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1.BEVEZETES

A retrovirusokaeredetileg a huszadik szazad korai szakaszabatekezddanulmanyozni, amikor
felfedezték, hogy bizonyos madar retrovirusok datgenbetegségeket okozhatnak madarakban. Amiota
felfedezték a patogén emberi retrovirusokat intetafulmanyozasuk é&lehaladotta valt, beleértve az
emberi immunhianyt okozo virus 1 felfedezését (H)ya HIV-2 és a human T-sejtes leukémia virus 1-t
(HTLV-1). A HIV-1 PR fontos szerepet jatszik a \drueplikacidban, igy hatékony célpont a szerzett
immunhianyos tinetegyuttes terapiaban (AIDS). Esttelismert tény, hogy a jelenlegi proteaz
inhibitoroknak a hosszu tavu hatékonysaga korldtomovel rezisztencia kialakulasahoz vezet. A HIV-
PR mutacibi soran olyan aminosavak jelentek meghak megfelelnek mas retroviralis protedzokban
hasonlo helyen taldlhaté aminosavrészeknek. Korgbdbd4-P3’ régidban egyszeres aminosavcseréket
tartalmazoé oligopeptid szubsztratok (Val-Ser-GlmAyr|Pro-lle-Val-GIn) felhasznaladséaval, kilonkibz
retroviralis proteazok specificitasat mar jellendztkoztik a HIV-1, HIV-2, 16 fefiz6 anémia virus
(EIAV), egér leukémia virufMMLYV), és madamieloblasztomavirus (AMV) proteolitikus enzimekét.
Ugy dontottiink, hogy kiterjesztjik a szubsztrat#jmitési vizsgalatokat mas retroviralis protedzokr
(egér embtumor virus (MMTV), Pfizer Mason majom virus (MPMVHTLV-1, marha leukémia virus
(BLV), human foamy virus (HFV), sidllbér szarkoma virus (WDSV)), hogy ezaltal jobban misgiéra
szubsztrdt (HIV-1 Gag természetes hasitasi helykvereigja (MA/CA)) oldallancok alapuet
kdlcsonhatasat a kulénh®zretroviralis proteazokkal. A retrovirdlis prote&zanikddésének eés
specificitasanak jellemzése segithet a retroviselad megismerésében. A retroviralis proteinazok
vizsgalataval célunk volt a szubsztratspecificifdszehasonlitasa, teljes meértékben megérteni as k6z6
jellemait, valamint a kulonbségek feltérképezése. A spEt@bi eredményeket szamitégépes
modellezéssel egytitt probaltuk értelmezni.

A spumavirusok endémiat okoznak tolderhios kozott. Ez az alcsalad tartalmaz egy specidlis
tipusu retrovirust, amely kifejlesztett egy kuldtaleplikacios stratégiat, amelynek elemei egyarant
retrovirusokké és hepadnavirusokké. Egy masik kédfssége a foamy virusoknak (FVS) az, hogy
nem okoz betegséget a természetes gazdaszervezetbmmint a zoonozisan férdtt emberekben.
Ugy tinik, hogy a FV vektoroknak néhany alaptulajdonsagadvesen eltekinthgiek az
ortoretrovirusok vektoraitol és ez tovabbi alapkagakat indit el a virusokon, valamint a haszneska
szempontjabdl a génterapidban. A habos virus P8eagedhetetlen a viralis fémbképességehez,
mivel az aktiv centrum Asp mutacioja nem deét virionokat eredményez, amint kordbban a HIV-1 PR

esetében is talaltak. Kordbban, a HFV PR-t kiérioftaiés formaban (maltdz kétfehérjével), és
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jellemezték a fazids fehérjét. Osszehasonlitottagbracesszalt és fuzios formakat, a vad tipusi és
mutans (S25T) PR-zokat. Azt kaptak, hogy a fuzadmbikat tanulmanyozhatjuk a processzalt enzimek
helyet dsszehasonlitas céljabél.HFV PR katalitikus allandéi joval alacsonyabbadltak, mint a
kordbban meghatarozott kilonoretroviralis proteazokké. A HFV PR pH értéke sdkkagyobb
volt, mint a HIV-1 PR esetében, attol fiigm, hogy melyik a felhasznalt szubsztrat, milyareiésség
mellett és egyéb kisérleti korulményeket szamovdartovabba, a dimer stabilitasa a HFV PR-nak
sokkal alacsonyabb volt, mint a HIV-1 proteazzeldkbo mutaciokat terveztink meg kozel a
katalitikus aszpartadthoz, hogy felfedezhessiik edlekaz aminosavaknak a szerepét e szokatlan
parameéterek értékeibenKivancsiak voltunk annak a megallapitasdban, hog@sohléban az
ortoretrovirusokhoz, a mutélt aminosavak (konzéraélinosavak a HIV-1 PR szekvenciabdl, azonos
poziciokban) javitani fogjak-e a pH-optimum és Bi#s értékeit a spumavirus protedzokndk
oldallancok szerepének vizsgalata segithet megéatcioamy PR szokatlan jellediz és talan a

kilonb6a replikacios ciklusukat és biologigjukat.

2. IRODALMI ATTEKINTES

Retrovirusokrol altalaban

A retrovirusok burokkal rendelkéz pozitiv szalG RNS-t tartalmazd virusok, egyedi
morfolégiaval és replikacioval. Ezek a virusok abbdilonbdznek, hogy a virdlisan kdédolt reverz
transzkriptazt hasznaljak, hogy atirjak a virus RNS$rovirus DNS-sé, amely beépll a dedtit
gazdasejt genomjaba. A virus részecskék diadwrilbeltl 80-100 nm kdzott valtozik. Ezek kordl
virdlis glikoproteinek talalhatoak lipid burokbaamelyek a fefizott sejtlbl szarmaznak, a virus
lefizédése folyamataban a sejt membranjarol. A genomaniadj rendszerint azonos, egyszalu pozitiv
RNS-molekulabdl all. A genom mérete atlagosan kil@dazis nagysagu, 7 kb a madar leukdzis
virusok esetében és 12 kb a foamy virusok esetében.

A retrovirusok szertedgazo6 csaladjat altalanogdtutsagokkal jellemezhetjiuk: az altaluk okozott
betegség, a szoveti tropizmus és gazdaszervezptiriana, a virion morfolégidja, és a genom
komplexitasa altal. Abncovirusokktzé tartoznak azok a retrovirusok, amelyek kdnmahatatlanna
teszik a élsejteket,vagy az atalakitdsukert febskek. A lentivirusok neurolégiai betegségeket és
immunszupresszidt okoznak. Apumavirusokaltal képviselt emberi ,habos” virus (HFV) egy
kilonleges citopatoldgiai hatast gyakorol, de Udgik, nem okoz klinikai betegségeEvollcios

rokonsagokat figyelembe véve a retrovirusokat Bépaortra osztjuk.



