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S1,S2,S3,54,S5  az enzim szubsztratk6té helyei (Schechter és Berger [1967] alapjan)

SASPaz bér-specifikus aszpartil proteaz, skin-specific aspartic protease
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1. BEVEZETES

Az 1990-ben indult Human Genom Projekt eredménye ravilagitott a mobilis genetikali
sorozatin ment keresztiil, melyek tobbsége RNS intermedier utjan integralodott. Osszefoglald
néven ezeket az elemeket retroelemeknek nevezziik. Bar az integralodott szekvencidk egy része
nem-kodold DNS szakasz, vannak mégis olyan retrotranszpozon-, illetve retrovirus-eredetti kodold
szekvencidk, melyekrdl transzlalodd fehérjék kulcsszerepet jatszhatnak akar prenatalisan, az
embrionalis fejlodés soran, akar a sziiletést kovetden is. Ennek kovetkeztében a csiravonalba
integralodott szekvencidk a mai napig érdekes kutatasi teriiletét jelentik nem csak a molekularis

biologianak, hanem az orvostudomanynak is.

A peglO (paternally expressed gene 10) egy retrotranszpozon eredetli gén, mely a
szekvencia-analizisek alapjan 125 milli6 éve integralodott a ma ¢él6 elevensziild emldsok
csiravonalaba. Bar az evolucio soran elvesztette hossza ismétl6dé terminalis szekvenciait (long
terminal repeat, LTR), ezzel egyiitt a transzpoziciéra valdo képességét, mégis a Ty3/Gypsy
retrotranszpozon eredetére utalnak az er6sen konzervalt régioi, valamint a specifikus, a human
génallomanyban rendkiviil ritka, -1 iranyd riboszomalis kereteltolodas révén végbemend
transzlacios mechanizmus megléte is. A pegl0 1étezését 2001-ben harom, egymastol fiiggetlen
munkacsoport is leirta. Az ezt kdvetd években megjelent vizsgalati eredmények bizonyitottak,
hogy a pegl10 expresszidja esszencialis az embrionalis fejlédés korai szakaszaban, egereken végzett
vizsgalatok alapjan hidnya letalis, mig a fehérje posztnatalis expresszios zavara szamos sulyos
betegséggel mutat 6sszefliggést. Bar tobb jelentds publikécio is megjelent szerepével kapcsolatban,
a tanulmanyok egy része azonban csupan PEG10 megjel6léssel azonositja a fehérjét, igy nem
kapunk minden esetben informaciét az elsé olvasasi keretrdl atirddo (RF1pecio) és/vagy a teljes
hosszasagu olvasasi keretrl szintetizalodo poliprotein (RF1/RF2peci0) aranyardl a vizsgalt
mintdkban. Kivancsisdgunkat tovabb erdsitette, hogy az utobbi években megjelent tanulméanyok is
pusztan emlités szintjén tesznek utalast a kereteltolodas révén keletkezett RF1/RF2pegi1o0 fehérjében
talalhat6 aszpartil protedz meglétére, mely enzimnek a teljes PEG10 fehérje ,,életében” betdltott
szerepe jelenleg még tisztazatlan. Erdekl8désiink éppen ezért a keveset tanulmanyozott peg10 altal

kodolt aszpartil proteazra iranyult.



Tovabbi példa a domesztikalddott, majd a gazdaszervezetben kulcsszerepet betoltd
enzimfehérjét kodolo génre a retrovirus-szerii aszpartil proteaz 1 (asprvl). Retroviralis eredetére a
viralis proteazokkal valo nagyfoku szekvencia hasonldsag mellett az enzim autoaktivaciora valo
képessége és homodimer formaban valdo mitkkddése is utal. Funkciojat tekintve fontos szerepet
jatszik az epidermisz profillagrin-fillagrin atalakulasaban, ezért mas néven bor specifikus aszpartil
proteaznak is nevezik (Skin-specific aspartic protease, SASPaz). Bar az ASPRV1 fehérjérdl szolo
tanulmanyok tulnyomoé tobbsége az epidermiszben betoltott szerepét vizsgalja, egy 2017-ben
megjelent publikacié uj iranyt jelolt ki a fehérje kutatasanak. Hawkins és munkatarsai human és
egér [CAM1" neutrofil granulocitakban kimutattdk az ASPRV 1 fehérje expresszidjat. A tanulmany
tovabba ramutatott mRNS szinten torténé mennyiségi kiilonbségeire kontroll, enyhébb vagy
sulyosabb tiineteket mutatd szklerdzis multiplex betegek mintdi kozott. Mindezen eredmények
ravilagitanak, hogy bar sok mindent tudunk a fehérjérdl, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
teljesebb kép eléréséhez. Kisérleteinkkel tehat az enzim miikodésének pontosabb megismerése volt
a cél. Megvizsgalni az enzimfehérje mikddésének optimalis koriilményeit, szubsztratkdto zsebek
aminosav-preferenciajat, kiilonb6z6, akar klinikumban is alkalmazott proteaz inhibitorok
enzimmikodésre gyakorolt gatlasi hatékonysagat, mely ismeretek a jovoben terdpias szempontbol

is fontosak lehetnek.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Aszpartil proteazok

Az aszpartil proteazok a négy legjelent6sebb proteolitikus enzimcsoport egyikét alkotjak,
mig tobbi tagjat a szerin-, cisztein- és metalloproteazok jelentik. Az IUBMB (International Union
of Biochemistry and Molecular Biology) nemzetkézileg alkalmazott besorolasi rendszere alapjan,
mely az enzimeket a katalizalt reakcid szerint osztdlyozza, EC 3.4.23. katalégusszammal
regisztralta az aszpartil proteazokat. Az EC rovidités az Enzyme Comission kifejezésbdl ered, mig
a szamozds alapjan a hidrolazok (EC 3.), ezen beliil is a peptidkotés hasitasat végzo
peptidazok/proteazok (EC 3.4.) csoportjaba tartoznak, melyben az endopeptidazok/proteinazok
katalitikus aszpartatja nélkiilozhetetlen a szubsztrat hidrolizise soran (EC 3.4.23.). A MEROPS
adatbazis alapjan tovabb bonthatjuk az aszpartil proteazok csaladjat, melyek koziil megemlithetjiik
az eukariotdkban kodolt cellularis/pepszin-szerii aszpartil proteazokat (Al), egy igen fontos
csoportot képviselnek a viralis proteazok/retropepszinek is (A2), mely csoport jol ismert és a mai
napig intenziven kutatott példaja az 1-es tipusi human immundeficiencia virus (HIV-1) proteaza
(PR) (Rowlings és Barrett, 1995), de akar kiemelhetjilk az eukaridta genomban megtalalhato,
retrovirus-szerli aszpartil proteazokat is (DNS karosodads altal indukalédé protein 1, Ddil

[A28.003]; retrovirus-szerii aszpartil proteaz 1, ASPRV1 [A28.004]).

Az emlitett csoportok katalitikus aktivitasahoz két aszpartat egytittmiikodésére van sziikség
az enzim aktiv centrumaban. Azonban mig az eukariota enzimek esetében eléfordul, hogy egy
fehérjelanc megfelelé harmadlagos szerkezetének kialakulasa révén keriilnek kdlcsonhatasba a
katalitikus aminosavak, mint példaul a pepszin esetében az Asp32 és az Asp215 (Fujinaga és
mtsai, 1995), vagy poszt-transzlacios modositas révén a proformabol felszabaduld fehérjelancok
belsé diszulfid hidak és hidrofob kélcsonhatasok altal alkotott stabil szerkezete segiti a megfeleld
konformacio kialakulasat — erre példa a katepszin D konnyt és nehéz lanca (Kobayashi és mtsai,
1992) - addig a viralis eredetii proteazok két monomer fehérjelanca homodimert alkotva alakitja ki

a katalizis helyét biztosito aktiv centrumot (1. abra)(Dunn és mtsai, 2002).

Ko6z0s jellemzéje a cellularis és viralis enzimeknek, hogy relative alacsony pH optimummal
birnak. Példaként emlithetjiik a gyomornedvben azonositott pepszin (pH 2) (Foltmann, 1988) vagy

a lizoszomalis katepszin D (pH 3,5) (Barrett, 1970) optimum értékeit, valamint az egér leukémia
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virus (MLV) (pH 5,0) (Fehér és mtsai, 2006), illetve a human patogén virusok koziil a HIV-1 (pH
4-6) (Boross és mtsai, 1999) enyhén savas pH értéken mért aktivitasi maximumat is. Azonban
talalunk példat arra is az embert fert6z6 virusok kozott, melyek aszpartil proteazainak miikodési
optimuma kozel semleges pH értéket mutat, ilyen pl. a human foamy virus (HFV) (pH 6,6-6,8)
(Fenydfalvi és mtsai, 1999).

PEPSZIN
Asp33
T i s—s H
koénnyli és nehéz lanc o
Asp25

!

1. abra. Aszpartil proteazokban a katalitikus Asp aminosavak helyzete. Pepszin és katepszin D esetében
jeloltiik a fehérjeszerkezeteket stabilizald diszulfid hidakat (S-S) és a katepszin D esetében a konnyl és
nehéz lancot 6sszekdtd hidrofob kolesonhatast (o). A szamozas a pepszin esetében Foltmann (Foltmann,
1988), a katepszin D esetében Baldwin (Baldwin és mtsai, 1993), mig a HIV-1 proteaz esetében Louis
(Louis és mtsai, 2000) munkai alapjan van feltiintetve.

A legtobb aszpartil protedz proformaban szintetizalodik, ahogy egyéb mas extracellularis
proteaz is. A prekurzorok, vagy zimogén formak tobb Iépéses érési folyamaton mennek keresztiil,
mely az aktiv forma kialakulasat eredményezi, ami a katepszin D esetében is egy jol
tanulmanyozott folyamat (2. abra). A katepszin D szintézise a durva felszinli endoplazmatikus
retikulumban (RER) torténik preproenzim formajaban. A szintetizalddott fehérje szamos, de nem
autoproteolitikus hasitdson megy keresztiil, mig a szintetizalodott formatdl eljut az érett fehérjéig.
Transzlacioval egyidejii (kotranszlaciés) modositds révén lehasitodik a szignal szekvencia,
melynek kdszonhetden 1étrejon a kozel 52 kDa molekulaméreti prokatepszin D. Ezt kdvetden a

fehérje tovabbi cellularis enzimek 4ltali proteolizisen megy keresztiil, mely eredményeként 48-52
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kDa kozotti molekulatomegii koztes termékek keletkeznek. Végiil a 48 kDa-os fehérjét két cisztein
protedz, a katepszin-L és katepszin-B tovabbi két termékre bontja. Létrejon a kisebb
molekulatomegli konnytilanc (14 kDa), illetve a 34 kDa molekulatomegli nehézlanc, melyrdl
tovabbi aminosavak hasitodnak le, N-terminalisan (7 aa) és C-termindlisan (2 aa) egyarant
(Laurent-Matha, 2006). A kialakult fehérjelancok konformaciojat 4 diszulfid hid (Cys27-Cys96,
Cys46-Cys53, Cys222-Cys226 és Cys265-Cys-302) és hidrofob kdlcsonhatas stabilizalja, mely
szerkezetben a két katalitikus aszpartat funkcioképes kozelségbe keriil egymassal (Baldwin és

mtsai, 1993; Minarowska és mtsai, 2008).

DA/ human preprokatepszin-D
1

; szignalpeptid lehasadasa

52 kDa molekulatémegti prokatepszin-D

1
| Cisztein és egyéb, nem azonositott protedzok altali hidrolizis

48-52 kDa molekulatomegtiintermedier

48 kDa molekulatomegtiintermedier

katepszin-L és katepszin-B altali hidrolizis

! nehéz lanc (34 kDa) A
1 1

! Amino- és karboxilpeptidazok !
A\{ DT +
altali hidrolizis

?T -‘i ss s s
kénnyi lanc (14 kDa) . nehéz lanc (34 kDa)
L

2. abra. A human katepszin D érésének sematikus abrazolasa. Az abran jeloltiik a fehérjeszerkezetet
stabilizalé diszulfid hidakat (S-S), valamint a konnyt és nehéz lancot 6sszekot6 hidrofob kdlcsonhatast (e).
Az abra Laurent-Matha és munkatarsai kdzleménye alapjan késziilt (Laurent-Matha és mtsai, 2006).

————— e —————

A HIV-1 esetében a virus sajat aszpartil protedza végzi a fehérjeérés proteolitikus 1épéseit.
Példként emlithetjiik a virus 55 kDa méreti Gag poliprotein;jét, amely a gag (csoportspecifikus
antigén) génszakaszrol a gazdasejt citoszoljaban transzlalodik, majd a virus érése soran 3 f0
szerkezeti fehérjére hasitodik. A matrixra (MA), mint membran-koté doménre, a kapszid (CA) és

a nukleokapszid (NC) doménekre, ezeken feliil pedig még talalhat6 egy rovid p6 domén, valamint
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két rovid 6sszekotd szakasz is (short linear peptide, SP) (Freed, 2015). In vitro vizsgalatok alapjan
Ot f0 hasitohelyet azonositottak a Gag fehérjében, melyek hasitdsi sorrendje és a hasitds
frekvenciaja eltért egymastol (3. abra). Kezd6 1épésként a NC-SP1-p6 domén elvalasztasa torténik
a Gag fehérje N-terminalis részétdl, majd a MA lehasitodik a CA-SP2 fehérjeszakaszrol, ezzel
egyidejileg a p6 domén elvalasa is megtorténik a NC-SP1-t6l. Végezetiil az SP1 és SP2 rovid
Osszekotd szakaszok is levalnak a NC és CA fehérjékrol (Pettit és mtsai, 1994). A hasitohelyek
mutacios vizsgalataival bebizonyitottak, hogy a virus ,.életképessége” szempontjabol nemcsak a
hasitas sorrendje fontos, hanem a teljes folyamat lejatszodasa is (Coren és mtsai, 2007; Lee és
mtsai, 2009).

ATIM{ MQRG
SQNYJ{ PIVQ PGNFJ{ LQSR
o T EECE D
ARVLJ AEAM QANF LGKI

Semleges pH értéken a hasitas sorrendje: SP2yNC (1x) > SP14p6 (9x) = MAYCA (14x) > CAYSP2 (400x)

3. abra. A HIV-1 Gag processzalas 1épései és intermedierjei. Az abran feltiintetett aminosav szekvenciak
kozé illesztett fekete nyilak jelzik a Gag fehérje Ot hasitasi helyét. A processzalas harom f6 fazisat I-111.
szamozas jeloli. A hasitasi helyek szekvenciai alatt in vitro kisérleti rendszerben, semleges pH-n
meghatarozott reakciosebességek viszonyat latjuk az elsd hasitasi hely (SP2|NC) reakciosebességéhez
viszonyitva (Pettit és mtsai, 1994).

Az aszpartil protedzok altali hidrolizis mechanizmusanak &ltalanosan elfogadott sémaéjat
elészor Suguna és munkatarsai irtak le 1987-ben (4. abra) (Suguna és mtsai, 1987). Elméletiik

szerint a két katalitikus Asp koziil csak az egyik talalhatod protonalt formaban (proton donor), mig
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a masik deprotonalt forma (proton akceptor) az aszpartatok kozott elhelyezkedd nukleofil
vizmolekulat aktivalva megtadmadja a szubsztrat peptidkotésben talalhatd karbonil csoportjanak
szénatomjat. Mindekozben a karbonilcsoport oxigénje protonalddik az aktiv hely masik aszpartatja
révén, létrehozva egy tetraéderes atmeneti allapotot. A szubsztrat amid csoportjanak protonélasa
¢s atrendezddése a tetraéderes allapot felbomldsat eredményezi, majd a szubsztrat a folyamat végén

két termékre hasad (Brik és Wong, 2002).

szubsztrat tetraéderes atmeneti allapot
P1’

P1 r H P1’ | j
|~\,,)\T(~\|/| SO ‘\(

H R2
O\ R2 /’ , H
-H 7
o] br—
aH

Asp Asp

termékek ,

P1 g P1’ P1 r1 H P1

I\N)YOH HzN\|/I I\N Y N\I/I
H % ‘o

H 0 R2 \?2

~H H\\

O

o)
Asp o OA Asp’

Asp

4. abra. Peptid hasitas altalinos sémaja aszpartil proteazok esetében. Az abran a vizmolekulak atomjai
kék szinnel, mig a katalitikus aszpartatok és a reakcidban résztvevé funkcios csoportok zold szinnel jeloltek.
A hasitas altalanos sémajat bemutat6 abra Brik és Wong abraja alapjan késziilt (Brik és Wong, 2002).
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A retroviralis proteazok esetében az aktiv hely katalitikus aminosavai (D-S/T-G)
hidrogénkotések haldzatan keresztiil kapcsolddnak egymashoz, melyet mas néven tiizoltofogasnak
(fireman’s grip) nevezhetiink. A HIV-1 tripletet alkoté aminosavak (D-T-G) katalizisben betoltott
szerepét kisérletes vizsgalatokkal is igazoltdk. A motivum Asp25 és Asp25’ aminosavai kozvetlen
kapcsolatba keriilnek a szubsztrattal/inhibitorral, igy modositasa az enzimfehérje inaktivaciojahoz
vezetett. A Thr 26 és Thr26’ kozott kialakulo erds hidrogénkotés az enzimdimer stabilitasaban, igy
a tizoltofogas kialakitasaban jatszik fontos szerepet. Ugyanis mig a Thr26 és Thr26’ Ala-ra torténd
szubsztiticidja a katalitikus aktivitas megsziinéséhez vezetett a kapcsolat kialakitasdhoz sziikséges
—OH csoportok hidnya miatt, addig a kovalensen kapcsolt Ala-mutans monomerek képesek voltak
a szubsztrat hidrolizisre (Strisovsky és mtsai, 2000). A triad harmadik tagjat képviseld Gly27 és
Gly27’ a szubsztrat befogadaban és stabilizasaban vesz rész, segitve ezzel a katalitikus Asp-ok

szubsztrat tamadasat (Manger, 2001).

A szubsztratkotd zsebek és a zsebekbe illeszkedd szubsztrat aminosavrészek egységes
elnevezését 1967-ben vezette be Schechter és Berger (Schechter és Berger, 1967). A hasitasi
helyt6l N-terminalis iranyba haladva P1, P2, stb., mig C-terminalis iranyban P1°, P2’, stb.
elnevezéseket alkalmazzuk. Az enzim szubsztratkotd alhelyeinek megnevezése az elézdek

analogjaként S1, S2, sth., illetve S1°, S2°, sth. (5. abra).

P2 P1 4 PU P2

S2 S1 s1”  s2

5. abra. Szubsztrat aminosavrészeinek és a szubsztratkoté alhelyeknek a jelolése. Az abran szaggatott
kék vonallal jeldljiik a hasitas helyét. Az N-terminalis és a C-termindlis iranyaba haladva talalhato
aminosavrészeket novekvo szamozasat jeloltik az abran. Az abra Schechter és Berger illusztracioja alapjan
késziilt (Schechter és Berger, 1967).
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Az aszpartil proteazok altalanos inhibitoraként az irodalom a pepsztatint emliti. Umezawa
¢s munkatarsai 1970-ben Actinomyces baktériumbdl izolaltak a pepsztatin molekulat, mely so-
szarmazékaival egyiitt alkalmas pepszin inhibitornak bizonyult (Umezawa és mtsai, 1970).
Szerkezetét tekintve a pepsztatin A egy pentapeptid (izovaleril-Val-Val-Sta-Ala-Sta-OH), mely két
sztatin aminosavat tartalmaz. Gatlo hatasat a kozponti helyen talalhato sztatin hidroxil csoportja
(6. abra) és az enzim katalitikus Asp-jai kozotti direkt kdlcsonhatassal fejti ki, igy mimikalva a
tetraéderes atmeneti allapot létrejottét, kizarva ezzel a vizmolekuldval vald kolcsonhatast

(Fitzgerald és mtsai, 1990; Fujinaga és Chernaia 1995).

AR L R 0 S
o} OH O * OH O

6. abra. A pepsztatin A szerkezeti képlete. A kozponti helyzetben 1évo sztatin piros szinnel lathato
kiemelve. Kép forrasa: Cambridge MedChem Consulting.

Reverzibilis, peptid-mimetikus inhibitorként a pepsztatin tobb mas cellularis aszpartil
proteazt is gatol, példaként megemlithetjiik a katepszin D (Knight és Barrett, 1975) és a renin
enzimfehérjéket is (Pourmutabbed és mtsai, 1982). Katoh és munkatarsai in vitro kisérlet soran
meghataroztak az 50 %-os gatlashoz tartoz6 inhibitor koncentraciot (ICso) a katepszin D (8,8 nM),
a pepszin (14 nM) és a renin esetében is (6,6 uM), mely eredmények alapjan igen hatékony
inhibitornak bizonyult (Katoh és mtsai, 1987). Viralis proteazok gatlasa esetén azonban mar
kevésbé mindsiil hatékony inhibitornak. Ugyanebben a tanulmanyban az 1-es tipusi human T-
sejtes leukémia virus (HTLV-1), a marha leukémia virus (BLV) és a Moloney egér leukémia virus
(MMLYV) proteazok esetében a pepsztatin A csupan viszonylag magas koncentracié (0,1-0,5 mM)

alkalmazasa mellett volt alkalmas inhibitor-hatas kivaltasara (Katoh és mtsai, 1987).

A pepsztatin A felfedezésével szinte egyidoben egy masik munkacsoport, Satoi és Murao
Streptomyces naniwaensis fajbol aszpartil proteazok gatlasara alkalmas uj inhibitort izolalt (S-Pl,
mint Streptomyces-pepszin inhibitor) (Satoi és Murao, 1971), melyr6l a vizsgalatok soran kidertilt,

hogy gyakorlatilag a pepsztatin A N-acetil szarmazéka (acetil-pepsztatin, Ac-Val-Val-Sta-Ala-Sta-

15



OH) (Fukumara és mtsai, 1971). Az acetil-pepsztatin HIV-1 (Ki=20 nM, pH 4,7) (Richards és
mtsai, 1989a) és HIV-2 (Ki=5 nM, pH 4,7) (Richards és mtsai, 1989b) proteazok hatékony
inhibitoranak bizonyult. Gatlasi képességét pepsztatin A inhibitorral egyiitt HIV-1 és xenotropikus
egér leukémia virussal-rokon virus (XMRV) proteazok esetében is 6sszehasonlitottak, és in vitro
kisérleti eredmények alapjan hatékonyabb inhibitornak mutatkozik, mint a pepsztatin A (Matuaz és
mtsai, 2012).

Habar a pepsztatinokat a klinikumban nem alkalmazzak, gétlasi mechanizmusuk
megismerése nagyban hozzasegitette a tudomanyt 0j hatéanyagok kifejlesztéséhez human patogén
virusokkal szemben. A HIV-1 esetében kifejlesztett els¢ és masodik generacios inhibitorok
tobbsége peptid-mimetikus, melyek az enzim aktiv centrumahoz kotédve gatoljak a Gag és Gag-
Pol fuzidsfehérjék hidrolizisét, igy a virusérést. Kivételt képez ezaldl a tipranavir és a darunavir,
melyek nem peptid-mimetikus inhibitorok (1. tablazat). A tipranavir a tobbi inhibitorhoz képest
kevesebb hidrogénkotéssel képes kotddni a HIV proteazhoz, mely nagyobb rugalmassagot biztosit
az inhibitornak az enzim aktiv helyet érint6 valtozasaiban (Larder és mtsai, 2000). A darunavir
»molekularis flexibilitasanak™ kdszonhetden szintén az enzim kiillonbozo régidihoz képes kdtddni
(aktiv hely, lebeny régid), igy alkalmazkodni tud a protedz enzim szerkezetében bekdvetkezd
modosulasokhoz (De Meyerés és mtsai, 2004; Purohit és Sethumadhavan, 2009). Napjainkban
az els6 generacios inhibitorok koziil a ritonavirt mar csak ,,érzékenyité hatdéanyagként” (booster
mtsai, 2015). A ritonavir ugyanis a citokrom P-450 3A4 (CYP3A4) enzimrendszerre gyakorolt
gatld hatasa miatt noveli a CYP3A4 altal oxidalt mas anti-HIV gyogyszerek plazma-
azonban megjegyezni, hogy a HIV PR gatlasara hasznalt inhibitorokkal szembeni gyorsan

kialakulo rezisztencia visszavetette a peptid-mimetikus inhibitorok klinikai hasznalatat.
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1. tablazat. Klinikailag engedélyezett HIV inhibitorok. A tabldzat Mahdi és mtsai. kdzleménye alapjan
készilt (Mahdi és mtsai, 2015).

INHIBITOR ROVIDITES GENERACIO MEGJEGYZES
Saquinavir SQV l.
.. ket s o
Indinavir INV l.
Nelfinavir NFV l.
Amprenavir APV l. klinikumban ma mar nem alkalmazott
Lopinavir/+Ritonavir LPV 1. fix-dozist kombinalt terapia
Atazanavir ATV Il.
Fosamprenavir FPV 1.
Tipranavir TPV 1. nem peptid-mimetikus
Darunavir DRV 1. nem peptid-mimetikus

2.2. Retrovirus-szeri aszpartil proteazok az eukariota genomban

Mig az endogén aszpartil proteazok két-lebenyli (bilobalis) szerkezeti felépitéssel
rendelkeznek, mely az evolucid sordn génduplikacié eredményeképpen johetett lére (pepszin),
addig egyes retrovirus, vagy retrotranszpozon eredetli aszpartil proteazok génjei csak egy
katalitikus domént kddolnak és nagy valoszinliséggel a retrovirusokra jellemzé homodimer
kialakitasara képesek. (Krylov és Koonin, 2001). Ilyen, az eukarota genomban is megtalalhato
retroelem a Ddil fehérje (DNA-damage inducible 1). A gén altal kodolt fehérje domén szerkezetét
tekintve élesztében egy centralisan elhelyezkedd aszpartil protedz domént, N-termindlisan egy
ubikvitin-szeri domént (ubiquitin-like, UBL), C-terminalisan pedig egy ubikvitin-asszocialt
(ubiquitin-associated, UBA) domént tartalmaz. Ezzel ellentétben human és egér ortologok
vizsgalatakor az aszpartil protedz motivumon kiviil csak az UBL domén, a Schizosaccharomyces
pombe esetében az UBA domén, mig a fonalféreg Caenorhabditis elegans ¢és az egysejti
Leishmania major esetében csak az aszpartil proteaz domén azonositasa tortént meg PSI-BLAST
keresés ¢s SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) modszer alkalmazasaval (7.
abra) (Schultz és mtsai, 2000).
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1AA-m DTG | L . -428AA S, cerevisiae (UniP_P40087)
1AA- m 9SG 396 AA H. sapiens (UniP_Q8WTUO)
Ddil
1 AA- , DSG | 4 -332 AA S. pombe (UniP_Q10256)
1 AA- y DSG -389/390 AA [ major (UniP_I7HUGO) /
C. elegans, (UniP_Q17569)
NRIP2/NIX1 1 AA-s = DTG = -270/281 AA M. musculus (UniP_Q9JHR9) /

H. sapiens (UniP_Q9BQI9)

7. abra. A Ddil-fehérje csalad doménszerkezete és homologjai. Az abran kék szin jeloli az ubikvitin-
szeri domént (UBL), z6ld szin az aszpartil proteaz domént (a D-T-G illetve D-S-G az Asp-Thr/Ser-Gly
konszenzus szekvencia motivumot jeldli), narancssarga az ubikvitin-asszocialt domént (UBA), és
citromsarga a LXXLL nuklearis receptor kotd motivumokat. Az abra a korabban k6zolt 6sszehasonlitas
(Krylov és Koonin, 2001) modositasaval késziilt az UniProt adatbazis adatai (2020.11.18.) alapjan.

Az éleszté Ddil (yeast Ddil, yDdil) fehérje szerepét, mint extra-proteaszomalis ubikvitin
receptort mar leirtak. Ugyanis az altala hordozott UBA domén képes felismerni és megkotni a
poliubikvitin lanccal megjelolt fehérjéket, mig UBL doménjén keresztiil ideiglenesen a
proteaszoma 26S alegységéhez kotddik, igy segitve a poliubikvitinalt fehérjék proteaszomalis
lebontasat (Diaz-Martinez és mtsai, 2006). Az erdsen konzervalt aszpartil protedz domén
funkcidja ma még nem ismert, feltételezések szerint azonban szerepet jatszhat a sejtciklus

kontrollalasaban, mint egy eddig nem azonositott deubikvitinalé enzim (Krylov és Koonin, 2001).

