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1. BEVEZETES

A retrovirusok létezése mar a mult szazadban ismert volt, azonban a human T-sejtes
leukémia virus (HTLV-1) illetve a szerzett immunhianyos tiinetegyiittest (AIDS-t) okozé virus, a
l-es tipust human immundeficiencia virus (HIV-1) felfedezéséig nem tudtak olyan
retrovirusokrol, amelyek képesek az embert megfertézni. Mara azonban mar bizonyitott, hogy a
retrovirusok a gerincesek barmely osztalyat megfert6zhetik, a fert6zés kimenetele kiillonbozo
lehet: betegség nélkiili virémia, daganatképzddés, anémia, immunhidny illetve idegrendszeri
elvaltozasokat is okozhatnak.

Az endogén retrovirusok olyan RNS virusok, amelyek DNS kopiajukat beintegraltak a gazda
ivarsejt DNS-ébe, az integralodott kopia generaciorol generaciora 6roklodik, endogén elemként
van jelen. A legtobb endogén elem esetén a mutaciok kovetkeztében a replikaciohoz sziikséges
fehérjék funkcioképtelenné valtak. Néhany egér endogén elem azonban mégis aktiv ¢és
replikaciora képes. Azokat az egér endogén retrovirusokat, amelyek képtelenek megfertézni az
egér gazdasejtet, de mas gazdasejtet képesek, a sejtreceptor tropizmusuk alapjan nevezték
xenotropikusnak.

A xenotropikus egér leukémia virussal rokon virust (XMRV) 2006-ban human
prosztatarakos (PC) mintabdl izolaltak, kés6bb kapcsolatba hoztak a kronikus faradtsag
szindromaval (CFS) is. A kimutatasi modszerek érzékenységének ndovekedésével bebizonyosodott,
hogy vizsgalatok jelentOs része fals pozitiv eredményt adott, mivel az azonositott egér leukémia
virussal (MLV) rokon szekvencia a kereskedelemben forgalmazott egér DNS-sel szennyezett
laborreagensekbdl szarmazott. Kisérleteket folytattak human prosztata tumor xenograft modellben
(CWR22), amelyben két korabban nem azonositott endogén egér retrovirus (PreXMRV-1 és
PreXMRV-2) rekombinalddasabol fertézoképes XMRYV jott 1étre. A két provirusbol (PreXMRV-1
¢s PreXMRV-2) az egér gazdaszervezetben rekombinacio altal olyan XMRV keletkezett, amely
képes volt megfert6zni a human prosztata tumor sejtvonalat. A rekombinaciéval keletkez6 virusok
létrehozhatnak olyan human patogéneket, mint példaul a HIV-1, ami a csimpanzb6l szdmazik
(csimpanz eredeti majom immundeficiencia virus, SIV c¢pz), két kiilonbozé SIV
rekombinacigjabol jott 1étre és terjedt at az emberre. A retrovirus rekombinacidknak nagy hatésa
tropizmusara ¢és a gazdaszervezetek szamanak noOvekedésére is. Az XMRV-t ugyan
szennyezOdésként azonositottdk, de maig sok publikacid sziiletik, amelyekben Osszefiiggésbe
hozzak a tumorképzddéssel.

Mint minden retrovirus, igy az XMRV ¢életciklusaban is kulcsszerepet tolt be a viralis

proteaz (PR), mely a viralis prekurzor fehérjék funkcionalis részekre torténd hasitasat végzi, ezért



a proteaz fontos kemoterapids célpont. A proteazok ellen tervezett inhibitorok segitségével nem
kivant élettani hatasuk megakadalyozhat6 vagy csokkentheto.

Az egér leukémia virus (MLV) proteaz jol alkalmazhaté a retrovirusok allatmodelljeként,
valamint a génterapiaban betoltott szerepe is jelentds, mivel a klinikai alkalmazéasba kertilt
retroviralis vektorok koziil a HIV-1-en alapuldak mellett az egér leukémia virus modositasaval
kifejlesztett vektorok a legjelentdsebbek. Ezért munkacsoportunk részletesen tanulméanyozta az
MLV proteazt. A proteindz homolog modellje rendelkezésiinkre 4llt, amelyet Modeller 3 program
segitségével a HIV-1 proteindz kristalyszerkezetén alapulva épitettek fel.

Az XMRV-nek, mint egy Gjonnan azonositott virus protedzanak vizsgalatat 2011-ben
kezdtem meg, mely virust azonban késobb egy laboratoriumban keletkezett artefaktumként
azonositottak. Az XMRYV protedz inhibitorral alkotott kristalyszerkezete szintén nem volt ismert.
Kollaboracioban az amerikai Alexander WIlodawer 4ltal vezetett Makromolekularis
Krisztallografias Laboratorium munkatarsaival (National Cancer Institute- Frederick National
Laboratory of Cancer Research, USA) vizsgaltuk az altaluk eléallitott és tisztitott XMRV proteaz
biokémiai jellemz6it. Az XMRYV proteaz inhibitor komlpexeinek krisztalyszerkezet vizsgalatat
kollaboracios partneriink végezte.

Mivel az XMRV szekvencidja igen nagy hasonlésdgot mutat az MLV proteindz
szekvenciajaval, mely proteaz kristalyszerkezete a mai napig sem keriilt meghatdrozasra, igy az
XMRYV protedz kristalyszerkezetének meghatirozasa jelentds az MLV protedzra vonatkozo
szerkezeti informaciok szempontjabol is. Az enzim-inhibitor kristadlyszerkezetének részletes
ismerete, valamint a szubsztratk6td zsebeket alkotd aminosavak feltérképezése és a kialakuld
kolcsonhatdsok vizsgalata altal kivantunk hozzajarulni az XMRYV illetve gammaretrovirus
alcsaladra sokkal specifikusabb inhibitorok kifejlesztéséhez.

Doktori tanulméanyaim sordn vizsgaltam az XMRYV protedz kinetikai paramétereit, az enzim
gatlasi profiljat. A kisérleti munka tdmogatiasaként bioinformatikai moddszert alkalmaztunk,
melyben Dr. Motyan Janos nyujtott segitséget, a rontgenkrisztallografias eredményekkel egytitt
probaltuk értelmezni az inhibitor bekdtddés modjat két klasszikus aszpartil protedz inhibitor
(pepsztatin A ¢€s acetil-pepsztatin) esetén, valamint Osszevetni a HIV-1 protedz inhibitor

bekotddési modjaival.

