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1. Bevezetés

1.1. A proteazok

A proteolitikus enzimek tanulmanyozasanak torténete egészen a XVIII. szazad végéig
vezethetd vissza. A proteolitikus enzimek sokféleképpen befolyasoljdk az emberiség
mindennapi életét, hiszen az €16 szervezetben eszencialis folyamatok lebonyolitasaban vesznek
részt a homeosztazis fenntartisa érdekében. Biokémiai tulajdonsagukat tekintve, képesek
megsziintetni az aminosavmaradékok kozti kapcsolatot, a peptidkotések hidrolizise révén. A
proteolitikus aktivitas kovetkezménye lehet a fehérjemolekulakat alkoté polipeptidlancok
degradacioja (pl. emésztd enzimek), melynek soran a proteaz a célfehérjét tobb pozicidban is
hasitja, a degradacionak fontos szerepe van a fehérjék emésztésében és elimindcidjaban. A
protedzok emellett képesek lehetnek a célfehérjék meghatarozott helye(ke)n torténd hasitasara,
ugynevezett limitalt proteolizis révén, melynek sordn a fehérjék egy vagy csupan néhany
specifikus helyen hasadnak, melynek a fehérjefunkcio szabalyozasaban lehet fontos szerepe,
sokszor a célfehérje aktivaciojaval jar (pl. véralvadasi kaszkad). Az evollcid sordn a proteazok
az eltéro felépitési éldlényekben tapasztalhatd koriilmények széles skalajahoz alkalmazkodtak
(pl. pH-valtozasok, reduktiv kdrnyezet, ionerdsség), és kiilonb6zo katalitikus mechanizmusokat
(szerin-, cisztein-, treonin vagy aszpartil-, metallo- és glutaminsav-proteazok) alkalmaznak a
célmolekula (szubsztrat) hidroliziséhez. A protedazoknak jelentds szerepe van kiilonbozo
fertdz6 megbetegedések kialakuldsdban. Példaként emlithetd a kiillonb6z6 virusok replikacios
ciklusainak végbemenetelét eldsegitd protedzok tin. maturaciot (virus érés) eldsegitd funkcioja,
ezért fontos ezen enzimek szerkezeti felépitésének ¢és funkcionalitdsdnak részletes

megismerése.

1.2. A HIV-1 proteaz

A retroviralis protedzok, az aszpartil-protedzok A2 csaladjaba tartozd proteolitikus
enzimek. Az l-es tipusu human immundeficiencia virus (HIV-1) proteaza homodimerként
funkciondl, az aktiv enzimet két, szekvencidjaban és szerkezetében is azonos, legtobb esetben
99 aminosavbol all6 monomer interakcidja hozza létre. A virus protedza jelentds szerepet
jatszik a replikaciés ciklusban a viralis gag és gag-pol poliproteinek irreverzibilis
poszttranszlacios modositasa révén. A gag és gag-pol fehérjék hasitasa révén alakulnak ki a
virust felépitd funkciondlis egységek, mint példaul a virus strukturdlis felépitését biztositd

matrix (MA), kapszid (CA), nukleokapszid (NC) fehérjék, valamint a viralis replikacios ciklust

3



elésegité enzimek, a reverz transzkriptaz (RT), integraz (IN) és proteaz (PR) enzimek. Eppen
ezért a HIV-1 PR maturdciéban betdltott szerepe rendkiviil fontos a virus replikdcios
ciklusaban. A peptidkotés hidroliziséért kozvetelniil az aktiv hely konszenzus D-T/S-G-A
motivumaban, a HIV-1 protedz esetében az egyes monomerekben 25. és 25°. pozicioban
talalhatd aszpartat aminosavmaradékokbol allo katalitikus diad felelds. A katalitikus
motivumon kiviil mas, szerkezetileg fontos régiok is vannak, amelyek részt vesznek a
funkcionalis homodimer kialakitasaban, illetve a szubsztrat megkdtésében, mint példaul a
lebeny régio, az aktiv helyen a ,,tlizolto-fogas” kolcsonhatasok Kialakitasaért felelés hurok, az
antiparalell B-red6kbél felépiilé dimerizacios régio, és a konszenzusos a-hélix az enzim C-
terminalisanak kozelében. A HIV-1 PR szubsztratspecificitasanak és aminosav preferencidinak
a meghatdrozdsa a mai napig kihivast jelent annak ellenére, hogy jelent0s erdfeszitések
torténtek a hasitasi poziciok in vitro laboratoriumi karakterizalasa érdekében. A retroviralis
protedzok esetében az S1 zsebekre elsdsorban hidrofob aminosavak iranti preferencia jellemzd,
azonban a tobbi (S2-S4) szubsztratkotd zseb aminosav preferencidja jelentOsebb eltéréseket
mutat. A HIV-1 PR szubsztratjait tekintve a P2 pozicio kritikus jelentdségii, mely poziciot
leginkdbb az aszparagin jelenléte vagy B-eldgazd lancti aminosavmaradékok jellemzik. A
szubsztrat megkotésében az aktiv hely motivumain kiviil mas, tavolabb esé régiok is részt
vesznek (szubsztratkoté arok), mely meglétét eddig a HIV-1 és az 1-es tipusia human T-
limfotrop virus (HTLV-1) protedazok esetében igazoltdk. A szubsztratkotd arok a homodimer
enzim felszinén elhelyezkedd kolcsonhato feliilet, mely lehetdvé teszi a szubsztrat P12-P5 és
P5’-P12° aminosavainak felismerését és megkotését. A szubsztratkotd arok az enzim
szubsztrathoz valo affinitdsdnak novelésén keresztiil képes hatni az enzim proteolitikus

hatékonysagara.

1.3. A nukleokapszid fehérje, mint HIV-1 szubsztrat

A HIV-1 PR poszt-maturacioban betoltott egyik fontos szerepe a korabbi feltételezések
alapjan a kapszid és nukleokapszid fehérjék hasitasa. A HIV-1 nukleokapszid (NC) fehérje egy
kisméretli bazikus fehérje, amely két cink-ujj motivumot tartalmaz. A NC-nak szédmos
funkcioja van a virusreplikdcioban, mivel részt vesz a genomidlis RNS cDNS-s¢ valo
atirasaban, dimerizacidjaban, és csomagolasaban, a virus-0sszeszerelddésben, és nukleinsav-
feltekeredést eldsegitd, tn. chaperon-aktivitassal is rendelkezik. Bizonyitott, hogy a proteolizis
aszparagin (N17) kozt torténik meg. A NC cink-ujj motivum hidrolizisének a korabbi
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feltételezések alapjan szerepe lehet a replikécios ciklus korai szakaszaban, &m ezen szerepe a
mai napig nincs egyértelmiien tisztdzva, annak ellenére, hogy a HIV virusok életciklusaban
betdltott fontossagara utal a hasitohely rendkiviili konzervaltsaga is, valamint azon kutatasok,
melyek a proteaz korai fazisban bet6ltott szerepét vizsgaltak. A NC processzalas vizsgalata

emellett fontos informaciokkal szolgalhat a HIV-1 PR specificitasara vonatkozoan is.

1.4. A SARS-CoV-2 {6 proteaza

A stlyos akut 1égzdészervi szindroma koronavirus-2 6 proteaza (SARS-CoV-2 Mpro) a
cisztein proteazok csaladjaba tartozo proteolitikus enzim, amely két protomert tartalmaz, ami
egyenként harom doménbdl all (1., II. és III. domén). A szubsztratkotd hely az 1. és II. domén
kozotti arokban taldlhatd. Ezen arokban poziciondlodik az aktiv hely, melynek részét képzi a
cisztein proteazokra jellemz6 hisztidin (H41) molekula altal aktivalt cisztein (C145), mely jelen
esetben a katalitikus diadot képzi, mely erdsen konzervalt. A SARS-CoV-2 Mpro
legjelentdsebb funkcidja a viralis poliproteinek funkcionalis egységekké torténd processzalasa.
A proteolitikus enzimek szubsztrat-specificitdsanak ismerete kulcsfontossagu a természetes
szubsztratok in vitro és in silico azonositasa és a molekularis szintli gyogyszertervezés
szempontjabol egyarant. A SARS-CoV-2 Mpro a ,kis aminosav”’-X-(L/F/M)-Q*(G/A/S)-X
hasitasi motivumot preferalja, ahol az X barmely aminosavat, a * pedig a hasitas helyét jeloli.
A hasitohely szekvenciajat tekintve erds preferenciat mutat a P1 pozicioban a glutaminra (Q),
azonban tjabb kisérletes adatok alapjan a P1 pozicidban a glutaminon kiviil hisztidin is
eléfordulhat. A P2 poziciora leginkabb a leucint talaltak jellemzdnek, azonban metionint is tobb
esetben irtak le, mig a P1’ poziciora a glicin/alanin/szerin aminosavak jellemzéek. Figyelembe
véve, hogy a human szervezetben jelenlévd fehérjék kozt nem ismert a f6 protedzzal homolog
fehérje struktara, valamint a replikdcids ciklusban betoltott kritikus szerepét, az Mpro a

virusellenes terapiak kiemelt célpontjanak tekinthetd.

