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BEVEZETES

1.1 Aszpartil proteazok

Az aszpartil proteazok az egyik legjelentdsebb proteolitikus
enzimcsoportot alkotjak. Az IUBMB (International Union of Biochemistry
and Molecular Biology) nemzetkozileg alkalmazott besorolasi rendszere
alapjan, mely az enzimeket a katalizalt reakcid szerint osztalyozza, EC
3.4.23. katalogusszammal regisztralta az aszpartil proteazokat.

A legtobb aszpartil proteaz proformaban szintetizalodik, mely
prekurzorok, vagy zimogén formak tobb 1épéses érési folyamaton mennek
keresztiil, mely az aktiv forma felszabadulasat eredményezi. Katalitikus
aktivitasukhoz két aszpartat egylittmiikodésére van sziikség az enzim aktiv
centrumdban. Az aszpartil protedazok 4altali hidrolizis mechanizmusanak
altalanosan elfogadott sémajat el6szor 1987-ben irtak le. Az elmélet szerint
a két katalitikus Asp koziil csak az egyik talalhatd protonalt formaban
(proton donor), mig a masik deprotonalt (proton akceptor), a koztiik
elhelyezkedé nukleofil vizmolekulat aktivalva megtamadja a szubsztrat
peptidkotésben talalhato karbonil csoportjanak szénatomjat. Mindekdzben a
karbonilcsoport oxigénje protonalddik az aktiv hely masik aszpartatja révén,
létrehozva egy tetraéderes atmeneti allapotot. A szubsztrat amid
csoportjanak protonaldsa és atrendezddése a tetraéderes allapot felbomlasat
eredményezi, majd a szubsztrat a folyamat végén két termékre hasad.

A retroviralis proteazok esetében az aktiv hely katalitikus aminosavai (D-
S/T-G) hidrogénkotések halozatan keresztiil kapcsolodnak egymashoz,
melyet mas néven tlzoltéfogasnak (fireman’s grip) nevezhetiink. A 1-es
tipust human immundeficiencia virus (HIV-1) aktiv centrumaban talalhatéd
konszenzus motivum (D-T-G) katalizisben betoltott szerepét kisérletes
vizsgalatokkal is igazoltak. A motivum D25 és D25’ aminosavai kézvetlen
kapcsolatba keriilnek a szubsztrattal/inhibitorral, igy modositasuk az
enzimfehérje inaktivacidjahoz vezet. A T26 és T26 kozott kialakuld erds
hidrogénkotés a dimer stabilitasaban, igy a tlizoltofogas kialakitdsaban
jatszik fontos szerepet. A triad harmadik tagjat képviseld6 G27 és G27° a
szubsztrat befogadasaban és stabilizasalasaban jatszik szerepet, biztositva
ezzel a katalitikus Asp-ok szubsztrat timadasat.
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A szubsztratkoté zsebek ¢és a zsebekbe illeszked6 szubsztrat
aminosavrészek egységes elnevezését 1967-ben vezették be. A hasitési
helyt6l N-terminalis irdnyba haladva P1, P2, stb., mig C-terminalis iranyban
P1°, P2’, stb. elnevezéseket alkalmazzuk. Az enzim szubsztratkoto
alhelyeinek megnevezése az el6zoek analogjaként S1, S2, stb., illetve S1°,
S2°, stb.

Az aszpartil proteazok altalanos inhibitoraként az irodalom a pepsztatint
emliti. A pepsztatin molekula s6-szarmazékaival egyiitt hatékony pepszin
inhibitornak bizonyult. Reverzibilis, peptid-mimetikus inhibitorként a
pepsztatin A in vitro kisérletek soran is igen hatékony cellularis aszpartil
proteaz inhibitornak szamit, mig kevésbé hatékony a viralis proteazokkal
szemben. A pepsztatin A felfedezésével szinte egyidében a Streptomyces
naniwaensis fajbol aszpartil protedzok gatlasara alkalmas uj inhibitort
izolaltak (S-PI, mint Streptomyces-pepszin inhibitor), melyrdl a vizsgalatok
soran kideriilt, hogy gyakorlatilag a pepsztatin A N-acetil szarmazéka. Az
acetil-pepsztatin  HIV-1 ¢és HIV-2 proteazok hatékony inhibitoranak
tekinthetd. Habar a pepsztatinokat a klinikumban nem alkalmazzak, gatlasi
mechanizmusuk megismerése nagyban hozzasegitette a tudomanyt 1)
hatoéanyagok kifejlesztéséhez human patogén virusokkal szemben. A HIV-1
esetében kifejlesztett elsé ¢és masodik generacids inhibitorok tobbsége
peptid-mimetikus, melyek az enzim aktiv centrumahoz kétédve gatoljak a
Gag ¢és Gag-Pol fuzidsfehérjék hidrolizisét, igy a virusérést. Kivételt képez
ezal6l a tipranavir és a darunavir, melyek nem peptid-mimetikus inhibitorok.
Erdemes azonban megjegyezni, hogy a HIV PR gatlasara hasznalt
inhibitorokkal szembeni gyorsan kialakuld rezisztencia visszavetette a
peptid-mimetikus inhibitorok klinikai hasznalatat.

1.2. Retrovirus-szerii aszpartil proteiazok az eukariota genomban

Mig az endogén aszpartil proteazok két-lebenyti (bilobalis) szerkezeti
felépitéssel rendelkeznek, mely az evolacid soran génduplikacio
eredményeképpen johetett lére (pepszin), addig egyes retrovirus, vagy
retrotranszpozon eredetli aszpartil protedzok génjei csak egy katalitikus
domént kodolnak és nagy valoszinliséggel a retrovirusokra jellemzd
homodimer kialakitdsara képesek. Ilyen, az eukardta genomban is
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megtalalhatd retroelem a Ddil fehérje (DNS karosodas altal indukalodo
protein 1). Az éleszt6 Ddil (yeast Ddil, yDdil) fehérje szerepét, mint extra-
proteaszomalis ubikvitin receptor mar leirtak, azonban az erdsen konzervalt
aszpartil proteaz domén funkcidja ma még nem ismert.

A human genom két Ddil-szerii fehérjét kodol, a Ddi homolog 1 (human
Ddil, hDdil) és a Ddi homoldég 2 (human Ddi2, hDdi2) fehérjéket.
GenomszervezOddésiik alapjan azt feltételezik, hogy a hDdi2 az eredeti
¢éleszté yDdil ortoloég, melyrdl retrotranszpozicioval johetett 1étre a hDdil.
Bar szekvenciajukban egyarant megtalalhato az ubikvitin-szerii domén
(UBL) és az aszpartil proteaz domén, a human Ddil-szerli fehérjék szerepe
a degradaciora itélt fehérjék proteaszomahoz torténé szallitdsdban és
iranyitasaban még nem tisztazott.

A magreceptor-interakcios fehérje 2 (NRIP2), melyet az irodalomban
gyakran emlitik neuron interakcios faktor X 1-ként is (NIX-1) kizarolag a
kozponti idegrendszer neuronjaiban expresszalddik. Nuklearis receptor-kotd
motivumai (LQTLL, LLQAL) kdzott talalhato egy D-T-G aszpartil-proteaz

« sy

1.2.1. pegl0 (apai kromoszomarol expresszalédo gén 10)

A pegl0 (paternally expressed gene 10) a human genomba
integralddott (7q21.3), retrotranszpozon eredetli gén, mely kizarélag apai
kromoszomarol expresszalodik, mig anyai allélrdl torténd transzkripcidja
DNS metilacioval gatolt.