A human genom két Ddil-szer(i fehérjét kodol: a 396 aminosav hosszusagi Ddi homolog
1 (human Ddil, hDdil) és a 399 aminosav hosszisagii Ddi homolég 2 (human Ddi2, hDdi2)
fehérjéket. Genomszervezddésiik alapjan azt feltételezik, hogy a hDdi2 az eredeti élesztd yDdil
ortolog, melyrdl retrotranszpozicidval johetett 1étre a hDdil. Bar szekvencidjukban egyarant
megtalalhatd az UBL és az aszpartil proteaz domén, az UBA domén hianyzik (7. abra). Ezért a
huméan Ddil-szeri fehérjék szerepe a degradaciora itélt fehérjék proteaszomahoz torténd

szallitasaban és iranyitasaban még nem tisztazott (Siva és mtsai, 2016).

A Ddil ortolog keresések soran azonositottak egy 11 csoportot az emlés genomban, mely a
magreceptor-interakcios fehérje 2 nevet kapta (nuclear receptor-interacting protein 2, NRIP2), az

irodalomban gyakran emlitik neuron interakcios faktor X 1-ként is (neuronal-interacting factor X
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1, NIX-1). A fehérje kizarolag a kozponti idegrendszer neuronjaiban expresszalodik és LQTLL
motivumaval (192-196 aa) a magreceptorok, mig forditott iranyultsagi LLQAL motivumaval (87-
91 aa) specifikusan retinsav (RAR) és tiroid hormon receptorokkal (TR) valoé kdlcsonhatasok
kialakitasara képes (7. abra) (Greiner és mtsai, 2000). Nuklearis receptor-koté motivumai kozott
talalhaté egy D-T-G aszpartil-protedz motivum, melynek szerepe a sejt funkcidjat illetéen nem

ismert.

A 2000-¢s évek elején tovabbi két, az aszpartil proteazokra jellemz6 konszenzus katalitikus
motivumot hordozo fehérjét fedeztek fel. Elsdként a kizarolag apai kromoszomarol expresszalodo
PEG10 fehérjét, melyet egyidejiileg harom munkacsoport is leirt (Ono és mtsai, 2001; Shigemoto
és mtsai, 2001; VolIff és mtsai, 2001), majd pedig a human epidermiszben expresszalodo SASPaz-
t (Bernard és mtsai, 2005).

2.2.1. pegl0 (apai kromoszomardl expresszalodo gén 10)

A pegl0 a human genomba integraldodott (7q21.3), retrotranszpozon eredeti gén, mely
kizardlag apai kromoszomarol expresszalddik, mig anyai allélrdl torténd transzkripcidja DNS
metilacioval gatolt (Ono és mtsai, 2001). Az emberi genom tobb imprintalt gént is hordoz, melyek
tobbsége az egyedfejlodésben és/vagy novekedésben jatszik fontos szerepet (Ishida és Moore,
2012). A pegl0 is egy ilyen imprintalt régidban (maternally imprinted gene cluster) helyezkedik
el egy masik, szintén apai allélr6l expresszalodo sarcoglycan epsilon gén (SCGE; 7921.3) mellett
(Ono és mtsai, 2001).

A pegl10-r6l tobb transzkript varians is atirddhat (pegl0-A 6573 bp, pegl0-B 6584 bp),
melyek koziil a peg10-B alternativ splicing eredménye (Lux és mtsai, 2010). Azonban a kiillonb6z6
szovetekben expresszalodo PEG10 fehérje varidnsok megjelenéséért nem csak az alternativ
splicing és a kiilonb6z6 transzlacios start helyek tehetok feleldssé, hanem a human génallomanyban
igen ritka -1 iranya riboszomalis kereteltolas transzlaciés mechanizmusa, valamint a poszt-

transzlacios autoproteolizis is (Clark és mtsai, 2007; Lux és mtsai, 2010).

A programozott riboszomalis kereteletolodast (+/- iranyultsag) 1985-ben publikaltak
elészor (Craigen és mtsai, 1985; Jacks ésVarmus 1985). Bar baktériumok és virusok esetében is
ismert a jelenség, cellularis géneknél rendkiviil ritka mechanizmusnak szamit. A pegl10 esetében a

retrotranszpozonokra és retrovirusokra is jellemzo -1 iranyu kereteltolodast figyelték meg (Clark
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és mtsai, 2007). A mechanizmus mikodéséért egy 7 nukleotidbol allo tvgynevezett
,»cstszoszekvencia” felelds, mely koveti az altalanos mintazatot X XXY YYZ (amelyben X: U,G
vagy A;az Y: Uvagy A; miga Z: U, Cvagy A), ami a pegl0 esetében G GGA AAC szekvencianak
felel meg (Clark és mtsai, 2007; Lux és mtsai, 2010). Amennyiben nem torténik keretvaltas, az
mRNS csuszoszekvenciat kovetden UAG stop kodonnal zarja a transzlaciot, mig
-1 ugras esetén az olvasasi keret valtasanak koszonhetéen végigirddhat a teljes RF1/RF2pecio
fehérjét kodolo szekvencia (8. abra). A -1 iranyl kereteltolddas hatékonysaga irodalmi adatok

alapjan 10-30 % koz¢é teheté pegl0 esetében (Shigemoto és mtsai, 2001; Lux és mtsai, 2005).

RF1pc610 NH,- m P A G N S .. STOP | -COOH

mMRNSpec10 5’- AUG .. ..CCG GCG GGA AAC UCC.. UAG - 3’

l -1 irdnyu kereteltolédas

MRNSy¢¢0 5/- AUG .. .CCG GCG GGA
AAA CUC CCC.. .. UAG - 3’

RF1/RF2pe5 NH-[daViFIP A G K L P. .. STOP | -COOH

8. abra. A -1 iranyu Kereteltolodds kovetkeztében keletkez6 PEGI10 fehérjeformak. A
csuszoszekvenciat kék szinnel, a STOP kodont piros szinnel, mig a -1 ugras (csuszas) helyét narancs szinnel
jeleztik.

A pegl0 LTR-retrotranszpozon eredetére nem csak a ritka transzlaciés mechanizmusa,
hanem a konzervalt domén szerkezete is utal. Az LTR-retrotranszpozonok végein megtalalhat6 a
jellegzetes hosszusagu ismétlodo szekvencia (long terminal repeat, LTR), az egymast atfedo
nyitott olvasasi keretek (open reading frame, ORF1 és ORF2) és az altaluk kodolt CA és NC
szerkezeti fehérjéket kodoldé gag, valamint a PR, reverz transzkriptaz (RT) és integraz (IN)
enzimeket kodolo pol (9. abra) (Dodonova és mtsai, 2019). Habar a pegl0 az evollcio soran
elvesztette LTR régioit, bilobalis CA-szerii doménjével (Campillos és mtsai, 2006), cink-ujj
(CX2CX4HX4C) és erésen konzervalt aszpartil proteaz motivumaival (D-S-G), valamint a nem

crer

teljes-hosszusagi reverz transzkriptaz régidjaval (Volff és mtsai, 2001) az LTR-
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retrotranszpozonok Ty3/Gypsy csaladjaba sorolhatdo (9. abra). A retrovirusoktol eltéréen a
retrotranszpozonokbol hianyzik a burokfehérjéket kodold gén (envelope, env) és az életciklusukban
sincs extracellularis allapot (Dodonova és mtsai, 2019). Azonban mig a szintén Ty3/Gypsy
retrotranszpozon csaladbol szarmazd Arc fehérje esetében kimutattdk, hogy képes CA-szeri
struktirakat kialakitani és extracellularis vezikuldba lefiizodve informéciot atadni célfehérjéknek
mRNS formajaban (Pastuzyn és mtsai, 2018; Ashley és mtsai, 2018), addig a peglO
ma még nincs bizonyiték (Abed és mtsai, 2019). A jovOben mindazonaltal izgalmas kutatasi
iranynak bizonyulhat a PEG10 extracelluléris formaban torténd leflizodésének vizsgalata, ugyanis
a PEG10, hasonloan az Arc fehérjéhez, konzervalt N- és C-terminalis CA doménnel rendelkezik

(Campillos és mtsai, 2006; Myrum és mtsai, 2015).

ORF1

. DSG
Ty3 retrotranszpozon  N-terminilis CA . 1
CCGHC PR RT RH INT C- termindlis
ORF1
r \ ORF2
| |
D!
PEG10  N-terminalis CA . 1?6
¢ PR C- terminalis
CCHC RT

9. abra. A Ty3 retrotranszpozon és a PEG10 sematikus doménszerkezete. A kereteltolodas helyét fekete
haromszogekkel jelezziik. Roviditések: ORF, nyitott olvasasi keret (open reading frame); MA, matrix-szerti
domén; CA, kapszid-szerii domén; NC, nukleokapszid-szeri domén cink ujj motivummal (CCGHC és
CCHC); PR, aszpartil proteaz domén (D-S-G motivummal); RT, reverz transzkriptaz, ami PEG10 esetében
nem teljes-hosszusagi; RH, RNazH; INT, integraz. A Ty3 doménszerkezetét bemutatd abrarész
(Sandmeyer és Clemens, 2010) és a PEG10-et bemutat6 abrarész is irodalmi adatok alapjan késziilt (\VVolff
és mtsai, 2001; Camplillos és mtsai, 20006).

A PEGI10 aszpartil protedz doménjének vizsgalatira kevés informaciot taldlunk az
irodalomban. A katalitikus aktivitas megfigyelését el6szor 2005-ben publikaltak (Lux és mtsai,
2005). Lux és munkatarsai COS-1 sejteket transzfektaltak pegl0 szekvenciakat hordozo plazmid
DNS-sel, mig kontrollként iires plazmidot alkalmaztak. A transzlalodo fehérjét N-terminalisan
Hiss-cimkével fizionaltak ("SPEG10-RF1, HSPEG10-RF1/2), mely a fehérje kimutatasaban volt
segitségiikre. A MSPEG10-RF1/2 fehérjét kodold DNS plazmid transzfekciojat kovetéen, Western-
blot technika segitségével, nem csak a teljes méreti PEG10-RF1/2 és PEG10-RF1 fehérjét sikertilt
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kimutatniuk, hanem egy kozel 35 kDa molekulatomegii terméket is, melyet PEG10 altal hasitott
N-terminalis fragmentnek neveztek el (PEG10-CNF) (Lux és mtsai, 2005).

Clark és munkatarsai szintén bizonyitottak a pegl10 altal kodolt aszpartil proteaz aktivitasat.
Az altaluk vizsgalt emldsok fehérjeszekvencidinak PEG10 ortologjainak Osszehasonlitasakor
er6sen konzervalt régioként azonositottak az aszpartil proteaz domént (Clark és mtsai, 2007).
Funkcionalitdsdnak bizonyitasara mutaciokat hoztak 1étre a PEG10 ORF1-2 fuzidsfehérjét kddolo
csuszoszekvenciat kovetd 1441. pozicioban (NM_015068), ezzel elérve a teljes PEG10 fehérje
(ORF1-2 olvasasi keret) atirodasat. A masodik mutacio esetében a csuszoszekvenciaban (1436.
pozicio) hajtottak végre A—G szubsztituciot a konzervalt motivum integritdsdnak megszakitasa
céljabol (G GGG AAC T, a cserélt nukleotid félkovér, alahtzott jelolést kapott), igy befolyasolva
a -1 iranyua cstszas lehetdségét (frameshift mutans 2). A harmadik mutaci6 esetében a protedz
proteolitikus aktivitasat gatoltak a katalitikus aminosav cseréjével (Asp—Ala), a frameshift helyen
nem tortént valtoztatas. A PEG10 fehérje variansokat kodold DNS szekvenciakkal COS-7 sejteket

transzfektaltak, majd a termelddott fehérjéket Western-blot technika segitségével mutattak ki.

Eredményeiket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a vad tipusu-, illetve a frameshift mutans
1 szekvenciakkal transzfektalt COS-7 sejtekben proteolitikus termékek is kimutathatoak voltak
(anti-ORF1 és anti-ORF2 antitestek alkalmazasaval), mig sem a frameshift mutans 2, sem pedig a
katalitikusan inaktiv protedz domént tartalmaz6é PEG10 esetében ez nem Vvolt tapasztalhato. Clark
¢s munkatarsai tovabba megallapitottak, hogy a proteaz mutans fehérje esetében a frameshift
hatékonysaga lényegesen javult az eredeti szekvenciat kodoldo mintahoz viszonyitva (eredeti

~20 %-101 ~65 %-ra ndvekedett) (Clark és mtsai, 2007).

A PEGI10 fehérje sejten beliili lokalizacidjat vizsgalva detektaltak a citoplazméban és a
sejtmagban is egyarant (Tsou és mtsai, 2003; Lux és mtsai, 2005; Okabe és mtsai, 2003), mely
feltételezhetden a kotdpartner(ek) jelenlététdl is fiigg. PEG10 esetében, az egyik legjelentosebb
kolcsonhato fehérjét Okabe €s munkatarsai igazoltdk. Tanulményukban a SNU423 hepatoma
sejtvonalon vizsgaltdk a PEGI10 fehérje sejtnovekedésre gyakorolt hatasat. Az SNU423
sejtvonalban a PEG10 nem expresszalodik endogén modon, igy stabil transzfekcid révén juttattak
be a fehérjét expresszald konstruktot. Osszehasonlitva a kontroll mintdkat a PEG10 fehérjét

expresszalo vonallal, szignifikans kiilonbséget tapasztaltak. Mig a kontrollsejtek novekedése
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¢hezés alatt (0,1 % FBS tartalmu tapfolyadékban) drasztikusan lecsokkent, a PEG10 fehérjét
expresszald sejtek tovabb osztoédtak. A munkacsoport bizonyitotta, hogy a PEG10 fehérje E3
ubikvitin-protein ligazzal (SIAH1) képes kolcsonhatasba 1épni, mely fehérje részt vesz a lebontasra
itélt proteinek ubikvitinacidjaban és proteaszéma altali megsemmisitésében. Ot kiilonbozé maj
sejtvonalon (HepG2, Huh7, Alexander, SNU423, SNU475) vizsgaltak a SIAH1 fehérje hatasat
(rekombinans adenovirus-alapt vektor, Ad-SIAH1), melynek indukalt expresszidja egyértelmiien
az életképes Sejtek szamanak a csokkenéséhez vezetett. Annak bizonyitasara azonban, hogy a
PEG10 ezt a folyamatot blokkolni képes, stabil transzfekcidoval létrehozott SNU423-PEG10
sejteket fertdztek Ad-SIAH1 vektorral. Azokban a kontroll a sejtekben, melyekben a SIAH1
fehérjeexpresszio dominalt, megnovekedett sejthalalt tapasztaltak, mig PEG10 fehérjével torténd
koexpresszidja anti-apoptotikus hatassal birt (Okabe és mtsai, 2003). Bar a PEG10 anti-
apoptotikus hatasat mas munkacsoportok is megfigyelték mar (Li és mtsai, 2006; Yoshibayashi
és mtsai, 2007), érdekességképpen megemlithetd, hogy a daganatellenes hatassal biré kurkumin

jelenlétében PEG10 fehérje downregulacio is megfigyelhet (Kreutz és mtsai, 2018).

Tovabbi bizonyitott interakcids partnerként megemlithetjiik az aktivin-szeri kinaz 1-et
(activin receptor-like kinase 1, ALK1), amely a TGF-B-1 csaladba tartoz6 sejtmembran receptor.
Lux és munkatérsai koimmunprecipitacioval vizsgaltak az RF1peci0 TGF-f receptorcsalad (1. és I1.
tipusu) tobb tagja kozotti kolcsonhatast a receptorfehérjék indukalt expresszidja révén COS-1
sejtekben. Az eredmény alapjan kizarélag az ALK1 mutatott erds interrakciot PEG10 fehérjével.
A PEG10 ALK1-kot6 régidja a PEG10-RF1 fehérje majd 200 aminosavnyi szekvenciajat érinti
(PEG10-RF1/ALK1-interaction region [PAIR]; 76-275 aa), mig az ALK 1 fehérjében két doménbdol
allo struktaura (ALK1/PEG10-RF1 interaction domain, APID1 és APID2) felelés a PEG10 fehérje
kotéséért, melyek egymastél 100 aminosav tavolsagban talalhatoak. Koimmunprecipitacios
vizsgalatok szerint azonban a PEG10-RF17® 25 k5térégié énmagaban nem alkalmas az ALK

kotésére, vélhetden a fehérjét érintd konformacios valtozasok miatt (Lux és mtsai, 2005).

Bar a PEG10 fehérje széleskorti irodalommal rendelkezik, a tanulmanyok jelentds része
csak emlités szintjén foglalkozik a peglO altal kodolt protedzzal. Erésen konzervalt jellege,
valamint bizonyitott katalitikus aktivitasa indokolja az enzimfehérje szerepének alaposabb

vizsgélatat.
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2.2.2. ASPRV1 (retrovirus-szerii aszpartil protedz 1)

A bor jelenti a legelsé védelmi vonalat a szervezetiink és a kiilvilag kozott. Integritdsanak
¢s homeosztazisanak fenntartasdhoz proteolitikus kaszkadok aktivacidja és a célfehérjék
processzalasa sziikséges (8. abra) (DeVeer és mtsai, 2014). Az epidermiszben azonositott elsé
proteolitikus kaszkadok olyan enzimfehérjék csoportjai, melyek ugyanazt a fizioldgiai folyamatot
latjak el. llyen példaul a kallikrein-rokon peptidaz (KLK) kaszkad, mely azonositdsa a hamlas
(deszkvamacio) jelensége és a KLK proteazok (KLKS5, KLK7, KLK14) aktivacios kapcsolatanak
vizsgalata soran tortént (Brattsand és mtsai, 2005; Borgono és mtsai, 2006), de megemlithetjiik
a membran kotott matriptazt és prosztazint is, melyek a végso differenciacios 1épésben jatszanak
fontos szerepet (Netzel-Arnett és mtsai, 2006). 2005-ben azonban egy tovabbi szereplét is

azonositottak az epidermisz differenciacioban, mely az aszpartil proteazok csoportjaba tartozik.
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kallikrein-rokon peptidaz; MBTPS2, membran-kotott transkripcios faktor proteaz-2; SASPaz, bor-
specifikus aszpartil protaz. Az abra DeVeer és munkatarsai kozleménye alapjan késziilt (De Veer és mtsai,
2014).

Bleomycin hidrolaz
Katepszin V

Kalpain-1
Kaszpaz-1
Kaszpaz-8
Kaszpaz-14
Legumain

epidermisz differenciacio
Katepszin L

ping?
§

protedzok

rrrrrr

Bernard és munkatarsai epidermalis differenciaciot €s a benne résztvevo fehérjék funkciojat
vizsgaltak. A differenciacidhoz kapcsolt fehérjék expresszios profiljanak 2D elektroforézissel
torténd ellendrzésekor egy 14 kDa molekulatomegi, 5,8-as izoelektromos ponttal rendelkezé
fehérjét szekvencia analizisnek vetettek ald, mely 100 %-os azonossagot mutatott egy intron nélkiili
“munu” nevii gén szekvencigjaval (2p13.3). A gén altal koédolt teljes fehérje 342 aminosav
hosszasagunak bizonyult (37 kDa, pl 5,3), mig alternativ formaja 28,5 kDa méretti (259 aa,
pl 5,22). Online adatbazisok segitségével tobb jellegzetes domént, illetve egy aszpartil protedz

motivumot azonositottak a fehérjében. Megfigyelték, hogy a fuzids fehérjeforma autoproteolizisen
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megy keresztiil, mely indinavirral (HIV-1 PR inhibitor) gatolhato (Bernard és mtsai, 2005). Az
ujonnan azonositott bérspecifikus enzimfehérjét SASPaz-nak nevezték, de elterjedten alkalmazza
az irodalom a poliprotein altalanos megnevezéseként az ASPRV1 roviditést is.

A stratum granulosum-ban expresszalddo, vélhetéen enzimatikusan inaktiv poliprotein
processzalddasa utdn kisebb méreti darabokra fragmentalodik, amelyek neviiket a
molekulatomegiik mérete alapjan kaptak (Bernard és mtsai, 2005; Matsui és mtsai, 2006). A
teljes méreti SASP37 fehérje egy transzmembran doménnel rendelkezik, mely a 28 kDa
molekulatomegii SASP28 eldfehérjébdl hianyzik. A SASP28 autoprocesszaldodasaval keletkezd 14
kDa-os fehérje (SASP14) pedig csak egy protedz doménnel bir (11. abra) (Bernard és mtsai,
2005).

transzmembran domén aszpartil proteaz domén
56 76 207 288
1z B Lk SASP37
84|85 167:168
EESSR{MAGSG TVKEI;\;LLKAF (alternativ autoproteolitikus hely)
‘iii"""'iil SASP28
1991 1327
IVFAN LIEED

11. abra. SASPaz fehérjék és autoproteolitikus helyeik sematikus abraja. Az abran feltlintetett
szamozasok a SASP37 forma szerint jeloltek.

Az érett SASP14 enzim természetes szubsztratjanak a profilaggrin (pro-FLG) tekinthetd,
mas egyeb természetes szubsztrat ezidaig nem keriilt azonositasra. A pro-FLG tébb mint 400 kDa
molekulatomeggel rendelkezik, és filaggrin (FLG) ismétlddésekbo] all. Erése soran a pro-FLG a
legtobb esetben a GSFLY |QVST monomer linker szekvenciaknal hasitddik (a nyil a szekvencian
beliili hasitasi helyet jeloli), amely az FLG monomerek felszabaduldsahoz vezet. A human
monomerek molekulatomege 37 kDa (Matsui és mtsai, 2011), melyek tovabb fragmentalédnak
rovidebb peptidekre, majd aminosavakra (12. abra). A degradacio soran felszabaduld termékek
természetes nedvességet és védelmet biztositanak a bdr szamara kiilsé kornyezeti behatasok ellen

(natural moisturizing factors, NMF) (Matsui és mtsai, 2011).
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12. abra. Az epidermisz differenciacio rétegei és a profillagrin-fillagrin atalakulas sematikus abraja.
Rovidités: NMF natural moisturizing factors, természetesen hidratald elemek. Az abra Matsui és
munkatarsai munkaja alapjan késziilt (Matsui és mtsai, 2011).

A pro-FLG-nak az ASPRV1 Adltali processzaldsat, valamint a bdrvédd funkcidjanak
jelentdségét helyspecifikus mutagenezissel, valamint ASPRV1 gén-kititott egerek felhasznalasaval
is igazoltak (Bernard és mtsai, 2005; Matsui és mtsai, 2006; Matsui és mtsai, 2011). Az
megerésitettek (Hildenbrand és mtsai, 2010), a bor elszartsodasodasi zavarat érint6 ichthyiosis
(halbdriiség) nevii betegség kutydkban (Brauer és mtsai, 2017) és emberekben torténd
kialakulasaban is (Boyden és mtsai, 2020). Ugyanis az ASPRV1 fehérjét kodold gén heterozigota
misszensz mutacidi az autoproteolitikus hely kozelében (K199E; R311P; P314T) a fehérje
funkcionalis zavarait okozzak. A mutaciok leginkabb a proteolitikus képesség elvesztésével jarnak
érintve az autoproteolizist és a fillaggrin processzalast (Boyden és mtsai, 2020). A betegség tiinetei
mogott lappangd molekularis mechanizmusok kevésbé ismertek, igy tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a nem-processzaldodd ASPRV1 és filaggrin felhalmozodas kovetkezményeinek
megértésehez.

Korabbi tanulméanyok kizardlag az ASPRV1 fehérje epitéliumban torténd expresszidjara és
funkcigjara fokuszaltak, nemrég azonban kideriilt, hogy az ASPRV1 egér ¢és human
immunrendszer ICAM™ neutrofil granulocitiban is kifejezédik (Hawkins és mtsai, 2017). Nagy
mennyiségben azonositottdk MRNS-ét neutrofil granulocitdkban mas fehérvérsejtekkel

ellentétben, mennyiségi emelkedése pedig kimutathatd sulyos szklerozis multiplex betegségben
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szenvedd betegek agyi 1ézidiban (Hawkins és mtsai, 2017). Ezen eredmények az ASPRV1 1j,
immunsejtekben is jelentds szerepét tamasztjak ala gyulladasos folyamatok, kiilonésen a mar
igazolt autoimmun encephalomielitis és a szklerdzis multiplex esetében (Hawkins és mtsai, 2017).
Mikézben az enzim néhany funkcionalis tulajdonsagat feltartak egyes munkacsoportok (Bernard
és mtsai, 2005; Matsui és mtsai, 2006; Matsui és mtsai, 2011), a fehérje karakterizalasara
tovabbra is nagy sziikség van bor- €s immun-elvaltozasok célterapidiban valé fontossagara

tekintettel (Hawkins és mtsai, 2017; Woodberry és mtsai, 2018; Yang és mtsai, 2019).
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3. CELKITUZES

A disszertacio alapjaul szolgalé munkak soran két, a human szervezet szdmara fontos fehérje
vizsgélatat tiztiik ki célul.

A PEGI0 fehérje szabalyozott expresszidja kulcsszereppel bir mind az embrionalis fejlodés
soran, mind pedig posztnatalisan. A kifejezddésében bekovetkezo valtozasok sulyos betegségekkel
allnak Osszefiiggésben, azonban az irodalomban emlitett utalasok tobbsége csupan PEGI10
megjeloléssel azonositja a fehérjét, mig az RF1/RF2peci0 poliprotein erdsen konzervalt aszpartil
protedz doménjének szerepe a fehérje életében ma még tisztazatlan. Kutatdsaink célja az
enzimfehérje aktivitasanak ellendrzése, mikodésének biokémiai jellemzése €s sejtes rendszerben
torténd vizsgalata volt.

A huméan ASPRV1 fehérje szerepe a bérben esszencidlis. Az autokatalizis soran felszabadulo
enzimfehérje felel a pro-FLG-nak a fillagrin monomerekkeé torténd hidroliziséért, igy funkcionalis
zavara borbetegségekkel hozhato dsszefiiggésbe. Az ASPRV1 fehérje bérben betoltott funkcidja
relative jol jellemzett, azonban jelentdsége mas sejttipusokban (pl. neutrofil granulocitdkban)
kevésbé ismert. Vizsgalatat indokolja tovabba, hogy az enzim szerkezetére és biokémiai

sajatsagara vonatkoz6 ismeretek is korlatozottak.
Mindezek alapjan a kdvetkezd célok megvalositasat tliztiik ki:

. A retrotranszpozon eredetli PRpec1o fehérje vizsgalatara alkalmas expresszios konstruktok

létrehozasa. A PRpecio enzim miikddéséhez sziikséges megfeleld koriilmények (pl.: pH optimum)

ey

crer

hatasanak tanulmanyozésa.

. A GST cimkével fuzionalt SASP14 enzim optimalis miikodési koriilményeinek és HIV
proteaz inhibitorokkal szembeni érzékenységének tesztelése, kinetikai paraméterek
meghatarozasa, az autoaktivacio jelenségének igazoldsa, tovabba annak vizsgalata, hogy a hasitasi
helyeket érintd6 mutdciok milyen hatdst gyakorolnak a GST-SASP28 enzimfehérje

autoproteolizisére.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. PEGI10 fehérje vizsgalatok

4.1.1. In silico analizis

A PRpecio szekvencia masodlagos szerkezetének joslasat Jpred4 szerver segitségével
végeztiik (UniProtKB: Q86TG7). A rendezetlenségre vonatkozo adatokat az IUPred webszerverrel
josoltuk meg. Az RF1/RF2pec10 346-477 régido homolog modelljének felépitéséhez Modeller9v13
programot alkalmaztunk, melyhez a lovak fert6z6 kevésvériisége virus (Equine Infectious
An(a)emia), az EIAV proteaz (PDBID: 1FMB), a hDdil (PDBID: 3S81) és yDdil (PDBID: 2I11A)
fehérjék kristalyszerkezetét hasznaltuk templatként. A molekulaszerkezetek a PyMOL Molecular
Graphics System (1.3 verzioszam, Schrodinger, LLC, New York, USA) programmal késziiltek. A
human PEG10 fehérje ubikvitinalodo helyeinek joslasa az UbiSite (Huang és mtsai, 2016), BDM-
PUB (http://bdmpub.biocuckoo.org/) és UbPred (Radivojac és mtsai, 2010) online webszerverek

segitségével tortént. Az in silico elemzéseket minden esetben Dr. Métyan Janos Andras végezte.

4.1.2. PEG10 szekvencidak modositasa és klonozasa

A human PEGI10 cDNS szekvenciarol (hh04271, Kazusa DNA Research Institute,
Kisarazu, Japan) a vizsgalatunk targyat képez6 PEG10 fehérjéket kodoldo DNS szakaszokat pQE-
TriSystem expresszios plazmidba klonoztuk, melyet Prof. Dr. Papp Zoltan (Debreceni Egyetem,
Altalanos Orvostudomanyi Kar, Kardiologiai Intézet, Klinikai Fiziolégiai Tanszék) bocsatott a

rendelkezésiinkre.