1.5. A proteazok vizsgalatara alkalmas modszerek

A proteolitikus enzimek szamos bioldgiai folyamatban toltenek be kulcsszerepet, fontos
gyogyszer célpontok, €s széles korii a biotechnoldgiai és ipari alkalmazasuk is. Ennek okdn
igen nagy az igény a protedzok vizsgalatira alkalmas hatékony eljarasokra, melyek

alkalmazhatdéak példaul az enzimek aktivitasanak, specificitdsanak és gatolhatésaganak



vizsgalatara. A proteazok vizsgalatara szamos kiilonb6zé mérési mddszer all rendelkezése,
melyeket csoportosithatjuk az alkalmazott anyagok kornyezeti (protedz-szubsztrat)
elhelyezkedése alapjan. Ilyen modon az esszéket homogén es heterogén vizsgaldo modszerekre
bonthatjuk. A homogén rendszerekben mind a szubsztrat mind pedig az enzim az reakciokozeg
oldataban, azonos kozegben talalhatok meg (pl. FRET-alapu technikak), mellyel szemben a
heterogén modszereknél a szubsztrat szilard felszinhez van kotve (pl. feliileti plazmon
rezonancia), mig az enzim az oldatban van. A rekombinans technoldogia uj lehetéségeket nyitott
a proteaz vizsgalatok teriiletén a rekombindns fehérjék szubsztratként torténd felhasznalasaval,
az elmult években kuatdcsoportunk is részt vett hasonld szubsztrat rendszer kidolgozasaban és

alkalamzasaban.

1.6. A rekombinins szubsztrat-alapu rendszer alkalmazasi lehetéségei a proteazok

vizsgalataban

A proteolitikus enzimek vizsgalatara tobb kiilonbozo tipusu szubsztrat rendszer is
elérhetd, melyek koziil a rekombinans fehérje szubsztratok felhasznalési lehetéségei rendkiviil
sokrétiiek, és sok elényds tulajdonsaggal rendelkeznek. A kutatdcsoportunk altal kifejlesztett
rekombinans szubsztratok N-terminalis hexahisztidin cimkével (Hiss) fuzionalt maltoz-koté
fehérjét (maltose-binding protein, MBP) tartalmaznak, ezt kovetden a dohany karcolatos virus
(tobacoo etch virus, TEV) proteaz természetes hasitohelyét, amit a vizsgalni kivant proteaz
természetes vagy modositott hasitohelyének szekvenciaja kovet. A szubsztrat C-terminalisan
egy fluoreszcens cimke fehérje talalhato. A fuzids fehérje minden alkotoeleme fontos funkciot
lat el a modszer szempontjabol. A Hiss cimke lehetdvé teszi a fehérje fémion kelat-alapu
immobilizalasat (immobilized metal affinity chromatography, IMAC) és kromatografias
tisztitasat. Az MBP cimke fehérje jelenléte noveli a fehérje oldékonysagat, valamint eldsegiti a
fehérje feltekerddését. A TEV PR hasitohelye kettés szerepet be, i) kontroll hasitohelyként
ellendrizhetd a szubsztratban 1évo hasitohely hozzaférhetdsége €és a szubsztrat hasithatosaga,
valamint ii) a fehérje (pl. a TEV és a vizsgalni kivant proteaz altali egylittes) hasitasat kovetéen
a - felszabadulo peptidfragmens molekuka-tomegének tomegspektrometrids analizisével - a

hasitasi pozicido meghatarozhato.

Ezen szubsztratok felhasznaldsanak maddjai a felépitésiiknek koszonhetden rendkiviil
sokfélék lehetnek; hasznalhatjuk Oket szeparalason alapul6d heterogén rendszerben, ahol a

proteolizis detektalasa torténhet fluorimetridval vagy elektroforézissel, de alkalmazhatjuk a



fluoreszcens szubsztratokat homogén esszében is, oldatban térténd hasitashoz, a szubsztratokat
¢s a termékeket SDS-PAGE segitségével vizsgalhatjuk. Bar ezek a szubsztratok alkalmazhatok
tobb kiilonbozo kisérletes rendszerben is, az eddig tesztelt alkalmazasok egyike sem teszi

lehetové a termékképzés valos idejii detektalasat.

1.7. A bioréteg interferometria alapjai és felhasznalasi modjai

A bioréteg interferometria (bio-layer interferometry, BLI) egy optikai elven miikodo
analitikai modszer, mely lehet6vé teszi a molekularis interakcidk valds idejii nyomon kovetését
az interferencia mérése révén. A modszert foként kiilonb6z6 molekularis interakciok
mennyiségi és mindségi analizisére hasznaljak, de 1éteznek alternativ felhasznalasi modok is.
A mai napig csak kevés tanulmanyrol szamoltak be az enzimaktivitds BLI modszerrel torténd
vizsgalatarol. A protedzoknak BLI vizsgéalatokban valé felhasznalasara csak egyetlen példa
ismert, ezen kisérletek célja azonban nem a proteaz vizsgalata volt, a proteolitikus enzimet csak
a szenzorfelszinen maradé molekulak enzimatikus eltavolitdsara hasznaltdk. Tudomasunk

szerint a BLI alkalmazasat protedz vizsgalatokban a mai napig nem tettek kozzé.



2. Célkituzések

Az altalunk korabban kidolgozott rekombinans fluoreszcens fehérje szubsztrat rendszer

alkalmazasat alapul véve a kovetkez6 vizsgalatokat tliztiik ki célul.

)

A HIV-1 és SARS-CoV-2 6 proteaz vizsgalata

I/A Célul tiztik ki a HIV-1 PR szubsztratspecificitasanak vizsgalatat a HIV-1
nukleokapszid proximalis cink-ujj motivumaban 1évé hasitohelyet reprezentalo
szubsztratokkal, a vad tipust és modositott szubsztratok hasitasi reakcioival, valamint a

cink-ujj konformacios allapotainak vizsgalataval.

I/B Célunk volt a SARS-CoV-2 f6 proteaz ismert €s in silico modszerekkel josolt hasitasi
szekvenciait tartalmazo szubsztratok létrehozasa és a proteolitikus hasitas vizsgalata a
hasitasi  pozici6 azonositasaval, valamint az enzimkinetikai paramétereinek

meghatarozasaval.

Il.) A rekombinans fehérje szubsztratok hasznalatan alapulé uj, a proteolitikus hasitas

valos ideju detektalasara alkalmas mérési modszer kidolgozasa.

Célul thztik ki a rekombinans fluoreszcens fehérjék felhasznalasat egy bioréteg
interferometria (BLI)-alapi mérési modszer kidolgozasahoz, valamint a mérési
koriilmények optimalizalasat kovetden a modszer alkalmazdsat a HIV-1 PR
szubsztratspecificitdsdndk és a szubsztratk6tdé arok nevili enzimfelszini kotShelyének

vizsgalataban.



3. Anyagok és modszerek
3.2. A HIV-1 proteaz expresszidja és tisztitasa

A katalitikusan inaktiv, modositott dimerizacios régiot tartalmazé HIV-1 PR (HIV-1
PRanac) termeltetése Escherichia coli BL21(DE3) sejtekben tortént ampicillin tartalmua Luria-
Bertani (LB) tapoldatban. A fehérje expresszid indukalasa izopropil-B-D-tiogalakto-piranozid
(IPTG) hozzaadasaval tortént, amit 3 6ra 37°C-on torténd inkubalas kovetett, majd a sejtek
begylijtését centrifugalassal végeztilk. A sejtepellet feltarasat ultrahangos szonikalassal
végeztiik, lizozim jelenlétében. A reverz fazisi kromatografias tisztitas C18-as 0szlopon tortént
(AKTA Purifier), 1 ml/perc dramlasi sebesség mellett 0-40% ndvekvd gradiens eluciot
alkalmaztunk, viz és 0,05% trifluorecetsavat (TFA), valamint acetonitrilt és 0,05% TFA-t
tartalmazo eluensek alkalmazasa mellett. A frakciok tisztasaganak ellendrzése 14%-0s SDS-
PAGE segitségével tortént. A megfeleld tisztasaga (>90%) frakciokat két Iépésben
renaturaltuk, a fehérje koncentracidkat NanoDrop miiszerrel és BCA kit segitségével hataroztuk

meg.

