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1. BEVEZETES

1.1. A RETROVIRUSOK

A retrovirusok létezése mar a mult szdzad elején ismert volt, azonban a huméan T-
sejtes leukémia virus (HTLV) és a humdn immunodeficiencia virus (HIV) felfedezéséig nem
tudtak olyan retrovirusrél, amely az embert is megfertdzheti. Kutatdsuk az elmult két
évtizedben az AIDS (Gallo és Montagnier, 1988) megjelenésének és rohamos elterjedésének
kovetkeztében keriilt eldtérbe. Ma maér bizonyitott, hogy retrovirussal torténd fertdzés a
gerincesek bdrmely osztdlydban elofordulhat, melynek kimenetele sokféle lehet: betegség
nélkiili virémia, daganatképzddés, idegrendszeri elvéltozdsok, anémia vagy immunhidny.

A retrovirusok burokkal rendelkez6, pozitiv szdld diploid RNS genomot tartalmazé
virusok nagy és szertedgazd csalddot képviselnek, amely csalddot altaldnos rendszertani
tulajdonsagokkal jellemziink: felépités, Osszetétel, szaporodasi tulajdonsagok (Coffin 1992,
1996). A virusrészecskék atmérdje altalanosan 80-100 nm kozott valtozik, kiilsé lipid burkukban
virdlis glikoproteinek taldlhatok. A belsé nukleoprotein ,,mag” alakja és elhelyezkedése a csalad
kiilonbozo fajaiban eltérd. A virusrészecske RNS atlagosan 7-12 kilobazis nagysdgu, mindig
diploid, lineéris, nem osztott és pozitiv lefutdsi. A csalddba tartoz6 fajok replikécids sajatossaga,
hogy az DNS intermedieren keresztiil torténik, amely a fert0zott sejt genomjaba beépiil.

A virdlis genom szervezddése szerint két csoportra: egyszerli és Osszetett retrovirusokra
osztjuk Oket (Coffin, 1992; Murphy és mtsai., 1994). Minden retrovirus legaldbb hirom
poliproteint kédol6 gént tartalmaz: gag, melyen a virusrészecske matrix (MA), kapszid (CA) és
nukleokapszid (NC) fehérjék genetikai informdcioi helyezkednek el; pol, mely az integraz (IN),
reverz transzkriptdz (RT) és ribonukledz H (RN4z H) enzimeket kédolja €s az env, mely a
burokfehérje transzmembran (TM) és felszini részének (SU) informdcidit hordozza. Egy
jéarulékos, kisebb pro gén is megtaldlhaté minden retrovirusban, amely a virusrészecske protedz
(PR) enzimét kodolja. Az egyszerti retrovirusok dltalaban csak ezeket az alapvetd informéaciokat,
mig az Osszetett retrovirusok mas jarulékos, regulacios fehérjéket is kodolnak (1.1.1 dbra).

Evoliciés rokonsdgokat figyelembe véve hét csoportra, rendszertanilag nemzetségre
osztjuk a retrovirusokat. Ot csoport jeleniti meg az onkogén hatdssal is biré virusokat, a maradék
két csoport egyike a Lentivirus nemzetség, melynek képviseldje a HIV-1 is (Coffin és mtsai.,

1997).
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1.1.1. abra: Retrovirus genomok vazlatos szerkezete.
A kiilonboz6 leolvasési keretekben szintetizal6dé poliproteinek (kék) és regulacids fehérjék (sziirke, illetve zold). A:
HIV-1 provirdlis DNS; B: BLV proviradlis DNS.

1.2. ARETROVIRUSOK ELETCIKLUSA

A virus receptor-medidlt endocitézissal vagy direkt membranfizidval juthat be a
gazdasejtbe (1.2.1. dbra). A genom-RNS pozitiv szali és szabdlyos, eukariéta sejtre jellemzd
mRNS szerkezetet mutat, de kozvetlen fehérjeszintézishez mégsem ez haszndlédik fel. A
sejtbe bejutd virus RNS-ét a reverz transzkriptdz (RT) atirja DNS-sé. A reverz transzkripcid
val6szintlileg a citoplazmdban, a virus "mag" struktiridban megy végbe (Varmus és Brown,

1989). Egyes adatok szerint a PR szerepet jatszhat ebben a fazisban.
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1.2.1. abra: A retrovirusok életciklusa (Tézsér, 2001 alapjan).

(1) Kotédés-penetracid: receptor-antireceptor kolcsonhatds. Endocitézis vagy direkt fizid. (2) A virusburok
elvesztése, pH-fiiggd vagy pH-fiiggetlen tdton. (3) Provirdlis DNS szintézis, melyért a RT felelos. (4) A
preintegraciés komplex bejutdsa a magba. (5) Integracié az IN segitségével. (6) Provirus expresszidja. (7)

(174

Transzlacié. (8) Virusrészecske osszerendezOodése. (9) Virusrészecske leflizodése. (10) A virusrészecske “érése”
a PR segitségével.

Az tjonnan képzddé DNS-nukleoprotein komplex bekeriil a sejtmagba, ahol a virus
DNS a gazdasejt genomjaba beépiil (provirus képzddés). A provirdlis DNS a cellularis RNS
polimeraz II segitségével atirodik RNS-sé. Az egylancui, diploid RNS genom minden
szaporodni képes retrovirusban legaldbb 4 gént (5’-gag-pol-pro-env-3’) tartalmaz. Az emlds
C-tipusu retrovirusok (pl.: MMLV) gag és pol génjei stop-kodonnal (AUG) vannak
elvdlasztva, mely transzlacié sordn néha néma marad (Yoshinaka és mtsai., 1985). A tobbi
ismert nukleotidszekvencidju retrovirusban a gag €s pol gén kiillonbozd leolvasasi keretben
van koédolva. A Pol fehérjék a leolvasasi keret -1 irdnyu eltoléddsdval szintetizdlédnak (pl.
HIV-1) vagy két eltol6dés is van, ebben az esetben a gag €s a pol gének kozott van a pro gén
(pl. BLV, HTLV). A PR kdédolésa tobbféleképpen torténhet. A PR, a madar C-tipusud virusai

(pl. RSV) kivételével, a pro vagy a pol génen van kdédolva és a szerkezeti fehérjékhez képest



csak 1ényegesen kisebb mennyiségben (5-10%) szintetizalodik. Egy kisebb, illesztett mRNS-
r6l irédnak 4t az env-kédolt fehérjék, melyek elobb glikozildlédnak, majd a
plazmamembranba vezet6 tutjuk sordn egy feliileti glikoproteinre (SU) és egy transzmembran

fehérjére (TM) hasadnak egy celluldris protedz hatdsara (1.1.1. és 1.2.2. 4bra).

A transzlacio elsddleges termékeként szintetizalodé Gag és Gag-Pro-Pol poliproteinek
a gazdasejt membranjdnak Env fehérjében koncentrélt részein, a membréan belsé feliileténél
csoportosulnak. A genom mRNS-sel egy toroidszerii "éretlen" részecskévé formalédnak,
melyet a virusburok zar be. A virus a sejtbdl kikeriil ("lefliz6dés" révén), majd a proteaz
aktivalddik és elhasitja a poliproteineket, aminek sordn a virus "éretté", fertdzoképessé valik.
Ezen atalakulds morfoldgiailag is j6ol nyomon kovethetd (Yoshinaka és Luftig, 1977, 1.2.2.
abra). A protedz funkcié nélkiil a virusrészecske éretlen marad, é€s a mikodoképes fehérjék
hidnyabol adéddan nem lesz képes djabb sejtek fertdzésére.

Mikozben a virus éltal kodolt PR szerepe a késdi fazisban jol feltart, addig a korai
fazisban betoltott szerepérdl keveset tudunk. El0szor a 16 vészes vérszegénységét okozo6 virus
(ETAV), majd a HIV esetében is bizonyossa valt, hogy a PR a ,,mag” struktira része, amely a
sejtbe 1ép (Roberts és Oroszlan, 1989; Welker és mtsai., 2000). Mind a receptor-mediélt
endocitézis, mind a makropinocitdzis utjan belépd ,,mag” olyan savas kornyezetbe kertil,
melynek pH-ja kedvezd a PR miikodése szempontjabol. A ,mag” struktdra mozgisa a
sejtmag irdnyaba kapcsolatot igényel a sejt aktin filamentumaival (Bukrinskaya és mitsai.,
1998), ezért valdszinisithetd, hogy az aktin komponenseinek proteolitikus hasitdsa fontos
1épés ebben a folyamatban.

Cellularis proteineket szintén kimutattak a virusrészecskében (1.2.2. 4bra)
(6sszefoglal6 irodalom: Ott, 2002). Ilyen volt példaul a celluldris peptidil-prolil izomeraz, a
ciklofilin A (Cyp A), mely a kapszidhoz kototten keriil a virusrészecskébe, és jelenléte noveli
a fert6zoképességet (Franke és mtsai., 1994; Thali €s mtsai., 1994). Aktint és kiilonbozd aktin
kotott fehérjéket szintén kimutattak. A sejtbe torténd belépés utdn ezen fehérjék sorsa nem
tisztazott, de nagyrésziik mdr a virusrészecskében feldarabolddik.

A ,,mag” mas fehérjéi mellett a HIV-1 RT, az RNaz H és a Nef is szerepel a HIV-1 PR
szubsztratjai kozott (Tomasselli és mtsai., 1993; Welker és mtsai., 1996, 2000). Emellett a PR
maga is végigmegy egy ondegradacids folyamaton (Mildner €s mtsai., 1994), mikézben a Vpr

sértetlen marad a kapszidban (Welker és mtsai., 2000).
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1.2.2. abra: Modellek a retrovirusok felépitésére.

Az éretlen HIV-1 virusrészecske (fent). A Gag és Gag-Pol poliproteineket kiilonbdzd szinek jelolik, érzékeltetve
azt, hogy a domének megfelelnek az ezekbdl az eléformakbdl kialakuld ,.érett” proteineknek. Az Env fehérje SU
és TM komponense kiemelkedik a lipid membranbdél, akdrcsak az elkiiloniilten beépiilé HLA ,,gazda” fehérjék.
A ciklofilin szintén celluldris proteinként vesz rész a virusrészecske felépitésében. Az érett HIV-1 virusrészecske
(lent). A kup-alakd ,,mag” jellemzd erre a nemzetségre nézve. A Vpr a HIV-re jellemz6 jarulékos fehérje.
(Coffin és mtsai., 1997).
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1.3. A MARHA LEUKEMIA VIRUS (BLV)

A marha leukémia virus (BLV) és a (HTLV) a csoport harmadik tagjaval, a majom T-
sejtes leukémia virussal (STLV) egyiitt, egy kiilon csoportot alkot az onkogén hatdst virusok
kozott, az dgynevezett HTLV-BLV csoportot. A csoport tulajdonsagai részben eltérnek a tobbi
retrovirusétol, a csoporton beliil viszont meglehetdsen nagy a hasonlésdg. Ilyen eltérés példaul
az, hogy ezek a virusok a sejtimmortalizaciét nem a prométer régidba beékelddve vagy onkogén
szekvenciat kédolva hozzdk 1étre. Tumort kivalté hatdsuk még nem teljesen ismert, valészintileg
tobbféle folyamat is kozrejatszik benne (Cann €s Chen, 1990; Haas és mitsai., 1992). Annyi
bizonyos, hogy a virus altal kodolt transz-aktivator Tax (1.1.1. dbra) protein szamos cellularis
gén expresszidjdnak és funkcidjdnak szabdlyozdsdval fontos szerepet jatszik ebben a
folyamatban. A Tax képes szamos celluldris jelatviteli dtvonalba beavatkozni, ilyenek példaul a
CREB/ATF és NF-xB (Jeang, 2001), de ismert apoptdzist indukdlé képessége is (Yamada és
mtsai., 1994). A HTLV-1 emberben felnott T-sejtes leukémidt (ATL), trépusi spasztikus
paraparézist/mielopatiat (TSP/HAM) okozhat. A HTLV-2 ,sz0r6s” sejtes (hairy cell) leukémiét
hozhat 1étre, mig a BLV szarvasmarhdban okoz limfoszarkémat, de az eldbbiekkel ellentétben a
B-limfocitdkat tdmadja meg (Johnson és mtsai., 2001). Eltéréen a tobbi retrovirustdl, az e
csoportba tartozd virusok enzimfehérjéi egyszeres (PR) és kettds (RT, IN) leolvasasi
kereteltolodassal szintetizalddnak.

A marha leukémia virust fontos modellnek tartjdk a humdn T-sejtes leukémia virus
miikodésének megértése és az ellene valo védekezés lehetOségeinek vizsgdlata szempontjabol
(Willems és mitsai., 2000). BLV fert6zott nyulak modellrendszerként szolgélhatnak limfotrép
retrovirusok elleni oltéanyagok kifejlesztésében (Altanerova és mtsai., 2004). A HTLV-1 PR,
csakigy, mint a HIV-1 PR, kemoterdpids célpont, kiilonosen a tropusi spasztikus paraparézis
esetében, ahol az aktiv replikdcionak szerepet tulajdonitanak a betegség kifejlodésében
(Sheremata és mtsai., 1993). A fert6z6 BLV klon elérhetdsége szarvasmarha és juh modellekkel
egyiitt, kivalo lehetdséget teremt HTLV-1 ellenes kezelések tervezéséhez. Ennél fogva hasznos
meghatdrozni a BLV nytjtotta modell alkalmazhatdsaganak fokat in vivo rendszerekben, proteaz
gatlészereket haszndlva. Mindezeken til, bar dltalanosan elfogadott, hogy a BLV emberben nem
fertdz, nem szaporodik €s nem jarul hozz4 daganat kifejodéséhez; a kozelmiltban immunoldgiai
csucstechnikdkat alkalmazva azt taldltdk, hogy BLV ellen reagéil6 antitestek gyakran
eléfordulnak humén plazméban, hangstilyozva a tovabbi tanulmanyok fontossagét (Buehring és

mtsai., 2003).
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1.4. A RETROVIRALIS PROTEAZOK

Minden fert6z0képes retrovirus kodol egy protedzt (PR), mely része a Gag vagy Gag-
Pol poliproteinnek. A PR meghatarozott helyeken hasitja a virdlis poliproteineket, azoktol
eltéré miukodoképes fehérjéket eredményezve, ezzel kialakitva egy tomor ,,mag” struktirat az
érett virusrészecske szdmdra. A fertdzés korai féazisdban feltehetden részt vesz a
preintegracids komplex kialakitdsaban. A protedz funkcidja tehat tobb szempontbdl is
alapvetd a virus szamara.
Szdmos retrovirdlis protedz szekvencidja ismert. Altaldban 99-138 aminosavbél 4llo,
11-15 kDa molekulatomegli fehérjék, amelyek tobb, aszpartil protedzokra jellemzd
tulajdonsagot mutatnak (pepsztatinnal val6é gétolhatésdg, a katalitikus aszpartdt mutéacidjaval
eldidézhetd enziminaktivacid). Azonban a klasszikus cellularis aszpartil protedzoktol (renin,
pepszin) eltérdéen - melyek két topoldgiailag hasonld, de mégsem teljesen egyforma domént
hordoz6 egyldanci molekuldk - a retrovirdlis protedzok két egyforma alegységbdl felépiild,
dimerként miikod6 enzimek.
A retrovirdlis protedzok elsOdleges és masodlagos szerkezete a cellularis aszpartil
protedzok egyik doménjével anal6g (Toh és mtsai, 1985), szamos [-red6t, hurkot és enzimt6l
fliggden egy vagy két rovid a-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- és C-termindlis l4ncai

osszefonddva alkotnak egy négyrétegii antiparallel B-red6t (1.4.1. dbra).

