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1. BEVEZETES

1.1 A retrovirusok

A retrovirusok a virusok egy olyan specialis csaladjat (Retroviridae)
alkotjak, amelynek jellegzetessége, hogy tagjai burokkal, valamint diploid,
pozitiv szala RNS genommal rendelkeznek. A csaladot 2017-ben az Inter-
national Comittee on Taxonomy of Viruses (ICTV) az Ortervirales rendbe
sorolta be, mely virusok kozos jellemzdje a polimeraz (Pol) poliproteinjiik-
ben talalhatdé homoldg aszpartil proteaz domén, a gazdasejt altal elallitott
transzfer RNS (tRNS) molekuldk primerként t6rtén6 felhasznaldsa a genom
replikacidjahoz, valamint a virionban megtalalhaté kapszid (CA) és nukleo-
kapszid (NC) fehérjék jelenléte. A Retroviridae csaladba az Orthoretroviri-
nae és Spumaretrovirinae alcsaladok tartoznak. Az Orthoretrovirinae alcsa-
lad Lentivirus nemzetségébe tartozik a csalad talan legismertebb képviseldje
a human immundeficiencia virus (HIV), a szerzett immunhianyos tiine-
tegylittes (AIDS) korokozdja.

A retrovirusok lipid burokkal koriilvett virionjainak atméréje 80-100
nm kozott valtozik, a lipid burokban (Env) viralis glikoproteinek talalhatok.
A bels6 kapszid mag (core) matrix (MA) és kapszid (CA) fehérjékbdl épiil
fel, alakja fajonként eltéré. A magon beliil a nukleokapszid fehérjével kap-
csolva talalhato az RNS genom. A csaladba tartozo fajok genomja 7-12 kb
méretl, linedris, pozitiv polaritas €s nem szegmentalt. A csalad fajainak kii-
lonlegessége azok replikéacios stratégiaja, amelyben az RNS-rol reverz
transzkripcio révén keletkezé DNS intermedier a gazda genomjédba integra-
16dik.

A virélis genom szervezddése alapjan egyszerii €s Osszetett retrovi-
rusokat kiilonbéztetiink meg. Minden retrovirus tartalmaz harom, a polipro-
teint kodolo génszakaszt: a gag kodolja a szerkezeti fehérjéket, mint a matrix
(MA), a kapszid (CA) és a nukleokapszid (NC); a pol kodolja a replikacioért
és integracioért felelds reverz transzkriptaz (RT) és integraz (IN) enzimeket,
valamint a génekrol atir6do poliproteinek feldarabolasaért felelds proteaz en-
zimet (PR); tovabba az env, amely a lipid burok felszini (SU) és transzmemb-



s

rusok csak ezeket az alapvet6 géneket tartalmazzak, mig az Gsszetett retro-
virusok (mint példaul a HIV-1) tovabbi, jarulékos fehérjéket kodold géneket
is hordoznak, amelyek a génexpresszid szabalyozasan tal (Tat, Rev), a sike-
res fert6zést (Nef), a gazdasejtben torténd tulélést (Vif), illetve a késdbbi ki-
jutast segitik el6 (Vpu), elsésorban a gazdasejt kiilonb6z6 fehérjéivel torténd
kolesonhatasok révén.

1.2. A retrovirusok életciklusa

A retrovirusok életciklusa korai és késéi fazisra oszthato, ahol a pro-
viralis DNS integracidja jelenti a valasztopontot. A HIV-1 életciklusanak
els6 1épéseként receptor-medialt endocitdzis vagy direkt membranfizid ré-
vén jut be a sejtbe. A citoplazmaban a lipid buroktdl elvalasztott kapszid
magban megtorténik a viralis RNS atirdsa - tehat a proviralis DNS elkészi-
tése - a reverz transzkriptaz enzim révén. A kdzponti magban maradt fehér-
jékbél és a keletkezett DNS-b6I kialakult preintegraciés komplex (PIC) be-
keriil a sejtmagba. A legtdbb retrovirussal ellentétben a PIC sejtmagba tor-
ténd bejutasa a lentivirus nemzetségben aktiv folyamat, amely lehet6vé teszi
a nem o0sztddo sejtek fert6zését iS. A sejtmagban a virdlis DNS az integraz
enzim segitségével integralddik a gazdasejt genomjéba (provirus képzddés),
amellyel véget ér az életciklus korai szakasza.

Az integracidt kovetden a provirus inaktivva valhat (latens fert6zés),
vagy megkezdbédhet a viralis gének expresszidja (produktiv fert6zés), ahol a
késoi fazis kezd6 1épéseként provirdlis DNS-bdl a cellularis RNS polimeraz
IT enzim segitségével RNS keletkezik. A keletkezett messenger RNS
(mRNS) molekulakrol a korabban emlitett esszencialis gének (gag, pol, env)
altal kodolt fehérjék, illetve dsszetett retrovirusok esetében tovabbi fehérjék
irédnak at.

A gag és a pol génekrdl atirodott mRNS-ek lokalizaciojuknak meg-
feleléen a Gag és Gag-Pol poliproteinek, vagy az Gjonnan keletkezett virio-
nok genomjaként szolgalnak. Az env gén altal kodolt poliprotein egy kisebb,
illesztett mMRNS-rdl irddik at, a szintetizalt fehérje glikozilalodik, majd a
plazmamembranba valo transzport soran, egy celluléris proteinaz altal hasad
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a megfeleld fehérje alegységeire (SU és TM). A jarulékos fehérjék templat-
jaként tobbszordsen illesztett mRNS-ek szolgalnak. Az elsédleges termék-
ként szintetizalodo Gag és Gag-Pol poliproteinek a gazdasejt membranjanak
Env fehérjében gazdag részein, a membran belso feliileténél csoportosulnak,
majd a viralis genom mRNS-sel egy toroid-szeri "éretlen" részecskévé for-
malddnak, melyet a virusburok zar be.

A virus a lefiizédés (budding) révén keriil ki, majd a virionban a po-
liproteineket a viralis proteaz hasitja kisebb funkcionalis egységekre. Ez a
proteolitikus hasitas sziikséges a virus ,,éréséhez” és a fert6z6képesség kiala-
kulasahoz.

1.3. AHIV-1 kapszid jellemzése

A kapszid fehérje 231 aminOsavrészbol épiil fel és két egymastol
fiiggetlen doménbdl all. Az N-terminalis ,,core” doménbdl és a C-terminalis
oligomerizacios doménbél, amelyek egy révid 6sszekotd szakasszal kapeso-
l6dnak egymashoz. A C-terminalis domén tartalmaz egy evoliicidésan meg-
6rzott, 20 aminosavbol allé peptid szekvenciat (Major Homology Region),
amely minden lenti- és onkovirusban azonosithato, elengedhetetlen kompo-
nens a fehérje szerkezet fenntartdsdhoz, valamint az egyéb viralis és sejtek
fehérjékkel torténd kapcesolatok kialakitasahoz.

