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1. BEVEZETES

A proteinazok szerepe alapvetd fontossdgii szamos fiziologiai folyamatban, mint
példaul a gyulladas, fertézés, allergids reakciok, véralvadas, sejtndvekedés és a sejthaldl. A
proteindzok terdpias szempontbdl is fontos célfehérjék, mivel az elleniik tervezett inhibitorok
alkalmazasaval nem kivant élettani hatdsuk megakadalyozhat6 vagy csokkenthetd.

Az AIDS elleni terapiaban jelenleg szamos retroviralis proteindz inhibitor van klinikai
hasznéalatban, azonban a terdpia soran, ezek ellen gyorsan kifejlddik a rezisztencia. A
rezisztencia kifejlddése mutans proteindzok megjelenésének koszonhetd, és azt tapasztaltak,
hogy a mutansokban jellemzéen egyéb vad tipust retroviralis proteinazokra jellemzé
aminosavak jelennek meg. Olyan inhibitorok tervezése és haszndlata, amelyek kiilonb6z6
retroviralis proteinazok ellen is hatékony, lecsokkentheti az esélyét az életképes mutansok
megjelenésének. Ilyen inhibitorok tervezéséhez segitséget nytjthatnak a szubsztratspecificitas
vizsgalatok.

A fehérjék foszforilacidja az egyik legalapvetobb biokémiai szabalyozasi mechanizmus.
A proteindzok kiilonb6zdé szubsztratok iranti affinitdsat alapvetden befolyasolhatja azok
foszforilaltsagi foka. Annak eldontésére, hogy az adott fehérje, adott aminosavoldallancanak
foszforilacidja befolyasolja-e egy adott proteinaz altal torténd hasithatosagat és igy a
foszforilacionak lehet-e szabalyoz6 szerepe a fehérje esetében, szintén felhasznalhatoak a

specificitas vizsgalatok.

A retroviralis proteinazok (PR")

A retrovirusok kutatasa az elmult két évtizedben a ma még gyogyithatatlan, kronikus
betegség, a szerzett immunhidnyos szindroma (AIDS) megjelenésének ¢és rohamos
elterjedésének kovetkeztében kertilt elétérbe. A retrovirusok 1étezése mar a mult szdzad elején
ismert volt, azonban a humén T-sejtes leukémia virus (HTLV) és a human immundeficiencia
virus (HIV) felfedezéséig nem tudtak olyan retrovirusrdl, amely az embert is megfertozheti.
Ma mér minden gerinces retrovirus fertézésére ismert példa, melyeknek kimenetele sokféle
lehet: betegség nélkiili virémia, daganatképzddés, idegrendszeri elvaltozésok, anémia ¢és
immunhidny.

A retroviralis proteinazok elsé felismert szerepe a virus életciklusaban a Gag ¢és a

GagPol prekurzor fehérjék funkcionalis részekre vald hasitdsa volt. Egyes irodalmi adatok

" A retrovirus fehérjék kétbetiis nevezéktana Leis és mtsai., (1988) szerint. A nem ismert funkcioja fehérjéket p
betiivel, majd azt kovetden a fehérjék molekulatdmegét kDa-ban kifejez6 szdmmal jelolik.
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hasitdsdval kritikus szerepet jatszik a virusfertdzés korai szakaszdban is. Tobb celluléris
fehérjérdl is kideriilt, hogy szubsztratjai a HIV proteindzoknak (pl.: vimentin, MAP2, NF-«xB,
stb.), ami szintén szerepet jatszhat a virus patogenitasaban.

A retroviralis proteindzok 99-126 aminosavbol allo, 11-15 kDa molekulatomegii
homodimer formaban aktiv aszpartil proteindzok. A retroviralis proteindzok elsddleges és
masodlagos szerkezete a cellularis aszpartil-proteindzok egyik doménjével analdg, szamos béta
reddt tartalmaznak és enzimtdl fliggden egy, vagy két rovid alfa hélixet. A két alegység N- és
C-terminalis lancai 6sszefonddva alkotnak egy négyrétegii antiparalel béta red6t. Az enzimben
3 jellegzetes régio talalhatd: az N-termindlishoz kozel helyezkedik el az aszpartil proteindzokra
jellemzd aktiv centrumot kodold katalitikus tridd (-Asp-Thr/Ser-Gly-); a "flap" régio, amely
flexibilis, €s a szubsztrat kotddésekor rahajlik a szubsztratra; €s a dimerizacios régio, melyért
els@sorban az N- és C-termindlis szekvencidk a feleldsek.

A retroviralis proteindzok természetes hasitasi helyein taldlhaté aminosavak altalaban
hidrofob jellegliek, viszont altalanosan érvényes konszenzus szekvencia nem adhaté meg. A
hasitasi helyek osztalyozasa a HIV-1 PR esetében lehetséges, miszerint az 1. tipusu hasitési
helyek Asn-Tyr/Phe|Pro aminosavakat tartalmaznak, a 2. tipustak pedig a P2-P2°" helyeken
hidrofobak. Ez az altalanositds azonban ugy tlinik a t6bbi retroviralis proteinaz esetében nem
alkalmazhato.

A human T-sejtes leukémia virus (HTLV) és a marha leukémia virus (BLV) a
retrovirusok csaladjaba tartozik, ezen beliil is a csoport harmadik tagjaval, a majom T-sejtes
leukémia virussal (STLV) egyiitt, egy kiilon csoportot alkotnak, az tgynevezett HTLV-BLV
csoportot. A csoport tulajdonsdgai részben eltérnek a tobbi retrovirusétol, a csoporton beliil
viszont jelentds a hasonlosag, ami megnyilvanul hasonld genomidlis szerkezetiikben, a Tax és
ezért a HTLV modelljének tekinthetd. Mindezidaig nem rendelkeziink kristalyszerkezettel a
csoport egyik tagjanak proteindzarol sem, korabbi eredmények alapjan viszont jelentds lehet a
kiilonbség a csoport tagjainak és a lentivirusok (pl.: HIV-1, HIV-2, stb.) proteinazainak

specificitasa kozott.

" A szubsztrat valamint a szubsztratkoté alhelyek elnevezése Schechter és Berger (1967) szerint. A szubsztrat
aminosav oldallancok a hasitasi helytél N-terminalis felé haladva P1, P2, P3, stb., mig a C terminalis felé haladva
P1°, P2’, P3’, stb., vannak jeldlve. A megfeleld szubsztratkdtohelyek jelolése S1, S2, S3, stb., illetve S1°, S2°, S3°,
stb.



