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1. BEVEZETES

A proteazok (vagy peptidazok) peptidkotés hasitasat (proteolizis) katalizalé enzimek.
Szerepiik alapvetd fontossagli szamos fiziologiai folyamatban, mint példaul a gyulladas, fert6zés,
allergias reakciok, véralvadas, sejtnovekedés és sejthalal. A protedzok terapias szempontbodl is
fontos célfehérjék, mivel az elleniik tervezett inhibitorok alkalmazasaval nem kivant élettani
hatasuk megakadalyozhat6 vagy csokkenthetd.

A retrovirusok altal koédolt, homodimer formaban aktiv protedzok (PR) tulajdonsagait
molekuléris bioldgiai, biokémiai, és szerkezetvizsgalati modszerek alkalmazéasaval igen
intenziven tanulméanyozzadk. EziranyG kutatasok f6 hajtéerejét elsdsorban a ma még
gyogyithatatlan  betegség, a szerzett immunhianyos szindroma (AIDS) elleni
gyogyszerfejlesztés soran potencidlisan felhasznalhato ismeretek bovitésére iranyuld torekvés
jelenti.

A retrovirusok életciklusaban betoltott szerepiikrdl tudjuk, hogy retroviralis protedzok
els6dleges szerepe a Gag és a Gag-Pro-Pol prekurzor fehérjék funkcionalis részekre torténd
hasitasa. Feltételezheté azonban, hogy kiilonféle viralis illetve cellularis fehérjék hasitasa altal
a retroviralis protedz szerepet jatszik a virusfertdzés korai fazisaban is. Tobb viralis és
cellularis fehérjérdl is kideriilt, hogy a fertézés ezen szakaszdban szubsztratjai a HIV-1
proteaznak, ami szintén szerepet jatszhat a virus patogenitasaban, de ezt a szerepét pontosan

még nem ismerjiik.

1.1. A RETROVIRUSOK

A retrovirusok 1étezése mar a mult szdzad elején ismert volt, azonban a human T-
sejtes leukémia virus (HTLV) és a human immunodeficiencia virus (HIV) felfedezéséig nem
tudtak olyan retrovirusr6l, amely az embert is megfertdzheti. Kutatasuk az elmult két
évtizedben az AIDS (Gallo és Montagnier, 1988) megjelenésének és rohamos elterjedésének
kovetkeztében keriilt elétérbe. Ma mar bizonyitott, hogy retrovirussal torténd fertézés a
gerincesek barmely osztalydban el6fordulhat, melynek kimenetele sokféle lehet: betegség
nélkiili virémia, daganatképzddés, idegrendszeri elvaltozasok, anémia vagy immunhiany.

A retrovirusok burokkal rendelkezd, pozitiv szali diploid RNS genomot tartalmazo
virusok nagy ¢és diverz csaladot képviselnek, amely csaladot 4ltalanos taxondmiai

tulajdonsagokkal: felépités, Osszetétel, replikacios tulajdonsagok, jellemziink (Coffin 1992,



1996). A virionok atmérdje altalanosan 80-100 nm kozott valtozik, kiilsé lipid burkukban viralis
glikoproteinek taldlhatok. A belsd protein ,,core” alakja és elhelyezkedése a csalad kiilonbozo
fajaiban eltérd. A virion RNS atlagosan 7-12 kilobézis nagysagu, mindig diploid, lineéris, nem
szegmentalt és pozitiv lefutdsi. A csaladba tartozo fajok replikacios sajatossaga, hogy, az DNS
intermedieren keresztiil torténik, amely a fert6zott sejt genomjaba integralddik.

A virdlis genom szervezddése szerint két csoportra: egyszerli és Osszetett retrovirusokra
osztjuk ket (Coffin, 1992; Murphy ¢és mtsai., 1994). Minden retrovirus legalabb harom
poliproteint kodold gént tartalmaz: gag, melyen a virion matrix (MA), kapszid (CA) és
nukleokapszid (NC) fehérjének genetikai informacioi helyezkednek el; pol, mely az integraz (IN)
¢és reverz transzkriptdz (RT) enzimeket kodolja és az env, mely a burokfehérje transzmembran
(TM) és felszini részének (SU) informacidit hordozza. Egy jarulékos, kisebb pro gén is
megtalalhaté minden retrovirusban, amely a virion protedz (PR) enzimét kodolja (1.1.1 abra). Az
egyszerli retrovirusok altalaban csak ezeket az alapvetd informéciokat, mig a komplex
retrovirusok mas jarulékos, regulacios fehérjéket is kodolnak.

Evoltcios rokonsagokat figyelembe véve hét csoportra, taxonémiailag genus-ra osztjuk a
retrovirusokat. Ot csoport jeleniti meg az onkogén hatéssal is biré virusokat, a maradék két

csoport egyike a Lentiviridae genus, melynek képviseldje a HIV-1 is.

5'LTR _ Tat 3'LTR

Pol Pl

1.1.1. abra: Retrovirus genomok vazlatos szerkezete. A Kkiilonb6zo ,,frame”-eken szintetizalod6 poliproteinek
és regulacios fehérjék. A: HIV-1 proviralis DNS; B: HTLV-1 proviralis DNS.



1.2. A HUMAN T-SEJTES LEUKEMIA VIRUS (HTLV)

A HTLV és a marha leukémia virus (BLV) a csoport harmadik tagjaval, a majom T-
sejtes leukémia virussal (STLV) egyiitt, egy kiilon csoportot alkotnak az onkogén hatast virusok
kozott, az ugynevezett HTLV-BLV csoportot. A csoport tulajdonsagai részben eltérnek a tobbi
retrovirusétdl, a csoporton beliil viszont nagy a hasonlosag. Ilyen eltérés példaul az, hogy ezek a
virusok a sejtimmortalizaciét nem a cellularis genomba beépiilve vagy onkogén szekvenciat
koédolva hozzak Iétre. Tumort kivalté hatasuk még nem teljesen ismert, valoszintileg tobbféle
folyamat is kozrejatszik benne (Cann és Chen, 1990; Haas és mtsai., 1992). Annyi bizonyos,
hogy a virus 4ltal koédolt transz-aktivator Tax (1.1.1. 4bra) protein szamos cellularis gén
expressziojanak és funkcidjanak szabalyozasaval fontos szerepet jatszik ebben a folyamatban. A
Tax képes szamos cellularis jelatviteli utvonalba beavatkozni, ilyenek példaul a CREB/ATF ¢s
NF-kB (Jeang, 2001), de ismert apoptdzist indukald képessége is (Yamada és mtsai., 1994). A
HTLV-1 emberben felnétt T-sejtes leukémiat (ATL), tropusi spasztikus paraparézist/mielopatiat
(TSP/HAM) okozhat. A HTLV-2 ,,sz0r0s” sejtes (hairy cell) leukémiat hozhat 1étre, mig a BLV
szarvasmarhaban okoz limfoszarkomat, de az elébbiekkel ellentétben a B-limfocitakat tdmadja
meg (Johnson és mtsai., 2001). Eltéréen a tobbi retrovirustol, az e csoportba tartozd virusok

enzimfehérjéi egyszeres (PR) és kettds (RT, IN) leolvasasi kereteltolassal szintetizalddnak.

1.3. A RETROVIRUSOK ELETCIKLUSA

A virus receptor-medidlt endocitdzissal vagy direkt membranfuzioval juthat be a
gazdasejtbe (1.3.1. dbra). A genom-RNS pozitiv szalu és szabalyos, eukaridta sejtre jellemzd
mRNS szerkezetet mutat, de kozvetlen fehérjeszintézishez mégsem ez hasznalodik fel. A
sejtbe bejutd virus RNS-ét a reverz transzkriptaz (RT) atirja DNS-sé. A reverz transzkripcio
valoszinlileg a citoplazmaban, a virus "core" strukturaban megy végbe (Varmus és Brown,
1989). Egyes adatok szerint a PR szerepet jatszhat ebben a fazisban. Az EIAV virus
kapszidjanak preparalasa soran a nukleokapszid (NC) protein in situ hasitdsat észlelték
(Roberts és Oroszlan, 1989). A NC szintén hasad a kapszidban 1évé endogén RNS reverz
transzkripcidja soran. Ezért feltételezték, hogy a sejtbe a kapsziddal egyitt bejutd PR kritikus

szerepet jatszik a reverz transzkripcidban és az integracioban (Roberts és mtsai., 1991).
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1.3.1.4bra: A retrovirusok életciklusa (Tézsér, 2001 alapjan). (1) Kotédés-penetracié: receptor-
antireceptor kolcsonhatas. Endocitézis vagy direkt fzi6. (2) A virusburok elvesztése, pH-fiiggé vagy pH—
fiiggetlen uton. (3) Proviralis DNS szintézis, melyért a RT felel6s. (4) A preintegraciés komplex bejutasa a
magba. (5) Integriacio az IN segitségével. (6) Provirus expresszioja. (7) Transzlacié. (8) Virion
osszerendezodése. (9) Virion lefiizédése. (10) A virion “érése” a PR segitségével.

Az Ujonnan képzédé DNS-nukleoprotein komplex bekertiil a sejtmagba, ahol a virus
DNS a gazdasejt genomjaba integralodik (provirus képzddés). A proviralis DNS a cellularis
RNS polimeraz II segitségével atirodik RNS-sé. Az egylancu, diploid RNS genom minden
replikacio-kompetens retrovirusban legalabb 4 gént (5°-gag-pol-pro-env-3’) tartalmaz. Az
emldés C-tipusu retrovirusok (pl.: MuLV) gag és pol génjei stop-kodonnal (AUG) vannak
elvalasztva, mely transzlacio soran néha szupresszalodik (Yoshinaka és mtsai., 1985). A tobbi
ismert nukleotid szekvencidji retrovirusban a gag és pol gén kiilonbozd leolvasasi keretben
van kodolva. A Pol fehérjék a leolvasasi keret -1 irdnyt eltolodasdval szintetizalddnak (pl.
HIV-1) vagy két eltolodas is van, ebben az esetben a gag és a pol gének kozott van a pro gén
(pl. BLV, HTLV). A PR kddolasa tobbféleképpen torténhet. A PR, a madar C-tipusa virusai
(pl. RSV) kivételével, a pro vagy a pol génen van kodolva és a strukturélis fehérjékhez képest
csak lényegesen kisebb mennyiségben (5-10%) szintetizalodik. Egy kisebb, illesztett mRNS-
r6l irodnak at az env-kédolt fehérjék, melyek elébb glikozildlodnak, majd a
plazmamembranba vald transzport soran egy felilleti glikoproteinre (SU) ¢és egy

transzmembran fehérjére (TM) hasadnak egy cellularis protedz hatasara (1.1.1. és 1.3.3. 4bra).
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A transzlacio elsédleges termékeként szintetizalodo Gag €s Gag-Pro-Pol poliproteinek
a gazdasejt membranjanak Env fehérjében koncentralt részein, a membran belsd feliileténél
csoportosulnak. A genom mRNS-sel egy toroidszerli "éretlen" részecskévé formalodnak,
melyet a virusburok zar be. A virus a sejtb6l kikeriil ("lefiiz6dés" révén), majd a protedz
aktivalodik és elhasitja a poliproteineket, aminek soran a virus "éretté", fertéz6képessé valik.
Ezen atalakulas morfolégiailag is jol nyomon kovethetd (Yoshinaka és Luftig, 1977) (1.3.2.
¢és 1.3.3. dbra). A prote4dz funkcid nélkiil a virusrészecske éretlen marad, és a miikodoképes

fehérjék hianyabol adodoan nem lesz képes jabb sejtek fertdzésére.

A.
W
B. f’
13‘%
B 4

1.3.2. Abra: Valtozasok a virionban proteolitikus processzalas hatasara: a virion ,,érése”. ,,Eretlen” és
werett” virionok elektronmikroszkopos felvétele (Coffin és Gonda, 1992.). (A) HTLV-1; (B) HIV-2.
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1.3.3. Abra: Modellek a retrovirusok felépitésére. (Fent) Az éretlen HIV-1 virion. A Gag és Gag-Pol
poliproteineket kiilonb6z6 szinek jelolik, érzékeltetve azt, hogy a domének megfelelnek az ezekbdél a
prekurzorokbdl kialakul6 ,,érett” proteineknek. Az Env fehérje SU és TM komponense kiszogellik a lipid
membranbdl, akarcsak az elkiiloniilten beépiilé HLA ,,gazda” fehérjék. A ciklofilin szinén cellularis
proteinként vesz rész a virion felépitésében. (Lent) Az érett HIV-1 virion. A kup-alakd ,,core”
karakterisztikus tulajdonsagokkal bir erre a genusra nézve. A Vpr a HIV-re jellemzo6 jarulékos fehérje.

