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1. BEVEZETES
1.2. Retrovirusok
1.2.1. A deltaretrovirusok

A human T-limfotrop virusok (HTLV) a retrovirusok delta
nemzetségébe tartoznak a marha leukémia virussal (BLV) és a ,,simian™ T-
limfotrép virusokkal (STLV) egyetemben, utébbival egyiitt alkotva a
wprimate” T-limfotrop virusok (PTLV) csoportjat. A human patogén
retrovirusok koziil a HTLV-1-et fedezték fel elsoként. Ezt nem sokkal
késobb kovette a HTLV-2, valamint a lentivirus nemzetségbe tartozé human
immundeficiencia virus 1 (HIV-1) izolalasa. Késébb a T-limfotrop virusok
tovabbi tagjait, a HTLV-3 és a HTLV-4 virusokat is azonositottak.

1.2.2. A retrovirusok szerkezete

A retrovirusok kozott megkiilonboztetiink egyszerii és Osszetett
retrovirusokat. A HTLV az utobbiak kozé tartozik, igy az esszencialis gag,
pol és env fehérjéken kiviil mas, kiegészité és szabalyozd fehérjéket is
kédol. A 100 nm-es atmérdji virus lipid burokkal rendelkezik, amely
felszinén az env gén altal kodolt glikoproteinek heterodimerjei is
kifejezédnek. A gag gén a szerkezeti matrix (MA), kapszid (CA) és
nukleokapszid (NC) fehérjéket, mig a pol gén a nem-szerkezeti fehérjéket,
igy a reverz transzkriptaz, az integraz (IN) és a protedz (PR) enzimeket
kédolja. A fertézoképes virion tartalmazza még a pozitiv szalu viralis RNS
genomot is.

A HTLV-1 genomjat két hosszu terminalis ismétlddés (long terminal
repeat, LTR) fogja kdzre, az 5> LTR szdmit a f6 promoternek, ebbdl az
iranybdl irodik 4t a Gag, Gag-Pro és a Gag-Pro-Pol poliprotein a -1 iranyu
kereteltolodas (frameshift) fiiggvényében. A gag gén altal kodolt Gag
fehérjébdl a retrovirdlis PR altali hasitassal jonnek létre a funkcidképes MA,
CA ¢és NC fehérjék. A Gag-Pol prekurzorbol a nukleokapszid helyett az
ugynevezett ,,transframe protein 1” (TF), a PR és két kisebb fehérje a pl és
p2 processzaloédik. A Gag-Pro-Pol poliproteinbdl hasitodik ki a MA, CA,
TF, PR és a pl mellett a RT, az RNaz H és az IN is. Az env gén az envelope
glikoprotein elemeit kodolja, amelyek proteolitikus hasitas  altal
transzmembran (TM) és a feliileti alegység (SU) fehérjékre tagolodik. A 3°



LTR kozelében fejezddnek ki a pX régio altal kodolt fehérjék, a p12, pl3,
p30, a p8, ami a pl2 proteolitikus hasitasabol szarmazik, valamint a
transzaktivator fehérje (tax), rex vagy az antisense HTLV-1 bZIP faktor
(HBZ) fehérjék. A HTLV-2 és HTLV-3 genomi organizacidja a HTLV-1-
gyel fobb elemeiben megegyezik, kiilonbségek a pX régid esetében
talalhatoak.

1.2.3. A HTLYV virusok életciklusa

A HTLV virusok életciklusa nagymértékben hasonlo, viszont a
HTLV-3 esetében ez még kevéssé feltart. Els6sorban T-sejteket fert6znek,
de képesek mas immunsejtekbe is bejutni. A HTLV-1 a CD4, a HTLV-2 a
CD8 T-sejteket preferalja, mig a HTLV-3 hasonld mértékben képes
megfertézni mindkettd sejttipust. A fertdzést sejtfelszini receptorhoz valod
kotodés eldzi meg. A membrannal vald fuziot kovetéen megtorténik a viralis
RNS reverz transzkripcidja duplaszala DNS-s¢, amelyet a kapszid mag
megmaradt részeib6l kialakult Ugynevezett preintegracios komplex
kialakulasa kovet, amely képes bejutni a sejtmagba, majd a gazdasejt
genomjaba integralodni. Ezt kdvetden a gazdasejt apparatusat felhasznalva
megkezdddik a viralis poliproteinek transzlacidja és expresszidja. A gag
poliproteinek a plazmamembran iranyaba transzlokalodnak, ahol
megkezdddik oligomerizacidjuk és a virion Osszeszerelddése. A viralis
protedz funkcionalis egységekre hasitja a poliproteineket, igy megtorténhet a
virus érése, majd a virus jellemzden sejt-sejt kapcsolaton keresztiil bejut egy
masik sejtbe vagy lefiizédik.

A fertdzés késobbi szakaszdban inkdbb a klonalis expanzid a
jellemz6. A HTLV-1 viszonylag alacsony variabilitasa (egy egyénben) is azt
tamasztja ala, hogy a genomi DNS-be beépiilve, azzal egyiitt, mitotikus
osztodassal szaporodik, vagyis a virdlis Ordkitbanyag replikacigjat a
magasabb hibarataval mikddo reverz transzkriptaz helyett, a cellularis DNS
polimerazok végzik.

1.2.4. A HTLYV proteaz

A HTLV-1 proteazt elészor 1989-ben izolaltdk, ezt tobb in vitro
tanulmany is kovette, ahol megfigyelték a gag poliprotein hasadasat és



azonositottak a MA, CA ¢és NC fehérjéket. Késobb a MA/CA, CA/NC,
TF1/PR, PR/pl, p1/RT, RT/RH és RT/IN hasitohelyeket is meghataroztak.

A HTLV-1 PR a 99 aminosavbdl all6 HIV-1 PR-nal hosszabb, 125
aminosavat tartalmaz. Az ,extra” aminosavak legnagyobb része a C-
termindlison talalhaté, f6leg hidrofob aminosavakbol all és csak a
deltaretrovirusokra jellemz6. A C-terminalison talalhaté aminosavakrol
megallapitottadk, hogy az autoprocesszalashoz legalabb 6t aminosav jelenléte
szlikséges (G111-L115). Az in vitro expresszalodo HTLV-1 PR hajlamos az
autoproteolizisre, ezért a legtobb kutatasban az L.401 stabilizalt mutanst vagy
egy tovabbi mutaciokat is tartalmazo fehérjét (C90A, C109A) vizsgaljak.
Egyes vizsgalatok az L40I stabilizdld mutaciot és az N-terminalison His
fazios cimkét tartalmazo 115 aminosav hosszisaga HTLV-1 PR esetében a
teljes hosszusagh fehérjéhez hasonld enzimaktivitast tapasztaltak. Késébb
munkacsoportunk is vizsgalta a vad tipusu PR-t és egy stabilizalé mutaciokat
(L40I, C90A és C109A) tartalmazo fehérjét is, amelyek 125, 120 és 116
aminosav hosszisaguak voltak, de csak a teljes hosszsagii és az Ot
aminosavval roviditett proteaznal figyeltek meg aktivitast és megallapitottak,
hogy P116-L125 aminosavaknak a dimer stabilizdldsaban lehet fontos
szerepe. A retroviralis protedzok dimerizacidjaban a B-red6s dimerizacios
felszint kialakité N- és a C-terminalisok mellett a D-S/T-G-A konszenzus
aktiv hely motivum aminosavai altal kialakitott H-kotések rendszer, az
ugynevezett tiizoltofogas (,fireman’s grip”) is fontos szerepet jatszik. A
HTLV-1 PR a lebeny (,flap™) régioban a HIV-1 PR-hoz képest két extra
aminosavat tartalmaz, igy egy kiterjedtebb szubsztratk6to helyet alakit ki és
megtéri a lebeny hajtl struktirajat a hidrogén kotések megszakitdsan
keresztiil, ezzel egy hélix-szerti struktirat eredményez.

A HIV-1 és a HTLV-1 PR kozétt a teljes szekvencia tekintetében
csak ~28% az azonossag, ennek ellenére rontgen krisztallografias elemzések
szerint nagy a szerkezeti hasonlosaguk. Ez egyrészt az aktiv hely
konzervaltsagabol fakad, ott nagyobb foku, 45%-0s az azonossag. Masrészt,
a dimerizéacioban részt vevl aminosavak esetében a variabilitas alacsony. A
konzervalt aminosavaknak a negyedleges szerkezet fenntartasaban, a fehérje
megfeleld feltekeredésében és dinamikai jellemzdinek kialakitasaban is
fontos szerepiik lehet.



A HIV-1 proteazhoz hasonl6 modon a HTLV-1 PR esetében sem
ismert konszenzus hasitohely szekvencia, a természetes hasitohelyeket
valtozatos szekvencia jellemzi, de tlsilyban vannak benniik a hidrofob
oldallancok, illetve az autoproteolitikus hasitohelyek tobbségében a Pl
helyen leucin talalhat6, akarcsak a tobbi HTLV PR-nal. A proteazban hét
szubsztratk6td zsebet kiilonboztetink meg (S4-S3°). A szubsztrat
aminosavak ¢és a szubsztratkotd helyek elnevezésénél a Schechter és Berger
(1967) altal meghatarozott nomenklattrat alkalmazzuk.

Az S4 szubsztratkotdé zseb viszonylag nagy és féleg hidrofob
aminosavakbol all, ellentétben a HIV-1 PR-ra jellemzd hidrofil alhellyel. A
retroviralis protedzok ko6zos jellemzdje, hogy az S4 zseb a fehérje
felszinéhez kozel helyezkedik el, nyitott és a tobbi zsebhez képest kevésbé
jol definialhato. A HTLV-1 PR S3 zsebe szintén jelentésen eltér a HIV-1
PR-t6l, az S4 zsebhez hasonldan viszonylag nyitott, igy konnyebben tud
interakcioba 1épni hidrofil és hidrofob oldallancokkal is. A HIV-1 PR S3
szubsztratk6to zsebe zartabb, mélyebb, a szubsztratkotésben tobb aminosav
vesz r1észt. Ezzel ellentétben az S2 zseb hidrofob karakterisztikaja,
viszonylag kis méretli, hasonloan a legtobb retroviralis protedzhoz. A
legnagyobb kiilonbség a HIV-1 PR-hoz képest, hogy a D30 (aszparaginsav)
aminosavnak megfeleld pozicioban a HTLV-1 PR metionint tartalmaz
(M37), el6bbi csak az immundeficiencia virusokra jellemz6 (HIV, SIV), mig
a legtobb retroviralis proteaz hidrofoéb oldallanccal rendelkezik ezen a
helyen. Az S1 zseb nagy méretii mindkét proteaz esetében. A HTLV-1 Sl
zsebét kettdvel tobb aminosav alkotja, a zsebet kialakitd aminosavakban
pedig két helyen van eltérés. A retroviralis proteazokra altalanossagban
jellemz6, hogy a hasitohelytdl tavolabb esé szubsztratkotd helyek viszonylag
variabilisak, mind a résztvev0 aminosavak szamaban és mindségében, mind
a kotédd szubsztrat aminosav oldallanc tekintetében. A hasitohelyhez
kozeledve a zsebek egyre konzervaltabbak beleértve a HTLV-1 és HIV-1
proteazokat is.

