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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

BLI
CA
DMSO
EDTA

FDA

FP
gag
Hiss
HIV
HPLC
IPTG
ka

Keat
Keat/ Km
kd

KD
Kwm
MA
MBP

mEYFP

Mpro

bioréteg interferometria (bio-layer interferometry)
kapszid fehérje

dimetil-szulfoxid
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respiratory syndrome coronavirus)
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respiratory syndrome coronavirus 2)
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dohany karcolatos virus (tobacco etch virus)
polioxietilén(20)-szorbitan-laurat

Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)



2. BEVEZETES

A proteolitikus enzimek tanulmanyozasanak torténete egészen a XVIII. szazad végéig
vezethetd vissza. Az utobbi évtizedekben a kutatasuk nagymértékben felgyorsult annak
koszonhetéen, hogy a gyakorlatban is hatékonyan alkalmazhatéak a biotechnoldgia és
orvostudomany teriiletén egyarant. A proteolitikus enzimek sokféleképpen befolyasoljak az
emberis€ég mindennapi ¢€letét, hiszen az ¢€l6 szervezetben esSzencialis folyamatok
lebonyolitasaban vesznek részt a homeosztazis fenntartasa érdekében, mindezek mellett fontos
terapias célpontokként szolgalnak fert6z6 betegségek kezelésében is. A proteazok muiikodését
befolyasold kismolekulaji gyogyszerek vizsgalata évtizedek oOta intenziv kutatés targyat képezi
mind az akadémiai, mind az ipari szféraban. Az elsé jelent0s sikerek kozé tartozik az 1-es tipusu
human immundeficiencia virus (HIV-1) proteaza elleni gatloszerek kifejlesztése, melyek
alkalmazasa a szerzett immunhianyos tiinetegyiittes (AIDS) kezelésében egyértelmiien igazolta
a proteazgatlok potencialis gyogyszermolekulaként valo alkalmazhatosagat. A proteolitikus
enzimek gyors vizsgalata érdekében nélkiilozhetetlen a hatékony és nagy ateresztéképességii
modszerek alkalmazasa, melyek jelentés mértékben felgyorsitjak a molekuléris kolcsonhatasok
tanulmanyozasat. A rekombinans fehérje-technoldgia térhoditasa 1) lehetéségeket nyitott meg
a proteaz-vizsgalatok teriiletén, tobbek kozott a rekombindns fehérjék szubsztratként torténd
alkalmazasa révén. A proteolitikus enzimek vizsgélatara tobb kiilonb6zd tipusti szubsztrat
rendszer is elérhetd (pl. peptid-alapu, kémiailag modositott), melyek koziil a rekombinans
fehérje szubsztratok felhaszndlasi lehetdségei rendkiviil sokrétiiek, ¢és sok elényds
tulajdonsaggal rendelkeznek mas technologiakkal szemben (pl. nagyobb koltséghatékonysag,
gyorsabb és egyszerlibb eléallitas). A kozelmultban kutatocsoportunk is kidolgozott egy olyan,
rekombinans fehérje szubsztrat-alapti rendszert, amely alkalmas proteolitikus enzimek
vizsgalatara. Ez lehetdvé tette szamunkra kiilonbozd retroviralis és retrovirus-szerii protedzok,
tovabba mas virusok (pl. alfavirus és potivirus) protedzanak karakterizalasat is, de tovabbi
proteolitikus enzimek, igy a 2019. év végén azonositott sulyos akut 1égzdszervi szindroma
koronavirus 2 (SARS-CoV-2) fé proteazanak vizsgalatahoz is felhasznaltuk az altalunk
korabban kifejlesztett technologiat. Mindezek mellett a rekombinans fehérje szubsztratok

felhasznalasi lehetdségeit tovabb bovitettiik egy 1) méréstechnikai modszer kidolgozéasaval.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1 A proteazok

A proteolitikus aktivitassal biré enzimek (peptidazok, proteinazok, proteazok) kozos
tulajdonsaga, hogy képesek megsziintetni az aminosavmaradékok kozti kapcsolatot, a
peptidkotések  hidrolizise révén. A proteolitikus aktivitas kovetkezménye lehet a
fehérjemolekulak degradacidja, melynek fontos szerepe van példaul a fehérjék emésztésében
¢és elimindcidjaban. A proteazok emellett képesek lehetnek a célfehérjék meghatarozott
helye(ke)n torténé hasitasara, igynevezett limitalt proteolizis révén, melynek soran a fehérjék
egy vagy csupan néhany specifikus helyen hasadnak, melynek a fehérjefunkcio
szabalyozasaban van fontos szerepe. Ez a folyamat gyakran a célfehérje aktivacidjaval jar (pl.
véralvadasi kaszkad) (Goldberg, 2003).

Az evolicid sordn a protedzok az eltérd felépitésii €l6lényekben tapasztalhatd
kortilmények széles skalajahoz alkalmazkodtak (pl. pH-valtozasok, reduktiv koérnyezet,
ionerésség), ¢és kilonbozo katalitikus mechanizmusokat alkalmaznak a célmolekula
(szubsztrat) hidroliziséhez (Turk, 2006). A proteazok katalitikus mechanizmusuk alapjan
csoportosithatéak, ez alapjan Szerin-, cisztein- vagy treonin-proteazok (amino-terminalis
nukleofil-hidrolazok) vagy aszpartil-, metallo- és glutaminsav-proteazok k6zé soroljuk 6ket, a
glutaminsav-proteazok az egyetlen olyan altipus, amelyet emlésokben eddig nem azonositottak
(Puente és mtsai, 2003). A katalitikus mechanizmus szerinti csoportositas mellett a proteazok
csoportosithatéak a hasitott kdtés pozicidja alapjan is. Bizonyos protedzok a szubsztratok N-
vagy C-termindlisarél tavolitjdk el a terminalis aminosavakat (aminopeptidazok ¢és
karboxipeptiddzok), de ismeriink a terminalis di- vagy tripeptidek lehasitasara képes enzimeket
is (pl. di- és tripeptidil peptidazok), mig mas proteazok a polipeptid lanc belsejében 1évo

intramolekularis kotéseket hidrolizaljak (endopeptidézok).

A legtobb proteaz specifikus aminosav szekvenciat ismer fel, a fehérje- vagy peptid-
természetli szubsztratok az enzim aktiv helyére illeszkednek, és a szubsztrat egyes
aminosavmaradékai az enzim egy-egy szubsztratkotd zsebével alakitanak ki kolcsonhatast. A
Schechter és Berger altal bevezetett nevezéktan szerint (Schechter és Berger, 1967) a
szubsztrat aminosav poziciokat az elhasadd peptidkotéstdl indulva novekvé szamozassal
jeloljiik, a N-terminalis irdnyba P1-Pn, mig C-terminalis irdnyba P1’-Py szdmozas szerint. Az
enzim szubsztratkotd zsebeit N-terminalis iranyba S1-Sy, valamint ellenkezd irdanyba S1°-Sy-

ként jeldljik (1. abra).



Elhasado kétés

1. abra. A proteaz-szubsztrat kapcsolat Schechter és Berger-féle altalanos

nomenklatiraja. A hasitasi poziciot piros szint oll6 jeldli.

A proteolizis az egyik leggyakoribb irreverzibilis poszttranszlaciés modositas, és
alapvet0 szerepet jatszik szamos Sejt és szovet funkciojaban, a fehérje lebomlasatol a specifikus
fehérje-aktivacioig (Goldberg, 2003; Baeuerle és Henkel, 1994). A fehérjék hasitasaval a
proteazok olyan kulcsfontossagi élettani folyamatok szabalyozasaban vesznek részt, mint
példaul a sejtciklus szabalyozasa, a sejtproliferacio és a sejtpusztulas, a DNS-replikacio, a
szovetek atalakulasa, a vérzéscsillapitas (koagulacio), a sebgydgyulads és az immunvalasz
(Turk, 2006). A nagyjabol 600 emberi proteaz — a genom koriilbeliil 2%-a — dolgozik egyiitt a
szervezet sejtjei és szovetel fizioldgias miikodésének és homeosztazisanak fenntartasaban
(Chang és mtsai, 2019; Zhou és mtsai, 2020). A proteaz aktivitas és annak szabalyozasi zavara
daganatos megbetegedések és gyulladasos folyamatok kialakulasat segithetik el6 (Mason és
Joyce, 2011; Reed és Kita, 2004). Mindezek mellett a proteazoknak jelentGs szerepe van
kiilonboz6 fert6z6 megbetegedések kialakulasaban is (Urban, 2009). Példaként emlithet6 a
kiilonboz6 virusok replikacios ciklusanak végbemenetelét eldsegitd proteazok Un. maturaciot
(virus érés) eldsegitdé funkcidja (Vogt, 1996). A tovabbiakban az 1-es tipusi human
immundeficiencia virus (HIV-1) és a stlyos akut légzészervi szindroma Koronavirus 2 (SARS-
CoV-2) altalanos bemutatasat kovetéen részletesebben taglalom az adott csaladra jellemz6

proteazok szerkezeti felépitését és funkcigjat.



3.2. AHIV-1 virus

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) legfrissebb adatai
alapjan napjainkig (2021.12.27) tobb mint 37,7 millio 6 fert6z6dott meg a HIV-1 virussal
vilagszerte (World Health Organization, HIV). A virussal kapcsolatos legfobb egészségiigyi
problémat az infekciét kovetd kései szerzett immunhianyos tlinetegyiittes (acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS) okozza, mely sok esetben haldlos kimenetelti (Weiss,
1993). A HIV a retrovirusok csaladjan beliil a lentivirus nemzetséghez tartozd, pozitiv szala
kettds RNS genommal rendelkezé virus. A HIV virusok felépitésiiket tekintve burokkal,
kapsziddal, illetve nukleokapsziddal rendelkeznek, melyek a virus védelméiil szolgalnak,
illetve a gazdasejtbe torténd bejutdsat €s propagaciot segitik eld. Fertdzést kdvetden a virdlis
genomot a reverz transzkriptaz irja at DNS molekulava, amely egy masik fontos viralis enzim,
az integraz segitségével képes beépiilni a gazdasejt genomjaba. A viralis replikécios ciklus
tovabbi fontos 1épései koz¢é tartozik a provirusrol torténd transzkripcio (mRNS atiras), a viralis
fehérjék transzlacidja (fehérjeszintézis), a virust alkotd fehérjék Osszeszerelddése, és a
gazdasejtbdl vald kilépés. Az igy keletkezett virionokban torténik meg a maturacié a viralis
poliproteinek funkcionalis egységekké torténd hasitasa révén, melyet a HIV genomrdl atirodott

aszpartil proteaz végez (Engelman és Cherepanov, 2012; Barré-Sinoussi és mtsai, 2013).

A virus replikacios ciklusanak minden egyes 1épése fontos terapias célpontként
szolgalhat. A napjainkban elérhet6 antivirdlis szerek a virus sejtbe torténd bejutas és fuzio, a
reverz transzkripcid, az integracio és a maturacio gatlasan keresztiil fejtik ki hatasukat (2. abra).
A maturacidt gatlo terapias hatdéanyagok célpontja a virdlis protedz. Jelenleg Osszesen nyolc
kiilonboz6, az amerikai Elelmiszerbiztonsagi és Gyogyszerészeti Hivatal (FDA) altal elfogadott
HIV proteaz inhibitor érheté el. Az elmult évtizedekben jelentés mennyiségii kutatas iranyult a
HIV-1 protedz vizsgalatara. Ennek kdszonhetden tobb, a klinikumban is alkalmazott protedz
inhibitor (saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, atazanavir, lopinavir, darunavir, és
fosamprenavir) is a részét szolgalta a nagy hatékonysagll antiretroviralis terapianak (highly

active antiretroviral therapy, HAART), mely az AIDS kezelésére szolgal.
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2.  abra. A HIV-1 replikaciés ciklusanak fobb 1épései és terapias célpontjai. Fobb
Iépések: 1) CD4 receptorhoz és koreceptorhoz vald kotédés; 2) a gazdasejt membrannal
torténd egybeolvadasa (fzid); 3) a kapszid kicsomagolodasa; 4) a HIV viralis RNS reverz
transzkripidja; 5) a preintegracios komplex (PIC) kialakulasa és sejtmagi transzportja; 6) a
gazdasejt genomjaba torténd beépiilés (integracio); 7) RNS transzkripcid; 8) az RNS
molekuldk exportja; 9) a virdlis genomrdl torténd transzlacio; 10) a virust alkotod
biomolekulak dsszeszerelddése; 11) a virion lefiizédése; valamint 12) a viralis poliproteinek
maturacidja. Roviditések: CCR5-kemokin receptor 5, LTR- hosszu terminalis ismétlédés,
NRTI — nukleozid reverz transzkriptaz inhibitor, NNRTI — nem-nukleozid reverz

transzkriptaz inhibitor. Az abran jeldltiik az antiviralis szerek f6 tdmadaspontjait.

3.2.1. AHIV-1 proteaz

A retroviralis proteazok, mas néven retropepszinek, az aszpartil-proteazok A2
csaladjaba tartozo proteolitikus enzimek (Rawlings és mtsai, 2012). Ennek a csaladnak az
egyik legismertebb és legjobban jellemzett tagja a HIV-1 proteaz. Az enzim homodimerként
funkcional, az aktiv proteazt két, szekvenciajaban és szerkezetében is azonos, legtdbb esetben
99 aminosavbol all6 monomer interakcidja hozza létre (3. abra), de a proteaz 100 (I36T1T) és
101 (L38LTN1TL) aminosavat tartalmazo, ritkabban el6fordul6 természetes varidnsai is ismertek

(Lockhat és mtsai, 2016; Maseko és mtsai, 2016; Lawal és mtsai, 2020).
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3.  4bra. A monomer és dimer HIV-1 proteaz szerkezete és aminosav sorrendje. Az

abra elkészitéséhez hasznalt fehérje szerkezete megtalalhaté a PDB adatbazisban (PDB:
5HVP) (Fitzgerald és mtsai, 1990). A szerkezet és a funkcié szempontjabol fontos
szerkezeti elemeket a monomerben és a szekvenciaban azonos szinekkel jeloltiik (bal oldali

abrarész). A homodimer esetében az egyes lancok eltérd szintliek (jobb oldali dbrarész).

A proteaz jelentds szerepet jatszik a HIV-1 replikacios ciklusban a viralis gag és gag-
pol poliproteinek irreverzibilis poszttranszlacios modositasaban. A proteaz 6t proteolitikus
1épés alatt hat egységgé alakitja a gag fehérjét; ezek a matrix (MA), kapszid (CA), spl,
nukleokapszid (NC), sp2, és p6” (Debouck és mtsai, 1987). A gag-pol fehérje limitalt
proteolizise eredményeként a fehérjelancbol Katalitikus aktivitassal rendelkezé funkcionalis
egységek keletkeznek, a reverz transzkriptaz (RT), az integraz (IN), az RNaz H és a proteaz
(PR) (Darke és mtsai, 1988) (4. abra). Ezen folyamatok rendkiviil fontos szerepet jatszanak a

virdlis replikéacios ciklusban emlitett maturdcidban (Potempa, 2015; Swanstrom és Wills,
1997).
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4.  abra. A HIV-1 Gag-Pol poliprotein sematikus abrazolasa. Az egységek hataran
jelzett aminosavszekvencidk a HIV-1 PR 8-tagt kanonikus felismerdhelyeit (P4-P1 és P1°-
P4’) jelolik, a szekvencian beliil a csillagok a hasitasi poziciokat jelolik. A proteolizis
kovetkeztében a poliproteinbdl funkcionalis egységek jonnek létre; MA-matrix, CA-
kapszid, spl-spacer peptid 1, NC-nukleokapszid, TFP-transzkeret peptid, p6*”, RT-reverz
transzkriptaz, INT-integraz. A HIV-1 poliprotein szekvenciat a UniProt adatbazisbol
toltottiik le (UniProt ID: P04585).

A peptidkotés hidroliziséért kozvetelniil a retroviralis proteazok konszenzus D-T/S-G-
A aktiv hely motivumaban, a HIV-1 PR esetében az egyes monomerekben a 25. és 25°.
poziciokban talalhatdo aszpartat aminosavmaradékokbol allo katalitikus diad felelés. Az
aszpartil protedzokra jellemzOen a nukleofil tdmadas egy aktivalt vizmolekuldn keresztiil
torténik meg (Neil és Guy, 2013). A katalitikus motivumon kiviil mas szerkezetileg fontos
régiok is vannak, amelyek részt vesznek a funkcionalis homodimer kialakitasaban, illetve a
szubsztrat megkdtésében (3. abra). Ezen régiok kozé tartozik a lebeny régio (flap), az aktiv
helyen (a , tlizolto-fogas” kdlcsonhatasok révén; fireman'’s grip) kialakul6 hurok, az antiparalell
B-redkbdl felépiild dimerizacids régid a molekula aljan, és a konszenzusos a-hélix az enzim

C-terminalisanak kozelében (Métyan és mtsai, 2020).

A HIV-1 PR szubsztratspecificitdsanak és aminosav preferenciainak meghatarozasa a
mai napig kihivast jelent annak ellenére, hogy jelentds erdfeszitések torténtek a hasitési
poziciok in vitro laboratoriumi karakterizalasa érdekében (Weber és mtsai, 1989; Griffiths és
mtsai, 1992; Piana és mtsai, 2001; Bagossi és mtsai, 2005; Berg és Tholey, 2012; Wagner
és mtsai, 2015). A HIV-1 PR-ra vonatkoz6 szisztematikus specificitasi vizsgalatok igazoltak,
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hogy alapvetéen kétféle hasitohelyet kiilonboztethetiink meg: az 1-es tipust hasitohely aromas
aminosavmaradékot és prolint tartalmaz P1 és P1’° poziciokban, mig a 2-es tipusu hasitohely
esetében az enzim hidrofob aminosavmaradékok (prolin kivételével) kozotti kotést hasit
(Tozsér, 2010; Weber és mtsai, 2021). A retroviralis proteazok esetében az S1 zsebekre
els6sorban hidrofob aminosavak iranti preferencia jellemz6, azonban a tobbi (S2-S4)
szubsztratkotoé zseb aminosav preferencidja jelentdsebb eltéréseket mutathat (Eizert és mtsai,
2008). Példaul a P2 pozicio kritikus jelentéségii lehet a hasitohely szempontjabol. Az 1-es
tipusu hasitohelyen torténd hasitas esetében a P2 poziciot leginkabb az aszparagin jelenléte
jellemzi, mig a 2-es tipusu hasitohely esetében jellemzdéen elagazé lancu aminosavmaradékok
talalhatoak ebben a pozicioban (Bagossi és mtsai, 2005). Abban az esetben, ha a P2’ pozicioban
glutamin vagy glutaminsav taldlhatd, akkor a P1 pozicidban legvaldszinibben hidrofob
aminosav fordul e¢l6 (Wlodawer és Erickson, 1993). Az in vitro médszereken kiviil in silico
modszereket is kifejlesztettek a HIV-1 PR hasitohelyeinek becslésére, melyek elsésorban az

valosziniiségét (Shen és Chou, 2008).

A proteaz specifitasaval kapcsolatos ismereteink nagy része a Gag és Gag-Pol
hasitohelyeket reprezentald peptideket alkalmazo vizsgalatokbol szarmazik (Tozsér és mtsai,
1991; Tozsér és mtsai, 1996; Maschera és mtsai, 1996; Tozsér és mtsai, 2000; Fehér és
mtsai, 2002; Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008; To6zsér, 2010; Liu és mtsai 2011;
Lawal és mtsai, 2020), &m ezen vizsgalatok az esetek tobbségében csupan a P5-P5’ és S5-S5°
interakciok vizsgalatan alapultak, de nem szolgaltak informacidval az aktiv helytdl esetlegesen
tavolabb esé régiok (pl. S12-S6 ¢és S6’-S12°) szubsztratkotésben betoltott szerepére
vonatkozoan. Ujabb kutatasok alapjan a HIV-1 PR és a szubsztratjai kozti kolcsonhatasok nem
korlatozodnak a proteaz aktiv helyére (Lee és mtsai, 2012). Az aktiv helyt6l tavolabb es6, a
szubsztrat megkotésében szerepet jatszd enzimfelszini régiok 1étezését elsoként 2015-ben irtak
le (Laco, 2015). Ezen régiot szubsztratk6té aroknak (substrate groove vagy S-groove) nevezték
el, meglétét részletesebben a HIV-1 és az 1-es tipusi human T-limfotrop virus (HTLV-1)
proteazok esetében igazoltak in silico és in vitro kisérletek sorozataban (Laco, 2015; Laco,
2017) (5. abra). Bar kutatocsoportunk eredményei a HTLV-1, HTLV-2 és HTLV-3 proteazok
esetében is az S5 és S4 zsebek szubsztrat kotésében bet6ltott jelentdségére utalnak (Tozsér és
mtsai, 2000; Kassay és mtsai, 2021), az aktiv helyen kiviili kdlcsonhato feliileteket (S12-S5
és S5°-S12° zsebek) kutatocsoportunk munkatarsai nem vizsgaltak részletesen a HTLV és a

HIV proteazok esetében sem. A kotéhely célzott vizsgalatat csak a Tyl retrotranszpozon
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proteaz esetében végezte el kutatdocsoportunk, €és bar az eredmények az enzimfelszini

kotéhelyek jelenlétére utaltak, nem szolgaltak egyértelmii bizonyitékkal (Gazda és mtsai,
2020).

aktiv hely
szubsztratk6té

arok

_____________

DTGNNSQVSQNY*PIVQONLQGQOMVH

5. abra. A HIV-1 PR 24-tagu peptiddel alkotott komplexének abrazolasa. A HIV-1
PR két alegységét barna és bordoé szinekkel jeloltiik. A 24-tagh fehérje szubsztratnak az aktiv
helyre kotdd6 szakasza (P4-P4°) kék, mig az enzimfelszini szubsztratkotd arokkal
kolcsonhato szakasza (P12-P5 és P5°-P12°) z6ld szinnek van jeldlve a szerkezetben és a
szubsztrat szekvenciajaban egyarant. Az abran, mely a Gary S. Laco altal rendelkezésiinkre
bocsajtott atomi koordinatak alapjan késziilt (Laco, 2015), az aktiv helyen 1év6 katalitikus

vizmolekulat is feltiintettik.

A szubsztratkoté arok egy, a homodimer enzim felszinén elhelyezked6 koélcsonhato
feliilet, mely lehetové teszi a szubsztrat P12-P5 és P5’-P12° aminosavainak felismerését és
megkotését. A szubsztratkotd arok noveli az enzim szubsztrathoz vald affinitasat, ezaltal
befolyasolja az enzim proteolitikus hatékonysagat. Laco tanulmanyaiban leirja, hogy a
multidrog-rezisztens (MDR) HIV-1 PR-ok miikodésében a szubsztratkotd arkot kialakitd
aminosavak jelentds szerepet toltenek be a szubsztrat felismerésében és kotésében (Laco, 2015;
Laco, 2017). A Gag és Gag-pol poliprotein szubsztratként vald alkalmazasa soran a vad tipusu
¢s MDR HIV-1 protedzok kozel azonos bioldgiai aktivitassal rendelkeztek, mig a MDR HIV-1
PR aktivitasa jelentds mértékben csokkent a peptid szubsztratok alkalmazasa esetén. Laco arra
a kovetkeztetésre jutott, hogy a HIV-1 PR az aktiv helyen (S4-S4’) és a szubsztratkotd arkon
(S12-S5 ¢és S5°-S12°) keresztiil is kolcsonhatasba 1ép a Gag és Gag-pol poliprotein

szubsztratokkal, igy 0sszességében akar 24-tagu szekvenciaval képes kdlcsonhatasba 1épni.
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3.2.2. A nukleokapszid fehérje, mint HIV-1 proteaz szubsztrat

A HIV-1 PR poszt-maturacioban betoltott egyik fontos szerepe a korabbi feltételezések
alapjan a kapszid és nukleokapszid fehérjék hasitasa (Tozsér és Oroszlan, 2003). A HIV-1
nukleokapszid (NC) fehérje egy kisméretii bazikus fehérje, amely két cink-ujj motivumot
tartalmaz (6. abra). A NC-nak szamos funkcidja van a virusreplikacioban, mivel részt vesz a
genomialis RNS cDNS-s¢ valo atirasdban, dimerizaciéjaban és csomagolasaban, a virus-
Osszeszerelddésben ¢s nukleinsav-feltekeredést eldsegitd, Un. chaperon-aktivitassal is
rendelkezik (Rein és mtsai, 1998). A proximalis cink-ujj domén hidrolizisérél mas
retrovirusokban is beszamoltak in vitro kisérletekben (Roberts és Oroszlan, 1989).
fenilalanin (F16) és 17. poziciojaban 1évé aszparagin (N17) kozt torténik meg. A proteolitikus
hasitds pontos helye kémialag szintetizalt és rekombindns fehérjéken egyarant bizonyitott

(Tozsér és mtsai, 1993; Wondrak és mtsai, 1994; Tozsér és mtsai, 2004)

6.  abra. A HIV-1 nukleokapszid fehérje elsé (proximalis) és masodik (disztalis) cink-
ujj motivumainak sematikus abrazolasa. A vizsgalataink targyat képez6 proximalis cink-
ujj esetében feltiintettiik az aminosavsorrendet és a szamozast is. A cink ion kotésében részt
vevO cisztein és hisztidin aminosavak sotétkék szintiek. A fekete nyil a HIV-1 PR

természetes hasitohelyét jelzi.

Korabbi feltételezések alapjan a nukleokapszid cink-ujj motivum hidrolizisének szerepe
lehet a replikacios ciklus korai szakaszaban. A HIV-1 NC cink-ujj szekvencia motivumai
er0sen konzervaltak (Foley és mtsai, 2018); korabbi feltételezések alapjan részben a magas

konzervaltsag teszi lehet6vé azt, hogy a NC fehérje a cink-ujjban 1évé hasitohelyen
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elhasadhasson (Tozsér és mtsai, 2004). A természetben el6forduld virus variansok nem
kutatocsoport is beszamolt kiilonb6zé NC variansokkal torténd in vitro kisérletekrdl, mely
eredmények kevésbé konzisztensek. Mark Danieli és munkatarsai (Mark-Danieli és mtsai,
2005) arrol szamoltak be, hogy azok a virusok, melyek az NC fehérjében N17K mutaciot
tartalmaznak magasabb transzdukcids hatékonysaggal rendelkeztek, tehat konnyebben
megfert6zték az 0j gazdasejteket. Ezen eredmények magyarazataul szolgalhat, hogy a mutacio
kovetkeztében fokozott RNS csomagolodas figyelheté meg, a vad-tipusu szekvenciat kodold
virushoz képest. Ezzel szemben egy 2008-as kézleményben ugyanezen virus mutansra 10000-
szer kisebb fertdzéképességet hataroztak meg a vad tipusi NC szekvenciat hordozé virionhoz
képest (Kafaie és mtsai, 2008). Egy masik kozleményben az emlitett mutacié hatasa nem
befolyasolta a viralis replikacios ciklust, de fokozta az RNS becsomagolodasat (Dorfman és
mtsai, 1993). Az N17G ¢és N17F mutaciok vizsgalatakor Thomas és munkatarsai replikaciora
képtelen virion részecskék létrejottét tapasztaltak (Thomas és Gorelick, 2008). A NC
proximalis cink-ujj proteolitikus hasitasanak szerepe a replikacié korai 1épéseiben a mai napig
nem tisztdzott egyértelmilen annak ellenére, hogy a virusok életciklusaban betoltott
fontossagara utal a hasitohely rendkiviili konzervaltséga is, valamint azon kutatdsok, melyek a

proteaz korai fazisban betoltott szerepét vizsgaljak (Toth és mtsai, 2016).

