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1. BEVEZETES

1.1. A retrovirusok jellemzése

A retrovirusok pozitiv szélu, diploid RNS-genommal rendelkez6 virusok, a Retroviridae
csaladba tartoznak. A csalddon beliill megkiilonboztethetjiik az Orthoretrovirinae és a
Spumaretrovirinae  alcsalddot. Az  Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Deltaretrovirus,
Epsilonretrovirus és Gammaretrovirus nemzetség mellett az Orthoretroviridae alcsalddba
tartozik a Lentivirus nemzetség, melynek nevezetes képviseldje a huméan immunodeficiencia
virus (HIV).

A retrovirus virionok atmérdje 80-100 nm kozott véltozik, kiilsé lipid burkukban
virdlis glikoproteinek (Env) taldlhaték. A burokfehérjék harom heterodimert tartalmaznak,
melyek egy felszini receptorkotd alegységbol (SU) és egy ezzel nem-kovalens
kolcsonhatdsban 1évo transzmembran (TM) alegységbdl dllnak. A belsd protein mag, mely
matrix (MA) és kapszid (CA) fehérjékbol épiil fel, alakja és elhelyezkedése a csalad
kiilonbozo fajaiban eltér6. A magban taldlhat6 a nukleokapszid (NC) fehérjével asszocialt
virdlis genom, amely az életciklushoz nélkiilozhetetlen 3 enzimet is kédolja: a protedzt (PR),

a reverz transzkriptazt (RT) és az integrazt (IN).

A virdlis genom szervezddése szerint megkiilonboztethetjiik az egyszeri és az
Osszetett retrovirusokat. A legegyszeriibb esetben, pl. az egér leukémia virus (MLV) esetében,
a retrovirdlis replikdcidhoz csupdn hdrom, a virus éltal kédolt gén sziikséges. A gag, mely a
virion strukturélis fehérjéit, a pol, mely a virdlis enzimeket és az env, mely a burokfehérjét
kédolja. Az integralédott provirusban ez a harom gén mindig ugyanabban a sorrendben
taldlhaté (5°-gag-pol-env-3’) és mindkét végén a reverz transzkripcié sordn keletkezd,
jellegzetes hosszisaga ismétlodd végszekvencidk (LTR, long terminal repeat) taldlhatok. Az
LTR tartalmazza a retrovirdlis genom hatékony transzkripciéjdhoz sziikséges promoter és

enhanszer elemeket, valamint az mRNS 3’-végi poliadenilacidjdhoz sziikséges szekvencidkat.

A HIV-1, a Lentivirus genus tobbi tagjaval egyiitt, 0sszetett genommal rendelkezik, ami
azt jelenti, hogy az egyszerl retrovirusokra jellemz6 géneken kiviil egyéb géntermékeket is
kodol. A Tat és a Rev fehérjék rransz-aktivdlé elemként szabdlyozzdk a HIV-1
génexpressziot. A Tat fehérje a HIV-1 LTR-specifikus transzkripcidjanak hatdsos aktivéatora
és ezért egy erdteljes pozitiv visszacsatoldst hoz 1étre. A Tat fehérjének ez a hatdsa a Rev
fehérje felhalmozdédasat eredményezi, ami meggétolja a tobbszorosen illesztett, szabalyozo
mRNS-ek szintézisét és aktivédlja az egyszeresen illesztett, a strukturdlis fehérjéket kodold

mRNS szintézisét.



1.2. A retrovirusok életciklusa

A retrovirusok életciklusa két szakaszra oszthat, melyeket korai és késOi fazisnak
neveziink. A korai fazis els6 1épéseként a virus membran fizidval vagy receptor kozvetitett
endocitdzissal bejut a sejtbe. A reverz transzkripcié a belépd kapszid struktirdban torténik
meg, melyben a pozitiv szdld RNS-genom dupla szali DNS-genomma irédik at. A genomi
DNS-bdl és a belépd kapszid néhany fehérje komponensébdl preintegracids komplex (PIC)
formalodik, amely bejut a sejtmagba. A legtobb retrovirus esetében ez passziv 1€pés, igy csak
osztddo sejteket képesek megfertdzni, melyek sejtmaghértydja nem €p, azonban a HIV-1 és a
Lentivirus alcsaladba tartozd egyéb retrovirusok esetében a PIC aktiv transzportja lehetdvé
teszi nem o0sztodo sejtek fertdzését is. A virdlis DNS a PIC nélkiilozhetetlen részét képez6 IN
segitségével beépiill a gazdasejt genomjiba. A késoi fazis els6 1épése a virdlis DNS
transzkripcidja, mely a celluldris RNS-polimeraz II kozvetitésével megy végbe. A keletkezett
mRNS molekuldk egy része mddositatlanul elhagyja a sejtmagot és a Gag, illetve Gag-Pro-
Pol poliproteinek templatja lesz vagy a virusburokba keriil és az utddvirusok genomjinak
templatjaként szolgdl. Egy kisebb, illesztett mRNS-r6l irédnak 4t az env-kédolt fehérjék,
melyek elobb glikozildlédnak, majd a plazmamembranba valé transzport sordn egy feliileti
(SU) és egy transzmembran (TM) fehérjére hasadnak egy cellularis protedz hatdsara. Szamos,
tobbszorosen illesztett mRNS szolgdl a kiegészité fehérjék, mint a Tat, Rev, Vif, Nef, Vpr
szintézisének templatjaként. A Gag fehérjék a gazdasejt membranjanak Env proteinekben
koncentralt részein, a membran belsd feliiletén csoportosulnak, majd a fank-alakd kapszid
struktdraval rendelkezd ,.éretlen” virusrészecske a ,lefliz6dés” (budding) révén kikeriil a
sejtbol. A virus a poliproteineket meghatdrozott helyeken elhasité protedz aktivdlédasa utdn
valik ,éretté”, fertdzOképessé. Ekkor a virusrészecskének tomor, kup-alaku belso szerkezete
van. Mivel csak az ,,érett” virusrészecskék fertdzoképesek, a PR miikodése nélkiilozhetetlen a

virus replikdci6 soran.