Minden retrovirus legaldbb harond fkddolasi tartomanyt (gént) tartalmagag melyl
szintetizalédnak a matrix protein, kapszid protém nukleoprotein fehérjékpol, mely a reverz
transzkriptaz és integraz enzimeket kodolja ésrazgén, mely a felszini részének és a burokfehérje
transzmembran informacioit hordozza. Egy jarulékéssebb, pro gén is jelen van minden
retrovirusban, amely kédolja a virion proteaz ereti(PR).

A hét retrovirus csalddnak egyik kozos jelléjez az, hogy a legtdbb virus izolatum
betegségeket okozhat a természetes kozegben, vaggledlenll ferdzott gazdakban. Egyes
csoportban, mint a human T-sejtes leukémia viretddirus) esetében a gén expresszio és replikacid
alacsony hatékonysagot mutatott szovettenyészeibderozott emberekben egyarant. A HTLV-vel
fert6zott emberek kis hanyada szenved rosszindulatUjtdsséimfomaktol. Mas esetekben, mint
példaul a lentivirusok esetében (pl. HIV) a deiitt sejtek gyorsan elpusztulhatnak. A lentivirusok
nagy hatékonysaggal tudnak szaporodni kévetkeznkéngkill, mig mas kisérleti- vagy zoondzisan
fert6zott gazdakban mar az alacsony szmefplikacio halélos is lehet. Ezzel szemben a miaiddma
virusok vagy az egér leukémia virusok gyakran idthdk rosszindulatl, immunhidnyos, vagy
idegrendszeri elvaltozasokat a gazdaszervezetekbg@atogenitds alol egyetlen kivétel van és az a
spumavirus nemzetség. Bar a foamy virusok gyakegtkésositok szOvettenyészetben nincsenek
egyertelnti 6sszeflggések barmilyen betegséggel. A foamy alrsok gerincesben helyi jarvanyt
okoznak, beleértve a teheneket, hazi- és vad-mkaskibvakat és az 0sszes vizsgékerhlbsoket,
kivéve az embert. Erdekes viszont, hogy a FV efsszkoveti a lentivirusokét; minden csoport, amely
fert6zott lentivirussal, fedzétt egy FV-sal is. Ez a tény ad egy "plusz”-t a teiulmanyozéasara, és
erssiti annak a fontossagat, hogy jobban megismefikolekularis- és immunoldgiai alapjait a FV-
gazdaszervezet kolcsonhatasoknak csak most kertggérteni, de eldb sokat tanulhatunk a foamy
retrovirus alkalmazkodésarol. Az EIAV egyserthomoldgiat mutat az immunhianyos virusokkal, és a
HIV fontos modellje. Az MPMV a D-tipusu retrovirasaladnak a prototipusa, AIDS-szezindromat
idéz eb a nem-emberidemiéstkben, és ez kilénbozik a majom immunhiany vidis@lV). Az
MMTV egy B-tipusu retrovirus és leggyakrabban inddk mellrakkal tarsul egereknél. A BLV
etiologiai 4gense az enzootikus szarvasmarha |&&dak, egy olyan betegség (limfoszarkoma),

amely a B-sejteket thmadja meg. A WDSV kapcsolédilal lbrdaganatokhoz.

A retrovirusok életciklusa
A HIV fertézés egy viralis glikoprotein kétéssel kezédik a gazdasejten, a sejtfelszini CD4

receptorok és egyéb koreceptorok felismeréséveltdli a virion burka és a gazdasejt citoplazma
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membranja fuzionalnak, a HIV virus a genetikai inféciot felszabaditja a gazdasejt citoplazmajaban.
A virdlis RNS atirédik DNS-sé a reverz-transzkriptegitségével; tehat a DNS Kettszall lesz és
beépll a gazdasejt genomjaba (provirus &éigz. A viralis genom is replikalodik a gazdasejt
genomjdba. A legfontosabb enzim szamunkra a proté@R), amely része a Gag-Pro-Pol
poliproteinnek. A virusgének expresszidja viruditdgoen kulonbdd modon torténhet. A legtobb
retrovirusban agag és pol gének kiloénbdE leolvasasi keretben vannak kédolva, ilyenkor az
enzimfehérjék -1 irdnya kereteltolodassal atiroddNB-61 szintetizalodnak (HIV-1, BLV, HTLV). A
legtobbszor csak a Gag poliprotein van leforditgg lkisebb mennyiségben (HIV-1 estében csak 5%-
ban). Egy nagyobb Gag-Pro poliprotein szintetizikl@transzlacids kereteltolédasnak kdszobket

A HTLV-1 és BLV (a deltaretrovirus nemzetség tagpRiR-zok kddolasa kilbgagpro és agagpro-

pol leolvasési keretben valosul meg. Egy figyelemrétdri@vétel a transzlacids leolvasasi keretben az
MMLV (gammaretrovirus) esete, amelyben egy stopeko(AUG) van a két gén kozott, de a Gag és
Pro-Pol génjei azonos leolvasasi keretben vannakritkan szupreszalddik a transzlacié soran. A
WDSV ugyanazokkal a jellenikkel rendelkezik, mint az MMLV ebben a tekintetbBaek a hal
virusok egyedulallé természetes kortlmeények komgitikalodnak, kozel 4°C-on. A madar C-tipusu
virusok (pl. RSV) proteaza gag génen van kodolva (azonosgag éspro leolvasasi keret) és ezzel
egyenérték strukturdlis fehérjék szintetizalddnak, ellentétlzetobbi retrovirusokkal, ahol a PR csak
5-10%-a szintetizalodik a Gag poliproteinrol.

A virus részecske csomagolasa egy 6nallé egysé&paaprekurzor poliproteinek iranyitasa
alatt torténik. Amikor a virus prekurzor polipratek, a virus RNS és egyéb elemek a virus
részecskékbe vannak csomagolva és felszabadulfetbaott sejtekBl, akkor 6k még éretlenek és
nincs fertzé képességik. A virus csak akkor valik deé képessé miutan a PR hasitja a Gag és Gag-
Pol funkciondlis fehérjéket.

Minden retrovirusnak azonos az életciklusa beleéetvbejutast, a reverz transzkripciét, az
integraciét, a transzlaciét, Osszerertitkst és ldfzodést (rigyezést). A retrovirusok életciklusa
altaldban két szakaszra oszlik: a korai fazis wé@et virus genetikai informéacié integralodaséval
gazdasejt kromoszéméjaba, mig adkészis tartalmazza a virus fehérje expresszi ggusérest. A
legtobb retrovirus esetében, az dsszerdildszes a bimbozas a sejtek felszinén fordullelGag és Gag-
Pro-Pol poliproteinek a gazdasejt membranjanak fEh@rjében koncentralt részein csoportosulnak és a
virus RNS a fefizétt sejt felszinén. Miutdn minden virus komponkalizalodik a sejtmembranon,
megtorténik a virusrészecskék dsszerefiese. Az 0sszerenddtt "éretlen” részecskek tbHdnek a

membranrol és egy ,erés” kbvetkezik be.



