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1. BEVEZETES

A proteazok (vagy peptidazok) a peptidkdtés hasitasat (proteolizis) katalizalé enzimek. A
proteazok altalanosan két f6 kategdriaba sorolhatok: exopeptiddzok, melyek az aminosavakat a
fehérjelancok végérdl képesek lehasitani, illetve endopeptidazok (vagy proteindzok), melyek a
peptidkotés hasitasat a peptidlancon beliil katalizaljak.

A proteindzok szerepe alapvetd fontossagu szamos fizioldgiai folyamatban, mint példaul a
gyulladas, fertdzés, allergias reakciok, véralvadas, sejtndvekedés €s a sejthalal. A proteinazok
terapias szempontbol is fontos célfehérjék, mivel az elleniik tervezett inhibitorok alkalmazasaval
nem kivant élettani hatasuk megakadalyozhaté vagy csokkenthetd. A proteindzok a katalitikus
mechanizmusuk alapjan tovabb csoportosithatéak: szeril (pl.: kimotripszin, tripszin, elasztaz,
szubtilizin, stb.), ciszteinil (papain, katepszinek, kaszpazok, stb.), aszpartil (pepszin, renin, szamos
viralis proteinaz, stb.) és metallo-proteindzok (matrix metallo-proteindzok, termolizin, stb.).

Az AIDS elleni terdpidban jelenleg szamos retroviralis proteinaz inhibitor van klinikai
hasznalatban, azonban a terapia soran, ezek ellen gyorsan kifejlodik a rezisztencia. A rezisztencia
kifejlddése mutans proteindzok megjelenésének kdszonhetd, €s azt tapasztaltak, hogy jellemzden
egyéb vad tipust retrovirdlis proteindzokra jellemzé aminosavak jelennek meg. Olyan
inhibitorok tervezése ¢s haszndlata, amelyek kiilonbozé retrovirdlis proteinazok ellen is
hatékony, lecsokkentheti az esélyét az életképes mutansok megjelenésének. Ilyen inhibitorok
tervezéséhez segitséget nyljthatnak a szubsztratspecificitas vizsgalatok.

A fehérjek foszforilacioja az egyik legalapvetdbb biokémiai szabalyozasi mechanizmus.
A proteindzok kiilonbdzd szubsztratok iranti affinitdsat alapvetden befolyasolhatja azok
foszforilaltsagi foka. Annak eldontésére, hogy az adott fehérje, adott aminosavoldallancanak
foszforilacioja befolyasolja-e egy adott proteinaz altal torténd hasithatosagat és igy a
foszforilacionak lehet-e szabalyozd szerepe a fehérje esetében, szintén felhaszndlhatdak a

specificitas vizsgélatok.

1.1. A retroviralis proteinazok (PR)

1.1.1. A PR szerepe a retrovirusok életciklusaban

A retrovirusok kutatdsa az elmult két évtizedben a ma még gyogyithatatlan, kronikus
betegség, a szerzett immunhidnyos szindroma (AIDS) (Gallo és Montagnier, 1988)

megjelenésének és rohamos elterjedésének kovetkeztében keriilt elétérbe. A retrovirusok



létezése mar a mult szazad elején ismert volt, azonban a HTLV ¢és a HIV felfedezéséig nem
tudtak olyan retrovirusrol, amely az embert is megfertézheti. Ma mar minden gerinces
retrovirus fertdzésére ismert példa, melyeknek kimenetele sokféle lehet: betegség nélkiili
virémia, daganatképzddés, idegrendszeri elvaltozasok, anémia és immunhiany.

A retrovirusok burokkal rendelkezd, pozitiv szalu diploid RNS-t tartalmaz6 virusok. A
virus receptor-medialt endocitozissal, vagy direkt membrandiffuzioval juthat be a gazdasejtbe
(1.1. abra). A genom-RNS pozitiv szali és szabalyos, eukariota sejtre jellemzd mRNS
szerkezetet mutat, de kozvetlen fehérjeszintézishez mégsem ez hasznalodik fel. A sejtbe
bejuté virus RNS-ét a reverz transzkriptdz (RT) atirja DNS-sé. A reverz transzkripcio
valoszinlileg a citoplazmaban, a virus "core" strukturaban megy végbe (Varmus ¢és Brown,
1989). Egyes adatok szerint a PR szerepet jatszhat ebben a fazisban. Az EIAV virus
kapszidjanak prepardlasa soran a nukleokapszid (NC) protein in situ hasitdsat észlelték
(Roberts és Oroszlan, 1989). A NC szintén hasad a kapszidban 1évé endogén RNS reverz
transzkripcidja soran. Ezért feltételezhetd, hogy a sejtbe a kapsziddal egylitt bejutd PR
kritikus szerepet jatszik a reverz transzkripcidban €s az integracioban (Roberts és mtsai.,

1991).
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1.1. abra: A retrovirusok életciklusa (Tozsér, 2001). (1) Kotodés-penetracio: receptor-antireceptor
kolcsonhatas. Endocitozis vagy fuzidé. (2) A virusburok elvesztése, pH-fiiggé vagy pH-fiiggetlen uton. (3)
Provirus szintézis, melyért a RT felels. (4) A preintegraciés komplex bejutisa a magba. (5) Integracio az
IN segitségével. (6) Provirus expresszidja. (7) Transzlacié. (8) Virion 6sszerendezodés. (9) Virion lefiiz6dés
(budding). (10) A virion “érése” a PR segitségével.



Az ujonnan képzédé DNS-nukleoprotein komplex bekertiil a sejtmagba, ahol a virus
DNS integralodik a gazdasejt genomjaba (provirus képzddés). A provirus DNS a cellularis
RNS polimeraz II segitségével atirodik RNS-sé. Az egylancu, diploid RNS genom minden
replikacio-kompetens retrovirusban legalabb 4 gént (5°-gag-pol-pro-env-3’) tartalmaz. Az
emldés C-tipusu retrovirusok (pl.: MuLV) gag és pol génjei stop-kodonnal (AUG) vannak
elvalasztva, mely transzlacio soran néha szupresszalodik (Yoshinaka és mtsai., 1985). A tobbi
ismert nukleotid szekvencidji retrovirusban a gag és pol gén kiilonbdzd leolvasasi keretben
van kdodolva. A Pol fehérjék a leolvasasi keret -1 irdnyt eltolodasédval szintetizalddnak (pl.
HIV-1) vagy két eltolodas is van, ebben az esetben a gag és a pol gének kozott van a pro gén
(MA), a kapszid protein (CA) és a nukleokapszid protein NC, mig a pol génrdl a RT és az
integraz (IN) szintetizalodik.

A PR kodolésa tobbféleképpen torténhet. A PR, a madar C-tipusu virusai (pl. RSV)
kivételével, a pro vagy a pol génen van kodolva ¢€s a strukturalis fehérjékhez képest csak
lényegesen kisebb mennyiségben (5-10%) szintetizalodik. Egy kisebb, illesztett mRNS-rol
irddnak at az env-kdédolt fehérjék, melyek elébb glikozildlodnak, majd a plazmamembranba
vald transzport soran egy feliileti glikoproteinre (SU) és egy transzmembran fehérjére (TM)
hasadnak, egy cellularis proteaz hatasara.

A transzlacio elsddleges termékeként szintetizalodod poliproteinek a genom mRNS-sel
egy toroidszerli "éretlen" részecskévé formalddnak, melyet a virusburok zar be. A virus a
sejtbdl kikeril ("lefliz6dés" révén), majd a proteindz ma még nem ismert modon aktivalodik
¢s elhasitja a poliproteineket, aminek sordn a virus "éretté", fertdzoképessé valik. Ezen

atalakulas morfologiailag is j6l nyomon kovethetd (Yoshinaka és Luftig, 1977).

1.1.2. A retroviralis proteinazok dltalanos jellemzése

A retroviralis proteinazok pH optimuma savas, 5-6 kozotti (Oroszlan és Luftig, 1990;
Kuo és Shafer, 1994). A hatékony hidrolizishez minimum 6-7 tagl peptidszakasznak kell az
enzimhez kotédnie (Tozsér €s mtsai., 1991a), nyqjtott B—redd konformacidban. A retroviralis
proteinazok természetes hasitasi helyein talalhaté aminosavak altaldban hidrofob jellegiliek,
viszont altalanosan érvényes konszenzus szekvencia nem adhatdo meg (Oroszlan és Tozsér,
1990). A hasitasi helyek osztalyozasa a HIV-1 PR esetében lehetséges, miszerint az 1. tipusu
hasitasi helyek Asn-Tyr/Phe|Pro aminosavakat tartalmaznak, a 2. tipusuak pedig a P2-P2’

helyeken hidrofobak (Tézsér és mtsai., 1992, az elnevezés a Schechter és Berger nevezéktana



alapjan, 1967). Ez az altalanositas azonban 0igy tlinik a tobbi retrovirdlis proteindz esetében
nem alkalmazhaté. Erdekes jellemz&jiik, hogy nagy ionerdsség (2M NaCl) mellett 1ényegesen
aktivabbak oligopeptid szubsztratokon, mint alacsony ionerdsségnél (Kotler és mtsai., 1989).
Tobb cellularis fehérjérdl deriilt ki, hogy szubsztratjai a HIV proteindzoknak (Riviere és
mtsai., 1991; Chou és mtsai., 1996), ami szerepet jatszhat a virus patogenitasaban is (Kaplan
¢s Swanstrom, 1991).

Szémos retroviralis proteindz szekvencidja ismert. A retrovirdlis proteindzok 99-126
aminosavbol allo, 11-15 kDa molekulatomegii fehérjék. Homodimer formaban aktivak, amit
rontgenkrisztallografiai vizsgalatok is aldtdmasztottak (Navia és mtsai., 1989; Wlodawer és
Erickson, 1993). A retroviralis proteinazok elsddleges és masodlagos szerkezete a celluléris
aszpartil-proteindzok egyik doménjével analdg (Toh és mitsai., 1985), szamos béta reddt
tartalmaznak és enzimtdl fliggben egy, vagy két rovid alfa hélixet. A két alegység N- és C-
terminalis lancai 0sszefonodva alkotnak egy négyrétegili antiparalel béta redot.

Az enzimben 3 jellegzetes régio talalhato (1.2. dbra):

- az N-terminalishoz kozel helyezkedik el az aszpartil proteinazokra jellemzd aktiv centrumot

kodolo katalitikus triad (-Asp-Thr/Ser-Gly-),

Flap régio

Dimerizacios régio Aktiv centrum

1.2. abra: A HIV-1 PR zirt (piros) és nyitott (kék) formaja. A nyilak a PR jellegzetes régioit jelolik.



- egy masik tobbé-kevésbé konzervativ régid az ugynevezett "flap" régid, amely flexibilis, és a
szubsztrat kotddésekor rahajlik a szubsztratra, mintegy stabilizalva az enzim-szubsztrat
komplexet,

- a dimerizacios régio, melyért elsdsorban az N- és C-terminalis szekvenciak a feleldsek.

Az alegységek katalitikus triadjai (-Asp-Thr/Ser-Gly-) hurkot alkotnak, amely analog a
celluléris aszpartil proteinazokra leirt y-struktiraval. Ezen aminosavak konformacidja, minden
ismert kristalyszerkezetben azonos (Wlodawer és Gustchina, 2000). A két katalitikus triplet
hidrogénkotések halozatan keresztiil jellemzé modon kapcsolddik egymashoz (Davies, 1990;
Wlodawer és Erickson, 1993), melyet az irodalomban tiizolt6 fogasnak neveznek, utalva a kotés
geometridjara és igen erds voltara. A szerkezeti informacidkon tilmenden a HIV-1 PR kinetikai
allandoinak pH és izotopfiiggése alapjan az alabbi reakciomechanizmus tételezhetd fel (Hyland
¢és mtsai., 1991): A PR aktiv centruma teljesen szimmetrikus és a két karboxil csoport altal kotott
vizmolekula oxigén atomjan egyszeres negativ toltést tartalmaz. A szubsztrat kétddésekor, mely
soran kialakul az enzim-szubsztrat komplex, a vizmolekula negativ tdltése révén nukleofil
tamadast indit a szubsztrat peptidk6tés karbonil szénatomja ellen. A katalizis atmeneti allapota
soran a szubsztrat karbonil szénatomja tetraéderes konformaciot vesz fel, a negativ toltés pedig a
karbonil oxigénre helyezddik 4t. A karboxil hidrogén egy tjabb hidrogén kotés 1étesitésével a

szubsztrat peptidkotésének a hasaddsat eredményezi, mikdzben kialakul az enzim-termék

crer

ciklus kezdddhet elolrol.

1.1.3. A HTLV-BLV csoport

A humén T-sejtes leukémia virus (HTLV) és a marha leukémia virus (BLV) a
retrovirusok csaladjaba tartozik, ezen beliil is a csoport harmadik tagjaval, a majom T-sejtes
leukémia virussal (STLV) egyiitt, egy kiilon csoportot alkotnak, az tgynevezett HTLV-BLV
csoportot. Ezen csoport tulajdonsagai részben eltérnek a tobbi retrovirusétdl, a csoporton beliil
viszont nagy a hasonlosag. Ilyen eltérés példaul, hogy ezen virusok a sejtimmortalizaciot nem a
cellularis genomba beépiilve vagy onkogén szekvenciat kodolva hozzak létre. Tumort kivalto
hatasuk még nem teljesen ismert, valdsziniileg tobbféle folyamat is kozrejatszik benne (Cann és
Chen, 1990; Haas és mtsai., 1992). Az bizonyos, hogy a virus altal kodolt transz-aktivator Tax
onkoprotein szamos cellularis gén expresszidjanak és funkciojanak szabalyozasaval fontos
szerepet jatszik ebben a folyamatban. A Tax képes szamos celluléris jelatviteli utvonalba

beavatkozni, ilyenek példaul a CREB/ATF és NF-kB (Jeang, 2001), de ismert apoptdzist



indukalé képessége is (Yamada és mtsai., 1994). A HTLV-I emberben felnétt T-sejtes leukémiat
(ATL), trépusi spasztikus paraparézist/mielopatiat (TSP/HAM) okozhat. A HTLV-II ,,sz6r6s”
sejtes (hairy cell) leukémiat hozhat 1étre, mig a BLV szarvasmarhaban okoz limfoszarkomat, de
az elébbiekkel ellentétben a B-limfocitdkat tdmadja meg (Johnson és mtsai., 2001). Eltéréen a
tobbi retrovirustol, ebbe a csoportba tartozo virusok enzimfehérjéi egyszeres (PR) és kettds (RT,

IN) leolvasasi kereteltolassal vannak kodolva.

