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2 A szubsztrat valamint a szubsztratkotd alhelyek elnevezése Schechter és Berger (1967) szerint. A szubsztrat
aminosav oldallancok a hasitasi helyt6l N-terminalis felé haladva P1, P2, P3, stb., mig a C terminalis felé haladva
P1’, P2°, P3’, stb. modon vannak jeldlve. A megfeleld szubsztratkothelyek jeldlése S1, S2, S3, stb., illetve S1°, S2°,

S3°, stb.

3 A retroviralis fehérjék roviditései Leis és mtsai, 1988 alapjan.



1. BEVEZETES

1.1. A retrovirdlis proteinazok szerepe a virusok életciklusaban

A retroviralis proteinazok (PR) a peptidkdtések hidrolizisét katalizaldé endopeptidazok,
katalitikus mechanizmusuk alapjan az aszpartil proteinazok csoportjaba tartozdé enzimek. A
kiilonb6z6 retrovirusok altal kodolt, homodimer formaban aktiv proteindzok tulajdonsagait
szerkezetvizsgélati és biokémiai modszerek alkalmazasaval intenziven tanulmanyozzak. Az
eziranyu kutatdsok fO hajtoerejét elsdsorban egy ma még gydgyithatatlan betegség, a szerzett
immunhidnyos szindroma (AIDS) (Gallo és mtsai, 1988) elleni gydgyszerfejlesztés soran
potencialisan felhasznalhat6 ismeretek bovitésére vald torekvés jelenti.

A retrovirdlis proteindzok funkcidja esszencialis a hatékony virusreplikdcoban (1. abra). A
pozitiv szala, diploid RNS genomot tartalmazé virusok receptor medialt endocitézissal vagy
direkt membranfizidval keriilnek a gazdasejt belsejébe, replikacidjuk DNS intermedieren
keresztiil torténik. Az életciklus korai szakaszdban a dupla szald DNS molekula szintézise a
belépd kapszid strukturdban valosul meg, a pozitiv szali genomi RNS templét virdlis reverz
transzkriptaz (RT) altal végzett reverz atirasaval. Az virusreplikacié ezen 1épésében az RT
Onmagat visszaellenorzo képességének hianya genomonként atlagosan egy mutéaciot eredményez.
A magas mutacios rataval, valamint a virusok nagy rekombinacios képességével magyarazhato,
hogy a kiilonbozo virusfehérjék ellen tervezett és alkalmazott gatloszerekkel szemben viszonylag
gyorsan kifejlédik a rezisztencia. A reverz transzkripciot kovetden a viradlis DNS-t és kiilonb6z6
fehérjekomponenseket tartalmazd tugynevezett preintegracios komplex (PIC) formalodik a
fert6zott sejt citoplazméjaban, amely a legtobb retrovirus esetében a gazdasejt osztodasa soran, a
nukledris membran szétesésekor torténd passziv folyamat révén jut be a magba. A HIV-1 és
egyéb lentivirusok esetében viszont a PIC jarulékos viralis fehérjék altal koordinalt aktiv
transzportfolyamat utjan keril a sejtmagba, amely lehet6vé teszi, hogy ezek a virusok nyugvo,
éppen nem o0sztodo vagy esetleg osztodasképtelen sejteket is megfertézhessenek.

A magba jutd virus-DNS a PIC esszencidlis komponensét képezd retrovirdlis integraz
(IN) altal katalizalt folyamat révén integralodik, ezaltal a gazdasejt genomjanak részévé valik.
Ebben az allapotban mar provirusnak nevezziik.

Feltételezhetd, hogy kiilonféle cellularis illetve viralis fehérjék hasitasa altal a retroviralis
proteinaz szerepet jatszik a virusfert6zés ezen korai fazisdban is. Kimutattdk, hogy a 16 vészes
vérszegénységét okozd virus (EIAV) esetén a kapszidban 1évé nukleokapszid protein (NC)
elhasad a virus-RNS reverz transzkripcidja soran (Roberts és mtsai, 1991), azonban a

proteinaznak a fert6zés korai fazisaban betoltott pontos szerepét még nem ismerjiik.
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1. abra

A retrovirusok életciklusanak lépései (T6zsér, 2003)
1. gazdasejtbe torténd bejutas 2. reverz transzkripcio 3. a PIC transzportja a sejtmagba 4.
integracio 5. mRNS szintézis 6. fehérjeszintézis 7. éretlen virusrészecske formalédasa 8. gazdasejtbol
torténo kiszabadulasa (,,budding”) 9. a virusrészecske érése

A retrovirdlis életciklus késdi fazisaban a provirus a cellularis RNS polimeraz II.
segitségével RNS-s¢é irddik at, ezutdn az Gjjonnan képz6do, nem illesztett (unspliced) mRNS-ek a
citoplazmaba keriilve templatként szolgilnak a Gag illetve Gag-Pro-Pol poliproteinek
NC: nukleokapszid protein), a pol pedig a replikacios enzimeket (RT, IN) kédolja. A proteindz
génje (pro) a Gag ¢€s Pol fehérjéket kddold szekvencidk kozott lokalizalodik a genomban. A
virusfehérjék atirdsa a virustdl fliggden, kiillonb6zé moddon torténhet. Az emlds C tipusu
retrovirusok esetén (MuLV) a Gag és Pro-Pol génjei azonos leolvasasi keretben vannak, de stop
kodon valasztja el 6ket egymastol, mely a transzlacid soran idénként szupresszalddik (Yoshinaka
¢s mtsai, 1985). A madér mieloblasztoma virus (AMV) esetében is azonos a gag és pro leolvasasi
keret, az elvalasztd stop kodon hianya miatt azonban a proteinaz a szerkezeti fehérjéket kodolo
szekvenciakkal egyiitt mindig atirodik, igy a fert6zés folyaman azokkal ekvivalens mennyiségben
képzddik. A tobbi retrovirusban a gag, pro és pol gének kiilon leolvasési keretben vannak
kédolva, ilyenkor az enzimfehérjék -1 iranyu kereteltolédassal (frameshift) atirodd mRNS-rél
szintetizalodnak (HIV-1, BLV, HTLV). A foamy virusok esetében a replikdcios enzimek
illesztett mRNS-rdl irddnak at. A kiillonbozé kodolasi lehetdségek eredményeként a Pro és Pol
enzimfehérjék a szerkezeti fehérjékhez képest altalaban csak Iényegesen kisebb mennyiségben

(5-10%) szintetizalddnak.



A viralis genom 3 végén talalhaté env génterméke a burokfehérje, mely egy kisebb,
illesztett (spliced) RNS templatrol szintetizalodik az endoplazmatikus retikulumban (ER) illetve a
Golgiban. A burokfehérjék ezt kdovetden eldszor glikolizalédnak, majd a plazmamembranba valo
transzport soran celluléris proteazok altal egy feliileti glikoproteinre (SU) és egy transzmembran
fehérjére (TM) hasitodnak.

A Gag és Gag-Pro-Pol poliproteinek a gazdasejt membranjanak Env fehérjében
koncentralt részein, a membran belsd feliileténél csoportosulnak, €és a virus genomi RNS-ével
egylittesen éretlen részecskékbe rendezddve leflizddnek a sejtrél. A virdlis replikacid késoi
szakaszanak utolso 1épésében a lefliz6d6 virusrészecske egy érési folyamaton megy keresztiil,
mely a proteindz enzim ma még nem ismert modon torténd aktivalodasaval veszi kezdetét. A Gag
illetve Gag-Pro-Pol prekurzor poliproteinek funkcionalis virusfehérjékkeé torténd processzalasaval
a virusrészecske morfologidja megvaltozik, a virus fertézOképessé valik. A proteinaz funkcid
nélkiil a virusrészecske éretlen marad, és a mikddoképes fehérjék hianyabol adodéan nem lesz
képes ujabb sejtek fertézésére. Ezen alapulnak a kiilonb6z6 proteinaz-gatloszerek alkalmazasaval

megvaldsuld antiretroviralis probalkozasok.
1.2. A retrovirdlis proteinazok dltalanos jellemzése

A retroviralis proteindzok 99-138 aminosavbol allo, 11-15 kDa molekulatomegii fehérjék,
amelyek tobb aszpartil proteinazra jellemzd tulajdonsagot mutatnak (pepsztatinnal valo
klasszikus cellularis aszpartil proteinazoktol (renin, pepszin) eltéréen - melyek két topologiailag
hasonlo, de mégsem teljesen egyforma domént hordozd egylanci molekuldk - a retrovirdlis
proteinazok két egyforma alegységbdl felépiild dimerként miikodé enzimek.

A retrovirdlis proteinazok elsédleges és masodlagos szerkezete a cellularis aszpartil
proteindzok egyik doménjével analog (Toh és mtsai, 1985), szamos B-reddt és enzimtdl fliggden
egy vagy két rovid o-hélixet tartalmaznak. A két alegység N- ¢és C-terminalis lancai
Osszefonodva alkotnak egy négyrétegii, antiparallel B-red6t.

A konzervativ régiok koziil az N-terminalishoz kozel helyezkedik el az aktiv centrumot
kodolo katalitikus triad (Asp-Thr/Ser-Gly). Az alegységek katalitikus triddjai hurkot alkotnak,
mely analog a celluléris aszpartil proteindzokra leirt y-struktaraval. Az ezt felépité aminosavak
konformécidja minden ismert kristayszerkezetben azonos (Wlodawer és mtsai, 2000). A
katalitikus triplet hidrogén kotések halozatan keresztiil, jellemz6 mddon kapcesolodik egyméshoz
(Davies, 1990; Wlodawer és mtsai, 1993), melyet a kotés geometridjara €s igen erds jellegére

utalva tlizoltofogasnak (fireman’s grip) neveznek.
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2. dbra
Az aktiv, ligand kotott HIV-1 proteinaz dimer szalagdiagramja

Egy masik tobbé-kevésbé konzervativ régio a flexibilis ,,flap” régio (Miller és mtsai,
1989; Navia €és mtsai, 1989), mely a szubsztrat illetve inhibitor kdtddésekor elmozdul és rahaljik
a ligandra, majd azzal szamos kolcsonhatést alakit ki, melyekkel mintegy stabilizalja a komplexet
(Miller és mtsai, 1989; Swain és mtsai, 1990; Jaskolski és mtsai, 1991).

A harmadik konzervativ régié (Gly-Arg-Asp/Asn) a C-termindlis kozelében helyezkedik
el és ionparok kialakitasaval a dimerizacioban jatszik fontos szerepet.

A retroviralis proteindazok savas pH optimumui (pH 5-6) enzimek, 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 kiilonb6zd retroviralis hasitasi helyeket
reprezentald oligopeptid szubsztratok hidrolizise jol nyomon kdvethetd HPLC technikéval,
megfelelden modositott szubsztratok alkalmazasa esetén pedig spektroszkopiasan vagy
fluorimetridsan is. Az effektiv hidrolizishez proteinaztél fiiggben minimalisan 6-7 tagl
peptidszakasznak kell nyujtott B-redé konformacidban az enzimhez koétdédnie (Tozsér és mtsai,
1991a; Weber ¢és mtsai, 1993).

A retroviralis proteindzok természetes hasitdsi helyein talalhat6 aminosavak tobbnyire
hidrofob karakteriiek, viszont altalanosan érvényes konszenzus szekvencia nem adhaté meg
(Oroszlan ¢és Toézsér, 1990). A HIV-1 proteindz esetében a hasitasi helyeket két csoportba
osztottak: az I-es tipustiak aromas aminosav és Pro mellett hasitodnak, P2 pozicioban Asn, a P2’
helyen [ elagazo Val és Ile gyakori; mig a II-es tipust helyek esetében hidrofob aminosavak (de

nem prolin) kdzott torténik a hasitas, P2 helyen Val és Ile, P2’ pozicioban pedig a Glu jelenléte

9



bizonyult kedvezonek (Pettit és mtsai, 1991; Tdézsér és mtsai, 1992; Griffiths €s mtsai, 1992;

elnevezés Schechter és Berger nevezéktana alapjan, 1967).

