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Rövidítések 
 
 

AIDS  szerzett immunhiányos szindróma 
AMV    madár mieloblasztóma vírus 
BLV   marha leukémia vírus 
CA3    kapszid protein 
CIP   calf intestinal phosphatase 
DMSO   dimetil szulfoxid 
DTT    ditiotreitol 
EIAV    ló vészes vérszegénységét okozó vírus 
EDTA   etilén-diamin-tetraacetát 
Env    envelop protein, burokfehérje 
GST    gluation-S-transzferáz 
HAART   highly active antiretroviral therapy 
HFV    humán foamy vírus 
HIV   humán immundeficiencia vírus 
HTLV   humán T sejtes leukémiát okozó vírus 
IN3   integráz 
IPTG   izopropil tiogalaktozid 
KI     gátlási állandó 
MA3   matrix protein 
MBP    maltóz kötQ fehérje 
META puffer   50 mM MES, 100 mM Tris, 50 mM nátrium acetát, 1 M NaCl 
MLV, MuLV   egér leukémia vírus 
NC3    nukleokapszid protein 
O.D.   optikai denzitás 
P1, P2, P3, stb.1 a szubsztrát aminosav része 
PCR polimeráz láncreakció 
PIC   preintegrációs komplex 
PL puffer 20 mM Pipes, pH 7.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 5% 

etilén glikol, 0.5% Nonidet P-40 és 10 mM DTT 
PNF puffer 250 mM foszfát puffer pH5.6, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 500 

mM NaCl 
PR3   proteináz 
S1, S2, S3, stb.2   a proteináz szubsztrátkötQ helyeinek a része 
SDS PAGE   SDS-poliakrilamid gélelekroforézis 
SU3    surface protein 
TFA    trifluorecetsav 
TM3    transzmembrán protein 
TN puffer   50 mM Tris-HCl, pH 7.2, 100 mM NaCl 
 

                                                 
1-2 A szubsztrát valamint a szubsztrátkötQ alhelyek elnevezése Schechter és Berger (1967) szerint. A szubsztrát 
aminosav oldalláncok a hasítási helytQl N-terminális felé haladva P1, P2, P3, stb., míg a C terminális felé haladva 
P1’, P2’, P3’, stb. módon vannak jelölve. A megfelelQ szubsztrátkötQhelyek jelölése S1, S2, S3, stb., illetve S1’, S2’, 
S3’, stb. 
3  A retrovirális fehérjék rövidítései Leis és mtsai, 1988 alapján. 
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1. BEVEZETÉS 
 

1.1.  A retrovirális proteinázok szerepe a vírusok életciklusában 

 

 A retrovirális proteinázok (PR) a peptidkötések hidrolízisét katalizáló endopeptidázok, 

katalitikus mechanizmusuk alapján az aszpartil proteinázok csoportjába tartozó enzimek. A 

különbözQ retrovírusok által kódolt, homodimer formában aktív proteinázok tulajdonságait 

szerkezetvizsgálati és biokémiai módszerek alkalmazásával intenzíven tanulmányozzák. Az 

ezirányú kutatások fQ hajtóerejét elsQsorban egy ma még gyógyíthatatlan betegség, a szerzett 

immunhiányos szindróma (AIDS) (Gallo és mtsai, 1988) elleni gyógyszerfejlesztés során 

potenciálisan felhasználható ismeretek bQvítésére való törekvés jelenti.  

A retrovirális proteinázok funkciója esszenciális a hatékony vírusreplikácóban (1. ábra). A 

pozitív szálú, diploid RNS genomot tartalmazó vírusok receptor mediált endocitózissal vagy 

direkt membránfúzióval kerülnek a gazdasejt belsejébe, replikációjuk DNS intermedieren 

keresztül történik. Az életciklus korai szakaszában a dupla szálú DNS molekula szintézise a 

belépQ kapszid struktúrában valósul meg, a pozitív szálú genomi RNS templát virális reverz 

transzkriptáz (RT) által végzett reverz átírásával. Az vírusreplikáció ezen lépésében az RT 

önmagát visszaellenQrzQ képességének hiánya genomonként átlagosan egy mutációt eredményez. 

A magas mutációs rátával, valamint a vírusok nagy rekombinációs képességével magyarázható, 

hogy a különbözQ vírusfehérjék ellen tervezett és alkalmazott gátlószerekkel szemben viszonylag 

gyorsan kifejlQdik a rezisztencia. A reverz transzkripciót követQen a virális DNS-t és különbözQ 

fehérjekomponenseket tartalmazó úgynevezett preintegrációs komplex (PIC) formálódik a 

fertQzött sejt citoplazmájában, amely a legtöbb retrovírus esetében a gazdasejt osztódása során, a 

nukleáris membrán szétesésekor történQ passzív folyamat révén jut be a magba. A HIV-1 és 

egyéb lentivírusok esetében viszont a PIC járulékos virális fehérjék által koordinált aktív 

transzportfolyamat útján kerül a sejtmagba, amely lehetQvé teszi, hogy ezek a vírusok nyugvó, 

éppen nem osztódó vagy esetleg osztódásképtelen sejteket is megfertQzhessenek.  

A magba jutó vírus-DNS a PIC esszenciális komponensét képezQ retrovirális integráz 

(IN) által katalizált folyamat révén integrálódik, ezáltal a gazdasejt genomjának részévé válik. 

Ebben az állapotban már provírusnak nevezzük. 

FeltételezhetQ, hogy különféle celluláris illetve virális fehérjék hasítása által a retrovirális 

proteináz szerepet játszik a vírusfertQzés ezen korai fázisában is. Kimutatták, hogy a ló vészes 

vérszegénységét okozó vírus (EIAV) esetén a kapszidban lévQ nukleokapszid protein (NC) 

elhasad a vírus-RNS reverz transzkripciója során (Roberts és mtsai, 1991), azonban a  

proteináznak a fertQzés korai fázisában betöltött pontos szerepét még nem ismerjük. 
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1. ábra 

A retrovírusok életciklusának lépései (TQzsér, 2003) 
1. gazdasejtbe történQ bejutás 2. reverz transzkripció 3. a PIC transzportja a sejtmagba 4. 

integráció 5. mRNS szintézis 6. fehérjeszintézis 7. éretlen vírusrészecske formálódása 8. gazdasejtbQl 
történQ kiszabadulása („budding”) 9. a vírusrészecske érése 

 

A retrovirális életciklus késQi fázisában a provírus a celluláris RNS polimeráz II. 

segítségével RNS-sé íródik át, ezután az újonnan képzQdQ, nem illesztett (unspliced) mRNS-ek a 

citoplazmába kerülve templátként szolgálnak a Gag illetve Gag-Pro-Pol poliproteinek 

transzlációjához. A gag gén a vírus szerkezeti fehérjéit (MA: mátrix protein, CA: kapszid protein, 

NC: nukleokapszid protein), a pol pedig a replikációs enzimeket (RT, IN) kódolja. A proteináz 

génje (pro) a Gag és Pol fehérjéket kódoló szekvenciák között lokalizálódik a genomban. A 

vírusfehérjék átírása a vírustól függQen, különbözQ módon történhet. Az emlQs C típusú 

retrovírusok esetén (MuLV) a  Gag és Pro-Pol génjei azonos leolvasási keretben vannak, de stop 

kodon választja el Qket egymástól, mely a transzláció során idQnként szupresszálódik (Yoshinaka 

és mtsai, 1985). A madár mieloblasztóma vírus (AMV) esetében is azonos a gag és pro leolvasási 

keret, az elválasztó stop kodon hiánya miatt azonban a proteináz a szerkezeti fehérjéket kódoló 

szekvenciákkal együtt mindig átíródik, így a fertQzés folyamán azokkal ekvivalens mennyiségben 

képzQdik. A többi retrovírusban  a gag,  pro és pol gének külön leolvasási keretben vannak 

kódolva, ilyenkor az enzimfehérjék -1 irányú kereteltolódással (frameshift) átíródó mRNS-rQl 

szintetizálódnak (HIV-1, BLV, HTLV). A foamy vírusok esetében a replikációs enzimek 

illesztett mRNS-rQl íródnak át. A különbözQ kódolási lehetQségek eredményeként a Pro és Pol 

enzimfehérjék a szerkezeti fehérjékhez képest általában csak lényegesen kisebb mennyiségben 

(5-10%) szintetizálódnak. 

 
 

korai fázis késQi fázis 

2.

3. 

4. 

7. 

5. 

6. 

8. 

-(A)n 

-(A)n 

-(A)n 

1.

9. 
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A virális genom 3’ végén található env génterméke a burokfehérje, mely egy kisebb, 

illesztett (spliced) RNS templátról szintetizálódik az endoplazmatikus retikulumban (ER) illetve a 

Golgiban. A burokfehérjék ezt követQen elQször glikolizálódnak, majd a plazmamembránba való 

transzport során celluláris proteázok által egy felületi glikoproteinre (SU) és egy transzmembrán 

fehérjére (TM) hasítódnak. 

A Gag és Gag-Pro-Pol poliproteinek a gazdasejt membránjának Env fehérjében 

koncentrált részein, a membrán belsQ felületénél csoportosulnak, és a vírus genomi RNS-ével 

együttesen éretlen részecskékbe rendezQdve lef_zQdnek a sejtrQl. A virális replikáció késQi 

szakaszának utolsó lépésében a lef_zQdQ vírusrészecske egy érési folyamaton megy keresztül, 

mely a proteináz enzim ma még nem ismert módon történQ aktiválódásával veszi kezdetét. A Gag 

illetve Gag-Pro-Pol prekurzor poliproteinek funkcionális vírusfehérjékké történQ processzálásával 

a vírusrészecske morfológiája megváltozik, a vírus fertQzQképessé válik. A proteináz funkció 

nélkül a vírusrészecske éretlen marad, és a m_ködQképes fehérjék hiányából adódóan nem lesz 

képes újabb sejtek fertQzésére. Ezen alapulnak a különbözQ proteináz-gátlószerek alkalmazásával 

megvalósuló antiretrovirális próbálkozások. 
 

1.2. A retrovirális proteinázok általános jellemzése 

 

A retrovirális proteinázok 99-138 aminosavból álló, 11-15 kDa molekulatömeg_ fehérjék, 

amelyek több aszpartil proteinázra jellemzQ tulajdonságot mutatnak (pepsztatinnal való 

gátolhatóság, a katalitikus aszpartát mutációjával elQidézhetQ enziminaktiváció). Azonban a 

klasszikus celluláris aszpartil proteinázoktól (renin, pepszin) eltérQen - melyek két topológiailag 

hasonló, de mégsem teljesen egyforma domént hordozó egyláncú molekulák - a retrovirális 

proteinázok két egyforma alegységbQl felépülQ dimerként m_ködQ enzimek.  

A retrovirális proteinázok elsQdleges és másodlagos szerkezete a celluláris aszpartil 

proteinázok egyik doménjével analóg (Toh és mtsai, 1985), számos d-redQt és enzimtQl függQen 

egy vagy két rövid c-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- és C-terminális láncai 

összefonódva alkotnak egy négyréteg_, antiparallel d-redQt.  

A konzervatív régiók közül az N-terminálishoz közel helyezkedik el az aktív centrumot 

kódoló katalitikus triád (Asp-Thr/Ser-Gly). Az alegységek katalitikus triádjai hurkot alkotnak, 

mely analóg a  celluláris aszpartil proteinázokra leírt {-struktúrával. Az ezt felépítQ aminosavak 

konformációja minden ismert kristáyszerkezetben azonos (Wlodawer és mtsai, 2000). A 

katalitikus triplet hidrogén kötések hálózatán keresztül, jellemzQ módon kapcsolódik egymáshoz 

(Davies, 1990; Wlodawer és mtsai, 1993), melyet a kötés geometriájára és igen erQs jellegére 

utalva t_zoltófogásnak (fireman’s grip) neveznek. 
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2. ábra 

Az aktív, ligand kötött HIV-1 proteináz dimer szalagdiagramja 
 

Egy másik többé-kevésbé konzervatív régió a flexibilis „flap” régió (Miller és mtsai, 

1989; Navia és mtsai, 1989), mely a  szubsztrát illetve inhibitor kötQdésekor elmozdul és ráhaljik 

a ligandra, majd azzal számos kölcsönhatást alakít ki, melyekkel mintegy stabilizálja a komplexet 

(Miller és mtsai, 1989; Swain és mtsai, 1990; Jaskolski és mtsai, 1991). 