1.4.1. abra: A HIV-1 proteaz kristalyszerkezet alapjan késziilt szalagmodellje.
Pirossal az o-helixeket, kékkel a B-redéket, val a hurok régidkat jeloltiik. A bekotddott szubsztratot zold
szinnel, gdmb és pélcika dbrdzoldssal mutatjuk be.
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A konzervalt régidk koziil az N-termindlishoz kozel helyezkedik el az aktiv centrumot kodold
katalitikus tridd (Asp-Thr/Ser-Gly). Az alegységek katalitikus triddjai hurkot alkotnak, amely
analég a celluldris aszpartil protedzokra leirt y-struktdraval. Az ezt felépitd aminosavak
konformécidja minden ismert kristalyszerkezetben azonos (Wlodawer és Gustchina, 2000). A
katalitikus tripletek hidrogénkotések héalézatan keresztiil, jellemz6 moddon kapcsolédnak
egyméashoz (Davies., 1990; Wlodawer és Erickson, 1993), amit a kotés térszerkezetére €s igen
er0s jellegére utalva tlizoltoéfogasnak (fireman’s grip) neveznek. Egy masik tobbé-kevésbé
konzervativ régié a mozgékony flap régié6 (Miller és mtsai., 1989; Navia és mtsai., 1989),
mely a szubsztrat illetve inhibitor kotddésekor elmozdul €s rdhajlik a ligandra, majd azzal
szamos kolcsonhatast alakit ki, melyekkel stabilizdlja a komplexet (Miller és mtsai., 1989;
Swain és mtsai, 1990; Jaskolski és mtsai, 1991). A harmadik konzervativ régié (Gly-Arg-
Asp/Asn) a C-termindlis kozelében helyezkedik el és ionpdrok kialakitdsdval a
dimerizacidban jatszik fontos szerepet (1.4.2. dbra).

A retrovirdlis protedzok pH optimuma savas (pH 5-6), részletes biokémiai
jellemzésiiket oligopeptid €s poliprotein szubsztritokon végezték (Dunn és mtsai, 1994;
Tomasselli és Heinrikson, 1994). A hasitds poliprotein szubsztritokndl alacsony,
oligopeptidek esetében viszont magas (2-3 M NaCl) ionerdsség mellett hatékonyabb (Kotler
és mtsai, 1989; Wondrak és mtsai, 1991; Szeltner és mtsai, 1996). A kiilonb6z0 retroviralis
hasitasi helyeket reprezentald oligopeptid szubsztratok hidrolizise j6l nyomon kovethetd
HPLC technikdval, megfelelden moddositott szubsztritok alkalmazdsa esetén pedig
spektroszkopidsan vagy fluorimetridsan is. A peptidkotd régié eléggé kiterjedt, a hatékony
hidrolizishez protedztdl fiiggden minimalisan 6-7 tagi peptidszakasznak kell nyujtott B-red6
konformacidéban az enzimhez kotodnie (ToOzsér és mtsai, 1991a; Weber és mtsai, 1993). A
kapcsol6dd szubsztrat oldallincai szdmadra elkiilonithetd zsebek az enzim homodimer
jellegébdl kovetkezden tobbnyire szimmetrikusak a hasitasi helytél N- illetve C-termindlis
irdnyba, dm a peptidk6tés aszimmetridja, az aszimmetrikusan kialakul6 hidrogénhidak arra
utalnak, hogy ez a szimmetria nem teljes.

A retrovirdlis protedzok természetes hasitdsi helyein taldlhaté aminosavak tobbnyire
hidroféb karakteriiek, viszont altaldnosan érvényes konszenzus szekvencia nem adhaté meg
(Oroszlan és Tozsér, 1990). Jelenleg a retrovirdlis protedz hasitdsi helyeket két csoportra osztjuk
(Pettit et al., 1991; Griffiths et al., 1992; Tozsér et al., 1992). Az 1-es tipusd hasitdsi hely P1
pozicidoban aromds, P1’ poziciéban Pro aminosavrészt tartalmaz, mig a 2-es tipusi hidroféb
oldalldncuakat (kivéve Pro). A P2 és P2’ hely meghatirozénak mutatkozik a specificitds
kialakitdsdban (Griffiths et al., 1992; Tozsér et al., 1992). A féemlOs lentivirusok (mint pl. a
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HIV-1) I-es tipusi szekvencidi P2 helyen Asn, P2’ helyen pedig béta-eldgazé hidroféb (Val
vagy lIle) oldallanci aminosavrészeket tartalmaznak, mikézben a 2-es tipustiak P2 pozici6ban
rendszerint béta-elagazot. Az 1-es tipusu hasitdsi hely szamos okbdl kifolydlag nagyon fontos. A
pepszintdl eltekintve, nincs olyan protedz, melynél a szubsztrat Pro aminosavrésze imino oldalon
szerepelne. A Pro aminosavrész, kiilonosen, ha Tyr vagy Phe utdn kovetkezik a szekvencidban
(mint az 1-es tipusd hasitdsi helyeknél), valamelyest nagyobb valdszinliséggel jelenik meg a
megel6zd peptidkotéssel cisz helyzetben, mint transzban (MacArthur és Thornton, 1991). A
HIV-1 PR konformécids szelektivitdsa a hasitott peptidkotés transz izomerének irdnyaba mutat,
ahogyan ezt NMR és kinetikai vizsgalatok bizonyitottdk (McCornack €s mtsai., 1997; Vance €s
mtsai., 1997).

A protedz aktivaloddsa, és egyben a poliproteinek hasitdsa a virusrészecskében a protedz
N-termindlisdnak hidrolizisével veszi kezdetét, és ebben valdszinlileg tobb tényezd jatszik
szerepet. A dimerizaci6 eldfeltétele a proteolitikus aktivicionak (Babe és Craik, 1997). Az, hogy
a processzalasi folyamat nem indul meg a Gag poliproteinek oligomerizacidjdval egy idoben,
arra utal, hogy léteznek egyéb reguldcios tényezok is. Az aktivacié késleltetéséért felelOs
mechanizmusra vonatkoz6 ujabb elképzelések szerint a szabdlyozdsban fontos lehet a
dimerizacids felszinen 1évo kéntartalmi aminosavak reverzibilis oxidativ médositasa (Davis és

mtsai., 2003).
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HIV1
HIV2
SIV
EIAV
FIV
RSV
MMTV

HFV
HTLV1
BLV
MMLV
WDSV

1 10

PQITLW. .QRPLVTIRIG
PQFSLW. .KRPVVTAHIE
PQFSLW. .
.KRPTTIVLIN

YNKVGTTTTLE . . KRPEILIFVN

20 30 40
.GQLKEALL |DTG |ADDTVLEE. .M. .N. .LPGKWK. . PKM
.GQPVEVLL |DTG |ADDSIVAG. .I. .E. .LGNNYS. .PKI
.GQPVEVLL |DTG |JADDSIVTG. .I. .E..LGPHYT. .PKI
.DTPLNVLL |[DTG |ADTSVLTTAHYNRLKYRGRKYQ. .GTG
.GYPIKFLL |[DTG |JADITILNRRDFQ.VKN.SIENG. . RON

LAMTMEHKDRPLVRVILTNTGSHPVKQRSVYITALL

DSG |ADITIISEEDWP. . . TDWPVMEAANPQ

............ WVQEISD.SRPMLHISL..........NGRRFLGLL |DTG |ADKTCIAGRDWP. . . ANWPIHQTESSL
............ WVQPITC.QKPSLTLWL..........DDKMFTGLI |DTG [ADVTIIKLEDWP. . .PNWPITDTLTN
......... MNPLOQLL.....QPLPAEIK...........GTKLLAHW |[DSG |ATITCIPESFLEDEQP..I. .K..KTL
............ PVIPLDPARRPVIKAQVDTQTSHP. ... .KTIEALL |[DTG |ADMTVLPIALFS. .. .SNTPLK. .NTS
............ LSIPLA .RSRPSVAVYLSGPWLQP. . . SONQALMLV |[DTG |AENTVLPONWLV. .. .RDYPRI. .PAA
..... TLDDQGGQGQDPP . . PEPRITLKVG. .........GQPVTFLV |DTG |AQHSVLTQ. .N. .P. .GPLSDK. . SAW
PIDCPYEKSGTKTTQDVITTKNAEIMVIVN.......... HTKIPMLV |DTG |JACLTAIGGAATVVP .DLKLTNT. .EII
60 70 80 90
DQIPVEICG...... HKAIGTVLVG. .. .PTPVNII| GRN |[LLTQIGCTLNF..................
KNVEIEVLN...... KKVRATIMTG. .. .DTPINIF| GRN |[ILTALGMSLNL. ... .. .. ...t
KNVEIEVLIG...... KRIKGTIMTG. .. .DTPINIF| GRN |[ILTALGMSLNL..................
. .P.VTIKKKG...... RHIKTRMLVA. .. .DIPVTIL| GRD |ILODLGAKLVL. ... .. ccov ot n..
. . INVHLEIRDENYKT .QCIFGNVCVL.EDNSLIQPLL| GRD [NMIKFNIRLVMAQ................
.RDMIELGVINRDGSLERPLLLFPAVA. .. .MVRGSIL| GRD [CLOGLGLRLTNL. ................
.SQPLRWQH .ED . KSGIIHPFVIPTL....... PFTLW| GRD |IMKEILVRLMTDSPDDSQDL. ........
. SKYLTWRDKENN . SGLIKPFVIPNL....... PVNLW| GRD |LLSOQMKIMMCS..................
.YVTFKVKGRKVE. . . .AEVIASPYEYILLSPTDVPWL| TQQ [PLOLTILVPLQEYQEKILSKTALPEDQKQ
.LTSLPVLIRLPFRT.TPIVLTSCLV. . .DTKNNWAII| GRD |ALQQCQGVLYLPEAKGPPVIL........
.WLQGPLTLALKPEG.PFITIPKILV. . .DTFDKWQIL| GRD |[VLSRLQASISIPEEVRPPMVG........
TDRKVHLAT...... GKVTHSFLHV. . .PDCPYPLL| GRD |LLTKLKAQIHFEGSGAQVMGPMGQPLQVL
AKPTKIQIEN...... TNIDISPWYN. . .PDQTFHIL| GRD |TLSKMRAIVSFEKNGEMTVLLPPTYHKQL

1.4.2. abra: A retroviralis proteazok szekvenciatsszehasonlitasa (

hattérrel, keretben: a retroviralis proteazok konzervalt régioi; piros: katalitikus aszpartat).
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2. CELKITUZES

A retroviralis protedzok (igy a HIV-1 PR, HTLV-1 PR) kemoterapids célpontok.
Emellett azt is tudjuk, hogy a HIV-1 protedzban rezisztencia kialakuldsa sordn 1étrejovo
muticiok szamos esetben olyan aminosavak megjelenését jelentik, amelyek megfelelnek mas
retrovirdlis protedzokban hasonlé helyen taldlhat6 aminosavrészeknek (Louis és mtsai., 1998).
Ezért kiilonboz0 retrovirdlis protedzok miikodésének és specificitisanak megismerése segithet
hatdsos inhibitorok tervezésében, melyek a gydgyszeres kezelésnek ellendllé mutins HIV-1
PR formék ellen is hatékonyak. Szamos retrovirus proteolitikus enzimének (HIV-1, HIV-2,
SIV, RSV, FIV, és EIAV) harom-dimenzids szerkezete mar ismert (Wlodawer és Gutschina,
2000), utolsoként a HTLV-1 kristalyszerkezetét hatdroztak meg (Li €s mtsai., 2005). A HIV-
1, FIV és EIAV PR szamitogépes modelljeinek 0Osszevetése a késObb meghatarozott
kristalyszerkezetekkel igazolta, hogy a molekularis modellezés igen j6 kozelitéssel irja le az
enzimek szubsztratk6to helyeit (Weber, 1991; Wlodawer és mtsai., 1995; Gustchina és mtsai.,
1996). Ezért kristdlyszerkezet hidnydban a retrovirdlis fehérjebonté enzimek molekularis
modellezése fontos és eredményes eszkoz lehet mitkodésiik megértéséhez.

A marha leukémia virus értékes modell-rendszere a HTLV-1-nek (Willems és mtsai.,
2000). Mér elérhet6 fert6zoképes BLV klon (Altanerova €s mtsai., 2004), amely a kidolgozott
allatkisérletes rendszerekkel egyiitt segitséget nyudjthat HTLV-1 ellenes mddszerek
kifejlesztéséhez. Mindazondltal, a BLV protedz részletes és Oszehasonlitd szubsztratspecificités
€s gatolhatésag vizsgalata eziddig nem késziilt el. Ennek megvaldsitasa érdekében célul tliztiik ki
a BLV PR molekuléris modelljének felépitését, specificitisanak részletes jellemzését természetes
hasitasi helyeket reprezentdlé oligopeptid szubsztratok, a HTLV-1 PR CA/NC hasitasi hely
(Lys-Thr-Lys-Val-Leu| Val-Val-GIn-Pro-Lys, ahol a nyil a hasitdsi helyet jelzi)
szekvencidjdban egyszeres aminosavrész-cseréket tartalmazé peptidsorozat és kiilonbozo
gatlészerek felhaszndldsaval. Vizsgdlni kivantuk a szubsztratkotd zsebeiben HIV-1 PR felé
mutaté muticiok hatdsat is. Miutdn ezen a vizsgélatok jelentds részét a HTLV-1 és HIV-1
protedzokkal kordbban munkacsoportunk elvégezte (T6zsér és mtasi., 2000; Kadas és mtsai.,
2004), a BLV PR eredményeink alapjan joésolt tulajdonsdgait kozvetleniil Ossze tudjuk
hasonlitani a HTLV-1 és HIV-1 proteolitikus enzimekével.

Kordbban, a P4-P3’ régioban egyszeres aminosavcseréket tartalmazé kiterjedt

oligopeptidkészlet ~ (Val-Ser-Gln-Asn-Tyr|Pro-lle-Val-Gln)  felhasznalasaval, kiilonb6z6
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retrovirdlis protedzok specificitidsat mdr jellemezték, koztik a HIV-1, HIV-2 (T6zsér és mitsai.,
1991a, 1992), EIAV (Weber és mtsai., 1993), MMLV (Menendez-Arias és mtsai., 1994) és
AMV (T6zsér és mitsai., 1996) proteolitikus enzimekét. A moédositott peptidekre mért, és az
eredeti peptidre vonatkoztatott relativ aktivitds értékeket Oszehasonlitva karakterizaltdk az
enzimek specificitdsit. Ezen vizsgalatok alapjan a P2 poziciét taldltdk az egyik legkritikusabbnak
a specificitasbeli kiilonbségek meghatirozasidban. Ezért ugy dontottiink, hogy a P2-es pozicidra
koncentrdlva Kkiterjesztjik a vizsgdlatokat a BLV valamint olyan kiilonb6z0 retroviralis
protedizokra (MPMV, MMTV, HTLV-1, HFV és WDSV protedzok), melyek révén
vizsgélatainkban a Retroviriade csalad mind a hét nemzetsége képviseltetve lesz €s kozvetleniil

osszehasonlithatova valik.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. RETROVIRALIS PROTEAZOK

A retrovirdlis protedzokat kordbban leirt mddszerek alapjan tisztitottuk: MPMV PR (12
kDa-s forma, Zabransky és mtsai., 1998), MMTV PR (GST-fuziés fehérjébol, Menendez-Arias
és mtsai., 1992), MMLV PR (MBP-hisztidin-farok fuziés fehérjébdl, Fehér és mtsai., 2004),
HTLV-1 PR (inkluzi6s testbdl, Louis és mtsai., 1999a), BLV PR (inklizi6s testbdl, Zahuczky és
mtsai., 2000), WDSV (inkliziés testbol, Fodor és mtsai., 2002), MBP-HFV PR (MBP-ftiziés
fehérjeként, Fenyodfalvi és mtsai., 1999). A HIV-1, HIV-2 (Tdézsér és mtsai., 1992), EIAV
(Weber és mtsai., 1993) és AMV (T6zsér és mtsai., 1996) protedzokra mért értékeket korabbi

kozleményekbdl vettiik at.

3.2. SZINTETIKUS OLIGOPEPTID SZUBSZTRATOK

Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézissel készitették, Model 430A automata
peptid szintetizatorral (Applied Biosystems, Inc.) vagy félautomata Vega peptid szintetizatorral
(Vega-Fox Biochemicals). A tisztitishoz RP-HPLC-t hasznéltak (Copeland és Oroszlan, 1988).
A peptideket aminosav analizissel, illetve alkalmanként gdzfazisi szekvendlassal ellendrizték. A
peptid-torzsoldatok desztilldlt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal késziiltek, a pontos
koncentraciét aminosavanalizissel hatdroztdk meg. A peptid oldatokat Dr. Stephen Oroszlantél
és Dr. Terry D. Copelandtdl kaptuk (Molecular Virology and Carcinogenesis Laboratory, NCI-
FCRDC, Frederick, MD, USA).

