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1. BEVEZETES

1.1. In vitro proteaz vizsgalati médszerek

A protedzok alapvet6 alkotoelemei minden €16 szervezetnek a virusoktol az
emberekig. Az emberi genom 2%-a, mig a fert6z6 organizmusok 1-5%-a
protedzokat kddol. Egy adott szervezet teljes protedz készletét degradomnak
nevezik, mely szinte az Osszes biolégiai folyamatban szerepet jatszik. A
proteolitikus rendszerben bekdvetkezd valtozasok szamos patologias allapot
kialakulasaért  felelések  lehetnek, mint példaul  neurodegenerativ
rendellenességek,  gyulladdsos, daganatos vagy  Kkardiovaszkularis
megbetegedések. A proteazok kulcsfontossagu enzimek szamos fert6z6
mikroorganizmus és virus életciklusdban, ennek okan potencialis terapias
célpontokkd, diagnosztikus és prognosztikus biomarkerekké véltak.
Jelent6ségiik miatt nagy szlikség van olyan in vitro és in vivo mddszerek
kifejlesztésére, melyek egyarant alkalmasak akar az ismeretlen funkcidju és
specificitasy, ugynevezett *arva proteazok’ tulajdonsdgainak feltérképezésére
vagy akar a mar ismert protedzok tovabbi vizsgalataira.

A proteolitikus aktivitds mennyiségi meghatérozasa fiigg az alkalmazott
szubsztrat tipusatol, a vizsgalni kivant enzimaktivitds mértékétdl és az
alkalmazott detektalasi rendszer érzékenységi és pontossagi kovetelményeitél.
Altalaban az in vitro prote4z vizsgalati modszerek a proteolitikus aktivitast
teljes fehérjék vagy szintetikus peptidmolekulak alkalmazasan keresztiil
térképezik fel.

Sokoldall tulajdonsagaiknak koszonhetéen a szintetikus peptid-alapu
technologiak a legnépszeriibbek. Ezen szubsztratokat altalaban valamilyen
riporter (fluoreszcens, kromogén vagy lumineszcens) csoporttal médositjak. A
szdmos kifejlesztett, oligopeptid-alapt technolégia kozil az id6- €s
koltséghatékony, nagy ateresztoképességii rendszerek a legkedveltebbek. Az in
vitro proteaz vizsgalati modszerek lehetnek (i) homogén, (ii) elvalasztason-
alapul6 vagy (iii) heterogén formatumuak. A homogeén és elvalasztason-alapul6
maodszerek esetében mind a szubsztrat, mind pedig a protedz a vizes oldatban
van jelen. Az elsé esetben a Sszubsztrdt atalakulasa soran keletkezd jelet
kdzvetlendl a reakcidelegyb6l detektaljak, a minta tovabbi kezelése nélkil.
Ezzel szemben az elvalasztason-alapul6 médszerek esetében a terméket és/vagy
a megmaradt szubsztratot a reakci6 linearis tartomanyaban torténé leallitasa
utdn elkalonitik. A heterogén mddszerek esetében azonban a szubsztratot



valamilyen szilard felszinen immobilizaljak, mig a vizsgalni kivant proteéz a
vizes fazishan talalhaté oldott formaban.

A géntechnoldgia és rekombinans ’fehérjemérnokség’ 1j lehet6ségeket
hozott a protedzokat vizsgalatdé madszerek fejlesztésének teriiletén is, jelentés
részben a fehérje-alapl szubsztratok alkalmazésaval. Ezeket a szubsztratokat
altaldban kifejezetten egyedi kisérleti céloknak megfeleléen tervezik, igy
gyakran csak egyetlen hasitasi helyet tartalmaznak. Ezzel szemben a
természetes fehérje-szubsztratok tobb hatitasi helyet is tartalmazhatnak, ami
sziikitheti azok felhasznalasi lehetéségeit. A mikrobidlis expresszids rendszerek
révén a rekombinans fehérjék jol reprodukalhatd, kéltséghatékony, kényelmes
és hatékony koriilmények kozott termelthethet6ek, azonban kihivast jelenthet a
fehérjék oldékonysagaval, konformacids allapotukkal, stabilitdsukkal, valamint
az alacsony kitermeléssel és esetleges toxicitassal kapcsolatos problémak
megoldasa. Ezen nehézségek megoldasara kiilonbozé, Ugynevezett fizids
cimkéket fejlesztettek ki, melyek alkalmazasaval javitani lehet a rekombinans
fehérjék tulajdonsagain. Altaldban egy fuzids cimke Gnmagaban torténd
hasznalata nem jelent teljeskori megoldast minden probléméara, ezért a
kiilonbozo kisérleti igényeknek megfeleléen a vizsgalt fehérjéhez akar tobb
cimkét is kapcsolhatnak. Az oligopeptid szubsztrat-alapi modszerekhez
hasonl6éan az in vitro rekombindns fehérje-alapu rendszerek nagy része is
fluoreszcens detektalason alapul. Néhany esetben a fluoreszcens csoportot
kémiai Gton vagy egy fluoreszcensen jeldlt antitesten keresztil kapcsoljak a
szubsztrathoz, de az esetek nagy részében a detektalandd fluoreszcencia forrasa
genetikailag kddolt fluoreszcens fehérje. A fluoreszcens fehérjetechnolégia
legujabb fejlesztéseinek koszonhetéen a kiilonbozé  Kisérleti  igények
kielégitésére a fluoreszcens fehérjék széles valasztéka elérheto.

1.2. 1-es tipust human immundeficiencia virus (HIV-1) retropepszin

A szerzett immunhianyos tlnetegyittest (AIDS) okoz6 huméan
immundeficiencia virus (HIV) kétségtelenil az egyik legismertebb és
legalaposabban vizsgalt retrovirus. A HIV epidemioldgiai jelentéségének
kdvetkeztében a kiilonboz6 kutatocsoportok szamos eréfeszitést tettek azért,
hogy a kiilonboz6 viralis alkotoelemek szerepét megismerjék, és olyan
hatékony antiretroviralis inhibitorokat fejlesszenek, melyek a virus (kuléndsen
a HIV-1) életciklusanak kritikus elemeit célozzak. A HIV-1 retropepszin, mas
néven HIV-1 proteaz (PR), a virus érési és dsszerendez6dési mechanizmusaiban
betdltott szerepének koszonhetGen az antiviralis terdpiak egyik legfontosabb
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célpontja. A HIV-1 PR 99 aminosavbol all és szabad forméaban a szerkezete C,-
es szimmetriat mutat. Az aktiv enzim két azonos alegységbdl allo dimerként
funkcional, az aktiv hely a monomerek kozotti mélyedésben helyezkedik el. A
terapiaban is alkalmazott HIV-1 proteaz inhibitorok is a protedz aktiv helyéhez
képesek kotddni. A terdpia soran is kialakulo, rezisztens virusmutansok gyors
kialakulasa a virus heterogenitasanak és gyors szaporodasanak kévetkezménye,
melyhez hozzajarul a virdlis reverz transzkriptaz magas hibaszazalékkal
jellemezhet6 miikodése és a proteaz inhibitorok alkalmazéasa nyoman kialakulo
szelekcios nyomdas is. Habar szamtalan prébélozas tortént a rezisztens
virusformakkal szemben nagy hatékonysdgot mutat szelektiv inhibitorok
Iétrehozasara, Uj tipusu inhibitorok fejlesztésére tovabbra is nagy szikség van.

1.3. Dohany karcolatos virus (Tobacco Etch Virus) Nla protedz (TEV PR)

A TEV a Potyviridae csalad tagja, melyet a névényi virusok gazdasagilag
egyik legfontosabb csoportjaként tartanak szamon, ugyanis tagjai vilagszerte
szamos haziasitott novényt fertéznek, valamint komoly mez6gazdasagi és
bioldgiai kdrokat okoznak. A virus pozitiv szali mRNS genommal rendelkezik.
Az err6l kifejezett poliproteint harom proteaz, a P1, a HC-Pro és a *nukleéris
inkluzios fehérje a’ (NIa) hasitja. Az Nla proteaz, masnéven TEV PR, a viralis
poliproteinbdl proteolizissel szabadul fel és kritikus szerepet tolt be a virus érési
folyamataiban. A TEV PR els6dleges szerkezete nagyon hasonlit a
pikornavirusok 3C protedzanak a szerkezetéhez. A katalitikus triddot a His45,
Asp81 és a Cys151 aminosavak alkotjak.

Bazan és mtsai (1988) vizsgalatai bizonyitottak, hogy TEV PR-hoz hasonl6
virdlis cisztein proteazok szerkezetileg és funkcionalisan is homoldgiat
mutatnak a tripszin-szer(i szerin protedzokkal. Jelentds kiilonbség azonban,
hogy nukleofilként a szerin hidroxil-csoporja helyett a cisztein tiol-csoportjat
alkalmazzak. A PI1’ pozicidban a Pro kivételével barmilyen aminosav
eléfordulhat anélkil, hogy a proteolitikus aktivitds jelentdsen csokkenne. Ez
gyakorlatilag az jelenti, hogy a ENLYFQ|S/G kanonikus hasitasi szekvencia
C-terminalisahoz barmilyen fehérjeszekvencia kapcsolhaté anélkil, hogy az a
TEV PR éltali hasitast befolyasolna.

Szamos elény6s tulajdonsaginak koszonhetéen, a TEV PR az egyik
legjobban karakterizalt és biotechnol6giai célokra leggyakrabban alkalmazott
proteolitikus enzim. Széles korben alkalmazzak affinitas kromatogréafias
tisztitasokhoz haszndlt fazids cimkék eltavolitasara.