A harmadik konzervatív régió (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-terminális közelében helyezkedik 

el és ionpárok kialakításával a dimerizációban játszik fontos szerepet. 

 A retrovirális proteinázok savas pH optimumú (pH 5-6) enzimek, részletes biokémiai 

jellemzésüket oligopeptid és poliprotein szubsztrátokon végezték (Dunn és mtsai, 1994; 

Tomasselli és mtsai, 1994). A hasítás poliprotein szubsztrátoknál alacsony, oligopeptidek 

esetében viszont magas (2-3 M NaCl) ionerQsség mellett hatékonyabb (Kotler és mtsai, 1989; 

Wondrak és mtsai, 1991; Szeltner és mtsai, 1996). A különbözQ retrovirális hasítási helyeket 

reprezentáló oligopeptid szubsztrátok hidrolízise jól nyomon követhetQ HPLC technikával, 

megfelelQen módosított szubsztrátok alkalmazása esetén pedig spektroszkópiásan vagy 

fluorimetriásan is. Az effektív hidrolízishez proteináztól függQen minimálisan 6-7 tagú 

peptidszakasznak kell nyújtott d-redQ konformációban az enzimhez kötQdnie (TQzsér és mtsai, 

1991a; Weber és mtsai, 1993). 

A retrovirális proteinázok természetes hasítási helyein található aminosavak többnyire 

hidrofób karakter_ek, viszont általánosan érvényes konszenzus szekvencia nem adható meg 

(Oroszlan és TQzsér, 1990). A HIV-1 proteináz esetében a hasítási helyeket két csoportba 

osztották: az I-es típusúak aromás aminosav és Pro mellett hasítódnak, P2 pozícióban Asn, a P2’ 

helyen d elágazó Val és Ile gyakori; míg a II-es típusú helyek esetében hidrofób aminosavak (de 

nem prolin) között történik a hasítás, P2 helyen Val és Ile, P2’ pozícióban pedig a Glu jelenléte  
 

azonos proteináz alegységek 

aktív centrum 
 -D-T-G- 

  „flap” 

szubsztrát vagy 
inhibitor 
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bizonyult kedvezQnek (Pettit és mtsai, 1991; TQzsér és mtsai, 1992; Griffiths és mtsai, 1992; 

elnevezés Schechter és Berger nevezéktana alapján, 1967). 
 

1.3. A HIV-1 proteináz mint antivirális célpont az AIDS terápiájában 
 

A szerzett immunhiányos szindrómát (AIDS) 1981-ben ismerték fel elQször, a betegséget 

okozó humán immundeficiencia vírust (HIV) pedig 1983-ban azonosították. A legfrissebb adatok 

szerint azóta több mint 40 millió ember fertQzQdött meg a vírussal és közülük 20 millióan már 

meghaltak (www.avert.org/worldstats.htm, 2003 december).  

A HIV CD4 pozitív sejtek (T-helper limfociták, makrofágok) fertQzése révén az emberi 

szervezet védekezQ rendszerét károsítja. A vírus megtalálható a testnedvekben szabadon (vér, 

nyál, genitális folyadék), illetve fertQzött sejtek formájában egyaránt. 

A retrovírusok életciklusának tanulmányozásából, illetve  a virális enzimfehérjék 

m_ködésével kapcsolatos vizsgálatokból nyert ismeretek alapján lehetQség nyílt racionális 

gyógyszerfejlesztésre és különbözQ antivirális terápiás eljárások kidolgozására. A több lehetséges 

terápiás célpont közül azonban leginkább csak két replikációs enzim, a HIV-1 reverz 

transzkriptáz (RT) és HIV-1 proteináz (PR) ellen tervezett gátlószerek kerültek eddig klinikai 

felhasználásra. Ezeknek a szereknek a különbözQ kombinációkban történQ alkalmazása (HAART, 

highly active antiretroviral therapy) képes jelentQsen lecsökkenteni a HIV fertQzött betegek 

halálozását (Temesgen és mtsai, 2001). A kombinált terápia azonban rendkívül költséges, nem 

elérhetQ a fejlQdQ országokban élQ betegek számára. Komoly problémát jelent továbbá, hogy a 

kezelés nem eredményezi a vírusnak a fertQzött szervezetbQl történQ teljes eliminálását, ezért a 

vírusszint  alacsonyan tartása érdekében hosszútávú terápia szükséges, mely a költségek további 

növekedése mellett egyéb kedvezQtlen következményekkel is jár. Ezek közül legsúlyosabb az 

alkalmazott gátlószerekkel szemben rezisztens vírusformák megjelenése és gyors elszaporodása a 

terápia idején, melyet a retrovírusok magas mutációs rátája illetve nagy rekombinációs képessége 

tesz lehetQvé (két hét elegendQ a plazmabeli víruspopuláció teljes lecserélQdéséhez (Ho és mtsai, 

1995; Wei és mtsai, 1995)). Mindemellett számos metabolikus mellékhatás is megfigyelhetQ a 

kezelés során,  például túlérzékenység, lipodisztrofiás szindróma, inzulin rezisztencia és 

különbözQ kardiovaszkuláris rendellenességek (Carr és mtsai, 2000; TQzsér, 2001; Moyle és 

mtsai, 2002). Ezért szükségszer_ a további gyógyszerfejlesztés, mely elsQsorban a már bevált 

célfehérjék (HIV-1 RT, PR) ellen ható, de az eddigieknél elQnyösebb tulajdonságokkal 

rendelkezQ inhibitorok tervezésére, másfelQl a vírusreplikáció egyéb lépéseit gátló szerek 

kifejlesztésére irányul. Mindebben hasznos segítséget nyújthat az alkalmazott drogokkal 

szembeni rezisztencia kialakulásában szerepet játszó genetikai háttértényezQk feltérképezése.   
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1.3.1. HIV-1 proteináz inhibitorok 

 

A HIV-1 proteináz az inaktív formában képzQdQ Gag és Gag-Pro-Pol poliproteinek 

funkcionális fehérjékké történQ processzálásáért felelQs enzim, esszenciális a vírus 

replikációjában. A proteináz funkció hiánya esetében  a gazdasejtbQl kiszabaduló vírusok 

fertQzésképtelenek lesznek, mely ígéretes célponttá teszi a HIV-1  PR-t az AIDS elleni terápia 

szempontjából. Komoly elQny a PR-inhibitorok alkalmazása kapcsán, hogy a már megfertQzött 

sejtekre gyakorolt terápiás hatás nem különbözik az újonnan fertQzött sejtek esetében kifejtett 

hatáshoz képest. Ez ugyanakkor nem igaz a reverz transzkriptáz gátlószerekre, melyek kizárólag 

az újabb fertQzési események megelQzésére alkalmasak. EbbQl a megfontolásból célszer_ 

továbbra is a kombinált terápiás eljárások optimalizálására fókuszálni. 

A jelenleg klinikai használatban lévQ HIV-1 PR gátlószerek neve és szerkezete az 3. ábrán 

látható (TQzsér, 2003). Mindegyikük szubsztrátanalóg (peptidomimetikum), és a természetes 

szubsztrátokhoz hasonlóan döntQen hidrofób kölcsönhatásokat alakítanak ki az enzimmel. P1 

pozícióban fenil csoportot hordoznak, további közös tulajdonságuk, hogy a hasítandó kötésnek 

megfelelQ helyen egy nem-hidrolizáló átmeneti állapotot utánzó csoportot ( pl. hidroxietilamin) 

tartalmaznak. 
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3. ábra  
Az AIDS-terápiában alkalmazott HIV-1 proteináz inhibitorok (TQzsér, 2003) 

 

1.3.2. A rezisztencia problémája 

 

 Az antivirális terápia gyakori sikertelenségének legfQbb oka az alkalmazott gátlószerekkel 

szemben rezisztens vírusformák megjelenése és rohamos elszaporodása a kezelés idején. Az in 

vitro és in vivo is kialakuló rezisztenciáért elsQsorban a proteináz kódoló régióban kialakuló 

mutációk tehetQek felelQssé, melyek közül számos az enzim szubsztrátkötQ zsebén belül 

lokalizálódik. Gyakran érinti mutáció a 8, 46, 47, 48, 50, 82 és 84-es pozícióban lévQ 

aminosavakat (Ridky és Leis, 1995). Ezek amellett, hogy gátolják az inhibitorkötQdést, többnyire 

kedvezQtlenül befolyásolják az enzim katalitikus hatékonyságát, illetve hatással vannak annak 

specificitására is. A rezisztens mutációk egy másik csoportja a szubsztrátkötQ zseben kívül 

található aminosavakat érinti. Mivel  a többszörös drogrezisztens HIV-1 PR mutánsok in vitro és 

in vivo egyaránt csökkent katalitikus hatékonyságot mutatnak, ezért a mutációk további 

halmozása az enzimfunkció által limitált, hiszen a megfelelQ Gag és Gag-Pro-Pol hasítási helyek 

kellQ hatékonyságú hidrolízise elengedhetetlen a vírusreplikációhoz. 

Egyes adatok alapján azonban úgy t_nik, hogy a PR gátlószerek jelenlétébQl adódó 

szelekciós nyomás a lerontott enzimaktivitást ellensúlyozó változásokat is indukálhat (Doyon és 

mtsai, 1996; Zhong és mtsai, 1997; Maguire és mtsai, 2001). 
  

1.4. Az egér leukémia vírus (MuLV) 

 

Az egér leukémia vírus (MuLV) az emlQs C-tipusú retrovírusok (újabb nevezéktan szerint 

け-retrovírusok, Regenmortel és mások, 2000) tipikus képviselQje, eredetileg BALB/c egerek 

szarkómájából izolálták (Moloney, 1960). Újszülött egérbe juttatva 3 hónap alatt limfoid 

leukémia fejlQdik ki. 

Az MuLV egyláncú, diploid genomja három, a vírusfertQzéshez és replikációhoz 

szükséges gént tartalmaz, 5’-gag-(pro-pol)-env-3’ sorrendbe rendezQdve. Ezeknek a géneknek az 

expressziója három poliprotein, a Gag (Pr65gag), Gag-Pro-Pol (Pr180gag-pro-pol) és az Env 

(gPr85env) képzQdéséhez vezet. A Gag poliprotein (group specific antigen) négy domént  
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tartalmaz, melyek megfelelnek a vírus fQ szerkezeti fehérjéinek: p15 (MA, mátrix protein), p12, 

p30 (CA, kapszid protein), p10 (NC, nukleokapszid protein); és amelyek a prekurzor fehérje 

vírusproteináz által katalizált proteolitikus processzálásával válnak szabaddá (Oroszlan és mtsai, 

1978). A Gag-Pro-Pol poliprotein szintézise a gag terminátor azonos leolvasási keretben történQ 

szupressziójával, félreértelmezésével valósul meg (Yoshinaka és mtsai, 1985); és a processzálást 

követQen a szerkezeti fehérjék mellett a virális enzimek (PR, RT, IN) megjelenését is 

eredményezi. Az illesztett mRNS-rQl átíródó Env fehérje elQször glikolizálódik, majd a Golgi-ból 

a plazmamembránba való transzport során megfelelQ celluláris proteázok által egy felületi 

glikoproteinre (SU, gPr70) és egy transzmembrán fehérjére (TM, Pr15(E)) hasítódik. A 

transzmembrán fehérje a virális proteináz segítségével tovább processzálódik p12(E) és p2(E) 

fehérjékre (Katoh és mtsai, 1985; Schultz és mtsai, 1985; Crawford és mtsai, 1985). Ez a hasítás 

az MuLV Env fehérje membránfúziós képességének kialakításához szükséges, ennélfogva 

esszenciális a vírus fertQzQképessége szempontjából (Rein és mtsai, 1994). 
 

1.4.1. Az egér leukémia vírus (MuLV) vizsgálatának gyakorlati jelentQsége 

1.4.1.1. Génterápiás felhasználás 

  

 Génterápia során különbözQ genetikai eredet_ betegségeket próbálunk orvosolni a 

megfelelQ információt hordozó DNS molekulának a beteg sejtekbe történQ bejuttatásával. A 

retrovírusok sajátos életciklusa alkalmassá teszi Qket génterápiás célú felhasználásra. A 

replikációjukhoz szükséges integrációs mechanizmusuk minden egyéb eddigi módszernél (DNS 

mikroinjekció, lipofekció, elektroporáció, kémiai transzfekció) hatékonyabb géntranszfert tesz 

lehetQvé. A virális genom jelentQs része helyettesíthetQ, géntechnológiai úton egyszer_en 

kicserélhetQ a terápiás céllal bejuttatni kívánt génszekvenciára. A virális burokfehérje (Env) 

változtatásával meghatározható a célsejt-spektrum, mely kellQen szelektív génterápiás eljárások 

kidolgozására kínál lehetQséget. A mára klinikai alkalmazásba került retrovirális vektorok közül a 

HIV-en alapulóak mellett kétségkívül az egér leukémia vírus módosításával kifejlesztett vektorok 

a legjelentQsebbek (Thomas és mtsai, 2003). 
 