A klénozashoz a HindIII és Xhol restrikcios enzimeket (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) valasztottuk. Mivel a pegl0 szekvencia 6nmagaban is tartalmaz Xhol hasité helyet
(661-666 bp), igy a klonozast megel6z6 1épésként sziikséges volt elvégezni egy ugynevezett
szinonim pontmutaciot, mely tonkretette a restrikcios enzim hasitohelyét a peg10 cDNS-ben, de az
aminosav szekvencia sértetlen maradt. A mutaciot QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével hoztuk létre, amelyhez hasznalt
oligonukleotid primerek szekvencigjat a 2. tablazat mutatja. A mutagenezis lépéseit a kit-hez

mellékelt protokoll alapjan végeztiik.
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A pQE-TriSystem plazmid eredeti konstrukcioja alapjan a termelédott rekombinans
fehérjék C-termindlisan 8 hisztidin aminosavat tartalmazé véggel bdviilnek, amely semmilyen
moédon nem valaszthatd le a fehérjékrél. Annak érdekében, hogy a fuzids cimke enizmatikusan
eltavolithatd legyen, trombin hasitohelyet kodold szekvenciat illesztettiink a PEG10 fehérjét
kodolo DNS szekvencia és a hisztidin cimke kozé. A klonozas tobb 1épésben tortént, mely folyamat
konnyebb értelmezhetdségét a 13. abra segiti. Az els6 reakcio alatt felsokszorositottuk a kivant
PEG10 koédolo DNS szekvenciat, melynek 5° végére HindIIl, mig 3’végére trombin hasitohelyet
kodold DNS-t illesztettiink a reakcioban hasznalt oligonukleotid primerek segitségével (PCR
reakcio 1.). Az igy kapott PCR terméket agaroz-gélelektroforézissel elvalasztottuk az anyaszaltdl,
majd gélextrakcios kit segitségével (ISOLATE Il PCR and Gel Kit, BIOLINE, Meridian Life
Science, Cincinnati, OH, USA) tisztitottuk. A kovetkez6 PCR reakcidoban a mar tisztitott terméket
hasznaltuk a reakcio DNS templatjaként, mig az j primer szekvencia a trombin hasitohellyel
boviilt DNS-hez kotédve Xhol hasitohelyet illesztett a klonozandé DNS szalhoz (PCR reakcio IL.).
Az igy kapott masodik PCR reakcio termékét agardz gélbdl tisztitottuk (ISOLATE 11 PCR and Gel
Kit, BIOLINE, Meridian Life Science, Cincinnati, OH, USA), majd pQE-TriSystem plazmiddal
egyttt HindIII és Xhol restrikcios enzimek segitségével tettiik kompetenssé a ligaciora (gyari
protokoll alapjan, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). A restrikcidosan hasitott
nukleinsavakat az elvalasztast kovetden ismételten izolaltuk agar6z gélbdl (ISOLATE Il PCR and
Gel Kit, BIOLINE, Meridian Life Science, Cincinnati, OH, USA). A ligaciohoz T4 DNA ligazt
hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 1:5 molaris vektor/inzert aranyban.

30



1. | PCR reakciol.

. 5’ 3’

. LA ¢ ?,..\
primer 3. « ’7% ‘56\9,?:;’76,;? primer 6.
4
IETITTCITTTIITIIT I
| 2
=== Restrikcios emésztés HindlIl, Xhol
g - - 5 (}{)
= = . Xhol % .

pQE-TriSystem

» JLLALMMRRRRRRURRRRRRUIRRRIR, plazmid

Agaréz gélbdl &% Hindill

DNS preparalas /

|

\ Ligalas
PEG10
pQE-TriSystem-

Termék plazmid
tisztitasa

1 3. .\4.

PCR reakcio Il.

1. PCR termék, mint templat
primer 3. Trombin N :
Hindlll hasité hely primer 7.
e —

S L LINERRERRRNRNNNRIITE] e

13. abra. PEG10 szekvenciak klonozasanak sematikus dbraja. Az abraban hasznalt zold szin a HindlIIl,
a piros szin a trombin, mig a vilagoskék szin az Xhol hasitohelyeket jeloli. A reakciokhoz hasznalt
oligonikleotid primerek szekvenciait a 2. tablazat tartalmazza.
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Annak érdekében, hogy a RF1/RF2pecio fehérje transzlacidjakor minden esetben megkapjuk a
teljes hosszusagu klonozott szekvenciat, inzerciés mutagenezisre volt sziikség. A mutagenezis
soran plusz egy nukleotidot épitettiink a G-GGA-AAC csuszoszekvenciaba (G- GGA-AAA-C, a
beillesztett nukleotid félkovér, alahtzott jeldlést kapott), melynek kdszonhetben a kereteltolodast
kovetd aminosavsorrenddel irddik at a sRF1/RF2peci0 fehérje (14. abra). A PRpec1o aktivitasanak
vizsgalata érdekében tovabbi pontmutaciokat hoztunk létre (D369A, D370A ¢és S371A), mely

mutaciok a katalitikus triadot érintik.

A pontmutaciok létrehozasa QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével tortént. A kisérletek soran mindig a gyari
protokoll alapjan jartunk el. A reakciokhoz felhasznalt oligonukleotid primerek szekvenciait a 2.
tablazat tartalmazza. A mutaciok és a klonozas sikerességét minden esetben szekvenalassal

ellendriztik.

2. tablazat. Oligonukleotid primerek szekvenciaja PEG10 fehérjék klonozasahoz és mutageneziséhez.

SORSZAM NEV SZEKVENCIA
1. PEG10 Xhol mutagenezis | 5'-gagctctcccacctggaggtcgccaagteg-3'
2. ;ig;;(;;;irgeshlft 5'-cttcgccggcgggaaaactccccggecce-3
RFlpEGlo és RFl/RFZpEGlo
3. pQE-TriSystem forward- 5'-gctcaagcttatgaccgaacgaagaagggac—3'
HindllII
4, 2)'?5;:'%1? ﬂiin(Ej_l-lrlrISyStem 5’ -gctcaagcttaaactccccggecccgetg-3'
5. iii?ggi?g;;gsysmm 5'-ggatccacgcggaaccagcagcggggccggggagttte-3'
RFZPEGlo éS RFl/RFZpEGlo
6. pQE-TriSystem reversel- 5'-ggatccacgcggaaccaggtacgttgccaggtgtge-3'
Trombin
RF1peci0, RF2peG10 és
7. RF1/RF2peci10 PQE- 5'-ctactcgagggatccacgcgaaccag-3'
TriSystem reverse2-Xhol
8.a ?0$55§;3—D369ND370A 5'-ccgagccatgatcgcttctggtgecttctgg-3"
8.b rPeI?/ZErE(IaOBErsnGe?A/DWOA 5'-ccagaagcaccagaagcgatcatggctcgg-3'
9.a PRpec10_S371A forward 5'-gagccatgatcgatgctggtgcttctgge-3'
9.b PRpecio_S371A reverse 5'-gccagaagcaccagcatcgatcatggctc-3'
10.a :?Z}EAUBO?S-:?;%CVQ;?EGW 5'-gcttaattaaaatgaccgagcgtcgtcgtg-3'
10.b :I'?Z_rz/lu%?s-éfre{//gsl::%em- 5'-tagctagcgctcgcatcatcttgecggg-3"'
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4.1.3. Rekombinans PEG10 fehérje expresszidja eukariota sejtekben

Tranziens fehérje termelésre HEK293T human embrionalis vese sejteket (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk. A sejteket 37 °C-on, 5 % CO; tartalmu inkubatorban
tenyésztettiik 10 % hdinaktivalt fotalis marhaszérumot (FBS), 1 % antibiotikumot (penicillin-
streptomicin) és 1 % L-glutamint tartalmaz6é médiumban (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,

tovabbiakban DMEM).

A transzfekciot megelézé nap a sejteket T75-6s (75 cm?) flaskaba tigy osztottuk szét
(~8x10° sejt/T75), hogy mésnapra kdzel 60 %-0s konfluenciat elérjék. A tranziens transzfekciot
polietilénimin (PEI, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) segitségével végeztiik. Két transzfekcios
elegyet készitettiink, melyekbdl az egyik tartalmazta a kivalasztott PEG10 fehérjét expresszalo
plazmid DNS-t (14pug) és 15 pg egyszala ,,hordoz6” DNS-t (lazac sperma DNS, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), mig a masik oldat 150 mM NaCl-dal higitott PEI reagenst. A két oldatot
elegyitést kovetden 20 percig inkubaltuk szobahdén. A sejteken 1évo tapfolyadékot ,,iires” DMEM
tapfolyadékra (0 % FBS, 0 % penicillin-streptomycin, 0 % L-glutamin) cseréltiik, majd a
transzfekcios elegy hozzadadasa utan a sejteket 5 6ran at inkubaltuk. Az inkubdcios id6 letelte utdn
lecseréltiik a médiumot friss tenyészté oldatra (DMEM, 10 % FBS, 1 % penicillin-streptomicin, 1
% L-glutamin) és tovabb inkubaltuk a sejteket ~18-20 oran at.

4.1.4. HEK293T sejtek lizise

A sejteket a transzfekciot kovetd nap tripszinnel kezeltiik, majd centrifugéléassal
begytjtottik (130 g, 8 perc, szobahd). A sejtpelletet kétszer atmostuk hideg foszfat-pufferelt
sooldattal (10,1 mM NaxHPOg4, 1,8 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4; Phosphate-
buffered saline [PBS]), hogy megszabaduljunk a tripszin szennyezést6l, végiill 500 pL proteaz
inhibitor koktélt (cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor Tablet, ROCHE, St. Louis, MO, USA)
is tartalmazé PBS-ben vettiik fel.

A sejteket (500 pL szuszpenzid) szonikalassal tartuk fel (Branson Sonifer 450, Branson
Ultrasonic Corporation, Danbury, Ct, USA), majd a lizalt sejteket magas fordulatszamon
centrifugaltuk (16000 g, 15 perc, 4 °C). A centrifugalas utan kapott feliilaszéval dolgoztunk
tovabb, mely tartalmazta a PEG10 fehérjéket is. Az expresszio és a sejtlizis sikerességét Western-

blot segitségével, anti-PEG10 antitest alkalmazasaval tudtuk ellendrizni.
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4.1.5. Rekombindns fluoreszcens szubsztrdt termeltetése prokariota sejtekben

Rekombinans, fluoreszcens fehérjével fuzionalt szubsztrat 1étrehozasahoz (Hise-MBP-
sRF1/RF2pec10 (1-345)-mTurquoise2) templat szekvenciaként bakterialis expressziora alkalmas,
kodon-optimalizalt pegl0 cDNS-t alkalmaztunk (pGEX-4T-3-sRF1/RF2peci0; GenScript Biotech,
Piscataway, NJ, USA). A kodolo szekvencia PCR technika alkalmazasaval keriilt
felsokszorositasra. Az alkalmazott oligonukleotid primerek szekvencidit a 2. tablazat mutatja. A
reakcidterméket agardz gélelektroforézissel valaszottuk el a templat szekvenciatol, majd a gélbol
torténdé DNS visszanyerését gélextrakcios kit segitségével (ISOLATE Il PCR and Gel Kit,
BIOLINE, Meridian Life Science, Cincinnati, OH, USA) végeztiik. Ezt kovetéen restrikcidsan
emésztettik mind az inzert, mind pedig a plazmid szekvenciat Pacl és Nhel endonukledzok
alkalmazasaval. Ismételten megfuttattuk a mintakat agarozgélen, majd a gélbél izolalt és tisztitott
vektor és inzert DNS-t (ISOLATE Il PCR and Gel Kit, BIOLINE, Meridian Life Science,
Cincinnati, OH, USA) ligaltuk (1:6 molaris vektor:inzert arany). A klonozas sikerességét

szekvenalassal validaltuk.

A teljes hosszusdgu RF1 fehérjét és az RF2 egy rovid N-termindlis régidjat is tartalmazé
Hise-MBP-RF1/RF2pec10 (1-345)-mTurquoise? rekombinans fehérje termeltetésre BL21(DE3)
Escherichia coli sejteket hasznaltunk. Az expresszid indukalasa 1mM izopropil-p-D-
tiogalaktopiranoziddal (IPTG) tortént (ODsoo 0,6-0,8), majd a transzlaciot 16 °C-on, 6 oOra
inkubacioval végeztiik. A termelés végén a sejteket centrifugalassal gytijtottiik dssze (Jouan CR
412, 4000 g, 10 perc, szobahd), ezt kovetden a pelletet lizozim (1 mg/mL) és fenil-metil-szulfonil-
fluoridot (PMSF) (0,02 pg/mL) is tartalmazo6 lizis pufferben (50 mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 10
mM imidazol, 0,05 % Tween20, pH 8,0) vettiik fel. A sejteket szonikalassal lizaltuk (Branson
Sonifer 450, Branson Ultrasonic Corporation, Danbury, Ct, USA).

A termeltetett fluoreszcens szubsztratok tisztitasa Ni-nitrilotriacetattal (Ni-NTA) bevont
magneses agar6zgyongyokkel (Qiagen, Hilden, Germany) tortént. A tisztitasi 1épések soran a
laborunk altal korabban kidolgozott és optimalizalt protokollt alkalmaztuk (Bozéki és mtsai,
2018). A tisztitott szubsztraton a puffer cseréjét (20 mM piperazin-N, N’-bisz(2-etanszulfonsav)
(PIPES), 100 mM NaCl, 0,05 % Tween20, pH 7,0) Amicon Ultra-10K ultrafiltracios
centrifugacsovekkel (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA) végeztik. A tisztitott

faziosfehérjérdl sziikség szerint eltavolithatdo az N-terminalis Hiss-MBP cimke, melyet a dohany
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karcolatos virus (Tobacco Etch Virus) Nla proteaz (TEV PR) altal felismerésre és hasitasra
alkalmas ENLYFQ |G szekvencia biztosit. A tisztitott fehérjéket felhasznalasukig 4 °C-on taroltuk.

4.1.6. In vitro proteolitikus aktivitasvizsgdlat

A HEK?293T sejtek lizisét kovetden a mintakat tarolasra is alkalmas semleges pH-ju puffer
kozeggel szemben (20 mM PIPES, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, 10 % glicerol, 0,5 % Nonidet P-
40,2 mM DTT, pH 7,0) dializaltuk. A dializist kdvetden 120 pL mintahoz 20 pL proteaz inhibitor
koktélt (cOmplete, EDTA-free proteaz inhibitor koktél; 7x toménységii stock) is tartalmazé oldatot
mértiink, majd a mintdkat 37 °C-on inkubdltuk egy ¢éjszakéan at, mig a kontroll mintdk azonnal
fagyasztasra keriiltek. Az inkubaciot kovetéen a fehérjék detektalasat Western-blot technika

segitségével, anti-PEG10 antitest alkalmazasaval végeztiik.

A PRpec1o intermolekularis hasitasi vizsgalata (transz-aktivitas) Hise-MBP-sRF1/RF2pec10
(1-345)-mTurquoise2 rekombinans fehérje szubsztraton tortént. 5 pg tisztitott szubsztrathoz
sRF1/RF2pec1o transzfektalt HEK293T lizatumot adtunk, majd 20 orat inkubaltuk 37 °C-on. A
fehérjék kimutatasahoz MBP és PEG10 ellenes antitesteket hasznaltunk a Western-blot soran, az

alkalmazott elsédleges antitesteket és higitasaikat a 3. tablazat tartalmazza.

4.1.7. A pH optimum meghatdrozdsa

A pH hatas vizsgalata a PRpec1o aktivitasara META pufferben (2x toménységii puffer
Osszetétele: 0,1 M 2-(N-morfolino)-etan-szulfonsav (MES), 0,2 M Tris, 0,1 M Na-acetat, 2 M
NaCl) tortént. A lizalt és tarolo puffer ellen dializalt mintékat 1:1 térfogat aranyban mértiik 6ssze
kiilonb6z6 pH-ju META pufferekkel (pH 5,0-8,0), majd inkubaltuk a mintakat 37 °C-on 20 oOrat.
A reakcidelegyek pontos pH-ja 5,4, 5,7, 6,0, 6,5, 6,9, 7,4 és 7,9 volt. Az aktivitas kimutatasa
érdekében a fehérjéket Western-blot technika segitségével detektaltuk.

4.1.8. Western-blot analizis

A fehérjemintakat a megel6z6 kisérletektdl fiiggden (pl.: expresszido vagy sejtlizis
hatékonysaganak ellendrzése, vagy aktivitas-mérés) készitettiik el6 Western-blot vizsgalathoz. A
fehérje-koncentracio jellemzésére az azt megkoveteld kisérletekben belsd kontrollt alkalmaztunk

(anti-GAPDH), egyéb esetben az azonos koriilmények biztositasa (fehérje termelés esetén:
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megegyezO sejtszam és DNS plazmid koncentracio; in vitro kisérletekben: azonos térfogatok
alkalmazésa, Osszfehérje koncentracidé meghatarozasa) elegenddnek bizonyult az eredmények

értékeléséhez.

Minden esetben a mintakhoz SDS mintafelvivé puffert mértiink, majd 95 °C-on 10 percig
%-0s SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) megfuttattuk, majd nitrocelluloz membranra transzferaltuk 100

denaturaltuk a fehérjéket. Az igy elOkészitett mintdkat 14
V fesziiltség alkalmazasa mellett, 70 percig, elektroforézis puffert alkalmazva a futtatashoz (20 %
metanol, 25 mM Tris, 192 mM glicin, pH 8,3). A membrant 5 %-os sovany tejport tartalmazo Tris-
pufferelt sooldatban (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 7,5; Tris-buffered saline [TBS])
blokkoltuk 1 6rat szobahdn. A kovetkezd 1épésben elsddleges antitesttel inkubaltuk a membrant,
eltér6 higitasokat alkalmazva a kiilonbozé antitestek esetében (3. tablazat). Az elsddleges

antiesteket 0,1 % sovany tejport és 0,05 % Tween20 detergenst is tartalmazo TBS pufferben
(TTBS) oldottuk, az inkubaciot pedig éjszakan at 4 °C-on végeztiik.

3. tablazat. PEG10 fehérje Western-blot vizsgalatok soran alkalmazott elsédleges antitestek listaja.

NEV TiPUS FAJ | HIGITAS FORGALMAZO TERMEK SZAM
Anti-GAPDH poliklonalis nyal | 1:15000 Sigma-Aldrich G9545

. (1 , . New England
Anti-MBP monoklonalis | nyul 1:20000 Biolabs E8030S
Anti-PEG10 poliklonalis egér | 1:2000 Sigma-Aldrich SAB1400438-50UG
Anti-ubikvitin poliklonalis nyal | 1:500 Dako Cytomation 20458

Masnap a nem kotédott antitesteket TTBS pufferes mosassal tavolitottuk el a membran
felszinérdl (3 x 15 perc). Az elsédleges antitestre specifikus, torma-peroxidazzal (HRP) konjugalt
masodlagos antitesteket (anti-egér, A4416 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,; anti-nyul, 170-
6515 Bio-Rad, CA, USA) szintén 0,1 % sovany tejport is tartalmazo TTBS pufferben oldottuk a
sziikséges higitasban. Egy ords szobahdn végzett inkubaciot kovetden a nem kotddott masodlagos
antitesteket is TTBS pufferes mosassal (3 x 15 perc) tavolitottuk el a membran felszinérél. A
fehérjéket WestPico (Thermo Fisher Waltham, MA, USA)

SuperSignal Scientific,

kemilumineszcens szubsztrat segitségével tettiik lathatova.
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4.1.9. A proteolitikus aktivitdas gatolhatosagdanak in vitro ellenérzése

A PRpecio autoprocesszalas in vitro gatolhatdsagat pepsztatin A, lopinavir, nelfinavir,
saquinavir, darunavir ¢és tipranavir (NIH AIDS Reagent Program) inhibitorokkal teszteltiik. Az
sRF1/RF2pec10 transzfektalt HEK293T lizatumokhoz dimetil-szulfoxidban (DMSO, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) oldott HIV inhibitorokat mértiik 10 uM-os végkoncentracioban,
majd a mintakat 37 °C-on inkubaltuk 20 o6rat. A kontroll minta a bemért inhibitorokkal megegyezo
koncentracioban DMSO-t tartalmazott, inhibitor nélkiil. A fehérjék kimutatasa Western-blot

technika segitségével, anti-GAPDH ¢és anti-PEG10 antitestek felhasznalasaval tortént.

4.1.10. Eletképesség vizsgdlat (MTT assay)

A citotoxicitas vizsgalatat metil-tiazol-tetrazol reagens (MTT assay, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) segitségével végeztik. A vizsgalatokat 16 ordval megelézéen a 96-lyuku
tenyésztéedénybe HEK293T vagy HaCaT sejtet mértiink ki (10000 sejt/lyuk), hogy a masnapi
vizsgalatokhoz kozel 70-80 % konfluenciat érjenek el. A transzfekciot Lipofectamine
LTX&PLUS™ reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével végeztikk a gyarto altat
megadott leiras alapjan. 100 ng/lyuk plazmid DNS-t és 0,5 pL/lyuk Lipofectamine reagenst
OptiMEM médiumban oldottunk, 5 percig inkubaltuk az oldatokat szobahdmérsékleten, majd a
DNS-t tartalmazé OptiMEM-et 1:1 térfogataranyban Gsszekevertiik a Lipofectamine-t tartalmazo
oldattal. A DNS-lipid elegyet tovabb inkubaltuk 20 percig szobahémérsékleten. Az inkubacios id6
alatt a sejteken a tenyészt6 tapfolyadékot lecseréltiik friss OptiMEM-re (90 pL), majd hozzamértiik
lyukanként az eldinkubalt transzfekcios elegyet. 5 oraval késobb ismét lecseréltik a sejteken a

médiumot friss DMEM-re.

Az é¢letképesség vizsgalatot a transzfekciot kovetd nap végeztik. A sejtekhez 1 mM
koncentracioban mértiink MTT reagenst, majd a beallitott protokolt kovetve 4 6rat inkubaltuk 37
°C-on. A sarga szini tetrazolium gytir(i az €16 sejtekben lila szinli formazanna redukalodik, mely
kristalyok beoldasara DMSO-t alkalmaztunk. Spektrofotométer (Wallac 1420 victor2, Wallac Oy,
Turku, Finland) segitségével 544 nm-en mértiikk a mintak abszorbanciajat. Kontrollként ,,iires”
PQE-TriSystem plazmidot hasznaltunk (mock kontroll), a transzfekcid hatékonysagat pedig a
fluoreszcens  fehérjét  kodolo  pQE-TriSystem-GFP  plazmiddal  transzfektalt — sejtek

fluoreszcencigjanak mérésével ellendriztiik.
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4.1.11. Sejtproliferdcio vizsgdlat (aramldsi citometria)

A HEK293T és HaCaT sejteket 6-lyuku sejttenyésztdedénybe mértiikk 3 x 10° sejt/lyuk
sejtszammal. A sejteket DMEM tenyészté tapfolyadékban egy éjszakan at hagytuk letapadni.
Masnap a sejteken lecseréltiik a taipfolyadékot antibiotikum-mentes OptiMEM médiumra (750 uL)
és RFlpecio, RF1/RF2peci0, sRF1/RF2peci0 Vagy D370A-sRF1/RF2pecio szekvenciat kodolo
plazmid DNS-sel (3 pg/lyuk) transzfektaltuk Lipofectamine LTX&PLUS™ reagenst (5 pL/lyuk)
hasznalva, a gyarto utasitasai alapjan. A DNS-lipid komplexet cseppenként adtuk a sejtekhez, majd
5 orat inkubaluk. Az inkubacids 1d6 letelte utan lecseréltiik a sejteken 1évé tapfolyadékot 10 %
FBS-t is tartalmaz6 DMEM tenyészt6 tapfolyadékra, majd tovabbi 36 orat inkubaltuk a sejteket. A
kontroll mintak estében ,,ires” pQE-TriSystem plazmidot hasznaltunk (mock kontroll), a
transzfekcio sikerességét pQE-TriSystem-GFP plazmiddal transzfektalt sejtek fluoreszcenciajanak
mérésével ellendriztiik. A sejtproliferacid vizsgalatat aramlasi citométerrel végeztik (FACS
Calibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) FITC-konjugalt egér anti-human Ki67 antitest (11-
5699-41, eBioscience, San Diego, CA, USA) alkalmazasaval.

4.2. ASPRV1 fehérjék vizsgalata

4.2.1. In silico vizsgdlat

A SASP14 szekvencia alapjan torténé masodlagos szerkezet joslasat (UniProtKB:
Q53RT3) PredictProtein (Yachdav és mtsai, 2014), JPred4 (Drozdetsky és mtsai, 2015), DSC
(King és Sternberg, 1996), SOPMA (Geourjon és Deléage, 1995), GOR4 (Garnier és mtsai,
1996) webszerverek segitségével végeztiik. A hidropatias index értékeket irodalomi adatokbol
nyertiik (Kyte és Doolittle, 1986). A templat kereséséhez SWISS-MODEL Workspace
(Waterhouse és mtsai, 2018), a homolog modell készitéséhez Modeller 9v13 (Sali és Blundell,
1993) programokat alkalmaztunk. A homolog modell készités¢hez az EIAV (PDBID: 1FMB), a
hDdil (PDBID: 3S8I) ¢s yDdil (PDBID: 2I1A) protedazok kristalyszerkezetét hasznaltuk
templatként. A szubsztratkotd zsebek térfogatanak szamitasat kordbban publikalt modszer alapjan
végeztiik, melyhez a Sybyl SitelD moduljat alkalmaztuk (Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai,
2008). A szamitasokat a Silicon Graphics Fuel munkaallomasokon (Silicon Graphics International,
Fremont, CA, USA) futtatott Sybyl programcsomaggal (Tripos Inc., St. Louis, MO, USA) hajtottuk
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végre. A molekulaszerkezetet megjelenitéséhez a PyMOL Molecular Graphics System (1.3
verzidszam, Schrodinger, LLC, New York, USA) programot hasznaltuk. A stabilitas-vizsgalatot
az I-Mutant 2.0 webszerver segitségével végeztiik (Capriotti és mtsai, 2005), mig a t6bbszoros
szerkezet-alapu molekula-illesztés mTM-Align szerver segitségével tortént (Dong és mtsai, 2018).

Az in silico elemzéseket minden esetben Dr. Métyan Janos Andras végezte.

4.2.2. SASPaz formak klonozdsa és mutagenezise

A SASP28 és SASP14 fehérjéket kodoldé cDNS szekvenciat (GenelD: 151516) PCR
technika alkalmazasaval sokszoroztuk fel, pPCMV6-XL4-asprv1 vektort (OriGene, Rockville, MD,
USD) hasznalva templatként. A PCR reakcio soran hasznalt oligonukleotidok szekvenciait a
4. tablazat mutatja. A felsokszorozott inzertek agardz gélelektroforézissel lettek elvalasztva az
anyaszaltol, majd a sziikséges DNS-t tartalmaz6 gélpreparatumokbol gélextrakcios kit (QIAquick
Spin Kit, Qiagen, Hilden, Germany) segitségével nyertiik vissza a nukleinsavakat. Ezt kovette az
inzertek és a pGEX-4T-3 expresszios plazmid emésztése BamHI és EcoRI restrikcids enzimekkel.
A ligalashoz T4 DNS ligazt (Quick ligation Kit, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
alkalmaztunk, majd a cirkularis plazmidokat DH5a Escherichia coli kompetens sejtbe
transzformaltuk 42 °C-on torténd hdsokk alkalmazasaval. A transzformalast kovetden kolonia PCR
segitségével valasztottuk ki a megfeleld baktérium telepeket. A SASP28 autoprocesszalo helyeinek
mutacioit (A167G, L168G, A189K, N190I) QuikCange Lightning Multi Site-Directed (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) mutagenezis kit segitségével hoztuk létre a gyarto altal
ajanlott protokollt kdvetve. A mutagenezishez hasznalt oligonukleotid primerek szekvenciait a
4. tablazat mutatja. A kloénozas, illetve a mutagenezis sikerességét minden esetben szekvenaléassal
validaltuk. A SASPaz enzimformak eldallitasahoz sziikséges klonozast és mutagenezist Nagy

Katalin végezte.
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4. tablazat. Oligonukleotid primerek szekvencidja az ASPRV1 fehérjék klonozasahoz és
mutageneziséhez.