A kaszpazok

A programozott sejthaldl evolucidésan konzervalt folyamatdban dontd szerepet jatszo
proteolitikus rendszernek tagjai a kaszpdzok. Ezek az enzimek egy olyan kaszkadfolyamat
részesei — elinditoi illetve végrehajtoi -, amely proapoptotikus szignalok hatasara indul el, és
szamos fehérje hasitasaban tetézik. Az apoptdzis erdteljesen szabalyozott folyamatanak
kovetkezményeként a nemkivanatos sejtek meghatarozott morfoldgiai valtozdsokon mennek
keresztiil (lekerekedés, membran kitiiremkedések képzddése, DNS kondenzalodas és
fragmentécio, zsugorodas ¢és membrannal hatarolt, kiilonbozd sejtalkotorészeket magaban
hordozé apoptotikus testekre torténd feldarabolddas), melynek eredményeképpen a sejteket a
fagocitak eliminaljak, elkeriilve ezzel a gyulladasos reakcidkat. A kaszpazaktivacionak jelenleg
két f6 utvonala ismert. Az egyik kivaltdja sejtfelszini stimulus (extrinsic vagy halalreceptor
utvonal), amely halalligand-halalreceptor kapcsolddason keresztiil valésul meg, mig a masikat
(intrinsic vagy mitokondridlis utvonal) cellularis stressz okozza, ¢és a citokrom c
mitokondriumbdl torténd felszabadulasa altal eldidézett aktivalassal valosul meg.

A kaszpazok legfontosabb tulajdonsagaikat neviikben rejtik, az enzimcsalad tagjai ui.
P1 aszpartat specifikus ciszteinil proteindzok (Caspase = cystein-dependent aspartate-specific
protease). Az elsO kaszpaz (kaszpaz-1 vagy interleukin 1P konvertalo enzim (ICE)) azonositasa
Ota 14 emlds kaszpazt és 5 Drosophila kaszpazt klonoztak. Latens prekurzor (zimogén)
prokaszpazok formajaban szintetizalodnak, aktivalodasuk a fentebb vazolt, gondosan
szabalyozott utvonalakon torténik.

Szerkezetiiket tekintve minden prokaszpdz tartalmaz egy nagymértékii homologiat
mutatd protedz domént, amely domén két alegységre, a ~20 kD méretii nagy, illetve a ~10 kD
méretli kis alegységekre oszthatd fel. Az enzim aktivitasahoz mindkét alegység sziikséges.
Ugyancsak minden kaszpadzban megtaldlhatdé egy valtozd hosszisagu N-terminalis
peptidszakasz, tigynevezett prodomén, ami a prokaszpazok egymassal, illetve adaptereikkel
torténd  Osszekapcsolodasanak medidlasaval jatszhat fontos szerepet a prokaszpdzok
inhibitorokkal hatdroztak meg. A szerkezetekbdl kitlinik, hogy az érett kaszpazok tetramerek
(pl.: a kaszpaz-3 esetében pl7 ¢és pl3 egységekbdl alld6 heterodimerek C2 szimmetriaju
homodimere), két egymastol fliggetleniil miikodo aktiv centrummal. Mind a két heterodimer
egyszerl globularis domént képez, amelynek kdzepén egy alfa-hélixekkel hatarolt hatmenetes
—redd talalhato.

A kaszpazok meglehetdsen specifikus endopeptidazok, mivel minden ismert képvisel6jik

szinte kizarolagosan aszpartat mellet hasit. Ma mar azonban olyan természetes szubsztratok is



ismertek, amelyek hasitasi szekvencidjukban P1 helyen glutamatot tartalmaznak. Ilyenek példaul
a tumor nekrozis faktor receptor-I (p60) fehérje, amit a kaszpaz-7 GELE motivum mellett
képes hasitani, a Max fehérje, amelyben IEVE hasitéasi helyet azonositottak, amit a kaszpaz-5
¢s -7 enzimek in vitro hasitanak, és a DRONC Drosophila kaszpdz, amely Onmagat is
glutamat, TQTE szekvencia melldl hasitja ki. Specificitas alapjan torténd csoportositasukra az
S4 alzsebiik specificitasaban talalhato kiillonbségek adnak lehetdséget: az 1. csoport tagjainak
(kaszpaz -1, -4, -5, -13) S4 zsebe tolerans, de jobban kedvelik a nagy hidrofob aminosavakat. A
2. csoportban szigortian csak P4 Asp-ot kedvel6 tagok talalhatok (kaszpaz -2, -3, -7), mig a 3.
csoport tagjai (kaszpaz-6, -8, -9) a P4 elagazé lanct alifas oldallancokat szeretik.

Bar az eddig azonositott fiziologias kaszpaz szubsztratok szdma meghaladja a hatvanat,
ez a lista folyamatosan bdviil. Ezek a fehérjék altaldban interdomén 0Osszekotd
szekvenciajukban tartalmaznak egy vagy néhany kaszpdz hasitasi helyet, tehat a kaszpazok
szubsztrat fehérjéjiiket nem lebontjak, hanem a hasitas altal fehérjefunkci6 aktivalédas vagy
inaktivalodds megy végbe. A legjellemzébb kaszpazszubsztrat fehérjék kozott taldlhatoak
sejthaldl  fehérjék, sejtciklus szabalyozd fehérjék, citoszkeletdlis fehérjék, DNS
metabolizmusban résztvevd fehérjék, neurodegenerativ betegségekben szerepet jatsz6 fehérjék,
jelatvitelben szerepet jatszo fehérjék, transzkripcids faktorok, stb.

Szamos cellularis kaszpdz szubsztrat fehérje potencialis, vagy meghatarozott
foszforilacids szabalyozéasat tobb esetben bizonyitottdk. Ismert példaul a preszenilin-2 (PS-2)
hasitasi hely Ser 327 ¢és Ser 330 oldallancainak foszforilacioja, ami gatolja a kaszpazok altali
hasithatosagat, igy fokozva antiapoptotikus tulajdonsdgat. Bizonyitott az IkB-a, MSTI és
Max fehérj¢k P1° Ser oldallancainak foszforilacidja és a kaszpdzhasitds szempontjabol
jellemzd szabalyozo szerepe. A sejtciklus Gy — G; atmenete soran tapasztalt aktin
atrendezddéshez kapcsolodd Gas-2 fehérje hiperfoszforilacidja és a fehérje apoptdzis
szabalyoz6 szerepe ismert. A Gas-2 fehérje kaszpaz-3 és kaszpaz-7 szubsztratnak bizonyult. A
Gas-2 fehérje foszforilacidjanak szempontjabodl a kaszpaz hasitasi hely P4 Ser oldallanca johet
szamitasba, amely nem egyediilall6, hiszen az SREBP-1 és PAK-2 fehérjék szintén
potenciondlis P4 foszforilacios helyeket tartalmaznak. Kiilonlegesebbnek tiinik a Bid fehérje
P2’ Ser oldallancanak foszforilacigja (P2 Thr kevésbé volt foszforilalhatd), amely teljesen

meggatolta a kaszpaz-8 enzimmel torténd hasithatosagat.



2. CELKITUZES

A HTLV-I és BLV PR kozott nagy mind a szekvenciabeli, mind a specificitasbeli
hasonlésag ezért a BLV PR a HTLV-I PR j6 modelljének igérkezett. Mivel a HTLV-BLV
csoport tagjairdl még nem rendelkeziink kristalyszerkezettel és a BLV PR specificitasat csak a
HIV-1 és HIV-2 proteindzokkal hasonlitottak dssze, ezért célul tiiztiik ki a BLV PR klonozéasat
s tisztitasat, majd specificitasanak a HTLV-I PR-al torténd 6sszehasonlitasat, a HTLV-I és
BLV PR természetes hasitasi helyeit reprezentalé oligopeptidek segitségével.