1.2 A kaszpazok

1.2.1 A kaszpazok élettani szerepe

A kaszpazok elsé képviseldjét 1992-ben azonositottak (Cerretti €s mtsai., 1992)
amikor sikeriilt klénozni azt a proteinazt, amelyik az interleukin-1  (IL-1 B) citokin inaktiv
forméajanak hasitdsdért ¢és igy annak aktivalasadért felelés. Késobb az interleukin-1 [
konvertalé enzimrdl (ICE) kidertilt, hogy az egy 0j tipusu ciszteinil proteinaz (Thornberry és
mtsai., 1992), amelynek aldehid alapu inhibitorokkal torténd gatlasaval human vérbol
szarmazo6 €rett monocitak IL-1 B termelését sikeriilt blokkolni. Az érdeklddés az 0j proteinaz
irant igazan akkor erds6dott fol, amikor bizonyitottdk, hogy a C. elegans CED-3 fehérjéje,
amelynek szintje a féreg embriogenezise alatt magas, amikor az apoptotikus sejtelhalds szintje is
jelentés, homolég az ICE enzimmel ¢€s igy valoszinisitették a ciszteinil proteinazok egy uj
osztalyanak részvételét a programozott sejthalalban (Yuan és mtsai., 1993).

A programozott sejthalal evolucidésan konzervalt folyamatdban dontd szerepet jatszo
proteolitikus rendszernek tagjai a kaszpazok. Ezek az enzimek egy olyan kaszkadfolyamat
részesei — elinditdi illetve végrehajtoi -, amely proapoptotikus szignalok hatasara indul el, €s
szamos fehérje hasitasaban tetézik. Az apoptozis erdteljesen szabdlyozott folyamatanak
kovetkezményeként a nemkivanatos sejtek meghatarozott morfologiai valtozdsokon mennek
keresztiil (lekerekedés, membran kitiiremkedések képzddése, DNS kondenzaldédas ¢s
fragmentécio, zsugorodas és membrannal hatarolt, kiilonbozé sejtalkotorészeket magaban
hordozé apoptotikus testekre torténd feldarabolddas), melynek eredményeképpen a sejteket a
fagocitak elimindljak, elkeriilve ezzel a gyulladdsos reakcidkat (Nicholson és Thornberry,
1997; Salvesen és Dixit, 1997; Cryns és Yuan, 1998).

Jelenleg két f6 apoptotikus kaszkadutvonal ismert. Az egyik kivaltoja sejtfelszini
stimulus  (extrinsic vagy haldlreceptor utvonal), amely halélligand-halalreceptor

kapcsolodéason keresztiil valosul meg, mig a masikat (intrinsic vagy mitokondrialis Uitvonal)



cellularis stressz okozza, és a citokrom c¢ mitokondriumboél torténd felszabadulasa altal
eldidézett aktivalassal valosul meg (1.3. dbra) (Budihardjo és mtsai, 1999). Nemrég egy
olyan Uj utvonalat irtak le, amelyet az endoplazmatikus retikulumban (ER) bekdvetkezd

stressz indukal és amelyben a kaszpéaz-12 jatszik szerepet (Nakagawa és mtsai., 2000).
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1.3. abra: A kaszpazaktivacié két f6 utvonala (Kaufmann és Hengartner, 2001 alapjan médositva)

Az iniciator kaszpazok (-2, -8, -9, -10) minden kaszpazfiiggd apoptotikus utvonalban
végrehajtd kaszpazokat (-3, -6, -7) aktivalnak, melyek az éltaluk katalizalt limitalt proteolizis
altal specifikus cellularis célfehérjéket aktivalnak vagy inaktivalnak. Feltétleniil meg kell
azonban jegyezni, hogy szamos apoptotikus folyamat esetében (pl.: sejtzsugorodas,
membrankitiiremkedések, magkondenzacid) bizonyitottdk, hogy a kaszpdz inhibitorok
alkalmazasa nem allitotta meg a folyamatot, a sejtek egy elnyujtott, hosszabb folyamat végén
elhaltak. Kovetkezésképpen, valdszintileg 1étezik az apoptozisnak kaszpaz-fiiggetlen formaja
is (Borner és Monney, 1999).

Az apoptozis inicidtor és végrehajtdo kaszpazok mellett élettani szempontbdl a
kaszpazok harmadik csoportjat a citokin aktivaloé kaszpéazok (-1, -4, -5, -11, -12, -13, -14)
alkotjak, amelyek a gyulladasi folyamatokban jatszanak szerepet (Wang és Leonardo, 2000).



1.2.2 A kaszpazok altalanos jellemzése

A kaszpazok legfontosabb tulajdonsagaikat neviikben rejtik, az enzimcsalad tagjai ui.
kivétel nélkiill P1 aszpartat specifikus ciszteinil proteinazok (Caspase = cystein-dependent
aspartate-specific protease) (Stennicke és Salvesen, 1999). Az els6 kaszpaz (kaszpaz-1, ICE)
azonositasa ota 14 emlOs kaszpazt és 5 Drosophila kaszpazt klonoztak (Chang és Yang,
2000). Latens prekurzor (zimogén) prokaszpazok formajaban szintetizalodnak, aktivalédasuk
a fentebb vazolt, gondosan szabalyozott Gitvonalakon torténik.

Szerkezetiiket tekintve minden prokaszpaz tartalmaz egy nagymértékli homoldgiat
mutatd protedz domént, amely domén két alegységre, a ~20 kD méretli nagy, illetve a ~10 kD
méretll kis alegységekre oszthatd fel. Az enzim aktivitasdhoz mindkét alegység sziikséges
(Nicholson ¢és mtsai., 1995). Ugyancsak minden kaszpazban megtalalhaté egy N-terminalis
peptidszakasz, in. prodomén. Hossza igen valtozod lehet, az inicidtor és gyulladasban szerepet
jatszo kaszpazoké hossza 100 aminosav feletti, mig az effektor kaszpazoké 30 aminosav alatt
van (1.4. abra). A hosszu prodoménen kiillonb6z6 motivumok taldlhatok, nevezetesen a
prokaszpaz-8, -10 két tandem képia DED domént, mig a kaszpaz-1, -2, -5, -4, -9 valamint a
CED-3 CARD domént tartalmaznak. Ezen domének medidljak a prokaszpazok egymassal,
illetve adaptereikkel torténd dsszekapcsolodasat, igy fontos szerepet jatszanak a prokaszpdzok
aktivacigjaban.

Enzimatikus tulajdonsagaikat tekintve a kaszpazok egyéb ciszteinil proteinazokhoz
hasonldan, valoszintileg a katalitikus tiol csoportjuk oxidaciéra valo erds hajlama miatt, teljes
aktivitasuk megtartasahoz redukalé kornyezetet igényelnek. Atmeneti fémek jelenléte, melyek
egyrészt hajlamosak a katalitikus Cys tiol csoportjaival koordinacids komplexeket képezni,
mésrészt képesek az oxidaciot katalizalni, szintén aktivitascsokkenést okoz. Zn*" jelenléte
példaul mar mM-os nagysagrendben teljes gatlast eredményez (Stennicke és Salvesen, 1997).
Ca’" esetében nem tapasztaltak hasonld hatést, igy a Ca®" apoptozis gatlo tulajdonsaga (Bian
¢s mtsai., 1997) nem a kaszpazokhoz kothetd. A kaszpazok pH optimuma 6.8 — 7.4 kozott
talalhato, aktivitasuk 0-150 mM NaCl koncentracido kozott stabil, kovetkezésképpen a
fiziologias pH ¢€s ionerdsség valtozasok szignifikdnsan nem valtoztatnak a kaszpazok
aktivitdsan, igy ezek az enzimek maximalisan aktivak az €16 és elhaldé human sejtek

citoszoljaban talalhato paraméterek kozott (Stennicke és Salvesen, 1997).



Szubsztrat
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1.4. abra: Az emlés kaszpazok és a CED-3 csoportositisa, doménszerkezete. (Zaréjelben a kaszpazok
alternativ nevei talalhatéak; a pottyés doboz DED domén, a hullimos CARD domén) (Chang és Yang, 2000
alapjan modositva)

Jelenleg 5 kaszpdz kristalyszerkezete ismert, melyeket tetrapeptid aldehid
inhibitorokkal hataroztak meg (Wilson és mtsai, 1994; Blanchard és mtsai, 1999; Rotonda és
mtsai, 1996; Chai és mtsai, 2001; Renatus és mtsai, 2001). A szerkezetekbdl kitlinik, hogy az
érett kaszpazok tetramerek (pl.: a kaszpdz-3 esetében pl7 és pl3 egységekbdl alld
heterodimerek C2 szimmetridju homodimere), két egymastol fiiggetlentil mikodd aktiv
centrummal. Mind a két heterodimer egyszer(i globularis domént képez, amelynek kozepén
egy alfa-hélixekkel hatarolt hatmenetes B—redo talalhaté (1.5. abra).

A kaszpazok meglehetdsen specifikus endopeptiddzok, mivel minden ismert
képviseldjlik szinte kizarolagosan aszpartat mellet hasit (Stennicke és Salvesen, 1998). Ma
mar azonban olyan természetes szubsztratok is ismertek, amelyek hasitasi szekvencidjukban

P1 helyen glutamatot tartalmaznak. Ilyenek példaul a tumor nekrozis faktor receptor-I (p60)

citokin
aktivacio



fehérje, amit a kaszpaz-7 GELE motivum mellett képes hasitani (Ethell és mtsai., 2001), a
Max fehérje, amelyben IEVE hasitési helyet azonositottak, amit a kaszpaz-5 és -7 enzimek in
vitro hasitanak (Krippner-Heidenreich és mtsai., 2001), és a DRONC Drosophila kaszpaz,
amely onmagat is glutamat, TQTE szekvencia melldl hasitja ki (Hawkins és mtsai., 2000).
Specificitas alapjan torténd csoportositasukra az S4 alzsebiik specificitdsaban talalhato
kiilonbségek adnak lehetdséget (Nicholson, 1999): az 1. csoport tagjainak (kaszpaz -1, -4, -5,
-13) S4 zsebe tolerans, de jobban kedvelik a nagy hidrofob aminosavakat. A 2. csoportban
szigortan csak P4 Asp-ot kedveld tagok talalhatok (kaszpéz -2, -3, -7), mig a 3. csoport tagjai

(kaszpaz-6, -8, -9) a P4 elagazo lancu alifés oldallancokat szeretik.

1.5. abra A kaszpaz-3 tetramer Ac-DEVD-CHO inhibitor molekulaval képzett komplexében. Az inhibitort
labda-és-palcika modellel brazoltuk. A tetramer négy alegységét négyféle szinnel jeloltiik, amelyben a lila-kék
és narancssarga-citromsarga monomerparok alkotnak egy-egy heterodimert, amelynek dimere az érett
kaszpazokra jellemzo tetramer.
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A kaszpazok katalitikus mechanizmusa a szeril és aszpartil proteinazokéhoz hasonldéan
szintén tetraéderes szubsztrat intermedieren keresztiil torténik. A katalizis sordn az enzim
Gly238 ¢és Cys285 aminosavak amid nitrogénjein taldlhatdé hidrogén atomok szolgalnak
donorként a hasitandé amid kotés karbonil oxigénjének polarizacidjdhoz, és az oxianion
koordinacidjdhoz. Ezéltal a karbonil szénatom elektrofil hajlama novekszik, és kdnnyebben
fogadja a Cys285 nukleofil kén atomjanak tdmadasat, mivel a Cys285 kén atomjanak
nukleofilitisat a His237 imidazol gytirijén taldlhatdo nemkotd elektronparral  bird
nitrogénatomja megndveli, protont atvéve a Cys285 tiol csoportjatol. Ezutan a His237
protonalt imidazol gytrtje savként viselkedve képes az intermedier amino csoportjanak
protonaldsara, tavozasra kényszeritve azt. A hidrolizis befejezéseként a His237 szerepet
jatszik a vizmolekula polarizacidjaban segitve ezdltal a dezacildcidhoz sziikséges masodik

tetraéderes intermedier kialakitasat (Stennicke és Salvesen, 1999; Griitter, 2000).

1.2.3 Foszforildacio szempontjabol érdekes kaszpaz szubsztratok

Béar az eddig azonositott fizioldgias kaszpaz szubsztratok szama meghaladja a
hatvanat, ez a lista folyamatosan bdviil. Ezek a fehérjék altalaban interdomén 6sszekotd
szekvencidjukban tartalmaznak egy vagy néhany kaszpdz hasitasi helyet, tehat a kaszpazok
szubsztrat fehérjéjliket nem lebontjak, hanem a hasitas altal fehérjefunkcio aktivalédas vagy
inaktivalodas megy végbe. A teljesség igénye nélkiil a legjellemzébb kaszpazszubsztrat
fehérjetipusok és néhany képviseldjiik: sejthalal fehérjék (Bcl-2, Bcel-X;, Bid, IAP,
prokaszpazok), sejtciklus szabalyoz6 fehérjék (Cdc27, Ciklin A, MDM2), citoszkeletalis
fehérjék (aktin, gelsolin, Gas-2, laminin), DNS metabolizmusban résztvevd fehérjék (DNS
dependens protein kindz, ICAD, PARP), neurodegenerativ betegségekben szerepet jatszo
fehérjék (amiloid prekurzor protein (APP), huntingtin, preszenilinek (PS-1 és PS-2)),
jelatvitelben szerepet jatszo fehérjék (fokalis adhézios kinaz, MEKKI, protein kindz C delta,
theta), transzkripcios faktorok (IxkB-a, NF-kB, STATI, SREBP) és egyéb fehérjék (Hsp90,
transzglutaminaz).