3.3. A rekombinans fehérje szubsztratok eléallitasa, expresszidja és tisztitasa
3.3.1. Klénozasi 1épések

A cirkularis pDest-Hisse-MBP-mApple (mApple, monomer vords fluoreszcens fehérje)
¢s pDest-Hisse-MBP-mEYFP (MEYFP, monomer sarga fluoreszcens fehérje) expresszios
vektorokat Pacl és Nhel restrikciés endonukleazokkal hasitottuk, mig a pDest-Hiss-MBP-
(GGGGS)s-mApple vektor esetében Pacl és BamHI enzimeket hasznaltunk. A hasitasi
termékeket 1%-os agardz gélen valasztottuk el, majd a linearizalt plazmidokat DNS extrakcios
kit segitségével preparaltuk ki a gélbél. A proteazok hasitohelyeit kodold forward és reverz
komplementer primereket és a tisztitott linearizalt expresszios plazmidot T4 DNS-ligaz
hasznalataval ligaltuk Gssze, majd az elegyet BL21(DE3) bakterialis expresszids sejtekbe
transzformaltuk hésokk alkalmazasaval. A transzformans sejteket LB-agar lemezekre
sz¢lesztettiik, és legalabb 16 6ran at 37°C-on inkubaltuk, majd a kiilonallo telepekbdl plazmidot

izolaltunk. A klonozas sikerességét szekvenalassal ellendriztiik.



3.3.2. Fehérje expresszio bakterialis rendszerben

A HIV-1 PR vizsgalatdhoz olyan rekombindns fehérje szubsztratokat hoztunk létre,
melyek a HIV-1 NC fehérje proximalis cink-ujj motivumaban 1évé vad tipusu vagy modositott
hasitohelyet, vagy a HIV-1 MA/CA hasitohely 9- vagy 24-tagl, vad tipust vagy modositott
hasitohelyét tartalmaztdk. A SARS-CoV-2 Mpro vizsgélatdhoz 1étrehozott szubsztratok az
Mpro természetes autoproteolitikus, vagy az in silico modszerekkel becsiilt, eddig ismeretlen

természetes hasitohelyét tartalmaztak.

A HIV-1 PR és SARS-CoV-2 Mpro szubsztratok termeléséhez a szubsztratot kodolo
plazmiddal transzformalt E. coli BL21(DE3) sejteket alkalmaztunk. A tenyészetet LB
taptalajban novesztettiik és IPTG segitségével tortént a fehérje expresszido indukaldsa. A

termelés 3 6ran at zajlott, amit a sejtek centrifugalassal torténd begytiijtése kovetett.

3.3.3. Sejtej lizise

A sejtek lizise lizozim, DN4z és protedz inhibitor (PMSF) jelenlétében tortént lizis
pufferben (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5), szonikalassal. Centrifugalasi 1épést
kovetden a rekombindns szubsztratot tartalmazo, sejttormelékektél mentes feliiliszot

(sejtlizdtum) hasznaltuk a tovabbiakban.

3.3.4. Fehérje tisztitas Ni-NTA-alapu magneses gyongyok segitségével

A rekombinans szubsztratok tisztitasait Ni-NTA magneses agar6z gyongyok
segitségével végeztiik. A szubsztratokat a sejtlizatumokbol tisztitottuk, az aspecifikusan vagy
gyengén kotddo fehérjék jelentds részét ismétlddo mosasi 1épésekben tavolitottuk el a magneses
gyongyokrol. A gyongyokhoz kotddo fehérjék eludlasat EDTA-t tartalmazo oldattal végeztiik,
amit puffercsere kovetett. A fehérje koncentraci6 meghatarozasat NanoDrop késziilék
segitségével végeztiik, az adott fehérjékre jellemzd molekulatomeg €s extinkcids koefficiens

adatok alapjan. A mintak tisztasagat SDS-PAGE segitségével ellendriztiik.

3.4. A rekombinans HIV-1 nukleokapszid szubsztratok oldatban torténo hasitiasa

A reakciokban hasznalt, katalitikusan aktiv (stabilizald6 mutaciokkal ellatott) HIV-1 PR

(HIV-1 PRvag) rendelkezasiinkre allt a kutatocsoport korabbi munkaibodl, az aktiv enzim
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koncentraciojat a HIV-1 MA/CA hasitohelyét (VSQNY*PIVQ) reprezentald 9-taga
oligopeptid segitségével hataroztuk meg. Az oldatban torténd hasitasokhoz a HIV-1 NC
hasitohely szekvenciakat tartalmazo Hise-MBP-(GGGGS)s-mApple szubsztatokat hasznaltuk.
A hasitasi reakciokat 20 pl végtérfogatban végeztiik HIV-1 reakciépufferben (az enzimet 250
nM, a szubsztratot 1,4 mM végkoncentracioban alkalmaztuk, a puffer ZnClz-ot vagy
ditiotreitolt (DTT) és EDTA-t tartalmazott. A hasitasi kozegeket 16 o6ran at inkubaltuk 37°C-
on, majd nativ koriilmények kozt tortént a mintaelokészités. A mintakat poliakrilamid gélen
analizaltuk, 14%-os gélen. A fehérjék gélben torténd renaturalasa soran a denaturalo
elektroforézist kovetden a gélt desztillalt vizbe helyeztiik 30 percre és ezt kdvetden 0jbol
megismételtiik a mosast. A részlegesen renaturalodott fehérjéket UV fény alatt, illetve kék

atvilagito talcan valo atvilagitassal detektaltuk.

3.5. A rekombinans SARS-CoV-2 Mpro szubsztratok hasitasa

A hasitasi reakciokban a SARS-CoV-2 Mpro szubsztratjaként a SARS-CoV-2 nsp4
autoproteolitikus hasitohelyét reprezentald Hiss-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP, valamint
a human C-terminalis k6t6 fehérje 1 (CTBP1) fehérjében 1évo hasitasi szekvenciat tartalmazo
Hiss-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP szubsztratot hasznaltuk. A hasitasi reakcioban az a
szubsztrat és az enzim végkoncentracidja 1,5 és 2 puM volt. Szelektiv, szoros kotodésii
ezért a SARS-CoV-2 Mpro aktivitasat 100%-osnak tekintettiik. Reakciopufferként 20 mM Tris,
100 mM NaCl, pH 7,8 oldatot hasznaltunk, a hasitasi reakciokat 40 ul végtérfogatban végeztiik.
A reakciokozegeket 37°C-on 1 oran at inkubaltuk, majd a rekciokozegeket 20-20 ul-ként
kettéosztottuk. A mintak egy részét denaturald koriilmények kozt kezeltiik, ahol a reakcidkat
SDS-t és 2-merkaptoetanolt tartalmazo pufferrel allitottuk le, majd a mintakat 95°C-on
elfoztik. A mintdk analizise 14%-0s SDS-PAGE segitségével tortént. A mintdk masik
molekulatdomeg meghatarozas ceéljabol hasznaltuk fel matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios
ionizaciés repiilési id6 mérésén alapuld tomegspektrometria (MALDI-TOF-MS) mérések

soran.

3.6. Kinetikai mérések rekombinans SARS-CoV-2 Mpro szubsztratokkal

A kinetikai paraméterek meghatarozasa érdekében végzett, magneses gyongy-alapu

vizsgalatokat Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP és Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-
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mEYFP szubsztratokkal végztiik 0,074 uM, illetve 0,74 uM végkoncentraciéban alkalmazott
SARS-CoV-2 Mpro jelenlétében. A termékképzddés detektalasara a fluorimetrids méréseket
Biotek Synergy H1 késziilékkel végeztiik, 510 nm-es gerjesztési ¢és 540 nm-es emisszios

hullamhosszokon.

3.7. Bio-réteg interferometria-alapu vizsgalatok
3.7.1. Ni?*-, Cu?*-, Zn?*- és Co?*-NTA bioszenzorok elékészitése és vizsgalata

Az ekvilibralt Ni-NTA bioszenzorokat magas koncentraciéju EDTA oldattal kezeltiink,
majd a nikkel ionok eltavolitasa utan egy kétértékii kationt tartalmazo oldatba helyeztiik (10
mM NiSOs /10 mM ZnCl, / 10 mM CoClz / 10 mM CuCl,) a szenzorokat.

Az asszociaciods fazis essz¢é pufferben tortént (A puffer (50 mM natrium, pH 5) és B
puffer (0,275 M Na2HPOQOg4, 0,2 M NaH2POs, 4 M NaCl, pH 5,6) 1:1 aranyt elegye), ez a fazis
120 masodpercig tartott, a felkotés a Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztrat 4 pl-es
térfogatt oldatabol tortént (0,7 uM). A disszociacios szakaszt esszé pufferben vizsgaltuk 120
masodpercen keresztiil 250 pl-es térfogatban. A bioszenzorok regeneralasdhoz a gyartd
utasitasainak megfelelden, foszforsav oldatot (pH 2,5) hasznaltunk. Az adatokat a BLItz Pro
1.2 szoftverrel értékeltiik ki, és az adatok matematikai illesztésénél, 1:1 kotési modellt

(Langmuir) hasznaltunk, helyi illesztést alkalamzva.

