 HIV-1 PR inhibitor neve és szerkezete lathaté

az 5. dbran. A tipranavir kivételével mindegyik inhibitor szerkezete a HIV-1 PR természetes

hasitasi helyének szerkezetére hasonlit. Ko6zos tulajdonsdguk, hogy P1 poziciéban fenil

csoportot hordoznak és egy nem hidrolizal6d6 atmeneti-allapotot mimikalo csoportot (pl.

hidroxietilamin) tartalmaznak a hasitand6 kotésnek megfeleld helyen (Menendez és Tdzsér,

2008).
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5. abra: Az AIDS-terapiaban alkalmazott HIV-1 proteinaz inhibitorok (Menendez-

Arias és Tozsér, 2008).

Azonban a kis molekuldji inhibitorokkal szemben - a reverz transzkriptdz hibajavitd

funkci6janak hidnya miatt - gyorsan rezisztencia fejlédik ki, és az egyik inhibitorral torténd
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kezelés sordn megjelend rezisztens torzsekre gyakran mds inhibitorok is hatdstalanok lesznek
(Swanstrom és Eron 2000; Barbaro és mtsai, 2005). Az aktiv centrumot (Yehia és mitsai,
2004), a dimeriz4cids felszint (Schramm és mtsai, 1991, 1999; Caflisch és mtsai, 2000; Hwang
és Chmielewski 2004, 2005) vagy a flap régiét (Rezacova és mitsai, 2002; Sperka és mitsai,
2005) célz6, nem peptidszeri komponensek uj lehetdséget jelenthetnek az AIDS elleni
kiizdelemben. A HIV-1 PR ellenes inhibitorok sikere alapjan a HTLV-1 PR is igéretes
célpontnak tlinik az daltala okozott betegségek kezelésére, megelézésére (TOzsér é€s Weber,
2007).

A dimer forméban aktiv protedz makromolekuldris inhibitorokkal is gatolhatd, melyek
nagy kolcsonhaté feliiletiik miatt kevésbé lehetnek érzékenyek a rezisztencidt okoz6 muticidkra
(Babe és mtsai, 1995; McPhee és mtsai, 1996; Rozzelle és mtsai, 2000, Todd és mtsai, 2000a).
Irodalombdl ismert, hogy a defektiv PR monomerek tervezése és a fertdzott sejtekben torténd
expresszidja hatékony mddszer a PR gatldsara (Babe és mtsai, 1995; Junker és mtsai, 1996;
McPhee és mtsai, 1996; Rozzelle és mtsai, 2000; Todd és mtsai, 2000a, 2000b). Hasonlo
modszert alkalmaztak a HIV-1 Gag (Trono és mtsai, 1989; Shimano és mitsai, 1999), Tat
(Pearson és mtsai, 1990; Modesti és mtsai, 1991; Fraisier és mtsai, 1998), Rev (Bevec és mtsai,
1992; Liu és mtsai, 1994), Env (Buchschacher €s mtsai, 1992; Steffy és Wong-Staal 1993;
Buchschacher és mtsai, 1995; Chen és mtsai, 1996) és Vpr (Sawaya €s mtsai, 2000) fehérjéivel
szemben. A kis molekuldju inhibitorok alkalmazasandl szdmolni kell a kombindlt terdpia
(HAART, highly active anti-retroviral therapy) mellékhatdsainak kialakuldsaval, pl. inzulin
rezisztencia, lipodisztrofids szindroma, érelmeszesedés (TOzsér 2001; Rudich és mtsai, 2005). A
makromolekuldris inhibitorok eltérd kémiai szerkezetiik miatt varhatéan nem valtjak majd ki az
elobb emlitett mellékhatasokat. A transz-dominans negativ HIV-1 protedzokkal elsoként Craik
és munkatérsai foglalkoztak (Babe és mtsai, 1995; Junker és mtsai, 1996; McPhee és mtsai,
1996; Rozelle és mtsai, 2000; Todd és mtsai, 2000a; 2000b). Bemutattak, hogy az Asp25Lys,
Gly49Trp és I1eS0Trp mutacidkat hordozé PR (PRkww) a vad tipusi PR igen hatékony
gatloszere in vitro és sejtkultirds kisérletekben. Ezek az aminosavcserék segitenek
megakadalyozni a PRgxww:PRgww homodimerek kialakuldsit a térbeli és elektrosztatikus
taszitds miatt, valamint azt is célozzdk, hogy a PR,:PRxww heterodimerekben erdsebb
kolcsonhatdsok alakuljanak ki, mint a vad tipusi PR.PRy: homodimerekben. A tobb
aminosavcserét hordozé fehérjék alkalmasabbak a génterapids felhasznaldsra, mivel a

kevesebb mutdcidt tartalmazokkal dsszehasonlitva kisebb az esély a visszaalakuldsra.
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2. CELKITUZES

A HIV-1 PR miikodése nélkiilozhetetlen a fert6zOképes virus kialakuldsdhoz, ezért
fontos célpont az AIDS-terdpidban. Az eddig alkalmazott inhibitorokkal szemben rovid id6
alatt rezisztencia alakul ki, ezért dlland6 az igény az wjabb, széles specificitdsd inhibitorok
kifejlesztésére. A HTLV-1 PR szintén igéretes lehet az ATL és a TSP/HAM terdpidjaban.
Munkdnk soran az alabbi célokat tliztiik ki:

- Egy nagy dteresztOképességli €s gyors, mikrotiter lemez alapu fluoreszcens aktivitdsmérd
modszer kidolgozasat, mely alternativat jelenthet a hagyomanyos HPLC mddszer mellett és
lehetové teszi a kiillonbozd retrovirdlis protedzok aktivitisdnak kozvetlen és gyors
0sszehasonlitdsat, inhibitorok tesztelését és gatldsi alland6ik meghatdrozdsat.

- Uj HIV-1 PR ellenes makromolekuldris inhibitorok eléallitasat, melyek nagy kolcsonhaté
feliiletiik miatt kevésbé lehetnek érzékenyek a rezisztencidt okozé mutdciokra és amelyek
felhaszndlhat6ak lennének AIDS-ellenes génterdpias alkalmazdsokban. Az irodalmi példaktol
eltérfen, a mutdcids stratégidnkban a hidrofil aminosavakat részesitenénk elonyben az

oldékonysag novelése és a magasabb hatékony koncentracio elérése érdekében.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Oligopeptidek

Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézissel készitették, Model 430A automata
peptid szintetizatorral (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vagy félautomata Vega
peptid szintetizdtorral (Vega-Fox Biochemicals Div., Newbery Energy Corp., Tucson,
Arizona). A tisztitdshoz RP-HPLC-t haszndltak (Copeland és Oroszldn, 1988). A peptidek
szekvencidjat Beckman 6300 aminosav analizdtorral ellendrizték. A peptid-torzsoldatok
desztillalt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal késziiltek, melyek pontos koncentraciéjat
aminosav analizisel hataroztdk meg (Louis €s mtsai, 1999a). A peptid oldatokat Dr. Stephen
Oroszlant6l és Dr. Terry D. Copelandtél kaptuk (Frederick, MD, USA). Az
EDANS/DABCYL tartalmi peptideket és a fluoreszcens kontroll peptidként hasznalt
RE(EDANS)-t Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva, Priaga, Csehorszdg) szintetizdlta. A

fluoreszcens peptidek torzsoldatait vizzel készitettiik.