A pegl0-r6l tobb transzkript varians is atirodhat (pegl0-A 6573 bp,
pegl0-B 6584 bp), melyek koziil a pegl0-B alternativ splicing eredménye.
Azonban a kiilonb6z6 szovetekben expresszalodé PEG10 fehérje variansok
megjelenéséért nem csak az alternativ splicing és a kiilonb6z6 transzlacios
start helyek tehet6k feleléssé, hanem a human génallomanyban igen ritka -1
iranyu riboszomalis kereteltolas transzlacios mechanizmusa, valamint a
poszt-transzlacids autoproteolizis is.

A pegl0 esetében a retrotranszpozonokra €s retrovirusokra is jellemzo -1
iranyu kereteltolodast (frameshift) figyeltek meg, aminek eredményeként az
elsé (RF1) és a teljes olvasasi keretr6l (RF1/RF2) egyarant torténik atiras
(RFlpecio és RF1/RF2pecio fehérjék). A peglO LTR-retrotranszpozon
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eredetére nem csak a ritka transzlacidés mechanizmusa, hanem a konzervalt
domén szerkezete is utal. Az LTR-retrotranszpozonok végein megtalalhato
a jellegzetes hosszisagu ismétlodo szekvencia (LTR), az egymast atfedo
nyitott olvasasi keretek (ORF1 és ORF2) és az altaluk kodolt kapszid (CA)
és nukleokapszid (NC) szerkezeti fehérjéket kodolo gag, valamint a proteaz
(PR), reverz transzkriptaz (RT) és integraz (IN) enzimeket kodolé pol. Habar
a pegl0 LTR régiot nem tartalmaz, a bilobalis CA-szerti domén, a cink-ujj
(CX2CX4HXA4C) és erbsen konzervalt aszpartil proteaz motivumok (D-S-
G), valamint a nem teljes-hosszasagh reverz transzkriptaz régié jelenléte
miatt az LTR-retrotranszpozonok Ty3/Gypsy csaladjaba sorolhatd. A
retrovirusoktol eltéréen a retrotranszpozonokbol hianyzik a burokfehérjéket
kodolo gén (envelope, env) és az életciklusukban sincs extracellularis allapot.

A PEGI10 fehérje jelenlétét a citoplazmaban és a sejtmagban egyarant
kimutattak, sejten beliili lokalizacidja feltételezhetéen a kotdpartner(ek)
jelenlététol is fiigg. A PEG10 legjelent6sebb ismert kolcsonhato partnerei az
E3 ubikvitin-protein ligaz (SIAHL1) és az aktivin-szer(i kinaz 1 (ALK1),
amely a TGF-B-1 csaladba tartozo sejtmembran receptor.

A PEGI0 aszpartil proteaz doménjének (PRpecio) szerkezetér6l és
PRerec1o katalitikus aktivitasat igazoltdk, az enzim szerepe a PEG10 fehérje
,,eletében” tovabbra sem tisztazott.

1.2.2. ASPRV1 (retrovirus-szerii aszpartil proteaz 1)

A bor jelenti a legelsdé védelmi vonalat a szervezetiink és a kiilvilag
kozott. Integritasanak és homeosztazisdnak fenntartasdhoz proteolitikus
kaszkadok aktivacioja és a célfehérjék processzalasa sziikséges. llyen, az
epidermisz differencialodasaban és homeosztazisanak fenntartasaban
kulcsszereppel bird fehérje a retrovirus-szerii aszpartil proteaz 1 (retroviral-
like aspartic protease 1, ASPRV1) is. A stratum granulosum-ban
expresszalodo fehérje altalanos megnevezése mellett gyakran hasznalja az
irodalom a bor-specifikus aszpartil proteaz (skin-specific aspartic protease,
SASPaz) megjeldlést is. A transzlaciot kovetden a fehérje autoproteolizisen
esik at, az igy keletkezd fehérjeformak elnevezése molekulatomegiik alapjan
torténik. A teljes méretii, transzmembran doménnel is rendelkez6 fehérjére a
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SASP37, a mar transzmembran doménnel nem rendelkezé 28 kDa
molekulatomegli  eléfehérjére a  SASP28, mig a  SASP28
autoprocesszalodasaval keletkez6 14 kDa-os enzimfehérjére a SASP14
megjelolést alkalmazzuk.

Az érett SASP14 enzim egyetlen ismert természetes szubsztratjanak a
profilaggrin (pro-FLG) tekinthetd. A pro-FLG o6ridsmolakula (>400 kDa)
ismétlodo filaggrin (FLG) egységeket tartalmaz, érése soran a pro-FLG a
legtobb esetben a GSFLY |QVST intermonomer szekvenciaknal hasitodik (a
nyil a szekvencidn beliili hasitasi helyet jel6li), amely az FLG monomerek
felszabaduldsdhoz vezet, majd a monomerek tovabb fragmentalodnak
rovidebb peptidekre, végiil aminosavakra. A degradacié soran felszabadulo
termékek természetes nedvességet és védelmet biztositanak a bor szamara
kiils6 kornyezeti behatasok ellen (natural moisturizing factors, NMF).

Korabbi tanulmanyok kizardlag az ASPRVI1 epitéliumban torténd
expressziojara ¢és funkciojara fokuszaltak, nemrég azonban kideriilt, hogy az
ASPRV1 az egér é¢s human immunrendszer ICAM* neutrofil granulocitaiban
is kifejezédik. Nagy mennyiségben azonositottak MRNS-ét neutrofil
granulocitakban mas fehérvérsejtekkel ellentétben, mennyiségi emelkedése
pedig kimutathaté sulyos szklerdzis multiplex betegségben szenvedd
betegek agyi 1ézidiban.



2. CELKITUZESEK

A disszertaci6 alapjaul szolgalé munkak soran két, a human szervezet
szamara fontos fehérje vizsgalatat tliztiik ki célul.

A pegl0 szabalyozott expresszidja kulcsszereppel bir mind az
embrionalis fejloddés soran, mind pedig posztnatalisan. A kifejez6désében
bekovetkez valtozasok sulyos betegségekkel allnak Osszefiiggésben,
azonban az irodalomban emlitett utaldsok tobbsége csupan PEG10
megjeloléssel azonositja a fehérjét, mig az RF1/RF2pec10 poliprotein erésen
konzervalt aszpartil proteaz doménjének szerepe a fehérje ¢letében ma még
tisztazatlan. Kutatasaink célja az enzimfehérje aktivitasanak ellendrzése,
miikddésének biokémiai jellemzése és sejtes rendszerben torténd vizsgalata
volt.

A human ASPRV 1 fehérje szerepe a borben esszencialis. Az autdkatalizis
soran felszabadul6 enzimfehérje felel a pro-FLG-nak a fillagrin
monomerekké  torténd  hidroliziséért, 1igy  funkciondlis  zavara
borbetegségekkel hozhatd oOsszefiiggésbe. Az ASPRV1 fehérje borben
betoltott funkcidja relative jol jellemzett, azonban jelentdsége mas
sejttipusokban (pl. neutrofil granulocitakban) kevésbé ismert. Vizsgalatat
indokolja tovabba, hogy az enzim szerkezetére és biokémiai sajatsagara
vonatkoz6 ismeretek is korlatozottak.