1.3. A HIV-1 proteinaz mint antivirdlis célpont az AIDS terdpidjaban

A szerzett immunhidnyos szindromat (AIDS) 1981-ben ismerték fel eldszor, a betegséget
okozé human immundeficiencia virust (HIV) pedig 1983-ban azonositottak. A legfrissebb adatok
szerint azota tObb mint 40 millié ember fert6z6dott meg a virussal €s koziiliik 20 millidan mar

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

A HIV CD4 pozitiv sejtek (T-helper limfocitak, makrofagok) fertézése révén az emberi
szervezet védekezd rendszerét karositja. A virus megtalalhatd a testnedvekben szabadon (vér,
nyal, genitalis folyadék), illetve fertézott sejtek formajaban egyarant.

A retrovirusok életciklusdnak tanulmanyozasabol, illetve a virdlis enzimfehérjék
miikddésével kapcsolatos vizsgalatokbol nyert ismeretek alapjan lehetdség nyilt racionalis
gyogyszerfejlesztésre és kiilonbozo antiviralis terapias eljarasok kidolgozasara. A tobb lehetséges
terapids célpont koziil azonban leginkabb csak két replikdcidos enzim, a HIV-1 reverz
transzkriptaz (RT) és HIV-1 proteindz (PR) ellen tervezett gatloszerek keriiltek eddig klinikai
felhasznalasra. Ezeknek a szereknek a kiilonb6z6 kombindciokban torténd alkalmazasa (HAART,
highly active antiretroviral therapy) képes jelentdsen lecsokkenteni a HIV fert6zott betegek
haldlozasat (Temesgen és mtsai, 2001). A kombinalt terapia azonban rendkiviil koltséges, nem
elérhetd a fejlédd orszagokban €16 betegek szdmara. Komoly problémat jelent tovabba, hogy a
kezelés nem eredményezi a virusnak a fertézott szervezetbdl torténd teljes elimindlasat, ezért a
virusszint alacsonyan tartdsa érdekében hosszutavu terapia sziikséges, mely a koltségek tovabbi
novekedése mellett egyéb kedvezodtlen kovetkezményekkel is jar. Ezek koziil legstlyosabb az
alkalmazott gatloszerekkel szemben rezisztens virusformdk megjelenése és gyors elszaporodésa a
terapia idején, melyet a retrovirusok magas mutéacios rataja illetve nagy rekombinacios képessége
tesz lehetové (két hét elegendd a plazmabeli viruspopulacio teljes lecserélédéséhez (Ho és mtsai,
1995; Wei és mtsai, 1995)). Mindemellett szamos metabolikus mellékhatds is megfigyelheto a
kezelés sordn, példaul tulérzékenység, lipodisztrofids szindroma, inzulin rezisztencia ¢és
kiilonb6z6é kardiovaszkularis rendellenességek (Carr €s mitsai, 2000; Tdézsér, 2001; Moyle és
mtsai, 2002). Ezért sziikségszeri a tovabbi gyogyszerfejlesztés, mely elsdsorban a mar bevalt
célfehérjek (HIV-1 RT, PR) ellen hatd, de az eddigieknél eldnyOsebb tulajdonsagokkal
rendelkezd inhibitorok tervezésére, masfel6l a virusreplikacié egyéb 1épéseit gatld szerek
kifejlesztésére irdnyul. Mindebben hasznos segitséget nyujthat az alkalmazott drogokkal

szembeni rezisztencia kialakulasaban szerepet jatszo genetikai hattértényezok feltérképezése.
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1.3.1. HIV-I proteinaz inhibitorok

A HIV-1 proteinaz az inaktiv formaban képz6dé Gag és Gag-Pro-Pol poliproteinek
funkciondlis fehérjékké torténd processzalasaért felelés enzim, esszencidlis a virus
replikdciojaban. A proteindz funkcid hianya esetében a gazdasejtbdl kiszabaduld virusok
fertdzésképtelenek lesznek, mely igéretes célponttéd teszi a HIV-1 PR-t az AIDS elleni terapia
szempontjabol. Komoly elény a PR-inhibitorok alkalmazésa kapcsan, hogy a mar megfert6zott
sejtekre gyakorolt terapias hatas nem kiilonbozik az Gjonnan fertdzott sejtek esetében kifejtett
hatashoz képest. Ez ugyanakkor nem igaz a reverz transzkriptaz gatloszerekre, melyek kizarolag
az Ujabb fertézési események megeldzésére alkalmasak. EbbOl a megfontolasbol célszerii
tovabbra is a kombinalt terapias eljarasok optimalizalasara fokuszalni.

A jelenleg klinikai hasznalatban 1évé HIV-1 PR gatloszerek neve és szerkezete az 3. dbran
lathatd (Tézsér, 2003). Mindegyikiik szubsztratanaldg (peptidomimetikum), és a természetes
szubsztratokhoz hasonléan dontéen hidrofoéb kolcsonhatasokat alakitanak ki az enzimmel. P1
pozicidban fenil csoportot hordoznak, tovabbi kézos tulajdonsadguk, hogy a hasitandd kotésnek

megfeleld helyen egy nem-hidrolizalo dtmeneti allapotot utanzo6 csoportot ( pl. hidroxietilamin)

tartalmaznak.
SN -
A N OH OH
H -
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3. dbra
Az AIDS-terapiaban alkalmazott HIV-1 proteinaz inhibitorok (Tézsér, 2003)

1.3.2. A rezisztencia problémdja

Az antiviralis terapia gyakori sikertelenségének legfobb oka az alkalmazott gatloszerekkel
szemben rezisztens virusformak megjelenése €s rohamos elszaporodasa a kezelés idején. Az in
vitro ¢és in vivo is kialakuld rezisztencidért els6sorban a proteindz kodold régidban kialakulo
mutaciok tehetdek feleléssé, melyek kozil szdmos az enzim szubsztratkotd zsebén beliil
lokalizalodik. Gyakran érinti mutacié a 8, 46, 47, 48, 50, 82 ¢és 84-es pozicioban 1évo
aminosavakat (Ridky és Leis, 1995). Ezek amellett, hogy gatoljak az inhibitorkdtédést, tobbnyire
kedvezétleniil befolyasoljak az enzim katalitikus hatékonysagat, illetve hatassal vannak annak
specificitasara is. A rezisztens mutaciok egy masik csoportja a szubsztratkotd zseben kiviil
talalhaté aminosavakat érinti. Mivel a tobbszoros drogrezisztens HIV-1 PR mutansok in vitro és
in vivo egyarant csokkent katalitikus hatékonysdgot mutatnak, ezért a mutdciok tovabbi
halmozésa az enzimfunkci6 altal limitalt, hiszen a megfelel6 Gag ¢s Gag-Pro-Pol hasitasi helyek
kell6 hatékonysagu hidrolizise elengedhetetlen a virusreplikaciohoz.

Egyes adatok alapjan azonban ugy tlinik, hogy a PR gatloszerek jelenlétébdl adodod
szelekcids nyomas a lerontott enzimaktivitast ellensulyoz6 valtozasokat is indukélhat (Doyon ¢és

mtsai, 1996; Zhong és mtsai, 1997; Maguire ¢s mtsai, 2001).
1.4. Az egér leukémia virus (MuLV)

Az egér leukémia virus (MuLV) az emlds C-tipust retrovirusok (ijabb nevezéktan szerint
y-retrovirusok, Regenmortel és masok, 2000) tipikus képviseldje, eredetileg BALB/c egerek
szarkomajabol izolaltak (Moloney, 1960). Ujsziilott egérbe juttatva 3 honap alatt limfoid
leukémia fejlodik ki.

Az MuLV egylancu, diploid genomja harom, a virusfertézéshez és replikaciohoz
sziikséges gént tartalmaz, 5’-gag-(pro-pol)-env-3’ sorrendbe rendezédve. Ezeknek a géneknek az
expresszidja harom poliprotein, a Gag (Pr65%%), Gag-Pro-Pol (Pr180%¢P™) ¢s az Env

(gPr85°™) képz6déséhez vezet. A Gag poliprotein (group specific antigen) négy domént
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tartalmaz, melyek megfelelnek a virus f6 szerkezeti fehérjéinek: p15 (MA, matrix protein), p12,
p30 (CA, kapszid protein), p10 (NC, nukleokapszid protein); és amelyek a prekurzor fehérje
virusproteinaz altal katalizalt proteolitikus processzalasaval valnak szabadda (Oroszlan és mtsai,
1978). A Gag-Pro-Pol poliprotein szintézise a gag terminator azonos leolvasasi keretben torténd
szupresszidjaval, félreértelmezésével valosul meg (Yoshinaka és mtsai, 1985); és a processzalast
kovetden a szerkezeti fehérjék mellett a virdlis enzimek (PR, RT, IN) megjelenését is
eredményezi. Az illesztett mRNS-rdl atirodd Env fehérje elészor glikolizalodik, majd a Golgi-bol
a plazmamembranba valé transzport soran megfeleld cellularis protedazok altal egy feliileti
glikoproteinre (SU, gPr70) és egy transzmembran fehérjére (TM, Prl15(E)) hasitodik. A
transzmembran fehérje a viralis proteindz segitségével tovabb processzalddik pl12(E) és p2(E)
fehérjékre (Katoh és mtsai, 1985; Schultz és mtsai, 1985; Crawford és mtsai, 1985). Ez a hasités
az MuLV Env fehérje membranfuzios képességének kialakitadsahoz sziikséges, ennélfogva

esszencialis a virus fertdzoképessége szempontjabol (Rein és mtsai, 1994).

1.4.1. Az egér leukémia virus (MuLV) vizsgalatanak gyakorlati jelentosége
1.4.1.1. Génterapids felhaszndlas

Génterapia soran kiilonbozé genetikai eredetii betegségeket probalunk orvosolni a
megfeleld informaciot hordoz6 DNS molekuldnak a beteg sejtekbe torténd bejuttatdsaval. A
retrovirusok sajatos életciklusa alkalmassa teszi Oket génterdpids célu felhasznalasra. A
replikacidjukhoz sziikséges integracids mechanizmusuk minden egyéb eddigi modszernél (DNS
mikroinjekcio, lipofekcio, elektroporacio, kémiai transzfekcid) hatékonyabb géntranszfert tesz
lehetévé. A viralis genom jelentds része helyettesithetd, géntechnologiai uton egyszerlien
kicserélhetd a terdpids céllal bejuttatni kivant génszekvenciara. A virdlis burokfehérje (Env)
valtoztatasaval meghatarozhatd a célsejt-spektrum, mely kellden szelektiv génterapids eljarasok
kidolgozasara kinal lehetdséget. A mara klinikai alkalmazasba keriilt retroviralis vektorok koziil a
HIV-en alapuloak mellett kétségkiviil az egér leukémia virus modositasaval kifejlesztett vektorok

a legjelentdsebbek (Thomas és mtsai, 2003).
1.4.1.2. Inhibitorfejlesztés

A retroviralis proteindzok virusreplikacioban betdltott esszencialis szerepe miatt a HIV-1
proteindz igéretes célfehérjévé valt egy mindmdig gyogyithatatlan betegség, az AIDS
keriilt klinikai felhaszndldsra, &m sok esetben problémat jelent a meglévd gyogyszerekkel
szemben rezisztens formak megjelenése €s kiszelektalodasa a terdpia folyaman, ami uj, az

eddigieknél hatékonyabb, széles spektrumu inhibitorok fejlesztését teszi sziikségessé (De Clercq,
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2002). A kiilonbozd retroviralis proteindzok Osszehasonlitd vizsgalata révén megismerhetjiik
ezen enzimek specificitasanak kozos jellemvondsait. A mindeddig csak kevéssé vizsgalt ¢€s
jellemzett MuLV bevonasaval nyerheté ismeretek hasznos segitséget nyujthatnak olyan
gatloszerek tervezésében, melyekkel szemben kisebb az életképes mutans formak
kiszelektalodasanak lehetdsége a terapia soran.