A kapszid fehérje a gag gén terméke, amelyet a PR hasit ki a Gag
poliproteinbdl. Fontos szerepet jatszik mind az dsszerendez0dés folyamata-
ban, mind a virus bejutasa utani korai fazisban. A Gag poliprotein PR altali
feldarabolésa a virion ,,érésének” részfolyamata, amely elsdsorban az érett
viralis, HIV-1 esetében a MA, CA, NC és a p6 fehérjék megjelenését jelenti.
A folyamat a virion nagymértékii szerkezeti atrendezodését is eldidézi, ahol
az ilyen modon megrovidiilt fehérjék aminosav Osszetételilknek megfeleld
konformaciot vesznek fel, és amely 0j funkciok megjelenését vonja maga
utan, majd végiil elvezet egy kup alaku kapszid magot magaban foglalé érett
virion megjelenéséig. A mag koriilbeliil 1500 darab CA fehérjébdl all, ame-
lyek megkdzelitéleg 250 hexamert és pontosan 12 db pentamert alakitanak
ki. A CA fehérjék N-terminalis doménjiikkel szervezodnek hexamerekkeé,
amelyek C-terminalis doménjeik révén 6 masik hexamerrel kapcsolddnak
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racsba és alakitjak ki az érett virionra jellemzo kup alak strukttrat, amelyet
a pentamerek zarnak és ezaltal stabilizalnak a végeken 1év6 megfelel6 pozi-
cidkban.

1.4. A HIV-1 proteaz jellemzése

A HIV-1 PR a Gag-Pol poliprotein részeként szintetizal6do, 99 ami-
nosavrészbol felépiilé proteolitikus enzim, amely olyan aszpartil proteazokra
jellemz6 tulajdonsagokat mutat, mint a pepsztatinnal valo gatolhatosag és a
tipikus cellularis aszpartil proteazoktol eltérden két egyforma alegységbdl
épiil fel, dimerként mikodik. Els6- és masodlagos szerkezete a cellularis asz-
partil proteazok egyik doménjével analdg, tilnyomodan B-redéket és alegysé-
genként 1 a-hélixet tartalmaz. A két alegység N- és C-terminalis lancai 6sz-
szefonddva alkotnak egy négyrétegii antiparallel f-redét.

A HIV-1 PR harom jellegzetes régidja az aktiv centrum, a lebeny
(flap) és a C-terminalis kozelében elhelyezkedd konzervalt dimerizacios ré-
gi6. Az aktiv centrumot alkoto katalitikus triddok (Asp-Thr-Gly) mindkét al-
egység esetében az N-terminalis kozelében helyezkednek el, aminosavrészei
hidrogénkotések halozatan keresztiil kapcsolodnak egyméshoz, amit tiizol-
tofogasnak (,,fireman’s grip”) neveznek, amely elnevezés a kotés geometri-
djara és erds jellegére utal. A flexibilis lebeny régid tobbé-kevésbé konzer-
valt, a szubsztrat, illetve az inhibitor kotddésekor elmozdul és rahajlik a li-
gandra, ezaltal stabilizalva a kapcsolatot. A harmadik konzervalt régi6 (Gly-
Arg-Asn) a C-terminalis kozelében talalhaté és ionparok kialakitasaval a di-
merizacioban jatszik fontos szerepet.

A HIV-1 PR pH optimuma savas (4,5-6,5), hasitasi helyeit viralis
poliproteinek felhasznalasaval és az érett fehérjék N- és C-terminalis Szek-
venciainak meghatdrozasaval azonositottak. Jollehet a hasitasi helyek dssze-
hasonlitasaval nem sikeriilt konszenzus hasitasi szekvencidt azonositani, a
szekvencidk tobbnyire hidrofobak. A HIV-1 PR-nak legalabb hét aminosav
hosszlsagl peptidre van sziiksége a szekvencia felismeréséhez és a sikeres
hasitashoz, amelynek szamos hidrogénkdtéssel, nyujtott béta konformacio-
ban kell az enzimhez kotddnie.



Annak ellenére, hogy az enzim homodimerként mikddik, az azono-
sitott természetes hasitohelyek szekvenciaja nem mutat szimmetrikus ami-
nosav eloszlast, és szimmetrikus szubsztratok iranti preferenciat sem sikertilt
kimutatni. M{ikodése jelentds hasitohely szekvencia figgést mutat, amely-
nek legfontosabb jellemzéje az aminosavrész mérete és a B-elagazas meg-
1éte, ugyanakkor specificitas vizsgalatokban a P1 és P1” helyen 1év6 amino-
savrészek bizonyultak a legkritikusabb tényezéknek a hasithatésag szem-
pontjabol. Ezért ugy dontottiink, hogy a CA fehérjét érinté vizsgalatokban
ezeken a helyeken modositjuk a meglévo hasitohelyek szekvenciait, hogy a
proteolitikus hasitasnak ellenalld, vagy arra fokozottan érzékeny fehérjéket
hozzunk Iétre.

1.5. A PR szerepe a HIV-1 fert6zés korai fazisaban

Régota ismert tény, hogy szamos virus fehérje mellett a PR is része
a kapszid magnak, amely bejut a sejt citoplazmajaba, ezaltal az is elképzel-
hetd, hogy a korai fazisban is hozzajarul a virus fert6zoképességéhez a viralis
fehérjék tovabbi modositasaval, vagy éppen a gazdasejt megfeleld fehérjéi-
nek hasitasa révén. Egy masik lentivirussal (equine infectious anaemia virus,
EIAV) elvégzett kisérletben igazoltak azt, hogy a PR képes a nukleokapszid
fehérje kisebb fragmensekre torténd hasitasara, amely felfedezés alapjaul
szolgalt a PR korai fazisban betdltott szerepét feltételezd elméleteknek. Azt
is igazoltak, hogy a kapszid mag felépitésében részt vevo fehérjék (CA, NC)
szubsztratjai a viralis proteaznak in vitro. Az in vivo PR gatlasi vizsgalatok
ezzel szemben ellentmondasos eredményekhez vezettek: mig néhanyan egy-
értelmiien kimutattak a korai fazisra kifejtett gatlast, addig masok nem fi-
gyeltek meg ilyen hatast. Habar ezen ellentmondasos eredményeknek ko-
szonhetden a PR szerepe a korai fazisban a mai napig nem tisztazott, feltéte-
lezhet6, hogy szerepet jatszik abban.

A korabban emlitett viralis fehérjékkel egyiitt a CA is a PR szubszt-
ratjanak bizonyult in vitro, és ez a hasitas feltételezhetéen a pH valtozas altal
eléidézett konforméacios valtozasnak koszonhetd. A poliakrilamid gélelekro-
forézissel elvalasztott CA fragmensek N-terminalis szekvenalasanak és to-
megspektrometrids azonositasanak eredményeként két f6 CA hasitasi helyet
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azonositottak: az A77 és A78, valamint az L189 és L190 aminosavrészek
kozott. Ezeken a helyeken kiviil egy masik kutatocsoport tovabbi harom ha-
sitohelyet azonositott az A22 ¢és W23, a G116 és W117, valamint az A204
¢s L205 aminosavrészek kozott. Ezek a hasitohelyek mind kiviil esnek a CA
amely szerkezetében nem, de PR altali hasithatésagaban valtozik, ezaltal esz-
kozként szolgal a két fehérje kdlcsonhatasanak vizsgalatara a HIV-1 fert6zés
korai szakaszaban.