1.4.1.2. Inhibitorfejlesztés 

 

 A retrovirális proteinázok vírusreplikációban betöltött esszenciális szerepe miatt a HIV-1 

proteináz ígéretes célfehérjévé vált egy mindmáig gyógyíthatatlan betegség, az AIDS 

terápiájában (lásd 11-12. oldal). Mára már több, HIV-1 proteináz ellen kifejlesztett inhibitor 

került klinikai felhasználásra, ám sok esetben problémát jelent a meglévQ gyógyszerekkel 

szemben rezisztens formák megjelenése és kiszelektálódása a terápia folyamán, ami új, az 

eddigieknél hatékonyabb, széles spektrumú inhibitorok fejlesztését teszi szükségessé (De Clercq,  
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2002). A különbözQ retrovirális proteinázok összehasonlító vizsgálata révén megismerhetjük 

ezen enzimek specificitásának közös jellemvonásait. A mindeddig csak kevéssé vizsgált és 

jellemzett MuLV bevonásával nyerhetQ ismeretek hasznos segítséget nyújthatnak olyan 

gátlószerek tervezésében, melyekkel szemben kisebb az életképes mutáns formák 

kiszelektálódásának lehetQsége a terápia során. 

Az alapvetQ retrovírusmodellként is számontartott egér leukémia vírus (MuLV) komoly 

gyakorlati jelentQséggel bír, ennek ellenére csak viszonylag keveset tudunk róla, és különösen 

kevés információval rendelkezünk a vírus által kódolt proteináz enzimre vonatkozóan (Menendez 

és mtsai, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ábra 
Az MuLV proteináz enzim szalagdiagramja 
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2. CÉLKIT^ZÉSEK 

 

 Az AIDS elleni terápia során alkalmazott proteináz inhibitorokkal szembeni rezisztencia 

kialakulásáért kezdetben szinte kizárólag a proteináz mutációit tették felelQssé. Az általánosan 

elfogadott nézet szerint ezen mutációk egy része az enzim aktív centrumán belül lokalizálódó ún. 

primer mutáció, melyek az inhibitor kötQdésének gátlásán keresztül vezetnek a 

gyógyszerrezisztencia kialakulásához, de ezzel egyidej_leg többnyire kedvezQtlenül 

befolyásolják az enzim katalitikus hatékonyságát, és hatással vannak annak specificitására is. 

Ezek a primer mutációk további, az enzim aktív centrumán kívül elhelyezkedQ másodlagos 

(szekunder) mutációk megjelenését indukálják, melyek ugyan közvetlenül nem befolyásolják az 

inhibitor kötQdését, viszont többnyire jótékony hatást gyakorolnak az enzim katalitikus 

hatékonyságára. Az utóbbi idQszak kutatásai kimutatták, hogy a különbözQ PR-inhibitorokkal 

szembeni rezisztencia kialakulása során megjelennek mutációk a virális genomnak a proteinázt 

kódoló régióján kívül esQ területein is. Ezek a változások leginkább két Gag hasítási helyet, az 

NC/p1 illetve p1/p6 helyeket érintik. E két hasítási helyen a PR-gátlók jelenléte által okozott 

szelekciós nyomás nélkül is szignifikáns szekvencia-polimorfizmus figyelhetQ meg, amely 

hatással lehet a vírus fertQzQképességére is (Barrie, 1996; Korber, 1998; Bally, 2000). Az NC/p1 

és p1/p6 helyek hidrolízise egyben a poliprotein processzálás sebességmeghatározó lépésének 

számít (Doyon, 1996; Robinson, 2000), ugyanis hasítási helyei közül a HIV-1 proteináz e két 

szekvenciát bontja a legkisebb katalitikus hatékonysággal (TQzsér, 1991a; Wondrak, 1993). 

Munkánk során a vad típusú és különbözQ mutáns HIV-1 proteinázok kinetikai vizsgálatát 

terveztük az NC/p1 és p1/p6 hasítási helyek eredeti illetve különféle mutált változatait 

reprezentáló oligopeptid szubsztrátok alkalmazásával. Mivel különbözQ klinikai tanulmányok 

alapján tudjuk, hogy a rezisztens Gag mutációk a PR inhibitor terápia kezdeti szakaszában, 

közvetlenül egy, vagy néhány kritikus proteináz mutáció kialakulását követQen jelennek meg, 

ezért csak az elQforduló mutációk valamelyikét hordozó, egyszeresen mutáns enzimformákat 

tanulmányoztunk. Ezek egy része primer mutációt tartalmazó aktív centrum-mutáns volt (V82S, 

V82A, I84V), a többiek az enzim egyéb régióiban lokalizálódó szekunder mutációt hordozó 

variánsok voltak (M46L, L90M) (5. ábra). Hasonló megközelítéssel többszörösen mutáns, 

multidrog rezisztens HIV-1 proteináz formák jellemzése is lehetséges.  
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5. ábra 
A HIV-1 proteináz enzim szalagdiagramja 

A vizsgálni kívánt mutációk pozícióját kék színnel jelöltük. 
 

 

Az NC/p1 és p1/p6 helyek szekvencia polimorfizmusát és terápia során megjelenQ 

mutációit az 6. ábrán mutatjuk. Az ábrán az adott helyre jellemzQ szekvencia-polimorfizmusnak 

megfelelQ aminosavcseréket zöld színnel jelöltük, a proteináz inhibitor terápia során megjelenQ 

rezisztens mutációkat piros szín jelöli, a hasítási hely mutációk harmadik csoportját pedig azok az 

aminosavcserék képezik, amelyek természetes variációként és rezisztens mutációként egyaránt 

elQfordulnak (kék színnel jelölve). 
 

 

 

6. ábra 
A HIV-1 NC/p1 és p1/p6 helyek természetes szekvenciaválozatai, gyógyszeres kezelés során 
megjelenQ mutációi és vad tipusú illetve rezisztens törzsekben egyaránt elQforduló formái    

 

 
 

MA CA NC p6 p1 p2Gag 

NC                       p1                       p6
 _______________                   ________________ 

-R-Q-A-N-fi-F-L-G-K-I-W-P-S-Y-K-G-R-P-G-N-F-fi-L-Q-S-R- 
 G R V D fi S   R                   R E   L fi P E K    
       I fi                         Q R   Y fi V   R   
       K fi                                 fi I   T   
         fi                                 fi F   N 
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A különbözQ oligopeptid szubsztrátok segítségével egyes reprezentatív mutációk hatását 

kívántuk vizsgálni. Munkánkkal azt akartuk alátámasztani, hogy az inhibitorok jelenlétében 

kialakuló Gag hasítási hely mutációk a primer proteázmutációk által lerontott enzimfunkciót 

kompenzációs mutációkként ellensúlyozó, ezáltal a gyógyszerrezisztencia kialakulásához jelentQs 

mértékben hozzájáruló változásoknak tekinthetQek. 

 Az alapvetQ retrovírusmodellként is számontartott egér leukémia vírust (MuLV) komoly 

gyakorlati jelentQsége ellenére is (génterápiás felhasználás, HIV-1 elleni gyógyszerfejlesztés) 

csak kevéssé vizsgálják. Bár az MuLV által kódolt proteináz enzimet sikerült elsQként izolálni 

vírusból (Yoshinaka és mtsai, 1985), különösen kevés ismerettel rendelkezünk erre az enzimre 

vonatkozóan. Az izolált vírusproteináz sajátságainak részletes tanulmányozása az igen alacsony 

kitermelés (kevesebb mint 0.3 og proteináz / mg vírus) illetve a megbízható enzimforrás hiánya 

miatt nem volt lehetséges. Az MuLV proteinázt Menendez és mtsai korábban (1993) már 

sikeresen klónozták pGex vektorba, ám ez a GST-fúziós expressziós rendszer sem bizonyult elég 

hatékonynak. Ezért elterveztük, hogy az egyéb fehérjék esetében (HIV-1-PR, BLV-PR, HFV-PR) 

már jól bevált pMalc2 rendszerben (Louis és mtsai, 1991; FenyQfalvi és mtsai, 1999; Zahuczky 

és mtsai, 2000) próbáljuk elQállítani az MuLV proteinázt. A pMalc2 expressziós rendszerben a 

fehérjék maltóz kötQ proteinnel (MBP) fúziós formában termelQdnek. Az MBP jelenléte több 

szempontból is elQnyös, mert azon túl, hogy egy amilóz oszlopon történQ affinitás kromatográfiás 

lépést tesz lehetQvé (elQsegítvén ezáltal a rekombináns fehérje tisztítását), az MBP segíti a vele 

fúzióban lévQ fehérjepartner foldingját is az exresszió során (Kapust és Waugh, 1999; Wang és 

mtsai, 1999). 

Az MuLV-PR-t kódoló cDNS szekvencia pMalc2 plazmidba való klónozásán illetve az 

expresszált fehérje tiszta és aktív formában, megfelelQ mennyiségben történQ elQállításán kívül 

tervbe vettük a rekombináns fehérje részletes jellemzését, a vírusból izolált MuLV proteinázzal 

illetve a HIV-1 proteinázzal való összehasonlító vizsgálatát is. 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

3.1. A vad típusú és mutáns HIV-1 proteinázokat kódoló konstrukciók, és az enzimek tisztítása 
 

A pET vektorba klónozott, stabilizációs mutációkat tartalmazó (Q7K, L33I, L63I, C67A, 

C95A) HIV-1 proteinázt (HIVHXB2CG) E. coli-ban expresszálták és inklúziós testbQl 

tisztították (Louis és mtsai, 1999). A rekombináns enzim proteolitikus aktivitása nem különbözött 

a vad típusú, natív proteinázétól. Ezt a klónt használták templátként a mutáns proteinázokat 

kódoló, irányított mutagenezissel létrehozott konstrukciók elQállításához. A mutációkat 

szekvenálással ellenQrizték. Az expresszált enzimeket a vad típusú proteinázra korábban 

kidolgozott eljárás alapján tisztították (Mahalingam és mtsai, 2001).   
 

3.2. Az MuLV proteinázt kódoló pMalc2 konstrukciók elQállítása 
 

 A proteinázt kódoló régiót a teljes hosszúságú MuLV cDNS-t tartalmazó klónból (Gorelik 

és mtsai, 1988) PCR reakcióban szaporítottuk fel, az 5’ oldalon tompa véggel, a gag terminációs 

kód mutációját (TAG›CAG) tartalmazó primerrel (5’-ACCCTAGATGACCAGGGAGGT-3’), 

illetve a 3’ végen egy stop kodont (TCA) és egy EcoRI. restrikciós hasítási helyet kódoló 

oligonukleotid felhasználásával (5’-CGCGAATCCTCACAACACTTGCAGGG-3’). A PCR 

terméket a megfelelQ restrikciós emésztést követQen XmnI./EcoRI. enzimekkel hasított és calf 

intestinal phosphatase (CIP) enzimmel defoszforilált pMalc2 plazmidba ligáltuk, és a restrikciós 

analízissel valamint szekvenálással ellenQrzött konstrukciót (pMBP-MPR, 7. ábra) DH5c illetve 

BL21 sejtekbe transzformáltuk.                                                     

                                                                                            Xa                                stop  
                                                                                                        (XmnI.)                       (EcoRI.) 

 
 

 
 

7. ábra 
Az MBP-MPR szerkezetének sematikus ábrázolása 

 

A C-terminális His6 farokkal fúziós formát expresszáló vektort (pMBP-MPR-H6) a fenti 

konstrukció stop kodonjának mutációjával és egy Xa faktor hasítási helyet illetve hat hisztidint 

kódoló oligonukleotid párnak (5’-GATCCATCGAGGGGCGGATTCACCACCACCACCACCA 

CTGAA-3’ illetve 5'-AGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAATCCGCCCCTCGATG-3', 

aláhúzással jelölve a kódoló szekvenciarészt) a BamHI./HindIII. enzimekkel megemésztett, 

mutáns pMBP-MPR plazmidba történQ ligálásával állítottuk elQ (8. ábra).  