3.3. RELATIV ENZIMAKTIVITASOK MERESE, SZAMOLASA ES A KINETIKAI
ALLANDOK MEGHATAROZASA

A retrovirdlis protedzok aktivitismérése 20 ul reakcidelegyben tortént: 5 ul 1,6 mM
koncentracidju szubsztratoldat, 5 pl enzimkészitmény, 10 ul, dupla toménységili inkubdcios

puffer: 0,5 M foszfat puffer (pH 5,6, 10% glicerol, 2 mM EDTA, 0,4% Nonidet P-40, 4 M
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NaCl, 10 mM DTT) felhasznaldsdval. A reakcidelegyeket 37 °C-on 1-4 6rdn at, illetve a
WDSV és a HFV PR esetében 24 O6rdn at inkubdltuk, és ugy Allitottuk be az
enzimkoncentraciokat, hogy a szubsztrat hidrolizise 20% alatt maradjon. A reakcidkat 180 pl
1% TFA hozzdadasaval éllitottuk le, majd a szubsztratot RP-HPLC-vel valasztottuk el a
termékektdl, valamint a pufferkomponensekt6l, Nova-Pak C18 (Waters Associates, Inc.)
kromatogréfids oszlopon (3,9 x 150 mm), linedris viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0,05%
TFA jelenlétében. Az elvalasztist 206 nm-en kovettik és a hidrolizis mértékét a
kromatografids gorbe csucs alatti teriileteinek meghatdrozasaval szamitottuk. Az integracios
értékeknek  megfeleld0  peptidmennyiség  kiszdmitidsdhoz  kordbban  meghatarozott
referenciaértékeket haszndltunk. A referenciaértékeket, valamint a hasitdsi helyeket a
csucsoknak megfeleld frakciok aminosavanalizisével €s szekvendldsaval hatdroztidk meg a
HIV-1 protedzra (TOzsér és mtsai., 1992). Ezek alapjan a tobbi enzim esetében a termékek
azonositdsdhoz a retenciés idoket vettiik figyelembe. Mindegyik mintdndl két parhuzamos
mérést végeztiink, szdmitasainkhoz az atlagértékiiket hasznéltuk. A standard hiba 10% alatt
volt. A relativ aktivitas-értékeket az elhasitott peptidek idoegységre vonatkoztatott moldris
mennyisége alapjdn szamoltuk, és elosztottuk a VSQVY |[PIVQ szubsztridtra mért értékkel,
mely P2 helyen a legkisebb oldalldncot tartalmazza azok koziil a szubsztratok koziil, melyeket
az Osszes altalunk vizsgalt protedz képes volt elhidrolizalni.

A kinetikai allandok meghatdrozdsandl az enzimaktivitds mérésénél részletezett
modon jartunk el, a kovetkezd kiegészitésekkel: a reakcidelegy Osszedllitasdhoz 5 ul 0,03-
2,90 mM koncentracidju szubsztritoldatot haszndltunk a hozzdvetdleges Ky értéktdl fiiggden,
é€s 5 ul 12-7800 nM koncentracidju enzimkészitményt. Minden szubsztratpeptidre hat
kiilonbozd koncentriciot teszteltiink. A kinetikai paramétereket a Fig.P program (Fig.P
Software Corp.) felhaszndldsdval a reakcidsebesség és szubsztratkoncentracié adatok
Michaelis-Menten egyenlethez valé illesztésével hatdroztuk meg, nemlinedris regresszios
modszerrel. A kinetikai dllanddk standard devidciéi 20% alatt voltak. Az alkalmazott peptidek
hidrolizise daltaldban a Michaelis-Menten kinetikat kovette az daltalunk hasznalt
szubsztratkoncentracid tartomdnyban, azonban azokndl a peptideknél, melyeknél nem volt
lehetdségiink a koncentracidéjuk novelésére, a ky,/Ky értékeket a gorbe linedris szakaszabdl
allapitottuk meg. Azokndl a peptideknél, ahol a Michaelis-Menten gorbe mar igen Kkis
szubsztratkoncentracional a telitési szakaszba ért, a k. /Ky értékeket ismert Kki./Kwm
értékekkel rendelkezd szubsztratok segitségével, kompeticiés mérésekkel hatidroztuk meg
(Fersht, 1985). A hasitési helyek a csicsoknak megfeleld frakcidk aminosavanalizisével lettek

megerdsitve, dltaldban a hasitasi hely gazdavirusdnak protedzat haszndlva kontrollként. Egyéb
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esetekben a termékek azonositisdhoz a retencids idoket és az integracids értékeik ardnyat
vettiik figyelembe. Bizonytalansdg esetén a hasitdsi helyet tomegspektrometrids médszerrel is

igazoltuk.

3.4. A BLV PROTEAZ MUTAGENEZISE ES A MUTANS ENZIMEK ONPROCESSZALO
ES FOLDING KEPESSEGENEK VIZSGALATA

A mutagenezis alapjaul a BLV protedzt kddol6 régiot és az N-termindlison tilnyulo,
nyolc aminosav hosszisdgd N-termindlis szekvencidt tartalmaz6 pMAL-BLVPr klont
hasznaltuk. A protedz kihasitja magat az MBP-ftizi6s fehérjébdl és inklizids testbdl tisztithatd
(Zahuczky és mitsai., 2000). Mutdnsainkat a Genosys Sigma cégtdl rendelt, megfeleld
oligonukleotid parokat felhasznalva, Quick-Change mutagenezis eljarast (Stratagene) kdvetve
allitottuk el6. A mutici6kat DNS-szekvendlassal ellendriztiik, melyet ABI-Prism dye
terminator cycle sequencing kit (Perkin-Elmer) és Applied Biosystems Model 373A
szekvendtor segitségével hajtottunk végre.

A fehérjeexpressziét 1 mM izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzdaddsaval,
3,5 6ran keresztiil végeztiik, 5 ml vad vagy mutins MBP-BLV PR fiziés fehérjéket kodolod
plazmidokat tartalmazd Escheria coli DHS5a baktérium kultirdban. Az expresszid utdn a
sejteket centrifugdlassal gytijtottiik 6ssze, majd 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
1% Triton X-100-t tartalmazo, pH 8,2 pufferben, szonikaldssal tartuk fel. A fehérjemintakat
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el és PVDF membranra vittiik 4t Towbin
és mtsai. (1979) szerint. Az immunoblottot kémiailag szintetizalt BLV protedzzal immunizalt
nyulakbodl szarmaz6 antiszérummal (Zahuczky és mtsai., 2000), peroxiddz konjugalt anti-nyul
madsodik antitesttel és ECL detekcids kit (Pierce) segitségével végeztiik el. Azokat a mutdns
enzimeket, melyek jelentds mértékben képesek voltak Onmagukat a fuzids fehérjébdl
kihasitani, a vad tipusi BLV protedzhoz hasonld6 moddon ioncserés kromatografidval
megtisztitottuk, nagy térfogati (500 ml) expressziot kovetden. A tobbi mutdns proteazt fizids
formaban tisztitottuk meg, amildz-affinitds kromatografiat alkalmazva. Coomassie festett
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zddtiink meg a fehérjék tisztasdgardl, mely alapjan
legalabb 95%-ban tisztanak bizonyult az 6sszes mutans.

A folding hatékonysdg vizsgdlatdhoz a fehérjekoncentraciokat Bradford
spektrofotometrids eljardssal (Bio-Rad) hatdroztuk meg (Bradford 1976), a vad-tipusd és

mutians BLV protedzok HPLC alapu aktiv centrum titrdldsdhoz pedig KTKVL-r-VVQPK
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(IB268) peptidet haszndaltunk, ahol -r- a redukalt peptidkotést jelenti (Kadas és mtsai., 2004).
A munkénk sordn haszndlt redukalt peptidkotést tartalmazé inhibitorokat (IB 268 és 1B 269
(APQVL-r-PVMHP)) Dr. Ivo Blaha szintetizalta (Ferring Leciva).

3.5.. GATOLHATOSAGI VIZSGALATOK

A gatolhatésdgi vizsgdlatokhoz mikrotiter lemez alapi fluoreszcens eljarast
alkalmaztunk (Bagossi €s mtsai., 2004). Munkank sordn Dabcyl/Edans fluoreszcens
festékmolekulaval jelolt HTLV-1 kapszid|nukleokapszid hasitasi helyen alapul6 oligopeptid
szubsztratot (RE(Edans)TKVL]|VVQPK(Dabcyl)R) haszndltunk. Az enzim, szubsztrat,
inhibitor elegyet 96 lyukud lemezen 250 mM foszfat, pH 5,6 pufferben inkubdéltuk, amely még
5% glicerolt, ImM EDTA-t, 5 mM DTT-t, 500 mM NaCl-t és 1% DMSO-t is tartalmazott.
355 nm gerjesztési hullimhossz mellett a ndvekvd fluoreszcencidt Victor Wallace fluori-
luminométer segitségével 460 nm hulldimhosszon detektaltuk. A belsd sziir6-hatds korrekciot

és a K értékeket a KiDet program alkalmazdsdval hataroztuk meg (Bagossi és mtsai., 2004).

3.6. MOLEKULARIS MODELLEZES

A BLV PR modelljének felépitéséhez a szubsztrat-alapi sztatin inhibitorral
meghatarozott HTLV-1 kristalyszerkezet (Li és mtsai.,, 2005) szolgalt kiindul6pontul. A
modellezés sordn a HTLV PR megfeleld6 aminosavrészeit kicseréltiik a BLV protedzéira. A
BLV PR dimer szamitégépes modelljét a TKVLIVVQP és SQNYIPIVQ szekvencidju
peptidszubsztratokat haszndlva hoztuk létre az AMMP program segitségével (Harrison,
1993), ahogyan azt kordbban leirtdk a HTLV-1 protedzra (T6zsér és mtsai., 2000). Mivel a
HTLV-1 kristdlyszerkezete nem tartalmazza az utols6 10 aminosavrészt, ezért minta
hidnydban a BLV PR 118-126 aminosavrészét magdba foglalé C-termindlis szakaszt nem
modelleztiik. Egy konzervalt vizmolekula a flap régi6 és a peptid kozott helyezkedik el és egy
H'-iont haszn4ltunk a két katalitikus Asp oldalldnc toltott oxigénatomjainak stabilizdsdra. Az
Osszes Uj atom pozicidjat sp4 potencidl-készlettel hoztuk 1étre, 15 ciklusos Kohonen
algoritmust felhaszndlva (Harrison, 1999), majd a nemkétd €s geometriai tagok energia-
minimalizdcidja kovetkezett. Végezetiil, a teljes protedz-szubsztrat komplexet 400 l1épéses

minimalizacionak vetettiik ald. A szerkezeteket Sybyl (Tripos Inc.) vagy RasMol (Sayle és
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Milner-White, 1995) grafikus programmal jelenitettik meg, Silicon Graphics vagy Linux
munkadllomdsokat hasznalva. Az elkésziilt modelleket a Protein Data Bank adatbédzisban
helyeztiik el, a BLV PR - TKVL{VVQP komplexet 2IM6, a BLV PR - SQNYJPIVQ
komplexet 2IM7 kdd alatt.

A kiilonboz6 retrovirdlis protedzok S2 szubsztratkoté helyeinek 6sszehasonlitd
vizsgalatdnal a HIV-1, HIV-2, SIV, EIAV, FIV és RSV proteolitikus enzimek szerkezet-alapt
szekvencia-illesztéseit kiegészitettik a BLV, HTLV-1, MPMV, MMTV, MMLV, HFV és
WDSYV enzimjeinek szekvencidival (1.4.2. dbra). A szerkezeti illesztés Whatif (Vriend, 1990),
a kiinduldasi tobbszoros illesztés Clustal W (Thompson és mtsai., 1994) programmal késziilt, ez
utobbi eredményeit a szerkezeti illesztés alapjan kézi tuton javitottuk ki. A filogenetikus fa
elkészitéséhez ClustalW és Phylip (Felsenstein, 1989) programokat hasznéltunk. Az Osszes
vizsgalt retrovirdlis protedz esetében a Modeller (Sali és Blundell, 1993) programot vettiik
igénybe a kezdeti modellek felépitéséhez. A program megengedi tobb minta kristalyszerkezet
bemenetként val6 felhaszndldsét, és képes tobb homoldg modellt 1étrehozni kimenetként. A
HIV-1 (Mahalingam és mtsai., 2002), HIV-2 (Tong és mtsai, 1995), EIAV (Gustchina és
mtsai., 1996), FIV (Kervinen és mitsai., 1998) és RSV (Wu és mtsai., 1998) protedzok
pillanatnyilag elérhetd legjobb felbontdsi (1.2-2.4 A) kristdlyszerkezeteit hasznaltuk
mintaként a modellezés soran (PDB elérési kddok [és a felbontasok], sorrendben: 1K1T [1.2
Al, 1IDA [1.7 A], 1IFMB [1.8 A}, 4FIV [1.8 A], 1BAI [2.4 A]) és hdrom parhuzamos modellt
allitottunk el6 enzimenként. Az AMV protedzra kapott eredmények értelmezéséhez az RSV
proteolitikus enzimének szerkezetét haszndltuk: az AMV és RSV fehérjebonté enzimei
mindossze két aminosavrészben kiilonboznek, melyek nem vesznek részt az enzim-szubsztrat
kolcsonhatdsban (Tézsér és mtsai., 1996). A QVYLPIV hexapeptid modelljét minden egyes
retrovirdlis protedz modell esetében mindkét irdnyban a szubsztratk6to helyhez illesztettiik, és
egy szerkezetileg konzervalt vizmolekulat helyeztiink az enzimek flap régidja és a szubsztrat
kozé. A szubsztratszekvencia P2 helyen a legkisebb oldallancot tartalmazza azok koziil a
peptidek koziil, melyeket az Osszes altalunk vizsgélt protedz képes volt elhidrolizélni,
valamint ezeket az aminosavrészeket tartalmazza P3 - P3’ helyen a relativ enzimaktivitdsok
mérésénél referenciaként hasznélt oligopeptid is.

A modell felépités utdn esetlegesen még meglévd kedvezdtlen van der Waals
kolcsonhatdsokat Sybyl (Tripos Inc., St. Loius, MO, USA) programmal torténd rovid
energiaminimalizdldssal tavolitottuk el, a kovetkezd paraméterek mellett: Kollman-féle all
atom force field (Weiner és mtsai., 1986), 8 A vagasi hatarérték, 20 Simplex és 100 Powell

iteracié. Ezen iterdciok alatt az enzim katalitikus aszpartitjai, valamint az enzim és a
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szubsztrat kozotti hidrogén-kotésben résztvevod atomok szabad mozgasat korlatoztuk, a régid
konzervalt hidrogén-kotés halozatdnak fenntartasa érdekében. Tavolsag megszoritdsok nélkiil
tovabbi 100 Powell iteracidt alkalmaztunk a katalitikus aszpartatok esetében.

A szerkezeteket Sybyl vagy Whatif grafikus program segitségével vizsgéltuk, Silicon
Graphics Indigo2 vagy O2 szamitogépeket haszndlva. Az RMS (root mean square)
eltéréseket a Whatif program moduljdval szdmoltuk. A kotohelyek méreteit a P2 Gly
szubsztratot tartalmazé minimalizélt szerkezetekbdl hatdroztuk meg, s a harom modellre és
két irdnyra kapott értékeket enzimenként atlagoltuk. Minden egyes protedzra legaldbb harom
értékbdl szamoltuk az atlagot. Az aminosavrészek méreteit az irodalombdl vettiik (Zamyatin,
1972).