Szamos cellularis kaszpaz szubsztrat fehérje potencidlis, vagy meghatarozott
funkcidjanak foszforilacios szabalyozasat tobb esetben bizonyitottak.

Ismert példaul a PS-2 hasitési hely Ser 327 és Ser 330 oldallancainak foszforilacioja,
ami gatolja a kaszpazok altali hasithatosagat, igy fokozva antiapoptotikus tulajdonsagat

(Walter és mtsai.,, 1999). Bizonyitott az IkB-a, MSTI1 ¢és Max fehérjék P1° Ser
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oldallancainak foszforilacidja és a kaszpazhasitds szempontjabodl jellemzo szabalyozé szerepe
(Barkett ¢s mtsai., 1997; Graves ¢és mtsai., 2001; Krippner és mtsai., 2001).

A sejtciklus Gy — G atmenete sordn tapasztalt aktin atrendezddéshez kapcsolddo
Gas-2 fehérje hiperfoszforilacioja ¢és a fehérje apoptozis szabdlyozd szerepe ismert
(Brancolini és Schneider, 1994; Lee és mtsai, 1999). A Gas-2 fehérje kaszpaz-3 és kaszpaz-7
szubsztratnak bizonyult (Brancolini és mtsai., 1995; Sgorbissa és mtsai.,, 1999). A Gas-2
fehérje foszforilacigjanak szempontjabol a kaszpaz hasitasi hely P4 Ser oldallanca johet
szamitasba, amely nem egyediilallo, hiszen az SREBP-1 és PAK-2 fehérjék szintén
potenciondlis P4 foszforilacios helyeket tartalmaznak (Wang és mtsai., 1995; Walter és
mtsai., 1998).

Kiilonlegesebbnek tlinik a Bid fehérje P2’ Ser oldallancénak foszforilacidja (P2 Thr
kevésbé volt foszforilalhatd), amely teljesen meggatolta a kaszpaz-8 enzimmel torténd

hasithat6sagat (Desagher és mtsai., 2001).

1.1. tablazat. Foszforilalhaté kaszpsz hasitasi hely szekvenciik. Vastag betiivel jeloltem (S*), a bizonyitottan
foszforilalhato hasitasi helyeket.

Protein Szekvencia foszforilal6 kinaz
PS-1 A-Q-R-D-{-S"-H-L-G* PKA
PS-2 M-E-E-D-\-$*-Y-D-\-S*-F-G-E-P° CKI1, CK2
Gas-2 S*-R-V-D - -G-K-T-S° ?
SREBP-1 S-E-P-D-{-S"-P-V-F! Erk1/2
SREBP-2 D-E-P-D-{-S"-p-p-v*¢ Erk1/2
IkB-a. D-R-H-D-4-S8*-G-L-D° MEKK 1
MSTI D-E-M-D-{-S*-G-T-M" MSTI
p21(Wafl/Cipl) S"-M-T-D-{-F-Y-H-S® PKC

Bid L-Q-T"-D-{-G-S*-Q-A" CK1, CK2

a) A hasitas az Asp345 mellett torténik egy nem azonositott kaszpaz altal (Griinberg és mtsai., 1998). A
hasitasi hely PKA és PKC konszenzus szekvenciat tartalmaz, és ezek a kinazok foszforilalhatjak a PS-1
fehérjét (Walter és mtsai, 1997). A pontos foszforilaciés hely nincs meghatarozva.

b) A kaszpaz-3 hasitja Asp326 és Asp329 (f6 hasitasi hely) mellett (Kim és mtsai., 1997). A Ser327 és a
Ser330 oldallancokat kazein kinazok foszforilaljak (Walter és mtsai., 1998 és 1999).

¢) A hasitas az Asp279 mellett torténik (Brancolini és mtsai., 1996).
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d) A kaszpaz-3 hasitja az Asp40 és az Asp468 mellett (SREBP-1, SREBP-2 sorrendben) (Wang és
mtsai.,1995). A hasitasi hely MAPK konszenzus szekvenciit tartalmaz, a fehérjéket Erkl és 2 kinazok
foszforilaljak (Davis. 1993).

e) A kaszpaz-3 hasitja az Asp31 mellett (Barkett és mtsai., 1997). A Ser32-t MEKK1 foszforilalja (Lee és
mtsai., 1998).

f) Szamos kaszpaz hasithatja az Asp326 mellett. A Ser327 foszforilaciéja csokkentette a kaszpazok altal
torténé hasithatésagat (Graves és mtsai., 2001).

g) A kaszpaz-3 hasitja az Asp149 mellett (Park és mtsai., 1998). A Ser146 foszforililhaté (Scott és mtsai.,
2000).
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2. CELKITUZES

A HTLV-I és BLV PR kozott nagy mind a szekvenciabeli, mind a specificitasbeli
hasonlosag (Sagata és mtsai., 1984; Rice és mtsai., 1987), ezért a BLV PR a HTLV-I PR j6
modelljének igérkezett. Mivel a HTLV-BLV csoport tagjair6l még nem rendelkeziink
kristalyszerkezettel és a BLV PR specificitasat csak a HIV-1 és HIV-2 proteinazokkal
hasonlitottdk 6ssze (Andreansky és mtsai., 1991; Blaha és mtsai., 1992), ezért célul tiiztiik ki a
BLV PR klénozasat és tisztitasat, majd specificitisanak a HTLV-I PR-al torténd
Osszehasonlitasat, a HTLV-I ¢és BLV PR természetes hasitasi helyeit reprezentalo
oligopeptidek segitségével.

A HTLV PR-t mar részben karakterizaltak (Daenke és mtsai., 1994; Hruskova-
Heidingsfeldova és mtsai., 1997; Ding ¢és mtsai.,, 1998; Louis ¢és mtsai, 1999).
Specificitdsanak a HIV-1 PR-al torténd kelld részletességli 6sszehasonlitdsat még nem irtak
le, ezért célul thztiik ki az enzim HIV-1 PR-al torténd Osszehasonlitasat, a HIV-1 PR MA/CA
természetes hasitasi helyén alapuld oligopeptid sorozattal. Mivel a sorozat szamos tagjat a
HTLV-I PR nem hasitotta, ezért az dsszehasonlitast egy 1j, a HTLV-I CA/NC természetes
hasitasi helyén alapul6d oligopeptid szubsztratsorozattal is elvégeztiik. Célunk volt tovabba a
HTLV-I PR modelljének felépitése, a mérési eredményeinknek a molekularis modellezés
eszkozével torténd értelmezése.

A proteolizis és a fehérje foszforilacio egyiittes tanulmanyozésa a foszforilalt
oldallancok kozvetlen szerepének feltdrasaval ritka az irodalomban. A foszforildlhato
aminosavak azonositasara és a foszforilacid hatdsanak vizsgdlatira rendszerint helyspecifikus
mutagenezist alkalmaznak, az aminosav-jelolt Ser az els6 esetben Ala vagy Gly, mig a
masodik esetben Asp aminosavra torténd cserélésével. Mivel egy korabbi munkaban a
retrovirdlis proteindzok alkalmazasaval munkacsoportunk mar bebizonyitotta, hogy
foszforilalt oligopeptidek alkalmazéasa kivalo eszkoz lehet a foszforildcionak a proteolizisre
kifejtett szerepének tanulmanyozasara (TOzsér és mtsai., 1999), ezért célul tiiztiik ki kaszpaz
szubsztratok P4, P3 és P1’ Ser oldallancainak foszforilacidjanak a szubsztratok proteolizisére
gyakorolt hatdsanak vizsgalatat. A vizsgalatainkhoz a PS-2 és Gas-2 kaszpdz szubsztratokat
mimikal6 foszforilalt illetve nem foszforilalt oligopeptideket hasznaltunk. Tovabbi célunk
volt a kaszpazok specificitdsa szempontjabol esszencialis P1 Asp szerepének jellemzése a
PARP, egy jol hasado fehérje hasitasi helyének szekvenciajaval biro, valamint abban P1

helyen Ser illetve foszfo-Ser mutaciot tartalmazé oligopeptidek felhasznalasaval.

14



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

ENZIMEK: A BLV PR-t kodol6 régiot cDNS BLV klonbdl polimeraz lancreakcioval (PCR)
sokszoroztuk fel. A PCR-hoz hasznalt 5’ primer EcoRI hasitasi hely szekvenciat tartalmazott
a kodold régiotdl 5° iranyban, 3 primerbdl pedig kétfélét hasznaltunk: az egyik a PR C-
termindlisandl végzddott, a masik a ,,pro reading frame” protedz utani teljes szekvencidjat
tartalmazta és mindkettd tartalmazott két stop kodon utdn egy Sall hasitasi hely szekvenciat.
A felsokszorozott DNS fragmenteket pMal-c2 vektorba klonoztuk a maltéz kotd fehérje
(MBP) génje utan. Mindkét konstrukcid tartalmazott egy 8 aminosav hosszii N-termindlis
tulnyl6 szekvenciat. A vektorokat E. coli DH5a sejtekbe transzformaltuk és a sejteket Luria-
Bertani tapfolyadékban 37 °C-on 100 pg/ml ampicilin koncentracid mellett novesztettiik.
Amikor a sejtszuszpenzio elérte a 0.6-0.8 abszorbanciat 600 nm-es hullamhosszon, a sejteket
1 mM IPTG hozzaadésaval indukaltuk, és két 6ran keresztiil expresszaltattuk a fehérjét. A
sejteket lecentrifugaltuk és SDS-poliakrilamid gél mintafelvivé pufferben torténd lizalas utan
SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zddtiink meg az expresszid sikerességérél. Nagy
mennyiségli fehérje tisztitasanal a sejteket centrifugdlds utan lizis pufferben szuszpendaltuk
(50 mM Tris-HCL pH 8.0, I mM EDTA, 100 mM NacCl, 1 mM PMSF). A sejteket a lizozim-
DOC modszerrel lizaltuk (Sambrook és mtsai., 1989). Az inkluzios testeket 0.5% Triton X-
100 tartalmu lizis pufferben mostuk, lecentrifugaltuk, majd a pelletet 100 mM Tris-HCI pH
8.0, 6 M guanidin-HCI pufferben oldottuk, jégen. A mintat 4 °C-on két 1épésben dializaltuk,
eldszor 2 M guanidin-HCI tartalmt 100mM Tris-HCI pH 8.0 pufferrel, majd A pufferrel (20
mM Tris-HCl pH 7.2, 100mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glicerin, 0.1% Triton X-100)
szemben. Végiil centrifugélds utan a feliiliszot 0.22 pm-es membransziirén lesziirtilk. Ezutan
kationcserés eljarassal Econo-Pak High S oszlopon (Bio-Rad) tisztitottuk A puffer és A puffer
+ 1M NaCl linedris gradienssel. A legnagyobb aktivitdsu frakciokat Amicon-10-el
koncentraltuk, majd A-pufferrel ekvilibralt Superdex G-75 HR 10/30 gélszlird oszlopon
tisztitottuk. Az igy kapott legnagyobb aktivitast frakciokkal végeztiik a kinetikai méréseinket.

A rekombinans HTLV-I proteinazt kodold régido pET-23b plazmidba volt klonozva. Az
enzim expresszioja €s tisztitdsa publikalt médszer alapjan tortént (Louis és mtsai., 1999).

A human rekombinans kaszpaz-3, -7 és -8 enzimeket a Biomol Research Laboratories
(Plymouth Meeting, PA, USA) cégtdl szereztiik be, illetve az irodalomban leirt modon E.coli-
ban expresszaltattuk és tisztitottuk (Stennicke és Salvesen, 1999). A klonokat Dr. Guy S.
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Salvesen (Burnham Institute, La Jolla, California) biztositotta. Az enzimkoncentracidkat
acetil-Asp-Glu-Val-Asp-CHO inhibitorral torténd titralassal hataroztuk meg.

A mutans kaszpdz-3 enzimeket QuikChangeTM helyspecifikus mutagenezis kit
segitségével készitettilk a vad tipust kaszpdz-3 nukleotidszekvencidjat tartalmazé pET23b
templat plazmid felhasznéldséval. A mutans kaszpaz-3 enzimeket az irodalomban leirt médon
E.coli-ban expresszaltattuk és tisztitottuk (Stennicke és Salvesen, 1999), majd SDS-

poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zddtiink meg az expresszid sikerességérol.

OLIGOPEPTIDEK: Az oligopeptideket szilard fazisti peptidszintézissel készitettek, Model

430A automata peptid szintetizatorral (Applied Biosystems, Inc.) vagy félautomata Vega peptid
szintetizatorral (Vega-Fox Biochemicals). A tisztitaishoz RP-HPLC-t hasznaltak (Copeland és
Oroszlan, 1988). A peptideket aminosav analizissel, illetve alkalmanként gazfazisa
szekvenalassal ellendrizték. A peptid-torzsoldatok desztillalt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal
késziiltek, a pontos koncentraciot aminosavanalizissel hataroztdk meg. A peptid oldatokat Dr.
Stephen Oroszlantdl ¢és Dr. Terry D. Copelandtél kaptuk (Molecular Virology and
Carcinogenesis Laboratory, NCI-FCRDC, Frederick, MD, USA). A foszforilalt peptidek

szintézise publikalt médszer alapjan tortént (TOzsér és mtsai., 1999).