3.7.2. Mérések tisztitott szubsztratokkal

A méréseket 30 masodpercig tartd, essz€é pufferben torténd alapvonal-felvétellel
kezdtiik 250 pl térfogatban, ezt kovetden 60 masodpercen keresztiill 14 uM-os tisztitott
szubsztrat oldatbol tortént a szubsztratok immobilizasldsa a bioszenzorhoz, 4 pul térfogatban
(drop méd). Az immobilizalas utan a bioszenzorok mosasi 1épései kovetkeztek, az esszé
pufferrel t6rténé mosas soran eltavolitottuk a tobblet szubsztratot, valamint a nem specifikusan
és gyengén kotddé molekulakat. Az elsé mosasi 1épés 60 masodpercig tartott (250 ul
térfogatban, tube mod), mig a masodik mosasi 1épés 30 masodpercen keresztiil, 4 pl térfogatban
(drop mdd). A masodik mosasi 1épés alkalmazasat az alapvonal eltolddasbol szarmazo
aspecfikus jel minimalizalasara iktattuk be. A mérésekhez hazsnalt HIV-1 PR-t a proteolizis
megkezdése eldtt 1:1 ardnyba higitottuk az esszé puffer B komponensével, majd a tovabbi
higitasokat essz¢ pufferrel végeztiik. Minden egyes enzimatikus mérést 4 pl térfogatbol

végeztiink, drop modban.
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A gatlasvizsgalatokhoz az atazanavirt dimetil-szulfoxidban (DMSQO) oldottuk be, ezért
az essz¢é puffert 5% DMSO-val egészitettiik ki. A mérésiink soran alkalmazott HIV-1 PRvad
végkoncentracidja 9 nM volt, mig az atazanavirt 2 nM és 2 uM végkoncentracioban hasznaltuk.
Kontrol kisérleteinkhez 5% DMSO-t tartalmazé esszé pufferben higitott HIV-1 PRyad enzimet
hasznaltunk. Az enzimet nem tartalmazé kontroll mintak csak 5%-0s DMSO-val kiegészitett
essz¢ puffert tartalmaztak. A tripszinnel végzett mérésekhez sziikséges human kationos
tripszint hasznaltunk, melyet Dr. Szabd Andras bocsajtott rendelkezésiinkre. Minden mérést
BLItz késziiléken végeztiink (Pall Forté Bio, Fremont, CA, USA) szobahdmérsékleten (25°C-
on). Az elsddleges kisérleti adatokat a BLItzPro 1.2. szoftverbdl exportalva tovabb analizaltuk

Microsoft Excel felhasznalasaval.

3.7.3. Mérések sejtlizatumbol

A Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP rekombinans fehérjét expresszalo és az ,,iires”
(nem-transzformalt) BL21(DE3) sejteket a korabbiakban emlitettek alapjan tartuk fel, majd a
centrifugalasi 1épésbdl visszamaradd feliiliszot hasznaltuk a mérések kivitelezéséhez és az
SDS-PAGE analizisekhez.

A BLI mérések soran az alapvonalat lizis pufferben (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI,
pH 7,5) vettiik fel, 20 masodpercen keresztiil. Ezt kdvetéen tortént meg a sejtlizatumbol a
szubsztrat kikotés 30 masodpercen keresztiil. A bioszenzort 3 egymadst kovetd mosasi 1épéssel
tisztitottuk, rendre lizis pufferrel 30 masodpercen keresztiil, esszé pufferrel 30 masodpercen
keresztiil (250 ul térfogattal, tube modban), valamint Gjbol esszé pufferrel 30 masodpercen
keresztiik (4 ul térfogattal, drop modban). A proteolizis szakaszban alkalamzott koriilmények

megegyeztek a tisztitott szubsztrattal végzett mérések koriilményeivel.
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4, Eredmények

4.1. A HIV-1 proteaz specificitasanak vizsgalata nukleokapszid hasitohelyet
reprezental6 szubsztratokkal

4.1.1. Relativ hasitasi hatékonysag megallapitasa

Munkank soran a HIV-1 NC proximalis cink-ujj motivumot reprezentald szekvencia
processzalasat vizsgaltuk rekombinéans fehérje szubsztratok alkalmazasaval, melynek soran arra
kerestiik a véalaszt, hogy az altalunk kidolgozott fehérje szubsztrat-alapt rendszer alkalmazhato-
e a fehérje szerkezeti motivumok (jelen esetben cink-ujj) konformécids tulajdonsagainak
vizsgalatara, tovabba, hogy a rekombinans fehérjék alkalmazasaval meghatdrozhatoak-e a
hasitasi preferenciak. A vizsgalatokhoz olyan, Hiss-MBP-(GGGGS)4-mApple szubsztratokat
hoztunk 1étre, amelyek HIV-1 NC-nak csak a proximalis cink-ujj szekvenciajat tartalmaztak.
Az éltalunk vizsgalt felismerési szekvencidk a teljes hosszisagu proximalis cink-ujj motivumot
reprezentaltak  (MKIVKCCFNCGKEGHTARNCRAPR®), ami lehetdséget adott a
proteolitikus hasitas vizsgdlata mellett a szerkezeti motivum konformécios allapotainak
tanulmanyozasara is. A vad tipust szekvencia mellett az N17T, N17L, N17F, 114 _inz-N17G ¢és
K141-N17G mutansokat is vizsgaltuk.

Annak vizsgalatara, hogy a cink jelenléte milyen hatdssal van a rekombinans
fluoreszcens fehérjék hasithatosagara, a hasitasi reakciokat DTT és EDTA jelenlétében,
valamint ZnCl-tartalmu pufferben is elvégeztiik. Az EDTA-t kelatorként hasznaltuk, hogy a
kialakuldsat, mig a DTT-t a cisztein oldallancok redukcidja és az intra- és intermonomer
diszulfidkotések kialakulasanak megakadalyozasa érdekében adtuk a rendszerhez. Ezzel
szemben a cinket tartalmazé pufferrel biztositottuk a cink-ujj motivumok kialakulasanak
lehet6ségét, mely ,,zart” konformacié varhatéban gatolja az enzimnek a hasitohelyhez vald

A szubsztratok HIV-1 PRyag altali proteolizise csak a DTT-t és EDTA-t tartalmazo
pufferben volt megfigyelhetd. Ez arra utalt, hogy a hasitohelyek hozzaférhetéek a ,,nyitott”

konformacioku cink-ujjakban, és a cink-ionok EDTA-val torténé kelacidja és a cisztein

crer

crer

proximalis NC hasitohelyet a protedz szdmadara elérhetetlenné tette, megakadalyozva a
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proteolizist. ZnCl; jelenlétében a HIV-1 PRyad egyik szubsztratot sem processzalta, de mind a
hasitasi reakcidokban, mind a szubsztrat kontroll mintdkban olyan savok jelentek meg a
gélképeken, amelyek a DTT-t és EDTA-t tartalmaz6 mintakban nem voltak megfigyelhetok.
Feltételeztiik, hogy ezek a sdvok a nativ (nem denaturalo) koriilmények kozott, intermolekularis
kolcsonhatasok révén kialakulo oligomereknek felelnek meg, mig a DTT és EDTA tartalmu
pufferben az ilyen, intermolekularis diszulfid hidak kialakulasa gatolt lehet.

Az elektroforézist kovetden a sdvok intenzitasat denzitometriaval hataroztuk meg a
DTT ¢és EDTA jelenlétében végzett reakciok esetében. Eredményeink alapjan a vizsgalt
mutaciok egyike sem akadalyozta meg a cink-ujj szerkezeti motivum kialakulésat és a
proteolitikus hasitast.

A legmagasabb szubsztratkonverziot az N17F mutans esetében kaptuk, a vad tipust
szekvencidhoz képest ez a mutans a HIV-1 PRyag szamara jelentds mértékben jobb
szubsztrdjanak bizonyult, ami 6sszhangban volt az oligopeptid szubsztratokon korabban
végzett mérések eredményével. Az N17F mutéans kivételével a tobbi mutans esetében kapott
szubsztratkonverziok hasonldéak voltak, ami valosziniileg a gél-alapti analizis viszonylag
alacsonyabb érzékenységének koOszonhetd. A kinetikai paraméterek meghatdrozasa a
fluoreszcens fehérje-alapu vizsgalattal nem volt lehetséges, mivel a hasitasi reakcié szamara

optimalis koriilmények nem kompatibilisek a Ni-NTA-alapu mérési modszerrel, mivel a DTT

......

crer

kedvez, ami a proteolizist megakadalyozza.

Eredményeink alapjan az alkalmazott fehérje szubsztrat-alapu rendszer alkalmasnak
bizonyult a konformacids allapotok, valamint a hasitdsi preferencidk vizsgalatara, utobbi
esetben azonban csak korlatozott mértékben tudtuk vizsgalni a médositott szubsztratok kozotti

kiilonbségeket.

4.2. A SARS-CoV-2 16 proteaz vizsgalata
4.2.1. Rekombinans szubsztratok eldallitasa és hasitasa

Kisérletiinkben a SARS-CoV-2 természetes hasitohelyét (nsp4), valamint a human C-
terminalis koté fehérje 1 (CTBP1)-ben talalhato hasitohely feltételezett proteolitikus hasitasat
tanulmanyoztuk. Olyan Hisse-MBP-mEYFP rekombinans fuzios fehérjéket allitottunk eld,
amelyeket a SARS-CoV-2 Mpro szubsztratjaként hasznaltunk. A Hise-MBP-
TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztrat a SARS-CoV-2 poliprotein természetes nsp4
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hasitohelyét tartalmazta, mig a Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP fehérje in silico
joslas alapjan  azonositott CTBP1  fehérje hasitdsi  szekvenciajat  tartalmazta
(BGTRVQ*SVEQI'?), mely szekvencia teljes mértékben azonos a human CTBP1 és CTBP2

1izoformakban.