Az S2 zsebeket felépité aminosavrészeket kordbban valészintsitették a HIV-1 és HIV-
2 (TOzsér és mtsai., 1992), EIAV (Weber és mtsai, 1993), AMV (Tdézsér és mtsai., 1996),
MMLV (Boross és mtsai., 1999) és HTLV-1 (T6zsér és mtsai., 2000) proteolitikus enzimek
esetén. A BLV, MMTV, MPMV, HFV és WDSV protedzok megfelel6 aminosavrészei az
enzimek aminosav-sorrendjeinek illesztésébdl adddtak (1.4.2. dbra) €s kristalyszerkezetekkel

vagy homol6g modellekkel lettek megerdsitve.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A BLV PROTEAZ JELLEMZESE ES OSSZEHASONLITASA A HTLV-1 ES HIV-1
PROTEAZOKKAL

4.1.1. A BLV PR szerkezeti modellje

A hagyomanyos szubsztratspecificitds-vizsgalatokat, szerkezetvizsgdlé moddszereket
(NMR, rontgen-krissztallografia, stb.) jol kiegészitik a molekuldris modellek dltal nyujtott
informdciok. A kinetikai mérések eredményei a modell segitségével tobbnyire jol
értelmezhetéek, a kolcsonhaté aminosavak feltérképezhetok, a kotddéskor fellépd
kolesonhatdsok josolhatok. A BLV PR kristdlyszerkezetének hidnyéban, specificitdsdnak
molekuléris szintii megértéséhez szamitégépes modelljét két peptidszubsztrattal épitettiik fel.
A BLV PR aminosavszekvencidjat a legjobb kiinduldsi szerkezet meghatidrozasa céljabol
ismert szerkezetll retrovirdlis protedz szekvencidkhoz illesztettiik. Bar a HIV-1 proteazra
szamos kristdlyszerkezet elérhetd, a BLV-vel kozeli rokon HTLV-1 proteolitikus enzimének
kristalyszerkezete csak a kozelmdultban lett meghatdrozva (Li és mtsai., 2005). A BLYV,
HTLV-1 és a HIV-1 PR hossza eltér (HIV-1 PR: 99 aminosav, HTLV-1 PR: 125 aminosav,
BLV PR: 126 aminosav). A hosszbeli eltérések ellenére a HTLV-1 és HIV-1 proteolitikus
enzimjeinek haromdimenziés struktirigja a meghatdrozd régiok nagyfoki hasonldsdgat
mutatja, igy a szubsztratkoté hely és a dimerizacios feliilet tekintetében is. Ennek
kovetkeztében ezek konzervaltsagara lehetett szamitani a BLV PR modellje esetén is (4.1.1.1.
abra). A szubsztratk6td helyeket felépité aminosavakat Osszehasonlitva (4.1.1.1. tdblazat), a
BLV és a HIV-1 PR ko6zott 55 %, a BLV és a HTLV-I PR esetében 89 % azonossdgot vagy
hasonlésdgot taldltunk, Osszhangban a rokonsagi fokokkal. A szubsztratktté helyek
egyszerusitett rajzat a 4.1.1.2. dbra jeleniti meg. A BLV és HTLV-1 PR tobblet aminosavai
altalaban felszini extra hurkok formdjdban mutatkoznak. A BLV és HTLV protedzokban
ezenkiviil egy 10 aminosavbdl 4ll6 rész a C-termindlisndl a nem parhuzamos béta-reddt
kialakitd szekvencidt hosszabbitja meg. Egyes kordbbi tanulmdnyok szerint ezek az
aminosavrészek nem sziikségesek a HTLV-1 PR miikodéséhez (Precigoux és mtsai., 1993;
Herger és mtsai.,, 2004), mig masok szerint a 116-120 aminosavrészig terjed0 szakasz
nélkiilozhetetlennek mutatkozik (Hayakawa és mitsai.,, 1992). A BLV PR dimer végso
modellje (szubsztrattal) a HTLV-1 PR kristdlyszerkezetével osszehasonlitva 0.79 A RMS
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(root mean square) értékkel rendelkezett 223 par Co atomra vonatkoztatva és 1.72 A RMS
értékkel 175 par Co atomra vonatkoztatva a HIV-1 PR kristalyszerkezetével Osszehasonlitva.
Ezek az értékek azonos tartomdnyban mozognak az RSV S9 PR és HIV-1 protedzokra
inhibitorral mért, 194 par Co atomra vonatkoztatott, 1.25 RMS értékkel.

4.1.1.1. abra: A BLV PR HTLV-1 kristalyszerkezete és a HIV-1 PR sajat kristalyszerkezete alapjan
késziilt szalagmodelljei.

L58/L57/G48

N38/M37/D30  A60'/A59'/150' Sl -/-/P81
V57/V56/147 W99/WI8/V82 S ’
SZ

L58'/L57'/G48'

N38'/M37'/D30'
V57'/V56'/14T'

S,” Ls8/LsT/G48'
A60/A59/150

L58/L57/G48

3 -/-/P81'
W99'/W98'/v82' S
1

4.1.1.2. abra: A HTLV-1 kapszid |nukleokapszid hasitasi helyet reprezentalé szubsztrat elhelyezkedése a
BLV, HTLV-1 és HIV-1 proteaz S4-S3’ zsebeiben.

A sematikus dbrdn minden zseb relativ méretét az egyes szubsztrat oldalldncokat koriilvevd vastag sav 4ltal
behatérolt teriilet mutatja be. Az dbrdn csak azokat az aminosav alegységeket emeltiik ki, amelyek legaldbb két
enzim esetén kiilonboznek. Azon BLV PR aminosavrészeket, amelyeket munkank sordn megvaltoztattunk,
aldhizdssal jeloltiik.
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4.1.1.1. tablazat: A BLV, HTLV-1 és HIV-1 proteazok szubsztratkoté zsebeit valésziniisithetéen alkotéo aminosavrészek.

Zseb BLV/HTLV-1/HIV-1 aminosavrészek®

S4: Glll37/ASp36/ASp29, Asn33/Met37/Asp30, Alasd Sel‘55/M€t46,
Va157/V 3156/11647, Lellsg/Lell57/ Gly4s, Tyr63/Phe67/V alsﬁ, Tl‘p7()/L61169/ Glnss,
Leug,/Leug;/Leurg

Si: Argo/Arg;o/Argg, Leusy/Leusy/Leuys, Glus;/Aspse¢/Aspao,
LellsglLell57/ Gly48, -/-/T hl‘s()’b, -/-/P I‘Ospb N Tl‘pgg'/T I‘pgs'/V alsz'

Sa: (Glyss/Glyss/Glyaz7), Alaszg/Alazs/Alaszs, (Gluszs/Aspss/Aspa), Asnig/Metsz/Aspsg, Valsg/Valze/Valsy, Valsi/Valse/lles;, Leuss/Leuss/Glyas,
(Gly59/ Glysg/ Gly49), Ala60'/A1359'/11650', Tyl‘ﬁs/Ph€67/V 3156, Leu92/Leu91/Leu76, 116101/116100/11684

Si:  Argy/Argio/Args, Leus;/Leusg/Leuss, (Aspss/Asps/Aspas), (Aspss/Aspsz/Aspzs)
(Gly35/ Gly34/ Gly27), (Gly59/ Glysg/ Gly49), Ala60/ Ala59/Ile50, -/ -/ Thl‘s()’b, -/ -/P 1'081’b, Tl‘pgg'/T I‘pgs'/V alsz', 116101'/116100'/11684'

“A mindhdrom enzimben eltéré aminosavrészeket pirosra, a kettében kiilonbozéket kékre szineztiik. A mdsodik enzim-alegység aminosavrészeit vesszdvel jeloltikk. Csak az
S4-S1 kotdhelyeket felépitd aminosav-alegységeket adtuk meg, a vesszdvel jelolt kotdhelyek (mint pl.. az S1°) ugyanolyan Osszetételliek, mint a nem vesszdvel jeloltek, de
természetesen a masik enzim-alegység aminosavrészei épitik fel. Azon aminosavrészeket, melyek csak a peptidszubsztrat félanc-atomjaival 1épnek kolcsonhatdsba, zardjelbe
tettiik.

Mig a HIV-1 PR Thr80’ és Pro81°részt vesz a kotéhelyek kialakitisdban, addig a BLV és HTLV-1 protedzok megfeleld aminosav-alegységei nem hatnak kolcson a
liganddal, elhelyezkedésiik nagyon kiilonbozik az eléjiik beilleszkedd hurok kovetkeztében.
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4.1.2. A BLV PR szubsztrdtspecificitdasanak vizsgdlata retrovirusokban elofordulo természetes

hasitdsi helyeket tartalmazo oligopeptid szubsztrdtokkal

A BLV PR szubsztritspecificitisinak 0Osszehasonlitdsira a HTLV-1 és HIV-1
protedzokéval a HIV-1, HIV-2, EIAV, RSV, MMTV, MPMV, MMLV, HTLV-1 és BLV
természetes hasitdsi helyeket reprezentdld, 50 tagbdl 4ll6 oligopeptid szubsztratsorozatot
hasznéltunk. A kivélasztott peptidek eldzdleg hasithatonak bizonyultak a megfeleld retrovirdlis
protedzokkal (TOzsér és mtsai., 1991b, 1993, 1997; Menendez-Arias és mtsai., 1992, 1993; Louis
€s mtsai., 1999a; Zahuczky €s mtsai., 2000), illetve a HTLV-1 és a HIV-1 proteolitikus enzimek
specificitdsdnak Osszehasonlitdsdra sikerrel alkalmaztidk Oket (Kéadas és mitsai., 2004). Az
oligopeptidek tobbségét (50-bdl 40-et) mind a BLV, mind a HIV-1 PR képes volt bontani
(4.1.2.1. tablazat). Mindemellett mindossze két peptidet nem hidrolizalt egyik enzim sem és
tizenhatot csak egyikiik. Ha 1 mM's™” nkényes hatdrértéket alkalmazunk a hatékonyan és a nem
hatékonyan hasitott szubsztritok elvédlasztdsdra, akkor azt mondhatjuk, hogy a peptidek
nagyobbik része az elsé kategdridba tartozik mindkét enzim esetén. Ugyanakkor a HTLV-1
protedznak mindosszesen 20 peptid volt szubsztratja s ezeknek is csak a fele bizonyult
hatékonyan hasithaténak (4.1.2.1. tdblazat). A legtobb esetben a hidrolizis elmaraddsat nem a
peptid kotddésének hidnya okozta, hiszen e peptidek az enzim aktivitdsat képesek voltak gétolni
HTLV-1 P1 Phe aminosavrész-cserét tartalmaz6 szubsztrattal végzett mérésekben (nem kozolt
eredmények). A specificitasvizsgdlatok eredményei lényegesen szélesebb szubsztrit-toleranciat
jeleznek a BLV és HIV-1 protedzok esetében, mint amit a HTLV-1 fehérjebontd enzimje mutat.
Ez a tulajdonsig azonban nem jelentkezik egyértelmiien a BLV sajat hasitasi helyeit tekintve, bar
az P2-P2’ szubsztritszakasz nagyobb valtozatossdgot mutat, Osszevetve a HTLV-1 hasitasi
helyekkel. Erdekes, hogy hdrom esetben egy-egy aminosav-alegység eltolédést tapasztaltunk az
eredeti hasitasi helyhez képest (4.1.2.1. tdblazat). A 31. peptidet a HIV-1 az autentikusnak
megfeleld helyen (DLVLILSAE) bontotta, mig a BLV egy aminosavrésszel elérébb
(SDLVJLLSA). A 42. peptidet a BLV PR, az eredetivel (STLLLIENS) egyetemben, egy
alegységgel elcstiszott kotés mellett (TSTLLLIEN) is képes volt hidrolizdlni, a HIV-1
protedznak e peptid nem volt szubsztratja. Masrészrdl a 49. peptidet a HIV-1 PR hasitotta az
eredeti helyhez (LECLJLSIP) képest egy aminosavrésszel eltolt helyen (ELEC{LLSI). Bar ezen
eltolédasok 6sszhangban vannak a HIV-1 PR lényegesen hidrofilebb természetii S4, S2 és S2°
szubsztratkotd zsebeivel (késobb részletezve), a jelenség nem magyardzhaté egyértelmiien a
protedzok specificitdsbeli tulajdonsidgaival, e sajitsagok erO0sen fiiggnek a szubsztritok

aminosav-0sszetételétol.
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Csak néhédny peptidet hasitott hatékonyan (ky,/Ky > 1 mM's™) mind a hdrom protedz: a
HIV-1 RT/IN, a HIV-2 RT/IN, az RSV p3/NC, az MMTV p3/p8 és a HTLV-1 MA/CA, CA/NC,
PR/pX hasitasi helyeket tartalmazok. Ezek a szekvencidk olyan tdvoli rokon retro-elemekben
tiinnek fel, mint a Ty3/Gypsy és a Tyl. E szubsztratok kozos tulajdonsaga, hogy két HIV-1
hasitési hely kivételével hidroféb béta-elagazé oldallanccal (Val, Ile) rendelkeznek P2 és P2’
pozicidban egyarant €s egy kivétellel P1 helyen Leu fordul eld benniik. (4.1.2.1. tablazat).

4.1.2.1. tablazat: A BLV, a HTLV-1 és a HIV-1 proteazok szubsztratspecificitisanak osszehasonlitisa a
természetes hasitasi helyeket tartalmazé oligopeptid szubsztratokkal.

BLVPR HTLVPR® HIV-1PR’

Szam Virus Hasitasi hely” Szubsztratszekvencia Kot/ Kt Kt/ Knt Kot/ Knt
(mM*s™)  (mMis™)  (mM's™h)

1. HIV-1 MA/CA VSONY!PIVQ 0.06 0 45.3
2. HIV-1 CA/p2 KARVL|AEAMS 5.7 0 90.0
3. HIV-1 p2/NC TATIM{MQORGN 32.5¢ 0 74.0
4. HIV-1 NC/pl ERQANJFLGKI 0 0 .0
5. HIV-1 pl/p6 RPGNF/LQSRP 0 0 .6
6. HIV-1 IN/p6 DKELY!|PLTSL 12.5 0.02 .02
7. HIV-1 TF/PR VSFNF{PQITL 0 0 .9
8. HIV-1 PR/RT CTLNF!PISP 2.5 0 24.1
9. HIV-1 RT/RH AETF|YVDGAA 0.4° 0 10.0
10. HIV-1 RT/IN IRKIL{FLDG 71.3°F 8.4 202.0
11. HIV-2 MA/CA KGGNY!|PVQHV 0 0 0.03
12. HIV-2 ca/p2 KARLM|AEALK 0.05° 0 2.3
13. HIV-2 p2/NC IPFAA/AQORK 0 2.6 1.1
14. HIV-2 NC/p6 KPRNF{PVAQV 0.1 0 0.6
15. HIV-2 TF /PR RGLAA!PQFSL 0.002° 0 14.6
16. HIV-2 PR/RT MSLNL{PVAKV 20.8 0 110.0
17. HIV-2 RT/IN IRQVLJFLEKI 25.2°f 113.6 58.0
18. EIAV MA/CA PSEEY!PIMID 4.8f 0.7 15.2
19. EIAV CA/X OKMML| LAKAL 16.3 0 11.8
20. EIAV NC/p9 QKQTF/PIQOK 0.05 <0.01 0
21. EIAV PR/RT AKLVLJAQLSK 3.7 0 13.4
22. EIAV RT/UT KEEIM|LAYQG 1.1 <0.01 18.3
23. RSV MA/p2A GTscY!CHGTA 0 0 2.5
24. RSV p2B/p10 PPYVG!SGLYP
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25. RSV plo/ca PVVAMIPVVIK 15.1F 0.1 0

26. RSV CA/p3 IAAAMISSAIQ 0 0 0
27. RSV p3/NC IQPLIMIAVVNR 137¢ >100 318
28. RSV NC/PR PPAVS|LAMTM 1.2¢ 0 0.13
29. RSV PR' /RT RATVL|TVALH 173f 0.3 1.9
30. RSV RT/IN TFQAY!PLREA 0 0 0.18
31. MMTV MA/pp21 SDLVLJLSAEARR® (11.4)%" 0 6.9"
32. MMTV pp2l/p3 DSKAF|LADTW 0.03 0

33. MMTV p3/p8 DELIL/PVKRK 2.6° 2.6 1
34. MMTV p8/n PVGFAG!AMA 0 0 <0.01
35. MMTV n/CA LTFTF/PVVFMRR®  1.3° 0.01 0.9
36. MPMV  pl2/CA PKDIF|PVTET 0.45 0.2 0.2
37. MMLV MA/pl2 PRSSLY|PALTP 0.2 0 0.
38. MMLV  pl2/CA TSQAF|PLRAG 0.1 0 8.
39. MMLV CA/NC MSKLLJATVVS 7.9¢ 0 0
40. MMLV NC/PR TQTSLL{TLDDQ 3.5 0 0
41. MMLV PR/RT PLQVL|TLNIERR® 43.9° 0.1 0
42. MMLV RT/IN TSTLLJIENSS (7.5)%* 0 0
43. HTLV-1 MA/CA APQVL/PVMHP 1867 85.2 16.1
44. HTLV-1 CA/NC KTKVL{VVQPK 24.5 150.6 14.3
45. HTLV-1 TF1/PR DPASILIPVIP 33.3f 3.8

46. HTLV-1 PR/pX KGPPVILIPIQAP 1.1 288.3 8.4
47. BLV MA/CA PPAILIPIISE 217%° 164.5 0.3
48. BLV CA/NC KQPAIL|VHTPG 63.0%° 0

49. BLV TF/PR ELECL{LSIPL 146* 0 (8.5)7
50. BLV PR/pl3 PPMVGlVLDAP 0.4° 0.7 0.04

*Retrovirdlis fehérjék nevezéktana Leis és mtsai., 1988 alapjan. A nem ismert funkci6jui fehérjéket p betlvel,
majd azt kdvetden a fehérjék molekulatomegét kDa-ban kifejezé szammal jelolik.