A legtobb retrovirdlis protedzokkal foglalkozé tanulmanyban a
természetes hasitohelyeket reprezentald oligopeptideket alkalmaznak
szubsztratként.  Legrészletesebben a HIV-1 PR-t vizsgaltak, a
deltaretrovirusok koziil eddig csak a HTLV-1 és BLV proteazok aktivitasat
kutattdk. A jelenlegi irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy a HTLV-1 PR a



HIV-1 PR-nal jelentsen sziikebb specificitassal rendelkezik. Retroviralis
proteaz hasitohelyeket tartalmazo szubsztratokkal végzett mérés-
sorozatoknal, amely soran a HIV-1 és HTLV-1 mellett a HIV-2, a 16 vészes
vérszegénységét okozo virus (EIAV), a rous szarkéma virus (RSV), a
Mason-Pfizer majom virus (MMTYV), a BLV és a ragcsalo leukémia virus
(MuLV) hasitohelyeit is vizsgaltak, azt figyelték meg, hogy a HIV-1 PR a
szubsztratok jelentds részét hasitotta, ez aldl kivételt csak egyes MuLV és
RSV hasitohelyek jelentettek, mig a HTLV-1 PR a vizsgalt szubsztratok
csak mintegy 40%-at hasitotta. Ezzel szemben hasonlé szubsztrat-sorozaton
mért adatok szerint a BLV PR a HIV-1 PR-hoz hasonlo specificitassal
rendelkezik. Ezt a megallapitast erdsitik a HTLV-1 CA/NC hasitohellyel
végzett kisérletek is, ahol a hasitohelyet egy-egy ponton modositottak a P4-
P1’ helyeken. Habar a HTLV-1 PR a szubsztratok jelentds részénél mutatott
katalitikus aktivitast, a P2-P1° helyeken kevésbé tolerdlta az aminosav
cserét, ellentétben a BLV PR-zal. Specificitast tekintve a BLV PR nagyobb
hasonlosagot mutat a HTLV-1 PR-hoz, a HIV-1-hez képest nagyobb
hatékonysaggal és szélesebb specificitassal hasitotta a HTLV-1 CA/NC
oligopeptideket, valamint az P2 és P1 helyeken a HTLV-1 PR-hoz hasonléan
jobban preferalta a nagy, hidrofob aminosav oldallancokat.

A HTLV-1 okozta megbetegedéseket a virus altipusatél és a
betegség progresszidjanak mindségétdl fiiggden jellemzden konvenciondlis
kemoterapiaval, a zidovudine (AZT) ¢és az interferon-alfa (IFN)
kombinaciojaval, vagy hematopoetikus Ossejtek beiiltetésével kezelik. A
HIV-1 terapidban elért sikereket nagyrészt specifikus gyogyszerek
alkalmazasaval érték el. A HTLV-1-gyel kapcsolatos kutatdsokban is rendre
elokeriilnek ilyen lehetdségek, eddig alacsony terapias hatékonysaggal. A
stratégidk egyrészt a HIV-1 ellenes terdpidban sikeresen alkalmazott
célpontokat igyekeznek a HTLV-1 esetén is el6térbe helyezni, tehat a virus
sejtbe valo bejutasat megakadalyozni az envelope glikoproteinek vagy
receptoraik tamadasaval, illetve a virus életciklusaban szerepet jatszo
enzimek, a reverz transzkriptaz, az integraz és a protedz mikodését tervezik
gatolni inhibitorok fejlesztésével. A HIV-1 elleni terapia esszencialis részét
képezi a proteaz inhibitorok alkalmazasa, amelyeket eddig nem tudtak
sikeresen alkalmazni a HTLV-1 elleni terdpidban, ami az in vitro
kisérletekben tapasztalt magas inhibiciés 4llando (K;) értékekkel is



magyarazhatd. Az eddig szerzett tapasztalatok alapjan sziikséges a HTLV-1-
re specifikus gatloszerek fejlesztése.



1.3. A krénikus pankreatitisz és rizikéfaktorai
1.3.1. A krénikus pankreatitisz

A krénikus pankreatitisz (KP) a pankredsz kronikus gyulladasa, ami
a folyamatosan fennallo gyulladas eredményeként alakulhat ki. Jellemzo
jelei a parenchimalis vagy intraduktalis kalcifikacid, pankreatikus fibrozis,
az exokrin és endokrin allomany elégtelen mikodése, igy egyiitt jar egyes
emésztéenzimek hidnyaval vagy megvaltozott viselkedésével, valamint az
endokrin mirigyek elvesztését is okozhatja. Ezek eredményeképpen
emésztési nehézségek, diabétesz és fajdalom alakulhatnak ki, az életmindség
jelentés romlasat okozva, valamint a varhatdé élettartam is csokken. A
betegség nem fordithatd vissza, de a progresszidja ¢és a tiinetek sulyossaga
enyhithetd.

1.3.2. Orékletes pankreatitisz

A KP-t genetikai tényezdk is kivalthatjak. Ordkletes pankreatitiszt
egyes, az acinus sejtek altal szekréciora termelt emésztoenzimek vagy
azokkal szoros kapcsolatban 1évé fehérjék mutacidoi  okoznak.
Leggyakrabban a kationos tripszint kddold PRSS1 az érintett gén.

A tripszin kozponti szerepet tolt be a pankreasz altal kodolt
emésztéenzimek milkodésében. Az enzimek aktivacidja a patkdbélben
torténik. A folyamat a vékonybélben termelt enterokinaz altali hasitassal
kezdddik, ami a tripszinogént tripszinné alakitja.

A tripszinhez hasonléoan mas emésztdenzimek is inaktiv, zimogén
formaban szekretalodnak, aktivaciés peptidet tartalmaznak az N-
terminalisukon. Ezt kovetéen a keletkezd tripszin is képes a tripszinogén
aktivalasara. Az enterokindz sziik specificitassal rendelkezik, az
emésztéenzimek koziil kizardlag a tripszinogén aktivaciojat végzi, a tobbi
zimogén fehérjét (kimotripszinogén, karboxipeptidaz, proelasztaz,
profoszfolipdz, kallikreinogén, prokolipdz) a tripszin aktivalja, azok auto-
aktivaciora nem képesek. A tripszin miikodése az aktivacion kiviil a szintén
acinus sejtek altal termelt SPINK1 inhibitorral és a kimotripszinogén C-vel
(CTRC) is szabalyozott.



1.3.3. Endoplazmatikus retrikulum stressz

A pankredsz acinus sejtei altal termelt emésztéenzimek mutacioi a
fehérje nem megfeleld felteker6dését is okozhatjak, ezzel szekrécids
defektust is képesek okozni, amely a fehérjek sejten Dbeliili
felhalmozodasaval is egylitt jarhat és az igy termelodott fehérjék a
proteoszémalis vagy az autofagias Utvonalakba is bekapcsolddhatnak. A
legtobb esetben ezen fehérjek termelédése egyiitt jar az ER stressz
mértékének novekedésével is. Az erre adott sejtes stresszvalaszt az
ugynevezett ,,unfolded protein response” (UPR) néven irhatjuk le, amely
egy, olyan szignalizacios utvonal, amelynek célja a sejtes homeosztazis
visszaallitasa, viszont a hossza idejli, feloldatlan stressz sejthalalhoz
vezethet.

Az UPR-nek harom f6 utvonala ismert, az “inositol requiring
enzyme-1" (IRE1), a “protein kinaz RNS-szerli ER kinaz” (PERK) ¢és az
“aktivalo transzkripcios faktor 6” (ATF6). K6z0s jellemzdjiik, hogy az ER
membranban komplexként vannak jelen és “binding immunoglobulin
protein” (BiP) fehérjét kotnek, amely az utvonalak aktivalodasanak hatasara
szabadda valik és chaperonként viselkedve képes a nem megfelelden
feltekeredett fehérjékhez kapcsolodni.

Az ER stressz a reaktiv oxigén gyokok (ROS) altal is képes
aktivalodni. A sejtekben a normal miikddés soran is termelédik ROS, amely
elsésorban a mitokondriumban és az ER-ban halmozodik. A fehérjék
felteker6dése az ER-ban torténik, ahogy a diszulfid-hidak kialakitasa is,
amely egyiitt jar ROS képzddéssel. A folyamat a protein diszulfid izomeraz
(PDI) EROL1 altali oxidaciojaval indul, majd a feltekerend6 fehérje tiol
csoportja reagal az oxidalt PDI-vel. Az ERO1 molekularis oxigént hasznal
akceptorként, igy hidrogén-peroxid képzddik. A redukalt PDI-t nem csak az
EROI, hanem a GSSG is oxidalhatja a GSH:GSSG aranytdl fiiggéen. A PDI
nem csak a névadd PDI vagy PDI1 diszulfid izomerazt takarja, ez egy
enzimcsalad, amelyek az itt leirt funkciotol eltéré mechanizmusokkal is
rendelkeznek, jelentds résziik chaperonként is miikodik, ez magyarazhatja az
ER stressz soran megemelkedett szintjiiket, valamint egyes tagjai (ERP57,
ERP72, P5) a PDI-vel kdzel megegyez6 mennyiségben vannak jelen.

Az UPR és az oxidativ stressz szoros kapcsolatban all egymassal. A
tartosan magas ROS szint a fehérjék oxidalasat, igy rossz feltekerddését is

10



okozhatja, ezzel er6sebb valaszt indukalva. Egyes mutans fehérjék nem
megfeleld feltekerédési mechanizmusa beindithatja az UPR valaszt, az
oxidativ feltekerddési folyamatokba Gjra-ujra bekapcsolodik, ezzel kimeritve
a GSH készletet ROS felhalmozodashoz vezetve. Szoros kapcsolatukat az is
bizonyitja, hogy a PDI esszencialis aktivatora a PERK utvonalnak, az
ERP72 pedig az ATF6 UPR valaszhoz sziikséges.

