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1. BEVEZETES

Az els6 human patogén retrovirusokat az el6z6 szdzad 80-as éveiben fedezték fel,
koztiik az 1-es és 2-es tipustt human T-limfotrop virusokat (HTLV-1, HTLV-2) és az 1-es tipusu
human immundeficiencia virust (HIV-1) is. Ezek koziil a legnagyobb figyelmet HIV-1 kapta,
mely a szerzett immunhidnyos tiinetegytittes (AIDS) betegség kialakulasaért felelds korokozo.
A stlyos megbetegedések a HIV-1 virussal kapcsolatos kutatasok felfutasat idézték elo, ezzel
elésegitve a HIV-1-ellenes inhibitorok fejlesztését, igy mara a HIV-1 fertéz¢s tiinetmentes
maradhat. Ezzel parhuzamosan megindultak a HTLV-1 virussal kapcsolatos kutatasok is,
amelyek viszont nem zarultak hasonlo sikerrel, igy a mai napig sincs specifikus terapia az éltala
kivaltott betegségekre. Az egyik potencialis terapids tamadopont a protedz, amely a
retrovirusok életciklusdban esszencialis szerepet tolt be, a HIV-1 ellenes terapiaban tobb
proteazgatldt is sikeresen alkalmaznak. A HTLV-2 és HTLV-3 virusfertézések kisebb
populéciokat érintenek, ezért a HTLV-1-nél is kisebb figyelmet kaptak, viszont ezek elterjedése
akar egy-egy mutaciot kovetden is gyorsan valtozhat, ezért sziikséges részletesebb vizsgalatuk,
igy a protedz tanulmanyozasa is.

A kronikus pankreatitisz egy sulyos, visszafordithatatlan megbetegedés, amelyet
elsésorban az alkoholfogyasztas vagy a dohanyzas, valamint kisebb gyakorisaggal a pankreasz
acinus sejtjei altal termelddott fehérjékben taldlhatdo mutaciok valthatnak ki. A genetikai eredetii
megbetegedések hatterében leggyakrabban a kationos tripszin all, amely inaktiv formaban
szekretalodik az acinus sejtekbdl, majd a patkdbélben aktivalodik. A korai, pankredszon beliili
aktivalddasa tiinetekkel asszocialhato. A tripszin kozponti szerepet tolt be mas emésztéenzimek
aktivacidjaban is. A tripszin, vagy az aktivalandd emésztdenzimek szekvenciajaban talalhato
egyes mutaciok funkcionyerd és funkciovesztd hatast is okozhatnak, ezért komoly kockazati
tényezOk lehetnek. A genetikai eredetli megbetegedések masik tipusa esetében a betegség
kialakulasat a pankreasz sejtek altal termelt fehérjék nem megfeleld feltekeredése okozza. Itt a
tripszin nem tolt be kdzponti szerepet ¢és a legtobb, fizioldgids koriilmények kozott nagy
mennyiségben szekretalodd fehérje érintett lehet, igy egy altaldnosabb mechanizmust jelent.
Tobb esetben egy ilyen fehérje jelenléte elegendd a betegség kivaltdsdhoz, szamos esetben
viszont ez nem egyértelmiien bizonyitott, illetve egészséges egyénekben is kimutathatdak ezek
a mutaciok. Elképzelhetd, hogy a betegség kivaltasahoz mas tényezok is sziikségesek, viszont

ezzel kapcsolatban még kevés adat all rendelkezésre.



2. ROVIDITESEK
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Hidrolazok

Az enzimeket az altaluk katalizalt reakci6 alapjan a Nemzetk6zi Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Unio (International Union of Biochemistry and Molecular Biology;
IUBMB) nevezéktani bizottsdga csoportositotta. Hét {6 enzimosztalyt kiilonboztetnek meg:
oxidoreduktazok (EC-1), transzferazok (EC-2), hidroldzok (EC-3), lidzok (EC-4), izomerazok
(EC-5), ligdzok (EC-6) ¢és transzlokazok (EC-7) (1). A hidrolazok a szubsztrat hasitasdhoz vizet
hasznalnak hidroxil-csoport donorként. Rendkiviil diverz osztalyt alkotnak, igy az elhasitando
kémiai kotés alapjan tovabbi 13 alcsoportba oszhatoak, ezek kozé tartoznak az észter-kotést

hasito észterdzok ¢és a peptidkdtést hasitd peptidazok is (1. abra).

Hidrolazok

észterktés glikozidos éterkotés peptidkétés  C-N kotések
kotések
sav-anhidridek C-C kotések C-X kotesek P-N kotések S-N kotések
C-P kotések S-S kotések C-S kotések

1. abra. A hidrolazok altal hasitott kotések tipusai. A C-X kotés az alkil-halogenidet jeldli.

3.1.1. Peptidazok és észterazok

A peptidaz elnevezés mellett ma mar a proteinaz és a proteaz is szinonimaként hasznalt,
a disszertacidé az utdbbi terminologiat hasznalja. A protedzok tovabbi besoroldsa az alapjan
torténik, hogy a katalizis milyen kémiai mechanizmus alapjan zajlik. Igy megkiilonboztetiink
szerin-, cisztein-, treonin-, aszpartil-, glutamil-, aszpargil- és metalloproteazokat (1).

Az aszpartil protedzok altal katalizalt reakciokban a legtobb esetben, két aszpartat
oldallanc egyiitt képes megkotni és aktivalni egy katalitikus vizmolekulat és igy elhasitani egy
peptid kotést. Besorolasuk negyedleges szerkezetiik alapjan az AA-t6l az AF-ig terjed. Az AA
csoportra, amelybe a pepszin és a retroviralis proteazok is tartoznak, jellemzd, hogy a
katalitikus aszpartatot egy konzervalt Xaa-Xaa-Asp-Xbb-Gly-Xbb motivum 6leli kortiil, ahol
az Xaa hidrofob aminosavakat, mig az Xbb szerint vagy treonint jeldlhet (2).

Az észterazok kozott az elhasitandd észter-kotés tipusa alapjan megkiilonboztetiink

karboxil-észter-, tioészter- és foszfomonoészter-hidrolazokat. A karboxil-észterazok egyik
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nagyobb csoportja a lipazoké vagy triacil-glicerol hidrolazoké, amelyek jellegzetessége, hogy

hosszl lancu zsirsavakat képes felszabaditani lipidekbdl (3).

3.1.2. Aszpartil proteazok és lipazok szerepe emberi megbetegedésekben

A hidrolazok, ezen beliil a részletesebben bemutatott lipdzok és aszpartil protedzok
alapvetd szerepet toltenek be az emberi szervezetben. Az aszpartil proteazok egyik jellemzo
képviseldje a gyomorban a fehérjék emésztését végzd pepszin, amellyel a retrovirus proteazok
kozeli rokonsagban allnak, funkcioik viszont teljes mértékben eltérnek, utobbi a retrovirusok
szaporodasaban tolt be esszencidlis szerepet. Lipazok a gyomorban és a vékonybélbe {iritett
hasnyalban talalhatéak a legnagyobb mennyiségben, ahol a triacil-glicerolok emésztését
végzik. Mas lipazok a lipoproteinek atalakitasaban jatszanak szerepet.

A retrovirusok elsésorban az immunsejteket fertézik, igy immundeficienciaval vagy
leukémiaval asszocialtathatéak. A lipazok leginkabb funkciovesztéses mutaciok révén
allhatnak kapcsolatban megbetegedésekkel, igy lipaz deficienciat okozva. Emellett egyes
mutansoknak a szekrécidja sem torténik meg, amely az ER stressz valasz beinditasaval jar.

A lipdz mutaciok vizsgalata, valamint a retroviralis protedzok miikodésének alaposabb
megismerése nagyban hozzajarulhat az altaluk kivaltott betegségek potencialis terapias
lehetdségeinek felderitéséhez, gydgyszerek fejlesztéséhez.

A disszertacio tovabbi részei a viszonylag kevéssé ismert HTLV-2, valamint a HTLV-
3 protedzok karakterizaciojat és a HTLV-1 részletesebb bemutatdsat tartalmazza, valamint a
kronikus pankreatitisz tanulmanyozéasahoz kapcsolédoan a nem-szekretalodé G233E mutans

hasnyalmirigy lipaz (PNLIP) altal kivaltott cellularis hatdsokat vizsgalja.



3.2. Retrovirusok

3.2.1. A deltaretrovirusok

A humén T-limfotrép virusok (HTLV) a retrovirusok delta nemzetségébe tartoznak a
marha leukémia virussal (BLV) és a ,,simian” T-limfotrép virusokkal (STLV) egyetemben,
utdbbival egyiitt alkotva a ,,primate” T-limfotrép virusok (PTLV) csoportjat. A human patogén
retrovirusok koziil a HTLV-1-et fedezték fel elsdként (4). Ezt nem sokkal késobb kdvette a
HTLV-2 (5), valamint a /entivirus nemzetségbe tartoz6 human immundeficiencia virus 1 (HIV-
1) izolalasa (6-8). A T-limfotrop virusok tovabbi tagjait, a HTLV-3 és a HTLV-4 virusokat is
azonositottak (9-10). Az STLV virusok nem-human féemldsoket képesek megfertdzni, tovabba
tobb HTLV-1 torzs esetében is feltételezhetd, hogy STLV-1 eredetiiek (11).

A HTLV-1 vilagszerte elterjedt, a fertézottek szamat 5-10 millidéra becsiilik (12),
leginkabb anyatejes taplalassal, szexualis kontaktussal vagy vér kontaminacidval terjed (13). A
HTLV-2 el6fordulasarol nem allnak rendelkezésre részletes adatok, de szintén jelentds szdmu
populéciét érint (14), a HTLV-3 és HTLV-4 virusokat eddig még csak Kamerunban izolaltdk
(15).

A HTLV-1 képes olyan stulyos megbetegedéseket okozni, mint a felnétt T-sejtes
leukémia (ATLL) ¢és a tropusi spasztikus paraparézis/HTLV-1 asszocialt mielopatia
(TSP/HAM). Ezeken kiviil tobb HTLV-1 asszocialt megbetegedés is ismert, mint példaul az
uveitis €s a bronchiectasis (16). A fertdzés jellemzden sokaig rejtve maradhat, hosszu latencia-
iddvel rendelkezik. Betegség a fertdzottek 5-10%-anal alakul ki, ebbdl mintegy 5% ATLL (17-
18) és 3% TSP/HAM (19-20). Habar a HTLV-2-t egy ,, hairy” T-sejt leukémids betegben
izolaltak (5), jelenétét nem hoztdk Osszefiiggésbe a leukémia kialakuldsaval, viszont
kapcsolatba hoztak neurologiai megbetegedésekkel (21). Ezekkel szemben a HTLV-3 ¢és
HTLV-4 virusokat még nem hoztak kapcsolatba megbetegedéssel.

3.2.2. A retrovirusok szerkezete

A retrovirusok kozott megkiilonbdztetiink egyszerii és dsszetett retrovirusokat (22), a
HTLYV az utobbiak koz¢é tartozik, igy az esszencialis Gag, Pro, Pol és Env alkotéelemeken kiviil
mas, kiegészitd és szabalyozo fehérjéket is kodol. A 100 nm-es atmérdju virus lipid burokkal
rendelkezik, amely felszinén az env gén altal kodolt glikoproteinek heterodimerjei is

kifejezddnek. Ezen beliil a matrix (MA), majd a kapszid (CA) rétegek talalhatéak. A kapszidban



lokalizalodnak a virus enzimei, a reverz transzkriptdz, az integraz (IN) és a proteaz (PR),
valamint kettd, a nukleokapsziddal (NC) szorosan kapcsold6do pozitiv szalu viralis genomi RNS

is (2. abra).

gp46

gp21

matrix

kapszid

reverz transzkriptaz
proteaz

integraz

ssRNS*

matrix

O { \. ......... ‘b \\.

-‘_\“—\—_"‘-..DI
A RO oA O
7 AP QY ] lipid burok
b of h

kapszid

Q
%
A

2. abra. Az érett HTLV virusok morfolégiaja. Az egyszalu, pozitiv viralis RNS a kapszidban
talalhato, amelyet a nukleokapszid vesz korbe. Szintén itt talalhato a reverz transzkriptaz, az
integraz és a proteaz. A nukleokapszidot a matrix fogja kozre. A virust egy lipid burok boritja,
amelybe viralis transzmembran (TM) (gp21) és a feliileti alegység (SU) (gp46) glikoproteinek
agyazodnak be. Késziilt Brites és mtsai, 2021 alapjan (23).

A HTLV-1 genomjat két hosszu termindlis ismétlédés (long terminal repeat, LTR) fogja
kozre, az 5° LTR szamit a f6 promoternek, ebbdl az iranybol irédik at Gag, Gag-Pro vagy Gag-
Pro-Pol polifehérje a kereteltolodas (frameshift) fliggvényében. A gag gén altal kodolt Gag
fehérjébdl a retroviralis proteaz altali hasitassal jonnek létre a strukturalis MA, CA és NC
proteinek. A Gag-Pro prekurzorbol (gag és pro kddolja) a nukleokapszid helyett az ugynevezett
Htransframe protein 17 (TF), a proteaz és két kisebb fehérje a pl és p2 processzalodik. A Gag-
Pro-Pol poliproteinbdl hasitodik ki a MA, CA, TF, PR és a pl mellett a reverz transzkriptaz, az
RNaz H ¢és az integraz is. Az env gén az envelope glikoprotein elemeit kodolja, amelyek
proteolitikus hasitas altal transzmembran (TM) ¢és a feliileti alegység (SU) fehérjékre tagolodik
(24). A 3° LTR kozelében fejezddnek ki a pX régié altal kodolt fehérjék, a p12, p13, p30, a p8,
ami a pl2 proteolitikus hasitasabol szarmazik (25), valamint a transzaktivator fehérje (Tax),
Rex vagy az antisense HTLV-1 bZIP faktor (HBZ) fehérjék is (3. abra). A HTLV-2 és HTLV-
3 genomi organizacioja a HTLV-1-gyel fobb elemeiben megegyezik, kiilonbségek a pX régio

esetében talalhatoak.
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3. abra. A HTLV-1 genom szerkezete. Az 5’ LTR ¢és 3’ LTR régi6 kozott a gag a strukturalis
Gag poliproteint kodolja. A pro, pol €s env gének tovabbi esszencialis fehérjéket, illetve a pX
régio6 foként szabalyozo fehérjéket kodol. Késziilt Soltani és mtsai., 2019 alapjan (26).

3.2.3. A HTLYV virusok életciklusa

A HTLYV virusok életciklusa nagymértékben hasonld, viszont a HTLV-3 esetében ez
még kevéssé feltart. Elsdsorban T-sejteket fertéznek, de képesek mas immunsejtekbe is bejutni,
mint a dendritikus sejtek (27), a makrofagok vagy a monocitak (28). A HTLV-1 a CD4, a
HTLV-2 a CD8 T-sejteket preferalja, mig a HTLV-3 hasonl6 mértékben képes megfertézni
mindkettd sejttipust. A fertdzést sejtfelszini receptorhoz valé kotédés elézi meg. A HTLV-1 a
neuropilin-1, gliik6z transzporter-1 (GLUT-1) és a heparan-szulfat proteoglikan (HSPG)
alkotta komplexhez kotédik, a HTLV-2 nem igényli a HSPG jelenlétét, mig a HTLV-3 éltali
fertézéshez nem feltétleniil sziikségesek ezek a molekulak (29), a GLUT-1-nek viszont lehet
szerepe (30). A membrannal vald fazidt kovetden megtorténik a virdlis RNS reverz
transzkripcidja duplaszala DNS-sé, amelyet a kapszid mag megmaradt részeibdl kialakult
ugynevezett preintegracios komplex kialakuldsa kovet, amely képes bejutni a sejtmagba, majd
a gazdasejt genomjaba integralodni. Ezt kovetden a gazdasejt apparatusat felhasznalva
megkezdddik a viralis poliproteinek transzlacidja és expresszidja. A folyamatban a Rex fehérje
a viradlis mRNS-hez és az exportin 1-hez kotédve medialja az RNS citoplazméaba vald
transzportjat (31). A Gag poliproteinek a plazmamembran irdnyaba transzlokalddnak, ahol
megkezdddik az oligomerizacidjuk (32). A Gag. Gag-Pro és Gag-Pro-Pol fehérjéket a viralis
proteaz hasitja funkcionalis egységekre, igy megtorténhet a virus Osszeszerelddése és érése,
majd a virus jellemzden sejt-sejt kapcsolaton keresztiil bejut egy masik sejtbe vagy leflizédik
(4. abra).

A HTLV virusok életciklusa nagy mértékben hasonlit a HIV-1 viruséhoz, fébb
elemeikben megegyeznek. Az egyik legnagyobb kiilonbség a transzmisszié modjaban

figyelheté meg. Mig a HIV-1 foként szabad virionok formajaban képes fertézni, a HTLV-1

11



esetében ez nem tul hatékony (33) ¢és sokkal jellemzdébb a sejt-sejt kontaktus (34), amely
interakci6 kialakitasaban a p8 fehérje is fontos szerepet jatszik (35).

A fertézés késobbi szakaszadban inkabb a klonalis expanzid a jellemzd. A HTLV-1
viszonylag alacsony variabilitdsa (egy egyénben) is azt timasztja ala, hogy a genomi DNS-be
beépiilve, azzal egylitt, mitotikus osztddassal szaporodik, vagyis a virdlis orokitbanyag
replikaciojat a tobbet hibazo reverz transzkriptaz helyett, a cellularis DNS polimerazok végezik
(34).

A T-sejtek osztodasat a viralis Tax fehérje segiti eld, elsdsorban a sejtosztodas és
sejthaldl jelatviteli utvonalak szabalyozasanak megvaltoztatasaval. Egyrészt a sejtek tulélését
egyszerre tobb szignal transzdukcids utvonalon is biztositja. Az NFkB ttvonalat folyamatosan
aktivan tartja (36), az IKKo/IKKB/IKKy komplex aktivaldsa mellett a nem-kanonikus utvonalat
is képes stimuldlni a p100 fehérje processzalasaval (37). Aktivalja az AKT szerin/treonin kinazt
is, ezzel szintén eldsegitve a sejtek talélését (38). A proliferacio fenntartasat a p53 inaktivalasan
keresztiil éri el (39). Megakadalyozza az apoptozist egyes anti-apoptotikus gének (pl. XIAP,
survivin, Bcl-2,) expresszidjanak fokozasaval, valamint a kaszpaz-3, -7, -9 ¢és -8 gatlasaval. A
sejtciklust az S-fazis gének transzkripcidjanak fokozédsaval, valamint az M-fazisba 1épést
kozvetleniil az anafazis promotald komplex (APC) aktivacidjaval befolyasolja. Egyes DNS
javitdbmechanizmusokat is gatol, ezzel eldsegitve instabilitasat (40). Ezeken kiviil a Tax az
5’LTR promoter aktivalasaval, a sajat transzaktivalodasat is eldsegiti (41).

A HTLV-1 fert6zés akar évtizedeken 4t felismerhetetlen marad az immunrendszer
szamara. Ezt a virus altal kodolt szabalyozo fehérjék finomhangolasa teszi lehetové, ami
egyfajta egyensulyt teremt a virus replikacié és a szervezet immunvalasza kozott (42). A pl12
fehérje szerepe a folyamatban, hogy az MHC-I molekulak nehézlancadhoz koétddve annak
fehérje komplex részeként csokkenti a viralis fehérjék transzkripcidjat (44).

A HTLV-2 (45) és HTLV-3 (29) virusok ¢letciklusa a HTLV-1-hez képest kevéssé
ismert. A HTLV-2 esetében legrészletesebben az altala kodolt Tax2 tanulméanyoztak, amelynek
szekvenciagja a HTLV-1 Tax szekvencidjaval 85%-os azonossdgot mutat. Funkcioik is
hasonldak, viszont a Tax2 a nem-kanonikus NFkB tutvonalat nem aktivélja, tovabba a
kanonikus Utvonal aktivaldsat is kevesebb és eltérd interakcids partnerrrkkel valositja meg. A
HTLV-2 is rendelkezik egy 3’ iranybdl atirddo fehérjével (APH-2), amely szintén csokkenti a
viralis fehérjék transzkripcidjat, viszont a HBZ-vel ellentétben nem rendelkezik N-terminalis
doménnal ¢és kevesebb funkcidval bir (45). A HTLV-3 altal kodolt Tax3 is aktivalja az NFkB

utvonalat és gatolja a p53 tumorszupresszort. A Tax2-hoz képest nagyobb hasonlésagot mutat
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a HTLV-1 Tax fehérjéhez, mivel doménszerkezetiik nagyrészt megegyezik €s intranuklearisan
lokalizalt a Tax2-vel ellentétben, amely a citoplazmaban taldlhaté (46). Habar a HTLV-3 is
rendelkezik egy antisense (APH-3) és tobb kiegészitd fehérjével, ezek funkcidi még nem

ismertek (29).
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4. abra. A HTLYV virusok életciklusa. A HTLV virusok ¢letciklusanak fobb szakaszai: (1) a
virus interakcioja a receptor molekulakkal (neuropilin-1/NRP1, HSPG, GLUT-1), (2) fuzi6 a
sejtmembrannal és a virusburok elvesztése, (3) a viralis RNS reverz transzkripcidja duplaszala
DNS-s¢, (4) a proviralis DNS integracioja a gazdasejt genomjaba, (5) a viralis fehérjék
transzkripcidja és transzlaciodja, (6) a poliproteinek hasitasa funkcionalis egységekre, (7) virus
Osszeszerelodés ¢és érés, (8) a sejt elhagyasa. Az abra a Servier Smart Medical Art
alkalmazasaval késziilt.