1.4.Venezuelai 16-14z encephalitis virus 2-es szdmu nem-szerkezeti fehérje
protedz (VEEV PR)

A VEEV a Togaviridae csaldd Alphavirus csoportjanak tagja,

haszonéllatokban, valamint emberekben agyvel6gyulladasos megbetegedéseket
okozhat. Els6sorban K6zép- és Dél-Amerika tertletein elterjedt. Az alfavirusok
kisméretii, burokkal rendelkez6, 70 nm-es atmérdjii gdomb alaku virusok. A kb.
11 kilobazis nagysagu viralis mRNS genom két cisztronbodl all: (i) egyik nyitott
leolvasési keret (ORF) a genom 2/3-adét teszi ki, és egyetlen poliproteinként
fejez6dik ki (nsP123 vagy nsP1234), mely a nem-szerkezeti fehérjéket
tartalmazza; (ii) a masik ORF a szerkezeti fehérjéket kodolja és a fert6zés késoi
fazisdban fejezddik ki.
A nem-szerkezeti fehérjék az nsP123 vagy nsP1234 poliproteinbol szabadulnak
fel, és els6dleges szerepet jatszanak a viralis replikacios komplex
kialakitasaban. A poliprotein hasitasa az nsP2 fehérje C-terminalis doménjének
(nsP2pro) proteolitikus aktivitasa révén valosul meg. Az alfavirusok esetében
az nsP2pro a nem-szerkezeti poliproteint harom kiilonb6z6 helyen hasitja,
melyek az nsP1/nsP2, az nsP2/nsP3 és az nsP3/nsP4 nem-szerkezeti fehérjék
kodzott helyezkednek el. Tovabba ugy Vélik, hogy az nsP2pro fontos szerepet
tolt be a velesziletett immunitas korai véalaszainak neutralizaldsaban mas, 1V-
es genetikai csoportba tartozd virusokhoz hasonléan, mint példaul a
pikornavirusok, flavivirusok vagy koronavirusok, beleértve az olyan (j
patogéneket is, mint a kdzel-keleti 1égti és stlyos akut 1égz8szervi szindréma
jarvanyat okoz6 koronavirusok (MERS, SARS-CoV és -CoV2). Korabban a
VEEV nsP2 fehérje, valamint a MERS és SARS koronavirusok papain-szert
cisztein proteazai kdzott szerkezeti hasonlésagokat is leirtak. Mindezek alapjan
a VEEV nsP2pro-t potencialis antiviralis terapias célpontként tartjak szamon.

Ezek az enzimek bizonyos fokl szekvencia-specificitdst mutatnak, ezért
potencialisan alkalmasak lehetnek in vitro fuzidés cimkék rekombinans
fehérjékrol torténd eltavolitasara is, erre a célra torténd alkalmazhatosagukat
kutatdcsoportunk  kordbban, a  Makromolekularis  Krisztallografias
Laboratériummal (NCI, NIH, Maryland, USA) kollaboracioban mar vizsgalta
harom alfavirus protedz esetében. A sindbis virus (SIN), a semliki erdei virus
(SFV) és a VEEV nsP2pro doménjeinek elballitasa bakterialis expresszios
rendszerben tortént. A protedzok aktivitdsanak méréséhez kiilonb6z6 fhzids
fehérje szubsztratokat, valamint a harom virus természetes hasitasi helyeit
reprezentald szintetikus oligopeptid szubsztratokat hasznaltunk. Mivel a harom
enzim altal felismert hasitasi szekvencia nagyon hasonld, a proteolitikus
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aktivitast nemcsak az adott viralis protedz természetes hasitohelyeit mintazé
szubsztratokon teszteltik, hanem keresztreakciokban is. Az oligopeptid
szubsztrat-alap( vizsgélatokban csak harom enzim-szubsztrat par: (i) VEEV PR
— SFV nsP1/nsP2 (SFV-1), (ii) SFV PR — SFV nsP1/nsP2 és a (iii) SFV PR
nsP3/nsP4 esetében tudtunk kinetikai paramétereket is meghatarozni. Az egyes
parok esetében a meghatarozott kea/Kwm értékek az alabbiak lettek: (i) 0.028 +
0.005 mM* s, (ii) 0.036 + 0.008 mM* st és (iii) 0.277 + 0.050 mM* s,
melyek minden esetben lényegesen alacsonyabb katalitikus hatékonysagot
jeleznek dsszehasonlitva a TEV és dohany érfoltossag virus (TVMV) protedzok
katalitikus hatékonysdgaval. Tovéabba, mivel a fiziés fehérje-alapu
szubsztratokon vizsgalt akitivitasuk is viszonylagosan gyengének bizonyult,
megallapitottuk, hogy ugyan az alfavirus protedzok elméletileg elégséges
szekvencia-specificitast mutatnak ahhoz, hogy alkalmasak legyenek flzios
cimkék eltavolitdsara, a gyakorlatban azonban jelen formajukban nem
bizonyultak hatékonyabbnak a széleskdrben sikeresen alkalmazott potivirus
protedzokhoz képest.



2. CELKITUZES

Szamos kitlind biologiai és kémiai-alapl maddszert hoztak mar létre a

kiilonb6z6 enzimek proteolitikus aktivitasanak vizsgalatara, valamint Ujonnan
felfedezett protedzok szubsztratjainak azonositasara, azonban sok esetben ezek
a modszerek nem rendelkeznek Kkelld érzékenységgel, dragak, id6- és
munkaigényesek, illetve szamos eseteben csak bizonyos protedz csoportok
vizsgalatara hasznalhatdak, tovabba csak részleges lefedettséget biztositanak és
nem, vagy csak részben alkalmasak kinetikai mérésekre. Ennek megfelelGen,
tovabbra is nagy sziikség van olyan nagy ateresztOképességii és kvantitativ
modszerek kifejlesztésére, melyek 1j eldnydket kindlnak vagy a mar meglévo
modszerek eldnyeit egyesitik.

1)

2)

3)

A munka soran az alabbi célokat tztik ki:

Egy olyan, cserélhetd kazettds expresszios vektorrendszer létrehozasa
rekombinans fuzios fehérje szubsztrat eldallitasahoz, amely egy N-
termindlis-hexahisztidin cimke (Hiss), egy maltdz-koté fehérje (MBP), egy
TEV PR hasitési hely, egy klonoz6 kazetta, és egy C-terminalis fluoreszcens
fehérje (FP) kodold szekvencigjat tartalmazza.

A rekombinans szubsztratok expresszios és tisztitasi korllményeinek
optimalizalasa és alkalmazasa egy kvantitativ, nagy ateresztGképességii,
sokoldaltan felhasznalhat6, fluoreszcens detektalason alapulé protedz
vizsgalati platform kifejlesztéséhez. A mddszert a HIV-1 és TEV PR
hasznalataval kivantuk beéllitani, és ezutdn VEEV PR specificitasi
vizsgalatokban terveztiik hasznalni.

Korébban, a Zhang és mtsai (2009) altal expresszalt VEEV PR (nsP2pro-1)
in vitro vizsgalataiban alacsony enzimaktivitast tapasztaltak, ezért olyan
tovabbi VEEV PR formék létrehozasat terveztik, ahol a protedz domén N-
terminalisahoz kapcsolnank (i) a teljes N-terminalis domént (VEEV nsP2)
vagy a (ii) Ala436-Met457 altal kodolt régiot (VEEV nsP2pro-2). Az (j
enzimformak in vitro aktivitasat olyan Hiss-MBP-mEYFP szubsztratokon
kivantuk tesztelni, melyek az SFV-1 hasitéhely vad tipusu vagy P5, P4, P2,
P1, P1’, és P2’ varidnsait tartalmazzak.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A szubsztratok ,iires” expresszios vektorjanak eloallitasa.

A pDest-Hiss-MBP-FP plazmidokat Gateway technolégia alkalmazésaval
allitottuk el6 a Tropea és mtsai (2007) altal leirtak alapjan. A linearis DNS
szekvenciakat, melyeket a pDON221 donor vektoron keresztil a pDEST-Hisg
vektorba kivantuk transzferalni, egy kétlépéses polimeraz lancreakcioban
(PCR) sokszoroztuk fel. A klonozési Iépéseket egyedileg tervezett N1 és C
oligonukleotid primerek alkalmazésaval, a gyarto leirdsa szerint végeztiik.

3.2. A szubsztratot kédolo rovid duplaszali DNS szakaszok eldallitisa
random mutagenezissel.

A SFV-1 szekvenciat kodolé komplementer oligonukleotid primerek
osszekapcsolasaval létrehozott DNS szakaszt - a BamHI és Nhel restrikcios
endonukledzokkal linearizalt - pT7-Blue-3 plazmidba ligaltuk. A P1’
aminosavat kodolo triplet random mutagenezisét a QuickChange Lightning
Multi-Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) felhasznalasaval végeztik, a
gyartd leirdsdnak megfeleléen olyan oligonukleotid primert alkalmazva,
melyben a P1” helyért felel6és kodont degeneréaltuk. A plazmidokat a Qiagen
Plasmid Midi Kit hasznalataval tisztitottuk. Az SFV-1 hasitasi helyet kédold
mutalt DNS szekvencidkat kivagtuk a tisztitott plazmidokbdl Nhel és Pacl
enzimekkel, majd 15%-o0s ureat tartalmazé poliakrilamid gélen elvalasztottuk,
és Qiaex Il Gel Extraction Kit hasznalataval tisztitottuk ki a gélbol.

3.3. A szubsztratot kodolo expresszios vektor eléallitasa ligalassal.

A vizsgalni kivant proteaz hasitasi helyét kodold DNS szakaszokat random
mutagenezissel vagy komplementer oligonukleotid primerek
osszekapcsolasaval allitottuk elé, majd Nhel és Pacl enzimekkel linearizalt
pDest-Hiss-MBP-FP plazmidba ligaltuk. Masnap 100 pL E. coli BL21(DE3)
kompetens sejtet transzformaltunk a ligacios eleggyel (15 L), hésokk modszert
alkalmazva. A kin6tt koloniakbol tisztitott plazmidokat kapillaris DNS
szekvenalassal ellendriztiik.

