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1. BEVEZETES

A retrovirusok létezése mar a mult szazadban ismert volt, azonban a human T-sejtes
leukémia virus (HTLV-1) illetve a szerzett immunhianyos tiinetegyiittest (AIDS-t) okozd
virus, a 1-es tipustt human immundeficiencia virus (HIV-1) felfedezéséig nem tudtak olyan
retrovirusokrol, amelyek képesek az embert megfert6zni. Mara azonban mar bizonyitott, hogy
a retrovirusok a gerincesek barmely osztalyat megfertdzhetik, a fert6zés kimenetele
kiilonbozo lehet: betegség nélkiili virémia, daganatképzOodés, anémia, immunhiany illetve
idegrendszeri elvaltozasokat is okozhatnak.

Az endogén retrovirusok olyan RNS virusok, amelyek DNS kopiajukat beintegraltak a
gazda ivarsejt DNS-ébe, az integralddott kopia generaciordl generaciora 6roklodik, endogén
elemként van jelen. A legtobb endogén elem esetén a mutaciok kovetkeztében a replikacidhoz
sziikséges fehérjék funkcioképtelenné valtak. Néhany egér endogén elem azonban mégis aktiv
¢s replikaciora képes. Azokat az egér endogén retrovirusokat, amelyek képtelenck
megfertézni az egér gazdasejtet, de mas gazdasejtet képesek, a sejtreceptor tropizmusuk
alapjan nevezték xenotropikusnak.

A Xenotropikus egér leukémia virussal rokon virust (XMRV) 2006-ban human
prosztatarakos (PC) mintabol izolaltak, késébb kapcsolatba hoztak a kronikus faradtsag
szindromaval (CFS) is, igy a tudomanyos érdeklédés kozéppontjaba keriilt. A kimutatasi
modszerek érzékenységének novekedésével bebizonyosodott, hogy vizsgalatok jelentds része
fals pozitiv eredményt adott, mivel az azonositott egér leukémia virussal (MLV) rokon
szekvencia a kereskedelemben forgalmazott egér DNS-sel szennyezett laborreagensekbél
szarmazott. Kisérleteket folytattak human prosztata tumor xenograft modellben (CWR22),
amelyben két korabban nem azonositott endogén egér retrovirus (PreXMRV-1 és PreXMRV-
2) rekombinalodasabol fertézoképes XMRV jott létre. A két provirusbol (PreXMRV-1 és
PreXMRV-2) az egér gazdaszervezetben rekombinacio6 altal olyan XMRV keletkezett, amely
képes volt megfertézni a human prosztata tumor sejtvonalat. A rekombinacioval keletkez6
virusok létrehozhatnak olyan human patogéneket, mint példaul a HIV-1, ami a csimpanzbol
szamazik (csimpanz eredetii majom immundeficiencia virus, SIV cpz), két kiillonbozé SIV
rekombinacidjabol jott 1étre és terjedt at az emberre. A retrovirus rekombinacioknak nagy
szOvet-tropizmusara és a gazdaszervezetek szamanak novekedésére is. Az XMRV-t ugyan
szennyezddésként azonositottdk, de maig sok publikacid sziiletik, amelyekben 0sszefiiggésbe

hozzék a tumorképzddéssel.



Mint minden retrovirus, igy az XMRYV ¢letciklusadban is kulcsszerepet tolt be a viralis
protedz (PR), mely a virdlis prekurzor fehérjék funkcionalis részekre torténd hasitasat végzi,
ezért a proteaz fontos kemoterapias célpont. A proteazok ellen tervezett inhibitorok
segitségével nem kivant élettani hatdsuk megakadalyozhato vagy csokkenthetd.

Munkacsoportunk a retroviralis proteazok vizsgalatara fokuszal, szamos proteaz esetén
folyadékkromatografias modszerrel vizsgaltak az enzimek kinetikai paramétereit, az enzim
gatlasi  profiljat, a protedzok szubsztratspecificitasat. A kisérletes eredményeket
bioinformatikai eszk6zok segitségével és szerkezeti biologiai adatokkal is alatamasztottak.

Az egér leukémia virus (MLV) proteaz jol alkalmazhatdé a retrovirusok
allatmodelljeként, valamint a génterapidban betdltott szerepe is jelentds, mivel a klinikai
alkalmazasba keriilt retroviralis vektorok koziil a HIV-l-en alapuldoak mellett az egér
leukémia virus modositdsaval kifejlesztett vektorok a legjelentdsebbek. Ezért
munkacsoportunk részletesen tanulméanyozta az MLV protedzt. A proteinaz homolog modellje
rendelkezésiinkre allt, amelyet Modeller 3 program segitségével a HIV-1 proteinaz
kristalyszerkezetén alapulva épitettek fel.

Az XMRV-nek, mint egy ujonnan azonositott virus proteazanak vizsgalatat 2011-ben
kezdtem meg, mely virust azonban késébb egy laboratoriumban keletkezett artefaktumként
azonositottak. Az XMRV proteaz inhibitorral alkotott kristalyszerkezete szintén nem volt
ismert. Kollaboracidban az amerikai Alexander Wlodawer altal vezetett Makromolekularis
Krisztallografias Laboratorium munkatarsaival (National Cancer Institute- Frederick National
Laboratory of Cancer Research, USA) vizsgaltuk az altaluk eléallitott és tisztitott XMRV
protedz biokémiai jellemzdit. Az XMRV protedz inhibitor komlpexeinek krisztalyszerkezet
vizsgalatat kollaboracids partneriink végezte.

Mivel az XMRV szekvencidja igen nagy hasonlosidgot mutat az MLV proteinaz
szekvencidjaval, mely proteaz kristalyszerkezete a mai napig sem keriilt meghatarozasra, igy
az XMRYV protedz kristalyszerkezetének meghatarozasa jelentés az MLV proteazra vonatkozo
szerkezeti informaciok szempontjabol is. Az enzim-inhibitor kristalyszerkezetének részletes
ismerete, valamint a szubsztratk6tdé zsebeket alkoté aminosavak feltérképezése és a kialakulo
kolcsonhatasok vizsgalata altal kivantunk hozzajarulni az XMRYV illetve gammaretrovirus
alcsaladra sokkal specifikusabb inhibitorok kifejlesztéséhez.

Doktori tanulmanyaim soran vizsgaltam az XMRV proteaz kinetikai paramétereit, az
enzim gatlasi profiljat. A kisérleti munka tamogatasaként bioinformatikai modszert
alkalmaztunk, melyben Dr. Motyan Janos nyujtott segitséget, a rontgenkrisztallografias

eredményekkel egyiitt probaltuk értelmezni az inhibitor bekotédés modjat két klasszikus
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aszpartil proteaz inhibitor (pepsztatin A és acetil-pepsztatin) esetén, valamint Gsszevetni a

HIV-1 proteaz inhibitor bek6tédési modjaival.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A retrovirusok altalanos jellemzése

A retrovirusok olyan pozitiv szalu, diploid RNS-genommal rendelkezd virusok, melyek
a Retroviridae csaladba tartoznak. Tudomanyosan bizonyitott, hogy a gerincesek barmely
osztalyat képesek megfertdzni, a betegség nélkiili virémian tul a fert6zés kovetkezménye lehet
daganatképzddés, idegrendszeri elvaltozasok, anémia vagy immunhidny.

A retrovirusokat hét nemzetségbe soroltak: Alfa-, Beta-, Gamma-, Delta-
Epsilonretrovirus, Lenti- és Spumavirus (1. abra) (Linial és mtsai., 2005). A célsejtek jellege
szerint 4 csoportot alkottak (Stoye és Coffin, 1987): az ekotrdp virusok (a gorég 0ikos szobol
szarmazik, jelentése: otthon, hazai, hazi) ragcsalé eredetliek; a xenotrop virusok (a gorog
Xenos szobol szarmazik, jelentése: idegen), melyek széles korben képesek fertézni idegen
gazdasejtet, mig a politrép virusok (a gordg poly szobol szarmazik, jelentése: sok), amelyek
képesek megfertézni egér és egyéb sejteket is. A negyedik csoport a mddositott politrép

virusokat tartalmazza.

HIV-1
HIV-2 ‘
—ES“-’ % Lentivirusok
EIAV ‘
BIV .~
[M.\II N
XMRV | Gammavirusok
FELV |
GALV
iad \|, Alfavirusok
L ks
HEY
| ™
«I—:”U ~Spumavirusok
BFV |
H FEV
HTLV-1 ™
HTLV-2
| —Emw--: = Deltaviiusok
HTLV-3
BV
| MEMLY | Bétavirusok
MMTV
] WDSV
WEHV-1 Epszilonvirusok

|
I—\\"!‘.li\-"-]

1. abra: A retrovirusok filogenetikai faja. (Készitette: Bagossi Péter)
Pirossal kiemelve a gammaretrovirus alcsoport, amelybe az MLV és XMRYV tartozik.
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A retrovirusokat Vilhelm Ellerman és Oluf Bang fedezte fel 1908-ban (Ellerman és
Bang, 1908). Az els6 human patogén retrovirust, a HTLV-1-t (1-es tipusti human T-limfotrop
virus) 1980-ban Poiesz és munkatarsai azonositottak (Poiesz és mtsai., 1980). A HTLV-1
fertézés szamos betegséget okozhat, pl. feln6tt T-sejtes leukémiat/limfomat (ATL), tropikus
spasztikus paraparézist/HTLV-1 asszocialt miclopatiat (TSP/HAM) (Johnson és mtsai., 2001).
A HTLV-1 fert6zés egyes teriileteken endemikus (pl. Japan, Iran, Peru, Kolumbia és a Karib-
térség), és a fertézottek szamat 20 milliora becsiilik (Verdonck és mtsai., 2007).

A HTLV-1 felfedezését kovette a szerzett immunhianyos szindromat (AlIDS-et) okozo
virus, a HIV-1 (1-es tipusi human immundeficiencia virus) azonositasa 1983-ban (Barré-
Sinoussi és mtsai., 1983, Gallo és mtsai., 1984, Levy és mtsai., 1984). Becslések szerint 2013-
ban 35 milliora teheté a HIV-1 fertézottek szama, 2,3 millio uj HIV fert6zottet regisztraltak és
1,6 millidan haltak meg valamilyen, az AIDS miatt kialakulo betegségben. Csaknem 13
millidan vesznek részt antiviralis terapiaban (UNAIDS, 2013).

A retrovirus virionok atmérdje 80-100 nm kozott valtozik, kilsé lipid burkukban
(envelope, Env) viralis glikoproteinek talalhatok. A burokfehérjék heterodimer tripletet
tartalmaznak, melyek egy felszini receptorkotd fehérjébdl (SU) és egy ezzel nem-kovalens
kolcsonhatdsban 1évd transzmembran (TM) fehérjébdl allnak (2. abra). A belsd protein mag
matrix (MA) és kapszid (CA) fehérjékbol épiil fel, alakja és elhelyezkedése a csalad
kiilonbozd fajaiban eltérd. A magban talalhaté a nukleokapszid (NC) fehérjével asszocialt
viralis genom, amely az életciklushoz nélkiilozhetetlen harom enzimet is kodolja: a proteazt

(PR), a reverz transzkriptdzt (RT) és az integrazt (IN) (Coftin, 1992, 1997).
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2. abra: A HIV-1 virion szerkezete. (http://www.stanford.edu alapjan)

A viradlis genom szervezOdése szerint egyszeri ¢és Osszetett retrovirusokat
kiilonboztetiink meg. Az egyik legegyszeriibb viralis genommal rendelkez6 virus, az egér
leukémia virus (MLV) esetében a retroviralis replikdcidhoz csupan harom, a virus altal kodolt
gén sziikséges (Varmus és Brown, 1989). A csoport specifikus antigén (gag), mely a virion
strukturalis fehérjéit, a polimeraz (pol) gén, mely a viralis enzimeket és az envelop (env) gén,
mely a burokfehérjét kodolja. Az integralédott provirusban ez a harom gén mindig
ugyanabban a sorrendben talalhatdo (5’-gag-pol-env-3’) ¢és mindkét végén a reverz
transzkripcid soran keletkezd, jellegzetes hosszsagi ismétlodd végszekvencidk (long
terminal repeat, LTR) talalhatok (3. abra). Az LTR tartalmazza a retroviralis genom hatékony
transzkripcidjahoz sziikséges promoter €s enhanszer elemeket, valamint az mRNS 3’°-végi
poliadenilacidjdhoz sziikséges szekvencidkat. Az egyszerli retrovirusok esetében az
integralodott provirusrol két kiilonboz6 transzkriptum keletkezik: a genomi RNS, ami mRNS-
ként is szolgal a Gag és Pol proteinek szintéziséhez, illetve egy kisebb illesztett mRNS, ami
az Env fehérjét kodolja. A viralis génexpressziot Cisz-aktivald viralis DNS vagy RNS
szekvenciak €s a gazdasejt altal kodolt transz-aktivalo faktorok egyiittesen szabalyozzak.

A HIV-1, a Lentivirus genus tobbi tagjaval egyiitt, dsszetett genommal rendelkezik (3.

abra), ami azt jelenti, hogy az egyszerii retrovirusokra jellemzd géneken kiviil egyéb
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géntermekeket is kodol (Cullen és Greene, 1990, Pavlakis és Felber, 1990). A Tat és a Rev
fehérjék transz-aktivald elemként szabalyozzak a HIV-1 génexpressziot (Cullen és Greene,
1990, Pavlakis és Felber, 1990). A Tat fehérje a HIV-1 LTR-specifikus transzkripciojanak
hatasos aktivatora, ezért erdteljes pozitiv visszacsatolast hoz 1étre. A Tat fehérjének ez a
hatasa a Rev fehérje felhalmozodasat eredményezi, ami meggatolja a tobbszordsen illesztett,
szabalyoz6 mRNS-ek szintézisét és aktivalja az egyszeresen illesztett, a strukturalis fehérjéket
kédold mRNS szintézisét (Cullen és Greene, 1990, Kim és mtsai., 1989; Pavlakis és Felber,
1990). A HIV-1 esetében 9 kiilonbozé génrdl tobb mint 20 eltéré mRNS keletkezik (Cullen és
Greene, 1990, Pavlakis és Felber, 1990). Ezek egyike, a Nef protein, korai géntermék,
amelynek szabalyozo szerepe van. A Vpr, a Vpu és a Vif késéi géntermékeknek a
morfogenezisben és a virusok sejtbdl valo kijutdsdban van szerepiik.

A xenotropikus egér leukémia virussal rokon virus (XMRYV) esetében, melyet 2006-ban

izolaltak, a genomszerkezet nagy hasonlosagot mutat az MLV genom szerkezetével (3. abra).