NEV SZEKVENCIA

forward-BamH1-SASP37 5’ -gataggatccgggagcccaggggce-3'

forward-BamH1-SASP28 5’ -gataggatccgccgggagcecggagec—-3'

forward-BamH1-SASP14 5’ -gataggatccagcatcggtaagggc-3’

reverse-EcoR1-SASP37/28 5’ -ctattgaattctcagtgggatagctcctgeccg-3'
reverse-EcoR1-SASP14 5’ -ctattgaattctcactccaggtcaaactcatcttccag-3’
SASP28-A189K/N190I 5’ -ctgcccaaagagatcgtctttaagatcagcatgggtaagggctac-37
SASP28-A167G/L168G 5’ -gggactgtgaaagagggcggcctgaaggcctttggg-3'

4.2.3. GST-SASPaz fehérjék expresszioja és tisztitdasa

A SASPaz fehérjéket Escherichia coli BL21(DE3) kompetens sejtekben expresszaltattuk.
A baktériumkultarakban a fehérje expressziot 1 mM IPTG-vel indukaltuk (ODeoo 0,6-0,8), majd
tovabbi 3 orat inkubaltuk dket 37 °C-on. Az inkubacids id6 leteltével a sejteket centrifugalassal
(5000 g, 20 perc, 4 °C) begytjtottiik. A sejtpellet feltarasat szarkozilt is tartalmaz6 lizis pufferben
(0,01 M NazHPOQOg4, 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA, 2 % szarkozil, pH 7,4) szonikalassal (Branson
Sonifier 450) végeztik. A lizatumot lecentrifugaltuk (10000 g, 20 perc, 4 °C), majd a feliiliszoval
dolgoztunk tovabb.

A szolubilizalt, 0,22 pm porusméretli sziirén (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA)
atsztirt GST-fuzionalt fehérjéket 0,3 % szarkozil és 3 % Triton X-100 detergensek jelenlétében
affinitas-kromatografiaval tisztitottuk (Bio-Scale Mini Profinity GST Cartridge, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) Akta prime (Amershham Pharmacia Biotech, Little Challfont, UK) késziilék
hasznalataval. Az eludlds soran gyljtott frakciokat 6-8 kDa porusméretli celluloz membran

segitségével dializaltuk tarolopuffer ellen (20 mM PIPES, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, 10 %

meg (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

A fehérjék tisztasaganak ellenOrzését és méret szerinti elvalasztasat SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel végeztiik 14 és 16 %-os elvalaszto gélek alkalmazasaval. A fehérje mintdkhoz
mintafelvivé puffert adtunk (6x toménységii puffer dsszetétele: 300 mM Tris, 12 % SDS, 20 %
glicerol, 3 % B-merkaptoetanol, 0,1 % brémfenolkék), majd 95 °C-on 10 percig denaturaltuk 6ket.
A fehérjék festését Coomassie Brillant Blue és PageBlue festékekkel végeztiik. A gélképek

denzitometrias elemzését GelAnalyzer szoftver segitségével végeztiik (www.gelanalyzer.com).
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4.2.4. Szintetikus oligopeptid szubsztrdatok

A HIV-1 MA ¢és CA fehérjék kozotti természetes hasitohelyet, illetve a P2 és P3 helyen
aminosav modositast tartalmazo szintetikus oligopeptid szubsztratok - melyeket koradbban szilard
fazisu peptidszintézissel allitottak el - a kutatocsoport rendelkezésre alltak (Bagossi és mtsai,
2005, Eizert és mtsai, 2008). A természetes €s a modositott profillagrin (pro-FLG) szekvenciakat
reprezentald szintetikus oligopeptideket a BioBasic cégtdl szereztiik be (BioBasic, Markham, ON,
Canada). A P4-foszforillalt GpSFLY |QVSTH peptidet 50 % DMSO-ban, mig a t6bbi szubsztratot
desztillalt vizben oldottuk.

4.2.5. GST-SASP14 enzimaktivitas mérése

Az aktivitas mérését 20 uL reakciotérfogatban végeztiikk, a reakciokozeg 10 pL 2X
toménységii ASPRV 1-reakciopuffert (0,5 M Na-foszfat, 4 M NaCl, 10 % glicerol, 10 mM DTT,
pH 5,6), 5 uL tisztitott enzimet (végkoncentracio: 25-600 nM) és 5 pulL szubsztratot
(végkoncentracio: 0,24-1,2 mM) tartalmazott. A reakcioelegyet 37 °C-on inkubaltuk 1 orat, ezt
kovetden a reakceiot 180 uL 1 %-os trifluorecetsav (TFA) segitségével allitottuk le. A kapott elegyet
forditott fazisu kromatografias oszlopra (Nova-Pak C18, 3,9 x 150 mm, Waters Associates, Inc.)
injektaltuk automata injektor segitségével (Merck Hitachi HPLC). Linearis viz-acetonitril gradiens
alkalamazasaval (5. tablazat), 0,05 % TFA jelenlétében, 206 nm-en kovetve kiilonitettiik el
egymastol a szubsztratot, termekeket €és a pufferkomponenseket. A kromatografids gorbe csucs
alatti teriiletének integracios értékébol allapitottuk meg a hidrolizis mértékét. Minden esetben
legalabb két parhuzamos mérést végeztiink és a mérések atlagaval szamoltunk. A szubsztratot és a
termékeket a retencids idok alapjan azonositottuk. Az adatokat GraphPad Prism 5.01 program

segitségével értékeltiik.

5. tablazat HPLC gradiens program enzimaktivitas vizsgalatokhoz

. ] , MOZGOFAZIS
" ARAMLASI SEBESSEG —
IDO (perc) (mL/perc) »A”- viz ,,B”-acetonitril
0,05 % TFA (VIV %) 0,05 % TFA (VIV %)
0,0-10,0 2,0 100 % 0%
10,0-15,0 2,0 80 % 20 %
15,0-16,0 2,0 70 % 30 %
16,0-18,0 2,0 50 % 50 %
18,0-20,0 2,0 0% 100 %
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4.2.6. Kinetikai paraméterek meghatdrozdsa

Az enzimkinetikai paraméterek meghatarozasat a P2 helyen moddositott HIV-1 MA/CA
fehérje hasitohelyét reprezentald szintetikus oligopeptid szubsztrat felhasznalasaval végeztiik el
(VSQLY|PIVQ, a mobdositas aldhuzassal jeldlve), novekvd szubsztrat koncentracid
(végkoncentracio: 0,24-1,2 mM) jelenlétében. A reakcid koriilményeket ugy allitottuk be a
kinetikai paraméterek meghatarozasa soran, hogy a szubsztrat hidrolizise 20 % alatt maradjon. Az
alkalmazott reakciokoriilmény megegyezett a fent leirtakkal. Figyelembe véve a csticsokhoz
tartozo integracios értékekbdl meghatarozott peptid-mennyiséget, majd az inkubacids idot (60
perc), meghataroztuk a reakciosbességet. A kinetikai paraméterek meghatarozasat 6t kiilonbozo
szubsztratkoncentracio esetében meghatarozott kezdeti reakciosebesség értékek alapjan, nem-
linearis illesztéssel hataroztuk meg. A Michaelis-Menten allando (Kwm) értéket a maximalis

reakciosebesség 50 %-os értékéhez tartozo szubsztratkoncentracié meghatarozasaval kaptuk.

Az aktiv enzim mennyiségét aktiv centrum-titraldssal hatdroztuk meg. A kisérlet soran a
20 pL végtérfogata reakcioelegy 10 pL 2X toménységii ASPRV1-reakciopuffert, 4,8 ulL
oligopeptid szubsztratot (végkoncentracio: 1,15 mM; VSQLY |PIVQ), 0,2 uL DMSO-ban oldott
indinavir inhibitort (végkoncentracié: 0,02-10 uM), valamint 5 pL tisztitott enzimet tartalmazott.
A 12 kiilonb6z6 inhibitor koncentracion mért parhuzamos mérések relativ aktivitas értékeit
abrazoltuk az inhibitor koncentracié fiiggvényében, majd a GraphPad Prism 5.01 program
segitségével nem-linedris regresszids modszerrel gorbét illesztettiink az értékekre. A fliggvény
linearis szakaszara es pontjaira illesztett egyenes segitségével meghataroztuk az aktiv enzim

crer

hanyadosaként definialtuk.

A pH optimum meghatarozasat és az ionerdsség aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatat
VSQLY |PIVQ oligopeptid szubsztraton (végkoncentracio: 190 uM), 2x toménységii META
inkubacids pufferben (0,1 M MES, 0,2 M Tris-HCI, 0,1 M Na-acetat) mértiik. Mig a pH optimum
5,0-9,0 kozotti volt, addig az ionerésség hatasanak vizsgalatanal a NaCl-ot 0-2 M kozotti
koncentracio-tartomanyban alkalmaztuk (pH 6,0). A reakcidelegyeket 37 °C-on inkubaltuk 1 6ran
at, majd 1 %-os TFA oldattal allitottuk le a reakciot. A reakcioelegyeket a korabban leirt HPLC-

alapu modszerrel vizsgaltuk, a szubsztratokat és termékeket 206 nm hullamhosszon detektaltuk. A
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hidrolizis mértékét a gorbék alatti teriiletek integracios értékeibdl szamoltuk, majd a parhuzamos
mérések eredményeit a pH/NaCl koncentracid esetében szamolt relativ aktivitas fiiggvényében
abrazoltuk (GraphPad Prism 5.01 program). Az ionerésség enzimaktivitasra gyakorolt hatasanak

vizsgalatat Nagy Katalin végezte.

Az urea-disszociacios allandot (UCsp), mely alatt az enzimaktivitas 50 %-0s csokkenését
eredményez6 urea koncentracidt értjik, VSQLY |PIVQ szekvenciaju oligopeptid szubsztraton
(végkoncentracio: 1,2 mM) hataroztuk meg. A reakcidpuffer (2X toménységii puffer dsszetétele:
0,1 M MES, 0,2 M Tris-HCI, 0,1 M Na-acetat, 4 M NaCl, pH 6,26) novekv6 koncentracidban ureat
(végkoncentracio: 0-2 M) tartalmazott. A reakcidelegy Osszetétele, valamint az inkubalasi
koriilmények megegyeznek az el6zéekben leirtakkal. A mintdkat HPLC analizisnek vetettiik alé és
206 nm-en kovettiik a valtozdsokat. NovekvO urea koncentracidé fliggvényében abrazoltuk a
parhuzamos mérésekbdl szarmazo relativ aktivitas értékeket. A nem-linearis illesztést GraphPad

Prism 5.01 program segitségével végeztiik.

4.2.7. GST-SASP14 gatolhatosdgi vizsgalata HIV-1 protedz inhibitorokkal

A gatolhatosagi vizsgalat soran a kovetkezd inhibitorokat teszteltiik: acetil-pepsztatin,
pepsztatin A, indinavir, tipranavir, saquinavir, nelfinavir, darunavir, lopinavir és amprenavir. Az
inhibitorokat DMSO-ban oldottuk az acetil-pepsztatin kivételével, mely beoldasara 50 %-0s
ecetsavat hasznaltunk. Az ASPRV1-reakciopufferhez 0,46 mM végkoncentraciojuo VSQLY |PIVQ
oligopeptid szubsztratot és 10 uM végkoncentracioji inhibitort mértiink, mig a reakciot 150 nM
GST-SASP14 enzim hozzaadasaval inditottuk. A kontroll mintak esetében a reakcidelegybe
gatloszer helyett DMSO-t, az acetil-pepsztatin kontroll mintajahoz pedig 50 %-0s ecetsavat adtunk.
A gatlasi allando (Ki), illetve az aktiv enzim koncentracid meghatarozasdhoz indinavir inhibitort
hasznaltunk 0-10 pM végkoncentracidoban. A reakcidelegyekben a DMSO végkoncentracidja <1

% volt.

4.2.8. Autoaktivdcio vizsgdlata

Annak megallapitasara, hogy a GST-SASP28 formabol processzalddo (kihasado) SASP14

enzim nagyobb aktivitdssal rendelkezik a prekurzorhoz képest, a szubsztrat hidrolizist a

processzalodott SASP14 mennyiségi novekedésének fliggvényében vizsgaltuk. A kisérlet sordn a

tisztitott GST-SASP28 format ASPRV1-reakcidopufferben eldinkubaltuk 0, 5, 15, 30 és 60 percig
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37 °C-on. Az eldinkubaciot kdvetden a mintak egyik felét SDS-PAGE analizisnek vetettiik ala,
mely eredményébdl denzitometrids elemzés segitségével hataroztuk meg a GST-SASP28 pro-
forma és a SASP14 enzim mennyiségi eloszlasat, mig a masik feléhez VSQLY | PIVQ szekvenciaju
oligopeptid szubsztratot mértiink €s tovabbi 5 percet inkubaltuk a mintédkat 37 °C-on. A reakciot 1
%-o0s TFA oldattal allitottuk le, majd a reakcidelegyeket HPLC analizisnek vetettiik ald. A
meghatdrozott relativ aktivitas értékeit hasonlitottuk a denzitometridsan meghatarozott ASPRV1

enzimformak aranyaihoz.

4.2.9. Hasitasi hely azonositisa HPLC-(+) ESI-TOF médszerrel

A hasitasi hely szintetikus oligopeptid szubsztratok felhasznalasaval torténd azonositasa
soran a reakcioelegyeket a 4.2.5 alfejezetben leirtak szerint allitottuk 0ssze. A hasitasi reakciokat
37 °C-on inkubaltuk egy ¢éjszakdn keresztiil, majd HPLC-ESI-TOF moddszer alkalmazéséaval

végeztiik el az analizist.

A HPLC-MS méréseket egy termosztalt automata mintaadagoloval (5 °C) és kolonnatérrel
ellatott (35 °C) Waters 2695 tipusu szeparacios késziilékkel végeztiik. Az alkalmazott kolonna egy
VDSphere PUR 100 C18-M-SE (4,6 x 150 mm, 5 um) forditott fazisu kromatografias oszlop Vvolt.
Eluensként vizet (0,02 V/V % hangyasav, A eluens) és acetonitrilt (0,02 V/V % hangyasav, B
eluens) alkalmaztunk. A komponensek elvalasztasahoz kétféle gradiens eluciot alkalmaztunk,
melyek pontos paramétereit az 6. tablazat tartalmazza. Az elektroporlasztasos ionforrassal (ESI)
felszerelt MicroTOF-Q tipust Qg-TOF MS késziiléket pozitiv ionmddban hasznaltuk, a porlasztora
kapcsolt fesziilség 4 kV volt. A szaritogdz hémérséklete 200 °C volt, mig dramlasi sebessége
7L/perc. A porlasztashoz nitrogén gazt (1,6 bar) hasznaltunk. A mérések rogzitését egy 2 GHz
frekvencian mikodé digitalizaloval regisztraltuk. A tomegspektrumokat Bruker ESI tune mix
oldattal kalibraltuk. Az elékészitett mintak HPLC-MS vizsgalatat Dr. Nagy Tibor végezte a
Debreceni Egyetem TTK Alkalmazott Kémiai Tanszékén.
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6. tablazat HPLC gradiens programok

GRA;)IENS D6 ARAMLzSSI MOZGOFAZIS
ELUCIO (perc) SEBESSEG »A”-viz ,,B”-acetonitril
SORSZAMA (mL/perc) 0,02 % CH:O: (V/V %) 0,02 % CH:O: (V/V %)
0,0 1,5 100 % 0%

o 0,0-13,3 1,5 20 % 80 %
geizfi‘g‘l‘s 13,3-18.5 15 30 % 70 %

) 18,5-21,0 1,5 50 % 50 %
21,0-25,0 1,5 0% 100 %
0,0-10,0 1,5 100 % 0%

o 10,0-25,0 1,5 7% 93 %
gradiens 25 0-30,0 15 12% 88 %
elacio II.

30,0-35,0 1,5 50 % 50 %
35,0-45,0 15 0% 100 %

4.2.10. Hasitdsi hely azonositisa MALDI-TOF-MS mdodszerrel

A GST-SASP28 ¢és autoproteolitikus hely-mutans enzimfehérjék pontos hasitasi
inkubaciot kovetden a kozegeket viz ellen dializaltuk, majd Eppendorf Concentrator plus
késziilékkel toményitettiik, mely soran 5 mL mintatérfogatot 300 pL-re redukaltunk. A minta
MALDI-TOF-MS clékészités¢hez C18 tolteti ZipTip pipettahegyeket (Merck-Millipore,
Burlington, MA, USA) alkalmaztunk a maradék somennyiség eltavolitasara és a minta tovabbi
tomeényitésére.

A mintékat 2,5-dihydroxybenzoesav (DHB) matrix felhasznalasaval készitettiik eld. A
matrixot 0,1 % TFA-t is tartalmaz6 viz/acetonitril oldataba (1:1) oldottuk be (100 mg/mL). 1 pL
matrix és 1 uL minta mennyiségét mértiik a mintatart6 lemezre, majd hagytuk levegén beszaradni.
A MALDI-TOF MS méréseket Bruker Autoflex Speed tomegspektrométerrel kiviteleztiik. Az
0sszes mintandl linearis modot hasznaltunk, melynél az ionforrdsok fesziiltsége 19,5 kV ¢és 18,3
kV volt. A késziilék 500 Hz-en miikodtetett szilardfazis 1ézerrel volt felszerelve (355 nm, >100
wJ/pulzus), amellyel 5000 16vést alkalmaztunk. A tomegspektrumokat Bruker Protein Calibration
Standard I. oldattal kalibraltuk. Az eldkészitett mintak MALDI-TOF-MS vizsgalatat Dr. Nagy

Tibor végezte a Debreceni Egyetem TTK Alkalmazott Kémiai Tanszékén.
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4.2.11. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéseket a PEG10 és ASPRVI1 mérések esetében is GraphPad QuickCalcs
ingyenes online szamologép hasznalataval végeztik

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm). Az értékeket p < 0,05 esetében

szignifikansnak tekintettiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. PEGI10 vizsgalata

5.1.1. In silico vizsgalati eredmények

A PRpecio-ra vonatkozd szerkezeti adatok csupan korlatozott mértékben alltak
rendelkezésre, kristalyszerkezetét vagy oldatfazisu szerkezetét a mai napig nem hataroztak meg,
igy szerkezeti jellemzdinek vizsgalatara in silico modszereket alkalmaztunk. Az analizisek
eredménye alapjan a PRpecio konzervalt aktivhely motivuma és masodlagos szerkezeti elemei
hasonlosagot mutatnak a retrovirus és retrovirus-szer(i proteazokéhoz (14. abra). Mig a PRpec10
szerkezet rendezetlenségének joslasa azt mutatja, hogy a kereteltolodas kozvetlen kozelében
talalhato régio (247-348 aa) nem rendezett szerkezet(i, addig a katalitikus D-S-G-A motivum
kozelében elhelyezkedd régio a-helikalis konformaciot vesz fel (14. abra). Ez a rovid helikalis
szakasz nem talalhatdo meg a legtobb retroviralis PR-ban, kivételt képeznek azonban az EIAV PR
(Gutschina és mtsai, 1996), valamint a hDdil és yDdil proteazok (Sirkis és mtsai, 2006). A
PRpec10 domén C-terminalis régidjanak elemzése harom B-redét jelenlétét josolta, melyek rovid

crer

Osszesen hat B-redd feltételezhetd.

yDdil -—-TQVPMLYINIEIN---NYPVKAFVDTGAQTTIMSTRLAKKTGLSRMIDKRFIGEARG-VGT-—
hDdil ~  —--—- VTMLYINCKVN - - -GHPLKAFVDSGAQMTIMSQACAERCNIMR LVDRRWAGVAKG-VGT -~

EIAV PR VTYNLEKRPTTIVLIN---DTPLNVLLDTGADT SVLTTAHYNRLKYRGR-K--YQGTGIGGVGGNV

HIV-1 PR PQITLWORPLVTIKIG---GQLKEALLDTGADDTVLEE - -MN----LPG-R--WKPKMIGGIGGFI

PRpzcio - -~ SPHLQVMLQIHLPGRHTLEVRAMIDSGASGNF I DHEYVAQNGI PLRIK-DWP- ILVEATDGRP

AA

yDdil GKIIGRIHQAQVKIET---Q¥IPCSFTVL-DTDIDVLIGLDMLKRHLACVDLKENVLRIA-E-VETSFLSEART PK
hDdil ORIIGRVHLAQIQIEG---DFLQCSFSILEDOPMOMLLGLDMLRRHOCSIDLKKNVLY IGTTGTQTYFLPEGELE-
EIAV PR E-T-FST-PVTIKKKG---RHIKTRMLVA-DIPV-TILGRDILODLGAKLVL - ——-——--————————————————
HIV-1 PR K-VRQY-DQILIEICG---HKAIGTVLVG-PTPV-NIIGRNLLTQIGCTLNF

PRygcio T ASGPVVHETHDLIVDLGDHREVLSFDVTOS PFFPVVLGVRWLS THDPNITWS TRSIVEDSEY CRYHCRMY —————

14. abra. A PRpecio Szerkezet-alapu szekvencia-illesztése néhany retroviralis és retrovirus-szeri
proteaz szekvenciaval. A masodlagos szerkezetek jelolése éleszté (yDdil; 211A.pdb) és human Ddil
(hDdi1; 3S8I.pdb), az EIAV (1IFMB.pdb) és a HIV-1 (7HVP.pdb) proteazok esetében a kristalyszerkezeti
adatok, mig a PRpecio esetében a felépitett homolog modell alapjan tortént. A D-S/T-G-A aktiv hely
motivum félkovér betiikkel jelolt, a masodlagos szerkezeti elemek félkovér és alahtizott jel6lést kaptak,
amelyben a z06ld szin az a-hélixeket mutatja. A kék szin a B-redoket jeldli, kivéve a dimerizacios felszin
felépitésében is résztvevd N-terminalis redoket, melyek pirosak (EIAV és HIV-1 proteazok). Az iires
haromszogek az értekezésben bemutatott, PRpec10 modositott aminosavakat jelolik (D370A és S371A). A
szekvencia-illesztést Dr. Motyan Janos Andras készitette.
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A homodimer PRpec1o feltételezett szerkezetét homolog modellezéssel josoltuk (15. abra).
Mivel az enzim N- és C-terminalis hatarai kisérletesen még nem igazoltak, igy a javasolt és
alkalmazott doménhatarok csak hozzavetélegesek. A feltételezett N-terminalis vég (Ser346) elott
talalhato régio, illetve a frameshift hely kornyezete (Gly319 és Lys320) nem mutat rendezettséget,
mely alapjan feltételezhetd, hogy ezek a régiok mar nem vesznek részt a globularis protedz
kialakitasaban. A PRpegio C-termindlis végére josolt harom B-redd hasonldésagot mutat a Ddil
redot tartalmazo dimerizacios régiot modelleztiink. Tovabba, a Ddil és EIAV proteazok alkalmas
templatnak bizonyultak a helikalis inzert felépitéséhez is (15. abra) (Gutschina és mtsai, 1996).
A lebeny régio6 zart konformacioban térténd megjelenitéséhez az EIAV PR kristalyszerkezete adta
a megfelel6 templatot, ugyanis a Ddil fehérjék teljes hosszusagu lebeny régioi az elektronsiiriiség
térképeken nem latszanak (15. abra) (Sirkis és mtsai, 2006). Habar a PRpec1o és a valasztott
templatok kozotti szekvencia azonossag alacsony volt (kevesebb, mint 20 %), a modellezéshez
valasztott fehérjék mégis alkalmas templatnak bizonyultak, hiszen a retroviralis és retrovirus-szerti
protedzokra az irodalmi adatok alapjan a szerkezetek nagymértékli hasonlosiga jellemzd, a

szekvenciak kozotti jelentdsebb mértékii kiilonbségek ellenére is.

HIV-1 EIAV
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~
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15. abra. A PRpecio josolt szerkezete hasonlésagot mutat mas homodimer aszpartil proteazéhoz. A
fehérje szerkezeteket a HIV-1 (PDBID: 7THVP), az EIAV (PDBID: 1FMB) és a hDdil (PDBID: 3S8I)
proteazok esetében kristalyszerkezeti adatok, mig a PRpec10 esetében a homoldg modell szerkezet alapjan
abrazoltuk. A felsé képek esetében a piros nyilak az aktiv hely kdzelében 1év6 helikalis inzertet jelolik. A

crer

reddket piros és kék szinek jelolik. Az abrat Dr. Motyan Janos Andras készitette.
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Habar a HIV-1 PR esetében az N- és C-terminalis B-redok egyarant részt vesznek a
dimerizécios régio kialakitasaban és a reddk alternal6 elrendezése nagymértékii stabilitast biztosit
a homodimer szamara, addig a PRpec10 dimerizacios régio felépitése a Ddil fehérjékéhez hasonlo,
melyet kizarolag C-terminalis és nem-alternalo B-redék épitenek fel (15. abra). A proteaz domén
feltételezett C-terminalisa a harmadik B-redd kozvetlen kozelében talalhato, mely varhatéan nem
folytatodik hosszabb C-termindlis kiterjesztésben, ugyanis erre a régiora szekvencia alapjan nem
josolhat6 masodlagos szerkezeti elem.

A josolt modellszerkezet segitségiinkre Volt a protedz biokémiai jellemzésében, mutaciok

tervezésében €s a hasitohely joslasaban.

5.1.2. PEG10 fehérjék tranziens expresszidjanak ellendrzése

A pQE-TriSystem plazmidba klonozott szekvencidk vizsgélatat elsdként a klonok
expresszidjanak ellendrzésével, a transzlalodott fehérjék detektalhatosaganak vizsgalataval
kezdtiik. A PEG10 fehérjék eléallitaisa HEK293T sejtvonalban tortént. Bar a The Human Protein
Atlas (https://www.proteinatlas.org) adatbazisa alapjan alacsony RNS expressziot mutat a
sejtvonal, mindez fehérje szinten nem volt detektalhatd Western-blot vizsgalataink soran. A
létrehozott varidnsok bemutatasdhoz azonos HEK293T sejtszamot transzfektaltunk megegyezd
DNS plazmid koncentracioval, majd a teljes sejtlizaitumokat Western-blot analizisnek vetettiik ala
(16. abra). APEG10 fehérje azonositasara alkalmas, kereskedelmi forgalomban elérhet6 antitestek
kizarolag RF 1pecio-specifikusak, igy kisérleteinkhez a teljes RF1lpecio (1-325 aa) szekvenciaval
immunizalt, egérbdl szarmazé poliklonalis antitestet hasznaltunk, mely nem alkalmas az RF2pec10
kimutatasara. Fontos megjegyezni, hogy a kisérletben a megjelent kiilonb6z6é fehérje formak

mennyiségi 0sszehasonlitasa az alkalmazott antitest poliklonalis jellege miatt nem volt lehetséges.
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16. abra. A vizsgalt PEG10 formak sematikus abrazolasa és detektalasa Western-blottal. (A) Zold
szinnel jelolt az RF1és RF2 olvasasi keret, fekete haromszog jelzi a ,,csuszoszekvenciat”, mig piros jelolés
a transzlaciés STOP kodon helyzetét jelzi. A sarga vonallal érintkez6 fekete haromszogek esetében az RF1
és RF2 azonos olvasasi keretben helyezkedik el. Kék hattérrel a konszenzus katalitikus motivum van
kiemelve, a modositott pozicioban 1évé aminosav piros szinnel van jeldlve. (B) A HEK293T sejtekben
expresszalt PEG10 fehérje formak ellendrzése anti-PEG10 antitest segitségével, Western-blot technika
alkalmazasaval tortént.

A Western-blot kisérletek soran HEK293T sejtlizatumot hasznaltunk kontrollként. A
létrehozott varidnsok koziil az RF1pecio képviseli az endogén PEG10 expresszidt mutato sejtekben
nagyobb szazalékban eléforduld PEG10 fehérjét. Az RF1/RF2pecio poliproteint kodold szekvencia
esetében a -1 irdnyu kereteltolodas lehetdsége ugyan adott a transzlacio soran, de a kereteltolodas
hatékonysaga (Lux és mtsai, 2010), illetve RF2pec10 aszpartil proteazanak proteolitikus aktivitasa
befolyasolhatja a megfigyelt PEG10 fehérjék megjelenését (lasd a katalitikusan inaktiv D369A-
sRF1/RF2pec10 mutans esetében a 16. abram). Mivel a kereteltolodas frekvencidja nem
szabalyozhato, a kisérleteink kozpontjdban pedig a PRpecio Vizsgélata allt, a probléma
kikiiszobolésére olyan mutans véltozatot hoztunk 1étre, mely biztositja szamunkra minden esetben

a poliprotein atirodasat (sRF1/RF2pec10). A proteolitikus aktivitas bizonyitasara a katalitikus triad
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aminosavait mutaltuk az irodalmi bevezetdben részletezett ismeretekre alapozva. Kicseréltiik az
aktivitasért (D369A-RF1/RF2pec10 és D370A-sRF1/RF2pec10), illetve a homodimer stabilidsaért
(S371A-sRF1/RF2pec10) felelés aminosavakat az enzim D-S-G motivumaban. A mutaciokra
visszavezethet6 expresszios kiilonbséget nem tapasztaltunk a D370A-RF1/RF2peci0 és a S371A-
sRF1/RF2pec10 fehérjék kozott.