3.2.4. HTLV-1 kezelési stratégiak

Késobbi felfedezése ellenére a HIV-1 virus elleni terapidk fejlesztése nagyobb figyelmet
kapott a HTLV-1-hez képest, els6sorban a magasabb egészségiigyi kockazata és szélesebb
elterjedése miatt. A HIV-1 ellen mar szdmos tipusu gyogyszer elérhetd, amelyekkel az
¢letciklusanak egyes fazisai akadalyozhatdk/szabalyozhatok és a nagy hatékonysagu
antiretroviralis terapia (HAART) (64) részeként sikeresen alkalmazhatdak. Bar a szerkezeti,
¢letciklusbeli hasonlosaguknal, valamint filogenetikai kozelségiiknél fogva a HIV-1 ellen
kifejlesztett gyogyszerek potencialis terapias alkalmazasok lehetnek, ennek ellenére a HTLV-

1 ellen nem bizonyultak hatasosnak (65).
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A HTLV-1 okozta megbetegedéseket a virus altipusatol €s a betegség progresszidjanak
mindségétdl fiiggden jellemzden konvencionalis kemoterdpidval, a zidovudine (AZT) és az
interferon-alfa (IFN) kombinacidjaval, vagy hematopoetikus dssejtek betiltetésével kezelik
(66). Egyes betegeknél sikeriilt az alkalmazott terapiakkal megfékezni a fertézést, de sok
esetben ez visszatérhet és az ATLL-ben szenvedd betegeknél tovabbra is magas a mortalitas
(66).

A HIV-1 terapidban elért sikereket nagyrészt specifikus gyogyszerek alkalmazasaval
érték el. A HTLV-1-gyel kapcsolatos kutatdsokban is rendre eldkeriilnek ilyen lehetdségek,
eddig alacsony terapias hatékonysaggal. A stratégidk egyrészt a HIV-1 ellenes terapidban
sikeresen alkalmazott célpontokat igyekeznek a HTLV-1 esetén is el6térbe helyezni, tehat a
virus sejtbe vald bejutasat megakadalyozni a burokfehérje glikoproteinek vagy receptoraik
tamadasaval, illetve a virus életciklusaban szerepet jatsz6 enzimek, a reverz transzkriptaz, az
integraz és a proteaz mukodését tervezik gatolni inhibitorok fejlesztésével. Masrészt ezektdl
eltérd megkozelitéséket is probalnak alkalmazni, mint a példaul vakcindk vagy monoklonalis
antitestek fejlesztése. Az utdbbi években engedélyezték az ibalizumab alkalmazasat, amely a
virus sejtbe valdo bejutdsat gatolja meg a CD4-gpl20 komplex kialakulasanak
megakadalyozasaval (67).
funkcionald szintetikus peptideket vizsgaltak, amely felépitése a TM burokfehérjét mimikalja
(68). A korabban mar emlitett AZT egy nukleozid analog, amely a reverz transzkriptazt célozza
¢s a HTLV-1 ellenes terapiaban mar alkalmazzak. Emellett egy mésik nukleozid, a tenofovir is
képes gatolni a virusok transzmisszidjat egerekben (69). Egyes HIV-1 integraz inhibitorok is
képesek hatékonyan csokkenteni a virusszdmot in vitro (70).

Egy alternativ célpont lehet az extracellularis vezikuldk tdmadésa is. Szerepiik a sejt-
sejt kapcsolatokban, igy a fert6zés progresszidjaban ismert. Emellett a HTLV-1 altal okozott
betegségek esetében is vizsgaltak jelentdségiiket, viszont a HTLV molekuldkat tartalmazé
vezikuldk kialakuldsanak specifikus gatlasa kihivas lehet (71).

A HIV-1 elleni terapia esszencidlis részét képezi a protedz inhibitorok alkalmazésa.
Jelenleg tiz kiilonb6z6 inhibitor érhetd el a klinikumban, a tipranavir kivételével peptid alapaak,
szerkezetlik a természetes szubsztratokét mimikalja. A darunavir és a tipranavir a katalitikus
hely mellett egy masodlagos kotohellyel is rendelkezik, amely képes gatolni a dimerizaciot (72-
74). A HIV-1 PR ellen kifejlesztett inhibitorokat eddig nem tudtédk sikeresen alkalmazni a
HTLV-1 elleni terapiaban, ami az in vitro kisérletekben tapasztalt magas gatlasi allando (Kj)

értékekkel is magyarazhat6. A tanulményok nem korlatozédnak a terapidban hasznélatos

14



inhibitorok vizsgalatara, szamos kisérleti HIV-1 PR gatloszert is jellemeztek. A peptidalapu
inhibitorok mellett példaul a DMP-323-at, amely egy ciklikus urea. Kisérleteik soran messze a
HIV-1 PR-ra jellemzd K; f6l6tti értekeket figyeltek meg (63, 75). A HIV-1 PR-hoz nagyobb
hasonlésagot mutatdo HIV-2 PR esetében is csak a klinikai HIV-1 PR inhibitorok egy része lehet
potencialis gatloszer (76). Az eddig szerzett tapasztalatok alapjan sziikséges a HTLV-1-re
specifikus gatloszerek fejlesztése. Az indinavir a tobbi HIV-1 PR inhibitorhoz képest
hatékonyabban gatolja a HTLV-1 PR-t, viszont a meghatarozott gatlasi alland6 messze elmarad
a HIV-1 inhibitorok nM-os értékétol, annak kozel ezerszerese. TObb tanulmanyban is
modellezték az indinavir és a HTLV-1 PR aktiv helyében 1évé aminosavak interakciojat (77-
79), ezzel j6 alapot nytjtva az indinavir alapu inhibitor fejlesztésnek. A darunavirral komplexet
képez6 HTLV-1 PR kristalyszerkezete alapjan is folynak kutatasok, egyes darunavir
analdgokkal 0,01-0,1 uM gatlasi allandot is elértek (80). Az inhibitor kutatdsok masik aga a
HTLV-1 PR szubsztratokat veszi alapul. A sejtbe valdé megfeleld penetracio elérése érdekében
itt is kis méretli 4-10 tagt peptideket fejlesztenek. Az egyik jo példa egy tetrapeptid inhibitor,
a KNI-10774a, nem természetes aminosavakat tartalmazo inhibitor, ami 13 nM-os ICsg értékkel
rendelkezik (81). Mésok az IB-268 (KTKVL-r-VVQPK) és az IB-269 (APQVL-r-PVMHP)
inhibitorokkal értek el gatld hatast (62), amelyek 10-tagu peptidek, a hasitohelyen egy redukalt
peptidkotést (-r-) tartalmaznak, szekvencidjuk a HTLV-1 MA/CA, valamint a CA/NC
hasitohely szekvencidkon alapul. Retro-inverz inhibitorokat is vizsgalnak, amit a peptid
szekvencia megforditasaval és az L-aminosavak D-konfiguracidra cserélésével allitanak eld
(82).

Az HIV-1 PR elleni terdpidban eddig elfogadott inhibitorok és a kisérleti fazisban 1évok
legnagyobb része is az enzimek aktiv helyét célozza, kompetitiv moédon gatoljak mikodésiiket,
a specifikusan HTLV-1 PR ellenes inhibitorok is ezt a stratégiat kovetik. Az aktiv centrum
geometridjat akar egy mutacid is megvaltoztathatja olyan mértékben, hogy az inhibitor szamara
mar hozzéaférhetetlen legyen. A HIV-1 PR rendkiviil nagy variabilitdsa miatt jelents a
rezisztens mutansok szdma (83), ezzel fenntartva a HIV-1 PR inhibitorokkal kapcsolatos
kutatasok lendiiletét. A kompetitiv mellett a non-kompetitiv és az allosztérikus inhibitorok
fejlesztése is parhuzamosan zajlik, ezen inhibitorok egy része a dimerizacidt gatolja (84). A
polioxometaldtok pedig hatékonyan képesek a lebeny régioval interakcidba Iépni, viszont a
klinikai fazisban toxikusnak mutatkoztak (85).

A HTLV-1-re jellemz6 horizontalis replikacios stratégia miatt (86-88) a TM, RT, IN és
PR-t gatloszerek leginkabb a fertdzés korai fazisdban lehetnek hatasosak. A klonalis expanzid

gatlasahoz a Tax fehérje lehet jo célpont. Az ST1926 nevii szintetikus retinoid a Tax fehérje
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szintjének csokkentése mellett ndvelte az apoptozist €s a p53 szintjét is malignans T-sejteken
(89). A parazitaellenes gyogyszerként alkalmazott niklozamid a Tax fehérje lebomlésat
indukalta a proteoszoman keresztiil (90). A ritonavir egy HIV-1 PR inhibitor, amely a HTLV-
1 PR ellen nem volt hatasos, viszont HTLV-1 virussal fertdzott sejtekhez adva gétoltak az NF-
kB aktivaciot (91).

A kutatasok nem csak a virus egyes alkotéelemeinek megcélozasara korlatozodnak,
hanem az ATLL sejtek feliiletén talalhatdé molekuldkhoz ko6t6dé monoklonalis antitestek
fejlesztése is zajlik. A mogamulizumab a CCR4 receptorhoz kotddik, Japanban alkalmazzak
leukémias megbetegedések kezelésére, koztiikk az ATLL-re, eddig korlatozott sikerrel (66). A
CCR4 mellett CD25, transzferrin receptor és KIR3DL2 ellenes antitesteket is fejlesztenek (66).

A HIV-1-hez képest a HTLV-1 szekvencija jelentésen konzervaltabb, igy a vakcinak
fejlesztése is nagyobb potencidlis hatékonysadgot hordoz magaban. Ezek egy része a Tax

fehérjébdl szarmazd peptideket fejez ki (92).

3.2.5. A HTLYV proteaz

A HTLV protedzok az aszpartil protedzok AA, A2(A) csaladjaba tartoznak. Az aszpartil
proteazok altal katalizalt reakcidkban a legtobb esetben, ahogy a HTLV-1 proteazoknal is, két
aszpartat oldallanc egyiitt képes megkdtni €s aktivalni egy katalitikus vizmolekulat és igy
elhasitani egy peptid kotést. A csoport tagjaira jellemzd a nagyfoka szekvencia divergencia,
viszont szerkezetileg hasonldak és tobb konzervalt régio talalhatd benniik. Az A2(A) alcsalad
legismertebb képviseldje a HIV-1 PR, de ide tartoznak a HTLV proteazok is. Esetiikben a
katalitikus aszpartatot C-terminalis iranybdl kettd leucin el6zi meg, mig az aszpartatot kovetden
treonin, glicin €s alanin talalhatd. A tobbi retroviralis protedzhoz hasonléan egy aktiv helyet
tartalmaz, amelyet a két monomer homodimerként egyiitt alakit ki (2) (5. abra).

A HTLV-1 proteazt eldszor 1989-ben izolaltdk (47), ezt tobb in vitro tanulmany is
kovette, ahol megfigyelték a Gag poliprotein hasadasat és azonositottak a MA, CA és NC
fehérjéket (48). Késobb a MA/CA, CA/NC, TF1/PR, PR/pl, pl/RT, RT/RH és RT/IN
hasitohelyeket is meghataroztak (49). A HIV-1 PR esetében megfigyelték, hogy képes hasitani
cellularis fehérjéket is (50), koztiik egyes citoszkeletalis fehérjéket, a Bel-2-t vagy a prokaszpaz
8-at, ami a CD4 T-sejtek nekrozisdhoz vagy apoptozisdhoz vezet. A HTLV proteazok esetében
még nem azonositottak a gazdasejtben hasitohelyeket, viszont elképzelhetd, hogy a HIV-1 PR-
hoz hasonléan a HTLV PR-oknak is lehet tovabbi funkcidja, amely a HTLV eltérd szaporodasi

stratégidja miatt valoszinlileg mas, a proliferaciot eldsegitd folyamatokat érinthet.
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A HTLV-1 PR a HIV-1 PR-nél nagyobb, a monomerek 125 aminosavat tartalmaznak,
a HIV-1 PR 99 aminosavéaval szemben. Az ,extra” aminosavak legnagyobb része a C-
terminalison talalhat6. Ez féleg hidrofob aminosavakbol all és csak a deltaretrovirusokra
jellemzd. A C-terminalison talalhaté aminosavakrol korabban Hayakawa és munkatarsai azt
allapitottdk meg, hogy az autoprocesszalashoz legalabb 6t aminosav sziikséges (G111-L115)
(51). AHTLV-1 PR hajlamos az autoproteolizisre in vitro, ezért a legtobb kutatéds soran az L401
stabilizalt mutanst vagy tovabbi mutaciokat is tartalmazé fehérjét (C90A, C109A) vizsgalnak.
Misok az L40I stabilizalé mutaciot és az N-terminalison His jelolést tartalmazo 115 aminosav
hosszusagh HTLV-1 PR-t vizsgdlva a teljes hosszisagua konstrukcidbhoz hasonlo
enzimaktivitast tapasztaltak (52). Késobb munkacsoportunk vizsgalta a vad tipusu PR-t és egy
stabilizald mutaciokat (L40I, C90A, C109A) tartalmazo6 konstrukot is (52), amelyek 125, 120
¢s 116 aminosav hosszusaguak voltak, de csak a teljes hosszisagu és az 0t aminosavval
roviditett proteaznal figyeltek meg aktivitast ¢és megallapitottak, hogy P116-L125
aminosavaknak a dimer stabilitdsdban lehet fontos szerepe (53). A retroviralis protedzok
dimerizacidjaban az N- és a C-terminalis egyes aminosavai vesznek részt, B-reddket kialakitva,
valamint a katalitikus Asp-nal a H-kotések rendszere, az ugynevezett tlizoltofogas (,.fireman’s
grip”) (54). A HTLV-1 PR a lebeny (,flap”) régioban a HIV-1 PR-hoz képest két extra
aminosavat tartalmaz, igy egy kiterjedtebb szubsztratk6td helyet alakit ki (55) és megtori a
lebeny hajti struktirdjat a hidrogén kotések megszakitasan keresztiil, ezzel egy hélix-szeri

struktarat eredményez (55). A HIV-1 és HTLV-1 PR-ok szerkezetét az 5. abra szemlélteti.

HIV-1 PR HTLV-1 PR

inhibitor

aktiv centrum

G i o s s \_ / ‘,
dimerizacios regm\ﬁ,sb *\ \,

5. abra. A HIV-1 és HTLYV proteazok szerkezete. A HIV-1 PR (PDB ID: SHVP) (56) és
HTLV-1 PR (PDB ID: 3LIY) (57) inhibitorokkal alkotott komplexeinek kristalyszerkezete. A
funkcionalisan jelentds régidk az dbran nyilakkal jeldltek.

A két proteaz kozott a teljes szekvencia tekintetében csak ~28% az azonossag, ennek
ellenére rontgen krisztallografids elemzések szerint nagy a szerkezeti hasonlosaguk, ez egyrészt

az aktiv hely konzervaltsagabol fakad, ott nagyobb fokl, 45%-0s az azonossdg, masrészt a
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dimerizacidban részt vevd aminosavakban is alacsony a variabilitds. A konzervalt
aminosavaknak a negyedleges szerkezet fenntartasdban, a fehérje megfeleld feltekeredésében
¢és dinamikai jellemzdinek kialakitasaban is fontos szerepiik lehet (58).

A HTLV-1 PR ismert természetes hasitohelyeinek valtozatos a szekvencidja, de
tulsulyban vannak a hidrofob oldallancok, illetve a P1 helyen leucin talalhatd, akarcsak a tobbi
HTLV PR-nal. A nagyobb lebeny miatt a HTLV-1 PR esetén hét szubsztratkotd zsebet
kiilonboztetink meg (S4-S3°). A szubsztrdt aminosavak és a szubsztratkotd helyek
elnevezésénél a Schechter és Berger (1967) altal meghatarozott nomenklatarat alkalmazzuk (6.

abra).

Szubsztratkotd alhelyek

-NH-CH-CO--NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-

6. abra. A szubsztrat és a szubsztratkotoé zsebek elnevezése. Az elnevezések a Schechter és
Berger (1967) altal leirt nomenklaturat kovetik. A szubsztratk6to helyeket a hasitohelytdl az N-
terminalis felé¢ tavolodva S1, S2, S3, S4, a C-terminalis irdnyaba S1°, S2°¢s S3’ nevekkel
jeloltiik, a kotédoé szubsztrat aminosav oldallancait P1, P2, P3, P4, valamint P1°, P2’ és P3’
jeloli.

Az S4 szubsztratkotd zseb viszonylag nagy és fdleg hidrofob aminosavakbol all,
ellentétben a HIV-1 PR-ra jellemz6 hidrofil alhellyel. A retroviralis proteazok k6zos jellemzdje,
hogy az S4 zseb a fehérje felszinéhez kozel helyezkedik el, nyitott és a tobbi zsebhez képest
kevésbé jol definialhat6. A HTLV-1 PR S3 zsebe szintén jelentdsen eltér a HIV-1 PR-t6l. Az
S4 zsebhez hasonloan viszonylag nyitott, igy konnyebben tud interakcioba Iépni hidrofil és
hidroféb oldallancokkal is. A HIV-1 PR S3 szubsztratk6td zsebe zartabb, mélyebb, a
szubsztratkdtésben tobb aminosav vesz részt. Ezzel ellentétben az S2 zseb hidrofob jellegi,
viszonylag kis méretii, hasonldan a legtdbb retroviralis proteazhoz. A legnagyobb kiilonbség a
HIV-1 PR-hoz képest, hogy a D30 aminosavnak megfeleld pozicidéban a HTLV-1 PR metionint
tartalmaz (M37), elébbi csak az immundeficiencia virusokra jellemzoé (HIV, SIV), mig a
legtobb retroviralis protedz hidrofob oldallanccal rendelkezik ezen a helyen. Az S1 zseb nagy
méretli mindkét proteaz esetében. A HTLV-1 S1 zsebét kettdvel tobb aminosav alkotja, a zsebet

kialakit6 aminosavakban pedig két helyen van eltérés. A retroviralis protedzokra
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altalanossagban jellemz0, hogy a hasitohelytdl tdvolabb esé szubsztratk6td helyek viszonylag
variabilisak, mind a résztvevé aminosavak szamaban és mindségében, mind a kdtddd szubsztrat
aminosav oldallanc tekintetében. A hasitéhelyhez kozeledve a zsebek egyre konzervaltabbak
beleértve a HTLV-1 és HIV-1 proteazokat is (55) (59-61).

A legtobb retroviralis protedazokkal foglalkozd tanulmanyban a természetes
hasitohelyeket reprezentalod oligopeptideket alkalmaznak szubsztratként. Legrészletesebben a
HIV-1 PR-t vizsgaltak, a deltaretrovirusok tekintetében eddig csak a HTLV-1 és BLV
proteazok aktivitasat kutattdk. A jelenlegi irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a HTLV-1 PR a
HIV-1 PR-ndl jelentésen sziikebb specificitassal rendelkezik. Retrovirdlis protedz
hasitohelyeket tartalmaz6 szubsztratokkal végzett mérésekben, amely sordn a HIV-1 és HTLV-
1 mellett a HIV-2, a 16 vészes vérszegénységét okozod virus (EIAV), a rous szarkéma virus
(RSV), a Mason-Pfizer majom virus (MMTV), a BLV ¢és a ragcsalé leukémia virus (MuLV)
hasitohelyeit is vizsgaltak, azt figyelték meg, hogy a HIV-1 PR a szubsztratok jelentds részét
hasitotta, ez alol kivételt csak egyes MuLV és RSV hasitohelyek jelentettek, mig a HTLV-1 PR
a vizsgalt szubsztratok csak mintegy 40%-at (62). Ezzel szemben hasonlé szubsztratsorozaton
mért adatok szerint a BLV PR a HIV-1 PR-hoz mérhetd szélességli specificitassal rendelkezik
(63). Ezt a megallapitast erdsitik a HTLV-1 CA/NC hasitohellyel végzett kisérletek is, ahol a
hasitohelyet egy-egy ponton modositottdk a P4-P1° helyeken. Habar a HTLV-1 PR a
szubsztratok jelentds részénél mutatott katalitikus aktivitast, a P2-P1° helyeken kevésbé
toleralta az aminosav cserét, ellentétben a BLV PR-zal. Specificitast tekintve a BLV PR
nagyobb hasonlosagot mutat a HTLV-1 PR-hoz, a HIV-1-hez képest nagyobb hatékonysaggal
és sz¢lesebb specificitassal hasitotta a HTLV-1 CA/NC oligopeptideket, valamint az P2 és P1
helyeken a HTLV-1 PR-hoz hasonléan jobban preferdlta a nagy, hidroféb aminosav
oldallancokat (63).

3.3. A kronikus pankreatitisz és rizikofaktorai

3.3.1. A kronikus pankreatitisz

A kronikus pankreatitisz (KP) a pankredsz kronikus gyulladasa, ami a folyamatosan
fennallo gyulladads eredményeként alakulhat ki. Jellemzd jelei a parenchimalis vagy
intraduktalis kalcifikaci6, pankreatikus fibrozis, az exokrin és endokrin allomény elégtelen
miikddése, igy egylitt jar egyes emésztdenzimek hianyéaval vagy megvaltozott viselkedésével,

valamint az endokrin mirigyek elvesztését is okozhatja. Ezek eredményeképpen emésztési
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nehézségek, diabétesz ¢és fajdalom alakulhatnak ki, az ¢életmindség jelentds romlasat okozva,
valamint a varhat6 élettartam is csokken. A betegség nem fordithato vissza, de a progresszioja
¢s a tiinetek sulyossaga enyhithetd (93).

A tiinetek akut pankreatitisszel kezdddnek, ami a betegek 20-30%-anal visszatérd akut
pankreatitiszként, 10%-anal KP-ként folytatodik, ez utdbbi akar a pankredsz rakos
elvaltozadsdhoz is vezethet, amely a 11. leggyakoribb raktipus. A KP 100000 f&bol
megkozelitdleg 50-et érint (94-95).

Habar az epekdvek kialakulasa a legfobb kivaltdé oka az akut pankreatitisznek (96), a
KP elsdsorban az alkoholfogyasztas kovetkezményeként alakul ki (97). Ez leginkébb a hossza
tavon ,,nagy fogyasztok™ szamadra jelent kockazatot (98). A hatdsmechanizmus nem pontosan
ismert, viszont a toxikus metabolitok, pl. zsirsav-etil-észterek (99), az ER stressz vagy az
oxidativ stressz (100) is szerepet jatszhat.

Dohanyzas a masodik leggyakoribb fiiggetlen rizikofaktor (101), bar élesen nem lehet
elvalasztani az alkohol okozta KP-t6l a két tényez6 gyakori egyiittes jelenléte miatt. A dozis itt
is fontos szerepet jatszik (102). A dohdnyfiist tobb ezer komponensbdl 4ll, ennek ellenére a
toxicitasért csupan kis szamu vegyiilet felel, amit a 7. abra foglal 6ssze. A gazfazisban az
akrolein ¢és a krotonaldehid hozzéjarulasa a legjelentdsebb. Mindkettd a, B telitetlen aldehid. In
vitro tanulmanyok szerint negativan befolyasoljak a sejtek ¢letképességét, valamint gyulladast
¢s ER stresszt is kivaltanak (103). A partikuldris fazisban a hidrokinon (HQ) valtja ki a
legjelentésebb negativ hatést. Eletképesség csokkenté hatisa mellett ER és oxidativ stresszt

kivalto hatasa is ismert (104-106).