3.2. HPLC médszer

A tisztitott HIV-1 és HTLV-1 protedzokat a kordbban leirtak alapjan allitottuk eld
(Louis és mtsai, 1991, 1999a; Mahalingam és mtsai, 2001). A PR preparatumok
fehérjekoncentracigjat aminosavanalizissel hatdroztuk meg. A PR esszéhez 5 pl (8-140 nM)
tiszta protedzt, 10 pl 2x inkubdciés puffert (0,5 M kalium-foszfat puffer, pH 5,6, 10%
glicerol, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, 4 M NaCl) és 5 ul (0,01-1,3 mM) szubsztratot
hasznaltunk. Aktiv centrum titrdldssal hatdroztuk meg az aktiv enzimek mennyiségét.
Ezekben a kisérletekben 4,8 Wl szubsztratot mértiink a reakcidelegybe és 0,2 ul térfogatu,
kiilonb6zé koncentracidju inhibitoroldatot. A HIV-1 PR aktiv centrum titrdldsdhoz a
Compound 3 nevll (Grobelny és mtsai, 1990) inhibitort hasznaltuk, mig a HTLV-1 PR
esetében az I[B-268-at. A virhatd Ky-€értéktdl fiiggden vélasztottuk az alkalmazott
szubsztratkoncentricidtartomanyt. A reakcidelegyeket 1 6raig 37 °C-on inkubdltuk, 180 ul
1%-o0s TFA-oldattal leéllitottuk és automata injektor segitségével Nova-Pak Cs reverz fazisu
kromatogréfids oszlopra (3,9 mm x 150 mm, Waters Associates Inc.) vittik fel. A
szubsztratot linedris viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0,05% TFA jelenlétében
valasztottuk el a termékektdl és a pufferkomponensektdl. Az elvélasztast 206 nm-en kovettiik
és a hidrolizis mértékét a kromatografids gorbe integrdldsdval szamitottuk. Az
enzimkoncentracidkat ugy allitottuk be, hogy a szubsztratok hidrolizise 20% alatt maradjon.

A kinetikai paramétereket a reakciosebesség és szubsztratkoncentracié adatok Michaelis-
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Menten egyenlethez illesztésével hataroztuk meg, nemlinedris regressziés modszerrel, a Fig.P
program (Fig.P Software Corp.) felhasznédldsaval. A kinetikai dllandék standard deviaciéi 20
% alatt voltak. A Kkatalitikus allandét az aktiv centrum titrdldssal kapott aktiv

enzimkoncentraciok felhasznalasaval szamoltuk.

3.3. Mikrotiter lemez alapi fluoreszcens modszer

A PR essz€k sordn fehér szinii mikrotiter lemez lyukaiba mértiink 10 pl (60-4800 nM)
proteazt €s 100 ul PNF puffert (250 mM foszfat puffer, pH 5,6, 5% glicerol, | mM EDTA, 5
mM DTT, 500 mM NaCl). Az elegyet 5 percig 37 °C-on el6inkubdltuk, majd 90 ul PNF
pufferben oldott fluoreszcens peptid szubsztrat (2-40 uM) hozzdadédsdval inditottuk a
reakciot. A fluoreszcens szigndl emelkedését 460 nm-en detektdltuk 37 °C-on, 355 nm
gerjesztési hullimhossz mellett Wallac 1420 Victor2 fluoriméter-luminométer (Wallac Oy,
Turku, Finland) felhasznaldsdval. A gétlasvizsgalatok reakcidéi is 200 ul végtérfogatban
jatszodtak le, de az elegy tartalmazott 2 pl DMSO-t vagy DMSO-ban oldott inhibitort.

A bels6 sztird hatds meghatirozdsa a kinetikai méréseknél alkalmazott
szubsztratkoncentracié tartomdnyban tortént, a RE(EDANS) dipeptid fluoreszcencidjanak
mérésével.

Az adatfeldolgozast egy hazi készitésii Fortran programmal (KiDet, Bagossi Péter
munkdja) végeztik. A program egyenest illeszt a fluoreszcens jel-idé6 gorbe kezdeti
szakaszdra, korrigdl a belsO szlird hatdssal és kiszamolja a ki, €s Ky értékeket a Michaelis-
Menten egyenlet nemlinedris analizisével. Az enzimkoncentriciét, illetve az inhibitor
allandot is kiszamoltathatjuk a programmal, melyhez a Williams-Morrison egyenletet
(Williams és Morrison, 1979) haszndlja.

A fluoreszcens mddszer validdldsdhoz a reakcié végén 100 pl reakcidelegyet
eppendorfcsovekbe mértiink, 100 pl stop-oldattal (7,8 M Gua-HCI, 2% TFA) ledllitottunk és

a mintdkat reverz fazisi HPLC segitségével analizaltuk.

3.4. Molekularis modellezés

Az aminosavcseréket egy nagy felbontdsi HIV-1 PR kristdlyszerkezetben
(Mahalingam és mtsai, 2002) vagy el6zdleg a Sybyl programmal (Tripos Inc., St. Louis, MO,
USA) minimalizalt szerkezetekben hajtottuk végre. A B monomerben a kivélasztott aminosavat
mind a 20 természetes aminosavra kicseréltik. A mutalt szerkezeteket a Sybyl programmal

energiaminimalizédltuk (500 Powell iterdci6, AMBER all atom force field (Weiner és mitsai,
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1986), 8 A cutoff, 4-es dielektromos dallandd). Az intermonomer kolcsonhatédsi energidkat a
dimer energidjanak és az egyes monomerek energidjanak kiilonbségébdl szamoltuk. Az igéretes
mutansokat a minimalizalds utan kapott kedvez0 inter- és intramolekuldris energiak, a modellek
grafikus vizsgdlatdval kapott szerkezeti informdcidk, és az éltalunk preferdlt stratégia alapjan
valasztottuk ki és vetettiik ald az in silico mutagenezis kovetkezd korének. A szerkezeteket

Silicon Graphics Fuel grafikus szamit6géprendszer és a Sybyl program segitségével vizsgaltuk.

3.5. A HIV-1 proteiaz mutagenezise

A mutagenezis alapjaul egy 5 mutaciét (Q7K, L33I, L631, C67A és C95A) tartalmazd
stabilizalt HIV-1 protedz szekvenciiat kédolé pET expresszids vektort hasznaltunk (Louis és
mtsai, 1999b; Mahalingam és mtsai, 1999). Kisérleteinkben ezt a pentamutidns enzimet
tekintettiik vad tipustinak, melynek kinetikai paraméterei megegyeznek a stabilizdl6 mutéacidkat
nem tartalmazd eredeti enzim paramétereivel (Louis €s mtsai, 1999b; Mahalingam és mitsai,
1999). Mutansainkat a megfeleld oligonukleotid pérokat felhaszndlva (Integrated DNA
Technologies, Coralville, IA, USA), a QuikChange mutagenezis eljarast kovetve (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) éllitottuk el6. A mutdcidkat DNS-szekvendlassal ellendriztiik, melyet ABI
Prism dye terminator cycle sequencing kit és 3100-Avant Genetic Analyzer (mindkettd Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével hajtottunk végre.

3.6. Az enzimek tisztitasa

A stabilizalt vad tipusi és mutins HIV-1 protedzok expresszidja a megfeleld
plazmidokat hordozé E. coli BL21(DE3) kultirdkban tortént 37 °C-on novesztve 100 pg/ml
ampicillin-tartalmi Luria-Bertani tdpoldatban, amig a 600 nm-en mért abszorbancidjuk 0,7 és 1
koz¢€ keriilt. Ekkor 1 mM IPTG-vel indukaltuk az expressziot 3,5 6ran keresztiil. A sejteket 2000
g-vel 20 percig 4 °C-on torténd centrifugalassal gyljtottiik be, majd a feliilisz6 eltavolitasa utan
felvettiik a pelletet lizis pufferben (50 mM Tris, pH 8,2, | mM EDTA, 1 mM DTT, 0,5% Triton
X-100) és jégen torténd szonikalassal (Branson Sonifier 450, Branson Ultrasonic Corporation,
Danbury, CT, USA) feltartuk. A lizdtumot 9000 g-vel 20 percig 4 °C-on centrifugéltuk, majd 3
M urea-tartalmu lizis pufferrel szuszpendaltuk és ujra szonikdltuk. Ezt a mosési 1épést még
haromszor ismételtiik meg, melynek eredményeképpen tiszta inklizids testeket nyertiink. Az
utolsé mosasi 1épés utan kapott pelletet feloldottuk a denaturaciés pufferben (50 mM Tris, pH
8,0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 8 M urea) é€s atsziirtiikk 0,22 wm pérusméretii sziirén (Millipore,
Billerica, MA, USA). A fehérjéket POROS 20R2 kromatogrifids oszlopon (PerSeptive
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Biosystems Inc., Framingham, MA, USA) HPLC-vel tisztitottuk 0,05% TFA jelenlétében
kialakitott linedris viz-acetonitril gardiens (0-100%) segitségével. A protedz tartalmu frakciok
tisztasdgat 16%-os poliakriamid géleken ellendriztiik. A tiszta fehérjéket tartalmazo frakcidkat
osszegyljtottik és SpeedVac SVC 100H koncentrator (Savant Instruments Inc., Farmingdale,
NY, USA) segitségével beszaritottuk. A protedz tartalmi szdraz pelleteket 6 M guanidin-
hidroklorid oldatban vettiik fel. Az oldatok fehérjekoncentraciéjat Bradford spektrofotometrids
eljarassal (Bio-Rad) hataroztuk meg (Bradford, 1976) marha szérum albumin standard sor

felhaszndldsdval, majd minden oldatbdl azonos fehérjetartalmu higitast készitettiink.