1.3. A HIV-1 proteaz jellemzése

A retrovirdlis protedzok 99-138 aminosavbol allo, 11-15 kDa molekulatomegl
fehérjék, amelyek tobb, aszpartil protedzokra jellemzd tulajdonsdgot mutatnak (pepsztatinnal
valé gatolhatésdg, a Kkatalitikus aszpartait mutdcidjaval el6idézhetd enziminaktivacio).
Azonban a két, topoldgiailag hasonld, de mégsem teljesen egyforma domént hordozé
egylancu celluldris aszpartil protedzoktdl eltérden, a retrovirdlis protedzok két egyforma
alegységbdl felépiilo, dimerként mikodé enzimek. A retrovirdlis protedzok elsé- és

mdsodlagos szerkezete a celluldris aszpartil protedzok egyik doménjével analdg, szdmos B-



redot és enzimtdl fiiggden egy vagy két rovid a-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- és C-
termindlis ldncai 6sszefonddva alkotnak egy négyrétegii antiparallel B-redét.

A HIV-1 protedzt harom jellegzetes régidval jellemezhetjiik: az aktiv centrum, az un.
flap és a C-termindlis kozelében elhelyezkedd konzervalt régié. Az aktiv centrumot k6dold
katalitikus tridd (Asp-Thr/Ser-Gly) az N-termindlis kozelében helyezkedik el. Az alegységek
katalitikus triddjai hurkot alkotnak, amely analog a cellularis aszpartil protedzokra leirt y-
struktdraval. A flexibilis ,,flap” régi6é tobbé-kevésbé konzervativ, mely a szubsztrat, illetve az
inhibitor kotddésekor elmozdul és rahajlik a ligandra, igy stabilizdlva a komplexet. A
harmadik konzervalt régi6 (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-termindlis kozelében helyezkedik el és ion
parok kialakitasdval a dimerizdcidban jitszik fontos szerepet.

A HIV-1 PR savas pH-jd (4,5-6,5) kornyezetben mutatja a legnagyobb aktivitast és a
celluléris aszpartil protedzokhoz hasonldan in vitro nagy ionerdsség (1-2 M NaCl) mellett is
aktiv. A PR pontos hasitasi helyeit a virdlis poliproteinek felhaszndldsaval és az érett fehérjék
N- és C-terminalis szekvencidinak meghatarozasdval azonositottdk. A hasitdsi helyek
Osszehasonlitdsdval nem taldltak egységes aminosavsorrendet, de elmondhatd, hogy a
szekvencidk tobbnyire hidroféb jellegliek.

Szdmos munkacsoport médositotta az eredeti, HPLC-n alapul6 peptid esszét. Néhany
esetben radioaktivitds segitségével detektaltdk a hasitdsi termékeket. Az egyik mddositott
peptid szubsztrat N-termindlis prolint tartalmazott és a hasitds sordn keletkez0 N-terminélis
primer amint fluoreszkaminnal detektaltdk. A PR aktivitdsdnak mérésére kolorimetrids
esszéket is kidolgoztak. Az izatint haszndlé6 mddszer a minta elf6zését igényli, igy nem
alkalmazhaté mikrotiter lemezre, mig egy masik mddszer, melynek sordn a szintetikus peptid
hidrolizisét két nem enzimatikus 1épés koveti, alkalmas a HIV-1 PR aktivitisdnak nagy
atersztoképességli mérésére. Eldszor a HIV-1 protedzra irtak le fluorogén aktivitdsmérd
modszert. Szubsztratként a HIV-1 MA |CA hasitéasi helyen alapul6 peptidet hasznaltdk, mely
tartalmazott az 5-((2-aminoetil)amino)naftalén-1 szulfonsavval, vagyis az EDANS nevil
fluoroférral modositott glutamatot €s a 4-(4-dimetilaminofenilazo)benzoesavval, vagyis
DABCYL nevii akceptor molekuldval moédositott lizint. Az akceptor molekulat ugy
valasztottdk ki, hogy az abszorpcids spektruma atfedjen a fluorofér emisszids spektruméval,
ezért az EDANS teljes gerjesztési energidja csak a proteolitikus hasitads kovetkeztében tud
felszabadulni. KésObb més protedzokra (pl. citomegalovirus PR, hepatitis C virus NS3 PR) is

kifejlesztettek hasonl6 elven alapulé mérési médszereket.



1.4. A HIV-1 proteaz inhibitorai

Kezdetben a kis molekuldja inhibitorokra koncentréltak a protedzt célz6 hatéanyagok
tervezésekor, kiillonosen a szubsztrat alapu peptidszerti gatlészerekre. A klinikumban jelenleg
haszndlatos minden inhibitor ebbe a tipusba tartozik. A klinikumban jelenleg 9 HIV-1 PR
inhibitort alkalmaznak. K6z06s tulajdonsaguk, hogy P1 poziciéban fenil csoportot hordoznak
€s egy nem hidrolizal6dé 4dtmeneti-allapotot mimik4lé csoportot (pl. hidroxietilamin)
tartalmaznak a hasitand6 kotésnek megfeleld0 helyen. Azonban a kis molekuldja
inhibitorokkal szemben - a reverz transzkriptdz hibajavité funkcidjdnak hidnya miatt -
gyorsan rezisztencia fejlédik ki, és az egyik inhibitorral torténd kezelés sordn megjelend
rezisztens torzsekre gyakran mds inhibitorok is hatastalanok lesznek. Az aktiv centrumot, a
dimerizacids felszint vagy a flap régiot célzd, nem peptidszerli komponensek Uj lehetOséget
jelenthetnek az AIDS elleni kiizdelemben. A HIV-1 PR ellenes inhibitorok sikere alapjan a
HTLV-1 PR is igéretes célpontnak tlinik az 4ltala okozott betegségek kezelésére, megeldzésére.