3.3. A SARS-CoV-2 virus

A koronavirusok a Coronaviridae csaladba, azon beliil a Béta-koronavirus nemzetségbe
tartozé virusok. Orokitéanyagukat tekintve a legnagyobb virdlis genommal rendelkeznek,
megkozelitdleg 26-32 kilobazispar (kbp) (Woo és mtsai, 2010). A nemzetség tagjainak
genomja pozitiv egyszali RNS, mely legalabb 6 nyitott olvasasi keretet (open reading frame,
ORF) foglal magaba, a SARS-CoV-2 14 ORF-et tartalmaz (Ullrich és Nitsche, 2020).
Legismertebb képviseldi kozé tartoznak a Kozel-keleti 1égzészervi szindromat (Middle East
respiratory syndrome, MERS) okoz6 koronavirus (MERS coronavirus, MERS-CoV), valamint
a sulyos akut 1égz6szervi szindroma koronavirus 1-es (SARS-CoV) és 2-es tipusa (SARS-CoV-
2) (Drosten, 2013; Kooshkaki és mtsai, 2020). Az utobbi a 2019-es év végén Kina Wuhan
tartomanyaban azonositott, stlyos tiidégyulladas-szerli tiinetekkel jellemezhetd korkép, a
koronavirus betegség-19 (COVID-19) okozdja (Wu F. és mtsai, 2020), melyet a WHO
2020.03.11.-t61 vilagjarvanynak (pandémia) nyilvanitott. Napjainkig (2022.01.06.) a WHO

adatai alapjan vilagszerte tobb mint 293,7 millio {6 fert6z6dott meg a virussal, valamint tobb
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mint 5,4 milli6 esetben halalos kimeneteli volt a betegség (World Health Organization,
COVID-19). Magyarorszagon a jarvany kovetkeztében napjainkig (2022.01.06) elhunytak

szama meghaladja a 39 ezret.

A koronavirus fertézés kezdeti 1épése kozé tartozik a koronavirus tiiske (S) fehérje
specifikus kotodése a célsejten 1évé receptorokhoz (7. abra) pl. ACE-2 receptorhoz
(angiotenzin atalakito enzim-2) (V'kovski és mtsai, 2021). A koronavirus génexpresszidjanak
komplex programja akkor indul el, amikor a virus genom kiszabadul a gazdasejt

citoplazmajaba. A folyamat térben és idoben erdsen szabalyozott.

A genomi RNS ORF1la és ORF1b transzlacioja két poliproteint eredményez (V'kovski
és mtsai, 2021). A nem-strukturalis fehérjéket (nsp) tartalmazo poliproteinek limitalt
proteolizis révén darabolodnak fel funkcionalis egységekké, melyek hasitasaért a viralis
proteazok feleldsek. A virus genomja két proteazt is kodol, az nsp3 papain-szerii proteazt
(PLpro), valamint az nsp5 f6 proteazt (Mpro, main protease). Utobbit 3-kimotripszin-szerii
proteaznak is nevezik (3CLpro, 3-chymotrypsin-like protease), mindkét elnevezést elterjedten
hasznaljak a szakirodalomban. A virus replikédciojat a teljes hossziisagu negativ iranyultsagu
genom kopiak szintézise inditja el, amelyek mintaként szolgalnak az 0j pozitiv iranyultsagu
RNS Ilétrehozasahoz (V'kovski és mtsai, 2021). Az Gjonnan szintetizalt orokitGanyagot
hasznaljak fel, hogy tovabbi nsp-ket hozzanak létre, vagy 0] virionokba csomagoljak 6ket. A
szerkezeti fehérjéket, azaz az S fehérjét, a burok (E), a membrén (M) és a nukleokapszid (N)
fehérjét is a koronavirus genom ORF-ek kodoljak, ezen gének a genom 3’ végén talalhatok
(V'kovski és mtsai, 2021). Altalanossagban elmondhaté, hogy a koronavirus szerkezeti
fehérjék az endoplazmatikus retikulum (ER) és a Golgi-kompartmentum kozott veszik fel
térszerkezetiik és az 0j virionok a fert6zott sejtbél exocitozissal tavoznak (Stertz és mtsai,
2007, Bricker, és mtsai, 2020). A legujabb bizonyitékok azonban azt mutatjak, hogy a béta-
koronavirusok, beleértve az egér koronavirust és a SARS-CoV-2-t is, inkabb lizoszomalis ton
keresztiil tivoznak a fert6zott sejtekbdl (Tindle, és mtsai, 2021). A Koronavirus életciklusahoz
nélkiilozhetetlenek a gazdasejt fehérjékkel valo molekularis kdlcsonhatasok. A SARS-CoV-2
fehérjék elsd szisztematikus expresszios vizsgalata és az azt kovetd affinitas-tisztitas, majd
tomegspektrometriai analizis tobb mint 300 potencialis koronavirus-gazdafehérje kolcsonhatast
azonositott (Gordon és mtsai, 2020). A gazdasejt-virus interakciok felderitése rendkiviil fontos
a teljes viralis replikacios ciklus és a patogenezis megismeréséhez, valamint 0j potencialis

terapias célpontok meghatarozasa szepmontjabol is.
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Citoplazma

Vlralls 2. Kicsomagolédis

Riboszoma

7\/\/L/ / 6. Virion osszeszerel6dés o\k —8

3. Nsp-k létrehozisa . ‘.\\
Mpro % ".':"‘-7"..‘-' .\ :
pplab
o“owoo“’oo - ® o 5. Strukturalis fehérjék ~
PLoro 4. RNS replikacio \::> szintézise ER

7.  abra. A SARS-CoV-2 replikacios ciklusanak fébb lépései és terapias célpontjai. 1)
A virion sejtbe torténd bejutasa ACE2-medialt endocitozissal; 2) a virion kicsomagoloda; 3)
az RNS genomrol torténd fehérjeszintézis és poszttranszlacios proteolizis; 4) a viralis
fehérjék altal medialt RNS genom replikacio; 5) a strukturalis fehérjék szintézise; 6) a virion
Osszeszerel6dés és 7) leflizodés. ACE2 - angiotenzin konvertalo enzim-2, pplab - poliprotein
1ab, nsp - nem-strukturalis fehérje, Mpro - f6 proteaz, PLpro - papain szerii proteaz, ER -

endoplazmatikus retikulum, S - tiiske fehérje, E - burok fehérje.

A virusokkal szembeni védekezés elsd nagy attdrését az RNS-alapu vakcindk
jelentették, amelyeket elséként az Egyesiilt Kiralysagban, az Egyesiilt Allamokban és az
Eurdpai Uniodban engedélyeztek. A WHO adatai alapjan napjainkig (2022.01.06) kozel 9,1
milliard dozis kiilonbozé tipusu oltdéanyagot hasznéltak fel a jarvany megfékezése érdekében.
Annak ellenére, hogy a véddoltasokra és a terapias fejlesztésekre irdnyuld eréfeszitések jelentds
elérehaladast mutatnak, tovabbra is rendkiviil nagy az igény a hatékony terapias lehetdségek
irant, hiszen tobb mint egy évvel a vilagméretli jarvany kezdete utan sem all rendelkezésre
standardizalt COVID-19 kezelési protokoll és nagy hatékonysagu, specifikus virusellenes
kezelési lehetdségek sem elérhetéek a klinikumban. A gydgyszerek ujrahasznositasa (drug
repurposing) ,,univerzalis stratégia” az ujonnan kialakult betegségek kezelésében, mivel a
sziikséges klinikai vizsgalati 1épések szamanak redukalasa csokkentheti a gyogyszer piacra

keriilésének idejét és koltségeit. A meglévd gyogyszeripari ellatasi lancok elésegithetik a
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gyogyszer formuldzasat és forgalmazasat, mas gyogyszerekkel vald kombinacidé ismerete
lehetévé tenné a hatékonyabb kezelést. A virussal szembeni védekezés korai szakaszaban a -
mar terapids felhasznédlasra engedélyezett gyogyszermolekuldk hatékonysagat vizsgald -
kutatasok egyik f6 célpontja a SARS-CoV-2 {6 proteaz volt. Mivel a SARS-CoV-2 6
proteazanak alapvetd szerepe van a viralis replikacios ciklusban, ezért a tovabbiakban ezen

enzim felépitését, funckidjat és néhany terapids szer hatékonysagat fogom attekinteni.

3.3.1. ASARS-CoV-2 6 proteaza

A SARS-CoV-2 0 proteaza a cisztein proteazok csaladjaba tartozo proteolitikus enzim,
mely rendkiviil fontos szerepet jatszik a SARS-CoV-2 replikacios ciklusaban (7. abra).
Szerkezetét tekintve homodimer, amely két protomert tartalmaz, ami egyenként hirom

doménbdl all (1., II. és III. domén) (8. abra).

Aminosav sorrend:

Al i ( TVNVLAWLYAAVINGDRWFLNRFTTTLNDFNLVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQTG
IAVLDMCASLKELLONGMNGRTILGSALLEDEFTPFDVVRQCSG

8. 4abra. A monomer és dimer SARS-CoV-2 f6 proteaz szerkezete és aminosav
sorrendje. Az abra elkészitéséhez hasznalt szerkezeti koordinatak megtalalhatéak a PDB
adatbazisban, a monomer szerkezetet a 6Y2G.pdb (Zhang és mtsai, 2020), mig a dimer
format a 7JQ2.pdb (Yang és mtsai, 2021) alapjan készitettiik. A szerkezeti elemeket azonos
szinekkel jeloltiik a szekvenciaban és a monomer szerkezetben (bal oldal). Az egyes fehérje

lancokat zold és narancssarga szinekkel jeloltiik a dimer szerkezetben (jobb oldal).

19



Az 1. és II. domént hat antiparalell B-hordd, mig a III. domént egy 6t a-hélixbol allo
antiparalell globularis klaszter alkotja, amely egy hossz( hurok régioval kapcsolodik a II.
doménhez. Az 1. és II. domén kozotti hasadékban egy ciszteinbdl és hisztidinbdl allo katalitikus
diad talalhat6, amely az N-terminalis 1-7. aminosavmaradékokkal egyiitt feltehetGen
kulcsfontossagu szerepet jatszik a proteolitikus aktivitasban (Anand és mtsai, 2002; Anand és
mtsai, 2003). A szubsztratkoto hely az 1. és II. domén kozotti arokban talalhato. Ezen arokban
pozicionalddik az aktiv hely, melynek részét képzi a cisztein protedzokra jellemzd hisztidin
(H41) molekula altal aktivalt cisztein (C145), mely jelen esetben a katalitikus diadot képzi
(Verma és mtsai, 2016; Jin és mtsai, 2020). Az 1-7. N-terminalis maradékokon keresztiil
egymashoz kot6do protomerek pedig a II. és III. domén kozott helyezkednek el, amelyeknek a
szubsztratkoto hely kialakitasaban van szerepiik (Chou és mtsai, 2004; Qamar és mtsai, 2020;
Zhang és mtsai, 2020). A katalitikus diadban elhelyezked6 hisztidin imidazol gyiiriije hidrogén
donorként szolgal egy szerkezeti viz molekulanak. A peptidkotés hasitdsa egy aciltranszfer
reakcio révén valdsul meg. Elso 1épésben az aktiv hely cisztein szulfhidril csoportja (C145)
nukleofil médon megtamadja a peptid karbonil szénatomjat. Ennek eredményeként jon 1étre az
S-acil enzim, a szubsztrat karbonil szénatomja és az enzim aktiv helyének tiol csoportja kdzott.
Ezek utan a karbonil szénatom hidrolizalodik a proteaz tiol csoportjardl. Végezetiil a protedz
aktiv centrumot kialakité aminosavai regeneralodnak. Mint mindegyik koronavirusban, a 6
proteaz aktiv helyei (S1°, S1, S2 és S4) erdsen konzervaltak. Az S1° pozicidban a cisztein
molekula tiol csoportjan keresztiil torténik meg az inhibitorok megkdtése kovalens kotés

kialakitasa révén (Yang és mtsai, 2005; Wang és mtsai, 2020).

A viralis protedzok (PLpro és Mpro) legjelentdsebb funkcidja a virdlis poliproteinek
funkcionalis egységekké torténd processzalasa (Wu A, 2020) (9. abra). A proteolitikus
enzimek szubsztratspecificitasanak ismerete kulcsfontossagu a természetes szubsztratok in
vitro és in silico azonositasa, valamint a molekularis szintli gyogyszertervezés szempontjabol
is. A SARS-CoV-2 Mpro specificitasara vonatkozé ismereteink egyre gyarapodnak, de fontos
informaciokkal szolgalnak a homolog SARS-CoV {6 proteazra vonatkoz6 specificitasi adatok
is (Kiemer és mtsai, 2004; Hilgenfeld, 2014).
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9. abra. A SARS-CoV-2 poliprotein lab sematikus abrazolasa és a f6 proteaz
autokatalitikus helyeit jellemz6 szekvencia logé. (a) A poliprotein-egységek hataran
jelzett aminosavszekvenciak a SARS-CoV-2 PLpro, illetve Mpro szubsztratok nyolctagu
kanonikus felismeréhelyeit (P4-P1 és P1°-P4°) és hasitasi pozicioit (*) jelolik. A proteolizis
kovetkeztében a poliproteinekbdl funkcionalis egységek jonnek 1étre; nsp-nem strukturalis
fehérje. (b) A SARS-CoV-2 Mpro esetében a szekvencia logét a poliproteinben 1évé

természetes hasitohely szekvencidk alapjan készitettiik.

A SARS-CoV ¢és SARS-CoV-2 proteazok jelentds mértékli homologiajabol adodoan
(Griffin, 2020) kezdetben a viralis nsp fehérjék természetes hasitohelyei szolgaltak alap
hogy a viralis f6 proteaz a ,kis aminosav”-X-(L/F/M)-Q*(G/A/S)-X hasitasi motivumot
preferalja, ahol az X barmely aminosavat, a * pedig a hasitas helyét jeloli. A hasitohely
szekvenciajat tekintve erés preferenciat mutat a P1 pozicioban a glutaminra (Q) (Hilgenfeld,
2014). Egy wjabb in vitro proteomikai vizsgalatot végzd tanulmanyban, tobb szaz SARS-CoV-
2 Mpro fehérje célpontot és hasitasi szekvenciat azonositottak, ami alapjan 0j informaciokhoz
jutottunk (Koudelka és mtsai, 2021). A P1 pozicioban a glutaminon kiviil az azonositott
hasitohelyek ~10%-aban hisztidin volt, a P2 poziciora leginkabb a leucint talaltak jellemzonek,
azonban metionint is tobb esetben leirtak, mig a P1’ poziciora a glicin/alanin/szerin aminosavak

jellemzoek (Koudelka és mtsai, 2021) (10. abra).
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10. abra. A SARS-CoV-2 Mpro cellularis fehérje szubsztratjaiban talalhaté
természetes hasitohelyek alapjan meghatarozott aminosav preferenciak. Az dbra az

eredeti abra (Koudelka és mtsai, 2021) modositasaval késziilt.

Figyelembe véve, hogy a human szervezetben jelenlévo fehérjék kozt nem ismert a 6
protedzzal homoldg fehérje struktira, valamint a replikacios ciklusban betoltott kritikus
szerepét, az Mpro a virusellenes terapidk kiemelt célpontjanak tekinthetd. Szamos in silico
vizsgalatot végeztek a SARS-CoV-2 kezelésre szant 0 célu gydgyszerek gatld aktivitdsanak
vizsgalatara (Chen és mtsai, 2020; Wu C. és mtsai, 2020; Mahdi és mtsai, 2020; Muratov
és mtsai, 2021), azonban a potencialis gatloszerek hatasanak in vitro ellenérzése
nélkiilozhetetlen a relevans hatéanyagok kiszlirése ¢€s tovabbi tesztelése szempontjabol.
Kutatocsoportunk korabban tobb FDA altal elfogadott HIV-1 PR inhibitort alkalmazott
kiilonb6z6 retroviralis €s retrovirus-szerii proteaz vizsgalatara (Mahdi és mtsai, 2015; Gazda
és mtsai, 2020; Golda és mtsai, 2020; Kassay és mtsai, 2021). Ezek koziil tobbet is
potencialisan hatékony SARS-CoV-2 Mpro inhibitorként azonositottak szamitogépes
analizisekben (1asd a Mahdi és mtsai, 2020 kézlemény kiegészitd informacioit), ezért a SARS-
CoV-2 f6 proteazra gyakorolt hatasukat in vitro és sejkultaras kisérletekben egyarant
megvizsgaltuk. Vizsgalatainkban nem tapasztaltunk a klinikumban is alkalmazhato
koncentraciokban jelentds gatld hatdsokat, igy ezen HIV-1 PR gatloszerek az eredményeink
alapjan nem rendelkeznek terapias potenciallal a SARS-CoV-2 fert6zés kezelésében (Mahdi
és mtsai, 2020).
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3.4. Proteazok vizsgalatara alkalmas modszerek

A proteolitikus enzimek szamos bioldgiai folyamatban kulcsszerepet toltenek be,
emellett fontos gyogyszercélpontok és széleskorli a biotechnoldgiai és ipari alkalmazasuk is.
Ezért nagy az igény a protedzok vizsgalatara alkalmas hatékony eljarasokra, melyek
alkalmazhatéak példaul az enzimek aktivitasanak, specificitidsanak ¢€s gatolhatosaganak
vizsgalatara. A protedzok vizsgdlatara szamos kiilonbdz6 mérési modszer all rendelkezése,
melyeket tobb szempont szerint is csoportosithatunk. Az egyik megkozelités a modszereket az
alkalmazott anyagok kdrnyezeti (proteaz-szubsztrat) elhelyezkedése alapjan rendszerezi. Ilyen
moédon a kiillonbozo esszék két nagy csoportra bonthatok: homogén es heterogén vizsgalod
modszerekre (Ong és Yang, 2017). A homogén rendszerekben a szubsztrat és az enzim a
reakciokdzeg oldatdban, azonos kozegben taldlhatok meg. Konvenciondlis modon a
reakciokozegben 1évo termékeket nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC) segitségével
valasztjak el és UV-detektorral, fluoriméterrel, spektrofotométerrel vagy tomegspektrométerrel
detektaljak. A modszer eldonye, hogy rendkiviili pontossaggal lehet meghatarozni a keletkez6
proteolitikus fragmenseket, azonban kizarolag végpontos enzimologiai mérések kivitelezhetok,
mivel nem alkalmas az enzimreakci6 folytonos, valos idejii detektalasara. Mindezek mellett a
mérések kivitelezésének magas az anyag és eszkozigénye (Ong és Yang, 2017). A
kozelmultban a valos idejli protedz-vizsgalatok hasznélatahoz nagymeértékben hozzajarult a
fluoreszcens rezonancia elektron transzfer (FRET)-alapu technikdk hasznalata és
tovabbfejlesztése. A FRET-alapt méréstechnika Iényege, hogy egy rovid peptidszakasz N- és
C-terminalisa egy FRET donorral és egy FRET akceptorral konjugalt (11. abra). Ha az
akceptor és a donor megfelel tavolsagon beliil helyezkedik el (1-10 nm), akkor a donor
fluoreszcens jel emisszidjat az akceptor molekula kioltja, igy nem detektalhato fluoreszcens jel.
Protedz jelenlétében a peptidben talalhato hasitohely hidrolizisét kdvetéen a modositott
szubsztrat N- és C-termindlisai eltdvolodnak egymastol és a tovabbiakban nem all fenn az
akceptor molekula jel-kiolto hatasa, igy a fluoreszcens szignalt fluoriméter segitségével tudjuk
detektalni (Ong és Yang, 2017).
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11.  abra. FRET-alapu proteaz szubsztratok miikodési elve. A csillagok az oligopeptid
lanc N- és C-terminalis modositasait jelolik. Proteolitikus hasitas kovetkeztében jelentds

mértékben megnd a donor molekula fluoreszcens jelének emisszioja.

A homogén mérési modszerrel szemben a heterogén modszerecknél a szubsztrat
molekula szilard felszinhez rogzitett a reakciokdzegben. Heterogén esszé tipusok fajtai kozé
tartozik példaul (1) az elektrokémiai esszé, (2) a feliileti plazmarezonancia esszé, (3) a feliileti

Raman szorasi vizsgalatok és (4) a folyadékkromatografias esszék (Ong és Yang, 2017).

A rekombinans fehérje technoldgia 1) lehetdségeket nyitott a protedz vizsgalatok
teriletén rekombinans fehérjék szubsztratként torténd felhasznéalasaval. Kutatocsoportunk is
részt vett az elmult években ezen rendszerek kialakitasaban, amit a kovetkezd fejezetben

részletezek.

3.5. A rekombinans szubsztrat-alapu rendszer alkalmazasi lehetoségei a
proteazok vizsgalatara

A proteolitikus enzimek vizsgalatara tobb kiilonbozd tipusti szubsztrat rendszer is
elérhetd, melyek koziil a rekombinans fehérje szubsztratok felhasznalasi lehetdségei rendkiviil
sokrétlieck ¢és sok elonyds tulajdonsaggal rendelkeznek pl. a szintetikus oligopeptid
szubsztratokkal szemben. Szamos fiziés fehérje szubsztratot ismerhetink meg a
szakirodalombol ¢és kiilonféle modszerek dallnak rendelkezésre proteolitikus aktivitas
kimutatasa (Pehrson és mtsai, 1999; Zhang, 2004; Gammon és mtsai, 2009; Branchini és
mtsai 2011). A doktori tanulmanyaim soran részt vettem egy, a kutatdcsoportunk altal tervezett
rekombinans fluoreszcens fehérje-alapu szubsztrat rendszer kidolgozasaban, illetve a

hasznalatukon alapul6 protedz-vizsgald modszer fejlesztésében €s alkalmazasaban (Bozoki és
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mtsai, 2018; Motyan és mtsai, 2018; Bozoki és mtsai, 2019). Az altalunk el6allitott
rekombinans szubsztratok N-terminalis hexahisztidin cimkével (Hise) fuzionalt maltoz-koto
fehérjét (maltose-binding protein, MBP) tartalmaznak, ezt kovetden a dohany karcolatos virus
(tobacoo etch virus, TEV) proteaz természetes hasitohelyét, amit a vizsgalni kivant proteaz
tetszOleges szubsztratjanak aminosav szekvenciaja kovet. A fehérje szubsztrat C-terminalisan
egy tetszbleges fluoreszcens fehérje cimke talalhaté (12. abra). A fGzios fehérje szubsztrat
minden alkotéeleme fontos funkcidval rendelkezik a felhasznalas szempontjabol. A Hiss cimke
lehet6vé teszi a fehérje fémion kelat-alapi immobilizalasat (immobilized metal affinity
chromatography, IMAC) és kromatografias tisztitasat. Az MBP cimke fehérje jelenléte noveli
a fehérje oldékonysagat, valamint eldsegiti a fehérje feltekerodését (Kapust és Waugh, 1999;
Fox és Waugh, 2003). A TEV proteaz hasitohelye kettés szerepet tolt be. Kontroll
hasitohelyként ellendrizhetd a szubsztratban 1évd hasitohely hozzaférhetdsége €s a szubsztrat
hasithatosaga, valamint a fehérje kettds (pl. a TEV és a vizsgalni kivant proteaz altali egyiittes)
hasitasat kovetéen a hasitadsi pozicid meghatarozhatdo a felszabaduldé peptidfragmens

molekukatomegének tomegspektrometrias (Gazda és mtsai, 2020).

£ BN Flexibilis linker

h PJ {55
o N GGGGS
Maltéz-koté g{ )7';53, Y ( )4 ~3 Fluoreszcens
fehérje  amal . s‘ _— —— 4w fehérje (FP)
(MBP) 27X 1\3;_,;3', x = o
SrPdY
__________ II. proteaz
Hisq hasitohely

12. abra. A Hiss-MBP-FP fehérje szubsztrat sematikus abrazolasa. A szubsztratban
megtalalhat6 egy Hise (hexahisztidin) cimke, egy MBP (maltoz-k6t6 fehérje) cimke, a TEV
(dohany karcolatos virus) proteaz (1.) valamint a vizsgalni kivant proteaz hastohelye (II.), és
egy C-terminalis fluoreszcens fehérje (FP). A I1. proteaz hasitohely és az FP kozott talalhato
egy flexibilis (GGGGS)s linker, melyet nem tartalmaz mindegyik altalunk hasznalt

szubsztrat .

Ezen Hiss-MBP-FP szubsztratok felhasznalasa rendkiviil sokféle lehet felépitésiiknek
koszonhetden. Hasznalhatjuk Oket elvalasztds alapuld rendszerben, ahol a szubsztratokkal a
Hiss-cimkén keresztiil nikkel ionokkal bevont nitrilotriacetat (Ni-NTA) magneses gyongyoket
telitiink. A proteolitikus hasitast kovetéen az intakt szubsztrat és az N-terminalis (Hiss-MBP-
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részt is tartalmazo) hasitasi termék a magneses gyongyok feliiletéhez kotve marad, ezek az
immobilizalt molekuldk elvalaszthatdéak a szolubilis molekuldktdl, igy az enzimtdl és a
fluoreszcens fehérjét tartalmazd C-termindlis hasitasi termékt6l. A fluoreszcens fehérje
jelenléte az egyes mintdkban enzimatikus aktivitasra utal, melynek intenzitasa fluoriméter
segitségével meghatarozhatd. A jel intenzitasa linedrisan aranyos a keletkezd C-terminalis
fehérje mennyiségével, azaz az enzimatikus aktivitassal. Ezen felil a termékképzddés
elektroforézissel is vizsgalhato (Bozoki és mtsai, 2018). A modszer ezen alkalmazasa lehetdvé
teszi a proteolitikus enzimek karakterizalasat, alkalmazhato az optimalis reakciokoriillmények
meghatarozasara, inhibitor molekuldk vizsgalatira (ICsp ¢és K; meghatarozas) és
szubsztratspecificitas vizsgalatara, példaul a Kinetikai paraméterek meghatarozasara (Km, Vmax,
Keat, Keat/Km). Kutatocsoportunk munkatarsai tobbek kozott a Tyl retrotranszpozon proteaz
karakterizlasara alkalmaztdk a rendszert, a kisérletekben hét kiilonbdzd szekvencidju és
hosszlisagu hasitohelyet reprezentald szubsztrat 6sszehasonlito vizsgalatat végezték el (Gazda
és mtsai, 2020). A vizsgalatok részét képezte a Tyl protedz szubsztratkoto arok jelenlétének
tanulmanyozasa, modositott 20-tagi hasitohelyet tartalmazo, illetve flexibilis 0sszekotd
szakasszal ellatott szubsztratokon. Kutatocsoportunk sikeresen adaptalta a modszert
szubsztratok mikrolemez-alapa sziiréséhez, mely soran 20 kiilonboz6 P1° pozicidban
modositott szubsztratot tartalmazo sorozatot vizsgaltak csokkentett térfogatokban a venezuelai
16-encephalitis virus (VEEV) proteazanak specificitasanak vizsgalata soran (Bozoki és mtsai,

2020).