2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A retrovirusok altalanos jellemzése
A retrovirusok olyan pozitiv szala, diploid RNS-genommal rendelkezd virusok, melyek a

Retroviridae csaladba tartoznak. Tudomanyosan bizonyitott, hogy a gerincesek barmely osztalyat



képesek megfertozni, a betegség nélkiilli virémian tal a fertézés kovetkezménye lehet
daganatképzddés, idegrendszeri elvéltozasok, anémia vagy immunhidny. A retrovirus virionok
atmérdje 80-100 nm kozott valtozik, kiilsé lipid burkukban (Env) virdlis glikoproteinek talalhatok.
A burokfehérjék heterodimer tripletet tartalmaznak, melyek egy felszini receptork6té alhelybol
(SU) és egy ezzel nem-kovalens kélcsonhatasban 1év6 transzmembran (TM) alhelybdl allnak. A
belsd protein mag matrix (MA) és kapszid (CA) fehérjékbdl épiil fel, alakjuk és elhelyezkedéstik a
csalad kiilonbozd fajaiban eltérd. A magban taldlhatd a nukleokapszid (NC) fehérjével asszocialt
viralis genom, amely az ¢letciklushoz nélkiilozhetetlen, 3 enzimet is kodol: a proteazt (PR), a
reverz transzkriptazt (RT) és az integrazt (IN). A viralis genom szervezddése szerint egyszerii €s
Osszetett retrovirusokat kiillonboztetiink meg. A legegyszertibb viralis genommal rendelkez6 virus,
az egér leukémia virus (MLV) esetében, a retroviralis replikaciohoz csupan harom, a virus altal
kodolt gén sziikséges. A gag, mely a virion struktaralis fehérjéit, a pol, mely a viralis enzimeket és
az env, mely a burokfehérjét kodolja. Az integralodott provirusban ez a harom gén mindig
ugyanabban a sorrendben talalhato (5’-gag-pol-env-3”) és mindkét végén a reverz transzkripciod
soran keletkezd, jellegzetes hosszusagu ismétlodo végszekvencidk (LTR, long terminal repeat)

talalhatok.
2.2. Endogén retrovirusok

Az endogén retrovirusok olyan endogén virdlis elemek, amelyek retrovirusokbol szarmaznak
¢s allkapcsos gerinces (gnathosthoma) genomokban gyakoriak. A retrovirusok replikacios ciklusa
vonja maga utan. Ez az organizmus fogja hordozni az inzertalddott retroviralis genomot, mint
“endogeén” retrovirust (ERV), amelyet utdodja mint egy 0j allélt fog 6rokolni. A madarak és nem-
human eml6sok esetében - beleértve az egereket, a macskakat és koalakat is - bizonyitott, hogy a
legtjabban integralodott ERV szekvencidk Osszefiiggésbe hozhatdak kiilonbozo betegségekkel.
Tovabba feltételezhet6, hogy az ERV-nek szerepe van a human rakos megbetegedés szamos
formajaban és autoimmun betegségben, kapcsolatba hoztak a sclerosis multiplex-szel (SM),
valamint HERV antitesteket azonositottak skizofrén emberek vérmintaiban is. A human endogén
retrovirus (HERV) provirusok a human genom egy jelentds részét adjak: megkozelitéleg 98,000
ERV elemmel és toredékkel a teljes genom csaknem 8%-at teszik ki. A legtobb HERV csupan az

eredeti virusok maradvéanya, amelyek el6szor évmilliokkal korabban integralddtak.
2.3. A retrovirusok életciklusa

A retrovirusok életciklusa két szakaszra oszthatd, melyeket korai és késoéi fazisnak

neveziink. A korai fazis elsé lépéseként a virus membranfuziéval vagy receptor kozvetitett



endocitozissal bejut a gazdasejtbe. A reverz transzkripcid a belépd kapszid struktiraban torténik
meg, melyben a pozitiv szali RNS-genom dupla szalit DNS-genomma irddik at. A genomi DNS-
bdl és a belépd kapszid néhany fehérjekomponensébdl preintegracidos komplex (PIC) formalodik,
amely bejut a sejtmagba. A legtobb retrovirus esetében ez passziv 1épés, igy csak osztodo sejteket
képesek megfertdzni, melyek sejtmaghartyaja nem €p, azonban a HIV-1 ¢és a Lentivirus alcsaladba
tartozd egyéb retrovirusok esetében a PIC aktiv transzportja lehetdvé teszi nem osztddd sejtek
fertdzését is. A virdlis DNS a PIC nélkiilozhetetlen részét képezd IN segitségével beépiil a
gazdasejt genomjaba. A késOi fazis elsd 1épése a virdlis DNS transzkripcidja, mely a celluléris
RNS-polimeraz II kozvetitésével megy végbe. A keletkezett mRNS molekuldk egy része
modositatlanul elhagyja a sejtmagot és a Gag, illetve Gag-Pro-Pol poliproteinek templatja lesz a
transzlaci6 soran, madasik része a virusburokba keriil és az utddvirusok genomjanak
orokitéanyagként szolgal. Egy kisebb, illesztett mMRNS-r6l irodnak at az env-kodolt fehérjék,
melyek elébb glikozildlodnak, majd a plazmamembranba val6 transzport sordn egy feliileti (SU)
¢s egy transzmembran (TM) fehérjére hasadnak cellularis protedz hatasara. A Gag fehérjék a
gazdasejt membranjanak Env proteinekben gazdag részein, a membran belso feliiletén
csoportosulnak, majd a ,,fank-alakt” kapszid struktiraval rendelkezd ,.éretlen” virusrészecske a
,leflizddés” (budding) révén kikeriil a sejtbdl. A virus a poliproteineket meghatarozott helyeken
elhasitd proteaz aktivaloddsa utan valik ,éretté”, fertézOképessé. Ekkor a virusrészecskének
tomor, HIV-1 esetén kup-alaka bels6 szerkezete van, mig MLV esetén ikozaéderes. Mivel csak az

»erett” virusrészecskék fertézoképesek, a PR miikodése nélkiilozhetetlen a virus replikacié soran.