3.4. Szubsztratok expresszidja és a sejtek feltarasa

Ejszakai kulturat (5 mL) inditottunk az expresszids vektorral transzformalt
E. coli BL21(DE3) sejtekb6l, majd masnap a szuszpenziot 50 mL tapoldatba
oltottuk at (100 pg/mL ampicillint tartalmazé LB médium), és a sejteket 500
mL Erlenmeyer lombikban razatva novesztettiik. Kisebb 1éptékii expresszio
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esetén 2,5 mL éjszakai kultdrat oltottunk & 15 mL, 100 pg/mL ampicillint
tartalmaz6 LB médiumba, 50 mL-es centrifuga csOben végezve a sejtek
novesztését. A sejteket 37 °C-on noOvesztettik amig a 600 nm-en mért
abszorbancia (ODego) el nem érte a 0,6-0,8 kozotti értéket. A fehérjeexpressziot
1 mM izopropil B-d-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzdadasaval indukaltuk,
melyet 3 déra inkubacid kdvetett 37 °C-on. A 15 mL-es expresszio esetében az
inkub&cio hossza 4 ora volt 37 °C-on. A sejteket centrifugalassal gyijtottiik
6ssze (Jouan CR 412, 4000 g, 15 perc, 4 °C) és a pelleteket a feltaras el6tt
minimum 1 6ran keresztill -70 °C-on taroltuk. A sejtek lizise el6tt a sejt pelletet
hagytuk felolvadni jégen 15 percen keresztiil, majd felszuszpendaltuk 2 mL lizis
pufferben (50 mM natrium-acetat, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 0,05 %
Tween 20, 25 pg/ml PMSF, pH 8,0). A 15 mL-es expresszio esetében 1 mL lizis
puffert alkalmaztunk, mely lizozimot (1 mg/mL) és DN-azt is tartalmazott (10
U/mL), majd idénként szuszpendalva 10 percen keresztil inkubaltuk jégen.
Ezutén a szuszpenzi6t mikrocentrifugacsovekbe mértiik és 3 percen keresztil
szonikaltuk, majd lecentrifugalast kovetéen (Eppendorf 5415D, 10000 g, 15-20
perc, szobahdmérsékleten) a felliluszot dsszegylijtottik.

3.5. A VEEV nsP2pro-2 kinetikai méréseiben hasznalt szubsztratok

expresszidja

A SFV-1 hasitasi hely vad tipus(, P4-Glu, P4-Thr, P4-Arg, P4-Gly, P1-
Gly, P1’-Thr, és P2'-Ser variansainak expresszioja a 3.4 fejezetben leirtaknak
megfeleléen tortént. A sejteket ODgo=0,5-0,6 érték eléréséig novesztettiik 37
°C-on, majd az IPTG-vel torténd indukcio utan a szuszpenzidt 2 6ran keresztil
razattuk 37 °C-on. Ezutan a fehérje transzlaciét tetraciklin (200 pg/mL)
hozzaadasaval allitottuk le, miutan a kultarat tovabbi 2 oran keresztil razattuk
37 °C-on.

3.6. A szubsztratok tisztitasa

A megfelelé rekombinans szubsztratot tartalmazo sejtlizatumot nikkel-
nitrilotriacetattal (Ni-NTA) bevont magneses agardz gyongyokre (Qiagen vagy
Cube Biotech) mértik. A szuszpenzidkat 20-60 percig szobahOmérsékleten
folyamatos forgatds mellett inkubaltuk. A szubsztrat-kapcsolt magneses
gyongyoket (substrate-associated magnetic beads, SAMB) haromszor mostuk
1 % Tween 20 (pH 7,0) oldattal, mos6 pufferrel (50 mM NaHPO,4, 300 mM
NaCl, 5 mM imidazol, 0,05 % Tween 20, pH 7,0) és hasitasi pufferrel (50 mM
NaH;PO,, 300 mM NacCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,0) Dynamag™-2 magneses
allvany segitségével. Ezutan a szubsztratokat eludlo puffer alkalmazésaval
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eludltuk a gyongyok felszinér6l. A 3.12-3.15 fejezetekben leirt vizsgalatok
soran az A-tipusu elual6 puffert (100 mM EDTA, 0,05 % Tween 20, pH 8,0),
mig a 3.16-3.18-as fejezetekben leirt kisérletekben B-tipusl elual6 puffert (50
mM NaH2PO., 300 mM NacCl, 500 mM imidazol, 0,05 % Tween 20, pH 8,0)
hasznéltuk. Ezt kovetéen puffercserét végeztink 10K-s centrikon csévek
segitségével, a puffert reakcio pufferre cseréltik. A teljes fehérje koncentraciét
BCA fehérjemérési modszerrel, vagy az abszorbancia 280 nm-en torténd
mérésével (NanoDrop) allapitottuk meg, az EXPASy ProtParam programmal
szamitott elméleti extinkcios koefficiens és molekulatdmeg értékeket alapul
véve.

3.7.  Aszubsztratok kalibralasa

Az eludld, illetve hasitasi pufferben oldott tisztitott szubsztratokbdl higitasi
sort készitettiink, majd az oldatokat fekete mikrotiter-lemezekre mértik. A
relativ fluoreszcencia intenzitas (RFU) értékeket Biotek Synergy2, H1 vagy
Victor Wallac 1420 készllékekkel detektaltuk az mApple, mTurquoise2,
MEYFP és mCherry fluoreszcens fehérjék gerjesztési és emisszids
hullamhosszainak megfeleléen. A korrigalt RFU értékeket a szubsztrat
koncentracié fliggvényében (mM) dabrazoltuk, majd linearis regressziot
végeztink. Az illesztett egyenes paramétereit Microsoft Excel 2010 (Microsoft)
programmal hataroztuk meg. A vizsgalati adatok kiértékelésének elofeltétele,
hogy a korriglt RFU értékek egyenes aranyossadgot mutassanak a hozzajuk
tartoz6 koncentracié értékekkel, a vizsgalat soran alkalmazott koncentracio-
tartomanyban.

3.8. AVEEV nsP2 és a VEEV nsP2pro-2 expressziés plazmidok klénozasa

A VEEV nem-szerkezeti fehérjék cDNS szekvencidit kddolé plazmidokat
Dr. Christine L. Pugh (U.S. Army Research Institute of Infectious Diseases)
bocsajtotta rendelkezéslinkre. A kiilonb6zé6 VEEV PR enzimformékat kédold
plazmidokat Gateway technoldgiaval allitottuk elé a Tropea és mtsai (2007)
altal leirt modszer alapjan. A VEEV nsP2 és VEEV nsP2pro-2 fehérjéket
kodolé linedris DNS szekvenciakat egy kétlépéses PCR protokoll
alkalmazasaval felsokszoroztuk, majd a pDON221 donor vektoron keresztiik
pDEST™-17 (tovabbiakban pDEST-Hiss) és pDEST-Hise-MBP vektorokba
klonoztuk, a gyarto leirdsdnak megfelelden. A megfelel6 klonok kivélasztasa és
feldusitdsa utan a pBB2546 (pDEST-Hiss-VEEVNsSP2), pBB2547 (pDEST-
Hiss-VEEVNnsP2pro-2), pBB2549  (pDEST-Hiss-MBP-VEEVNsP2),  és

11



pBB2550 (pDEST-Hise-MBP-VEEVNnsP2pro-2) plazmidokat Qiagen Miniprep
Kit hasznalataval izolaltuk.

3.9. VEEV nsP2pro-2 és VEEV nsP2 expresszidja

Az expressziot pBB2546, pBB2547, pBB2549 és pBB2550 plazmidokkal
transzformalt E. coli Rozetta sejtekben végeztiik, 1000 mL LB tapoldatban (125
pg/mL ampicillin, 30 pg/mL kléramfenikol, 0,2% gliikéz). A sejteket 37 °C-on
ODs00=0,5-0,6 kozotti érték eléréséig, majd a fehérje expressziét 1 mM IPTG-
vel indukaltuk, és a szuszpenzidt 4 éran keresztil razattuk 30 °C-on. A Hisg-
MBP-VEEV nsP2 fehérje vizoldékonysaganak novelése érdekében a 18 °C-on,
egy éjszakan at tartd expresszid lehet6ségét is vizsgaltuk. A sejteket
centrifugalassal gyiijtottik 6ssze (5000 rpm, 10 perc) és a pelleteket
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

3.10. VEEV nsP2pro-2 fehérje tisztitasa

A Hiss-MBP-VEEV nsP2pro-2 fehérjét expresszalo bakterialis sejteket 50
mL jéghideg A pufferben (50 mM néatrium-foszfat, 150 mM NaCl, 25 mM
imidazol, pH 7,5) szuszpendaltuk fel. A sejteket APV Gaulin Model G
homogenizéator (Invensys, Albertslund, Denmark) segitségével 10000 psi-n
lizaltuk, majd lecentrifugaltuk (30000 g, 30 perc, 4 °C). A fellluszét 0,22 um-
es poliéterszulfon membranon keresztll szirtiik, majd A pufferrel ekvilibralt
HisTrap FF crude affinitds kromatografias oszlopra (15 mL, GE Healthcare,
Piscataway, NJ) vittuk fel. A fehérjét az oszloprél linearis gradienssel eluéaltuk
5-50 % B pufferrel (50 mM natrium-foszfat, 150 mM NaCl, 500 mM imidazol,
pH 7,5). A flziés fehérjét nagy mennyiségben tartalmazté frakciokat
egyesitettik, majd Amicon YM30 membran (Millipore, Billerica, MA)
hasznélatdval toményitettik. Ezt kovetéen hatszorosara higitottuk 50 mM
natrium foszfatot és 150 mM NaCl-ot tartalmazé pufferrel (pH 7,5) annak
érdekében, hogy az oldat imidazol koncentracidjat kb. 25 mM-ra csokkentslk.

A fzi6s fehérjét ezutan 70:1 v/v ardnyban polihisztidin cimkével kapcsolt
TEV PR-zal (5 mg/mL) emésztettiik egy éjszakan keresztil, 4 °C-on. A hasitasi
termékeket A pufferrel ekvilibralt HisTrap FF crude affinitas kromatografias
oszlopra injektaltuk (20 mL). A VEEV nsP2pro-2-t nagy mennyiségben
tartalmazé atfolyo frakciokat egyesitettik, Amicon YM30 membrannal kb. 10
mg/mL-s koncentraciora toményitettik, majd gélsziiré pufferrel (50 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 2 mM Tris (2-karboxietil) foszfin-hidroklorid (TCEP), pH
7,5) ekvilibralt HiPrep 26/60 Sephacryl S200 oszlopra (GE Healthcare)
injektaltuk. A VEEV nsP2pro-2 frakciokat egyesitettik és toményitettik. A
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tisztitott VEEV nsP2pro-2 koncentréacidja 2,9 mg/mL volt, melyet a 280 nm-en
mért abszorbancia érték, valamint az ExPASy ProtParam program altal szamolt
teoretikus extinkcids koefficiens és molekula témeg értékeket alapul véve
allapitottunk meg. Az enzimet taroldcsdvekbe meértiik, majd folyékony
nitrogénbe martva fagyasztottuk, és tovabbi felhasznélasig -80 °C-on taroltuk.