3.7. Makromolekularis inhibitorok gatlasi vizsgalatai

A kisérletek sordn a 3.3. pontban leirt protokollt alkalmazva mikrotiter lemez lyukaiba
mértiink 10 pl denaturélt fehérjeoldatot (0,91 uM-9,1 uM), mely az aktiv és inaktiv protedzok
kiilonboz6 ardnydnak 6 M guanidin-hidroklorid oldatét tartalmazta, 150 pl PNF puffert és 20
ul PNF pufferben oldott 1% PEG-et. Az elegyet 15 percig inkubdltuk 37 °C-on, majd 20 ul
PNF pufferben oldott fluoreszcens peptid szubsztrat (9,55 uM) hozzdadédsaval inditottuk a
reakciét. Az RE(EDANS)-SQNY |PIVRK-(DABCYL)R szekvencidju fluoreszcens peptid
szubsztratot (FSP-407) Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva, Priga, Csehorszdg) bocsijtotta
rendelkezésiinkre. A nyil a HIV-1 PR hasitési helyét jelzi. Kontroll fehérjeként egy N- és C-
termindlisdn csonkolt dimerizaciéra nem képes protedzt (PRsos) haszndltunk (Ishima és
mtsai, 2001, 2007). Meghatdroztuk a vad PR aktivitdsat a kontroll, illetve az inaktiv
fehérjéket is tartalmazé reakcidelegyekben, majd a kontroll fehérjéhez viszonyitott
aktivitasértékek szazalékat dbrdzoltuk az inaktiv:aktiv fehérjék ardnydnak fiiggvényében

SigmaPlot program (Systat Software, Inc., Point Richmond, CA, USA) segitségével.

3.8. Heterodimer-képzés vizsgalata

A mutdns protedzok és az N-termindlis hexahisztidin véget tartalmazé vad tipusid
protedz (0,5 nmol Xp3-PR (Wondrak és Louis, 1996)) 6 M guanidin-hidroklorid oldatat
osszekevertik 1:1 moléris ardnyban, illetve kiilon-kiilon is vizsgéltuk a fehérjéket
kontrollként. Az ekvilibrdlé pufferrel (50 mM nétrium-acetat, pH 5,0, 100 mM NaCl, 5%
glicerol, 1% Triton X-100) 20x-ra higitottuk az elegyeket és 15 percig inkubdltuk
szobahOmérsékleten. A nikkel-kelat ProBond toltetet (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
USA) a fent leirt pufferrel ekvilibraltuk a fehérjeoldat hozzdadasa eldtt. A szuszpenziét 30

percig inkubaltuk jégen, majd a toltetet centrifugdlassal szeparaltuk €s haromszor mostuk az
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ekvilibral6 pufferrel. Végiil SDS-PAGE mintafelvivo puffert adtunk a toltethez és 10 percig
inkubdltuk 95 °C-on. A szuszpenzitt centrifugdltuk és a fehérjéket 20%-os poliakrilamid

géleken vizsgaltuk Coomassie Brillant Blue festés utan.

3.9. NMR-spektroszkopia

A kisérletekhez az '""N-jelolt PRgg és PRrpr fehérjéket valamint a jeldletlen
protedzokat inklizids testbdl tisztitottuk reverz fazisi HPLC segitségével (Louis és mtsai,
2003). A szétporcidzott csicsfrakciot (~0.5 mg/ml) —=70 °C-on taroltuk. A fehérjéket 30-50
mM hangyasav oldattal szemben dializaltuk, majd ~2 mg/ml koncentracidjira toményitettiik
Millipore YM-10 (Millipore, Beford, MA) koncentratorokat hasznalva. A fehérjeoldatokat 4
°C-on tdroltuk. A heteronukledris korrelaciés (HSQC, Heteronuclear Single Quantum
Coherence) spektrum felvételéhez négy, egyenként 320 ul térfogatd mintat készitettiink: N-
PRgE, 15N—PRRER, illetve mindkettd 1:1 ardnyu keveréke a jeloletlen protedzzal. A fehérjéket
Ishima és mtsai higitasi protokollja szerint preparéltuk (Ishima és mtsai, 2007), vagyis a ~35
UM koncentricidjui enzim egy térfogategységét 1,3-2,3 térfogatnyi 5 mM natrium-acetat, pH
6 oldattal, majd 3-4 térfogatnyi 100 mM natrium-acetét, pH 5,8 oldattal kevertiik. A kevert
mintdk esetén a két fehérje ardnya 1:1 volt. A spektrumot Bruker 600 MHz spektrofotométer

segitségével vettiik fel.

3.10. A HIV-1 vektorrendszer plazmidjainak modositasa

Az eredeti HIV-1 vektorrendszert (mely Dr. Didier Trono ajandéka, Department of
Genetics and Microbiology, University of Geneva Medical School, Genf, Svdjc) (Dull és mtsai,
1998; Trono, 2007) moédositottuk egy hatékonyabb prométer és a mutdns protedzok
szekvencidinak bejuttatdsdaval (5. dbra). A citomegalovirus (CMV) prométerének szekvencidjat
polimeraz lancreakcioval (PCR) felszaporitottuk és a pWOX-GFP plazmid BamHI és Mlul
restrikcids helyei kozé ligaltuk a zold fluorescens fehérjét (GFP) k6dol6 szakasz elé. A protedzt
kédolé szakaszt a pMDLg/pRRE plazmidb6l a pT7Blue-3 plazmid (Novagen, Madison, W1,
USA) Pstl és Styl restrikcids helyei kozé klonoztuk. A mutans protedzokat a QuikChange
mutagenezis eljarast kovetve Aallitottuk eld, majd az eredményt DNS szekvendldssal
ellendriztiik, melyet ABI Prism dye terminator cycle sequencing kit és 3100-Avant Genetic
Analyzer (mindketté Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével hajtottunk
végre. A mutans protedzokat kodolé fragmenteket ezutdn visszaklonoztuk a pMDLg/pRRE
plazmidba. Az N- és C-termindlison csonkolt protedzt ,,atfed6” (overlapping) PCR-ral hoztuk
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létre (Ho és mitsai, 1989). A felhaszndlt oligonukleotidok szekvencidja megtekinthetd a

http://biochemistry.med.unideb.hu/SBBG/OligoDB.html oldalon. A klénozas soran standard

eljarasokat hasznaltunk (Sambrook és mtsai, 1989.)