1.6. Kapszidhoz kotédé gazdasejt fehérjék szerepe a HIV-1 fertézés ko-
rai fazisaban

A legjobban jellemzett human fehérje, ami a HIV-1 kapszid fehérjé-
hez kotédik a peptidil-prolil izomeraz, ciklofilin A fehérje (CypA), amely a
HIV-1 életciklusanak kés6i fazisaban képes kétédni a HIV-1 Gag poliprote-
inhez. A lefiiz6dés folyaman a virionba is becsomagolddik, amely elenged-
hetetlennek bizonyult a virus megfelel6 fert6zéképességének fenntartasahoz,
jollehet késobbi kutatasok szerint a gazdasejtben jelenlévé CypA sokkal fon-
tosabb a fertdézoképességhez. Egyes eredmények szerint bizonyos sejttipu-
sokban (pl HeLa és H9 T sejtek), illetve virus izolatumok esetében a HIV-1
replikacidja fliggetlen a ciklofilintél. A CypA a kapszid fehérjén talalhatd
CypA-koté hurokhoz kapcsolodik. Pontos szerepe a HIV-1 fertézés korai
szakaszaban tovabbra sem tisztazott, valosziniileg a kapszid magot stabili-
zalja. Kapszidhoz val6 kétddése ciklosporinnal, vagy barmely kétohely mu-
tagenezisével gatolhato. Egyes sejtvonalakban barmely modszer hasznalata
gatolja a fert6zés folyamatat a reverz transzkripcio el6tt vagy kozben beavat-
kozva.

Az utobbi néhany évtizedben szamos kutatas soran probaltak azono-
sitani tovabbi specifikus gazdasejt fehérjéket, amelyek részt vehetnek a HIV-
1 fert6zés korai fazisanak iranyitasaban a fert6zés akadalyozasa vagy éppen
segitése révén. Ezek koziil néhany, mint példaul a TNPO3, a CPSF6 vagy a
NUP153 és NUP358 fehérjék mind képesek kapcsolatba lépni a CA fehérjé-
vel.



A TNPO3 (transportin-3) egy nuklearis transzport fehérje, amely
kotddik a kapszidhoz, azonban a kdzelmultban végzett kisérletek eredményei
azt jelzik, hogy hatasat indirekt modon, a CPSF6 fehérje elkiilonitése révén

s

A CPSF6 (cellular protein cleavage and polyadenylation specificity
factor subunit 6) fehérje szintén kolcsonhat a kapsziddal, a HIV-1 fert6zés
korai fazisanak tobb 1épésében is szerepet tulajdonitanak neki. Egyik valo-
szin{i szerepe a kapszid nuklearis transzportjanak eldsegitésében van, ezen
kiviil tobb kozelmultban végzett kutatas is alatamasztotta a viralis genom in-

s

A NUP153 (nuclear pore complex protein-153) és NUP358 (maés-
néven RunBP2) nukleoporin fehérjék a magporus komplex fontos alkotoele-
mei a korabban emlitett kisérletek koziil kettdben is azonositottak mindket-
tot. A NUP358 a porusok citoplazmatikus oldalan a citoplazmatikus filamen-
tumok kiindulasi pontjan, vagy ahhoz kozel talalhaté és jelentOs szerepe van
CPSF6-al és egy kinezin motoros fehérjével a KIF5B-vel (kinesin family
member 5B) kolcsonhatasban képes kifejteni.

A NUP153 a pérusok magi oldalan talalhaté nukleoporin fehérje,
amely képes kapcsolodni a kapszidhoz egy Gijabb nukleoporinnal, a NUP93-
al egytitt. A HIV-1 replikacidban betoltott szerepét szamos kutatas soran ala-
tamasztottak, tovabba egy kozelmultban kozzétett kisérletben azt is igazol-
tak, hogy elengedhetetleniil sziikséges a nem o0sztddo sejtekben torténd fer-
t0zéshez.

Az itt bemutatott fehérjéken kiviil még tobb szaz olyan létezik,
amelyrol kimutattak, hogy szerepet jatszik a HIV-1 életciklusédban, azonban
tobbségiiknél a szerep mibenléte, illetve az életciklushoz torténd kapcsolo-
dasi pontja tovabbra sem ismert. Ezen fehérjéknek a HIV-1 életciklusara ki-
fejtett hatasanak alapos vizsgalata jelent6s mértékben hozzajarulhat az tijabb
HIV-1 ellenes terapidk megjelenéséhez.



2. CELKITUZES

A HIV-1 fert6zés korai fazisanak legkritikusabb pontja a de-
kapszidaciéo folyamata, amelynek eldsegitése vagy késleltetése egyarant
okozhatja a virusfert6zés terminaciojat. A folyamatban részt vevé szereplok
azonositasa, valamint az azok szerepének ismerete hozzajarulhat a virus élet-
ciklusanak alaposabb ismeretéhez, ezaltal 1], hatékonyabb HIV-1 ellenes te-
rapiak kifejlesztéséhez.

Munkank soran a kovetkezd célokat tiiztiik ki:

1. A kapszid fehérje korabban azonositott hasitohelyein olyan muta-
ciokat terveztiink 1étrehozni (W23A, A77P, A78V, L189F, L1891 és L189P),
amelyek a proteazon korabban végzett specificitas vizsgalatok eredményei
alapjan megvaltoztatjak a kapszid fehérje viralis proteaz altali hasithatdsagat,
ezaltal a késébbiekben eszkozként szolgalhatnak a proteaz korai fazisban be-
toltott szerepének alaposabb vizsgalatahoz, kiilonds tekintettel azokra a ko-
riilményekre, amikor a virus vagy virus alapt vektor receptor-medialt endo-
citozis révén jut be a sejtbe, ahol a lizoszomaban kialakulo pH viszonyok
miatt a kapszid monomer szerkezete is el0segitheti a proteolizist. A 1étreho-
zott mutans fehérjékben terveztiik tanulmanyozni a hatast, amelyet ezek a
modositott hasitohelyek fejtenek ki azok szerkezetére, legismertebb interak-
ciés partnerével, a CypA fehérjével kialakitott kapcsolatara, illetve HIV-1
PR és tripszin altali hasithatosagara.