Az alapvet6 retrovirusmodellként is szdmontartott egér leukémia virus (MuLV) komoly
gyakorlati jelentdséggel bir, ennek ellenére csak viszonylag keveset tudunk rola, és kiillondsen
kevés informacidval rendelkeziink a virus altal kodolt proteindz enzimre vonatkozdéan (Menendez

¢s mtsai, 2004).

4. abra
Az MuLV proteinaz enzim szalagdiagramja
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2. CELKITUZESEK

Az AIDS elleni terapia soran alkalmazott proteindz inhibitorokkal szembeni rezisztencia
kialakulasaért kezdetben szinte kizardlag a proteindz mutécioit tették feleldssé. Az altaldnosan
elfogadott nézet szerint ezen mutaciok egy része az enzim aktiv centruman beliil lokalizal6do un.
primer mutacid, melyek az inhibitor kotddésének gatlasdn keresztiil vezetnek a
gyogyszerrezisztencia  kialakuldsdhoz, de ezzel egyidejliileg tobbnyire kedvezdtleniil
befolyasoljak az enzim katalitikus hatékonysagat, és hatdssal vannak annak specificitasara is.
Ezek a primer mutacidk tovabbi, az enzim aktiv centruman kiviil elhelyezkedé masodlagos
(szekunder) mutaciok megjelenését indukaljak, melyek ugyan kozvetleniil nem befolyasoljak az
inhibitor kotddését, viszont tobbnyire jotékony hatast gyakorolnak az enzim katalitikus
hatékonysagara. Az utdbbi iddszak kutatdsai kimutattak, hogy a kiilonb6zé PR-inhibitorokkal
szembeni rezisztencia kialakuldsa soran megjelennek mutaciok a virdlis genomnak a proteinazt
NC/pl illetve pl/p6 helyeket érintik. E két hasitasi helyen a PR-gatlok jelenléte altal okozott
szelekcios nyomas nélkiil is szignifikdns szekvencia-polimorfizmus figyelhetd meg, amely
hatassal lehet a virus fertézoképességére is (Barrie, 1996; Korber, 1998; Bally, 2000). Az NC/pl
és pl/p6 helyek hidrolizise egyben a poliprotein processzalas sebességmeghatirozo 1épésének
szamit (Doyon, 1996; Robinson, 2000), ugyanis hasitasi helyei koziil a HIV-1 proteinaz e két
szekvenciat bontja a legkisebb katalitikus hatékonysaggal (T6zsér, 1991a; Wondrak, 1993).

Munkank soran a vad tipusu €s kiilonb6zé mutans HIV-1 proteinazok kinetikai vizsgalatat
terveztik az NC/pl és pl/p6 hasitasi helyek eredeti illetve kiilonféle mutalt valtozatait
reprezentald oligopeptid szubsztratok alkalmazasaval. Mivel kiilonbozd klinikai tanulmanyok
alapjan tudjuk, hogy a rezisztens Gag muticiok a PR inhibitor terdpia kezdeti szakaszaban,
kozvetleniil egy, vagy néhany kritikus proteindz mutacié kialakulasat kdvetden jelennek meg,
ezért csak az eléfordulé mutaciok valamelyikét hordozd, egyszeresen mutans enzimformakat
tanulmanyoztunk. Ezek egy része primer mutaciot tartalmazé aktiv centrum-mutans volt (V82S,
V82A, 184V), a tobbiek az enzim egyéb régidiban lokalizalodé szekunder mutéciot hordozo
variansok voltak (M46L, L90M) (5. abra). Hasonlé megkdzelitéssel tobbszorosen mutans,

multidrog rezisztens HIV-1 proteinaz formak jellemzése is lehetséges.
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5. abra
A HIV-1 proteiniz enzim szalagdiagramja

srer

Az NC/pl és pl/p6 helyek szekvencia polimorfizmusat és terapia soran megjelend
mutacioit az 6. abran mutatjuk. Az dbran az adott helyre jellemz6 szekvencia-polimorfizmusnak
megfeleld aminosaveseréket zold szinnel jeldltiik, a proteindz inhibitor terapia soran megjelend
rezisztens mutaciokat piros szin jel6li, a hasitasi hely mutéciok harmadik csoportjat pedig azok az
aminosavcserék képezik, amelyek természetes varidcioként és rezisztens mutacioként egyarant

eléfordulnak (kék szinnel jelolve).

Gag | MA | cA | ) | NC | p1 | 06
NC pl p6
R-O-B-N-d-F-L-G-K-T-W-P-S-Y-K-G-R-P—-G-N-F-J-T—O-S—R-
GRVDJ R ! PE
\’ Q R v
\’ II
\’ I\ F N
6. abra
A HIV-1 NC/p1 és p1/p6 helyek , gyogyszeres kezelés soran

megjelend muticioi és vad tipusu illetve rezisztens torzsekben egyarant eléfordul6 formai
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A kiilonboz6 oligopeptid szubsztratok segitségével egyes reprezentativ mutaciok hatasat
kivantuk vizsgalni. Munkéankkal azt akartuk alatdmasztani, hogy az inhibitorok jelenlétében
kialakul6 Gag hasitasi hely mutaciok a primer protedzmutaciok altal lerontott enzimfunkciot
kompenzacios mutacidkként ellenstilyozd, ezaltal a gyogyszerrezisztencia kialakuldséhoz jelentds
mértékben hozzajarulo valtozasoknak tekinthetdek.

Az alapvetd retrovirusmodellként is szamontartott egér leukémia virust (MuLV) komoly
gyakorlati jelentdsége ellenére is (génterapias felhasznalds, HIV-1 elleni gydgyszerfejlesztés)
csak kevéssé vizsgaljdk. Bar az MuLV altal kodolt proteindz enzimet sikeriilt elsdként izolalni
virusbdl (Yoshinaka és mtsai, 1985), kiilondsen kevés ismerettel rendelkeziink erre az enzimre
vonatkozoan. Az izolalt virusproteinaz sajatsdgainak részletes tanulmanyozasa az igen alacsony
kitermelés (kevesebb mint 0.3 pg proteindz / mg virus) illetve a megbizhaté enzimforras hianya
miatt nem volt lehetséges. Az MuLV proteinazt Menendez és mtsai korabban (1993) mar
sikeresen klonoztak pGex vektorba, &m ez a GST-fizi0s expresszids rendszer sem bizonyult elég
hatékonynak. Ezért elterveztiik, hogy az egyéb fehérjék esetében (HIV-1-PR, BLV-PR, HFV-PR)
mar jol bevalt pMalc2 rendszerben (Louis és mtsai, 1991; Feny6falvi és mtsai, 1999; Zahuczky
¢és mtsai, 2000) probaljuk eldallitani az MuLV proteinazt. A pMalc2 expresszids rendszerben a
fehérjék maltoz kot proteinnel (MBP) fizids formaban termelddnek. Az MBP jelenléte tobb
szempontbol is elényds, mert azon til, hogy egy amil6z oszlopon térténd affinitds kromatografias
1épést tesz lehetdvé (eldsegitvén ezaltal a rekombindns fehérje tisztitasat), az MBP segiti a vele
fazioban 1évo fehérjepartner foldingjat is az exresszio soran (Kapust és Waugh, 1999; Wang ¢és
mtsai, 1999).

Az MuLV-PR-t kodolé cDNS szekvencia pMalc2 plazmidba vald klonozéséan illetve az
expresszalt fehérje tiszta és aktiv formaban, megfelelé mennyiségben torténd eldallitasan kiviil
tervbe vettiilk a rekombinans fehérje részletes jellemzését, a virusbol izolalt MuLV proteinazzal

illetve a HIV-1 proteinazzal vald 6sszehasonlito vizsgalatat is.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vad tipusu és mutans HIV-1 proteinazokat kédolo konstrukciok, és az enzimek tisgtitisa
A pET vektorba klonozott, stabilizaciés mutaciokat tartalmazo (Q7K, L331, L631, C67A,
C95A) HIV-1 proteinazt (HIVHXB2CG) E. coli-ban expresszaltdk ¢€s inkluzios testbol
tisztitottak (Louis €s mtsai, 1999). A rekombinans enzim proteolitikus aktivitidsa nem kiillonbozott
a vad tipust, nativ proteinazétdl. Ezt a klont hasznaltak templatként a mutins proteindzokat
kodolo, irdnyitott mutagenezissel létrehozott konstrukcidok eléallitdsdhoz. A  mutacidkat
szekvenalassal ellendrizték. Az expresszalt enzimeket a vad tipust proteindzra korabban

kidolgozott eljaras alapjan tisztitottdk (Mahalingam és mtsai, 2001).

3.2. Az MuLV proteinazt kodolo pMalc?2 konstrukciok eldallitasa

A proteinazt kodold régiot a teljes hosszisagt MuLV ¢cDNS-t tartalmazo klonbdl (Gorelik
¢s mtsai, 1988) PCR reakcidban szaporitottuk fel, az 5’ oldalon tompa véggel, a gag terminécids
kod mutacidgjat (TAG—->CAG) tartalmazo primerrel (5’-ACCCTAGATGACCAGGGAGGT-3),
illetve a 3’ végen egy stop kodont (TCA) és egy EcoRI. restrikcids hasitasi helyet kodold
oligonukleotid felhasznéladsaval (5’-CGCGAATCCTCACAACACTTGCAGGG-3’). A PCR
terméket a megfeleld restrikciés emésztést kovetden Xmnl./EcoRI. enzimekkel hasitott és calf
intestinal phosphatase (CIP) enzimmel defoszforilalt pMalc2 plazmidba ligaltuk, és a restrikcios
analizissel valamint szekvenalassal ellenérzott konstrukciot (pMBP-MPR, 7. abra) DH5a illetve

BL21 sejtekbe transzformaltuk.

Xa stop
(Xmnl.) (EcoRl.)
MBP |-IEGR-|T MPR L |

7. abra
Az MBP-MPR szerkezetének sematikus abrazolasa

A C-terminalis His¢ farokkal fiizids format expresszald vektort (pMBP-MPR-Hg) a fenti
kodolo oligonukleotid parnak (5°-GATCCATCGAGGGGCGGATTCACCACCACCACCACCA
CTGAA-3’ illetve 5-AGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAATCCGCCCCTCGATG-3',

alahuzassal jelolve a koédold szekvenciarészt) a BamHI./Hindlll. enzimekkel megemésztett,

mutans pMBP-MPR plazmidba torténd ligalasaval allitottuk el6 (8. abra).
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Xa Xa stop

(Xmnl.) BamHLI.) (HindlIll.)
MBP |-IEGR- |T L| - GGSIEGRIHHHHHH
8. abra

Az MBP-MPR-Hg szerkezetének sematikus abrazolasa
A fenti stop kodon mutéciot illetve az aktiv centrum mutins konstrukcidhoz sziikséges
D32A mutaciot Quick Change mutagenezis protokol (Stratagen) segitségével alakitottuk ki, és
mindegyik konstrukcionkat szekvendlassal ellendriztiik (ABI-Prism BigDye terminator cycle
sequencing kit (Pelkin-Elmer) hasznalataval, Applied Biosystems Model 373A szekvenald

késziiléken).