3.11. Ni-NTA mégneses gydngy-alapu vizsgalati médszer

A hasitési pufferben szuszpendalt gyongyokbdl torzsoldatot készitettiink,
melybdl a vizsgalati mintdkat kivantuk elkésziteni. Az alkalmazott hasitasi
puffer térfogata fliggott az egyedi kisérletes igényektdl és minden esetben a
magneses gyongyok siirtisége, valamint a vizsgalati mintak tervezett szdma és
térfogata alapjan szamoltuk ki. Az id6- és pH-flugges, valamint a gatlast
vizsgalo kisérletek esetén egyenlé mennyiségli, mig a Szubsztrat-fiiggd
kisérletek esetében novekvd mennyiségli homogén SAMB szuszpenziot
mértiink 2 mL-es Protein Lobind tipust mikrocentrifuga csdvekbe (Eppendorf).
A csoveket magneses allvanyra helyeztiik, a feliluszot eltavolitottuk és a
gyongyokre egyenlé térfogath hasitasi puffert mértiink. Az enzim, enzim puffer
vagy elucios puffer hozzdadasa utan a reakciopuffer végso térfogata 70 uL volt.

A szubsztrat kontrol (C) mintékat a reakcié (R) mintdkhoz hasonl6an
készitettiik el, azonban a hasitési puffer helyett elualé puffert hasznaltunk. Az
R mintékkal parhuzamosan szubsztrat vak (B) mintakat is készitettlink, ahol az
enzim helyett az enzim tarolo pufferét mértiink az elegyekbe.

A csOveket magneses allvanyra helyeztilk, majd a reakciokat a gyéngyok
elvalasa utan a felliluszo leszivasaval allitottuk le. Ezutan lemértiik a felliluszok
fluoreszcencigjat. Az R mintadkban a keletkez6 C-terminalis fluoreszcens
termék mennyiségét Ggy szamoltuk, ki, hogy a B mintdk RFU értékeivel
korrigalt RFU értékeket elosztottuk a hasitasi pufferben oldott tisztitott
szubsztratra felvett kalibraciés egyenes meredekségével. A C mintak
fellluszéjaban talalhat6 (elualt) szubsztrat mennyisegét igy szamoltuk ki, hogy
az eludalo puffer esetében mért fluoreszcencia értékkel korrigalt RFU értékeket
elosztottuk az eludld pufferben oldott tisztitott szubsztratra felvett kalibracios
egyenes meredekségével. Az egyes R mintdkban a szubsztratok
anyagmennyiségének kiszamitasahoz meghataroztuk a mintak elkészitéséhez
hasznéalt SAMB torzsoldatban a szubsztrat koncentraciéjat (mM) az aldbbiak
alapjan:  csams= (ccxV)/Vsams, ahol csave a SAMB  torzsoldat
anyagmennyisége; a cc a C mintdban 1év6 szubsztrat anyagmennyisége; Vr a
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végleges reakciotérfogat és a Vsavs pedig a C minta elokészitésekor bemért
SAMB térzsoldat térfogata.

3.12. AHIV-1 PR idéfiiggo kinetikai mérései

A Hiss-MBP-VSQNY |PIVQ-mTurquoise2 (1,6 pM) és Hiss-MBP-
VSQNY |PIVQ-mApple (2,4 uM) szubsztratokat HIV-1 PR-zal (36,4 nM)
hasitottuk, majd a reakcidékozegeket 37 °C-on folyamatos razatas (600 rpm)
mellett inkubaltuk 0, 20, 40 és 60 percig, majd a keletkez6 termék
fluoreszcencigjat mértiik a feltiliszéban. A keletkez6 C-terminalis fluoreszcens
termék anyagmennyiségét abrazoltuk az eltelt id6 (perc) fiiggvényében. Az
adatsorra a GraphPad Prism 5.0 verziéjua programmal egyenest illesztettiink és
meghataroztuk a regresszios parametereket.

3.13. HIV-PR gatlés vizsgalatok

A HIV-1 PR (36,4 nM) gatlasanak vizsgalatahoz amprenavirt hasznaltunk
0,001-1 puM kozotti koncentracié-tartomanyban, szubsztratként Hiss-MBP-
VSQNY | PIVQ-mTurquoise2 rekombinans fehérjét alkalmaztunk (0,028 mM).
A mintdkat 60 percig 37 °C-on, folyamatos razatas (600 rpm) mellett
inkubaltuk. A kezdeti sebesség értékeket (nMs1) az amprenavir koncentracio
(nM) logaritmusanak fuiggvényében abrazoltuk. Az 1Csy értéket (50%-0s
gatlashoz tartoz6 inhibitor koncentracid) a GraphPad Prism 5.00 verzioju
program  hasznalatdval hataroztuk meg, 5-paraméteres logisztikus
gorbeillesztéssel. Az illesztés alapjan meghataroztuk az oldatban 1évé aktiv
enzim koncentraciojat (6,05 nM), melyet a kinetikai paraméterek és a gatlasi
alland6 meghatarozasahoz hasznaltunk fel.

3.14. A HIV-1 PR szubsztratfiiggo Kinetikai mérései

A novekvd koncentracidji Hiss-MBP-VSQNY |PIVQ-mTurquoise2 és
Hiss-MBP-VSQNY | PIVQ-mApple szubsztratokat HIV-1 PR-zal (36,4 nM)
hasitottuk. A reakciokdzegeket folyamatos razatas mellett (600 rpm) 60 percig
37 °C-on inkubaltuk. A kezdeti reakcidsebesség értékeket (nMs™?) a kezdeti
szubsztrat koncentraci6 (mM) fuggvényében dbrézoltuk. A Kkinetikai
paramétereket a Michaelis-Menten-féle nem-lineéris gorbeillesztés alapjan a
GraphPad Prism 5.00 verziéju szoftver hasznalatdval hataroztuk meg. A
szubsztrat konverzié minden mérési pontban 20 % alatt volt.

3.15. TEV PR aktivitas vizsgalatok
A szubsztratfiiggd Kinetikai mérések a 3.14-es fejezetben leirtak szerint
torténtek azzal az eltéréssel, hogy a szubsztratokat 45,7 nM végkoncentraciojd
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TEV PR-zal emésztettilk 30 °C-on. Az enzim pH-fliggésének vizsgalatahoz a
TEV PR-t (91,4 nM) Hiss-MBP-VSQNY | PIVQ-mTurquoise2 rekombinans
szubsztrattal (0,03 mM) inkubéaltuk. A pH hatasat az enzim aktivitasara pH 6,0-
8,5 tartomanyban vizsgaltuk, 0,5 értékenként névelve a hasitasi puffer pH-jat.
A mért kezdeti sebesség értékeket (nMs?) a pH fliggvényében abrazoltuk. A
legmagasabb kezdeti sebesség értéket 7,0 pH-ju pufferben meértik, ehhez
viszonyitva vizsgaltuk meg a tébbi minta esetében mért kezdeti sebesség
értékeket. A szignifikancia vizsgalatat t-probaval vegeztik.

3.16. A VEEV nsp2pro-2 mikrotiter lemez-alapu specificitasi vizsgalatai

A VEEV nsP2pro-2 specificitasat a vad tipusd vagy mddositott SFV-1
hasitasi helyet tartalmazdé Hiss-MBP-mEYFP szubsztratokon vizsgaltuk. A
vizsgalatot a Ni-NTA méagneses gyongy-alapu vizsgalati modszer 96-lyuku
mikrotiter lemezre adaptalt protokollja szerint végeztik. A mérések soran a
Hiss-MBP-mEYFP szubsztratokat (1-5 uM) VEEV nsP2pro-2 enzimmel (2,1-
6,0 uM) 30 °C-on inkubaltuk, folyamatos razatds mellett (600 rpm). Az
inkubacioés id6 a P5, P4, P1, and P2’ variansok esetében 40 perc, mig a P1’
variansok esetében 20-22 6ra volt. A vizsgalati mintak végtérfogata 70 puL/lyuk
volt. A mérés soran hasznalt pufferek osszetétele, megegyezett a 3.6-0s
fejezetben leirtakkal, azzal az eltéréssel, hogy a pufferek pH-jat 7,5-0s értékere
allitottuk. A kisérletek soran lapos alji 96-lyukd mikrotiter lemezeket (Greiner
BioONE or Qiagen) hasznéltunk 96-lyukd mikrotiter lemezzel kompatibilis
magneses allvannyal (Magnet Type A, Qiagen), Az inkubalasi és mosési
Iépések alatt a lemezeket rézattuk (IKA MS3). A termékek és szubsztratok
koncentraciojanak meghatarozasa a 3.11-es fejezetben leirt modon tortént. A
VEEV nsP2pro-2 hasitasi preferenciajat a kiilonbozé szubsztratok kdzott a
szubsztrat konverzids értékei (%) alapjan vizsgaltuk. A vad tipusl szubsztrat és
P5, P4, P2, P1 és P2’varinansok konverzids értékei kozti kiilonbség
szignifikanciajat parositatlan t-probaval és egyszempontos varianciaanalizissel
(ANOVA) is vizsgaltuk.

3.17. VEEV nsP2pro-2 aktivitas id6-fliggésének vizsgélata

A vad tipust Hisse-MBP-SFV-1-mEYFP szubsztrat (0,02 mM) hasitasahoz
VEEV nsP2pro-2 enzimet (3,0 uM) hasznaltunk, a reakcioelegyeket 0, 5, 10,
15, 20, 30, 50 és 70 percig inkubaltuk 30 °C-on, a mintak folyamatos razatésa
mellett (600 rpm). A fluorimetrias mérést kovetden az R mintakban keletkezd
C-termindlis fluoreszcens termék anyagmennyiségét (nM) abrazoltuk az id6
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(perc) fliggvényeben. Az adatokat a GraphPad 5.00 verzidju szoftverrel
illesztett egyenes paraméterei alapjan értékeltlk.