A dimer formaban aktiv protedz makromolekuldris inhibitorokkal is gatolhatd, melyek
nagy kolcsonhato feliiletiik miatt kevésbé lehetnek érzékenyek a rezisztenciat okozé mutacidkra.
Irodalombdl ismert, hogy a defektiv PR monomerek tervezése és a fertdzott sejtekben torténd
expresszidja hatékony modszer a PR gatldsdra. Hasonlé mddszert alkalmaztak a HIV-1 Gag, Tat,
Rev, Env és Vpr fehérjéivel szemben. A kis molekuldju inhibitorok alkalmazasanal szdmolni kell
a kombindlt terdpia (HAART, highly active anti-retroviral therapy) mellékhatdsainak
kialakulasaval, pl. inzulin rezisztencia, lipodisztr6fids szindroma, érelmeszesedés. A
makromolekuldris inhibitorok eltéré kémiai szerkezetiik miatt varhatéan nem valtjdk majd ki az

elobb emlitett mellékhatasokat.



2. CELKITUZES

A HIV-1 PR miikddése nélkiillozhetetlen a fert6zoképes virus kialakuldsdhoz, ezért
fontos célpont az AIDS-terdpidban. Az eddig alkalmazott inhibitorokkal szemben rovid ido
alatt rezisztencia alakul ki, ezért 4dlland6 az igény az djabb, széles specificitasu inhibitorok
kifejlesztésére. A HTLV-1 PR szintén igéretes lehet az ATL és a TSP/HAM terdpidjaban.
Munkdnk sordn az alabbi célokat tliztiik ki:

- Egy nagy éteresztoképességii és gyors, mikrotiter lemez alapt fluoreszcens aktivitdsmérod
mddszer kidolgozdsat, mely alternativét jelenthet a hagyomdnyos HPLC-mddszer mellett és
lehetdvé teszi a kiillonbozd retrovirdlis protedzok aktivitdsdnak kozvetlen és gyors
Osszehasonlitdsat, inhibitorok tesztelését és gatlasi dllandéik meghatarozasat.

- Uj HIV-1 PR ellenes makromolekuldris inhibitorok el6allitasat, melyek nagy kolcsonhatd
feliiletiik miatt kevésbé lehetnek érzékenyek a rezisztencidt okozd mutdcidkra és amelyek
felhaszndlhat6ak lennének AIDS-ellenes génterdpids alkalmazédsokban. Az irodalmi példaktdl
eltéréen, a muticids stratégidnkban a hidrofil aminosavakat részesitenénk elOnyben az

oldékonysag novelése és a magasabb hatékony koncentracié elérése érdekében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Oligopeptidek

Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézissel készitették, Model 430A automata
peptid szintetizatorral vagy félautomata Vega peptid szintetizatorral. A tisztitishoz RP-
HPLC-t hasznaltak. A peptidek szekvencidjat Beckman 6300 aminosav analizatorral
ellendrizték. Az EDANS/DABCYL tartalmu peptideket és a fluoreszcens kontroll peptidként
hasznalt RE(EDANS)-t Dr. Ivo Blaha szintetizalta.

3.2. HPLC médszer

A tisztitott HIV-1 és HTLV-1 protedzokat a kordbban leirtak alapjan allitottuk eld. A
PR preparitumok fehérjekoncentracidjat aminosavanalizissel hatdroztuk meg. A protedzok
aktivitds-mérése 20 ul reakcidelegyben tortént. Aktiv centrum titrdldssal hataroztuk meg az
aktiv enzimek mennyiségét. A HIV-1 PR aktiv centrum titrdldsdhoz a Compound 3 nevii
inhibitort hasznéltuk, mig a HTLV-1 PR esetében az IB-268-at. A reakcidelegyeket 1 6rdig
37°C-on inkubaltuk, majd 180 pl 1%-os TFA-oldattal allitottuk le. A szubsztritot linedris viz-
acetonitril gradienssel, 0,05% TFA jelenlétében valasztottuk el a termékektdl és a
pufferkomponensektdl. Az elvdlasztist 206 nm-en kovettiik és a hidrolizis mértékét a
kromatogréfids gorbe integrdlasdval szdmitottuk. Az enzimkoncentracidkat ugy allitottuk be,
hogy a szubsztratok hidrolizise 20% alatt maradjon. A kinetikai paramétereket a
reakcidsebesség €s szubsztratkoncentracié adatok Michaelis-Menten egyenlethez illesztésével
hatdroztuk meg, nemlinedris regressziés modszerrel, a Fig.P program felhasznédldsaval. A
kinetikai dllanddk standard devidciéi 20% alatt voltak. A katalitikus dlland6t az aktiv centrum

titrdlassal kapott aktiv enzimkoncentraciok felhaszndlasdval szamoltuk.

3.3. Mikrotiter lemez alapu fluoreszcens moédszer

A PR esszék sordn a 110 pl térfogatu reakcidelegyet fehér szinli mikrotiter lemez
lyukaiba mértiink, 5 percig 37°C-on eldinkubaltuk, majd 90 ul fluoreszcens peptid szubsztrat
hozzdaddsaval inditottuk a reakciét. A fluoreszcens szigndl emelkedését 460 nm-en
detektdltuk 37°C-on, 355 nm gerjesztési hulldimhossz mellett Wallac 1420 Victor2
fluoriméter-luminométer felhasznaldsdval. A  gatldsvizsgalatok reakciéi is 200 ul
végtérfogatban jatszddtak le, de az elegy tartalmazott 2 pl DMSO-t vagy DMSO-ban oldott
inhibitort.



A belsd szlird hatds meghatirozdsa a kinetikai méréseknél alkalmazott
szubsztratkoncentracié tartomanyban tortént, a RE(EDANS) dipeptid fluoreszcencidjanak
mérésével.