(Coffin, Hughes, Varmus, 1997).
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Mikdzben a virus altal kédolt PR szerepe a késoi fazisban jol feltart, addig a korai
fazisban betoltott szerepérdl keveset tudunk. Eldszor a 16 vészes vérszegénységét okozo virus
(EIAV), majd a HIV esetében is bizonyossa valt, hogy a PR a ,,core” struktira része, amely a
sejtbe 1ép (Roberts és Oroszlan, 1998; Welker és mtsai., 2000). Mind a receptor-medialt
endocitdzis, mind a makropinocitozis utjan belépd ,,core” olyan savas kdrnyezetbe keriil,
melynek pH-ja kedvez6 a PR miikddése szempontjabol. Megtigyelték, hogy a HIV PR képes
a citoszkeleton ¢és a szarkoméra proteinjeit: vimentint, dezmint, aktint, miozint &s
tropomiozint is hasitani (Shoeman és mtsai., 1993, 1996). Feltételezett, hogy a vimentin
processzalasa fontos 1€pés a virusfertézés korai fazisaban (Thomas és mtsai., 1996). A ,,core”
struktira mozgadsa a sejtmag iranyaba kapcsolatot igényel a sejt aktin filamentumaival
(Bukrinskaya és mtsai., 1998), ezért valdszinlisithetd, hogy az aktin komponenseinek
proteolitikus hasitasa fontos 1épés ebben a folyamatban.

Cellularis proteineket szintén kimutattak a virionban (1.3.1. abra) (G6sszefoglald
irodalom: Ott, 2002). Ilyen volt példaul a cellularis peptidil-prolil izomeraz, a ciklofilin A
(Cyp A), mely a kapszidhoz k&totten kertil a virionba, és jelenléte noveli a fertézoképességet
(Franke és mtsai., 1994; Thali és mtsai., 1994). Aktint és kiilonb6z6 aktin kotott fehérjeket
szintén kimutattak. A sejtbe torténd belépés utdn ezen fehérjék sorsa nem tisztazott, de
nagyrésziik mar a virionban feldarabolddik. A PR szerepét tobbek kozott az elongacids faktor-
1 alfa (EFla) degradaciojaban mar kimutattdk (Ott és mitsai.,, 2000). Az EIAV ,core”
struktirdkat in vitro koriilmények kozott, etilén-diamin-tetra-acetdit (EDTA) jelenlétében
inkubalva szintén tapasztaltak in situ NC degradaciot a hordozott protedz altal (Roberts és
Oroszlan, 1989; Kaplan, 1991.). A ,,core” mas fehérjéi mellett a HIV-1 RT, az RNase H és a
Nef is szerepel a HIV-1 PR szubsztratjai kozott (Welker €s mtsai., 2000; Tomasselli €s mtsai.,
1993; Welker és mtsai., 1996). Emellett a PR 6nmaga is végigmegy egy Ondegradacios
folyamaton (Mildner €s mtsai., 1994), mikdzben Vpr sértetlen marad a kapszidban (Welker és
mtsai., 2000). A ,,core” struktura viralis és cellularis fehérjéinek protedz-medialt hasitasa tehat

igen fontos lehet a preintegracios komplex (PIC) kialakuldsanak szempontjabol.

1.4. A RETROVIRALIS PROTEAZOK

Minden replikacioképes retrovirus kodol egy proteazt (PR), mely része a Gag vagy
Gag-Pol poliproteinnek. A PR meghatarozott helyeken hasitja a virdlis poliproteineket,
funkcionalis fehérjéket eredményezve, ezzel kialakitva egy kompakt ,,core” stukurat az érett

virion szamdra. Valamint a fert6zés korai fazisaban feltehetden részt vesz a preintegracios
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komplex kialakitdsdban. A protedz funkcidja tehat tobb szempontbol is alapvetd a virus
szamara.

Szamos retroviralis protedz szekvencidja ismert. Altaldban 99-138 aminosavbol 4llo,
11-15 kDa molekulatomegli fehérjék, amelyek tobb, aszpartil protedzokra jellemzd
eldidézhetd enziminaktivacid). Azonban a klasszikus cellularis aszpartil proteazoktol (renin,
pepszin) eltérden - melyek két topologiailag hasonld, de mégsem teljesen egyforma domént
hordoz6 egylanci molekuldk - a retrovirdlis protedzok két egyforma alegységbdl felépiild,
dimerként miikk6dé enzimek.

A retroviralis proteazok elsddleges ¢s masodlagos szerkezete a cellularis aszpartil
proteazok egyik doménjével analdg (Toh €és mtsai, 1985), szamos -redot és enzimtdl fliggden
egy vagy két rovid o-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- és C-terminalis lancai
Osszefonddva alkotnak egy négyrétegii, antiparallel B-red6t (1.4.1. abra).

Az enzimet harom jellegzetes régioval jellemezhetjiik.

1.4.1. abra: A HIV-1 proteaz Kristalyszerkezet alapjan késziilt szalagmodellje. Pirossal az a-helixeket,
kékkel a B-redoket, val a hurok régidkat jeloltiik. A bekotodott szubsztratot szinnel, gomb és
palcika dbrazolassal mutatjuk be.
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A konzervalt régiok koziil az N-termindlishoz kozel helyezkedik el az aktiv centrumot kodolo
katalitikus tridd (Asp-Thr/Ser-Gly). Az alegységek katalitikus triddjai hurkot alkotnak, amely
analog a cellularis aszpartil protedzokra leirt y-struktiraval. Az ezt felépitdé aminosavak
konformécidja minden ismert kristalyszerkezetben azonos (Wlodawer és mitsai., 2000). A
katalitikus tripletek hidrogénkotések halozatan keresztiil, jellemz6 modon kapcsolddnak
egymashoz (Davies., 1990; Wlodawer és mtsai., 1993), amit a kotés geometridjara és igen
erds jellegére utalva tlizoltofogasnak (fireman’s grip) neveznek. Egy masik tobbé-kevésbé
konzervativ régié a flexibilis ,,flap” régié (Miller és mtsai., 1989; Navia és mtsai., 1989),
mely a szubsztrat illetve inhibitor kotddésekor elmozdul és rahajlik a ligandra, majd azzal
szamos kolcsonhatast alakit ki, melyekkel mintegy stabilizalja a komplexet (Miller és mtsai.,
1989; Swain és mtsai, 1990; Jaskolski €s mtsai, 1991). A harmadik konzervativ régié (Gly-
Arg-Asp/Asn) a C-termindlis kozelében helyezkedik el és ionparok kialakitasaval a
dimerizacioban jatszik fontos szerepet (1.4.2. dbra).

A retroviralis protedzok pH optimuma savas (pH 5-6), részletes biokémiai
jellemzésiiket oligopeptid és poliprotein szubsztratokon végezték (Dunn és mtsai, 1994;
Tomasselli és mtsai, 1994). A hasitds poliprotein szubsztratoknal alacsony, oligopeptidek
esetében viszont magas (2-3 M NaCl) ionerdsség mellett hatékonyabb (Kotler és mtsai, 1989;
Wondrak és mtsai, 1991; Szeltner és mtsai, 1996). A kiilonb6z6 retroviralis hasitasi helyeket
reprezentald oligopeptid szubsztratok hidrolizise jol nyomon kdvethet6 HPLC technikéval,
megfelelden modositott szubsztratok alkalmazasa esetén pedig spektroszkopidsan vagy
fluorimetridsan is. Az effektiv hidrolizishez protedztol fliggden minimalisan 6-7 tagu
peptidszakasznak kell nyujtott B-redd konformécidban az enzimhez kotddnie (Tézsér és
mtsai, 1991a; Weber és mtsai, 1993).

A retroviralis protedzok természetes hasitasi helyein talalhaté aminosavak tobbnyire
hidrofob karaktertiek, viszont altalanosan érvényes konszenzus szekvencia nem adhat6 meg
(Oroszlan és Tdzsér, 1990).

A proteaz aktivalodasa, és egyben a poliproteinek hasitdsa a virionban a proteaz N-
terminalisanak hidrolizisével veszi kezdetét, és ebben valdsziniileg tobb tényezd jatszik szerepet.
A dimerizacié minimalisan el6feltétele a proteolitikus aktivacionak (Babe és Craik, 1997). Az,
hogy a processzalasi folyamat nem indul meg a Gag poliproteinek oligomerizaciojaval egy
id6ben, arra utal, hogy 1éteznek egy¢b regulacios tényezok is. Az aktivacio késleltetéséért felelds
mechanizmusra vonatkozd legljabb elképzelések szerint a regulacioban fontos lehet a
dimerizacios felszinen 1€v0 kéntartalmu aminosavak reverzibilis oxidativ mddositasa. (Davis €s

mtsai., 2003).
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2. CELKITUZES

A HIV-1 proteazhoz hasonléan a HTLV-1 proteaz is kemoterapias célpont. Emelett azt is
tudjuk, hogy a proteazban bekovetkezd mutaciok, melyeknek a HIV-1 PR kdszonheti a
rezisztencidjat, szamos esetben olyan aminosavak megjelenését jelentik, amelyek megfelelnek
mas retroviralis protedzokban hasonlo helyen taladlhatd aminosavrészeknek, mint ahogy azt a
HTLV-1 PR esetében is tapasztaltdk (Louis és mtsai., 1998). Ezért mas retroviralis proteazok
miukodésének €s specificitdsdnak megismerése segithet hatasos inhibitorok tervezésében, melyek
a rezisztenciaért felelés mutdns HIV-1 PR formdk ellen is hatékonyak.

A HTLV-1 protedzzal kapcsolatos szdmos eredmény ismertetése mar megtortént
(Shuker ¢és mtsai., 2003). Mikdzben a HTLV-1 PR és a HIV-1 PR szekvencia azonossaga
28% az enzim molekularis modellje alapjan (TOzsér és mtsai., 2000), addig a szubsztratk6td
régid sokkal konzervaltabb, mintegy 45% azonossdggal rendalkezik. A két enzim
gatolhatosagi profilja és szubsztratspecificitdsa kiilonbozik (Hruskova-Heidigsfeldsova és
mtsai., 1997; Ding és mtsai., 1998; Louis és mtsai., 1999; Tézsér és mtsai., 2000; Shuker és
mtsai., 2003).

Szamos Osszehasonlitd kutatast végeztek vad-tipusu retrovirais protedzokkal, az adott
virus természetes hasitdsi hely szekvencidjat reprezentald, és abban aminosavcserét
tartalmazd oligopeptid szubsztratokat hasznalva (0sszefoglald kozlemény: Dunn és mitsai.,
1994). Néhany kézleményben olyan eredmények is napvilagot lattak, ahol mas virusokban is
eléforduld természetes hasitasi helyeket is teszteltek adott virus protedzaval (példaul:
Menendez-Arias és mtsai.,, 1992; 1993). Célunk az volt, hogy a a HTLV-1 ¢és HIV-1 PR
specificitasat Osszehasonlitsuk egy kiterjedt, kiilonbozé virusokban eldforduld természetes
hasitési helyeket reprezentalo ,,szubsztratkonyvtar” segitségével. Ez a kisérlet informaciokkal
szolgalhat a proteazok kozos €s eltérd tulajdonsagait illetden.

Az irodalomban sok olyan munkét is taldlhatunk, amelyek olyan kutatdsokrol adnak
ismertetést, ahol adott virus protedzanak specificitdsat ugy tanulmanyoztak, hogy egyszeres
terveztiik kiegésziteni a mutans HTLV protedzokkal kapcsolatos tapasztalatok szerzésével,
ugyanis az irodalomban elvétve fordul el6 HTLV protedzzal vagy mas deltaretroviralis
protedzzal kapcsolatos hasonlé munka (Shuker és mitsai., 2003). Eddig munkacsoportunk
koztemiikodésével elkészitettek egy HTLV proteazt, amely harom (L40I, C90A, C109A), az

enzim stabilizalasat eldsegité mutaciot tartalmazott (Louis és mtsai.,, 1999), valamint
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talalhatunk az irodalomban C-termindlison mutalt protedzokrol sz6ld publikéciot is
(Precigoux és mtsai., 1993).

Amig a virus altal kodolt PR szerepe a késdi fazisban mar elég jol feltart, addig korai
fazisban betoltott szerepérdl keveset tudunk. Széles specificitdsi protedz inhibitorok
szempontjabol igen fontos lenne a korai fazis eseményeinek a feltdrdsa is. Szamos
munkacsoport kimutatta HIV-1 PR inhibitorok korai fazisban torténd gatlo hatasat
(Baboonian és mtsai., 1991; Venaud és mtsai., 1992; Nagy €és mtsai., 1994; Panther és mtsai.,
1999), mig masok ilyen hatast nem tapasztaltak (Goto és mitsai., 2001; Jacobsen és mtsai,
1992). Elokisérleteink alapjan az EIAV fertdzés korai szakaszaban is gatolhatdé protedz
inhibitorokkal (Kadas ¢és mtsai., 2004). A ,core” struktira - melynek a proteaz is része
(Roberts és Oroszlan, 1998; Welker és mtsai., 2000) - viralis és celluléris fehérjéinek protedz-
medialt hasitasa, illetve sértetlensége (Welker és mtsai., 2000; Tomasselli ¢s mtsai., 1993;
Welker ¢és mtsai., 1996), igen fontos lehet a korai szakaszban bekdvetkez6 folyamatokban, igy
a preintegracios komplex (PIC) kialakuldsaban. A virionban eléforduld celluléris fehérjék
kozil a ciklofilin A (Cyp A) jelenléte noveli a fertézOképességet (Franke és mtsai., 1994;
Thali és mtsai., 1994). Munkéank soran azt vizsgaltuk, hogy a virionban csomagolt fehérjék

kozil a kapszid €s az integraz érzékeny-e retroviralis protedz altal torténd hasitasra.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. AHTLV-1 PROTEAZ MUTAGENEZISE

A mutagenezis alapjaul a stabilizalt HTLV-1 proteazt kodolo szekvenciat tartalmazé pET
expresszios vektort (Louis és mtsai., 1999) haszndltuk. Mutansainkat a Genosys Sigma cégtdl
rendelt, megfelel6 oligonukleotid parokat felhasznalva, Quick-Change mutagenezis eljarast
(Stratagene) kovetve allitottuk el6. A mutacidkat DNS-szekvendlassal ellendriztiik, melyet ABI-
Prism dye terminator cycle sequencing kit (Perkin-Elmer) és Applied Biosystems Model 373A

szekvenator segitsé¢gével hajtottunk végre.