2.4. A HIV-1 proteaz jellemzése

A retroviralis protedzok 99-138 aminosavrészbol allo, 11-15 kDa molekulatomegt fehérjék.
A retroviralis proteazok két azonos alhelybdl felépiilé, dimer formaban miikodé enzimek. A
retroviralis protedzok els6dleges és masodlagos szerkezete a cellularis aszpartil protedzok egyik
doménjével analog, szamos B-red6t és enzimtdl fliggden alhelyenként egy vagy két rovid a-hélixet
tartalmaznak. A két alhely N- és C-terminalis lancai Osszefonodva alkotnak egy négyrétegii
antiparallel B-red6t. A HIV-1 proteazt harom jellegzetes régidval jellemezhetjiik: az aktiv
centrum, az Un. lebeny és a C-terminalis kozelében elhelyezkedd konzervalt régio. Az aktiv
centrumot kodolo katalitikus triad (Asp-Thr-Gly) az N-terminalis kozelében helyezkedik el. Az
alhelyek katalitikus triadjai hurkot alkotnak. A katalitikus tripletek hidrogénkotések haldzatan
keresztiil kapcsolodnak egymashoz. A flexibilis lebeny régid tobbé-kevésbé konzervativ, mely a

szubsztrat, illetve az inhibitor kétddésekor elmozdul €s rahajlik a ligandra, ezaltal stabilizalva a



komplexet. A harmadik konzervalt régio (Gly-Arg-Asn) a C-terminalis kézelében helyezkedik el

¢s ion-parok kialakitdsaval a dimerizacioban jatszik fontos szerepet.
2.5. A xenotrép egér leukémia virussal rokon virus (XMRYV) jellemzése

A xenotrop egér leukémia virussal rokon virus (XMRV) egy human mintakbol azonositott
gammaretrovirus, melyet kapcsolatba hoztak a prosztata carcinomaval (PC), valamint a kronikus
faradtsag szindromaval (CFS) is. Az izolalt teljes XMRYV viralis genom nagy hasonlésagot mutat a
xenotrop egér leukémia virus genommal, igy kapta az XMRYV nevet. Ez volt az elsé potencialisan
human patogén gammaretrovirus. Azonban az azonositott XMRV egy miitermék volt. Feltételezik
azonban, hogy a virus relativ nagy aranyban cirkulal a human populacioban. Az XMRYV tehat egy
rekombinans laboratoriumban keletkezett egér leukémia virus, ami a provirus rekombinacidja altal
fert6zOképessé valhat human prosztatarak sejtek esetén egér gazda szervezetben.

Az MLV protedz jol alkalmazhato a retrovirusok 4llatmodelljeként, valamint a
génterapidban betoltott szerepe is jelentds, mivel a klinikai alkalmazésba keriilt retroviralis
vektorok koziil a HIV-1—-en alapuldak mellett az egér leukémia virus modositasaval kifejlesztett
vektorok a legjelentdsebbek. Ezért munkacsoportunk részletesen tanulmanyozta az MLV proteazt.
Az MLV proteindz kristalyszerkezete nem, homolég modellje azonban rendelkezésiinkre allt,
amelyet korabban a HIV-1 proteinaz kristalyszerkezetén alapulva épitettek fel. Mivel az XMRV
szekvencidja igen nagy hasonlosdgot mutat az MLV proteindz szekvenciajaval, €s a protedz
kristalyszerkezete a mai napig sem keriilt meghatarozasra, igy az XMRV protedz
kristalyszerkezetének meghatarozasa jelentds az MLV proteazra vonatkoz6 szerkezeti informaciok
szempontjabol. Az enzim-inhibitor kristalyszerkezetének részletes ismerete, valamint a
szubsztratkotd zsebeket alkotd aminosavak feltérképezése ¢s a kialakuldo kolcsonhatasok
vizsgalata jelentdsen hozzdjarulhat az XMRV illetve gammaretrovirus alcsaladra sokkal

specifikusabb inhibitorok kifejlesztéséhez.

2.6. CELKITUZES

Doktori munkam soran az aldbbi célokat fogalmaztuk meg:

Az E.coli sejtekben expresszalt XMRV proteaz karakterizalasat, az enzim Kkinetikai
paramétereinek meghatarozasat folyadékkromatografias modszer segitségével, az enzim
dimerizécios és disszociacios képességének vizsgalatat és annak Osszehasonlitasat HIV-1 protedz

paramétereivel.



Az enzim gatlasi profiljanak vizsgalatat kiilonb6zé proteaz-ellenes inhibitorral, két
kiilonb6zé modszerrel: alacsony ionerdsségli kozegben gélelektroforézis segitségével illetve
magas ionerdsségli kozegben folyadékkromatografids modszerrel.

Az XMRV proteaz enzim gatlasat kivantuk vizsgalni pepsztatin A és acetil-pepsztatin
inhibitorok esetében. Kisérleti munkankat molekularis modellezéssel egészitettiik ki, valamint az
amerikai kollaboracids partneriink altal rendelkezésiinkre bocsajtott, az XMRV PR-inhibitor
komplexek rontgenkrisztallografids vizsgélataibol szarmazé adatokkal egyiitt kivantuk értelmezni
az enzim-inhibitor kdlcsonhatasokat.

Ossze kivantuk hasonlitani a két klasszikus aszpartil protedz inhibitor (pepsztatin A és
acetil-pepsztatin) esetén az XMRV ¢és HIV-1 enzim gatlasi modjat és értelmezni a

kdlcsonhatasokat.
3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Az XMRYV és a HIV-1 proteaz és az MLV Gag fragmentum szubsztrat tisztitasa

A tisztitott XMRV protedzt Alexander Wlodawer ¢és munkatdrsai bocsatottak
rendelkezésiinkre, az enzim szerkezetét rontgenkrisztallografiaval vizsgaltak.