3.18. VEEV nsP2pro-2 szubsztratfiiggé Kinetikai vizsgalata

A kinetikai méréseket olyan Hiss-MBP-mEYFP szubsztratokkal végeztik,
melyek a vad tipusu vagy mutans (P4-GlIn, P4-Thr, P4-Ala, P4-Gly, P1-Gly,
PI’-Thr vagy P2’-Ser) SFV-1 hasitéhely szekvenciat tartalmaztak. A
reakcidelegyeket 10 percig inkubaltuk 30 °C-on folyamatos razatas (600 rpm)
mellett. Az enzimkinetikai paraméterek meghatarozasa a 3.14-es fejezetben
leirtak szerint tortént. A katalitikus konstansok szdmol&sakor 100%-os aktiv
enzimkoncentraciot feltételeztink. A variansok és a vad tipust szubsztrat
kel KM Ertékei  kozotti kulonbség szignifikanciajat parositatlan t-proba
alkalmazésaval hataroztuk meg.

3.19. A rekombinans szubsztratok oldatban torténé hasitasa

Az adott enzim specificitisinak megfeleld tisztitott rekombinans
szubsztratokat (0,01-0,03 mM) hasitasi pufferben emésztettiik HIV-1 PR-zal
(4,1 uM), TEV PR-zal (21 uM) vagy VEEV nsP2pro-2 enzimmel (73 uM). A
reakciokat (70 pL végtérfogat) 1-22 6raig inkubaltuk, a HIVV-1 PR esetében 37
°C-on, mig a TEV PR és a VEEV nsP2pro-2 esetében 30 °C-on. A hasitéast 6x-
os denaturdldé vagy nem-denaturalé mintapuffer hozzaadasaval allitottuk le,
majd a mintékat poliakrilamid-gélelektroforézissel (PAGE) vizsgaltuk.

3.20. A HIV-1 PR RP-HPLC-alapu kinetikai vizsgalata

Az enzimreakciok Osszedllitasdhoz 5 pL, 2x-es toménységii hasitasi
pufferrel szemben dializalt HIV-1 PR-t (430 nM), 10 pL 2x-es toménységii
hasitasi puffert és 5 pL szintetikus oligopeptid szubsztrat oldatot (0,47-2,35
mM), mely a virus matrix és kapszid fehérjéje kozott megtalalhat6 természetes
hasitd helyet tartalmazza (VSQNY|PIVQ). Az elegyet 37 °C-on 10 percen
keresztl inkubaltuk, majd 9 térfogategységnyi 1%-os trifluorecetsav (TFA)
hozzéaadasaval allitottuk le a reakciét. A mintakat autoinjektorral Nova-Pak C18
reverz-fazist kromatografias oszlopra (Waters Associates, Inc.) injektaltuk, a
szubsztratok és a termékek elvalasztasat 0-100%-0s viz-acetonitril gradiens
alkalmazésaval végeztik, 0,05%-0s TFA jelenlétében. A peptideket 206 nm-en
detektaltuk. A reakciokat 20%-nal alacsonyabb szubsztrat konverzié mellett
vizsgaltuk. A kinetikai paraméterek meghatarozésat a 3.14-es fejezetben leirtak
szerint végeztiik. Az aktiv enzim koncentraciéjanak meghatérozésa (22,05 nM)
a 3.13-as fejezetben leirt korilmények kozott tortént, a hasitasi reakciok az
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oligopeptid szubsztrat (0,47 mM) mellett amprenavirt is tartalmaztak (1-80
nM).

3.21. A fluoreszcens fehérjék PAGE vizsgélata és gélben torténd

renaturéacioja

A tisztitott rekombinans szubsztratokat és hasitasi termékeket nativ vagy
natrium-dodecil-szulfatot (SDS) tartalmaz6 PAGE modszerrel vizsgaltuk 14 %-
0s szeparalo és 4 %-os tomorité gél hasznalataval. A denaturdlé PAGE esetében
az elvalasztast koveten a gélt legaldbb 30 percen keresztul vizben razattuk
szobahdmérsékleten, hogy eltavolitsuk beldle az SDS-t, és ezaltal renaturaljuk
a fluoreszcens fehérjéket. Ezzel szemben, a nem-denaturdld kortlmények
kozott elvégzett PAGE-t kovetbéen az elvalasztott fehérjék természetes
allapotukban maradtak, igy a moséasi lépés kihagyhat6 volt. A fluoreszcens
fehérjéket a festetlen gélben kék vagy UV hullamhossza fénnyel illuminaltuk
(Alphalmager gél dokumentécids rendszer, ProteinSimple). A gélek festéséhez
PageBlue Protein Staining Solution-t alkalmaztunk, a detektalt savok
intenzitasainak meghatarozasat a ImageJ 1.43 program és a GelAnalyzer 2010a
programmal (www.gelanalyzer.com) Dr. Mdtyan Janos Andras végezte.
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4., EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

4.1. Az expresszios vektor rendszer

Az ,res” pDEST-Hiss-MBP-FP  plazmidokat Gateway kl6nozé
technoldgiaval allitottuk el6. Ezek a plazmidok egy klonozd kazettat kodolnak,
mely 5° végével egy Hiss-MBP fuzids cimkét, valamint egy a TEV PR hasitasi
szekvenciat kddold DNS szakaszhoz kapcsolddik, valamint 3° végén egy FP-
kédolé DNS szakaszhoz (ECFP, mTurquoise2, EGFP, mEYFP, mApple vagy
mCherry) van hozzékapcsolva. Kozos eredetiiknek kdszonhetben, a kiilonbozo
FP-k gyakran azonos terminalis szekvenciadkat hordoznak, igy az éaltalunk
tervezett N1 és C primerek minden olyan FP-k felsokszorositasara is alkalmasak,
melyek 5° és 3° szekvenciaja megegyezik az EGFP-évél. A klonozo kazetta a
Pacl és Nhel restrikcids endonukledzok hasitasi szekvencidjat tartalmazza, ami
lehetévé teszi a vizsgalni kivant hasitasi helyet kddolo DNS szekvencia
ligalassal torténd beillesztését. A beillesztend6 duplaszali DNS szekvenciak
létrehozhatdak akér (i) random mutagenezissel, vagy (ii) E. coli-kodon
optimalizalt, komplementer oligonukleotid primerek hibridiz&cidjaval. A
klonozd kazettdnak koszonhetGen a kiilonféle szekvenciak egy egyszerii egy-
Iépéses PCR-val beleilleszthetéek az ,,lires” expresszids vektorba. A kivant
hasitasi szekvenciat tartalmazo fluoreszcens flzios szubsztratok olcso és
hatékony el6allitasa révén lehetéség van szubsztrat konyvtarak Iétrehozasara is.
Fontos megjegyezni, hogy az N-termindlis Hiss és MBP fuzids cimkék, valamint
a C-temindlis fluoreszcens fehérje nem ugyanabba a leolvasési keretbe
illeszkednek, ezért a megfeleléen megtervezett duplaszala DNS szakaszok
beillesztése nélkil nem fejezédnek ki, csak sikeres ligaciot koveten
expesszalddik a teljes hosszisagu fehérje.

4.2. Rekombinans fluoreszcens fzids fehérje szubsztratok
A rekombinans fuzids fehérje szubsztratok tartalmaznak egy N-terminalis
Hise-MBP flzids cimkét, amit a TEV PR és a vizsgalni kivant proteaz hasitasi
szekvenciai kovetnek, mig a C-terminalison egy FP varians talalhatd. A Hisg
fOzids cimkén keresztiil a szubsztratot immobilizalni lehet kiilonboz6 fém-
kelattal burkolt felszineken, tovabba lehetdvé teszi a fehérjék immobilizalt fém
affinitas kromatografiaval (IMAC) torténd tisztitasat is. Az MBP f0zios fehérje
noveli a vizoldékonysagot és elésegiti a beillesztett fehérje megfeleld
feltekeredését. A TEV PR hasitohely egyfajta belsé kontroll hasitasi helyként
szolgél, de alkalmassé teszi a szubsztratot TEV PR aktivités vizsgalatokra is. A
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szubsztrat aggregaciojanak elkeriiléséhez a vizsgalatok sordn a monomer FP-
ket tartalmaz6 konstruktokat (mTurquoise2, mEYFP, mApple és mCherry)
hasznaltunk, de a mddszer flexibilitdsa lehetdvé teszi a kisérleti célokhoz és
eszk6zokhoz legmegfelelobb FP forma alkalmazasat is.

A rekombinans szubsztratokat sikeresen expresszaltattuk E. coli BL21(DE3)
sejtekben 50 mL-es léptékben. Emellett az expresszidt 15 mL végtérfogatra is
optimalizaltunk a 96-lyuk( mikrotiter lemez-alapu specificitasi vizsgalatokhoz.
Mivel néhény, E. coli altal expresszalt FP hosszu érési idével rendelkezik, ezért
a feltekeredés elGsegitése (ezaltal a szubsztratoldat fluoreszcenciajanak
novelése) érdekében a transzlaciét az expresszid soran tetraciklin kezeléssel
ledllitottuk, igy jartunk el a VEEV nsP2pro-2 kinetikai méréseihez hasznalt
mEY FP-fuzionalt szubsztratok expresszidja soran is.

A sejteket nativ korulmények kozott lizaltuk, és az oldott szubsztratokat
tartalmazo sejtlizatumot kdzvetlendl alkalmaztuk a Ni-NTA méagneses agardz
gyongy-alapt protedz vizsgalatok mintacl6készitéshez, vagy a szubsztratok
tisztitdsara. A tiszititott szubsztratok felhasznalhat6ak kalibracidra, oldatban
torténd hasitasokhoz és/vagy PAGE vizsgalatokhoz.