A HTLV PR-t mar részben karakterizaltak. Specificitdsdnak a HIV-1 PR-al torténd
kell6 részletességli 0sszehasonlitasat még nem irtak le, ezért célul tiztik ki az enzim HIV-1
PR-al torténd Osszehasonlitasat, a HIV-1 PR MA/CA természetes hasitasi helyén alapuld
oligopeptid sorozattal. Mivel a sorozat szamos tagjat a HTLV-I PR nem hasitotta, ezért az
Osszehasonlitast egy 0j, a HTLV-I CA/NC természetes hasitasi helyén alapuld oligopeptid
szubsztratsorozattal is elvégeztiik. Célunk volt tovabba a HTLV-I PR modelljének felépitése, a
mérési eredményeinknek a molekularis modellezés eszkozével torténd értelmezése.

A proteolizis ¢és a fehérje foszforilacido egyiittes tanulmanyozasa a foszforilalt
oldallancok kozvetlen szerepének feltardsdval ritka az irodalomban. A foszforilalhatd
aminosavak azonositdsara €és a foszforilacié hatasanak vizsgalatara rendszerint helyspecifikus
mutagenezist alkalmaznak, az aminosav-jelolt Ser az elsé esetben Ala vagy Gly, mig a
masodik esetben Asp aminosavra torténd cserélésével. Mivel egy korabbi munkdban a
retroviralis proteinazok alkalmazasaval munkacsoportunk mar bebizonyitotta, hogy foszforilalt
oligopeptidek alkalmazasa kivaldé eszkoz lehet a foszforildcionak a proteolizisre kifejtett
szerepének tanulmanyozasara, ezért célul tiztik ki kaszpaz szubsztratok P4, P3 és P1’° Ser
oldallancainak foszforilaci6janak a szubsztratok proteolizisére gyakorolt hatasanak vizsgalatat.
A vizsgalatainkhoz a PS-2 és Gas-2 kaszpaz szubsztratokat mimikald foszforilalt illetve nem
foszforilalt oligopeptideket hasznaltunk. Tovabbi célunk volt a kaszpazok specificitasa
szempontjabol esszencialis P1 Asp szerepének jellemzése a PARP, egy jol hasado fehérje
hasitasi helyének szekvencidjaval bird, valamint abban P1 helyen Ser illetve foszfo-Ser

mutécidt tartalmazo oligopeptidek felhasznéalasaval.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

ENZIMEK: A BLV PR-t k6dol6 régiot cDNS BLV klonbol polimerdz lancreakcioval (PCR)
sokszoroztuk fel. A PCR-hoz hasznalt 5° primer EcoRI hasitési hely szekvenciat tartalmazott a
kodold régiotdl 5’ iranyban, 3’ primerbdl pedig kétfélét hasznaltunk: az egyik a PR C-
terminalisanal végzodott, a masik a ,,pro reading frame” protedz utani teljes szekvencigjat
tartalmazta és mindkettd tartalmazott két stop kodon utdn egy Sall hasitasi hely szekvenciat. A
felsokszorozott DNS fragmenteket pMal-c2 vektorba klonoztuk a maltéz kotd fehérje (MBP)
génje utan. Mindkét konstrukcio tartalmazott egy 8 aminosav hosszii N-termindlis tulnytld
szekvenciat. A vektorokat E. coli DH5a sejtekbe transzformaltuk és a sejteket Luria-Bertani
tapfolyadékban 37 °C-on 100 pg/ml ampicilin koncentracié mellett novesztettiik. Amikor a
sejtszuszpenzid elérte a 0.6-0.8 abszorbanciat 600 nm-es hulldmhosszon, a sejteket 1 mM
IPTG hozzaadasaval indukaltuk, és két oran keresztiil expresszaltattuk a fehérjét. A sejteket
lecentrifugéltuk és SDS-poliakrilamid gél mintafelvivé pufferben torténd lizalas utan SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zodtiink meg az expresszio sikerességérél. Nagy
mennyiségli fehérje tisztitasanal a sejteket centrifugalas utan lizis pufferben szuszpendaltuk (50
mM Tris-HCL pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, I mM PMSF). A sejteket a lizozim-DOC
modszerrel lizaltuk. Az inklazios testeket 0.5% Triton X-100 tartalmu lizis pufferben mostuk,
lecentrifugéltuk, majd a pelletet 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 6 M guanidin-HCI pufferben
oldottuk, jégen. A mintat 4 °C-on két Iépésben dializaltuk, elészor 2 M guanidin-HCI tartalmu
100mM Tris-HCI pH 8.0 pufferrel, majd A pufferrel (20 mM Tris-HCI pH 7.2, 100mM NaCl,
1 mM EDTA, 5% glicerin, 0.1% Triton X-100) szemben. Végiil centrifugalas utan a feliiliszot
0.22 pm-es membransziirdn lesziirtiik. Ezutan kationcserés eljardssal Econo-Pak High S
oszlopon (Bio-Rad) tisztitottuk A puffer és A puffer + IM NaCl lineéris gradienssel. A
legnagyobb aktivitasu frakcidokat Amicon-10-el koncentraltuk, majd A-pufferrel ekvilibralt
Superdex G-75 HR 10/30 gélsziiré oszlopon tisztitottuk. Az igy kapott legnagyobb aktivitasu
frakciokkal végeztiik a kinetikai méréseinket.

A rekombinans HTLV-I proteinazt kdédolo régido pET-23b plazmidba volt klonozva. Az
enzim expresszidja és tisztitasa publikalt modszer alapjan tortént.

A humén rekombinans kaszpaz-3, -7 ¢és -8 enzimeket a Biomol Research Laboratories
(Plymouth Meeting, PA, USA) cégtdl szereztiik be, illetve az irodalomban leirt médon E.coli-
ban expresszaltattuk és tisztitottuk. A klénokat Dr. Guy S. Salvesen (Burnham Institute, La
Jolla, California) biztositotta. Az enzimkoncentracidkat acetil-Asp-Glu-Val-Asp-CHO

inhibitorral torténd titralassal hataroztuk meg.



A mutans kaszpaz-3 enzimeket QuikChange helyspecifikus mutagenezis kit
(Strategene) segitségével készitettiik a vad tipust kaszpaz-3 nukleotidszekvencidjat tartalmazo
pET23b templat plazmid felhasznalasaval. A mutans kaszpaz-3 enzimeket az irodalomban leirt
moddon E.coli-ban expresszaltattuk €s tisztitottuk, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel

gy6zdodtiink meg az expresszid sikerességeérol.

OLIGOPEPTIDEK: Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézissel készitették, Model

430A automata peptid szintetizatorral (Applied Biosystems, Inc.) vagy félautomata Vega
peptid szintetizatorral (Vega-Fox Biochemicals). A tisztitdishoz RP-HPLC-t hasznaltak. A
peptideket aminosav analizissel, illetve alkalmanként gazfazisu szekvenalassal ellendrizték. A
peptid-torzsoldatok desztillalt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal késziiltek, a pontos
koncentraciot aminosavanalizissel hataroztak meg. A peptid oldatokat Dr. Stephen Oroszlantél
¢és Dr. Terry D. Copelandtol kaptuk (Molecular Virology and Carcinogenesis Laboratory, NCI-
FCRDC, Frederick, MD, USA). A foszforilalt peptidek szintézise publikalt modszer alapjan

tortént.