2. A HIV-1 replikacioja nagymértékben fligg a gazdasejt sajat fehér-
jéitdl, amelyek koziil néhany szerepe jol definialt. A kdzelmultban azonban
tobb szaz gazdasejt fehérjét kodold gén keriilt kimutatasra, amelyek expresz-
sziojanak valtozasa szintén a virusfert6zéssel hozhat6 kapcsolatba. Egy t6bb
géntermékre kiterjesztett proteomikai vizsgalat segithet lesziikiteni a vizsga-
lando célpontok korét. Kisérletiinkben egy HIV-1 alapu vektorrendszer fel-
hasznalasaval 293T sejtekben terveztiik vizsgalni a pszeudovirus altal oko-
zott gazdafehérje expresszioban bekovetkezd valtozasokat jelolés nélkiili
(label-free) kvantitalas segitségével.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A mutaciok szerkezetre kifejtett hatasanak becslése

A masodlagos szerkezeteket a SOPMA masodlagos szerkezet becsld
szerver hasznalataval becsiiltilk meg, a mutaciok stabilitasra kifejtett hatasa-
nak becslése pedig a Site Directed Mutator (SDM) szerver segitségével tor-
tént a vad tipusu teljes hosszisagth HIV-1 CA kristalyszerkezetének (PDB
code: 3NTE) felhasznalasaval.

3.2. A rekombinans HIV-1 kapszid fehérje mutagenezise, expresszidja
és tisztitasa

A vad tipust HIV-1 IIIB kapszid fehérjét kodolo és vele N-termina-
lison 6 hisztidin aminosavbol felépiilé affinitas cimkét kodold (Hise-
HIVCA) plazmid Dr. Carol Carter (Department of Molecular Genetics and
Microbiology, S.UN.Y. Stony Brook, USA) ajandéka volt. A fenti plazmid-
ban a mutaciokat QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit segitségével
hoztuk 1étre.

A mutans rekombinans kapszid fehérjéket BL21(DE3) E. coli sej-
tekben expresszaltuk, amelyet 0,4 mM IPTG hozzaadasaval indukaltunk és
3 6ran keresztiil, 37°C-on végeztiink. A bakteridlis sejteket szonikalassal tar-
tuk fel, amely utan az oldhatatlan frakciot centrifugalassal valasztottuk el,
majd denaturalé pufferben oldottuk. Ujabb szonikalas utan az elegyet ismét
centrifugaltuk, majd az ebbdl szarmaz6 feliiliszot atszirtiik és Ni-NTA Su-
perflow toltetet tartalmazd kromatografias oszlopon tisztitottuk. A tisztitott
fehérje frakciokat ioncserélt (MQ) vizzel szemben dializaltuk, majd koncent-
raltuk. A koncentratum Osszetevoit gélsziiréssel valasztottuk el Superose 12
10/300 GL gélszliré oszlopon, szobahdmérsékleten, 1 ml/perc aramlasi se-
bességet alkalmazva. A preparatumok tisztasagat SDS-poliakrilamid gé-
lelektroforézissel ellendriztiik.

3.3. Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszképia
A cirkularis dikroizmus spektrumokat Jasco-810 spektropolariméte-
ren mértiik szobahdmérsékleten 10 mM natrium foszfat pufterben 7,5-6s pH-
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n. A CD dekonvoluciot CDSSTR analizis programmal végeztiik, amelyek a
Dichroweb honlapjan elérhetéek.

3.4. A rekombinans HIV-1 PR expresszidja és tisztitasa

A stabilizal6 mutacidkat tartalmazoé vad-tipusu HIV-1 proteazt ko-
dol6 plazmid Dr. John M. Louis (Laboratory of Chemical Physics, NIDDK,
NIH) ajandéka volt. A fehérjét BL21(DE3) E. coli sejtekben expresszaltuk.
Az expressziot | mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk, majd 3 oran keresztiil,
37°C-on végeztikk. A feltarast lizozimmal kiegészitett pufferben végeztiik
szonikalassal. A végsd, inkluzids testeket tartalmazo pelletet 7,5 M guanidin-
HCI tartalmu pufferben oldottuk, majd sziirtiik. A mintak fehérjetartalmanak
elvalasztasat Superose 12 10/300 GL gélsziir6 oszlopon végeztiik szobaho-
mérsékleten, 0,5 ml/perc aramlasi sebességgel. A megfeleld csucshoz tartozo
frakcidkat egyesitettiik, majd reverz fazisi HPLC-vel POROS 20 R2 oszlo-
pon tisztitottuk. Az enzim megfelel6 feltekeredését tobblépéses dializissel
biztositottuk.

3.5. A rekombinans CA fehérjék hasithatosaganak vizsgalata HIV-1
proteazzal

A rekombinans kapszidok hasitdshoz a CA fehérjét 20:1 aranyban
inkubaltuk rekombinans HIV-1 proteazzal reakcio pufferben 4 6ran at 37 °C-
on. Az inkubalas utan a reakciokat kétszeres toménységi, p-merkaptoetanolt
is tartalmazo, tricin-SDS mintafelvivé pufferrel allitottuk le. A mintakat 16
%-0s, tricines SDS-poliakrilamid géleken analizaltuk. A fragmensek hozza-
vetdleges molekulatomegét Precision Plus Protein Dual Xtra molekulastly
marker segitségével hataroztuk meg. A tomegspektrometrias mérésekhez ké-
szitett mintakat tartalmazo reakciokat azonos mennyiségii tomény hangya-
sav hozzdadasaval allitottuk le.

3.6. CA proteolitikus fragmensek tomegspektrometrias azonositasa
A mérések eldtt a mintakat ZipTip C18 toltettel ellatott pipettahe-
gyek hasznalataval tisztitottuk. A reakcioban keletkezo fragmensek moleku-
latomegét és szekvencigjat Voyager DE PRO MALDI TOF késziiléken ha-
taroztuk meg. A méréseket linearis lizemmodban végeztiik. Az eredménye-
ket Data Explorer szoftver segitségével értékeltiik ki.
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3.7. A rekombinans CA fehérjék hasithatosaganak vizsgalata limitalt
tripszines emésztéssel

A rekombinans kapszidokat 1:100 tripszin:CA aranyban inkubaltuk
pH 7,5-6n 2 6raig 37 °C-on egy korabban leirt reakcio pufferben. A reakcio-
elegyek 10 uM (végkoncentracid) rekombinans CA fehérjét és 100 nM trip-
szint tartalmaztak, a reakciokat 6X-os toménységii, p-merkaptoetanolt is tar-
talmazd, SDS mintafelvivé pufferrel allitottuk le, a mintakat 16 %-0s SDS-
poliakrilamid géleken vizsgaltuk.

3.8. A pGEX-4T-3-CypA expresszios vektor készitése

A CypA fehérjét kodolo régiot a PPIA (NM_021130) human cDNA
ORF klonbol szaporitottuk fel. A primerek BamHI és Notl restrikcids endo-
nukledz hasito helyeket is tartalmaztak. A PCR reakciobol szarmazo termé-
keket BamHI és Notl enzimekkel emésztettiik, majd ugyanezekkel az enzi-
mekkel hasitott pGEX-4T-3 plazmidba ligaltuk be, mely a fehérje GST-fu-
zi0s formaban torténd expresszidjat biztositotta.