A HIV-1 proteazt E.coli BL21(DE3) sejtekben allitottuk el6. A sejteket 37 °C-on ampicillin-
tartalmt Luria-Bertani tapoldatban addig novesztettiik, majd IPTG-vel indukaltuk az expressziot 3,5
oran keresztiil. A sejteket centrifugalassal gytijtottiik 6ssze, majd a pelletet jégen torténd szonikalassal
tartuk fel. A lizatumot centrifugaltuk, majd 3 M urea-tartalma pufferrel szuszpendaltuk és Ujra
szonikaltuk. Ezt a mosasi 1épést még haromszor ismételtilk meg. Az utolsdé mosasi 1épés utan kapott
pelletet denaturacios pufferben oldottuk fel és 0,22 pm pérusméretli sziir6n atszlirtiik. A fehérjéket
reverz fazisu kromatografias oszlopon HPLC-vel tisztitottuk TFA jelenlétében linearis viz-acetonitril
gradiens (0-100%) alkalmazasaval. A proteaz tartalmt frakciok tisztasagat 16%-0s poliakriamid
géleken ellendriztiik. A tiszta fehérjéket tartalmazo frakciokat Osszegytiijtottiik és koncentrator
segitségével beszaritottuk. A proteaz tartalmi szaraz pelletet 6 M guanidin-hidroklorid oldatban
vettiik fel.

Az MLV Gag A2 fragmentum szubsztratot a munkacsoportunk altal publikalt expresszios
rendszerben, valamint tisztitdsi protokolnak megfeleléen Aallitottuk el6. Az MLV Gag A2
fragmenst a teljes MLV cDNS-t tartalmazé klonbol PCR reakcid segitségével szaporitottak fel. A
pET23b vektorba klonozott és a C-terminalis végen Hisg-vel ellatott MLV Gag A2 konstrukciot
E.coli BL21(DE3) kompetens sejtekbe transzformaltuk hésokk segitségével. A sejteket 37 °C-on
novesztettiik 100 pg/ml ampicillin-tartalmu Luria-Bertani tapoldatban, majd IPTG-vel indukaltuk az

expressziot 2 oran keresztiil. A sejteket centrifugélassal gylijtottitk ssze, majd a pelletet jégen torténd



szonikalassal tartuk fel. A lizatumot centrifugaltuk, majd a feliiliszot sziirdn atsziirtiik, és nikkel

kelat affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A fehérjéket gélsziiréssel valasztottuk el.
3.2. Aktivitasvizsgalat

A HPLC-vel tisztitott szilard peptidet Dr. Stephen Oroszlanto6l és Dr. Terry D. Copelandtol
kaptuk (Frederick, MD, USA). A peptid-torzsoldat desztillalt vizzel higitottak, melyek pontos

Az XMRV proteaz aktivitas méréséhez modositott (P3 helyen Leu-szubsztitualt) MLV
MA/p12 hasitohely szekvenciaju  szintetikus dekapeptidszubsztratot (RSLLY |[PALTP)
hasznaltunk, mig HIV-1 PR esetén a VSQNYVPIVQ szekvenciajii szintetikus oligopeptid
szubsztratokat alkalmaztuk. A reakcidelegyeket 1 oraig 37 °C-on inkubaltuk, majd TFA oldattal
leallitottuk, az enzimreakciot reverz fazisu kromatografids oszlopra vittiikk fel. A szubsztratot
lineéris viz-acetonitril gradiens alkalmazasaval (0-100 v/v%) valasztottuk el a termékektdl és a
pufferkomponensektdl. Az elvalasztast 206 nm-en kovettik és a hidrolizis mértékét a
kromatografids gorbe csucs alatti terlileteinek meghatarozasasval szamitottuk. Az intgracios
értekeknek  megfeleld  peptidmennyiség  kiszamitdsahoz =~ kordbban  meghatarozott
referenciaértékeket hasznéltunk. Az enzimkoncentracidkat ugy allitottuk be, hogy a szubsztratok
hidrolizise 20% alatt maradjon. A termékek azonositasara a retencios idoket vettiik figyelembe.
Minden mintdnal két parhuzamos mérést végeztiink, a szamitasokhoz atlagértékiiket hasznaltuk. A
standard hiba 10% alatt volt. A Michaelis-Menten allandd meghatarozasakor ndvekvo
koncentracioban alkalmaztuk a szintetikus oligopeptid szubsztratot (RSLLY |PALTP), hat
kiilonbozdé koncentracid esetén, a reakcid koriilményei megegyeztek az elézokben ismertetett
kortilményekkel. A parhuzamos mérésekbdl szarmazo reakcidsebesség €s szubsztratkoncentracio
adatokbol Michaelis-Menten egyenlethez valo illesztéssel meghataroztuk a reakcid maximalis
reakciosebességet és az 50%-os reakcidosebességhez tartozd szubsztrat koncentracio értékét (Ky).
Az értékelés soran nemlinedris regresszids modszert valamint SigmaPlot 8.0 programot
hasznaltunk (SigmaPlot Software Corp.) A kinetikai allanddk standard deviaciol 20% alatt voltak.
Aktivcentrum titralassal hatdroztuk meg az aktiv enzim mennyiségét. Ezekben a kisérletekben
parhuzamos mérésekbdl szdrmazo aktivitasok értékeit abrazoltuk az inhibitor koncentracio
fliggvényében, az illesztés nemlinearis regresszids modszerrel SigmaPlot 8.0 program

segitségével, a fliggvény linedris szakaszdnak meredekségébdl szintén a programot alkalmazva
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titralassal kapott aktiv enzimkoncentracid felhasznaldsaval szamoltuk, mint a maximalis

reakcidsebsség ¢€s az aktiv enzimkoncentracié hanyadosat.
3.3. Dimerizacids és urea-disszociacios vizsgalat

Az XMRV ¢és HIV-1 protedzok esetében aktivitasmérés segitségével hataroztuk meg a
latszolagos dimerizacios allandot (Kgapp). A vizsgalat soran Lys-Ala-Arg-Val-nLeu|p-nitroPhe-
Glu-Ala-nLeu-amid (KARVnL|F(NO2)EANL-NH;) szubsztratot alkalmaztunk. A mintakat 37
°C-on inkubdltuk 20 percig, majd TFA oldattal allitottuk le a reakciét ¢s HPLC analizisnek
vetettiilk ald a reakcioelegyeket. Az elvalasztast 206 nm-en végeztiik €s a hidrolizis mértékét a
kromatografids gorbe csucs alatti teriileteinek meghatarozasaval szamitottuk. SigmaPlot 8.0
program segitségével abrazoltuk relativ specifikus aktivitast a protedz koncentracié fiiggvényében,
majd nem linedris illesztést alkalmaztuk. Az 50%-o0s enzimkoncentracidhoz tartozé enzimaktivitas
a latszolagos dimerizacios allando (Kgapp).