ENZIMAKTIVITAS MERESE: A retroviralis proteindzok aktivitas-mérése a kovetkezd

reakcioelegyben tortént: 0.01-4 mM szubsztratoldat a hozzavetdleges Ky értéktol fiiggden, 1-
40 nM retroviralis PR készitmény, 0.25 M foszfat puffer pH 5.6, 5% glicerol, 1 mM EDTA,
0.2% Nonidet P-40, 2 M NaCl (T6zsér és mtsai., 1991b). A kaszpazok aktivitds-mérése a
kovetkezd reakcidelegyben tortént: 50 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.1 % CHAPS, 1
mM EDTA, 10 mM DTT és 10 % glycerol, 0.01-6.0 mM szubsztrat végkoncentracié mellett.
A 20 pl végtérfogata reakcidelegyeket 37 °C-on 1 6ran 4t inkubaltuk. Ha nem tapasztaltunk
jelentds hidrolizist, a reakciot 16 ords inkubaldssal is lejatszattuk. A reakcidkat 180 pl 1%
TFA hozzéadasaval Allitottuk le, majd a szubsztratot RP-HPLC-vel valasztottuk el a
termékektodl, valamint a pufferkomponensektdl, Nova-Pak C18 (Waters Associates, Inc.)
kromatografias oszlopon (3.9 x 150 mm), linearis viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0.1%
TFA jelenlétében. Az elvélasztast 206 nm-en kovettiik és a hidrolizis mértékét a
kromatografids gorbe integraldsaval szadmitottuk. A csucsok integracios értékeinek megfeleld
peptidmennyiség kiszdmitdsdhoz korabban meghatirozott referenciaértékeket hasznaltunk.

Ezen referenciaértékeket, valamint a hasitasi helyeket, a cstcsoknak megfeleld frakciok
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aminosavanalizisével ¢és szekvendlasaval hataroztdk meg. Ezek alapjan a termékek
azonositasahoz a retencios idoket vettiik figyelembe.

A kinetikai 4llandok meghatarozdsdhoz minden szubsztratpeptidre 6 kiilonbozd
koncentraciot teszteltiink, és tigy allitottuk be az enzim koncentracidkat, hogy a szubsztrat
hidrolizise 20% alatt maradjon. A kinetikai paramétereket a reakciosebesség ¢s
szubsztratkoncentraci6 adatok Michaelis-Menten egyenlethez vald illesztésével hataroztuk

meg, nemlinedris regresszids modszerrel, a Fig.P program (Fig.P Software Corp., Durham,

hidrolizis 4ltaldban a Michaelis-Menten kinetikat kovette az altalunk hasznalt
szubsztratkoncentracié tartomanyban, azonban azoknal a peptideknél, melyeknél nem volt
lehetéséglink a koncentracidjuk novelésére, a ke./Ky értékeket a gorbe linearis szakaszabol
allapitottuk meg. Azoknal a peptideknél, ahol a Michaelis-Menten gérbe mar igen kis
szubsztrat koncentracional a telitési szakaszba ért, a k../Kwm értékeket ismert ke./Kwm
értékekkel rendelkezd szubsztratok segitségével, kompeticiés mérésekkel hataroztuk meg

(Fersht, 1985).

MOLEKULARIS MODELLEZES: A Rous sarcoma virus (RSV) PR, HIV-1 PR nativ (Miller

¢s mtsai., 1989; Navia és mtsai., 1989; Wlodawer és mtsai., 1989) illetve inhibitorokkal

alkotott komplexeinek (Erickson és mtsai.,1990; Fitzgerald és mtsai., 1990; Swain és mtsai.,
1990; Jaskolski és mtsai., 1991; Wlodawer és Gustchina, 2000) kristalyszerkezete ismert. Az
RSV PR- és HIV-1 PR-inhibitor komplex kristalyszerkezete alapjan modellezték az RSV-PR-
¢s HIV-1 PR-szubsztrat komplexet (Weber és mtsai., 1989) és a HIV-2 PR-t is (Gustchina ¢€s
Weber, 1991). Az RSV PR kristalyszerkezetében nem volt lathato teljesen a flap régio, ezt
modellezéssel egészitették ki (Grinde és mtsai., 1992). A HTLV-I PR modellezése soran az
RSV kristalyszerkezetébdl indultunk ki. A HOMOMA (HOmolog MOdel MAker) program
segitségével (Bagossi ¢és mtsai., nem kozolt eredmény) az RSV PR aminosavjait
megfeleltettik a HTLV-I PR aminosavjaival gy, hogy a leheté legnagyobb homoldgiat
kapjuk. Ezt kdvetden két delécio alkalmazasara volt sziikség — egy 5 aminosav hosszusagl az
RSV 22-26 aminosavai kozott egy hurokban ¢és egy 3 aminosavas a flap régiod
hurokszakaszaban-, hogy megkapjuk a HTLV-I PR aminosavszekvencianak megfeleld
szerkezetet (4.2.2. abra). A kapott szerkezetet az AMMP program segitségével (Harrison,
1993)  Thr-GIn-Val-Leu|Val-Val-GIn-Pro  oligopeptiddel ~ alkotott =~ komplexében

minimalizaltuk, sp4 paraméterkészlet (Weber és Harrison, 1996) alkalmazéasaval.
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A kaszpaz-3 PS-2 szubsztrattal alkotott modelljét a human kaszpaz-3-inhibitor
kristalyszerkezetbdl épitettiik fel (Mittl €s mtsai., 1997) az inhibitor oldallancainak
szubsztratoldallancokra torténd cseréjével, Sybyl 6.7 software csomag (Tripos Inc., St. Louis,
mindegyik rotalhatd kotés torzids szogének 15°-ként torténd elforgatasaval konformacios
keresést végeztiink ,,Kollman all-atom” er6tér alkalmazasaval, a 8 angstromnél tédvolabbi
kolesonhatdsok  elhanyagolasaval. A  moddositott aminosavak legkisebb energiaja
konformereinek megtalalasa utdn a teljes enzim-szubsztrat komplexre husz Powell iteraciot
alkalmaztunk. Az igy felépitett enzim modell Ca atomjai és a kiindulasi kristalyszerkezet Ca
atomjai k6zottt RMS deviacid 0.13 angstromnek adddott.

A kapott modelleket Silicon Graphics (Indigo2 illetve 0O2) szamitégépeken
jelenitettilk meg. A szubsztrat €s enzim kozott kialakuld kolcsonhatdsokat az aminosavak
atomjainak azonositdsa, tavolsagmérések és a kolcsonhatdsi energia meghatarozésa alapjan
valdszinusitettiik. Ezekkel a modszerekkel becsiiltiik a szubsztratkotd zsebekbe illeszthetd

aminosavak mindségét illetve a kotddéshez sziikséges konformaciovaltozast.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A BLV PR klonozésa Esherichia coli-ba és specificitisdnak Osszehasonlitdsa a HTLV-I

proteinaz specificitasaval

4.1.1. A BLV PR onprocesszaldsa fuzios fehérjébol

A BLYV proteinazt kodold régiot pMal-c2 vektorba, az E.coli malE génje utan klonoztuk.
Két konstrukcidt készitettiink, mindkettdé 8 aminosavas N-termindlisan talnyald régiot
tartalmazott. A pMAL-BLVPr klon csak a PR kodolo régiot tartalmazta, a pMal-BLVPrpro klon
pedig a teljes pro gént tartalmazta (4.1.1. abra).

pMAL-BLVPr:

MBP 8 as PR (126 as)

pMAL-BLVPrpro:

MBP 8 as PR (126 as) 26 as

4.1.1. abra: A Konstrukciokbol expresszalt fehérjék varhaté osszetétele.

Az expresszio utan poliklonalis nyul anti-BLV PR antitesttel, immunonoblot kisérlettel
végeztlik el az expresszio ellendrzését, azonban a vart 58-60 kDa méretti fehérjék megjelenése

helyett 14 kDa méretii fehérjesavot kaptunk mindkét klonunk esetében (4.1.2. abra).

- IPTG +IPTG
a b ¢ d M a b c d

—_— A —

— 30 -

—2l.5—

- 65—

4.1.2. abra. E.coli-bol preparalt teljes sejt lizitum ellen6rzése immunoblottal (a, b: pMAL-BLVPr klénok;
¢, d: pMAL-BLVPrpro klonok)
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A megjelend sav mérete jO egyezést mutatott a virionbol tisztitott PR méretével (Yoshinaka és
mtsai., 1986). Eredményeink alapjan egyértelmii, hogy az expresszid soran a Prpro klonok

esetében nem csak az N-termindlis, hanem a C-terminalis régio is processzalodik.

4.1.2. A BLV PR tisztitdsa

A BLV PR nagy része inkluzios testekbe keriilt az expresszalas soran, amirél SDS-
PAGE gélelektroforézis és immunoblot kisérletekkel bizonyosodtunk meg. Az enzim
tisztitdsa soran kationcserét majd gélszlrést alkalmaztunk. A tisztitas végére sikeriilt tiszta

enzimet nyerniink (4.1.3. 4bra.).

1.5 —
143 —

4.1.3. abra Teljes sejtlizatum osszetétele IPTG indukcié utan (1), IPTG indukcié nélkiil (2), a tisztitas utan
(3). Az SDS-poliakrilamid gélt Coomassie-val festettiik.

Az inkluzios testek 1 g-os nedves tomegébdl kortilbeliil 2 mg tisztitott proteindz volt
nyerhetd. A tisztitott enzim végkoncentracidja 2 uM-nak adddott. Tovabbi koncentralas illetve
-20 °C-on torténd hosszabb tarolas soran részleges onprocesszalast tapasztaltunk, ami kettds
savként jelent meg az SDS-poliakrilamid gélen. Részleges Onprocesszalast, a 116. és 117.

aminosav kozott torténd hasitast, korabban mar masok is leirtak (Pichova és mtsai., 1998).

4.1.3. A BLV PR kinetikai jellemzése

A BLV PR és a HTLV-I PR 6sszehasonlito kinetikai jellemzéséhez a BLV és a HTLV-I
PR természetes hasitasi helyeit reprezentald oligopeptideket hasznaltunk. Egy BLV peptid

kivételével, amelyet csak a BLV PR hasitott, az dsszes tobbi tanulmanyozott peptidet mindkét
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enzim hasitotta, bar néhany esetben meglehetdsen kiilonbozd specificitasi allandoval (4.1.1.

tablazat). Altalanosan megallapithatjuk, hogy a BLV PR esetében jelentdsen kisebb ke, értékeket

kaptunk a HTLV-I PR-hoz képest, azonban az igen kis Ky értékek kovetkeztében a specificitdsi

allandok nagysagrendileg hasonloknak adodtak. A BLV PR esetében néhany szubsztratnal a Ky

igen kis értékének kovetkeztében a ke/Ky értékeket nem tudtuk kozvetleniil a Michaelis-

Menten gorbébdl kiszamolni. Ezeknél a peptideknél kompeticios mérést alkalmaztunk (Fersht,

1985), ismert ke./Ky értékii szubsztratok alkalmazasaval. A modszert mar korabban is

alkalmaztuk HIV PR kis Ky értékkel bird szubsztratjainal, és eredményeink alapjan a két

mddszerrel azonos értékek nyerhetok (Tozsér és mtsai., 1992).

4.1.1. tablazat. Természetes hasitasi helyeket reprezentilo peptidek BLV és HTLV-I proteinizzal mért

kinetikai allandoi
. Szubsztrat , K Keat Keat/ Kin
Hasitasi hely szekvencia Proteaz (mM) (s (mM's™)
BLV MA/CA PPAIL|PIISE BLV PR <0.01? 0.04 £0.01 217°
HTLV-I PR 0.020 +0.006 329 £0.15 164.5
BLV CA/NC KQPAIL|VHTPG BLV PR <0.01? 0.18 £0.02 63°
HTLV-I PR nem hasadt
BLV PR/pX PPMVG|VLDAP BLV PR 0.023 £ 0.005 0.01 £0.001 0.4
HTLV-I PR 0.014 £0.004  0.01 £0.001 0.7
HTLV-1 MA/CA APQVL|PVMHP BLV PR <0.01° 0.07 = 0.01 186°
HTLV-IPR®  0.069 +0.020 5.88 +£0.59 85.2
HTLV-1 CA/NC KTKVL|VVQPK BLV PR <0.01° 0.17 £0.03 29°
HTLV-IPR®  0.051 £0.005 7.68 +0.17 150.6
HTLV-1PR/pX KGPPVIL|PIQAP BLV PR 0.019 +0.004 0.02 £ 0.001 1.1
HTLV-IPR® 0.041+0.010 11.82+0.890 288.3

a) Ky -et nem tudtuk kozvetleniil a Michaelis-Menten gorbébél kiszamolni
b) kompeticiés méréssel meghatarozva a VSQLY | PIVQ szubsztrat kinetikai adatainak felhasznalasaval
(Ky = 0.011 mM, keat = 0.43 s keat/Ky =39 mM's™)
¢) Louis és mtsai., 1999.

Szdmos, a HTLV-I proteindzzal mar korabban letesztelt HIV-1 inhibitort (Louis és

mtsai., 1999) kiprobaltunk, mint a BLV proteindz potencionalis gatloszerét (4.1.2. tablazat).

Ezek egyike sem gatolta BLV proteinazt, pedig a Compound-3 korabban a HTLV-I PR jo

inhibitoranak bizonyult. A Compound-3 egyébként gatolta az EIAV és MuLV proteinazokat is

(TOzsér és mtsai., 1993, Menendez és mtsai., 1993). Az MPMV ¢és AMV proteinazok inhibitora

(7. szamu a tablazatban) szintén nem gatolta a BLV proteinazt. A két sztatin alapu inhibitor

21



viszont, amelyeket a HTLV-I PR hasitési hely alapjan terveztiink gatolta a BLV proteinazt,
annak ellenére, hogy az egyik a HTLV-I ellen hatastalannak bizonyult.