3.11. Virusrészecskék eloallitasa

A virusrészecskék elddllitdsdhoz 293T sejteket haszndltuk, melyeket 10% fotélis
marha szérumot (FBS) tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
tdpfolyadékban tartottunk fent. A sejteket polietilénimin (Sigma, St. Louis, MO, USA)
segitségével transzfektdltuk. A sejteket addig novesztettiik, mig megkozelitdleg 70%-ban
boritottdk be a 75 cm’-es tenyésztSflaska aljat és ekkor végeztiik el a transzfekcidt dsszesen
35,5 pg plazmid bejuttatdsdval: 10 pg pWOX-CMV-GFP (transzfer vektor plazmid), 6,5 pg
pMDLg/pRRE (csomagolé plazmid, mely tartalmazza a vad tipusu proteazt kodold
szekvenciat), 2,5 ng pRSV.rev (Rev kédolé plazmid), 3,5 ug pMD.G (VSV-G burokfehérjét
kédold plazmid) €s 13 pug pMDLg/pRRE-M (a mutans protedz szekvencidjat kodol6 plazmid)
vagy lazac sperma DNS (Sigma, St. Louis, MO, USA). A transzfekciét 1% FBS-tartalmu
DMEM tépfolyadékban hajtottuk végre, amit 5-7 O6ra elteltével 10% FBS-tartalmura
cseréltiink. A virusrészecskéket tartalmazo kondicionalt médiumot 24, 48 €s 72 6ra mulva
gyujtottiik, centrifugéltuk, atszurtiik 0,45 pm pérusméretti PVDF szlirdn (Millipore, Billerica,
MA, USA), majd 100000 g-vel 2 6raig 4 °C torténd ultracentrifugéldssal toményitettiik. A
virusrészecskéket tartalmazé pelletet PBS-ben felvettiik és szétporciézva -70 °C-on taroltuk.
A kapszid fehérje (p24) teljes mennyiségét ELISA mddszerrel hataroztuk meg (p24 ELISA,
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), melyhez a virus lizise utdn a hasitatlan Gag
poliproteint HIV-1 protedzzal hasitottuk. A hasitds mértékét Western blottal ellendriztiik anti-

CA antitest felhasznaldsdval, ami Dr. Robert Gorelick ajandéka volt (Frederick, MD, USA).

3.12. Fertozoképesség vizsgalata

A fert6zOképesség vizsgalatdhoz 293T sejteket 24-lyuku lemezen novesztettiink 300
ul 10% FBS, illetve antibiotikum és glutamin tartalmi DMEM-ben, amig kb. 50%-ban
boritottdk be a lyukak felszinét. Ejszakai inkubdci6 utdn a sejteket 24 ng kapszid fehérje
tartalmu virussal fertoztiik 120 ul DMEM-ben. Két nap milva a sejteken 1évo tapfolyadékot
kiegészitettiik kétszeres FBS, antibiotikum és glutamin tartalmi DMEM-mel. A hetedik
napon a sejteket felkapartuk, mostuk PBS-sel és a GFP-pozitiv sejtek ardnyanak
meghatdrozasdhoz 10000 sejtet szdmoltunk meg aramlési citométer segitségével (FACS

Calibur, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Mikrotiter lemez alapu fluoreszcens modszer kidolgozasa retroviralis proteazok
gatlasvizsgalataihoz
4.1.1. HIV-1 és HTLV-1 természetes hasitdsi helyen alapulé peptidek vizsgdalata HPLC
mddszerrel

A HTLV-1 CA|NC hasitasi helyet (KTKVL|VVQPK) reprezentdlé peptid mindkét
protedznak jo szubsztritja (SP-997 az 1. tablazatban). Ezen peptid modositott formait
kordbban munkacsoportunk a két protedz specificitisdnak Osszehasonlitisara haszndlta
(Tézsér €s mtsai, 2000), ezért mi is ezt a peptidet vélasztottuk a szamunkra érdekes
modositasok elvégzéséhez. A peptid N- és C-termindlis végére beépittettiik a fluoreszcens
donor csoportot, az EDANS-t és a kioltd akceptor csoportot, a DABCYL-t. Az igy kapott
szubsztratot (FSP-354) HTLV-1 protedzzal hasitottuk és a reakcidelegyet eldszor a
hagyomanyos HPLC mddszerrel vizsgéltuk. Az eredeti szubsztrathoz hasonldéan az FSP-354
Ky értéke alacsony (1. tablazat) (Louis és mtsai, 1999a), a katalitikus dlland6 viszont sokkal
kisebb volt, igy egyiitt kb. 200x alacsonyabb specificitasi dllandot (ky,/Kym) eredményeztek,
de még 1igy is a retrovirdlis protedzok természetes hasitdsi helyeit reprezentdld
szubsztratokkal mért tartomédnyon beliil van (Tdzsér és mtsai, 1991, 1993, 1996). Az FSP-404
peptidben a P1 leucint fenialaninra cseréltiik. Erdekes médon a csere a HTLV-1 protedzzal
mért kinetikai paramétereket nem véltoztatta meg jelentésen az FSP-354 szubsztrithoz
képest, habdr ugyanezen valtozds az eredeti (nem jelolt) szubsztrit esetén dupldjara novelte a
specificitdsi allandét (Tézsér és mtsai, 2000). Kordbbi vizsgédlatainkbdl tudjuk, hogy a
HTLV-1 PR tobb aminosavrészt igényel az N-termindlison, mint a HIV-1 PR (T6zsér és
mtsai, 2000), igy megszintetizaltattuk a P1 helyen fenilalanint tartalmazé szubsztrdt N-
termindlison egy aminosavval hosszabb, viszont C-termindlison rovidebb médositasat. Az igy
kapott FSP-405 peptid a HTLV-1 protedznak sokkal rosszabb szubsztratja lett. Ez arra utal,
hogy a C-termindlis megfeleld hossza szintén fontos a hatékony hidrolizishez. Erdekes, hogy
az FSP-354 és FSP-404 sokkal jobb szubsztritjai lettek a HIV-1 protedznak, mint a HTLV-1
proteaznak, pedig a nem fluoreszcens analégjaikat a HTLV-1 PR jobban hasitotta (T6zsér és
mtsai, 2000).

Hasonl6képpen teszteltik a HIV-1 MA |CA (VSQNY |PIVQ) hasitdsi helyen alapul6
szubsztrit EDANS/DABCYL varidnsdt (FSP-407). A mddositatlan peptidhez (SP-211)
hasonléan a HTLV-1 PR nem hasitotta a fluoreszcens format, mikdzben a HIV-1 protedznak

jobb szubsztratja lett (1. tablazat).
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HTLV-1 PR HIV-1 PR
mM) | (s |[mM"' s mM) | (s7) |[(mM" s

SP-997 KTKVL|VVQPK  [0,051*|7,68* | 150,6* [0,182*[2,60*| 14,3
RE(EDANS)TKVL|

FSP-354 0,032 002| 07 [0050|023]| 46
VVQPK(DABCYL)R
RE(EDANS)TKVF|

FSP-404 0053005 09 ]0,014|023| 164
VVQPK(DABCYL)R
RE(EDANS)KTKVE| b

FSP-405 0,020 {0,001 0,06 |N.m”|Nm.| 02°
VVQK(DABCYL)R

SP-211 VSQNY |PIVQ - - - 0,150[6,807| 45,3¢
RE(EDANS)SQNY |

FSP-407 - - - 0,038 [ 7,79 | 205,0
PIVRK(DABCYL)R

1. tablazat: A HTLV-1 és a HIV-1 hasitasi helyeket reprezentalé peptidek HTLV-1 és
HIV-1 proteazok altali hidrolizise.