Az elektroforézis-alapi vizsgalatok eredménye alapjan a Hiss-MBP-TSAVLQ
*SGFRKM-mEYFP szubsztratot a SARS-CoV-2 Mpro jelentdés mértékben elhasitotta, mig a
Hiss-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP fehérje csupan kismértékii hasitasi hatékonysagot

tapasztaltunk, ami a CTBP1 hasitohely iranti alacsonyabb preferenciara utalt.

4.2.2. A SARS-CoV-2 6 proteaz természetes hasitohelyeinek azonositasa

Elvégeztiik a tisztitott teljes hosszusagi rekombinans CTBP1 fehérje, valamint a HiSs-
MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP ¢s Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP fehérje
szubszatrok oldatban hasitdsit SARS-CoV-2 Mpro enzimmel. A hasitasi kozegekbdl
meghataroztuk a hasitatlan fehérjék és a hasitdsi termékek molekulatomegeit, a hasitasi
pozicidkra a kisérletesen meghatarozott €s a szekvencidk alapjan szamitott molekulatomegek
alapjan kovetkeztettiink. A molekulatomeg meghatarozast célzé miiszeres analitikai méréseket

Dr. Nagy Tibor (Debreceni Egyetem, TTK, Alkalmazott Kémiai Tanszék) végezte.

A varakozasoknak megfeleléen az nsp4  hasitdsi  hely szekvencigjat
(TSAVLQ*SGFRKM) reprezentald rekombinans Hise-MBP-mEYFP szubsztrat a beépitett
szekvencian beliill a kivant pozicioban hasadt. A rekombinins CTBP1 fehérje hasitdsat
kovetden a hasitasi fragmentumok elemzése arra utalt, hogy a teljes hosszusagl fehérje az in
silico josolt pozicidban (***GTRVQ*SVEQI1°%?) hasad, és az enzim az ugyanezt a hasitohelyet
tartalmazo rekombinans Hise-MBP-mEYFP szubsztratot is ebben a pozicidoban hasitotta.
Eredményeink megerdsitették a szamitogépes eljarasokkal josolt hasitohelyek jelenlétét, igy
vizsgalatainkban elsdként azonositottuk a SARS-CoV-2 Mpro egy eddig ismeretlen
természetes gazdasejt szubsztratjdban 1év0 hasitohelyet. A fluoreszcens szubsztratokat a
tovabbiakban felhasznaltuk az enzimkinetikai paraméterek meghatarozasara, a szubsztrat-

preferencia vizsgalata érdekében.
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4.2.3. Enzimkinetikai mérések

Miutan bizonyitottuk, hogy a SARS-CoV-2 Mpro a rekombinans szubsztratokat a kivant
pozicidban hasitja, Ni-NTA magneses gyongy-alapi enzimkinetikai méréseket végeztiink a
Hiss-MBP-TSAVLQ*SGFRK-mEYFP és Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP
szubsztratokkal a hasitohely iranti preferencia Osszehasonlitasa érdekében. A Kinetikali
analizissel kimutattuk, hogy a poliprotein természetes hasitohelyét tartalmazé Hiss-MBP-
TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztrat jobb szubsztratja a SARS-CoV-2 Mpro-nak, mint a
CTBP1 hasitohelyet tartalmazo szubsztrat. Ez 0Osszhangban van a gél-alapu vizsgalat
eredményeivel, amely a Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztrat nagyobb hasitasi
hatékonysagat mutatta a szubsztrathoz képest. Eredményeink igazoltak, hogy a tervezett
szubsztratokat fel lehet haszndlni proteolitikus vizsgéalatokhoz, és azt mutatjdk, hogy a
szubsztratot a beépitett CTBP1 csak alacsonyabb hatékonysaggal hasitja a poliproteinben 1év6

szekvenciahoz képest.

4.3. Bioréteg interferometria-alapi mérési eljaras kidolgozasa és alkalmazasa
4.3.1. Mutans HIV-1 PR tisztitasa

A bioréteg interferometria-alapi mérési eljaras kidolgozasdhoz a HIV-1 proteazt
hasznaltunk modell enzimként. A katalitikusan aktiv enzim mellett (HIV-1 PRyad)
kisérleteinkben kontrollként hasznaltunk a HIV-1 PR 1-4-es és a 96-99-¢s poziciokban deléciot
tartalmazo formajat, nem képes funkcionalis dimer kialakitasara, katalitikus aktivitassal nem
rendelkezik (HIV-1 PRanac). A kisérletek elvégzéséhez a HIV-1 PRyag rendelkezésiinkre allt, a

HIV-1 PRanac tisztitasat reverz fazisa kromatografiaval végeztiik el.

4.3.2. Rekombinans fehérje szubsztratok eldallitasa és hasitasa

A HIV-1 PR vizsgalatahoz olyan Hiss-MBP-mEYFP ¢és Hise-MBP-mApple
rekombinans fehérje szubsztratokat terveztiink, melyekben a beépitett szekvenciak a HIV-1
MA/CA hasitohely 9- (P5-P4°) vagy 24-tagi (P12-P12’) szekvencidjat reprezentaltak. Mind a
9-tagn, mind pedig a 24-tagh szubsztratbol vad tipusa (vad-9 és vad-24) és mutans (mut-9 és
mut-24) szubsztratokat egyarant létrehoztunk. A rdvidebb HIV-1 MA/CA hasitohelyet
tartalmazd szekvencidk koziil a mutans szekvencia P2 pozicidoban leucint tartalmazott
(VSQLY*PIVQ). A 24-tagi mutans MA/CA hasitohelyet tartalmazd szekvencia P12-P6,
illetve P5’-P12° pozicidkban a HIV-1 protedz CA/p2 hasitohely szekvenciajat tartalmazta.
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Utobbi szubsztratok alkalmazésaval lehetdségiink nyilt megvizsgalni az irodalmi adatokbol

ismeretes enzimfelszini Un. szubsztratkotd arkot.

Annak tesztelésére, hogy a tisztitott fehérjéket lehet-e a HIV-1 protedz szubsztratjaként
hasznalni, oldatban torténé emésztési reakciokat végeztiink. A mintak elektroforézisét kovetden
proteolitikus fragment megjelenése arra utalt, hogy a rekombinans fehérjéket a HIV-1 PRyad
enzim elhasitja a beépitett hasitohelyen, igy alkalmazhatoak a tovabbi kisérletes munkak
elvégzésére. A HIV-1 PRanac enzimmel végzett reakciokban nem tapasztaltunk hasitast. A
tovabbi kisérletes munkaink sordn ezen fehérjéket hasznaltuk szubsztratként a hasitasi
reakciokban egy 1j, a proteolitikus aktivitds folyamatos mérésén alapulé mérési modszer

kidolgozasa soran.

4.3.3. A bioréteg interferometria-alapi mérés beallitasa
4.3.3.1. Hasitas katalitikusan aktiv és inaktiv HIV-1 proteazzal

A bioréteg interferometria-alapu proteaz aktivitdsmérési modszer kidolgozasanak
alapjat az a feltételezés képezte, miszerint a bioszenzor felszinéhez immobilizalt és a HIV-1 PR
hasitohelyét tartalmazd szubsztratok érzékenyek a proteolizisre, €s a hasitds kovetkeztében a
fragmentek felszabaduldsa csokkenti a feliileten 1évé szubsztratok méretét, ezaltal a
biomolekularis réteg vastagsagat, ésa bekovetkezd valtozas egy mérhetd jelként detektalhato.
A mobdszer tesztelésére és fejlesztésére a Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztratot,
modell enzimként pedig HIV-1 protedzt hasznaltuk. A vizsgélatokhoz a katalitikusan aktiv és
inaktiv enzimeket hasznaltuk, melyekkel jol elkiilonithetdek a proteolizis kovetkeztében

végbemend valtozasok. Vizsgalataink soran Ni-NTA-alapt bioszenzorokat alkalmaztunk.