4.1.2. tablazat. BLV, HTLV-I és HIV-1 PR gatlasi allland6i HIV-1 vagy mas retroviralis PR specifikus
illetve sztatin alapid HTLV-I szubsztrat analég inhibitorokkal

N. Inhibitor Ki (uM)

BLV PR HTLV-1 HIV-1 PR
1. Compound 3 >10 0.080° 0.0004°
2. DMP 323 >10 >10° 0.0003¢
3. UK 88,947 >10 >10° 0.012°
4. LP149 >10 >10° 0.0017
5. KH164 >10 >10° 0.400°
6. Pepstatin > 10 > 10° > 10"
7. Pro-Tyr-Val-PheSta-Ala-Met-Thr > 10 > 10° 12.58
8. Ala-Pro-Gln-Val-Sta-Val-Met-His-Pro" 0.070 0.050° 0.130°
9. Lys-Thr-Lys-Val-Sta-Val-GIn-Pro-Lys" 0.300 > 10° > 10°

a) Louis és mtsai., 1999

b) T6zsér és mtsai., 1992. Compound-3: foszfinat, atmeneti dllapot analég vegyiilet

¢) Lam és mtsai., 1994. DMP 323: ciklikus urea vegyiilet; UK88,947: hidroxietilén tartalmu vegyiilet
d) Wlodawer és mtsai., 1995. LP149: szatin tartalmu vegyiilet

e) Hui és mtsai., 1991. KH164: szatin tartalmu vegyiilet

f) Hui és mtsai., 1991. Pepsztatin: dltalanos aszpartil PR inhibitor

g) Hruskova-Heidingsfeldova és mtsai., 1995

h) HTLV-I hasitasi helyein alapuld, sztatin-tartalmu inhibitorok
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4.2. A HTLV-I PR szubsztratspecificitisanak vizsgalata és a HIV-1 proteinazzal torténd

Osszehasonlitasa

4.2.1 HTLV-1, a BLV és a HIV-1 proteinazok ésszehasonlito vizsgalata a HIV-1 MA/CA

természetes hasitasi helyének szekvenciajan alapulo oligopeptidekkel

A HTLV-I PR szubsztratspecificitasat olyan oligopeptidek hasithatosagaval vizsgaltuk,
melyek az egyik HIV-1 PR hasitasi hely (MA/CA) szekvenciajadban aminosavcseréket
tartalmaztak.

Az eredeti szekvenciat (H-Val-Ser-Gln-Asn-Tyr|Pro-Ile-Val-GIn-NH2) tartalmazo
peptid nem volt szubsztratja a HTLV-I proteinaznak csakiigy, mint a BLV proteinaznak, jo
szubsztratja volt ellenben a HIV-1 proteinaznak (Copeland és mtsai., 1988).

A P1 és P1” helyeken szubsztitualt (P1 helyen Tyr helyett Phe, Ala, Met, Gly, Lys, Val,
Pro, Ser, Trp, Cys; P1’° helyen Pro helyett Val, Leu, Ile, Cys, Ser, Trp, Tyr) nonapeptidek a
HTLV-I PR altal nem voltak hidrolizalhatok, hasonléan a BLV PR-hoz. A HIV-1 proteinaz
esetén is a P1° Pro esszencidlisnak tlinik ebben a nonapeptidben, mivel barmely mas aminosavra
cserélve megsziinik a hasithatésag. A P1 Tyr lecserélése Phe-ra jobb szubsztratot eredményez,
mig mas aminosavra cserélve kisebb specificitasi allandoji szubsztratot kaptak (TOzsér €s mtsai.,
1992).

A P2 helyen taldlhatdé Asn cseréje hidrofob aminosavakra hasithatd szubsztratot
eredményezett, amely szintén hasonlo6 a BLV-PR-al kapott eredményekhez. Ezek a
szubsztratok azonban még mindig joval nehezebben hasithatok a HTLV CA/NC természetes
hasitési hely szekvencidjat tartalmazo oligopeptidhez képest (4.2.1. tdblazat). Ezzel szemben a
HIV-1 PR szamara az eredeti Asn valamint a Cys ¢és Ala jelenléte ad jo szubsztratot és kisebb
relativ aktivitds mérhetd a tobbi aminosav esetében (TOzsér és mtsai., 1992). A P2’ helyen
szubsztitualt (Ile helyett Leu, Ala, Pro, Trp) nonapeptidek nem voltak hasithatoak a HTLV-I
PR 4ltal, mig a BLV esetében Ile cseréje Leu-ra, Val-ra illetve Phe-ra hasitast eredményezett.
HIV-1 PR esetében az Ile Val csere szignifikans valtozast nem okozott, Leu esetében viszont

az aktivitas jelentésen lecsokkent. Ezen eredmények az S2 és S2’ alzsebek HTLV-I, BLV,

crer
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4.2.1. tablazat: HTLV-I, BLV és HIV-1 proteinazok specificitisinak Osszehasonlitisa a P2 helyen
szubsztitualt HIV-1 PR szubsztrattal

Relativ aktivitas

P2 aminosav HTLV PR* BLV PR” HIV PR®
Ala 0 0 0.53
Val 0.019 0.73 0.17
Ile 0.059 0.96 0.10
Leu 0.054 2.1 0.06
Phe 0 0 0.03
Gly 0 0 0.21
Thr 0 0 0.02
Asp 0 0 0.13
Asn’ 0 0 1.00
Lys 0 0 0
Cys 0.011 0 0.92

a) A relativ aktivitast 0.4 mM szubsztrat koncentracional mértiik és a HTLV CA/NC fehérjéi kozotti hasitasi
hely szekvenciajat tartalmazo peptidre (KTKVL|VVQPK) vonatkoztattuk.

b) A relativ aktivitast 0.4 mM szubsztrat koncentraciénal mérték és a BLV MA/CA fehérjéi kozotti hasitasi
hely szekvencidjat tartalmazé peptidre (PPAIL|PIISE) vonatkoztattak (Tézsér és mtsai., nem kozolt
eredmények).

¢) A relativ aktivitisok meghatarozasa 0.4 mM szubsztriatkoncentracional tortént és a HIV-1 MA/CA
fehérjéi kozotti hasitasi hely szekvenciajat tartalmazo peptidre (VSQNY|PIVQ) vonatkoztattuk (Weber és
mtsai., 1993).

d) A nem szubsztitualt HIV-1 MA/CA fehérjéi kozotti hasitasi hely szekvencidjat tartalmazo peptid.

A P3 ¢és P3’ helyeken szubsztitualt (P3 helyen Gln helyett Leu, Phe, Lys, Asp, Gly, Asn,
Val, Ala; P3’ helyen Val helyett Leu, Phe, Lys, Gly, Ala, Ile, Ser, Thr) nonapeptidek szintén nem
voltak szubsztratjai a HTLV-I PR-nak, szemben a BLV PR-al, amely esetében a P3 helyen a
Gln-t Val-ra, Leu-ra, Phe-ra cserélve hasithatd peptidet kaptunk (T6ézsér és mtsai., nem kozolt
eredmények). A HIV-1 proteindzban az S3, S3’ helyekre tobbféle aminosav kotddhet a hidrolizis
métékének 1ényeges megvaltozasa nélkiil, tehat varhatdan a HTLV-I PR S3, S3’ szubsztratko6to
helyei is széles specificitassal rendelkeznek, azonban ezt ezzel a szubsztratsorozattal nem tudtuk
vizsgalni.

A P4 helyen szubsztitualt szarmazékok esetében a Ser-t Leu-ra, Val-ra, lle-ra, Met-ra,

Phe-ra, Thr-ra cserélve hasithat6 peptideket kaptunk (4.2.2. tablazat), azonban ezen szubsztratok
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csak igen kis specificitasi allandoval rendelkeztek. BLV PR esetén nem sikeriilt hasithatod

szubsztratot talalnunk.

4.2.2. tablazat: HTLV-I, BLV és HIV-1 proteinazok specificitisinak osszehasonlitisa a P4 helyen
szubsztitualt HIV-1 PR szubsztrattal

Relativ aktivitas
P4 aminosav HTLV PR*® BLV PR’ HIV PR®
Leu <0.01 0 0.02
Val <0.01 0 0.05
Ile <0.01 0 0.03
Phe <0.01 0 0.03
Gly 0 0 0.76
Met <0.01 0 0.04
Lys 0 0 0.06
Arg 0 0 0.15

a) lasd 4.2.1. tablazat
b) lasd 4.2.1. tablazat
¢) lasd 4.2.1. tablazat

4.2.2. A HTLV-I és a HIV-1 proteindzok J&sszehasonlito vizsgdalata a HTLV-I CA/NC

természetes hasitasi helyének szekvenciajan alapulo oligopeptidekkel

Mivel a 4.2.1. pontban bemutatott, mar tobb retroviralis proteinaz jellemzésére hasznalt
oligopeptid sorozat tagjainak tobbsége nem, vagy csak igen rossz szubsztratja volt a HTLV-I
PR-nak, a teljes szubsztratspecificitas vizsgalatot nem tudtuk vele elvégezni. Ezért valasztottuk a
HTLV-I PR egy sajat természetes hasitasi helyén alapuld oligopeptid sorozatot, amellyel a
varakozasunknak megfeleléen pontos kinetikai méréseket is tudtunk végezni (4.2.3. tablazat).
Ezen oligopeptid-sorozat tagjai a HIV-1 PR szamaéra is jo szubsztratoknak bizonyultak, amellyel
a kinetikai allandok meghatarozasat szintén elvégeztiik. gy alkalmunk adédott a HTLV-I és

HIV-1 PR specificitasanak ugyanazon szubsztratokkal torténd, kdzvetlen dsszehasonlitasara.

25



4.2.3. tablazat: HTLV-I és HIV-1 proteinazok specificitisanak dsszehasonlitasa a HTLV-I CA/NC hasitasi
hely peptid roviditett és szubsztitualt analégjaival

HTLV-1 PR HIV-1 PR
Szubsztrat K., keat kea! K K keat kea/ Kin
szekvencia (mM) (s (mM s (mM) s (mM s

KTKVL-+-VVQPK 0.063  10.0 158.7 0.16 3.6 225
TKVL—-+-VVQPK 0.087 2.7 31.0 0.12 3.4 28.3
KVL-4+-VVQPK ND <0.01 ND* 0.047 3.1 66.0
P4 szubsztitualt peptid:
KVKVL-4-VVQPK <0.02 2.7 267.2° 0.14 1.7 12.1
KLKVL—-+-VVQPK <0.02 2.5 209.5° 0.23 1.8 7.8
KPKVL-+-VVQPK <0.04 2.3 58.9° 0.37 24 6.5
KGKVL-+-VVQPK 0.069 6.8 98.6 0.68  0.55 0.8
KAKVL-+-VVQPK 0.086 3.1 36.0 0.29 4.8 16.6
KSKVL-+-VVQPK 0.23 9.2 40.0 0.059 2.7 45.8
KDKVL-+-VVQPK 0.48 1.1 2.3 0.59 4.0 6.8
P3 szubsztitualt peptid:
KTGVL-+-VVQPK 0.062 1.2 19.4 0.57 1.0 1.8
KTAVL-+-VVQPK <0.03 24 114.0° 0.18  2.74 15.2
KTEFVL-4+-VVQPK <001 044 145.2¢ <0.01 1.4 211.6¢
KTVVL-4-VVQPK <001 048 107.7¢ <0.01 1.8 26.9¢
KTLVL-+-VVQPK <001 0.2 112.1¢ <0.01 1.9 205.7¢
KTSVL-4-VVQPK 0.053 2.1 38.9 0.051 1.9 37.3
KTDVL-4-VVQPK 0.18 23 12.8 020  0.20 1.0

P2 szubsztitualt peptid:

KTKGL-+-VVQPK Nem hasadt® ND  <0.01 ND*
KTKAL-+-VVQPK ND ND 0.4 040  0.83 2.1
KTKFL-+-VVQPK 0.13 1.5 115 0.14  0.09 0.6
KTKLL-+-VVQPK 0.028 33 117.9 ND  ND 0.1°
KTKIL-+-VVQPK 0.040 2.5 63.1 ND ND 37.8°
KTKNL-+-VVQPK Nem hasadt® ND ND 0.1°
KTKDL-+-VVQPK Nem hasadt® 020 026 1.3
KTKKL-+-VVQPK Nem hasadt® Nem hasadt®

KTKSL-+-VVQPK Nem hasadt® ND <0.01 ND*
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P1 szubsztitualt peptid:

KTKVG-+-VVQPK 0.12 0.27 2.2 0.015 0.02 1.3
KTKVA-4-VVQPK 0.19 5.7 30.0 0.016 0.02 1.3
KTKVF-+-VVQPK 0.049 16.4 334.7 0.044 6.7 1523
KTKVY--VVQPK 0.19 11.7 61.6 0.10 3.6 36.0
KTKVM-+-VVQPK 0.15 4.1 273 0.091 4.0 44.0
KTKVS-+-VVQPK ND <0.01 ND* ND <0.01 ND*
KTKVD-4+-VVQPK Nem hasadt* ND  <0.01 ND*
KTKVK-+-VVQPK Nem hasadt® Nem hasadt®

P1’ szubsztitualt peptid:

KTKVL-+-LVQPK 0.028 3.7 133.6 0.089 4.1 46.1
KTKVL-+-IVQPK 0.12 1.5 12.5 0.084 2.2 62.2
KTKVL-4-FVQPK 0.18 036 2.0 0.077 1.9 24.7
KTKVL-+-GVQPK Nem hasadt® ND <0.01 ND*
KTKVL-+-SVQPK ND <0.01 ND* 0.013  0.03 2.3
KTKVL-+-DVQPK Nem hasadt® ND <0.01 ND*
KTKVL-+-KVQPK Nem hasadt® Nem hasadt®

KTKVL-4+-PVQPK ND ND 1.1¢ ND ND 0.04

a) Kismértékii hidrolizist tapasztaltunk 0.4 pM PR-al 37 °C-on 1 éra inkubalassal.

b) A K../Ky értéket kompetitiv méréssel hataroztuk meg a APQVL | PVMHP szubsztrattal.

¢) A K./Ky értéket kompetitiv méréssel hataroztuk meg a KGVVPIL | PIQAP szubsztrattal.

d) A K../Ky értéket kompetitiv méréssel hataroztuk meg a VSQNY |PIVQ szubsztrattal.

e) Nem tapasztaltunk hidrolizist 0.4 pM PR-al 37 °C-on 16 éra inkubalassal.

f) A vizsgalt koncentraciétartomanyban a [S] vs. v gorbe linearisnak adédott. Az egyenesbol hataroztuk
meg a k., /Ky értékeket.