?Ezek az adatok a Louis és mtsai, 1999a referenciabél szarmaznak

> Nem meghatirozott

¢ A k. /Ky értéket a gorbe linearis szakaszabdl allapitottuk meg

4 Ezek az értékek a Tézsér és mtsai, 1991 referenciabél szirmaznak

4.1.2. A belsd sziird hatds kalibrdlasa a mikrotiter lemez alapii fluoreszcens modszerhez
Magas szubsztratkoncentracié esetén eléfordulhat, hogy a mar elhasitott szubsztraton
1évé EDANS molekula fluoreszcencidjat elnyeli egy még hasitatlan szubsztrit DABCYL
molekuldja, igy a ténylegesnél kisebb jelet kapunk. Ez a jelenség a belsd sziir6 hatés, melyet
korrigdlni kell a fluoreszcens energia transzfer (FRET)-alapi szubsztratokkal torténd
enzimkinetikai méréseknél (Liu és mtsai, 1999). Mérési mddszeriink bedllitdsakor egy alternativ
modszert dolgoztunk ki a belsd sziird hatds korrekcidra, melyben egy kis mddositott peptidet,
RE(EDANS)-t haszndltuk a hasitasi termék megjelenitésére. A fluoreszcens szubsztratok
minden egyes koncentraciéjanal mértiik a RE(EDANS) fluoreszcencidjat (6A. dbra) és a gorbék
meredekségének csokkenésébol (6B. dbra) szamoltuk a konverzids faktort igy, hogy az illesztett

gorbe kiindulési pontjit az egységnyi pontra vonatkoztattuk (6C. dbra).
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6. abra: A belsé sziir6 hatast korrigaléo faktor meghatarozasa. A RE(EDANS) jelolt
dipeptid fluoreszcencidajat mértiik a fluoreszcens szubsztratok Kiilonbozé koncentracioi
mellett (A). A zsufoltsag elkeriilése érdekében csak harom reprezentativ gorbét mutatunk
be. A szubsztratkoncentracio fiiggvényében abrazoltuk a gorbék meredekségét (B). A mért
pontokra egy gorbe illeszthetd, amelyet uigy alakitottunk at, hogy az illesztett gorbe az
egységnyi pontbdl induljon ki (C). A gorbének az adott szubsztratkoncentraciéhoz tartozé
pontja adja a konverzios faktort.
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4.1.3. Mikrotiter lemez alapi modszer

A fluoreszcens szubsztratokat mikrotiter lemez alapi moddszerrel is megvizsgaltuk,
melyben az EDANS csoport fluoreszcencidja a szubsztrat hasitdsa utdn jelenik meg és valik
detektdlhatova. A fluoreszcens essz€ koriilményei némileg kiilonboznek a HPLC mddszerétdl,
mivel a magas sokoncentracié (2 M), melyet altaldban haszndltunk a retrovirdlis protedzok
aktivitds mérésekor, zavarta a fluoreszcens jel detektdldsat. A mikrotiter lemez alapu
fluoreszcens mddszer validaldsdhoz a mérés befejeztével a reakcidelegy egy részét felinjektaltuk
HPLC-re és a specificitdsi dllandékat meghatdroztuk a csucsok alatti teriiletek alapjan is. A
HPLC mddszerrel nyert eredmények megegyeztek a fluoreszcens mddszerrel nyert és a belsd
szur0 hatdssal korrigdlt eredményekkel (2. tdbldzat). Figyelemreméltd, hogy az alacsony
sokoncentraci6 (0,5 M) mellett mért eredmények j6 egyezést mutattak a HPLC mddszer magas
sokoncentracidju (2 M) koriilményei kozott kapott értékekkel (2. tdblazat). Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy ezen szubsztratok hidrolizisét nem fokozza a nagy ionerdsség, ellentétben a

jeloletlen peptidek hidrolizisével.

HTLV-1 PR HIV-1 PR

kod szekvencia Kv | Kia | Kia/ Km®| Kmo | Kiae | K/ K ®

mM) | ) [mM!sHmM) [ ™ [(mM! s
RE(EDANS)TKVL|

FSP-354 VVOPK(DABCYL)R 0,015 | 0,02 (1,21 (1,37)[ 0,015 |0,09] 6,0 (5,4)
RE(EDANS)TKVF|

FSP-404 VVOPK(DABCYL)R 0,012 10,006 (0,49 (0,51)| 0,038 0,43 |11,3 (12,4)
RE(EDANS)SQNY |

FSP-407 PIVRK(DABCYL)R - - § 0,031 | 7,61 245 (258)

2. tablazat: A HTLV-1 PR és a HIV-1 PR fluoreszcens és HPLC-s mddszerrel
meghatarozott Kinetikai paramétereinek oszehasonlitasa alacsony sétartalom mellett.

* A zardjelben 1évé értékeket a fluoreszcens reakciéelegy HPLC-vel valé megvizsgalasaval
mértiik

4.1.4. A HIV-1 és a HTLV-1 protedz gdtlasi profiljanak dsszehasonlitdsa

Kivélasztottunk néhdny, mar klinikai hasznalatban 1évé HIV-1 PR ellen tervezett és
néhany HTLV-1 PR hasitasi helyen alapul6 inhibitort rendszeriink kiprébédldsdra. A HIV-1 PR
gatlészerei koziil a Saqunavir €s az Amprenavir esetében mértiik a legkisebb gétlési dllandét (3.

tablazat). A klinikumban hasznélatos inhibitorok koziil csupan az Indinavir gatolta a HTLV-1
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protedzt (3. tdblazat). Ezek az eredmények j6 Osszhangban vannak azzal a véleménnyel,
miszerint a klinikumban alkalmazott HIV-1 PR inhibitorok nem gétoljdk a Gag processzalodasat
HTLV-1 fertozott sejtekben (Pettit és mtsai, 1998). Két, a HTLV-1 hasitasi helyén alapuld,
sztatin-tartalmi peptidet is megvizsgaltunk, melyek a 3. tdblazat 7. és 8. sordban lathatéak. Az
egyik peptid egyik protedzt sem gétolta, mig a masik a HTLV-1 protedz mérsékelt gatloszere,
ugyanakkor a HIV-1 PR elleni legjobb inhibitor a vizsgdlt HTLV-1 PR gatloszerek koziil. A
hasithat6 kotések helyén redukalt peptidkotést tartalmazo dj komponensek bizonyultak az eddig
vizsgalt legjobb HTLV-1 PR gétloszereknek. Az IB-268 alkalmas volt a HTLV-1 PR HPLC

modszerrel torténd aktiv centrum titralasara is.

e HTLV-1 PR HIV-1 PR

inhibitor K; (M) K; (M)
Saquinavir” >20 000 0,001
Ritonavir >20 000 0,366
Nelfinavir >20 000 0,088
Amprenavir >20 000 0,001
Indinavir 3 475 0,440
DMP-323* >20 000 0,914
Ala-Pro-Gln-Val-Sta-Val-Met-His-Pro*” 2 300 530
Lys-Thr-Lys-Val-Sta-Val-Gln-Pro-Lys" >20 000 >20 000
IB-269: Ala-Pro-Gln-Val-Leu-r-Pro-Val-Met-His-Pro° 465 >20 000
IB-268: Lys-Thr-Lys-Val-Leu-r-Val-Val-Gln-Pro-Lys® 298 11215

3. tablazat: A HTLV-1 és a HIV-1 proteazok gatlasa kiilonb6z6 inhibitorokkal.

? HPLC médszerrel Louis és mtsai (1999a) korabban mar tesztelték ezeket az
inhibitorokat

P A ,,Sta” a sztatin csoportot jelenti

“Az,,r” a redukalt peptid kotést jelenti

4.2. Makromolekularis HIV-1 proteaz inhibitorok vizsgalata
4.2.1. HIV-1 protedz in silico mutagenezise

A vad tipusu protedz monomer és defektiv monomer kozott valdszintileg akkor lenne a
legnagyobb a kolcsonhatdsi energia, amikor a mutins monomer felszine hasonlé a
szubsztratkotott vad tipusi monomer felszinéhez. Mivel nagyon nehéz pontosan utdnozni a
kétlanci komplex felszinét (protedz monomer + peptid szubsztrit) egy egylanci mutdns
monomerrel, ezért a defektiv monomer tervezése sordn csak a szubsztrat bekotddését probaltuk
megakadalyozni a szubsztratkotd helyre épitett "fizikai akadallyal". Az "akadaly" polaritdsa nem

volt olyan fontos, mint a kordbbi stratégidkban (szubsztratkotott enzimfelszin utdnzésa), ezért
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szabadon valaszthattunk toltott vagy hidrofil aminosavat a mutdns monomer stabilitdsdnak és

oldékonysdganak javitdsara.