Az altalunk fejlesztett BLI-alapu protedz esszé 3 f6 1épésbdl all. Az elsd 1épés a
szubsztrat kikotése a Ni-NTA-alaptl szenzorhoz, mely a szubsztraton 1évé Hiss affinitas cimke
révén valosulhat meg. Masodik Iépésben a bioszenzoron 1évé gyengén, illetve aspecifikusan
kotodott fehérjék lemosasa torténik. Harmadik 1épésben torténik meg a szubsztrat enzimatikus
hidrolizise, mely a szenzor HIV-1 PR oldatba torténé meritésével kezd6dott. A bioszenzorra
felkotott szubsztratok HIV-1 PRuag altali érzékenységének koszonhetden a beépitett
hasitohelyen processzalodtak, ebbdl adodoan a bioréteg vastagsaga a szenzoron lecsokkent, ami
az 1d6 fiiggvényében detektalhatd. Amint megtortént az immobilizalt Hise-MBP-
VSQONY*PIVQ-mEYFP szubsztrat (72,24 kDa) HIV-1 PRyag altali hasitasa, az N-terminalis
fragmens rajta maradt a szenzoron (Hiss-MBP-VSQNY, 44,45 kDa), mig a fluoreszcens
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fehérjét tartalmazo C-terminalis termék (PIVQ-mEYFP, 27,64 kDa) a HIV-1 PRyad enzimet is
tartalmaz6 oldatba keriilt, aminek kovetkeztében jelentés jel-valtozas volt tapasztalhato, a

bioréteg vastagsdganak csokkenése kovetkeztében.

Annak érdekében, hogy kizarjuk az esetleges fals pozitiv eredményt, miszerint a jel

erdsség csokkenésének az oka nem a proteolizis, hanem a Hise Cimkét tartalmazd szubsztratok

PRanac enzimmel végzett mérésekben elhanyagolhatd mértékii jelerdsség csokkenést
tapasztaltunk, annak ellenére, hogy az enzimet azonos koncentracioban alkalmaztuk, mint a
korabbi mérésben a katalitikusan aktiv enzimet. Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a vad
tipusi HIV-1 PR hasznalatakor a rekombindns szubsztratba épitett MA/CA hasitohelyen
torténd processzalds miatt tortént jelerdsség csokkenés, nem pedig a spontan disszocidcid miatt.
Meéréseink igazoltak, hogy a modszer alkalmazhat6 lehet proteolitikus aktivitds vizsgalatara,
ezért tovabbi vizsgalataink a mérési koriilmények optimalizaldsara és a mérési lehetdségek

vizsgalatara iranyultak.

4.3.3.2. Hasitasi reakci6 tripszinnel

Kisérletiinkben megvizsgaltuk, hogy a mérés alkalmazhat6 lehet-e mas proteolitikus
enzim(ek) vizsgalatara is, és hogy novelheté-e a rendszer érzékenysége abban az esetben, ha
olyan enzimet alkalmazunk, ami nagyobb jelintenzitas csokkenést general. A vizsgalatunkban
tisztitott human kationos tripszint alkalmaztunk. A HIV-1 PRyag az altalunk hasznalt
rekombinans szubsztratokat csak a beépitett hasitohelyen beliil egyetlen pozicidban hasitja,
melynek kovetkeztében az immobilizalt szubsztrat molekulatomege ~26 kDa-nal csokken.
Ezzel szemben a tripszin a Hiss-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztratot tobb helyen is
képes hasitani, ami nagyobb méretbeli valtozast okoz. Ennek megfelel6en a tripszin esetében a
jel nagyobb mértékii valtozasat tapasztaltuk a HIV-1 PR-hoz képest, amihez hozzajarulhatott
az is, hogy a mérések sordn alkalmazott koriilmények (pl. hdmérséklet) optimalisabbak voltak

a tripszin szamara.

Eredményeink arra utalnak, hogy a HIV-1 proteazon kiviil mas proteolitikus enzimek
aktivitasa is vizsgalhato az altalunk kidolgozott modszerrel, és hogy a jelintenzitds csokkenése
fokozhato olyan enzim vagy szubsztrat hasznalataval, mely a hasitds kovetkeztében a
molekulatomeg nagyobb mértékii csokkenését okozza. Fontos megjegyezni, hogy a mérés

koriilményeit minden egyes enzim esetében kiilon sziikséges optimalizalni, pl. szenzor tipusa,
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szubsztat tipusa (pl. specifikus vagy altalanos protedz szubsztrat), reakciokoriillmények (pl.

pufferkomponensek, pH, hdmérséklet).

4.3.4. Kiilonb6z6 fémionok hatdsa a szubsztrat immobilizacidra

A His-cimkével ellatott fehérjék immobilizalasahoz kiilonb6zo kétértékii kation-alapu
affinitas kromatografiai eljarasok alkalmazhatdk, azonban a szakirodalomban kevésbé taglaltak
az egyes kationok ¢s a His-cimke kozotti kolcsonhatasok. A bioszenzorokrol torténd spontan
szubsztrat disszociacio csokkenthetd lehet a megfeleld kation hasznalataval, a Kkisebb
disszociaciés allandé miatt novelhetd az immobilizacidé hatékonysaga. Mindezek mellett a
kisérlet szempontjabol esszencidlis, hogy olyan rendszeren tudjunk dolgozni, amely az egymast
kovetd regeneralasi 1épéseket jol birja, tehat tobb egymast kdvetd enzimreakceio és regeneralasi
1€pés utan is nagy mértékben hasonld szenzogramokat kapjunk (reprodukalhatosag). Az esszé

szempontjabol ez a koltséghatékonysag, illetve az egyszerliség miatt is rendkiviil fontos.

Az optimalizalasi kisérletek soran individualis bioszenzorok felszinét Zn?*, Ni**, Co%*
vagy Cu?* kétértékii kationokkal toltottiik fel, amihez ezt kdvetéen Hiss-MBP-VSQNY*PIVQ-
mEYFP szubsztratot kotottiink ki az asszociacios 1épés folyaman, és ezutan megvizsgaltuk a
disszocidcidt. Savas regeneralasi 1épést kovetden a szenzorokat Ujbol felhasznaltuk egy

parhuzamos méréshez.

Az elvégzett kisérletek eredményeként elmondhatd, hogy a His-cimkével ellatott
szubsztrattal legstabilabb kélcsonhatast a nikkel ionokkal t61tott szenzor alakitotta ki, ahol sem
a kotd kapacitasban, sem a disszociacios és asszocidcios allandokban nem tapasztaltunk jelentds

valtozast a tobbi ionhoz képest.

4.3.5. Az enzimkoncentracio hatasa az immobilizalt szubsztrat processzalasara

A modszer validdlasa szempontjabol rendkiviil fontos az 4ltalanos enzimologiai
torvényszerliségek szem el6tt tartasa. Kisérletiink sordn megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik
a reakciosebesség az enzimkoncentracid novelésének a hatasara, detektalhatoak-e kiilonbségek,
illetve aranyosan valtozik-e a jel intenzitas az enzim mennyiségével. A mérések soran a Ni-
NTA bioszenzorokat azonos mennyiségli Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztrattal
toltottiink fel és megvizsgaltuk a szubsztratok processzaldsat, a HIV-1 PRyag kiillonbozo

koncentracioban torténd alkalmazdsa mellett. Az elsddleges kisérleti eredményekbdl
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(szenzogram) az adatok feldolgozasa sordn meghataroztuk az egyes proteolizis szakaszokokat
jellemzd bioréteg vastagsag csOkkenését az id6 fiiggvényében (Anm/At) és ezen eredmények
meredegség értékeibdl korrelacids analizist végeztiink az enzim koncentracié fliggvényében.
Eredményiink alapjan a rendszer alkalmasnak bizonyult az enzim eltérd koncentracidéban vald
alkalmazasakor vart kiilonbségek kimutatasara. A jelnek az enzimkoncentracidoval aranyos
valtozésa is alatdmasztotta, hogy a detektalt valtozasok az enzim proteolitikus aktivitdsanak
hatas kovetkeztében. Tovabbi méréseink sordn az enzimaktivitas gatlasan alapulo kisérletet,

illetve szubsztrat specificitas vizsgalatokat hajtottunk végre.

4.3.6. Gatloszer hatdsa az enzimaktivitasra

Annak tovabbi megerdsitésére, hogy az optikai jel megvaltozasat a proteolizis okozza,
immobilizalt szubsztratok és az enzim kozotti nem specifikus kolcsonhatasok, hasitasi

reakciokat végeztiink el a HIV-1 PR-t gatolni képes atazanavir inhibitor jelenlétében.

A hasitasi reakciokhoz a Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztratot és a HIV-1
PRvad enzimet alkalmaztuk. A legintenzivebb jelvaltozast a kontroll - gatloszert nem tartalmazo
- reakcional figyeltilk meg. A kontrollhoz képest a jel meredeksége alacsonyabb volt ha az
atazanavirt 2 nM végkoncentracioban alkalmaztuk, ami csak részleges gatlast jelent. Ezzel
szemben a mért jel valtozasa 2 uM inhibitor jelenlétében elhanyagolhatd volt, ami az enzim

csaknem teljes gatlasara utalt az alkalmazott inhibitor koncentracional.

Eredményeink megerdsitették, hogy az észlelt jel valtozasét a szubsztrat HIV-1 PR altali

proteolizise okozta, mely gatolhaté specifikus inhibitorral.