3.9. A CypA-GST fuzios fehérje tisztitasa

A CypA-GST fehérjét kodoldé pGEX-4T-3 plazmidot E. coli
BL21(DE3) sejtekbe transzformaltuk, majd ezeket a sejteket 0,1 mM IPTG
hozzaadasaval indukaltunk és 3 6ran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on. A cent-
rifugaléssal elkiilonitett sejteket egy korabban leirt modszer szerint tartuk fel.
A lizatumot ezutan Bio-ScaleTM Mini Profinity™ GST oszlopon tisztitot-
tuk. A tisztitott fehérjét MQ vizzel szemben dializaltuk, majd Concentrator
Plus késziilékkel beszaritottuk. A tomény fehérjét MQ vizben oldottuk be
ujra.

3.10. Hisg-HIVCA pull-down assay

A Hisg-HIVCA fehérjét Ni-NTA magneses agar6z gyongyokkel in-
kubaltuk 1 oraig 4 °C -on foszfattal pufterelt sdoldatban (PBS), amelyet 20
mM imidazollal és 0,05 % Tween 20-al (pH 8,0) egészitettiink ki. A gyon-
gyokhoz kikotott Hise-HIVCA-t ezutan CypA-GST fehérjével inkubaltuk
PBS-ben 1 6raig 4 °C -on. A nem kotddott anyagokat mosassal tavolitottuk
el, majd a kiko6todott komplexeket elualtuk. Az eluatumokat 14 %-0s SDS-
poliakrilamid gélen vizsgaltuk.
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3.11. AHIV-1 vektor rendszer pMDLg/pRRE plazmidjanak médositasa

A HIV-1 pszeudovirus részecskék eldallitasahoz sziikséges harma-
dik generacios vektorrendszer Dr. Didier Trono (Department of Genetics and
Microbiology, University of Geneva Medical School, Geneva, Svajc) ajan-
déka volt. A CA fehérjét kodolo szakaszt Avrll és Pmll restrikcids enzimek
segitségével hasitottuk ki a pMDLg/pRRE plazmidbdl, majd a pT7 Blue-3
plazmid ugyanazon hasitohelyei koz¢ ligaltuk be. A mutagenezist a 3.2. fe-
jezetben leirt modon végeztiik el. A mutacio 1étrehozasa utan a génszakaszt
visszaligaltuk a pMDLg/pRRE vektorba.

3.12. Virusrészecskék eléallitasa

A virusrészecskék el6allitasdhoz 293T sejteket hasznaltunk. A sejte-
ket polietilénimin segitségével transzfektaltuk. A transzfekciohoz hasznalt
plazmidokat Dr. Didier Trono bocsajtotta rendelkezésiinkre, amit munkacso-
portunk moédositott tovabb. A virusrészecskéket tartalmazé kondicionalt mé-
diumot 24, 48 ¢és 72 6ra mulva gyjtottiik, centrifugaltuk, és atsziirtilk majd
toményitettiik, végiil -70 °C-on taroltuk. A termelt pszeudovirus mennyisé-
gét a reverz transzkriptaz (RT) aktivitas, vagy a p24 (kapszid) fehérje kon-
centracidja alapjan hataroztuk meg.

3.13. Fert6zoképesség vizsgalata

A 293T sejteket 24 lyuku sejttenyészt6é edényben, 50% konfluencia
elérése utan 10 ng kapszid fehérje tartalmu virussal fertoztiik. 7 nap elteltével
a GFP-t termeld sejtek aranyat aramlasi citometria segitségével hataroztuk
meg. Az adatok kiértékelését FlowJo szoftver segitségével végeztiik.

3.14. Statisztikai elemzés
A statisztikai elemzéseket a GraphPad QuikCalcs ingyenes web al-
kalmazas hasznalataval végeztiik el.

3.15. Transzdukci6 és mintagyiijtés tomegspektrometrias (MS) elemzés-
hez

293 T sejteket T25-0s sejttenyésztd flaskaban 50 %-os konfluencia-
nal transzdukaltuk 5 ng RT aktivitasnak megfeleld HIV-1 pszeudovirionnal,
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vagy pszeudoviriont nem tartalmazé kondicionalt médiummal (mock) kezel-
tilkk 4 pg/ml polibrén hozzaadasaval. Ezutan a sejteket 37 °C-on inkubaltuk
5 % CO; tartalom mellett. 0, 4 és 12 ora elteltével a sejteket tripszinnel ke-
zeltiik, majd jéghideg PBS-el mostuk, hogy a nem k&todott pszeudovirus ré-
szecskékeket eltavolitsuk. A végso, sejteket tartalmazo pelleteket cOmplete
protease inhibitor koktéllal kiegészitett lizis pufferben inkubaltuk 30 percig
szobahémérsékleten. A lizatumot centrifugaltuk, a feliiliszot hideg (-20 °C)
acetonnal kevertiik 6ssze, majd -20 °C-on taroltuk egy éjszakan keresztiil.

3.16. A transzdukalt sejtek fehérje osszetételének tomegspektrometrias
elemzése

A lizalt sejtek fehérje tartalmat az acetonos kicsapas utan beszaritot-
tuk, majd 25 mM ammonium bikarbonat pufferben oldottuk vissza. A fehér-
jéket tripszines emésztésnek vetettiik ala és a keletkezett fragmenseket kol-
laboracids partnertink, George Tsaprailis (University of Arizona, Tucson,
AZ, USA) LC-MS/MS segitségével elemezte jelolés nélkiili (label-free)
kvantitalas modszerrel, minden egyes minta esetében. Az LC-MS/MS spekt-
rumok alapjan azonositott fehérje és peptid szekvenciakat Scaffold v4.4.6.
szoftver segitségével ellendriztiik. A fehérjékben azonositott peptidek szek-
vencidit Protein BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) program se-
gitségével Gjra ellendriztiik. A fehérjék mennyiségének meghatarozasa a to-
megspektrometrias adatokbol a normalizalt MS/MS spektrumok szama alap-
jén tortént.

3.17. A tomegspektrometrias adatok statisztikai elemzése

A statisztikai elemzéshez egy sajat fejlesztésii R-szoftert hasznaltunk
(Dr. Emri Mikl6s munkaja), amely STRING, circilize, Ismeans, matrixStats,
reshape2 és ggplot2 csomagokon alapul. Azt feltételezve, hogy a technikai
ismétlésekbdl szarmazo adatok Poisson eloszlast mutatnak és a biologiai is-
métlések nagy variancidi negativ binomialis eloszlassal modellezhetok, egy
modositott altalanos linearis modellt hasznaltunk a mért fehérje adatok cso-
port szintl eltéréseinek leirdsara a 4 és 12 6ras idépontokban.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A HIV-1 kapszid fehérje masodlagos szerkezetének in silico vizsga-
lata

A mutaciok fehérje szerkezetre kifejtett hatasat az SDM szerver se-
gitségével becsiiltik meg, amely egy stabilitasi pontot szamol a mutans és
vad tipusu fehérje szabadenergiajaban 1év6 eltérésekkel analog modon (Dr.
Moétyan Janos munkaja). A legmagasabb értékeket az A77P és L189P mu-
tansokra becsiiltiik, ami arra utalt, hogy ezek a mutaciok nagymértékben de-
stabilizaljak a fehérjék szerkezetét, valamint azok hibas miikddését is el6-
idézhetik. Az L1891 mutaciot semlegesnek, mig az A78V és L189F mutaci-
okat kis mértékben destabilizalonak becsiiltiik, amelyek elenyészé mértékii
valtozast okozhatnak a fehérje szerkezetében. A masodlagos szerkezet becs-
1ése nem josolt semmiféle valtozast a W23 A mutacid esetében, és az SDM
szerver is csak kismértékii szerkezet destabilizalo hatast feltételezett.