Aminosav Az alapszerkezettdl eltérd kolcsonhatési energia (kcal/mol)
Alapszerkezet: PR PRD25K PRD25R PRRE
Mutélt pozicio: 25 49 49 50

Gly 2,64 0,00 0,00 3,22
Ala 2,01 2,89 1,64 1,56
Cys -0,69 1,89 0,61 -0,11
Ser 0,15 0,91 0,38 0,21
Thr -1,82 0,44 0,16 -0,44
Val 2,06 0,79 0,29 -0,15
Ile 1,15 5,34 4,32 0,00
Leu 241 -0,01 0,67 -0,60
Met 0,01 -1,09 -0,16 -2,20
Pro 1,17 0,39 1,45 1,53
His -5,09 0,41 0,17 -2,29
Phe -1,25 -2,12 -0,68 -1,49
Tyr -2,66 -2,07 -0,34 -2,88
Trp -4,58 -0,31 -1,32 -0,72
Asp 0,00 -0,65 -0,11 1,62
Asn -0,29 1,12 0,02 -0,69
Glu -1,03 1,63 0,12 3,36
Gln 0,21 -0,69 -0,36 -2,06
Lys -11,94 -0,76 -1,68 -12,84
Arg -8,97 0,08 -5,42 -21,86

4. tablazat: A defektiv heterodimer HIV-1 proteazokban szamitott intermonomer
kolcsonhatasi energiakiilonbségek. Az adott pozicié két legjobb értéke vastagon van
szedve.

A defektiv monomer tervezésekor molekuldris mechanikai szamitdsokat végeztiink a
heterodimer protedz intermonomer kodlcsonhatasainak (4. tdblazat) és a mutdlt monomerek teljes
energidjanak (5. tdbldzat) megallapitisira ugy, hogy mind a 20 természetes aminosavat
behelyettesitettiik a 25. pozicidba, mivel a katalitikus aminosav (Asp25) helyettesitése tlint a
legcélszertibb 1€pésnek az inaktiv monomer létrehozdsara. Nem meglepd, hogy a pozitivan
toltott aminosavak (Lys, Arg) adtdk a legjobb kolcsonhatdsi energia értékeket (4. tablazat),
melyek kedvezd ion-part alkothatnak a vad tipusi monomer Asp25-el. A monomer energidk

tekintetében (5. tdblazat) a Trp bizonyult a legkedvezObbnek. Mivel az Asp25Lys és az
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Asp25Arg csere illett legjobban a munkahipotézisiinkbe, igy ezeket vélasztottuk ki tovabbi in

silico mutagenezis vizsgalatokra.

Aminosav Az alapszerkezettdl eltéré monomer energia (kcal/mol)
Alapszerkezet: PR PRD25K PRD25R PRRE
Mutélt pozicio: 25 49 49 50

Gly 6,32 0,00 0,00 -2,00
Ala 5,09 2,93 2,05 -2,98
Cys 4,02 3,55 1,62 -2,81
Ser 5,10 1,73 1,43 -3,37
Thr 5,33 4,79 3,89 -2,39
Val 7,25 6,70 55,33 -1,06
Ile 13,61 8,35 7,38 0,00
Leu 11,52 6,71 4,59 1,27
Met 4,82 4,11 3,81 0,22
Pro 33,18 40,51 24,32 8,37
His 24,53 18,26 16,86 15,73
Phe 5,60 5,33 1,40 2,36
Tyr 3,00 391 0,72 0,22
Trp -2,48 7,44 1,81 1,76
Asp 0,00 -0,45 -11,13 -2,20
Asn 0,18 -0,73 -4,45 -3,61
Glu 3,86 -2,92 -9,08 -2,85
Gln 4,88 0,56 1,96 -3,29
Lys 9,76 11,71 15,02 3,61
Arg 5,66 10,39 7,52 -0,10

5. tablazat: A HIV-1 proteazok mutans monomerjeinek szamitott Osszenergia-
kiilonbségei. Az adott pozicié két legjobb értéke vastagon van szedve.

Ezutdn a 49. poziciét vizsgdltuk meg, mivel ez a flap régi6 csticsan, a szubsztratkotd
hely tetején helyezkedik el. A vad tipusi monomerben Gly taldlhatd ezen a helyen, amit
kicserélhetiink a legnagyobb aminosavra (Trp) anélkiil, hogy ez karosan befolydsolna az elérni
kivant gitlé hatdst (Babe és mtsai, 1995; Junker és mtsai, 1996; McPhee és mtsai, 1996;
Rozzelle és mtsai, 2000; Todd és mtsai, 2000a, 2000b). Szdmitdsaink szerint a nagy hidroféb
(Phe, Tyr) és a pozitivan toltott aminosavak (Lys, Arg) adtak kedvezd intermolekuldris
kolcsonhatdsi energia értékeket (4. tablazat). Az elébb emlitett aminosavakat mégsem vettiik
figyelembe, mert hidrofobicitdsuk nem illett a tervezési stratégidnkba ill. irodalombdl mért

ismertek voltak. A pozitivan toltott aminosavak a vad protedz katalitikus aszpartatjaval kedvezo
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ion parokat alkothatnak (5. tdbldzat), azonban ugyanazon monomer 25. pozicidjidba pozitivan
toltott aminosav bevitele nem lenne szerencsés (nagy pozitiv értékek a 5. tablazatban a Lys és az
Arg sordban). Megadllapitottuk, hogy a negativan toltdtt aminosavak (Asp, Glu) erdsitik a 25.
pozicioban 1évo lizinnel vagy argininnel kialakuld intramonomer kolcsonhatést (5. tdblazat) és
ezek a muticidk lényegesen nem véltoztatjdk meg az alegységek kozotti kolcsonhatdst (4.
tablazat). A 7A. dbra mutatja, amint az Arg25 és a Glu49 6sszekapcsolddik kiilonosen kedvezd
kolcsonhatast mutatva, mivel az Arg25 oldallancanak részlegesen pozitivan toltdtt nitrogén
atomja jol illeszkedik a vad monomer Asp25 oldalldnca és a mutans monomer Glu49 oldalldnca
kozotti résbe, kedvezo ion-parok altal stabilizalt triddot alkotva. A hidrofil stratégiat figyelembe
véve az Arg25-Glu49 kétszeres mutanst (PRgrg) valasztottuk ki a szamitégépes mutagenezis
kovetkez6 korére és az in vitro kisérletekre.

Az 11e50 volt a kovetkezd mutdlni kivant aminosav, Craik és munkatdrsainak munkdja
alapjan (Babe és mtsai, 1995; Junker és mtsai, 1996; McPhee és mtsai, 1996; Rozzelle és mtsai,
2000; Todd és mtsai, 2000a, 2000b). Az Ile50 a flap régi6 csticsan helyezkedik el és egy
hidroféb feddt képez a szubsztrat vagy az inhibitor tetején. Szdmitdsaink szerint ebben a
pozicioban az Arg €s a Lys kedvezd intermonomer kolcsonhatdsi energidkat eredményezne (4.
tablazat). Az Arg/Lys hosszi és hajlékony lanca kolcsonhat a katalitikus vagy a 30. poziciéban
1évo aszpartattal, kedvezd ionos kolcsonhatast eredményezve (7B dbra). Az 50. poziciéban
arginint tartalmaz6 monomernek sokkal kedvezObb az Gsszenergidja, mint a lizint tartalmazdénak
(5. tablazat), ezért az Arg25-Glu49-Arg50 tripla mutanst (PRrgr) szintén kivélasztottuk az in
vitro vizsgalatokra. Tovabbi aminosav pozicidkat (Leu23, Ala28, Asp30, Val32, lle47, Thr80,
Val82, Ile84 és Ala95) is teszteltiink in silico, de 1ényeges javuldst mar nem eredményezett
ezeknek az aminosavaknak a megvaltoztatésa.