Mindezek alapjan a kovetkezo célok megvalositasat tiiztiik ki:

e A retrotranszpozon eredetli PRpegio fehérje vizsgalatara alkalmas
expresszios konstruktok létrehozasa. A PRpegio enzim milkodéséhez
sziikséges megfeleld koriilmények (pl.: pH optimum) és a proteolizis
stratégiajanak (cisz/transz-aktivitas) meghatarozasa, gatolhatosaganak
vizsgalata, valamint a médositott PEG10 fehérjéknek sejtek életképességére

e A GST cimkével fazionalt SASP14 enzim optimalis mikodési
koriilményeinek és HIV proteaz inhibitorokkal szembeni érzékenységének
tesztelése, Kinetikai paraméterek meghatirozasa, az autoaktivacié
jelenségének igazolasa, tovabba annak vizsgalata, hogy a hasitasi helyeket
érinté mutaciok milyen hatast gyakorolnak a GST-SASP28 enzimfehérje
autoproteolizisére.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A PEG10 fehérje vizsgalata

3.1.1. Insilico analizis

A PRpec1o szekvencia masodlagos szerkezetének joslasat Jpred4 szerver
segitségével végeztilk. A rendezetlenségre vonatkozo adatokat az IUPred
web szerverrel josoltuk meg. Az RF1/RF2pgc10 346-477 régié homolog
modelljének felépitéséhez Modeller9vl3 programot alkalmaztuk. A
molekulaszerkezetek a PyMOL Molecular Graphics System programmal
késziiltek. A human PEG10 fehérje ubikvitinalédd helyeinek joslasa az
UbiSite, BDM-PUB ¢s UbPred online web szerverek segitségével tortént.
(Dr. Moétyan Janos Andras munkaja.)

3.1.2. PEG10 szekvenciak modositasa és klonozasa

A human pegl0 cDNS szekvenciar6l a vizsgalatunk targyat képezo
PEGI10 fehérjéket kddolo DNS szakaszokat pQE-TriSystem expresszios
plazmidba klénoztuk, melyet Prof. Dr. Papp Zoltan (DE, AOK, Kardiolégiai
Intézet, Klinikai Fiziologiai Tanszék) bocsajtott a rendelkezésiinkre.

A klénozashoz a HindIIl és Xhol restrikcids enzimeket valasztottuk.
Mivel a pegl0 szekvencia bnmagéban is tartalmaz Xhol hasito helyet (661-
666 bp), igy a klonozast megel6z6 Iépésként sziikséges szinonim
pontmutaciét végeztiink. Trombin hasitohelyet kodolé szekvenciat
illesztettiink a PEG10 fehérjét kodolo DNS szekvencia és a hisztidin cimke
kozé. A ligaciohoz T4 DNA ligazt hasznaltunk. Annak érdekében, hogy a
RF1/RF2peci0 fehérje transzlaciojakor minden esetben megkapjuk a teljes
hosszsagt klonozott szekvenciat (sRF1/RF2pec10,) inzercios mutagenezisre
volt sziikség. A PRpecio aktivitdsanak vizsgalata érdekében tovabbi
pontmutéciokat hoztunk létre (D369A, D370A és S371A), mely mutacidk a
katalitikus triadot érintik. A pontmutaciok létrehozasa QuikChange Site-
Directed Mutagenesis Kit segitségével tortént. A mutaciok és a klonozas
sikerességét minden esetben szekvenalassal ellendriztiik.



3.1.3. Rekombinans PEG10 fehérje expresszioja eukariota sejtekben

Tranziens fehérje termelésre HEK293T humén embrionalis vese sejteket
hasznaltunk. A plazmid DNS-sel torténd tranziens transzfekciot a 60 %-0s
konfluenciat elért sejteken végeztiik polietilénimin (PEI) segitségével (T75
tenyésztéedényben).

3.1.4. HEK293T sejtek lizise

A sejteket a transzfekciot kovetd nap tripszinnel kezeltiik, majd
centrifugalassal begytijtottilk. A sejtpelletet kétszer atmostuk hideg foszfat-
pufferelt sdoldattal (PBS), végiil proteaz inhibitor koktélt is tartalmazé PBS-
ben vettiik fel. A sejteket szonikalassal tartuk fel, majd a lizalt sejteket magas
fordulatszamon centrifugaltuk, majd a PEG10 fehérjéket is tartalmazo
feliiluszoval dolgoztunk tovabb.

3.1.5. Rekombinans fluoreszcens szubsztrat termeltetése prokariéta
sejtekben

Rekombindns,  fluoreszcens  fehérjével  fuzionalt  szubsztrat
létrehozasahoz (Hiss-MBP-sRF1/RF2pec10 (1-345)-mTurquoise?) templat
szekvenciaként bakterialis expressziora alkalmas, kodon-optimalizalt peg10
cDNS-t alkalmaztunk. A PCR technikaval felsokszorozott inzertet a plazmid
DNS-hez hasonloan restrikciésan emésztettiik (Pacl, Nhel), majd klonoztuk.
A klonozas sikerességét szekvenalassal validaltuk. A rekombinans fehérje
termeltetésre BL21(DE3) sejteket hasznaltunk, a sejteket centrifugalassal
gyljtottik 6ssze, majd a pelletet lizozimot és fenil-metil-szulfonil-fluoridot
is tartalmazé lizis pufferben vettiik fel. A sejteket szonikalassal lizaltuk,
tisztitasuk pedig Ni-nitrilotriacetattal, bevont magneses agar6z gyongyokkel
tortént. Amicon Ultra-10K ultrafiltracids centrifugacsovekkel torténd
puffercserét kdovetden a tisztitott fehérjéket felhasznalasukig 4 °C-on
taroltuk.

3.1.6. In vitro proteolitikus aktivitasvizsgalat

A transzfektalt HEK293T sejtek lizisét kdvetden a mintakat tarolasra is
alkalmas semleges pH-ju puffer kozeggel szemben dializaltuk. A dializist
kdvetden a mintdhoz protedz inhibitor koktélt (szerin €s cisztein protedzok
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gatlasa) is tartalmazé oldatban 37 °C-on inkubaltuk egy éjszakan at, mig a
kontroll mintdk azonnal fagyasztasra keriiltek. A PRpec1o intermolekularis
hasitasi  vizsgalata  Hise-MBP-sRF1/RF2peci0  (1-345)-mTurquoise2
rekombinans fehérje szubsztraton tortént (20 ora inkubacios id6; 37 °C).

3.1.7. A pH optimum meghatarozasa

A lizalt és tarolo puffer ellen dializalt mintakat 1:1 térfogat aranyban
mértiik 6ssze 5,0-8,0 pH tartomanya META pufferrel, majd inkubaltuk a
mintékat 37 °C-on 20 orat.

3.1.8. Western-blot analizis

A mintdkat 14 %-0s SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk, majd
nitrocelluléz membranra transzferaltuk. A membrant sovany tejport
tartalmazo Tris-pufferelt sdoldatban (TBS) blokkoltuk, majd elsédleges
antitesttel inkubaltuk éjszakan at (4 °C). Masnap a nem ko6todott antitesteket
TTBS pufferes mosasi lépésekkel tavolitottuk el a membran felszinérdl,
majd a HRP konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk szobahén. Az
inkubaciot ismételten TTBS pufferes mosasok kovették. A fehérjéket
SuperSignal WestPico kemilumineszcens szubsztrat segitségével tettiik
lathatova.

3.1.9. A proteolitikus aktivitas gatolhatosaganak in vitro ellenérzése

A PRpegio autoprocesszalas in vitro gatolhatésagat pepsztatin A,
lopinavir, nelfinavir, saquinavir, darunavir és tipranavir inhibitorokkal
vizsgaltuk. Az RFL/RF2peci0 fehérjét expresszaldo HEK293T sejtek
lizatumahoz DMSO-ban oldott inhibitorokat mértiik (10 uM), majd a
mintakat 37 °C-on inkubaltuk 20 o6rat. A kontroll minta a bemért
inhibitorokkal megegyez6 koncentracioban DMSO-t tartalmazott, inhibitor
nélkiil. A fehérjék kimutatdsa Western-blot technika segitségével, anti-
GAPDH és anti-PEG10 antitestek felhasznalasaval tortént.