A foamy virus (FV) egyedili tagjaSpumaretrovirinaglcsoportjanak, &etroviridaecsaladnak.
A spumavirusok komplex retrovirusok akiknek reptiké ciklusuk hasonlit a hepadnavirusokhoz, amely
kihaszndlja a kés reverz transzkriptaz 1épést, és a kulortbpromoterek hasznositasat az RNS-nek,
amely virion-asszocialt fehérjeket és kiegéstéhérjeket kodol. Eltéen az ortoretrovirusoktdl, a FV
PR csak egyszer hasitja a Gag rokon fehérjétiadeés ebtt vagy kbzben. A FV genom tartalmazza a
pro gént mely feldls a PR kddolasaért pol leolvasasi keretben. Csak az integraz (IN) tartoma
hasad ki a Pol-bdl, amely eredményez egy érettrzetvanszkriptazt (RT), ami N-terminalisan van
kodolva (PR-RT)A FV részecskék hasonlitanak a hagyomanyos retrenfréretlen formaira. Ez arra
utal, hogy hianyzik a Gag hasitasa és azlkekbvetked kapszidfehérje atrendéiése az életciklus
extracellularis szakaszaban. A masodlagos FV Gagepszalasi helye (ami FV PR altal torténik) azt
sugallja, hogy fontos szerepet jatszik a foamy sviraplikacio korai lépéseiben, amely magaban
foglalja a sejtes- és a PR-fliggzétesés utvonalat. Valosiieg a virus fuzional a sejtmembrannal és a
virusrészecske bevonulast nyer a sejtbe ,viropgasejt felemészti a virion-t) altal. A FV részegls
tartalmaznak viralis RNS-t és DNS-t (korulbelul #dz). Mivel a FV csoport tulajdonsagai nagy
részben eltérnek a tdbbi retrovirus csaladtagoKéthtedi replikacios stratégia), udinik, kilondsen

fontos, hogy ez értékes Uj rendszert megvizsgaljuk.

Retrovirélis proteazok

A retroviralis protedzok kulcsfontossagu enzimelkieus életciklusaban, a# szerepik a
poliproteinek (Gag és Gag-Pro-Pol) prekurzor felérjunkciondlis részekre tort€nhasitdsa. A
retroviralis proteazok a cellularis aszpartil-pétek (jellem# tulajdonsdgot mutatnak) alcsaladba
tartozé endoproteolitikus enzimek, az aktiv centsuragy konzervalt -Asp-Thr/Ser-Gly- (DT/SG)-
katalitikus tridd reprezentalja. Az aktiv retrovisgoroteazok homodimerek, 99-138 aminosavbdl allg,
két azonos alegységbépulnek fel. Ezek az enzimek katalizaljdk a pegités hidrolizist egy sav-
bézis mechanizmus utjan, ami a két konzervalt itédas Asp oldallanc mediélasa altal megy végbe.
Minden egyes monomer egy kompakt struktira, és ségkturalis elemekd all 6ssze: két kulonallo
-hajtt” hurok, a katalitikus aszpartatot tartalmazo széierok, és egy rovid-hélix a C-terminalis
kozelében. Kiegészitésként a négy alapezerkezeti elem mellett, a két alegység N- ésr@itdlis
lancai alkotnak egy négyrétiegntiparallelB-redst.

A retroviralis protedzok aminosav szekvenciai naggtékben hasonloak, kilondsen azokban a
régibkban ahol fontos a szerkezet és a funkcio omaége. A proteazok haromdimenzios (3D)

szerkezetét Osszevetve nagy hasonlésag mutatkokidzéps régidban. A konzervalt régiok kozul
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koz6s az aktiv centrumot kédold katalitikus triag@hdp-Thr/Ser-Gly), a ,flap” régié, amely a
dimerizacidéban jatszik fontos szerepet. Blédr a pepszin-tipusu proteazoktdl, melyek egyettpn e
Jlap” régioval rendelkeznek, az aktiv retroviraligroteazok két .flap” régidval rendelkeznek,
mindegyik alegysédh egy dimerként rikddé enzimek. A ,flap” egy flexibilis régio mely kétdéskor
rahajlik a szubsztratra az aktiv helyen, kolcsdadtatalakit ki, €s kiszabaditia a termékeket
ugyanonnan.

Kis molekula tdme@ FV PR nem talalhat6 a tisztitott virionba, elléh&n mas retrovirusok
PR-zaval. Egy masik Uj jellere, hogy az aktiv dimernek a katalitikus centruraf@ldTG helyett
DSG van.A madar- és a retrotranszpozon protedzok, ugyan8sakoldallancot tartalmaznak Thr
helyett.

A PR-zok szubsztratspecificitais megértése fontogyégyszerekkel szembeni rezisztencia
molekularis alapjanak tanulmanyozasaban, és az yigjgygzerek fejlesztésében. A hatékony
hidrolizishez minimalisan 6-7 tagu peptiddel rekda) szubsztratot igényel, a kapcsoldédd szubsztréat
oldallancai képesek bekiitni az enzim 7 kilénbézalzsebébe. Az alzsebek aminosav oldallancokat
képesek szelektalni meéretik alapjan, hogy melyehketé bele az adott zsebbe. Egyes zsebek kozott
jelentts koélcsonhatas all fenn, amely jelésen korlatozza a hasitast egyes aminosavak ko&xott.
retroviralis protedzok szubsztratspecificitas h&ssagainak, valamint kilénbségeinek
megértéséhez, molekularis modelleket hoztunk Etriesgalt enzimek esetében.

A természetes polimorfizmuson kivul, a gyogyszeetkdzembeni rezisztencia kialakulasat
tartjak kritikus pontnak a jelenlegi HIV-ellene&aitelen kezelésben. Ugy becsiilik, hogy tébb mint
70%-a a HIV-1 fexzott egyéneknek hordoz magaval rezisztencidértokelenutans HIV-1 PR
formékat és kozel 5-10% ellenall minden jelenledi Bs PR-géatloszernek. Rosszabba teszi a helyzetet
az, hogy ezek a mutans virustérzsek eljutnak kéewiét ujonnan megfefzédott egyénekhez, ami
megfelel mintegy 10-15%-4nak az Ujonnandeitt eseteknek. A PR-ban megjdlesgyszeres vagy
tobbsz6rds mutaciok multidrug rezisztenciat és sarezisztenciat okozhatnak. A PR-bandlég
aminosav kozul 45 pozicibban Ewmutaciot tarsitottak a proteaz-inhibitorokkal vakzeléssel. Egyes
esetekben, a bekovetkezett strukturalis valtozésokutaciok altal) egyetértésében vannak a kinetika

és stabilitasi valtozasokkal.