3.2. AZ ENZIMEK TISZTITASA

A stabilizalt vad-tipusu HIV-1 és HTLV-1 protedzok expresszidja és tisztitasa inkluzios
testekbdl, egy korabban publikalt médszer alapjan tortént (Louis és mtsai., 1999; Mahalingam és
mtsai., 2001). A mutdns HTLV-1 protedzokat szintén hasonl6 modszerrel tisztitottuk. A reverz
fazisa (RP) HPLC-n tortént tisztitas utan SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel gy6zddtiink
meg a fehérjék tisztasdgarol. Az enzimek foldingja tobblépéses dializissel tortént, eldszor 25
mM hangyasav oldattal (pH 2,8) szemben, majd kozvetleniil ezutan 50 mM Na-acetat, | mM
DTT, 1 mM EDTA tartalmt, pH 5,0 pufferrel, végiil 20 mM Pipes, | mM EDTA, 100 mM
NacCl, 10% glicerol, 5% etilén-glikol, 0,5% Nonidet P-40 és 10 mM DTT pH 7,0 pufferrel
szemben, novelve ezzel a PR prepardtumok stabilitasat. A mintdk fehérje mennyiségét és
aminosav 0sszetételét aminosav analizissel, Beckman 6300 aminosav analizator segitségével
hataroztuk meg. A HIV-1 PR aktiv centrum titrdlasdhoz Compound 3 inhibitort hasznaltuk
(Grobelny ¢és mtsai., 1990). A vad-tipusu és mutans HTLV-1 proteazok aktiv centrum
titrdldsdhoz KTKVL-r-VVQPK (IB268) peptidet hasznaltuk, ahol r a redukalt peptidkotést
jelenti. A munkank soran hasznalt redukalt peptidkotést tartalmazo inhibitorokat (IB 268 és
IB 269 (APQVL-r-PVMHP)) Dr. Ivo Blaha szintetizalta (Ferring Leciva).
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3.3. A VAD-TIPUSU ES MUTANS HTLV-1 PROTEAZOK MBP-FUZIOS FORMABAN
TORTENO EXPRESSZIOJA

A HTLV-1 PR-t kodolo régiot és az N-terminalison tilnyuld, 8 aminosav hosszisagu N-
terminalis szekvenciat PCR-ral sokszoroztuk fel egy fert6zoképes HTLV-1 klont, a pCS-HTLV-
1 (Ciminale és mtsai., 1992)-t hasznalva templatként. A kapott PCR-terméket a pMal-c2 (New
England Biolabs) expresszids vektor EcoRI /BamHI restrikcids hasitasi helyei k6z¢, a maltdz
kotod fehérjét (MBP) kodold szekvencia utan ligaltuk. A HTLV proteédz belsé szekvencidjat (12-
116 aminosavrész az érett proteazban, lasd 4.1.1. abra) a Pacl és EcoNI hasitasi helyeket
felhasznalva a pET expresszios vektor altal kodolt stabilizalt HTLV-1 PR szekvenciara cseréltiik.
A ligaciok és a DH5a sejtek transzformacidja sordn standard eljarasokat hasznaltunk (Sambrook
¢s mtsai., 1989). Az expressziés klon mutagenezise soran a pET klonoknal hasznalt
oligonukleotid parokat és eljarast hasznaltuk, és minden fehérjeexpressziora hasznalt vektort
DNS szekvenalassal ellendriztink. A fehérjeexpressziot 1 mM  izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozid (IPTG) hozzdadasaval, 4 o6ran keresztiil végeztilk. Az expresszid utan a
sejteket centrifugalassal gyiijtottiik 6ssze, majd 50 mM Tris-HCI, ] mM EDTA, 1 mM DTT, 1%
Triton X-100-t tartalmazo, pH 8,2 pufferben, szonikalassal tartuk fel. A fehérjemintakat SDS-
poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el és PVDF membranra vittik 4t Towbin ¢és
mtsai. (1979) szerint. Az immunoblottot HTLV-1 proteaz N- és C-terminalis szekvenciat
reprezentald peptidekkel immunizalt nyulakbol szdrmazd antiszérummal, peroxiddz konjugilt

anti-nyul masodik antitesttel és ECL detekcios kit (Pierce) segitségével végeztiik el.

3.4. OLIGOPEPTIDEK

Az oligopeptideket szilard fazisu peptidszintézissel készitették, Model 430A automata
peptid szintetizatorral (Applied Biosystems, Inc.) vagy félautomata Vega peptid szintetizatorral
(Vega-Fox Biochemicals). A tisztitashoz RP-HPLC-t hasznaltak (Copeland és Oroszlan, 1988).
A peptideket aminosav analizissel, illetve alkalmanként gazfazisu szekvenaldssal ellendrizték. A
peptid-torzsoldatok desztillalt vizzel vagy 10 mM DTT-oldattal késziiltek, a pontos
koncentracidt aminosavanalizissel hataroztdk meg. A peptid oldatokat Dr. Stephen Oroszlantol
¢és Dr. Terry D. Copelandtol kaptuk (Molecular Virology and Carcinogenesis Laboratory, NCI-
FCRDC, Frederick, MD, USA).
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3.5. AZ ENZIMAKTIVITAS MERESE SZINTETIKUS SZUBSZTRATOKKAL

A retroviralis protedzok aktivitds-mérése 20 pl reakcioelegyben tortént: 5 pl 0,01-3,0

crer

crc

puffer: 0,5 M foszfat puffer pH 5,6, 10% glicerol, 2 mM EDTA, 0,4% Nonidet P-40, 4 M
NaCl, 10 mM DTT. A reakcioelegyeket 37 °C-on 1 6ran at inkubaltuk. Ha nem tapasztaltunk
jelentds hidrolizist, a reakciot 20 o6rds inkubaldssal is lejatszattuk. A reakciokat 180 pl 1%
TFA hozzaadasaval Allitottuk le, majd a szubsztratot RP-HPLC-vel valasztottuk el a
termékektdl, valamint a pufferkomponensektél, Nova-Pak C18 (Waters Associates, Inc.)
kromatografids oszlopon (3,9 x 150 mm), linearis viz-acetonitril gradienssel (0-100%), 0,1%
TFA jelenlétében. Az elvalasztdst 206 nm-en kovettik ¢és a hidrolizis mértékét a
kromatografias gorbe integraldsaval szdmitottuk. A csucsok integracios értékeinek megfeleld
peptidmennyiség kiszamitdsdhoz kordbban meghatdrozott referenciaértékeket hasznaltunk.
Ezen referenciaértékeket, valamint a hasitasi helyeket, a csticsoknak megfeleld frakcidok
aminosavanalizisével ¢és szekvendldsdval hataroztdk meg. Ezek alapjan a termékek
azonositasdhoz a retencios iddket vettiik figyelembe.

A kinetikai allandok meghatarozasdhoz minden szubsztratpeptidre 6 kiillonbozé
koncentraciot teszteltiink, és ugy allitottuk be az enzim koncentraciokat, hogy a szubsztrat
hidrolizise 20% alatt maradjon. A kinetikai paramétereket a reakcidsebesség ¢és
szubsztratkoncentracid adatok Michaelis-Menten egyenlethez valo illesztésével hataroztuk
meg, nemlinedris regressziés modszerrel, a Fig.P program (Fig.P Software Corp.)
hidrolizis 4ltalaban a Michaelis-Menten kinetikat kovette az 4ltalunk hasznalt
szubsztratkoncentracid tartomanyban, azonban azoknal a peptideknél, melyeknél nem volt
lehetéséglink a koncentracidjuk novelésére, a ke./Ky értékeket a gorbe linearis szakaszabol
allapitottuk meg. Azoknal a peptideknél, ahol a Michaelis-Menten goérbe mar igen kis
szubsztratkoncentracional a telitési szakaszba ért, a k../Kum értékeket ismert ke./Kwum
értékekkel rendelkezd szubsztratok segitségével, kompeticids mérésekkel hataroztuk meg

(Fersht, 1985).
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3.6. GATOLHATOSAGI VIZSGALATOK

A gatolhatosagi vizsgdlatokhoz mikrotiter lemez alapti fluoreszcens eljarast
alkalmaztunk (Bagossi és mtsai., 2004). A munkéank soran fluoreszcens Dabcyl/Edans jelolt
HTLV-1 kapszid|nukleokapszid hasitdsi helyen alapuld oligopeptid szubsztratot
(RE(Edans)TKVL | VVQPK(Dabcyl)R, ahol a nyil jeloli a hasitanddé peptidkotést)
hasznaltunk. Az enzim, szubsztrat, inhibitor elegyet 96-lyuku lemezen 250 mM foszfat, pH
5,6 pufferben inkubaltuk, amely még 5% glicerolt, ImM EDTA-t, 5 mM DTT-t, 500 mM
NaCl-t és 1% DMSO-t is tartalmazott. A novekvd fluoreszcenciat 460 nm hullimhosszon
detektaltuk, 355 nm elnyelési hulldmhossz mellett, Victor Wallace fluori-luminométer
segitségével a belsd sziird hatast figyelembe véve. A K; értékeket Williams és Morisson

(1979) szerint szamoltuk ki.

3.7. MOLEKULARIS MODELLEZES

A HTLV-1 PR modellezéséhez egy 9 aminosavcserét tartalmazoé mutans RSV proteaz
kristalyszerkezetét (RSV S9 PR) valasztottuk mintaul, amelyben a flap régio teljesen lathatd
volt. A modellezés soran a megfeleld6 aminosavrészek kicserélése mellett két delécio
alkalmazésara is szlikség volt: egy 5 aminosav hosszusagura az RSV S9 PR 22-26 aminosavai
kozott és egy 3 aminosav hosszsagura a flap régio kezdeti szakaszaban. A kapott szerkezetet
az AMMP program segitségével (Harrison, 1993) Thr-Lys-Val-Leu]Val-Val-Gln-Pro
oligopeptiddel alkotott komplexében minimalizaltuk, sp4 paraméterkészlet (Weber ¢&s
Harrison, 1996) alkalmazasaval (4.2.2. abra).

A kapott modellt a mintaként hasznalt RSV S9 protedzon kiviil dsszehasonlitottuk a
HIV-1, HIV-2, SIV, EIAV, FIV proteazok kristalyszerkezetével is (PDB kodok: 1fge, 2mip,
Isiv, 1fmb, 1fiv). A szerkezeteket Silicon Graphics (Indigo2 illetve O2) szdmitogépeken
jelenitettiik meg. A szubsztrat és enzim kozott kialakuld kolcsonhatasokat az aminosavak
atomjainak azonositasa, tavolsagmérések és a kolcsonhatdsi energia meghatarozédsa alapjan
valoszinisitettiik. Ezekkel a modszerekkel becsiiltiik a szubsztratkotd zsebekbe illeszthetd

aminosavak mindségét illetve a kotddéshez sziikséges konformaciovaltozast.
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3.8. A HIV-1 KAPSZID (CA) PROTEIN TISZTITASA

A virussal fert6zott sejtekbol izolalt p24“* fehérjét Dr. Mangalasseril G. Sarngadharan
(Advanced BioScience Laboratories Inc., MD, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A rekombinéns kapszid fehérje (r-p24“*) expresszidjat HIVys kapszid fehérjét és vele
N-termindlison 6 hisztidin aminosav hosszusagu, tulnytlé véget kodold plazmidbdl végeztiik,
amely Dr. Carol Carter laboratoriumabol (Department of Molecular Genetics and
Microbiology, S.U.N.Y. Stony Brook, USA) szarmazik. A rekombindns fehérje expressziojat
BL21 (DE3) E.coli sejtekben (Novagen) , 0,4 mM IPTG (ICN) hozzaaddsaval 3 oran
keresztiil, 37°C-on végeztiik. A bakterialis sejtek feltdrasat 10 mM Tris-HCI-t, 150 mM NaCl-
t és 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF)(Sigma) tartalmazé6 pH 8,0 pufferben
végeztiik, szonikalassal. Centrifugélds utan a pelletet 500 mM NaCl-ot, 0,1% Triton-X-100-at
¢s 8 M ureat tartalmazd 20 mM-os foszfat pufferben (pH 7,5) szuszpendaltuk, majd ujra
szonikaltuk. Ujabb centrifugalds, majd sziirés utdn a feliilisz6t Ni-NTA Superflow
(QIAGENE) affinitds kromatografias oszlopra vittik fel, amit eldtte a fenti pufferrel
ekvilibraltunk. Az oszlopot ezutan intenziven mostuk a felvivé pufferrel hasonld dsszetételd,
de 500 mM LiCl-ot is tartalmazo pH 6,0 pufferrel. Végiil a kotott fehérjét S0 mM Na-acetat,
pH 5.0 pufferrel elualtuk, amely még 8 M ureat, 500 mM NaCl-ot, 10% glicerolt, 1% Triton
X-100-at és 5 mM PB-merkaptoetanolt is tartalmazott. A tisztitott fehérje frakcidkat 25 mM
hangyasavval szemben, 4 °C-on egy ¢jszakan keresztiil dializaltuk, liofilizaltuk, és végiil a
sziikséges pufferben vettiik fel. A fehérjekoncentraciokat Bradford spektrofotometrids

eljarassal (Bio-Rad) hataroztuk meg.