 

            

MBP MPR -IEGR- T                             L 
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                                                                        Xa                                                         Xa                 stop 
                                                                               (XmnI.)                      (BamHI.)                                 (HindIII.) 
 

 

 
- GGSIEGRIHHHHHH 

 
8. ábra 

Az MBP-MPR-H6 szerkezetének sematikus ábrázolása 
 

A fenti stop kodon mutációt illetve az aktív centrum mutáns konstrukcióhoz szükséges 

D32A mutációt Quick Change mutagenezis protokol (Stratagen) segítségével alakítottuk ki, és 

mindegyik konstrukciónkat szekvenálással ellenQriztük (ABI-Prism BigDye terminator cycle 

sequencing kit (Pelkin-Elmer) használatával, Applied Biosystems Model 373A szekvenáló 

készüléken).  
 

3.3. Az MuLV proteináz expressziója és a fehérje tisztítására szolgáló eljárások 
 

  A pMBP-MPR konstrukcióval transzformált DH5c és BL21 sejteket 100 og/ml 

ampicillin (pRIL plazmidal történQ kotranszfekció esetében ezenfelül 30 og/ml chloramphenicol) 

jelenlétében, LB médiumban növesztettük, majd OD600 (600 nm-en mért optikai denzitás) = 0.7-1 

közötti értéknél 1 mM IPTG-vel indukáltuk. Két órás expressziót követQen a sejteket 

centrifugáltuk (4000 g, 15 perc, 4 flC), és bakteriális proteázinhibitor-koktélt tartalmazó lízis 

pufferben (50 mM Tris-HCl pH 7.2, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) szuszpendáltuk. A sejteket 

szonikálással tártuk fel, majd a szuszpenzió centrifugálása (10000g, 20 perc, 4 flC) során a 

felülúszóba került fúziós fehérjét amilóz oszlopon történQ affinitás kromatográfiával választottuk 

el a bakteriális fehérjéktQl. Az oszlopra kötQdött fehérjét 20 mM maltózt tartalmazó lízis pufferrel 

eluáltuk, ezt követQen az MuLV proteinázt 10 og/ml Xa faktorral, 2 órás szobahQmérsékleten 

végzett hasítással szabadítottuk fel a fúziós formából. A processzált proteinázt 5 mM DTT 

tartalmú, 6-os pH-jú lízis pufferrel ekvilibrált kationcserélQ oszlopon (High-S, BioRad) 

választottuk el a maltózkötQ fehérjétQl, ennek során a proteináz a kis mennyiségben visszamaradó 

fúziós formával együtt eluálódott. Teljesen tiszta enzimhez egy második amilóz affinitás 

kromatográfia átfolyó frakcióinak koncentrálásával jutottunk, ezzel egyidej_leg puffercserét is 

végrehajtottunk PL pufferre (20 mM Pipes, pH 7.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 

5% etilén glikol, 0.5% Nonidet P-40 és 10 mM DTT), centricon YM-10 (Millpore) ultrasz_rQ 

egység felhasználásával. 

  A vad típusú és D32A aktív centrum mutáns proteináz His-farokkal fúziós formáit kódoló 

konstrukciókat, illetve a kontrollként használt, MBP-H6-t expresszáló plazmidot a 

baktériumsejtekben ritkán elQforduló tRNS-eket kódoló pRIL plazmiddal együtt transzformáltuk  

DH5c és BL21 sejtekbe. Az expresszió és a sejtfeltárás az elQzQekben leírtaknak megfelelQen  
 

MBP -IEGR -  T                          L  
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történt. A baktériumszuszpenzió centrifugálása során a felülúszóba került fúziós fehérjéket elsQ 

lépésben 50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 5 % glicerol, 1 % TritonX-100, 10 mM imidazol pH 

7.2 összetétel_ pufferrel ekvilibrált Ni-kelát oszlopon történQ affinitás kromatográfiával 

tisztítottuk. A 250 mM imidazolt tartalmazó ekvilibráló pufferrel eluált fúziós proteineket 

puffercserét követQen (centricon YM-30) 50 mM Tris-HCl, pH 7.2, 100 mM NaCl összetétel_ 

pufferben processzáltuk (10 og/ml Xa faktor, 2 óra, szobahQmérséklet), majd az MBP-eredet_ 

fehérjefragmensek egy részét 1.5 M ammónium szulfáttal történQ kisózás útján távolítottuk el. A 

kisózás során oldataban maradó proteinázt puffercsere után (centricon YM-10) 50 mM Tris-HCl, 

pH 6.0, 1 mM EDTA, 5 mM DTT összetétel_ pufferrel végzett katiocserélQ kromatográfiával 

tisztítottunk tovább (Mono-S oszlop, Amarsham-Pharmacia). A 0.5 M NaCl-t tartalmazó 

ekvilibráló pufferrel történQ elúció során nyert teljesen tiszta és aktív proteináz pufferét végül PL 

pufferre cseréltük (centricon YM-10). 
 

3.4. Az MuLV proteináz izolálása vírusból 
 

  1 ml vírusszuszpenzióhoz 20 térfogat hideg (-70 flC)  acetont adtunk, és 30 percig jégen 

tartottuk. 20 perces centrifugálás (8000g, 4 flC) után a leülepedett pelletet kiszárítottuk, majd 2 ml 

extrakciós puffer (20 mM Tris pH 7.2, 5 mM DTT, 1 M NaCl) hozzáadásával oldottuk vissza, 

miközben gyakori rázogatás mellett 30 percig 4 flC-on inkubáltuk. Az extraktum centrifugálását 

követQen (10 perc, 14000 rpm, 4 flC) a puffert centricon YM-10 felhasználásával PL pufferre 

cseréltük. 
 

 3.5. MuLV Gag fehérjefragmensek klónozása, tisztítása és proteolízise 

 

 A különbözQ hosszúságú MuLV Gag fragmenseket (GagF1 és GagF2) a teljes MuLV 

cDNS-t tartalmazó klónból (Gorelik és mtsai, 1988) PCR reakció segítségével szaporítottuk fel. 

Az 5’ végi primerek SacI. restrikciós hasítási helyet, és a megfelelQ genomi régiókkal hibridizáló 

szekvenciát tartalmazták (GagF1 esetén 5’-GCGCCGAGCTCAGAACCTCCTCGTTC-3’, a 

GagF2 esetében 5’-GCGCCGAGCTCTCTACGTGGGAGACG-3’, aláhúzással jelölve a SacI. 

restrikciós helyet), a 3’ végen pedig egységesen a gag terminációs kód környéki régióval 

hibridizáló, de a stop kodon helyén a Gln tripletjét valamint egy HindIII. felismerési helyet is 

tartalmazó primert használtunk (GGCCAAGCTTCTGGTCATCTAGGGTCAGG, aláhúzásal 

jelölve a HindIII. restrikciós helyet valamint a Stop›Gln cseréhez szükséges mutációt). A SacI. 

és HindIII. enzimekkel emésztett PCR fragmenseket az azonos enzimekkel meghasított és CIP 

kezeléssel defoszforilált pET23b vektorba (Novagen) ligáltuk (9. ábra).  
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MASMTGGQQMGRDPNSSSEPPRSTPPRSSLY TLDDQKLAAALEHHHHHH

MA/p12 NC/PR

pET23b pET23b

p12 CA NC

 

 

MASMTGGQQMGRDPNSSSLRGRREPPVADSTTSQAF TLDDQKLAAALEHHHHHH

P12/CA NC/PR

pET23b pET23b

CA NC  

9. ábra 
A Gag 1 (A) illetve Gag 2 (B) proteinek szerkezetének sematikus ábrázolása 

 A megfelelQ proteináz hasítási helyeket nyilakkal jelöltük.  
 

A konstrukciókat restrikciós analízissel és DNS szekvenálással ellenQriztük, ABI-Prism 

BigDye terminator cycle sequencing kit (Pelkin-Elmer) használatával, Applied Biosystems 

Model 373A szekvenáló készüléken; majd BL21(DE3) sejtekbe transzformáltuk. A 

fehérjeexpressziót 1 mM IPTG hozzáadásával indukáltuk, és két óra eltelte után a centrifugálással 

összegy_jtött sejteket lizozimmal illetve szonikálással tártuk fel. Az expresszált fehérjéket Ni-

kelát affinitás kromatográfiával majd azt követQen 20 mM Na-foszfát pH 7.0, 150 mM NaCl és 5 

mM d-merkaptoetanol összetétel_ pufferrel ekvilibrált Superdex 75 oszlopon (Amarsham-

Pharmacia) történQ gélsz_résessel tisztítottuk meg. A kitermelési százalék Bradford 

spektrofotometriás mérési módszer alapján 3.7 mg/l kultúrának adódott a GagF1, és 9.2 mg/l 

kultúrának a GagF2 fehérje esetén.  A proteolitikus emésztést 250 mM Na-foszfát, pH 5.6, 1 mM 

EDTA összetétel_ pufferben végeztük, mely 1 mM EDTA-t tartalmazott, 0.6oM GagF1 és 1.2 

µM GagF2 fehérjeszubsztráttal, 20 nM MuLV PR illetve 33 nM HIV-1 proteináz enzimek 

jelenlétében. 
 

3.6. Oligopeptidek 

3.6.1. A spektrofotometriás mérésnél használt peptidet (Lys-Ala-Arg-Val-Nle-p-nitroPhe-Glu-

Ala-Nle-amide) a Sigma-Aldrich KFT-tQl szerztük be (L6525). 
 

 

p12/CA CA/NC

CA/NC

A

B
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3.6.2. A fluoreszcens mérésnél alkalmazott peptidet (RE(Edans)SQAFPLRAK(Dabcyl)R-OH) 

Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva) szintetizálta és bocsátotta rendelkezésünkre. 

3.6.3. A HPLC alapú mérésnél használt oligopeptideket szilárd fázisú peptidszintézissel 

készítették, Model 430A automata peptid szintetizátorral (Applied Biosystems, Inc.) vagy 

félautomata Vega peptid szintetizátorral (Vega-Fox Biochemicals). A tisztításhoz reverz fázisú 

HPLC-t használtak (Copeland és Oroszlan, 1988). A peptideket aminosav analízissel, illetve 

alkalmanként gázfázisú szekvenálással ellenQrizték. A peptid-törzsoldatok desztillált vízzel vagy 10 

mM DTT-oldattal készültek, a pontos koncentrációt aminosavanalízissel határozták meg.   
 

3.7.     A retrovirális proteinázok enzimaktivitásának mérésére alkalmas eljárások   

 

3.7.1. Spektroszkópiás módszer az MuLV proteináz pH függésének  vizsgálatára 
 

70 nM tisztított proteinázt adtunk 100-350 oM kromogén szubsztráthoz. A reakciókat 

META pufferben (50 mM MES, 100 mM Tris, 50 mM nátrium acetát, 1 M NaCl) végeztük, 10 

percig, 37 Cfl-on, különbözQ pH (3-7) értékeknél. A 310 nm-en bekövetkezQ 

abszorbanciacsökkenést Hitachi U-3000 spekrofotométerrel követtük nyomon. Az 

abszorbanciaértékeket kalibrációs görbe segítségével konvertáltuk át szubsztrátkoncentrációra. A 

Michaelis-Menten és pH optimum görbéket Sigma-Plot program (SPSS Inc.) segítségével 

szerkesztettük. 
 

3.7.2. Fluoreszcens módszer az MuLV proteináz gátolhatóságának vizsgálatára 
 

 A gátlási kísérletekhez kifejlesztett mikrotiter-lemez-módszerben az MuLV p12/CA 

szubsztrát Dabcyl/Edans fluoreszcens analógját használtuk, a reakciókat PNF (250 mM foszfát 

puffer pH5.6, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 500 mM NaCl) pufferben végeztük. A 

fluoreszcencianövekedés 460 nm-en történQ detektálását 355 nm excitációs hullámhossz 

alkalmazása mellett, Victor Wallace fluoriméter-luminométer készülékkel végeztük. Az „inner-

filter” hatást korrigáltuk, a KI értékeket Williams és Morison (1979) egyenlete alapján 

számítottuk. 
 