3. CELKIT UZESEK

A retrovirusok életciklusuk sajatsagainak adoédéameyapias vektorok alapjaul szolgalhatnak,
igy a foamy virus is egy modell rendszer lehet atrgédszferben, mivel Ugyinik, hogy képtelen
betegséget okozni az emberbédsszehasonlitva a HIV-1 és a MLV-alapu vektorbkiea foamy
vektorok képesek hasonld vagy nagyobb géntranbzfgst elérni. Célunk az volt, hogy elemezzik a
proteaz szerkezet-funkcio kapcsolatat, mert enmakraerete segitene megérteni az egyedi replikacios
ciklusukat. Kristaly szerkezet hianyaban, egy foapmgtedz modell épult annak érdekében, hogy
megértsiik a molekularis alapjat a szokatlan pareneiétek (kisebb dimer stabiliths és magasabb pH
optimum a HIV-1 PR-hoz képesteddig, a vad tipust FV PR szubsztrat specificigstmutacio
toleralhatésagat nem jellemezték részletesen. Wardba Ser-t az aktiv hebjrkicseréltek Thr-re,
hogy fokozzak az enzim aktivitasat és stabilité8atS25T mutans enzim ndvekedett dimer stabilitasa
és pH optimuma a vad tipusuval szemben, elindetiniinket tovabbi mutaciok tervezésére és
tesztelésére az aktiv hely (térbeli) kozelében.

A retrovirusokat asszocialjak emberi és éallati gségekkel; ezért a retrovirdlis protedzok
kemoterapias célpontokka valtak. A HIV-1 PR-ban dweltke mutaciok miatt (melyeknek a PR
koszonheti a rezisztenciajat) az inhibitorok teBsez korlatozodott. A retrovirdlis proteazok
dsszehasonlitd tanulmanya remédhey hozzajarul a proteinazok altalanos és specjéllemzi
megértésében, és segitséget nydjthat a HIV-1 PRacwdst képességének feltérképezésében. A
mutéaciok éaltal megjelent aminosavak megfelelnek metsoviralis proteazokban hasonlé helyen
talalhat6 aminosavrészeknek. Kordbban, a P4-P3bbég egyszeres aminosavcseréket tartalmazé
kiterjedt oligopeptid szubsztratok (Val-Ser-GIn-AByr|Pro-lle-Val-GIn) felhasznalasaval, kilonlksoz
retrovirdlis protedzok specificitdsat mar jellenégztkdztik a HIV-1, HIV-2, EIAV, MMLV és AMV
proteolitikus enzimekét. A relativ aktivitas értkkaranyait vizsgaltuk a peptidek hasithatosaganak
kimutatadsara. Ezek az értékek 6sszehasonlitva tieaizdtak az enzimek specificitdsat. A vizsgalatok
alapjan a P2 poziciot talaltdk az egyik legkritédsnak a specificitdsbeli kuldnbségek
meghatarozasaban. Kiterjesztettik a vizsgalataiakal, P3 és P4 poziciok specificitas jellemzésével
ugyanazt a proteadz sorozatot hasznalva (HIV-1, HI¥HAV, MMLV, AMV, MPMV, MMTV, HTLV-

1, BLV, HFV és WDSV protedzok), melyek révén vidagginkban aRetroviridaecsaladd mind a hét
nemzetsége képviseltetve lesz, és kozvetlendl liasarlitova valik. A ¢ indoklasa a retroviralis

proteazok specificitasanak tanulmanyozasaban agpy bpikség van olyan proteaz inhibitoroknak a



fejlesztésére és aztan klinikai hasznalatara, sek@lya kulonbo6d virusok és virus torzsek nem

menekilhetnek.

I. Cél: HFV PR jellemzése (vad és mutans foamy pretizok)

1. Kicserélni és feltarni, hogy a HFV PR-0k egyesirmsavaknak (amelyek kozel vannak az enzim
katalitikus aszpartdthoz) mi a szerepik a magagbloptimum és kisebb dimer stabilitdsban, a
klasszikus retroviralis PR-zal (példaul HIV-1 PRsdehasonlitva. E tanulmanyozashoz elkészitettik a
foamy mutansokat uUgy, hogy az aktiv centrum koriéghatdrozé aminosavrészeit a HIV-1 PR
strukturalisan megfelél aminosavrészeire cseréltik. Szekvencia illesztgésaéfoamy proteaz
molekularis modellje alapjan terveztik meg a mutéas a szerkezet-funkcié tanulmanyozasara.

2. A foamy virus proteazok pH-figgeés vizsgalata: (@b és 8.5 kdzott) annak érdekében, hogy
megfigyeljuk azoknak az aminosavrészeknek a jét&mget, amelyek kozel vannak a katalitikus
aszpartathoz a vad-tipusu enzimben, valamint agzegy (Q8R, H22L, S25T, T28D) és dupla (Q8R-
T28D, H22L-T28D) mutansokban.

3. A foamy virus proteazok dimer stabilitas jellé&®se, urea denaturélassal, ket kulowhoE értéken
(6.0 és 7.2).

[I. Cél: A retrovirélis proteazok szubsztratspecificitas jellemzése

1. Kiterjeszteni a vizsgalatainkat kilénidoalcsaladdokba tartozé retroviralis proteinazokraV (W,
MPMV, HTLV-1, BLV, HFV, WDSV) olyan szintetikus oligopeipsorozaton, amely a HIV-1 Gag
természetes hasitasi hely szekvencigjat tartaltgmtatrix| kapszid), és amelyben szisztematikusan
egy-egy aminosavat cserélttink ki.

2. Osszehasonlitani és megérteni a retrovirdliseprok specificitdsainak molekularis hatterét

molekularis modellezés segitségével.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Retroviralis protedzok

Korabban mar leirt eljarasok alapjan tisztitottulemoviralis proteazokat. Ezek a kovetélez
HIV-2 PR, MPMV PR, MMTV PR, MMLV PR, HTLV-1PR,BVPR,WDSV PR,HFV PR.A
HIV-1, EIAV és AMV proteazokra mért értékeket kobalozleményekbl vettik at.