3.1.10. Eletképesség vizsgalat (MTT assay)
A vizsgalatokat 16 o6raval megel6zéen a 96-lyuku tenyésztéedényekbe
HEK293T vagy HaCaT sejteket mértiink ki. A sejteket Lipofectamine
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LTX&PLUS™ reagens segitségével transzfektaltuk a gyarto altat megadott
leiras alapjan. Az életképesség vizsgélatot a transzfekciot kdvetd nap
végeztiik. A sejtekhez MTT reagenst mértiink, majd 4 orat inkubaltuk 37 °C-
on. A formazan kristalyok beoldasara DMSO-t alkalmaztunk, a mintak
abszorbancigjat 544 nm-en hataroztuk meg. Kontrollként ,,ires” pQE-
TriSystem plazmidot hasznaltunk (mock kontroll), a transzfekcio
hatékonysagat pedig a fluoreszcens fehérjét kodold pQE-TriSystem-GFP
plazmiddal transzfektalt mintak fluoreszcencia mérésével ellendriztiik.

3.1.11. Sejtproliferacio vizsgalat (aramlasi citometria)

A HEK293T és HaCaT sejteket 6-lyukt sejttenyésztdedénybe mértiik.
Masnap a letapadt sejteken a tapfolyadékot antibiotikum-mentes OptiMEM
médiumra cseréltik, majd RF1pecio, RF1/RF2pec10, sRFL/RF2pecio Vagy
D370A-sRF1/RF2pecio szekvenciat kodold plazmiddal transzfektaltuk
Lipofectamine LTX&PLUS™ reagenst hasznélva, a gyart6 utasitasai alapjan.
A kontroll mintak estében ,,ires” pQE-TriSystem plazmidot hasznaltunk
(mock kontroll), a transzfekcido sikerességét pQE-TriSystem-GFP
plazmiddal transzfektalt sejtek fluoreszcenciajanak mérésével ellendriztiik.
A sejtproliferacié vizsgalatat 36 oraval a transzfekciot kovetden aramlasi
citométer segitségével, FITC-konjugalt egér anti-human Ki67 antitest
alkalmazasaval végeztiik.

3.2. ASPRV]1 fehérjék vizsgalata

3.2.1. Insilico vizsgalat

A SASP14 szekvencia alapjan torténé masodlagos szerkezet joslasat
(UniProtKB: Q53RT3) PredictProtein, JPred4, DSC, SOPMA, GOR4 web
szerverek segitségével végeztiik. A hidropatias index értékeket irodalomi
adatokbol nyertiik. A templat kereséséhez SWISS-MODEL Workspace, a
homolog modell készitéséhez Modeller 9v13 programokat. A szubsztratkotd
zsebek térfogatanak szamitasahoz a Sybyl SitelD moduljat alkalmaztuk. A
szamitasokat a Silicon Graphics Fuel munkaallomasokon futtatott Sybyl
programcsomaggal hajtottuk végre. A molekulaszerkezetet megjelenitéséhez
a PyMOL Molecular Graphics System programot hasznaltuk. A stabilitas-
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elemzést az |-Mutant 2.0 webszerver segitségével hajtottuk végre, mig a
tobbszoros  szerkezet-alapi  molekula-illesztést mTM-Align  szerver
segitségével tortént. (Az in silico elemzéseket minden esetben Dr. Moétyan
Janos Andras végezte.)

3.2.2. SASPaz mintak klénozasa és mutagenezise

A SASP28 és SASP14 fehérjéket kodolo cDNS szekvenciat PCR
technika alkalmazasaval sokszoroztuk fel. Az inzerteket és a pGEX-4T-3
expresszios plazmidot BamHI és EcoRI restrikcids enzimek segitségével
tettiik kompetensé, mig a ligalashoz T4 DNS ligazt alkalmaztunk. A SASP28
autoprocesszald helyeinek mutacioit (A167G, L168G, A189K ¢és N190I)
QuikCange Lightning Multi Site-Directed mutagenezis kit segitségével
hoztuk 1étre a gyarto altal ajanlott protokollt kovetve. A klonozas, illetve a
mutagenezis sikerességét minden esetben szekvenalassal validaltuk. (A
SASPaz mintak klénozasat és mutagenezisét Nagy Katalin végezte.)

3.2.3. GST-SASPaz fehérjék expresszioja és tisztitasa

A SASPaz fehérjéket BL21(DE3) kompetens sejtekben IPTG
indukcioval expresszaltattuk, az inkubaciot kovetéen a sejteket
centrifugalassal begytijtottiikk, a sejtpelletet lizis pufferben, szonikalassal
feltartuk, centrifugalast kovetden a feliilluszoval dolgoztunk tovabb. A
szolubilizalt és szlrt GST-fuzionalt fehérjéket affinitas-kromatografiaval
tisztitottuk (Akta prime). Az eluélas soran gyiijtott frakciokat tarolopufferrel
hataroztuk meg. A fehérjék tisztasaganak ellendrzését és méret szerinti
elvélasztasat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel végeztiik. A fehérjék
festését Coomassie Brillant Blue és PageBlue festékekkel végeztiik. A
mintdk denzitometrias elemzéséhez a GelAnalyzer szoftvert alkalmaztuk.

3.2.4. Szintetikus oligopeptid szubsztratok

A HIV-1 MA ¢és CA fehérjék kozotti természetes hasitohelyet
reprezentalo, illetve a P2 és P3 helyen modositott szintetikus oligopeptid
szubsztratok a kutatocsoport rendelkezésre alltak, mig a természetes és a
modositott pro-FLG szekvenciakat reprezentald oligopeptideket a BioBasic
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cégtol szereztiik be. A P4-foszforillalt peptidet (GpSFLY |QVSTH) 50 %-0s
DMSO-ban, mig a tobbi szubsztratot desztillalt vizben oldottuk.

3.2.5. GST-SASP14 enzimaktivitas mérése

Az enzimet, puffert és szubsztratot tartalmazo aktivitds mérési reak-
cioelegyeket 37°C-on inkubdltuk 1 orat, ezt kovetden a reakciot triflu-
orecetsav (TFA) segitségével allitottuk le. A kapott elegyet forditott fazisu
kromatografias oszlopra injektaltuk automata injektor segitségével (Merck
Hitachi HPLC). Linearis viz-acetonitril gradiens alkalmazasa-val, 0,05 %
TFA jelenlétében, 206 nm-en kovetve kiilonitettiik el egymastol a
szubsztratot, a termékeket és a pufferkomponenseket.

3.2.6. Kinetikai paraméterek meghatarozasa

A GST-SASP14 enzimkinetikai paramétercinek meghatarozasat a P2
helyen modositott HIV-1 MA/CA fehérje hasitohelyét reprezentalod
VSQLY|PIVQ  szekvenciaju  szintetikus  oligopeptid  szubsztrat
felhasznalasaval végeztiik el. A reakcid koriilményeket Ggy allitottuk be,
hogy a szubsztrat hidrolizisre 20 % alatt maradjon. A kinetikai paraméterek
meghatarozasat Michaelis-Menten illesztéssel hataroztuk meg, nem-linearis
regresszios modszerrel. Az aktiv enzim mennyiségét aktiv centrum-
titraldssal hataroztuk meg. A katalitikus allandot (kcar) a maximalis
reakcidsebesség és az aktiv enzim hanyadosaként definialtuk. Az adatokat
GraphPad Prism 5.01 programmal értékeltiik.