A "nuclear factor erythroid 2-related factor 2" (Nrf2) kozponti
szerepet tolt be az ER stressz és oxidativ stressz szabalyozasaban. Az UPR
utvonalban aktivalédhat a PERK foszforildlodasaval az ATF4, JNK
fehérjéken keresztiil, valamint az oxidativ stresszre adott valaszként is.
Transzkripcids faktorként indukalja a redox homeosztdzisban részt vevo
gének atirédasat. Ezek egyike az NAD(P)H kinon dehidrogenaz 1 (NQOL1),
amely a stresszre adott valaszként reduktazként funkcional, amelyhez az
aktiv centruméban talalhat6 FAD-on keresztil a NAD(P)H-t hasznalja
donorként. Emellett ismert a szerepe bizonyos fehérjék stabilizaciojaban és
egyes fehérjék mRNS-ének kotésével azok szabalyozasaban is részt vesz.

1.3.4. Aberrans fehérje Gitvonal

A hasnyalmirigy altal termelt, normal esetben szekretalodo fehérjék
feltekeredési  defektusa legtobbszor egyiitt jar az UPR  valasz
aktivalodasaval, ami a CHOP (C/EBP homoldg fehérje) transzkripcio
novekedéséhez és apoptozishoz vezethet.

Habar a legtobb kationos tripszin varians megfeleldéen szekretalodik,
ezen az utvonalon is képesek pankreatitiszt okozni. Egyes nem-szekretalodo
mutansok az ER stressz kivaltdsa mellett a sejten beliil auto-aktivalédnak,
ezzel programozott sejthalalt indukalva.

A tripszin mellett mas emésztdenzimeket is érintenek a nem
megfeleléen feltekerodott fehérjét eredményez6 mutaciok. Az igy
termelddott fehérjék hatdsa viszont a tripszintdl fiiggetlen, elsdsorban az
UPR-re vezethetoek vissza. Ezek kozott megemlitend6 a CTRC, CPAl,
CEL, viszont a felteker6dési defektus mas szekrécios fehérjét is érinthet, a
stresszvalasz sulyossaga a termel6dd fehérje mennyiségével lehet
kapcsolatban. A SPINK-1 mutansok kivételt képeznek a csoportban, ugyanis
nem funkcionalis inhibitorként nem képes gatolni a tripszin aktivalodasat,
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ennek ellenére a G48E, D50E, Y54H és R67C mutansokat még nem hoztak
Osszefiiggésbe hasnyalmirigy gyulladassal.

1.3.5. Humén pankreasz lipaz

A human pankredsz lipaz (PNLIP) a kationos tripszinhez hasonldan
nagy mennyiségben szekretalodik a hasnyalmirigyben, majd a vékonybélben
katalizalja a trigliceridek hidrolizisét zsirsavakka, rovidebb és hosszabb
lancu trigliceridek hasitasat is hatékonyan végzi. Miikddését a kolipaz segiti,
ezzel ellentétes hatast fejtenek ki az epesavak, melyek a lipaz aktivitast
képesek gatolni. Habar a kolipaz és az epesavak nem esszencialisak, a
trigliceridek hatékony emésztéséhez és felszivodasahoz elengedhetetlenek.

A PNLIP szdmos mutacidja ismert. Egyes varidnsok lipaz
deficienciat okoznak, ami egyiitt jar az étkezéssel bevitt lipidek felszivodasi
zavaraval. A KP-szel még nem hoztak egyértelmiien kapcsolatba, viszont
tobb mutacio is nagy kockazatot hordoz magaban. Egyes variansok nagyobb
aktivitassal rendelkeznek, masok nem megfeleléen szekretalddnak. Utdbbi
mutaciokat a T221M kivételével csak heterozigota formaban detektaltak és
nem hoztdk kapcsolatba KP-szel. Egyes mutaciok érzékenyebbé tehetik a
PNLIP fehérjét a kationos tripszin és a CTRC éaltali degradaciora, egyes nem
alkohol-indukalt KP-ben szenvedd betegekben megtalalhatéak ilyen protein
variansok, viszont a KP és a mutaciok kozotti kapcsolatot még nem tartak
fel. A nem-szekretadloddo PNLIP variansok esetében (A174P, T221M,
G233E, C254R és V454F) bebizonyosodott azok ER stresszt fokozd hatasa
is. Ezek koziil tobb mutacio is az aktiv hely kozelében talalhato, a G233 a 39
huroknak is a része. Az eddigi kisérletek HEK és AR42J sejtvonalakon in
vitro vizsgaltak ER-ra kifejtett hatast. Mind az 6t fehérje varians esetében
megfigyelhetd volt az XBP-1 mRNS érés fokozodasa, valamint a BiP mRNS
szintjének novekedése. Az AR42J patkany acinus sejtvonal esetében ezek a
hatasok intenzivebbek voltak, amit magyarazhat a sejt viszonylag kiterjedt
ER-a.
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2. CELKITUZESEK

Eddig szdmos tanulmany vizsgalta a HTLV-1 és a HTLV-2 virusok
kozotti eltéréseket. Ezek foleg a szabalyozé fehérjék, a szignal utvonalak és
a patogenikus kimenetelek kozotti kiilonbségekre tértek ki. A HTLV-3-ra
vonatkozdan csak korlatozott mennyiségili informacié all rendelkezésre és a
HTLV proteazok kozotti kiilonbségeket korabbi koézlemények sem
targyaljak. Habar a HTLV-1 PR esetében mar jelent6s mennyiségl kisérletes
adat all rendelkezésre, a HTLV-2 elterjedtsége és a HTLV-3 altal jelentett
egészségiigyi kockazat miatt is sziikségessé valt a HTLV-2 és HTLV-3 PR-
ok vizsgalata. Munkank soran meghatarozott fébb céljaink az alabbiak
voltak:

-a HTLV-2 és HTLV-3 PR expresszidjanak és tisztitasanak optimalizalasa

-a HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok szubsztrat-specificitasanak és
gatolhatdsaganak vizsgalata

-a HTLV-2 és HTLV-3 proteazok autoprocesszalo képességének vizsgalata

Az orokletes kronikus pankreatitisz kialakulasat tobbek kdzott a nem
megfelelden feltekeredett, normal esetben szekretalodd fehérjék mutacioi
okozhatjék, de a dohanyzas, mint ettdl fiiggetlen riziko faktor is jelen lehet.
Feltételeztiik, hogy a dohanyzés és a genetikai rizikofaktorok egyiittes
jelenléte egymas hatasat erdsitheti. Vizsgalati modelliinkben a genetikai
tényezOt egy eddig kevéssé tanulmanyozott human hasnyalmirigy lipaz
(PNLIP) wvaridans (G233E) reprezentalta. Hipotézisiinket egy human
(HEK293AD) ¢s egy patkdny hasnyalmirigy sejtvonal (AR42J)
alkalmazésaval kivantuk igazolni. Célunk volt:

- a fobb cigarettafiist komponensek és a PNLIP mut4ci6 hatdsanak vizsgalata
a sejtek életképességére

- endoplazmatikus retikulum stressz markerek vizsgalata

- a HQ és a G233E PNLIP mutacid kozotti asszociacid vizsgalata
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. HTLYV proteazok karakterizalasa
3.1.1. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteizok expresszioja

A HTLV-1 PR expressziojadhoz az enzim kodolo szekvencidjanak
pET11a expresszios plazmidba klonozott stabilizalt (L401, C90A és C109A)
valtozatat hasznaltuk fel. A HTLV-2 PR termeléséhez egy bakterialis
expressziora kodon-optimalizalt szekvenciat rendeltiink. A HTLV-3 PR
esetében a Pyl43 torzs kodon-optimalizalt szekvenciajat alkalmaztuk. A
proteaz szekvencigjat pCR2.1-TOPO plazmidbdl klonoztuk pETl1la
expresszios vektorba az Ndel és BamHI restrikcidos endonukleazok
segitségével.

Az expresszios plazmidokat BL21(DE3) E. coli sejtekbe
transzformaltuk hésokkal. A transzformalt sejteket ampicillinnel kiegészitett
Luria-Bertani (LB) médiumban ndvesztettiik, a fehérje expressziot 1 mM
izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzaadasaval indukaltuk.

3.1.2. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok tisztitasa

Az expressziot kovetOen a sejteket centrifugalassal gyijtottiik be. A
sejteket ,,A” pufferbe (50 mM Tris-HCIL, 1 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM
etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), pH 8,2) oldottuk, majd szonikalassal
tartuk fel. Ezt egy ultracentrifugalasi 1épés kovette. A zarvanytesteket
tartalmazo pellettet ezt kdvetden ,,B” pufferbe oldottuk (50 mM Tris-HCI, 1
mM DTT, 1 mM EDTA, 1 v/v % Triton X-100, pH 8,2). Ez a tisztitasi 1€pés
a korabban HTLV-1 PR-ra leirt moddszerben nem volt jelen. Két
centrifugalasi 1épést kovetden a pelletet ,,C” pufferben oldottuk fel (50 mM
Tris-HCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 v/v % Triton X-100, 1 M urea, pH
8,2), végil a pelletet szolubilizaltuk ,,D” pufferben (50 mM Tris-HCI, 7,5 M
guanidin-HCI, 5 mM DTT, 5 mM EDTA, pH 8,2). A fehérjéket SDS-PAGE
segitségével valasztottuk el.

A szolubilizalast kovetden a fehérjéket reverz-fazisui HPLC
modszerrel Akta Purifier késziiléken POROS R2 oszlopon tisztitottuk. A
szeparalashoz ndvekvd viz/acetonitril (0-100%) gradienst alkalmaztunk
0,05% trifluoroacetat (TFA) jelenlétében. Az eludlt frakcidk tisztasagat
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SDS-PAGE segitségével ellendriztiik. A legnagyobb tisztasagti (>90%)
frakciokkal dolgoztunk tovabb.

Az enzimek megfelelo feltekeredését ,,E” puffer ellenében torténd
dializissel biztositottuk (20 mM piperazin-N, N’-bisz(2-etanszulfonsav)
(PIPES), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 10 v/v % glicerol, 0,5 v/v % NP-40,
5mM DTT, pH 7,0).

3.1.3. Oligopeptidek és inhibitorok

HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR hasitohelyeket reprezentald
szintetikus oligopeptideket alkalmaztunk szubsztratként. Kisérleteink soran a
MA/CA, a CA/NC, a TF1/PR és a PR/pl hasitohelyeket, illetve a vad tipust
és P4, P3, P2, P1 vagy P1' helyen modositott HTLV-1 MA/CA
(KTKVL*VVQPK) hasitohelyet tartalmazo oligopeptideket vizsgaltunk.