MLV/ XMRV
-

LN

3. abra: Az MLV, XMRYV és HIV-1 virusok genomszerkezetének sematikus abrazolasa.
(Cullen és Green 1990 alapjan)

2.2. A retrovirusok életciklusa

A retrovirusok életciklusa két szakaszra oszthatd, melyeket korai és késdi fazisnak
neveziink. A korai fazis elsé 1épéseként a virus membranfuzidval vagy receptor kozvetitett
endocitozissal bejut a gazdasejtbe. A reverz transzkripcido a belépd kapszid strukturdban
torténik meg, melyben a pozitiv szali RNS-genom dupla szali DNS-genomma irédik at. A
genomi DNS-bdl és a belépd kapszid néhany fehérjekomponensébdl preintegracios komplex
(PIC) formalddik, amely bejut a sejtmagba (4. abra). A legtobb retrovirus esetében a
sejtmagba jutds passziv 1épés, igy csak osztodo sejteket képesek megfertdzni, melyek
sejtmaghartydja nem ¢ép. Azonban a HIV-1 és a Lentivirus alcsaladba tartozd egyéb

retrovirusok esetében a PIC aktiv transzportja lehetové teszi nem 0sztddo sejtek fertdzését is
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(T6zsér és Oroszlan, 2003). A viralis DNS a PIC nélkiilozhetetlen részét képez6 integraz (IN)
segitségével beépiil a gazdasejt genomjaba. A késOi fazis elsd 1épése a virdlis DNS
transzkripcidja, mely a cellularis RNS-polimeraz 11 kozvetitésével megy végbe. A keletkezett
mRNS molekuldk egy része modositatlanul elhagyja a sejtmagot és a Gag, illetve Gag-Pro-
Pol poliproteinek templatja lesz a transzlacié soran, masik része a virusburokba keriil és az
utoédvirusok genomjanak orokitéanyagként szolgal. Egy Kisebb, illesztett mMRNS-r6l irédnak at
az env-kodolt fehérjék, melyek elébb glikozilalédnak, majd a plazmamembranba vald
transzport soran egy cellularis protedz hatasara feliileti (SU) és egy transzmembran (TM)
fehérjére hasadnak. Szamos, tobbszorosen illesztett mRNS szolgal a kiegészito fehérjék, mint
a Tat, Rev, Vif, Nef és Vpr szintézisének templatjaként. A Gag fehérjék a gazdasejt
membranjanak Env proteinekben gazdag részein, a membran belsé feliiletén csoportosulnak,
majd a ,,fank-alak” kapszid struktaraval rendelkez6 ,éretlen” virusrészecske a ,,lefiiz6dés”
(budding) révén kikeriil a sejtbdl. A virus a poliproteineket meghatarozott helyeken elhasito
protedz aktivalédasa utdn, a processzalas soran valik ,éretté”, fert6zOképessé. Ekkor a
virusrészecskének tomor, a HIV-1 esetén kup-alaku belsé szerkezete van, MLV esetén
ikozaéderes. Mivel csak az ,¢érett” virusrészecskék fert6zoképesek, a PR miikddése

nélkiilézhetetlen a virus replikaci6 soran (T6zsér, 2003).

g Korai fazis Késéi fazis -J:fs "

4. abra: A retrovirusok életciklusa. (T6zsér és Oroszlan, 2003 alapjan).

Korai fazis: (1) Kotddés-penetracio: receptor-antireceptor kolcsonhatas. Endocitézis vagy
direkt fuzi6. (2) A virusburok elvesztése pH-fiiggd vagy pH fiiggetlen mddon. (3) Proviralis
DNS-szintézis, melyért a RT felelds. (4) A preintegraciés komplex bejutdsa a magba. (5)
Integracid az IN segitségével

Késoi fazis: (6) Provirus expresszidja. (7) Transzlacid. (8) Virusrészecske 0sszerendezddése.
(9) Virusrészecske leflizdédése. (10) A virusrészecske ,,érése” a PR segitségével.
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2.3. Endogén retrovirusok

Az endogén retrovirusok olyan endogén viralis elemek, amelyek retrovirusokbol
szarmaznak ¢és allkapcsos gerinces (gnathosthoma) genomokban gyakoriak. A retrovirusok
torténd beilleszkedését vonja maga utdn. A legtdbb retrovirus ugyan testi sejteket fertéz meg,
de a csiravonal (germinalis) sejtek (olyan sejtek, amelyek petesejteket és spermat termelnek)
esetenkénti fertéz6dése is el6fordulhat, életképes szervezet Kifejlodésével. Ez az organizmus
fogja hordozni az inzertalodott retroviralis genomot, mint sajat genomjanak szerves részét,
egy “endogén” retrovirust (ERV), amelyet utddja mint egy 0j allélt fog 6rokolni. Sok ERV
fennmaradt gazdaja genomjaban évmillidkon keresztiil. Azonban legtobbjiikk inaktivald
(hatastalanitd) mutaciot szenvedett a gazda DNS replikicidja soran és tobbé nem képes a
virustermelésre. Az ERV-k képesek tovabba részlegesen kihasadni (kilépni) a genombdl egy
rekombinacids delécioval, amelyben az azonos, az Gjonnan intergralodott retrovirusokkal
szomszédos szekvencidk kozotti rekombindcid a virdlis genom belsd, protein-kodold
régidinak torlddését eredményezi.

Az endogén retrovirusok aktiv szerepet jatszhatnak a genomok Kialakulasaban. A
legtobb tanulmany fokuszaban az ember és a féemlésok genomjai allnak, de mas gerinceseket
is, mint példaul az egerek és juhok genomjat is mélyrehatéan tanulmanyoztak (Li és mtsai.,
2012, Spencer és mtsai., 2012, Black és mtsai., 2010, Ryan és mtsai., 2004). Az ERV
genomokkal szomszédos hosszii termindlis ismétlédé (LTR) szekvencidk gyakran
promoterekként €s enhanszerekként felvaltva miikddnek. Tovabba a retroviralis proteinek
feladata, hogy az 0j gazdasejt funkcioit elsegitsék, kiilonosen a reprodukciot és a fejlodést. A
homolég retrovirdlis szekvencidk kozotti rekombinacid  szintén koézremiikodik a
génkeveredésben és a genetikai valtozatok generaldsdban. Az egyediilallo LTR-ekkel és a
teljes retroviralis szekvencidkkal 6sszekapcsolodott LTR-ekkel kapcsolatban kimutattak, hogy
a gazda génekben, mint transzkripcios elemek szerepelnek. Ezek mikodése foéleg a
proteinkddold gének 5° UTR —be valo inzertalasara terjed ki (Li és mtsai., 2012, Pi és mtsai.,
2010, van de Lagemaat és mtsai., 2003, Kovalskaya és mtsai., 2006). Ezen elemek tobbsége a
pozitiv (szensz) szal iranyaban inzertalodik a neki megfelelé génhez, de azonositottak olyan
LTR-eket is, amelyek a negativ (antiszensz) iranyban miikddnek, illetve a szomszédos gének
kétiranyu promotereként is (Gogvadze €s mtsai., 2009). Néhany esetben az LTR a gén 6

promotereként funkcional. Példaul a human AMY1C tartalmaz egy teljes ERV szekvenciat a
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nyalspecifikus expresszidjat (Ting és mtsai., 1992).

Az ERV-k tobbsége, amely a gerincesek genomjaiban fordul eld, 6si, a mutaci6 altal
inaktivalt és elérte a genetikai fixacid allapotat a gazdafajban. A madarak és nem-human
emlOsok esetében - beleértve az egereket, a macskakat és koalakat is - bizonyitott, hogy a
leglijabban  integralodott ERV  szekvencidk 0Osszefliggésbe hozhatoak  kiilonbozo
betegségekkel.

Tovabba feltételezhetd, hogy az ERV-nek szerepe van a human rakos megbetegedés
szamos formajaban ¢s autoimmun betegségben (Bannert €és mtsai., 2004, Nelson és mtsai.,
2003, Singh és mtsai., 2007), kapcsolatba hoztak a sclerosis multiplex-szel (SM), valamint
HERYV antitesteket azonositottak skizofrén emberek vérmintaiban is.

A human endogén retrovirus (HERV) provirusok a humén genom egy jelentds részét
adjak: megkozelitéleg 98,000 ERV elemmel és toredékkel a teljes genom csaknem 8%-at
teszik ki (Belshaw és mtsai., 2004). A legtobb HERV csupan az eredeti virusok maradvanya,
amelyek elészor évmilliokkal korabban integralodtak. Azonban a virusok egy csaladja az
emberek €s a csimpanzok szétvalasa ota aktiv.

Azt feltételezik, hogy a HIV a HERV-expresszidjat indukalja HIV-fertézott sejtekben,
ezért a HERV antigéneket célzo oltdéanyag alkalmas lehet a HIV-fert6zott sejtek

megsemmisitésére (Garrison €s mtsai., 2007).

2.4. Az egér leukémia virus jellemzése

Az egér leukémia virus (MLV) a gammaretrovirus csalad képviseldje (Regenmortel és
mtsai., 2000) (1. abra), amelyet el6szor BALB/c egerek szarkomajabdl izolaltak (Moloney és
mtsai., 1960), innen szarmazik a Moloney egér leukémia virus (MMLYV) elnevezés. Ujsziilott
egerekben a virus harom honap alatt limfoid leukémiat idézett eld.

Az MLV egylancu, diploid genomja harom, a virusfertézéshez és replikdcidhoz
sziikséges gént tartalmaz, 5’-gag -pol-env-3’ sorrendbe rendezddve (3. abra). Ezeknek a
géneknek az expresszidja harom poliprotein, a Gag (Pr65%9%), a Gag-Pro-Pol (Pr180%¢Proroly
és az Env (gPr85°") képzOdéséhez vezet. A Gag poliprotein négy domént tartalmaz, melyek
megfelelnek a virus f6 szerkezeti fehérjéinek: pl15 (MA), pl12, p30 (CA) és pl0 (NC),
amelyek a prekurzor fehérje virus proteinaz altal katalizalt proteolitikus processzalasaval
valnak szabadda (Oroszlan és mtsai.,, 1978). A Gag-Pro-Pol poliprotein szintézise a gag

termindtor azonos leolvasasi keretben torténd szupresszidjaval valosul meg (Yoshinaka és
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mtsai., 1985) és a processzalast kovetden a szerkezeti fehérjék mellett a viralis enzimek (PR,
RT és IN) megjelenését is eredményezi. Az illesztett mRNS-r6l atir6dd Env fehérje eldszor
glikolizalodik, majd a Golgi-bol a plazmamembranba valo transzport soran megfeleld
cellularis proteazok altal egy feliileti glikoproteinre (SU, gPr70) és egy transzmembran
fehérjére (TM, Pr15(E)) hasitodik. A transzmembran fehérje a virdlis protedz segitségével
tovabb processzalodik pl12(E) és p2(E) fehérjékre (Katoh és mtsai., 1985, Schultz és mtsai.,
1985, Crawford és mtsai.,, 1985). Ez a hasitdis az MLV Env fehérje membranfuzids
képességének kialakitasdhoz sziikséges, igy esszenciadlis a virus fertdzoképessége

szempontjabol (Rein és mtsai., 1994).

2.5. A Xenotrop egér leukémia virussal rokon virus (XMRYV) jellemzése

A xenotropikus egér leukémia virussal rokon virus egy laboratoriumban keletkezett
gammaretrovirus, ami két egér leukémia virus rekombindcidja sordn jott létre az 1990-es
években. A kimerikus virust 2006-ban azonositottak (Urisman és mtsai., 2006), mint 0j
retrovirust, amelyr6l feltételezték, hogy human patogén. A kdzleményt azonban visszavontak,
mivel bebizonyosodott, hogy vagy a mintak vagy pedig a laboratoriumi PCR reagensek
szennyezettek voltak egér retrovirus szekvenciakkal (Urisman és mtsai., 2012).

Az XMRYV virus genomja nagyfoku rokonsagot mutat egy gammaretrovirussal (3. abra),
a xenotropikus egér leukémia virussal (murine leukemia virus; MLV), innen ered az XMRV
elnevezés. A xenotropikus egér leukémia virusok képesek megfertdzni mas, magasabb rendii
gerinceseket az XPR1 receptorokon keresztiil (Battini és mtsai., 1999, Tailor és mtsai., 1999,
Yang €s mtsai., 1999).

Szadmos tanulmanyban beszadmoltak arrdl, hogy XMRV-t azonositottak prosztatardkos
betegekbdl szarmazd mintdkban, de német kutatok megcafoltdk ezt az allitast, mert nem
azonositottak XMRV specifikus szekvenciadkat a paciensek DNS illetve RNS mintaiban €s a
betegek szérum mintaiban sem (Hohn és mtsai., 2009). Hasonld eredményekrdl szamoltak be
Hollandiaban (Verhaegh és mtsai., 2011), Japanban (Furuta és mtsai., 2011) és Mexikdban is
(Martinez-Fierro és mtsai., 2010). Az Egyesiilt Allamokban 1000 prosztatardkos péciens
mintajat vizsgalta harom intézet: a National Cancer Institute (Menéndez-Arias és mtsai.,
2011), a Johns Hopkins (Aloia és mtsai., 2010) és a Mayo Clinic (Sfanos és mtsai., 2008), de
egyik vizsgalat sem talalt XMRYV virust a mintakban.

Feltételezik, hogy az XMRV-nek szerepe lehet a rak kialakulasaban, ez azonban még

nem bizonyitott (Lee és mtsai., 2010). Az erre vonatkozd kozlemények ellentmondasosak.
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XMRYV eredetli proteint azonositottak prosztatarakban és nem rosszindulata stroma sejtekben,
ezt azonban egy masik tanulmany cafolta. Ebben a tanulmanyban arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a virus feltehetéen nem kozvetleniil tdamogatja a tumorgenezist (McLaughlin-
Drubin és mtsai., 2008). Egy masik vizsgalat soran XMRV proteint és nukleinsavakat
azonositottak roszindulatu sejtekben (Lee és mtsai., 2010, Schlaberg és mtsai., 2009).

Az XMRV-t kapcsolatba hoztdk egy masik betegséggel, a kronikus faradtsag
szindromaval (CFS) is (Lombardi és mtsai., 2009). A CFS-ban szenvedd betegek 67%-aban
mutattak ki az XMRV-t, mig az egészséges kontrollcsoport 3,7%-aban. Ebben az esetben is
bebizonyosodott, hogy a laborvizsgalatok fals pozitiv eredményt adtak (Erlwein és mitsai.,
2011a, Sfanos ¢és mitsai., 2011, Wolff és Gerritzen, 2011). Tuke ¢és munkatarsai
megallapitottak, hogy a kereskedelmi forgalomban levé RT-PCR reagenseket (polimeraz
enzim, puffer) szennyez6 MLV szekvencidk nagymértékben hasonlitottak a Lo és
munkatarsai altal 2010-ben leirt, human CFS-es mintakbodl izolalt politropikus MLV
szekvenciakhoz (Tuke és mtsai., 2011). Egymastol fiiggetlen laboratoriumok vizsgaltak a
CFS-es betegek mintait, nem talaltak XMRV-t a betegekbdl szarmazd vérmintak esetén
(Erlwein és mtsai., 2010, Groom ¢és mtsai., 2010, van Kuppeveld és mtsai., 2010, Switzer és
mtsai., 2010, Henrich és mtsai., 2010, Hong és mtsai., 2010, Hohn és mtsai., 2010, Satterfield
¢s mtsai., 2011, Erlwein és mtsai., 2011b, Furuta és mtsai., 2011), sem pedig az agygerincveld
folyadék mintak esetében (Schutzer és mtsai., 2011).