3.9. A HIV-1 INTEGRAZ (IN) TISZTITASA

A HIV-1 szolubilis integraz mutanst (Jenkins és mtsai., 1996) kddold pINSD.His.Sol
plazmidot az AIDS Research and Reference Programon keresztiil kaptuk meg. Az integraz
expressziojat BL21 (DE3) E. coli sejtekben (Novagen), 0,4 mM IPTG hozzdadasaval 3 oran
keresztiil, 37 °C-on végeztiik. A bakterialis sejteket 10 mM Tris-HCI-t, 150 mM NaCl-t és 0,1
% Triton X-100-at tartalmaz6 pH 8,0-s pufferben vettiik fel, és 10 mM MgCl, jelenlétében 30
percig, 37 °C-on, 100 pg/ml DNAse I (Sigma) hozziadasaval kezeltik. A pelletet
centrifugdlds utan 500 mM NaCl-ot, 0,1 % Triton X-100-at és 8 M ureét tartalmazoé 20 mM
fosztat pufferben, pH 7,5-0n reszuszpendaltuk. Az elegyet sziiréssel tisztitottuk, majd nikkel-

kelat ProBond (Invitrogen) toltetre vittlik fel, amelyet el6zdleg a fenti pufferrel ekvilibraltunk.
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Intenziv, felvive pufferrel torténd mosas utan, a kotott fehérjét pH 5,0-ig csokkend
gradienssel elualtuk. A rekombindns fehérjét tartalmazo frakciokat, melyeket el6zdleg SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel azonositottunk, egy éjszakan keresztiil dializaltuk 4 °C-on,
25 mM hangyasav oldattal szemben. Liofilizalds utdn az integrazt a sziikséges pufferben

vettuk fel.

3.10. HIV-1 KAPSZID ES INTEGRAZ HASITHATOSAGANAK VIZSGALATA HIV-1
PROTEAZZAL

crer

fertézott sejtekbol szarmazd p24“* fehérjét (4,3 uM végkoncentracioban) rekombinans HIV-1
proteazzal (0,7 uM végkoncentracioban) (Louis €s mtsai., 1991), 2,5 mM DTT-t tartalmazo, 100
mM kalium-foszfat, pH 4,0 pufferben inkubdltuk. 16 6rés inkubalads utan a reakciot dupla
toménységl tricin-SDS mintafelvivé pufferrel (Novex) allitottuk le. A mintédkat 16 vagy 10-20
%-os, tricines, gradiens SDS-poliakrilamid géleken (Novex) analizaltuk. A fragmensek
molekulatdmegét Rainbow molekulasuly markerrel (Amersham-Pharmacia) hataroztuk meg.

A rekombinans kapszid (r-p24“*) és a rekombinans integraz (r-32™) hasitisahoz a
fehérjét (hozzavetdlegesen 20 és 8 uM végkoncentracioban) rekombinans HIV-1 protedzzal (1
uM végkoncentracioban) 1 mM DTT-t, 1 mM EDTA-t és 150 mM NaCl-t tartalmaz6, 100 mM
Na-acetat, pH 5,5 pufferben inkubaltuk. A ciklofilin A hatdsanak vizsgalatakor a kapszid fehérjét
43 uM Cyp A-val (Sigma) inkubaltuk el6, 1 oran keresztiil, szobahdmérsékleten. A nem
specifikus kontrollmérésekhez a borji szérumalbumint (Sigma) és a lizozimot (Sigma) is 43 uM
koncentracidban, a ciklofilinhez hasonlé modon alkalmaztuk. Kiilonb6z6 ideig tartd, 37 °C-on
torténd inkubalas utan a reakcidkat dupla toménységii tricin-SDS mintafelvivd pufferrel (Novex)
allitottuk le. A mintakat 16 vagy 10-20 %-os, tricines, gradiens SDS-poliakrilamid géleken
(Novex) analizaltuk. A fragmensek molekulatomegét Rainbow molekulasuly markerrel

(Amersham-Pharmacia) hataroztuk meg.

3.11. A KAPSZID FEHERJE FRAGMENSEINEK SZEKVENALASA

A protedz 4altal hasitott kapszid fehérje fragmenseket SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el és PVDF membranra (ProBlot, Applied Biosystems) vittiik

at, Towbin és mtsai. (1979) szerint. Az N-terminalis aminosav szekvencia meghatdrozast Edman
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lebontast kovetve, Applied 470A gaz fazisu szekvenatorral (Applied Biosystems) vagy Knauer
910 fehérje szekvenatorral (Knauer) végeztiik el.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A human T-sejtes leukémia virus (HTLV) protedzok szubsztratspecificitisanak vizsgalata és

érzékenysége a ligandkoto zsebben bekovetkez6 mutacidkra

4.1.1. A HTLV-1 és HIV-1 proteazok szubsztratspecificitasanak osszehasonlitisa
retrovirusokban elofordulo  természetes hasitasi  helyeket reprezentalo  oligopeptid
szubsztrdtokkal

A két proteaz szubsztratspecificitasanak dsszehasonlitasara a HIV-1, HIV-2, EIAV, RSV,
MMTV, MULYV, BLV ¢és HTLV-1 természetes hasitasi helyeket reprezentald, 50 tagbol allo
oligopeptid szubsztratsorozatot hasznaltunk. A kivalasztott peptidek el6zdleg hasithatonak
bizonyultak a megfeleld retrovirus altal kédolt proteazzal (Tézsér és mtsai., 1991, 1993, 1997;
Zahuczky és mtsai., 2000; Menendez-Arias és mtsai., 1992, 1993; Louis és mtsai., 1999). Csak
néhany peptid hasadt értékelheté mértékben mind a HTLV-1, mind a HIV-1 protedz altal.
Mikdzben a legtobb proteaz hasitdsi hely P1 és P1° (nevezéktan: Schecter és Berger, 1967
alapjan) pozicioban hidrofob aminosavat tartalmaz, egy kivételével azon szubsztratok
mindegyike, amely mindkét enzim jo szubsztratjanak bizonyult, hidrofob elagazd oldallanccal
rendelkezik P2 helyen (Val, Ile) és szintén béta elagazd hidrofob aminosavval vagy leucinnal a
P2’ pozicidban. Ezek tipikusan jellemzdek a HTLV-1 természetes hasitasi helyet reprezentalo
szubsztratokra, és kisebb mértékben a BLV hasitési helyekre (4.1.1. tdblazat). Mig a HTLV-1 PR
csak harom olyan peptidet hidrolizalt, melyet a HIV-1 protedz nem hasitott, a HIV-1 PR jéval
tobb olyan peptidet hasitott, amely nem bizonyult a HTLV-1 proteaz szubsztratjanak, mutatva az

elébbi joval szlikebb specificitasat.

4.1.1. Tablazat: A HTLV-1 és HIV-1 proteiazok szubsztratspecificitisinak osszehasonlitisa a természetes
hasitasi helyeket reprezentalé oligopeptid szubsztratokkal.

HTLV-1 PR HIV-1 PR
Szam  Virus Hasit4si hely®  Szubsztratszekvencia Kea/ K Keat/ Kt
(mM's™) (mM's™)
1. HIV-1 MA/CA VSQNY{PIVQ 0 45,3
2. HIV-1 CA/p2 KARVLJAEAMS 0 90,0°
3. HIV-1 p2/NC TATIMIMQORGN 0 74,0
4. HIV-1 NC/pl ERQANYFLGKI 0 1,0°
5. HIV-1 pl/p6 RPGNFJLQSRP 0 0,6°
6. HIV-1 IN/p6 DKELY{PLTSL 0,024 0,02
7. HIV-1 TF/PR VSFNFYPQITL 0 6,9°
8. HIV-1 PR/RT AETF{YVDGAA 0 10,0°
9. HIV-1 RT/RH CTLNF{PISP 0 24,1°
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10.

11.
12.
13.
14.
15.
le6.
17.

18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.
38.
39.
40.

41.
42.
43.
44.
45.
46.

47.
48.
49.
50.

HIV-1

HIV-2
HIV-2
HIV-2
HIV-2
HIV-2
HIV-2
HIV-2

EIAV
EIAV
EIAV
EIAV
EIAV

RSV
RSV
RSV
RSV
RSV
RSV
RSV
RSV

BLV
BLV
BLV
BLV

Mulv
Mulv
Mulv
Mulv
MulVv
Mulv

HTLV-1
HTLV-1
HTLV-1
HTLV-1

RT/IN

MA/CA
CA/p2
pP2/NC
NC/p6
TF/PR
PR/RT
RT/IN

MA/CA
CA/X

NC/p9
PR/RT
RT/UT

MA/p2A
pP2B/p10
plo/ca

CA/p3

p3/NC

NC/PR

R'/RT

RT/IN

MA/pp21
pPp21/p3
p3/p8
p8/n
n/CA
pl2/ca

MA/CA
CA/NC
TF/PR
PR/pl3

MA/pl2
pl2/ca
CA/NC
NC/PR
PR/RT
RT/IN

MA/CA
CA/NC
TF1/PR
PR/pX

IRKIL{FLDG

KGGNYY PVQHV
KARLM{AEALK
IPFAAJAQORK
KPRNFYPVAQV
RGLAA{PQFSL
MSLNLY PVAKV
IRQVLJ FLEKI

PSEEY{PIMID
OKMML| LAKATL
OKQTF{PIQOK
AKLVLJAQLSK
KEEIM{LAYQG

GTSCYJCHGTA
PPYVGJSGLYP
PVVAM{ PVVIK
IAAAMISSAIQ
IQPLIMJAVVNR
PPAVSYLAMTM
RATVLYTVALH
TFQAY| PLREA

SDLVL{LSAEARR®

DSKAF{LADTW
DELIL{PVKRK

PPVGFAGJAMA
LTFTF{ PVVFMRR®
PKDIFVPVTET

PPAILIPIISE
KQPAIL|VHTPG
ELECLJLSIPL
PPMVG{ VLDAP

PRSSLYJPALTP
TSQAF|PLRAG
MSKLIJATVV

TQTSLLYTLDDQ

PLQVL{TLNIERR®

TSTLLJ IENSS

APQVL{ PVMHP
KTKVL{VVQPK
DPASILIPVIP

KGPPVILJ{PIQAP

;1

O O O O oo

85,24
150, 6°
3,8
288,34

202,0°

0,03

8,44

"Retroviralis proteazok nevezéktana Leis és mtsai., 1988 alapjan.

PAtvéve: Tozsér és mtsai., 1991.°Atvéve: Fehér és mtsai., 2002.°Atvéve: Louis és mtsai., 1999.°Atvéve:
Tézsér és mtsai., 1996. Atvéve: Zahuczky és mtsai., 2000.
'Az aminosavakat, amelyeket a szolubilitis novelése érdekében adtunk a hasitasi hely szekvencidhoz

alahtizassal jeloltiik.
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4.1.2. A HTLV-1 protedz mutdciok

A HTLV-1 és HIV-1 protedzok szekvencidk Osszehasonlitdsa az ismert szerkezettel
rendelkezd proteazok tobbszords illesztésén alapul, melyet az 1.4.2. dbra mutat be. A kinetikai
értekeket a HTLV-1 PR molekuléris modelljét (4.1.2.1. dbra)(Tézsér és mtsai., 2000), és a HIV-
1 protedz-inhibitor komplex kristalyszerkezetét (Mahalingam és mtsai.,, 2001) felhasznélva
értelmeztiik. A protedz szubsztratkotohelye harom nagy, tobb aminosavrészt magéaba foglald
régiora oszthato: aktiv centrum, flap régio amely racsukddik a bekotddott szubsztratra, és a C-
terminalis régid a szubsztrat kotohely vallanal (4.1.2.1. &bra). Az aktiv centrum igen konzervalt
régionak szdmit a retrovirdlis protedzok esetében, minddssze egy aminosavrész kiilonbséget
talalhatunk a HTLV-1 és a HIV-1 PR kozott; a HTLV-1 PR 37-es pozicidban metionint
tartalmaz a HIV-1 protedazban megtalalhatd aszpartat helyett. Hasonl6 kiilonbség tapasztalhatd
mas retroviralis protedzokkal dsszehasonlitva is. Nem ugy a flap és a C-terminalis alegységeket
tekintve; itt az aminosavak jelentds része kiilonbozik a két proteazt Osszehasonlitva (4.1.2.2.
abra). Munkéankban 15 HTLV-1 PR mutanst készitettiink el Ggy, hogy a szubsztratk6té zseb
meghatarozé aminosavrészeit a HIV-1 PR strukturdlisan megfeleld aminosavrészeire cseréltiik.
A kovetkezd mutansokat készitettik el: M37D, V56I, L57G, A591, F67Q, N96T, N97P és
W8V (4.1.2.2. dbra, 4.1.3. tablazat). Mivel a Met37-nek megfeleld aminosav igen fontos a PR
specificitisdinak meghatarozasaban (Tdzsér, 1997) igy azt kiilonb6z6 méretli hidrofob
cseréltiik ki (4.1.3. tdblazat). Ezen mutaciok kombinacidjaként harom Gsszetett flap illetve C-
terminalis mutans protedzt is teszteltiink. A mutansokat inklizios testekbdl tisztitottuk a vad-

tipusut HTLV-1 protedzzal megegyezd modon (Louis és mtsai., 1999).