Az adatfeldolgozast egy hazi készitésti Fortran programmal (KiDet, Bagossi Péter
munkdja) végeztiik. A program egyenest illeszt a fluoreszcens jel-id6 gorbe kezdeti
szakaszdra, korrigdl a belsd sziir@ hatdssal és kiszamolja a ki, és Ky értékeket a Michaelis-
Menten egyenlet nemlinedris analizisével. Az enzimkoncentraciot, illetve az inhibitor dllandét
is kiszamoltathatjuk a programmal, melyhez a Williams-Morrison egyenletet hasznalja.

A fluoreszcens moddszer validdldsdéhoz a reakcié végén 100 ul reakcidelegyet
eppendorfcsovekbe mértiink, 100 pl stop-oldattal ledllitottunk és a mintdkat reverz fazisu

HPLC segitségével analizaltuk.

3.4. Molekularis modellezés

Az aminosavcseréket egy nagy felbontdsi HIV-1 PR kristdlyszerkezetben vagy
elézdleg a Sybyl programmal minimalizalt szerkezetekben hajtottuk végre. A B monomerben a
kivélasztott aminosavat mind a 20 természetes aminosavra kicseréltiilk. A mutalt szerkezeteket a
Sybyl programmal energiaminimalizdltuk. Az intermonomer kolcsonhatési energidkat a dimer
energidjjanak és az egyes monomerek energidjanak kiilonbségébdl szamoltuk. Az igéretes
mutdnsokat a minimalizalds utdn kapott kedvezd inter- és intramolekuldris energidk, a modellek
grafikus vizsgalatdval kapott szerkezeti informéciok, és az altalunk preferdlt stratégia alapjan
vélasztottuk ki és vetettiik ald az in silico mutagenezis kovetkezd korének. A szerkezeteket

Silicon Graphics Fuel grafikus szamitégéprendszer €s a Sybyl program segitségével vizsgaltuk.

3.5. A HIV-1 proteaz mutagenezise
A mutagenezis alapjaul egy 5 mutdciot tartalmazo stabilizalt HIV-1 protedz szekvenciat
kédold pET expresszids vektort haszndltunk. Mutdnsainkat a QuikChange mutagenezis eljarast

kovetve allitottuk elo.

3.6. Az enzimek tisztitasa

A stabilizdlt vad tipusu és mutans HIV-1 protedzok expresszidja a megfeleld plazmidokat
hordoz6 E. coli BL21(DE3) kultirdkban tortént. A fehérje expressziot 1 mM IPTG
hozzdadasaval, 3,5 6ran keresztiil végeztilk. Az expresszid utdn a sejteket centrifugaldssal
gyljtottiik Ossze €s szonikdldssal tartuk fel. A lizdtumot centrifugaltuk, majd 3 M urea-tartalmu

lizis pufferrel szuszpendéltuk és djra szonikdltuk. Ezt a mosési 1épést még haromszor ismételtiik



meg, melynek eredményeképpen tiszta inkluzids testeket nyertiink. Az utols6 mosasi 1épés utan
kapott pelletet feloldottuk a denaturdcids pufferben. A fehérjéket HPLC-vel tisztitottuk 0,05%
TFA jelenlétében kialakitott linedris viz- acetonitril gardiens (0-100%) segitségével. A protedz
tartalmu frakcidk tisztasdgiat 16%-os poliakriamid géleken ellendriztiikk. A tiszta fehérjéket
tartalmaz6 frakcidkat Osszegyiijtottiik és SpeedVac SVC 100H koncentritor segitségével
beszaritottuk. A protedz tartalmu szdraz pelleteket 6 M guanidin-hidroklorid oldatban vettiik fel.

3.7. Makromolekularis inhibitorok gatlasi vizsgalatai

A kisérletek soran a 3.3. pontban leirt protokollt alkalmazva mikrotiter lemez lyukaiba
mértiink 10 pl denaturdlt fehérjeoldatot, mely az aktiv és inaktiv protedzok kiilonb6zo
ardnydnak 6 M guanidin-hidroklorid oldatét tartalmazta. Az elegyet 15 percig inkubdltuk 37
°C-on, majd a fluoreszcens peptid szubsztrat hozzdaddsaval inditottuk a reakciét. Kontroll
fehérjeként egy N- és C-termindlisdn csonkolt dimerizdciéra nem képes protedzt (PRs.os)
hasznaltunk. Meghatdroztuk a vad PR aktivitdsat a kontroll, illetve az inaktiv fehérjéket is
tartalmazé reakcidelegyekben, majd a kontroll fehérjéhez viszonyitott aktivitasértékek
szazalékat dbrazoltuk az inaktiv:aktiv fehérjék ardnydnak fiiggvényében SigmaPlot program

segitségével.

3.8. Heterodimer-képzés vizsgalata

A mutdns protedzok és az N-termindlis hexahisztidin véget tartalmazd vad tipusd
protedz 6 M guanidin-hidroklorid oldatat dsszekevertiik 1:1 moldris ardnyban, illetve kiilon-
kiilon is vizsgéltuk a fehérjéket kontrollként. A nikkel-kelat ProBond toltetet ekvilibraltuk a
fehérjeoldat hozzdaddsa el6tt. A szuszpenzidt jégen inkubdltuk, majd a toltetet
centrifugaldssal szepardltuk és haromszor mostuk az ekvilibral6 pufferrel. A fehérjéket 20%-

os poliakrilamid géleken vizsgaltuk Coomassie Brillant Blue festés utan.