4.3.Ni-NTA magneses gyongy-alapu proteaz vizsgalati mddszer

A Hise-fuzios cimkén Kkeresztil a nikkel-kelat feliiletii gyongyokhoz
kapcsolt szubsztratok a vizsgalni kivant proteazzal emészthetdek. Az
immobilizacios kolcsonhatas erés természetének koszonhetéen a modszer
jellemzdje a szennyez6 fehérjék viszonylag alacsony szintje és a magas jel-zaj
ardny. A hasitast kovetéen az N-termindlis hasitasi termékek és a hasitatlan
szubsztratok egyarant a gyongyok (SAMB) feliiletéhez kétve maradnak, mig a
C-termindlis fluoreszcens termékek a felilliszoba kerllnek, és a gydngyok
szeparaciOja utan nagy érzékenységgel detektalhatoak.

A kidolgozott vizsgalati modszer hat 6 1€pésbdl all. (i) A rekombinans
szubsztratok immobilizaldsa SAMB szuszpenzi6é készitéséhez, mely tisztitott
fehérje vagy sejtlizatum hasznalataval egyarant torténhet. Szamos mosasi lépést
kovetéen a SAMB szuszpenziok felhasznalasaval dsszedllithatoak a vizsgalati
mintak. (ii) A hasitasi reakcidk inditasa a proteaz hozzaadasaval térténik, mely
hatésara a proteolitikus fragmensek a feluliszdba kerlilnek. (iii) A hasitasi
reakcid leallitasa a fellilisz6 magneses gyongyoktdl valo eltavolitasaval torténik.
Az igy elkilonitett fellilusz6 csak a fluoreszcens hasitasi termékeket és az
enzimet tartalmazza. (iv) A fellilisz6 amérése egy mikrotiter lemez lyukaiba,
majd a mintdk fluoreszcencigjanak mérése. (v) A szubsztratok kalibralasa, a

19



vizsgalati mintdk pufferkdzegeiben oldott tisztitott szubsztratokbol. (vi) A
kiindulasi szubsztrat és a keletkezett termék koncentracidjanak meghatarozésa a
felvett kalibracios egyenesek meredekségei alapjan.

A Kkidolgozott vizsgalati modszerben 3-féle mintatipust kilonitiink el. (i)
reakcio minta (R), mellyel a hasitas soran keletkez6 terméket detektaljuk; (ii) a
szubsztrat vak minta (B), mellyel a reakcié soran spontan disszocialodott
szubsztrat mennyiségét mérjik; és (iii) a szubsztrat kontroll minta (C), mely
alapjan a reakcidokozegben 1év6 szubsztrat koncentréacidjat allapithatjuk meg.

A kalibraciot azért végezzik, hogy pontosan meg tudjuk allapitani a bevitt
fluoreszcens szubsztrat és keletkezett termék mennyiségét. A kisérleteink soran
alkalmazott koncentracié tartomanyban az RFU értékek egyenes aranyban
valtoztak a szubsztratkoncentracidval. Azonos C-terminalis FP-vel rendelkez6
és azonos korulmények kozott kezelt szubsztratokon elvégzett kalibraciok
meredekségeibdl szamolt variancia koefficiens (CV%) értéke 15% alatt volt.

A kidolgozott mddszer alapelvét kordbban mar alkalmaztak hasonlé proteaz
vizsgalati technikékban, azonban az altalunk kifejlesztett rendszer mégis egy
Ujszerii proteaz vizsgalati eszkozt nyuajthat, mivel nemcsak magaba foglalja a
korabbi modszerek altal kinalt elényoket, hanem részben tovabbfejleszti azokat,
novelve ezzel a modszer hatékonysagat. Teszi ezt azéltal, hogy valds
elvélasztason alapul és lehetéséget kinal kinetikai paraméterek meghatarozéasara
is, melyet egy részletes szubsztrat kalibracids folyamat tamogat. A kifejlesztett
modszer alacsony térfogatra optimalizalt és nagy ateresztoképességii vizsgalati
platformra adaptélhatd.

4.4, PAGE analizis és gélben torténé renaturalas

A szubsztratok és a keletkezd termékek nativ vagy redukdlé PAGE
maodszerrel is vizsgéalhatdak, a Ni-NTA magneses gyongy-alapi mddszer
alkalmazésa €s oldatban torténd hasitast kovetéen egyarant. Kisérleteink soran
a HIV-1 PR, TEV PR és a VEEV nsp2pro-2 hasitasi reakcidkat vizsgaltuk. A
mintacl6készitést denaturald és nem-denaturdlé korulmények kozott is
elvégeztik. A nem-denaturdlé kortlményekkel ellentétben a denatural6
mintael0készités soran SDS-t és B-ME-t is hasznaltunk, illetve a mintékat a
PAGE elétt hokezelésnek vetettiik ala.

A nem-denaturalt mintak esetében a fehérjék fluoreszcenciaja a PAGE utan
szabad szemmel kozvetlenll detektélhato volt, illetve kék vagy UV fénnyel
torténd illuminacio utan is. A denaturdld korilmények (SDS, B-ME és hd)
hatdsdra a fluoreszcens fehérjék is Kitekerednek (denaturacio), igy
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fluoreszcencigjuk nem detektalhatd kézvetlenll a PAGE utan. Tapasztalataink
alapjan ezek a fehérjék képesek az ismételt feltekeredésre (renaturacid). A
gélbol desztillalt vizzel torténé mosassal az SDS-t eltavolitottuk, igy a
fluroeszcens fehérjék részlegesen visszanyerték fluoreszcenciajukat. A gélben
valé renaturacié hatasara a festetlen gélben az FP fluoreszcencidja ismét
detektalhatova valt. Kilénbségeket tapasztaltunk az mApple és mTurquiose2
fehérjék Gjrafeltekeredési képességei kozott: az mTurquoise2 lényegesen jobb
’renaturacios’ hajlamot mutatott, mint az mApple. A denzitometrias adatok
alapjan a renaturélt mTurquoise2 savintenzitasa legaldbb 50%-0s volt a nem-
denaturdltéhoz képest. Ezzel szemben az mApple esetében ez az érték kb. 10%-
os volt, mely UV illuminalés soran volt detektalhat6. Az mApple (és a legtobb
dsRed-b6l szarmaztatott FP) piros szinéért részben felel6s acil-imine kotés a
denaturacio soran irreverzibilisen megszakadhat, mely magyarazhatja az
mApple és mCherry esetében tapasztalt alacsony Ujrafeltekeredési képességet.

A denaturdld korilmények alkalmazasaval ellentétben, a nem-denaturalé
feltételek mellett el6készitett mintak esetében a hasitasi termékek nem valtak el
teljesen egymastdl. A fehérje denaturacio/renaturacio elénye, hogy a hasitasi
termékeket el tudjuk valasztani a molekulatomegiiknek megfelelden, mivel
természetes toltésiik és alakjuk nem befolyasolja az elvalasztést, ugyanakkor a
renaturacio utan a megfeleld savok beazonosithatdéak a fluoreszcencigjuk
alapjan. Ez nagyon hasznos lehet olyan esetekben amikor a fluoreszcenciaval
nem rendelkezé termékek vagy szennyezdk, a fluoreszcens termékekkel
megegyez6 vagy ahhoz nagyon hasonlé molekulatomeggel rendelkeznek. A
denaturalt hasitéasi termékek elvalasztasaval viszonylag kis kulonbségeket (kb.
2 kDa) is tudunk detektalni, ami fontos lehet olyan esetben, amikor a hasitas
alternativ helyeken is bekovetkezik.

4.5. Altalanos modszerleiras és képi anyag elkészitése

Annak érdekében, hogy segitsik a Kkidolgozott vizsgélati mddszer
elsajatitasat és sikeres alkalmazasat, elkészitettlink egy oktatdvidedt kilon
hangsulyt fektetve a kritikus 1épésekre. A képi anyag és a hozza kapcsolddo
részletes, irasos kisérleti protokoll az alabbi linken taldlhatdé meg:
https://www.jove.com/video/58824/use-recombinant-fusion-proteins-
fluorescent-protease-assay-platform.
4.6. A HIV-1 PR Kinetikai és gatlasi vizsgalatai

Annak igazolasara, hogy a Kkifejlesztett vizsgalati platform alkalmas
enzimkinetikai paraméterek meghatarozasara, id6- €s szubsztratfiiggé kinetikai
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méréseket végeztik a HIV-1 PR felhasznalasaval, mTurquoise2- és mApple-
kapcsolt szubsztratokon. Az id6figgé kinetikai mérések eredményei alapjan a
fluoreszcens termékek képzédése kozel linedris volt a  vizsgélt
idétartomanyban, a szubsztratfiiggd kinetikai mérésekben alkalmazott
legkisebb szubsztratkoncentracié alatt. A hasitasi reakcidk jellemzéséhez és
Osszehasonlitasahoz a szubsztratfiiggé vizsgélatok adataibol kinetikai
paramétereket szdmoltunk. A HIV-1 PR-ra meghatarozott kc./Kwm értékek az
mApple és mTurquoise2 szubsztratokon nagymértékben hasonlitanak egymasra
(18,5+1,40 MM s1és19,69 + 0,14 mMs) mig az individualis ke and K
érétkek lényegesen kiilonbdznek.