4.2. A vad tipusa és mutans HIV-1 kapszid fehérjék hasitasa HIV-1
proteazzal

A mddositott proteolitikus hasitohelyek in vitro CA hasitasra kifej-
tett hatasanak meghatarozasdhoz olyan mutaciokat terveztiink a HIV-1 PR
specificitasi jellemzdinek figyelembevételével, amelyekben a hasitohelyek
P1 (A77P, L189F, L1891 és L189P) vagy a P1’ (W23A és A78V) aminosav-
részeit kicseréltiik.

Virakozasunknak megfelel6en az A77P és L189P mutaciok gatoltak
a proteolitikus hasitast ezeken a hasitohelyeken, ahogy azt megfigyeltiik a
hasitohelyekhez kothetd proteolitikus termékeknek megfelelé méretii savok
intenzitasanak valtozasabol: az A77P mutansnal a 78-231 fragmens mennyi-
sége csokken, valamit az 1-189 fragmens mennyisége novekszik, mig L189P
esetében az 1-189 fragmens eltlinése figyelhetd meg. A W23 A mutans CA
fokozottan érzékenynek bizonyult a proteolitikus hasitassal szemben. Az
AT8V és L189F mutansok szintén érzékenyebbnek bizonyultak a proteoliti-
kus hasitassal szemben, ahogyan azt lattuk a hasitohelyekhez kothetd frag-
mensek (78-231 és 1-189 fragmens) mennyiségének novekedésébol, jolle-
het az L189F mutans 0sszességében vett hasitasa csokkent, mig a reakciod
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végén megmaradt A78V CA mennyisége nem mutatott szignifikans eltérést
a vad tipusu kapszidhoz viszonyitva. Meglepé modon az L1891 mutacio lat-
hatéan nem gatolta a hasitast a hasitohelyen, amit véleményiink szerint a ha-
sitohely egy aminosavrésszel torténd eltolodasa okozhatott, és ezaltal egy
TETIL/VQNAN hasitohely 1étrejotte azonban ezt nem tudtuk bizonyitani,
mivel a fragmensek MALDI-TOF témegspektrometrias elemzésébdl a meg-
felel6 méreti peptidek koziil egyiket sem sikeriilt azonositani.

4.3. A vad tipusi és mutans HIV-1 kapszid fehérjék masodlagos szer-
kezetének CD spektroszkopias vizsgalata

CD spektroszkopia segitségével vizsgaltuk a fehérjék szerkezetét,
hogy meghatarozzuk a hasitohely mutaciok hatasat a CA fehérje szerkeze-
tére. A 180-t6l 300 nm-ig terjedd tartomanyban vizsgaltuk az egyes fehér-
jékhez tartozo spektrumok molekularis ellipticitasat, majd a mutans CA fe-
hérjék spektrumait a vad tipustt CA fehérje spektrumahoz hasonlitottuk. A
spektrumokat CDSSTR program segitségével analizaltuk. A spektrumokat
7,5-06s pH-n vettiik fel, ahol a CA fehérje fenntartja szerkezeti épségét.

A vad tipustt CA fehérje pozitiv ellipticitast mutatott, amely 190 nm-
en érte el maximumat és egy hatarozott negativ ellipticitast, amely 208 nm-
en érte el minimumat, valamint egy 220 nm-nél megjelené vallat is megfi-
gyelhetiink. A spektrum metszéspontja 200 nm-nél talalhatd. A mésodlagos
szerkezeti elemek eloszlasa 6sszhangban van a Hiss-HIVCA fehérjérdl ko-
rabban ko6z6lt, 7,5-0s pH-n mért eredményekkel és a becslésekkel, amelyeket
a vad tipusu fehérje aminosav szekvenciaja alapjan végeztiink. Az A78V és
L189F mutansok spektruma a vad tipushoz nagyban hasonl6 tulajdonsagok-
kal rendelkezett, mig az L1891 mutans esetében a spektrum némileg maga-
sabb maximummal rendelkezik 191 nm-en. A W23A, A77P és L189P mu-
tansok spektruma szamos tulajdonsagéaban eltér a vad tipusétol. A spektru-
mok nagymértékben csokkent maximumai és minimumai, valamint eltolo-
dott metszéspontjai a masodlagos szerkezetek kiilonb6z6 mértéki eltoloda-
sat jelzik.
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4.4. A vad tipusi és mutans HIV-1 kapszid fehérjék tripszines emész-
tése

Tanulmanyoztuk a tripszin hasitohelyek hozzaférhetdségét azért is,
hogy megbecsiiljiik a vad tipusu és mutans kapszid monomerek kozott eset-
legesen megjelend szerkezeti kiilonbségeket. Azonos mennyiségii fehérjét
korlatozott idejii proteolizisnek vetettiink ala tripszin jelenlétében a CD
spektroszkopias mérésekhez hasznalt koriilményekkel megegyezéen (pH
7,5), majd a reakcidelegyeket SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitség-
ével vizsgaltuk.

Az A78V, L189F és L189P mutansok esetében a tripszines emésztés
hatékonysaga a vad tipusi CA fehérjéhez hasonlonak bizonyult, nem figyel-
tink meg szignifikans kiilonbséget a hasitatlan CA mennyiségében. A
W23A, A77P és L1891 mutansok esetében azonban a reakcid végén megma-
radt hasitatlan CA fehérje mennyisége szignifikans csokkenést mutatott,
vagyis ezek a mutans CA fehérjék fokozottan érzékenyek a tripszines hasi-
tassal szemben a vad tipushoz viszonyitva, amely azt sugallja, hogy ezek a
fehérjék nagyobb valoszinliséggel alakitanak ki hibas CA oligomer szerke-
zeteket.

4.5. Hise-HIVCA és CypA-GST rekombinans fehérjék kolcsonhatasa-
nak vizsgalata pull-down technikaval

A CypA fehérje kotédése a CA fehérjéhez bizonyos koriilmények
kozott elengedhetetlen fontossagu a dekapszidacié folyamatanak megfeleld
lefolyasahoz a HIV-1 fertézés korai fazisaban. Megvizsgaltuk, vajon a CA
fehérje mutacioi befolyasoljak-e a CA-CypA kolcsonhatast és in vitro vizs-
galtuk a kotédés hatékonysagat. A tisztitott Hise-HIVCA és CypA-GST fe-
hérjéket pull-down assay-nek vetettiik ala, majd SDS-poliakrilamid gélekt-
roforézis segitségével vizsgaltuk az elualt fehérje komplexeket.