Oligopeptidek

Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézidseszitették, Model 430A automata peptid
szintetizatorral vagy félautomata Vega peptid €tinétorral. A tisztitashoz reverz fazisu HPLC-t
hasznaltak. A peptidek szekvenciajat Beckman 6360n@sav analizatorral ellénztek és a
megfeleb peptid koncentraciokat aminosav analizissel hatako meg. A peptid-térzsoldatok
desztillalt vizzel vagy 5 mM DTT-oldattal készllteld kovetked peptideket hasznaltuk fel a
hasithatosagi reakciokban: a HIV-1 MA/ CA hasitéslyet reprezentald oligopeptid (VSQNRIVQ)
és analdgjait (aminosav szubsztitaciot tartalma#il aP3 és P4 poziciokban), és a HFV oligopeptid
szubsztratot (SRAVINTVTQS).

Retrovirdlis proteéz relativ aktivitas vizsgalata

A retroviralis proteazok aktivitasméréseg@eakcidelegyben tortént: 8 0.4 mM koncentracioju
szubsztratoldat, il enzimkészitmény, 1Ql dupla toménységinkubaciés pH 5.6-0s foszfat (0.25 M)
pufferben, amely 7.5% glicerolt, 5 mM DTT, 1 mM EBT0.2% Nonidet P-40 és 2 M NaCl-ot
tartalmazott. A reakcioelegyet ¥7-on inkubaltuk 1 o6raig HIV-2, MPMV, MMTV, MMLV edében
HTLV-1 PR és BLV PR esetében 20 oraig, WDSV PR & HPR esetében 24 oraig inkubaltuk. A
reakciot 180ul 1%-os TFA-oldattal ledllitottuk és automata inggksegitségével Nova-Pakddeverz
fazisi kromatogréfias oszlopra felvittik. A szubdizit linearis viz-acetonitril gradienssel (0-100%)
0.05% TFA jelenlétében valasztottuk el a termékekes a pufferkomponensékt Az
enzimkoncentraciokat ugy allitottuk be, hogy a sztidatok hidrolizise 20% alatt maradjon. A relativ
aktivitds értékeket az elhasitott peptidelbeiglységre vonatkoztatott molaris mennyisége alapjan
szamoltuk, és elosztottuk a VSQWMVQ szubsztratra mért értékekkel. A HIV-1, EIAV &MV
protedzokra mert értékeket korabbi kozleméngekiettik at. Parhuzamos méréseket végeztink,
és szamitasainkhoz az atlagértékiket hasznéltulnetikai allandok standard deviaciéi 20% alatttakl
Az integracios értékeket megfdlel peptidmennyiség kiszamitasahoz korabban meghatéroz
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referenciaértékeket hasznaltunk viszonyitva a eefda szubsztrathoz (SP-211). Korabbi tanulmanyok
is jeleztek efs korrelaciot a relativ aktivitasok és a specifil@liandok kozott; ezért a meghatarozott

aktivitas értékeket /K, értékeknek vettik.

A foamy mutansok ebkészitése
A mutagenezis alapjaul egy pMBP-HFV PR klont haank. A DNS (p13HFV) plazmidot, ami
a PR szekvenciat kdédolja, megfélebligonukleotid primerekkel az adott mutans korstidjara

hasznaltuk. Mutansainkat a QuikChange mutagengaias kdvetve allitottuk 8l

A foamy protedzok expresszitja

A fehérjék expresszidja a megfélgllazmidokat hordozé&. coli BL21 (DE3) 500 ml kultdraban
tortént. A fehérje expressziot 1 mM IPTG hozzaaddsé 6ran keresztul, 37°C-on végeztik. Az
expresszid utan a sejteket centrifugalassat@yiuk ossze, 25 ml lizis pufferben (50 mM Tri$] 3.2, 1
mM EDTA és 100 mM NaCl) és felszuszpendaltuk. Aedejt ki-befagysztassal és szonikalassal tartuk
fel, jégen. A lizdtumot centrifugaltuk, majd a fiélszét amildéz oszlopra vittik fel és a frakcidkat
osszegyjtottik. A kotott fehérjegt 20 mM  maltéz-t tartaimdizis pufferrel eludltuk. A
fehérjekoncentracidkat Bradford spektrofotometridgarassal hataroztuk megd fehérjemintak

tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézisddnsriztiik, 10-20%-0s gradiens gélen.

A foamy proteazok aktivitas vizsgalata

Kinetikai paraméterek meghatarozasa 50 mM MES, @0 Tris, 50 mM acetat, 1 M NacCl,
pH 6.3-as pufferben (META) tortént. A rendszer piffere érzékeny volt a dmérsékletre, ezért
allitottam be, 37C-ra. A reakcidelegy tartalmazott 1.4-22 mM tisttitenzimet és 0.2-1.0 mM
szubsztratot (SRAVINTVTQS), és ezt inkubaltuk 1 oran at. A reakciok80 pl 1% trifluorecetsav
(TFA) hozzdadasaval allitottuk le. Kordbban, a ¢dat altal katalizalt hidrolizis hasitasi termékeit
aminosavanalizissel hataroztak meg a vad-tipusu Hieteazra. A mutans enzimekkel ugyanolyan
hasitasi termékeket kaptunk, mivel azonosak voltakretencios idk. A kinetikai &allandok
meghatarozasahoz (< 20% alatt maradt a szubszidévlibise) az adatokat Michaelis-Menten

egyenlethez val¢ illesztéssel hataroztuk meg aAFgrogram felhasznélasaval.
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A foamy proteazok pH optimum vizsgalata

A pH optimum értékeléséhez a META pufien mértink aktivitast, pH 3 és 9 kozotti
tartomanyban. A reakcidelegyeket 1 oraig inkubdéskHPLC maddszerrel elemeztik. Minden esetben
a kromatografias modszer szobatérsékleten ment végbe. Szimmetrikus harang al&k@gtimum

gorbéket illesztettiink, nemlineéris regressziossmérel, a SigmaPlot program segitségével.

A foamy protedzok urea denaturacios vizsgéalata

Az urea denaturdlé hatasat META pufferben mértilK, 0 vagy pH 7.2, ndvekvurea
koncentracio mellett: 0-6 M. A proteaz aktivitad®®EHC moddszerrel mértuk. Az UC50 értek az a
sebesség, amilyen urea koncentraciénal a kezdbtsség a felére csokken. Szigmoidalis urea
denaturacié gorbéket illesztettink a nemlinearigregsziés modszerrel, a SigmaPlot program
segitségével.