A megnovelt hidroféb kolcsonhatasi feliilettel rendelkez0 monomer eldéllitasdhoz
(hidroféb stratégia) a PRxww mutanst médositottuk gy, hogy a 25. poziciéban 1évo aszpartaitot
hidrof6b triptofanra cseréltiik (PRwww). Szamitdsaink szerint a Trp25-nek volt a legjobb a
monomer energidja (5. tablazat) és a Trp49 és Trp5S0 aminosavakkal kedvezd aromds-aromas

kolcsonhatast alakithat ki.
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7. abra: A defektiv heterodimer proteazok molekularis modellje, melyek a vad tipusi
PR és a PRgg (A), illetve a PRrgr (B) monomereket abrazoljak.
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4.2.2. In vitro gatldsvizsgdlatok

A mutagenezisek elvégzése utan a fehérjéket E. coli BL21(DE3) torzsben expresszaltuk,
majd inklizios testekbdl tisztitottuk. A vad tipusi PR aktivitdsét kiillonboz6 mennyiségli mutdns
protedz jelenlétében mértikk a laboratériumunkban kidolgozott mikrotiter lemez alapu
fluoreszcens moddszer segitségével. Az eredményeket a mutdnsokkal megegyezd mennyiségii
PRs.9s (Ishima és mtsai, 2001, 2007) jelenlétében mért aktivitds értékekhez viszonyitottuk. Ez a
csonkolt protedz N- és C-termindlis delécidt tartalmaz, ennek ellenére a térszerkezete a nativ
monomerhez hasonld, viszont inaktiv, mert nem képes dimerizdlédni (Ishima és mtsai, 2001,
2007). A HIV-1 PR nagyon érzékeny a kiillonboz6 jarulékos anyagok jelenlétére, melyek
aktivaljak/stabilizaljak (polietilénglikol, marha szérum albumin), esetleg gétoljak (glicerol,
dimetil-szulfoxid) az enzimet (Jordan és mtsai, 1992), igy minden olyan kisérleti rendszerben,
ahol az enzim aktivitdsat mérjiik, dontd fontossdgu a megfeleld kontroll kivalasztasa. A PRwww
gyenge dozisfiiggd gatlast mutatott, mig a PRgg €s a PRrgr mutdnsok hasonlé géatlé hatdssal
rendelkeznek, mint a mar kordbban leirt PRxww mutans (Babe és mtsai, 1995; Junker és mtsai,

1996; McPhee és mtsai, 1996; Rozzelle és mtsai, 2000; Todd és mtsai, 2000a, 2000b) (8. abra).
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8. dbra: A mutans proteazok dozisfiiggo gatlé hatasa a vad tipusia proteazra.
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A mi rendszeriinkben nem tudtuk elérni a HIV-1 PR teljes gatlasat a vizsgalt
legmagasabb mutédns:vad PR ardnyndl (9:1) sem, ellentétben az irodalombdl ismert kisérlettel
(Rozzelle és mtsai, 2000), ahol az dsszes vizsgalt mutans, beleértve a PRxww muténst is, képes
volt a vad tipust PR aktivitdsanak teljes gatldsdsra 3,5:1 ardnyndl. Feltételezziik, hogy ezek a
kiillonbségek az eltérd kisérleti koriilményeknek (pufferek, szubsztratok, kontrollok)
tulajdonithatdk.

A tovabbiakban bizonyitani kivantuk, hogy a fentiekben tapasztalt gatl6 hatds oka a PR
és a mutans monomerek kozotti specifikus kolcsonhatas. A 9. dbra szerint a Ni-kelat gyantan
immobilizalt vad tipust protedz képes specifikusan megkotni az oldatban 1évé PRggr fehérjét.
A PRgg (nem mutatott eredmény) és a PRxww (Rozzelle és mtsai, 2000) esetén szintén

megtorténik a specifikus heterodimerizacio.

— 43
— 34
— 26
— 17
His-X,;-PR — p—
PRggr —
— 11

1 2 3 M

9. abra: Coomassie Brillant Blue-festékkel festett SDS-poliakrilamid gél, mely a Ni-kelat
gyantan létrejott Hisq-X,3-PR-PRggg heterodimert mutatja.

1. His¢-X)s-PR-t tartalmazé Ni-gyanta eluatum

2. Hisg-X1s-PR és PRggr keverékét tartalmazo Ni-gyanta eluatum

3. PRggr -t tartalmazo Ni-gyanta eluatum
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4.2.3. NMR vizsgdlatok

Ishima és mtsai kordbbi NMR vizsgdlataiban meghataroztdk a monomer €s a dimer
HIV-1 protedzra jellemzd kémiai eltolédasokat (Ishima és mtsai, 2001, 2003). A PRgg és
PRrer monomerek foldingjdnak és dimerizacidjanak vizsgdlatéra, illetve annak eldontésére,
hogy képeznek-e heterodimert a vad tipusd protedzzal, Ishima és mtsai éltal leirt egyszeri
folding protokollt és 'H-">’N HSQC spektrum felvételére alkalmas mérési médszert (Ishima és
mtsai, 2007) hasznédltuk. A 10A. 4brén l4that6 15N—jelélt PRgrer HSQC spektruma egy
feltekeredett monomerre jellemzé képet mutatta (Ishima és mtsai, 2003). A 'H-NMR
spektrum 8,0-8,5 ppm tartomanyaban észlelt jelek azonban a fehérje egy részének fel nem
tekeredett voltdra is utalt. Ezzel szemben a 10B. dbrdan négyzetekkel jelolve lathatd, hogy
egyenld mennyiségll jeloletlen vad tipusi PR jelenlétében megjelent néhany, csak a dimer
protedzra jellemz6 szigndl is. Bar a spektrumban l4thaté Osszes jel megfejtéséhez tovabbi
NMR vizsgilatok sziikségesek, a heterodimerizacié ténye nem kétséges, hiszen csak a '"N-
jelolt PRgrgr ad jelet a spektrumban. A 10A. és 10B. dbra 6sszehasonlitdsdbdl az is latszik,
hogy a vad tipusu PR jelenléte segiti a PRrgr feltekeredését.

Hasonl6 NMR vizsgdlatokat végeztiink a 15N—jelélt PRge mutanssal is. A PRggr
protedztdl eltérden PRgg 'H-"’N HSQC spektruma (10C. 4bra) a vad tipust PR nélkiil nagyon
gyenge jelet adott és a feltekeredett fehérjének megfeleld szigndlok nem voltak egyértelmiek.
A 'H-NMR spektrum 6,9, 7,2 és 7,6 ppm-nél - csak az aminosav oldalldncokra jellemzd
jeleknél - tapasztalhaté intenzitdscsokkenése azt sugallta, hogy a fehérje nagy része még az
alacsony (~28 uM-os) fehérje koncentricié ellenére is aggregdlédott. A vad tipusi PR
jelenlétében azonban a PRgg is teljesen feltekeredett és heterodimert képezett a vad tipusu
protedzzal (10A. dbra).

A feltekeredett monomer (PRggr) elOnydsebb lehet a fel nem tekeredett (PRgg)
monomerrel szemben, mivel a dimerizaciés folyamat energianyereségét nem csokkenti a
foldinghoz sziikséges energia, illetve a nem-nativ forma gyorsabban degraddlédhat a sejtes
kornyezetben. A mutdns protedzok nem képeznek homodimert, ami segitheti a monomerek
hatékony koncentricidjanak fenntartdsat. A homodimer képzodés hidnydra utal az a
megfigyelés is, hogy egy hatékony ciklikus urea inhibitor, a DMP323 nem kotédott a mutans
fehérjékhez és nem indukélta azok dimerizdci6jat sem (nem mutatott eredmény), ellentétben
a vad tipusd HIV-1 protedzzal. Ez j6 Osszhangban van azzal a célkitlizésiinkkel, hogy a
szubsztratkotd helyre egy térbeli gétat épitsiink be, amely megakaddlyozza a szubsztratok

kotddését és a homodimerizaciot, inaktivalva ezzel a fehérjét.
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10. abra: A mutans proteazok '"H-"N HSQC spektrumai, melyeken 6nmagukban (A, C)
vagy a jeloletlen vad tipusu proteazzal egyiitt (B, D) lathatok.