Az XMRV-t 0Osszefiiggésbe hoztak tovabba autizmussal, fibromyalgiaval, sclerosis
multiplexel, amyotropikus lateralis sclerosissal és Parkinson korral is. Toébb kutatocsoport
megkisérelte kimutatni ezen betegségek esetében az XMRV-t, de nem volt jelen a virus
autista gyermekek (230 beteg) mintaiban és a kontroll mintakban sem (204 beteg) (Satterfield
¢és mtsai., 2010). Fibromyalgiaban szenvedé betegekbdl szarmazo mintakban sem sikeriilt a
virust kimutatni (Luczkowiak és mtsai., 2011), és MS betegek mintaiban sem volt jelen
(Maric és mtsai., 2010), valamint idiopatikus betegségben szenvedé gyerekek esetén sem
(Jeziorski €s mtsai., 2010) lehetett azonositani.

Immunkompetens és immunhianyos személyek légutjabol is Kimutattdk az XMRV-t
(Fischer és mitsai., 2010), az immunkompetens egyének 2-3%-a, mig az immunhianyos
betegek kb. 10%-a hordozta léghitjaiban a virust, de egy masik tanulmany ebben az esetben is
cafolta az XMRYV jelenlétét (Barnes és mtsai., 2010).

A kiilonb6z6 tanulmanyok mind alatamasztjak a szennyezOdés hipotézisét (Smith és
mtsai., 2010). A kutatok megallapitottak, hogy a laboratoériumi reagensek (Sato és mtsai.,

2010, Robinson és mtsai., 2010), a szovetmintak (Sato és mtsai., 2010) és a vérmintak (Oakes
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¢s mtsai., 2010) is tartalmaztak a szennyezédést. Amikor egy minta XMRV-re pozitivnak
bizonyult, kideriilt, hogy egér DNS-sel volt szennyezve (Sakuma és mtsai., 2011). Egy masik
cikk beszamol arrdl, hogy az azonositott XMRV genomi szekvencia nagy hasonlosdgot mutat
a kiilonb6zé humdan sejtvonalakban levd xenotropikus egér leukémia virusokhoz (Hué és
mtsai., 2010).

Az XMRV keletkezését is azonositottak: két, korabban nem azonositott endogén egér
retrovirus (PreXMRV-1 és PreXMRV-2) rekombindlodasabol keletkezett, mikozben a human
prosztatarak tumor xenograftot (CWR22) in vivo passzaltak egerekben (Paprotka és mtsai.,
2011). A két virusbol (PreXMRV-1 és PreXMRV-2) az egér gazdaszervezetben rekombinacio
altal jott 1étre a virus, ami képes volt megfertézni a human sejtvonalat. A PreXMRV-1 és
PreXMRV-2 szekvenciakat azonositottak, és ugy talaltak, hogy ezek a szekvencidk 99,92%-

ban azonosak az XMRYV szekvencidaval. Az XMRYV virus felépitését mutatja az 5. abra.

PR

IN

p15E (TM) |
CA (p30) ('
MA (p15) 7 v

p12 s \ \' Lipid membran

NC (p10

RNS genom

5. abra: Az XMRYV virion felépitése. (Kang és mtsai., 2011 alapjan).

A rekombinacidval keletkezd virusok azonban létrehozhatnak human patogéneket, mint
példaul a HIV-1 esetében, ami csimpanz eredeti (SIV cpz), és két kiilonbozd SIV

rekombinaciojabol jott 1étre és terjedt at az emberre. A retrovirus rekombinacioknak nagy

crer

tropizmusara és a gazdaszervezetek szdmanak novekedésére.
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Az MLV-alapu vektorok hasznalata igen széles korben elterjedt, mivel képesek
megfeleld pszeudotipizalassal csaknem az Osszes gerinces, s6t néhany gerinctelen organizmus
sejtjeit is megfertdzni. A vektorok olyan virionok, melyeknek a sajat genomja nagy részben el
lett tavolitva és helyette a terapids gént tartalmazza, igy az integracid utan nem irodnak at
viralis fehérjék, igy nem képzddnek fertézoképes virionok sem, a bejuttatott gén csak a
fertdzott sejtben €s annak leanysejtjeiben marad fent. Dong €s munkatarsai bebizonyitottak,
hogy az XMRYV képes helper-virusként viselkedni, mobilizalni egy MLV-alapt konstrukciot
(LNCE) és megfert6zni ujabb sejteket (Dong és mtsai., 2008).

Az MLV proteaz jol alkalmazhat6 a retrovirusok allatmodelljeként, valamint a
génterapidban betoltott szerepe is jelentds, mivel a klinikai alkalmazasba keriilt retroviralis
vektorok koziil a HIV-1-en alapuléak mellett az egér leukémia virus moddositasaval
kifejlesztett vektorok a legjelentdsebbek. Ezért munkacsoportunk részletesen tanulméanyozta
az MLV proteazt. Az MLV proteinaz kristalyszerkezete nem, homolog modellje azonban
rendelkezésiinkre allt, amelyet korabban a HIV-1 proteinaz kristalyszerkezetén alapulva
épitettek fel.

Mivel az XMRV szekvencidja igen nagy hasonldésagot mutat az MLV proteindz
szekvenciajaval, és a proteaz kristalyszerkezete a mai napig sem keriilt meghatarozasra, igy az
XMRYV proteaz kristalyszerkezetének meghatarozasa jelentds az MLV protedzra vonatkozo
szerkezeti informaciok szempontjabol. Az enzim-inhibitor kristalyszerkezetének részletes
ismerete, valamint a szubsztratkotd zsebeket alkotdé aminosavak feltérképezése és a kialakulod
kolcsonhatasok vizsgalata jelentésen hozzajarulhat az XMRV illetve gammaretrovirus

alcsaladra sokkal specifikusabb inhibitorok kifejlesztéséhez.

2.6. A HIV-1 proteaz jellemzése

A retroviralis protedazok 99-138 aminosavrészbol allo, 11-15 kDa molekulatomegii
fehérjék, amelyek tobb, aszpartil proteazokra jellemz6 tulajdonsagot mutatnak, ilyen példaul a
enziminaktivacid. Azonban a két, topologiailag hasonlo, de mégsem teljesen azonos domént
hordozo egylancu cellularis aszpartil proteazoktol (renin, pepszin) eltéréen a retroviralis
aszpartil proteazok, azaz a retropepszinek két azonos alegységbdl felépiil6, dimer formaban
mikodoé enzimek. A retroviralis proteazok elsddleges €s masodlagos szerkezete a celluléris

aszpartil protedzok egyik doménjével analdog (Toh és mtsai.,, 1985), szdmos B-reddt és
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enzimtol fiiggden alegységenként egy vagy két rovid a-hélixet tartalmaznak. A két alegység
N- és C-termindlis lancai 6sszefonddva alkotnak egy tobbrétegii antiparallel B-redot.

A HIV-1 proteazt harom jellegzetes régioval jellemezhetjiik: az aktiv centrum, a lebeny
(flap) és a C-terminalis kozelében elhelyezked6 konzervalt régid. Az aktiv centrumot alkotd
katalitikus triad (Asp-Thr-Gly) az N-terminalis kozelében helyezkedik el (6. abra). Az
alegységek katalitikus triadjai hurokrégioban helyezkednek el, amely analdég a cellularis
aszpartil proteazokra leirt y-struktiraval (Oroszlan és Tdézsér, 1990). A Kkatalitikus triad
aminosavrészei hidrogénkotések haldzatan keresztiil kapcsolodnak egymashoz (Davies, 1990,
Wilodawer és Erickson, 1993), amit tlizoltéfogasnak (,,fireman’s grip”) neveznek, utalva a
kotés geometridjara és erds jellegére. A flexibilis lebeny régio tobbé-kevésbé konzervalt
(Miller és mtsai., 1989a, Navia és mtsai., 1989), a szubsztrat, illetve az inhibitor kotédésekor
elmozdul és rahajlik a ligandra, ezaltal stabilizalva a komplexet (Miller és mtsai., 1989b,
Swain és mtsai., 1990, Jaskolski és mtsai., 1991). A harmadik konzervalt régi6 (Gly-Arg-Asn)
a C-terminalis kozelében helyezkedik el és ionparok kialakitasaval a dimerizacioban jatszik

fontos szerepet.

/ Lebeny régio

AKtiv centrum

Dimerizacios régio

6. abra: A HIV-1 proteaz kristalyszerkezete alapjan késziilt szalagmodell. (Készitette:
Dr.Bagossi Péter.) Pirossal jelolve az a-hélixek, kékkel a B-redok, sargaval a hurok régiok. A
bek6tddott szubsztratot zold szinli gdmb és palcika abrazolassal mutatjuk be.

A HIV-1 PR savas pH-ju (4,5-6,5) kornyezetben mutatja a legnagyobb aktivitast

(Grinde és mtsai., 1992) és a cellularis aszpartil protedzokhoz hasonléan in vitro nagy
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ionerdsség (1-2 M NaCl) mellett is aktiv (Kotler és mtsai., 1989). A proteaz pontos hasitasi
helyeit a viralis poliprotein szekvencidjanak ismeretében és az érett fehérjék N- és C-
terminalis  szekvencidinak  meghatdrozdsdval azonositottdk. A hasitdsi  helyek
Osszehasonlitasaval nem talaltak konszenzus szekvenciat, de elmondhat6, hogy a szekvencidk
tobbnyire hidrofob jellegliek. Az a felfedezés, hogy kis szintetikus peptidek szubsztratként
vagy inhibitorként funkcionalhatnak, megkdnnyitette a proteazok specificitdsanak részletes
tanulmanyozasat (Katz és Skalka, 1994). A HIV-1 PR esetén legalabb héttagu oligopeptid
sziikséges a felismeréshez és a hasitdshoz. A rovidebb, nem hasithatd peptidek kompetitiv
gatloszerként hasznalhatok lehetnek (Kotler és mtsai., 1988, Roberts, 1990, T6zsér és mtsai.,
1991).

2.7. A HIV-1 proteaz gatlas lehetdségei

A klinikumban jelenleg alkalmazott kilenc HIV-1 PR inhibitor neve és szerkezete
lathatd az 7. dbran. A tipranavir kivételével mindegyik inhibitor szerkezete a HIV-1 PR
természetes hasitasi helyének szerkezetére hasonlit. K6zos tulajdonsaguk, hogy P1 pozicidban
fenil csoportot hordoznak ¢és egy nem hidrolizal6do, atmeneti allapotot mimikald csoportot
(pl. hidroxietilamin) tartalmaznak a hasitandé kotésnek megfeleld helyen (Menendez-Arias és
Tézsér, 2008).

A kismolekulaju inhibitorok (7.4bra) alkalmazasanal szamolni kell a kombinalt terdpia
(HAART, highly active anti-retroviral therapy) mellékhatasainak kialakulasaval, pl. inzulin
rezisztencia, lipodisztrofias szindroma vagy érelmeszesedés (TOzsér, 2001, Rudich és mtsai.,
2005). Tovabba, a kismolekulaji inhibitorokkal szemben a reverz transzkriptaz hibajavitd
funkcidjanak hidnya miatt gyorsan rezisztencia fejlodik ki, és az egyik inhibitorral torténd
kezelés soran megjelend rezisztens torzsekre gyakran mas inhibitorok is hatastalanok lesznek
(Swanstrom és Eron, 2000, Barbaro és mtsai., 2005). Az aktiv centrumot (Yehia és mtsai.,
2004), a dimerizacios felszint (Schramm és mtsai., 1991, 1999, Caflisch és mtsai., 2000, Hwang
¢s Chmielewski, 2005) vagy a lebeny régiot (Rezacova és mtsai., 2002, Sperka és mtsai., 2005)

célzo, nem peptidszerii gatloszerek uj lehetdséget jelenthetnek az AIDS elleni kiizdelemben.
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7. abra: Az AIDS-terapiaban alkalmazott HIV-1 proteinaz inhibitorok. (Abra forrasa:
Menendez-Arias és Tozsér, 2008).

A dimer formaban aktiv proteazok makromolekuldris inhibitorokkal is gatolhatoak,
melyek nagy kolcsonhato feliiletiik miatt kevésbé lehetnek érzékenyek a rezisztenciat okozo
mutaciokra (Babe és mtsai., 1995, McPhee és mtsai.,, 1996, Rozzelle é¢s mtsai., 2000, Todd és
mtsai., 2000b). Irodalomi adatok alapjan ismert, hogy a defektiv PR monomerek tervezése és a
fert6zott sejtekben torténd expresszidja hatékony modszer a PR gatlasara (Babe és mtsai., 1995,
Junker és mtsai., 1996, McPhee és mtsai., 1996, Rozzelle és mtsai., 2000, Todd és mtsai., 2000a,
2000b). Munkacsoportunk is vizsgalta korabban a HIV-1 proteaz gatolhatosagat

makromolekularis inhibitorok alkalmazasaval (Miklossy és mtsai., 2008).
Pepsztatin A, acetil-pepsztatin és TL-3

A pepsztatin (8.B abra) egy mikrobiologiai eredetii N-acilpentapeptid, hatékony renin
inhibitor (Aoyagi és mtsai., 1971). In vivo kisérletekben ritkan hasznaljak, mivel fiziologias
kozegben alacsony oldékonysagl. Aszpartil proteaz inhibitor, a hatékony inhibitor
koncentracié a marha leukémia virus (BLV), a Moloney egér leukémia virus (MLV) és a

human T-limfotrép virus 1 (HTLV-1) enzimek esetében elég magas (Katoh és mtsai., 1987).
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Azonban jelentés inhibitorhatast figyeltek meg madar eredetii retrovirus proteazok esetén
(Dittmar és mtsai., 1978). A pepsztatin A HIV-1 proteazzal szemben kevésbé bizonyult
hatékony inhibitornak, mint a celluléris aszpartil protedzok ellen (Pearl és Taylor, 1987). Az
ICs0 (50%-o0s gatlashoz tartozé inhibitor koncentracio) HIV-1 protedz enzim esetében in vivo
7 x 10° M, mig in vitro 2,5 x 10* M értéket adott (Katoh és mtsai., 1987). Mas forrasok a
pepsztatin A alacsony toxicitasarol szamolnak be Epstein-Barr virussal fertdzott Raji sejtek
esetén (Morigaki és mtsai., 1981). Egerekben az LCsy (halalos dozis félértéke) értékét
intraperitonealisan 1190 mg/kg-nak hataroztak meg (Greenbaum és mtsai., 1975).