5.1.3. PRpec1o proteolitikus aktivitds bizonyitdsa

A rekombinans fehérjék Osszehasonlitdsanak kovetkezd 1épésében inkubacidt kovetden
hasonitottuk ssze azokat a variansokat, melyeknél frameshift mutacio talalhato (sRF1/RF2pecio,
D370A-sRF1/RF2peci0 és S371A-sRF1/RF2pecio). A Kisérlet célja a PRpecio processzald
képességének bizonyitasa volt, illetve vizsgalni terveztiik a katalitikus triadot érinté mutaciok
proteolitikus aktivitasra gyakorolt hatasat is. A kisérlet soran a HEK293T sejtekben
expresszaltatott fehérjéket a sejtfeltarast kovetden 20 orat inkubaltuk, majd Western-blot technika

segitségével ellendriztiik a valtozast (17. abra).
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17. abra. Reprezentativ abra a PEG10 proteolitikus fragmentek megjelenésére. A HEK293T
sejtvonalban termelt PEG10 fehérjék autoproteolitikus aktivitasanak vizsgalata in vitro koriilmények kozott.
A fehérjéket anti-PEG10 antitest segitségével azonositottuk. Inkubacid soran az aktiv proteazt expresszald
sejtekben két proteolitikus terméket detektaltunk (PF1 és PF2), mig a katalitikus mutansok esetében nem
tortént valtozas.

A sRF1/RF2pecio fehérje esetében inkubaciot kovetden a teljes méretli fehérjéhez képest
két 1j sav (~45 kDa és ~37 kDa molekulaméretii) volt megfigyelhetd. A megjelend fehérje-savokat

proteolitikus fragment 1 (PF1) és proteolitikus fragment 2 (PF2) néven emlitjiik a tovabbiakban
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(17. abra). A megjelend fragmentek a PRpecio autoprocesszald képességét mutatjak, ugyanis a
katalitikus triadot érintd mutaciokat hordozo variansok (D370A-sRF1/RF2pecio és S371A-

tsRF1/RF2pec10) egyikénél sem tapasztaltunk valtozast.

Bar a kisérleteink soran minden esetben hasznaltunk protedz inhibitor koktélt (cOmplete
EDTA-free Protease Inhibitor Tablet, ROCHE, St. Louis, MO, USA), mely széles spektrumban
gatolja a szerin és cisztein protedzokat, azonban az aszpartil protedzok mellett a metalloprotedzok
sem gatoltak. Annak a lehetéségnek a kizarasara, hogy a teljes sejtlizatumban talalhato egyéb
enzimek hasitjak a PEG10 fehérjét, a katalitikusan inaktiv D370A-sRF1/RF2pegio fehérjét nem-
transzfektalt HEK293T sejtek teljes lizatumaval inkubaltuk (18. abra). A kisérlet eredményét
bemutato Western-blot abra egyértelmien alatamasztja az el6z6 kisérletben levont
PRrec1o katalitikus aktivitasanak termékei, nem pedig egyéb cellularis proteazok hasitasa

kovetkeztében keletkeznek.

D370A- RF1/RF2,,,, i + + +

HEK293T sejt lizitum + - + +

Inkubdciés idé (6ra) 20 20 0 20

0= WS s - < D370A- RF1/RF2
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18. abra. A HEK293T cellularis proteazai nem hasitjak a PEG10 fehérjét. A katalitikusan inaktiv
D370A-sRF1/RF2pec10 fehérjét HEK293T sejtek teljes lizatumaval inkubaltuk, majd az inkubaciot
kovetéen Western-blot technika segitségével, anti-PEG10 antitest hasznalataval azonositottuk a fehérjéket.

5.1.4. Proteolitikus hasitohely becslése

A homolog modellen alapuld szamitasok segithetik a specificitas vizsgalatokat (Bagossi és
mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008) ¢s in vitro kisérleti eredményekkel egyiitt josolhatova teszik
a hasitési hely szekvencidjat. A retroviralis protedzok koziil a HIV-1 PR az egyik legjobban vizsgalt
enzimfehérje. Tobb joslo programot is kifejlesztettek mar, melyek képesek egy célszekvenciaban
megbecsiilni a hasitas helyét (pl. HIVcleave web szerver), azonban egy kevésbé vizsgalt proteaz

esetében ezek a programok nem, vagy az enzimek kozotti kiilonbségek miatt csak nem

52



megbizhatoéan alkalmazhatoak és sok esetben nem all rendelkezésre kell6 mennyiségii kisérletes
informécio joslo algoritmus kidolgozasahoz. Mivel az autoproteolitikus felismerd szekvencia(k) a
PRrec10 esetében ismeretlen(ek) és egyéb specificitas-vizsgalatok sem torténtek, a homolog modell
szerkezeten alapul6 szamitasokat végeztiink a PEG10 fehérjén beliili autoproteolitikus hasitasi hely
azonositasara. In vitro vizsgalati eredményeinkbdl tudjuk, hogy az RF1peci0 és PF1 proteolitikus
fragment molekulatomegbeli kiillonbséget mutat (19. A abra), mely kiilonbség szamitasaink
alapjan kozel 4-5 kDa-nak bizonyult. Az adatok alapjan tehat a hasitas helye az RF1lpecio fehérje

CA-szerli doménje és a cink-ujj motivuma kozé volt josolhato (19. B abra).
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19. abra. Autoproteolitikus régio becslése sRF1/RF2pecio fehérjében in vitro eredmények alapjan. A
PF1 és RF1pecio fehérjék molekulatomege k6zotti kiilonbséget Western-blot analizisek eredménye alapjan
hataroztuk meg, az abran harom fiiggetlen kisérletb6l szarmazo reprezentativ eredmény szerepel (A). A
becslés alapjan a hasitasi hely a keretelcstiszas szekvencia elé tehetd, a C-terminalis CA-szer(i domén és a
cink-ujj motivum kozé (B).

A lehetséges hasitasi hely becslése érdekében a P4-P1 aminosavak térfogatat viszonyitottuk
az S4-S1 szubsztratkotd zsebek szamitott térfogatdhoz. A négy aminosav hosszliisagl szakaszok
korrelacids vizsgalata (20. A abra) alapjan a legmagasabb értékeket HHQVD |PTEPV szekvencia
esetén kaptuk (20. B abra), mely a potencialis hasitasi helynek felelhet meg a kovetkez6 okok
miatt: i) az S4-S1 szubsztratkotd zsebek mérete alapjan ezen szekvencia P4-P1 aminosavai
mutatjak a legval6sziniibb kapcsolatot; ii) a P3 és P3’ pozicioban Gln és Glu aminosavak vannak,
mely 6sszhangban van az S3 szubsztratkotézseb hidrofil aminosav-osszetételével; és iii) a javasolt
szekvencia hasonlit az 1-es tipust retrovirus proteaz hasitasi helyeire (Tozsér, 2010), amelyek a
P1' helyzetben Pro-t tartalmaznak. Fontos azonban megjegyezni, hogy az 1-es tipust hasitohelyek
P1 pozicidban aromds aminosavat tartalmaznak, mig az altalunk josolt szekvencidban a Pl
helyzetben Asp talalhat6. Ez nem egyedi, a P1-Asp és P1°-Pro aminosavak a siillé epidermalis
hiperplazia virus (Walley epidermal hyperplasia virus, WDSV) NC/PR hasitohelye
(TYPAD|PIDC) esetében is megfigyelhetéek (Tozsér, 2010).

53



1.2

1.0

0.8

r2 0.6
0.4
it
, |

RSE‘ERALVI.EHIASHHQVDPTEPVGGARMRLTQEEKERRRKLNLC

25, e e e — = - 295
3,1kDa
» 5,1kDa
RF1 - PF1 5,6 kDa
» 6,0 kDa
......................... » 75kDa
B PEG10 HIV-1 MA/CA
P5 P4 P3 P2 Pl * P1' P2' P3' P4' P5' P5 P4 P3 P2 Pl * P1' P2' P3' P4' P5'
H H Q v D * P T E P v v S Q N Y *P T v Q N
200 - }
180 | o e
7 160 1 120 1 7 pay
-3 . . 160
= 140 4 PaH A < 140 | . -
= P3 . o
g0 e pv R £ 120 - P3Q. .
5 100 | [ -
2 P1D g 009 g P2N
Z 80 4 @ 80
H 50 | . P4s
£ r2=0,9712 3 1 rf=0,7943
E a0 4 2 a0
20 4 E 20 -
0 T T T T 1 0 T T T T d
o 10 20 30 40 50 o0 10 20 30 40 50
H 16 dell bsztratkdts zsebének atl
Omolog mo ?. sm, s2tre c;zse enekatiag Homolég modell szubsztratkotd zsebének atlag
iregtérfogata (A3) . . 3
liregtérfogata (A%)

20. abra. Autoproteolitikus régio in silico joslasa sRF1/RF2pecio fehérjében. Elvégeztiik az RF1lpecio
fehérje CA-szerli domén és cink-ujj motivum kozotti szekvenciajanak elemzését a potencialis hasitasi hely
megallapitdsahoz. A P4-P1 aminosavak térfogata Osszhangban van az S4-S1 szubsztratkotd zsebek
szamitott térfogataval (lasd a fiiggelékben). (A) A feltételezett hasitasi régidban meghataroztuk a korrelacios
egyiitthatot (1?). A legmagasabb értékek piros szinnel jeldltek. Tovabba ezen hasitasi poziciok esetében
bemutatjuk az RF1peci0 és PF1 fehérjék kozotti molekulatomeg kiilonbséget is (fekete szaggatott nyilak). A
kek szinti, szaggatott vonal a korrelacid analizist bemutaté grafikonban (B) alkalmazott PEG10 szekvenciat
jeloli. (B) A korrelacios analizis alapjan meghatarozott hasitasi szekvencia PEGI10 esetében
26HQVD|PTEP?. Osszehasonlitasképp elvégeztik a HIV-1 MA/CA ismert hasitdsi szekvenciajanak
korrelacios analizisét is a mar publikalt adatok alapjan (Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008). Az
autoproteolitikus régi6 in silico joslasat és az abrakat Dr. Motyan Janos Andras készitette.
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5.1.5. PEG10 ubikvitindlasa

A fehérjék ubikvitinalodasa a poszt-transzlacios modositasok koziil az egyik legfontosabb
szignal, mely donthet a fehérje proteoszoméban térténd lebontasardl, de egyéb, a fehérje

szabalyzasat befolyasolo reverzibilis modositasként is miikddhet.

In vitro kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a rekombinans PEG10 fehérje esetében
szamitott és a Western-blot kisérletek eredménye alapjan meghatdrozott molekulatomegek eltérést
mutatnak. Az eltérések valamilyen poszt-transzlaciés modositasra utaltak, a kiilonbségek mértéke
alapjan a fehérje ubikvitinalodasat feltételeztiik. A 76 aminosavbol allo ubikvitin cimke a fehérje
molekulaméretét befolydsolja, mely ubikvitin-egységenként kozel 8,5 kDa-nal noveli meg a
fehérje molekulatomegét. In silico algoritmusok segitségével vizsgaltuk, hogy a PEG10 fehérje
tartalmaz-e ubikvitinalédasi helyeket, mely vizsgalatokhoz kiilonb6z6 programokat is
felhasznaltunk. A josl6 algoritmusok mindegyike azonositott lehetséges modositasi helyet. A josolt
értékeket, illetve a webszerverek altal jelzett modositas joslasanak megbizhatdsagat az 7. tablazat
mutatja, melyben a modositast hordozd szekvenciat és az ubikvitinalodé Lys aminosavakat

félkovér betlistilussal és alahtizassal jeloltiik.
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7. tablazat. A PEG10 ubikvitinacié joslasa. A BDM-PUB el6rejelzéshez az alapértelmezett kiiszobérték
0,3 volt; ,,-*“ jelzés az adott pozicidra nem josolt ubikvitinaciot

PhosphoSitePlus UbiSite BIRJI\];I- UbPred
POZICIO SZEKVENCIA LTP! HTP? érték / megbizhatdsag érték ertek/
megbizhatdsag
K19 INNLREKVMKQSE 0 0 0,311656 (alacsony) 0,89 0,72 (kbzepes)
K22 LREKVMKQSEENN 0 21 0,318768 (alacsony) - 0,76 (kdzepes)
K36 LOSQVQKLTEENT 0 10 0,526757 (magas) - 0,86 (magas)
K85 PEDLPEKFDGNPD 0 0 0,553221(magas) - 0,87 (magas)
K136 ARWASAKLERSHY 0 28 0,487195 (kozepes) 1,87 -
K155 AFMMEMKHVFEDP 0 0 0,3167 (alacsony) - -
K168 QRREVAKRKIRRL 0 0 - 1,65 -
K170 REVAKRKIRRLRQ 0 0 - 1,87 -
K225 SHLEVAKSLSALI 0 0 0,380662 (kozepes) 1,45 -
K249 RAAAARKPRSPPR 0 0 - 3,50 -
K286 RLTQEEKERRRKL 0 1 0,438893 (kozepes) - -
K291 EKERRRKLNLCLY 0 22 0,290411 (alacsony) 0,49 -
K311 ADNCPAKASKSSP 0 0 - 2,21 0,65 (alacsony)
K314 CPAKASKSSPAGK 0 0 0,301204 (alacsony) 3,80 0,68 (alacsony)
K320 KSSPAGKLPGPAV 0 0,494103 (kozepes) 3,08 0,74 (kdzepes)
K393 GIPLRIKDWPILV 0 0 0,604822 (magas) - -
K567 FVARNVKDGLITP 0 62 0,44881 (kozepes) - -
K586 AQVLQVKRGWKLQ 0 49 0,393159 (kozepes) 0,94 -
K590 QVKRGWKLQVSYD 0 27 0,453299 (kozepes) 1,94 -

Az in vitro kisérleteink soran, a kalkulalt ¢és Western-blot eredmények alapjan
meghatarozott molekulatomegek kozti eltérések alapjan a frameshift mutacioval rendelkez6
PEG10 variansok esetében két ubikvitin kotodését feltételeztiik. Annak bizonyitasara, hogy
valdban ubikvitin cimke keriilt a fehérjékre, az ubikvitinalodas kimutatasara immunoblot technikat

alkalmaztunk, ubikvitin-ellenes antitestet hasznalva.

Mivel kisérleteinkben teljes sejtlizatumot vizsgaltunk, mely szdmos mas, ubikvitinnel
modositott fehérjét is tartalmazhat, tisztitott PEG10 fehérjére volt sziikségiink. A HEK293T
sejtekben eldallitott, Hiss-Cimkével jelolt fehérje tisztitasat Ni-kelat affinitds kromatografiaval
végeztilk. A kisérlet kontrolljaként hasznalt, nem-transzfektalt HEK293T sejtlizatum azonos

1épéseken ment keresztiil, mint a vizsgalt D370A-sRF1/RF2pegio fehérjét tartalmazo minta. A

! talalatok szdma, mely a tdmegspektrometria modszerétdl fiiggetlen azonositas
2 talalatok szdma, tdmegspektrometrian alapul6 azonositas
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mintdkbol két parhuzamos sorozatot futtattunk meg SDS-gélen, majd a nitrocellul6z membranra
torténd transzfert kovetden a membrant kettévagtuk, €s kiilon inkubaltuk anti-PEG10 illetve anti-
ubikvitin antitestekkel (21. abra). A Western-blot kisérlet egyértelmiien bizonyitotta a D370A-

tsRF1/RF2pec10 fehérje ubikvitinaltsagat, mig a kontroll minta esetében nem kaptunk jelet a vizsgalt

molekulaméretnél.
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21. abra. PEG10 fehérje ubikvitinaltsiganak bizonyitisa Western-blot segitségével. Az affinitas
kromatografiaval tisztitott D370A-sRF1/RF2pecio fehérjét anti-PEG10 IgG segitségével azonositottuk a
tisztitott frakciokban, majd a fehérjét anti-ubikvitin antitesttel is teszteltik. HEK 293T sejtlizatumot
hasznaltunk kontrolként, mely a D370A-sRF1/RF2peci0 fehérje esetén alkalmazottal azonos
mintaelokészitésen ment végig (sejt lizis, Ni-kelat affinitds kromatografia).

Azonban nem csak a teljes méretli PEG10 fehérjék esetében feltételezziik a modositast. A
két proteolitikus fragment (PF1 és PF2) molekulatomegbeli kiilonbsége kozel 8 kDa, mely
pontosan 1 ubikvitin cimkényi kiilonbséget jelentene a proteolitikus fragmentek kozott (17. abra).
Ezt a hipotézist tovabb erdsiti az a tapasztalatunk, hogy a ~37 kDa méretii PF2 termék nem minden
esetben azonosithato a Western-blot képeken, megjelenése esetleges. Ugyan probalkoztunk a
sRF1/RF2pec10 fehérje tisztitasaval Ni-kelat affinitas kromatografiaval, majd pedig a tisztitott
fehérje PRpec1o aktivitasat is teszteltiik, de sajnos autoprocesszalast nem tapasztaltunk a tisztitott
fehérje esetén. Mindez kizarta annak a lehetdségét, hogy anti-ubikvitin antitesttel megvizsgaljuk a
proteolitikus ~ fragmentek  ubikvitinaltsagat. A feltételezést, miszerint a tapasztalt
molekulatomegbeli kiilonbség a proteolitikus fragmentek kozott ubikvitindlas kdvetkezménye,

megalapozottnak tekintjiik, de a hipotézis bizonyitasara tovabbi kisérletek sziikségesek.

5.1.6. PRpec1o transz-aktivitds vizsgalata

Irodalmi adatokbdl és sajat kisérleti eredményekbdl is tudjuk, hogy a PEG10 poliprotein
PRpec1o endogén proteolitikus aktivitasanak koszonhetden poszt-transzlaciésan modosul (cisz-

aktivitds), azonban intermolekuldris hasitasi képességérdl (transz-aktivitas) nem rendelkeztiink
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informécioval. A transz-aktivitds jelenségének kideritésére létrehoztunk egy rekombinans
szubsztratot (Hiss-MBP-sRF1/RF2pec1o-mTurquoise2), mely a teljes méretii PEG10 fehérjébdl az
elsé 345 aminosavat tartalmazta (1-345 aa). Ugy becsiiltiik, hogy ez a régio tartalmazza a
feltételezett autoproteolitikus hasitasi szekvenciajat, igy amennyiben az enzim képes transz-

aktivitasra, nagy eséllyel hasitani fogja a rekombinans szubsztratot is.

A szubsztrat fehérjét BL21(DE3) sejtekben termeltettiik, majd tisztitasat Ni-NTA kotott
magneses agar6zgyongyokkel végeztik. Az igy kapott Hise és MBP cimkével is fuzionalt
szubsztratot a sRF1/RF2pec10 fehérjét is tartalmazd HEK293T sejtek teljes lizatumaval inkubaltuk,
a valtozasokat pedig Western-blot technika segitségével kovettik (anti-MBP és anti-PEG10
antitestek). A hasitasi reakcido mellett kiilon vizsgaltuk az enzim cisz-aktivitasat is a fuziés forma
proteolizisének nyomonkdvetésével. A kisérlet eredménye alapjan - bar intramolekularis hasitas
tortént (22. A abra) - a PRpecio nem volt képes hasitani a rekombinans szubsztratot. A szubsztrat
enzim altali ,,hozzaférhetéségét” TEV proteazzal végzett kontroll vizsgalattal igazoltuk (22. B
abra). Az el6zetes hasitasi reakciok soran termékképz6dést nem tapasztaltunk, igy fluorimetrias

méréseket nem végeztiink.
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22. abra. A PRpec1o nem képes hasitani az autoproteolizis szekvenciat is tartalmazé rekombinans
fehérjét. A tarolo puffer ellen dializalt sRF1/RF2peci1o fehérjéket rekombinans szubsztrattal (S) inkubaltuk
a tablazatban jelzett ideig. Western-blot technika segitségével, anti-PEG10 (A) és anti-MBP (B) antitestek
alkalmazasaval azonositottuk a fehérjéket. Az eredmények alapjan transz-aktivitas nem volt tapasztalhato.
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5.1.7. A pH hatdsa az autoproteolizisre

A PRpec10 enzimfehérje optimalis miikodését befolyasold pH-t hét kiillonbozo pH értéken
vizsgaltuk a pH 5-8 tartomanyban. A HEK293T sejtekben termeltetett, majd pedig a - PEG10
fehérjéket is tartalmazo - teljes sejtlizatumot tarolo puffer ellen dializaltuk (pH 7,0). A kiilonb6z6
pH-ju META pufferekkel 6sszemért sejtlizatumokat 20 6ran at inkubaltuk, ezt kovetéen pedig
immunoblottal ellendriztiik a PF1 fragment megjelenését (23. abra). A reakcio kontrolljaként az

autokatalizisre nem képes D370A-sRF1/RF2pecio fehérjét is vizsgaltuk.

A vizsgalat eredménye alapjan elmondhatd, hogy bar tapasztalunk proteolizist pH 6,0 €s
kozel pH 8,0 koriili értékeken, az optimalis pH tartomany a PRpeg10 szdmara kozel neutralis (pH

6,9-7,4).

kDa
100 =——
70— T G e e e assw emws S RF1/RF2,
55 =—
kDa
100 —
70 —— I s N S e e— — —
55 =—
40 —
pH érték 69 54 57 60 65 69 74 179
Inkubécids id6 (6ra) 0 20 20 20 20 20 20 20

23. abra. PEG10 fehérjék autoproteolizisének pH fiiggése. A felsd abrarész az aktiv protedzt tartalmazo
sRF1/RF2pec10, mig az alsd a katalitikusan inaktiv D370A-xRF1/RF2peci0 mutans vizsgalatat mutatja. A
fehérjéket anti-PEG10 antitesttel detektaltuk.

5.1.8. HIV proteadz inhibitorok hatisa a PEG10 autoproteolizisre

In vitro kisérletben vizsgaltuk néhany HIV proteaz inhibitor (pepsztatin A, lopinavir,
nelfinavir, saquinavir, darunavir és tipranavir) gatlé hatdsat a PEG10 autoproteolizisére. A
reakcioelegyhez a DMSO-ban oldott inhibitorok oldatat mértiik, mig a kontroll mintak esetében

DMSO-val helyettesitettiik a gatloszert (24. abra).
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24. abra. HIV proteaz inhibitorok hatasa a RF1/RF2peciofehérje in vitro koriilmények kozott vizsgalt
autoproteolizisére. A Western-blot soran anti-PEG10 és anti-GAPDH antitesteket hasznaltunk a fehérjék
kimutatasahoz. Az inhibitorok roviditései: PEP A, pepsztatin A; LOP, lopinavir; NEL, nelfinavir; SAQ,
saquinavir; DAR, darunavir; TIP, tipranavir.

A Kkisérlet soran olyan gatloszereket probaltunk ki, mint a klasszikus aszpartil proteaz
inhibitornak szamit6 pepsztatin A, els6- (nelfinavir és saquinavir) és masodik generacios
(lopinavir) peptid-mimetikus HIV PR gatlok, illetve ,flexibilis” szerkezettel bird6 masodik
generacios HIV PR inhibitorok (darunavir és tipranavir). Az autoproteolizisre gyakorolt gatlo
hatast azonban egyik esetben sem tapasztaltunk, ami arra utal, hogy a PEG10 természetes

rezisztenciaval rendelkezik e gatloszerekkel szemben.

5.1.9. Eletképesség és sejtproliferdcio vizsgdlata

A PEGI10 tobb sejttipus daganatképzésében betoltott szerepének vizsgalatara szamos
irodalmat talalunk (Tsou és mtsai, 2003; Okabe és mtsai, 2003; Ip és mtsai, 2007; Zang és mtsai,
2017). Eppen ezért fontosnak tartottuk a biokémiai vizsgalatok mellett, sejtekben is megvizsgaljuk
a PRpec1o tulzott mértékii expresszidjanak (overexpresszid) hatdsat a sejtek €letképességére, illetve
magara a sejtproliferaciora.

Els6 Iépésben endogén expresszid soran megjelend f6 PEGI10 fehérjéket kodolod
szekvenciakkal transzfektaltunk HEK293T és HaCaT sejteket. A két vizsgalt fehérje koziil az

RF1lpecio tartalmazza a Gag-szeri fehérjéket C-terminalisan egy cink-ujj doménnel, mig az

RF1/RF2pec10 esetében a kereteltolodas lehetdsége adott, igy a protedz domén atirédasa is
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megtorténhet, azonban a frameshift hatékonysaga irodalmi adatok alapjan csupan 10-30 % kozé
tehetd (Shigemoto és mtsai, 2001; Lux és mtsai, 2005). Az atirodas frekvencidja nem
szabalyozhato, ugyanakkor az RF1pecio féfehérje mellett megjelenik az RF1/RF2pecio poliprotein
is. A kisérlet kontrolljaként iires, PEG10 fehérjét kodold szekvenciat nem tartalmazd plazmid

DNS-sel transzfektalt sejteket tekintettiink (mock kontroll).

A transzfekciot kovetden a sejtek életképességét MTT assay segitségével vizsgaltuk (25.
abra). Az RF1lpecio fehérjét expresszaldo HEK293T sejtek életképessége szignifikansan ndvekedett
a kontroll csoporthoz képest, mig RF1/RF2pec10 esetében nem tapasztaltunk szamottevé valtozast
egyik sejtvonalnal sem. Amennyiben a PEGI10 fehérjéket expresszalo sejtek eredményeit
hasonlitottuk 6ssze, az RFlpecio fehérjéket termeld HEK293T sejtek esetében a tapasztalt
novekedés tovabbra is szignifikdns kiilonbségnek mutatkozott az RF1/RF2pegio-transzfektalt
sejtekhez képest. Az alacsony frameshift hatékonysag miatt a vizsgalt PEG10 formak {6 fehérje
terméke mindkét csoportban az RFlpecio. Feltételezésiink szerint azonban az RF1/RF2pecio

poliprotein funkcioképes PRpec1o doménje felelds lehet a kialakult kiillonbségeért.

RF1peg10 €5 RF1/RF2peg, életképesség RF1pegi0 €s RF1/RF2;,cc,  életképesség
vizsgdlata HEK293T sejteken vizsgalata HaCaT sejteken
230 - (MTT assay) 180 (MTT assay)
*
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25. abra. RFlpecio és RF1/RF2pecio fehérjéket expresszale HEK293T és HaCaT sejtek
életképességének vizsgalata. A PEG10 fehérjék életképességre gyakorolt hatasat HEK293T (A) és HaCaT
(B) sejteken vizsgaltuk. Az é16 sejtek szamat MTT assay segitségével hataroztuk meg. A mock kontroll
sejtek PEG10 szekvenciat nem tartalmazo, iires pQE-TriSystem plazmid DNS-sel transzfektaltak. Jelolések:
**%p <0,001; *p < 0,05; ns: nem szignifikans (p > 0,05). A hibasavok szorast jelolnek (SD, n=3).
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Annak bizonyitasara, hogy a PRpecio fontos befolyasold tényezdje a sejtek
¢életképességének, a katalitikusan aktiv (sRF1/RF2peci0) és inaktiv (D370A-sRF1/RF2pecio)
szekvenciat tartalmaz6 plazmidokkal transzfektaltunk. Ebben az esetben a plazmidokrol atir6do
fehérjék nem fliggnek a kereteltolodas esetlegességétl, ugyanis a frameshift mutacio
kovetkeztében a teljes kodold szakasz transzlalodik. Amennyiben a mock kontroll mintakhoz
viszonyitottuk az eredményeket (26. abra), a katalitikusan inaktiv PRpec1o-t tartalmazo D370A-
sRF1/RF2pec1o fehérjét expresszald sejtek életképességében nem tapasztalunk valtozast. Az aktiv
PRpec1o-t tartalmazé RF1/RF2pecio viszont mar mindkét sejtvonal esetében jelentGsen
csokkentette az életképes sejtek aranyat. Az eredmények alapjan tehat megallapithato, hogy a
PRpec10 a vizsgalt sejtekben az RFlpecio életképességet befolyasold biokémiai folyamatait
szabalyozhatja, mely szabdlyozasi folyamatok vizsgalata, molekularis szinten torténd feltardsa a

tovabbiakban indokolt lehet.

#sRF1/RF2p:6,0 és D370A-, RF1/RF2,:10 sRF1/RF25c510 €5 D370A- RF1/RF2,c610
életképesség vizsgalata HEK293T életképesség vizsgalata HaCaT sejteken
sejteken (MTT assay) (MTT assay)
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26. abra. xRF1/RF2pec10 €s D370A sRF1/RF2pecio fehérjéket expresszaléo HEK293T és HaCaT sejtek
életképességének vizsgalata. MTT assay segitségével hataroztuk meg a PRpec1o hatasat HEK293T (A) és
HaCaT (B) sejtek életképességére. A mock kontroll sejtek PEG10 szekvenciat nem tartalmazo, iires pQE-
TriSystem plazmid DNS-sel voltak transzfektalva. Jelolések: ****p <0,0001; ***p < 0,001;**p < 0,01; *p
<0,05; ns: nem szignifikans (p > 0,05). A hibasavok szorast jeldlnek (SD, n>4).