°A kapcsol6dé specificitasi allandok korabban kozlésre keriiltek (Kadas és mtsai., 2004).

¢Atvéve: Zahuczky és mtsai., 2000.

A ki /Ky értékeket a gorbe linedris szakaszabdl dllapitottuk meg.

'A specificitasi allandét VSQLYVPIVQ szubsztritot hasznalva, kompeticiés méréssel hatdroztuk meg.

£Azokat az aminosavrészeket, melyeket az oldhatésdg novelése érdekében adtunk a hasitdsi hely szekvencidhoz,
aldhiizassal jeloltiik.

"A peptidet a HIV-1 PR az eredeti MMTV hasitdsi helyen bontotta (L{L), mig a BLV PR egy aminosavrésszel
el6rébb, a VIL kotésnél.

Ezta peptidet a BLV PR LiL helyen is hasitotta, 9.0 mM's?! Kya/ Ky értékkel.

IA peptidet a HIV-1 PR CLL helyen hasitotta.
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4.13. A BLV PR jellemzése HTLV-1 CA/NC hasitasi helyen alapulo oligopeptid

szubsztrdtsorozattal végzett kisérletek segitségével

Meéréseinkhez azért vélasztottuk a HTLV-I PR CA/NC természetes hasitasi helyén
alapulé oligopeptid sorozatot, mert kutatécsoportunk e szubsztratsorozat felhasznéldsaval
korabban sikeres specifitasvizsgélatot végzett a HIV-1 és HTLV-1 proteazokra (T6zsér €s
mtsai., 2000) illetve eredményesen alkalmazta HTLV-1 protedzban HIV-1 PR felé mutat6
mutécidk okozta specificitdsvaltozdsok tanulmdnyozdsdra (Kadas és mtsai., 2004). Igy
alkalmunk addédott a kiilonb6zd proteolitikus enzimek specifitisinak ugyanazon
szubsztratokkal torténd, kozvetlen Osszehasonlitdsdra. Az oligopeptid-készlet az N-terminélis
felol roviditett szarmazékokat és P4-P1° pozicidkban egyszeres aminosavrész-cseréket
tartalmazé peptideket tartalmazott és haszndlhatonak bizonyult a BLV PR szubsztrat-
specificitisanak karakterizdldsdban is. A kinetikai 4dllandokat (ky./Kym) a 4.1.3.1-3.
tdblazatokban adjuk meg a kordbban kozolt HTLV-1 és HIV-1 protedzokra vonatkozé
értékekkel (Tézsér és mtsai., 2000) egyiitt.

Altaldnosan megéllapithatjuk, hogy ezen oligopeptidsorozat tagjainak nagy részét a
BLV PR kisebb sebességgel hidrolizdlta mind a HTLV-1, mind a HIV-1 protedzoktdl, s az
enzim-szubsztrat komplex stabilitdsét jellemz6 Ky értékek is dltalaban kisebbnek adddtak, j6
egyezésben a természetes hasitasi helyeket reprezentdlé peptidekkel kapott eredményekkel (az
adatok nincsenek feltiintetve). Ugyanakkor az alacsonyabb Ky és kisebb ki, értékek
ereddjeként a specificitdsi dllandok (ke./ Ky) 0sszemérhetdek voltak a masik két enzimmel
kapottakkal. Megjegyzendo, hogy a HTLV-1 és a HIV-1 esetében a hidrolizis sebessége
altaldban a HTLV-1 protedzndl volt nagyobb, mig a Ky értékére vonatkozéan nem volt

tapasztalhaté hasonl6 tendencia (T6zsér és mtsai., 2000).

4.1.3.1. A BLV PR szubsztritkotd helyének mérete

A természetes hasitdsi hely szekvencidjat tartalmazé dekapeptid mindhdrom enzim
szamadra jo szubsztratnak bizonyult. Fontos megjegyezni, hogy ez egyéb retrovirdlis protedzok
esetében is igaz (nem kozolt eredmények), igy ezen oligopeptid dltaldnos PR szubsztrdtnak
tekinthetd, s alkalmasnak taléltdk fluoreszcens gétlasi vizsgalatok kivitelezéséhez is (Bagossi
és mtsai., 2004; Kéadas és mtsai., 2004; 4.1.5. tabldzat). Az N-termindlis irdnyabdl roviditett
szarmazékok jobb szubsztratjai voltak a BLV protedznak, csakigy, mint a HIV-1 protedznak,

mig a HTLV-I PR esetében a tendencia épp forditott (4.1.3.1. tdbldzat). Ezek az eredmények
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azt mutatjak, hogy a BLV PR hasonldan a HIV-1 proteolitikus enziméhez, kevésbé kiterjedt
szubsztratkoto régidval rendelkezik, mint a HTLV-1 PR.

4.1.3.2. A BLV PR S4 kotéhelyének jellemzése

Mindegyik P4 szubsztitudlt szdrmazék jo szubsztritja volt az enzimnek. Koziilik a
hidroféb aminosavakra (mint Val vagy Leu) cserélt oligopeptidek voltak a BLV PR 4ltal
legjobban hasithat6ak, hasonléan a HTLV-1 protedzhoz, és szemben a HIV-1 protedzzal, ahol
a Ser bizonyult kitiintetett szereptinek. Viszonylagos kedvezményezettség a BLV és a HIV-1
proteolitikus enzimjeinél Asp csere esetén is megfigyelhetd volt, mig a HTLV-1 PR szdméra
az Asp a legrosszabb szubsztituensnek bizonyult (4.1.3.1. tablazat).

Az S4 alzseb minden retrovirdlis protedz esetében a PR felszinéhez kozel helyezkedik
el és tobbé-kevésbé nyitott az olddszer felé, igy a P4 aminosav oldallanca az olddszerrel
illetve a szubsztrakotd zsebet felépitd aminosavrészekkel is kolcsonhathat. A HIV-1 és més
féemlOs lentivirus protedzok egyedi tulajdonsidga az Asp30 jelenléte, mikézben a legtobb
retrovirdlis PR, koztik a HTLV-1 és a BLV, megegyezd pozici6jdban nem toltott
aminosavrész foglal helyet (1.4.2. dbra, 4.1.1.1. tdblazat). A BLV PR aszparagint tartalmaz e
helyen, mely még képes hidrogén-hidak kialakitasdra az eredeti HTLV-1 szubsztrdt Thr
oldallancédval, ezzel szemben a HTLV-1 PR megfeleld helyén Met taldlhat6. E kritikus
szerepii Asn mellett a BLV PR egyéb S4 aminosav-alegységei hidrofébabb kotohelyet
alkotnak a HIV-1 protedzénal (4.1.1. tdbldzat). Igy azt mondhatjuk, hogy BLV PR S4
szubsztrakotd zsebe erdsen hasonlit mds (nem féemlds) retrovirusokéhoz (Tdzsér, 1997).
Erdekes, hogy protedz ellenes gydgyszereknek ellendllé mutins HIV-1 protedzokban az
Asp30 helyén gyakran fordul eld Asn. Az S4 kotéhely mindhdrom enzim esetében

meglehetdsen flexibilisnek mutatkozott.
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4.1.3.1. tablazat: A BLV, HTLV-1 és HIV-1 proteazok szubsztratspecificitasanak osszehasonlitasa roviditett
és P4 helyen egyszeres aminosavrész-cseréket tartalmazé HTLV-1 CA/NC hasitasi helyen alapulé oligopeptid
szubsztratokkal.

n.m.: nem meghatarozott; csekély foku hidrolizist tapasztaltunk tomény ezimmel torténd inkubdélds esetén.

BLV PR HTLV-1PR® HIV-1PR®

Szubsztrat Kum Kyat Kiat/ Km Kiat/Km Kiat/ KM

Szekvencia® (mM) ) (mM's?) (mM's?) (mM's™)
KTKVLIVVQPK 0.011 0.27 24.5 158.7 22.5
TKVLLVVQPK <0.01 0.35 55.9° 31.0 28.3
KVLIVVQPK 0.015 0.71 47.3 n.m. 66.0

P4 szubsztitudlt peptidek:

KGKVLJIVVQPK 0.021 0.58 27.6 98.6 0.8
KAKVLIVVQOPK 0.042 0.22 5.2 36.0 16.6
KVKVLIVVQOPK <0.01 0.20 73.9° 267.2 12.1
KLKVLJVVOPK <0.03 0.74 68.0° 209.5 7.8
KPKVLLVVOPK <0.01 0.16 52.2° 58.9 6.5
KSKVLJIVVQPK 0.022 0.19 8.6 40.0 45.8
KDKVLJVVQPK 0.048 0.90 18.7 2.3 6.8

“Az aminosavrész-cserék félkovérrel szedve.
°A kapcsol6dé specificitési allandék korabban kozlésre keriiltek (Tézsér és mtsai., 2000).
°A specificitasi dlland6t VSQLYLPIVQ szubsztritot hasznilva, kompeticiés méréssel hatéroztuk meg.

4.1.3.3. A BLV PR S3 kétOhelyének jellemzése

A P3 szarmazékok mindegyike is hasithatonak bizonyult a BLV protedzzal. A
specifitasi dlland6 valtozdsa a BLV PR esetében joval sziikebb tartoményt olel fel, mint a
masik két enzimnél, az egyetlen kiugré érteket az alaninra torténd csere szolgaltatja.
Eredményeink alapjan valtozatos aminosavrészek lehetnek elfogadottak a protedzok ezen
kotéhelyein (4.1.3.2. tdblazat).

Vizsgdlataink azt mutattdk, hogy a vizsgdlt enzimek S3 kotohelyei viszonylag
nyitottak, mélyek, a felszinhez kozeliek. Mindez szabad mozgédst enged a P3 aminosav
oldallancok szamdra, melyek igy kapcsolatba keriilhetnek mind az enzim felszinén 1év0

polaris, mind az S1 alzsebhez kozeli hidroféb oldallancokkal (Cameron és mtsai., 1993). A
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zsebet felépitd aminosavak tobbsége azonos vagy hasonlé a hdrom protedzban (4.1.1.1.
tdblazat). A BLV PR Leu58 és Trp98’ kolcsonhathat a hidroféb P3 aminosavrészekkel, a
HTLV-1 proteolitikus enzimjéhez hasonl6 médon. A HIV-1 PR Val82’ aminosavalegysége,
mely szerkezeti szempontbol megfelel a deltaretrovirusok Trp alegységének, mélyebb
kotOhelyet eredményez, ami magyardazza a HIV-1 PR esetén a P3 Phe vagy Leu tartalmu
szubsztratokra, a kis- vagy kozepes oldallaincd Ala vagy Val cserét tartalmazokhoz képest
mért sokkal magasabb kinetikai dllanddkat. A kinetikai vizsgélatok eredményei azt mutatjdk,
hogy a BLV PR S3 koétohelye kisebb a HTLV-1 S3 kotéhelyénél is, bar e megallapitast a

molekuldris modellezéssel nem tudtuk magyarazni.

4.1.3.4. A BLV PR S2 kotéhelyének jellemzése

A BLV PR esetén az eredeti Val cseréje egyéb hidroféb oldalldnci aminosavakra
hasonlé vagy éppen jobb szubsztritot eredményezett, a legjobbnak a Phe és a Ile csere
bizonyult. Az azonos szubsztiticidk a masik két enzim esetében eltérd hatdst gyakoroltak a
specificitasaikra: jellemzden kedvezétlennek bizonyultak a HIV-1 PR szamara, mig a HTLV-
1 PR néhanyukat j6 hatékonysaggal hidrolizalta (4.1.3.2. tabl4zat). A nagyobb hidroféb P2
aminosavrészek kedvezményezettsége Oszefligg a kisebb Ala és Val alegységek jelenlétével
mind a BLV, mind a HTLV PR S2 zsebében, helyettiik a HIV-1 protedzban Ile47 és Ile50
taldlhat6. Szemben a HTLV-1 és a HIV-1 proteolitikus enzimével, a BLV PR az Asn
aminosavrészt is jol tolerédlta e pozicidban, annak ellenére, hogy a P2 Asn jellemz0 ugyan az
1-es tipusu hasitasi hely szekvencidkban, de nem a 2-es tipustakban.

Az 0Osszes proteolitikus emzim S2 kotOhelye erdsebben korlatozott sztérikus
szempontbdol, mint az S4 és S3 alzsebek, valamint elsdsorban hidroféb aminosavrészek
elfogaddsat valdszintisithetjiilk esetiilkben. A zsebet alkot6 aminosav-alegységek alapjan a
HIV-1 protedzéhoz képest.a BLV protedzndl némiképp nagyobb méretii kotohely kialakuldsat
varjuk. A HIV-1 PR poldris szubsztrat-oldallancok irdnydba megnyilvanuld tolerancidja
kapcsolatba hozhat6é az S4 zsebnél mar emlitett Asp30 aminosavrész jelenlétével (Cameron és
mtsai., 1993). Az Asn38 és Tyr68 kivételével, melyek a HTLV-1 PR azonos helyein Met és
Phe, a BLV PR S2 alzsebét felépitd Osszes egyéb aminosavrész megegyezik a HTLV-1
ugyanezen alzsebét felépitokkel, de lényegesen kiilonbozik a HIV-1 protedzét alkotoktdl
(4.1.1.1. tablazat). Az Asn38 és Tyr68 okan a BLV PR S2 kotéhelye hidrofilebb sajatsagokkal
bir, mint a HTLV-1 proteolitikus enzime (4.1.3.4.1. dbra), j6 egyetértésben a P2 helyen

szerint, aszparagint vagy aszpartatot tartalmazé oligopeptidekre mért viszonylag magas
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kinetikus hatékonysdggal.

4.1.3.2. tablazat: A BLV, HTLV-1 és HIV-1 proteazok szubsztratspecificitasanak osszehasonlitasa P3 és P2
helyeken egyszeres aminosavrész-cseréket tartalmazé HTLV-1 CA/NC hasitasi helyen alapul6 oligopeptid
szubsztratokkal.

n.m.: nem meghatarozott; csekély foku hidrolizist tapasztaltunk tomény ezimmel torténd inkubdélds esetén.

n.h.: nem hasadt; nem tapasztaltunk hidrolizist 24 6ran 4t tart6, tomény ezimmel torténd inkubalds esetén sem.

BLV PR HTLV-1PR®> HIV-1PR®
Szubsztrat Kum Kiat Kiat/ Km Kiat/Km Kiat/ Km
Szekvencia® (mM) (s'l) (mM'ls'l) (mM'ls'l) (mM'ls'l)
KTKVLIVVOPK 0.011 0.27 24.5 158.7 22.5
P3 szubsztitudlt peptidek:
KTGVLIVVQPK <0.02 0.74 39.2° 19.4 1.8
KTAVLIVVQPK <0.01 0.18 115.3° 114.0 15.2
KTVVLIVVOPK <0.01 0.13 21.9¢° 107.7 26.9
KTLVLIVVQOPK <0.01 0.11 26.2° 112.1 205.7
KTFVLLVVOPK 0.042 0.44 10.5 145.2 211.6
KTSVLIVVQPK <0.01 0.20 55.5° 38.9 37.3
KTDVLLVVQPK 0.026 0.17 6.5 12.8 1.0
P2 szubsztitudlt peptidek:
KTKGLLVVQPK 0.20 0.19 1.0 n.h. 0.34
KTKALJVVQPK <0.02 0.35 25.0° 0.4 2.1
KTKLLVVQPK 0.025 0.29 11.6 117.9 0.1
KTKILIVVQPK <0.01 0.29 54.4° 63.1 37.8
KTKFLLVVQPK <0.02 0.32 46.5° 11.5 0.6
KTKSLIVVQPK 0.026 0.35 13.5 n.h. 0.07°
KTKNLLVVQPK 0.033 0.13 3.9 n.h. 0.1
KTKDLVVQPK 0.043 0.07 .6 n.h. 1.3
KTKKLLVVOPK n.m. <0.01 .m. n.h. n.h.

“Az aminosavrész-cserék félkovérrel szedve.

°A kapcsol6dé specificitasi allandok korabban kozlésre keriiltek (Tézsér és mtsai., 2000).

°A specificitasi dllandét VSQLYJPIVQ szubsztritot haszndlva, kompeticiés méréssel hatdroztuk meg.
A ki/Ky értékeket a gorbe linedris szakaszabdl dllapitottuk meg.