Az acetil-pepsztatin (8.A abra), mely a pepsztatinnak egy acetil szarmazéka, hatékony
HIV-1 proteaz inhibitornak bizonyult (Richards és mtsai., 1989), a K; gatlasi allando
értékként 20 nM értéket hataroztak meg pH 4,7-n ( pH 7,0-n > 1000 nM ). A 2-es tipust
human immundeficiencia virus (HIV-2) proteaz esetében azonban még hatékonyabbnak
gatloszernek bizonyult, mivel erésen kotédik a proteazhoz, ezért az aktiv enzim
hogy egy molekula inhibitor képes hatékonyan bekodtddni mindkét viralis enzim esetében

(Richards és mtsai., 1989).
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8. abra: Az acetil-pepsztatin (A) és a pepsztatin A (B) szerkezeti képlete. (Matiz és mtsai.,
2012 alapjan). Az inhibitor aminosavrész oldallancok a hasitasi helyt6l N-terminalis felé
haladva P1, P2, P3, stb., mig a C terminalis felé¢ haladva P1’, P2’, P3’, stb., vannak jelolve
(Schechter és Berger, 1976 szerint). Az inhibitor molekuldk aminosavrészeinek szamozasa a
HIV-1 proteaz acetil-pepsztatinnal alkotott komplexe alapjan tortént (PBD kod: SHVP).
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A TL-3 (9. abra) egy C2 szimmetrikus proteaz inhibitor, amely HIV illetve FIV (macska
immundeficiencia virus) protedzok esetén hatékony inhibitornak bizonyult. Széles specificitasu
inhibitor, amely mikromolaris koncentracioban képes hatékonyan gatolni in vitro a human, a
majom ¢és a macska immundeficiencia virus replikaciojat (Lee és mtsai., 1998). A HIV (PBD
kod: 2AZB) illetve FIV proteazok (PBD kod: 2HAH) inhibitorral alkotott komplexeinek
kristalyszerkezete ismert (Heaslet és mtsai., 2006, 2007). Jelentds protektiv hatasat mutattak ki
a korai neuroldgiai valtozasokkal szemben a FIV-vel fertdzott macskédk kozponti

idegrendszerében (Roziéres €s mtsai., 2004).
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9. abra: A TL-3 szerkezeti képlete.

2.8. Az XMRY proteaz jellemzése és dsszehasonlitasa egyéb retroviralis proteazokkal

Mind az XMRV genomja, mind az altalunk vizsgalt proteaz szekvencidja nagy
hasonlosagot mutat az egér leukémia viruséval (10. abra). Annak ellenére, hogy az MLV
széles korben alkalmazott géntranszfer kisérletekben, az MLV proteaz esetében rendelkezésre
allo szerkezeti informacioink korlatozottak. Az MLV és XMRYV proteazok szekvenciaja 98%-
ban azonos, a 125 aminosav hosszusagh szekvenciaban 123 aminosav megegyezik (10. abra),
az eltéré6 aminosavak nem a szubsztratk6té zsebben talalhatéak. A szekvencia azonossag a
HIV-1 és az MLV proteazok kozott 24%, a hasonlosag 41%, a szubsztratkoté hely aminosav-

Osszetétele esetében az azonossag 40%-0S, mig a hasonlésag 50% (Eizert és mtsai., 2008).
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10 20 30 40 50
HIV-1  —-====-- POITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEEMSLPGRWKPKMIGGIGG
10 20 30 40 50
MLV TLDDQGGQGQEPPPEPRITLKVGGQPVTFLVDTGAQHSVLTONPGPLSDKSAWVQGATG
XMRV TLGDQGGQGQEPPPEPRITLKVGGQPVTFLVDTGAQHSVLTONPGPLSDKSAWVOGATG

1 *  k k kkk * kkkk ** * * *  *
53 60 70 80 90 99
HIV-1 FIKVROQYDQILIEICGHKAIGTVLVGP-TPVNIIGRNLLTQIGCTLNF------=-—-=-=-=-=-=-—-——-
60 70 80 90 100 110 120

MLV GKRYRWTTDRKVHLATGKVTHSFLHVPDCPY PLLGRDLLTKLKAQIHFEGSGAQVMGPMGQPLQVL

XMRV GKRYRWTTDRKVHLATGKVTHSFLHVPDCPY PLLGRDLLTKLKAQIHFEGSGAQVVGPMGQPLQVL
* * * ok *k kkk *
+

10. abra: A HIV-1 PR, az MLV PR és az XMRV PR szerkezet-alapu
szekvenciaillesztése. (Abra forrasa: Matuz és mtsai., 2012). Az azonos aminosavak csillaggal
vannak jel6lve, a szubsztratkoto zsebek felépitésében szereplé aminosavak sziirkével vannak
jeldlve. A nyilak az MLV és XMRYV esetében eltérd aminosavakat jelolik.

Mig a HIV-1 és XMRV proteazok szerkezete a kristalyszerkezeti adatok alapjan
hasonl6d (11.A &bra), a dimerizaciés modjuk azonban eltéré (11.B abra). Az XMRV PR
dimerizacios régioja két hajtii fordulatot tartalmaz, a dimerizacios feliiletet két-két, a
monomerek C-terminalis végein elhelyezkedd B-redd alkotja (Li és mtsai., 2011b). A HIV-1
protedz esetén szintén négy antiparalell B-redd vesz részt a dimerizacids régio kialakitdsaban,
azonban a monomerek N-terminalis régidi szerepelnek a dimerizacios régio kiilsé, mig a
monomerek C-terminalis régidi a dimerizacios régio belsé B-reddinek kialakitasaban (11.B

abra).

25



11. abra: Az XMRYV és HIV-1 proteaz teljes szerkezetének és dimerizacios helyének
osszehasonlitasa. (Abra forrasa: Matiz és mtsai., 2012). (A) HIV-1 (lila) és XMRV (z6ld)
proteazok teljes szerkezete egymasra illesztve, szalagmodellen bemutatava. (B) A HIV-1 (bal)
¢s az XMRV (jobb) proteazok dimerizaciés régidinak Osszehasonlitasa szalagmodell
segitségével (sarga szinnel jelolve a B-redok, ciankék szinnel a hurokrégiok, lila szinnel az a-
hélixek).

Li és munkatarsai megallapitottak, hogy az XMRV retropepszin proteaz szerkezete eltér
mas retropepszinek (HIV PR, FIV PR) szerkezetétél, a dimerizacidos helye nagyobb
XMRYV dimerizacios mddja sokkal zartabb, mint a DNS karosodas altal indukalodo (Ddil)
eukariota (Saccharomyces cerevisiae) proteaz doménjének dimerizacios helye (12.A abra). Az
XMRV PR és Ddil esetén az N- és C- terminalis régi6 hosszabb, mint a legtobb
retropepszinben. A Ddil dimerizacios helyét a C-terminalison elhelyezkeddé protomer (harom
egymast kovetd B-redd) alkotja. A XMRV PR esetén az 0Osszekapcsolodd egységet
monomerenként két P-redé alkotja. A Ddil szerkezete esetében a B-red6k, amelyek a
dimerizacioban részt vesznek ~45°-kal elfordulnak a HIV-1 PR-hoz és mas retropepszinekhez
képest. Az XMRV PR ¢és a Ddil esetén is a C-terminalis a-hélixet kovetd két B-redd rész

veszt a dimerizéacios hely kialakitdsdban, mind topologiailag mind szerkezetileg azonos a
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megfeleld pepszinszerii aszpartil protedzok doménjainak C-terminalis hurkaival. Az XMRV
PR esetében azonban a harmadik B-redé hianyzik, igy az XMRV PR zartabb dimerizacios

szerkezetlinek tlinik, mint mas retrovirus proteazok (Li €s mtsai., 2011a).

Leu291”
s Ala326
Pro324 Thri76 Asp303
Leu291 i

Lys325°

Val186

12. abra: Aszpartil proteizok dimerizaciés helyei. (Abra forrasa: Li és mtsai., 2011a).
A) DNS karosodas altal indukalodo (Ddil) protein, B) pepszin. Az N-terminalis régiok kék
szinnel, a C-termindlis régiok piros szinnel jeldlve.
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2.9. Célkitiizés

Doktori munkam soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

Az E.coli sejtekben expresszalt XMRV proteaz karakterizalasat, az enzim kinetikai
paramétereinek meghatarozasat folyadékkromatografias modszer segitségével, az enzim
dimerizacids és disszociacios képességének vizsgalatat és annak Osszehasonlitasat HIV-1
prote4z paramétereivel.

Az enzim gatlasi profiljanak vizsgalatat kiilonb6z6 proteaz-ellenes inhibitorral, két
kiilonb6zé modszerrel: alacsony ionerdsségli kozegben gélelektroforézis segitségével illetve
magas ionerdsségli kozegben folyadékkromatografids modszerrel.

Az XMRV proteaz enzim gatlasat kivantuk vizsgalni pepsztatin A és acetil-pepsztatin
inhibitorok esetében. Kisérleti munkankat molekularis modellezéssel egészitettiik ki, valamint
az amerikai kollaboracids partneriink altal rendelkezésiinkre bocsajtott, az XMRV PR-
inhibitor komplexek rontgenkrisztallografias vizsgalataibol szarmazo adatokkal egyiitt
kivantuk értelmezni az enzim-inhibitor kolcsonhatasokat.

Ossze kivantuk hasonlitani a két klasszikus aszpartil proteaz inhibitor (pepsztatin A és
acetil-pepsztatin) esetén az XMRV és HIV-1 enzim gatlasi modjat és értelmezni a

kolcsOnhatasokat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Az XMRYV és a HIV-1 proteazok, valamint az MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat

tisztitasa

A tisztitott XMRV proteazt Alexander Wlodawer ¢és munkatarsai bocsatottak
rendelkezésiinkre, melyet E.coli sejtekben expresszaltak és N-terminalis Hisg—véggel lattak el,
ezért nikkel-kelat affinitds kromatografidval tisztitottak az irodalomban kordbban leirtak
szerint (Gillette és mtsai., 2011), szerkezetét rontgenkrisztallografiaval vizsgaltak (Li és
mtsai., 2011a).

A HIV-1 proteazt a korabban leirtak alapjan E.coli sejtekben allitottuk el (Louis és
mtsai., 1991, 1999). A HIV-1 proteaz expresszidja a megfeleld plazmidokat hordozo E. coli
BL21(DE3) kultirakban tortént. A sejteket 37 °C-on 100 pug/ml ampicillin-tartalmt Luria-
Bertani tapoldatban addig novesztettiik, amig a 600 nm-en mért abszorbancidjuk 0,7 és 1,0 kozé
keriilt. Ekkor 1 mM IPTG-vel indukaltuk az expressziot 3,5 6ran keresztiil. A sejteket 2000 g-vel
20 percig 4 °C-on torténd centrifugalassal gylijtottiik Ossze, majd a feliiliszo eltavolitasa utan
felvettiik a pelletet lizis pufferben (50 mM Tris, | mM EDTA, 1,0 mM DTT, 0,5% Triton X-100,
pH 8,2) vettiikk fel és jégen torténd szonikalassal (Branson Sonifier 450, Branson Ultrasonic
Corporation, Danbury, CT, USA) tartuk fel. A lizatumot 9000 g-vel 20 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, majd 3 M urea-tartalmu lizis pufferrel szuszpendaltuk és ujra szonikaltuk. Ezt a
mosasi Iépést még haromszor ismételtiik meg, melynek eredményeképpen tiszta inklizids
testeket nyertiink. Az utols6 mosasi 1épés utan kapott pelletet denaturacios pufferben oldottuk fel
(50 mM Tris, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 8 M urea, pH 8,0) és 0,22 um poérusméretii sziirén
(Millipore, Billerica, MA, USA) atsziirtiik. A fehérjéket POROS 20 R2 kromatografias oszlopon
(PerSeptive Biosystems Inc., Framingham, MA, USA) HPLC-vel tisztitottuk 0,05 v/v% TFA
jelenlétében linearis viz-acetonitril gradiens (0-100%) alkalmazasaval. A proteaz tartalmu
frakciok tisztasagat 16%-os poliakriamid géleken (Bio-Rad) ellendriztiik. A tiszta fehérjéket
tartalmazo frakciokat dsszegytijtottiik és SpeedVac SVC 100H koncentrator (Savant Instruments
Inc., Farmingdale, NY, USA) segitségével beszaritottuk. A protedz tartalmu szaraz pelletet 6 M
guanidin-hidroklorid oldatban vettik fel. Az oldat fehérje koncentracidjat Bradford
spektrofotometrias eljarassal hataroztuk meg (Bradford, 1976), marha szérum albumin (BSA)
standard kalibracios sor felhasznalasaval (0-4,5 pg).

Az MLV Gag A2 fragmentum szubsztratot (13. abra) a munkacsoportunk altal publikalt

expresszios rendszerben, valamint tisztitasi protokolnak megfelelden allitottuk el (Fehér és
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mtsai., 2006). Az MLV Gag A2 fragmenst a teljes MLV cDNS-t tartalmazé klonbol (Gorelik
¢s mtsai., 1988) PCR reakcio segitségével szaporitottak fel. A pET23b (Novagen) vektorba
klonozott és a C-terminalis végen Hisg-vel ellatott MLV Gag A2 konstrukciot E.coli
BL21(DE3) kompetens sejtekbe transzformaltuk hésokk (42 °C) segitségével. A sejteket 37
°C-on novesztettiik 100 pg/ml ampicillin-tartalmu Luria-Bertani tapoldatban, amig a 600 nm-en
mért abszorbancia 0,7 és 1,0 koz¢ keriilt. Ekkor 1 mM IPTG-vel indukéltuk az expressziot 2 éran
keresztiil. A sejteket 2000 g-vel 20 percig 4 °C-on torténé centrifugalassal gyiijtottikk 6ssze, majd
a feliiluszo eltavolitasa utan a pelletet lizis pufferben vettiik fel (20 mM Na-foszfat, 150 mM
NaCl, 5 mM DTT, pH 7,0) és jégen torténd szonikalassal (Branson Sonifier 450, Branson
Ultrasonic Corporation, Danbury, CT, USA) tartuk fel. A lizatumot 9000 g-vel 20 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, majd a feliilaszét 0,22 pm poérusméretii sziirdn (Millipore, Billerica, MA, USA)
atszurtiik, és nikkel kelat affinitds kromatografiaval tisztitottuk (HisTrap oszlop, Pharmacia), az
eludléo puffer 250 mM imidazolt tartalmazott. A fehérjéket gélsziiréssel valasztottuk el
Superdex ™30 (Pharmacia) oszlop segitségével, 20 mM Na-foszfat pufferben (150 mM NaCl, 5
mM DTT, pH 7,0). A kapott fehérjeoldatok koncentraciojat Bradford spektrofotometrias mérési

modszerrel hataroztuk meg, az el6zdekben ismertetett kdriillmények kozott.

pET23b p12/CA NC/PR pET23b

MASMTGGQOMGRDPNSSSLRGRREPPVADSTTSQAF TLDDQKLAAALEHHHHHH

13. abra MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat (MLV Ap12-CA-NC-APR) fehérje
szekvencidajanak részlete. (Fehér és mtsai., 2006 alapjan). Vastag betiivel jeldlve a klonozo
vektor valamint nyillal jelolve az MLV PR hasitasi helyei.