62



A kiilonboz0 plazmidokkal végzett transzfekcid hatdsat a sejtek ndvekedésére Ki67 fehérje
kimutathat6saganak vizsgalataval végeztiik. A Ki67 fehérje jelen van a sejtciklus minden aktiv
fazisaban (G1, S, G2, M), azonban a sejtek nyugalmi (GO0) allapotban nem expresszaljak (Li és
mtsai, 2014). A fehérjét FITC-konjugalt Ki67 ellenes antitesttel jeloltiik, majd pedig aramlasi
citométerrel detektaltuk 36 oraval a transzfekciot kovetden. A kisérlet soran ebben az esetben is az
tires, pegl10 szekvenciat nem tartalmazo DNS-sel transzfektalt mintat tekintettiilk mock kontrollnak.
Az RFlpecio és RF1/RF2peci0 plazmidokkal transzfektalt, ndvekedésre optimalis koriilmények
kozott tartott sejtek nem mutattak valtozast a kontroll csoporthoz képest egyik PEG10 varians
esetében sem (27. abra).

RF1lpeg10 €5 RF1/RF2,.6,, Sejtproliferacio RF1,c10 €5 RF1/RF2,..,, Sejtprolifercid
vizsgdlata HEK293T sejteken vizsgdlata HaCaT sejteken
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27. abra. RF1pecio és RF1/RF2 pecio fehérjéket expresszalo HEK293T és HaCaT sejtek proliferacios
vizsgalata. A proliferalodo sejtek szamat transzfektalt HEK293T (A) és HaCaT (B) sejtekben vizsgaltuk
Ki67 fehérje kimutatasaval, aramlasi citométer segitségével (FACS). A mock kontroll sejtek PEG10
szekvenciat nem tartalmazo, ires pQE-TriSystem plazmid DNS-sel voltak transzfektalva. Jelolések: ns:
nem szignifikans (p> 0,05). A hibasavok szérast jelélnek (SD, n=2).

A frameshift mutansok kontroll csoporthoz torténd hasonlitasakor szintén nem
tapasztaltunk jelentds valtozast, azonban ha a sRF1/RF2peci0 €s D370A-sRF1/RF2pec10 mintak
Ki67 pozitiv sejtjeinek aranyat hasonlitjuk 6ssze, mar szignifikans eltérést tapasztalunk HEK293T
sejtek esetében. A sRF1/RF2pecio fehérje - a katalitikusan inaktiv PRpecio-t expresszalo sejtekhez
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viszonyitva - indukald hatassal volt a sejtek novekedésére. HaCaT sejtek esetében nem talaltunk
lényeges kiilonbséget a sejtproliferacio vizsgalatakor, melyre magyarazat lehet a sejtek rovidebb

duplikécios ideje (28. 4bra).

A +<RFL/RF2pp610 65 D370A- RFL/RF25c610 B sRF1/RF2q.0 €s D370A-,RF1/RF2,c6,,
sejtproliferacio vizsgalata HEK293T sejteken sejtproliferacio vizsgalata HaCaT sejteken
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28. abra. A PRpecio hatasa HEK293T és HaCaT sejtekproliferacios képességére. A proliferalodo sejtek
szamat Ki67 fehérje kimutatasaval, aramlasi citométer segitségével (FACS) végeztilk. A mock kontroll
sejtek PEG10 szekvencidt nem tartalmazo, tires pQE-TriSystem plazmid DNS-sel transzfektaltak. Jelolések:
*p < 0,05; ns: nem szignifikans (p> 0,05). A hibasavok szorast jelolnek (SD, n>2).

5.2. ASPRV1 vizsgalata

5.2.1. ASPRVL1 in silico vizsgdlati eredmények

A PRpeG10-hoz hasonldan a SASP14 esetében sem ismert a mai napig kisérletes modszerrel
meghatarozott szerkezet, igy a szerkezeti jellemzok analizisét in silico modszerekkel végeztiik el.

A masodlagos szerkezetjoslas alapjan, a SASP14 esetében a masodlagos szerkezeti elemek
elrendezddése nagymértékli hasonldésagot mutat @ homodimer aszpartil protedzokkal. Akarcsak a
PRrec10 predikcio esetében, a SASP14 szerkezeti joslasa is a katalitikus motivum kozelében egy

helikalis inzert, tovabba harom C-terminalis B-red6 jelenlétére utalt, utobbi alapjan a PRpecio-hez
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hasonld, 0sszesen hat red6bdl all6 dimerizacios régiot feltételeztiink a homodimer enzim esetében.
A B-redok a SASP14 esetében is rovid hurokkal kapcsoltak. Az enzim a PEG10 fehérjéhez
hasonléan D-S-G-A szekvenciat tartalmaz, mely megfelel a retrovirus proteazok konzervalt D-S/T-

G-A aktivhely motivumanak (29. abra).

hDdil PR ----- VTMLYINCKVNGHPLKAFVDSGAQMTIMSQACAERC-NIMRLVDRRWAGVAK ————— G-QRIIGR-
EIAV PR VTYNLEKRPTTIVLINDTPLNVLLDTGADTSVLTTAHYNRLKYR-GR-KY-QGTGIG-GVG-GNVET-FS-
HIV-1 PR PQITLWQRPLVTIRIGGQLKEALLDTGADDTVLEE--MN----L-PG-KW-KPKMIG-GIG-GFIKV-RQ-
SASP14 —-——SMGKGYYLKGKIGKVPVRFLVDSGAQVSVVHPNLWEEV-TDGDLDTLQP FENMVANGAEMKILGV—

hDdil PR VHLAQIQIFGDF-LQOCSFSILEDQPMDMLLGLDMLRRHQOCSIDLKKNVLVIGTTGTQTYFLPEGELP
EIAV PR TP-VTIKKK-GRHIKTRMLVA-DIPV-TILGRDILODLGAKLVL--—-—-—-————-——————————————
HIV-1 PR YDQIPVEIAGHK-AIGTVLVG-PTPV-NIIGRNLLTQIGATLNF---------—-—————————————
SASP14 WDTAVSLGK-LK-LKAQFLVANASAEEAIIGTDVLODHNAILDFEHRTCTLKGKKFRLLP———————

29. abra. Az ASPRV1 szerkezet-alapu szekvencia-illesztése néhany retroviralis és retrovirus-szerii
proteaz szekvenciaval. A masodlagos szerkezetek jelolése SASP14 PR esetében szerkezetjoslo program
segitségével, mig a tobbi feltlintetett PR esetében meghatarozott kristalyszerkezet alapjan tortént (hDdil:
3S8l.pdb; EIAV: 1FMB.pdb; HIV-1: 7HVP.pdb). A kék szin a B-reddket jeloli, kivéve a dimerizacids
felszin felépitésében is résztvevé N-terminalis B-reddket, melyek pirosak (EIAV és HIV-1 proteazok). A
z6ld szin az a- hélixeket mutatja. A szekvencia illesztést Dr. Motyan Janos Andras készitette.

Noha a SASP14 esetében a mai napig nem rendelkeziink kisérletesen meghatarozott
haromdimenzids szerkezeti adatokkal, homolog modellezés alapjan feltételezett 3D modelljét mar
az enzim azonositasakor publikaltak (Bernard és mtsai, 2005). A modell elkészitéséhez azonban
csak egyetlen templatstruktirat alkalmaztak (EIAV PR) és a javasolt modellszerkezetet nem
elemezték tovabb. Sajat kisérleteinkben azonban tobb templatot alkalmaztunk a pontosabb
szerkezeti megjelenités érdekében (30. abra). A SASP14 fehérje C-terminalisara josolt harom -
redd jelenléte azt sugallta, hogy a homodimer SASP14 dimerizacids feliilete hasonlit a Ddil
fehérjékéhez, igy a dimer interfész felépitését a hDdil fehérje modell alapjan végeztiik. Az EIAV
PR kristalyszerkezetét a zart konformaciot mutatd lebenyrégié modellezésére hasznaltuk, ugyanis
mtsai, 2006) ebben az esetben is kizarta modellalapként valo hasznalhatosagat. Akarcsak a PRpecio
estében, a szerkezetjoslas alapjan a SASP14 is tartalmaz a katalitikus aminosavak kdzelében egy
helikalis inzertet, mely modellezéséhez az EIAV PR szintén j6 templatnak bizonyult, tobbek kozott
az aktiv helyet koriilvevé aminosavak nagy szekvencia-azonossaganak koszonhetéen (Bernard és

mtsai, 2005).
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Bar a kivalasztott templatok csak alacsony szekvencia-azonossagot mutattak az SASP14-
gyel (<20%), mégis nagy szerkezeti hasonldsagot talalunk kozottiik (Sirkis és mtsai, 2006;
Motyan és mstai, 2020). Azonban fontos megjegyezni, hogy az adatok értelmezésénél figyelembe
kell venni a modellek esetleges bizonytalansagait, igy a pontos szerkezeti képeket csak kisérletes

eredményekkel igazolhatjuk.

HIV-1 EIAV SASP14
\& >
)
@) 7 O N
| \ N 5, U
o, ) . - o <
(== . ) —_—
N S iC N N ¢c N €3 €2 €1 €1’ C2'cY €3 C2 E1.¢CY 2 &3

30. abra. A homodimer aszpartil proteazok szerkezetével mutat hasonlosagot a SASP14 jésolt
homolég modellje. A SASP14 esetében (1-124 aa) a josolt szerkezeti modell, mig a HIV-1 PR (7HVP.pdb),
az EIAV PR (1FMB.pdb) és a hDdil proteaz (3S8I.pdb) esetében a kristalyszerkezeti adatok alapjan
jelenitettiik meg a szerkezeteket. A piros nyil a fels6 képeken a helikalis inzerteket jel6li. Az alsé képek
kiemelten mutatjak a dimerizacios régiot, melyben az N- és C-termindlis B-red6k piros és kék szinnel
jeloltek. Az &brat Dr. Motyan Janos Andras készitette.

5.2.2. Mutdciok tervezése a SASPaz fehérjékben

crer

A vizsgalt SASP14 enzimek esetében a Met2 aminosav (31. abra) lle-ra torténé mutaciojat
elvegeztiik, mellyel az enzim stabilitds ndvelése és oxidacidjanak elkeriilése volt a cél. A mutacid
elvégzése nem befolyasolja az enzim miikodését, ugyanis a Met2 nem vesz részt szubsztrat-
kotésben és a dimerizdcidban sem jatszik szerepet, ugyanakkor szekvencia-alaptl vizsgalat (I-
Mutant 2.0) alapjan ez a mutacié noveli az enzim stabilitasat. Az M2l mutans rekombinans

SASP14 enzimformat vizsgaltuk in vitro kisérleteink soran és tekintettiik vad tipusnak.

A GST-SASP28 forma esetében az autoproteolizis helyét érintd mutaciokat vezettiink be
¢és vizsgaltuk azok hatdsat az enzim processzald képességére. Az A189K/N190I dupla mutans
esetében az N-terminalis SASP14 processzald hely P1 és P2 aminosavakat mddositottuk, mig az
alternativ  hasitéhely P1 ¢és PI1° poziciojaban talalhatd aminosavak mddositasait a

A167G/L168G/A189K/N190I négyszeres mutans tartalmazta (31. abra). Varakozasunk szerint az
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e

alternativ hasitohely veszi at, illetve az alternativ hely tovabbi muticidja (négyszeres mutans)

megakadalyozza az enzim autoproteolizisét.

A transzmembrén domén aszpartil protedz domén
56 76 207 288
B 2 B sesear
8485 167:168
EESSR{MAGSG TVKEA;LLKAF (alternativ autoproteolitikus hely)
SASP28
1991;91 32§lgz7
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120 130 136
RTCTLKGKKFRLLPVGGSLEDEFDLE. [ FFDPSSEEGROFTLSH

= =

<--SASP14 X SASP28

31. abra. A SASP37, SASP28 és SASP14 enzimformak. (A) A kiilonb6z6 SASPaz fehérje formak eltérd
szinnel vannak jelezve. Az autoprocesszalo helyek szekvencidit feltiintettiik az 4bran. (B) A SASP14 fehérje

crer

helyét jeloli a szekvencidban, mig az N- és C-terminalis hasitohelyek szekvenciai alahtzassal jeloltek.
Tovabbi jelolések: a zold nyilak a B-redéket, mig a piros téglalapok az a-hélixeket mutatjak.

5.2.3. GST-fuzios fehérjék expresszidja és tisztitisa
Az ASPRV1 fehérjék vizsgalatara létrehozott plazmid konstrukciok koziil a SASP37 pre-
proformat nem vizsgaltuk, ugyanis az irodalombol ismert volt, hogy a teljes hosszisagu fehérje

hatékony expresszidja Escherichia coli sejtekben, valamint a fehérje tisztitasa problémas lehet,

vélhetéen a fehérje N-terminalisan jelen 1év6 transzmembran régid jelenléte miatt (Bernard és
mtsai, 2005).

A GST-fuziés cimkével kapcsolt SASP14, illetve SASP28 fehérjéket BL21(DE3)
baktérium sejtekben expresszaltuk, majd detergensek jelenlétében szonikalassal lizalt mintdkat

affinitas kromatografiaval tisztitottuk (32. abra).
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32. abra. Példa a GST-SASP14 vad tipusu enzimfehérje affinitds kromatografiaval torténé
tisztitasara. A fehérjéket AKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech) késziilék segitségével GST
Cartridge oszlop (BioRad) hasznalataval tisztitottuk. Az injektalt fehérje jelenlétét 280 nm hullamhosszon
kovettiik (kék szin), mig a koto- és elualo pufferek valtasat a zold szin mutatja.

Affinitas kromatografiat kovetden a GST-SASP14 fehérje frakciok tisztasagat SDS-PAGE
segitségével ellendriztiik (33. abra), majd a kivalasztott mintakat tarold puffer ellen dializaltuk.
Hasonloan tisztitottuk a GST-SASP28 fehérjét is, melynek vizsgalatat az 5.2.10. fejezetben

mutatom be.

1 A eludlt frakciok

kDa
70 —

35— " .w < GST-SASP14
40— o - — - ———

35—
25— . <« GST

33. abra. Reprezentativ gélkép a tisztitott GST-SASP14 fehérje frakciokrol. Az affinitas
kromatografiaval tisztitott fehérje frakciok ellendrzését SDS-PAGE segitségével végeztik el.
Elhanyagolhaté mennyiségiit GST megjelenik néhany tisztitott frakcidoban, azonban a kodold szekvencia
alapjan nem autoproteolizis eredménye. I: injektalt minta; A: atfoly6

5.2.4. GST-SASP14 enzim vizsgdlatok

Az ASPRV1 biokémiai karakterizalasa céljabol enzimaktivitds méréseket végeztiink vad
tipust és modositott HIV-1 MA/CA hasitohelyet reprezental6 oligopeptid szubsztratokon. Korabbi

eredmények tapasztalatai alapjan a természetes HIV-1 MA/CA hasitohelyet reprezentalo
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VSQNY |PIVQ szekvenciat tobb kiilonb6z6 retroviralis proteaz is képes hidrolizalni (Bagossi és
mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008). A GST-SASP14 enzimmel végzett elsddleges hasitasi
reakciok alapjan azonban 1 6ra nem volt elegendd az enzim szamara, mig egy ¢éjszakas inkubaciot

kovetden is csupan minimalis mértéki hidrolizis volt tapasztalhatd (34. A abra).

A Sz
v
VSQNY PIVQ-NH,
g GST-SASP14
g enzim reakcid (1 6ra)
< |T1 T2
J»‘—JV enzim reakcié (16 6ra)

5 6 7 -] 9 10 11 12 13 14 15 16

Retencids id6 (perc)

B Sz
T1 T2 *
v v
| vsQLY PIVQ-NH,
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< . .
M enzim reakcio (16 ora)

T T T >

s & 7 & ¢ 10 11 12 13 1a 15 16

Retencids id6 (perc)

34. abra. HIV-1 MA/CA hasitéhelyet reprezentalé szubsztratok hasitasa GST-SASP14 proteazzal. Az
abra a természetes (A) és a modositott (B) szintetikus peptidszubsztratok esetében mutatja a szubsztratok és
termékek elvalasztasanak reprezentativ HPLC kromatogramjait. Az abran piros szinnel jel6lt a szubsztrat,
feketével jelolt az enzim, zolddel (1 ora) és kékkel (16 ora) pedig a reakcidé kromatogramja szerepel az
inkubacios id6tol fliggéen. A HPLC kromatogram alapjan késziilt abrdkon Sz jel6léssel a szubsztrat csucsot,
mig T1 és T2 jeloléssel a termékeket jeleztiik. A szubsztrat szekvencidjat érint6 szubsztiticio fekete szinnel
és alahuzassal jelolt.

Korabban, a kutatocsoportunk altal végzett 0sszehasonlitdé specificitds vizsgalatok azt
mutattak, hogy a HIV protedzokkal ellentétben, mas retroviralis protazok hidrofob S2 kdtézsebbel
rendelkeznek, ezért a P2 helyen 1évé Asn aminosav hidroféb aminosavra torténd cseréje a vad
tipustt HIV-1 MA/CA hasité hely szekvencidban ndvelte a hidrolizis hatékonysagat tobb esetben
(Bagossi és mtsai, 2005). A HTLV-1 és a HFV proteazoknal jelent6s kiilonbség volt tapasztalhatod

az aminosavcserét kovetden, ugyanis mig a vad tipusu szekvenciat nem, addig a P2-Leu varianst
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mar képesek voltak hasitani. Hasonldan jelent6s valtozas volt tapasztalhato a BLV proteaz esetében
is, melynél a P2-Leu moddositott szekvencia 200-Szor jobb szubsztratnak bizonyult a vad tipusu
szekvenciahoz képest (Bagossi és mtsai, 2005). Ezen tapasztalatok alapjan a HIV-1 MA/CA
hasitéhely P2-Leu varidnsat teszteltik GST-SASP14 enzim esetében is, és a vad tipusu
szekvenciaval ellentétben megfeleld hasitasi hatékonysdgot tapasztaltunk, igy ez a szubsztrat

alkalmasnak bizonyult az enzimaktivitas jellemzésére (34. B abra).

A GST-SASP14 proteaz Michaelis-Menten allandora HIV-1 MA/CA P2-Leu szubsztrattal
mért reakcioban 1,26 mM (Kwm), katalitikus allandéra 0,034 s (Kcar), specificitasi allandora pedig
0,027 mMs? (kea/Km) értéket hataroztunk meg. A kapott értékeket tablazatba foglaltuk mas
retroviralis enzimekre meghatarozott eredményekkel (8. tablazat). Bar a SASP14 enzim GST-
fuzios forméban meghatarozott értékeit nem lehet teljes mértékben Osszehasonlitani a tobbi
enzimre meghatarozott kinetikai jellemzdokkel, azt a kovetkeztetést azonban levonhatjuk, hogy a
GST-SASP14 enzim katalitikus hatékonysaga a vizsgalt szubsztraton nagysagrenddel Kisebb a

példaként emlitett retroviralis protedzokéhoz képest.

8. tablazat. Kiilonb6z6 homodimer aszpartil proteazok esetében meghatarozott kinetikai allandok.

HASITOHELY ‘ " Keat/ Kim
NEVE SZEKVENCIA PROTEAZ Kvm (mMM) | keat (s1) (MM-is) REFERENCIA
GST-SASP14 nem hasadt Golda és mtsai, 2020 b
HIV-1 0,15 6,8 453 Tozsér és mtsai, 1991
HIV-1 MA/CA | VSQNY L PIVQ — -
HIV-2 0,18 6,2 34,4 Tozsér és mtsai, 1992
HTLV-1 nem hasadt Tozsér és mtsai, 2000
GST-SASP14 1,26 0,034 0,027 Golda és mtsai, 2020 b
HIV-1 MA/CA VSOLYLPIVO HIV-1 0,12 0,4 33 T(:?zse:r és mtsa?, 1991
P2-Leu HIV-2 0,17 34 20,0 Tézsér és mtsai, 1992
HTLV-1 0,26 0,05 0,2 Tozsér és mtsai, 2000

5.2.5.0ptimadlis pH és ionkoncentrdacio meghatarozdsa

Az extracellularis pH a stratum corneum mélyebb rétegeiben kozel semleges (pH 6,8), mig
a felszinhez kozeli pH érték savas (4,5-5,3) (Matsui és Amagai, 2015; Ovaere és mtsai, 2009).
Az ASPRV1 szerepe a stratum corneum-ban arra enged kovetkeztetni, hogy az enzim optimalis
miikddéséhez savas pH tartomany sziikséges, mindezt pedig irodalmi adatok is alatimasztjak mind
human (Bernard és mtsai, 2005), mind pedig egér (Matsui és mtsai, 2006) fehérje esetében

végzett vizsgalatok alapjan.
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Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a GST-SASP14 enzim pH optimuma kozelebb
talalhato a stratum granulosum fiziologias pH értékéhez (pHopt=6,27+0,02), mig savas
kornyezetben, mint példaul a stratum corneum felsbb rétegei, veszit az aktivitasabol (35. A abra).
Hasonldan enyhén savas pH optimum értékkel rendelkezik HFV PR is (pH 6,6-6,8) (Fenydfalvi
és mtsai, 1999), a HIV-1 PR-zal 6sszehasonlitva (pH 4-6) (Boross és mtsai, 1999) azonban
lényegesen magasabb pH értéket kaptunk.

Hasonloan a HFV (Fenydéfalvi és mtsai, 1999) és a HIV-1 (Boross és mtsai, 1999)
proteazokhoz, a GST-SASP14 esctében is emelkedett enzimaktivitast tapasztaltunk az ionerésség

novelésével (35. B abra).
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35. abra. A pH és ionerésség hatisa a GST-SASP14 enzim aktivitasara. HIV-1 MA/CA P2-Leu
modositott oligopeptid szubsztraton vizsgaltuk az enzim aktivitasat kiilonb6z6 pH (A) és ionerdsség (B)
mellett (HPLC moédszer). Az abrakon a relativ aktivitas értékeket tiintettiik fel névekvé pH (n=2) és
sOkoncentracio (n=3) fiiggvényében. A hibasavok szorast jelolnek (SD).

5.2.6. Urea-disszocidacios allando (UCso) meghatdrozdsa

A homodimerként aktiv GST-SASP14 enzim stabilitasat denaturald agens jelenlétében
vizsgaltuk. A nativ allapotban talalhato fehérjék hidrofob magot és hidrofil felszint alakitanak ki,
mely energetikailag legkedvez6bb szamukra. Ezért apolaris oldallancaik tobbsége a hidrofob mag
felé néz, mely denaturaloszer (vagy akar magas homérséklet) hatasara a fehérje letekeredésével a

felszinre kertil. A letekeredett fehérje apolaris csoportjai €s a viz altal 1étrehozott klatrat szerkezet

s
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letekeredett fehérjelancot. Ezzel a nagyobb rendezettségli allapotbol rendezetlen allapotba kertilt
fehérje szerkezetében tortént konformacié valtozéas befolyasolja az enzimatikus tulajdonséagot is.
Az urea-indukalta denaturacié mechanizmusarol tobb elméletet is taldlunk az irodalomban

(Bennion és Dagett, 2003; Zangi és mtsai, 2009; Auton és mstai, 2007, Wang és mtsai, 2014).

Urea-disszociacios allando (UCsp) alatt a dimerként aktiv enzimaktivitasanak 50 %-0s
csokkenését eredményez6 urea koncentraciot értjiik (Liu és mtsai, 2005). Meghatarozasahoz
novekvo urea koncentracio (végkoncentracio: 0-2 M) jelenlétében vizsgaltuk az aktiv homodimer

GST-SASP14 proteaz stabilitasat (36. abra).
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36. abra. GST-SASP14 urea-disszociacios értékének meghatarozasa. HIV-1 MA/CA P2-Leu modositott
oligopeptid szubsztratot hasznaltunk enzimaktivitds mérésre urea jelenlétében. Az abran a relativ aktivitas
értékeket novekvd ureakoncentracio fiiggvényében abrazoltuk. A hibasavok szorast jelolnek (SD, n=2).

A kapott stabilitasi értéket egy tablazatba foglaltuk a munkacsoportunk altal korabban HIV-
1, XMRV (Matuz és mtsai, 2012) és Tyl retrotranszpozon (Gazda és mtsai, 2020) proteazok
esetében mért értékekkel (9. tablazat). Az UCso értékek alapjan megallapithatd stabilitasbeli
kiilonbségek részben az enzimek eltéré felépitésii dimerizacios felszinével (dimer interface)
magyarazhatéak. Maga a dimerizacios felszin a molekulak kozotti f6 kolecsonhatod feliiletként
definialhatd, igy azokndl a protedzoknal, ahol alterndlé N- és C-termindlis B-reddk erdsitik a
molekuldk kozotti kapesolatot (pl. HIV-1 PR) szignifinansabban magasabb intermonomer
kolcsonhatéas-stirtiség allapithaté meg, mint azoknal a fehérjéknél, amelyeknél csak C-terminalis,
nem ismétlédo B-redo talalhatd (pl. XMRYV és Ddi proteazok) (Motyan és mtsai, 2020). Utobbi
protedzokhoz hasonléan a SASP14 dimerizacids felszinét is kizardlag C-terminalis B-reddk

alkotjak, ami relative alacsonyabb dimer stabilitast biztosit a homodimer szdmara.
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9. tablazat. Kiilonb6z6 homodimer aszpartil proteizok esetében meghatarozott UCs értékek.

ENZIM UCso (M) REFERENCIA

GST-SASP14 0,54 + 0,06 Golda és mtsai, 2020 b

HIV-1PR 1,47 Matuz és mtsai, 2012
XMRV PR 0,2 Matuz és mtsai, 2012
Tyl PR 0,05 Gazda és mtsai, 2020

5.2.7. Szubsztrdt specificitds vizsgdlat

A GST-SASP14 enzim S2 ¢s S3 szubsztratkotd helyeinek aminosav preferencidjat a HIV-
1 MA/CA (VSQNY |PIVQ) hasitohely P2 és P3 pozicioban modositott variansait reprezentald

szintetikus oligopeptid szubsztratok felhasznalasaval vizsgaltuk (37. abra).

Az Osszemért reakcioelegyeket 1 6rat inkubaltuk a P2 moédositott szubsztratokkal (37. A
abra). A természetes hasito helyet tartalmazo, vad tipust (VSQNY | PIVQ szekvenciaju) szubsztrat
esetében 1 ora alatt nem, mig 16 d6ras inkubaciés id6t kovetden csupan kismértékii hidrolizist
tapasztaltunk. Eredményeink Osszhangban vannak azokkal a munkacsoportunk altal kordbban
publikalt adatokkal, melyekben tobb retrovirdlis protedz aminosav preferencidjat vizsgaltdk
(Bagossi és mtsai, 2005). A SASP14 enzim hidrofob S2 zsebbel rendelkezik, a kothely térfogata
azonban nagyobb, mint a HIV-1 proteaz esetében (37. C abra). Kisérleteinkb6l tovabba kideriilt,

crer

aminosavak hidrofob jellege meghataroz6 a hidrolizis hatékonysaganak szempontjabol.
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37. abra. GST-SASP14 enzim aminosav preferenciaja P2 és P3 médositott szubsztratokon. Szintetikus
HIV-1 MA/CA vad tipust (VSQNY |PIVQ), P2, illetve P3 mutans szubsztatokon vizsgaltuk a GST-
SASP14 enzim aktivitasat. A szubsztitucié helyét XXX-el jeloltiik. Relativ aktivitas értékeket hataroztunk
meg a vad tipusu és P2 (A), illetve P3 (B) mutansok esetében is, melyeknél a P2-Leu mutans esetében
tapasztalt aktivitast tekintettiik 100 %-nak. A szorast a hibasadvok mutatjék (SD, n=2). Az abra C és D részén
szerepld grafikonokon fekete szinnel a munkacsoportunk altal korabban meghatarozott értékeket abrazoltuk
(Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008), pirossal a sajat, SASP14 esetében meghatarozott értékek
szerpelnek. A grafikonokon az in vitro aktivitas-mérések alapjan a leginkabb preferalt két P2 aminosav
térfogatanak atlagat abrazoltuk az S2 (C) és S3 (D) szubsztratkotd zsebek térfogatanak fiiggvényében. Az
tires rombuszokkal jelolt értékeket kihagytuk a korrelacios analizisbol.