Alkrolein Ismeretlen alkotdelemek
Krotonaldehid Hidrokinon
s Formaldehid == 2-EHQ
Ismerellen alkotoelemek Formaldehid
Palmitat

mm 3-metilkatekol
4-melilkalekol
s Pszeudoionon
2 3-dimetilhidrokinon
2 G-dimefilhidrokinon

7. abra. A dohanyfiist citotoxicitasért felelé6s molekulai. A bal oldalon a gaz fazisban, a jobb
oldalon a partikuléris fazisban szereplé anyagok talalhatoak. A 2-EHQ a 2-etilhidrokinont, a
2,3-DMHQ a 2,3-dimetilhidrokinont, a 2,6-DMHQ pedig a 2,6-dimetilhidrokinont jeloli. Az
adatok az anyagok citotoxicitdshoz vald hozzajarulasuk mértékét fejezik ki szézalékban
(Stabbert és mtsai., 2017. alapjan) (107).
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3.3.2. Orokletes pankreatitisz

A KP-t egyéb tényezok is kivalthatjak, az eldbbieknél jelentdsen kisebb gyakorisaggal,
ezek egyik tipusa az ordkletes pankreatitisz, amelyet egyes, az acinus sejtek altal szekréciora
termelt emésztéenzimek, vagy azokkal szoros kapcsolatban 1évd fehérjék mutacioi okoznak.
Leggyakrabban a human kationos tripszint kédolé PRSS! az érintett gén.

A tripszin kozponti szerepet tolt be a pankredsz altal kodolt emésztéenzimek
milkddésében (8. abra). Az enzimek aktivacidja a patkdbélben torténik. A folyamat a
vékonybélben termelt enterokindz altali hasitdssal kezdddik, ami a tripszinogént tripszinné

alakitja.

Enterokinaz

0 |

TripSZiNOZEN | Tripszin Tripszin

x Kimotripszinogén =  Kimotripszin
SPINK1 (B1, B2, C, L1)

Prokarboxipeptidaz == Karboxipeptidaz
(A1, A2, B1)

Proelasztaz —_— Elasztaz
(2A, 3A, 3B)

8. abra. A kationos tripszin kapcsolata a pankreasz altal szekretalodo egyéb fehérjékkel.
A tripszinogén aktivacidjat az enterokinaz végzi. A tripszin ezt kovetden kaszkadszerlien végzi
mas emésztéenzimek aktivaciojat is. Az abra a Servier Smart Medical Art alkalmazasaval
késziilt.

A tripszinhez hasonléan mdas emésztdenzimek is inaktiv, zimogén formaban
szekretalodnak, aktivacids peptidet tartalmaznak az N-terminalisukon (108). Ezt kdvetden a
keletkezd tripszin is képes a tripszinogén aktivalasara. Az enterokindz sziik specificitassal
rendelkezik, az emésztdenzimek koziil kizardlag a tripszinogén aktivaciojat végzi, a tobbi
zimogén fehérjét (kimotripszinogén, karboxipeptiddaz, proelasztaz, profoszfolipaz,
kallikreinogén, prokolipdz) a tripszin aktivalja (109), azok autoaktivaciora nem képesek. A
tripszin miikodése az aktivacion kiviil a szintén acinus sejtek altal termelt SPINK1 inhibitorral

¢s a kimotripszinogén C-vel (CTRC) is szabalyozott (110).

21



3.3.3. Orokletes pankreatitisz: tripszin utvonal

A legtobb genetikai mutaciokkal kapcsolatos KP megbetegedés a kationos tripszin
miikodésének megvaltozasaval magyarazhatod, az elsé mutacié (R122H) felfedezése is a
PRSS1-hez kotédik (111). Ezek egy része a tripszinogén korai aktivacidjat okozza, amely igy
mar a hasnyalmirigyben is képes autoaktivalodni, ezzel 6nemésztést kivaltva gyulladast okozni

(112). A tripszin az autoaktivacio eldsegitése mellett az Argl22-Vall23 kozotti peptidkotést

crer

crcr

hasitohelyek nagyobb termodinamikai stabilitidsa miatt, ez a folyamat az elébbinél sokkal
lassabb. A CTRC szerepe szintén kettds, ugyanis a Phel8 aminosav utdni hasitdssal a
tripszinogén aktivacios peptidében stimuldlja a tripszin altali autoaktivaciot, ami a Lys23
melletti hasitassal torténik meg. Mutdciok hatdsara nem csak az emlitett folyamatok
valamelyike lehet miikddésképtelen, hanem a koztiik 1év6 egyensulyi allapot is megvaltozik, a
tripszin tilzott aktivitdsdhoz vezetve. Az A16V és az N291 PRSS1 mutacional a CTRC éltali
hasitas lesz hatékonyabb, ezzel emelve az aktiv tripszin mennyiségét (113).

A CTRC-t érint6 mutaciok is valthatnak ki pankreatitiszt, gyakorisaguk a PRSSI
mutaciok altal kivaltott KP-hez képest kisebb, viszont legnagyobb résziik a tripszinnel valo
kapcsolatan keresztiil fejti ki negativ hatasat. A mutansok egy része inaktiv. Ezt okozhatja a
CTRC szekrécios defektusa, valamint a megfelelden szekretalodo varidnsok kozott is taldlhato
csokkent enzimatikus aktivitast mutatéd fehérje. Ez egyiitt jar a tripszin aktivitas novekedésével,
ugyanis igy nem tud szabalyozodni a CTRC altal. A tripszin altali hasitasra érzékeny mutansok
szintén ezt okozzék (110, 114).

A SPINKI1 fehérje szintén a pankreasz acinus sejtjei altal szekretalodik és a PRSS1
inhibitoraként funkciondl. Egyes mutacidok csokkent szekréciot okoznak vagy a PRSS1-hez
valo kotddés kinetikdjat befolyasoljak negativan (115), igy hozzdjarulhatnak a tripszin

hasnyalmirigyen beliili aktivitasahoz.

3.3.4. Endoplazmatikus retrikulum stressz

A pankreasz acinus sejtei altal termelt emésztéenzimek mutdcioi a fehérje nem
megfeleld feltekerddését is okozhatjak, ezzel szekrécios defektust is képesek okozni, amely a

fehérjék sejten beliili felhalmozoddasaval is egyiitt jarhat és az igy termelddott fehérjék a
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proteoszoémalis vagy az autofagias utvonalakba is bekapcsolddhatnak. A legtobb esetben ezen
fehérjék termelddése egyiitt jar az ER stressz mértékének novekedésével is. Az erre adott sejtes
stresszvalaszt az ugynevezett ,,unfolded protein response” (UPR) néven irhatjuk le, amely egy,
olyan szignalizacios utvonal, amelynek célja a sejtes homeosztazis visszaallitasa, viszont a
hosszu idejii, feloldatlan stressz sejthalalhoz vezethet.

Az UPR-nek hdrom {6 szignal fehérjéje ismert, az “inositol requiring enzyme-1" (IRE1),
a “protein kindz RNS-szerti ER kinadz” (PERK) és az “aktivalo transzkripcios faktor 6 (ATF6).
Ko6z06s jellemzdjiik, hogy az ER membranban komplexként vannak jelen és immunoglobulin-
koté fehérjét (BiP) kotnek, amely az utvonalak aktivalédasdnak hatasara szabadda valik és
chaperonként viselkedve képes a nem megfelelden feltekeredett fehérjékhez kapcsolodni (116).

Az IRE1 utvonal membrankotott kozponti fehérjéje az IRE1, amely stressz hatasara
dimerizalédik és autofoszforilalodik. Kindz aktivitdsa mellett endoribonukleazként is
funkciondl. Utobbi soran stresszhatasra az érett X-boksz-kotd fehérje 1 (XBP-1) mRNS-ébol
hasit ki egy intront, az errdl atirodo rovidebb fehérje transzkripcids faktorként viselkedve
szabalyozza egyes ER chaperon fehérjék, koztiik a BiP, az ER asszocialt degradacié (ERAD)
¢s lipid szintézisben résztvevd fehérjek expressziojat (117-118). Emellett ,,IRE1-dependent
decay of mRNA” (RIDD) aktivitassal is rendelkezik, mely soran a rosszul felteker6do fehérje
génjének mRNS-ét hasitja, ezzel csokkentve az ER terhelését, viszont ez hosszabb tdvon az ER
novelve az apoptozis esélyét (119-120), tovabba a kinaz aktivitasan keresztiil képes beinditani
a c-jun N-terminalis kindz (JNK) utvonalat is, amely szintén apoptozishoz vezethet. A kinaz
aktivitas, az el0zOhoz hasonldéan, a TRAF2 foszforilalasan keresztiil az NFkB utvonalat is
indukalja (121).

Az ER-kinaz (PERK) az elF2a foszforilalasa altal gatolja a fehérje transzlaciot, viszont
tartoz6 fehérjék, vagy a pro-apoptotikus C/EBP homolédg fehérje (CHOP) transzkripciojat. A
foszforilalas emellett az oxidativ stresszre adott valaszként az antioxidans glutation (GSH)
atirodasat is eldsegiti. Szintén az elF2a szignal utvonalon keresztiil elsegiti az autofagoszoma
kialakulasat is (122).

A transzkripcios faktor 6 (ATF6) (p90) aktivalodasa kovetkeztében a Golgi-ba
vandorol, ahol a transzmembran S1P és S2P altal katalizalt reakcioban egy nagyobb (p50) és
egy kisebb (p40) fehérjére hasitodik (123). Az el6bbi képes bejutni a sejtmagba, ahol
transzkripcids faktorként elésegiti az UPR-ben érintett egyes gének atirodasat, jelentds

atfedésben az IRE1 ¢és PERK altal indukalt transzkripcidval.
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Az ER stressz a reaktiv oxigén gyokok (ROS) altal is képes aktivalddni. A sejtekben a
normal miikodés soran is termelddik ROS, amely elsdsorban a mitokondriumban és az ER-ban
halmozodik. A fehérjék felteker6dése az ER-ban torténik, ahogy a diszulfid-hidak kialakitasa
is, amely egylitt jar ROS képzddéssel. A folyamat a protein diszulfid izomerédz (PDI) ER oxidaz
1 (ERO1) altali oxidacidjaval indul, majd a feltekerendd fehérje tiol csoportja reagal az oxidalt
PDI-vel. Az ERO1 molekularis oxigént haszndl akceptorként, igy hidrogén-peroxid képzddik.
A redukalt PDI-t nem csak az ERO1, hanem a GSSG is oxidalhatja a GSH:GSSG aranytol
figgden (124). A PDI nem csak a névado PDI vagy PDI1 diszulfid izomerazt takarja, ez egy
enzimcsalad, amelyek az itt leirt funkciotol eltéré mechanizmusokkal is rendelkeznek, jelentds
résziik chaperonként is miikodik (125), ez magyarazhatja az ER stressz soran megemelkedett
szinjiikket, valamint egyes tagjai (ERP57, ERP72, P5) a PDI-vel kozel megegyezd
mennyiségben vannak jelen (126).

Az UPR ¢s az oxidativ stressz szoros kapcsolatban all egymassal. A tartésan magas ROS
szint a fehérjék oxidalasat, igy rossz feltekerddését is okozhatja, ezzel erdsebb véalaszt
indukalva. Egyes mutans fehérjék nem megfeleld feltekerédési mechanizmusa beindithatja az
UPR valaszt, az oxidativ feltekerddési folyamatokba ujra-ujra bekapcsolodik, ezzel kimeritve
a GSH készletet ROS felhalmozddashoz vezetve (127). Szoros kapcsolatukat az is bizonyitja,
hogy a PDI esszencialis aktivatora a PERK tutvonalnak (128), az ERP72 pedig az ATF6 UPR
valaszhoz sziikséges (129).

A "nuclear factor erythroid 2-related factor 2" (Nrf2) kdzponti szerepet tolt be az ER
stressz €s oxidativ stressz szabalyozasaban. Az UPR utvonalban aktivalédhat a PERK
foszforilalodasaval az ATF4, JNK fehérjéken keresztiil, valamint az oxidativ stresszre adott
vélaszként is. Transzkripcios faktorként indukadlja a redox homeosztazisban részt vevé gének
atirodasat (116). Ezek egyike az NAD(P)H kinon dehidrogenaz 1 (NQOI1), amely a stresszre
adott valaszként reduktazként funkciondl, amelyhez az aktiv centrumaban taldlhato6 FAD-on
keresztiil a NAD(P)H-t hasznalja donorként. Emellett ismert a szerepe bizonyos fehérjék
stabilizaciojaban és egyes fehérjék mRNS-ének kotésével azok szabalyozasdban is részt vesz

(130). Az UPR {6bb Iépéseit a 9. abra szemlélteti.
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9. abra. Endoplazmatikus retikulum stressz utvonalak. A rosszul felteker6do fehérjék altal
indukalt ER stressz valaszt harom transzmembréan fehérje medialja, az IRE1, a PERK ¢s az
ATF4. A szignalizacios folyamat sordn a BiP disszocial a fehérjékrdl, valamint tobb gén
transzkripcidja indukalodik a homeosztazis visszaallitdsa érdekében. Az dbra a Servier Smart
Medical Art alkalmazasaval késziilt.

3.3.5. Orokletes pankreatitisz: aberrans fehérje titvonal

A hasnyalmirigy altal termelt, normal esetben szekretalodd fehérjék feltekeredési
defektusa legtobbszor egyiitt jar az UPR vélasz aktivalodasaval, ami a CHOP transzkripcio
novekedéséhez €s apoptozishoz vezethet.

Habar a legtobb kationos tripszin varidns megfeleléen szekretalodik (131), ezen az
utvonalon is képesek pankreatitiszt okozni. Egyes nem-szekretdloddé mutansok az ER stressz
kivaltasa mellett a sejten beliil autoaktivalodnak, ezzel programozott sejthalalt indukalva (132).

A tripszin mellett mas emésztdenzimeket is érintenek a nem megfelelden feltekerddott
fehérjét eredményez0 mutaciok. Az igy termelddott fehérjék hatasa viszont a tripszintdl
fiiggetlen, elsésorban az UPR-re vezethetdek vissza. Ezek kozott megemlitend6 a CTRC,
CPA1, CEL, viszont a feltekerddési defektus mas szekrécios fehérjét is érinthet, a stresszvalasz
sulyossaga a termel6dd fehérje mennyiségével lehet kapcsolatban. A SPINK-1 mutansok
kivételt képeznek a csoportban, ugyanis nem funkcionalis inhibitorként nem képes gatolni a
tripszin aktivalodasat, ennek ellenére a G48E, D5OE, Y54H ¢és R67C mutansokat még nem
hozték 6sszefiiggésbe hasnyalmirigy gyulladassal (110).
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3.3.6. Human pankreasz lipaz

A human pankreasz lipaz a PRSS1-hez hasonléan nagy mennyiségben (133)
szekretalodik a hasnyalmirigyben, majd a vékonybélben katalizalja a trigliceridek hidrolizisét
zsirsavakka, rovidebb €s hosszabb lancu trigliceridek hasitasat is hatékonyan végzi. Miikodését
a kolipaz segiti, ezzel ellentétes hatast fejtenek ki az epesavak, melyek a lipaz aktivitast képesek
gatolni (134). Habar a kolipaz és az epesavak nem esszencidlisak, a trigliceridek hatékony
emésztéséhez és felszivodasahoz elengedhetetlenek.

Két 16 szerkezeti egysége van, az N- és a C-terminalis domén. Az N-terminalis domén
részt vesz az aktiv hely kialakitdsaban, a szubsztratok hozzaférését az aktiv centrumhoz egy
fedél és két hurok domén (B85, B9) szabalyozza. A kolipaz a lipdzhoz annak C-terminélisan
keresztiil kapcsoldodik és a fedél stabilitasat biztositja, mind nyitott, mind pedig zart allapotaban.
A C-terminalison talalhat6 hidrofob hurok régioknak szerepe lehet egyes lipidek megkdtésében
is (10. abra). Az epesavak micelldk képzodését medialjak, amelyek jelenlétében nyitott
konformacio figyelheté meg, a fedél és a B5 hurok helyzete megvaltozik, a felszini oldallancok
a fedéllel és a kolipazzal egyiitt egy kiterjedt hidrofob felszint alakitanak ki ezzel eldsegitve a
lipidek megkdtését.

N-terminalis domén

C-terminalis domén

10. abra. A PNLIP szerkezeti képe. A human pankreasz lipaz kristalyszerkezete (PDB:
1LPB). A funkciondlisan jelentds régiok az abran nyilakkal jeloltek. A domének jeldlése Xiao
¢s Lowe, 2015 alapjan (135) tortént.
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A PNLIP kozeli rokonsagban all a pankreasz lipaz-szerti fehérje 1 és 2 (PNLIPRP1 és
PNLIPRP2) proteinekkel, aktivitassal csak az utobbi rendelkezik (136). A karboxil-észter lipaz
(CEL) a PNLIP-nél szélesebb specificitdssal rendelkezik, a trigliceridek bontasa mellett
koleszteril-észterek, foszfolipidek és mas lipidek hidrolizisét is végzi (137).

A CEL lipaz szintén két f6 domént tartalmaz (N- €s C-terminalis domén). A C-terminalis
domén prolin-gazdag tandem ismétlddéseket tartalmaz, ennek szdma varidbilis a populacidban,
40%-uk 16 ismétlddéssel rendelkezik. Ez a régid a CEL stabilitaséért is felelds és mutacioja
feltekerddési rendellenességet okozhat, ami egyiitt jarhat az UPR vélasz beindulaséval, mint a
CEL-MODY (138), vagy a CEL-HYB esetében, ami a szintén a CEL 16kuszon taldlhato CELP-
vel rekombinalddva hibrid fehérjét eredményez €s expresszidja ER stresszt indukal (139).

A PNLIP szdmos mutécioja ismert. Egyes variansok lipaz deficienciat okoznak, ami
egylitt jar az étkezéssel bevitt lipidek felszivodasi zavaraval (134, 140). A KP-szel még nem
hoztak egyértelmiien kapcsolatba, viszont tobb mutacio is nagy kockazatot hordoz magaban.
Egyes variansok nagyobb aktivitassal rendelkeznek, masok nem megfeleléen szekretalodnak.
Utobbi mutéciokat a T221M kivételével csak heterozigdta formaban detektaltadk és nem hoztak
kapcsolatba KP-szel. A PNLIP fehérje mutacioi érzékenyebbé tehetik azt a PRSS1 és a CTRC
altali degradaciora, egyes nem alkoholos KP-ben szenvedd betegekben megtalalhatoak ilyen
protein variansok, viszont a KP és a mutaciok kozotti kapcsolatot még nem tartak fel (141). A
nem-szekretalddd PNLIP variansok esetében (A174P, T221M, G233E, C254R és V454F)
bebizonyosodott azok ER stresszt fokozo hatasa is. Ezek koziil tobb mutacié is az aktiv hely
kozelében talalhato, a Gly233 a 39 huroknak is a része. Az eddigi kisérletek HEK és AR42J
sejtvonalakon in vitro vizsgaltak ER-ra kifejtett hatast. Mind az 6t fehérje varians esetében
megfigyelheté volt az XBP-1 mRNS érés fokozddasa, valamint a BiP mRNS szintjének
novekedése. Az AR42] patkany acinus sejtvonal esetében ezek a hatdsok intenzivebbek voltak

(142-143), amit magyarazhat a sejt viszonylag kiterjedt ER-a.
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4. CELKITUZESEK

Eddig szamos tanulmany vizsgalta a HTLV-1 és a HTLV-2 virusok kozotti eltéréseket.
Ezek fdleg a szabdlyozo fehérjék, a szignal utvonalak és a patogenikus kimenetelek kdzotti
kiilonbségekre tértek ki. A HTLV-3-ra vonatkozdan csak korlatozott mennyiségii informaciéd
all rendelkezésre. A HTLV protedzok kozotti kiilonbségeket korabbi kozlemények nem
targyaljak. Habar a HTLV-1 PR esetében mar jelentds mennyiségli kisérletes adat all
rendelkezésre, a HTLV-2 elterjedtsége és a HTL V-3 altal jelentett egészségiligyi kockdzat miatt
szlikségessé valt a HTLV-2 és HTLV-3 PR vizsgalata is. Munkank sordn meghatarozott f6bb

céljaink az alabbiak voltak:

-a HTLV-2 és HTLV-3 PR expressziojanak és tisztitasanak optimalizalasa
-a HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 prote4dzok szubsztratspecificitdsanak és gatolhatésaganak
vizsgélata

-a HTLV-2 ¢és HTLV-3 proteazok autoprocesszald képességének vizsgalata

Az Orokletes kronikus pankreatitisz kialakuldsdt a nem megfelelden feltekeredett,
normal esetben szekretal6odo fehérjék mutacioi is okozhatjak. A dohanyzés, mint ettdl fliggetlen
riziko faktor lehet jelen. Feltételezziik, hogy a dohanyzas €s a genetikai rizikofaktorok egytittes
jelenléte egymas hatasat erdsitheti. A genetikai tényezOk modelljeként egy eddig kevéssé
tanulmanyozott human hasnyalmirigy lipdz (PNLIP) varidnst (G233E) alkalmaztunk.
Hipotézisiinket egy humén (HEK293AD) és egy patkany hasnyalmirigy sejtvonal (AR42J)

alkalmazaséval kivantuk igazolni. Célunk volt:

- a fobb cigarettafiist komponensek és a PNLIP mutacié hatdsanak vizsgalata a sejtek
¢letképességére
- endoplazmatikus retikulum stressz markerek vizsgalata

- a HQ ¢és a G233E PNLIP mutacié kozotti asszocidcio vizsgalata
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. HTLYV proteazok karakterizalasa

5.1.1. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok expresszidja

A HTLV-1 PR expresszidjahoz az enzim kodolo szekvenciajanak pET11a expresszios
plazmidba klénozott stabilizalt (L40I, C90A és C109A) valtozatat hasznaltuk fel (53). A
HTLV-2 PR termeléséhez egy bakteridlis expressziora kodon optimalizalt szekvenciat
rendeltiink (Genscript Biotech). A HTLV-3 PR esetében a Pyl43 strain kodon optimalizalt
szekvenciajat alkalmaztuk. A protedz szekvenciajat pCR2.1-TOPO plazmidbodl klonoztuk
pET11a expresszios vektorba az Ndel és BamHI restrikcids endonukleazok segitségével.