4.1.2.1 abra: A HTLV-1 PR homolég modellezés (z6ld), és a HIV-1 PR kristalyszerkezet (kék) alapjan
késziilt szalagmodellje.
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4.1.2.2. A. abra. A HTLV-1 és HIV-1 PR szekvencidk dsszehasonlitasa.

A szubsztratkoté hely kialakitasaban résztvevé aminosavakat kiemelten jeloltik. Az autoproteolizissel
szembeni stabilizacio érdekében mutalt aminosavakat alahizassal jeloltiik. Munkank soran hasznalt HTLV-1
proteaz harom (L40I, C90A, C119A), még a HIV-1 proteaz 6t (Q7K, L33I, L631, C67A, C95A) mutaciot

tartalmazott.

El6z6 Kkisérletek bizonyitottak, hogy ezen mutins enzimek specificitisa megegyezik a

stabilizalatlan formaéval (Mahalingam és mtsai., 1999; Louis és mtsai., 1999).

4.1.2.2.B. Abra: A HTLV-1 proteiz szalagmodellje. A munkank soran mutalt aminosavrészek poziciojat
gomb és palcika jeloléssel emeltiik ki. A jelolés csak az els6 monomeren lathaté.
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Leu57/Gly48
Met37/Asp30
Ser55/Met46

S4 Val56/11e47
Val92/Leu76

S

S 9
Ala59°/Tle50° 1
Asn96/Thr

Asn97/Pro81 )
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Leu57°/Gly48’

Met37°/Asp30°
Ser55°/Met46’
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S5’
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Asn96’/Thr80’

Leu57/Gly48

S3 Asn97’/Pro81°
Trp98°’/Val82’

1

4.1.2.2. Abra. A HTLV-1 kapszid | nukleokapszid hasitasi helyet reprezentalé subsztrat elhelyezkedése a
HTLV-1 és HIV-1 proteaz S4-S3° zsebeiben. A sematikus abran minden zseb relativ méretét az egyes
szubsztrat oldallancokat koriilvevo vastag sav altal behatarolt teriillet mutatja be. Az abran csak azon
aminosav alegységeket emeltiik ki, amelyek kiilonboznek a HTLV-1 és HIV-1 proteazok esetén. Azon
HTLV-1 aminosavrészeket, amelyeket munkank soran mutaltunk, zélddel jeloltiik.

4.1.3. A mutans HTLV-1 protedzok aktivitasa és autoprocesszailo képességeik MPB fuzios

formabol

A HTLV-1 kapszid|nukleokapszid hasitasi helyet reprezentald oligopeptid jo
szubsztratjanak bizonyult mind a vad tipusi HTLV-1, mind a vad tipusi HIV-1 portedznak
((Louis és mtsai., 1999) 4.1.1. és 4.1.3. tablazat). Nyolc mutans enzim volt képes hidrolizalni ezt
a szubsztratot, bar a két vad tipusu enzimhez viszonyitva jobbéara drdmaian lecsokkent katalitikus
hatékonysaggal. (4.1.3. tdblazat). Azonban az egyes mutansoknal kapott Ky értékek hasonloak
voltak a vad tipusu enzimeknél mért értékekhez, mikdzben néhany mas mutansnal mérsékelt
emelkedést tapasztaltunk. Mivel tobb mutans is nagyon alacsony aktivitast és a gatolhatosag
elvesztését mutatta, igy az aktiv centrum titralas csak az M37V, M37I és HIV-1 PR flap-szert

mutansoknal volt lehetséges (4.1.3. tablazat). Osszehasonlitva az aktiv fehérje mennyiségét a
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fehérje teljes mennyiségével azt tapasztaltuk, hogy az aktiv forma kialakulasanak képessége ezen
mutansok esetében joval kisebb, mint a vad tipust enzimek esetén. Ezek az eredmények azt
mutatjdk, hogy néhany mutins esetében a katalitikusan megfeleld térszerkezeti forma
megjelenésének a hidnya eredményezheti az inaktiv enzimek megjelenését. A HIV-1 PR
esetében, a vad-tipusi HTLV-1 protedzhoz hasonldan, kozel 100%-os folding-képesség
tapasztalhat6 (Grinde és mtsai., 1992; Louis és mtsai., 1999). Szamos gyogyszer rezisztens HIV-
1 PR muténs a vad-tipusti enzimhez hasonl6 folding-képességgel rendelkezik (Gulnik és mtsai.,
1995; Ermolieff és mtsai., 1997; Mahalingam és mtsai., 1999; Fehér és mtsai., 2002), azonban
néhany egyszeres HIV-1 PR mutansnal megfigyelhetd volt ezen képesség jelentds romlasa is
(Fehér és mtsai., 2002). Ez azt bizonyitja, hogy mikdzben a vad-tipusu szekvencia optimalisnak
latszik, addig egyszeres mutaciok is jelentds hatast gyakorolhatnak a protedz foldingra, amely
befolyésolhatja a mutans proteaz szekvenciakat hordozo virusok életképességét.

Négy HIV-1 protedz-szerii egyszeres aminosav mutaciot tartalmazé enzim (M37D,
M37N, L57G, F67Q) aktivitasa nem bizonyult mérhetének. A HTLV-1 Met37-nek megfeleld
MULV PR (His) és a RSV PR (Ile) aminosavrészének mutacidja a HIV-1 PR azonos pozicidban
talalhato aszpartatra olyan enzimeket eredményezett, melyek specificitasi allandoja kozel van a
vad tipust enzimekéhez (Menendez-Arias €s mtsai., 1995; Cameron és mtsai., 1994). Ezzel
ellentétben a FIV PR megfeleld Ile aminosavrészének aszpartatra torténd cseréje inaktiv enzimet
eredményezett (Lin és mtsai., 2000). Minden ismert kristalyszerkezettel rendelkezd retroviralis
proteaz S4/S4° szubsztratkstd zsebében talalunk egy hidrofob régiot. Ugy tiinik, hogy a HTLV-1
PR Met 37-nek megfeleld aminosavrész cseréje nem jar jelentds hatassal, ha ez az egység
minimum 4 aminosavbol all, mint azt a HIV-1, HIV-2, SIV, EIAV és RSV proteazoknal
lathatjuk. Ugyanakkor, ha ez a hidrofob régio csak harom aminosavrészt tartalmaz, mint a FIV
PR vagy a HTLV-1 PR esetén, akkor a HTLV-1 Met 37 és a neki megfeleld FIV PR izoleucin
hidrofob természete elengedhetetlen a megfeleld folding folyamathoz és a stabil szerkezet
kialakitasahoz.

A legaktivabb mutans a teljes flap régi6 cserét tartalmazo protedz volt. E16z6 kisérleteink
megmutattak a flap régié fontossagat a HIV PR katalitikus aktivitdsaban. Mostani eredményeink
azt mutatjak, hogy a flap régid fontos szerepet tolt be mind a HIV-1, mind a HTLV-1 PR
szubsztratspecificitas €s inhibitorral szembeni érzékenység kiilonbségeinek meghatarozasaban is.

A mutinsok alacsony aktivitdsdnak, csokkent folding képességének tovabbi
megerositésére MBP fuzios fehérje forméjaban - melybdl a vad tipust enzim képes dnmagat

kihasitani (autoprocesszalni) - is expresszaltuk a fehérjéket (4.1.3.1. abra). Ismert, hogy az MBP
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4.1.3.1. tablazat. A vad-tipusii és mutins (aktiv és inaktiv) enzimek érintett szubsztratkoté zsebeinek, HTLV-1 CAINC hasitasi helyet reprezentilé peptid
(KTKVL{VVQPK) hidroliziséhez kothetd kinetikai paramétereinek és folding képességeinek dsszehasonlitasa.

Enzim Erintett zseb Folding Kwm Keat Keat/ Km
vagy regi6®  képesség (%)" (mM) s™h (mM's™)

HTLV-1 PR (vad-tipus)°® 100 0,063 10,0 158,7
HIV-1 PR (vad-tipus)°® 100 0,16 3,6 22,5
HTLV-1 PR (M37D) S4,82 n.m.¢ nem hasadt®

HTLV-1 PR (M37N) S4,S82 n.m. nem hasadt

HTLV-1 PR (M373) S4,S2 n.m. nem hasadt

HTLV-1 PR (M37V) S4,82 63 0,040 0,11 2,78
HTLV-1 PR (M37I) S4,S82 4 0,060 0,17 2,90
HTLV-1 PR (V561I) S4,S2 n.m. n.d. <0,001 n.d.
HTLV-1 PR (L57G) S4,83,S2 n.m. nem hasadt

HTLV-1 PR (A59I) S3,S82,S1 n.m. 0,438 (0,021) (0,05)
HTLV-1 PR (F67Q) sS4 n.m. nem hasadt

HTLV-1 PR (N96T) s3,s81 n.m. 0,301 (0,007) (0,02)
HTLV-1 PR (N97P) s3,s81 n.m. 0,127 (0,002) (0,02)
HTLV-1 PR (W98V) s3,s81 n.m. 0,200 (0,002) (0,01)
HTLV-1 PR (V56I/L57G/A59I) -,Flap” Mind 24 0,155 1,68 10,87
HTLV-1 PR (N96T/N97P/W98V) -,0ldal” s3,s1 n.m. nem hasadt

HTLV-1 PR (V56I/L57G/A59I/N96T/N97P/W98V) Mind nem hasadt

s
B

"Mivel a PR aktiv formaja homodimer, a masik monomer megfelel6 zsebeit (pl. S4°, S2°, sth.) szintén érintettek a muticiok soran, de ezeket nem teszteltiik.

A folding képességet az aktiv centrum titralissal meghatirozott aktiv enzim mennyiségének és a teljes fehérje mennyiségének osszehasonlitisaval hataroztuk meg. A
nehezen detektilhaté aktivitisii enzimeknél ez az ariny nem volt meghatirozhaté. Ezeknél a mutinsoknidl a zardjelben megadott Kkatalitikus allandét a
fehérjekoncentraciok felhasznalasaval szamoltuk ki.

‘Ezek az adatok a kovetkezo referenciabél szarmaznak: Tézsér és mtsai., 2000.

‘Nem meghatarozott.

¢ A szubsztrat hidrolizise 0.4 M PR hozzaadasaval, 37 °C-n, 20 6ran keresztiil tortént inkub4cié utin sem volt megfigyelhetd.
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nagyban eldsegiti a fizios polipeptid oldékonysagat, 6sszehasonlitva mas, altalanosan ilyen célra
hasznalt fehérjékkel, mint példaul a GST vagy tioredoxin (Kapust és Waugh, 1999; Wang és
mtsai., 1999). Az Osszes mutanst, amelyet el6z6leg a pET expresszids rendszert hasznalva
inklazios testekbdl tisztitottunk és folding utan inaktivnak talaltunk, szintén expresszaltuk MBP-
fuzios formaban is. Ellentétben a vad tipust HTLV-1 protedzzal ¢s a HIV-1 PR flap-szeri
mutdns proteazzal, a mutdnsok egyike sem volt képes dnmaga kihasitisra az expresszid soran

(4.1.3.1. abra).

A
HTLVGagPo| MA | CA | NC| PR | |
b 4
| I
MBP-HTLV PR MBP . HTLV PR
B
1 2 3 5 6 7 8 9 10 M(kDa)
p— —_72
MBP-HTLV-PR —> - — —i
' — 46
— 35
— 24
—17

Processzalt
HTLV-PR —11

4.1.3.1. abra: Vad-tipusi és mutins HTLV proteazok expresszioja MBP-fuzids fehérje formajaban

A. Munkank soran hasznalt fizios fehérjék sematikus abraja. A nyolc aminosav hossziisagu
terminalis ,,flanking” szekvenciat feketével jeloltiik.

B. A vad-tipusu és mutans HTLV proteazok onprocesszalé képességét bemutaté immunoblot fotéja.
A fazids fehérjéket E. coli sejtekben expresszaltuk és immunoblottal analizaltuk az egyes enzimek
onprocesszalé képességét. Az immunoblothoz HTLV-1 proteaz N- és C-terminalis régidja ellen
termeltetett nyul antiszérumok elegyét hasznaltunk. A HTLV-1 PR mutailt aminosavait az egyes
mintak folott jeloltiik: 1. M37D; 2. M37A; 3. F67Q; 4. oldal, N96T/N97P/WI8V; 5. oldal+flap,
V561/L57G/A591/N96T/N9TP/WI8V; 6. M37N; 7. vad-tipus; 8. flap, V561/L57G/AS591; 8. vad-
tipus; 9. kontroll. Kontrollként olyan pMal-c2 vektort transzformaltunk és expresszaltunk, amely
csak MBP-t expresszal.
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4.1.4. Elsodlegesen a HTLV-1 PR S4/S2 zsebeit érinté mutdciok

Az 5S4 alegység az enzim felszinéhez kozel helyezkedik el, igy a bekdtédd P4 aminosav
az oldoszerrel is kolcsonhat minden retrovirdlis PR esetén. Ezzel ellentétben az S2 zseb
viszonylag kis méretii, foleg hidrofob aminosavak alkotjak, kovetkezésképpen kisebb, hidrofob
P2 aminosavak befogadasara alkalmas. De mig a HIV-1 PR els6sorban a polaris aminosavakat
részesit elényben a P2 (és P2’) helyen, addig az Gsszes tobbi retroviralis PR beleértve a HTLV-1
protedzt is, a hidrofob aminosavakat preferaljak (T6zsér és mtsai., 1992, 1997, 2000).