3.7.3. HPLC alapú módszer a HIV-1 és MuLV proteináz  specificitásvizsgálataira 
 

 A HPLC alapú proteináz mérést 5 ol enzimnek 10 ol 2x töménység_ reakciópufferrel (0.5 

M K-foszfát, pH 5.6, 10 % glicerol, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, 4 M NaCl), illetve 5 ol 

szubsztrátoldattal történQ összekeverésével végeztük; a vad típusú és különbözQ mutáns HIV-1 

proteinázok esetén  0.5-7 mM, MuLVPR esetében 0.01-1.32 mM szubsztrátkoncentráció 

tartományban, melyet a becsült KM értékek alapján választottunk meg. Az enzimkoncentrációkat 

úgy állítottuk be, hogy a szubsztrát hidrolízise 20 % alatt maradjon. A 20 ol-es reakcióelegyeket 

37 flC-on 1 óráig inkubáltuk, majd a reakciókat 180 ol 1 %-os trifluor-ecetsav (TFA) oldattal  
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állítottuk le, és Nova-Pak C18-as reverz fázisú kromatográfiás oszlopra injektáltuk (3.3x150 mm, 

Waters Associates, Inc.) automata injektor (Hitachi) segítségével. A szubsztrát és 

termékcsúcsokat 0-100% lineáris víz-acetonitril gradienssel választottuk el egymástól, 0.1% TFA 

jelenlétében. Az elválasztást 206 nm-en követtük nyomon, a hidrolízis mértékét a kromatográfiás 

csúcsok integrálásával számítottuk. A csúcsok integrációs értékeinek megfelelQ peptidmennyiség 

kiszámításához korábban meghatározott referencia értékeket használtunk. Ezen 

referenciaértékeket valamint a hasítási helyeket a csúcsoknak megfelelQ frakciók 

aminosavanalízisével és szekvenálásával határozták meg. Ezek alapján a termékek 

azonosításához a retenciós idQket vettük figyelembe.  

 A kinetikai állandók meghatározásához 6 különbözQ koncentrációt teszteltünk. A 

kinetikai paramétereket a reakciósebesség és szubsztrátkoncentráció adatok Michaelis-Menten 

egyenlethez történQ illesztésével határoztuk meg, nemlineáris regressziós módszerrel, a Fig.P 

program (Fig.P Software Corp., Durham, NC) felhasználásával. A kinetikai állandók SD értékei 

25 % alatt voltak. Azoknál a peptideknél viszont, melyeknél nem volt lehetQségünk a 

szubsztrátkoncentráció növelésére (a HIV-1p1/p6 hely mutáns változatainak, illetve az MuLV 

Gag hasítási helyek alacsony sókoncentráció mellett történQ méréseinek esetében), a kcat/KM 

értékeket pszeudo-elsQrend_ reakciókörülmények között, a görbe lineáris szakaszából állapítottuk 

meg. Azoknál a peptideknél (a mutáns HIV-1 NC/p1 szubsztrátok és az MuLV p12(E)/p2(E) 

peptid esetében), ahol a Michaelis-Menten görbe már igen kis szubsztrátkoncentrációnál a telítési 

szakaszba ért, illetve termékgátlás lépett fel, a kcat/KM értékeket ismert specificitási állandóval 

rendelkezQ szubsztrátok jelenlétében, kompetíciós mérésekkel határoztuk meg (Fersht, 1985).        
 

3.8. Aktív centrum titrálás a pontos enzimkoncentració meghatározására 
 

Az aktív centrum titrálást a vad típusú, a V82A, I84V, M46L és L90M mutáns HIV-1 

proteinázok és az MuLV-PR esetén DMP 323, a V82S HIV-1 PR mutánsnál amprenavir 

jelenlétében végeztük, az elQbbiekben ismertetett, HPLC-n alapuló mérési módszerrel. Az 

inhibitort 0-10 oM koncentrációtartományban, DMSO-s oldat formájában juttattuk a 

reakcióelegybe. A gátlási görbét három különbözQ szubsztrátkoncentrációnál vettük fel, az aktív 

enzimkoncentrációt DynaFit program segítségével határoztuk meg (Kuzmic és mtsai, 1996). 
 

3.9. Molekuláris modellezés 

 

A HIV-1 proteináz modellek egy nagy felbontású HIV-1 PR röntgenkrisztallográfiai 

szerkezetébQl (Protein DataBank kód: 1FGC) homológ modellezéssel készültek, amely 

tartalmazott egy szubsztrátanalóg inhibitort is (Mahalingam és mti., 2001). A szerkezetek 

minimalizálása az AMMP program segítségével történt, korábban közölt eljárásnak megfelelQen  
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(Weber és Harrison, 1996, 1999). A hidrofób kölcsönhatások elemzése az INTG (Torshin, 1999) 

programmal történt. 

 Az MuLV proteináz homológ modellje a Modeller3 program (Sali és Blundell, 1993) 

segítségével a HIV-1 proteináz kristályszerkezetén alapulva épült fel. 

 A szerkezeteket Silicon Graphics O2 grafikus munkaállomáson Sybyl (Tripos Inc., St. 

Loius, MO, USA) molekuláris modellezQ programcsomag segítségével jelenítettük meg és 

elemeztük. 
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉS 
 

4.1. A HIV proteinek szekvencia-polimorfizmusának és a gyógyszerrezisztens mutációinak 

hatása az NC/p1 illetve p1/p6 hasítási helyek proteolitikus proceszálására  
 

4.1.1. Az NC/p1 és p1/p6 hasítási helyek vad típusú HIV-1 proteináz  által  katalizált 

hidrolízisének kinetikai paraméterei 
 

  A vad típusú HIV-1 proteináznak a két vizsgált Gag hasítási hely eredeti szekvenciáira 

meghatározott specificitási állandója (kcat/KM) korábbi irodalmi adatoknak megfelelQen 

(Ermolieff és mtsai, 1997; Wondrak és mtsai, 1993) alacsonyabbnak bizonyult a többi Gag és 

Gag-Pro-Pol hasítási helyre jellemzQ értékhez képest (1. táblázat). 

________________________________________________________________________________________ 
   hasítási hely                     szubsztrát                           Km                   kcat               kcat/Km

a
            kcat/Km 

b 

                                               szekvencia                         (mM)                (s-1)             (mM-1s-1)          (mM-1s-1) 
________________________________________________________________________________________ 
       NC/p1                     ERQAN FLGKI                    0.17               0.15                 0.9                   1.0 
 
       p1/p6                         RPGNF LQSRP                    1.20                0.98                 0.8                     0.8 
________________________________________________________________________________________ 
 

1. táblázat 
Az eredeti HIV-1 Gag NC/p1 és p1/p6 hasítási helyet reprezentáló peptidek processzálása a vad típusú 

HIV-1 proteinázzal 
 

aA specificitási állandókat külön Km illetve kcat értékekbQl számítottuk. 
bA specificitási állandók értéke NC/p1 szubsztrát estében kompetitív módszerrel, a p1/p6 szubsztrátnál 
pszeudo-elsQrend_ reakciókörülmények között mérve. 
 

A két Gag hasítási hely esetében szinte azonosnak adódó együtthatók különbözQ kcat és 

KM értékekbQl tevQdnek össze: a kcat illetve KM egyaránt magasabb a p1/p6 szubsztrátnál, mint az 

NC/p1 helyet reprezentáló peptid esetében. 
 

4.1.2. Vad típusú és mutáns HIV-1 proteinázok specificitási állandóinak meghatározása 

mutáns hasítási hely szubsztrátokra vonatkozóan 
 

  A két Gag hasítási hely különbözQ mutáns változataira vonatkozó kinetikai paraméterek 

klasszikus módon történQ meghatározása (az adatoknak a Michaelis-Menten egyenlethez való 

nem-lineáris illesztésével) több esetben nem volt lehetséges. Az NC/p1 szubsztrátoknál ugyanis 

magasabb szubsztrátkoncentráció tartományban gyakran fellépett a termékgátlás, emiatt a rájuk 

vonatkozó specificitási állandó értékeket egységesen a HTLV CA/NC hasítási helyet reprezentáló 

szubsztrát P3 helyen Gly-t tartalmazó változatának (KTGVLfiVVQPK) jelenlétében, kompetitív 

módszerrel határoztuk meg. Több p1/p6 szubsztrát esetén viszont a megnövekedett KM érték 

miatt csak pszeudo-elsQrend_ reakciókörülmények között tudtuk elvégezni a méréseket, ezért 

ezeknél a szubsztrátoknál a specificitási állandók meghatározását - ugyancsak egységesen - 

lineáris illesztéssel végeztük. Az eredeti szubsztrátokkal elvégzett összehasonlító mérések alapján  
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azonban megállapíthatjuk, hogy ez várhatóan nem okoz jelentQsebb eltérést a specificitási állandó 

értékében (1. táblázat). 

 

4.1.3. NC/p1 hasítási szekvenciát reprezentáló peptidek processzálása vad típusú és mutáns 

HIV-1 proteináz enzimekkel 
 

  A vad típusú enzimnek a különbözQ NC/p1 hasítási hely mutánsokkal történQ vizsgálata 

során azt tapasztaltuk, hogy a természetes szekvencia-variabilitás nincs számottevQ hatással e 

hely hidrolízisének hatékonyságára, szemben a P2 Ala›Val rezisztens mutációval, amely –

kiváltképp ha a P3Arg természetes variációként megjelenQ aminosavcserével párosul – jelentQs 

mértékben megnöveli az NC/p1 szekvencia hasíthatóságát (2. táblázat, 27. oldal). 

  Molekuláris modellezés alapján ez úgy értelmezhetQ, hogy a P2Val nagyobb méretébQl 

adódóan megnQ a van der Waals kölcsönhatási felület, így tökéletesebbé válik a szubsztrát 

illeszkedése az enzim S2 zsebébe (10. ábra), és ezen a P3Arg által kialakított kedvezQ 

kölcsönhatások (az enzim Arg8, Glu21, Phe53, Pro81, Val82 és Asp29, valamint a szubsztrát 

P1Asn oldalláncával) tovább javítanak. 

Ugyanezeknek a hasítási szekvenciáknak a mutáns enzimekkel történQ vizsgálata során is 

hasonló tendencia volt megfigyelhetQ (2. táblázat, 27. oldal) azzal a különbséggel, hogy a V82 

mutáns proteinázok esetében a szubsztrátszekvencia P2Val mutációja önmagában kevezQbb 

hatással volt a hely hidrolízisére, mint a P3Arg cserével együttesen. Ez a P3Arg és az enzim 82-

es valinja között kialakuló kedvezQ hidrofób kölcsönhatás hiányával magyarázható a hasonló 

pozícióban kis méret_ Ala-t vagy Ser-t hordozó mutáns enzimek esetében. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

10. ábra 
A NC/p1 hasítási szekvenciában lévQ P2Ala (vad típus) és P2Val (rezisztens aminosavcsere) 

illeszkedése a HIV-1 proteináz S2 zsebébe 

 
A várakozásoknak megfelelQen a V82S és a V82A aktív centrum mutánsok a vad 

típushoz képest csökkent, a másodlagos mutációt hordozó L90M pedig megemelkedett 

katalitikus hatékonyságot mutattak, ellentétben az I84V és M46L enzimekkel, melyek az általunk 
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__________________________________________________________________________________________________________________________ 
                                              vad típus            M46L                V82S                   V82A                  I84V               L90M 
      szubsztrát                         kcat/Km             kcat/Km              kcat/Km                kcat/Km                 kcat/Km            kcat/Km    
               szekvencia                      (mM-1s-1)           (mM-1s-1)          (mM-1s-1)            (mM-1s-1)           (mM-1s-1)          (mM-1s-1)   
__________________________________________________________________________________________________________________________ 
 

1.  ERQAN- -FLGKI     1.0 (1.0)  0.3 (1.0)  0.4 (1.0)  0.7 (1.0)  1.6 (1.0)  2.5 (1.0) 
2.  EGQAN- -FLGKI     0.4 (0.4)  0.2 (0.8)  0.2 (0.5)  0.03(0.04) 0.4 (0.3)  1.0 (0.4) 
3.  ERRAN- -FLGKI     1.7 (1.7)  0.6 (2.0)  0.3 (0.8)  0.5 (0.7)  3.2 (2.0)  4.2 (1.7) 
4.  ERQVN- -FLGKI     2.6 (2.6)  2.4 (8.0)  1.7 (4.3)  2.1 (3.0)  5.9 (3.7)  9.6 (3.8) 
5.  EGQVN- -FLGKI     0.8 (0.8)  0.7 (2.3)  0.4 (1.0)  0.7 (1.0)  2.8 (1.8)  4.1 (1.6) 
6.  ERRVN- -FLGKI    20.1(20.1) 11.7(39.0)  0.8 (2.0)  1.1 (0.9)  7.9 (4.9) 45.4(18.2) 