3.2. Aktivitas vizsgalat

Kinetikai paraméterek meghatarozasa

A HPLC-vel tisztitott szilard peptidet Dr. Stephen Oroszlantdl és Dr. Terry D.
Copelandtol kaptuk (Frederick, MD, USA). A peptid-torzsoldat desztillalt vizzel higitottak,

crer
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Az XMRYV proteaz aktivitas méréséhez 20 nM koncentracidju tisztitott XMRV proteazt,
10 pl 2x toménységl reakciopuffert (0,5 M kalium-foszfat, 10 v/v% glicerol, 2 mM EDTA,
10 mM DTT, 4 M NacCl, pH 5,6) és 0,5 mM végkoncentracidju, modositott (P3 helyen Leu-
szubsztitualt) MLV MA/pl12 hasitohely szekvenciaju szintetikus dekapeptidszubsztratot
(RSLLY |PALTP) hasznaltunk, mig HIV-1 PR esetén a VSQNYYPIVQ szekvencigju
szintetikus oligopeptid szubsztratot alkalmaztuk. A reakcidelegyeket 1 oraig 37 °C-on
inkubaltuk, majd 180ul 1 v/v%-0s TFA oldattal leallitottuk az enzimreakciot és a kapott
oldatokat automata injektor segitségével Nova-Pak Cig reverz fazisu kromatografias oszlopra
(3,9 mm x 150 mm, Waters Associates Inc.) vittiik fel. A szubsztratot linearis viz-acetonitril
gradiens alkalmazasaval (0-100 v/v%) ¢és 0,05 v/v% TFA jelenlétében valasztottuk el a
termékektdl és a pufferkomponensektdl. Az elvalasztast 206 nm-en kovettiik és a hidrolizis
mértékét a kromatografids gorbe csucs alatti teriileteinek meghatarozasasval szamitottuk. Az
integracios értékeknek megfeleld peptidmennyiség kiszamitasahoz korabban meghatarozott
referenciaértékeket hasznaltunk. A referenciaértékeket, valamint a hasitasi helyeket a
csucsoknak megfeleld frakciok aminosavanalizisével €s szekvendldsédval hataroztdk meg a
HIV-1 proteazra (Tézsér és mtsai., 1992). Az enzimkoncentracidkat tigy allitottuk be, hogy a
szubsztratok hidrolizise 20% alatt maradjon. A termékek azonositasara a retencids idoket
vettiik figyelembe. Minden mintdnal két parhuzamos mérést végeztiink, a szamitasokhoz
atlagértékiiket hasznaltuk. A standard hiba 10% alatt volt.

A Michaelis-Menten allandé meghatarozasakor névekvé koncentracioban (0,03-0,7
mM) alkalmaztuk a szintetikus oligopeptid szubsztratot (RSLLY |PALTP), hat kiilonb6z6
koncentraci6 esetén, a reakcido koriilményei megegyeztek az eldzOkben ismertetett
kortilményekkel. A parhuzamos mérésekbdl szdrmazd integracios értékekbdl a kordbban
(HIV-1 protedazra) meghatarozott referenciaértékek segitségével meghataroztuk a
peptidmennyiségeket, majd figyelembe véve az 1 oras inkubalasi id6t, szamitottuk a
reakciosebesség értékeket. A kinetikai paramétereket SigmaPlot 8.0 program (SigmaPlot
Software Corp.) felhaszndlasaval a rekciosebesség ¢€s szubsztratkoncentracid adatok
Michaelis-Menten egyenlethez vald illesztésével hataroztuk meg, nemlinedris regresszios
modszerrel  (f=a*x/b+x)  filiggvény  segitségével). Meghataroztuk a  maximalis
reakciosebessége 50%-0s értékéhez tartozo szubsztrat koncentracio értékét (Kyy). A Kinetikai

Aktiveentrum titralassal hataroztuk meg az aktiv enzim mennyiségét. Ezekben a
kisérletekben 0,45 mM végkoncentracioji szubsztrat oldatot, valamint 0,01-90 nM

crc
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crer

enzim koncentracigjdnak meghatarozdsa soran a parhuzamos mérésekbdl szarmazo
aktivitasok értékeit abrazoltuk az inhibitor koncentracié fliiggvényében, az illesztés (legalabb
8 pont felvételével) nemlinearis regressziés modszerrel (f=yp+a*exp(-b*x) fliggvény)
SigmaPlot 8.0 program segitségével tortént, a fiiggvény linearis szakaszdnak meredekségébdl

A katalitikus allandot (kear) az aktivcentrum titralassal kapott aktiv enzimkoncentraciod
felhasznalasaval szamoltuk, mint a maximalis reakciosebsség és az aktiv enzimkoncentracio

hanyadosat.

3.3. Dimerizacios és urea-disszociacios vizsgalat

Az XMRYV ¢s HIV-1 proteazok esetében aktivitasmérés segitségével hataroztuk meg a
latszolagos dimerizacios allandot (Kgapp), melyet elészor a HIV-1 proteaz esetében hataroztak
meg (Jordan és mtsai.,, 1992) aktivitis mérésen alapuld modszer segitségével. Azt
feltételezziik tehat, hogy az aktiv protaz dimer (D) egyensulyban van az inaktiv monomer (M)

formaval, igy a kovetkezd modon irhatjuk le az enzim szubsztrattal (S) valo reakciojat:

Kd
2M 2 D+ S =D:S — termék

A vizsgalat soran Lys-Ala-Arg-Val-nLeu|p-nitroPhe-Glu-Ala-nLeu-amid
(KARVNL|F(NO2)EANL-NH;, SIGMA) szubsztratot alkalmaztunk, 2x toménységi
inkubalopufferben (100 mM MES, 200 mM Tris, 100 mM natrium-acetat, 2 M NaCl, pH
enzimpreparatumot tartalmazott. A mintakat 37 °C-on inkubaltuk 20 percig, majd 1v/v%-0s
TFA oldattal allitottuk le a reakciot €¢s HPLC analizisnek vetettiik al4 a reakcioelegyeket. Az
elvalasztast 206 nm-en végeztiik és a hidrolizis mértékét a kromatografias gorbe cstcs alatti
teriileteinek meghatdrozasaval szamitottuk. SigmaPlot 8.0 program segitségével abrazoltuk a
parhuzamos mérésekbdl szadrmazd relativ specifikus aktivitast a proteaz koncentracid
fliggvényében, majd 2 paraméteres nem linearis (f=yota*exp(-b*x) fiiggvény) illesztést
alkalmaztuk. Az 50%-0s enzimkoncentracidhoz tartozd enzimaktivitas a latszolagos
dimerizacios allando (Kgapp)-

Az aktiv dimer proteazok stabilitasvizsgalatat urea denaturalas segitségével végeztiik,

amelyrdl az irodalom mar kiilonb6z6 HIV-1 proteaz mutansok esetén beszamolt (Liu és
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mtsai., 2005). A denaturalds soran a fehérje szerkezetében valtozasok jonnek létre, és ezzel
egyidejiileg biologiai tulajdonsagai is (pl. enzimatikus vagy hormonhatds) elvesznek. A
folyamat tobbnyire irreverzibilis. Egy nagyobb rendezettségii allapotbdl egy rendezetlen felé
valo atmenetnek felel meg. Denaturalaskor felbomlanak a gyenge kotderék, amelyek a
globularis fehérjéket a nativ konformacidban stabilizaljak. Az urea denaturadldé hatdsanak
lehetséges mechanizmuséara tobb feltevés is 1étezik. Kozvetlen illetve kozvetett mddon
torténhet. Kozvetlen mod esetén az urea destabilizalja a fehérjét (a fehérje hirdofob
oldallancaval val6 kolcsonhatas altal, vagy a félanccal vald kélesonhatas altal, vagy a polaris
oldallanccal val6 koélcsonhatas soran), a kozvetett hatas esetén a viz molekula destabilizalja a
fehérjét.

Az urea disszociacios allanddo UCso értékét (50%-os disszociacid esetén mért urea
KARVNL|F(NO2)EANL-NH; (SIGMA) szubsztrat alkalmazasaval. A reakcidelegyek
Osszetétele és az inkubalds koriilményei megegyeznek az elézdoekben leirtakkal, ebben az
esetben azonban a puffer novekvd koncentracidban, 0-4 M ureat tartalmazott. Az XMRV
protedz végkoncentracidja az elegyben 34 nM, a HIV-1 protedz¢ 5,5 nM volt. A termékek
HPLC analizisét kdvetéen a parhuzamos mérésekbdl szarmazo relativ specifikus aktivitasokat
abrazoltuk az ureakoncentracio fiiggvényében (0-4 M), majd nemlinearis (f = yo+ta*exp(-b*x)

fiiggvény) illesztést alkalmaztunk.

3.4. Gatolhatosagi vizsgalatok

3.4.1. Gatolhatosagi vizsgalatok HPLC mddszerrel

Az XMRYV proteazt 20 mM Pipes, pH 7,0; 100 mM NacCl, 10% glicerol és 0,5% NP40
tartalmt pufferrel higitottuk. Az MLV protedz esetében leirtak szerint végeztik a HPLC
analizist (Fehér ¢és mtsai,, 2006). A reakcioelegy 20 nM proteazt, 2x tOménységi
reakciopuffert (0,5 M kalium-foszfat, 10 v/iv% glicerol, 10 mM DTT, 4 M NacCl, pH 5,6) és
A szubsztrat a P3 Leu-szubsztitualt modositott dekapeptid volt, amely az MLV MA/p12
hasitohely szekvencidjat (RSSLY |[PALTP) tartalmazta.

A gatlasi kisérletek soran 0,45 mM szubsztrat oldatot és az inhibitorok (acetil-
pepsztatin, pepsztatin A, amprenavir, TL-3 vagy atanazavir) DMSO-val higitott oldatat
alkalmaztuk, valamint kontrollként az inhibitor helyett DMSO-t pipettaztunk az elegybe. A
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reakcioelegyeket razatads alkalmazasa mellett 37 °C-on inkubdltuk 1 oran keresztiil, majd
valtoztattuk, hogy a szubsztrat atalakulasa 20% alatt legyen. A K| értékeket az 1Csq (50%-0s
gatlashoz tartozo inhibitor koncentracid) értékek segitségével hataroztuk meg, K; = (ICsp -
[E}/2)/(1+[S])/Knm) Osszefiiggés alapjan, ahol [E] és [S] a proteaz és szubsztrat koncentraciok
(Maibaum ¢s mtsai., 1988). Az 1Csq értékek meghatarozédsa soran a parhuzamos mérésekbol
szarmazo aktivitasok értékeit abrazoltuk az inhibitor koncentraci6 fiiggvényében, az illesztés

(legalabb 8 pont felvételével) nemlinedris regresszids modszerrel tortént.

3.4.2. Gatolhatosagi vizsgalatok SDS-PAGE mddszerrel

A gatolhatosagi vizsgalatokhoz rekombinans MLV Gag A2 fragmentum szubsztratot
hasznaltunk, mely a p12/CA, CA/NC, NC/PR hasitasi helyeket tartalmazza (Fehér és mtsai.,
2006) (14.4bra).

p12/CA CA/NC NC/PR

14. abra: MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat.

A szubsztratot (3,7 uM) inkubal6 pufferben (75 mM foszfat, 0,5 mM EDTA, pH 5,6) 1
oraig 37°C vizfiirdében inkubaltuk, a hasitasi elegy 30 nM XMRYV proteazt tartalmazott,
valamint DMSO-ban oldott amprenavirt (3,3 uM) vagy TL-3-at (1 mM). A kontroll mintak
esetében vagy az inhibitor oldat hidnyzott az elegybdl, ilyenkor DMSO oldatot hasznaltunk az
inhibitor helyett, vagy az enzim preparatum helyett puffer oldatot a reakcioelegyben. Az
enzimreakciokat natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
mintafelvivo puffer hozzdadéasaval allitottuk le és a fehérjéket 95 °C-on 8 percig denaturaltuk,
majd a termékeket SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk és Coomassie Brillant Blue festést
kovetden Protein ladder (Fermentas) fehérje molekula standard segitségével azonositottuk.

Az acetil-pepsztatin illetve a pepsztatin A inhibitorokkal végzett gatlasi kisérletek soran
a rekombinans MLV Gag A2 fragmentum (MLV Apl12-CA-NC-APR) 0,9 uM
koncentracioban volt jelen a reakcidelegyben,. Az XMRYV proteazt (30 nM) acetil-pepsztatin
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(3,0 uM) vagy pepsztatin A (28,8 uM) inhibitorral 1 6raig 37 °C-on tartottuk inkubald
pufferben (75 mM foszfat, 0,5 mM EDTA, pH 5,6). Ebben az esetben is alkalmaztunk enzim
kontrollt, illetve inhibitor nélkiili reakcioelegyet. A reakcié az elébbiekben ismertetett modon

lett leallitva illetve analizalva.

3.5. Rontgenkrisztallografia

Az XMRYV PR rontgenkrisztallografias vizsgalatat Alexander Wlodawer és munkatarsai
végezték el. A kristalyositas soran 6 mg/ml-re toményitett XMRYV proteazt hasznaltak. A TL-
3 és a pepsztatin inhibitorok esetében az inhibitorokat 4:1-es XMRV proteaz (monomer):
inhibitor mélaranyban adtak, az amprenavir esetében ez az arany 1:1 volt, az acetil-pepsztatin
esetében 4:1-es PR:inhibitor moélaranyt alkalmaztak. A kristalyositast a fliggdesepp
g6zdiffaziés modszerrel végezték. Az XMRV PR/TL-3 komplex kristalyai pH 5,5-n (PBD
kod: 3SLZ) (Li és mtsai., 2011b), mig az XMRV PR/pepsztatin A komplex kristalyai pH 7,0-
n néttek (PBD kod: 3SM1) (Li és mtsai., 2011b), az amprenavir komplex (PBD koéd: 3SM2)
kristalyai pedig pH 4,75-n (Li és mtsai., 2011b).

3.6. Molekularis modellezés

A HIV-1, az MLV ¢s az XMRV PR szekvencidk szerkezetalapti tobbszords
szekvenciaillesztését a korabban publikat modon hajtottuk végre (Bagossi €s mtsai., 2005). A
HIV-1 PR acetil-pepsztatinnal képzett komplexének (PBD kod: SHVP) (Fitzgerald és mtsai.,
1990) és az XMRV PR pepsztatin A-val alkotott komplexének (PBD kod: 3SM1) (Li és
mtsai., 2011b) a kristalyszerkezeti adatait hasznaltuk fel, hogy a HIV-1 és az XMRV
protedzok egy vagy két pepsztatin A vagy acetil-pepsztatin inhibitor molekulaval alkotott
komplexének a 3D-s modelljét felépitsiik.

Az enzim-inhibitor komplexek kiindulasi szerkezeteit ugy allitottuk elé, hogy az
inhibitor molekulat (egy inhibitor k6tott mod) vagy molekulakat (két inhibitor kotott mod) a
protedz aktiv helyére illesztettilk, a kristalyszerkezetekben 1évé vizmolekuldk dontd
tobbségének megtartasaval. A szubsztratkoté helyen a beillesztett inhibitor molekulaval
litkdzésbe keriild vizmolekulakat eltavolitottuk. Egy inhibitor kotott modban, az atmeneti
allapot analogként mikodé inhibitor esetén, a katalitikus vizmolekulat eltavolitottuk és a
kozponti sztatin szarmazék hidroxil csoportjaval helyettesitettiik, mig a két inhibitor kotott

modban, a szubsztrat analogként miikodo inhibitor kotédése esetén, a Katalitikus vizmolekulat
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meghagytuk a kiindulasi szerkezetben, mivel a szubsztrat-analogként térténé kotédéskor a
katalitikus vizmolekula nem szorul ki a katalitikus Asp-ok koziil, mig az atmeneti allapot
analogok esetében igen. Az enzim-inhibitor komplexek minimalizalasa 500 Powell iteracios
1épésben, AMBER7_FF99 erétér és 4-es dielektromos alkalmazasaval tortént, aggregatumok
definidlassa nélkiil, a nem-koté kolcsonhatasok hatartavolsag értéke (,,cutoff"): 8 A volt. A
minimalizalt enzim-inhibitor komplex szerkezetek alapjan minden szubsztratkotd alhely
esetében Kiszamitottuk az adott alhelyre kot6dd inhibitor aminosavrész €s az enzim kozotti
kolcsonhatasi energiat (kcal/mol). A ligand fokozatos roviditése mellett az egyes alhelyeken a
kolcsonhatési energiat a szabad enzim €s az inhibitor esetében szamolt energidknak az enzim-
inhibitor komplex teljes energidjabol torténd kivonasaval hataroztuk meg.