A CypA fehérjéhez kapcsolodott W23 A, A78V, L189F, L1891 és

L189P mutans kapszidok mennyisége nem mutatott szignifikans valtozast,

mig az A77P mutans CA fehérje nagymértékben csokkent CypA-koto ké-

pességgel rendelkezett a vad tipusu CA fehérjéhez viszonyitva. Az A77P CA

fehérje CypA-koto képességégének megvaltozasa meglepd eredmény, mivel
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az A77P mutacié kiviil esik a CypA koto région, ezaltal nem feltételeztiik,
hogy barmilyen mértékben hatassal lehet a két fehérje kdlcsonhatasara.

4.6. Vad tipusu és L189F mutans CA fehérjéket hordozé pszeudovirus
részecskék fertozéképességének vizsgalata

293T sejteket transzfektaltunk az L189F és a vad tipust kapszidot
kodolo plazmidok kiilonb6zé aranya (1:0, 1:1 és 0:1) keverékével. A 293T
sejteket azonos p24 mennyiséget tartalmazo pszeudovirussal transzdukaltuk,
majd egy hét utan a GFP-t expresszalo sejtek szamat aramlasi citométerrel
hataroztuk meg. A kontroll fertézéseknél a vad tipusa CA fehérjét kodolo
plazmid mellett azonos mennyiségii lazac sperma DNS-t hasznaltunk, mely-
ben a sejtek 32 %-a fert6z6dott meg. Az L189F mutans kapszidot kodold
plazmid mennyiségének ndvelése csdkkentette a fert6zott sejtek mennyisé-
gét 1:1 arany esetében 15 %-ra, a kizarolag L189F kapszidot kodolé plazmid
hasznalata esetén pedig 2 %-ra csokkent a GFP pozitiv sejtek szama.

Mivel vizsgalataink szerint a proteolitikus hasitast befolyasolé mu-
taciok kozil az L189F nem befolyasolja a CA monomerek szerkezetét a ci-
toplazmaban uralkodé pH viszonyok kozott, feltételezhetjiik, hogy a mutans
fehérjéket tartalmazd pszeudovirus részecskék csokkent fert6zoképessége a
viralis PR 4ltali hasithatosag megvaltozasanak koszonhetd. Meg kell jegyez-
niink azonban, hogy ezek csak el6zetes eredmények, elméletiink alatamasz-
tasdhoz, illetve a PR korai fazisban betdltott szerepének igazolasédhoz to-
vabbi, sejtkultiras koriilmények kozott végzett vizsgalatok sziikségesek.

4.7. A lentiviralis vektorral torténé transzdukcié hatiasara bekovetkezé
fehérje szintii valtozasok tomegspektrometrias vizsgalata a fert6zés ko-
rai fazisaban

Kisérletiinkben vizsgaltuk a gazdasejt fehérje Osszetételétben beko-
vetkez6 valtozasokat a pszeudovirus részecskékkel torténé transzdukcio ko-
rai szakaszaban. Kisérletiink soran jelolés nélkiili kvantitalas alkalmazasaval
vizsgaltuk a fehérje szintli valtozasokat.
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A tomegspektrometrias analizisek soran azonositott fehérjéket tar-
talmazo listat, illetve az azonositott peptidek szekvencidit manualisan ellen-
Oriztiik és a tévesen nem-human, illetve nem-viralis eredetlinek azonositott
fehérjék eredetét javitottuk, a sem human sem a viralis fehérjékkel nem
egyezd fehérjéket pedig kizartuk a tovabbi elemzésbol.

4.8. A tomegspektrometrias adatok statisztikai elemzése

A mennyiségi elemzés utan azokat a fehérjéket vetettiik ala statiszti-
kai elemzésnek, amelyek jelenlétét az egy adott mintdhoz tartozd négy is-
métlésbol legalabb két alkalommal ki tudtuk mutatni és mas idépontban, il-
letve mas kezelés kovetkezményeképpen ez nem volt lehetséges. Ezzel a
modszerrel 25 olyan fehérjét azonositottunk a transzdukalt sejtekben, ame-
lyek mennyisége valamelyik mintavételi idépontban eltér a kontrolltol.

A HIST1HIE, HNRNPL, PRRC2A és a TRIMM2S fehérjék csak a
transzdukcidé utan 4 oOraval voltak jelen a sejtekben, a CSDA, EEF1AL,
EEF1D, HN1, NPM1, PGAMI és SRSF6 fehérjék mennyisége szignifikan-
san novekedett, mig a HISTIHID és HSPAS mennyisége szignifikansan
csokkent a transzdukalt sejtekben ebben az id6pontban a kontroll sejtek 4
oras idépontjahoz, valamint a 0 6ras idéponthoz képest.

Mas fehérjéket 12 oraval a fertézés utan nem tudtunk kimutatni a
transzdukalt sejtekben, viszont mas idépontokban egyértelmtien jelen voltak
(ALYREF, CCDCB86, CSDA, COX5A, HN1, MYLS6, PPIF, SEPT2, SRSF6,
TCOF1 és TPM3 fehérjék). Ezek eltiinése arra utalhat, hogy 12 oraval a fer-
tézés kezdete utan a bejutott pszeudovirus részecskék mar jelentds kontrollt
gyakorolnak a gazdasejt fehérje expresszidjara. Néhany fehérje (CSDA,
HN1 és SRSF6) mennyisége a 4. 6rdban jelentésen megemelkedett, majd
Ujabb 8 ora elteltével mar nem volt kimutathat6 a transzdukalt sejtek lizatu-
maban. A transzdukcio utan 12 6raval a COX6B1 és PDIA3 fehérjék meny-
nyisége szignifikdnsan nodtt, mig az EEF2 és GAPDH fehérjék mennyisége
csokkent a transzdukalt sejtekben.

Ha a szignifikans valtozast mutatd fehérjék funkcioit vizsgaljuk, azt
mondhatjuk, hogy 4 6raval a fertézés kezdete utan emelkedik az RNS-koto
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fehérjék mennyisége, amely aztan a 12 éras idépontban lecsokken. Atmeneti
fehérje mennyiség ndvekedést a génexpresszio valtozasa mellett okozhat a
viralis és gazdasejt fehérjék kapcsolatanak stabilizalo hatasa, valamint a fe-
hérje lebontas sebességének a csokkenése is.

4.9. A valtozast mutaté gazdafehérjék kapcsolata a HIV-1 fehérjéivel
és életciklusaval

A HIV-1 replikacidja nagymértékben fiigg a gazdasejt sajat fehérjé-
it6l, ezért vizsgalatunkban célul tiztiik ki, hogy tomegspektrometrias mod-
szerrel azonositsunk olyan fehérjéket, amelyek valamilyen mddon befolya-
soljak a replikaciot a virusfertézés korai szakaszaban. Az azonositott fehér-
jék koziil egy kivételével valamennyit kototték valamilyen modon a HIV-1
életciklusahoz, azonban pontos szerepiik, szamos esetben a mai napig nem
tisztazott.