4.3.7. Mérések teljes sejtlizatumbol

A BLI technolégianak koszonhetden a célmolekuldk szenzorhoz torténd kikotéséhez
nem feltétlen sziikséges tisztitott fehérjét alkalmazni. Komplex biologiai mintabol (pl.
bakterialis sejtlizatumbol) direkt modon immobilizalhatoéak a hisztidin cimkét (pl. Hiss vagy
Hisg) tartalmazo rekombinans fehérjék. Az ily mddon, tisztitatlan fehérjékkel torténd mérés
tovabb csokkentheti a BLI protedz esszé anyag- és idoigényét, mely kritikus jelentdségii lehet

egy nagy ateresztoképességii modszer alkalmazasa sordn.
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Vizsgalatainkat a Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP rekombinans fluoreszcens
fehérje szubsztratok sejtlizdtumbol torténd kikdtésével kezdtiik. Kontrol kisérletiinkben a
szubsztratot nem expresszald, transzformalatlan BL21(DE3) sejtlizatumot alkalmaztunk, a
hattérkotodés mértékének meghatarozdsahoz. A sejtlizatumokat SDS-PAGE segitségével
vizsgaltuk meg, a Coomassie festéssel festett gélben is kimutathatd volt a fluoreszcens
szubsztrat, azonban a teljes sejtlizdtum mintdban szamos bakteridlis fehérje is detektalhat6 volt,
ezért a fehérjéket UV fényben is vizsgéltuk. A fehérjék gélben torténd renatuldsa utan kizardlag
a fluoreszcens fehérje volt detektalhatd a szubsztratot expresszalo sejtek lizatumaban, mig a
kontroll mintdban nem tapasztaltuk sav megjelenését azonos molekulaméretnél sem. Ezzel

igazoltuk a szubsztrat jelenlétét vagy hidnyat a vizsgalatokhoz hasznalt mintakban.

A teljes sejtlizatumokkal torténé mérés kisérletes koriilményei megegyeztek a tisztitott
szubsztrattal valdo mérési protokollal azzal a kivétellel, hogy egy extra mosasi 1épést iktattunk
be annak érdekében, az aspecifikusan kik6tddo szennyezd fehérjék tobbségét eltavolitsuk. A
Ni-NTA bioszenzorokat a kiilonb6z6 sejtlizatumokba meritve eltérd jelintenzitasokat kaptunk,
a szubsztratokat nem tartalmazo lizatumban sszességében joval kisebb kotési szignalt kaptunk,
mint a fehérje szubsztratot expresszald bakterialis sejtek lizatumaban. A mérés proteolizis
szakaszaban a katalitikusan aktiv HIV-1 PRvag a kotési jelet a szubsztratot tartalmazé mintanal
csokkentette, mig a szubsztratot nem tartalmazé mintanal valtozatlan maradt (32. abra). Az
SDS-PAGE eredményeinkbdl és a BLI-vel kapott szenzogrambol egyértelmiien kidertilt, hogy
a rendszer alkalmas lehet a Hise-cimkét tartalmazo fehérje sejtlizatumbol torténd kikotésére,
illetve ily modon a HIV-1 PR proteolitikus aktivitasanak vizsgalatara, de részletes vizsgalatokat
nem veégeztiink a szubsztrat eldzetes tisztitasa nélkiil. Fontos megjegyezni, hogy a szubsztratok
elsddleges tisztitdsa elényds lehet, mivel a szennyezddés kikiiszobolése ndvelheti a
szenzorfeltdltés hatékonysagat és segithet elkeriilni a nem specifikusan kotott fehérjék

interferenciajat.

4.4. A bioréteg interferometria-alapti mérés alkalmazasa
4.4.1. A HIV-1 protedz S2 szubsztratkotd zsebének vizsgalata

A szubsztrat immobilizalas €s a BLI-alapt mérés koriilményeinek beallitasat kovetden
a kidolgozott moddszert a HIV-1 PR szubsztratspecificitdsanak vizsgéalatdra kivantuk
felhasznalni. A kisérleteket Hiss-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztrat alkalmazasaval

végeztliik, valamint ennek a szubsztratnak egy modositott valtozatat is elkészitettiik, a
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hasitohely P2 pozicidjaban az aszparagint leucinra modositottuk (VSQLY*PIVQ). A HIV-1
PRvad hasitasi hatékonysaganak 6sszehasonlité analizisét vad és mutans mEYFP-s szubsztratok
kezdeti Anm/At értékének meghatarozasaval végeztikk. A tapasztaltak alapjan a jel
intenzitasanak csokkenése joval intenzivebb volt a vad tipusu szekvenciat tartalmazo szubsztrat
esetében, mint a mutans szubsztrat hasznalatakor. A két eltérd hasitohely kozti szignifikans
kiilonbség jol oOsszhangban van a kordbban HIV-1 PR-ra oligopeptid szubsztratokon
meghatarozott aminosav preferencidkkal. Eredményeink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a
valos idejii BLI-alapi proteaz mérési eljaras alkalmas lehet az enzim specificitasanak
tanulmanyozasara, ezért tovabbi szubsztratokat is terveztink a HIV-1 PR enzimfelszini

kotohelyének viszgalatara.

4.4.2. A HIV-1 protedz szubsztratkotd arkanak vizsgalata

A BLlI-alapu proteaz esszét fel kivantuk hasznalni a HIV-1 PR szubsztratk6to arkanak
tanulmanyozasara is, ugyanis ennek az enzimfelszini kotOhelynek a szerepét a szubsztrat
kotésében fiiggetlen vizsgalatokban még nem igazoltak a HIV-1 PR esetében. A vizsgalatokhoz
olyan Hise-MBP-mApple szubsztratot terveztink, mely a HIV-1 MA/CA természetes
hasitohelyének  24-tagi  szekvencigjat tartalmazta (vad-24, DTGHSNQVSQNY*
PIVONIQGQMVH). Emellett elkészitettiik a modositott felismerési szekvenciat tartalmazo
szubsztratot is, melnyek esetében a MA/CA hasitohelyet P12-P6 és P5’-P12’ poziciokban
modositottuk, hogy az megfeleljen a HIV-1 CA/p2 hasitasi szekvencianak (mut-24
GVGGPGHVSQONY*PIVQSQVTNSAT). Feltételeztiik, hogy a felsimerési szekvencia
modositdsa miatt megvaltoznak a szubsztrat és az enzimfelszini kotShelyek kozotti
kolesonhatasok, ugyanis a P12-P6 helyeken a mutacid hatasdra a polaris aminosavakat a
legtobb esetben apolarisra valtoztattuk. A hasitohely szekvencia megvaltoztatasatol a hasitasi
hatékonysagok kozotti kiilonbségek megjelenését vartuk. A vad tipusu és mutans szubsztratok

proteolizise kozotti kiillonbséget BLI modszer segitségével hataroztuk meg.

A vad-24 és mut-24 szubsztratok proteolizise egyarant detektalhatd volt a rendszer
felhasznalasaval, a mutidns szekvencidt tartalmazd szubsztradt processzaldsa kevéséb volt
hatékony a vad tipust szubsztrathoz képest. A kiilonbség oka feltehetden az volt, hogy a
szubsztrat modositasa miatt megvaltoztak az enzim ¢és a szubsztrat kozotti kdlcsonhatasok a
szubsztratkotd arok kotohelyeken, a megvaltozott kdlcsonhatasok kovetkeztében pedig a

szubsztratok eltér6 hatékonysaggal processzalodtak. Az alkalmazott szubsztratokat
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felhasznaltunk az enzimkinetikai paraméterek meghatarozasara is, a magneses gyongy-alapu
mérések eredményei is igazoltdk, hogy a HIV-1 PR hatékonyabban hasitja a vad tipusa
felimserési szekvenciat tartalmazo szubsztratot. Eredményeink a BLI-alapti mérési modszer
alkalmazhatdsagat timasztjak ala, tovabba igazoljak, hogy az enzimfelszini szubsztratkotd arok

fontos szerepet tolt be a szubsztat megkdtésében.

Osszefoglalasként elmondhato, hogy az altalunk kidolgozott BLI-alapti protedz esszé
segitségével folyamatos optikai méréssel, valos idében kovethetd nyomon a proteolitikus
reakcid. Bar a valos idejii homogén (pl. FRET-alap) ¢s heterogén (pl. feliileti plazmon
rezonancia) protedz probak szdma korlatozott, a BLI-alapu megkdzelités jo alternativa lehet a
termékképz6dés folyamatos mérésére. Ez a technika egy 0j megkozelitést jelent mind a
laboratériumunkban kifejlesztett Hise-MBP-FP rekombinéans fehérje szubsztrat rendszer, mind
pedig a BLI felhasznalasa szempontjabol. A szubsztratok sokoldalti felhasznalhatosaganak
koszonhetden a BLI-alapu mérési modszer szamos kiillonboz6é szubsztrathoz és proteazhoz is

adaptalhato6 lehet.
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5. Osszefoglalas

A doktori értekezésem alapjaul egy korabban kidolgozott rekombinans fluoreszcens
fehérje szubsztrat rendszer szolgalt, melynek kidolgozasaban munkdm soran részt vettem. Ezt
a meglévo technoldgiat alkalmaztuk a HIV-1 és SARS-CoV-2 proteazok szubsztrat-
specificitdsanak vizsgalatara és egy 0j protedz aktivitismérési modszer kidolgozésara.