Retrovirdlis proteazok szekvencia illesztése és netdularis modellezése

A HIV-1, HIV-2, SIV, EIAV, FIV és RSV mteazok szerkezet-alapu illesztése volt a sablon a
tobbi proteolitikus enzim szekvencia illesztés&eV, HTLV-1, MPMV, MMTV, MMLV, WDSV és
HFV. A tobbszéros szerkezeti illesztés ClustalWgpaonmal indult, a szerkezeti illesztés Whatif
programmal, majd kézi korrekcidk alapjan a szekigeillesztés. A molekularis modellek készitésében
az altalunk ismert protedzok kristalyszerkezetétzhaltuk (HIV-1, HIV-2, EIAV, FIV és RSV). A FV
PR homolég modellie, a HIV-1 proteindz-inhibitor mplex kistalyszerkezet alapjan épult fel.
Mindegyik retroviralis protedz szubsztratkthelyében a modell oligopeptidot VSQNFIVQ
helyeztik be, az energiaminimalizalassal eltavitlikoa mar megléy nem kedved, van der Waals
kolcsbnhatasokat. A szerkezeti vizsgalati eljaraskordbban leirt Sybyl molekularis modeliez
programcsomag segitségével alkalmaztuk, SiliconpkBca Fuel szamitégépen, grafikus rendszert

hasznalva. Az aminosavrészek méreteit az irodalbrditiik at.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. HFV PROTEAZOK JELLEMZESE

A foamy proteazok mutécioi és a molekularis modellgés

A foamy PR mutans formait (Q8R, H22L, S25T, T28BRIT28D, H22L-T28D) a homoldg
molekularis modell alapjan terveztik meg, hogy &#vacentrum meghatarozé aminosavrészeit a
klasszikus retrovirus (HIV-1 PR) strukturdlisan rfedel6 aminosavrészeire cseréltukizsgalni
akartuk a mutélt aminosavak szerepét a magasabbppium, és/vagy az alacsonyabb dimer
stabilitasat illeben. A mutécio tolerancigjanak vizsgalatahoz néte@ninosavrészt cseréltunk ki kozel
a katalitikus aszpartathoz. Ezek lehetnek a sztdikipth zsebeinek néhany aminosavrészei.

A HIV-1 PR-inhibitor komplex kristalyszerkezete Hakznalasaval készilt a HFV PR modell a
Modeller program segitségével. A HFV proteaz anamssekvenciajat a legjobb kiindulasi szerkezet
meghatarozasa ceéljabdl ismert szerkezetroviralis protedz szekvenciakhoz illesztetiikHIV-1 és a
HFV proteaz aminosavszekvenciajat 6sszehason#8f, azonossagot és 30% hasonlosagot talaltunk. A
szubsztratkdt helyeket felépé aminosavakat ¢sszehasonlitva, a HFV és a HIV-1kBEtt 47%
azonossagot vagy hasonlosagot talaltunk. Ellenbeir\a és a HIV-1 PR hossza eltér; HIV-1 PR: 99
aminosav, HFV PR: 125 aminosav. A hosszbeli eleirédlenére a HFV és a HIV-1 proteolitikus
enzimjeinek 3D-s struktiraja a meghatéarozo régaikyfoku hasonldsagat mutatja. Ennek kovetkeztében
a szubsztratkét hely és a dimerizacios felllet konzervaltsagaretktt szamitani a HFV modellje
esetében is (mint mas retrovirdlis enzimek esejebéiszont meghatarozott szerkezeti jellémmeég

nincsenek feltarva, amig a kristaly szerkezetetalé

A foamy proteazok tisztitasa

Az expresszalasi és tisztitasi protokoll segitsébtszta és aktiv fuzids enzimet nyertink ki. A
specifikus aktivitasa hasonl6 volt a processzalzirméhez. Az amil6z oszlopon tisztitott fehérje
frakciokat 6sszegytottik, a fuziosfehérjéket ammonium-szulfattalddaptuk és koncentraltuk. A
csapadeékot feloldottug-merkaptoetanolt tartalmazo lizis pufferben. A fgaprotedzok aktivitasat
maris mértik jégen, mert azt tapasztaltuk, hogy’C26n idvel inaktiv. A tisztitast sikeresen

alkalmaztuk a mutans és vad-tipusu enzimekre egyadildz-affinitds kromatografiat hasznéalva.
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A vad-tipusu és a mutans foamy proteazok katalitika allandoi

Osszehasonlitottuk a vad-tipust és mutans MBP-HB¥d@zok aktivitas értékeit. Az S25T foamy
mutans specificitasi allandéja ugyanaz volt, mintaal-tipusté. Az egyszeri mutansok (T28D, QS8R,
H22L) értékei alacsonyabbak voltak, mint a vadgipenzimé. A specificitasi alland6 e ksttmutans
(H22L-T28D) esetében alacsonyabb volt. De a Q8RPT2Bitansra mért érték pedig magasabb volt, mint
a vad-tipusué. Az enzim koncentracid meghatarofgisarjekoncentracié meréssel tortént (Bradford-
maodszerrel). Az enzim koncentraciokat hasznaltik.gértékek kiszamitdsahoz a kisérletileg mégiV
ertekeklsl. A legtébb mutans esetén gdkdzel hasonld értéket mutatott a vad-tipussahriz utal, hogy
a mutansok folding-képessége is valddieig hasonl6 a vad-tipusiéhoz. A mutans enzirkgk
értékeinek kis variacioja 0sszehasonlitva a vagstipenzimével utalhat kis variaciokra a katalitikus

allandokat illeben és a helyesen foldingolt enzimre is.

A foamy protedzok pH optimuma

Meghataroztuk a vad-tipusu és mutans foamy prokedad profiljat. A legalacsonyabb pH
optimum 6.2 volt a Q8R mutans foamy proteaz esetéhéy alegmagasabb 6.8 volt a T28D mutéans
foamy proteaz esetében. A FV PR pH optimuma kéeleges. Ezek az értékek kicsit magasabbak,
mint mas retrovirdlis enzimek pH optimum értékeingnsavas pH-n mutatnak maximalis aktivitast). Ez
jelezheti, hogy bizonyos hasitasi események késdelthak eb a foamy virus altal fefzott sejtekben. A
H22L mutans pH  optimuma kbzel  volt a vad-tipusuteR- Alacsonyabb pH  optimum  volt
megfigyelhed a  szerint tartalmazoé vad-tipusi HFV PR esetébensszefhasonlitva  a treonint
tartalmd mutans (S25T) pH optimuméaval. A megnovekguH optimum a megndvekedett dimer
stabiliths kovetkezménye lehet. A HIV-1 PR esetébdmerizacio éisen fligg a pH-tol, mivel magasabb

pH-n kevéshbé stabil dimereket alkot.