A P3-mddositott oligopeptid szubsztratok hidrolizise 1 oras reakci6idd mellett nem volt
detektalhatd, ezért az inkubacids id6t 16 orara noveltik (37. B abra). A vizsgalt oligopeptid
szubsztratok koziil a P3-Val és -Asp mutansok 16 ora alatt sem hasadtak, illetve a tobbi vizsgalt
peptid (P3-GlIn, -Lys és -Gly) esetében tapasztalhato hidrolizis mértéke is igen alacsony volt. A
tesztelt mutaciok koziil a P3-Lys mutans esetében tapasztaltuk a legnagyobb mértékii hasitast,
azonban ez a mutans még igy is szignifikansan rosszabb szubsztratja volt a SASP14 enzimnek,

mint az 6sszehasonlitasban 100 % relativ aktivitasi értékii P2-Leu mutans (1 6ras reakcioido).
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A HIV-1 MA/CA vad tipusu, illetve P2 és P3 moédositott oligopeptid szubsztatokat GST-
SASP14 enzimmel mértiik 6ssze, a reakcidt 37 °C-on inkubaltuk 16 orat. A pontos hasitasi hely
meghatarozasahoz a hasitott és hasitatlan oligopeptid szubsztratokat HPLC-ESI-TOF analizisnek
vetettilk ald. A meghatarozott m/z értékeket [M+H]+ és a szamolt molekulatomegek minden
esetben Osszhangban voltak a kisérletesen meghatarozott értékekkel, eredményeinket a 10.

tablazat foglalja 0ssze.

10. tablazat. Szintetikus oligopeptid szubsztriatok hasitisi helyeinek meghatarozasa
tomegspektrometriaval (HPLC-MS). A roviditések jegyzékei labjegyzetben olvashatoak.

SZUBSZTRAT TERMEK 1 TERMEK 2

NEV SZEKVENCIA | MZIMHH] | g [ miz[M+H | g | miz[M+H] | g
(karlrlljlrltélt) (perc) (kaﬁi?élt) (perc) (kallllljlrltélt) (perc)

vad tipus ™ | VSONYLPIVO | (1oageny | 11 | (@iozms | 03 | (seazeg | 7
P2-Ala”" VSQAYLPIVQ (188222?) 1.6 ég;???) 205" (322282) 199"

p2-Phe " VSQFY L PIVQ &8?3223) 154 (232388) 11 (jgg;gg) 05

P2-Leu ™ VSQLYVPIVQ (1832:222) 156 (2831253) 11,0 (jggégi) 82

p2-val ™" VSQVYLPIVQ &821223) 132 (gggggg) 83 (jggggg) 6.7

praly” | VSGNYUPIVG | grodnd | 1L | (500 | 89 | umeny | O

P3-Lys " VSKNYJPIVQ (igjg:ggg) 8.7 (gigﬁﬁﬁ) 42 (jggégg) 6

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a szubsztratok mind a vad tipust, mind pedig a
P2 és P3 modositott peptidek esetében is a P1-Tyr és P1’-Pro aminosavak kozott hasadtak (38.

crcr

detektaltunk.

L amid-terminalt peptid

2 hasitasi pozicio jelzése

3 gradiens eltci6 I1. alkalmazasa (6. tblazat)
4 sav-terminalt peptid
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38. abra. Példa a hasitott és hasitatlan (konrtoll minta) oligopeptidek HPLC-MS baziscsucs-
kromatogramjara. A nyil a hasitasi poziciot jelzi az oligopeptid szekvencidban.

5.2.8. Foszforildcio hatasa a szubsztrat hidrolizisre

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a fillagrin (FLG) a transzlaciot kovetéen
foszforilalédik, melynek feltételezések szerint szerepe lehet a FLG egységeket Osszekotd
szakaszok proteolizisének, igy a FLG fehérjeérésének megakadalyozasaban, ugyanis a hasitasi
helyek foszforilacioja miatt a szubsztrat hasitasa gatlodik (Sandilands és mtsai, 2009). A
PhosphoSite adatbazisban talalhaté adatok szerint (Hornbeck és mtsai, 2015), a human FLG
linker szekvenciakban a konzervalt P1-Tyr tobbsége foszforilalt, illetve a P6, P3* és P4’
aminosavak foszforilaltsaga szintén valoszinisithetd. A P4-Ser foszforilaciora ugyan van irodalmi
adat, de a poszt-transzlacios modositas hatasa a proteolitikus processzalas jelenségére a mai napig
nem tisztazott (Yang és mtsai, 2012). Tovabba ismert, hogy a P1-Tyr aminosav foszforilaltsaga
megakadalyozza a HIV-1 PR Altali szubsztrat hidrolizist, mindezt a molekulamodellezés is
megerdsiti, ugyanis a tul nagy és negativ toltésli foszforilalt P1-Tyr S1 zsebhez torténd kotddése

kedvezotlen (Tozsér és mtsai, 1999).

Azt feltételezve, hogy a szubsztrat foszforilaltsaga hasonléoan gatlo hatassal lehet az
ASPRV1 PR-ra, vizsgaltuk a természetes, azaz a fillagrin processzald helyet reprezentdlo
szubsztrat, valamint annak P4-foszforilalt formdja hasithatosagat. Kisérletiinkben a vad tipust
GSFLY |QVSTH szekvencia hidrolizise megallapithatd volt (39. A abra), ugyanakkor a P4
pozicioban foszforilalt oligopeptid (GpSFLY|QVSTH) mar nem bizonyult megfeleld
szubsztratnak a GST-SASP14 enzim szamara (39. B abra). Eredményeink alatamasztjak a FLG
egységeket 0sszekotd szekvencidk esetében tapasztalhato foszforilacio jelentdségét, mely valoban

hozzajarulhat a processzalas gatlasahoz, igy a FLG fehérje érésének szabalyozéasahoz.
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39. abra. A pro-fillagrin szekvencia foszforilalasa gatolja a szubsztrat GST-SASP14 altali hidrolizisét.
A szintetikus oligopeptid szubsztratok oldékonysaga eltér, a vad tipus hasitohely szekvenciat
(GSFLY|QVSTH) reprezentald szubsztrat (A) vizben jol oldodik, mig a modositott szubsztrat
(GpSFLY |QVSTH) (B) beoldasa DMSO oldoszer (50 %) segitségével tortént. A HPLC kromatogram
alapjan késziilt abrakon Sz jeloléssel a szubsztrat csticsot, pSz jeldléssel a foszforilalt peptid cstucsat, mig T
jeloléssel a terméket jeleztiik. Az abran piros szinnel jelolt a szubsztrat, feketével jelolt az enzim, zolddel
pedig az enzimreakcio (1 6ra, 17 éra).

5.2.9. Gatolhatosagi vizsgalat HIV-1 proteaz inhibitorokkal

Irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a HIV-1 terapia soran alkalmazott inhibitorok
mellékhatdsai kozott megjelenhetnek kiilonbdzd bor-problémék, mint példaul ajak széarazsag,
szaraz bor (dermatitis), stlyosabb esetben koromagygyulladas (paronychia), ajakgyulladas
(cheilitis) (GarciaSilva és mtsai, 2000). Mivel az ASPRV1 szerkezeti hasonlosagot mutat mas
retrovirdlis proteazokkal, valoszinlisithetd, hogy a HIV terdpia soran alkalmazott inhibitorok
némelyike gatlo hatassal lehet az enzim aktivitasara, esetlegesen ok-okozati osszefliggésbe hozhato

HIV terédpia esetén az emlitett borbetegségekkel.

Erdeklédésiink tehat olyan inhibitorok tesztelése felé iranyult, melyek az aktiv antiviralis
terapia (HAART) sordn alkalmazott HIV-1 protedz gatloszerek kozé tartoznak. Az altalunk
vizsgalt gatloszerek az indinavir, tipranavir, saquinavir, nelfinavir, darunavir, lopinavir és
amprenavir voltak. Tovabba teszteltik a pepsztatin A és acetil-pepsztatin vegyiileteket is, mint

altalanos aszpartil proteaz gatlokat.
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A gatlé hatast 10 pM-os inhibitor végkoncentracid mellett vizsgaltuk, HPLC-alapu
modszerrel kdvetve az oligopeptid szubsztratok hasitasat. A tesztelt inhibitor panel alapjan az
indinavir gatld hatasa volt a legjelentésebb (40. A abra), amely az irodalomban megtalalhatd
adatokkal 6sszhangban van (Bernard és mtsai, 2005). Korabban Bernard és munkatarsai mar
vizsgaltak az SASPaz autoprocesszalasanak gatolhatosagat, SDS-PAGE modszer segitségével
igazoltak, hogy az indinavir 100 uM végkoncentracioban képes az autoproteolizis gatlasara. Sajat
kisérleti adataink alapjan ez a gatlas azonban mar 10 uM-os inhibitor koncentracid esetén is
megfigyelhet6 volt. A gatlo hatas értékének szamszerlsitéséhez meghataroztuk a gatlasi allandot
(Ki), mely soran novekvd inhibitor koncentracié fiiggvényében, allando szubsztrat koncentracid
mellett vizsgaltuk a reakcidosebesség valtozasat (40. B abra). Amennyiben Osszevetjik az
eredményeinket a munkacsoportunk altal kordbban mas protedzok esetében publikalt adatokkal,
lathatjuk, hogy a HIV-1 és HIV-2 proteazok esetében meghatarozott értékekhez képest gyengébb,
viszont a HTLV-1 és BLV proteazok esetében kapott Ki értékek alapjan nagysagrenddel jobb
inhibitora az indinavir a GST-SASP14-nek (40. C abra).
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40. abra. GST-SASP14 gatolhatosagi vizsgalata aszpartil proteaz gatlokkal. (A) GST-SASP14 relativ
aktivitas értékei 10 pM-os inhibitor végkoncentracié esetén. Az enzimreakcidt 37°C-on végeztiik 1 6rés
inkubacios idovel (szubsztrat szekvencia: VSQLY |PIVQ). Inhibitorok: IND, indinavir; PEP A, pepsztatin
A; Ac-PEP, acetil-pepsztatin; SAQ, saquinavir; NEL, nelfinavir; DAR, darunavir; LOP, lopinavir; TIP,
tipranavir; és AMP, amprenavir. # Ac-PEP esetében 15,5 uM-os koncentraciot is vizsgaltunk. A reakciok
kontrolja inhibitor helyett DMSO-t tartalmazott. Jelolések: ns=nem szignifikans, p > 0,05; *, p < 0,05; ***
p<0,001. A hibasavok szorast jeldlnek (SD, n=2). (B) A GST-SASP14 enzim aktivitasat névekvé indinavir
koncentracié mellett vizsgaltuk, a K; meghatarozasa érdekében. Az abran feltiintetett hibasavok szorast
jelolnek (SD, n=2). (C) A GST-SASP14 indinavir esetében meghatarozott K; értékének dsszehasonlitasa
mas retrovirus proteazokra meghatarozott értékekkel. * A HIV-1 és HIV-2 (Brower és mtsai, 2008), BLV

(Sperka és mtsai, 2007), és HTLV-1 proteazok esetében (Bagossi és mtsai, 2004) megadott K; értékek
irodalmi adatok.

A klasszikus aszpartil proteaz gatlonak tekintett pepsztatin A Bernard €s munkatérsai
kisérleteiben 1 mM-os végkoncentracioban sem volt hatassal a GST-SASP14 enzimforma
processzaldo képességére (Bernard és mtsai, 2005), mely azonban az altalunk alkalmazott
érzékenyebb modszerrel vizsgalva (HPLC analizis) szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll
reakciohoz képest. Tovabbi gatloszerek, melyek tesztelését mi is elvégeztiik (saquinavir,

amprenavir), nem gatoltak a szubsztrat 4talakulast.
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Az altalunk vizsgalt tovabbi inhibitorokra vonatkozéan, tigy, mint a tipranavir, lopinavir,
nelfinavir, darunavir és acetil-pepsztatin, nem alltak rendelkezésre irodalmi adatok a SASPaz
gatolhatosagara vonatkozoan. Eredményeink alapjan a tipranavir, lopinavir, nelfinavir és darunavir
estében nem volt gatolt a szubsztrat hidrolizis, mig az acetil-pepsztatint vizsgalva egy, a mar HIV-
1 PR esetében publikalt jelenséget figyeltink meg. Az acetil-pepsztatin inhibitort 10 uM
végkoncentracidoban mérve a reakcidelegyhez fokozott enzimaktivitast, mig novelve az inhibitor
esetében a jelenséget az acetil-pepsztatin dimerstabilitasra gyakorolt hatasaval magyaraztak (Todd
és Freire, 1999). Kristalyszerkezeti vizsgalatok alapjan azonban az acetil-pepsztatin kizarolag az
enzim aktiv helyéhez kotédik HIV-1 és XMRYV proteazok esetében is, és nincs adatunk az enzim
egyeb felszinéhez vald kotddésérdl, sem a megndvelt proteolitikus aktivitas jelenségérél mas

retroviralis, illetve retrotranszpozon eredetli enzim esetében.

A sorélesztd Saccharomyces cerevisiae Tyl retrotranszpozon proteazahoz (Gazda és
mtsai, 2020), vagy a PEG10 fehérje proteazahoz (PRpec10) hasonloan (Golda és mtsai, 2020 a) a
SASP14-et sem gatoltak az amprenavir, darunavir, lopinavir, nelfinavir, saquinavir és tipranavir
inhibitorok. Ezért megvizsgaltuk, hogy a HIV-1 PR rezisztencia mutacioi eléfordulnak-e az
SASP14 szekvencia megfeleld pozicidiban (41. abra). Megallapitottuk, hogy az SASP14-ben tobb
olyan aminosav is talalhatd, amely megfelel a HIV-1 PR els6dleges vagy masodlagos rezisztencia
mutécidinak. Ezek koziil csak hdrom aminosav jatszik szerepet a kotdhely kialakitasaban HIV-1
PR esetében: az 147 az S2 ¢és S4 zsebekben, a Q58 az S4 zsebben, mig a V82 az S1 zseb esetén
(Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008). Az SASP14 V66 és A80 vad tipusti aminosavai
megfelelnek a HIV-1 PR Q58V és a G73 A masodlagos rezisztencia mutacioinak (Weber és mtsai,
2015), ennek ellenére kisérleteinkben a GST-SASP14 mégis gatolhat6 volt indinavirral. Ugyan a
SASP14 tartalmaz olyan aminosavakat, melyek a HIV-1 PR esetében hozzajarulhatnak a
gatloszerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsdhoz, ezek a hasonlosagok nem magyardzzak
egyértelmiien a SASP14 természetes rezisztencijat bizonyos gatloszerekkel szemben, erre

magyarazatot részletesebb szerkezeti vagy evolucids vizsgélatok adhatnak.
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41. abra. Az SASP14 aminosav részei, amelyek megfelelnek a HIV-1 PR rezisztencia mutacioéinak. A
HIV-1 és SASP14 PR szekvencidk masodlagos szerkezeti elemeinek szinnel torténd jelolése a 29. abra
alapjan tortént. Piros szinnel az N-termindlis B-redd, kék szinnel a C-terminalis B-redok, zold szinnel pedig
az a-hélixeket jeloltiik. A katalitikus aminosavakat félkovér betiistilussal, fekete szinnel és alahtizassal
emeltiik ki a szekvenciaban. A HIV-1 PR rezisztencia mutacioi a szekvencia felett talalhatok (Weber és
mtsai, 2015). Azokat a rezisztenciat okozo mutaciokat, melyek HIV-1 esetében azonositottak és
megegyeznek a SASP14 azonos pozicidban talalhaté aminosavaival, sziirke hattérrel szineztik a
szekvenciaban. A csillagokkal jel6ltiik azokat az inhibitorokat, amelyeknél az adott mutaciok a HIV-1 PR
esetében elsddleges rezisztencia mutacioknak tekinthet6k. Az inhibitorok neveit a kovetkez6képpen
roviditjiik: A-atazanavir, D-darunavir, F-fosamprenavir, I-indinavir, L-lopinavir, N-Nelfinavir és T-
tipranavir.

5.2.10. GST-SASP28 enzimformak autoproteolizisének vizsgalata

Korabbi publikaciokban mar beszamoltak arr6l, hogy a SASP28-as prekurzor fehérje
autoproteolizisen megy keresztiil, mely soran felszabadul a SASP14 enzimforma (Bernard és
mtsai, 2005; Matsui és mtsai, 2006). Matsui és munkatarsai tobbek ko6zott az N-terminalis
autoprocesszalo hely (IVFAN | SMGKG) P5 és P4 aminosavakat érinté mutacioit (I186T és V187I)

vizsgélta. Eredményeik alapjan a P5 pozicid moédositdsa hatassal volt az enzimfehérje
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expresszidjakor tapasztalhatd autoproteolizis frekvencidjara és az expresszid soran bekovetkezo
hatékonyabb processzalas mar nem tette lehetové a teljes hosszisagu rekombinans fehérje
tisztitasat (Matsui és mtsai, 2011). Egy masik, a P4 helyet érinté mutacio esetében az enzim
azonban mar 1ényegesen alacsonyabb autoproteolitikus aktivitast mutatott a vad tipusu fehérjéhez
képest (Matsui és mtsai, 2011). Sajat kisérleteink soran mi is tapasztaltuk a GST-SASP28-as

formak expresszidja €s tisztitasa soran bekdvetkez6 autoproteolizisét (42. A abra).

Tovéabbi adatokat talalunk az irodalomban arra vonatkozoan is, hogy az ASPRV1 N-
terminalis processzald helyének (N190|S191) eltavolitasaval alternativ hasitasi hely jon létre
(A167]L168) (Bernard és mtsai, 2005), igy kisérleteinket els6sorban az N-terminalisan talalhato
hasito helyek vizsgalatara terveztiik. Létrehoztuk a GST-SASP28-A189K/N190I, illetve a GST-
SASP28-A167G/L168G/A189K/N190I mutansokat. Célunk annak vizsgalata volt, hogy az N-
termindlis hasitasi szekvencia modositdsdnak hatdsara a processzalas helye eltolodik-e az alternativ
hasito hely irdnyaba (dupla mutans), mig a négyszeres mutacid esetében arra voltunk kivancsiak,
hogy a két hasitohely egyszerre torténé modositasa meggatolja-e a GST-SASP28 fehérje

autoproteolizisét.

Az autoproteolizis vizsgalata sordn a tisztitott vad tipusu és modositott GST-SASP28
fehérjéket 37 °C-on inkubaltuk, az enzimaktivitas-mérés soran is alkalmazott ASPRV1-
reakcidopufferben. Eredményeink azt mutattdk, hogy a létrehozott mutaciokkal nem sikeriilt az
autoprocesszalas teljes gatlasa, ugyanakkor annak hatékonysaga jelentdsen lecsokkent (42. B és C
abra). A kisérlet eredményét reprezentald gélkép alapjan elmondhatjuk, hogy az A189K/N1901
mutacid nem valtoztatta meg az alternativ hasit6 hely alkalmazasanak gyakorisagat és a processzalt
termék méreter megegyeznek a vad tipust szekvencia esetében tapasztaltakkal. Kisérleti
eredménylinket MALDI-TOF-MS analizissel is megerdsitettiik, miszerint a szdmolt és az
autoprocesszalast kovetden kimutathatdé SASP14 enzim molekulatomege kozel azonos, nem

mutathato ki, hogy alternativ processzalo helyen hasitas tortént volna (42. D abra).
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42. abra. A kiilonb6z6 GST-SASP28 formak autoproteolizis vizsgalata. (A) Reprezentativ SDS-PAGE
gélkép a vad-tipusi GST-SASP28 affinitas kromatografiaval torténd tiszitasarol. I: injektalt minta, A:
atfolyo6. (B) A tisztitott GST-SASP28 enzimformakat 0 és 20 6rat inkubaltuk. A fekete nyil a teljes méretii
GST-SASP28 fehérjét mutatja, az iires nyilhegy a mar modosult fehérjeformat (GST-ASASP28) és a
SASP14 enzimfehérjét, mint proteolitikus fragmenteket, a GST fekete nyillal jelolt. (C) Az inkubaciot
kovetden denzitometiaval hataroztuk meg a prekurzor forma atalakulasanak mértékét, a vad tipus esetében
tapasztalt konverziot tekintettik 100 %-nak. A hibasavok szorast jeldlnek (SD, n=2). (D) A
kiprocesszalodott SASP14 enzimforma molekulatomegének meghatarozasa MALDI-TOF MS segiségével.

Habar a mutacidok hatasdra nem valtozott a processzald hely pozicidja a GST-SASP28
fehérjében, a proteolizis hatékonysagara ugyanez mar nem mondhato6 el. A kisérlet eredményét
mutatd gélkép denzitometridval végzett elemzése megmutatja, hogy a vad tipust

aminosavszekvenciaju fehérjébdl a vizsgalt koriilmények kozel 80 %, mig a mutansok esetében
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nagyobb, mint 10 % -os hatékonysaggal szabadul fel a SASP14 enzimforma 20 6ra inkubacios id6
alatt (42. B és C abra). Az ismertetett eredményeink alapjan megallapithato, hogy az N-terminalis
hasitéhely P2 és P1 pozicioban taldlhatd aminosavak egyidejii mutacidi (A189K/N190I) nem
gatoljak a processzalas képességét, csakligy, mint a négyszeres mutaciot hordozé fehérje (GST-
SASP28- A167G/L168G/A189K/N190I) esetében sem. Szerettiik volna 6sszehasonlitani a GST-
SASP28 és GST-SASP14 enzimek kinetikai paramétereit, de az onprocesszalas jelenségének teljes

gatlasa nélkiil mindez nem volt lehetséges.

5.2.11. Autoaktivacio jelenségének bizonyitdisa

Az ASPRVI1 fehérjére vonatkozo irodalom a fehérje autoproteolizisét autoaktivacioként
értelmezi (Bernard és mtsai, 2005), de valojaban a SASP28 és a SASP14 enzimformak
proteolitikus aktivitasanak in vitro dsszehasonlitasa ilyen értelemben még nem tortént meg, nem
allt rendelkezésre kisérletes informdaci6 arrdl, hogy a prekurzor formahoz képest a processzalt

enzim valéban nagyobb aktivitassal rendelkezik-e.

A kérdés megvalaszolasara olyan kisérletet terveztiink, melyben a GST-SASP28 és
SASP14 formékat kiilonb6z6 ardnyban tartalmazé mintak aktivitdsat mértiik. Az dnprocesszalas,
igy a SASP14 enzimforma megjelenését a GST-SASP28 jelzett ideig torténd eldinkubalasaval
biztositottuk, a formak aranyanak valtozasat SDS-PAGE analizist kovetden denzitometriaval
hataroztuk meg (43. A abra). A kiindulasi mintdban a GST-SASP28, mig az inkubaciés ido

novekedésével a processzalodott SASP14 enzim mennyisége dominalt (43. B abra).
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43. abra. Autoaktivacio jelenségének bizonyitasa. (A) Reprezentativ SDS-PAGE gélkép, mely
bemutatja a SASP14 enzimforma prekurzor formabol torténd processzalasat. A fekete nyil a teljes
méretli GST-SASP28 fehérjét mutatja, az iires nyilhegyek az autoproteolizis eredményeként
felszabadulo GST-ASASP28 és SASP14 fehérjéket, a GST fehérjét fekete nyilhegy jeldli. (B) A
relativ savintenzitas értékek denzitometriaval lettek meghatarozva. A hibasavok szorast jeldlnek
(SD, n=3). (C) Az onprocesszalas enzimaktivitasra gyakorolt hatasat VSQLY | PIVQ oligopeptid
szubsztrattal végzett enzimreakcioban hataroztuk meg. A relativ aktivitas értékeket az
eldinkubacios id6 fiiggvényében abrazoltuk. A hibasavok szorast jelolnek (SD, n=2).
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6. MEGBESZELES

Munkénk elso részében az eddig keveset tanulmanyozott retrotranszpozon eredetli, human
PEG10 enzimfehérje vizsgélataval foglalkoztunk. Biokémiai jellemzéséhez HEK293T sejtekben
expresszaltattuk a megtervezett PEG10 fehérjeformakat. Bar kisérletet tettiink a fehérjetermelésére
¢és aktivitasanak mérésre bakterialis rendszerben eléallitott PEG10 fehérjével is, azonban nem
jartunk sikerrel. A prokaridta rendszerben torténd fehérje expresszionak sok eldnye mellett nagy
hatranya lehet, hogy egyrészt nem minden esetben sikeriil a fehérjék megfelelé feltekeredése
(folding) az eukariota rendszerre jellemz6 dajkafehérjék hianya miatt, masrészt a termeltetett
fehérjék poszt-transzlaciés modosuldsa mai ismereteink szerint egyaltalan nem, vagy nem
megfelelden megy végbe. Ugyan az utdbbi években rohamosan nétt a transzlaciot kovetd
fehérjemodositasok szamanak azonositdsa és jellemzése a baktériumokban, mégis lényegesen
kevesebb fehérjét érintenek, mint eukariota rendszerekben (Grangeasse és mtsai, 2015; Macek és
mtsai, 2019).

A PEGI0 fehérjéket HEK293T sejtekben tranziens transzfekcioval allitottuk eld, melyek
detektalasat teljes sejtlizatumban, Western-blot technika alkalmazasaval kiviteleztiik. A tervezett
fehérjekonstruktok C-terminalisan OKtahisztidin cimkével fuzionaltak, igy az expresszalodott
fehérjék és valtozasaik kovetésére hisztidin-ellenes antitest hasznalatat is terveztiik az anti-PEG10
1gG mellett. Mig a termel6dott fehérje kimutatasara valoban megfelel6 a C-terminalis oktahisztidin
jelolés, a fehérjék inkubacidja soran bekdvetkezett valtozasok elemzésére mar nem bizonyult
alkalmasnak kisérleteinkben, igy a fehérjék allandé nyomon kovetésére az anti-PEG10 antitestet

hasznaltunk.

A frameshift mutacionak koszonhetéen a kizardlag poliproteinként transzlalodo
sRF1/RF2pec10 fehérje inkubacidja soran két, PEG10 ellenes antitesttel azonosithato fragment
megjelenését tapasztaltuk (PF1: ~45 kDa és PF2: ~37 kDa). A PEG10 fehérjék kimutatasara
alkalmazott anti-PEG10 poliklonalis antitest RF1pecio-Specifikus (1-325 aa), tehat az inkubacio
soran megjelend és az emlitett antitesttel kimutathato proteolitikus fragmentek az +sRF1/RF2pec10
fehérje N-terminalis részének (Gag-szerii fehérje) felelhetnek meg (az RF1pecio, Szekvencia
alapjan meghatarozott molekulatomege 36,9 kDa). Sajat megfigyeléseinket alatimasztja, hogy

Clark és munkatarsai altal kordbban leirt ~37 kDa molekulatomegi proteolitikus terméket szintén
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ORF1-, illetve N-terminalis fuzios cimke elleni antitesttel is azonositottak (Clark és mtsai, 2007).
A PEGIO0 katalitikus aktivitdsanak egyértelmii bizonyitdsara inaktiv enzimforma létrehozasat
terveztik. HIV-1 PR Kkatalitikus aminosavainak (D-T-G) vizsgalati eredményeire alapozva
aminosav szubsztiticiot hajtottunk végre a PEG10 fehérjék katalitikus triadjaban. Ismert ugyanis,
hogy a katalitikus aminosavakat érinté mutaciok HIV-1 PR esetében teljes enzimgatlast (D25A),
mig a dimerizaciot érinté mutaciok jelentds enzimaktivitas csokkenést (T26A/T26A, kovalensen
kapcsolt monomerek), vagy katalitikusan inaktiv monomerek kialakulasat eredményezik
(T26A/T26A, kovalensen nem kapcsolt monomer) (Strisovksy és mtsai, 2000). A PEG10 mintak
esetében tehat végrehajtottuk a Kkatalitikus Asp—Ala mutacidjat (D370A-sRFL/RF2pecio),
valamint feltételezve a PRpecio dimerizacidjat, a stabil thzoltdfogas (,.fireman’s grip”)
kialakulasaért felelés katalitikus tridd Ser-jét érintd aminosaveserét is elvégeztiik (S371A-
sRF1/RF2pec10). A mutaciokat hordozd fehérjék inkubacidja soran nem tapasztaltuk plusz

fehérjedarabok megjelenését. igy sajat eredményeinkre is alapozva, a sRF1/RF2pecio mintak

crer

Annak bizonyitasara, hogy nem egyéb cellularis enzimek eredményezik a proteolitikus
fehérjedarabok megjelenését, a D370A-sRF1/RF2pecio fehérjét HEK293T sejtek teljes lizatumaval
inkubaltuk. A kisérlet soran nem tapasztaltunk processzalast, igy kizarhattuk a PEG10 fehérje mas
cellularis enzim altali nem-specifikus hasitasat, és megerdsitettik a PEG10 autoproteolitikus

aktivitasat (18. abra).

Az autoproteolizis, igy a proteolitikus termékek megjelenése is pH fiiggd (23. abra).
Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az optimalis pH az enzimmiikodéshez kozel semleges

(pH 6,9-7,4), mely hasonlosagot mutat a HFV esetében meghatarozott optimummal (pH 6,6).