ND: nem hataroztuk meg
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Altalanosan megallapithatjuk, hogy ezen oligopeptidsorozat tagjainak nagy részét a
HTLV-I PR nagyobb sebességgel hidrolizalta mint a HIV-1 PR, mig az emzim-szubsztrat
komplex stabilitasat jellemzé Ky értékekre vonatkozdéan nem volt tapasztalhatdo hasonld
tendencia.

A természetes hasitasi hely szekvencidjat tartalmazo dekapeptid mindkét enzim szdmara
jO szubsztratnak bizonyult. Az N-termindlis irdnyabdl roviditett szarmazékok koziil a
nonapeptid mar gyengébb szubsztratja volt a HTLV-I PR-nak, mig az oktapeptid mar egyaltalan
nem hasadt. Tehat ugy tiinik, hogy a HTLV-I PR esetében egy kiterjedtebb szubsztratkotd
régidval kell szdmolni a HIV-1 PR-hoz képest.

A P4 helyen szubsztitualt szdrmazékok koziil a hidrofob aminosavakra (Val, Leu) és
Thr-ra cserélt oligopeptidek igen jo szubsztratjai voltak a HTLV-I proteindznak, de a P4 Asp-
ot tartalmazé peptid kivételével, minden peptid meglehetésen jol hasadt. Ezzel szemben a
HIV-1 PR-nal a Thr és Ser bizonyult kitiintetett szereplinek és P4 Gly csere vezetett a hasitési
hatékonysag nagymértékii visszaeséséhez.

A P4 helyen szubsztitualt peptidekhez hasonléan a P3 helyen szubsztitualt szarmazékok
is mindkét enzim szdmara hasithatonak bizonyultak, de mig a HTLV-I PR esetében az eredeti
P3 Lys oldallanct peptid bizonyult a legjobbnak, addig a HIV-1 esetében a P3 Phe és Leu
szarmazékok kiugroan jo szubsztratoknak bizonyultak. Erdekes, hogy mindkét enzimnél a P3
Gly és P3 Asp szarmazékok mutatkoztak a legrosszabb szubsztratoknak.

A P2 helyen szubsztitualt szarmazékoknal a Val Lys csere mindkét enzim esetében a
hidrolizalhatosag teljes elvesztését jelentette. A HTLV-I PR esetében a Val Asn, Asp, Ser és
Gly cserék is hasithatatlan peptideket eredményeztek, de a P2 Ala szarmazék is rossz
szubsztratnak bizonyult. A HIV-1 PR esetében a P2 Gly, Leu, Ser és Asp szdrmazékoknal
tapasztaltunk még nagymértékii aktivitdscsokkenést.

A P1 helyen szubsztitualt szarmazékok koziil mindkét esetben a Phe csere bizonyult a
legjobbnak, de a P1 Tyr és Pl Met tartalmi szarmazék is mindkét enzim szédmara jo
szubsztratnak bizonyult. A két enzim kozotti specificitaskiilonbség a legmarkansabban a P1 Ala
szubsztitualt peptid esetében jelentkezett, amely szarmazékot a HIV-1 PR csak kis
hatékonysaggal, mig a HTLV-I PR j6l hasitotta.

A P1’ szarmazékok esetében a P1° Gly, Ser, Asp, Lys és Pro tartalmu szarmazékok
egyarant rossz szubsztratoknak bizonyultak mindkét enzim szamara. A Val Leu csere egyik
enzimnél sem befolyasolta Iényegesen a hasithatosagot, a Val Ile és a Val Phe csere viszont a
HTLV-I PR-nal lényegesen csokkentette, mig a HIV-1 PR-nal alig befolyasolta a

hasithat6sagot.
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4.2.3. A HTLV-I és a HIV-1 proteinazok térszerkezetének osszehasonlitasa

Az 4.2.2. dbra a retroviralis proteindzok aminosavszekvencidjat mutatja: a szekvencidk
illesztésénél figyelembe vettiik a proteindzok haromdimenzios szerkezetét is, a HIV-1, HIV-2,
SIV, EIAV, FIV, RSV proteinazoknal a kristalyszerkezetbdl indultunk ki. Az RSV és HTLV-I
PR kozott 20% azonossagot és 53% hasonlosagot talaltunk. Az abran az 1.2.2. pontban
bemutatott jellegzetes régiok keretbe foglalva talalhatok.

A HTLV-I, RSV ¢és a HIV-1 PR aminosavszekvencigja ¢és hossza eltér (HIV-1 PR: 99
aminosav, HTLV-I PR: 125 aminosav, RSV PR: 124 aminosav). A HIV-1 ¢és RSV PR
kristalyszerkezetének és aminosav szekvencidjanak egyiittes vizsgalata azt mutatja, hogy a
haromdimenzidés struktardjuk nagyfoku homologiat mutat, ezért varhatban a HTLV-I PR
szamara altalunk felépitett modell is jol irja le az enzim térszerkezetét (4.2.1. abra). Az RSV és
HTLV-I PR-ok HIV-1 PR szekvenciajahoz képest tobblet aminosavai altalaban extra hurkok
forméajaban mutatkoznak, amelyek jorészt a molekula felszinén helyezkednek el. Annak
eldontése, hogy az extra hurkok, illetve egyéb addicionalis aminosavak mennyiben befolyasoljak
az enzim mikdodését vagy stabilitdsat, esetleg szubsztratspecificitasat is, tovabbi kutatdsokat

igényel.

4.2.1. abra: A HTLV-I (barna) és az RSV (kék) proteinazok térbelileg egymasra helyezett szamitogépes
molekularis modellje.

29



HIV1
HIV2
SIV
EIAV
FIV
RSV
MMLV
MMTV
MPMV
BLV
HTLV2
HTLV1

1 10
....... PQITL |W. .QRPLVTIRIG
....... PQFSL |W. . KRPVVTAHIE
....... PQFSL |W. .RRPVVTAHIE
....... VTYNL |E. .KRPTTIVLIN
.YNKVG |TTTTL |E. . KRPEILIFVN

.......... GYPIKF

....... LAMTM | EHKDRPLVRVILTNTGSHPVKQRSVYITA

TLDDQGG |QGQDP |P. . PEPRITLKVG
....... WVQEI | . SDSRPMLHISL.
....... WVQPI | . TCQKPSLTLWL.

....... LSIPL|.ARSRPSVAVYL. .

....... PLIPL |RQQQQOPILGVRI.
....... PVIPL |DPARRPVIKAQV.

1 10

60 70
. .DQIPVEICG...... HKAIGTVLVG. .
. .KNVEIEVLN...... KKVRATIMTG. .
. .KNVEIEVILIG...... KRIKGTIMTG. .
.P.VTIKKKG...... RHIKTRMLVA. .

.......... GQPVTF

......... NGRRFLG

......... DDKMFTG

. SGPWLQPSQNQALM

. ...SVMGQTPQPTQA

....DTQTSHPKTIEA
20

80 920

30 40
LLDTGA |DDTVLEE. .M. .N... .. LPGKWK.
LLDTGA |DDSIVAG..I..E..... LGNNYS.
LLDTGA |DDSIVTG..I..E..... LGPHYT.

LLDTGA |DTSVLTTAHYNRL. . . KYRGRKYQ.
LLDTGA |[DITILNRRDFQ.V.. .KN.SIENG.
LLDSGA |DITIISEEDWP...... TDWPVMEAANPQ

LVDTGA |QHSVLTQ. .N. .P....GPLSDKS.
LLDTGA | DKTCIAGRDWP. ... .. ANWPIHQT.
LIDTGA |DVTIIKLEDWP...... PNWPITDT.
LVDTGA |ENTVLP....... QONWLVRDYPRI.
LLDTGA |DLTVIP....... QTLVPGPVKLH.
LLDTGA |DMTVLP....... IALFSSNTPLK.
30 40 50

. PTPVNIIGRNLLTQIG|CTLNF
.DTPINIFGRNILTALG |MSLNL
.DTPINIFGRNILTALG |MSLNL
.DIPVTILGRDILQDLG |AKLVL

. INVHLEIRDENYKT . QCIFGNVCVLEDNSLIQPLLGRDNMIKFN | IRLVM

.RDMIELGVINRDGSLERPLLLFPAVA. . .
.DRKVHLATG. ... .. KVTHSFLHVP. ..
.SSQPLRWQHED. . . . KSGIIHPFVI.
.SSKYLTWRDKE. . .NNSGLIKPFVI.

MVRGSILGRDCLQGLG | LRLTN
DCPYPLLGRDLLTKLK |AQIHF
. PTLPFTLWGRDIMKEIL | VRLMT
. PNLPVNLWGRDLLSQMK | IMMCS

.WLQGPLTLALKPE. .GPFITIPKILV.DTFDKWQILGRDVLSRLQ|ASISI
.LLOQTPLHIFLPFRR.SPVILSSCLL. . DTHNKWTIIGRDALQQCQ|GLLYL
.LTSLPVLIRLPFRT.TPIVLTSCLV. .DTKNNWAIIGRDALQQCQ|GVLYL

70 80 90

100

110

PEEVRPPMVG

PDDPSPHQLL

PEAKGPPVIL
120

4.2.2. abra: A retroviralis proteinazok szekvencia 6sszehasonlitasa
(sarga hattérrel, keretben: a retroviralis proteinazok jellegzetes régioi; piros: katalitikus aszpartat; kék: egyéb konzervativ aminosavak)

. PKM
.PKI
. PKI
.GTG
.RON

AWV

ESS
LTN

.PAA
.DTL
.NTS

50

TGGICE
VGGIGG
VGGIGG
IGGVGG
MIGVGG
IHGIGG
QGATGG
LOGLVG
LRGIGQ
VLGAGG
ILGASG
VLGAGG

60

FIKVRQY
FINTKEY
FINTKEY
NVETFST
GKRGTNY
GIPMRKS
KRYRWTT
MACGVAR
SNNPKQ.
VSRNRYN
QTNTQFK
QTQDHFK



A szubsztrat peptid -konformacidoban kotdédik a PR-okhoz (4.2.3. abra). A peptidkotd
régio eléggé kiterjedt, a modell alapjan a HTLV-I PR esetében is legalabb hét szubsztratkotd
zseb kiilonitheto el a kapcsolodo peptid oldallancai szamara. Ezek a zsebek az enzim homodimer
jellegébdl kovetkezden tobbnyire szimmetrikusak a hasitdsi helytél N- illetve C-terminalis
iranyba, am a peptidkotés aszimmetridja, az aszimmetrikusan kialakul6é hidrogénhidak arra
utalnak, hogy ez a szimmetria torzul. Ezt tamasztottak ala vizsgalati eredményeink is, amelyeket
molekularis modellezés segitségével értelmeztiink.

A HTLV-I CA/NC szubsztratot, illetve aminosavcserét tartalmazé szarmazékait
belemodelleztiik a HTLV-I és a HIV-1 proteinazokba, és ezen modelleket hasznaltuk fel a kapott

kinetikai eredmények értelmezésére €s a proteinaz specificitdsanak jellemzésére.

Q58/F67
v82/wes

K45/T54 L76/V92 $1" T80O/N96

M46/S55 147/V56 P81/N97 $3'

$4

D30/M37

P7'-A8' $2

P1'Dal
P3'GIn

G48'/L5T!
150'/A59'

G48/L57 IS0/A59

P2'Dal

$2' Dp3o/m37

147'/V56'

$3  ps1/N9T L76'/V92'

s1
vV82'/W9s'

T80'/NS6’

4.2.3. abra: Az enzim-szubsztrat kotédés sematikus rajza

Az abran a HTLV-I CA/NC szubsztrat (KTKVL|VVQPK) P4 — P3’ oldallancainak illeszkedése lathat6 a
HTLV-I és HIV-1 proteindazok szubsztratkoté zsebeibe. A megfelelé koétohelyek relativ méretét a
szubsztrat oldallancok koriili ivek nagysaga jelképezi. A kotéhelyeket alkoté aminosavak koziil csak azok
vannak feltiintetve, HIV-1 PR/HTLV-I PR sorrendben, amelyek kiilonb6zéek a HIV-1 és a HTLV-I
proteinazokban.
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4.2.4. A HTLV-I és a HIV-1 proteinazok S4 kétohelyének jellemzése

Az S4 alzseb minden retroviralis proteindz esetében a PR molekula felszinéhez kozel
helyezkedik el, igy a P4 aminosav az oldoszerrel is kdlcsonhathat. Ebbdl adédoan a P4 helyen
véarhatéan polaros aminosavak eredményeznek jo kotddést. A HIV-1 PR esetében valoban azt
tapasztaltak, hogy a HIV-1 poliproteinek természetes hasitasi helyein a P4 pozicioban, altaldban
poléaros aminosavak fordulnak eld, valamint a HIV-1 MA/CA szubsztrat szarmazgékai koziil is az
eredeti Ser-t, illetve kismértékti hidrofil oldallancokat tartalmaz6 peptidek voltak a legjobb
szubsztratok (Toézsér €s mtsai., 1991a). Ezzel szemben az a megfigyelés, hogy az eredeti HIV-1
peptid nem, mig a P4 helyen hidrofob aminosavakat tartalmazé szarmazékai hasithatoak voltak a
HTLV-I PR-al ezen enzim S4 zsebének hidrofobabb jellegére utal. A HTLV-I CA/NC peptid P4
helyen szubsztitualt szarmazékai koziil a valint, leucint, izoleucint, prolint, fenilalanint valamint
az eredeti treonint tartalmazd peptidek bizonyultak a legjobbaknak, ami aldtdmasztja ezt a
feltételezést. A modell abrajan latszik, hogy a P4 Val kolcsonhathat a Val56, Met37, Val92
hidrofob oldallancaival (4.2.4. dbra). A Met37 helyett a HIV-1 PR-ban Asp talalhatd, amely jol
magyarazza a HIV-1 PR S4 zsebének hidrofilebb jellegét. Az Asp36 és Asp65 varhatdban nem
jatszik Iényeges szerepet a specificitds meghatarozdsdban, mivel mindkettd a zseb szélén

helyezkedik el és az oldallancuk kifelé néz.