3.9. NMR-spektroszkopia

A kisérletekhez az 15N—jeltjlt PRgre és PRggr fehérjéket valamint a jeloletlen
protedzokat inklizids testbdl tisztitottuk reverz fazisu HPLC segitségével. A fehérjéket 30-50
mM hangyasav oldattal szemben dializaltuk, majd ~2 mg/ml koncentracidjira toményitettiik
Millipore YM-10 (Millipore, Beford, MA) koncentratorokat haszndlva. A heteronuklearis
korrelaciés (HSQC, Heteronuclear Single Quantum Coherence) spektrum felvételéhez négy,

egyenként 320 ul térfogati mintit készitettiink: >N-PRgg, ’N-PRggr, illetve mindketté 1:1



ardnyud keveréke a jeloletlen protedzzal. A fehérjéket Ishima és mtsai higitdsi protokollja

szerint preparaltuk.

3.10. A HIV-1 vektorrendszer plazmidjainak médositasa

Az eredeti HIV-1 vektorrendszert (mely Dr. Didier Trono ajdndéka) mdédositottuk egy
hatékonyabb prométer és a mutans protedzok szekvencidinak bejuttatdsdval. A citomegalovirus
(CMYV) prométerének szekvencidjat polimeraz lancreakciéval felszaporitottuk és a pWOX-GFP
plazmid BamHI és Mlul restrikcids helyei kozé ligaltuk a zold fluorescens fehérjét (GFP)
koédold szakasz elé. A protedzt kédold szakaszt a pMDLg/pRRE plazmidbdl a pT7Blue-3
plazmid Pstl és Styl restrikcids helyei k6z¢€ klonoztuk. A mutdns protedzokat a QuikChange
mutagenezis eljarast kovetve allitottuk eld. A mutdns protedzokat kédolé fragmenteket ezutan
visszaklénoztuk a pMDLg/pRRE plazmidba. Az N- és C-termindlison csonkolt protedzt ,,atfed6”
(overlapping) PCR-ral hoztuk 1étre.

3.11. Virusrészecskék eloallitasa

A virusrészecskék elddllitdsdhoz 293T sejteket polietilénimin  segitségével
transzfektaltuk, osszesen 35,5 pg plazmid bejuttatdsaval: 10 pg pWOX-CMV-GFP (transzfer
vektor plazmid), 6,5 pg pMDLg/pRRE (csomagol6 plazmid, mely tartalmazza a vad tipusu
proteazt kodolé szekvenciat), 2,5 ng pRSV.rev (Rev kédol6 plazmid), 3,5 pg pMD.G (VSV-G
burokfehérjét kédolé plazmid) és 13 pg pMDLg/pRRE-M (a mutins protedz szekvencidjat
kodolé plazmid) vagy lazac sperma DNS. A virusrészecskéket tartalmazé kondicionalt
médiumot 24, 48 és 72 6ra mulva gylijtottiik, majd ultracentrifugdldssal toményitettiik. A
virusrészecskéket tartalmazé pelletet PBS-ben felvettiik és szétporciézva -70 °C-on taroltuk.
A kapszid fehérje (p24) teljes mennyiségét ELISA modszerrel hatdroztuk meg, melyhez a

virus lizise utdn a hasitatlan Gag poliproteint HIV-1 protedzzal hasitottuk.

3.12. Fertozoképesség vizsgalata

A fertdzoképesség vizsgdlatdhoz 293T sejteket 24-lyuki lemezen ndvesztettiink 300 pl
10% FBS, illetve antibiotikum ¢€s glutamin tartalmi DMEM-ben, amig kb. 50%-ban
boritottdk be a lyukak felszinét. Ejszakai inkubdcié utdn a sejteket 24 ng kapszid fehérje
tartalmu virussal fertéztiikk 120 ul DMEM-ben. Két nap milva a sejteken 1évo tapfolyadékot
kiegészitettiik kétszeres FBS, antibiotikum €s glutamin tartalmi DMEM-mel. A hetedik
napon a sejteket felkapartuk, mostuk PBS-sel és a GFP-pozitiv sejtek ardnyanak

meghatdrozasdhoz 10000 sejtet szdmoltunk meg dramldsi citométer segitségével.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Mikrotiter lemez alapi fluoreszcens moédszer Kkidolgozasa retroviralis proteazok
gatlasvizsgalataihoz
4.1.1. HIV-1 és HTLV-1 természetes hasitdsi helyen alapulo peptidek vizsgdlata HPLC
modszerrel

A HTLV-1 CA|NC hasitési helyet (KTKVL|VVQPK) reprezentdl6 peptid mindkét
protedznak jO szubsztratja, ezért mi is ezt a peptidet vdlasztottuk a szdmunkra érdekes
modositasok elvégzéséhez. A peptid N- és C-termindlis végére beépittettiik a fluoreszcens
donor csoportot, az EDANS-t és a kioltd akceptor csoportot, a DABCYL-t. Az igy kapott
szubsztratot (FSP-354) HTLV-1 protedzzal hasitottuk €és a reakcidelegyet el0szor a
hagyomanyos HPLC mddszerrel vizsgaltuk. Az eredeti szubsztrathoz hasonléan az FSP-354
Ky értéke alacsony, a katalitikus dlland6 viszont sokkal kisebb volt, igy egyiitt kb. 200x
alacsonyabb specificitdsi édllandot (kg,/Ky) eredményeztek. Az FSP-404 peptidben a P1
leucint fenialaninra cseréltiik. Erdekes médon a csere a HTLV-1 protedzzal mért kinetikai
paramétereket nem valtoztatta meg jelentdsen az FSP-354 szubsztrathoz képest, habar
alland6t. Kordbbi vizsgdlatainkbdl tudjuk, hogy a HTLV-1 PR tobb aminosavrészt igényel az
N-termindlison, mint a HIV-1 PR, igy megszintetizaltattuk a P1 helyen fenilalanint tartalmazd
szubsztrdt N-termindlison egy aminosavval hosszabb, viszont C-termindlison rovidebb
modositasat. Az igy kapott FSP-405 peptid a HTLV-1 proteaznak sokkal rosszabb
szubsztratja lett. Ez arra utal, hogy a C-termindlis megfeleld hossza szintén fontos a hatékony
hidrolizishez. Erdekes, hogy az FSP-354 és FSP-404 sokkal jobb szubsztratjai lettek a HIV-1
protedznak, mint a HTLV-1 protedznak, pedig a nem fluoreszcens analdgjaikat a HTLV-1 PR
jobban hasitotta.