A HIV-1 PR vizsgalata céljabol olyan szubsztratokat hoztunk létre, melyek a HIV-
1 nukleokapszid proximalis cink-ujj motivumaban lévé vad tipusu (N17) és mutans
(N17T, N17L, N17F, 114-ins-N17G és KI14I-N17G) proteolitikus hasitéhelyeket
tartalmaztak. Vizsgaltuk a szubsztratok konformacios allapotait. A HIV-1 PR nem
hasitotta a cink-ujj motivumot cink ion jelentétében, mig a szupermasodlagos szerkezet
kialakulasat megakadalyoz6 EDTA ¢és DDT jelenlétében processzalast tapasztaltuk.
Elvégeztiik a hasitasi hatékonysagok osszehasonlito vizsgalatat, a legnagyobb mértéki
szubsztrat-konverziét az N17F mutdns esetében tapasztaltuk, eredményeink Gsszhangban
vannak a korabban oligopeptid szubsztratokon meghatdrozott aminosav preferencidkkal.

A SARS-CoV-2 Mpro vizsgalatat olyan szubsztratok in vitro vizsgalataval végeztiik el,
melyek a proteaz ismert vagy in silico médszerek felhasznalasaval josolt hasitasi szekvenciat
tartalmaztak. Igazoltuk, hogy a SARS-CoV-2 Mpro az ismert és a josolt hasitohely
szekvenciadkon beliil egyarant képes hasitani a szubsztratokat. Sikeresen azonositottuk a hasitési
pozicidkat a szekvencidkon beliil, majd enzimkinetikai méréseket végeztink a szubsztrt-
specificitas vizsgalata érdekében. Munkank eredményeként azonositottuk a SARS-CoV-2
Mpro egy eddig ismeretlen szubsztratjat, a human CTBP1 fehérjét, valamint a fehérjében
1évé 1j hasitohelyet, melyet az enzim kisebb hatékonysaggal hasitott a SARS-CoV-2
poliprotein autoproteolitikus szekvenciahoz képest.

A rekombinans fluoreszcens fehérje szubsztratokat felhasznaltuk egy uj, a
proteolitikus aktivitas mérésére alkalmas, bioréteg interferometria-alapu modszer
kidolgozasara, a HIV-1 proteazt alkalmazva modell enzimként. A mérés korlilményeinek
optimalizalasat kovetéen a modszert sikeresen alkalmaztuk a HIV-1 PR specificitasanak
tanulmanyozasa sordn, vizsgaltuk az enzim P2 aminosav preferenciajat, valamint igazoltuk az
enzimfelszini szubsztratkotd arok szerepét a szubsztrattal vald kdlcsonhatasok kialakitasaban.
Modszeriink segitheti a BLI ezen 0j felhasznalasi lehetdségének elterjedését, mert lehetdvé teszi
a proteaz aktivitas valds idejii mérését kis térfogatban és nagy ateresztoképességii rendszerekkel

is kompatibilis.
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6. Koszonetnyilvanitas

Els6sorban szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Métyan Janos
Andrasnak a PhD tanulmanyaim alatt nyujtott szakmai segitségéért, mely lehetdvé tette

szamomra a disszertaciom elkészitésé¢hez sziikséges elméleti és gyakorlati tudas elsajatitasat.

Koszonettel tartozom Dr. Toézsér Jozsefnek intézetvezetd professzor urnak, a
Retroviralis Biokémiai Kutat6 Laboratorium vezetdjének, hogy PhD tanulményaimat az

intézetben €s kutatocsoportjaban végezhettem, és szakmai segitségével tamogatta a munkankat.

Ko6szonettel tartozom Dr. Golda Marianak, Dr. Matiz Krisztinanak, Dr. Mohamed
Mahdinak, Dr. Szabé Andrasnak, Dr. Szojka Zsofianak, Janics-Peté Szilvianak, Kassay
Norbertnek és Veres Agotianak, akikre mindig szamithattam elméleti, gyakorlati és emberi

tekintetben is!

Szeretném megkoszonni Dr. Bozdéki Beanak ¢s Gazda Livianak a rekombinans
fluoreszcens szubsztratokkal val6 munkavégzéssel kapcsolatos szakmai tapasztalataiknak az
atadasat!

Koszonettel tartozom Ambrus Viktor, Kunkli Balazs, Linkner Tamas és Miltner

Noémi munkatarsaimnak a szakmai segitségiikért!

Szeretnék koszonetet mondani a coelidkia kutatdcsoport vezetdjének Dr. Korponay
Szabé Ilmanak, hogy lehetdvé tette kutatocsoportunk szdmara a BLItz késziilék haszndlatat,
valamint kutatocsoportja tagjainak, kiilonos tekintettel Elek Ritanak, Di6s Adamnak és Szab6

Ildikénak a munkam soran nyujtott szakmai segitségiikért!
Koszonom Dr. Nagy Tibornak a hasitohelyek meghatarozasaban végzett munkajat!
Kiilon koszonet illeti Nataly Morales Granda és Toldi Vanda barataimat, hogy
mindig szdmithattam rajuk a munkdmban és magénéleti dolgokban is! K6széndm a rengeteg

egyltt toltott 1dot, a szakmai ¢és barati beszélgetéseket, a kavézasnak alcazott

,brainstormingokat”!

Koszonet Aranyos Anitanak ¢és Toth Juditnak az egyetemi éveim alatt nyujtott
segitségetségiikért, tamogatasukért, baratsagukeért!

Koszonettel tartozom Balogh Agnesnek, aki a kozépiskolds tanulmanyim ota
mentoralta utamat!

Koszonettel tartozom a testvéreimnek, a folyamatos tdmogatasért (,,minek tanulsz

ugyis atmész”), a stresszoldo otthoni 1égkor megteremtéséért, koszonom a csaladom minden
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tagjanak az egyetemi éveim soran és azon kiviil nyujtott timogatasukért, szeretetiikért. Kiilon
koszondm nagynénémnek ¢s mamamnak a szeretdé tamogatast, biztatast, édesanyamnak,

hogy az els6 perctdl kezdve hitt bennem, és mindig tamogatott a dontéseimben!

Cam on anh di ludn bén canh em trong nhimg lic khé khan nhat. Em tin rang c6 thé
vuot qua tat ca khi bén anh!

A HIV-1 protedz specificitasanak vizsgalatat, valamint a bioréteg interferometria-alapt
mérési modszer kidolgozasat leird kozleményeket is az International Journal of Molecular
Sciences folyodirat ,,In memory of Stephen Oroszlan” cimii kiilonszamaban publikaltuk, melyet
a folyoirat a 2020. majusaban elhunyt Dr. Stephen Oroszlanra emlékezve jelentetett meg. Dr.
Stephen Oroszlan eredményei kiemelkedd jelentéséglieck a retrovirologia teriiletén, munkaja
jelentés mértékben jarult hozza a HIV protedz és mas retroviralis protedzok mikddésének
megismeréséhez és megértéhez. Munkaja kutatdcsoportunk szamara is kiemelt jelentdséggel
bir, hiszen Dr. T8zsér Jozsef azutan hozta 1étre 1992-ben a Debreceni Egyetemen a Retroviralis
Biokémiai Kutatdé Laboratériumot, miutdn Dr. Stephen Oroszlannal egyiitt dolgozott az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (Molecular Virology and Carcinogenesis Laboratory, NCI-
Frederick Center for Cancer Research). Dr. Oroszlan kutatocsoportunk szamos munkajaban
részt vett, a HIV-1 és mas retroviralis proteazok specifitasdnak €s antiviralis inhibitorok
hatasanak vizsgalatat is inspiralta €s segitette. A disszertacio alapjaul szolgalo, a HIV-1 proteaz
vizsgalatat célzo6 munkank jelentds mértékben Dr. Stephen Oroszlan és kollégai korabbi

eredményein alapulnak, munkank tisztelgés emléke eldtt.

A disszertacidban bemutatott munkak az alabbi palyazatok tdimogatasaval valosulhattak
meg: Felséoktatasi Intézményi Kivalosagi Program (NKFIH-1150-6/2019), Témateriileti
Kivalosagi Program (TKP2020-1KA-04), A gyogyszerkutatas ujabb iranyai: peptid-fehérje
kolcsonhatasok a magasabb rendii fehérjeszervezddések szabalyozasdban - PHARMPROT
teaming (GINOP-2.3.2-15-2016-00044), Az orvos-, egészségtudomanyi- és gyogyszerész-
képzés tudomanyos miihelyeinek fejlesztése (EFOP-3.6.3- VEKOP-16-2017-00009), Az inter-
cellularis kommunikacio szerepe a hatarfeliiletek (bor, béltraktus) gyulladasos €s immunoldgiai
betegségeiben (GINOP-2.3.2-15-2016-00015), és a Gydgyszertechnoldgiai K+F fejlesztése a
Debreceni Egyetemen (GINOP-2.3.3-15-2016-00021).
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