A mégneses gyongy-alapu vizsgalati rendszerrel meghatarozott HIV-1 PR
kinetikai  paramétereket Osszehasonlitottuk a szintetikus oligopeptid
szubsztratokat hasznalé RP-HPLC-alapu modszerrel kapott értékekkel (15,94 +
4,82 mMst) és azt talaltuk, hogy a meghatarozott kea/Kwm értékek ez esetben
is nagyon hasonléak voltak. Ugyanakkor az individualis kinetikai paraméterek
jelentdsen magasabbak voltak a szintetikus oligopeptid szubsztratok esetében,
melyet a szubsztratok eltéré konforméacios sajatossagaival lehet magyarazni. Az
oligopeptid szubsztratok a kotohelyet egy kitekeredett formaban reprezentaljak,
ezzel ellentétben a rekombinans fuzi6s fehérje szubsztratok esetében a hasitasi
helyet tartalmazd régidk eltér6 konformacios allapotokat vehetnek fel,
flexibilitasukat, igy a hasitohelyek hozzaférhet6ségét a csatolt fehérjék is
befolyasolhatjak. Kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatai soran a HIV-1 PR
VSQNY |PIVQ oligopeptid szubsztraton mért specificitasi konstans 45,3 mM™
st értéknek adddott, ami magasabb az altalunk meghatéarozott értéknél. Ennek
oka lehet, hogy a korabbi méréseket nagyobb ionerésség (2M NaCl) és
alacsonyabb pH (5,6) mellett végezték, mig méréseinkben ett6l eltérd
korilményeket alkalmaztunk (300 mM NaCl, pH 7,0) a Ni-NTA méagneses
gyongyok optimalis miikodése érdekében. A  kinetikai paraméterek
meghatarozasadhoz alkalmazott aktiv enzim koncentraciét az amprenavirral
tortént gatlasi vizsgalatok alapjan hataroztuk meg. Az amprenavir hatésat az
HIV-PR aktivitasara Hise-MBP-VSQNY |PIVQ-mTurquoise2 rekombinans
fehérje ¢s VSQNY | PIVQ oligopeptid szubsztratokon egyarant teszteltiik. A Ni-
NTA magneses gyongy-alapu gatlési vizsgalatok adataira illesztett dozis-hatés
gorbe alapjan meghataroztuk az 1Cso (21,43 nM) és K; értékeket (6,75 nM).
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4.7. A TEV PR Kkinetikai és pH-fiiggé mérései

A TEV PR kinetikai méréseit Hise-MBP-VSQNY | PIVQ-mTurquoise2 és
-mApple szubsztratokon végeztik. A meghatarozott specificitasi konstansok a
kiilonbozd szubsztratokon kdzel azonosnak bizonyultak (2,08 £ 0,26 mM* s és
1,81 + 0,35 mM* s?) illetve a Kapust és mtsai (2002) altal korabban szintetikus
oligopeptid szubsztratokon meghatarozott értékekkel is nagyon hasonléak voltak
(3,08 £ 0,67 mM* s1). Ezzel szemben az individualis kinetikai paraméterek
jelentGsen kiilonboztek az eltérd szubsztrat tipusok kozott, ami ez esetben is a
kiilonb6z6 tipust szubsztratok konformacios kiillonbségével magyarazhato.
Tovabba, a reakciokorilmények kdzotti killonbségek szintén hozzajarulhatnak a
kinetikai paraméterek kozott tapasztalt eltérésekhez, ugyanis az oligopeptid-
alapt vizsgalatot magasabb ioner6sség (400 mM NaCl) és redukalod agensek
jelenlétében végeztek, mig a Ni-NTA magneses gyongy-alapi modszer esetében
az ioner6sség alacsonyabb volt (300 mM NaCl) és a pufferkbzeg nem
tartalmazott redukalé agenseket.

A TEV PR-on végzett kisérletek kitiind lehetdséget adtak arra, hogy a Ni-
NTA maéagneses gydngy-alapi moddszer alkalmazhatosagat kiilonbozé6 pH
kortlmények kozott is demonstréljuk. A TEV PR aktivitasat pH 6,0-8,5 kdzotti
tartomanyban vizsgaltuk. A Parks és mtsai (1995) altal kozolt eredményekkel
0sszehangban nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget a pH 6,5 és pH 8,5
kozotti tartomanyban a pH 7,0 értéken mért kezdeti sebességhez képest.
Tapasztalataink alapjan a Ni-NTA gyodngyok és a Hisg fuzids cimkével kapcsolt
szubsztrat kozotti kolcsonhatas jelentésen gyengiil pH 6,0 értéken, és a gyartoi
leirdsnak is megfeleléen ezen a pH értéken az intakt szubszttrat nagymértéki (>
15%) disszociaciojat tapasztaltuk.

4.8. A kiilonbozé VEEV PR konstruktokat kédol6 expresszios vektorok
Munkank célja a VEEV nsP2pro-1-hez képest magasabb aktivitast mutatd
VEEV PR forma el6allitasa volt, ezért olyan expresszids plazmidokat hoztunk
Iétre, melyek két Uj VEEV PR konstruktot kodoltak. (i) Az egyik a majdnem
teljes hosszusagu VEEV nsP2 fehérjeszekvenciat kodolta (Gly1-Thr785). Das
és mtsai (2014) korébbi eredményei arra utaltak, hogy a Chikungunya virus
nsP2 proteoltikus aktivitasa feltételezhetéen fligg mind az N- €s a C-terminalis
doméntdl ¢és elképzelhetd, hogy a két domén kozott valamilyen funkcionalis
kélcsonhatas van. (ii) A masik, altalunk VEEV nsP2pro-2-nek nevezett
konstrukt, a Zhang és mtsai (2009) altal expresszalt nsP2pro-1 forma N-
terminalis meghosszabbitasa a Alad36-Met457 régidval. Ez a régid tartalmaz
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egy erbsen konzervalt szekvenciaszakaszt, és feltételezhetéen a proteolitikus
aktivitds szempontjabol szerkezeti fontossdggal bir. A N-terminalis
modositasan tul, mindkét konstrukt esetében a Thr785-nal terminaltuk a
szekvenciat.

Mind az VEEV nsP2 és a VEEV nsP2pro-2 format kodold nyitott
leolvasasi keretet sikeresen bekldnoztuk pDEST-Hiss és pDEST-Hiss-MBP
expresszios vektorokba egyarant.

4.9. Az VEEV PR konstruktok expresszidja és tisztitasa

A fehérjék Rozetta E.coli sejtekben torténé expresszaltatisa soran azt
tapasztaltuk, hogy az IPTG-vel t6rtén6 indukci6 utan (30 °C-on 4 6ran keresztdil
razatva) mind a Hiss-, mind pedig a Hiss-MBP-vel kapcsolt VEEV nsP2pro-2
formak nagymértékben kifejezédnek, azonban az alkalmazott korilmények
kozott csak a Hiss-MBP-vel kapcsolt forma bizonyult vizben oldhaténak. Ezek
az eredmények ésszhangban vannak a korabban leirt eredményekkel, miszerint
az N-termindlisan kapcsolt MBP-fuzio elésegiti a fehérje vizben vald
oldhatdsagat és megfelel6 fehérjeszerkezet kialakulasat.

A VEEV nsP2 esetében sem a Hisg- sem pedig a Hiss-MBP-vel kapcsolt
forma nem fejez6dott ki nagymértékben és egyik konstrukt sem bizonyult
vizoldékonynak, mely nem javult sem az expresszids hdémérséklet
csokkentésének sem pedig az inkubalas meghosszabbitanak hatasara.

Mindezek alapjan azt feltételezziik, hogy a Hiss-kapcsolt forma gyenge
oldhatésaga az inherens szerkezeti tulajdonsdgok kovetkezménye, mely
javithatd lehet MBP-vel torténd fuzidval, ahogyan azt a Hiss-MBP-VEEV
nsP2pro-2 esetében is tapasztaltuk. Azonban a Hise-MBP-VEEV nsP2 fehérje
viszonylagosan nagy mérete miatt (~131 kDa) feltehetéen elnyomja az MBP
kedvez6 hatasat és gatolja az nagymértékii expressziot a Kiséreteinkben
alkalmazott kériilmények esetén.

A VEEV nsP2pro-2 fehérjét sikeresen Kkitisztitottuk a Hiss-MBP-
kapcsolt fuziés formabol, a Zhang és mtsai (2009) altal az nsP2pro-1 esetében
leirt a tisztitasi korulmények és laboratdriumi eszk6zok alkalmazésaval. A
végterméket az SDS-PAGE vizsgélatok utan min. 95%-os tisztasagunak itéltuk.

4.10. A VEEV nsP2pro-2 specifictasi vizsgalatai

A VEEV nsP2pro-2 aktivitasat olyan Hiss-MBP-mEYFP szubsztratokon
vizsgaltuk, melyek a vad tipusi SFV-1 hasitohelyet (EYHAGA|GVVETP)
vagy annak kiilénb6zé variansait tartalmaztak.
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A hasitohelyhez kozeli elhelyezkedése miatt, a P1’ pozicidoban 1évé Gly
oldallanc fontossagat atfogébban vizsgaltuk. Ebben a poziciéban az 6sszes
lehetséges természetes aminosavcsere hatasat teszteltiik, igy 6sszesen 19 P1'-
maodositott szubsztratot hoztunk létre. A mas alfavirus torzsekben el6forduld
természetes hasitasi szekvencidk alapjan tovabbi variansokat is el6allitottunk:
P5-GIn, P4-Glu, P4-Thr, P4-Arg, P4-Gly, P2-Ala, P2-Val, P1-Gly, P1-Val, P2’-
Pro, és P2’-Ser.

A kiilonboz6 szubsztrat varidnsok hasithatoésagat a vad tipusa SFV-1
szekvenciat tartalmazé szubsztrathoz viszonyitva hataroztuk meg. A 96-lyukd
mikrotiter lemez-alapl vizsgalatok soran mindegyik P1’ varians esetében
lényegesen alacsonyabb szubsztrat konverziot tapasztaltunk a vad tipushoz
képest. A P4-GIn és P4-Thr variansok esetén a szignifikdnsan magasabb
szubsztrat konverziot detektaltunk a vad tipushoz képest, mig a P4-Arg és a vad
tipus kozotti kulénbség nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. A
konverzids értékek a vad tipushoz viszonyitott kismértékii csokkenését
tapasztaltuk a P4-Gly, P1-Gly, P2’-Pro és P2’-Ser variansok estében, mig a P5-
GIn, P2-Ala, P2-Val és P1l-Val mutans szubsztratok esetében csupan
elhanyagolhatd mértékii konverziot tapasztaltunk. Mindezen esetekben a
kilonbségek statisztikailag szignifikdnsnak bizonyultak. Az egytényezds
ANOVA és a pérositatlan t-préba minden vizsgélt esetben egymassal
megegyezd eredményt hozott. A kapott eredmények egy bekiildés elott allo
kézirat részét képezik, a Kkisérletes eredményeket az enzim-szubsztrat
komplexek in silico szerkezeti analizisével kivanjuk értelmezni, mely
vizsgalatok Dr. Motyan Janos Andras munkajanak részet képezik.