A pH optimum meghatarozasat és az ionerGsség aktivitasra gyakorolt
hatasanak vizsgalatat szintén a VSQLY |PIVQ szekvenciaju oligopeptiddel
végeztik. A pH optimum meghatarozasanal a reakciokozeg 2 M
5,0-9,0 kozotti volt, addig az ionerdsség hatasanak vizsgalatanal a NaCl-ot
0-2 M kozotti koncentracio-tartomanyban alkalmaztuk (pH 6,0). A
reakcioelegyeket 37 °C-on inkubaltuk 1 oran at, a reakciot TFA oldattal
allitottuk le. (Az ionerésség hatasanak vizsgalatat Nagy Katalin végezte.)

Az urea-disszociacios allandot (UCs) VSQLY [PIVQ oligopeptid
szubsztraton hatiroztuk meg. A reakcidpuffer novekvé koncentracioban
ureat (0-2 M végkoncentracid) tartalmazott. Novekvd urea koncentracio
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fliggvényében abrazoltuk a parhuzamos mérésekbdl szarmazo relativ
aktivitas értékeket, nem-linearis illesztést alkalmaztunk.

3.2.7. GST-SASP14 gatolhatésaganak vizsgalata

A gatolhatosag vizsgalatahoz a pepsztatin A, indinavir, tipranavir,
saquinavir, nelfinavir, darunavir, lopinavir vagy amprenavir inhibitorokat
DMSO-ban oldottuk, mig az acetil-pepsztatin esetében 50 %-0s ecetsavat
hasznaltunk. Az enzimreakciok soran VSQLY|PIVQ oligopeptid
szubsztratot alkalmaztunk, a kontroll mintakhoz esetében a gatloszer helyett
DMSO-t adtunk (az acetil-pepsztatin esetében 50 %-0s ecetsavat). A gatlasi
allando (K), illetve az aktiv enzim koncentracidé meghatarozasahoz indinavir
inhibitort hasznaltunk.

3.2.8. Autoaktivacio vizsgalata

A kisérlet soran a tisztitott GST-SASP28 fehérjét ASPRV1-
reakciopufferben eldinkubaltuk. Ezt kovetéen a mintdk egyik felét SDS-
PAGE analizisnek vetettiik ald és meghataroztuk a GST-SASP28 proforma
és a SASP14 enzim relativ mennyiségét, mig a mintak masik fel¢hez
oligopeptid szubsztratot mértiink (VSQLY |PIVQ) és 37 °C-on inkubaltuk.
A reakciot 1 %-os TFA oldattal allitottuk le, majd a reakcioelegyeket HPLC
analizisnek vetettiik ala.

3.2.9. Hasitasi hely azonositasa HPLC-(+) ESI-TOF médszerrel

Azon HIV-1 MAJ/CA oligopeptid szubsztratok esetében, melyeket
kisérleteinkben a GST-SASP14 enzim hatékonyan képes volt hasitani, a
hasitasi poziciok meghatarozasa érdekében a szubsztratok és termékek
molekulatomegeit HPLC-(+) ESI-TOF modszerrel hataroztuk meg. A
reakciokozegek vizsgalatahoz Waters 2695 HPLC késziiléket és VDSphere
PUR 100 C18-M-SE forditott fazisu kromatografias oszlopot hasznaltunk,
gradiens elticiot alkalmazva. A szeparalast kovetéen a méretanalizishez az
elektroporlasztisos ionforrassal (ESI) felszerelt MicroTOF-Q tipust Qg-
TOF MS késziiléket pozitiv ionmodban hasznaltuk. (Az el6készitett mintak
HPLC-MS vizsgalatat Dr. Nagy Tibor végezte.)
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3.2.10. Hasitasi hely azonositisa MALDI-TOF-MS médszerrel

A vad tipusu ¢és autoproteolitikus hely mutdns GST-SASP28
enzimfehérjéken beliili hasitdsi poziciok meghatarozasdhoz a mintékat
reakciopufferben inkubaltuk (37 °C) egy éjszakat. Az inkubaciot kovetoen a
mintakat viz ellen dializaltuk, majd Eppendorf Concentrator plus
késziilékkel toményitettiikk. A mintak elokészitéséhez C18 toltetli ZipTip
pipettahegyeket alkalmaztunk. Az el6készitett mintak MALDI-TOF MS
méréseit Bruker Autoflex Speed tomegspektrométerrel kiviteleztiik, linearis
modban. A hasitasi pozicid meghatarozasa a felszabaduldé SASP14
molekulatomegének meghatarozasa alapjan tortént (Dr. Nagy Tibor
munkaja.)

3.2.11. SASPaz mintak statisztikai elemzése

A statisztikai elemzéseket a PEG10 és ASPRV1 esetében is GraphPad
QuickCalcs online szamologép hasznalataval végeztiik
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm).
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. PEGI10 vizsgalata

4.1.1. In silico vizsgalati eredmények
A PRpegio-ra vonatkozo szerkezeti adatok csupan korlatozott mértékben

alltak rendelkezésre, kristalyszerkezetét vagy oldatfazisi szerkezetét a mai
napig nem hatdroztdk meg, homoldg modelljét sem épitették fel, igy
szerkezeti jellemzdinek vizsgalatara in silico modszereket alkalmaztunk. Az
analizisek eredménye alapjan a PRpecio konzervalt katalitikus motivum
jelenléte és a masodlagos szerkezeti elemek elrendez6dése is a retrovirus és
retrovirus-szerii proteazokkal valé nagyfoka hasonlosagra utalt. Mig a
PRrecio szerkezet rendezetlenségének joslasa azt mutatja, hogy a
kereteltolodas kozvetlen kozelében talalhatdo régio (247-348 aa) nem
rendezett szerkezetli, addig a katalitikus D-S-G-A motivum kdzelében
elhelyezkedd régio a-helikalis konforméaciot vesz fel, utdobbi a legtobb
retroviralis proteazra nem jellemz6. A PRpecio domén C-terminalis

s

crcr

homodimer PRpecio feltételezett szerkezetét homoldg modellezéssel
josoltuk, mely nagyfoku hasonldsagot mutat a retrovirus-szertt Ddil és Ddi2
fehérjék legfobb szerkezeti sajatsagaival. A modell szerkezetet a PRpec1o
specificitasanak vizsgalatara és autoproteolitikus hasitasi helyének
becslésére is felhasznaltuk.

4.1.2. PEG10 fehérjék tranziens expressziéjanak ellenérzése

A PEGI10 fehérjék eldallitisa HEK293T sejtvonalban tortént. A
l1étrehozott variansok azonositasara RF 1pecio-specifikus (1-325 aa) antitestet
alkalmaztunk, mely nem alkalmas az RF2pec10 kimutatasara. A Western-blot
kisérletek soran HEK293T sejtlizatumot hasznaltunk kontrollként. A
kiilonb6z6 fehérje formak mennyiségi Osszehasonlitisa az alkalmazott
antitest poliklondlis jellege miatt nem volt lehetséges. A mutdciokra
visszavezethetd expresszidos kiillonbséget nem tapasztaltunk a D370A-
sRFL/RF2pec10 és a S371A-sRFL/RF2pec10 fehérjék kozott.
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4.1.3. PRpec1o proteolitikus aktivitas bizonyitisa

A sRF1/RF2pec10 fehérje esetében a teljes méretii fehérjéhez képest két 1j
s&v (~45 kDa és ~37 kDa molekulaméretii) volt megfigyelhetd inkubaciot
kovetéen. A megjelend fehérje-savokat proteolitikus fragment 1 (PF1) és
proteolitikus fragment 2 (PF2) néven emlitjiik a tovabbiakban. A megjelend
fragmentek a PReecio autoprocesszald képességének meglétére utaltak, a
katalitikus tridd mutaciojat hordozo variansok (D370A-xRF1/RF2pecio és
S371A-xRF1/RF2pec10) egyikénél sem tapasztaltunk valtozast. Annak a
lehetdségnek a kizarasara, hogy a teljes sejtlizaitumban talalhatdo egyéb
enzimek hasitjdk a PEGI10 fehérjét, a katalitikusan inaktiv D370A-
sRF1/RF2pec10 fehérjét nem-transzfektalt HEK293T sejtek teljes lizatumaval
kovetden megjelend fragmensek a PRpegio katalitikus aktivitdsanak
termékei, nem pedig egyéb cellularis protedazok hasitasa kovetkeztében
keletkezett termékek.