Az EEF1A1 és EEF1D fehérjék egyarant az EEF1 komplex részei,
amely retrovirus fert6zés esetén elésegiti a reverz transzkripcid folyamatat
az cukariota sejtekben. Az EEF1A1 fehérje ilyen jellegli szerepét mas koz-
lemények is alatamasztjak. Az EEF1D kotodését a viralis fehérjékhez ugyan
nem, szerepét azonban mashol is igazoltdk, az EEF1 komplex részeként va-
l6szintileg az EEF1A1 fehérjével egyiittmiikddve fejti ki hatasat.

Az EEF2 fehérje a viralis Gag-hoz kotédik, amely kapcsolatot a
CypA képes stabilizalni, komplexiik a sejt fertézések elleni védekezésében
fontos stressz-granulumok Gsszeszerel6dését képes gatolni. Az EEF2 hianya
a virus termelés csokkenését, illetve a termelt virionok csokkent fert6zokeé-
pességét vonja maga utan.

AzMYL6 a szerepét a HIV életciklusaban masok is kimutattak, szin-
tén képes a Gag fehérjéhez kotédni, azonban ennek a kapcsolatnak a jelen-
tosége egyel6re nem ismert.

Az NPML1 és az ALYREF a viralis fehérjék koziil a Rev-hez képesek
kotodni. Az NPML1 feltételezések szerint a Rev nuklearis importjaban miiko-
dik kdzre, mig a Rev-hez kapcsolodd6 ALYREF fehérje nem képes RNS-t
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kotni, a Rev valosziniileg ezen a kapcsolaton keresztiil favorizalja a viralis
RNS exportjat a sejti RNS-ekkel szemben.

A COX5A, COX6BI1 és PDIA3 fehérjék szerepét korabban is kimu-
tattak, ahogy kapcsolatukat a virus a burokfehérjével is. Azonban a HIV bu-
rokfehérje nincs jelen a pszeudovirusban, ezaltal kapcsolatuk a virushoz és
szerepiik az életciklusban tovabbi vizsgalatra szorul.

Az SRSF6 egy a kozelmultban végzett kutatas eredménye szerint va-
l6szintileg a viralis génexpresszio gatlasaért felel, a viralis Tat fehérjét ko-
doldo mRNS-ek hasitasan keresztiil. Kapcsolata méas viralis fehérjék mRNS-
ével egyelére nem ismert.

A TRIM28 fehérje szintén ismert szereplé a HIV-1 életciklusaban,
egy nemrég kozolt kutatas eredménye szerint jelentds szerepet jatszik a vira-
lis gének expressziojanak gatlasaban. A sejt védekezd mechanizmusanak
fontos része lehet, erre utal a 4 6ras idépontban térténd megjelenése, majd
eltiinése a 12 oras idépontban.

A HIST1H1E, HNRPL, CCDC86, CSDA, PPIF, SEPT2, TCOF1,
TPM3, HIST1H1D, PGAM1, HSDAS ¢s GAPDH fehérjéket szintén olyan
gazdasejt faktorokként azonositottak, amelyek szerepet jatszanak a HIV-1
életciklusdban, azonban szerepiik mibenléte egyeldre ismeretlen.

A HN1 szerepe a HIV-1 életciklusaban egyeldre nem ismert, jollehet
a vele kapcsolatban 1év6 fehérjék a transzkripcio, illetve a mikrotubulus szer-
kezet kialakitasaban vesznek részt.

Ezen fehérjék nagy részét korabban is a replikacioban szerepet jatszo
faktorokként azonositottak, amely egyrészt alatdmasztja modszeriink helyes-
ségét, masrészt pedig megerdsiti szerepiiket a HIV-1 életciklusdban. Véle-
ményiink szerint ezek a fehérjék, illetve mas fehérjékkel alkotott kapcsola-
taik alaposabb vizsgalata segithet azonositani azokat a jelatviteli itvonalakat,
amelyeken keresztiil a HIV-1 képes sajat céljaira hasznélni a sejtben miikddo
rendszereket, ezaltal (ijabb célpontokat szolgaltathat az antiviralis terapiak
kifejlesztéséhez, valamint a génterapias modszerek hatékonyabba tételé¢hez.
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6. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben bemutatott munkaim soran elsésorban le-
hetségem volt a HIV-1 kapszid fehérje mutansainak (W23A, A77P, A78V,
L189F, L1891 és L189P) tervezésére, 1étrehozasara és tisztitasara. A 1étreho-
zott mutans fehérjék szerkezetében bekovetkezd valtozasokat in silico becsiil-
tiik meg, amelyet CD-spektroszkdpia alkalmazasaval tamasztottunk ala. A fe-
hérjék proteolizissel szembeni érzékenységét HIV-1 PR és tripszin altal 1étre-
hozott hasitasi termékek analizisével hataroztuk meg. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az elsédleges hasitasi helyekhez tartozé aminosavak mu-
tacioja altalaban nem csak a kapszid fehérje proteaz altali hasithatosagat val-
toztatja meg, hanem esetenként annak masodlagos szerkezetét és CypA-kotd
képességét is. Jollehet a W23 A, A77P és L189P mutaciok sikeresen mddositjak
a proteaz altali hasitast, masodlagos szerkezetiik is jelent6sen megvaltozik, ez-
altal nem alkalmasak a célkitlizésben megfogalmazott céljainkra. Egyediil az
L189F mutans tiinik szerkezetében valtozatlannak a vad tipushoz viszonyitva,
ezaltal ez lehet a legalkalmasabb jelolt a PR altali CA hasitas korai fazisban
betoltott szerepének tovabbi vizsgalatara sejtkultiras koriilmények kozott.

Lehetdségem volt tovabba a HIV-1 transzdukci6é korai fazisanak
vizsgalatara, amely soran a fertdzott sejtek fehérje tartalmanak valtozasat ko-
vettiik nyomon jel6lés nélkiili kvantitalas alkalmazasaval, hogy tjabb gaz-
dasejt faktorokat azonositsunk, amelyek befolyasolhatjdk a transzdukci6 ki-
menetelét. Ezen vizsgalatok eredményeképpen sikeriilt azonositanunk 25
olyan fehérjét, amelynek expresszidja megvaltozik a HIV-1 pszeudovirussal
transzdukalt sejtekben. Az azonositott fehérjékrol rendelkezésre allo irodalmi
adatok alapjan osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy modszeriink alkalmas a
sejtben bekdvetkezd valtozasok nyomon kovetésére, ugyanis a fehérjék tobb-
ségét korabban is Osszefliggésbe hoztak a HIV-1 életciklusaval. Sajnos néha-
nyuk kivételével pontos szerepiik a folyamatban tovabbra sem tisztazott. Véle-
ménylink szerint a vizsgalatunk soran azonositott fehérjék megfeleld célponto-
kat kinalhatnak a HIV-1- gazdasejt kapcsolatanak vizsgalatahoz, amely segit-
séget nyujthat 0j, hatékonyabb antiviralis terapiak kifejlesztés¢hez.
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