A fluoreszcens szubsztratok homogén esszében is alkalmazhatoak, oldatban torténd
hasitashoz. A bakteridlis expressziot kovetd feltarasi folyamat utan a fehérjéket Ni-NTA-alapu
magneses gyongyok felhasznalasaval, affinitds kromatografidval megtisztitjuk (Bozoki és
mtsai, 2018; Bozoki és mtsai, 2019; Métyan és mtsai, 2019). Az igy eléallitott szubsztratokat
natrium-dodecil-szulfat  poliakrilamid  gélelektroforézis  (SDS-PAGE)  segitségével
vizsgalhatjuk olyan esetekben, amikor az enzim szaméra optimalis reakciokoriilmények nem
vagy nem megfeleld mértékben kompatibilisek a szubsztratok immobilizalasaval vagy a
magneses gyongyok szamara kedvezotlenek (pl. figyelembe kell venni a pH-t, a kelatorok,
detergensek vagy szerves olddszerek jelenlétét, stb). A molekula méretének és a hasitohely
termékektdl elektroforézissel. A gélben 1évo fehérjék detektalasa torténhet a fehérjék nem-
specifikus kimutatasaval (pl. Coomassie- vagy eziist-festés), de végezhetiink gélben torténd

fehérje renaturalast is, mely sordn az SDS-t tartalmazo poliakrilamid gélbdl tobb cikluson
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keresztiil torténd desztillalt vizes mosas segitségével tavolithato el az SDS (Bozoki és mtsai,
2018; Bozoki és mtsai, 2019). Az SDS eltavolitasat kovetéen a fluoreszcens cimke jra felveszi
a megfeleld térbeli konformaciodjat (részleges renaturacio) és UV-fény hatasara lathatova valik.
A fluoreszcens cimkék ezen tulajdonsagait kihasznalva lehetdségiink van komplex biologiai
elegybdl (pl. teljes sejtlizatumbol) is kimutatni a fluoreszcens fehérje jelenlétét és allapotat
(intakt/processzalt) (13. abra). Ismeretlen szubsztrat szekvencidk alkalmazasakor
meghatarozhatok a szubsztratok pontos hasitasi helyei, célzott proteomikai analizissel (Gazda
és mtsai, 2020). Jelenlegi tudasunk szerint a rendszer alkalmazhatésagat nem korlatozza a
peptidfragmens mérete, igy akar teljes hosszusagu, potencidlis hasitohely(eke)t tartalmazéd
fehérjék is beépithetéek. A human apai kromoszomardl expresszalodé gén 10 (paternally
expressed gene 10, PEG10) fehérje esetében kutatdocsoportunk munkatarsai >350 aminosav
hosszisagu fehérjedomént épitettek a Hise-MBP-mTurquoise2 szubsztratba (Golda és mtsai,
2020). Bar a tervezett Hise-MBP-FP szubsztratok alkalmazhatok tobb kisérleti beallitas
hasznalataval, az eddig tesztelt alkalmazasok egyike sem teszi lehetdvé a termékképzés valos

idejli detektalasat.
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13. abra. A Hiss-MBP-FP rekombinans fehérje szubsztratok felhasznalasi lehetoségei.
Késziilt az eredeti dbra (Métyan és mtsai, 2018) mddositasaval. Az abra a kutatocsoportunk

altal eddig is alkalmazott felhasznalasi lehetdségeket mutatja.
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3.6. A BLI alapja, felhasznalasa

A bioréteg interferometria (bio-layer interferometry, BLI) egy optikai elven miikodo
analitikai modszer, mely a fény kolcsonhatasan és interferenciajan alapszik (Concepcion és
mtsai, 2009; Wilson és mtsai, 2010). Az tigynevezett jelolésmentes (label-free) technikak kozé
tartozik, mely lehet6vé teszi a biomolekuldk modositatlan formaban torténd analizisét
(Schasfoort, 2017). A rendszer fényforrasként volfram lampabdl szarmazé fehér fényt
alkalmaz, amely magaban foglalja az 6sszes lathaté hullamhosszt. A fénysugar végigvandorol
a késziilék optikai tengelyén és egy cserélhetd optikai szalat (bioszenzor) sugaroz at. A
becsapddd fénysugar fényvisszaverddése a bioszenzor hegyén 1évo két rétegrdl visszaverddik
a miszer detektoraba. A visszavert fénysugar a szenzorba beépitett optikai rétegrol és a szenzor
felszinrdl (matrix), valamint a felk6tott analit molekuldk altal alkotott rétegrdl kiilonbozo
interferencia mintazatot ad, ezt a mintazatot detektaljuk (14. abra). Az elsé reflexio az optikai
szal és a biokompatibilis matrix kozott, mig a masodik reflexio a biokompatibilis matrix és az
oldat kozott torténik. Ha az els6 és a masodik visszavert fényhullamot lebontjuk, haromféle
interferenciaprofilt figyelhetiink meg: konstruktiv, szemi-konstruktiv és destruktiv. Ennek az
interferencidnak az 6sszes hullamhosszra vonatkoz6 abrazoléasa egy referencia mérési sorozatot
eredményez a szenzorhoz kotddott analizalandd mintaval vald Osszehasonlitdshoz. A
bioszenzor és a kolcsonhato partner (analit) kotédésekor az "optikai vastagsag" a bioszenzor
csticsan megnd. Ez a feliilet és az oldat kozotti visszaver6dés uthosszanak novekedését
eredményezi, azonban nem a referencia mintazatat, ami a biokompatibilis matrix és az optikai
szal kozott jon létre. A keletkezd jelbdl informacidt nyerhetiink kiilonb6z6 molekularis
interakciok mennyiségérdl és mindségerdl. Ily moddon kozvetleniil mérhetd a biologiai

rétegvastagsagok kozti kiilonbség.

A BLI egyik legfontosabb tulajdonsaga a folyamatos detektalas, amely lehetdve teszi a
fényvisszaverddés interferencia-valtozadsanak valds ideji nyomon kovetését, amelynek
véltozasa kozvetleniil korrelal a feliileti vastagsadg valtozasaval. Csak a bioszenzorhoz kot6do
vagy arrol disszocialo molekuldk valtoztathatjadk meg az interferencia mintazatot. A nem kot6do
molekulak, illetve az oldat torésmutatoja adott koriilmények kozott nem befolyasoljak az
interferencia mintdzatot. Ebbdl kovetkezik, hogy megfeleld kondiciok alkalmazasaval
lehetségiink van komplex biologiai kozegekbdl torténd mérések kivitelezésére is (Schasfoort,

2017).
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14. abra. A BLI bioszenzor feliilete és a méréstechnika elméleti hattere. A beépitett
optikai réteg ¢és a matrixhoz kik6t6dé bioréteg fényvisszaverddésének (a, b) relativ
intenzitasa hullamhossz eltolodasként detektalhatdo (c), amely kotddési gorbeként

analizalhato (d, e).

A modszer legfébb felhasznalasai kozé tartozik a mennyiségi analizis, mely az
enzimhez kotott immunszorbens vizsgalat (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)
mérésekhez hasonléan ismert koncentracioji elegybdl torténd kalibracios egyenes alkalmazasat
veszi alapul ismeretlen koncentracioju oldatok meghatarozasara. A molekularis interakciok
mindségi analizise a legtobb esetben harom fontos paramétert vizsgal: i) a molekulak
asszociacios képességét (ka), azaz, hogy milyen gyorsan képes két molekula kozt kialakulni a
kolcsonhatas; ii) a molekulak disszociacios képességét (kq), azaz, hogy milyen gyorsan sziinik
meg két molekula kozt az interakcid; valamint iii) ezen informaciokbol meghatarozhat6 az
egyensulyi disszocidcios konstans (KD), mely a molekulak kozti interakcid ,,erdsségét”

jellemz6 bioldgiai mérészam (Schasfoort, 2017).
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3.6.1. Kvantitativ analizis menete; a kotodési kinetika meghatarozasanak alapjai BLI
rendszer hasznalatakor

A BLlI-alapu kinetikai kisérletek soran elsé 1épésben egy ligand molekulat kotiink a
bioszenzor felszinéhez. A ligandumhoz kotott bioszenzort olyan oldatba martjuk, amely
tartalmazza a vizsgalni kivant analitot, ezt a mérési szakaszt nevezziik asszociacios fazisnak. A
kovetkez6 1épésben a bioszenzort az analit molekulatol mentes pufferkézegbe helyezziik, ahol
megvizsgalhatjuk az interakciot jellemzd ugynevezett disszociacios fazist. A mérések valds
idében torténnek, asszociacidos és disszociaciés gorbéket generalva, amelyekbdl
meghatarozhatok a biomolekularis interakcidkat jellemzd kinetikai paraméterek, igy az
aszociacios allando (ka), a disszociacios allando (kd) és az egyensulyi disszociacios allando
(KD). A ka, kd és KD értékek kiszamitasahoz a mérés soran rogzitett szenzogramok esetében
az asszociacios ¢€s disszociacios gorbékre matematikai egyenlet segitségével torténd illesztés
utan kapunk értékelhetd eredményt. Két molekula kozti interakciod legegyszertibb modellje

szerint,

ka

A+L AL

kd

az analit (A) és ligand (L) kolcsonhatésat (AL) az asszociacid (ka) és a disszociacid sebessége
(kd) hatarozza meg. Ez a modell 1:1 kotédést (Langmuir model) feltételez a molekulak kozott
(Schasfoort, 2017). Az asszociacié sebessége a molekula mennyiségétdl fiigg (mol™? s), mig
a disszocidcio fliggetlen a jelenlévd molekuldk mennyiségétél (s?). A molekularis
kolcsonhatast jellemz6é egyensulyi disszociacids konstans, az asszocidcids konstans és a
disszociacios konstans hanyadosaval szamolhato ki. A KD definicid szerint egyensulyi

allapotban azt az analit koncentraciot mutatja meg, amelynél a ligand molekulak 50%-a foglalt.

ka(mol-!s1)

kd(s™)

KD (M) =

A BLI analizis soran tovabbi fontos mérészamokat kapunk, melyek elengedhetetlenek
a vizsgalatok kivitelezéséhez, pontos analiziséhez. Az Requilibrium (Req) @ mérés soran az a pont,
ahol az Ujonnan felk6tédd és ledisszocialodd molekuldk mennyisége megegyezik, tehat
egyensulyi allapot alakul ki (15. abra). Végezetiil az Rmax érték mutatja meg a bioszenzor
maximum kotdkapacitasat. Az Rmax ért€k jelentds informéciokkal szolgal a bioszenzorok

kotdfelszinének allapotarol.
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15. 4abra. A kolcsonhatast jellemzo értékek meghatarozasa a BLI mérésben. A ka érték
az asszociacids allandot mutatja be mol/s?, mig a kd érték a disszociacids értéket s

dimenzidban.

3.6.2. A BLI felhasznalasa enzimaktivitas vizsgalatra detektalasa

Bar a BLI segitségével sokféle intermolekuldris kolcsonhatds vizsgalhatd, ezt a
modszert nem alkalmazzék széles korben enzimaktivitas mérésére. Legfontosabb felhasznalasi
teriilete a makromolekulak kozotti (pl. fehérje-fehérje) interakciok analizise. A mai napig csak
kevés tanulmanyr6l szamoltak be, amikor a BLI moddszert enzimaktivitds Vizsgalatara
hasznaltdk. Példaként emlithetdé Kojima és munkatarsai munkdja, akik a torma peroxidaz
(horseradish peroxidase, HRP) aktivitasat vizsgaltak valos ideji BLI-alapi mérésekben,
immobilizalt enzim alkalmazasaval (Kojima és mtsai, 2019). Egyetlen altalunk ismert
munkardl tudunk, amelyben proteazokat alkalmaztak BLI modszerben, azonban a kisérletek
célja nem a protedz vizsgalata volt, hanem a proteolitikus enzimet a szenzorfelszinen marado
molekulak enzimatikus eltavolitasara hasznaltak (Sharma és Wilkens, 2017). Tudomasunk
szerint napjainkig nem publikaltak olyan tanulmanyt, amelyben BLI-t alkalmaztak a proteazok

vizsgalatara.
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4. CELKITUZESEK

Az altalunk korabban kidolgozott Hise-MBP-FP rekombinans fluoreszcens fehérje

szubsztrat rendszer alkalmazasat alapul véve a kovetkez6 vizsgalatokat tiiztiik ki célul.

1) A HIV-1 és SARS-CoV-2 f6 proteaz vizsgalata.

I/A Célul tiiztik ki a HIV-1 PR szubsztratspecificitasanak vizsgalatat a nukleokapszid
proximalis cink-ujj motivumaban 1évé hasitohelyet reprezentalé szubsztratokkal, a vad
tipust és modositott szubsztratok hasitasi reakcioival, valamint a cink-ujj konformacios

allapotainak vizsgalataval.

I/B Célunk volt a SARS-CoV-2 f6 proteaz ismert és in silico modszerekkel josolt hasitasi
szekvenciait tartalmaz6 szubsztratok létrehozasa és a proteolitikus hasitas vizsgalata a
hasitasi  pozici6 azonositasaval, valamint az enzimkinetikai paramétereinek

meghatarozasaval.

Il.) A rekombinans fehérje szubsztratok hasznalatan alapulé uj, a proteolitikus
hasitas valds ideju detektalasara alkalmas mérési modszer kidolgozasa.

Célul ttztik ki a rekombindns fluoreszcens fehérjék felhasznalasat egy bioréteg

interferometria (BLI)-alapti mérési modszer kidolgozasahoz, majd a mérési koriilmények

optimalizalasat kovetden a modszer alkalmazasat a HIV-1 PR szubsztratspecificitdsanak

és a szubsztratkoto arok nevii enzimfelszini kot6helyének vizsgalataban.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 A HIV-1 proteaz expresszioja és tisztitasa

A stabilizalo mutaciokkal ellatott (Q7K, L33L, L631, C67A és C95A) teljes hosszusagu
szekvenciajat kodolo pET11la expresszios plazmidokat Dr. John M. Louis (Laboratory of
Chemical Physics, NIDDK, NIH) bocsajtotta rendelkezésiinkre (Mahalingam és mtsai, 1999)
¢és kutatocsoportunk korabbi munkajabol rendelkezésiinkre allt (Miklossy és mtsai, 2008). A
munkank soran ezen enzimekre, mint vad-tipusi (HIV-1 PRyad) és mutans (HIV-1 PRanac)
enzimre hivatkoztunk. A tisztitott HIV-1 PRyad enzim rendelkezésre allt a kutatocsoport korabbi
munkaibdl (Bozoki és mtsai, 2018), a vizsgalatainkhoz sziikséges HIV-1 PRanac enzimet az

alabb leirtak szerint allitottuk eld.

A fehérje termeltetése Escherichia coli BL21(DE3) sejtekben tortént. Az expresszio
soran a sejteket 100 pg/ml ampicillint tartalmazé Luria-Bertani (LB) tapoldatban novesztettiik
37°C-on a megfeleld optikai denzitas eléréséig (600 nm-en megkozelitéleg 0,6-0,8 kdzotti
értékig). A fehérje expressziot 1 mM izopropil-B-D-tiogalakto-piranozid (IPTG) hozzaadasaval
indukaltuk, majd a szuszpenziot tovabbi 3 oran at inkubaltuk 37°C-on. A sejteket
centrifugalassal gyujtottik be (6000 g, 20 perc, 4°C) a korabban leirt eljaras alapjan
(Mahalingam és mtsai, 2001; Mikléssy és mtsai, 2008). Ezt kovetden a centrifugalasbol
visszamaradt pelletet felvettikk 20 térfogat sejtfeltaré pufferben (50 mM Tris, 10 mM etilén-
diamin-tetraecetsav (EDTA), 0,1 mg/ml lizozim, pH 8) és a sejteket szonikalassal tartuk fel.
Ezt kovetden a lizatumot 20 percig 20000 g sebességgel centrifugaltuk, melyet az enzimek
stabilitasdnak megdrzése érdekében 4°C-on végeztiink. A pelletet mos6 pufferrel (50 mM Tris,
10 mM EDTA, 1 M urea, 1% Triton X-100, pH 8) kezeltiik és ujboli centrifugalast kovetden, a
tobbségében HIV-1 PR inkluzids testeket tartalmazo pelletet denaturalo pufferben (50 mM Tris,
5mM EDTA, 7,5 M guanidin-HCI, pH 8) vettiik fel. A fennmarado sejttérmelékekt6l egy Gijabb
centrifugaldsi 1€épés sordn szabadultunk meg. A denaturdlt HIV-1 PRanac-t tartalmazo
felilluszot 0,22 um porus-atmérdjii fecskenddsztrével (Merck-Millipore) sziirtiik at és
desztillalt vizzel 1:1 ardnyban higitottuk, melyet kdzvetleniil egy reverz fazisu fehérje tisztitas
kovetett. A reverz fazisu kromatografids tisztitast HPLC késziiléken (AKTA Purifier,
Amersham Pharmacia biotech), C18-as oszlopon (Nova-Pak C18, 3,9 x 150 mm, Waters
Associates, Inc.) végeztiik, 1 ml/perc aramlasi sebesség mellett novekvd gradiens elucié (0-

40%) alkalmazasaval, 0,05% trifluorecetsavat (TFA) tartalmazo viz, valamint 0,05% TFA-t
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tartalmaz6 acetonitril eluensekkel. A frakciok tisztasagat 14%-0s SDS-PAGE segitségével
ellendriztiik. Denzitometralassal megallapitottuk, hogy melyek azok a frakciok, amelyek
legalabb 90%-os tisztasagh HIV-1 PRanac-t tartalmaznak. Ezen frakciokat kétlépéses
dializissel renaturaltuk. A dializist els6 1épésben 50 mM-os (pH 2,5) hangyasav ellen, masodik
Iépésben 50 mM natrium acetat puffer (pH 5) ellen végeztiik. A fehérje koncentraciokat
NanoDrop 2000 késziilék (Thermo Ficher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével, az
abszrobancia 280 nm-es hullamhosszon torténd mérésével, valamint Pierce BCA assay kit
(Thermo Scientific) felhasznalasaval hataroztuk meg, a méréseket a gyartd utasitasai szerint

végeztik.

5.2. Aktiv enzim koncentracio meghatarozasa

Az aktiv centrum titralas soran HIV-1 PRyag enzimet hasznaltunk. Szubsztratként 0,47
mM végkoncentracioban a HIV-1 MA/CA hasitohelyét reprezentald 9-tagi oligopeptidet
(VSQNY*PIVQ) alkalmaztuk. A titralashoz hasznalt inhibitort (amprenavir) a reakciokban 0,1-
40 nM-o0s koncentraci6 tartomanyban alkalmaztuk. Reakci6 pufferként esszé puffert
hasznaltunk, amely az essz¢ ,,A” (50 mM natrium acetat, pH 5) és az esszé ,,B” (0,275 M

Na;HPO4, 0,2 M NaH2PO4, 4 M NaCl, pH 5,6) pufferek 1:1 aranyu elegyitésével késziilt.

A reakcioelegyek 10 pl esszé puffert, 4,8 ul enzimet, 5 pl szubsztratot és 0,2 pl inhibitort
tartalmaztak. Mivel az inhibitort dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk be, a kontroll
reakcidhoz inhibitor helyett DMSO-t adtunk azonos térfogatban. A reakcidkozegeket 37°C-on
1 6réan at inkubaltuk, majd 180 pl 1%-os TFA hozzaadasaval allitottuk le. A szubsztratok és
termékek elvalasztasat HPLC késziiléken (Hitachi Merck), Nova-Pak C18 reverz fazisu
kromatografids oszlop segitségével végeztik el. Az elvalasztds soran 0-100% novekvo
viz/acetonitril gradiens eltciot alkalmaztunk 0,05 v/v% TFA jelenlétében. A kiértékeléshez
GraphPad Prism 5.01 programot hasznaltunk (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA,
www.graphpad.com).
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5.3. Rekombinans fehérje szubsztratok eloallitasa, expresszidja és tisztitasa
5.3.1. Klonozasi 1épések

A cirkularis pDest-Hiss-MBP-mApple (mApple, monomer vords fluoreszcens fehérje)
¢és pDest-Hiss-MBP-mEYFP (MEYFP, monomer sarga fluoreszcens fehérje) expresszios
vektorokat Pacl és Nhel restrikcios endonukleazokkal hasitottuk, mig a pDest-Hiss-MBP-
(GGGGS)s-mApple vektor esetében Pacl és BamHI enzimeket hasznaltunk. A reakcid soran az
enzimek gyartoja altal ajanlott reakciokoriilményeket alkalmaztuk (New England Biolabs). A
klonozashoz hasznalt pDest-Hise-MBP-mApple (Bozoki és mtsai, 2018), pDest-Hiss-MBP-
MEYFP (Bozoki és mtsai, 2019) és pDest-Hiss-MBP-(GGGGS)s-mApple (Gazda és mtsai,
2020) expresszios vektorok a kutatocsoport korabbi munkaibol alltak rendelkezésiinkre. A
hasitasi termékeket 1%-o0s agar6z gélen valasztottuk el, majd a linearis plazmidokat Qiagen
DNS extrakcios kit (Qiagen) segitségével preparaltuk ki a gélbdl. A proteazok hasitohelyeit
kodolo forward és reverz komplementer primereket (1. tablazat) 200-200 ng mennyiségben
adtuk 150 ng tisztitott linearizalt expresszids plazmidhoz, majd az elegyet 1 6ran keresztiil
inkubaltuk szobahémérsékleten T4 DNS-ligaz reakcidpuffer ¢s T4 DNS-ligdz (New England

Biolabs) jelenlétében.

5.3.2. Plazmid szelekcié

A klénozasi 1épések folytatasaként 1 pl ligalasi kozeget transzformaltunk 50 pl
BL21(DE3) bakterialis expresszios sejtekbe, hdsokk alkalmazasaval (42°C). A hésokk utan LB
tapoldatot adtunk a transzformans sejtekhez, majd a szuszpenziot 37°C-on, 1 6rén at razattuk
280 rpm fordulatszamon. A transzformans sejteket 100 pg/ul ampicillint tartalmazé LB-agar
lemezekre szélesztettiik és legalabb 16 6ran 4t 37°C-on inkubaltuk. Néhany nap elteltével az
UV fény hatdsara vilagitd (ez a ligacio sikerességére utalt), kiillonallo baktériumtelepekbdl,
folyadékkultiraba torténd atoltas és ndvesztés utan plazmidot izolaltunk High Speed Plazmid
Mini Prep (Geneaid) segitségével. A klonozas sikerességét szekvenalassal ellenériztiik az
Eurofins genomics mix2seq kit felhasznalasaval a megfeleld szekvendlo primert alkalmazva (1.
tablazat). A megfeleld szekvenciat tartalmazo klonokat fagyasztd oldatban (80 v/v% glicerin

¢s 10 mM MgCl, 2:1 aranyu elegye) vettiik fel és -70°C-on taroltuk (glicerol stock).
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1. tablazat.

A rekombinans

szubsztratokak kodolé expresszios plamzmidok

eléallitasahoz hasznalt oligonukleotid primerek. A forward és reverz a primerek

iranyultsagat jelolik. A csillagok (*) az aminosav szekvencidkban jelenlévd a hasitasi

poziciokat jelolik.

Hasitéhely neve,

és primer tipusa

7 r

A hasitohelyek aminosavszekvenciai és az eléallitasukhoz sziikséges primerek DNS szekvenciai

HIV-1NC_17N KIVKCF*NCGKEGHTARNCRAPR

FWD 5-TAAAAAAATTGTGAAATGCTTTAACTGCGGCAAAGAAGGCCATACCGCGCGTAACTGCCGTGCGCCGCGTG-3!

REV 5-GATCCACGCGGCGCACGGCAGTTACGCGCGGTATGGCCTTCTTTGCCGCAGTTAAAGCATTTCACAATTTTTTTAAT-3'
HIV-1 NC_N17F KIVKCF*FCGKEGHTARNCRAPR

FWD 5-TAAAAAAATTGTGAAATGCTTTTTTTGCGGCAAAGAAGGCCATACCGCGCGTAACTGCCGTGCGCCGCGTG-3!

REV 5'-GATCCACGCGGCGCACGGCAGTTACGCGCGGTATGGCCTTCTTTGCCGCAAAAAAAGCATTTCACAATTTTTTTAAT-3’
HIV-1 NC_N17L KIVKCF*LCGKEGHTARNCRAPR

FWD 5-TAAAAAAATTGTGAAATGCTTTCTGTGCGGCAAAGAAGGCCATACCGCGCGTAACTGCCGTGCGCCGCGTG-3!

REV 5-GATCCACGCGGCGCACGGCAGTTACGCGCGGTATGGCCTTCTTTGCCGCACAGAAAGCATTTCACAATTTTTTTAAT-3'
HIV-1 NC_N17T KIVKCF*TCGKEGHTARNCRAPR

FWD 5-TAAAAAAATTGTGAAATGCTTTACCTGCGGCAAAGAAGGCCATACCGCGCGTAACTGCCGTGCGCCGCGTG-3!