7.  RPGNF- -LQSRP     0.8 (1.0)  0.6 (1.0)  1.2 (1.0)  1.2 (1.0)  1.2 (1.0)  2.1 (1.0) 
8.  RPGNY- -LQSRP     1.3 (1.6)  2.6 (4.3)  0.9 (0.8)  2.2 (1.8)  1.2 (0.9)  0.6 (1.0) 
9.  RPGNL- -LQSRP     0.01(0.01) 0.05(0.08) 0.03(0.03) 0.09(0.08)<0.07(<0.01)0.07(0.03) 
10. RPGNF- -PQSRP     0.3 (0.4)  0.3 (0.5)  0.06(0.05) 0.2 (0.2)  0.8 (0.7)  0.5 (0.2) 
11. RPGNF- -VQSRP     0.8 (1.0)  0.5 (0.8)  0.7 (0.6)  1.2 (1.0)  1.2 (1.0)  2.1 (1.0) 
12. RPRNF- -LQSRP     0.5 (0.6)  0.4 (0.7)  0.6 (0.5)  0.7 (0.6)  0.8 (0.7)  1.3 (0.6) 
13. RQGNF- -LQSRP     0.3 (0.4)  0.05(0.1)  0.3 (0.3)  0.4 (0.3)  0.4 (0.3)  0.4 (0.2) 
14. RPGNF- -FQSRP     7.6 (9.5)  8.7(14.5)  2.2 (1.8) 11.0 (9.2)  8.3 (6.9) 22.3(10.6) 
__________________________________________________________________________________________________________________________ 

 
 

2. táblázat 
A HIV-1 NC/p1 és p1/p6 hasítási szekvenciák eredeti és mutáns változatainak processzálása vad típusú illetve különbözQ mutáns proteináz formákkal  

Zárójelben tüntettük fel a mutáns szekvenciák hasíthatóságának mértékét az erededetire meghatározott értékhez viszonyítva. Zöld színnel jelöltük a természetes 
variációkra vonatkozó adatokat, pirossal a gyógyszeres kezelés során kialakuló mutációkra mért értékeket, kékkel pedig a drog-rezisztencia kialakulása 

folyamán és természetes szekvenciaváltozatként egyaránt megjelenQ aminosavcserékre kapott eredményeket. 
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meghatározott értékek alapján nem az általánosan elfogadott eméletnek megfelelQen viselkedtek. 

Az eltérés egyik lehetséges magyarázata az, hogy mi az eddigi irodalmi adatokkal ellentétben 

aktív centrum titrálással meghatározott enzimkoncentráció értékeket használtunk fel a 

specificitási állandók számításánál. Vizsgálataink alapján egyszeres mutációk is jelentQsen 

befolyásolják a HIV-1 proteináz aktív formába történQ feltekeredési képességét (foldingját).  
 

4.1.4. A p1/p6 hasítási szekvenciát reprezentáló peptidek processzálása vad típusú és mutáns 

HIV-1 proteináz enzimekkel 
  

  Az adatbankba került HIV-1 izolátumok analízise alapján a p1/p6 hasítási helyre erQs 

szekvencia-polimorfizmus jellemzQ, azonban ennek hatását a proteináz-hasítással szembeni 

érzékenységre vonatkozóan mindeddig még nem vizsgálták. A p1/p6 hely polimorf változatainak 

a vad típusú és mutáns enzimekkel történQ hasíthatóságát tanulmányozva (2. táblázat, 27. oldal) 

azt tapasztaltuk, hogy ezek a természetes aminosavcserék nem befolyásolják számottevQ 

mértékben az eredeti szekvencia hidrolízisének hatékonyságát. Kivételt képez ezalól a P1 

aminosav leucinra történQ cseréje, mely oly mértékben lerontja a hely hasíthatóságát, ami alapján 

felmerül a kérdés, hogy vajon a P1 Leu mutációt hordozó vírusokban megtörténik-e a p1/p6 hely 

processzálása illetve hogy ezek a vírusok egyáltalán replikációképesek-e. MegjegyzendQ, hogy 

ennek a mutációnak az elQfordulására vonatkozóan mindössze egyetlen szekvenciaadat található 

(C.BR92BR025), és az egy nem teljes hosszúságú klónból származik. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

11. ábra 
P1’ szubsztitúció hatása a p1/p6 hasítási szekvenciának HIV-1 proteináz S1’ zsebébe történQ 

illeszkedésére 
Az eredeti szekvenciában Leu található. A P1’ Pro illetve Val természetes variációként fordul elQ, a 

Phe gyógyszerrezisztencia során jelenik meg. 
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A természetes szekvencia-változatokkal ellentétben a rezisztens mutációként megjelenQ 

P1’Phe csere esetében viszont azt tapasztaltuk, hogy a vad típusú és mutáns enzimekkel egyaránt  

jelentQsen nQ az eredeti p1/p6 hasítási hely hidrolízisének mértéke. Ez, hasonlóképpen mint az 

NC/p1 P2Val esetében, a mutáns aminosavoldallánc nagyobb méretébQl adódik, amely így 

nagyobb hidrofób kölcsönhatási felület kialakítására képes az enzim S1’ zsebét alkotó 

aminosavak oldalláncaival, ezáltal optimálisabbá válik a szubsztrát illeszkedése az enzim 

szubsztrátkötQ helyébe (11. ábra). A van der Waals kölcsönhatások maximalizálása tehát 

meghatározó a hasítási hatékonyság szempontjából. 

EredményeinkbQl jól látható, hogy a természetes szekvencia-polimorfizmussal szemben 

az  NC/p1 illetve p1/p6 hasítási helyek AIDS terápia során megjelenQ változásai nagymértékben 

növelik a  két szekvencia hidrolízisének hatékonyságát, mely arra utal, hogy az enzimaktivitást 

lerontó proteináz mutációk ellensúlyozása révén e két Gag hasítási hely mutációi hozzájárulnak a 

gyógyszerrezisztencia kialakításához.   

 

4.2. Az egér leukémia vírus (MuLV) proteináz klónozása, tisztítása és a vírusból származó 

enzimformával illetve HIV-1 proteinázzal történQ összehasonlítása 
 

4.2.1. Az MuLV proteináz klónozása és tisztítása 

 

Az MuLV proteinázt kódoló cDNS szekvenciát pMalc2 plazmid XmnI. és EcoRI. 

restrikciós helyei közé klónoztuk, majd a konstrunkciót (pMBP-MPR) BL21 sejtekbe 

transzformáltuk. 

Ezt követQen kidolgoztunk egy eljárást az enzim tisztítására, melynek elsQ lépésében a 

maltózkötQ fehérjével fúziós formában expresszálódó proteinázt amilóz oszlopon történQ affinitás 

kromatográfiával választottuk el a bakteriális fehérjéktQl. Az oszlopról eluált, nem teljesen 

homogén fúziós proteinbQl (12. ábra, 2. minta) Xa faktor segítségével szabadítottuk fel a 

proteinázt, de a Xa hasítás optimalizálása során tapasztalt gyors MuLV PR inaktiváció miatt nem 

várhattuk meg a 100%-os processzálást, ezért mindig maradt néhány % processzálatlan fúziós 

forma a rendszerben (12. ábra, 3. minta). A Xa faktor által lehasított MBP-t a jelentQs 

izoelektromospont-beli különbségbQl adódóan kationcserélQ kromatográfiával, a visszamaradó 

fúziós proteint viszont csak egy második amilóz affinitás kromatográfiás lépéssel tudtuk 

eltávolítani a proteináz mellQl (12. ábra). 

 Ez utóbbi megoldás csak a kationcserélQ kromatográfia közbeiktatása miatt volt 

lehetséges. Az elsQ amilóz affinitás kromatográfiás lépés maltózzal történQ elúciója során ugyanis 

a maltóz erQsen MBP-kötött állapotban marad, megakadályozva ezáltal a fúziós protein MBP 

részének újbóli kikötQdését az amilóz oszlophoz. Esetünkben valószín_leg a kationcserélQ 

kromatográfia elúciójakor alkalmazott magas ionerQsség távolította  el a  maltózt a kötQhelyérQl. 
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12. ábra 
Az MuLV proteináz tisztulása a pMBP-MPR konstrukcóra épülQ tisztítási eljárás során  

(M: marker 1. baktériumsejt lizátum 2. az elsQ amilóz oszlop eluátuma 3. Xa hasított elegy 4. a 
kationcserélQ oszlop eluátuma 5. a második amilóz oszlop eluátuma) 

 

  

 A kidolgozott tisztítási eljárás, bár teljesen homogén és aktív enzimet eredményezett, 

mégsem bizonyult megfelelQ hatékonyságúnak. További kísérleteink során kiderült, hogy ez 

elsQsorban az expresszálódó fúziós fehérje erQteljes degradációjának a következménye. A fúziós 

protein autokatalitikus aktivitásának kizárását követQen az is bebizonyosodott, hogy ez a 

degradáció a baktériumsejten belül, már az expresszió ideje alatt megtörténik, ugyanis bakteriális 

proteázgátlók jelenlétében sem sikerült a tisztítást hatékonyabbá tennünk. Ezért a továbbiakban 

megpróbáltuk a konstrukciót különbözQ proteáz-deficiens baktérimtörzsekbe transzformálni 

(CAG 597, CAG 629), viszont az expresszió nem bizonyult hatékonynak ezekben a sejtekben. 

Nem hozta meg a várt eredményt a baktériumsejtekben  ritkán elQforduló tRNS-t kódoló pRIL 

plazmid alkalmazása sem. 

 Úgy döntöttünk, hogy a meglévQ konstrukciónk módosításával, és egy arra épülQ, újabb 

tisztítási stratégia kidolgozásával próbáljuk meg nagyobb mennyiségben elQállítani az MuLV 

proteinázt. Mivel kísérleteink arra utaltak, hogy a fúziós protein elsQsorban N-terminálisan 

degradálódik, ezért az eredeti pMBP-MPR plazmidból létrehoztunk egy olyan konstrukciót, 

melybQl az MuLV proteináz mindkét oldalán fúziós, ún. „double-tagged” formában 

expresszálódik (8. ábra). Az egyik fúziós partner - hasonlóan az elQzQhöz – az N-terminális MBP, 

a másik egy Xa hasítási helyet illetve hat hisztidint tartalmazó C-terminális farok. A konstrukció 

Bl21 sejtekben történQ expresszálását és az expresszált sejtek feltárását követQen nikkel-kelát 

affinitás kromatográfiát végeztünk, melyben a termelQdött fúziós protein N-terminálisan (MBP-

ben) degradált, de C-terminálisan ép, teljes hosszúságú proteinázt tartalmazó formáit is ki tudtuk 

nyerni a baktérium-szuszpenzióból (13. ábra, 1. minta), melyeket az elQzQ eljárás során már az 

elsQ, amilóz affinitás kromatográfiás lépésben elveszítettünk. Az így elválasztott fúziós 

proteineket puffercsere után Xa faktorral processzáltuk (13. ábra, 2. minta), és  
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az MBP-eredet_ szennyezés egy részét ammónium-szulfátos kisózással távolítottuk el. A kisózás 

során oldatban maradó enzimet (13. ábra, 3. minta) végül egy újabb puffercserét követQen végzett 

katiocserélQ kromatográfia révén sikerült teljesen tiszta állapotba hozni (13. ábra, 4. minta). Ezzel 

az eljárással az MuLV proteináz kitermelési hatékonyságát az elQzQ módszerhez képest 3-4-

szeresére növeltük. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. ábra 
Az MuLV proteináz tisztulása a pMBP-MPR-H6 konstrukcóra épülQ tisztítási eljárás során  
(M: marker 1. Ni-kelát oszlop eluátum 2. Xa hasított elegy 3. (NH4)2SO4 –os kisózás utáni 

puffercserélt minta 4. puffercserélt katiocserélQ oszlop eluátum) 
 

 A második tisztítási eljárás kidolgozásával párhuzamosan kísérleteket végeztünk a 

degradáció jelenségének tanulmányozására azért, hogy az így nyert információk birtokában elejét 

tudjuk venni a számunkra kedvezQtlen folyamatnak. A tisztított proteináz számára szubsztrátként 

biztosított MBP illetve MBP-MPR(D32A)-H6 több órás inkubálás során sem hasítódott az aktív 

enzim által (14. ábra), ez alapján igazolva láttuk, hogy nem autokatalitikus degradáció történik. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
14. ábra 

A maltóz kötQ fehérje (MBP) tisztított MuLV proteináz (MPR) által történQ hasíthatóságának 
vizsgálata  

1. MBP+MPR (0 perc) 2. MBP+MPR (3 óra, 37 C) 3. MBP+MPR+DMP323 (3 óra, 37 C) 4. MPR (3 
óra, 37 C) 5. MBP (3 óra, 37 C)  
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 Ugyanakkor azonban a kontrollként elQállított és alkalmazott aktív centrum mutáns 

pMBP-MPR-H6 illetve üres pMBP-H6 konstrukcióknak a vad típussal azonos körülmények 

közötti expressziójakor csak igen kismérték_ degradációt tapasztaltunk (15. ábra), ami arra utal,  

hogy az MuLV proteináz aktivitása mégis szerepet játszik a baktériumsejtekben lezajló 

proteolitikus folyamatban. 