3.3. Az MuLV proteinaz expresszidja és a fehérje tisztitasara szolgalo eljarasok

A pMBP-MPR konstrukcioval transzformalt DHS5o ¢és BL21 sejteket 100 pg/ml
ampicillin (pRIL plazmidal torténd kotranszfekcid esetében ezenfeliil 30 pg/ml chloramphenicol)
jelenlétében, LB médiumban novesztettiik, majd ODgoo (600 nm-en mért optikai denzitas) = 0.7-1
kozotti értéknél 1 mM IPTG-vel indukaltuk. Két oras expressziot kovetden a sejteket
centrifugaltuk (4000 g, 15 perc, 4 °C), és bakterialis protedzinhibitor-koktélt tartalmazo lizis
pufferben (50 mM Tris-HCI1 pH 7.2, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk. A sejteket
szonikalassal tartuk fel, majd a szuszpenzié centrifugalasa (10000g, 20 perc, 4 °C) soran a
feliiliszoba keriilt fuzios fehérjét amildz oszlopon torténd affinitds kromatografiaval valasztottuk
el a bakterialis fehérjéktol. Az oszlopra kot6édott fehérjét 20 mM maltozt tartalmazoé lizis pufferrel
eludltuk, ezt kdvetden az MuLV proteinazt 10 ug/ml Xa faktorral, 2 6ras szobahdmérsékleten
végzett hasitassal szabaditottuk fel a fizios formabol. A processzalt proteinazt 5 mM DTT
tartalmu, 6-os pH-ju lizis pufferrel ekvilibralt kationcserélé oszlopon (High-S, BioRad)
valasztottuk el a maltozkotd fehérjétdl, ennek soran a proteindz a kis mennyiségben visszamarado
fuziés formaval egyiitt eludlodott. Teljesen tiszta enzimhez egy madasodik amildéz affinitas
kromatografia atfoly6 frakcidinak koncentraldsaval jutottunk, ezzel egyidejileg 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 ¢s 10 mM DTT), centricon YM-10 (Millpore) ultrasziird
egység felhasznalasaval.

A vad tipust és D32A aktiv centrum mutans proteinaz His-farokkal fizios formait kodolo
konstrukciokat, illetve a kontrollként hasznalt, MBP-He-t expresszalo plazmidot a
baktériumsejtekben ritkan eléforduld tRNS-eket kodold pRIL plazmiddal egyiitt transzformaltuk

DH5a és BL21 sejtekbe. Az expresszio €s a sejtfeltaras az el6zéekben leirtaknak megfelelden
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tortént. A baktériumszuszpenzid centrifugaldsa soran a feliiliszoba keriilt fuzios fehérjéket elsd
1épésben 50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 5 % glicerol, 1 % TritonX-100, 10 mM imidazol pH
7.2 0Osszetételi pufferrel ekvilibralt Ni-keldt oszlopon torténd affinitds kromatografiaval
tisztitottuk. A 250 mM imidazolt tartalmazo ekvilibralé pufferrel eludlt fuzids proteineket
puffercserét kovetden (centricon YM-30) 50 mM Tris-HCL, pH 7.2, 100 mM NaCl osszetételi
pufferben processzaltuk (10 pg/ml Xa faktor, 2 dra, szobahdmérséklet), majd az MBP-eredetii
fehérjefragmensek egy részét 1.5 M ammonium szulfattal torténd kisdzas utjan tavolitottuk el. A
kis6zas soran oldataban marado proteinazt puffercsere utan (centricon YM-10) 50 mM Tris-HCI,
pH 6.0, 1 mM EDTA, 5 mM DTT o6sszetételii pufferrel végzett katiocseréld kromatografidval
tisztitottunk tovabb (Mono-S oszlop, Amarsham-Pharmacia). A 0.5 M NaCl-t tartalmazo
ekvilibral6 pufferrel torténd elucid soran nyert teljesen tiszta és aktiv proteindz pufferét végiil PL

pufferre cseréltiik (centricon YM-10).

3.4. Az MuLV proteinaz izoldlasa virusbol

1 ml virusszuszpenzidhoz 20 térfogat hideg (-70 °C) acetont adtunk, és 30 percig jégen
tartottuk. 20 perces centrifugalas (8000g, 4 °C) utan a leiilepedett pelletet kiszaritottuk, majd 2 ml
extrakcios puffer (20 mM Tris pH 7.2, 5 mM DTT, 1 M NaCl) hozziadaséaval oldottuk vissza,
mikozben gyakori razogatas mellett 30 percig 4 °C-on inkubaltuk. Az extraktum centrifugalasat
kovetden (10 perc, 14000 rpm, 4 °C) a puffert centricon YM-10 felhasznalasaval PL pufferre
csereéltiik.

3.5. MuLV Gag fehérjefragmensek klonozdsa, tisztitdasa és proteolizise

A kiilonb6z6 hosszisagh MuLV Gag fragmenseket (GagAl és GagA2) a teljes MuLV
cDNS-t tartalmaz6 klonbdl (Gorelik és mtsai, 1988) PCR reakcio segitségével szaporitottuk fel.
Az 5 végi primerek Sacl. restrikcios hasitasi helyet, és a megfelelé genomi régidkkal hibridizalo
szekvenciat tartalmaztdk (GagAl esetén 5’-GCGCCGAGCTCAGAACCTCCTCGTTC-3’, a
GagA2 esetében 5’-GCGCCGAGCTCTCTACGTGGGAGACG-3’, alahuzassal jeldlve a Sacl.
restrikcids helyet), a 3’ végen pedig egységesen a gag terminacidés kod kornyéki régidval
hibridizal6, de a stop kodon helyén a Gin tripletjét valamint egy Hindlll. felismerési helyet is
tartalmazé primert haszndltunk (GGCCAAGCTTCTGGTCATCTAGGGTCAGG, aldhtuzésal
jelolve a Hindlll. restrikcids helyet valamint a Stop—Gln cseréhez sziikséges mutaciot). A Sacl.
¢s Hindlll. enzimekkel emésztett PCR fragmenseket az azonos enzimekkel meghasitott és CIP

kezeléssel defoszforilalt pET23b vektorba (Novagen) ligaltuk (9. abra).
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MA/pl2 NC/PR

A pET23b l

pET23b

MASMTGGQQMGRDPNSSSEPPRSTPPRSSLY

TLDDQKLAAALEHHHHHH

CA

P12/CA NC/PR

B e l

MASMTGGQQMGRDPNSSSLRGRREPPVADSTTSQAF

pET23b

TLDDQKLAAALEHHHHHH

CA

9. abra
A GagAl (A) illetve GagA2 (B) proteinek szerkezetének sematikus abrazolasa
A megfelel6 proteinaz hasitasi helyeket nyilakkal jeloltiik.

A konstrukciokat restrikcios analizissel és DNS szekvenalassal ellendriztiikk, ABI-Prism
BigDye terminator cycle sequencing kit (Pelkin-Elmer) hasznélatdval, Applied Biosystems
Model 373A szekvenald késziiléken; majd BL21(DE3) sejtekbe transzformaltuk. A
fehérjeexpressziot 1| mM IPTG hozzaadasaval indukaltuk, €s két 6ra eltelte utan a centrifugalassal
Osszegyljtott sejteket lizozimmal illetve szonikélassal tartuk fel. Az expresszalt fehérjéket Ni-
kelat affinitds kromatografiaval majd azt kovetéen 20 mM Na-foszfat pH 7.0, 150 mM NaCl és 5
mM B-merkaptoetanol Osszetételli pufferrel ekvilibralt Superdex 75 oszlopon (Amarsham-
Pharmacia) torténd gélsziirésessel tisztitottuk meg. A kitermelési szdzalék Bradford
spektrofotometrids mérési mddszer alapjan 3.7 mg/l kultiranak adodott a GagAl, és 9.2 mg/l
kultirdnak a GagA2 fehérje esetén. A proteolitikus emésztést 250 mM Na-foszfat, pH 5.6, | mM
EDTA o6sszetételii pufferben végeztiik, mely 1| mM EDTA-t tartalmazott, 0.6uM GagAl és 1.2
uM GagA2 fehérjeszubsztrattal, 20 nM MuLV PR illetve 33 nM HIV-1 proteindz enzimek

jelenlétében.

3.6. Oligopeptidek
3.6.1. A spektrofotometrids mérésnél hasznalt peptidet (Lys-Ala-Arg-Val-Nle-p-nitroPhe-Glu-
Ala-Nle-amide) a Sigma-Aldrich KFT-t6l szerztiik be (L6525).
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3.6.2. A fluoreszcens mérésnél alkalmazott peptidet (RE(Edans)SQAFPLRAK(Dabcyl)R-OH)
Dr. Ivo Blaha (Ferring Leciva) szintetizélta és bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.6.3. A HPLC alapu mérésnél hasznalt oligopeptideket szilard fazisa peptidszintézissel
készitették, Model 430A automata peptid szintetizatorral (Applied Biosystems, Inc.) vagy
félautomata Vega peptid szintetizatorral (Vega-Fox Biochemicals). A tisztitashoz reverz fazisu
HPLC-t hasznaltak (Copeland és Oroszlan, 1988). A peptideket aminosav analizissel, illetve
alkalmanként gdzfazisu szekvenalassal ellendrizték. A peptid-torzsoldatok desztillalt vizzel vagy 10

mM DTT-oldattal késziiltek, a pontos koncentraciot aminosavanalizissel hataroztdk meg.

3.7. A retrovirdlis proteindzok enzimaktivitasanak mérésére alkalmas eljardasok

3.7.1. Spektroszkdpidas modszer az MuLV proteindz pH fiiggésének vizsgdlatdira

70 nM tisztitott proteindzt adtunk 100-350 uM kromogén szubsztrathoz. A reakciokat
META pufferben (50 mM MES, 100 mM Tris, 50 mM natrium acetat, 1 M NaCl) végeztiik, 10
percig, 37 C°on, kiilonb6z6 pH (3-7) értékeknél. A 310 nm-en bekovetkezd
abszorbanciacsokkenést ~ Hitachi U-3000 spekrofotométerrel kovettik nyomon. Az
abszorbanciaértékeket kalibracios gorbe segitségével konvertaltuk at szubsztratkoncentraciora. A
Michaelis-Menten ¢és pH optimum gorbéket Sigma-Plot program (SPSS Inc.) segitségével

szerkesztettik.

3.7.2. Fluoreszcens modszer az MuLV proteinaz gatolhatosaganak vizsgalatdara

A gatlasi kisérletekhez kifejlesztett mikrotiter-lemez-modszerben az MuLV pl12/CA
szubsztrat Dabcyl/Edans fluoreszcens analdgjat hasznaltuk, a reakciokat PNF (250 mM foszfat
puffer pH5.6, 5% glicerol, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 500 mM NacCl) pufferben végeztiik. A
fluoreszcenciandvekedés 460 nm-en torténd detektalasat 355 nm excitdciés hulldmhossz
alkalmazasa mellett, Victor Wallace fluoriméter-luminométer késziilékkel végeztiik. Az ,,inner-
filter” hatast korrigaltuk, a K; értékeket Williams ¢és Morison (1979) egyenlete alapjan

szamitottuk.