Az aktiv dimer protedzok stabilitdsvizsgalatit urea denaturdlds segitségével végeztik. Az
urea  disszociacios  allandd6 UCsy  értékét HPLC  modszer segitségével — mértik,
KARVnL|F(NO,)EANL-NH; szubsztrat alkalmazasaval. A reakcidelegyek Osszetétele és az
inkubdlés koriilményei megegyeznek az el6zéekben leirtakkal, ebben az esetben azonban a puffer
novekvo koncentracioban, 0-4 M ureat tartalmazott. A termékek HPLC analizisét kovetden a
relativ specifikus aktivitasokat abrazoltuk az ureakoncentracié fiiggvényében, nemlinearis

illesztést alkalmaztunk.
3.4. Gatlasi vizsgalatok
3.4.1. Gatlasi vizsgalatok HPLC mdodszerrel

Az XMRV proteaz esetén a reakcidelegy RSLLY |PALTP szintetikus oligopeptid
szubsztratot tartalmazott. A gatlasi kisérletek soran acetil-pepsztatin, pepsztatin A, amprenavir,
TL-3 vagy atanazavir inhibitorok DMSO-val higitott oldatat alkalmaztuk, valamint kontrollként az
inhibitor helyett DMSO-t hasznaltunk. A reakcioelegyeket razatas alkalmazasa mellett 37 °C-on
valtoztattuk, hogy a szubsztrat atalakulasa 20% alatt legyen. A K; értékeket az 1Csy értékek
segitségével hataroztuk meg. Az aktivitdsok értékeit abrazoltuk az inhibitor koncentracid

fliggvényében, az illesztés nemlinedris regressziés modszerrel tortént.
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3.4.2. Gatlasi vizsgalatok SDS-PAGE modszerrel

A gatolhatdsagi vizsgalatokhoz rekombindns MLV Gag A2 fragmentum szubsztratot
hasznaltunk, mely a p12/CA, CA/NC, NC/PR hasitasi helyeket tartalmazza. A szubsztratot 1 oraig
37°C vizfiirddben inkubaltuk, a hasitasi elegy XMRV protedzt valamint DMSO-ban oldott
amprenavirt vagy TL-3-at, pepsztatint és acetil-pepsztatint tartalmazott. Az enzimreakcidkat
natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) mintafelvivé puffer
hozzaadasaval allitottuk le és a fehérjéket 95 °C-on denaturaltuk, majd a termékeket SDS-PAGE
segitségével elvalasztottuk és Coomassie Brillant Blue festést kovetden Protein ladder fehérje

molekula standard segitségével azonositottuk.
3.5. Rontgenkrisztallografia

Az XMRV PR rontgenkrisztallografias vizsgalatat Alexander Wlodawer €s munkatdrsai
végezték el. A TL-3 és a pepsztatin inhibitorok esetében az inhibitorokat 4:1-es XMRYV protedz
(monomer): inhibitor modlaranyban adtak, az amprenavir esetében ez az arany 1:1 volt, az acetil-
pepsztatin esetében 4:1-es PR:inhibitor molaranyt alkalmaztak. A kristalyositast a fiiggécsepp
gozdiffuziés modszerrel végezték. Az XMRV PR/TL-3 komplex kristalyai pH 5,5-n (PBD koéd:
3SLZ), mig az XMRYV PR/pepsztatin A komplex kristalyai pH 7,0-n néttek (PBD koéd: 3SM1, az
amprenavir komplex (PBD kod: 3SM2) kristalyai pedig pH 4,75-n.

3.5. Molekularis modellezés

A HIV-1, az MLV ¢ az XMRV PR szekvencidk szerkezetalapii tobbszoros
szekvenciaillesztését hajtottuk végre. A HIV-1 PR acetil-pepsztatinnal képzett komplexének (PBD
kod: SHVP) és az XMRV PR pepsztatin A-val alkotott komplexének (PBD kod: 3SM1) a
kristalyszerkezeti adatait hasznaltuk fel, hogy a HIV-1 és az XMRV proteazok egy vagy két
pepsztatin A vagy acetil-pepsztatin inhibitor molekulaval alkotott komplexének a 3D-s modelljét
felépitsiik. Az enzim-inhibitor komplexek Kiindulasi szerkezeteit igy allitottuk el6, hogy az
inhibitor molekulat (egy inhibitor kotott mod) vagy molekulakat (két inhibitor kotott mod) a
protedz aktiv helyére illesztettiik, a kristalyszerkezetekben 1évé vizmolekulak donté tobbségének
megtartasaval. A minimalizalt enzim-inhibitor komplex szerkezetek alapjan minden
szubsztratkoto alhely esetében kiszamitottuk az adott alhelyre kotdd6 inhibitor aminosavrész €s az
enzim kozotti kdlesonhatasi energiat (kcal/mol). A szamitasok és a modellek megjelenitése Silicon

Graphics Fuel munkaallomason tortént, az abrak készitéséhez a Sybyl szoftvert hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK
4.1. Enzimkinetikai és stabilitasi vizsgalatok
4.1.1. XMRYV proteaz kinetikai vizsgalata HPLC modszerrel

Az XMRV protedz ¢s MLV MA/p12 P3-Leu moédositott szintetikus dekapeptid szubsztrat
reakcioban az enzim Michaelis-Menten allanddja 0,216 + 0,027 mM, az enzim Kkatalitikus
allando6ja 0,55 £+ 0,04 s'l, ¢és specificitasi allandoja 2,55 + 0,37 mMs? értéknek adodott. A
specifitasi allando (Kca/Km) értéke hasonld, mint amit munkacsoportunk korabban az MLV
protedz (2,74 + 032 mM™’ s') esetében hatirozott meg MLV MA/pl2 hasitasi helyli
(PRSSLY |PALTP) oligopeptid esetén.