Az expresszios plazmidokat BL21(DE3) E. coli sejtekbe (New England Biolabs)
transzformaltuk hdsokkal (42°C, 90 masodperc). A transzformalt sejteket ampicillinnel
kiegészitett Luria-Bertani (LB) médiumban novesztettiik 37°C-on razatas mellett, 0,6-0,8
ODsoo kozotti érték eléréséig. A fehérje expressziot 1 mM izopropil-pB-D-tiogalaktopiranozid
(IPTG) hozzaadasaval indukaltuk, amit tovabbi inkubaci6 kovetett (37°C, 3 6ra) folyamatos

razatas mellett.

5.1.2. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok tisztitasa

Az expressziot kovetden a sejteket centrifugalassal (Sorvall Lynx 4000) gytijtottiik be
(4000 g, 20 perc, 4°C). A sejteket ,,A” pufferbe (50 mM Tris-HCI, 1 mM ditiotreitol (DTT), 1
mM etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), pH 8,2) oldottuk, majd szonikalassal (Branson
Sonifier 450) tartuk fel. Ezt 25000 g-n egy centrifugalési 1épés kovette 20 percig 4°C-on. A
zarvanytesteket tartalmazod pellettet ezt kovetden ,,B” pufferbe oldottuk (50 mM Tris-HCI, 1
mM DTT, 1 mM EDTA, 1 v/v % Triton X-100, pH 8,2). Ez a tisztitasi 1épés a korabban HTLV-
1 PR-ra leirt mddszerben (62) nem volt jelen. Két centrifugalasi [épést kovetden a pelletet ,,C”
pufferben oldottuk fel (50 mM Tris-HCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 v/v % Triton X-100, 1
M urea, pH 8,2), végiil a pelletet szolubilizaltuk ,,.D” pufferben (50 mM Tris-HCI, 7,5 M
guanidin-HCI, 5 mM DTT, 5 mM EDTA, pH 8,2). A fehérjéket SDS-PAGE (14 vagy 16%-0s
poliakrilamid gél) segitségével valasztottuk el. Az analizishez a mintakat vizzel 10x térfogatra

higitottuk.
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A szolubilizalast kdvetden a fehérjéket reverz-fazisi HPLC modszerrel Akta Purifier
(Amersham Pharmacia Biotech) késziiléken POROS R2 oszlopon (Thermo Fisher Scientific)
tisztitottuk. A szeparalashoz novekvd viz/acetonitril (0-100%) gradienst alkalmaztunk 1
ml/perc dramlasi sebesség mellett, 0,05% trifluoroacetat (TFA) jelenlétében. Az elualt frakciok
tisztasagat SDS-PAGE (14 vagy 16%) segitségével ellendriztiik. A legnagyobb tisztasagu
(>90%) frakciokkal dolgoztunk tovabb.

Az enzimek megfeleld feltekerddését ,,E” puffer ellenében torténd dializissel
biztositottuk (20 mM piperazin-N, N’-bisz(2-etanszulfonsav) (PIPES), 1 mM EDTA, 100 mM
NacCl, 10 v/v % glicerol, 0,5 v/v % NP-40, 5 mM DTT, pH 7,0).

5.1.3. Oligopeptidek és inhibitorok

HTLV-1, HTLV-2 ¢s HTLV-3 PR hasitohelyeket reprezentaldé oligopeptideket
alkalmaztunk szubsztratként. Kisérleteink sordan a matrix/kapszid (MA/CA), a
kapszid/nukleokapszid (CA/NC), a , transframe” protein/proteaz (TF1/PR) és a PR/pl
hasitohelyeket vizsgaltuk. Az oligopeptideket a BioBasictdl rendeltiik, a tovabbi retroviralis
protedz hasitohelyeket tartalmazo (62-63), illetve a vad tipusu és P4, P3, P2, P1 vagy P1’ helyen
modositott HTLV-1 MA/CA (KTKVL*VVQPK) hasitohelyet tartalmazo oligopeptidek (144)
kutatécsoportunkban mar rendelkezésre alltak. A peptid szubsztratok por formaban érkeztek és
vizben oldott formaban hasznaltuk fel.

Az IB-268 (KTKVL-r-VVQPK) ¢és IB-269 (APQVL-r-PVMHP) inhibitorok redukalt
peptidkotést tartalmaznak és Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva, Praga, Csehorszag) szintetizalta. A
DMP-323, ami a HIV-1 PR egy szorosan kotddd inhibitora (145) és tovabbi, a HIV-1 ellenes
terapidban jelenleg is vagy kordbban alkalmazott inhibitorok (atazanavir, darunavir, indinavir,
ritonavir, saquinavir) (76) kutatécsoportunkban mar dimetil-szulfoxidba (DMSO) oldva

rendelkezésre alltak.

5.1.4. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok aktivitasanak vizsgalata

A kinetikai vizsgalatokhoz 10 pl 2x tdéménységii inkubacids puffert (0,5 M K3POs, 4 M
NaCl, 10 v/v % glicerol, 10 mM DTT, pH 5,6), 5 ul HTLV-1, HTLV-2 vagy HTLV-3 proteézt
(az aktiv enzimek koncentracidja 0,1-34,4 nM) és 0,5-5 ul természetes HTLV PR hasitasi helyet
reprezentald oligopeptid szubsztratot (0,05-1,10 mM végkoncentracid) alkalmaztunk. A

reakcio végtérfogata 20 ul volt, amit desztillalt vizzel egészitettiink ki erre, ha sziikséges volt.
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A reakciokat az enzim hozzaadasaval inditottuk el és 37°C-on 0,5-4 6ran at inkubaltuk, majd
180 ul 1 v/v % TFA hozzaadaséaval allitottuk le.

A tovabbi, HIV-1, EIAV, RSV, MMTV, MPMV, MuLV ¢és BLV protedz hasitohelyeket
tartalmazo szubsztratok esetében hosszabb (24 o6ra) inkubacios 1d6t alkalmaztunk.

A hasitasi termékeket €s a szubsztratot Nova-Pack C18 (3.9 mm x 150 mm, Waters)
RP-HPLC oszlopon vélasztottuk el egymastdl LaChrom (Merck-Hitachi) késziiléken. A
szeparalashoz 0-100% viz-acetonitril gradiens alkalmaztunk 0,05% TFA jelenlétében, 2
ml/perc aramlési sebesség mellett.

A kinetikai paramétereket a szubsztratra €s a kapott termékekre szamitott csucs alatti
teriilet értékek alapjan, az adatok Michaelis-Menten egyenletre illesztésével hatdroztuk meg. A
pH optimum meghatarozasdhoz Gauss egyenletet, mig a NaCl koncentraci6 és a hdmérséklet
optimumanak meghatdrozasdhoz linearis regressziot alkalmaztunk. A kea/Km katalitikus

crer

centrum titralassal hataroztunk meg egy korabban leirt modszer alapjan (75).

5.1.5. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok szamara optimalis pH, homérséklet és

NaCl koncentracio meghatarozasa

A pH, a homérséklet és az ionerdsség hatasanak vizsgalatdhoz az enzimreakciokat 2x
META pufferben (100 mM MES [2- (N-morfolino)-etanszulfonsav], 200 mM Tris, 100 mM
natrium-acetat) végeztilk. A reakcioelegyek 10 pl puffert, 5 pl enzimet és 5 pl szubsztratot
tartalmaztak. A reakciokat az enzim hozzaadasaval inditottuk el, az inkubalas és a
reakciokozegek vizsgalata a HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 protedzok aktivitasanak vizsgalata
c. fejezetben (5.1.4) leirtak szerint tortént.

A HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR vizsgalatdhoz HTLV-1 PR/P1, HTLV-2 PR/P1 és
HTLV-3 TF1/PR hasitohelyeket reprezental6 oligopeptid szubsztratokat hasznaltunk. A NaCl
hatasat 0-2 M koncentracio tartomanyban vizsgaltuk, a pH optimum meghatarozasahoz 4,5-8,0
pH-ju puffereket hasznaltunk, mig a hémérsékleti optimum meghatarozasat 20-40°C kozotti

hémeérsékleteken vizsgaltuk.

5.1.6. HTLV-2 és HTLV-3 proteazok aminosav preferencidinak meghatarozasa

A HTLV-2 és HTLV-3 PR aminosav preferencidjadnak a HTLV-1 protedzéhoz valo
Osszehasonlitasahoz a HTLV-1 PR CA/NC hasitasi helyet (KTKVL*VVQPK) reprezental6 vad
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tipusu, illetve a P4, P3, P2, P1 és P1’ helyen modositott szubsztratokat alkalmaztunk. Annak
tanulmanyozasara, hogy az S5 és S4 zsebek részt vesznek-e a szubsztrat felismerésében,
roviditett szubsztrat variansokat (P4-P5’ és P3-P5’) vizsgaltunk. Az enzimreakciokat a HTLV-
1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok aktivitasanak vizsgalata c. fejezetben (5.1.4) részben leirt
modon végeztiik. A 20 pl-es reakcidelegy 10 ul 2x inkubéacios puffert, 5 ul HTLV-1, HTLV-2
vagy HTLV-3 proteazt (az aktiv enzimek végkoncentracioja 0,1-34,4 nM értékek kozott
valtozott) és 5 ul szubsztratot (0,4-0,5 mM végkoncentracid) tartalmazott. A reakcidkat az
enzim hozzaadasaval inditottuk el, amit 0,5-4 6ra inkubacio kovetett 37°C-on. A reakciokat 180
pul 1 v/v % TFA hozzdadasaval allitottuk le. Minden szubsztrat esetében relativ aktivitas
értekeket hataroztunk meg. A kapott értékek Osszehasonlitdsa soran minden esetben a

KTKVL*VVQPK szubsztratra kapott értéket tekintettiik 100%-nak.

5.1.7. HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok gatolhatosaganak vizsgalata

A reakcioelegy 4,8 ul szubsztratot (0,40-0,43 mM-os végkoncentracio), 0,2 ul
inhibitort, 5 pl enzimet (HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR) és 10 pl 2x inkubéciés puffert
tartalmazott. A szubsztratok a HTLV-2 és HTLV-3 MA/CA hasitasi helyet reprezentéaltdk. A
HIV-1 PR inhibitorok esetén 100 pM-os torzsoldat koncentraciot, mig az IB-268 és IB-269
inhibitorok esetében 0,5-100 uM-t alkalmaztunk. Az inhibitorokat DMSO-ba oldottuk, ezért
0,2 ul DMSO-t adtunk a kontroll mintakhoz. Az IB-269 inhibitort (0-125 nM végkoncentracio)

alkalmaztuk az aktiv enzim mennyiségének meghatarozasahoz.

5.1.8. HTLV-2 és HTLV-3 proteazok iranyitott mutagenezise

A HTLV-2 és HTLV-3 PR kodolo6 szekvenciakat az N-terminalison kiegészitettiik egy
8 aminosavbol allo linkerrel, amely megfeleltethetd a TF1/PR természetes hasitasi hely P8-P1
oldallancainak. Az igy kapott szekvenciat pMALc2x vektorba klonoztuk, amely lehetdvé tette,
hogy a fehérje, az N-terminalison malt6z-kotd fehérjével (MBP) fuzionalt formaban
termelddhessen. A klonozast ,,overlap extension” PCR modszerrel végeztiik, a PCR terméket
Ecorl és BamHI restrikcids endonukleazokkal emésztettiik, majd ligaltuk a pMALc2x vektorba.
EztaHTLV-2 (L37D, L37N, L57G, A591 és F67Q) és a HTLV-3 PR (137D, I37N, L57G, A591
¢s F67Q) helyspecifikus mutagenezise kovette QuikChange II mutagenesis kittel (Agilent),
ahol a gyarto altal leirt protokollt kovettilk. Az alkalmazott primerek listdjat az 1. tablazat
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mutatja be. A vad tipusu, és a mutaciokat tartalmaz6 konstrukciokat szekvenalassal ellendriztiik

(Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgéltatd Laboratorium, Debreceni Egyetem).

1. tablazat. A HTLV-2 és HTLV-3 proteazok iranyitott mutageneziséhez alkalmazott
oligonukleotid primerek listaja. A FWD a forward, a REV a reverse primereket jeloli (Sigma-
Aldrich).

Név FWD/REV Primer Szekvencia
57—

FWD AGGATTTCAGAATTCCCCGACCAGGACATCTCAATA
CTTCCGCTGATTCCGCTGCGTCAAC-3"
5"-CTAGAGGATCCTTACAGCAGTTGATGCGGTGA

HTLV-2 PR
N-terminalis linker

REV CGGGTCGTCCGGC-3
5" —AGGATTTCAGAATTCCTTACATCTCCACGTAC
HTLV-3PR FWD AATTCTTCCCCTCATACCCTTGTCCCAACAAAG-3'
N-terminalis linker REV 5'-GCGGATCCTTAGAGAACACTTGAGGGTTG-3 "
FWD 5'-GGCGCGGACGATACGGTCATT-3 '
L37D Ry 5'-AATGACCGTATCGTCCGCGCC-3 "
137y FWD 5'-GGCGCGGACAACACGGTCATT-3 '
REV 5'-AATGACCGTGTTGTCCGCGCC-3 "
FWD 5" —ACGCTGATCGGCGGCGCCAGT=3 "
HTLV-2PR L57G  ppy 5'-ACTGGCGCCGCCGATCAGCGT-3
Asgy FWD 5" —ATCCTGGGCATTAGTGGTCAG-3"
REV 5'-CTGACCACTAATGCCCAGGAT-3 "
F670 FWD 5" —AACACGCAACAGAAACTGCTG=3"
REV 5'-CAGCAGTTTCTGTTGCGTGTT-3 "
3p  FWD 5"-GGGGCGGACGATACTGTTCTC=3 "
REV 5'-GAGAACAGTATCGTCCGCCCC-3
3N FWD 5"—GGGGCGGACAACACTGTTCTC=3"
REV 5'-GAGAACAGTGTTGTCCGCCCC-3
FWD 5"—ACCACTGTCGGCGGCGCAGGC=3"
HTLV-3PR L57G - ppy 5'-GCCTGCGCCGCCGACAGTGGT-3
Asgp EWD 5" -GTCTTAGGCATTGGCGGGCCA-3 '
REV 5'-TGGCCCGCCAATGCCTAAGAC-3 '
F670 FWD 5"-ACCAGCAAGCAGAAGATCCTG-3'
REV 5'-AGGATCTTCTGCTTGCTGGT-3 "

5.1.9. HTLV-2 és -3 proteazok autoprocesszalo képességének vizsgalata

Az expresszids konstruktokat BL21(DE3) E.coli sejtekbe transzformaltuk hdésokkal
(42°C, 90 masodperc). A rekombinans HTLV-2 és HTLV-3 protedzokat egy N-terminalis MBP
fazids cimkével fuzionalt forméban expresszaltattuk (MBP-HTLV-2 ¢és MBP-HTLV-3). Az
expressziot 1 mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk, majd a sejteket lizaltuk szonikalés

segitségével ,,A” pufferben. A sejtlizatumokat 16%-os poliakrilamid gélen futtattuk. Az SDS-
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PAGE elektroforézist kovetden a fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltuk (100V, 1
ora). A Western-blotot a kutatocsoport altal korabban optimalizalt protokol alapjan végeztiik
(146). A membrant 1 6ran at 5%-os tejport tartalmazo TTBS oldatban (Tris-pufferelt sooldat,
pH 7.5, 0,01% Tween20 detergenssel kiegészitve) blokkoltuk. Elsddleges antitestként anti-
MBP monoklonalis antitestet 1:4000 higitasban (4°C, 16 6ra) (E8030S, New England Biolabs),
mig masodlagosként egy anti-nytl HRP-konjugalt antitestet 1:10000 higitasban (szobahd, 1
ora) (1706515, BioRad) alkalmaztunk. A fehérjéket kemilumineszcens szubsztrat segitségével
detektaltuk (Thermo Fisher Scientific), AGFA orvosi rontgen film felhasznalasaval (kék),

KODAK Medical X-ray processor 102 eldhivo késziilék segitségével.
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5.2. A fobb cigarettafiist komponensek és a G233E PNLIP mutacio

vizsgalata

5.2.1. Expresszios plazmidok és adenovirus vektorok

A PNLIP expressziojahoz egy korabban leirt (141-143), a PNLIP C-terminalisan egy
dekahisztidin (Hisio) fizids cimkét tartalmazd pcDNA3.1(-) vektorba klonozott konstrukciot
hasznaltunk. Az aminosavak szdmozasa az iniciator metioninnal kezdddik.

A lipaz k6dolé szekvenciat tartalmazoé adenovirusokat Human embrionélis vese (HEK)
293AD sejtekben amplifikaltuk (143). Az adenovirusokat fagyasztas-olvasztds ciklusokkal
szabaditottuk ki a sejtekbdl, majd anion-cseréld oszlopokon tisztitottuk (Pierce Strong Anion
Exchange Mini Spin Columns, Thermo Scientific). Az oszlopokat 0,4 ml 0,1 M natrium-
hidroxiddal mostuk, majd centrifugaltuk (1 perc, 2000 g), ezt egy masik mosasi 1épés kovette
0,4 ml 0,1 M natrium-acetat pufferrel (pH 5,0) (1 perc, 2000 g). Az oszlopokat mintapufferrel
(50 mM HEPES, 2 mM MgCl, 0,1% Tween-20, pH 8,0) equilibraltuk, centrifugéltuk. Az
equilibralas ismételt elvégzését kovetden az adenovirusokat tartalmazo sejtlizatumokat
mintapufferrel 10x-re higitottuk, az oszlopra pipettazuk, majd centrifugaltuk (3 perc, 2000 g).
Az oszlopokat 0,2 M NaCl-dal kiegészitett mintapufferrel mostuk, majd 1 M NaCl-tartalmt
mintapufferrel elualtuk. A tisztitott adenovirust tartalmazo6 oldatokat kiegészitettiik 0,1 ml 50
v/v % glicerollal, majd felhasznalasig -70°C-on taroltuk. A virus titereket IFU/ml (infectious
unit/ml) mértékegységben hataroztuk meg (AdEasy Viral Titer Kit, Agilent). Az adenovirusok
legalabb 10 honapig stabilak voltak a tarolds soran.

5.2.2. Sejtkulturak és géntranszfer

A HEK293AD sejteket DMEM (magas gliikoztartalma DMEM tapoldat, kiegészitve 10
v/v % FBS, 50 U/ml penicillin és 50 pg/ml streptomycin oldatokkal) sejtkultira médiumban
tartottuk fenn 37°C-on sejtkultura inkubatorban. A kisérleteket megelézé napon 12 lyuku
sejttenyésztd lemezre (180000/1yuk) helyeztiik a sejteket 0,5 ml médiumban. Az eldgaz6 lanca
polietilénimin (PEI) oldatot egy korabban leirt modon készitettiik (147). A transzfekcidhoz 12
ul PEI oldatot kevertiink 6ssze 2 pg plazmid DNS-sel, Opti-MEM médiumban. 20 perc
inkubéciot kdvetden (szobahd) az elegyet hozzaadtuk a sejtekhez, majd sejtkultura inkubatorba

helyeztiik a sejtteny€sztd lemezt. 6 ora elteltével a médiumot eltavolitottuk, foszfattal pufferelt
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sooldattal (PBS) mostuk a sejteket, majd 50 U/ml penicillinnel 50 pg/ml streptomycinnel
kiegészitett Opti-MEM oldatra cseréltiik a feliiltiszot.

Az AR42J patkany acinus sejteket magas gliikdz-tartalmu 20 v/v % FBS-sel, 50 U/ml
penicillinnel és 50 pg/ml streptomycinnel kiegészitett DMEM tapoldatban tartottuk fenn 37°C-
on sejtkultara inkubatorban.

A kisérleteket megel6z6 napon 12 lyuku sejttenyésztd lemezre (400000/1yuk) helyeztiik
a sejteket 100 nM dexametazon jelenlétében. 48 6ran 4t inkubaltuk a sejteket, PBS oldattal
mostuk, majd 50 U/ml penicillinnel 50 pg/ml streptomycinnel kiegészitett Opti-MEM oldatot
helyeztiink a sejtekre és adenovirus vektorokkal (5 x 107 IFU/ml végkoncentracio)

transzdukaltuk.

5.2.3. Kémiai kezelések

Az akroleint, a krotonaldehidet ¢s a hidrokinont a Sigma-Aldrichtdl vasaroltuk. Az
akrolein és krotonaldehid torzsoldatokat (200 mM) kozvetleniil a kisérleteket megel6zéen
készitettiik el DMSO-val higitva. A hidrokinont vizbe oldottuk (200 mM) és felhasznalasig -
20°C-on taroltuk. A HEK293AD ¢és AR42J sejteket 10-200 uM végkoncentracidji oldatokkal

kezeltiik, ahogy az 4bra aldirasokban szerepel.

5.2.4. Eletképesség vizsgalatok

Az ¢letképesség vizsgalatokhoz MTT reagenst (Invitrogen) oldottunk PBS oldatba, 5
mg/ml koncentracidban. Eltavolitottuk a sejtekrdl a kondicionalt médiumot, majd 1 ml, 0,1 ml
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazolium bromiddal (MTT) kiegészitett Opti-MEM
tapoldatot adtunk a sejtekhez. A formazan kristalyok képzOdéséhez a sejttenyésztd lemezt
37°C-on (10-60 perc) inkubdltuk. Ezt kdvetéen az oldatot DMSO-ra (0,2 ml) cseréltiik és a
kristalyok beolddsdhoz szuszpendaltuk. Az igy kapott formazéan-tartalmu oldatot 96-lyuku
sejttenyészté lemezre transzferaltuk ¢és megmértik az abszorbanciat 544 nm

hullamhossszusagon.
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5.2.5. Aramlasi citometria

A mérésekhez eltavolitottuk a médiumot a HEK293AD ¢és az AR42J sejtekrol, majd
0,5x toménységli tripszinnel (Gibco) felszedtik a sejteket a sejttenyésztd lemezrdl. Ezt
kovetden a sejteket mikrocentrifuga csovekbe transzferaltuk és kétszer mostuk €s centrifugéaltuk
(100 g, 5 perc) 1 ml PBS-ben. A sejthalalt FITC Annexin V / Dead Cell Apoptosis Kit
(Invitrogen) segitségével karakterizaltuk a gyarto leirdsa szerint. A sejteket a FITC-konjugalt
Annexin V-tel és a propidium-jodiddal térténd inkubacidt kdvetden atsziirtiik (MES sziird),
FACS csovekbe helyeztiik, majd BD FACSAria Il dramlasi citométerrel (BD Biosciences)
(DE-AOK, BMBI Ossejt Kutatd Laboratorium) 488 nm 1ézert 530/30 BP sziirével a FITC és
561 nm lézert 610/20 BP szilirdvel a propidium-jodid mérésekhez.