3.7.3. HPLC alapu modszer a HIV-1 és MulLV proteinaz specificitisvizsgalataira

A HPLC alapt proteindz mérést 5 pl enzimnek 10 pl 2x tdménységl reakciopufferrel (0.5
M K-foszfat, pH 5.6, 10 % glicerol, 2 mM EDTA, 10 mM DTT, 4 M NaCl), illetve 5 ul
szubsztratoldattal torténd Osszekeverésével végeztiik; a vad tipusu és kiilonb6z6 mutans HIV-1
proteindzok esetén 0.5-7 mM, MuLVPR esetében 0.01-1.32 mM szubsztratkoncentracid
tartomanyban, melyet a becsiilt Ky értékek alapjan valasztottunk meg. Az enzimkoncentraciokat
ugy allitottuk be, hogy a szubsztrat hidrolizise 20 % alatt maradjon. A 20 pl-es reakcidelegyeket
37 °C-on 1 oraig inkubaltuk, majd a reakciokat 180 pl 1 %-os trifluor-ecetsav (TFA) oldattal
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allitottuk le, és Nova-Pak Cg-as reverz fazisu kromatografids oszlopra injektaltuk (3.3x150 mm,
Waters Associates, Inc.) automata injektor (Hitachi) segitségével. A szubsztrat ¢és
termékcsucsokat 0-100% linedris viz-acetonitril gradienssel valasztottuk el egymastol, 0.1% TFA
jelenlétében. Az elvélasztast 206 nm-en kdvettiik nyomon, a hidrolizis mértékét a kromatografias
csticsok integralasaval szamitottuk. A csticsok integracids értékeinek megfeleld peptidmennyiség
kiszamitdsdhoz  kordbban  meghatarozott referencia  értékeket  hasznaltunk.  Ezen
referenciaértékeket valamint a hasitdsi helyeket a csucsoknak megfeleld frakciok
aminosavanalizisével ¢és szekvenaldsdval hataroztdk meg. Ezek alapjan a termékek
azonositasdhoz a retencios iddket vettiik figyelembe.

A kinetikai allandok meghatdrozasahoz 6 kiillonb6zé koncentraciot teszteltiink. A
kinetikai paramétereket a reakciosebesség és szubsztratkoncentracié adatok Michaelis-Menten
egyenlethez torténd illesztésével hataroztuk meg, nemlinedris regresszidos modszerrel, a Fig.P
program (Fig.P Software Corp., Durham, NC) felhasznéldsaval. A kinetikai allandok SD értékei
25 % alatt voltak. Azoknal a peptideknél viszont, melyeknél nem volt lehetdségiink a
szubsztratkoncentracié novelésére (a HIV-1p1/p6 hely mutans valtozatainak, illetve az MuLV
Gag hasitasi helyek alacsony sokoncentracid mellett torténd méréseinek esetében), a kea/Kwm
értekeket pszeudo-elsérendii reakciokoriilmények kozott, a gorbe linedris szakaszabol allapitottuk
meg. Azoknal a peptideknél (a mutans HIV-1 NC/pl szubsztratok és az MuLV pl2(E)/p2(E)
peptid esetében), ahol a Michaelis-Menten gorbe mar igen kis szubsztratkoncentracional a telitési
szakaszba ért, illetve termékgatlas 1épett fel, a ke./Kym értékeket ismert specificitasi allandoval

rendelkez6 szubsztratok jelenlétében, kompeticiés mérésekkel hataroztuk meg (Fersht, 1985).

3.8.  Aktiv centrum titrdlds a pontos enzimkoncentracio meghatarozdsdra

Az aktiv centrum titralast a vad tipusu, a V82A, 184V, M46L ¢s LO90OM mutans HIV-1
proteindzok és az MuLV-PR esetén DMP 323, a V82S HIV-1 PR mutansnal amprenavir
jelenlétében végeztiikk, az eldbbiekben ismertetett, HPLC-n alapuld mérési modszerrel. Az
inhibitort 0-10 puM koncentraciotartomadnyban, DMSO-s oldat formajaban juttattuk a
reakcioelegybe. A gatlasi gorbét harom kiilonb6z6 szubsztratkoncentracional vettiik fel, az aktiv

enzimkoncentraciot DynaFit program segitségével hataroztuk meg (Kuzmic és mtsai, 1996).
3.9.  Molekuldris modellezés

A HIV-1 proteinaz modellek egy nagy felbontasi HIV-1 PR rontgenkrisztallografiai
szerkezetébdl (Protein DataBank kod: 1FGC) homoldég modellezéssel késziiltek, amely
tartalmazott egy szubsztratanaldog inhibitort is (Mahalingam és mti., 2001). A szerkezetek

minimalizalasa az AMMP program segitségével tortént, korabban kozolt eljarasnak megfeleléen
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(Weber ¢s Harrison, 1996, 1999). A hidrofob kolcsonhatasok elemzése az INTG (Torshin, 1999)
programmal tortént.

Az MuLV proteindz homoldg modellje a Modeller3 program (Sali és Blundell, 1993)
segitségével a HIV-1 proteinaz kristalyszerkezetén alapulva épiilt fel.

A szerkezeteket Silicon Graphics O2 grafikus munkadllomason Sybyl (Tripos Inc., St.
Loius, MO, USA) molekularis modellezd programcsomag segitségével jelenitettik meg ¢&s

elemeztiik.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A HIV proteinek szekvencia-polimorfizmusdanak és a gyogyszerrezisztens mutdcidinak
hatasa az NC/pl illetve p1/p6 hasitasi helyek proteolitikus proceszadldasara

4.1.1. Az NC/pl és pl/p6 hasitasi helyek vad tipusu HIV-1 proteindaz dltal katalizalt
hidrolizisének kinetikai paraméterei

A vad tipusu HIV-1 proteinaznak a két vizsgalt Gag hasitasi hely eredeti szekvencidira
meghatarozott specificitdsi allandoja (kc./Ky) kordbbi irodalmi adatoknak megfeleléen
(Ermolieff és mtsai, 1997, Wondrak és mtsai, 1993) alacsonyabbnak bizonyult a tobbi Gag és
Gag-Pro-Pol hasitési helyre jellemzd értékhez képest (1. tablazat).

hasitasi hely szubsztrat Kn Keat Kead Kin® Kead/ K"
szekvencia (mM) ™ (mM's™) (mM's™)
NC/pl ERQAN{FLGKI 0.17 0.15 0.9 1.0
pl/p6 RPGNF{LQSRP 1.20 0.98 0.8 0.8
1. tablazat

Az eredeti HIV-1 Gag NC/p1 és p1/p6 hasitasi helyet reprezentalé peptidek processzalasa a vad tipusu
HIV-1 proteinazzal

A specificitasi allandokat Kiilon K., illetve k., értékekbdl szamitottuk.
PA specificitasi allandok értéke NC/pl szubsztrat estében kompetitiv médszerrel, a pl/p6 szubsztratnal
pszeudo-elsorendii reakciokoriilmények kozott mérve.

A két Gag hasitasi hely esetében szinte azonosnak adddo egylitthatok kiillonbozd keu €s
K értékekbdl tevOdnek 0ssze: a ke, illetve Ky egyarant magasabb a p1/p6 szubsztratnal, mint az
NC/pl helyet reprezental6 peptid esetében.
4.1.2. Vad tipusu és mutins HIV-1 proteinazok specificitisi dllanddinak meghatdarozdsa

mutdns hasitdsi hely szubsztratokra vonatkozoan

A két Gag hasitési hely kiilonb6zé mutans valtozataira vonatkozo6 kinetikai paraméterek
klasszikus modon torténd meghatarozasa (az adatoknak a Michaelis-Menten egyenlethez valo
nem-linearis illesztésével) tobb esetben nem volt lehetséges. Az NC/pl szubsztratoknal ugyanis
magasabb szubsztratkoncentraci6 tartomanyban gyakran fellépett a termékgatlds, emiatt a rajuk
vonatkozo specificitasi allando értékeket egységesen a HTLV CA/NC hasitési helyet reprezentalod
szubsztrat P3 helyen Gly-t tartalmaz6 valtozatanak (KTGVLYVVQPK) jelenlétében, kompetitiv
modszerrel hataroztuk meg. Tobb pl/p6 szubsztrat esetén viszont a megnovekedett Ky érték
miatt csak pszeudo-elsdrendi reakciokoriilmények kozott tudtuk elvégezni a méréseket, ezért
ezeknél a szubsztratoknal a specificitasi allandok meghatarozasat - ugyancsak egységesen -

linedris illesztéssel végeztiik. Az eredeti szubsztratokkal elvégzett 6sszehasonlitdé mérések alapjan
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azonban megallapithatjuk, hogy ez varhatoan nem okoz jelentdsebb eltérést a specificitasi allando

értékében (1. tablazat).

4.1.3. NC/pl hasitasi szekvencidat reprezentdlé peptidek processzdldsa vad tipusu és mutdns
HIV-1 proteinaz enzimekkel

A vad tipusu enzimnek a kiilonb6z6 NC/p1 hasitasi hely mutdnsokkal torténd vizsgalata
soran azt tapasztaltuk, hogy a természetes szekvencia-variabilitds nincs szdmottevd hatassal e
hely hidrolizisének hatékonysagara, szemben a P2 Ala—Val rezisztens mutacioval, amely —
kivaltképp ha a P3Arg természetes varidcioként megjelend aminosavcserével parosul — jelentds
mértékben megnoveli az NC/pl szekvencia hasithatdsagat (2. tablazat, 27. oldal).

Molekularis modellezés alapjan ez gy értelmezhetd, hogy a P2Val nagyobb méretébol
adédoan megnd a van der Waals kolcsonhatési feliilet, igy tokéletesebbé valik a szubsztrat
illeszkedése az enzim S2 zsebébe (10. abra), és ezen a P3Arg éaltal kialakitott kedvezd
kolesonhatasok (az enzim Arg8, Glu2l, Phe53, Pro81, Val82 és Asp29, valamint a szubsztrat
P1Asn oldallancéaval) tovabb javitanak.

Ugyanezeknek a hasitasi szekvencidknak a mutans enzimekkel torténd vizsgalata sordn is
hasonlé tendencia volt megfigyelhetd (2. tdblazat, 27. oldal) azzal a kiilonbséggel, hogy a V82
mutans proteindzok esetében a szubsztratszekvencia P2Val muticiéja dnmagaban kevezdbb
hatassal volt a hely hidrolizisére, mint a P3Arg cserével egyiittesen. Ez a P3Arg €s az enzim 82-
es valinja kozott kialakulo kedvezd hidrofob kolcsonhatas hianydval magyarazhaté a hasonlo

pozicidban kis méretli Ala-t vagy Ser-t hordozé mutans enzimek esetében.