4.2.4. abra: A HTLV-I és a HIV-1 proteinaz S4 szubsztratkoto zsebét alkotéo aminosavak (barna: a HTLV-
I PR; zold: a HIV-1 PR; a szubsztrat P4 Val oldallancot térkitolté modellel abrazoltuk). A feliratok a
HTLV-I PR oldallincainak elnevezését mutatjak, amelyek HTLV-I/HIV-1 PR sorrendben az alabbiak:
L57/G48, V56/147, D65/V56, F67/Q59, V92/1.76, M37/D30, D36/D30.
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4.2.5. A HTLV-I és a HIV-1 proteinazok S3 kétohelyének jellemzése

A HIV-1, HIV-2, EIAV, BLV, AMV PR-ok vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy
kiilonb6z6 aminosavak kotddése ezen helyekre nem vezetett a hasithatésag elvesztéséhez
(TOzsér és mtsai., 1992, 1993, 1996; Weber ¢s mtsai., 1993). Ezt az altalanos érvényii tendenciat
alatamasztjak jelenlegi vizsgalataink is (4.2.3. tablazat). Az S3 kotdhelyek altalaban nyitottak,
viszonylag nagy méretiick ¢és szintén a felszin kozelében helyezkednek el (4.2.5. abra). Ez
viszonylag szabad mozgast enged a P3 aminosav oldallancok szamara, mely igy kolcsonhatasba
keriilhet mind az enzim felszinén 1év0 polaros, mind az alzseb mélyén talalhat6 hidrofob
oldallancokkal (Cameron és mtsai., 1993). A modell dbrajan jol latszik, hogy a zsebet felépitd

aminosavak tobbsége azonos a két proteinazban. A legjelentdsebb kiilonbség a HIV-1 "flap"

4.2.5. abra: A HTLV-I és a HIV-1 proteinaz S3 szubsztratkoté zsebét alkoté aminosavak (barna: a HTLV-
I PR; zold: a HIV-1 PR; a szubsztrat P3 Gln oldallancot térkitolté modellel abrazoltuk). A feliratok a
HTLV-I PR oldalldncainak elnevezését mutatjik, amelyek HTLV-I/HIV-1 PR sorrendben az alidbbiak:
D36/D30, A35/A29, G34/G28, R10°/R8’, W98°/V82°’, N97°/P81°, N96°/T80°, A59/150, G58/G49, L57/G48,
V56/147.

33



4.2.6. A HTLV-I és a HIV-1 proteinazok S2 kétohelyének jellemzése

Az S2 alzsebek térbelileg mindkét PR-ban elég sziikek. A HIV-1 MA/CA természetes
hasitasi hely szekvencigjan alapuld sorozattal kapott eredmények alapjan a HTLV-I PR S2
szubsztratk6td helye a HIV-1 S2 zsebéhez képest hidrofobabb és nagyobb méretli. Ezzel
magyarazhat6, hogy mig a HIV-1 PR esetében kisméretli, hidrofob jellegii oldallancok
bizonyultak kedvezdnek (Tézsér és mtsai., 1992), addig a HTLV-I PR esetében csak kdzepes
méretli hidrofob aminosavakat (Val, Leu, Ile) tartalmazé peptidek voltak hasithatok (4.2.3.
tablazat). Ugyanezen aminosavak bizonyultak optimalisnak a HTLV-I PR szamara a HTLV-I
CA/NC peptid P2 helyén is, mig a HIV-1 esetében a P2 Leu mar tul nagynak bizonyult.
Ugyanakkor a Phe oldallinc ezen a helyen mar mindkét enzim szamara kedvezdtleniil
nagyméretli (4.2.3. tdblazat). A kinetikai eredményeket a modell is alatdmasztotta, miszerint az
[le47-Val56 és az 11e50°-Ala59’ csere is a zseb novekedéséhez vezet. Az Ala35 valtozatlan
maradt, az Asp36 pedig kifelé néz, igy ezek az aminosavak véarhatéan nem jarulnak hozzé a

zseb szubsztratspecificitasahoz (4.2.6. dbra).

E100

4.2.6. abra: A HTLV-I és a HIV-1 proteinaz S2 szubsztratkoté zsebét alkoté aminosavak (barna: a HTLV-
I PR; zold: a HIV-1 PR; a szubsztrat P3 Val oldallancot térkitolto modellel abrazoltuk). A feliratok a
HTLV-I PR oldallancainak elnevezését mutatjik, amelyek HTLV-I/HIV-1 PR sorrendben az aldbbiak:
G58/G49, L57/G48, V56/147, A59°/150°, V92/V75, V39/,V32 1100/184, M37/D30, D36/D30, A35/A29.
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4.2.7. A HTLV-I és a HIV-1 proteinazok S1 és S1° kétohelyének jellemzése

Korabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy ezen alzsebek az S3 zsebekhez hasonldan
konzervativnak tekinthetok. Viszonylag nagyok ¢és mélyek, az enzim belsejében helyezkednek el
¢s foként hidroféb aminosav oldallancok befogadasdnak kedveznek. Az enzim miikodése
szempontjabol létfontossagu katalitikus aszpartil oldallancok is itt talalhatok. Ezen aminosavak
mellett a két enzimben véltozatlanul maradt a HTLV-I Gly34, Argl0, Ala59, Gly58, Leu30
oldallancainak megfeleld aminosavak, amelyek szintén az alzsebek konzervativitasa mellett
szolnak. Kutatasi eredményeink szerint a P1 Phe csere a HTLV-1 CA/NC peptid esetében is jobb
szubsztratot eredményezett, mint a Tyr csere, hasonléan ahhoz, amit a HIV-1 PR-zal a MA/CA
szubsztratsorozat tagjainal kaptak. Viszont a P1 Met illetve a P1 Ala csere sokkal kisebb mértékii
csokkenést idézett el6 a specificitasi allandoban a HTLV-I PR esetében, mint a HIV-1 PR-nal.
Ezen eredmények a HTLV-I PR S1 zsebének flexibilisebb voltara utalnak. A modelliink is ezt
tdmasztja ala: a 4.2.7. ébra tetején lathatd Pro egy flexibilisebb Asn-ra cserélddott ki, a masik
csere soran pedig Trp keriilt a régioba, amely az o és 3 szénatomok kozotti tengelyen szabadon
elfordulhat, mivel ez az aminosav az enzim felszinén helyezkedik el. A Trp98 flexibilitasara utal
az is, hogy az altalunk hasznalt HTLV-I PR modellben a Trp98 az S1 zsebben befelé, még az
S1’ zsebben inkabb kifelé fordul.

Az S1’ zseb az S1 zsebhez képest altalanosan kisebb meérettel rendelkezik, ami a
retroviralis proteindzok természetes hasitasi helyeinek szekvenciajaban is tiikrozodik. Kinetikai
eredményeink azt mutattak, hogy ezen alzseb a HIV-1 PR esetében tekinthetd flexibilisebbnek.
Feltételezésiink szerint, ebben az esetben €ppen ez a méretcsokkenés idézheti elé a Trp gatolt
rotaciojat. A zsebet a HIV-1 PR esetében dontden hidroféb aminosav alkotjak, a HTLV PR-ban
mar megjelenik két Asn, de az eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy ez nem elegendd ahhoz,
hogy a hidrofob kdlcsonhatasoknal joval specifikusabb hidrofil kdlcsonhatasok johessenek 1étre
(4.2.8. abra).
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4.2.7. abra: A HTLV-I és a HIV-1 proteinaz S1 szubsztratkot6 zsebét alkotéo aminosavak (barna: a HTLV-
I PR; zold: a HIV-1 PR; a szubsztrat P1 Leu oldallancot térkitolté modellel abrazoltuk). A feliratok a
HTLV-I PR oldallincainak elnevezését mutatjak, amelyek HTLV-I/HIV-1 PR sorrendben az alabbiak:

4.2.8. abra: A HTLV-I és a HIV-1 proteindz S1° szubsztratkoto zsebét alkoté aminosavak (barna: a
HTLV-I PR; zold: a HIV-1 PR; a szubsztrat P1’° Val oldallancot térkitolté modellel abrazoltuk). A
feliratok a HTLV-I PR oldallincainak elnevezését mutatjak, amelyek HTLV-I/HIV-1 PR sorrendben az
alabbiak: L57°/G48°, AS9/150, G58/G49, A59°/150°, N97/P81, N96/T80, W98/V82, 1100/184, A35/A29,
L30/L23, D32/D25, G34°/G27°, R10/R8, D32°/D25°, A35°/A28°.
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4.3. Kaszpaz hasitasi helyek foszforilacidjanak hatasa a szubsztratok kaszpaz enzimekkel torténo
hasithat6ségara

4.3.1. Preszenilin-2 (PS-2) hasitasi helyet reprezentalo oligopeptid foszforilaciojanak hatasa

kaszpaz-3, -7, -8 enzimekkel torténo hasithatosagra

A két homoldg preszenilin gén (PS-1 és PS-2) mutacioi gyakori okai a familidris
Alzheimer betegség (FAD) korai kialakuldsdnak (Scheuner és mtsai., 1996). A PS proteinek
olyan membranfehérjék, amelyek nagy citoplazmatikus hurkaban torténé endoproteolitikus
hasitas kovetkeztében bioldgiailag aktiv C-terminalis és N-terminalis fragmentekre hasadnak
(Griinberg ¢és mtsai.,1998). Bar a kaszpdz hasitasi hely P1° és P3 Ser aminosavainak
foszforilaciojat bizonyitottdk, az irodalomban nincs kodzvetlen bizonyiték a meghatarozott
individualis helyzetii foszforilacié és a hasithatosag dsszefiiggésére (Walter és mtsai., 1999).

Vizsgalataink alapjan a nem foszforilalt peptid megfeleloen hasadt kaszpaz-3 és -7
enzimekkel (4.3.1. tablazat), egyik enzim sem hasitotta viszont két helyen a szubsztratot. Ennek
oka valdsziniileg az volt, hogy a peptid N-terminalis irdnyabdl 2. helyen talalhato aszpartat eldtti
peptidszakasz nem elegendd hosszll a hasitds szamara, valamint ezen hasitasi hely katalitikus
rataja lényegesen alacsonyabb a masikénal (Kim és mtsai., 1997). Kiemelendének tartjuk, hogy
erre a peptidre lényegesen nagyobb Ky értéket mértiink, mint a PARP analogra.

A peptid P3 Ser és P1’ Ser foszforilalt modositasainal azt talaltuk, hogy mig a P3
foszfoszerint tartalmaz6 peptidnél mindkét enzimnél hasonld specificitasi allandokat kaptunk, a
P1’ Ser modositott peptideket egyik enzim sem hasitotta. Ugyanigy mindkét esetben a P3-foszfo-
Ser tartalmt peptideknél szubsztratgatlast tapasztaltunk, ami a foszforilalt peptid nemproduktiv
kotddésére utal.

A kaszpaz-8 nem hasitotta ezeket a peptideket. Mivel ez a kaszpaz a kaszpazok 3.
csoportjaba tartozik, amely csoport tagjai P4 helyzetben az elagazé lancu hidrofob oldallancokat
kedvelik, ezért kaszpaz-8 enzimmel teszteltiik ezen peptidek P4 Leu analdgjait is. Bar a peptidek
igen kis specificitasi allandoval hasadtak, a kaszpaz-8 esetében is a masik két kaszpazra jellemzd
adatokat kaptuk, tehdt az enzim érzékeny volt a P1° foszforilacidra, ugyanakkor a P3
foszforilaciora nem.

Megjegyzendd még, hogy a modositatlan PS-2 szubsztrat esetében a kaszpaz-3-ra
kapott specificitasi allando jelentdsen nagyobbnak adddott, mint amit a kaszpaz-7-re kaptunk,
ami részben magyarazhatd azzal, hogy a kaszpdz-3 jobban tolerdlja a P2 Tyr oldallancot

(Talanian és mtsai., 1997), részben pedig azzal, hogy a kaszpdz-3 kis szintetikus szubsztratokon
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sokkal aktivabb mint a kaszpdz-7 (Stennicke €s mtsai., 2000). Mindenesetre ezek az eredmények
is arra utalnak, hogy valdszintileg a kaszpaz-3 lehet az az enzim, amelyik hasitja a PS-2 fehérjét

in vivo (Kim és mtsai, 1997).

4.3.1. tablazat. Kaszpaz-3, -7, -8 enzimek PS-2 szubsztrat-analégokkal mért kinetikai allandoi

N° peptid Keat/Kin (mM's™)

szekvencia kaszpéaz-3 kaszpéaz-7 kaszpéaz-8
1. EDSYDJVSFGEP 0.41+0.02* 0.06+0.01* nem hasadt
1b. ELSYDYSFGEP nem vizsgalt nem vizsgalt 0.003 + 0.0006"
2. EDS?’YDYSFGEP 041+0.03° 0.06+0.01°  nem hasadt*
2b. ELS*YDVSFGEP nem vizsgalt nem vizsgalt 0.002 + 0.0001
3. EDSYDVSPFGEP nem hasadt®
3b. EDSYDVSPFGEP nem hasadt’

a) A tanulmanyozott koncentraciétartomanyban a [S] vs. v gorbe linearisnak adédott és ezt hasznaltuk fel
a k¢, /Ky érték meghatarozasahoz.

b) A szubsztrat (0.2mM) 16 6ra inkubalds utin sem hasadt 50 nM kaszpaz-3, 1 pM kaszpaz-7 és 10 pM
kaszpaz-8 enzimkoncentracional.

¢) A 0-0.2 mM koncentraciétartomanyban a [S] vs. v gorbe gorbe linearisnak adédott és ezt hasznaltuk fel
a ke, /Ky érték meghatarozasahoz. Magasabb szubsztrat koncentracional gatlo hatast tapasztaltunk.