ENZIMAKTIVITAS MERESE: A retroviralis proteinazok aktivitas-mérése a kovetkezd

reakcidelegyben tortént: 0.01-4 mM szubsztratoldat a hozzavetdleges Ky értéktdl fliggden, 1-
40 nM retroviralis PR készitmény, 0.25 M foszfat puffer pH 5.6, 5% glicerol, | mM EDTA,
0.2% Nonidet P-40, 2 M NaCl. A kaszpéazok aktivitds-mérése a kovetkezd reakcidelegyben
tortént: 50 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NacCl, 0.1 % CHAPS, 1 mM EDTA, 10 mM DTT ¢és
10 % glycerol, 0.01-6.0 mM szubsztrat végkoncentracio mellett. A 20 pl végtérfogata
reakcioelegyeket 37 °C-on 1 oran at inkubaltuk. Ha nem tapasztaltunk jelentds hidrolizist, a
reakciot 16 oOrds inkubdlassal is lejatszattuk. A reakcidkat 180 ul 1% TFA hozzdadasaval
allitottuk le, majd a szubsztratot RP-HPLC-vel valasztottuk el a termékektdl, valamint a
pufferkomponensektdl, Nova-Pak C18 (Waters Associates, Inc.) kromatografias oszlopon (3.9
x 150 mm), linearis viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0.1% TFA jelenlétében. Az
elvalasztast 206 nm-en kdvettiik és a hidrolizis mértékét a kromatografias gorbe integralasaval
szamitottuk. A cslcsok integracids értékeinek megfeleld peptidmennyiség kiszdmitasahoz
korabban meghatarozott referenciaértékeket hasznaltunk. Ezen referenciaértékeket, valamint a
hasitasi helyeket, a csucsoknak megfeleld frakciok aminosavanalizisével és szekvenalasaval
hataroztdk meg. Ezek alapjan a termékek azonositasahoz a retencios idoket vettiik figyelembe.
A kinetikai allandék meghatarozdsahoz minden szubsztratpeptidre 6 kiillonbozo

koncentraciot teszteltiink, és gy allitottuk be az enzim koncentraciokat, hogy a szubsztrat



hidrolizise 20% alatt maradjon. A kinetikai paramétereket a reakcidsebesség ¢és
szubsztratkoncentracid adatok Michaelis-Menten egyenlethez valo illesztésével hataroztuk
meg, nemlineéris regresszids modszerrel, a Fig.P program (Fig.P Software Corp., Durham,
hidrolizis  altaldban a Michaelis-Menten kinetikdt kovette az altalunk hasznalt
szubsztratkoncentracié tartoméanyban, azonban azokndl a peptideknél, melyeknél nem volt
lehetdséglink a koncentracidjuk novelésére, a k../Ky értékeket a gorbe linedris szakaszabol
allapitottuk meg. Azoknal a peptideknél, ahol a Michaelis-Menten gorbe mar igen kis
szubsztrat koncentracional a telitési szakaszba ért, a k../Kym értékeket ismert K../Ky értékekkel

rendelkezd szubsztratok segitségével, kompeticios mérésekkel hataroztuk meg.

MOLEKULARIS MODELLEZES: A Rous sarcoma virus (RSV) PR, HIV-1 PR nativ illetve
inhibitorokkal alkotott komplexeinek kristalyszerkezete ismert. Az RSV PR- ¢és HIV-1 PR-

inhibitor komplex kristalyszerkezete alapjan modellezték az RSV-PR- és HIV-1 PR-szubsztrat
komplexet és a HIV-2 PR-t is. Az RSV PR kristalyszerkezetében nem volt lathato teljesen a
flap régio, ezt modellezéssel egészitettek ki. A HTLV-I PR modellezése sordn az RSV
kristalyszerkezetébdl indultunk ki. A HOMOMA (HOmolog MOdel MAker) program
segitségével az RSV PR aminosavjait megfeleltettiik a HTLV-I PR aminosavjaival ugy, hogy a
lehetd legnagyobb homoldgiat kapjuk. Ezt kdvetden két delécid alkalmazésara volt sziikség —
egy 5 aminosav hosszisaghh az RSV 22-26 aminosavai kozott egy hurokban és egy 3
aminosavas a flap régi6 hurokszakaszdban-, hogy megkapjuk a HTLV-I PR
aminosavszekvencidnak megfeleld szerkezetet. A kapott szerkezetet az AMMP program
segitségével (Harrison, 1993) Thr-Gln-Val-Leu|Val-Val-GIn-Pro oligopeptiddel alkotott
komplexében minimalizaltuk, sp4 paraméterkészlet alkalmazasaval.

A kaszpaz-3 PS-2 szubsztrattal alkotott modelljét a human kaszpaz-3-inhibitor
kristalyszerkezetbdl épitettilk fel az inhibitor oldallancainak szubsztratoldallancokra torténd
cseréjével, Sybyl 6.7 software csomag (Tripos Inc., St. Louis, MO, USA) alkalmazasaval. A
szO0gének 15°-ként torténd elforgatasaval konformacids keresést végeztiink ,,Kollman all-atom”
erotér alkalmazasaval, a 8 angstromnél tavolabbi kolcsonhatasok elhanyagolasaval. A
modositott aminosavak legkisebb energidji konformereinek megtaldldsa utan a teljes enzim-
szubsztrat komplexre husz Powell iteraciot alkalmaztunk. Az igy felépitett enzim modell Ca
atomjai és a kiindulasi kristalyszerkezet Co atomjai kozotti RMS deviacid 0.13 angstromnek

adodott.



A kapott modelleket Silicon Graphics (Indigo2 illetve O2) szamitégépeken jelenitettiik
meg. A szubsztrat és enzim kozott kialakuld kolcsonhatdsokat az aminosavak atomjainak
azonositasa, tavolsagmérések ¢és a kolcsOnhatdsi energia meghatdrozdsa alapjan
valoszinisitettiik. Ezekkel a moddszerekkel becsiiltiik a szubsztratkoté zsebekbe illeszthetd

aminosavak mindségét illetve a kotddéshez sziikséges konformaciovaltozast.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A BLYV PR klonozasa és specificitasanak dsszehasonlitisa a HTLV-I PR specificitasaval

A BLV proteinazt kodold régidot pMal-c2 vektorba, az E.coli malE génje utan
klénoztuk. Két konstrukciot készitettiink, mindketté 8 aminosavas N-termindlisan tulnyuld
régiot tartalmazott. A pMAL-BLVPr klon csak a PR kodolod régiot tartalmazta, a pMal-
BLVPrpro klon pedig a teljes pro gént tartalmazta. Az expresszid utan poliklonalis nyul anti-
BLV PR antitesttel, immunonoblot kisérlettel végeztiik el az expresszio ellenérzését, azonban a
vart 58-60 kDa méretli fehérjék megjelenése helyett 14 kDa méretli fehérjesavot kaptunk
mindkét klonunk esetében. A megjelend sav mérete jO egyezést mutatott a virionbdl tisztitott
PR méretével. Eredményeink alapjan egyértelmii, hogy az expresszidé sordn nem csak az N-
terminalis, hanem a C-terminalis régi6 is processzalodik.