Az IB-268 (KTKVL-r-VVQPK) és 1B-269 (APQVL-r-PVMHP),
redukalt peptidkotést tartalmazo inhibitorokat Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva,
Praga, Csehorszag) szintetizalta és bocsajtotta rendelkezésiinkre. A DMP-
323 (a HIV-1 PR egy szorosan kot6do inhibitora) valamint a HIV-1 ellenes
terapiaban jelenleg is vagy korabban alkalmazott inhibitorok (atazanavir,
darunavir, indinavir, ritonavir €és saquinavir) kutatdocsoportunkban mar
rendelkezésre alltak.

3.1.4. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok aktivitasanak vizsgalata

A kinetikai vizsgalatokhoz 10 ul 2x toménységii inkubacids puffert
(0,5 M K3PO4, 4 M NaCl, 10 v/v % glicerol, 10 mM DTT, pH 5,6), 5 ul
HTLV-1, HTLV-2 vagy HTLV-3 proteazt és 0,5-5 ul természetes HTLV PR
hasitasi helyet reprezental6 oligopeptid szubsztratot alkalmaztunk. A reakcio
végtérfogata 20 ul volt. A reakcidkat az enzim hozzaadasaval inditottuk el és
37°C-on 0,5-4 6ran 4t inkubaltuk, majd TFA hozzdadasaval allitottuk le.

A tovabbi, HIV-1, EIAV, RSV, MMTV, MPMV, MuLV ¢s BLV
proteaz hasitohelyeket tartalmazo szubsztratok esetében hosszabb (24 ora)
inkubaciods id6t alkalmaztunk.

A hasitasi termékeket és a szubsztratot Nova-Pack C18 RP-HPLC
oszlopon valasztottuk el egymastol LaChrom késziiléken. A szeparalashoz 0O-
100% viz-acetonitril gradiens alkalmaztunk 0,05% TFA jelenlétében.
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A kinetikai paramétereket a szubsztratra és a kapott termékekre
szamitott csucs alatti teriilet értékek alapjan, az adatok Michaelis-Menten
egyenletre illesztésével hataroztuk meg. A pH optimum meghatarozasahoz
Gauss egyenletet, mig a NaCl koncentracio és a hémérséklet optimumanak
meghatarozasahoz linearis regressziot alkalmaztunk. A ke./Kwm katalitikus
konstansok  kiszamitasahoz figyelembe vettik az aktiv enzim

crcr

korabban leirt modszer alapjan.

3.1.5. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteizok szamara optimalis pH,
hémérséklet és ionerésség meghatirozasa

A pH, a homérséklet és az ionerdsség hatasanak vizsgalatahoz az
enzimreakciokat 2x META pufferben (100 mM MES [2- (N-morfolino)-
etanszulfonsav], 200 mM Tris, 100 mM natrium-acetat) végeztik. A
reakcioelegyek 10 ul puffert, 5 ul enzimet és 5 ul szubsztratot tartalmaztak.
A reakcidkat az enzim hozzaadasaval inditottuk el, az inkubalas és a
reakciokozegek vizsgalata a HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok
aktivitasanak vizsgalata részben leirtak szerint tortént.

A HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR vizsgalatahoz HTLV-1 PR/PI,
HTLV-2 PR/P1 és HTLV-3 TF1/PR hasitohelyeket reprezentald oligopeptid
szubsztratokat hasznaltunk. A NaCl hatasat 0-2 M koncentracio
tartomanyban vizsgaltuk, a pH optimum meghatarozasahoz 4,5-8,0 pH-ju
puffereket hasznaltunk, mig a homérsekleti optimum meghatarozasat 20-
40°C kozotti hdmérsékleteken vizsgaltuk.

3.1.6. HTLV-2 és HTLV-3 proteiazok aminosav preferencidinak
meghatarozasa

A HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR aminosav preferencidjanak
Osszehasonlitasdhoz a HTLV-1 PR wvad tipusi CA/NC hasitasi helyet
(KTKVL*VVQPK) reprezentald szubsztratot, illetve annak P4, P3, P2, P1 és
P1’ helyen modositott variansait alkalmaztunk. Annak tanulmanyozasara,
hogy az S5 és S4 zsebek részt vesznek-e a szubsztrat felismerésében, az
el6zoektdl (P5-P5’) rovidebb szubsztrat variansokat (P4-P5° és P3-P5’) is
vizsgaltunk. Az enzimreakcidkat a HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR-ok
aktivitdsanak vizsgalata részben leirt modon végeztik. A 20 pl-es
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reakcidelegy 10 pl 2x inkubacios puffert, 5 pl HTLV-1, HTLV-2 vagy
HTLV-3 PR-t (az aktiv enzimek végkoncentracidja 0,1-34,4 nM értékek
kozott valtozott) és 5 ul szubsztratot (0,4-0,5 mM végkoncentracio)
tartalmazott. A reakcidkat az enzim hozzaadasaval inditottuk el, amit 0,5-4
ora inkubacid kovetett 37°C-on. A reakcidkat TFA hozzdadasaval allitottuk
le. Minden szubsztrat esetében relativ aktivitas értékeket hataroztunk meg. A
kapott értékek Osszehasonlitasa soran minden esetben a KTKVL*VVQPK
szubsztratra kapott értéket tekintettiik 100%-nak.

3.1.7. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok gatolhatésaganak
vizsgalata

A reakcidelegy 4,8 ul szubsztratot, 0,2 ul inhibitort, 5 pl enzimet
(HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR) és 10 pl 2x inkubacios puffert
tartalmazott. A szubsztratok a HTLV-2 és HTLV-3 MA/CA hasitasi helyet
reprezentaltdk. A HIV-1 PR inhibitorok esetén 100 pM-os tdrzsoldat
koncentraciot, mig az IB-268 ¢és IB-269 inhibitorok esetében 0,5-100 pM-t
alkalmaztunk. Az inhibitorokat DMSO-ba oldottuk, ezért 0,2 pl DMSO-t
adtunk a kontroll mintakhoz. Az IB-269 inhibitort alkalmaztuk az aktiv
enzim mennyiségének meghatarozasahoz.

3.1.8. HTLV-2 és HTLV-3 proteazok iranyitott mutagenezise

A HTLV-2 és HTLV-3 PR kddol6 szekvencidkat az N-terminalison
kiegészitettilk egy 8 aminosavbol allo linkerrel, amely megfeleltethetd a
TF1/PR természetes hasitdsi hely P8-P1 aminosavainak. Az igy kapott
szekvenciat pMALc2x vektorba klonoztuk, amely lehetévé tette, hogy a
fehérje, az N-terminalison maltdz-kotd fehérjével (MBP) fizionalt formaban
termelddhessen. A klonozast ,,overlap extension” PCR modszerrel végeztiik,
a PCR terméket EcoRI és BamHI restrikcios endonukleazokkal emésztettiik,
majd ligaltuk a pMALc2x vektorba. Ezt a HTLV-2 (L37D, L37N, L57G,
AS9I és F67Q) és a HTLV-3 PR (I37D, I37N, L57G, A59I és F67Q)
helyspecifikus mutagenezise kovette QuikChange II mutagenesis kittel. A
mutagenezis sikerességét szekvenalassal ellendriztiik.

17



3.1.9. HTLV-2 és -3 proteazok autoprocesszal6o képességének vizsgalata

Az expressziés konstruktokat BL21(DE3) E.coli sejtekbe
transzformaltuk hésokkal. A rekombinans HTLV-2 és HTLV-3 protedzokat
egy N-terminalis MBP flzios cimkével fuzionalt formaban expresszaltattuk
(MBP-HTLV-2 PR és MBP-HTLV-3 PR). Az expressziot 1| mM IPTG
hozzaadasaval indukaltuk, majd a sejteket lizaltuk szonikalas segitségével
,»A” pufferben. A sejtlizatumokat 16%-os poliakrilamid gélen futtattuk. Az
SDS-PAGE elektroforézist kdvetden a fehérjéket nitrocelluloz membranra
transzferaltuk. A Western-blotot a kutatcsoport altal korabban optimalizalt
protokol alapjan végeztiik. A membrant 1 6ran at 5%-os tejport tartalmazo
TTBS oldatban (Tris-pufferelt séoldat, pH 7,5, 0,01% Tween20) blokkoltuk.
Elsédleges antitestként anti-MBP monoklonalis antitestet 1:4000 higitasban
(4°C, 16 o6ra), mig masodlagosként egy anti-nyul HRP-konjugalt antitestet
1:10000 higitasban (szobahd, 1 o6ra) alkalmaztunk. A fehérjéket
kemilumineszcens szubsztrat segitségével detektaltuk, rontgen film
felhasznalasaval, KODAK Medical X-ray processor 102 el6hivo késziilék
segitségével.
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3.2. A fobb cigarettafiist komponensek és a G233E PNLIP mutacio
vizsgalata

3.2.1. Expressziés plazmidok és adenovirus vektorok

A PNLIP expressziojdhoz egy kordbban leirt, a PNLIP C-
terminalisan egy dekahisztidin (Hisjo) fGzios cimkét tartalmazd pcDNA3.1(-)
vektorba klonozott konstrukciot hasznaltunk.

A lipaz kodolo szekvenciajat tartalmazé adenovirusokat HEK293AD
huméan embrionalis vese sejtekben amplifikdltuk. Az adenovirusokat
fagyasztas-olvasztas ciklusokkal szabaditottuk ki a sejtekbél, majd anion-
cseréld oszlopokon tisztitottuk. Az oszlopokat 0,4 ml 0,1 M natrium-
hidroxiddal mostuk, majd centrifugaltuk (1 perc, 2000 g), ezt egy masik
mosasi 1épés kovette 0,4 ml 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,0) (1 perc,
2000 g). Az oszlopokat mintapufferrel (50 mM HEPES, 2 mM MgCl,, 0,1%
Tween-20, pH 8,0) ekvilibraltuk, majd centrifugaltuk. Az ekvilibralas
ismételt elvégzését kovetden az adenovirusokat tartalmazd sejtlizatumokat
mintapufferrel 10x-re higitottuk, az oszlopra pipettazuk, majd centrifugaltuk
(3 perc, 2000 g). Az oszlopokat 0,2 M NaCl-dal kiegészitett mintapufferrel
mostuk, majd 1 M NaCl-tartalmi mintapufferrel elualtuk. A tisztitott
adenovirust tartalmazo6 oldatokat kiegészitettiik 0,1 ml 50 v/v % glicerollal,
majd felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A virus titereket IFU/ml (infectious
unit/ml) mértékegységben hataroztuk meg (AdEasy Viral Titer Kit).