5.2.6. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

48 oraval a transzfekcidt kovetden begytijtottiik a HEK293AD (200 ul) és AR42J (40
ul) sejtekrdl a médiumot €s a benne talalhato fehérjéket 10% triklor-ecetsavval kicsaptuk, majd
centrifugaltuk (17000 g, 10 perc). A pelleteket 100 mM DTT-vel kiegészitett Laemmli
pufterben vettiik fel és hddenaturaltuk (95°C, 5 perc). A mintakat 12%-o0s SDS-PAGE gélen
futtattuk meg, majd a fehérjéket Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel tettiik lathatova.

5.2.7. RT-PCR és qPCR analizisek

Az RNS-t NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel) segitségével izolaltuk és 2 pg
mennyiséget reverz transzkripcionak vetettlink ala (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems). Az igy kapott cDNS-bol PCR segitségével hataroztuk
meg az érett XBP-1 mRNS mennyiségét human (131) és patkany (148) XBP-1 primerparokkal.
A PCR termékeket 2%-o0s agardz gélen futtattuk meg és denzitometriaval (Quantity One,
BioRad) értékeltiik ki. Az atirt cDNS-bdl meghataroztuk a BiP, CHOP, GAPDH ¢és az NQO1
gének expresszids szintjét egy korabban leirt gPCR protokoll szerint (143). A kisérletekhez a
felsorolt TagMan probékat (Thermo Scientific) hasznéltuk fel: BIP/HSPAS (Hs00607129 gH,
Rn00565250 ml), CHOP/DDIT3 (Hs00358796 g1,  Rn00492098 gl), ERP72
(Rn00587766_m1), GAPDH (Hs02758991 g1, Rn01775763 g1), Nqol (Hs00168547 ml,
Rn00566528 m1) és PDI (Rn00564459 ml).
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5.2.8. Fehérje immunoblot

A sejteket kétszer megmostuk PBS-sel, felkapartuk a sejttenyészté lemezrdl és 1 ml
PBS-be oldottuk. Ezt egy centrifugalds (850 g, 10 perc) kovette. A sejteket ismétlodod
fagyasztas-olvasztas ciklusokkal tartuk fel 200 pl, inhibitorokkal (cOmplete Mini Protease
Inhibitor Cocktail, Roche) kiegészitett lizis pufferben (Reporter Lysis Buffer, Promega), majd
az elegyet centrifugaltuk (2400 g, 5 perc) ¢és a feliiluszot begytjtottik. A Western-blot
kisérletek soran az AR42J lizatumbol 2,5 pg, mig a HEK293AD sejtekbdl szarmazoé fehérjékbol
5 ng-ot hasznaltunk fel, amit Laemmli pufferbe oldottunk és hddenaturaltunk. Ezt SDS-PAGE
kovette 12%-o0s gélen, majd transzferalas nitrocellul6z membranra (100V, 1 6ra). A membrant
1 o6ran at 5% tejport tartalmazd TTBS oldatban blokkoltuk, majd 1:15000 higitasban GAPDH
ellenes antitestet (G9545, Sigma-Aldrich) adtunk (1 6ra) az elegyhez és HRP-konjugalt anti-
nyul antitestet (1706515, Bio-Rad) hasznaltunk (1 o6ra) mésodlagos antitestként 1:10000
higitasban. A PNLIP jelenlétének kimutatdsahoz HRP-konjugalt anti-His antitestet (34460,
Qiagen) alkalmaztunk 1:2000 higitdsban, szintén 1 ora inkubacido mellett. A fehérjéket
kemilumineszcens szubsztrat segitségével detektaltuk (Thermo Fisher Scientific), Azure 600

(Azure Biosystems) géldokumentacios rendszer segitségével.

5.2.9. Statisztikai analizis

A bemutatott adatok az eredmények atlagat mutatjak szorassal (SD). Az eredményeket
a MedCalc programmal (MedCalc Software) analizaltuk, T-probdnak vetettiik ala, ahol a <0,05-
nél kisebb P-értékeket tekintettiik szignifikdnsnak. Az adatok abrazolasat GraphPad 5 (Prism)

szoftverrel végeztiik.
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6. EREDMENYEK

6.1. A HTLYV proteazok jellemzése

6.1.1. A HTLYV proteazok expresszidja és tisztitasa

A HTLV-1, -2 és -3 protedazokat BL21(DE3) E. coli sejtekben expresszaltuk, minden
enzim esetében inkluzios testbdl. A fehérjék inklizios testbdl vald extrakcidja volt a tisztitas
elsd 1épése, itt szintén, minden enzimre azonos kondicidkat alkalmaztunk. A HTLV-2 és -3
proteazokat korabban masok nem vizsgaltak, igy sziikséges volt szolubilizacidjuk, tisztitasuk
optimalizalasa. Ehhez egy korabban a HTLV-1 PR-ra leirt protokollt vettiink alapul (62). A
szolubilizacié sordn egy tovabbi mosé lépést is alkalmaztunk (részletek az Anyagok ¢és
modszerek cimii fejezetben). A HTLV-2 és HTLV-3 PR szolubilizacigjat a 11. abra mutatja
be.

(a) (b)
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11. abra. A HTLV-2 (a) és a HTLV-3 (b) proteazok izolalasa inkluzidés testb6l. A STD
rovidités a molekulasuly markert jeloli. A mintdkat SDS-PAGE segitségével analizaltuk: a T a
teljes sejtlizatumot az (1) a feliiluszot jeldli. A teljes sejtlizdtum centrifugalasat kovetden a
pelletet (2) ,,B” pufferbe oldottuk, majd a pelletet ,,C” pufferben oldottuk és két centrifugalasi
1épést kovetden (3-4) végiil ,,D” pufferben oldottuk (5). A nyilak a proteéazt jelolik.

A szolubilizalast kdvetden a fehérjéket reverz-fazisi HPLC-vel tisztitottuk. Az elualt
frakciokat begytijtottiik és SDS-PAGE gélen ellendriztiik (12. dabra). A ~37 kDa méretii
feltételezhetéen nem specifikus szennyezék (11. abra), amelyeket a tisztitds kovetkezd
fazisdban sikeriilt eltavolitani, a reverz-fazisi HPLC oszlopon valo tisztitast kovetden a
begylijtott eluatumokban (12. abra) mar nem volt detektalhat6. A legnagyobb tisztasagu
frakcidkat (>95%) dializaltuk ,,E” puffer ellenében, a fehérjék megfeleld feltekeredésének
elérése céljabol.
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(a) HTLV-2 PR (b) HTLV-3 PR
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12. abra. A HTLV-2 és HTLV-3 PR tisztitisa. A reprezentativ SDS-PAGE gélképek a
tisztitott HTLV-2 (13,8 kDa) (a) és HTLV-3 PR (13,3 kDa) (b) frakciokat mutatjak be. A
proteazok savjait nyilak jelolik. A STD rovidités a molekulastly markert jeloli, a begytijtott
frakciokat szamokkal jeloltik. A HTLV-2 PR esetében a 8., mig a HTLV-3 PR esetében a 4.
frakciot (>90% tisztasag) hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

6.1.2. Az optimalis reakciokoriilmények meghatarozasa és az enzimek stabilitasanak

vizsgalata

Vizsgaltuk a kiilonb6z6 reakciokoriilmények (hémérséklet, pH, ionerdsség) hatdsat a
HTLV-2 és HTLV-3 PR aktivitasara, valamint az 6sszehasonlitas érdekében meghataroztuk a
HTLV-1 PR pH optimumat is. Az enzimreakciokat kdvetden a szubsztratot és a hasitési
termékeket reverz-fazisi HPLC modszerrel valasztottuk el egymastol, a 13. abra egy
reprezentativ kromatogramot mutat be. Az aktivitasmérések soran a HTLV-1, HTLV-2 és

HTLV-3 PR természetes hasitohelyeit reprezentald oligopeptid szubsztratokat alkalmaztunk.
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13. Abra. A HTLV-1 PR/P1 oligopeptid szubsztrat hasitaisa HTLV-2 proteazzal. A nyilak
a szubsztrat €s a hasitasi termékek csucsat jelolik a reprezentativ kromatogramon. A szubsztrat
¢és a termékek szekvenciajat szintén jeldltiik. A szaggatott nyil a szekvencidban csillaggal jelolt
hasitasi helyet mutatja. A hasitasi hely a szubsztrat és a hasitasi termékek molekulastlya alapjan
lett meghatdrozva matrix-asszisztalt lézer deszorpcid/ionizacid-tomegspektrometridval
(MALDI-TOF MS, Proteomika Szolgaltatdo Laboratorium, Debreceni Egyetem).
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Mind a HTLV-2, mind a HTLV-3 PR aktivitasa novekedett az emelked6 homérséklet
hatésara, a legnagyobb aktivitast ~40°C-on mutattak, mig alacsonyabb hdmérsékleten (35°C) a
teljes aktivitdsnak mar a jelentés mértéki (~40%) csokkenése volt megfigyelhetd. (14. abra).
Korabbi proteaz mérésekkel 6sszhangban ugy talaltuk, hogy a 37°C-os homérséklet megfeleld
szamukra. A HTLV-1 protedzon kiviil (62) (75) a BLV (149), valamint a HIV-1, HIV-2 PR,
EIAV, MMTYV és a human ,, foamy” virus (HFV) PR-ra (60) is ezt a hdmérsékletet alkalmaztak.

Az ionerdsség novelésére az aktivitas emelkedésével reagalt a HTLV-2 és HTLV-3 PR
is. A legmagasabb aktivitdst 2 M NaCl koncentracional tapasztaltuk (14. abra). Korabban a
HTLV-1 PR esetén is hasonld tendenciat figyeltek meg (52). Ez a fajta aktivitas valtozas a
retroviralis protedzok kozos jellemzdje (150), beleértve a HIV-1 (151), HFV (152), BLV (153)
¢s mas retrovirus-szerli protedzokat is, pl. Tyl retrotranszpozon PR (154), vagy a human

retrovirus-szerli aszpartil protedz 1 (ASPRV1) (155).
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14. abra. Az ionerosség és a homérséklet hatasa a HTLV-2 és HTLV-3 PR aktivitasara. A
grafikonok a homérséklet (a és b) valamint a NaCl koncentracié (¢ és d) hatasat mutatjak a
HTLV2 (a és ¢) ¢s HTLV-3 (b és d) protedzok aktivitasara. A HTLV-2 és HTLV-3 PR
vizsgéalatahoz HTLV-2 PR/P1 ¢és HTLV-3 TF1/PR hasitohelyeket reprezentald oligopeptid
szubsztratokat hasznaltunk. Minden esetben a legmagasabb aktivitast tekintettiik 100%-nak. Az
abrak a kapott adatok atlagat mutatjdk be, a szorasok a két mért érték kozotti kiilonbséget
reprezentaljak (SD, n=2).
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Az enzimek pH-fiiggését a 4,5-8,0 kozotti tartomanyban vizsgaltuk. A HTLV-1 (pH
6,11 +0,03) ésa HTLV-2 PR (pH 6,14 £ 0,06) pH optimuma kézel azonos volt, mig a HTLV-
3 PR pH-optimuma alacsonyabbnak adédott (pH 5,56 = 0,04) (15. abra). Az eredményeink azt
mutatjak, hogy a HTLV-1 PR pH-optimuma kiss¢ magasabb, mint a kordbban Ha €s mtsai. altal
meghatarozott (pH 5,2-5,3) érték (156). A HTLV protedzok pH-optimuma hasonl6 a tobbi
retroviralis protedzra jellemzd enyhén savas értékhez, pl. a HIV-1 PR (pH 4,0-6,0) (151), a
BLV PR (pH 4,0-6,5) (153), a HFV PR (pH 6,6) (152), vagy az ASPRV1 PR (6,27 + 0,02)
(155) esetében kapott értékhez.
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15. abra. A HTLYV proteazok pH-optimumanak meghatarozasa. A HTLV-1, HTLV-2 és

HTLV-3 PR vizsgéalatdhoz HTLV-1 PR/P1, HTLV-2 PR/P1 és HTLV-3 TF1/PR hasitohelyeket

reprezentald oligopeptid szubsztratokat hasznéaltunk. Minden esetben a legmagasabb aktivitast

tekintettiik 100%-nak. Az 4dbrak a kapott adatok 4tlagat mutatjak be, a szorasok a két mért érték

kozotti kiillonbséget reprezentaljak (SD, n=2).

6.1.3. A katalitikus tulajdonsagok osszehasonlitasa

A HTLV proteazok katalitikus hatékonysaganak meghatarozasdhoz az egyes HTLV
proteazok autoproteolitikus hasitohelyeit (MA/CA, CA/NC, TF1/PR, PR/P1) reprezentélo
oligopeptideket hasznaltunk (16. abra) (2. tablazat). A HTLV-1 PR/P1 hasitasi hely az
irodalomban kordbban PR/P3 (53) és PR/Px (62) néven is szerepelt. A mérésekhez az
legoptimalisabb helyett a korabban a HTLV-1 proteaz szamara optimalis kondicidkat (62, 149)
alkalmaztuk (0,25 M K3PO4, 2 M NaCl, 5 v/v % glicerol, 5 mM DTT, pH 5,6, 0,5-4 6ra, 37

°C), az enzimreakciokhoz a kinetikai paramérek jobb Osszehasonlithatosaga érdekében.
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16. abra A HTLV proteazok enzimkinetikai paramétereinek meghatarozasat bemutato
reprezentativ abra. A bemutatott kisérletben a HTLV-3 PR aktivitdsdnak vizsgalatdhoz a
HTLV-3 TF1/PR hasitéhelyet reprezentald oligopeptid szubsztratot hasznaltuk (0,25 M K;POy,
2 M NaCl, 5 v/v % glicerol, 5 mM DTT, pH 5,6, 1 6ra, 37 °C). Az abra a mért értékek atlagat
mutatja be, a szordsok a két mért érték kozotti kiilonbséget reprezentaljak (SD, n=2).

2. tablazat. A HTLV proteazok Kkatalitikus hatékonysaga természetes HTLV
hasitohelyeket reprezentalo oligopeptid szubsztratok alkalmazasanal. A szekvencidkban a
hasitohelyet csillag jeloli. Roviditések: MA (matrix), CA (kapszid), NC (nukleokapszid), TF
(transframe). ' A HTLV-1 szubsztratok vizsgalata HTLV-1 PR-zal irodalmi adat (53).

Keat/ Km [mM‘ls‘l]

Szubsztrat Szekvencia HTLV-1 PR HTLV-2PR HTLV-3 PR
HTLV-1 MA/CA  APQVL*PVMHP 852+ 26,1 55+1,0 32,5+ 6,7
HTLV-1 CA/NC KTKVL*VVQPK 1506+ 15,1 67,2+334 30,1+ 154
HTLV-1 TFI/PR  DPASIL*PVIP 3,8+0,6! 0,4+0,1 1,2+04

HTLV-1PR/P1  KGPPVIL*PIQAP 2883+73,6' 20,6+28 2384 +60,1
HTLV-2 MA/CA TTQCF*PILHP 144 +43 43+0,5 37,8 +20,2
HTLV-2 TFI/PR  SPRTIL*PLIP 49+1,1 132,5+ 42,5 50+ 1,1

HTLV-2 PR/P1 PHOLL*PIATP 10,7 +48 922+ 41,4 75+27
HTLV-3MA/CA  ASQCL*PILHP 40,9 + 10,4 2,6+ 0,4 19,7 + 4.4
HTLV-3 CA/NC KNKIL*MIQPK  nem hasadt 14402 0,8+03
HTLV-3 TF1/PR PRTIL*PVIPL  109,8+29,3  11,8+2,0 11,8 +2,0

HTLV-3 PR/P1 PSKVL*PVLAP  7,0+26 2,1+0,3 22,6 5,8

Bizonyos mérések hosszabb inkubécids 1dot igényeltek, ami nem jart egylitt az enzim

aktivitasanak csokkenésével vagy inaktivacigjaval. A HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 PR
stabilitasat HTLV-3 PR/P1 szubsztraton ellendriztiik az id6 fliggvényében (1-4 6ra) (17. abra).
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17. abra. A HTLV proteazok stabilitasanak vizsgalata az idé fiiggvényében. Az abrak a
kapott adatok atlagat mutatjak be, a szordsok a két mért értek kozotti kiilonbséget reprezentaljak
(SD, n=2).

A HTLV-1 PR a vizsgalt szubsztratok koziil a HTLV-1 PR hasitohelyeket reprezentalo
szubsztratokon mutatta a legmagasabb kea/Km értékeket (53). A HTLV-2 és HTLV-3 PR
hasitohelyek alkalmazasa soran alacsonyabb értékeket figyeltiink meg. A HTLV-3 CA/NC
kivételével minden szubsztratot képes volt elhasitani a protedz, ugyanezt a peptidet a HTLV-2
¢s a HTLV-3 PR is alacsony hatékonysaggal hasitotta. A HTLV-1 PR enzimreakciok soran a
legalacsonyabb kc./Kwm értéket a HTLV-1 TF1/PR hasitohelyen figyeltik meg, amelyet a
HTLV-2 és HTLV-3 PR is hasonl6 hatékonysaggal hasitott.

A HTLV-2 PR minden vizsgélt szubsztratot hasitott. A legnagyobb katalitikus
hatékonysagot a HTLV-2 TF1/PR és a PR/P1 szubszratoknal tapasztaltuk. A HTLV-1 és a
HTLV-2 CA/NC hasitasi helyek csak a P5’ oldallancnal kiilonbéznek, ahol lizin taldlhato a
HTLV-1, és arginin a HTLV-2 esetében, igy csak a HTLV-1 CA/NC szubsztratot alkalmaztuk,
a HTLV-2 CA/NC szubsztratot nem vizsgaltuk a kisérletek soran.

A HTLV-3 szintén hasitotta az Osszes vizsgalt oligopeptidet, de érdekes modon a
legmagasabb kca/Km értéket a HTLV-1 PR/P1 hasitasi helyen figyeltilk meg, ami a HTLV-1
proteaznak is a leginkabb preferalt szubsztratja volt.

Vizsgaltuk az enzimek aktivitasat HIV-1, EIAV, RSV, MMTV, MPMV, BLYV, ¢s
MuLV PR hasitohelyeket reprezentald szubsztratokon is (3. tablazat). Habar a HTLV-1 PR
képes volt hasitani bizonyos szubsztratokat (62), a HTLV-2 és a HTLV-3 PR a vizsgalt
oligopeptidek egyikénél sem mutatott katalitikus aktivitast (3. tablazat), ami azt jelzi, hogy a
HTLV-1 PR, a HTLV-2 ¢és a HTLV-3 PR-hoz képest szélesebb specificitassal rendelkezik.
Egyes vizsgalt peptidek gatoltdk a HTLV-1 vagy a HIV-1 PR-t 0,1 mM-nal nagyobb
koncentraciok alkalmazasanal, ennél fogva elképzelhetd, hogy egyes szubsztratoknak hasonlo

hatasa lehet a HTLV-2 és a HTLV-3 PR-ra is.
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3. tablazat. A HTLYV proteazok katalitikus hatékonysaga kiilonb6z6 retroviralis proteaz
hasitohelyeket reprezentilo oligopeptid szubsztratok alkalmazasanal. A szekvencidkban a
hasitohelyet csillag jeloli. Roviditések: MA (matrix), CA (kapszid), NC (nukleokapszid), TF
(transframe), RT (reverz-transzkriptdz), IN (integraz). Azokat a méréseket, ahol nem tortént
hasitas, n.h. roviditéssel jeloltiik. ' A HIV-1 és HTLV-1 proteazra vonatkozo értékek irodalmi
adatok (62). Az oligopeptideken talalhaté oldékonysagot noveld, de nem hasitohelyet alkotd

crer

HTLV-1 PR aktivitasanak a csokkenését okozta (62).