°A specificitasi dllandét KTKVLIKVQPK szubsztratot hasznalva, kompeticiés méréssel hataroztuk meg.
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Ile100

AlaS9

4.1.3.4.1. abra: A BLV (A) és HTLV-1 (B) proteaz S2 szubsztratkoto zsebét alkoté aminosavrészek gomb és
palcika abrazolassal. A szubsztrit P2 oldallancot (Ser) térkit6lté modellel dbrazoltuk.



4.1.3.5. A BLV PR S1 kétOhelyének jellemzése

Erdekes, hogy a Pl helyen szubsztitudlt szarmazékok koziil mind ardnylag jé
szubsztratja volt a BLV protedznak, még a toltott vagy hidrofil aminosavrészt tartalmazok is,
mikdzben a HTLV-1 és a HIV-1 csak a hidroféb oldalldncd és glicin aminoavrész-cserét
tolerdltdk. Mindharom esetben a Phe vagy Tyr csere bizonyult a legjobbnak, dket egyéb
hidroféb oldallanciak kovették valtozéd sorrendben, bar a BLV esetében a legkedvezObb
cserének (a masik két enzimmel ellentétben, ahol a Phe) a nagyméretli és poléros jelleggel is
bir6 Tyr bizonyult, utalva a BLV protedzndl méar eddig is megfigyelt nagyobb mértékii
hidrofilitasra. (4.1.3.3. tablazat).

Szerkezeti vizsgédlatok azt mutattdk, hogy ezen alzsebek az S3 zsebekhez hasonléan
viszonylag konzervativ jelleglinek tekinthetdk. Az enzim belsejében helyezkednek el és
foként hidroféb aminosav oldalldncok befogaddsdnak kedveznek. Az enzim miikodése
szempontjabol 1étfontossdgu katalitikus aszpartil oldallancok is itt talalhatdak. Mindemellett,
felépitésitkben nem konzervativ aminosavrészek is részt vesznek (4.1.1. tablazat). A HIV-1
Thr80’-Pro81°-Val82’ és mads retrovirdlis PR ennek megfeleltethetd régidja egyfajta tetot
(roof) képez az S1 zseb felett, szerepet jatszva a kotOhely méretének kialalakitdsidban. A
HTLV-1 és a BLV PR esetében ez a régi6 egyetlen Trp aminosavrészre cserélddik, mivel a
masik két oldallanc nem 1ép kozvetleniil kolcsonhatdsba a liganddal. A Trp99’ jelenléte miatt
a BLV PR S1 zsebe kisebb a HIV-1 PR S1 kotohelyétol, amely Val82’ aminosav-alegységet
tartalmaz azonos pozicidban. A retrovirdlis protedzok egy érdekes tulajdonsdga, hogy az S1
zsebet alkot6 terjedelmes aminosav-oldalldncok valdsziniileg az S3 kotohely felépitéséhez is
hozzajarulnak. Ijgy tunik, az S1 és S3 zsebek sokkal inkabb atfednek, mint az S4-S2, S2-S1°
€s S1’-S3’ kotdhelyek (TOzsér és mtsai., 1996). Ez a jelenség tovdbb bonyolithatja a
szubsztratkotohely - ligand kapcsolatok molekuléris rendszerét €s taldn magyardzza a BLV
PR S1 zsebének a HTLV-1 protedzéhoz viszonyitott nagyobb foku flexibilitasat, amely a két
enzim S1 kotohelyét alkot6 aminosavrészek nagyfokd hasonlosdgdnak fiiggvényében
meglepd; valamint Iényeges elem lehet a specificitds vizsgdlatok szekvencia-fliggésének

megértésében is (TOzsér €s Oroszlan, 2003).
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4.1.3.6. A BLV PR S1’ kétOhelyének jellemzése

A hidrofil aminosavak megjelenése a P1' szarmazékok esetén is a BLV PR szdmadra
volt kedvezdbb, a HTLV-1 és a HIV-1 protedzokhoz képest (T6zsér €s mtsai., 2000). A Pro
mindkét utobbi enzimnél nagymértékli novekedést idézett eld a Ky értékében (az adatok
nincsenek feltiintetve), a BLV PR esetében viszont a ki, értéke lett viszonylag magas,
HTLV-1 és a HIV-1 protedzoknak a Leu illetve Ile, a BLV proteindznak pedig a Phe csere
kedvezett leginkdbb (4.1.3.3. tdblazat). A protedz szimmetridja folytdn az S1° kotOhely
nagyon hasonlé az S1 kotOhelyhez, hiszen a dimer masik alegységének azonos
aminosavrészei alkotjdk. A BLV PR esetében a specificitdsi adatok alapjan ugy tinik, az S1'

kotohely megorizte az S1 kotohelynél megfigyelt flexibilitast.
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4.1.3.3. tablazat: A BLV, HTLV-1 és HIV-1 proteazok szubsztratspecificitaisanak osszehasonlitasa P1 és P1’
helyeken egyszeres aminosavrész-cseréket tartalmazé HTLV-1 CA/NC hasitasi helyen alapulé oligopeptid
szubsztratokkal.

n.m.: nem meghatarozott; csekély foku hidrolizist tapasztaltunk tomény ezimmel torténd inkubdlas esetén.

n.h.: nem hasadt; nem tapasztaltunk hidrolizist 24 6ran 4t tart6, tomény ezimmel torténd inkubalds esetén sem.

BLV PR HTLV-1PR® HIV-1PR®
Szubsztrat Km Kyt Kiat/Km Kiat/ Km Kiat/Km
Szekvencia® (mM) ) (mM's?) (mM's?) (mM's™
KTKVLIVVQPK 0.011 0.27 24.5 158.7 22.5
Pl szubsztitudlt peptidek:
KTKVGLVVQPK <0.01 0.09 12.9°¢ 2.2 .3
KTKVALVVQPK 0.010 0.34 34.0 30.0 .3
KTKVM{VVQPK <0.02 0.24 22.3° 27.3 44.0
KTKVELVVQPK 0.048 2.0 40.8 334.7 152.3
KTKVYLVVQPK 0.014 0.74 52.9 61.6 36.0
KTKVSIVVOPK 0.017 0.11 .m. n.m.
KTKVDYVVQPK 0.032 0.11 3.4 n.h. n.m.
KTKVKJIVVOPK n.m. n.m 2.4° n.h. n.h.
Pl’ szubsztitudlt peptidek:
KTKVLYGVQPK 0.021 0.12 5.7 n.h. n.m.
KTKVLJLVQPK 0.021 0.34 16.2 133.6 46.1
KTKVLLIVQPK 0.021 0.23 11.0 12.5 62.2
KTKVLIFVQPK <0.01 0.28 44 .2° 2.0 24.7
KTKVL{PVQPK 0.063 0.85 13.5 1.1 0.04
KTKVLLSVQPK 0.016 0.18 11.2 n.m. 2.3
KTKVLIDVQPK n.m. <0.01 .m. n.h. n.m.
KTKVLIKVOPK 0.13 0.36 2.8 n.h. n.h.

“Az aminosavrész-cserék félkovérrel szedve.

PA kapcsol6dé specificitasi allandok korabban kozlésre keriiltek (Tézsér és mtsai., 2000).

°A specificitasi dlland6t kompeticiés méréssel hatdroztuk meg, VSQLY{PIVQ szubsztrétot hasznélva.
°A specificitasi dllandét kompeticiés méréssel hatdroztuk meg, KTKVLLKVQPK szubsztritot haszndlva.

A 4.1.3. fejezetben kapott eredményeket tekintve megallapithatjuk, hogy a BLV protedz
specificitdsa (a rokonsdggal 6sszhangban) sok tekintetben a HTLV-1 protedzéhoz hasonlénak,
de egyuttal att6l szélesebbnek is adodott: egyrészt a rovidebb peptidszakaszokat nagyobb
hatékonysdggal volt képes bontani, masrészt kotdhelyei 4ltaldnosan flexibilisebbnek

bizonyultak, harmadrészt szinte mindegyik szubsztratkoté zsebe tObbé-kevesbé
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hidrofilebbnek mutatkozott, pl. toltéssel rendelkez6 oldalldancok mellett (Lys, Asp) is hasitott.
Ez utébbi azért kiillonosen érdekes, mert felveti annak a lehetdségét, hogy a bekovetkezd
muticiok esetleg ilyen irdnyba toljdk el a HIV-1 PR specificitdsit. Az eredmények arra is
ramutatnak, hogy nemcsak kozvetleniil a hidrolizalt kotés melleti aminosavak hatdrozzak meg
a hasitas specificitasit, de a tdvolabbi aminosavaknak is lényeges szerepiik van. Mivel a
retrovirdlis protedzok esetében annak ellenére, hogy az enzim specifikusan hasitja a peptid
illetve a poliprotein oldallancokat, nem adhaté meg konszenzus szubsztritszekvencia,
Osszetett kolcsonhatasokat kell feltételezniink az enzim és a szubsztrat, illetve azok
aminosavoldalldncai kozott. Fontos még megjegyezni, hogy a szubsztrat bekotddésével az
enzim-szubsztrat komplex asszimetrikussd vélik, ezért az egymds "tiikkorképének" megfeleld
(pl.: S1-S1") alzsebek szerkezete - €s igy a bekotddni képes aminosavak jellege is - némileg

kiilonbozhet.

4.1.4. A BLV PR szubsztrdtkoto helyeit érinto mutdciok hatdsa

A BLV PR specificitisanak mélyebb megértéséhez és muticids tolerancidjanak
vizsgélatdhoz, szubsztrdkotd zsebeinek néhdny aminosavrészét, egyszeresen vagy tobbet
kombindlva a HIV-1 PR szerkezetileg megfelel6 pozicidjaban levé amniosavrészére cseréltiik ki

(4.1.1.2. dbra, 4.1.4.1. ébra).

és palcika jeloléssel emeltiik ki. A jelolés csak az elsé monomeren lathato.
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A mutidnsok Onprocesszald (cisz) aktivitdsait és az eldzOekben is haszndlt HTLV-1
CA/NC hasitési helyet tartalmaz6 oligopeptiddel mért aktivitisait (transz) a 4.1.4.1. tdblazatban
foglaltuk 6ssze €s hasonlitottuk a HTLV-1 PR megegyezd mutdnsaira mar kozolt (Kadas és
mtsai., 2004) értékekhez. Tobb BLV PR mutidns elvesztette a vad tipus Onprocesszald
képességét, ami a katalitikusan megfeleld térszerkezeti forma megjelenésének vagy a
feltekeredett enzim aktivitdsdnak hidnyat valoszinilisiti. Az Asn38 helyén aszpartitot tartalmazo
mutianst abnormadlis viselkedés jellemezte: a részleges On-kihasitds csonkolt protedzt
eredményezett, amely a mutdciéval bevitt Uj hasitdsi helyre vagy erdteljesen megvéltozott
specificitdsra utal (4.1.4.2. dbra). A muticids €rzékenység tilmutat a szubsztitkotd zsebeket
alkot6 aminosavrészeken. A szdmitogépes modell alapjdan a BLV PR Asn97 és a Lys98 nem
vesz részt kozvetleniil a ligand kotésében, mig a megfelel6 HIV-1 PR Thr80 és Pro81 igen
(4.1.1.1. tablazat); mindemellett mindkét aminosavrész muticidja (D97T (az adat nincs
feltiintetve) és K98P) az enzimaktivitas teljes elvesztésével jart.

Csak egyetlen BLV PR mutédns, a W99V volt képes dnmagat maradéktalanul kihasitani a
fuzios fehérjébdl, ezzel szemben a HTLV-1 esetében (a flap mutanst kivéve) a mutansok egyike
sem volt képes még részlegesen sem onmaga kihasitasara az expresszid soran (4.1.4.1. tdblazat).
A HIV-1 PR esetén, a vad tipusi BLV és HTLV-1 protedzokhoz hasonl6éan, kozel 100%-os
folding-képesség tapasztalhatd (Grinde €s mitsai., 1992; Louis és mtsai., 1999b). Szamos
gyogyszerrezisztens HIV-1 PR mutdns a vad tipusi enzimhez hasonl6 folding-képességgel
rendelkezik (Gulnik és mtsai., 1995; Ermolieff és mtsai., 1997; Mahalingam és mtsai., 1999;
Fehér és mtsai., 2002), azonban néhany egyszeres HIV-1 PR mutansnal megfigyelhetd volt ezen
hajlam jelentOs romlasa is (Fehér és mtsai., 2002). Ez azt bizonyitja, hogy mikdzben a vad-tipusu
szekvencia optimalisnak latszik, addig egyszeres mutacidk is jelentds hatdst gyakorolhatnak az
enzim feltekeredésére, amely befolyasolhatja a mutans protedz szekvencidkat hordozé virusok
életképességét.

Az Onprocesszdlé hajlamot nem mutat6 mutins fehérjék proteolitikus aktivitdsainak
hidnyat oligopeptid szubsztrattal torténd, HPLC alapui mérésekkel is igazoltuk. Koncentralt, nagy
tisztasagi MBP-PR fizids protedz-készitményeket haszndltunk (az adatok nincsenek
feltiintetve), mivel kordbban kimutattdk, hogy a retroviralis protedzok MBP-ftizios forméban is a
processzélt formdval 6szzevethetd mértékii aktivitast mutatnak (Fenydfalvi és mtsai, 1999; Fehér
és mtsai., 2002). Azokat a mutdns proteolitikus enzimeket, melyek jelentds mértékben képesek
voltak onmagukat a fizids fehérjébdl kihasitani, a vad tipusi BLV protedzhoz hasonlé médon
ioncserés kromatografidval megtisztitottuk (az N38D muténs csak flizids formdban maradt aktiv)

és meghataroztuk illetve Osszehasonlitottuk a folding képességeik mértékét, valamint az
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elozdekben is haszndlt HTLV-1 CA/NC hasitasi helyet tartalmazé oligopeptidre mért kinetikai
allandoikat (4.1.4.1. tdblazat). Az egyes mutdnsokndl kapott Ky, értékek hasonléak voltak a vad
tipusd enzimnél mért értékekhez (az N38D muténst kivéve), de a katalitikus hatékonysagok
dramaian lecsokkentek, csakiigy, mint a HTLV-1 PR esetén (Kéadas és mitsai., 2004).
Eredményeink azt sugalljak, hogyha nem is kizdrélagos, de szoros kapcsolat van az aktiv
szerkezeti forma felvételére valo hajlam és az onprocesszald képesség kozott.

Osszességében azt mondhatjuk, hogy a BLV PR a HTLV-1 protedzhoz hasonléan
kevéssé tolerdlja mind a szubsztratkotd, mind az egyéb helyeit érintd muticidkat, szemben a
HIV-1 PR viszonylagos érzéketlenségével. Erdemes megjegyezni, hogy mig a HIV-1 mutdci6s
gyakorisdga magas, addig HTLV-1 (és vélhetden BLV) fert6zés utdn a virus replikdcidja nem
exogén virusrészecskék termelésével, hanem a fertdzott sejtek osztédasaval torténik, kikeriilve a
hibageneralé reverz transzkripcids 1€pést. Ezért a BLV és a HTLV-1 evoldciésan sokkal
konzervaltabb, mint a HIV-1. Végeredményben tehat a deltaretrovirus protedzok nem mentek
végig azon az evolicids fejlddésen, amely optimalizdlta a HIV-1 protedzt, igy példaul a

mutéciokra torténd rugalmas reagalé képességben.
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4.14.1. tablazat: A vad-tipusi és mutans BLV (A) és HTLV-1 (B); aktiv és inaktiv; enzimek érintett szubsztratkoté zsebeinek, HTLV-1 CAINC hasitasi helyet
reprezentilé peptid (KTKVL{VVQPK) hidroliziséhez kotheté kinetikai paramétereinek, valamint nprocesszilé és folding képességeinek osszehasonlitasa.

n.m.: nem meghatérozott; csekély foku hidrolizist tapasztaltunk tomény ezimmel torténd inkubélas esetén.

nem hasadt: nem tapasztaltunk hidrolizist, 24 6rén 4t tartd, tomény ezimmel torténd inkubdalds esetén sem.