10. abra

A NC/p1 hasitasi szekvenciaban 1évé P2Ala (vad tipus) és P2Val (rezisztens aminosavcsere)
illeszkedése a HIV-1 proteinaz S2 zsebébe

A varakozasoknak megfeleléen a V82S és a V82A aktiv centrum mutdnsok a vad
tipushoz képest csokkent, a madasodlagos mutacidot hordozd LIOM pedig megemelkedett
katalitikus hatékonysagot mutattak, ellentétben az I84V és M46L enzimekkel, melyek az altalunk
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vad tipus M46L V82S V82A 184V L90M

SlebSZtl'{lt kcat/ I<m kcat/ I<m kcat/ I(m kcat/ Km kcat/ Km kcat/ I<m

szekvencia (mM'ls'l) (mM'ls'l) (mM'ls'l) (mM'ls'l) (mM'ls'l) (mM'ls'l)
1. ERQAN-|!-FLGKI 1.0 (1.0) 0.3 (1.0) 0.4 (1.0) 0.7 (1.0) 1.6 (1L.0) 2.5 (1.0)
2. EGQAN-J-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-J-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-J-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-J-FLGKI 0.8 (0.8) 0.7 (2.3) 0.4 (1.0) 0.7 (1.0) 2.8 (1.8) 4.1 (1.e)
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
9. RPGNL-|{-LQSRP
10. RPGNF-J/-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-J/-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-J/-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-J-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-J/-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. tablazat

A HIV-1 NC/pl és p1/p6 hasitasi szekvencidk eredeti és mutians valtozatainak processzaldsa vad tipusi illetve kiillonb6z6 mutans proteiniz formakkal
Zardjelben tiintettiik fel a mutans szekvenciak hasithatésaganak mértékét az erededetire meghatarozott értékhez viszonyitva. Zold szinnel jeloltiik a természetes
variaciokra vonatkozo6 adatokat, pirossal a gyogyszeres kezelés soran kialakulé mutaciokra mért értékeket, kékkel pedig a drog-rezisztencia kialakulasa
folyaman és természetes szekvenciavaltozatként egyarant megjelené aminosavcserékre kapott eredményeket.
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meghatarozott értékek alapjan nem az altalanosan elfogadott eméletnek megfeleléen viselkedtek.
Az eltérés egyik lehetséges magyarazata az, hogy mi az eddigi irodalmi adatokkal ellentétben
aktiv centrum titrdlassal meghatirozott enzimkoncentracié értékeket haszndltunk fel a
specificitasi allandok szamitasanal. Vizsgalataink alapjan egyszeres mutaciok is jelentdsen
befolyasoljak a HIV-1 proteinaz aktiv formdba torténd feltekeredési képességét (foldingjat).
4.1.4. A pl/p6 hasitasi szekvencidt reprezentdlo peptidek processzdldsa vad tipusu és mutdns

HI1V-1 proteinaz enzimekkel

Az adatbankba keriilt HIV-1 izolatumok analizise alapjan a pl/p6 hasitasi helyre erés
szekvencia-polimorfizmus jellemz0, azonban ennek hatdsat a proteinaz-hasitassal szembeni
érzékenységre vonatkozéan mindeddig még nem vizsgaltdk. A pl/p6 hely polimorf valtozatainak
a vad tipust €s mutans enzimekkel torténd hasithatosagat tanulmanyozva (2. tablazat, 27. oldal)
azt tapasztaltuk, hogy ezek a természetes aminosavcserék nem befolyasoljak szadmottevo
mértékben az eredeti szekvencia hidrolizisének hatékonysagat. Kivételt képez ezaldl a Pl
aminosav leucinra torténd cseréje, mely oly mértékben lerontja a hely hasithatdsagat, ami alapjan
felmertil a kérdés, hogy vajon a P1 Leu mutéaciot hordozo6 virusokban megtorténik-e a p1/p6 hely
processzalasa illetve hogy ezek a virusok egyaltalan replikacioképesek-e. Megjegyzendd, hogy
ennek a mutacidénak az eléforduldsara vonatkozoan minddssze egyetlen szekvenciaadat talalhatd

(C.BR92BR025), és az egy nem teljes hosszusagu klonbdl szarmazik.

PLl’Len

P1’Phe

11. abra
P1’ szubsztiticié hatasa a p1/p6 hasitasi szekvencianak HIV-1 proteinaz S1° zsebébe torténé
illeszkedésére
Az eredeti szekvenciaban Leu talilhaté. A P1’° Pro illetve Val természetes variacioként fordul elo, a
Phe gydgyszerrezisztencia soran jelenik meg.
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A természetes szekvencia-valtozatokkal ellentétben a rezisztens mutacioként megjelend
P1°Phe csere esetében viszont azt tapasztaltuk, hogy a vad tipust és mutans enzimekkel egyarant
jelentdsen nd az eredeti p1/p6 hasitasi hely hidrolizisének mértéke. Ez, hasonloképpen mint az
NC/pl P2Val esetében, a mutdns aminosavoldallinc nagyobb méretébdl adodik, amely igy
nagyobb hidrofob kolcsonhatasi feliilet kialakitasara képes az enzim S1° zsebét alkotd
aminosavak oldallancaival, ezéltal optimalisabba valik a szubsztrat illeszkedése az enzim
szubsztratkotd helyébe (11. abra). A van der Waals kolcsonhatdsok maximalizaldsa tehat
meghatarozo a hasitasi hatékonysag szempontjabol.

Eredményeinkbdl jol lathatod, hogy a természetes szekvencia-polimorfizmussal szemben
az NC/pl illetve p1/p6 hasitasi helyek AIDS terdpia soran megjelend valtozasai nagymértékben
novelik a két szekvencia hidrolizisének hatékonysagat, mely arra utal, hogy az enzimaktivitast
lerontd proteindz mutaciok ellensulyozéasa révén e két Gag hasitasi hely mutacidi hozzajarulnak a

gyogyszerrezisztencia kialakitdsdhoz.

4.2. Az egér leukémia virus (MulLV) proteindz klonozdsa, tisgtitisa és a virusbol szarmazo
enzimformaval illetve HIV-1 proteinazzal torténd dsszehasonlitisa

4.2.1. Az MuLV proteinaz klonozdsa és tisztitisa

Az MuLV proteinazt kédold cDNS szekvenciat pMalc2 plazmid Xmnl. és EcoRI.
restrikcidos helyei kozé klonoztuk, majd a konstrunkciot (pMBP-MPR) BL21 sejtekbe
transzformaltuk.

Ezt kovetden kidolgoztunk egy eljardst az enzim tisztitasara, melynek elsd 1épésében a
malt6zkotd fehérjével fuzids formaban expresszaldodo proteindzt amildéz oszlopon torténd affinitas
kromatografiaval valasztottuk el a bakteridlis fehérjéktdl. Az oszloprdl eludlt, nem teljesen
homogén fuzidés proteinbdl (12. 4abra, 2. minta) Xa faktor segitségével szabaditottuk fel a
proteindzt, de a Xa hasitds optimalizalasa soran tapasztalt gyors MuLV PR inaktivacio miatt nem
varhattuk meg a 100%-o0s processzalast, ezért mindig maradt néhany % processzalatlan fuzios
forma a rendszerben (12. abra, 3. minta). A Xa faktor altal lehasitott MBP-t a jelentds
izoelektromospont-beli kiilonbségbdl addéddan kationcseréld kromatografidval, a visszamaradd
fuzioés proteint viszont csak egy masodik amiloz affinitds kromatografids lépéssel tudtuk
eltavolitani a proteindz mell6l (12. dbra).

Ez utobbi megoldas csak a kationcseréld kromatografia kozbeiktatasa miatt volt
lehetséges. Az elsé amiloz affinitas kromatografias 1€pés maltozzal torténd eliicidja soran ugyanis
a maltéz er6sen MBP-kotott allapotban marad, megakadalyozva ezéltal a fuzidés protein MBP
részének 0jboli kikotddését az amildz oszlophoz. Esetlinkben valosziniileg a kationcseréld
kromatografia eluciojakor alkalmazott magas ionerdsség tavolitotta el a maltozt a kotohelyérol.
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12. 4bra
Az MuLV proteinaz tisztulasa a pMBP-MPR konstrukcoéra épiil6 tisztitasi eljaras soran
(M: marker 1. baktériumsejt lizatum 2. az els6 amildz oszlop eluatuma 3. Xa hasitott elegy 4. a
kationcserélé oszlop eluatuma 5. a masodik amil6z oszlop eluatuma)

A kidolgozott tisztitasi eljards, bar teljesen homogén és aktiv enzimet eredményezett,
mégsem bizonyult megfelelé hatékonysagunak. Tovabbi kisérleteink soran kideriilt, hogy ez
protein autokatalitikus aktivitdsanak kizarasat kovetéen az is bebizonyosodott, hogy ez a
degradécio a baktériumsejten beliil, mar az expresszid ideje alatt megtorténik, ugyanis bakterialis
protedzgatlok jelenlétében sem sikerdilt a tisztitdst hatékonyabba tenniink. Ezért a tovabbiakban
megprobaltuk a konstrukciot kiilonbozo protedz-deficiens baktérimtorzsekbe transzformalni
(CAG 597, CAG 629), viszont az expresszié nem bizonyult hatékonynak ezekben a sejtekben.
Nem hozta meg a vart eredményt a baktériumsejtekben ritkan eléfordulé tRNS-t kodoléo pRIL
plazmid alkalmazasa sem.

Ugy dontottiink, hogy a meglévé konstrukcionk médositasaval, és egy arra épiil8, Gjabb
tisztitasi stratégia kidolgozéasaval probaljuk meg nagyobb mennyiségben eldallitani az MuLV
proteinazt. Mivel kisérleteink arra utaltak, hogy a fuzids protein elsésorban N-terminalisan
degradalodik, ezért az eredeti pMBP-MPR plazmidbdl létrehoztunk egy olyan konstrukciot,
melyb6l az MulLV proteinaz mindkét oldalan fuziés, un. ,double-tagged” formaban
expresszalodik (8. abra). Az egyik fizids partner - hasonldan az el6z6h6z — az N-terminalis MBP,
a masik egy Xa hasitasi helyet illetve hat hisztidint tartalmazé C-termindlis farok. A konstrukcio
BI21 sejtekben torténd expresszalasat és az expresszalt sejtek feltardsat kovetden nikkel-kelat
affinitds kromatografiat végeztiink, melyben a termelddott fizios protein N-terminalisan (MBP-
ben) degradalt, de C-terminalisan ép, teljes hosszisagu proteinazt tartalmazo formait is ki tudtuk
nyerni a baktérium-szuszpenziobdl (13. 4bra, 1. minta), melyeket az el6zd eljards sordn mar az
elsd, amiléz affinitds kromatografids lépésben elveszitettiink. Az igy elvalasztott fuzios

proteineket puffercsere utan Xa faktorral processzaltuk (13. dbra, 2. minta), és
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az MBP-eredetli szennyezés egy részét ammonium-szulfatos kisdzassal tdvolitottuk el. A kisozas

soran oldatban maradé enzimet (13. dbra, 3. minta) végiil egy ujabb puffercserét kovetden végzett

katiocseréld kromatografia révén sikertilt teljesen tiszta allapotba hozni (13. dbra, 4. minta). Ezzel

az eljarassal az MuLV proteinaz kitermelési hatékonysagat az el6z6 modszerhez képest 3-4-

szeresére noveltik.
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13. abra

Az MuLV proteinaz tisztulasa a pMBP-MPR-H; konstrukcora épiilé tisztitasi eljaras soran
(M: marker 1. Ni-kelat oszlop eluatum 2. Xa hasitott elegy 3. (NH,),SO, —os Kis6zas utani
puffercserélt minta 4. puffercserélt katiocseréld oszlop eluatum)

A masodik tisztitasi eljaras kidolgozéasaval parhuzamosan kisérleteket végeztiink a

degradacio jelenségének tanulmanyozasara azért, hogy az igy nyert informaciok birtokaban elejét

tudjuk venni a szamunkra kedvezdtlen folyamatnak. A tisztitott proteinaz szamara szubsztratként

biztositott MBP illetve MBP-MPR(D32A)-Hg tobb 6ras inkubalds soran sem hasitodott az aktiv

enzim altal (14. abra), ez alapjan igazolva lattuk, hogy nem autokatalitikus degradacio torténik.
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14. abra

A maltéz kotoé fehérje (MBP) tisztitott MuLV proteinaz (MPR) altal torténo hasithatésaganak

vizsgalata

1. MBP+MPR (0 perc) 2. MBP+MPR (3 6ra, 37°C) 3. MBP+MPR+DMP323 (3 6ra, 37°C) 4. MPR (3

6ra, 37°C) 5. MBP (3 6ra, 37°C)
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Ugyanakkor azonban a kontrollként eléallitott és alkalmazott aktiv centrum mutdns
pMBP-MPR-Hg illetve iires pMBP-H¢ konstrukcioknak a vad tipussal azonos koriilmények
kozotti expressziojakor csak igen kismértékii degradaciot tapasztaltunk (15. dbra), ami arra utal,

hogy az MuLV proteindz aktivitisa mégis szerepet jatszik a baktériumsejtekben lezajlo

proteolitikus folyamatban. kDa M 1 2 3
60- = —
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- B -
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25 — _— .
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\

15. 4bra
Az MuLV proteinaz inaktivaldsanak hatasa a fuziés fehérje degradacidjara
M: marker 1. Ni-kelat oszlop eluatum MBP-MPR-H; esetében 2. Ni-kelat oszlop eluatum MBP-
MPR(D32A)-Hg esetében 3. Ni-kelat oszlop eluatum MBP-Hg esetében

4.2.2. Az egér leukémia virus (MulLV) proteolitikus enzimének részletes jellemzése
4.2.2.1. A rekombindans MulLV proteinaz dsszehasonlitasa a virusbdl izoldlt enzimmel
Altalanosan elfogadott, hogy a baktériumsejtben termeltetett retroviralis proteinazok ugy
viselkednek, mint a viruseredetli enzimek, ezt a feltételezést azonban kisérletileg altalaban nem
igazoljak. Ezért elhataroztuk, hogy természetes hasitasi helyeket reprezentald oligopeptid
szubsztratok felhasznalasaval Osszehasonlitd6 méréseket végziink a tisztitott, rekombindns
proteinaz és a virusbdl izolalt enzimforma kozott. A 16. abra a rekombinans proteinaz
elektroforetikus képét, illetve a két kiilonb6zd forrasbol szarmazo proteindz immunoblot képét

mutatja.