. Szekvencia Keat/Km (mM- s
Szubsztrat
HIV-1! HTLV-1! HTLV-2 HTLV-3

HIV-1 MA/CA VSONY*PIVQ 45,3 n.h. n.h. n.h.
HIV-1 CA/P2 KARVL*AEAMS 90 n.h. n.h. n.h.
HIV-1 P2/NC TATIM*MQRGN 74 n.h. n.h. n.h.
HIV-1 NC/P1 ERQAN*FLGKI 1 n.h. n.h. n.h.
HIV-1 TF/PR VSENF*PQITL 6,9 n.h. n.h. n.h.
HIV-1 PR/RT CTLNF*PISP 24,1 n.h. n.h. n.h.
EIAV MA/CA PSEEY*PIMID 15,2 0,7 n.h. n.h.
EIAV PR/RT AKLVL*AQLSK 134 n.h. n.h. n.h.
EIAV RT/RH KEEIM*LAYQG 18,3 <0,01 n.h. n.h.
RSV P2B/P10 PPYVG*SGLYP  n.h. n.h. n.h. n.h.
RSV P10/CA PVVAM*PVVIK n.h. 0,1 n.h. n.h.
RSV CA/P3 IAAAM*SSAIQ  n.h. n.h. n.h. n.h.
RSV P3/NC IQPLIM*AVVNR 318 >100 n.h. n.h.
RSV NC/PR PPAVS*LAMTM 0,13 n.h. n.h. n.h.
RSV PR’/RT RATVL*TVALH 1,9 0,3 n.h. n.h.
RSV RT/IN TFQAY*PLREA (0,18 n.h. n.h. n.h.
MMTV 6,9 n.h. n.h. n.h.
MMTV DSKAF*LADTW 7,5 n.h. n.h. n.h.
MMTYV P3/P8 DELIL*PVKRK 1,5 2,6 n.h. n.h.
MMTYV P8&/N PPVGFAG*AMA <0,01 n.h. n.h. n.h.
MMTV N/CA 0,9 0,01 n.h. n.h.
MPMV P12/CA PKDIF*PVTET 0,2 0,2 n.h. n.h.
BLV MA/CA PPAIL*PIISE 0,3 164,5 n.h. n.h.
BLV CA/NC KQPAIL*VHTPG  n.h. n.h. n.h. n.h.
BLV PR/P13 PPMVG*VLDAP 0,04 0,7 n.h. n.h.
MuLV MA/P12 PRSSLY*PALTP 0,2 n.h. n.h. n.h.
MuLV P12/CA TSQAF*PLRAG 8,7 n.h. n.h. n.h.
MuLV NC/PR TQTSLL*TLDDQ  n.h. n.h. n.h. n.h.
MuLV RT/IN TSTLL*IENSS n.h. n.h. n.h. n.h.
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6.1.4. Aminosav preferenciak vizsgalata

A HTLYV protedzok aminosav preferencidinak meghatdrozasahoz vad tipusit HTLV-1
CA/NC (KTKVL*VVQPK), az eredeti P5-P5’-t6] N-terminalisan roviditett P4-P5°, P3-P5’,
valamint teljes hosszusagu, P4, P3, P2, P1 vagy P1’' pozicibban modositott oligopeptid

szubsztratokat alkalmaztunk (18. abra).
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18. abra. A HTLV-1, HTLV-2 é HTLV-3 PR P4-P1’ aminosav preferencidinak
vizsgalata. A relativ aktivitdsok meghatarozasahoz HTLV-1 CA/NC oligopeptid szubsztrat
analogokat alkalmaztunk. A 10, 9 és 8 tagszamu szubsztratok vizsgalatanak eredményét is itt
tiintettiilk fel. A vad tipust KTKVL*VVQPK szubsztraton mért relativ aktivitas értékeket
tekintettlik 100%-nak. Csak az 1%-ndl nagyobb relativ aktivitas értékeket abrazoltuk. Az dbrak
a kapott adatok atlagat mutatjak be, a szérdsok a két mért érték kozotti kiilonbséget
reprezentaljak (SD, n=2).
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A vad tipusa szubsztrathoz (KTKVL*VVQPK) képest a P4-P5° roviditett
szubsztratokon mindhdrom HTLV protedz alacsonyabb aktivitast mutatott. A legrovidebb P3-
P5’ szubsztratot nem, vagy csak elhanyagolhatd mértékben hasitottdk (18. dbra). A
meghatarozott relativ aktivitds adatok osszhangban vannak a kordbban a HTLV-1 protedznal
tapasztalt alacsonyabb katalitikus konstansokkal (144). A roviditett szubsztratok alkalmazasa
sordn szintén alacsonyabb értékek voltak megfigyelhetdek, bizonyitva az S4 és S5 szubsztrat
felismerd helyek jelentéségét a HTLV-2 és HTLV-3 PR esetében is.

A P4 pozici6 mutdcioit mindhdrom proteaz jol tolerdlta. A kapott eredmények
0sszhangban vannak azzal a megallapitassal, hogy a HTLV-1 PR egy viszonylag nagy, hidrofob
S4 szubsztratkotd zsebbel rendelkezik (60-62). A P4 varidnsok monitorozdsa soran azt
tapasztaltuk, hogy a HTLV protedzok hasonlé aminosavakat preferalnak. A legalacsonyabb
relativ aktivitast a P4-Gly és a P4-Asp szubsztratoknal figyeltiilk meg, mig a P4-Arg varidnst
egyik enzim sem hasitotta (18. abra).

A P3 varidnsokndl megfigyelt adatok alapjan az S3 zseb kiilonb6z0 aminosav
oldallancokat is képes befogadni. A harom protedzra hasonlé preferencidk figyelhetéek meg,
de csak a HTLV-1 PR fogadta el a P3-Phe és P3-Val varidnsokat szubsztratként, valamint a P3-
Ser oldallancot a P3-Asp-nal €s a vad tipusu lizinnél is jobban preferalta.

A P2 varidnsok koziil mindhdrom protedz a P2-Ile mutanst preferdlta leginkdbb, a
HTLV-2 és HTLV-3 PR esetében a vad tipusi szubsztratnal is megasabb relativ aktivitds
értéket mutatva. Hasonléan egy korabbi P2 mutinsok monitorozdsaval foglalkozo
tanulmanyhoz (144) mi is azt tapasztaltuk, hogy az S2 zsebben az izoleucin a leginkabb
elfogadott oldallanc, mig a P2-Asn és a P2-lys nem elfogadhaté a HTLV1 PR szdméra. A P2-
Asn a HTLV-2 PR viszonylag jo szubsztratja, bar a szubsztratkotd zseb Osszetétele ezt nem
indokolja.

A P1 poziciéban a P1-Tyr és P1-Phe mutansokat csak a HTLV-1 PR toleralta. Ezeket a
variansokat kordbban jo szubsztratnak taldltdk (144). A HTLV-3 nem hasitotta a P1-Ala
mutanst, a P1-Leu és a P1-Gly varidnsokat kis hatékonysaggal processzalta, mig a HTLV-2
egyik szubsztrat varianst sem hasitotta legaldbb 1%-os hatékonysaggal (18. abra).

A korébbi eredményekkel 6sszhangban a HTLV-1 PR-zal végzett kisérleteink soran mi
sem tapasztaltuk a P1’-Ala, -Gly vagy -Lys szubsztrat varidns hasitasat (141), valamint a
HTLV-2 és HTLV-3 PR-oknak is rossz szubsztratjai voltak a P1’-Leu kivételével a HTLV-3
PR esetében (18. abra).
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6.1.5. Gatlasvizsgalatok

A HTLV-2 és HTLV-3 PR gatolhatdsagat tobb, a HIV-1 elleni terapidban hasznalt
inhibitorral (atazanavir, darunavir, indinavir, ritonavir €s saquinavir), valamint a DMP-323-mal
vizsgéltuk, amely szintén egy hatékony HIV-1 PR inhibitor. Az inhibitorokat 1 pM-os
végkoncentracioban alkalmaztuk és enyhe gatlohatast fejtettek ki, ami minden esetben

kevesebb volt, mint 50% (19. abra).
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19. abra. A HTLV-1, a HTLV-2 és a HTLV-3 PR gatlasa kiilonb6zo6 inhibitorokkal. (a)
HIV-1 proteaz inhibitorok (1 uM végkoncentracid) hatdsa a relativ aktivitdsra. A kontroll
reakciok DMSO-t tartalmaztak, az itt kapott értékeket tekintettiik 100%-nak. Az abrak a kapott
adatok atlagat mutatjak be, a szorasok a két mért érték kozotti kiilonbséget reprezentaljak (SD,
n=2). (b) Az inhibitorok relativ hatékonysaganak 0sszehasonlitasahoz feltlintettiik az 4bran a
BLV, HIV-1, HTLV-1 és MuLV PR gatlasara az irodalomban elérhetd K; értékeket: ! (63), 2
(157), 3 (158), * (75), ° (80). Az értékek Osszehasonlithatosdganak garantdlasa érdekében
minden bemutatott adat Edans/Dabcyl fluoreszcens oligopeptid szubsztrattal végzett
kisérleteken alapul (0,25 M K3PO4, 2 M NaCl, 5 v/v % glicerol, 5 mM DTT, pH 5,6, 1 6ra, 37
°C). (c) Az IB-268 és IB-269 inhibitorokra a BLV (63), HIV-1 (75), HTLV-1 (53), HTLV-2 és
a HTLV-3 prote4azok esetében meghatarozott K; értékek dsszehasonlitasa.
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A kapott adatok Osszehangban vannak a kordbban a BLV, a HTLV és az MuLV
proteazokra meghatarozott K; értékekkel, amelyekre szintén alacsony géatolhatosagot mutattak
ki (19. abra). A legnagyobb gatlo hatast a darunavir fejtette ki (25-30%) a harom HTLV PR
gatlasi vizsgalatai soran. Ezzel szemben az indinavir csak a HTLV-1 PR-ra fejtett ki jelentdsebb

gatlo hatast.

A HIV-1 PR gatloszerek mellett végeztiink kisérleteket kettd kisérleti HTLV-1 PR
inhibitorral is (IB-268, 1B-269) (20. abra). A K; érté¢keket a HTLV-1 PR-ra korabban mar
meghataroztak, ami az IB-268 esetén 298 nM, az IB-269-nél 465 nM volt (62), viszont a HIV-
1 PR ellenében nem bizonyult hatékonynak (75). Az IB-268 a HTLV-2 PR-ra kapott inhibicids
allandé a HTLV-1 PR-nal megallapitottnak kozel tizede, mig a HTLV-3 PR a HTLV-1 PR-hoz
hasonl6 értéket mutatott. Az IB-269-nél a HTLV-2 és HTLV-3 proteazok aktivitasa hasonlo
mértékben gatlddott, jelentdsen hatékonyabban, mint a HTLV-1 PR.
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20. abra. A gatlasvizsgalatokat bemutaté reprezentativ dbra. A gatlasi allando
meghatarozasa soran az IB-269 inhibitor hatasat vizsgaltuk a HTLV-2 PR aktivitasara,
szubsztratként a HTLV-2 TF1/PR hasitohelyet reprezentald oligopeptid szubsztratot
hasznaltuk. Az abra a mért értékek atlagat mutatja be, a szorasok a két mért értek kozotti
kiilonbséget reprezentaljak (SD, n=2).

6.1.6. Szekvencia analizis és szubsztratkoto helyek vizsgalata

A HTLV proteazok szekvencidja jelentOs eltéréseket mutat, a szekvencidk kozotti
azonossag kis mértékii. A HTLV-1 protedzzal a HTLV-2 PR 50%-ban, a HTLV-3 49%-ban
egyezik. Utobbi kettd 57%-0s azonossagot mutat, viszont a szubsztratkotésért felelds régiokban
magasabb foku a konzervaltsag (HTLV-1/HTLV-2 PR: 82%, HTLV-1/HTLV-3 PR: 56%,
HTLV-2/HTLV-3 PR: 76%). A szubsztratkotd zsebek tekintetében az S4 alhelyen a
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legnagyobb a variabilitds, ahol a HTLV1 és a HTLV-2 protedzok ko6zott 57% az azonossag, a
HTLV-3 PR esetében szintén 57%, mig a HTLV-2 és HTLV-3 PR kozott csupan 43%. Az S1
alhelyhez kozeledve magasabb fokll a konzervaltsag. A HTLV-2 és HTLV-3 PR S3 zsebének
Osszetétele megegyezik, a HTLV-1 t6liikk egy aminosavban tér el. A HTLV-1 és HTLV-3 PR
S2 zsebe csak a 37-es pozicidban tér el egymastol, a HTLV-1/HTLV-2 és a HTLV-2/HTLV-3
proteazok kozott is csupan 2 aminosavban van eltérés. A HTLV-2 és HTLV-3 PR S1 zsebe
azonos Osszetételli, a HTLV-1 PR a 10-es pozicidban tér el a tobbi HTLV proteazétol. Az S4-
S1 szubsztratkotd zsebek sszetételét a HTLV-1 PR esetében kutatocsoportunk tagjai korabban
mar meghataroztak (60-61), munkank soran a HTLV-2 és HTLV-3 proteazok szubsztratk6to

zsebeinek Osszetételét a szekvencidk Osszehasonlitdsa (21. abra) alapjan hataroztuk meg (4.

tablazat).
1 10 20 30 40 50

HIV-1 PQITLW--QRPLVTIKIG----- GQLKEALLDTGADDTVLE-EMN-LPGRWKPKMIGGIGGE
1 10 20 30 40 50 60

HTLV1 PVIPLDPARRPVIKAQVDTQTSHPKTIEALLDTGADMTVLPIALFESSNTPLKNTSVLGAGGQ
HTLV2 PLIPLRQQOQPILGVRISVMGOQTPOPTQALLDTGADLTVIPQTLVPGPVKLHDTLILGASGO
HTLV3 PLIPLSQQRQPILHVQVSFSNTSPVGVQALLDTGADITVLPAYLCPPDSNLQODTTVLGAGGP

-k:-k-k-k ::-k:: R * :-k-k-k-k-k-k-k-k:-k-k:-k * . -k::-k :-k-k-k_-k
60 70 80 90
HIV-1 I-K-VRQY-DQILIEIC-G-HKAIG-TVLVG-PTPVNIIGRNLLTQIGCTLNF--—————————
63 70 80 90 100 110 120 125

HTLV1 TQDHFKLTSLPVLIRLPFRTTPIVLTSCLVDTKNNWAIIGRDALQQCQGVLYLPEAKGPPVIL
HTLV2 TNTQFKLLQTPLHIFLPFRRSPVILSSCLILDTHNKWTIIGRDALQQCQGLLYLPDDPSPHQLL
HTLV3 STSKFKILPRPVHIHLPFRKQPVTLTSCLIDTNDOWTILGRDALQQCQSSLYLADQPS--SVL

« kK oo ke Kk KKhkk*k ke Kekhkkkokhkkeoookeokeoekhkkhkhkkhkkxkhkhk Kk k. .k

21. abra. A HIV-1 és a HTLYV proteazok szekvencia illesztése. A HIV-1 és HTLV-1 proteaz
szerkezet-alapti szekvenciaillesztését mar egy korabbi tanulmanyban targyaltak (159). A
konszenzus aktiv hely motivumokat aldhtizassal jeloltiik. A szekvencia szamozasat a HIV-1 és
a HTLV-1 PR-oknal kiilon jeloltiik. Az aminosav oldallanc hasonldséagot (., :) €s az azonossagot
(*) is jeloltiik. A szekvencidban az azonos aminosavakat félkovér betltipus jelzi.
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4. tablazat. A HIV-1 és HTLV-proteazok S4-S1 szubsztratkoté zsebeinek aminosav
osszetétele. A HTLV protedzoknal az ekvivalens pozicidban 1évo, de kiilonb6zd oldallancokat
félkovér betiitipussal és aldhtizassal jeloltik. A HIV-1 és HTLV-1 PR esetében a
szubsztratkotd zsebek Osszetételét kutatocsoportunk munkatarsai korabbi vizsgalatok soran
hataroztak meg (60-61).

S4 S3 S2 S1
H H* H* H
3t o D <@ 3t \a @ NG H \a @ NG H o @ <@
S O O - T -~ - I I S - B - A
Sl a2l 2l2la]ls] 2|22z 222
- = = = - = | = = = = = = = = = =
T | m |z |zl ElElE2lElElElElEl Rl 2=
D30 | M37 | L37 | 137 | R8 | R10 | Q10 | Q10 [ A28 | A35 | A35 | A35 | R8 | R10 | Q10 | Q10
M46 | 855 | L55 | T55 | D29 | D36 | D36 | D36 | D30 | M37 | L37 | 137 | L23 | L30 | L30 | L30

147 | V56 | 156 | V56 | G48 | L57 | L57 | L57 | V32 | V39 | V39 | V39 | D25 | D32 | D32 | D32
G48 | L57 | L57 | L57 147 | V56 | 156 | V56 | G27 | G34 | G34 | G34
V56 | F67 | F67 | F67 G48 | L57 | L57 | L57 | G49 | G58 | G58 | G58
Q58 | Le9 | L69 | 169 G49 | G58 | G58 | G58 | IS0 | A59 | AS9 | A59
L76 | L91 | L91 | L9l I50 | AS9 | AS9 | A59 | T80 - - -

L76 | L91 | L91 | L91 | P81 - - -
184 | 1100 | I100 | 1100 | V82 | W98 | W98 | W98
184 | 1100 | 1100 | 1100

6.1.7. Az autoprocesszalo képesség vizsgalata

A HTLV-1 PR esetében mar tanulményozott mutaciokat (62) alkalmaztuk a HTLV-2 és
HTLV-3 PR autoproteolizisének vizsgalatahoz is. A HIV-1 és a HTLV protedzok kozott kisebb
foku a szekvencidk kozotti azonossdg, mint a HTLV-1, -2 és -3 protedzok kozott. A
mutagenezis soran a HTLV proteazok aminosavait olyan aminosavakra cseréltiik, melyek az
adott pozicioban a HIV-1 protedzban talalhatd6 aminosavnak felelnek meg. A mutéaciok célja
annak vizsgalata volt, hogy a HTLV proteazok milyen mértékben érzékenyek a lebenyeket (57.
¢€s 59. pozicidk) €s az aktiv centrumot (37. és 67. poziciok) érintd mutacidkra (22. abra). A
modositott aminosavak mindegyike részt vesz valamely szubsztratkotd zseb felépitésében (4.
tablazat). A 37. pozicidban 1évé aminosav maradék az S2 és S4 zsebek, mig a 57. pozicidoban
1év0 az S2-S4 zsebek részét képezi, az 59. és 67. pozicidokban talalhatok pedig az S1-S2,
valamint a S4 zsebek felépitésében vesznek részt. A L57 konzervalt a HTLV PR-ok kozott, a
HIV-1 PR-ban ezzel megfeleltetett pozicio (E48) mutacidja leucinra felelds az indinavir és a
saquinavir elleni toleranciaért (160). HTLV-1 PR-nal az L57G mutdns nem mutatott aktivitast
a HTLV-1 CA/NC szubsztraton (62). A HIV-1 és HIV-2 PR 150 oldalanca feltételezhetéen

szerepet jatszik a lebeny régié mobilitasaban, a HTLV-1 PR esetében az ennek megfeleltethetd
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pozicioban az A5S91 mutécid az enzim inaktivalédasat okozta (62). Az F67 az S4 zseb része, az

enzim nem tolerdlja ebben a pozicidban a glutaminra torténd cserét (F67Q mutacio) (62).

Phe67 Leu57

22. abra. A HTLV-1 PR szerkezete. A HTLV-1 PR szerkezete statin-tartalmt peptid
inhibitorral komplexben oldal és feliilnézetbdl (PDB ID: 3L1Y) (57). Az inhibitort narancssarga
szinnel, a mutalt aminosav oldallancok felszinét (37., 57., 59. és 67. pozicio) térkitoltd abrazolas
jeloli.

A HTLV-2 ¢és HTLV-3 PR autoproteolizis vizsgéalatahoz az enzimeket flzids
fehérjeként expresszaltuk, ami az N-terminalisan egy MBP-t és egy 8 aminosav hosszusagu
linker szekvenciat tartalmazott. Ez a szakasz a megfelel a Gag-Pro poliproteinben a proteazt N-
terminalis iranyban megel6z0, az autoproteolitikus hasitohelyet tartalmzo szakasznak (23.
abra), mely lehetdvé teszi a proteaznak a fuzids fehérjébdl vald processzalodast. A folyamatot
Western-blot  technikéval vizsgaltuk (23. 4dbra) ¢és a hasitdsi hatékonysagokat

Osszehasonlitottuk a kordbban HTLV-1 PR-ndl megfigyeltekkel (5. tablazat).

A protedzok hasonldan reagaltak a mutdciokra, kiilonbségek a 37-es és 57-es pozicidban eltérd
konstrukciok esetében mutatkoztak. A 37-es helyen taldlhatdo aminosav aszpargarinra cserélése
megakadalyozta a processzalodast az MBP-HTLV-1 és MBP-HTLV-2 PR esetében, viszont az
MBP-HTLV-3 PR-ndl nem okozott valtozast. Az L57G mutacié hatasat a HTLV-1 PR
aktivitasara korabban mar vizsgaltdk HTLV-1 CA/NC szubsztraton, az autoprocesszalodast
kiilon nem tanulméanyoztak (62). Az MBP-HTLV-3 PR szintén érzékenyen reagalt a mutacidra

ebben a pozicioban, az MBP-HTLV-2 PR-ra kihasitédasara viszont nem volt hatdssal.
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23. abra. Az MBP-HTLV-2 és MBP-HTLV-3 PR fuzios fehérjék sematikus abrazolasa és
autoproteolizisiik vizsgalata. (a) A fuzios fehérjék tartalmaznak egy N-terminalis MBP
jelolést (sotétsziirke), amely egy 8 aminosav hosszisagl linker (sziirke) szekvencidhoz
kapcsolddik, ami megfelel poliproteinben a protedz elétt talalhaté aminosavaknak, ez végiil a
proteaz szekvencidjahoz (vilagossziirke) kapcsolodik. (b) Reprezentativ Western-blot kép
harom parhuzamos kisérlet alapjan. A vad tipusu (vt) €és a mutans enzimek autoproteolizisét
Western-blot segitségével tanulméanyoztuk. Egy ,,iires” (mock), csak MBP-t kifejez6 pMalc2x
vektort alkalmaztunk kontrollként. Az iires vektorrdl transzlalédott MBP nagyobb
molekulastlyt, mint a fizids fehérjébdl lehasitott MBP, ezt egy, a C-termindlison jelenlévd
extenzid okozhatja.

5. tablazat. Mutaciék hatiasa az MBP-HTLYV proteazok autoproteolitikus aktivitasra. “Az
MBP-HTLV-1 PR mutidnsokra vonatkozé adatok kutatdocsoportunk korabbi vizsgalataibol
szdrmaznak (62).