4.1.2. XMRYV és HIV-1 protedz dimerizdcios és urea-disszocidcios vizsgalata

Az XMRV PR latszolagos dimerizacios allandd (Kgapp) értéke az XMRX PR esetén
KARVnL|F(NO,)EANL-NH; szubsztrat alkalmazasaval 115 nM-nak addodott. A HIV-1 proteaz
esetében 1,0 nM értéket hataroztunk meg, ami 0sszhangban van a korabban az irodalomban mas
modszerrel meghatarozott értékkel (< 5 nM).

Az aktiv dimer protedzok stabilitas vizsgalatit urea denaturdlds segitségével végeztiik,
disszociacids allando (UDsp) értékét hasonlonak talaltuk a korabban az irodalomban fotometriasan
meghatarozott értékhez, az XMRV PR azonban joval érzékenyebbnek bizonyult az urea
koncentraciora, 0,2 M UDsp értéket hataroztunk meg, ami osszhangban van a nagyobb Kgapp
értekkel. A XMRYV PR latszolagos dimerizacios allando (Kg) értékét 115 nM-nak hataroztuk meg
KARVnL |[NphEAnL-NH; szubsztrat alkalmazasaval, 6sszehasonlitottuk a HIV-1 protedz HPLC
modszerrel meghatarozott értékével €s azt taldltuk, hogy a HIV-1 protedz esetében dramaian
lecsokkent 1,0 nM értékre, ami 0sszhangban van a korabban az irodalomban mas moddszerrel

meghatarozott értékkel.
4.2. Gatlasvizsgalatok
4.2.1. Gatlasvizsgalatok HPLC modszerrel

A K értekek alapjan az amprenavir bizonyult a leghatékonyabb inhibitornak az XMRV PR
esetén a tesztelt inhibitorok koziil, az enzim aktivcentrum titralasat is ezzel a HIV-1 protedz
inhibitorral végeztilk. A Bradford fehérje meghatarozas soran kapott fehérje koncentracid

ismeretében, valamint a HPLC modszerrel meghatarozott aktiv enzimkoncentracié alapjan ugy
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talaltuk, hogy az tiszta enzim 12%-a volt aktiv formaban. A legkevésbé hatékony inhibitornak a
pepsztatin A bizonyult.

Az acetil-pepsztatin méréseink alapjan alkalmasabb inhibitornak bizonyult a HIV-1 proteaz
esetén mint a pepsztatin A. Az acetil-pepsztatin gatolta mind az XMRYV mind a HIV-1 proteazt, a
latszolagos K érték jelentdsen alacsonyabb volt a HIV-1 PR esetén mint XMRYV proteaz esetén. A

HIV-1 proteazt mindkét inhibitor nanomoléris koncentracidban gatolta.

4.2.2. Gatolhatosagi vizsgalatok SDS-PAGE modszerrel

Az MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat a p12/CA, CA/NC és NC/PR hasitasi helyeket
tartalmazza. A rekombinans szubsztrat XMRV proteazzal vald hasitasakor az MLV CA (31 kDa)
¢s az MLV Apl2-CA (34 kDa) fragmensek megjelenését tapasztaltuk. Eredményeink alapjan
feltételzhetd, hogy a CA/NC hasitasi hely valoban kitiintett és az itt torténd gyors processzalas
miatt jelennek meg a CA ¢és a Apl2-CA fragmensek. A keletkezd Apl12, NC, NC-APR és APR
fragmentek mérete kisebb az XMRYV protedz méreténél, ezért nem latszik a gélképen. Nem
tapasztaltuk a CA-NC-APR fragmens megjelenését. Lehetséges magyarazat lehet, hogy ez a
fragmens nem festddik jol Comassie Blue festékkel és nem latszik a gélképen. Ezen fragmens
keletkezésének hidnya, azaz a p12/CA helyen a csokkent hasitasi hatékonysag sztérikus okokkal
magyarazhatd, ugyanis a Gag fehérje erds oligomerizéciés hajlama miatt a pl12/CA hasitési
szekvencia hozzaférhetdsége eltéro lehet.

Az MLV Gag A2 fragmentum szubsztrat XMRV proteazzal torténd hasitasat
leghatékonyabban az amprenavir gatolta, mar 3,3 pM mennyiség szinte teljesen megakadalyozta a
hasitasi termékek képzddését, mig a TL-3 inhibitor esetén az 1mM-os koncentracid is kevésnek
bizonyult a hatékony gétlé hatds eléréséhez. Nagy ionerdsségli kozegben, HPLC moddszer
alkalmazésa esetén alcsonyabb TL-3 koncentracid is hatékonyabb gatlast eredményezett. Az
acetil-pepsztatin viszonylag er6sen gatoljta az XMRYV proteaz hasitast a pepsztatin A-hoz képest.
Magas ionerdsségli kozegben (4 M NaCl tartalmua) HPLC modszerrel mért gatlast
Osszehasonlitottuk az alacsony ionerdsségli kozegben meghatarozott (SDS-PAGE analizissel
vizsgalt) gatlasi koncentracidval és ugy talaltuk, hogy 3 uM acetil-pepsztatin elég volt az XMRV
enzim protein hasitdsanak gatlasahoz, mig a pepsztatin A esetén a hasonlo, kozel 50% gatlas

eléréséhez sziikséges inhibitor koncencentracio 28 pM-nak adodott.
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4.3. Rontgenkrisztallografia és molekularis modellezés

4.3.1. XMRYV enzim-inhibitor kélcsonhatds vizsgdlata

Az XMRV PR aszpartil proteaz inhibitorokkal (pepsztatin A, acetil-pepsztatin, TL-3)
alkotott komplexeinek kristalyszerkezetét Alexander Wlodawer és munkatarsai vizsgaltak
korabban. Az XMRYV proteaznak a C2 szimmetrikus TL-3 inhibitorral alkotott komplexében az
inhibitor molekula a protedz dimerhez egy kifeszitett (kanonikus) konformacioban kotédik. Az
elektronsiiriség az inhibitornak megfeleléen nagyon kiegyenlitett és a TL-3 foként egy iranyban
kotddik és csak alacsony kotési arany (20%) figyelhetd meg a masik iranyban. Habar az inhibitor
szimmetrikus, az enzimhez val6 k6tédési modja nem szimmetrikus.