A HTLV-1 és HIV-1 PR S4 zseb kialakitdsdban a Met37/Asp30, Ser55/Met46,
Val56/1le47, Leu57/Gly48 és a Val92/Leu76 aminosavrészek vesznek részt, valamint a HTLV-1
proteazban a nagyon szélen elhelyezkedd Phe67/GIn58 aminosavrészk (4.1.2.2. és 4.1.4.1. abra,
Tézsér és mtsai., 2000). A HIV-1 PR Asp30 aminosavrész, valamint a vele mas proteazokban
ekvivalensen megjelend aminosavrészek, az S4 és S2 zsebek kiilonb6zd specificitdsdnak fontos
meghatarozéi (Cameron és mtsai.,, 1994; Menendez-Arias és mtsai.,, 1995). Egy példaban a
nelfinavir rezisztenciaban megjelend Asp30Asn HIV-1 PR mutdns specificitas kiilonbséget
mutat a vad-tipusi enzimhez hasonlitva (Mahalingam ¢és mtsai., 1999), a protedz—szubsztrat
interakcidban kismértékii strukturalis valtozasokkal kisérve (Mahalingam és mtsai., 2001). Ezért
a HTLV-1 PR Met37 aminosavrészét Asp, Asn, Ala, Val és Ile aminosavakra cseréltiik. Erdekes,
hogy az Asp37 és Asn37 aminosavrészeket tartalmazé mutansok nem bizonyultak aktivnak
egyetlen kiprobalt szubsztrat esetében sem (nem kozolt eredmények). Emellett nem voltak
képesek onprocesszalasra MBP — fuzids formabol sem (4.1.3.1. dbra). Az ebben a pozicidban a
kisebb Ala aminosavat tartalmazé mutans a szubsztratok nagy részénél szintén inaktiv volt (nem
kozolt eredmények), kivéve a P1 pozicioban fenilalanint tartalmazé szubsztratot, amely a vad-
tipust enzim legjobb szubsztratjanak bizonyult (Tézsér és mtsai., 2000), mutatva azt, hogy ebben
a pozicidban megfeleld hidrofob interakciok elengedhetetleneck a HTLV-1 PR katalitikus
mitkodéséhez. Mas mutansok, amelyek béta elagazd aminosavrészeket (Val, Ile) tartalmaznak a
37-es pozicidban, lényegesen alacsonyabb k. értékeket mutattak a Ky értékek szamottevo
valtozésa nélkiil, mint ahogy azt a vad-tipust szubsztrat esetén tapasztaltuk (4.1.3.1. tdblazat).
Ezen mutansok specificitasa szintén 1ényegesen megvaltozott. Mindketté a P4 pozicidban az
izoleucint részesiti elényben a vad-tipust HTLV-1 PR éltal preferalt alaninnal szemben (4.1.4.2.
abra), hasonloan a HIV-1 protedzhoz. Mindamellett szintén elényben részesitik az izoleucint is a
valinnal szemben, ami viszont az egyik vad-tipusii enzimre sem jellemzd. A HTLV-1 PR Val56

aminosavrésze a flap régio része, melynek az izoleucin felel meg a HIV-1 proteédzban.
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4.1.4.1 abra: A HIV-1 (A) és HTLV-1 (B) proteaz S4 szubsztratkoté zsebét alkoté aminosavrészek gomb és
palcika abrazolassal. A szubsztrat P4 oldallancot (Thr) térkitolté modellel abrazoltuk.
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A V561 mutéans katalitikusan igen gyenge enzim, de a P4 pozicidoban Leu aminosavat tartalmazo
peptidet relative l1ényegesen jobban hidrolizalja, utalva arra, hogy a nagyobb oldallanccal
rendelkezd P4 Leu erdsebb hidrofob kotéseket képes kialakitani a V561 enzimmel, mint a kisebb
oldallanct P4 pozicidban Val, Thr és Ile aminosavcseréket tartalmazd peptidek. A HIV-1 PR
flap-szerii mutans (V56I, L57G, AS591) P4 oldallanc preferencidja vad-tipusu HIV-1 proteaz-
szerli preferenciat mutat, kivéve az ebben a pozicidban alanint tartalmazo peptidet, amelyet

kisebb mértékben hidrolizal (4.1.4.2. abra).
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P4 aminosav: LIVIA LIVTA LIVTA LIVTA LIVTA  LIVTA

Enzim: HTLV-1 M37V M371I V561 V561 HIV-1
vad L57G vad
A591I

4.1.4.2. abra: Vad-tipusu HIV-1 és HTLV-1 és mutans HTLV-1 proteazok relativ specificitasi allandéja P4
helyen aminosavcseréket tartalmazé HTLV-1 kapszid | nukleokapszid hasitasi helyet reprezentalé szubsztrat
szekvencidk esetén. A szubsztrat (KTKVL|VVQPK) eredeti P4 aminosavrészét (Thr) alahuztuk. A relativ
értékeket (k.,/Ky) a médositatlan szubsztrathoz viszonyitva adtuk meg. A vad-tipusu enzimek relativ k.,/Ky
értékeinek kimutathatésagi hatara 0,001, a mutinsok alacsony aktivitasa miatt a relativ k.,/Ky M37V, M371,
V56l és a tripla mutansok esetén 0,01, 0,7, 0,7, 0,01 voltak.

Az S2 zseb Met37/Asp30, Val56/lled7, Ala59°/11le50° és Val92/Leu76 alegységekben
kiilonbozik a HIV-1 és HTLV-1 vad-tipust protedazok esetében (4.1.2.4. és 4.1.4.3. abra, (TOzsér
¢€s mtsai., 2000).
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4.1.4.3 abra: A HIV-1 (A) és HTLV-1 (B) proteaz S2 szubsztratkoté zsebét alkoté aminosavrészek gomb és
palcika abrazolassal. A szubsztrat P4 oldallancot (Val) térkitolté modellel abrazoltuk.
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Ezek a kiilonbségek a HIV-1 protedzhoz viszonyitva, a HTLV-1 PR esetében egy kissé mélyebb,
nagyobb hidrofobicitasii S2 zsebet alakitanak ki. Erdekes, hogy mind a M37V, mind a M371
mutaciok a Val > Leu >Ile P2 preferenciat Ile >Val > Leu preferenciara valtoztattdk, hasonlora,
mint ami a HIV-1 proteaznal megfigyelhetd, azonban nem képesek hidrolizalni az ebben a
pozicioban nagyméretli aromds fenilalanint tartalmazé szubsztratot (4.1.4.4. abra). Ebben a
pozicidban tortént béta-elagazd aminosavrészek cseréje csokkenti az oldallanc méretét, amely
igy jobban képes a zsebbe illeszkedni. Hasonldan a P4 moédositott szubsztratokkal kapottakkal a
HIV-1 PR flap-szerti mutans P2 specificitasa is kdzelebb all a HIV-1 PR specificitdsahoz, mint a
vad-tipusu HTLV-1 proteazhoz, de ez a mutans ebben a pozicidban szintén nem toleralja a
fenilalanint, hasonl6an a masik két béta-elagazd aminosavrész cseréhez (4.1.4.4. abra). Ezek az
eredmények azt bizonyitjak, hogy a flap régido nemcsak az enzim aktivitasaért (TOzsér és mtsai.,

1997), hanem a két vad-tipusu PR specificitasbeli kiilonbozdségéért is felelds.
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4.1.4.4. abra: Vad-tipusi HIV-1 és HTLV-1 és mutins HTLV-1 proteazok relativ specificitasi allandéja P2
helyen aminosavcseréket tartalmazé HTLV-1 kapszid | nukleokapszid hasitasi helyet reprezentalé szubsztrat
szekvenciak esetén. A szubsztrat (KTKVL|VVQPK) eredeti P2 aminosavrészét (Val) alahaztuk. A relativ
értékeket (k../Ky ) a modositatlan szubsztrathoz viszonyitva adtuk meg. A vad-tipusu enzimek relativ K.,/ Ky
értékeinek kimutathatésagi hatara 0,001, a mutinsok alacsony aktivitisa miatt a relativ k.,/Ky M37V, M371,
V56l és a tripla mutansok esetén 0,01, 0,7, 0,7, 0,01 voltak.
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4.1.5. A HTLV-1 PR S3/S1 zsebeit érinto mutaciok

Az S3 zseb altaldban nagy méretli és hasonléan az S4 zsebhez, szintén a felszin
kozelében helyezkedik el. Kovetkezésképpen a P3 oldalldanc gy helyezkedhet el, hogy
kapcsolatba keriilhet a PR felszinének erdsen polaris aminosavrészeivel és az alzseb mélyén
116 hidrofob aminosavrészekkel is. Néhany P3 helyen aminosavcserét tartalmazé szubsztratot
mindkét vad-tipust enzim hidrolizalt, de mikézben a HTLV-1 PR az eredeti lizint tartalmazé
szubsztratot preferalja, addig a HIV-1 PR a nagyobb, hidrofob aminosavrészeket (4.1.5.2.
abra) (Tézsér és mtsai., 2000). A HIV-1 PR kristalyszerkezetének és HTLV-1 modelljének
analizise azt sugallja, hogy az ugyanazon pozicidban talalhat6 aminosavrészeknek kb. a fele
vesz részt az S3-P3 kolcsonhatés kialakitdsaban mindkét enzimben. A két vad-tipust enzim
S3 zsebe kiilonbozik a flap Leu57/Gly48 ¢és Ala59/1le50 aminosavrészeiben, mikdzben a
masik alegységnél Asn96’/Thr80°, Asn97°/Pro81° ¢és Trp98°’/Val82’ aminosavrészek
kiilonbozdségérdl beszélhetiink (4.1.5.1. dbra). A vad-tipust HTLV-1 PR kevésbé érzékeny a
P3 cserékre (4.1.5.2. 4bra) (TOzsér és mtsai., 2000): mikdzben a Leu57 és a Trp 98’ a
hidrofob aminosavrészekkel 1ép eldszeretettel kapcsolatba, addig az Asn 96’ és az Asn 97’
potencidlisan a polaris P3 aminosavrészekkel képes kapcsolatot kialakitani. Az L57G és az
AS591 flap mutans enzimek a természetes hasitasi hely szekvenciat tartalmazo peptiddel
szemben igen alacsony aktivitdst mutattak (4.1.2. tdblazat). A vad-tipust HTLV-1 PR Leu57
aminosavrésze a nagyobb hidrofob P3 aminosavrésszel kapcsolddik eldszeretettel és ez a
kapcsolat elengedhetetlen a megfelelé hidrolizis szempontjabol. Mikoézben a P3
szubsztitliciok 1ényegesen nem javitjdk az L57G enzim hidrolitikus aktivitdsat, a P3
pozicidban alanint tartalmazo szubsztrat meglepd modon a legjobbnak bizonyult az
enzimatikus aktivitads szempontjabol (nem kozolt eredmény). Az L57G enzimmel szemben az
AS59I mutans esetén a P3 helyen bevitt nagyobb hidrofob aminosavak jelentdsen javitjak a
specificitasi allandokat: az eredeti alaninhoz képest ebben a pozicidban az izoleucin sokkal
erdsebb hidrofob kotések kialakitdsara volt képes a hidroféb P3 oldallancokkal. Az A591
mutans P3 pozicidban a fenilalanint preferalta, tovabbi eloényds hidrofob kotések
kialakitasaval. Az Asn96 treoninra és az Asn97 prolinra torténd cseréje megndvelte a relativ
preferenciat a hidrofob P3 aminosavak iranyaba (4.1.5.2. abra). A W98V mutans meglepd
modon nem mutatott preferenciat a nagyobb hidrofob aminosavak iranyaba, inkabb a kisebb

hidrofob aminosavrészeket kedvelte (4.1.5.2. abra).
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4.1.5.1 abra: A HIV-1 (A) és HTLV-1 (B) proteaz S3 szubsztratkoté zsebét alkoté aminosavrészek gomb és
palcika abrazolassal. A szubsztrat P3 oldallancot (Lys) térkitolté modellel abrazoltuk.
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4.1.5.2. abra: Vad-tipusu HIV-1 és HTLV-1 és mutans HTLV-1 proteazok relativ specificitasi allandéja P3
helyen aminosav cseréket tartalmazé HTLV-1 kapszid | nukleokapszid hasitasi helyet reprezentalo szubsztrat
szekvencidk esetén. A szubsztrat (KTKVL|VVQPK) eredeti P3 aminosavrészét (Lys) alahuztuk. A relativ
értékeket (k.,/Ky) a médositatlan szubsztrathoz viszonyitva adtuk meg. A vad-tipusu enzimek relativ k.,/Ky
értékeinek kimutathatdésagi hatara 0,001, a mutiansok alacsony aktivitisa miatt a relativ k.,/Ky AS91, N96T,
NI7P, WI8YV és a tripla mutansok esetén 0,3, 0,7, 0,7, 0,7 és 0,01 voltak.