REV 5-GATCCACGCGGCGCACGGCAGTTACGCGCGGTATGGCCTTCTTTGCCGCAGGTAAAGCATTTCACAATTTTTTTAAT-3’

HIV-1 NC_K14I-N17G
FWD
REV

KIVICFGCGKEGHTARNCRAPR
5-TAAAAAAATTGTGATTTGCTTTGGCTGCGGCAAAGAAGGCCATACCGCGCGTAACTGCCGTGCGCCGCGTG-3'
5-GATCCACGCGGCGCACGGCAGTTACGCGCGGTATGGCCTTCTTTGCCGCAGCCAAAGCAAATCACAATTTTTTTAAT-3’

HIV-1 NC_114_inz-
N17G

FWD
REV

KIVKICFGCGKEGHTARNCRAPR

5-TAAAAAAATTGTGAAAATTTGCTTTGGCTGCGGCAAAGAAGGCCATACCGCGCGTAACTGCCGTGCGCCGCGTG-3!
5-GATCCACGCGGCGCACGGCAGTTACGCGCGGTATGGCCTTCTTTGCCGCAGCCAAAGCAAATTTTCACAATTTTTTTAAT-3’

SARS-CoV-2 nsp4
FWD
REV

TSAVLQ*SGFRKM
5'- TAAAACCTCTGCGGTGCTGCAGTCTGGCTTTCGTAAAATGG -3’
5'- CTAGCCATTTTACGAAAGCCAGACTGCAGCACCGCAGAGGTTTTAAT -3/

CTBP1/2 (151-164)
FWD
REV

REGTRVSVEQIRE
5'- TAAACGTGAAGGCACCCGTGTGCAGTCTGTGGAACAGATCCGTGAAG -3’
5'- CTAGCTTCACGGATCTGTTCCACAGACTGCACACGGGTGCCTTCACGTTTAAT -3’

HIV-1 MA/CA_vad-9
FWD
REV

VSQNY*PIVQ
5-TAAAGTGAGCCAGAACTATCCGATTGTGCAGG-3'
5-CTAGCCTGCACAATCGGATAGTTCTGGCTCACTTTAAT-3'

HIV-1 MA/CA_mut-9
(P2L)

FWD
REV

VSQLY*PIVQ

5-TAAAGTGAGCCAGCTGTATCCGATTGTGCAGG-3'
5-CTAGCCTGCACAATCGGATACAGCTGGCTCACTTTAAT-3’

HIV-1 MA/CA _vad-24
FWD
REV

DTGHSNQVSQNY*PIVONIQGQMVH
5-TAAAGATACCGGCCATAGCAACCAGGTGAGCCAGAACTATCCGATTGTGCAGAACATTCAGGGCCAGATGGTGCATG-3'

5-CTAGCATGCACCATCTGGCCCTGAATGTTCTGCACAATCGGATAGTTCTGGCTCACCTGGTTGCTATGGCCGGTATCTTTAAT-
3

HIV-1 MA/CA_mut-24
FWD
REV

GVGGPGHVSQNY*PIVQSQVTNSAT
5-TAAAGGCGTGGGCGGCCCGGGCCATGTGAGCCAGAACTATCCGATTGTGCAGAACCAGGTGACCAACAGCGCAACCG-3’

5-CTAGCGGTTGCGCTGTTGGTCACCTGGTTCTGCACAATCGGATAGTTCTGGCTCACATGGCCCGGGCCGCCCACGCCTTTAAT-
3

szekvenal6 primer

5'-GATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAG-3’
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5.3.3. Fehérje expresszio

A HIV-1 PR ¢és SARS-CoV-2 Mpro szubsztratok termeléséhez starter kulturat
inditottunk. 50 ml-es centrifugacsében 5 ml - ampicillint tartalmazé - LB tapoldathoz 10 pl
expresszios plazmidokkal transzformalt E. coli BL21(DE3) sejtekbdl késziilt glicerol stockot
adtunk, majd a szuszpenziot egy éjszakan at 37°C-on inkubaltuk. A felnovesztett 5 ml-es
starterkultarat 50 ml - 100 ug/mL ampicillinnel kiegészitett - LB tapoldatba oltottuk at. A
tenyésztést 500 ml-es Erlenmeyer lombikban végeztiik 37°C-on folyamatos razatas mellett (280
rpm). Amikor a sejtkultira optikai denzitdsa elérte a 0,6-0,8-as abszorbanciat 600 nm-en, IPTG-
vel (1 mM végkoncentracio) indukaltuk a fehérje expressziot, majd a szuszpenzidt tovabbi 3
ordn keresztiil inkubdltuk 37°C-on, folyamatos razatds mellett (280 rpm). Az inkubalas
végeztével a sejtszuszpenziodt szétosztottuk 50 ml-es centrifugacsovekbe (25 ml/csé) és
centrifugalassal gyijtottiik 6ssze a sejteket (2700 g, 15 perc, 4°C) (Jouan CR 412), majd a
feliiluszot eltavolitottuk. A bakterialis pelletet tartalmazo centrifugacsdveket a sejtfeltarasi
procedura eldtt legalabb 1 oran keresztiil -70°C-on taroltuk, mely tapasztalataink alapjan

nagymértékben noveli a sejtfeltaras hatékonysagat.

5.3.4. Sejtek lizise

A jégen kiolvadt pelletet felvettiik 2 ml lizis pufferben (20 mM Tris HCI, 100 mM NacCl,
szulfonil-fluoriddal (PMSF), 1 mg/ml lizozimmal és 10 U/ml DNaz (New England Biolabs)
enzimmel. Az elegyet razatassal €s szuszpendaldssal homogenizaltuk, majd a mintat 20 percig
inkubéltuk jégen. Ezt kovetden a mintdkat 1 ml-es Eppendorf csovekbe osztottuk szét €s
vizfiirdében szonikaltuk 3 percen keresztiil (10 masodperc szonikalds + 5 masodperc sziinet
ciklusokban), majd centrifugalassal pelletaltuk a sejttérmelékeket (10000 g, 20 perc, 4°C,
Eppendorf 5415D). A tovabbiakban a rekombinans szubsztratot tartalmazo sejttormelékektol

mentes felliluszot (sejtlizdtum) hasznaltuk, sziikség esetén a lizdtumot 4°C-on taroltuk.

5.3.5. Fehérje tisztitas Ni-NTA-alapti magneses gyongyok segitségével

A rekombinans szubsztratok immobilizalasahoz a sejtlizatumot (legalabb 500 pl
térfogatban) 100-200 pl 20 v/v%-os - lizis puftferrel ekvilibralt - Ni-NTA magneses agar6z
gyongyhoz (Cube Biotech) adtuk, majd a gyongy szuszpenziot 20-30 percig
szobahémérsékleten forgattuk. Az inkubdlast kovetéen a gyongyokrél DynamagTM-2
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magneses szeparator (Thermo Fischer Scientific, Invitrogen) felhasznalasaval eltavolitottuk a
sejtlizatumot. Az aspecifikusan vagy gyengén kotddo fehérjék jelentds részét ismétloddé mosasi
1épésekben tavolitottuk el. Az elsé mosé puffer 1%-0s Tween-20 (pH 7,0) oldatot tartalmazott,
a masodik pedig a lizis puffer modositott valtozatat (20 mM Tris HCI, 100 mM NaCl, 10 mM
imidazol, pH 7,8). A mosasi ciklusokat 1-1 ml pufferrel végeztiik. A gyongyokhoz kot6do
fehérjék elualasat 300-400 pl 100 mM EDTA-t tartalmazo oldattal végeztiik 900 rpm-en razatva
5 percig. Az elualt fehérjeoldat toményitését és a puffer cseréjét 10K-s Amicon ultrasziird
csovek felhasznalasaval (Merck-Millipore) végeztiik, a puffert 7 centrifugaldsi cikluson
keresztiil desztillalt vizre cseréltiik. A fehérje koncentracié meghatarozasat NanoDrop 2000
késziilék segitségével végeztik, az adott fehérjékre jellemzd molekulaméret és extinkcids
koefficiens adatok alapjan (2. tablazat). A molekulatomegeket és az extinkcios koefficienseket
az ExPASy web szerver ProtParam moduljaval hataroztuk meg (Gasteiger és mtsai, 2003), a
fehérje szubsztratok szekvenciai alapjan. A mintdk tisztasagat SDS-PAGE segitségével

ellendriztik.

2. tablazat. A rekombinans fluoreszcens szubsztratok szekvencia alapjan szamitott

molekulatomegei (MW), extinkcios koefficiensei és izoeletromos pontjai (pl).

Plazmid Hasitohely neve Molekulatomeg Extin_k_ci()s Izoelektromos
(Da) koefficiens pont
HIV-1 NC 17N 74992,93 103835 6,33
HIS.-MBP HIV-1 NC_N17F 75026,01 103835 6,24
(GGGC_EGS)4:mAppIe HIV-1 NC_N17L 74991,99 103835 6,33
HIV-1 NC_N17T 74979,93 103835 6,33
HIV-1 NC_K141-N17G 74920,87 103835 6,33
HIV-1 NC 114 inz N17G 75049,04 103835 6,33
SARS-CoV-2 nsp4 72513,24 92710 5,89
CTBP1/2 (151-164) 72875,53 92710 5,77
HISe-MBP-mEYFP | HIV-1 MA/CA vad-9 72235,86 94325 5,76
HIV-1 MA/CA_mut-9 7223491 94325 5,76
(P2L)
HIV-1 MA/CA vad-24 73793,65 105200 5,91
HISe-MBP-mApple i MAICA mut-24 73496,31 105200 5.9
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5.4. Rekombinans fehérje szubsztrat-alapu vizsgalatok
5.4.1.Rekombinans szubsztratok oldatban torténé hasitasa
5.4.1.1. Szubsztratok hasitasa HIV-1 proteazzal

A reakcidkban hasznalt HIV-1 PR végkoncentracidja 250 nM volt, amivel 0,1 mg/ml
végkoncentracioji  Hisse-MBP-(GGGGS)s-mApple  felépitésii  nukleokapszid  fehérje
variansokat hasitottunk (1. tablazat). A hasitasi reakciokat 20 ul végtérfogatban végeztiik HIV-
1 reakciopufferben (150 mM NaCl, 100 mM natrium-acetat, pH 5,5). A puffer ZnCl,-ot (1,6
mM) vagy ditiotreitolt (DTT) (10 mM) és EDTA-t (10 mM) tartalmazott. A hasitasi kozegeket
16 oran at inkubaltuk 37°C-on, majd nativ koriilmények kozt tortént a mintaelokészités (a
mintdkhoz SDS-t nem tartalmazé mintapuffert adtunk, és nem denturaltuk a fehérjéket 95°C-
on). A mintékat 14%-os poliakrilamid gélen analizaltuk, 100 V fesziiltség alkalmazasa mellett.
A fehérjék gélben torténd renaturaldsa soran a denaturalé elektroforézist kvetden a gélt ~500
ml desztillalt vizbe helyeztiikk 30 percre és ezt kovetden Ujbol megismételtiik a mosast. A

részlegesen renaturalodott fehérjéket UV fény alatt, illetve kék atvilagito talca alatt detektaltuk.

5.4.1.2. Szubsztratok hasitasa SARS-CoV-2 f6 protedzzal

A hasitasi reakciohoz a SARS-CoV-2 Mpro-t 2 uM végkoncentracidoban alkalmaztuk.
A proteaz tisztitasat Golda Maria végezte. A SARS-CoV-2 Mpro vizsgalatahoz kiilonb6z6
szubsztratokat hasznaltunk, igy i) a SARS-CoV-2 nsp4 hasitohelyét reprezentaldo Hise-MBP-
TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztratot, ii) a rekombinans human C-terminalis kot6 fehérjét
(CTBP1) (ab93729, Abcam), tovabba iii) a SARS-CoV-2 Mpro-nak a CTBP1 fehérjében josolt
hasitasi szekvencidjat tartalmazdé rekombinans szubsztratot (Hiss-MBP-REGTRVQ*
SVEQIRE-mEYFP). A szubsztratok végkoncentracidja a reakcioban 1,5 pM volt.
Reakciopufferként 20 mM Tris, 100 mM NaCl (pH 7,8) oldatot hasznaltunk. A hasitasi
reakciokat 40 pl végtérfogatban végeztiik. A reakciokdzegeket 37°C-on 1 d6ran at inkubaltuk,
ezt kovetden a rekciokozegeket 20 pl-ként kettéosztottuk. A mintak egyik felét denaturalo
koriilmények kozt kezeltiik, ahol a reakciokat 6X mintapuffer (300 mM Tris, 20 v/v% glicerin,
12% SDS, 0,1%, 100 mM B-merkaptoetanol, 0,05% bromfenolkék, pH 6,8) hozzaadasaval
allitottuk le, majd a mintakat 95°C-on 10 percig inkubaltuk. A mintak analizise 14%-0S SDS-
PAGE segitségével tortént 100 V fesziiltség mellett. A mintdk masik felét molekulatomeg
meghatarozas céljabol hasznaltuk fel matrix-asszisztalt lézer deszorpcid/ionizacids repiilési 1d6

tomegspektrometrias (MALDI-TOF-MS) mérések soran.
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5.4.2. Enzimkinetikai paraméterek meghatarozasa magneses gyongy-alapu esszével
5.4.2.1. AHIV-1 proteaz vizsgalata

Az enzimkinetikai mérésekhez Hise-MBP-mApple szubsztratokat alkalmaztunk,
melyekben a beépitett 24-tagi hasitohely a HIV-1 MA/CA vad tipusa (vad-24,
DTGHSNQVSQNY*PIVQNIQGQMVH) vagy mddositott (mut-24, GVGGPGHVSQNY*
PIVQSQVTNSAT) szekvenciajat reprezentalta. Ezen szubsztratok eléallitasa és felhasznalasuk
enzimkinetikai mérésekben Dr. Bozoki Beata munkaja, a szubsztratok eldallitasa a korabban

leirt moédszerek alapjan tortént (Bozoki és mtsai, 2018; Bozoki és mtsai, 2019).

5.4.2.2. A SARS-CoV-2 fo proteaz vizsgalata

A magneses gyongyokon alapuld vizsgalatokat a korabban (Bozoki és mtsai, 2018;
Bozoki és mtsai, 2019) leirtak alapjan végeztiik el, a protokolok kisebb modositasaval. A
hasitasi reakcidkat reakcidopufferben (20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,8) végeztiik, a mintakat
37°C-on 10 percig inkubaltuk. A reakcidkozegek végtérfogata 70 ul volt, a kozegek 68 pl
puffert és 2 pl enzimet tartalmaztak. A Hiss-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP és Hise-MBP-
REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP szubsztratokkal végzett mérésekhez az enzimet 0,074 uM,
illetve 0,74 uM végkoncentracioban alkalmaztuk. Szelektiv, szoros kotddést inhibitorok
CoV-2 Mpro aktivitasat 100%-osnak tekintettiik. A fluorimetrids méréseket Biotek Synergy H1

késziilékkel végeztiik, 510 nm-es gerjesztési és 540 nm-es emisszios hullamhosszokon.

5.4.3. Magneses gyongyok regeneralasa

A Ni-NTA magneses gyongyoket kisérleteink soran tobbszor alkalamztuk; a
gyongyoket minden egyes haszndlat eldtt regenerdltuk. A gyongyoket minden Iépésben
legalabb 10 gyongytérfogat regenerald pufferrel mostuk. A 3. tablazat tartalmazza a
regeneralasi 1épések sorrendjét és az alkalmazott pufferek dsszetételét. A gyongyoket 4°C-on,

etanol-tartalmt pufferben taroltuk.
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3. tablazat. A Ni-NTA magneses gyongyok regeneralasanak lépései.

Lépés Puffer Ismétlésszam Puffer dsszetétele
1. Regeneralo 1 5x 0,5 M NaOH, 0,05% Tween-20
2. Regeneralé 2 2X 0,05% Tween-20
3. Regeneralé 3 5x 100 mM EDTA, 0,05% Tween-20, pH 8,0
4, Regeneralé 2 5x 0,05% Tween-20
5. Regeneralé 4 5X 100 mM NiSOs, 0,05% Tween-20
6. Regeneralé 2 2X 0,05% Tween-20
7. Regeneralé 5 5X 30% etanol, 0,5% Tween-20

5.5. Bio-réteg interferometria-alapu vizsgalatok
5.5.1. Ni?*-, Cu?*-, Zn?*-, és C0o?*-NTA bioszenzorok elkészitése és vizsgilata

A Ni-NTA bioszenzorokat (Forté Bio) hidratalé pufferben (50 mM Tris-HCI, 0,5 mM
EDTA, 1 mM DTT, 1 viv% glicerin, pH 8) ekvilibraltuk 10 percen keresztiil. A nikkel ionokat
magas koncentracioji EDTA oldattal (250 mM EDTA, pH 8) tavolitottuk el a gyari
szenzorokrol. Ezt kovet6en 2 cikluson keresztiil, 4 iires bioszenzort 4 kiilonb6z6 kétértéki
kationt tartalmazé oldatba helyeztiink (10 mM NiSO4/ 10 mM ZnCl, / 10 mM CoCl, / 10 mM
CuClp). A szenzorokat 60 masodpercig inubaltuk a fémion-tartalmt pufferekkel, majd a
szenzoron maradt feleslegben 1év6 fémionokat esszé pufferes mosassal tavolitottuk el. Az
alapvonalat esszé puffer segitségével vettiik fel 30 masodpercen keresztiil. Az asszociacios fazis
120 masodpercig tartott, 4 ul-es térfogatbol, 0,7 pM-os koncentracioban hasznalt Hiss-MBP-
VSONY*PIVQ-mEYFP szubsztratok felkotésével. A disszociacids szakaszt essz¢ pufferben
vizsgaltuk 120 masodpercen keresztiil 250 pl-es térfogatban. A bioszenzorok regeneralasidhoz
a gyarto utasitasainak megfeleléen, 0,5 M-os foszforsav oldatot (pH 2,5) hasznaltunk. A 4 ul
térfogatban torténd analizis esetén (Un. drop vagy csepp mod) a vizsgalando mintat a késziilék
mintatartojara mértiik ra, mig a 250 pl térfogatban torténé mérés soran (an. tube vagy cs6é mod)
a bioszenzort a mintat tartalmazé mikrocsobe helyeztiik.

Az adatokat a BLItz Pro 1.2 szoftverrel értékeltiik ki. Az értékek matematikai

illesztéséhez helyi illesztést alkalmaztunk €s az 1:1 kotési modellt (Langmuir) hasznaltuk.

5.5.2 Mérések tisztitott szubsztratokkal

Els6é 1épésben felvettik az alapvonalat (30 mp, 250 ul esszé puffer), majd
immobilizaltuk a szubsztratokat a bioszenzorhoz (60 mp, 14 uM-os tisztitott szubsztrat oldat)
4 ul térfogatban (drop mod). Az immobilizalas utan mosasi 1épések kovetkeztek. Az esszé
pufferrel eltavolitottuk a tobblet szubsztratot, valamint a nem specifikusan és gyengén két6do
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molekulakat. Az elsé mosasi 1épés 60 masodpercig (250 pl, drop mod), mig a masodik mosasi
1épés 30 masodpercig (4 pl, tube mod) tartott. Azért alkalmaztuk a masodik mosasi 1épést, hogy
minimalizaljuk az alapvonal eltolodasbol szarmazo aspecfikus jelet. A mérésekhez hasznalt
HIV-1 PR-t a proteolizis megkezdése eldtt 1:1 aranyban higitottuk az esszé¢ puffer B
komponensével, a tovabbi higitasokat esszé pufferrel végeztiik. Minden egyes enzimatikus

mérést 4 pl térfogatbol végeztiink (drop mod).

A gétlasvizsgalatok soran a gatloszerekben jelen 1évé DMSO miatt az esszé puffert 5%
DMSO-val egészitettiik ki. Méréseink soran 9 nM HIV-1 PRya-t és DMSO-ban oldott
atazanavir inhibitort hasznaltunk (2 nM ¢s 2 uM végkoncentracid). Az atazanavirt a
kutatocsoportunk a NIH AIDS Reagent Program (Division of AIDS, NIAID, NIH;
Germantown, MD, USA) kerectében szerezte be (Mahdi és mtsai, 2015). Kontroll
kisérleteinkhez 5% DMSO-t tartalmazé esszé pufferben higitott HIV-1 PRyag-t alkalmaztunk.
Az enzimet nem tartalmazo ,vak” mérések 5%-0s DMSO-t tartalmazd esszé puffert
tartalmaztak. A tripszinnel végzett mérésekhez sziikséges human kationos tripszint Dr. Szabo
Andras bocsajtotta rendelkezésilinkre, melyet a korabban leirt modszerek alapjan allitottak eld
és tisztitottak (Sahin-Taéth, 2000; Szabo és mtsai, 2011; Szabo és mtsai, 2014).

A méréseket BLItz késziiléken (Pall Forté Bio, Fremont, CA, USA) végeztik
szobahdmérsékleten (25°C-on). Az elsddleges kisérleti adatokat a BLItzPro 1.2. szoftverbol

exportaltuk és tovabb analizaltuk Microsoft Excel felhasznalasaval.

5.5.3. Mérések sejtlizatumbol

A pDest-Hiss-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP plazmiddal transzformalt (igy a
rekombinans fehérjét expresszald) és az ,,ires” (nem-transzformalt) BL21(DE3) sejteket a
korabbiakban leirt modon tartuk fel, majd a centrifugalasi 1épésbdl visszamarado feliilaszot
hasznaltuk a mérések kivitelezéséhez és az SDS-PAGE analizisekhez.

A BLI mérések alapvonalat lizis pufferben (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5)
vettik fel (20 mp). Ezt kovetéen kikotottiik a szubsztratot a sejtlizatumbol (30 mp). A
bioszenzort harom egymast kdvetd mosasi 1épéssel tisztitottuk lizis pufferrel (30 mp), esszé
pufferrel (30 mp, 250 pl, tube mod), valamint Gjbol esszé pufterrel (30 mp, 4 pl, drop mod). A

proteolizis szakasza megegyezik a tisztitott szubsztrattal mért reakciok koriilményeivel.
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5.6. Mintaelokészités, PAGE analizis és denzitometria

Az oldatban hasitott rekombindns fehérjék elektroforézisét megel6zéen a mintdkhoz
6X-0s toménységii mintafelvivé puffert adtunk (300 mM Tris, 20 v/v% glicerin, 12% SDS,
0,1%, 100 mM B-merkaptoetanol, 0,05% bromfenolkék, pH 6,8), majd a mintakat 95°C-on 10
percig inkubaltuk. Az elébbiekben leirt denaturald koriilmények alkalmazasaval ellentétben a
“nativ’ PAGE sordn a mintdkat eltéré6 modon készitettik eld, nem foztik el magas
hémérsékleten (95°C), és a mintafelvivé puffer sem tartalmazott denaturaldo és redukald
szereket. Az elvalasztast SDS futtato pufferben végeztiik (0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1%
SDS, pH 8,5) 14%-0s SDS-PAGE segitségével (120 V, ~ 90 perc). A denaturaléo SDS-PAGE
kisérletek utan a fluoreszcens fehérjéket részlegesen renaturaltuk 2 1épéses ioncserélt vizes
mosassal. A fehérjéket Coomassie R-250-el torténd festéssel tettiik lathatova, valamint UV
fénnyel és kék atvilagitd talca alatt. A nativ PAGE utan a gélt 30 percig desztillalt vizzel
mostuk, majd a fehérjéket kékfényes atvilagitassal detektaltuk Cleaver safeVIEW (Cleaver

Scientific Ltd, Warwickshire, UK) géldokumentacios rendszer segitségével.

A denzitometradlashoz a  GelAnalyzer 19.1 nevli programot hasznaltuk

(www.gelanalyzer.com; Ifj. Lazar Istvan, és Lazar Istvan).
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6. EREDMENYEK

6.1. A HIV-1 proteaz specificitisanak vizsgalata nukleokapszid hasitéhelyet
reprezentalo szubsztratokkal

6.1.1. Relativ hasitasi hatékonysag megallapitasa

Kutatocsoportunk kordbban vizsgalta a HIV-1 proteaz S1° kotdhely aminosav
preferenciait olyan dekapeptid szubsztratokkal (KIVKCF*NCGK), amelyek kiilonbdz6
mutaciodkat tartalmaztak a P1’ pozicioban. A nukleokapszid proximalis cink-ujj hasitohely
vizsgalata soran meghataroztuk az adott hasitohelyet tartalmazo peptidek HIV-1 PR Aaltali

hasitas kinetikai paramétereit (4. tablazat).

Munkénk soran a proximalis cink-ujj motivumot reprezentalo szekvencia processzalasat
vizsgaltuk rekombinéans fehérje szubsztratok alkalmazasaval is, melynek soran arra kerestiik a
valaszt, hogy az altalunk kidolgozott fehérje szubsztrat-alapti rendszer alkalmazhat6-e a fehérje
szerkezeti motivumok (jelen esetben cink-ujj) konformacids tulajdonsdgainak vizsgalatara,
tovabba, hogy a rekombindns fehérjék alkalmazasaval meghatarozhatéak-e a hasitasi
preferenciak.

A vizsgalatokhoz olyan Hise-MBP-(GGGGS)s-mApple szubsztratokat hoztunk 1étre,
amelyek a HIV-1 NC proximalis cink-ujj szekvenciajat tartalmaztak. Az altalunk vizsgalt
felismerési szekvenciak a teljes hosszusadgu proximalis cink-ujj motivumot reprezentaltak. Ez
a proteolitikus hasitds vizsgalata mellett a szerkezeti motivum konformdciés allapotainak
tanulmanyozasara is lehetéséget nyujtott, melyre az oligopeptid-alapti vizsgalatok esetében
korabban nem volt lehetdség.

A vad tipust szekvencia (!KIVKCCF*NCGKEGHTARNCRAPR??) mellett az N17T,
N17L, N17F, 114_inz-N17G és K141-N17G mutansokat is vizsgaltuk. Azért valasztottuk ezeket
a mutansokat, mert a vad tipust szubsztrathoz képest ezek esetében mértek a vad tipust
szubsztathoz hasonlo (N17T) vagy annal magasabb (N17F, N17L, K141-N17G és 114 _inz-
N17G) Kkatalitikus hatékonysagot (4. tablazat). Utobbi két esetben az oligopeptid

szubsztratokon mért vizsgalatokban a hasitasi pozicio eltolodasat tapasztaltak.
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4. tablazat. A HIV-1 NC proximalis hasitohelyének '"revertans'" mutansait képviselé

oligopeptidek proteolitikus hasitasat jellemzo kinetikai paraméterek. A HPLC-alapu

méréseket Dr. Tézsér Jozsef végezte. 1A kutatdcsoport korabban publikalt eredményei

(Tozsér és mtsai, 2004; Tozsér és mtsai, 2006). °A szubsztratkoncentracio latszolagos Km

érték folé emelése esetén az aktivitas csokkenését tapasztaltuk. n.d.: nem meghatarozott

érték.
Név Szekvencia l;i;iitc?;i (rl:IQA/I) (Efit) (Ir;r;l/_lf';"_l)

1. vad tipus KIVKCENCGK CF*NC 0,431 0,017 0,040*
2. N17F KIVKCFFCGK CF*FC 0,021 0,900 59,61

3. N17L KIVKCFLCGK CF*LC 0,171 0,196 1,1531
4, N17V KIVKCEFVCGK CF*VC 0,45 0,284 0,632
5. N17A KIVKCFACGK CF*AC 0,321 0,064 1! 0,2001
6. N17C KIVKCFCCGK CF*CC 1,52 0,247 0,162 1
7. N17T KIVKCFTCGK CF*TC 0,31 0,017 0,054
8. N17Q KIVKCFQCGK CF*QC 0,67 0,035 0,052
9. N17S KIVKCFSCGK CF*SC 0,63 0,004 0,0061
10. N17R KIVKCFRCGK CF*RC 1,05 0,020 0,0191
11. N17K KIVKCFKCGK CF*KC 0,861 0,0051 0,006
12. N17E KIVKCFECGK CF*EC 1,21 0,013 0,011
13. N17D KIVKCFDCGK nem hasadt - - -
14. N17G KIVKCFGCGK CF*GC 1,341 0,002t 0,0011
15. K14T-N17G KIVTCFGCGK n.d. n.d. <0,010 n.d.
16. K141-N17G RKIVICFGCGKR IC*FG 0,035 0,034 0,97 2
17. 114_inz-N17G KIVKICFGCGKR IC*FG 0,070 0,025 0,35
18 N17G-G19I RKIVKCFGCIKR n.d. n.d. <0,010 n.d.
19 | K141-N17G-G19I RKIVICFGCIKR IC*FG <0,010 0,015 n.d.
20. K14L-N17G RKIVLCFGCGKR | VL*CF/LC*FG n.d. n.d. n.d.