A

Enzim Erintett zseb On-processzélés/ Kum Kiat Kiat/Km
vagy regi6" Folding képesség(%)b (mM) s (mM's 1

BLV PR (vad-tipus) - 100/100 0.0110°¢ 0.270¢ 24.5°¢

BLV PR (N38D fuzids forma) S4,S2 42/21 0.1800 0.023 0.13

BLV PR (V57I) S4,S2 67/80 0.0075 0.006 0.80

BLV PR (L58G fuzidés forma) S4,83,82 0/n.m. nem hasadt

BLV PR (A60I fGzidés forma) S3,s82,81 0/n.m. nem hasadt

BLV PR (K98P fuzidés forma) s3,s1 0/n.m. nem hasadt

BLV PR (W99V) S3,81 100/69 <0.0060 0.003 0.56°

BLV PR (V57I/L58G/A60I) - Flap Mind 12/2.7 0.0300 0.016 0.53

BLV PR (D97T/K98P/W99V fuzids forma) - Roof S3,S1 0/n.m. nem hasadt

BLV PR (V56I/L58G/A60I/D97T/K98P/W99V Mind 0/n.m. nem hasadt

fuzidés forma)
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Enzim Erintett zseb Folding képesség(%)® Ky Kyat Kiat/ Km
vagy regio” (mM) s (mM's1
BLV PR (vad-tipus) - 100 0.0110°¢ 0.270¢ 24.5°¢
HTLV-1 PR (vad-tipus)*® - 100 0.063 10.0 158.7
HIV-1 PR (vad-tipus)*® - 100 0.16 3.6 22.5
HTLV-1 PR (M37D)° s4,s2 n.m nem hasadt
HTLV-1 PR (V56I)F S4,S2 n.m n.d. <0.001 n.d.
HTLV-1 PR (L57G)° S4,83,S2 n.m. nem hasadt
HTLV-1 PR (A59I)F S3,S2,S1 n.m 0.438 (0.021) (0.05)
HTLV-1 PR (N97P)F S3,81 n.m 0.127 (0.002) (0.02)
HTLV-1 PR (W98V)* S3,81 n.m 0.200 (0.002) (0.01)
HTLV-1 PR (V56I/L57G/A59I) - F’lapf Mind 24 0.155 1.68 10.87
HTLV-1 PR (N96T/N97P/W98V) — Roof® s3,s1 n.m. nem hasadt
HTLV-1 PR (V56I/L57G/A59I/N96T/N97P/W98V)* Mind n.m. nem hasadt

“Mivel a PR aktiv forméja homodimer, a méasik monomer megfelel6 zsebeit (pl. S4’, S2’, stb.) szintén érintettek a mutécidk soran.

Az on-processzdldsi hatékonysdgot immunoblot membrdn denzitometrids kiértékelésével, a folding képességet az aktiv centrum titrdldssal meghatirozott aktiv enzim
mennyiségének €s a teljes fehérje mennyiségének 0sszehasonlitdsdval hatdroztuk meg. A nehezen detektdlhat6 aktivitdsd enzimeknél ez az ardny nem volt meghatdrozhat6. Ezeknél
a mutdnsokndl a zdrdjelben megadott katalitikus dllandét a fehérjekoncentracidk felhaszndlasaval szadmoltuk ki.

°A 4.2.3 tablazatbol dtvéve.

°Ezek az adatok a TOzsér és mtsai., 2000 referenciabdl szarmaznak.

A hozz4 tartoz6 értékek dtvéve: Kddas és mtsai., 2004.
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4.1.4.2. abra: Vad-tipusi és mutans BLV proteazok expressziéja MBP-fiizios fehérje formajaban

A. Munkank sordn haszndlt fizidés fehérjék sematikus dbrdja. A nyolc aminosav hosszisagu, az
onkihasitast lehetévé tevé N-termindlis tilnydlo szekvenciat feketével jeloltiik és kiilon kiemeltiik a
Gag-Pro poliproteint jelképezd egyszertisitett abra folott.

B. A vad-tipusi és mutins BLV protedzok onprocesszalé képességét bemutaté immunoblot fotdja. A
fiziés fehérjéket E. coli sejtekben expresszdltattuk és immunoblottal analizdltuk az egyes enzimek
onprocesszalé képességét. Az immunoblothoz BLV protedz ellenes nyul-antiszérumot haszndltunk. A
BLV PR mutilt aminosavait az egyes mintdk folott megjelenitettiik.
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4.1.5. A BLV PR gatolhatésagi profilja

Szamos HIV-1 PR inhibitort klinikai gyakorlatban is haszndlnak. Koztiik tartjuk szimon
az indinavir, saquinavir, nelfinavir, ritonavir és amprenavir inhibitorokat is. Megvizsgaltuk, hogy
ezen €s mas egy€b retrovirdlis gatlészerek milyen hatdst gyakorolnak a BLV proteédz aktivitasara.
A legtobb koziiliik korabban mér tesztelve volt a munkacsoportunk altal kifejlesztett és a HIV-1
€s HTLV-1 protedzokon jol miikodd, nagy kapacitdsi mikrotiter lemezen alapulé fluoreszcens
(Bagossi és mitsai., 2004), illetve a hagyomanyos HPLC eljarassal (Louis és mtsai., 1999a). Az
Osszehasonlithatosdg kedvéért a HIV-1 és HTLV-1 proteolitikus enzimjeire fluoreszcens
modszerrel mért eredményeket is a 4.1.5.1. tablazatba foglaltuk. Mikozben a HIV-1 PR ellenes
vegyiiletek (inhibitor 1-11) a HIV-1 protedzt K; < 30 nM értékkel gétoltak, addig a BLV proteézt
csak gyenge vagy gyakorlatilag elhanyagolhaté mértékben, kivételt csak az amprenavir és a
Compound 3 jelentett. Erdekes, hogy mind a négy, szubsztritszekvencia-alapd, HTLV-1 PR
inhibitor erdsebben gatolta a BLV fehérjebont6 enzimjét, mint magit a HTLV-1 proteazt, ezzel
szemben a HIV-1 PR ellen hatastalannak bizonyultak (4.1.5.1. tdblazat). Ez a hatas egybecseng a
megfeleld oligopeptid szubsztratokkal BLV protedzra mért alacsonyabb Ky, értékekkel (a Lys-
Thr-Lys-Val-Leul Val-Val-GIn-Pro-Lys oligopeptidre a BLV, HTLV-1 és HIV-1 enzimekkel
kapott kinetikai allandékat 1asd a 4.1.4.1. B tablazatban). Egy e gatlészerek koziil, az IB-268
nagyon hatdsosan blokkolta a BLV PR miikodését (K; = 13 nM) alacsony ioner0sség mellett,
ami alkalmas lehet in vivo BLV PR gitlasi kisérletek elvégzésére. Ez a vegyiilet magas
ionerdsségll kisérletes rendszert hasznalva (HPLC alapi mddszer) még hatékonyabb volt (K; =
3.1 nM) s igy sikerrel alkalmazhattuk az enzim aktiv-centrum titraldsara (4.1.4.1. tdblazat). A K;
értékének erdteljes ionerdsség-fliggését a HTLV-1 és HIV-1 protedzokra kordbban leirtak
(Bagossi és mtsai., 2004). Az amprenavir kivételével, melyre 1ényegesen masképp reagalt a BLV
PR és a HTLV-1 PR, a két deltaretrovirusra mért gatlasi allandok jol korreldlnak (R = 0.91)

egymassal (az adat nincs feltiintetve).
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4.1.5.1. tablazat: BLV, HTLV-1 és HIV-1 proteazok gatolhatosagi profilja HIV-1 PR ellenes, illetve HTLV-1 hasitasi helyen alapulé szubsztrat-analég inhibitorokkal

BLV PR HTLV-1PR HIV-1 PR
Inhibitor K; K; K;
(nM) (nM) (nM)

1.  Saquinavir® > 20 000 >20 000" 0.001°
2. Ritonavir 11 472 > 20 000" 0.366"
3. Nelfinavir > 20 000 >20 000" 0.088"
4.  Amprenavir 114 >20 000" 0.001"
5.  Indinavir 9 475 3 475" 0.440°
6. DMP-323 > 20 000 > 20 000" 0.914"
7. Compound 3° 63 244 55
8. HBY-793¢ 1005 439 26
9. UK 88,947° > 20 000 > 20 000 1.5

10. KH 164’ 1715 5605 28

11.  LP-149® 12 959 12 582 0.54

12.  Ala-Pro-GlIn-Val-Sta-Val-Met-His-Pro® 181 2300° 530"

13.  Lys-Thr-Lys-Val-Sta-Val-GIn-Pro-Lys® 10 857 > 20 000" > 20 000"

14. IB-269: Ala-Pro-GlIn-Val-Leu-r-Pro-Val-Met-His-Pro 88 465" > 20 000°

15.  IB-268: Lys-Thr-Lys-Val-Leu-r-Val-Val-GIn-Pro-Lys 13 298" 11 215"

°E gétl6szerek kordbban tesztelve voltak HPLC alapt médszerrel (Zahuczky és mtsai., 2000).

bAtvéve: Bagossi és mtsai., 2004.

“Compound 3 (Grobelny és mtsai., 1990) hatékony gatlészere a HIV-1, HIV-2 és EIAV protedzoknak.
%Ez a vegyiilet gitolja az EIAV protedzt 0.1 nM K; értékkel (Powell és mtsai., 1996).

°E vegyiiletet HIV-1 ellen tervezték (Baboonian és mtsai., 1991).

"Meérsékelt gétloszere az MMLV protedznak 62 nM K értékkel (Menendez és mtsai., 1993).

®Ez a sztatin alapu inhibitor gétlast mutat a FIV PR ellen 260 nM K értékkel (Wlodawer és mtsai., 1995).
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4.2. TIZENEGY KULONBOZO RETROVIRALIS PROTEAZ S2 SZUBSZTRATKOTO
HELYEINEK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

Kordbban munkacsoportunk karakterizdlta a HIV-1, HIV-2, EIAV és AMV protedzok
specificitdsat 1-es tipusd (HIV-1 MA/CA: VSQNY{PIVQ) hasitdsi helyen alapul6 peptidkészlet
felhasznalasaval (TOzsér és mtsai., 1992, 1996; Weber és mtsai., 1993). Az is kidertilt, hogy a
relativ aktivitds értékek és a ky,/Kwy kinetikai paraméterek kozott erds korrelacié 4ll fenn, igy a
mért enzimaktivitds értékek megfeleltethetdek a specificitdsi dllandéknak (TOzsér €s mitsai.,
1996). E korédbbi tanulmanyokat jelen vizsgdlatunk kiterjesztette a BLV, valamint az MPMV,
MMTV, MMLV, HTLV-1, HFV és WDSV fehérjebonté enzimjeire, s igy minden retrovirus
nemzetség legaldbb egy tagja karakterizédlva lett. Kisérleteink komoly el6nye, hogy ugyanazon
laboratériumban, ugyanazt az (l-es tipusi HIV-1 MA/CA hasitasi helyet magaba foglald)
peptidsorozatot hasznédlva, ugyanolyan reakcié koriillmények mellett végeztiik Oket, igy az

eredmények kozvetleniil 6sszehasonlithatéak.

4.2.1. Relativ enzimaktivitasok meghatdrozdsa és Osszehasonlitasa, P2 pozicioban
aminosavcseréket tartalmazo, 1-es tipusi természetes hasitdsi helyet reprezentdlo oligopeptid

szubsztrdton

Az eredeti szubsztrat P2 Asn aminosavrészének kozépméretii hidroféb aminosavrészekre
cserélése jol hidrolizalhaté peptideket eredményezett a legtobb enzim szamadra (4.2.1.1 téblazat).
A a BLYV proteolitikus enziménél tapasztaltuk a legnagyobb véltozast, melynek P2 helyen leucint
tartalmazo legjobb szubsztratjara mért relativ aktivitas érték majdnem 200-szor volt nagyobb az
eredetire mértnél. Szintén nagyon lényeges a véltozas a HTLV-1 és a HFV protedzok esetében,
ahol az eredeti nem hasad6 oligopeptid hasithatéva valt. A P2 Leu tartalmud peptid szintén a
leginkdbb hasithaténak bizonyult az MMLV PR esetén, ahogyan ezt mar kordbban kozolték
(Menendez-Arias és mtsai., 1994). A P2 Ile pedig az MMTV és a HTLV-1 PR szdmara volt a
legjobb szubsztrat. Az AMV és MPMV protedzok a kisméretli hidroféb alanint, az EIAV PR a
kissé poldros ciszteint kedvelték a legjobban, mig a HIV-1 PR az er6sen poldros eredeti
aszparagint. Bar a HIV-2 és a WDSV PR esetében a Cys nytjtotta a legmagasabb értékeket, az
eredeti P2 aszparaginra mért is hasonlénak adddott (4.2.1.1 tdblazat). A HFV PR azonos
aktivitassal (a kisérletes rendszer mérési hibdjan beliil) bontotta a P2 poziciéban Ala, Val vagy

Cys tartalmu peptideket. A BLV PR, a HTLV-1 protedzhoz hasonldan a hidroféb, viszonylag
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nagyméretli aminosav-oldallancokat (P2 Ile, Leu) kedvelte. A HIV-1 PR P2 Asn preferencidja
meglehetdsen egyedi, mivel a tobbi retrovirdlis protedz ebben a pozicidban jobban elfogadta a
hidroféb vagy valamelyest poldros aminosavrészeket.

Altaldnos megdllapitdsként elmondhatjuk, hogy a retrovirdlis proteolitikus emzimek
szdmdra egyarant gyonge szubsztritot eredményez a P2 helyzetben megjelend Phe vagy Gly: a
molekuldris modellek azt sugalljdk, hogy a Phe tilsdgosan nagy, a Gly tdlsdgosan kis méretli az

S2 kotéhelyek szamara.
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4.2.1.1. tablazat: Retrovirilis proteizok relativ enzimaktivitasainak osszehasonlitiasa Val-Ser-GIn-Xaa-Tyr{Pro-Ile-Val-Gln peptidet hasznalva szubsztratként.

Lentivirus Alfa- Bétaretrovirus Gamma- Deltaretrovirus Epszilon- Spuma-
retrovirus retrovirus retrovirus virus
proteaz
P2 aminosavrész ~ HIV-1" HIV-2" EIAV¢ AMV' MPMV MMTV MMLV  HTLV-1 BLV WDSV HFV
Gly 0.50 0.25 0.040 0.073 0.088 0 0.007 0 0.0006 0 0
Ala 2.5 1.5 2.0 1.9 1.02 0.14 0.76 0 0.098 0.95 1.05
Val° 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Leu 0.30 0.75 0.28  0.20 0.53 0.35 3.6 3.0 3.9 2.0 0.18
Ile 0.50 0.25 052  0.59 0.70 1.9 1.2 3.3 1.3 0.59 0.038
Phe 0.15 0.25 0.080 0.014 0.018 0.22 0.12 0 0.023 0.23 0.066
Cys 4.5 2.8 2.9 1.6 0.90 0.59 1.9 0.67 0.094 2.8 1.14
Thr 0.10 0.075 1.3 0.041 0.18 0.11 0.43 0 0.042 0.18 0.063
Asn' 5.0 2.5 040  0.045 0.18 0.015 0.24 0 0.021 2.6 0

Az osztdlyozds az International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) legutdbbi jelentésén alapul (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb).

bAtvéve: TOzsér és mtsai., 1992.

Atvéve: Weber és mtsai., 1993.

dAtvéve: TOzsér és mtsai., 1996.

°A relativ aktivitdsokat a Val-Ser-Gln-Val-Tyrd Pro-Ile-Val-GIn peptiddel mért aktivitdsra vonatkoztattuk. A kordbban kozolt értékeket atszdmoltuk e szubsztratra.
'Az eredeti Asn aminosavrészt aldhtizassal jeloltiik.
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4.2.2. Az S2 szubsztrdtkoto helyek homolog modelljeinek felépitése és a mért enzimaktivitasok

molekuldris szintu értelmezése

A kiilonboz6 retrovirdlis protedzok specificitdsbeli kiilonbségeinek megértéséhez
felépitettilk az Osszes vizsgdlt enzim molekuldris modelljét, azonos eljarast hasznalva. A
modellek josaganak becslését az RMS (root mean square) eltérések kiszamitasdval végeztiik,
Ot nagyfelbontdsu kristdlyszekezetet felhaszndlva mintaként. A kisérletek elvégzésekor a
HTLV PR hiarom-dimenziés szerkezete még nem 4allt rendelkezésiinkre. Természetesen a
legkisebb  értékeket (0.3-0.5 A) azokra a modellekre kaptuk, melyeket sajét
kristdlyszerkezetilkh6z mértiink (HIV-1, HIV-2, EIAV és RSV PR), és azok hasonld
értéktartomanyban mozogtak, mint ahogy azt taldltdk ugyanazon enzim kiilénb6zo
kristalyszerkezeteinek Osszehasonlitdsakor (Chothia és Lesk, 1986). Az egyéb modellek
esetében hasonlé RMS eltéréseket (0.9-2.9 A) szdmoltunk, mint amilyeneket maguk kozt a
kristlyszerkezetek kozt kaptunk (1.0-2.7 A); és hasonlé osszefiiggést lattunk az RMS értékek
és a szekvencia-hasonl6sdgok kozott, mint amilyenek a harom-dimenzids szerkezetek kozott
megfigyelhetéek (Chothia és Lesk, 1986).