Pozici6/Uj oldallanc HTLV PR  Enzim forma Autoprocesszalas

HTLV-1* vad tipus igen
- HTLV-2 vad tipus igen
HTLV-3 vad tipus igen
HTLV-1# M37D nem
37 (D) HTLV-2 L37D nem
HTLV-3 137D nem
HTLV-1# M37N nem
37 (N) HTLV-2 L37N nem
HTLV-3 137N igen

HTLV-1"* L57G nincs adat
57 (G) HTLV-2 L57G igen
HTLV-3 L57G nem

HTLV-1# A591 nincs adat
59 (D HTLV-2 AS91 igen
HTLV-3 A591 igen
HTLV-1# F67Q nem
67 (Q) HTLV-2 F67Q nem
HTLV-3 F67Q nem
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6.2. A hidrokinon és G233E PNLIP mutacio kapcsolatanak vizsgalata

6.2.1. A cigarettafiist f6 komponenseinek hatasa a HEK293AD sejtek életképességére

A cigarettafiist f6 alkotoelemei hatasanak karakterizalasa céljabol HEK293AD sejteket

crer

sejtek hozzavetdleges éEletképességét a sejtek metabolikus aktivitdsdnak vizsgalataval

hataroztuk meg (24. abra).
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24. abra. A HEK293AD sejtek életképessége a vizsgalt fiist komponensek jelenlétében. (a)
A sejteket akroleinnel, krotonaldehiddel vagy hidrokinonnal (HQ) kezeltiik. Az inkubaciot (24
ora, 37°C) kovetden a sejtes metabolikus aktivitast MTT teszttel hataroztuk meg az Anyagok
¢és modszerek fejezetben leirtak szerint. A kezeletlen sejtekre kapott értékeket tekintettiik 100%-
nak. Az abra a kapott adatok atlagat mutatja be szorassal (SD, n=3). (b) A sejteket HQ-nal
kezeltiik (24 ora, 37°C), ezt kovetéen FITC annexin V-vel és propidium-jodiddal festettiik meg,
végiil aramlasi citometriaval vizsgaltuk az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint. Az
x tengely a FITC annexin V, az y a propidium-jodid fluoreszencidjat mutatja be a harom
kisérleten alapul6 reprezentativ abran.

Az akrolein 20 pM-os koncentracio értékig nem befolyasolta a sejt metabolizmust,
viszont magasabb koncentracid értékeknél fokozatosan csokkentette a sejtek életképességét.
Ezzel szemben a HQ és a krotonaldehid mar alacsony koncentracié alkalmazéasanal is jelentOs
¢életképesség csokkenést okozott, 100 pM-os koncentracid tobb, mint 80%-os életképesség
csokkenéssel jart egylitt. A metabolitikus aktivitdsra gyakorolt jelentdés hatdsa és a jo
tarolhatosaga miatt a HQ-t vizsgaltuk részletesebben. Aramlasi citometria segitségével
vizsgaltuk, hogy a csokkent sejtes metabolikus aktivitas §sszefliggésbe hozhatd-e programozott
sejthaléllal vagy nekrozissal, ehhez FITC annexin V és propidium-jodid festékekkel jelolt
sejtek mennyiségét kovetttiik emelkeddé HQ koncentracié hatdsara (24. abra). 25 uM
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alkalmazasa sordn programozott sejthalalt figyeltiink meg, amit a FITC annexin V festékkel
jelolt sejtek aranyanak novekedésébol allapitottunk meg, amelyet a propidium-jodiddal festett

sejtek mennyiségének novekedése kovetett.

6.2.2. A szekrécio vizsgalata, valamint a hidrokinon és a nem megfeleléen feltekeredett

PNLIP mutansnak a HEK293AD sejtek életképességére gyakorolt hatasa

lipazzal ellentétben a nem megfelelden feltekeredd varians nem szekretalodott HEK293T és
ARA42]J sejtekben (141) (143). A G233E mutans PNLIP expressziojat HEK293AD sejtekben
eddig nem vizsgaltak. A szekrécio ellendrzéséhez tranziens transzfekcioval juttattuk be a vad
tipusu és mutans lipazt kifejezé plazmidokat, begytjtottiikk a kondicionalt médiumot, majd
SDS-PAGE modszerrel analizéltuk (25. abra). Az emlitett sejtvonalakhoz hasonléan a
HEK293AD sejtek is csak a vad tipusi PNLIP-t szekretaltdk, igy alkalmasak az altalunk
végezni kivant kisérletekhez. A HQ szekrécidra gyakorolt hatasat is kovettiik, 25 pM HQ

crer
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25. abra. A hidrokinon (HQ) PNLIP szekréciora gyakorolt hataisa HEK293AD sejteken.
A transzfekciot kovetd napon a sejteket 25 uM HQ-nal kezeltiik (24 6ra, 37°C). (a) A médiumba
szekretalodott PNLIP fehérjét SDS-PAGE moddszerrel analizaltuk. (b) A PNLIP és GAPDH
fehérjéket a sejtlizatumban Western-blot modszerrel detektaltuk. Az abrakon a vad tipusu
fehérjét vt roviditéssel jeloltiik.
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26. abra. A hidrokinon (HQ) hatasa a vad tipusu és mutans lipazt expresszalo HEK293AD
sejtek életképességére. A transzfekciot kovetden (24 ora) inkubaltuk a sejteket HQ (0 és 25
uM) jelenlétében (24 ora). A sejtes metabolikus aktivitdst MTT teszttel hataroztuk meg az
Anyagok és modszerek részben leirtak szerint. Az iires pcDNA3.1(-) vektorral transzfektalt
sejtekre kapott értékeket tekintettiik 100%-nak, a vad tipust vt roviditéssel jeloltiik. Az dbra a
kapott adatok atlagat mutatja be szorassal (SD, n=3). **P < 0,01; ***P <0,001.

A HQ ¢és a mutans PNLIP 6sszead6do hatasdnak vizsgalatihoz HEK293AD sejteket
transzfektaltunk vad tipust és mutans lipazt kifejez6 plazmiddal, majd HQ-nal (0, 25 uM)
inkubaltuk a sejteket (26. abra). Az alkalmazott HQ koncentrdci6 még nem jart egyiitt
sejthalallal, igy alkalmasnak bizonyult a korai sejtes valaszok vizsgalatara. Az iires vektorral
transzfektalt, HQ-nal nem kezelt sejteket tekintettilk kontrollnak. A HQ jelenléte 30%-os
metabolikus aktivitas csdkkenésért volt felelds. Onmagaban a vad tipustt PNLIP 18%-kal, mig
a mutans jelentdsebb, 31%-kal csokkentette a sejtek életképességét. A HQ és a vad tipust lipaz

egylittesen 48%, a HQ és a mutans lipaz 57% csokkenésért volt felelds.

6.2.3. A HQ és a nem megfeleloen feltekeredett PNLIP varians hatasa az ER stresszre
HEK293AD sejteken

Egyes nem-szekretadlodo PNLIP varidnsok, példaul az altalunk részletesebben
tanulmanyozott G233E ER stressz-okozo hatdsait HEK293T ¢és AR42J sejteken mar kordbban
bizonyitottuk (143). A HQ ER stresszre gyakorolt hatasat is mar tobb tanulmany is vizsgalta
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mas emlds sejteken (105) (161). A HQ ¢és a G233E PNLIP mutéacido ER stresszre gyakorolt
hatasanak vizsgalatdhoz HEK293 AD sejteket transzfektaltunk (tranziens) vad tipust és mutans
lipazt tartalmazo6 plazmidokkal. A sejteket HQ-nal (0 és 25 pM) inkubdltuk, majd az XBP-1
érést, illetve tovabbi ER stressz markerek, a BiP, a CHOP és az NQO1 mRNS szintjét
hataroztuk meg (27. abra). Az iires plazmiddal transzfektalt mintakat tekintettiik kontrollnak.
Az érett XBP-1 mRNS ardnya a vad tipust lipazt kifejezd sejteknél a kontrollhoz képest csak
enyhén emelkedett, 16%-ra. A vad tipushoz képest a mutansok esetében kozel kétszeres
novekedést tapasztaltunk, amely tovabb emelkedett HQ jelenlétében, 42%-ra, ami magasabb,

mint a HQ dnmagaban kifejtett hatasa (27. abra).
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27. abra. A hidrokinon (HQ) ER stresszt kivalto hatasa vad tipusi és mutans lipazt
expresszalo HEK293AD sejteken. A transzfekciot kovetden (24 6ra) inkubaltuk a sejteket HQ
(0 és 25 uM) jelenlétében (24 6ra). Az XBP-1 (a), a BiP (b), a CHOP (c) é¢s az NQO1 (d) mRNS
szintjét az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint vizsgaltuk. A tires pcDNA3.1(-)
vektorral transzfektalt sejtekre kapott értékekeket tekintettiik 100%-nak, a vad tipust vt
roviditéssel jeloltik. A GAPDH szintjét alkalmaztuk referenciaként az adatok
normalizalasahoz. Az 4bra a kapott adatok atlagat mutatja be szorassal (SD, n=3). *P < 0,05,
**P <0,01; ***P <0,001
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A vad tipustt PNLIP expresszioja nem okozott valtozast a BiP mRNS szintjében, ezzel
ellentétben a mutans 2,5x novekedést valtott ki. A HQ 1,9-2,2x novekedést okozott a kontroll
¢s a vad tipust kifejezd sejtekben. Amennyiben a mutansokhoz adtunk HQ, a mutansoknal
tapasztaltnal magasabb, 3,6x valtozast regisztraltunk (27. abra). A BiP mRNS-hez hasonlé
modon a CHOP mRNS szint tekintetében sem okozott jelentds valtozast a vad tipusu PNLIP a
kontrollhoz képest. A mutans jelenléte 1,6x mértékben emelte a CHOP szintjét. A kontroll
sejtekben a HQ hozzaadasa ettdl kissé alacsonyabb értékvaltozassal jart egyiitt és az el6zéekhez
hasonldéan a mutdns és a HQ egyiittes jelenléte okozta a legnagyobb 2,6x novekedést (27. abra).
Az NQO1 mRNS tekintetében sem emelte a vad tipusa PNLIP a transzkripciot, a mutans 1,6x
valtozasért volt felelés. A HQ hozzaadésa szintén az mRNS szintek emelkedését okozta, a

legmagasabbat a mutanssal egylitt torténd alkalmazas esetén (2,5x) (27. abra).

6.2.4. A HQ hatasa az AR42J sejtek életképességére

A HQ hatasat AR42J patkany hasnyalmirigy sejteken is vizsgaltuk, amelyet a
kisérleteket megeldzden dexametazonnal differencidltattunk. A sejteket HQ-nal inkubéltuk (0
és 40 uM, 24 ora), majd monitoroztuk a sejtek életképességét a metabolikus aktivitadsuk
csekely, 20%-os életképességesdkkenéssel jart egylitt, a HEK293AD sejtekhez képest kisebb

érzékenységet mutatva a sejtek.
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28. abra. Az AR42J sejtek életképessége HQ jelenlétében. A sejteket HQ-nal kezeltiik (0-
100 uM, 24 ora). A sejtes metabolikus aktivitast MTT teszttel hatdroztuk meg az Anyagok és
modszerek részben leirt modon (a). A kezeletlen sejteket tekintettiik 100%-nak. Az 4bra a
kapott adatok atlagidt mutatja be szérassal (SD, n=3). Az Annexin V és a propidium-jodid
festddéseket aramlasi citométerrel kovettiik az Anyagok és mddszerek részben leirt modon (b).
Az x tengely a FITC annexin V, az y a propidium-jodid fluoreszcencidjat mutatja be a 3
kisérleten alapuld reprezentativ abran.
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Az apoptozis jelenlétének vizsgalatat kiilonb6z6 HQ koncentracidknal (0, 40, 100 és
200 puM) is elvégeztiik. Ehhez annexin V és propidium-jodid festést alkalmaztunk, majd
aramlasi citométerrel figyeltiik meg a sejteket (28. dbra). 40 pM-os HQ koncentracio értékig a
sejtek stabilak maradtak, annexin V pozitiv sejtek csak 100 uM-nal jelentek meg. Magasabb
(200 uM) koncentracional a sejtek propidium-jodiddal is elkezdtek festddni. Az eredményeink
azt mutatjak, hogy az AR42J sejtek esetében a programozott sejthalal a HEK293AD sejtekhez
képest magasabb HQ koncentrécio jelenlétében figyelhetd meg.

6.2.5. A szekrécio vizsgalata, valamint, az AR42J sejtek életképessége HQ és a nem
megfelelden feltekeredett PNLIP mutans jelenlétében

Vizsgéltuk a vad tipust és mutans lipazt expresszalo AR42J sejteken a HQ (40 uM)
szekréciora gyakorolt hatdsat. A PNLIP mennyiségét a sejtekrdl begylijtott médiumban és
sejtlizaitumokban is monitoroztuk (29. abra). A korabban leirt megfigyeléseinkkel (143)

6sszhangban a G233E varians nem szekretél()dott, tovabba a HQ jelent(')'sen csokkentette a vad
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29. abra. A hidrokinon (HQ) PNLIP szekréciora gyakorolt hatisa AR42J sejteken. A
transzdukciot kovetd napon a sejteket 40 uM HQ-nal kezeltiik (24 6ra, 37°C). (a) A médiumba
szekretalodott PNLIP fehérjét SDS-PAGE moddszerrel analizaltuk. (b) A sejtlizatumban
talalhato PNLIP és GAPDH fehérjéket Western-blot mddszerrel detektaltuk. Az dbrdkon a vad
tipusu fehérjét vt roviditéssel jeloltik.

A sejtes metabolikus aktivitason keresztiil vizsgaltuk, hogy a G233E PNLIP mutécionak
¢s a HQ-nak van-e 0sszeadddo hatdsa. Ehhez az AR42J sejteket vad tipusu és mutans PNLIP-t
kodolo adenovirussal fertdztiik, majd inkubaltuk HQ (0, 40 uM) jelenlétében (30. abra). A HQ
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hozzaadéasa 28%-kal csokkentette az ¢letképességet, ami Osszevethetd a HEK293AD sejtekre
kapott adatokkal, ahol 25 uM HQ-t alkalmaztunk. A vad tipusu lipaz 9%-os csokkenést okozott,
amennyiben HQ-t is adtunk a sejtekhez kiss¢ erdsebb hatést tapasztaltunk, mint a HQ egyediili
alkalmazasakor. A G233E PNLIP mutacido 45%-0s csokkenésért volt felelés, ami 60%-ra
emelkedett HQ hozzaadasakor (30. abra).
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30. abra. A hidrokinon (HQ) hatasa a vad tipusu és mutans lipazt expresszalo AR42J
sejtek életképességére. A transzdukciot kovetden (24 ora) inkubaltuk a sejteket HQ (0 és 40
uM) jelenlétében (24 ora). A sejtes metabolikus aktivitdst MTT teszttel hataroztuk meg az
Anyagok és modszerek részben leirtak szerint. A {ires virussal transzdukalt sejtekre kapott
értekeket tekintettiik 100%-nak, a vad tipust vt roviditéssel jeloltiik. Az ébra a kapott értékek
atlagat mutatja be szérassal (SD, n=3). *P < 0,05, ***P < 0,001

6.2.6. A HQ és a nem megfeleloen feltekeredett PNLIP varians hatasa az ER stresszre
AR42J sejteken

A HQ ¢s a G233E PNLIP mutacio6 kapcsolatat az ER stressz tekintetében is vizsgaltuk,
ehhez az éretlen/érett XBP-1 mRNS aranyat, valamint a BiP, CHOP ¢és NQOI transzkripcids
szintjét figyeltik meg (31. abra). Az iires adenovirussal transzdukalt sejteket tekintettiik
kontrollnak. Az érett XBP-1 mRNS ardnya a kontroll és vad tipusu lipazt kifejez6 sejtekben 12-
16% kozott alakult, mig a G233E varians esetén jelentdsen, 37%-ra emelkedett. A HQ
hozzdadasa mind a kontroll, mind a vad tipusti PNLIP-t expresszalo sejtekben 31%-os aranyt
okozott, a mutanst kifejez6 sejtekben viszont mar 45%-ra, ami a legmagasabb érték a vizsgalt

kondicidk kozott (31 a. abra). A vad tipusu PNLIP-t kifejez6 sejtekben a BiP mRNS szintje
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nem valtozott a kontrollhoz képest, a mutans viszont kozel 2,1x ndvekedésért volt felelos. A
HQ jelentésen fokozta a BiP transzkripcidjat (2,7-6,1), a legmagasabb értéket a G233E PNLIP
mutécio jelenlétében elérve (31 b. abra). A CHOP szintje a vad tipusi PNLIP-t expresszalo
sejtekben nem okozott jelentdsebb valtozast, mig a G233E 2,1x ndvekedésért volt felelés. A
HQ 6nmagaban 3x emelkedéssel jart egyiitt, ami kozel 6x-ra emelkedett a vad tipusu és mutans
PNLIP jelenlétében (31 ¢. abra). A HQ hozzdadasa a sejtekhez 1,5x ndvekedést okozott az
NQOI transzkripcidjaban. Habar a vad tipust lipaz csak kis mértékben emelte a transzkripciot,
amennyiben HQ is jelen volt az 2,3x mRNS szint-emelkedéssel jart egyiitt a HQ altal kivaltott
1,5x valtozéassal szemben. A mutans kifejezddése ettdl is jelentdsebben novelte az NQOI

szinjét, ami a HQ hozzéadasaval tovabb fokozddott (31 d. abra).
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31. abra. A hidrokinon (HQ) ER stresszt Kkivalto hatisa vad tipusi és mutans lipazt
expresszaléo AR42J sejteken. A transzdukcidt kovetden (24 ora) inkubaltuk a sejteket HQ (0
¢s 40 uM) jelenlétében (24 6ra). Az XBP-1 (a), a BiP (b), a CHOP (c) és az NQOI1 (d) mRNS
szintjét az Anyagok ¢és modszerek részben leirtak szerint vizsgaltuk. A {res virussal
transzdukalt sejtekre kapott értékeket tekintettiik 100%-nak, a vad tipust vt roviditéssel jeloltiik.
A GAPDH szintjét alkalmaztuk referenciaként az adatok normalizalasahoz. Az abra a kapott
adatok atlagat mutatja be szérassal (SD, n=3). *P < 0,05, **P <0,01; ***P <0,001.
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Az oxidativ stressz jelenlétének tovabbi igazolasara kettd protein diszulfid izomeraz, a
PDI ¢és az ERP72 transzkripcidjat is vizsgaltuk AR42J sejteken. Az ERP72 mRNS szint
tekintetében HQ hatdsara 2,1x ndvekedés volt megfigyelhetd, mig a G233E varians
expresszioja ezzel kozel megegyezd valtozast okozott, mig a vad tipust lipaz 1,4x emelkedésért
volt felelos. A lipazt termelé sejtekben a HQ hozzaadasa egyarant 4,5x ndvekedés volt
megfigyelheté az ERP72 mRNS szintjében (32 a. abra). A vad tipusu lipaz kifejezddése nem
jart egyiitt valtozassal a PDI mRNS szintjében, a mutans is csak csekély, 1,3x emelkedést
okozott. A HQ hozzdadasa 1,5-1,9x nodvekedést okozott és a genetikai faktorok nem

befolyésoltak jelentdsen (32 b. abra).

m EER - x
E léi =t E 204 — n
z = o : I &
o 4+ - I
N 3 © 1,54
n —— ]
"11_-’ o ﬁ
o
A © 0,5+
G_ a—
(]
i 0- e
| i 1 1 I
4 5 2
& Lot L & *%C;.g"‘ #e«':;@@""",@”
L - L
& gt g ¥ F s
K, & @ é.;-. ,;-‘ﬁ"‘{z'."_’.'r
LR, &

32. abra. A hidrokinon (HQ) oxidativ ER stresszt kivalté hatasa vad tipusd és mutins
lipazt expresszalo AR42J sejteken. A transzdukciot kdvetden (24 ora) inkubaltuk a sejteket
HQ (0 és 40 uM) jelenlétében (24 6ra). Az ERP72 (a) és a PDI (b) mRNS szintjének valtozasat
az Anyagok és modszerek részben leirtak szerint hataroztuk meg. A {iires virussal transzdukalt
sejtekre kapott értékeket tekintettiik 100%-nak, a vad tipust vt roviditéssel jeloltiik. A GAPDH
szintjét alkalmaztuk referenciaként az adatok normalizélasdhoz. Az abra a kapott adatok atlagat
mutatja be szoérdssal (SD, n=3). **P <0,01; ***P <0,001.
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7. DISZKUSSZIO

A HTLV-2 és HTLV-3 virusok miitkodésének részletei a HTLV-1-hez képest kevéssé
feltartak. A szekvencia és szerkezetbeli hasonlosdgok miatt feltételezhetéen a HTLV-2 és
HTLV-3 protedzok is esszencialis szerepet toltenek be a virusok életciklusaban és hasonld
mukodési sajatsagokkal rendelkeznek. A protedzok 6sszehasonlitod jellemzéséhez a természetes
hasitasi helyeket reprezentald oligopeptideket alkalmaztunk szubsztratként, igy a kapott
eredmények jol dsszevethetdek mas retrovirdlis protedzokra hasonl6 rendszerben megéllapitott
értekekkel. Az enzimeket bakteridlis expresszids rendszerben expresszaltattuk, majd reverz-
fazisu HPLC modszerrel tisztitottuk. Elsdként az enzim aktivitdsdhoz optimalis koriilményeket
hataroztuk meg. A legmagasabb aktivitast 37°C kozelében figyeltik meg, mig a NaCl
koncentracio emelése hasonldan a tobbi retroviralis protedzhoz, novelte az enzimek aktivitasat
(150). A pH optimumok is jo6 Osszhangban vannak mas retroviralis protedzoknal
tapasztaltakkal, a HTLV-3 PR optimuma kissé alacsonyabb (pH 5,6), mint a tobbi HTLV PR-
¢ (pH 6,1). Mig az aszpartil proteazok pH optimuma az erdsen savastol (pepszin) a neutralis
(renin) pH-ig valtozhat, a retroviralis protedzok esetében a pH optimum reflektalhatja a bejutasi
mechanizmust. A receptor-medialt endocit6zis sordn a pH optimum lehet az endoszéma pH-ja
(savas), mig a kozvetlen fuzid esetében sokkal inkabb az intracellularis pH.

A szubsztratspecificitasok Osszehasonlitasahoz a HTLV ¢és mas retrovirus proteazok
hasitohelyeit reprezentdld szubsztratokat alkalmaztunk, emellett egy HTLV-1 CA/NC
hasitohelyen alapuld P4-P1° mddositott szubsztrat sorozatot is monitoroztunk. A HTLV-2 ¢és
HTLV-3 PR csak a HTLV hasitohely szekvencidkat tartalmazo szubsztratokat hasitottdk, mas
retrovirus proteaz hasitohelyen nem mutattak katalitikus aktivitast. Ez a szigorubb specificitas
Osszhangban van az evoluciés kapcsolatukkal, miszerint a HTLV-2 és HTLV-3 hasonlobb
egymashoz, mint a HTLV-1 PR-hoz (162). Kordbban a HTLV-1 PR mellett a szintén
deltaretrovirus BLV, illetve a HIV-1 PR-t is vizsgaltak hasonl6 szubsztratsorozaton. Leginkabb
a HIV-1 PR toleralta a szubsztratok variabilitasat, tobb kiilonbozd szekvencian beliil is képes
volt hasitani, a tobbi vizsgalt PR-hoz képest kevésbé szigorti szubsztratspecificitast mutatott. A
deltaretrovirusokra jellemz6 replikacios stratégia miatt a lentivirusoknal konzervaltabbak, ami
a szubsztratpreferencidban is megmutatkozik, viszont a hasonld ¢letciklus ellenére a
deltaretrovirusok kozott is jelentds kiilonbségek mutatkoznak, leginkabb a BLV tér el a csoport
tobbi tagjatol, hasonldéan a HIV-1 PR-hoz széles spektrumban fogad el szubsztratokat.