A munka soran AMBER7 FF99 erdtérrel dolgoztunk, mely fehérjékre készitett erdtér
alkalmazasa soran a teljes energia (total energy, Eia) szamitasa a kotés-nyujtas (bond
stretching energy, Eqr), a kotésszog-hajlitas (angle bending energy, Epend), a torzid valtozas
(torsional energy, Eirs), valamint a van der Waals (van der Waals energy, Evgw) €s az
elektrosztatikus kdlcsonhatasok (electrostatic energy, Eele) energidjanak figyelembe vételével
torténik, az alabbi egyenlet szerint:

Etotal = Estr + Ebend + Etors + Evawiele

Az energiaértékek szamitasa a fenti tényezokon alapul és a Sybyl programmal torténd
szamitasaink soran az AMBER7 FF99 erdtér alapbedllitdsainak megfeleléen tortént. A
paraméterek bedllitdsa sordn példaul a nem-koté kolcsonhatdsok hozzdjarulasat csak
egységesen lehet kezelni, mivel a Sybyl program nem ad lehetdséget a van der Waals és a
Coulomb kélcsonhatisok hatartavolsag  értékeinek kiilon torténé beallitisara. gy a
programban a nem-koté kolcsonhatasok hatartavolsaga (non-bonded cutoff) valtoztatasanak
hatéasa csak a dielektromos alland6 értékének valtoztatasaval érhetd el.

A szamitasok és a modellek megjelenitése Silicon Graphics Fuel munkaallomason
tortént (SiliconGraphics International, Fermont, CA, USA), az abrak készitéséhez a Sybyl
szoftvert hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

4.1. Enzimkinetikai és stabilitasi vizsgalatok

4.1.1. XMRYV proteaz kinetikai vizsgalata HPLC modszerrel

Az XMRV aktivitasanak vizsgalatdit egy szintetikus dekapeptid szubsztrat
felhasznalsdval végeztik, amely az MLV MA/pl2 hasitohely P3-Leu modositott
szekvencidjat (RSLLY |PALTP) tartalmazta (15. abra).
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15. abra: MLV MA/p12 hasitohelyen P3-Leu mddositott szekvencidju szintetikus
dekapeptid szubsztrat (RSLLY |PALTP) XMRYV proteazzal torténé hasitasanak HPLC
kromatogramja.

Az XMRV protedz és MLV MA/pl2 P3-Leu modositott szintetikus dekapeptid
szubsztrat reakcioban az enzim Michaelis-Menten allandéja 0,216 + 0,027 mM, az enzim
katalitikus allandéja 0,55 + 0,04 s™, és specificitasi allanddja 2,55 + 0,37 mM™s™ értéknek
adodott. A specifitasi allandé (Keai/ Ky) értéke hasonld, mint amit munkacsoportunk korabban
az MLV proteaz (2,74 + 0,32 mM™ s) esetében hatarozott meg MLV MA/p12 hasitasi helyii
(PRSSLY |PALTP) oligopeptid esetén (Fehér és mtsai., 2006).
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16. abra: K, meghatarozasa SigmaPlot program segitségével.

4.1.2. XMRYV és HIV-1 protedzok dimerizdcios és urea-disszocidcios vizsgalata

Az XMRYV PR latszolagos dimerizacios allandd (Kgapp) értéke az XMRX PR esetén
KARVNL|F(NO2)EANL-NHj; szubsztrat alkalmazasaval 115 nM-nak (1. tablazat) adodott. A
HIV-1 proteaz esetében 1,0 nM értéket hataroztunk meg, ami 6sszhangban van a korabban az
irodalomban mas modszerrel meghatarozott értékkel (< 5 nM) (Fehér és mtsai., 2006).

Az aktiv dimer proteazok stabilitds vizsgalatat urea denaturdlas segitségével végeztiik,
alkalmazasaval, HPLC analizist alkalmazva, amelyrél az irodalom mar kiilonb6z6 HIV-1
proteaz mutansok esetén beszamolt (Liu és mtsai., 2005). A HIV-1 PR urea-disszociacios
alland6 (UDsp) értékét hasonlonak taldltuk a kordbban az irodalomban fotometridsan
meghatarozott értékhez (vad tipus esetén UDsp=1,22 M, Olivares és mtsai., 2007), az XMRV
PR azonban joval érzékenyebbnek bizonyult az urea koncentraciora, 0,2 M UDsg értéket

hataroztunk meg, ami dsszhangban van a nagyobb Kgapp értékkel (1.tablazat, 17. abra).
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1. tablazat: Az XMRYV proteaz és a HIV-1 proteaz dimerizacios és urea-disszociacios
értékei. Az értékek meghatarozasa KARVNL|F(NO2)EANL-NH; szubsztrat felhasznalasaval
tortént.

XMRV PR HIV-1 PR
Dimerizacioés allandé (Kgapp) 115 nM 1,0 nM
Urea disszociaciés allando6 (UDsp) 0,2M 1,47 M
100 4
80 A
%T: 60 -
pet
E .
1]
._; 40
o
20 A
0 o o .
0 1 2 3 4 5
urea (M)

17. abra: XMRYV és HIV-1 proteazok urea-disszociaciéos gorbéi. A HIV-1 PR (e) és az
XMRYV PR (o) disszociacios értékeit novekvd urea koncentracio mellett HPLC modszerrel
mértilk KARVNL|F(NO,)EANL-NH, szubsztrattal.

4.2. Gatolhatésagi vizsgalatok

4.2.1. Gatolhatosagi vizsgalatok HPLC modszerrel

A K értékek alapjan az amprenavir bizonyult a leghatékonyabb inhibitornak az XMRV
PR esetén a tesztelt inhibitorok koziil (2. tdblazat, 18. dbra), az enzim aktivcentrum titralasat
is ezzel a HIV-1 proteaz inhibitorral végeztiik. A Bradford fehérje meghatarozas soran kapott

fehérje koncentraci6 ismeretében, valamint a HPLC modszerrel meghatarozott aktiv
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enzimkoncentracié alapjan ugy talaltuk, hogy az tiszta enzim 12%-a volt aktiv forméban. A

legkevésbé hatékony inhibitornak a pepsztatin A bizonyult.

2. tablazat: Az XMRV proteaz gatlasa HIV-1 proteaz ellenes inhibitorokkal. K;
meghatérozasa RSLLYVPALTP szintetikus oligopeptid szubsztrattal HPLC-moédszerrel
tortént 37 °C-os 1 oras inkubacid alkalmazaséaval.

Inhibitor Ki(nM)
amprenavir 0,2
atazanavir 1,8
TL-3 102
pepsztatin 1442
o0 4
~—~ L
§ 93:
-]
~03
X 0]
2
-
Q <)
N *
L
: Q ::J 4I'.‘l % BI:I ';Cl ‘:ICI

Amprenavir koncentracio (nM)

18. abra: XMRV PR gatlasa amprenavirral. A K; gatlasi allandot az 1Csy értékek
segitségével hataroztuk meg a K = (ICso-[E]/2)/(1+[S]/Kwm) Osszefiiggés alapjan (Maibaum ¢€s
mtsai., 1988).

Az acetil-pepsztatin méréseink alapjan alkalmasabb inhibitornak bizonyult a HIV-1
proteaz esetén mint a pepsztatin A. Az MLV proteaz esetén az acetil-pepsztatin az irodalmi
adatok szerint gyenge inhibitornak bizonyult, bar a K; értékét nem hatiroztdk meg
(Menendez-Arias és mtsai., 1993). Az acetil-pepsztatin gatolta mind az XMRV mind a HIV-1
proteazt, a latszolagos K; érték jelentdsen alacsonyabb volt a HIV-1 PR esetén mint XMRV
proteaz esetén (3. tablazat). A HIV-1 proteazt mindkét inhibitor nanomoléris koncentracioban

gatolta (3. tablazat).
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3. tablazat: Az XMRYV ¢és a HIV-1 proteazok K; értékének meghatarozasa HPLC
modszerrel. Az XMRV PR esetén a RSLLYVPALTP, mig a HIV-1 PR esctén a
VSQNYPIVQ szekvenciaju szintetikus oligopeptid szubsztratokat alkalmaztuk.

XMRV PR HIV-1PR
Inhibitor Ki(nM) Ki(nM)
pepsztatin A 1442 +123 22+1,6
acetil-pepsztatin 712 £39 13+15

4.2.2. Gatolhatosagi vizsgalatok SDS-PAGE mddszerrel

4.2.2.1. MLV Gag A2 fragmentum szusztrat eldallitasa

Az XMRV protedz aktivitdsat rekombindns MLV Gag A2 fragmentum szusztrat
segitségével alacsony ionerdsségli kdzegben is vizsgaltuk.

A C-terminalis végen Hisg-vel ellatott pET23b (Novagen) vektorba klénozott MLV
GagA2 konstrukciot E.coli BL21(DE3) kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd
expresszaltuk a korabban leirtak szerint (Fehér és mitsai.,, 2006), nikkel-kelat affinitas

kromatografiaval tisztitottuk (19. abra), 250 mM imidazol tartalmu eluald puffer alkalmazasaval.

Elualo pufler
koncentracio e Atfolvé frakeid
olyo frakcio
2400 250 mM imidazol-os elicio
100vA % B —{ __ 3 r/\\
10 |
0004 \
0] ‘ \‘
600 ‘ \\
1400 \
12004 \
000+ \\
03 | ‘\
6003 ‘ I\\
4004 ‘ \ , .,
\ Eluatym frakcio
200 J \ A
E J
ov/iv % B - RRAMARALSY LA L ‘ "

19. abra: MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat Ni-kelat affinitas kromatografiaval torténé
elvalasztasanak kromatogramja. Az elvalasztas HisTrap oszlopon (Pharmacia) tortént, a
fehérjéket 210 nm hulldmhosszon detektaltuk.
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Az MLV Gag A2 fragmentum fehérjét gélsziiréssel tisztitottuk tovabb Superdex ™ 30
oszlop segitségével (20. abra).
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20. abra: MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat gélsziirésének kromatogramja. Az
elvalasztas Superdex ""'30 oszlop (Pharmacia) felhasznalsaval, 210 nm hullamhosszon torténé
detektélassal tortént.

4.2.2.2. MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat hasitasa és gatlasa

Az MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat a p12/CA, CA/NC és NC/PR hasitasi helyeket
tartalmazza (Fehér és mtsai., 2006) (14. abra). A korabban elvégzett kisérletek alapjan az
MLV protedzzal valod hasitds esetén a rekombinans szubsztrat feltehetéen a p12/CA vagy
CA/NC helyek valamelyikénél hasad els6ként (Fehér és mtsai., 2006).

A rekombindns szubsztrat XMRV proteazzal valo hasitasakor az MLV CA (31 kDa) és
az MLV Apl2-CA (34 kDa) fragmensek megjelenését tapasztaltuk (21. abra).

Eredményeink alapjan feltételzhetd, hogy a CA/NC hasitasi hely valoban kitlintett és az
itt torténé gyors processzalas miatt jelennek meg a CA és a Apl2-CA fragmensek. A
keletkez0 Apl2, NC, NC-APR és APR fragmentek mérete kisebb az XMRV proteaz
méreténél, ezért nem latszik a gélképen (21. abra). Nem tapasztaltuk a CA-NC-APR fragmens
megjelenését. Lehetséges magyarazat lehet, hogy ez a fragmens nem festddik jol Comassie
Blue festékkel és nem latszik a gélképen. Ezen fragmens keletkezésének hidnya, azaz a

p12/CA helyen a csokkent hasitasi hatékonysag sztérikus okokkal magyarazhato, ugyanis a
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Gag fehérje erés oligomerizacios hajlama miatt a pl2/CA hasitasi szekvencia
hozzaférhetosége eltérd lehet (Fehér és mtsai., 2006).

Az MLV Gag A2 fragmentum szubsztrdt XMRV protedzzal torténd hasitasat
leghatékonyabban az amprenavir gatolta, mar 3,3 puM mennyiség szinte teljesen
megakadalyozta a hasitasi termékek képzodését, mig a TL-3 inhibitor esetén az 1mM-0S
koncentraci6é is kevésnek bizonyult a hatékony gétld hatas eléréséhez (21. 4bra). Nagy
ionerdsségli kozegben, HPLC modszer alkalmazasa esetén alcsonyabb TL-3 koncentracio is

hatékonyabb gatlast eredményezett (2. tablazat).

MLV GagA2 s

MLVAp12-CA s
MLV CA —s

XMRYV PR ==+

21. abra: Rekombinins MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat hasitisa XMRV
proteazzal és a hasitas gatlasa amprenavirral és TL-3 inhibitorokkal, 14%-0s SDS-
poliakrilamid gélen. 1: XMRV PR (30 nM). 2: rekombinans MLV GagA2 (3,7 uM). 3:
XMRYV PR protedz és MLV GagA2 hasitési elegye inhibitor nélkiil. 4: gatlas amprenavirral
(3,3 uM). 5: gatlas TL-3-mal (1 mM). M: molekula méret (kDa) protein standard jeldlve
(Fermentas, SM 0431). Az MLV Apl12-CA (34 kDa) és MLV CA (31 kDa) a képz6dott
hasitasi termékeket jeldli.

Az XMRV proteazt rekombinans szubsztrat alkalmazasa esetén viszonylag erdsen
gatolja az acetil-pepsztatin Osszehasonlitva a pepsztatin A-val. A magas ionerésségi
kozegben (4 M NaCl tartalmtl) inkubécios pufferben HPLC moddszerrel mért gatlast (3.
tablazat) Osszehasonlitottuk az alacsony ionerdsségii kozegben meghatarozott (SDS-PAGE
analizissel vizsgalt) gatlasi koncentracioval és ugy talaltuk, hogy 3 uM acetil-pepsztatin (22.
abra) elég volt az XMRV enzim protein hasitdsanak gatldsdhoz, mig a pepsztatin A esetén a
hasonlo, kozel 50% gatlas eléréséhez sziikséges inhibitor koncencentracio 28 puM-nak adddott

(22. ébra).
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MLVGagA2

MLVAp12-CA
MLVCA

22. abra: XMRYV proteaz rekombinins MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat acetil-
pepsztatin és pepsztatin A-val torténd gatlasanak 14%-0s SDS-PAGE gélképe. 1: MLV
Gag A2 (0,9 uM). 2: MLV GagA2 szubsztrat hasitisa XMRV protedzzal (30 nM). 3: hasitas
gatlasa acetil-pepsztatinnal (3,1 pM). 4: hasitas gatldsa pepsztatin A-val (28 uM). M:
molekula tomeg (kDa) standard (Fermentas, SM 0431) jelolve. Az MLV Apl12-CA (34 kDa)
¢s MLV CA (31 kDa) a képzddott hasitasi termékeket jeldli.