A foamy protedzok urea denaturalasa

A vad-tipusu és mutans enzimek dimer stabilitésdltek 6sszehasonlitadsra urea denaturacio
gorbék meghatarozasaval, két pH-érteken (6.0 ¢sA R1/2 legalacsonyabb érték a vad-tipusu esetébe
volt, mig az S25T és T28D mutansok kevésbé voltzékények az urea hatadsara, mindkét pH-értéken.
dimer stabilitast ndvelte a Ser28hr mutacido, ami 6sszhangban van a javasoltakkalageoldallanc
szerepet jatszik a dimerizaciébaf)dimer stabilitasa étt a H22L mutans mindkét pH-n, amint vartuk. A
T28D és Q8R egyszeres mutansok nagyobb stabitidistitak, mint a vad-tipust enzim. A T28D mutans
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sokkal stabilabb volt, mint a két mutans Q8R-T28D enzim. Az enzimek stabilitasakdit a hidrogén-
kotés kialakitdé képességével. Csak egy hidrogééskdiakithatd ki GIn-Thr és Arg-Thr aminosav
oldallancok kozott, ellentétben GIn-Asp és Asp-Aitdallancok kozoétt, ahol két hidrogénkotés is létre
johet.Mig a vad-tipust HFV PR-nak ugyanaz volt az uregkemysége mindkét pH-értéken, a mutans
enzimek nagyobb érzékenységet mutattak pH 6.0wat,pH 7.2-nél.

5.2. RETROVIRALIS PROTEAZOK SZUBSZTRATSPECIFICITAS VIZSGALATA

Kordbban, a laboratérium munkatarsai és a kollai@séartnereink jellemezték a HIV-1, HIV-2,
EIAV és AMV protedzok szubsztratspecificitasat Itipasu HIV-1 (MA és CA fehérjék kdzott) hasitasi
helyen alapul6 szintetikus oligopepid sorozat fefindlasaval. Eredményeinket dfitettiik a HTLV-1,
BLV, MPMV, MMTV, MMLV, WDSV és HFV proteadzok jellermésével, igy minden retrovirus
nemzetség legalabb egy tagja karakterizalva lelHTAV-1 és HFV PR-zok nem tudtak hidrolizalni az
eredeti peptidet A HFV PR nem hidrolizalta a tobbi peptidet sem,ékiv a P3-Val-t tartalmazé
szubsztratota tovabbi vizsgélatokbdl kivontuk ezt az enzimettiZenegy enzimmel kiterjesztettik
vizsgalatainkat a szubsztrat P1, P3 és P4 szutisittr&elyeire vonatkozoan. A kilénb&zretroviralis
proteazok feltérképezését ugyanazon laboratoriumhgganazt a szintetikus oligopeptidsorozatot
hasznalva, ugyanolyan reakcié korulmények mellégieztik, igy az eredmények dsszehasonlithatdéak.
Az is kiderult korabban, hogy a relativ aktivitdsé&ek és a /K, kinetikai paraméterek kozott G

korrelacio all fenn, igy a mért enzimaktivitas &gk megfelelhétek a specificitasi allandoknak.

P1 specificitas vizsgéalata

Kulonboé retroviralis proteazok szubsztratspecificitas ébssonlitdsa 1-es tipust HIV-1
MA/CA szubsztrat sorozaton azt mutatta, hogy agdmbdknak sok k6zds vonasuk van. Mindegyikik
inkabb hidroféb aminosavakat preferal a P1 helymibsztitualt szarmazékok kozil, bar az oldallanc
optimalis mérete fugghet az Sl-et alkotd alzdebds lehet flggvénye a P3 oldallancnak is. A
preferencia variaciok a hasitott P1 szubsztituélptideken meglgjen kicsi volt. Az S1 kdéhely
szubsztratspecificitas vizsgalataban, a BLV PRtkié&el, a tobbi enzim aromas (Phe, Tyr) oldallanc
preferenciat mutatott. Ez azt sugallja, hogy az8db mérete és hidrofob természete jél konzervalt a
retroviralis proteazok kozoth molekularis modellezés azt josolta, hogy mivel azZS&b nagyon
kdzel van a hasitasi helyhez, ki kell télteni eggrdfob oldallanccal, hogy hatékony hasitast érjink

el. Van azonban néhany finom specificitas kilonbségra@mek kisebb aminosav oldallancok (Leu
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vagy Met) befogadasat iliéen.A BLV PR esetében a legkedwab cserének a leucin oldallancot
tekintik ebben a poziciéban. Ez altal létrejon etpsoportja a protedzoknak, beleértve az MMLV és
WDSV proteazokat is.

P3 specificitas vizsgalata

Az S3 alzseb sokkal nyitottabb, mint az S2, ez&liEinb6d oldallancok befogadaséara képes. Az
S3 zseb specificitas fliggvenye a PIbkétynek; egy nagy P1 oldallanc korlatozza a P3liéldaméretét.
Eltérsen az S1 kdhely szubsztrat specificitasatol az S3 ckélly feltérképezése soran kilénboz
aminosavrészeket észleltek. Az alfa- és bétaretrmvprotedzok inkdbb a nagyméreds hidroféb
aminosavakat preferaltdk (mint példaul a Phe és) lehben a pozicioban, ami hasonl6 az S1
preferencidjdhoz. A tébbi enzim inkdbb kisebb, dfdlb maradvanyokat (példaul Val) vagy polaros
aminosavakat (mint GIn) preferalt ebben a pozicioBa S3 késhely specificitdsa korrelal a filogenetikali
faval: a lentivirus protedzokdelyben részesitik az eredeti polaros szarmazékaoi),(@hlamint a nagy
hidrofob oldallancokat, mig a MMLV és WDSW protelasebb, hidroféb vagy polaros aminosavrész-
cseréket toleralnak jobban (Ala, GIn, Asn). A BLRHak az alanin, illetve a kis és polaros lizinrese
kedvezett, a WDSV proteindznak a glicin csere ‘oltegjobb. Mindazonaltal, agyinik, hogy az
aminosav meérete & specificitas meghatarozo ebben a pozicioban. AHMA/CA szubsztitualt peptid
sorozatban a HFV PR csak egyet volt képes hidinljza P3 Val tartalm( peptidet, ellentétben a P2-
modositott szubsztratok sorozataval, ahol sok gm#tbst j6l hasitott. Meg kell emliteni, hogy a
deltaretrovirus protedzok kozul a HTLV-1 PR nenotudlidrolizalni egyet sem a MA/CA hasitasi helyet
tartalmazoé szintetikus oligopeptidsoron, amit HTILV1-tipusu hasitasi helyen alapulé szubsztratyhian
okoz.

A retrovirdlis proteazok kristalyszerkezete és rkal@ris modelljei azt sugalljak, hogy az S3
alzseb Aaltaldban nagy. Kovetkezésképpen, a P3#@idat Ugy lehet elhelyezni, hogy az enzim
kapcsolatba kertl a bélshidrofob aminosav részekkel. Ezek a zsebek beatudogadni kilonbdk
oldallancokat, és az aktivitas értékeik viszonWmgik, dsszehasonlitva a szomszéd alzsebekk&84 s
S2-vel.