A pepsztatin A enzimhez valdé kotddési mddja nagyon szokatlannak adodott. Egyetlen
pepsztatin A molekula helyett két molekula koétddik az enzimhez, az N-termindlis izovaleril
csoportok a katalitikus hely felé orientalodnak.

4.3.2. Az XMRYV és a HIV-1 protedzok pepsztatin A és acetil-pepsztatin inhibitorokkal valo
kolcsonhatasanak vizsgalata

A kolcsonhatasi energia-szdmitadsokat azzal a céllal hajtottuk végre, hogy vizsgaljuk az
enzim—inhibitor kolcsonhatasokat ¢és magyarazzuk a pepsztatin A és az acetil-pepsztatin
inhibitoroknak a HIV-1 PR-hoz és az XMRV PR-hoz eltér6 modon vald kotodését. Kétféle
kotédési modot tanulmanyoztunk az elsében egyetlen inhibitor ktédését modelleztiik tigy, ahogy
azt a HIV-1 PR/acetil-pepsztatin kristalyszerkezetében talaltak, mig a masodik kotddési modban
két molekula egyszerre kotodik az enzimhez, egymassal szemben elhelyezkedve gy, ahogy az
XMRV PR/pepsztatin A kristalyszerkezetében lathatd. Az inhibitorok kozotti gatlasi hatékonysag
kiilonbségek azonban nem értelmezhetéek kizardlag a szamitott kdlcsonhatasi energidk alapjan.
Az MLV ¢és XMRV enzimek nagy szekvencia azonossagot mutatnak, ezért az egyes
szubsztratkoté alhelyeket felépité aminosavak is megegyeznek. fgy a munkacsoportunk korabbi
aminosav-preferencia-vizsgalatok eredményeivel egylitt értelmeztiik eredményeinket.

A HIV-1 proteaznak mind acetil-pepsztatinnal, mind pepsztatin A-val alkotott komplexének
kristalyszerkezete ismert. A HIV-1 PR esetében egyetlen acetil-pepsztatin molekula koétédik az
enzimhez atmeneti allapot analogként, melynek kovetkeztében a kdzponti sztatin (Sta) szarmazék
hidroxil csoportja a katalitikus aszpartat oldallancai kozott helyezkedik el, a Kkatalitikus
vizmolekulat helyettesitve. A HIV-1 enzim pepsztatin A-hoz valdé kotédése egyedi modon
torténik, eltér az XMRYV protedz mas inhibitorainak kotddési modjatol.

Az acetil-pepsztatin XMRV proteazhoz vald kotddése esetén két molekula egymassal

szemben elhelyezkedve taldlhatdo a komplexben. A krisztalyszerkezetek alapjan feltételezhetd,
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hogy az XMRYV proteaz esetén mindkét, az egyszeres illetve kétszeres kotddési moéd megvalosul
illetve a kevert modon is megvalosulhat a gatlés.

A pepsztatin A-nak az XMRV proteazhoz torténd kotdédése esetében a kotddd inhibitor
molekula nem atmeneti allapot analdogként miikodik. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a
pepsztatin A nagyobb Iva csoportjanak a megkotése az 6sszes vizsgalt kotddési modban nagyobb
kolcsonhatasi energiat eredményezett, mint az acetil-pepsztatin kisebb Ace csoportjanak a
bekdtédése. Ezzel ellentétben az enzimkinetikai vizsgalatok alapjan az acetil-pepsztatin mindkét
proteaz esetén hatékonyabbnak bizonyult a pepsztatin A-hoz képest, ami nem magyarazhatd
kizarolag csak a vizsgalatainkban alkalmazott kdlcsonhatasi energia szamitési eljaras segitségével
kapott értékek figyelembevételével. A két pepsztatin A molekula XMRV proteazhoz valod
kotodésének vizsgalata esetén lényegesen magasabb enzim-inhibitor kdlcsonhatdsi energiat
eredményezett egyetlen molekula megkdtéséhez képest, amig a HIV-1 protedzndl az egyszeres
inhibitor kot6dése bizonyult kedvezdbbnek. Az XMRV PR esetén a két pepsztatin A kotédése tiint
kedvezObbnek, mig az acetil-pepsztatin kotddésének szimuldlasa kozel -105 kcal/mol
kdlcsonhatési energia értéket eredményzett.

A kisérletes gatlasi vizsgalatok eredményeivel 6sszevetve elmondhatd, hogy HIV-1 enzim
esetén a pepsztatin A és az acetil-pepsztatin bekotddésének lehetséges modjai kozil az egy
inhibitoros bekotddés valdszinlsithetd, amikor is atmeneti analog kotddési mod valdsul meg, ez
eredményez alacsony gatlasi allando értéket. Az XMRV enzim esetén a kotddés modja két
inhibitoros, ami egy kedvezdtlen szubsztrat analog kotddési modot eredményez, ezaltal a gatlasi
alland6 értéke magas. Az enzim acetil-pepsztatinhoz vald kotédése esetén a kolcsonhatasi
energiak alapjan mind az egyszeres illetve kétszeres bekotddés megvalosulhat.

Az XMRV ¢és az MLV protedzok nagyfokt szekvencia hasonlosdga €s a szubsztratkotd
alhely azonos Osszetétele miatt feltételezhetd a két enzim specificitdsanak nagyfoka hasonlosaga.
Az MLV/XMRV PR jorészt hidrofob S4/S4’ kotohelye jobban kot meg nagyméretii hidrofob
aminosavrészeket és az MLV/XMRV PR S4/S4° kotohelyeinek atlagos iiregtérfogata is
alapvetden nagyobb a HIV-1 protedzénal, ami lehetdvé teszi, hogy a Stad4 csoportok kitdltsék az
S4/S4° helyeket két pepsztatin A vagy acetil-pepsztatin molekula kdtddésekor. Ezért a nagyobb
Sta4 csoportok S4/S4° helyekre torténd kotddései kevésbé kedvezéek a HIV-1 proteaz esetében,
amely kiilonbséget az XMRYV proteazhoz képest az S4/S4° alhely alacsonyabb interakcios energiai
is megerdsitenek.