M 1. M 2. 3.
A. - B.
kDa kDa
30- 50 -
25 _ ” 35 -
20 - 24 - —
| e 17 - .
15- 16. abra

A rekombinans MuLV PR elektroforetikus, valamint a kétféle enzim immunoblot képe
A.: SDS PAGE, a tisztitott rekombinans enzim Coomassie Brillant Blue-val festve (1) B.: a tisztitott
rekombinans enzim (2) illetve a virusbél izolalt MuLV proteinaz (3) immunoblot abraja (M) marker
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Az 3. tablazat a kiilonbozd eredetli enzimek MuLV NC/CA, PR/RT, pl5(E)/p2(E)
valamint a HIV-1 RT/IN hasitasi szekvencidkra meghatarozott specificitasi allandoéit foglalja
0ssze. A pontos enzimkoncentraciot mindkét enzimpreparatum esetében aktiv centrum titralassal
hataroztuk meg. A kinetikai paraméterek értékei alapjan megéllapithatd, hogy a két kiilonb6zd

eredetli enzim valoban hasonloképpen viselkedik.

hasitasi szubsztrat enzim K Keat Keat/Kin

hely szekvencia (mM) ™ (mM's™)
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 PLQVLwLTLNIERRa r < 0.01 N.D 15.0 £ 3.3
v < 0.01 N.D 18.4 + 1.3
MLV pl2E/p2E VQALI{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 IRKILJFLDG 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. tablazat
A rekombindns illetve a viralis eredetii MuLV proteindz enzimek specificitasanak osszehasonlitasa

r: rekombinans MuLV PR v: aktiv MuLV PR-t tartalmazé virusextraktum Az aktiv enzimkoncentaciot
mindkét preparitum esetében DMP 323 inhibitorral végzett aktiv centrum titralissal hataroztuk meg.

* a Ky, érték alacsony volta miatt a specificitasi allandét ennél a szubsztratnal kompetitiv mérés segitségével,
az MuLV p12(E)/p2(E) szubsztrat felhasznalasaval hataroztuk meg.

4.2.2.2. Az MulLV proteinaz részletes osszehasonlitasa a HIV-1 proteinazzal

4.2.2.2.1. A kinetikai paraméterek pH fiiggése

Mint azt kordbban mar kimutattadk (Ido és mtsai, 1991; Hyland és mtsai, 1991), a HIV-1
proteindz specificitasi allandoja harang-gorbe alaki pH fliggést mutat. Az MuLV proteindz
kinetikai paramétereinek pH fliggési vizsgalata soran ugyanazt, a P2’ pozicidoban glutamatot
tartalmazd szusztratot felhasznalva a HIV-1 PR-hoz képest (optimalis pH=4.0) magasabb
optimumértéket (pH=>5.0) hataroztunk meg. Ez azzal magyarazhato, hogy a HIV-1 proteinaz S2°
kotézsebének Asp 30’ oldallinca és a szubsztrat P2’ glutamatja kozott hidrogén-hid
kialakitasasra van lehet6ség (a Glu-nak vagy Asp-nak protonalddnia kell), MuLV-PR esetében
viszont az Asp 30’-nak megfelelé His 37 erre nem képes, ezért a P2’ glutamat jelenléte a hasitasi
szekvenciaban kevésbé kedvezd alacsonyabb pH értékeknél a HIV-1 proteinazhoz képest (Boross
¢s mtsai, 1999). Az MuLV proteindz a pH optimumérték mellett mutatta a legmagasabb kea €s
legalacsonyabb Ky értéket (17. abra).
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17. abra

Az MuLV proteinaz kinetikai paramétereinek pH fiiggése
o: Kead Ky (MM x 57, 0: Ky (mM x 107™"), v2 Keae (57 x 107)

4.2.2.2.2. Az MulLV és HIV-1 proteinaz specificitasanak osszehasonlitisa

A két enzim specificitasat eldszor kiilonbozé, MuLV és HIV-1 alapu természetes hasitasi
szekvenciakat reprezentald oligopeptid szubsztratok segitségével hasonlitottuk dssze (4. tablazat,
35. oldal). A specificitasi allandok értékei mindkét enzimnél hasonlénak mutatkoztak, de az
MuLV proteinaz esetében sokkal sziikebb tartomanyon beliil vannak (MuLVPR: 1.7- 15.0 mM’
'sT HIV-1 PR: 0.02-202 mM's™). Ez a katalitikus tartomany lényegesen magasabb, mint az
AMV dltal kodolt proteinazra vonatkozd tartomany (TOzsér és mtsai, 1996). Ez azzal
magyarazhat6, hogy az AMV esetében a proteindz a virus szerkezeti fehérjéivel ekvivalens
mennyiségben szintetizalodik, szemben a stop kodon szupresszioval illetve a leolvasasikeret-
eltolodassal atirod6 MuLV ¢s HIV-1 proteinazokkal, melyek a képzddd Gag fehérjéknek
minddssze 5-10%-at teszik ki, ezaltal sziikségszerlien magasabb katalitikus aktivitassal
rendelkeznek.

Az MuLV alapu szubsztratok koziil csak hdrom hasitodott a HIV-1 proteinaz altal,
ugyanakkor az MulLV proteindz — bar alacsonyabb katalitikus hatékonysaggal - de egy
kivételével valamennyi HIV-1 hasitasi szekvencia esetében aktivnak bizonyult. Ez az MuLV
széles szubsztratspecificitasat jelzi, és azzal magyardzhatd, hogy a legtobb MuLV hasitési
szekvencia P2 és Pl pozicidjaban Leu(Val/Ala)-Leu talalhato, ami kedvezé az MuLV-PR
szémara, viszont a HIV-1 proteinaz inkabb kisebb, és kevésbé hidrofob aminosavakat preferal
ezeken a helyeken.

A kiilonbozd eredetli virdlis hasitasi helyek altalaban hatékonyabban processzalodnak a

virus sajat enzime altal, ezt mi is csak az MuLV p12/CA illetve HIV-1 p6-ban talalhaté hasitasi
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MuLV PR HIV-1 PR
Virus hasitasi szubsztrat K Keat Keat'Kin Kmn Keat Keat'Kin
hely szekvencia (mM) s @mM'sh (mM) s (mM's™)
MLV MA/pl2  PRSSLYVPALTP 0.26 0.53 2.02 0.29 0.20 0.69
pl2/CA TSQAFVPLRAG 0.22 0.38 1.74 0.19 1.61 8.70
CA/NC MSKLLVATVVS 0.05 0.29 5.80 nem hasadt®
NC/PR TQTSLL»LTLDDQ 0.05 0.12 2.40 nem hasadt?®
PR/RT PLQVL\LTLNIERR <0.01 N.D. 15.0° nem hasadt?
RT/IN TSTLLVIENSS 0.03 0.17 5.67 nem hasadt®
pl2E/p2E  VQALVVLTQ 0.04 0.35 9.72 0.07 0.06 0.85°
HIV-1 MA/CA VSQONYVPIVQ 0.75 0.36 0.48 0.15 6.8 45, 39
CA/p2 KARVLVAEAMS 1.02 0.56 0.55 0.01 0.9 90.0¢
p2/NC TATIM{MORGN N.D. N.D. 2.46° 0.05 3.7 74.0¢
NC/pl ERQANYFLGKI alacsony hidrolizis 0.17 0.15 1.0
pl/p6 RPGNFVYLQSRP nem hasadt® 1.20 0.98 0.84
in p6 DKELYVPLTSL 0.09 0.29 3.35 0.47 0.01 0.02¢
TF/PR VSFNFVPQITL 0.03 0.01 0.33 <0.01 0.06 6.99
PR/RT CTLNEYPISP 0.17 0.01 0.06 0.07 1.5 24.1¢
RT/IN IRKILVFLDG 0.018  0.44 24.4 0.006 1.2 202.0¢
4. tablazat

Az MuLV és HIV-1 proteinazok specificitisanak dsszehasonlitasa természetes hasitasi helyeket reprezentalé oligopeptid szubsztratokkal

1 uM HIV-1 PR illetve MuLV PR jelenlétében inkubalva (1 éra, 37 °C) nem tapasztaltunk hasitast.

" Ezt az értéket MLV p12E/p2E szubsztrat jelenlétében, kompetitiv méréssel hataroztuk meg.
“ Az MuLV proteinazzal ellentétben a HIV-1 PR Ala és Leu kozott hasitotta ezt a szubsztratot.
4 Korabbi adat (Tozsér és mtsai, 1991b)

¢Ezt az értéket HIV-1 MA/CA szubsztrat felhasznilasdval, kompetitiv modszerrel hataroztuk meg.
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helyei esetében tapasztaltuk masképp. Erdekes ugyanakkor, hogy az MuLV pl2(E)/p2(E)
szekvenciajat a HIV-1 proteindz egy aminosav résszel eltolédott helyen (Ala-Leu kozott a Leu-
Val helyett) hasitotta, hasonld jelenségre elég ritkdn akad példa a retrovirdlis proteinazok
képviseldinek korében. Sejtkulturas kisérletekben is megfigyelték az MuLV burokfehérje HIV-1
proteindz altal torténd processzalodasat (Kiernan és mtsai, 1998), de a hasitasi helyet nem
hataroztdk meg. Az in vivo adatok alapjan a hasitds egy aminosavval torténd feltételezett

eltolodasa nem okozott funkcionalis defektust.

4.2.2.2.3. Rekombindans MuLV Gag fehérjerészek MulLV és HIV-1 proteinazok dltal torténo

hasitodasanak vizsgalata

Az MuLV ¢és HIV-1 proteinazok specificitdsanak tovabbi vizsgalatahoz két kiilonbozo
hosszusagt MuLV Gag fehérjerészt klonoztunk be pET23b plazmidba, €és az expresszalt
proteineket Ni-keldt affinitds kromatografiaval illetve egy azt kovetd gélsziiréssel, igen magas
kitermelési szazalékot elérve homogénre tisztitottuk.