A BLV PR nagy része inkluzios testekbe keriilt az expresszalas soran, amir6l SDS-
PAGE gélelektroforézis és immunoblot kisérletekkel bizonyosodtunk meg. Az enzim tisztitasa
soran kationcserét majd gélszlirést alkalmaztunk. A tisztitds végére sikeriilt tiszta enzimet
nyerniink. A tisztitott enzim végkoncentracioja 2 pM-nak adodott. Tovabbi koncentralas illetve
-20 °C-on torténd hosszabb tarolas soran részleges onprocesszalast tapasztaltunk, ami kettds
savként jelent meg az SDS-poliakrilamid gélen. Részleges Onprocesszalast, a 116. és 117.
aminosav kozott torténd hasitast, korabban mar masok is leirtak.

A BLV PR és a HTLV-I PR 6sszehasonlito kinetikai jellemzéséhez a BLV és a HTLV-I
PR természetes hasitasi helyeit reprezentald oligopeptideket hasznaltunk. Egy BLV peptid
kivételével, amelyet csak a BLV PR hasitott, az 6sszes tobbi tanulmdnyozott peptidet mindkét
enzim hasitotta, bar néhany esetben meglehetésen kiilonbozd specificitasi allandoval.
Altalanosan megallapithatjuk, hogy a BLV PR esetében jelentdsen kisebb ke értékeket
kaptunk a HTLV-I PR-hoz képest, azonban az igen kis Ky értékek kovetkeztében a
specificitasi allandok nagysagrendileg hasonloknak adodtak. A BLV PR esetében néhany

szubsztratnal a Ky igen kis értékének kovetkeztében a k/Ky értékeket nem tudtuk
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kozvetleniil a Michaelis-Menten gorbébdl kiszamolni. Ezeknél a peptideknél kompeticios
mérést alkalmaztunk, ismert ke./Kym értékii szubsztratok alkalmazasaval. Szamos, a HTLV-I
proteindzzal mar korabban letesztelt HIV-1 inhibitort kiprobaltunk, mint a BLV proteindz
potencionalis gatloszerét. Ezek egyike sem gatolta BLV proteinazt, pedig a Compound-3
kordbban a HTLV-I PR j6 inhibitoranak bizonyult. Az MPMV és AMYV proteindzok inhibitora
szintén nem gatolta a BLV proteinazt. A két sztatin alapu inhibitor viszont, amelyeket a
HTLV-I PR hasitasi hely alapjan terveztiink gatolta a BLV proteinazt, annak ellenére, hogy az
egyik a HTLV-I ellen hatastalannak bizonyult.

A HTLV-I PR szubsztratspecificitasanak vizsgalata és a HIV-1 proteinazzal torténé

osszehasonlitasa

A HTLV-I PR szubsztratspecificitasat olyan oligopeptidek hasithatésagaval probaltuk
vizsgalni, melyek az egyik HIV-1 PR hasitasi hely (MA/CA) szekvencidjaban (H-Val-Ser-Gln-
Asn-Tyr | Pro-Ile-Val-GIn-NH2) aminosavcseréket tartalmaztak. Ezeknek a peptideknak a nagy
részét azonban a HTLV-I PR nem hasitotta az aldbbi esetek kivételével: P2 hidrofob
oldallancq, illetve P4 Leu, Val, Ile, Met, Phe, vagy Thr tartalm peptidek.

Mivel ezzel a peptidsorozattal a teljes szubsztratspecificitas vizsgéalatot nem tudtuk
elvégezni, ezért a HTLV-I PR egyik természetes hasitasi helyén (CA/NC) alapul6 oligopeptid
sorozatot valasztottuk (Lys-Thr-Lys-Val-Leu| Val-Val-Gln-Pro-Lys). Altalanosan
megallapithatjuk, hogy ezen oligopeptidsorozat tagjainak nagy részét a HTLV-I PR nagyobb
sebességgel hidrolizalta mint a HIV-1 PR, mig az emzim-szubsztrat komplex stabilitasat
jellemzd Ky értékekre vonatkozdan nem volt tapasztalhatd hasonl6 tendencia.

A természetes hasitasi hely szekvencigjat tartalmazo dekapeptid mindkét enzim
szamadra jo szubsztratnak bizonyult. Az N-terminalis irdnyabol roviditett szarmazékok koziil a
nonapeptid mar gyengébb szubsztratja volt a HTLV-I PR-nak, mig az oktapeptid mar
egyaltalan nem hasadt. Tehat gy tinik, hogy a HTLV-I PR esetében egy kiterjedtebb
szubsztratkotd régioval kell szamolni a HIV-1 PR-hoz képest.

A P4 helyen szubsztitualt szarmazékok koziil a hidroféb aminosavakra (Val, Leu) és
Thr-ra cserélt oligopeptidek igen jo szubsztratjai voltak a HTLV-I proteindznak, de a P4 Asp-ot
tartalmazo peptid kivételével, minden peptid meglehetdsen jol hasadt. Ezzel szemben a HIV-1
PR-n4l a Thr és Ser bizonyult kitlintetett szereplinek és P4 Gly csere vezetett a hasitasi
hatékonysag nagymértéki visszaeséséhez.

A P4 helyen szubsztitualt peptidekhez hasonléan a P3 helyen szubsztitualt szarmazékok

1s mindkét enzim szdmadra hasithatonak bizonyultak, de mig a HTLV-I PR esetében az eredeti
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P3 Lys oldallancu peptid bizonyult a legjobbnak, addig a HIV-1 esetében a P3 Phe és Leu
szarmazékok kiugroan jo szubsztratoknak bizonyultak. Erdekes, hogy mindkét enzimnél a P3
Gly és P3 Asp szarmazékok mutatkoztak a legrosszabb szubsztratoknak.

A P2 helyen szubsztitudlt szdrmazékoknal a Val Lys csere mindkét enzim esetében a
hidrolizalhatosag teljes elvesztését jelentette. A HTLV-I PR esetében a Val Asn, Asp, Ser és
Gly cserék is hasithatatlan peptideket eredményeztek, de a P2 Ala szarmazék is rossz
szubsztratnak bizonyult. A HIV-1 PR esetében a P2 Gly, Leu, Ser és Asp szarmazékoknal
tapasztaltunk még nagymértékii aktivitascsokkenést.

A P1 helyen szubsztitualt szarmazékok koziil mindkét esetben a Phe csere bizonyult a
legjobbnak, de a P1 Tyr és P1 Met tartalmi szadrmazék is mindkét enzim szadmara jo
szubsztratnak bizonyult. A két enzim kozotti specificitaskiilonbség a legmarkénsabban a P1
Ala szubsztitudlt peptid esetében jelentkezett, amely szarmazékot a HIV-1 PR csak kis
hatékonysaggal, mig a HTLV-I PR jol hasitotta.

A P1’ szarmazékok esetében a P1° Gly, Ser, Asp, Lys és Pro tartalmu szdrmazékok
egyarant rossz szubsztratoknak bizonyultak mindkét enzim szdmara. A Val Leu csere egyik
enzimnél sem befolyasolta Iényegesen a hasithatésagot, a Val Ile és a Val Phe csere viszont a
HTLV-I PR-nal Iényegesen csokkentette, mig a HIV-1 PR-nal alig befolyasolta a hasithatosagot.