Annak vizsgalatara, hogy a cink milyen hatassal van a rekombinans fluoreszcens

fehérjék hasithatosagara, a hasitasi reakciokat DTT és EDTA jelenlétében, valamint ZnCl-

tartalmu pufferben is elvégeztik. Az EDTA-t kelatorként hasznaltuk, hogy a cink-ujjak

fémiontol mentes allapotaban biztositsuk a nyitott” konformacioju allapot kialakulasat, mig a

DTT-t a cisztein oldallancok redukcidja és az intra- és intermonomer diszulfidkotések
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kialakulasanak megakadalyozasa érdekében adtuk a rendszerhez. Ezzel szemben a cinket
tartalmazoé pufferrel biztositottuk a cink-ujj motivumok kialakulasanak lehet6ségét, mely ,,zart”
konformécio véarhatéan gatolja az enzim hasitohelyhez vald hozzaférését és igy a szubsztrat
hasitasat.

A szubsztratok HIV-1 PRyag altali proteolizise csak a DTT-t és EDTA-t tartalmazd
pufferben volt megfigyelheté (16a. abra). Ez arra utal, hogy a hasitohelyek hozzaférhetek a

,Hhyitott” konformacioju cink-ujjakban, mert a cink-ionok EDTA-val torténd kelacioja és a

cisztein oldallancok DTT-vel torténé redukcidja biztositja a cink-ujjak ,,nyitott”

crcr

crer

kialakulasat. Ez a konformacios allapot megakadalyozta a protedaz hozzaférését a proximalis
NC hasitohely szekvenciahoz, igy megakadalyozva a proteolizist (16b. abra). Eredményeink
Osszhangban vannak Wondrak és munkatarsai eredményeivel, akik kordbban arrdl szamoltak
be, hogy a vad tipusi NC-1 hasitohelyet tartalmazé NC fehérje nem processzalodik cink
jelenlétében (Wondrak és mtsai, 1994).

a)
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16. abra. A rekombinans fehérje szubsztratok HIV-1 PR altali hasitasa. A hasitasi
reakciokat HIV-1 PRvad enzimmel végeztiik DTT-vel és EDTA-val (a), illetve ZnCl>-dal (b)
kiegészitett pufferekben. A rekombinans szubsztratok hasitasat kovetden az intakt
szubsztratok ¢€s a hasitasi termékek elvalasztasat nem denaturdld PAGE segitségével
végeztiik el. A fehérjesavokat kék atvilagito talcan detektaltuk. Az intakt szubsztratok sévjait
nyilakkal, mig a C-terminalis mApple fluoreszcens fehérjét tartalmazoé hasitasi termékek
savjait csillaggal jeloltiik. A szaggatott vonallal jel6lt rész a feltételezett oligomereket jeloli,

a szubsztrathoz képest nagyobb molekulaméretnél (b).
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A HIV-1 PRyad ZNnCl; jelenlétében nem processzalta a szubsztratokat, viszont a hasitasi
reakciokban és a szubsztrat kontroll mintakban olyan savok jelentek meg, amelyek a DTT-t és
EDTA-t tartalmaz6 mintakban nem voltak megfigyelhetok (16b. abra). Feltételezhetden ezek
a savok intermolekularis kolcsonhatasok révén kialakul6 oligomereknek felelnek meg, amelyek
nativ (nem denaturald) koriilmények kozott alakulnak ki. Ezzel ellentétben a DTT ¢és EDTA
tartalmu pufferben az ilyen intermolekularis diszulfid hidak kialakulasa gatolt.

Az elektroforézist kovetden a sdvok intenzitasat denzitometriaval hatdroztuk meg a
DTT ¢és EDTA jelenlétében végzett reakciok esetében. Eredményeink alapjan a vizsgalt
mutaciok egyike sem akadalyozta a cink-ujj szerkezeti motivum kialakulasat és a proteolitikus
hasitast.

Azokban az esetekben (a késobb bemutatott kisérletes eredmények esetében is), ahol
alacsony mintaszdmmal dolgoztunk (n=2), a jobb Osszehasonlithatésag érdekében az
eredmények dbrazoldsakor a pArhuzamos mérésekben kapott értékek atlagat és az ebbdl szamolt
szoras értékét tlintettiik fel. A szordsok kiszamitasara alkalmas egyenletek alkalmazhatdak
duplikdtumok esetén is és az igy szdmolt szoras értékek jol reprezentaljak a két mért érték kozti
kiilonbséget, azonban a valos szorasok és a statisztikai kiilonbségek pontos meghatarozasahoz
nagyobb mintaszdm sziikséges, ezért statisztikai analizist csak n>2 mintaszdm esetén

végeztiink.

100 1
90 -
80 A
70 A
60 -
50 1 T
40 -

30{ T T
204 [ [ I
10

0 .

> & & S <} )
> A N N A
< S A L

——

——

Szubsztrat atalakulas (%)

17. abra. A rekombinians szubsztratok relativ hasitasi hatékonysaganak
osszehasonlitasa. A szubsztratkonverziot a nem hasitott szubsztratok és a fluoreszcens C-
terminalis termékek savintenzitasa alapjan hataroztuk meg. A grafikonon két parhuzamos

mérésbodl szarmazo értékek atlagat dbrazoltuk.
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A legmagasabb szubsztratkonverziot az N17F mutans esetében kaptuk (17. abra). Ez
az eredmény Osszhangban van azzal, hogy ezen mutans esetében volt a legmagasabb a
katalitikus allando (4. tablazat). Az N17F mutans kivételével a tobbi mutans esetében hasonlo
szubsztratkonverziokat figyeltiink meg, ami valoszinlileg a gél-alapti analizis alacsonyabb
érzékenységének koszonhetd. Tovabba fontos megjegyezni, hogy a fluoreszcens fehérje-alapu
vizsgalatok (16. abra) és a katalitikus allandd6 meghatarozasok (4. tablazat) soran eltérd
szubsztratokat és reakciokoriilményeket alkalmaztunk. A kinetikai paraméterek meghatarozasa
a fluoreszcens fehérje-alapi vizsgalattal nem volt lehetséges. A hasitasi reakcid szamara

optimalis koriilmények nem kompatibilisek a Ni-NTA-alapu mérési modszerrel, mivel a DTT

......

crer

kedvez, ami megakadalyozza a proteolizist.

A szakirodalombol ismert, hogy cink ion jelenlétében csokken a HIV-1 PR aktivitasa.
Zhang és munkatirsai megallapitottak, hogy a gatlo hatas ~20 mM Zn?" jelenlétében a
legjelentOsebb és a gatlasi konstans (Ki) erésen pH-fiiggd, 7-es vagy attol magasabb pH-n
tapasztaltak a legnagyobb mértékli gatlast (Zhang és mtsai, 1991). A gatlas mechanizmusat
illetéen a cink nem befolydsolja a HIV-1 proteaz dimerizacidés képességét, hanem
feltételezhetéen az aktiv centrumhoz vagy annak kozelében kotddik az aminosavak karboxil
csoportjahoz. Fontos megjegyezni, hogy méréseinket alacsonyabb pH értéken végeztiik (pH
5,5) és megkozelitdleg 20-szor kisebb koncentracioju cink ion jelenlétében, mint ami a HIV-1
proteaz esetében jelentds mértékli gatlast okozott, ezért feltehetdleg az altalunk tapasztalt
valtozasokat nem a cink ionnak a proteazra gyakorolt hatasa okozta, bar a cink hatasat az enzim
aktivitasara célzottan nem vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan az alkalmazott fehérje szubsztrat-alapu rendszer alkalmasnak
bizonyult a konformaciés allapotok vizsgalatara, sikeresen kimutattuk, hogy a cink-ujj
szerkezeti motivum kialakulasa megakadalyozza a NC hasitasat. Igazoltuk, hogy a vad tipust
szekvencidhoz képest jelentdsen nagyobb a hasitasi hatékonysag az N17F mutans esetében, ami

Osszhangban van az oligopeptid szubsztratokon megfigyelt kiilonbségekkel.
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6.2. A SARS-CoV-2 {6 proteaz vizsgalata
6.2.1. A SARS-CoV-2 6 proteaz hasitohelyek in silico azonositasa

Az in vitro kisérletes munkak megkezdése el6tt tobb kiilonbozo in silico modszert is
felhasznaltunk annak érdekében, hogy a SARS-CoV-2 Mpro lehetséges human fehérje
szubsztratjait azonositsuk. Az els6 esetben elvégeztikk a gazdaszervezet és a patogén rovid
homolog fehérje szekvenciainak (short stretches of homologous host-pathogen protein
sequences, SSHHPS) elemzését BLAST analizis segitségével. Ennek soran a human
fehérjékben olyan rovid szekvencidkat kerestiink, melyek azonosak vagy nagymértékben
hasonléak a SARS-CoV-2 Mpro ismert autoproteolitikus hasitohely szekvenciaihoz. A
masodik 1épésben az igy azonositott human fehérjék szekvenciait a NetCorona 1.0 webszerver
segitségével elemeztiik (Kiemer és mtsai, 2004), a feltételezett hasitohelyeken torténd hasitas
valdszinliségének becslésére. Ezen feliil az eldzetes elemzések soran kivalaszott lehetséges
gazdasejt szubsztratok szerkezeteit is elemeztiikk annak érdekében, hogy meghatirozzuk a
potencialis hasitohelyek hozzaférhetéségét a szerkezetekben. Az in silico analiziseket Dr.

Moétyan Janos Andras és Kunkli Balazs végezte.

Tobb potencialis proteolitikus célpont fehérje esetében is vizsgaltuk a hasithatosagot in
vitro, azonban részletesebb elemzést csak a human C-terminalis kot fehérje 1 (CTBP1)
esetében végeztiink. Ez a fehérje az in silico becslések alapjan tartalmazta a SARS-CoV-2 Mpro
lehetséges hasitohelyét (*'REGTRVQ*SVEQIRE!®), melyet az enzim a becslés alapjan nagy
hatékonysaggal képes hasitani. A szekvencidk elemzése alapjan megallapitottuk, hogy ez a
hasitasi szekvencia teljes mértékben azonos a huméan CTBP1 és CTBP2 fehérje izoformakban.
A CTBPI1 egy transzkripcidos ko-represszor fehérje, amely olyan gének expresszidjanak
szabalyozasaban veszt részt, amelyek a fejlddést, az onkogenezist és az apoptozist iranyitjak
(Stankiewicz és mtsai, 2014). Korabban gy vélték, hogy a CTBP1 és -2 befolyasolja a
virusreplikéciot és az adenovirus E1A fokozott replikaciojat figyelték meg CTBP génkilités
esetén (Subramanian és mtsai, 2013). Vizsgalatainkhoz a teljes hosszisagi rekombinans
CTBP1 fehérjét hasznaltunk, tovabba létrehoztunk egy olyan Hise-MBP-mEYFP rekombinans

szubsztratot is, amely a josolt hasitohely szekvenciat tartalmazta.
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6.2.2. Rekombinans CTBP1 fehérje hasitasa, valamint a CTBP1 fehérje hasitohelyét
tartalmazo rekombinans szubsztratok eloallitasa és hasitasa

Az in silico analizisek alapjan azonositottuk a human CTBP1 fehérjét, mint a SARS-
CoV-2 Mpro lehetséges gazdasejt szubsztratjat, a feltételezett hasitast el6szor a rekombinans
CTBPI1 fehérje in vitro emésztésével kivantuk igazolni. A rekombinans fehérje oldatban térténé
hasitasa soran megjelend proteolitikus fragmentek arra utaltak, hogy a SARS-CoV-2 Mpro

képes a CTBP1 fehérje hasitasara, bar a konverzio relative alacsony mértéki volt (18a. abra).

A rekombinans CTBP1 fehérje processzalasat kovetden megterveztiink €s Iétrehoztunk
olyan Hise-MBP-mEYFP rekombinans fuzids fehérjéket, amelyeket a SARS-CoV-2 Mpro
szubsztratjaként alkalmaztunk. A Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztrat a
SARS-CoV-2 poliprotein természetes nsp4 hasitohelyét tartalmazta, amely megfelel a proteaz
N-termindlisan taldlhatd nsp4 és nsp5 fehérjék kozotti természetes autoproteolitikus
hasitohelynek, mig a Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP fehérje a CTBP1 fehérjében
josolt hasitasi hely szekvencidjat tartalmazta (**GTRVQ*SVEQI'®?). Ezeket a Hise-MBP-
MEYFP szubsztratokat hasitasi reakciokban kivantuk felhasznalni, a hasitasi pozicidok

azonositasa ¢€s enzimkinetikai paraméterek meghatdrozésa érdekében.

Az oldatban torténd hasitast kovetd elektroforézis-alapu vizsgéalatok eredménye alapjan
elmondhaté, hogy a SARS-CoV-2 Mpro jelentés mértékben hasitotta a Hiss-MBP-
TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztratot, mig a Hiss-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP
fehérje esetében joval alacsonyabb volt a hasitas hatékonysaga (18b. abra). Ez ellentétben allt
az in silico joslassal kapott hasitasi valoszintiségekkel, ugyanis a CTBP1 hasitohely esetében
magasabb NetCorona pontszamot kaptunk (0,946), mint az nsp4 autoproteolitikus hasitohely
esetében (0,891). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a hasitasi hatékonysag nem hatarozhaté meg
nagy pontossaggal kizarolag a fehérje szekvencidja alapjan, és fontos az in silico elérejelzések
eredményeinek in vitro validalasa, ami segitheti a hatékonyabb in silico algoritmusok

kifejlesztését vagy a meglévok (pl. NetCorona 1.0) megbizhatosaganak novelését.
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18. abra. Rekombinans CTBP1 fehérje és fuzios fehérje szubsztratok hasitasa SARS-
CoV-2 Mpro enzimmel. (a) A rekombinans CTBP1 fehérje hasitisa SARS-CoV-2 Mpro
protedzzal. (b) A TSAVLQ*SGFRKM (SARS-CoV-2 nsp4) vagy REGTRVQ*SVEQIRE
(CTBP1) hasitohely szekvenciakat tartalmazdé Hise-MBP-mEYFP szubsztratokat SARS
CoV-2 Mpro-val emésztettiik. SDS-PAGE utan a gélt Coomassie festéssel tettiik lathatova.
A gélképeken a hasitatlan intakt szubsztratot folytonos, mig a SARS-CoV-2 Mpro-t

szaggatott vonallal jeloltiik. A csillagok a hasitasi termékeket jelzik.

6.2.3. A SARS-CoV-2 16 proteaz hasitohelyek azonositisa

Irodalmi adatok alapjan ismert volt a SARS-CoV-2 Mpro nsp4 hasitohelyen beliili
hasitasi pozicidja (TSAVLQ*SGFRKM), azonban az altalunk azonositott CTBP1 hasitohelyen
beliil josolt hasitasi poziciot csak szdmitdgépes analizis alapjan valdszinisitettiik. Ezért volt

sziikség a josolt pozicio kisérletes megerdsitésére.

A vizsgalatokhoz elvégeztiik a teljes hosszusagi rekombinans CTBP1 fehérje, valamint
a Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP ¢s Hiss-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP
fehérje szubsztratok oldatban hasitasat egyarant. Meghataroztuk a hasitatlan szubsztratok €s a
hasitasi fragmentek molekulatdmegeit, a hasitasi poziciokra a kisérletesen meghatarozott és a
szekvencidk alapjan szamitott molekulatomegek alapjan kovetkeztettiink. A molekulatomeg
meghatarozast célz6 miiszeres analitikai méréseket Dr. Nagy Tibor (Debreceni Egyetem, TTK,

Alkalmazott Kémiai Tanszék) végezte.

A reakcioelegyeket matrix-asszisztalt lézer deszorpcid/ionizacids repiilési 1d6
tomegspektrometriaval (MALDI-TOF-MS) elemeztiikk. A hasitasi poziciokat a hasitasi
termékek molekulatomegének kiszamitasaval azonositottuk. A varakozasoknak megfelelden az
nsp4 hasitasi hely szekvenciajat (TSAVLQ*SGFRKM) reprezental6 rekombinans Hise-MBP-

mEYFP szubsztrat a beépitett szekvencian belill a kivant pozicioban hasadt (19a. abra).
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abra. A hasitasi poziciok meghatarozasa MALDI-TOF-MS segitségével. A hasitasi
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reakciokban (a) a Hiss-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP, (b) a rekombinans CTBP1 és
(c) a Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP fehérjéket hasznaltuk a SARS-CoV-2

Mpro szubsztratjaként. A spektrumok felett lathaté sematikus abrazolas a teljes hosszsagu

fehérjéket (sotétkék), valamint a hasitasi termékeket (F1 és F2, vilagoskék és zold) mutatja.

Az F1 és F2 fragmentek kozott a hasitohelyek szekvenciai is lathatéak. A spektrumokon

lathaté molekulatomeg értékek szinezése megfelel a szubsztratok és termékek sematikus

abrazolasahoz hasznalt szinezésének. A SARS-CoV-2 Mpro esetében meghatarozott

molekulatomeg értékeket (Da) fekete szinnel jeloltiik.
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A rekombinans CTBP1 fehérje hasitasat kovetden elemeztiik a hasitasi
fragmentumokat, mely alapjan a teljes hosszisagu fehérje az in silico modszerekkel josolt
pozicioban hasadt (P> GTRVQ*SVEQI1%) (19b. 4bra). Az enzim az ugyanezt a hasitohelyet
tartalmaz6 rekombinans Hise-MBP-mEYFP szubsztratot is ebben a pozicidban hasitotta (19c.
abra). Eredményeink megerdsitették a szamitogépes eljarasokkal josolt hasitohelyek jelenlétét,
¢s igazoltdk az alkalmazott szamitogépes eljarasok alkalmazhatosagat SARS-CoV-2 Mpro
hasitohelyek azonositdsaban. A fluoreszcens szubsztratokat a tovabbiakban enzimkinetikai

paraméterek meghatarozasara hasznaltuk fel, a szubsztratpreferencia vizsgalatanak érdekében.

6.2.4. Enzimkinetikai mérések

Miutan kisérletesen bizonyitottuk, hogy a SARS-CoV-2 Mpro a kivant pozicidban
hasitja a rekombinans szubsztratokat, hasitasi reakciokat végeztiink a Hiss-MBP-mEYFP
szubsztratokkal a SARS-CoV-2 ¢és CTBP1 hasitohelyek hasitasi hatékonysaganak

meghatarozasara.

A SARS-CoV-2 Mpro aktivitas idofiiggését Ni-NTA magneses gyongyokhoz kotott
Hiss-MBP-TSAVLQ*SGFRK-MEYFP  szubsztrat alkalmazasaval vizsgaltuk. Alland6
enzimkoncentracié mellett vizsgaltuk a reakcioidé hatasat (0-60 perc idGtartamban) a
szubsztratkonverziora (0-60 perc). Megallapitottuk, hogy az alkalmazott szubsztrat-
koncentraci6 esetén az enzim aktivitasa 10 perc utdn csokken, ezért az enzimaktivitas
szubsztratkoncentracio-fiiggésének vizsgalatahoz 5 perces inkubacios id6t valasztottunk, ahol

a termékképzidés sebessége egyenesen aranyosan valtozik az idével (20. abra).

A mérési koriilmények bedllitdsat kovetden enzimkinetikai méréseket végeztiink a
SARS-CoV-2 (TSAVLQ*SGFRKM) és a CTBP1 (REGTRVQ*SVEQIRE) hasitohelyek iranti
preferenciajak meghatarozasa érdekében. A Kinetikai analizissel kimutattuk, hogy a poliprotein
természetes hasitohelyét tartalmazé Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztrat jobb
szubsztratja a SARS-CoV-2 Mpro-nak, mint a CTBP hasitohelyet tartalmazo szubsztrat (21.
abra), utobbi esetében két nagysagrenddel alacsonyabb kcat/Kw értéket hataroztunk meg (5.
tablazat). Ez 0sszhangban van a gél-alapu vizsgalat eredményeivel (18b. abra), mivel az
enzim hatékonyabban processzalta a Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztratot,
mint a Hisse-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-MEYFP szubsztratot, viszont ellentétben all az

utdbbi hasitohely esetében kapott magasabb NetCorona pontszammal.
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20. abra. A SARS-CoV-2 Mpro enzimaktivitas vizsgalata az id6 fiiggvényében. A Hise-
MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztratnak (0,6 uM) a SARS-CoV-2 Mpro (0,074
uM) altali hasitdsa esetében a C-termindlis hasitasi termék felszabaduldsat fluorimetrids
méréssel vizsgaltuk. A relativ fluoreszcencia értékeket (RFU) az inkubaciés id6
figgvényében abrazoltuk. A grafikonon két parhuzamos mérés eredménye alapjan
meghatarozott atlagértékek szerepelnek. A szaggatott vonal a reakciésebesség linearitasat
mutatja az elsé 10 percben a 0-20 idétartamban mért értékekre illesztett regresszids egyenes

alapjan (R? >0,98).
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21. abra. A SARS-CoV-2 Mpro enzim Kkinetikai analizise rekombinans szubsztratok
felhasznalasaval. A Hiss-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP szubsztratra kapott adatokat
telitett fekete kor, mig a Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-mEYFP szubsztrat adatait iires
kor jelzi. A szubsztratokra meghatarozott kinetikai paraméterek az 5. tablazatban talalhatok.

Az eredmények két mérés atlagértékét mutatjak.
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5. tablazat. A SARS-CoV-2 Mpro esetében meghatarozott kinetikai paraméterek. A
méréseket Hise-MBP-TSAVLQ*SGFRKM-mEYFP és Hise-MBP-REGTRVQ*SVEQIRE-

mEYFP szubsztratokkal végeztiik. Az adatokat két parhuzamos kisérlet eredményei alapjan

szamoltuk.
Hasitéhely szekvencia Km (uM) kcat (s!) kcat/Km (uMIs™!)
TSAVLQ*SGFRKM 5,086 + 2,046 1,349 £ 0,370 0,2652 +0,1291

REGTRVQ*SVEQIRE 0,860 +£0,303  0,0033 +£0,0004  0,0038 +£0,0014

Eredményeink igazoltak, hogy az altalunk eldallitott szubsztratokat fel lehet hasznalni
a SARS-CoV-2 Mpro vizsgalatdhoz, beleértve az eddig ismeretlen hasitohelyek
hasithatésaganak vizsgalatat és az ismeretlen hasitasi pozicidk azonositdsat és kinetikai

paraméterek meghatarozasat is.

6.3. Bioréteg interferometria-alapu mérési eljaras Kkidolgozasa és
alkalmazasa
6.3.1. Mutans HIV-1 PR tisztitasa

A bioréteg interferometria-alaptt mérési eljaras kidolgozasahoz a HIV-1 proteazt
hasznaltunk modell enzimként. A katalitikusan aktiv enzim mellett kisérleteinkben egy
bizonyitottan inaktiv enzimformat alkalmaztunk kontrollként, mely inaktiv forma (HIV-1
PRanac) az 1-4-es, illetve 96-99-es poziciokban deléciot tartalmaz, ezért nem képes
funkcionalis dimer kialakitasara és nem rendelkezik Katalitikus aktivitassal (Miklossy és mtsai,

2008).

A HIV-1 PRanac protedazt BL21(DE3) baktérium sejtekben expresszaltuk. A feltarast
szonikalassal és lizozimet is tartalmazo pufferben végeztiik, majd eltavolitottuk a szennyezd
fehérjék jelentds részét tobblépcsds centrifugalasi és mosasi 1épéseken keresztiil. Ezt kovetden

reverz fazisu C18-as oszlop felhasznalasaval tovabb tisztitottuk a mintat (22. abra).

55



Begyiijtott frakciok

1500 1
14004 I
1300
1200 \
— 1100—; \
E 1lZIIJIJ—E |
s %00 \
S ooy !
= 700+ il \
5 = ARS
00 124 F 69 e
4003 UV _2801]11]
04 " UV_210nm
2003 P - -
100
O I B BN SRS S NS LI UL SIS SN
230 235 240 245 250 255 260 265 27 275 260

Puffer mennyiség (ml)

22. abra. A HIV-1 PRanac enzimfehérje tisztitasa reverz fazisu kromatografiaval. Az
enzimet AKTAprime késziilék segitségével C18-as oszlop hasznalataval tisztitottuk. Az
injektalt fehérje jelenlétét 280 és 210 nm hullamhosszon kovettiik (kék és rézsaszin), mig az
apolaris elualoszerként hasznalt acetonitril gradienst z6lddel lathatjuk. Minden begyjtott

frakciot fliggdleges barna oszlop jelez.

A reverz fazisi kromatografiaval torténd tisztitas utan a begytjtott frakciok tisztasagat

SDS-PAGE segitségével ellendriztiik (23. abra).
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23. abra. A HIV-1 PRanac tisztitisa soran begyiijtott frakciok tisztasaganak
ellendérzése. A frakciokat 14%-0s poliakrilamid gélen vizsgaltuk, SDS-PAGE analizissel.
Az abran nyillal jeloltiik a HIV-1 PRanac fehérjét (~10 kDa). Az abran szamozassal jeldltiik

a tisztitas soran begytijtott frakciokat.
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Az SDS-PAGE analizis alapjan a begytijtott frakciok tisztasaga megfelelonek bizonyult
(a denzitometria alapjan >95% volt), ezért tovabbi tisztitasi 1épéseket nem alkalmaztunk. A
begytjtott frakciok koziil a 13. és 14. frakciokat (23. abra) két 1épésben dializaltuk, majd a
fehérjekoncentraciot BCA Kit és NanoDrop2000 késziilék segitségével hataroztuk meg.

6.3.2. Aktiv centrum titralas

Az aktiv HIV-1 PRvad koncentraciojat HPLC-alapu méréssel hataroztuk meg HIV-1
MA/CA hasitohelyet reprezentalod 9-tagu oligopeptid szubsztrat és atazanavir protedz inhibitor
felhasznélasaval. Az atazanavir egy jol ismert, az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi
Hatosag (FDA) altal antiretroviralis terapiaban (HAART) torténd alkalmazasra jovahagyott
protedz inhibitor, mely kompetitiv modon képes a HIV-1 PR aktiv centrumahoz kotédni és
(aktiv centrum titralas) a HIV-1 PRyag aktivitasat allando enzim- és szubsztratkoncentraciod
alkalmazasa ¢és novekvd inhibitorkoncentracido mellett hataroztuk meg, majd a meghatarozott
szubsztratkonverziét az atazanavir koncentracio fiiggvényében abrazoltuk (24. abra). Az aktiv
enzim koncentraciot a dozis-hatas gorbe kezdeti linearis szakaszara illesztett egyenes alapjan

hataroztuk meg az x-tengely metszete alapjan.