A szdmitégépes modellek alapjdn a retrovirdlis protedzok S2 kétOhelyei rendszerint
kicsi, hidroféb zsebek. Az S2 méretét tekintve erdsebben meghatdrozott, mint a tobbi alzseb,
kiillonosképp az S3 és S4. Az S2 kotOhelyet alkoté aminosavrészek kb. fele konzervalt (1.4.2
abra). A legtobb enzim flap régidjanak teteje eldgazd-lancu aminosavrészekbdl (Ile, Val, Leu)
all, de a BLV, a HTLV-1 és az MMLYV proteazok a kisebb Ala alegységet tartalmazzdk, mely
legalabb részben felelds lehet ezen enzimek nagyobb méreti P2 Ile és Leu
kedvezményezettségeinek az S2 szubsztratkotd helyeikben. Kordbbi vizsgdlatok azt mutattak,
hogy két S2 aminosavrész kritikus szerepet tolt be az dltalunk haszndlt peptidsorozat esetén
annak meghatdrozasaban, hogy az adott enzim P2 Leu vagy P2 Val preferencidt mutat-e: ezek
a retrovirdlis protedzok HIV-1 PR Val32 és lle47 alegységeinek megfeleld oldallancai (Tdzsér
€s mtsai., 1996). Ha mindkét poziciéban Ile van, a P2 preferencia Val, ha mindkét pozicidban
Val helyezkedik el (BLV PR, HTLV-1 PR) a P2 preferencia Leu.. Ugy tiinik, hogy a HIV-1
és HIV-2 protedzok Asp30 alegysége okozza az emlitett enzimek S2 helyének poldrosabb
oldallancokat elfogadé képességét (Cameron és mtsai., 1993; Tézsér €s mtsai., 1992; Boross
€s mtsai., 1999), hiszen mds proteolitikus enzimek itt hidroféb aminosavrészeket
tartalmaznak, illetve a hidrofilek a zsebhez képest kifelé allnak. Valészintisithetden az S2
kotéhelyek fo specificitds-meghatarozo tulajdonsdga a méret-osszeférhetdség, elektrosztatikus

hozzajarulds csak a féemlds lentivirus fehérjebonté enzimek esetében van jelen (HIV-1, -2,
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SIV). E megéllapitast aldtdmasztando, kiszamoltuk a P2 Gly szubsztrattal alkotott komplexek

S2 zsebeinek méretét, majd a kapott értékeket dbrazoltuk a két legjobb P2 aminosavrész-

cserének bizonyult oldalldncok atlagtérfogatainak fiiggvényében (4.2.2.1 dbra). A pontok (a

HIV-1 kivételével) egy egyenes mentén helyezkednek el (r = 0.96) és két csoportra oszthatdak

az enzimek P2 aminosavrész kedvezményezettsége alapjan. A BLV PR egy csoportba keriilt a

kozeli rokon HTLV-1 és a nem tdvoli rokon MMLV protedzokkal. A tapasztalt tendenciat

megerdsiti a retrovirdlis protedzok szekvencidja alapjan felépitett torzsfa analizise is (4.2.2.2

HIV-1 o

Ile, Leu preferencia
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180 —
&
s
5]
3 160
<)
(=%
'8
H=]
-
E
S
g
A=
-
Z
g 120
2
=]
=
£
2+
=
S 100 -
58
2
3
Y
<«

80
10

| |
20 30

|
40

|
50

Az S2 kotéhely homolég modellekbél szamolt atlag iirmérete (ang3)

60

4.2.2.1. abra: Kiilonboz6 retroviralis proteazok altal két legmagasabb relativ aktivitassal hasitott P2-es
aminosavrész atlagméreteinek abrazolasa az S2 szubsztratkoté helyek molekularis modellekbél
meghatirozott atlag lirméreteinek fiiggvényében (ang, angstrom: 107" m).
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Lentivirus

Alfa-
retrovirus
Béta-
retrovirus

Gamma-  Delta-  Spumavirus

retrovirus retrovirus retrovirus

Epszilon-

Kozepes méretii hidrofob vagy polaris aminosavrész
preferencia
(Asn ~ Cys > Ala > Val > Leu)

_

> Kozepes méretii hidrofob aminosavrész preferencia
(Cys ~ Ala ~ Val > Leu)

> Nagy méretii hidrofob aminosavrész preferencia
(Leu ~ Ile > Val > Ala)

Nagy méretii hidrofob vagy polaris aminosavrész preferencia
(Cys ~ Asn > Leu > Val > Ala)

4.2.2.2. abra: Retroviralis proteazok torzsfaja. Az eltéro S2 specificitasi csoportok kiilon jelolve.
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4.2.3. l-es tipusi természetes hasitdsi hely szekvencidk P2 poziciojaban megjeleno

aminosavrészek vizsgdlata

A tanulmdnyozott retrovirdlis protedzok természetes hasitdsi helyeinek P2
pozicidjaban taldlhaté aminosavrészek daltaldban j6 egyezést mutatnak az S2 kotohelyek
tanulmanyozdasandl taldltakkal (4.2.3.1. tablazat). A BLV, a HTLV-1 valamint a WDSV és a
HFV PR esetén nincs ismert 1-es tipusu hasitdsi hely. A hat HIV-1 és HIV-2 hasitasi hely o6t
esetben tartalmaz P2 helyen aszparagint, az egyetlen P2 Leu tartalmi pedig igen alacsony
hatékonysdggal hasadt. Az EIAV PR S2 zsebének specificitdsa dtmenetinek mutatkozik a
féemlOs lentivirusok (poldros aminosavrész kedvezményezettsége) és az alfa-, béta- és
gammaretrovirusok kozott (kis méretli, hidroféb aminosavrész preferencia: a legjobban
kedvelt alegységek VSQXYIPIVQ szekvencia-kornyezetben a Cys és az Ala), mig az EIAV
hasitasi helyekben Glu és Thr taldlhaté. Az S2 kotohely térképezésénél az AMV protedz
esetén legjobbnak bizonyult P2 aminosavrész (Ala) megjelenik a természetes hasitasi
helyeiben is, viszont az MPMYV és MMTYV helyek a kevésbé kedvelt izoleucint illetve treonint
tartalmazzdk e pozicioban (4.2.3.1. tabldzat). Egyetlen MMLYV hasitasi hely szekvencidban
jelenik meg a leginkdbb preferdlt P2 Leu, mikézben a tobbiben a kevésbé tolerdlt alanin
fordul el6. A vizsgalatainkban legkedveltebb P2 alegységek és a természetes hasitasi
helyekben taldlhat6 aminosavrészek kozott fellelhetd ellentmondast okozhatja az eltérd
szubsztrat aminosavsorrend, amely pl. a HIV-1 esetében bizonyitottan erds hatdst gyakorol a
kotohelyek (koztik a S2) preferencidjara (Tézsér és mitsai., 1997); valamint fenndll a
lehetésége annak is, hogy nem minden retroviralis hasitdsi hely ment keresztiil a hatékonyabb
hidrolizist eredményez6 evolucios folyamaton (Fehér és mtsai., 2002).

A megfeleld van der Waals kolcsonhatasok kialakuldsdnak fontossdgat és az S2
kotéhely minél teljesebb kitoltését a gydgyszer-rezisztencidban megjelend mutacidk 1étrejotte
is igazolja. Az egyik leglassabb HIV-1 hasitasi hely, az NC/pl (RQANJFLGK) P2 helyen kis
méreti alanint tartalmaz, amely nem képes teljesen kitolteni a zsebet, ahogyan azt kinetikai,
modellezési (Fehér és mtsai., 2002) és kristdlyszerkezeti vizsgélatok (Prabu-Yeyabalan és
mtsai., 2002) mutatjdk. Ez az aminosavrész gyakran véltozik valinra gydgyszeres kezelés

hatdsdra (Doyon és mtsai., 1996), mely lényegesen jobban illeszkedik az alzsebbe.
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4.2.3.1. talazat: 1-es tipusii természetes hasitasi helyek (-Phe/Tyr!Pro-) a vizsgalt retroviralis proteazok
esetében.

, a sy e b . . o Kkat/KM
Virus Hasitasi hely Oligopeptid szekvencia 1 1
(mM™s™)
MA/CA VSQNY!PIVQ 45.3
in p6 DKELY|PLTSL 0.02
HIV-1°
TF/PR VSFNF{PQITL 6.9
PR/RT CTLNF!PISP 24.1
MA/CA EKGGNY!PVQHV 3.7
HIV-2¢
NC/p6 KPRNF|PVAQV 1.0
MA/CA PSEEY{PIMID 76.3
EIAV!
NC/p9 QKQTF{PIQOK 38.5
AMV® RT/IN TFQAY!PLREA 0.015
MPMV pl12/CA PKDIF|PVTET 30.6
MMTV n/CA LTFTF{PVVFMRR 6.3
MA/p12 PRSSLY|PALTP 2.0
MMLV
pl12/CA TSQAF|PLRAG 1.7

"HTLV-1, BLV, WDSV vagy HFV esetén nincs ismert l-es tipusi hasitdsi hely. Az 6sszes mérés azonos
kisérletes feltételek mellett lett kivitelezve.

A p betiit kovetd szdm a fehérje moltomegét jelzi kilodaltonban. Az MMTV esetében az n egy kicsi, pontosan
nem azonositott (valészinlisithetéen a CA eldtt elhelyezkedd) peptidet jelol.

“Atvéve: TOzsér és mtsai., 1991b.

¢Atvéve: TOzsér és mtsai., 1991b.

fAtvéve: Tozsér és mtsai., 1996.

A BLV PR S2 szubsztritk6td helyét mind 1-es (VSQNYsLPIVQ), mind 2-es tipusu hasitési hely
(KTKVL{VVQPK) szekvencidban aminosavrész-cseréket tartalmazé peptidsorozattal vizsgalva
viszonylag nagynak taldltuk (a P2 Leu vagy Ile csere bizonyult a legjobbnak), bar az utébbi
esetben a zseb flexibilisebbnek mutatkozott (a Phe oldalldnc is kedvezd volt). Jelentékeny
eltérést tapasztaltunk a hidrofilitas tekintetében: a 2-es tipusu hasitasi hely esetén megfigyelt
polaros aminosavrész-tolerancia az 1-es tipusi hasitdsi hely tanulmdnyozdsa sordn nem

jelentkezett.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben felhaszndlt munkdink sordn elvégeztiik a BLV PR részletes
enzimoldgiai vizsgilatit €s a kapott eredmények alapjan jellemeztiik mdas retrovirdlis
protedzokkal (elsésorban a HTLV-1 és HIV-1 enzimekkel) 6szehasonlitva.

A retrovirusok HTLV/BLV csalddjaba tartoz6 BLV proteolitikus enzimjének
tanulmanyozdsa sordn felépitettiik a protedz szamitogépes modelljét. Megvizsgaltuk a BLV
PR szubsztratspecificitdsat retrovirusokban el6fordulé természetes hasitdsi helyeket
tartalmazé oligopeptid szubsztratokkal. Szemben a HTLV-1 protedzzal, és hasonl6an a HIV-1
protedzhoz, a BLV PR képes volt bontani a peptidek tobbségét (dltaldban az eredeti
hasitisnak megfeleld0 aminosav mellett), széles specificitdst jelezve. Tovabbi
specificitdsvizsgilatokat végeztiink az erre alkalmasnak bizonyult, HTLV-1 2-es tipust
CA/NC hasitasi helyen alapuld, egyszeres aminosavrész-cseréket tartalmazd oligopeptid
szubsztratsorozaton. A BLV PR tdg szubsztrit-tolerancidjit ezen kisérletsorozat is
megerdsitette, mind a 42 oligopeptidet el tudta hidrolizalni, rdadasul a P2 helyen lizint és a
P1’ helyen aszpartdt cserét tartalmazé peptideken kiviil ki,/Ky > 1 mM's™ hatékonyséaggal.
A BLV PR szubsztratkotd régidja kevésbé kiterjedtnek bizonyult, mint a HTLV-1 proteazé.
Bar mindkét enzim a nagyobb, hidroféb aminosavrészeket kedvelte S2, S1 kotOhelyein, a
BLV PR sokkal inkdbb elfogadta a hidrofil, st toltott oldallancokat is. A kritikus S2 zsebet
kiemelve megéllapithatjuk, hogy a specificitds szempontjdbol a méret meghatdrozo, de a
zsebet alkoté hidrofilebb aminosavrészek hozzdjarulasanak koszonhetéen a BLV PR
meglehetdsen jol tolerdlta a poldros aminosavrész-cseréket is. Mindazonadltal, legtobb
tekintetben a BLV PR egyedi szubsztratkotd zsebeinek specificitdsa a HTLV-1 protedzéhoz
all kozel, Osszhangban a zsebeket valdsziniisithetéen felépitd aminosavrészek (a HIV-1
proteolitikus enzimjéhez képest) nagyobb foku hasonlésagdval. Kisérleteink folytatdsaként
HIV-1 PR felé mutaté mutdcidkat hoztunk létre a BLV PR szubsztratk6td zsebeiben. Tobb
aminosavrész-csere feltekeredésre képtelen €s/vagy inaktiv fehérjét eredményezett, komoly
mutacids érzékenységre utalva, ahogyan ezt a HTLV-1 PR esetében szintén, de valamivel
kifejezettebben, a HIV-1 PR esetén pedig kevésbé tapasztaltdk. Teszteltilk a BLV protedzt
kiilonbozd retrovirdlis protedzok ellen tervezett inhibitorokkal is. Figyelemre méltd, hogy a
BLV PR fogékonyabb a vizsgalt géitlészerekre, mint a HTLV-1 (koztik a HTLV-1 ellen

tervezettekre is). Ugy tiinik, e tulajdonsdg Ssszefiiggésben van a BLV protedzra dltaldnosan
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alacsonyabbnak mért Ky értékekkel.

Az enzimek miikodése szempontjabdl kritikus szerepet betdltd S2 szubsztratkotd zsebre
szikitett vizsgdlatainkban mért enzimaktivitisok €s kinetikai dllandok, valamint a felépitett
molekuléris modellek tanulmanyozdsa alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a BLV PR
S2 szubsztratkoto helye viszonylag nagy (a P2 Leu csere bizonyult a legjobbnak), de az el6zd
kisérletsorozattdl eltérfen szamottevo poldros aminosavrész-preferencidt nem tapasztaltunk. Ez
az eltérés arra utal, hogy a retrovirdlis protedzok szubsztratspecificitdsa erOsen fiigg a hasitasi
hely kornyezetétél. Altaldnossdgban azt mondhatjuk, hogy a féemlés (HIV-1, HIV-2, SIV)
lentivirus protedzok kivételével az S2 zseb specificitidsa alapvetéen méretfiiggd és ez a
tulajdonsdg a legtobb esetben a természetes hasitdsi hely szekvencidkban is tiikrozodik. Az
aminosavrész-kedvezményezettségek alapjan olyan filogenetikai virus-csoportok kiiloniilnek el,
melyek jol kovetik a protedz-szekvencia illesztés alapjan felépitett torzsfa menetét, de nem esnek
annak csoportjaival pontosan egybe.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a muticiékkal és a gatlészerekkel szembeni
érzékenységiik alapjan, a specificitasbeli kiilonbségeik ellenére, a BLV és a hozza kapcsol6do
allatkisérletes rendszer j6 modellnek bizonyulhat HTLV-1-t célzé inhibitorok kiprébéldsahoz.
Bizunk benne, hogy ezen értekezésben foglaltak érdemben hozzajarulnak a retrovirdlis
protedzok szubsztratspecificitisanak jobb megértéséhez, amely segitséget nyujthat olyan
széles hatdstartomdnyu inhibitorok tervezésében, melyek sikeresen gétoljak a gyodgyszeres

kezelés hatdséra megjelend, életképes HIV-1 protedz mutansokat.
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