 

 

 
  

 
 

 

 

 

 

 

15. ábra 
Az MuLV proteináz inaktiválásának hatása a fúziós fehérje degradációjára 

M: marker 1. Ni-kelát oszlop eluátum  MBP-MPR-H6 esetében 2. Ni-kelát oszlop eluátum  MBP-
MPR(D32A)-H6 esetében 3. Ni-kelát oszlop eluátum  MBP-H6 esetében 

 

4.2.2. Az egér leukémia vírus (MuLV) proteolitikus enzimének részletes jellemzése   
 

4.2.2.1. A rekombináns MuLV proteináz összehasonlítása a vírusból izolált enzimmel 
 

  Általánosan elfogadott, hogy a baktériumsejtben termeltetett retrovirális proteinázok úgy 

viselkednek, mint a víruseredet_ enzimek, ezt a feltételezést azonban kísérletileg általában nem 

igazolják. Ezért elhatároztuk, hogy természetes hasítási helyeket reprezentáló oligopeptid 

szubsztrátok felhasználásával  összehasonlító méréseket végzünk a tisztított, rekombináns 

proteináz és a vírusból izolált enzimforma között. A  16. ábra a rekombináns proteináz 

elektroforetikus képét, illetve a két különbözQ forrásból származó proteináz immunoblot képét 

mutatja. 

A. B.

  
 

16. ábra  
A rekombináns MuLV PR elektroforetikus, valamint a kétféle enzim immunoblot képe 

A.: SDS PAGE, a tisztított rekombináns enzim Coomassie Brillant Blue-val festve (1) B.: a tisztított 
rekombináns enzim (2) illetve a vírusból izolált MuLV proteináz (3) immunoblot ábrája (M) marker 
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 Az 3. táblázat a különbözQ eredet_ enzimek MuLV NC/CA, PR/RT, p15(E)/p2(E) 

valamint a HIV-1 RT/IN hasítási szekvenciákra meghatározott specificitási állandóit foglalja 

össze. A pontos enzimkoncentrációt mindkét enzimpreparátum esetében aktív centrum titrálással 

határoztuk meg. A kinetikai paraméterek értékei alapján megállapítható, hogy a két különbözQ 

eredet_ enzim valóban hasonlóképpen viselkedik. 

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 

hasítási        szubsztrát         enzim             Km                      kcat               kcat/Km     
  hely                szekvencia               (mM)                             (s-1)                   (mM-1s-1)   
___________________________________________________________________________________________________________________________ 
 

MLV CA/NC   MSKLL ATVVS r    0.052  0.05   0.29  0.01    5.6  0.6 

              v    0.045  0.01   0.27  0.01    6.0  1.4 
 

MLV PR/RT  PLQVL TLNIERRa r      < 0.01         N.D.      15.0  3.3 

    v      < 0.01          N.D.      18.4  1.3 
 

MLV p12E/p2E VQAL VLTQ  r    0.036  0.008  0.35  0.01     9.7  2.1 

        v    0.040  0.003  0.25  0.01     6.3  0.5  
     

HIV-1 RT/IN  IRKIL FLDG  r    0.018  0.003  0.44  0.02    24.4  5.3 

        v    0.017  0.002  0.50  0.02    29.7  4.3 
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 

3. táblázat 
A rekombináns illetve a virális eredet_ MuLV proteináz enzimek specificitásának összehasonlítása 

 

r: rekombináns MuLV PR v: aktív MuLV PR-t tartalmazó vírusextraktum Az aktív enzimkoncentációt  
mindkét preparátum esetében DMP 323 inhibitorral végzett aktív centrum titrálással határoztuk meg. 
a a Km érték alacsony volta miatt a specificitási állandót ennél a szubsztrátnál kompetitív mérés segítségével, 
az MuLV p12(E)/p2(E) szubsztrát felhasználásával határoztuk meg. 
 
 

4.2.2.2. Az MuLV proteináz részletes összehasonlítása a HIV-1 proteinázzal 

4.2.2.2.1. A kinetikai paraméterek pH függése 
 

 Mint azt korábban már kimutatták (Ido és mtsai, 1991; Hyland és mtsai, 1991), a HIV-1 

proteináz specificitási állandója harang-görbe alakú pH függést mutat. Az MuLV proteináz 

kinetikai paramétereinek pH függési vizsgálata során ugyanazt, a P2’ pozícióban glutamátot 

tartalmazó szusztrátot felhasználva a HIV-1 PR-hoz képest (optimális pH=4.0) magasabb 

optimumértéket (pH=5.0) határoztunk meg. Ez azzal magyarázható, hogy a HIV-1 proteináz S2’ 

kötQzsebének Asp 30’ oldallánca és a szubsztrát P2’ glutamátja között hidrogén-híd 

kialakításásra van lehetQség (a Glu-nak vagy Asp-nak protonálódnia kell), MuLV-PR esetében 

viszont az Asp 30’-nak megfelelQ His 37’ erre nem képes, ezért a P2’ glutamát jelenléte a hasítási 

szekvenciában kevésbé kedvezQ alacsonyabb pH értékeknél a HIV-1 proteinázhoz képest (Boross 

és mtsai, 1999). Az MuLV proteináz a pH optimumérték mellett mutatta a legmagasabb kcat és 

legalacsonyabb KM értéket (17. ábra). 
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17. ábra 

Az MuLV proteináz kinetikai paramétereinek pH függése 
: kcat/ KM ( mM-1 x s-1),  : KM (mM x 10-1), ﾔ: kcat (s

-1 x 10-2) 
 

4.2.2.2.2. Az MuLV és HIV-1 proteináz specificitásának összehasonlítása 
 

 

 A két enzim specificitását elQször különbözQ, MuLV és HIV-1 alapú természetes hasítási 

szekvenciákat reprezentáló oligopeptid szubsztrátok segítségével hasonlítottuk össze (4. táblázat, 

35. oldal). A specificitási állandók értékei mindkét enzimnél hasonlónak mutatkoztak, de az 

MuLV proteináz esetében sokkal sz_kebb tartományon belül vannak (MuLVPR: 1.7- 15.0 mM-

1s-1, HIV-1 PR: 0.02-202 mM-1s-1). Ez a katalitikus tartomány lényegesen magasabb, mint az 

AMV által kódolt proteinázra vonatkozó tartomány (TQzsér és mtsai, 1996). Ez azzal 

magyarázható, hogy az AMV esetében a proteináz a vírus szerkezeti fehérjéivel ekvivalens 

mennyiségben szintetizálódik, szemben a stop kodon szupresszióval illetve a leolvasásikeret-

eltolódással átíródó MuLV és HIV-1 proteinázokkal, melyek a képzQdQ Gag fehérjéknek 

mindössze 5-10%-át teszik ki, ezáltal szükségszer_en magasabb katalitikus aktivitással 

rendelkeznek. 

Az MuLV alapú szubsztrátok közül csak három hasítódott a HIV-1 proteináz által, 

ugyanakkor az MuLV proteináz – bár alacsonyabb katalitikus hatékonysággal - de egy 

kivételével valamennyi HIV-1 hasítási szekvencia esetében aktívnak bizonyult. Ez az MuLV 

széles szubsztrátspecificitását jelzi, és azzal magyarázható, hogy a legtöbb MuLV hasítási 

szekvencia P2 és P1 pozíciójában Leu(Val/Ala)-Leu található, ami kedvezQ az MuLV-PR  

számára, viszont a HIV-1 proteináz inkább kisebb, és kevésbé hidrofób aminosavakat preferál 

ezeken a helyeken. 

 A különbözQ eredet_ virális hasítási helyek általában hatékonyabban processzálódnak a 

vírus saját enzime által, ezt mi is csak az MuLV p12/CA illetve HIV-1 p6-ban található hasítási 
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____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________  

                
                                                                                                    MuLV PR             HIV-1 PR 
 
Vírus  hasítási      szubsztrát                Km       kcat           kcat/Km                    Km             kcat              kcat/Km 
   hely                   szekvencia                     (mM)            (s-1)         (mM-1s-1)                          (mM)             (s-1)           (mM-1s-1) 
_______________________________________________________________________________________________________________ 
MLV  MA/p12   PRSSLYfiPALTP       0.26    0.53    2.02       0.29     0.20   0.69 

 p12/CA    TSQAFfiPLRAG       0.22    0.38    1.74           0.19     1.61   8.70 

 CA/NC     MSKLLfiATVVS       0.05    0.29    5.80              nem hasadta 

 NC/PR    TQTSLLfiTLDDQ       0.05    0.12    2.40         nem hasadta 

 PR/RT     PLQVLfiTLNIERR     <0.01   N.D.   15.0b      nem hasadta 

 RT/IN     TSTLLfiIENSS       0.03    0.17    5.67         nem hasadta 

 p12E/p2E   VQALfiVLTQ        0.04    0.35    9.72       0.07  0.06   0.85c 

HIV-1 MA/CA   VSQNYfiPIVQ      0.75    0.36    0.48           0.15      6.8   45.3d   

 CA/p2   KARVLfiAEAMS       1.02    0.56    0.55    0.01      0.9   90.0d 

 p2/NC   TATIMfiMQRGN        N.D.   N.D.    2.46e       0.05      3.7   74.0d 

 NC/p1   ERQANfiFLGKI       alacsony hidrolízis       0.17      0.15    1.0 

 p1/p6   RPGNFfiLQSRP        nem hasadta         1.20   0.98    0.8d 

 in p6   DKELYfiPLTSL        0.09    0.29    3.35   0.47   0.01    0.02d 

 TF/PR   VSFNFfiPQITL        0.03   0.01    0.33       <0.01      0.06    6.9d 

 PR/RT   CTLNFfiPISP        0.17    0.01 0.06           0.07   1.5   24.1d 

 RT/IN   IRKILfiFLDG         0.018   0.44    24.4        0.006  1.2   202.0d 

_______________________________________________________________________________________________________________ 
 

4. táblázat 
Az MuLV és HIV-1 proteinázok specificitásának összehasonlítása természetes hasítási helyeket reprezentáló oligopeptid szubsztrátokkal 

 
a 1 M HIV-1 PR illetve MuLV PR jelenlétében inkubálva (1 óra, 37 C) nem tapasztaltunk hasítást. 
b Ezt az értéket MLV p12E/p2E szubsztrát jelenlétében, kompetitív méréssel határoztuk meg. 
c Az MuLV proteinázzal ellentétben a HIV-1 PR Ala és Leu között hasította ezt a szubsztrátot. 
d korábbi adat (Tözsér és mtsai, 1991b)  
e Ezt az értéket HIV-1 MA/CA szubsztrát felhasználásával, kompetitív módszerrel határoztuk meg.
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helyei esetében tapasztaltuk másképp. Érdekes ugyanakkor, hogy az MuLV p12(E)/p2(E) 

szekvenciáját a HIV-1 proteináz egy aminosav résszel eltolódott helyen (Ala-Leu között a Leu- 

Val helyett) hasította, hasonló jelenségre elég ritkán akad példa a retrovirális proteinázok 

képviselQinek körében. Sejtkultúrás kísérletekben is megfigyelték az MuLV burokfehérje HIV-1 

proteináz által történQ processzálódását (Kiernan és mtsai, 1998), de a hasítási helyet nem 

határozták meg. Az in vivo adatok alapján a hasítás egy aminosavval történQ feltételezett 

eltolódása nem okozott funkcionális defektust. 
 