4.11. VEEV nsp2pro-2 kinetikai vizsgalatai

Sikeresen meghataroztuk a VEEV nsP2pro-2 protedzra vonatkoz6 Kear, Km
és Keai! Km értékeket a vad tipusd, valamint P4-Glu, P4-Thr, P4-Ala, P4-Gly, P1-
Gly, P1’-Thr vagy P2’-Ser variansokat tartalmaz6 Hiss-MBP-SFV-1-mEYFP
rekombinéns szubsztratokon.

A mikrotiter lemez-alapu specificitasi vizsgdlat eredményeivel
dsszhangban, a legmagasabb katalitikus aktivitast a P4-GIn varians esetében
mértik (kb. 5-sz6rgs kilonbség a vad tipushoz képest). A P4-Thr és P4-Arg
mutansokon az enzim hasitasi hatékonysadga vad tipust szubsztrathoz
viszonyitva kb. 3,7-szer és 1,7-szer nagyobb volt, habar a P4-Arg esetében ez a
kilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak. A P4-Gly, P1-Gly, és
P2-Ser variansokra meghatarozott ke./Km értékek a vad tipusra kapott Kea/ K
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érték also hibahataraba esnek, és hasonlonak bizonyultak. Ezzel szemben a P1°-
Thr mutans esetében a proteaz katalitikus hatékonysagat megkozelitdleg 4-szer
alacsonyabbnak mértiik a természetes szekvencidhoz képest, és ez a kiilénbség
statisztikailag szignifikans volt.

A vad tipust szubsztraton meghatarozott Kkinetikai paramétereket
Osszehasonlitottuk a VEEV nsP2pro-1 esetében kozolt irodalmi adatokkal
(Zhang és mtsai, 2009; Hu és mtsai, 2016). A korabban publikalt és az altalunk
meghatarozott Kwu értékek kozotti kiilonbség nagy valdsziniiséggel az
alkalmazott szubsztratok szerkezeti kiilonbségeib6l fakad, ugyanugy, ahogyan
azt a TEV PR és a HIV-1 PR kinetikai mérésekben is tapasztaltuk. A Kca €S
kea/ Km €rtékek nem teljesen dsszehasonlithatdak, ugyanis jelenleg nincs a
protedzra olyan elérhet6 szelektiv inhibitor, amivel az aktiv enzim titralasok
elvégezhetéek lettek volna. Azonban, az alkalmazott reakciokorilmények
kozott 100%-os enzim aktivitast feltételezve a Kkea/Km értékek azonos
nagysagrendbe esnek, ami azt sugallja, hogy a vizsgalt VEEV nsP2pro
konstruktok katalitikus hatékonysdga megegyez6 azokon a kiilonbozé
szubsztrat-tipusokon, melyek a vad tipust SFV-1 hasitasi helyet reprezentaljak.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy a VEEV nsP2pro-1 Ala436-Met457
szegmenssel torténd N-terminalis meghosszabbitadsa nem okoz érdemi valtozést
a VEEV proteaz in vitro aktivitasaban.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkéank célja egy rekombinans fehérje szubsztratokra optimalizalt Ni-
NTA mégneses gyongy-alapu fluoreszcens protedz vizsgalati modszer
kifejlesztése és alkalmazésa volt. Az tervezett szubsztratok tartalmaznak egy N-
terminalis Hiss és egy MBP flzi6s cimkét, a TEV PR és a vizsgalni kivant
protedz hasitasi szekvenciajat, valamint egy C-terminalis fluoreszcens fehérjét
(FP). A szubsztratokat expresszalo vektorba egy kl6nozo kazettat terveztiink,
mely lehet6vé teszi a vizsgalni kivant hasitasi szekvenciat kodolo, révid DNS
szakaszok egylépésben torténd beillesztését.

A magneses gyongyhtz immobilizalt szubsztratok alkalmazhat6saganak
igazolasara enzimkinetikai, gatlasi és pH optimum meghatéarozasi vizsgalatokat
végeztiink a TEV és HIV-1 PR-okra. A mikrocs6-alapl mérésekhez kidolgozott
maodszert mikrotiter lemezre is optimalizaltuk. A fluorimetrids mérések mellett
kidolgoztunk egy eljarast, mellyel a redukal kériilmények kdzott végzett SDS-
poliakrilamid gél elektroforézist kovetden a denaturalt FP-k a gélben
renaturalhatoak, majd a fluoreszcencia alapjan detektalhatdak. A kiilonbozo FP-
k Gjrafeltekeredési képessége eltéré volt. A magneses gyongy-alapl és a gél
elektroforézissel torténd vizsgalatokhoz egy részletes modszerleirast, valamint
egy kapcsolodd oktatovideot készitettlink. A kifejlesztett vizsgalati mddszer
tovabb optimalizalhatd nagy ateresztoképességii és automatizalt mérésekhez, és
alkalmazhato proteaz szubsztratok azonositasara, gatldszerek vizsgalatara.

Célunk volt tovabba egy katalitikusan hatékonyabb VEEV PR enzimforma
létrehozasa is. A kifejlesztett modszert alkalmazva vizsgalatuk a létrehozott
VEEV nsP2pro-2 proteaz in vitro aktivitasat és specificitasat. Ehhez olyan Hise-
MBP-mEYFP rekombinans szubsztratokat hoztunk létre, melyek az SFV-1
(EYHAGA |GVVETP) hasitohely vad tipusq, illetve PS5, P4, P2, P1, P1°, vagy
P2’ variansait tartalmaztak. A vad tipust szubsztrat és hét varidnsa esetében
enzimkinetikai paramétereket is meghataroztunk. A mérések alapjan a VEEV
nsP2pro-2 enzimforma a P4-GIn és P4-Thr variansokat szignifikansan jobban,
mig a P1’-Thr varidnst szignifikdnsan kisebb hatékonysaggal hasitotta a vad
tipusy szubsztrathoz képest, mig a P4-Arg, P4-Gly, P1-Gly és P2’-Ser mutansok
esetében nem tapasztaltunk szignifikans kilonbseget. VEEV nsP2pro-2 nem
bizonyult hatékonyabbnak a korabban mar vizsgalt VEEV nsP2pro-1 forméahoz
képest, azonban a specificitasi vizsgalatok eredményei hozzéjarulhatnak a
tovabbi, alfavirusokat vagy egyéb IV. genetikai csoportba tartoz6 virusokat
célzo kutatdsokhoz.
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KOSZONETNYILVANITAS

Els6ként szeretném 6szinte kdszonetemet Kifejezni témavezetdmnek, Dr.
Tézsér Jozsef professzor Urnak, amiért lehetOséget adott arra, hogy a
Retroviralis Biokémiai Kutat Laboratérium kutatécsoportjaban dolgozhassak
és amiért folyamatos timogatasaval, szemléletmddjaval és hatalmas tudasa altal
értékesen tamogatta a munkamat.

Ezentul, halaval tartozom, a ’legjobb laboros cimboramnak’ Dr. Métyan
Janos Andrasnak, az értékes Utbaigazitasokeért, remek otleteiért, humoréért és a
folyamatos tdmogatasaért a labor asztalt6l a tudomanyos kdzlemények
megjelenéséig.

Tovabba szeretnék kiilon kdszonetet mondani a szerzétarsaimnak koztiik
Dr. Téth Ferencnek a HIV-1 protedz expresszios és tisztitdsos munkainak
elvégzéséért, Gazda Livia Diananak és Miczi Marionak a kinetikai és PAGE
vizsgéalatok kivitelezésében nyujtott segitségért.

Szeretném kifejezni hatalmas kdszonetemet Dr. David S. Waugh-nak a
kozds munkaért és hogy lehetoséget adott a Campus Hungary Program
TAMOP-4.2.4B/2-11/1-2012-0001 &ltal tamogatott rovid kutatdmunkéra az
altala vezetett Molekularis Krisztallografids Laboratériumban (NCI, MD,
USA). Az ott toltott id6 alatt végeztem a VEEV nsP2 és VEEV nsP2pro-2
enzimkonstruktok klonozasi, expresszids és fehérjetisztitasi munkait.

Szeretném megkdszonni Dr. Bacsi Attila professzor urnak a lehetdséget,
hogy a fluoreszcens méréseim soran az Immunologiai Intézet Biotek Synergy?2
készllékét hasznalhattam, illetve Multimédia és E-learning Technikai Kézpont
munkatarsainak Zsadanyi Gyorgynek, Tégyi Balazsnak, Postényi Balazsnak €s
Kirdly Zoltannak a hang és képi anyag elkészitésében nyujtott szakmai
segitséget.

Oszinte koszonetemet szeretném kifejezni a Retroviralis Biokémiai Kutatd
Laboratérium kollégéinak, akik az elsé pipettazasaimtol kezdve tdmogattak.
Kdszondm Janics-Petd Szilvianak, Dr. Matiz Krisztinanak, Dr. Kadas Janosnak
és Golda Maridanak a felbecsilhetetlen 6tletbdrzéket, csevegéseket, és a
segitséget.

Halaval tartozom tovabbd a Richter Gedeon Nyrt. munkatérsainak,
kulonosen Dr. Urbanyi Zoltannak, Dr. Megyeri Martonnak és Dr. Bogsch
Eriknek a folyamatos biztatasért és az egyetemi munkaim kapcsan tanusitott
rugalmassagaikért.
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A csalddom tamogatdsa nélkil nem tudtam volna megvaldsitani ezt a
munkat, ezért kiloéndsen koszénom a férjemnek, Csontos Kornélnak és
gyermekeinknek Gergének és Patriknak, hogy tdmogattak a kutatéi munkamat,
még akkor is, ha emiatt tdvol kellett lennem Télik. Halaval tartozom
édesanyamnak, a testvéremnek, édesapamnak, valamint a férjem szileinek a
folyamatos biztatasért és amiért mindig vigyaztak a kisfiaimra a nehezen
kiszamithat6 idobeosztasom ellenére is.

Végul, de nem utolsé sorban, a dolgozatomat a nagyszileimnek, Papp
Sandornak és Sapi Julianndnak ajanlom, a belém vetett soha véget-nem-ér6
hitiikért, az €élethez valo példaértékii hozzaallasukért és a hihetetleniil inspirald
erejukért.

Munkamat anyagilag tdmogatta az Orszagos Tudomanyos Kutatési Alap
és a GINOP-2.3.2-15-2016-00044 “PHARMPROT teaming” projekt.
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