Az S1 zseb a HIV-1 és HTLV-1 protedzok esetében az Ala59/1le50, Asn96’/Pro81° és a
Trp98°/Val82’ aminosavrészekben mutat kiilonbséget (4.1.5.3. dbra). A szekvenciakiilonbségek
ellenére az S1 zseb szerkezete és specificitasa a két proteaz esetében hasonlonak tlinik (Tézsér és
mtsai., 2000). Az S1 egy viszonylag nagy és mély zseb, amely az enzim belsejében helyezkedik
el. Miikddés szempontjabol mindkét enzim legjobb szubsztratja P1 helyen fenilalanint tartalmaz
(TOzsér és mtsai., 2000). Azonban meglepd moédon az AS9I, N97P és a W98V mutansok P1
pozicidoban a metionint preferaltdk a mindkét vad-tipustt enzim altal eldnyben részesitett
fenilalaninnal szemben (4.1.5.4. &bra). Ezek az aminosavcserék vagy a béta elagazo
oldallancokat érintik, vagy a prolin esetében strukturalisan korlatozottak, és ez megakadalyozza a
nagy kiterjedésti P1 Phe oldallanc illeszkedését az S1zsebbe.

A HIV-1 PR flap-szeri mutans specificitdsa a S3 és S1 zseb esetében is hasonlit a HIV-1
protedzéra, bar lathatunk néhany kiilonleges esetet, pl. a legkedveltebb P3 aminosav a Leu volt,
valamint a Phe jelenléte P1 vagy P1’ pozicioban egyaltalan nem volt kedvezd (nem kozolt

eredmény).

41



4.1.5.3 abra: A HIV-1 (A) és HTLV-1 (B) proteaz S1 szubsztratkoté zsebét alkoté aminosavrészek gomb és
palcika abrazolassal. A szubsztrat P1 oldallancot (Leu) térkitolté modellel abrazoltuk.
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4.1.5.4. abra: Vad-tipusu HIV-1 és HTLV-1 és mutians HTLV-1 proteazok relativ specificitasi allanddéja P1
helyen aminosavcseréket tartalmazé HTLV-1 kapszid | nukleokapszid hasitasi helyet reprezentilé szubsztrat
szekvencidk esetén. A szubsztrat (KTKVL|VVQPK) eredeti P3 aminosavrészét (Leu) alahuztuk. A relativ
értékeket (k.,/Ky) a médositatlan szubsztrathoz viszonyitva adtuk meg. A vad-tipusu enzimek relativ k.,/Ky
értékeinek kimutathatosagi hatiara 0,001, a mutiansok alacsony aktivitisanak miatt a relativ k.,/Ky AS9I,
N96T, N97P, WI8YV és a tripla mutansok esetén 0,3, 0,7, 0,7, 0,7 és 0,01 voltak.

4.1.6. A vad-tipusu és mutans HTLV-1 protedzok gatlasi profilja

Szdmos HIV-1 PR inhibitort klinikai gyakorlatban is hasznalnak. Koztiik tartjuk szamon
az indinavir, saquinavir, nelfinavir, ritonavir és amprenavir inhibitorokat is. Vizsgaltuk, hogy
ezen inhibitorok és még két redukalt peptidkotést tartalmazé HTLV-1 inhibitor, milyen hatast
gyakorolnak a vad-tipust ¢s mutans HTLV-1 proteazok aktivitasara. A kisérlet végrehajtasara
munkacsoportunk altal kifejlesztett nagy kapacitasi mikrotiter lemezen alapulé fluoreszcens
eljarast alkalmaztuk (Bagossi és mtsai., 2004). Az indinavir kivételével a HIV-1 PR inhibitorok
nem fejtettek ki jelentds hatast a vad-tipusi HTLV-1 PR esetében (4.1.6. abra). Eldzdleg
munkacsoportunk mar kiprobalt néhany HIV-1 PR inhibitort (koztiik a saquinavirt) HTLV-1 PR
esetén az 1do- és vegyszerigényes HPLC eljarast alkalmazva. Egyediil a Compound 3 volt képes
10 uM alatti tartomanyban gatolni a protedzt (Louis ¢és mtsai, 1999). Négy, klinikai
gyakorlatban is hasznalt HIV-1 PR inhibitor a HTLV-1 Gag in vitro hasitasara kifejtett hatasat is
vizsgaltak, de nem tapasztaltak valtozast (Pettit és mtsai., 1998). Eredményeink alatdmasztottak a

nagy kiilonbségeket a két enzim inhibitor érzékenysége kozott. E16z0 kisérletek utaltak arra,
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hogy a HTLV-1 leghatasosabb inhibitora a sztatin-tartalma HTLV-1 matrix kapszid hasitasi
hely szekvencidjan alapuld gatloszer volt (Louis és mtsai, 1999). Ezzel szemben a sztatin-
tartalma kapszid | nukleokapszid hasitasi hely szekvencidjan alapulé peptid nem gatolta az
enzimet (Louis ¢és mtsai, 1999). Két redukalt peptidkotést tartalmazo HTLV-1
kapszid | nukleokapszid ¢és matrix | kapszid hasitdsi hely szekvencian alapul6 HTLV-1 PR
inhibitort, az IB268 és IB269 gatldszereket is kiprobaltuk. A korabbi HIV-1 és HIV-2 protedzzal
veégzett kisérletek azt mutattdk, hogy a redukalt-peptidkotést tartalmazd szubsztratanalogok a
retroviralis protedzok potencidlis gatloszereként viselkednek magas sotartalom mellett. HPLC-s
méréseink szerint az IB268 és IB269 inhibitorok potencidlis gatloszerei a vad-tipust HTLV-1
protedaznak 50 nM alatti K értékkel. Ezek bizonyultak a vad-tipusu enzim legjobb inhibitorainak
a fluorometrids mérési modszer szerint is, melyet Iényegesen kisebb ionerdsség mellett
végeztiink el (4.1.6.1. abra).

A legtobb HTLV-1 PR mutanst nem gatoltdk a HIV-1 PR inhibitorok. Kivételt képez a
HIV-1 PR flap-szeri enzim, amely érzékenységet mutatott néhany HIV-1 PR inhibitorra,
mikdzben csokkent affinitasat tapasztaltuk a HTLV-1 PR inhibitorokkal szemben (4.1.6.1.
abra). A V56l mutacid is nagy hatassal volt a gatlasi profil megvaltozasara, és ez a hatas
Osszhangban van azon korabbi megfigyelésekkel, miszerint az 147V mutacié megjelenik az in
vitro gyogyszer rezisztencia soran (Korber és mtsai., 1998). Ez az aminosavrész kiemelten

fontosnak latszik a HIV-1 és HTLV-1 protedzok kiilonb6zo gatlasi profiljanak kialakitasaban.

10 -

W Indinavir
I Saquinavir
I Neclfinavir
8 1 I Ritonavir
I Amprenavir
I DMP323
I 18268
N 1B269

wt M37V M37I N96T A59I V561 V56I
L57G
A59T

4.1.6.1. abra: A vad-tipusu és mutins HTLV-1 proteazok gatlasi profilja a klinikailag hasznalt HIV-1 PR
inhibitorok, valamint a HTLV-1 hasitasi hely analégok esetében. Az egyes proteazok gatlasat a HTLV-1
kapszid | nukleokapszid hasitasi hely szekvencidjat tartalmazo fluoreszcens szubsztrat segitségével hataroztuk
meg. A K; allandékat Williams és Morisson (1979) szerint hataroztuk meg.
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4.2. A HIV-1 kapszid (CA) protein szubsztratja a HIV-1 proteaznak, az integraz (IN) rezisztens a
proteolizissel szemben.
4.2.1. In vitro koriilmények kozott a kapszid fehérje pH-fiiggd modon szubsztratia a HIV-1

protedznak

HIV-1-el fertzott eukariodta sejtekbdl tisztitott kapszid fehérje (p24<* ), rekombinans
HIV-1 protedzzal egyiitt inkubéalva pH fiiggd processzalast mutatott (TOzsér és mtsai., 2003).
Mikozben pH 7,0 értéken nem volt tapasztalhatd hasitas, csokkentve azt, fokozott mértéki
kapszid processzalast figyelhetiink meg. A pH 5,0 értéken a legnagyobb 22-kDa tomegi
fragmens mellett nagyon alacsony tomegli savok is megjelentek, mikdzben pH 4,0 értéken
harom kozepes tomegli fragmens is lathatova valt. Ez arra utalt, hogy a kdzepes méretii
savokat eredményez6 hasitas mas pH optimumu, mint amelyik a 22 kDa-os ¢s a nagyon révid

fragmenseket eredményezi.
4.2.2. Rekombindns kapszid protein HIV-1 protedzzal térténd hasitasanak idofiiggése

A kapszid fehérjén beliili hasitasi helyek meghatarozasahoz E. coli-ban expresszalt,
rekombinans p24“* fehérjét hasznaltunk (r-p24“*), melyet HIV-1 protedzzal hasitottuk. A PR
¢s a CA aranya 1:20-hoz volt, a hasitdst pH 5,5-6n végeztiik, amely optimalis a proteaz
szamara. A kisérlet soran 1d6fliggd processzalast figyelhettiink meg, amelyet specifikus PR

inhibitorral, ritonavirrel 0,2 uM koncentracioban gatolni lehetett (4.2.2.1. dbra).

1 23 4 5 6 M(kDa)
— 45
— 30
FR1 — 20
FR2 —
FR3 — — 14
FR4 —>
PR —
FRS — — 65

4.2.2.1. abra: A viralis kapszid (p24“* ) processzalas idéfiiggése. A rekombinans kapszid fehérjét HIV-1
proteazzal inkubaltuk 0 (1.), 30 (2.), 60 (3.), 120 (4.), 240 (5.) percig, valamint 240 percig specifikus HIV-1
proteaz inhibitor jelenlétében (6.) majd SDS poliakrilamid elektroforézissel analizaltuk. M jeloli a
molekulatomeget. A 4. fragmens (FR) magasabb molekulatomegnél jelenik meg, mint a viralis kapszid
fehérje, feltehetoen az N-terminalis His-,,tag” jelenlétének kovetkeztében (4.2.2.1. tablazat). A teljes
hosszusagu kapszid fehérjének illetve a fontosabb hasitasi termékeknek megfelelé fragmenseket jeloltiik
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A p24 “* degradacié soran keletkezett fragmensek azonositasihoz a hasitas termékeit
SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel elvalasztottuk, és PVDF membranra vittiik at, ezutan
a Coomassie-festddott savokat kivagtuk és N-termindlis analizisnek vetettiik ald. A sdvokat
N-termindlis szekvencidjuk és molekulatomegiik szerint azonositottuk (4.2.2.1. téblazat).
Ezek alapjan, két hasitasi helyet azonositottunk a p24 “* proteinen beliil; az egyik a CA N-
terminalis domén Ala77 és Ala78 aminosavrészei, a masik a kapszid C-termindlis Leul89 és
Leul190 aminosavrészei kozott helyezkedik el.

A kapszid kristalyszerkezete alapjan valdszinii, hogy a C-terminalis domén hasitési
helye a 9. helixen talalhato, ahol a Leu 189 a dimer feliilet része (Berthet-Colominas és mtsai.,
1999). Az N-terminalis domén hasitasi helye a 4. helixen talalhatd, amely a ciklofilin A-k&to
hurok része (Berthet-Colominas és mtsai., 1999)(4.2.2.2. abra). Ezek a szerkezeti elemek nem
felelnek meg a protedz-medialt hidrolizis szerkezeti kovetelményeinek, mivel a szubsztratnak
nyUjtott béta konformacioban kell az enzimhez ktédnie (0sszefoglald kdzlemény: Wlodaver
¢s Erickson, 1993). Azonban a p24 kapszid fehérje szerkezet-meghatarozasahoz hasznalt
kristalyt pH 7,5-6n novesztették, ahol a kapszid rezisztensnek mutatkozik a proteolizissel
szemben. A kapszid szerkezete és magasabb szervezddése nagyon pH érzékeny; pH 6,6 alatt a
multimer forma monomerekké esik szét és ,,olvadt” szerkezetet vesz fel (Misselwitz és mtsai.,
1995; Ehrlich és mtsai., 2001), amelyben a hasitasi helyek koriili struktarak mar lehetdséget

adhatnak a proteazhoz torténd produktiv kotodésre.

Ala 77| Ala78

C-terminalis

N-terminalis

Leu 189 Leul90

4.2.2.2 abra. A HIV-1 kapszid fehérje szalagmodellje. A két lehetséges hasitasi helyet pirossal emeltiik ki.
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4.2.2.1. tablazat: A teljes hosszisagi p24“* (HIV ;) és az SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
elvalasztott fragmensei.

Sav Aminosav A fehérje N-terminalis Molekulatomeg (kDa)
szekvencidja Megfigyelt Meghatarozott
p24 1-231 P-I-V-Q-N- 26.0 25.6
FR1 1-189 P-I-V-Q-N- 22.0 21.3
FR2 78-231 A-E-X-D-R- 18.0 17.2
FR3 78-189 A-E-X-D-R- 13.0 12.9
PR (HIV-1 PR) P-Q-V-T-L- 11.0 10.8
FR4 1-77 Nem meghatarozott 7.0 8.4
FR5 190-231 L-V-Q-N-A- 5.0 4.3

4.2.3. A ciklofilin A hatdsa a kapszid fehérje HIV-1 protedzzal térténd hasitasara

Ahhoz, hogy tanulmanyozzuk a ciklofilin A hatasat a CA processzalasara, a r-p24“*
fehérjét pH 4,0-n ciklofilin A-val elinkubaltuk a PR hozzaadasa el6tt. A Cyp A r-p24“*-hoz
torténd kotddése lényegesen lecsokkentette a kapszid protein hasithatosagat (4.2.3. abra).
Szérumalbumint, vagy lizozimet Cyp A-hoz hasonldé koncentracioban hasznélva ezt a hatast

nem ¢észleltiik, utalva arra, hogy a ciklofilin hatasa specifikus fehérje-fehérje interakcionak

volt koszonheto.