Konverzé (%)

o

0 1 2 3 4
[Atazanavir](nM)

U1 4

24. abra. Reprezentativ ddzis-hatasgorbe a HIV-1 PRvad atazanavir altali gatlasarol.

reprezentald (VSQNY*PIVQ) oligopeptid szubsztratot hasznaltuk, a kontroll reakciot
(inhibitor nélkiil) ugy végeztiik, hogy a szubsztrat konverzidja 20% alatt legyen.
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6.3.3. Rekombinans fehérje szubsztratok eloallitasa

A Hiss-MBP-mEYFP ¢és Hiss-MBP-mApple rekombinans fehérjék (25a. abra)
tervezése soran olyan szekvencidkat épitettiink a szubsztratba, amely a HIV-1 MA/CA
hasitohely 9- (P5-P4”) vagy 24-taghi (P12-P12’) szekvencidjat reprezentalja. Mind a 9-tagu,
mind pedig a 24-tagl szubsztratbol vad tipusu (vad-9 és vad-24) és mutans (mut-9 és mut-24)
szubsztratokat hoztunk 1étre. A rovidebb HIV-1 MA/CA hasitohelyet tartalmazo szekvenciak
kozlil a mutans szekvencia P2 pozicidban leucint tartalmazott (VSQLY*PIVQ). A
kutatocsoport a korabbi munkak sordn mar jellemezte ezt a mddositott szubsztratot (Boross és
mtsai, 1999; Bagossi és mtsai, 1998; Bagossi és mtsai, 2005), ezért esett a valasztasunk erre
a hastohely szekvenciara. A 24-tagi mutans szekvenciat tartalmazo szubsztrat P5-P4’
poziciokban a HIV-1 MA/CA, mig P12-P6 és P5’-P12’ poziciokban a HIV-1 CA/p2
hasitohelynek megfeleld aminosavakat tartalmazta (25b. abra). Ezen szubsztratok
alkalmazasaval lehet6ségiink nyilt megvizsgalni az irodalmi adatokbol ismeretes (Laco, 2015)

enzimfelszini un. szubsztratkotd arkot (substrate groove vagy S-groove).

A fluoreszcens fehérjéket BL21 (DE3) sejtekben expresszaltuk és Ni-NTA gyongy-
alapu affinitds kromatografiaval tisztitottuk. Ezt kovetden oldatban torténd emésztéssel
ellendriztiik, hogy a tisztitott fehérjék felhasznalhatéak-e a HIV-1 PR szubsztratjaként. A
reakcio soran HIV-1 PRyag enzimet hasznaltunk. A hasitasi reakciokat, valamint a hasitatlan
szubsztratokat 14%-0s SDS poliakrilamid gélen valasztottuk el, iigy hogy a mintakat nem-
denaturald koriilmények kozott kezeltik. Az eddigi kisérleteinkhez hasonléan (Bozoki és
mtsai, 2018) a C-terminalis, fluoreszcens cimkét tartalmazo fragmenteket, valamint a teljes
hosszusagu szubsztratokat kék atvilagito talca alatt detektaltuk (25c. abra). A C-terminalis
fragmens megjelenése arra utalt, hogy a HIV-1 PRvag enzim elhasitotta a rekombinans
fehérjéket a beépitett hasitohelyen, tehat alkalmazhatdéak a tovabbi kisérletes munkak
elvégzésére. Megjegyzendd, hogy a C-termindlis hasitasi termék a vad-24 szubsztrat esetén a
vartnal alacsonyabb molekulaméretnél jelent meg a gélen, ennek oka valoszintileg a vad-24 és
mut-24 szekvenciak kozotti toltéskiilonbség nem-denaturald mintael6készités esetén. Abban az
esetben, amikor a mintdkat denaturald koriilmények kozott kezeltik és szeparaltuk, nem

mutattunk ki méretbeli kiilonbségeket (25d. abra).
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25. abra. A HIV-1 PRvad szubsztratjaként alkalmazott, HIV-1 MA/CA hasitéhelyet
tartalmazo szubsztratok. (a) A szubsztratok sematikus abrazoldsa. A szubsztratok a TEV
¢s a HIV-1 PR hasitohelyeit tartalmazzak. (D) A szubsztratokba épitett kiilonbozo
hosszlisagu vad tipust és modositott HIV-1 MA/CA hasitohely szekvenciak. A modositott
aminosavakat alahuzassal jeloltiik, a csillagok a hasitasi poziciot mutatjak. (c) A hasitatlan
szubsztratok és a HIV-1 PRyag altali hasitas kovetkeztében keletkez6 termékek nativ PAGE-
analizise. A fehérjéket a gélben kék fénnyel torténd atvilagitassal vizualizaltuk. (d) A
hasitatlan szubsztratok (~72 kDa) és a C-terminalis hasitasi termékek (~26 kDa) SDS-PAGE
analizise. Az SDS-PAGE analizis utdn az elvalasztott fehérjéket renaturaltuk a gélben,
amelyeket UV-fény segitségével tettiik lathatova. A szubsztratokat és a fluoreszcens cimkét

tartalmazo termékeket nyilakkal, illetve csillagokkal jeloltiik.

A tovabbi kisérletes munkaink soran ezen fehérjéket hasznaltuk szubsztratként a hasitasi
reakciokban egy uj, a proteolitikus aktivitds folyamatos mérésén alapulé mérési modszer
kidolgozasahoz. A hasitasi kozegek elektroforetikus analizise soran azt tapasztaltuk, hogy a
vad-9 és vad-24 szubsztratok esetében a szubsztratkonverzid 100%-0s volt, ezzel szemben a
modositott hasitohelyet tartalmazd szubsztratok esetében (mut-9 és mut-24) a hasitatlan
szubsztrat egyértelmtien kimutathatd volt (25¢. abra). Ez arra utalt, hogy az eltér6 hasitohely
szekvenciat tartalmazo szubsztratok hasitasi hatékonysaga kiilonbozik, ezért a késdbbiekben
leirtak szerint ezeket a szubsztratokat a szubsztratspecificitas részletesebb vizsgalatadhoz is

felhasznaltuk.
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6.3.4. A bioréteg interferometria-alapti mérés beallitasa
6.3.4.1. A hasitdasi jel validalasa
6.3.4.1.1. Hasités katalitikusan aktiv és inaktiv HIV-1 proteazzal

A Dbioréteg interferometria-alapi protedz aktivitasmérési modszer kidolgozasanak
alapjat az a feltételezés képezte, hogy a bioszenzor felszinéhez immobilizalt és a HIV-1 proteaz
hasitohelyét tartalmazo szubsztratok érzékenyek a proteolizisre és a hasitas kovetkeztében a
fragmentek felszabaduldsa csokkenti a feliileten 1év0 szubsztratok méretét, igy a biomolekularis
réteg vastagsagat, ami mérhetd. A modszer tesztelésére és fejlesztésére egy mar korabban
sikeresen alkalmazott HIV-1 PR szubsztratot hasznaltunk (Bozoéki és mtsai 2017; Bozoki és
mtsai 2018), a Hise-MBP-mEYFP szubsztratba épitett szekvencia a vad tipust HIV-1 MA/CA
hasitohely 9-tagu felismerési szekvencidjat reprezentalta (VSQNY*PIVQ). Modell enzimként
a HIV-1 proteazt hasznaltuk. A vizsgalatokhoz a katalitikusan aktiv és inaktiv enzimeket (HIV-
1 PRvad és HIV-1 PRanac) egyarant hasznaltunk annak érdekében, hogy jol elkiilonithetéek

legyenek a proteolizis kdvetkeztében végbemend valtozéasok.

Vizsgalatunk soran Ni-NTA-alapti bioszenzorokat alkalmaztunk, mely tSbb
szempontbol is elényOs valasztas az esszé szempontjabol: i) A Ni-NTA bioszenorok
regeneralasa egyszer(, gyors és koltséghatékony, ii) Az antitest-alapt szenzorral szemben (anti-
His antitest) a Ni-NTA szenzorok hasznalata soran nem kell szamolni az antitest-réteg
enzim(ek) altali nem kivanatos proteolizisével, iii) A Ni-NTA feliilet alkalmazhatosagat jol
jellemeztiik a kutatocsoport korabbi kisérletes munkai soran (Bozéki és mtsai, 2018; Bozoki
és mtsai, 2019; Motyan, és mtsai, 2018; Bozoki és mtsai, 2020; Gazda és mtsai, 2020; Golda
és mtsai, 2020).

Az altalunk fejlesztett BLI-alapt proteaz esszé 3 6 1épésbdl all (26a. abra). Az elsé
1épéshen torténik a szubsztrat immobolizalasa a Ni-NTA-alapt szenzorhoz, a szubsztraton 1évo
Hise affinitas cimke segitségével. A masodik 1épésben torténik a bioszenzorhoz gyengén, illetve
aspecifikusan kot6do fehérjék eltavolitasa a szenzor mosasaval. A harmadik 1épésben torténik

a szubsztrat HIV-1 proteaz altali hidrolizise.

Mivel a Michaelis-Menten kinetikai modell szabalyai szerint az enzim kezdeti

reakciosebessége fligg(het) a kiindulasi szubsztrat koncentraciotol, kisérleteinket a

crer

tulnyomo része szubsztrattal telitddott. Ezzel kikiiszoboltiik azokat a kiilonbségeket, melyek az

egyes mérésekben a szubsztrat eltérd mennyiségébdl adédhatnak.
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A bioszenzorokat két 1épésben mostuk. Az elsé 1épésben eltavolitottuk a feleslegben
1évd szubsztratot, illetve az aspecifikusan kotédd fehérjéket a bioszenzor feliiletérdl (250 pl,
tube mod). A masodik mosasi 1épést kisebb térfogatban végeztiik (4 ul, drop mod) annak
érdekében, hogy minimalizaljuk a tube és drop modok kozotti atmenet soran keletkezd
aspecifikus jelet. Mig az els6 mosasi 1épésben a felkotott szubsztratok egy része disszocialt a
bioszenzorrol, addig a masodik mosasi 1épésben a disszociacid elhanyagolhatd volt, ami a

relative kis térfogatban végbemend “Ojrak6tédés” hatasaval magyarazhato (26b. abra).

A kisérleteinkben tapasztalhatd spontan szubsztrat disszociacido (az 1. és 2. mosasi
lépések soran) részben a reakciok soran hasznalt pufferek osszetételével magyarazhato. A
relative magas sokoncentracié és az alacsony pH szuboptimalis kdrnyezetet biztositottak a Ni-
NTA és a Hise-cimke kozotti kdlcsonhatasok szamara (Bozoki, és mtsai, 2017). Ezen puffer
hasznalata azonban az enzim optimalis miikodése szempontjabol volt kritikus jelentdségi,
ugyanis a HIV-1 proteaz pH optimuma ~5,5, tovabba a magas NaCl koncentracio
szignifikansan noveli az enzim aktivitasat. A masodik mosasi 1épést a proteolizis kovette (drop
mod). Ebben a fazisban a pufferdsszetétel és a térfogat megegyezett a masodik mosasi 1épésben

alkalmazottal, ezzel minimalizaltuk a jel-zaj intenzitasat.

A mosasokat kovetdéen a mérés proteolizis szakaszaban (26b. abra) a szenzort a HIV-1
proteaz oldataba meritettiik. A bioszenzorra felkotott szubsztratok HIV-1 PRyad altali
érzékenységének koszonhetden (25c. abra) a beépitett hasitohelyen processzalodtak. Ebbol
adodoan a szenzor bioréteg vastagsaga lecsokkent, amit az idé fliggvényében detektaltunk.
Amint megtortént az immobilizalt Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztrat (72,24 kDa)
HIV-1 PR altali hasitdsa, az N-terminalis fragmens rajta maradt a szenzoron (Hise-MBP-
VSQNY, 44,45 kDa), mig a fluoreszcens fehérjét tartalmazd C-terminalis termék (PIVQ-
MEYFP, 27,64 kDa) a HIV-1 proteazt is tartalmazé oldatba keriilt (26a. abra). Ennek
koszonhetden a bioréteg vastagsaga lecsokkent, ezért egy intenziv jeler0sség csokkenést

tapasztaltunk (26b. abra).
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26. abra. A BLIl-alapu proteaz vizsgalat alapelve. (a) A bioszenzorok sematikus
abrazolasa a vizsgalat soran. (b) Az esszé 1épéseit bemutatod reprezentativ szenzogram. A
hasitasi reakciokat katalitikusan aktiv (HIV-1 PRyad, lila) és inaktiv (HIV-1 PRanac, harancs)
HIV-1 PR alkalmazaséaval hajtottuk végre. A parhuzamos kisérletekben ugyanazt a Ni-NTA
bioszenzort hasznaltuk, a mérések kozott a szenzorokat alacsony pH-ju oldattal regeneraltuk

(a gyarto utasitasai alapjan).

Annak érdekében, hogy kizarjuk az esetleges fals pozitiv eredményt, miszerint a jel
erdsség csokkenésének oka nem a proteolizis, hanem a Hisg cimkét tartalmazo szubsztratok
disszociacidja, kontrollként katalitikusan inaktiv HIV-1 PR-t alkalmaztunk. A HIV-1 PRanac
mutans enzim nem képes funkcionalis dimer 1étrehozasara, az 1-4-es, illetve 96-99-es N- és C-
terminalis rovid szakaszok delécidja miatt. Ezen régiok kritikus jelentdségliek a dimerizacid
szempontjabol (Ishima és mtsai, 2001) és kulcsszerepet jatszanak mas retroviralis proteazok
dimerizacidjaban is (Métyan és mtsai, 2020). A fenti modositasok kovetkeztében az enzim
proteolitikus aktivitdssal nem rendelkez6 monomerekként van jelen. A HIV-1 PRanac

enzimmel végzett mérésekben elhanyagolhaté mértékli jelerdsség-csokkenést tapasztaltunk,
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annak ellenére, hogy a reakcio azonos koncentracioban tartalmazta a katalitikusan aktiv, illetve
az inaktiv proteazt. Mindezekbdl arra kovetkeztettink, hogy a vad tipusi HIV-1 PR
processzalta a rekombindns szubsztratba épitett MA/CA hasitohelyet, amelyet jelerésség-
csokkenés formdjaban detektaltunk. Méréseink igazoltak, hogy a moddszer alkalmazhato
proteolitikus aktivitas vizsgalatara, ezért tovabbi kisérleteink a mérési koriilmények

optimalizédlasara iranyultak.

6.3.4.1.2. Hasitési reakci6 tripszinnel

Igazolni kivantuk, hogy a BLI-alapti médszer alkalmazhatd mas proteolitikus enzim(ek)
vizsgalatara is, illetve hogy a rendszer érzékenysége novelheté ha olyan enzimet alkalmazunk,
ami nagyobb jelintenzitds-csokkenést general. A vizsgélatunkban tisztitott human kationos

tripszint alkalmaztunk.

A tripszinnel torténd emésztés esetén vart kiilonbségek ok az volt, hogy az alkalmazni
tervezett mérési koriilmények tobb szempontbol is eltértek a HIV-1 PR esetében
alkalmazottaktol. A tripszin alacsonyabb hémérsékleten (25°C-on) is megfeleld aktivitassal
rendelkezik, ami fontos lehet az altalunk is hasznalt BLItz késziilék hasznalatakor, ugyanis a
mérési hdmérséklet nem szabalyozhaté ezen a tipusu késziiléken. A tripszin aktivitdsanak
vizsgalatakor nem sziikséges alacsony pH alkalmazasa, ami csokkenti a bioszenzorhoz kikotott
szubsztratokat egyetlen meghatarozott helyen hasitja, melynek kovetkeztében a bioréteg
vastagsdga ~26 kDa tomegli fehérjével csokken. Ezzel szemben a tripszin tobb helyen is
processzalja a rekombinans szubsztratot (Métyan és mtsai, 2018), ami varhatéan nagyobb

jelintenzitas-csokkenést general a nagyobb mértékii molekulatomeg-valtozas miatt.

Méréseket végeztiink tripszin és HIV-1 PRvag enzimekkel, a reakciok kontrolljaként
enzimet nem tartalmazé puffert hasznaltunk(27. abra). Mind a HIV-1 PRyad, mind a tripszin jol
detektalhatd és jelentds jelintenzitas csokkenést generalt a mérés proteolizis szakaszaban,
azonban a tripszin ~3-szor nagyobb hullamhossz eltolodas csokkenést okozott egységnyi id6
alatt a HIV-1 PR-hoz képest. Ezen eredményekbdl kideriilt, hogy a HIV-1 proteazon kiviil mas
proteolitikus enzim aktivitasa is detektalhatdo az altalunk kidolgozott eljarassal, és hogy a
jelintenzitas csokkenés novelhetd olyan enzim hasznalatdval, ami a szubsztrat hasitasakor
nagyobb molekulatomegii proteolitikus fragmenteket szabadit fel. Bar a tripszines hasitas

reakciokozegének pH-ja optimalis volt a Ni-NTA kolcsonhatashoz (pH ~7,4), mégis jelentds
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mennyiségl szubsztrat disszociaciot detektaltunk az 1. mosasi 1épés kozben, amit feltehetden a
reakciokozeg relative magas Tris koncentracioja (100 mM) okozott. A tovabbiakban a
méréseinkhez a kontroll kisérletekhez enzimmentes kozeget hazsnaltunk, mivel azonos
mértékli az inaktiv (26. abra) ¢és az enzimet nem tartalmazé (27. abra) kozegeben mért

jelintenzitasbeli valtozas.

Eredményeink igazoltak, hogy a modszer potencialisan alkalmazhat6 lehet kiilonb6z6
proteolitikus enzimek vizsgalatara is, azonban a mérés koriilményeit minden esetben sziikséges
optimalizalni, pl. szenzor, szubsztrat tipus (specifikus vagy altalanos proteaz szubsztrat),

reakciokoriilmények (pufferkomponensek, pH, hdmérséklet).
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27. abra. Hasitasi reakcio HIV-1 proteazzal és tripszinnel. A reprezentativ Szenzogram
az alapvonal felvételétdl a proteolizis szakaszaig mutatja be a jelintenzitas valtozasat a HIV-

1 PRvag esetében lila, a tripszin esetében piros, mig a puffer esetében sarga szinnel jeloltiik.

6.3.5. Kiilonb6z6 fémionok hatasa a szubsztrat immobilizaciéra

Léteznek olyan affinitds kromatografiai eljarasok, amelyek kétértékii kationokat
hasznalnak a His-cimkével ellatott fehérjék immobilizalasahoz (Ueda és mtsai, 2003;
Vorackova és mtsai, 2011). A bioszenzorok alkalmazasa soran tapasztalhatdé spontan
szubsztrat disszociacio csokkenthetd a megfeleld kation kivalasztasaval, amely a His-cimkét
tartalmazé fehérje esetében relative kisebb disszociacios allanddval bir. Mindezek mellett a

kisérlet szempontjabol elengedhetetlen, hogy olyan rendszeren dolgozzunk, amely ellenall6 az
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egymast kovetd regeneralési Iépések szempontjabol, tehat tobb egymast kovetd enzimreakcio
¢és regeneralasi 1épés utan is azonos szenzogramokat kapunk. Ez a koltséghatékonysag, az

egyszeriiség ¢s a reprodukalhatdsag miatt is rendkiviil fontos.

A mérési koriilmények optimalizalasa soran kiilonbozo kétértéki kationokkal (Zn?*,
Ni2*, Co%", Cu?") toltottiik fel a bionszenzorok felszinét. Ezt kdvetden az asszociicio 1épés
folyaman kikotottiik a szubsztratot (Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP) a bioszenzorokhoz és
megvizsgaltuk a disszocidciot. Savas regeneralasi Iépést kdvetden a szenzorokat wjbol

felhasznaltuk egy parhuzamos méréshez (28. abra, 6. tablazat).

A legerdsebb kolcsonhatast a His-cimkével ellatott szubsztrat és a nikkel ionokkal t61tott
szenzorok kozott tapasztaltuk. Erdemes megjegyezni, hogy az elsé mérésnél a cink és kobalt
ionnal feltoltott bioszenzorok esetében joval nagyobb mértékii k6tddést tapasztaltunk a nikkel
ionnal toltott szenzorokhoz képest (asszociacios allando, ka), azonban a regeneralast kovetéen
ezen szenzorok kotOkapacitasa (Rmax) nagy mértékben csokkent. Ezzel szemben abban az
esetben, amikor a méréseinket nikkel ionokat tartalmazo bioszenzorral végeztiik, nem
tapasztaltunk jelentdsebb mértékii eltérést a kotdékapacitasban és a disszociacios és asszociacios

allandok értékében sem.
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vizsgalata. A

szenzogramok a bioszenzorok szubsztrat-kotési képességét mutatjak be regeneralas el6tt (1.)
¢s regeneralas utan (2.). A kotddés vizsgalatdhoz a Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP

szubsztratot hasznaltuk. A szenzogramokon a szines gorbe a mérés soran kapott jelet

mutatja, mig szilirke szinnel a mérési pontokra a kiértékeld szoftver altal automatikusan

illesztett gorbe lathatd. Az értékek matematikai illesztésénél 1:1 kotési modellt (Langmuir-

modell) hasznaltunk. A mérést jellemzd kinetikai €s technikai paraméterek az 6.

tablazatban talalhatok.
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megfeleld szenzogramok a 28. dbran lathatok. Az egyes mintakra kapott értékeket a

6. tablazat. A Kiilonbozé kétértékii kationok esetében meghatarozott paraméterek. A

szenzorok regeneralasa el6tt (1.) és utan (2.) elvégzett mérésekben hataroztuk meg.

lon Minta ka(1/Ms)*10° kd(1/s)*10°®  Requilibrium  Rmax R?2
o 1 1,55+0,12 0,81 £0,013 1,34 2,36 0,98
CIn
2 0,32+0,14 0,93 +0,021 0,68 3,53 0,97
) 1 0,37+0,12 0,42+0,014 0,93 249 0,98
nikkel
2 0,47+0,11 0,45+0,012 1,08 2,54 0,98
1 1,08 £0,15 1,19+0,020 0,61 1,56 0,98
kobalt
2 2,59+£0,15 0,69+0,012 0,81 1,12 0,98
) 1 0,29+0,14 1,85+0,033 0,27 2,82 0,97
rez
2 0,36 +0,12  1,55=+0,060 0,45 3,26 0,97

Az egyensulyi allapotban detektalt valasz (Req) nagymértékben fiigg az analit
koncentraciojatol (c), az asszociaciotol (ka, komplexképzodés sebessége), a disszociaciotol (kd,
komplexképz6dés stabilitasa), és a bioszenzor maximalis kotési kapacitastol (Rmax), amint azt
a kovetkezé egyenlet mutatja: Requilibrium=((ka*c)/(ka*c+kd))*Rmax. A helytelen regeneracio
(rezidualis fehérje a bioszenzoron, elégtelen ionfelt6ltés) vagy az érzékelok karosodasa az Rmax
érték csokkenéséhez vezethet, igy alacsonyabb Req-h0z. Azt tapasztaltuk, hogy a Ni-NTA
feliilet kivételével, a tobbi kationnal bevont bioszenzor kisebb hatékonysaggal regeneralhato,
ezért az eredményeink ilyen szenzorok alkalmazasakor kevésbé reprodukalhatok (28. abra).
Mivel a nikkel ionokkal feltoltott szenzorok esetében a regeneracié elhanyagolhatd hatast
gyakorol a szubsztratok immobilizalhatosagara, a tovabbi vizsgalatainkat nikkel ionok

hasznalataval végeztiik el.

6.3.6. Enzimkoncentracié hatisa az immobilizalt szubsztrat processzalasara

A modszer validaldsa szempontjabol rendkiviil fontos szem eldtt tartani az altaldnos
enzimoldgiai torvényszeriiségeket. Kisérletlink sordn megvizsgaltuk, hogy az eltérd
enzimkoncentraciok hogyan hatnak a reakciosebességre, detektalhatoak-e kiilonbségek, illetve

aranyosan valtozik-e a jelintenzitas csokkenése az enzim mennyiségével.

67



Els6 1épésben azonos mennyiségli szubsztrattal (Hisse-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP)
toltottiik fel a Ni-NTA bioszenzorokat, majd megvizsgaltuk a szubsztratok processzalasat
tapasztaltuk, hogy a proteolizis szakaszokban a biorétegnek az id6 fliggvényében mért valtozasa
(Anm/At) aranyos Volt az alkalmazott enzim koncentracioval, mig a nagyobb
enzimkoncentraciok esetében nagyobb mértéki jelvaltozast detektaltunk (29a. abra). A
szenzogramok kiértékelése soran a proteolizis szakaszokban (2-10. masodperc tartomanyban)
mért hulldamhossz eltolodast (nm) abrazoltuk az id6 fiiggvényében, €s a rétegvastagsag kezdeti
valtozasat (Anm/At) a pontokra illesztett regresszios egyenes meredeksége alapjan hataroztuk
meg. Eredményeink alapjan a rétegvastagsag valtozasa egyenesen aranyos volt az alkalmazott
HIV-1 PR koncentracioval (29b. abra). A jel enzimkoncentracioval aranyos valtozasa is
alatdmasztotta, hogy az altalunk detektalt valtozdsok az enzim proteolitikus aktivitdsdnak
koszonhetéen jonnek létre, nem pedig pl. a szubsztrat spontan disszociacidja vagy ma

aspecifikus hatas kovetkeztében.
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29. abra. A rétegvastagsag kezdeti valtozasa az enzimkoncentracio fiiggvényében. (a)
Az esszé proteolizis szakaszat bemutatd reprezentativ szenzogramok kiilonb6zé HIV-1
PRvag enzimkoncentraciokkal végzett kisérletek soran. (b) A rétegvastagsag valtozasanak
(Anm/At) abrazolasa a mérés soran alkalmazott HIV-1 PRvag koncentracid (nM)
fiiggvényében. A Anm/At értékek a BLI mérés proteolizis szakaszanak 2-10 masodperc
id6tartaméban rogzitett értékekre illesztett regresszids egyenes meredekségének felelnek
meg. Az R? értéket linedris regresszioval hataroztuk meg. Az eredmények két mérés

atlagértékét mutatjak.
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6.3.7. Gatlészer hatasa az enzimaktivitasra
Tovabbi kisérletekben kivantuk megerdsiteni, hogy az optikai jel megvaltozasat a
az immobilizalt szubsztratok és az enzim kozotti aspecifikus kolcsonhatasok. Ennek érdekében

hasitasi reakciokat végeztiink a HIV-1 PR-t gatolni képes atazanavir inhibitor jelenlétében.