4.1.4. Proteolitikus hasitohely becslése

A homolog modellen alapuld szamitasok segithetik a specificitas
vizsgalatokat és in vitro kisérleti eredményekkel egylitt josolhatova teszik a
hasitdsi hely szekvencigjat. Mivel az autoproteolitikus felismerd
szekvencia(k) a PRpeg1o esetében nem volt(ak) ismert(ek), és specificitas-
vizsgalatok eredményei sem alltak rendelkezésre az irodalomban, a homolog
modell szerkezeten alapulo szamitasokat végeztiink a PEG10 fehérjén beliili
autoproteolitikus  hasitasi hely azonositasara. In vitro vizsgalati
eredményeinkbdl tudtuk, hogy az RFlpecio és PF1 molekulatomege eltéro,
mely kiilonbség szamitasaink alapjan kozel 4-5 kDa-nak bizonyult. Az
adatok alapjan a hasitas helye az RF1pegio fehérje CA-szerli doménje €s a
cink-ujj motivuma k6z¢ volt josolhato.

4.1.5. PEG10 ubikvitinaltsaga

In vitro vizsgalataink a fehérje poszttranszlacios modosulasara utaltak,
igy a lehetséges modositasok vizsgalatara in silico algoritmusokat is
alkalmaztunk, melyek alatamasztottak az ubikvitinacid lehet6ségét. A
modosulas in vitro igazolasahoz kisérleteinkben a HEK293T sejtekben
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eléallitott D370A-sRFL/RF2peci0 fehérje tisztitasat Ni-kelat affinitas
kromatografiaval végeztiik, majd Western-blotot végeztiink ubikvitin-
ellenes antitesttel, kontrollként nem-transzfektalt HEK293T sejtek lizatumat
hasznéltuk, azonos koriilmények kozott. Vizsgidlatunk egyértelmiien
bizonyitotta a D370A-sRF1/RF2pec10 fehérje ubikvitinaltsagat.

4.1.6. PRpeg1o transz-aktivitas vizsgalata

A BL21(DE3) sejtekben termeltetett, majd tisztitott Hiss-MBP-
sRFL/RF2pec10-mTurquoise2 szubsztratot a RF1/RF2pecio fehérjét is
tartalmazdo HEK293T sejtek teljes lizatumaval inkubaltuk, a valtozasokat
pedig Western-blot technika segitségével kovettiik (anti-MBP ¢és anti-PEG10
antitestek). A hasitasi reakcio mellett kiilon vizsgaltuk az enzim cisz-
aktivitasat is a fuzios forma proteolizisének nyomonkdvetésével. A
szubsztrat hasithatosagdt TEV protedzzal végzett enzimreakcioban
igazoltuk.

A kisérlet eredménye alapjan - bar intramolekuléris hasitas tortént - a
PRrec10 nem volt képes hasitani a rekombinans szubsztratot. A transz-
aktivitas hidnya véleményiink szerint magyarazhatd az On-inaktivacid
mechanizmusaval, mely jelenséget kordbban az alfavirus kapszid proteaz
esetében is megfigyelték.

4.1.7. A pH hatasa az autoproteolizisre

Vizsgaltuk a pH hatasat a RF1/RF2peci0 autoproteolizisére.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy bar tapasztalunk proteolizist pH
6,0 ¢és 8,0 kozotti tartomanyban, a PRpegio szamara optimalis pH kozel
neutralis (pH 6,9-7,4), mely hasonlosagot mutat a HFV esetében
meghatarozott optimummal (pH 6,6).

4.1.8. HIV proteaz inhibitorok hatasa a PEG10 autoproteolizisre

A kisérlet soran olyan gatloszereket probaltunk ki, mint a klasszikus
aszpartil protedz inhibitornak szamitd pepsztatin A, elsd és masodik
generacios  peptid-mimetikus  (nelfinavir, saquinavir, lopinavir) és
,flexibilis” szerkezettel bird6 HIV PR inhibitorok (darunavir és tipranavir).
Az autoproteolizisre gyakorolt gatld hatast azonban egyik esetben sem
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tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a PEG10 természetes rezisztenciaval
rendelkezik ezen gatloszerekkel szemben.

4.1.9. Eletképesség és sejtproliferacié vizsgalata

Az RFlpecio fehérjét expresszald HEK293T sejtek életképessége
szignifikdnsan ndvekedett a kontroll csoporthoz képest, mig RF1/RF2peci10
esetében nem tapasztaltunk szamottevé valtozast egyik sejtvonalnal sem.
Amennyiben a PEGI10 fehérjéket expresszald sejtek eredményeit
hasonlitottuk 6ssze, RF1pec1o transzfektalt HEK293T mintak esetében a
tapasztalt novekedés tovabbra is szignifikans kiilonbségnek mutatkozott az
RF1/RF2pec10 mintaihoz képest. Annak bizonyitasara, hogy az RF1/RF2pec10
poliprotein altal kodolt funkcidoképes PRpec1o fontos befolyasolo tényezdje a
sejtek életképességének, a katalitikusan aktiv (sRF1/RF2peci0) és inaktiv
(D370A-RF1/RF2peci0) szekvenciat kodolo plazmidokkal transzfektaltunk.
Amennyiben a mock kontroll mintakhoz viszonyitottuk az eredményeket, a
katalitikusan inaktiv PRpecio-t tartalmazd D370A-sRF1/RF2pecio fehérjét
expresszalo sejtek €letképességében nem tapasztalunk valtozast. Az aktiv
PReec10-t tartalmazo RF1/RF2pecio viszont mar mindkét sejtvonal esetében
jelentésen csokkentette az életképes sejtek aranyat. Az eredmények alapjan
megallapithatd, hogy a PRpecio a vizsgalt sejtekben az RFlpecio
életképességet befolyasold biokémiai folyamatait szabalyozhatja, mely
szabalyozasi folyamatok vizsgalata, molekularis szinten torténd feltarasa a
tovabbiakban indokolt lehet.

A kiilonbozé plazmidokkal végzett transzfekcid hatasat a sejtek
novekedésére Ki67 fehérje kimutathatosaganak vizsgalataval végeztik. A
novekedésre optimalis koriilmények kozott tartott sejtek nem mutattak
valtozast a kontroll csoporthoz képest egyik PEG10 varians esetében sem,
azonban ha a sRF1/RF2pegi1o €s D370A-RF1/RF2peg1o mintak Ki67 pOZitiV
sejtjeinek aranyat hasonlitjuk Ossze, mar szignifikans eltérést tapasztalunk
HEK?293T sejtek esetében. A sRFL/RF2pec10 fehérje - a katalitikusan inaktiv
PRpec10-t expresszalo sejtekhez viszonyitva - indukald hatéassal volt a sejtek
novekedésére.
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4.2. ASPRV1 vizsgilata
4.2.1. ASPRV1 in silico vizsgalati eredmények

A PRpecio-hoz hasonléan a SASP14 esetében sem ismert a mai napig
kisérletes modszerrel meghatarozott szerkezet, igy a szerkezeti jellemzok
analizisét in silico modszerekkel végeztiik el. Akarcsak a PRpeg1o esetében,
a SASP14 szerkezeti analizise iS valOszinisitett a katalitikus motivum
kozelében egy helikalis inzertet. A szerkezeti joslas monomerenként harom
C-terminalis B-redd jelenlétére utalt, mely alapjan a PRpec10-h0z hasonlo,
Osszesen hat B-red6bdl allo dimerizacios régiot feltételeztiink, melyben a -
reddk rovid hurokkal kapcsoltak. Az enzim a PEG10 fehérjéhez hasonldan
D-S-G-A szekvenciat tartalmaz, mely megfelel a retrovirus proteazok
konzervalt D-S/T-G-A aktivhely motivumanak.