Eredményeink értelmezéséhez felépitettiik a kaszpdz-3 PS-2 szubsztrat komplex
modelljét egy enzim-inhibitor kristalyszerkezetbdl kiindulva (4.3.1. dbra). Az dbran lathato, hogy
a szubsztrat P4 Asp és P1 Asp oldallancai a szubsztrat lanc és az emzim kozotti konzervalt H-hid
halozaton kiviil szamos H-kotéssel vannak az enzimhez kihorgonyozva. A P3 és P2 oldallancok
kifel¢é allnak, amely magyardzza az S2 és S3 alzsebek tolerans jellegét, bar kaszpazok P3 Glu és
P2 Val, Leu, Pro és Thr preferenciajat mar leirtdk (Nicholson, 1999; Stennicke és mtsai., 2000).
A fehérje adatbdzisban (PDB) nem taldlhaté P1’° szubsztrat/inhibitor-oldallancot tartalmazé
kaszpéaz kristalyszerkezet, ezért a P1’ oldallancot konformacid-kereséssel modelleztik be a
szerkezetbe. A P1’ oldallanc valosziniileg a szerin és aszpartil proteindzokhoz hasonléan [-
reddszerli konformaciot vesz fel, de ennek az oldallancnak a flexibilitdsa alapvetd a hatékony
katalizis szempontjabdl. P1” helyzetben Ser és Gly oldallancokrol mutattak ki, hogy kedvezdek a
kaszpazok szamara (Stennicke és mtsai., 2000). A nagyméretii P1° oldallancok kevésbé hatékony
hidrolizisét valoszintileg sztérikus gat okozza, amiért a Thr 166 és Tyr 204 enzimoldallancok,
valamint az 4ltaldban hidrofob szubsztrdt P2 oldallanc lehet a felelds. Negativ toltésii

aminosavak szintén kedvezdtlennek bizonyultak ebben a helyzetben, amit kaszpaz-3 és -7

s
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foszforilacidja megnoveli az oldallancnak mind a negativ toltését, mind a méretét, ami végso

soron a peptid hasithatésdganak elvesztésével jar.
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4.3.1. abra. Kaszpaz-3 PS-2 enzim-szubsztrat komplex modellje (sztereo dbra)

4.3.2. A P4 Ser foszforilaciojanak hatasa kaszpaz-3, -7, -8 enzimekkel torténo hasithatosdagra

Vizsgalatainkhoz a Gas-2, bizonyitottan kaszpaz-3 szubsztrat fehérje hasitasi hely
szekvenciajan alapuld oligopeptideket haszndltunk. Bar a kaszpaz-3 konszenzus szekvencigja
Asp-X-Y-Asp, a Gas-2 szerint tartalmaz P4 helyen, ami potencionalisan foszforilalhato.

A foszforilalatlan peptid a kaszpéaz-3 és -7 enzimek jo szubsztratjanak bizonyult, a P4
foszforilacié azonban jelentdsen csokkentette mindkét enzim esetében a specificitasi allandot,
jelezve ezzel, hogy az aszpartattal ellentétben a szintén toltott foszfo-Ser rendkiviil kedvezétlen,
a toltetlen szerin oldallancnal is kedvezdtlenebb ebben a pozicidoban. A P4 oldallanc Asp-ra
torténd cseréje viszont megnovelte a hasithatosagot az eredeti, a természetes hasitasi helyet
mimikald peptidhez képest. A specificitasi allando értékei a kaszpaz-3 és -7 enzimeknél hasonld
tendencia szerint valtoztak, de ez a tendencia kifejezettebb volt a kaszpaz-3 esetében. A kaszpaz-
8 egyik peptidet sem hasitotta.

Az enzim-inhibitor kristalyszerkezet alapjan a P4 Asp erds H-kotéseket képezhet a
Trp214, Phe250, és gyengébbeket az Asn208 aminosavakkal. Ugy tiinik, hogy ezek a
kdlcsonhatasok nem olyan hatékonyak, vagy egyaltalan nem képesek kisebb (Ser) vagy nagyobb
(foszfo-Ser) oldallancok koordindlasara. Egy részletes specificitasvizsgalatban (Talanian és

mtsai., 1997) bebizonyitottak, hogy a kaszpaz-3 P4 Asp preferencidja szinte kizarolagos;
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kevéssé tolerdlja mind az azonos toltésli glutamatot, mind az izosztérikus aszparagint.
Vizsgalataink alapjan a foszfo-Ser szintén igen kedvezdtlen a kaszpaz-3 és kevésbé, de szintén

kedvezdtlen a kaszpaz-7 szamara.

4.3.2. tablazat. Kaszpaz-3, -7, -8 enzimek Gas-2 szubsztrat-analégokkal mért kinetikai allandoi

N° peptid Keat/Km (mM'ls'l)

szekvencia kaszpaz-3 kaszpaz-7 kaszpéaz-8
1. ISRVDYGKTSP 3.70+0.30° 1.15+0.07° nem hasadt’
2. I SP’RVDVIGKTSP 0.10+0.01* 0.23+0.01> nem hasadt’
3. IDRVDYGKTSP 181.5+7.0 6.84+0.95 nem hasadt®

a) lasd 4.3.1. tablazat
b) lasd 4.3.1. tablazat
¢) lasd 4.3.1. tablazat

4.3.3. A Pl Asp cseréje Ser vagy foszfo-Ser aminosavakra megakadalyozza a kaszpadz-3, -7, -

8 enzimekkel torténd hasithatosdagot

Mivel a kaszpdzok specificitdsa szempontjabdl a P1 Asp kitiintetett, kiprobaltuk, hogy
egy ismerten jol hasado, konszenzus kaszpaz-3 szekvencidban taldlhaté P1 Asp cseréje nem
okoz-e szignifikdns valtozast a szubsztrat hasithatosagaban. A modositatlan peptidet jol
hasitottak a kaszpaz-3 és -7 enzimek, a kaszpaz-8-nak azonban gyenge szubsztratjanak
bizonyult, amit a P4 Leu csere némileg javitott. Varakozasainknak megfelelden egyik kaszpaz
sem hasitotta sem a foszfo-Ser, sem a Ser analogot. A jelenség ¢és annak molekuldris
magyarazata analognak tiinik az S4-P4 kolcsonhatassal, de megnyilvanuldsa sokkal
kifejezettebb. A P1 aszpartatot az alabbi aminosavoldallancokkal val6 kdélcsdnhatas rogziti az
enzimhez: Arg64, Arg207 és GInl6l. Ezek az aminosavak abszolut konzervativak a
kaszpazokban (Wei és mtsai., 2000; Blanchard és mtsai., 2000). Ennek a komplex H-hid, s6hid
halézatnak koszonhetéen sem az aszpartatnal kisebb, sem a nagyobb toltott aminosavak nem
képesek kialakitani az enzimmel hatékony kdlcsonhatasokat.

Mutagenezis vizsgélataink szintén aldtdmasztjak ezeknek az aminosavaknak esszencidlis
jellegét, mivel kaszpdz-3 enzimben ezen aminosavak barmelyikének kis méretii toltetlen
oldallacti aminosavra torténd kicserélésével az expresszid soran dnmaga kihasitasara képtelen,

mutans prokaszpaz-3 enzimeket kaptunk (4.3.2. abra).
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4.3.3. tablazat. Kaszpaz-3, -7, -8 enzimek PARP szubsztrat-analégokkal mért kinetikai allandéi

N° peptid Kea/Ken (mM's™)
szekvencia kaszpaz-3 kaszpaz-7 kaszpaz-8

1. GDEVDJYGVDEV 46.80 £8.70 11.10+£0.50 0.16+0.02
1b. GLEVDJVGVDEV nem vizsgalt nem vizsgalt 0.34 +0.05"
2. GDEVSJIGVDEV nem hasadt®

2b. GLEVSVGVDEV nem hasadt®

3. GDEVS® GVDEV nem hasadt®

3b. GLEVS® GVDEV nem hasadt®

a) lasd 4.3.1. tablazat
b) lasd 4.3.1. tablazat
¢) lasd 4.3.1. tablazat

M 1 2 3 4 5 6 vad

A mutans kaszpaz-3 enzimek altal
hordozott mutacio:

S3kD ’ 1.: R64 Q
2.: Q161G
3.:S213A
4.:S213R

KD —yp 5.:8213Q

23kD — 6.:R207 T

13kD —»

4.3.2. abra: Mutans kaszpaz-3 enzimek expresszalas soran torténo autoprocesszalasa

A mutansokat az S1 zseb méretndvelése céljaval terveztiik, olyan mutansok eldallitasa
allt szandékunkban, amelyek hasonléan negativ toltésli, de nagyobb méretli aminosavak (pl:
glutamat, foszfo-Ser) mellett képesek hasitani. A mutdnsok hasitasara, aktiv forméaba alakitasara
képes konstrukcio kialakitasa még folyamatban van.

A tisztitott mutans kaszpazokat aktivitas szempontjabdl is ellendriztiik és azt talaltuk,
hogy oligopeptid szubsztraton (GDEVD |GVDEV) csak a részleges autoprocesszalasra képes
Ser213 Arg mutans bizonyult aktivnak.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben felhasznalt munkaim sordn alkalmam volt a retroviralis
proteindzok HTLV-BLV csoportjaba tartozé proteinazok f6 képviseldinek (HTLV-I, BLV
PR) eléallitasara, specificitdsuknak egymassal, illetve a HTLV-I PR specificitasanak a HIV-1
PR-al torténd Osszehasonlitasdra. Lehetdségem volt még a ciszteinil proteindzok egyik
¢lettani szempontbdl igen fontos szereppel bird csaladjanak, a kaszpdzoknak harom
képviseldjével kisérleteket végezni a  szubsztrat-foszforilacid6 ¢és a hasithatdsag
Osszefiiggéseinek a vizsgalatara, valamint mutans kaszpdz-3 enzimek eldallitasara.
Vizsgalataink a két enzimcsaldd enzim-szubsztrat kolcsonhatdsainak alapos megismerését
szolgaltak, mikozben altalanos Osszefliggések felismerésére torekedtiink.

BLV PR eldallitasa érdekében a proteinaz cDNS-t fuzidés vektorba (pMal-c2)
klénoztuk, amelybdl expresszaltattuk és tisztitottuk. A tisztitds soran kidertilt, hogy az enzim
képes sajat aktiv formajanak a kialakitdsara, az eléallitasat szolgald konstrukciobol onmaga
kihasitasara, mind N- és C-termindlis iranybodl. Sikeriilt az enzimet inklizids testekbdl
kinyerniink, majd kationcserés és gélszliréses modszerrel homogénre tisztitanunk. Térolas
soran tovabbi részleges Onprocesszalast tapasztaltunk, ami azonban nem jart szignifikans
aktivitascsokkenéssel. A HTLV-I és BLV proteindzok specificitds-Osszehasonlitdsa alapjan
arra kovetkeztethetlink, hogy a BLV PR szélesebb specificitassal rendelkezik mint a HTLV-I
PR, de a specificitasbeli kiilonbség kozottiik — a szubsztratkotd régiot alkoto részben talalhato
homologiaval ardnyosan - nagyobb, mint ami a HIV-1 és HIV-2 PR kozott tapasztalhato.

A HTLV-I proteinazok specificitdsvizsgalatait a mar szdmos egyéb retroviruscsalad
reprezentativ képviseldjének jellemzésére is felhasznalt HIV-1 MA/CA peptidsorozattal
kivantuk elvégezni, de a vizsgélatok soran kideriilt, hogy a HTLV-BLV csoport képviseldinek
a tobbi retroviralis proteinazétol vald eltérd szubsztratspecificitdsa miatt mas sorozatot kell
valasztanunk. A HTLV-I és a HIV-1 proteindzok kozotti kiilonbségek részleteit az alzsebek
vonatkozasaiban a HTLV-I CA/NC peptidsorozattal tartuk fel. A vizsgalataink azt mutattak,
hogy a HIV-1 proteinazoktol eltéréen az S4 és S2 zsebek esetében dontden a hidrofob jellegli
kolcsonhatasok a meghatarozoak, mig az S3, S1 és S1’ zsebek specificitdisaban nagyobb a
hasonlésadg. A HIV-1 MA/CA hasitéasi helyhez hasonléan gy tiinik, hogy a HTLV-I CA/NC
hasitasi hely is evolucidsan az Ujonnan szintetizalédo poliproteinek gyors hasitasara
szelektalddott ki, mivel a szubsztitualt szubsztratok nagy része lényegesen lassabban hasadt

mint a szubsztitualatlan analdogok.
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A kaszpaz specificitasvizsgalatainkat konkrét kérdéskorre szikitettiik, mivel az
altalanos specificitdsvizsgalatokat mar kordbban elkészitették. Ez a kérdéskor a foszforilacio
volt, amely egy teljesen altalanos szabalyozdsi mechanizmus. A foszforildcié proteolizisre
kifejtett hatdsdnak tanulmdnyozésa a foszforilalt aminosavak kozvetlen szerepének
feltarasaval ritka az irodalomban. Szamos esetben a foszfo-Ser mimikélasa érdekében
helyspecifikus mutagenezissel lecserélik a Ser oldallancot aszpartatra és igy probalnak meg
funkcionalis kovetkeztetéseket levonni. Vizsgalataink bebizonyitottdk, hogy legalabbis a
kaszpazspecificitas tekintetében az Asp ¢és a foszfo-Ser semmiképpen sem tekinthetd
ekvivalensnek: mig a kaszpdz-3, -7, -8 enzimek szdmara az Asp eszencidlis a P1 pozicidban,
¢s a P4 pozicidban is erdsen preferalt a kaszpaz-3 és -7 enzimek szamadra, a foszfo-Ser
ugyanezen poziciokban erésen csokkentette vagy teljesen meggatolta a hasithatosagot. Ebbdl
adodoan a P1’ és P4 Ser oldallancok foszforilacidjanak szabalyozo szerepe lehet a fehérjék

kaszpaz medialt lebontasaban.
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