3.2.2. Sejttenyésztéskultirak és géntranszfer

A HEK293AD sejteket DMEM (magas gliikoztartalma DMEM
tapoldat, kiegészitve 10 v/v % FBS, 50 U/ml penicillin és 50 pg/ml
sztreptomicin oldatokkal) sejtkultira médiumban tartottuk fenn 37°C-on
sejtkultira inkubatorban. A kisérleteket megel6z6 napon 12 lyukd
sejttenyeésztd lemezre (180000/1yuk) helyeztiik a sejteket 0,5 ml médiumban.
Az elagazd lancu polietilénimin (PEI) oldatot egy kordbban leirt modon
készitettiik. A transzfekcidhoz 12 pl PEI oldatot kevertiink Gssze 2 ug
plazmid DNS-sel, Opti-MEM médiumban. 20 perc inkubaciot kdvetden
(szobah®) az elegyet hozzaadtuk a sejtekhez, majd sejtkultira inkubatorba
helyeztiik a sejttenyésztd lemezt. 6 ora elteltével a médiumot eltavolitottuk,
foszfattal pufferelt sooldattal (PBS) mostuk a sejteket, majd 50 U/ml
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penicillinnel 50 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett Opti-MEM oldatra
cseréltiik a feliiliszot.

Az AR42J patkany acinus sejteket magas gliikkoz-tartalma 20 v/v %
FBS-sel, 50 U/ml penicillinnel és 50 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett
DMEM tapoldatban tartottuk fenn, 37°C-on sejtkultra inkubatorban.

A kisérleteket megel6z6 napon 12 lyuki sejttenyészté lemezre
(400000/1yuk) helyeztiik a sejteket 100 nM dexametazon jelenlétében. 48
oran 4t inkubdltuk a sejteket, PBS oldattal mostuk, majd 50 U/ml
penicillinnel 50 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett Opti-MEM oldatot
helyeztink a sejtekre és adenovirus vektorokkal (5 x 107 IFU/ml
végkoncentracid) transzdukaltuk.

3.2.3. Kémiai kezelések

Az akrolein ¢és krotonaldehid torzsoldatokat kozvetlenil a
kisérleteket megeldzden készitettiik el. A hidrokinont vizbe oldottuk ¢és
felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A HEK293AD ¢és AR42J sejteket 10-200

sre

3.2.4. Eletképesség vizsgalatok

Az életképesség vizsgalatokhoz MTT reagenst oldottunk PBS
oldatba, 5 mg/ml koncentracioban. Eltavolitottuk a sejtekrdl a kondicionalt
médiumot, majd 1 ml, 0,1 ml 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-
tetrazolium bromiddal (MTT) kiegészitett Opti-MEM tapoldatot adtunk a
sejtekhez. A formazan kristalyok képzOddéséhez a sejttenyészté lemezt 37°C-
on (10-60 perc) inkubaltuk. Ezt kdvetéen az oldatot DMSO-ra (0,2 ml)
csereltik és a kristalyok beolddsahoz szuszpendaltuk. Az igy kapott
formazan-tartalmt oldatot 96-lyuku sejttenyésztd lemezre transzferaltuk és
megmértiik az abszorbanciat 544 nm hullamhossszon.

3.2.5. Aramlasi citometria

A mérésekhez eltavolitottuk a médiumot a HEK293AD és az AR42J
sejtekr6l, majd 0,5x toménységli tripszinnel felszedtik a sejteket a
sejttenyésztd lemezrél. Ezt kovetéen a sejteket mikrocentrifuga csévekbe
transzferaltuk és kétszer mostuk és centrifugaltuk (100 g, 5 perc) 1 ml PBS-
ben. A sejthalalt FITC Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit segitségével
karakterizaltuk. A sejteket a FITC-konjugalt Annexin V-tel és a propidium-
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jodiddal torténd inkubaciot kovetden atsziirtikk, FACS csovekbe helyeztiik,
majd BD FACSAria III aramlasi citométerrel (BD Biosciences) (DE-AOK,
BMBI Ossejt Kutatdé Laboratorium) 488 nm 1ézert 530/30 BP sziirvel a
FITC ¢és 561 nm lézert 610/20 BP szlir6vel a propidium-jodid mérésekhez.

3.2.6. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

48 oraval a transzfekcidt kovetden begyljtottik a HEK293AD (200
ul) és AR42J (40 pl) sejtekrél a médiumot és a benne talalhatd fehérjéket
10% triklor-ecetsavval kicsaptuk, majd centrifugaltuk (17000 g, 10 perc). A
pelleteket 100 mM DTT-vel kiegészitett Laemmli pufferben vettiik fel és
hédenaturaltuk (95°C, 5 perc). A mintakat SDS-PAGE gélen futtattuk meg,
majd a fehérjéket Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel tettiik lathatova.

3.2.7. RT-PCR és qPCR analizisek

Az RNS-t izolaltuk NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel)
segitségével és 2 ug mennyiséget reverz transzkripcionak vetettiink ala. Az
igy kapott ¢cDNS-bél PCR segitségével hataroztuk meg az érett XBP-1
mRNS mennyiségét human és patkdny XBP-1 primerparokkal. A PCR
termékeket 2%-os agar6z gélen futtattuk meg és denzitometriaval értékeltiik
ki. Az atirt cDNS-b6l meghataroztuk a BiP, CHOP, GAPDH ¢és az NQOI
gének expresszios szintjét. A kisérletekhez a felsorolt TagMan probakat
hasznaltuk  fel: BIP/HSPAS5 (Hs00607129 gH, Rn00565250 ml),
CHOP/DDIT3 (Hs00358796 ¢l, Rn00492098 g1), ERP72
(Rn00587766_m1), GAPDH (Hs02758991 gl, Rn01775763 gl), Nqol
(Hs00168547 m1, Rn00566528 ml) és PDI (Rn00564459 ml).

3.2.8. Fehérje immunoblot

A sejteket kétszer megmostuk PBS-sel, felkapartuk a sejttenyésztd
lemezrél és 1 ml PBS-be oldottuk. Ezt egy centrifugalas (850 g, 10 perc)
kovette. A sejteket ismétlodo fagyasztas-olvasztas ciklusokkal tartuk fel 200
ul, inhibitorokkal kiegészitett lizis pufferben (Reporter Lysis Buffer,
Promega), majd az elegyet centrifugaltuk (2400 g, 5 perc) és a feliiluszot
begytjtottiik. A Western-blot kisérletek soran az AR42J lizatumbol 2,5 pg,
mig a HEK293AD sejtekbdl szarmazo fehérjékbol 5 ug-ot hasznaltunk fel,
amit Laemmli pufferbe oldottunk és hdédenaturaltunk. Ezt SDS-PAGE
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kovette, majd transzferalas nitrocelluloz membranra (100V, 1 ora). A
membrant 1 6ran at 5% tejport tartalmazo TTBS oldatban blokkoltuk, majd
1:15000 higitasban GAPDH-ellenes antitestet adtunk (1 6ra) az elegyhez és
HRP-konjugalt anti-nyul antitestet hasznaltunk (1 o6ra) masodlagos
antitestként 1:10000 higitasban. A PNLIP jelenlétének kimutatasdhoz HRP-
konjugalt anti-His antitestet alkalmaztunk 1:2000 higitasban, szintén 1 dra
inkubacio mellett. A fehérjéket kemilumineszcens szubsztrat segitségével
detektaltuk, Azure 600 géldokumentacios rendszer segitségével.

3.2.9. Statisztikai analizis

A bemutatott adatok a kapott értékek atlagat mutatjak szorassal
(SD). Az értékeket a MedCalc programmal analizaltuk, T-probanak vetettiik
ala, ahol a <0,05-nél kisebb P-értékeket tekintettiik szignifikdnsnak. Az
adatok abrazolasat GraphPad 5 szoftverrel végeztiik.
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4. EREDMENYEK
4.1. A HTLV proteazok jellemzése
4.1.1. A HTLYV proteazok expresszidja és tisztitasa

A HTLV-1, -2 és -3 proteazokat BL21(DE3) E. coli sejtekben
expresszaltuk, minden enzim esetében inkluzios testbol. A fehérjék inklazios
testbdl vald extrakcidja volt a tisztitds elsé 1épése, melyhez minden enzimre
azonos kondiciokat alkalmaztunk. A HTLV-2 és -3 proteazokat korabban
masok nem vizsgaltak, igy sziikséges volt szolubilizaciojuk és tisztitasuk
optimalizalasa is, melyhez egy korabban a HTLV-1 PR-ra leirt protokollt
vettiink alapul. A szolubilizaci®é soran egy tovabbi mosé 1épést is
alkalmaztunk (részletek az Anyagok ¢és modszerek cimi fejezetben). A
szolubilizalast kdvetden a fehérjéket reverz-fazisi HPLC-vel tisztitottuk. Az
elualt frakciokat begytjtottik és SDS-PAGE gélen ellendriztik. A
legnagyobb tisztasagu frakciokat (>95%) dializaltuk ,,E” puffer ellenében, a
fehérjék megfelel6 feltekeredésének elérése céljabol.

4.1.2. Az optimalis reakciokoriilmények meghatirozasa és az enzimek
stabilitasanak vizsgalata

Vizsgéltuk a kiilonb6z6 reakciokoriilmények (homérséklet, pH,
ionerésség) hatasat a HTLV-2 és HTLV-3 PR aktivitasara, valamint az
Osszehasonlitas érdekében meghataroztuk a HTLV-1 PR pH optimumat is.
Az enzimreakciokat koveten a szubsztratot és a hasitasi termékeket reverz-
fazist HPLC modszerrel valasztottuk el egymastol. Az aktivitasmérések
soran a HTLV-1, HTLV-2 ¢és HTLV-3 PR természetes hasitohelyeit
reprezentalo oligopeptid szubsztratokat alkalmaztunk.

Mind a HTLV-2, mind a HTLV-3 PR aktivitaisa novekedett a
hémérséklet emelésének hatdsara. Az enzimek a legnagyobb aktivitast
~40°C-on mutattdk, mig alacsonyabb hdomérsékleten (35°C) a teljes
aktivitasnak mar a jelent6s mértékii (~40%) csokkenése volt megfigyelhetd.
Korabbi HTLV-1 proteaz mérésekkel O0sszhangban ugy talaltuk, hogy a
kozel 37°C-os homérséklet megfeleld szamukra. A HTLV-1 protedzon kiviil
a BLV, valamint a HIV-1, HIV-2 PR, EIAV, MMTYV ¢és a humén ,, foamy”
virus (HFV) PR-ra is ezt a hémérsékletet alkalmaztak.
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crcr

emelkedésével reagalt a HTLV-2 és HTLV-3 PR is. A legmagasabb
aktivitast 2 M NaCl koncentracional tapasztaltuk. Korabban a HTLV-1 PR
esetén is hasonld tendenciat figyeltek meg. Ez a fajta aktivitas valtozas a
retroviralis proteazok kozos jellemzoje, beleértve a HIV-1, HFV, BLV és
mas retrovirus-szeri proteazokat is, pl. Tyl retrotranszpozon PR, vagy a
human retrovirus-szerti aszpartil proteaz 1 (ASPRV1).