A harom illetve négy MuLV Gag hasitadsi helyet tartalmaz6 fehérjeszubsztrat
processzalasat alacsony ionerdsség mellett végeztiik, ezért - viszonyitasi alapként - a megfeleld
hasitasi helyeket reprezentald oligopeptidekre vonatkozo specificitasi egyiitthatok értékét ilyen

koriilmények kozott is meghataroztuk (5. tablazat).

alacsony ionerdsség magas ionerosség
hasitasi szubsztrat Keat/ Kin Keat/Kin
hely szekvencia (mM"s") (mM"s")
MA/pl2 PRSSLY{PALTP 0.57 2.02
pl2/ca TSQAF!PLRAG 0.14 1.74
CA/NC MSKLLJATVVS 1.63 5.80
NC/PR TQTSLLYTLDDQ 0.38 2.40

5.tablazat
Gag hasitasi helyek alacsony és magas ionerésség mellett mért specificitasi allanddinak
osszehasonlitasa

Ezek az értékek hasonld tendencidt mutattak a magas ionerdsségnél mért értékekkel,
viszont azokhoz képest 1ényegesen alacsonyabbnak adodtak. Meghatarozasuk a Ky, alacsony
sokoncentracional jellemzéen magasabb értéke miatt csak pszeudoelsérendii reakciokoriilmények
kozott, a sebességértékek linedris illesztésével volt Ilehetséges. A fehérjeszubsztratok
processzalasanak kinetikai vizsgalatat az 18/B ¢és 19/B dbrarészek mutatjak (37-38 oldal). Az
MuLV proteindzzal végzett kisérletek alapjan ugy tiinik, hogy a rovidebb (~42 kDa) Gag protein
a pl2/CA vagy a CA/NC helyek valamelyikénél hasad elsoként, 40 illetve 33 kDa nagysagt

fehérjefragmenst eredményezve, a 30 kDa-os végso termék pedig az intermedierekben

36



megmarado alternativ hely processzaldsa révén jelenik meg (18/B ébrarész). A megfeleld
oligopeptid szubsztratok esetében tapasztaltakkal ellentétben tehat (ami alapjan a p12/CA hasitasi
szekvencia magas €s alacsony ionerdsség mellett egyarant jelentdsen kisebb hatékonysaggal
hasitoédott) a pl12/CA és CA/NC helyek hidrolizise fehérjeszinten hasonld hatékonysagunak
mutatkozik. Ez sztérikus okokkal magyarazhato, a Gag fehérjék erds oligomerizacios hajlamabol
adoddan ugyanis a hasitasi szekvencidk hozzaférhetdsége eltérd lehet, és ez jelent6sen

befolyésolhatja a kiillonb6zd helyek hasitdsanak hatékonysagat.

P12/CA NC/PR

A pET23b

MASMTGGQQMGRDPNSSSLRGRREPPVADSTTSQAF

pET23b

TLDDQKLAAALEHHHHHH

B C 0 120 120 min.
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A GagA2 fehérje szerkezete (A) és MuLV pr;f(;i:llgzaéltal torténd processzalasanak idofiiggése (B)
illetve HIV-1 PR-al valé hasitasa (C)

A nagyobb Gag protein (~52 kDa) MuLV proteinaz altal torténd processzalasanak soran
azt tapasztaltuk, hogy szintén tobbféle intermedier jelenik meg, mar viszonylag rovid idd
elteltével (19/B dbrarész). Mindez az MuLV Gag hasitasi helyek fehérjeszinten hasonlo
sebességgel bekovetkezd processzalasara utal, ¢és Osszhangban van az MulLV proteinaz
specificitasi allando-értékeinek meglehetdsen sziik tartomanyaval.

Ezektdl az eredményektdl eltérden azonban a viruson beliil egyértelmiien a pl12/CA
hasitast irtak le a leggyorsabbnak (Naso és mtsai, 1979; Campbell ¢s mtsai, 2002). Mindez arra
int, hogy o6vatosnak kell lenni az oligopeptidek €s rekombinans fehérjeszubsztratok in vitro
vizsgalata soran kapott hasitasi sorrendeknek a virusban megvalosuld sorrendiségre torténd

extrapolalasaval.
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Az MuLV Gag fehérjék HIV-1 proteindz szubsztratként valo tesztelése soran viszont — jo
Osszhangban a megfeleld oligopeptid szubsztratoknal kapott eredményekkel — a CA/NC és
NC/PR helyek hasitdsanak hianyabol adddoéan csak a 40 kDa nagysagua CA-NC-C-terminalis
fehérje fragmens jelent meg (18/C és 19/C abra). Ez egyéb irodalmi adatokkal egybehangzdan

(Bu és mtsai, 1989) a két enzim specificitasa kozotti Iényeges kiilonbséget tiikkrozi.
4.2.2.2.4. Az MulLV proteinaz inhibitor-profilozdsa

Az MulLV proteindznak az AIDS terdpidban alkalmazott és egyéb proteindz-
inhibitorokkal szembeni érzékenységét az MuLV pl2/CA hasitdsi hely fluoreszcens
szubsztratanaldgjanak felhasznalasaval vizsgaltuk, eredményeinket a 6. tablazat foglalja 6sze. A
fluoreszcens mérés alacsony ionerdsségii reakciokoriilményei kozott az amprenavir bizonyult az
enzim leghatékonyabb gatloszerének (K;=20 nM). A DMP323 is j6 inibitornak mutatkozott. Ezt
az egyéb kiséleteinkhez sziikséges aktiv enzimkoncentracid meghatarozasahoz a nagy ionerdsség
mellett végzett HPLC alapi mérésekben aktiv centrum titraldé szerként is tudtuk alkalmazni
(K;=0.8 nM). Az MuLV proteinaz altalanosan kisebb érzékenyéget mutatott az AIDS terapidban
alkalmazott inhibitorokkal szemben mint a HIV-1 proteindz, melynek miikodését a vizsgalt

inhibitorok 1 nM-nal alcsonyabb Kj értékkel gatoltak (Bagossi és mtsai, nem kozolt eredmény).
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MuLV PR

Inhibitor® K; (uM)
1. Saquinavir® 28
2. Ritonavir® 0.41
3. Nelfinavir® 2.0
4. Amprenavir® 0.02
5. Indinavir® 0.21
6. DMP-323" 0.14
7. KH-164 1.9
6. tablazat
Az MuLV proteinaz érzékenysége a HIV-1 ellen kifejlesztett gatloszerekkel valamint a KH-164 inhibitorral
szemben

*Ezek az inhibitorok a HIV-1 proteinazt K; <1 nM értékkel gatoltak a hasonlé mérések soran. (Bagossi és mtsai,
nem publikalt adatok).

Meglepd, hogy a kordbbi mérések sordn a leghatékonyabbnak bizonyult KH-164
(Menendez és mtsai, 1993) az altalunk vizsgalt gatloszerek koziil az egyik leggyengébbnek
adodott. A HIV-1 PR ellen kifejlesztett inhibitorok tehat jo hatékonysaggal gétolhatjdk egyéb
retrovirusok proteolitikus enzimeit is.

Erdekes, hogy esetiinkben az MuLV proteindz indinavirral is viszonylag j6l gatolhatonak
tlint, pedig in vitro sejtkultiras kisérletekben alkalmazva a virus ellen, megfelelé RT inhibitorok

hidnyaban hatastalannak itélték (Powell és mtsai, 1999).
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5. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkdm soran lehetéségem nyilt két komoly gyakorlati jelentdséggel bird
retrovirus, a HIV-1 illetve az MuLV proteolitikus enzimének tanulmanyozasara.

A HIV-1 proteindzzal torténd vizsgalataimban az AIDS terapidban alkalmazott proteindz
gatloészerekkel szemben kifejlodd rezisztencia jelenségét helyeztik a kozéppontba, és ezt
tanulmanyoztuk a kiilonb6zé HIV-1 proteindz illetve Gag hasitasi hely mutaciok szempontjabol.

Az altalanosan elfogadott elképzelés szerint az aktiv centrumot érinté mutacidk lerontjak,
az enzim egyéb régidiban lokalizdlodd masodlagos mutacidk viszont javitjadk a proteinaz
katalitikus hatékonysagat. Eredményeink ezzel részben egybehangzonak (V82S, V82A ¢és
LI90M), de tobb esetben ellentmondénak mutatkoztak (I84V és M46L).

Elvégeztiik a két legnagyobb szekvencia-variabilitassal jellemezhetd és egyben legkisebb
hatékonysaggal processzaloddo Gag hasitasi hely (NC/pl és pl/p6) eredeti illetve mutans
valtozatainak a vad tipusu és mutans enzimekkel torténd atfogd vizsgalatat. Eredményeinkkel
alatdmasztottuk, hogy e két Gag hasitasi szekvencidban a proteindz inhibitor kezelés hatasara
megjelend valtozasok kompenzaciés mutaciok, melyek ellenstlyozva az enzimaktivitas
csokkenésével jar6 proteindz mutdciokat hozzdjarulhatnak a  gydgyszerrezisztencia
kialakuldsdhoz. Ugyanakkor kimutattuk, hogy a természetes szekvencia-polimorfizmus nem
befolyasolja szamottevd mértékben a két hasitasi hely processzalhatdsagat. A kiilonbozo
szubsztratok hasithatosdga kapcsan tapasztalt valtozasok alapjan az enzim és szubsztrat kozott
kialakitott van der Waals kolcsonhatdsok maximalizalasa tekinthetd a specificitds {0
meghatdrozojanak, a hasonlé hatas kulcsfontossagu lehet az inhibitor-hatékonysagban is.

A gyakorlati jelentosége ellenére (génterapids felhasznalds, HIV-1 proteinaz elleni
gyogyszerfejlesztés) is csak kevéssé ismert MuLV proteinazzal kapcsolatos vizsgalatainkhoz
sikeriilt pMalc2 rendszerben klonoznunk és expresszaltatnunk a fehérjét. Kidolgoztunk egy
harom 1épésbdl allo eljarast az enzim tisztitdsara, melynek alacsony hatékonysagan az eredeti
konstrukcio moddositasaval €s egy Ujabb tisztitasi stratégia kifejlesztésével tudtunk javitani. Az
ennek kapcsan végzett kisérleteink altal lehetdségiink nyilt a baktériumsejtben torténd expresszio
soran bekdvetkezd fehérjedegradacios jelenség tanulméanyozasara is.

A tisztitott rekombinans enzimet a virusbdl izolalt formaval 6szehasonlitva a két enzim
viselkedése hasonlonak bizonyult. A rekombindns MuLV-PR miikddésének a HIV-1 proteindzzal
torténd részletes Osszehasonlitd vizsgalata soran tobb szinten is ramutattunk azok eltérd
sajatsagaira. Spektroszkopias mérés alkalmazasaval a két enzim eltéré pH fliggését tapasztaltuk.
A specificitasbeli kiillonbségeket a megfeleld viralis hasitasi helyeket reprezentald oligopeptid

szubsztratok mellett kiilonb6z6 hosszisagi MuLV Gag fehérjék szubsztratként torténd
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alkalmazdsa soran is megfigyeltik. Ezek alapjan az MulLV proteindz szélesebb
szubsztratspecificitasu viszont sziikebb katalitikus tartoméannyal jellemezhetd enzimnek bizonyult
a HIV-1 proteindzhoz képest. Eredményeink értékelése kapcsan ramutattunk az oligopeptid,
fehérje és sejtszintli kisérletekben tapasztalhato kiilonbségekre is. Végezetiil egy gatlasi
profilozasra kifejlesztett fluoreszcens modszer segitségével Osszehasonlitottuk a két enzim
klinikai hasznalatba keriilt és mas PR inhibitorokkal val6 gatolhatosagat is, melynek kapcsan az
MuLV proteinaz HIV-1 PR-hoz képest alacsonyabb érzékenységét figyelhettiik meg az AIDS

terapidban alkalmzott inhibitorokkal szemben.
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