P4 specificitas vizsgalata

A P4 szerin csere olyan peptideket eredményezretlyak tobbé-kevésbé hidrolizalhatoak voltak
a vizsgalt proteazokkal.ovabba, kiulonbdy mértéki szelektivitas is megfigyelh@tvolt az enzimek
korében, példaul a deltaretrovirus protedzok (HTLFR és BLV PR) voltak a leginkabb korlatozottak
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(4-6 peptid nem volt hasithatd), mig a WDSV PR d&se a legnagyobb volt az eltérés (4x) a
legjobbés a legrosszabb szubsztratok hasithatésaga kozott.

Hasonlbéan az S3 zsebhez, kilornb@minosavrészek illeszkednek az S4 zsebbe is. Egyes
esetekben kisméretés polaros oldallancok d@lyben részesitettek voltak @emlos lentivirus
proteazzal szemben, ahol a PR a glicint és a $zeneferalta Ezzel szemben, a hidroféb
aminosavrészek cserélése j0l hidrolizalhatd sztdiskiat eredményezett az EIAV PR szamara, ami
magyarazhato a ,flap” kiegés&it0-52 maradvanyok jelenléte miatt, amelyek hozm&jak az S4
alzsebhezMas enzimek nem voltak nagyon szelektivek, képbsdéigadni kilonbdk hidrofob vagy
polaros oldallancokat, ami arra utal, hogy ezenineek S4 zsebe zartabb és hidrofébabb
tulajdonsaguakA legjobban hasithatonak bizonyult a P4 lle tartalegtid az AMV PR esetében, mig
a MPMV PR Phe helyettesitése volt a leghatékony@bllegjobb értékeket az eredeti szubsztrat
esetében kaptuk, Asn-t tartalmu oldallanccal ésyat Grtalmazé peptid csere esetében. Nincsenek j6
meghatarozott zsebek, mint a liekdtchelyek esetéberz S4 zseb kdzel helyezkedik el a felszinhez,
igy a befogadott P4 oldallanc részben az oldédzisri@lcsonhatasba I1éphet. A retroviralis protéazo
a hidroféb aminosavrészeket preferaljak, kivéveld proteindzokat, amelyek @yben részesitik a
kis oldallancokat.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkam soran lehéségem volt a retrovirdlis protedzokat (HIV-1, HIV-EIAV, AMV,
MMLV, MMPV, MMTV, BLV, HLTV-1, WDSV és HFV) tanulmdyozni és
szubsztratspecificitasukat 6sszehasonlitani. A H¥fgtedz igencsak alacsony katalitikus aktivitast
mutatott az 1-es tipusu szubsztratokon; csak emyetlgy szubsztrat volt hasithaté (P3 Val).
Tanulmanyoztunk par foamy PR mutanst megvizsgabvdhiV-1 PR felé mutatd mutaciok hatasét,
szerkezetileg azonos poziciokbdellemeztik a mutaciok hatasat a katalitikus asapkozelében és
az eredmeényeket dsszevetettik a HIV-1 PR-zékalépitettik a HFV PR molekularis modelljét.
HFV PR mutacioi vad-tipusuhoz hasonl6 eredményekhiezetett, vagy még magasabb pH
optimumhoz. Hasonlé eredmeényeket kaptunk a dinadilghs tanulmanyozéasaban is, mindkét vizsgalt
pH-értéken(6.0 és 7.2)A HFV PR jobban tolerélja a mutaciokat a kataliskaszpartathokozeli
helyeken, mint mas retroviralis proteaz (pld. H\PR). A mutaciés vizsgalataink azt sugalljak, hagy
foamy PR szerkezete eltér a tobbi retrovirélis meéxil. Lehet, hogy az evolucio soran a foamy enzim
dimerizacidés energiai nem optimalizalodtakgy, mint a HIV-1 PR esetében. Jobban ismerve a
alkalmazésaban, mint lehetséges génterapia estétegségek orvoslasaban.

Megvizsgaltuk a retroviralis protedzok hasitasatnely vizsgélathoz 34 kilonb®z
szubsztratot hasznaltunk. Az oligopeptidek a P1, €8 P4 poziciokban tartalmaztak kilonboz
aminosav cserét, a HIV-1 Gag hasitasi helyen [MA: Val-Ser-GIn-Asn-TytPro-lle-Val-GIn). A
tizenegy retroviralis proteadz specificitasat vidgq a Retroviridae csalad mind a hét nemzetsége
képviseletével, egy sor oligopeptid szubsztratdefimalasaval. A rendszer lehet tette szamunkra,
kimutatasara, ugyanazon feltételek mellett (amelyelgukban foglaljak az alacsony pH és magas sé
koncentraciot). A vizsgalt fehérjebonté enzimekreknolekularis modellezése fontos eszkdz, hogy
megértsik a specificitasuk kozotti hasonlésagokatidonbségeket. A hasitasi helyeket csoportokba
osztottuk (virus csoportok kuloniltek el) az amanog-kedvezményezettség alapjan) mérete és jellege
altal (a P1, P3, és P4 pozicidkban). A HIV-1 protédan rezisztencia kialakuldsa soran (az AIDS-
elleni terapidban) a létrejdvmutaciok szamos esetben olyan aminosavak meggdenméautatja,
amelyek megfelelnek mas retroviralis proteazokbasohl6 helyen talalhaté aminosavrészeknek, ezért
kerestink egy kdétést az aminosav-preferencia egy adott poziciodmma vizsgalt protedzok

természetben é&lorduld 1-es tipusu hasitasi hely szekvenciai KozAt protedzok specificitasbel
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kilonbségek jol korreldltak a retrovirusok filogekai fajaval, melyek j6l kovetik a proteaz-
szekvencia illesztés alapjan felépitett torzsfa etéth de nem esnek annak csoportjaival pontosan
egybe.

A retrovirdlis protedzok 0Osszehasonlitdé tanulmamgmélhebleg hozzajarul a proteindzok
altalanos és specidlis jelletiz megértésében, és segitséget nyudjthat a HIV-1 PRAaagios
képessegeének feltérképezésebén.hipotézisink az volt, hogy a vizsgalt retrovirusekzimjei
evoluciésan szelektalt életképes variacioknak thkiiek. Specificitasuk jellemzése ravilagithat a
retroviralis proteindzok alapuejellegzetességeire, amibskgitheti olyan széles spektrumu inhibitorok

tervezéseét, amelyekétla virusok nem képesek kitérni kiloniddnutaciok altal.

7. Targyszavak: retroviralis proteaz, oligopeptid szubsztrat, enkimetika, szubsztratspecificitas, pH

optimum, dimer stabilitas, molekularis modell, foawirus
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