4.3. Rontgenkrisztallografia és molekularis modellezés

4.3.1. XMRYV enzim-inhibitor kolcsonhatds vizsgdlata

Az XMRYV PR aszpartil protedz inhibitorokkal (pepsztatin A, acetil-pepsztatin, TL-3)
alkotott komplexeinek kristalyszerkezetét Alexander Wlodawer és munkatarsai vizsgaltak
korabban (Li és mtsai., 2011a, 2012). Az XMRV enzim-inhibitor komplexek kristalyait Li és
munkatarsai csak az apoenzim kristdlyok novekedésétdl eltérd koriilmények kozott tudtak
noveszteni (Li és mtsai., 2011a). Amint azt vartak, az enzim azon lebeny régi6i (amelyek a
retropepszinekben az aktiv helyeket takarjak, és amik az apoenzimben részben rendezetlenek)
teljesen rendezettek voltak az enzim-inhibitor komplexekben.

Az XMRYV proteaznak a C2 szimmetrikus TL-3 inhibitorral alkotott komplexében (22.A
abra) az inhibitor molekula a proteaz dimerhez egy kifeszitett (kanonikus) konformacioban
kotddik. Az elektronslirliség az inhibitornak megfelelden nagyon kiegyenlitett és a TL-3
foként egy iranyban kotddik és csak alacsony kotési arany (20%) figyelhetd meg a masik
iranyban. Habéar az inhibitor szimmetrikus, az enzimhez valéo ko6tédési modja nem
szimmetrikus, igy az inhibitor irdnyitottsdgat az a tény hatarozza meg, hogy az enzim aktiv

centrumaban a TL-3 két kozponti hidroxil csoportja koziil csak egy hidroxil csoport foglalja el

44



a nukleofil vizmolekula helyét a két katalitikus aszpartat kozott. A masodik hidroxil csoport a
dimerben a két katalitikus aszpartat koziil csak az egyikkel 1ép kolcsonhatasba (Li és mtsai.,
2011b).

A pepsztatin A enzimhez vald kotddési modja azonban nagyon szokatlannak adodott.
Egyetlen pepsztatin A molekula helyett két molekula k6tédik az enzimhez, az N-terminalis
izovaleril csoportok a katalitikus hely felé orientalodnak (22.B abra). Szintén jelen van az a
katalitikus vizmolekula, amely rendszerint megtalalhatd a két aszpartat kozott a nem gatolt
aszpartil proteazok szerkezeteiben, habar ez a hely valdsziniileg csak részben foglalt, amint
azt a viszonylag gyengébb elektronstiriiség is jelzi. Masrészt az a vizmolekula, amely eldsegiti
az inhibitor €s az enzim lebenyei kozotti kdlesonhatas kialakuldsat (Perryman és mtsai., 2010)

teljesen kotott mindkét inhibitor komplexben.

\"’Szerk’ézetiviz/
3 molekula PepsztatinA /0
inhibitor '

22. abra: Az XMRYV PR és inhibitorok kozotti kolesonhatas. (Li és mtsai., 2011b alapjan).
Elektron-stirtiség térkép egy TL-3 inhibitor (A) és két pepsztatin A molekula (B) kotédése
esetén

A pepsztatin A nagyon eltéré modon kétddik az XMRYV enzimhez a t6bbi inhibitorhoz
képest, mivel két inhibitor molekula kotédik az enzim dimerjéhez, mig a TL-3 vagy az

amprenavir esetében csak egyetlen inhibitor molekula. Ennek ellenére az inhibitorok és az
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enzim kozotti kolcsonhatasok rendkiviil hasonléak. Az aszpartil protedz inhibitorok nem
kanonikus kotési modjait mar korabban is feljegyezték példaul a plazmepszin 1 és II
komplexeinél (Bhaumik és mtsai., 2011, Prade és mtsai., 2005) valamint a hiszto-aszpartil
proteazok szadmos inhibitoranal (Bhaumik €s mtsai., 2011). Azonban a pepsztatin A kotési

modjahoz hasonlot még nem kozoltek.

4.3.2. Az XMRYV és a HIV-1 proteadzok pepsztatin A és acetil-pepsztatin inhibitorokkal valo
kolcsonhatdsanak vizsgalata

A kolcsonhatasi energia-szamitasokat azzal a céllal hajtottuk végre, hogy vizsgaljuk az
enzim-inhibitor kolcsonhatasokat és magyarazzuk a pepsztatin A és az acetil-pepsztatin
inhibitoroknak a HIV-1 PR-hoz és az XMRV PR-hoz eltér6 mdodon vald kotédését. Kétféle
kotddési modot tanulmanyoztunk (23. é&bra): az elsdben egyetlen inhibitor kotddését
modelleztiikk ugy, ahogy azt a HIV-1 PR/acetil-pepsztatin kristalyszerkezetében talaltak
(Hansen és mtsai., 1988), mig a masodik kotédési modban két molekula egyszerre kotodik az
enzimhez, egymassal szemben elhelyezkedve ugy, ahogy az XMRV PR/pepsztatin A
kristalyszerkezetében lathato (Li és mtsai., 2011b).

Az inhibitorok kozotti gatlasi hatékonysag kiilonbségek azonban nem értelmezhetdek
kizarolag a szamitott kolcsonhatasi energidk alapjan, ugyanis az S4/S4’ helyek az oldoszer
felé nyitottak, ami megneheziti vizsgalatukat. A munkacsoportunk mar korabban folytatott
(Eizert ¢és mtsai.,, 2008) vizsgalatokat, melyben szamos retroviralis protedz aminosav
preferencidjat vizsgaltak szintetikus oligopeptid szubsztrat-sorozatok segitségével, valamint
meghataroztak a szubsztratk6té alhelyek méretét is. A jelen vizsgalatokban nem végeztiik el a
zsebek méretének vizsgalatat. Az MLV és XMRV enzimek nagy szekvencia azonossagot
mutatnak, ezért az egyes szubsztratkoté alhelyeket felépité aminosavak is megegyeznek. Igy a
korabbi aminosav-preferencia-vizsgalatok eredményeivel egyiitt értelmeztiilk eredményeinket.

A HIV-1 proteaznak mind acetil-pepsztatinnal (Hansen és mtsai.,, 1988), mind
pepsztatin A-val alkotott komplexének kristalyszerkezete ismert (Fitzgerald és mtsai., 1990).
A HIV-1 PR esetében egyetlen acetil-pepsztatin molekula kotédik az enzimhez atmeneti
allapot analogként, melynek kovetkeztében a kdzponti sztatin (Sta) szarmazék hidroxil
csoportja a katalitikus aszpartat oldallancai k6zott helyezkedik el, a katalitikus vizmolekulat
helyettesitve (Hansen és mtsai., 1988).

A HIV-1 enzim pepsztatin A-hoz vald kotddése (Fitzgerald és mtsai., 1990) eltér az
XMRYV proteaz mas inhibitorainak kotédési modjatol (Li és mtsai., 2011b).
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A sztatin tartalmu inhibitorok XMRYV ¢és HIV-1 proteazokhoz valé kotddését mutatja a
23. abra.

XMRYV enzim katalitikus aszpartatok

Katalitikus viz molekula /

23. abra: Acetil-pepsztatin kotédése HIV-1 proteazhoz valamint pepsztatin A kot6édési
médja XMRYV protaz esetén. (Matuz és mtsai., 2012 alapjan) Zold szinnel jeldlve az acetil-
pepsztatin kotédési modja HIV-1 PR-hoz (PDB kéd: SHVP) (Fitzgerald és mtsai., 1990) és
lila szinnel jel6lve a pepsztatin A kotédése XMRV (PDB kod: 3SM1) (Li és mtsai., 2011b)
proteazhoz.

Az acetil-pepsztatin XMRV proteazhoz vald kotddése esetén a katalitikus aszpartatok
kozelében tapasztalt nagyon gyenge elektronsiiriség azt sugallja, hogy a ko&tésmddnak
hasonlénak kellene lennie a pepsztatin A kotddéséhez, vagyis két molekula egymassal
szemben elhelyezkedve talalhatd a komplexben. Az elektronsiirliség térképen csak a P1-P4
aminosavak latszanak, a ,kilogé” aminosavak nem latszanak a szerkezetben, azok a
kristalyszerkezetben rendezetlenek. A krisztalyszerkezetek alapjan feltételezhetd, hogy az
XMRYV protedz esetén mindkét, az egyszeres illetve kétszeres kotddési mod megvalosul
illetve a kevert médon is megvalosulhat a gatlas.

A pepsztatin A-nak az XMRV proteazhoz torténd kotddése esetében, kotddd inhibitor
molekula nem atmeneti allapot analogként miikodik (Li és mtsai., 2011b). A kdlcsonhatési
energiakat az inhibitoroknak az enzimekhez torténé mindkét kotédési modjara kiszamoltuk. A
szamolt egyedi alhelyek kolcsonhatasi energiak jelentds kiilonbséget a két inhibitor esetén
csak ott mutattak, ahol az acetil (Ace) vagy izovaleril (Iva) csoportok alakitanak ki
kolcsonhatast az enzimmel, ugyanis a pepsztatin A és az acetil-pepsztatin molekulak csak az
N-terminalis végiikben kiilonboznek egymastol (7. abra). Az eredményeink azt mutatjak,

hogy a pepsztatin A nagyobb Iva csoportjdnak a megkotése az Osszes vizsgalt kotddési
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modban nagyobb koélcsonhatasi energiat eredményezett, mint az acetil-pepsztatin kisebb Ace
csoportjanak a bekdtddése, 6sszhangban az enzim-ligand kolcsonhatasok altalanosan hidroféb
természetével (6. tablazat). Ezzel ellentétben az enzimkinetikai vizsgalatok alapjan az acetil-
pepsztatin mindkét protedz esetén hatékonyabbnak bizonyult a pepsztatin A-hoz képest, ami
nem magyarazhato kizardlag csak a vizsgalatainkban alkalmazott kolcsonhatasi energia
szamitasi eljards segitségével kapott értékek figyelembevételével. A két pepsztatin A
molekula XMRYV protedzhoz valé kotddésének vizsgalata esetén 1ényegesen magasabb enzim-
inhibitor kolcsonhatési energiat eredményezett egyetlen molekula megkotéséhez képest, amig
a HIV-1 proteaznal az egyszeres inhibitor kotédése bizonyult kedvezdbbnek (4. tablazat). Az
XMRYV PR esetén a két pepsztatin A kotddése tiint kedvezObbnek, mig az acetil-pepsztatin
kotédésének szimulalasa kozel -105 kcal/mol kdlesonhatasi energia értéket eredményzett (4.
tablazat).

A Kkisérletes gatlasi vizsgalatok eredményeivel Osszevetve elmondhatd, hogy HIV-1
enzim esetén a pepsztatin A és az acetil-pepsztatin bekotddésének lehetséges modjai koziil az
egy inhibitoros bekotddés valdszintlsithetd, amikor is atmeneti analog kétédési mod valdsul
meg, ez eredményez alacsony gatlasi allando értéket (5. tablazat). Az XMRV enzim esetén a
kotddés modja két inhibitoros, ami egy kedvezdtlen szubsztrat analdég kotddési modot
eredményez, ezaltal a gatlasi allando értéke magas (5. tablazat). Az enzim acetil-
pepsztatinhoz vald kotddése esetén a kdlcsonhatasi energidk alapjan mind az egyszeres illetve

kétszeres bekdtddés megvalosulhat (4. tablazat).

4. tablazat: Az XMRY proteaz acetil-pepsztatin és pepsztatin A inhibitorokkal alkotott
komplexei esetében szamitott teljes kolcsonhatasi energia értékek. Szamitott teljes
kolesonhatasi energia értékek (kcal/mol) az enzimek és inhibitor molekula/molekulak kozott,
kiemelve a kedvezObbnek itélt kotédési modhoz tartozo kolcsonhatasi energiak.

Kotodés

- egy inhibitor kotédésekor két inhibitor kotodésekor
modja

Inhibitor pepsztatin A acetil-pepsztatin pepsztatin A acetil-pepsztatin

HIV-1 PR -114,9 -112,6 -111,5 -97,9

XMRV PR -109,4 -105,3 -124,3 -105,6
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5. tablazat: Az XMRV és HIV-1 proteaz gatlasi alland6 értékei acetil-pepsztatin és
pepsztatin A inhibitorok esetén valamint a kolcsonhatasi energiak alapjan lehetséges

inhibitor kotédési moédok.

XMRV PR HIV-1 PR
bekotodés bekotodés
Ki(nM) lehetséges médja Ki(nM) lehetséges médja
pepsztatin A 1442+123 két inhibitor 22+1,6 egy inhibitor
o . egy vagy két S
acetil-pepsztatin | 712+39 Ahibitor 13+0,5 egy inhibitor

6. tablazat: Az egyes szubsztratkoté alhelyek esetében szamitott kolcsonhatasi energiak
(kcal/mol) hozzajarulasa az enzim-ligand teljes kélcsonhatasi energiajahoz. K¢k hattérrel
kiemelve a kedvezébbnek itélt kotddési modhoz tartozo kdlesonhatasi energiak.

EGY INHIBITOR BEKOTODESE

Szubsztratkoto alhelyek
Enzim-inh. s4 | s3 | s2 | s1 | s1t | s2r | s3 | sS4 | Teljesenergia
komlex
. lval Val2 | Val3 | Sta4 Ala5 Sta6
HIV-1 - pepsztatin
-10,85 | -14,1 | -16,32 | -26,35 -11,43 | -35,4 -114,85
HIV-1 - acetil- Acel | Val2 | Val3 Stad Alabs Stab
pepsztatin -7,06 | -13,87 | -16,63 | -26,44 -12,05 | -36,51 -112,56
XMRYV PR- Ilval | Val2 | Val3 Sta4 Ala5 | Stab
pepsztatin 10,9 | -15,41 | -15,14 | -26,56 11,1 | -30,2 -109,35
XMRV PR - acetil- | Acel | Val2 | Val3 | Sta4 Ala5 | Sta6
pepsztatin -6,17 | -15,29 | -15,11 | -27,46 -10,96 | -30,31 -105,3
KET INHIBITOR BEKOTODESE
Szubsztratkoto alhelyek
EQZ'm"”h' s4 | s3 | s2 | st | s1 | s2r | s3 | sS4 | Teljesenergia
omplex
. Stad Val3 | Val2 lval lval Val2 Val3 Stad
HIV-1 -pepsztatin
-10,48 | -11,32 | -16,23 | -16,51 | -16,42 | -17,1 | -11,13 | -12,25 -111,54
HIV-1 -acetil- Sta4 | Val3 | Val2 | Acel | Acel | Val2 | Val3 | Sta4
pepsztatin 411,61 | -11,72 | -16,86 | -8,04 | -9,01 | -17,04 | -11,27 | -12,39 -97,93
XMRV PR - Sta4 | Val3 | Val2 lval lval | Val2 | Val3 | Sta4
pepsztatin 14,75 | -13,89 | -15,76 | -17,39 | -17,69 | -16,19 | -13,41 | -15,26 -124,34
XMRYV PR -acetil- | Stad Val3 | Val2 | Acel | Acel | Val2 Val3 Stad
pepsztatin -15,36 | -13,74 | -16,09 | -7,08 | -8,39 | -16,7 | -13,12 | -15,16 -105,64
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Az XMRYV PR szerkezeti és biokémiai vizsgalatainak eredményei azt mutatjak, hogy
enzim kolcsonhatdsai ennek az enzimosztalynak a jol jellemzett inhibitoraival hasonldak,
mind szerkezeti, mind kinetikai értelemben, kivéve a pepsztatin A szokatlan k6tédési modjat.