4.2.2. Mutaciok tervezése a SASPaz fehérjékben

A vizsgalt SASP14 enzimek esetében a Met2 aminosav Ile-ra torténd
elkeriilése volt a cél. A mutacio szekvencia-alapu in silico vizsgalata (I-
Mutant 2.0) alapjan a mutéci6 noveli az enzim stabilitdsat, mig a miikodést
valészinlileg nem befolyasolja, mert a Met2 nem vesz részt szubsztrat-
kotésben és a dimerizacioban sem. Vizsgalatainkban a Met2lle mutans
rekombinans SASP14 enzimformat vizsgaltuk és tekintettiik vad tipusunak.

A GST-SASP28 forma esetében az autoproteolizis helyét érintd
mutaciokat vezettiink be és vizsgaltuk azok hatasat az enzim processzalo
képességére. Az A189K/N190I dupla mutans esetében az N-terminalis
SASP14 processzaldo hely P1 és P2 aminosavakat médositottuk, mig az
alternativ hasitobhely P1 és P1’° pozicidjaban talalhatd aminosavak
modositasait a  A167G/L168G/A189K/N1901  négyszeres mutans
tartalmazta.

4.2.3. GST-fuziés fehérjék expresszidja és tisztitasa

Az ASPRV1 enzimformak kozil a SASP37 pre-proformat nem
vizsgaltuk, a transzmembran régié okozta expresszids nehézségek miatt. A
GST-fuzidos cimkével kapcsolt SASP14, illetve SASP28 fehérjéket
BL21(DE3) baktérium sejtekben expresszaltuk, majd detergensek
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jelenlétében szonikalassal lizalt mintdkat affinitdas kromatografiaval
tisztitottuk Affinitds kromatografidt kovetéen a GST-SASP14 és GST-
SASP28 fehérje frakciok tisztasagat SDS-PAGE segitségével ellendriztiik,
majd a kivalasztott mintakat tarolo pufferrel szemben dializaltuk.

4.2.4. GST-SASP14 enzim vizsgalatok

A GST-SASP14  esetében meghataroztuk az  enzimkKinetikai
paramétereket (Km=1,26 mM; kea= 0,034 s%; Kea/ K= 0,027 mM1s2), mely
értékek a HIV-1 proteazhoz képest a GST-SASP14 alacsonyabb katalitikus
hatékonysagra utaltak.

4.2.5. Optimalis pH és ionkoncentracié meghatarozasa

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a GST-SASP14 enzim pH
optimuma (pHep=6,27+0,02) kozelebb talalhaté a stratum granulosum
fiziologias pH értékéhez, mig savas kornyezetben, mint példaul a stratum
corneum felsébb rétegei, veszit az aktivitasabol. Hasonléan a HFV és a HIV-
1 proteazokhoz, a GST-SASP14 esetében is emelkedett enzimaktivitast
tapasztaltunk az ionerdsség novelésével.

4.2.6. Urea-disszociacios allandé (UCso) meghatarozasa

Urea-disszociacios allandé (UCsp) alatt a dimerként aktiv enzim
aktivitasanak 50 %-os csokkenését eredményez6 urea koncentraciot értjiik.

Az UCs értékek alapjan megallapithatd stabilitasbeli kiilonbségek
részben az enzimek eltér6 felépitésii dimerizacios felszinével
magyarazhatéak. Maga a dimerizacios felszin a molekuldk kozotti f6
kolcsonhato feliiletként definialhato, igy azoknal a proteazoknal, ahol
alternald N- és C-terminalis B-red6k erdsitik a molekuldk kozotti kapesolatot
(pl. HIV-1 PR) szignifinansabban magasabb intermonomer kdlcsonhatas-
stirliség allapithatd meg, mint azoknal a fehérjéknél, amelyeknél csak C-
terminalis, nem ismétlodo B-redd talalhatd (pl. XMRV és Ddi proteazok).
Utobbi proteazokhoz hasonloan a SASP14 dimerizacios felszinét is
kizarolag C-terminalis B-redok alkotjak, ami relative alacsonyabb dimer
stabilitast biztosit a homodimer szdmara.
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4.2.7. Szubsztrat specificitas vizsgalat

A GST-SASP14 enzim S2 és S3 szubsztratkotd helyeinek aminosav
preferenciajat a HIV-1 MA/CA (VSQNY|PIVQ) hasitohely P2 és P3
pozicioban modositott variansait reprezentald szintetikus oligopeptid
szubsztratok felhasznalasaval vizsgaltuk. A természetes hasitohelyet
tartalmazo, vad tipusu (VSQNY | PIVQ) szubsztrat esetében 1 6ra alatt nem,
mig 16 oras inkubacids id6t kovetéen is csupan kismértékii hidrolizist
tapasztaltunk. A P3-moédositott oligopeptid szubsztratok hidrolizise 1 oras
reakcididd mellett nem volt detektalhatd, ezért az inkubacids id6ét 16 orara
noveltik. A vizsgalt oligopeptid szubsztratok koziil a P3-Val és -Asp
mutansok 16 ora alatt sem hasadtak, illetve a tobbi vizsgalt peptid (P3-Gln,
-Lys és -Gly) esetében tapasztalhato hidrolizis mértéke is igen alacsony volt.
A vizsgalt mutaciok koziil a P3-Lys mutans esetében tapasztaltuk a
legnagyobb mértékii hasitast, azonban ez a mutans még igy is szignifikdnsan
rosszabb szubsztratja volt a SASP14 enzimnek, mint a P2-Leu mutans (1
oras reakcioido).

A pontos hasitasi hely meghatarozasahoz a hasitott és hasitatlan
oligopeptid szubsztratokat HPLC-ESI-TOF analizisnek vetettiik ald. A
retencios id6 és tomeg/toltés (m/z) értékeket a hasitatlan szubsztrat, és a
hasitds sordn keletkezé fragmentek esetében egyarant meghatdroztuk.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a szubsztratok mind a vad tipusu,
mind pedig a P2 és P3 modositott peptidek esetében is a P1-Tyr és P1°-Pro
aminosavak kozott hasadtak, amely megegyezik a HIV-1 PR hasitasi
hasitohely szekvencidkon kiviil eddig nem volt ismert, hogy a SASP14
protedz milyen més szekvenciakon beliil és hol képes hasitani.

4.2.8. Foszforilacié hatasa a szubsztrat hidrolizisre

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a FLG a transzlaciot kdvetden
foszforilalodik, melynek feltételezések szerint szerepe lehet a FLG
egységeket 0Osszekotd szakaszok proteolizisének, igy a FLG érésének
megakadalyozasaban, ugyanis a hasitasi helyek foszforilacioja miatt a
szubsztrat hasitasa gatlodik. Azt feltételezve, hogy a szubsztrat
foszforilaltsaga hasonloan gatlo hatassal lehet az ASPRV1 PR-ra, vizsgaltuk
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a természetes, azaz a FLG processzaldo helyet (GSFLY|QVSTH)
reprezentald  szubsztrat, valamint annak P4-foszforilalt formaja
hasithatosagat. Kisérletiinkben a vad tipusu szekvencian beliili hasitast
tapasztaltunk, mig a P4 pozicioban foszforilalt oligopeptid mar nem
bizonyult megfeleld szubsztratnak a GST-SASP14 enzim szdmara, ami
meger0siti a hasitohely foszforilacidjanak szabalyozasban betoltott szerepét.