4.2.2.2.3. Rekombináns MuLV Gag fehérjerészek  MuLV és HIV-1 proteinázok által történQ 

hasítódásának vizsgálata  

 

  Az MuLV és HIV-1 proteinázok specificitásának további vizsgálatához két különbözQ 

hosszúságú MuLV Gag fehérjerészt klónoztunk be pET23b plazmidba, és az expresszált 

proteineket Ni-kelát affinitás kromatográfiával illetve egy azt követQ gélsz_réssel, igen magas 

kitermelési százalékot elérve homogénre tisztítottuk. 

A három illetve négy MuLV Gag hasítási helyet tartalmazó fehérjeszubsztrát 

processzálását alacsony ionerQsség mellett végeztük, ezért - viszonyítási alapként - a megfelelQ 

hasítási helyeket reprezentáló oligopeptidekre vonatkozó specificitási együtthatók értékét ilyen 

körülmények között is meghatároztuk (5. táblázat). 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

                          alacsony ionerQsség                            magas ionerQsség 
hasítási                               szubsztrát                                  kcat/Km                                    kcat/Km 

hely                                  szekvencia                                           (mM-1s-1)                                             (mM-1s-1) 

MA/p12       PRSSLY PALTP               0.57               2.02 

p12/CA        TSQAF PLRAG               0.14              1.74  

CA/NC         MSKLL ATVVS               1.63              5.80 

NC/PR        TQTSLL TLDDQ               0.38                 2.40 

 
5.táblázat 

Gag hasítási helyek alacsony és magas ionerQsség mellett mért specificitási állandóinak 
összehasonlítása 

 

Ezek az értékek hasonló tendenciát mutattak a magas ionerQsségnél mért értékekkel, 

viszont azokhoz képest lényegesen alacsonyabbnak adódtak. Meghatározásuk a KM alacsony 

sókoncentrációnál jellemzQen magasabb értéke miatt csak pszeudoelsQrend_ reakciókörülmények 

között, a sebességértékek lineáris illesztésével volt lehetséges. A fehérjeszubsztrátok 

processzálásának kinetikai vizsgálatát az 18/B és 19/B ábrarészek mutatják (37-38 oldal). Az 

MuLV proteinázzal végzett kísérletek alapján úgy t_nik, hogy a rövidebb (~42 kDa) Gag protein 

a p12/CA vagy  a CA/NC helyek valamelyikénél hasad elsQként,  40 illetve 33 kDa nagyságú 

fehérjefragmenst eredményezve, a 30 kDa-os végsQ termék pedig az intermedierekben  
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megmaradó alternatív hely processzálása révén jelenik meg (18/B ábrarész). A megfelelQ 

oligopeptid szubsztrátok esetében tapasztaltakkal ellentétben tehát (ami alapján a p12/CA hasítási 

szekvencia magas és alacsony ionerQsség mellett egyaránt jelentQsen kisebb hatékonysággal 

hasítódott) a p12/CA és CA/NC helyek hidrolízise fehérjeszinten hasonló hatékonyságúnak 

mutatkozik. Ez sztérikus okokkal magyarázható, a Gag fehérjék erQs oligomerizációs hajlamából 

adódóan ugyanis a hasítási szekvenciák hozzáférhetQsége eltérQ lehet, és ez jelentQsen 

befolyásolhatja a különbözQ helyek hasításának hatékonyságát. 
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18. ábra 

A Gag〉2 fehérje szerkezete (A) és MuLV proteináz által történQ processzálásának idQfüggése (B) 
illetve HIV-1 PR-al való hasítása (C) 

 

A nagyobb Gag protein (~52 kDa) MuLV proteináz által történQ processzálásának során 

azt tapasztaltuk, hogy szintén többféle intermedier jelenik meg, már viszonylag rövid idQ 

elteltével (19/B ábrarész). Mindez az MuLV Gag hasítási helyek fehérjeszinten hasonló 

sebességgel bekövetkezQ processzálására utal, és összhangban van az MuLV proteináz 

specificitási állandó-értékeinek meglehetQsen sz_k tartományával. 

EzektQl az eredményektQl eltérQen azonban a víruson belül egyértelm_en a p12/CA 

hasítást írták le a leggyorsabbnak (Naso és mtsai, 1979; Campbell és mtsai, 2002). Mindez arra 

int, hogy óvatosnak kell lenni az oligopeptidek és rekombináns fehérjeszubsztrátok in vitro 

vizsgálata során kapott hasítási sorrendeknek a vírusban megvalósuló sorrendiségre történQ 

extrapolálásával. 
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19. ábra 
A Gag〉1 fehérje szerkezete (A) MuLV proteináz által történQ processzálásának idQfüggése (B) 

illetve HIV-1 PR-al való hasítása (C) 
 

Az MuLV Gag fehérjék HIV-1 proteináz szubsztrátként való tesztelése során viszont – jó 

összhangban a megfelelQ oligopeptid szubsztrátoknál kapott eredményekkel – a CA/NC és 

NC/PR helyek hasításának hiányából adódóan csak a 40 kDa nagyságú CA-NC-C-terminális 

fehérje fragmens jelent meg (18/C és 19/C ábra). Ez egyéb irodalmi adatokkal egybehangzóan 

(Bu és mtsai, 1989) a két enzim specificitása közötti lényeges különbséget tükrözi. 
 

4.2.2.2.4. Az MuLV proteináz inhibitor-profilozása 

 

 Az MuLV proteináznak az AIDS terápiában alkalmazott és egyéb proteináz-

inhibitorokkal szembeni érzékenységét az MuLV p12/CA hasítási hely fluoreszcens 

szubsztrátanalógjának felhasználásával vizsgáltuk, eredményeinket a 6. táblázat foglalja ösze. A 

fluoreszcens mérés alacsony ionerQsség_ reakciókörülményei között az amprenavir bizonyult az 

enzim leghatékonyabb gátlószerének (KI=20 nM). A DMP323 is jó inibitornak mutatkozott. Ezt 

az egyéb kíséleteinkhez szükséges aktív enzimkoncentráció meghatározásához a nagy ionerQsség 

mellett végzett HPLC alapú mérésekben aktív centrum titráló szerként is tudtuk alkalmazni 

(KI=0.8 nM). Az MuLV proteináz általánosan kisebb érzékenyéget mutatott az AIDS terápiában 

alkalmazott inhibitorokkal szemben mint a HIV-1 proteináz, melynek m_ködését a vizsgált 

inhibitorok 1 nM-nál alcsonyabb KI értékkel gátolták (Bagossi és mtsai, nem közölt eredmény). 
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                MuLV  PR   
           Inhibitora                               Ki ( M)     
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
          

         1.           Saquinavira                   28  

         2.           Ritonavira                     0.41  

         3.            Nelfinavira         2.0  

         4.            Amprenavira                      0.02  

         5.            Indinavira         0.21 

         6.  DMP-323a                      0.14 

         7.             KH-164                       1.9 

 

6. táblázat 
Az MuLV proteináz érzékenysége a HIV-1 ellen kifejlesztett gátlószerekkel valamint  a KH-164 inhibitorral 

szemben  
aEzek az inhibitorok a HIV-1 proteinázt Ki < 1 nM értékkel gátolták a hasonló mérések során. (Bagossi és mtsai, 
nem publikált adatok).  
 

MeglepQ, hogy a korábbi mérések során a leghatékonyabbnak bizonyult KH-164 

(Menendez és mtsai, 1993) az általunk vizsgált gátlószerek közül az egyik leggyengébbnek 

adódott. A HIV-1 PR ellen kifejlesztett inhibitorok tehát jó hatékonysággal gátolhatják egyéb 

retrovírusok proteolitikus enzimeit is.      

Érdekes, hogy esetünkben az MuLV proteináz indinavirral is viszonylag jól gátolhatónak 

t_nt, pedig in vitro sejtkultúrás kísérletekben alkalmazva a vírus ellen, megfelelQ RT inhibitorok 

hiányában hatástalannak ítélték (Powell és mtsai, 1999).  
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5. ÖSSZEFOGLALÁS 
 

Doktori munkám során lehetQségem nyílt két komoly gyakorlati jelentQséggel bíró 

retrovírus, a HIV-1 illetve az MuLV proteolitikus enzimének tanulmányozására. 

A HIV-1 proteinázzal történQ vizsgálataimban az AIDS terápiában alkalmazott proteináz 

gátlószerekkel szemben kifejlQdQ rezisztencia jelenségét helyeztük a középpontba, és ezt 

tanulmányoztuk a különbözQ HIV-1 proteináz illetve Gag hasítási hely mutációk szempontjából. 

Az általánosan elfogadott elképzelés szerint az aktív centrumot érintQ mutációk lerontják, 

az enzim egyéb régióiban lokalizálódó másodlagos mutációk viszont javítják a proteináz 

katalitikus hatékonyságát. Eredményeink ezzel részben egybehangzónak (V82S, V82A és 

L90M), de több esetben ellentmondónak mutatkoztak (I84V és M46L).  

Elvégeztük a két legnagyobb szekvencia-variabilitással jellemezhetQ és egyben legkisebb 

hatékonysággal processzálódó Gag hasítási hely (NC/p1 és p1/p6) eredeti illetve mutáns 

változatainak a vad típusú és mutáns enzimekkel történQ átfogó vizsgálatát. Eredményeinkkel 

alátámasztottuk, hogy e két Gag hasítási szekvenciában a proteináz inhibitor kezelés hatására 

megjelenQ változások kompenzációs mutációk, melyek ellensúlyozva az enzimaktivitás 

csökkenésével járó proteináz mutációkat hozzájárulhatnak a gyógyszerrezisztencia 

kialakulásához. Ugyanakkor kimutattuk, hogy a természetes szekvencia-polimorfizmus nem 

befolyásolja számottevQ mértékben a két hasítási hely processzálhatóságát. A különbözQ 

szubsztrátok hasíthatósága kapcsán tapasztalt változások alapján az enzim és szubsztrát között 

kialakított van der Waals kölcsönhatások maximalizálása tekinthetQ a specificitás fQ 

meghatározójának, a hasonló hatás kulcsfontosságú lehet az inhibitor-hatékonyságban is.  

  A gyakorlati jelentQsége ellenére (génterápiás felhasználás, HIV-1 proteináz elleni 

gyógyszerfejlesztés) is csak kevéssé ismert MuLV proteinázzal kapcsolatos vizsgálatainkhoz 

sikerült pMalc2 rendszerben klónoznunk és expresszáltatnunk a fehérjét. Kidolgoztunk egy 

három lépésbQl álló eljárást az enzim tisztítására, melynek alacsony hatékonyságán az eredeti 

konstrukció módosításával és egy újabb tisztítási stratégia kifejlesztésével tudtunk javítani. Az 

ennek kapcsán végzett kísérleteink által lehetQségünk nyílt a baktériumsejtben történQ expresszió 

során bekövetkezQ fehérjedegradációs jelenség tanulmányozására is. 

A tisztított rekombináns enzimet a vírusból izolált formával öszehasonlítva a két enzim 

viselkedése hasonlónak bizonyult. A rekombináns MuLV-PR m_ködésének a HIV-1 proteinázzal 

történQ részletes összehasonlító vizsgálata során több szinten is rámutattunk azok eltérQ 

sajátságaira. Spektroszkópiás mérés alkalmazásával a két enzim eltérQ pH függését tapasztaltuk. 

A specificitásbeli különbségeket a megfelelQ virális hasítási helyeket reprezentáló oligopeptid 

szubsztrátok mellett különbözQ hosszúságú MuLV Gag fehérjék szubsztrátként történQ  
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alkalmazása során is megfigyeltük. Ezek alapján az MuLV proteináz szélesebb 

szubsztrátspecificitású viszont sz_kebb katalitikus tartománnyal jellemezhetQ enzimnek bizonyult 

a HIV-1 proteinázhoz képest. Eredményeink értékelése kapcsán rámutattunk az oligopeptid, 

fehérje és sejtszint_ kísérletekben tapasztalható különbségekre is. Végezetül egy gátlási 

profilozásra kifejlesztett fluoreszcens módszer segítségével összehasonlítottuk a két enzim 

klinikai használatba került és más PR inhibitorokkal való gátolhatóságát is, melynek kapcsán az 

MuLV proteináz HIV-1 PR-hoz képest alacsonyabb érzékenységét figyelhettük meg az AIDS 

terápiában alkalmzott inhibitorokkal szemben. 
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