A kinetikai eredményeinket a molekularis modellezés is segitségével elemeztiikk. A
HTLV-I PR modellezése sordn az RSV kristalyszerkezetébdl indultunk ki. A HIV-1 és RSV
PR kristalyszerkezetének és aminosav szekvenciajanak egylittes vizsgalata azt mutatja, hogy a
haromdimenzids struktirdjuk nagyfoku homologiat mutat, ezért varhatéban a HTLV-I PR
szamara altalunk felépitett modell is jol irja le az enzim térszerkezetét. Az RSV és HTLV-I PR-
ok HIV-1 PR szekvenciajahoz képest tobblet aminosavai altaldban extra hurkok formajaban
mutatkoznak, amelyek jorészt a molekula felszinén helyezkednek el.

A szubsztrat peptid B-konformacioban kotédik a PR-okhoz (1. 4bra). A peptidkotd
régio eléggé kiterjedt, a modell alapjan a HTLV-I PR esetében is legaldbb hét szubsztratkotd
zseb kiilonithetd el a kapcsolodd peptid oldallancai szamara. Ezek a zsebek az enzim
homodimer jellegébdl kovetkezden tobbnyire szimmetrikusak a hasitasi helytél N- illetve C-
terminalis iranyba, am a peptidkotés aszimmetridja, az aszimmetrikusan kialakulo
hidrogénhidak arra utalnak, hogy ez a szimmetria torzul. Ezt tdmasztottdk ald vizsgalati
eredményeink is, amelyeket molekularis modellezés segitségével értelmeztiink.

A HTLV-I CA/NC szubsztratot, illetve aminosavcserét tartalmazo szarmazékait
belemodelleztiik a HTLV-I és a HIV-1 proteindzokba, és ezen modelleket hasznaltuk fel a

kapott kinetikai eredmények értelmezésére és a proteinaz specificitdsanak jellemzésére.
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1. dbra: Az enzim-szubsztrat kotodés sematikus rajza

Az abran a HTLV-I CA/NC szubsztrat (KTKVL|VVQPK) P4 — P3’ oldallancainak illeszkedése lathaté a
HTLV-I és HIV-1 proteinizok szubsztratkoto zsebeibe. A megfelel6 kotohelyek relativ méretét a szubsztrat
oldallancok koriili ivek nagysaga jelképezi. A kot6helyeket alkoté aminosavak koziil csak azok vannak
feltiintetve, HIV-1 PR/HTLV-I PR sorrendben, amelyek Kkiilonb6zéek a HIV-1 é a HTLV-I
proteinazokban.

Az S4 alzseb minden retrovirdlis proteindz esetében a PR molekula felszinéhez kozel
helyezkedik el, igy a P4 aminosav az olddszerrel is kolcsonhathat. Ebbdl adoddan a P4 helyen
varhatdéan polaros aminosavak eredményeznek jo kotddést. Ezzel szemben az a megtigyelés,
hogy az eredeti HIV-1 peptid nem, mig a P4 helyen hidroféb aminosavakat tartalmazé
szarmazékai hasithatoak voltak a HTLV-I PR-al ezen enzim S4 zsebének hidrofobabb jellegére
utal. A HTLV-I CA/NC peptid P4 helyen szubsztitualt szarmazékai koziil a valint, leucint,
izoleucint, prolint, fenilalanint valamint az eredeti treonint tartalmazo6 peptidek bizonyultak a
legjobbaknak, ami aldtdmasztja ezt a feltételezést. Modelliink alapjan gy tiinik, hogy a P4 Val
kolesonhathat a Val56, Met37, Val92 hidroféb oldalldncaival. A Met37 helyett a HIV-1 PR-
ban Asp talalhato, amely jol magyardzza a HIV-1 PR S4 zsebének hidrofilebb jellegét.

Korabbi vizsgalatok soran azt tapasztaltdk, hogy kiillonb6z0 aminosavak cseréje a P3
pozicidba nem vezetett a hasithatdsdg elvesztéséhez. Ezt az altalanos érvényll tendenciat
alatamasztjak jelenlegi vizsgélataink is. Az S3 kotdhelyek altalaban nyitottak, viszonylag nagy
méretiiek és szintén a felszin kozelében helyezkednek el. Ez viszonylag szabad mozgast enged
a P3 aminosav oldallancok szamaéra, mely igy kdlcsonhatasba keriilhet mind az enzim felszinén
1év6 polaros, mind az alzseb mélyén taldlhaté hidrofob oldalldncokkal. A modell alapjan a
zsebet felépité aminosavak tobbsége azonos a két proteindzban. A legjelentdsebb kiilonbség a

HIV-1 "flap" régiojaban talalhatd Gly helyett Leu57 megjelenése a zsebben, amely csokkenti a
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zseb kiterjedését és magyarazatul szolgdlhat a HTLV kisebb affinitdsara a nagyobb méretii
hidroféb aminosavak irdnt.

Az S2 alzsebek térbelileg mindkét PR-ban elég sziikek. A HIV-1 MA/CA természetes
hasitasi hely szekvencidjan alapuld sorozattal kapott eredmények alapjan a HTLV-I PR S2
szubsztratkotd helye a HIV-1 S2 zsebéhez képest hidrofobabb és nagyobb méretii. Ezzel
magyarazhat6, hogy mig a HIV-1 PR esetében kisméretii, hidrofoéb jellegli oldallancok
bizonyultak kedvezének, addig a HTLV-I PR esetében csak kozepes méretli hidrofob
aminosavakat (Val, Leu, Ile) tartalmazé peptidek voltak hasithatok. Ugyanezen aminosavak
bizonyultak optimalisnak a HTLV-I PR szamara a HTLV-I CA/NC peptid P2 helyén is, mig a
HIV-1 esetében a P2 Leu mar til nagynak bizonyult. Ugyanakkor a Phe oldallanc ezen a
helyen mér mindkét enzim szamara kedvezotleniil nagyméretli. A kinetikai eredményeket a
modell is alatamasztotta, miszerint az Ile47-Val56 és az I1e50’-Ala59’ csere is a zseb
novekedéséhez vezet.

Korabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy az S1 és S1° alzsebek az S3 zsebekhez
hasonldéan konzervativnak tekinthet6k. Viszonylag nagyok és mélyek, az enzim belsejében
helyezkednek el és foként hidrofob aminosav oldallancok befogadasanak kedveznek. Az enzim
miuikddése szempontjabol 1étfontossagn katalitikus aszpartil oldallancok is itt talalhatok. Ezen
aminosavak mellett a két enzimben valtozatlanul maradt a HTLV-I Gly34, Argl0, Ala59,
Gly58, Leu30 oldallancainak megfelelé aminosavak, amelyek szintén az alzsebek
konzervativitdsa mellett szélnak. Kutatasi eredményeink szerint a P1 Phe csere a HTLV-I
CA/NC peptid esetében is jobb szubsztratot eredményezett, mint a Tyr csere, hasonl6an ahhoz,
amit a HIV-1 PR-zal a MA/CA szubsztratsorozat tagjainal kaptak. Viszont a P1 Met illetve a
P1 Ala csere sokkal kisebb mértékii csokkenést idézett eld a specificitasi allandoban a HTLV-I
PR esetében, mint a HIV-1 PR-nal. Ezen eredmények a HTLV-I PR S1 zsebének flexibilisebb
voltara utalnak. A modelliink is ezt tdmasztja ala: a Pro81 egy flexibilisebb Asn-ra cserél6dott
ki, a masik csere soran pedig Trp keriilt a régidoba, amely az o és B szénatomok kozotti
tengelyen szabadon elfordulhat, mivel ez az aminosav az enzim felszinén helyezkedik el. A
Trp98 flexibilitasara utal az is, hogy az altalunk hasznalt HTLV-I PR modellben a Trp98 az S1
zsebben befelé, még az S1° zsebben inkabb kifelé fordul.