Az XMRYV ¢és az MLV protedzok nagyfokt szekvencia hasonldsaga és a szubsztratkotod
alhely azonos 0sszetétele miatt feltételezhetd a két enzim specificitasanak nagyfoku
hasonlosaga. Az MLV protedz esetében kordbban mar meghataroztak az egyes szubsztratkotd
zsebek aminosav-preferenciajat a HIV-1 (és egyéb) proteazokhoz képest (Menendez-Arias és
mtsai., 1993, Bagossi ¢és mtsai., 2005, Eizert és mtsai., 2008). Mind az MLV mind a HIV-1
PR szubsztratkotd helyei talnyomoan hidrofob jellegiieck. Azonban a szubsztrat-
specificitasban kiilonbozoségeket is irtak le, aminek oka valésziniileg az, hogy a
szubsztratkoto alhely felépitésében mas aminosavrészek vesznek részt (Li és mtsai., 2011a).
Mind az MLV, mind a HIV-1 proteazok S1 alhelye nagyméretii, és elényben részesiti az
aromas oldallancokat (Eizert és mtsai., 2008). Mindkét vizsgalt kotdmodban, az S1 alhely
setén szamolt energiak hasonléak mind a két enzimnél (6. tablazat). Ezek a szubsztratk6td
helyek is hozzajarulnak a ,,k6tdmddokhoz”, azonban a gatlasban tapasztalhat6 kiilonbségek
nem az aminosav-preferencia miatt vannak. A HIV-1 PR a kicsi hidrofob vagy egészen
polaros oldallancokat részesiti elényben az S2 alhelyen, mig az MLV sokkal inkabb a nagy
hidrofob oldallancokat preferalja (Menendez-Arias és mtsai., 1993). Mindkét inhibitork6td
modban egy Val aminosavrész foglalja el az S2 alhelyet, mig vagy Ala vagy pedig Val
aminosavrész foglalja el az S2° alhelyet, és az egyes kotdmodok esetében szamitott
kolcsonhatasi energiak hasonld értékeket adnak mindkét enzim esetében (6. tablazat). Az
MLV PR S2 (és S2’ alhely) és S3/S3” kot6helyei kisebbek, mint a HIV-1 proteazban az ennek
megfeleld helyek, az elényben részesitett P3 aminosavrészek atlagos térfogata is nagyobbnak
bizonyult a HIV-1 PR esetében, mint az MLV proteaz esetén (Eizert és mtsai., 2008).
Mindkét kotési modban az S3 alhely egy Val aminosavrész foglalja el, mig az S3” alhely vagy
egy Val (két-inhibitoros kot mod) vagy egy terjedelmesebb Sta szarmazék foglalja el. A
zsebek méretével Osszhangban a Sta6-S3° kolcsonhatds sokkal kedvezébb a HIV-1 PR
esetében, mint az XMRV protedzndl az egyszeres kotési modban (6. tablazat). Ugy tiinik,
hogy az S4/S4’ kolcsonhatas is 1ényegesen hozzajarul a két proteaz eltérd inhibitor kotodési
modjdhoz. Az MLV/XMRV PR jorészt hidroféb S4/S4° kotdhelye jobban kot meg
nagyméretli hidrofob aminosavrészeket (Menendez-Arias és mtsai., 1993) és az MLV/XMRV
PR S4/S4° kotohelyeinek atlagos tiregtérfogata is alapvetden nagyobb a HIV-1 proteazénal
(Eizert ¢és mtsai., 2008), ami lehetévé teszi, hogy a Stad4 csoportok kitoltsék az S4/S4°
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helyeket két pepsztatin A vagy acetil-pepsztatin molekula kotédésekor. Ezért a nagyobb Sta4
csoportok S4/S4’ helyekre torténd kotddései kevésbé kedvezdek a HIV-1 proteaz esetében,
amely kilonbséget az XMRV proteazhoz képest az S4/S4” alhely alacsonyabb interakcios
energiai is megerdsitenck (6. tablazat). Erdemes megjegyezni, hogy amig az XMRV PR
esetében két molekula pepsztatin A inhibitor kotédése valoban kedvezd energetikailag, addig
az XMRV PR esetében két molekula acetil-pepsztatin kotddésekor nagyon hasonld
kolcsonhatdsi energidkat eredményezett,az acetil csoportok altal biztositott lényegesen

alacsonyabb S1-P1és S1°-P1’ kélcsonhatasok miatt (24. abra).

Egy inhibitor bekiotodése — Két inhibitor bekotiadése
-1
\ | IR\ v
S4 S3 $2 s1  s11 s2 §3 s&
XMRV PR
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24. abra: A pepsztatin A és az acetil-pepsztatin inhibitorok HIV-1 é XMRV
proteazokhoz valé kotédési modjainak abrazolasa. (Abra forrasa: Matiz és mtsai., 2012).
A kristalyszerkezeti adatok alapjan a kedvezébb kotddési modok bekeretezéssel vannak
jelolve. A nyilak az inhibitorok iranyat mutatjdk a N-terminalis végtdl az C-terminalis felé, a
sziirke szinli kor6k az inhibitor molekulak oldallancait jelolik, a nagyobb méretii
oldallancokat nagyobb méretii korok jelolik. Az izovaleril csoporthoz képest kevésbé hidrofob
acetil csoportok vildgosabb szinli korokkel vannak jelolve. A pepsztatin A és az acetil-
pepsztatin molekuldk csak az N-terminalis csoportjukban kiilonboznek egymastol, a
vilagosabbra szinezett acetil csoport az N-termindlis végén talalhato, az izovaleril csoport is
az N-terminalison taldlhat6, sotétre szinezve. A szubsztratkotd zsebeket vonalak jeldlik, a
szaggatott vonallal jelolt S4 és S4” zseb a legkevésbé definidlt, az oldoszer felé nyitott (Eizert
€s mtsai., 2008). Az egyes szubsztratkotd zsebek esetében az inhibitorral kialakitott kedvezd
kolesonhatasok zold, mig a kedvezdtlen kdlcsonhatasok piros nyillal vannak jeldlve.
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Tehat a szamitott kolcsOnhatasi energiak alapjan elmondhatd, hogy az S4/S4” k6lcsonhatas
Iényegesen hozzajarul az acetil-pepsztatin €s pepsztatin inhibitoroknak a HIV-1 ¢s az XMRV
proteazokhoz torténd kotdédéséhez. A pepsztatin A-XMRV vald kotddése két inhibitoros
kotomod esetén energetikailag kedvezobb, mig az acetil-pepsztatin esetében mindkét kotddési
mod kolcsonhatdsa hasonld kolcsonhatési energidkat adott. Tehat a pepsztatin A szubsztrat
analogként kotdédik az XMRV proteazhoz szubsztrat analég modon, amely kevésbé hatékony
gatlast eredményez, mig az acetil-pepsztatinnal valo kolcsonhatas esetében megvalosulhat mind
a két kotodési mod. ASta6-S3° kolesonhatas sokkal kedvezobb a HIV-1 PR esetében, mint az
XMRV PR-nél, igy a HIV-1 az egyszeres kotési modot részesiti elonyben (25 .abra). Ez a
kotédés atmeneti analog kotddési modnak felel meg, igy a gatlas hatékonysadga nagyobb, a
gatlasi allando értéke alacsony, ezt igazoljak a gatlasi allando értékek (2. tdblazat).

Tehat vizsgaltuk az XMRYV protedz kinetikai paramétereit, az enzim gatlasi profiljat. A
kisérleti munka tamogatisaként bioinformatikai modszert alkalmaztunk, valamint a
rontgenkrisztallografias eredményekkel egylitt probaltuk értelmezni az inhibitor bekodtddés
modjat két klasszikus aszpartil proteaz inhibitor (pepsztatin A €s acetil-pepsztatin) esetén, €s
eredményeinket Ossze kivantuk vetni a HIV-1 protedz inhibitor bek6tddési modjaival. Az
enzim-inhibitor kristalyszerkezetének részletes ismerete, valamint a szubsztratkoté zsebeket
alkoté aminosavak részletes ismerete és a kialakuld kdlcsonhatasok feltérképezése jelentosen
hozzdjarulhat az XMRV ¢és a gammaretrovirusok ellen tervezett sokkal specifikusabb

inhibitorok fejlesztéséhez.
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25. abra: A HIV-1 és az XMRYV proteazok szubsztratkoto alhelyeinek dsszehasonlitasa.
(Készitette: Dr. Motyan Janos) A) A HIV-1 és az XMRV proteazok egy acetil-pepsztatin
molekulaval alkotott komplexeinek szalagmodellje, az acetil-pepsztatin  molekula
palcikamodellel abrazolva. B) Az enzim ¢és az acetil-pepsztatin  kozott  kialakulo
hidrogénkotéseket sziirke szaggatott vonalak jelolik. A HIV-1 PR aminosavrészek lila, az
XMRV PR aminosavrészek zold szinnel van jelolve. C) A hidroféb kdlcsonhatasok
kialakitasaban szereplé aminosavrészeket zold szin jeloli a HIV-1 acetil-pepsztatinnal alkotot
komplexe esetében, lila szin jel6li az XMRV azonos pozicidban 1év6 aminosvarészeit.
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5. OSSZEFOGLALAS

Célul tiztiik ki a xenotropikus egér leukémia virussal rokon virus (XMRV) protedz
kinetikai vizsgalatat, az enzim stabilitasanak és gatolhatosaganak vizsgalatat HPLC valamint
SDS-PAGE modszerek segitségével. Az enzim Kkinetikai paramétereit (Ky, Keat Kea/Km)
szintetikus oligopeptid szubsztrat segitségével vizsgaltuk, az enzim dimerizacios képességét
(Kdapp), valamint az enzim denaturacidra hajlamat (UDsp) 0-4 M urea tartalmi kozegben.
Vizsgaltuk a proteaz gatolhatosagat kiilonbozé proteaz inhibitorok (amprenavir, TL-3, acetil-
pepsztatin és pepsztatin A) segitségével, magas ionerdsségli kozeg esetében HPLC modszert,
mig alacsony sokoncentracio esetén SDS-PAGE modszert alkalmaztunk a gatlds nyomon
kovetésére. Az SDS-PAGE mddszer esetén szubsztratként egy rekombinans egér leukémi virus
(MLV) Gag fragmentumot alkalmaztunk. Osszehasonlitottuk az enzim stabilitasi értékeit a 1-es
tipusit human immundeficiencia virus (HIV-1) proteaz értékeivel. Molekularis modellezéssel
hasonlitottuk 6ssze a HIV-1 és XMRV proteazoknak az acetil-pepsztatin és pepsztain A
inhibitorokkal alkotott komplexeit, a szamitott kdlcsonhatasi energiak segitségével vizsgaltuk az
inhibitorok lehetséges kotdmodjait. Kollaboracios partnereink az enzim-inhibitor komplexeket
(amprenavir, TL-3, acetil-pepsztatin és pepsztatin A) rontgenkrisztallografias elemzésnek
vetették ala, ezzel magyarazatot adva a gatlas lehetséges maodjara.

Az XMRV PR joval érzékenyebbnek bizonyult az urea koncentraciora, mint a HIV-1
proteaz. A K; értékek alapjdn a tesztelt inhibitorok koziill az amprenavir bizonyult a
leghatékonyabb, mig a pepsztatin A a legkevésbé hatékony inhibitornak.

A korébbi (Bagossi és mtsai., 2005, Eizert és mtsai., 2008) ¢és jelenlegi molekularis
modellezésen alapuld vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy az S4/S4° kolcsonhatas is
lényegesen hozzajarul az acetil-pepsztatin és pepsztatin inhibitoroknak a HIV-1 és az XMRV
proteazokhoz torténd kotddéséhez. Az XMRYV proteaz-pepsztatin A két inhibitoros kotémodja
energetikailag kedvezObb, mig az acetil-pepsztatin esetében az egyszeres és kettds kotddési
mod hasonld kdlcsonhatasi energidkat adott. Az S3/S3° kotohely mérete XMRV esetén
kisebb, mint a HIV-1 esetén, igy a Sta6-S3’° kolcsonhatas sokkal kedvezébb a HIV-1 PR
esetében, mint az XMRV PR-ndl, ezért a HIV-1 az egyszeres kotési modot részesiti elényben.

A rontgenkrissztallografiai adatok alapjan, megallapitottuk, hogy az acetil-pepsztatin a
tobbi inhibitorhoz képest eltéré modon kotddik az enzimhez, mivel két inhibitor molekula
kotodik az XMRV PR dimerjéhez, mig a TL-3 és az amprenavir egyetlen molekulaval

kotddik, mégis az inhibitorok és az enzim kozotti kdlcsonhatasok rendkiviil hasonloak.
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5. SUMMARY

Our objective was the kinetic examination of the viral protease of the xenotropic murine
leukemia virus related virus (XMRV) and the examination of the stability and inhibition of the
enzyme with the help of the HPLC as well as the SDS-PAGE methods. We examined the Kinetic
parameters of the enzyme (Kw, Kear, Kea Knm) With the help of a synthetic oligopeptide substrate
while the stability of the enzyme, i.e. its apparent dissociation constant (Kgapp) and the tendency
of the enzyme towards denaturation (UDsp) - in a buffer containing an incrementing urea
concentration. We examined the inhibition of the protease by various protease inhibitors
(amprenavir, TL-3, acetyl-pepstatin and pepstatin A), while applying the HPLC method in a high
salt concentration buffer, and an SDS-PAGE method in the case of a low salt concentration to
follow up the inhibition measurements. In the case of the SDS-PAGE method we applied an
murine leukemai virus (MLV) Gag fragment as a substrate. We compared the stability values of
the enzyme with the values of the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) protease. We
modeled the enzyme-inhibitor complex formed in this way (in the case of acetyl-pepstatin and
pepstatin A) and we examined the interaction energies and the potential binding of the inhibitors.
Our collaborators subjected the enzyme-inhibitor complex (amprenavir, TL-3, acetyl-pepstatin,
and pepstatin A) to an X-ray chrystallographic analysis thus providing an explanation on the
possible ways of inhibition.

XMRYV protease proved to be much more sensitive to the concentration of urea than the
HIV-1 protease. Among the inhibitors tested, on the basis of K; values, amprenavir proved to
be the most efficient, while pepstatin A the least efficient inhibitor.

On the basis of molecular modeling we established that the S4/S4’ interaction also
substantially contributes to the binding of the acetyl-pepstatin and pepstatin inhibitors to the
HIV-1 and XMRV proteases. The two-inhibitor binding method of the XMRV protease-
pepstatine A is more favorable from an energetic point of view, while in the case of acetyl-
pepstatin, the interaction of the two binding ways provided similar interactional energies. The
Sta6-S3’ interaction is much more favorable in the case of the HIV-1 PR than in the case of
the XMRV PR, thus HIV-1 prefers the single binding method.

X-ray crystallographic data were disclosed to us by our collaborators, and those data
suggested that acetyl-pepstatin binds to the enzyme in a different manner as compared to
other inhibitors as two inhibitor molecules are bound to the PR dimer of XMRV PR while
TL-3 or amprenavir with a single molecule, yet the interactions between the inhibitors and the

enzyme are remarkably similar.
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