Bar korabbi tanulmanyokban talalunk példat tobb, a PRpec1o proteolitikus aktivitasanak
tulajdonitott termék azonositdsara human és egér mintakban egyarant, azonban a kiilonb6z6
sejtvonalak és szovetek kozott az expresszios és/vagy hasitasi mintazat eltér (Lux és mtsai, 2005;
Clark és mtsai, 2007; Abed és mtsai, 2019). Kisérleteink soran a PF1l termék megjelenésére
egyértelmiien a PRpec1o aktivitas indikatoraként tekintettiink, azonban a PF2 terméket nem minden
esetben sikeriilt detektalnunk (17. abra). Hipotézisiink szerint a PF2 termék megjelenésének
esetlegessége, illetve a PF1 és PF2 molekulaméretben tapasztalt kiilonbsége (8 kDa) a termékek

poszt-transzlacios modositasanak meglétét/hianyat jelentheti (pl.: ubikvitinacio). Feltételezésiink
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szerint a PF1 és a PF2 valgjaban ugyanannak a fragmentnek a modositott és nem-modositott
valtozata. A hipotézis bizonyitasat a megfeleld mennyiségii fehérje tisztithatosaganak nehézségei,
valamint a tisztitdst kovetd proteolitikus fragmentek megjelenésének hianya akadalyozta. A
PEG10-hez hasonl6an azonban a hDdi2 (Siva és mtsai, 2016) és a yDdil (Sirkis és mtsai, 2006;
Trempe és mtsai, 2016) fehérjék esetében is sikerteleniil probalkoztak kiilonbozé modszerekkel a
tisztitott fehérjék cisz- vagy transz-aktivitdsanak kimutatdsaval, ami arra utal, hogy e cellularis
aszpartil proteazoknak a miikodése valamilyen specifikus, eddig nem azonositott cellularis faktor
vagy korlilmény jelenlétéhez lehet kotott. A jovoben tovabbi immunprecipitacids kisérletekkel

kivanjuk alatamasztani a hipotézisiinket.

A hasitasi pozicid6 meghatarozasa tisztithatdo fehérje hidnyaban szintén nehéz feladat. A
Western-blot kisérletek eredményeit alapul véve hataroztuk meg a PF1 molekulatomegét, melyek
alapjan az 6nprocesszalas helyét a CA-szerii domén és a cink-ujj domén k6zé josoltuk. A homolog
modell szerkezete alapjan meghataroztuk a szubsztratk6té zsebek méretét és felépitését, igy az in
silico és in vitro kisérletek eredményeibdl jo megkozelitéssel az autoproteolitikus szekvencia
megallapithato (19. és 20. abra). A legnagyobb valosziniiséggel a HHQVD |[PTEPV szekvenciat
azonositottuk a PEG10 fehérjében, mint feltételezett hasitohelyet, ez azonban nem hasonlit a
legtobb retroviralis proteaz felismerési szekvenciajara. Habar a P1 pozicidban talalhatdo Asp
aminosav nem jellemzd a retroviralis protedzok hasitasi hely szekvencidira, mégsem egyediilallo.
Példanak hozhaté fel a WDSV protedza, melynél az enzim természetes NC/PR hasitohelye
(TYPAD|PIDC) P1 pozicidban Asp aminosavat tartalmaz. Tovabbi példa lehet a BLV proteaz,
amely hasitotta a P1 pozicidoban aszpartatot tartalmaz6é moédositott HTLV-1 CA/NC szekvenciat
(KTKVD|VVQPK). A BLV ¢és a HTLV-1 szerkezet-vizsgalata alapjan munkacsoportunk
megallapitotta, hogy mindkét enzim hidrofob S1 kétézsebbel rendelkezik (Eizert és mtsai, 2008),
mégis a P1-Asp modositott szubsztrat hidrolizisére csak a BLV volt alkalmas, mig a HTLV nem
(Sperka és mtsai, 2007). Mindez tehat a joslassal kapcsolatban 6vatossagra int, nem lehet teljes
bizonyossaggal csupan a szubsztratk6td zsebek €s a szubsztrat oldallancok alapjan megallapitani a

pontos hasitasi szekvenciat.

crer

Az enzim hasitasi stratégidjanak (cisz/transz-aktivitas) vizsgalatait rekombinans
szubsztraton végeztiik. A kisérlet egyrészt segit valaszt adni arra a fontos kérdésre, hogy az enzim
képes-e intermolekularis hasitasra, masrészt amennyiben igen, gy a nagy koncentraciéban
tisztithatdo rekombindns szubsztrattal lehetséges a hasitasi pozicié meghatdrozasara is. A kisérlet
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soran azonban nem tapasztaltunk termékképzddést (transz-aktivitas), mikdzben az dnprocesszalas
képessége megallapithatd volt (cisz-aktivitas) (22. abra). A transz-aktivitas hianya véleményiink
szerint magyarazhatd az on-inaktivacido mechanizmusaval, mely jelenséget korabban az alfavirus
kapszid protedz esetében is megfigyelték (Aggarwal és mtsai, 2014). Ezekben a virusokban a
poliprotein egy (kimotripszin-szer(i) szerin proteazt tartalmaz, mely cisz-aktivitds révén
processzalodik, részt vesz a poliprotein ,,érés” folyamataban és felszabaditja a CA fehérjét. Ez a
folyamat elofeltétele a CA Osszerendezddésnek, és PR gatlast eredményez. Az Onprocesszalast
kovetden a hasitohely konzervalt P1 aminosava az enzim transz-aktivitasat az aktiv centrummal
valo interakcio révén gatolja (Aggarwal és mtsai, 2014). Kapszid proteazok on-inaktivaciojat mas
virusok esetében is publikaltak, mint példaul az Aura virus, a Chikungunya virus (Aggarwal és
mtsai, 2015), a Sindbis virus (Choi és mtsai, 1991) és a Semliki Forest virus (Morillas és mtsai,

2008), de eddig retroviralis vagy retrovirus-szer(i proteazok esetében nem irtak le a jelenséget.

Vizsgalataink soran kiilonbséget tapasztaltunk a sRF1/RF2pecio fehérje szekvenciaja
alapjan szamitott (73 kDa) és a Western-blot kisérletek alapjan meghatarozott molekulatomegek
(~95 kDa) kozott (16-24. abra), mely alapjan a poliprotein poszt-transzlaciés modosulasat
feltételeztiik. Eredményeink az irodalomban leirt tapasztalatokkal Osszhangban voltak, mas
csoportok is eltérést figyeltek meg a szamitott és kisérletesen meghatarozott molekulaméretek
kozott (Lux és mtsai, 2005, Clark és mtsai, 2007). A kalkulalt kiilonbség alapjan a fehérje
ubikvitinaciojat feltételeztiik, mely feltételezést erdsitette egyrészt az E3 ubikvitin fehérje ligaz 1
(SIAH1) és a PEG10 fehérje irodalombdl is ismert kolcsonhatasa (Okabe és mtsai, 2003),
masrészt tobb, korabbi kvantitativ fehérje analizis eredménye (Kim és mtsai, 2011; Lee és mtsai,
2011; Shi és mtsai, 2011; Wagner és mtsai, 2011). A PhosphoSite adatbazisban
(http://www.phosphosite.org) megtalalhatbak a PEG10 ismert poszt-transzlacios modositasai,
beleértve az ubikvitinaciot is, de sajat in silico vizsgalataink szintén valdszintisitették az ubikvitin
altal modosithatd poziciokat (7. tablazat). A feltételezett modositas(ok) bizonyitasara D370A-
sRF1/RF2pec10 fehérjét tisztitottunk Ni-kelat affinitds kromatografiaval, majd Western-blot
analizisnek vetettikk ala. Anti-PEG10 IgG segitségével azonositottuk a fehérjét, mig az anti-

ubikvitin antitest a poszt-transzlacios modosulast igazolta.

A PRpecio hasonlosagot mutat mas retrovirus-szerii aszpartil PR-zal, azonban kevés
tanulmany foglalkozott ezen enzimek HIV PR inhibitorokkal szembeni érzékenységével.

Példaként emlithetd a Bernard és munkatarsai altal végzett kisérlet, melyben a dolgozat alapjaul
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szolgald masik human fehérje, az SASPaz d6nprocesszaldsara gyakorolt hatdsat vizsgaltak néhany,
a PEG10 esetében is tesztelt inhibitorral (Bernard és mtsai, 2005). A vizsgalt inhibitorok, mint a
pepsztatin A és saquinavir kisérleteikben nem gatoltak a SAP14 enzim poliproteinbdl torténd
onprocesszalasat, sajat vizsgalataink azonban részben ellentmondanak eredményeiknek (40. A
abra). A hDdi2 fehérje esetében izotermikus titraciés kalorimetriaval (ITC) meghatarozott
mérések szerint a saquinavir, nelfinavir, darunavir €s acetil-pepsztatin nem képes a fehérjéhez
kotddni, igy hatassal sincs a hDdi2 PR aktivitasara (Siva és mtsai, 2016). Tovabbi példaként
emlithet6 a human endogén retrovirus-K (HERV-K) PR, melynek szerkezete nagyobb
hasonlésagot mutat a HIV-1 PR-zal, mint a tobbi, példaként felsorolt enzim, nagyobb
érzékenységet is mutatott a darunavir és lopinavir inhibitor molekulakkal szemben (Tyagi és
mtsai, 2017). Ezen adatok alapjan azt latjuk, hogy a HIV PR inhibitoroknak gyenge, vagy
egyaltalan semmilyen gatld hatisa nincs a retrovirus-szeri humén protedzok nagy részére. Az
altalunk vizsgalt inhibitorok sem befolyasoltak a PRpecio autoproteolizisét (24. abra), igy a
PRepec10 gatlasanak vizsgalatahoz specifikus inhibitorok tervezésére és tesztelésére lehet sziikség a

jovoben.

Sejtkultaras kisérleti rendszerlinkben tranziens transzfekcioval juttatuk be a PEGI0
fehérjéket kodolo DNS plazmidokat a sejtekbe, majd MTT assay és Ki67 fehérje kimutatasaval
hataroztuk meg az €10, illetve az 0sztddo sejtek szamat. Az irodalombol tudjuk, hogy a magas
endogén expressziot mutatd Alexander és Huh7 ma4j sejtvonalakban antiszensz-oligonukleotid
altali csendesitéssel gatoltdk a PEGI10 protein szintézist, mely hatdsara a sejtek életképessége
csokkent, mig endogén MRNS expressziét nem mutatdé SNU423 sejtvonal életképes sejtjeinek
szama nem valtozott (Okabe és mtsai, 2003). Esetiinkben a kizarolag RFlpegio fehérjét
expresszalo €16 sejtek szama szignifikansan tobb volt a kontroll csoporthoz képest, mely mutatja
az RF1pecio fehérje jelentGségét az életképesség befolyasolasaban (25. abra). Ezzel ellentétben a
frameshift lehetoségére biztositott RF1/RF2pecio poliprotein ezt az erdsen szignifikans valtozast
nem mutatta (25. abra), mik6zben a kizarélag poliprotein formajaban expresszalodo, katalitikusan
aktiv PRpecio domént tartalmaz6 RFL/RF2pecio fehérje hatarozottan csokkentette a sejtek
¢letképességét (26. abra). Mig az RF1/RF2peci0 esetben tilnyomo6 mennyiségben az RF1pecio
termelddik, addig a sRF1/RF2pec10 esetében minden atirddo fehérje tartalmazza a PRpegio domént

1s, ezek alapjan a sejtek ¢életképességét a PRpec1o jelenléte befolyasolhatja.
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Kisérleti eredmények alapjan arra kovetkeztetliink, hogy a PRpecio szabalyzo szerepet
tolthet be a PEG10 fehérje sejtekre gyakorolt hatdsaban, mely soran negativ visszacsatolés tjan
segitheti az életképesség és proliferacié normal egyensulyban tartasat (26. és 28. abra). A pontos
molekuléris hattér nem ismeretes, azonban tudjuk, hogy fehérje-fehérje kdlcsonhatas révén a
PEG10 kapcsolatba keriil a SIAH1 ubikvitin-ligaz fehérjével. A SIAH1 enzim magas expressziot
mutat a p53 altal indukalt apoptozis folyamata sordn, igy a fehérje barmely nemii befolydsolasa
hatassal lesz az ¢l6 sejtek szamara. Okabe €s munkatarsai kimutattadk a PEG10 fehérjével valo
kolcsonhatasat, illetve bizonyitottak azt is, hogy a koélcsonhatd fehérjéket tartalmazo mintak
¢életképessége fokozott (Okabe és mtsai, 2003). A kolcsonhatas helyének definialasat a linearis
motivumok legnagyobb adatbazisaban (Eukaryotic Linear Motif, ELM) megtalalhatjuk, mely a
onprocesszalo hely kozvetlen kozelében talalhatd (265-274 aa). Bar a pontos PEG10-
onprocesszald hely azonositdsa nem sikeriilt, szerkezetjoslasaink ¢€s molekulatomeg
meghatdrozasaink alapjan feltételezhet6, hogy az autohidrolizist kdvetden a proteolitikus
fehérjének a STAH]1 fehérjével vald kolesonhatasa véltozik, igy csdkkentve a sejtek életképességét.

Hipotézisiink bizonyitasara azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.

A disszertacioban bemutatott munkank masik jelentds részét az ASPRV1 vizsgalata teszi
ki. Habar t6bb tanulmanyt publikaltak az enzim funkcidjat vizsgalva (Bernard és mtsai, 2005;
Matsui és mtsai, 2006; Matsui és mtsai, 2011), a biokémiai sajatsagokrol rendelkezésre allo
informaciok hianyosak. Célunk volt tehat, hogy pontosabb képet kapjunk az enzim tulajdonsagair6l

és szerkezeti jellemzdirdl egyarant.

A josolt szerkezeti sajatsdgok és a felépitett homolog modell alapjan a SASP14
harmadlagos és negyedleges szerkezete megfelel a retroviralis proteazokénak (29. abra), és 6
szerkezeti jellemz6kben hasonlésagot mutat a Ddil fehérjékkel is (30. abra), beleértve i) az aktiv
helyre jellemz6 konszenzus szekvencia motivumot ii) a helikalis inzert meglétét az aktivhely
motivum kozelében, iii) a hat red6bol allo dimerizacios régiot, mely csak C-terminalis B-redokbol
all és iv) a konszenzus hélix szekvenciajat. A teljes szerkezeti jellemzOék alapjan inkabb a
retrovirus-szerii (pl.: Ddi), mint a retroviralis proteazokkal mutat hasonlosagot (pl.: HIV1-PR)
(Métyan és mtsai, 2020), igy nagymértékii hasonlosag figyelheté meg a mar bemutatott PEG10
retrovirus-szerii proteazzal (Golda és mtsai, 2020 a), valamint az éleszt6 Saccharomyces

cerevisiae Tyl retrotranszpozon proteaz szerkezeti jellemzéivel is (Gazda és mtsai, 2020).
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Annak érdekében, hogy irodalomban publikdlt adatokkal Osszehasonlithassuk sajat
eredményeinket, a SASP28 prekurzor format, valamint autoproteolizis soran felszabadul6 SASP14
enzimformat is GST-cimkével flhzionalva termeltettiik és vizsgaltuk, mely fGzids cimke
segitségiinkre volt az expresszalt fehérje affinitas kromatografiaval torténd tisztitasa soran (32. és

33. abra).

A GST-SASP14 enzim biokémiai vizsgalatat szintetikus oligopeptid szubsztraton
végeztiik, HPLC-alapu mddszer felhasznalasaval. Az enzimmiikodéshez optimalis koriilményeket
(pH és ionkoncentracio) definialtuk els6ként, melyek alapjan gyengén savas kozeg és magas
ionkoncentracié kedvez a szubsztrat hidroliziséhez (35. abra). A Kinetikai allandok (Km, Kcat és
kcayKm) megallapitasat mar az optimalis koriilmények figyelembevételével (8. tablazat), a HIV-1
MAJ/CA természetes hasitohelyének P2L modositott szubsztratjan (VSQLY |PIVQ) végeztiik. Bar
az altalunk vizsgélt enzimforma fuzids cimkével ellatott, ami ugyan befolyasolhatja az enzim
homodimerek stabilitasat (Maru és mtsai, 1996; Kaplan és mtasi, 1997), célunk nem az emlitett
(nem-fuzionalt formaban vizsgalt) retroviralis proteazok tulajdonsagaival vald szigora
Osszehasonlitas, hanem az irodalomban is vizsgalt enzimforma kinetikai jellemzése volt. Az enzim
dimerek denaturaciora vald érzékenységének vizsgalata (urea disszociacid) soran azt tapasztaltuk
(36. abra), hogy bar irodalmi adatok alapjan a GST-SASP14 stabilitasat névelheti a fizios cimke,
a cimke nélkiili HIV-1 PR enzim esetében a monomerek kozotti kolcsonhatas 1ényegesen stabilabb

(9. tablazat), mely foként a dimerizacios feliiletbeni eltérésekkel magyarazhato.

Kovetkezd 1épésben a GST-SASP14 S2 és S3 szubsztratkotd helyek aminosav
preferenciajat vizsgaltuk P2 és P3 modositott HIV-1 MA/CA szubsztratokon (37. abra).
Eredményeink alapjan az enzim S2 szubsztratkotd zsebe elonyben részesiti a hidrofob
aminosavakat, amely hasonlé a retrovirus proteazok aminosav preferenciaihoz (Bagossi és mtsai,
2005). Az S3 kotdzseb vizsgalata esetén hidrolizist a P3 pozicidban lizint tartalmazé szubsztrat
esetében tapasztaltunk. A homoldg modell szerkezet analizise alapjan a pozitivan toltott P3
oldallanccal valo kdlesonhatasok kialakitdsaban szerepet jatszhatnak a fehérje azon N- és/vagy C-

terminalis régioi is, melyek nem képezik szorosan a dimer interfész részét.

A GST-SASP14 gatolhatosagi vizsgalata soran tobb, a HIV-1 terdpia sorédn is alkalmazott,
illetve altalanos aszpartil protedz gatlonak szamité molekula tesztelését is elvégeztik. Mig az

azonos koncentracioban tesztelt inhibitorok koziil az indinavir bizonyult a leghatékonyabbnak,
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addig a gatloszerek nagy részével szemben (tipranavir, saquinavir, nelfinavir, darunavir, lopinavir
€s amprenavir) az enzim nem mutatott érzékenységet (40. abra). Bar az indinavir gatlo hatasat
korabban mar publikaltak (Bernard és mtsai, 2005), a pepsztatin A és az acetil-pepsztatin
inhibitorok esetében kutatocsoportunk irta le eldszor, hogy képesek az ASPRV1 gatlasara (Golda
és mtsai, 2020 b). Erdekes jelenséget figyeltiink meg azonban az acetil-pepsztatin vizsgalata
kozben. Az inhibitor 10 pM-os végkoncentracioban torténd alkalmazasakor a hidrolizis
mértékének fokdzodasat, mig nagyobb koncentracioban (15,5 uM) annak gatlastat tapasztaltunk.
A jelenséget korabban a HIV-1 PR esetében mar megfigyelték, mely alapjan az acetil-pepsztatin
képes stabilizalni a kialakult dimer szerkezetet, igy fokozva a hidrolizis hatékonysagat (Todd és
mtsai, 1999; Fitzgerald és mtsai, 1990). A SASP14 enzim esetében ez a jelenség még nem ismert

részleteiben, igy tovabbi vizsgélatok sziikségesek a pontos koriilmények tisztdzasara.

A GST-SASP28 prekurzor fehérjével végzett kisérleteink soran tapasztaltuk, hogy a fehérje
autoproteolizisen megy at, melynek eredményeként felszabadul a SASP14 enzimforma (42. A
abra). Bernard és munkatarsai a jelenség leirasakor egy alternativ hasitohelyet is azonositottak a
fehérjében (Bernard és mtsai, 2005), azonban vad tipusu fehérjével végzett kisérleteinkben mi
nem tapasztaltuk az alternativ hasitohely hasznalatat. Annak a kérdésnek a megvalaszolasara tehat,
hogy az dnprocesszalo hely szekvenciajanak mutacidja hatassal van-e a hasitasi pozici6 alternativ
processzalohelyre torténd athelyezddésére, muticiok tervezésével €s vizsgalataval igyekeztliink
valaszt adni. A létrehoztott két mutans fehérjétbdl az egyik az altalanos processzalohely mutaciojat,
mig a masik az altalanos- és az alternativ hasitohely modositasat egyarant hordozta. A vad tipusu
¢s a mutans GST-SASP28 formak vizsgalatakor minharom esetben tapasztaltunk autoproteolitikus
termékek megjelenését, mely alapjan kijelenthetjiik, hogy az aminosav szubsztituciok teljes gatlast
nem okoztak, de az Onprocesszalas hatékonysaga jelentésen csokkent (42. abra). A hasitasi
termékek méretében nem tapasztaltunk kiilonbséget egyik vizsgalt fehérjeforma esetében sem, ami

arra utalt, hogy az alternativ hasitohelyen nem tortént hasitas, a mutaciok ellenére sem.

Vizsgaltuk tovabba az autoaktivacio jelenségét, mely soran Osszehasonlitottuk a GST-
SASP28 és a proforma és a beldle felszabaduldo SASP14 enzimek aktivitasat. Az autoproteolizis
folyamatat, illetve a két enzimforma aranyat SDS-PAGE segitségével kovettiik nyomon, mig az
enzimek katalitikus aktivitasat oligopeptid szubsztraton hataroztuk meg (43. abra). Eredményeink
alapjan megallapithat6, hogy az onprocesszalds soran valoban autoaktivacid torténik, mely a két

forma katalitikus aktivitasa kozotti kiillonbség alapjan egyértelmtien kijelenthetd.
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7. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésem alapjaul szolgald munkak soran lehetéségem nyilt két, retrovirus-
szerli human aszpartil proteaz tanulmanyozasara.

A PRpec1o vizsgalata céljabol a teljes hosszsagu poliprotein atirasat biztositd frameshift
mutanst (sRF1/RF2peci0), valamint aktiv hely-mutans variansok (D370A-sRF1/RF2pecio és
S371A-sRF1/RF2pec10) kddold szekvencidit tartalmazo plazmidokat allitottunk eld. A HEK293T
sejtvonalban, tranziens transzfekcioval termeltetett PEG10 fehérjéket és az enzimaktivitasat
Western-blot segitségével, RF1pecio-specifikus antitest alkalmazéasaval kovettik nyomon. A
szekvencia alapjan szamitott és a kisérletes eredmények alapjan meghatarozott molekulatomegeli
kiilonbségek a fehérje ubikvitinacidjara utaltak, melyet Western-blottal igazoltunk. Az
autoproteolizis vizsgalata a PRpeg1o neutralis pH optimumat mutatta (pH 6,9-7,4). Kisérleteinkben
igazoltuk a PRpec1o intramolekularis hasitasat (PF1 és PF2 termékek megjelenése), ugyanakkor
rekombinans fehérje szubsztraton végzett kisérleteinkben intermolekularis kdlcsonhatast nem
tapasztaltunk. A pontos hasitasi poziciot in vitro kisérletekkel nem sikeriilt azonositani, ezért azt
in silico modszerrel becsiiltiik. A PRpec1o autoproteolizisének gatolhatosagat tobb HIV proteaz
inhibitorral is teszteltiik, gatld hatast azonban egyik esetben sem figyeltiink meg. A PRpec1o sejtek
vizsgaltuk. Sejtkulturas kisérleteinkben az expresszalt PRpecio csokkentette az életképes sejtek
szamat, mig proliferdciora gyakorolt hatasat egyediil a Kkatalitikusan inaktiv D370A-
sRF1/RF2pec10 mutans fehérjét expresszald HEK293T sejtekkel 6sszehasonlitva tapasztaltuk.

Az ASPRVI1 enzimfehérje GST-fuzionalt formait (GST-SASP14, GST-SASP28)
BL21(DE3) sejtekben expresszaltattuk és a fehérjéket affinitas kromatografiaval tisztitottuk. Az in
vitro enzimvizsgalatok soran SDS-PAGE- és HPLC-alapptii modszereket alkalmaztunk. A GST-
SASP14 enzimkinetikai paramétereit (Km, Keat, Keat/Km), @ pH, az ionerésség és az urea enzim-
aktivitasra gyakorolt hatasat a HIV-1 MA/CA hasitohely P2-Leu modositott variansat reprezentald
oligopeptid szubsztrattal vizsgaltuk, valamint tanulmanyoztuk az S2 és S3 szubsztratk6td zsebek
aminosav-preferenciajat. Igazoltuk az indinavir galt6 hatasat, kimutattuk, hogy a pepsztatin A és
acetil-pepsztatin egyarant képesek az enzim gatlasara, valamint bizonyitottuk, hogy a GST-
SASP28 prekurzor autoproteolizise sziikséges az ASPRV1 auto-aktivaciojahoz, az autoprocesz-
szalas vizsgalatat hasitohely-mutansok vizsgalataval is elvégeztiik. Eredményeink hozza-jarulnak

a retroviralis és retrovirus-szeri fehérjék kozti kiilonbségek €és hasonldsagok jobb megértéséhez.
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7. SUMMARY

In my work | had the opportunity to study two retroviral-like human aspartyl proteases.

For the characterization of PRprec10, we designed expression constructs coding for the full-
length polyprotein by a frameshift mutation (sRF1/RF2pec10), and plasmids coding for active site-
mutant variants were also prepared (D370A-sRF1/RF2pecio and S371A-sRF1/RF2pecio). The
presence and activity of the protein was followed in transiently transfected HEK293T cells by
Western-blot using RF1pecio-specific antibody. The differences between the calculated (based on
sequence) and observed (based on Western-blot) molecular weights indicated the ubiquitination of
the protein, which was verified by using a specific antibody. The analysis of the autoproteolysis
implied a neutral pH optimum of the PRpec10 (pH 6.9-7.4). Although, we observed intramolecular
cleavage of PR pec1o (the autoproteolyisis resulted in the release of PF1 and PF2 products), but we
have not detected intermolecular interaction using a recombinant protein substrate. It was not
possible to identify cleavage position in vitro, but was estimated in silico. Despite testing multiple
HIV protease inhibitors, we observed no inhibitory effect in any cases. The effect of PRpeg10 On
the viability and proliferation of HEK293T and HaCaT cell lines was also studied. The expressed
PRrec10 Was found to decrease the number of viable cells, whilst its effect on the proliferation was
observed only as compared to the HEK293T cells expressing the catalytically inactive D370A-
sRF1/RF2pec10 mutant.

The studied forms of ASPRV1 (GST-SASP14, GST-SASP28) were designed to contain an
N-terminal GST-fusion tag, and were expressed in BL21(DES3) cells, followed by purification with
affinity chromatography. Thereafter, SDS-PAGE- and by HPLC-based methods were applied for
in vitro characterization. In case of GST-SASP14, the enzyme kinetic parameters (Km, Kcat,
keat/Km), and the dependence of activity on pH optimum, ionic strength, and urea was determined
by using an oligopeptide representing the P2-Leu-modified version of HIV-1 MA/CA cleavage
site, furthermore, the amino acid preferences of S2 and S3 binding sites were also studied. We
confirmed the inhibitory potential of indinavir, and proved the inhibitory effects of pepstatin and
acetyl-pepstatin. We proved that autoproteolysis of GST-SASP28 precursor causes autoactivation
of the enzyme, the self-processing was studied by autoproteolytic cleavage site mutant enzyme
forms, as well. Our results provide valuable information which may help better understanding of

differences between retroviral and retroviral-like proteases.
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helyek tulajdonsagainak vizsgalata. (A) A grafikonok a szubsztratkotd zsebek
méretének fliggvényében mutatjadk az adott zsebbe kotddo és leginkabb preferalt aminosavak atlagos
térfogatat. A fekete rombusz szimbolumok mutatjak a korrelacio-analizishez hasznalt, mig az iires
rombuszok az analizisb6l kihagyott értékeket (Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtasi, 2008). A PRpec1o
kotéhelyek esetében csak az atlagos zseb-térfogat értékek vannak feltiintetve (piros nyilak jelzik), mivel a




preferalt aminosavak ezidaig nem kertiiltek kisérletesen meghatarozasra. (B) A HIV-1 és EIAV proteaz
szubsztrat kotéhelyeinek felépitését kutatdcsoportunk korabbi munkai soran hataroztak meg (Bagossi és
mtsai, 2005; Eizert és mtasi, 2008), mig a PRpec10 €Setében a zsebeket felépité aminosavak azonositasa a
a homolog modell és a szerkezetek illesztése alapjan tortént. A félkovér betiik az oldallancok kozott
interakciot jelzik. Az aminosavak csoportositasa a kdvetkezok szerint tortént: hidrofob: A, V, I, L, F, W, C,
M, P és G, hidrofil: S, T, N, Q, Y és H, toltéssel rendelkez6: D, E, K, és R.
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