Tehat a szamitott kolcsonhatasi energidk alapjan elmondhatd, hogy az S4/S4° kolcsonhatas
lényegesen hozzajarul az acetil-pepsztatin és pepsztatin inhibitoroknak a HIV-1 és az XMRV
proteazokhoz torténd kotddéséhez. A pepsztatin A-XMRYV valo kotddése két inhibitoros kotémod
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esetén energetikailag kedvezObb, mig az acetil-pepsztatin esetében mindkét kotddési mod
kolcsonhatdsa hasonld kolcsonhatasi energidkat adott. Tehat a pepsztatin A szubsztrat analogként
kotédik az XMRV proteazhoz szubsztrat analég modon, amely kevésbé hatékony gatlast
eredményez, mig az acetil-pepsztatinnal vald kolcsonhatds esetében megvalosulhat mind a két
kotodési mod. ASta6-S3’° kolesonhatas sokkal kedvezobb a HIV-1 PR esetében, mint az XMRYV PR-
nal, igy a HIV-1 az egyszeres kotési modot részesiti elényben. Ez a k6tddés atmeneti analog kotddési
moddnak felel meg, igy a gatlas hatékonysaga nagyobb, a gatlasi allando értéke alacsony, ezt igazoljak

a gatlasi allando értékek.

Tehat vizsgaltuk az XMRV proteaz kinetikai paramétereit, az enzim gatlasi profiljat. A
kisérleti munka tamogatasaként bioinformatikai moddszert alkalmaztunk, valamint a
rontgenkrisztallografias eredményekkel egyiitt probaltuk értelmezni az inhibitor bekdtddés maodjat
két klasszikus aszpartil protedz inhibitor (pepsztatin A ¢és acetil-pepsztatin) esetén, ¢€s
eredményeinket 0ssze kivantuk vetni a HIV-1 protedz inhibitor bekdtddési modjaival. Az enzim-
inhibitor kristalyszerkezetének részletes ismerete, valamint a szubsztratkotd zsebeket alkoto
aminosavak részletes ismerete ¢és a kialakuld kolcsonhatdsok feltérképezése jelentOsen
hozzéjarulhat az XMRV ¢és a gammaretrovirusok ellen tervezett sokkal specifikusabb inhibitorok

fejlesztéséhez.
5. OSSZEFOGLALAS

Célul tiztiik ki a xenotropikus egér leukémia virussal rokon virus (XMRV) protedz kinetikai
vizsgalatat, az enzim stabilitdsanak és gatolhatosaganak vizsgalatast HPLC valamint SDS-PAGE
modszerek segitségével. Az enzim kinetikai paramétereit (Ky, Keat Keat/Knv) Szintetikus oligopeptid
szubsztrat segitségével vizsgaltuk, az enzim dimerizacios képességét (Kgapp), Valamint az enzim
denaturaciora hajlamat (UDsp) 0-4 M urea tartalmi kézegben. Vizsgaltuk a proteaz gatolhatosagat
kiilonboz6 proteaz inhibitorok (amprenavir, TL-3, acetil-pepsztatin és pepsztatin A) segitségével,
magas ionerdsségii kdzeg esetében HPLC modszert, mig alacsony sokoncentracié esetén SDS-PAGE
modszert alkalmaztunk a gatlds nyomon kovetésére. Az SDS-PAGE moddszer esetén szubsztratként
egy rekombinans egér leukémi virus (MLV) Gag fragmentumot alkalmaztunk. Osszehasonlitottuk az
enzim stabilitasi értékeit a 1-es tipus humédn immundeficiencia virus (HIV-1) proteaz értékeivel.
Molekularis modellezéssel hasonlitottuk ssze a HIV-1 és XMRYV proteazoknak az acetil-pepsztatin
¢és pepsztain A inhibitorokkal alkotott komplexeit, a szamitott kdlcsonhatdsi energiak segitségével
vizsgaltuk az inhibitorok lehetséges kotémodjait. Kollaboracids partnereink az enzim-inhibitor
komplexeket (amprenavir, TL-3, acetil-pepsztatin és pepsztatin A) rontgenkrisztallografias

elemzésnek vetették ala, ezzel magyardzatot adva a gatlas lehetséges modjara.
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Az XMRV protedz joval érzékenyebbnek bizonyult az urea koncentraciéra, mint a HIV-1
proteaz. A K; értékek alapjan a tesztelt inhibitorok koziil az amprenavir bizonyult a
leghatékonyabb, mig a pepsztatin A a legkevésbé hatékony inhibitornak.

A korabbi ¢és jelenlegi molekularis modellezésen alapuld vizsgalatok alapjan
megallapitottuk, hogy az S4/S4° kolcsonhatas is lényegesen hozzajarul az acetil-pepsztatin €s
pepsztatin inhibitoroknak a HIV-1 és az XMRYV proteazokhoz torténd kotédéséhez. Az XMRV
protedz-pepsztatin A két inhibitoros k6tdmodja energetikailag kedvezobb, mig az acetil-pepsztatin
esetében az egyszeres ¢és kettds kotddési mod hasonld kolcsonhatédsi energiakat adott. Az S3/S3°
kotéhely mérete XMRYV esetén kisebb, mint a HIV-1 esetén, igy a Sta6-S3’ kolcsonhatas sokkal
kedvezobb a HIV-1 PR esetében, mint az XMRYV PR-ndl, ezért a HIV-1 az egyszeres kotési modot
részesiti eldnyben.

A rontgenkrissztallografiai adatok alapjan, megallapitottuk, hogy az acetil-pepsztatin a tobbi
inhibitorhoz képest eltéré modon kotddik az enzimhez, mivel két inhibitor molekula kétédik az
XMRYV PR dimerjéhez, mig a TL-3 és az amprenavir egyetlen molekulaval kotodik, mégis az

inhibitorok és az enzim kozotti kolecsonhatasok rendkiviil hasonloak.
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