Az enzimek pH-fliggését a 4,5-8,0 kozotti tartomanyban vizsgaltuk.
A HTLV-1 (pH 6,11 £ 0,03) és a HTLV-2 PR (pH 6,14 + 0,06) pH
optimuma kozel azonos volt, mig a HTLV-3 PR pH-optimuma
alacsonyabbnak adédott (pH 5,56 + 0,04). A HTLV proteazok pH-optimuma
hasonl6 a tobbi retroviralis proteazra jellemz6 enyhén savas értékhez, pl. a
HIV-1 PR (pH 4,0-6,0) (151), a BLV PR (pH 4,0-6,5), a HFV PR (pH 6,6),
vagy az ASPRV1 PR (6,27 + 0,02) esetében kapott értékhez.

4.1.3. A katalitikus tulajdonsagok o6sszehasonlitasa

A HTLYV proteazok katalitikus hatékonysaganak meghatarozasahoz
az egyes HTLV protedzok autoproteolitikus hasitohelyeit (MA/CA, CA/NC,
TF1/PR, PR/P1) reprezentald oligopeptideket hasznaltunk. A mérésekhez az
legoptimalisabb helyett a korabban a HTLV-1 protedz szamara optimalis
kondicidkat alkalmaztuk (0,25 M K3PO4, 2 M NaCl, 5 v/v % glicerol, 5 mM
DTT, pH 5,6, 0,5-4 6ra, 37 °C), az enzimreakciokhoz a kinetikai paramérek
jobb Gsszehasonlithatosaga érdekében.

Bizonyos mérések hosszabb inkubacios id6t igényeltek, ami nem jart
egyiitt az enzim aktivitdsanak csokkenésével vagy inaktivacigjaval. A
HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR stabilitasat HTLV-3 PR/P1 szubsztraton
ellendriztiik az id6 fiiggvényében (1-4 6ra).

A HTLV-1 PR a vizsgalt szubsztratok kozil a HTLV-1 PR
hasitohelyeket reprezentald szubsztratokon mutatta a legmagasabb ke./Kwm
értékeket. A HTLV-2 és HTLV-3 PR hasitohelyek alkalmazasa soran
alacsonyabb értékeket figyeltink meg. A HTLV-3 CA/NC kivételével
minden szubsztratot képes volt elhasitani a protedz, ugyanezt a peptidet a
HTLV-2 és a HTLV-3 PR is alacsony hatékonysaggal hasitotta. A HTLV-1
PR-zal végzett enzimreakciok soran a legalacsonyabb ke./Km értéket a
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HTLV-1 TF1/PR hasitohelyen figyeltilk meg, amelyet a HTLV-2 ¢és HTLV-
3 PR is hasonl6 hatékonysaggal hasitott.

A HTLV-2 PR minden vizsgalt szubsztratot hasitott. A legnagyobb
katalitikus hatékonysagot a HTLV-2 TF1/PR ¢és a PR/P1 szubszratoknal
tapasztaltuk. A HTLV-1 és a HTLV-2 CA/NC hasitasi helyek csak a P5’
oldallancban kiilonboznek, ahol lizin talalhatd a HTLV-1, és arginin a
HTLV-2 esetében, igy csak a HTLV-1 CA/NC szubsztratot alkalmaztuk, a
HTLV-2 CA/NC szubsztratot nem vizsgaltuk a kisérletek soran.

A HTLV-3 szintén hasitotta az Osszes vizsgalt oligopeptidet, de
érdekes modon a legmagasabb ke./Kwm értéket a HTLV-1 PR/P1 hasitasi
helyen figyeltiik meg, ami a HTLV-1 proteaznak is a leginkabb preferalt
szubsztratja volt.

Vizsgaltuk az enzimek aktivitasait HIV-1, EIAV, RSV, MMTYV,
MPMV, BLV, és MuLV PR hasitohelyeket reprezentald szubsztratokon is.
Habar a HTLV-1 PR képes volt hasitani bizonyos szubsztratokat, a HTLV-2
és a HTLV-3 PR a vizsgalt oligopeptidek egyikénél sem mutatott katalitikus
aktivitast, ami azt jelzi, hogy a HTLV-1 PR a HTLV-2 és a HTLV-3 PR-
okhoz képest szélesebb specificitassal rendelkezik. Egyes vizsgalt peptidek
gatoltdk a HTLV-1 vagy a HIV-1 PR-t 0,1 mM-nal nagyobb koncentraciok
alkalmazasanal, ennél fogva elképzelhetd, hogy egyes szubsztratoknak
hasonl6 hatasa lehet a HTLV-2 és a HTLV-3 PR-ra is.

4.1.4. Aminosav preferenciak vizsgalata

A HTLV proteazok aminosav preferencidinak meghatarozasahoz
vad tipusi HTLV-1 CA/NC (KTKVL*VVQPK) hasitohelyet reprezentalo
oligopeptid szubsztratot, tovabba ennek N-terminalisan roviditett (P4-P5’ és
P3-P5’) és P4, P3, P2, P1 vagy P1’' pozicioban moddositott variansait
alkalmaztunk.

A vad tipust szubsztrathoz (KTKVL*VVQPK) képest a P4-P5’
roviditett szubsztratokon mindharom HTLV protedz alacsonyabb aktivitast
mutatott. A legrovidebb P3-P5’ szubsztratot nem, vagy csak elhanyagolhato
mértékben hasitottdk. A meghatarozott relativ aktivitds adatok 6sszhangban
vannak a korabban a HTLV-1 proteaznal tapasztalt alacsonyabb katalitikus
konstansokkal. A roviditett szubsztratok alkalmazasa soran szintén
alacsonyabb értékek voltak megfigyelhetdek, bizonyitva az S4 és S5 helyek
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szubsztrat-felismerésben betoltott jelentoségét a HTLV-2 és HTLV-3 PR
esetében is.

A szubsztrat P4 pozicidban torténé modositasat mindharom proteaz
jol toleralta. A kapott eredmények Osszhangban vannak azzal a
megallapitassal, hogy a HTLV-1 PR egy viszonylag nagy, hidroféb S4
szubsztratkotd zsebbel rendelkezik. A P4 variansok monitorozasa soran azt
tapasztaltuk, hogy a HTLV protedzok hasonlé aminosavakat preferdlnak. A
legalacsonyabb relativ aktivitast a P4-Gly és a P4-Asp szubsztratoknal
figyeltiik meg, mig a P4-Arg varianst egyik enzim sem hasitotta.

A P3 variansoknal végzett megfigyelések alapjan az S3 zseb az S4
zsebhez hasonldan kiilonb6zé aminosav oldallancokat is képes befogadni. A
harom proteaz esetében hasonlo6 preferenciak figyelhetéek meg, de a P3-Phe
¢és P3-Val variansokat szubsztratként csak a HTLV-1 PR fogadta el, valamint
a P3-Ser oldallancot a P3-Asp-nal és a vad tipusu lizinnél is jobban
preferalta.

A P2 variansok ko6ziil mindhdrom proteaz a P2-Ile mutanst preferalta
leginkabb, a HTLV-2 és HTLV-3 PR esetében a vad tipust szubsztratnal is
magasabb relativ aktivitds értéket mutatva. Egy korabbi, P2 mutansok
monitorozasaval foglalkozé tanulmanyhoz hasonldéan mi is azt tapasztaltuk,
hogy az S2 zsebben az izoleucin a leginkabb elfogadott oldallanc, mig a P2-
Asn ¢és a P2-lys nem elfogadhaté a HTLV1 PR szamara. A P2-Asn a HTLV-
2 PR viszonylag jo szubsztratja, bar a szubsztratkotd zseb Osszetétele ezt
nem indokolja.

A P1 poziciéban a P1-Tyr és P1-Phe mutansokat csak a HTLV-1 PR
toleralta. Munkacsoportunk egy korabbi munkajaban is megfigyelték, hogy
ezeket a variansokat a HTLV-1 PR hatékonyan képes elhasitani . A HTLV-3
nem hasitotta a P1-Ala mutanst, a Pl-Leu és a P1-Gly varidnsokat kis
hatékonysaggal processzalta, mig a HTLV-2 egyik szubsztrat varianst sem
hasitotta legalabb 1%-os hatékonysaggal.

A korabbi eredményekkel Gsszhangban a HTLV-1 PR-zal végzett
kisérleteink soran mi sem tapasztaltuk a P1°-Ala, -Gly vagy -Lys szubsztrat
varians hasitasat, valamint a HTLV-2 és HTLV-3 PR-oknak is rossz
szubsztratjai voltak a P1°-Leu kivételével a HTLV-3 PR esetében.
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4.1.5. Gatlasvizsgalatok

A HTLV-2 és HTLV-3 PR gatolhatésagat tobb, a HIV-1 elleni
terapidban hasznalt inhibitorral (atazanavir, darunavir, indinavir, ritonavir és
saquinavir), valamint a DMP-323-mal vizsgaltuk, amely szintén egy
hatékony HIV-1 PR inhibitor. Az inhibitorokat 1 uM-os végkoncentracioban
alkalmaztuk és enyhe gatlohatast fejtettek ki, ami minden esetben kevesebb
volt, mint 50%. A kapott adatok dsszehangban vannak a korabban a BLV, a
HTLV ¢és az MuLV protedzokra meghatarozott K; értékekkel, amelyekre
szintén alacsony gatolhatosagot mutattak ki. A legnagyobb gatld hatast a
darunavir fejtette ki (25-30%) a harom HTLV PR gatlasi vizsgalatai soran.
Ezzel szemben az indinavir csak a HTLV-1 PR-ra fejtett ki jelentésebb gatlo
hatast.

A HIV-1 PR gatloszerek mellett végeztiink kisérleteket kettd
kisérleti HTLV-1 PR inhibitorral is (IB-268, IB-269). A K; értékeket a
HTLV-1 PR-ra korabban mar meghataroztak, ami az IB-268 esetén 298 nM,
az IB-269-nél 465 nM volt, viszont a HIV-1 PR ellenében nem bizonyult
hatékonynak. Az IB-268 a HTLV-2 PR-ra kapott inhibiciés allando a
HTLV-1 PR-nal megallapitottnak kdzel tizede (37 nM), mig a HTLV-3 PR a
HTLV-1 PR-hoz hasonlé értéket (214 nM) mutatott. Az IB-269-nél a
HTLV-2 és HTLV-3 proteazok aktivitasa hasonldé mértékben gatlodott,
jelentdsen hatékonyabban, mint a HTLV-1 PR.