A P4-P1’poziciokban moddositott szubsztratok monitorozésa felfedte, hogy a HTLV

proteazok aminosav preferencidja hasonlo, de a HTLV-2 és HTLV-3 protedzok specificitasa
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nagyobb hasonlosdgot mutatott egymashoz. A két szekvencia kozotti nagyobb hasonldsagot
alapul véve a HTLV-1-hez képest, ez megegyezik a vart eredménnyel. A 32 vizsgalt szubsztrat
koziil a HTLV-1 és HTLV-3 PR 17, mig a HTLV-2 PR 11 peptid hasitasara volt képes, ami az
Osszes vizsgalt szubsztrat 53 és 34%-at jelenti. A specificitasbeli kiilonbségek ellenére
eredményeink arra utalnak, hogy a szubsztratk6té helyek mérete hasonldé egyméshoz mind a
harom vizsgalt HTLV PR esetén. A dekapeptidhez hasonlitva kisebb hasitasi hatékonysagot
tapasztaltunk az N-terminalisan roviditett nona- és oktapeptidek esetében, amelyekben a PS5,
vagy a P5-P4 oldallancok hidnyoztak. Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a kiils6 (S5 és S4)
zsebek szintén részt vesznek a szubsztrat megkotésében a HTLV-1, -2 és -3 proteazok esetében.
A HTLV-1 PR esetében korabbi kisérletek bizonyitottdk az S5 zseb szerepét a szubsztrat
felismerésében (144), viszont BLV PR esetében a rdvidebb szubsztratok alkalmazasa nem jart
egylitt csokkent aktivitassal (63).

Az aktiv centrum mellett a proteaz mas régioi is részt vehetnek a szubsztratkotésben. A
HTLV-1 PR esetében korabban leirtak egy ugynevezett szubsztrat-kotd arkot (substrate groove
vagy S-groove), ami lehetOvé teszi az interakcidt az aktiv hely S4-S4° szubsztratk6to zsebeitdl
tavolabb esd helyeken is, igy az enzim képes kolcsonhatast kialakitani a P12-P5 (és P5°-P12”)
szubsztrat aminosav maradékokkal is az enzim felszinén (163). Tovabbi vizsgalatok lehetnek
sziikségesek a hosszabb (pl. P12-P12’) szubsztratok és az enzim felszini kotéhelyei kozotti
kapcsolatok analiziséhez, illetve a szubsztrat-kotd arok részletes karakterizalasara a HTLV
proteazok tekintetében.

A proteazok gatolhatosagat vizsgaltuk a HIV-1 ellenes terapidban is alkalmazott
inhibitorokkal (atazanavir, darunavir, indinavir, ritonavir és saquinavir). A HTLV-1-hez (53,
62, 75) és a BLV-hez (63) hasonléan a HTLV-2 és HTLV-3 PR ellen is csak alacsony gatlasi
hatékonysagot értek el. Mig az indinavir jo alap lehet a HTLV-1 PR elleni inhibitorok
fejlesztése soran, a HTLV-2 és HTLV-3 esetében mért alacsony gatldsi hatékonysag miatt
feltételezhetden mas stratégia sziikséges. A ritonavir sem fejtett ki proteazgatld hatast,a HTLV-
1 fert6z¢s soran megfigyelt NF-kB aktivaciot gatld hatasa (91) miatt mégis potencialis gatloszer
lehet.

A HTLV-1 PR ellen kifejlesztett IB-268 és IB-269 inhibitorok hatékonyabban gatoltak
a HTLV-2 és HTLV-3, mint a HTLV-1 vagy HIV-1 PR-t. Az IB-269 volt a leghatékonyabb
inhibitor a HTLV-2 és HTLV-3 PR ellen. Az elobbinél 12 nM, utdébbinal 14 nM volt a K; értéke,
amelyek hasonldéak a BLV PR-nal megfigyelt értékekhez (63), igy jo alapot nyujthatnak

terapias inhibitorok fejlesztéséhez.
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A HTLV-2 és HTLV-3 inhibitorokkal szembeni tolerancidjat mutaciokon keresztiil
vizsgaltuk. Protedz mutdnsok szintén késziiltek HIV-1-szeri oldallancokkal az aktiv
centrumban a 37., 57., 59. és 67. poziciokban, amelyek megfelelnek a HIV-1 PR 30., 48., 50.
¢s 58. pozicidinak. Minthogy ezek a ligandkotd hely részei, hajlamosak a mutéaciokra. A
mutaciok hatdsat az enzimek autoproteolitikus aktivitasara MBP-fuzionalt fehérjék
segitségével vizsgaltuk, mely fehérjék az MBP és a protedz kozott a protedz természetes
hasitohelyét reprezentald 6sszekotd szakaszt tartalmaztak, melyet az enzim hasitani képes. A
fuzidés cimke jelenléte eldsegitette a vad tipusu protedz megfeleld feltekeredését ¢&s
autoprocesszalodasat. A korabbi kisérleteinkben eltérd expresszids stratégiat alkalmaztunk,
ezért nem volt célunk az MBP-fuzionalt enzimekkel kinetikai vizsgélatok elvégzése, valamint
a fuzids cimke eltdvolitdsa miatt sem volt lehetséges a kozvetlen §sszehasonlitas a vad tipust
proteazokkal. Az MBP-HTLV-1 PR esetében az M37D, M37N ¢és F67Q pontmutaciok
megakadalyoztak az autoprocesszalddast (62), mig az MBP-HTLV-3 PR az 137N mutacio
esetében képes volt kihasitani magat. A kapott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
a lebenyt alkot6 oldallancok (legalabbis az M37) a HTLV PR-okban kiilonb6z6 modon vesznek
részt a fehérje feltekerddésben és a stabilizacioban. A strukturélis kiilonbségek hatterének
felderités€éhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A retrovirusok két alapvetden kiillonbozé moddon képesek replikalodni. A replikacid
torténhet ugy, hogy exogén virionok képzddnek és ezek fertézik meg a sejtet, mint a HIV-1
esetében, de integralt DNS formajaban is, amikor a sejteket osztddasra késztetik/kényszeritik,
minta HTLV-1 esetében. Az elébbi stratégia magaban hordozza a mutaciok felhalmozodasanak
kialakulasaért a gyogyszerek ellen.

Korabbi tanulméanyok szerint a HTLV-1 PR érzékenyebb a szubsztratktd helyet érintd
mutaciokra, mint a HIV-1 PR (62). A HTLV-2 és HTLV-3 PR szekvenciaja hasonlo mértékben
kiilonb6z6 a HTLV-1-t6l, mint a HIV-1 és HIV-2 PR-oktél. A HTLV virusok hasonld
replikéacios stratégidja (foleg DNS forméban) sokkal merevebb szubsztratspecificitast okoz és
kisebb toleranciat a mutaciokkal szemben, mig a HIV-1 egy sokkal gyorsabb evolicion esett at
¢s toleransabba valtak a mutaciokkal szemben a nagy szelekcidés nyomas alatt.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az eredményeink fontos informacidkkal
szolgalnak a HTLV-2 és HTLV-3 biokémiai karakterisztikdjardl, segitséget nyujthatnak
specifikus inhibitorok fejlesztéséhez és hatékony HTLV elleni kezelésekhez, ami jelenleg is

kihivas.
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A dohényzas a kronikus pankreatitisz egyik leggyakoribb kivaltd oka, ettdl fliggetlentil
genetikai rizikofaktorok is kapcsolatba hozhatdak a betegséggel. Kisérleteink soran arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az emlitett rizikofaktorok kozott van-e dsszefliggés, szinergia.
Ennek megvalaszolasara egy human és egy patkany sejtvonalat alkalmaztunk. A homeosztazis
egyensulyat ER stressz utvonalra vagy az apoptozisra jellemzd markerek jelenlétével és
mennyiségi valtozasainak detektaldsaval vizsgaltuk, emellett a sejtek ¢életképességérdl is
gyljtottiink informaciokat.

A dohanyzéas mimikaladsara a cigarettafiist leginkabb citotoxikus alkotéelemeit (107), az
akroleint, a krotonaldehidet és a hidrokinont alkalmaztuk. T6bb tanulmany igazolja, hogy a
cigarettafiist kivonatok toxikusak és tobb humén sejtvonal esetében ER stresszt indukald hatast
gyakoroltak (164-165), emellett a pro-apoptotikus CHOP szintet is megemelhetik, igy
sejthalalhoz vezetve (103). A kivonatokat ROS felhalmozddassal is kapcsolatba hoztak (166),
amihez a HQ jelent6sen hozzajarulhat, esetében bizonyitottdk, hogy az antioxidans rendszer
kapacitasat csokkenti és aktivalja az apoptotikus kaszpdzokat a hasnyalmirigyben (167). A
dohédnyzas hasnyalmirigy exokrin elégtelenséget okozhat a KP soran (168). A nikotin, vagy
szarmazeéka a nitr6zamin-keton a leginkabb tanulmanyozott cigarettafiist komponensek kozé
tartoznak ¢és felfedezték szerepliket a pankreasz altal termelt szekretorikus fehérjék
intracellularis retencidjaban és korai aktivalodasaban (169).

Elséként az akrolein, krotonaldehid és hidrokinon, HEK293AD sejtek életképességére
gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Az alkalmazott koncentraciok meghatarozasa irodalmi adatokon
alapult, amelyek csak korlatozott mértékben elérhetdek. Az 1 db cigaretta elszivasa utan tiidobe
kertilt krotonaldehid becsiilt koncentracioja 20 pM, mig az akrolein esetében 80 uM (170). Egy
masik irodalmi forrds szerint a hidrokinon mennyisége 1 db cigaretta fiistjében (tipustol
fliggden) atlagosan 50-129 pg, az akrolein 75-181 pg, mig a krotonaldehid 26-58 pg
mennyiségben van jelen. (171). Az egyetlen cigarettafiistb6l tiidobe juté hidrokinon
koncentraciorol nincs elérhetd irodalmi adat, a plazma koncentracié viszont a 60-70 uM
koncentraciot is elérheti ragcsaloknal (172). Mindhdrom 4gens csokkentette a sejtek
metabolikus aktivitasat, dozistol fliggd mértékben. A legerdsebb negativ hatast a krotonaldehid
¢s a hidrokinon valtotta ki. Nagyobb stabilitdsa miatt a HQ-t véalasztottuk a tovabbi
megfigyelésekhez. A HQ csokkentette az AR42 patkany acinus sejtek életképességét is, viszont
a HEK sejtekhez képest alacsonyabb érzékenységet tapasztaltunk. Ezt kovetden parhuzamosan
végeztiink kisérleteket a két sejtvonallal. Feltételeztiik, hogy az életképesség csokkenését az
ER stressz okozza, igy legrészletesebben ennek markereit vizsgaltuk. HQ jelenlétében

mindkettd sejtvonalnal emelkedett az UPR utvonalban érintett érett XBP-1 mRNS aranya,
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valamint a BiP mRNS szintje. Az oxidativ stressz marker NQO1 mRNS szintje is jelentdsen
emelkedett, az AR42J sejtvonalon tovabbi oxidativ stressz jelenlétében indukalodo géneket is
vizsgaltunk, a PDI és az ERP72 diszulfid izomerdzokat. Mindkettd esetében magasabb
transzkripcids szintet figyeltiink meg HQ kezelés hatasara. A pro-apoptotikus CHOP mRNS
esetében is hasonlo trend mutatkozott. Vizsgaltuk a sejthaldl érintettségét is. Mindkettd
sejtvonalnal megfigyeltik az annexin V és a propidium-jodid pozitiv sejtek szdmanak
emelkedését, ami az apoptozis jelenlétére utal. A hatds kialakuldsdhoz az ER stressz
markereknél alkalmazottnal magasabb HQ koncentracio volt sziikséges. A HQ csokkentette a
nem tapasztaltunk kiilonbséget.

A szekretal6do, pankreasz altal expresszalt enzimek nem megfeleleld feltekerddése ER
stresszhez vezethet, ami KP-ben folytatodhat. A feltekerddési defektust elsésorban
pontmutédciok okozzak és leginkabb a PRSS1 génje érintett, de mas fehérjéket is kapcsolatba
hoztak a megbetegedéssel. Feltételezhetd, hogy a kialakulds esélyét az aberrans fehérje nagy
mennyisége, felhalmozddasa noveli, igy magas expresszios ratdja miatt a PRSS1 mellett a
CPA1 a masik legjellemzdbb rizikofaktor (173). A lipidbontast végzé CEL ¢és PNLIP az
elébbiekhez képest kisebb mennyiségben termelddik (173-174).

A CTRC szintén viszonylag alacsony expresszios rataval rendelkezik, egyik f6
funkcidja az aktiv PRSS1 mennyiségének szabalyozéasa, egyes mutaciok hatdsara nem tudja ezt
a szerepet betolteni, ami a tripszinogén korai, még a sejtben torténd aktivalodasat okozhatja
(113) ¢és betegséghez vezethet (175). A CI80T mutdns gyakran asszocialodik KP-szel,
megfigyelték, hogy a dohanyzoknal gyakrabban okoz megbetegedést, mint a nem
dohdnyzoknal (176).
ami nem jart egyiitt az intracellularis szint valtozasaval. A variansok egészséges ¢&s
pankreatitiszben szenvedd betegekben is megtaldlhatoak (141). Funkciondlis vizsgalatok
kimutattak, hogy a szekrécids defektust a fehérjék nem megfeleld feltekerddése okozza,
amelyek intracellularisan is felhalmozddnak (143), emellett az UPR markerek (érett XBP-1
mRNS, BiP mRNS) mennyiségének ndvekedése is kimutathaté volt.

A karboxil-észter lipaz heterozigbta CEL-MODY és CEL-HYB1 varidnsai nem minden
esetben asszocidlodnak megbetegedésekkel, viszont a PNLIP-hez hasonloan szintén az ER
stressz markerek szintjének emelkedése volt megfigyelhetd in vitro kisérletekben (90, 177).
Egy CEL-HYB1 mutanst hordozo pankreatitiszben szenvedd betegnél a dohéanyzas
abbahagyésa a tlinetek megsziinésével jart egyiitt (178). Masok bizonyitottak, hogy az etanol
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¢s a fiist egyiitt jelentdsebb ER stressz valaszt képes indukélni patkdny acinus sejteken, ezzel
apoptozishoz vezetve (103). Hasonld 0sszead6do hatast figyeltek meg a huméan N256K CPA1
varianst hordozé egerek alkoholos etetése soran. A kontroll, alkoholt nem fogyasztd egerekhez
képest magasabb volt az UPR markerek szintje (179).

A PNLIP mutaciok hatasanak modellezésére a G233E varians alkalmaztuk és vizsgaltuk
az ER stressz markerek jelenlétét a HQ jelenlétében vagy hidnyaban. A mutdns dnmagéban is
jelentds hatést valtott ki. Az ¢életképesség csokkenése mellett az UPR markerek szintje nétt,
beleértve a pro-apoptotikus CHOP transzkripciojanak fokozodasat is. Kisérleteink soran tehat
igazoltuk, hogy a fiist egyik f6 komponense, a HQ ¢és az aberrans, G233E mutaciot tartalmazo
PNLIP fehérje kozott kumulativ kapcesolat van, egyiittes jelenlétiik erdsebb stresszvalaszt
eredményez.

Az éltalunk kapott eredmények alapjan a szinergia egyértelmiien nem megerdsitheto,
viszont bizonyitjak azt a feltételezést, hogy a kronikus pankreatitisz rizikdfaktorai kozott
kumulativ kapcsolat lehet. Egyes PRSS1 aberrans fehérje mutaciok onmagukban is képesek
betegséget kivaltani, ezt a fehérje nagy expresszios ratdja magyarazhatja. A kisebb mértékben
termeldd6 CTRC és CEL esetében a mutaciok nem feltétleniil elegenddek a tlinetek
kivaltasdhoz, viszont dohanyzas jelenlétében a rizikd egyértelmiien n6. A PNLIP esetében is
igazolddni latszik, hogy bar a mutaciok egészséges egyénekben is megtalalhatdak (141) és ER
stressz valaszt is kivaltanak (143), a pankreatitisz kialakuldsdhoz mas tényezok is sziikségesek

lehetnek (93).

68



8. OSSZEFOGLALAS

A doktori disszertacibban bemutatott munkam kettd, human megbetegedésekben
érintett fehérje vizsgalatat dolgozza fel és betekintést nyjt a HTLV retroviralis proteazok
miikodésének biokémiai hatterébe, tovabba a dohanyzas €s a nem megfelelden feltekeredo,
normal esetben szekretdlodd pankredsz enzimek kapcsolataba.

Munkank sordan a HTLV-2 és -3 PR expresszidjanak ¢€s tisztitasdnak optimalizalésat,
valamint biokémiai sajatsagaik vizsgalatat végeztiik el. Megallapitottuk, hogy a HTLV-2 és -3
PR-ok enzimatikus sajatsdgai nagymértékben hasonloak ¢és a HTLV-1 PR-ndl sziikebb
szubsztrat-specificitassal rendelkeznek. A HTLV-1-hez hasonléan a HTLV-2 ¢és -3 PR-ok P4
¢s P3 aminosavak iranti toleranciaja nagyobb, mig az S2-S1° zsebek szigoribb aminosav-
preferenciaval rendelkeznek. Az altalunk vizsgalt HIV-1 PR inhibitorok nem voltak képesek a
HTLV-2 ¢és -3 PR hatékony gétldsara, viszont az IB-268 és 1B-269 kisérleti HTLV-1 PR
inhibitorok jelentdsen hatékonyabbnak bizonyultak. A mutans HTLV-2 ¢és -3 PR-okkal végzett
autoprocesszalas-vizsgalatok alatdmasztottdk, hogy eltéré replikacios stratégiajuk miatt a
HTLV PR-ok a HIV-1 PR-hoz képest érzékenyebbek az aktiv helyet érintdé mutaciokra.
Eredményeink jo alapot biztosithatnak a HTLV proteazok tovabbi kutatdsdhoz, segitséget
nyujthatnak inhibitorok fejlesztéséhez és potencialis rezisztencia mutaciok feltérképezéséhez.

A kronikus pankreatitisz kockdzati tényezdivel kapcsolatos kutatasaink soran a
dohanyzas hatdsdnak modellezésére a HQ-t hasznaltuk, a nem megfeleléen feltekeredd

fehérjéket a G233E PNLIP mutanssal reprezentaltuk. A hozzdadasuk utan azt tapasztaltuk,

cre

crer

valtozassal jart egylitt. Vizsgalatainkat az ER-ra gyakorolt hatas megfigyelésével folytattuk,
ahol tobb, ER stressz marker transzkripciojat is vizsgaltuk. Az ¢életképesség vizsgalatokkal
ellentétben a vizsgalt markerek expresszidjanak emelkedését tapasztaltuk, tovabba egy pro-
apoptotikus marker (CHOP) mRNS szintjének véltozasa is kovette ezt a trendet. Igy
Osszefoglalva elmondhato, hogy kisérleteink sordan a HQ ¢és a G233E mutans PNLIP fehérje
kumulativ hatasat tapasztaltuk, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy habar a nem megfeleléen
felteker6dé PNLIP mutansok nem minden esetben hozhatéak egyértelmiien Gsszefiiggésbe
pankredsz gyulladdsos megbetegedésével, a dohanyzas ennek kockézatat jelentdsen képes

emelni, vagy a PNLIP muticiokkal egyiitt sulyosabb tiinetegyiittest okozni.
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8. SUMMARY

The work presented in this PhD thesis describes our studies on two proteins that are
correlated to the development of pathogenic phenotypes. Our work provides insights into the
biochemical background of HTLV retroviral proteases’ function and the relationship between
smoking and the normally secreted but misfolded pancreatic lipases.

In this work we optimized protocols for the expression and purification of HTLV-2 and
-3 PRs, the purified enzymes were used to investigate their biochemical properties. We found
that the enzymatic properties of HTLV-2 and -3 PRs are highly similar and have a narrower
substrate specificity than HTLV-1 PR. Similar to the HTLV-1 PR, the HTLV-2 and -3 PRs also
have a higher tolerance to different P4 and P3 residues, while the S2-S1' binding pockets have
a more strict amino acid preference. The HIV-1 PR inhibitors we tested were not able to inhibit
HTLV-2 and -3 PRs efficiently, whereas the experimental HTLV-1 PR inhibitor IB-268 and
IB-269 showed significantly higher efficacy. The studies on the autoprocessing ability of
mutant HTLV-2 and -3 PRs confirmed that the HTLV PRs are more sensitive to the mutations
of the active site as compared to HIV-1 PR, due to their different replication strategies. The
data obtained from our studies may aid future characterization of HTLV proteases, including
the development of inhibitors and mapping potential resistance mutations.

In our studies on the risk factors of chronic pancreatitis we used HQ to model the effects
of smoking, while the misfolded proteins were represented by the G233E PNLIP mutant. We
found that both HQ and the mutant PNLIP caused reduction of cell viability individually, higher
concentrations of HQ induced programmed cell death and inhibited the secretion of the wild-
type PNLIP, as well. The HQ and the mutant PNLIP together caused even more significant
changes. We studied these effects on ER, as well, and investigated the transcription of several
ER stress markers. In contrast to the observed changes of cell viability, this assay showed
elevated expression of the studied markers and revealed increased mRNA level of a pro-
apoptotic marker (CHOP). In conclusion, our experiments showed cumulative effect between
HQ and a G233E mutant PNLIP protein, indicating that despite the improper folding of PNLIP
mutants they are not always clearly associated with pancreatic inflammatory disease, and
smoking can significantly increase the risk of this disease, or together with PNLIP mutations

may causc¢ more Severe Syl’l’lptOl’l’lS.
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