Az S1’ zseb az S1 zsebhez képest altalanosan kisebb mérettel rendelkezik, ami a
retroviralis proteindzok természetes hasitasi helyeinek szekvenciajaban is tiikr6zédik. Kinetikai
eredményeink azt mutattak, hogy ezen alzseb a HIV-1 PR esetében tekinthetd flexibilisebbnek.
Feltételezésiink szerint, ebben az esetben éppen ez a méretcsokkenés idézheti elé a Trp gatolt

rotaciojat. A zsebet a HIV-1 PR esetében dontden hidrofoéb aminosav alkotjak, a HTLV PR-
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ban mar megjelenik két Asn, de az eredményeink alapjan gy tlinik, hogy ez nem elegend6
ahhoz, hogy a hidrofob kolcsonhatasoknal joval specifikusabb hidrofil koélcsénhatasok

johessenek 1étre.

Kaszpaz hasitasi helyek foszforilaciojanak hatasa a hasithatosagara

Béar a PS-2 kaszpaz hasitasi hely P1° és P3 Ser aminosavainak foszforilaciojat
bizonyitottak, az irodalomban nincs kézvetlen bizonyiték a meghatarozott individualis helyzetl
foszforilacid és a hasithatosag Osszefiiggésére. Vizsgalataink alapjan a nem foszforilalt peptid
megfelelden hasadt kaszpaz-3 és -7 enzimekkel, egyik enzim sem hasitotta viszont két helyen a
szubsztratot. Ennek oka valdszintileg az volt, hogy a peptid N-terminalis iranyabol 2. helyen
talalhatd aszpartat elotti peptidszakasz nem elegendd hosszu a hasitas szdmara, valamint ezen
hasitasi hely katalitikus ratdja 1ényegesen alacsonyabb a masikénal. Kiemelenddnek tartjuk,
hogy erre a peptidre lényegesen nagyobb Ky értéket mértiink, mint a PARP analogra.

A peptid P3 Ser és P1’ Ser foszforilalt moédositasainal azt talaltuk, hogy mig a P3
foszfoszerint tartalmazoé peptidnél mindkét enzimnél hasonlé specificitasi allanddkat kaptunk, a
P1’ Ser moddositott peptideket egyik enzim sem hasitotta. Ugyanigy mindkét esetben a P3-
foszfo-Ser tartalmu peptideknél szubsztratgatlast tapasztaltunk, ami a foszforilalt peptid
nemproduktiv kdtédésére utal.

A kaszpaz-8 nem hasitotta ezeket a peptideket. Mivel ez a kaszpdz a kaszpazok 3.
csoportjaba tartozik, amely csoport tagjai P4 helyzetben az elagazd lancti hidrofob
oldallancokat kedvelik, ezért kaszpaz-8 enzimmel teszteltiik ezen peptidek P4 Leu analdgjait
is. Bar a peptidek igen kis specificitasi allandoval hasadtak, a kaszpaz-8 esetében is a masik két
kaszpazra jellemzd adatokat kaptuk, tehat az enzim érzékeny volt a P1’ foszforilaciora,
ugyanakkor a P3 foszforilaciora nem.

Megjegyzendd még, hogy a modositatlan PS-2 szubsztrat esetében a kaszpaz-3-ra
kapott specificitasi allando jelentdsen nagyobbnak adodott, mint amit a kaszpdz-7-re kaptunk,
ami részben magyarazhatd azzal, hogy a kaszpaz-3 jobban toleralja a P2 Tyr oldallancot,
részben pedig azzal, hogy a kaszpaz-3 kis szintetikus szubsztratokon sokkal aktivabb mint a
kaszpaz-7.

Eredményeink értelmezéséhez felépitettik a kaszpaz-3 PS-2 szubsztrat komplex
modelljét egy enzim-inhibitor kristalyszerkezetbdl kiindulva. A modellen, ugyaniigy mint a
kristalyszerkezetben a P3 és P2 oldallancok kifelé allnak, amely magyardazza az S2 és S3
alzsebek tolerans jellegét, bar kaszpazok P3 Glu és P2 Val, Leu, Pro és Thr preferenciajat mar

leirtdk. A nagyméretii P1’ oldallancok kevésbé hatékony hidrolizisét valdsziniileg sztérikus gat
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okozza, amiért a Thr 166 ¢és Tyr 204 enzimoldallancok, valamint az &ltalaban hidrofob
szubsztrat P2 oldallanc lehet a felelds. Negativ t6ltésli aminosavak szintén kedvezdtlennek
bizonyultak ebben a helyzetben, amit kaszpdz-3 és -7 esetében a Glul23 , kaszpaz-8 enzimnél
oldallancnak mind a negativ toltését, mind a méretét, ami végsd soron a peptid
hasithat6saganak elvesztésével jar.

A P4 Ser foszforilacio szerepének a tanulméanyozasdhoz a Gas-2, bizonyitottan kaszpaz-
3 szubsztrat fehérje hasitasi hely szekvencidjan alapuld oligopeptideket hasznaltunk. Bar a
kaszpaz-3 konszenzus szekvencidja Asp-X-Y-Asp, a Gas-2 szerint tartalmaz P4 helyen, ami
potenciondlisan foszforilalhato. A foszforildlatlan peptid a kaszpdz-3 és -7 enzimek jo
szubsztratjanak bizonyult, a P4 foszforildcido azonban jelentdsen csokkentette mindkét enzim
esetében a specificitasi allandot, jelezve ezzel, hogy az aszpartattal ellentétben a szintén toltott
foszfo-Ser rendkiviil kedvezotlen, a toltetlen szerin oldallancnal is kedvezoOtlenebb ebben a
pozicioban. A P4 oldallanc Asp-ra torténd cseréje viszont megndvelte a hasithatosidgot az
eredeti, a természetes hasitasi helyet mimikalo peptidhez képest. A specificitasi allando értékei
a kaszpaz-3 ¢és -7 enzimeknél hasonld tendencia szerint valtoztak, de ez a tendencia
kifejezettebb volt a kaszpaz-3 esetében. A kaszpaz-8 egyik peptidet sem hasitotta.