4.1.6. Szekvencia analizis és szubsztratkoto helyek vizsgalata

A HTLV proteazok szekvencidja jelentds eltéréseket mutat, a
szekvenciak kozotti azonossag kis mértékii. A HTLV-1 proteazzal a HTLV-
2 PR 50%-ban, a HTLV-3 49%-ban egyezik. Utobbi kettd 57%-os
azonossagot mutat, viszont a szubsztratkotésért felelos régiokban magasabb
foka a konzervaltsag (HTLV-1/HTLV-2 PR: 82%, HTLV-1/HTLV-3 PR:
56%, HTLV-2/HTLV-3 PR: 76%). A szubsztratkoto zsebek tekintetében az
S4 alhelyen a legnagyobb a variabilitds, ahol a HTLV1 és a HTLV-2
proteazok kozott 57% az azonossag, a HTLV-3 PR esetében szintén 57%,
mig a HTLV-2 ¢és HTLV-3 PR kozott csupan 43%. Az Sl alhelyhez
kozeledve magasabb foku a konzervaltsag. A HTLV-2 és HTLV-3 PR S3
zsebének Osszetétele megegyezik, a HTLV-1 téliikk egy aminosavban tér el.
A HTLV-1 és HTLV-3 PR S2 zsebe csak a 37-es pozicioban tér el
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egymastol, a HTLV-1/HTLV-2 és a HTLV-2/HTLV-3 protedzok kozott is
csupan 2 aminosavban van eltérés. A HTLV-2 és HTLV-3 PR S1 zsebe
azonos Osszetételli, a HTLV-1 PR a 10-es pozicidban tér el a tobbi HTLV
proteazétol. Az S4-S1 szubsztratkotd zsebek oOsszetételét a HTLV-1 PR
esetében kutatocsoportunk tagjai korabban mar meghataroztak, munkank
soran a HTLV-2 és HTLV-3 proteazok szubsztratk6td zsebeinek dsszetételét
a szekvencidk Osszehasonlitasa alapjan hataroztuk meg.

4.1.7. Az autoprocesszalé képesség vizsgalata

A HTLV-1 PR esetében mar tanulmanyozott mutaciokat
alkalmaztuk a HTLV-2 és HTLV-3 PR autoproteolizisének vizsgalatahoz is.
A HIV-1 és a HTLV proteazok kozott kisebb foku a szekvencidk kozotti
azonossag, mint a HTLV-1, -2 és -3 proteazok kozott. A mutagenezis soran a
HTLYV protedzok aminosavait olyan aminosavakra cseréltiik, melyek az adott
pozicidban a HIV-1 protedazban talalhatdé aminosavnak felelnek meg. A
mutaciok célja annak vizsgalata volt, hogy a HTLV protedzok milyen
mértékben érzékenyek a lebenyeket (57. és 59. pozicidk) és az aktiv
centrumot (37. és 67. pozicidk) érinté mutaciokra. A modositott aminosavak
mindegyike részt vesz valamely szubsztratkoto zseb felépitésében. A 37.
pozicidban 1év6 aminosav maradék az S2 és S4 zsebek, mig a 57. pozicidoban
1évé az S2-S4 zsebek részét képezi, az 59. és 67. pozicidkban talalhatok
pedig az S1-S2, valamint a S4 zsebek felépitésében vesznek részt. A L57
konzervalt a HTLV PR-ok kozott, a HIV-1 PR-ban ezzel megfeleltetett
pozicié (E48) mutacioja leucinra felelés az indinavir és a saquinavir elleni
rezisztenciaért. A HIV-1 és HIV-2 PR I50 oldalanca feltételezhetéen
szerepet jatszik a lebeny régi6 mobilitdsaban, a HTLV-1 PR esetében az
ennek megfeleltethetd pozicidban az A591 mutacié az enzim inaktivalodasat
okozta. Az F67 az S4 zseb része, az enzim nem toleralja ebben a pozicidban
a glutaminra torténé cserét (F67Q mutacio).

A HTLV-2 ¢és HTLV-3 PR autoproteolizis vizsgalatahoz az
enzimeket fuzios fehérjeként expresszaltuk, ami az N-terminalisan egy
MBP-t és egy 8 aminosav hosszlisagu linker szekvenciat tartalmazott. Ez a
szakasz a megfelel a Gag-Pro poliproteinben a protedzt N-terminalis
iranyban megel6z0, az autoproteolitikus hasitohelyet tartalmazo szakasznak,
mely lehet6vé teszi a proteaznak a fuzids fehérjébdl vald kihasadasat. A
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proteolitikus aktivitdst Western-blot technikéval vizsgaltuk és a hasitési
hatékonysagokat  Osszehasonlitottuk a  korabban HTLV-1 PR-nal
megfigyeltekkel.

A proteazok hasonloan reagaltak a mutdcidkra, kiilonbségek a 37-es
és 57-es pozicidoban eltéré konstrukciok esetében mutatkoztak. A 37-es
helyen talalhatéo aminosav (MBP-HTLV-1: metionin, MBP-HTLV-2: leucin,
MBP-HTLV-3: izoleucin) aszpargarinra cserélése megakadalyozta a
processzalodast az MBP-HTLV-1 és MBP-HTLV-2 PR esetében, viszont az
MBP-HTLV-3 PR-ndl nem okozott valtozast. Az L57G mutacio
autoprocesszalodasra gyakorolt hatasat korabban nem vizsgaltak a HTLV-1
PR esetében, viszont az enzimaktivitds csokkenése volt megfigyelhetd
HTLV-1 CA/NC szubsztraton. Az MBP-HTLV-3 PR szintén érzékenyen
reagalt a mutaciora ebben a pozicioban, az MBP-HTLV-2 PR-ra
kihasitodasara viszont nem volt hatassal.
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4.2. A hidrokinon és G233E PNLIP mutacié kapcsolatanak vizsgalata

4.2.1. A cigarettafiist f6 komponenseinek hatiasa a HEK293AD sejtek
életképességére

A cigarettafiist f0 alkotoelemek hatasa karakterizalasa céljabol
HEK293AD sejteket vizsgaltunk emelkedd koncentracioji akrolein,
krotonaldehid vagy hidrokinon (HQ) jelenlétében. A sejtek hozzavetdleges
¢életképességét a sejtek metabolikus aktivitasanak vizsgalataval hataroztuk
meg.

Az akrolein 20 uM-os koncentracio értékig nem befolyasolta a
sejtek  metabolizmusat, viszont magasabb koncentracio értékeknél
fokozatosan csokkentette a sejtek életképességét. Ezzel szemben a HQ és a
krotonaldehid mar alacsony koncentracioban is jelentds életképesség-
csokkenést okozott, 100 uM-os koncentracidban az életképesség
csokkenésének mértéke meghaladta a 80%-ot. A metabolitikus aktivitasra
gyakorolt jelentds hatdsa és a jo tarolhatosdga miatt a HQ-t vizsgéltuk
részletesebben. Aramlési citometria segitségével vizsgaltuk, hogy a csokkent
sejtes metabolikus aktivitds Osszefiiggésbe hozhaté-e programozott
sejthalallal vagy nekrozissal. Ehhez FITC annexin V és propidium-jodid
festékekkel jelolt sejtek mennyiségének valtozasat kovettiik nyomon,
jelentds hatést, viszont a magasabb, 50 és 75 uM-os HQ alkalmazésa soran
programozott sejthalalt figyeltiink meg, amit a FITC annexin V festékkel
jelolt sejtek aranyanak novekedésébol allapitottunk meg, amelyet a
propidium-jodiddal festett sejtek mennyiségének novekedése kovetett.

4.2.2. A szekrécié vizsgalata, valamint a hidrokinon és a nem
megfeleloen feltekeredett PNLIP mutins HEK293AD sejtek
életképességére gyakorolt hatasa

Korabbi tanulmanyok mar vizsgaltdk a G233E mutans PNLIP

crer

ellentétben a nem megfelelden feltekeredé G233E varians nem
szekretalodott HEK293T és AR42J sejtekben, azonban a G233E mutans
PNLIP expressziojat HEK293AD sejtekben eddig nem vizsgaltak. A
szekrécio ellenérzéséhez tranziens transzfekcioval juttattuk be a vad tipust
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¢és mutans lipazt kodold plazmidokat, begy(ijtottiik a kondicionalt médiumot,
majd SDS-PAGE modszerrel analizaltuk. Az emlitett sejtvonalakhoz
hasonléan a HEK293AD sejtek is csak a vad tipust PNLIP-t szekretaltak,
igy alkalmasnak bizonyultak az altalunk végezni kivant kisérletekhez. A HQ
szekréciora gyakorolt hatasat is kovettiik, 25 uM HQ hozzaadasa a sejtekhez
intracellularis PNLIP szintekre.

A HQ ¢és a mutans PNLIP egyiittes hatdsdnak vizsgélatahoz
HEK293AD sejteket transzfektaltunk vad tipust és mutans lipazt kifejezo
plazmiddal, majd HQ-nal (0,25 pM) inkubaltuk a sejteket. Az alkalmazott
HQ koncentracié még nem jart egyiitt sejthalallal, igy alkalmasnak bizonyult
a korai sejtes valaszok vizsgalatara. Az iires vektorral transzfektalt, HQ-nal
nem kezelt sejteket tekintettilk kontrollnak. A HQ jelenléte 30%-os
metabolikus aktivitas csokkenésért volt felelés. Onmagéaban a vad tipust
PNLIP 18%-kal, mig a mutans jelentdsebb mértékben, 31%-kal csokkentette
a sejtek életképességét. A HQ és a vad tipusu lipaz jelenléte egyiittesen 48%,
a HQ és a mutans lipazé 57% csokkenésért volt felelos.