Hasonl6képpen teszteltiik a HIV-1 MA|CA (VSQNY |PIVQ) hasitdsi helyen alapul6
szubsztrit EDANS/DABCYL varidnsat. A moédositatlan peptidhez hasonléan a HTLV-1 PR

nem hasitotta a fluoreszcens format, mikozben a HIV-1 protedznak jobb szubsztratja lett.

4.1.2. A belsd sziiré hatds kalibrdldsa a mikrotiter lemez alapii fluoreszcens modszerhez

Magas szubsztratkoncentraci6 esetén el6fordulhat, hogy a mar elhasitott szubsztraton
1évé EDANS molekula fluoreszcencidjat elnyeli egy még hasitatlan szubsztrit DABCYL
molekuldja, igy a ténylegesnél kisebb jelet kapunk. Ez a jelenség a belsd sziird hatds, melyet

korrigdlni kell a fluoreszcens energia transzfer (FRET)-alapi szubsztratokkal torténd
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enzimkinetikai méréseknél. Mérési modszeriink bedllitdsakor egy alternativ modszert dolgoztunk
ki a belsd sziird hatds korrekciora, melyben egy kis mddositott peptidet, RE(EDANS)-t
hasznédltuk a hasitdsi termék megjelenitésére. A fluoreszcens szubsztritok minden egyes
koncentracidjanal mértik a RE(EDANS) fluoreszcencidjat és a gorbék meredekségének
csOkkenésébdl szamoltuk a konverzids faktort ugy, hogy az illesztett gorbe kiinduldsi pontjat az

egységnyi pontra vonatkoztattuk.

4.1.3. Mikrotiter lemez alapi modszer

A fluoreszcens szubsztratokat mikrotiter lemez alapi modszerrel is megvizsgaltuk,
melyben az EDANS csoport fluoreszcencidja a szubsztrat hasitdsa utdn jelenik meg és valik
detektalhatova. A fluoreszcens esszé koriilményei némileg kiilonboznek a HPLC mddszerétdl,
mivel a magas sékoncentracié (2 M), melyet altaldban hasznéltunk a retrovirdlis protedzok
aktivitds mérésekor, zavarta a fluoreszcens jel detektdlasidt. A mikrotiter lemez alapu
fluoreszcens mddszer validalasahoz a mérés befejeztével a reakcidelegy egy részét felinjektaltuk
HPLC-re és a specificitdsi dllandokat meghatdroztuk a csicsok alatti teriiletek alapjan is. A
HPLC mddszerrel nyert eredmények megegyeztek a fluoreszcens maddszerrel nyert és a belsd

szUr6 hatassal korrigalt eredményekkel.

4.1.4. A HIV-1 és a HTLV-1 proteadz gdtldsi profiljanak ésszehasonlitdsa

Kivalasztottunk néhany, mar klinikai hasznélatban 1évé HIV-1 PR ellen tervezett és
néhany HTLV-1 PR hasitasi helyen alapul6 inhibitort rendszeriink kiprobélasara. A klinikumban
hasznalatos inhibitorok koziil csupan az Indinavir gatolta a HTLV-1 proteazt. Két, a HTLV-1
hasitasi helyén alapuld, sztatin-tartalmd peptidet is megvizsgaltunk, melyek koziil az egyik
peptid egyik protedzt sem gatolta, mig a mdsik a HTLV-1 protedz mérsékelt gatldszere,
ugyanakkor a HIV-1 PR elleni legjobb inhibitor a vizsgalt HTLV-1 PR gatlészerek koziil. A
hasithaté kotések helyén redukalt peptidkotést tartalmazo ) komponensek bizonyultak az eddig
vizsgalt legjobb HTLV-1 PR géatl6szereknek.

4.2. Makromolekularis HIV-1 proteaz inhibitorok vizsgilata
4.2.1. HIV-1 protedz in silico mutagenezise

A vad tipust protedz monomer és defektiv monomer kozott valdszintileg akkor lenne a
legnagyobb a kolcsonhatdsi energia, amikor a mutins monomer felszine hasonlé a
szubsztratkotott vad tipusi monomer felszinéhez. Mivel nagyon nehéz pontosan utdnozni a

kétlanci komplex felszinét (protedz monomer + peptid szubsztrit) egy egyldnci mutdns
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monomerrel, ezért a defektiv monomer tervezése sordn csak a szubsztrat bekotddését probaltuk
megakadalyozni a szubsztratkoto helyre épitett "fizikai akadallyal". Az "akaddly" polaritdsa nem
volt olyan fontos, mint a kordbbi stratégidkban (szubsztratkotott enzimfelszin utdnzasa), ezért
szabadon valaszthattunk toltott vagy hidrofil aminosavat a mutdns monomer stabilitdsdnak és
oldékonysdganak javitasara.