A hasitasi reakciokhoz a Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztratot és a HIV-1
PRvadenzimet alkalmaztuk. A reakciokozegek az atazanavirt 2 nM és 2 uM végkoncentracidban
tartalmaztak. Mivel az atazanavirt DMSO-ban oldottuk be, a kontroll reakciok inhibitor helyett
DMSO-t tartalmaztak. A legintenzivebb jelvaltozast a kontroll reakcional figyeltiik meg, ahol
az inhibitor nem gatolta az enzimet (30a. abra). A kontrollhoz képest a jel meredeksége
alacsonyabb volt, ha az atazanavirt 2 nM végkoncentracidoban alkalmaztuk, ami csak részleges
gatlast jelent. Ezzel szemben a mért jel valtozdsa 2 uM inhibitor jelenlétében elhanyagolhato

volt, ami az enzim teljes gatlasara utalt (30b. abra).
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30. abra. Az atazanavir HIV-1 PR aktivitasra gyakorolt gatldé hatasanak
meghatarozasa. (a) A HIV-1 PRyag enzimmel inhibitor hianyaban, valamint 2 nM és 2 uM
kapott kezdeti Anm/At értékek dsszehasonlitdsa. A Anm/At értékek a BLI mérés proteolizis
szakaszanak 2-10 masodperc idOtartamaban rogzitett értékekre illesztett regresszios

egyenes meredekségének felelnek meg. Az eredmények két mérés atlagértékét mutatjak.

Eredményeink megerdsitették, hogy az észlelt jelvaltozast nem aspecifikus
kolcsonhatasok okoztak, hanem a szubsztrat HIV-1 PRyag altali proteolizise, mely gatolhato volt
a specifikus inhibitorral. Vizsgalataink célja elsésorban annak igazolasa volt, hogy a detektalt

jel valtozasai a proteolitikus aktivitas kovetkeztében alakulnak ki, részletes gatlasvizsgalatokat
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nem kivantunk végezni, de a BLI-alapi mérés potencidlisan alkalmas lehet gatloszerek

vizsgalatara is.

6.3.8. Mérések teljes sejtlizatumbol

A BLI technologianak készonhetden a célmolekuldk szenzorhoz valo kikotéséhez nem
feltétlen sziikséges tisztitott fehérjéket alkalmazni. Komplex bioldgiai mintabol (pl. bakterialis
sejtlizatumbol) direkt moédon immobilizalhatéak a hisztidin (pl. Hise vagy Hisg) cimkét
tartalmaz6 rekombindns fehérjék. Az ily modon, tisztitatlan fehérjékkel torténd mérés tovabb
csokkentheti a BLI proteaz essz¢ anyag- és idéigényét, mely kritikus jelentéségli lehet egy nagy

ateresztoképességli modszer alkalmazésa soran.

Els6 1épésben kikotottiik a rekombinans fluoreszcens fehérje szubsztratot (Hise-MBP-
VSQNY*PIVQ-mEYFP) a sejtlizatumbol. A hattérkotddés mértékének meghatarozasahoz a
szubsztratot nem expresszaldo BL21(DE3) sejtek lizatumat alkalmaztunk kontrollként. A
sejtlizatumokban 1évé fehérjéket SDS poliakrilamid gélelektroforézist koveté Coomassie
festéssel detektaltuk. Mivel a teljes sejtlizitumban a fluoreszcens szubsztrat mellett szamos
bakterilis fehérje is detektalhato volt, a szubsztratokat UV fényben is vizsgaltuk. A fehérjék
gélben torténd renatuldsa utan kizarolag a fluoreszcens cimke fehérjét detektaltuk a szubsztratot
expresszalo sejtek lizatuméaban, mig a kontroll mintdban (az tires plazmiddal transzformalt
sejtek lizatumaban) nem tapasztaltuk sav megjelenését azonos molekulaméretnél (31. abra).

Ezzel igazoltuk a szubsztrat jelenlétét vagy hidnyat a vizsgalt mintakban.

- o = +  Szubsztrat
300kDa- - —
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55 kDa -
40 kDa -
: —
25 kDa -
10 kDa - - ¢ |
uv Coomassie festés

31. abra. Transzformalatlan és transzformalt BL21(DE3) sejtlizatumok vizsgalata
SDS-PAGE segitségével. A Hiss-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP teljes hosszusagt fehérje
szubsztratot (~72 kDa) a Coomassie festékkel festett gélen és renaturalast kovetéen UV

atvilagitassal is detektaltuk, a szubsztratot nyillal jeloltiik.
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A teljes sejtlizaitumokkal végzett mérések koriilményei megegyeztek a tisztitott
szubsztrattal val6 mérési protokollal, azzal a kivétellel, hogy beiktattunk egy mosasi 1épést az
aspecifikusan kotédé szennyezd fehérjék eltavolitsa érdekében. A Ni-NTA bioszenzorok
kiillonb6z6 sejtlizatumokba meritését kovetden eltérd jelintenzitasokat kaptunk (32. abra). A
szubsztratokat nem tartalmazo lizatum esetében kisebb kotési szignalt kaptunk, mint a fehérje
szubsztratot expresszalod bakteridlis sejtek lizatumaban. A mérés proteolizis szakaszaban a
kotési jel csokkent a szubsztratot tartalmazo minta esetében a katalitikusan aktiv HIV-1 PRyad-
nak koszonhetéen, mig a szubsztratot nem tartalmazoé mintanal valtozatlan maradt. Az SDS-
PAGE analizis eredményébdl (31. abra) és a BLI-vel kapott szenzogrambol (32. abra) is
egyértelmiien kideriilt, hogy a rendszer alkalmas Hiss-cimkét tartalmazo fehérje sejtlizatumbol
torténd kikotésére, igy alkalmazhato lehet a HIV-1 protedz proteolitikus aktivitdsanak

vizsgalatara, a szubsztrat eldzetes tisztitasa nélkdil.
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32. abra. Hasitasi reakci6 BLI-alapu vizsgalata a szubsztrat sejtlizatumbél valo
immobilizalasa esetén. A reprezentativ szenzogram a sejtlizatumbol torténd mérés
eredményét mutatja, Ni-NTA bioszenzor alkalmazasaval. A mérés soran eldszor felvettiik
az alapvonalat (tube mod), majd a szenzort a szubsztratot nem tartalmazo (FP-) vagy
tartalmazd (FP+) sejtek lizatumba meritettiik a szaturacidé eléréséig (drop mod). Az
aspecifikusan kotddd fehérjéket harom egymast kovetd mosasi 1€péssel tavolitottuk el.

Végezetiil HIV-1 PRvad hozzaadasaval vizsgaltuk a proteolizist.
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6.4. A bioréteg interferometria-alapu mérés alkalmazasa
6.4.1. A HIV-1 proteaz S2 szubsztratkoto zsebének vizsgalata

A szubsztrat immobilizaléas és a BLI-alapi mérés koriilményeinek beéllitasat kovetden
a kidolgozott modszert a HIV-1 PR szubsztratspecificitasdnak vizsgalatara kivantuk

felhasznalni.

A kisérleteket Hise-MBP-VSQNY*PIVQ-mEYFP szubsztrat alkalmazéasaval végeztiik,
amely a HIV-1 vad tipust MA/CA hasitohelyét tartalmazta (vad-9) (Bozoki és mtsai, 2018).
Emellett egy olyan szubsztratot is terveztiink, amely a hasitohely szekvencia P2 pozicidjaban
aszparagin helyett leucint tartalmazott (VSQLY*PIVQ) (mut-9) (25b. abra). Kutatocsoportunk
korabbi, oligopeptid szubsztratokon végzett vizsgalataibol ismert volt, hogy a HIV-1 PR
nagyobb hatékonysaggal processzalja a vad tipusi MA/CA hasitohelyet, mint a P2-moddositott
szubsztratot (Bagossi és mtsai, 1998; Boross és mtsai, 1999; Bagossi és mtsai, 2005).

Feltételeztiik, hogy a szubsztratok iranti preferencidk kozti kiilonbség a BLI-protedz esszé

alkalmazasaval is kimutathato.

A HIV-1 PRyad hasitasi hatékonysaganak Osszehasonlito analizisét a vad-9 és mut-9
Hiss-MBP-mEYFP szubsztratok kezdeti Anm/At értékeinek meghatarozasaval végeztiik (33a.
abra). A jelintenzitas csokkenése a vad-9 szubsztrat esetében joval intenzivebb volt, mint a
mut-9 szubsztrat esetében (33b. abra). A két eltérd hasitohely kozti szignifikans kiilonbség
Osszhangban van az oligopeptid szubsztratokon meghatarozott aminosav preferencidkkal
(Bagossi és mtsai, 1998; Bagossi és mtsai, 2005) (33c. abra) és a vad tipusu szekvencia iranti

nagyobb preferencidra utal.

Eredményeink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a valos idejii BLI-alapt protedz mérési
eljaras alkalmas az enzim specificitdsanak tanulmanyozasara, ezért tovabbi szubsztratokat is
felhasznaltunk a HIV-1 PR vizsgalatara. Célul tliztiik ki olyan, 24-tagl hasitohely szekvenciat
reprezentald rekombinans szubsztratok vizsgalatat (25b. abra), melyekkel igazolhato a HIV-1

PR szubsztratkotd arkanak szerepe a szubsztrat kotésében.
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33. abra. A HIV-1 PR specifitasanak vizsgalata P2-modositott hasitohelyet tartalmazé
szubsztratok hasznalataval. (a) A HIV-1 PRyag enzimmel és vad-9 (VSQNY*PIVQ) és
mut-9 (VSQLY*PIVQ) szubsztratokkal végzett enzimreakciok reprezentativ szenzogramja.
(b) A vad-9 és mut-9 szubsztratok esetében meghatarozott Anm/At értékek 6sszehasonlitasa.
A Anm/At értékek a BLI mérés proteolizis szakaszanak 2-10 masodperc idétartamdban
rogzitett értékekre illesztett regresszids egyenes meredekségének felelnek meg. A
szignifikancia meghatarzast parositatlan t-probaval végeztiik GraphPad online kalkulator
felhasznalasaval (https://www.graphpad.com/quickcalcs/). *: p = 0,0004. A hibasavok SD-t
jelolnek (n=4). (c) Kinetikai paraméterek, amelyeket korabban a HIV-1 PR esetében

hataroztak meg oligopeptid szubsztratok felhasznalasaval (Bagossi és mtsai, 1998).

6.4.2. A HIV-1 proteaz szubsztratkoté arkanak vizsgalata

A szakirodalomi adatokbol ismert volt, hogy a HIV-1 PR aktiv helye egy 8-tagu
aminosavszekvenciat (P4-P4’) ismer fel a szubsztrat megkotése soran. Azonban tjabb
tanulmanyokbol kideriilt, hogy a HIV-1 PR-nak az aktiv helyt6l tavolabb es6 szakaszai is
szerepet jatszhatnak a szubsztrat megkotésében. A protedz ezen interakciora képes régiojat
szubsztratkoto aroknak (substrate groove vagy S-groove) nevezik, mely a szubsztrat P12-P5 és
P5’-P12’ aminosavaival képes kialakitani kolcsonhatasokat, igy az enzim nem csak a korabban
ismert 8-10, hanem akar 24 aminosavbol allo szakaszokat is képes megkdtni (5. abra). Ez
fontos szerepet jatszhat a HIV-1 PR in vivo miikddésében, hiszen a proteaz a poliproteinben
1év0 funkcionalis domének kozti Osszekotd szakaszokban hasitja a peptidkotéseket, a

szubsztratkoté arok meglétét Laco in vitro és in silico kisérletekben is igazolta (Laco, 2015;
Laco, 2017).
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A BLl-alapti proteaz esszét felhasznaltuk a HIV-1 PR szubsztratkotdé arkénak
tanulmanyozasara, melynek soran szubsztratként olyan rekombinans fehérjéket alkalmaztunk,
amelyek a 24-taghi vad tipusu (vad-24, DTGHSNQVSQNY*PIVQNIQGQMVH) vagy
modositott  (mut-24, GVGGPGHVSQNY*PIVQSQVTNSAT) felismerési szekvenciat
tartalmaztak (25b. abra). Ezen enzimfelszini k6t6hely szerepét a szubsztrat kotésben még nem
igazoltdk HIV-1 PR esetén filiggetlen vizsgalatokban. Feltételeztiik, hogy a felismerési
szekvencia modositasa miatt megvaltoznak a szubsztrat és az enzimfelszini kotéhelyek kozotti
kolcsonhatasok, ugyanis elsésorban a P12-P6 helyeken a polaris aminosavakat a legtobb
esetben apolarisra modositottuk. A hasitohely szekvencia megvaltoztatasatol a hasitasi

hatékonysagok kozotti kiillonbségek megjelenését vartuk.

A vad tipusu és mutans szubsztratok proteolizise kozotti kiilonbséget BLI modszer
segitségével hataroztuk meg. A vad-24 ¢és mut-24 szubsztratok proteolizise egyarant
detektalhatd volt a rendszer felhasznalasaval (34a. abra), a mutans szekvenciat tartalmazo
szubsztrat lassabb proteolizist mutatott a vad tipusi szubsztrathoz képest (34b. abra). A
kiilonbség oka feltehetden az volt, hogy a szubsztrat modositasa miatt megvaltoztak az enzim
¢s a szubsztrat kozotti kolesonhatdsok a szubsztratkotd arok kotdhelyeken. A megvaltozott
kolesonhatasok kovetkeztében pedig a szubsztratok eltérd hatékonysaggal processzalodtak.

a) b)
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mut-24
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34. abra. A HIV-1 PR szubsztratkoto arkanak vizsgalata. (a) A HIV-1 PRyas enzimmel
és vad-24 és mut-24 szubsztratokkal végzett enzimreakciok reprezentativ szenzogramja. (b)
A Anm/At értékek Osszehasonlitdsa. A Anm/At értékek a BLI mérés proteolizis szakaszanak
2-10 masodperc idOtartamaban rogzitett értékekre illesztett regresszids egyenes

meredekségének felelnek meg. Az eredmények két mérés atlagértékét mutatjak.
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A szubsztratok kozti kiilonbségeket tovabb vizsgaltuk és kinetikai méréseket végeztiink
magneses gyongy-alapi mérési modszer felhasznadlasédval a BLI-alapi mérés eredményeinek
validalasara. A Hise-MBP-mApple vad-24 és mut-24 szekvenciat tartalmazd fehérje
szubsztratokon végzett kinetikai mérések eredménye alapjan a természetes hasitohelyet
tartalmazé szubsztrat (vad-9) esetében magasabb kcat/Km értéket hataroztunk meg. A mutans
szubsztrat esetében kapott Km érték jelentds mértékben nagyobb volt, mig a Kea/Km érték

jelentds csokkenését tapasztaltuk (7. tablazat).

7. tablazat. A HIV-1 PR esetében meghatarozott kinetikai paraméterek vad-9, vad-24 és
mut-24 MA/CA  hasitohelyet tartalmazé Hiss-MBP-mApple fluoreszcens
szubsztratokkal. Aldhuzassal jeloltik a szubsztrat szekvencidban a modositott

aminosavakat. ! Korabban publikalt értékek (Bozoki és mtsai, 2018).

S b ¢ 't KM kcat kcat /KM
Zupszira

(mM)*10°3 (sh*10® (mMist)
vad-9 ! VSQNY*PIVQ 2,7+0,2 50+0,8 18,52 + 1,40

vad-24  DTGHSNQVSQNY*PIVONIQGOMVH 1,68 +0,928 263+ 1,464 15,67 +8,71
Mut-24  GVGGPGHVSQNY*PIVOSQVTNSAT 7,68 40,003 40,4+ 0,005 526+ 0,02

A kinetikai mérések eredményei Osszhangban vannak a gélelektroforézis-alapt
vizsgalatok eredményével is, melynek soran magasabb (teljes mértékli) konverziot
tapasztaltunk a vad tipusi szubsztrat esetében, mig a mutans esetében nem volt teljes a
szubsztrat atalakulasa (25c. abra). A magneses gyongy-alap vizsgalatok eredményei jo
egyezést mutattak a szubsztratok kozott a BLI-alapt esszével meghatarozott kiilonbségekkel is
(34. abra). Mindegyik modszerrel végzett mérésiink igazolta, hogy a HIV-1 PR a vad tipusu
hasitohelyet preferalja a méodositott szubsztrattal szemben. Eredményeink alatamasztjdk a BLI-
alapt mérési modszer alkalmazhatdsagat, tovabba igazoljak, hogy a HIV-1 PR enzimfelszini
szubsztratkoto arka fontos szerepet tolt be a szubsztrat megkotésében. A szubsztratkoté arok
tovabbi részletes vizsgalata jovobeli terveink kozé tartozik, a jelen dolgozat alapjaul szolgalo

munkéaknak nem volt célja ezen kdlcsonhato feliilet részletes vizsgalata.

Fontos megjegyezni, hogy a vad tipust és a mutans hasitohelyet tartalmazo szubsztratok
nem csak a hasitohely szekvencigjaban, de konformacios jellemzdikben is eltérhetnek

egymastol. A rekombinans szubsztratokban a hasitohely szekvenciak tavol helyezkednek el a
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Hiss cimkét6l igy a hasitohely modositasa varhatéban nem befolyasolja a szubsztrat
immobilizacidjat, inkabb az MBP ¢és a fluoreszcens cimkék kozotti linker szerkezetére lehetnek
hatassal. Ilyen kiillonbséget mar megfigyeltiink olyan szubsztratok esetében, amelyek ugyanazt
a vad-9 HIV-1 MA/CA hasitasi hely szekvenciat tartalmaztak (a P12-P12’ szekvenciak
azonosak voltak), de kiilonb6z6 fluoreszcens fehérjékkel fuzionaltattuk. Ebben az esetben a
Keat/ Km értékek kozel azonosak voltak, mig az egyedi kecat és Km értékek az mApple- és
mTurquoise2-fhzionalt szubsztratok esetében kiilonbségeket mutattak (Bozoki és mtsai, 2018).
A kinetikai paraméterek (kcat ¢és Km) valtozésai az enzim-szubsztrat kolcsonhatasok
valtozasaval magyarazhatok, legalabbis az enzim felszinén (P12-P6 ¢és P6’-P12'), de még
tisztazasra var, hogy a szubsztratok szekvencia ¢s szerkezeti jellemz6i hogyan befolyésoljak az

enzimhez val6 kotddést és a termékek felszabadulésat.
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7. MEGBESZELES

A proteolitikus enzimek szdmos bioldgiai folyamatban, ipari alkalmazasban (pl.
gyogyszer- és élelmiszeripar) és gyogyszerfejlesztésben is fontos szerepet toltenek be, ezért
nagy sziikkség van hatékony és érzékeny protedazvizsgald modszerekre. A proteazok
hasitohelyeit tartalmazo rekombinéns fehérjék sokoldaltian alkalmazhatok a proteazok
vizsgalatdban, ezért a leggyakrabban alkalmazott szubsztratok kéz¢é tartoznak. Munkam soran
részt vettem egy Hiss-MBP-FP rekombinans fehérje szubsztrat rendszer létrehozasaban és a
hasznalatan alapuldé mérési moddszer kidolgozasdban. Ezek a szubsztratok sokoldaluan
felhasznalhatoak kiilonféle mérési modokban, igy oldatban emésztést kovetden vizsgalhatdak
tomegspektrometridval,  elektroforézissel, de  felhasznalhatdéak  mikrogyongy-alapa
vizsgalatokban is, a reakciokban a termékképzddés elektroforézissel vagy fluorimetriaval is
kovethetd. Kutatocsoportunk az elmult években sikeresen alkalmazta ezt a szubsztrat rendszert
tobb kiilonb6zd (retro)virdlis €s retrovirus-szerli protedz vizsgélata soran, doktori munkam
soran célunk volt ezen rekombinans szubsztrat rendszer alkalmazasdval a HIV-1 és a SARS-
CoV-2 protedazok biokémiai vizsgalata, valamint egy 0ij protedz aktivitasmérési modszer

kidolgozasa.

A HIV-1 proteaz vizsgalata soran célul tiiztiik ki a HIV-1 NC fehérje proximalis cink-
ujj hasitohely proteolizisének vizsgalatat. A HIV-1 NC fehérje egy kis bazikus fehérje, amely
két cink-ujjat tartalmaz (6. abra). Szamos funkcidja van a virus replikacios ciklusaban, példaul
részt vesz a cDNS szintézisében, a genomi RNS dimerizaciojaban, érésében ¢és
csomagolasaban, a virus Osszeéllitisdban ¢és chaperon aktivitdssal rendelkezik. Korabbi
vizsgalatok eredménye alapjan a HIV-1 PR képes hasitani a NC fehérjét a proximalis cink-Ujj
motivumon beliil, ez a hasitds a korabbi feltételezések alapjan jelentds szerepet tolt be a
virusfert6zés korai fazisaban. Bar a hasitohely jelenlétét igazoltak kisérletes vizsgalatokban, a
modositott szekvenciat tartalmazo virusokkal végzett kisérletek eredményei ellentmondasosak
voltak és nem szolgaltak egyértelmii bizonyitékkal arra vonatkozéan, hogy a NC processzalas

valdban szerepet jatszik a fertézés korai fazisaban.

Munkank soran vizsgéltuk a NC proximalis cink-ujj motivum konforméacids allapottol
fiiggd processzalasat, valamint a hasitohely modositasanak hatasat, melyhez vad tipusu és
modositott hasitohelyeket tartalmazé rekombinans szubsztratokat egyarant 1étrehoztunk (1. és
2. tablazat). A cink-ujj szerkezeti motivum kialakulasat cink-tartalmu puffer alkalmazasaval

segitettiik el6, mig EDTA és DTT szereket hasznaltunk annak érdekében, hogy a cink-ujjat
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stabilizald kotések kialakulasat megakadalyozzunk a fémionok kelacioja és a ciszteinek
redukalasa révén. A hasitasi reakciokban azt tapasztaltuk, hogy a szerkezetileg “intakt” cink-
ujj motivumok kialakuldsa megakaddlyozza a proteolizist, mig a cink-ujjak kialakuldsanak

gatlasa érzékennyé teszi a proximalis cink-ujjban 1évé szekvenciat a hasitasra (16. abra).

Azok a koriilmények, melyek optimalisak lettek volna a HIV-1 PR szaméara és
biztositottdk volna a szubsztrat hozzaférhetdségét is a redukald és kelacids agensek
jelenlétében, nem lettek volna teljes mértékben kompatibilisek a Hise fuzios cimkékkel jelolt
szubsztratok immobilizalasaval és az Ni-NTA-alapu vizsgalatokkal, ezért nem volt lehetséges
az egyes szubsztratok enzimkinetikai mérésekben valo felhasznalasa. Az egyes szubsztratok
hasitasi hatékonysagat ezért csak oldatban torténd hasitassal tudtuk vizsgalni, mely reakciokat
nem zavart az EDTA ¢és a DTT jelenléte. Méréseink alapjan a HIV-1 PR a legnagyobb - a vad
tipsuhoz képest jelentdsen nagyobb - hatékonysaggal az N17F-modositott szubsztratot hasitotta
(17. abra), ami 6sszhangban volt az oligopeptid-alapt kinetikai mérések eredményével (3.
tablazat). Eredményeink értelmezéséhez elvégeztiik az enzim-Szubsztrat kolcsonhatasok
szerkezetalapu vizsgalatat is, ez alapjan az N17F mutans szubsztrat hatékonyabb hasitasa
részben magyarazhato a HIV-1 retroviralis proteaz S1 zsebének nagyobb méretével és hidrofob
oldallancti aminosavak iranti preferenciajaval (Bagossi és mtsai, 2005; Eizert és mtsai, 2008).
Ez a hatas azonban onmagaban nem értelmezhetd, figyelembe kell venni a retroviralis
proteazok specificitasanak erés szekvencia kontextus-fiiggését is (Eizert és mtsai, 2008).
Feltehetden a gélelektroforézis-alapi mérés alacsonyabb érzékenysége miatt a tobbi szubsztrat
esetében meghatarozott kinetikai kiilonbségeket nem tudtuk megfelelé pontossaggal kimutatni,
de a rekombinans szubsztratok egyértelmilien alkalmasnak bizonyultak a NC hasitohely
konformdcios allapotdnak ¢€s hasithatosaganak vizsgalatara. Eredményeink hozzdjarulnak a
HIV-1 protedz specificitasanak jobb megértéséhez. Annak ellenére, hogy a NC processzalas
jelentdsége kérdéses a jelenleg rendelkezésre 4llo informéciok alapjan, a NC mutaciok
hatasanak vizsgalata - a HIV-1 PR specificitasanak jobb megértése mellett - fontos lehet azon
rekombinans virusok jellemzéséhez, melyeket a virusreplikacid eseményeinek vizsgalatara is
hasznalnak. Az altalunk is vizsgalt mutdciok fert6z6 virusklonokba is bevezethetdek, az ilyen
mutansok felhasznalasaval tanulméanyozhat6 lehet a NC processzéaldsnak a virus életciklus korai

fazisdban esetlegesen betdltott szerepe.