4.2.4. A fertozoképesség gatldsanak vizsgdlata

A vad tipusu és mutdns protedzokat is tartalmazé virus részecskék fertézoképességének
vizsgalatdhoz egy harmadik generdciés HIV-1 vektorrendszert (Dull és mtsai, 1998; Trono,
2007) hasznaltunk. Mivel a vektor és a virustermeléshez sziikséges segédkonstrukcidk vagy a
gazdaszervezetben 1évo endogén retrovirusok kozotti rekombinacidval replikacidoképes virusok
johetnek 1étre, minél tobb plazmid bevondsaval célszerli novelni a sziikséges rekombindcids
1épések szamat és csokkenteni a bioldgiai veszElyt. Vektorrendszeriinket a 11. dbrdn lathatd
négy kiilonbozd plazmid alkotja. A pWOX-GFP a transzfer vektor, melyet a célgén, jelen
esetben a GFP bejuttatdsdhoz haszndltunk. A hatékonysdg novelése érdekében moddositottuk a
konstrukcié eredeti prométerét, a CMV prométer GFP szekvencia elé torténd beillesztésével. Az
igy kapott plazmidot pWOX-CMV-GFP-nek neveztik el, mely segitségével termelt
virusrészecskékkel fert6zott sejtek jelentdsen magasabb fluoreszcens jelet mutattak a kisérleti
rendszeriinkben, az eredetivel Osszehasonlitva (nem mutatott eredmény). A pMDLg/pRRE
csomagolé plazmidrél irédnak at a Gag €s GagPol poliproteinek a transzfektalt sejtekben a

CMV prométer kontrollja alatt, a Rev fehérje jelenlétében, amely egy mdsik plazmidrdl, a
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pRSV.rev-rdl irédik at. A negyedik konstrukcié a pMD.G, mely a Vesicular Stomatitis Virus G
fehérjéjét kodolja.
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11. abra: A hasznalt konstrukciok sematikus rajza. A csillag az eredeti vektorrendszer
modositasanak helyét jelzi. Roviditések: U3, R, US: az LTR elemei, SD: illesztési donor
hely, SA: illesztési akceptor hely, ¥: csomagol6 szekvencia, RRE: Rev valaszadé elem,
cPPT: kozépso polipurin teriilet, dPPT: szélso polipurin teriilet, EFla: elongacios faktor 1
alfa, TATA: TATA-box, GFP: zold fluoreszcens fehérje, WPRE: Woodchuck hepatitis
virus poszt-transzKkripcios szabalyoz6 elem, CMV: human citomegalovirus kozvetlen-korai
prométer, RSV: Rous szarkoma virus prométer, polyA: poliadenilacios hely

A pMDLg/pRRE plazmidot helyspecifikus mutagenezissel mddositottuk, hogy a kivant
muticidkat bejuttassuk a protedz régioba. Majd 293T sejteket transzfektaltunk a kiillonbozo
konstrukciok azonos mennyiségli plazmidjaival és a termelddott virus részecskéket Western
blottal analizaltuk CA-ellenes antitest felhasznalasaval (12. dbra). A PRgg és a PRs.95 mutans
esetében a Gag (és feltételezhetéen a GagPol) expresszidja nagyon gyenge volt, igy ezeket a
konstrukciokat a tovabbiakban nem vizsgéltuk. A vad tipusu protedz teljesen elhasitotta a Gag €s
GagPol poliproteineket, mig a PRrgr és PRxww mutdnsokat hordozé virusokban nem
figyeltiink meg hasitast, mivel ezek a mutansok nem képesek aktiv protedz dimereket alkotni

az éretlen virusban.
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12. abra: A vad tipusi és a mutans proteazokat kédolé virusrészecskék analizise.
1. vad tipllSﬁ PR; 2. PR5_95; 3. PRKWW; 4. PRRE; 5. PRRER

A mutans és a vad tipusu protedzt kodolé plazmidok 2:1 ardnyud keverékével is
transzfektaltuk a 293T sejteket. A termelddott virus oldatok koncentracidjat azonosra
allitottuk be a p24 mennyiségének meghatirozasa alapjan. 293T sejteket fertdztiink azonos
p24-tartalmu virus oldatokkal, majd a GFP-t expresszdlo sejtek szdmat dramlési citométerrel
hataroztuk meg. A kontroll kisérletekben lazac sperma DNS-t hasznaltunk, melyben a sejtek
97%-a megfertdzodott (13-14. dbra). Ezen kisérletek jol igazoltdk a fertdzési protokollunk
hatékonysagit. A PRxkww vagy PRgrgr proteineket hordozé virus részecskék fertozOképessége
drdmaian lecsokkent (13-14. dbra), mivel a sejteknek csupdn 8%, illetve 15%-a vélt GFP-
pozitivva. Ezekben a kisérletekben nagyobb mértékti gétlast tapasztaltunk, mint az in vitro
kisérletekben (8. dbra) 2:1 ardny esetén, ahol 80%-os aktivitdst mértiink. Hasonl6

megfigyelést tettek Junker €s munkatérsai is (Junker és mtsai, 1996).
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13. abra: Csak vad tipusi, vagy vad tipusi és mutans proteazokat hordozé virusokkal
fertozott 293T-sejtek FACS-analizise. Egy reprezentativ kisérlet hisztogramja, ahol a nem-
fert6zott populaciot szaggatott vonal jeloli.
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14. abra: Csak vad tipusi, vagy vad tipusi és mutans proteazokat hordozé virusokkal
fertozott 293T-sejtek FACS-analizise. Az oszlopdiagram a parhuzamos FACS-analizisek
eredményét mutatja. A hiba - kis értéke miatt - nem minden esetben latszik.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben bemutatott munkdimban célul tliztik ki egy nagy
ateresztOképességli és gyors mikrotiter lemez alapt fluorometrids médszer kidolgozasat, mely
alkalmas kiilonb6z6 retrovirdlis protedzok aktivitdsdnak és gatlasi dllanddinak kozvetlen
Osszehasonlitdsdra, illetve részben ezen mddszerre alapozva, Uj tipusti makromolekularis HIV-1
PR inhibitorok tervezését, eloallitasat és tesztelését.

Osszefoglal4sul elmondhatjuk, hogy a munkénk sordn kidolgozott fluorometrids médszer
egy j6 alternativa lehet a hagyomanyos HPLC-alapti médszer mellett, mivel gyors és egyszerre
nagy szdmu minta kezelését teszi lehetové. Modszeriinket a hagyomédnyos HPLC-alapu
modszerrel validaltuk vad tipusua HIV-1 és HTLV-1 protedzok, valamint EDANS és DABCYL
csoportokat hordozo Uj tervezésli szubsztratok felhasznaldsaval. Kidolgoztunk egy j eljarast a
fluoreszcens donor és akceptor csoportokat egyszerre hordozd szubsztratok mérése esetén fellépd
belsd sziird hatds korrekcidjara. Az 4j moédszer segitségével Osszehasonlitottuk a HIV-1 és a
HTLV-1 protedzok gétlasi profiljat néhany, mar klinikai hasznalatban 1évé HIV-1 PR ellenes és
néhdny, a munkacsoportunk dltal tervezett HTLV-1 PR inhibitor felhasznéldsaval.
Modszeriinket késObbiekben sikerrel alkalmaztuk mds vad tipusi és mutdns retrovirdlis
protedzok esetében is (Kadas és mtsai, 2004; Fehér és mtsai, 2006; Sperka és mtsai, 2007).

A tovédbbiakban a szubsztratkotd helyen hidrofil, hidroféb és toltott aminosavakat
hordoz6 mutdns HIV-1 protedzokat terveztiink és vizsgaltunk. A mutéciok in silico megtervezése
utdn elkészitettiik és megtisztitottuk a fehérjéket, majd teszteltiik azok in vitro és sejtkultiras
kisérletekben mutatott gitld hatdsit. A toltott aminosavakat hordozé mutdnsaink, amelyek a
HIV-1 protedz ellen tervezett makromolekuldris inhibitorok egy Uj generdcidjat képviselik,
dozisfiiggd, specifikus, transz domindns gatld hatdst mutattak kisérleteinkben. Elséként
detektaltuk egy vad tipusd retrovirdlis protedz és egy transz domindns negativ mutins
heterodimerizdciéjit NMR spektroszkopidval. Az Asp25Arg és a Gly49Glu csere egyéb
retrovirdlis protedzokban is gitlé hatast eredményezhet a vad tipusu protedzzal szemben, mivel
ezen aminosavcserék célpontjai a hidrolitikus aktivitishoz elengedhetetlen katalitikus

aszpartatok.
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