Az enzim-inhibitor kristalyszerkezet alapjan a P4 Asp erds H-kotéseket képezhet a
Trp214, Phe250, és gyengébbeket az Asn208 aminosavakkal. Ugy tiinik, hogy ezek a
kolesonhatasok nem olyan hatékonyak, vagy egyaltalan nem képesek kisebb (Ser) vagy
nagyobb (foszfo-Ser) oldallancok koordindlasara. Egy részletes specificitasvizsgalatban
korabban bebizonyitottak, hogy a kaszpdz-3 P4 Asp preferencidja szinte kizarolagos; kevéssé
tolerdlja mind az azonos t6ltésti glutamatot, mind az izosztérikus aszparagint. Vizsgalataink
alapjan a foszfo-Ser szintén igen kedvezdtlen a kaszpaz-3 és kevésbé, de szintén kedvezdtlen a
kaszpaz-7 szamara.

Mivel a kaszpazok specificitdsa szempontjabol a P1 Asp kitiintetett, kiprobaltuk, hogy
egy ismerten jol hasado, konszenzus kaszpaz-3 szekvencidban taldlhatdé P1 Asp cseréje nem
okoz-e szignifikans valtozast a szubsztrat hasithatosdgaban. A modositatlan peptidet jol
hasitottdk a kaszpaz-3 és -7 enzimek, a kaszpaz-8-nak azonban gyenge szubsztratjanak
bizonyult, amit a P4 Leu csere némileg javitott. Varakozasainknak megfelelden egyik kaszpaz
sem hasitotta sem a foszfo-Ser, sem a Ser analogot. A jelenség ¢és annak molekularis
magyarazata analégnak tinik az S4-P4 kolcsonhatassal, de megnyilvanuldsa sokkal
kifejezettebb. A P1 aszpartatot az alabbi aminosavoldallancokkal vald kdlcsonhatés rogziti az

enzimhez: Arg64, Arg207 ¢és GInl6l. Ezek az aminosavak abszolut konzervativak a
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kaszpazokban. Ennek a komplex H-hid, séhid halézatnak koszonhetéen sem az aszpartatnal
kisebb, sem a nagyobb toltdtt aminosavak nem képesek kialakitani az enzimmel hatékony
kolcsonhatasokat. Mutagenezis vizsgélataink szintén alatdmasztjdk ezeknek az aminosavaknak
esszencialis jellegét, mivel kaszpaz-3 enzimben ezen aminosavak barmelyikének kis méreti
toltetlen oldallacu aminosavra torténd kicserélésével az expresszid soran 6nmaga kihasitasara

képtelen, mutans prokaszpaz-3 enzimeket kaptunk.

5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben felhasznalt munkdim sordn alkalmam volt a retrovirdlis
proteindazok HTLV-BLV csoportjaba tartozo proteinazok fo képviseldinek (HTLV-1, BLV PR)
eloallitasara, specificitdsuknak egymassal, illetve a HTLV-I PR specificitdsanak a HIV-1 PR-al
torténd Osszehasonlitasara. Lehetdségem volt még a ciszteinil proteinazok egyik élettani
szempontbol igen fontos szereppel bird csalddjanak, a kaszpdzoknak harom képviseldjével
kisérleteket végezni a szubsztrat-foszforildcio6 ¢és a hasithatosag Osszefiiggéseinek a
vizsgalatara, valamint mutans kaszpaz-3 enzimek eléallitasara. Vizsgalataink a két enzimcsalad
enzim-szubsztrat kolcsonhatdsainak alapos megismerését szolgaltak, mikdzben altalanos
Osszefliggések felismerésére torekedtiink.

BLV PR cléallitasa érdekében a proteinaz cDNS-t fuzios vektorba (pMal-c2)
klénoztuk, amelybdl expresszaltattuk és tisztitottuk. A tisztitds sordn kideriilt, hogy az enzim
képes sajat aktiv formajanak a kialakitasara, az eldallitasat szolgaldé konstrukciobol énmaga
kihasitdsara, mind N- és C-termindlis iranybol. Sikeriilt az enzimet inkluzids testekbdl
kinyerniink, majd kationcserés és gélsziiréses modszerrel homogénre tisztitanunk. Térolas
soran tovabbi részleges Onprocesszalast tapasztaltunk, ami azonban nem jart szignifikdns
aktivitascsokkenéssel. A HTLV-I és BLV proteinazok specificitas-0sszehasonlitasa alapjan
arra kovetkeztethetlink, hogy a BLV PR szélesebb specificitdssal rendelkezik mint a HTLV-I
PR, de a specificitasbeli kiillonbség kozottiik — a szubsztratkotd régiot alkotd részben talalhato
homologiaval ardnyosan - nagyobb, mint ami a HIV-1 és HIV-2 PR kozott tapasztalhato.

A HTLV-I proteinaz specificitasvizsgalatait a mar szdmos egyéb retroviruscsalad
reprezentativ képviseldjének jellemzésére is felhasznalt HIV-1 MA/CA peptidsorozattal
kivantuk elvégezni, de a vizsgalatok soran kideriilt, hogy a HTLV-BLV csoport képviseldinek
a tobbi retroviralis proteinazétdl vald eltérd szubsztratspecificitidsa miatt mas sorozatot kell

valasztanunk. A HTLV-I és a HIV-1 proteinazok kozotti kiillonbségek részleteit az alzsebek
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vonatkozasaiban a HTLV-I CA/NC peptidsorozattal tartuk fel. A vizsgalataink azt mutattak,
hogy a HIV-1 proteinaztdl eltéréen az S4 és S2 zsebek esetében dontéen a hidrofob jellegli
kolesonhatasok a meghatarozoak, mig az S3, S1 ¢és S1’° zsebek specificitdsdban nagyobb a
hasonlésadg. A HIV-1 MA/CA hasitéasi helyhez hasonloéan gy tlinik, hogy a HTLV-I CA/NC
hasitasi hely is evoliciésan az Ujonnan szintetizalodd poliproteinek gyors hasitdsara
szelektalddott ki, mivel a szubsztitualt szubsztratok nagy része 1ényegesen lassabban hasadt
mint a szubsztitualatlan analdogok.

A kaszpaz specificitdsvizsgdlatainkat konkrét kérdéskorre sziikitettik, mivel az
altalanos specificitdsvizsgalatokat mar korabban elkészitették. Ez a kérdéskor a foszforilacid
volt, amely egy teljesen altalanos szabalyozasi mechanizmus. A foszforilacié proteolizisre
kifejtett hatasanak tanulméanyozasa a foszforilalt aminosavak kozvetlen szerepének feltarasaval
ritka az irodalomban. Szamos esetben a foszfo-Ser mimikalasa érdekében helyspecifikus
mutagenezissel lecserélik a Ser oldallancot aszpartatra és igy probalnak meg funkcionalis
kovetkeztetéseket levonni. Vizsgalataink bebizonyitottdk, hogy legaldbbis a kaszpazspecificitas
tekintetében az Asp és a foszfo-Ser semmiképpen sem tekinthetd ekvivalensnek: mig a
kaszpaz-3, -7, -8 enzimek szamara az Asp eszencialis a P1 pozicioban, és a P4 pozicidban is
erdsen preferalt a kaszpaz-3 és -7 enzimek szdmadara, a foszfo-Ser ugyanezen pozicidkban
erdsen csokkentette vagy teljesen meggatolta a hasithatosagot. Ebbdl adodoan a P1° és P4 Ser
oldallancok foszforilacidjanak szabalyozo szerepe lehet a fehérjék kaszpdz medialt

lebontasaban.
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