A defektiv monomer tervezésekor molekularis mechanikai szdmitdsokat végeztiink a

heterodimer protedz intermonomer kolcsonhatdsainak €s a mutalt monomerek teljes energidjanak
megallapitasara ugy, hogy mind a 20 természetes aminosavat behelyettesitettiik a 25. pozicidba,
mivel a katalitikus aminosav (Asp25) helyettesitése tlint a legcélszerlibb 1épésnek az inaktiv
monomer létrehozdsara. Nem meglepd, hogy a pozitivan toltott aminosavak (Lys, Arg) adtdk a
legjobb kolcsonhatédsi energia értékeket, melyek kedvezd ion part alkothatnak a vad tipusd
monomer Asp25-el. A monomer energidk tekintetében a Trp bizonyult a legkedvezdébbnek.
Mivel az Asp25Lys és az Asp25Arg csere illett legjobban a munkahipotézisiinkbe, igy ezeket
vélasztottuk ki tovabbi in silico mutagenezis vizsgélatokra.
Ezutan a 49. poziciot vizsgaltuk meg, mivel ez a flap régid csicsan, a szubsztratkotd hely tetején
helyezkedik el. A vad tipusi monomerben Gly taldlhaté ezen a helyen, amit kicserélhetiink a
legnagyobb aminosavra (Trp) anélkiil, hogy ez kédrosan befolydsolnd az elérni kivéant gtl6 hatdst.
Szamitasaink szerint a nagy hidroféb (Phe, Tyr) és a pozitivan t6ltott aminosavak (Lys, Arg)
adtak kedvezo intermolekuléris kdlcsonhatdsi energia értékeket. Az elobb emlitett aminosavakat
mégsem vettiik figyelembe, mert hidrofobicitdsuk nem illett a tervezési stratégidnkba ill.
irodalombdl mart ismertek voltak. Megdllapitottuk, hogy a negativan toltdtt aminosavak (Asp,
Glu) er6sittk a 25. pozicioban 1évo lizinnel vagy argininnel kialakulé intramonomer
kolcsonhatast és ezek a muticiok lényegesen nem valtoztatjdk meg az alegységek kozotti
kolcsonhatdst. A hidrofil stratégiat figyelembe véve az Arg25-Glu49 kétszeres mutdnst (PRgg)
valasztottuk ki a szamitogépes mutagenezis kovetkezd korére €s az in vitro kisérletekre.

Az 11e50 volt a kovetkez6 mutélni kivant aminosav, Craik és munkatdrsainak munkdja
alapjan. Az I1e50 a flap régi6 csucsan helyezkedik el és egy hidrofob fed6t képez a szubsztrat
vagy az inhibitor tetején. Szamitasaink szerint ebben a pozicioban az Arg és a Lys kedvezd
intermonomer kolcsonhatdsi energidkat eredményezne. Az Arg/Lys hosszu és hajlékony lanca
kolcsonhat a katalitikus vagy a 30. pozicioban 1év0 aszpartittal, kedvezd ionos kolcsonhatast
eredményezve. Az 50. pozicioban arginint tartalmaz6 monomernek sokkal kedvezObb az
Osszenergidja, mint a lizint tartalmazénak, ezért az Arg25-Glu49-Arg50 tripla mutanst (PRggr)

szintén kivalasztottuk az in vitro vizsgalatokra.
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A megnovelt hidrofob kolcsonhatdsi feliilettel rendelkez0 monomer eldallitasahoz
(hidroféb stratégia) a PRgww mutdnst médositottuk tigy, hogy a 25. pozicidban 1€v6 aszpartétot
hidrof6éb triptofanra cseréltiik (PRwww). Szdmitdsaink szerint a Trp25-nek volt a legjobb a
monomer energidja és a Trp49 és Trp50 aminosavakkal kedvezd aromds-aromds kolcsonhatést

alakithat ki.

4.2.2. In vitro gdtlasvizsgdlatok

A mutagenezisek elvégzése utan a fehérjéket E. coli BL21(DE3) torzsben expresszaltuk,
majd inklazids testekbdl tisztitottuk. A vad tipusu PR aktivitasat kiilonbdz6 mennyiségli mutdns
protedz jelenlétében mértiik a laboratériumunkban kidolgozott mikrotiter lemez alapu
fluoreszcens moddszer segitségével. Az eredményeket a mutdnsokkal megegyez0 mennyiségii
PRs.os jelenlétében mért aktivitds értékekhez viszonyitottuk. Ez a csonkolt protedz N- és C-
terminalis deléciot tartalmaz, ennek ellenére a térszerkezete a nativ monomerhez hasonlo,
viszont inaktiv, mert nem képes dimerizalodni. A PRwww gyenge dozisfiiggd gatlast mutatott,
mig a PRgg és a PRrgg mutdnsok hasonlé gatlé hatdssal rendelkeznek, mint a mar kordbban
leirt PRxww mutans.

Bizonyitani kivantuk, hogy a fentiekben tapasztalt gatlé hatds oka a PR és a mutans
monomerek kozotti specifikus kolcsonhatés. Kisérleteink szerint a Ni-keldt gyantan immobilizalt
vad tipusu protedz képes specifikusan megkotni az oldatban 1év0 PRggr fehérjét. A PRgg és a

PRxww esetén szintén megtorténik a specifikus heterodimerizacio.

4.2.3. NMR vizsgdlatok

A PRgg és PRgrgr monomerek foldingjanak és dimerizacidjanak vizsgalatéra, illetve
annak eldontésére, hogy képeznek-e heterodimert a vad tipusu protedzzal, Ishima és mtsai
dltal leirt egyszerii folding protokollt és 'H-""N HSQC spektrum felvételére alkalmas mérési
modszert hasznaltuk. Az 15N—jelélt PRrer HSQC spektruma egy feltekeredett monomerre
jellemzd képet mutatta, azonban a spektrum bizonyos tartomanydban észlelt jelek a fehérje
egy részének fel nem tekeredett voltara is utaltak. Ezzel szemben egyenld mennyiségii
jeloletlen vad tipusi PR jelenlétében megjelent néhany, csak a dimer protedzra jellemzd
szigndl is. Bar a spektrumban lathaté Osszes jel megfejtéséhez tovabbi NMR vizsgélatok
sziikségesek, a heterodimerizicio ténye nem kétséges. Hasonl6 NMR vizsgélatokat végeztiink
a "’N-jelslt PRgg mutédnssal is. A PRggg protedztdl eltéréen PRgg 'H-">’N HSQC spektruma a

vad tipusi PR nélkiil nagyon gyenge jelet adott és a feltekeredett fehérjének megfeleld
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szigndlok nem voltak egyértelmiiek. A vad tipusu PR jelenlétében azonban a PRgg is teljesen

feltekeredett és heterodimert képezett a vad tipusu protedzzal.