A SARS-CoV-2 Mpro vizsgalata soran elvégeztik a virdlis poliproteinben 1évo
hasitohely szekvencidk és a human fehérjék kozotti szekvencia homologia alapjan a viralis

proteaz altal potencialisan hasithatd fehérjék azonositasat in silico (SSHHPS analizis), a
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lehetséges hasitohelyek tovabbi vizsgalatahoz szekvencia- és szerkezet-alapu modszereket
egyarant felhasznaltunk. Szamos lehetséges szubsztratot azonositottunk, melyek koziil néhany
fehérje hasitasat in vitro is vizsgaltuk, a kivalasztott molekulak koziil a human CTBP1 fehérje
vizsgalatat végeztiik el részletesen, melyrél korabban nem volt ismert, hogy a SARS-CoV-2
Mpro szubsztratja lenne a fert6zott sejtekben. A fehérje hasitasat a rekombinans teljes
hosszisagu fehérje vizsgalataval igazoltuk, de a biokémiai vizsgalatokat fluoreszcens fehérje
szubsztrat-alapti rendszerben is elvégeztiik. Ehhez Iétrehoztunk egy olyan Hise-MBP-mEYFP
rekombinans szubsztratot, amely tartalmazta a SARS-CoV-2 poliprotein egyik ismert
autoproteolitikus hasitohelyét, valamint egy olyan szubsztratot, amely a CTBP1 fehérjében in
silico modszerekkel josolt hasitohelyet tartalmazta (1. és 2. tablazat). Vizsgalataink soran a
SARS-CoV-2 Mpro mindkét rekombinans szubsztratot hasitotta (18. abra), ezért a hasitatlan
fehérjék és a hasitasi termékek méretét egyarant meghataroztuk MALDI-TOF-MS analizis
segitségével, a hasitdsi pozicidk azonositasa érdekében. Az ismert autoproteolitikus hasitohely
esetében megerdsitettiik, hogy a rekombindns szubsztrat az irodalmi adatoknak is megfeleld
pozicioban hasad (TSAVLQ*SGFRKM). A CTBP1 fehérjében 1évo felismerési szekvencia
esetében azonositottuk a hasitasi poziciot (3 GTRVQ*SVEQI*?), ami megfelelt a szekvencia-
analizisek altal josolt hasitasi pozicionak (19. abra) és a SARS-CoV-2 Mpro eddig nem ismert
hasitohelye volt. Az enzimkinetikai mérések sordn a CTBPI1 hasitohelyet reprezentald
fluoreszcens szubsztrat esetében meghatarozott katalitikus allando jelentésen kisebb volt, mint
a poliproteinben 1évé hasitohelyet tartalmazo szubsztrat esetében (5. tablazat), ami arra utal,
hogy a SARS-CoV-2 Mpro a vizsgalt autoproteolitikus hasitohelyhez képest a CTBP1 fehérjét
kisebb hatékonysaggal hasitja az altalunk azonositott hasitohelyen. A CTBP1 fehérjében
azonositott hasitohely teljesen azonos a CTBP1 és CTBP2 human fehérjékben (CTBP2:
9GTRVQ*SVEQI®), ezért feltételeztiik, hogy a CTBP2 is a SARS-CoV-2 Mpro proteaz
célpontja lehet. A CTBP2 fehérjét fliggetlen vizsgalatok is azonositottak, mint hCoV-NL63
koronavirus Mpro (Koudelka és mtsai, 2021) vagy a SARS-CoV-2 Mpro proteolitikus
célpontjat (Scott és mtsai, 2021), ami alatamasztja a GTRVQ*SVEQI hasitohely jelenlétét a
CTBP fehérjékben, melyek koziil a CTBP1-rdl igazoltuk elsdként kisérletesen, hogy a SARS-
CoV-2 Mpro gazdasejt szubsztratja. Proteolitikus hasitdsdnak pontos szerepe a virus
¢letciklusaban vagy a patogenezisben még nem ismert, ezért tovabbi célzott vizsgalatok
fedhetik fel a hasitas jelentségét €s a sejtekre gyakorolt hatasat. A SARS-CoV és a SARS-
CoV-2 Mpro enzimek igen hasonld szubsztrat-preferenciai kovetkeztében a CTBP fehérjék a
SARS-CoV Mpro szubsztratjai is lehetnek, a CTBP fehérjék processzalasanak jelentségét

azonban kiilonboz0 sejttipusok és/vagy fajok kontextusaban is meg kell vizsgalni. Az altalunk

79



alkalmazott moddszerek alkalmasnak bizonyultak a SARS-CoV-2 Mpro szubsztratjainak
azonositasara, a hasitohelyek azonositasara és vizsgalatara, valamint alkalmazhato lehet
tovabbi cellularis szubsztratok azonositasara és az Mpro enzimkinetikai vizsgélataiban vagy

gatloszerek hatékonysaganak tesztelésében.

A Hiss-MBP-FP rekombinans szubsztrat-alapa rendszer - mellyel kutatocsoportunk mar
tobb kiilonbozo proteolitikus enzimet is vizsgalt sikeresen - elénye, hogy valtozatos mérési
eljarasokban alkalmazhat6, igy homogén és heterogén esszékben egyarant. A hasitatlan
szubsztratok és a hasitasi termékek vizsgalhatoak gélelektroforézisen, fluorimetrias mérésen
vagy tomegspektrometrids analizisen alapuldo modszerekkel is (Bozoki, és mtsai, 2018; Bozoki
és mtsai, 2019; Moétyan és mtsai, 2018; Gazda és mtsai, 2020; Golda és mtsai, 2020; Bozoki
és mtsai, 2020). A rendszer sokoldalisaga mellett egyik jellemzdé tulajdonsaga, hogy az
enzimaktivitas vizsgalatara csak végpontos mérésekben alkalmazhat6. Eddig nem dolgoztunk
ki olyan metodikat, amely lehetévé tenné a protedz aktivitds valds idejli vizsgalatat, ezért
munkank soran célunk volt egy olyan 0j kisérletes megkdzelités kidolgozasa, ami lehet6vé teszi

a protedz aktivitas valos idejii nyomon kovetését.

Az 10j protedz aktivitdismérési modszer kidolgozasahoz olyan kisérletes rendszert
valasztottunk, melyben a rekombindns fehérje szubsztratok hatékonyan alkalmazhatéak és
kihasznalhatbak az affinitds cimké(k) altal nyujtott eldnyds tulajdonsdgok  (pl.
immobilizalashoz). Valasztasunk a bioréteg interferometriara esett, mely mérési modszer egy
bioszenzor feliiletén kialakitott biomolekularis réteg vastagsaganak optikai mérésén alapul (14.
abra). Ezt a moddszert leginkabb intermolekularis (pl. fehérje-fehérje) kolcsonhatasok
vizsgalatara hasznaljak, enzimaktivitas mérésekben valo felhasznalasa azonban nem elterjedt,
csupan néhany példat ismerlink ilyen tipust alkalmazédsara. Azt feltételeztiik, hogy a BLI
technika alkalmazhato proteolitikus enzimek aktivitasanak valos idejii mérésére, hiszen mig a
fehérjék kozotti kolcsonhatdsok vizsgalatanak alapjat az képezi, hogy a kolcsonhatasok
kialakulasa kovetkeztében a biomolekuléris réteg vastagsdga megnd, addig a proteolizis
varhatoan csokkenti a szubsztrat molekulaméretét, amely a biomolekularis réteg vastagsaganak

csokkenését eredményezi.

A BLI-alapu modszer kidolgozasahoz és alkalmazasahoz Hise-MBP-FP szubsztratokat
terveztiink, amelyek a HIV-1 PR természetes és modositott hasitohelyeit tartalmaztak (1. és 2.
tablazat). A mérésekhez katalitikusan aktiv (HIV-1 PRyag) és inaktiv (HIV-1 PRanac)
enzimeket hasznaltunk (23. és 24. abra). A HIV-1 PRyag képes volt a,,szabad” (oldatban torténd

hasitas esetén) és a NIi-NTA bioszenzor feliiletére immobilizalt szubsztratok hasitasara
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egyarant, ami igazolta, hogy a szubsztratok alkalmazhatéak a modszer kidolgozasahoz (26.
abra). Az inaktiv enzimmel valo méréssel (26. abra), az enzimaktivitas proteaz inhibitorral
(atazanavir) torténd gatlasaval (30. abra), valamint a detektalhaté jel enzimkoncentraciotol
valo fliggése vizsgalataval (29. abra) is alatamasztottuk, hogy a mérés proteolizis-szakaszaban
okozta, hanem az szubsztratok proteolitikus hasitasa. Eredményeink 0sszhangban vannak a
Sharma ¢és Wilkens altal leirt informaciokkal, akik PreScission protedzt hasznaltak a szenzor
felilletén maradt molekulak eltavolitasira (Sharma és Wilkens, 2017). Méréseikben a
proteolitikus emésztés kovetkeztében a biomolekularis réteg vastagsdga csokkent, ami a
kotodési jel intenziv csdkkenésével volt észlelhetd, de a mérést nem alkalmaztak a proteaz
aktivitas mérésére. A BLI-alapu méréseket kordbban alkalmaztdk mar retrovirus-szert proteaz
vizsgalataban is, a Leishmania major DNS karosodas indukalhat6 fehérje 1 (DNA damage-
inducible protein 1, Ddil) kolcsonhatasat vizsgaltak HIV-1 PR inhibitorokkal szemben
(Kumar és Suguna, 2018), azonban a vizsgalatok célja ebben az esetben sem az enzimaktivitas

mérése volt, hanem gétloszerek kotési affinitasanak meghatarozasa.

Annak érdekében, hogy optimalizaljuk a szubsztrat immobilizacié koriilményeit,
kiilonbozé kétértékii ionokat teszteltiink. Eredményeink alapjan a Ni%* toltésii bioszenzorok
voltak a leghatékonyabban hasznalhatok az alkalmazott kisérleti rendszerben, de a nikkel
ionokkal toltott szenzorok hasznalatakor értiik el a legnagyobb reprodukalhatdsagot is (28.
abra). A regeneralt szenzorok alkalmazasa a koltséghatékonysag szempontjabol elonyos lehet.
A nem-specifikus kotédés minimalizalasa érdekében blokkoldszerek (pl. szarvasmarha szérum
albumin, BSA) vagy nem-ionos detergensek is (pl. Tween-20) alkalmazhatdok, valamint a
pufferkornyezet is tovabb optimalizalhatd. A szubsztrat felkotése sziikség szerint tovabb
stabilizalhato lehet példaul kémiai térhalosito-szerek alkalmazasaval, mely a Ni-NTA feliilet és
a His-cimkét tartalmazo fehérje kozotti kolcsonhatasokat stabilizalja kovalens keresztkotés
révén. Figyelembe kell azonban venni, hogy a szabadon maradd kotdfelszint blokkold
fehérjéket (pl. BSA) a vizsgalni kivant protedz potencialisan elhasithatja, ezaltal “fals™ jelet
generalva a mérés proteolizis szakaszaban. Kiilonboz6 bioszenzorok éallnak rendelkezésre pl.
biotinilalt, His- vagy GST-fuzionalt fehérjék immobilizalasahoz, ezért szamos kiillonbozd
fehérje szubsztrat is hasznalhato lehet a BLI-alapti proteaz mérésekben. Antitesttel bevont
bioszenzorok szintén rendelkezésre allnak a His cimkével ellatott fehérjék immobilizalasara,

de figyelembe kell venni, hogy ezeket az antitesteket is potencialisan hasithatja a vizsgalni
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kivant proteaz. Ezért olyan szenzorok hasznalata ajanlott, amelyek nem érzékenyek az adott

enzim altali proteolitikus hasitasra.

Annak meghatarozasara, hogy a kidolgozott eljaras alkalmas-e aminosavpreferencidk
meghatarozasara, 9 aminosavbdl allo hasitohelyeket vizsgaltunk, melyhez a vad tipust MA/CA
hasitohelyet reprezentald szubsztratot hasznaltuk (Bozoki, és mtsai 2018), valamint a P2
pozicidban modositott szekvenciat tartalmazo szubsztratot is készitettiink (Hise-MBP-
VSQLY*PIVQ-mEYFP). Azért esett a valasztasunk ezen szekvencidk vizsgalatara, mert
kutatécsoportunk oligopeptid szubsztratokon alapulé mérésekben korabban kimutatta, hogy
P2-Leu mutans szubsztraton mért katalitikus hatékonysag szignifikansan alacsonyabb a vad
tipusu szubsztraton mérthez képest (Boross és mtsai, 1999; Bagossi és mtsai, 1998; Bagossi
és mtsai, 2005). A relativ hasitasi hatékonysagok BLI-alapu vizsgalataban is a vad tipusu
hasitohely iranti magasabb preferenciat mutattuk ki (33. abra), ami &sszhangban volt a
rekombinans szubsztratok gélelektroforetikus analizisében tapasztalt kiilonbségekkel is (25.
abra). Eredményeink azt mutattak, hogy a BLI-alapi mddszer a Hise-MBP-FP szubsztrat
rendszerrel kombinalva hasznalhato a relativ hasitasi hatékonysagok meghatarozasara valos

idejli vizsgalatokban.

A modszert ezért a HIV-1 PR enzimfelszini kotdhelye, az Gn. szubsztratk6td arok
vizsgalatara is alkalmaztuk. Ez a kolcsonhatd felszin a szubsztrat P12-P5 és P5'-P12’
aminosavmaradékok felismeréséért felelds, igy a szubsztratkoto arok révén a HIV-1 PR az aktiv
helyen (S4-S1 és S1°-S4”) kiviili felszineken is képes a szubsztrat kotésére (Laco, 2015). Az
S5 szubsztratko6td hely az oldoszer felé nyitott, az S4-S1 zsebekhez kevésbé jol definialt, de
szubsztrat felismeréshez valo hozzajarulasat kisérletileg mar igazoltak az 1-es tipusu huméan T-
sejtes leukémia virus (HTLV-1) (T6zsér és mtsai, 2000), valaminta HTLV-2 és HTLV-3 virus
PR-ok esetében egyarant (Kassay és mtsai, 2021). Kutatocsoportunk mar végzett az élesztd
Tyl retrotranszpozon proteaz szubsztratk6td arkanak (S12-S5 és S5°-S12) vizsgalatara iranyuld
kisérleteket is (Gazda, és mtsai 2020), de az eredmények nem szolgaltak egyértelmii
bizonyitékokkal a kdlcsonhato feliilet 1étezésére vonatkozoan. A HIV-1 PR esetében leirt
(Laco, 2005) szubsztratkotd arok szerepét a szubsztrattal vald kolcsonhatasok kialakitasaban
fiiggetlen kisérletes vizsgalatokkal mindeddig nem erdsitették meg, ezért olyan Hiss-MBP-
mEYFP szubsztratokat terveztiink, amelyek a 24 aminosav hosszisagu vad tipusu és modositott
HIV-1 MA/CA hasitohelyet tartalmaztdk. A modositott hasitohely esetében P12-P6 és P5'-P12’
pozicidkban valtoztattuk meg a szekvenciat annak érdekében, hogy megvaltoztassuk az enzim

felszinén kialakul6 kdlcsonhatdsok mintazatat igy, hogy az aktiv helyen (P5-P4”) a kdlcsonhat6
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aminosavmaradékokat nem modositjuk. A BLI-alapi modszerrel mért relativ kezdeti
sebességek magasabbak voltak a vad tipust hasitohelyet tartalmazo szubsztrat esetében (34.
abra), ami arra utalt, hogy - a mutaciok hatasara megvaltozott enzim-szubsztrat kdlcsonhatasok
miatt - a mutans szubsztrat hasitasi hatékonysaga csokkent. Eredményeink megerésitésére
ugyanezen szubsztratokkal mikrogyongy-alapt fluorimetrias méréseket is végeztiink az
enzimkinetikai paraméterek meghatarozasara, ami alatamasztotta megfigyeléseinket és a vad
tipusu szubsztrat iranti magasabb preferenciat igazolta (6. tablazat). Eredményeink elsdként
szolgaltattak kisérletes bizonyitékot fliggetlen kisérletekben a HIV-1 PR szubsztratkotd
arkanak létezésére, valamint megerdsitették, hogy a BLI-alapi eljaras alkalmazhato az

aminosav preferencidk és a szubsztratspecificitas valos ideji vizsgalatara.

A tisztitott rekombindns szubsztratok mellett méréseket végeztiink a rekombinans
szubsztratot tartalmazo teljes sejtlizatummal is annak vizsgalatara, hogy eldzetesen nem
tisztitott fehérjék is immobilizélhatéak-e a bioszenzorok felszinére. Méréseinket Hiss-MBP-
VSQNY*PIVQ-mEYFP-t expresszalo sejtek lizatumaval végeztiik (31. abra). Tapasztalataink
alapjan a szubsztrat immobilizalhato teljes sejtlizatumbol megfelelé mosasi 1épéseket kovetden
és a tisztitott fehérjéhez hasonloan hasithato HIV-1 PR-zal. A teljes sejtlizatumban 1évé egyéb
fehérjék nincsenek negativ hatassal az immobilizacidra és nem okozzak a szubsztratok nem
alkalmazasa csokkentheti a kisérlet id6- és koltségigényét, de fontos megjegyezni, hogy a
szubsztratok eldzetes tisztitasa elonyos lehet, mivel a szennyezddések kikiiszobolése novelheti
a szenzor-feltoltés hatékonysagat és segithet elkeriilni az aspecifikusan kotddo fehérjékkel vald
interferenciat. A BLI-alapl protedz vizsgalat legfobb eldnyeit €s korlatait a kovetkezOkben

ismertetem.

Tapasztalataink alapjan a BLI-alapt protedzaktivitds mérések soran figyelembe kell
venni a mérések sordn alkalmazott hdmérsékletet. A HIV-1 PR hdmérsékleti optimuma kozel
37°C, de méréseinket az enzim szamara relative szuboptimalis hémérsékleten (~25°C)
végeztik, mivel az alkalmazott BLItz miiszer nem rendelkezik hdmérsékletet-szabalyzo
egységgel. Az alkalmazott enzim hdmérsékleti optimumandl végzett mérések soran a
jelvaltozas kezdeti sebessége magasabb lehet, mint szuboptimdlis hdmérsékleten. Az
OctetRed96e miiszer (Pall Fort¢ Bio, Fremont, CA, USA) hasznalata ilyen szempontbol
elényds lehet, mivel ez a miszer 15°C és 40°C kozotti tartomanyban képes a homérséklet
szabalyozasara. Eredményeink azonban azt mutatjdk, hogy a HIV-1 PR esetében az

enzimatikus vizsgalatok szuboptimalis hOmérsékleten is elvégezheték, a mérési modszer
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nagyfoku érzékenysége miatt. Az OctetRed96e masik eldnye a BLItz-hez képest, hogy a
tobbcsatornds rendszer hasznalata lehetdvé teszi tobb minta egyidejii mérését, automatizalt
rendszerként 96 lyukd mikrotiter lemezekhez is hasznalhatd. Az automatizalt mérések
alkalmassa teszik ezt a mddszert a nagy ateresztoképességli elemzésekre és csokkenthetik az

elemzések idejét is.

Az alkalmazott bioszenzor tipusatol fiiggden figyelembe kell venni az immobilizacio és
az enzimatikus katalizis szdmara egyarant optimalis reakciokoriilményeket, példaul az
alkalmazott puffer osszetételét. Kisérleteinkben a proteolizis 1épést alacsonyabb pH-n (~5,5)
végeztiik. Az alacsonyabb pH negativ hatassal lehet a szubsztrat immobilizacidjara, de kisebb
térfogatban (drop modban torténd) mérés esetén a spontan disszociaco mértéke csokkenthetd.

A spontan disszocidcié mértéke magasabb pH (>6,0) alkalmazasaval tovabb csokkenthetd.

Az enzimkinetikai paraméterek meghatdrozdsahoz a mikrogyongy-alapti vizsgalat
alkalmazasa lenne elényds (Bozéki és mtsai, 2018), mivel a reakcidelegyek
mikrocentrifugacsovekben vagy mikrotiter lemezben torténd elkészitése biztosithatja a
megfeleld szubsztratkoncentraciok bedllitdsat. A BLI-alapti vizsgéalatban a szubsztrat-
koncentraci6 gradiensének bedllitasa koriilményes lehet, mert a szenzorokhoz ko6t6dod
szubsztrat mennyisége nem hatadrozhaté meg pontosan. Részleges megoldasként egy, a vizsgalt
proteaz altal nem hasitott fehérjét lehetne haszndlni a szubsztratoldat higitdsara, de
feltételezéseink szerint a szenzor feliiletére k6tddé hasadd szubsztrat €s nem-hasadd fehérjék
(pl. Hise-MBP-FP ¢és Hise-MBP) aranyat nem lehet megbizhatéan szabalyozni és
szamszer(isiteni. Annak ellenére, hogy a BLI-alapt eljards nem alkalmas enzimkinetikai
mérésekre, hatékonyan alkalmazhato példaul specificitas-vizsgalatokban vagy inhibitor

molekuldk hatasanak vizsgalataban.

A BLI eldnye, hogy jelolésmentes modszerként a jel valtozasat kdzvetleniil a szubsztrat
proteolizise okozza és a termékképzddés optikai méréssel detektalhatd. Ennek megfeleléen
nincs sziikség a fluoreszcens jel leolvasasara és a fluoreszcens fehérje stabilitisa nem
befolyasolja az eredményeket. Az itt leirt munkdban Hise-MBP-FP szubsztratokat
alkalmaztunk, és bar a BLI mérésekben a termékképzddést optikai méréssel detektaltuk, a
vizsgalatok kiegészithetok a szubsztratok és termékek fluorimetria- és PAGE-alapti mérésével,
valamint tomegspektrometrids mérésével is, azaz ugyanazok a Hiss-MBP-FP rekombinans
szubsztratok tobb kiilonb6z0 tipusi mérésben is alkalmazhatok és kiilonb6z6 modon

detektalhatoak.
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A rekombinans szubsztratok BLI-alapu vizsgalatban val6 hasznalatanak tovabbi elonye,
hogy a fehérjék konnyen és koltséghatékonyan eldallithatok bakterialis expresszids rendszerek
segitségével (Bozoki és mtsai, 2018). Ezzel szemben a HPLC- és FRET-alapt technikakban
hasznalt jel6lt vagy nem-jeldlt oligopeptidek szintézise jelentdsen dragabb és iddigényesebb. A
modszer tovabbi elénye, hogy nincs sziikség szerves oldoszerek hasznalatara ugy, mint az
oligopeptidek HPLC-alapu elvalasztasa esetén, ugyanis a kromatografias késziilékek hasznalata

jelentds mennyiségli oldoszer hasznalatat igényli (Bagossi és mtsai, 2005).

Osszefoglalva, az altalunk kidolgozott BLI-alapu protedz esszé egy olyan moddszer,
amelynek segitségével folyamatos optikai méréssel, valdos idoben kovethetd nyomon a
proteolitikus reakcid. Bar a valos idejii homogén (pl. FRET-alapt) és heterogén (pl. feliileti
plazmon rezonancia) protedz probak szama korlatozott (Ong és Yang, 2017), a BLI-alapu
megkozelités jo alternativa lehet a termékképzddés folyamatos mérésére. Ez a technika egy Uj
megkozelités mind a laboratériumunkban kifejlesztett Hise-MBP-FP rekombinans fehérje
szubsztrat rendszer, mind pedig a BLI felhasznaldsdhoz. A szubsztratok sokoldalu
felhasznalhatosaganak kdszonhetden a BLI-alapu vizsgalat szamos kiilonb6z6 szubsztrathoz és

proteazhoz adaptalhato.
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8. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésem alapjaul egy korabban kidolgozott rekombinans fluoreszcens
fehérje szubsztrat rendszer szolgalt, melynek kidolgozasaban munkdm soran részt vettem. Ezt
a meglévo technoldgiat alkalmaztuk a HIV-1 és SARS-CoV-2 proteazok szubsztrat-
specificitdsanak vizsgalatara €és egy 0j protedz aktivitismérési modszer kidolgozésara.

A HIV-1 PR vizsgalata céljabol olyan szubsztratokat hoztunk létre, melyek a HIV-1
nukleokapszid proximalis cink-ujj motivumaban 1évé vad tipust (N17) és mutdns (N17T,
N17L, N17F, 114-ins-N17G ¢és K141-N17G) proteolitikus hasitohelyeket tartalmaztak.
Vizsgaltuk a szubsztratok konformaciés allapotait. A HIV-1 PR nem hasitotta a cink-ujj
motivumot cink ion jelentétében, mig a szupermdasodlagos szerkezet kialakulasat
megakadalyoz6 EDTA ¢és DDT jelenlétében processzalast tapasztaltuk. Elvégeztiik a hasitdsi
hatékonysagok 0sszehasonlité vizsgalatat, a legnagyobb mértékli szubsztrat-konverziot az
N17F mutans esetében tapasztaltuk, eredményeink 6sszhangban vannak a korabban oligopeptid
szubsztratokon meghatarozott aminosav preferencidkkal.

A SARS-CoV-2 Mpro vizsgalatat olyan szubsztratok in vitro vizsgalataval végeztiik el,
melyek a proteaz ismert vagy in silico médszerek felhasznalasaval josolt hasitasi szekvenciat
tartalmaztak. lgazoltuk, hogy a SARS-CoV-2 Mpro az ismert és a josolt hasitohely
szekvenciakon beliil egyarant képes hasitani a szubsztratokat. Sikeresen azonositottuk a hasitasi
poziciokat a szekvencidkon beliil, majd enzimkinetikai méréseket végeztiink a szubsztrat-
specificitas vizsgalata érdekében. Munkank eredményeként azonositottuk a SARS-CoV-2
Mpro egy eddig ismeretlen szubsztratjat, a human CTBP1 fehérjét, valamint a fehérjében 1évo
Uj hasitohelyet, melyet az enzim kisebb hatékonysaggal hasitott a SARS-CoV-2 poliprotein
autoproteolitikus szekvencidhoz képest.

A rekombinans fluoreszcens fehérje szubsztratokat felhasznaltuk egy 1j, a proteolitikus
aktivitas mérésére alkalmas, bioréteg interferometria-alapti modszer kidolgozasara, a HIV-1
proteazt alkalmazva modell enzimként. A mérés koriilményeinek optimalizalasat kovetéen a
modszert sikeresen alkalmaztuk a HIV-1 PR specificitasanak tanulmanyozasa soran, vizsgaltuk
az enzim P2 aminosav preferenciajat, valamint igazoltuk az enzimfelszini szubsztratk6té arok
szerepét a szubsztrattal vald kdlcsonhatasok kialakitasaban. Modszerilink segitheti a BLI ezen
U felhasznalasi lehetdségének elterjedését, mert lehetdvé teszi a protedz aktivitas valos idejli

mérését kis térfogatban és nagy ateresztoképességii rendszerekkel is kompatibilis.
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9. SUMMARY

My PhD thesis is based on the use of a previously developed recombinant fluorescent
protein substrate system. This system was used to investigate the substrate specificity of HIV-
1 and SARS-CoV-2 proteases, furthermore, we used the recombinant substrates to develop a
new method for real-time measurement of protease activity.

To study HIV-1 protease, we prepared recombinant substrates representing the wild-
type (N17) and mutant (N17T, N17L, N17F, 114 _ins-N17G, and K141-N17G) proteolytic
cleavage sites of HIV-1 nucleocapsid’s proximal zinc-finger motif. The conformational states
of the substrates were investigated. The zinc-finger motif was not cleavable by HIV-1 protease
in the presence of zinc ion, whereas processing was observed in the presence of EDTA and
DDT which prevented the formation of the supersecondary structure. A comparative analysis
of cleavage efficiencies was performed, we observed the highest substrate conversion for the
N17F mutant, our results are consistent with the amino acid preferences determined previously
on oligopeptide substrates.

We performed the in vitro investigation of such substrates which represented a known
or an in silico-predicted cleavage site sequence of SARS-CoV-2 Mpro. We confirmed that the
SARS-CoV-2 Mpro was able for the processing of the substratres containing either the known
or the predicted cleavage site sequences, as well. After the identification of the cleavage
positions we performed enzyme kinetic measurements to investigate substrate specificity. As a
result of our work, we have identified a previously unknown substrate of SARS-CoV-2 Mpro,
the human CTBP1 protein, and a novel cleavage site was also indentified in this protein, which
was processed with lower efficiency than the autoproteolytic cleavage site sequence of SARS-
CoV-2 polyprotein.

The recombinant fluorescent protein substrates were used to develop a novel method for
the measurement of proteolytic activity by bio-layer interferometry, using HIV-1 protease as a
model enzyme. After optimization of the assay conditions, the method was successfully applied
to study the specificity of HIV-1 PR by investigating its P2 amino acid preference and to
demonstrate that the substrate-groove interaction site at the enzyme surface is involved in the
formation of enzyme-substrate interactions. The designed method may help to expand the use
of BLI for new applications by allowing real-time measurement of protease activity in small

volumes and in a high throughput-compatible manner.
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