4.2.3. A HQ és a nem megfeleléen feltekeredett PNLIP varians hatdsa az
ER stresszre HEK293AD sejteken

Egyes nem-szekretalodo PNLIP variansok, példaul az altalunk
részletesebben tanulmanyozott G233E mutans ER stressz-okozd hatéasa
HEK293T és AR42J sejteken mar bizonyitasra keriilt korabban A HQ ER
stresszre gyakorolt hatdsat is mar tobb tanulmény is vizsgalta mas emlGs
sejteken. A HQ ¢és a G233E PNLIP muticidé ER stresszre gyakorolt
hatasanak vizsgalatihoz HEK293AD sejteket transzfektaltunk (tranziens)
vad tipusu és mutans lipazt tartalmazo plazmidokkal. A sejteket HQ-nal (0
és 25 uM) inkubaltuk, majd az XBP-1 érést, illetve tovabbi ER stressz
markerek, a BiP, a CHOP és az NQO1 mRNS szintjét hataroztuk meg. Az
iires plazmiddal transzfektalt mintakat tekintettiik kontrollnak. Az érett XBP-
1 mRNS aranya a vad tipusu lipazt kifejez6 sejteknél a kontrollhoz (10%)
képest csak enyhén emelkedett, 16%-ra. A vad tipushoz képest a mutansok
esetében kozel kétszeres novekedést tapasztaltunk, amely tovabb emelkedett
HQ jelenlétében, 42%-ra, ami magasabb, mint a HQ onmagaban kifejtett
hatésa.
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A vad tipusu PNLIP expresszidja nem okozott valtozast a BiP
mRNS szintjében, ezzel ellentétben a mutans 2,5x novekedést valtott ki. A
HQ 1,9-2,2x névekedést okozott a kontroll és a vad tipust kifejez6 sejtekben.
Amennyiben a mutansokhoz adtunk HQ, a mutansoknal tapasztaltnal
magasabb, 3,6x valtozast regisztraltunk. A BiP mRNS-hez hasonlé modon a
CHOP mRNS szint tekintetében sem okozott jelentds valtozast a vad tipust
PNLIP a kontrollhoz képest. A mutans jelenléte 1,6x mértékben emelte a
CHOP szintjét. A kontroll sejtekben a HQ hozzaadasa ett6l kissé
alacsonyabb értékvaltozassal jart egyiitt és az elézbekhez hasonldéan a
mutans és a HQ egyiittes jelenléte okozta a legnagyobb 2,6x novekedést. Az
NQO1 mRNS tekintetében sem emelte a vad tipust PNLIP a transzkripciot,
a mutans 1,6x valtozasért volt felelds. A HQ hozzaadasa szintén az mRNS
szintek emelkedését okozta, a legmagasabbat a mutanssal egyiitt torténd
alkalmazas esetén (2,5x).

4.2.4. A HQ hatasa az AR42J sejtek életképességére

A HQ hatasat AR42J patkany hasnyalmirigy sejteken is vizsgaltuk,
amelyet a kisérleteket megel6zden dexametazonnal differencialtattunk. A
sejteket HQ-nal inkubaltuk (0 és 40 pM, 24 6ra), majd monitoroztuk a sejtek
életképességét a metabolikus aktivitasuk mérésén keresztil. A HQ
¢letképesség-csokkenéssel jart egyiitt, a HEK293AD sejtekhez képest kisebb
érzékenységet mutatva a sejtek.

Az apoptozis vizsgalatat kiilonb6zé6 HQ koncentraciok mellett (0,
40, 100 és 200 uM) is elvégeztiik. Ehhez annexin V ¢és propidium-jodid
festést alkalmaztunk, majd aramlési citométerrel vizsgaltuk a sejteket. 40
uM-os HQ koncentracio értékig a sejtek stabilak maradtak, annexin V-
pozitiv sejtek csak 100 pM-nal jelentek meg. Magasabb (200 pM)
koncentracional a sejtek propidium-jodiddal is elkezdtek festédni. Az
eredményeink azt mutatjak, hogy az AR42J sejtek esetében a programozott
sejthalal a HEK293AD sejtekhez képest magasabb HQ koncentracio
jelenlétében figyelhetd meg.
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4.2.5. A szekrécio vizsgilata, valamint, az AR42J sejtek életképessége
HQ és a nem megfelelden feltekeredett PNLIP mutans jelenlétében

Vizsgaltuk a vad tipusu és mutans lipazt expresszalo AR42]J sejteken
a HQ (40 puM) szekréciora gyakorolt hatasat. A PNLIP mennyiségét a
sejtekrél begyiijtott médiumban és sejtlizdtumokban is monitoroztuk. A
korabban leirt megfigyeléseinkkel Gsszhangban a G233E varians nem
szekretalodott, tovabba a HQ jelentdsen csokkentette a vad tipusa PNLIP

A sejtes metabolikus aktivitasainak nyomon kdvetésével vizsgaltuk,
hogy a G233E PNLIP mutacionak és a HQ-nak van-e 6sszeadodo hatasa.
Ehhez az AR42] sejteket vad tipust ¢és mutans PNLIP-t kodolo
adenovirussal fertdztiik, majd inkubaltuk HQ (0, 40 pM) jelenlétében. A HQ
hozzaadasa 28%-kal csokkentette az életképességet, ami Osszevetheté a
HEK293AD sejtekre kapott adatokkal, ahol 25 uM HQ-t alkalmaztunk. A
vad tipusu lipaz 9%-os csokkenést okozott, amennyiben HQ-t is adtunk a
sejtekhez kissé erGsebb hatast tapasztaltunk, mint a HQ egyediili
alkalmazasakor. A G233E PNLIP mutacio 45%-os csokkenésért volt felelds,
ami 60%-ra emelkedett HQ hozzaadasakor.

4.2.6. A HQ és a nem megfelelden feltekeredett PNLIP varidns hatasa az
ER stresszre AR42J sejteken

A HQ ¢és a G233E PNLIP mutacié kapcsolatat az ER stressz
tekintetében is vizsgaltuk, ehhez az éretlen/érett XBP-1 mRNS aranyat,
valamint a BiP, CHOP és NQOI transzkripcios szintjét figyeltiik meg. Az
iires adenovirussal transzdukalt sejteket tekintettilk kontrollnak. Az érett
XBP-1 mRNS aranya a kontroll és vad tipusu lipazt kifejez6 sejtekben 12-
16% kozott alakult, mig a G233E varians esetén jelentdsen, 37%-ra
emelkedett. A HQ hozzdadasa mind a kontroll, mind a vad tipusa PNLIP-t
expresszalo sejtekben 31%-o0s aranyt okozott, a mutanst kifejezd sejtekben
viszont mar 45%-ra, ami a legmagasabb érték a vizsgalt kondiciok kozott. A
vad tipusu PNLIP-t kifejezo sejtekben a BiP mRNS szintje nem valtozott a
kontrollhoz képest, a mutans viszont kozel 2,1x ndvekedésért volt felelds. A
HQ jelentésen fokozta a BiP transzkripcidjat (2,7x-6,1x), a legmagasabb
értéket a G233E PNLIP mutacié jelenlétében elérve. A CHOP szintje a vad
tipust PNLIP-t expresszalo sejtekben nem valtozott jelentésen, mig a G233E
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mutacio 2,1x novekedésért volt felelds. A HQ hatasara a CHOP szintje 3x-ra
emelkedett, a valtozas mértéke kozel 6x-ra nétt, ha a HQ mellett a vad tipust
vagy a mutans PNLIP is jelen volt. A HQ hozzaadasa a sejtekhez 1,5x
novekedést okozott az NQO1 transzkripcidjaban. Habar a vad tipusu lipaz
csak kis mértékben emelte a transzkripciot, az mRNS szintjének emelkedése
2,3x volt amennyiben HQ is jelen volt, a HQ altal 6nmagaban kivaltott 1,5x
valtozassal szemben. A mutéans kifejezédése ettdl is jelentdsebben novelte az
NQOI szintjét, ami a HQ hozzaadasaval tovabb fokozodott.

Az oxidativ stressz jelenlétének tovabbi igazolasara kettd protein
sejteken. Az ERP72 mRNS szint tekintetében HQ hataséara 2,1x ndvekedés
volt megfigyelhetd, mig a G233E varians expresszioja ezzel kozel
megegyez0 valtozast okozott, mig a vad tipusu lipaz 1,4x emelkedésért volt
felelos. A lipazt termeld sejtekben a HQ hozzdadasa egyarant 4,5x
novekedés volt megfigyelhetd az ERP72 mRNS szintjében. A vad tipusu
lipaz kifejezodése nem jart egyiitt valtozassal a PDI mRNS szintjében, a
mutans is csak csekély, 1,3x emelkedést okozott. A HQ hozzaadasa 1,5-1,9x
ndvekedést okozott és a genetikai faktorok nem befolyasoltak jelentdsen.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori disszertacioban bemutatott munkam kettd, human
megbetegedésekben érintett fehérje vizsgalatat dolgozza fel, betekintést
nyujtva a HTLV retroviralis protedzok miikddésének biokémiai hatterébe,
tovabba a dohanyfiistben talalhatdé komponensek és a nem megfeleléen
feltekeredd, normal esetben szekretalodo pankreasz enzimek kapcsolataba.

Munkank soran elvégeztik a HTLV-2 és -3 PR expresszidjanak és
tisztitdsanak optimalizalasat, valamint biokémiai sajatsagaik vizsgalatat.
Megallapitottuk, hogy a HTLV-2 és -3 PR-ok enzimatikus sajatsagai
nagymértékben hasonléak és a HTLV-1 PR-nal sziikebb szubsztrat-
specificitassal rendelkeznek, valamint aminosav preferenciaik is hasonloak.
A HTLV-1-hez hasonléan a HTLV-2 és -3 PR-ok P4 és P3 aminosavak
iranti tolerancidja nagyobb, mig az S2-S1° zsebek szigorubb aminosav-
preferencidval rendelkeznek. A vizsgalt HIV-1 PR inhibitorok nem voltak
képesek a HTLV-2 és -3 PR hatékony gatlasara, viszont az IB-268 ¢és [B-269
kisérleti HTLV-1 PR inhibitorok jelentdsen hatékonyabbnak bizonyultak. A
modositott HTLV-2 és -3 PR-okkal végzett autoprocesszalas-vizsgalatok
alatamasztottak, hogy a HTLV PR-ok - eltérd replikacios stratégiajuk miatt -
a HIV-1 PR-hoz képest érzékenyebbek az aktiv helyet érintdé mutaciokra.

A kronikus pankreatitisz kockazati tényezoéivel kapcsolatos munkank
soran a dohdnyzas lehetséges hatasanak modellezésére a HQ-t hasznaltuk, a
nem megfeleléen feltekeredé PNLIP fehérjét pedig a G233E mutanssal
reprezentaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy az egyes hatasok onmagukban is

srer

csokkentették a sejtek életképességét, magasabb koncentracioji HQ

valtozéssal jart egyiitt. ER stressz markerek expressziojanak emelkedését is
tapasztaltuk, tovabba egy pro-apoptotikus marker mRNS szintjének
valtozasa is kovette ezt a trendet. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
HQ és a G233E PNLIP mutici6 hatasa kumulativ, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy bar a nem megfeleléen feltekeredd PNLIP mutansok
nem minden esetben hozhatéak egyértelmiien Gsszefliggésbe a pankreasz
gyulladasos megbetegedésével, a dohanyfiist komponens HQ enneck
kockazatat jelentésen képes lehet novelni, vagy a PNLIP mutaciokkal egytitt
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sulyosabb tiineteket is okozni.
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