4.2.4. A fertozoképesség gatlasanak vizsgdlata

A vad tipusu és mutdns protedzokat is tartalmazo virus részecskék fertdzoképességének
vizsgalatdhoz egy harmadik generacios HIV-1 vektorrendszert hasznéltunk. Vektorrendszeriinket
négy kiilonboz6 plazmid alkotja. A pWOX-GFP a transzfer vektor, melyet a célgén, jelen
esetben a GFP bejuttatdsahoz hasznaltunk. A hatékonysdg novelése érdekében moddositottuk a
konstrukci6 eredeti prométerét, a CMV prométer GFP szekvencia elé torténd beillesztésével. Az
igy kapott plazmidot pWOX-CMV-GFP-nek neveztik el. A pMDLg/pRRE csomagolo
plazmidrdl irédnak 4t a Gag és GagPol poliproteinek a transzfektalt sejtekben a CMV promoter
kontrollja alatt, a Rev fehérje jelenlétében, amely egy mésik plazmidroél, a pRSV.rev-rél irédik
at. A negyedik konstrukci6é a pMD.G, mely a Vesicular Stomatitis Virus G fehérjéjét kodolja. A
pMDLg/pRRE plazmidot helyspecifikus mutagenezissel mddositottuk, hogy a kivant mutacidkat
bejuttassuk a protedz régiéba. Majd 293T sejteket transzfektaltunk a kiillonbdzd konstrukcidk
azonos mennyiségli plazmidjaival és a termelddott virus részecskéket Western blottal analizaltuk
CA-ellenes antitest felhaszndldsdval. A PRrg és a PRsgs mutdns esetében a Gag (és
feltételezhetéen a GagPol) expresszidja nagyon gyenge volt, igy ezeket a konstrukcidkat a
tovabbiakban nem vizsgéltuk. A vad tipusi protedz teljesen elhasitotta a Gag és GagPol
poliproteineket, mig a PRrgr és PRxww mutdnsokat hordozé virusokban nem figyeltiink meg
hasitdst. A mutdns és a vad tipusd protedzt kodold plazmidok 2:1 ardnyd keverékével is
transzfektaltuk a 293T sejteket. A termel6dott virus oldatok koncentracidjat azonosra
allitottuk be a p24 mennyiségének meghatarozdsa alapjan. 293T sejteket fertdztiink azonos
p24-tartalmu virus oldatokkal, majd a GFP-t expresszal6 sejtek szamat dramlési citométerrel
hatdroztuk meg. A kontroll kisérletekben lazac sperma DNS-t haszndltunk, melyben a sejtek
97%-a megfert6z6dott. Ezen kisérletek jol igazoltdk a fert6zési protokollunk hatékonysagat.
A PRgww vagy PRggr proteineket hordozé virus részecskék fert6zOképessége drdmaian

lecsokkent.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben bemutatott munkdimban célul tiztik ki egy nagy
ateresztoképességili és gyors mikrotiter lemez alapu fluorometrids médszer kidolgozasat, mely
alkalmas kiilonboz0 retrovirdlis protedzok aktivitdsdnak és gatlasi dllanddinak kozvetlen
Osszehasonlitdsdra, illetve részben ezen mddszerre alapozva, Uj tipusti makromolekularis HIV-1
PR inhibitorok tervezését, eloallitasat és tesztelését.

Osszefoglal4sul elmondhatjuk, hogy a munkank sordn kidolgozott fluorometrids médszer
egy jo alternativa lehet a hagyomdnyos HPLC-alapi mdédszer mellett, mivel gyors és egyszerre
nagy szdmui minta kezelését teszi lehetové. Modszeriinket a hagyomédnyos HPLC-alapu
modszerrel validaltuk vad tipusid HIV-1 és HTLV-1 protedazok, valamint EDANS és DABCYL
csoportokat hordoz6 Uj tervezésli szubsztratok felhasznaldsaval. Kidolgoztunk egy uj eljarast a
fluoreszcens donor és akceptor csoportokat egyszerre hordozd szubsztratok mérése esetén
fellépd belso szlird hatds korrekcidjira. Az ) mddszer segitségével dsszehasonlitottuk a HIV-1
€s a HTLV-1 protedazok gatlasi profiljat néhany, mar klinikai haszndlatban 1évé HIV-1 PR
ellenes és néhdny, a munkacsoportunk &ltal tervezett HTLV-1 PR inhibitor felhasznaldsaval.
Modszeriinket késobbiekben sikerrel alkalmaztuk mdas vad tipusd és mutdns retrovirdlis
protedzok esetében is (Kadas és mtsai, 2004; Fehér és mtsai, 2006; Sperka és mtsai, 2007).

A tovadbbiakban a szubsztratkoté helyen hidrofil, hidroféb és toltott aminosavakat
hordoz6 mutdns HIV-1 protedzokat terveztiink és vizsgaltunk. A mutéciok in silico megtervezése
utdn elkészitettiik és megtisztitottuk a fehérjéket, majd teszteltiik azok in vitro és sejtkultiras
kisérletekben mutatott gatld hatdsit. A toltott aminosavakat hordoz6 mutansaink, amelyek a
HIV-1 protedz ellen tervezett makromolekuldris inhibitorok egy uj generdcidjat képviselik,
dozisfiiggd, specifikus, transz domindns gatlé hatdst mutattak kisérleteinkben. Elséként
detektaltuk egy vad tipusu retrovirdlis protedz és egy transz domindns negativ mutdns
heterodimerizicidjait NMR spektroszkopidval. Az Asp25Arg és a Gly49Glu csere egyéb
retrovirdlis protedzokban is géitlé hatast eredményezhet a vad tipusd protedzzal szemben, mivel
ezen aminosavcserék célpontjai a hidrolitikus aktivitdishoz elengedhetetlen katalitikus

aszpartatok.
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