1 2 3 4 M(kDa)

CA —

CypA —>

PR —

4.2.3. abra: Ciklofilin A hatdsa rekombinans kapszid fehérje hasithatésagira. Rekombinans p24“* protein
onmagaban (1. és 2. sor) vagy komplexben a ciklofilin A-val (3. és 4. sor), HIV-1 proteazzal (2. és 4. sor) és
proteaz nélkiil (1. és 3. sor) inkubalva 30 percig 37°C-on. A reakcioelegyek analizise SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel. Az M a molekulatomeget jeloli.
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4.2.4. Kapszid fehérje hasitasi helyeit reprezentalo oligopeptidek hasitasa HIV-1 protedzzal

HIV-1uxg2 CA fehérje azonositott hasitasi helyeit reprezentald oligopeptideket
szintetizaltattunk, ¢és vizsgaltuk, hogy szubsztratjai-e a HIV-1 protedznak. El6zdleg
optimalisnak talalt mérési kortilményeket hasznaltunk (pH 5,6, 2 M NaCl) (Tdzsér és mtsai.,
1991), mely soran tigy talaltuk, hogy a C-terminalis hasitasi helyet reprezental6 oligopeptid
valamivel jobb szubsztratnak bizonyult (4.2.3. Tablazat). Ha a kinetikai paramétereket az in
vitro hasitasi koriilményekhez igazitottuk (pH 4,0) akkor a masik szubsztratot taldltuk
kedvezdébbnek.

4.2.3. Tablazat: HIV-1 Proteaz 4ltal hidrolizat hasitasi helyek a HIVyxg, p24 fehérjén beliil.

Peptid® Puffer Kn Keat Keat/Km
osszetétel” (mM) ™ (mM's™
1.INEEA-{-AEWDR A 0.617 £ 0.035 0.20 £ 0.01 0.32
B <0.1 N.D. 7.6°
2 .MTETL-{-LVENR A 0.224 £ 0.049 0.14 + 0.01 0.61
B 0.731 £ 0.110 0.43 £+ 0.05 0.59

*A hasitasi helyet nyillal jeloltiik.
PMérési koriilmények: A, foszfat puffer, pH 5,6, 2 M NaCl; B,foszfat puffer, pH 4,0.
‘Kompetitiv méréssel meghatarozva.

A HIV-1 proteaz kiillonboz6é pozicidkban hasitja a Gag és Gag-Pol poliproteineket a
virus ,,érése” soran. A proteaz altal hasitott helyek P4 —P3’ helyen talalhato aminosavrészeit a
4.2.3.1. tablazatban soroltuk fel. Ezeknek a helyeknek P2-P2’ helyein altaldban hidrofob
aminosavakat taldlhatunk. Egyediil egy hasitasi hely, a kapszid|p2 tartalmaz toltott
aminosavat a P2 helyen, méghozza glutamatot (Louis és mtsai., 2000), amely igen konzervalt
a HIV-1 esetén (Korbel és mtsai., 1998). A pH csokkenése gyorsitja a kapszid|p2 hasitasi
hely hidrolizisét, ami azt bizonyitja, hogy ez szabalyozo6 szerepet jatszhat a viralis fehérjék
hidrolizisében (Pettit és mtsai., 1994). Mikozben a p24 C-terminalis doménen meglévo
hasitasi hely jol beleillik a Gag és Gag-Pol szekvencidk soraba, az N-terminalis doménen 1€vo
glutamatot tartalmaz mind a P2, mind pedig a P2’ pozicidkban (4.2.3.1. tdblazatban). Két
HIV-1 proteaz kristalyszerkezet talalhaté az irodalomban, amely olyan inhibitorral, vagy
hasitasi termékkel késziilt, melynek P2’ helyén Glu aminosavrész taldlhaté (Tong és mtsai.,
1993; Weber és mtsai., 1997). Ezekben a szerkezetekben a P2’ Glu két gyenge hidrogénhiddal

kapcsolodik az enzim Asp 29 és Asp 30 aminosavrészeihez. A Glu oldallanc kozelsége az
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Asp 30 oldallanchoz azt sugalljak, hogy megosztoznak a protonon (Weber ¢€s mtsai., 1997).
Feltételezhetd, hogy a kiilonb6zo hasitasi helyekben P2’ helyen taldlhato Glu felelés a pH
hatasért (Boross ¢és mtsai., 1999). A kapszid hasitasi helyben el6fordulo két Glu valészintileg
noveli a pH hatasat, amely magyarazatot adhat arra, hogy a pH miért ndveli meg a kapszid N-
terminalis domén hasitasat. Ellentétben a P2 és P2’ helyen eléforduld glutamattal, a C-
terminalis domén hasitasi helyét reprezentaldé peptid P3 és P3’ pozicidiban ugyanez az

aminosavrész semmilyen pH fiiggdhatast nem gyakorol a hasithatosagra.

4.1.1. Tablazat: HIV-1 proteaz altal hidrolizilt Gag és Gag-Pol hasitasi helyek az ,,érés” soran, valamint a
HIVyxg; p24° fehérjén beliili hasitasi helyek.

Hasitasi hely: P4 P3 P2 Pl P1' P2' P3'
MAlCA Ser-Gln-Asn-Tyr-{-Pro-Ile-Val?
CAi«pZ Ala—Arg—Val—Leu—J«-Ala-Glu-Ala
p2~l«NC Ala—Thr—Ile—Met—i«—Met—Gln—Arg
NC»l«pl Arg—Gln—Ala—Asn—J«—Phe—Leu—Gly
p1~Lp6 Pro—Gly—Asn—Phe—J«—Leu—Gln—Ser
pé Lys—Glu—Leu—Tyr—J«-Pro-Leu-Thr
TFPp6P°! Asp-Leu-Ala-Phe-{-Leu-Gln-Gly
p6°°*{PR Ser-Phe-Asn-Phe-{-Pro-Gln-vVal
PRJRT Thr-Leu-Asn-Phe-|-Pro-Ile-Ser
p66~l«p51 Ala—Glu—Thr—Phe—l«—Tyr—Val—Asp
RTVIN Arg-Lys-Val-Leu-J-Phe-Leu-Asp
CA (1) Asn—Glu—Glu—Ala—J«—Ala—Glu—Trp
CA (2) Thr-Glu-Thr-Leu-{-Leu-Val-Glu

"A hasitasi helyek hasonléoan vannak megadva, mint Louis és mtsai. (2000) kozleményében, de a HXB2
izolatumra megadva. TFP, , transzframe” protein; p66 és p51, a RT funkcionalis dimer két alegysége.

Mikd6zben az aktiv proteazt hordozd virus a sejtbe 1€p, és kapcsolatba keriil a gazdase;jt
endoszomainak savas pH-javal, fokozddhat bizonyos virdlis proteinek, koztik a kapszid
protein HIV-1 protedaz 4altal medialt hidrolizise, ami feltehetéen a pH savasoddsanak
koszonhetd. Ez a 1épés fontos 1épés lehet a preintegracios komplex kialakuldsdhoz vezetd

uton.
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4.2.5. Az integraz nem szubsztratia a HIV-1 proteaznak

A kapszid hasitashoz hasonld koriilmények kozott rekombinans integrazt (IN) is
inkubaltunk HIV-1 protedzzal. A 4 6ras inkubécio soran az integraz fehérje intakt forméaban

maradt (4.2.5. ébra).

1 2 MkDa)

—66

N— —5
—30

— 20

— 14
TR ——
— 65

— 34

4.2.5. abra: Rekombinins p32"™ HIV-1 integraz inkubaciéja HIV-1 proteizzal. Rekombinans p32"™
protein inkubicidja proteaz jelenlétében (1. sor) és jelenléte nélkiil (2. sor) 4 6ran keresztiil 37°C-on. A
reakcidelegyek analizise SDS poliakrilamid gélelektroforézissel tortént. Az M a molekulatomeget jeloli.

Az, hogy az integrdz rezisztens a proteolizissel szemben, j6 0sszhangban van azzal,
hogy részt vesz a preintegracios komplex kialakitdsaban, ¢és mindvégig megérzi aktiv
form4jat. Eredményeink irodalmi adatokkal Osszevetve arra utalnak, hogy a sejtbe belépd
,core” struktira fehérje alkotoelemei (NC, CA, RT, RNazH, IN, PR, Nef, Vpr) koziil csak a
preintegracidos komplex kialakitdsaban szerepet jatszo Vpr (Miller és mtsai., 1997) és HIV-1
integraz (Farnet és Haseltine, 1991) fehérjék nem szubsztratjai a HIV-1 protedznak. Azok a
fehérjék, amelyek nem keriilnek a PIC épitdelemei k6z¢, mind hidrolizdlnak HIV-1 proteaz
hatasara (Tomaselli és mtsai., 1993; Wondrak és mtsai., 1994; Mildner és mtsai., 1994),
koztiik a HIV-1 kapszid fehérje is.
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5. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben felhasznalt munkaim soran lehetéségem volt a retrovirusok
HTLV/BLV csaladjaba tartoz6 HTLV-1 protedz mutdnsainak tervezésére, eldallitasara,
tisztitasara. Osszehasonlitottam a vad-tipust HTLV-1 protedz, HIV-1 protedz valamint
mutans HTLV-1 proteazok specificitasat és gatolhatosagi profiljat. Lehetdségem volt egy
eddig kevéssé ismert, feltehetden a korai fazisban bekovetkezd proteazhoz kdthetd folyamat
vizsgélatara is. Vizsgalataink tehat az elsd esetben két kiilonbozd csaladba tartozo virus
protedz enzim-szubsztrat kolcsonhatisainak alaposabb megismerését €és Osszehasonlitasat
szolgaltak, a masodik esetben bizonyos alkotdelemek sorsat valosziniisitették a viralis
replikacio bizonyos szakaszaban

A HTLV-1 ¢és HIV-1 proteazok specificitasanak Osszehasonlitasara kiilonb6zo
retrovirusokban eléforduld természetes hasitasi helyeken alapul6 oligopeptid szubsztratsorozatot
alkalmaztunk. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a HTLV-1 PR specificitdsa lényegesen
kiilonbozik a HIV-1 PR specificitasatol. A  HTLV-1 PR specificitdsanak tovabbi
karakterizalasdhoz mutaciokat vittiink be a proteaz ligandkotd zsebeibe. A mutaciok egy része
inaktiv, vagy nehezen detektalhat6 aktivitdsu enzimet eredményezett, valamint a MBP-fizios
fehérjébdl torténd autoprocesszald képesség elvesztésével jart. Az aktiv-centrum titralas
eredményei azt mutattak, hogy az aktiv enzimmutansok folding-képessége joval rosszabb, mint a
vad-tipusti enzimeké. Vizsgélataink azt mutattak, hogy a HTLV-1 PR szubsztratspecificitisa
joval sziikebb, mint a HIV-1 PR specificitdsa. Mind a folding képességet, mind a katalitikus
mitkodést tekintve a HTLV-1 PR joval érzékenyebb a muticiokra, mint mas retroviralis
proteazok, els6sorban a HIV-1 protedz. Vizsgalataink alapjan a katalitikus hatékonysag
biztositasa mellett a flap régid fontos szerepet tolt be mind a HIV-1, mind a HTLV-1 PR
szubsztratspecificitas és inhibitorral szembeni érzékenység kiilonbségeinek meghatarozasaban.
Erdemes megjegyezni, hogy a HTLV-1 fertzés utan a virus replikicidja nem exogén virionok
termelésével, hanem a fert6zott sejtek osztddasaval torténik, kikeriilve a hibagenerdld reverz
transzkripcios 1épést. Ezért a HTLV-1 evolucidsan sokkal konzervaltabb, mint a HIV-I1.
Végeredményben tehdt a HTLV-1 protedz nem ment végig azon a véletlenszeri evolicios
fejlddésen, amely optimalizélta a HIV-1 protedzt, mind katalitikus hatékonysag szempontjabol,
mind pedig a mutdcidkra térténd rugalmas reagalo képességben.

crer

,core” strukturaban 1€évé fehérjék koziil tobbrol kideriilt, hogy szubsztratja a retroviralis
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proteaznak. Bebizonyitottuk, hogy a kapszid fehérjét szintén hidrolizalja a PR, és ez a hatas
erésen fiigg a pH indukalta konformécio valtozastol. Két 1) hasitdsi helyet azonositottunk a
kapszid fehérje szerkezetében. Ugy talaltuk, hogy a cikloflin valoban stabilizalo hatast fejt ki
a kapszid szerkezetre, igy valoszintlileg segit fenntartani a stabil ,,core” struktirat. A sejtbe
1épve a virionban érkezo aktiv proteaz savas kornyezetbe keriil, fokozodhat a protedz medialta
kapszid hasitdsa, ekdzben az integraz sértetlen marad, segitve a preintegracidos komplex

kialakulasat.
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