4.2.9. Gatolhatosagi vizsgalatok HIV-1 proteaz inhibitorokkal

A tesztelt inhibitor panel alapjan az indinavir gatld hatasa volt a
legjelentGsebb. A gatlo hatas értékének szamszertiisitéséhez meghataroztuk a
gatlasi allandot (Ki=0,62 pM). Az acetil-pepsztatin inhibitort 10 pM
végkoncentracioban alkalmazva az enzimaktivitas fokozodasat figyeltiik
gatlast okzott. A jelenséget korabban a HIV-1 PR esetében mar
megfigyelték, mely alapjan az acetil-pepsztatin képes stabilizalni a kialakult
dimer szerkezetet, igy fokozva a hidrolizis hatékonysagat. A SASP14 enzim
esetében ez a jelenség még nem ismert részleteiben, igy tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a pontos koriilmények tisztazasara.

A PRpec1o fehérjéhez hasonldan a SASP14-et sem gatoltak az amprenavir,
darunavir, lopinavir, nelfinavir, saquinavir és tipranavir inhibitorok az in
vitro vizsgalatok soran, ezért megvizsgaltuk, hogy a HIV-1 PR rezisztencia
mutacioi el6fordulnak-e az SASP14 szekvencia megfeleld pozicidiban.
Megallapitottuk, hogy az SASP14-ben tobb olyan aminosav is talalhato,
amely megfelel a HIV-1 PR els6dleges vagy masodlagos rezisztencia
mutacioinak. Ezek koziil csak harom aminosav jatszik szerepet a kotohely
kialakitasaban HIV-1 PR esetében: az 147 az S2 és S4 zsebekben, a Q58 az
S4 zsebben, mig a V82 az S1 zseb esetén. A SASP14 V66 és A80 vad tipusu
aminosavai megfelelnek a HIV-1 PR Q58V és a G73A masodlagos
rezisztencia mutaciodinak, ennek ellenére kisérleteinkben a SASP14 mégis
gatolhatdé volt indinavirral, igy tehdt a szamos inhibitorral szembeni
természetes rezisztencia nem magyarazhat6 kizarolag a HIV-1 rezisztencia
mutaciokkal valé azonossaggal néhany pozicioban.
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4.2.10. GST-SASP28 enzimformak autoproteolizisének vizsgalata

Eredményeink azt mutattak, hogy a létrehozott mutaciokkal
(A189K/N190I és A167G/L168G/A189K/N190I) nem sikertilt elérni a GST-
SASP28 autoprocesszalasanak teljes gatlasat, ugyanakkor annak
hatékonysaga jelentsen lecsokkent. A mutaciok hatasara nem tapasztaltuk
az alternativ hasitd helyen torténd processzalast vagy a hasitasi pozicio(k)
eltolodasat, sem SDS-PAGE, sem pedig MALDI-TOF-MS analizisek
eredményei alapjan. Eredményeink alapjan a vad tipusu GST-SASP28
fehérjéhez képest (~80 %) a mutansok esetében az autoproteolizis
hatékonysaga jelentésen lecsokkent (~10 %) 20 6ra inkubacios id6 alatt, ami
arra utalt, hogy az N-terminalis hasitohely P2 és P1 pozicioban talalhato
aminosavak egyidejii mutacioi (A189K/N190I) nem gatoljak a processzalas
képességét, csakugy, mint a négyszeres mutdciot hordozé fehérje (GST-
SASP28- A167G/L168G/A189K/N190I) esetében sem.

4.2.11. Autoaktivacio jelenségének bizonyitasa

Az Onprocesszalas végbemenetelét és igy a SASP14 enzimforma
megjelenését a GST-SASP28 eldinkubalasaval biztositottuk, a kiillonbozo
ideig inkubalt mintak eltéré mennyiségben tartlmaztak a prekurzur format és
a SASP14 fehérjét. A kiindulasi mintaban a GST-SASP28, mig az
inkubacios id6 ndvekedésével a processzaldodott SASP14 enzim mennyisége
domindlt. Az eldinkubaciot kovetéen a mintakhoz oligopeptid szubsztratot
adtunk, majd a reakcioido lejarta utain HPLC-alapu analizissel ellendriztiik a
szubsztrat hidrolizist. A ndvekvo eldinkubacids idovel ardnyosan fokozodott
a szubsztrat hidrolizise a nulla idopontban mért értékhez képest, mindez
pedig Osszefliggésben van a felszabadult SASP14 aranyaval a
reakcioelegyben. Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az
onprocesszalas soran valoban autoaktivacio torténik, mely a két forma
katalitikus aktivitasanak dsszehasonlitasabol egyértelmiien kijelentheto.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésem alapjaul szolgalé munkak soran lehetdségem nyilt
két, retrovirus-szerli human aszpartil protedz tanulmanyozéasara. A PRpec1o
vizsgalata céljabol a teljes hosszisagli poliprotein atirasat biztosito
frameshift mutanst (sRF1/RF2peci0), Valamint aktiv hely-mutansokat
(D370A, S371A) kodolo plazmidokat allitottunk elé. A HEK293T
sejtvonalban termeltetett PEGI10 fehérjék kimutatdsira, a PRpecio
aktivitdsanak nyomon kdvetésére és a fehérje ubikvitinacidjanak igazolasara
is Western-blot techinkat alkalmaztunk. Az autoproteolizis vizsgalata a
PRpecio neutralis pH optimumat mutatta (pH 6,9-7,4). Kisérleteinkben
igazoltuk a PRpecio intramolekularis hasitasat (PF1 és PF2 termékek
megjelenése), ugyanakkor rekombinans fehérje szubsztraton végzett
kisérleteinkben intermolekularis kolcsonhatast nem tapasztaltunk. A pontos
hasitasi poziciot in vitro kisérletekkel nem sikertiilt pontosan azonositani, igy
azt in silico modszerrel becsiiltik. A PRpecio autoproteolizisének
gatolhatosagat tobb HIV protedz inhibitorral is teszteltiik, gatldo hatéast
azonban egyik esetben sem figyeltink meg. HEK293T ¢és HaCaT
sejtvonalakon végzett kisérletekben igazoltuk, hogy a PRpec1o hatassal van a
Az ASPRVI enzimfehérje GST-fuzionalt formait (GST-SASP14, GST-
SASP28) BL21(DE3) sejtekben expresszaltattuk és a fehérjéket affinitas
kromatografiaval tisztitottuk. Az in vitro enzimvizsgalatok soran SDS-
PAGE- és HPLC-alapi modszereket alkalmaztunk. A GST-SASP14
enzimkinetikai paramétereit (Kwm, Keat, Keat/ Km), a pH, az ionersség és az urea
enzimaktivitasra gyakorolt hatasat a HIV-1 MA/CA hasitohely P2-Leu
moédositott variansat reprezentald oligopeptid szubsztrattal vizsgaltuk,
valamint tanulmanyoztuk az S2 és S3 szubsztratkotdé zsebek aminosav-
preferenciait is. Igazoltuk az indinavir galtd hatasat, kimutattuk, hogy a
pepsztatin A és acetil-pepsztatin egyarant képesek az enzim gatlasara,
valamint bizonyitottuk, hogy a GST-SASP28 prekurzor autoproteolizise
sziikséges az ASPRV1 autoaktivacidjahoz, az autoprocesszalas vizsgalatat
hasitohely-mutansok vizsgalataval is elvégeztiik.
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